
肾间质纤维化几乎是所有慢性肾脏疾病发展的最终

结果，与慢性肾衰竭进展密切相关，是导致终末期肾衰竭

的主要病因 [1]。肾间质纤维化常伴有肾小管萎缩、间质炎

性细胞浸润、成纤维细胞聚积以及间质基质沉积等特征

性病理改变。主要发生机制包括 [1-2]：间质成纤维细胞增

殖、活化；肾小管上皮细胞转分化为肌成纤维细胞；某些

血管活性物质和细胞因子参与；细胞外基质（ECM）成分

产生增多和（或）降解减少，其中 ECM合成和降解失衡是

纤维化形成的直接原因，最终导致大量 ECM沉积。肾间

质成纤维细胞是肾间质内主要的肾脏固有细胞之一，是

间质纤维化过程中最主要的 ECM分泌细胞，当其受到外

界刺激后能迅速增殖产生大量纤维连接蛋白、层黏蛋白

和胶原纤维。近年来研究表明肾小管间质病变较肾小球

病变在肾脏疾病进展中的意义更为重要，是反映肾功能

下降严重程度和判断预后最重要的指标 [3]。因此对肾间

质纤维化早期诊断的研究越来越受到国内外研究者的重

视。本文主要对病理染色、免疫组化及非线性光学技术

在肾间质纤维化诊断中的应用进行综述。

一、Masson三色染色和苦味酸天狼星红染色

Masson 三色染色法能同时显示胶原纤维和肌纤维，

是胶原纤维、肌纤维染色的最常见方法。细胞核被染蓝

褐色后能清晰辨认组织形态，在许多疾病的病理诊断、鉴

别诊断和研究工作中均具有重要的价值 [4-6]。Masson染色

能清晰地显示肾小球沉淀的免疫复合物和基底膜、系膜

基质及胶原纤维等 [5]。见图 1A。因其操作方法简便，在

普通显微镜下就可得到明确的结果，是目前临床上诊断

肾间质纤维化的首选方法。Masson染色效果的关键在于

固定液的选择和显微镜调色技术的发挥。有研究对常规

方法作了一些改进以提高染色效果，如选择苦味酸为固

定液，能迅速沉淀组织中的蛋白质，苦味酸固定后的组织

密度疏松，使组织结构孔隙宽、渗透性高，有利于大分子

染料对组织的浸透，使胶原纤维在系膜区、基底膜和沉淀

复合物以及肾小管细胞的刷状缘和基部纵纹均能清晰显

示 [7]。有文献报道增加细胞核媒染剂天青石蓝的含量，其

成份中高铁盐与Mayer苏木精结合使用，具有较强抗酸性

能力，能准确地显示肾小球基底膜、系膜基质、胶原纤维

和有无免疫复合物的沉积，并且易识别沉积的部位和病

变范围 [8]。梁惠珍等 [9]用比布列西猩红染液代替丽春红，

增强胶原纤维的着色能力，但这仅是为了突出肌纤维，而

不能使各种组织成分均能鲜明地体现。有学者使用微波

辐射技术可以使固定液、染料分子扩散更快，固定效果更

好，着色更快，结合更牢固，以达到缩短染色时间和增强

染色效果，也使其保存长久、不易褪色，但组织切片长时

间在微波条件下极易掉片 [10-11]。

天狼星红是一种强酸性和长形展开的分子结构染

料，每个分子内含有 6个磺酸基，与胶原分子的碱性氨基

酸发生强烈反应，吸附反应极稳定，染色后不易褪色，具

有较强的特异性。它可以和胶原纤维反应产生明显的双

折光现象，普通光镜下天狼星红着色的胶原纤维呈红色，

见图 1B。偏光显微镜下可以分辨不同类型的胶原纤维，

见图 1C。Ⅰ型胶原纤维：紧密排列，显示很强的双折光

性，呈黄色或红色的纤维；Ⅱ胶原纤维：显示弱的双折光，

呈多种色彩的疏松网状分布；Ⅲ型胶原纤维：显示弱的双

折光，呈绿色的细纤维；Ⅳ型胶原纤维：显示弱的双折光

的基膜，呈淡黄色，尤其是Ⅰ、Ⅲ型胶原所显示的不同颜

色对比鲜明，极易区别这两种类型的胶原 [12-13]。天狼星红

染色法操作步骤相对简单，且可以观察胶原类型，研究各

类型胶原在不同疾病和肾脏部位的排列及分布特点。因

天狼星红染色只有在偏光显微镜下才能分辨出不同的胶

原纤维，限制了其在临床上的推广，所以目前还只是应用

于科研领域。

二、免疫组织化学技术

肾间质纤维化的免疫组化技术（immunohistochemistry，
IHC）应用抗原抗体反应，即抗原与抗体特异性结合的原

理，通过化学反应使被标记显色剂的抗体特异性显色，确

定肾间质 ECM成分，进行定位、定性及定量的研究。肾间

质堆积的 ECM 成分包括基质蛋白成分（Ⅰ、Ⅲ型胶原纤

维、纤连蛋白等）增多，也包含正常时仅存在于肾小管基

膜的基质蛋白（Ⅳ型胶原和纤连蛋白等）的沉积。由于

ECM成分复杂，所以常常选择肾间质纤维化中最主要的
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Ⅰ、Ⅲ型胶原在一定程度上反映肾间质纤维化程度 [14-15]。

免疫组化多选用二氨基联苯氨（diaminobenzidine，DAB）进

行最后显色，其阳性细胞显示为棕黄色，通常通过人工方

法对阳性反应强度进行判定，或者人工计数阳性细胞占

全部细胞的百分率来对阳性反应分布进行半定量的分

析 [16-18]。对 IHC的染色结果进行判定和分析，传统的人工

计数方法对胞核胞膜阳性的结果判定重复性尚可，但对

胞浆胞核及胞膜着色的结果判定有明显的差异性 [19-20]。

研究人员也一直在试图寻找一种比较客观、准确的方法

来对 IHC 的染色结果进行判定和分析，现在有越来越多

应用图象分析（image analysis，IA）技术对 IHC结果进行定

量分析。图象分析常用的 3个指标：阳性面积（area）、平

均 光 密 度（mean density）、积 分 光 密 度（integral optical
density，IOD）[17-19]。IA主要优点在于计算机对颜色的分辨

率强，对 IHC染色结果的判定客观、准确，阳性定位更准

确，背景染色干扰小，人为因素少。虽然 IA目前得到广泛

应用，但其客观性及重复性仍未得到大家的一致看法。

IA对组织切片质量要求较高，尤其对于阳性较弱标本，易

导致阳性率偏高，同时对有非特异性染色的标本分析比

较困难。IHC的定量结果与显色反应的条件密切相关，因

操作者的不同，将 IHC 结果完全量化而得到的结果经常

存在差异，需要在切片制备，染色和结果判定等步骤都必

须实行标准化操作。而目前肾间质纤维化 IHC结果判定

尚没有统一的分级标准，故仍主要应用于对肾间质纤维

化EMC成分的研究分析。

IHC手工染色的准确性仍受到标本染色的方式、技术

人员熟练程度的影响，存在个体、时空间的差异，很难达

到可重复性和统一性。目前研究人员将目光转向全自动

免疫组化仪，如美国 Bench Marker XT®全自动免疫组化

仪，使得组织切片染色、孵育、显色全自动化。全自动免

疫仪制片质量明显提高，图象背景清晰，非特异着色少，

无边缘效应，阳性着色定位准确。但全自动免疫组化仪

也存在一些缺陷，如缺乏染色一致调控程序的标准；因监

控缺失导致试剂、抗体分布不均影响染色；仪器无法调控

或终止DAB显色，致染色显色过度或不足；试剂及仪器价

格昂贵，无法大范围推广等 [21]。

三、非线性光学成像技术

近年来，随着激光技术的发展，非线性光学显微成像

技术在生物医学中得到广泛应用。非线性光学现象中以

二次谐波产生（second harmonic generation，SHG）和双光子

激发荧光（two ⁃photon excited fluorescence，TPEF）最普遍，

应用最广泛 [22]。SHG是利用生物组织的内源性信号进行

成像，主要是具有非中心对称结构的生物组织，如生物

膜、胶原纤维等。TPEF成像是利用内源性荧光物质或者

外源性荧光染料分子的双光子激发荧光信号来直接获取

物质内部的微观图象 [23]。SHG与 TPEF成像相互补充、相

互印衬。目前基于 SHG 和 TPEF的非线性光谱成像技术

已应用在角膜、肺、甲状腺、胃肠道、冠状动脉及子宫颈等

疾病的诊断与研究 [24-27]。

Tai等 [22]将非线性光学显微成像技术和计算机辅助分

析系统结合起来，用于大鼠肝硬化模型和人肝脏纤维组

织的成像和评分。作者不仅通过大鼠肝胆管结扎和四氯

化碳诱导建立了肝脏纤维化模型，与临床肝硬化患者的

穿刺组织同时进行研究，通过 SHG/TPEF显微镜对不同时

间的肝脏胶原纤维成像，采用计算机辅助分析技术自动

评估纤维化程度，并与传统病理方法比较。结果发现该

技术观察到的纤维化进程与传统病理检查结果相吻合，

且能更敏感和更特异地反映肝纤维化的进展。由于 SHG/
TPEF成像对胶原纤维的高敏感性，能发现组织内细微的

变化，因此研究者将人的肝纤维化分级由传统病理的 4级

细分到 40级，并建立了由计算机软件直接读取评估结果

的全自动化肝纤维化定量系统“Fibro⁃C⁃Index”。同时研

究者通过对这两种不同诱因下大鼠肝脏胶原纤维的三维

注：A：Masson染色；B：天狼星红染色；C：天狼星红染色；D：

二次谐波产生（SHG）；E：双光子激发荧光（TPEF）；F：SHG+
TPEF；A、B、C：环孢素 A 致大鼠肾脏间质纤维化；D、E、F：大鼠

移植的肾间质纤维化病理改变

图 1 Masson染色、天狼星红染色及非线性

光学显微成像技术（×200）
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成像技术分析后发现：其各自的胶原三维结构、分布的特

异性差异，使得纤维化的早期发现和病因诊断成为可

能。早在 2001年 Banff会议上提出今后研究目标 [28]：早期

发现进展性纤维化，准确判断和干预损伤因素导致的纤

维化进展，明确诊断致病因素特征。

Strupler 等 [23]应用 SHG/TPEF 技术评估小鼠肾脏的纤

维化，研究者使用 SHG/TPEF图象和病理免疫组化分别观

察肾组织中的 I型和 IV型胶原纤维，将 TPEF、SHG和免疫

组化的图片叠加以观察不同胶原纤维的覆盖情况，发现

SHG/TPEF能特异性的显示 I型胶原纤维，而无法显示 IV
型胶原纤维，而 IV型胶原纤维是肾小球基底膜重要组成

分，探讨了 SHG/TPEF评估肾间质纤维组织的可行性。通

过皮下注射血管紧张素 II和高盐饮食的方法建立小鼠高

血压肾病模型，观察肾脏标本不同区域胶原纤维沉积情

况，发现皮质深层血管区的纤维化聚集明显，并根据这一

现象对 SHG/TPEF 显微成像设备进行调试，选择目标区

域，利用 SHG/TPEF图象对其进行纤维化评分，并与传统

病理评分结果比较，发现 SHG/TPEF显微成像技术对胶原

纤维更灵敏，纤维化评分结果更精确，同时还可显示胶原

纤维的三维空间结构。

四、结论

目前 SHG 和 TPEF 的非线性光谱成像技术对肾间质

纤维化的诊断还处于实验研究起步阶段，主要应用在动

物的疾病模型及少量的临床标本上，其与传统病理染色

技术胶原成像技术相比，存在以下优势：（1）SHG能够区

分纤维胶原和非纤维胶原蛋白，对病理性胶原纤维化堆

积的诊断具有特异性 [22]。（2）非线光学成像技术的组织既

可以是石蜡切片又可以是冰冻切片，标本无需染色，排除

染料成分、染色步骤或褪色等原因产生的染色差异；可以

避免受到使用荧光剂所带来的浓度和光漂白效应的影

响，同时避免染色中刺激、腐蚀性溶液的危险因素。（3）消

除了不同操作者间和同一操作者不同时空间的差异。（4）
可显示胶原纤维三维结构，为疾病病因的诊断提供可

能。（5）TPEF 可补充结构和细胞成分信息，将 TPEF 和

SHG图象融合，就可得到胶原分布和其他组织细胞形态

信息的组织图象，其中 SHG图象呈绿色信号，见图 1D，代

表胶原纤维组织；TPEF图象呈红色信号，见图 1E，代表肾

组织图象 [23]。绿色和红色是 SHG/TPEF图象，见图 1F。两

个主要色调，通过 Image⁃Pro Plus、image J等这些简易病理

图象分析软件就可以测量出胶原信号表达水平，行定量

分析，SHG/TPEF 图象能敏感地发现肾间质少量胶原表

达，提高早期肾间质纤维化诊断率。

虽然非线性光学技术对于肾间质纤维化的诊断有着

诸多优势，但是还有一些问题需要进一步确认：（1）SHG
对肾间质纤维化的 ECM 中其他成分是否还存在信号表

达。（2）能否制定类似“Fibro⁃C⁃Index”分级标准，改变目前

banff病理分级 [29-30]中肾间质纤维化仅轻、中、重度的粗略

分级。（3）非线性光学三维成像技术会否发现不同肾脏疾

病导致的间质纤维化中胶原纤维的三维结构，纤维束的

直径、长短、密度和排列方式的特异性。非线性光学技术

对各种疾病导致肾间质纤维化诊断的敏感性、特异性及

可重复性还需大量的临床研究来进一步验证。随着上述

问题的解决，相信非线性光学技术在肾脏疾病的诊断将

发挥巨大作用。
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