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摘  要 

目的：探讨TRL7信号通路对MRL-lpr狼疮性肾炎(Lupus nephritis, LN)模型小鼠相关细胞因子、蛋白表

达的作用。方法：流式细胞术检测各组小鼠脾脏组织总B细胞、浆细胞和DC细胞表达；ELISA法检测各

组小鼠血清IL-10、IL-21、抗C1q抗体、抗r-RNP抗体(RRNP)及B细胞激活因子(BAFF)蛋白表达。结果：

流式细胞检测结果显示：与正常对照组相比，MRL-lpr模型组小鼠总B细胞及DC细胞数量无显著变化，

浆细胞数量显著升高，差异具有统计学意义(P < 0.001)，在MRL-lpr模型组小鼠，与溶剂对照组相比，

TRL7抑制剂组总B细胞、浆细胞及DC细胞数量均未见明显变化，差异无统计学意义(P > 0.05)；ELISA
检测结果显示：与Naive小鼠相比，MRL/lpr模型组小鼠IL-10和C1q表达显著降低，差异具有统计学意

义(P < 0.05)；IL-21和BAFF蛋白表达升高，差异具有统计学意义(分别是P < 0.05和P < 0.01)；RRNP表
达未发生明显变化。在MRL-lpr模型组小鼠，与溶剂对照组相比，TRL7抑制剂可显著逆转IL-21和BAFF
的升高(分别是P < 0.05和P < 0.01)及C1q的降低(P < 0.05)；而未显著改变IL-10和RRNP的表达(均为P > 
0.05)。结论：LN小鼠体内存在细胞免疫功能紊乱，TLR7信号通路可能通过影响免疫细胞释放IL-21、
C1q和BAFF等，调控LN发病进程。 
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Abstract 
Objective: To investigate the effect of TRL7 signaling pathway on the expression of cytokines and 
proteins related to MRL-lpr lupus nephritis (LN) model mice. Methods: Flow cytometry was per-
formed to detect the expression of total B cells, plasma cells and DC cells in the spleen tissue of 
each group of mice; ELISA was performed to detect the expression of serum IL-10, IL-21, anti-C1q 
antibody, anti-r-RNP antibody (RRNP) and B-cell activating factor (BAFF) protein in each group of 
mice. Results: The results of flow cytometric assay showed that compared with the normal control 
group, there was no significant change in the number of total B cells and DC cells in the MRL-lpr 
model group mice, and the number of plasma cells was significantly higher, and the difference was 
statistically significant (P < 0.001). In the MRL-lpr model group mice, compared with the solvent 
control group, the number of total B cells, plasma cells and DC cells in the TRL7 inhibitor group did 
not show significant changes, and the differences were not statistically significant (P > 0.05); ELISA 
results showed that compared with Naive mice, IL-10 and C1q expressions were significantly low-
er in the MRL/lpr model group mice, and the differences were statistically significant (P < 0.05); 
IL-21 and BAFF protein expressions were elevated, and the differences were statistically signifi-
cant (P < 0.05 and P < 0.01); RRNP expression did not change significantly. In MRL-lpr model mice, 
TRL7 inhibitor significantly reversed the elevation of IL-21 and BAFF (P < 0.05, P < 0.01, respec-
tively) and the decrease of C1q (P < 0.05) compared with solvent controls; while it did not signifi-
cantly alter the expression of IL-10 and RRNP (both P > 0.05). Conclusion: Cellular immune dys-
function exists in LN mice, and TLR7 signaling pathway may regulate the pathogenesis of LN by af-
fecting the release of IL-21, C1q and BAFF from immune cells. 
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1. 引言 

狼疮性肾炎(Lupus nephritis, LN)是系统性红斑狼疮的常见并发症，临床表现多为肾功能减退及不同

程度的蛋白尿、血尿等，是导致系统性红斑狼疮患者死亡的主要原因[1]。狼疮性肾炎会出现肾小球硬化

及肾间质纤维化，这些多由于系膜细胞与细胞外基质(ECM)如 IV 型胶原及基质蛋白(如 FN)含量增加、

炎性细胞(中性粒细胞、单核细胞、T 淋巴细胞等)浸润、毛细血管增生、肾小球免疫复合物沉积(肾小球

系膜区、毛细血管袢内皮下及上皮内侧)等多种免疫活动引发[2]。研究发现，Toll 样受体 7 (TLR7)与狼

疮性肾炎中肾小球硬化密切相关[3]。因此，本研究采用 MRL-lpr 狼疮性肾炎模型小鼠，运用流式细胞

检测、ELISA 检测等技术方法，探讨狼疮性肾炎疾病发展过程中 TLR7 信号通路与 B 淋巴细胞、DC 细
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胞及相关细胞因子表达之间的关系，为进一步阐明狼疮性肾炎的发生发展及未来药物作用提供科学资料

支撑。 

2. 材料与方法 

2.1. 材料 

2.1.1. 实验动物 
SPF 级 MRL-lpr 模型鼠 10 只及 C7BL/6J 小鼠 5 只，4~5 周龄，雄性，购于上海斯莱克实验动物有限

公司，合格证号：SCXK (沪) 2017-0005。小鼠常规饲养于 SPF 级隔离设施内，自由进食饮水，食用普通

饲料(由斯莱康公司提供)。实验环境温度 20℃~25℃，湿度 40%~60%。在符合动物福利的条件下进行实

验，实验开展前获得医院的动物伦理委员会批准(20220228-057)。 

2.1.2. 主要试剂和仪器 
TLR7 抑制剂：E6446 (货号：HY-12756A)，由 MedChemExpress 公司提供；ELISA 试剂盒：IL-10 

(proteintech, KE10008)、IL-21 (proteintech, KE10012)、抗 C1q 抗体(proteintech, 11602-1-AP)、抗 r-RNP 抗

体(RRNP) (江莱生物，JL39567)及 B 细胞激活因子(BAFF) (proteintech, KE10026)；流式细胞仪由 BD 公司

生产，型号：FACSVerse。 

2.2. 方法 

2.2.1. 模型建立及处理 
MRL-lpr 模型鼠共 10 只，随机取 5 只为 TRL7 抑制剂组，其余 5 只为溶剂对照组，另取 C57BL/6J

小鼠 5 只为正常对照组，正常对照组不做处理。TRL7 抑制剂 E6446 (20 mg/kg)及对照溶剂行腹腔注射，

1 次/d，连续注射 5 天。 

2.2.2. 观察指标 
于实验第 6 天，1%戊巴比妥钠麻醉小鼠(50 mg/kg)，尾静脉取血，离心取上清，采用 ELISA 试剂盒

检测血清中 IL-10、IL-21、抗 C1q 抗体、抗 r-RNP 抗体(RRNP)及 B 细胞激活因子(BAFF)的水平；另取新

鲜小鼠脾脏，制备脾细胞悬液，应用流式细胞仪检测总 B 细胞、浆细胞和 DC 细胞的量。 

3. 统计学处理 

应用 Graphpad Prism8 统计软件进行数据统计与分析，数值以“均数 ± 标准误”(x ± SEM)表示，采

用单因素方差分析结合 Tukey’s 组间比较，以 P < 0.05 为差异有统计学意义。 

4. 结果 

4.1. MRL-Lpr 模型造模结果 

实验过程中无小鼠死亡。 

4.2. TLR7 抑制剂对脾脏组织总 B 细胞、浆细胞和 DC 细胞表达的作用 

小鼠脾脏单细胞悬液流式细胞分析结果显示：与正常小鼠相比，MRL/lpr 模型组小鼠总 B 细胞和 DC
细胞数量无显著性变化(P > 0.05)，浆细胞数量明显升高，差异具有统计学意义(P < 0.001)；在 MRL-lpr
模型小鼠，与溶剂对照组相比，TRL7 抑制剂组小鼠总 B 细胞、浆细胞、DC 细胞数量均未见明显变化，

差异无统计学意义(P > 0.05) (统计分析结果见图 1)。 
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(Note: Data are shown as SEMx ± ; *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001). 

Figure 1. The effects of TLR7 inhibitor E6446 on three cell types (the total B cells, the plasma cells and DC cells) in 
MRL/lpr lupus nephritis mice  
图 1. TLR7 抑制剂 E6446 对 MRL/lpr 狼疮肾炎小鼠三种细胞类型(总 B 细胞、浆细胞和 DC 细胞)的作用 

4.3. TLR7抑制剂对 IL-10、IL-21、抗C1q抗体、抗 r-RNP抗体(RRNP)及B细胞激活因子(BAFF)
表达的作用 

各组小鼠血清 IL-10、IL-21、抗 C1q 抗体、抗 r-RNP 抗体(RRNP)及 B 细胞激活因子(BAFF)蛋白表达

ELISA 检测结果显示：与正常小鼠相比，MRL/lpr 模型组小鼠 IL-10 和抗 C1q 抗体表达降低，差异具有统计

学意义(均为 P < 0.05)，IL-21 和 BAFF 蛋白表达升高，差异具有统计学意义(P < 0.05，P < 0.01)；在 MRL-lpr
模型组小鼠，与溶剂对照组相比，TRL7 抑制剂显著降低了 IL-21 和 BAFF 蛋白的表达，差异具有统计学意

义(P < 0.05，P < 0.01)，且显著增加了 C1q 的表达，差异具有统计学意义(P < 0.05) (统计分析结果见图 2)。 
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(Note: Data are shown as SEMx ± ; *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001; Naïve vs. vehicle; #P < 0.05; ##P < 0.01, vehicle vs. 
E6446). 

Figure 2. The effect of TLR7 inhibitor E6446 on protein expression associated with lupus nephritis.  
图 2. TLR7 抑制剂 E6446 对狼疮肾炎相关蛋白表达的作用 

5. 讨论 

狼疮性肾炎是系统性红斑狼疮主要的并发症和致死因素之一，作为一种累及多脏器的自身免疫性疾

病，肾脏是 LN 发病过程中最易受累的器官。迄今，LN 的发病机制尚未明确，病因复杂多样。随着研究

不断进展，多种信号通路、生物医学标志物不断被研究发现。其发病原因多与 B 细胞功能亢进、自身抗

体增加有关，此外，多种组织中有抗 DNA 抗体，损害多系统脏器，同时伴随炎性物质积聚等多种自身免

疫功能受损等表现[1]。 
在 LN 发病过程中，DC 细胞是免疫异常的关键因素，部分淋巴来源的 DC 称之为浆细胞样树突细胞

(plasmacytoid dendritic cells, pDCs)，在狼疮性肾炎的发病过程中起重要作用[2] [3]。B 淋巴细胞既参与系

统性损害的发生，也参与肾脏疾病的自身免疫发病过程，在自身抗体产生和免疫复合物在肾脏沉积、激

活补体导致肾脏损害过程中起到了关键作用。由于 LN 发病的重要机制之一是免疫系统紊乱，其中 B 细

胞的异常活化及分化为记忆或浆细胞是其主要的免疫特征[4]，相关 B 细胞刺激因子(IL-10、IL-6 等)在活

动期 LN 患者体内表达较正常人增高，进一步刺激 B 细胞生长、分化、成熟，抑制 B 细胞凋亡[5]。此外，

跨膜激活剂及钙调亲环素配基相互作用因子(Transmembrane activator and calciummodulator and cyclophi-
lin ligand interactor, TACI)可通过传递相关上游 B 细胞活化因子(B-cell activating factor, BAFF)信号促进浆

细胞成熟、延长浆细胞寿命，抑制过度增强的 TACI 信号可能在治疗 LN 中发挥作用。BAFF 对 B 细胞的

异常活化以及自身抗体的产生均有重要调控功能，促进浆细胞及其他免疫细胞的表达，与多种自身免疫
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性疾病有关[6]。BAFF-R 作为 BAFF 特异性受体，从未成熟 B 细胞阶段就开始表达，在 B 细胞的各个阶

段(除浆细胞外)均有表达，参与 B 细胞从未成熟阶段向过渡阶段、成熟阶段、以及记忆 B 细胞发育阶段

的多种过程。BAFF/BAFF-R 通路活化在 SLE 发病中具有重要作用[7] [8]。国外临床研究显示，SLE 患者

血清 BAFF 水平显著增加，且其在肾脏组织的受体密度也显著提高，认为血清 BAFF 水平可以反映狼疮

性疾病活动度，也是病情的监测以及预测复发较好的重要指标[9]。本研究发现，MRL/lpr 模型鼠中总 B
细胞数量未发生显著变化，但浆细胞数量明显增加，BAFF 表达显著增加，TRL7 抑制剂干预可显著降低

BAFF 表达。提示 TRL7 信号通路可能通过调控 BAFF 释放，继而调控 B 细胞活化及相关因子的表达，

从而影响病情进展。 
IL-10、IL-21 作为 LN 相关细胞因子，在 B 细胞的增殖、分化过程中扮演了重要作用[10]。IL-21 是

2000 年发现的 I 型细胞因子家族成员，与 IL-21 受体结合并启动相关信号通路，促进 B 细胞分化为分泌

免疫球蛋白的自身反应性浆细胞[10]。同时 IL-21、BAFF 可共同作用，促进 B 细胞生发中心形成，分泌

自身抗体[11]。研究发现，LN 患者肾组织 IL-21 的检测可判断病变严重程度及临床活动情况，其升高预

示着肾脏受累的风险[12]。研究发现，pDCs 可特异性表达 TLR7，促进炎性介质的分泌[3]，同时 pDCs
活化后可激活 B 细胞分泌大量抗体，一方面破坏细胞的功能，另一方面与补体相互作用，介导细胞毒性

作用，释放炎性介质，诱导 LN 小鼠局部炎性反应细胞浸润，机体出现肌酐、尿蛋白增加等肾损伤的表

现，加重狼疮鼠的肾损害[12] [13] [14] [15]。本研究发现，在 MRL/lpr 模型鼠中，IL-10 表达降低，IL-21
表达增加，TLR7 抑制剂 E6446 干预后，IL-10 表达无变化，但显著逆转 IL-21 的表达增加，推测 TRL7
信号通路可能通过抑制 IL-21 的分泌，抑制 B 细胞分化为分泌免疫球蛋白的浆细胞从而缓解 LN。临床常

用补体 C1q、RRNP 等指标作为评估 LN 活动期的标志物。本实验研究发现，狼疮肾炎小鼠 RRNP 表达

有增高趋势，但无统计学差异，而 C1q 表达显著减低，推测狼疮肾炎不同阶段两者的表达可能有一定的

差异性。 
综上所述，狼疮性肾炎小鼠体内存在细胞免疫功能紊乱 TRL7 信号通路可调控 B 细胞功能从而影响

多种细胞因子的表达而影响 LN 发病进程，但其具体机制尚需深入研究。本研究亦有一定局限性，比如

实验样本量较小，可能对实验结果产生一定偏倚影响，后期可通过增加样本量进一步明确研究发现。后

续将继续明确 TRL7 信号通路激活后如何调控 B 细胞功能从而参与 LN 发生，以期能够为 LN 的机制研

究及临床治疗提供理论依据及支持。 
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