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IgA肾病中肾小球系膜细胞表型转化及肾络宁的防治作用

黄文政+ 王惠君。 朱小棣’ 刘育军”

(基金项目：国家自然科学基金项目，No．30472129
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摘要 目的：探讨IgA肾病大鼠肾小球系膜细胞的表型转化及中药复方肾络宁的作用。方法：SD大鼠随机分为正常组、模型

组、肾络宁组、肾炎康复片组；采用牛血清白蛋白和葡萄球茵肠毒素B复合感染的方法建立大鼠IgA肾病模型；常规检测尿红

细胞、尿蛋白、血肌酐，光镜、电镜、荧光免疫观察肾组织病理；免疫组织化学染色和计算机图象分析系统观察大鼠肾小球系膜细

胞a一平滑肌肌动蛋白(o【一SMA)、纤维连接蛋白(FN)、细胞间黏附分子(ICAM一1)的表达情况。结果：模型组肾小球系膜区a—

SMA、FN、ICAM一1明显阳性表达(尸<o．01)，系膜区重度IgA沉积，系膜细胞中度增生，基质增多，毛细血管狭窄，血尿及蛋白

尿、血肌酐明显增高；肾络宁及肾炎康复片组a—SMA、FN、ICAM一1表达明显减低(尸<o．01)，IgA轻度沉积，系膜细胞及基质轻

度增多，血尿、蛋白尿及血肌酐明显减低。结论：IgA肾病大鼠肾小球系膜细胞发生表型转化，中药复方肾络宁可明显抑制IgA

肾病大鼠肾小球系膜细胞的表型转化，改善临床及病理变化，肾络宁是防治IgA肾病的有效方药。
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Abstract Objectives：To investigate transformation of mesangial cell in rats with IgA nephropathy and effect of Chinese mate—

ria medica prescription—Shenluoning．Methods：SD rats were divided into normaI group，modeI group，Shenluoning group，and

Shenyan Kangfu tablet group；The model of IgA nephropathy of rats were established by co—infection of bovine serum albumins

(BSA)and staphyloentero—toxin B(SEB)；RBC，BUN，Cr were examined，path0109y of nephridial tissue were investigated by

optical and electron microscopy and fluorescent immunoassay；Expression of Mesangial Cell—a，a—SMA，FN，ICAM一1 were ob—

served by Immunohistochemistry and computer image analysis．Results：Expression of Mesangial Cell—a，口一SMA，FN，ICAM—l of

model group were positive(P<：O．01)，and in this group，IgA heavily deposit in mesangial region，intercapillary cells moderately

proliferated，matrix increased，and blood capillary stenosis could be seen，RBC，BUN，and content of Cr in blood obviously in—

creased；In Shenluoning group and Shenyan Kangfu tablet group，expression of Mesangial Cell—a，a—SMA，FN，ICAM一1 signifi—

cantly decreased(P<O．01)，deposit of IgA and pr01iferation of matrix slightly increased，RBC，BUN，content of Cr in blood ob—

viously decreased．Conchlsions：Phenotypic transformation of Mesangial cell occur in rats with IgA Nephropathy．Chinese mate—

ria medica prescription—Shenluoning can repress the transformation，improve clinical and path0109ical change，Shenluoning is ef—

fective in treating IgA Nephropathy．
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我们应用自行研制的中药复方肾络宁治疗IgA

肾病取得良好临床疗效，在此基础上制作了大鼠IgA

肾病模型，观察该方对肾小球系膜细胞表型转化及细

胞增殖、细胞外基质增多的影响。兹报告如下。

1材料和方法

1．1实验用药：牛血清蛋白(BSA)由中国医学科学院

血液病研究所提供，批号：1999．08。葡萄球菌肠毒素

(SEB)由解放军军事医学科学院微生物流行病研究所

提供，批号：1996．08。完全弗氏佐剂及不完全弗氏佐剂

由中国科技开发院天象人生物工程有限公司提供。

肾络宁由柴胡、黄芪、女贞子、白花蛇舌草、山楂等

组成，药物购白天津中医药大学第一附属医院中药房，

按比例称取后加水浓煎至39／ml。肾炎康复片由天津

同仁堂制药厂提供，批号：(94)卫药准字Z一53号。

1．2模型的制作：选用健康SD大鼠40只，雌雄各

半，体重(100±20)g(由解放军军事医学科学院四所提

供)。经普通饲料适应性饲养1周后，尿红细胞、蛋白检

测阴性。将大鼠随机分为正常组、模型组、肾络宁组、肾
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炎康复片组，每组10只，模型组与肾络宁组及肾炎康

复片组自实验第1天起隔日灌服BSAloomg／kg，

o．1％稀盐酸配制。第6周尾静脉注射BASlomg／kg，

以生理盐水稀释，每日1次，连续3次。第8周尾静脉

注射SEBo．4mg／kg，生理盐水稀释，每周1次，连续3

次，同时腹腔注射弗氏佐剂o．2m1。肾络宁组及肾炎康

复片组，自实验的第1天起灌服以成人剂量1kg体重

15倍剂量的浓缩药液，正常组以等量生理盐水灌胃。

实验共进行16周。

1．3常规生化指标检测：(1)尿红细胞艾迪氏计数：用

代谢笼收集12h尿液，用量筒称量后取其中一部分离

心，每分钟1800转离心15min，弃上清液将尿沉渣滴

于计数盘内，低倍镜下计数红细胞。(2)24h尿蛋白测

定：比色法，使用半自动生化分析仪(VITALAB MI—

CRO，荷兰)检测，试剂盒由中国科技开发院天象人生

物工程有限公司提供，批号：0102150。(3)血肌酐测定：

苦味酸法，使用半自动生化分析仪检测(荷兰)，试剂盒

由天象人生物工程有限公司提供。

1．4 肾脏组织学检查：(1)光镜：肾脏标本用10％福

尔马林固定，石蜡包埋切片(3弘m)，分别作HE、PAS、

Massion染色，观察组织形态学变化。(2)电镜：新鲜标

本用6％冷戊二醛固定，1％锇酸后固定，乙醇逐级脱

水，Epon812树脂包埋，定位后制成600埃米厚的超薄

切片，醋酸铀及柠檬酸铅双染色，P1ipisEN400—ST电

镜下观察肾脏超微结构的变化及有无电子致密物。

(3)荧光免疫：检测抗体IgA，用组织包埋后，液氮速

冻，由Leica2800型冰冻切片机制成4弘m厚的冰冻切

片，贴于涂有多聚赖氨酸的载玻片上，室温下晾干，

o．1MPBS缓冲液洗涤3min×2次，滴加异硫氰酸荧

光标记的羊抗鼠IgA抗体(上海康成生物工程公司提

供)。室温放置1h，PBS洗涤5min×3次，晾干后甘油

封片，在Nikon荧光显微镜下观察IgA沉积情况，以

亮绿色为阳性染色。

1．5 a一平滑肌肌动蛋白(a—SMA)、纤维连接蛋白

(FN)、细胞间黏附分子(ICAM一1)免疫组织化学的检

测：肾组织10％福尔马林固定，常规脱水，石蜡包埋，

切片厚度3～4弘m。采用SABC法：切片脱蜡至水；蒸

馏水新鲜配制o．3％H。O。，室温灭活内源性过氧化物

酶，TBS洗5min×3次；抗原热修复：将切片浸入

O．1M PH6．o的枸橼酸盐缓冲液中，92℃加温保湿

20min；滴加TBS稀释的羊抗大鼠a—SMA、FN、I—

CAM一1单克隆抗体(博士德生物有限公司)，过夜。

TBS洗5min×3次；滴加稀释的小鼠抗羊二抗，室温

下静置30min，TBS洗5min×3次；滴加稀释的SABC

复合物，室温下静置30min，TBS洗5min×3次；滴加

DAB—H。O：显色液显色，苏木素轻度复染，封片。镜下

观察拍照，阳性物呈棕黄色。

1．6计算机图象分析：采用HPIAS一1000病理图象分

析系统，测量每个肾小球中着色的系膜基质面积，及整

个肾小球的面积，以二者的比值表示每种成分在肾小

球系膜基质中相对含量，每个标本取10个肾小球，每

组分析6个标本。

1．7统计学处理：采用SPSSl0．O统计软件，对实验

数据进行多组间单因素方差分析。

2 结果

2．1 尿红细胞艾迪氏计数、24h尿蛋白定量、血肌酐

测定：见表1，结果提示，肾络宁组及肾炎康复片组大

鼠血尿、蛋白尿程度较模型组显著降低(P<o．01)。肾

络宁组大鼠血尿、蛋白尿程度显著低于肾炎康复片组

大鼠相应数值(P<O．01)。

2．2 肾脏组织学检查结果：(1)光镜：模型病变主要表

现为弥漫的系膜组织增生，系膜区增宽，系膜细胞中度

增生，系膜基质增多，毛细血管腔狭窄，个别出现结构

破坏，血管消失。肾络宁组系膜细胞轻度增生，基质轻

度增多，管腔无挤压现象。肾炎康复片组血管腔有轻度

挤压现象。(2)电镜：模型组可见肾小球系膜细胞增生，

基质增多，系膜区可见电子致密物沉积，上皮细胞可见

节段性足突融合或绒毛变性。肾络宁组未见明显系膜

增生及系膜基质增多现象，上皮细胞足突轻度融合。肾

炎康复片组可见系膜区系膜细胞轻度增生。(3)免疫荧

光：正常组肾小球系膜区无IgA沉积，模型组出现弥

漫系膜区IgA沉积，呈散在颗粒状，个别呈团块状。肾

炎康复片组IgA轻度沉积，肾络宁组IgA轻微沉积。

以上结果显示：肾络宁及肾炎康复片均能减轻

IgA肾病大鼠的肾脏组织病理损害，在抑制IgA沉积、

系膜细胞增生、基质增多和维护微血管结构完整等方

面肾络宁组优于肾炎康复片组。

2．3 0【一SMA、FN、ICAM一1免疫组化结果：显示a—

SMA在肾小球系膜区及毛细血管内皮细胞上有表达，

在肾间质也有表达，模型组较正常组明显增强(P<

o．01)，肾络宁组和肾炎康复片组与模型组比较表达量

明显下降，有显著性差异(P<o．01)，见表2。FN主要

分布于包曼氏囊及肾小球系膜基质，在基底膜上着色

浅淡；模型组FN表达较正常组显著增强(P<o．01)，

肾络宁组和肾炎康复片组FN表达与模型组比较明显

减少，有显著性差异(P<O．01)，见表2。ICAM一1主要

分布于系膜基质和肾小管的血管内皮细胞与部分肾小

囊的上皮细胞及小管问质部位，正常组有ICAM一1的
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表1各组尿红细胞、尿蛋白、血肌酐}E较(至土s)

#与正常组比较P<o．01，*与模型组比较P<o．01，▲肾络宁与肾炎康复片组比较P<o．01。

表2 a—SMA、FN、ICAM一1相对含量比较(％，i土s)

模型组与正常组比较，#P<o．01，肾络宁组和肾炎康复片组与模型组比较，*P<o．01，肾络宁组与肾炎康复片组比较，▲P<o．01。

基础表达，模型组的表达与之相比明显增强(P<

o．01)，肾络宁组和肾炎康复片组与模型组比较表达明

显减少，有显著性差异(P<O．01)，见表2。以上结果看

出肾络宁与肾炎康复片均能明显抑制a—SMA、FN、I—

CAM一1的表达，在抑制a—SMA表达方面’肾络宁组优

于肾炎康复片组。

3讨论

IgA肾病的发生多与呼吸和消化道黏膜免疫有

关，其免疫反应主要是覆盖于黏膜表面以IgA为主的

免疫球蛋白‘川。本实验参照Emancipator[2]和刘志红[3]

的造模方法，以BSA和SEB复合感染的途径制作

IgA肾病模型，该模型具有以下3个特点：①镜下血尿

及蛋白尿；②肾小球系膜区IgA为主伴IgG免疫病理

沉积；③肾脏组织病理改变，包括系膜细胞增生，系膜

基质增加，不同程度的血管袢及肾小管间质损伤。因

此，不论从造模手段、造模后的症状及病理结果都比较

接近人类IgA肾病的临床实际。

组织胚胎学研究证实，肾小球系膜细胞与血管平

滑肌细胞具有同源性。在胚胎及幼体肾小球发育过程

中，系膜细胞增殖活跃，合成大量细胞外基质(ECM)，

细胞内表达a—SMA，此时为增殖／分泌型细胞；随着机

体逐渐发育成熟，系膜细胞更替速度减慢，细胞内无或

有极少量的a—SMA表达，被称为静止型细胞。但在病

理情况下，系膜细胞受到外界因素的强烈刺激，可从静

止型细胞转化为增殖／分泌型细胞，重新表达a—SMA，

被称为表型转化，并伴随系膜细胞增殖和细胞外基质

增多，而逐渐发展为肾小球硬化[4]。已有研究证明IgA

肾病，非IgA系膜增殖性肾小球肾炎等增殖性肾小球

疾病存在系膜细胞的表型转化，且a—SMA的表达强

度与其疾病的预后明显相关[5]。而对系膜增生性肾炎

的研究结果还显示，系膜细胞增殖、细胞外基质的积聚

及细胞内a—SMA的表达三者呈正相关[6]。

本研究表明，正常大鼠肾小球系膜细胞可见少量

的a—SMA表达，而IgA肾病大鼠a—SMA在肾小球系

膜区及毛细血管内皮细胞较正常大鼠表达明显增强，

在肾间质也有表达。同时肾小球系膜细胞明显增生，细

胞外基质以FN明显增多，并伴有ICAM一1的高表达。

这表明IgA肾病大鼠的肾小球系膜细胞已由静止型

细胞向增殖／分泌型细胞转化，同时还与系膜细胞增

殖、细胞外基质增多同步出现，呈正相关性，这与国内

外报道相一致。需要指出的是，从大鼠IgA肾病的增

殖性肾小球疾病发展到肾小球硬化，需要很长时间，因

此出现系膜细胞增殖的同时，细胞外基质增多最先出

现的是FN，随着病程的进展，可逐渐出现I型、Ⅲ型

及Ⅳ型胶原的表达。本实验只进行了16周，故在系膜

区增宽的同时仅出现了FN的高表达。FN是细胞外基

质成分中的多功能糖蛋白，同时也是一种重要的调理

介素，具有与ECM各类成分相结合的特点，它的早期

表达为其他细胞外基质的沉积提供支架结构，从而促

进ECM其他成分的沉积。而ICAM一1的高表达则提

示ICAM一1参与介导了炎症细胞与肾小球系膜细胞

的黏附，刺激系膜细胞增生和分泌细胞外基质，从而使

0【一SMA和FN表达增加。

肾络宁是根据中医对IgA肾病的理论认识和临

床经验，结合现代药理研究结果所组成的一个中药方

剂。根据IgA肾病的临床表现，属中医水肿、血尿、腰

痛等范畴，其病理机制主要为脾肾气阴两虚、湿热内

蕴、瘀血阻络，而少阳三焦气化不利则是其中重要一

环。因此治疗大法以疏利少阳、益气养阴、清热利湿、活

血化瘀为主，多法并用，综合调理。肾络宁方由柴胡、黄

芪、女贞子、白花蛇舌草、山楂等组成。其中柴胡疏利少

阳、清解郁热、畅达三焦、枢转气机；生黄芪补肺脾之
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气，女贞子益肝肾之阴，二者相伍，使补气不过于温燥，

滋阴不至于呆腻；白花蛇舌草清热解毒利湿；山楂入血

分而活血散瘀。现代药理研究证明柴胡中柴胡皂苷可

直接刺激肾上腺皮质，使内源性糖皮质激素分泌增加

并提高糖皮质激素的亲和力；抑制肾小球内IgA阳性

细胞和T细胞浸润，从而产生抗炎、抗凝、调节代谢、

调节免疫等作用[7]。因而柴胡对IgA肾病具有较好的

疗效[8]。黄芪具有利尿，促进蛋白质合成，增加血浆蛋

白，抑制高胆固醇血症，双向调节细胞内环核苷酸及机

体免疫功能，减轻肾组织损伤等作用[9]。女贞子多糖可

清除自由基，抑制脂质过氧化，调节机体免疫功能[1 0|。

白花蛇舌草能够激活T细胞，提高淋巴细胞的转化

率，并能刺激网状内皮细胞显著增生，增强吞噬细胞功

能，提高机体免疫力，有效地抑制免疫反应的产生，并

有增强肾上腺皮质功能作用，此与抑制炎症反应和特

异反应有关[11]。山楂具有明显的抗氧化及降低血脂，

改善血液流变学的作用，有助于免疫复合物的清除和

肾组织病变的修复[1引。本实验应用肾络宁对IgA肾病

大鼠治疗16周，观察到肾络宁可以非常显著地降低

IgA肾病大鼠血尿、蛋白尿、血尿素氮和肌酐水平。肾

络宁组a—SMA表达与模型组比较显著下降，系膜区

无明显增生，上皮细胞足突无明显异常，细胞外基质

FN的增生较模型组明显降低，ICAM一1的表达也明显

降低。以上结果表明肾络宁可抑制IgA肾病大鼠肾小

球系膜细胞的表型转化，抑制系膜细胞的增殖和细胞

外基质的增多。

肾络宁与肾炎康复片均以益气养阴、清热利湿、活

血化瘀立法，所不同的是肾络宁的组方贯穿了“疏利少

阳三焦”以恢复三焦网络调节机能这一主导思想，在此

也显示出这一思路的优势所在。

总之，本研究的结果表明，IgA肾病大鼠肾小球系

膜细胞存在显著的表型转化，且与系膜细胞增殖、细胞

外基质增多明显相关。中药肾络宁治疗后可显著降低

IgA肾病血尿、蛋白尿、血肌酐水平，明显抑制肾小球

系膜细胞的表型转化，减少系膜细胞增殖和细胞外基

质增多，从而减轻肾小球炎症反应，保护肾功能，延缓

肾小球硬化及肾衰竭的进程。
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