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Реферат
Целью работы было исследование состояния и взаимосвязей элементов стромально-сосудистого компар-

тмента тубулоинтертсиция (ТИН) почек при IgA-нефропатии посредством анализа клинико-морфологических 
маркеров, в том числе коэффициента обструкции внутриорганных артерий. В исследуемую группу вошли 15 
пациентов с подтвержденным морфологически диагнозом IgA-нефропатии. У всех пациентов были выполнены 
лабораторные и патоморфологические исследования, включая иммуногистохимическое (α-SMA, CD31, PCNA, 
TGFβ-1) и количественную/полуколичественную оценку патогистологических изменений: атрофии канальцев 
(АК), очагового склероза (ОС), периваскулярного склероза, склерозированных клубочков(СК), коэффициента 
обструкции (КО) артерий диаметром более 100 мкм. Уровень сывороточного креатинина имел обратную от-
рицательную корреляционную зависимость с КО (r=–0,83, р<0,05) и положительную с периваскулярным скле-
розом (r=0,64, р<0,05). Корреляционный анализ значений СD 31 «+» и SMA среди больных IgАN удостоверил 
статистически достоверную положительную зависимость этих морфометрических показателей (r=0,53, р<0,05). 
Это подтверждается также  корреляционным анализом значений SMA и TGFβ (r=0,71, р<0,05) между собой, а 
также с АК (r=0,77, р<0,05) и ОС (r=0,77, р<0,05). Полученные результаты свидетельствуют, что фибротические 
процессы в ТИН при IgAN патогенетически могут быть обусловлены не только основным иммунокомплекс-
ным процессом, но и изменениями структуры сосудов, а соответственно, и гемодинамикой паренхимы почек.
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Введение
IgA-нефропатия (IgAN) является одной из самых 

распространенных форм гломерулонефритов, частой 
причиной терминальной почечной недостаточности, 
так как через 20–25 лет течения заболевания появ-
ляется необходимость проведения заместительной 
почечной терапии у 15–40 % заболевших [4, 16]. 
В прогрессировании хронических нефропатий, в 
том числе IgAN, тубуло-интерстициальный (ТИН) 
фиброз имеет ведущее значение [8, 9]. Одним из 
механизмов прогрессии склероза ТИН является 
гемодинамический фактор, который большинство 
авторов связывают с состоянием перитубулярных 
капилляров [13] и практически не рассматривают 
при этом состояние более крупных сосудов, напри-
мер, внутриорганных артерий разного калибра, за 
исключением ряда работ [3, 5]. В связи с этим целью 
работы было исследование состояния и взаимосвязей 
элементов стромально-сосудистого компартмента 
тубулоинтерстиция (ТИН) почек при IgA-нефропатии 
посредством анализа клинико-морфологических 
маркеров, в том числе индекса обструкции внутри-
органных артерий.

Материал и методы исследования
В исследуемую группу вошли 15 пациентов, 

мужчин — 7, женщин — 8 (средний возраст — 
31,73±11,46 года). Больные пурпурой Шенляйн–Ге-
ноха, системной красной волчанкой (СКВ) и HBV/
HBC-ассоциированнми гломерулонефритами не 
были включены в исследование. Все пациенты 
имели подтвержденный морфологически диагноз 
IgA-нефропатии (IgАN), классифицированный в со-
ответствии с Oxford Classification 2009. 

У всех пациентов были выполнены стандартные 
лабораторные и инструментальные исследования: 
артериальное давление (АД), общий белок (ОБ) 
сыворотки крови, г/л; альбумин сыворотки крови 
(АСК), г/л; креатинин сыворотки крови (Сr), ммоль/л; 
суточная потеря белка, г/сут.

Для патогистологического исследования фрагмен-
ты почечной паренхимы фиксировались незамедли-
тельно после получения пункционных образцов тка-
ни в 4 %-м параформальдегиде на фосфатном буфере, 
рН 7,4, в течение 24 ч, при комнатной температуре. 
После стандартной обработки тканевых фрагментов 
(обезвоживание, пропитка, заливка) из парафино-
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вых блоков были приготовлены 3–4 мкм серийные 
срезы. Препараты окрашивались гематоксилином и 
эозином, реактивом Шиффа (PAS), трихромальной 
окраской (Masson), по Джонсу,  по Вейгерту (Veigert), 
конго красным. 

 Иммунофлуоресцентное исследование (прямая 
флуоресценция) осуществлялась на криостатных 
срезах с использованием FITC-меченых антител, 
производство DAKO (Дания). Во всех биопсиях ана-
лизировалась депозиция в структурах нефрона IgA, 
IgM, IgG, C3c, C1q, фибриногена, каппа- и лямбда- 
легких цепей. 

Для ультраструктурного анализа биоптаты почек 
после стандартной обработки ультратонкие срезы 
анализировались в трансмиссионном микроскопе 
Jeol-7A (Япония). Иммуногистохимические реакции 
проводились на парафиновых срезах толщиной 4 
мкм. После депарафинизации, регидратации, не-
обходимой высокотемпературной демаскации инги-
бирование эндогенной пероксидазы проводилось в 
3 %-м растворе H2O2 на метаноле. Поликлональные 
и моноклональные антитела к α-SMA (Dako, клон 
1А4 Дания), CD31 (PECAM-1(M20)-Santa-Cruz, 
США), PCNA (Santa-Cruz, США), TGFβ-1 (Santa-
Cruz, США) были применены в качестве иммуно-
морфологических маркеров стромально-сосудистых 
компонентов ТИН. Фосфатно-солевой буфер (PBS) 
был использован как отрицательный контроль для 
замены первичного антитела. Срезы инкубировали 
при комнатной температуре в течение 1 часа. Анти-
мышиную и антикроличью полимерные системы 
детекции EnVision (DAKO, Дания) использовали для 
визуализации эпитопов. В качестве визуализирую-
щей хромогенной метки применяли диаминобен-
зидиновую реакцию (DAKO, Дания). Исследования 
проводились на базе НИЛ клинической иммунологии 
и морфологии НИИ нефрологии ПСПбГМУ им. акад. 
И. П. Павлова. 

Изучение патоморфологических изменений про-
водилось на светооптическом микроскопе Carl Zeiss 
Imager Z 2 (Германия) количественным и полуколи-
чественными методиками. 

 Анализ патогистологических изменений, в част-
ности, атрофии канальцев (АК), очагового склероза 
(ОС), периваскулярного склероза (ПС), склерозиро-
ванных клубочков проводился полуколичественно. И 
в зависимости от степени выраженности патологиче-
ского процесса ранжировался следующим образом: 
0 — отстутствие, 1 — до 25 % объема паренхимы, 
2 — до 50 % объема паренхимы, 3 — более 50 % объ-
ема перенхимы. Склероз клубочков (СК) определялся 
как % склерозированных клубочков от общего числа 
клубочков в исследованных срезах. При необходимо-
сти определялось среднее значение критерия (М) и 
ошибка средней (m) в группе.

Артерии диаметром более 100 мкм анализиро-
вались посредством определения коэффициента 
обструкции (КО) — деления длины внутреннего 
диаметра сосуда до субэндотелиальной базальной 
мембраны на внешний диаметр сосуда до внешней 
границы средней оболочки (рис. 1). Для оценки 
активности миофибробластов проводился подсчет 

Ðис. 1. Методика измерения просвета внутреннего и внешнего 
диаметра артерии

SMA-позитивных клеток в 10 полях зрения при уве-
личении объектива 20 в ТИН. СD31 анализировался 
в эндотелии микрососудов коры почечной парен-
химы каждого микропрепарата для анализа плот-
ности микроциркуляторного русла (МЦР) [6], в 20 
неперекрещивающихся полях зрения на увеличении 
40 с использованием 100-точечного счета на каждое 
поле зрения. Ключевой медиатор прогрессирования 
почечного фиброза [10, 22] — TGFβ-1 подсчитывался 
в виде % позитивных клеток от общего объема ту-
булярного эпителия. PCNA-пролиферативный кле-
точно-нуклеарный антиген как критерий активности 
тубулярного эпителия оценивался в виде % клеток 
с позитивным продуктом реакции посредством ана-
логичной методики с использованием 100-точечного 
счета на каждом поле зрения.

 Во всех иммуноморфологических исследованиях 
исключались из счета клубочки и артерии. Статисти-
ческую обработку полученных данных проводили с 
применением стандартных пакетов программ при-
кладного статистического анализа («Statistica 8.0 for 
Windows»). Использовались стандартные методы 
параметрической и непараметрической статистики. 
Данные в табл. 1; 2 представлены в виде среднего 
значения с ошибкой средней (M±m), медианы и 
межквартильного размаха. Корреляционный анализ 
осуществлялся посредством Spearman Rank order 
Correlations с вычислением коэффициента R при 
р<0,05. 

Результаты исследования
Клинико-лабораторные данные.  Основные кли-

нико-лабораторные показатели приведены в табл. 1. 
В группах больных IgA-нефропатии соотноше-

ние мужчин и женщин было примерно однаковое. 
Средний возраст в группе составил 31,73±11,46 года. 
В целом клинико-лабораторные показатели соответ-
ствовали общеизвестным лабораторным критериям 
IgАN [2].

Светооптическое и иммуноморфологическое 
исследование. При светооптическом исследовании 
выявлялись уже признанные «классическими» па-
томорфологические признаки IgAN: мезангиальная 
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гиперклеточность и увеличение мезангиального 
матрикса (рис. 2, а). Степень выраженности этих 
патоморфологических изменений варьировала как 
по количеству клеток в мезангии, так и по распро-
страненности. Сегментарный гломерулосклероз 
чаще всего встречался в виде классического (NOS) 
типа с формированием синехий с капсулой Боумена. 
Иногда структура клубочка имела «лобулярный» 
рисунок. Данные значений, характеризующие состо-
яние стромально-сосудистых показателей в группе, 
приведены в табл. 2. Склерозирование клубочков 
носило умеренный характер.

В тубулоинтерстиции (ТИН) наблюдались атро-
фические (атрофия эпителия канальцев) и склеро-
тические процессы (очаговый и периваскулярный), 
которые имели умеренную степень выраженности, 
очаговую локализацию и располагались приемуще-
ственно в кортикальной зоне. 

Атрофия канальцев сопровождалась уплощением 
эпителия, утолщением базальной мембраны и из-
менением их размеров (рис. 2, б). Обструкция или 
сужение просвета артерий среднего калибра (>100 
мкм) сопровождалась эластофиброзом интимы с 
частичным истончением мышечного слоя артерий 
(рис. 1). 

При иммунофлуоресцентном исследовании выяв-
лялись признаки IgАN: отложение IgА, С3-фракции 
комплемента и легких цепей лямбда в различных 
структурах клубочка (рис. 3, а). Тубулоинтерстици-
альные локализации продуктов реакции могли рас-
полагаться как в просвете канальцев, в цитоплазме 
эпителия канальцев, так и в микрососудах ТИН  (рис. 
3, б). В почечной ткани продукт реакции на α-SMA 
был положительным в гладкомышечных клетках 
артерий и миофибробластах, располагавшихся в 
межтубулярном интерстиции. Количество миофибро-
бластов в зонах склероза ТИН было заметно больше 
по сравнению с неизмененными участками (рис. 4, 
а). Маркер эндотелия CD31, наряду с локализацией в 
эндотелии артерий среднего (более 100 мкм) и мелко-
го калибра (50–100 мкм), располагался в капиллярах 
клубочка и перитубулярных микрососудах (рис. 4, б). 

Экспрессия PCNA (рис. 5, а) наблюдалась в 
значительном количестве в ядрах клеток эпителия 
канальцев и клубочка. TGFβ-1 экспрессировался в 
эпителии как дистальных, так и проксимальных ка-
нальцев, преимущественно в зонах склерозирования 
и атрофии почечной паренхимы. Кроме этого, можно 
было выявить локализацию этого эпитопа в единчи-
ных клетках эпителия клубочка (рис. 5, б).

Ðис. 4. Иммуногистохимический продукт реакции на SMA локализуется в миофибробластах и глакомышечных клетках (а), а на  
СD31 — в эндотелии периваскулярных микрососудов ТИН и капиллярах клубочков (б). Увеличение ×40 раз.

Ðис. 5. Иммуногистохимический продукт реакции на PCNA локализуется в ядрах тубулярного эпителия и клубочка (а), а на  TGFβ 
— в эпителими дистальных и проксимальных канальцев (б). Увеличение ×40 раз.
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 Корреляционный анализ. Степень выраженности 
КО артерий имела отрицательную корреляционную 
зависимость с АДсист. (r=–0,73, р<0,05) (рис. 6, а), 
причем такая же достоверная отрицательная корре-
ляционная зависимость была и с АД 

диаст. (r=–0,80, р<0,05). Одновременно уровень 
сывороточного креатинина имел обратную отрица-
тельную корреляционную зависимость с КО (r=–0,83, 
р<0,05) (рис. 6, б) и положительную с периваскуляр-
ным склерозом (r=0,64, р<0,05). 

Количественные значения СD 31 «+» периту-
булярных микрососудов были связаны с уровнем 
Cr (r=0,60, р<0,05) (рис. 7, а) и артериальным КО 

(r=–0,75, р<0,05) (рис. 7, б). Корреляционный ана-
лиз значений СD 31 «+» и SMA среди больных 
IgАN удостоверил статистически достоверную по-
ложительную зависимость этих морфометрических 
показателей (r=0,53, р<0,05), характеризующую 
стромально-сосудистую взаимосвязь изменений в 
ТИН почки (рис. 8, а). Это подтверждается также 
корреляционным анализом значений SMA и TGFβ-1 
(r=0,71, р<0,05) (рис. 8, б) между собой, а также с АК 
(r=0,77, р<0,05) и ОС (r=0,77, р<0,05) (рис. 9, а, б). 
При этом положительная достоверная взаимозависи-
мость имеется между всеми четырьмя показателями. 
При анализе PCNA и других структурных и лабо-

Ðис. 6. Корреляция  коэффициента обструкции артерий с АДсист. (а) и АДдиаст.(б)

Ðис. 7. Корреляция  CD31 с уровнем креатинина (а) и коэффициентом обструкции (б)

Ðис. 8. Корреляция  SMA c CD31 (а)  и TGFβ1 (б)
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Ðис. 9. Корреляция ОС c SMA (а)  и TGFβ1 (б)

раторных значений достоверных коррелляционных 
зависимостей выявлено не было.

 
Обсуждение результатов
К настоящему времени установлено, что кли-

нические признаки IgAN, включающие уровень 
артериального давления, сывороточный креатинин 
и суточная потеря белка существенным образом свя-
заны с тяжестью патоморфологических изменений 
паренхимы почки [2, 15, 18]. Результаты настоящего 
исследования совпадают с данной точкой зрения. В 
частности, уровень сыворотночного креатинина у на-
ших больных имел положительную корреляционную 
связь с выраженностью периваскулярного склероза 
(r=0,64, р<0,05) и при этом находился в обратной 
зависимости с КО (коэффициентом обструкции) 
(рис. 6, б). Данный коэффициент был использован 
нами для характеристики степени сужения просве-
та артерии как одной из причин ишемии почечной 
паренхимы и механизма прогрессии фибротических 
изменений [13]. Коэффициент был использован как 
ориентировочный аналог сосудистого индекса (СИ, 
разработанного В.  В. Серовым и др. в 1993 г.

Несмотря на простоту метода, он оказался вполне 
информативным. Так, обратную корреляционную 
зависимость по отношению к КО, а соответственно, 
к периметру просвета сосуда имели уровни систоли-
ческого и диастолического давления, а также сыворо-
точный креатинин, являющийся одним из основных 
показателей функционального состояния почечной 
паренхимы. С одной стороны, это свидетельствует о 
том, что патоморфологические изменения сосудистой 
стенки артерий при IgA могут быть связаны не только 
с иммунокомплексным патогенезом заболевания, но 
и с гипертензивным синдромом, который развивается 
и сопровождает течение патологии, морфологически 
«легализуясь» в виде тромботической микроангио-
патии (ТМА) [12]. С другой стороны, ввиду того, что 
данные изменения носят необратимый характер, их 
можно рассматривать как еще один из предикторов 
течения заболевания.

Для более полной оценки состояния сосудистого 
русла почечной парнехимы, кроме морфометрии 
достаточно крупных сосудов, был проведен анализ 
плотности микроциркуляторно русла ТИН. По его 

результатам была выявлена достоверная положи-
тельная зависимость CD31-маркера МЦР с Сr и 
отрицательная зависимость с КО (рис. 7, а, б). Этот 
факт, на наш взгляд, свидетельствует о ремодуляции 
почечного кровотока, в частности, МЦР и артерий 
среднего калибра. При сужении магистральных 
артерий, по-видимому, происходит увеличение ко-
личества капилляров в ТИН, что сопровождается по-
вышением креатинина сыворотки и, соответственно, 
снижением функции почки при IgAN. Это вполне 
объяснимо, если учитывать тот факт, что СD31 и SMA 
имеют, по результатам нашего исследования, прямую 
корреляционную зависимость и, соответственно, 
свидетельствует о связи активности профибротиче-
ских факторов с ремодуляцией кровотока больных 
при IgAN. Эти данные находятся в полном контексте 
общих представлений о том, что почечный фиброз 
характеризуется деструкцией нормальной ткани с 
последующей ремодуляцией почечной паренхимы, 
характеризующейся накоплением избытка внекле-
точного матрикса и соединительнотканых волокон 
[1, 20]. Ввиду вышеизложенного, в ТИН больных 
IgAN был исследован α-SMA, который является 
миофиламентозным актином, находящимся в цито-
плазме гладкомышечных клеток сосудов, в том числе 
миофибробластах. Последние являются уникальной 
группой гладкомышечноподобных фибробластов, 
которые секретируют внеклеточный матрикс. Они 
ответственны за производство и депозицию внекле-
точного матрикса почками в условиях патологии [21]. 
Миофибробласты являются α-SMA-позитивными и 
отсутствуют в нормальных почках. Высокая экспрес-
сия α-SMA отражает количество миофибробластов и 
степень выраженности фиброза [7]

 Таким образом, наблюдая за экспрессией α-SMA 
в почках, мы можем оценить степень активации ми-
офибробластов. Как видно на рис. 4, а, экспрессия 
α-SMA была найдена в ТИН почек больных IgAN. 
Экспрессия α-SMA в группе IgAN была локализо-
вана приемущественно в зонах склерозирования 
ТИН. При этом, по результатам корреляционного 
анализа, количество α-SMA+-клеток имело прямую 
положительную взаимосвязь с выраженностью оча-
гового склероза, что подтверждает общеизвестные 
литературные данные (рис. 8, а) [21]. Происхождение 
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Abstract
The aim of this study was to investigate the status and relationships the elements of stromal-vascular tubulointerstisial 

compartment (TIN) of the kidneys under IgA-nephropathy by analyzing clinical and morphological markers, 
including factor coefficient obstruction of the arteries. The study included 15 patients with confirmed morphologically 
diagnosis of IgA-nephropathy (IgAN). All patients were performed laboratory and pathological studies, including 
immunohistochemistry (α-SMA, CD31, PCNA, TGFβ-1) and quantitative/semi-quantitative assessment of 
pathohistopathological changes: atrophy of tubules (AT), local sclerosis (LS), perivascular sclerosis, sclerosed glomeruli 
(SG), the coefficient of obstruction (CO) arteries with a diameter greater than 100 microns. Serum creatinine was 
inversely negative correlation with CO (r=–0,83, p<0,05). and positive perivascular sclerosis (r=0,64, p<0,05). Correlation 
analysis of the values of CD 31 «+» and SMA in patients IgAN certified statistically significant positive correlation of 
morphometric parameters (r=0,53, p<0,05). This is confirmed by the same values and correlation analysis SMA and 
TGFβ (r=0,71, p<0,05) among themselves, as well as with the AT (r=0,77, p<0,05) and LS (r=0,77, p<0,05). The results 
indicate that the fibrotic processes in TIN under IgAN may be due not only to immune complex processes, but only to 
the changes in the structure of arteries, and thus the hemodynamic changes into the renal parenchyma.

Keywords: IgA-nephropathy, stromal and vascular markers, immunohistochemistry, morphometry of arteries.
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