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LIF 诱导小鼠胚胎后肾间充质细胞分化形成肾上皮细胞
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摘摇 要:摇 目的摇 观察白血病抑制因子(Leukemia inhibitory factor,LIF)能否诱导后肾间充质细胞(metanephric
mesenchymal cells,MMCS)分化形成肾上皮细胞,并探讨其机制。 摇 方法摇 取孕 11. 5 天的小鼠胚胎,分离后肾间充

质组织,去除输尿管芽,Pax鄄2 染色鉴定。 对鉴定后的肾间充质细胞进行体外培养,并在培养液中加入细胞因子成

纤维细胞生长因子(FGF2)、转化生长因子(TGF鄄琢)和 LIF 进行诱导,用免疫荧光染色和 RT鄄PCR 检测后肾间充质

细胞分化形成肾上皮细胞过程中的形态学和基因表达变化。 摇 结果摇 经细胞因子 LIF 处理,后肾间充质细胞由排

列杂乱无序的细胞发育形成有连续基底膜的肾小球。 RT鄄PCR 检测发现上皮细胞标记因子(E鄄caderin、Collagen 郁、
podocalyxin)的表达逐渐增高。 摇 结论摇 LIF 能诱导后肾间充质细胞分化形成肾上皮细胞,可为肾脏疾病的细胞治

疗提供实验依据。
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in Mouse Metanephros
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Abstract:摇 Objective摇 To investigate the biological characteristic in mesenchymal鄄epithial conversion. 摇 Methods摇
We isolated the metanephric mesenchyme cells from E11. 5 embryo without Ureteric Bud and identified it with Pax鄄2 stai鄄
ning. 摇 Results摇 The isolated metanephric mesenchyme cells developed from a disorganised array into small chains with
continuous basement membranes in the presence of Leukemia inhibitory factor (LIF). And RT鄄PCR results showed the ex鄄
pression of the marker protein of epithelial cell,such as E鄄cadherin,Collagen 郁,and podocalyxin were also affected. 摇
Conclusion摇 LIF induced mesenchymal鄄epithial conversion in mouse metanephros.
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摇 摇 肾脏是人体重要的器官,不仅能分泌尿液、排泄

代谢废物,还具有调节血压、体液平衡,以及骨骼密

度的功能。 全球有 10% 的慢性肾脏疾病患者进展

为慢性肾功能不全、尿毒症,是导致人类死亡的主要

原因之一[1鄄2]。 国内外学者们一直致力于研究肾脏

发育的分子机制,并试图利用干细胞移植,修复肾脏

损伤,重建终末期肾病患者肾脏的功能。
胚胎后肾间充质细胞是一种多潜能干细胞,研

究表明它能分化形成肾上皮细胞[3鄄4]。 因此,利用

后肾间充质细胞移植治疗很可能成为改善急性肾小

管坏死预后的重要方法[4鄄5]。 白血病抑制因子( leu鄄
kemia inhibitory factor,LIF)是一类细胞因子,最早发

现于小鼠 Krebs 域腹水瘤细胞条件培养液中,能诱

导白血病细胞株 M1 细胞向正常细胞分化[6]。 已有

研究报道 LIF 能诱导神经前体细胞分化为星形胶质

细胞、少突神经胶质细胞及感觉神经元[7鄄8]; JAK鄄
STAT 信号介导的 LIF 受体激活是形成上皮小管所

必需 [9鄄10],提示 LIF 在细胞分化过程中具有重要作

用。 本文分离并鉴定后肾间充质细胞,利用体外细

胞培养技术,在培养液中加入细胞因子 LIF 进行诱
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导,用免疫荧光染色和 RT鄄PCR 检测后肾间充质细

胞分化形成肾上皮细胞过程中的形态学和基因表达

变化,旨在阐明后肾间充质细胞分化形成上皮细胞

过程中的生物学特性变化,理解肾脏发生和发育过

程,为肾脏组织工程学研究奠定理论基础。

1摇 材料与方法

1. 1摇 材料

摇 摇 Balb / c 小鼠(湖南斯莱克景达实验动物有限公

司); 兔多克隆抗体 Pax2 (1颐 250,Abcam),laminin 琢5
(1颐 250,Abcam),anti鄄rabbit FITC(1颐 250,Santa Cruz);
DMEM鄄LG 培养基(Gibco);胎牛血清 FBS (Gibco);胰
酶 (Amersco);转化生长因子(transforming growth factor
alpha,TGF鄄琢) (10 ng / mL,Boehringer Mannheim),成纤

维细胞生长因子 ( fibroblast growth factor, FGF 2)

(50 ng / mL,Boehringer Mannheim) 和白血病抑制因子

LIF (10 units / mL,Chemicon);RNeasy Mini Kit (Qia鄄
gen);Supercript 域RNase H鄄Reverse Transcriptase (In鄄
vitrogen);引物(Invitrogen);VECTASHIELD Fluorescent
Mounting Media(Vector Laboratories)。
1. 2摇 方法

1. 2. 1摇 后肾间充质细胞的分离和培养摇 取孕 11. 5
天 Balb / c 雌鼠 (以发现阴栓当日为受孕 0. 5 天),
断颈处死,在解剖显微镜下剥离胎盘,获取 E11. 5
小鼠胚胎。 未分化的后肾间充质细胞位于胚胎后肢

的后 1 / 3 处,即输尿管的背侧,输尿管芽向背部延伸

处[11]。 在小鼠前肢下方横向剪断,沿胚胎神经管纵

向剪开,截断尾部;根据后肾位置及其形状分离得到

胚胎后肾间充质组织,去除输尿管芽 (图 1);将解

剖分离后组织置于 4 益预冷的 DMEM 清洗备用。

图 1摇 分离后肾间充质组织解剖示意图摇 A:沿虚线,即从胚胎前肢的下方横向剪断;B:沿神经管纵向剪开,并截去尾部,使输尿管暴露于

视野下;C:未分化的后肾间充质细胞(MM)位于胚胎后肢的后 1 / 3 处,即输尿管芽向背部延伸处

1. 2. 2摇 后肾间充质细胞的培养和分化诱导摇 将解剖

分离的后肾组织在胶原酶溶液中(DMEM + 10%
FBS + 0郾 2%胶原酶 + 50 IU / mL DNase) 37 益孵育

15 min;残存后肾组织以 0. 25%胰酶 / 0郾 02% EDTA
(1颐 1) 室温消化至组织块消失;加入含 10% FBS 的

DMEM,1 000 r / min 离心 5 min;弃上清,含 10% FBS
的 DMEM 重悬细胞,细胞浓度调整至 5 伊 104 / cm2,放
入 37 益、含 5% CO2、饱和湿度的培养箱中培养。 分

别加入生长刺激因子 TGF鄄琢 (10 ng / mL)、 FGF 2
(50 ng / mL)和 LIF (10 units / mL),以诱导后肾间充

质细胞分化形成肾上皮细胞[3,12鄄14]。
1. 2. 3摇 后肾间充质细胞的鉴定摇 将解剖分离好的

后肾间充质组织或者涂有后肾间充质细胞的玻片放

在 4%多聚甲醛固定 20 min;PBST (0. 2% 的 Triton
X鄄100)处理 10 min,增加膜的通透性;含 1% BSA 的

PBS 封闭 15 min;加入一抗 Pax2 (1颐 250,Abcam)或

laminin 琢5 (1颐 250,Abcam) 4益孵育过夜;PBS 洗 3
次,每次 5 min;加入荧光素标记的二抗 anti鄄rabbit
FITC(1颐 250,Santa Cruz)室温下避光孵育 1 h;PBS
洗 3 次, 每 次 5 min; 防 荧 光 淬 灭 封 片 剂

(VECTASHIELD)固定,荧光显微镜下观察。
1. 2. 4摇 RT鄄PCR 分析摇 RNeasy Mini Kit 试剂盒提取

分离好的小鼠后肾间充质细胞 RNA(见试剂盒抽提

方法);分光光度计 (Nanodrop)检测 RNA 的浓度和

质量;Supercript 域 RNase H鄄Reverse Transcriptase 合

成 cDNA (500ngRNA 每个反应)。 引物序列如下:
Wt1 forward:5鄄GGAAGTGATTCGAAATGATGTG,

reverse:5鄄ATGGTTGGGGAACTGCGCCG;
Wnt4 forward:5鄄GTGACCGGACAGTGCACGGG,

reverse:5鄄GGTACAGCACGCCAGCACGT;
Pax2 forward:5鄄GTGGTGAGGCAGCGCATCGT,

reverse:5鄄ATGCCCTCGGCTAGCAGCCT;
Collagen 郁 forward:5鄄GTGGTGAGGCAGCGCATCGT,
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reverse:5鄄ATGCCCTCGGCTAGCAGCCT;
E鄄cadherin forward:5鄄GGAAGTGATTCGAAATGATGTG,

reverse:5鄄TCAGAACCACTCCCCTCATAG;
Laminin琢5 forward:5鄄GACTGGCGCTGGTAGGCGAG,

reverse:5鄄CAGCGCTCCGTGCCATCGAT;
Podocalyxin forward:5鄄CAAGGGAGCGCCTGGTGTCG,

reverse:5鄄AATGCCTGGTGGTCCCGGGT;

2摇 结摇 摇 果

2. 1摇 小鼠后肾间充质组织的分离和鉴定

摇 摇 利用后肾间充质细胞标记基因 Pax鄄2 抗体,对
解剖分离得到的后肾组织进行染色,免疫组化分析

表明小鼠后肾间充质组织定位正确 (图 2)。

图 2摇 Pax2 抗体鉴定后肾间充质组织摇 A:普通光学显微镜观

察;B:荧光显微镜剥离 E12. 5 胚胎中的后肾间充质组织,兔多克隆

抗体 Pax2 染色,表达阳性

2. 2摇 后肾间充质细胞的分化诱导

分离的后肾间充质组织经胶原酶和胰酶消化形成

单一、悬浮的后肾间充质细胞。 用免疫荧光染色检测

上皮细胞基底膜极性蛋白 laminin 琢5 的表达情况。 结

果显示:FGF2 / TGF鄄琢 培养 48 h,基底膜极性蛋白 lami鄄
nin 琢5 不表达,细胞无极性且排列紊乱,表明细胞还未

被诱导分化为上皮细胞 (图 3A,3D)。 加入 LIF 培养

48 h,laminin 琢5 蛋白开始表达,细胞成簇,具有顶端膜

等上皮细胞的特点,细胞由原来的无规则排列增殖形

成“S冶或“C冶型小体样的链状结构 (图 3B,3E)。 LIF
诱导 1 周后,细胞簇进一步发育形成具有连续基底膜

包围的肾小管或者肾小球结构 (图 3C,3F)。
RT鄄PCR 结果显示:加入 FGF2、TGF鄄a 培养 48 h

后,Wt1、Pax2 和 Wnt4 等与细胞聚集形成相关的蛋

白在后肾间充质细胞中有表达,早期的上皮胶原蛋

白 Collagen 郁在这个时期也有表达,而特异性上皮

细胞标记蛋白 E鄄cadherin,laminin 琢5 以及足细胞标

记蛋白 podocalyxin 不表达;加入 LIF 诱导培养 48 h
后, 细 胞 粘 性 蛋 白 E鄄cadherin 以 及 基 质 蛋 白

laminin琢5 开始表达,而足细胞的标志蛋白 podoca鄄
lyxin 则在诱导 1 周后,才有表达,标志着肾小球开

始形成(图 4)。

图 3摇 LIF 诱导后肾间充质细胞分化为上皮细胞的生物形态学变化摇 A鄄C:普通光学显微镜观察;D鄄F:荧光显微镜. A,D:FGF2 / TGF鄄a
处理培养后肾间充质细胞 48 h,细胞呈不规则排列,laminin 琢5 不表达;B,E:FGF2 / TGF鄄a / LIF 处理培养后肾间充质细胞 48 h,细胞呈链状排列,
伴随着基质膜蛋白 laminin 琢5 的表达;C,F:由基质膜蛋白 laminin 琢5 包围,细胞开始形成管状和早期的肾小球结构

3摇 讨摇 摇 论

后肾间充质细胞是肾脏的多能干细胞,经过间

充质鄄上皮细胞的分化过程,形成极性细胞,最终能

分化为肾单位 [3,15鄄16]。 肾单位是肾脏的结构和功能

单位。 因此,利用后肾间充质细胞治疗肾脏疾病成

为国际研究焦点。
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图 4摇 RT鄄PCR 检测后肾间充质细胞分化形成上皮细胞过

程中的基因表达变化

肾脏发育过程中,肾单位上皮细胞的形成是受

各种不同细胞之间信号相互作用。 该相互作用包括

输尿管芽、后肾间充质细胞和肾基质三者之间的网

络调控[16鄄21]。 本实验分离了上皮始祖细胞(即后肾

间充质细胞),直接采用上皮细胞发育所需的生长

因子处理,使得复杂的调控网络简单化。 转化生长

因子(TGF鄄a)和成纤维细胞生长因子(FGF)是保持

细胞正常生长和增殖,并保证细胞分化为上皮细胞

所必需的刺激因子。 若无上述刺激因子,后肾间充

质细胞会出现凋亡现象[22];加入 FGF2 / TGF鄄a 处

理,后肾间充质细胞至少能存活 1 周以上,但并不能

诱导分化形成上皮细胞[3,23]。 而白血病抑制因子

(LIF)是后肾间充质细胞分化为肾上皮细胞所必需

的因子[12,14]。 本实验中生长刺激因子作用对象为

单一的上皮始祖细胞,排除了输尿管芽或者肾基质

对后肾间充质作用的干扰,研究了转录调控子(Pax鄄
2,WT鄄1),细胞基质蛋白 ( E鄄cadherin, laminin琢5,
Collagen 郁), 糖 蛋 白 ( Podocalyxinn ), 信 号 分 子

(Wnt4)与肾上皮细胞各个发育阶段之间的直接关

系,解决了细胞示踪技术不成熟这一难题。
本实验利用 LIF 诱导单一后肾间充质细胞的模

型,对后肾间充质分化为上皮细胞的生物学特性进

行了研究。 laminin 琢5 免疫荧光染色结果显示,无
LIF 处理,后肾间充质细胞不能分化形成上皮细胞;
加入 LIF 刺激,无规则排列的细胞增殖聚集 (图

3A,3D),形成“S冶或“C冶型小体样的链状结构 (图
3B,3E),进一步发育形成连续基底膜包围的肾小管

或者肾小球结构 (图 3C,3F)。 本实验还发现,在
TGF鄄a 和 FGF 诱导下, 后肾间充质细胞高表达

Pax2、WT鄄1、Wnt4 和 Collagen 郁,使得后肾间充质细

胞区别于其他间质细胞 [24鄄26]。 Collagen 郁的高表

达标志着后肾间充质细胞已经在向上皮细胞转

化[24]。 但是 E鄄cadherin,laminin琢5,podocalyxin 等细

胞极性标记分子只有在加入刺激因子 LIF 后才开始

表达,细胞极性标记分子的表达标志着肾小球的形

成(图 4) [27鄄29]。 综上所述,本课题组成功分离了后

肾间充质细胞,证实了 LIF 能诱导小鼠后肾间充质

细胞分化为肾小囊和肾小管上皮细胞,LIF 诱导细

胞分化过程中伴随细胞极性标记分子基因的高表

达,本研究为阐明肾脏发生发育的分子机制及慢性

肾脏疾病的细胞治疗法提供了理论依据。
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