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究验研实
.

大鼠原位性肾小球肾炎模型的建立
*

黄小平 李成进 李士梅

(肾脏研究所 )

提 要 应用 阳离 子化牛
_

血清白蛋 白 (C
一 BS A ) 诱导 w i s ta r大鼠产生膜性肾炎

,

结果表明
:

经静

脉注射 C
一B S A Z

.

s m g第 2 周始出现严 重蛋白尿
,

第 3 周进一步加重
,

第 4 周肾脏病理检查可 见 G BM

增厚
,

钉突形成
, _

七皮下免疫沉积物及足突损伤
。

该模型发病率为 1 00 %
,

重复性好
,

具有人类膜性肾

炎的病理类型特点和
`

{于病综合征的临床表现
,

而无肾功能损害
,

是肾炎的发病机理 和药物防 治 研究的

理想动物模型
。

关键词 大鼠 肾小球
’

{子炎 阳离子化牛血清白蛋自

免疫复合物 ( I C ) 在肾小球中沉积是肾小

球肾炎致病的重要环节
。

50 一 6 0年代提出血循

环 中形成 I C 沉积到
’
{子脏导致肾炎的循 环 免疫

复合物 ( lC c) 学说
。

近 1 0年来许多研 究 表明肾

炎 时 I C 在肾小球 中的沉着还存 在 另一更重要

的途径
·

一
一

原位 ( in ist u) IC 形 成
。

该 学 说认

为许多内源性和外源性抗原 ( 或抗体 ) 首先种

植在肾小球组织 中
,

随后与循环 中相关的抗体

( 或抗原 ) 在原位结合 形 成 I C
。

抗 原 ( 或抗

体 ) 能种植在肾小球中
,

取决于其对肾小球的

组织亲和力
。

其中电荷亲 和力备受注目
。

众所

周知
,

肾小球推膜 ( G B M )
,

系膜基质以及内皮

细胞 和上皮细胞表而均存在负电荷层
,

形成负

电荷生理屏障
。

血帕环中带正 电荷 的抗原蛋 白

质通过 电荷亲和力
,

非特异性地和肾小球 的负

电荷层结介
,

然后再与特异性抗体形成 I C ,

导

致肾炎
。

近年来用阳离子化牛血清自蛋 白 ( C -

B S A )建立的家兔原位性肾 炎 模 型
〔` 一 3 〕

是上述

理论的有力证据
。

家兔 C一 B S A 原位性肾炎模型的建 立无疑

为肾炎的发病机理和药物防治研究提供了良好

的实验基础
,

但家兔作为实验动物
,

有其不足

之处
:

①血管活性胺的生成和释放不如大 鼠接

近人类患病时的表现
;
娜家兔的饮食习惯不似

人类
,

造成口服药物 ( 如油剂 ) 和饮食疗法等

研究困难
; ③ 水兔价钱较贵

,

而且 所 需 抗 原

( c忍 s A )和防治药物的用 量较大
。

而用大 鼠作

为实验动物来研制 C 一 B S A原位性肾炎模型将 更

有利于实验性肾炎的研究
。

我们对此进行了探

索
,

成功地制成了大 鼠 C 一 B S A 原位性 肾 炎模

型
。

材 杆 和 方 法

抗原制备

1
.

天然 B S A ( N书 S A ) ( S i g m a C h e m C O
·

U S A ) 等电点 ( p l ) 4
.

5 ,

纯度 9 9写
。

2
.

阳离子化 B SA ( C一 B S A ) 按 H aO er 方

法 〔吐’
对上述 N 一 B S A 进行化学处 理

,

1P > 8
.

7 ,

冷冻干燥
,

分装备川
。

实验动物与分组

1
.

实验动物 w ist ar 雄性健 康 大鼠
,

体

重 1 0 0一 1 5 0克
。

首先分组探索到合适的 C一 B S A 用 量 和注

射时间间隔
,

然后开始正式实验
。

2
.

分 组 抽签法随机分为 2 组
:

C侣 S A 组 拐只 ( 实验组 )
,

N 一 B S A 组 1 1只 ( 对照组 )
。

肾炎模型的制作

1
.

预 免疚 取 C名 S A 1 m g ,

加入 0
.

sm l

P B S 中
,

与等量的弗氏不完全佐剂混匀成乳自

川目家教委博士点些金资助课题之一
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表1 肾小球内细胞计数和肾小球直径

细胞 / 肾小球
见 士 S

肾小
(协111

竺
夕沐

直径
士 S

C
一 BS A

(玲 = 1 ) 0

N一 BS A

(件 二 9 )

5 6
.

了土 5
.

7 1 1 6
.

6士 7
.

6

5 选
.

2士 6
.

1 9 6
.

8士 1 1
.

8

P > 0
.

05 < 0
.

1 0

表 2光镜下肾小球病理变化

。 。 、 二

。
1、 毛

订 D洲 1

渭 )子 湘
,

刀T

士 + + 十 一 士

细血管

胀
系膜细
增

十 + 十 一 士 十

胞
生
十 十

C
一
B S A

(林 = 1 9 )

〕 只 7 1 2 1 8 0 2 0 9 0

N
一 B S A 4 4 1 0 ;考 1 0 0 8 1 0 0

( n = 9 )

I
J

< 0
.

0 1 < 0
.

0 1
·

〔 0
.

0 1

硫酸肝素多糖蛋 白 (h e p a r a n s u l f a t e p r o t e o g l y
-

ca n s
)

。

因为 G B M 的内皮细胞层是有间隙的
,

所以适当大小 的正电荷抗原能通过 电荷吸引作

用植入 G BM
,

或穿过 G BM 植入 上 皮 下
。

抗

原蛋 白质的穿透取决于蛋白质的等电点 (P I )
,

即 P l 越高
,

穿透程度越深
。

例 如 P l > 8 的铁

蛋 白 ( fe rr iit n ) 可以深 入 到 G B M 的外 疏 松

层汇” , 。

在家兔实验 中已证 实
, C沼 s A 在 静 脉

注入 10 分钟后 已与肾小球毛细管壁结合
〔“ ’ 。 当

然出现肾炎改变尚需要抗体的存在
。

事实上在

没有抗体的的情况下
, C忍S A 在循环 中 清 除

比 N 一B S A 更为迅速
〔 6 ’ 。

C一 B S A 种 植 在 G B M

或上皮下
,

就会与循环中相应 的抗体结合在原

位形成 I C 和透发肾炎
。

本实验结果 表 明
,

实

验大鼠百分之百发生了肾炎
,

这与家兔 C扭 S A

原位性肾炎模型报告的结 果 相 一 致
〔“ , ,

可见

C一 B S A 诱导 的肾炎
,

在电荷 作 用 原理上家兔

和大鼠没有动物种属的差异
。

从病理分类而言
,

及鼠 C名 S A 原 位 性肾

炎近似人类膜性肾炎
。

本模型可以观察到
:

①

大
一

曦的 gI G 和 C 3
沉积在 G B M 上 ; ②足突损伤

和
_

L皮下沉积物
; ③ G BM 增厚

,

钉突 形成
。

症状表现为大量 的蛋白尿
,

血清甘油三醋和总

胆固醇升高 ( 另文报告 )
,

这与人类
“ `

肾病综

合征
’夕
相符 ; ’

肾小球内细胞数没有增加
。

关于

“ 系膜细胞轻度增生
’夕
的问题仍有待进一步 的

鉴定
。

纵使存在
,

仅此亦难以否定 以上类似膜

性
’

肾炎的各种表现
。

B o r d e r ( 1 9 8 1 ) 报告选用大 鼠作实 验
,

用

内毒素作预免疫
,

然后给大 鼠注射大 最 的 C -

BS A
,

结果仅出现 < 50 m g / 2 4 h的蛋白尿 和 “ 系

膜性肾 炎
” 的 变 化 〔 6」。

F u r n e s s ( 1 9 8 7 ) 〔 7」和

本实验均发现佐剂含有分枝杆菌成分 ( 内毒素

和卡介苗等 ) 会减少大 鼠肾炎发病
,

或完全不

发病
。

这提示大鼠 C一 B S A 原位性 肾 炎 发病涉

及更复杂的细胞免疫机理
。

为了能得到病理改

变比前人更趋一致的模型
,

本实验中我们选用

了最小有效剂 准的 C书 S A 2
.

s m g /次
,

结 果系

膜区沉积很 少
。

而 F u r n e s S 用 1 0m g /次
,

则 在

上皮下和系膜 区见大量沉积物
。

在蛋 白尿的严

重程度上
,

本实验结果则与 F ur ne ss 所 报告的

相同
,

甚至更为严重
,

可见 C 一 B S A 每次 用 量

和间隔要适当才能得到所希望的模型
,

并非注

射 C名 S A 越多越好
。

新近 M u c k e r h e i d e 等的研究 表明
:
在活体

中
,

用 C 一
丑S A 作为抗原所产生的 I g G 量 要比

用相同量 的 N一S A 高得多
;
另外 刺激 T 细胞

增殖所需 要 的 C 一 B S A 量 也 比 N书 S A 少 50 0

倍
〔 “ ’ ,

这可能是阳离子化后 B S A 的三 维 结构

展开
,

暴露了隐蔽的决定簇而使其免疫原性增

强
。

至于蛋 白尿的产生则部分 可 能 与 --c B S A

「
一

}
,和 G BM 的负电荷有关

。

我们的研究显示用大鼠作 C书 S A 原 位 性

肾炎模型发病率高
,

病理类型有膜 性 肾 炎 特

点
,

表现为肾病综合征
, ’

肾功能无损害
,

而且

制作简单
,

实验周期短
,

成本低廉
,

对研究肾

炎的发病机理和药物 防治较家免 模 型 更 为理

想
。

本模型 国内未见报道
。
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