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赖氨大黄酸通过升高ｍｉＲＮＡ４５１抑制肺癌Ａ５４９细胞迁移
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　　［摘要］　目的　研究赖氨大黄酸（ｒｈｅｉｎｌｙｓｉｎａｔｅ，ＲＨＬ）对肺癌细胞株（Ａ５４９）迁移的影响及 ｍｉＲＮＡ４５１在其中的作
用。方法　选取处于对数生长期的Ａ５４９细胞株，并分为对照组、不同剂量（０、１０、２０、４０、８０、１６０μｍｏｌ／Ｌ）的 ＲＨＬ组。采
用ＭＴＴ法检测各组细胞４８ｈ增殖情况；细胞划痕实验和Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测各组细胞４８ｈ迁移情况；ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测
各组细胞４８ｈｍｉＲＮＡ４５１和基质金属蛋白酶９（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ９，ＭＭＰ９）的转录水平；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细
胞４８ｈＭＭＰ９蛋白水平变化。结果　细胞培养４８ｈ后，ＲＨＬ处理组Ａ５４９细胞增殖活性呈现明显剂量依赖性抑制。细
胞划痕实验和Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验均发现８０μｍｏｌ／ＬＲＨＬ能够抑制Ａ５４９细胞迁移。同时８０μｍｏｌ／Ｌ以上剂量的ＲＨＬ能够显
著升高ｍｉＲ４５１水平，降低ＭＭＰ９的转录水平（Ｐ＜００５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果也证实了８０μｍｏｌ／Ｌ以上剂量的 ＲＨＬ
能够显著抑制ＭＭＰ９蛋白表达水平（Ｐ＜００５）。结论　ＲＨＬ通过诱导 ｍｉＲ４５１的表达、抑制 ＭＭＰ９的表达，从而抑制
Ａ５４９细胞迁移。
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　　肺和支气管癌是当今世界上严重威胁人类健康与
生命的恶性肿瘤之一。美国２０１３年癌症统计报告显
示：从１９９５－２００９年肺和支气管癌的发病率位居第
２位，而肺和支气管癌的病死率位居第１位［１］。２０１３年
欧洲癌症大会公布的欧洲癌症病死率也表明：男性肺

癌患者病死率最高，占男性癌症总病死率的２５％，女
性肺癌患者病死率位居女性癌症病死率的第２位，占
女性癌症总病死率的１４％［２］。因此寻找针对肺和支

气管癌的治疗药物具有重要意义。微小 ＲＮＡ
（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）是一类内源性非编码小分子单链
ＲＮＡ，长度为１９～２５个核苷酸，其在细胞生长、分化、
凋亡和肿瘤形成过程中发挥重要作用［３－４］。有研究表

明肺脏中的ｍｉＲＮＡ表达模式从胎儿到成人、从正常到
肺癌均发生改变，特定的ｍｉＲＮＡ可能在肺脏的形成中
发挥多重功能，而异常表达的ｍｉＲＮＡ也可能诱导肺癌
的发生［５］。

　　近年来，从中药中提取的抗癌药物因其抗肿瘤作
用确切，副作用小而成为国内外研究的热点。赖氨大

黄酸（ｒｈｅｉｎｌｙｓｉｎａｔｅ，ＲＨＬ）是大黄酸与赖氨酸反应生成
的能溶于水的新化合物，前期研究表明赖氨大黄酸对

乳腺癌和宫颈癌均有治疗作用［６－７］。本研究观察赖氨

大黄酸是否具有抗肺癌细胞迁移的作用，进一步探讨

其是否通过影响ｍｉＲＮＡ表达来发挥作用，旨在为赖氨
大黄酸应用于临床提供一定的实验依据。

１　材料与方法

１．１　实验材料
１．１．１　实验药物　　ＲＨＬ按照专利 （赖氨大黄酸的制备工艺
及其在肿瘤治疗中的应用，申请号２００８１００８９０２５．８）描述方法
在本室合成，纯度９５％。
１．１．２　细胞系　　肺腺癌 Ａ５４９细胞系（中国医学科学院医药
生物技术研究所室保存），ＲＰＭＩ１６４０培养基和胎牛血清（ＦＢＳ，
ＨｙＣｌｏｎｅ公司，美国）。应用含有１０％胎牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培
养基在３７℃含有５％ＣＯ２的培养箱中培养Ａ５４９细胞。隔天细
胞传代１次，实验用对数生长期细胞。
１．１．３　试剂　　ＴＲＩｚｏｌ试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，美国），反转录试剂盒
（Ｒｏｃｈｅ，美国），ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ试剂盒（大连宝生物工程有限公
司），ＢＣＡ蛋白定量试剂盒（Ｐｉｅｒｃｅ，美国），ＭＭＰ９和βａｃｔｉｎ抗
体（ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，美国），辣根过氧化物酶标记的二抗（北京
中杉金桥生物公司），二甲基亚砜（ＤＭＳＯ，Ｓｉｇｍａ，美国 ），３（４，
５二甲基噻唑２）２，５二苯基四氮唑溴盐（ＭＴＴ，Ｓｉｇｍａ，美国），
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室（Ｃｏｒｎｉｎｇ，美国），其他试剂为国产分析纯。

１．２　方法
１．２．１　ＭＴＴ法检测赖氨大黄酸对人肺癌 Ａ５４９细胞的抑制作
用　　取对数生长期的 Ａ５４９癌细胞，用 ＲＰＭＩ１６４０培养液配
成３×１０４个细胞／ｍＬ的细胞悬液，按每孔２００μＬ接种于９６孔

板，于３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养。２４ｈ后加入不同浓度的赖
氨大黄酸（０、１０、２０、４０、８０、１６０μｍｏｌ／Ｌ）。每组设６个平行孔。
于３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养４８ｈ后，每孔加ＭＴＴ（５ｍｇ／ｍＬ）
２０μＬ。继续在培养箱中培养４ｈ，终止培养。小心吸弃孔内培
养液，每孔加入１５０ｍＬＤＭＳＯ，振荡１０ｍｉｎ，使甲

!

充分溶解。

在酶标仪上检测波长为５７０ｎｍ处的光密度值［Ｄ（５７０）］，计算
细胞存活率。

　　细胞存活率＝［Ｄ（５７０）实验组／Ｄ（５７０）对照组］×１００％

１．２．２　细胞划痕实验　　将２×１０５个 Ａ５４９肺癌细胞接种至
２５ｃｍ２培养瓶中、待细胞长成单层后将培养液弃去，在单层细
胞的中央用灭菌枪头划出一划痕，经磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）洗涤后在显微镜下拍照，然后分别加入含
ＰＢＳ和８０μｍｏｌ／ＬＲＨＬ的细胞培养液处理４８ｈ后于相同位置
再次拍照。

１．２．３　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ体外侵袭实验　　用预冷的无血清 ＲＰＭＩ
１６４０培养基按７∶１稀释基质胶，取４０μＬ稀释液加入 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
上室，放置于３７℃、５％ＣＯ２的孵箱中。３０ｍｉｎ后取出孔板，收
集Ａ５４９肺癌细胞和经８０μｍｏｌ／ＬＲＨＬ处理４８ｈ后的Ａ５４９肺
癌细胞，在上室加入每毫升含有２．５×１０５个细胞的无血清培养
基１００μＬ，下室加人含１０％ ＦＢＳ的培养基６００μＬ，在于３７℃、
５％ＣＯ２条件下培养１６ｈ。然后取出培养板，小心洗去多余培养
基，用ＰＢＳ反复清洗３次，甲醇室温固定３０ｍｉｎ，轻轻用棉签擦
去微孔膜上表面的细胞，ＰＢＳ清洗后用苏木精染色，３ｍｉｎ后洗
去染液。最后将小室倒置于载玻片上，光学显微镜镜下观察。

１．２．４　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测转染后 ｍｉＲ４５１的表达和 ＭＭＰ９
的ｍＲＮＡ水平　　提取Ａ５４９肺癌细胞和经８０μｍｏｌ／ＬＲＨＬ处
理４８ｈ后的 Ａ５４９肺癌细胞总 ＲＮＡ，先进行 ＲＴ反应：ＲＮＡ模
板１００ｎｇ、ＲＴ引物（５′ＣＴＣＡＡＣＴＧＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣＧＧＣＡＡＴ
ＴＣＡＧＴＴＧＡＧＡＡＣＴＣＡＧＴ３′）２μＬ，ＲＴ缓冲液 ５×５μＬ，ｄＮＴＰ
混合物（每种 ２５ｍｍｏｌ／Ｌ）２μＬ，ＲＮａｓｅ抑制剂（４０Ｕ／μＬ）
０．５μＬ，ＲＴ逆转录酶（２００Ｕ／μＬ）０．５μＬ，ＤＥＰＣ水补足到
２５μＬ。反应条件４２℃ ６０ｍｉｎ，７５℃ １０ｍｉｎ。然后按照 Ｏｎｅ
ＳｔｅｐＳＹＢＲ ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴＰＣＲ试剂盒说明书，以 Ｕ６作参
照进行 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ扩增，反应体系 ２５μＬ，其中 ２×ＳＹＲＢ
ｇｒｅｅｎｍｉｘ１２．５μＬ，上述反转录产物２．５μＬ，ｍｉＲＮＡ正向引物
（１０μｍｏｌ／Ｌ）０．５μＬ，ｍｉＲＮＡ反向引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）０．５μＬ，
ＤＥＰＣ水补足 ２５μＬ。反应条件：９５℃ ２０ｓ，１个循环；９５℃
１０ｓ，６０℃ ２０ｓ，４０个循环。ｍｉＲ４５１正向引物：５′ＡＣＡＣＴＣ
ＣＡＧＣＴＧＧＧＡＡＡＣＣＧＴＴＡＣＣＡＴＴＡＣ３′，反 向 引 物：５′ＴＧＧＴ
ＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣＧ３′；Ｕ６正向引物：５′ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ
３′，反向引物：５′ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ３′。
　　提取Ａ５４９肺癌细胞和经８０μｍｏｌ／ＬＲＨＬ处理４８ｈ后的
Ａ５４９肺癌细胞总ＲＮＡ，然后以 ＧＡＰＤＨ作参照，按照 ＯｎｅＳｔｅｐ
ＳＹＢＲ ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴＰＣＲ试剂盒说明书进行 Ｒｅａｌｔｉｍｅ
ＰＣＲ扩增。反应体系２５μＬ，其中２×ＳＹＲＢｇｒｅｅｎｍｉｘ１２．５μＬ，
总 ＲＮＡ２μＬ，ＭＭＰ９或 ＧＡＰＤＨ 正向引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）
０．５μＬ，ＭＭＰ９或 ＧＡＰＤＨ反向引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）０．５μＬ，
ＤＥＰＣ水补足２５μＬ。反应条件：４２℃ ５ｍｉｎ和９５℃２０ｓ１个
循环；９５℃５ｓ，６０℃２０ｓ，４０个循环。ＭＭＰ９和ＧＡＰＤＨ的引
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物序列如下：ＭＭＰ９正向引物５′ＴＣＣＣＴＴＧＡＧＡＣＣＴＧＡＧＡＡＣＣ３′，
反向引物５′ＴＡＣＣＡＡＴＧＴＧＡＧＣＣＣＣＡＣＣＧ３′；ＧＡＰＤＨ正向引物
５′ＣＧＡＣＡＧＴＣＡＧＣＣＧＣＡＴＣＴＴ３′，反向引物 ５′ＣＣＣＣＡＴＧＧＴ
ＧＴＣＴＧＡＧＣＧ３′。
１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＭＭＰ９蛋白的表达　　将处于对数
生长期Ａ５４９细胞接种于２５ｃｍ２细胞培养瓶，２４ｈ后分别加入
不同浓度的ＲＨＬ（０、２０、４０、８０、１６０μｍｏｌ／Ｌ），继续培养４８ｈ后，
收集各组细胞用ＢＣＡ试剂盒蛋白定量。蛋白变性后进行ＳＤＳ
聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ），采用湿转法将凝胶上的蛋
白转印到ＰＶＤＦ膜上。２ｈ后将转印好的 ＰＶＤＦ膜置于含８％
脱脂牛奶的１×ＴＢＳＴ缓冲液中，室温封闭２ｈ后加入含ＭＭＰ９
或βａｃｔｉｎ的一抗孵育液（１∶１０００），４℃振荡孵育过夜，１×
ＴＢＳＴ洗３次，每次１５ｍｉｎ，加入 ＴＢＳＴ缓冲液稀释的辣根过氧
化物酶标记的羊抗兔二抗（１∶５０００）室温振荡１ｈ，１×ＴＢＳＴ洗
３次，每次１５ｍｉｎ。Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ发光试剂盒进行显色，将 ＰＶＤＦ膜
在ａｌｐｈａ凝胶成像仪（Ａｌｐｈａ公司，美国）上照相并分析各条带
灰度变化。

１．３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行单因素方差分析。

２　结果

２．１　赖氨大黄酸抑制肺癌Ａ５４９细胞系增殖
　　应用ＲＨＬ（０、２０、４０、８０、１６０μｍｏｌ／Ｌ）处理Ａ５４９细胞４８ｈ，
ＭＴＴ结果表明随着ＲＨＬ剂量增加，Ａ５４９细胞增殖活性呈现出
明显剂量依赖性的降低（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，图１）。
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ａ：Ｐ＜００５，ｂ：Ｐ＜００１，与０μｍｏｌ／ＬＲＨＬ比较
图１　ＭＴＴ法检测赖氨大黄酸浓度依赖性地抑制Ａ５４９细胞增殖

２．２　赖氨大黄酸抑制Ａ５４９肺癌细胞迁移
　　细胞划痕实验和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验均表明：与对照组比较，
８０μｍｏｌ／ＬＲＨＬ能够明显抑制划痕的愈合，减少 Ａ５４９细胞穿
过小室（图２、３）。
２．３　赖氨大黄酸诱导ｍｉＲ４５１表达
　　与对照组比较，用８０、１６０μｍｏｌ／ＬＲＨＬ处理Ａ５４９细胞４８ｈ
能够促进ｍｉＲ４５１表达，而用低于８０μｍｏｌ／ＬＲＨＬ处理 Ａ５４９
细胞４８ｈ不能促进ｍｉＲ４５１表达（图４）。
２．４　赖氨大黄酸抑制ＭＭＰ９的表达
　　与对照组比较，用８０、１６０μｍｏｌ／ＬＲＨＬ处理Ａ５４９细胞４８ｈ
能够减少ＭＭＰ９的ｍＲＮＡ水平和蛋白表达水平（Ｐ＜００５），而
用低于８０μｍｏｌ／ＬＲＨＬ处理 Ａ５４９细胞４８ｈ对 Ａ５４９的 ｍＲＮＡ
水平和蛋白表达水平没有显著影响（Ｐ＞００５，图５、６）。
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Ａ：对照组 ０ｈ；Ｂ：８０μｍｏｌ／ＬＲＨＬ组 ０ｈ；Ｃ：对照组 ４８ｈ；
Ｄ：８０μｍｏｌ／ＬＲＨＬ组４８ｈ
图２　细胞划痕实验观察赖氨大黄酸抑制Ａ５４９细胞迁移　（×１００）
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Ａ：对照组；Ｂ：８０μｍｏｌ／ＬＲＨＬ组
图３　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验观察赖氨大黄酸抑制Ａ５４９细胞迁移　（×１００）
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ａ：Ｐ＜００５，与０μｍｏｌ／ＬＲＨＬ比较
图４　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测赖氨大黄酸促进ｍｉＲ４５１表达
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ａ：Ｐ＜００５，与０μｍｏｌ／ＬＲＨＬ比较
图５　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测赖氨大黄酸抑制ＭＭＰ９ｍＲＮＡ表达
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果　１～５：ＲＨＬ浓度分别为 ０、２０、４０、８０、
１６０μｍｏｌ／Ｌ；Ｂ：半定量分析结果　ａ：Ｐ＜００５，与０μｍｏｌ／ＬＲＨＬ比较

图６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测赖氨大黄酸抑制ＭＭＰ９表达

３　讨论

　　ｍｉＲＮＡ是一类内源性非编码小分子单链ＲＮＡ，能
够通过转录抑制和 ｍＲＮＡ降解来介导转录后基因沉
默［８］。近期研究表明 ｍｉＲＮＡ在细胞复杂的功能网络
中扮演者重要角色，其参与了细胞增殖、分化、凋亡和

发育等过程。有趣的是，超过５０％的 ｍｉＲＮＡ位于脆
性位点（ｆｒａｇｉｌｅｓｉｔｅｓ）和与癌症相关的基因组区域，而
且一些ｍｉＲＮＡ在物种之间具有高度进化保守性，也存
在组织和时间上的功能特异性［９］。多数研究均发现

在肺癌的发生、发展过程中 ｍｉＲＮＡ也起着重要作用。
文献［１０－１１］发现与正常对照肺组织相比，肺癌组织中
一些ｍｉＲＮＡ出现下调。Ｔａｋａｈａｓｈｉ等［１１］发现在肺癌组

织或者肺癌细胞系中一些ｍｉＲＮＡ表达减少（ｍｉＲ１０７、
ｍｉＲ１８５和 ｌｅｔ７ａ），一些 ｍｉＲＮＡ过表达（ｍｉＲ３１）。
Ｃｈｅｎｇ等［１２］发现过表达ｍｉＲ２１和ｍｉＲ２４能够显著抑
制Ａ５４９和Ｈ１２９９细胞增殖。Ｚｈｏｎｇ等［１３］发现过表达

ｌｅｔ７ａ、ｍｉＲ１０７和ｍｉＲ１２６能够抑制肿瘤生长。ｍｉＲ４５１
是一个近几年发现的与肺癌密切相关的 ｍｉＲＮＡ。研
究发现 ｍｉＲ４５１的过表达能够抑制非小细胞肺癌
（ＮＳＣＬＣ）细胞系增殖和诱发其凋亡［１４］。上调 ｍｉＲ４５１
能够增加顺铂对ＮＳＣＬＣＡ５４９细胞系的敏感性。有研
究发现在伊马替尼耐药的 Ｋ５６２细胞系中 ｃｍｙｃ基因
能够降低 ｍｉＲ１４４／４５１的表达，恢复 ｍｉＲ１４４／４５１表
达后能够逆转伊马替尼耐药［１５］。我们前期研究发现

赖氨大黄酸能够抑制肿瘤细胞增殖、诱导肿瘤细胞凋

亡和自噬，但未观察其对ｍｉＲＮＡ的作用［６－７，１６］。本研

究主要观察赖氨大黄酸是否通过 ｍｉＲＮＡ影响肺癌

Ａ５４９细胞的迁移。
　　与我们前期实验结果相同，赖氨大黄酸能够浓度
依赖性地抑制肺癌 Ａ５４９细胞增殖，在细胞划痕实验
和Ｔａｎｓｗｅｌｌ实验中，我们进一步观察到 ８０μｍｏｌ／Ｌ
ＲＨＬ能够明显抑制肺癌 Ａ５４９细胞迁移。采用 Ｒｅａｌ
ｔｉｍｅＰＣＲ检测了几个肺癌相关基因ｌｅｔ７ａ、ｈｓａｍｉＲ４９４、
ｍｉＲ１０７、ｍｉＲ４５１和ｍｉＲ１８５，发现赖氨大黄酸能够升
高ｍｉＲ４５１的表达水平。有研究报道ｍｉＲ４５１能够抑
制Ａ５４９细胞侵袭转移［１７］；文献［１８］的基因芯片检测
结果也发现ＭＭＰ９是ｍｉＲ４５１作用的一个靶基因，本
研究进一步观察了赖氨大黄酸对 ＭＭＰ９转录和表达
水平的影响。

　　采用 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测发现高于８０μｍｏｌ／Ｌ的
ＲＨＬ能够降低 ＭＭＰ９ｍＲＮＡ水平，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
结果也表明高于８０μｍｏｌ／Ｌ的 ＲＨＬ能够抑制 ＭＭＰ９
蛋白表达。ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测同时发现 ｍｉＲ４５１的
表达水平增加，与ＭＭＰ９ｍＲＮＡ和蛋白表达变化呈反
向关系。这进一步证实了赖氨大黄酸通过促进ｍｉＲ４５１
的表达，推测赖氨大黄酸可能通过促进 ｍｉＲ４５１的表
达，然后 ｍｉＲ４５１与 ＭＭＰ９ｍＲＮＡ结合并诱发其降
解，最终降低 ＭＭＰ９蛋白表达，从而达到抑制肿瘤细
胞迁移的作用。
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乙胺丁醇诱发抗中性粒细胞胞质抗体相关性急进性肾小球肾炎１例
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ｈｔｍｌ（２０１３１２０３）

　　抗中性粒细胞胞质抗体（ａｎｔｉｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃａｎｔｉ
ｂｏｄｙ，ＡＮＣＡ）是一种与中性粒细胞及单核细胞的细胞质中溶
酶体酶发生反应的抗体，可引起多种小血管炎，如侵犯肾脏，可

导致肾小球肾炎和肾功能不全。近年报道某些药物如丙基硫

氧嘧啶、肼苯哒嗪等可诱发小血管炎，而乙胺丁醇诱发ＡＮＣＡ相
关性急进性肾小球肾炎（ｒａｐｉｄｌｙｐｒｏｇｒｅｓｓｉｖｅｇｌｏｍｅｒｕｌｏｎｅｐｈｒｉｔｉｓ，
ＲＰＧＮ）罕见［１］。现将本科发现的１例报告如下。

１　临床资料

　　患者，男性，６８岁。因“咳嗽、咳痰１个月，双下肢水肿伴少
尿５ｄ”入院。１个月前患者受凉后出现咳嗽、咳痰，在当地医
院诊断为“肺结核”，当时查肾功、尿常规正常，给予抗结核治疗

１周后感厌油、恶心；逐渐出现双下肢水肿，尿量减少（约
２００ｍＬ／ｄ），转入我科诊治。入院查体：体温正常，血压 １５２／
８３ｍｍＨｇ，轻度贫血貌，眼睑轻度浮肿，肺部呼吸音粗，肾区无
叩痛，双下肢中度凹陷性水肿。实验室检查血常规：白细胞

１１４８×１０９／Ｌ，中性粒细胞８０％，血红蛋白９２ｇ／Ｌ；肾功：肌酐
８４７．２μｍｏｌ／Ｌ，尿素１４．８４ｍｍｏｌ／Ｌ；肝功正常；血沉３９ｍｍ／ｈ；

Ｃ反应蛋白１６．９ｍｇ／Ｌ；尿常规：蛋白（＋），红细胞（＋＋＋），尿
白细胞（＋－）；免疫指标：ＭＰＯ（＋），ＰＡＮＣＡ（＋），ＡＮＣＡ滴度
１∶３２０，抗核抗体阴性；抗“Ｏ”阴性；淋巴细胞刺激转化试验：利
福平（－），乙胺丁醇（＋）。痰培养阴性。肺 ＣＴ提示：肺部纹
理增粗，未见肺部实质性改变。腹部彩超示：双肾测值增大，实

质回声增多、增强，动脉阻力指数增高。肾活组织检查（图１）：
肾小球总数１１个，可见４个细胞性新月体和４个纤维细胞性
新月体，球袢与囊壁粘连，囊壁增厚；毛细血管袢腔开放差，可

见球袢纤维素样坏死。间质局灶纤维化，炎细胞灶性浸润。系

膜细胞及基质：轻～中度增生，系膜区增宽，其中可见４～５个
系膜细胞。肾小管病变轻～中度（＋＋）；可见肾小管萎缩，基膜
增厚，灶性分布；上皮细胞颗粒变性，坏死，基膜裸露，管腔扩

张，可见细胞堆积及透明管型；肾间质病变轻度（＋），间质纤维
化２５％～５０％，呈局灶纤维化，炎细胞灶性浸润，间质动脉管壁
增厚。免疫荧光阴性。病理诊断：新月体性肾小球肾炎。根据

上述检查结果，诊断为乙胺丁醇诱发 ＡＮＣＡ相关性急进性肾
炎。在排除“肺结核”诊断后停用抗结核药物，给予静滴甲泼尼

龙１ｇ／ｄ，冲击治疗３ｄ，逐渐减量至维持量１５ｍｇ／ｄ；并予以静
注丙种球蛋白［０．４／（ｋｇ·ｄ），５ｄ］封闭ＡＮＣＡ抗体。同时给予
血液透析治疗，３次／周。治疗１周后，血常规正常；肾功：肌酐
５９６μｍｏｌ／Ｌ，尿素 １６．９７ｍｍｏｌ／Ｌ，尿量逐渐增多达 ５００～
８００ｍＬ／ｄ。出院后予以口服泼尼松片 １５ｍｇ／ｄ，环磷酰胺片
５０ｍｇ／ｄ，双嘧达莫 ２５ｍｇ，３次／ｄ，维持性血液透析 ２次／周。
２个月后患者痊愈。
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