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自身免疫性甲状腺炎相关肾脏病变的实验研究

张昕1，2，孙溶励2，3，刘苗2，3，李丽2，3，李静2，3 
（1. 辽宁中医药大学第一临床学院，沈阳  110847；2. 中国医科大学附属第一医院内分泌研究所，沈阳  110001；3. 中国医科大学附属第一医院内

分泌与代谢病科，沈阳  110001）  

摘要  目的 利用小鼠甲状腺球蛋白 （mTg） 免疫诱导建立实验性自身免疫甲状腺炎 （EAT） 小鼠模型，并研究其是否存在肾脏

损害及其特点，以探讨自身免疫性甲状腺炎 （AIT） 发生肾脏损害的可能机制。方法  对成年雌性CBA/J小鼠分别进行mTg初次、

末次免疫，诱导建立EAT小鼠模型。以仅给予蒸馏水皮下注射的未免疫雌性CBA/J小鼠为对照组。采用ELISA方法检测小鼠血清

和肾脏组织匀浆中Tg特异自身抗体 （TgAb） 水平，对甲状腺组织进行HE染色。分别于末次免疫后第3、4周检测小鼠尿蛋白水平。

对2组肾脏组织进行HE染色、电镜检查。用直接免疫荧光染色检测EAT小鼠肾脏中免疫复合物沉积。用间接荧光染色检测EAT

小鼠血清抗肾脏组织抗原自身抗体的表达。结果  EAT小鼠血清TgAb水平显著升高； 甲状腺组织内存在单个核细胞浸润； 尿

蛋白水平升高； 光镜下见肾小球内细胞数量相对增多，囊腔缩窄； 透射电镜下肾小球内皮下可见电子致密物沉积； 肾小球部位

可检测到IgG型免疫复合物沉积，肾脏组织匀浆中也可检测到TgAb存在； 血清中有识别正常肾脏组织抗原的IgG型抗体表达。结

论  TgAb-Tg形成的免疫复合物在肾小球沉积可能是AIT肾脏损害的重要致病机制，而共存于甲状腺和肾脏的共同靶抗原所诱

导的交叉自身免疫反应也可能是诱导肾脏损伤的机制之一。
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Experimental study of kidney lesions associated with autoimmune thyroiditis
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Abstract  Objective To establish an experimental autoimmune thyroiditis （EAT） mouse model using mouse thyroglobulin （mTg） 

immunization and investigate kidney injury presence and characteristics in order to explore the underlying mechanisms of renal injury in 

autoimmune thyroiditis （AIT）.  Methods  To induce EAT，female CBA/J mice were immunized with mTg，while control mice received 

subcutaneous injections of distilled water. Serum and kidney homogenate levels of Tg-specific autoantibodies （TgAbs） were measured 

using enzyme-linked immunosorbent assay （ELISA）. The thyroid tissue was analyzed using hematoxylin and eosin （HE） staining. Urine 

protein levels were assessed at post-immunization weeks three and four. Kidney tissues were examined using HE staining and electron 

microscopy. Direct and indirect immunofluorescence was used to detect immune complex deposition and serum anti-kidney tissue autoan-
tibodies，respectively.  Results  EAT mice exhibited significantly increased serum TgAb levels，mononuclear cell infiltration in the 

thyroid tissues，and increased urine protein levels. Light microscopy revealed glomerular hypercellularity and narrowed lumen. Electron 

microscopy unraveled electron-dense subendothelial deposits in the glomeruli. IgG immune complexes and TgAbs were detected in the 

glomeruli and kidney homogenates，respectively. Serum samples from EAT mice contained IgG antibodies targeting kidney tissue antigens.  

Conclusion  TgAb-Tg immune complex depositions in the glomeruli might be a key mechanism of renal injury in AIT，while cross-reac-
tive autoimmune responses to shared thyroid and kidney antigens could also contribute to kidney damage.
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自身免疫性甲状腺疾病 （autoimmune thyroid di-

sease，AITD） 是内分泌系统的常见病，包括Graves

病、Graves眼病、自身免疫性甲状腺炎 （autoimmune 

thyroiditis，AIT） 和原发性甲状腺功能减退症等。患

者体内存在高滴度抗甲状腺过氧化物酶抗体 （anti-

中国医科大学学报  第54卷  第5期  2025年5月

Journal of China Medical University  Vol.54  No.5  May 2025



·397·

thyroperoxidase antibody，TPOAb） 和甲状腺球蛋白抗

体 （antithyroglobulin antibody，TgAb）。AITD相 关

肾病 （autoimmune thyroid disease-related nephropathy，

AITD-N） 的发病机制不明，被认为可能与自身免疫

有关［1-2］。AITD-N临床表现多为肾炎或肾病综合

征［3］，最终可致肾功能衰竭。利用小鼠甲状腺球蛋白 

（mouse thyroglobulin，mTg） 和佐剂免疫易感株CBA/J

小鼠诱导的实验性自身免疫甲状腺炎 （experimental 

autoimmune thyroiditis，EAT） ［4-5］是一种公认的AIT动

物模型，不仅有明显的甲状腺内单个核细胞浸润，

同时血清中抗Tg自身抗体TgAb水平显著升高。本研

究观察了EAT模型小鼠肾脏损伤情况，探讨其是否

与TgAb有关，以期为AITD-N发病机制的研究奠定基

础。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物及分组：4~5周龄雌性CBA/J小鼠20

只，体重14.5~17.2 g，购自北京华阜康生物科技股份

有限公司，在中国医科大学实验动物部SPF级环境

下饲养，喂饲标准饲料及清洁水。将小鼠随机分为

对照组和mTg免疫诱导EAT组 （免疫组），每组10只。

1.1.2 主要试剂：按照前期研究［6］中已建立的方法

提取、纯化mTg。完全弗氏佐剂 （complete freunds ad-

juvant，CFA）、不完全弗氏佐剂 （incomplete freunds ad-

juvant，IFA）、辣根过氧化物酶标记的羊抗小鼠IgG整

个片段、牛血清白蛋白 （bovine serum albumin，BSA）、

异硫氰酸荧光素 （fluorescein isothiocyanate，FITC） 

标记羊抗小鼠IgG抗体均购自美国Sigma Aldrich公

司。四甲基联苯胺 （3，3’，5，5’-tetramethylbenzidine，

TMB） 购自美国Amresco公司。尿蛋白定量试剂购自

南京建成科技有限公司。

1.2 EAT小鼠模型建立

于小鼠8周龄时，给予免疫组 mTg （200 μg） +CFA

皮下注射初次免疫，10周龄时再给予相同mTg+IFA末

次免疫1次。对照组仅给予蒸馏水＋CFA或IFA皮下

注射。在末次免疫后第3、4周清晨留取小鼠尿液，每

组取5~10只，混匀后各进行1次尿蛋白定量检测。于

第4周末处死小鼠，留取灌流后肾脏、甲状腺组织及

血清标本，冻存待检测。

1.3 观察指标及实验方法

1.3.1 甲状腺病理学观察：用10%中性甲醛固定甲

状腺，常规石蜡包埋并切片，HE染色，光镜下观察甲

状腺组织淋巴细胞浸润程度，并进行炎症评分［5］。

1.3.2 ELISA检测小鼠血清和肾脏组织匀浆中TgAb

水平：用PBS充分洗涤肾脏标本，充分匀浆，4℃下

12 000 r/min离心10 min，取上清。用ELISA试剂盒检

测TgA［5］。取mTg （10 μg/mL） 包被酶标反应板，用1% 

BSA-PBS （200 μL/孔） 封闭后，加入待检小鼠血清 

（100 μL/孔，1 ∶ 1 000稀释） 或肾脏组织匀浆后原液 

（100 μL/孔） 孵育，加入辣根过氧化物酶标记的羊抗

小鼠IgG （100 μL/孔，1 ∶ 1 000稀释），TMB （100  μL/孔） 

显色，酶标仪450 nm处读取光密度值。

1.3.3 考马斯亮蓝法尿蛋白定量检测：用0.05 mL蒸

馏水+3 mL CBB （1 ∶ 4稀释） 作为空白管，0.05 mL蛋

白标准液+3 mL CBB作为标准管，0.05 mL尿液+3 mL 

CBB作为测定管，室温下放置5 min，用紫外分光光度

计读取吸光度。计算尿蛋白浓度 （mg/L） =测定管吸

光度/标准管吸光度×蛋白标准浓度 （750 mg/L）。

1.3.4 肾脏光镜观察：取冻存肾皮质组织制作冰冻

切片，进行 HE 染色，光镜下观察肾小球体积、肾小

球内细胞数等。

1.3.5 肾脏电镜观察：每组取5只小鼠处死后，迅速

取肾脏组织 （1 mm×1 mm×1 mm） 放入2.5%戊二

醛，4 ℃固定2 h。二甲砷酸钠缓冲液冲洗3次，加入

1%锇酸4 ℃固定2 h，脱水，包埋，超薄切片，醋酸铀

染色和柠檬酸铅染色，透射电镜下观察。

1.3.6 直接免疫荧光染色［7］检测肾脏组织中IgG沉

积：将对照组和免疫组小鼠肾皮质组织制成5 μm厚

冷冻切片，冷丙酮固定。封闭液孵育后，加入FITC标

记羊抗小鼠IgG抗体 （1 ∶ 16稀释），进行直接免疫

荧光染色。荧光显微镜下观察并获取荧光强度和分

布。

1.3.7 间接免疫荧光染色检测肾脏组织中EAT血

清特异识别的抗原：制作正常小鼠肾皮质组织冰

冻切片，固定、封闭后，分别加入免疫组小鼠血清 

（1 ∶ 100稀释，含有高滴度TgAb） 和对照组小鼠血

清孵育过夜，漂洗后加入FITC标记羊抗小鼠IgG染

色，荧光显微镜下观察并获取荧光强度和分布。

1.4 统计学分析 

采用SPSS 16.0软件进行统计学分析。计量资料

用x-±s表示，符合正态分布的计量资料用t检验比
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较。血TgAb水 平 及 炎 症 评 分 用Kruskal-Wallis检 验 

（非参数检验） 分析。计数资料用率 （%） 表示，采用

χ2检验比较。P < 0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 mTg免疫诱导EAT

2.1.1 甲状腺HE染色及炎症评分比较：对照组小鼠

甲状腺滤泡大小较均一，无萎缩，滤泡腔充满胶质，

分布均匀，上皮细胞多为单层，小叶周围有少量纤

维组织和血管，均未见炎症细胞浸润 （图1A），甲状

腺炎症评分0分；免疫组小鼠甲状腺组织小叶内可

见不同程度的滤泡萎缩和破坏以及单个核细胞浸

润 （图1B），甲状腺炎症评分 （2.1±1.37） 分，与对照

组比较，差异有统计学意义 （P < 0.01）。

2.1.2 血清TgAb水平比较：ELISA检测结果显示，免

疫组小鼠血清TgAb水平较对照组小鼠 （1.18±0.04 

vs. 0.64±0.03） 显著升高，差异有统计学意义 （P < 

0.01）。

2.1.3 尿蛋白定量比较：末次免疫后第3周、第4周

时，免疫组小鼠尿蛋白 （891 mg/L，1 106 mg/L） 高于

对照组 （690 mg/L，615 mg/L）。

2.2 肾脏组织病理改变

光镜下，与对照组相比，免疫组小鼠肾小球体

积偏大，肾小球内细胞数量相对增多，囊腔缩窄 （图

2）。

透射电镜观察结果 （图3）显示，免疫组小鼠肾

小球组织内皮下可见电子致密物沉积，对照组小鼠

肾脏组织内则未检测到上述变化。提示免疫组小鼠

的肾小球组织内可能存在免疫复合物的局部沉积。

2.3 肾脏组织内免疫复合物沉积情况

直接免疫荧光染色结果 （图4） 显示，免疫组小

鼠肾小球部位有IgG型免疫复合物呈弥漫性或颗粒

状沉积，其平均光密度显著高于对照组 （1.14±0.12 

vs. 0.54±0.32，P < 0.01），对照组肾脏中几乎检测不

到免疫复合物沉积。

2.4 肾脏组织内被EAT小鼠血清识别的自身抗原

检测结果

间接免疫荧光染色结果 （图5） 显示，用未接受

过免疫的对照组血清孵育，小鼠肾脏内未显示或仅

显示极弱的绿色荧光信号，表明不存在靶向肾脏抗

原的自身抗体；而用mTg免疫诱导的EAT小鼠血清

孵育，可见小鼠肾小球部位有颗粒状绿色荧光分

布，平均光密度显著高于未接受过免疫的对照组血

清 孵 育 （1.05±0.11 vs. 0.23±0.15，P < 0.01）。提 示

在正常的肾脏组织中也可能存在被EAT血清识别的

自身抗原原位表达，从而进一步介导AIT相关肾脏

病变的发生。

2.5 肾脏组织中TgAb检测结果

A，control group；B，immunization group.

图1  mTg免疫CBA/J小鼠诱导EAT的甲状腺组织病理学代表性改

变  HE×100

Fig.1  The representative histopathological changes  in  thyroid 

tissue of CBA/J mice  induced with mTg to develop EAT 

HE×100

A B

A，control group；B，immunization group.

图2  小鼠肾脏组织光镜下所见  HE×100

Fig.2  Light microscopic view of mouse kidney tissue  HE×100

A B

A，control group；B，immunization group.  The arrows indicate the deposi-

tion of electron-dense material.

图3  小鼠肾脏组织透射电镜下所见  HE×6 000

Fig.3  Transmission electron microscopic view of mouse kidney 

tissue HE×6 000

A B
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ELISA检测结果显示，免疫组小鼠肾脏组织匀

浆 中TgAb水 平 较 对 照 组 明 显 升 高 （0.14±0.04 vs. 

0.21±0.06，P < 0.05），提 示TgAb可 能 是EAT小 鼠 肾

脏组织中沉积的IgG的重要来源。

3 讨论 

传统观点认为，AITD是一组复杂的多基因遗传

相关的“器官特异性”自身免疫病，其发生和发展

受遗传、环境及内源性因素的共同影响。患者除甲

状腺功能异常和结节外，还可出现多种腺外损害。

AITD继发的肾脏损害AITD-N的临床表现、病理及预

后较复杂，且肾脏活检病理结果为非特异性，其发

生机制尚未阐明［2-3，8-16］。有研究［8］认为，AITD-N的

主要原因为局灶硬化性肾小球肾炎、膜性肾炎、IgA

肾病、慢性肾小球肾炎、微小病变、淀粉样病变。

目前AITD-N的诊断缺乏有效标准。AITD患者

体内常见高表达的TgAb和TPOAb，早期研究［17］提

示Tg-TgAb免 疫 复 合 物 可 能 是AITD-N的 原 因。然

而，AITD患者的肾损害临床表现多样，无法仅用Tg-

TgAb免疫复合物解释。由于AITD-N中膜性肾病比

例较高，甲状腺自身抗原 （如Tg和TPO） 可能是介导

免疫反应的靶抗原［17-18］。Tg沉积于肾小球上皮下，

触发原位免疫反应，促进膜性肾病发生；循环中Tg-

TgAb免疫复合物因肾小球通透性增加沉积于内皮

下，引发免疫损伤，促进膜性肾病形成。抗原决定簇

播散可能引发针对甲状腺和肾脏共同抗原的免疫

反应，非甲状腺特异性自身抗体可能促进肾小球病

变。在膜性肾病小鼠模型中，蛋白尿与抗原决定簇

播散相关［19］。一项利用实验性膜性肾病动物模型的

研究［21］发现，megalin （gp330） 可能是AITD-N发病机

制中的一种靶抗原，它既可表达于甲状腺细胞，又

可表达于近端肾小管上皮细胞。

AIT的发病机制也可能与自身免疫性疾病的遗

传易感性有关。AIT患者中，同时患有ANCA 阳性

血管炎者并不少见，而后者可导致肾损伤［22］。 蛋

白酪氨酸磷酸酶基因多态性可能促使患者对多种

自身免疫性疾病 （如AITD和ANCA阳性血管炎） 易

感［23］。另外，共同的自身免疫遗传背景亦不可忽视。

近交系小鼠基因纯合率高，能消除杂合遗传背景对

实验结果的影响，CBA/J小鼠是被国际公认的典型

近交系EAT易感鼠。本研究采用mTg免疫 CBA/J小鼠

诱导EAT，利用该单纯AIT动物模型检测肾损害并

探讨其机制。结果发现，EAT模型小鼠血清中TgAb

水平升高，甲状腺内炎症细胞浸润，尿蛋白增多，肾

脏病理显示肾小球体积增大、细胞增多、囊腔缩窄，

肾小球内皮下有IgG免疫复合物沉积，肾脏组织匀

浆中也有TgAb，提示Tg特异性IgG与Tg形成的免疫

复合物沉积及介导的免疫损伤可能是AITD-N发生

的重要机制，与既往研究［17］结果一致。本研究利用

间接免疫荧光染色发现，mTg免疫诱导的EAT小鼠

血清中有识别正常小鼠肾小球自身抗原的IgG自身

抗体，提示甲状腺与肾小球共同抗原诱导的交叉免

疫反应可能是AITD-N肾脏免疫损伤和病理类型多

样的重要原因。Megalin曾被认为是AIT相关肾脏损

伤发病机制中的免疫靶抗原，但它表达于近端肾小

管上皮细胞而非肾小球［21］。研究［24-25］发现，mTg免

疫诱导的EAT小鼠血清中有抗α烯醇化酶抗体和抗

PDIA3抗体，提示AIT发病可能产生非甲状腺特异自

身抗体。本研究的局限性在于未对肾小球IgG亚型进

行检测，也未系统性地探讨共同抗原的性质及其致

A，control group；B，immunization group.  The arrow indicates the deposi-

tion of immune complexes.

图4  直接免疫荧光染色检测肾脏组织内免疫复合物沉积 ×200

Fig.4  Detection of  immune complex deposition  in kidney using  

direct immunofluorescence staining  ×200

A B

A，incubated with serum from the non-immunized control group；B，incu-

bated with serum from mTg-immunized EAT mice.

图5  间接免疫荧光染色检测肾组织内EAT小鼠血清识别的自身抗

原表达 ×200

Fig.5  Detection of autoantigen expression recognized by EAT 

mouse serum  in kidney using  indirect  immunofluores-

cence staining ×200

A B
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病机制，这些问题将在后续研究中进一步探讨。

综上所述，本研究通过EAT动物模型证实AIT

可直接引发肾脏损害，TgAb-Tg免疫复合物在肾小

球的沉积是其重要机制，甲状腺与肾脏组织的共同

抗原所致交叉自身免疫反应也可能参与其中。提示

临床上应重视AIT患者的肾病筛查，因AITD-N可能

在AITD确诊后延迟发生，建议定期监测尿常规和肾

功能，必要时进行肾脏免疫病理学检查。
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