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肾组织炎症细胞浸润与其类肝素酶高表达相关

余荣杰，赵洪雯，李* 敛，干* 磊，刘* 宏，吴雄飞* * （第三军医大学西南医院肾科，重庆 %""")’）

* * 摘* 要：目的* 观察进展期慢性肾炎患者外周血淋巴细胞及肾组织类肝素酶（+,-./.0.1,，2-.）基因表达情况，并初
步探讨 2-.与肾组织炎细胞浸润的相关性。方法* 进展期慢性肾炎患者 )" 例及肾移植健康供者 !" 例，采用 34#563方
法检测外周血淋巴细胞类肝素酶 7389表达，肾组织石蜡切片 2-.免疫组化染色检测肾组织 2-.的表达，并计数比较肾
组织中炎细胞浸润程度。结果* 慢性肾炎患者外周血淋巴细胞 2-. 7389含量明显高于正常人（! : "; "$）；免疫组化显
示，慢性肾炎患者肾小球及纤维化小管间质中浸润炎细胞也存在 2-.表达，而正常供肾仅见肾小球内 2-.极低表达（! :
"; "$），2-.表达随肾组织炎细胞浸润程度加重而递增。结论* 慢性肾炎患者外周血淋巴细胞存在 2-.高表达，肾组织炎
细胞浸润与 2-.的高表达存在一定相关性。
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* * 肾小管间质进行性纤维化是各种慢性肾病（U+/@#
0CU ZCP0,Q PC1,.1,，6O[）共同的病理表现。其始动因
素无论为免疫性或非免疫性，常首先表现为炎症细胞

浸润。病理状态下肾组织炎细胞浸润是肾间质进行性

纤维化的重要环节。炎细胞趋向炎症反应区必须首先

穿越由细胞外基质（ ,YM/.U,SSNS./ 7.M/CY，\6T）和基底
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膜组成的屏障。近年发现糖氨聚糖作为细胞外基质和

基底膜的另一主要成分，其降解是细胞侵袭所必须

的［!］。类肝素酶（+,-./.0.1,，2-.）正是一种裂解糖氨
聚糖中硫酸乙酰肝素侧链的内切糖苷酶，在细胞侵袭

中起着极其重要的作用。本实验拟观察慢性肾炎患者

外周血淋巴细胞 2-. 基因表达，并初步探讨 2-. 与肾
组织炎细胞浸润的相关性。

9: 资料与方法

!; !* 病例资料
* * 我院 &""$ 年 % _ = 月收治的临床诊断为进展期慢性肾小
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球肾炎住院患者 !" 例及肾移植健康供者 #" 例。肾炎组男性
#" 例，女性 $" 例，年龄 #% & ’(（!() %( * $) #+）岁；血肌酐
（#,%- "" * #!- .$）!/01 2 3。健康供者男性 . 例，女性 # 例，年龄
$" & +$（$(- ++ * $- !,）岁，血肌酐（’#) +’ * !) (,）!/01 2 3。所有
病例及肾移植健康供者抽取外周血 , /1，供分离外周血淋巴细
胞。肾炎患者经皮肾穿刺活检获取肾组织，肾移植健康供者肾

组织于取肾后直接穿刺获取肾组织。

#) $4 方法
#) $) #4 567011法分离外周血淋巴细胞4 4 采血 + /1，枸橼酸抗
凝，人淋巴细胞分离液（天津 89:公司）分离外周血淋巴细胞。
#) $) $ 4 外周血淋巴细胞 ;<= />?@ 表达 4 4 8A6<BAC（>07DC
:6=EF0GH67G I0A<0A=H60F）>?@提取液提取淋巴细胞总 >?@。紫
外分光光度计（:BJ’+"，美国 9C7K/=F 公司）测定其纯度和含
量，取 >?@样本 $ !E采用逆转录J聚合酶链反应（>8JLI>）检测
;<= />?@的表达。;<=（MCF9=FK ?NO""’’’,）引物（上海生工
合成）序列为：正义 ,PJI8I@8@MI@@II@M@MM@@MJ!P；反义 ,PJ
@I@I@@88I@IIII8M8@@MJ!P，产物 +"$ Q<。管家基因（M@LJ
:;）的扩增产物为 +,$ Q<（上海英骏生物技术有限公司合成）。
4 4 扩增产物检测：LI>扩增完毕后，每个反应体系取 , !1，于
#$ E 2 3的琼脂糖凝胶中电泳，在凝胶成像系统（美国 960J>=R
公司）中分析电泳带的灰度值，用 ;<= 和 M@L:; 吸光度积分
比值表示 ;<= />?@表达的相对水平。
#) $) !4 肾组织病理学观察及 ;<=免疫组化4 4 肾活检肾组织
标本经升汞J苦味酸混合固定液固定，石蜡包埋，切片厚+ !/，
分别进行 ;S、L@T、L@TN常规染色，光镜观察肾组织病理变化
及炎细胞浸润，根据小管间质炎细胞浸润情况分为轻度、中度、

重度 ! 组。轻度：炎细胞散在浸润；中度：炎细胞散在浸润 U轻
度巢状浸润；重度：炎细胞弥漫 U巢状浸润。采用 T@9I 法，以
L9T替代一抗作阴性对照染色，检测肾组织 ;<= 的表达，结果
采用 INV@T医学图像分析系统进行半定量分析。
#) !4 统计学分析
4 4 数据以 !! * "表示，两组间比较采用 #检验。

!" 结果

$) #4 肾组织病理
4 4 #" 例健康供者肾组织未见异常，肾小球及肾小管间质未见
明显炎细胞浸润。!" 例临床诊断为慢性肾炎的病例中，除 $,
例原发性肾小球肾炎外，还分别发现有 ! 例狼疮性肾炎及 $ 例
慢性小管间质性肾炎，其肾脏病理诊断详见表 #。所有病例肾
小球及小管间质均见不同程度炎细胞浸润，尤其是小管间质。

肾组织炎细胞浸润程度轻、中、重度 ! 个亚组，分别有 #"、#’ 例
及 + 例。肾组织慢性纤维化改变越重，肾组织炎症细胞浸润程
度也越重。见图 #。
$) $4 外周血淋巴细胞 ;<= />?@表达
4 4 慢性肾炎组患者外周血淋巴细胞 ;<= />?@ 表达明显高
于正常对照组，具有显著性差异［（ ") ’"% % * ") "$’ .）、
（") !’$ , * ") "$, %），$ W ") "#］；肾炎组 ! 个亚组与对照组比
较均存在显著性差异（$ W ") ",）；! 亚组组间比较，外周血淋巴
细胞 ;<= />?@表达有随炎细胞浸润程度加重而递增的趋势，
中、重度浸润组对比轻度浸润组均存在显著性差异（$ W ") ",），
而中、重度组间相差不显著（$ X ") ",）。见表 $、图 $。

表 #" 病理诊断及肾组织炎细胞浸润程度（例）

炎细胞浸润程度
病理诊断4 4 4 4 4 合计

轻度 中度 重度

系膜增生性肾炎 # $ !
膜增生性肾炎 # # $
膜性肾病（N?） $ $ +
VE@肾病（ VE@?）
4 4 VE@?J" $ # !
4 4 VE@?J# $ $ +
4 4 VE@?J$ # $ # +
4 4 VE@?J% # # $
局灶节段硬化性肾炎（5TMT） # # $
硬化性肾炎 # #
狼疮性肾炎 $ # !
慢性小管间质性肾炎 $ $
合计 #" #’ + !"

图 #" 慢性肾炎患者肾组织中炎细胞重度浸润，弥漫分布"（;S Y#""）

表 !" 不同程度浸润组外周血淋巴细胞 $%& ’()* 相对含量

组别 例数 ;<= />?@（; 2 M，!! * "）
正常对照组 #" ") !’$ , * ") "$, %
肾炎组4 轻度浸润 #" ") +,! . * ") "$# !=

4 4 4 4 中度浸润 #’ ") ’’+ % * ") "$’ ’Q7

4 4 4 4 重度浸润 + ") (($ # * ") "+, +QR

=：$ W ") ",，Q：$ W ") "#，与正常对照组比较；7：$ W ") ",，
R：$ W ") "#，与肾炎组轻度浸润比较

! " # $ %

# &&& ’(!

" &&& ’(!
)*& ’(!
*&& ’(!

#*& ’(!
"&& ’(!

"+,-./（%*# ’(）"/(0（%&# ’(）

N：:?@标准（:3 $"""）；#、$：正常组；!、+：肾炎组
图 !" $%& ’()* (+,-.(扩增产物琼脂糖凝胶电泳图

$) !4 肾组织 ;<=免疫组化
4 4 健康供者肾组织 ;<=免疫组化显示小管间质微量表达，而
慢性肾病组肾小球、肾小管间质炎细胞浸润部位见不同程度

;<=表达，炎症细胞浸润明显部位 ;<= 表达增强。图像分析表
明，肾炎组肾组织 ;<= 表达明显高于正常对照组（$ W ") "#）；
而肾炎组 ! 个亚组间比较，中度及重度浸润组 ;<=表达明显高
于轻度浸润组（$ W ") "#）。见表 !。
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表 !" 肾组织 #$%表达情况（&’(，"! ) "）

组别 例数 $%&
正常对照组 ’( (# ()(* + (# ((,)
肾炎组" 轻度浸润 ’( (# (-(. + (# ((),&

" " " " 中度浸润 ’/ (# (0,’ + (# (()’12

" " " " 重度浸润 0 (# (.** + (# ((!’13

& ：! 4 (# (!，1：! 4 (# (’，与正常对照组比较；2：! 4 (# (!，
3：! 4 (5 (’，与肾炎组轻度浸润比较

!" 讨论

" " 类肝素酶（67%&8&9&:7，$%&）是一种裂解细胞外基
质及基底膜中糖氨聚糖硫酸乙酰肝素（ 67%&8&9 :;<=
>&?7，$@）侧链的内切糖苷酶，在侵袭性细胞穿越血管
壁，实现浸润、扩散、转移过程中的关键作用越来越受

到广泛关注。而在各种慢性肾病发展过程中，常伴有

肾小管间质大量炎症细胞浸润，介导小管间质炎症性

损伤，并最终导致间质纤维化［)］。所以炎细胞浸润在

介导肾小管间质炎症和纤维化的发生中具有重要作

用。炎细胞的浸润机制除公认的各种趋化因子作用

外，是否还涉及 $%&的异常表达？本实验观察了临床
肾活检标本中肾组织炎细胞浸润情况，结果显示 -( 例
慢性肾炎肾组织标本中，肾小球及小管间质均见不同

程度炎细胞浸润，尤其是小管间质。而且肾组织慢性

化改变越重，肾组织炎症细胞浸润程度也重。关于炎

细胞肾组织浸润与病理类型和 ABC 原发病的相关性
有待系统研究。关于嘌呤霉素肾病中炎症细胞浸润的

特点，研究表明［-］注射嘌呤霉素后第 - 周肾间质开始
出现炎症细胞浸润，AC0 阳性、DAE阳性、FAGH=’ 阳性
细胞增多。姜傥等［0］对 .)’ 例肾活检资料进行了系统
回顾性分析报道，在原发和 I或继发性肾小球肾炎中，
常发生肾小管炎，其中以新月体性肾炎、狼疮性肾炎、

毛细血管内增生性肾炎、FJG 肾病、膜增生性肾炎、增
生硬化性肾炎等病变时较多见，浸润的细胞多为淋巴

及单核巨噬细胞，且肾间质炎性细胞浸润与纤维化程

度密切相关。

" " 本实验对外周血及肾组织 $%& 检测结果显示，在
正常人外周血淋巴细胞 $%& 有一定表达，这与文献
［!］报道一致。而在进展期慢性肾炎患者，其外周血
淋巴细胞 $%& 基因表达明显增加。在正常肾组织中
除远端小管及集合管可见 $%& 一定程度表达外，间质
未见明显表达。而慢性肾炎小管间质炎细胞浸润区域

$%&表达显著增加，而且炎细胞浸润程度重者，其外周
血白细胞及肾组织 $%& 表达明显增强。所以本实验
结果提示在慢性肾炎中肾组织炎细胞迁徙、浸润的生

物学行为可能涉及 $%&的高表达。
" " 炎症的特征性改变是白细胞通过血管壁持续渗出
以及它们随后在炎症局部聚集，硫酸乙酰肝素糖蛋白

（67%&8&9 :;<>&?7 %8K?7KJ<L2&9，$@MN）主要存在于内皮

下基底膜和细胞外基质中，支撑着血管内皮，稳定毛细

血管壁结构，$%&能水解 $@MN中 $@。因此它在免疫
细胞穿出血管壁并持续渗出到达炎症反应区的过程中

起着重要作用［/］。研究表明正常人白细胞中 $%& OE=
PG表达量低，而炎症发生时外周血白细胞，特别是炎
症周围血管内白细胞中 $%& OEPG 表达明显升高［!］。
Q&3&L等［.］发现在炎症和免疫反应中，记忆 D 细胞和
AC0 R D 淋巴细胞在接受刺激后，可立即释放 $%&，裂
解 $@MN，突破血管壁基底膜屏障和内皮的完整性，有
利于循环中的免疫活性细胞外渗，到达炎症反应区。

同时 $@MN 释放其结合蛋白如 1SNS 等，促进成纤维
细胞增生。进一步的研究提示 $%& 还具有粘附因子
功能，辅助 D 淋巴细胞与血管内皮细胞、细胞外基质
的粘附，从而最终导致免疫细胞移行到炎症区域。研

究结果显示对神经抗原敏感的活化 D 细胞株诱导中
枢神经系统炎症的能力与 $%& 活性表达密切相关。
而且炎症发生前多种细胞因子常常剧烈地促进神经巨

噬细胞和淋巴细胞中 $%& 表达［,］。另外，肝素和肝素
衍生物以及几种有效的 $%& 抑制剂硫酸多糖被证实
有抗炎活性［/，,］，反证了 $%& 可能参与炎症时免疫细
胞侵袭外渗的过程。

" " 综上所述，慢性肾病中存在肾组织炎症细胞浸润
导致小管间质炎症性损伤，而炎细胞向炎性部位迁徙

聚集可能与 $%&的高表达具有相关性。提示降低 $%&
表达，减轻肾组织炎细胞过度浸润，可能具有潜在的抗

炎症性损伤的治疗作用，从而延缓肾纤维化。
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