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摘要!目的
!

探讨
Y5

型巨噬细胞在移植肾上皮
>

间质转化中的作用*方法
!

选取诊断为慢性移植肾肾损伤的肾活检标本
N7

例%

同时选取正常肾组织
87

例作对照#用
Y=II(1

染色法评估肾活检组织的间质纤维化程度#用免疫组织化学法和图像分析法检测

肾活检组织中
@F8RN

$标记
Y5

型巨噬细胞&和上皮
>

间质转化标记物
W[\>

3

8

)

A>0=/!.'H1

)

XH%.1"H1

及
CYV

蛋白的表达情况%分

析它们与移植肾组织临床病理指标之间的关系*结果
!#

移植肾组织中的
@F8RN

)

W[\>

3

8

)

XH%.1"H1

和
CYV

的表达显著高于

正常肾组织%而
A>0=/!.'H1

的表达则相反$

(

均
$

7,76

&#

$

随着移植肾间质纤维化程度的加重%肾组织中
@F8RN

)

W[\>

3

8

)

XH%>

.1"H1

和
CYV

的表达逐渐增多%而
A>0=/!.'H1

的表达逐渐减少%患者血肌酐和尿素氮水平也逐渐升高$

(

均
$

7,76

&#

%

移植肾组

织中
@F8RN

的表达与
W[\>

3

8

)

XH%.1"H1

和
CYV

呈正相关%而与
A>0=/!.'H1

的表达呈负相关$

(

均
$

7#78

&#

&

移植肾组织中

@F8RN

的表达与患者血肌酐水平呈正相关$

4e7,QNM

%

(

$

7#78

&*结论
!

Y5

型巨噬细胞与移植肾上皮
>

间质转化有关%可以促进

移植肾
AYW

的发生%引起移植肾间质纤维化和患者的肾功能不全*

关键词!肾移植#上皮
>

间质转化#

Y5

型巨噬细胞#

@F8RN

#

W[\>

3

8

中图分类号!

LRQ5,R

!!!

文献标志码!

V DCE

!

87PNQRQ

"

$

,HII1,877Q>S5Q8,578Q,7O,78O

收稿日期!

578S>7M>7R

!!!!

修回日期!

578Q>78>7N

基金项目!郑州市科技攻关计划项目$

B(,578677MS

&

通信作者!杨金花
,A>%=H)

!

8NSNM87SSNM

!

8RN,0(%

作者简介!杨迷玲$

8QS5>

&%女$汉族&%硕士%主治医师
,

研究方向!器官

移植病理学
,A>%=H)

!

+

%)7Q55

!

8RN,0(%

!!

肾移植是肾功能衰竭患者的有效治疗手段*目

前%移植肾的
8

年存活率已经普遍超过
Q7U

%但移植

肾的长期存活状况并没有明显改善+

8

,

*慢性移植肾

肾损伤$

0!'(1H04H/1.

+

=))(

*

'=?"H1

$

&'

+

%

@VD

&是肾移

植后常见的并发症%主要表现为移植肾功能进行性减

退%最终可导致肾功能衰竭*

@VD

的组织学特征为非

特定因素所致的间质纤维化和肾小管萎缩*预防

@VD

是提高移植肾存活率的主要目标之一%有研究认

为炎症性巨噬细胞$

Y5

&与移植肾的间质纤维化相

关%而上皮
>

间质转化$

.

#

H"!.)H=)>H1".'I"H"H=)"'=1I?('>

%="H(1

%

AYW

&是肾间质纤维化的主要因素%但是
Y5

型巨噬细胞与移植肾
AYW

之间的关系尚不清楚*

因此%我们初步用免疫组织化学方法检测移植肾组织

中
@F8RN

和
AYW

标记物肿瘤生长因子$

W&%('

*

'(3"!?=10"('

%

W[\>

3

8

&)

A>0=/!.'H1

)

XH%.1"H1

及

CYV

蛋白的表达情况%进一步分析
@F8RN

标记的

Y5

型巨噬细胞与移植肾肾小管上皮
>

间质转化之间

67N

现代泌尿外科杂志
!!

578Q

年
O

月第
5O

卷第
O

期
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的关系及其可能的作用机制*

F

!

材料与方法

FMF

!

材料

FMFMF

!

标本来源
!

选取郑州人民医院病理科
578O>

578M

年病理诊断为慢性移植肾肾损伤的石蜡标本
N7

例%其中男性
8S

例%女性
85

例%年龄
8S

"

6N

岁*按

E=1??5786

移植肾活检诊断标准慢性移植肾肾损伤

间质纤维化分
N

级!

/

级
85

例%

0

级
87

例%

1

级
S

例%用
Y=II(1

三色染色评估间质纤维化来选取标

本*同时收集
87

例正常肾组织作为对照组*在选取

标本时已除外其他已知原因引起的间质纤维化和肾

小管萎缩%只选取非特定致病因素引起的间质纤维化

和肾小管萎缩%不伴有肾小管炎和动脉内膜炎*

F,F,G

!

主要试剂
!

鼠抗人单克隆抗体
@F8RN

$克隆

号
87FR

&)鼠抗人单克隆抗体
CYV

$克隆号
8VO

&)兔

抗人 多 克 隆 抗 体
W[\>

3

8

)鼠 抗 人 单 克 隆 抗 体

A>0=/!.'H1

$克隆号
OV5@M

&)鼠抗人单克隆抗体

XH%.1"H1

$克隆号
XQ

&均购自福州迈新公司*

FMG

!

方法
!

所有组织标本均经
87U

福尔马林固定%

石蜡包埋%

N

+

%

厚连续切片%然后用免疫组织化学

A)HXHIH(1

法染色*免疫组化操作步骤严格按照试剂

盒说 明 书 进 行*预 处 理!

@F8RN

)

XH%.1"H1

和

A>0=/!.'H1

采用柠檬酸盐缓冲液$

7,78%()

"

Z

%

#

:

RP7

&高温高压修复%

W[\>

3

8

采用
AFWV

高温高压修

复#

CYV

无需修复*经
FVE

显色%苏木素复染%盐

酸乙醇分化%氨水返蓝%脱水%透明%封片*以
_EC

代

替一抗作阴性对照%已知阳性切片作阳性对照*

FMH

!

结果判定
!

所有结果由有经验的肾脏移植病理

医师判定*

用
Y=II(1

三色染色来评估间质纤维化程度%在

O77

倍镜下%每张切片随机选取
56

个视野%阳性染色

面积占整个区域的比值即为纤维化的程度+

5

,

*按

E=1??5786

+

N

,移植肾活检诊断标准分
N

级%

/

级!轻度

间质纤维化%累及范围
$

56U

的肾实质#

0

级!中度间

质纤维化%累及范围达到
5RU

"

67U

的肾实质#

1

级!重度间质纤维化%累及范围
"

67U

的肾实质*

免疫组化结果的判读!

@F8RN

标记
Y5

型巨噬细

胞%胞质棕黄色判读为阳性%在
O77

倍镜下%每张切片

至少连续计数
Q

个高倍视野%再取其平均值+

O

,

*

W[\>

3

8

表达于肾小管上皮细胞的胞质%呈棕黄色#

A>0=/!.'H1

阳性着色位于肾小管上皮细胞的胞膜%棕

黄色%为上皮标记物#

XH%.1"H1

表达于间质和肾小管

上皮细胞的胞质%为间质标记物#

CYV

标记活化的肌

纤维母细胞%胞质棕黄色为阳性*阳性区域计算方

法!在
577

倍镜下%每张切片至少计数
R

个中倍视野

的肾实质%避开肾小球和大血管*将所选视野用蔡司

显微镜进行拍照%再将图片输入
D%=

*

.

#

'(

#

)&IR,7

图像处理软件对图片进行定量检测各种蛋白的平均

光密度值%即为
W[\>

3

8

)

A>0=/!.'H1

)

XH%.1"H1

和

CYV

的相对表达量*

FMI

!

统计学分析
!

应用
C_CC8S,7

软件进行统计分

析*均数用
*j"

表示%多组间比较用方差分析%组间

多重 比 较 用 的 是
:>?

检 验#相 关 性 分 析 采 用

>

0

%'4@')

等级相关性分析*检验水准取
)

e7,76

*

G

!

结
!

果

GMF

!

>DFNH

$

!UY8

!

F

$

@8)*1"#&(.

$

Z(4#.3(.

和
<T:

在移植肾组织和正常肾组织中的表达
!

@F8RN

标记

的
Y5

型巨噬细胞)

W[\>

3

8

)

XH%.1"H1

和
CYV

在移

植肾组织中的表达显著高于正常肾组织%并且随着移

植肾间质纤维化程度的加重%它们的相对表达量也逐

渐增多%差异具有统计学意义$

(

均
$

7,76

%表
8

)图
8

&*

上皮标记物
A>0=/!.'H1

在移植肾肾小管上皮细

胞中的表达显著低于正常肾组织%并且随着移植肾间

质纤维化级别的升高其表达逐渐减少%差异具有统计

学意义$

(

$

7,76

%表
8

)图
8

&*

GMG

!

患者血肌酐和血尿素氮水平与移植肾组织间质

纤维化程度的关系
!

患者的血肌肝$

0'.="H1H1.

%

@'

&

和血尿素氮$

T)((/&'.=1H"'(

*

.1

%

E;B

&平均值随移

植肾间质纤维化程度的增加而升高%与正常人的血

@'

相比%差异具有统计学意义$

(

$

7,78

%表
5

&*

表
F

!

各级纤维化的移植肾组织中
<T:

$

>DFNH

$

@8)*1"#&(.

$

!UY8

!

F

和
Z(4#.3(.

的相对表达

纤维化程度 例数
CYV @F8RN A>0=/!.'H1 W[\>

3

8 XH%.1"H1

正常
87 5,Q7j8,8Q 5,M7j5,76 RM,7Rj87,55 8,57j7,RO 5,RRjN,N6

/

级
85 58,77j5,RQ Q8,67j56,NR NN,8OjM,N7 68,6Rj57,6Q QO,65j8O,N8

0

级
87 NQ,77jO,R 5RN,87j68,56 8S,NOjN,77 8NR,75j8R,8R 8NS,76j88,SN

1

级
S RN,M6jQ,55 NQO,M6j85O,R8 Q,R8j7,SQ 58O,75j8M,N6 5MN,87j5N,R6

A

值
5OR,S M5,M 8NO,Q N8R,O 6N6,S

(

$

7,778

$

7,778

$

7,778

$

7,778

$

7,778

R7N

KY(/;'()

%

X(),5OB(,OV

#

',578Q
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图
F

!

移植肾组织间质纤维化程度及
>DFNH

$

!UY8

!

F

$

<T:

$

@8)*1"#&(.

和
Z(4#.3(.

在移植肾组织中的表达情况

V

!三色染色显示移植肾组织间质纤维化 $

Y=II(1

%

l577

&#

E

!移植肾组织中
Y5

型巨噬细胞在间质中的聚集$

A)HXHIH(1

%

l577

&#

@

!移植肾组织肾小管上皮细胞胞质
W[\>

3

8

阳性表达$

A)HXHIH(1

%

l577

&#

F

!移植肾组织间质标记物
CYV

阳性表

达$

A)HXHIH(1

%

l577

&#

A

!移植肾组织肾小管上皮细胞
A>0=/!.'H1

表达情况%部分肾小管上皮细胞
A>0=/!.'H1

表达缺失

$

A)HXHIH(1

%

l577

&#

\

!移植肾组织肾小管上皮细胞间质标记物
XH%.1"H1

阳性表达$

A)HXHIH(1

%

l577

&*

表
G

!

患者血肌酐$

;WV

与移植肾纤维化程度的关系

纤维化程度
) @'

$

+

%()

"

Z

&

E;B

$

%%()

"

Z

&

正常
87 R6,SjN,QQ O,SMj7,SO

/

级
85 8M5,M6j5O,66 8R,MSj5,8Q

0

级
87 5RR,57j5M,QQ 5S,87jN,7M

1

级
S OOM,SSjOS,65 O5,SSjO,65

A

值
5MM,O 5QM,Q

(

$

7,778

$

7,778

!

@'

!肌酐#

E;B

!血尿素氮

GMH

!

移植肾组织中
TG

型巨噬细胞数量与
!UY8

!

F

$

@8)*1"#&(.

$

Z(4#.3(.

和
<T:

表达及血
>&

的相关性

!

随着移植肾间质纤维化级别的升高%

Y5

型巨噬细

胞的数量逐渐增多%肾小管上皮细胞中
W[\>

3

8

和

XH%.1"H1

及间质
CYV

相对表达量也逐渐增多%而肾

小管上皮细胞中的
A>0=/!.'H1

则逐渐减少*

Y5

巨

噬细胞的数量与血
@'

水平呈正相关$

4e7,QNM

%

(

$

7,78

%图
5
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图
G

!

移植肾组织中
>DFNH

阳性的
TG

巨噬细胞的数量与上皮间质转化各指标及患者患者血清
>&

水平的相关性

V

!与间质
CYV

相对表达量的相关性#

E

!与肾小管上皮细胞
XH%.1"H1

相对表达量的相关性#

@

!与肾小管上皮细胞

A>0=/!.'H1

相对表达量的相关性#

F

!与肾小管上皮细胞
W[\>

3

8

相对表达量的相关性#

A

!与患者血清
@'

水平的相关性*
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由于免疫抑制剂的合理应用和手术水平的提高%

肾移植已成为挽救肾功能衰竭患者生命的的重要手

段*目前%肾移植近期效果已得到显著的改善%但远

期效果仍有待提高*

@VD

的发病机制还不清楚*巨

噬细胞在多种肾疾病中聚集是一种普遍现象%包括炎

症性)非炎症性肾疾病和移植肾损伤*研究表明巨噬

细胞可以被极化成两种不同的表型%即
Y8

和
Y5

*

Y8

型巨噬细胞具有促炎表型%其特征主要表现为产

生多种促炎症细胞因子%抵抗病原入侵%同时也会造

成机体损伤%常见的
Y8

型巨噬细胞标志物有
HB̂ C

)

@FSR

)

@F8R

"

N5

)白细胞介素
>8

受体$

H1".').&4H1>8

'.0.

#

"('

%

DZ>8L

&等#而
Y5

型巨噬细胞则是替代途径

活化的巨噬细胞%被认为是抗炎表型%常与组织修复

有关%常见
Y5

型巨噬细胞标志物有
@F8RN

)

@F57R

)

@FN78

等*随着巨噬细胞吞噬凋亡细胞%

Y8

型可转

化为
Y5

型%后者可以产生
DZ>87

和
W[\>

3

%诱导肌

纤维母细胞的增殖%促进纤维化的发生*调节从
Y8

到
Y5

转换的关键巨噬细胞受体是
@F8RN

%它是血红

蛋白清道夫受体+

6>S

,

*

研究表明
@F8RN

阳性的
Y5

型巨噬细胞与多种

肾脏疾病的慢性损伤有关%比如在糖尿病肾病$

/H=>

T."H01.

#

!'(

#

="!

+

%

FB

&中%肾间质浸润的
Y5

型巨噬

细胞与肾间质纤维化)肾小管萎缩)

FB

分级和肾功

能损伤有关+

Q

,

*有人用小鼠单侧输尿管梗阻模型研

究发现肾损伤后募集的巨噬细胞极化为
Y5

型%

Y5

型巨噬细胞可以促进肾纤维化*消除
Y5

型巨噬细

胞可特异性地抑制肾纤维化%而消除
Y8

型巨噬细胞

则无此作用+

5

,

*最近有一项关于巨噬细胞极化在移

植肾抗体介导的排斥反应的研究%实验分两组%

Y8

型巨噬细胞极化组和
Y5

型巨噬细胞极化组%结果发

现
Y5

型巨噬细胞极化组慢性移植性肾小球病变评

分和血肌酐明显升高%而肾小球率过滤明显降低%与

Y8

极化组比较%差异有显著性意义+

87

,

*本研究结果

显示
@F8RN

标记的
Y5

型巨噬细胞在移植肾组织中

的数量显著高于正常肾组织%并且随着移植肾间质纤

维化程度的加重%

Y5

巨噬细胞的数量也逐渐增多%

与前述研究结果一致%说明
Y5

型巨噬细胞在移植肾

间质纤维化的发展中也起着一定的作用*

Y5

型巨噬细胞是如何促进移植肾间质纤维化

发生发展的呢- 众所周知%

AYW

在肾间质纤维化中

起着重要作用*在
AYW

过程中%肾小管上皮细胞失

去上皮细胞特性%上皮标记物
A>0=/!.'H1

表达减少%

获得间质表型%迁移能力增强%这些转化的细胞从肾

小管的微环境转移至间质内%促进肾纤维化的发生发

展%同时成纤维细胞转化为肌成纤维细胞%这些细胞

表达间质标记物
CYV

*有人将纤维母细胞与顺铂处

理过的肾小管上皮细胞共培养发现%顺铂只能诱导肾

小管上皮细胞发生不完全的
AYW

%而加入含有
Y5

型巨噬细胞的培养基可以使顺铂诱导肾小管上皮细

胞发生完全的
AYW

%进一步引起肾小管间质纤维

化+

88

,

*有两个
W[\>

3

超家族成员是肾小管上皮细

胞可塑性的关键调节者!

W[\>

3

8

和
EY_M

%

W[\>

3

8

是
AYW

的潜在诱导者+

85

,

*吴莲凤等+

8N

,研究发现

Y8

型巨噬细胞可通过诱导
WB\>

)

高表达促进肾组

织早期炎症损伤%

Y5

型巨噬细胞通过提高
W[\>

3

8

水平促进后期纤维增生性修复*另有研究表明%在输

尿管梗阻早期肾脏中募集的巨噬细胞主要是
Y8

型%

然而%这些细胞很快极化为
Y5

型巨噬细胞%后者释

放大量的
W[\>

3

8

来提高
AYW

诱导的肾纤维化+

8O

,

*

本研究结果显示!移植肾组织肾小管上皮细胞中

W[\>

3

8

和间质标记物
CYV

的表达显著高于正常肾

组织%并且随着移植肾间质纤维化级别的升高而增

多%而上皮细胞标记物
A>0=/!.'H1

的表达则逐渐减

少%同时发现间质标记物
XH%.1"H1

表达于
@VD

患者

的肾小管上皮细胞中%并且随着损伤程度加重其表达

逐渐增多*这说明在移植肾间质纤维化的发生发展

过程中肾小管上皮细胞发生了
AYW

%

W[\>

3

8

与移

植肾肾小管
AYW

有关*相关性分析显示移植肾组

织中
Y5

型巨噬细胞与
W[\>

3

8

)

XH%.1"H1

和
CYV

的表达呈正相关%与患者血清
@'

的平均值呈正相关%

而与
A>0=/!.'H1

呈负相关%结合前人研究我们推测

Y5

型巨噬细胞可能通过提高
W[\>

3

8

的表达水平来

促进移植肾发生
AYW

%进一步促进移植肾间质纤维

化%引起患者肾功能不全*

以往关于
Y5

型巨噬细胞在肾脏
AYW

中的作

用多集中在原发肾疾病或移植肾动物模型上%本研究

初步探讨了
Y5

型巨噬细胞在慢性移植肾肾损伤

AYW

中的作用%结果显示
Y5

型巨噬细胞可以促进

移植肾
AYW

的发生%引起肾纤维化和患者的肾功能

不全%并且这一作用我们结合前人研究推测可能是通

过提高
W[\>

3

8

的表达水平来诱导的*因此%我们认

为在临床肾移植工作中可以定期检测移植肾组织中

Y5

型巨噬细胞的聚集情况来预测肾移植患者间质

纤维化发生的可能性%对临床防止慢性移植肾肾损伤

有着重要意义*
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