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骨髓间充质干细胞肾动脉注射移植修复裸鼠急性肾小管坏死
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［摘要］　目的：探讨骨髓间充质干细胞（ＭＳＣｓ）移植对裸鼠急性肾小管坏死（ＡＴＮ）的修复作用，为 ＭＳＣｓ移植治疗ＡＴＮ提供

实验依据。方法：５周龄裸鼠随机分为健康对照组、ＡＴＮ模型组、ＭＳＣｓ移植治疗组。ＡＴＮ模型采用５０％甘油肌内注射诱

导，ＭＳＣｓ移植采用经肾动脉注射途径向肾脏内移植增强型绿色荧光蛋白（ＥＧＦＰ）标记的 ＭＳＣｓ。实验期间观察饮食、活动等

变化，检测血肌酐（Ｓｃｒ）水平，ＨＥ染色观察肾组织病理学变化，荧光显微镜观察ＥＧＦＰ标记的阳性细胞在裸鼠肾脏的分布及

数量。结果：ＡＴＮ模型组裸鼠肾脏肾小管上皮细胞变性、局部坏死，病变于肾皮质或皮髓交界处明显，而肾小球未见明显异

常。ＭＳＣｓ移植治疗组的肾小管上皮细胞无混浊肿胀和细胞核固缩溶解，间质无明显的充血和水肿。ＭＳＣｓ细胞移植后第１４

天的受体鼠肾小管中ＥＧＦＰ阳性细胞明显增多。结论：肾动脉注射途径移植的 ＭＳＣｓ能定位于肾小管上皮，可促进 ＡＴＮ中

损伤的肾小管上皮细胞的修复。
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　　急性肾衰竭（ａｃｕｔｅｒｅｎａｌｆａｉｌｕｒｅ，ＡＲＦ）是临床上
常见危重急症，尽管其发病原因各不相同，但是病理
学上均有急性肾小管上皮细胞坏死（ａｃｕｔｅｔｕｂｕｌａｒ

ｎｅｃｒｏｓｉｓ，ＡＴＮ）的表现。研究［１２］已经证实，ＡＲＦ的
高病死率与急性肾小管上皮细胞损伤密切相关。对
于急性肾小管上皮细胞损伤，目前临床尚无有效的
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治疗方法，而提供新生的肾小管上皮细胞是治疗的
关键。研究［３５］表明，骨髓间充质干细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙ
ｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）在一定条件下能向肾脏细胞
转化，参与急性肾小管上皮细胞损伤和坏死的修复，
但相关研究［６］仍存在争议。

　　因此，本研究采用甘油建立ＡＴＮ裸鼠模型，经
肾动脉途径注射ＭＳＣｓ，观察ＭＳＣｓ移植后对肾小管
上皮细胞的修复作用，探讨 ＭＳＣｓ移植治疗ＡＴＮ的
可能价值。

１　材料和方法

１．１　动物分组　５周龄ＢＡＬＢ／ｃＡ雌性裸鼠３１只，
购自中国科学院上海实验动物中心，随机分为３组：
健康对照组（ｎ＝１０）、ＡＴＮ模型组（ｎ＝１０）、ＭＳＣｓ
移植治疗组（ｎ＝１１）。

１．２　ＭＳＣｓ的分离和培养　增强型绿色荧光蛋白
（ｅｎｈａｎｃｅｄｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＥＧＦＰ）标记的

ＭＳＣｓ由上海交通大学医学院健康科学研究所金颖
教授惠赠，制备方法：取成年ＥＧＦＰＣ５７ＢＬ／６６ＴｇＮ
转基因小鼠（６～１０周龄），颈椎脱臼处死，无菌条件
下分离并截取双侧胫骨和股骨，抽取骨髓细胞，骨髓
冲洗液用Ｐｅｒｃｏｌｌ分离液进行分离并收集骨髓细胞。
将骨髓细胞接种于含有１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ 低
糖培养液的培养瓶中，置于３７℃、饱和湿度的５％
ＣＯ２培养箱中培养，定时换液，待细胞克隆完全形成
后，胰蛋白酶消化传代。传１～２代获得足量的细
胞，用胰蛋白酶消化后收集，ＰＢＳ重悬成１×１０６细
胞／ｍｌ的细胞悬液，检查细胞活力在９５％以上，备用
于细胞移植。

１．３　ＡＴＮ模型的建立　操作在无菌手术室完成。
裸鼠在接受注射前１８ｈ至注射后８ｈ禁饮。ＡＴＮ
模型组和 ＭＳＣｓ治疗组将甘油（Ｓｉｇｍａ，美国）用双蒸
水稀释成５０％（Ｖ／Ｖ），按７．５ｍｌ／ｋｇ在后肢肌内注
射；健康对照组注射等量生理盐水。实验过程为１４
ｄ，实验结束时处死裸鼠。

１．４　ＭＳＣｓ的移植　ＭＳＣｓ移植治疗组裸鼠在甘油
肌内注射后，立即开始 ＭＳＣｓ移植。切开腹壁及腹
膜，进入腹腔，分离出腹主动脉，经腹主动脉插管向
肾动脉内注入 ＭＳＣｓ悬液（细胞数为１×１０６）。注射
完毕，压迫止血，最后缝合腹膜及皮肤。健康对照组
和ＡＴＮ模型组不注射 ＭＳＣｓ。

１．５　标本的采集及检测　ＭＳＣｓ移植后第１４天，将
裸鼠以２％戊巴比妥钠溶液腹腔注射麻醉，开胸，心
脏穿刺取血，日立７１５０自动生化分析仪检测血肌酐
（Ｓｃｒ）水平；然后用１００ｍｌ０．０１ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓

冲液（ＰＢＳ，ｐＨ３．０）经心脏冲洗，再用５００ｍｌ含４％
多聚甲醛０．１ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ（ｐＨ３．０）灌注固定。灌
毕立即取双侧肾脏标本，常规切片 ＨＥ染色，光学
显微镜下观察病理学改变，同时制备肾组织冰冻切
片，采用直接免疫荧光显微镜观察ＥＧＦＰ的表达。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．０统计软件，数据
以珚ｘ±ｓ表示，采用ｔ检验进行组间比较，Ｐ＜０．０５表
示差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　ＭＳＣｓ形态学观察　经体外培养后，相差显微
镜下可见大量小鼠 ＭＳＣｓ细胞，荧光显微镜下观察
显示所有 ＭＳＣｓ均表达ＥＧＦＰ（图１）。

２．２　裸鼠的一般情况及Ｓｃｒ水平的变化　ＭＳＣｓ移
植治疗组肾动脉导入 ＭＳＣｓ术中死亡４只，余７只
存活情况良好。健康对照组和ＡＴＮ模型组各１０只
均存活良好。ＡＴＮ模型组和 ＭＳＣｓ移植治疗组裸
鼠注射５０％甘油后，出现精神萎靡不振、反应迟钝、
倦缩，４ｈ内可见血尿，持续１～３ｄ，尿量明显减少。
健康对照组、ＡＴＮ模型组、ＭＳＣｓ移植治疗组裸鼠
的Ｓｃｒ分别为 （４．５１±２．１３）、（５．５７±２．５３）、
（４．９４±２．７３）μｍｏｌ／Ｌ，组间差异无统计学意义。

２．３　肾组织病理学改变　健康对照组裸鼠肾组织
肾小球和肾小管形态结构正常（图２Ａ）；模型组肾组
织肾小管均可见肾小管上皮细胞变性，混浊肿胀，个
别细胞核固缩溶解，部分肾小管上皮细胞坏死脱落
于管腔内，肾间质充血、水肿（图２Ｂ）；ＭＳＣｓ移植治
疗组 肾 组 织 肾 小 管 损 伤 比 模 型 组 明 显 好 转

（图２Ｃ）。　　　　　
２．４　肾组织免疫荧光显微镜观察结果　ＭＳＣｓ移植
治疗组裸鼠肾组织肾小管上皮中可见绿色荧光分布

于肾小管上皮，与受者肾小管上皮细胞一起构成完
整的肾小管结构（图３）。

３　讨　论

　　甘油注射制备的 ＡＴＮ模型类似人类横纹肌溶
解综合征所致 ＡＴＮ，是目前公认的病变稳定的

ＡＴＮ模型制备方法之一［２，７］。甘油可以引起肌肉溶
解和溶血，释放出大量的肌红蛋白和血红蛋白，经过
肾小球滤过后聚集成块堵塞肾小管，导致肾小球出
入球小动脉收缩，肾小球滤过率下降。本研究采用

７．５ｍｌ／ｋｇ甘油肌内注射制备裸鼠ＡＴＮ模型，裸鼠
肾脏病变重，病理表现为肾小管上皮细胞变性、混浊
肿胀，个别细胞核固缩溶解，肾间质充血、水肿，近端
肾小管病变显著，说明所建模型比较理想。
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图１　ＭＳＣｓ的形态学观察结果

Ｆｉｇ１　Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ
Ａ：Ｕｎｄｅｒｐｈａｓｅｃｏｎｔｒａｓｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ；Ｂ：Ｕｎｄｅｒｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏ

ｓｃｏｐｅ（ＥＧＦＰｐｏｓｉｔｉｖｅ）．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

　　已有文献［８１０］报道 ＭＳＣｓ可以分化为肾小球系
膜细胞、肾小管上皮细胞和血管内皮细胞。最近有
学者［１１１３］研究了 ＭＳＣｓ对 ＡＲＦ时肾实质细胞的修
复及肾功能的影响，证明移植 ＭＳＣｓ可以修复受损
肾脏并可以分化为肾小管上皮细胞，从而恢复肾脏
的组织结构和功能。Ｈｅｒｒｅｒａ等［５］对甘油诱导的

ＡＴＮ小鼠模型输注ＧＦＰ标记的干细胞，２１ｄ后肾
小管可见ＧＦＰ阳性细胞，同时小管上皮细胞标志物

ｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎ染色也呈阳性，表明骨髓源性干细胞会
迁移至肾小管损伤部位，并分化为肾小管上皮细胞，
在修复过程中起作用。因此认为 ＭＳＣｓ具有分化为
肾小管上皮细胞的潜能，在治疗急性肾衰竭中可能
扮演重要角色。

图２　各组肾组织病理学改变

Ｆｉｇ２　Ｐａｔｈｏｌｏｇｙｏｆｋｉｄｎｅｙｔｉｓｓｕｅｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ（ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ）

Ａ：Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＡＴＮｎｕｄｅｍｉｃｅ；Ｃ：ＡＴＮｎｕｄｅｍｉｃｅｗｉｔｈＭＳＣｓｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

图３　裸鼠肾组织肾小管上皮中绿色荧光蛋白的表达

Ｆｉｇ３　ＥＧＦＰｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｕｂｕｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ

ｃｅｌｌｓｉｎｋｉｄｎｅｙｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅ
Ａ：ＮｏＥＧＦＰｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅｆｏｕｎｄｉｎＡＴＮｍｏｕｓｅｗｉｔｈｏｕｔＭＳＣｓ

ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ；Ｂ：ＥＧＦＰｐｏｓｉｔｉｖｅｔｕｂｕｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｗｅｒｅｆｏｕｎｄ

ｉｎａＡＴＮｍｏｕｓｅ１４ｄａｙｓａｆｔｅｒＭＳＣｓｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉ

ｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

　　Ｉｍａｓａｗａ等［４］报道将携带 ＧＦＰ的转基因小鼠
的骨髓移植给同种异体的受体小鼠，为避免供体小
鼠和受体小鼠之间的异体排斥反应，对受体小鼠进
行致死剂量的照射，使得实验过于繁琐。本研究采
用无异种和异体排斥反应的裸鼠进行 ＭＳＣｓ移植，

可以避免对受体小鼠进行致死剂量的照射，从而使
实验设计方案简便。本研究发现，ＭＳＣｓ移植治疗

ＡＴＮ能明显减轻肾脏的病理损伤。同时免疫荧光
检测发现肾小管上皮中可见大量的绿色荧光分布，
亦即 ＭＳＣｓ广泛分布于肾小管上皮，说明 ＭＳＣｓ移
植对坏死的肾小管上皮细胞具有修复作用。本研究
观察了 ＭＳＣｓ移植后１４ｄ的实验结果，发现 ＭＳＣｓ
细胞移植后第１４天的受体鼠肾小管中ＧＦＰ阳性细
胞明显增多，与文献［５］结果类似。

　　综上所述，本研究初步提示经过肾动脉注射途
径移植的 ＭＳＣｓ有利于坏死的肾小管上皮细胞的修
复，为 ＭＳＣｓ治疗急性肾损伤提供了一定的实验证
据。但是 ＭＳＣｓ参与损伤肾脏结构和功能修复的具
体机制仍需进一步研究。

　　（志谢　本研究得到上海交通大学医学院健康
科学研究所金颖教授和姜华助理研究员以及第二军

医大学卫生勤务学系卫生统计学教研室孟虹教授的

支持和帮助，在此一并表示感谢！）
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·消　息·

《第二军医大学学报》征订启事

　　《第二军医大学学报》（ＣＮ３１１００１／Ｒ，ＩＳＳＮ０２５８８７９Ｘ）是由第二军医大学主办的国内外公开发行的综合性医药卫生类学

术期刊，１９８０年６月创刊。本刊面向全国和海外作者征稿，主要报道基础、临床、预防、军事医学、药学和中国医学等领域的最

新科研成果。由著名肝胆外科专家、国家最高科技奖获得者吴孟超院士任主编。辟有：院士论坛、专家论坛、专题报道、论著、

研究快报、临床病理（例）讨论、病例报告等栏目。读者对象主要为从事医药卫生工作的中高级科研、医疗、教学、预防机构人员

和高等医药学院校的师生。

　　本刊一直被《中文核心期刊要目总览》确认为“中国综合性医药卫生类核心期刊”；是“中国科学引文数据库统计源期刊”、

“中国学术期刊综合评价数据库统计源期刊”；被包括中国学术期刊综合评价数据库、万方数据———中国数字化期刊群等在内

的国内所有重要检索系统收录，并被荷兰《医学文摘》（ＥＭＢＡＳＥ）、美国《化学文摘》（ＣＡ）、剑桥科学文摘（ＣＳＡ）、英国《国际农

业与生物科学中心（ＣＡＢＩ）文摘》数据库、英国《公共健康研究数据库》（ＧｌｏｂａｌＨｅａｌｔｈ）、俄罗斯《文摘杂志》（ＶＩＮＩＴＩＡｂｓｔｒａｃｔｓ

Ｊｏｕｒｎａｌ）、波兰《哥白尼索引》等国际检索系统收录。先后获得“第二届国家期刊奖百种重点期刊奖”、“第三届国家期刊奖提名

奖”和“全国高校精品科技期刊奖”，并被评为“２００８年中国精品科技期刊”。
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