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碱性成纤维细胞生长因子对庆大霉素致肾小管上皮损伤的拮抗效应★ 
黄荣师1，黄巨恩2，岑妍慧1，何国珍1，赵飞兰1，范  蓉1 

Protective effect of basic fibroblast growth factor on renal tubular epithelial cell toxicity induced 
by gentamicin    

Huang Rong-shi1, Huang Ju-en2, Cen Yan-hui1, He Guo-zhen1, Zhao Fei-lan1, Fan Rong1 

Abstract 
BACKGROUND: In vivo experiments have confirmed that fibroblast growth factor can effectively protect gentamicin-induced renal 
tubular epithelial cell injury, but the effect on the in vitro cultured cells is still rare. 
OBJECTIVE: To explore the mechanisms of basic fibroblast growth factor (bFGF) at different concentrations on preventing 
nephrotoxity mediated by genamicin on the primarily cultivated renal tubular epithelial cell models.  
METHODS: By use of enzyme and mesh screening, renal tubular epithelial cells were isolated from Kunming mice and purified, 
adjusting the cell concentration of 1×108/L, then cell suspension was moved to a 96-well culture plate and divided into different 
groups for culture: blank control group: normal culture; gentamicin group: 10, 30, 50 μL/hole (ie, 400, 1 200, 2 000 U/holes) are 
recorded as G1, G2, G3; bFGF group: 20, 50, 80 μL/hole (ie, 90, 225, 360 ng/hole) are recorded as B1, B2, B3; gentamicin plus 
bFGF intervention group: after adding bFGF 12 hours, then added gentamicin 12 hours, assigned into 9 dose subgroups, namely, 
G1B1, G1B2, G1B3, G2B1, G2B2, G2B3, G3B1, G3B2, G3B3, each subgroup contained four-hole complex. Cell morphology and 
quantity was observed. 
RESULTS AND CONCLUSION: Gentamicin showed a dose-dependent effect on the renal tubular epithelial cell injury, epithelial 
cells in the medium and high concentration groups exhibited shrinkage, rounded, swelling, poor adhesion, severely damaged 
cytoplasm and structural disorder. In the low concentration group, the number change of cells was not obvious, and fibroblasts 
began to appear; In the bFGF groups, cells were full, exhibited strong refraction, the cell number increased significantly, these 
manifestations were significant in 50 μL/hole concentration, and there was no significant difference compared with 80 μL/hore 
concentration; in case of gentamicin plus bFGF intervention, cells with low concentrations of gentamicin had no obvious damage to 
cells, which increased, the damaged cells collapse was reduced in the group of low concentration of gentamicin, cell shrinkage and 
poor adhesion were slightly relieved, high concentrations of bFGF intervention could yield to good cell morphology, but high 
concentrations of gentamicin caused cell swelling and necrosis of injury, which could not be improved by any concentrations of 
bFGF intervention. 50 μL/hole bFGF has antagonistic effect on the nephrotoxicity mediated by medium and low concentrations of 
gentamicin, but has no protection on high concentration of gentamicin-induced nephrotoxicity. 
 
Huang RS, Huang JE, Cen YH, He GZ, Zhao FL, Fan R. Protective effect of basic fibroblast growth factor on renal tubular 
epithelial cell toxicity induced by gentamicin.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2010;14(2): 240-244.     
[http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
背景：体内实验证实成纤维细胞生长因子能有效保护庆大霉素致肾小管上皮细胞的损伤，但对体外培养细胞的作用如何不多见。 
目的：在建立庆大霉素肾毒性体外细胞模型的基础上，观察不同浓度碱性成纤维细胞生长因子对庆大霉素肾毒性的保护作用。 
方法：采用酶加网筛方法分离纯化昆明小鼠肾小管上皮细胞，调整细胞浓度为 1×108 L-1

，将细胞悬液移入 96孔细胞培养板，
分组培养：空白对照组：正常培养；庆大霉素组: 10，30，50 µL/孔 (即 400，1 200，2 000 U/孔)记为 G1、G2、G3；碱性
成纤维细胞生长因子组：20，50，80 µL/孔(即 90，225，360 ng/孔)记为 B1、B2、B3；庆大霉素加碱性成纤维细胞生长因
子干预组：先加碱性成纤维细胞生长因子 12 h后，再加庆大霉素 12 h培养，分 9个剂量组，即 G1B1、G1B2、G1B3、G2B1、
G2B2、G2B3、G3B1、G3B2、G3B3，每组 4复孔。观察细胞形态及数量变化。 
结果与结论：庆大霉素对肾小管上皮细胞的损伤呈剂量依赖性，中、高浓度组的上皮细胞皱缩，变圆，肿胀，贴壁差，内部

胞质破坏严重，结构紊乱，低浓度组细胞数量改变不明显，并且开始有成纤维细胞出现；碱性成纤维细胞生长因子各组细胞

饱满、折光性强，数量明显增多，50 µL/孔浓度以上效果显著，与 80 µL/孔差异无显著性意义；庆大霉素加碱性成纤维细胞
生长因子干预组中低浓度庆大霉素组细胞未见明显损害，细胞数量反而增多，中浓度庆大霉素组损害的细胞崩解减少、细胞

皱缩和贴壁差的程度有所减轻，高浓度碱性成纤维细胞生长因子干预后细胞形态良好，但高浓度庆大霉素所致细胞肿胀、坏

死损伤任何浓度的碱性成纤维细胞生长因子干预都无法改善。50 µL/孔碱性成纤维细胞生长因子对中、低浓度庆大霉素所致
肾毒性有拮抗作用，对高浓度庆大霉素所致肾毒性无保护作用。                 
关键词：碱性成纤维细胞生长因子；庆大霉素；肾小管上皮细胞; 细胞培养；泌尿系统组织工程 
doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2010.02.012 
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0  引言 
 

碱性成纤维细胞生长因子的作用是酸性

因子作用的30~100倍，广泛存在于中胚层和
神经外胚层的细胞，有促增殖分化作用，并参

与胚胎发育、血管生成、损伤修复、神经再生

等多项生理功能
[1-5]
。最近几年向临床应用发

展。在皮肤、眼科、口腔、骨科等领域已被广

泛用
[6-8]
。 

肾来源于中胚层，故碱性成纤维细胞生长

因子能对它产生增殖及保护的作用。庆大霉素

致肾毒性众所周知，由于庆大霉素的有效血清

浓度和毒性浓度相近，耳、肾毒性时有发生。

研究证明，碱性成纤维细胞生长因子能有效保

护庆大霉素损伤的肾小管上皮细胞。在此基础

上，应用体外培养的方法，进一步探讨碱性成

纤维细胞生长因子拮抗庆大霉素肾毒型的作

用。 
 
1  材料和方法 

 
设计：细胞形态学及数量观察实验,对比析

因分析。 
时间及地点：于2005/2009在广西医科大

学组胚实验室和广西中医学院组胚实验室完

成。 
材料：100 g左右昆明小鼠4只由广西医科

大学动物实验中心提供。实验过程中对动物处

置符合科学技术部2006年《关于善待实验动物
的指导性意见》的要求

[9]
。 

主要试剂： 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

实验方法： 

肾小管上皮细胞培养：处死小鼠，肾皮质剪

碎成糊状。离心，弃上清，重悬，反复2次，移
到80目网筛研磨，下方的100目网筛收集肾小

管节段，加2.5 g/L胰酶1 mL[10]
，消化15 min，

加DMEM培养基3 mL终止消化，离心重悬2次，
调整细胞浓度为1×108 L-1

，将细胞悬液移入96
孔细胞培养板，37 ℃，体积分数5% CO2培养

箱培养。一两天换液1次。培养至4 d左右细胞
形态数量最佳，可用于实验。Cytokeratin 18
是肾小管上皮细胞的特异性标志蛋白，可区分

其他细胞。将消化后的细胞以1×104/孔的密度
接种于铺有载玻片的6孔培养皿中，24 h后行免
疫组织化学染色，阳性细胞胞质中出现棕黄色

粗大颗粒。以肾小球细胞为对照。 
实验分组：空白对照组：正常培养；庆大霉素

组：10，30，50 µL/孔(即400，1 200，2 000 U/孔) 
记为G1、G2、G3；碱性成纤维细胞生长因子
组：20，50，80 µL/孔(即90，225，360 ng/孔)
记为B1、B2、B3；庆大霉素加碱性成纤维细
胞生长因子干预组：先加碱性成纤维细胞生长

因子12 h后，再加庆大霉素12 h培养，分9个剂
量组，即G1B1、G1B2、G1B3、G2B1、G2B2、
G2B3、G3B1、G3B2、G3B3。  

主要观察指标： 

细胞光镜观察：第4天细胞进入对数生长期，
观察形态变化。 

细胞数量变化：每组4复孔，细胞进入对数
生长期后，每孔换新鲜培养基200 µL，加药处
理后，加CCK-8试剂20 µL，继续培养4 h，设
空白对照，酶联免疫检测仪检测，检测波长    
490 nm，参比波长630 nm，记录数据。 
统计学分析：各分组所得计量数据采用x

_

±s
表示，用SPSS 13.0软件处理数据，检验水准
α=0.05，P < 0.05为差异有显著性意义。析因
分析方法由广西医科大统计学教研室完成。 

   
2  结果 

 
2.1  细胞形态变化  免疫组化结果见阳性细
胞胞质内有棕黄色颗粒，纯度91%以上。空白
对照组细胞呈地砖样，结合紧密起；庆大霉素

中、高浓度组肾小管上皮细胞皱缩，变圆，肿

胀，贴壁差，内部胞质破坏严重，结构紊乱。

但低浓度组细胞数量改变不明显，且开始有成

纤维细胞出现；碱性成纤维细胞生长因子各组

细胞饱满、折光性强，数量明显增多；庆大霉

素、碱性成纤维细胞生长因子干预组中低浓度

庆大霉素未致明显的细胞损害，细胞数量反而

增多，中浓度(30 µL/孔)庆大霉素损害的细胞崩
解减少、细胞皱缩和贴壁差的程度有所减轻，且

试剂 来源 

角蛋白 18  
小鼠抗人一抗  
兔抗鼠二抗  
DAB显色剂  
苏木精  
多聚甲醛  
4.5 mg/L的碱性成纤维 
细胞生长因子  

4 000万 U/L庆大霉素  
CCK-8试剂盒   

上海翔升生物科技有限公司 
BD公司 
宁波新芝生物科技股份有限公司

北京博奥森生物技术有限公司 
北京博奥森生物技术有限公司 
常州市玉宇化工有限公司 
暨南大学生物工程研究所赠 
 
南宁新阳制药厂 
同仁公司 
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高浓度(80 µL/孔)碱性成纤维细胞生长因子干预后细胞
形态良好，但高浓度(即50 µL/孔)庆大霉素所致细胞损害
任何浓度的碱性成纤维细胞生长因子干预都无法改善。

见图1。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.2  酶联免疫检测各组A值  见表1。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
80，50 µL/孔组碱性成纤维细胞生长因子比较，差

异无显著性意义(P > 0.05)；20 µL/孔碱性成纤维细胞生
长因子与10 µL/孔庆大霉素比较，差异无显著性意义   
(P > 0.05)；20 µL/孔碱性成纤维细胞生长因子与对照

组比较，差异无显著性意义(P > 0.05)；10 µL/孔庆大
霉素与对照组比较，差异无显著性意义(P > 0.05)；30， 
50 µL/孔庆大霉素组比较，差异无显著性意义(P > 0.05)。
除此以外其他各组间相互比较，差异均有显著性意义(P < 
0.01)。 

庆大霉素和碱性成纤维细胞生长因子存在交互作用，分析

单独效应如下：当加10 µL/孔庆大霉素时：碱性成纤维细
胞生长因子各浓度组差异无显著性意义。当加30 µL/孔
庆大霉素时：20，50 µL/孔碱性成纤维细胞生长因子差
异无显著性意义，20，80 µL/孔碱性成纤维细胞生长因
子差异有显著性意义，50，80 µL/孔碱性成纤维细胞生
长因子差异有显著性意义。当加50 µL/孔庆大霉素时：碱
性成纤维细胞生长因子各浓度组差异无显著性意义。当

加20 µL/孔碱性成纤维细胞生长因子时：10，30 µL/孔   
庆大霉素差异无显著性意义，10 µL孔与50 µL/孔庆大霉
素差异有显著性意义，30，50 µL/孔 庆大霉素差异无
显著性意义。当加50 µL/孔碱性成纤维细胞生长因子时：
10 µL/孔与30 µL/孔庆大霉素差异无显著性意义，10，
50 µL/孔庆大霉素差异有显著性意义，30，50 µL/孔庆
大霉素差异有显著性意义。当加80 µL/孔碱性成纤维细
胞生长因子时：10，30 µL/孔庆大霉素差异无显著性意
义，10，50 µL/孔庆大霉素差异有显著性意义，30，    
50 µL/孔庆大霉素差异有显著性意义。 
各组4次检测均值见表2，3。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

a: Renal tubular epithelial cells 
positive for immunohistochemical 
staining (DAB staining, ×200) 

Figure 1  Gentamicin-induced renal tubular epithelial cell injury
图 1  庆大霉素对肾小管上皮细胞的损伤 

b: Following 10 μL/hole gentamicin 
alone, renal tubular epithelial cell 
injury was not obvious, arrows 
indicate some fibrous cells began 
to increase (×100) 

C: Following 50 μL/hole gentamicin alone, arrows indicate the serious 
injury and lytic necrosis of renal tubular epithelial cell (×100) 

表 2  单独碱性成纤维细胞生长因子或庆大霉素干预时 A值 
Table 2  Absorbance value following bFGF alone or alone 

gentamicin                             (x
_

±s, n=4) 

bFGF: basic fibroblast growth factor; GM: genamincin;  aP < 0.01, vs. 
10 µL/hole; bP < 0.01, vs. 20 µL/hole; cP < 0.01, vs.  
20 µL/hole GM 

Group Levels (µL) A 

Control  
GM    
         
         
bFGF   
           

- 

10 
30 
50 
20 
50 
80 

0.297 0±0.047 8   
0.329 5±0.030 2   
0.115 0±0.012 8a   
0.071 0±0.003 6a   
0.422 5±0.124 1c   
0.582 0±0.135 2bc   
0.603 5±0.011 0bc 

表 3  碱性成纤维细胞生长因子+庆大霉素干预时 A值 
Table 3  Absorbance value following bFGF + GM intervention 
                                            (x

_

±s, n=4, A) 

aP < 0.01, vs. 30 µL/hole GM+80 µL/hole bFGF; bP < 0.01, vs. 10 µL/hole 
GM+20 µL/hole bFGF; cP < 0.01, vs. 50 µL/hole GM+50 µL/hole bFGF; 
dP < 0.01, vs. 50 µL/hole GM+80 µL/hole bFGF; bFGF: basic fibroblast 
growth factor; GM: genamincin 

bFGF (µL/hole)   
GM (µL/hole) 

20              50              80 

10 0.339±0.067 0.489±0.103c 0.576±0.142d 
30 0.178±0.053a 0.261±0.065ac 0.432±0.029d 
50 0.074±0.008b 0.079±0.005 0.083±0.010 

表 1  酶联免疫检测各组 4次 A值 
Table 1  Absorbance value detected by enzyme-linked 

immunoassay                            (n=4, A) 

bFGF: basic fibroblast growth factor; GM: genamincin 

             Group 1 2 3 4 

Control  
10 µL/hole GM   
30 µL/hole GM   
50 µL/hole GM   
20 µL/hole bFGF 
50 µL/hole bFGF 
80 µL/hole bFGF 
10 µL/hole GM + 20 µL/hole bFGF  
10 µL/hole GM + 50 µL/hole bFGF 
10 µL/hole GM + 80 µL/hole bFGF 
30 µL/hole GM + 20 µL/hole bFGF  
30 µL/hole GM + 50 µL/hole bFGF  
30 µL/hole GM + 80 µL/hole bFGF  
50 µL/hole GM + 20 µL/hole bFGF  
50 µL/hole GM + 50 µL/hole bFGF  
50 µL/hole GM + 80 µL/hole bFGF  

0.333
0.359
0.127
0.075 
0.544 
0.717 
0.612
0.397 
0.590 
0.733 
0.225 
0.332 
0.457 
0.080 
0.083 
0.092

0.262 
0.303  
0.106  
0.068  
0.318  
0.478  
0.595 
0.268 
0.396 
0.440 
0.129 
0.204 
0.401 
0.065 
0.073 
0.075 

0.343 
0.352 
0.125 
0.073  
0.515 
0.679 
0.614 
0.401  
0.575 
0.705 
0.236 
0.324 
0.459 
0.084 
0.087 
0.096 

0.250 
0.304 
0.102 
0.068 
0.313 
0.454 
0.593 
0.262 
0.357 
0.430 
0.120 
0.192 
0.399 
0.067 
0.077 
0.069 
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以庆大霉素浓度和碱性成纤维细胞生长因子浓度

为横坐标，A值为纵坐标，绘制均数图，见图2。 
 

 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    

3  讨论 

 
成纤维细胞生长因子以往有很多体内实验

[11-15]
，但

体外培养的研究尚不多。原代细胞最大限度保留了体内

细胞的生物学特点
[16-17]

。 
庆大霉素对肾小管上皮细胞损伤，呈剂量依赖关

系
[18]
。结果也证实：①10 µL/孔庆大霉素处理后，未见

明显细胞形态变化，而且出现些纤维状的细胞。故知  
10 µL/孔的庆大霉素浓度太低，对肾小管上皮细胞起不
到损伤作用。也可能低浓度的庆大霉素促进肾小管上皮

细胞内分泌碱性成纤维细胞生长因子
[19-20]

。 因为低浓
度庆大霉素对少部分细胞造成损伤，细胞破损的微小空

隙使内源性的碱性成纤维细胞生长因子释放，对余下的

细胞可起到很好保护。这也解释为什么纤维状细胞会增

多，因为碱性成纤维细胞生长因子可促进成纤维细胞的

增长。当然也有文献认为纤维状细胞可能是肾小管上皮

细胞转化为的肌成纤维细胞
[21]
。类似的情况也发生在角

膜内皮
[22]
。②30 µL/孔庆大霉素处理后，肾小管上皮细

胞肿胀、边界不清。结果与对照组和10 µL庆大霉素组
存在显著差异，说明此浓度的庆大霉素对肾小管上皮细

胞可产生较强的损伤作用。但与50 µL/孔庆大霉素组结

果对比差异不明显，说明30 µL/孔庆大霉素为一个临界
值，可对细胞产生致死性结果。它与受体的结合基本饱

和。③50 µL/孔的庆大霉素处理后，可见细胞溶解坏死。
庆大霉素肾毒性的机制下：酶活性的改变，自由基损伤, 
膜流动性下降，细胞内高钙，抑制能量产生等。一些神

经组织病变也可见相似改变
[23]
。 

加入20 µL/孔碱性成纤维细胞生长因子时，结果与对
照组无明显区别，故认为20 µL/孔碱性成纤维细胞生长因
子浓度过低，对细胞增殖作用不明显。当加入50 µL/孔
碱性成纤维细胞生长因子时，细胞增多明显，胞核更清

楚，见核仁。与对照组和20 µL/孔碱性成纤维细胞生长
因子组有显著差异，说明此浓度的碱性成纤维细胞生长

因子对肾小管上皮细胞与显著的促增殖作用。但结果与

80 µL/孔碱性成纤维细胞生长因子组差异不明显，说明
50 µL/孔碱性成纤维细胞生长因子为一个临界值，可对
肾小管上皮细胞产生显著的增殖作用。它与受体结合

基本饱和
[24-29]

。当加入80 µL/孔碱性成纤维细胞生长因
子时，细胞显著增多，结果与对照组、20 µL/孔碱性成
纤维细胞生长因子差异显著，对上皮细胞有强增殖能

力。 
以往文献基本都先加庆大霉素后加成纤维细胞生长

因子修复治疗
[20]
，机制不同，效果也不一定明显。先加

碱性成纤维细胞生长因子12 h后，再加庆大霉素损伤，
效果明显。碱性成纤维细胞生长因子受体有高亲和性和

低亲和性两种，高亲和性受体，具有酪氨酸激活性
[30]
，

对庆大霉素有预防保护作用。以往文献多是定性的研究，

少涉及定量。碱性成纤维细胞生长因子和庆大霉素两个

因素分别3个水平，做析因分析。它们之间存在有显著
的交互作用。从2个均数图可看出，加50 µL/孔庆大霉素
处理的细胞，A值都下降为一个低点上，说明无论何浓
度碱性成纤维细胞生长因子处理都无效。因此50 µL/孔
庆大霉素是致死量，无法保护修复，对细胞的伤害远大

于各浓度碱性成纤维细胞生长因子的保护作用。 
因为碱性成纤维细胞生长因子和庆大霉素之间存在

显著交互作用，分析单独效应，从结果看：①10 µL/孔庆
大霉素量太小，对细胞无法起到损伤作用，各浓度碱性

成纤维细胞生长因子均能明显增殖细胞 ②加入50 µL/孔
庆大霉素，细胞损害严重，无碱性成纤维细胞生长因子

可以有保护作用。③用80 µL/孔碱性成纤维细胞生长因
子保护时，效果同50 µL/孔碱性成纤维细胞生长因子组，
可能与受体饱和有关。 
也有文献说明，碱性成纤维细胞生长因子的作用有

时效性，随时间延长而失去促细胞增殖的作用。且内源

性与外源性碱性成纤维细胞生长因子在量效，作用方式

与途径等方面存在差异
[31]
，在合适的时间，碱性成纤维

细胞生长因子效力最高，能对抗高浓度庆大霉素，故摸

索最合适的作用时间也是今后的研究内容之一。 

Figure 2  Estimated marginal means of absorbance (A) value
图 2  估测 A值的边际均值   

a: With gentamicin (GM) as the X-axis, the marginal mean of absorbance 
value was estimated  
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b: With basic fibroblast growth factor (bFGF) as the Y-axis, the marginal 
mean of absorbance value was estimated 
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来自本文课题的更多信息--  

实验设计与文章构思：实验的创新在于：①采用改进方

法建立了一套较有效的肾小管上皮细胞分离、培养及鉴定的

技术方法。②观察对象为碱性成纤维细胞生长因子而不是酸

性成纤维细胞生长因子，更有针对性。③和以往不同，实验

提前给药，而不是造成毒性后才给药，因此可以看到碱性成

纤维细胞生长因子的预防保护作用。④特殊的分组方法，通

过析因分析，可以看出各浓度的交互作用。 
    实验观察手段略显单一，缺少电镜图像以及生化指标的
支持。 
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