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leflunomide对IgA肾病大鼠肾脏保护作用的机制研究

汤颖 娄探奇 王成 彭晖 刘迅唐骅

【摘要】 目的 观察leflunomide对实验性IgA肾病(IgAN)大鼠肾脏病理及肾组织转化生长因子一p1

(TGF—p1)、单核细胞趋化因子一1(MCP一1)表达的影响。方法建立IgAN大鼠模型，随机分成模型组、泼尼松

组、leflunomide组，同时设立正常对照组。用免疫荧光和光镜观察免疫复合物在肾脏的沉积及系膜区基质增

生程度；用免疫组化和逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)方法分别检测肾组织TGF—p1、MCP一1的蛋白和基因

表达水平。结果 与模型组比较，leflunomide组免疫复合物在肾脏的沉积明显减少，系膜区基质增生程度显

著减轻(P均<o．01)；leflunomide在基因和蛋白水平均能够有效抑制TGF—p1和MCP一1在肾组织中的表达

(P<o．05或P<o。01)。结论leflunomide能减少免疫复合物在肾脏的沉积，并且下调TGF—p1、MCP一1在肾

脏的表达，减少局部炎症反应。减轻系膜区基质增生，延缓肾脏纤维化的进程，保护肾脏。

【关键词】leflunomide； IgA肾病，实验性； 转化生长因子一p1； 单核细胞趋化因子一1
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【Abstract】 objective To observe the effects of leflunomide on renal pathology and expression of

transforming growth factor-p1 (TGF—p1)， monocyte chemotaxis peptidel (MCP一1) in renal tissue of

experimental IgA nephropathy in rat．I订ethods IgA nephropathy model was reproduced in rats．They were

randomly divided into leflunomide group，prednisone group，nephropathy control group，and normal control

group． The deposition of immunocomplex in renal tissue and degree of mesangial matrix hyperplasia in

mesangial region were detected by immunofluorescence and light microscope；the level of expression of gene
and protein of TGF—B1 and MCP一1 in renal tissue were determined by immunohistochemistry and reverse

transcription—polymerase chain reaction (RT—PCR) methods． ResuIts Compared with model group，
leflunomide lessened the deposit of immunocomplex in renal tissue，alleviated the hyperplasia of mesangial

matrix(all P<O．01)．Leflunomide could also inhibit the expression of TGF—p1，MCP一1 at the level of gene

and protein in renal tissue(P<O．05 or P<O．01)． Conclusion Leflunomide can decrease the deposit of

immunocomplex，down regulate the expression of TGF—p1，MCP一1 in kidney，diminish local inflammatory

reaction，relieve hyperplasia of mesangial matrix，related the process of nephrotic fibrosis，and protect renal

function．

【Key words】 leflunomide； experimental IgA nephropathy； transforming growth facto卜B1；

monocyte chemotaxis peptide l

IgA肾病(IgAN)是一种以肾小球系膜区IgA

沉积为特征的免疫复合物肾小球肾炎，是导致慢性

肾功能衰竭的最常见原因之一，有20％～30％的患

者在20年内进展为肾功能衰竭n3。近年来研究表

明，转化生长因子一p1(TGF—p1)、单核细胞趋化因

子一1(MCP一1)与IgAN的病情进展密切相关。q3，抑

制它们的表达可延缓肾脏损害，保护肾功能“。53。

leflunomide是一种新型的免疫抑制剂，通过其在体

内的活性物质A77 1726发挥免疫调节作用。目前国

内外已有实验表明leflunomide能够应用于多种免
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·论著·

疫相关性疾病的治疗，如移植排斥∞3、系统性红斑狼

疮等。3，但尚未有用于IgAN治疗的研究报道。本研

究观察leflunomide对实验性IgAN模型动物的病

理及肾组织TGF—B1、MCP一1表达的影响，研究

Ieflunomide治疗IgAN的可能作用机制，为临床治

疗IgAN寻找一种新的方法。

1材料与方法

1．1 动物分组与模型建立：雄性SD大鼠32只

(由中山大学实验动物中心提供)，体重220～260 g。

用内毒素脂多糖(LPS)+四氯化碳(CCl．)+牛血清

白蛋白(BSA)联合制模fBSA 400 mg／kg隔日灌

胃，连用6周；于6周和8周时经大鼠尾静脉注射

LPS o．05 mg各1次，蓖麻油每次O．5 m1，每周皮下

注射1次CCl。O．1 ml，连用9周，10周末制模结束。
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将制模成功的大鼠按随机数字表法分成模型组、泼

尼松组、leflunomide组，同期设立正常对照组，每组

8只。泼尼松组予泼尼松1 mg·kg叫·d一1混悬液灌

胃；lefIunomide组予1eflunomide 15 mg·kg一1·d一1

混悬液灌胃；模型组及正常对照组以等量饮用水灌

胃；疗程均为4周。所有大鼠在实验期间均予以标准

饮食。

1．2肾组织病理检查

1．2．1免疫荧光染色：实验结束时用乙醚麻醉大鼠

取肾脏，部分肾皮质做冰冻切片，进行IgA、IgG、

IgM检查，半定量标准参照目前国内外通用的五级

法(o～4+)分级。低倍镜下不能显示，高倍镜下似乎

可见为士；低倍镜下似乎可见，高倍镜下可见为+；

低倍镜下可见，高倍镜下清晰可见为++；低倍镜下

清晰可见，高倍镜下耀眼为+++；高倍镜下刺眼为

++++。另一部分用质量分数为10％的中性甲醛水

溶液固定，石蜡包埋、切片，分别行苏木素一伊红

(HE)、马松三色(MASSON)及高碘酸一希夫(PAS)

染色。取PAS染色的肾组织切片，在光镜下随机计

数15个肾小球，用全自动图像分析系统计算肾小球

系膜区面积，同时测定毛细血管丛面积，计算肾小球

系膜区占整个毛细血管丛面积的百分比门3，并观察

系膜区有无增生和增宽。

1．2．2免疫组化：取部分肾皮质做石蜡切片，用链

霉素一亲和素一生物素一过氧化物酶(SABC)法进行免

疫组化染色，检测TGF—p1和MCP一1的蛋白表达。

兔抗鼠TGF—p1抗体及山羊抗鼠MCP一1抗体(美国

Santa Cruz Biotechnology公司)工作浓度均为

1：100，抗兔SABC免疫组化试剂盒购自北京中山

生物有限公司，抗山羊SABC免疫组化试剂盒购于

美国Santa Cruz Biotechnology公司，3，37一二氨基

联苯胺(DAB)显色。常规设阳性及阴性对照。取免

疫组化的肾组织切片，光镜下计数15个肾小球，应

用全自动图像分析系统计算阳性单位(PU)的数值，

用以判定TGF—B1和MCP一1的蛋白表达量。PU一

(Ga—GA)／[(1一Aa)×Gmax]×100％，其中Ga

代表阳性反应的平均灰度级，GA代表整个视野的

平均灰度，Aa代表阳性反应的面积密度，Gmax代

表设定的灰度最高级(为256)。’。

1．2．3逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)：取肾组

织用液氮固定，采用改良的异硫氰酸胍一步法提取

总mRNA，用THERMOSCIPTTM逆转录试剂盒，转

录成cDNA，并行PCR扩增反应。取内参照三磷酸

甘油醛脱氢酶(GAPDH)PCR产物5弘l与TGF—p1

或MCP一1 PCR产物5肛l混匀，然后加入质量分数

为1．5％的琼脂糖凝胶于同一个点样孔中，90 V电

压下电泳20～25 min。用凝胶图像系统成像及扫描

定量分析DNA带的含量，以所测得积分吸光度(A)

值与内参照积分A值比值代表TGF—B1、MCP一1的

mRNA表达水平半定量值。

1．3统计学分析：数据用SPSS 11．o医用统计软件

进行处理。计量资料用均数±标准差(z士s)表示，组

间差异用单因素方差分析(one—way ANOVA)，组

间比较用SNK一口检验法，等级资料采用非参数秩和

检验，P<0．05为差异有统计学意义。

2结 果

2．1 IgAN动物模型的病理特点：光镜下可见肾组

织有轻至中度系膜增生，偶见新月体形成，未见有硬

化、袢坏死及小管和问质损害；免疫荧光显示以IgA

为主的免疫球蛋白在肾小球系膜区弥漫沉积。

2．2免疫荧光染色(彩色插页图1)：leflunomide和

泼尼松均能抑制肾组织的免疫反应，减少免疫复合

物在肾脏的沉积。

2．3系膜区基质的表达(表1，彩色插页图2)：与模

型组比较，泼尼松组和leflunomide组系膜区基质表

达量均明显减少，差异均有统计学意义(P均<

0．01)；泼尼松组与leflunomide组间系膜区基质的

表达差异无统计学意义(P>O．05)。

表l各组大鼠肾小球系膜区增生程度的比较(；士s)

注：与正常对照组比较，。P<O．01 l与模型组比较，8P<o．01

2．4 TGF—JBl的mRNA及蛋白表达(图3，彩色插

页图4；表2)：泼尼松和leflunomide均能明显抑制

TGF—B1的mRNA及蛋白表达，与模型组比较差异

有统计学意义(P<O．05或P<O．01)；泼尼松组与

leflunomide组间差异无统计学意义(P均>O．05)。

G；GAPDHlP：泼尼松组；L：leflunomide组；

M：模型组；N：正常对照组

圈3 半定量RT—PcR检测各组大鼠TGF—p1 mRNA表达
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表2 各组大鼠肾组织TGF一口1、MCP一1的

mRNA及蛋白表达比较(=士s，”一8)

注：与正常对照组比较，aP<O．05，“尸<O．01}与模型组比较，

cP<O．05，dP<0．0l

2．5 MCP一1的mRNA及蛋白表达(表2；图5，彩

色插页图6)：泼尼松及leflunomide均能抑制MCP一1

的mRNA及蛋白表达，与模型组比较差异均有统计

学意义(P均<0．05)；泼尼松组和leflunomide组

MCP一1的mRNA及蛋白表达量相似，与正常对照

组比较差异均无统计学意义(P均>0．05)。

L：leflunomide组；P：泼尼松组

圈5 半定量RT—PCR检测各组大鼠MCP一1 mRNA表达

3讨论

IgAN是导致慢性肾功能衰竭的最常见原因之

一，约占我国原发性肾小球疾病的30％～40％。关

于IgAN的治疗，目前尚无确切有效的方法。Lain∞

提出，今后IgAN的治疗应着重于减少IgA在系膜

区沉积和改善局部由浸润的中性粒细胞及释放的炎

症因子介导的炎症反应，从而延缓IgAN的病程进

展。1eflunomide主要通过抑制嘧啶核苷酸从头合成

途径的限速酶——二氢乳清酸脱氢酶(DHODH)活

性。1 3，阻断嘧啶的经典合成途径和抑制蛋白酪氨酸

激酶(PTK)n21活性，抑制T、B淋巴细胞的增殖和

活化，从而抑制机体的免疫反应。leflunomide还能

抑制细胞黏附分子和前炎症因子的表达，抑制中性

粒细胞趋化，减轻组织炎症反应n∞。本研究中观察

了使用leflunomide进行干预对实验性IgAN大鼠

肾脏病理的改变，以及肾组织TGF—p1、MCP一1的表

达。我们对以往的制模方法加以改进：①联合应用

LPS+CCl。+BSA作为制模方法，LPS是免疫佐剂，

毒性较外毒素肠毒素B(SEB)弱，不易对动物机体

造成损害，引起动物死亡；②将口服免疫原BSA的

剂量比原来加大1倍，改为400 mg／kg隔日灌胃

1次；③CCl。由以往的腹腔注射改为皮下注射，且剂
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量减少至诱导肝纤维化剂量的1／3，尽可能减少对

肝脏的损害n们。通过以上改良，模型组IgA在肾脏

组织有较强沉积，操作起来更加方便、安全，不易引

起腹腔感染和动物死亡，并且无明显肝脏损害。在整

个制模过程中大鼠无死亡；模型组大鼠肾脏系膜区

都以较强的IgA沉积为主，光镜观察主要表现为弥

漫性轻中度系膜增生。

有研究表明，细胞外基质(ECM)成分在肾间质

内的沉积与预后呈正相关关系，基质沉积愈多则预

后愈不良。与模型组比较，1eflunomide能显著减少

免疫复合物在实验性IgAN大鼠肾脏系膜区的沉

积，减轻系膜区基质的增生，提示1eflunomide治疗

有效n钉。为了解1eflunomide的作用机制，我们还观

察了leflunomide对肾组织TGF—B1和MCP一1表达

的影响。MCP一1是一种炎症趋化因子，能刺激核转

录因子一lcB(NF—JcB)的活性，且在全身炎症反应中以

NF一．cB作为细胞内信号的某些特异性表达，可在脓

毒症大鼠体内呈高表达n63；能加剧IgAN病情的发

展速度。3。TGF—p1是调节细胞增殖和分化的一种

多功能细胞因子，能促进胚胎生长发育，调节免疫功

能，生长抑制，创伤修复，促进血管生成和ECM沉

积，小剂量时有化学趋化性并有致炎作用；高浓度时

促进创伤愈合和纤维化n"。有实验表明，在糖尿病

肾病中，TGF—p1与纤维粘连蛋白和层粘连蛋白均

显著升高，与ECM积聚相关n踟。Yang等㈣认为

TGF—p1 mRNA可作为肾脏局部硬化的指标，包括

IgAN、狼疮性肾炎、糖尿病肾病、微小病变等。本研

究结果发现，无论是在基因水平或是在蛋白水平，

leflunomide治疗后肾间质TGF—B1、MCP一1的表达

均较模型组显著减少。提示1eflunomide可能可以通

过减少免疫复合物在肾脏系膜区的沉积及抑制

TGF—p1、MCP一1在肾脏局部的产生，减少局部炎症

反应，减少系膜区基质的增生，减轻肾脏纤维化，延

缓IgAN的进展。
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阻塞性睡眠呼吸暂停低通气综合征饮酒后昏迷1例

王珩 粱静

【关键词】阻塞性睡眠呼吸暂停低通气综合征； 饮酒； 昏迷

我院抢救1例阻塞性睡眠呼吸暂停

低通气综合征(0SAHS)昏迷患者，报告

如下。

1病历简介

患者男性，56岁。有打鼾史20年、

原发性高血压病史10年，体质指数为

31．9 kg／m2，因饮酒500 g后1 h突发昏

迷2 h入院。查体：患者口唇青紫、呼之

不应。体温37℃，脉搏124次／min，呼吸

频率24次／min，血压130／70 mm Hg

(1 mm Hg—o．133 kPa)，中度昏迷，打

鼾，压眶反射消失，角膜反射消失，眼球

居中固定，双侧瞳孔等大、等圆，对光反

射阳性，鼻唇沟对称，余颅神经检查不配

合，四肢肌力。级，肌张力对称减低，腱

反射消失，双侧巴宾斯基征(一)，夏道克

作者单位：300100天津南开医院脑病科

作者简介l王珩(1962一)，女(汉族)，天

津市人，副主任医师。

征(一)，面色苍黄，口唇发绀，砰吸困难，

双肺呼吸音不清晰，可闻及哮鸣音，心率

124次／min。脉搏血氧饱和度(Sp02)为

o．65。血气分析：pH值7．034，氧分压

(P02)33 mm Hg，二氧化碳分压(Pcoz)

93．2 mm Hg。心电图示窦性心动过速。

头颅CT正常。

抢救过程：予以气管切开术，术后患

者血气分析随即恢复正常，17 h后意识

逐渐转清，4 d时拔除气管套管后Sp0：

为o．85。随后查体发现：口咽部及喉咽

部明显狭窄。清醒状态下Sp0。为O．85。

多导睡眠监测(PSG)为呼吸暂停，低通

气指数(AHI)124次／h，平均Sp02为

o．66，最低Spoz为o．47。头颅磁共振成

像(MRI)提示右侧半卵圆中心腔隙性梗

死、脑萎缩。

2讨 论

本例患者清醒状态下存在低血氧，

PSG监测报告为重度0SAHS，重度低

氧血症。夜间睡眠过程中，呼吸中枢对缺

氧的敏感性逐步下降，呼吸暂停低通气

时间也逐渐增长，在呼吸暂停过程中

Sp0：明显下降，而Spoz的持续下降(维

持在o．60以下)使呼吸中枢处于抑制状

态，饮酒后加重中枢抑制，患者不能因缺

氧被唤醒，所以呼吸暂停低通气现象不

能终止，而较长时间的低血氧进一步导

致脑部缺氧、脑水肿，进入昏迷状态n1。

本例重度0SAHS患者饮酒后睡眠中持

续低通气状态被及时发现并得到全力抢

救。0SAHS患者有夜间猝死的可能性。
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异氟醚预处理对缺血／再灌注复合内毒素大鼠肝脏损伤的影响
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④：sham组，⑥：I／R组l(D：I／R+LPs组，④：Iso预处理组，箭头示坏死区域
图3各组大鼠肝组织病理学改变(HE，×400)

IefIunomide对lgA肾病大鼠肾脏保护作用的机制研究
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(D：正常对照组，IgA(一)-⑥：模型组，IgA(+++)，⑥：泼尼松组，IgA(一)；④：leflunomide组，IgA(土)
图1 各组大鼠肾组织免疫荧光图像(×100)

(D：正常对照组I⑥：模型组I④：泼尼松组l⑧：leflunomide组
图2 各组大鼠肾组织病理学改变(PAS，×400)

⑧：正常对照组I⑥：模型组；⑥：泼尼松组I④：leflunomide组
图4各组大鼠肾组织TGF-Dl的表达(免疫组化，×100)

(多：正常对照组I⑤：模型组，⑥：泼尼松组。⑧：leflunomide组
图6各组大鼠肾组织McP．1的表达(免疫组化，×200)
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