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　　［摘要］　目的　探讨慢性环孢素Ａ（ＣｓＡ）能否导致贫血，以及促红细胞生成素（ＥＰＯ）及其受体（ＥＰＯＲ）在慢性ＣｓＡ肾

毒性大鼠肾组织中的表达变化。方法　ＳＤ大鼠给予ＣｓＡ１５ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）皮下注射４周建立慢性ＣｓＡ肾毒性模型（ＣｓＡ毒
性组），对照组１ｍＬ／（ｋｇ·ｄ）皮下注射橄榄油。采用全自动生化分析仪检测两组大鼠的肾功能，血红蛋白（Ｈｂ）、红细胞压积

（Ｈｃｔ）水平，三色（ＭａｓｓｏｎＴｒｉｃｈｒｏｍｅ）染色确定肾小管间质纤维化程度；免疫组织化学染色和蛋白质印迹法分别检测肾组织

ＥＰＯ及ＥＰＯＲ蛋白的表达；ＴＵＮＥＬ染色和电子显微镜观察细胞凋亡。结果　与对照组相比，ＣｓＡ毒性组大鼠肾功能低下，
肾小管间质发生纤维化，凋亡细胞增多（Ｐ＜０．０１）；同时ＣｓＡ毒性组大鼠有贫血发生，表现为 Ｈｂ和 Ｈｃｔ水平的下降（Ｐ＜

０．０１）。免疫组织化学染色和蛋白质印迹分析结果表明，ＥＰＯ在ＣｓＡ毒性组肾组织中的表达减少，而ＥＰＯＲ的表达增加（Ｐ＜

０．０１）。直线相关分析提示，ＥＰＯ蛋白表达与肾小管间质纤维化（ｒ＝－０．７２９，Ｐ＜０．００１）和ＴＵＮＥＬ阳性细胞数（ｒ＝－０．８４１，Ｐ＜

０．００１）呈负相关。结论　慢性ＣｓＡ肾毒性大鼠肾组织中ＥＰＯ蛋白表达减少，从而导致贫血；ＣｓＡ诱导肾小管上皮细胞凋亡与

ＥＰＯ蛋白表达减少有关。

　　［关键词］　环孢素Ａ；肾毒性；贫血；红细胞生成素；红细胞生成素受体；细胞凋亡
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　　长期使用环孢素 Ａ（ｃｙｃｌｏｓｐｏｒｉｎｅＡ，ＣｓＡ）易导

致各种并发症，常见的有肾毒性、肝毒性、神经毒性、

糖代谢紊乱、多毛症、口腔溃疡等，其中慢性ＣｓＡ肾

毒性是移植肾功能延迟（ｄｅｌａｙｅｄｇｒａｆｔｆｕｎｃｔｉｏｎ）最

常见的原因，严重影响移植肾功能和患者的生存率。

在肾移植患者中，服用ＣｓＡ１年后慢性ＣｓＡ 肾毒性

的发病率仅为１５％，但其５年和１０年后的发病率分

别增至６５％和１００％［１］。因此，充分认知该药并发

症具有重要临床意义。慢性ＣｓＡ肾毒性以进行性肾

功能下降、肾小管间质炎症以及带状纤维化为特征，

其分子发病机制极其复杂，可能与肾素血管紧张素系

统、炎性介质、氧化应激、转化生长因子、细胞凋亡等

因素有关［２３］。然而，长期使用ＣｓＡ是否会导致贫血，

至今国内外报道较少。本实验利用慢性ＣｓＡ肾毒性

大鼠模型，旨在探讨慢性ＣｓＡ肾毒性与贫血的关系，

以及促红细胞生成素（ＥＰＯ）及其受体（ＥＰＯｒｅｃｅｐｔｏｒ，

ＥＰＯＲ）在慢性ＣｓＡ肾毒性中的表达变化。

１　材料和方法

１．１　动物模型　成年雄性ＳＤ大鼠（ＣｈａｒｌｅｓＲｉｖｅｒ

Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，韩国），体质量２３０～２４５ｇ，喂食低盐

饮食（０．０５％钠，ＴｅｋｌａｄＰｒｅｍｉｅｒ，Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ，美

国）。随机分成两组，每组８只：（１）对照组（ｖｅｈｉｃｌｅ，

ＶＨ），１ｍＬ／（ｋｇ·ｄ）皮下注射橄榄油（Ｓｉｇｍａ，美国）

４周；（２）ＣｓＡ 毒性组，１５ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）皮下注射

ＣｓＡ（ＮｏｖａｒｔｉｓＰｈａｒｍａ，Ｂａｓｅｌ，瑞士）４周。

１．２　基本测定　监测两组大鼠的体质量变化。处

死大鼠前，将大鼠放入代谢笼（ＴｅｃｎｉｐｌａｓｔＧａｚｚａｄａ

Ｓ．ａ．ｒ．ｌ．，意大利）中，采血，采用全自动生化分析

仪（ＣｏｕｌｔｅｒＳＴＫＳ，ＣｏｕｌｔｅｒＥｌｅｃｔｒｏｎｉｃｓ，美国）测定

血清肌酐（ＳＣｒ）、血尿素氮（ＢＵＮ）、血红蛋白（Ｈｂ）、

红细胞压积（Ｈｃｔ）。血ＣｓＡ浓度采用单克隆抗体放

射免 疫 分 析 法 （ＭｏｎｏｃｌｏｎａｌＲａｄｉｏｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ，

Ｉｎｃｓｔａｒ，Ｓｔｉｌｌｗａｔｅｒ，ＭＮ）测定。

１．３　肾脏病理检查　处死大鼠，取肾组织，用过碘

酸赖氨酸多聚甲醛（ｐｅｒｉｏｄａｔｅｌｙｓｉｎｅｐａｒａｆｏｒｍａｌｄｅ

ｈｙｄｅ，ＰＬＰ）液固定，石蜡包埋后切片（厚４μｍ）。

脱蜡后行三色（ＭａｓｓｏｎＴｒｉｃｈｒｏｍｅ）染色。肾小管

间质纤维化（ｔｕｂｕｌｏｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｆｉｂｒｏｓｉｓ，ＴＩＦ）程度测

定：在每张切片上至少观察２０个非重叠区域，用数

字化显微镜分析仪（ＴＤＩＳｃｏｐｅＥｙｅＴＭ Ｖｅｒｓｉｏｎ３．０

ｆｏｒＷｉｎｄｏｗｓ，Ｏｌｙｍｐｕｓ，日本），选择Ｐｏｌｙｇｏｎ程序

算出每０．５ｍｍ２ＴＩＦ的百分比，取平均值。

１．４　ＥＰＯ及ＥＰＯＲ蛋白表达的检测　（１）免疫组

织化学染色：石蜡包埋切片经二甲苯脱蜡和梯度乙

醇脱水，室温下以０．３％过氧化氢／甲醛处理３０

ｍｉｎ。微波修复抗原 （９８℃５ｍｉｎ）后用非免疫性血

清封闭，滴加ＥＰＯ和ＥＰＯＲ抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｚ，美国）

孵育１２～１６ｈ。然后二抗反应，室温孵育２ｈ。以

ＤＡＢ为底物显色后，苏木精复染，常规树脂封片。

染色程度测定：用数字化显微镜分析仪，选择Ｐｏｌｙ

ｇｏｎ程序算出每０．５ｍｍ２染色面积的百分比。（２）蛋

白质印迹分析：新鲜肾组织用蛋白质溶解缓冲液制

成匀浆；４℃下离心（１５００ｒ／ｍｉｎ，离心半径８．８４ｃｍ）

后，取上清液测定蛋白浓度 （ＢｉｏＲａｄ，美国）；取２０

μｇ样本进行ＳＤＳＰＡＧＥ；转膜后，滴加ＥＰＯ、ＥＰＯＲ
抗体（１１０００）孵育１２～１６ｈ；加 ＨＲＰ标记的驴抗

兔ＩｇＧ（Ａｍｅｒｓｈａｍ，瑞典）反应１ｈ；ＥＣＬ增强发光显

色和曝光。以对照组为标准 （１００％）测定条带的光

密度，以βａｃｔｉｎ校正。

１．５　细胞凋亡检测　（１）ＴＵＮＥＬ染色：石蜡包埋

切片置二甲苯脱蜡和梯度乙醇中脱水后，按原位凋

亡测定试剂盒说明步骤检测凋亡细胞。每张切片上

至少观察２０个非重叠区域，用数字化显微镜分析仪

对ＴＵＮＥＬ阳性细胞进行计数，取平均值。（２）电镜

观察：超薄切片脱水，ｐｏｌｙ／Ｂｅｄ８１２树脂中包埋，

０．１％四氧化锇固定，用乙酸铀酰和柠檬酸铅染色，

透射 电 镜 （Ｊｅｏｌ１２００ＥＸ，Ｔｏｋｙｏ，日 本）分 析

图像。　　　　

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０软件进行统计

分析。计量资料以珚ｘ±ｓ表示，两组间均数比较采用

ｔ检验，ＥＰＯ蛋白表达与ＴＩＦ和细胞凋亡数间的相

关关系采用直线相关分析进行检验。检验水平（α）

为０．０５。

２　结　果

２．１　慢性ＣｓＡ肾毒性模型的验证　与对照组相

比，ＣｓＡ毒性组大鼠体质量下降（Ｐ＜０．０１），血ＣｓＡ
浓度达到（２３７０．６±３７．９）ｎｇ／ｍＬ（Ｐ＜０．０１）；同

时，ＣｓＡ 毒性组大鼠肾功能低下，表现为 ＳＣｒ和
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ＢＵＮ上升（Ｐ＜０．０１，表１）。病理学检查可见，ＣｓＡ
毒性组大鼠肾组织中有ＴＩＦ形成（图１），每０．５ｍｍ２

ＴＩＦ百分比为（３３．７±４．２）％（Ｐ＜０．０１）。以上结果

说明成功建立了慢性ＣｓＡ肾毒性大鼠模型。

表１　两组大鼠体质量、血ＣｓＡ浓度、肾功能、Ｈｂ和Ｈｃｔ水平的比较

Ｔａｂ１　Ｂｏｄｙｍａｓｓ，ｓｅｒｕｍＣｓＡｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ｒｅｎａｌｆｕｎｃｔｉｏｎ，ａｎｄＨｂａｎｄＨｃｔｌｅｖｅｌｓｏｆｒａｔｓｉｎｔｗｏｇｒｏｕｐｓ

ｎ＝８，珚ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ Ｂｏｄｙｍａｓｓ
ｍ／ｇ

ＳｅｒｕｍＣｓＡ
ρＢ／（ｎｇ·ｍＬ－１）

ＳＣｒ
ｃＢ／（μｍｏｌ·Ｌ－１）

ＢＵＮ
ｃＢ／（ｍｍｏＬ·Ｌ－１）

Ｈｂ
ρＢ／（ｇ·Ｌ－１）

Ｈｃｔ（％）

ＶＨ ２７７．０±３．０ ０±０ ３６．７±４．７ １１．３±０．５ １６６±７ ４３．２±１．４

ＣｓＡ ２５４．０±３．６ ２３７０．６±３７．９ ７３．９±４．８ ２８．６±１．２ １４４±２ ３７．８±０．８

　ＶＨ：Ｖｅｈｉｃｌｅ；ＣｓＡ：ＣｙｃｌｏｓｐｏｒｉｎｅＡ；ＳＣｒ：Ｓｅｒｕｍｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ；ＢＵＮ：Ｂｌｏｏｄｕｒｅａｎｉｔｒｏｇｅｎ；Ｈｂ：Ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ；Ｈｃｔ：Ｈｅｍａｔｏ

ｃｒｉｔ．Ｐ＜０．０１ｖｓＶＨｇｒｏｕｐ

图１　两组大鼠ＴＩＦ程度的比较

Ｆｉｇ１　Ｔｕｂｕｌｏｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｆｉｂｒｏｓｉｓ（ＴＩＦ）

ｏｆｒａｔｓｉｎｔｗｏｇｒｏｕｐｓ

Ａ：ＶＨ （ｖｅｈｉｃｌｅ）ｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＣｓＡ （ｃｙｃｌｏｓｐｏｒｉｎｅＡ）ｇｒｏｕｐ．

ＭａｓｓｏｎＴｒｉｃｈｒｏｍｅｓｔａｉｎｉｎｇ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

２．２　ＣｓＡ可导致贫血　如表１所示，ＣｓＡ注射４
周后，大鼠 Ｈｂ和 Ｈｃｔ水平下降，与对照组比较差异

有统计学意义（Ｐ＜０．０１），说明慢性ＣｓＡ可导致贫

血的发生。

２．３　ＣｓＡ对ＥＰＯ及ＥＰＯＲ蛋白表达的影响　免

疫组化结果表明ＥＰＯ和ＥＰＯＲ蛋白在正常肾组织

主要表达于外髓区域、皮质的肾小管上皮细胞。然

而，在ＣｓＡ毒性组肾组织中，ＥＰＯ的表达减少，相反

ＥＰＯＲ的表达增加（图２）。蛋白质印迹分析进一步

证实免疫组化结果，与对照组相比，ＣｓＡ 毒性组

ＥＰＯ的表达减少［（４３±６）％ｖｓ（１０５±６）％，Ｐ＜
０．０１］，而 ＥＰＯＲ 的表达增加 ［（５３８±６６）％ ｖｓ
（９７±３）％，Ｐ＜０．０１］，见图３。

图２　两组大鼠肾组织ＥＰＯ和ＥＰＯＲ蛋白表达的免疫组化结果

Ｆｉｇ２　ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｒｅｓｕｌｔｓｏｆＥＰＯａｎｄＥＰＯＲｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｓｏｆｒａｔｓｉｎｔｗｏｇｒｏｕｐｓ

ＥＰＯ：Ｅｒｙｔｈｒｏｐｏｉｅｔｉｎ；ＥＰＯＲ：Ｅｒｙｔｈｒｏｐｏｉｅｔｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ；ＶＨ：Ｖｅｈｉｃｌｅ；ＣｓＡ：ＣｙｃｌｏｓｐｏｒｉｎｅＡ．ＡＤ：ＥＰＯ；ＥＨ：ＥＰＯＲ；Ａ，Ｃ，

Ｅ，Ｇ：ＶＨｇｒｏｕｐ；Ｂ，Ｄ，Ｆ，Ｈ：ＣｓＡｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４０（Ａ，Ｂ，Ｅ，Ｆ）；×２００（Ｃ，Ｄ，Ｇ，Ｈ）

２．４　ＣｓＡ诱导肾实质细胞凋亡　如图４所示，与对

照组 相 比，ＣｓＡ 毒 性 组 大 鼠 肾 小 管 上 皮 细 胞

ＴＵＮＥＬ阳性细胞数增多（Ｐ＜０．０１）；电子显微镜进

一步确定ＣｓＡ毒性组细胞中存在吞噬小体。

２．５　ＥＰＯ蛋白表达与ＴＩＦ程度和凋亡细胞数负相

关　直线相关分析表明，ＣｓＡ毒性组大鼠ＥＰＯ蛋白
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的表达与 ＴＩＦ程度（ｒ＝－０．７２９，Ｐ＜０．００１）和

ＴＵＮＥＬ阳性细胞数（ｒ＝－０．８４１，Ｐ＜０．００１）呈负相

关（图５）。

图３　两组大鼠肾组织ＥＰＯ和

ＥＰＯＲ表达的蛋白质印迹分析结果

Ｆｉｇ３　ＥＰＯａｎｄＥＰＯＲｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｓ

ｏｆｒａｔｓｉｎｔｗｏｇｒｏｕｐｓａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ

ＥＰＯ：Ｅｒｙｔｈｒｏｐｏｉｅｔｉｎ；ＥＰＯＲ：Ｅｒｙｔｈｒｏｐｏｉｅｔｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ；ＶＨ：

Ｖｅｈｉｃｌｅ；ＣｓＡ：ＣｙｃｌｏｓｐｏｒｉｎｅＡ

３　讨　论

　　在临床实践中，钙调素抑制剂ＣｓＡ和他克莫司

（ＦＫ５０６）仍作为第一线强有力的免疫抑制剂应用于

肾移植、难治性肾病综合征、各种继发性肾小球肾

炎。此外，大量研究证实ＣｓＡ和ＦＫ５０６还用于治疗

ＥＰＯ抗体诱导的纯红细胞再生障碍性贫血［４５］。然

而，长期使用ＣｓＡ或ＦＫ５０６易导致各种严重的并发

症，如肾毒性和继发糖尿病等。但ＣｓＡ是否导致贫

血迄今为止还不十分清楚。本实验利用动物模型，

首先观察ＣｓＡ是否引起贫血，其次揭示导致贫血的

分子机制。结果发现，慢性ＣｓＡ肾毒性大鼠 Ｈｂ和

Ｈｃｔ水平低于正常对照组（Ｐ＜０．０１），表明慢性

ＣｓＡ毒性确实能导致贫血的发生。

图４　两组大鼠肾实质细胞凋亡的比较

Ｆｉｇ４　Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｃｅｌｌｓｉｎｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｓｏｆｒａｔｓｉｎｔｗｏｇｒｏｕｐｓ

ＶＨ：Ｖｅｈｉｃｌｅ；ＣｓＡ：ＣｙｃｌｏｓｐｏｒｉｎｅＡ．Ａ，Ｂ：ＴＵＮＥＬｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＶＨａｎｄＣｓＡｇｒｏｕｐｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；Ｃ：Ｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ
（ａｒｒｏｗｓｈｏｗｉｎｇｔｈｅｐｈａｇｏｓｏｍｅ）；Ｄ：ＮｕｍｂｅｒｓｏｆＴＵＮＥＬａｐｏｐｔｏｓｉｓｃｅｌｌｓｏｆＶＨａｎｄＣｓＡｇｒｏｕｐｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｐ＜０．０１ｖｓ

ＶＨｇｒｏｕｐ．ｎ＝８，珚ｘ±ｓ

图５　ＥＰＯ蛋白表达与ＴＩＦ程度和

凋亡细胞数的相关分析

Ｆｉｇ５　ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆＥＰＯｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｗｉｔｈＴＩＦａｎｄａｐｏｐｔｏｔｉｃｃｅｌｌｎｕｍｂｅｒｏｆＣｓＡｔｒｅａｔｅｄｒａｔｓ

ＥＰＯ：Ｅｒｙｔｈｒｏｐｏｉｅｔｉｎ；ＴＩＦ：Ｔｕｂｕｌｏｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｆｉｂｒｏｓｉｓ；ＣｓＡ：

ＣｙｃｌｏｓｐｏｒｉｎｅＡ

　　ＣｓＡ导致贫血的机制还不十分清楚，可能与以

下原因有关：（１）ＣｓＡ 抑制骨髓发挥细胞毒效能。

Ｓｏｖｃｉｋｏｖａ等［６］报道，给予 Ｗｉｓｔａｒ大鼠不同剂量的

ＣｓＡ，淋巴细胞、白细胞、红细胞生成均受到抑制，特

别是 Ｈｃｔ呈ＣｓＡ剂量依赖性下降；（２）ＣｓＡ致红细

胞衰亡（ｅｒｙｐｔｏｓｉｓ）。Ｎｉｅｍｏｅｌｌｅｒ等［７］报道ＣｓＡ明显

增加健康志愿者红细胞膜联蛋白Ⅴ结合率、减少胞

质Ｃａ２＋活性和 ＡＴＰ浓度，从而诱发红细胞衰亡；

（３）我们以往利用动物模型发现肾缺血再灌注损

伤［８］和慢性ＣｓＡ肾毒性［９］的肾小管间质呈缺血坏死

改变或纤维化，注射ＥＰＯ均使缺血坏死改变和纤维

化好转。因此可推测，ＣｓＡ引起急或慢性肾损伤，使

肾脏分泌ＥＰＯ减少，从而导致贫血的发生。

　　为揭示ＣｓＡ致贫血的发病机制，本实验利用免

疫组化和蛋白质印迹法检测肾组织ＥＰＯ及其受体
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的表达。结果表明，ＥＰＯ蛋白的表达在慢性ＣｓＡ毒

性组大鼠中减少（Ｐ＜０．０１），其主要位于外髓质、皮

质的肾小管上皮细胞，该部位正是ＣｓＡ引起肾损伤

的敏感区域。有趣的是，ＥＰＯＲ蛋白的表达反而增

加（Ｐ＜０．０１）。迄今为止，有关肾内ＥＰＯ及其受体

的表达国内外报道甚少。李志辉等［１０］对３８例急性

肾损伤患儿行肾活检术，免疫组化发现ＥＰＯ在急性

肾损伤患儿肾组织中的表达明显减少，而ＥＰＯＲ蛋

白表达增加，肾小管间质的病理损害程度与ＥＰＯ在

肾小管间质的阳性表达面积呈负相关。我们的实验

结果与上述报道一致，表明减少的ＥＰＯ表达可能是

引起贫血的发病机制，而增加的ＥＰＯＲ表达可能是

对ＣｓＡ所诱导的缺氧缺血性损伤的应激反应。

　　细胞凋亡是细胞的一种基本生物学现象，它在

生物体的进化、内环境的稳定以及多个系统的发育

中起着重要的作用。正常生理情况下，细胞凋亡清

除老化细胞是有益的；而在病理状态下，许多疾病的

发生发展与凋亡过程紊乱有直接或间接的关系。我

们以往报道过ＣｓＡ可调控凋亡基因Ｂｃｌ２／Ｂａｘ系

统，从而诱导肾小管上皮细胞凋亡，而且细胞凋亡与

ＴＩＦ呈正相关［３］。另外，ＣｓＡ还可通过各种生长因

子如转化生长因子β１ 等调控细胞凋亡程序
［１１］。基

于以上理论，本研究检测了两组大鼠肾组织的细胞

凋亡情况，结果表明慢性ＣｓＡ肾毒性大鼠ＴＵＮＥＬ
阳性细胞数高于对照组（Ｐ＜０．０１），而且 ＴＵＮＥＬ
阳性细胞数（ｒ＝－０．８４１，Ｐ＜０．００１）和 ＴＩＦ程度

（ｒ＝－０．７２９，Ｐ＜０．００１）与ＥＰＯ蛋白的表达呈负相

关。我们推测细胞凋亡导致肾脏丧失大量的肾小管

上皮细胞，而这些肾小管上皮细胞正是分泌ＥＰＯ的

源泉。

　　综上所述，长期使用免疫抑制剂ＣｓＡ可导致贫

血；肾小管上皮细胞凋亡导致ＥＰＯ表达抑制是其发

病的重要分子机制。本研究结果为临床上鉴别复杂

原因所致贫血提供了分子理论基础。

４　利益冲突
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