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  [摘 要] 目的 探讨TACI融合蛋白(TACI-Ig)对免疫球蛋白A肾病(IgAN)大鼠肾脏损害的影响。方

法 将24只SD大鼠随机分为对照组、模型组、TACI-Ig组、药物对照组,每组6只。正常对照组、模型组给予

生理盐水,TACI-Ig组给予TACI-Ig(14.36
 

mg/kg),药物对照组给予醋酸泼尼松(5
 

mg/kg)。比较各组24
 

h
尿蛋白定量(24h-UP)、血清肌酐(Scr)、尿素氮(BUN)、低半乳糖基化IgA1(Gd-IgA1)、Toll样受体4(TLR4)、
髓样分化因子88(MyD88)、核转录因子κB(NF-κB)蛋白及 mRNA水平,并分析TACI-Ig对肾脏损害的影响。
结果 模型组24h-UP水平显著高于正常对照组,而TACI-Ig组、药物对照组24h-UP水平显著低于模型组,差

异有统计学意义(P<0.05)。TACI-Ig组血清Scr水平低于模型组,差异有统计学意义(P<0.05)。TACI-Ig
组、药物对照组肾组织系膜区沉积免疫复合体的增加受到明显抑制。模型组大鼠血清Gd-IgA1水平高于正常

对照组,而低于TACI-Ig组,差异有统计学意义(P<0.01)。药物对照组血清Gd-IgA1水平低于模型组,而高

于TACI-Ig组,差异有统计学意义(P<0.01)。TACI-Ig组TLR4、MyD88、NF-κB蛋白水平低于模型组,差异有统

计学意义(P<0.05)。药物对照组TLR4、MyD88蛋白水平高于TACI-Ig组,差异有统计学意义(P<0.05)。
TACI-Ig组TLR4、MyD88、NF-κB

 

mRNA水平低于模型组,差异有统计学意义(P<0.05)。结论 TACI-Ig对

IgAN有较好的治疗作用,可改善IgAN大鼠肾功能,抑制肾小球系膜基质扩张和系膜细胞增殖。
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[Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

transmembrane
 

activator
 

and
 

calcium
 

modulator
 

cy-
clophilin

 

ligand
 

interactor-immunoglobulin(TACI-Ig)
 

on
 

renal
 

damage
 

in
 

rats
 

with
 

IgA
 

nephropathy(IgAN).
Methods A

 

total
 

of
 

24
 

SD
 

rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

the
 

normal
 

control,the
 

model,the
 

TACI-Ig,and
 

the
 

drug
 

control
 

groups
 

with
 

six
 

rats
 

per
 

group.The
 

normal
 

control
 

and
 

model
 

groups
 

received
 

saline,the
 

TACI-Ig
 

group
 

received
 

TACI-Ig(14.36
 

mg/kg),and
 

the
 

drug
 

control
 

group
 

received
 

prednisolone
 

acetate(5
 

mg/kg).Twenty-four-hour
 

urinary
 

protein(24h-UP),serum
 

creatinine(Scr),blood
 

urea
 

nitrogen(BUN),ga-
lactose-deficient

 

IgA1(Gd-IgA1),Toll-like
 

receptor
 

4(TLR4),Myeloid
 

differentiation
 

factor
 

88(MyD88),Nu-
clear

 

factor
 

kappa
 

B(NF-κB)
 

protein
 

and
 

mRNA
 

levels
 

were
 

compared
 

among
 

groups
 

to
 

analyze
 

the
 

influence
 

of
 

TACI-Ig
 

on
 

renal
 

damage.Results The
 

24h-UP
 

levels
 

in
 

the
 

model
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

normal
 

control
 

group,while
 

levels
 

in
 

the
 

TACI-Ig
 

and
 

drug
 

control
 

groups
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

model
 

group(P<0.05).Serum
 

CRE
 

levels
 

in
 

the
 

TACI-Ig
 

group
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

model
 

group(P<0.05).Deposition
 

of
 

immune
 

complexes
 

in
 

the
 

mesangial
 

area
 

of
 

renal
 

tissues
 

was
 

significantly
 

inhibited
 

in
 

the
 

TACI-Ig
 

and
 

drug
 

control
 

groups.Serum
 

Gd-IgA1
 

levels
 

in
 

the
 

model
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

normal
 

control
 

group
 

but
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

TACI-Ig
 

group(P<0.01).Se-
rum

 

Gd-IgA1
 

levels
 

in
 

the
 

drug
 

control
 

group
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

model
 

group
 

but
 

higher
 

than
 

those
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in
 

the
 

TACI-Ig
 

group(P<0.01).TLR4,MyD88,and
 

NF-κB
 

protein
 

levels
 

in
 

the
 

TACI-Ig
 

group
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

model
 

group(P<0.05).TLR4,MyD88
 

protein
 

levels
 

in
 

the
 

drug
 

control
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

TACI-Ig
 

group(P<0.05).TLR4,MyD88,and
 

NF-κB
 

mRNA
 

levels
 

in
 

the
 

TACI-Ig
 

group
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

model
 

group(P<0.05).Conclusion  TACI-Ig
 

exhibits
 

therapeutic
 

efficacy
 

in
 

IgAN,improving
 

renal
 

function
 

in
 

rats
 

and
 

inhibiting
 

mesangial
 

matrix
 

expansion
 

and
 

mesangial
 

cell
 

proliferation.
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and
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function

  原发性免疫球蛋白A肾病(IgAN)是常见的原发

性肾小球肾炎,以镜下血尿和轻度蛋白尿为主要症

状,常见于亚洲人群[1]。IgAN的确诊需要行肾活检,
且临床常采用免疫荧光显微镜鉴定IgA沉积[2]。尽

管在IgAN机制研究方面取得了一些零散的进展,但
关于特定调节机制的研究仍少见,目前IgAN的发病

机制尚不完全清楚。B淋巴细胞刺激因子(BLyS)同
增殖诱导配体(APRIL)是通过诱导促生存基因的表

达维持B细胞库和体液免疫的关键因素,并在许多不

同的自身免疫性疾病中,血清BAFF水平会升高[3-4]。
BAFF通过与3种独特的受体[BAFF受体、穿膜蛋白

活化物(TACI)和B细胞成熟抗原]结合在B细胞的

存续中发挥至关重要的职能[5]。
TACI-Ig是一种新型重组融合蛋白,包含人免疫

球蛋白G(IgG)的Fc成分和TACI受体的配体结合

结构域[6],是一种BAFF/APRIL双重抑制剂,其经过

我国相关部门审批已用于系统性红斑狼疮患者,并成

功治疗1例膜性肾病[7-8]。Toll样受体4(TLR4)因在

先天免疫中识别病原体相关分子的作用而闻名,并参

与IgAN的发病机制[9]。有研究表明,TLR4在IgAN
患者中表达升高,并且考虑与疾病严重程度相关。当

TLR4介导的脂多糖接触肠黏膜上皮细胞时,可直接

损伤肠黏膜功能并刺激B细胞活化产生低亲和力

IgA,进而诱导IgAN发生[10]。有研究表明,对ddY
小鼠给予TLR4相关刺激后,会提高血清低半乳糖基

化IgA1(Gd-IgA1)水平,表明其参与了IgAN的发病

机制[11]。当TLR4活性被触发,通过髓样分化因子

88(MyD88)依赖性途径激活核转录因子κB(NF-κB)。
IgAN患者肾活检研究显示,NF-κB的表达与不良预

后相关,且与炎症有显著相关性,炎症是肾小球疾病

的关键因素[12]。本研究采用不同方法检测 TLR4/
NF-κB蛋白表达,探讨TACI-Ig治疗IgAN的机制。
1 材料与方法

1.1 实验动物 24只Sprague-Dawley(SD)大鼠,无
菌级,雄性,体重180~200

 

g,购自北京大学医学部

(实验动物科学部),动物许可证:SCXK(京)2021-
0013。由内蒙古科技大学包头医学院第一附属医院

医学伦理委员会批准[2023伦理审查(临)第(014)
号],大鼠饲养于包头医学院实验动物中心,动物饲养

在特定通风的笼子,在恒温、恒湿且无病原体房间,自

由获取食物和水。
1.2 试剂 牛血清清蛋白、脂多糖购自北京索莱宝

公司;四氯化碳、蓖麻油购自上海麦克林生化科技有

限公司;兔抗大鼠IgA抗体购自北京博奥森公司;Gd-
IgA1酶联免疫吸附试验(ELISA)试剂盒购自江苏酶

免实业有限公司。RNA提取试剂盒购自天根(北京)
生化科技公司,反转录试剂盒购自日本TAKARA公

司;通用荧光定量聚合酶链反应(PCR)试剂盒购自美

国Biosharp公司。
1.3 方法

1.3.1 大鼠IgAN模型建立及分组 采用孙红旭

等[13]的免疫诱导法建立IgAN模型,牛血清清蛋白以

纯水配置成浓度为150
 

g/L的溶液,剂量600
 

mg/kg,
隔天灌胃,持续12周;皮下注射蓖麻油(0.3

 

mL)+四

氯化碳(0.1
 

mL)混合物,每周1次,持续9周;在第

6、8、10周尾静脉注射脂多糖0.05
 

mg,直至实验结

束。各组随机处死1只大鼠进行肾组织免疫荧光及

病理染色,观察肾组织结构改变情况。免疫荧光染色

结果显示,在系膜区沉积了IgA免疫复合体,则表明

模型成功构建。将大鼠随机分为正常对照组、模型

组、药物对照组(给予醋酸泼尼松5
 

mg/kg)和TACI-
Ig组,每组6只。在IgAN模型建立成功后,TACI-Ig
组给予TACI-Ig

 

14.36
 

mg/kg,以16
 

mg/mL水平溶

于无菌注射液中进行皮下注射,隔天1次,共计8周。
正常对照组、模型组给予等药物剂量体积生理盐水。
1.3.2 肾功能检测 尿蛋白是IgAN的重要生物标

志物,为探讨TACI-Ig对IgAN大鼠肾损伤是否具有

减缓症状、保护肾脏作用,本研究检测了IgAN大鼠

24
 

h尿蛋白定量(24h-UP)及血清肌酐(Scr)、尿素氮

(BUN)水平。所有大鼠进食被限制,自由饮水的同时

采集24
 

h尿液。对大鼠尿液进行3
 

000
 

r/min的低速

离心,去除沉淀,然后采用双缩脲法,检测各组大鼠

24h-UP的波动情况;尾静脉采集大鼠静脉血液,静置

30
 

min后,4
 

℃下3
 

000
 

r/min离心收集上清后,采用

全自动生化分析仪测定血清Scr、BUN水平。
1.3.3 肾脏组织取样 按上述方案治疗8周后,称
取每只大鼠体重。实验结束后,采集大鼠腹腔动脉血

样,血样在室温静置30
 

min后,4
 

℃条件下3
 

000
 

r/
min离心20

 

min,之后收集血清,在—80
 

℃下保存。
部分组织先使用10%中性福尔马林预处理保存,石蜡
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包埋,进行后续组织病理学检查。将剩余肾脏组织经

过预先冷却的磷酸盐缓冲盐水(PBS)冲洗,浸干并冷

冻保存在—80
 

℃。
1.3.4 Gd-IgA1水平检测 采用ELISA试剂盒检

测血清Gd-IgA1水平,按照酶联免疫吸附法操作说明

书稀释标准品并加样,在ELISA酶标板待测样品孔

上加入样品稀释液40
 

μL,加样品10
 

μL,同时设置空

白孔。37
 

℃孵育半小时。小心取出密封酶标板,丢弃

液体。残余液体被拍干后,采用洗涤液灌洗每个孔

道,静置30
 

s后拍弃,重复5次。空白孔除外,每孔加

入50
 

μL
 

ELISA酶标试剂。37
 

℃孵育30
 

min,然后

进行如上所述的清洗。避光37
 

℃条件下孵育15
 

min
后,加停止液,终止反应过程。450

 

nm波长下测定吸

光度值(加入停止液15
 

min内)。
1.3.5 肾组织苏木素伊红(HE)染色 首先将包埋

好的肾脏组织切片,切成厚度为4
 

μm。常规 HE染

色。随后观察染色切片的组织病理学特征,并通过光

学显微镜观察肾小球系膜区细胞及基质的增生情况。
1.3.6 免疫荧光染色 肾皮质使用特殊化合物包

埋,制备冰冻切片,切片厚度6
 

μm。4
 

℃丙酮固定15
 

min后,使用PBS洗涤,用0.5%柠檬酸盐缓冲液渗

透。接下来,使用PBS溶液(其中含有5%山羊血清)
进行室温封闭30

 

min,随后在4
 

℃条件下与一抗IgA
(1∶100)孵育整夜。去除一抗,PBS洗涤后,与抗鼠

二抗在37
 

℃孵育1
 

h后,染色5
 

min。
1.3.7 蛋白免疫印迹法检测 冷冻肾组织使用含有

苯甲基磺酰氟和磷酸酶抑制剂的高效组织裂解缓冲

液获得肾组织匀浆。使用核蛋白提取试剂盒提取蛋

白。采用聚氰基丙烯酸正丁酯试剂测定组织裂解后

的蛋白水平。蛋白样品用聚丙烯酰胺凝胶电泳分离,
然后将凝胶蛋白转移到聚偏氟乙烯膜上,用5%脱脂

牛奶封闭膜1.5
 

h,并在4
 

℃下与下列一抗孵育:
TLR4(66350,1∶1

 

000)、MyD88(67969,1∶2
 

000)、
NF-κB

 

p65(AF5006,1∶1
 

000)、β-actin(21338,1∶
5

 

000)。山羊抗鼠抗体(SA00001-1,1∶5
 

000)和山羊

抗兔抗体(L3012,1∶5
 

000)在室温下孵育1.5
 

h。用

化学发光试剂盒显示免疫反应蛋白条带,然后用Im-
ageJ6.0软件进行定量分析。β-actin作为对照,所有

样本重复测量3次。
1.3.8 实时荧光定量PCR检测 使用TRNzol

 

Uni-
versal

 

总RNA提取试剂从肾组织中提取RNA,并用

作模板通过逆转录生成cDNA。引物由上海生工公

司合成。实时荧光定量PCR均严格按照试剂盒说明

进行操作,收集各组循环阈值。使用
 

TaqMan
 

Uni-
versal

 

Master
 

mix(Applied
 

Biosystems)和 Strata-
gene

 

Max
 

3000p检测系统或 ABI
 

7300实时PCR系

统进行实时PCR分析。
1.4 统计学处理 采用SPSS20.0软件进行统计学

分析。计量资料以x±s表示,组间比较采用t检验,
多组间比较采用单因素方差分析,多组间两两比较采

用LSD-t检验。P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 各组24h-UP及血清Scr、BUN水平比较 模型

组24h-UP水平显著高于正常对照组,而 TACI-Ig
组、药物对照组24h-UP水平显著低于模型组,差异有

统计学意义(P<0.05)。模型组血清Scr、BUN水平

高于正常对照组,差异有统计学意义(P<0.05)。
TACI-Ig组血清Scr水平低于模型组,差异有统计学

意义(P<0.05)。药物对照组血清Scr、BUN水平与

TACI-Ig组比较,差异无统计学意义(P>0.05)。见

表1。
表1  各组24

 

h-UP、Scr、BUN水平比较(x±s)

组别 n
24h-UP
(mg)

Scr
(μmol/L)

BUN
(mmol/L)

正常对照组 6 15.88±5.81 31.00±2.34 4.43±0.75

模型组 6 71.69±13.39a 61.00±13.73a 5.95±0.29a

TACI-Ig组 6 43.87±10.43ab 45.80±9.17ab 4.69±0.61b

药物对照组 6 46.65±13.21ab 46.80±0.83a 5.15±0.95

F - 20.994 10.771 6.077

P - <0.010 <0.010 0.006

  注:-表示无此项;与正常对照组比较,aP<0.05;与模型组比

较,bP<0.05。

2.2 TACI-Ig对肾脏损害的影响 TACI-Ig组、药
物对照组肾组织系膜区沉积免疫复合体的增加受到

明显抑制。模型组肾组织系膜细胞增殖明显,且系膜

基质出现扩张,并出现不同程度的炎性细胞浸润。
TACI-Ig组肾小球系膜基质扩张和炎症细胞渗透的

病理变化表现出可逆转趋势。TACI-Ig可通过抑制

免疫复合体的沉积来减轻肾脏损害。见图1、2。

  注:A.正常对照组;B.模型组;C.TACI-Ig组;D.药物对照组。

图1  肾组织免疫荧光染色图

2.3 各组血清Gd-IgA1水平比较 正常对照组、模
型组、TACI-Ig组、药物对照组血清Gd-IgA1水平分
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别为(17.63±0.92)、(47.35±1.11)、(33.36±
3.40)、(40.35±2.93)pg/mL,各组间比较差异有统

计学意义(F=145.842,P<0.01)。模型组大鼠血清

Gd-IgA1水平高于正常对照组,而低于TACI-Ig组,
差异有统计学意义(P<0.01)。药物对照组血清Gd-
IgA1水平低于模型组,而高于TACI-Ig组,差异有统

计学意义(P<0.01)。
2.4 各组TLR4、MyD88、NF-κB蛋白水平比较 模

型组TLR4、MyD88、NF-κB蛋白水平高于正常对照

组,差异有 统 计 学 意 义(P<0.001)。TACI-Ig组

TLR4、MyD88、NF-κB蛋白水平低于模型组,差异有

统计学意义(P<0.05)。模型组、药物对照组NF-κB
蛋白水平比较,差异有统计学意义(P=0.023),而
TLR4、MyD88蛋白水平比较,差异无统计学意义

(P>0.05)。药物对照组TLR4、MyD88蛋白水平高

于TACI-Ig组,差异有统计学意义(P<0.05)。见表

2和图3。

  注:A.正常对照组;B.模型组;C.TACI-Ig组;D.药物对照组。

图2  肾组织 HE染色图(400×)

表2  各组TLR4、MyD88、NF-κB蛋白水平比较(x±s)

组别 n TLR4蛋白 MyD88蛋白 NF-κB蛋白

正常对照组 6 0.37±0.08 0.32±0.10 0.39±0.08

模型组 6 0.99±0.22a 0.88±0.12a 1.07±0.25a

TACI-Ig组 6 0.50±0.08b 0.44±0.19b 0.56±0.11b

药物对照组 6 0.84±0.20c 0.73±0.11c 0.72±0.13

F - 9.599 11.284 10.454

P - 0.005 0.003 0.004

  注:-表示无此项;与正常对照组比较,aP<0.001;与模型组比

较,bP<0.05;与TACI-Ig组比较,cP<0.05。

2.5 各 组 TLR4、MyD88、NF-κB
 

mRNA 水 平 比

较 模型组TLR4、MyD88、NF-κB
 

mRNA水平高于

正常 对 照 组,差 异 有 统 计 学 意 义 (P <0.01)。
TACI-Ig组TLR4、MyD88、NF-κB

 

mRNA水平低于

模型组,差异有统计学意义(P<0.05)。TACI-Ig组、
药物对照组TLR4、MyD88、NF-κB

 

mRNA水平比较,

差异无统计学意义(P>0.05)。见表3。
 

图3  肾组织TLR4、MyD88、NF-κB蛋白图

表3  各组TLR4、MyD88、NF-κB
 

mRNA水平比较(x±s)

组别 n TLR4 MyD88 NF-κB

正常对照组 6 1.00±0.75 0.98±0.08 1.00±0.53

模型组 6 2.27±0.22a 2.48±0.40a 1.89±0.26a

TACI-Ig组 6 1.24±0.38b 1.69±0.21a 1.39±0.05a

药物对照组 6 1.63±0.34 1.98±0.26 1.42±0.13

F - 4.231 16.981 13.152

P - 0.046 0.001 0.002

  注:-表示无此项;与正常对照组比较,aP<0.01;与模型组比

较,bP<0.05。

3 讨  论

  IgAN 是世界范围内最常见的原发肾小球疾

病[14],其发病机理颇为复杂,目前尚未找到特效治疗

方案,主要的治疗策略包括对蛋白质、盐分摄入的管

理,应用激素或(和)联合免疫抑制剂等[15]。有研究发

现,尿Gd-IgA1水平可作为早期筛选潜在IgAN的生

物标志物,IgAN可能与黏膜屏障功能障碍、炎症反应

和局部免疫反应有关[16]。
BAFF是B细胞的重要的稳态细胞因子,有助于

调节先天和适应性免疫反应。BAFF和APRIL是参

与B淋巴细胞发育和自身发育的关键蛋白,可溶性

BAFF和APRIL在患有自身免疫性疾病的个体的血

清和靶器官中高水平表达[3,17]。有研究发现,过度表

达BAFF的转基因小鼠具有系膜沉积的IgA和异常

糖基化、高循环水平的聚合IgA。APRIL参与IgAN
的发病机制,并介导病理性Gd-IgA1的过度产生[18]。
因此,测定BAFF、APRIL和Gd-IgA1对评价机体免

疫损伤状态具有重要的指导作用[19]。前期研究证明,
IgA肾病模型组血清BAFF、APRIL水平显著高于正

常模型组,提示模型组大鼠处于肾脏损伤状态[20]。本

研究 选 用 TACI-Ig 作 为 干 预 手 段,以 BAFF 和

APRIL为针对靶点,对IgAN大鼠进行了深入研究。
TACI-Ig是一种新型 BAFF/APRIL双重抑制

剂[7]。TACI-Ig的IgAN适应证得到了美国食品和药

物管理局(FDA)的批准,且FDA免除了其在美国的

Ⅰ期临床试验,直接进入Ⅱ期临床试验[20]。TACI-Ig
可在IgAN中发挥作用。本研究为了模拟IgAN对肾
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脏的影响,建立了IgAN大鼠模型,采用免疫荧光染

色和血清Gd-IgA1水平评价活体肾脏损害情况。免

疫荧光染色通常用来表征IgAN 所致的肾脏损害。
本研究结果显示,TACI-Ig可降低BAFF/APRIL和

Gd-IgA1表达,可观察到IgAN大鼠肾组织荧光沉积

减少。
当

 

TLR4
 

介导的脂多糖接触肠黏膜上皮细胞时,
可直接损伤肠黏膜功能并刺激B细胞产生IgA,进而

诱导IgAN发生[9-10]。机体的免疫系统利用 TLR4/
NF-κB通路来防范炎症、免疫失调等疾病的发生。当

TLR4活性被触发时,可通过 MyD88依赖性途径激

活NF-κB。有研究表明,患有不孕症的IgAN小鼠肠

道菌群失调可导致肠黏膜屏障受损,并诱导TLR4信

号通路激活,从而介导肾脏损害[21]。Gd-IgA1通过

TLR4信号通路传导产生,并与IgG、IgM 和补体C3
一起诱导肾炎[22]。因此,TLR4/NF-κB可能是IgAN
的重要调节通路。有研究结果表明,在IgAN大鼠肾

组织中,NF-κB信号被激活,NF-κB
 

p65表达显著增

强,提示TLR/NF-κB通路参与了IgAN大鼠的发病

过程;TACI-Ig抑制了TLR4/NF-κB通路的激活,可
减轻肾脏损害,提示BAFF/APRIL参与了IgAN大

鼠的发病过程,而TACI-Ig在IgAN大鼠病程中起着

至关重要的缓解作用。
综上所述,TACI-Ig对IgAN 有较好的治疗作

用,可改善IgAN大鼠肾功能,抑制肾小球系膜基质

扩张和 系 膜 细 胞 增 殖。TLR4/NF-κB通 路 参 与 了

IgAN大鼠的发病过程,其激活最终导致肾小球损伤。
TACI-Ig可抑制TLR/NF-κB通路激活,在IgAN发

病中起着至关重要作用。
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