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　 　提　要　目的: 测定肾小球细胞外基质 ( ECM )中透明质酸 ( Hyaluronic, HA)、层粘蛋白 ( Laminin, LN )

的含量变化 ,以探讨其在肾小球硬化机制中的作用。方法:采用放射免疫法对 32例肾小球肾炎患者和 15例正

常肾组织进行测定。结果:肾组织中 HA、 LN和前胶原-3( PC-3)随病变进展明显增加。结论: HA、 LN和 PC-3

与肾小球硬化密切相关。
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　　中图法分类号　 R692. 31

　　肾小球系膜细胞增殖及肾小球细胞外基质 ( Ex-

tracellular ma trix , ECM )积聚是多种增殖性肾小球疾

病的共同病理特征及肾小球硬化、毁损的前奏 [ 1]。明确

增殖性肾小球病变过程中 ECM组分的变化 ,将有助

于揭示肾小球硬化的机制。但现有研究多限于对 ECM

组分的定性或半定量研究 ,本实验采用放免测定方法 ,

检测了 32例增殖性肾小球肾炎 ( Pro li ferativ e glomeru-

lonephriti s, PGN)患者和 15例正常肾组织中透明质酸

( Hyaluronic, HA)、层粘蛋白 ( Laminin, LN)及前胶原

-3( Proco llagen type-3, PC-3)这 3种 ECM成分含量 ,

以期为肾小球硬化机制的研究提供资料。

1　材料和方法

1. 1　材料
1. 1. 1　病例选择　 　在本院治疗并行经皮肾穿刺活检的

PGN患者 32例 ,包括系膜增殖性肾小球肾炎 19例、膜增殖性肾

小球肾炎 13例 (按 1982年 W HO肾小球形态学标准分类 ) [2] ,其

中男性 18例、女性 14例 ,平均年龄 32. 4岁。设正常对照 15例 ,均

为肾移植供肾者。

1. 1. 2　标本采取　 　患者肾组织由肾穿刺活检获取后 ,取少

部分置液氮保存 ,备测 ECM成分含量 ;其余组织行免疫组化及

HE、 PAS染色。患者均抽取空腹静脉血 ,分离血清后保存 ,备测

ECM含量 ;正常对照组于取肾标本同时抽血 ,同法处理。

1. 2　方法
1. 2. 1　肾组织匀浆制备 [3 ]　　自液氮中取出肾组织 ,置 60℃

～ 70℃烤箱内烘干 ,研成粉末、准确称量后加入 2. 0 ml HAC抽

提 1 d, 4℃ 10 000 r /min离心 20 min,取部分上清液按 Low ry法

进行蛋白定量。

1. 2. 2　病理分级 [2]　　共分为 3级: 轻度 ( 11例 )为系膜组织轻

度增生、毛细血管基底膜无或轻度增厚、管腔无或轻度受压 ;中

度 ( 14例 )为系膜组织弥漫增生、毛细血管基底膜增厚管腔受

压 ;重度 ( 7例 )为系膜组织高度增生、呈指状及团块状、毛细血

管基底膜及管腔明显病变变形。

1. 2. 3　放免检测　　应用上海第二军医大学海军医学研究所

提供的 HA、 LN放免试剂盒 ,重庆市肿瘤研究所提供的 PC-3放

免试剂盒 ,按说明书操作 ,测定肾组织及血清中 HA、 LN、 PC-3

含量。

1. 3　统计学处理
　　数据以 x-± s表示 ,采用第三军医大学数学教研室编制的

医用统计程序包 SPM R进行方差分析、 t检验。

2　结果

2. 1　肾组织中 HA、 LN、 PC-3含量变化 ,见表 1

　 　轻度 PGN时 ,肾组织中 HA含量较正常对照增高 ( P <

0. 05) ,其余两种 ECM成分与正常相似 ( P > 0. 05) ;中度 PGN

时 ,肾组织中 HA、 LN和 PC-3含量均较正常对照显著增高 ( P

< 0. 01) ,重度 PGN时 ,肾组织中 LN和 PC-3含量增加较正常

对照更为显著 ( P < 0. 01) ,也较轻、中度 PGN明显增加 ( P <

0. 05) ,重度 PGN组 HA含量虽较正常对照及轻度 PGN组明

显增加 ( P < 0. 05) ,但与中度 PGN组差异不显著 ( P >

0. 05)。

表 1　肾组织中 HA、 LN、 PC-3含量变化 (x-± s)

Tab 1　 Contents of renal homogenate HA, LN and PC-3 in

control and pat ients (x-± s)

Group n
PC-3

(μg /g protein)
HA

(μg /g p rotein)
LN

(μg /g protein)

Control 15 406. 07± 76. 98 213. 23± 52. 01 246. 75± 59. 34

Mild 11 561. 01± 67. 75 287. 09± 43. 89* 302. 04± 63. 76

Moderate 14 946. 25± 103. 16** 439. 93± 47. 87** 494. 41± 61. 69**

Severe 7 1319. 17± 160. 56** # △ 453. 29± 52. 01** # 715. 35± 81. 34** # △

* : P < 0. 05,** : P < 0. 01 vs contro l;

# : P < 0. 01 vs mild; △: P < 0. 05 vs modera te
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2. 2　血清中 HA、 LN、 PC-3含量变化 ,见表 2

　　血清中 HA含量 ,在正常对照及不同程度病变的 3个 PGN

组间差异无统计学意义 ( P > 0. 05) ;前 PC-3血清含量变化亦

然。3个病变组 LN含量均显著高于正常组 ( P < 0. 05) ,但各病

变组间差异不显著 ( P > 0. 05)。

表 2　血清中 HA、 LN、 PC-3含量变化 ( x-± s )

Tab 2　 Contents of serumHA, LN and PC-3

in control and pat ients ( (x-± s )

Group n
PC-3

(ρB /μg L- 1)

HA

(ρB /μg L- 1)

LN

(ρB /μg L- 1 )

Cont rol 15 109. 40± 18. 81 100. 33± 13. 82 62. 73± 10. 69

Mild 11 127. 56± 35. 61 103. 59± 21. 45 119. 61± 36. 14*

Moderate 14 131. 72± 31. 78 94. 36± 19. 83 142. 64± 36. 49*

Sev ere 7 123. 43± 24. 08 98. 72± 25. 01 138. 79± 33. 46*

* : P < 0. 05 vs contro l

3　讨论

　　系膜细胞增殖及系膜 ECM积聚 ,作为多种增殖

性肾小球疾病的共同病理特征和肾小球硬化的前奏已

为人们公认
[1, 4 ]

。在 ECM积聚过程中 ,胶原蛋白以胶

原纤维形式发挥作用 ,蛋白多糖则形成无定形基质填

充于前者之间 ,各种粘连糖蛋白则在纤维与细胞之间

介导两者的相互粘连。PC-3、 HA和 LN分别作为胶

原、蛋白多糖及粘连糖蛋白者 3种 ECM成分的代表 ,

在肾小球 ECM积聚过程中 ,量及次序性的变化不尽

相同 [4, 5 ]。HA变化早而明显 ,在轻度肾小球病变时即

开始出现肾组织 HA含量增多 ,而此时 LN和 PC-3的

变化并不显著。随后 ,在肾小球中度病变时 ,可以观察

到除 HA水平在肾组织中进一步升高外 , LN水平也

开始升高。有报道 LN的变化通常与 4、 5型胶原等同

步 ,此时可有 1、 3型间质胶原的存在
[5 ]

。本实验表明: 肾

小球中、重度病变时 , HA、 LN 及间质胶原 PC-3

3者水平均有不同程度的增高 ,尤其 PC-3的增高最为

明显 ,显著高于中度病变时 ( P < 0. 05)。值得注意的

是:在重度病变时 , HA水平并未进一步增高 ,是否与

硬化形成后期蛋白多糖逐渐消失 ,为胶原填充有关。上

述结果表明: 随着 ECM增生扩张的进展 ,各正常

ECM组分的过量积聚与肾小球硬化密切相关 ,同时 , 3

型胶原等间质胶原亦逐渐参与其中 ,并在病程后期起

着主导地位。有人认为: 1、 3型间质胶原合成的启动和

增多可以正反馈促进 MC合成 ECM成分 ,从而加快

硬化进程 ,通常认为间质胶原出现与 Bowman′s囊断

裂、成纤维细胞进入肾小球 [5, 6 ] ,或者当 MC受到某些

病理刺激后分泌表型发生改变 ,而具有产生间质胶原

的能力有关 [5, 7 ]。肾小球上皮细胞 ,尤其系膜细胞在系

膜 ECM积聚中起着重要作用 ,一方面 , M C在病理刺

激下可过度合成 ECM;另一方面 ,过度积聚的 ECM

可导致系膜清除功能障碍 ,使进入系膜区的致病因子

不能及明清除 ;同时 ECM通过 MC膜上特异性受体

整合素结合 ,进一步调控细胞增殖、分化和物质合成 ,

引起细胞功能异常 ,加重肾脏损害 ,而间质胶原的出现

使系膜基质特性和功能发生改变 ,还可刺激 MC合成

其它 ECM成分 [8 ] ,加之系膜 ECM中缺乏间质胶原特

异的胶原酶 ,所以更进一步加剧了 ECM积聚 ,加速肾

小球硬化的发展。另外 ,本研究还对增殖性肾炎时血清

中 3种 ECM成分水平进行了初步探讨 ,结果发现: 与

肾组织含量改变不同 ,血清 HA、 LN和 PC-3变化与肾

小球病变间关系似乎不尽密切。HA和 PC-3水平与病

变无关 (各组间 P > 0. 05) ,而血清 LN水平则在各病

变组中均增高 ,但与病变程度无关。因临床上血清 LN

水平可受到多种因素如:肝病 ,结缔组织病的影响
[9 ]
,

故其应用价值尚需进一步观察和证实 ,尽管如此 ,其仍

不失为一种具有潜在临床应用价值的检测指标。
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Changes of extracellular martix in human proliferative glomeru-
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ty , Chongqing , 400042)

　 　 Abstract　Objcetive: T o measure the contents o f Hyaluronic ( HA) , Laminin ( LN ) and Proco llagen

type-3 ( PC-3) in th e ex tr acellular ma trix and to explor e its effec ts in the mechanism o f g lomerulus cir rho sis.

Methods: Thirty tw o pro liferativ e g lomerulonephritis patients and 15 ca ses of no rmal renal tissues w ere

mesaured with radioimmunoassay. Results: HA , LN and PC3 significantly incr eased. Conclusion: HA, LN

and PC-3 play impo r tant ro les in the mechanism of g lomerulus cir rhosis.
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1. 3　标本收集与测定
　 　按常规方法 ,行纤维支气管镜肺泡灌洗 ( BAL )。灌洗选择

病人右肺中叶或左肺舌叶 ,需避开肺部病变区域。用消毒生理

盐水 40 ml～ 60 ml,分 2～ 3次行肺泡灌洗。同时 ,抽取受检者静

脉血 2 ml(不抗凝 )送检。

　　把上述血液和 BALF标本 ,用 Weters810高压液相色谱仪

分别测出每个标本中头孢克肟的含量 ;同时 ,用常规方法测定

BALF中蛋白含量 ,整个过程采用双盲法 ,数据经计算机处理。

2　结果
　　两组 BALF中头孢克肟和蛋白含量和两组病例血浆头孢

克肟水平 ,见附表。以上数据应用 SPLM软件进行统计学分析。

结果 BALF中头孢克肟含量两组差异显著 ( P < 0. 05) ,其蛋白

含量和头孢克肟血浆浓度两组差别不显著 ( P > 0. 05) ; BALF

中单位蛋白头孢克肟含量 ,两组差异显著 ( P < 0. 05)。说明实

验组 BALF的单位蛋白头孢克肟含量较对照组高 ,且增高达

72. 79% 。BALF中蛋白含量对此结果无影响 ,实验组 BALF中

单位蛋白头孢克肟含量 ,两组差异显著 ( P < 0. 05)。说明实验

组 BALF的单位蛋白头孢克肟含量较对照高。

附表　 BALF和血浆中头孢克肟和蛋白水平及其比值 (x-± s)

支气管肺泡灌洗液 血浆
组别 n

头孢克肟 蛋白含量 头孢克肟 /蛋白 头孢克肟

对照组 8 0. 086± 0. 045 0. 541±0. 220 0. 225± 0. 246 0. 908± 0. 676

实验组 12 0. 148± 0. 055* 0. 370±0. 321 1. 882± 0. 205* 0. 686± 0. 389

* : P < 0. 05与对照组比较

3　讨论

　　抗生素的治疗效果 ,取决于抗生素在感染局部的浓度和病

原菌对抗生素的敏感性。本研究观察发现 ,溴环胺己醇与头孢

克肟联合用药 ,可提高 BALF中头孢克肟水平 ,而对头孢克肟

的血浆浓度无影响。其机制 ,可能与以下因素有关: ①由于本两

组血浆头孢克肟水平差异不大 ,不能用抗生素的主动扩散解

释。而两组 BALF中单位蛋白头孢克肟含量 ,仍是实验组的比

值高于对照组 8. 3倍。Braude[4 ]认为这种单位蛋白含量更能反

应药物在肺组织中的实际浓度。由此 B ALF中头孢克肟水平与

BALF中蛋白含量无关 ,而与溴环胺己醇有较密切的关系。②

溴环胺己醇是一种粘液溶解剂 ,它可以改变肺泡膜的结构和功

能 ,增加Ⅱ型肺泡细胞和表面活性物质的合成 [2, 5, 6 ]。同时 ,它还

能使肺泡膜变薄 ,肺泡毛细血管扩张 ,血流速度加快 ,有利于头

孢克肟向肺泡内渗透。

　　此外 ,有人认为 [7, 8 ]溴环胺己醇可以: ①抑制支气管粘膜腺

体及杯状细胞中酸性粘多糖的合成 ,裂解痰液中的酸性粘多糖

纤维 ,以此降低痰液粘稠度 ,有利于痰液排出体外 ; ②提高支气

管粘膜上微纤毛运动及排送能力 ,加强了呼吸道的廓清作用。

综上所述 ,我们认为溴环胺己醇与头孢克肟联合应用 ,可以提

高头孢克肟穿过血 /肺屏障的能力 ,从而增加肺组织局部头孢

克肟的浓度 ,有利于肺部的抗感染治疗。

　　关键词　溴环胺已醇 ;头孢克肟 ;支气管肺泡 ;灌洗液
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