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大鼠嘌呤霉素氨基核苷肾病中肾小球“小管化”现象的观察

李　瑭１，陈燕铭１，２　　（５１０６３０广州，中山大学附属第三医院：特诊医疗中心１，内分泌与代谢疾病科２）

　　［摘要］　目的　观察大鼠嘌呤霉素氨基核苷肾病（ｐｕｒｏｍｙｃｉｎａｍｉｎｏｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅｎｅｐｈｒｏｓｉｓ，ＰＡＮ）模型中肾小球“小管
化”的现象。方法　 将３０只雄性ＳＤ大鼠按随机数字表法分为６组，溶媒对照组（一次性腹腔注射生理盐水２ｍＬ）及注射
嘌呤霉素氨基核苷（ｐｕｒｏｍｙｃｉｎａｍｉｎｏｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅ，ＰＡ）后２、５、１０、１５、２０ｄ组（均一次性腹腔注射溶于生理盐水的嘌呤霉素氨
基核苷１５ｍｇ／１００ｇ），每组５只。采用一次性腹腔注射嘌呤霉素氨基核苷１５ｍｇ／１００ｇ的方法制作ＰＡＮ模型。用ＨＥ染
色、免疫荧光检测和透射电镜观察的方法确定各组大鼠肾小囊壁层上皮细胞的类型，测定各组２４ｈ尿蛋白定量。采用
ＳＰＳＳ１３．０统计软件分析各组该现象的发生率和严重度差异。结果　 大鼠ＰＡＮ模型肾小囊壁层的立方状上皮细胞的形
态学特征和免疫学表型均与近端小管上皮细胞表型一致，即肾小球发生了“小管化”。模型初期，肾小球“小管化”的发生

率和严重度随模型进展逐渐加重，１０、１５ｄ组较正常组均明显升高（Ｐ＜０．０５），２０ｄ组虽然“小管化”仍较正常组明显升高
（Ｐ＜０．０５），但已出现下降的趋势。肾小球“小管化”的发生率（ｒ＝０．５５，Ｐ＜０．０５）和严重度（ｒ＝０．５６，Ｐ＜０．０５）与２４ｈ尿
蛋白定量正相关。结论　 大鼠ＰＡＮ模型发生了肾小球“小管化”，并且在模型中呈现动态变化。这一现象有可能为研究足
细胞和肾小囊壁层上皮细胞损伤的机制提供新思路。
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　　嘌呤霉素氨基核苷肾病（ｐｕｒｏｍｙｃｉｎａｍｉｎｏｎｕｃｌｅｏ
ｓｉｄｅｎｅｐｈｒｏｓｉｓ，ＰＡＮ）模型是研究微小病变型肾病综合
征（ｍｉｎｉｍａｌｃｈａｎｇｅｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＭＣＮＳ）和局
灶节段性肾小球硬化（ｆｏｃａｌｓｅｇｍｅｎｔａｌｇｌｏｍｅｒｕｌｏｓｃｌｅｒｏ
ｓｉｓ，ＦＳＧＳ）的理想动物模型。该模型以足细胞损伤和
肾病范围的蛋白尿为特点，足细胞是嘌呤霉素氨基核

苷（ｐｕｒｏｍｙｃｉｎａｍｉｎｏｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅ，ＰＡ）诱导损伤的主要
靶点［１］。既往研究较少关注该模型中足细胞以外的

其他肾脏固有细胞的变化。正常肾脏中，肾小囊壁层

上皮细胞呈单层扁平状，有少量的短的微绒毛和１根
中心纤毛，近端小管上皮细胞呈单层立方状，并且有显

著的刷状缘，这两种细胞在肾小体与肾小管衔接处

（即肾小管的起始部位）突然移形［２］。肾小球“小管

化”（ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒｔｕｂｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ）是指近端肾小管上皮细
胞沿着肾小囊壁层内表面逆行延伸进入肾小囊的现

象［３－４］，目前报道极少，多见于缺血／再灌注所致急性
肾损伤模型［３－６］。我们在制作大鼠 ＰＡＮ模型时发现，
模型组一些肾小囊壁层出现立方状的上皮细胞，并且

与近端小管上皮细胞相延续。为了明确这一现象是否

为肾小球“小管化”，本研究用光镜、电镜和免疫荧光

染色的方法鉴定这种立方状上皮细胞的类型，并动态

观察其在模型进程中的变化。

１　材料与方法

１．１　实验动物及分组
　　雄性 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠３０只，体质量１１０～１４０ｇ

（购于中山大学动物实验中心），按随机数字表法［７］分为６组：

溶媒对照组（一次性腹腔注射生理盐水２ｍＬ）及注射ＰＡ后２、

５、１０、１５、２０ｄ组［均一次性腹腔注射溶于生理盐水的ＰＡ（美国

Ｓｉｇｍａ公司）１５ｍｇ／１００ｇ］，每组５只。实验时间为２０ｄ，在注射

ＰＡ后２、５、１０、１５、２０ｄ脱颈处死各组大鼠，取左肾上极肾皮质，

留作病理检测、免疫荧光检测和电镜观察。电镜标本送中山医

学院电镜室观察。

１．２　２４ｈ尿蛋白定量的测定
　　在注射ＰＡ后２、５、１０、１５、２０ｄ分别收集各鼠２４ｈ尿，用全

自动生化分析仪分析２４ｈ尿蛋白定量。

１．３　肾小球“小管化”的鉴定
１．３．１　病理制片观察　　光镜观察：标本置于４％中性甲醛固

定２４ｈ，脱水、石蜡包埋、连续切片，常规 ＨＥ染色，镜下观察并

摄片。电镜观察：对标本进行固定、脱水、包埋、切片、捞片，用

醋酸铀与柠檬酸铅双染法染色，透射电镜下阅片摄片。

１．３．２　免疫荧光检测　　主要试剂：一抗：兔抗 Ａｑｕａｐｏｒｉｎ１

多克隆抗体 （购于 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司，美国）。Ａｑｕａｐｏｒｉｎ１大量表

达在近端小管，它定位在近端小管上皮细胞的顶膜和基侧膜

８５８１
第３６卷第１７期
２０１４年９月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３６，Ｎｏ．１７
Ｓｅｐ．１５　２０１４



上，是近端小管上皮细胞的标志［８］。二抗：Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｈａｌｌｏｘｉｎ
标记羊抗兔ＩｇＧ（购于Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，美国）。
１．３．３　染色方法　　６μｍ肾组织石蜡切片，常规脱蜡至水、
抗原修复、封闭液封闭。加一抗５０μＬ（阴性对照切片以封闭
液代替）４℃孵育过夜。滴加二抗 ５０μＬ３７℃避光孵育
４５ｍｉｎ。避光条件下予 ＤＡＰＩ染核，封片、晾干，于激光共聚焦
显微镜下观察。以上各步骤间有ＰＢＳ洗涤。

１．４　肾小球“小管化”的评估
１．４．１　肾小球“小管化”的发生率　　计数切片上全部肾小球
的总数，以及同一切片内发生“小管化”的肾小球数量。每切片

“小管化”的发生率 ＝“小管化”的肾小球数／该切片肾小球的
总数，每只大鼠计数３个切片，求平均数。
１．４．２　肾小球“小管化”的严重度　　严重“小管化”：近端小
管样上皮细胞覆盖程度占肾小囊壁层圆周长１／４及以上的肾
小球。计数切片上发生严重“小管化”的肾小球数量，以及同一

切片内发生“小管化”的肾小球数量。每切片“小管化”严重度

＝严重“小管化”的肾小球数／“小管化”的肾小球数，每只大鼠
计数３个切片，求平均数。

１．５　统计学方法
　　数据用 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件，资料服从正
态分布且方差齐性时，使用单因素方差分析，并用Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ法
进行两两比较。

２　结果

２．１　各组大鼠２４ｈ尿蛋白测定
　　与对照组相比，各模型组大鼠２４ｈ尿蛋白定量均增加，５、
１０、１５ｄ组与对照组比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图１）。建
模初期，随着模型的进展，大鼠２４ｈ尿蛋白量逐渐增加，１０ｄ时
达到顶峰，１５ｄ时２４ｈ尿蛋白定量高峰逐渐回落，２０ｄ时２４ｈ尿
蛋白定量继续减少，与对照组相比差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
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１：对照组；２：２ｄ组；３：５ｄ组；４：１０ｄ组；５：１５ｄ组；６：２０ｄ

组；ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较

图１　各组大鼠２４ｈ尿蛋白定量分析

２．２　各组大鼠足细胞损伤情况
　　透射电镜检查各组大鼠肾标本，对照组的足细胞足突呈清

晰的栅栏状，２ｄ组和５ｄ组标本均已出现足突融合；１０ｄ组大

鼠肾小球内足突广泛融合，其后１５、２０ｄ组足突损伤逐渐恢复。

２．３　肾小球“小管化”的鉴定
２．３．１　光镜观察细胞的组织学特征　　对照组大鼠的肾小囊

壁层上皮细胞呈单层扁平状，近端小管上皮细胞单层立方状，

细胞体大，细胞质嗜酸性，可见刷状缘。在肾小囊壁层与近端

肾小管结合处，肾小囊壁层上皮细胞与近端小管上皮细胞突然

移行（图２Ａ）。在模型组大鼠的部分肾小体中，肾小囊壁层并

不完全被扁平的上皮细胞覆盖，而是不同程度地被立方状的上

皮细胞所覆盖。这些立方状细胞与近端小管上皮细胞相延续，

并具有近端小管上皮细胞的特征，比如，细胞为立方状，细胞质

嗜酸性，细胞核大呈球形（图２Ｂ、Ｃ）。
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Ａ：对照组，扁平的肾小囊壁层上皮细胞与立方状近端小管上皮细

胞突然移行（↑）；Ｂ：１５ｄ组，肾小囊壁层上皮被立方状近端小管

样上皮细胞覆盖，并且该立方状上皮细胞与近端小管上皮细胞相

延续（↑）；Ｃ：１５ｄ组，肾小囊壁层上皮较高程度地被立方状近端

小管样上皮细胞覆盖（↑）

图２　ＨＥ染色观察各组大鼠肾小囊壁层上皮　（×４００）

２．３．２　免疫荧光染色鉴定细胞的免疫表型　　肾小囊壁层的

立方状上皮细胞Ａｑｕａｐｏｒｉｎ１染色阳性（图３）。
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Ａ：Ａｑｕａｐｏｒｉｎ１在近端小管上皮细胞和肾小囊壁层上皮的部分细胞

中显示阳性染色，方框处为肾小球；Ｂ：肾小囊壁层上皮的部分细胞

被Ａｑｕａｐｏｒｉｎ１染色（↑）；红色为Ａｑｕａｐｏｒｉｎ１，蓝色为ＤＡＰＩ染核

图３　１５ｄ组大鼠肾组织Ａｑｕａｐｏｒｉｎ１免疫荧光染色　（×４００）

２．３．３　电镜观察细胞的超微结构　　低倍透射电镜下观察
１０ｄ组大鼠，可见部分肾小囊被高的立方状上皮覆盖（图４Ａ）。

高倍镜下观察，该层立方状细胞的顶面可见刷状缘，细胞质中

含有丰富的近似垂直方向的线粒体，细胞核大呈球状（图４Ｂ）。

正常组大鼠近端小管上皮细胞顶面具有明显的刷状缘，细胞质

内可见纵行整齐排列的线粒体（图４Ｃ）。
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Ａ：肾小囊壁层有立方状上皮细胞沿肾小囊基底膜（▲）排列，这些
细胞显示了近端小管上皮细胞的特征，细胞顶面可见刷状缘（↑，
×２０００）；Ｂ：超微结构分析，该层立方状上皮细胞细胞核大而圆，
细胞质内可见大量线粒体，细胞顶面可见刷状缘（↑，×１００００）；
Ｃ：对照组大鼠近端小管上皮细胞超微结构，细胞质内可见纵行排
列的线粒体，细胞顶面可见排列整齐的刷状缘（↑，×１００００）
图４　透射电镜观察１０ｄ组大鼠肾小囊壁层覆盖的立方状上皮细胞

２．４　肾小球“小管化”的评估
２．４．１　“小管化”的发生率　　建模初期，随着模型的进展，各
组“小管化”的发生率逐渐升高（图５Ａ）。与对照组相比，１０、
１５、２０ｄ组差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），１５ｄ组最高，２０ｄ组
“小管化”发生率较１５ｄ组显著下降（Ｐ＜０．０５）。
２．４．２　“小管化”的严重度　　建模初期，随着模型的进展，各
组“小管化”的严重度逐渐升高（图５Ｂ）。与对照组相比，１０、
１５、２０ｄ组“小管化”严重度明显升高，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５），２０ｄ组呈现下降趋势。
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１：对照组；２：２ｄ组；３：５ｄ组；４：１０ｄ组；５：１５ｄ组；６：２０ｄ组；

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜００５，与１５ｄ组比较

图５　各组大鼠“小管化”发生率（Ａ）和“小管化”严重度（Ｂ）

２．５　肾小球“小管化”发生率及严重度与２４ｈ尿蛋白
定量的相关关系

　　“小管化”发生率与２４ｈ尿蛋白定量正相关（ｒ＝０．５５，Ｐ＜
０．０１）；“小管化”严重度与 ２４ｈ尿蛋白定量呈正相关（ｒ＝

０５６，Ｐ＜０．０１）。

３　讨论

　　本研究用一次性腹腔注射 ＰＡ１５ｍｇ／１００ｇ的方
式制作ＳＤ大鼠ＰＡＮ模型，在模型中观察到部分肾小
囊的壁层被立方状上皮细胞所覆盖，而且这种细胞与

近端小管上皮细胞相延续。本研究用光镜、电镜观察，

用特异性标志进行免疫荧光染色分析了这种细胞的类

别。在光镜下，这些细胞呈立方状，细胞质嗜酸性，细

胞核大呈球形，与近端小管上皮细胞组织学特征相同

并与之延续。免疫荧光结果显示，这些细胞可被近端

小管上皮细胞标志Ａｑｕａｐｏｒｉｎ１染色，提示这些细胞具
有与近端小管上皮细胞相同的免疫表型。电镜超微结

构显示，细胞顶面有大量排列整齐的微绒毛，细胞质中

含有丰富的线粒体，与正常近端小管上皮细胞的超微

结构一致。而正常肾小囊壁层上皮细胞呈单层扁平

状，有少量的、短的微绒毛和１根中心纤毛［２］，与本实

验中观察到的细胞形态不同。我们认为，肾小囊壁层

的立方状上皮细胞具有与近端小管上皮细胞一致的形

态学特征和相同的免疫学表型，从而证明 ＳＤ大鼠
ＰＡＮ模型肾组织中发生了肾小球“小管化”。进一步
观察发现，随着模型的进展和恢复，肾小球“小管化”

的发生率及其严重度均呈现先升高、后下降的趋势，在

１５ｄ时达峰值，２０ｄ组的“小管化”发生率呈现下降趋
势。肾小球“小管化”的发生率及其严重度与２４ｈ尿
蛋白定量呈现显著的正相关关系。

　　既往仅有少量研究关注 ＰＡＮ模型中近端小管上
皮细胞的形态学变化。Ｐｕｌｖｅｒ等［９］用串联扫描共聚焦

显微镜观察 ＰＡＮ大鼠肾小管，发现近端小管管腔扩
大，小管上皮细胞刷状缘微绒毛丢失，管腔中有细胞碎

屑，局部发生肾小管坏死。本研究在 ＳＤ大鼠 ＰＡＮ模
型中观察到肾小球“小管化”的现象，是对ＰＡＮ模型病
理变化的重要补充。同时发现这一现象随模型的进展

和恢复呈现动态变化，提示这一现象可能在ＰＡＮ模型
的发展和恢复过程中发挥一定作用。进而可以推测，

这一现象有可能成为 ＰＡＮ模型所模拟的人类肾脏疾
病的诊治的潜在靶点，但仍需进一步实验证实。

　　既往仅有少量研究报道了肾小球“小管化”的现
象。这些研究中的疾病或疾病模型中多存在缺血／再
灌注损伤，如ＦＶＢ小鼠缺血性急性肾损伤模型［４］，猪

大动脉闭塞所致缺血／再灌注肾损伤模型［５］。研

究［４－６］发现，在缺血／再灌注模型中，肾小球“小管化”
的发生率和严重程度与肾小管损伤的严重程度正相

关，因而认为肾小球“小管化”是早期肾损伤的标志。

还有研究［３］报道在小管上皮细胞改变轻微的急性小

管损伤中，肾小球“小管化”可能是其唯一标志。ＰＡＮ
模型以足细胞损伤为特点，无明显缺血／再灌注损伤。
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本研究首次在 ＳＤ大鼠 ＰＡＮ模型中发现了肾小球“小
管化”这一现象，提示肾小球“小管化”在肾脏疾病中

可能有着更为广泛的潜在意义。

　　本研究首次在ＰＡＮ模型中观察到了肾小球“小管
化”的现象，并且发现该现象随着模型的进展和恢复呈

现动态变化，这是对ＰＡＮ模型肾损伤表现的丰富与完
善。这一现象有可能为研究足细胞和肾小囊壁层上皮

细胞损伤的机制提供新思路，可能有助于对两种细胞均

有损害的肾小球病以及其他肾脏疾病发病机制的研究。
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我刊网站主页和远程稿件处理系统改版、升级

　　近期，我刊网站主页和远程稿件处理系统改版、升级工作正在进行。新主页增加了用ＱＱ、微博账号登录系统，
二维码扫描分享微信朋友圈，推送本刊单篇论文相似文献，分享论文到微博、微信、博客等功能，新增论文引用、分享

排名，视频、音频，优先数字出版，专题重点号，科学快报（报道生命科学前沿信息）和编读往来等板块，并将在近期增

加ＨＴＭＬ格式全文浏览功能。远程稿件处理系统全面升级，新系统将呈现给用户更友好的界面和更多的功能。
　　网站主页和远程稿件处理系统的改版、升级，是我刊数字化出版工作的重要举措，旨在为用户提供更为方便
快捷的信息服务和更丰富的数字化信息资源。改版、升级工作中难免出现各种问题，请读者、作者和审稿专家们

积极向编辑部反馈，以便我们及时改进，为大家提供更优质的服务。联系人：黄超，联系电话：（０２３）６８７５２１８７。

本刊编辑部

１６８１
第３６卷第１７期
２０１４年９月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３６，Ｎｏ．１７
Ｓｅｐ．１５　２０１４


