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［摘要］　目的　观察舒洛地特对膜性肾病（ＭＮ）大鼠肾组织中 ｐｏｄｏｃｉｎ、ｎｅｐｈｒｉｎ表达的影响，
探讨舒洛地特对 ＭＮ的保护作用。方法　将４０只 ＳＤ大鼠随机分为正常对照组（Ａ组）、模型组
（Ｂ组）、低剂量舒洛地特组（Ｃ组）、高剂量舒洛地特组（Ｄ组），每组各１０只。除Ａ组外，其他３组
大鼠进行ＭＮ模型制备。造模成功后，Ｃ组和Ｄ组每只大鼠分别按照舒洛地特１０ｍｇ／ｋｇ、２０ｍｇ／ｋｇ
剂量溶于生理盐水配成溶液灌胃，Ａ、Ｂ组每只大鼠给予相同剂量生理盐水灌胃，均连续４周。各
组大鼠分别于造模前、后及药物干预４周后检测２４ｈ尿蛋白定量，在光镜和电镜下分别观察不同
染色的大鼠肾组织病理形态。采用免疫组化检测大鼠肾组织 ｐｏｄｏｃｉｎ、ｎｅｐｈｒｉｎ平均积分光密度
（ＩＯＤ）。结果　造模后，与Ａ组比较，Ｂ、Ｃ、Ｄ组大鼠２４ｈ尿蛋白定量均显著升高（Ｐ＜０．０５）。治
疗后，Ｃ、Ｄ组大鼠２４ｈ尿蛋白定量较同组造模后及Ｂ组同期均降低，Ｄ组２４ｈ尿蛋白定量较Ｃ组
同期显著降低（Ｐ＜０．０５）。光镜下，Ａ组大鼠肾小球无固有细胞增多，无基底膜增厚；Ｂ组大鼠肾
小球固有细胞增多，基底膜明显增厚；Ｃ、Ｄ组大鼠肾小球固有细胞轻度增多，基底膜增厚较Ｂ组减
轻。电镜下，Ａ组大鼠肾小球足细胞结构清晰，足突排列整齐；Ｂ组大鼠肾小球基底膜弥漫增厚，足
突广泛融合或消失；Ｃ组大鼠肾小球基底膜不规则增厚，足突部分融合；Ｄ组大鼠肾小球基底膜轻
度增厚，足突部分融合。与 Ａ组比较，Ｂ、Ｃ、Ｄ组大鼠 ｐｏｄｏｃｉｎ、ｎｅｐｈｒｉｎＩＯＤ均降低；与 Ｂ组比较，
Ｃ、Ｄ组大鼠 ｐｏｄｏｃｉｎ、ｎｅｐｈｒｉｎＩＯＤ均升高；与 Ｃ组相比较，Ｄ组大鼠 ｐｏｄｏｃｉｎ、ｎｅｐｈｒｉｎＩＯＤ均升高
（Ｐ＜０．０５）。结论　舒洛地特可降低 ＭＮ大鼠２４ｈ尿蛋白定量，上调 ＭＮ大鼠肾组织中 ｐｏｄｏｃｉｎ、
ｎｅｐｈｒｉｎ的表达，且上述作用具有剂量依赖性。
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　　膜性肾病（ＭＮ）是成人肾病综合征的常见病因，
约占我国原发性肾病综合征的２０％［１］，其病理基础主

要为肾小球足细胞损伤［２］。ＭＮ发病率估计每年约为
１２／１００００００［３］，且有１／３患者进展为终末期肾病［４］，

给家庭和社会带来沉重的负担。ＭＮ患者处于高凝状
态［５］。舒洛地特是一种葡萄糖胺聚糖［６］，为肝素类物

质，早期主要作为抗血栓药物应用于临床。曾有报道

称舒洛地特可辅助治疗 ＭＮ，但具体机制不明［７］。本

研究应用舒洛地特干预 ＭＮ大鼠，观察 ＭＮ大鼠肾小
球ｐｏｄｏｃｉｎ、ｎｅｐｈｒｉｎ的表达变化，从而探讨舒洛地特治
疗ＭＮ的干预靶点。

材料与方法

１．材料：实验动物及药物：清洁级健康雄性 ＳＤ大
鼠４０只，体质量１６０±２０ｇ，由河北医科大学实验动物
中心提供。舒洛地特胶囊（意大利阿尔法韦氏曼制药

公司）。试剂：牛血清白蛋白（ＣＢＳＡ第 Ｖ组分，北京
索莱宝科技有限公司）；无水乙二胺（ＥＤＡ）、碳化二亚胺
（ＥＤＣ，上海阿拉丁试剂有限公司）；弗式不完全佐剂
（美国ｓｉｇｍａ公司）；兔两步法免疫组化试剂盒、二胺基
联苯胺（ＤＡＢ）显色试剂盒（北京中杉金桥公司）；兔抗
大鼠ｎｅｐｈｒｉｎ多克隆抗体（美国ｂｉｏｗｏｒｌｄ生物科技有限
公司）；兔抗大鼠 ｐｏｄｏｃｉｎ多克隆抗体（武汉博士德生
物公司）。仪器：透析袋（北京索莱宝科技有限公司）；

真空冷冻干燥机（宁波新芝生物科技股份有限公司

ＬＧＪ１０）；蛋白尿（２４ｈ）分光光度计（ｇｏｈｎｓｏｎｇｏｈｎｓｏｎ
巴西强生公司）；脱水机、包埋机（德国 ＬＥＩＣＡＴＰ
１０２０）；石蜡切片机（德国 ＬＥＩＣＡＲＭ２２５５）；烤片机
（上海智城分析仪器制造有限公司）；切片漂烘温控仪

（安徽电子科学研究所）；恒温水浴箱（北京西城区医

疗机械厂）；低温冰箱（青岛海尔集团有限公司）；超低

温冰箱（日本ＳＡＮＹＯ公司）；病理图像分析仪（麦克奥
迪图像分析系统）；ＯｌｙｍｐｕｓＢＸ５１光学显微镜（日本
ＯＬＹＭＰＵＳ公司）；Ｈ７５００透射电镜（日本日立公司）。
２．方法
（１）模型制备及给药方式：将４０只清洁级雄性ＳＤ

大鼠适应性喂养１周后，随机分为正常对照组（Ａ组）、
模型组（Ｂ组）、低剂量舒洛地特组（Ｃ组）、高剂量舒
洛地特组（Ｄ组），每组各１０只。参照改良Ｂｏｒｄｅｒ法［８］

制成阳离子化 ＣＢＳＡ。将制备好的 ＣＢＳＡ分装密封
保存于－８０℃冰箱内，注射前用 ｐＨ为７．４的磷酸盐
缓冲液（ＰＢＳ）配制成溶液。取 ＣＢＳＡ１ｍｇ溶于０．５ｍｌ
ＰＢＳ中，与等量不完全弗式佐剂充分混合乳化，除Ａ组
外，其他３组大鼠均于双前肢腋下及腹股沟做多点皮
下注射进行预免疫。预免疫１周后，开始正式免疫，取
ＣＢＳＡ２．５ｍｇ，溶于１ｍｌＰＢＳ中，Ｂ组、Ｃ组、Ｄ组大鼠
均隔日尾静脉注射，连续４周。Ａ组大鼠隔日尾静脉
注射等体积的生理盐水。ＭＮ模型制备成功的标准为
大量蛋白尿，肾小球基底膜增厚，上皮下电子致密物沉

积，足细胞足突融合。造模成功后，Ｃ组和Ｄ组每只大
鼠分别按照舒洛地特１０ｍｇ／ｋｇ、２０ｍｇ／ｋｇ剂量溶于生
理盐水配成溶液灌胃，Ａ、Ｂ组于Ｃ、Ｄ组正式免疫结束
后同一天起，每日每只大鼠给予相同剂量生理盐水灌

胃，４组灌胃均连续４周。实验期间动物自由进食、饮
水，给予普通鼠饲料（河北医科大学实验动物中心提供）

喂养，室温２３℃左右，相对湿度４０％～５０％。最终Ｂ组
大鼠死亡３只，剩余７只；余各组大鼠均为１０只。

（２）２４ｈ尿蛋白定量检测：各组大鼠分别于造模
前、后及药物干预４周后应用代谢笼收集２４ｈ尿液并
记录尿量，用干化学法检测２４小时尿蛋白定量。

（３）光镜、电镜检查：应用１０％水合氯醛按０．３ｍｌ／
１００ｇ腹腔注射麻醉大鼠，随后立即开腹解剖出双肾，
去掉包膜，取肾上极皮质的肾组织在光镜和电镜下观

察。光镜：肾组织固定于１０％中性福尔马林固定液中
（固定液与组织块体积比＞２０∶１），乙醇梯度脱水，石蜡
包埋切片，苏木素伊红（ＨＥ）、过碘酸雪夫染色（ＰＡＳ）、
Ｍａｓｓｏｎ染色后在光镜下观察。电镜：肾组织固定于
４％戊二醛中，用１％锇酸磷酸钠缓冲液固定，丙酮梯
度脱水，常规包埋、聚合、切片，采用醋酸双氧铀和柠檬

酸铅双重染色，应用投射电镜观察肾小球基底膜、足突

等的变化情况，并照相记录。

（４）免疫组化检测大鼠肾组织 ｐｏｄｏｃｉｎ、ｎｅｐｈｒｉｎ表

·２８４· 临床内科杂志２０２２年７月第３９卷第７期　ＪＣｌｉｎＩｎｔｅｒｎＭｅｄ，Ｊｕｌｙ２０２２，Ｖｏｌ．３９，Ｎｏ．７



达：肾组织固定、脱水、包埋切片、ＤＡＢ显色，每张切片在
肾皮质范围内随机选取１０个肾小球（×４００），计算单位
面积阳性染色区域平均积分光密度（ＩＯＤ），对各组均
值比较，以图像半定量分析对肾小球足细胞 ｐｏｄｏｃｉｎ、
ｎｅｐｈｒｉｎ的阳性面积与着色强度进行综合评价。
３．统计学处理：应用 ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计分

析。符合正态分布的计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，多组间两
两比较采用单因素方差分析。以 Ｐ＜０．０５为差异有
统计学意义。

结　　果

１．４组大鼠２４ｈ尿蛋白定量比较：造模结束后检
测造模大鼠尿蛋白，显示大量蛋白尿；随机抽取２只大
鼠进行肾组织光镜、电镜检查，观察到肾小球基底膜增

厚，上皮下电子致密物沉积，足细胞足突融合，证实

ＭＮ造模成功。造模后，与 Ａ组比较，Ｂ、Ｃ、Ｄ组大鼠
２４ｈ尿蛋白定量均显著升高（Ｐ＜０．０５）。治疗后，Ｃ、
Ｄ组大鼠２４ｈ尿蛋白定量较同组造模后及 Ｂ组同期
均降低（Ｐ＜０．０５）；Ｄ组２４ｈ尿蛋白定量较 Ｃ组同期
显著降低（Ｐ＜０．０５）。见表１。

表１　４组大鼠２４ｈ尿蛋白定量比较（珋ｘ±ｓ，ｍｇ?２４ｈ）

组别 例数 造模前 造模后 治疗后

Ａ组 １０ １．１７±０．３８ １．０６±０．１８ １．０８±０．３２
Ｂ组 ７ １．０７±０．５４ １４．０９±１．４２ａ １９．１２±３．３４ａｂ

Ｃ组 １０ １．１１±０．２７ １５．４２±１．５１ａ １０．３１±１．６４ａｂｃ

Ｄ组 １０ １．０２±０．３３ １４．６４±２．０４ａ ８．７８±０．８５ａｂｃｄ

　　注：与Ａ组同期比较，ａＰ＜０．０５；与同组造模后比较，ｂＰ＜０．０５；与
Ｂ组同期比较，ｃＰ＜０．０５；与Ｃ组同期比较，ｄＰ＜０．０５

　　２．４组大鼠肾组织病理形态学观察：光镜下，Ａ组
大鼠肾小球形态基本正常，毛细血管袢开放良好，无固

有细胞增多，无基底膜增厚；Ｂ组大鼠肾小球固有细胞
增多，基底膜明显增厚；Ｃ、Ｄ组大鼠肾小球固有细胞
轻度增多，基底膜增厚较Ｂ组减轻。电镜下，Ａ组大鼠
足细胞结构清晰，足突排列整齐；Ｂ组大鼠肾小球基底
膜弥漫增厚，上皮下电子致密物沉积，足细胞足突广泛

融合或消失；Ｃ组大鼠肾小球基底膜不规则增厚，上皮
下电子致密物沉积，足突部分融合；Ｄ组大鼠基底膜轻
度增厚，上皮下少量电子致密物沉积，足突部分融合。

见图１（图１Ａ～Ｐ）。
３．４组大鼠肾组织中 ｐｏｄｏｃｉｎ、ｎｅｐｈｒｉｎＩＯＤ比较：

从免疫组化染色中可观察到 ｐｏｄｏｃｉｎ、ｎｅｐｈｒｉｎ两种蛋
白表达于肾小球上皮下。与Ａ组比较，Ｂ、Ｃ、Ｄ组大鼠
ｐｏｄｏｃｉｎ、ｎｅｐｈｒｉｎＩＯＤ均降低；与Ｂ组比较，Ｃ、Ｄ组大鼠
ｐｏｄｏｃｉｎ、ｎｅｐｈｒｉｎＩＯＤ均升高；与 Ｃ组比较，Ｄ组大鼠
ｐｏｄｏｃｉｎ、ｎｅｐｈｒｉｎＩＯＤ明显升高（Ｐ＜０．０５）。见表２、图１
（１Ｑ～Ｘ）。

表２　４组大鼠肾组织中ｐｏｄｏｃｉｎ、ｎｅｐｈｒｉｎＩＯＤ比较（珋ｘ±ｓ）

组别 例数 ｐｏｄｏｃｉｎＩＯＤ ｎｅｐｈｒｉｎＩＯＤ

Ａ组 １０ １９９２５．９４±９７８．８２ １４７３１．４８±１０９８．００
Ｂ组 ７ ５５１６．４１±７５３．０８ａ ５９９３．２０±５６２．１０ａ

Ｃ组 １０ １０４６１．１８±１１６２．３５ａｂ ８３７９．２５±８８１．６８ａｂ

Ｄ组 １０ １３６０４．９５±１４３０．６１ａｂｃ １３２４２．５０±５４５．１０ａｂｃ

　　注：与Ａ组比较，ａＰ＜０．０５；与 Ｂ组比较，ｂＰ＜０．０５；与 Ｃ组比较，
ｃＰ＜０．０５

讨　　论

ＭＮ临床上常表现为肾病综合征或无症状蛋白
尿，部分患者有高血压、肾功能损害［９］。在形态学上，

本病的特点是上皮下免疫复合物沉积，含有免疫球蛋

白（Ｉｇ）Ｇ和补体，足细胞足突融合消失，肾小球基底膜
（ＧＢＭ）增厚［１０１１］。其肾小球病变可分为４个阶段，第
１阶段的特点是上皮下存在少量免疫复合物沉积，
ＧＢＭ光镜下观察可能出现正常或稍增厚；第２阶段可
见“钉突”形成；第３阶段，免疫复合物嵌入 ＧＢＭ；第
４阶段，ＧＢＭ不规则增厚，免疫复合物重吸收［１２］。

ＭＮ是一种自身免疫性足细胞病［１３］。虽然ＭＮ是
免疫复合物介导的疾病，但其肾组织病变主要集中在

肾小球脏层上皮细胞，即足细胞。足细胞在肾小球基

底膜上的稳定附着和功能发挥依赖于一组足细胞相关

蛋白维持，根据其在足细胞分布和功能不同，可将其分

为裂孔膜蛋白、顶膜区蛋白、基底膜区蛋白和细胞骨架

蛋白。裂孔膜蛋白包括 ｎｅｐｈｒｉｎ、ｐｏｄｏｃｉｎ、ＣＤ２ＡＰ等［１４］，

其中 ｎｅｐｈｒｉｎ是裂孔膜的关键组成。ｎｅｐｈｒｉｎ作为裂孔
膜的关键组成，能通过介导上皮细胞与基质相互作用

来影响 ＧＢＭ的通透性和基质的沉积，从而影响肾脏
滤过膜结构与屏障功能的完整性［１５］。有研究表明，

ｎｅｐｈｒｉｎｍＲＮＡ和蛋白表达降低可导致裂孔隔膜功能受
损，从而导致大量蛋白尿［１６］。也有研究表明，ｎｅｐｈｒｉｎ
基因敲除小鼠出生时即表现为大量的蛋白尿，出生后

不久即死亡［１７］。Ｐｏｄｏｃｉｎ编码基因 ＮＰＨＳ２敲除小鼠出
生前即表现为蛋白尿，出生后数天死亡，电镜可观察足

突广泛融合，裂孔膜消失［１８］。ＭＮ中可观察到ｐｏｄｏｃｉｎ
蛋白表达下调，足细胞损伤和 ｎｅｐｈｒｉｎ、ｐｏｄｏｃｉｎ蛋白在
肾小球的表达下降与蛋白尿的发生及发展密切相

关［１９］。足细胞损伤程度越大，ｎｅｐｈｒｉｎ和 ｐｏｄｏｃｉｎ蛋白
表达下调越多，足细胞之间裂孔膜的结构破坏越严重，

导致蛋白尿产生。大鼠 ＭＮ模型早期 ｎｅｐｈｒｉｎ、ｐｏｄｏｃｉｎ
表达减少可能使足细胞裂孔膜结构的完整性受损，肾

小球滤过屏障破坏，从而导致蛋白尿［２０］。

　　本实验给予大鼠尾静脉注射 ＣＢＳＡ进行模型复
制，造模完成后出现大量蛋白尿，肾小球固有细胞明显

增多，基底膜增厚，上皮下大量电子致密物沉积，足细
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图１　４组大鼠肾脏组织病理染色及免疫组化结果（Ａ、Ｅ、Ｉ、Ｍ、Ｑ、Ｕ：Ａ组；Ｂ、Ｆ、Ｊ、Ｎ、Ｒ、Ｖ：Ｂ组；Ｃ、Ｇ、Ｋ、Ｏ、Ｓ、Ｗ：Ｃ组；Ｄ、Ｈ、Ｌ、Ｐ、Ｔ、Ｘ：

Ｄ组；Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ：ＨＥ染色，×２００；Ｅ、Ｆ、Ｇ、Ｈ：Ｍａｓｓｏｎ染色，×４００；Ｉ、Ｊ、Ｋ、Ｌ：ＰＡＳ染色，×４００；Ｎ：电镜，×２５０００；Ｍ、Ｏ、Ｐ：电镜，×２００００；

Ｑ、Ｒ、Ｓ、Ｔ：ｐｏｄｏｃｉｎ免疫组化染色，×２００；Ｕ、Ｖ、Ｗ、Ｘ：ｎｅｐｈｒｉｎ免疫组化染色，×２００）

胞足突广泛融合或消失等ＭＮ特征。经舒洛地特干预
后ＭＮ大鼠蛋白尿明显减少，可见舒洛地特可改善
ＭＮ大鼠大量蛋白尿症状。本实验病理结果亦显示经
舒洛地特治疗的各组大鼠肾小球固有细胞较少，毛细

血管基底膜增厚较轻、免疫复合物沉积较少、足细胞损

伤较轻，结果提示舒洛地特对 ＭＮ大鼠肾小球的病理
形态有改善作用。免疫组化结果表明，ＭＮ大鼠肾组
织中ｎｅｐｈｒｉｎ和 ｐｏｄｏｃｉｎ蛋白表达量减少，表明在 ＭＮ
大鼠中足细胞有明显的损伤。经舒洛地特干预后大鼠

肾组织ｎｅｐｈｒｉｎ和ｐｏｄｏｃｉｎ蛋白表达有不同水平的上调，
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［ＤＯＩ］１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００１９０５７．２０２２．０７．０１４

ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｌｃｎｋｚｚ．ｃｏｍ／ＣＮ／１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００１９０５７．２０２２．０７．０１４
·论著摘要·

以骨关节肿痛为主要症状的成人结核杆菌感染１４例临床分析

臧强　张琰　李宏超　满斯亮　宋慧

作者单位：１０００３５北京，北京积水潭医院风湿免疫科
通讯作者：宋慧，Ｅｍａｉｌ：ｊｓｔ＿ｆｓｍｙ＠１６３．ｃｏｍ

［关键词］　结核感染；　骨关节结核；　Ｐｏｎｃｅｔ综合征；　骨关节

表明舒洛地特可改变ＭＮ大鼠足细胞骨架相关蛋白表
达，进而改善足细胞结构损伤，且有剂量依赖性。

综上所述，舒洛地特对ＭＮ具有治疗作用，同时具
有剂量依赖性，其可通过上调 ＭＮ大鼠肾组织 ｎｅｐｈｒｉｎ
和ｐｏｄｏｃｉｎ蛋白的表达水平，进而改善足细胞损伤、维
持足细胞功能、减少蛋白尿。这可能是其治疗 ＭＮ的
作用机制之一。
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　　结核病是在全球范围内广泛流行的一种传染性疾病，严重
危害着人类健康［１］。结核感染可累及多个器官系统［２］，除了原

发关节部位的感染，还可表现为非原发部位的关节炎症状，称

为结核风湿症（Ｐｏｎｃｅｔ综合征）［３］。在风湿性疾病中存在关节
肿痛表现的患者，需要考虑结核感染的可能。我们对我科诊治

的以骨关节肿痛表现为主要症状的１４例成人结核感染的临床
表现、实验室检查结果及影像学特点等临床资料进行总结分

析，报道结果如下。

对象与方法

１．对象：２０１０年３月～２０１８年７月于我科住院的以骨关节
肿痛为主要临床表现患者１４例，最终均诊断为结核感染所致
的感染性关节炎或 Ｐｏｎｃｅｔ综合征。排除标准：类风湿关节炎、

强直性脊柱炎、系统性红斑狼疮等自身免疫性疾病所致的关节

炎及晶体性关节炎。本研究已通过我院伦理委员会审核批准。

２．方法：对纳入的１４例患者的一般资料（性别、年龄、病程、
诊断）、临床表现、实验室检查［白细胞计数、结核感染Ｔ细胞检
测（Ｔ．ＳＰＯＴＴＢ）、Ｃ反应蛋白（ＣＲＰ）、红细胞沉降率（ＥＳＲ）、抗
核抗体、类风湿因子、抗瓜氨酸蛋白抗体］及影像学检查（ＣＴ、
ＭＲＩ）结果进行回顾性分析。
３．统计学处理：应用 ＳＰＳＳ２２．０软件进行统计分析。不符

合正态分布的计量资料以Ｍ（Ｐ２５，Ｐ７５）表示，计数资料以例数和
百分比表示。

结　　果
１．一般资料：１４例患者中男９例，女５例，年龄１８～７２岁，

中位年龄２６．００（２２．７５，４１．００）岁，中位病程４．５（１．０，１５．０）个
月。１４例患者中 １１例（７８．６％）诊断为结核性关节炎，３例
（２１．４％）患者诊断为Ｐｏｎｃｅｔ综合征。
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