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［摘 要］ 目的 研究儿茶素对肾病综合征大鼠 ./01!$ 表达的影响。方法 !" 只 )4 雌性大鼠随机分成正

常组、肾病组、激素组、儿茶素治疗组共 3 组。实验末应用生化法测定血清中白蛋白（567）、总蛋白（.8）、三酰甘油

（./）、9:’、转化生长因子1!$（./01!$）及 !3 ; 尿蛋白排泄量，分别应用免疫组化与原位杂交法检测肾固有细胞中

./01!$ 与 ./01!$1<=’5 的表达，并应用半定量评分法对各组大鼠病理改变进行计量分析。结果 儿茶素治疗组大

鼠血清中总 ./01!$［（>-?3" @ %?$!）"A B C］、活性 ./01!$［（3&?>D @ -?%%）"A B C］，肾组织中 ./01!$［（3>?$ @ !?"）E］、

./01!$1<=’5 表达水平［（>$?D @ ,?$-）E］均明显低于肾病组［分别为（$!&?&% @ $D?$$）"A B C，（-,?&- @ $!?3>）"A B C，

（>D?- @ ,?>）E，（D"?3 @ 3?%）E］（ ! F "?"$）；与肾病组相比，儿茶素治疗组血清 567 明显增高，./ 含量明显下降

［（$$?!% @ 3?$%）A B C GH（$?3D @ "?&$）A B C；（!?%- @ "?D3）<<I6 B C GH（D?"! @ "?-"）<<I6 B C；! F "?"$］；与肾病组相比，儿

茶素组大鼠肾脏病理损害明显减轻（ ! F "?">）。结论 儿茶素可通过抑制 ./01!$ <=’5 的表达，降低肾脏局部及血

清中活性 ./01!$ 蛋白表达水平，减轻肾脏损伤，改善肾功能，延缓肾脏病理慢性进展。
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以炎症为主的肾小球疾病在早期均伴有明显的

肾小球固有细胞的增殖。肾小球固有细胞的异常增

殖及其继发的炎症介质的释放，细胞外基质（<6=）

的积聚是导致肾小球疾病走向终末期的中心环节之

一。目前研究表明，作为一种炎症因子，转化生长因

子（’%0,*1&%.(,2 2%&3’$ 10)’&%，/>?）!5 在肾脏病的发

生与发展中起着十分重要的作用［5 @ A］。儿茶素是从

天然植物提出的一种非酶抗氧化剂，能有效地清除

体内氧自由基，抑制脂质过氧化。为此，我们应用动

物试验，通过观察儿茶素对肾病综合征大鼠 />?4!5
表达的影响，旨在阐明儿茶素延缓肾脏病理慢性进

展的部分可能机制。

) 材料与方法

) B) 动物模型制备

AC 只 D 周龄的雌性 E#%028"4F03G"+（EF）大鼠（购

自中国科学院上海实验动物中心），体重 5HC @ AAC
2，随机分为正常组、肾病组、激素组、儿茶素治疗组。

实验第 5 天正常组尾静脉 5 次注射 C B5 .G 生理盐

水，其它各组尾静脉 5 次注射阿霉素（I .2 J K2）。儿

茶素治疗组自实验第 A 周末行儿茶素灌胃每日 ICC
.2 J K2 至第 H 周末实验结束，激素组自实验第 A 周

末皮下注射地塞米松每日5 BH .2 J K2。实验末收集

AL $ 尿标本，腹主动脉取血，分离血清置 M ACN冰箱

保存备用。取肾脏并将其分成 O 份标本，行光镜、电

镜及免疫荧光检测。

) B* 检测方法

5 BA B5 尿蛋白定量及其他生化指标测定 采用传统

的考马斯亮蓝法测尿蛋白定量。血清三酰甘油（’%(4
G+)"%(-"，/>）测定采用甘油磷酸氧化酶一步法。白蛋

白（0G98.(,，PG9）测定采用溴甲酚绿法，血尿素氮

（9G&&- 8%"0 ,(’%&2",，QR!）采用脲酶比色法测定。总

蛋白（’&’0G #%&’"(,，/S）测定采用双缩脲法（所有试剂

盒均购自温州东瓯生物工程有限公司）。

5 BA BA 血清中活性 />?4!5 的测定 采用双抗体夹

心法测定，然后根据标准曲线计算样品中 />?4!5含量，

并用考马斯亮蓝 >AIC（购自 E(2.0 公司）测定培养上清

的蛋白质浓度作校正。上述方法测定的是样品中活性

形式的 />?4!5含量。为测定总的 />?4!5水平，部分上

清先经 5 .&G J T U6G 酸化处理，5I .(, 后用 !0VU中和，

使 #U调至 WBD 后再用于检测。

5BABO 原位杂交检测 试剂购自武汉博士德生物工

程有限公司。探针系地高辛标记的经 <6V;"酶切

/>?4!5 后 A55 9# 的回收片段［O］。具体操作见如下：

I#. 石蜡切片，脱蜡、脱水，封闭，蛋白酶 X 于 OW N
消化 5C .(, 后，IC N预杂交 5 $，以 CB5 ,2 J#G 的探针

IC N杂交 5H $，以 I Y EE6，A Y EE6 及 ICZ甲酰胺洗

片，5C#2 J .G ;!P 酶消化，再以 A Y EE6，CB 5 Y EE6 洗

片，AZ的小牛血清白蛋白封闭 LI .(,，5 [ ICC 抗地高

辛抗体室温 5 $，!Q/ 及 Q67S 显色。以已知阳性片为

阳性对照（阳性为棕紫色）。每个标本分别选取肾小

球系膜区、近端肾小管、远端肾小管、肾间质、血管五

个部位进行计数，每个部位随机计数 I 个区域，计算

其阳性细胞百分率，并取其平均值。

5BABL 免疫组化检测 $所有试剂购自武汉博士德

生物工程有限公司（一抗系兔抗大鼠，来源于 E0,’0
6%8: Q(&’")$,&G&2+ 公司，二抗系羊抗兔，来源于 FVXV
公司，显色试剂来源于 E(2.0 公司）。%方法：采用

\EPQ 法。O#. 石蜡切片脱蜡水化后，OZ的盐酸4甲
醇4过氧化氢封闭内源性过氧化物酶，洗涤，微波修复

抗原子核 5C .(,，牛血清白蛋白封闭，依次加入一抗、

二抗及链霉素 J卵白素复合物孵育后，FPQ 显色，苏木

素复染，树胶封片。用 SQE 代替一抗作阴性对照，已

知阳性片作阳性对照（阳性为黄色）。结果观察同原

位杂交。

) B+ 肾组织病理学检测及病理积分的评定［, - .］

5BOB5 肾小球病损害程度的评定 $系膜细胞增生

按每个系膜区系膜细胞数目小于 O 个，O 个，L 个及大

于 I 个分别计 C 分，5 分，A 分，O 分。%系膜基质增宽

程度与毛细血管腔直径及开放程度相比，按毛细血管

腔开放良好，基质未见明显增生；基质增生略小于毛

细血管腔直径且呈节段性分布；基质增生略大于毛细

血管腔直径且呈弥漫性分布，毛细血管腔呈节段性开

放不良；基质增生呈弥漫性分布，大部分毛细血管腔

开放不良分别计 C 分，5 分，A 分，O 分。&硬化。’基

底膜的改变情况。(囊壁粘连情况。&、’、(按病

变范围未见明显改变；病变范围小于 OCZ；病变范围

在 OCZ @ DCZ之间；病变范围大于 DCZ分别计 C 分，5
分，A 分，O 分。

5BOBA 肾小管间质病理损害程度的评定 根据肾小

管扩张程度、肾小管萎缩程度、肾小管上皮细胞空泡

变性程度、肾小管上皮细胞坏死程度、间质纤维化程

度及肾间质炎症细胞浸润程度的无、轻、中、重分别计

,.+

中国当代儿科杂志 第 L 卷



! 分、" 分、# 分、$ 分。

! %" 统计学分析

采用 &’&& (%! 统计软件包进行统计学处理，所有

资料均采用!! ) " 表示。多组资料间和同组多个时间

点间比较，方差齐者，采用 *+,-./0 12*31 分析，组间

两两比较采用 4&5 法；方差不齐者，采用 6/78/+, 分

析。对有相关趋势的变量采用 ’,/9:;+ 相关分析。

# 结果

# %! " 组大鼠血清 1<=，>?2，6@，6’ 及 #" 8 尿蛋白

定量的比较

结果显示，与对照组相比，肾病组大鼠血清中

>?2，6@，#A 8 尿蛋白定量明显增高（均 # B !%!"），

1<=，6’ 明显降低（ # B !%!" 或 !%!C）；与肾病组相比，

儿茶素治疗组及激素组血清 1<= 明显增高（均 # B
!%!"），6@ 含量明显下降（均 # B !%!"），但 #A 8 尿蛋

白定量仅激素组有明显下降（ # B !%!"）；与激素组相

比，儿茶素治疗组血清 1<= 的含量明显增高（ # B
!%!C）。见表 "。

表 ! " 组大鼠血清 1<=，>?2，6@，6’ 及 #A 8 尿蛋白定量

$%&’( ! &,9D7 E;+E,+F9/FG;+: ;H 1<=，>?2，6@ /+I 6’ /+I F8, ,JE9,FG;+ ;H
#A 8 D9G+/90 K9;F,G+ G+ F8, H;D9 L9;DK: （+ M C，!! ) " ）

组别 >?2（77;< N 4） 1<=（L N 4） 6@（77;< N 4） 6’（L N 4） #A 8 尿蛋白定量（7L N I）

对照组 A %!O ) !%"" "$ %"P ) "%CO " %C( ) !%"A "( %O! ) "%"C #Q %$ ) C %CC
肾病组 ""%!# ) "%$Q/ " %AP ) ! %Q"/ P %!# ) !%O!/ "" %$P ) !%OO= A"! %P! ) C# %CC/

激素治疗组 Q %!" ) !%#$E Q %CP ) ! %(AE # %O( ) !%COE "( %$Q ) !%Q! $"! %C! ) A! %C!E

儿茶素治疗组 "!%(! ) #%!# "" %#( ) A%"(E，I # %(O ) !%PAE "( %O! ) "%"C A"" %#! ) AA %C#

注："”/"”与对照组比"”# B !%!"； ="”与对照组相比 # B !%!C； E"”与肾病组比较 # B !%!"；I"”与激素治疗组比较 # B !%!C

# %# " 组大鼠实验期末肾组织中 6@R-!!，6@R-!!
7S21、血清中活性 6@R-!! 表达与肾脏病理积分

血清中活性 6@R-!"、总 6@R-!" 的含量以肾病组

最高，儿茶素治疗组、激素组较肾病组明显降低（ #
分别 B !%!C，! %!"）；儿 茶 素 治 疗 组 大 鼠 肾 组 织 中

6@R-!"，6@R-!"-7S21 表达也明显低于肾病组（ #
B !%!"）；就肾脏病理积分而言，肾病组、激素治疗

组、儿茶素治疗组均较正常组为高（ # B !%!"）。但

儿茶素治疗组、激素组病理积分均低于肾病组（ #
分别 B !%!C，! %!"）。与激素治疗组相比，儿茶素治

疗组血清中活性 6@R-!"，总 6@R-!"，肾组织中 6@R-

!"，6@R-!" 7S21 以及病理积分均明显增高（ # B
!%!"）。见表 #，图 " T A（见封"）。

表 # " 组大鼠实验期末肾组织中 6@R-!"，6@R-!"7S21 及血清中活性 6@R-!" 表达

$%&’( # &,9D7 /EFGU/F,I 6@R-!" ,JK9,::G;+，/+I F;F/< 6@R-!"，6@R-!"7S21 ,JK9,::G;+: G+ F8, H;D9 L9;DK: （!! ) " ）

组别 例数
血清（#L N 4）

活性 6@R-!" 总 6@R-!"
肾组织（V）

6@R-!" 6@R-!"-7S21
病理积分

对照组 C $! %$A ) A%Q" A# %"# ) Q%(" #( %C ) # %P "O %A ) A %( " %#! ) !%AC
肾病组 C O$ %QO ) "# %AC/ "#Q %Q( ) "P%""/ CP %O ) $ %C/，, P! %A ) A %(/ ( %(! ) !%(A/

激素治疗组 C $( %#A ) C%QP=，E C# %$A ) O%O!=，E $Q %( ) " %(/，E A! %" ) # %O/，E A %A! ) !%(O/，E

儿茶素治疗组 C AQ %CP ) O%((=，I，, CO %A! ) (%"#=，I，, AC %" ) # %!/，I，, C" %P ) $ %#=，E，, P %C! ) "%!!/，I，,

注："”/"”与对照组比较 # B !%!"； ="”与对照组比较 # B !%!C； E"”与肾病组比较 # B !%!"； I"”与肾病组比较 # B !%!C； ,

"”与激素治疗组比较 # B !%!"

# %) 血清中 6@R-!!，肾脏局部 6@R-!!，6@R-!! 7S-
21 与病理积分的相关分析

相关分析发现，血清中总 6@R-!" 与活性 6@R-

!"、肾脏局部 6@R-!"，6@R-!" 7S21 及病理积分之间

高度正相关（ $ 分别为 ! %PQP，! %Q!"，! %Q(O，! %P(A，

均 # B !%!"）。
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! 讨论

转化生长因子!!"（#$%!!"）是一种分子量为 &’
() 的多肽二聚体。正常人肾小球内有 #$%!!" *+!
,- 的表达，它能通过对 .!*/0 癌基因启动子的反式

调控序列的作用而减少 .!*/0 基因的表达，并可通

过阻止 1+2（视网膜神经胶质瘤蛋白）的磷酸化而使

细胞周期停止在 $" 期，达到抑制内皮细胞、系膜细

胞、上皮细胞及淋巴细胞的增殖反应。但对系膜细

胞的作用却具有双重性，低浓度时促进系膜细胞增

殖，高浓度时则抑制系膜细胞增殖。与此同时，高浓

度的 #$%!!" 则可刺激肾固有细胞分泌"型胶原、纤

维连接蛋白、层粘蛋白及蛋白聚糖等胶原成分，促进

细胞外基质的形成。然而尽管肾脏病理慢性进展是

由许多因素决定的，但大量研究结果表明，在肾脏病

理慢性进展过程中，#$%!!" 是一个关键的炎症细胞

因子［3 4 "5］。因此，若能有效地抑制 #$%!!" 的过度

表达，也不乏为延缓肾脏病理慢性进展的重要手段

之一。

阿霉素肾病大鼠模型是目前公认的理想人类微

小病变肾病模型，在模型初期，其病理表现主要以微

小病变为主，随着造模时间的延长，则可出现系膜细

胞的增生及系膜基质的增加，进而可导致局灶节段

硬化，最终可导致进行性肾小球硬化。本研究发现，

实验末，肾病大鼠肾小球病理改变已可见系膜细胞

轻度增生及系膜基质轻度增多。肾小管上皮轻度空

泡变性，间质可见轻度水肿。并且发现与对照组大

鼠相 比，其 它 各 组 大 鼠 血 清 中 总 #$%!!" 及 活 性

#$%!!" 均明显增高，但血清中总 #$%!!" 的增加幅度

与活性 #$%!!" 的增加幅度相比无统计学意义（ !
均 6 575’），说明血清中总 #$%!!" 的增加是伴随活

性 #$%!!" 增加而增高的。儿茶素治疗组血清中总

#$%!!" 及活性 #$%!!" 虽较激素组为高，但均明显低

于肾病组，说明阿霉素肾病时可出现血清 #$%!!" 表

达增高，而儿茶素可通过降低血清中活性 #$%!!" 蛋

白质表达水平而达到降低血清中总 #$%!!" 水平的

目的。在肾组织中，儿茶素治疗组 #$%!!" 及 #$%!!"
*+,-均明显低于肾病组，提示儿茶素尚能低调肾

脏局部 #$%!!" 基因表达而达到下调肾脏局部 #$%!

!" 蛋白质的表达水平。相关分析可以看出，血清总

#$%!!" 及活性 #$%!!" 与肾组织中的 #$%!!" 的 #$%!

!" *+,- 表达水平高度正相关，说明儿茶素可能是

通过低调阿霉素肾病鼠肾脏局部 #$%!!" *+,- 的

表达而达到降低血液中 #$%!!" 的目的。儿茶素组

肾脏病理积分与肾病组相比明显减轻，提示抑制

#$%!!" 表达可减轻肾脏损伤。且儿茶素尚可在一

定程度上降低 28,、血 #$，上调血 -9:。

综上所述，儿茶素可通过抑制 #$%!!" *+,- 的

表达，降低肾脏局部及血清中活性 #$%!!" 蛋白水

平，减轻肾脏损伤，改善肾功能，延缓肾脏病理慢性

进展。
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