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肾小管上皮细胞炎性损伤中的转分化－获得组织干细胞潜能的研究
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　　摘　要：目的　研究肾脏纤维化过程中转分化的肾小管上皮细胞获得的组织干细胞潜能。方法　体外建立局部肾素血管紧

张素（ＡｎｇⅡ）系统炎性环境下肾小管上皮细胞（ＮＲＫ５２Ｅ）转分化的细胞模型，观察其胚胎肾发育基因犘犪狓２和组织干细胞表面

标志ＣＤ１３３分子的表达和变化情况。结果　局部高浓度ＡｎｇⅡ可刺激ＮＲＫ５２Ｅ细胞表达犘犪狓２和ＣＤ１３３分子，其作用呈剂量

和时间依赖关系。结论　炎性损伤导致肾小管上皮细胞转分化后可获得组织干细胞潜能。
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　　进行性肾脏纤维化是各种晚期肾脏病的共同特征。大量

研究已经证实在这个过程中存在肾小管上皮细胞向间充质细

胞 的 转 分 化 （ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｎｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ，

ＥＭＴ）
［１２］，这一发现推翻了过去的传统观念：即上皮细胞是一

种终末分化细胞，一旦分化完成将终生保持该细胞形态。近年

来，人们一直致力于肾小管上皮细胞转分化的发生机制及意义

的研究，试图寻找能够延缓、甚至终止晚期肾脏病不可逆进展

的策略。

众所周知，在各种急、慢性损伤中，高浓度炎症因子环境是

导致损伤发生、发展的重要因素，近年来局部肾素血管紧张素

系统（ｒｅｎｉｎａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎｓｙｓｔｅｍ，ＲＡＳ）的作用已受到高度重视。

为此，本组体外建立了局部高浓度肾素血管紧张素系统（Ａｎｇ

Ⅱ）炎性环境下肾小管上皮细胞（ＮＲＫ５２Ｅ）转分化的细胞模

型，采用间接免疫荧光及流式细胞分析等技术，证实了炎性损

伤时成年肾小管上皮细胞可以通过转分化转化为组织干细胞，

获得干细胞的分化潜能。

１　材料与方法

１．１　材料　肾近曲小管上皮细胞系ＮＲＫ５２Ｅ，由中山大学附

属第一医院肾病实验室提供。

１．２　分组　细胞计数后，分别把２×１０６ 个肾小管上皮细胞接

种至各皿内，待细胞亚融合时，弃去选择性培养基，加入无血清

ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基同步化２４ｈ随机分为以下各组：（１）空白

对照组：加入无血清ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基；（２）ＡｎｇⅡ刺激组：加

入ＡｎｇⅡ刺激细胞；以１０
－７、１０－９、１０－１１ ｍｏｌ／Ｌ３个不同刺激

浓度和５、１０、１５、２０、２５、３０ｍｉｎ６个不同刺激时间点刺激。

１．３　细胞间接免疫荧光方法检测体外 ＡｎｇⅡ刺激各组犘犪狓２

蛋白的表达及其变化　在各刺激时间点固定细胞，以兔抗

Ｐａｘ２多克隆抗体和ＦＩＴＣ标记羊抗兔ＩｇＧ二抗孵育ＮＲＫ５２Ｅ

细胞，间接免疫荧光方法检测体外 ＡｎｇⅡ刺激各组Ｐａｘ２蛋白

的表达。

１．４　流式细胞术方法检测体外 ＡｎｇⅡ刺激各组中ＣＤ１３３的

表达及其变化　在各刺激时间点收集并固定细胞，制成单个细

胞悬液，以纯化小鼠ＣＤ１３３抗体及ＰＥ标记羊抗小鼠ＩｇＧ孵育

ＮＲＫ５２Ｅ细胞，流式细胞术检测体外 ＡｎｇⅡ刺激各组中

ＣＤ１３３的表达及其变化。

１．５　统计学处理　所有数据以狓±狊表示，根据方差齐性检验

结果，两组间比较采用独立样本狋检验。多组间比较采用单因

素方差分析或者ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓ犎 检验。所有数据均用ＳＰＳＳ

１０．０统计软件，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＮＲＫ５２Ｅ细胞在 ＡｎｇⅡ刺激下胚胎肾标志物犘犪狓２蛋

白的表达及变化　细胞间接免疫荧光结果显示，ＮＲＫ５２Ｅ细
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胞中犘犪狓２蛋白的表达水平对 ＡｎｇⅡ作用也呈剂量和时间依

赖关系。以不同浓度（１０－７、１０－９、１０－１１ ｍｏｌ／Ｌ）ＡｎｇⅡ刺激

ＮＲＫ５２Ｅ细胞１５ｍｉｎ，１０－９ｍｏｌ／Ｌ组犘犪狓２蛋白的表达达峰值。

用相同浓度的ＡｎｇⅡ刺激细胞不同时间，犘犪狓２蛋白表达刺激１５

ｍｉｎ时达到最高水平（见表１、２，图１、２）。

表１　　１０
－９ｍｏｌ／ＬＡｎｇⅡ刺激不同时间点Ｐａｘ２蛋白阳性细胞百分比（狓±狊，％）

组别 ０ｍｉｎ ５ｍｉｎ １０ｍｉｎ １５ｍｉｎ ３０ｍｉｎ

空白对照组 ０．００±０．００ ０．００±０．００ ０．００±０．００ ０．００±０．００ ０．００±０．００

ＡｎｇⅡ刺激组 ０．００±０．００ ０．０６±０．０１ ０．１５±０．０４ ０．２０±０．０６ ０．１６±０．０４

　　：犘＜０．０５，与空白对照组相比。

表２　　不同浓度ＡｎｇⅡ刺激细胞１５ｍｉｎＰａｘ２蛋白

　　　　阳性细胞百分比（狓±狊，％）

组别 １０－７ｍｏｌ／Ｌ １０－９ｍｏｌ／Ｌ １０－１１ｍｏｌ／Ｌ

空白对照组 ０．００±０．００ ０．００±０．００ ０．００±０．００

ＡｎｇⅡ刺激组 ０．０７±０．０４ ０．２０±０．０８ ０．０６±０．０２

　　：犘＜０．０５，与空白对照组相比。

２．２　ＮＲＫ５２Ｅ 细胞在 ＡｎｇⅡ刺激下组织干细胞标志物

ＣＤ１３３的表达及变化　ＮＲＫ５２Ｅ细胞在ＡｎｇⅡ刺激下可表达

组织干细胞标志物ＣＤ１３３，其表达变化呈剂量、时间依赖关系。

ＣＤ１３３在以１０－９ ｍｏｌ／Ｌ浓度 ＡｎｇⅡ刺激细胞１０ｍｉｎ时开始

表达，刺激１５ｍｉｎ时达高峰，刺激２５ｍｉｎ时表达消失。以

１０－７、１０－１１ ｍｏｌ／Ｌ的 ＡｎｇⅡ刺激细胞时，细胞不表达ＣＤ１３３，

见表３。

表３　　１０
－９ｍｏｌ／ＬＡｎｇⅡ刺激不同时间点ＣＤ１３３阳性细胞百分比（狓±狊，％）

组别 ０ｍｉｎ ５ｍｉｎ １０ｍｉｎ １５ｍｉｎ ２０ｍｉｎ ２５ｍｉｎ ３０ｍｉｎ

空白对照组 ０．００±０．００ ０．００±０．００ ０．００±０．００ ０．００±０．００ ０．００±０．００ ０．００±０．００ ０．００±０．００

ＡｎｇⅡ刺激组 ０．００±０．００ ０．００±０．００ ７．７８±５．０８ ２５．７０±７．９３ １４．００±９．５４ ０．００±０．００ ０．００±０．００

　　：犘＜０．０５，与空白对照组相比。

图１　　ＮＲＫ５２Ｅ细胞空白对照Ｐａｘ２免疫荧光染色（２００×）

图２　　１０
－９ＭＡｎｇⅡ刺激ＮＲＫ５２Ｅ细胞１５ｍｉｎ

Ｐａｘ２免疫荧光染色（２００×）

３　讨　　论

自Ｓｔｒｕｔｚ等
［１］于１９９５年首先证实在肾脏损伤过程中肾小

管上皮细胞可转分化为间充质细胞以来，ＥＭＴ在晚期肾脏病

持续进展中的作用已日益受到人们的关注。有研究显示，大约

有超过三分之一的间充质细胞起源于肾小管上皮细胞［３］。

诱导肾小管上皮细胞发生ＥＭＴ的机制是复杂的。局部

或循环中的细胞因子在肾小管上皮细胞发生逆向分化过程中

的诱导作用尤为令人重视。很多研究在集中探讨肾脏损伤时，

肾小管上皮细胞浸浴环境对ＥＭＴ的诱导，尤其是局部ＲＡＳ，

目前已被认为是一种重要的炎性介质系统。ＡｎｇⅡ是ＲＡＳ中

具有血管活性的主要肽类，也是炎症反应的一个关键因子，其

可诱导许多细胞因子和化学因子的表达，包括ＴＧＦ２β、肿瘤坏

死因子２α（ＴＮＦ２α）等
［４］。有研究表明在人类膜性肾病中，Ａｎｇ

Ⅱ可以导致肾脏的肌纤维母细胞激活
［５７］。本实验成功建立了

局部ＲＡ５炎性环境下肾小管上皮细胞（ＮＲＫ５２Ｅ）转分化的

细胞模型，为研究肾小管上皮细胞转分化的机制和生物学作用

奠定了基础。

犘犪狓２是泌尿生殖发育的早期调控基因，可在前、中、后肾

发育的全过程中有序地开启和表达，在发育和调控的过程中起

到重要的作用，被认为是胚胎肾的标志物之一。本组以往的实

验已经证实［８］，成年肾小管上皮细胞通过转分化可获得胚胎期

犘犪狓２的重新表达，这一现象提示发生转分化的成年肾小管上

皮细胞可能重新获得胚胎发育期的某些细胞生物学行为，获得

干细胞的增殖分化潜能，像组织干细胞一样表达组织干细胞表

面标志，旨在参与肾脏损伤的修复过程。

ＣＤ１３３分子是一个公认的干细胞表面标志。有研究证明

肾脏中的ＣＤ１３３＋细胞代表了一个多能的成体组织固有的干

细胞群体，具有有限的自我更新能力，可在体外扩增，并能够分

化成上皮细胞和内皮细胞，在肾脏损伤修复中起到比骨髓干细

胞更加重要的作用［９］。

本研究发现，ＡｎｇⅡ刺激ＮＲＫ５２Ｅ细胞（下转第１８２９页）
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活性在恢复期时增高更明显，这可能和 ＡＴⅢ、ＰＣ、ＰＳ的遗传

方式有关。ＡＴⅢ、ＰＳ为常染色显性遗传，而ＰＣ为常染色体

隐性遗传。本组资料显示，中老年患者比青年患者多，遗传性

的缺陷比后天获得性可能性小，即使同时存在 ＡＴⅢ、ＰＣ、ＰＳ

的遗传缺陷，但ＰＣ缺陷的发病率低，如果要达到一样的发病

率，ＰＣ缺陷就要有获得性外在因素，如术后、肾病、肝病、感染、

外伤等参与，而获得性因素受抗凝、抗感染、溶栓、扩张血管治

疗影响较大。所以恢复期的药物干预对ＰＣ缺陷影响大一些，

这可能也是ＰＣ活性在恢复期时升高明显，造成与健康对照组

之间差异无统计学意义的原因之一［７］。

脑梗死发生时，由于各种原因所致的局部脑组织区域血液

供应障碍，而使脑组织发生不同程度的不可逆性损伤，导致组

织缺血、缺氧性病变坏死，进而产生临床上对应的神经功能缺

失的表现。本组资料研究表明随着梗死面积的增大，ＡＴⅢ、

ＰＣ、ＰＳ活性呈不断降低的趋势，且差异均有统计学意义（犘＜

０．０５），表明在不同梗死范围的比较中，发现 ＡＴⅢ、ＰＣ、ＰＳ活

性与梗死范围密切相关，由于梗死患者均为与患者预后相关的

因素，因此，早期检测其活性可提高预后情况。脑梗死患者血

浆中ＡＴⅢ、ＰＣ、ＰＳ活性同时下降，导致抗凝及抗纤溶作用减

弱，使全血处于高凝状态，加速血栓形成，使梗死范围进一步扩

大，导致病情复发和加重。一种可能是部分患者自身有先天性

缺陷症，另一种可能是在血栓形成及发展过程中，动脉粥样硬

化斑块破裂，内皮细胞受损，使合成减少。同时组织因子释放，

参与抗凝血时被消耗。ＰＣ、ＰＳ活性的下降可能还与心磷脂抗

体的作用有关。其机制为心磷脂抗体与血浆ＰＣ及ＰＳ结合

后，竞争性抑制其与磷脂的结合，抑制了血浆ＰＣ及ＰＳ的活

性；其次心磷脂抗体与血浆ＰＣ结合后，可以抑制对凝血因子

Ⅴ的灭活作用，导致血栓形成
［８］。

综上所述，血浆 ＡＴⅢ、ＰＣ、ＰＳ在脑梗死患者中活性降

低，早期联合检测对脑梗死患者的判断预后及指导治疗具有一

定的价值。
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后，发生ＥＭＴ的细胞可表达胚胎肾的标志物犘犪狓２蛋白质，其

作用与细胞所受的 ＡｎｇⅡ刺激浓度与孵育时间有密切关系。

与此同时，这些细胞也呈现ＣＤ１３３分子的表达，表达变化呈剂

量和时间依赖性。ＣＤ１３３分子的表达趋势在时间上与犘犪狓２

蛋白的表达基本趋同，提示胚胎发育基因犘犪狓２与ＣＤ１３３分子

表达之间可能存在一定的序列开启关系。

因此本组认为炎性因子 ＡｎｇⅡ可刺激肾小管上皮细胞表

达胚胎肾的标志物犘犪狓２及组织干细胞的标志ＣＤ１３３分子的

现象，提示了肾小管上皮细胞在发生ＥＭＴ的过程中可能获得

了具有组织干细胞的潜能，其可能分化为肾小管上皮细胞，对

受损的肾小管起积极修复、参与肾脏组织结构的重建作用。然

而，对于晚期肾脏病来讲，肾脏最终仍然发生了肾小管间质纤

维化，从而导致肾小管间质纤维化的不可逆性。故而，本组认

为经ＥＭＴ后的肾小管上皮细胞可能具有不同的功能和命运，

ＥＭＴ组织干细胞向何种方向分化，可能取决于病变损伤的性

质、持续时间及肾脏局部的微环境变化，可能涉及复杂的基因、

信号调控系统，这些尚有待于今后更进一步的研究证实。
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