
1. 2　病毒
　　 HFRS病毒 R22株由中国预防医学科学院病毒学研究所提供。

1. 3　受染 HECs的细胞的周期分析

　　应用流式细胞术 ( Flow Cy tome try , FCM )对受染 48 h后

的 HECs的细胞周期进行分析 ,基本步骤如下: 取病毒感染 48 h

后的 HECs, 0. 25%胰酶消化细胞 , PBS制备细胞悬液 ( 1. 0×

106 /ml) ,加至 70% 冷乙醇中固定。离心 ,轻吸弃上清 ,余少量液

体 ,振悬细胞沉淀 ,摇匀。 RN A酶室温消化 10 min,碘化丙啶

( PI )室温染色 10 min。用流式细胞汁 ( FACSta r PLUS,美国

Bec ton-Dickinson公司产品 )对细胞进行自动分析和计数。设置

正常细胞对照组。

1. 4　受染 HECs的细胞 DNA合成率分析

　　在应用 FCM分析受染细胞细胞周期的同时 ,采用 3H-TdR

掺入法检测受染细胞 DNA合成率的改变。其基本步骤如下:用

96孔细胞培养板制备 HECs单层细胞 (约 2000个细胞 /孔 )。病

毒感染 36 h后 ,加入 3 H-Td R 37κB /孔 ( 3H-TdR购自中国科学

院原子核研究所 ) ,继续培养 12 h。吸弃上清 , PBS充分漂洗 ,

0. 25%胰酶消化细胞 ,将消化液收至闪烁瓶内。再用 PBS吹吸

培养孔 2次 ,一并收集到同一闪烁瓶内。加入水溶性闪烁液 20

ml至完全溶液 ,室温放置 2 h后 ,用 LKB液体闪烁计数仪测定

每瓶 Bq(衰变率 /min, Bq= dpm= cpm /E, cpm-计数率 /分 , E-

管效应 )。同时设置正常细胞对照组。

2　结果

2. 1　受染 HECs细胞周期的分析

　　 FCM测定细胞周期各时相的百分比 ,数据显示为一维单

参数直方图 ,经计算机处理 ,测得感染细胞周期各时相的百分

比。经统计学处理 ,感染组 G2+ M+ S期细胞百分比 ( 23. 8%±

2. 0% )明显低于正常细胞组 ( 36. 2± 1. 8% ) ,两者相差非常显著。

2. 2　受染细胞 DNA合成率的测定

　　感染细胞组 3 H-TdR摄入量为 ( 1498. 75± 91. 67) Bq /孔 ,而

正常细胞组为 ( 1698. 95± 191. 71) Bq /孔 ,经统计学处理 ,感染

组 3 H-Td R摄入量明显低于正常细胞组。两者相差显著 ( P <

0. 05)。

3　讨论

　　张继明等 [3 ]用 76. 118和 UR两株汉坦病毒感染

HECs,应用 FCM检测 HECs的细胞周期 ,发现病毒

感染组 S期细胞的相对数明显低于正常细胞对照组

( P < 0. 05) ,认为 HFRS病毒感染对 HECs的细胞周

期进程有明显的影响。为了解 HFRS病毒 R22株感染

是否可以影响 HECs的细胞周期及细胞 DNA合成 ,

本实验在应用 FCM检测细胞周期的同时 ,采用
3
H-

TdR掺入法对感染细胞 DNA合成率进行检测 ,结果

发现在早期 ( 48 h)病毒感染组 G2+ M+ S期细胞百分

数明显低于正常细胞对照组 ( P < 0. 01) ,对 3
H-TdR

的摄入量也明显减少 ( P < 0. 05) ,表明 HFRS病毒感

染 ,可明显减缓 HECs细胞周期进程 ,降低细胞 DNA

合成率 ,抑制细胞的增殖 ,该结果为 HFRS病毒对

HECs的直接致病作用提供了证据 ,此外 ,这是否能部

分说明 HFRS病毒对 HECs直接致病作用的机制 ,尚

待进一步的研究。
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大剂量环磷酰胺冲击治疗儿童难治性肾病 35例疗效观察

The observation of ef fects of CTX pulse therapy on 35 cases of children

with refractory nephrotic syndrome

张连丰
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医学院临床学院儿科 ) 南京 , 210002

　　提　要　目的:采用大剂量环磷酰胺冲击疗法治疗 35例儿童难治性肾病 ,对其疗效和副作用进行观察。
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方法: 环磷酰胺每次 650～ 950 mg /m2 ,每月静脉注射 1次 ,共 10～ 12次 ,总剂量不超过 300 mg /kg ,

结合强的松 0. 5～ 1 mg kg- 1 d- 1维持量治疗。结果:除 2例放弃治疗外 ,余 33例肾病中临床完全缓解达 87. 9%

( 29 /33) ,尤其对微小病变及系膜增殖性肾小球肾炎疗效显著 ,局灶节段性肾炎有较好疗效。随访 13～ 27月 ,

平均 20月 ,两例复发 ( 2 /33)占 6. 7%。副作用有轻度外周血白细胞计数偏低 ,恶心呕吐 ,脱发等 ,肝肾功能治疗

前后无变化。结论:大剂量环磷酰胺冲击疗法治疗儿童难治性肾病 ,具有提高其缓解率 ,减少和推迟复发等优

点 ,虽有一定的副作用 ,但在临床仔细监护下仍是一种较为有效和安全的疗法。

　　自 60年代后期开始应用环磷酰胺 ( Cytox an,

CTX )治疗小儿肾病综合征以来 ,取得了一定的疗效。

但口服 CTX累积剂量大 ,毒副作用重 ,一直存在争

议。近年国外学者已将间歇、大剂量、静脉用 CTX即

所谓“ CTX冲击治疗”应用于儿科难治性肾病病例的

治疗 ,但国内报道仍较少。我科自 1994年 9月起 ,用该疗

法治疗小儿肾病综合征的激素耐药病例和激素依赖病

例 ,迄今已完成 35例病人的临床观察和短期随访 ,证实

该疗法是儿童难治性肾病的一种有效治疗方法。

1　资料和方法

1. 1　临床资料
　　本组男 23例 ,女 12例 ,男女比为 11 6,年龄 2～ 14岁 ,平均年

龄 6. 9岁。35例小儿难治性肾病均符合 1981年儿科肾脏疾病科

研协作组制定的诊断标准 ,共中包括单纯性肾病 7例 ,肾炎型肾

病 28例 ,均为原发性肾病综合征。CTX冲击治疗前 35例均经过

激素治疗 6月至 4年。30例为激素耐药 (经强的松 2 mg kg- 1 d- 1

治疗 8周后无效 ): 激素+ 长春新碱冲击治疗 6例无效 ,激素+ 雷

公藤治疗 12例无效 ,余者 12例激素治疗一年以上无效 ; 5例为激

素依赖 (经强的松中长程治疗后缓解 ,减量或停药 2周内复发 ,

并重复 3次以上者 )。

1. 2　病理诊断
　　本组病例经我科单人抽吸法穿刺肾活检 ,病理分类采用

1982年世界卫生组织制定的分类标准 [1 ]: 即微小病变型肾病

( MCN ) 4例 ,局灶节段性肾小球硬化型肾病 ( FSGS) 7例 ,系膜增

生性肾小球肾炎 ( M sPGN ) 19例 ,膜性肾病 ( MN ) 2例 ,膜性增殖

性肾小球肾炎 ( M PGN ) 3例。

1. 3　治疗方案
　　强的松+ 大剂量环磷酰胺冲击: 即在强的松 2 mg kg- 1 

d- 1治疗 8周后 ,将强的松减量为 2 mg kg- 1 d- 1隔日顿服 ,同时

加和 CTX冲击 ,即 C TX每次 650～ 950 mg /m2 ,于生理盐水稀

释后静滴 ,同时水化疗法 ,补液 50～ 100 m l /kg /次 ,每月冲击一

次 ,每次最大剂量不超过 1 g ,总疗程 10～ 12次 ,积累量最大剂

量不超过 12 g ( 300 mg /kg )。间歇期予强的松 0. 5～ 1 mg /kg维

持量治疗至 CTX冲击疗程 3～ 4次后渐减量。

1. 4　疗效判断
　　以尿常规和 24 h尿蛋白定量的作为判断标准。有效: 尿常

规正常 ,且 24 h尿蛋白定量小于 100 mg;无效 :有血尿、蛋白尿

或管型 , 24 h尿蛋白定量大于 100 mg。

2　结果

2. 1　疗效观察
　　 35例病例中 ,有 2例病情较重 ,在冲击治疗 1～ 2疗程后 ,家

长放弃治疗 ,于出院后 6月内死亡 (如下述 )。余 33例小儿难治性

肾病中 , 29例有效 ,为尿常规完全正常 ,总有效率 87. 9%。大部

分病例在 CTX冲击治疗 1次后的 2～ 5 d尿蛋白定性即有减少 ,

26例经 C TX冲击 2～ 3次后第 2～ 5天尿常规转阴 ,第 3～ 8天临

床症状消失并持续缓解 , 3例冲击 4次以上尿常规转阴。有 4例经

C TX冲击 5～ 10次后 ,尿蛋白有好转但仍波动在+ -+ + 之间 ,

血尿减轻 ,尿红细胞计数由原来的 150× 103～ 1000× 103 /ml降

至 5× 103～ 100× 103 /ml,临床症状好转。

2. 2　肾功能的改变
　　所有病例的肾功能在冲击治疗前后 ,均无明显改变。

2. 3　疗效与病理的关系
　　 M CN S 4例有效 , M sPGN 19例中 17例有效 ,仅 2例无效。病

理为 FSGS7例中 5例有效 , 1例无效 , 1例因肾活检肾小球硬化率

为 70% ( 7 /10)冲击 1次后放弃治疗后 ,并发原发性腹膜炎死亡。

MN 22例 , 1例有效 , 1例无效。M PGN 3例中 , 2例有效 , 1例经

C TX冲击两次后放弃治疗后并发重症肺炎死亡。

2. 4　副作用
　　本组 35例儿童难治性肾病中有 8例出现外周血白细胞计数

偏低: WBC计数: 3. 4× 4. 0× 109 /L范围 ,每次有 CTX冲击后 1

～ 2周均恢复正常。有 11例患儿在 C TX冲击后于第 1、 2天出现

恶心、呕吐 1～ 2次 ,第 3天后消失。有 3例患儿出现轻度脱发 ,另

有 7例出现黑发转淡等发质改变 ,多于第三次 CTX冲击以后出

现 , CTX冲击疗程结束后 2～ 4月 ,平均 3个月内恢复正常。未出

现出血性膀胱炎和肝功能改变。因随访时间尚短 ,对性腺发育

及成年婚育情况未能观察到。

2. 5　复发
　　疗程结束后 ,随访 1～ 2年 , 33病例中仅有 2例复发 ,均为微

小病变型 ,临床表现为激素依赖者 ,占 6. 7% ( 2 /33)。

　　以上观察结果见表 1。
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表 1　环磷酰胺冲击疗效观察

有效
例数 无效 复发 副反应 死亡

2～ 3次 4次以上

微小病变 (M CN) 4 4 2 3

局灶节段性肾小球
硬化 ( FsGS)

7 4 1 1 3 1

系膜增生性肾小球
肾炎 (M sPGN)

19 16 1 2 4

膜性肾炎 (M N) 2 1 1

膜性增生性肾小球
肾炎 (M PGN)

3 2 1 1

合计　　　　 35 29 4 2 11 2

3　讨论

　　小儿难治性肾病 ,目前尚无特效治疗措施 , CTX

是细胞毒药物中治疗肾病综合征的有效药物之

一 [2～ 3 ]。国内外均曾报道与强的松合用能减少肾病复

发 ,延长缓解期 ,并可能使部分单用激素未能使尿蛋白

转阴的病例得到完全缓解。有研究资料表明长期、间

断、大剂量、系统用 CTX静脉点滴即所谓冲击治疗对

狼疮性肾炎是安全有效的。近年来 ,国内外科学家者将

这种疗法试用于儿童难治性肾病的治疗
[4～ 6 ]

,但例数

尚少 ,观察亦不完全。

　　本组 35例儿童难治性肾病 (激素依赖和抵抗病例 )

均用大剂量 CTX冲击治疗 ,除 2例放弃治疗后死亡

外 ,临床完全缓解有效病例明显增多 ( 29 /33) ,有效率

为 87. 9% ,仅有 4例 CTX冲击无效 ,占 12. 1% ( 4 /33) ,

包括 MsPGN2例 , FSGS和 MN各 1例。尤其病理类型

为微小病变型及系膜增殖性肾小球肾炎者 ,效果更显

著 ( 21 /33)。由此可见 ,对于儿童难治性肾病来说 ,

CTX冲击疗法是一种较为有效的方法。但由于我们的

病例多为 M sPGN和微小病变等较轻病理类型 ,其它

类型病例数较少 ,且随访期短 ,因而 ,对局灶节段性肾

小球硬化、膜性肾炎和膜增殖性肾小球肾炎的疗效尚

有待于更多病例的观察。

　　在 CTX用药过程中虽可获得一定的疗效 ,但这

种细胞毒性药物不仅对增生活跃的肿瘤细胞有抑制和

杀伤作用 ,而且对增殖较快的精细胞有毒害作用 ,小剂

量连续口服 CTX治疗肾病剂量超过 3 mg kg
- 1
 d

- 1
,

累积总量 300 mg /kg时除有骨髓抑制外周血白细胞数

减少、恶心呕吐胃肠道反应、脱发、出血性膀胱炎、感染

等 ,亦有文献报告青春发育期用药对性腺损害较重 [7 ] ,

随访证明婚后不育 ,连续口服累积量达 312～ 1325

mg /kg则无精子产生 ,认为 CTX对精子的损害程度

与剂量、疗程密切相关
[8 ]
,但环磷酰胺大剂量冲击或中

等剂量间歇给药疗效比小剂量持续应用 (口服 )为

佳
[9 ]
,本组病例多为冲击治疗后 2～ 3次即 CTX剂量

1500 mg /m
2时显效。虽有 11例第一次 CTX冲击时发

生轻度的恶心呕吐等胃肠道反应 ,经对症治疗后很快

消失 ,血细胞轻度减少亦很快恢复正常。脱发发生率不

高且程度较轻。未见出血性膀胱炎和肝功能损伤。作者

认为大剂量 CTX冲击疗法每次用药有一个月的间歇

期 ,随着 CTX体内代谢、体内积累量小 ,结合水化疗

法加强代谢对机体的毒性亦会相应减低 ,较小剂量持

续口服者总药量要小 ,因而 ,是一种较为安全的疗法。

CTX冲击疗法的机制及其对性腺的影响尚有待于进

一步的研究。

　　我们建议对那些正规激素治疗无效或依赖的儿童

难治性肾病病变 ,特别是经济能力有限的非青春期病

人 ,可试用 CTX冲击治疗。但对于接近青春期的男孩

仍应慎用。

　　关键词　肾病综合征 ;环磷酰胺 ;冲击治疗 ;儿童

　　中图法分类号　 R726. 92; R979. 5

参考文献

1 姜新猷 .“关于小儿肾小球疾病临床分类和治疗的建议”的修

订意见 .中华儿科杂志 , 1981, 19( 4): 241

2 王文英 .应用激素及环磷酰胺治疗小儿肾炎型肾病 .山西医

药杂志 , 1992; 21( 3): 157

3 蒋百康 .环磷酰胺与强的松联合治疗小儿肾病综合征的远期

疗效观察 .苏州医学院学报 , 1990, 10( 3): 20

4 Mat too T K. Kidney biopsy prio r to cyclophosphamide ther-

apy in primary nephro tic syndrome. Pedia tr-Nephrol, 1991, 5

( 5): 617

5 Gandhi R, Thomas C. Cyclophosphamide puise ther apy in

fr equently relapsing neph ro tic syndrome [letter ]. Nephron,

1990, 55( 4): 444

6 Jones B F. Cyclophosphamide pulse the rapy in fr equently

r elapsing neph ro tic syndrome. Neph ron, 1993, 63( 4): 472

7 Radovan Bogdanov ic et al . T esticular function fo llow ing cy-

clopho sphamide tr eatment fo r childhood nephrotic syn-

drome: long-term fo llow -up study. Pedia tr Neph rol, 1990, 4

( 5): 451

8 郭仁寿 .环磷酰胺治疗小儿难治性肾病综合征对性腺的影响

的观察 .实用儿科杂志 , 1991, 6( 5): 247

9 杨藻宸 .医用药理学 .北京: 人民卫生出版社 , 1984. 904～ 906

(收稿: 1998-05-20;修回: 1998-12-10)

(编辑　张大春 )

224　　　　　　　　　　　　　　　　　第　三　军　医　大　学　学　报　　　　　　　　　　　　　　　第 21卷


