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［摘要］　目的：分析草酸钙肾结石患者肾乳头钙盐沉积特点及其在肾结石形成中的作用，并探讨肾钙盐沉积的机制。方法：

选择２１例行经皮肾取石术（ＰＣＮＬ）的草酸钙肾结石（采用傅立叶转换红外光谱法检测结石成分）患者，术中观察肾乳头钙斑情

况；获取肾组织标本，行茜素红染色，显微镜下观察钙盐沉积特点；免疫组化检测骨桥蛋白、骨形成蛋白２（ＢＭＰ２）和Ⅱ型胶原

在肾结石患者肾组织的表达情况。另选７例非结石肾切除标本作为正常对照。结果：２１例草酸钙肾结石患者均可见肾乳头

钙斑；活检标本可见钙盐沉积于肾小管基底膜附近肾间质，并可向肾乳头黏膜延伸；当钙盐突破尿路上皮进入集合系统后，其

上可见小结石生长。肾结石患者肾组织和正常肾组织均可见骨桥蛋白表达，未见ＢＭＰ２和Ⅱ型胶原明显表达。结论：肾乳

头钙盐沉积是草酸钙肾结石形成的起始病灶之一；钙盐的形成可能并不是一种类似于动脉钙化的成骨性反应。
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　　肾结石的形成机制至今未明。Ｒａｎｄａｌｌ学说认
为，在肾结石形成之前肾乳头已经存在着钙盐沉积
（即Ｒａｎｄａｌｌ斑），后者是草酸钙和磷酸钙生长形成结
石的理想位点［１］。但肾钙斑形成的机制至今仍不清

楚。近年来的研究［２］表明，血管钙化是一种类似于
成骨反应的生物矿化过程；炎症刺激可导致动脉壁
平滑肌细胞向成骨样细胞转化，并合成成骨性蛋白；
肾小管基底膜和乳头间质钙化斑的成分为羟基磷灰
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石，类似于骨骼成分。因此我们猜想：草酸钙肾结石
患者肾组织钙盐沉积的形成可能也是一种成骨性反

应。本研究分析了草酸钙结石患者肾脏局部钙盐沉
积的形成部位和分布特点，探讨其与肾结石形成的
可能关系；并通过检测３种成骨性蛋白，即骨桥蛋白
（ＯＰＮ）、骨形成蛋白２（ＢＭＰ２）和Ⅱ型胶原在肾结
石患者肾组织的表达，初步探讨肾乳头钙盐沉积和
有机矿化的形成是否为成骨性反应。

１　资料和方法

１．１　临床资料　选择自２００７年２月至２００８年１
月于第二军医大学长海医院行经皮肾取石术（ＰＣ
ＮＬ）治疗的肾结石患者，术中取出的结石以傅立叶
变换红外光谱（ＦＴＩＲ）作成分分析，结石成分主要为
一水草酸钙和（或）二水草酸钙（＞５０％）者纳入本研
究。共有２１例肾结石患者入选并签署知情同意书，
其中男１４例，女７例，年龄１５～６１岁，平均（４３±
６．７）岁。另选择７例行肾切除的非结石患者作为对
照。

１．２　ＦＴＩＲ结石成分分析　所有肾结石患者均于

ＰＣＮＬ术后收集结石，以Ｖｅｃｔｏｒ２２傅立叶变换红外
光谱仪（德国Ｂｒｕｋｅｒ公司）作结石成分分析，每位患
者至少分析２块结石。方法：结石用蒸馏水洗净，烘
干后研碎。将１ｍｇ样品粉末与充分干燥的２００ｍｇ
纯溴化钾粉末混合，在玛瑙乳钵内充分研细。用压
片机加压２０ＭＰａ后停３ｍｉｎ制成半透明片，迅速置
入红外光谱槽中扫描，设置光谱范围为４００～４０００
ｃｍ－１，分辨率为４ｃｍ－１。根据事先用纯物质按不同
配比建立起的一个模拟各种尿结石成分的谱库，通
过与样品标准红外光谱图比对进行定性分析。定量
分析根据郎伯特比尔定律，采用积分法：Ｃ样·Ｃ对 －１＝
Ｄ样·Ｄ对

－１（Ｃ为浓度，Ｄ为光密度），计算样品中各成
分的含量；或通过Ｂｒｕｋｅｒ公司的尿路结石红外光谱分
析软件进行分析。

１．３　肾泌尿小管黏膜观察和肾组织标本获取　肾
结石患者在ＰＣＮＬ术中碎石结束后，肾镜下观察肾
盂、肾盏黏膜及肾乳头情况，拍摄并记录钙盐沉积或
结晶颗粒黏附情况。于有钙盐沉积或小结晶黏附的
部位分别夹取组织２～３块送检。仔细检查所有活
检部位，均未见有明显术中出血。非结石肾切除标
本取相应肾乳头部位组织２～３块送检。

１．４　肾组织茜素红钙盐染色检查　获取的肾组织
标本立即置于４％多聚甲醛固定２４ｈ，常规脱水、石
蜡包埋、４μｍ连续切片，分别行 ＨＥ染色作常规组
织学检查和茜素红染色观察钙盐沉积情况。茜素红

染色步骤：石蜡切片常规脱蜡至水，蒸馏水冲洗３次，
加入０．１％茜素红ＴｒｉｓＨＣｌ染液（ｐＨ８．３），３７℃下
染色３０ｍｉｎ，蒸馏水冲洗，干燥，封片，显微镜下观察
钙盐沉积情况。

１．５　肾组织切片免疫学检查　小鼠抗人ＯＰＮ单克
隆抗体、小鼠抗人ＢＭＰ２单克隆抗体和小鼠抗人Ⅱ
型胶原单克隆抗体均为ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司产品。按

ＡＢＣ试剂盒（购自中山试剂公司）提供的方法操作，
行肾组织 ＯＰＮ、ＢＭＰ２和Ⅱ型胶原的免疫组化检
测。ＰＢＳ代替一抗作阴性对照。ＢＭＰ２和Ⅱ型胶原
的阳性对照采用脱钙包埋的人软骨组织。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１２．０统计软件分析，
两组间比较采用独立样本ｔ检验。检查结果以珚ｘ±ｓ
表示，Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　单纯草酸钙或常见混合性草酸钙结石的典型
红外光谱图　（１）一水草酸钙：在红外光谱图中，一
水草 酸 钙 的 吸 收 峰 主 要 位 于 ３４９２～３０６５、

１６７３～１６００、１３２９、９４８、８８４、７８２、６６６、５１７ｃｍ－１等

处（图１Ａ）。（２）一水草酸钙＋蛋白质的混合性结石
红外光谱图：可见３４９２～３０５７、１３１３、９４６、７８１
ｃｍ－１等处的一水草酸钙特异吸收峰（图１Ｂ）。（３）
一水草酸钙、二水草酸钙和尿酸盐混合性结石的红
外光谱图：特异吸收峰位于３４９２～３０４４、１３１４、

９９１、７８１ｃｍ－１等处（图１Ｃ）。（４）二水草酸钙、一水
草酸钙和磷酸钙混合性结石的红外光谱图：特异吸
收峰位于３５０３～３４２４、１６１６、１３１５、１１０１～１０３３、

９５０、７８０、６０５、５６３ｃｍ－１等处（图１Ｄ）。

２．２　ＰＣＮＬ术中肾乳头观察　２１例草酸钙肾结石
患者ＰＣＮＬ术中肾乳头可见钙斑，表现为黏膜下的
暗黄色斑块；部分局部黏膜上可见小结石黏附、生长
（图２）。

２．３　肾组织钙盐光镜检查　非结石肾组织未见钙
盐沉积（图３Ａ）。沉积的钙盐被染为红色，聚集在肾
小管基底膜附近和肾间质组织；部分区域可见钙盐
向肾乳头黏膜延伸，进而突破尿路上皮，脱落到集合
系统，其上亦可见小结石黏附生长（图３Ｂ）。

２．４　肾组织免疫组织化学检查　免疫组织化学检
查表明，肾结石患者和非结石患者肾脏组织均可见

ＯＰＮ的表达。镜下观察，ＯＰＮ主要在肾小管的上皮
细胞胞质内表达。肾结石患者和非结石患者肾组织
的ＯＰＮ表达分布基本一致（图４）。肾结石组肾组织

ＯＰＮ的表达强度为０．２０９８±０．０２１８，非肾结石组
为０．１９８８±０．００８１，两组差别无统计学意义。肾结
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石患者和非结石患者肾脏组织均未见ＢＭＰ２和Ⅱ
型胶原的明显表达。

图１　各种草酸钙的红外光谱图

Ｆｉｇ１　Ｉｎｆｒａｒｅｄｓｐｅｃｔｒｏｇｒａｍｏｆｃａｌｃｉｕｍ
ｏｘａｌａｔｅｍｏｎｏｈｙｄｒａｔｅａｎｄｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

Ａ：Ｃａｌｃｉｕｍｏｘａｌａｔｅｍｏｎｏｈｙｄｒａｔｅ；Ｂ：Ｃｏｍｐｏｕｎｄｏｆ７０％ ｃａｌｃｉｕｍｏｘ
ａｌａｔｅｍｏｎｏｈｙｄｒａｔｅｐｌｕｓ３０％ｐｒｏｔｅｉｎｓ；Ｃ：Ｃｏｍｐｏｕｎｄｏｆ８０％ｃａｌｃｉｕｍ
ｏｘａｌａｔｅｍｏｎｏｈｙｄｒａｔｅｐｌｕｓ１０％ｃａｌｃｉｕｍｏｘａｌａｔｅｄｅｈｙｄｒａｔｅａｎｄ１０％ｕ
ｒａｔｅｓ；Ｄ：Ｃｏｍｐｏｕｎｄｏｆ７０％ｃａｌｃｉｕｍｏｘａｌａｔｅｄｅｈｙｄｒａｔｅｐｌｕｓ２０％ｃａｌｃｉ
ｕｍｏｘａｌａｔｅｍｏｎｏｈｙｄｒａｔｅａｎｄ１０％ｃａｌｃｉｕｍｐｈｏｓｐｈａｔｅ

３　讨　论

３．１　Ｒａｎｄａｌｌ斑与肾结石的形成　１９３７年，Ｒａｎｄａｌｌ
经过大量的临床及尸检研究后，提出了在肾结石形

成之前肾乳头已经存在着钙盐沉积的观点，即Ｒａｎ

ｄａｌｌ学说。他认为这些钙化斑出现在肾乳头上面本

身对肾脏并无造成明显的损害，并称之为 Ｒａｎｄａｌｌ
斑。现已证实，这实际上是肾乳头尖部或其周围的

间质组织中出现钙盐结晶沉淀的现象。

　　肾乳头尖部或其周围间质组织的Ｒａｎｄａｌｌ斑可

见于几乎１００％草酸钙结石患者和４３％非草酸钙结

石患者［１］，被认为是草酸钙和磷酸钙生长形成结石

的理想位点［２］。Ｅｖａｎ等［１］发现，在伴高钙尿症草酸

钙结石患者中，钙盐结晶的起始部位是髓襻细支的

上皮基底膜表面，渐延伸至直小管和终末集合小管

周围的间质组织，最后出现在肾乳头。结石的形成

一般要经历成核、生长、聚集等阶段。在结石的形成

过程中，需要局部存在有起始病灶（ｉｎｉｔｉａｔｉｎｇｎｉ

ｄｕｓ），后者作为平台，供尿液中的结晶颗粒黏附、滞

留进而发展成临床结石［３４］。研究［５］发现，４８％的草

酸钙结石患者在内镜下可观察到小结石黏附于肾钙

斑，这是钙斑作为草酸钙结石形成起始部位的有力

证据。

　　本组２１例草酸钙肾结石患者ＰＣＮＬ术中肾乳

头均可见钙斑，表现为黏膜下的暗黄色斑块；在部分

病例可见钙盐突破集合系统，其上有小结石附着、生

长，或脱落到集合系统。结合我们的研究发现，我们

认为，草酸钙肾结石患者肾乳头钙盐沉积在结石形

成过程中至少起到了三方面作用：（１）钙盐沉积在肾

乳头或其附近形成肾钙斑，后者作为结石形成和生

长的基础，当病变穿透尿路上皮进入集合系统后局

部可作为结晶黏附、生长形成结石的平台［６］；（２）脱

落到集合系统的钙斑可作为肾结石形成的核心；（３）

沉积的钙盐还可能与周围局部组织和细胞相互作

用，通过诱发炎症反应等机制影响肾结石的形成。

３．２　钙盐沉积机制探讨　Ｒａｎｄａｌｌ学说并没有阐明

钙盐沉积的具体机制及局部的诱发和促进因素。为

了揭示含钙物质在局部沉积和结石形成的机制，国

外学者进行了深入的思考和大胆的猜想。Ｇａｍｂａｒｏ
等［７］将肾乳头的钙化与动脉硬化及慢性炎症引起的

软组织钙化进行了比较，发现它们之间存在一些相

似之处，如其成分都是羟基磷灰石，类似于骨的成

分。研究发现，动脉粥样硬化是一种类成骨性反应，



· ２２　　　 · 第二军医大学学报　２００９年１月，第３０卷

图２　ＰＣＮＬ术中所见钙斑
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图３　肾组织茜素红染色检查
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图４　肾组织ＯＰＮ免疫组织化学检查
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一些动脉细胞可分化为成骨性细胞，硬化的动脉壁

内可见到各种骨细胞和调控骨形成的蛋白。Ｇａｍ

ｂａｒｏ等［７］因此猜测肾钙斑的形成有可能是肾乳头上

皮细胞在局部缺氧和炎症的刺激下，分化为成骨性

细胞，引起局部的成骨性反应。Ｓｔｏｌｌｅｒ等［８］则猜测

肾结石的形成有可能是由于肾乳头的脉管系统受损

伤后，在其修复过程中发生了类似于动脉粥样硬化

的反应，导致动脉壁钙化，后者逐渐延伸至肾乳头间

质，最后进入肾乳头管，作为结石形成的原始病灶。

这两个猜想的共同之处在于均认为肾乳头钙化的有

机矿化是一种类似于动脉粥样硬化的成骨性反应，

但又均缺乏客观实验证据。事实上，Ｆｅｒｎａｎｄｅｚ

Ｃｏｎｄｅ等［９］在先前的研究中已发现肾结石中的组织

碎片内含有类似于空骨细胞陷窝的结构，并提出可

能是局部尿路上皮黏膜向骨组织转化为结石的形成

提供了聚集成核位点。可惜他未能通过实验进一步

证实自己的观点。Ｅｖａｎ等［１２，１０］最近发现肾小管基

底膜和乳头间质的钙化斑，其成分为羟基磷灰石，与

骨骼的成分类似；而且ＯＰＮ在肾结石患者肾小管中

表达。这些研究结果也支持这样一个假说，即肾乳

头钙斑的形成可能是一个类似于成骨性反应的过

程。

　　为了验证这一假说，本研究采用免疫组化方法

对肾结石患者肾组织中ＯＰＮ、ＢＭＰ２和Ⅱ型胶原的

表达进行了检测，并与非结石患者进行对比。在骨

组织中，ＯＰＮ是一种具有成骨作用的蛋白［１１］；而肾

脏ＯＰＮ由亨利襻、近曲小管和肾乳头表面上皮分泌

至尿液中，可抑制草酸钙结晶的核化、生长、聚

集［１２］。因这些部位是与尿石形成有关矿物质的高

浓缩区，ＯＰＮ于此高表达有肯定的意义。它是一种

重要的生物矿化调节剂，可以抑制骨和肾脏的结晶

沉淀［１３］。但是，在肾结石模型中，草酸钙结晶可诱

发肾小管上皮细胞的损伤，扰乱细胞的极性，使整合

素取向到小管腔内表面［１４］，这为蛋白质的固定奠定
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了基础。受损伤的上皮细胞上有与ＯＰＮ黏附的草

酸钙晶体；而草酸钙结石中ＯＰＮ的含量很高，这一

点非常支持富含天冬氨酸的ＯＰＮ与草酸钙晶体之

间的特异性相互作用，及其在草酸钙晶体结石形成

中起重要作用。结石中的ＯＰＮ能够抑制草酸钙晶

体生长，但同时也可被极度过饱和的草酸钙晶体包

裹进去，成为晶体潜在的成核位点，促进草酸钙结石

的形成［１５１６］。

　　本研究发现结石患者和非结石患者肾组织均高

表达ＯＰＮ，两者无显著差别；且肾结石患者肾组织

并不表达ＢＭＰ２和Ⅱ型胶原，后两者也是成骨性细

胞的标志性蛋白［１１，１７１８］。因此本研究的初步结果不

支持肾乳头钙斑的形成是一种类似于成骨性反应过

程的假说，其具体形成机制尚需要更多的实验研究

进行探讨。此外，我们发现在有钙盐沉积和小结石

黏附的位置，局部黏膜存在明显炎症反应，周围细胞

受损，后者可能进一步促进了钙盐的沉积和结石生

长，形成恶性循环。
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