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细胞凋亡与大鼠肾小球硬化关系的初步探讨
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［摘 要］ 目的 通过实验性动物模型观察细胞凋亡与肾小球硬化发生发展的相关性。方法 用一侧肾切

除加静脉注射柔红霉素的方法建立大鼠肾小球硬化模型，应用原位末端转移酶标记技术（?@7AB）观察细胞凋亡的
发生。结果 !建立的大鼠肾小球硬化模型，其组织形态学特征类似于人类局灶性节段性肾小球硬化的发生发
展，第 !周开始出现硬化病灶，第 C周肾小球大部分节段均成为硬化病灶。"?@7AB结果显示，对照组大鼠肾组织
中仅存在极少的细胞凋亡现象；肾小球硬化模型的肾组织 #周组无显著的细胞凋亡现象；!周组开始出现小球细胞
凋亡现象，与对照组比较差异有显著性［（<6! D 96#）EF（96% D $6C）］（ ! G $6$9）；%周至 C周组小球细胞凋亡达高
峰，凋亡细胞数分别为（C6% D #6C），（9$69 D 96=），与对照组比较［分别为（96C D $6C），（96; D $6<）］，差异有显著性（ !
G $6$9）。#!周 H C周（硬化初、中期），硬化肾小球中出现的凋亡细胞数与肾小球细胞总数呈明显负相关（ " I
: $6C<，! G $6$9）；C周（硬化后期）以后，硬化肾小球内出现的凋亡细胞数与肾小球细胞总数呈正相关（ " I $6=9，
! G $6$9）。结论 细胞凋亡与大鼠肾小球硬化发生的范围及进展的时相密切相关，细胞凋亡可能是引起肾小球
固有细胞减少的重要机制之一。
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细胞凋亡作为一种基因控制下特殊类型的主动

性细胞死亡现象，其在肾脏疾病中的作用已受到广

大学者们的重视［!，"］。本研究通过建立大鼠肾小球

硬化模型，应用原位末段转移酶标记技术（ #$%&’()*
+$,-.(/0*$,#’+.* #%)(12$%)1$3&$+’)#$+ +456 (’07 $(+ *)3
8$*’(9，54:;<），系统地观察了从制备模型到病变形
成过程中细胞凋亡发生的时间、部位及程度，初步探

讨了细胞凋亡与肾小球硬化发生发展之间的关系。

! 材料及方法

! =! 建立大鼠肾小球硬化模型
雄性 >?大鼠 @A只，体重 BA C !AA 9（购自南京

医科大学实验动物中心），无菌手术下切除左肾，随

机分为实验组（DA 只）和对照组（DA 只）。实验组 "
周后两次静脉注射柔红霉素（购自意大利 E)*, ;%8)
公司），每次 F &9 G 79，间隔 !周。同时对照组大鼠静
脉注射生理盐水。以后每 "周处死 @只实验组大鼠
及 @只对照组大鼠（"周，H周，@周，B周，!A周）。取
大鼠右肾组织，取材后立即入 !AI福尔马林溶液固
定 "H J，经梯度酒精脱水，常规石蜡包埋，切片，片厚
"!&，行 K;染色、光镜、电镜、免疫荧光及 54:;<检
测。

! =" 肾组织切片 54:;<标记
54:;<试剂盒购自德国宝灵曼公司。操作步

骤如下［D］：切片脱蜡后，6L>清洗，"A!9 G &* 蛋白酶
M消化 !F &’(，A ="I甘氨酸中和，6L>清洗，HI多聚
甲醛固定 "A &’(。切片经 6L>清洗 D次，行 54:;<

标记（5?5酶：标记缓冲液 N ! O !A）@A &’(，6L> 洗 D
次，加 P632*/3P8 DA &’(，6L>及 5%’1 L/22$%平衡后滴
加显色液至阳性对照显色良好（!F C "A &’(），流水
冲洗，封片，光镜下观察。

! =# 结果观察
! =D =! K;染色切片 光镜高倍视野下，随机观察 !A
个肾小球，计数小球细胞数及观察硬化病灶范围。

! =D =" 54:;<标记切片 光镜高倍视野下，随机观
察 !A个肾小球，计数小球细胞数及阳性显色的凋亡
细胞数。

! =$ 统计学方法
所得数据以!! Q "表示，应用 >6>> !A =A统计分

析软件，组间比较方差齐性用 # 检验，方差不齐用
#’检验；数据呈非正态分布时用秩和检验。

" 结果

" =! K;染色
随着实验周期的延长，实验组大鼠肾小球硬化

的范围逐渐扩大，肾小球细胞数逐渐减少。" 周组
仅表现为系膜基质增多，肾小球细胞数无明显减少；

H周时出现 ! G H 节段硬化病灶，小球细胞数开始减
少，但与对照组比较差异无显著性（ $ R A=AF）；@周
后，肾小球细胞数的减少与对照组比较差异有显著

性（ $ S A=A!）；!A周时，肾小球大部分节段毛细血
管袢塌陷，被硬化物质取代，硬化范围 R " G D 节段，
肾小球细胞数减少为"A =F Q F =@。见表 !。

表 ! 各实验组单个肾小球硬化范围、总细胞数及凋亡细胞数的比较
%&’() ! E,&T)%’1,( ,2 #J$ 10)*$ ,2 9*,&$%/*,10*$%,1’1，#J$ #,#)* (/&8$% ,2 9*,&$%/*)% 0$**1 )(+ )T,T#,#’0 0$**1 ’( $)0J 9%,/T

（!! Q "）

组别 小球硬化范围 小球细胞总数 凋亡细胞数 凋亡细胞数 G小球细胞总数（I）

"周 对照组 无系膜基质增多 U@=B Q !!=F ! =H Q A =@ ! G FH =BF（! =B）

实验组 系膜基质增多 UB=D Q !D=" " =V Q A =U ! G "U =AA（D =U）

H周 对照组 无硬化灶 B!=D Q !"=F ! =@ Q A =B ! G FA =B!（! =V）

实验组 ! G H节段 @D=F Q !F=! F =H Q ! =") ! G !! =BA（B =F）

@周 对照组 无硬化灶 UF=V Q !D=@ ! =B Q A =B ! G H" =!（" =H）

实验组 ! G "节段 H!=V Q B=H) B =@ Q " =B) ! G H =BU（"A =F）

B周 对照组 无硬化灶 UB=H Q !!=B ! =U Q A =F ! G H@ =!!（" ="）

实验组 " G D节段 "B=! Q !!=!) !A =! Q ! =V) ! G " =UB（DF =V）

!A周 对照组 系膜基质轻度增多 UD=F Q !@=H " =! Q A =V ! G DF =BU（" =B）

实验组 R " G D节段 "A=F Q F=@) V =D Q A =V) ! G " ="A（HF =F）

注：)与对照组比较 6 S A=A!
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! !! "#$%&标记
对照组大鼠肾组织中仅存在极少的凋亡细胞，

硬化模型 ’周组大鼠与对照组大鼠比较，其凋亡细
胞数的差异无统计学意义（ ! ( )!)*），其余各组与
对照组大鼠的细胞凋亡水平差异均具有显著性意义

（ ! + )!),），见表 ,。- . /周（硬化初、中期），硬化
肾小球中出现的凋亡细胞数与肾小球细胞总数呈明

显负相关（ " 0 1 )!/*，! + )!),）；/周（硬化后期）
以后，硬化肾小球内出现的凋亡细胞数与肾小球细

胞总数呈正相关（ " 0 )!2,，! + )!),）。

" 讨论

肾小球硬化是各种肾小球疾病进展到慢性肾衰

的共同病理途径［-］。在形态学上，其病变除表现为

细胞外基质成分合成增多，毛细血管丛塌陷外，尚存

在肾小球固有细胞的逐渐减少，到疾病晚期，成为无

细胞的玻璃样小球，丧失正常功能。目前，尽管对细

胞外基质成分在硬化病灶形成中的作用进行了大量

的研究，但对进行性细胞减少的原因和机制却了解

甚少，肾小球硬化的发病机理仍然不清楚。近年的

研究发现［*，3］，人类肾小球疾病时，肾组织中有细胞

凋亡的发生，初步结果提示可能与肾小球硬化存在

某种关联。但由于人体取材的限制，难以进行系统

观察以明确两者间的关系，为此本研究在“单纯肾切

除肾小球硬化模型”的基础上，自创建立了加速型肾

小球硬化的大鼠模型（柔红霉素注射加一侧肾切

除），动态地观察从制备模型到病变形成过程中，细

胞凋亡发生的时间，部位及程度，从而进一步了解细

胞凋亡在肾小球硬化形成中的作用。

本研究发现，大鼠一侧肾切除后，注射柔红霉素

所建立的肾小球硬化模型，方法学稳定，模型的硬化

病变出现早（- 周），其病理组织学改变和进展更类
似于人类的局灶节段性肾小球硬化。’周仅表现为
系膜基质增多，肾小球细胞数无明显减少。- 周开
始 , 4 - 节段硬化病灶，小球细胞数开始减少，至 ,)
周小球大部分节段毛细血管袢塌陷，被硬化物质取

代。我们自创的此加速型肾小球硬化模型方法学稳

定，重复性较好，已成功地用于多项国家级及省级科

研课题的研究。

我们的资料显示，大鼠正常肾组织中凋亡细胞

极少，硬化模型 ’周组大鼠肾组织亦仅存在少量的
细胞凋亡现象，与对照组无显著差别。硬化初期（-

周组）开始出现明显增多的凋亡细胞，硬化中晚期（3
. /周），肾组织中的细胞凋亡达高峰，结果提示肾
小球硬化模型大鼠的肾组织中存在明显的细胞凋亡

现象，且凋亡的程度与肾小球硬化发生的范围和进

展的时相密切相关。

有研究显示［5，/］，在增殖性肾小球肾炎如新月

体肾炎的发生和进展过程中，以及在糖尿病肾病肾

间质纤维化的进展中，细胞凋亡机制起着极其关键

的调节作用，认为细胞凋亡是使肾小球细胞数减少

的主要机制。细胞凋亡可清除过度增殖的有害细

胞，如肾小球系膜细胞、肾间质纤维细胞等，改善或

延缓增殖性肾小球肾炎和肾间质纤维化的进展，此

为细胞凋亡有益的作用；但另一方面，若细胞凋亡过

于活跃，则可导致肾小球固有细胞过量减少（此为细

胞凋亡有害的作用），进而促使肾小球疾病进展至肾

小球硬化［*，3］。我们对大鼠硬化模型的研究结果进

一步论证了他们的观点。

本研究从肾小球固有细胞减少这个角度来阐明

肾小球硬化的发病机理，初步证实细胞凋亡可能是

导致肾小球固有细胞减少的主要机制之一，此为进

一步寻找人为调节细胞凋亡的手段，延缓或终止进

行性肾小球硬化的过程提供了理论依据。
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