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不同来源的巨噬细胞在小鼠肾脏纤维化中的作用*

姜亚丽,何 娟△

(空军军医大学第一附属医院肾脏内科,西安
 

710032)

  [摘要] 目的 探讨不同来源的巨噬细胞在小鼠肾纤维化中的作用。方法 8~10周龄巨 噬 细 胞

CX3CR1GFP 转基因雄性C57/B6小鼠12只和6只同样周龄大小的雄性C57/B6小鼠(WT组),其中转基因小

鼠随机分为两组,其中一组采用单侧输尿管结扎(UUO)的方法建立 UUO模型,另一组为Sham组,均于建模

后2周处死动物,留取肾组织标本。共分为4组:WT组、Sham组、UUO(-)组(UUO模型未结扎输尿管一

侧)、UUO(+)组(UUO模型结扎输尿管一侧)。Masson和苏木素-伊红(HE)染色检测肾组织胶原纤维沉积及

炎性巨噬细胞浸润;流式细胞术检测组织定居型巨噬细胞及增殖变化,免疫荧光染色法检测肾间质组织定居型

巨噬细胞及增殖变化。结果 Masson和HE染色显示:与 WT组、Sham组和UUO(-)组比较,UUO(+)组

小鼠肾组织胶原纤维沉积和炎性巨噬细胞浸润增多(P<0.05),且 WT组、Sham组、UUO(-)组多组间无明

显差异(P>0.05);流式细胞术结果显示:与Sham组和UUO(-)组比较,UUO(+)组小鼠肾组织定居型巨噬

细胞(CD11B+F4/80+CX3CR1GFP+)和骨髓来源的炎性巨噬细胞(CD11B+F4/80+CRR2+)浸润明显增多(P<
0.05),且组织定居型巨噬细胞基本为Ly6c- 巨噬细胞;免疫荧光染色结果显示:与Sham组和 UUO(-)组比

较,UUO(+)组小鼠组织定居型巨噬细胞浸润(CX3CR1GFP+)及其增殖(CX3CR1GFP+KI67+)明显增加(P<
0.05)。结论 UUO诱导的肾间质纤维化模型中,组织定居型巨噬细胞和骨髓来源的炎性巨噬细胞的浸润均

增加,且以组织定居型巨噬细胞及其增殖为主,推测组织定居型巨噬细胞及其增殖主要参与肾纤维化形成。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

role
 

of
 

macrophages
 

from
 

different
 

sources
 

in
 

renal
 

fibrosis
 

in
 

mice.Methods A
 

total
 

of
 

12
 

macrophages
 

CX3CR1GFP
 

transgenic
 

male
 

C57/B6
 

mice
 

with
 

the
 

age
 

of
 

8-10
 

weeks
 

and
 

six
 

mice
 

with
 

the
 

same
 

age
 

(the
 

WT
 

group)
 

were
 

selected.The
 

transgenic
 

mice
 

were
 

randomly
 

di-
vided

 

into
 

two
 

groups,the
 

unilateral
 

ureteral
 

obstruction
 

(UUO)
 

model
 

was
 

established
 

in
 

one
 

group,and
 

the
 

other
 

group
 

was
 

the
 

Sham
 

group.All
 

mice
 

were
 

sacrificed
 

at
 

2
 

weeks
 

after
 

the
 

modeling
 

and
 

the
 

kidney
 

tissue
 

samples
 

were
 

collected.All
 

mice
 

were
 

divided
 

into
 

four
 

groups:the
 

WT
 

group,the
 

Sham
 

group,the
 

UUO(-)
 

group
 

(UUO
 

model
 

without
 

obsruction
 

on
 

the
 

ureter
 

side),and
 

the
 

UUO(+)
 

group
 

(UUO
 

model
 

with
 

ob-
sruction

 

on
 

the
 

ureter
 

side).The
 

collagen
 

fiber
 

deposition
 

and
 

inflammatory
 

macrophages
 

infiltration
 

were
 

de-
tected

 

by
 

the
 

Masson
 

and
 

hematoxylin-eosin
 

(HE)
 

staining.The
 

flow
 

cytometry
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

prolif-
eration

 

and
 

changes
 

of
 

tissue-dwelling
 

macrophages,and
 

immunofluorescence
 

staining
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

proliferation
 

and
 

changes
 

of
 

renal
 

tissue-dwelling
 

macrophages.Results Masson
 

and
 

HE
 

staining
 

showed
 

that
 

the
 

collagen
 

fiber
 

deposition
 

and
 

inflammatory
 

macrophages
 

infiltration
 

increased
 

in
 

the
 

renal
 

tissues
 

of
 

the
 

mice
 

in
 

the
 

UUO(+)
 

group,when
 

compared
 

with
 

those
 

in
 

the
 

WT,Sham
 

and
 

UUO(-)
 

groups
 

(P<0.05),
there

 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

between
 

the
 

WT,Sham
 

and
 

UUO(-)
 

groups.The
 

flow
 

cytometry
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

infiltration
 

of
 

the
 

renal
 

tissue-dwelling
 

macrophages
 

(CD11B+
 

F4/80+CX3CR1GFP+)
 

and
 

bone
 

marrow-derived
 

inflammatory
 

macrophages
 

(CD11B+F4/80+CRR2+)
 

increased
 

significantly
 

in
 

the
 

UUO(+)
 

group,when
 

compared
 

with
 

that
 

in
 

the
 

Sham
 

and
 

UUO(-)
 

groups
 

(P<0.05),and
 

the
 

tissue-dwelling
 

mac-
rophages

 

were
 

basically
 

Ly6c-
 

macrophages.Immunofluorescence
 

staining
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

infiltration
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(CX3CR1GFP+)
 

and
 

proliferation
 

(CX3CR1GFP+KI67+)
 

of
 

the
 

tissue-dwelling
 

macrophages
 

were
 

significantly
 

increased
 

in
 

the
 

UUO(+)
 

group,when
 

compared
 

with
 

that
 

in
 

the
 

Sham
 

and
 

UUO(-)
 

groups
 

(P<0.05).
Conclusion In

 

the
 

UUO-induced
 

renal
 

interstitial
 

fibrosis
 

model,the
 

infiltration
 

of
 

both
 

the
 

tissue-dwelling
 

macrophages
 

and
 

the
 

bone
 

marrow-derived
 

macrophages
 

increased,and
 

the
 

infiltration
 

was
 

dominated
 

by
 

tis-
sue-dwelling

 

macrophages
 

and
 

their
 

proliferation.It
 

is
 

suggested
 

that
 

the
 

tissue-dwelling
 

macrophages
 

and
 

their
 

proliferation
 

are
 

mainly
 

involved
 

in
 

the
 

formation
 

of
 

renal
 

fibrosis.
[Key

 

words] tissue
 

resident
 

macrophages;proliferation;ureteral
 

obstruction;unilateral;renal
 

fibrosis

  全 球13%~15%的 成 年 人 患 有 慢 性 肾 脏 病
(chronic

 

kidney
 

disease,CKD),肾脏纤维化是慢性肾

脏病进展至终末期肾病的共同病理过程,其主要病理

改变是细胞外基质蛋白(胶原、层粘连蛋白、纤维连接

蛋白)的大量产生和堆积[1]。单侧输尿管结扎(uni-
lateral

 

ureteral
 

obstruction,UUO)模型是小管间质

纤维化常见的实验模型。肾纤维化是炎症损伤修复

过程,肾脏损伤的实质细胞会释放一系列炎性介质、
趋化因子,招募炎性细胞到肾间质,募集的炎性细胞

和肾脏原位活化的免疫细胞共同参与肾纤维化的发

生发展[2-3],其中单核巨噬细胞浸润是小管间质主要

病变特征。
大量研究证实巨噬细胞可通过多种方式参与肾

纤维化,由于巨噬细胞异质性及肾纤维化机制复杂

性[4-5],因而研究肾纤维化发病的细胞学和分子机制

具有重要的临床意义。以往的研究显示,骨髓来源的

炎性巨噬细胞及其增殖主要贡献了肾纤维化形成[6]。
而近年研究发现,肾脏组织定居型巨噬细胞也参与了

肾脏纤维化的形成[7]。但肾脏组织定居型巨噬细胞

和骨髓来源的炎性巨噬细胞在肾脏纤维化中究竟哪一

个发挥主要作用,目前尚不清楚。本研究利用巨噬细胞

CX3CR1GFP 转基因小鼠建立UUO模型,初步探讨肾纤

维化过程中不同来源巨噬细胞对肾纤维化的贡献。
1 材料与方法

1.1 材料

CX3CR1GFP 转基因雄性C57/B6小鼠12只和未

转基因C57/B6小鼠6只(WT组,作为对照),8~10
周龄,体重20~25

 

g,由中国人民解放军空军军医大

学实验动物中心提供。饲养于无特定病原体(SPF)级
环境,恒温恒湿,24

 

h自由进食和饮水。
1.2 方法

1.2.1 动物分组及UUO模型建立

12只8~10周龄大小的CX3CR1GFP 转基因雄性

C57/B6小鼠分为两组(每组6只):Sham组和 UUO
组,其中 UUO 组又分为 UUO(-)和 UUO(+),
UUO组2周处死动物,留取结扎侧肾脏作为 UUO
(+)组,对侧肾脏作为UUO(-)组,同时Sham组在

同一时间点处死,留取小鼠肾组织进行后续实验;另
外6只同样周龄大小的 WT组雄性C57/B6小鼠,不
进行手术。
1.2.2 UUO

5%的水合氯醛(10
 

μL/g)腹腔注射麻醉,选择腹

正中切口,依次切开皮肤至腹腔,游离肾脏及输尿管,

将左侧输尿管用组织钳托起中段部位,止血钳夹住,
两端用4-0丝线两次结扎左侧输尿管靠近肾盂段,剪
断输尿管,然后缝合肌肉和皮肤。
1.2.3 肾组织病理学检查

麻醉后,用PBS从左心室灌注冲走肾脏组织血

液,一部分肾组织用4%多聚甲醛固定,石蜡包埋,4
 

μm厚度切片,用于 Masson染色和苏木素-伊红(HE)
染色,分别评价胶原纤维沉积及间质炎性细胞浸润。
Masson染色:用带显微装置的数字照相机扫描胶原

纤维染色区域,并通过 NIS-Elements
 

Br
 

3.0
 

软件行

半定量分析,胶原纤维沉积程度以胶原染色面积占总

面积的百分比表示。HE染色:定量统计每高倍镜下

间质炎性细胞数量。
1.2.4 免疫荧光染色

肾组织用4%多聚甲醛固定,蔗糖脱水,OCT包

埋后放入-80
 

℃冰箱速冻,在低温恒温箱中冰冻切片
(5

 

μm),-80
 

℃冰箱贮存。切片用丙酮在室温下固

定10
 

min,牛血清清蛋白(BSA)封闭。甩掉封闭液

后,分别滴加抗 KI67抗体和抗α-SMA 抗体(美国

eBioscience公司,1∶400,1∶200),4
 

℃封闭过夜,
PBS冲洗3次,每次7~8

 

min。然后 Hochest(1∶10
 

000)染核,50%甘油封片,荧光显微镜观察并照相。
每张切片选5个视野,计数CX3CR1GFP+KI67+ 双阳

性细胞占CX3CR1GFP 阳性细胞的百分比及α-SMA阳

性细胞数。
1.2.5 实时荧光定量

 

PCR(RT-qPCR)
TGF-β和Col-1引物设计与合成由日本TaKaRa

公司完成。反应体系为20
 

μL,其中SYBR
 

mix
 

10
 

μL、荧光定量PCR参比染料
 

(×50
 

)
 

0.4
 

μL、上下游

引物各为
 

0.5
 

μL、cDNA 模板1.0
 

μL、ddH2O
 

7.6
 

μL。反应条件:预变性
 

95
 

℃
 

30
 

s;95
 

℃
 

30
 

s,60
 

℃
 

34
 

s,72
 

℃,45个循环。每1个样本设3个复孔,以β-
actin为内参照。

 

实验数据用
 

ABI
 

7500
 

自带软件进行

分析。
1.2.6 肾脏单细胞悬液的流式细胞术

采用1.2.4方法获取肾脏组织。制备肾脏细胞:
取一小部分肾组织称重,充分研磨,37

 

℃摇床上用胶

原酶Ⅳ(2
 

mg/mL)消化30
 

min,尼龙膜过滤,4
 

℃离

心机1
 

200
 

r/min离心4
 

min,弃上清液,加入红细胞

裂解液重悬细胞,静置5
 

min,流式液终止裂红,1
 

200
 

r/min离心4
 

min,洗涤2次。肾脏细胞密度大,加流

式液5
 

mL重悬,冰上静置30
 

min,吸取上层2/3上清

液,1
 

200
 

r/min离心4
 

min,重悬获得单细胞悬液,显
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微镜下计数。平均每管6×105 个细胞,加入10
 

μL
 

10%大鼠血清,4
 

℃封闭10
 

min,加 APC-ly6c抗体
(1∶50稀释)、PE-F4/80抗体(1∶100稀释);APC-
CD11B抗体(1∶100稀释)、APC-CD11B(1∶100稀
释)、PE-CCR2(1∶100稀释),4

 

℃孵育25
 

min。加入2
 

mL流式液重悬清洗细胞,4
 

℃离心机1
 

200
 

r/min离心

4
 

min。将碘化丙啶(PI)用流式液稀释(1∶1
 

000),每管
以300~400

 

μL
 

PI稀释液重悬细胞,上机分析。
1.3 统计学处理

采用Image
 

Pro
 

V6.0软件行组织的半定量分
析,Graphpad

 

V
 

4.0
 

软件进行数据的统计分析与作
图,计量资料采用x±s表示,组间比较采用成组t检
验,以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 UUO导致肾脏纤维化和炎性细胞浸润

转基因小鼠CX3CR1GFP 鉴定:流式细胞术检测发
现转基因小鼠出现CX3CR1GFP+F4/80+ 双阳性巨噬
细胞,而 WT组仅有F4/80+阳性巨噬细胞出现,见图

1。Masson染色结果提示:与 WT组、UUO(-)组和

Sham组比较,UUO(+)组小鼠肾组织胶原纤维沉积
增多,组间比较差异有统计学意义(P<0.05),且 WT
组、Sham 组与 UUO(-)组比较差异无统计学意义
(P>0.05)。HE染色结果显示:UUO(+)组间质炎

性巨噬细胞浸润明显多于 WT组、Sham 组和 UUO
(-)组,且差异有统计学意义(P<0.01),且 WT组、
Sham组与UUO(-)组比较差异无统计学意义(P>
0.05)。α-SAM 免疫荧光染色结果提示:与 WT组、
UUO(-)组和Sham组比较,UUO(+)组小鼠肾组
织α-SMA阳性细胞数明显增多,差异有统计学意义
(P<0.05),且 WT组、Sham组与 UUO(-)组比较
差异无统计学意义(P>0.05)。进一步通过 RT-
qPCR实验发现,UUO(+)组肾组织 TGF-β、Col-1

 

mRNA相对表达水平明显高于 WT组、Sham 组和

UUO(-)组,且差异有统计学意义(P<0.05),而
WT组与Sham组、UUO(-)组3组间差异无统计学
意义(P>0.05)。见图2。

图1  流式细胞术结果显示转基因小鼠CX3CR1GFP+F4/
80+双阳性巨噬细胞明显高于 WT小鼠

  A:Masson、HE、α-SMA免疫荧光染色(40×)及定量分析;B:RT-qPCR定量分析;a:P<0.05,b:P<0.01。
图2  UUO后纤维化加重、炎性细胞浸润增多
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2.2 
 

UUO后肾脏组织定居型巨噬细胞和骨髓来源

巨噬细胞明显增加

上述结果已证实 WT组与Sham组在组织学和炎
性细胞方面无差异,接下来将不阐述 WT组结果。流
式细胞术结果显示,与Sham 和 UUO(-)组比较,
UUO(+)组ly6c-F4/80+CX3CR1GFP+ 细胞数明显增
多。结果还显示3组间ly6c+F4/80+CX3CR1GFP+细胞
几乎为0(提示ly6c+细胞与募集炎性细胞有关),见图

3A;进一步通过流式细胞术分析组织定居型巨噬细胞,
发现UUO(+)组中CD11B+F4/80+CX3CR1GFP+ 细胞

(组织定居型巨噬细胞)明显高于Sham组和UUO(-)
组,差异有统计学意义(P<0.05),且Sham组与UUO
(-)组比较差异无统计学意义(P>0.05)。结果还显
示UUO(+)组中CD11B+F4/80+CCR2+细胞(骨髓来
源的炎性巨噬细胞)同样高于Sham组和UUO(-)组,
差异有统计学意义(P<0.05),见图3B。但CD11B+

F4/80+CX3CR1GFP+ 细胞增加数量明显多于CD11B+

F4/80+CCR2+细胞,说明肾间质中组织定居型巨噬细
胞和骨髓来源的炎性巨噬细胞均参与肾纤维化进展,前
者贡献可能更突出。

  A:UUO后,肾间质中组织定居型巨噬细胞(ly6c-F4/80+CX3CR1GFP+)浸润明显增多;B:UUO 后,肾组织中骨髓来源炎性巨噬细胞

(CD11B+CX3CR1GFP+CCR2+)浸润明显增多。a:P<0.05。
图3  流式细胞术检测组织定居型巨噬细胞、骨髓来源炎性巨噬细胞变化

4623 重庆医学2021年10月第50卷第19期



2.3 纤维化肾组织定居型巨噬细胞增殖明显增加

与Sham组和UUO(-)组比较,UUO(+)组小

鼠肾组织CX3CR1GFP+ 及CX3CR1GFP+KI67+ 的细胞

明显增多,且差异有统计学意义(P<0.01)。Sham

组和 UUO(-)组 比 较 差 异 无 统 计 学 意 义(P>
0.05),提示组织定居型巨噬细胞及其增殖在肾纤维

化中发挥重要作用。见图4。

  a:P<0.01。

图4  UUO后肾脏组织定居型巨噬细胞增殖(CX3CR1GFP+KI67+)明显增加(×40)

3 讨  论

  大量研究已经证实巨噬细胞与肾纤维化密切相

关。由于巨噬细胞具有高度可塑性、局部组织功能特

异性、炎症因子诱导下分化异常等特点,使其在肾纤

维化过程中具有促纤维化形成及促纤维化降解的双

重作用[8-10]。以往研究已证实,骨髓来源的炎性巨噬

细胞在肾脏纤维化的发生发展中起重要作用[6]。而

近年研究发现,肾脏定居型巨噬细胞也参与了肾脏纤

维化的形成[7,11-12]。
在各种肾脏损伤模型中,CX3CR1介导的巨噬细

胞浸润在肾纤维化中发挥重要作用,而且是第1个被

证实的趋化因子受体贡献了肾纤维化的形成[13-14]。
而最近的一项研究显示,敲除CX3CR1基因的巨噬细

胞肾脏纤维化加重,提示CX3CR1+ 巨噬细胞对肾脏

纤维化具有保护作用[15]。可见肾脏CX3CR1+ 巨噬

细胞对肾纤维化作用仍存在争议,值得进一步研究。
本研究使用CX3CR1GFP 转基因小鼠建立UUO模型,
结果显示UUO后UUO(+)组肾脏中组织定居型巨

噬细胞(CD11B+F4/80+CX3CR1GFP+)和骨髓来源的

炎性巨噬细胞(CD11B+F4/80+CCR2+)浸润均增加,
且前者明显多于后者,因此笔者推测组织定居型巨噬

细胞在肾脏纤维中可能发挥主要作用。
本研究还发现,UUO(+)组肾脏中CX3CR1GFP+

巨噬细胞明显高于 UUO(-)组和Sham组,因此笔

者猜想,CX3CR1GFP+巨噬细胞在UUO过程中是否发

生了增殖或表型转化? 于是笔者又通过增殖实验进

一步探讨CX3CR1+巨噬细胞的增殖对肾脏纤维化产

生 的 影 响。结 果 显 示,UUO (+)组 肾 脏 中

CX3CR1GFP+巨噬细胞的增殖明显高于 UUO(-)组
和Sham组,提示组织定居型巨噬细胞的增殖参与了

肾纤维化过程。且已有研究显示在 UUO诱导的肾

纤维化模型中,药理性抑制ERK可以减少肾间质巨

噬细胞的增殖,但巨噬细胞增殖的减少并没有造成肾

纤维化的减轻[16]。由此可见,肾脏定居型巨噬细胞的

增殖在肾纤维化中发挥重要作用。
本研究显示,UUO过程中肾间质中组织定居型

巨噬细胞和炎性巨噬细胞浸润均增多,且以前者为

主,进一步通过增殖实验证明组织定居型巨噬细胞增

殖在肾纤维化过程中发挥重要作用。但是否骨髓来

源的炎性巨噬细胞发生表型转化贡献了组织定居型

巨噬细胞,需进一步研究证实。
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