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【摘 要】目的：建立兔肾脏冷缺血再灌注损伤(Iscbemia—reperfusioninjury，IRI)模型，观察经肾动脉灌注移植的自体骨髓问充质 

于细胞(BM—MSCs)对 IRI肾脏细胞增殖与凋亡的影响，探讨其保护作用机制。方法：45只兔随机均分为假手术组(I组)、对照组 

(Ⅱ组)和移植组 (Ⅲ组)(n=15 o分离移植组兔 BM—MSCs，建立肾脏 IRI模型后，移植组于肾血流恢复后经肾动脉推注自体 

BM—MSCs，对照组和假手术组同法推注等量生理盐水。分别于术后 3、7、14 d 3组各随机取 5只经耳缘静脉采血，检测血清肌酐 

(Crea)和尿素(Urea)，观察肾功能情况；同时取肾组织进行增殖细胞核抗原(PCNA)、Bcl一2、Bax免疫组化染色，TUNEL法检测肾 

脏凋亡细胞，计算 Bcl一2、Bax含量和肾小管上皮细胞增殖指数 (Proliferatingcell nuclearantigen index，PI)和凋亡指数(Apoptosis 

index，AI o结果：IRI后第 3 d移植组和对照组兔 Crea和 Urea均达到最高水平 [移植组 ：(297．9±18．6) mol／L，(19．2±1．5) 

mmol／L；对照组：(326．6±20．0) mol／L，(22．6±2．6)mmol／L]，以后逐渐下降，到第 14d，移植组 Crea和Urea分别为(224．1±19．2) 

mol／L，(13．9±1．6)mmol／L；对照组 Crea和 Urea分别为 (278．6±16．9) mol／L，(17．4±I．0)mmol~，各时间点移植组 Crea和 

Urea明显低于对照组(Pl<O．05)。各时间点移植组 Bel一2含量和肾小管上皮细胞 PI高于对照组，Bax含量和肾小管上皮细胞 AI低 

于对照组，两组间差异有统计学意义(尸<O．05)。结论：BM—MSCs移植能促进肾脏 I／R损伤后肾脏细胞增殖，抑制肾脏细胞凋亡， 

从而降低血清 Crea和 Urea，在一定程度上促进 IRI后肾功能的恢复。 
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proliferation and apoptosis and renal function in a rabbit of renal 
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【Abstract】Objective：Toobservetheprotectiveeffects ofautologous bonemaiTowmesenchymal stem cells(BM—MSCs)on renal cellprolif- 

eration apoptosis during cold ischemia—reperfnsion injury(IRI)in rabbit and to probe the mechanism of protective action on kidney．Meth— 

otis：45 rabbitsweredivided randomlyintothree groups(n=15)：Sham operation group(group I)，control group ofIRI(groupⅡand 

BM-MSCs transplantation group(group 11I)．After isolating the BM-MSCs ofrabbits in groupⅢ．to establish the rabbit models of renal IRI． 

Autologous BM—MSCs were itffuded into rabbit in groupⅢ．and the equivalent physiological saline in rabbit in group I and 1／．The de— 

tectionwastaken atthetimepoints of3，7 and 14 days after renalischemia—reperfusion respectively．The sernmlevels ofCrea andUreawere 

detected to evaluate the renal function，and Bax，Bel一2 and PCNA in kidney were deetected with immunohistochemical staining．The 

apoptosis of ceils was detected with TUNEL method．Results：The serum levels of Crea and Urea in group IlI at different timepoint were 

lower than those in groupⅡsignificantly(P<0．05)．The expressions of Bcl一2 protein and PI of renal tubular epithelia cells in groupⅢat 

different timepoint were more than those in groupⅡsignificantly(P<0．05)and the expressions of Bax protein and AI of renal tubular ep— 

ithelia cellsin group 1~lessthanthosein groupⅡsignificantly(P<0．05)．Conclusions：BM—MSCs can promote cell proliferation and sup一 
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press apoptosis in kindey through up-regulating the expression of 

Bcl一2 protein and down-regulating the expression of Bax protein 

afterrenalIRI．thereby．decreasethe serumlevelsofCreaandUre— 

a．and promote the renal fllnetional repair． 

【Key words】Bone marrow mesenchymal stem cells；Kidney；Is— 

chemia—reperfusion injury；Transplantation 
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肾脏缺血再灌注(Ischemia—reperfusion injury， 

IRI)引起的急性肾功能衰竭是临床上常见的问题， 

因为其治疗措施有限，死亡率大约为 30％～50％ll1。 

IRI过程中存在肾小管上皮细胞的坏死与凋亡，其 

功能的恢复依赖于肾小管上皮细胞 的替代和再生口1。 

近年来，骨髓间充质干细胞(Bone marrow mesenchy— 

real stem cells，BM—MSCs)因其多系分化潜能而备受 

关注 ，并用于肾脏 IRI的研究 ，结果显示 BM—MSCs 

移植对 IRI肾脏具有保护作用，但对于其保护作用 

机制尚存在争议。本研究旨在观察 BM—MSCs对IRI 

肾脏细胞增殖与凋亡及凋亡调控基因 Bcl一2和 Bax 

表达的影 响 ，探讨 BM—MSCs对 IRI肾脏 的保护作 

用机制。 

1 材料和方法 

1．1 主要 材料 

TUNEL细胞凋亡原位检测试剂盒(Roche公司)，PCNA、 

Bax和 Bcl一2抗体(Santa Cruz公司)，Percoll淋巴细胞分离液 

(Pharmacia公司)，DMEM培养基和胎牛血清(Gibco公司)， 

DAB显色试剂盒和 HRP标记羊抗兔 IgG(武汉博士德)。 

1．2 方法 

1．2．1 实验动物 健康新西兰大白兔(6～8周龄，体重 1．5±0．4 

kg)45只，由第三军医大学附属新桥医院实验动物中心提供。 

1．2．2 兔肾脏冷缺血再灌注损伤模型的建立及分组 游离 

双肾及。肾动静脉，显露腹主动脉及腔静脉；切除右 肾，肾动静 

脉残端分别插入导管并固定 ；分别于肾动静脉上下方阻断腹 

主动脉和腔静脉，经右肾动脉导管注入 0-4~C生理盐水灌洗 

左肾至色泽苍白、右肾静脉导管引流液清亮；阻断左肾动静 

脉，开放腹主动脉和腔静脉；采用原位低温保存装置保存左 

肾，1 h后左肾血流复灌。45只兔随机均分为 3组(n=15)：假 

手术组(I组)：方法同上 ，切除右肾，经肾动脉导管注入 1．0 

ml生理盐水，其余血管均不阻断；对照组(Ⅱ组)：左肾血流复 

灌后经肾动脉导管注入 1 ml生理盐水；肾移植组(Ⅲ组)：左 

肾血流复灌后经肾动脉导管注入培养的自体 lml BM—MSCs 

悬液(约 2×10 个细胞 )。 

1．2．3 免 BM—MSCs的取材、分离及培养 于兔后肢胫骨抽 

取骨髓血 3 ml，加入 PBS中，制成细胞悬液，以 1．073 g／ml Per— 

col1分离液密度梯度离心分离，将获得的细胞接种于含 10％胎 

牛血清的 DMEM培养瓶，置于 37~C，5％CO：培养箱中培养， 

48 h后弃掉未贴壁的细胞，当贴壁细胞生长至 80％融合时进 

行传代培养，通过多次传代对细胞进行纯化。通过台盼蓝拒染 

实验测定细胞活力。离心收集第 3代兔 BM—MSCs，调节细胞 

密度为 1 x 107个 ／ml备用。 

1．2．4 标本采集及检测指标 分别于术后 3、7、14 d 3组各 

随机取 5只兔采血并处死兔，取肾脏标本，制作石蜡切片。经 

耳缘静脉采血，酶联法检测血清肌酐(Crea)和尿素(Urea)，观 

察肾功能情况；同时取肾组织 ，严格按照说明书操作进行增 

殖细胞核抗原(PCNA)、Bcl一2、Bax免疫组化染色，TUNEL法 

检测。肾脏凋亡细胞。计算 Bcl一2、Bax含量：胞浆中有棕黄色 

颗粒者为 Bcl一2，Bax阳性细胞，每组于肾皮 一髓质交界区的 

肾脏皮质内区和肾脏髓质外区各随机取 5个无重叠高倍镜 

视野(400倍)，用 IPP6．0图像分析软件进行定量分析，测量 

棕黄色反应物信号的累积光密度(IOD)来分析 Bcl一2，Bax的 

蛋白表达的水平；计算肾小管上皮细胞增殖指数(Proliferating 

cell nuclear antigen index，PI)和凋 亡指数(Apoptosis index， 

AI)：细胞核中有棕黄色颗粒者为凋亡阳性细胞或增殖阳性 

细胞，在 400倍的光镜视野下，于各组肾皮 一髓质交界区的 

肾脏皮质内区和肾脏髓质外区各随机选择 5个无重叠视野， 

计数凋亡或增殖阳性细胞，以肾小管凋亡和增殖阳性细胞数 

占整个视野总肾小管细胞数的百分比的平均值作为肾小管 

上皮细胞 AI或 PI。 

1-3 统计学方法 

所有统计计算由 SPSS 13．0软件完成。所有数据以均 

数 ±标准差( ±s)表示。采用单因素方差分析进行两组及多 

组样本均数的比较 ，在均值间作两两成对 比较为 SNK(Stu— 

dent—Neuman—Keu1)法(各组方差齐时)或 Dunnett’S C法(各 

组方差不齐时)。P≤0．05表示差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 BM—MSCs的体外分离培养 

BM—MSCs分离接种后 3．5～4 h可 以见到小 的 

圆形细胞贴壁。原代培养第 1 d可见多数贴壁的圆 

形细胞中散在有少数多角形或梭形细胞，有数个突 

起类似成纤维细胞。第 3 d时梭形细胞显著增多(图 

1) 大约 11～14 d细胞形成单层，融合率≥90％，呈 

现漩涡或同心圆状排列(图2)。BM—MSCs传代细胞 

其细胞贴壁时间和增殖速度均快于原代培养 ，约2 h 

开始贴壁，培养约 9 d即相互接触形成单层。每次传 

代培养的 BM—MSCs对数增殖期约为 2～4 d，在1～4 

代增殖能力较强 ，随着传代培养代数的逐渐增加， 

生长速度呈逐渐减缓 的趋势 。因此 ，我们使用增殖 

能力较强的第 3代 BM～MSCs。上述实验细胞具有 

多系分化能力 ，结果另行发表 ，表 明本实验获得的 

细胞为骨髓来源的干细胞【3j。 

2．2 肾脏组织Bcl一2和 Bax蛋白的表达情况 

正常兔 肾组织 (I组 )Bcl一2和 Bax蛋 白表达量 

都很少，缺血再灌注后肾组织 Bcl一2和 Bax蛋白阳 

性表达细胞数明显增多，主要位于肾皮一髓质交界 

区的。肾脏皮质内区和 肾脏髓质外区的肾小管各段 ， 
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肾 小 球 和 肾 问 质 内偶 见 阳 性 细 胞 。 各 组 肾组 织 B c ] 一

2 和 B a x 蛋 白的 I O D ( s u m )结 果 见 表 1 和 表 2 。

2 ． 3 肾 小 管上 皮 细 胞 P I 和 A I 的 测 定 结 果

对 肾 组 织 进 行 P C N A 免 疫 组 织 化 学 染 色 和

T U N E L 法 检 测
。

肾脏 组 织 凋 亡 细 胞 ， 阳性 细 胞 细 胞 核

呈 棕 黄 色 或 棕 黑 色 。 各 组 均 可 见 数 量 不 等 的 P C N A

和 T U N E L 阳 性 细 胞 ， 主 要 位 于 肾皮 一 髓 质 交 界 区 的

。

肾脏 皮 质 内 区 和 肾脏 髓 质 外 区 的 肾 小 管 各 段 ，

。

肾小

球 内偶 见 阳 性 细 胞 。 各 组 不 同 时 间 点 肾 小 管 上 皮 细

胞 P I 和 A I 比 较 结 果 见 表 3 和 表 4 。

2 ． 4 肾功 能 的 测 定

兔
。

肾脏 I R I 后 ， 血 清 肌 酐 和 尿 素 均 明 显 升 高 ， 在

Ⅱ 组 缺 血 再 灌 注 后 第 3 d 肌 酐 高 达 ( 3 2 6 ． 6 + 2 0 ． 0 )

I, z m o l ／L
， 尿 素 高 达 (2 2 ． 6 ±2 ． 6 ) m m o l ／L ；之 后 恢 复 缓 慢 ，

到第 7 d 分 别 为 ( 3 2 0 ． 4 _

+ 1 4 ． 9 ) I~ m o l／L ( 肌 酐 ) 和 ( 1 8 ． 6 ±

l _3 ) m m o l ／L ( 尿 素 ) ；到 第 1 4 d 仍 高 达 ( 2 7 8 ． 6 ± 1 6 ． 9 )

Ix m o l／L ( 肌 酐 ) 和 ( 1 7 ． 4 ± 1 ． 0 ) m m o l／L ( 尿 素 ) 。 而 在 Ⅲ

组 ， 虽 然 肌 酐 和 尿 素 也 升 高 ， 但 其 升 高 幅 度 要 小 于 Ⅱ

组 ， 在 监 测 的 各 时 间 点 ， 其 肌 酐 和 尿 素 均 低 于 Ⅱ组 ，

差 异 有 统 计 学 意 义 (P < 0 ． 0 5 ) 。 见 表 5 。

图 1 原 代 接 种 后 第 3 d B M — M S C s 的 图 2 原 代 接 种 后 第 1 1 d 免 B M — M S C s 的

生 长 ( ×2 0 0 ) 生 长 ( x ] 0 0 )

表 1 不 同 时 间点 各 组 肾组 织 B c l 一 2 蛋 白含 量 (I O D ( s u m ) )(L , -

s )

注 ：
“与 I 组 比较 ， P < 0 ． 0 5 ；

。 与 II 组 比较 ， P < 0 ． 0 5

表 2 不 同 时 间 点 各 组 肾组 织 B a x 蛋 白含 量 ( I O D ( S U I l l ) )(互± s )

注 ：
。 与 I 组 比较 ， P < 0 ． 0 5 ；

。 与 Ⅱ组 比较 ， P < 0 ． 0 5

表 3 不 同 时 间 点 各 组 肾小 管上 皮 细 胞 P I ( ；± s 。 ％ )

注 ：
。 与 I 组 比较 ， P < O ． 0 5 ；

} 与 lI 组 比较 ， P < O ． 0 5

表 4 不 同 时 间点 各 组 肾小 管上 皮 细胞 A I ( x + s ， ％ )

注 ：
n 与 I 组 比较 ， P < 0 ． 0 5 ；

‘

与 II 组 比较 ， P < 0 ． 0 5

?
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注： 与Ⅱ组比较，P<O．05 

3 讨 论 

。肾脏 IRI的恢复需要丢失肾小管上皮细胞的 

替代和再生【7_。到目前为止，大量的实验研究结果提 

示肾脏损伤的自体修复机制主要通过肾小管上皮 

细胞的去分化和增殖参与坏死凋亡的肾小管上皮 

细胞损伤修复 6l。随着对成体干细胞可塑性的认 

识，许多实验室已经报道了骨髓来源的干细胞能够 

向上皮细胞分化_7I。临床上也有报道骨髓来源的细 

胞分化成 了肾小管上皮细胞嘲。 

对 BM—MSCs的可塑性研究中，国内外多家实 

验室都报道了其具有多系分化能力，能够分化成成 

骨细胞 、脂肪细胞 、造血细胞 、内皮细胞 、肝细胞 、心 

肌细胞、骨骼肌细胞和神经细胞等 3个胚层的组织 

细胞。Morigits]报道 了在系 阴性的骨髓来源的细胞 

中，HSCs移植只有很小程度的改善肾组织损伤，而 

BM—MSCs能够明显改善肾功能 ，是参与肾小管修 

复和肾功能改善的主要细胞群体。全骨髓移植不能 

改善缺血模型中损伤的肾功能，这可能与全骨髓中 

BM—MSCs数量非常少有关 ，提示在保护改善 肾功 

能时需要大量移植或动员 BM—MSCs。因此，目前为 

止的研究结果提示在严重的肾小管损伤性疾病中， 

BM—MSCs移植是可能行之有效的治疗方法。我们 

在实验 中也发现 BM—MSCs移植组(1lI组 )肾组织损 

伤明显轻于缺血再灌注组(Ⅱ组)。肌酐和尿素低于 

缺血再灌注组 (Ⅱ组)，差异有统计学意义(P<0．05)， 

说 明 BM—MSCs移植能够减轻缺血再灌注引起的肾 

小管损伤，改善肾功能。 

多家实验室利用动物缺血再灌注模型，均报道 

了BM—MSCs能够明显改善肾功能，但对 BM—MSCs 

在改善。肾功能的治疗机制说法不一。 

早期几家实验室都报道了BM—MSCs在肾小管 

损伤模型中能够分化成肾小管上皮细胞和血管内 

皮细胞。在男性患者接受的女性供者的肾脏中，可 

以检测到Y染色体阳性的肾小管细胞，提示来 自肾 

脏之外的细胞进入到肾小管，Y染色体阳性的。肾小 

管细胞的阳性率为 0．6％～6．8％r91。Richardl 0】报道结 

果显示：接受了雄性供体小鼠骨髓移植的雌性小鼠 

肾组织中发现带有上皮细胞标志的 Y染色体阳性 

肾小管细胞 ，在。肾小管的比例达 7．9％。同期，Lin等[41 

报道了有少量骨髓来源的细胞参与了肾小管上皮 

细胞的修复。这些实验结果都一致地提到了骨髓干 

细胞 ，尤其是 BM—MSCs移植能够 明显改善肾小管 

损伤和肾功能，机制为 BM—MSCs分化成肾小管上 

皮细胞和血管内皮细胞直接参与肾小管损伤 的修 

复，但对移植的骨髓干细胞直接参与修复’肾小管上 

皮细胞的程度．不同实验室的结果并不一致。 

另外有些研究者认 为 ，BM—MSCs移植能够明 

显改善肾小管损伤和肾功能，不是通过直接分化成 

肾小管上皮细胞和血管内皮细胞 ，而是依赖复杂调 

控的旁分泌机制改善和促进。肾脏的内源性增殖修 

复。Florian Togel等I“ 报道，经过 BM—MSCs移植治 

疗 ，损伤一周时。缺血再灌注模型大鼠的肾脏在炎 

症 、脉管以及坏死的肾脏组织方面都得到改善。移 

植组大鼠的肾脏可以明显观察到增殖细胞增多，坏 

死组织减少 ，炎症细胞浸润程度减轻 ，这些结果在 

同样条件下 以同源性成纤维细胞 治疗 的大 鼠中是 

无法检测到的。在 BM—MSCs移植后 24 h，能够检 

测到炎症 因子 IL一113、TNF— 、1FN一 和 iNOS显著 

减少 ，而抗炎症因子 IL一10和 bFGF、TGF一 和 Bcl一 

2表达上调。他们认为 BM—MSCs不是通过分化为 

靶细胞 (包括 。肾小管上皮细胞和血管内皮细胞 )发 

挥效应，而是依赖于复杂调控的旁分泌，为后期。肾 

脏的修复起着重要作用。BM—MSCs移植通过减轻 

损伤肾脏炎症反应 ，改善和促进肾脏的内源性修 

复，是 BM—MSCs对 IRI肾脏保护作用的重要机制之 

一  这也可能是 BM—MSCs移植而非造血干细胞移 

植治疗急性肾小管损伤有效的原因之一。同时 BM— 

MSCs还能够分泌许 多生长因子 ，参与促进内源性 

。 小管上皮细胞增殖修复 2】。 

我们在实验 中进行 Hoechst33342标记的 BM— 

MSCs移植(Ⅲ组)。荧光显微镜下观察心脏 、肝脏、 

脾脏和肺脏组织内均未见 Hoechst33342阳性细胞， 
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肾脏有Hoechst33342阳性细胞，主要分布在损伤严 

重的肾皮一髓质交界区的肾脏皮质内区和肾脏髓质 

外 区，这说明经腹主动脉移植 的 BM—MSCs具有感 

应局部微环境并优先迁移到受损部位的能力，与文 

献报道一致【。31(结果另行发表)。通过免疫组化染色 

发现，位于肾小管上皮组织的 Hoechst33342阳性细 

胞还能表达肾小管上皮细胞比较特异的标志蛋白 

CK18~ ，说明移植的 BM—MSCs有向肾小管上皮细 

胞转化的趋势或已经转化为肾小管上皮细胞。从而 

参与肾小管的修复。但 BM—MSCs向肾小管上皮细 

胞转化直接参与肾小管的修复是否是唯一的机制 

呢?我们检测的肾小管细胞增殖的结果显示：肾小 

管细胞增殖的数量明显大于 BM—MSCs转化的肾小 

管上皮细胞数量。比较合理的解释就是：除了移植 

的外源性 BM—MSCs向肾小管上皮细胞转化参与 

肾小管的修复，还有其他细胞参与肾小管的修复。 

BM—MSCs移植(Ⅲ组)与缺血再灌注(11组)比较， 

前者 Bax蛋白表达和TUNEL检测的凋亡细胞数明 

显低于后者 ，Bcl一2蛋 白表达及 Bcl一2／Bax比值明显 

高于后者．说明BM—MSCs移植能够通过影响Bcl一2 

和 Bax蛋 白的表达抑制细胞凋亡 ．促进细胞增殖 ， 

从而促进肾小管的内源性修复，包括：保护残存的 

肾小管细胞，使其免于凋亡；促进残存的肾小管细 

胞增殖 ；动员骨髓干细胞迁移入 肾分化为肾小管细 

胞 ；促进肾内可能存在的干细胞增殖分化为。肾小管 

细胞。 

因此，我们认为 BM—MSCs移植能够明显改善 

肾小管损伤和肾功能，其可能的机制包括：抑制肾 

小管上皮细胞的凋亡，促进肾小管上皮细胞的增殖 

参与内源性修复，移植的 BM—MSCs转化为肾小管 

上皮细胞参与修复。对 BM—MSCs移植的治疗机制 

不能单纯地理解为哪一种，而应该理解为是上述不 

同机制共同作用的结果。 

尽管 BM—MSCs移植对于肾脏 IRI有治疗作 

用，但在应用过程中仍存在许多问题，包括移植的 

BM—MSCs数量有限，而且移植的 BM—MSCs在体内 

损伤部位的内环境不利于其继续生存 ，增殖受到抑 

制，凋亡加快，甚至被机体参与炎症反应的中性粒 

细胞及巨噬细胞识别清除，从而到达损伤部位的 

BM—MSCs数量减少，发挥的治疗作用受到限制。因 

此，在不增加 BM—MSCs的前提下提高其治疗作用 

具有重要的意义。因此，在下一步的研究中，那就需 

要采取措施促进 BM—MSCs向损伤部位快速迁移 ， 

延长其存活时间，并促进其增殖分化，从而提高其 

治疗效果。 
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