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人脐带间充质干细胞不同输注途径对急性肾小管坏死的影响☆

李 芳1，胡 祥1，2，赵红梅1，贾丹兵1，党智杰1

Influence of different infusion methods of human umbilical cord mesenchymal stem cells on
acute tubular necrosis

Li Fang1, Hu Xiang1, 2, Zhao Hong-mei1, Jia Dan-bing1, Dang Zhi-jie1

Abstract

BACKGROUND: Studies have confirmed that exogenous mesenchymal stem cells can migrate and establish in the nephridial
tissue following ischemia/reperfusion injury, differentiate into renal tubular epithelial cells, and recover structure and function of the
kidney. At present, it is controversial which is better, arterial injection or intravenous injection, for transplanting stem cells.
OBJECTIVE: To observe the effects of different transplantation methods of human umbilical cord mesenchymal stem cells on
dogs with acute tubular necrosis (ATN).
METHODS: Healthy dog models of ATN were established and randomly divided into two groups. Human umbilical cord derived
mesenchymal stem cells were labeled with DAPI. Then the cells were injected through peripheral veins and right femoral artery
into model dogs’ body. 24 hours later, histological changes were observed by light microscope, and the survival of human umbilical
cord mesenchymal stem cells was evaluated by fluorescent microscope.
RESULTS AND CONCLUSION: Under common optical microscope, pathological changes such as swelling, degeneration and
necrosis appeared in renal tubular epithelial cells in both groups. The injected human umbilical cord mesenchymal stem cells could
survive in the affected kidney. There was no significant difference on fluorescence intensity between two groups (P > 0.05). These
indicated that transplanted human umbilical cord mesenchymal stem cells by two pathways can survive in the kidneys. The
outcomes were similar in repairing the kidney. Compared with arterial injection, the transplantation of intravenous injection
obtained little trauma.

Li F, Hu X, Zhao HM, Jia DB, Dang ZJ. Influence of different infusion methods of human umbilical cord mesenchymal stem cells on
acute tubular necrosis.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2010;14(40): 7470-7473.
[http://www.crter.cn http://en.zglckf.com]

摘要

背景：研究已证实外源性间充质干细胞能够迁移、定居于缺血再灌注损伤后的肾组织中分化为肾小管上皮细胞，恢复肾脏组

织结构和功能。目前对以动脉注射或静脉注射途径移植干细胞哪种更好仍存在争议。

目的：观察人脐带间充质干细胞经不同途径移植对家犬急性肾小管坏死的影响。

方法：建立健康家犬急性肾小管坏死模型，以随机编号法分为 2组，分别以外周静脉注射及右股动脉介入经肾动脉直接注射

DAPI标记的人脐带间充质干细胞。移植后 24 h，光镜下观察肾组织形态改变，荧光显微镜下观察人脐带间充质干细胞植入

实验动物体内后的存活情况。

结果与结论：普通光镜下观察可见两组动物肾小管上皮细胞均出现广泛肿胀、变性、坏死等病理变化。经外周静脉注射及经

肾动脉直接注射的人脐带间充质干细胞均在病损肾脏中成活，且两组荧光强度差异无显著性意义(P > 0.05)。说明两种途径移

植人脐带间充质干细胞均可在肾脏内定殖，修复肾脏组织结构的效果相当，相对于动脉注射途径，经静脉注射移植途径创伤

较小。

关键词：移植途径；人脐带间充质干细胞；急性肾小管坏死；干细胞；干细胞移植
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0 引言

急性肾小管坏死是急性肾功能衰竭 常见

的原因之一，一旦发生肾小管坏死就只能采取

血液净化治疗，尚无有效加速肾小管上皮细胞

修复的方法。间充质干细胞是来源于发育早期

中胚层和外胚层的一类具有多向分化潜能的干

细胞，可以诱导分化为骨骼肌、平滑肌、骨、

软骨、脂肪、心肌细胞、神经细胞及造血干细

胞等多种类型细胞。间充质干细胞 早从骨髓

中分离培养，而相对于骨髓间充质干细胞，人

脐带间充质干细胞因取材容易、来源广泛，且

不涉及伦理问题，被认为是新型的种子细胞，

且 近研究表明脐带间充质干细胞异种移植后

没有免疫排斥反应[1-2]。

目前，国内外对于干细胞移植在治疗急性

肾小管坏死方面的研究越来越深入，多项研究

已证实骨髓间充质干细胞可以向肾小管上皮细

胞分化并修复受损的肾小管上皮细胞[3-6]。并有

研究发现，在肾脏缺血再灌注损伤兔模型中，

骨髓干细胞移植能较早地降低肾脏缺血再灌注

损伤后血清肌酐和尿素氮水平，在一定程度上

促进缺血再灌注损伤后肾功能修复[7-8]。
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外源性骨髓间充质干细胞能够迁移、定居于缺血再

灌注损伤后的肾组织中并分化为肾小管上皮细胞，从而

恢复肾脏的组织结构和功能[9-10]，但是对其移植途径仍

存在争议。本实验在前期工作的基础上，着眼于细胞移

植的途径，探索以外周静脉注射与股动脉介入经肾动脉

直接注射两种不同移植方法对急性肾小管坏死的作用。

1 材料和方法

设计：随机分组，对比观察动物实验。

时间及地点：于2009-12在哈尔滨医科大学实验动

物中心完成。

材料：

实验动物：健康家犬14只，体质量15~20 kg，由哈

尔滨医科大学实验动物中心提供，均饲养于哈尔滨医科

大学动物实验中心无特定病原体(SPF)屏障环境。实验

过程中对动物的处置符合中华人民共和国科学技术部

2006年颁布的《关于善待实验动物的指导性意见》标准。

DAPI标记的人脐带间充质干细胞：由深圳市北科细胞

工程研究所提供。脐带采集经供者及其家属同意并已签

知情同意书，采集后用间充质干细胞培养液培养，细胞

活力≥90%，病原菌排查未检出细菌，至第4代时用

DAPI标记后用于本实验。

主要试剂及仪器：

实验方法：

家犬急性肾小管坏死模型制备：所有动物随机编号，

自由饮食，记录体质量。将14只家犬随机分为静脉注

射组与动脉注射组，每组 7只。两组均采用 0.2%
HgCl2(按7 mg/kg)肌肉注射建立急性肾小管坏死模型。

由于目前没有犬的急性肾衰竭诊断标准，实验采用内

科学急性肾衰竭的定义 [11]，据此作为实验中急性肾衰

竭的诊断标准。观察动物一般状态及死亡情况。造模

前及造模后24，48 h分别采血进行血生化指标测定并

留取尿液作尿常规测定，血肌酐的绝对值每日平均增

加44.2 μmoL/L或88.4 μmoL/L；或在24~72 h内血肌酐

值相对增加25%~100%[11]。造模成功的实验动物进入

实验。

人脐带间充质干细胞移植：

静脉注射组：将造模成功的家犬经外周静脉缓慢注

射以DAPI标记的人脐带间充质干细胞悬液，细胞总数为

1.5×107。
动脉注射组：将造模成功的家犬分别用3%异戊巴

比妥钠，按照1.5 mL/kg剂量静脉麻醉。待麻醉起效后，

将家犬仰位四肢固定于X射线下的平板上，于右腹股沟

区切开皮肤，钝性分离股动脉，用充满肝素盐水的硬膜

外麻醉导管于右股动脉插入，经腹主动脉进入左肾动脉

0.3~0.5 cm，暂时压闭腹主动脉，经导管缓慢注射5 mL
脐带间充质干细胞悬液，细胞总数为1.5×107，右股动

脉切口用无损伤缝合线吻合。所有家犬继续喂养24，
48 h。见图1，2。

肾脏病理及荧光观察：干细胞移植24 h后，处死动物，

取出肾脏，PBS灌注洗涤，取肾脏组织置于体积分数为

10%中性甲醛固定，常规石蜡包埋、切片、苏木精-伊

红染色，普通光镜下观察肾脏组织学变化及肾小管损伤

程度；并取肾脏组织用滴有生理盐水的锡纸包裹后于

4 ℃保存下送检，制成冰冻切片进行荧光显微镜观察并

摄片，观察肾脏组织显示荧光的部位及强度，以评判移

植细胞的存活情况。

主要观察指标：干细胞移植后肾组织形态改变及其

植入实验动物体内后的存活情况。

设计、实施、评估者：由全体作者共同完成。

统计学分析：由第一作者采用SPSS 11.0软件完成

试剂及仪器 来源

胎牛血清、IMDM培养基

0.2%二氯化汞溶液

4，6-二乙酰基-2-苯基吲哚(DAPI)
脐带间充质干细胞

超净工作台

eclipseE400型荧光显微镜

组织切片机

Olympus CX6光学显微镜

SIEMENS数字血管机(DSA)
3K18型台式离心机

美国 Sigma公司

姜堰市环球试剂厂

美国 Biotium公司

深圳市北科细胞工程研究所

中国苏净集团安泰公司

Nikon公司

Leica公司

日本 OLYMPUS
德国西门子公司

北京医用离心机厂

Figure 1 Kidney development
图 1 肾脏显影

Figure 2 Stem cell transplantation via femoral artery
图 2 经股动脉移植干细胞
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统计处理，组间比较采用t 检验，实验数据以
_

x±s表示， P < 0.05为差异有显著性意义。

2 结果

2.1 实验动物数量分析 纳入家犬14只，实验过程中

两组于造模后细胞移植前各死亡1只。2组各有6只进入

结果分析。

2.2 肾脏组织形态学观察 普通光镜下观察可见两组

动物肾小管上皮细胞均出现广泛肿胀、变性、坏死等病

理变化，见图3，4。

2.3 DAPI标记干细胞定位观察 荧光显微镜下观察两

组动物肾脏内有大量 DAPI标记细胞定植，绿色荧光主

要集中在肾小管中，荧光强度均为 3+，肾小球无荧光

显示，见图 5，6。

2.4 不同移植途径免疫荧光强度的比较 每组每只动

物随机取30张免疫荧光照片，强度以+表示，+为1分，

++为2分，以此类推。计算每组平均积分为平均荧光强

度，静脉注射组为80.67±2.95，动脉注射组为81.17±
3.81，两组比较差异无显著性意义(P > 0.05)。

3 讨论

急性肾小管坏死中肾小管上皮细胞 易遭受毒性

损伤，引起急性肾小管坏死肾毒性原因包括部分抗生

素、化学毒物、重金属、对比剂和高浓度的内源性毒素，

导致肾小管上皮细胞变性、坏死。关于肾小管新生细胞

的来源有3个方面的假说，一是来源于肾脏固有成熟的

细胞；二是来源于肾脏固有未分化的干细胞；三是来源

于循环中的细胞[12]，包括外源性途径的细胞。基于这种

认识，目前治疗急性肾小管坏死的重要措施在于预防肾

小管坏死的加重，包括慎用肾毒性药物，避免有毒化学

物和重金属损伤肾脏，积极纠正水、电解质和酸碱平衡

紊乱，恢复有效循环血容量，有效地抗感染和抗休克治

疗，通过血液净化部分替代肾脏工作，维持内环境稳定，

以等待肾小管上皮细胞的修复。一旦肾小管损坏严重而

不能完全恢复，就可能进入慢性肾功能衰竭阶段，需长

期或终身以来肾脏替代治疗或肾移植[13]。

间充质干细胞是一类具有显著自我更新和多向分化

的细胞，其来源丰富，主要存在于骨髓、脐血、脐带、全

身结缔组织和器官间质[14-15]。Kale等[3]实验证实骨髓间充

质干细胞移植可显著降低血清尿素氮水平，促进肾功能恢

复，移植的间充质干细胞可定殖在肾小管，但在肾小球中

未发现。通过对缺血再灌注肾损伤大鼠移植间充质干细胞

能够迁移，定殖于缺血再灌注损伤后的肾组织中并分化为

肾小管上皮细胞，从而恢复肾脏组织结构和功能[16]。间充

质干细胞移植可促进损伤肾组织细胞再生，在肾衰竭及其

他肾脏疾患的肾实质细胞修复中意义重大。但从骨髓提取

干细胞存在有自身局限性，近年研究报道脐带中富含间充

质干细胞，易于获得，分离成功率高[17]。脐带间充质干细

Figure 3 Hematoxylin-eosin staining of morphological
changes in the kidney in the intravenous injection
group. Arrow shows renal tubular epithelial cells
(×200)

图 3 静脉注射组苏木精-伊红染色观察肾脏组织形态学变
化，箭头所示为肾小管上皮细胞(×200)

Figure 4 Hematoxylin-eosin staining of morphological
changes in the kidney in the arterial injection group
Arrow shows renal tubular epithelial cells (×200)

图 4 动脉注射组苏木精-伊红染色观察肾脏组织形态学变
化箭头所示为肾小管上皮细胞(×200)

Figure 5 Green fluorescence in the renal tubular epithelial
cells in the intravenous injection group (×40)

图 5 静脉注射组肾小管上皮细胞可见绿色荧光(×40)

Figure 6 Green fluorescence in the renal tubular epithelial
cells in the arterial injection group (×40)

图 6 动脉注射组肾小管上皮细胞可见绿色荧光 (×40)
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胞与骨髓间充质干细胞相比较优势明显，相对纯净，与干

细胞输注相关的病毒和病原微生物感染率远低于骨髓移

植[18]；人脐带间充质干细胞含量丰富，较为原始，生物活

性强(端粒酶较骨髓间充质干细胞长)，分化能力强(脐带间

充质干细胞高表达CD146)；可在体外进行分离、培养、

扩增迅速，且生物性能稳定，多次传代扩增仍能保持旺盛

功能[19]，可以为实验和临床提供充足的细胞来源；人脐带

间充质干细胞不表达或低表达免疫排斥相关标记，免疫原

性低，是一类低免疫原性细胞，不需经过严格配对使用，

适宜于不同个体之间的移植[20]。因此，本实验选择人脐带

间充质干细胞作为研究对象。

目前肾脏干细胞移植相关研究多采用外周静脉注

射和经肾动脉直接注射两种途径。外周静脉注射创伤

小，患者易于接受，但有研究显示此种方法细胞定位

差[21]，影响治疗效果，经肾动脉直接注射法定位准确，

可以使体外培养的细胞准确移植到肾脏，达到 佳治疗

效果。但其缺点同样明显，例如创伤性较大，对技术水

平及设备要求高。临床上广泛开展比较困难。

本实验对经外周静脉注射与股动脉介入经肾动脉

直接注射法两种移植途径对急性肾小管坏死的治疗效

果进行了比较，结果表明两种途径移植后，肾脏组织的

荧光强度对比无明显差异，说明通过外周静脉注射途径

移植不影响干细胞在体内定植，修复肾脏组织结构，是

一种创伤小、且有效的干细胞移植方法。已有研究表明，

间充质干细胞在体内可定向分化成肾小管上皮细胞或

间充质干细胞通过促进肾脏局部自分泌和旁分泌生长

因子、抗炎因子和抑制炎性因子等，促进肾脏固有的祖

细胞向肾小管上皮细胞分化，及存活的间充质干细胞向

肾小管上皮细胞分化等，以促进损伤肾小管上皮细胞的

修复[3，22-25]。本实验为临床脐带间充质干细胞移植途径

的选择提供了实验依据，为脐带间充质干细胞移植在急

性肾损伤治疗中的广泛推广提供了依据。
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来自本文课题的更多信息--

利益冲突：课题未涉及任何厂家及相关雇主或其他经济

组织直接或间接的经济或利益的赞助。

课题的意义：目前干细胞移植主要有两类途径，即经动

脉注射及经静脉注射，至于哪种移植方法较好，仍存在着争

议。实验在前期工作基础上，着眼于干细胞移植途径，探索

经外周静脉注射与股动脉介入经肾动脉直接注射两种不同移

植方法对急性肾小管坏死的作用，以便更好地指导临床应用。

课题评估的“金标准” ：文章采用组间比较的方法观

察两种移植途径对人脐带间充质干细胞在急性肾小管坏死

上皮细胞定殖的影响，结果显示两种移植途径无显著差异，

未应用“金标准”评估。

设计或课题的偏倚与不足：实验观察时间较短，未观察

人脐带间充质干细胞定殖后对肾功能的影响，故只能说明其

在肾小管细胞定殖，而不能说明其是否有改善肾脏功能的临

床意义，这需要在以后进一步实验中考虑。

提供临床借鉴的价值：实验着眼于干细胞输注途径，讨

论了经动脉及经静脉两种途径对干细胞在急性肾小管坏死

肾小管上皮细胞定殖的影响，为干细胞在临床肾脏疾病的应

用产生一定的促进作用。
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