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生理条件下骨髓细胞参与肾小管上皮细胞的更新

李保春１，张　懿１，刘先峰１，崔若兰１，程　涛２
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［摘要］　目的：观察生理情况下骨髓细胞能否分化成肾小管上皮细胞。方法：绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）标记的Ｃ５７ＢＬ／６转基因

小鼠提供骨髓，同种无荧光标记的Ｃ５７ＢＬ／６小鼠分为３组，每组各１５只。正常对照组未做任何处理；全身照射组经致死剂量

γ射线全身均匀照射后不接受骨髓移植，１周内处死；骨髓移植组照射后接受骨髓移植，分别于移植后５６ｄ、８４ｄ分２批处死小

鼠。取３组小鼠血液行血常规、血肌酐、尿素氮检测，同时取其肾脏标本行ＨＥ染色。流式细胞仪检测骨髓移植组骨髓细胞中

ＧＦＰ阳性细胞比例，免疫组织化学法观察ＧＦＰ阳性细胞在其肾脏内的分布及数量。结果：与正常对照组相比，放射组和骨髓移

植组的血尿素氮和肌酐无明显变化。肾脏病理检查示全身致死剂量γ射线照射未造成小鼠肾脏组织结构和生理功能的明显改

变，但血常规提示其三系减少，与其他２组相比有统计学差异（Ｐ＜０．０５）。荧光显微镜和激光共聚焦显微镜发现骨髓移植后５６、

８４ｄ的受体鼠肾小管中有少量ＧＦＰ阳性细胞存在，流式细胞仪检测发现其骨髓中ＧＦＰ阳性细胞的比例分别为（７８．７５±５．９９）％
和（７９．５８±４．６０）％，免疫组化定量结果显示 ＧＦＰ阳性细胞所占肾小管上皮细胞的比例分别为（４．１７±１．６６）％和（３．８８±

１．３５）％，两亚组间比较无明显差别。结论：在无肾小管损伤的生理情况下，骨髓细胞也可以参与肾小管上皮细胞的更新。
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　　最近多个骨髓细胞移植的实验中发现一个共同
特点，就是骨髓细胞功能性地重建缺血性损伤的器
官。研究［１，２］发现骨髓间质干细胞可以修复缺血性肾

小管损伤。这些研究不仅证明骨髓源间质细胞有能
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力在体内分化成肾小管上皮细胞，而且证明重建坏死
的肾小管Ｓ３段的细胞绝大部分来自于骨髓源性的细
胞。那么在生理条件下骨髓细胞是否能够分化为肾
小管上皮细胞呢？本研究以绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）标
记Ｃ５７ＢＬ／６小鼠的骨髓细胞，观察了在生理情况下骨
髓来源细胞向肾小管上皮细胞的转化情况。

１　材料和方法

１．１　实验动物和试剂　４～６周龄（体质量１８～２２

ｇ）绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）标记的转基因雄性Ｃ５７ＢＬ／６
小鼠１０只为骨髓供体，系美国匹兹堡大学肿瘤研究
中心程涛教授惠赠；６～８周龄（体质量１８～２２ｇ）清
洁级雌性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠４５只，购自第二军医大学
实验动物中心。羊抗 ｍｅｇａｌｉｎ多抗、ＰＥ标记的兔抗
羊二抗（ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司），兔抗 ＧＦＰ多抗（Ａｂｃａｍ
公司），生物素标记的羊抗兔二抗试剂盒（Ｌａｂｖｉｓｉｏｎ
公司），６０Ｃｏ放射源（第二军医大学辐照中心）。

１．２　实验动物分组和处理　清洁级雌性Ｃ５７ＢＬ／６
小鼠４５只随机分成３组，每组各１５只。正常对照
组不做任何处理；单纯放射（ＴＢＩ）组给予致死剂量γ
射线照射，不行骨髓移植，全身照射后１周处死；骨
髓移植（ＢＭＴ）组致死剂量照射后行骨髓移植，分别
于移植后５６ｄ处死７只、８４ｄ处死８只。

１．３　骨髓移植模型的建立

１．３．１　 骨髓有核细胞的获取 　ＧＦＰ 标记的

Ｃ５７ＢＬ／６小鼠脱臼处死，７５％乙醇浸泡约５～１０
ｍｉｎ，无菌条件下分离出小鼠的胫骨和股骨，剪刀分
别剪去两端的骨皮质，１ｍｌ注射器７号针头以ＬＧ
ＤＭＥＭ冲出骨髓后，将骨髓液依次经过７号和４号
针头吹打，经２００目钢筛过滤制成单细胞悬液，红细
胞裂解液４℃裂解红细胞１０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤，将得到
的细胞在含１０％ＦＢＳ的ＬＧＤＭＥＭ 中重悬成单细
胞悬液，检查细胞活力后备用（要求细胞活力在

９５％以上）。

１．３．２　骨髓移植　移植前５ｄ受体鼠开始饮用含
红霉素（２５０ｍｇ／Ｌ）的抗生素溶液进行肠道准备。
移植当日小鼠置于特制的表面多孔的塑料盒内，全
身均匀接受６０Ｃｏ照射（总剂量７．５Ｇｙ），照射后６ｈ
内，以１ｍｌ注射器２５号针头经尾静脉按每只２×
１０６／０．２ｍｌ注射供体小鼠骨髓有核细胞。移植后小
鼠移入超净台中并在附带空气过滤帽的塑料透明鼠

盒中喂养。食物经６０Ｃｏ照射消毒，饮水（ｐＨ３～５）
经高压消毒。移植后受体鼠饮用含红霉素的抗生素
溶液至少２周。

１．４　血常规、血肌酐、尿素氮检测　麻醉小鼠，心脏

取血２０μｌ，抗凝、稀释，检测血常规。另抽取血液１
ｍｌ，分离收集血清，Ｂｅｃｋｍａｎ自动生化仪测定血清
尿素氮、血清肌酐。

１．５　小鼠肾脏组织的 ＨＥ染色　小鼠肾组织用

１０％中性甲醛溶液固定后行 ＨＥ染色。

１．６　ＧＦＰ的检测

１．６．１　流式细胞仪　将ＢＭＴ组受体鼠于５６、８４ｄ
处死后，摘取双侧胫骨、股骨，剪刀分别剪去两端的骨
皮质，１ｍｌ注射器７号针头以ＬＧＤＭＥＭ冲出骨髓
后，将骨髓液依次经过７号和４号针头吹打，经２００
目钢筛过滤制成单细胞悬液，红细胞裂解液４℃裂解

１０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤，将得到的细胞在ＬＧＤＭＥＭ中重
悬成单细胞悬液，流式细胞仪（美国ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎ
公司）检测骨髓细胞中ＧＦＰ阳性细胞比例。

１．６．２　免疫组织化学法　饲养动物至预定时间，以

２％戊巴比妥钠溶液腹腔注射麻醉，开胸，先用１００ｍｌ
０．０１ｍｍｏｌ／Ｌ的磷酸盐缓冲液（ＰＢ，ｐＨ７．３）经心脏冲
洗血液，再用５００ｍｌ含４％多聚甲醛０．１ｍｍｏｌ／ＬＰＢ
（ｐＨ７．３）灌注固定。灌毕取一侧肾脏标本置于上述
相同的固定液中后固定４ｈ（４℃），然后移入含２５％蔗
糖的０．１ｍｍｏｌ／Ｌ的ＰＢ中，４℃过夜，冷冻连续切片，
行免疫组化染色，于荧光显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）和激
光共聚焦显微镜（Ｌｅｉｃａ公司）下观察。

　　另一侧肾脏置于１０％中性甲醛溶液中固定做石
蜡切片，５８℃烘干１８ｈ，常规脱蜡至水；３％Ｈ２Ｏ２抑制
内源性过氧化物酶；抗原修复，ＰＢＳ洗３×３ｍｉｎ；加

ＧＦＰ一抗（鼠）１５００，４℃过夜，ＰＢＳ洗３×３ｍｉｎ；

ｂＳＡＲＩｇＧ１２００，３７℃，３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３×３ｍｉｎ；

ＳＨＲＰ１４００，３７℃，３０ｍｉｎ；０．４％ＤＡＢ＋０．０３％ Ｈ２
Ｏ２显色１２ｍｉｎ，水洗，苏木精衬染，常规树脂封片。计
算机图像分析计算ＧＦＰ阳性细胞比例。

１．７　统计学处理　实验数据以珚ｘ±ｓ表示，使用

ＳＰＳＳ统计软件进行统计处理。

２　结　果

２．１　一般情况　ＴＢＩ组小鼠精神萎靡，进食减少，
在照射后１周开始死亡，故在小鼠死亡高峰到来之
前处死小鼠，取得标本。ＢＭＴ组小鼠精神健旺，饮
食基本如常，在观察期内体质量增加不明显，毛发逐
渐变为灰白。

２．２　血常规及血生化结果　ＴＢＩ组小鼠外周血三系
细胞均减少，其中白细胞和血小板减少最明显，红细
胞下降较少。ＢＭＴ组经５６、８４ｄ的骨髓重建，受体小
鼠外周血白细胞、红细胞和血小板均恢复到基线水
平。而各组血尿素氮和肌酐无明显变化（表１）。
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表１　３组小鼠血常规、血尿素氮及肌酐结果

Ｆｉｇ１　Ｂｌｏｏｄｒｏｕｔｉｎｅｓ，ｐｌａｓｍａｎｉｔｒｏｇｅｎａｎｄｃｒｅａｔｉｎｉｎｅｏｆｍｉｃｅｉｎ３ｇｒｏｕｐｓ
（珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ ＷＢＣ
（×１０９／Ｌ）

ＲＢＣ
（×１０１２／Ｌ）

ＰＬＴ
（×１０１２／Ｌ）

ＢＵＮ
（ｃＢ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

ＳＣｒ
（ｃＢ／μｍｏｌ·Ｌ－１）

Ｎｏｒｍａｌ １５ ７．１２±１．７２ ９．９０±１．０４ ０．９８±０．１８ １０．３０±２．０６ １６．２０±３．４２
ＴＢＩ １５ ３．１０±０．９９ ６．１２±１．７１ ０．２３±０．０８ ９．７４±１．８７ １７．６０±２．０７
ＢＭＴ

　　Ｄ５６ ７ ６．５８±１．４５ ８．４４±０．９０ ８．５５±１．２０ １１．４４±２．６３ １８．６０±３．７８

　　Ｄ８４ ８ ７．３２±１．３４ １．０２±０．１９ １．０１±０．１１ １０．６８±１．７０ １７．６０±２．４１

　ＴＢＩ：Ｔｏｔａｌｂｏｄｙｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ；ＢＭＴ：Ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ；Ｐ＜０．０５ｖｓｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ

２．３　ＨＥ染色结果　ＴＢＩ和ＢＭＴ组肾脏组织切
片基本正常。

２．４　ＧＦＰ的检测结果　骨髓移植后５６ｄ和８４ｄ，
受体 鼠 骨 髓 中 ＧＦＰ 阳 性 细 胞 的 比 例 分 别 为
（７８．７５±５．９９）％和（７９．５８±４．６０）％，两者无明显
差别。荧光显微镜下，ＢＭＴ组小鼠于骨髓移植后５６
ｄ、８４ｄ在肾小管中可见绿色荧光（图１）。激光共聚
焦显微镜下，叠加相的影像更清楚地显示了绿色荧
光位于肾小管中（图２）。免疫组化结果显示，骨髓
移植后５６ｄ、８４ｄ，小鼠肾小管中均可检测到 ＧＦＰ
阳性细胞（图 ３，棕色为阳性），计数 ＧＦＰ 阳性
细胞所占肾小管上皮细胞的比例分别为（４．１７±

１．６６）％、（３．８８±１．３５）％，两者无明显差别。

图１　荧光显微镜下骨髓移植后５６ｄ（Ａ）、

８４ｄ（Ｂ）肾小管上皮细胞中的ＧＦＰ
Ｆｉｇ１　ＧＦＰｉｎｔｕｂｕｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｏｎＤ５６（Ａ）ａｎｄ
Ｄ８４（Ｂ）ａｆｔｅｒｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎｂｙ

ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

图２　激光共聚焦显微镜下ＢＭＴ后８４ｄ肾小管上皮细胞中的ＧＦＰ

Ｆｉｇ２　ＧＦＰｉｎｔｕｂｕｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｏｎＤ８４ａｆｔｅｒｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎｂｙｌａｓｅｒｓｃａｎｎｉｎｇｃｏｎｆｏｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ（×２００）

Ａ：Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｍａｇｅ；Ｂ：Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｉｍａｇｅ；Ｃ：Ｏｖｅｒｌａｐｉｎｇｉｍａｇｅ

图３　骨髓移植后５６ｄ（Ａ）和８４ｄ（Ｂ）受体鼠

肾小管上皮细胞中的ＧＦＰ表达量

Ｆｉｇ３　ＧＦＰｉｎｔｕｂｕｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｏｎＤ５６（Ａ）ａｎｄ
Ｄ８４（Ｂ）ａｆｔｅｒｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ（×２００）

３　讨　论

　　各种肾脏疾病渐进发展为终末期肾功能衰竭时
只能借助于肾脏替代治疗———透析和肾移植。透析
存在着各种并发症，生存质量不高，肾移植也由于受到
供体短缺的限制而无法在临床上广泛开展。近年来，
随着分子生物学等技术的一系列进展，以细胞为基础
的成体干细胞治疗日益受到国内外学者的广泛关注，
骨髓细胞是目前最为广泛应用的细胞治疗中的一种种

子细胞。不管是人类，还是鼠类，其骨髓源性细胞在一
定条件下都有能力跨谱系分化成为其他组织类型的细

胞，比如成骨细胞、成软骨细胞、脂肪细胞［３～５］，甚至还
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可分化为肌肉细胞［６］，表达组织特异的蛋白，如心脏、
肝脏、大脑、骨骼肌和血管上皮的蛋白［７～１１］。

　　在骨髓源性细胞向肾脏实质细胞分化的研究
中，人们发现，骨髓来源的细胞在一定条件下可以分
化成为各种肾小球细胞及肾小管上皮细胞［１２～１５］，有
助于修复肾损伤。此外，还有文献报道，即使没有肾
脏损伤，骨髓细胞也能在生理条件下参与肾脏细胞
的自我更新。比如Ｐｏｕｌｓｏｍ 等［１６］将雄性大鼠的骨

髓移植给雌性鼠，结果在受体鼠肾小管内中发现了

Ｙ染色体阳性细胞，这些细胞不仅具有小管上皮细
胞表型，而且表达肾小管特异的细胞色素Ｐ４５０酶

ＣＹＰ１Ａ２。这些研究表明，植入的骨髓细胞在生理环
境下参与了肾小管上皮的更新。

　　在本实验中，致死剂量６０Ｃｏ照射虽然引起小鼠血
常规三系的明显减少，但血尿素氮、肌酐的检验及ＨＥ
染色证明，全身致死剂量的γ射线照射并未造成小鼠
肾脏组织结构和功能的明显损伤。骨髓移植组受体鼠
血常规基本正常及其骨髓细胞中ＧＦＰ阳性细胞的比
例几近８０％，说明受体鼠在骨髓移植后骨髓重建成
功，荧光显微镜及激光共聚焦显微镜都在受体鼠的肾
小管上皮处观察到了绿色荧光的存在，免疫组化定量
检测发现，骨髓移植后第５６天和第８４天肾小管上皮
处均有绿色荧光蛋白的表达，而且表达量没有明显差
异。因此，本实验结果显示，在生理情况下骨髓细胞也
能够参与肾小管上皮细胞的更新，尽管在这种情况下
骨髓细胞向肾小管上皮细胞分化的水平很低，仅占肾
小管上皮细胞总数的２％～６％。

　　关于骨髓源性细胞是否能向肾脏细胞转分化，
目前尚存在很大的争议。一些学者认为，即使是在
急性肾小管坏死模型中，骨髓细胞促进肾小管功能
恢复的最可能的作用方式还是通过旁分泌途径引起

促炎症因子的下调和抗炎症因子的上调，促进残余
肾小管细胞的分化及增生，从而最终修复了肾小管
的结构及功能［１７，１８］。因此，关于骨髓细胞与肾小管
上皮细胞再生的相互关系还有待于进一步去阐明，
但不管其机制如何，如何促进骨髓细胞向肾脏细胞
的转分化从而寻求一种治疗各种肾脏损伤的新型治

疗手段，仍是我们继续探索的方向。
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Ｓｃｉｅｎｃｅ，１９９８，２７９：１５２８１５３０．

［１１］ＨｅｓｓＤＣ，ＨｉｌｌＷＤ，ＭａｒｔｉｎＳｔｕｄｄａｒｄＡ，ｅｔａｌ．Ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗａｓ
ａｓｏｕｒｃｅｏｆｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓａｎｄＮｅｕＮｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇｃｅｌｌｓａｆｔｅｒ
ｓｔｒｏｋｅ［Ｊ］．Ｓｔｒｏｋｅ，２００２，３３：１３６２１３６８．

［１２］ＲｏｏｋｍａａｋｅｒＭＢ，ＳｍｉｔｓＡＭ，ＴｏｌｂｏｏｍＨ，ｅｔａｌ．Ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗ
ｄｅｒｉｖｅｄｃｅｌｌｓｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｔｏｇｌｏｍｅｒｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｒｅｐａｉｒｉｎｅｘ

ｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｌｏｍｅｒｕｌｏｎｅｐｈｒｉｔｉｓ［Ｊ］．ＡｍＪＰａｔｈｏｌ，２００３，１６３：

５５３５６２．
［１３］ＩｍａｓａｗａＴ，ＵｔｓｕｎｏｍｉｙａＹ，ＫａｗａｍｕｒａＴ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｐｏｔｅｎｔｉａｌ

ｏｆｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｄｅｒｉｖｅｄｃｅｌｌｓｔｏｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｔｏｇｌｏｍｅｒｕｌａｒｍｅ
ｓａｎｇｉａｌｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＪＡｍＳｏｃＮｅｐｈｒｏｌ，２００１，１２：１４０１１４０９．

［１４］ＧｕｐｔａＳ，ＶｅｒｆａｉｌｌｉｅＣ，ＣｈｍｉｅｌｅｗｓｋｉＤ，ｅｔａｌ．Ａｒｏｌｅｆｏｒｅｘｔｒａ
ｒｅｎａｌｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｒｅｇｅｎａｒａｔｉｏｎｆｏｌｌｏｗｉｎｇａｃｕｔｅｒｅｎａｌｆａｉｌｕｒｅ［Ｊ］．
ＫｉｄｎｅｙＩｎｔ，２００２，６２：１２８５１２９０．

［１５］ＬｉｎＦ，ＣｏｒｄｅｓＫ，ＬｉＬ，ｅｔａｌ．Ｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｓｃｏｎｔｒｉｂ
ｕｔｅｔｏｔｈｅｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｏｆｒｅｎａｌｔｕｂｕｌｅｓａｆｔｅｒｒｅｎａｌｉｓｃｈｅｍｉａ
ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙｉｎｍｉｃｅ［Ｊ］．ＪＡｍＳｏｃＮｅｐｈｒｏｌ，２００３，１４：

１１８８１１９９．
［１６］ＰｏｕｌｓｏｍＲ，ＦｏｒｂｅｓＳＪ，ＨｏｄｉｖａｌａＤｉｌｋｅＫ，ｅｔａｌ．Ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗ

ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓｔｏｒｅｎａｌｐａｒｅｎｃｈｙｍａｌｔｕｒｎｏｖｅｒａｎｄｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ［Ｊ］．
ＪＰａｔｈｏｌ，２００１，１９５：２２９２３５．

［１７］ＴｏｇｅｌＦ，ＨｕＺ，ＷｅｉｓｓＫ，ｅｔａｌ．Ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｓｔｅｍｃｅｌｌｓｐｒｏｔｅｃｔａｇａｉｎｓｔｉｓｃｈｅｍｉｃａｃｕｔｅｒｅｎａｌｆａｉｌｕｒｅｔｈｒｏｕｇｈ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ［Ｊ］．ＡｍＪＰｈｙｓｉｏｌＲｅｎａｌ
Ｐｈｙｓｉｏｌ，２００５，２８９：Ｆ３１Ｆ４２．

［１８］ＫｒａｕｓｅＤ，ＣａｎｔｌｅｙＬＧ．Ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｐｌａｓｔｉｃｉｔｙｒｅｖｉｓｉｔｅｄ：ｐｒｏ
ｔｅｃｔｉｏｎｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｋｉｄｎｅｙｔｕｂｕｌｅ［Ｊ］？ＪＣｌｉｎＩｎｖｅｓｔ
ＪＴ，２００５，１１５：１７０５１７０８．

［收稿日期］　２００６０３０１　　 ［修回日期］　２００６０６０２
［本文编辑］　曹　静


