
书书书

!论
!!

著!

!!

!"#

!

$%&'()(

"

*

&#++,&$)-$./'0/&1%$2&$$&%%$

不同剂量的
$

"

12

#

34

$

1

5

'

对大鼠
67

8

$

肾炎系膜细胞凋亡的影响"

索
!

洁$

!李建峰$

!赵
!

瑾1

!陶
!

林1

!杨晓萍$

#

"新疆石河子大学医学院#

$&

第一附属医院肾病科$

1&

病理科!新疆石河子
/'1%%%

%

!!

%摘要&

!

目的
!

探讨不同剂量的
$

!

12

"

34

%

1

5

'

对大鼠抗胸腺细胞抗体"

67

8

$

%肾炎系膜细胞凋亡的影响&方法
!

将
95

大

鼠
$1%

只分为空白对照组"

:

组%'肾炎模型组"

;

组%'低剂量
$

!

12

"

34

%

1

5

'

组"

<

组%和高剂量
$

!

12

"

34

%

1

5

'

组"

5

组%!每组
'%

只&

<

'

5

两组造模成功后给药干预!

0

组分别于干预后第
$

'

'

'

-

'

$0

'

1$

天每组随机处死
)

只大鼠!取肾组织标本经
4=

及
>:9

染

色后确定肾脏病理损害分级$免疫组化法检测肾组织中半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶
'

"

<?+

@

?+A.'

%的表达$

6BC=D

试剂盒检测其肾

小球内细胞凋亡&结果
!

与
:

组比较!

;

组
<?+

@

?+A.'

表达增强"

!

$

%&%2

%$与
;

组比较!

<

'

5

组
<?+

@

?+A.'

表达增强!但差异无统

计学意义"

!

%

%&%2

%$

5

组表达最高!但与
<

组比较差异无统计学意义"

!

%

%&%2

%&与
:

组比较!

;

组肾小球内凋亡细胞明显增多

"

!

$

%&%2

%!且随时间推移逐渐增强$与
;

组比较!

<

'

5

两组凋亡明显增多"

!

$

%&%2

%!并在
'!

达高峰!

-

'

$0!

逐渐下降!

1$!

趋

于正常"

!

$

%&%2

%$

<

'

5

两组比较!

5

组凋亡细胞增多明显!但差异无统计学意义"

!

%

%&%2

%&结论
!

$

!

12

"

34

%

1

5

'

具有诱导大

鼠肾小球系膜细胞凋亡的作用!其参与了对
<?+

@

?+A.'

的调节!诱导系膜细胞凋亡!促进肾炎的修复!可延缓肾脏疾病进展&

%关键词&

!

67

8

$

肾炎$

$

!

12

"

34

%

1

5

'

$半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶
'

$细胞凋亡

%中图分类号&

!

E)(1&)

%文献标识码&

!

:

%文章编号&

!

$)-$./'0/

"

1%$2

%

$$.$00$.%0

!""#$%&'"()""#*#+%('&#&'"$

#

12

$

,-

%

1

.

'

'+*/%01

2

3$+#

4

1*)%)&5#&/+

6

)/7$#77/

4

'

4

%'&)&

"

"#$%&'

$

#

(&%&)*

+

'*

,

$

#

-.)$%&*

1

#

/)$(&*

1

#

0)*

,

1&)$

2

&*

,

$

#

$

$34'

2

)567'*6$

+

8'

2

.5$9$

,:

&

134'

2

)567'*6$

+

!)6.$9$

,:

#

;&5<6=

++

&9&)6'>?$<

2

&6)9

#

"@.$$9$

+

A'>&@&*'

#

".&.'B&C*&D'5<&6

:

#

".&.'B&

#

1&*

E

&)*

,

/'1%%%

#

F.&*)

%

!!

'

89&%*/$%

(

!

,9

:

#$%);#

!

6"#,FA+G#

H

?GAG7AAIIAJG+"I!#IIAKA,G!"+A+"I$

#

12

$

34

%

1

5

'

",K?G67

8

.$,A

@

7K#G#+LA+?,

H

#?MJAMM?

@

.

"

@

G"+#+&<#%1'(&

!

$1%JMA?,95K?G+NAKA!#F#!A!#,G"G7AOM?,PJ",GK"M

H

K"Q

@

$

H

K"Q

@

:

%

?,!G7AAR

@

AK#LA,G?M

H

K"Q

@

&67AAR

@

AK#.

LA,G?M

H

K"Q

@

N?+KA.!#F#!A!#,G"G7A,A

@

7K#G#+

H

K"Q

@

$

H

K"Q

@

;

%#

%&12

!

H

$

#

12

$

34

%

1

5

'

#,GAKFA,G#",

H

K"Q

@

$

H

K"Q

@

<

%

?,!%&2%

!

H

$

#

12

$

34

%

1

5

'H

K"Q

@

$

H

K"Q

@

5

%#

'%J?+A+#,A?J7

H

K"Q

@

&67A

H

K"Q

@

<?,!5NAKA

@

AKI"KLA!G7ALA!#J?G#",#,GAKFA,G#",?IGAK+QJJA++.

IQMM

8

J",+GKQJG#,

H

G7AL"!AM&)K?G+NAKAK?,!"LM

8

P#MMA!#,A?J7

H

K"Q

@

",$

#

'

#

-

#

$0

#

1$!?IGAK#,GAKFA,G#",&67AKA,?MG#++QA+NAKA

G?PA,I"K!AGAKL#,#,

H

G7AKA,?M

@

?G7"M"

H

#J?M#,

*

QK

8

JM?++#I#J?G#",?IGAK7AL?G"R

8

M#,?,!A"+#,+G?#,#,

H

?,!>:9+G?#,#,

H

&67AAR

@

KA+.

+#","I<?+

@

?+A.'#,G7AKA,?MG#++QA+N?+!AGAJGA!O

8

G7A#LLQ,"7#+G"J7AL#+GK

8

LAG7"!

#

?,!G7A

H

M"LAKQM?KJAMM?

@

"

@

G"+#+N?+!A.

GAJGA!O

8

6BC=D&=#&>7%&

!

67A#LLQ,"7#+G"J7AL#+GK

8

KA+QMG++7"NA!G7?GJ"L

@

?KA!N#G7G7A

H

K"Q

@

:

#

G7A<?+

@

?+A.'AR

@

KA++#",

#,G7A

H

K"Q

@

;N?+#,JKA?+A!

$

!

$

%&%2

%&

J"L

@

?KA!N#G7G7A

H

K"Q

@

;

#

G7A<?+

@

?+A.'AR

@

KA++#",#,G7A

H

K"Q

@

<?,!5N?+#,JKA?+A!

#

OQGG7AKAN?+,"+G?G#+G#J?M!#IIAKA,JA+OAGNAA,G7AL

$

!

%

%&%2

%&

G7A<?+

@

?+A.'AR

@

KA++#",#,G7A

H

K"Q

@

5N?+7#

H

7A+G

#

OQGG7A

!#IIAKA,JAN?+,"G+G?G#+G#J?MM

8

+#

H

,#I#J?,GJ"L

@

?KA!N#G7G7A

H

K"Q

@

<&67A6BC=DKA+QMG++7"NA!G7?GJ"L

@

?KA!N#G7G7A

H

K"Q

@

:

#

G7A?

@

"

@

G"G#J

H

M"LAKQM?KJAMM+#,G7A

H

K"Q

@

;NAKA#,JKA?+A"OF#"Q+M

8

$

!

$

%&%2

%#

N7#J7N?+

H

K?!Q?MM

8

A,7?,JA!"FAKG#LA

&

J"L.

@

?KA!N#G7G7A

H

K"Q

@

;

#

G7A?

@

"

@

G"G#J

H

M"LAKQM?KJAMM+#,G7A

H

K"Q

@

<?,!5NAKA#,JKA?+A!+#

H

,#I#J?,GM

8

$

!

$

%&%2

%#

KA?J7#,

H

?

@

A?P

",'!

#

G7A,!AJKA?+#,

HH

K?!Q?MM

8

",-

#

$0!?,!GA,!#,

H

G"OA,"KL?M",1$!

$

!

$

%&%2

%&

G7AJ"L

@

?K#+",OAGNAA,G7A

H

K"Q

@

<?,!

5+7"NA!G7?GG7A?

@

"

@

G"G#JJAMM+#,G7A

H

K"Q

@

5NAKA#,JKA?+A!+#

H

,#I#J?,GM

8

#

OQGG7A!#IIAKA,JAOAGNAA,G7A+AGN"

H

K"Q

@

#

N?+,"G

+G?G#+G#J?MM

8

+#

H

,#I#J?,G

$

!

%

%&%2

%

&?'+$7>&)'+

!

$

#

12

$

34

%

1

5

'

7?+G7AAIIAJGI"K#,!QJ#,

HH

M"LAKQM?KLA+?,

H

#?MJAMM?

@

"

@

G"+#+#,K?G

#

N7#J7

@

?KG#J#

@

?GA+#,G7AKA

H

QM?G#","I<?+

@

?+A.'

#

#,!QJA+

H

M"LAKQM?KLA+?,

H

#?MJAMM?

@

"

@

G"+#+

#

@

K"L"GA+G7AKAJ"FAK

8

"I,A

@

7K#G#+

?,!J"QM!!AM?

8

G7A

@

K"

H

KA++#","IKA,?M!#+A?+A&

'

@#

2

A'*(&

(

!

67

8

.$,A

@

7K#G#+

&

$

#

12

$

34

%

1

5

'

&

<?+

@

?+A.'

&

?

@

"

@

G"+#+

!!

系膜增生性肾小球肾炎$

LA+?,

H

#?M

@

K"M#IAK?G#FA

H

M"LAKQM"

,A

@

7K#G#+

#

S+>TC

%是中国原发性肾小球疾病中最常见的病理

类型'

$.1

(

#各种损伤因子引起的系膜细胞$

LA+?,

H

#?MJAMM

#

S<

%

增生是多种类型肾小球肾炎的共同病理表现#细胞外基质$

AR.

GK?JAMM?KL?GK#R

#

=<S

%的集聚是导致肾小球硬化和促使各种

肾小球肾炎向终末期肾病$

=9E5

%转化的中心环节)有研究表

明#

$

#

12

$

34

%

1

5

'

可显著抑制体外培养的
S<

增殖*诱导其分

化*促进其凋亡'

'

(

#其作用机制和原理目前尚无定论)本实通

过建立大鼠抗胸腺细胞抗体$

?,G#.67

8

L"J

8

GAJAMM.$

#

67

8

$

%肾

炎'

'

(

#给予不同剂量
$

#

12

$

34

%

1

5

'

干预#用免疫组化法检测肾

小球内半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶
'

$

<?+

@

?+A.'

%的表达#

6BC=D

法检测肾小球内细胞凋亡#以探讨
$

#

12

$

34

%

1

5

'

对

S+>TC S<

凋亡的影响及其可能机制#现将研究结果报道

如下)

$00$

重庆医学
1%$2

年
0

月第
00

卷第
$$

期

"

基金项目!国家自然基金地区基金资助项目$

/$$)%%(%

%&兵团科研课题资助项目$

1%%(TT2(

%)

!

作者简介!索洁$

$(/-U

%#在读硕士研究

生#主要从事肾小球疾病及其发病机制研究)

!

#

!

通讯作者#

6AM

!

$'2-(02/%-$

&

=.L?#M

!

+OP

8

R

@"

$)'&J"L

)



B

!

材料与方法

B&B

!

材料
!

选择清洁级
95

大鼠
$1%

只#体质量$

$/2&0V

$1&-

%

H

#购自新疆地方流行性疾病控制中心)

B&C

!

方法

B&C&B

!

建立肾炎模型
!

将
$1%

只大鼠分为空白对照组$

:

组#

*W'%

%和实验组$

*W(%

%)

:

组!每只大鼠尾静脉一次性注射

生理盐水
12

!

D

"

$%%

H

&实验组每只大鼠尾静脉一次性注射单

克隆抗
67

8

$12

!

D

"

$%%

H

后#随机分为肾炎模型组$

;

组%*低

剂量
$

#

12

$

34

%

1

5

'

组$

<

组%和高剂量
$

#

12

$

34

%

1

5

'

组$

5

组%#每组
'%

只)

B&C&C

!

$

#

12

$

34

%

1

5

'

干预
!

<

*

5

组从注射
67

8

$

后第
$

天开

始分别给予
$

#

12

$

34

%

1

5

'

$罗钙全%

%&12

*

%&2%

!

H

"

!

#溶于
$

LD

花生油中灌胃#共
1$!

)

:

*

;

组大鼠同时给予
$LD

花生

油灌胃#各组大鼠分别于注射后第
$

*

'

*

-

*

$0

*

1$!

各处死
)

只

大鼠#留取肾脏标本待测)

B&C&D

!

检测
$

#

12

$

34

%

1

5

'

对
S+>TC

组织损害的影响
!

肾

组织经
4=

和
>:9

染色后在光镜下观察
S<

和
=<S

增生情

况#并根据病理损害程度进行分级)参照人
S+>TC

分级标准

进行分级)

B&C&E

!

免疫组化技术检测肾小球中
<?+

@

?+A.'

的表达
!

<?+

@

?+A.'

阳性表达为细胞质内出血棕黄色颗粒)高倍镜下

$

X0%%

%随机选取选
2

个肾小球#观察染色细胞的面积和强度#

计算其平均值)

B&C&F

!

6BC=D

法测肾组织细胞凋亡
!

6BC=D

法检测细胞

凋亡的阳性细胞为细胞核呈现棕黄色)高倍镜下$

X0%%

%随机

选取
$%

个肾小球计数#凋亡细胞占肾小球内有核细胞的比例

为阳性率#分别计数各组肾小球内的阳性细胞)

B&D

!

统计学处理
!

所以数据采用
9>99$(&%

统计软件进行处

理#数据采用
GV<

表示#组间和组内比较采用方差分析#其中

两两比较用
9CY.

H

检验)以
!

$

%&%2

为差异有统计学意义)

C

!

结
!!

果

C&B

!

$

#

12

$

34

%

1

5

'

对
67

8

$

肾炎肾小球损害程度及病理损害

的影响
!

:

组大鼠肾组织均为正常肾组织#光镜下未见
S<

和

=<S

增生&

;

组在各时间点均可见
S<

增生#其增生程度随着

时间的延续呈加重趋势#并可见毛细血管袢受压严重#出现结

节和团块状实性区#部分肾小球出现分叶*硬化和纤维化#至

$0!

时
S<

增生减轻&与
;

组比较#

<

*

5

组大鼠肾组织在各时

间点
S<

增生程度均显著减轻$

!

$

%&%2

%#镜下可见毛细血管

袢轻度受压#系膜宽度未超过毛细血管直径#呈节段性分布&

<

*

5

组大鼠肾组织在各时间点
S<

增生程度比较#差异无统

计学意义$

!

%

%&%2

%#见表
$

*图
$

$只比较
:

*

;

*

5

组病理
>:9

染色结果#图
1

*

'

相同%)

表
$

!!

各组不同时间肾组织病变程度积分值比较#

GV<

"

*W)

$

组别
$! '! -! $0! 1$!

:

组
% % % % %

;

组
%&/'V%&-2

?

$&2%V%&/0

?J

1&--V%&)'

?J!

$&)-V%&21

?A

%&-$V%&-2

?A

<

组
%&)-V%&21

?O

$&$-V%&-2

?OJ

1&2%V$&%0

?OJ!

$&%%V%&)'

?OA

%&/'V%&-2

?OA

5

组
%&)-V%&21

?O

$&%%V%&/(

?OJ

1&$-V%&-2

?OJ!

%&/'V%&-2

?OA

%&)-V%&21

?OA

!!

?

!

!

$

%&%2

#与
:

组比较&

O

!

!

$

%&%2

#与
;

组比较&

J

!

!

$

%&%2

#与
$!

比较&

!

!

!

$

%&%2

#与
'!

比较&

A

!

!

$

%&%2

#与
-!

比较)

图
$

!!

不同时间段'不同组间
>:9

染色结果#

X0%%

$

100$

重庆医学
1%$2

年
0

月第
00

卷第
$$

期



表
1

!!

不同时段各组间肾小球内
<?+

@

?+A.'

的表达量#

GV<

"

*W)

$

组别
$! '! -! $0! 1$!

:

组
% % % % %

;

组
'&/'V$&/'

?

1&''V%&21

?O

0&)-V$&)0

?J

$&2%V%&/0

?O

$&''V%&21

?O

<

组
0&%%V$&)-

?

'&$-V%&(/

?

2&$-V$&/'

?OJ

1&''V%&21

?OJ!

1&%$V%&)'

?OJ!

5

组
0&''V$&'-

?

'&$-V$&/'

?

2&'0V$&%'

?OJ

1&)-V%&/1

?OJ!

1&%$V$&%(

?OJ!

!!

?

!

!

$

%&%2

#与
:

组比较&

O

!

!

$

%&%2

#与
$!

比较&

J

!

!

$

%&%2

#与
'!

比较&

!

!

!

$

%&%2

#与
-!

比较)

图
1

!!

不同时段'不同组间
<?+

@

?+A.'

的表达结果

图
'

!!

不同组间'不同时段肾小球内凋亡细胞结果

'00$

重庆医学
1%$2

年
0

月第
00

卷第
$$

期



表
'

!!

6BC=D

测定不同时间段各组间肾小球内凋亡细胞百分数#
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在各组肾小球中的表达量比较
!
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为

细胞质着色#呈淡黄色或黄色)

:

组肾小球中无
<?+

@

?+A.'

的

表达&

;

组第
$

天肾小球细胞质内可见
<?+

@

?+A.'

的表达#第
'

天有所下降#在第
-

天时明显增多#第
$0

天表达再度减少#第

1$

天持续减少#差异有统计学意义$

!

$

%&%2

%&与
;

组比较#

<

*

5

组在各时段均有
<?+

@

?+A.'

的表达#趋势与
;

组相同#且

表达量高于
;

组#但差异均无统计学意义$

!

%

%&%2

%&

5

组表

达较
<

组更强#

<

*

5

组比较差异无统计学意义$

!

%

%&%2

%)各

组肾小球内
<?+

@

?+A.'

的表达量#见表
1

*图
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C&D
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$

#
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对肾组织细胞凋亡的影响
!

:

组肾小球

内有少量凋亡细胞&

;

组在不同时间段内均可见阳性凋亡细

胞#随着时间延长逐渐增多&与
;

比较#

<

*

5

组在第
$

天即可

见较多的凋亡细胞#

'!

达高峰#

-

*

$0!

开始下降#差异有统计

学意义$

!

$

%&%2

%&

<

组细胞凋亡数量
'!

时较
5

组高#余各时

段均较
5

组低#但
<

*

5

组比较差异无统计学意义$
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%&%2

%#
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作为肾小球内的固有细胞之一#

S<

异常增殖及其继发的

炎症介质释放*

=<S

的病理性聚集#是导致肾小球硬化#使各

种肾小球肾炎向
=9E5

发展的中心环节)因此#采用各种干预

措施维持
S<

增生*肥大与凋亡之间的平衡及改善系膜基质代

谢是延缓或逆转肾小球硬化的关键)所以#寻找抑制
S<

增

生*诱导
S<

凋亡的药物对于临床上治疗各种肾小球肾炎具有

重要意义)国内外大量研究已经证实
$

#

12

$

34

%

1

5

'

除了经典

的钙磷代谢调节功能外#还具有多种生物功能#如抑制多种肿

瘤细胞#免疫细胞的增殖等'

0./

(

#

$

#

12

$

34

%

1

5
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对
S<

有无作

用及是何种作用#本课题组前期的研究已经证实#

$

#
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34

%

1

5

'

能够有效抑制体外培养的大鼠系膜细胞增殖'

(

(

)

在本实验中#使用
6BC=D

法测定肾小球内系膜细胞凋亡

后发现#肾炎组肾小球内细胞凋亡随时间推移逐渐增多#而使

用
$

#

12

$

34

%

1

5

'

干预的实验组在药物干预后第
$

天开始凋亡

细胞就明显增多#并在第
'

天到达高峰#此后逐渐降低#提示

$

#

12

$

34
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1
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'

可早期诱导
T<S

凋亡#对肾脏具有保护作用)

此外#研究结果还提示#

$

#

12

$

34

%

1

5

'

的作用强度与剂量相

关#高剂量较低剂量作用更为明显)另外#与
;

组相比#

<

*

5

组大鼠在各时间点的组织形态学改变也明显减轻&第
-

天肾脏

病理显示
S<

以及
=<S

明显减少#炎症因子积聚减轻#球囊

粘连偶尔可见等#说明
$
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34
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1
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对于
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$

肾炎的调控

不仅是在抑制细胞增殖#诱导细胞凋亡方面#而且也体现在组

织形态学改变方面)

在细胞凋亡的启动*发展过程中#有许多基因及其产物的

参与#其调控过程十分复杂#目前已知的凋亡信号传导通路有

死亡受体途径*线粒体途径*内质网途径#均能激活
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?+A.

'

'

$%.$2
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#并可通过水解各种细胞成分而使细胞凋亡)在本研究

中#对照组中肾小球中无
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的表达#
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组在
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$

抗体

注射后
$!

即出现
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?+A.'

的表达#出现第
$

个表达高峰#这

与注射
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$

抗体后
$!

内出现系膜细胞核固缩*细胞溶解有

关&第
'

天时有所下降&随着肾炎病程的发展#增生的系膜细胞

及浸润的炎细胞通过细胞凋亡途径而清除#
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在第
-

天时再次升高#出现第
1

个表达高峰&在第
$0

天和第
1$

天的

检测中持续下降)

<

*

5

组总体趋势与
;

组相同#但表达量更

高#其中以
5

组的表达最强#
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组次之#但各组之间差异无统计

学意义$
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干预后发现#
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的表达与药物剂量呈正相关#提示在本

实验中
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参与了对
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?+A.'

的调节#具有诱导

细胞凋亡的作用#促进
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8

$

肾炎的转归)

综上所述#本研究证实了
$

#
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具有诱导细胞凋

亡的作用#且受药物剂量影响#高剂量的
$

#
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在诱导

系膜细胞凋亡中的作用最强)

$
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'

参与了肾小球中

<?+

@

?+A.'

的调控#并在
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8

$

肾炎早期诱导肾小球内系膜细

胞凋亡#促进了炎症的修复#从而早期延缓肾小球疾病的进展#

保护肾脏)
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