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要"目的
!

比较原发性膜性肾病患者和健康人的尿足细胞数!探讨尿足细胞与原发性膜性肾病之间的关系!为进一步探

索原发性膜性肾病的发病机制做铺垫&方法
!

采用间接免疫荧光法以抗
F9W

单克隆抗体对尿沉渣进行染色&对比
'(

例原发性

膜性肾病患者及健康体检者尿足细胞数!比较不同病理分期膜性肾病患者的尿足细胞数&结果
!

实验组患者尿足细胞数明显高

于对照组!

)

期和
*

期膜性肾病患者尿足细胞数较
!

期膜性肾病患者明显减少&结论
!

原发性膜性肾病患者尿足细胞数较正常

人升高&在膜性肾病早期尿足细胞数较多!随着病理改变的加重尿足细胞数减少&

关键词"肾病$足细胞$肾组织活检
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特发性膜性肾病$
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&是成人原发性肾小球疾病的常见病理类型之一#占成人

原发肾病综合征$
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#其

治疗一直颇受重视'

$

(

)以肾小球脏层上皮细胞$

-
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&下

免疫复合物$
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&弥漫性沉积*基底膜

$
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T:1

&增厚伴钉突形成为病

理特征)本院自
$G*$

年以来肾穿刺诊断为膜性肾病$

P,PE

L657/4@7,
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1Q

&的
$*%

例#占原发性肾小球疾病$

)

*ZH

例&的
'&>$Y

)其病变进展缓慢#对治疗不敏感#约
$

"

)

逐

渐发展#最终进入肾功不全'

%

(

)其发生机制不完全清楚#目前

大多数观点认为
1Q

是一种针对足细胞$

-

/8/3

=

.,

&细胞膜抗

原成分#由自身抗体介导的肾小球损伤'

)

(

)近几年研究发现#

在许多原发和继发性肾小球疾病患者尿液中可见到足细胞病

变#而且足细胞病变参与了肾小球疾病尿蛋白的形成和肾小球

硬化'

'EZ

(

#多种因素可导致足细胞的损伤#包括抗足细胞膜抗

体*代谢因素*血流动力学改变*基因突变*蛋白负荷过重*中

毒*感染等)足细胞损伤引起的一系列肾脏病统称为足细胞

病#主要的病理类型包括局灶节段性肾小球硬化$

"BTB

&*

1Q

*

微小病变肾病$

19+

&*膜增生性肾小球肾病$

1FTQ

&等'

H

(

)

足细胞是贴覆于
T:1

表面的终末期分化细胞#在
T:1

上伸出许多叫作足突的突起#足突互相连接形成如指状交叉相

接的栅栏状结构为裂孔#裂孔上覆有一层
'

$

H7P

厚的薄膜#

称为裂孔膜$

@2;.P,PL657,
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(

)足细胞的特殊结构决定

了其特殊的功能#可以总结为!$

$

&蛋白滤过的分子屏障%$

%

&蛋

白滤过的电荷屏障%$

)

&抵抗肾小球内压力%$

'

&维持肾小球毛

细血管袢的空间结构%$

Z

&合成维持
T:1

完整的成分%$

H

&合

成分泌血管内皮生长因子#维持肾小球内皮细胞的功能完整

性'

G

(

)足细胞即肾小囊脏层上皮细胞#位于滤过膜的最外层#

对于维持肾小球正常形态结构和功能十分重要#但对于足细胞

的研究却因为实验方法的局限性而停滞不前)已知足细胞表

达几种特异性标志蛋白
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#其中
*(

年代发现的
F9W

是足细胞主要标志性

蛋白'

$(

(

)当足细胞由上皮细胞前体分化出来时#

-

/8/352

=

N;7

最先表达于足细胞顶端的表面)抗原应用单克隆抗体可以检

测到)而且研究发现!表达其他几种标志蛋白的足细胞几乎都

表达
F9W

#故通常用抗
F9W

单克隆抗体来鉴别足细胞)由于

Z$G$

重庆医学
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年
>

月第
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卷第
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期

"

基金项目"陕西省卫生厅科学研究基金资助项目$
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这种蛋白主要表达在肾小球上皮细胞而不表达于其他的尿道

上皮细胞#因此#用其来发现和定量尿中足细胞的脱落#对评价

肾小球疾病中足细胞的损伤是有意义的'

$$

(

)

A

!

资料与方法

A&A

!

一般资料
!

%(('

年
$

月至
%((*

年
$%

月在西安交通大学

医学院第一附属医院肾脏内科住院的患者
'(

例为实验组#年

龄
$Z

$

>$

岁#平均$

'$&)e$)&*

&岁)其中男
%Z

例#平均年龄

$

'%&)e$H&Z

&岁)女
$Z

例#平均年龄$

)G&>e*&(

&岁)对照组

为同一时期的
)(

名健康体检者#年龄
$*

$

>'

岁#平均$

'(&Ge

$H&%

&岁)其中男
$*

例#平均年龄$

')&Ze$H&Z

&岁)女
$%

例#

平均年龄$

)>&Ze$Z&>

&岁)用四格表
(

% 检验法比较两组的性

别构成$表
$

&#结果
(

% 值为
(&('Z

$

E

'

(&(Z

&#故认为两组性别

的构成差异无统计学意义)将两组研究对象按小于
)(

岁*

)(

$

Z(

岁和大于
Z(

岁三个年龄段划分#统计各年龄段的人数#

用行
\

列表资料的
(

% 检验法比较两组的年龄构成$表
%

&)结

果显示卡方值为
(&(GZ

$

E

'

(&(Z

&#故认为两组研究对象年龄

的构成差异无统计学意义)

A&B

!

纳入和排除标准
!

经肾穿刺术组织标本用
?S

染色*

FCB

染色*

15@@/7

染色和免疫荧光染色方法确诊为
1Q

)且

排除以下继发性
!1Q

!$

$

&结缔组织病引起的
1Q

#如狼疮性

肾炎*类风湿关节炎相关
1Q

%$

%

&乙型肝炎病毒相关性肾炎%

$

)

&丙型肝炎病毒相关性肾炎%$

'

&过敏性紫癜性肾炎%$

Z

&新生

物所致
1Q

#如肺癌*乳腺癌*胃肠道及肾脏肿瘤引起的
1Q

%

$

H

&药物所致
1Q

#如金制剂*汞*青毒胺*非固醇类消炎药等%

$

>

&

!

<

C

肾病中的膜性病变型)共
'(

例原发性膜性肾病患者

入选#另选同一时期的
)(

例健康体检者作为对照组)

表
$

!!

实验组和对照组患者性别比较$

%

%

组别 男 女
(

%

E

实验组
%Z $Z (&('Z (&*)%

对照组
$* $%

表
%

!!

实验组和对照组患者年龄构成比较$

%

%

组别
%

)(

岁
)(

$

Z(

岁
'

Z(

岁
(

%

E

实验组
> %' G (&(GZ(&GZ)

对照组
H $> >

A&C

!

观察指标
!

每位患者入院后*肾穿刺前某日$一般为肾穿

刺前
%8

&

%'K

避免剧烈运动#经
$%K

空腹过夜#留取晨尿
$((

PV

检测尿中足细胞)

)(

例健康人以同样方法留取标本)

A&D

!

尿足细胞的检测
!

查阅文献#结合北京大学的实验经验

以及本室预实验结果得出最佳的尿足细胞免疫荧光检测方法)

A&D&A

!

制做切片
!

每位患者于入院后*肾穿刺前某日$一般为

肾穿前
%8

&留取清洁中段晨尿
$((PV

#离心机以
$*((6

"

P;7

的转速离心
ZP;7

#弃上清液#将剩余的尿沉渣混匀#取沉渣每

孔
Z(

"

V

置自动涂片离心机$

B?CQ+XQ

#

35.QX>'(

&中#以
$

%((6

"

P;7

的转速离心
%P;7

#取出玻片室温下干燥#然后用丙

酮在
'[

下固定
$(P;7

#自然干燥)

A&D&B

!

免疫荧光染色
!

将上述待染标本的载玻片以
(&($

P/2

"

V

磷酸盐缓冲液$

F:B

&轻洗
%

次#湿润%置
$Y

$质量分数&

曲拉通
WE$((

#浸泡
ZP;7

%室温下
$Y

$质量分数&牛血清清蛋

白
CV:

$

:BC

&封闭
)(P;7

#然后滴加一抗#小鼠抗人
F/8/35E

2

=

N;7

单克隆抗体$北京大学肾内科赠予&体积比
$_%(

稀释#

'

[

#

*K

以上#滴加二抗#

"!#9

荧光标记山羊抗小鼠
!

<

T

#体积

比
$_>Z

稀释#

)>[

孵育
)(P;7

#碘化丙啶染核#甘油封片#显

微镜下观察并计算每高倍镜下足细胞平均值)

A&D&C

!

观察方法
!

由
%

位本文作者在荧光显微镜下共同观

察#每份标本低倍镜视野观察全片#高倍镜下确认
F9W

标记足

细胞)然后选择全片左上*左下*右上*右下和中间
Z

个不同部

位
$(

个高倍视野#记录完整足细胞数)

A&E

!

常规肾脏病理检查
!

肾脏病理检查所有患者在
:

超引

导下行经皮肾穿刺活检术#肾活检方法采用超声实时探测引导

下
#64E94.

穿刺针穿刺获得)所取肾组织分别行光镜检查及

免疫病理检查)步骤如下!$

$

&分取组织及固定!

$(Y

中性甲醛

固定
'K

%$

%

&脱水到蜡%$

)

&石蜡包埋%$

'

&

'

"

P

切片%水浴箱展

片捞片#玻片预处理$蛋清甘油混合物&%$

Z

&温箱
H([%K

烤

片%$

H

&分别行
?S

*

FCB

*

FCB1

*

15@@/7

染色观察病理变化并

进行膜性肾病分期诊断)

B

!

结
!!

果

B&A

!

实验组和对照组尿足细胞比较
!

用两独立样本
'

检验法

比较实验组和对照组间尿足细胞$表
)

&)结果显示
'f$Z&>

$

E

%

(&($

&#差异均有统计学意义#即实验组患者尿足细胞数

明显高于对照组)

表
)

!!

实验组与对照组患者尿足细胞比较$

Oe@

%

组别 足细胞$个"
$(?F

&

' E

试验组
*&%e)&)

对照组
(e( $Z&> (&(($

B&B

!

不同病理分期比较
!

使用方差分析比较不同病理分期组

患者尿足细胞计数的差异)从检验结果可以看出不同病理分

期的膜性肾病患者尿足细胞计数比较差异有统计学意义$

E

%

(&($

&#进一步用
:/70,66/7;

法进行组间两两比较#可以看出
!

期和
)

期*

!

期和
*

期患者间尿足细胞计数比较差异均有统计

学意义#而
)

期和
*

期间患者尿足细胞计数比较差异无统计学

意义$表
'

&)

表
'

!!

尿足细胞组间两两比较$

E

值%

:/70,66/7;

法

分期
!

期
)

期
*

期

!

期
g (&($* (&($H

)

期
(&($* g $&(((

*

期
(&($H $&((( g

!!

g

!表示无此项)

C

!

讨
!!

论

C&A

!

!1Q

与足细胞损伤
!

膜性肾病发病机制尚未研究清楚#

但早在
$GZG

年
?,

=

P577

就成功地制造了
1Q

的动物模型#即

?,

=

P577

肾炎模型)其病理改变及临床表现完全与人类
1Q

相似)后由
+,L;,3

等'

$%

(第一次证实了人类
1Q

抗原的存在#

他发现体内缺乏中性肽链内切酶$

QSF

#一种足细胞膜蛋白&的

母亲在怀有正常胎儿时会产生针对
QSF

的抗体#这些抗体穿

过胎盘进入胎儿体内#与患儿足细胞上的
QSF

结合#形成原位

免疫复合物#导致新生儿
1Q

'

$)

(

)虽然这类患者仅占
1Q

的
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很少一部分#但这个发现使人们相信#一定存在更多的*尚不为

人所知的足细胞抗原参与了
1Q

的发生)

目前对膜性肾病发病机制的研究认为!

1Q

是一种针对足

细胞细胞膜抗原成分#由自身抗体介导的肾小球损伤)当循环

抗体与足细胞表面的受体相关蛋白
DCF

结合后#形成上皮下

原位免疫复合物%或外源性抗原以循环免疫复合物沉积于上皮

下区)继而激活补体形成膜攻击复合物
9ZLEG

)后者插入足

细胞膜#形成细胞膜上的裂孔致足细胞机械性损伤%激活足细

胞#使活性氧化物的产生增加#启动脂质过氧化反应#降解

T:1

#使基底膜受损%刺激足细胞产生能够分解
T:1

的蛋白

酶%诱导连接
T:1

与肾小球上皮细胞的黏附分子功能的改

变#主要表现为足细胞结构中以肌动蛋白为主的细胞骨架系统

和足细胞中表达的特异性蛋白分子异常#从而使足细胞裂孔膜

和细胞骨架的异常'

$'

(

#足细胞功能异常使滤过膜出现缺陷#导

致蛋白尿产生%上调
+

型胶原的表达等#导致肾小球
T:1

的

增厚)所以说
!1Q

的发生与足细胞密切相关)当足细胞受损

时#早期可能是形态变化#最终从肾小球基底膜上分离*脱落#

从尿中丢失肾小球内足细胞数量和密度减少'

$Z

(

#滤过屏障的

正常结构被破坏#肾小球基底膜裸露#与包曼囊粘连#即球囊粘

连#启动肾小球硬化)

临床上通常以肾活检病理检查作为诊断各种肾脏疾病的

金指标)由于肾活检是一项有创检查#在一定程度上受医疗条

件及患者本身条件限制#而且不能用于追踪观察)尿蛋白是通

常临床使用的观测指标)

b4

等'

$H

(认为尿足细胞评估肾小球

损伤比尿蛋白更敏感)检测尿足细胞是新近发展起来的一项

无创检查#此方法的临床应用价值值得关注)本文对
'(

例

!1Q

患者进行尿足细胞检测#发现所有患者尿中有足细胞排

出#而
)(

例健康人尿中未发现足细胞)

C&B

!

尿足细胞与病理改变
!

!1Q

的病理特点是在肾小球基

底膜外侧有免疫复合物的沉积#造成基底膜增厚*,钉突-形成#

系膜区多正常)早期肾小管间质基本正常#晚期时可发生小管

萎缩#间质纤维化)免疫荧光染色以
!

<

T

和
9)

为主#并呈弥

漫性均匀一致的颗粒状沿基底膜分布#有时可见和
9'9$

R

沉着)

因为
!1Q

起病时蛋白尿*高血压等临床症状较明显#容易

被发现#所以患者初诊时多为
!

期和
)

期)本文结果显示
!

期

!1Q

患者尿足细胞数多于
)

期和
*

期
!1Q

患者#分析其原因

可能是发病初期肾脏病变活动性大#足细胞损伤严重#因而脱

落从尿中丢失的足细胞数较多)足细胞是终末分化细胞#分裂

增殖能力有限#一旦损伤#不能再生#随着病情的进展#足细胞

的不断脱落#肾组织中足细胞数逐渐减少#尿中足细胞也减少)

总之#通过对
!1Q

患者和健康人的回顾性临床研究#发现

!1Q

患者尿足细胞数较正常人升高#表明
!1Q

患者的确存在

足细胞损伤#但其足细胞损伤的机制尚不清楚#有待进一步研

究)尿足细胞定量是新近发展起来的一种检测方法#尽管对于

尿足细胞在一些方面还存在着许多问题和未知#但由于其为一

种无创性检查#随着人们对其认识的不断深入#检测方法的不

断成熟#尿足细胞检测将越来越多地被用于
!1Q

及其他原发

性肾小球疾病的诊断*监测以及预后判断的研究)
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