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　　［摘　要］　目的　探讨儿童紫癜性肾炎（ＨＳＰＮ）肾组织 Ｔｈ１／Ｔｈ２比值与肾脏微血管损伤的关系。方法　选
取３２名ＨＳＰＮ患儿为病例组，根据肾脏病理结果分为４个亚组：ＨＳＰＮⅡ级（ｎ＝８），Ⅲａ级（ｎ＝７），Ⅲｂ级（ｎ＝１０）
及Ⅵ／Ⅴ级（ｎ＝７）。５例因肾外伤切除肾组织患者为对照组。免疫组化法检测肾组织 ＩＮＦγ（标记 Ｔｈ１细胞）、ＩＬ４
（标记Ｔｈ２细胞）及ＣＤ３４（标记微血管）的表达，并进行微血管评分，计算微血管密度（ＭＶＤ），分析肾脏 ＩＮＦγ、ＩＬ４
表达与肾脏病理分级、肾脏微血管评分和ＭＶＤ之间的关系。结果　与对照组相比，病例组肾组织ＩＮＦγ表达降低，
ＩＬ４表达升高，Ｔｈ１／Ｔｈ２比值随着ＨＳＰＮ病理损伤的加重而减小，各级间差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。与对照组
比较，ＨＳＰＮⅡ级和Ⅲａ级组ＭＶＤ显著增加，但Ⅳ／Ⅴ级组ＭＶＤ显著减少（Ｐ＜０．０５）。与对照组和 ＨＳＰＮⅡ级组比
较，ＨＳＰＮⅢａ级、Ⅲｂ级以及Ⅳ／Ⅴ级组肾脏微血管评分明显增加，且随病理分级的增加，肾脏微血管评分逐渐增加，各
级间差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。肾组织Ｔｈ１／Ｔｈ２比值与微血管密度变化呈负相关（ｒ＝－０．９２１，Ｐ＜０．０１）。结论
Ｔｈ１／Ｔｈ２比值降低可能参与了ＨＳＰＮ肾脏微血管损伤。 ［中国当代儿科杂志，２０１１，１３（４）：２７３－２７７］
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　　紫癜性肾炎（ＨｅｎｏｃｈＳｃｈｎｌｅｉｎｐｕｒｐｕｒａｎｅｐｈｒｉ
ｔｉｓ，ＨＳＰＮ）是过敏性紫癜（ＨＳＰ）在肾脏的表现，为儿
童期常见的肾小球疾病之一，病理上主要表现为肾

小球系膜增生，系膜区 ＩｇＡ沉积及上皮细胞新月体
形成，可出现肾小管萎缩、间质炎性细胞浸润，间质

纤维化等间质改变。目前ＨＳＰＮ组织损伤的关键环
节尚未完全明确，研究证实 ＨＳＰＮ发病与患儿机体
免疫紊乱密切相关［１］。辅助性 Ｔ细胞（Ｔｈｅｌｐｅｒ
ｃｅｌｌ，Ｔｈ）是机体执行免疫功能的重要细胞，其中Ｔｈ１
细胞主要辅助细胞免疫，Ｔｈ２细胞辅助体液免疫。
目前已发现微生物感染、肿瘤、自身免疫病、变态反

应、移植排斥反应等多种疾病均存有 Ｔｈ１／Ｔｈ２漂移
现象［２］，而且在ＨＳＰ患者体内，Ｔｈ细胞亚群也发生
改变［３７］。在ＨＳＰ急性期，血中Ｔｈ１／Ｔｈ２出现失衡，
呈现Ｔｈ２相对优势，导致患儿体液免疫应答为主导
地位，产生大量多克隆免疫球蛋白和自身抗体。自

身抗体与抗原结合形成免疫复合物并激活补体而引

起血管炎症，并可沉积于肾组织局部，造成免疫损

害［８］。但是目前尚未见有关于肾脏组织 Ｔｈ１／Ｔｈ２
变化的文献报道。肾脏受累的程度是决定临床症状

和预后的最主要因素，研究发现 ＨＳＰＮ患儿存在肾
间质血管损害，且与肾小球、肾小管间质病变呈正相

关［９１０］。目前，国内外研究认为血管损伤是慢性肾

脏病早期事件之一［１１１４］，造成微血管密度（ＭＶＤ）减
少，血供不足，肾间质慢性缺血缺氧改变，导致小管

间质纤维化。但是肾脏组织 Ｔｈ１／Ｔｈ２变化与微血
管病变的关系如何，目前罕见报道。故本研究以肾

脏组织 Ｔｈ１／Ｔｈ２变化为切入点，以 ＩＮＦγ标记 Ｔｈ１
细胞，以 ＩＬ４标记 Ｔｈ２细胞，用血管内皮标记物
ＣＤ３４单克隆抗体标记新生血管，探讨 Ｔｈ１／Ｔｈ２的
比值和ＭＶＤ的变化与 ＨＳＰＮ发病以及肾脏微血管
损伤之间的关系，为 ＨＳＰＮ肾脏发病的发病机制的
理解提供新的突破点，为临床治疗提供新的思路和

方法。

１　资料与方法

１．１　研究对象
选择我科２００６年１月至２００６年１０月收治的

３２例ＨＳＰＮ患儿为病例组，其中男１９例，女１３例，
年龄４～１５岁，病程７ｄ至２．１年，均符合２０００年中
华医学会儿科学分会肾脏病学组制订的ＨＳＰＮ诊断
标准［１５］。获得家属书面知情同意后，于Ｂ超引导下
行肾活检，根据病理结果分为 ＨＳＰＮⅡ级（８例）、
ＨＳＰＮⅢａ级（７例）、ＨＳＰＮⅢｂ级（１０例）和 ＨＳＰＮ

Ⅳ／Ⅴ级（７例）共４个病例组。对照组为我院泌尿
外科住院的５例因肾外伤切除肾组织的患者（均获
知情同意和医院伦理委员会的批准），５例患者均无
肾脏病史，血压、血常规、尿常规、肝肾功能均正常，

肉眼和光镜下未见肾脏病理学改变。

１．２　主要仪器和试剂
主要仪器包括电热恒温三用水浴箱，微波炉，病

理切片机，显微镜（日本产 ＮＩＫＯＮＥＣＬＩＰＳＥ４００
型），数码相机（日本产 ＮｉｋｏｎＥ９９０），微量移液器
（５～１０μＬ为Ｌａｂｓｙｓｔｅｍｓ公司产品，２０μＬ、１００μＬ、
２００μＬ为Ｎｉｋｏｎ公司产品）。０．１ＭＰＢＳ（ｐＨ７．２～
７．４）、０．０１枸橼酸缓冲溶液（ｐＨ６．０）、多聚赖氨酸，
即用型ＳＡＢＣ免疫组化染色试剂盒及 ＤＡＢ显色试
剂盒购于博士德生物工程有限公司。兔抗人 ＩＮＦγ、
ＩＬ４、ＣＤ３４单克隆抗体购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。
１．３　方法及步骤
１．３．１　免疫组化法　　采用 ＳＡＢＣ法检查肾组织
ＩＮＦγ、ＩＬ４及 ＣＤ３４的表达。肾活检组织常规石蜡
包埋、切片（４μｍ）、脱蜡、脱水，山羊血清封闭，微波
消化，加兔抗人ＩＮＦγ、ＩＬ４、ＣＤ３４单克隆抗体，４℃过
夜，ＰＢＳ冲洗后，滴加生物素标记的羊抗兔二抗和
辣根过氧化物酶标记的链霉卵白素，３７℃分别孵育
２０ｍｉｎ，ＤＡＢ显色，苏木素复染，封片。
１．３．２　染色切片图象分析　　ＩＮＦγ、ＩＬ４、ＣＤ３４表
达采用ＣＭＩＡＳ多功能真彩色病理分析系统（由北京
航空航天大学图像中心提供）进行免疫组化分析，

计算每张切片１０个４００倍视野下染色区域面积占
整个肾组织面积的百分比，以均值表示每例肾组织

阳性面积信号。ＩＮＦγ、ＩＬ４为胞浆染色，ＣＤ３４胞膜
表达，显微镜下呈棕黄色颗粒。

１．３．３　肾组织Ｔｈ１／Ｔｈ２比值计算　　应用ＩＮＦγ标记
Ｔｈ１细胞，以 ＩＬ４标记 Ｔｈ２细胞［１６］，Ｔｈ１／Ｔｈ２＝平均
ＩＮＦγ阳性面积百分比／平均ＩＬ４阳性面积百分比。
１．３．４　肾脏ＭＶＤ计算　　运用ＣＤ３４染色标记微
血管来计算 ＭＶＤ［１７］。肾脏 ＭＶＤ的计算方法参照
Ｗｅｉｄｎｅｒ［１８］的方法，每张切片中肾小球肾小管各取３
个视野各计数５０个细胞，取其阳性细胞百分比的平
均值，分别计为０～３分，ＣＤ３４无表达为０分，ＣＤ３４
阳性细胞小于１０％为１分，阳性细胞占１０％～３０％
为２分，阳性细胞大于３０％为３分。
１．３．５　肾脏微血管评分　　参照血管炎病理变化
特点及相关文献［１９］，对肾微血管病理改变进行评分

并计量分析。微血管病理评分标准：对６项病理指
标即炎性细胞浸润、管壁增厚分层、透明样变、纤维

化、洋葱样变、ＭＶＤ进行病理记分，每项均为０～３
·４７２·
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分。前５项评分标准如下：０分，无病理改变；１分，病
变血管数占观察血管数的百分比＜２５％；２分，病变血
管数占观察血管数的百分比为２５％ ～５０％；３分，病
变血管数占观察血管数的百分比＞５０％。
１．４　统计学分析

采用ＳＰＳＳ１１．５统计软件包进行统计学处理。
数据以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，多组资料间比较
采用单因素方差分析，相关性分析采用Ｓｐｅａｒｍａｎ直
线相关分析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　不同病理分级ＨＳＰＮ患儿肾组织Ｔｈ１／Ｔｈ２比值
　　病例组ＩＮＦγ阳性细胞面积百分比较对照

组降低，ＩＬ４阳性细胞面积百分比较对照组升高，

Ｔｈ１／Ｔｈ２比值较对照组降低，差异有统计学意义；
Ｔｈ１／Ｔｈ２比值随 ＨＳＰＮ病理损伤的加重而逐渐下
降，不 同 病 理 级 别 组 间 差 异 有 统 计 学 意 义

（Ｐ＜０．０５），见表１，图１，图２。

　　表１　各组肾间质 Ｔｈ１／Ｔｈ２比值、ＭＶＤ和肾间质微血
管评分比较　（ｘ±ｓ）

组别 ｎ Ｔｈ１／Ｔｈ２ ＭＶＤ（分） 平均微血管评分（分）

对照组 ５ ０．８０±０．１８ ３．００±０．１０ ０．６０±０．５４
ＨＳＰＮⅡ ８ ０．５６±０．０４ａ ５．４２±０．１０ａ １．５０±０．７６
ＨＳＰＮⅢａ ７ ０．５０±０．１６ａ，ｂ ４．１２±０．３４ａ，ｂ ３．７１±１．６０ａ，ｂ

ＨＳＰＮⅢｂ １０ ０．４６±０．１４ａ，ｂ，ｃ ３．０９±０．４５ｂ，ｃ ５．５０±１．１８ａ，ｂ，ｃ

ＨＳＰＮⅣ／Ⅴ ７ ０．３９±０．０２ａ，ｂ，ｃ，ｄ１．２１±０．４６ａ，ｂ，ｃ，ｄ ７．００±０．８２ａ，ｂ，ｃ，ｄ

Ｆ值 ２４０．２３５ １４６．７９５ ４１．７２１
Ｐ值 ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１

　　ａ：与对照组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与 ＨＳＰＮⅡ级组比较，Ｐ＜０．０５；ｃ：与

ＨＳＰＮⅢａ级组比较，Ｐ＜０．０５；ｄ：与ＨＳＰＮⅢｂ级组比较，Ｐ＜０．０５
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２．２　各组肾脏ＭＶＤ比较
病例组与对照组比较，ＭＶＤ差异有统计学意

义。其中ＨＳＰＮⅡ级、Ⅲａ级组与对照组比较，ＭＶＤ
增加，ＨＳＰＮⅣ／Ⅴ级组与对照组比较，ＭＶＤ减少，
差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。而 ＨＳＰＮⅢｂ级
组与对照组比较，差异无统计学意义（Ｐ＝０．６２６），
见表１、图３。
２．３　各组肾脏微血管评分比较

与对照组相比，ＨＳＰＮⅡ级组肾脏微血管评分无
明显变化（Ｐ＝０．２７１），ＨＳＰＮⅢａ、Ⅲｂ级以及Ⅳ／Ⅴ
级组肾脏微血管评分明显增加。随着病理改变的加

重，ＨＳＰＮ组肾脏微血管评分逐渐增加，不同病程级
别组间差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见表１。
２．４　肾组织Ｔｈ１／Ｔｈ２与肾脏微血管评分的相关分
析

Ｓｐｅａｒｍａｎ相 关 分 析 显 示，病 例 组 肾 组 织
Ｔｈ１／Ｔｈ２比值与肾脏微血管评分呈负相关，相关系
数为－０．９２１（Ｐ＜０．０１），见图４。

　　图３　各组肾间质ＭＶＤ（免疫组化 ×４００）　Ａ：对照组肾间
质微血管棕黄色着色，均匀分布在肾小管周围；Ｂ：ＨＳＰＮⅡ级组肾间
质微血管密度明显增加；Ｃ：ＨＳＰＮⅢａ级组肾间质棕黄色染色的微
血管密度明显增加，均匀分布在肾小管周围；Ｄ：ＨＳＰＮⅣ／Ⅴ级组肾
间质微血管密度明显减低。箭头所指为微血管。
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　　图４　肾组织Ｔｈ１／Ｔｈ２比值与肾脏微血管评分的相关性

３　讨论

ＨＳＰ被认为是多种原因诱发的自身免疫功能失
调而导致的免疫性疾病，近年来研究发现，Ｔｈ细胞
亚群及其细胞因子在自身免疫疾病的发病机制及治

疗中有非常重要的作用［２０］。本研究发现，ＨＳＰＮ患
儿肾脏组织发生了 Ｔｈ１／Ｔｈ２比值的变化，表现为
ＩＮＦγ表达下调，而ＩＬ４表达增加，呈现 Ｔｈ２极化状
态，且病理分级越重，Ｔｈ２优势越明显。与陶红等［５］

报道的外周血 Ｔｈ细胞亚群变化一致，可能与 Ｔ细
胞在肾脏局部的浸润有关。肾组织 Ｔｈ细胞亚群发
生变化，进而使其免疫状态发生改变，发生病理性免

疫应答引起肾脏损伤。可能机制包括下面几个方

面：ＩＬ４可使 ＩｇＥ类别转换产生大量的特异性 ＩｇＥ
抗体沉积于系膜区；ＩＬ６增加、ＩＬ２分泌不足，Ｂ细
胞活化，产生大量的 ＩｇＥ和 ＩｇＡ，循环免疫复合物沉
积于肾小球系膜区引起局部炎症反应，局部嗜酸性

粒细胞浸润，导致肾脏异常的免疫应答，刺激肾小球

系膜细胞活化和增生，加重局部的炎症反应，引起肾

小球硬化。

微血管损伤在肾脏病的发生及慢性化中起了重

要作用［１２］，肾脏血管数目减少与功能丧失与肾小球

硬化及间质纤维化高度正相关，因此微血管病变是

判断其预后的一个重要病理指标。本研究结果显

示，与对照组相比，Ⅲ级及以上病变的ＨＳＰＮ患儿肾
脏ＭＶＤ明显下降，并随肾脏病理级别的增加，ＭＶＤ
减少越明显。但 ＨＳＰＮⅡ级和Ⅲａ级患儿，肾脏
ＭＶＤ较对照组反而增高，ＨＳＰＮⅢｂ级组与对照组
比较差异无统计学意义，其原因可能是微血管轻微

损伤后存在自我修复、代偿的过程，而且在炎症介质

的刺激下，修复能力过强，进而使 ＭＶＤ增加。但是
随着病理损伤加重，血管的自我修复远不能代偿，故

其后ＭＶＤ下降。Ｓｐｅａｒｍａｎ相关分析提示，Ｔｈ１／Ｔｈ２
比值与微血管积分呈负相关，Ｔｈ２优势越明显，微血
管损伤越重。ＨＳＰＮ肾组织呈现 Ｔｈ２细胞功能亢进
表现，一方面加重局部炎症反应并引起免疫损伤，造

成肾小球、肾小管损害，另一方面可能造成肾间质微

血管内皮细胞损伤。内皮细胞损伤后活化，继续分

泌大量细胞炎症因子，加重局部的炎症反应，因此可

以认为微血管损伤可能为Ｔｈ２细胞功能亢进引起肾
脏损害的另一方面。

本研究限于体内试验研究，即对已有标本检测

Ｔｈ１／Ｔｈ２比值、ＭＶＤ和微血管积分的变化进行描述
性研究并对潜在的机制进行猜测。在后续研究中将

·６７２·
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设计体外培养模型，将内皮细胞和 ＨＳＰＮ患儿的淋
巴细胞共培养，检测共培养后内皮细胞的变化以及

相关炎症因子的表达，进一步验证此研究的结论。
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