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　　［摘要］　目的　观察慢性移植物肾病（ＣＡＮ）大鼠模型移植肾中Ｃ４ｄ的沉积情况，并分析免疫抑制剂对Ｃ４ｄ沉积的影

响。方法　将Ｆｉｓｈｅｒ３４４大鼠的肾移植到Ｌｅｗｉｓ大鼠体内复制ＣＡＮ模型，术后给予环孢素Ａ（ＣｓＡ）１０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）×１０ｄ。
将模型鼠随机分为５组，每组９只，分别给予不同的药物：（１）生理盐水对照组；（２）ＣｓＡ［６ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）］组；（３）雷帕霉素

［ＲＡＰＡ，０．８ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）］组；（４）他克莫司［ＦＫ５０６，０．１５ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）］组；（５）霉酚酸酯［ＭＭＦ，２０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）］组。分别

在术后第４、８及１２周时处死每组大鼠３只，留取移植肾标本，根据Ｂａｎｆｆ９７标准评价组织病理改变，用免疫荧光法检测Ｃ４ｄ

沉积情况。结果　移植后第４周，各移植组中均未发现明显的ＣＡＮ临床病理改变，各组Ｂａｎｆｆ标准评分差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５），但各组受体大鼠移植肾肾小管周围毛细血管（ＰＴＣ）部位均出现Ｃ４ｄ阳性沉积；术后８周各组均不同程度出现

ＣＡＮ的典型病理变化，ＰＴＣ部位的Ｃ４ｄ沉积增强；术后１２周时ＣＡＮ进展到最严重阶段，ＰＴＣ部位的Ｃ４ｄ沉积程度达到最

大。Ｃ４ｄ沉积与移植肾ＣＡＮ病理改变呈正相关（ｒ＝０．８９４，Ｐ＝０．０００）。同对照组相比，ＣｓＡ组和ＦＫ５０６组Ｃ４ｄ沉积程度差

异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５），而 ＭＭＦ组和ＲＡＰＡ组能够减少Ｃ４ｄ的沉积，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　大鼠肾
移植后，ＰＴＣ部位可出现Ｃ４ｄ沉积，且产生的时间早于ＣＡＮ发展的病理变化，同时Ｃ４ｄ沉积的表达与ＣＡＮ的进展相关。

ＭＭＦ和ＲＡＰＡ能够抑制ＣＡＮ的进展，ＣｓＡ和ＦＫ５０６无明显抑制作用。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１３，３４（５）：４７７４８１］

随着移植肾近期存活率的显著提高，慢性移植

物肾病（ｃｈｒｏｎｉｃａｌｌｏｇｒａｆｔｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ，ＣＡＮ，根据

Ｂａｎｆｆ标准诊断［１］）已经逐渐成为晚期移植肾丢失的

主要原因［２３］。引起ＣＡＮ的原因众多，其中体液免

疫是主要因素之一［４６］，通常以Ｃ４ｄ沉积来反映移植

后体液反应。尽管许多研究都明确了在肾移植术后

体液免疫反应中联合使用免疫抑制剂［如环孢素 Ａ
（ＣｓＡ）和霉酚酸酯（ＭＭＦ）二联应用等［７］］在抗体生

成及ＣＡＮ发展中的作用，但免疫抑制剂单独应用时

的疗效尚不确切。本研究通过建立大鼠移植肾慢性

排斥模型，研究ＣＡＮ与Ｃ４ｄ沉积的关联以及不同免

疫抑制剂对后者的影响。

１　材料和方法

１．１　实验动物　近交系雄性 Ｆｉｓｈｅｒ３４４（Ｆ３４４；

ＲＴ１ｌｖ１）、Ｌｅｗｉｓ大鼠（ＬＥＷ；ＲＴ１１），体质量２５０～
３００ｇ，购自中国科学院上海实验动物中心，标准条

件下饲养，自由进食和饮水。

１．２　肾移植模型的建立与实验分组　选取Ｆ３４４和

ＬＥＷ大鼠分别作为同种肾移植的供、受体，参考文

献［８９］建立ＣＡＮ模型。术后立即给予ＣｓＡ（杭州

中美华东制药有限公司，批号：０４１１０２）１０ｍｇ／（ｋｇ·

ｄ），持续１０ｄ；然后随机分为５组，每组９只，根据分

组予以不同的药物灌胃直至实验结束：生理盐水对

照组，给予生理盐水处理；ＣｓＡ组，６ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）；

雷帕霉素（ＲＡＰＡ，福建科瑞药业有限公司，批号为

０５０６０７）组，０．８ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）；他克莫司（ＦＫ５０６，日

本藤泽公司，批号为Ｘ０５０４８）组，０．１５ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）；

ＭＭＦ（上海罗氏制药有限公司，批号为 Ｕ３０１０）组，

２０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）。术后第４、８及１２周随机处死每组

３只受体鼠，采血测定血清肌酐（ＳＣｒ）并留取移植肾

标本。

１．３　移植肾形态学评估　１０％甲醛溶液固定，石蜡

常规切片，ＨＥ染色后观察肾组织的病理变化。采

用过碘酸希夫染色（ＰＡＳ）评估肾小球、肾小管及血

管闭塞的程度；采用 Ｍａｓｓｏｎ三色染色法了解肾间质

纤维化程度。ＨＥ、ＰＡＳ及 Ｍａｓｓｏｎ三色染色后，光

学显微镜观察移植肾组织的病理变化。ＣＡＮ的评

定依照Ｂａｎｆｆ９７标准。

１．４　免疫荧光学检查移植肾标本 Ｃ４ｄ沉积情

况 　将肾组织切片在液氮中速冻，－８０℃下保存。在

预处理过的冰冻切片中加入１５０的Ｃ４ｄ山羊抗人

多克隆抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｚ），室温孵育１ｈ。切片用Ｃ４ｄ
多克隆抗体免疫染色，使用生物素化的驴抗山羊ＩｇＧ
抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｚ）作为二抗，ＡＢＣ试剂盒（北京中杉金

桥生物技术有限公司）显色，荧光显微镜下观察。使

用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓＶｅｒｓｉｏｎ５．０系统，评估肾小管周围

毛细细血管（ＰＴＣ）部位Ｃ４ｄ沉积表达的程度，并对其

进行分类。随机选择３个视野，在荧光显微镜下观

察，以指标积分光密度（ＩＯＤ）值进行分析评估。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１８．０统计软件进行

分析，实验数据以珚ｘ±ｓ表示。计量资料比较采用ｔ
检验，组间比较采用单因素方差分析。检验水平（α）

为０．０５。

２　结　果

２．１　移植肾形态和功能变化　术后４周，各组均未发

生急性排斥反应的病理改变；术后８周，各组出现不同

程度血管和肾小球硬化、肾间质纤维化等ＣＡＮ的典型

病理变化；术后１２周，各组均可见到明显增多的肾小管

萎缩、间质纤维化、内膜增生和皮质血管腔堵塞的节段

性或全部性的肾小球硬化症（图１）。由表１可见，术后

４周各组之间Ｂａｎｆｆ评分比较差异无统计学意义，随着

移植后时间推移，Ｂａｎｆｆ评分持续增高，８周、１２周时

ＲＡＰＡ组和 ＭＭＦ组Ｂａｎｆｆ评分与对照组、ＣｓＡ组和

ＦＫ５０６组比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
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图１　肾间质纤维化 Ｍａｓｓｏｎ染色结果

Ｆｉｇ１　Ｍａｓｓｏｎｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｆｉｂｒｏｓｉｓ

Ａ：Ｎｏｒｍａｌｋｉｄｎｅｙ；Ｂ：４ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ；Ｃ：８ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ；Ｄ：１２ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ．

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ×２００

表１　术后４周、８周和１２周各组Ｂａｎｆｆ评分

Ｔａｂ１　Ｂａｎｆｆｓｃｏｒｅｓ４，８ａｎｄ１２ｗｅｅｋｓ

ａｆｔｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ

ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ ４ｗｅｅｋｓ ８ｗｅｅｋｓ １２ｗｅｅｋｓ

Ｃｏｎｔｒｏｌ １．６７±０．５８ ５．３３±０．５８ １２．６７±１．１６

ＣｓＡ １．３３±０．５８ ４．６７±１．５３ １３．３３±１．５３

ＦＫ５０６ １．００±１．００ ５．６７±０．５８ １２．３３±３．７９

ＲＡＰＡ ０．６７±０．６１ １．３３±１．５３ ７．３３±３．７９

ＭＭＦ ０．６７±０．５８ １．６７±１．１６ ６．６７±１．５３

　Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

　　所有受体大鼠ＳＣｒ从术后４周起逐渐升高，以

对照组、ＣｓＡ组及ＦＫ５０６组升高明显，术后１２周时

此３组大鼠ＳＣｒ表达均达到尿毒症水平；３组各时

点ＳＣｒ水平差异均无统计学意义（Ｐ 均＞０．０５）；

ＭＭＦ组和ＲＡＰＡ组受体大鼠术后ＳＣｒ水平也呈逐

渐升高趋势，８周、１２周时与同时点对照组、ＣｓＡ组

和ＦＫ５０６组比较，差异均有统计意义（Ｐ均＜０．０１，

图２）。

图２　各组血清肌酐水平比较

Ｆｉｇ２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｓｅｒｕｍｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ（ＳＣｒ）ｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

２．２　免疫抑制剂对ＰＴＣ部位Ｃ４ｄ沉积的影响　术

后４周，各组ＰＴＣ部位可观察到 Ｃ４ｄ沉积，随着

ＣＡＮ的发生发展，Ｃ４ｄ沉积逐渐增强（部分结果见图

３），１２周时Ｃ４ｄ沉积程度达到最大（表２），此时ＣＡＮ
的病理改变也最为明显。与同时点对照组相比，ＣｓＡ
组和ＦＫ５０６组对Ｃ４ｄ沉积无明显影响（Ｐ＞０．０５），而

ＭＭＦ组和 ＲＡＰＡ组则可以减少Ｃ４ｄ的沉积（Ｐ＜
０．０５）。ＰＴＣ部位Ｃ４ｄ的沉积和移植肾ＣＡＮ病理改变

呈正相关关系（ｒ＝０．８９４，Ｐ＝０．０００）。

图３　ＭＭＦ处理组ＰＴＣ部位Ｃ４ｄ的沉积

Ｆｉｇ３　Ｃ４ｄｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎｉｎｐｅｒｉｔｕｂｕｌａｒｃａｐｉｌｌａｒｉｅｓ（ＰＴＣ）ｉｎＭＭＦｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ
Ａ：４ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ；Ｂ：８ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ；Ｃ：１２ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００
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表２　术后４周、８周和１２周各组Ｃ４ｄ沉积表达

Ｔａｂ２　Ｃ４ｄｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ４，８ａｎｄ１２ｗｅｅｋｓ

ａｆｔｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ

ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ ４ｗｅｅｋｓ ８ｗｅｅｋｓ １２ｗｅｅｋｓ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ５．２±０．６ ９．０±０．２ ２１．１±１．３

ＣｓＡ ５．２±０．５ ８．８±０．３ １９．３±２．１

ＦＫ５０６ ５．１±０．１ ８．５±０．５ ２０．７±１．８

ＲＡＰＡ ４．０±０．２ ５．５±０．５ ７．８±１．１

ＭＭＦ ４．１±０．２ ５．８±０．１ ８．２±０．７

　Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　Ｃ４ｄ能特异性共价结合在初始抗体靶标附近，

在内皮细胞上长期存在［１０１１］，Ｃ４ｄ沉积被认为是体

液免疫的免疫组织化学标记物。通过补体经典途径

的活化［１２］引起ＰＴＣ部位的Ｃ４ｄ沉积，已被作为移

植后补体介导的早期排斥反应的诊断标准之

一［１３１４］。从某种程度上讲，Ｃ４ｄ可以作为抗体损伤

的一种“标记分子”［１５］，发生Ｃ４ｄ沉积的移植肾的预

后往往比没有Ｃ４ｄ沉积的差得多［１６］。然而，并没有

研究表明Ｃ４ｄ沉积与慢性移植肾损伤之间存在相关

性［１７］。Ｆｉｓｈｅｒ 品 系 大 鼠 和 ＬＥＷ 品 系 大 鼠 在

ＲＴ１．Ｃ、ＲＴ２．Ｃ、ＲＴ６等位基因位点存在差异，两种

品系大鼠很好的组织相容性为ＣＡＮ动物模型的复

制提供了很好的基础［１８］。Ｗｉｌｃｚｙｎｓｋａ等［８］和我们

在此复制动物模型的基础上加以改进［９］，建立了在

初始同种免疫损伤基础上的模型［１９］。我们通过此

方法建模，研究移植后ＣＡＮ的发展与Ｃ４ｄ沉积的

相关性。结果表明：同种移植组中，ＰＴＣ部位出现

Ｃ４ｄ沉积明显，且产生的时间早于ＣＡＮ发展的病理

变化，同时Ｃ４ｄ沉积的表达与ＣＡＮ病理改变呈正

相关（ｒ＝０．８９４，Ｐ＝０．０００）。

　　近年来，新型免疫抑制剂（如ＦＫ５０６、ＭＭＦ等）

在防治移植肾慢性排斥中得到广泛应用［２０］。但

ＣｓＡ和ＦＫ５０６均不能有效抑制体液排斥反应［２１］。

本研究表明ＣｓＡ和ＦＫ５０６对抑制ＣＡＮ病变的进

展和减少Ｃ４ｄ沉积均无明显作用。

　　ＭＭＦ对 Ｔ细胞和Ｂ细胞都有很强的抑制作

用。研究证实，在体外通过Ｂ细胞产生的 ＭＭＦ抑

制性抗体能够对肾移植受体体液免疫产生抑制作

用。Ｔｅｒａｓａｋｉ和 Ｏｚａｗａ［２２］研究报道：应用 ＣｓＡ 和

ＭＭＦ联合治疗，其抗体产生率（发生率９．８％）显著

低于ＣｓＡ和硫唑嘌呤联合作用（发生率１８．１％），说

明 ＭＭＦ能通过抑制抗体产生显著提高患者的生存

率。本研究同时也表明 ＭＭＦ能有效减少Ｃ４ｄ在

ＰＴＣ部位的沉积，提高患者预后。

　　ＲＡＰＡ属于大环内酯类免疫抑制剂。目前关于

ＲＡＰＡ对体液排斥反应作用的报道尚不一致。有报

道证实，ＲＡＰＡ对 Ｔ细胞有较强的抑制作用，但单

独使用不能抑制抗体的产生［２３］。另有报道表明，在

体外ＲＡＰＡ能通过人淋巴细胞和特殊抗原抗体产

物强烈抑制免疫球蛋白的产生［２４］。本研究发现，

ＲＡＰＡ对体液免疫反应有抑制作用，并能抑制ＣＡＮ
的进展，然而其作用机制有待进一步研究。

　　综上所述，同种肾移植后，ＰＴＣ部位可出现Ｃ４ｄ
沉积，且产生的时间早于ＣＡＮ发展的病理变化，同时

Ｃ４ｄ沉积的表达与ＣＡＮ的进展呈正相关。ＭＭＦ和

ＲＡＰＡ可以减轻体液免疫反应程度，并抑制ＣＡＮ进

展，ＣｓＡ和ＦＫ５０６则无明显抑制作用。
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