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间充质干细胞条件培养基对糖尿病肾病大鼠肾脏的保护作用

李　颖，华　岩，于　翔

（山海关人民医院内分泌科，秦皇岛 ０６６２００）

【摘　要】　目的　利用微量渗透泵持续恒量地向糖尿病肾病（ＤＮ）模型大鼠腹腔内泵入间充质干细胞（ＭＳＣｓ）条件培养基，
观察其对ＤＮ大鼠的保护作用。方法　将３０只ＳＤ大鼠随机分为３组：正常组，ＤＮ模型组和ＭＳＣｓ条件培养基组，每组１０只。
正常组给予普通饲料喂养；ＤＮ模型组大鼠每天给予高脂高糖饲料；ＭＳＣｓ条件培养基组是对造模成功的ＤＮ大鼠植入Ａｌｚｅｔ微
量渗透泵。检测血糖、血清胰岛素和甘油三酯等指标，观察肾脏病理情况，免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测肾组织ｎｅｐｈｒｉｎ蛋白
的表达情况。结果　与ＤＮ模型组大鼠相比，ＭＳＣｓ条件培养基组的血糖、血清胰岛素、２４ｈ尿蛋白、血肌酐和血尿素氮均显著
增高，差异具有统计学意义（Ｐ＜００５）。ＭＳＣｓ条件培养基组大鼠的肾小球系膜截面积与肾小球体积均显著减小（Ｐ＜００５）。
与正常组大鼠相比，ＭＳＣｓ条件培养基组大鼠 ｎｅｐｈｒｉｎ蛋白的表达情况显著降低（Ｐ＜００５），但与 ＤＮ模型组相比显著增加
（Ｐ＜００５）。结论　微量渗透泵持续泵入ＭＳＣｓ条件培养基可显著改善ＤＮ大鼠肾功能。
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　　糖尿病肾病（ｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ，ＤＮ）是糖尿
病的一种严重并发症。在长期高血糖、高血脂和高

血压的刺激下，肾小球微循环系统的微循环滤过压

会异常增高，这导致 ＤＮ发生和不断发展［１］。间充

质干细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）可以通过
旁分泌途径分泌细胞因子、生长因子及神经营养因

子等生物活性物质，具有抗凋亡、损伤修复、促再生

和调节炎症反应等多种综合性作用［２］。有研究表

明干细胞条件培养基具有促血管生成和调节神经功

能的作用［３］。我们利用ＭＳＣｓ主要通过旁分泌的特
点来提取和制作ＭＳＣｓ条件培养基，以研究其对 ＤＮ
的治疗和修复作用；同时结合Ａｌｚｅｔ微量渗透泵可

·０４１· 中华老年多器官疾病杂志　２０１７年２月２８日 第１６卷 第２期　ＣｈｉｎＪＭｕｌｔＯｒｇａｎＤｉｓＥｌｄｅｒｌｙ，Ｖｏｌ．１６，Ｎｏ．２，Ｆｅｂ２８，２０１７



长效缓慢进行释放的特点，对 ＤＮ大鼠模型进行治
疗，观察其对ＤＮ大鼠的保护作用。

１　材料与方法

１．１　药物和试剂
　　ＳＤ大鼠骨髓ＭＳＣｓ和ＭＳＣｓ专用培养基采购自
赛业生物科技有限公司（美国），达尔伯克改良伊格

尔（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ｓｍｏｄｉｆｉｅｄｅａｇｌｅｍｅｄｉｕｍ，ＤＭＥＭ）培养
基和胰酶采购自ＨｙＣｌｏｎｅ公司，链脲佐菌素（ｓｔｒｅｐｔｏ
ｚｏｃｉｎ，ＳＴＺ）购自 Ｓｉｇｍａ公司。２ＭＬ２微量渗透泵购
自美国ＡＬＺＥＴ公司。
１．２　ＭＳＣｓ条件培养基的制备
　　ＳＤ大鼠骨髓ＭＳＣｓ用ＭＳＣｓ专用培养基进行培
养，约２ｄ更换１次细胞培养液传代，第３代 ＭＳＣｓ
在细胞培养融合度达到约９０％时弃掉原培养基，更
换为ＤＭＥＭ无血清培养基。在孵箱内培养２４ｈ后
收集上清液即为ＭＳＣｓ条件培养基。吸取上层条件
培养基２ｍｌ于Ａｌｚｅｔ微量渗透泵中即为 ＭＳＣｓ条件
培养基Ａｌｚｅｔ微量渗透泵。
１．３　分组和方法
　　３０只清洁级ＳＤ雄性大鼠［北京维通利华实验
动物技术有限公司］，体质量（２００±１０）ｇ，随机分为
３组：正常组，ＤＮ模型组和 ＭＳＣｓ条件培养基组，每
组１０只。正常组给予普通饲料喂养；ＤＮ模型组大
鼠每天给予高脂高糖饲料（在普通饲料的基础上加

上１０％蔗糖、５％奶粉、２０％猪油）；ＭＳＣｓ条件培养
基组是对造模成功的 ＤＮ大鼠植入 Ａｌｚｅｔ微量渗透
泵。

ＤＮ模型大鼠高脂高糖饲料喂养 ８周后，腹腔
一次性注射ＳＴＺ（３５ｍｇ／ｋｇ），配制方法：将ＳＴＺ溶解
于新鲜配制的０．１ｍｏｌ／Ｌ的枸橼酸缓冲液中，溶液
浓度为１％，ｐＨ值维持在４．２。１周后检测相关指
标，将非禁食血糖 ≥１６７ｍｍｏｌ／Ｌ和尿蛋白 ≥
３０ｍｇ／２４ｈ作为判断２型ＤＮ大鼠模型是否成功的
标准［４］。

Ａｌｚｅｔ微量渗透泵植入方法：２％戊巴比妥钠腹
腔注射麻醉大鼠，取大鼠仰卧位，去毛备皮，聚维硐

碘（碘伏）消毒，在腹部做１个１．５ｃｍ深的纵切口，
植入内置ＭＳＣｓ条件培养基的 Ａｌｚｅｔ微量渗透泵，逐
层缝合，术中严格无菌操作。

１．４　检测指标
　　处死大鼠前行眶静脉采血，全自动生化分析仪
检测血糖、甘油三酯、尿素氮（ｂｌｏｏｄｕｒｅａｎｉｔｒｏｇｅｎ，
ＢＵＮ）、血肌酐（ｓｅｒｕｍｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ，Ｓｃｒ）等生化指标，电
化学发光分析仪检测血清胰岛素水平。处死大鼠前

用代谢笼收集大鼠２４ｈ尿液，全自动生化分析仪检
测２４ｈ尿蛋白。处死大鼠后取一部分肾组织用
１０％甲醛溶液固定，经脱水、包埋，切片，制作２μｍ
厚度的石蜡切片行过碘酸雪夫氏（ｐｅｒｉｏｄｉｃａｃｉｄ
Ｓｃｈｉｆｆ，ＰＡＳ）染色，观察大鼠肾脏病理形态变化情
况，然后对肾脏组织形态学进行定量分析，同时计算

平均肾小球系膜截面积和平均肾小球体积。再取一

部分肾脏组织于 －８０℃ 冰箱中保存，用于做
Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测。
１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测
　　取适量大鼠肾组织，经裂解液对组织进行处理，
考马斯亮蓝法测蛋白浓度，然后等浓度加入上样缓

冲液，１００℃沸水变性５ｍｉｎ。通过十二烷基硫酸
钠－聚丙烯酰胺凝胶电泳、转膜、封闭、一抗孵育过
夜及二抗孵育，通过化学发光及图像分析，测定

ｎｅｐｈｒｉｎ蛋白的表达情况。
１．６　统计学处理
　　采用 ＳＰＳＳ２０．０软件进行数据处理。计量资料
以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，组间比较方差齐者用
ＬＳＤ检验，方差不齐者用 ＧａｍｅｓＨｏｗｅｌｌ检验。
Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结　果

２．１　各组大鼠检测指标的比较
　　与正常组大鼠相比，ＤＮ模型组的血糖、血清胰
岛素、甘油三酯、２４ｈ尿蛋白、血肌酐和血尿素氮均
显著增高，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。与ＤＮ
模型组大鼠相比，ＭＳＣｓ条件培养基组的血糖、血清
胰岛素、２４ｈ尿蛋白、血肌酐和血尿素氮均显著降
低，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５；表１）。
２．２　各组大鼠病理结果
　　正常组大鼠肾小球、肾小管及肾间质无明显改
变；ＤＮ模型组大鼠可见肾小球体积增大，系膜细胞
增生，系膜基质增多，肾小管上皮细胞可有水肿；

ＭＳＣｓ条件培养基组大鼠肾损害较 ＤＮ模型组有所
减轻（图１）。在显微镜下进行肾小球系膜截面积与
肾小球体积定量分析，结果发现与正常组大鼠相比，

ＤＮ模型组的肾小球系膜截面积与肾小球体积均显
著增加（Ｐ＜０．０５）；而与 ＤＮ模型组相比，ＭＳＣｓ条
件培养基组大鼠的肾小球系膜截面积与肾小球体积

均显著减小（Ｐ＜０．０５；表２）。
２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹结果
　　与正常组大鼠相比，ＭＳＣｓ条件培养基组大鼠
ｎｅｐｈｒｉｎ蛋白的表达情况显著降低（Ｐ＜０．０５），但与
ＤＮ模型组相比显著增加（Ｐ＜０．０５；图２）。
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表１　各组大鼠检测指标的比较
　　　　　　　　　　　　Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｄｅｔｅｃｔｉｏｎｉｎｄｉｃｅｓａｍｏｎｇｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ　　　　　　　（ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ）

Ｉｎｄｅｘ　　　　　　 Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ ＤＮｇｒｏｕｐ ＭＳＣｓｇｒｏｕｐ

Ｇｌｕｃｏｓｅ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ５．１４±０．２９ ２３．１２±１．９８ １７．０１±１．８９＃

Ｉｎｓｕｌｉｎ（ｐｍｏｌ／Ｌ） １７９．８３±６．０１ ２１０．２１±３．０１ １９１．１９±２．８９＃

Ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅｓ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ０．７０±０．１８ ２．３９±０．１３ ２．３４±０．０９

２４ｈｕｒｉｎｅｐｒｏｔｅｉｎ（ｍｇ／２４ｈ） ５．３０±０．１９ ３７．５１±０．３４ ２６．４３±０．４１＃

Ｓｃｒ（μｍｏｌ／Ｌ） ４２．９１±０．２１ ７５．２５±０．３７ ６３．１２±０．２５＃

ＢＵＮ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ５．５６±０．０８ ２８．９１±０．１０ ２２．１２±０．１２＃

ＤＮ：ｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ；ＭＳＣｓ：ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ；Ｓｃｒ：ｓｅｒｕｍｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ；ＢＵＮ：ｂｌｏｏｄｕｒｅａｎｉｔｒｏｇｅｎ．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，
Ｐ＜０．０５；ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＤＮｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜０．０５

图１　各组大鼠病理变化
Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｏｆｒａｔｓ（ＰＡＳｓｔａｉｎｉｎｇ×４００）

Ａ：ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＤＮｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＭＳＣｓｇｒｏｕｐ．ＤＮ：ｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ；ＭＳＣｓ：ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ；ＰＡＳ：ｐｅｒｉｏｄｉｃａｃｉｄｓｃｈｉｆｆ．

Ｂｌａｃｋａｒｒｏｗｓｉｎｄｉｃａｔｅｍｅｓａｎｇｉａｌａｒｅａ

表２　各组大鼠肾脏病理形态变化情况比较
　　　　　　　Ｔａｂｌｅ２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｉｎｋｉｄｎｅｙｓａｍｏｎｇｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ　　　　　（ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ）

Ｉｎｄｅｘ　　　　 Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ ＤＮｇｒｏｕｐ ＭＳＣｓｇｒｏｕｐ

Ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒｍｅｓａｎｇｉａｌａｒｅａ（μｍ２×１０３） ４．４９±０．１８ ７．４９±０．３０ ５．２３±０．２５＃

Ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒｖｏｌｕｍｅ（μｍ３×１０５） ５．５２±０．１３ ８．０６±０．２５ ６．８９±０．１８＃

ＤＮ：ｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ；ＭＳＣｓ：ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０．０５；ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＤＮｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜０．０５

图２　各组大鼠ｎｅｐｈｒｉｎ蛋白表达情况
Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｎｅｐｈｒｉｎｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｏｆｒａｔｓ

ＤＮ：ｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ；ＭＳＣｓ：ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０．０５；ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＤＮｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜０．０５
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３　讨　论

　　近年来，干细胞治疗糖尿病的相关研究引起了
人们的注意，ＭＳＣｓ可以通过旁分泌等方式分泌各种
生长因子及细胞因子，通过调控免疫的途径来实现

对损伤的修复治疗［５］。然而直接应用 ＭＳＣｓ（如通
过注射移植）的方式也存在一些问题，如大鼠尾静

脉注射后归巢率低、病理环境下使用时增加感染等

问题［６］。我们利用ＭＳＣｓ通过旁分泌机制实现治疗
损伤的特性，制备ＭＳＣｓ条件培养基，以观察其对于
ＤＮ的治疗作用。ＭＳＣｓ不仅通过旁分泌分泌细胞
因子，而且其条件培养基中的因子可以趋化性的到

达损伤部位，使损伤部位细胞增殖、凋亡减轻，这些

都是ＭＳＣｓ条件培养基治疗作用的一些特点［７，８］。

ＭＳＣｓ条件培养基治疗损伤有许多优点，但如何
能长期稳定释放连续治疗 ＤＮ是目前存在的问题。
如果一次性腹腔注射，随着吸收及时效的延长会影

响治疗作用的发挥。我们利用微量渗透泵长效缓慢

释放的特点，通过无菌手术植入实验动物皮下或腹

腔内，从而使药物持续稳定地释放［９］。本研究采用

Ａｌｚｅｔ２ＭＬ２型微量渗透泵，可装入２ｍｌ的条件培养
基，并且以恒定速度（５μｌ／ｈ）向外输出，持续时间长
达２周。该途径给药能够起到持续、恒定、稳定的作
用，减少药物浓度波动对实验的影响［１０，１１］。

本研究结果表明ＭＳＣｓ条件培养基缓慢释放的
确能降低ＤＮ大鼠的血糖及胰岛素释放水平，降低
血肌酐和血尿素氮，同时减少２４ｈ尿蛋白量，进而
改善肾功能，然而甘油三酯的变化不太明显，可能是

由于实验时间等因素的影响。病理结果也显示

ＭＳＣｓ条件培养基治疗后能降低系膜截面积和肾小
球体积，提示 ＭＳＣｓ条件培养基能够减轻系膜增生
和系膜基质聚集［１２，１３］。

Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹监测结果显示，与正常组大鼠相
比，ＭＳＣｓ条件培养基组大鼠 ｎｅｐｈｒｉｎ蛋白的表达情
况显著降低（Ｐ＜０．０５），但与 ＤＮ模型组相比显著
增加（Ｐ＜０．０５），表明ＭＳＣｓ条件培养基能减轻一些
ｎｅｐｈｒｉｎ的损伤，这一结果与２４ｈ尿蛋白定量的结果
也比较符合。以上结果进一步证明 ＭＳＣｓ条件培养
基缓慢释放对ＤＮ有治疗修复作用。

综上所述，ＭＳＣｓ条件培养基对ＤＮ损伤具有治
疗作用，可避免移植细胞带来的不良反应；Ａｌｚｅｔ微
量渗透泵持续缓慢释放的特性为 ＭＳＣｓ在 ＤＮ的应
用方面提供了新的思路。
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ＤＯＩ：１０．１３７１／ｊｏｕｒｎａｌ．ｐｏｎｅ．０１２１５３４．

［９］　ＷｅｄｅｌＪ，ＷｅｉｊＭ，ＯｏｓｔｅｎＡＳ，ｅｔａｌ．Ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ
ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎｏｆｔｗｏｏｓｍｏｔｉｃｍｉｎｉｐｕｍｐｓｃｏｎｎｅｃｔｅｄｔｏａｊｕｇｕｌａｒｖｅｉｎ
ｃａｔｈｅｔｅｒｉｎｔｈｅｒａｔ［Ｊ］．ＬａｂＡｎｉｍ，２０１４，４８（４）：３３８－３４１．
ＤＯＩ：１０．１１７７／００２３６７７２１４５４３０８９．

［１０］ＪａｎｋｕｎＪ．ＣｈａｌｌｅｎｇｉｎｇｄｅｌｉｖｅｒｙｏｆＶＬＨＬＮＳｐｌａｓｍｉｎｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｏｒ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ１ｂｙｏｓｍｏｔｉｃｐｕｍｐｓｉｎｄｉａｂｅｔｉｃｍｏｕｓｅ：ａｃａｓｅｒｅｐｏｒｔ［Ｊ］．
ＥｘｐＴｈｅｒＭｅｄ，２０１２，４（４）：６６１－６６４．ＤＯＩ：１０．３８９２／ｅｔｍ．
２０１２．６３９．

［１１］ＥｗａｎＥＥ，ＨａｇｇＴ．ＩｎｔｒａｔｈｅｃａｌａｃｅｔｙｌＬｃａｒｎｉｔｉｎｅｐｒｏｔｅｃｔｓｔｉｓｓｕｅ
ａｎｄｉｍｐｒｏｖｅｓｆｕｎｃｔｉｏｎａｆｔｅｒａｍｉｌｄｃｏｎｔｕｓｉｖｅｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｉｎｊｕｒｙｉｎ
ｒａｔｓ［Ｊ］．ＪＮｅｕｒｏｔｒａｕｍａ，２０１６，３３（３）：２６９－２７７．ＤＯＩ：１０．
１０８９／ｎｅｕ．２０１５．４０３０．

［１２］ＧｒｉｆｆｉｎＴＰ，ＭａｒｔｉｎＷＰ，ＩｓｌａｍＮ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｐｒｏｍｉｓｅｏｆｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｓｔｅｍｃｅｌｌｔｈｅｒａｐｙｆｏｒｄｉａｂｅｔｉｃｋｉｄｎｅｙｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．ＣｕｒｒＤｉａｂＲｅｐ，
２０１６，１６（５）：４２．ＤＯＩ：１０．１００７／ｓ１１８９２０１６０７３４６．

［１３］ＬｖＳ，ＬｉｕＧ，ＳｕｎＡ，ｅｔａｌ．Ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓａｍｅｌｉｏｒａｔｅ
ｄｉａｂｅｔｉｃｇｌｏｍｅｒｕｌａｒｆｉｂｒｏｓｉｓｉｎｖｉｖｏａｎｄｉｎｖｉｔｒｏｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇＴＧＦβ
ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇｖｉａｓｅｃｒｅｔｉｏｎｏｆｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ７［Ｊ］．Ｄｉａｂ
ＶａｓｃＤｉｓＲｅｓ，２０１４，１１（４）：２５１－２６１．ＤＯＩ：１０．１１７７／
１４７９１６４１１４５３１３００．

（编辑：吕青远）
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