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利用原代培养的人胚肾近端小管上皮细胞作为研究对象!探讨川芎嗪"
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#对转化生长因子
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#诱

导的人胚肾近端小管上皮细胞转分化的影响$方法
!

采用胶原酶消化后系列网筛过滤!再用密度梯度离心分离纯化细胞的方法!

进行人胚肾近端小管上皮细胞的原代培养$原代培养的人胚肾近端小管上皮细胞传至第
@

代后分为
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刺激组$刺激
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后!采用倒置相差显微镜%透射电子显微镜%酶化学染色和免疫细胞化学方法检测细胞的转分

化情况$结果
!
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刺激人胚肾近端小管上皮细胞后细胞拉长呈梭形!细胞间隙加大&电子显微镜下细胞失去极性!微绒毛减

少直至消失&碱性磷酸酶染色阴性&细胞角蛋白
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#表达减弱!波形蛋白"

Z1K"9$19

#表达增强!并表达
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平滑肌肌动蛋白抗

体"
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#$各浓度
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刺激组细胞的上述变化均有不同程度的减弱!减弱程度与
4W6

浓度呈正比$结

论
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4W6

能以浓度依赖方式阻止
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诱导的人胚肾近端小管上皮细胞的转分化$

关键词"细胞转分化&转化生长因子
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&川芎嗪&人胚肾近端小管上皮细胞&肾间质纤维化
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肾间质纤维化是由多种原因引起的细胞外基质$

"F$8%I"#5
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%成分在肾间质内过度沉积#其纤维化包括

肾小球硬化和肾间质纤维化#它是各种不同病因引起的慢性肾

脏疾病进展到终末期肾衰竭的共同表现'大量动物实验和临

床研究表明#肾脏疾病的预后主要取决于肾间质纤维化受累的

程度'

<$8J$f

等(

.

)提出#在肾间质纤维化的发生*发展过程中

伴随肾小管上皮细胞向肌成纤维细胞的转分化#且转化生长因

子
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%在肾小管上

皮细胞转分化中起重要作用'

川芎嗪$
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%是从川芎中提取的生

物碱单体#是一种钙离子拮抗剂#具有抑制自由基产生*改善血

液流变学*抑制血小板聚集*调节脂质代谢等药理活性'近年

来的临床和药理实验显示
4W6

具有抗纤维化作用(

@5)

)

#但其

作用机制尚未阐明'本实验用不同浓度的
4W6

加
4Ud5
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刺

激原代培养的人胚肾近端小管上皮细胞#探讨
4W6

对
4Ud5

&

.

诱导的原代培养的人胚肾近端小管上皮细胞转分化的影

响#为临床对肾间质纤维化的防治提供线索'
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材料与方法

A>A
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材料

A>A>A
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实验材料
!

选用因前置胎盘*重度妊娠高血压综合征
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重庆医学
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年
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月第
,.

卷第
(

期



等病理原因剖宫产终止妊娠或外伤原因导致流产的正常胎儿

$胎龄为
,

!

E

个月#死亡时间在
@3

以内%的肾脏经家属同意#

医院伦理道德委员会通过'外观检查无畸形#且经病理解剖检

查证实无病变'

A>A>B

!

主要试剂
!
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细胞培养基*

T4<

辅助营养物

购自
U1:I;

公司&

6"8I;##

细胞分离液购自美国
6%8K1I%

公司&

(

型胶原酶购自美国
<1

L

K%

公司&盐酸
4W6

注射液购自上海

现代哈森药业有限公司&人重组
4Ud5

&

.

购自英国
6"

'

8;4"I3

公司&波形蛋白$

Z1K"9$19

%单克隆抗体购自细胞角蛋白
.=

$
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%单克隆抗体购自福州迈新生物技术有限公司&

$

平滑

肌肌动蛋白抗体$

$

5<W0

%单克隆抗体*即用型免疫组化
<0O*

试剂盒
!0O

显色剂购自武汉博士德生物有限公司&细胞碱性

磷酸酶染液试剂盒购自南京建成生物工程研究所'
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方法

A>B>A
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细胞培养及鉴定
!

采用胶原酶消化后系列网筛过滤#

再用密度梯度离心分离纯化细胞的方法#进行人胚肾近端小管

上皮细胞的原代培养'应用透射电子显微镜观察超微结构*酶

化学染色检测碱性磷酸酶和免疫细胞化学方法检测细胞标志

蛋白的方法进行细胞鉴定'

A>B>B
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刺激细胞
!

原代培养的人胚肾近端小

管上皮细胞传至第
@

代后分为
E

组#即无血清对照组$
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组%*
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刺激组$
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组%*
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4Ud5
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刺激组$

44E

组%*
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KV4W6g.-9
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KV4Ud5
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刺激组$

44.-

组%和
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L
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KV4W6g.-9

L
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KV4Ud5
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.

刺激

组$

44@-

组%'刺激
,=3

后#倒置相差显微镜观察细胞形态&

透射电子显微镜观察细胞是否具有肌成纤维细胞的超微结构

特征&碱性磷酸酶偶氮色素法显示近端小管上皮细胞刷状缘上

特异性的标志酶碱性磷酸酶的变化&免疫细胞化学方法检测细

胞表型标志物
*+5.=
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Z1K"9$19

和
$

5<W0

的表达'应用自动

图像分析系统对免疫细胞化学结果进行半定量分析'

A>C

!

统计学处理
!

所有实验均重复
)

次'采用
<6<<.)>-

软

件进行统计学处理'所有计量资料数值以
Ea>

表示#组间均

数比较用
9

检验和方差分析#

!

$

->-E

为差异有统计学意义'

B

!

结
!!

果

B>A

!

人胚肾近端小管上皮细胞的鉴定
!

倒置相差显微镜下细

胞呈多边形鹅卵石样#界限不清#排列紧密#折光性强&细胞核

大#圆形或卵圆形#细胞质较少'细胞形态与
/;B1##%

和

Q%MN%M;8$3

(

,

)培养所得细胞相同#符合上皮细胞镜下特点$封

,

图
.

%'透射电子显微镜下见培养的细胞近似圆形或立方形#

细胞界限不清#细胞器丰富&细胞核大#偏向一侧&一侧的细胞

膜向外凸出形成许多微绒毛#相对侧的细胞质内线粒体丰富'

培养细胞经碱性磷酸酶化学染色后#有紫黑色的弧形染色#符

合近端小管上皮细胞刷状缘上碱性磷酸酶阳性的特征'免疫

细胞化学染色#
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强阳性*

Z1K"9$19

微弱阳性*

$

5<W0

阴性'

B>B

!

4W6

对
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&

.

诱导的人胚肾近端小管上皮细胞转分

化的影响

B>B>A

!

4W6g4Ud5

&

.

刺激后人胚肾近端小管上皮细胞的倒

置相差显微镜下观察'

&

组人胚肾近端小管上皮细胞呈多边

形鹅卵石样#排列紧密'

4

组可见人胚肾近端小管上皮细胞拉

长#由原来的多边形转变为梭形#细胞间隙加大#排列稀疏'有

些细胞还可见细胞突起#形态似成纤维细胞$封
,

图
@

%'各浓

度
4W6g4Ud5

&

.

刺激组细胞形态介于上述两者之间$封
,

图

)

%'

4W6

浓度越高细胞形态越接近于多边形#

4W6

浓度越低

细胞形态越接近于梭形'

B>B>B

!

4W6g4Ud5

&

.

刺激后人胚肾近端小管上皮细胞的透

射电子显微镜观察'

&

组透射电子显微镜下可以看到细胞近

似圆形或立方形#细胞核大#细胞质内细胞器丰富#细胞一侧可

见密集排列的线粒体#另一侧可见细长浓密的微绒毛'

4

组可

见人胚肾近端小管上皮细胞拉长变形#细胞器减少#微绒毛短

而稀疏甚至消失'各浓度
4W6g4Ud5

&

.

刺激组细胞形态介

于上述两者之间'细胞的变化与
4W6

的浓度呈负相关'

B>B>C

!

4W6g4Ud5

&

.

刺激后人胚肾近端小管上皮细胞的碱

性磷酸酶染色'

4Ud5

&

.

刺激人胚肾近端小管上皮细胞后#与

&

组比较#碱性磷酸酶染色阳性细胞率明显减少#各浓度
4W6

g4Ud5

&

.

刺激组碱性磷酸酶染色阳性细胞率介于
4

组和
&

组之间#且与
4W6

浓度的变化呈正相关'各组之间差异均有

统计学意义$

!

$

->-.

%#见表
.

'

表
.
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刺激后人胚肾近端小管上皮

!!!

细胞的碱性磷酸酶染色结果

组别 阳性细胞$

Ea>

#

A

%

& 9 !

&

组
C=>)(@a.>@). .@

4

组
->-,)a->-.)

"

.@ =>@, ->--..

44E

组
.@>E)@a@>).,

"+
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刺激人胚肾近端小管

上皮细胞后#与
&

组比较#上皮细胞标志物
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表达减弱#

间充质细胞标志物
Z1K"9$19

表达增强#并出现肌成纤维细胞

的特异性标志物
$

5<W0

的表达'各浓度
4W6g4Ud5

&

.

刺激

组细胞形态介于上述两者之间'各指标的变化随着
4W6

浓

度的升高越来越不明显'各组数据间差异均有统计学意义$
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近年来对肾间质纤维化的研究主要集中在细胞水平#肾小

管上皮细胞是主要的研究平台'现已有商品化的人近端肾小

管上皮细胞株
Q+5@

出现#国内对肾小管病变机制的研究多以

此为研究材料'但由于细胞株在基因转染*病毒诱导等永生化

的过程中或反复传代过程中可能丧失某些功能#因而不适合特

定研究的需要'此外细胞株是未分化的细胞#对机体环境信号

的适应和应变调节能力不及分化的原代细胞#而细胞的适应和

应变能力正是细胞治疗有可能改变疾病进程的关键所在(

E

)

'

基于
Q+5@

细胞株的研究结果不能完全代表体内的实际情况#

而原代培养的细胞较细胞株更接近体内的正常状态'本实验

用原代培养的人胚肾近端小管上皮细胞所得的结果更具有说

服力'

肾间质纤维化的一个显著特点是肌成纤维细胞的聚集'

肌成纤维细胞的结构介于成纤维细胞和平滑肌细胞之间#具有

两种细胞的双重特征#兼具分泌
S*W

和收缩的功能#有高度

增殖性#是促进肾脏纤维化形成的主要细胞成分(

(

)

'最近有学

者报道在不同的肾脏疾病动物模型以及多种人类肾脏疾病的

组织标本中发现(

?5=

)

'肾小管上皮细胞可以发生向成纤维细

胞"肌成纤维细胞的转化#称作小管上皮肌成纤维细胞转分化

$

$J:J#%8"

'

1$3"#1%#K"2"9I3

G

K%#$8%921$1;9

#

4SW4

%'这种细胞

转分化是在多种损伤因子长期刺激下发生的细胞表型的改

变(

C

)

#其特征就是肾小管上皮细胞逐渐失去原有的上皮细胞表

型而获得间质肌成纤维细胞的特征#表达
$

5<W0

(

.-

)

#参与肾间

质纤维化(

..5.@

)

'

4Ud5

&

.

是一种调节细胞生长和分化的多肽'患有肾间质

纤维化的肾脏疾病患者#肾间质中
4Ud5

&

.

水平明显升高'大

量研究证明
4Ud5

&

.

在肾间质纤维化中起重要作用(

.)

)

'主要

表现在!刺激
S*W

成分合成&抑制
S*W

降解&增加
S*W

受体

如整合素的表达#从而增加
S*W

与细胞间的相互作用'邓剑

波等(

.,

)的研究表明#

4Ud5

&

.

能促进人肾间质成纤维细胞表达

(

型胶原#提示
4Ud5

&

.

有促进肾组织纤维化的作用'最近又

有研究提示
4Ud5

&

.

在肾小管上皮细胞转分化中起重要作用'

d%9

等(

.E

)用体外培养的方式证实#

4Ud5

&

.

可以促进大鼠肾小

管上皮细胞向肌成纤维细胞转分化#表达
$

5<W0

#其作用呈剂

量依赖性#且该作用能够被
4Ud5

&

.

中和抗体基本阻断'

4Ud5

&

.

主要来源于间质细胞#肾小管细胞也可产生
4Ud5

&

.

'在各

种损伤因子的刺激下#肾间质中的成纤维细胞活化#

4Ud5

&

.

分

泌增加#同时浸润到损伤局部间质中的单核巨噬细胞也分泌大

量
4Ud5

&

.

#局部增加的这些
4Ud5

&

.

刺激近端肾小管上皮细

胞向肌成纤维细胞转分化#细胞失去黏附能力#游走进入间质#

进一步分泌
4Ud5

&

.

等细胞因子#以自分泌的方式促进自身转

分化为肌成纤维细胞#加速肾间质纤维化的发展'研究如何有

效地阻断这一过程成为肾间质纤维化的治疗的一个有效途径'

有资料显示#

4W6

可改善肾小管功能损害患者的肾小管

功能(

@

)

#而其作用机制尚不清楚'作者采用接近体内状态的人

胚肾近端小管上皮细胞作为研究平台#用不同浓度的
4W6g

4Ud5

&

.

对其进行刺激#采用免疫细胞化学和电子显微镜超微

观察等方法#观察细胞表型特征的变化情况#研究
4W6

对肾

小管上皮细胞转分化的影响'研究结果显示!

4W6

能以剂量

依赖方式阻断
4Ud5

&

.

导致的人胚肾近端小管上皮细胞拉长&

电镜下微绒毛减少&上皮细胞标志物
*+5.=

表达减弱&间充质

细胞标志物
Z1K"9$19

表达增强&及肌成纤维细胞特异性标志

物
$

5<W0

的表达'这些证据表明#

4W6

通过阻断
4Ud5

&

.

导

致的人胚肾近端小管上皮细胞向肌成纤维细胞的转分化#而发

挥抗肾间质纤维化的作用'
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