
收稿日期!"##"$#%$&& 修回日期!"##%$&&$"’
基金项目!浙江省卫生厅资助(
作者简介!刘 江)&*+,-./男/硕士/主治医师/主要从事肾

纤维化的研究(

人系膜增生性肾小球肾炎中转化生长因子 0&在肾纤维化中的作用

刘 江&/梁 华&/刘长生&/贾金康&/翁红雷"/陈佳兮&

)&(浙江大学医学院 附属第二医院/浙江 杭州 %&###*1"(浙江大学医学院 附属第一医院/浙江 杭州 %&###%.

2摘 要3 目的!探讨转化生长因子 0&)456$0&.在人系膜增生性肾小球肾炎)7895:.患者肾组织中对;<=<>
型胶原的影响及在肾纤维化中的作用?方法!采用免疫组织化学技术<天狼猩红染色偏振光法及计算机图像分析系

统/观测 %&例 7895:患者肾组织中 456$0&的表达和;<=<>型胶原的分布/分析它们之间的相互关系?结果!

7895:患者随着肾纤维化的加重/在肾小球增生扩张系膜中>型胶原明显增加/并出现了;<=型胶原1在肾间质

中 456$0&和;<=<>型胶原的表达明显增加/且以=<>型胶原的增加为主?456$0&与肾间质中;<=<>型胶原

呈正相关)@A#(,"<#(*"/BC#(#&./与;D=<;D><=D>呈负相关)@A-#(,%<#(*"/BC#(##&.?结论!在

7895:中 4560&的过度表达和;<=<>型胶原的增加与肾小球和肾小管纤维异常分布关系密切/可能是其导致

肾小球硬化和肾间质纤维化的主要机理之一?
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人系膜增生性肾小球肾炎)7895:.是最
常见的肾小球疾病之一/也是导致肾纤维化的
重要原因?肾纤维化的特点是;<=和>型胶
原/纤维连接蛋白和各种蛋白聚糖等在肾组织
基底膜和肾间质不恰当的积聚和分布/导致正

常组织结构破坏/肾功能丧失2&3?许多细胞因子
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与肾纤维化的发展有关!尤其是转化生长因子

"#$%&’("#)在诸多因素中起中心调节作用*本
研究旨在通过对 %&’("#与+,-和.型胶原
在 /01&2 中量和分布状况的观察!分 析

%&’("#与+,-和.型胶原的关系!探讨它们
与肾纤维化的关系*

3 材料和方法

343 病例选择 在 5666年 #月至 566#年 #
月本科住院经病理确诊为原发性 /01&2的

78例患者中!选取 9#例临床资料较完整及肾
活检标本保留充足的患者作为研究对象*收集
同时期本院泌尿外科无高血压,无高血糖且尿
常规正常的 :例肾肿瘤患者!取其远离肿瘤的
正常肾组织为对照组标本*全部标本经 #6;中
性福尔马林固定!石蜡包埋!切片厚度 7<=*切
片经 >?,1@A,1@A/和 /B00CD三色染色*
34E /01&2的病理分型F5G 轻度H增生的系
膜宽度不超过毛细血管的直径!毛细血管呈开
放状!无挤压现象*中度H增生的系膜宽度超过
毛细血管的直径!毛细血管呈现轻重不等的挤
压现象*重度H增生的系膜在弥漫性指状分布的
基础上!呈团块状聚集!系膜基质明显增多!在
团块状增生聚集的部位!毛细血管结构破坏!血
管消失*
34I 肾小管间质损害的病理分级F9G +级H间
质基本正常!轻度小管变性,扩张JK级H间质纤
维化和小管萎缩L56;!散在炎症细胞浸润J-
级H间质纤维化和小管萎缩达 96;M76;!散
在和N或弥漫性炎症细胞浸润J.级H间质纤维
化和小管萎缩 :6;以上!散在和N或弥漫性炎
症细胞浸润*各病例的肾小球系膜增生程度与
肾小管间质改变程度关系详见表 #*
34O 免疫组织化学检查 采用免疫组织化学

A1法检测*石蜡切片常规脱蜡水化后!以 9;
过氧化氢灭活 56=PQ!微波进行抗原修复 #6
=PQ!#6;正常山羊血清封闭 96=PQ!分别滴加
适当稀释的第一抗体$抗 %&’("##R:6J抗.
型胶原 #R:6)后!7S过夜*滴加生物素标记的
第二抗体!再加辣根过氧化物酶$>T1)标记链
酶亲合素!9US孵育 96=PQ!滴加 V@W(>5X5
显色液!显微镜下检测显色!最后苏木素对比染

色!常规脱水!透明封片*以上各步骤间均以

1WA冲洗 9次!每次 :=PQ*对照组均以1WA液
替代一抗*药盒均由北京中山公司提供*

表 3 /01&2中肾小球系膜增生程度和肾小管间质

改变程度的关系
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34o 天狼猩红染色偏振法检测+,-型胶原
石蜡切片常规脱蜡水化后!在天狼猩红液浸染

5:=PQ!常规脱水!透明封片*在偏光镜下+型
胶原呈亮红色及橘红色!-型胶原呈绿色*
34p 图像分析 采用 >1q@A(#666高清晰度
彩色病理图文报告分析系统$同济医科大学清
屏影象公司)!通过光学显微镜放大 566倍摄取
图像!每例肾小球数大于 r个!肾小管随机视野

#6个!肾小管数均大于 #66个!对所选视野中
的阳性信号进行图像分析*在免疫组化标本中!
计算每个肾小球阳性着色的面积及整个肾小球

面积!以两者的比值表示每种成分在肾小球中
的含量!计算每例切片上所有肾小球各比值的
均值!以此值代表此例患者某种成分在肾小球
中的相对含量*同样!计算每个视野中肾小管间
质阳性着色的面积及整个肾小管面积!取其均
值代表此例患者某种成分在肾小管间质的相对

含量*天狼猩红染色标本在偏光镜下取相应颜
色的面积进行计算!方法同免疫组化标本*
34s 统计学处理 采用 A1AA#646软件包!多
组间比较采用秩和检验!%&’("#与各型胶原间
关系采用直线相关分析*取双侧!tL646:为统
计学差异有显著性*

E 结 果

E43 正常肾脏中 %&’("#和+,-及.型胶原
分布 正常肾脏的肾小球系膜中无 %&’("#!在
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皮质部的肾间质中!可见少量的"#$%&’()*+
型胶原主要分布于肾间质!肾小球包曼氏囊壁
含少量)*+型胶原!系膜中无)*+型胶原!,
型胶原主要分布于肾小球*肾小管基底膜及包
曼氏囊壁和系膜区!在肾间质中偶可见散在分
布!肾小管上皮细胞中缺如(
-.- 不同 /01#2中 "#$%&’和)*+及,型
胶原的变化 正常及不同程度 /01#2在肾小
球和肾小管间质中 "#$%&’和)*+及,型胶
原的变化详见表 3*表 4(在中度/01#2时!肾
小球和肾小管上皮开始表达 "#$%&’!随着

/01#2的加重!这种表达逐渐明显!而且肾小
球中出现+型及)型胶原!并逐渐增加5尤以+
型胶原更明显6!超过,型胶原的增加578

9:9;6<相反!在肾小管及间质随着 /01#2的
加重!,型胶原出现!并比+型*)型胶原增加
更明显5789.9’6(在重度 /01#2患者肾组
织中肾小球和肾小管上皮 "#$%&’表达明显增
加5图 ’=*图 3=6<肾小球和肾小管间质)*+
型胶原表达明显增加5图 4=*>6<肾小球和肾
小管,型胶原表达明显增加5图 ’>*图 3>6(
-.? "#$%&’与)*+和,型胶原的相关性

/01#2肾小球和肾小管间质中 "#$%&’与)*
+和,型胶原表达呈正相关5表 @6(
-.A "#$%&’与)B+*)B,和+B,的相关性

/01#2肾小球和肾小管间质中 "#$%&’与

)B+*)B,和+B,表达呈负相关5表 ;6(

表 - 正常及 /01#2肾小球中 "#$%&’和)*+和,型胶原含量及其比值
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表 ? 正常及 /01#2肾小管中 "#$%&’和)*+及,型胶原型胶原含量及其比值
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表 A /01#2中 "#$%&’与)*+和,型胶原的相关性
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图 ! 重度 "#$%&中 ’%()*+和,型胶原在肾小球中的表达

-./0! 12345##67879’%()*+:8;<7==:>58, 68>=7?54@=668#5A545"#$%&BC$DEFGG

HI’%()*+JKI<7==:>58,

图 L 重度 "#$%&中 ’%()*+和,型胶原在肾小管中的表达

-./0L 12345##67879’%()*+:8;<7==:>58, 68458:=M@N5#68#5A545"#$%&BC$DEOGG

HI’%()*+JKI<7==:>58,

图 P 重度 "#$%&中Q型和R型胶原的表达

-./0P 12345##67879<7==:>58Q :8;R 68#5A545"#$%&BCSD

HI68>=7?54@=6EFGGJKI68458:=M@N5#EOGGJ45;I<7==:>58QJ>4558I<7==:>58R
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表 ! "#$%&中 ’%()*+与,-./,-0和.-0的相关性

12345! 67889:;<=7>7?’%()*+@A7::;B9>,-.@,-0 ;>C.-0 =>"#$%&

DE@FGH+I

’%()*+
J9>;:<KL9#

,-. ,-0 .-0
%:7M98K:=

,-. ,-0
J9>;:<KL9 NOPQHOR NOPQQSR NOPQHSR NOPSQTR NOPUVORRR

%:7M98K:= NOPWVVR NOPWO+ NOPW+UR NOPT+WR NOPUTQRR

RXYOPOO+ RRXYOPOO+ RRRXYOPOV

上述结果显示 ’%()*+不仅与,/.和0
型胶原表达是相关的@而且与各成份增加的比
例有相关性Z肾脏 ’%()*+增加时@肾小管中.
型胶原增加多于,型胶原@而0型胶原的增加
比.型胶原增加更明显[肾小球中.型胶原增
加多于,型@更多于0型胶原@显示 ’%()*+与
肾小球/肾小管胶原纤维的异常分布关系密切Z

\ 讨 论

肾纤维化可分为肾小球硬化和肾小管间质

纤维化Z肾小球细胞外基质D]6"I积聚是肾小
球疾病发展至肾小球硬化的主要病理基础Z
]6"的主要成分是胶原纤维D,/./0型胶
原I/非胶原性糖蛋白D层黏连蛋白/纤维连接蛋
白等I/弹性蛋白/蛋白多糖和氨基聚糖Z有作者
认为一旦肾小球系膜出现,型/.型胶原@可称
之为肾小球纤维化形成 Û_@这一观点强调了胶
原异常分布的重要性Z本实验观察到在中度

"#$%&时@增生扩张的系膜中开始出现少量

’%()*+和,/.型胶原@以及0型胶原明显增
加[在重度 "#$%&时@系膜中 ’%()*+和,/
./0型胶原显著增加@毛细血管受到挤压或闭
塞@滤过面积减少@并且肾小管间质病变也随

"#$%&的程度而加重Z当 "#$%&加重时@肾
小球中.型胶原增加比,和0型胶原更明显

D,-.值下降@.-0值升高I@而肾小管中.型
胶原增加比,型胶原明显@但低于0型胶原的
增加D,-./.-0值下降IZ上述结果支持肾小
球系膜出现,型/.型胶原与肾纤维化密切相
关和肾小球系膜增生程度与肾小管间质改变相

关的观点 ‘̂_@更突出了./0型胶原变化的重要
性Z研究表明@"#$%&’%()*+表达增强与胶
原的增加程度密切相关 Ŝ_Z细胞因子白介素)+
Dab)+I/肿瘤坏死因子D’&(I/血小板源生长因
子D$c%(I/纤溶酶元激活物抑制剂D$da)+I/

血管紧张素eDd’eI均通过 ’%()*+的中心
调节而起作用 T̂@Q_Z’%()*+刺激肾小球系膜细
胞增生@使其分泌,/.和0型胶原及纤维连接
蛋白@增强细胞表面的 ]6" 结合受体整合素
的表达@促进基质的黏附和沉积Z同时@系膜细
胞本身也可以分泌 ’%()*+@进一步促进系膜细
胞异常增殖@造成恶性循环Z动物实验也表明@
利用脂质体将 ’%()*+Ac"d经肾动脉导入正
常鼠的肾脏后@同侧肾脏肾小球 ’%()*+蛋白
表达增加@于一周内发生肾小球硬化或纤维化@
而对侧的肾小球则无病变 Ŵ_Z本实验结果提示
肾脏,/.和0型胶原增生与 ’%()*+间关系
密切@检测 ’%()*+和,/.及0型胶原@尤其注
意观察肾小球中.型胶原和肾小管0型胶原的
变化@将有助于肾纤维化的早期诊断Z
本实验观察到中重度 "#$%&患者@均有

肾小管间质纤维化发生D,级 +-+V@e级 ++-
+VI@同时 ’%()*+增多以及,/.和0型胶原
异常分布和增多Z这为检测 ’%()*+和,/.及

0型胶原来早期诊断肾纤维化的发生提供了依
据Z本实验所采用的’%()*+和0型胶原的检测
方法均为方便/简捷的免疫组化法[,/.型胶
原的检测既有双标法免疫组化方法的优点@又
有双标法操作简单/试剂便宜的优势Z
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