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&&!摘&要"&目的&观察黄芪对实验性PR9肾病大鼠肾间质损害及肾组织核转录因子]
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i(8K]

4

i)*单核细胞

趋化蛋白(@'1]!)表达的影响$探讨黄芪防治PR9肾病肾小管间质损害的作用机制% 方法&#$ 只 Ge大鼠分为模

型组*干预组*对照组 > 组% 模型组和干预组复制PR9肾病模型$干预组给予黄芪颗粒剂口服$并以正常 Ge大鼠为

对照组% 应用全自动生化分析仪检测尿红细胞*#% (尿蛋白定量*尿8]乙酰]

/

]e]氨基葡萄糖苷酶(89D)活性#应

用免疫荧光法检测肾组织冰冻切片 PR9免疫复合物沉积情况$利用免疫组织化学方法$观察大鼠肾组织 8K]

4

i

0F<$@'1]! 表达的影响#半定量评分法计算病理积分以观察肾脏病理损害程度% 结果&

'

干预组大鼠的尿红细

胞*尿蛋白*尿89D酶含量较模型组明显降低$差异有统计学意义(7d"7"!)#

(

模型组大鼠肾组织8K]

4

i*@'1]!

的表达与干预组*对照组相比均明显增高(7d"7"!)$差异有统计学意义#

)

干预组大鼠肾脏病理评分较模型组明

显降低$差异有统计学意义(7d"7"! )% 结论&黄芪能减轻模型组大鼠的尿红细胞数*尿蛋白和尿 89D酶活性#

能减轻PR9肾病模型大鼠肾小管间质病理损害$其减轻肾小管间质损害作用可能与下调8K]

4

i$@'1]! 表达有关%

!中国当代儿科杂志#!""##$"$!%&$]H &$]#"

!关&键&词"&黄芪# PR9肾病# 肾小管间质损伤#8K]
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i#单核细胞趋化蛋白]!#大鼠
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&&PR9肾病(PR98)是一种以肾小球系膜区PR9沉

积为特征的免疫复合物肾小球肾炎$是导致慢性肾

衰竭的常见原因之一% 近年研究表明&进行性肾功

能恶化主要取决于肾小管间质损伤的严重程度% 因

此探讨肾间质损害形成机制及防治措施具有重要的

临床意义% 黄芪治疗肾脏疾病有悠久历史$有研究

表明!!"用黄芪注射液能改善PR9肾病患者肾小管功

能$但其防治PR9肾病及其肾间质损害的作用及可

能机制方面的研究较少% 核转录因子(8K]

4

i)是一

种与炎症递质的产生*细胞增殖和细胞凋亡有关的

转录因子$参与多种炎症反应的信号转导过程% 单

核细胞趋化蛋白(@'1]!)对单核巨噬细胞有强烈的

趋化和激活作用$促进单核细胞的浸润与活化$分泌

各种炎症因子及致纤维化因子% 我们通过复制大鼠

PR9肾病模型并用黄芪进行治疗$观察尿*肾脏病

理*肾组织8K]

4

i及 @'1]! 表达的变化$探讨其可

能的作用机制$为临床上用黄芪治疗 PR9肾病提供

实验依据%

$G材料与方法

$7$G动物模型的建立与分组

清洁型 G043RV.]e3Y6.Z(Ge)大鼠 #$ 只(中南大

学湘雅医学院实验动物中心提供)$体重 ##" b

#F" R% 参考汤颖等!#"

PR98造模改良方法$运用脂

多糖 (B1G$美国 GPD@9公司) O牛血清白蛋白

(iG9$北京夏新公司) O四氯化碳(''6

%

)联合造模&

口服iG9较常用剂量增加 ! 倍(%""/RJQR$隔日灌

胃$每天 ! 次)共 !# 周#并联合B1G$(每只 "7"< /RJ

次$第 F$$ 周尾静脉注射各 ! 次)#皮下注射''P

%

用

诱导肝纤维化剂量 !J>(每只蓖麻油 "7< /BO''6

%

"7!" /BJ次$每周 ! 次)共 = 周$同时对照组予蒸馏

水灌胃$生理盐水尾静脉及皮下注射#F 周后$将造

模动物按随机数字表分成干预组*模型组 (各 !"

只)干预组自第 F 周起灌服成人剂量每公斤体重 !<

倍剂量(> RJQR)的黄芪颗粒剂混悬液 (好好黄芪颗

粒剂$由四川百利药业有限公司提供$! R黄芪颗粒

剂相当于 ! R生药$含黄芪甲甙 "7!< /RJR)每天 !

次$连续 F 周% 模型组及正常组以等量蒸馏水灌胃$

所有大鼠在整个实验期间均予以标准饮食%

$7!G临床指标检测

用代谢笼收集 #% ( 尿$留做尿红细胞*#% ( 尿

蛋白及尿89D排量测定%

$7HG肾组织病理

免疫荧光和光镜染色&实验结束时用水合氯醛

麻醉大鼠$取外围的肾皮质一部分做冰冻切片行免

疫荧光 PR9检查(单克隆羊抗大鼠 PR9抗体$G,V-(]

.4*生物技术公司)% 半定量标准参照国内外通用

的五级法分级&低倍镜下不能显示$高倍镜下似乎可

见为c#低倍镜下似乎可见$高倍镜下可见为 O#低

倍镜下可见$高倍镜下清晰可见为OO#低倍镜下清

晰可见$高倍镜下耀眼为OOO#高倍镜下刺眼为O

OOO#另一部分肾组织甲醛固定$石蜡包埋$常规

切片$行 19G 染色% 肾脏组织病理评分标准&对肾

小球和肾小管间质 # 个系统进行评分(表 !)$每个

系统均包括 F 项具体的项目$对每个项目按病理损

害的程度分为&" 分正常#! 分轻度损害## 分中度损

害#> 分重度损害% 分别对肾小球*小管间质病变进

行评分&观察至少 !" 个肾小球J小管间质的病变$计

量每个肾小球J小管间质病变范围$取其平均值定为

肾小球J小管间质病变范围% 肾小球病变及小管间

质病变累计得分均为 " b!$ 分% 肾脏总的病理损害

(肾小球得分 O肾小管间质得分)

"

!" 分为轻度损

害$!! b#" 分为中度损害$

#

#! 分为重度损害!>"

%

表 $G肾脏病理评分标准

肾小球病理评分标准 肾小管间质病理评分标准

'

系膜细胞增生&肾小球系膜区系膜细胞数&! 分 > 个$ # 分 % 个$

> 分
#

< 个

'

肾小管扩张&病变范围 d>"`计 ! 分$>"` bF"`计 # 分$

gF"`计 >分

(

系膜基质增宽&! 分基质未超过毛细血管腔直径$对毛细血管袢有

一定的压迫和破坏计 # 分#肾小球毛细血管袢有严重的压迫计 > 分

(

小管萎缩&病变范围 d>"`计 ! 分$>"` bF"`计 # 分$

gF"`计 > 分

)

硬化& 病变范围d>"`计 ! 分$>"` bF"`计# 分$ gF"`计 > 分
)

小管上皮细胞空泡形成&病变范围 d>"`计 ! 分$>"` b

F"`计 # 分$ gF"`计 > 分

*

毛细血管袢狭窄或破坏&病变范围 d>"`计 ! 分$>"` bF"`计

# 分$ gF"`计 > 分

*

间质纤维化&病变范围 d>"`计 ! 分$>"` bF"`计 # 分$

gF"`计 > 分

+

基底膜增厚&病变范围 d>"`计 ! 分$>"` bF"`计 # 分$

gF"`计 > 分

+

小管上皮细胞坏死&病变范围 d>"`计 ! 分$>"` bF"`计

# 分$ gF"`计 > 分

6

球囊粘连&病变范围 d>"`计 ! 分$>"` bF"`计 # 分$ g

F"`计 > 分

6

肾间质炎症细胞浸润&局灶性炎症细胞浸润计 ! 分$弥散性

散在炎症细胞浸润计 # 分$弥散性密集的炎症细胞浸润计 > 分

'%:!'
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$7NG免疫组化染色

肾组织 8K]

4

i活化及 @'1]! 的表达采用免疫

组化方法% 应用 G9i'法$采用多克隆兔抗大鼠

8K]

4

i0F<$@'1]! 抗体(抗体及免疫组化检测试剂

盒购自武汉博士德生物工程有限公司)$按说明书

操作$阴性对照以1iG代替一抗%

$7%G统计学处理

全部数据采用 G1GG!>7" 医用统计软件进行处

理$计量资料以均值c标准差(Oc:)表示$组间差异

采用单因素方差分析(?*.]Y3Z98?59)$多元线性

回归进行相关分析% 7d"7"< 为差异有统计学意

义% 采用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&

'

肾

组织中8K]

4

i0F< 的表达&计算每张切片 !" 个 #""

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#

(

皮质区

肾小管中@'1]! 的表达&计算每张切片皮质区中 !"

个 #"" 倍视野下阳性小管数与总肾小管数的百分

比%

!G结果

!7$G实验大鼠一般表现

除正常组外$各实验组大鼠在造模时均有不同

程度的食欲减少$精神萎靡$且在注射脂多糖后第 #

天情况加重% 模型组在第 ! 次注射脂多糖后第 # 天

死亡 ! 只$第 # 次注射脂多糖后第 # 天死亡 # 只$干

预组亦是在两次注射脂多糖后第 # 天分别死亡 !

只$死亡大鼠均已从实验中剔除$模型组死亡率

#<`$干预组死亡率 !F7:`%

!7!G肾组织免疫荧光

正常对照组无 PR9沉积$模型组表现为系膜区

弥漫性颗粒状沉积$荧光强度为OObOOO#干预

组PR9沉积较轻$ 荧光强度为ObOO(图 !)%

!LHG各组尿红细胞数'尿蛋白及尿Z>K变化

模型组尿红细胞数为 >$>7#> c%7=% 个J

!

B$尿

蛋白 <=7$# c!%7:> /RJB$尿89D<7#% c"7$ jJB#

干预组尿红细胞数 :%7"# c!F7<$ 个J

!

B$尿蛋白

!>7$$ c%7=% /RJB$尿 89D#7$% c"7>! jJB#干预

组较模型组尿红细胞及尿蛋白明显减轻$尿89D活

性明显减轻$具有显著意义(7d"7"!$表 #)%

!7NG肾组织病理评分结果

正常组肾脏病理总分为 #7>$ c"7%#$其中肾小

球积分 !7!< c"7!$$肾小管积分 !7## c"7>>#干预

&&表 !G各组大鼠尿红细胞数#!N 1尿蛋白及尿Z>K

比较
(Oc:)

例数
尿红细胞数

(个J

!

B)

尿蛋白

(/RJB)

尿89D

(jJB)

对照组 $ $7F$ c%7>F $7$! c#7<# !7!$ c"7>#

干预组 !"

:%7"# c!F7<$

W

!>7$$ c%7=%

W

#7$% c"7>!

2

模型组 !"

>$>7#> c%7=%

3

<=7$# c!%7:>

3

<7#% c"7$"

U

&&3& 与对照组比较&7d"7"!$ U&7d"7"<# W&与模型组比较$ 7d

"7"!$2&7d"7"<

组肾脏病理总分 F7"> c"7%F$其中肾小球积分

>7"! c!7=<$肾小管积分 >7"! c"7%=#模型组肾脏

病理总分 !"7<: c!7#>$其中肾小球积分 <7F: c

"7:%$肾小管积分 <7" c"7$!% 从病理评分看$肾小

球病变与肾小管病变相平行% 干预组病理评分较模

型组明显减少$差异有显著性(7d"7"!$图 #)%

!L%G肾组织(>U染色结果

光镜下正常组肾小球*肾小管及间质组织病理

形态无异常$系膜区基质及细胞未见增加$肾小管*

肾间质*血管无明显病变(图 >9)#干预组大鼠系膜

细胞轻度增生$基质未见增宽$毛细血管袢开放良

好#肾小管上皮细胞轻度空泡变性$未见萎缩及扩张

(图 >i)#模型组大鼠肾组织光镜下主要表现为肾小

球毛细血管袢扩张$系膜细胞中]重度增生$系膜基质

轻]中度增多$毛细血管腔部分闭锁$囊壁粘连% 小管

上皮细胞刷状缘消失$空泡变性$部分小管扩张$有散

在或炎症细胞浸润$肾间质未见纤维化(图 >')%

!LVG肾组织ZXY

"

M*V%#C:(Y$ 表达阳性面积

正常肾组织可见肾小球系膜细胞和皮质区肾小

管上皮细胞有少量的8K]

4

i活化$活化信号位于胞

浆和胞核内(图 %9)#黄芪干预组大鼠8K]

4

i0F< 活

化明显减弱$主要见于皮质区肾小管$阳性细胞面积

较模型组减少(图 %i)#模型组大鼠8K]

4

i0F< 的活

化显著上调$主要在皮质区肾小管上皮细胞$胞浆和

胞核均见表达$近端肾小管较远端肾小管表达明显%

肾小球内主要见于系膜细胞(图 %')% 正常肾组织

可见皮质区肾小管上皮细胞及肾小球系膜细胞有少

量的@'1]! 表达(图 <9)#黄芪干预组 @'1]! 表达

明显减弱 (图 <i)#模型组大鼠皮质区肾小管中

@'1]! 表达显著增强$活化信号见于胞浆内$而肾小

球中仍未见有明显@'1]! 表达(图 <')%

!L]G肾脏小管间质病理评分'ZXY

"

M*V% 和 C:(Y

$ 表达阳性面积相互关系

肾小管间质病理评分与 8K]

4

i*@'1]! 的表达

阳性面积呈正相关$相关系数分别为 "7$%$ 和

"7:$>(7d"7"!)%

'<:!'
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图 $G肾组织免疫荧光结果G

>&正常组未见PR9免疫复合物沉积#M&干预组见PR9免疫复合物呈线性或团块状沉积$荧光强度

为O#:&模型组见PR9免疫复合物在系膜区呈弥漫性团块状沉积或颗粒样沉积$荧光强度为OObOOO%
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图 !G各组肾脏病理评分比较

&&表 HG各组肾组织ZXY

"

M*V%'C:(Y$ 表达的结果

(Oc:)`

例数 8K]

4

i0F< @'1]!

正常组 $ <7$> c!7F$ =7": c!7"%

干预组 !" #:7<: c>7>< #<7<: c>7:=

模型组 !"

<>7%# c%7!>

3

<%7F# c=7=:

3

&&3&与干预组比较7d"7"!

图 HG肾组织(>U染色结果$(>U#光镜# _!""%G

>&正常组肾组织系膜区基质未见增加$毛细血管管腔未受压#M&干预

组肾小球系膜区基质轻度增生$肾小球毛细血管管腔轻度受压#:&模型组肾小球系膜区基质明显增生$肾小球毛细血管管腔明显受

压$毛细血管绊开放不良%

图 NG肾组织ZXY

"

M*V% 表达结果$光镜# _!""%G

>&正常肾组织可见肾小球系膜细胞和皮质区肾小管上皮细胞有少

量的8K]

4

i活化$活化信号位于胞浆和胞核内#M&干预组大鼠8K]

4

i0F< 活化明显减弱$主要见于皮质区肾小管$阳性细胞面积较模

型组减少#:&模型组大鼠8K]

4

i0F< 的活化显著上调$主要在皮质区肾小管上皮细胞$胞浆和胞核均见表达$近端肾小管较远端肾小

管表达明显$肾小球内主要见于系膜细胞%

图 %G肾组织C:(Y$ 表达结果$光镜# _!""%G

>&正常肾组织可见皮质区肾小管上皮细胞少量@'1]! 表达# M&干预组

@'1]! 表达明显减弱*活化面积较模型组明显减少#:&模型组大鼠皮质区肾小管中 @'1]! 表达显著增强$活化信号见于胞浆内$而

肾小球中仍未见有明显@'1]! 表达%

'F:!'
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HG讨论

原发性PR9肾病是最常见的肾小球疾病$占原

发性肾小球疾病的 !"` b#"`$亚洲国家中国*日

本*新加坡等发病率较高为 %<` b<"`$疾病活动

#" 年后$有 #"` b>"`的病人进展到肾衰!%"

% 我国

约 !$7>`终末期肾脏疾病患者的原发病是 PR9肾

病!<"

% PR9肾病时常伴有不同程度的肾间质病变$

小管间质受累程度是肾小球病变转归的影响因素$

对疾病预后有重要意义% 据i,R.*TW(V-\等!F"发现&

部分肾小球病变严重$但间质无明显改变的病例预

后良好#相反$间质损害严重$而肾小球无病变的病

例预后不佳$故提出肾脏间质纤维化是预测肾脏病

情的最重要指标% 我们采用脂多糖O牛血清白蛋白

O四氯化碳造模$用免疫荧光方法检测肾组织冰冻

切片PR9免疫复合物沉积证实造模成功% 比较干预

组和模型组尿红细胞*尿蛋白*尿 89D酶*病理评

分*8K]

4

i和 @'1]! 表达的变化$探讨黄芪在 PR9

肾病中保护作用及其可能机制%

肾间质损害纤维化是长期连续的过程$但在临

床上间质损害常呈非特异性临床表现% 8]乙酰]

/

]

e]氨基葡萄糖苷酶(89D)是一种分子量 !>" """ 的

溶酶体水解酶$正常时不能从肾小球滤过% 肾脏内

主要位于肾小管上皮细胞溶酶体内$尿89D则主要

系肾小管源性$ 89D在尿中稳定且排出相对恒定$

肾小管上皮细胞损伤则尿89D增加% 故尿89D检

测被认为是小管功能损害及预后判断最为敏感及特

异性临床指标!:"

% 本试验中尿 89D排出与肾脏病

理评分呈正相关$尿89D排量能反映肾间质病理损

害% 干预组尿89D排出量比模型对照组减少$说明

黄芪能明显保护肾小管上皮细胞% 病理方面$PR9

肾病模型大鼠肾小球系膜细胞*基质增生$肾小管上

皮细胞空泡变性*扩张*间质炎性细胞浸润$但未见

间质纤维化$可能造模时间较短$未形成纤维化% 从

评分上看$PR9肾病肾小球病变与肾小管病变基本

平行% 黄芪干预组无论在血尿*尿蛋白和尿89D酶

及肾脏病理方面均比模型组改善$说明黄芪能缓解

PR9肾病的临床症状及病理改变%

核转录因子
4

i是转录因子家族的重要成员$

是一种具多向性调节作用的核转录因子$几乎存在

于所有细胞中$在各种因子的相互影响和相互作用

的复杂网络中起中心调控作用$参与免疫反应*淋巴

细胞分化*细胞内信号传导$调控多种基因的表达$

参与了调控多种炎症性细胞因子*趋化因子的合

成!$"

% 8K]

4

i参与调控的因子如白介素]#$F$$$

@'1]! 等参与多种肾脏疾病发生发展过程!="

% 在

8K]

4

i家族所有成员中通常把多肽 0F< 和 0<" 两个

蛋白亚基组成的同源或异源性二聚体称为 8K]

4

i$

虽然两种亚单位均与e89结合$但只有 0F< 在蛋白

的W末端含有转录激活区域!$"

% 本研究结果显示$

PR9肾病大鼠皮质区管上 8K]

4

i0F< 活化显著增

强$且与肾小管间质病理评分呈正相关$进一步分析

8K]

4

i活化的细胞类型发现$正常肾组织皮质区肾

小管上皮细胞和肾小球有较弱的表达% PR9肾病大

鼠皮质区肾小管*肾小球和远端肾小管中活化显著

增强$尤其是近端肾小管上皮细胞% 表明 8K]

4

i活

化在PR9肾病的肾小管间质损伤中发挥重要作用%

有研究表明!!""

$在小鼠肾毒性血清所致肾小球肾炎

型模型中$肾脏内 8K]

4

i活性显著增强$且肾内

@'1]! 的/H89表达与单核细胞浸润一致上调$抑

制8K]

4

i的活化可下调 @'1]! 表达$说明 @'1]!

表达需8K]

4

i活化% 本试验中 @'1]! 表达与 8K]

4

i活化呈正相关% 在PR9肾病中$蛋白尿和低密度

脂蛋白均可引起 8K]

4

i活化$@'1]! 表达增强$引

起单核细胞趋化浸润激活!!!$!#"

% 单核巨噬细胞浸

润在肾小球肾炎的发生发展中发挥着重要作用%

@'1]! 是单核巨噬细胞最重要的趋化和活化因子%

单核细胞可分泌 CDK]

/

等致纤维化因子及多种炎

性因子$导致基质在肾小球和肾小管堆积*肾间质纤

维化$促进肾小球硬化*最终造成肾衰竭!!>"

% 这都

说明8K]

4

i和@'1]! 在肾小管间质损害中发挥重

要的作用$为抑制8K]

4

i活化和@'1]! 产生治疗肾

脏疾病提供理论依据%

黄芪是我国应用较为广泛的中药!!% b!F"

% 黄芪

治疗肾病的作用已为我国长期临床实践证实% 黄芪

主要有效成分为&黄芪甲甙*黄芪多糖和硒等无机离

子% 黄芪能够扩张血管$降低血压$保护红细胞的变

形能力$增强造血能力$降低血小板黏附率$减少血

栓形成$改善贫血$增强肾血流量$对非特异免疫*体

液免疫*细胞免疫均有明显的调节作用!!:"

% 黄芪在

PR9肾病肾小管间质损害中的作用以及可能的作用

机制方面研究较少% 本试验结果表明&黄芪能减少

免疫复合物的沉积$减少尿蛋白*尿89D酶#减轻肾

小管上皮细胞的损害$减少肾小管间质炎性细胞浸

润#抑制肾小管上皮细胞 8K]

4

i*@'1]! 表达#且肾

小管间质病理评分与肾组织 8K]

4

i*@'1]! 表达呈

明显相互关系% 这说明黄芪可能通过抑制 8K]

4

i

活化下调@'1]! 表达从而减少炎性细胞浸润和各

种炎症因子的生成$保护肾小管上皮细胞$减轻肾小

'::!'
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管间质损害% 这可能是黄芪在PR9肾病肾间质损害

中的肾保护机制之一% 但黄芪在疾病过程中何时开

始发挥作用以及疾病不同阶段的可能主要作用环节

仍有待探讨% 有研究表明!!$"黄芪当归合剂在病变

早期通过减少炎症细胞反应和 CDK]

/

! 表达分泌$

随后可减少肾脏固有细胞转化$防治梗阻性肾病大

鼠间质纤维化% CDK]

/

! 是公认的最重要致纤维化

因子$浸润巨噬细胞是 CDK]

/

! 的主要来源!!="

% 黄

芪可通过抑制 8K]

4

i活化下调 @'1]! 表达减少炎

性细胞浸润早期防治肾间质损害% 肾间质损害是长

期连续的过程$其发生发展涉及多种细胞和细胞因

子*生物活性物质$其发病机制错综复杂$黄芪是否

还有其他机制及更早期的作用还有待进一步研究%
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