
第 !" 卷第 # 期
#""$ 年 % 月

&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&

中国当代儿科杂志
'()* +',*-./0 1.2)3-4

5,67!" 8,7#

9047#""$

!收稿日期"#"": ;"< ;"$#!修回日期"#"": ;": ;!=

!作者简介"张爱青$男$硕士$医师% 主攻方向&小儿肾脏病%

!通讯作者"甘卫华$主任医师$南京医科大学第二附属医院儿肾科$邮编&#!""!!%

'实验研究'

外源性结缔组织生长因子对人肾小管上皮细胞胶原
2

合成的影响

张爱青!甘卫华!丁桂霞!龚晶
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&&!摘&要"&目的&结缔组织生长因子('CDK)是一种重要的参与肾纤维化的细胞因子$为了进一步阐明外源

性'CDK的作用机制$该文探讨了外源性'CDK对人肾小管上皮细胞胶原
2

合成中的作用% 方法&将体外培养的

人肾小管上皮细胞 Ê

#

分为 > 组&

'

对照组#

(

'CDK小剂量组(终浓度为 #7< *RJ/B)#

)

'CDK大剂量组(终浓度

为 #" *RJ/B)% 用倒置显微镜观察细胞形态变化$HC]1'H检测 Ê

#

细胞胶原
2-

/H89水平的变化$免疫组织化

学方法观察 Ê

#

细胞胶原
2-

的表达% 结果&不同浓度的'CDK作用于 Ê

#

细胞 %$ (后$均可使 Ê

#

细胞由椭圆

形变为梭形% 大剂量'CDK刺激 Ê

#

细胞 %$ (后胶原
2-

/H89水平显著升高(7d"7"<)$大剂量'CDK组 Ê

#

细

胞胞浆表达胶原
2-

也显著增加(7d"7"<)% 结论& 'CDK在体外能够诱导人肾小管上皮细胞发生形态改变$大

剂量的'CDK刺激可以增加人肾小管上皮细胞胶原
2

的合成% !中国当代儿科杂志#!""##$"$!%&$## &$'""

!关&键&词"&结缔组织生长因子#胶原#肾小管上皮细胞

!中图分类号"&H;>>&&!文献标识码"&9&&!文章编号"&!""$ ;$$>"(#""$)"# ;"!$$ ;">

T8864.7)86P)960)+74)0064./B6./77+692)<.18-4.)2)04),,-960SSS7=0.167/7)81+Y

3-0260-,.+?+,-26*/.16,/-,46,,7

!"#$%#,IS,)<$ %#$*(,I"M1$ /K$%%M,IH,1$ %G$%F,)<./(01234()3567(8,132,9$(0'25@5<>$ &(95)8 #66,@,13(8 "5:0,I

31@56$1)B,)< J(8,91@-),=(2:,3>$ $1)B,)< #!""!!$ C',)1 (%1) *I"$ D41,@& E(,'M1<1)S>1'55.954.9))

&&>?7.2-4.& @?A64./B6&C,.a06,4.-(.4,6.,X.a,R.*,VTW,**.W-)[.-)TTV.R4,Y-( X3W-,4('CDK) )* -(.W,663R.*

2

TZ*-(.T)T,X(V/3* 4.*36-VUV634.0)-(.6)36W.666)*.̂ E

#

,) =,3257C6.1);7&'V6-V4.2 Ê

#

W.66TY.4.43*2,/6Z3TT)R*.2 -,

-(4..R4,V0T& 063W.U,]W,*-4,6$ 6,Y]2,T.'CDK]-4.3-.2 (#7< *RJ/B) 3*2 ()R(]2,T.'CDK]-4.3-.2 R4,V0T(#" *RJ/B)7

'.66/,40(,6,R)W36W(3*R.TY.4.,UT.4[.2 V*2.43* )*[.4-.2 /)W4,TW,0.7',663R.*

2-

/H89.a04.TT),* Y3T2.-.W-.2

VT)*RHC]1'H7P//V*,()T-,W(./)T-4ZT-3)*)*RY3TVT.2 -,3TT.TT-(.6.[.6T,X)*-43W.66V634W,663R.*

2-

04,-.)*7D67+,.7

&9X-.4%$ (4T,X6,Y],4()R(]2,T.'CDK-4.3-/.*-$ -(.300.343*W.T,X̂ E

#

W.66TY.4.W(3*R.2 X4,/,[36-,XVT)X,4/7̂ )R(]

2,T.'CDK-4.3-/.*-)*W4.3T.2 W,663R.*

2-

/H89.a04.TT),* ("7%%F! c"7"#:% [T"7#=== c"7"!!<#7d"7"<) 3TY.66

3T-(.04,-.)* .a04.TT),* ,XW,663R.*

2-

("7%":< c"7"":! [T"7><"> c"7"!>F# 7d"7"<) W,/034.2 Y)-( -(.063W.U,]

W,*-4,6R4,V07:)04,+7/)07&'CDKW3* )*2VW./,40(,6,R)W36W(3*R.T,X(V/3* 4.*36-VUV634.0)-(.6)36W.66T,) =,3257̂ )R(

W,*W.*-43-),* ,X'CDK/3Z)*W4.3T.-(.TZ*-(.T)T,XW,663R.*

2-

7

!:1/0E :)0.63*(6;/-.2$ !""#$ $" (!)&$## &$'""

&&F6= <)2;7&&',**.W-)[.-)TTV.R4,Y-( X3W-,4# ',663R.*# H.*36-VUV634.0)-(.6)36W.66

&&

2

型胶原是细胞外基质的主要成分$其合成和

降解的失衡是引起间质纤维化的直接原因之一% 目

前已经在多种肾脏疾病中发现外源性结缔组织生长

因子('CDK)作为一种重要的致损伤性的因子在肾

脏疾病的发生发展中起关键性的作用!!$#"

% 内源性

'CDK已经明确作为转化生长因子]

/

(CDK]

/

)的下

游因子参与其诱导的人肾小管上皮细胞转分化

(A@C)和细胞外基质的合成!>$%"

% 但关于外源性

'CDK对人肾小管上皮细胞细胞外基质合成的作用

了解较少% 本实验以体外培养的人肾小管上皮细胞

为研究对象$应用HC]1'H和免疫组化的方法观察外

源性'CDK对人肾小管上皮细胞
2

型胶原合成的影

响$以便进一步阐明'CDK与肾间质纤维化的关系%

$G材料与方法

$7$G材料

!7!7!&细胞&&正常人肾小管上皮细胞( Ê

#

)购

自中国典型培养物保藏中心%

!7!7#&主要试剂&&重组人 'CDK蛋白(4('CDK$

'$$!'



第 !" 卷第 # 期
#""$ 年 % 月

&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&

中国当代儿科杂志
'()* +',*-./0 1.2)3-4

5,67!" 8,7#

9047#""$

0.04,-.W()$e@A@JK!# 培养基* Â1AG(D)UW,6)$胎

牛血清(杭州四季青)$H89抽提试剂 CHP\,6(P*]

[)-4,R.*)$逆转录试剂盒 ( 04,/.R3)$C3_ 酶$e89

/3Q.4(C3E3H3)$羊抗人胶原
2-

多克隆抗体

(!h#""$G3*-3'4V\)$ Ĥ1标记兔抗羊二抗(!h#""$

武汉博士德)$e9i显色液(武汉博士德)%

$7!G方法

!7#7!&细胞培养及分组&& Ê

#

细胞用含 !"`

KiG的 e@A@JK!# 培养液传代培养$培养条件为

>:o$<" /BJB'?

#

% "7< RJB胰酶 O"7# RJBAeC9

消化细胞后$! M!"

<

J/B细胞接种于 <" /B塑料培

养瓶% 先以 !"" /BJBKiG]e@A@JK!# 培养细胞$

:"` b$"`融合时改用无血清培养基培养 #% ($使

细胞生长同步化% 弃去培养液$将 Ê

#

细胞分为 >

组&

'

对照组&加无血清 e@A@JK!# 培养液%

(

小

剂量'CDK组&在无血清 e@A@JK!# 培养液中加入

'CDK(终浓度为 #7< *RJ/B)%

)

大剂量'CDK组&在

无血清e@A@JK!#培养液中加入'CDK(终浓度为#"

*RJ/B)% 每组设 >个复瓶$作用 %$ (后收集细胞%

!7#7#& Ê

#

细胞形态学观察&&加入各组试剂后$

每 F ( 在倒置显微镜下观察细胞形态变化$%$ ( 后

倒置显微镜下照相%

!7#7>&HC]1'H&&加入 'CDK%$ ( 后$提取总的

H89$经紫外分光光度计鉴定$取总 H89#

!

R作逆

转录$步骤参照逆转录试剂盒说明书% 取 !

!

B逆转

录产物为模板$进行 1'H扩增反应% D91ê 引物

大小 %<# U0$引物正义链 <]9''9'9DC''9CD']

'9C'9']>$反义链 <]C''9''9'''CDCCD'CDC9]

>#胶原
2-

引物大小 #>" U0$引物正义链 <]D'CC']

''9D99'9C'9'9]>$ 反 义 链 <]DDC9DC'C'9]

'9D''CCD']>% D91ê 反应参数&预变性 =%o

< /)*$变性 =%o >" T$退火 <%o %" T$延伸 :#o

>" T$#$ 个循环后$:#o延伸 : /)*% 胶原
2-

反应

参数&预变性 =%o < /)*$变性 =%o >" T$退火 <:o

%" T$延伸 :#o >" T$># 个循环后$:#o延伸 : /)*%

取1'H产物 <

!

B在 !`琼脂糖凝胶上电泳$凝胶成

像系统成像后$图像分析处理系统(美国j51公司)

进行灰度扫描$以密度代表其表达量% 用 D91ê

量校正$计算出胶原
2-

的相对表达量% 重复 > 次

独立的HC]1'H全过程%

!7#7%&免疫组织化学&&

'

细胞爬片制作&将 Ê

#

细胞$按 ! M!"

<

J/B接种于置有玻片的 F 孔板中%

培养条件*细胞分组和处理方法同前% %$ ( 后收集

玻片%

(

免疫组化染色&玻片冰丙酮固定 !< /)*$

1iG冲洗后C4)-,* N]!"" 孵育 #" /)*$1iG 清洗$滴

加 "7">`双氧水孵育 !< /)*$1iG 清洗$再用兔血

清 >:o封闭 #" /)*$加一抗于 >:o孵育 ! ($1iG清

洗后加二抗 >:o >" /)*$1iG 清洗加 G9i'液孵育

>" /)*$最后 e9i显色$苏木素复染% 1iG 代替一

抗做阴性对照%

)

结果观察&以细胞胞浆出现棕黄

色颗粒为阳性细胞$采用捷达病理图像分析软件分

析$各组细胞爬片随机取 F 个视野$分别测定其平均

光密度9值%

$7HG统计学处理

数据以均数c标准差表示(Oc:)$计量数据的

比较采用单因素方差分析和W检验% 7d"7"< 示差

异有统计学意义% 数据由 G1GG!!7" 统计软件分析%

!G结果

!L$G:JKX对RF

!

细胞形态的影响

倒置显微镜下观察$正常 Ê

#

细胞为不规则椭

圆形贴壁细胞$培养液中加入 'CDK(#7< *RJ/B)

%$ ( 后$可见部分 Ê

#

细胞由椭圆形变为长梭形%

增加培养液中'CDK浓度$梭形化细胞的数量增加$

且细胞形态的梭形化更加明显%

!L!G:JKX对RF

!

细胞胶原
#$

3DZ>水平的影响

HC]1'H结果显示$正常 Ê

#

细胞少量胶原
2-

%

小剂量 'CDK(#7< *RJ/B)作用 %$ ( 后$胶原
2-

/H89的表达("7#=$% c"7"##<)较对照组("7#=== c

"7"!!<)无明显变化#大剂量 'CDK(#" *RJ/B)刺激

%$ (后$胶原
2-

/H89的表达("7%%F! c"7"#:%)

较对照组显著增加(7d"7"<#图 !)%

&&图 $G:JKX对RF

!

细胞胶原
#$

3DZ>水平的影响

C& /34Q.4(从上到下依次为 !""$#<"$<""$:<"$! """$# """ U0)#>&

对照组# M& 'CDK#7< *RJ/B# :&'CDK#" *RJ/B%

!LHG:JKX对RF

!

细胞胞浆胶原
#$

表达的影响

免疫组化结果显示$小剂量'CDK(#7< *RJ/B)

作用 %$ ( 后$ Ê

#

细胞胞浆胶原
2-

的蛋白表达

'=$!'



第 !" 卷第 # 期
#""$ 年 % 月

&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&

中国当代儿科杂志
'()* +',*-./0 1.2)3-4

5,67!" 8,7#

9047#""$

图 !G:JKX对RF

!

细胞胞浆胶原
#$

表达的影响
( M#"")&>&对照组# M&'CDK#7< *RJ/B组# :&'CDK#" *RJ/B

组箭头标识为表达胶原
2-

的阳性细胞$细胞胞浆中有大量棕色颗粒表达%

("7><F: c"7"!">)较对照组("7><"> c"7"!>F)无

明显变化#大剂量 'CDK(#" *RJ/B)刺激 %$ ( 后$

Ê

#

细胞胞浆胶原
2-

的蛋白表达 ( "7%":< c

"7"":!)较对照组显著增加(7d"7"<#图 #)%

HG讨论

肾间质纤维化的发生大致可以分为 > 个阶段&

诱导阶段#炎症基质合成阶段#炎症后基质合成阶

段 !<"

% 肾间质纤维化的本质就是细胞外基质

(A'@)成分的异常沉积!F"

% 胶原是细胞外基质的

骨架结构$肾脏的固有细胞都可以分泌少量的胶原

成分$包括
.

$

1

$

2

$

3

型胶原等% 在病理状态下$

肾脏活化的成纤维细胞是产生胶原最主要的细

胞!:"

$而肾小管上皮细胞已经被证实是活化的肾成

纤维细胞的主要来源之一!$"

%

CDK]

/

是目前发现最为有效的致纤维化的细胞

因子$内源性 'CDK作为其下游致纤维化的关键因

子也被诸多实验证实!="

% 我们使用外源性的 'CDK

直接刺激人肾小管上皮细胞 %$ ($结果发现肾小管

上皮细胞发生了形态的改变$由不规则的椭圆形向

长梭形转化$随着'CDK刺激浓度的增加$发生变化

的细胞数量也增加% 这些同我们先前的实验发现相

同!!""

% 可见在 'CDK作用下细胞的表型发生了改

变% #7< *RJ/B'CDK刺激人肾小管上皮细胞不能

增加胶原
2-

基因的转录#增加 'CDK浓度至

#" *RJ/B$可见人肾小管上皮细胞胶原
2-

基因的

转录明显增加% 免疫组织化学的结果进一步显示不

同浓度'CDK刺激人肾小管上皮细胞胶原
2-

蛋白

表达情况同其基因转录情况一致% p)等!!!"报道

'CDK#" *RJ/B刺激 1C'(人近端小管上皮)细胞

%$ ($其P5型胶原含量适度升高% 其变化趋势和本

研究一致% 综上所述$外源性 'CDK可以促使人肾

小管上皮细胞发生形态改变$大剂量的 'CDK刺激

可以增加其胶原
2

的表达$促进肾间质纤维化的形

成$因此有效的阻断 'CDK的方法有可能成为临床

防治肾纤维化的重要手段%
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