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糖尿病肾病患者单核细胞趋化蛋白-1与小管间质损害关系的研究

闫振成 ,张建国 ,黄志芳 ,王惠明 ,丁涵露 ,李开龙　　(第三军医大学大坪医院野战外科研究所肾内科 , 重庆 400042)

　　提　要:目的　探讨局部单核细胞趋化蛋白-1(MCP-1)表达和分泌与人糖尿病肾病(DN)病变的关系。方法　采用免

疫组化和原位杂交检测人 DN肾组织 MCP-1 蛋白和 mRNA表达 , 并用免疫组化检测 CD68;尿液和血清 MCP-1 水平测定采

用 ELISA法。结果　DN肾小管间质 MCP-1表达明显增高(P <0.01), 小管间质病变越重 ,MCP-1 表达越高(P<0.01)。 DN

肾小管间质 CD68 表达明显增高(P<0.01), 小管间质病变间差异明显(P<0.01)。 DN肾小球 MCP-1 、 CD68表达较正常对

照明显增高(P<0.05)。 DN尿液 MCP-1 水平明显较正常对照组增高(P<0.01), 与间质纤维化密切相关 ,且与临床蛋白尿

程度呈正相关。结论　DN患者肾组织内 MCP-1 表达与肾病变发生发展密切相关 , 尤其与肾小管间质病变的形成有关 , 这

可能与 MCP-1具有强烈趋化和激活单核 巨噬细胞而致肾小管间质损害有关 , 尿液MCP-1 水平可能是反映肾小管间质病

变程度的最佳指标之一。
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Relationship of monocyte chemoattractant protein-1 with renal tubulointerstitial lesions

in human diabetic nephropathy
YAN Zhen-cheng , ZHANG Jian-guo , HUANG Zhi-fang , WANG Hui-ming , DING Han-lu , LI Kai-long(1 Department of Nephrol-

ogy , 2Department of Hypertension and Endocrinology , Daping Hospital , Third Military Medical University , Chongqing 400042 , China)

　　Abstract:Objective　To investigate the relationship of the local expression and production of monocyte che-

moattractant protein-1(MCP-1)of patients with diabetic nephropathy (DN).Methods　The MCP-1 protein and mR-

NA expressions were detected by immunohistochemical method and in situ hybridization.The CD68 expression was

examined by immunohistochemical method.Urinary and serum MCP-1 levels were measured by enzyme-linked immu-

nosorbent assay.Results　MCP-1 expression increased significantly in DN renal tubulointerstitium in a degree-de-

pendent manner(P<0.01).Significantly increased expression of MCP-1 was also found in DN renal glomeruli(P

<0.05).The expression levels of MCP-1 and CD68 in DN renal glomeruli were significantly higher than those in the

normal control(P<0.05).Urinary level of MCP-1 in DN was significantly higher than that in the control , which

was closely correlated with interstitial fibrosis and positively correlated with urinary levels of protein.Conclusion　

The expression of MCP-1 may be involved in the development of DN , especially in the formation of renal tubulointer-

stitial lesions possibly through monocyte macrophage recruitment and activation.Urinary level of MCP-1 may be one

of the best markers for the diagnosis of renal tubulointerstitial lesions.

　　Key words:diabetic nephropathy;tubulointerstitial lesion;monocyte;chemoattractant protein-1

　　糖尿病肾病(diabetes nephropathy , DN)的发生及发

展是多因素综合作用的结果 ,基质蛋白积聚导致的肾

小球硬化和间质纤维化是 DN的显著特点。现研究显

示 ,DN不仅有肾小球的损害 ,肾小管损害也是 DN 的

重要组成部分 ,事实上在正常尿白蛋白排泄率阶段已

发现肾小管蛋白的异常 ,肾小管损害可能早于肾小
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球损害。现认为 ,除了代谢紊乱和血流动力学异常外 ,

单核 巨噬细胞浸润肾组织也是 DN 发展的重要因素 ,

单核巨噬细胞可能通过释放多种活性介质参与肾损

害。单核细胞趋化蛋白-1(monocyte chemoattractant pro-
tein-1 ,MCP-1)是由单个核细胞和其它非白细胞所分

泌 ,如纤维母细胞及肾固有细胞(系膜细胞和小管上皮

细胞),具有强烈的趋化作用。最近研究显示 ,MCP-1

在实验性肾小球肾炎模型小管间质损害中发挥重要作

用。然而在DN中炎性细胞浸润机制和细胞激活的临

床意义仍不清楚 ,值得深入研究。
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1　材料与方法

1.1　临床资料
　　病人来源于我院住院的 2 型糖尿病肾病患者共 28 例 , 其

中男性 12例 , 女性 16例 , 年龄 21～ 52 岁 ,平均年龄(39.5±8.2)

岁。均行肾穿刺活检 , 取部分肾组织立即行冰冻切片 , 然后以

4 ℃丙酮固定 10 min , -70 ℃冰箱保存 , 供免疫组织化学检测。

其余肾组织于 10%中性福尔马林液中固定 , 供常规病理染色

用。在患者行肾活检前留取尿液 ,抽血 , 离心后取上清 , -70 ℃

冰箱保存 , 以备检测 MCP-1 水平。肾组织对照 12 例 , 男性 10

例 ,女性 2 例 ,肾组织取自手术切除肾肿瘤的周围正常肾组织 ,

同前处理。25 例正常人作为尿液和血清 MCP-1 的正常对照 , 男

性15 例 , 女性10 例 ,年龄25 ～ 45岁 , 平均年龄(35±10.5)岁 , 留

取血清和尿液进行检测 ,同上述方法处理。排除其它代谢性疾

病 ,肝病 、药源性糖耐量异常 , 原发性或其它继发性肾小球疾

病。所有受试者均留置 24 h 尿液 ,查 24 h 尿蛋白定量 , 抽血查

肾功能 ,并测血压和检测血脂。

1.2　病理学检查
　　取上述肾组织切片 ,常规 HE 、PAS、PASM 染色 , 行病理诊断

及病理分级。4 μm 石蜡切片 , 脱蜡至水 , 分别用苏木素 、PAS、

PASM 染色 ,在光镜下观察。每张切片至少 10 个以上肾小球 ,

采用半定量方法评估肾小球硬化程度 , 根据肾小球硬化灶所占

肾小球比例分为 0～ ++++:0 表示肾小球无病变 , +表示肾小

球25%受损 , ++表示 26%～ 50%受损 , +++表示 51%～ 75%受

损 , ++++表示 76%～ 100%受损。肾小管-间质病变根据间质

纤维化和小管萎缩的程度而分为 0 ～ 3 级 , 0 级无小管间质病

变 , 1级表示小灶性 , 2 级表示片灶性 , 3 级表示弥漫性 , 并对间

质纤维化进行分级 , 0级无纤维化 , Ⅰ级小灶状 , Ⅱ局灶性 , Ⅲ级

表示弥漫性[ 1 ,2] 。

1.3　免疫组织化学
1.3.1　肾组织 MCP-1 蛋白表达的检测　　经 4 ℃丙酮固定的

冰冻切片 , PBS 漂洗 3 次 , 0.3% H2O2 甲醇后固定 15 min , 2%

BSA室温封闭 30 min , 小鼠抗人 MCP-1 单克隆抗体(Pharmigen

公司)4 ℃过夜 , PBS 漂洗 3次 , 每次 5 min。生物素标记的羊抗

小鼠 IgG 37 ℃40 min , PBS漂洗3 次 ,辣根过氧化酶标记的链霉

卵蛋白素 37 ℃ 30 min , PBS 漂洗 3 次 , DAB-H2O2 显色 , 水洗终

止 ,苏木素复染细胞核。每张切片计算 10 个肾小球 MCP-1 表

达阳性细胞的平均数 ,小管间质 MCP-1 的表达以每平方毫米中

阳性细胞数表示。

1.3.2　肾组织 CD68表达的检测　　一抗为小鼠抗人 CD68 单

克隆抗体 , 余步骤同上。阴性对照采用 0.01 mol L PBS 替代一

抗 ,同法操作。

1.3.3　尿液MCP-1 水平的检测　　于肾穿刺当日早晨收集中

段尿10 ml , 200×g 离心 5 min ,去除细胞和沉淀物 , 上清保存于

-70 ℃待测。并取 25例年龄相匹配的对照尿液 10 ml ,同上处

理 , ELISA法检测(ELISA 试剂由华美生物工程公司提供)。 加

入小鼠抗人MCP-1单抗 4 ℃过夜 ,漂洗后加入辣根过氧化物酶

标记的羊抗鼠 IgG 37 ℃ 40 min , 漂洗。磷酸盐-柠檬酸缓冲液

37 ℃15 min , 2 mol L硫酸终止反应 , 然后与酶联免疫分析仪上

于492 nm 处测定吸光度(A)值 , 并根据标准曲线 , 计算其含量

(pg ml),阴性对照以 PBS 代替一抗。同时检测尿肌酐 , 尿肌酐

校正尿液MCP-1 , 以 pg mg 表示。

1.4　原位杂交检测肾组织内MCP-1表达
1.4.1　原位杂交探针的制作　　杂交用探针为文献[ 2]报道的

由35 对碱基组成的寡核苷酸 , 它与 MCP-1 cDNA 的第 257-291

个核苷酸互补 , 探针序列为 3′-CGGATGTTGGGTTTGCTTGTCCAG

GTGGTCCAAGG-5′(上海细胞生物所合成)。采用寡核苷酸 3′端

地高辛标记和检测药盒(宝灵曼公司), 按照试剂盒说明书进行

标记和检测。

1.4.2　原位杂交流程　　取冻存的肾组织切片 , 4% PFA 室温

固定 20 min , 蛋白酶 K 于 37 ℃消化 20 min , 0.25%乙酸 4 ℃ 30

min , 37 ℃预杂交 45 min , 以浓度为 2.5 μg ml 的 MCP-1 探针于

42 ℃杂交 16 h ,以 4×SSC、2×SSC 洗片, 20μg ml RNA 酶消化,

于以 1×SSC、0.5×SSC 洗片, 3% BSA 37 ℃封闭 30 min , 1∶2 000

的地高辛抗体(宝灵曼公司)室温孵育 1 h ,NBT及 BCIP暗盒内显

色约 5 h后终止, 以不加探针的杂交液杂交的标本作为阴性对

照。

1.5　统计学处理
　　有数据以 x±s 表示。应用 SPSS10.0统计软件 , 行组间差

异用 t检验及F 检验。

2　结果

2.1　临床结果显示
　　DN 组收缩压(127±9.53)mmHg , 舒张压(76.89±7.67)mm-

Hg;对照组收缩压(123.25±6.33)mmHg , 舒张压(72.41±5.38 )

mmHg ,两组间血压无差异(t=1.67 , P =0.12 , P >0.05);DN

组胆固醇水平为(5.2±0.38)mmol L , 甘油三酯(2.02±0.98)

mmol L;对照组胆固醇(4.84±0.45)mmol L, 甘油三酯(1.45 ±

0.22)mmol L , 两组间血脂水平无明显差异(t =1.97 , P =

0.06);DN组 24 h 尿蛋白为(1.58±0.85)g ,对照组(0.08±0.01)

g , 两组间差异明显(t=3.22 , P=0.003)。 根据蛋白尿的程度

分为:微量蛋白尿(尿白蛋白 20 ～ 200 μg min)3 例 , 大量蛋白尿

(尿白蛋白>200 μg min)25 例 , 其中尿蛋白>3.5 g d 5 例。 所

有患者血肌酐均在正常范围内。肾小球病变+5 例 , ++14 例 ,

+++6 例 , ++++3 例。根据肾间质病变指数分级 , 1 级7 例 , 2 级

15 例 , 3 级 6 例 , 间质纤维化的程度 , 0 级 1 例 , Ⅰ 级 8 例 , Ⅱ级

13 例 , Ⅲ级 6 例。

2.2　MCP-1蛋白在DN肾组织的表达

　　免疫组化结果显示 , 正常肾组织仅有极小部分的肾小管-

间质表达极弱的 MCP-1 , DN 肾小管间质 MCP-1 表达量明显高

于正常对照组(15.4±4.7)vs(5.2±1.4) mm2(t=5.34 , P =

0.01), 如图 1所示 , 肾小球 MCP-1 表达与正常组比较差异明显

(3.3±0.97)vs(2.4±1.1) gcs;t=2.1 , P=0.042 , 具体分析不

同肾小球病变MCP-1表达情况 , 各级肾小球病变间无明显差异

(F =3.43 , P >0.05)。比较不同小管间质病变程度 MCP-1 表

达量 , 1级[ n=7 , (10.3±1.7) mm2] , 2 级[ n=15 , (13.6±2.2) 

mm2] , 3级[ n=6 , (25.8±3.5) mm2] ,三级别间差异明显(F =

45.3 , P<0.01),小管间质病变越重 ,MCP-1表达越明显。比较

间质纤维化与 MCP-1 的关系 , (0 +I)级[ n =9 , (11.07±3.3) 
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mm2] 与Ⅱ级[ n=13 ,(13.2±2.4) mm2] 差异不明显 ,(0+I)和Ⅲ

级[ n=6 , (25.8±3.5) mm2] 及 Ⅱ级和 Ⅲ级间差异明显(F =

45.3.P <0.01)。肾组织 MCP-1 原位杂交的结果显示 , DN

MCP-1mRNA主要表达在皮质肾小管和间质浸润的单个核细

胞 ,而肾小球表达较弱。正常对照肾小球 MCP-1 mRNA 表达极

弱且少 , 肾小管-间质表达较弱。 间质病变程度越重 , MCP-1

mRNA表达越强。

图 1　DN 患者肾小管间质 MCP-1表达明显增加　(ABC×200)

Fig 1　Significantly increased MCP-1 expression in DN renal

tubulointerstitium　(ABC×200)

2.3　CD68在DN肾组织的表达
　　免疫组化结果显示 , 正常肾组织肾小管-间质仅有少量

CD68 弱阳性染色 ,肾小球有极少量弱的 CD68 表达(图 2)。 DN

肾小管间质 CD68 表达量明显高于正常对照组[(14.6±3.1)vs

(5.8±1.5) mm2;t=8.20 , P=0.000] , 同样肾小球 CD68 表达

与正常组比较差异明显[(3.7±1.0) vs(1.7 ±0.7) gcs;t =

5.37 , P=0.001] , 不同程度肾小球病变间无明显差异。比较不

同小管间质病变程度 CD68 表达量 , 1 级[ n =7 , (11±0.8) 

mm2] , 2级[ n=15 , (15±2.6) mm2] , 3 级[ n =6 , (17.8±2.2) 

mm2] , 1级和 2、3 级别间差异明显(F =11.40 , P <0.01), 2 级

和 3级间无明显差异。

图 2　DN患者肾小管间质 CD68表达明显增加　(ABC×200)

Fig 2　Significantly increased CD68 expression in DN renal

tubulointerstitium　(ABC×200)

2.4　血 、尿 MCP-1水平
　　DN患者血清MCP-1水平较正常对照组增高[ n=25 , (30±

4.6)pg ml vs n=28 , (35±10.80)pg ml , t=1.58 , P=0.13 , P

>0.05] 。 DN 患者尿液 MCP-1 水平明显较正常对照增高[ n =

28 , (61.9±11.0)vs n =25 , (24.3±7)pg mg;t=9.03 , P =

0.000 , P <0.01] , 不同间质病变尿 MCP-1 比较 , 1 级[ n =7 ,

(49.6±8.4)pg mg] , 2 级[ n=15 ,(60.5±9.8)pg mg] , 3 级[ n =

6 ,(79.9±6.0)pg mg] ,三组间差异明显(F =29.74 , P<0.01);

间质纤维化(0+Ⅰ)级[ n=9 ,(48.8±8.4)pg mg , Ⅱ级:n =13 ,

(62.7±7.8)pg mg , Ⅲ级:n =6 , (79.9±6.0)pg mg] ,三组间差

异明显(F=19.49 , P <0.01)。

2.5　相关分析
　　我们对 DN患者尿 MCP-1 水平与 24 h 尿蛋白定量进行相

关分析 ,结果示尿 MCP-1 水平与 24 h尿蛋白定量呈明显正相关

(r=0.72 , P<0.01)。

3　讨论

　　DN的发生及发展是多因素综合作用的结果 ,糖代

谢紊乱 、肾脏血流动力学改变 、多种细胞因子以及遗传

背景均起非常重要的作用 。过去研究显示 ,原发性肾小

球肾炎 MCP-1 表达明显增高 ,具有重要的致病意义 。

MCP-1是新近发现的重要趋化因子 ,具有趋化单核细胞

至炎症部位 ,释放细胞因子 ,使肾小球固有细胞增殖 ,而

对小管间质细胞可能通过释放溶酶体酶 ,产生氧自由基

而损害小管间质
[ 4]
。那么DN作为代谢性疾病是否可引

起MCP-1表达增高 ,及其与病变间的关系研究尚少。

　　我们利用免疫组化和原位杂交检测人 DN 肾组织

内MCP-1 蛋白和 mRNA 表达 ,结果显示 , 肾小球内

MCP-1表达较正常对照明显增高(P<0.05),不同程度

肾小球病变间无明显差异 。小管间质内 MCP-1表达

明显增高(P <0.01),各级小管间质间差异明显 ,肾小

管间质病变越重 , MCP-1表达越明显。MCP-1作为重

要的单核细胞趋化和活化因子 ,我们检测了 CD68表

达 ,结果显示 CD68在肾小球和肾小管间质的表达特

点与MCP-1表达基本一致 ,提示MCP-1通过趋化单核

细胞而参与 DN的小球和小管间质病变的发生 ,尤其

与小管间质病变进展有关。原位杂交结果显示 ,

MCP-1主要表达于内皮细胞 、小管上皮细胞和浸润的

单个核细胞。另外 ,我们检测 DN患者尿液 MCP-1水

平 ,尿液MCP-1水平可反映肾局部表达和分泌MCP-1

的能力 。结果显示 DN 患者尿液 MCP-1水平明显增

高 ,小管间质病变越重 ,MCP-1水平越高 ,并与尿 24 h

蛋白定量呈正相关。我们还对 DN间质纤维化与尿液

MCP-1的关系进行探讨 ,发现间质纤维化程度与尿液

MCP-1水平密切相关 ,程度越重 ,MCP-1水平越高。结

果提示 ,尿液 MCP-1 水平可反映小管间质病变的程
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度 ,可能部分与尿蛋白激活小管间质细胞溶酶体和抗

原提呈激活间质 T 淋巴细胞而加重小管间质损害
[ 5]
。

MCP-1在实验性肾小球肾炎小管间质病变发生发展中

起十分重要的作用 ,MCP-1可通过 TGFβ1介导实验性

肾小球肾炎胶原和氧自由基产生增加
[ 6]
。因此 ,DN患

者小管间质 MCP-1高表达 ,可能是上调 TGFβ1而参与

小管间质损害。

　　除了代谢紊乱和血流动力学异常外 ,单核 巨噬细

胞浸润肾组织也是 DN 发展的重要因素 ,单核巨噬细

胞释放多种活性介质参与肾损害。巨噬细胞具有清除

糖化蛋白和氧化修饰的脂蛋白(ox-LDL)而阻止肾功能

恶化 ,同时活化的巨噬细胞具有产生多种活性介质而

加剧肾功能损害。DN 小管间质内MCP-1大量表达使

巨噬细胞过度激活使其致病作用凸现。两组血脂和血

压水平无明显差异 ,可排除血脂和血压对结果的影响。

研究显示 , ox-LDL 和糖化蛋白可刺激内皮细胞 、系膜

细胞表达 MCP-1 ,呈剂量依赖性
[ 4]
, Ang Ⅱ也可上调

MCP-1 , 抑制 Ang Ⅱ可下调 DN 肾组织内 MCP-1 表

达
[ 7]
。因此 ,我们推测 DN患者 MCP-1 高表达可能与

AngⅡ 、糖化蛋白和 ox-LDL的增高有关。有研究表明 ,

DN肾小球内MCP-1表达正常
[ 2]
,而我们的研究结果表

明DN肾小球内MCP-1表达增高(P<0.05),而致肾小

球内巨噬细胞浸润明显增多 ,而我们小管间质 MCP-1

的结果与文献报道一致 。研究表明 ,Ang Ⅱ和 ox-LDL

在DN 整个肾组织内高表达 ,可能是 DN 肾小球内

MCP-1表达增高的原因之一。为什么会出现肾小球内

和小管间质表达差异 ?值得深入研究。我们结果显示

DN患者尿液 MCP-1 水平与尿 24 h 蛋白定量呈正相

关 ,可能与大量蛋白尿对小管间质的作用有关 ,蛋白尿

可激活小管细胞膜 ,小管细胞基底侧分泌趋化因子

MCP-1
[ 8]
。间质病变轻较病变重巨噬细胞少 ,而间质

病变重者MCP-1表达明显增高 ,与小管间质病变的程

度密切相关 ,这可能与病例数少有关 ,需值得深入研究

MCP-1在肾小球和肾小管病变中的作用。

　　总之 ,我们的研究表明 ,MCP-1参与 DN 的发生发

展 ,尤其与小管间质病变的进展有关 ,可能与趋化和活

化单核 巨噬细胞有关 ,这也是 DN发生发展的重要机

制之一。
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　　(上接 1290页)
(THY PULSE DRIVE)　　因为无此触发脉冲也会出现无高压故

障。这时 , 可通过开关房间门 2(room door 2),同时观察高压控

制区光缆 1有无光信号发出。如果无光信号 , 首先要考虑 PPG-

HTB PCB电路板的问题 , 因在 PFN V MON H.E 及PFN VMON L.

E光缆有问题时其只对 HT DRIVE PULSE 有影响 , 而对 THY

PULSE DRIVE没有影响。如果没有此脉冲可在维修端子 PFN

端测量到一低频电压 ,幅度 10 V 到 15 V之间的电压波动。

2.2.4　闸流管有触发脉冲 ,检查有无高压触发脉冲(HT DRIVE

PULSE)　　此时可以用示波器直接测量 SKl7G , 在房间门 2 打

开时此处应该有触发脉冲输出 , 其幅度应该在 15 V左右 ,脉宽

应为 0.7 ms ,周期为 10 ms。若无此脉冲 , 可以进一步检查 HT

PSU CONTROL PCB 电路板 、PPG-HTB PCB 电路板和 DRIVER

PCB电路板(相关线路图和电压波形可在厂家给的维修手册中

查到)及其相关附属器件 , 逐步加以解决。

3　小结

　　笔者在多次检修“由于无高压故障而引起无剂量率显示”

的过程中 , 故障发生在上述原因的任何一步都有可能 , 需逐步

分析 ,很快都解决了问题 , 大大减少了停机时间。但在维修过

程中 ,一定要注意用放电棒给电容和 PFN放电 , 以免发生危险。

　　关键词:Precise直线加速器;故障检修;高压电路

　　中图法分类号:R197.39　　　文献标识码:B
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