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骨髓间充质干细胞不同途径输注对阿霉素
肾病大鼠 AQP1、AQP2 表达的影响
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【摘要】 目的 评估骨髓间充质干细胞（

MSC

）分别通过肾动脉和尾静脉移植方式对大鼠慢性肾病

（

CKD

）模型肾损伤修复的疗效，比较不同移植方式对
CKD

大鼠水通道蛋白（

AQP

）

1

、

AQP2

表达差异的影

响。 方法 实验取
50

只大鼠，

2

只制备骨髓
MSC

；

36

只经尾静脉输注阿霉素构建
CKD

模型，随机分为阿

霉素
CKD

（

A蛳C

）组（

n=12

）、骨髓
MSC

经肾动脉输注（

M蛳A

）组（

n=12

）、骨髓
MSC

经尾静脉输注（

M蛳V

）组

（

n=12

）；另
12

只为正常对照（

N

）组。 末次骨髓
MSC

移植隔
1

周后检测大鼠
24 h

尿量、

24 h

尿蛋白定量、

血清钠及血清白蛋白，免疫组化检测肾组织
AQP1

、

AQP2

表达。结果 与
A蛳C

组相比，

M蛳V

组、

M蛳A

组大

鼠血清白蛋白及
24 h

尿量均增高（

P＜0.05

），

24 h

尿蛋白及血清钠水平均降低（

P＜0.05

），

M蛳A

组
24 h

尿

蛋白较
M蛳V

组降低更明显（

P＜0.05

）。

M蛳V

组、

M蛳A

组大鼠肾脏
AQP1

、

AQP2

表达均较
A蛳C

组降低（

P＜

0.05

），

M蛳V

组、

M蛳A

组间差异无统计学意义（

P＜0.05

）。 结论 骨髓
MSC

移植可增加血清白蛋白，降低尿

蛋白、血清钠和肾实质细胞内
AQP1

、

AQP2

表达，对修复阿霉素
CKD

大鼠肾损伤有作用。 在一定时间内

肾动脉途径移植效果优于外周静脉途径，但两种移植途径的效果差异与
AQP1

、

AQP2

表达无明显关联。

【关键词】 骨髓间充质干细胞； 移植途径； 阿霉素肾病；

AQP1

；

AQP2
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【

Abstract

】

Objective To evaluate the therapeutic effect of bone marrow mesenchymal stem cell

（

MSC

）

infusion transplantation via renal artery and via caudal vein in treating chronic kidney disease

（

CKD

）

in rats

，

and to compare the expressions of aquaporin1

（

AQP1

）

and aquaporin2

（

AQP2

）

between the two

transplantation routes. Methods A total of 50 male SD rats were selected for this experiment. Two

experimental rats were used to make preparation of bone marrow MSC. CKD model was established with

infusion of adriamycin via caudal vein in 36 rats. The 36 CKD models were randomly divided into adriamycin蛳

induced renal failure model control group

（

A蛳C group

，

n=12

），

MSC transplantation through the right renal

artery group

（

M蛳A group

，

n=12

）

and MSC transplantation through the caudal vein group

（

M蛳V group

，

n=12

）

.

The remaining 12 male SD rats were used as the blank control group

（

N group

）

. One week after the last bone

marrow MSC transplantation

，

the 24 h urine volume

，

24 h urinary protein content

，

serum sodium content and

serum albumin level were measured

，

and AQP1 and AQP2 expressions in the kidney tissue were determined

by immunohistochemistry. Results Compared with A蛳C group

，

the serum albumin level and 24h urine

volume in both M蛳V group and M蛳A group were significantly increased

（

P<0.05

），

while 24h urinary protein

content and serum sodium content were remarkably decreased

（

P<0.05

）

. The 24h urinary protein content in
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慢性肾病（

CKD

）患病率高，治疗手段有限，目

前仍为维持性透析与肾移植。 随着再生医学发展，

骨髓间充质干细胞（

MSC

）移植逐渐为
CKD

治疗提

供了新策略［

1

］

。 但采用不同移植途径对于改善肾功

能、延缓肾间质纤维化、促进肾间质及肾小管上皮

细 胞 生 长 的 疗 效 差 异 仍 不 明 确 。 水 通 道 蛋 白

（

aquaporins

，

AQP

）是一类广泛分布于各种组织细胞、

具特异性孔道的快速转运水分子［

2

］

。研究显示
AQP1

、

AQP2

主要分布于肾组织， 在尿液浓缩中发挥重要

功能［

3

］

。

AQP

在病损肾实质细胞内高表达，但国内外

相关研究对于不同方式输注骨髓
MSC

是否调控

AQP1

、

AQP2

表达，从而影响肾功能尚不明确。 本实

验旨在评估不同输注方式移植骨髓
MSC

对阿霉素

肾病大鼠的治疗效果及对
AQP1

、

AQP2

表达的影响。

1

材料与方法

1.1 �

实验材料

取
50

只
12

周龄清洁级成年雄性
Sprague蛳Dawley

大鼠（昆明医科大学动物房提供），体重（

120±10

）

g

；

2

只用作骨髓
MSC

制备，

36

只实验用，

12

只作为正

常对照。 主要试剂：

L蛳DMEM

培养基（上海卡迈舒公

司）、胎牛血清（

FBS

）（中国医学科学院生物工程研

究所）、阿霉素（美国
Sigma

公司）、

AQP1

一抗、

AQP2

一

抗（美国
Santa

公司）。

1.2

骨髓
MSC

体外培养、低氧处理及标记

随机选取
2

只大鼠股骨及胫腓骨，收集骨髓细

胞，流式细胞技术分析细胞表面抗原。 体外培养骨

髓
MSC

（代次：

P4

），观察细胞生长至融合度达
80%

时予以
48 h

缺氧处理（

2%O

2

＋93%N

2

＋5%CO

2

），用

AD5/F35蛳

增强型绿色荧光蛋白（

EGFP

）转染，

6 h

后

加等量
L蛳DMEM

培养基继续培养
1 d

， 倒置相差显

微镜下观察绿色荧光蛋白（

GFP

）表达。

1.3

模型建立及动物分组

实验组大鼠全身麻醉下切除左肾，经尾静脉注

入
2.5 ml/kg

阿霉素，自然清醒；

1

周后再次尾静脉

注入等量阿霉素，连续
2

周；建模成功标准为血中

内生肌酐、尿素氮升高和血红蛋白含量较正常值下

降。

36

只大鼠建模成功，平均时间约为
8

周，分为阿

霉素
CKD

（

A蛳C

）组、骨髓
MSC

经肾动脉输注（

M蛳A

）

组、骨髓
MSC

经尾静脉输注（

M蛳V

）组，每组
12

只。

另
12

只大鼠为正常对照（

N

）组，在其余
3

组注射阿

霉素时予尾静脉注入等量
0.9%

氯化钠溶液。将异体

大鼠
2×10

6 个
/ml

骨髓
MSC

由尾静脉移植至
M蛳V

组， 同样数目骨髓
MSC

由肾动脉途径移植至
M蛳A

组。 首次骨髓
MSC

输注后第
2

周，用同样方法进行

第
2

次移植。 其余两组尾静脉注入等量等频次
L蛳

DMEM

培养基。

1.4

样本收集及检测

血、尿标本收集及检测：末次骨髓
MSC

移植隔

1

周后，大鼠置于单只代谢笼内，采集
24 h

尿后行

割尾取血。采用全自动生化仪检测其
24 h

尿量及尿

蛋白定量、血清钠及血清白蛋白。

免疫组化染色检测肾组织
AQP1

、

AQP2

表达：

各组大鼠于血尿标本收集（末次骨髓
MSC

移植后
2

周）后处死，取肾组织液氮冻存，制冰冻切片（厚度约

为
5 μm

），

4%

多聚甲醛固定，用一抗和生物素化二抗

（

IgG

）进行免疫组化染色，检测肾组织
AQP1

、

AQP2

表达，电镜观察细胞质和细胞膜形态变化，其中棕色

颗粒代表阳性组织相，磷酸缓冲液（

PBS

）取代一抗用

作阴性对比，显微照相（

100×

），

Image蛳Proa Plus 6.0

分析软件求出阳性细胞区域内颗粒平均光密度值。

1.5

统计分析

采用
SPSS 17.0

软件进行统计分析。 组间比较

用单因素方差分析，各组多重比较用最小显著性差

the M蛳A group was obviously lower than that in the M蛳V group

（

P<0.05

）

. The AQP1 and AQP2 expressions in

the kidney tissue in both M蛳V group and M蛳A group were strikingly lower than those in the A蛳C group

（

P<

0.05

），

but no statistically significant differences in AQP1 and AQP2 expressions existed between the M蛳 V

group and the M 蛳 A group

（

P>0.05

）

. Conclusion MSC transplantation can increase serum albumin

，

and

lower urinary protein

，

serum sodium and the expressions of AQP1 and AQP2 in renal parenchymal cells

，

which has the effect on repairing renal injury of adriamycin蛳 induced CKD rats. For a given period of time

，

the

clinical curative effect of MSC transplantation via renal artery is better than that of MSC transplantation via

peripheral vein

，

but the difference in curative effect between the two MSC transplantation pathways has no

obvious correlation with AQP1 and AQP2 expressions.

（

Ｊ Ｉｎｔｅｒｖｅｎｔ Ｒａｄｉｏｌ

，

２０１7

，

２6

：

1015鄄1019

）

【

Key words
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图
1 AQP1

、

AQP2

在各组大鼠肾实质细胞内的免疫组化染色比较（

×100

）

��

注：

a 与
N

组相比，

P＜0.05

；

b 与
A蛳C

组相比，

P＜0.05

；

c 与
M蛳V

组相比，

P＜0.05

组别
24 h

尿量
/ml 24 h

尿蛋白定量
/mg

血清钠
/

（

mmol/L

） 血清白蛋白
/

（

g/L

）

N

组（

n=12

）

20.76±0.82 25.76±2.34 137.97±1.12 32.43±1.49

A蛳C

组（

n=12

）

13.92±0.34

a

49.14±2.21

a

141.64±0.75

a

21.88±1.54

a

M蛳V

组（

n=12

）

15.87±0.21

a

，

b

40.35±2.62

a

，

b

138.95±0.24

a

，

b

23.52±1.27

a

，

b

M蛳A

组（

n=12

）

15.95±0.17

a

，

b

37.92±2.98

a

，

b

，

c

138.83±0.32

a

，

b

23.88±1.40

a

，

b

表
1 4

组大鼠血清及尿液检验结果变化
ｘ±ｓ

异检验。

α=0.05

作为本实验统计学检验水准。

2

结果

2.1

血清及尿液检验

大鼠末次骨髓
MSC

移植后隔
1

周检测
24 h

尿

量、

24 h

尿蛋白定量、 血清钠及血清白蛋白变化结

果显示，

A蛳C

组、

M蛳V

组、

M蛳A

组尿蛋白定量高于
N

组（

P＜0.05

），

24 h

尿量较
N

组低（

P＜0.05

）；

M蛳 V

组、

M蛳A

组
24 h

尿量较
A蛳C

组有明显提高（

P＜0.05

），

同时
24 h

尿蛋白定量仍比
A蛳C

组有显著降低（

P＜

0.05

），尤其是
M蛳A

组
24 h

尿蛋白定量较
M蛳V

组显

著降低（

P＜0.05

）；

A蛳C

组、

M蛳V

组、

M蛳A

组血清白

蛋白较
N

组显著下降（

P＜0.05

），其中骨髓
MSC

输

注后血清白蛋白均较
A蛳C

组明显上升（

P＜0.05

），但

M蛳V

组、

M蛳A

组间差异无统计学意义（

P＞0.05

）；

A蛳

C

组、

M蛳V

组、

M蛳A

组血清钠水平较
N

组明显升高

（

P＜0.05

），其中
M蛳V

组、

M蛳A

组血清钠水平均比
A蛳C

组降低（

P＜0.05

），但
M蛳V

组、

M蛳A

组间差异无统计

学意义（

P＞0.05

），见表
1

。

2.2

肾细胞
AQP1

、

AQP2

平均光密度

末次骨髓
MSC

移植后第
2

周检测
AQP1

、

AQP2

表达，细胞内棕色颗粒提示阳性组织相，结果显示

AQP1

、

AQP2

表达在
A蛳 C

组比
N

组明显增强（

P＜

0.05

），

M蛳V

组、

M蛳A

组表达均较
A蛳 C

组降低（

P＜

0.05

），

M蛳 V

组、

M蛳 A

组间差异无统计学意义（

P＜

0.05

），见图
1

、表
2

。

3

讨论

CKD

在病理上是不可逆性改变，结局为终末期

肾病， 已成为世界各国面临的重大生命健康问题。

目前对
CKD

治疗有一定局限性，急需创新、有效的

治疗方法加以改进［

4

］

。 阿霉素诱导动物
CKD

病变同

人体慢性局灶节段性肾小球硬化类似，是目前公认

能较好地模拟人体
CKD

的动物模型［

5

］

。 国内外研究

表明，随着细胞生物学技术发展，骨髓
MSC

作为一

种具有多向分化潜能的多能干细胞，可促进损伤肾

脏血管新生和内皮组织细胞修复，在
CKD

治疗中具

有广泛的应用前景，受到越来越多学者关注。 但骨髓

MSC

对肾脏的修复作用仍有待深入研究［

6蛳7

］

。 前期相

组别
AQP1 AQP2

N

组（

n=12

）

0.22±0.02 0.20±0.01

A蛳C

组（

n=12

）

0.35±0.01

a

0.32±0.02

a

M蛳V

组（

n=12

）

0.33±0.02

a

，

b

0.30±0.02

a

，

b

M蛳A

组（

n=12

）

0.32±0.01

a

，

b

0.30±0.01

a

，

b

表
2 AQP1

、

AQP2

在各组肾脏标本中的平均光密度
ｘ±ｓ

注：

a 与
N

组比较，

P＜0.05

；

b 与
A蛳C

组比较，

P＜0.05
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关研究提出，骨髓
MSC

对肾脏的修复作用与移植方

式有关［

8

］

。 当前骨髓
MSC

移植在
CKD

方面的研究

结果不尽相同，有关细胞移植方式（局部、动脉和静

脉途径输注等）的研究报道有限，在移植方式选择

上存在较大争议。

Cheng

等［

9

］研究发现，经腹腔内和

肾包膜下移植的骨髓
MSC

未迁移至受损部位，无助

于改善治疗效果。 白彝华等［

8

］在
CKD

大鼠体内，依

次通过尾静脉、肾动脉输注骨髓
MSC

，发现肾动脉

输注
MSC

组大鼠肾内出现炎性反应较轻微，肾功能

恢复较快。 谢周滔等［

10

］经动脉及静脉输注小鼠骨髓

MSC

后，虽然
2

种术式均能改善肾功能受损，但经

静脉途径输注的创伤较小， 治疗效果更优。

Zhang

等 ［

11

］研究提示，静脉途径虽操作简便、安全，但所输

注
MSC

大部分归巢于肺而不是受损的肾脏。 因此，

骨髓
MSC

移植通过何种途径能较好改善
CKD

大鼠

肾功能及其在不同移植途径中的作用机制，有待进

一步研究。

本实验结果显示
A蛳C

组与
N

组相比血清白蛋

白显著下降，

24 h

尿蛋白定量显著增高， 提示阿霉

素诱导下
A蛳C

组大鼠肾功能受损，

CKD

进展过程中

血清白蛋白以尿蛋白形式通过尿液排泄途径丢失；

骨髓
MSC

移植后，

M蛳V

组、

M蛳A

组血清白蛋白均较

A蛳C

组显著增高，

24 h

尿蛋白定量也均较
A蛳C

组显

著降低，说明骨髓
MSC

输注可减轻阿霉素
CKD

大

鼠尿中蛋白丢失，减少血清白蛋白流失；

A蛳C

组与
N

组相比血清钠明显增高，尿量明显减少，输注骨髓

MSC

后
M蛳V

组、

M蛳A

组血清钠比
A蛳 C

组显著减

少，

24 h

尿量较
A蛳C

组明显增多， 尤其是
M蛳A

组
24 h

尿蛋白定量较
M蛳 V

组显著降低，均表明移植骨髓

MSC

于受损肾小管可促进肾功能改善，且经肾动脉

途径可较短时间内归巢较多数量骨髓
MSC

至肾脏

受损部位，有助于骨髓
MSC

治疗阿霉素
CKD

，这与

Cai

等［

12

］研究结果一致。 但对骨髓
MSC

不同移植方

式治疗
CKD

效果差异所涉及病理生理学机制，仍

需进一步研究。

CKD

患者易发生尿排泄障碍所致水钠潴留，

AQP

在调节机体水平衡和维持内稳态过程中意义

重大 ［

13

］

，因此高表达于肾实质内，同时在病损肾中

有明显改变的
AQP

得到广泛关注。

AQP1

通常存在

于近端肾小管及髓襻降支细段，其重吸收功能与小

管基底膜外侧的高渗透压相关 ［

14

］

；

AQP2

通常分布

于肾脏集合管，遗传变异所致
AQP2

缺失会发生尿

崩症［

15

］

。 国内外研究显示
AQP1

、

AQP2

下调可降低

肾小管对液体的重吸收能力，导致终末期肾病［

16蛳17

］

。

本实验检测结果显示，

A蛳 C

组大鼠肾组织
AQP1

、

AQP2

表达均比
N

组上升，提示阿霉素
CKD

模型大

鼠水、 电解质平衡紊乱与肾小管中
AQP1

、

AQP2

表

达上调有关；

M蛳V

组、

M蛳A

组
AQP1

、

AQP2

表达均

较
A蛳C

组降低， 考虑与骨髓
MSC

移植下调阿霉素

CKD

模型大鼠肾小管中
AQP1

、

AQP2

表达，从而减

轻大鼠水、钠潴留有关，这与
Rodrigues

等 ［

18

］研究结

果一致。

AQP1

、

AQP2

免疫组化检测显示，

M蛳A

组平

均光密度值较
M蛳V

组稍低， 但差异无统计学意义，

推测两种骨髓
MSC

移植途径对受损肾脏肾小管和

肾间质的影响无明显差异。

综上所述， 骨髓
MSC

移植可促进阿霉素
CKD

大鼠肾损伤修复，并在一定时间内肾动脉途径移植

效果优于外周静脉途径；骨髓
MSC

移植可是能通过

下调大鼠
AQP1

、

AQP2

过度表达减轻钠潴留， 但在

下调
AQP1

、

AQP2

表达上， 两种移植途径间差异无

统计学意义。 虽然本实验中血、尿标本数据显示肾

动脉移植效果优于外周静脉移植，但两种不同途径

移植骨髓
MSC

的效果差异与
AQP1

、

AQP2

表达无

明显关联。 本实验尚属初步研究，随着骨髓
MSC

治

疗
CKD

新技术不断发展，

AQP

影响
CKD

修复功能

及其分子机制有待进一步深入探索与完善。
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利和口服降糖药等治疗。 术后患者时有阵发性心悸，胸闷气
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NYHA Ⅲ
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CT
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合行
PVR
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3

天行经皮左心室重建术。
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