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肾小球系膜细胞的培养及内皮素对其作用的观察
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孙慧勤 谁怡然 (第三军医大学基础部病理解剖学教研室 ) 6 3。。 3 8

近年的有关研究认为肾小球系膜细胞 ( m e s a n g ial
。 e ll

,

M C )是一种多功能细胞
,

在许多肾小球疾病中处

于中心地位
,

而 M C 的体外培养
,

则是一起步较 晚
、

难

度较大的技术工作
。

1 9 7 5年 iF s h 等
「’二
首先培养分离成

功 M C ; 国内湛贻璞等
「2二1 9 8 7 年也成功地培养出大 鼠

M C
,

从而为 M C 的研究提供了捷径
。

内皮素 ( e n d o t h e -

h n ,

E T )是 1 9 8 8 年发现的一种以强烈缩血管为特征的

短肤 〔3三 ,

与肾脏有密切关系
,

但其作用机理不清
。

本文

应用 M C 的培养方 法
,

观察 了 E T 对大 鼠 M C 的收缩

与增殖作用
,

以探讨 E T 在 肾脏疾病 中的可能作用机

制
。

材料与方法

1
.

1 M C 的少吝养

参照湛贻璞等 [ , J的方法进行
。

w i s t a r
大鼠

,

体重一0 0 ~ 1 5 0 9 ,

雌雄不拘
,

5 只 /次
,

麻醉后于无菌条件下取出双 肾
,

分离肾皮

质
,

剪碎后研磨
,

经 6 0 目 ( 2 5 0 拌m )
、

1 5 0 目 ( 1 0 0 拜m )
、

2 2 0 目 ( 7 0

拌m )的不锈钢筛网过筛
,

最后 收集 22 。 目筛网之上的肾小球
,

经 0
.

1 % 胶原酶 ( S i g m
a
公司产品 )于 3 7 C 水浴中消化 2 5 m in

左右后
,

以 15 % 小牛血清一 R P M I 1 6 4 0 完全培养基 (含胰岛素

0
.

6 s U / m l
,
p H 7 ~ 7

.

3 )悬浮肾小球于 3 7℃
、

s % C O
:

的孵箱中

培养
。

一般于第 5 ~ 7 天肾小球贴壁率达 70 %
一
时作首次换液

,

以后每 2 ~ 4 日换液一次
,

待 3 ~ 4 周 M C 长满培 养瓶 (皿 )底

时
,

以 。
.

1 25 %胰蛋白酶消化传代
,

选用传代培养 1 次后 的 M C

进行本实验研究
。

1
.

2 少吝养的 M C 鉴定

将生长 于载玻片上的原代
、

亚培 养 l 代的 M C 经 P B S 洗涤

后 固定
,

分别用抗
a ct ine

、

抗顶 因子抗体作间接免疫荧光染色
,

以及常规扫描电镜制样后摄相
、

观察
。

1
.

3 E T 引起 M C 的收 缩试验

参照 F a n
d

r e y 等仁` 」的方法
,

于 实验开始前以温 H a n k
` s
液

洗培养皿内的 M C 两次
.

在 37 ℃条件下
,

选定一观察区域摄相

(记为 。 时 )
,

加入含 E T ( S ig m
a
产品

, l庙用前配制 ) 5 n
m

o
l / L 的

H a n
k
` s
液

,

通过连续摄相 (一般 I旬隔 2 m i n )
,

记录 E T 作用下

M C 形态的变化
。

独立重复上述实验 3 次
。

1
.

4 E T 促 M C 的增殖试验

用 0
.

1 25 %的胰酶将长满的 M C 从 瓶壁上消化下 来
,

离心

并以无血清 R P M I一 1 6 4 0 调节其浓度达 1护 个细胞 /m l( 经台

盼兰染色
,

着色细胞除外 )
,

按 。
.

l m l ( 1少 个细胞 )/ 孔的量转入

9 6孔微量培养板内生长 ( 37 ℃
,

5 % C O
Z

)
。

24 h 后
,

大部分细胞

同步于 G
,

期
,

此时分别加入不同浓度的 E T
,

使其终浓度各为

0
.

1
、

l
、

5
、

1 0
、

1 0 0 n m o
l / L ( E T r高用前以无血清培养基稀释 )

,

以

等量无血清 1 6 4。 培养基作为对照
,

各浓度均设 10 个平行孔 ( ,:

一 1。 )
,

置孵箱孵育 12 h 后
,

再加入
’

H
一

T d R (中国科学院原子能

研究所产 品 )0
.

5 科 iC /孔
,

孵育 48 h 后
,

消化
,

D Y Q I 型多头细

胞 收集器 (浙江绍兴产 品 )收集 M C 于 49 型滤纸上
,

纸片经烘

干 后置入 含闪烁液 (P P O 5 9
,

P O P O P 0
.

4 9
,

二甲苯加至 1

升 )5 m l/ 瓶的闪烁瓶 中
,

用 L K B 一 1 2 1 7 型液闪仪 (荷兰产 品 )

检测其放射性强度
,

结果以测得各孔的
c p m 值表示

。

1
.

5 统计方法

数据以均数 士标准差 ( 历 士 ` )表示
,

以本校数学教研室提

供的 P D A 一 2 统计程序作单因素方差分析
,
尸 < 。

.

05 为差异

显著
,

尸 簇 。
.

01 为差异非常显著
。

2 结果

2
.

1 M C 的培养

经 1 5 0 目过 筛后 的肾小球几乎可完全脱去肾小球囊腔
,

0
.

1 %胶原酶消化后 90 %以上的肾小球可除去脏层 上皮
。

原代

培养 3 日左右便有 10 %
’

肾小球贴壁
,

M C 呈放射状从肾小球中

长 出并可形成结节性突起 ( H ill co k s )
,

一般 3 ~ 4 周时 M C 便可

长满
。

2
.

2 M C 的鉴定

培养的 M C 呈梭形
、

星 形及三角形
,

胞核椭圆形
,

位于中

央
,

胞质向外伸出数个长 短不一的突起 (图 1 )
,

密集生长时
,

可

出现重叠 生长现象 ( 图 2 )
。

原代及亚培养 l 代的 M C 经抗
a c -

it n e
抗体间接免疫荧光染色显示胞浆阳性

,

抗通 因子抗体染色

阴性
;
S E M 见细胞表面微绒毛极少

,

而可见胞浆局 部隆起 (可

能由微丝束形成 )
。

上述结果表明所获得的细 胞为 M C
。

2
.

3 E T 引起 M C 的收缩试验

加入 E T (5 n
m ol / L )后约 2 m i n

时
,

出现可见的细胞收缩

变化
,

胞突变细变短
;
以后变化逐渐明显

,

18 m in 时
,

细胞形态

变化最为明显
:

胞突回缩
、

胞体变圆
,

细胞长度与直径均明显缩

小 (图 3 )
。

2
.

4 E T 促 M C 的增殖试验

加入 E T 后
,

M C 的 4 8 h
’
H

一
T d R 掺入显 著增 加

,

与对照
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并逐步加强
,

提示 E T 有降低 G F R 的可能性
。

活体情

况下
,

M C 的收缩可 引起与之相连的毛细血管管腔直

径的缩小
,

从而调控肾小球血流并减少肾小球有效滤

过面积
,

导致单个 肾小球 滤过率 (S N G F R
,

S N G F R ~

kf
·

P u F
,

其中 kf 为超滤系数
,

是有效滤过面积与有效

水通 透 性 的 乘 积 ) 的 降低
。

这 在 急性 肾功 能 衰 竭

( A R F ) 的发生中尤为重要
。

M C 对 E T 刺激的慢性反

应是发生增殖
,

本文 E T 作用下 48 h M C 的
3
H

一

T d R

掺入量的明显增加说 明了这种反应的强度
。

M C 的增

生
,

不但增多的细胞会对外 围的毛血血管造成挤压甚

至使之闭塞而影响肾小球 的滤过率
,

而且增多的 M C

产生过多的基质
,

也会引起肾小球硬化的发生
。

我们在通过大鼠静脉注射 E T 后所致肾功能障碍

模型中的肾脏病理观察中已经发现
:

给 E T 后半小时
,

肾小球毛细血管丛缩小
,

管腔不易分 辨
,

肾功能降低
;

而至 48 h 后
,

则见 M C 增生
,

系膜 区扩大
,

而肾功能仍

未恢复 (待发表 )
。

本文结果也说明了活体实验中所见

的 M C 病理变化与 E T 的直接作用有关
。

E T 对 M C 的

作用
,

提示了 E T 在肾脏疾病中的重要性
,

已证 实
: ’

肾

脏是 E T 作用最敏感
、

来源最广泛的器官之一
,

血管包

括肾小球毛细血管内皮
、

上皮
、

M C 本身等均具有产生

与释放 E T 的能力 〔8卫。

缺血
、

缺氧
、

凝血酶
、

血管内皮的

损伤可促 E T 释放
,

并且组织缺血时可表现出增加的

E T 缩血管活性与其它毒性作用
,

任何以低灌注为特

征的紊乱都将激活和 /或增强 E T 的病理作用
’̀

·

8 。

因此
,

可以推断
:

多种致伤因子可以通过刺激 E T

的释放而影响 M C 的功能
,

M C 的收缩与增殖等病理

变化将导致肾脏功能等的改变
,

从而引起一系列的肾

脏疾病
,

其中尤以 A R F 等最为重要
。

预防 E T 的释放

以及采用拮抗 E T 效应的治疗方法
,

对临床 A R F 等多

种肾脏疾病的防治将具有重要作用
。

(本文细胞培养工作得到本室辛榕技师的热心指导
,

谨致

谢意
。

)

关键词 细胞
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培养的
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胃小球系膜
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内皮素
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9
9m T C 标记的 E l g M 测定正常大鼠枯否氏细胞补体受体清除功能

E v a l u a t i o n

i n 11 0 r m a l

o f t h e c l e a r a n c e f u n e t i o n o f K e C R w i t h 9 9m T C
一

l a b e l l e d E l g M

r a t s

陈 平 韩本立 (第三军医大学西南医院肝胆外科中心 ) 6 3 0 0 3 8

枯否氏细胞 ( K
u

p f f e r C e l l
,

K c )是机体十分重要的

防御屏障
,

C a l l e r y 实验证 明
,

当用氯化金L ( G 〔IC 12
)封闭

K c 吞噬功能后
,

即使全身免疫状况改善
,

但仍有极高

的动物感染死亡率
。

大量研究表 明
,

K c 通过其膜上补

体受体 ( C R )介导的吞噬功能
,

清除血循环中的细菌
,

对正常机体防御起重要作用
L̀

」 ,

因此测定 K C 补体受

体功能 ( K c C R )具有重要意义
.

本实验介 绍用
9腼 T C 标

记 lE g M 测定大 鼠 K c C R 清除功能
。


