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"摘要#
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目的
!

探讨吗替麦考酚酯"

UUV

$对
3T

大鼠抗肾小球基底膜"

<WU

$肾炎模型的治疗作用%方法
!

将实验动物分

为空白对照组'模型对照组和
UUV

治疗组!利用兔抗
3T

大鼠
<WU

抗体血清制备
3T

大鼠抗
<WU

肾炎模型%检测各组动物在

给药后第
%

'

$

'

1

'

'

和
0

周的
10;

尿蛋白'血肌酐和尿素氮等生化指标#采用酶联免疫吸附法检测在给药后第
%

'

0

周各组动物外周

血中
S:.$

'

A<V.

'

$

的水平#

4?

染色和碘酸雪夫氏"

=@3

$染色分析各组动物肾脏组织病理形态学变化%结果
!

UUV

治疗
$

周

后!

10;

尿蛋白的排泄量开始下降#

UUV

治疗
0

周后!相较于同期的模型对照组!

UUV

治疗组
3T

大鼠的
10;

尿蛋白的排泄量

显著性下降!外周血尿素氮'血肌酐以及与免疫相关的细胞因子
S:.$

和
A<V.

'

$

的水平也远远低于模型对照组"

!

$

%&%2

$%

4?

和
=@3

染色结果表明!

UUV

治疗组大鼠的肾小球及其周围间质区炎性细胞浸润较模型对照组减少!新月体数量明显下降%

结论
!

UUV

可提高抗
<WU

肾炎
3T

大鼠的肾功能!抑制
S:.$

和
A<V.

'

$

的产生!阻止模型大鼠的肾脏病变%
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相关疾病是由于机体对
*

型胶原的耐受性失调#针对
*

型胶原

&

'

链的非胶原区产生自身抗体#进而引起呼吸系统和泌尿系

统等相关器官出现病变的一系列自身免疫疾病'

$.1

(

)

<WU

肾

炎就是由抗
<WU

抗体引起的一类肾脏疾病#该病患者可在外

周血中检测到大量的抗
<WU

抗体#临床上表现为肾功能严重

下降#几周内即可进展至肾功能衰竭#并伴有新月体出现)该

病起病急促#病情发展迅速#预后差#没有较理想的治愈方法#

病死率较高'

'

(
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吗替麦考酚酯$
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B"

H

;E,"9JDE8"FED#9
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UUV

&是鸟嘌呤核

苷酸经典合成途径中的重要限速酶
.

次黄嘌呤单核苷酸脱氢酶

$

SU=T4

&的选择性抑制剂'

0

(

#其代谢产物霉酚酸$

U=@

&可抑

制高度依赖经典合成途径增殖的
A

*

W

淋巴细胞#而对鸟嘌呤

核苷酸补救合成途径无影响'

2.)

(

)因此
UUV

对其他细胞无抑

制作用#无肝*肾毒性#不会引起骨质疏松*高血压等不良反应#

骨髓抑制作用也大大弱于其他类非选择性免疫抑制剂)作为

一种新型免疫抑制剂#

UUV

多被用于器官移植以及一些自身

免疫疾病#如自身免疫性肝病*系统性红斑狼疮和自身免疫性

胰腺炎等疾病的治疗'

-.(

(

#但在抗
<WU

肾炎治疗上的研究报

道较少)本文通过观察
UUV

治疗组大鼠
10;

蛋白尿排泄

量*血肌酐*尿素氮*

S:.$

和
A<V.

'

$

等生化指标以及肾脏组织

病理形态学变化的情况#研究
UUV

对抗
<WU

肾炎
3T

大鼠

模型的治疗作用)

A

!

材料与方法

A&A

!

动物及材料

A&A&A

!

实验动物
!

0%

只
3T

大鼠#

/

周龄#体质量
1%%

K

左右#
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年
)

月第
00

卷第
$/

期



雌雄各半#购自上海杰思捷实验动物有限公司'许可证号!

3Qcg

$沪&

1%$0.%%%)

()

'

只雄性新西兰大白兔#体质量
1X

K

左右#购自上海杰思捷实验动物有限公司)所有动物严格饲养

在
Q:

级动物房内#自由进食*饮水#

$1;

交替照明)

A&A&B

!

实验药物与试剂
!

注射用
UUV

购自重庆莱美药业有

限公司$批准文号!国药准字
41%%2(1/1

&#每瓶用
$%8:

生理

盐水溶解#保存于
\1%[

冰箱内#用前稀释到所需浓度即可)

大鼠血肌酐*尿素氮检测试剂盒购自南京建成生物研究所$批

号!

1%$'%/$1

&%大鼠
S:.$

和
A<V.

'

$?:S3@

试剂盒购自武汉

优尔生科技股份有限公司$批号!

Tf=.$')$$

&)

A&A&C

!

实验仪器
!

@d2/%%

型生化分析仪购自美国
WEBX8J,

Q"C9DEL

公司%

3

H

EBDLJUJRU2

多功能酶标仪购自美国
U"9EB.

C9JLTEI#BE+

公司%

<VU.)%%

荧光倒置显微镜*

@3='%%3

组织

脱水机*

ZA$1%%3

全自动振动切片机购自德国
:E#BJ

公司)

A&B

!

方法

A&B&A

!

可溶性
<WU

抗原的制备
!

参照造模方法'

(

(

#用
1%]

乌拉坦麻醉
3T

大鼠后#正中切开腹部#无菌条件下游离双肾

并剥离肾包膜#取肾皮质于冷无菌
%&$8"9

"

:=W3

溶液中涮

洗)将清洗过的肾皮质剪碎并放到
)%

目筛网上小心研磨并用

冷
=W3

冲洗#弃去滞留物并收集滤液)依次将滤液经
/%

目和

1%%

目筛网过滤#反复用
=W3

溶液冲洗#最终收集
1%%

目筛网

上滞留物)取收集物于
=W3

溶液中重悬#超声
0%8#,

#使肾小

球完全破碎#即可得到可溶性
<WU

)双缩脲试剂法测量可溶

性
<WU

抗原溶液的总蛋白浓度#调整浓度为
1%8

K

"

8:

#

\1%

[

保存#待用)

A&B&B

!

兔抗
3T

大鼠
<WU

抗体血清的制备
!

取制备好的

<WU

抗原溶液
%&28:

#加入等体积的完全弗氏佐剂#涡旋振

荡器上充分乳化)取乳化后的乳浊液于新西兰兔背部进行多

点皮下注射#首次免疫当天记为第
%

天)在免疫后第
$2

天进

行二次免疫)在免疫后第
'2

天#经耳缘静脉注射
1%8

K

"

8:

3T

大鼠
<WU

抗原溶液
%&$8:

#再一次加强免疫)

-!

后取血

检测兔抗
3T

大鼠
<WU

抗体的效价#效价合适后即可从兔颈

总动脉取血#收集兔血清并
2)[

灭活补体
'%8#,

#

\/%[

保

存#待用)

A&B&C

!

3T

大鼠抗
<WU

肾炎模型的建立
!

实验分为空白对

照组*模型对照组和
UUV

治疗组#每组
$%

只健康
3T

大鼠)

实验开始前#收集全部
3T

大鼠的
10;

尿液#检测
10;

尿蛋白

的总量#结果均无异常)取含
28

K

正常兔
S

K

<

与等体积的完

全弗氏佐剂充分乳化#于模型对照组和
UUV

治疗组
3T

大鼠

背部多点皮下注射乳浊液#进行预免疫)预免疫
2!

后#按
2

8:

"

X

K

剂量的兔抗
3T

大鼠
<WU

抗体血清经尾静脉注射到模

型对照组和
UUV

治疗组
3T

大鼠体内#建立
3T

大鼠抗
<WU

肾炎模型)建模
$

周后#

UUV

治疗组每天以
2%%8

K

"

X

K

剂量

腹腔注射
UUV$&%8:

#同时空白对照组和模型对照组每天

腹腔注射生理盐水
$%8:

)

A&B&D

!

血清及尿液生化指标的测定
!

分别于给药第
%

*

$

*

1

*

'

和
0

周收集实验动物血液和尿液样本)用
1%]

乌拉坦麻醉动

物#眼眶后静脉丛取血#收集血清分装于
?=

管中#

\/%[

冰箱

内保存#待测)采用小鼠代谢笼收集各组动物
10;

尿液#低温

保存)生化分析仪检测各组动物
10;

尿蛋白*血尿素氮和血

肌酐的水平#

?:S3@

试剂盒检测各组动物外周血中
S:.$

和

A<V.

'

$

的水平)

A&B&H

!

肾脏组织病理分析
!

经
UUV

给药治疗
0

周后#各组

动物脱颈椎处死#立即取出双侧肾脏#剥离肾包膜#固定于
0]

甲醛溶液中#

0/;

后脱水*石蜡包埋#

2

"

8

切片)石蜡切片进

行
4?

染色和碘酸雪夫氏$

=@3

&染色)

A&C

!

统计学处理
!

采用
3=33$(&%

软件进行统计学分析)计

量资料以
I>>

表示#两组间比较采用
7

检验#多组的组间比较

采用单因素方差分析)以
!

$

%&%2

为差异有统计学意义)

B

!

结
!!

果

B&A

!

治疗前后各组
10;

尿蛋白排泄量的比较
!

与空白对照

组比较#在注射兔抗
3T

大鼠
<WU

抗体血清
-!

后#模型对照

组和
UUV

治疗组动物的
10;

尿蛋白排泄量显著性升高$

!

$

%&%2

&#提示造模成功)而模型对照组和
UUV

治疗组之间差

异无统计学意义$

!

%

%&%2

&)经
UUV

治疗
$

周#

UUV

治疗

组
10;

尿蛋白的排泄量就开始下降#提示肾功能开始得到改

善%

UUV

治疗
0

周后#相较于同期的模型对照组#治疗组
3T

大鼠的
10;

尿蛋白的排泄量明显下降#见表
$

)

表
$

!!

不同治疗时间点各组
10;

尿蛋白的排泄量%

I>>

'

8

K

*

!

&

组别 第
%

周 第
$

周 第
1

周 第
'

周 第
0

周

空白对照组
-&'$>$&%) /&12>$&$' -&20>$&%- -&%'>$&1) )&/->%&(/

模型对照组
-/&)1>(&'2

J

()&''>$1&-0

J

$%(&-)>$-&0'

J

$$'&/)>1%&22

J

$1-&)'>10&0/

J

UUV

治疗组
/%&''>$$&2' /2&20>$1&)-

G

-1&)1>/&2$

B

2/&/'>2&1(

B

2$&-'>)&'-

B

!!

J

!

!

$

%&%$

#与空白对照组比较%

G

!

!

$

%&%2

#

B

!

!

$

%&%$

#与模型对照组比较)

表
1

!!

不同治疗时间点各组血肌酐水平比较%

I>>

'

"

8"9

*

:

&

组别 第
%

周 第
$

周 第
1

周 第
'

周 第
0

周

空白对照组
2/&0'>'&-$ )%&-0>)&21 2-&0/>1&-( 2/&1(>'&$$ 2-&')>0&20

模型对照组
(-&12>/&))

J

$11&'(>$2&0)

J

$2$&-)>1%&/0

J

$))&(1>1'&/$

J

$/2&-1>11&0)

J

UUV

治疗组
$%2&2/>$-&0(

J

$$1&0)>$0&-'

J

$1/&-)>$)&''

JG

$0$&-/>$-&1(

JG

$22&'->$)&/'

JB

!!

J

!

!

$

%&%$

#与空白对照组比较%

G

!

!

$

%&%2

#

B

!

!

$

%&%$

#与模型对照组比较)
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表
'
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不同治疗时间点各组血尿素氮水平比较%

I>>

'

88"9

*

:

&

组别 第
%

周 第
$

周 第
1

周 第
'

周 第
0

周

空白对照组
/&)'>%&-1 /&%0>%&/' -&1(>%&20 )&/(>%&)- )&($>%&-$

模型对照组
$1&2->'&)/

J

$1&'(>1&/)

J

$'&$%>'&2$

J

$1&(2>'&%)

J

$'&0/>'&%0

J

UUV

组
$1&1)>'&'- $$&-2>1&/) $$&')>1&/0

JG

$%&-/>1&2$

JG

(&0/>$&)2

JB

!!

J

!

!

$

%&%$

#与空白对照组比较%

G

!

!

$

%&%2

#

B

!

!

$

%&%$

#与模型对照组比较)

B&B

!

治疗前后各组血肌酐*尿素氮的比较
!

在造摸前#各组动

物外周血中血肌酐*尿素氮的水平差异无统计学意义$

!

%

%&%2

&)注射兔抗
3T

大鼠
<WU

抗体后
$

周#相较于空白对照

组#模型对照组和
UUV

治疗组动物的血肌酐*尿素氮的水平

显著升高$

!

$

%&%2

&)随着
UUV

腹腔注射治疗后#外周血中

血肌酐*尿素氮的水平相较同期模型对照组开始下降#提示肾

脏的损伤程度开始得到缓解%经过
0

周的治疗后#

UUV

治疗

组
3T

大鼠的血肌酐*尿素氮显著下降#与同期模型对照组比

较差异有统计学意义$

!

$

%&%2

&#较空白对照组有轻度增加)

见表
1

*

'

)

B&C

!

治疗前后各组动物外周血中
S:.$

及
A<V.

'

$

的比较
!

本

研究采用
?:S3@

试剂盒测定各组动物外周血中
S:.$

和
A<V.

'

$

的水平)结果表明#注射兔抗
3T

大鼠
<WU

抗体血清
$

周

之后#模型对照组和
UUV

治疗组动物
S:.$

和
A<V.

'

$

的水平

均较空白对照组有显著性的上升$

!

$

%&%2

&#模型对照组和

UUV

治疗组之间差异无统计学意义$

!

%

%&%2

&)

UUV

治疗

0

周后#

UUV

治疗组动物外周血中
S:.$

和
A<V.

'

$

的水平均

显著性低于模型对照组)见表
0

)

表
0

!!

治疗前后各组动物外周血中
S:.$

和
A<V.

'

$

!

水平比较%

I>>

'

,

K

*

8:

&

组别
S:.$

第
%

周 第
0

周

A<V.

'

$

第
%

周 第
0

周

空白对照组
%&'->%&%12 %&'2>%&%'( 0&$/>$&%) 0&-->$&'2

模型对照组
0&)/>%&1-

J

2&1(>%&0/

J

-&/$>$&))

J

(&21>1&$'

J

UUV

治疗组
0&/$>%&'2

J

'&$'>%&$-

JG

-&(1>$&2/

J

2&')>$&0/

JG

!!

J

!

!

$

%&%$

#与空白对照组比较%

G

!

!

$

%&%$

#与模型对照组比较)

B&D

!

肾脏组织石蜡切片
4?

染色和
=@3

染色显微镜观察
!

4?

和
=@3

染色表明#模型对照组肾小球系膜细胞增生#形态

破坏严重%有大量炎性细胞浸润到肾小球内以及周围间质区%

肾小球有新月体形成)经过
UUV

治疗后#造摸动物肾小球的

整体病理变化得到改善#肾小球及其周围间质区炎性细胞浸润

减少%肾小球和肾小管的变性得到改善%新月体数量明显下降)

见图
$

)

图
$

!!

各组动物肾组织
4?

和
=@3

染色结果%

0̂%%

&

C

!

讨
!!

论

!!

人类新月体肾病和
<""!

H

J+DCLE

综合征等皆属于抗
<WU

相关疾病'

$%

(

#该病是由于机体对
*

型胶原
&

'

链的非胶原区耐

受性失调#产生自身抗体#而造成多器官损伤的一类自身免疫

疾病#多见于男性'

$$.$1

(

)常累及肾脏#即为新月体肾小球肾

炎#临床表现为血尿*蛋白尿#患者肾功能下降迅速#如不及时

治疗#几周内即可进展至肾衰竭)目前该病的治疗手段主要包

括血浆置换以及糖皮质类激素联合免疫抑制剂等强化治疗)

本研究参考
W;J,

等造模方法#先使用正常兔
S

K

<

联合完

全弗氏佐剂对造模
3T

大鼠进行预免疫#

2!

后经尾静脉注射

()01

重庆医学
1%$2

年
)

月第
00

卷第
$/

期



兔抗
3T

大鼠
<WU

抗体血清#

$

周后发现造模大鼠
10;

尿蛋

白以及外周血尿素氮和血肌酐明显著性高于空白对照组大鼠#

并维持在较高水平#与免疫相关的细胞因子如
S:.$

和
A<V.

'

$

也明显提高#提示成功建立
3T

大鼠抗
<WU

肾炎模型)

UUV

是一种新型免疫抑制剂#口服吸收完全#利用度高#

在体内可迅速分解为活性成分
U=@

)

UUV

耐受性好#无肝*

肾毒性#不会引起骨质疏松*高血压等不良反应#骨髓抑制作用

也大大弱于其他类非选择性免疫抑制剂)目前#

UUV

在器官

移植*自身免疫疾病等疾病的治疗上应用较多'

$'.$0

(

)

本研究使用
UUV

治疗抗
<WU

肾炎
3T

大鼠
$

周后#

10;

尿蛋白的排泄量就开始下降#指示肾功能开始得到改善%治疗

0

周后#相较于同期的模型对照组#治疗组
3T

大鼠的
10;

尿蛋

白的排泄量显著性下降#外周血尿素氮*血肌酐以及与免疫相

关的细胞因子
S:.$

和
A<V.

'

$

的水平也远远低于模型对照组)

经过
UUV

治疗后#抗
<WU

肾炎大鼠的肾小球及其周围间质

区炎性细胞浸润减少#新月体数量明显下降#提示肾小球的整

体病理变化得到改善)

综上所述#本研究通过对肾功能和免疫等相关指标的考

察#证明了
UUV

治疗
3T

大鼠抗
<WU

肾炎疾病的疗效确切#

为其在临床上治疗人类相关疾病的应用提供了实验依据)
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