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"摘要#

!

目的
!

利用损伤性肾匀浆体外模拟急性肾损伤的微环境!探讨骨髓间充质干细胞"

QYOT

$诱导转分化及其可能机

制&方法
!

将体外培养的
QYOT

用
$%5

大鼠缺血再灌注损伤肾匀浆上清液进行培养&

-!

后从形态学改变'

$/

型角蛋白"

Ta.

$/

$'肝细胞生长因子"

2Ze

$'骨形态发生蛋白
.-

"

QY[.-

$的相应表达水平&结果
!

损伤肾匀浆诱导
-!

后!骨髓间充质干细胞形

态发生明显变化!并检测到
Ta.$/

阳性表达%同时被诱导的
2Ze

和
QY[.-

表达水平明显升高&结论
!

损伤肾匀浆可诱导
QYOT

部分向肾小管上皮样细胞转分化!其可能机制是
QYOT

可能以旁分泌的形式产生了
2Ze

和
QY[.-

等)肾脏保护因子*&

"关键词#

!

间质干细胞%上皮细胞%肾小管%骨髓间充质干细胞%急性肾损伤%转分化
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骨髓间充质干细胞$
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J

F;?+>:F<:??

#

QYOT

%存在于骨髓基质中#来源于中胚层间充质#是骨髓中的

一类非造血干细胞#具有横向分化$即可塑性%和多向分化的潜

能)近年研究发现
QYOT

的分化潜能不仅局限于间充质系#

在特定条件下
QYOT

还能够分化为肝脏细胞&

$.1

'

*内皮细

胞&

'

'

*神经细胞&

0

'等)

QYOT

用于肾脏方面的研究开始的时间

比较晚#但干细胞移植在急性肾损伤的修复方面已经取得一定

的成绩)转分化是干细胞的两大基本特征之一)它是指干细

胞能从一种细胞类型变成另一种完全不同的细胞类型)其主

要机制是在一定条件影响下#相关基因出现了差异性#选择性

的表达)目前认为干细胞发挥作用的可能机制有!$

$

%转分化(

$

1

%细胞输入($

'

%自分泌$

;C>"<9#,:

%($

0

%旁分泌$

B

;9;<9#,:

%(

$

4

%最新的假设还包括促血管再生*抑制凋亡*抗炎*更好定位

及归巢$

="F#,

A

:@@#<#:,<

J

%#以及固有细胞的转分化和增

生&

4.-

'

)其中#旁分泌目前被认为更为重要&

/.(

'

)那么#旁分泌

产生的细胞因子和干细胞的转分化又有什么关系呢. 本实验

拟通过大鼠缺血再灌注损伤肾脏匀浆模拟肾损伤的微环境#体

外诱导
QYOT

的转分化#同时检测旁分泌产生的相关细胞因

子肝细胞生长因子$

2Ze

%和骨形态发生蛋白
-

$

QY[.-

%#来进

一步探讨二者的可能关系)

?

!

材料与方法

?&?

!

材料

?&?&?

!

实验动物
!

0

周龄雄性
O3

大鼠#体质量
$1%

!

$4%

A

#

另外取
/

周龄
O3

雄性大鼠
1

只$制作肾脏匀浆用%#均由华西

((1

重庆医学
1%$)

年
$

月第
04

卷第
'

期

"

基金项目!成都市科技局项目$

'$'.$%)

%(成都中医药大学附属医院项目$

c1%%(%%'

%)

!

作者简介!陈昌金$
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%#助理研究员#博士#

主要从事肿瘤#干细胞等相关领域的细胞及分子生物学研究)



医学实验动物中心饲养提供)

?&?&@

!

仪器与试剂
!

倒置显微镜$

M?

J

F

B

C+

公司%(电泳仪*凝

胶成像系统(实时荧光
[T6

仪(垂直板电泳装置(

[T6

仪$

Q#".

6;!

%(流式细胞分析仪$

8=:9F"

%(

3YRY

"

e.$1

$

$U$

#

2

J

.

<?",:

公司%(胰蛋白酶$

2

J

<?",:

公司%(异硫氰酸荧光素

$

eS8T

%标记的兔抗大鼠
O21

抗体$

Q3

公司%(

eS8T

标记的小

鼠抗大鼠
O2'

抗体$

Y#??<:??

公司%(重组人细胞角蛋白
$/

$

Ta.$/

#

O#

A

F;

公司%(

2Ze

和
QY[.-

引物$华大生物公司%)

?&@

!

方法

?&@&?

!

QYOT

的分离与纯化
!

将
0

只雄性大鼠断颈处死#

-45

乙醇中浸泡
$%F#,

左右)于超净台中无菌条件下取大鼠

股骨*胫骨#除去骨表面附着的组织#并用 磷酸盐缓冲液$

[QO

%

将血迹冲洗干净)去除干骺端钻孔#吸取
1F\

低糖
3YRY

$

\.3YRY

%培养液从一端冲洗骨髓腔将骨髓细胞吹到培养皿

内#用密度为
$&%--

A

"

\

的淋巴细胞分离液分离#得到单核细

胞层#加入含
$%5

胎牛血清的
3YRY

"

e.$1

培养液制成单细

胞悬液#计数后按
$]$%

)个"
F\

有核细胞的密度接种于细胞

培养皿中#放入培养箱在
'-g

*

45TM

1

*饱和湿度条件下常规

培养)于接种后
10=

首次全量换液#此后每隔
'

天全量换液)

原代细胞约
-!

时细胞可到
/%5

!

(%5

融合#

%&145

胰蛋白酶

消化后按
$U1

传代)

?&@&@

!

QYOT

鉴定
!

大鼠骨髓间充质干细胞$

QYOT

%的免疫

表型鉴定 收集培养第
'

代的骨髓间充质干细胞#分成
'

组#每

组浓度均制成
1]$%

) 个"
F\

#分别加入
eS8T

标记的兔抗大鼠

O21

单克隆抗体*小鼠抗大鼠
O2'

单克隆抗体和加入同型对

照
S

A

Z

孵育)

0g

避光保存
$=

后#

$][QO

清洗
'

次#用流式

细胞仪检测细胞表面抗原
O21

*

O2'

的表达#鉴定骨髓间充质

干细胞的免疫表型)

?&@&A

!

QYOT

体外诱导分化

?&@&A&?

!

肾匀浆制备
!

取正常
O3

雄性大鼠
1

只#麻醉后常

规消毒#腹部正中切开#无损伤动
!

夹夹闭双肾肾蒂#缺血
)%

F#,

后松开动脉夹#再灌注
)%F#,

#得损伤肾)清除脂肪层及

筋膜#用无菌眼科剪剪碎#以
$][QO

作为匀浆介质#在玻璃匀

浆器中无菌操作#得
$%5

肾匀浆$匀浆过程在冰上操作%)将

所得肾匀浆
'%%%9

"

F#,

离心
1%F#,

后取上清液#经
%&11

)

F

滤网过滤除菌后
0g

备用)

?&@&A&@

!

体外诱导骨髓间充质干细胞$

YOT

%分化
!

取第
'

代

纯化的且经流式仪鉴定后的骨髓间充质干细胞#按
4]$%

4

个"
F\

接种于预先放置盖玻片的
)

孔培养板中培养)将细胞

分为两组#分别进行后续的分析)两组细胞分别标为$

$

%未诱

导组!

3YRY

"

e$1

培 养 液#

$%5

胎 牛 血 清($

1

%诱 导 组!

3YRY

"

e$1

培养液#

$%5

胎牛血清#

$%5

大鼠缺血再灌注损伤

肾脏组织匀浆上清液(此外#将未做表型鉴定的原代培养细胞#

以同样的细胞浓度作为空白对照组#该组只加入
3YRY

"

e$1

培养液#

$%5

胎牛血清)

?&@&B

!

诱导细胞鉴定

?&@&B&?

!

细胞形态学鉴定
!

诱导第
%

*

'

*

4

*

-!

#倒置显微镜下

观察诱导组细胞大体形态变化)

?&@&B&@

!

K:+>:9,Q?">

检测诱导
-!

后细胞
Ta.$/

的表达
!

用
$][QO

分别将诱导第
-

天的诱导组及未诱导组细胞冲洗
'

遍#每孔中加细胞裂解液
$F\

使细胞充分裂解#提取细胞总

蛋白#并检测样品蛋白含量)将检测完后的蛋白制作成两组样

品进行十二烷基硫酸钠
.

聚丙烯酰胺凝胶电泳$

O3O.[7ZR

%电

泳#电泳结束后即转膜)转膜后将所转膜取出#将膜用
$][QO

浸湿后#移至含有封闭液的平皿中#室温下脱色摇床上摇动封

闭
'%F#,

)将抗
Ta.$/

蛋白一抗用
[QO.8

$含
$][QO

#

%&$5

8E::,

%稀释至适当浓度#室温下孵育
$=

后#用
[QO.8

在室温

下脱色摇床上洗
'

次#每次
1%F\

#

$%F#,

)同上方法准备二

抗稀释液并与膜接触#室温下孵育
$

后#用
8QO8

在室温下脱

色摇床上洗
'

次#每次
$%F#,

后#显色#拍照)

7T8Q

为内参#

利用
O<,SF;

A

:

软件测定各目的条带的净灰度值与内参照

7T8Q

条带值相比较)

?&@&B&A

!

实时定量
[T6

$

H

[T6

%检测诱导细胞内
2Ze

*

QY[.

-F6d7

的表达
!

分别提取未诱导组及诱导
-!

的诱导组细

胞的总
6d7

#电泳跑胶对总
6d7

完整性进行鉴定)将提取的

细胞总
6d7

作为模板#各取
$

)

A

用于逆转录#按
O+"e;+>

RI;Z9::,+C

B

:9F#N

试剂盒方法得到
<3d7

#得到两组各
1%

)

\

逆转录产物)将上述
<3d7

按
$U4

稀释#稀释后按
7

A

[;>=.

S3

8Y

M,:.O>:

B

68.[T66:;

A

:,>+

说明书进行#以
7T8QF6.

d7

作为内参基因#共分
)

组)完成后将样本插入
H

[T6

仪#

$

=

后查看结果#与内参
7T8QF6d7

值相比#得到各指标比较

值)各引物序列如表
$

)

表
$

!!

各基因引物序列

8;9

A

:>F6d7 [9#F:9 O:

H

C:,<:

QY[.- 4D 7ZZZ7Z8TZZ7TT8T88T8

'D 8ZZ8T7T8ZT8ZT8Z8888

2Ze 4D 8ZTT77T7ZZ8Z878T7Z

'D T7T7Z7T88TZ87ZTZ87

?&@&B&B

!

K:+>:9,G?">

半定量检测细胞内和培养基上清液中

2Ze

和
QY[.-

的蛋白表达水平
!

细胞接种于六孔板#

45

TM

1

培养箱中培养
10=

后#用
0g

预冷的
[QO

清洗处于对数

生长期的细胞#弃掉上清液后$或保留上清液直接上样电泳%#

每个
)

孔板的单孔加入
4%

)

\6S[7

&含
$5

花絮物质苯甲基磺

酰氟$

[YOe

%'#冰置
'%F#,

充分反应并将细胞收集到离心管

中#于
0g

*

$1%%%

A

离心
$4F#,

#将上清液转移到新离心管中

待用#方法如前所述)
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干细胞治疗急性肾损伤#目前的焦点主要集中在干细胞的

来源和作用机制上)修复损伤肾的干细胞包括肾脏外源性干

细胞和肾脏内源性干细胞)内源性肾干细胞是指各种肾祖细

胞$
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%#其来源有两种学说!$
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%原位干细胞

学说$
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%指部分干细胞在肾发育阶段#就

提前进入肾脏#潜伏于肾脏组织中#处于静止状态#肾乳头是其

聚集区&
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基因&
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%骨髓干细胞学说
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%肾脏祖细胞存在于骨髓中#

当肾脏受损时#从骨髓中迁移出来#随血循环归巢到受损的肾

脏)目前认为存在于肾脏组织中的固有干细胞才是修复肾损

伤组织的主要来源干细胞&
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本研究使用损伤性肾匀浆#在体外模拟出肾损伤的微环

境#这种肾匀浆实际上含有一些有毒的细胞代谢产物及炎性细

胞因子等#也包含有肾组织细胞产生的肾脏保护因子如
2Ze

等)在这些综合因素的作用下#使
QYOT

在体外产生了转分

化#一部分
QYOT

分化成了
Ta.$/

表达阳性#细胞形态类似于

肾小管上皮细胞的,肾小管样上皮细胞-)转分化后的
QYOT

#

虽然具有肾小管上皮细胞的形态和特有的
Ta.$/

表达#但是

发现其生长状况并不理想#容易出现死亡)这些发现与文献报

道的相一致)例如
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等&
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的

QYOT

能转变成肾小管上皮细胞#

T"+>;,W;

等&
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'报道转分化

的干细胞容易发生凋亡#可能是某些旁分泌因子产生了作用#

并推测是干细胞治疗肾损伤效果并不理想的可能原因)干细

胞通过旁分泌产生的保护性肾脏因子#被认为是干细胞主要的

治疗机制之一)为了排除来自肾匀浆中的保护性肾脏因子对

诱导转发化的干扰#本研究测定了干细胞内
2Ze

和
QY[.-

的
F6d7

水平定量表达#结果显示诱导组干细胞的
2Ze

和

QY[.-

表达水平显著高于未诱导组#说明在该诱导分化过程

中#

QYOT

的
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和
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的表达上调)随后的
K:+>:9,
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半定量检测发现!在细胞内及细胞外均出现相应的
2Ze

和
QY[.-

表达产物增加#尤其细胞外液中的表达产物增加#是

否可以推测就是干细胞旁分泌产生的结果. 此外#这种以旁分

泌产生的细胞因子#除了促进肾脏细胞本身修复外#是否也是

促使或干预干细胞向不同细胞分化的可能因素呢. 这些问题

有待作进一步的探索)认识到旁分泌产生的细胞因子对肾损

伤的修复作用后#可以应用基因工程技术干预细胞因子的表

达#使间充质干细胞在移植治疗中发挥更重要的用&
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