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小鼠体内用活化淋巴细胞来源的
$%&

"

&"$=$%&

$免疫!从而诱导小鼠的
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!未免疫的小鼠被用作对照%

检测了疾病相关的一些发病指标!包括抗双链
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抗体!尿蛋白和肾脏的病理学改变%结果
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细胞的活化状态低于野生型的免疫小鼠%胞内细胞因子

染色结果表明!
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免疫的小鼠体内
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系统性红斑狼疮$

!"#

&是一种累积全身的自身免疫性疾

病#该病的主要特点是体内自身免疫复合物的异常沉积#自身

抗体的产生和多器官的损伤)免疫系统对自身的细胞和组织

进行攻击#进而导致炎性反应及组织的损伤#该病受累部位是

肾脏+皮肤+关节+脑+心脏+肺和其他的器官#但是主要的病变

在肾脏'

'=)

(

)该病最主要的特点是产生抗
12=$%&

抗体)抗

12=$%&

抗体不仅能在患者血清中找到#在肾脏中同样也有)

该病预后很差#且近年来发病率和病死率一直都在增加)在任

何年龄阶段均可发病#但通常好发于年轻的女性#大约占

0,5

)该病的临床症状通过药物的治疗能得到一定的缓解#常

用药物包括类固醇和免疫抑制剂等)但是该病是不能治愈的)

本病的发病原因很复杂#主要包括致病性自身抗体及免疫复合

物的产生#

>

细胞和自然杀伤$

%6

&细胞的功能失调#遗传和环

境等因素'

*=-

(

)在不同的人种中本病具有遗传特异性#细胞的

周期性调节作用#吞噬作用及甲基化等在发病过程中都起到了

一定的作用)该病多数为隐匿起病#开始仅累积一至两个系

统#临床表现较轻#之后逐渐出现多系统损伤#严重的甚至发展

为狼疮危象#危及生命'

/

(

)由于本病的发病机制不甚明确#为

了进一步探讨其发病机制#本研究在小鼠体内做了一系列的

研究)
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材料与方法
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野生型$
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&小鼠购自北京军事医学科学院)所有

动物在无特定病原体$
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&的条件下进行饲养$恒温
(*
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^

#恒湿#置于鼠架上#光照和黑暗交替进行#自由进食+进水&)

所有动物的饲养均按照原卫生部,医学实验室动物护理和使用

规范-和南开大学生命科学学院,机构动物护理和使用委员会

条例-执行)
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野生型及
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基

因敲除的小鼠放置于南开大学生命科学学院
!Z4

级的鼠房

中#每笼
-

只#共
*

笼)定期更换垫料+鼠粮+鼠笼及小鼠的饮

用水)实验动物中心维持恒温及光照黑暗交替的环境确保小

鼠正常的休息)用于正式实验前#实验小鼠应尽量避免刺激#

保证充足的睡眠)将杂和的
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基因敲除的小鼠与野生型小

鼠进行配对)约
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周后可产下子代小鼠)
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周的小鼠可以

分笼#鉴定基因型)鉴定为阳性的小鼠可用于后续实验)
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模型的建立
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本模型建立用的都是雌性小鼠#
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周龄将小鼠进行随机分组#每组
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只#分为
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组#注射的

部位为背部#皮下注射#每两周免疫一次#共计
)

次)每次免疫

前小鼠应剃毛#保证注射的位点是在皮下#而不是皮内或者肌肉

内)根据实验要求#将小鼠分为分为野生型免疫组+野生型未免

疫组和
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免疫组)初次免疫时用弗氏完全佐剂$
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次免疫时用弗氏不完全佐剂$
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次免疫与第
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次剂

量及方法相同)野生型未免疫组为未免疫过的小鼠)
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血清中抗
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抗体的检测
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酶标板事先用
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鱼精蛋白包板#每孔加入
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摇床中孵育
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#用
),,
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磷盐酸缓冲液$
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&洗板一次#拍板)
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核酸酶处理后

的
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以
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"
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包板#每孔
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#置于
)9^

摇床
(

F

#再置于
*^

冰箱过夜)第
(

天从冰箱中取出板#

Z[!>

洗涤

)

次)每孔加入
',,

$

"

的封闭液$由
-5

山羊血清和
Z[!>

配

制而成&#

)9 ^

摇床中孵育
'F

#加入
Z[!>

洗涤)稀释液以

'g-,

的比例来稀释待测的血清标本#每孔加入
',,

$

"

#

)9^

摇床孵育
'F

后用
Z[!>

洗涤
)

次)加
'g(,,,

稀释的羊抗

鼠
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#每孔
',,

$
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#

)9^

孵育
'F

#

Z[!>

洗涤
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次)加

显色液#每孔加入
',,
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#

)9^

摇床中孵育
),N@A

#显色时应

避光#可见孔变蓝#发生显色反应)每孔加入
( N?H

"
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的
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用来终止显色反应#此时可见每孔的颜色转为黄

色)在自动酶标仪
*0,

+

-/,AN

处的波长读取吸光度$

U$

&值)
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尿蛋白的测量
!

分别在
0/

孔板中加入
(-

$

"

稀释后

的标准品和待测样品)每孔中加入
(,,

$

"

工作液#混合混匀)

)9^

孵育
),N@A

后#冷却至室温或者室温放置
(F

)立即用

酶标仪测量
-/(AN

处的吸光度)算出样品中蛋白质的浓度)
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!

病理切片的制作
!

处死小鼠后#立即取出其中的一侧

肾脏#切取中间组织#既包括皮质也包括髓质)组织保持新鲜#

处死小鼠后
),N@A

内完成取材)刀锋应保持锋利#避免来回

钝性切割#损坏组织)组织的大小应适宜#厚度约
-NN

#大小

不超过
'-NN_'-NN

)取下的小块组织应立即放于
',5

甲

醛溶液中固定过夜#使固定液迅速渗透至组织内)固定可维持

组织细胞内的蛋白质+糖+脂类等原有的形态%防止组织的自溶

和细菌的腐蚀#保持细胞原有的组织结构)在透明的切片上滴

加中性树胶进行封片#盖上盖玻片#即可进行观察)
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细胞的体外分化
!

采用
4?e

8

)

染色试剂盒#具体

的染色方法为!离心后#在细胞沉淀中加入
'N"

新鲜配的

4@e7D@?A

"

ZCGNC7K@H@S7D@?A

溶液#与细胞充分混匀后放置
),

N@A

)

4@e7D@?A

与
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的比例为
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)
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细胞的体外分化
!

在大约
-,

$

"

的细胞悬液中加

入
,+(-

$

"&Z<

标记的
<$*

抗体和
,+(-

$

"

异硫氰酸荧光素

$

43><

&标记的干扰素$

34%

&

=

-

抗体#另准备一支空白管#一支

单染管只加
&Z<

标记的
<$*

的抗体#一支单染管只加
43><

标记的
34%=

-

抗体)避光
*^

染色
),N@A

)

!7

8

?A@A

溶液洗涤

$染色可直接在
!7

8

?A@A

溶液中进行&!加入用磷酸缓冲盐溶液

$

Z[!

&配制的
,+-5

的
!7

8

?A@A

溶液重悬#

(N"

每管#离心$

*

^

#

'*,,G

"

N@A

#

9N@A

&#弃上清液)

Z[!

溶液洗涤一次)样品

管用
(,,

$

"Z[!

重悬#空白管和单染管用
),,

$

"Z[!

重悬后

检测)

$+1

!

统计学处理
!

采用
!Z!!'0+,

软件进行数据处理及统计

分析)多组均数比较采用方差分析#组间比较采用
>MPC

L

检

验)

!

%

,+,-

为差异有统计学意义)

/

!

结
!!

果
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!

抗
12=$%&

抗体+尿蛋白的浓度对比
!

3"=/6U

免疫组

的小鼠产生的抗
12=$%&

抗体及尿蛋白的浓度要比野生型免

疫组的小鼠低很多#同样#肾脏的病变也要轻很多$

!

%

,+,-

&)

3"=/6U

免疫组小鼠肾小球免疫细胞浸润明显少于野生型免

疫组小鼠#肾小球腔也较为清晰饱满#见图
'

)值得注意的是#

3"=/6U

免疫组的小鼠与野生型未免疫组小鼠相比#抗
12=

$%&

抗体的浓度几乎是一样的#都比较低)但是#野生型未免

疫组小鼠的尿蛋白浓度则比
3"=/6U

免疫组的小鼠要低#差异

有统计学意义$

!

%

,+,-

&)见表
'

)由此可见#

3"=/6U

免疫

的小鼠并不是完全不产生
!"#

的症状#只是由于
3"=/

的缺失

而在一定程度上使疾病受到了抑制)

表
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)

组抗
12=$%&

抗体*尿蛋白的浓度比较

!!!

%

KhD

)

,:'(

&

组别 抗
12=$%&

抗体$

$

"

N"

& 尿蛋白$

N

E

"

N"

&

3"=/6U

免疫组
,+''h,+,(

"

90+.-h/+(*

"!

野生型免疫组
,+'0h,+,. ')-+/'h*+*.

野生型未免疫组
,+'(h,+,* -(+0*h(+09

!!

注!与野生型未免疫组比较#

"

!

%

,+,-

%与野生型免疫组比较#

!

!

%

,+,-

)

!!

注!

&

为野生型免疫组%

[

为
3"=/6U

免疫组%

<

为野生型未免

疫组)

图
'

!!

肾脏的
a#

染色%

_(,,

&

/+/

!

3"=/6U

免疫组小鼠体内
<$*

`

>

细胞的活化状态
!

3"=

/6U

免疫的小鼠脾脏和淋巴结中细胞的活化状态与野生型未

免疫组没有区别#而比野生型免疫组的小鼠低)见表
(

)与

3"=/6U

免疫的小鼠较低的发病率相符合#因此
3"=/6U

免疫

的小鼠发病较轻的原因可能与细胞的活化状态相关)

表
(

!!

3"=/6U

免疫的小鼠体内
<$*

`

>

细胞的状态

!!!

%

,:'(

)

KhD

)

5

&

组别 脾脏 淋巴结

3"=/6U

免疫组
')+*-h'+'(

"

(+.-h,+(*

"

野生型免疫组
(*+'0h,+,. ''+/'h'+*.

野生型未免疫组
'/+'(h,+,* (+0*h,+'9
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注!与野生型免疫组比较#

"

!

%

,+,-

)

*
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/+'

!

&"$=$%&

免疫的
3"=/6U

的小鼠
4?e

8

)

的表达
!

脾脏

和淋巴结中#

3"=/6U

免疫的小鼠
4?e

8

)

的表达比野生型小鼠

高)同时发现#野生型未免疫组老鼠体内#

4?e

8

)

的表达与
3"=

/6U

免疫小鼠类似#都较高)在
3"=/6U

免疫的小鼠中

4?e

8

)

的表达明显升高#在野生型未免疫组的小鼠中#

>GC

E

细

胞的表达也比较高)因此#

4?e

8

)

的高表达也与
3"=/6U

小鼠

免疫后低发病率相关)本研究同时用这些小鼠的脾脏细胞做

了
>F'

细胞的分化培养#结果显示#这两种小鼠体内产生的

34%=

)

无明显差异)见表
)

+

*

)

表
)

!!

3"=/6U

及野生型小鼠免疫后脾脏中
4?e

8

)

!!!

的表达%

KhD

)

,:'(

&

组别 脾脏 淋巴结

3"=/6U

免疫组
((+--h(+((

"

(-+.-h*+(*

"

野生型免疫组
'-+'0h*+'. '(+/'h(+).

野生型未免疫组
((+'(h(+(* (*+0*h*+'9

!!

注!与野生型免疫组比较#

"

!

%

,+,-

)

表
*

!!

3"=/6U

及野生型小鼠免疫后脾脏细胞
>GC

E

*

>F'

!!!

细胞的体外分化%

KhD

)

,:'(

&

组别
>GC

E

细胞
>F'

细胞

3"=/6U

免疫组
*(+*-h-+((

"

*,+,-h(+'-

野生型免疫组
'0+'9h)+'* *'+/'h(+).

野生型未免疫组
*(+'(h-+(* *)+0*h(+'9

!!

注!与野生型免疫组比较#

"

!

%

,+,-

)

'

!

讨
!!

论

!"#

是一种慢性疾病#对核抗原的耐受失调#组织内免疫

复合物的沉积能导致炎症及全身几乎所有器官和系统的损伤)

已知许多基因+体液及环境等因素影响该病的发展#如感染源#

后天修饰均能导致抗原递呈的变化#淋巴细胞信号+凋亡和抗

原"免疫复合物的清除等均影响其发病)

!"#

好发于女性#揭

示了激素在该病中的作用#在许多狼疮的动物模型中#雌性的

患病结局更差#给予雌激素能加重该病#而雄激素能减轻病

情'

9=.

(

)故本研究所选用的均为雌性
<-9["

"

/

小鼠)该病的

发病机制还不是很明确#与其他自身免疫病相同#几乎所有炎

性因子和免疫细胞均参与疾病的发生#只是程度和表现不同)

若不经过有效的治疗#慢性炎症和严重器官的损伤可能会导致

患者的死亡)很多遗传因素#如内在的免疫失调#性激素和感

染源等环境因素均能导致人类
!"#

的发展#这些因素的相互

作用对疾病的进程也是相当重要的)抗细胞因子治疗目前已

经在抑制自身免疫中应用得越来越多#靶向
>%4=

)

+

3"='

,

+

3"=

'(

8

*,

和
3"=/

的药物已经在研制中'

0

(

)

抗
12=$%&

抗体是疾病诊断时最常用的一项指标#本文采

用的是原理与
#"3!&

类似的检测方法#用
U$

值的大小来表

示产生抗
12=$%&

的多少)

U$

值与抗
12=$%&

抗体的水平呈

正相关)

U$

值一般为
'+-

左右#但是在本实验中#却没有那

么高)这可能和
<-9["

"

/

小鼠的基因背景有关#与
[&"[=I

背景的小白鼠相比#

!"#

的症状在
<-9["

"

/

背景的小鼠中更

难诱导出来'

',=''

(

)

实验证实#

&"$=$%&

在体外也能刺激脾脏细胞诱导大量

3"=/

的表达#提示
3"=/

可能的致病作用)本研究发现
3"=/

6U

的小鼠对该病具有抵抗作用#预示着
3"=/

对该病的促进作

用)在野生型免疫的小鼠体内#

3"=/

的浓度是升高的#更进一

步确定了
3"=/

在该病中的作用)那么#

3"=/

作用的靶细胞是

什么呢. 作为最强大的抗原递呈细胞#树突状细胞$

$<

&与该

病的关系也很密切的)

>

细胞#尤其是
7

,

<$*

`

>

细胞#对该病

的发生+发展也是不可或缺的#抗
<$*

`

>

细胞的治疗方法可

用来治疗该病#进一步支持了这群细胞的作用)这种作用可能

是通过细胞因子的产生增加所导致的#有人提出
<$*

`

>

细胞

能直接靶向肾脏#导致肾脏受损#但是在患者和小鼠的肾脏中

均没有发现
<$*

`

>

细胞)自身抗体的产生和多克隆
>

+

[

细

胞的活化相关#为了验证在
&"$=$%&

诱导的
!"#

模型中细

胞的活化状态有无改变#本文分析了细胞的活化状态#结果显

示在
&"$=$%&

诱导的动物模型中#

<$*

`

>

细胞的活化状态

明显升高#这种细胞的高度活化也和发病相关)

>GC

E

细胞在维持内环境稳态的过程中起到了重要的作

用)为了验证
>GC

E

细胞在这个模型中的作用#本文分析了不

同小鼠体内
4?e

8

)

的表达#发现
3"=/6U

免疫的小鼠体内

4?e

8

)

的表达明显升高#这也是
3"=/6U

免疫小鼠不发病的重

要原因之一)体内自然调节性
>

细胞$

A>GC

E

&和适应性调节

性
>

细胞$

@>GC

E

&的趋势是一致的#在不发病小鼠体内#

>GC

E

细胞的量是增加的)笔者推测在
!"#

中#

$<

能产生大量的

3"=/

#抑制了
>GC

E

细胞的产生#加重了疾病)同时#细胞的激

活也导致了该病的发生)

本研究证实了
!"#

模型中
>GC

E

细胞数量的变化#为了验

证
>GC

E

细胞在该病中是否具有作用#有学者做了
>GC

E

细胞的

过继传输和
<$(-

`细胞的清除'

'(=')

(

)在正常免疫的野生型小

鼠中#选取了不同的时间点过继传输
>GC

E

细胞#有研究发现

>GC

E

细胞的过继传输的确能缓解疾病症状'

'*

(

)但是#这个实

验本文没有继续往下探讨具体的作用机制#例如
>GC

E

细胞过

继传输的时间点选择#以及每次过继传输的细胞数#过继传输的

细胞在体内发挥作用的时间#都不是很明确)在未发病的小鼠

体内清除
<$(-

`细胞后#能导致体内抗
12=$%&

的增加及疾病

的加重#更进一步验证了
>GC

E

细胞在该病中不仅数量发生了变

化#功能上也有改变)但是#关于
<$(-

`细胞清除的效率及清

除维持的时间#清除时间点及剂量的选择都需要更进一步优化)

综上所述#本研究结果显示
3"=/

可能在
&"$=$%&

诱导

的
!"#

中作为一项重要的生物标志物)

3"=/

是狼疮性肾炎一

个强有效的启动因素#对于该病的治疗是个新的靶标)本研究

探讨了
3"=/

的表达与疾病发病机制的关系#提示控制
3"=/

的

表达是一种潜在+有希望的治疗方法)本研究揭示了
3"=/

在

!"#

中的作用可能和抑制
>GC

E

细胞的作用相关#但到底
3"=/

是怎样影响
>GC

E

细胞的还不是很清楚#需要进一步研究)
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机制复杂#临床表现多样#其中以气阴两虚+淤血阻络同时存在

的组合证型最多)中医认为
$Y

多发生于患糖尿病多年的患

者#其机制主要以肝肾阴亏和肺脾两虚为本#以淤血阻滞目之

脉络为标)因此常用补肝肾脾虚#活血化瘀为主要治疗方法#

以清肝明目为目的)滋阴活血方具有滋阴降火#补肾活血#化

淤通络等功效)鲁琼等'

)

(已经证实滋阴活血方具有改善
$Y

作用#方中的黄芪+枸杞具有益气滋阴的疗效)药理研究表明#

方中黄芪能够有效降低血小板的功能#改善患者的代谢水平#

抵抗氧化作用#同时还有改善患者的肾小球滤过屏障#以及抑

制转化因子的作用'

'(

(

)丹参活血化瘀+通络#同时可降低细胞

胆固醇的合成#保护血管屏障#发挥抗血栓和抗凝作用)本研

究结果表明滋阴活血方联合羟苯磺酸钙胶囊治疗单纯性
$Y

可明显改善
$Y

患者的视力#研究组患者的眼底分级有明显改

善#症状改善情况明显优于对照组$

!

%

,+,-

&)

随着糖尿病患者视网膜病变的不断发展#患者视网膜缺

氧+缺血加重#视网膜屏障受到破坏#眼底毛细血管内皮细胞通

透性增大#

V#d4

大量产生#继而形成新生血管'

')

(

)

V#d4

是

功能较强的内皮细胞有丝分裂原和诱导血管生成的细胞因子)

3d4='

是多功能细胞增生调控因子#与视网膜细胞生长+繁殖

有关)研究发现
V#d4

和
3d4='

水平可作为了解
$Y

严重程

度的参考指标之一'

'*

(

)在本研究中发现治疗后血清
V#d4

和

3d4='

均有所下降#研究组下降程度明显高于对照组#差异有

统计学意义$

!

%

,+,-

&#滋阴活血方联合西药可有效地降低

V#d4

和
3d4='

水平#改善患者
$Y

的继续发展)

综上所述#采用滋阴活血方联合羟苯磺酸钙胶囊治疗单纯

性
$Y

患者临床效果明显#减少患者出现眼底出血+渗出和视

网膜水肿症状#改善患者视物昏花+眼睛干涩+口干咽燥和面色

晦暗的临床症状#同时有效地降低患者
V#d4

和
3d4='

水平#

值得临床推广)
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