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骨形态发生蛋白#! 诱导人肾成纤维细胞间质#上皮转化的研究

黄云剑，王梓华，赵景宏，张静波* * （第三军医大学新桥医院肾内科，全军肾脏病中心，重庆市肾病研究所，重庆 %"""(+）

* * 摘* 要：目的* 探讨骨形态发生蛋白#+（,-./ 0-123-4/.56 21-7/5.#+，89:#+）能否诱导人肾成纤维细胞出现间质#上皮
的转化。方法* 原代培养获得人肾间质成纤维细胞，传至第 ( 代用于本实验。培养液中添加 ! """ .4 ; < 89:#+ +& 3 后，
观察细胞形态变化，9==法检测细胞增殖，><?@A法测定上清!胶原含量，B/C7/1. ,D-7 分析 >#6EF3/15.和 :EG& 蛋白表达。
结果* 细胞与 89:#+ 孵育 +& 3后，出现细胞聚集类似小管细胞团块。与对照组相比，成纤维细胞增殖活性减低，!型胶
原分泌下降，上皮标志物 >#6EF3/15.和肾发生的标志分子 :EG& 表达增加。结论* 肾成纤维细胞至少保持部分它胚胎时的
印迹和可塑性，89:#+ 可诱导人肾成纤维细胞呈现间质#上皮的转化。
* * 关键词：89:#+；肾成纤维细胞；间质#上皮细胞的转化
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* * 肾间质细胞和上皮细胞之间存在相互的转化现
象。在肾发生早期，通过间质#上皮细胞的转化（0/C#
/.63X0ED 7- /2573/D5ED 71E.C575-.，9>=）后，肾间质可转
化为肾小管细胞，参与肾单位的形成；而在成体肾疾病

状态下，上皮细胞可通过上皮#间质细胞转化（/2573/D5#
ED 7- 0/C/.63X0ED 71E.C575-.C，>9=），增加纤维细胞的
数量，参与肾纤维化的形成［!］。最近研究表明，骨形
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态发生蛋白#+（,-./ 0-123-4/.56 21-7/5.#+，89:#+）在肾
发生早期促进 9>=，在成体肾疾病条件下抑制 >9=，表
明 89:#+ 对维持肾小管正常转化，保持其结构和功能
完整有着重要的作用［&］。在成体肾疾病状态下，89:#+
是否仍然具有促进 9>= 的作用，存在 89:#+ 在肾发生
早期的功能呢？假如这样现象存在，那么我们将找到

一个能有效促进 9>=、恢复肾小管正常分化的药物。
因此，本研究旨在了解 89:#+ 是否能诱导体外培养人
肾间质成纤维细胞出现间质#上皮细胞的转化。

:; 材料与方法

!I !* 主要试剂
* * 89:#+（美国 HaU 公司）、U9>9#^!& 培养液（N5,6- 公
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司）、优等胎牛血清（!"# 公司）、胰蛋自酶（$%&’( 公司）、一抗
)*’+,-./%0 和 1+23（4+05+ 6/78公司）、一抗波形蛋白、细胞角蛋
白、49"6 免疫组化试剂盒、#9" 显色试剂盒（武汉博士德公
司）、!型胶原试剂盒（上海森雄生物技术公司），其余无机盐
均为国产分析纯产品。

:; 3< 实验方法
:; 3; :< 成纤维细胞的培养< < 无菌条件下取肾肿瘤切除的正
常极肾组织，去除肾包膜及肾盂组织，分离皮质和髓质，切取突

入肾盂的肾乳头组织，剪成 = >>?大小碎块，加入 @; :A胶原酶
溶液 ?B C消化后 :D E 3@ >%0，将组织块分别通过 F@ 、:D@ 目的
不锈钢筛网，用 #G)G*H:3 培养液收集细胞悬液，计数。成纤
维细胞鉴定：培养的细胞经倒置相差显微镜下观察呈梭型，用

4*1 I%5免疫组化方法鉴定，第 ? 代细胞用于实验。实验前 3J -
换成不含血清的 #G)G培养，使细胞处于静止状态。将细胞分
为 3 组：对照组，用 #G)G*H:3 培养细胞；"G1*B 组，培养液
"G1*B 浓度为 : @@@ 0K L M。每组同时设 ? 个复孔，分别观察
B3 - 后各指标的情况。
:; 3; 3< G!!方法检测细胞增殖< < 将对数生长期细胞以 D N
:@J >= O:的细胞数接种于 PQ 孔培养板中，每孔 @; 3 >=。细胞贴
壁后，换成不含血清的 #G)G培养 3J -，然后分组，每组设 Q 个
复孔。在反应结束前 J -每孔加人 :D "= G!!（D >K L >=）溶液，
继续孵育，实验结束后，弃上清，每孔加入 3@@ "= 二甲基亚砜，
在微型混合器上振荡 :@ >%0，酶标仪 JP@ 0> 测每孔吸光度
［!（JP@）］。
:; 3; ?< 细胞培养上清液的!型胶原含量测定 < < 以 : N :@J

>= O:的细胞数接种于 3J 孔板，分组后，置 ?B C，DA 6R3培养箱

中培养 B3 -后，收集细胞培养上清液。按!型胶原试剂盒说明
书进行。

:; 3; J< S.T5./0 &=(5 分析 < < 细胞经预冷的 UV19 裂解液后，
:3 @@@ N " ，J C离心 3@ >%0 提取细胞蛋白成分。以 "/+,W(/,
法测定上清蛋白质含量。经煮沸 D >%0后行 :@A 4#4*19$)垂
直凝胶电泳，电转移蛋白质到 1X#H膜上，膜在 DA牛血清白蛋
白 !"4!液（:@ >>(= L M !/%T·Y6=，:D@ >>(= L M Z+6=，@; @DA
![..0*3@，\Y F; @）封闭，?B C室温 : -，!"4! 洗膜后分别与抗
)*’+,-./%0抗体、抗 1+23 抗体（:] : @@@）和抗 #*+’5%0 抗体孵育
?B C，3 -，再用 YU1标记的二抗杂交和辣根过氧化酶标记的
链霉卵白素液杂交，?B C，: -，!"4!洗膜后在暗室中加 )6M发
光试剂，̂ 线胶片下曝光，常规方法显影、定影。杂交信号在图

像分析系统中进行光密度分析。

:; ?< 统计学处理
< < 数据以 !# _ $表示，用 4144 :?; @ 统计分析软件行 %检验。

!" 结果

3; :< 成纤维细胞抗波形蛋白免疫组化染色结果
< < 培养的细胞在倒置相差显微镜下用 4*1 I%5免疫组化方法
鉴定，细胞抗波形蛋白单抗阳性，抗细胞角蛋白阴性，故证实为

人肾间质成纤维细胞成纤维细胞（图 :）。
3; 3< "G1*B 对肾间质成纤维细胞形态的影响
< < 肾间质成纤维细胞与 : @@@ 0K L M "G1*B 孵育 B3 -后，与对
照组相比，细胞聚集出现类似小管细胞管样结构形成（图 3）。

!! !"
9：抗细胞角蛋白阴性；" 抗波形蛋白阳性

图 #" 成纤维细胞抗波形蛋白免疫组化染色阳性"（4*1 N 3@@）

!! !"
9：对照组；" "G1*B 组

图 !" 成纤维细胞出现类似小管细胞管样结构形成"（Y) N3@@）

3; ?< "G1*B 对肾间质成纤维细胞增殖的影响
< < 肾间质成纤维细胞与 : @@@ 0K L M "G1*B 孵育 B3 -后，与对
照组相比，细胞增殖能力显著下降 3B; PA（& ‘ @; @D）。
3; J< "G1*B对肾间质成纤维细胞分泌!型胶原的影响
< < 肾间质成纤维细胞与 : @@@ 0K L M "G1*B 孵育 B3 -后，与对
照组相比，细胞分泌!型胶原显著下降 :B; FA（& ‘ @; @D）。
3; D< "G1*B 对肾间质成纤维细胞表达 )*’+,-./%0 和

1+23 的影响
< < 肾间质成纤维细胞与 : @@@ 0K L M "G1*B 孵育 B3 -后，与对
照组相比，S.T5./0 &=(5 结果显示 )*’+,-./%0 和 1+23 表达显著
增加（& ‘ @; @D，图 ?、J）。
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:：对照组；3："G1*B 组
图 $" %&’() 对肾间质成纤维细胞表达 *(+,-./012的影响
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:：对照组；3："G1*B 组
图 3" %&’() 对肾间质成纤维细胞表达 ’,4! 的影响

$" 讨论

< < 肾间质纤维化（ /.0+= %05./T5%5%+= W%&/(T%T，UVH）是肾
脏疾病进展到终末期肾功能衰竭的共同病理途径，其

程度和范围决定了肾功能的恶化趋势，因此，减轻 UVH
一直肾科研究难点之一。UVH主要表现为间质肾小管
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凋亡、纤维细胞增生和间质细胞外基质（ ’()*+,’--.-+*
/+)*0(，123）大量产生和沉积。123 主要来源于间
质的成纤维细胞，45+67 等［"］发现纤维化肾脏中新出
现的成纤维细胞大约 "89来自上皮%间质细胞转化、
!:9 ;!<9来自骨髓和剩下来自局部成纤维细胞的增
生，因此，如何减少上皮%间质细胞转化、减少成纤维细
胞数目已成为 =4>的治疗重点。本研究采用人肾成纤
维细胞培养，观察 ?3@%& 是否有能力诱导人肾成出现
间质%上皮细胞的转化，如果 ?3@%& 有这样的功能，
=4>局部成纤维细胞的数目和 123 堆积量将大为减
轻，从而缓解 =4>的程度和范围。
# # 上皮细胞具有和肾成纤维细胞很多不一样的特
性，如细胞增殖能力低，胶原分泌少，以及特有的上皮

样管样结构和标志物形成。1%,+AB’*06 是上皮细胞内
主要的黏附分子，是上皮细胞黏附和表型主要标志物。

研究显示在胚胎后肾发育的早期，当 1%,+AB’*06 表达
增多时，就表明间充质细胞出现了向上皮的转化［:］。

为验证肾成纤维细胞是否还保存一些胚胎时的印迹和

可塑性，我们体外培养肾成纤维细胞，选用后肾发生、

发育的重要调控因子 ?3@%& 作为刺激因子，观察是否
会诱导这一现象的发生。我们发现 ! CCC 6D E F ?3@%&
与成纤维细胞孵育 &G B后，成纤维细胞聚集出现类似
小管细胞管样结构形成，3HH 检测显示成纤维细胞增
殖活性减低，!型胶原分泌下降，I’J)’*6 K-7) 分析显
示肾成纤维细胞出现 1%,+AB’*06 表达增加，表明肾成
纤维细胞存在胚胎时的可塑性，在 ?3@%& 的诱导下出
现向上皮的转化现象。

# # 肾单位发育过程包括肾小球和肾小管的发生、血
管的形成和肾单位的成熟。肾单位起源于后肾间充

质。在后肾发育的早期，间充质细胞与输尿管芽接触，

并在输尿管芽的诱导下，间充质细胞压缩成团，出现间

充质%上皮的转分化，再延长为肾囊泡，折叠成 ,7//+
型小体，以后变成 L型小体，其中 L型小体的与输尿管
芽接触部分分化为远端小管，中间部分分化为近端小

管，远端部分发育为 ?75/+6 ,+MJ.-’ 和肾小球的足细
胞，随着血管球突入勺状囊样结构的中间枝的部位，形

成不成熟的肾小球［<］。在这些发育过程中，@+(G 基因
参与了间充质%上皮细胞的分化调控。@+(G 基因主要
表达于肾单位形成的间充质%上皮细胞转化阶段，如在
57--N0+6导管、输尿管芽、集合管、未被诱导的后肾间充
质、压缩间充质、,7//+小体，在成熟的肾脏 @+(G 基因
表达消失。突变的 @+(G 基因会导致肾囊泡不能形成，
即间充质%上皮化受阻，表明 @+(G 在诱导间充质细胞%
上皮转分化调控中起着重要的作用［8］。我们的结果

显示体外培养的肾成纤维细胞在 ?3@%& 诱导下 @+(G
的表达增加，说明 ?3@%& 诱导成纤维细胞间质%上皮
细胞的转化与其诱导 @+(G 基因的表达有关。

# # 在成年个体，肾小管上皮细胞向成纤维细胞转化
的现象较为多见，在纤维化组织中表现尤为显著。因

此，阻断上皮细胞向成纤维细胞转化或诱导成纤维细

胞出现间质%上皮细胞的转化均有助于缓解肾小管间
质纤维化程度［!］。?3@%& 是骨形态发生蛋白（?3@J）
家族的成员之一。近年研究显示 ?3@%& 是后肾发生、
发育的重要调控因子［&］。胚胎早期，?3@%& 主要表达
在输尿管芽、后肾间充质和早期的肾小管，缺乏 ?3@%&
的鼠会出现肾发生的标志分子，如 @+(G 和 I6): 表达
下调，输尿管芽数减少，后肾间充质肾发育减缓，最终

肾发育停止。同时，?3@%& 基因表达不足还是肾纤维
化进展的重要原因之一，体外培养肾小管细胞添加

?3@%& 和体内给予 ?3@%& 后，均可降低肾纤维化，该
机制与 ?3@%& 抑制上皮细胞 O 间质细胞的转化有
关［G，P，Q］。本研究结果显示肾成纤维细胞在 ?3@%& 的
作用下，@+(G 表达增加，出现类似小管管样结构，细胞
增殖活性减低，!型胶原分泌下降，并出现上皮标志物
1%,+AB’*06表达增加，说明 ?3@%& 对肾成纤维细胞作
用类似于对后肾间充质的诱导上皮化作用，同时，也提

示肾成纤维细胞至少保持部分它胚胎时的印迹和可塑

性，因此，我们可以利用这一特性，应用 ?3@%& 使肾成
纤维细胞向上皮转化，来达到减轻肾纤维化，减缓肾衰

竭进程的目的。
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