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　　[摘　要 ]　目的 :观察普乐可复 (FK506)防治大鼠抗肾小球基底膜 ( GBM)肾炎的疗效。方法 :复制大鼠抗 GBM

肾炎模型。实验分 3组 :肾炎 + FK506组、肾炎对照组及正常对照组。大鼠一次性尾静脉注射抗 GBM抗血清后 6 h

内皮下注射 FK506注射液 (015 mg·kg - 1·d - 1) ,至第 21 d。对照组则给予等量的生理盐水。定期于第 4 d、第 14 d和第

21 d ,检测大鼠尿蛋白、血清肌酐和尿素氮水平 ,观察肾组织病理学改变 ,以及检测 T淋巴细胞转化功能。结果 :肾炎

对照组大鼠注射抗血清后于第 4d即出现异常蛋白尿 ,血清肌酐和尿素氮亦持续上升 ;肾小球内可见细胞数增加和新

月体形成 ,肾小管内大量蛋白管型 , GBM呈不规则增厚 ,足突大片融合 ; T淋巴细胞转化功能异常。而肾炎 + FK506

组大鼠上述病变均明显较轻。结论 :FK506能够明显改善大鼠抗 GBM肾炎的肾功能。
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　　人类新月体性肾炎发病机制与机体免疫异常密

切相关 ,临床上治疗该疾病时 ,一方面积极对症处

理 ,另方面使用一些免疫抑制剂 ,如环孢素 A (cy2
closporine ,Cs - A)控制疾病的发展。免疫抑制剂能够

使新月体趋于消散 ,从而缓解病情[1 ]。但经长期大

量临床资料证实 ,Cs - A等免疫抑制剂用于治疗肾小

球肾炎等疾病时 ,疗效虽满意 ,但毒副作用 (如肾毒

性)亦较大[2 ] ,因而其治疗应用亦受一定限制。

　　FK506是从土壤链霉菌中提取的代谢产物 ,属大

环内酯类免疫抑制剂。Prisch等[3 ]研究发现 ,其免疫

抑制作用与 Cs - A相似 ,均能抑制细胞增生、细胞因

子的产生 ,而 FK506的抑制效果是 Cs - A的 10 - 100

倍 ,且毒副作用甚少。因此 ,在许多免疫性疾病 (如

移植物排斥反应等)治疗方面 ,用 FK506替代 Cs - A ,

疗效甚好。

　　大鼠抗肾小球基底膜 (anti - glomerular basement

membrane ,GBM)肾炎 ,是利用异种抗 GBM抗体直接

诱导后产生的具有典型的人类新月体性肾炎病理变

化的动物模型。本实验在复制大鼠抗 GBM肾炎模

型的基础上 ,探讨 FK506对该型肾炎病变的影响 ,旨

在为治疗人类新月体性肾炎提供实验依据。

材　料　和　方　法

1　药品

　　FK506 ,日本藤译制药公司提供。

2　动物

　　正常健康 SD大鼠 ,雌雄不限 ,重 180 - 220g ,徐

州医学院动物实验中心提供。

3　大鼠 GBM抗原及其抗体的制备

　　具体方法参见文献[4 ]。

4　大鼠抗 GBM肾炎模型的复制及动物分组处理[4 ]

　　取正常健康 SD大鼠 24只 ,单笼饲养 ,喂以人工

合成的颗粒饲料 ,饮用清洁水 ,保持垫料干糙 ,实验

前测定各鼠 24 h尿蛋白总量 ,结果均无异常。按随

机化原则分为 3 组 ,每组 8 只 ,即 : (1)肾炎 + FK506

组 :经尾静脉注入兔抗鼠 GBM抗血清 (015 mL/ 100

g)后 6 h内皮下注射 FK506注射液 (015 mg/ kg) [5 ] ,每

天 1次 ,至第 21 d末。(2)肾炎对照组 :经尾静脉注

入兔抗鼠 GBM抗血清 (015 mL/ 100 g)后 6 h内皮下

注射无菌生理盐水 (015 mL/ 100 g) , 每天 1次 ,至第

21 d末。(3)正常对照组 ,经尾静脉注入同剂量的非

抗体性的正常兔血清代替兔抗鼠 GBM抗血清后 6 h

内皮下注射无菌生理盐水 (015 mL/ 100 g) , 每天 1

次 ,至第 21 d末。

5　主要观察指标

511　24 h尿蛋白总量、血清肌酐及尿素氮含量的测

定　于实验后第 4 d、第 14 d和第 21 d ,将各组大鼠

分别单置于代谢笼内收集大鼠 24 h全部尿液 ,采用

3 %磺基水杨酸浊度定量法进行尿蛋白定量测定。

另于实验的第 4 d、第 14 d和第 21 d行各组鼠眼内眦

静脉放血 ,分离血清 ,严格按照试剂盒说明书的方法

操作 ,经全自动生化分析仪测定血清肌酐及血清尿

素氮的含量 (肌酐和尿素氮试剂购自上海长征康仁
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医学科学有限公司) 。

512　病理学检查　于实验后第 4 d、第 14 d和第 21

d经皮取各组大鼠肾皮质标本 ,分别行光镜、免疫荧

光和电镜检查。①光镜 :肾切片行 HE染色。②免疫

荧光 :采用 FITC标记的抗兔 IgG和抗鼠 IgG对肾冰

冻切片行直接免疫荧光法染色。③电镜 :观察肾小

球内电子致密物 (即免疫复合物 ,immune complex , IC)

沉积的部位、大小 , GBM厚度 ,及足突融合情况等。

并重点对 GBM的厚度作立体计量学定量分析 ,具体

方法参见文献[4 ]。

513　T淋巴细胞转化功能和抗 GBM自身抗体的检

测　于实验后第 4 d、第 14 d和第 21 d行各组鼠眼内

眦静脉放血 ,置肝素抗凝管 ,用淋巴细胞分离液分离

并收集淋巴细胞 ,采用 MTT法检测大鼠体内 T淋巴

细胞转化功能 ,具体方法参见文献[6 ] (淋巴细胞分离

液、MTT等试剂均购自上海华美生物工程有限公

司) 。并于实验的第 14 d行各组鼠眼内眦静脉放血 ,

分离血清 ,检测大鼠血清中抗 GBM自身抗体 ,具体

方法采用 HRP (辣根过氧化物酶 , horseradish peroxi2
dase , HRP)标记的羊抗鼠 IgG(由南京军区总医院提

供)行 dot - ELISA法[7 ]。

6　统计学处理

　　所有数据均以 �x ±s 表示 ,采用 t 检验。方差不

齐时 ,取几何均数再进行 t′检验。荧光强度以“ - ”

-“+ + + +”表示 ,半定量分析。

结　　果

1　24 h尿蛋白总量、血清肌酐及尿素氮的改变

　　第 4 d肾炎对照组鼠 24h尿蛋白总量已明显高

于正常对照组 ,至第 14 d血清肌酐及尿素氮亦明显

高于正常对照组 ,之后 ,血清肌酐及尿素氮仍继续升

高 ,而 24 h尿蛋白于第 21 d较第 14 d下降 ;肾炎 +

FK506组在第 14 d时就显示 24 h尿蛋白量和血清尿

素氮显著低于肾炎组 ,至第 21 d时 ,血清肌酐亦显著

低于肾炎组 ,血清尿素氮接近正常值 ,见表 1。

2　光镜检查

　　免疫后第 14 d ,肾炎对照组大鼠肾小球体积增

大 ,细胞数明显增多 ,新月体形成 ,肾小管内大量蛋

白管型 ;而同期肾炎 + FK506组大鼠肾组织病变则相

对轻微。免疫后第 21 d时 ,肾炎对照组大鼠肾小球

内细胞数反而减少 ,并出现节段性或全部肾小球硬

化 ,肾小球囊腔大部分亦闭塞 ;而肾炎 + FK506组大

鼠未见肾小球硬化 ,亦未见肾小球囊腔闭塞。

3　免疫荧光检查

　　肾炎对照组大鼠免疫后第 4d ,可见肾小球内兔

IgG沿鼠 GBM呈“线形”分布 ,荧光强度为 +++ ,至第

21 d荧光强度为 ++ ;而鼠 IgG荧光强度增强 ,第 14 d

时可见大鼠 IgG亦呈“线形”沿 GBM分布 ,荧光强度

为 + ,至第 21d荧光强度为 + + (图 1a ,见加页 Ⅰ) 。

而肾炎 + FK506组大鼠肾组织标本在第 21d检测兔

IgG和鼠 IgG表明 ,其荧光强度均弱于肾炎对照组大

鼠 ,结果均为 + (图 1b ,见加页Ⅰ) 。正常对照组大鼠

各时段不同荧光抗体检测结果均为阴性。

表 1　3组大鼠尿蛋白总量、血清肌酐和尿素氮含量的变化

Tab 1　The content changes in urine protein and serum creatinine

and serum urea nitrogen levels in three groups( �x ±s. n = 8)

Time Index Nephritis + FK506 group Nephritis control Normal control

Urinary protein(mg/ 24h) 40. 69±18. 62 33 46. 67±22. 33 33 7. 07±3. 57

4 d Crea(μmol/ L) 86. 59±16. 75 85. 60±15. 62 75. 30±10. 62

Urea(mmol/ L) 8. 72±1. 06 9. 29±0. 91 8. 27±1. 24

Urinary protein(mg/ 24h) 68. 07±21. 11 # 33 115. 43±55. 48 33 7. 10±3. 81

14 d Crea(μmol/ L) 95. 74±22. 11 3 133. 19±17. 42 3 73. 79±12. 43

Urea(mmol/ L) 10. 53±3. 12 # # 14. 49±4. 34 33 8. 76±1. 20

Urinary protein(mg/ 24h) 41. 04±18. 16 33 56. 40±36. 91 33 7. 42±3. 74

21 d Crea(μmol/ L) 96. 01±20. 29 # # 3 215. 58±76. 99 3 74. 13±8. 70

Urea(mmol/ L) 8. 91±1. 46 # # 17. 81±3. 88 33 8. 30±0. 95

　Crea : serum creatinine ; Urea : serum urea nitrogen ; # P <

0105 , # # P < 0101 vs nephritis control ; 3 P < 0105 , 33 P < 0101 vs

normal control.

4　电镜检测

　　肾炎对照组大鼠免疫后第 4 d ,GBM上电子密度

大于正常对照组大鼠 ,厚度较宽 ,第 21 d ,可见 GBM

厚度更宽 ,并见 GBM上皮侧有不规则团块状电子致

密物沉积 ,GBM呈不规则增厚 ,沉积区足突融合明显

(图 2a) ,部分区域可见内皮细胞脱落、坏死。而肾炎

+ FK506组大鼠 GBM厚度显著低于肾炎组 ,足突融

合及内皮细胞病变情况亦均较肾炎对照组大鼠为轻

(图 2b) 。GBM定量分析结果 ,见表 2。

5　大鼠体内 T淋巴细胞转化功能吸光度 A值的变

化

　　结果显示 ,第 14 d ,肾炎对照组大鼠体内 T淋巴

细胞转化功能明显高于肾炎 + FK506组 ,见表 3。

表 2　3组大鼠 GBM平均厚度的变化

Tab 2　Changes in GBM mean thickness in three groups(nm. �x ±s)

Group 4 d 14 d 21 d

Nephritis + FK506 216104±60125 3 234194±47121 3 303110±33151 # 3

Nephritis control 227193±20187 3 295165±67113 3 539107±192171 3

Normal control 122172±20127 120160±15162 129142±22132

　# P < 0101 vs nephritis control ; 3 P < 0101 vs normal control.
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Fig 2 a　The thickening of GBM and loss of foot processes were seen

in nephritis control (×20 000) .

图 2a　肾炎对照组大鼠第 21 d ,电镜示肾小球内 GBM呈不

规则增厚 ,足突融合

Fig 2b　The changes of GBM were seen in nephritis + FK506 group

(×10 000) .

图 2b　肾炎 + FK506组大鼠第 21 d ,电镜示肾小球内 GBM

病变情况较肾炎对照组大鼠为轻

表 3　3组大鼠 T淋巴细胞功能转化试验的变化

Tab 3　The changes in T cell transforming function test

in three groups( A. �x ±s. n = 8)

Group 4 d 14 d 21 d

Nephritis + FK506 01042±01004 3 01034±01005 # 01030±01005

Nephritis control 01052±01015 33 01045±01007 33 01036±01009

Normal control 01033±01007 01031±01009 01032±01009

　# P < 0105 vs nephritis control ; 3 P < 0105 , 33 P < 0101 vs normal con2
trol .

6　各组大鼠第 14d血清中抗 GBM自身抗体的检测

　　每组大鼠均为 8例 ,肾炎对照组大鼠抗 GBM自

身抗体阳性例数为 6例 ,肾炎 + FK506组为 3例 , 正

常对照组则为 0例。

讨　　论

　　人类新月体性肾炎是一种急进性肾小球肾炎 ,

其发病机制与机体的免疫因素关系甚密 ;临床上发

现该疾病病情重 ,进展快 ,易引起肾功能衰竭[8 ] ,因

而尽早防治此肾炎至关重要。本研究给大鼠一次性

尾静脉注射兔抗鼠 GBM抗血清后 ,经过一定潜伏

期 ,便产生了肾炎。结果均表明 ,实验所建立的大鼠

抗 GBM肾炎模型与人类新月体性肾炎酷似。

　　FK506是一种新型的强免疫抑制剂 ,20世纪 90

年代进入临床 ,主要用于肝移植、肾移植后排斥反应

等的治疗。其作用的主要机制是与细胞内特异性受

体 (FK506结合蛋白)结合后 ,能抑制钙调神经磷酸酶

的活性 ,干扰 T细胞的激活和细胞因子转录 ,从而发

挥免疫抑制作用[9 ]。本研究利用 FK506处理大鼠抗

GBM肾炎发现 ,第 14 d , 24 h尿蛋白总量和血清尿素

氮明显低于未予处理的肾炎对照组大鼠 ,随后第 21d

血清肌酐亦较肾炎对照组大鼠明显降低 ;肾小球内

细胞增生和新月体形成的数量及肾小管内蛋白管型

均明显减少 ,亦未见肾小球硬化、肾小球囊腔闭塞 ;

并且发现 FK506能够减轻 GBM厚度的增加 ,足突细

胞和内皮细胞病变情况亦得到明显的改善 ;同时亦

发现实验的第 14 d ,大鼠体内 T淋巴细胞转化功能

较肾炎对照组大鼠明显低下 ,血清中抗 GBM自身抗

体的阳性数少于肾炎对照组大鼠 ,且“线性”沉积在

GBM上的兔 IgG和鼠 IgG的荧光强度在第 21d较肾

炎对照组大鼠为弱。上述结果均证实 ,FK506确能抑

制大鼠 T细胞的激活 ,进而抑制大鼠产生抗 GBM自

身抗体 ,并阻止部分抗体在 GBM的沉积 ,致使 GBM

不规则性增厚的程度明显减轻 ,并且能够抑制肾小

球内细胞增生和新月体形成 ,从而减轻肾组织病变。

　　综上所述 ,FK506 可以减轻罹患抗 GBM肾炎大

鼠的肾脏病变 ,进而改善肾功能。因此 ,本实验将为

FK506防治人类新月体性肾炎提供可靠的实验依据。
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Effects of FK506 on anti - glomerular basement membrane nephritis in rats

TANG Ren - xian1 , WANG Ying - wei2 , HUANG Rui3 , GAO Feng - guang1 , LIU Xiao - mei1

(1 Department of Immunology and Microbiology , Xuzhou Medical College , Xuzhou 221002 , China ;
2 Department of Immunology and Microbiology , Nanjing Medical College , Nanjing 210007 , China ;

3 Department of Microbiology , Suzhou University , Suzhou 215007 , China)

　　[ ABSTRACT] 　AIM : To investigate the effects of FK506 on anti - glomerular basement membrane ( GBM)

nephritis in rats. METHODS : Anti - GBM nephritis model was elaborated by rabbit anti - rat GBM antibody injection

in SD rats in this study. The rats were divided into three groups : FK506 treated group (015 mg·kg - 1·d - 1 , sc) , un2
treated nephritis control group and normal control group . FK506 was administered daily six hours after injection of anti -

GBM IgG. All the rats were observed urinary protein at the 4th day , the 14th day and the 21st day. At the same time ,

the kidney specimens were collected , and T cell transforming function was also monitored. RESULTS : Rats injected

with rabbit anti - GBM Ab developed heavy proteinuria by 4 days , and serum creatinine and serum urea appeared which

kept on the rising. Glmerular hypercellularity , crescents , and protein casts were observed in nephritic rats. By electron

microscopy , the thickening of GBM and loss of foot processes were seen. T cell transforming function was higher than

normal . But , all pathological changes obviously turned for the better in FK506 treated group . CONCL USION : FK506

could inhibit the progression of rat anti - GBM nephritis.

　　[ KEY WORDS] 　FK506 ; Anti - GBM nephritis ; Rats
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