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%%!摘%要"%目的%探讨骨髓间充质干细胞'<+)-.->-):'B.25>,-.:-55>#@?Z&>(移植对嘌呤霉素氨基核苷

'/83+.B:() 2.()+)8:5-+>(1-#0F7(肾病大鼠足细胞修复作用及其对裂孔隔膜分子7-/'3()表达的影响#为@?Z&>移

植治疗肾病综合征提供实验依据* 方法%SW 只雄性 Z/32A8-YC2P5-B大鼠随机分为 T 组#每组 !W 只* 模型组%一次

性腹腔注射0F7'$6!W .A[A(造模$@?Z&>组%0F7造模n@?Z&>移植'细胞移植前经@318标记示踪($对照组%不

予以造模* 实验第 !$ 天杀鼠#留取标本行血)尿)肾组织超微结构检测#免疫组化检测肾脏 @318 标记阳性细胞的

表达#半定量9LY0&9及d->,-3) <5+,方法检测7-/'3() 表达变化* 结果%模型组大鼠出现大量蛋白尿)血白蛋白

降低)胆固醇升高#伴有广泛足突的融合* 与模型组比较#@?Z&>组尿蛋白)血胆固醇降低#血白蛋白回升及足突融

合现象改善#差异有统计学意义'Ce$6$W($免疫组化显示#@?Z&>组肾组织中可见阳性细胞#模型组及对照组未

见阳性细胞$半定量9LY0&9及d->,-3) <5+,显示#模型组7-/'3()相对表达量较对照组明显下降#@?Z&Z组与模型

组比较有所增加#差异有统计学意义'Ce$6$W(* 结论% @?Z&>移植对 0F7肾病大鼠足突融合有一定的改善#

7-/'3()表达的变化可能在其中发挥了作用* !中国当代儿科杂志#?@A@#A?$B%&CTM ECTD"

!关%键%词"%骨髓间充质干细胞$ 移植$ 嘌呤霉素氨基核苷$ 肾病综合征$ 7-/'3() $大鼠
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%%78&.",-.% 98:#-.%5#%L+();->,(A2,-,'--II-:,+I<+)-.->-):'B.25>,-.:-55'@?Z&( ,32)>/52),2,(+) +) 3-/2(3+I

A5+.-38523/+1+:B,->2)1 +) ,'-7-/'3() -N/3->>(+) () 32,>P(,' /83+.B:() 2.()+)8:5-+>(1-'0F7(Y()18:-1 )-/'3+>(>6

;#.3($&%D+3,BYI(;-Z/32A8-YC2P5-B32,>P-3-32)1+.5B1(;(1-1 (),+,'3--A3+8/>'- !̀W -2:'(% 2)-/'3+>(>.+1-5

A3+8/ ,'2,3-:-(;-1 2>()A5-(),32/-3(,+)-25()c-:,(+) +I0F7'$6!W .A[A($ 2@?Z&,32)>/52),2,(+) A3+8/ ,'2,3-:-(;-1 2

>()A5-(),32/-3(,+)-25()c-:,(+) +I0F7'$6!W .A[A( I+55+P-1 <B@?Z&,32)>I8>(+)$ 2:+),3+5A3+8/ ,'2,3-:-(;-1 2>()A5-

(),32/-3(,+)-25()c-:,(+) +I)+3.25>25()-6L-) 12B>2I,-3()c-:,(+)# ,'-32,>P-3->2:3(I(:-16L'-"S '3>83()23B/3+,-()

:+),-),2)1 >-38.25<8.() 2)1 :'+5->,-3+55-;-5>P-3-.-2>83-1 "S '3><-I+3->2:3(I(:-6&'2)A->+IA5+.-38523/+1+:B,->

P-3-+<>-3;-1 8)1-32) -5-:,3+) .(:3+>:+/-6@318 52<-5-1 /+>(,(;-:-55>() E(1)-B>P-3-.-2>83-1 <B(..8)+'(>,+:'-.(:25

,-:')+5+AB69LY0&92)1 d->,-3) <5+,P-3-8>-1 ,+2>>->>,'--N/3->>(+) +I.97F2)1 /3+,-() +I7-/'3()6<#&20.&%H)

,'-)-/'3+>(>.+1-5A3+8/# 83()23B/3+,-() 2)1 <5++1 :'+5->,-3+5:+),-),>():3-2>-1# /52>.225<8.() :+),-),1-:3-2>-1

:+./23-1 P(,' ,'+>-() ,'-:+),3+5A3+8/6GN,-)>(;-I8>(+) +I/+1+:B,-I++,/3+:->>->P2>+<>-3;-1 () ,'-)-/'3+>(>.+1-5

A3+8/6L'-@?Z&,32)>/52),2,(+) A3+8/ '21 1-:3-2>-1 83()23B/3+,-() 2)1 <5++1 :'+5->,-3+5:+),-),>2)1 ():3-2>-1 /52>.2

25<8.() :+),-),:+./23-1 P(,' ,'-)-/'3+>(>.+1-5A3+8/6D8>(+) +I/+1+:B,-I++,/3+:->>->P2>25>+(./3+;-16@318

52<-5-1 /+>(,(;-:-55>P-3->--) () E(1)-B>() ,'-@?Z&,32)>/52),2,(+) A3+8/# <8,)+,() ,'-)-/'3+>(>.+1-52)1 ,'-:+),3+5

A3+8/>67-/'3() .97F2)1 /3+,-() -N/3->>(+) 1-:3-2>-1 >(A)(I(:2),5B() ,'-)-/'3+>(>.+1-5A3+8/ :+./23-1 P(,' ,'2,() ,'-

:+),3+5A3+8/6L'-@?Z&,32)>/52),2,(+) A3+8/ '21 ():3-2>-1 7-/'3() .97F2)1 /3+,-() -N/3->>(+) :+./23-1 P(,' ,'-

)-/'3+>(>.+1-5A3+8/6=()-02&%()&%@?Z&>:2) 3-/2(3A5+.-38523/+1+:B,->() 0F7Y()18:-1 )-/'3+>(>32,># 2)1 ,'-

:'2)A->+I7-/'3() -N/3->>(+) .2B<-();+5;-1 () ,'-/3+:->>6 !=3%)> =().#/'!#$%,."# ?@A@# A? 'B(%CTM ECTD"

%%F#1 G("$&%%@+)-.->-):'B.25>,-.:-55$ L32)>/52),2,(+)$ 083+.B:() 2.()+)8:5-+>(1-$ 7-/'3+>(>$ 7-/'3()$ 92,>
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%%微小病变型肾病'.()(.25:'2)A-)-/'3+,(:>B)Y

13+.-#?&7Z(是儿科肾病综合征中最常见的病理类

型#大量蛋白尿是其最基本的临床特点* 近年来发

现蛋白尿的发生与肾小球滤过屏障受损密切相

关!!YT"

* 足细胞和足突间裂孔隔膜是肾小球滤过屏

障的重要组成部分#有多个足细胞表达的分子先后

被发现#7-/'3()是其中最为重要的一种* 治疗方面

目前仍以肾上腺皮质激素及细胞毒性药物为主#但

部分患儿出现激素耐药或抵抗#从而导致复发或频

复发* 研究表明#骨髓间充质干细胞'@?Z&>(在一

定条件下能向肾实质细胞转化!S"

#并已有干细胞治

疗急性肾功能衰竭和急性肾小管损伤的成功报告*

但@?Z&>对慢性肾脏疾病的治疗作用报道甚少*

本研究采用嘌呤霉素氨基核苷'/83+.B:() 2.()+)8Y

:5-+>(1-#0F7(制作经典微小病变型肾病模型#将体

外扩增异体 @?Z&>输入 0F7造模大鼠体内#探讨

@?Z&>对大鼠肾病综合征治疗的可能作用机制*

AK材料与方法

A6AK材料

雄性 Z/32A8-YC2P5-B' ZC( 大鼠#体重 =$ j

!"$ A#由徐州医学院实验动物中心提供#实验过程

中对动物的处置符合动物伦理学标准* \YC?G?)

胎牛血清 ' B̂:5+)-公司(#胰蛋白酶)@318)0F7

'Z(A.2公司(#荧光标记小鼠抗大鼠单克隆抗体

&C=$)&CSW'F<C公 司(# L97Q+5YF

n总 97F提取

试剂盒)一步法 9LY0&9试剂盒'北京天根公司(#

0&9引物'上海英潍捷基公司合成(#7-/'3() 兔多

克隆抗体HA]'F<:2.公司(#]F0Ĉ 鼠单克隆抗体

HA]'北京中杉金桥(及荧光标记二抗由实验室

提供*

AP?Kc;H=&的体外培养'鉴定及标记

!6"6!%@?Z&>的体外培养及鉴定%%健康雄性 ZC

大鼠#引颈处死#无菌条件下取出双侧股骨#剪两侧骨

端#\YC?G?液反复冲洗骨髓腔获取骨髓细胞$收集

冲洗液#! $$$ 3[.() 离心 # .()#弃上清#加入含

!"6WX胎牛血清的\YC?G?培养基重悬细胞$移入培

养瓶中#TUp)WX &K

"

培养箱中培养* 几次换液后#

待原代培养的细胞增殖近整个培养瓶的底面时#

$6"WX胰酶消化 !xT传代#体外扩增 T代后#流式细胞

仪检测&CSW)&C=$的表达#取第 T代@?Z&>备用*

!6"6"%@?Z&>的体外标记%%第 T 代 @?Z&>至

V$X融合时#加入 @318 使其终浓度为 !$

&

.+5[\*

避光孵育 SV '#$6"WX胰酶室温下消化)离心)0@Z

洗涤)收集细胞*

APMK动物分组及c;H=&移植

S 周龄健康雄性 ZC大鼠 SW 只#随机分为 T

组#每组 !W 只* 模型组%一次性腹腔注射 0F7

'$6!W .A[A(建立微小病变型肾病模型#并于造模

即日腹部手术下经腹主动脉近肾动脉处输注生理

盐水 $6W .\* @?Z&Z 组%一次性腹腔注射 0F7

'$6!W .A[A(建立微小病变型肾病模型#并于造模

即日腹部手术下经腹主动脉近肾动脉处输注 ! m

!$

#个[\@?Z&>细胞悬液 $6W .\* 对照组%不予

造模#仅腹部手术下经腹主动脉近肾动脉处输注

$6W .\生理盐水* 所有大鼠饲养于代谢笼中#给

予标准饲料)自由饮水#每日观察大鼠活动)毛发)

体重及存活情况* 实验第 !$ 天处死大鼠留取肾

标本* 所有标本分成 S 份#一份用于电镜检查#一

份用于免疫组化检测#剩余两份置入 aV$p冰箱

用于 0&9)d->,-3) <5+,检测*

APCK?C 3尿蛋白测定及血清学检查

处死大鼠前留取 "S ' 尿标本#采用磺基水杨

酸Y硫酸钠比浊法测定 "S ' 尿蛋白* 腹主动脉取

血#全自动生化分析仪检测血白蛋白)总胆固醇的

变化*

APSK免疫组化法观察肾组织c;H=&分布

实验具体步骤按照一抗说明书进行* 石蜡切

片后#常规脱蜡水化#TX^

"

K

"

T$ .() 封闭内源性

过氧化物酶#热修复抗原#加入 @318 抗体稀释液

'稀释度 !xW$(Sp过夜#0@Z 冲洗#滴加生物素化

二抗#孵育后#滴加 ZF@&TUp "$ .()#0@Z 冲洗#

CF@显色#脱水)透明)封片)显微镜下观察*

APBK半定量<IL!=<

采用L3(Q+5试剂提取肾皮质总 97F#具体方法

参见说明书* 7-/'3() 上游引物 WbYF]&&L&LL]F&Y

&FL&]&LFF#下游引物 WbY&&&F]L&F]&]L]FF]Y

]LF]* 0&9扩增条件为逆转录 W$p T$ .())0&9

初始反应 =Sp " .())变性 =Sp T$ >-:)退火 WVp

SW >-:)延伸 #Wp ! .() )"U 个循环)最终延伸 #Wp

!$ .()* ]F0Ĉ 作为内参照#产物经 !X琼脂糖凝

胶电泳#凝胶成像分析系统吸光度扫描拍照#计算

.97F相对含量%7-/'3() .97F吸光度值[]F0Ĉ

吸光度值*

APDKd#&.#")80(.检测 W#'3"%)蛋白变化

取 !$$ .A肾组织置裂解液 ! .\匀浆#\+33B法

测定蛋白质浓度#调成相同浓度#加入样品 <8II-3#沸

水煮 W .()* 取 S$

&

\样品电泳)转膜#以 d2>'()AY

<8II-3配置新鲜 WX脱脂奶粉室温封闭 ! '#加一抗#

&SVS&
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Sp湿盒中过夜#次日加 DHL&荧光标记的二抗室温

避光孵育 ! '* d2>'()AY<8II-3连洗 T 次每次 W .()#

滤纸吸干#扫描照相#测定其光密度* 管家基因

]F0Ĉ 作为蛋白上样量对照#目的蛋白与 ]F0Ĉ

相比得到相对量*

APTK统计学处理

采用 Z0ZZ !T6$ 软件进行统计学处理#所有资

料均采用均数f标准差'If/(表示#并进行方差齐

性检测* 方差齐时组间比较采用 K)-YP2BF7K4F

检验#方差不齐时采用 d-5:' 法和 @3+P)YI+3>B,'-

法* Ce$6$W 为差异有统计学意义*

?K结果

?PAK大鼠c;H=&的培养及鉴定

贴壁生长的第 T 代细胞形态比较一致#呈漩涡

状或辐射状排列#为成纤维细胞样* 流式细胞仪结

果显示细胞均一性较好#间充质干细胞的表面标记

&C=$ 表达阳性#造血干细胞的表面标记 &CSW 表达

阴性*

?P?K动物的一般情况

实验过程中#模型组大鼠活动明显减少)毛发直

立)食欲下降)体重减低)出现腹水#并于实验第 !)

W)V 天各死亡 ! 只#考虑为手术创伤)0F7副作用等

有关* 而@?Z&>组无明显腹水#食欲及消瘦情况较

模型组明显改善#无死亡*

?PMK?C 3尿蛋白及血生化指标的改变

与对照组相比#模型组大鼠出现大量蛋白尿)低

白蛋白血症)高脂血症)腹水#以实验第 !$ 天最为明

显* @?Z&>组表现为尿蛋白)血清胆固醇改善及血

白蛋白回升* 见表 !*

?PCK肾脏病理改变

电镜下#对照组肾组织足细胞足突清晰完整)无

融合现象$模型组肾小球基底膜上皮细胞肿胀#足细

胞足突广泛融合$@?Z&>组肾小球病变明显减轻#

仅见部分足突融合#与模型组比较有明显改善*

见图 !*

?PSKSLc"$2免疫组化检测

细胞核呈红棕色)颗粒状分布的细胞为阳性

细胞* @?Z&>组大鼠肾组织中#可见到 @318 阳性

细胞的分布#数量不等* 模型组及对照组大鼠的

同部位肾组织均未见 @318 标记的阳性细胞*

见图 "*

KK图 AK各组大鼠肾组织透视电镜结果
' m!$ _(* %7%对照组# 足突结构清晰$ c%模型组# 足突广泛融合$=%@?Z&>组#

足突部分融合#部分结果清晰* 箭头所示足突结构*

!

! "#$%

"#$%&'()%

*+,!

!!""

" &

#!"#$$%&

'(#)

#$%&

&*+, %

"

#

#'()*

#$$%-'

#$%&

./0,123(

#)4&56789$:;<%
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?PBK半定量<IL!=<分析

模型组大鼠肾组织 7-/'3() .97F表达与对照

组比较显著下降#差异有统计学意义#Ce$6$W$

@?Z&>移植后 !$ 1#7-/'3() .97F在大鼠肾脏中的

表达@?Z&>组较模型组明显增加#差异有统计学意

义#Ce$6$W* 见表 !*

?PDKd#&.#")80(.分析

模型组大鼠肾组织 7-/'3() 蛋白表达明显下

降#与对照组比较差异有统计学意义#Ce$6$W$

@?Z&>组大鼠肾组织 7-/'3() 蛋白的表达较模型组

明显增多#差异有统计学意义#Ce$6$W* 见表 !*

表 AK各组大鼠 ?C 3尿蛋白及血清学指标K

'If/(

例数 "S 尿蛋白总量'.A( 血清白蛋白'A[\( 血清总胆固醇'..+5[\( 7-/'3() .97F 7-/'3()蛋白

对照组 !W !$6" f"6! "W6S f!6! "6!T f$6"U $6VW f$6$S $6VT f$6$!

模型组 !"

!="6W f"$6$

2

!W6# f"6$

2

W6#T f$6U=

2

$6"V f$6$S

2

$6T" f$6$T

2

@?Z&Z组 !W

#!6V f!$6S

2#<

""6" f!6!

2#<

"6T# f$6WW

2#<

$6#V f$6TT

2#<

$6#W f$6$#

2#<

!值 !!VU6! =T6! =!6" "SV6U !=U6S

C值 e$6$! e$6$! e$6$! e$6$! e$6$!

%%2%与对照组比较# Ce$6$W $<%与模型组比较# Ce$6$W

MK讨论

@?Z&>是一种成体干细胞#具备干细胞的特

征#并具有免疫调节功能!WY#"

#是细胞移植最为理想

的种子细胞* 目前从骨髓中分离 @?Z&>的方法主

要有全骨髓贴壁筛选法)密度梯度离心法)流式细胞

仪分离法)免疫磁珠分选法* 密度梯度法分离的细

胞虽然纯度较高#但常影响细胞的增殖活力且操作

较繁琐* 后两种方法分选后的细胞亦出现增殖缓慢

等问题#加之成本较高和技术难度大#在某种程度上

也限制了这些方法的应用* 本实验采用全骨髓法分

离培养细胞#利用 @?Z&>贴壁生长的特性#经过多

次换液去除未贴壁细胞#通过反复传代细胞形态趋

于一致#从而使干细胞得到增殖和纯化* 对纯化的

第 T 代细胞行流式细胞仪及干细胞表面标记&CSW)

&C=$ 鉴定#结果显示本实验分离培养的细胞符合间

充质干细胞的特性*

0F7肾病大鼠模型是经典的微小病变型肾病

模型#其损伤机制主要包括氧化损伤机制)炎细胞浸

润机制及足细胞损伤机制* 肾小球足细胞损伤后#

足突融合)足突之间裂孔隔膜 )-/'3())/+1+:() 等表

达降低#从而出现蛋白尿!UY="

* 本实验一次性给予大

鼠一定剂量的 0F7后#模型组大鼠出现大量蛋白

尿)低蛋白血症)高脂血症)腹水#并伴有活动减少)

毛发直立)体重减低 #这与经典的肾病模型相符合#

提示造模成功*

已有实验表明#@?Z&>可向肾实质细胞转化#

并有关于@?Z&>治疗急性肾缺血损伤)HAF肾病)急

进性肾炎)HAF肾病等的报道!!$Y!!"

* 目前利用干细

胞移植干预动物模型的时机主要有%造模与干预同

时进行或造模成功后再给予干预* 而干细胞移植的

方法主要有%局部注入或经周围静脉注入 " 种方法*

局部注入的方法应用较多#但其一次移植细胞数量

有限#而经周围静脉注入也存在移行到靶组织复制)

移行到位细胞数量少等问题* 在本研究的前期实验

中#曾于造模成功后'即出现肾病综合征的典型表

现(再通过腹主动脉近肾动脉处输注 @?Z&>#使细

胞顺动脉血流进入肾小球#确保更多的细胞进入肾

脏组织以充分发挥其作用* 但因模型组大鼠在手术

过程中及手术后死亡率较高#且 0F7试剂价格昂

贵#从而限制了本方法的使用* 因此#本实验选择在

造模的同时 @?Z&>组大鼠即给予干细胞干预* 结

果表明@?Z&>组大鼠的一般情况明显改善%腹水减

轻)尿蛋白降低#同时血清白蛋白迅速回升)血脂明

显降低* 电镜下 @?Z&>组足突结构有所恢复呈部

分融合现象*

本研究免疫组化结果显示#@318 阳性的细胞在

@?Z&>移植的肾组织中广泛分布#表明@?Z&>移植

后能够分布到受损部位#改善足突融合及裂孔间隙#

加速足突和裂孔间隙的恢复#起到一定的修复作用*

但由于免疫组化有受检测者主观影响大)不能定量

等缺点#在随后的研究中将进一步行标记细胞的免

疫荧光检测#以使研究进一步得到完善*

已知裂孔隔膜是肾小球滤过膜的重要屏障#对

维持正常的肾小球滤过功能具有重大意义!!""

* 在

人类先天性和后天性肾病综合征中均发现 7-/'3()

表达和分布的异常!!T"

#在 -̂B.2)) 肾炎和 0F7肾

病动物模型中亦发现 7-/'3() 表达显著下降!!SY!W"

*

本研究用半定量 9LY0&9及 d->,-3) <5+,方法观察

&#VS&
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@?Z&>组7-/'3() .97F及其蛋白的表达#显示较

模型组明显增加#表明 @?Z&>移植可增加 7-/'3()

表达#这可能是其发挥治疗作用的重要机制之一*

虽然@?Z&>移植治疗肾脏疾病的研究尚处于

初步阶段#有许多问题需要解决#如移植时间)移植

细胞的数量)移植后细胞的作用机制等#但是@?Z&>

移植治疗肾病综合征作为一种与其他传统方法不同

的治疗方法#将为临床上肾病综合征的治疗提供一

种新的方法*
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