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一 种温度控制的鼠近曲小管细胞系 介绍一种温度控制的鼠近曲小管细胞系 

中田分粪号 R318．16 

基础医学皖生物教研宣三兰兰’ ．_兰 k ·／ 

温度控制为条件的鼠肾近曲小管细胞系由美 

国犹他大学霍华德—休斯医学院Jean--MarcLa， 

Lalouel M．D，人类遗传学实验室所建立“ ，已培 

养30余代未见丧失肾近曲小营细胞的特性，目前正 

在用于血管紧张肚醇一血管紧张肚原系统与原发 

性高血压的生理学及基因突变分子了生物学研究， 

因此该细胞系在基础与临床研究是非常有价值的． 

1 温度控制为条件的鼠肾近曲小管 
细胞系(tsmpt)~建立 

用卜-干挠素( intefferon，r一瑚F)诱导，经 

精基因(tsAr8)后携带有温度敏感的sv40大T抗 

原(Temperatuer sensitive large T antige of 

SV40)的雄鼠(trangenic mous e) 与雌鼠 

129／3vEv杂交，从子代鼠的肾皮质近曲小管细 

胞(Murine proximal tub~lets)培养获得温度条 

件控制的小鼠肾近曲小管上皮细胞系(tsMPT)，用 

k-培养基以常规数量细胞接种于培养瓶，87。c24小 

时培养细胞即附着，换培养基，加INF10#／ml，转 

移古5 CO，33。C下培养．传代后的细胞保持在古 

l0 小牛血清，青一链霉素及谷胺酰胺、INF 

10u／ml的DMEM培养基中．2～3天后用胰酶 

0．06 NEDTA消化，传代、若要诱导细胞分化，则在 

实验前48．~86／J,．时将培养基更换成不古INF，温度 

男，l∞5一o7出生，教授 

条件是39．C即可． 

2 tsMPT细胞系的生长特点 

在33。C温度条件下细胞生长分裂，该细胞经 

INF诱导有胞核内大T抗原的表达特点．当在39"C 

条件不大T抗原表达下降，在l8小时即不能被检测 

出。一般用正常近曲小管上皮细胞培养少数几代 

后，细胞即停止分裂，不能繁殖，而t8MPT由于病 

毒DNA的表达 ，使细胞不能分化，持续分裂，但 

它又具有近曲小管细胞的特点，故形成可长期培养 

的有温度条件控制的细胞系． 

当tsM 咖 胞生长时见细胞集合成团 (do． 

meB)现象，是细胞阃的紧密连接所致．这是上皮细 

胞特征之一，该细胞碱性磷酸酶、碳酸酐酶Ⅳ均为 

阳性．在3 3。C对，细胞扁平有极性，有单层，有时 

也有多层．转移至3。。C时细胞进人分化状态，电镜 

下可见线粒体增加，细胞顶端微绒毛清晰可见，这 

是肾近曲小管细胞的特征．在细胞生理方面该细胞 

具有Na 一Na’一D一葡萄糖及Na’一脯氨酸等的 

同向运输交换．近曲小管细胞与体内大量Na ，碳 

酸氢盐及水价等重吸收有关，它是体内Na’及体{葭 

平衡的重要部位．该细胞具有甲状旁腺素，血管紧 

张肽II(angiotesinII)，多巴胺(dopamine)等重要 

激素受体．通过甲状旁腺素刺激(而不是精氨酸后 

叶加后素1可使胞内产生第二信使cAMP．因 

此，tBMPT细胞是来源于肾近曲小臂上皮细胞而 
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不是肾集合管细胞．该细胞系用于生理学基础研究 测试 
是非常有价值的。 

3 SV40大T抗原的桂测 

将33。C，INF诱导的细胞溶解．按100~1细胞溶 

解 液 加5 m1抗 大T单 隆 抗 体 及 蛋 白 酶A S． 

epherose(2 1)，x SDS—PAGE电泳，将分离的蛋 

白带进行Western印迹分析 SV409~个抗原分子量 

为84KD． 

用免疫细胞化学方法也对SV40大T抗原进行 

检测．鼠单抗和免抗鼠多抗实验．萤光显镦镜下可 

见在33。C培养的细胞大T抗原于细胞核内．而转移 

至39。C培养的细胞大T抗原的荧光标记减弱甚至 

不能检测．提示抗原降解． 

4 钠依赖的物质运输 

近曲小客的细胞一个重要特征Na 依赖的物 

质运输．如N8 piD一葡萄糖．氨基酸等。当有口一 

甲基一D一毗喃葡萄糖苷、磷酸(pi)及l-脯氨酸三 

种物质进行试验．当三种物质运输在低水平时提示 

细胞Na 缺乏．而三种物质运输在高水平时细胞生 

率降低。用磷酸单蚁酸(Phosphonoformic acid) 

处理将导致49．9 磷酸摄取抑制．由5mM砷酸(at- 

senate)将导致75％磷酸摄取抑制． 

5 胞内环磷酸腺苷(cAMP)的检测 

由甲状腺素(parathyroid hormone pTH)的 

作用 l起肾近曲小管细胞内第二信使cAMP的产 

生。对照肾曲小和及肾集合管细胞内cAMP的产 

生主要靠精氨酸后叶加素(8rginine vasoperssin, 

AVP)~Jl激。用5×10 M PTH作用于协MP个细胞 

可见胞内cAMP显著增加．但同样浓度的AVP验， 

cAMP却无变化。 

6 碳酸酐酶Ⅳ的证实 

碳酸酐酶N(Ca~omc anhydrase isozy． 

men、cAN)位于肺部及肾近曲小管刷状缘膜处． 

通过该标志酶来确认tsMPT 用Western Ep迹分 

析tsMPT细胞粗制液液表明膜上有CA一Ⅳ存在， 

且分子量为34KD。 免疫细胞化学测示CA一Ⅳ 

在33。C及39。C培养的细胞都有分布。 

7 tsMPT细胞血管紧张肽原RNA的 

在肝及其它组织证实可合成血管紧张肽 

原(An otersinogen，AgO在肾脏主要分布在肾近 

曲小管“ 。在39。C培养的分化细胞．可经转录形成 

AgtmRNA·经逆转录PCR(RT--PCR)可预期获 

得AgtmRNA． 一 

8 小结 

美屋J．M．L实验正在致力于血管紧张肽 

原(AgO基因变异与高血压盐敏感研究．Agt是血 

管紧张肽酶(renin)的底物．者被催化成血管紧张 

肽Ⅱ(angtotesinⅡ)，该物促进近曲小管对Na 的 

重吸收。而Na 重吸收的异常相关于Agt的产生。 

这被认为是原发性高血压的可能原因之一．为此该 

实验室建立了tBM 蜘胞系进行基础与临床及分 

子生物学研究。Havertg“ 报道了类似的细胞系． 

但设有温度条件限制，细胞也不能分化。 

总之．tBMP|r细胞系有如下特点①细胞生长 

有极性，细胞顶端有微绒毛．细胞生长分裂可形成 

dome8提示细胞间有紧密连接的形成，这是上皮细 

胞的特征．②具有位于刷状缘质膜的碳酸酐酶Ⅳ， 

这是近曲小管细胞的标志酶．④具有Na 依赖的 

Pi．D一葡萄糖， 氨酸的运输这是肾近曲小管 

细胞基本生理功能．④对PTH著作用而不是AVP 

的作用于膜受体在胞内产生二信使cAMP证明该 

细胞系是近曲小管而不是远曲小管或集合臂细胞。 

⑤最有说服力的是胞内可测出血管紧张肽原的存 

在。直接与肾近曲小管上皮对Na 重吸收有关．以 

上从形态生理生化及mRNA水平证明tsM r细胞 

系是非常典型近曲小瞥上皮细胞系． 

(致谢：J—M Laloue博士及要Mahmoud~人培予有 

关赍料)． 
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