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　　摘　要：目的　研究局灶节段性肾小球硬化（ＦＳＧＳ）肾病综合征（ＮＳ）患者肾组织中ＮＡＬＰ３炎性复合体的表达变化与肾小管

间质病理损害程度、炎性因子表达及临床生化指标之间的关系。方法　应用免疫组化检测ＮＳ患者正常肾组织（对照组）及ＦＳＧＳ

患者肾组织（ＦＳＧＳ组）肾小管上皮细胞ＮＡＬＰ３／ＡＳＣ／ｃａｓｐａｓｅ１及其下游效应分子ＩＬ１β、ＩＬ１８表达变化，对肾小管间质损伤程

度进行评分并检测肾小管间质活化巨噬细胞Ｆ４／８０情况，收集患者血肌酐、血尿素、血浆总蛋白、清蛋白、２４ｈ尿蛋白等指标，计

算肾小球滤过率（ｅＧＦＲ）。将ＮＡＬＰ３／ＡＳＣ／ｃａｓｐａｓｅ１和ＩＬ１β、ＩＬ１８表达情况分别与肾小管间质损伤程度及各生化指标进行相

关性分析。结果　ＦＳＧＳ组患者肾小管上皮细胞ＮＡＬＰ３／ＡＳＣ／ｃａｓｐａｓｅ１及下游效应分子ＩＬ１β、ＩＬ１８的表达较对照组显著增高

（犘＜０．０１）；ＮＡＬＰ３／ＡＳＣ／ｃａｓｐａｓｅ１表达强度与ＩＬ１β、ＩＬ１８呈正相关（犘＜０．０１）；ＮＡＬＰ３／ＡＳＣ／ｃａｓｐａｓｅ１和ＩＬ１β、ＩＬ１８的表达

与肾小管间质损伤程度及Ｆ４／８０的表达强度呈正相关（犘＜０．０１），与２４ｈ尿蛋白量、血肌酐浓度呈正相关（犘＜０．０５），与ｅＧＦＲ呈

负相关（犘＜０．０５），与尿素、血浆总蛋白、清蛋白浓度无明显相关性。结论　ＮＡＬＰ３炎性复合体通过激活ＩＬ１β、ＩＬ１８等下游炎

症因子，参与ＦＳＧＳ的发病机制，其表达程度越高、肾组织病变程度越重，是否能作为ＦＳＧＳ预后的预警指标，还需进一步的临床

验证。
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　　肾病综合征（ｎｅｐｈｒｏｔｉｃｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＮＳ）是由多种不同病理

类型的肾小球疾病所引起，临床上表现为大量蛋白尿、低蛋白

血症、高脂血症和水肿，是肾脏疾病最常见的综合征之一，长期

持续发展将致肾功能障碍。局灶节段性肾小球硬化（ｆｏｃａｌｓｅｇ

ｍｅｎｔａｌｇｌｏｍｅｒｕｌｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＦＳＧＳ）为肾病综合征的一种常见病

理类型，同时伴有相应的肾小管间质急、慢性炎性病变为其显

著的病理特征，大约３０％～５０％ＦＳＧＳ患者在５～２０年内发展

为终末期肾病［１］。通过阿霉素诱导的ＦＳＧＳ动物模型实验发

现，肾组织中炎症因子白细胞介素（ＩＬ）１β、ＩＬ１８在的表达显

著升高，并与肾组织病理损害程度和肾功能血生化指标密切相
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关［２３］。在ＮＳ患者尿液中发现ＩＬ１β、ＩＬ１８均有升高
［４５］。然

而在ＦＳＧＳ患者肾组织中ＩＬ１β、ＩＬ１８的表达情况以及是通过

何种通路激活目前尚不清楚。目前研究资料提示，上游 ＮＬＲ

ＮＡＬＰ３炎 性 复 合 体 是 激 活 ＩＬ１β、ＩＬ１８ 的 重 要 通 路
［６］。

ＮＡＬＰ３炎性复合体是ＮＬＲｓ炎性体家族成员之一，主要表达

于抗原递呈细胞发挥启动炎性体装配的作用。ＮＡＬＰ３炎性复

合体由核心蛋白 ＮＡＬＰ３、衔接蛋白 ＡＳＣ、效应蛋白ｃａｓｐａｓｅ１

以及Ｃａｒｄｉｎａｌ组成的多蛋白复合体。当危险信号作用于靶细

胞，ＮＡＬＰ３可以通过激活ＡＳＣ和ｃａｓｐａｓｅ１，剪切ＩＬ１家族成

员前体成为具有活性的促炎症细胞因子ＩＬ１β、ＩＬ１８，从而放

大病变微环境炎症瀑布效应［７８］。因此推测，ＮＡＬＰ３信号通路

在ＦＳＧＳ患者肾小管间质损害中发挥重要作用。本研究通过

临床收集ＦＳＧＳ患者肾组织标本，观察肾组织 ＮＡＬＰ３炎性复

合体和细胞炎性因子ＩＬ１β、ＩＬ１８的表达变化情况，结合肾小

管间质病理损害程度、Ｆ４／８０的表达变化和临床生化检测结

果，探讨ＮＡＬＰ３炎性复合体在ＦＳＧＳ中表达及作用，从而进一

步揭示ＦＳＧＳ的发病机制。

１　资料与方法

１．１　一般资料　依据ＮＳ诊断标准，选取２０１１年３月至２０１３

年３月本院肾内科收治的临床诊断为 ＮＳ的患者４２例，经肾

穿刺活检术及病理学检查明确诊断为ＦＳＧＳ２６例（ＦＳＧＳ组），

其中男１６例，女１０例，平均年龄（３９±８）岁；对照组１６例，其

中男１０例，女６例，平均年龄（４１±１０）岁。对照组肾组织标本

均取自肾错构瘤患者肾切除远离错构瘤部位的肾组织，经光镜

检查均证实为正常的肾组织。收集患者治疗前各生化指标：２４

ｈ尿蛋白定量、血肌酐、血尿素、血浆总蛋白、血浆清蛋白。计

算肾小球滤过率（ｅＧＦＲ），ｅＧＦＲ［ｍＬ／（ｍｉｎ·１．７３ｍ２）］＝

１８６×ＳＣｒ－１．１５４×年龄－０．２０３×０．７４２（女）×１．２３３（中国）
［９］。

１．２　肾小管间质病理分级情况　参照肾小管间质损伤（ｔｕｂｕ

ｌｏｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｄａｍａｇｅ，ＴＩＤ）评分的方法，对ＦＳＧＳ肾小管间质的

病变进行半定量评分，根据光镜下肾小管变性、坏死，肾小管萎

缩，间质炎症细胞浸润及间质纤维化４个指标作为评分依据，

按照病变范围及严重程度分为４个等级：０分，无肾小管和肾

间质病变；１分，轻度病变（小于总面积的２５％）；２分，中度病

变（占总面积的２５％～５０％）；３分，重度病变（大于总面积的

５０％）
［１０］。每张切片在低倍视野下（×１００倍）随机选取１０个

视野，取其平均值。上述结果分析均采用盲法进行，由２名与

本研究无关病理专业人员进行评定。

１．３　主要试剂　兔抗人 ＮＡＬＰ３抗体购于美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公

司，ＡＳＣ抗体购于美国ＬｉｆｅＳｐａｎＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司，ｃａｓｐａｓｅ１、

ＩＬ１β、ＩＬ１８、Ｆ４／８０抗体均购美国 Ａｂｃａｍ公司。抗小鼠或兔

即用型非生物素免疫组化ＥｌｉＶｉｓｉｏｎＴＭｓｕｐｅｒ检测试剂盒购自

福州迈新生物技术开发公司，封闭用正常山羊血清工作液、显

色试剂盒均购自北京中衫金桥生物技术公司。

１．４　肾组织切片ＮＡＬＰ３、ＡＳＣ、ｃａｓｐａｓｅ１、ＩＬ１β、ＩＬ１８、Ｆ４／８０

的表达检测　肾组织经常规石蜡包埋，切２μｍ厚切片，经常

规脱蜡、水洗后，行微波抗原修复，３％Ｈ２Ｏ２ 室温１５ｍｉｎ消除

内源性过氧化物酶后，分别滴加：兔抗人 ＮＡＬＰ３多克隆抗体

（１∶１０００）、兔抗人ｃａｓｐａｓｅ１多克隆抗体（１∶５０）、兔抗人

ＡＳＣ多克隆抗体（１∶２００）、兔抗人ＩＬ１β多克隆抗体（１∶

２００）、兔抗人ＩＬ１８多克隆抗体（１∶２００），大鼠抗人Ｆ４／８０单

克隆抗体（１∶５０），４℃冰箱内过夜，０．０１ｍｏｌ／Ｌ的磷酸盐缓冲

液（ＰＢＳ）冲洗后加入二抗工作液，在光镜下控制ＤＡＢ溶液染

色，苏木素复染，水洗脱水、透明后中性树胶封片，阴性对照以

ＰＢＳ代替一抗，其他操作同前。

　　采用ＬＥＩＣＡ光学显微镜（４００×）观察采集图像。每个切

片随机测定５个视野，应用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ图像分析软件测量

每一视野中阳性染色区域的积分光密度值（ＩＯＤ）与测量区域

的面积（ａｒｅａ），计算平均光密度（ｍｅａｎｄｅｎｓｉｔｙ）＝（ＩＯＤＳＵＭ）／

ａｒｅａ对免疫组化染色进行半定量分析。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０统计软件，计量资料以

狓±狊表示，进行独立样本狋检验，相关性检验采用Ｐｅａｒｓｏｎ相关

分析进行比较，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　两组患者肾组织 ＮＡＬＰ３／ＡＳＣ／ｃａｓｐａｓｅ１、ＩＬ１β、ＩＬ１８

的表达变化及相关性分析　免疫组化结果显示，对照组肾小管

上皮细胞ＮＡＬＰ３有少量表达，ＡＳＣ、ｃａｓｐａｓｅ１、ＩＬ１β、ＩＬ１８不

表达，在ＦＳＧＳ组中，ＮＡＬＰ３、ＡＳＣ、ｃａｓｐａｓｅ１、ＩＬ１β、ＩＬ１８在

肾小管上皮细胞中表达明显增强，免疫组化染色呈棕黄色，主

要表达于肾小管上皮细胞的细胞质，细胞核呈阴性，见图１～

５。通过 Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析显示，ＮＡＬＰ３／ＡＳＣ／ｃａｓｐａｓｅ１与

ＩＬ１β、ＩＬ１８的表达均呈正相关，见表１。

　　Ａ：对照组；Ｂ：ＦＳＧＳ组；箭头所指为表示阳性表达。

图１　　两组患者肾小管上皮细胞ＮＡＬＰ３的表达变化（×４００）

　　Ａ：对照组；Ｂ：ＦＳＧＳ组；箭头所指为表示阳性表达。

图２　　两组患者肾小管上皮细胞ＡＳＣ的表达变化（×４００）

　　Ａ：对照组；Ｂ：ＦＳＧＳ组；箭头所指为表示阳性表达。

图３　　两组患者肾小管上皮细胞ｃａｓｐａｓｅ１的表达变化（×４００）

　　Ａ：对照组；Ｂ：ＦＳＧＳ组；箭头所指为表示阳性表达。

图４　　两组患者肾小管上皮细胞ＩＬ１β的表达变化（×４００）
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　　Ａ：对照组；Ｂ：ＦＳＧＳ组；箭头所指为表示阳性表达。

图５　　两组患者肾小管上皮细胞ＩＬ１８的表达变化（×４００）

表１　　ＮＡＬＰ３／ＡＳＣ／ｃａｓｐａｓｅ１、ＩＬ１β、ＩＬ１８表达的相关性

指标
ＮＡＬＰ３

狉 犘

ＡＳＣ

狉 犘

Ｃａｓｐａｓｅ１

狉 犘

ＩＬ１β ０．５９６ ＜０．０１ ０．５２５ ＜０．０１ ０．７５８ ＜０．０１

ＩＬ１８ ０．５５０ ＜０．０１ ０．６２２ ＜０．０１ ０．７７２ ＜０．０１

表２　　肾小管间质损伤评分比较

组别 狀 ＴＩＤ评分

对照组 １６ ０．４４±０．６３

ＦＳＧＳ组 ２６ １．６２±０．７５ａ

　　ａ：犘＜０．０１，与对照组比较。

２．２　两组患者肾间质病理评分及巨噬细胞检测　与对照组相

比，ＦＳＧＳ组患者肾小管间质损伤评分差异有统计学意义（犘＜

０．０１）。见表２。免疫组化结果显示，对照组肾间质Ｆ４／８０有

少量表达，在ＦＳＧＳ组中，Ｆ４／８０表达明显增强，主要表达于肾

小管间质活化巨噬细胞的细胞膜，免疫组化染色呈棕黄色。见

图６。

２．３　ＦＳＧＳ患者肾小管上皮细胞 ＮＡＬＰ３／ＡＳＣ／ｃａｓｐａｓｅ１、ＩＬ

１β、ＩＬ１８与肾小管间质损伤程度及Ｆ４／８０的相关性分析　患

者肾小管上皮细胞 ＮＡＬＰ３／ＡＳＣ／ｃａｓｐａｓｅ１、ＩＬ１β、ＩＬ１８的表

达与肾小管间质损伤程度及Ｆ４／８０的表达呈正相关，见表３。

　　Ａ：对照组；Ｂ：ＦＳＧＳ组；箭头所指为表示阳性表达。

图６　　两组患者肾小管间质Ｆ４／８０的表达变化（×４００）

２．４　两组患者肾小管上皮细胞 ＮＡＬＰ３、ｃａｓｐａｓｅ１、ＩＬ１β、ＩＬ

１８与临床生化指标的相关性　与对照组相比，ＦＳＧＳ患者尿蛋

白、血肌酐、尿素、ｅＧＦＲ、血清总蛋白、清蛋白差异均有统计学

意义（犘＜０．０１），见表４。相关性分析结果显示，ＦＳＧＳ患者肾

小管上皮细胞 ＮＡＬＰ３、ｃａｓｐａｓｅ１、ＩＬ１β、ＩＬ１８的表达水平与

尿素、血浆总蛋白、清蛋白的水平无显著相关，与尿蛋白、血肌

酐呈正相关（犘＜０．０５），与ｅＧＦＲ呈负相关（犘＜０．０５），见表５。

表３　　ＮＡＬＰ３／ＡＳＣ／ｃａｓｐａｓｅ１、ＩＬ１β、ＩＬ１８与肾小管间质评分及Ｆ４／８０的相关性

指标
ＮＡＬＰ３

狉 犘

ＡＳＣ

狉 犘

Ｃａｓｐａｓｅ１

狉 犘

ＩＬ１β

狉 犘

ＩＬ１８

狉 犘

ＴＩＤ评分 ０．６１７ ＜０．０１ ０．５３６ ＜０．０１ ０．７９９ ＜０．０１ ０．７６０ ＜０．０１ ０．６３１ ＜０．０１

Ｆ４／８０ ０．５２０ ＜０．０１ ０．５４９ ＜０．０１ ０．５６１ ＜０．０１ ０．４２０ ＜０．０５ ０．６６９ ＜０．０１

表４　　两组患者各临床生化指标比较（狓±狊）

组别 狀 尿蛋白（ｇ／ｄ） 血肌酐（μｍｏｌ／Ｌ） 尿素（ｍｍｏｌ／Ｌ） ｅＧＦＲ［ｍＬ（ｍｉｎ／１．７３ｍ２）］ 血浆总蛋白（ｇ／Ｌ） 血浆清蛋白（ｇ／Ｌ）

对照组 １６ ０．０３±０．０３８ ５２．７０±４．５２ ３．６７±０．６４ １２６．７２±２３．３５ ７４．９６±２．９３ ４４．５４±２．６６

ＦＳＧＳ组 ２６ ６．７１±３．４１ａ ８６．９８±３２．２７ａ ６．７２±２．５９ａ ７２．５４±３５．７６ａ ５０．６０±４．９９ａ ２６．４４±３．９２ａ

　　ａ：犘＜０．０１，与对照组比较。

表５　　 ＮＡＬＰ３、ｃａｓｐａｓｅ１、ＩＬ１β、ＩＬ１８与肾小管间质损伤及临床生化指标的相关性

指标
ＮＡＬＰ３

狉 犘

ＡＳＣ

狉 犘

Ｃａｓｐａｓｅ１

狉 犘

ＩＬ１β

狉 犘

ＩＬ１８

狉 犘

尿蛋白 ０．４２１ ＜０．０５ ０．４７９ ＜０．０５ ０．４６４ ＜０．０５ ０．３９３ ＜０．０５ ０．４８９ ＜０．０５

肌酐 ０．４５０ ＜０．０５ ０．４６９ ＜０．０５ ０．４８５ ＜０．０５ ０．４５０ ＜０．０５ ０．４９８ ＜０．０５

ｅＧＦＲ －０．４２１ ＜０．０５ －０．４３４ ＜０．０５ －０．４５６ ＜０．０５ －０．４６８ ＜０．０５ －０．４８３ ＜０．０５

３　讨　　论

ＦＳＧＳ是ＮＳ的一种常见的病理类型，光镜下病理特征为

病变呈局灶、节段分布，表现为受累节段的硬化（系膜基质增

多、毛细血管闭塞、球囊粘连等），同时伴有显著的肾小管间质

急、慢性炎性病变，而且肾小球病损程度往往与肾小管间质病

变程度呈正相关［１１１２］。

ＩＬ１β主要由单核巨噬细胞分泌，能进一步触发炎性反

应，在局部和全身炎性反应中起到了核心作用。通过ＦＳＧＳ动

物模型发现，模型小鼠比正常对照小鼠肾组织中ＩＬ１β表达明

显升高［２］。ＩＬ１８主要由活化的巨噬细胞生成，能刺激Ｔｈ１细

胞分泌粒细胞巨噬细胞集落刺激因子、ＩＦＮγ以及ＩＬ２，并能

够促进Ｔｈ１细胞的增殖。动物实验发现，通过蛋白结合的方
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式减少ＩＬ１８的表达，能减轻ＦＳＧＳ模型小鼠蛋白尿、肾组织

损伤程度、肾间质巨噬细胞和Ｔ细胞的数量以及炎性因子表

达，说明ＩＬ１８在ＦＳＧＳ的发病机制中扮演了重要的角色
［３］。

此外，既往研究证明肾病综合征患者尿中ＩＬ１８水平明显升

高，并与尿蛋白存在明显相关性［５］。

ＮＡＬＰ３炎性复合体是ＩＬ１β、ＩＬ１８活化的重要信号通路。

ＮＬＲｓ炎性体是机体多种非特异性天然免疫危险信号刺激抗

原递呈细胞表达的一类蛋白复合体，其对机体获得性免疫反应

具有重要调控作用［１３］。ＮＡＬＰ３炎性体是 ＮＬＲｓ炎性体家族

成员 之 一，由 ＮＡＬＰ３，衔 接 蛋 白 ＡＳＣ 和 Ｃａｒｄｉｎａｌ，以 及

ｃａｓｐａｓｅ１组成蛋白复合体，主要表达于巨噬细胞、ＤＣｓ等ＡＰＣ

发挥启动炎性体装配的作用［７］。ＮＡＬＰ３炎性体能感受胞质内

多种微生物产物和代谢性应激，一旦危险信号作用于靶细胞，

ＮＡＬＰ３立即发生寡聚化，募集 ＡＳＣ和Ｃａｒｄｉｎａｌ，激活ｃａｓｐａｓｅ

１，剪切ＩＬ１家族成员前体成为具有活性的ＩＬ１β、ＩＬ１８促炎

症细胞因子，进而放大病变微环境炎症瀑布效应［８］。Ｗａｎｇ

等［１４］认为阿霉素诱导的肾病综合征小鼠通过ＡＴＰ受体Ｐ２Ｘ７

可诱导ＮＡＬＰ３炎性体活化导致炎性细胞因子释放从而损伤

肾组织。Ｖｉｌａｙｓａｎｅ等
［１５］对ＣＫＤ患者研究发现ＦＳＧＳ患者肾

组织中ＮＡＬＰ３ｍＲＮＡ表达显著增高，且与肾功能恶化程度显

著相关；通过输尿管梗阻实验发现，与对照组相比 ＮＡＬＰ３基

因敲出小鼠肾组织炎症浸润和纤维化程度明显减轻，其原因可

能是ｃａｓｐａｓｅ１活性下降以及ＩＬ１β和ＩＬ１８成熟受阻。但在

ＦＳＧＳ型肾病综合征患者肾组织标本中ＮＡＬＰ３炎性复合体和

ＩＬ１β、ＩＬ１８表达情况如何及二者关系均未见相关研究报道。

对此本研究首次检测并分析它们在ＦＳＧＳ患者肾组织中的表

达及意义。

本实验结果发现，ＮＡＬＰ３／ＡＳＣ／ｃａｓｐａｓｅ１主要表达于肾

小管上皮细胞，在正常对照组中 ＮＡＬＰ３有表达但表达较弱，

ＡＳＣ、ｃａｓｐａｓｅ１均无表达，而在ＦＳＧＳ患者肾组织中 ＮＡＬＰ３、

ＡＳＣ、ｃａｓｐａｓｅ１表达明显升高。同时发现ＩＬ１β、ＩＬ１８均有同

样的表达趋势，进一步分析显示 ＮＡＬＰ３／ＡＳＣ／ｃａｓｐａｓｅ１与

ＩＬ１β、ＩＬ１８表达变化显著相关。提示在ＦＳＧＳ患者肾组织中

ＮＡＬＰ３炎性复合体可能是ＩＬ１β、ＩＬ１８的重要激活通路。

同时发现在 ＮＡＬＰ３／ＡＳＣ／ｃａｓｐａｓｅ１及ＩＬ１β、ＩＬ１８表达

高的部位，其周围炎症细胞明显增加，通过相关性分析

ＮＡＬＰ３／ＡＳＣ／ｃａｓｐａｓｅ１和ＩＬ１β、ＩＬ１８的高表达与患者肾小

管间质损伤程度以及Ｆ４／８０的阳性细胞数表达、尿蛋白及肾

功能损害呈正相关，与ｅＧＦＲ呈负相关。提示 ＮＡＬＰ３炎性复

合体过表达是 ＦＳＧＳ患者肾小管间质炎性细胞浸润的重要

原因。

综上所述，ＮＡＬＰ３炎性复合体通过激活ＩＬ１β、ＩＬ１８等下

游炎症因子，参与ＦＳＧＳ的发病机制，其表达程度越高、肾组织

病变程度越重，是否能作为ＦＳＧＳ预后的预警指标，还需进一

步的临床验证。
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