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　　摘　要：目的　观察成熟小鼠肾脏中ＣＤ１３３的表达定位，分析其分布规律，为肾脏的修复再生研究提供依据。方法　心脏灌

流固定取成熟小鼠肾脏，制成５μｍ厚石蜡切片。然后行ＣＤ１３３的免疫组织化学检测。结果　ＣＤ１３３表达于髓质肾乳头区，少量

表达于外髓外带远端小管和集合管以及皮质肾单位远端小管。结论　肾脏乳头区可能是肾脏干细胞密集以及再生能力较强的

区域。
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　　肾脏损伤后可以再生，原因是由于在肾脏组织中存在一部

分再生能力较强，具有一定自我更新能力的干细胞样细胞成

分。从目前的研究结果看，由于肾脏中细胞成分复杂，肾脏中

有可能存在几种干／祖细胞，因此其标志物亦可能根据不同的

节段而不同。Ｂｕｓｓｏｌａｔｉ等
［１］发现从人肾脏中分离培养的

ＣＤ１３３细胞具有较强的增殖能力，也可以分化为上皮或内皮

细胞，修复小管损伤，因此这群细胞具有干细胞特性。本研究

在小鼠肾脏原位检测ＣＤ１３３细胞的表达与分布，从空间定位

角度分析该细胞的位置及数量，为该细胞组织修复提供数据支

持，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂　选取昆明小鼠１２只（辽宁医学院实验动物

中心提供，清洁级，雌雄不限，３５～３０ｇ，３月龄）；兔抗ＣＤ１３３

（北京博奥森公司），ＤＡＢ（武汉博士德公司）；ＨＲＰ标记的羊抗

兔ＩｇＧ（北京中杉金桥公司）。

１．２　方法

１．２．１　肾脏组织的采集　取成熟健康昆明小鼠，左心室灌流

固定后，取双侧肾脏，４％多聚甲醛固定２４ｈ后，梯度乙醇脱

水，入二甲苯透明，６０℃浸蜡３ｈ，包埋制成石蜡块。

１．２．２　切片制备与ＣＤ１３３免疫组织化学检测　用Ｌｅｃａ３２１５

切片机将肾脏组织切成５μｍ厚度切片，黏附于涂有多聚赖氨

酸的防脱片上，６０℃烤片２ｈ后，切片二甲苯脱蜡２ｈ，梯度乙

醇下行入水。３％过氧化氢清除内源性过氧化物酶５ｍｉｎ，枸橼

酸盐缓冲液高压锅法进行抗原修复。自然冷却后，磷酸盐缓冲

液（ＰＢＳ）洗３次，每次５ｍｉｎ，组画笔画圈，５％ＢＳＡ封闭１０ｍｉｎ

室温下滴加兔抗ＣＤ１３３（１∶２００）抗体。湿盒内４℃冰箱过夜。

次日取出去除一抗，ＰＢＳ洗３次，滴加 ＨＲＰ标记的羊抗兔

ＩｇＧ，室温孵育１ｈ，ＰＢＳ洗３次，ＤＡＢ显色并观察，适时终止显

示，清水冲洗，苏木精复染细胞核，梯度乙醇脱水，树胶封片。

１．２．３　免疫蛋白印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测ＣＤ１３３表达　取

整个肾脏，眼科剪剪碎，加１ｍＬ蛋白裂解液，超声波使细胞充

分裂解，然后分别转移到１．５ｍＬ的离心管中，置于冰中３０

ｍｉｎ，然后４℃下１２０００ｒ／ｍｉｎ离心４０ｍｉｎ，取总蛋白每孔３０

μｇ，１００ ℃ 煮沸 １０ ｍｉｎ，１０％ 聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＰＳ

ＰＡＧＥ）分离总蛋白，然后将蛋白转移至聚偏氟乙烯（ＰＤＶＦ）膜

上，用５％脱脂奶粉封闭２ｈ，一抗（兔抗ＣＤ１３３，１∶５００）４℃孵

育过夜，次日加二抗（１∶１５００）孵育２ｈ，ＥＣＬ显色。

１．３　统计学处理　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果采用系统自带软件对目

的条带进行光密度值的分析。采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行

分析，采用单因素方差分析比较样本均数，以犘＜０．０５为差异

有统计学意义。

２　结　　果

２．１　免疫组织化学结果　ＣＤ１３３阳性细胞分布于肾脏的皮质

和髓质（图１）。在皮质区域，ＣＤ１３３表达于一小部分远端小管

上皮细胞的顶端（图１ａ），散在分布，注意ＣＤ１３３都表达在靠近

肾小体血管极的远端小管曲部上。偶尔在细胞质里也可见到

阳性表达（图１ｂ）。甚至有少量ＣＤ１３３细胞表达在小管上皮细

胞的侧面和整个小管的周围。在髓质和肾乳头区域ＣＤ１３３表

达于升支粗段，细段和集合管（图１ｃ）。在内髓ＣＤ１３３分布的

较外髓内带要广泛，并且以一小群细胞或单个细胞表达形式存

在（图１ｄ～ｆ）。
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图１　　小鼠肾脏中ＣＤ１３３的免疫组织化学结果

２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测提示小鼠肾

脏组织中均检测到ＣＤ１３３表达，在１２０×１０３ 左右出现特异性

结合条带，见图２。

图２　　小鼠肾脏组织ＣＤ１３３Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果

３　讨　　论

肾脏中组织成分复杂，其损失后修复的机制可能有多种。

肾小管上皮细胞具有一定的更新能力，这说明肾小管上皮必然

存在具有干细胞属性的细胞成分。而在很多疾病导致的肾脏

小管上皮细胞坏死等都依赖于肾小管上皮细胞的修复和再生，

以重新恢复其营养重新收及水代谢功能。ＣＤ１３３被认为是肿

瘤细胞标志物，在某些肿瘤如肾透明细胞癌中呈大量阳性表

达。ＣＤ１３３也可以被认为是一群干／祖细胞标志物，ＣＤ１３３抗

原早期用于从造血组织和神经组织中分离干细胞，在造血组织

中ＣＤ１３３只表达于ＣＤ３４阳性干细胞和祖细胞上
［２］。此外，在

骨骼肌和神经组织中也存在一部分ＣＤ１３３阳性细胞
［３］。Ｏｓａ

ｆｕｎｅ等
［４］从肾脏细胞中分离的 ＣＤ１３３细胞不表达 ＣＤ３４和

ＣＤ４５，这说明在不同的组织中表达 ＣＤ１３３细胞是不同的。

Ｂｒｕｎｏ等
［５］在体外研究发现该细胞具有自我更新和复制的能

力。此外从形态上看ＣＤ１３３细胞具有明显的极性，这说明他

们具有分化细胞的特征。体外研究表明，ＣＤ１３３细胞具有较强

的扩增能力，标记后的ＣＤ１３３细胞静脉注射到ＳＣＩＤ小鼠后，

该细胞在肾小管并修复了肾小管损伤，从而修复肾脏损伤［６７］。

本研究发现，在成年小鼠的肾脏内髓，肾乳头区集合管，细

段，广泛分布着ＣＤ１３３阳性细胞。而在皮质和外髓区ＣＤ１３３

阳性细胞的数量较少，仅限于髓放线集合管和肾单位区髓袢升

支细段和远曲小管，皮质集合管则没有分布。Ｌａｚｚｅｒｉ等
［８］应

用Ｂｒｕｄ标记法发现肾乳头区细胞增殖能力强，表现为大量的

标记细胞出现，并认为该区为肾脏干细胞的定居点［８］，本研究

发现，ＣＤ１３３分布在内髓肾乳头区较多，少量分布于外髓的集

合管和肾单位远端小管。作者的发现进一步印证了 Ｏ′Ｎｅｉｌｌ

等［９］的观点，该观察可以为对于肾脏损伤修复的细胞分布的空

间位置关系提供形态学依据，同时本研究也可能解释远端小管

修复机制，下一步实验应该研究在肾脏损伤疾病模型上ＣＤ１３３

的表达情况，进一步揭示肾脏损伤及修复的机制。总之，肾脏

中干细胞表达ＣＤ１３３，本实验从原位寻找ＣＤ１３３表达位置，为

肾脏干细胞提供空间表达数据。
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（＋）ＦｉｍＨ１１５６对照菌株；纯化后重组蛋白ＦｉｍＨ１１５６和超声后

上清液及沉淀，进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定，抗体为抗６×Ｈｉｓ单克

隆抗体（图５），表明ＦｉｍＨ融合基因ｐＥＴ２８ａ（＋）ＦｉｍＨ１１５６在

Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）中正确表达，形式为包涵体表达。

　　１：未诱导Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）／ｐＥＴ２８ａ（＋）ＦｉｍＨ对照菌株；２：超

声后的上清液；３：纯化后重组蛋白ＦｉｍＨ；４：包涵体。

图５　　ＦｉｍＨ１１５６融合蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析

３　讨　　论

抗中性粒细胞胞浆抗体（ａｎｔｉｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃａｎｔｉ

ｂｏｄｉｅｓ，ＡＮＣＡ）相关性血管炎（ＡＮＣＡａｓｓｏｃｉａｔｅｄｓｙｓｔｅｍｉｃｖａｓ

ｃｕｌｉｔｉｓ，ＡＡＳＶ）是一种典型的自身免疫性疾病，已证实传统的

ＡＮＣＡ相关的靶抗原有中性粒细胞髓过氧化物酶（ｍｙｅｌｏｐｅｒ

ｏｘｉｄａｓｅ，ＭＰＯ）及蛋白酶３（ｐｒｏｔｅａｓｅ３，ＰＲ３）。ｖａｎＰｕｔｔｅｎ等
［５］

研究韦格纳肉芽肿与金黄色葡萄球菌感染的关系中，明确了感

染与自身抗体的间接证据，但一直未能找到感染与 ＭＰＯ或

ＰＲ３相关的直接证据。抗ＬＡＭＰ２抗体是最近才发现的ＡＮ

ＣＡ新亚型，Ｋａｉｎ等
［６］关于ＦＮＧＮ发病机制的研究提示，ＵＰ

ＥＣ入侵人体后，宿主通过ＦｉｍＨ启动针对ＬＡＭＰ２的自身免

疫是ＬＡＭＰ２ＡＮＣＡ相关性ＦＮＧＮ发病机制的关键，这提供

了分子模拟的直接证据。目前，抗 ＬＡＭＰ２抗体被认为是

ＡＡＳＶ更为特异而有效的标志，存在于几乎所有的ＦＮＧＮ患

者中，与病变的相关性是传统抗 ＭＰＯ 及 ＰＲ３ＡＮＣＡ 的２

倍［６］；然而，有关抗ＬＡＭＰ２抗体的临床实际价值仍存在较大

的争议，有报道就对抗ＬＡＭＰ２抗体与疾病的相关性提出质

疑，更多标准化的实验有待进一步研究［７８］。

Ｋａｉｎ等
［２］的研究证实了人ＦＮＧＮ的ＬＡＭＰ２靶抗原的

致病性的表位，即Ｐ４１４９（ＨＧＴＶＴＹＮＧＳ）和Ｐ３３１３４１（ＱＧＫＹＳ

ＴＡＱＤＣＳ），并成功构建了 ＷＫＹ大鼠ＦＮＧＮ动物模型。明确

致病性表位后，特异性诱导针对ＬＡＭＰ２靶抗原的免疫耐受，

这有望成为个性化治疗ＦＮＧＮ的有力手段，也为基于ＬＡＭＰ

２靶抗原的多肽疫苗开发提供了可能。作者利用ＬＡＭＰ２靶

抗原的致病性的表位Ｐ４１４９多肽联合完全弗氏佐剂（ｃｏｍｐｌｅｔｅ

ｆｒｅｕｎｄ′ｓａｄｊｕｖａｎｔ，ＣＦＡ），乳化后皮下注射 ＷＫＹ 大鼠建立

ＦＮＧＮ模型实验已经完成，３只实验组大鼠２４ｈ尿蛋白定量

明显增多，但肾病理检查未见明显新月体及小球坏死，这可能

与人工合成多肽免疫原性低有关。本研究成功构建了表达质

粒ｐＥＴ２８ａ（＋）ＦｉｍＨ１１５６，采用大肠杆菌表达，获得免疫原性

更高的ＵＰＥＣⅠ型菌毛ＦｉｍＨ１１５６表达蛋白，通过 ＮｉＮＴＡ纯

化后，利用标签抗体进一步间接鉴定了该表达蛋白，与文献报

道结果类似［９］，该蛋白的表达形式也为包涵体，这可能与表达

蛋白自身特性有关。随后，作者采用反复冻融、超声、离心和反

复洗涤的方法，经ＳＤＳＰＡＧＥ分析，切胶纯化出较高纯度的

ＦｉｍＨ１１５６融合蛋白，为进一步采用 ＦｉｍＨ１１５６融合蛋白诱导

ＷＫＹ大鼠建立ＦＮＧＮ模型奠定基础。
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