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!!&摘要'!目的!建立一种简单适用的原代培养与鉴定大鼠肾小球足细胞的方法(方法!通过差异过筛法收

获MT大鼠!体质量$%#!%%:"肾小球%":-)2型胶原酶消化肾小球%组织块种植法将肾小球种植于添加有OFM,c

!含转铁蛋白,亚硒酸钠,胰岛素"的Y!,-F-培养基%R#!%;后首次传代培养(通过观察细胞形态结合免疫组织化

学MV法检测角蛋白)结蛋白和 (=BA8瘤抑癌因子,!!(F,!"表达以鉴定足细胞(结果!种植肾小球-;后%可见从

肾小球内生长出来的细胞逐渐增多%R#!%;后融合成鹅卵石样外观(传代后的细胞变为大而扁平的星形细胞%有

明显突起和微绒毛#免疫组织化学法显示结蛋白表达呈阴性)角蛋白和 (F,!表达呈阳性%提示所培养的细胞为足

细胞(结论!种植胶原酶消化的肾小球是一种简单易行的原代培养大鼠肾小球足细胞方法((F,!可作为鉴定大

鼠肾小球足细胞的合适标记(
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!!足细胞不仅是肾小球疾病的被动受害者%而且

主动参与肾小球疾病的发生和发展(要从细胞分子

水平研究足细胞生物学功能%就必须体外培养足细

胞(然而%足细胞是高度分化的终末细胞%体外培养

很困难(随着基因敲除)Q\N干扰技术的发展%国

外已建立人
+!,
和小鼠

+",
肾小球足细胞系(但是%将

% 国家自然科学基金 !\2#-%+%%++*"资助

永生化基因插入足细胞基因组可导致足细胞表型出

现一定差异%足细胞特异性基因转录水平在足细胞

系表达较低%体外分化的足细胞虽能伸出突起%但其

是否为真正意义上的足突以及突起之间是否能形成

具有生物学功能的裂孔隔膜均不明确
+-,#而原代培

养的足细胞生物学特性更接近体内足细胞的生物学

特性
+&,(本研究旨在建立一种简单适用的原代培养

和鉴定大鼠肾小球足细胞方法%为研究足细胞生物
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学功能奠定实验基础(

1!材料与方法

1P1!实验动物和细胞株

一级MT大鼠%雄性%体质量$%#!%%:4四川大

学实 验 动 物 中 心)生 产 许 可 证 M0cY!川",!%,

"%%$5(\O]--F-细胞!四川大学华西基础医学与

法医学院医学分子生物学实验室"(

1P/!主要仪器和试剂

倒置显微镜!日本 Z)aWV̂ M"%扫描电镜!日

本UMW,*R%%)̂ 型"(!%%目)!*%目和-%%目不锈

钢筛网!市售"(OFM,c!含转铁蛋白%#**:-))亚硒

酸钠$+A:-))胰岛素!:-)%美国 _=462公司"%

TW@W和TW@W-X!"培养基!成都哈里生物工程

公司"(大鼠抗人)兔)大鼠)小鼠角蛋白多克隆抗

体%大鼠抗人)兔)大鼠结蛋白多克隆抗体%均来自武

汉博士德生物工程有限公司(兔抗人)大鼠和小鼠

(=BA8瘤抑癌因子,!!(F,!"多克隆抗体!美国

M53?501<̀ 公司"(

1P2!制备N1;2Q2培养基

Y!培养基成分有TW@W-X!"培养基%含&,羟

乙基哌嗪乙磺酸!]@V@M"!%AA2B-))OFM,c)青霉

素!%* -̂))链霉素!%%A:-)(-F-培养基成分有

TW@W 培养基!高糖型"%含"%%:-)胎牛血清)

]@V@M!%AA2B-))谷氨酰胺"AA2B-))丙酮酸钠

"AA2B-)%青霉素!%* -̂))链霉素!%%A:-)(常

规培养\O]--F-细胞%待-%.#*%.细胞融合时%

改在-F-培养基中培养"&7%-*%%1-A=3离心

!%A=3%收集培养上清%过滤%g+%j保存(!i!体

积比混合Y!培养基和\O]--F-细胞培养上清%即

为Y!,-F-培养基(

1P3!制备鼠尾胶原

取出体质量&%%#*%%:MT大鼠鼠尾尾腱%按

每!:尾腱加入!A)-)醋酸*%A)比例%&j软

化!周("%%%1-A=3离心!*A=3%取上清%g"%j

保存(

1P6!差异过筛法分离肾小球

颈椎脱臼法处死MT大鼠(在无菌条件下%取

出双肾%置于预冷TW@W 培养基(去除肾包膜%剪

碎肾皮质(在!*%目筛网上%!%A)注射器针芯轻

轻碾压肾皮质%不时用磷酸盐缓冲液冲洗%收集过筛

悬液(在!%%目和-%%目筛网上%依次过滤细胞悬

液%收集-%%目筛网上的肾小球(在倒置显微镜下

观察肾小球形态(

1P4!消化及种植肾小球

":-) 2型胶原酶-+ j 适当消化肾小球

!*A=3左右(在倒置显微镜下观察%见肾小球内有

少许细胞游离时加含!%%:-)新生小牛血清的

TW@W培养基终止消化(!%%%1-A=3离心!%A=3

离心洗涤两次%Y!,-F-培养基重悬肾小球(以适

当密度种植在铺有鼠尾胶原的"*6A"
塑料培养瓶

中%-+j)*%A)-)0Z" 培养(

1P7!足细胞纯化与传代

种植肾小球后%静置-;%&;后开始首次换液%

以后每";换液!次(种植肾小球后第R#!%;%采

用"#*:-)胰蛋白酶!含%#":-)乙二胺四乙酸"消

化传代培养足细胞(视生长情况*#+;传代!次(

1PS!大鼠肾小球足细胞鉴定

1PSP1!形态学观察!第!次传代培养足细胞后

-;%苏木精,伊红染色!]@染色"%观察细胞形态#

"*:-)戊二醛固定细胞%!%A)-)锇酸溶液后固定

"7%梯度脱水%放入!%%.醋酸戊酯中!%A=3(临

界点干燥样品%离子溅射%扫描电镜下观察细胞形

态(

1PSP/!免疫组织化学MV法染色!取第"次传代

的细胞(&%:-)多聚甲醛固定足细胞%!A)-)曲

拉通c,!%%!F1=?23c,!%%"破膜%小牛血清封闭%分

别滴加角蛋白!!i"%%")结蛋白!!i"%%"或 (F,!

!!i!%%"等多克隆抗体&j过夜%阴性对照仅加抗

体稀释液(滴加相应的生物素化二抗-+ j孵育

!7%角蛋白和结蛋白滴加辣根过氧化物酶标记链霉

卵白素工作液或 (F,!滴加碱性磷酸酶标记链霉卵

白素工作液%-+j孵育-%A=3%显色%封片(

/!结果

/P1!肾小球分离

从大鼠肾皮质分离出来的肾小球呈球形%受到

研磨等机械刺激%多数肾小球脱去壁层肾小囊%肾小

球内细胞折光性好!图!N"(经血球计数板计数%每

只大鼠提取的肾小球数量为!#*m!%&
个左右%纯度

R*.以上(

/P/!肾小球培养和形态学观察

在种植肾小球后第-;%/%.#R%.肾小球贴

壁%逐渐有多形性细胞从肾小球四周移出#在种植肾

小球后第*;%在贴壁肾小球周围%细胞数量明显增

多%体积较小%为多边形%无突起伸出%细胞分裂相易

见%部分足细胞生长至融合%紧密排列呈鹅卵石样外

观#在种植肾小球第R#!%;后%肾小球变小)消失%

//R
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多数视野足细胞已连成片!图!["(第!次传代-;

后的足细胞呈星形的树枝状细胞%体积逐渐变大%有

明显突起!图"N"%相邻足细胞突起可相互交叉形成

连接%胞核较大呈圆形或椭圆形%以单个核多见#扫

描电镜观察可见细胞表面少许微绒毛和突起!图

"["(第-次传代后%细胞不再生长(

/P2!免疫组织化学"T法染色

所有细胞均为角蛋白阳性!图-N")结蛋白阴性

!图-["%符合上皮细胞特征#(F,!分布在细胞核

和核周%提示所有收获的细胞均为足细胞!图-0"(

图1!肾小球接种前和接种后5-形态学观察!!!图/!第1次传代后2-足细胞形态

R#F1!+>D?%>=>FC>HI,D*'A#>(>BF=>@,D&=#H,B>D,#@?='(A'A#>('(-'A5-'CI'BA,D#@?='(A'A#>(!!!R#F/!+>D?%>=>FC>HI,D*'A#>(>B,?#A%,=#'=

$,==I'A2-'CI>BI&H$&=A&D,

!N$O82B5?9;62BB5:93589,;=:98?9;:B2A91<B=49I219=A>B53?5?=23!m"%%"#![$@>=?79B=5B69BB2<?:12J?75I?91R;5C82I>1=A51C6<B?<19

!m"%%"#"N$]@8?5=3=3:!m"%%"#"[$M6533=3:9B96?123A=612862>9!m"%%%"

图2!培养的上皮细胞中角蛋白!G")结蛋白!Y"和 9Q;1!M"的表达("T!a/00

R#F2!V@@&(>%#IA>$%,@#IACIA'#(#(F>BE,D'A#(!G"%-,I@#(!Y"'(-9Q;1!M">(,?#A%,=#'=$,==I\"T!a/00

2!讨论

肾小球必须附着在适宜底物上才能让足细胞生

长(因此%原代培养足细胞要求肾小球必须尽早尽

量贴壁(本研究肾小球贴壁率!/%.#R%.肾小球

贴壁"高于国外文献报道%如Y5?8<C5等
+&,
培养足细

胞时仅&%.#$%.肾小球贴壁(要提高肾小球贴

壁率%需要考虑以下几个方面(首先%选择合适的培

养瓶(足细胞是锚固细胞%需在培养瓶表面覆盖一

层非收缩性胶原凝胶才能促进肾小球贴壁(因此%

多在培养瓶表面铺上鼠尾胶原(鼠尾胶原的厚薄和

酸碱度将影响肾小球贴壁率和足细胞生长(鼠尾胶

原的厚度尽量要薄%最好在使用前加入TW@W 培

养基-+j孵育"&7%TW@W 培养基>] 值在+#&

左右时%才开始种植肾小球(其次%选择合适的培养

基和血清浓度(培养足细胞最常用的培养基是

QVWO,!$&%培养基或TW@W 培养基%血清浓度较

低或无血清(也有报道采用特殊培养基%如 Y!,

-F-培养基
+*,%Y!包含前列腺素@!)转铁蛋白)胰

岛素)甲状腺素和氢化可的松%-F-为小鼠成纤维细

胞的培养上清(本研究采用的是改良的Y!,-F-培

养基%即含有胰岛素)转铁蛋白和亚硒酸钠%而无前

列腺素@!)甲状腺素和氢化可的松%该混合培养基

能很好促进足细胞生长(第三%适当消化肾小球(

分离的肾小球可以直接种植到培养瓶中%等待细胞

从肾小球中爬出来%但是肾小球不易贴壁%贴壁高峰

在"周左右(现在多先采用胶原酶)胰酶或脱氧核

糖核酸酶消化肾小球
+$,(过度消化肾小球不但可以

使肾小球内细胞受到过度刺激而不易贴壁和细胞活

性下降%而且过度消化以后残留在肾小球中的细胞

多为系膜细胞
++,(相对于胰酶和脱氧核糖核酸酶%

胶原酶对组织细胞的损伤较小(因此%本研究采用

R/R
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胶原酶消化肾小球(值得注意的是%不同类型)不同

厂家的胶原酶消化肾小球的效能有一些差异%每次

更换厂家时%需要摸索消化时间(为了防止过度消

化肾小球%Y5?8<C5等
+&,
提出应用免疫磁珠法分离

肾小球%并认为此方法较酶消化所得肾小球和足细

胞纯度要高(本研究采用的差异过筛法结合胶原酶

消化肾小球较免疫磁珠法简单)经济和方便(胶原

酶消化肾小球以少许细胞从肾小球内游离出来为

度%该方法容易被掌握(第四%组织块种植法可促进

肾小球贴壁(在第一次重悬消化后的肾小球时%种

植肾小球的密度要适当%加入 Y!,-F-培养基的容

量以刚能铺满培养瓶底面为宜%在种植肾小球后%开

始的-;内不要摇动培养瓶以免影响肾小球贴壁#

首次换液时%动作要轻柔%要注意添加培养基的方

向%以免将已经贴壁的肾小球冲走(此外%鼠龄过

大)分离肾小球的时间过长和动作粗糙等也将影响

肾小球贴壁率(在本研究中%为了增加肾小球贴壁%

我们选择鼠龄较小的大鼠!$%#!%%:")缩短操作时

间和碾压动作轻柔!尤其是碾压肾皮质"(

为了获得均一)纯度较高的足细胞%除了选择合

适的培养基和血清浓度%还要考虑足细胞和系膜细

胞生长速度的差异%灵活掌握合适的首次传代时机(

最先从肾小球爬出来的细胞为毛细血管内皮细胞%

随后长出来的是足细胞%最后才是系膜细胞(由于

内皮细胞需要特殊的血管内皮生长因子才能存活%

在长出后!#";即很快死亡(有研究显示+/,%系膜

细胞开始从肾小球爬出的时间约为第+;%培养-%;

获得的细胞几乎均为系膜细胞(本研究在种植肾小

球后R#!%;左右!细胞融合+%.#/%."时开始传

代%所获细胞几乎均为足细胞(由此可见%在选择首

次传代时机时%也不可固定在种植后第+;%要根据

原代培养细胞生长速度而定(

从肾小球中爬出来的上皮细胞呈现-种形态(

从无囊肾小球中爬出来的细胞与体内足细胞表型相

同%为足细胞来源#在集落边缘的大的不规则细胞是

壁层上皮细胞#对于呈多边形鹅卵石样细胞的来源

存在争议
+R,(培养中的足细胞往往发生去分化+!%,%

足细胞可以呈增殖态和分化态(在大鼠足细胞系和

MP&%转化的人足细胞系中%增殖态细胞胞体较小%

呈鹅卵石样#分化态细胞胞体为星形)胞体大%且有

突起伸出(通过连续观察原代培养的人和大鼠的足

细胞发现
+"%&%!!,%培养最初生长的鹅卵石样细胞在

"#-周后可以转变为星形)有突起的树枝状细胞(

本研究也显示%第一代足细胞在光镜下呈鹅卵石样

形态#而传代后的细胞呈星形)有突起%在电镜下可

见微绒毛%与文献报道一致+"%&,(因此%仅仅依靠细

胞形态学观察%难于鉴别所培养的细胞是否为肾小

球足细胞#尚需要依赖于免疫组织化学染色检测足

细胞标记((F,!是足细胞的特异性标记
+R,((F,

!表达局限于肾小球足细胞%而在壁层上皮细胞和

系膜细胞不表达(在大鼠足细胞系和MP&%转化的

人足细胞系中%增殖态与分化态细胞均在细胞核内

特异性表达 (F,!
+!%",(因此%本研究采用 (F,!作

为鉴别足细胞的标记#结果显示%所培养的细胞

(F,!与角蛋白表达阳性)结蛋白表达阴性%提示它

们是肾小球足细胞(

综上所述%胶原酶消化肾小球结合组织块种植

是一种简单易行的原代培养大鼠肾小球足细胞的方

法(在培养过程中%足细胞可以呈增殖态和分化态

等两种分化状态%仅靠细胞形态学难于确定所培养

细胞是否为肾小球足细胞((F,!可作为鉴定大鼠

肾小球足细胞的合适标记(

参 考 文 献

! M5B99A WN%Z*]519 WU%Q9=891U%7:3DEN623;=?=235BBC

=AA21?5B=̀9;7<A53>2;26C?969BBB=39;9A238?15?=3:39>71=3

53;>2;26=39L>1988=23EUNAM26\9>712B%"%%"#!-!-"$$-%,

$-/E

" W<3;9BV%Q9=891U%b<3=:5W[N%7:3DEQ951153:9A93?82I

?796C?28K9B9?2353;69BB623?56?8=3;<69>126988I21A5?=23

;<1=3: ;=II9193?=5?=23 2I 623;=?=235BBC =AA21?5B=̀9; A2<89

>2;26C?969BBB=398E@L>09BBQ98%!RR+#"-$!!"$"&/,"*/E

- 范青锋%丁!洁E肾小球足细胞系的研究进展E实用儿科临床

杂志%"%%*#"%!!"$+!,+"E

& Y5?8<C5Y%a52=?5@%a287=;5a%7:3DEN3=A>12G9;A9?72;

I21>1=A51C6<B?<192I15?>2;26C?98EY=;39CO3?%"%%$#$R!!!"$

"!%!,"!%$E

* Q2>8N)%;91 PB5:UP%U562480(%7:3DEO82B5?=2353;

675156?91=̀5?=232I623;=?=235BBC=AA21?5B=̀9;A2<89:B2A91<B51

93;2?79B=5B69BBB=398EY=;39CO3?%"%%&#$$!$"$"!R-,""%!E

$ Y19=8491: UO% ]22G91 Q)%Y5132G8KC WUEO82B5?=23 53;

675156?91=̀5?=23 2I15?:B2A91<B519>=?79B=5B69BB8()G(:90E

Y=;39CO3?%!R+/#!&!!"$"!,-%E

+ )2G9??T]%QC53U)%M?91̀9BQ[EM?=A<B5?=232I15?A9853:=5B

69BB>12B=I915?=234C A5612>75:9=3?91B9<K=3!EUOAA<32B%

!R/-#!-!!$"$"/-%,"/-$E

/ 潘晓勤%姜新猷E肾小球系膜细胞培养及鉴定E南京医科大学

学报%!RR*#!*!!"$""",""-E

R a52=?5@%a287=;5aEV2BC:235B9>=?79B=5B69BB8=3:B2A91<B51

69BB6<B?<19$>2;26C?921>51=9?5B9>=?79B=5B21=:=3EW=61286Q98

F967%"%%"#*+!&"$"!","!$E

!% ]2B?72I91]%M5=3=2Y%W=9??=393NEQ5?:B2A91<B5169BB8;2

32?9L>1988>2;26C?=6A51K918J7936<B?<19;()G(:90E)54

O3G98?%!RR!#$*!*"$*&/,**+E

!! M753KB53; MU%V=>>=3U(%Q9=891U%7:3DEV2;26C?98=3

6<B?<19$>58?%>19893?%53;I<?<19EY=;39CO3?%"%%+#+"!!"$"$,

-$E

!"%!- %- "+收稿%"%!- %+ !/修回"

编辑!汤!洁

%RR


