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慢性肾病患者肾小管上皮细胞内质网应激与细胞凋亡的关系

吴小玮，何娅妮，丁涵露，王惠明，李开龙，杨聚荣，詹( 俊，张建国( ( （第三军医大学大坪医院野战外科研究所肾内科，
重庆 %"""%&）

( ( 摘( 要：目的( 探讨慢性肾病（)*+,-.) /.0-12 0.31431，567）患者蛋白尿诱导肾小管上皮细胞内质网应激与细胞凋亡
的关系。方法( 应用免疫组织化学技术检测 567患者肾小管上皮细胞中内质网应激标志蛋白氧调节蛋白 !$"（)1883#,92#
:1-#+1:;84<10 =+,<1.-!$"，>?@!$"）和糖调节蛋白 A’（ :8;),31#+1:;84<10 =+,<1.- A’，B?@A’）的表达；CDEFG 法检测细胞凋
亡。对各指标与 567患者 &% *尿蛋白量进行相关性分析。结果( 567患者肾小管上皮细胞细胞质中 >?@!$"、B?@A’ 的
表达较正常对照组显著增强（! H "I "!），且轻、中、重度蛋白尿 J 组各组间亦均有显著性差异（! H "I "!），并与尿蛋白水平
呈正相关（ " K "I LM$，" K "I AL，! H "I "!）；各组小管上皮细胞凋亡系数（4=,=<,3.3 .-019，NO）均亦有显著性差异（! H "I "!），
并与尿蛋白水平呈正相关性（ " K "I ’J$，! H "I "!）。结论( 567患者肾小管上皮细胞有内质网应激与凋亡的发生，并且其
强度与蛋白尿水平呈正相关关系。内质网应激可能是大量蛋白尿引起小管上皮细胞凋亡的重要环节。
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第 !! 期" 吴小玮，等#慢性肾病患者肾小管上皮细胞内质网应激与细胞凋亡的关系"

" " 慢性肾病（$%&’()$ *)+(,- +).,/.,，012）已经成为
一个威胁全世界公共健康的主要疾病，是世界范围内

的公共卫生问题。蛋白尿作为独立的危险因素参与

012肾小管间质损害的病理过程［!］，但其机制尚未完
全阐明。有研究表明，肾病状态下大量蛋白尿可以诱

导近端肾小管上皮细胞凋亡，后者与 012肾小管萎缩
有直接关系［3］。最近有研究报道，大量白蛋白可以作

为应激源诱导小鼠近端肾小管上皮细胞内质网应激并

致细胞凋亡［4］，但是关于 012患者蛋白尿对肾小管上
皮细胞是否具有相同作用，目前尚少见相关报道。因

此，本研究通过观察 012患者肾穿刺组织中小管上皮
细胞内质网应激标志蛋白氧调节蛋白 !56（’7-8,(9&,89
:;/<,+ =&’<,)(!56，>?@!56）、糖调节蛋白 AB（ 8;:$’.,9
&,8:;/<,+ =&’<,)( AB，C?@AB）的表达及细胞凋亡情况，
并结合临床生化检查结果，分析它们与 012患者 3D %
尿蛋白水平的关系，以期初步探讨 012患者蛋白尿水
平与肾小管上皮细胞内质网应激和凋亡的关系。

!" 对象与方法

!# !" 材料
!# !# !" 对象" " 根据 !EEE年美国肾脏病基金会（F/<)’(/; 1)+9
(,- G’:(+/<)’(，F1G）公布的新的 012 定义，选取本院住院患
者经临床和肾活检确诊为 012 的病例 3! 例，年龄为 33 H 54
（4B I E# B）岁，平均按照患者 3D % 尿蛋白定量水平将病例分
为：轻度蛋白尿组（ J !# 5 8 K 3D %，A 例，其中 L8M肾病 D 例，系膜
增生性肾小球肾炎 4 例）、中度蛋白尿组（!# 5 H 4# 5 8 K 3D %，A
例，其中 L8M 肾病 D 例，系膜增生性肾小球肾炎 4 例）、重度蛋
白尿组（ N 4# 5 8 K 3D %，A 例，其中 L8M 肾病 4 例，系膜增生性肾
小球肾炎 D 例）。A 例正常组肾组织均取自肾肿瘤患者切除肾
脏的远离肿瘤部分并经病理检查为正常者。

!# !# 3" 主要试剂和仪器" " 小鼠抗人 >?@!56 抗体购自日本
LOP公司，山羊抗人 C?@AB 抗体购自美国 Q/(</ 0&:R 公司。二
步法抗兔 K鼠通用型免疫组化检测试剂盒购自美国 2M1> 公
司，L( Q)<: 0,;; 2,/<% 2,<,$<)’( 1)<购自德国 ?’$%,公司，封闭用
正常兔血清工作液、生物素标记兔抗山羊 L8C、辣根过氧化物酶
标记链霉卵白素复合物、显色试剂盒均购自北京中杉金桥生物

技术公司。PSL0M 2T!666 倒置显微镜购自 P,)$/公司。
!# 3" 方法
!# 3# !" 内质网应激标志蛋白 >?@!56、C?@AB 表达检测" " 肾

组织经常规石蜡包埋，切取 3 !U 石蜡切片进行免疫组化染
色。>?@!56 及 C?@AB 的表达情况分别采用二步法和 Q@法检
测，详细步骤按说明书进行，以 @OQ 代替一抗为阴性对照。
>?@!56 和 C?@AB 主要表达在细胞质，呈棕黄色颗粒。参考文
献［D］，判定方法分为 D 级：6 分，无染色细胞或单个表达的细
胞；! 分，弱表达，阳性率 !6V H 45V；3 分，中度表达，阳性率
45V HA6V；4 分，强表达，阳性率 N A6V，每张切片至少观察
!6 个视野，取其平均值。
!# 3# 3" 细胞凋亡检测" " 应用 WXFSP技术检测凋亡细胞，光
学显微镜下细胞核中有棕黄色颗粒者为凋亡细胞，每张切片随

机计算至少 5 个高倍视野中的凋亡细胞数，以凋亡细胞 K总细
胞表示凋亡指数（/=’=<’.). )(+,7，ML）。

!# 4" 统计学分析
" " 数据均以 !! I " 表示，采用统计软件 Q@QQ !3# 6，行单因素
方差分析和直线相关分析方法。

#" 结果

3# !" 012患者 >?@!56 和 C?@AB 的表达
" " 免疫组化结果显示，正常对照组 >?@!56 和 C?@AB 有基础
表达，012患者肾小管上皮细胞 >?@!56、C?@AB 表达明显增
加，内质网伴侣蛋白 >?@!56、C?@AB 是内质网应激反应的主要
标志分子，表明 012 患者肾小管上皮细胞发生了内质网应激
反应。>?@!56、C?@AB 免疫组化染色呈棕黄色，主要定位于肾
小管上皮细胞的细胞质，细胞核不着色，见图 !、3。随着蛋白尿
水平的增强各组间 >?@!56、C?@AB 的表达亦显著增加（# J
6Y 6!），见表 !。

3# 3" 012患者小管上皮细胞的凋亡
" " 与正常对照组比较，012 患者小管上皮细胞凋亡明显，
WXFSP染色后凋亡细胞核呈棕褐色，见图 4。012 患者 3D %
尿蛋白量与 ML呈正相关，各组间均有显著性差异（# J 6# 6!），
见表 !。

表 !" $%&患者蛋白尿水平与小管上皮细胞 ’()!*+、,()-.
及凋亡系数的关系（$ Z A，!! I " ）

组别 C?@AB >?@!56 ML（V）
正常对照组 6# 6A I 6# 3[ 6# !! I 6# 43 4# 65 I 4# 5B
轻度蛋白尿组 6# EA I 6# 5D/ !# ![ I 6# 54/ B# 4B I D# 3[/

中度蛋白尿组 3# 6E I 6# 5[/\ 3# !4 I 6# [!/\ ![# A I [# B6/\

重度蛋白尿组 3# D4 I 6# 56/\$ 3# D! I 6# [6/\$ D6# BE I E# !E/\$

/：# J 6# 6!，与正常对照组比较；\：# J 6# 6!，与轻度蛋白尿组比较；
$：# J 6# 6!，与中度蛋白尿组比较

!! !" !# !$
M：正常对照组；O：轻度蛋白尿组；0：中度蛋白尿组；2：重度蛋白尿组
图 !" 各组肾小管上皮细胞 ’()!*+ 的表达"（二步法 ] 366）

!!6!



!! !" !# !$
!：正常对照组；"：轻度蛋白尿组；#：中度蛋白尿组；$：重度蛋白尿组
图 !" 各组肾小管上皮细胞 #$%&’ 的表达"（%&’ ( )**）

!! !" !# !$
!：正常对照组；"：轻度蛋白尿组；#：中度蛋白尿组；$：重度蛋白尿组
图 (" )*+,-法检测各组小管上皮细胞凋亡"（ ( )**）

)+ ,- #.$患者 )/0尿蛋白量与 12’34*、52’67 表达
及小管上皮细胞凋亡的相关分析

- - 在各组小管上皮细胞 12’34*、52’67 表达与 #.$ 患者
)/ 0尿蛋白水平呈正相关（ ! 8 *+ 9:4，! 8 *+ 69，" ; *+ *3）；小管
上皮细胞凋亡亦与 )/ 0 尿蛋白水平呈正相关（ ! 8 *+ 7,4，" ;
*< *3）。

(" 讨论

- - 小管间质性损伤是终末期肾脏疾病的共同通路，
而目前认为，慢性蛋白尿在小管间质损伤中起了重要

作用［3，4］。正常情况下，肾小球滤过的少量小分子蛋

白质可被近端小管上皮细胞重吸收，在溶酶体内进行

分解。但是，当任何原因造成肾小球毛细血管网滤过

过多蛋白质时，暴露于过度蛋白质的近端肾小管上皮

细胞将启动一系列的有害反应，产生和分泌多种炎症

介质和细胞因子，包括内皮素&3（=>&3）、单核细胞趋向
性蛋白（?#’&3）及调节活化正常 >细胞表达和分泌的
因子（2!@>=%）等［9，6］。近来研究提示，除炎症反应
外，肾小管上皮细胞过度凋亡导致的细胞增殖与凋亡

之间的不平衡亦可能是肾小管萎缩和肾功能恶化的重

要机制之一。内质网应激可以激活多条途径诱导细胞

凋亡的发生，包括 A&BCD 氨基酸末端激酶（A&BCD @&EFG&
HIDJK LIDJMF，B@.）、AJMNJMF&3) 的活化和 ##!!> O增强
子结合蛋白同源蛋白（##!!> O FD0JDAFG&PIDQIDR NGSEFI&
0SHSKSRSCM NGSEFID，#T1’）的转录上调［7，:］。
- - 本研究提示，#.$ 患者小管上皮细胞 12’34* 和
52’67 表达显著增加，它们是进化上高保守的蛋白

质，与热休克蛋白 6* 有很高的同源性，可迅速与新生
的多肽以非共价键形式结合以促进蛋白质的正确折叠

和装配，并抑制错误折叠的蛋白质的聚集［3*］，常被作

为内质网应激的标志而被检测。研究表明，12’34*、
52’67 在大量白蛋白刺激鼠近端肾小管细胞（ IHHSG&
EJKIUFQ GJE NGSVIHJK ECPCKJG AFKKM，W2’>#M）中呈高表达趋
势，并且 W2’>#M 凋亡先于 12’34* 及 52’67 表达的
上调，他们解释是因为凋亡信号途径强于 12’34*、
52’67 的保护效应，或者保护途径的活化可能是凋亡
信号途径的后续事件［,］，这与本研究结果一致。#.$
患者随着疾病的进展，12’34*、52’67 表达增多，与尿
蛋白水平呈现正相关关系，在 #.$ 早期，小管上皮细
胞凋亡与对照组比较即有显著性增加，且随着病情进

展凋亡明显增多，提示 #.$患者蛋白尿刺激小管上皮
细胞活化的凋亡信号途径强于内质网应激伴侣分子

12’34*、52’67 的保护效应，从而导致大量小管上皮
细胞凋亡。

- - 那么，蛋白尿是如何诱导内质网应激发生的呢？
正常情况下，经肾小球滤过的蛋白，主要由近端肾小管

胞饮重吸收，在上皮细胞内水解成氨基酸，然后进入

血循环。但是，当大量蛋白聚集在胞内时可以通过很

多途径扰乱细胞功能，过度的蛋白可以上调小管上皮

细胞内活性氧的产生［33］和 #J) X浓度［3)］，而氧化&还原
状态和钙动员的改变是公认的内质网应激诱导因素，

所以，我们推测这些也是 #.$患者小管上皮细胞内质
网应激发生的潜在机制。内质网是细胞内蛋白合成后

修饰、折叠及转运的关键场所，只有正常的蛋白可被转
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运至其正确位置发挥功能，而未折叠及错误折叠的蛋

白质则在其伴侣蛋白的作用下重新折叠或被转位至胞

液，在泛素蛋白酶体中被降解。但是大量异常蛋白的

堆积引起持续的应激反应可损伤内质网应激保护机

制，启动级联反应，最终导致凋亡。但是，在诸多诱导

细胞凋亡的途径中，到底是哪种或哪几种途径参与了

!"#患者小管上皮细胞凋亡尚有待进一步的研究。
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文章编号：$FFFRIGFG（EFFC）$$R$F$DRF$ 个案与短篇

重庆市城市体检人群高尿酸血症的患病情况及相关因素分析

陈玉群^ ^ （第三军医大学西南医院健康体检中心，重庆 GFFFDC）

^ ^ 近年来与代谢有关的疾病高尿酸血症作为动脉粥样硬化
和冠心病的独立危险因素与代谢综合征的肥胖、高脂血症、高

血压密切相关［$］。我们采用分层随机抽样的方式，共抽取了

EFFW 年本中心健康体检人群 $I CED 例的血糖、甘油三酯、胆固
醇等的数值并进行统计分析，现报告如下。

!" 资料与方法

^ ^ 分层随机抽取本中心体检人员 $I CED 例，年龄 EF _ BF 岁，
平均 GC2 D 岁，其中男性 C DIE 例，女性 W GW$ 例。将体检人员分
为两组，高尿酸血症组 I JED 例和正常尿酸组 $F EFF 例，两组
人群在性别、年龄上无显著性差异（* ‘ F2 FI）。

$2 E^ 诊断标准
^ ^ 高尿酸血症参照临床诊断标准：男性血尿酸#G$W !’59 \ ]，
女性血尿酸#DIW !’59 \ ]［E］。

$2 D^ 检测方法
^ ^ 空腹常规静脉采血 I ’9，检测血尿酸、血糖（+]a）、甘油三
酯（1+）、总胆固醇（1!）等。仪器和试剂采用日本 T97’6(8

^ ^ 作者简介：陈玉群，女，四川省眉山市人，检验技师。电话：（FED）JCWIGBEG，

?R’/*9：L4&07(P(0$$$$b 845(2 L5’

^ ^ 收稿日期：EFFCRFEREJ；修回日期：EFFCRFGRFD

SaEWFF 及相应的配套试剂。aS采用酶法测定，测定程序以终
点法。

$2 G^ 统计学处理
^ ^ 将所调查数据进行核查后，两次核对法录入，采用 K3KK
$$2 F 统计软件，计量资料行 "检验，计数资料行 "E检验。

#" 结果

E2 $^ 不同年龄分布及性别与高尿酸血症患病的关系
^ ^ 男性患病率高于女性，差异显著（"E c DDJ2 CDB，* d F2 FI）。
女性高尿酸血症患病率随年龄增长而增加，男性高尿酸血症患

病率各年龄组间差异无统计学意义（"E c G2 EC，* ‘F2 FI，表 $）。

表 !" 高尿酸血症的检出情况
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