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  [摘 要] 目的 对Alport综合征(AS)患者肾脏穿刺组织进行石蜡切片Ⅳ型胶原α链免疫组织化学检

测,探讨其临床应用价值。方法 选取2018年11月至2022年7月浙江大学医学院附属第一医院肾脏病中心

确诊的10例AS患者(AS病例组)、
 

10例心脏死亡器官捐献者(DCD)供肾及10例确诊为免疫球蛋白A肾病

患者(对照组)的肾组织进行石蜡切片Ⅳ型胶原α1、α3、α5链全自动免疫组织化学染色,将其与冰冻切片免疫荧

光染色结果进行比较。将对照组肾组织石蜡切片分别采用多种方法进行抗原修复,比较修复效果。结果 对

照组肾组织2种染色方法Ⅳ型胶原α1、α3、α5链染色在肾小球基底膜(GBM)中均为连续线状阳性表达。AS病

例组肾组织2种染色方法Ⅳ型胶原α1链染色在GBM均呈连续线状阳性表达,α3、α5链染色在GBM为阴性或

节段弱阳性表达。2种染色方法染色结果具有较高的一致性(Kappa=0.615,P=0.035)。结论 石蜡切片全

自动免疫组织化学检测Ⅳ型胶原α1、α3和α5能较好地用于AS的诊断,为AS的诊断和研究提供了一种可靠

的技术手段。
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[Abstract] Objective Immunohistochemical

 

detection
 

of
 

type
 

Ⅳ
 

collagen
 

alpha
 

chain
 

in
 

paraffin
 

sec-
tions

 

of
 

renal
 

puncture
 

tissues
 

from
 

patients
 

with
 

Alport
 

syndrome
 

(AS)
 

was
 

performed
 

to
 

explore
 

its
 

clinical
 

application.Methods Kidney
 

tissues
 

from
 

10
 

AS
 

patients
 

(AS
 

case
 

group),10
 

cardiac
 

death
 

organ
 

donor
 

(DCD)
 

donor
 

kidneys
 

and
 

10
 

patients
 

diagnosed
 

with
 

immunoglobulin
 

A
 

nephropathy
 

(control
 

group)
 

diag-
nosed

 

in
 

Kidney
 

Disease
 

Center,the
 

First
 

Affiliated
 

Hospital
 

of
 

Zhejiang
 

University
 

School
 

of
 

Medicine
 

from
 

November
 

2018
 

to
 

July
 

2022
 

were
 

selected
 

for
 

fully
 

automated
 

immunohistochemical
 

staining
 

of
 

type
 

Ⅳ
 

colla-
gen

 

α1,α3
 

and
 

α5
 

chains
 

in
 

paraffin
 

sections,which
 

were
 

compared
 

with
 

the
 

results
 

of
 

immunofluorescence
 

staining
 

of
 

frozen
 

sections.The
 

paraffin
 

sections
 

of
 

renal
 

tissues
 

from
 

the
 

control
 

group
 

were
 

subjected
 

to
 

anti-
genic

 

repair
 

by
 

various
 

methods
 

respectively,and
 

the
 

repair
 

effects
 

were
 

compared.Results In
 

the
 

control
 

group,the
 

two
 

staining
 

methods
 

of
 

renal
 

tissue,type
 

Ⅳ
 

collagen
 

α1,α3
 

and
 

α5
 

chains
 

staining,showed
 

continu-
ous

 

linear
 

positive
 

expression
 

in
 

the
 

glomerular
 

basement
 

membrane
 

(GBM).The
 

two
 

staining
 

methods
 

of
 

re-
nal

 

tissue
 

of
 

the
 

AS
 

case
 

group.Type
 

Ⅳ
 

collagen
 

α1
 

chain
 

staining,showed
 

continuous
 

linear
 

positive
 

expres-
sion

 

in
 

the
 

GBM,and
 

α3,α5
 

chains
 

staining
 

showed
 

negative
 

or
 

weakly
 

positive
 

expression
 

in
 

the
 

GBM.The
 

staining
 

results
 

of
 

the
 

two
 

staining
 

methods
 

were
 

in
 

high
 

consistency
 

(Kappa=0.615,P=0.035).Conclusion Fully
 

automated
 

immunohistochemical
 

detection
 

of
 

type
 

Ⅳ
 

collagen
 

α1,α3
 

and
 

α5
 

in
 

paraffin
 

sections
 

can
 

be
 

used
 

for
 

diagnosis
 

of
 

AS
 

better,which
 

provides
 

a
 

reliable
 

technique
 

for
 

the
 

diagnosis
 

and
 

study
 

of
 

AS.
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  Alport综合征(AS)是一种以血尿、进行性肾功

能减退、感音神经性聋、眼部异常等为临床特点的遗

传性肾脏病。编码Ⅳ型胶原α链的基因COL4An突

变所致的基底膜损伤是其发病基础[1-3]。常根据患者

临床表现、家族史,以及肾活检组织电镜检查、遗传基

因学诊断及免疫荧光等方法来诊断AS[4-5]。因此,应
用抗Ⅳ型胶原不同α链的单克隆抗体检测肾小球基

底膜(GBM)Ⅳ型胶原α链可作为诊断 AS的重要依

据[6-8]。目前,国内常采用肾组织冰冻切片免疫荧光

法检测Ⅳ型胶原α链[9-10];但此法肾组织冰冻切片肾

小球较少、易自溶、异地运输困难,且免疫荧光对组织

结构、抗原定位观察较差,为病理诊断带来不便。而

石蜡切片标本无上述缺点,组织形态完整,结果易于

保存,具有较强的可操作性。因此,本研究通过肾脏

组织石蜡切片探索了Ⅳ型胶原α链免疫组织化学染

色(组化染色)法在 AS诊断中的应用价值,现报道

如下。
1 资料与方法

1.1 资料

1.1.1 一般资料 选取2018年11月至2022年7月

浙江大学医学院附属第一医院肾脏病中心确诊的AS
患者10例作为AS病例组,其临床表现、家族史及冰

冻组织免疫荧光α3、α5链染色、电镜结果均符合AS。
诊断标准参照《Alport综合征诊治专家共识(2023
版)》[4],即临床主要表现为持续性肾小球源性血尿或

血尿伴蛋白尿的患者,且具有以下任一一项即可诊断

为AS:(1)肾组织电镜检查示 GBM 致密层撕裂、分
层、薄厚不均或篮网状改变;(2)肾脏组织基底膜Ⅳ型

胶原
 

α3、α4、α5
 

链免疫荧光染色异常或
 

EBM
 

Ⅳ型胶

原α5 链 免 疫 荧 光 染 色 异 常;(3)基 因 检 测 示
 

COL4A3、COL4A4或
 

COL4A5基因具有致病性变

异。选取同期20例患者作为探索石蜡切片的修复条

件和正常阳性对照(对照组),其中心脏死亡器官捐献

者(DCD)供肾10例,确诊为免疫球蛋白A(IgA)肾病

10例,均无AS及AS家族史。各组患者一般资料比

较见表1。石蜡切片免疫组织化学阳性对照:Ⅳ型胶

原α1链普遍分布在所有基底膜中,设置Ⅳ型胶原α1
链染色为Ⅳ型胶原α3、α5链染色的阳性对照,以保障

检测项目的可靠性。本研究经浙江大学医学院附属

第一医院临床研究伦理委员会批准(IIT20230408A)。

表1  各组患者一般资料比较

项目
对照组(n=20)

DCD供肾(n=10) IgA肾病(n=10)
AS病例组

(n=10)

性别[n(%)]

 男 10(100.0) 5(50.0) 6(60.0)

 女 0 5(50.0) 4(40.0)
年龄(x±s,岁) 无 39.4±15.0 29.9±12.0
主要临床表现 无 血尿或血尿伴蛋白尿 血尿或血尿伴蛋白尿

电镜GBM表现 正常 正常 分层撕裂

冰冻组织免疫荧光 正常(GBM连续线状阳性) 正常(GBM连续线状阳性) α3链和(或)α5链异常

1.1.2 仪器及主要试剂 间接免疫荧光试剂包括Ⅳ
型胶原α3、α5链试剂盒 WieslabTM

 

Alport's
 

syndrome
 

kit、Anti
 

collagen
 

Ⅳα5(Ⅳ)chain-Human(Mono)、异
硫氰酸荧光素(FITC)标记山羊抗小鼠免疫球蛋白

IgG荧光二抗。免疫组织化学机器型号为百凌生物

LYNX480。修复液包括乙二胺四乙酸(EDTA)碱性

修复液(pH9.0)、柠檬酸酸性修复液(pH6.0)、胰酶、
蛋白酶K;一抗为兔抗人α1链单克隆抗体、兔抗人α3
链单克隆抗体、兔抗人α5链单克隆抗体;二抗试剂盒

为BXV
 

Visualization
 

system。均购于杭州百凌生物

科技有限公司。
1.2 方法

1.2.1 标本制备 肾穿刺活检组织留取部分立即进

行冰冻切片,部分电镜固定,剩余组织经10%的中性

福尔马林固定后脱水制成石蜡组织包埋块。
1.2.2 Ⅳ型胶原α3、α5链间接免疫荧光染色(荧光

染色) 5
 

μm冰冻切片室温下自然晾干,4
 

℃冷丙酮

固定,去离子水冲洗,分别滴加单克隆兔抗人Ⅳ型胶

原α3抗体和单克隆兔抗人Ⅳ型胶原α5抗体,37
 

℃孵

育1
 

h,冲洗后滴加FITC标记的山羊抗小鼠免疫球蛋

白IgG荧光二抗,37
 

℃孵育1
 

h,冲洗吹干,甘油封

片,冰箱冷藏,用荧光显微镜观察。
1.2.3 Ⅳ型胶原α1、α3、α5链组化染色 2

 

μm石蜡

切片,捞片后67
 

℃烤片1
 

h,后采用全自动免疫组化

染色机进行染色。染色结束后用100%乙醇脱水,吹
干,树胶封片。抗原修复采用4种修复液,分别为

EDTA碱性修复液热修复、柠檬酸酸性修复液热修

复、胰酶修复和蛋白酶K修复。先将对照组石蜡切片

采用不同方法修复后进行组化染色,根据修复和染色

效果选取最佳修复方法后再对 AS病例组进行组化

染色。
1.2.4 图像分析 Ⅳ型胶原α3、α5链荧光染色结果

判定为观察每张切片的肾小球数,对荧光抗体的沉积

特点和强度进行评分。肾组织中GBM染色结果正常

为连续线状阳性,减弱或节段缺失为弱阳性/节段弱

阳性,完全缺失为阴性。Ⅳ型胶原α1、α3、α5链组化

染色结果判定为观察每张切片的肾小球数,肾组织中

GBM染色结果正常为连续线状阳性,减弱或节段缺
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失为弱阳性/节段弱阳性,完全缺失为阴性。
1.3 统计学处理 应用SPSS19.0

 

统计软件进行数

据分析,不符合正态分布的计量资料以 M(P25,P75)
表示,采用秩和检验;计数资料以率或构成比表示,采
用χ2 检验。使用Kappa系数比较2种实验方式的一

致性,Kappa<0.4表明一致性较差,0.4~<0.6表明

中度一致,0.6~0.8表明具有较高的一致性,>0.8
表明具有极好的一致性。以P<0.05为差异有统计

学意义。
2 结  果

2.1 石蜡切片最佳修复方法 α1链采用EDTA 碱性

修复液热修复20
 

min、胰酶修复5
 

min,α3链采用ED-
TA碱性修复液热修复20

 

min、蛋白酶K修复5
 

min,α5
链采用EDTA 碱性修复液热修复20

 

min、胰酶修复

5
 

min。对照组肾组织GBM均为连续线状阳性表达,
抗原定位准确,背景清晰,效果最佳。见图1。

  注:A.α1链;B.α3链;C.α5链。

图1  对照组肾组织组化染色结果(400×)

2.2 肾组织冰冻切片荧光染色结果 对照组肾组织

α3、α5链荧光染色均正常,在GBM 上呈连续线状阳

性表达。见图2。AS病例组肾组织α3、α5链在GBM
上呈阴性或节段弱阳性表达。见图3。
2.3 肾组织石蜡切片组化染色结果及与荧光染色结

果比较 对照组肾组织α3、α5链组化染色在GBM均

呈连续线状阳性。AS病例组肾组织Ⅳ型胶原α3链

组化染色与荧光染色比较,病例1~6(病例7~10因

α3链荧光抗体缺少而未做)强度和分布部位一致
(Kappa=1.000,P=0.010)。AS病例组肾组织Ⅳ型

胶原α5链组化染色与荧光染色比较,病例1、3~5、
7~10强度和分布部位一致,病例2、6

 

Ⅳ型胶原α5链

组化染色为节段弱阳性,荧光染色为阴性(Kappa=
0.615,P=0.035)。见表2。组化染色结果见图4。

  注:A.α3链;B.α5链。

图2  对照组肾组织荧光染色结果(400×)
 

表2  2组肾组织免疫荧光与组化染色结果比较(GBM)

组别 性别
α1链石蜡切片

组化染色

α3链

石蜡切片组化染色 冰冻切片荧光染色

α5链

石蜡切片组化染色 冰冻切片荧光染色

对照组

 DCD供肾 男(10例) + + + + +

 IgA肾病 男(5例)/女(5例) + + + + +

AS病例组

 病例1 男 + - - - -

 病例2 男 + - - 弱+(节段) -

 病例3 女 + - - - -

 病例4 男 + - - 弱+(节段) 弱+(节段)

 病例5 女 + 弱+(节段)
 

弱+(节段) 弱+(节段) 弱+(节段)

 病例6 男 + + + 弱+(节段) -

 病例7 女 + 弱+(节段)
 

未做 - -
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续表2  2组肾组织免疫荧光与组化染色结果比较(GBM)

组别 性别
α1链石蜡切片

组化染色

α3链

石蜡切片组化染色 冰冻切片荧光染色

α5链

石蜡切片组化染色 冰冻切片荧光染色

 病例8 男 + - 未做 - -

 病例9 男 + 弱+(节段)
 

未做 弱+(节段) 弱+(节段)

 病例10 女 + +(节段)
   

未做 弱+(节段) 弱+(节段)

  注:+为连续线状阳性;+(节段)为节段阳性;弱+(节段)为节段弱阳性;-为阴性。

  注:A.α3链荧光染色节段弱阳性;B.α3链荧光染色阴性;C.α5链荧光染色节段弱阳性;D.α5链荧光染色阴性。

图3  AS病例组肾组织荧光染色结果(400×)

  注:A.α3链染色阴性;B.α3链染色节段弱阳性;C.α3链染色节段阳性;D.α5链染色阴性;E、F.α5链染色节段弱阳性。

图4  AS病例组肾组织组化染色结果(400×)

3 讨  论

AS是编码基底膜Ⅳ型胶原α链基因突变导致的
遗传病,Ⅳ型胶原分子是3条α链相互缠绕卷曲形成
的三螺旋结构,为构成肾脏基底膜的主要成分[11-12]。
正常情况下GBM中Ⅳ型胶原α3、α5

 

链免疫荧光或组
化染色均呈连续线状阳性表达。在AS患者中由于Ⅳ
型胶原α链的基因变异,阻止或抑制GBM 中α3、α5

链Ⅳ型胶原支架的沉积,不能构建正常的Ⅳ型胶原网
状结构。因此,GBM 中Ⅳ型胶原α3、α5

 

链荧光或组
化染色异常,呈节段缺失或阴性表达[13-14]。

AS的诊断主要根据患者临床表现、家族史,以及
肾组织学改变、基因学诊断、超微结构改变及肾组织

Ⅳ型胶原亚链染色,后二者是诊断 AS的最主要依
据[15]。既往常用的Ⅳ型胶原α链检测方法为冰冻切
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片荧光染色法,时常碰到以下问题:(1)冰冻切片仅有

一个肾小球,甚至无肾小球、肾小球纤维硬化等情况,
无法全面判断病变类型,可能造成误诊;(2)冰冻切片

要求穿刺后数小时内完成荧光染色,如转送时间过长

将导致组织自溶,影响诊断;(3)荧光容易淬灭,结果

无法保存;(4)需配备荧光显微镜。因此,本研究探讨

了石蜡切片组化染色替代法在诊断AS中的可行性。
石蜡切片组织抗原决定簇暴露是组化染色关键

的一步[16-18]。本研究结果显示,α1链采用EDTA碱

性修复液热修复20
 

min、胰酶修复5
 

min,α3链采用

EDTA碱性修复液热修复20
 

min、蛋白酶 K 修复

5
 

min,α5链采用EDTA碱性修复液热修复20
 

min、
胰酶修复5

 

min,组织块不易脱落,抗原定位准确,阳
性显色效果良好,染色背景清晰。使用上述方法对

AS病例组肾组织进行组化染色,并将其与荧光染色

结果进行对比研究。
阳性对照为Ⅳ型胶原α1链染色在对照组、AS病

例组肾组织GBM 中均为连续线状阳性表达,证明实

验过程的可靠性。对照组肾组织在2种染色方法中

GBM均为连续线状阳性表达。AS病例组肾组织Ⅳ
型胶原α3链、α5链荧光染色与组化染色结果具有较

高的一致性(Kappa=0.615,P=0.035);虽有2例肾

组织的组化染色阳性程度略高于荧光染色,却依然符

合AS的诊断标准。对个别结果的差异考虑为冰冻切

片与石蜡切片肾小球数量不对等,Ⅳ型胶原在每个肾

小球缺失程度也不完全一致;其次为免疫组化采用仪

器自动化染色,二抗标记有放大效应。
综上所述,肾组织石蜡切片Ⅳ型胶原α链组化染

色结构清晰,免疫复合物沉积部位更容易判断,能较

好地用于AS的诊断。同时,采用机器套染法,整个染

色过程从脱蜡至细胞核复染均在封闭环境中自动完

成,全程仅需3
 

h,有利于结果的稳定和实验标准化。
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