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关木通与抗生素致急性肾小管坏死细胞生物学

特征的比较研究!

杨 莉 李晓玫 王海燕

摘要 目的：通过比较关木通致急性肾小管坏死（;0:7<5=10:>597</0:?414&.0759&9565’0=:&7=3?1?，

;>.@%A）与抗生素致@%A（0:91613917.0759&9565’0=:&7=3?1?，@.@%A）两组病变中肾小管间质细胞表型特征

及细胞外基质分泌的异同，初步探讨两者预后明显差异的细胞生物学机制。方法：应用免疫组化BC法观察

$例;>.@%A和D例@.@%A患者的肾活检组织标本中，增殖细胞核抗原（CEA@）、表皮细胞生长因子

（-FG）、".平滑肌肌动蛋白（".B;@）、纤维连接蛋白（GA）、#型胶原、$型胶原、转化生长因子%!（%FG%!）和

结缔组织生长因子（E%FG）表达程度的异同。针对两组患者临床预后的显著差别，重点从损伤修复及纤维

化发生两个方面对上述指标进行分析。结果：（!）;>.@%A组肾小管上皮细胞（H%-E）CEA@阳性率以及

-FG表达均显著低于@.@%A组（!""I"!）；（+）两组肾小管间质内".B;@表达均增加，差异无显著性；（#）

两组肾间质内均出现%FG%!阳性细胞浸润以及E%FG的显著表达，两组间比较差异无显著性；（$）;>.@%A
组肾间质内GA、#型和$型胶原的表达均较@.@%A组明显增加（!""I"!）。结论：（!）与@.@%A组比较，

;>.@%A患者H%-E损伤后自身修复能力减低，-FG低表达可能为其修复不良的原因之一。（+）;>.@%A
与@.@%A患者肾间质内".B;@、%FG%!和E%FG均呈高表达，但仅;>.@%A患者的肾间质内出现细胞外

基质沉积，提示其病变慢性化的趋向可能与细胞外基质降解因子和（或）内源性抗纤维化因子减低有关。

关键词 关木通 抗生素 急性肾小管坏死 修复 纤维化

!"#$%&’&()*+,(-./#01&234-’)&25-(34$&26%)%+&2.!2()7)#()3682.-3+.!3-(+9-7-:&’;+3’#6)6)2<+2&:
"+::-:&’=)#:#>)3&:?+&(-’+6J@AFK1，KLM103./&1，N@AFO01.P0:"#$%&’()(*(+$+,’#-%./0#$/+,
1#2(3($#，4(.*/5+*-(/%&%$26$*/(/7/#+,8#-9.+&+:;，!#<($:=$()#.*(/;，>#(?($:（@AAABC）

@7A+3()*+：%3&24’3=&9<&43??16’&7&’’613’3Q170’/&7<0:1?/?3R9<&S1RR&=&:7&1:4=3Q:3?1?6&9T&&:9<&
0759&9565’0=:&7=3?1?（@%A）1:S57&S6P;0:7<5=10:>597</0:?414&（;>.@%A）0:S9<096P0:91613917?（@.
@%A），6P/&0:?3R73/40=1:Q9<&1==&:0’9565’0=/&?&:7<P/0’7&’’4<&:39P4&7<0=079&=1?917?0:S&29=0.7&’’5’0=
?9=3/0?&7=&913:81+(4#.6：%<&&24=&??13:3R4=3’1R&=091U&7&’’:57’&0=0:91Q&:（CEA@），&419<&’10’7&’’Q=3T9<
R0793=（-FG），".?/339</5?7’&0791:（".B;@），R16=3:&791:（GA），73’’0Q&:9P4&#0:S$，9=0:?R3=/1:Q
Q=3T9<R0793=%!（%FG%!）0:S73::&791U&91??5&Q=3T9<R0793=1:=&:0’6134?P?0/4’&?3R4091&:9?T19<;>.@%A

（$4091&:9?）0:S@.@%A（D4091&:9?）T&=&73/40=&ST19<1//5:3<1?937<&/170’BC/&9<3S8%<&0:0’P?1?3R
063U&./&:913:&S40=0/&9&=?3:=&401=1:Q3R1:V5=P0:SS&U&’34/&:93RR16=3?1?T0??9=&??&SR3=9<&36U135?S1R.
R&=&:7&1:7’1:170’4=3Q:3?1?6&9T&&:9<&9T3Q=354?8<+6-:(6：（!）%<&CEA@43?191U&=09&3R=&:0’9565’0=&4.
19<&’10’7&’’（H%-E）0:S-FG&24=&??13:1:9<&;>.@%AQ=354T&=&?1Q:1R170:9’P’3T&=9<0:9<3?&1:9<&@.
@%AQ=354=&?4&791U&’P（!""I"!）；（+）H&:0’9565’0=/&?&:7<P/0’".B;@’&U&’1:7=&0?&S1:639<Q=354?T19<
:3?1Q:1R170:9S1RR&=&:7&；（#）%FG%!43?191U&7&’’1:R1’9=0913:0:S36U135?E%FG&24=&??13:=&U&0’&S1:=&:0’/&?.
&:7<P/03R639<Q=354?T19<1:?1Q:1R170:9S1RR&=&:7&；（$）GA，73’’0Q&:#0:S$’&U&’?T&=&?1Q:1R170:9’P<1Q<
&=1:9<&;>.@%AQ=3549<0:9<091:9<&@.@%AQ=354（!""I"D）8"#23:-6)#2：（!）@?73/40=&ST19<
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!"!#$%&’()，*+,-#./0(*’"&,)01&12%03141*56074’6,&12*+,89"!#$%&’()，4’6,&,:)&,771’2’;.<=
>1%+*3,’2,’;*+,>,?+0217>7’;1*7)’’&&,)01&；（@）A1%+,:)&,771’2’;!"B9!，#<="C02D/#<=)&,7,2*,D
12044)0*1,2*761*+!#$，3(*,:*&0"?,44(40&7*&’>04D,)’71*0)),0&,D’24512*+,&,2047*&’>0’;)0*1,2*761*+
98"!#$，7(%%,7*12%*+0*1*7?+&’21?04*&,2D>1%+*3,&,40*,D61*+*+,&,D(?12%’;,:*&0"?,44(40&7*&’>04D,%&0"
D0*1’2;0?*’&02D／’&,2D’%,2’(702*1";13&’717;0?*’&E

!"#$%&’( 902?+(&1028(*?+>027)1),，02*131’*1?7，0?(*,*(3(40&2,?&’717，&,)01&12%，;13&’717

近年来，含马兜铃酸中药所导致的肾小管间质肾

病引起了国内外学者的广泛重视。我们以往进行的临

床病理研究〔C〕表明，含马兜铃酸中药关木通所致肾小

管损害的急性病例（902?+(&1028(*?+>027)1),"0?(*,
*(3(40&2,?&’717，98"!#$）与抗生素导致的急性肾小

管坏死（02*131’*1?"0?(*,*(3(40&2,?&’717，!"!#$）在病

理上均表现为急性的肾小管损伤与坏死，但临床转归

显著不同。经停药和支持治疗后，98"!#$多呈迁延

不愈，终至慢性肾间质纤维化、慢性肾衰竭；而绝大多

数!"!#$在短期内肾功能可完全恢复。由此我们推

测，中药关木通和抗生素虽在起始环节均累及肾小管

上皮细胞（-#./），造成不同程度的损伤甚至坏死，但

可能由于不同的致病机制使-#./修复、活化及转分

化效应不同，从而导致不同的临床转归。本研究中，我

们通过比较 98"!#$与!"!#$两组患者肾组织病

变中肾小管间质细胞表型特征及细胞外基质分泌的异

同，初步探讨两者预后明显差异的细胞生物学机制。

资料和方法

C 研究对象

F例98"!#$来源于CGGH年I月—@JJC年K月

我院肾内科的住院患者，男性L例，女性C例；年龄

（FFMINCCML）岁。其诊断标准为：（C）具有明确关木通

中药煎剂（@例）及龙胆泻肝丸等含关木通成分中成药

（@例）应用史，与发病关系密切；（@）肾穿前无近期或

长期抗生素、解热镇痛药等药物应用史，无全身过敏表

现；（L）肾脏病理检查确诊为急性肾小管坏死；（F）临床

可除外其他原因所导致的!#$。I例!"!#$为同期

住院患者，男性L例，女性@例；年龄（LOMKNCCMF）岁。

均经肾活检病理确诊为!#$，曾应用的致病相关药物

均为抗生素（包括氨基甙类@例、利福平L例）。对照

组选用I例肾肿瘤切除标本远离肿瘤的正常肾组织。

@ 试剂与方法

@MC 试剂 第一抗体包括小鼠抗人!"平滑肌肌

动蛋白（!"B9!）、小鼠抗人纤维连接蛋白（=$）、小鼠

抗人#型胶原，均购自美国P5>,D公司，小鼠抗人$

型胶原（/+,>1?’2Q2*,&20*1’204公司），小鼠抗人增殖

细胞核抗原（R/$!，8!ST公司），兔抗人表皮生长因

子（.<=）、兔 抗 人 转 化 生 长 因 子""C（#<=""C，B02*0
/&(U公司），兔抗人结缔组织生长因子（/#<=，#’&&,
R12,7V1’4037，A’(7*’2）。第二抗体为生物素标记的山

羊抗兔Q%<、山羊抗小鼠Q%<，第三抗体为辣根过氧化

物酶耦联链卵白素，购自美国W./#T-公司。显色

底物为8!V。

@M@ 免疫组织化学方法

@%>石蜡切片脱蜡至 水，JMIXA@T@ 甲 醇 封 闭

LJ>12，JMCX胰酶（.<=）或JMFX胃酶（=$、$型胶

原、#型胶原）或JMCX透明质酸酶（/#<=）LHY消化

LJ>12或 微 波 抗 原 修 复 CJ>12（!"B9!、R/$!、

#<=""C），CX小牛血清白蛋白（含CJX山羊血清）封闭

@J>12，先后加入一抗、二抗及三抗，分别于LHY孵育

KJ、LJ、LJ>12，8!V显色、苏木素复染、过梯度酒精，中

性树脂封片。每组均以RVB和正常非免疫兔或小鼠

血清代替一抗作阴性对照。实际结果采用单盲法评

价，分别按以下方法进行分析。

@M@MC 细胞增殖 以R/$!染色阳性作为标

志。每张切片计数IJJ个肾小管细胞，计算R/$!阳

性的肾小管细胞百分率。

@M@M@ 细胞表型转化指标 !"B9!染色阳性代

表细胞表型转化。应用医学彩色图像分析系统（美国

柯达公司），每张切片随机选取I个不含肾小球的高倍

视野（FJJZ），计算染色阳性的肾小管细胞百分数及肾

小管间质阳性面积的百分比。

@M@ML .<=表达 每张切片计数@JJ个肾小

管，计算.<=阳性的肾小管百分率。

@M@MF 纤维化因子#<=""C的表达 每张切片

随机选取I个不含肾小球的高倍视野（FJJZ），计数肾

间质 内 #<=""C 阳 性 细 胞 数，结 果 以 阳 性 细 胞 数／

FJJZ视野表示。

@M@MI 其他纤维化相关指标/#<=、=$、$型胶

原及#型胶原的表达 分析方法同!"B9!。

L 统计学处理 计量资料以均数N标准差表示，
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表! 两组患者的临床发病及转归特点

组别 例数

服药至

发病时间

（!）

发病至肾

活检时间

（!）

肾活检前"#$
（!%&’／(）

尿量（例）

少尿
多尿或

夜尿多
无变化

"#$（随访)"*个月，例）

正常
下降

!+,-

下降

"+,-
无改善 升高

./0123 4 5675* 8)7)6 ))49478+*9) 5 ) 5 , , , 8 5
10123 + 5575: );785 +4896785*94 + , , 4 5 , , ,

组间进行方差分析，因其为非正态分布，故采用秩和

检验。

结 果

5 临床发病及转归特点比较 本组./0123患

者的临床及病理特征均与我们以往报告〔5〕相符，其临

床发病及转归特点归纳于表5。由表中可见，两组患

者服药至发病的时间、发病至肾活检的时间差异无显

著性，./0123组"#$水平升高程度相对轻（但两者

间无统计学差异），少尿及无尿发生例数少。随访)"*
个月时，./0123组"#$水平均未恢复正常，与10
123组的4／+例恢复正常比较差异有显著性（!"
,9,+）。

) 肾小管上皮细胞增殖与表皮生长因子表达情

况比较 见表)、图5。对照组仅少数<2=#呈>#31
阳性，=?@表达微弱。10123组<2=#表达>#31
及=?@均显著增加。./0123组<2=#的>#31阳

性率略低于对照组（!#,9,+），而=?@阳性率较对照

组增加（!",9,+）。10123组<2=#表达>#31及

=?@均显著高于./0123组（!",9,5）。

表" 各组<2=#增殖与=?@表达情况 （-，$"7#）

组别 例数 <2=#0>#31阳性率 <2=#0=?@阳性率

./0123 4 ,9,57,9,,% ;9*)789*6&%
10123 + 4+9847;96*& *,9:67594*&&

对照 + ,9557,9,5 ,9+47,9,)
注：与对照组比较，&!",9,+，&&!",9,5；与10123组比较，

%!",9,5；各组例数下表同

8 肾小管及肾间质#0".1表达情况的比较 见

表8、图)。对照组肾小管和肾间质内几乎无#0".1
表达。./0123与10123组肾小管间质内#0".1
表达均显著增加（!",9,5），两者间差异无显著性

（!#,9,+）。

表# 各组肾小管及肾间质表型标志及纤维化

因子的表达 （$"7#）

组别
肾小管间质#0".1阳性

面积百分比（-）

肾间质2?@0$5阳性

细胞数（／4,,A）

肾间质#2?@阳性

面积百分比（-）

./0123 ,9,67,9,*& 559,,7*9,,& ,9,*7,9,:&
10123 ,9,*7,9,4& 589,,769,,& ,9,67,9,*&

对照 ,9,,7,9,, ,9,,7,9,, ,9,,7,9,,

注：与对照组比较，&!",9,5

4 肾间质内2?@0$5与#2?@表达情况的比较

见表8、图)。对照组肾间质内未见明显2?@0$5 及

#2?@表达。./0123与10123组肾间质内均出现

一定数目的2?@0$5阳性细胞，主要为单个核细胞，少

数为多形核细胞。10123组肾间质内2?@0$5阳性细

胞数略多于 ./0123组，但 两 者 差 异 不 显 著（!#
,9,+）。两组中肾间质内#2?@表达均显著增强，主

要分布于肾小管基底膜、肾小球囊及小血管周围，两组

间差异无显著性（!#,9,+）。

图! ./0123与10123肾小管上皮细胞>#31（上）及

=?@（下）的表达

注：./0123组肾小管上皮细胞几无>#31表达，部分小管上皮细

胞=?@呈弱阳性；10123组肾小管上皮细胞>#31及=?@表达均显

著高于./0123组

+ 肾间质内@3、%型胶原及&型胶原表达情况

的比较 见表4、图8。对照组肾间质内未见@3与%
型胶原及&型胶原的沉积。./0123组肾间质内@3
和%型胶原的表达均明显增加，并且出现&型胶原的
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图! !"#$%&（上）与$#$%&（下）肾小管间质内!#’!$、(%)*及%)*#"+的表达

注：两组肾小管及肾间质内!#’!$、(%)*及%)*#"+表达均增加，两组间表达无明显差异（’,染色-.//）

图" !"#$%&（上）与$#$%&（下）肾间质内*&、#型胶原及$型胶原的表达

注：!"#$%&组肾间质内*&、#型胶原及$型胶原的表达均明显增加，$#$%&组肾间质内仅出现极少量*&表达，其#
型胶原及$型胶原染色均呈阴性（’,染色-.//）
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沉积。!"!#$组肾间质内仅出现极少量%$表达，且

与对照组无明显差别，其!型胶原及"型胶原表达均

呈阴性。

表! 各组肾间质内%$、!型胶原及"型

胶原的表达 （&，!!’"）

组别
肾间质%$阳性

面积百分比

肾间质!型胶原阳性

面积百分比

肾间质"型胶原阳性

面积百分比

()"!#$ *+,,’*+*-"# *+*.’*+*,"# *+,.’*+*/"#

!"!#$ *+*,’*+*0 *+**’*+** *+**’*+**
对照 *+**’*+** *+**’*+** *+**’*+**

注：与对照组比较，"#$*+*,；与!"!#$组比较，##$*+*,

讨 论

迄今为止，含马兜铃酸中药关木通导致肾小管间

质肾病的发病机理尚不清楚。根据我们及国内其他学

者对此类患者的研究〔,—0〕，急性病例的病理特征与抗

生素致急性肾小管坏死（!"!#$）相似，表现为多灶或

广泛的肾小管重度变性、坏死、崩解、脱落，因此被称为

关木通致急性肾小管坏死（()"!#$）。()"!#$与

!"!#$患者的临床转归差异极为显著。本组短期随

访资料显示，!"!#$经保守支持治疗后绝大多数病例

肾功能可完全恢复；而()"!#$多呈迁延不愈。进行

性纤维化病变的发生与发展可能是此类疾病的特征和

关键。这种不同临床转归的原因除了与中药关木通和

抗生素类药物作用位点、致病通路、蓄积效应的不同有

关以外，本研究有兴趣研究两类药物是否在病变早期

使1#23发生了不同的增殖、活化及转分化反应而影

响肾小管上皮的再生及肾间质纤维化的发生。

通常认为，肾小管上皮具有强大的自身修复能力，

缺血或肾毒性损伤发生后，在清除坏死、脱落的上皮细

胞同时，损伤较轻或未损伤的肾小管上皮细胞可进入

增殖活跃状态，使肾小管的完整性得以修复，肾功能完

全恢复〔-〕。在本研究中，我们观察到!"!#$组病变中

的1#23大量表达43$!，证实其细胞增殖及再生修

复反应非常活跃；与此相反，()"!#$组的肾组织中

一片寂静，在非裸基底膜的肾小管中几乎无43$!阳

性细胞，其细胞增殖甚至较对照组有减少趋势，提示在

后者的病变过程中，1#23损伤后的自身修复能力未

能激活或严重受抑。目前已知，正常成熟的1#23没

有增殖能力，只有未分化的不成熟细胞才具有增殖潜

能。因此，当1#23受损后，存活细胞将从成熟表型

转化为不成熟表型，表达#"5(!等胚胎发育中的早期

蛋白，进入细胞周期增殖，而后新生的1#23再分化

为成 熟 的 1#23，恢 复 肾 小 管 结 构 及 功 能 的 完 整

性〔/，.〕。因此，1#23发生表型转化与增殖是!#$时

肾小管上皮自身修复所必需经历的过程。另一方面，

大量研究表明，1#23表型转化亦为慢性肾间质纤维

化发生与发展的重要组成部分，转型的1#23可能作

为肾间质内肌纤维母细胞的重要来源之一参与纤维化

病变进程〔6，7〕。本研究中，()"!#$与!"!#$患者的

1#23均 有 表 型 转 化 现 象，特 点 为 表 达#"5(!的

1#23明显增加。其中，!"!#$病变中的1#23在发

生表型转化的同时呈现增殖活跃状态，显示了其损伤

后转 分 化 并 进 一 步 自 身 增 殖 的 修 复 能 力。而 ()"
!#$患者的1#23虽然同样发生了表型转化，但43"
$!阴性，表明未能进入细胞周期启动增殖修复过程。

这一方面提示()"!#$中1#23再生修复的机制可

能受到严重损伤；另一方面，发生了表型转化而又未能

进入增殖、再分化程序的1#23可能启动并参与了

()"!#$病变慢性化的进程。

1#23再生修复的过程中，表皮生长因子（28%）

可能是作用最强、并且与修复机制关系最密切的促增

生因子〔9，,*〕。在中毒或缺血致!#$的动物模型中，

1#23中28%及其受体的表达明显增多，并与肾功能

恢复 相 关；给 予 外 源 性28%可 以 明 显 促 进 缺 血 性

!#$动物模型的肾脏修复过程〔,,—,0〕。在本研究中，

为了探讨()"!#$患者1#23损伤后再生修复能力

下降的原因，我们观察了两组患者肾组织中28%的表

达情 况，并 与 正 常 肾 组 织 进 行 比 较。结 果 发 现，!"
!#$患者的肾小管上皮28%表达阳性率明显增高，

与其细胞增殖反应活跃相平行，证实肾小管再生修复

反应 确 有28%参 与。而 ()"!#$ 组 肾 小 管 上 皮

28%的阳性率显著低于!"!#$组，提示28%低表达

状态可能为 ()"!#$肾小管修复不良的机制之一。

由于()"!#$组肾小管上皮28%表达阳性率仍较对

照组有所增加，但未能诱导细胞产生增殖反应，提示关

木通所致的1#23损伤还可能累及28%受体、与细胞

增殖相关的受体后信号传导途径或细胞核内反应，值

得进一步研究。

细胞外基质（23(）沉积是纤维化病变的重要组

成部分。一般认为，在肾间质纤维化过程中，%$和!
型胶原为早期沉积的23(成分，而"型胶原在较后

期出现，为发生明确纤维化病变的标志之一〔,-，,/〕。本

研究中，()"!#$患者经常规病理检查未见纤维化病

变发生，但其肾间质内已出现明显的%$和!型胶原

沉积，并出现"型胶原表达，证实其确实发生了早期的

纤维化病变。而!"!#$患者的肾间质内仅有很少量

的%$表达，无纤维化病变发生。

一般认为，成纤维细胞聚集以及23(沉积是损
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伤及炎症状态下组织的正常修复反应，受到促纤维化

因子和抗纤维化因子的严格调控，因此多为自限性。

当损伤因素或炎症状态持续存在、促纤维化因子作用

持续增强、和（或）抗纤维化因子作用相对不足或受损

时，将导致纤维化病变不可逆的进展。!"#$!%及&!$
"#是与纤维化发生与发展密切相关的生长因子，在多

种纤维化病变中均呈高表达，其作用主要包括促进成

纤维细胞及肾小管上皮细胞发生表型转化、分泌细胞

外基质增加〔’，%(—%)〕。另一方面，此两种生长因子!"#$

!%在肾脏损伤后又可能参与细胞外基质的合成与结

构修复〔%*〕。本研究中，+,$-!.与-$-!.患者肾间

质内!"#$!%和&!"#表达均增强，但仅在 +,$-!.
出现了明确的纤维化病变。我们认为，!"#$!%和&!$
"#的表达可能为机体对肾小管严重损伤的自身修复

反应，在+,$-!.中，可能由于抗纤维化机制的保护

作用受到损伤（如细胞外基质降解因子、内源性抗纤维

化因子表达相对减低）、致病药物组分或其代谢产物在

组织细胞内蓄积而呈长期慢性作用，致使!"#$!%和

&!"#持续高水平表达，最终导致纤维化病变的发生。

以上观点还有待于进一步研究证实。

综上所述，+,$-!.具有肾小管上皮再生能力低

下和早期纤维化趋向的特点，可能与肾小管上皮细胞

中促进上皮细胞再生的生长因子及抗纤维化因子的表

达受损有关。进一步探讨相关机制，寻找促进损伤的

肾小管上皮恢复再生功能并在疾病早期拮抗纤维化病

变的干预措施可能是促进此类患者肾脏功能恢复、阻

断病变慢性化进程的关键。
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