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［摘要］　目的　探讨慢性系膜增殖性肾小球肾炎（ＭｓＰＧＮ）患者外周血及肾脏组织中淋巴细
胞调亡指标 Ｃａｓｐａｓｅ３和 ＡｎｎｅｘｉｎⅤ的变化及其临床意义。方法　采用流式细胞技术检测３６例
ＭｓＰＧＮ患者和２０例正常对照者外周血 Ｃａｓｐａｓｅ３及 ＡｎｎｅｘｉｎⅤ表达情况，同时观察其肾脏组织
Ｃａｓｐａｓｅ３及ＡｎｎｅｘｉｎⅤ的免疫组织化学染色结果。结果　Ｃａｓｐａｓｅ３在正常肾脏组织的肾小球系
膜区无表达，肾间质少量分布；ＡｎｎｅｘｉｎⅤ和纤维蛋白原（ＦＩＢ）在肾小球囊壁及系膜区有少量沉积，
偶见肾间质少量分布，在肾小管上皮细胞中无表达。Ｃａｓｐａｓｅ３、ＡｎｎｅｘｉｎⅤ及 ＦＩＢ在不同程度
ＭｓＰＧＮ患者的肾脏组织内均有表达，且肾小管、肾间质着色深于肾小球。Ｃａｓｐａｓｅ３、ＡｎｎｅｘｉｎⅤ及
ＦＩＢ在肾脏组织的表达强度与系膜增生及肾小管、间质病变程度相关。ＭｓＰＧＮ患者外周血
Ｃａｓｐａｓｅ３、ＡｎｎｅｘｉｎⅤ增高水平与系膜增生程度相一致。相关性分析结果显示，ＭｓＰＧＮ患者血清
Ｃａｓｐａｓｅ３、ＡｎｎｅｘｉｎⅤ水平与ＦＩＢ的表达均呈正相关（ｒ＝０．４２５８，Ｐ＜０．０５；ｒ＝０．４１３１，Ｐ＜０．０５）。
结论 ＭｓＰＧＮ患者体内存在凋亡或凋亡相关性免疫机制失调，淋巴细胞凋亡可能参与了ＭｓＰＧＮ的
病变过程及肾脏纤维化。

［关键词］　系膜增殖性肾小球肾炎；　Ｃａｓｐａｓｅ３；　ＡｎｎｅｘｉｎⅤ；　凋亡

　　慢性系膜增殖性肾小球肾炎（ＭｓＰＧＮ）是我国最
常见的肾小球肾炎，是由异常免疫调节及自身抗体产

生过量引起的一组自身免疫性疾病，以肾小球内的系

膜细胞增生、系膜基质增多为主要病理表现，最终导致

肾小球纤维化及硬化。有研究显示，细胞凋亡参与了

ＭｓＰＧＮ的发生发展［１２］。本研究通过检测 ＭｓＰＧＮ患
者外周血淋巴细胞调亡指标 Ｃａｓｐａｓｅ３及 ＡｎｎｅｘｉｎⅤ
的变化，观察 Ｃａｓｐａｓｅ３及 ＡｎｎｅｘｉｎⅤ在 ＭｓＰＧＮ患者
肾小球和肾小管的表达，探讨其在ＭｓＰＧＮ病变中的临
床意义。

对象与方法

１．对象：２００９年６月～２０１３年６月于我科经肾脏
组织病理检查（包括光镜检查、免疫荧光、电镜检查）

和临床资料确诊的原发性 ＭｓＰＧＮ患者３６例，包括隐
匿型肾小球肾炎１２例、慢性肾小球肾炎５例、原发肾
病综合征１９例；其中男１６例，女２０例，年龄１７～６５岁，
平均年龄（３７．８±２０．６）岁。收集２０例健康体检者作

为外周血对照组，其中男８例，女１２例，年龄２０～６７岁，
平均年龄（３９．４±２６．８）岁；收集同期于我院就诊的肾
破裂伤且术后随访尿常规正常的６例患者正常肾组织
作为肾脏组织对照组。排除标准：（１）继发性肾小球
疾病患者；（２）近期合并心、脑、肺、肝等重要器官疾病
及肿瘤等患者；（３）近３个月内使用糖皮质激素等免
疫抑制剂及中药患者。本研究经我院伦理委员会审核

通过，所有患者术前均签署知情同意书。

２．方法
（１）免疫组织化学染 色 法 观 察 肾 脏 组 织

Ｃａｓｐａｓｅ３、ＡｎｎｅｘｉｎⅤ及纤维蛋白原（ＦＩＢ）的表达：肾
脏组织标本经１０％中性福尔马林固定，石蜡包埋，切片
厚度为３μｍ。切片经苏木素伊红（ＨＥ）染色、过碘酸
雪夫（ＰＡＳ）染色、六胺银（ＰＡＳＭ）染色和 Ｍａｓｓｏｎ三色
染色，并采用电镜观察。采用美国 ａｂｃａｍ公司提供的
直接免疫荧光标记 ＡｎｎｅｘｉｎⅤ鼠抗人单克隆抗体、
Ｃａｓｐａｓｅ３兔抗人多克隆抗体及兔抗鼠 ＩｇＧ；ＤＡＢ显色
试剂盒和ＳＰ即用型试剂盒购自 ＹＢｓｃｉｅｎｃｅ基因公司。
Ｃａｓｐａｓｅ３及ＡｎｎｅｘｉｎⅤ染色结果：呈棕黄色颗粒分布
于细胞膜，少部分于细胞浆染色，并进行半定量分析：

“”为阳性细胞＞５０％；“”为阳性细胞２５％～５０％；
“＋”为阳性细胞５％～２５％；“±”为阳性细胞１％～５％；
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“－”为阳性染色细胞 ＜１％。依据肾脏皮质区的肾小
管萎缩、间质炎性细胞浸润及纤维化情况，肾小管、肾间

质病变程度可以分为：轻度：＜２０％；中度：２０％～５０％；
重度：＞５０％。

（２）外周血 Ｃａｓｐａｓｅ３、ＡｎｎｅｘｉｎⅤ及 ＦＩＢ检测方
法：抽取静脉血１ｍｌ行常规肝素抗凝，采用 Ｂｅｃｋｍａｎ
ＣｏｕｌｔｅｒＦｃ５０型流式细胞仪检测 Ｃａｓｐａｓｅ３、ＡｎｎｅｘｉｎⅤ，
将未染色细胞作为阴性对照。采用 ｃｌｏｓｓ法检测 ＦＩＢ，
检测仪器为 Ｓｔａｇｏｃｏｍｐａｃｔ全自动血凝仪。记录结果
并进行分析。

３．统计学处理：应用 ＰＥＭＳ３．１软件进行统计分
析。计量资料以珋ｘ±ｓ表示，组间比较采用ｔ检验；计数
资料以例表示，组间比较采用χ２检验；相关性分析采用
Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析。以Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

结 果

１．不同程度ＭｓＰＧＮ患者肾间质和肾小管的变化：
３６例ＭｓＰＧＮ患者中，轻度病变１１例，中度病变１５例，
重度病变１０例。１１例轻度 ＭｓＰＧＮ患者中，７例肾间
质、肾小管无异常；３例肾间质基本正常，肾小管轻度
变性、扩张；１例肾间质纤维化和肾小管萎缩 ＜２０％，
散在炎症细胞浸润。１５例中度ＭｓＰＧＮ中，２例肾间质
基本正常，肾小管轻度变性、扩张；１３例肾间质纤维化
肾小管萎缩 ＜２０％，散在炎症细胞浸润。１０例重度
ＭｓＰＧＮ患者中，６例肾间质纤维化和小管萎缩达３０％
～４０％，散在和（或）弥漫性炎症细胞浸润；４例肾间质
纤维化和肾小管萎缩＞５０％，散在和（或）弥漫性炎症
细胞浸润。

　　２．Ｃａｓｐａｓｅ３、ＡｎｎｅｘｉｎⅤ和ＦＩＢ在不同病情患者肾
小球及肾小管中的表达及与病变程度的相关性：在正

常肾脏组织中，Ｃａｓｐａｓｅ３在肾小球系膜区无表达，肾
间质少量（－～±）沉积；ＡｎｎｅｘｉｎⅤ和 ＦＩＢ在肾小球
囊壁及系膜区有少量（－～±）沉积，在肾间质中偶见
分布，肾小管上皮细胞中无表达。不同程度ＭｓＰＧＮ患
者的肾脏组织中 Ｃａｓｐａｓｅ３、ＡｎｎｅｘｉｎⅤ及 ＦＩＢ均有表
达且肾小管、肾间质着色深于肾小球，见图１～４。病
变较轻患者的 Ｃａｓｐａｓｅ３、ＡｎｎｅｘｉｎⅤ及 ＦＩＢ表达水平
低于病变较重患者。随着ＭｓＰＧＮ病变程度加重，患者
肾间质和肾小管上皮表达Ｃａｓｐａｓｅ３及ＡｎｎｅｘｉｎⅤ逐渐
明显，且肾小球中亦出现Ｃａｓｐａｓｅ３及ＡｎｎｅｘｉｎⅤ表达，
以ＡｎｎｅｘｉｎⅤ表达增加更为明显（Ｐ＜０．０５），见表１。

表１　Ｃａｓｐａｓｅ３、ＡｎｎｅｘｉｎⅤ及ＦＩＢ在肾小管、肾间质
的表达（例）

组别 例数
Ｃａｓｐａｓｅ３

－ ± ＋ 
ＡｎｎｅｘｉｎⅤ

－ ± ＋ 
ＦＩＢ

－ ± ＋ 
轻度组 １１ ０ ０ ５ ５ １ ０ ０ １ ６ ４ ０ ０ １ ７ ３
中度组 １５ ０ ０ ３ ８ ４ ０ ０ ２ ７ ８ ０ ０ ２ ４ ９
重度组 １０ ０ ０ ２ ５ ３ ０ ０ ２ ３ ３ ０ ０ ３ ３ ４
对照组 ６ ０ １ ５ ０ ０ ０ ０ ５ １ ０ ０ ０ ０ ４ ２

３．ＭｓＰＧＮ患者外周血 Ｃａｓｐａｓｅ３及 ＡｎｎｅｘｉｎⅤ表
达及与 ＦＩＢ的相关性分析结果：ＭｓＰＧＮ患者外周血
Ｃａｓｐａｓｅ３、ＡｎｎｅｘｉｎⅤ和ＦＩＢ表达水平均明显高于对照
组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见表２。Ｃａｓｐａｓｅ３及
ＡｎｎｅｘｉｎⅤ与ＦＩＢ相关性分析结果显示，ＭｓＰＧＮ患者血
清Ｃａｓｐａｓｅ３、ＡｎｎｅｘｉｎⅤ水平与ＦＩＢ的表达均呈正相关
（ｒ＝０．４２５８，Ｐ＜０．０５；ｒ＝０．４１３１，Ｐ＜０．０５），见图５。

图１　正常肾脏组织中Ｃａｓｐａｓｅ３及ＡｎｎｅｘｉｎⅤ在肾小球及肾小管中表达的免疫组化染色结果（Ａ：Ｃａｓｐａｓｅ３；Ｂ：ＡｎｎｅｘｉｎⅤ；×４００）　

图２　重度ＭｓＰＧＮ患者肾脏组织 Ｃａｓｐａｓｅ３及 ＡｎｎｅｘｉｎⅤ在肾小球及肾小管中表达的免疫组化染色结果（Ａ：Ｃａｓｐａｓｅ３，×２００；

Ｂ：ＡｎｎｅｘｉｎⅤ，×４００）

图３　正常肾脏组织中ＦＩＢ在肾小球及肾小管中表达的免疫组化染色结果（Ａ：×２００；Ｂ：×４００）　图４　重度ＭｓＰＧＮ患者肾脏组织ＦＩＢ

在肾小球及肾小管中表达的免疫组化染色结果（Ａ：×２００；Ｂ：×４００）
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表２　ＭｓＰＧＮ患者外周血Ｃａｓｐａｓｅ３、ＡｎｎｅｘｉｎⅤ及ＦＩＢ
表达水平（珋ｘ±ｓ）

组别 例数 Ｃａｓｐａｓｅ３ ＡｎｎｅｘｉｎⅤ ＦＩＢ

ＭｓＰＧＮ组 ３６ ０．１９６±０．１０９ １．８９±１．０６ ５．４９±１．９１
对照组 ２０ ０．１０６±０．０９８ １．１４±０．６３ ３．６１±０．８１

图５　ＭｓＰＧＮ患者外周血Ｃａｓｐａｓｅ３及ＡｎｎｅｘｉｎⅤ与ＦＩＢ相

关性分析结果（Ａ：Ｃａｓｐａｓｅ３；Ｂ：ＡｎｎｅｘｉｎⅤ）

讨 论

ＭｓＰＧＮ是导致慢性肾衰竭的常见肾小球疾病，临
床上以隐匿型肾小球肾炎、慢性肾小球肾炎和肾病综

合征较为多见。系膜增生情况决定其病变进展程度。

在ＭｓＰＧＮ发展过程中，ＡｎｎｅｘｉｎⅤ和Ｃａｓｐａｓｅ３扮演重
要角色，其中ＡｎｎｅｘｉｎⅤ与存在于各个器官及组织中的
磷脂酰丝氨酸（ＰＳ）结合，在细胞凋亡早期，ＰＳ自细胞
内膜移向外膜，显露于细胞表面，与 Ｃａ２＋快速而紧密
结合。该过程早于 ＤＮＡ降解及细胞形态学变化［３］。

Ｃａｓｐａｓｅ３介导的信号传导以级联式激活并溶解蛋白
酶，决定凋亡形态的变化，导致细胞凋亡，在凋亡通路中

起到末端效应因子的作用［４］。

细胞增殖和凋亡平衡在ＭｓＰＧＮ发生、发展及肾小
球硬化发展过程中发挥重要作用。凋亡调节基因的异

常表达导致 ＭｓＰＧＮ患者肾脏组织细胞的凋亡受阻。
Ｃａｓｐａｓｅ３及ＡｎｎｅｘｉｎⅤ作为细胞凋亡的早期标志物，
对研究ＭｓＰＧＮ患者肾脏组织病损状态、监测细胞凋亡
程度有重要意义。Ｃａｓｐａｓｅ３及ＡｎｎｅｘｉｎⅤ是凋亡过程
中最主要的执行者，关于其在ＭｓＰＧＮ肾脏组织中是否
存在异常表达的文献报道较少。本研究通过检测患者

肾脏组织和外周血两方面结果表明，在正常肾脏组织

中，Ｃａｓｐａｓｅ３在肾小球系膜区无表达，肾间质少量分
布；ＡｎｎｅｘｉｎⅤ和ＦＩＢ在肾小球囊壁及系膜区有少量沉
积，偶见肾间质少量分布，肾小管上皮细胞中无表达。

在３６例不同增殖程度 ＭｓＰＧＮ患者的肾脏组织中，
Ｃａｓｐａｓｅ３、ＡｎｎｅｘｉｎⅤ及ＦＩＢ与正常肾脏组织相比均高
表达，且通过免疫组织化学染色分析发现，肾小管、肾

间质着色深于肾小球；研究进一步证实 Ｃａｓｐａｓｅ３、
ＡｎｎｅｘｉｎⅤ及ＦＩＢ在肾脏组织的表达水平与系膜增生
及肾小管、肾间质的病变程度有关。本研究观察到，

ＭｓＰＧＮ患者外周血 Ｃａｓｐａｓｅ３、ＡｎｎｅｘｉｎⅤ升高水平与
系膜增生程度相一致，３６例ＭｓＰＧＮ患者中Ｃａｓｐａｓｅ３、

ＡｎｎｅｘｉｎⅤ和ＦＩＢ均高于对照组，且在１０例重度系膜
增生的ＭｓＰＧＮ患者外周血差异尤为明显。相关性分
析结果显示，ＭｓＰＧＮ患者血清 Ｃａｓｐａｓｅ３及ＡｎｎｅｘｉｎⅤ
水平与 ＦＩＢ的表达均呈正相关。以上结果证实
Ｃａｓｐａｓｅ３及ＡｎｎｅｘｉｎⅤ在 ＭｓＰＧＮ患者肾脏组织和外
周血中高表达，同时ＦＩＢ在ＭｓＰＧＮ患者中上调并发生
沉积，且与 Ｃａｓｐａｓｅ３及 ＡｎｎｅｘｉｎⅤ表达呈正相关，而
ＦＩＢ含量增高会减缓血液流速，进一步促进肾小球损
伤和硬化［５］。此外，近年来研究证实，当肾小球细胞

过度凋亡时，肾小球细胞数量进行性减少，引起肾小球

硬化，进一步促进包括ＭｓＰＧＮ在内的肾小球疾病的发
展［６］。因此，深入研究凋亡相关蛋白机制对 ＭｓＰＧＮ
具有重要意义。本研究通过临床检测蛋白表达数据

证实Ｃａｓｐａｓｅ３及ＡｎｎｅｘｉｎⅤ与ＭｓＰＧＮ患者的病变程
度相关，提示Ｃａｓｐａｓｅ３和ＡｎｎｅｘｉｎⅤ水平异常可能涉
及ＭｓＰＧＮ患者的病情发展及不良预后，检测其表达对
ＭｓＰＧＮ病情判断和针对性治疗具有重要临床意义。
此外，有研究还发现Ｃａｓｐａｓｅ３和ＡｎｎｅｘｉｎⅤ表达水平
在临床肾脏病进程中受到多因素调节，Ｃａｓｐａｓｅ３和
ＡｎｎｅｘｉｎⅤ作用的细胞凋亡与相关细胞的异常补偿性
增殖在包括ＭｓＰＧＮ在内的肾小球疾病的早、中期发展
中维持平衡，并影响疾病进一步发展［７］，但本研究未

对Ｃａｓｐａｓｅ３和ＡｎｎｅｘｉｎⅤ通过调控可能的分子机制
对ＭｓＰＧＮ的影响进行深度探讨，有待进一步研究。

综上所述，本研究发现在ＭｓＰＧＮ患者肾脏组织及
外周血中，Ｃａｓｐａｓｅ３、ＡｎｎｅｘｉｎⅤ和ＦＩＢ均异常高表达，
且Ｃａｓｐａｓｅ３及ＡｎｎｅｘｉｎⅤ水平与ＦＩＢ表达呈正相关。
但Ｃａｓｐａｓｅ３及ＡｎｎｅｘｉｎⅤ异常是否通过调控其他蛋
白或信号通路等的表达进而影响ＭｓＰＧＮ发展，还需结
合临床数据进一步探讨。
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