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小鼠近曲肾小管上皮细胞的原代培养及

P450 酶活性测定
海波 l 陈朝晖 l 李智李璐璐肖传国*

(华中科技大学同济医学院附属协和医院泌尿外科，武汉 430022)

摘要 采用肢原酶消化和筛网过滤法分离肾小管， 并用 Percoll 密度梯度离心法进一步纯化

肾小管上皮细胞，建立小鼠近曲肾小管丰皮细胞房、代培养方法。 利用免疫细胞化学方法鉴定细胞种

类，通过乙氧基试卤灵 0- 脱乙基酶 (7-ethox yresorufin -O-deethy lase, ERO D) 活性方法检测 0 、 1 、

3 、 7 天肾小管上皮细胞细胞色素 P450 (CYPIAl)的活性。 细胞染色结果表明，传 1 代后 98 %的细

胞为近曲肾小管上皮细胞，证明此方法是培养小鼠近曲肾小管细胞的有效方法。 CYPIA1 在刚分离

近曲肾小管上皮细胞中活性较强，在培养 24 h 后明显下降， 3 天后基本无活性。

关键词 近曲肾小管上皮细胞;细胞色素 P450 ; 免疫细胞化学，小 鼠

肾脏是维持体内内环境稳定的重要器官，而近曲

肾小管上皮细胞(proximal tubular cell, PTC)更是发挥

肾脏功能最为重要的一类细胞 。 PTC 在对肾毒性物

质、激素、外源性有毒化合物代谢等方面发挥着至

关重要的作用 [ 1 ] 。 同时， PTC 与肾缺血性疾病，如大

面积烧伤、 肾创伤、肾移植术后等引起的肾衰有着

密切的联系，它也是研究肾间质纤维化机制的良好模

型[2] 。 细胞色素 P450 (cytochrome P450 , CYP450) 

是一类单加氧酶系统，在 PTC 中含量丰富，是肾脏解

毒的主要代谢酶[3 ] 。 本研究旨在通过建立良好的近

曲肾小管细胞培养模型，为研究肾小管细胞的缺血、

缺氧及各种中毒性损伤等的发病机制、治疗药物筛

选提供一个良好的实验平台 。 同时通过测定培养细

胞 0 、 1 、 3 、 7 天 CYP450 (CYPIA1)的活性，了解

原代培养的 PTC 中代谢酶的变化情况。

1 材料与方法

1.1 材料

昆明鼠 3 只， 雌雄不拘，体重 18-22 g ， 由华中科

技大学同济医学院实验动物中心提供 。 细胞培养液

DMEM/F12 1 : 1 (美国 Hyclone 公司 )， 1 型胶原酶、

膜蛋白酶、 7- 乙氧基试卤灵(7 -ethoxyresorufin , 7-

ER) 、双香豆素(dicumarol) 、 3-MC 、 DMSO 、口'

葡萄糖醒酸背酶(ß-glucuronidase) 、芳基硫酸酶酶

(arylsulphatase) (Sigma 公司)，胎牛血清(杭州l 四季青

公司 ) 0 Percoll 细胞分离液(美国 Pharmica 公司 )， 抗

细胞角质素抗体(cytoteratin 18) 、链霉亲和素 - 生

物素 ·过氧化物酶(SABC)即用型试剂盒、联苯胶

(DAB)显色试剂盒购自北京中衫金桥公司 。 细胞碱

性磷酸酶(alkaline phosphatase, AP)染色试剂盒购 自

南京建成生物公司 。

1.2 细胞的培养

1.2.1 肾小管节段的分离 小鼠实验前 4h 禁食

禁水，以 10% 水合氯醒 3.5 ml/kg 腹腔注射麻醉后无

菌取肾，将其置入含有双抗的 4 .C lxPBS 培养皿中，

去除肾包膜，分离剪碎肾皮质约 2mm 大小，用 PBS

洗净残留血液，将其转移至含 1 g/L 1 型胶原酶的

DMEM/F12 溶液中 ， 37 .C震荡消化 20 min, 5 min 吹

打一次 。 消化后的细胞悬液转移至离心管 ， 900 r/min 

离心 5 min，去掉上清液，加入胶原酶溶液重复上述

消化过程。 将消化后的细胞悬液经 200 目筛网过滤

去掉较大的肾小管节段和肾小球，滤液转到离心管中，

900 r/min 离心 5 min, lxPBS 清洗 3 次 。 将沉淀用预

先配制好的 45% Percoll 分离液重悬，用超速冷冻离

心机离心(1 3000 r/min, 4 .C , 30 min) ， 离心后从上到

下大致分成 FI-F4 层，取近管底的 F4 层，即为分离

纯化的近端肾小管细胞节段I飞将分离纯化的肾小

管细胞节段用 lxPBS 洗涤， 900 r/min, 5 min， 洗涤 3

次 。

1.2 . 2 细胞成活率测定 用含 0.2%椎虫蓝的 PBS

重悬上述细胞沉淀， 37 .C 5 min，用 4 .C PBS清洗3次
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后，在显微镜下计数 500 个细胞，椎虫蓝染色细胞少

于 5 % 。

1.2.3 原代培养及传代 在上述离心收集的细胞

沉淀中加入含 10%胎牛血清的 DMEM/F12培养液井

吹打混匀。 用细胞记数板调整细胞密度为 5x105 个，

接种到 25 ml 培养瓶中， 置入 37 .C 、 5% CO2 培养箱
内温育， 6 h 后将培养瓶中液体转移到另一 25 ml 培

养瓶中 ， 36-48 h 换液 。 原代培养 4-5 天，肾小管上

皮细胞基本达到 90% 的融合。倾空瓶内培养液，用

PBS 洗涤细胞 2 遍，然后向培养瓶内加入 0.25% 腆蛋

白酶 -0.02% EDTA 复合液约 1. 5 时，放入 37 .C培养

箱内消化 2-3 min，拿出后在倒置相差显微镜下观察

1-3 min 。 见瓶内大部分细胞收缩变圆，立即返回操

作台内，将消化液倾倒出，加入含血清的培养液，用

吸管轻轻吹打，获得细胞悬液。 900 r/min 离心 5 min , 

然后按 1 : 2 分装接种 。 5 天后可传第 2 代 。

1.3 细胞纯度鉴定

技术与方法 .

培养 12 h 见肾小管细胞节段贴壁(图 1 ); 24 h 后

有少量上皮样细胞从肾小管节段周边爬出; 72 h后见

细胞呈指数样生长 。 镜下见细胞间紧密相连，融合 M 

成片， 呈多边鹅卵石铺路样(图 2)，可传 3 代 。

2.2 肾小管上皮细胞的鉴定

细胞角蛋白为上皮细胞的特异性标记，肾小管上

皮细胞优先表达 18 型， 可用此特性鉴定肾小管上皮

细胞 。 培养细胞中可见大量细胞质呈棕褐色颗粒反

应的阳性细胞(图匀，细胞大小均一;而 PBS 对照组

胞质内无棕色颗粒。经流式细胞仪测定后浓度在

98% 以上。 AP 染色后，在镜下可观察到细胞的胞膜

上有深紫色的弧形染色(图 4)，符合 PTC刷状缘上 AP

阳性的特征 。

2.3 CYPIAl j舌'性

采用间接的 EROD 方法检测盯C 的 CYPIA1 酶

活性 。 初始细胞的代谢活性相对较强，能有效检测

到荧光波峰，培养 24 h 后代谢活性显著降低， 3-7 天

1.3. 1 免疫组化 采用 SABC 法对制作的细胞爬 后基本检测不到荧光波峰(<0.45 pmol/min.mg pro) (图

片上的近曲肾小管上皮细胞进行免疫组化染色，按照 5 ) 。

标准步骤进行， 一抗为鼠抗细胞角质素抗体cytokeratin

18 (1 : 200)，阴性对照采用 PBS 代替一抗。 二抗为

兔抗鼠 IgG，以 DAB 显色 。 阳性结果为胞核周围及

胞质内散在分布的棕褐色颗粒。 高倍镜下观察，计

数10个连续不重叠的视野中阳性细胞个数，计算阳性

细胞百分比 。 并在流式细胞仪上用 cytokeratin 18 

抗和 FITC 标记二抗再次验证细胞的纯度 。

1.3.2 碱性磷酸酶染色 PTC 刷状缘上有较强的

AP活性，利用细胞AP染色试剂盒对培养细胞进行染

色。

1.4 CYPIAl 活性测定

用乙氧基试卤灵0-脱乙基酶 (7-ethoxyresorufin­

O-deethylase, EROD) 活性方法分别检测 PTC 培养 0

天 、 1 天 、 3 天 、 7 天 CYPIA1 活性 。 具体做法是

将洛于DMSO 的 3-MC加入PTC培养液中，使终浓度

达到 2 阳noνL， 48h 后加入 8μmol止 7-ER 和 10 阳nol/L

双香豆素， 37 .C温育 30 min，每孔捷取 375μl 上清液，

加入 75 Fisherman 单位的 R 葡萄糖醒酸苦酶(溶于

0.1 mol/L 醋酸盐缓冲液)和 600 Roy 单位的芳基硫酸

醋酶(溶于 0.1 mol/L 醋酸盐缓冲液)， 37 .C温育 2 h, 

3000 r/min 离心 10 min，荧光分光光度计检测试卤灵

吸光度。

2 结果

2.1 培养结果

3 讨论

由于 PTC 在肾毒性、肾衰及肾脏间质纤维化等

各种病理变化中发挥着重要作用，因此建立PTC的培

养模型对研究这些疾病的发生发展就显得至关重

要 。 目前，国内外虽然己有多种不同种属的永生化

肾小管细胞株，如大鼠 RRTEp iC、猪 LLC-PK1 、猴

BS-C-1 、人 HKC 和 HK2 等， 但由于过多的传代、 基

因转染、病毒诱导永生化等过程，使得某些蛋白质

的功能和比例与在体细胞不同，长期的培养会使其逐

渐丧失上皮细胞的某些特性[凡原代培养虽然技术

难度大 、 细胞传代有限， 但细胞性质更接近和反映

体内生长特性，很适合做肾毒性测试、 药物测试 、

细胞分化甚至生物人工肾小管治疗等实验研究。国内

己有不同种属的肾小管上皮细胞培养成功的报道[6. 71 , 

但多采用的是机械研磨加酶消化法， 细胞成活率相对

较低，且纯化度不高。

由于肾脏的高度异质性， 分离纯化同质细胞成为

肾小管细胞培养技术的主要难点 。 用于肾小管上皮

细胞分离和培养的方法主要有:筛网分离 、 显微解

剖分离、免疫分离和 Percoll 连续密度梯度离心寸 。

Percoll 分离法不仅具有细胞分离效率高 、 细胞活性

保持好等特点， 还可以最大限度地提高近端小管细胞

的纯度 。 本培养体系在胶原酶消化的基础上，通过

筛网分离去除肾小球和未消化的大片段，利用Percoll

h ‘ 
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Fig.1 Primary cultures of mouse proximal tubular cells for 

12 hours, showed the adherent cells segments, 100x 

Fig.2 Culture for 3 days， ωIIs showed a confluent cobblestone 

appearance, 200x 

Fig.3 Positive staining of cytokeratin-18, 200x 
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Days afìer isolation 

Fig.5 Cytochrome P450 (CYPIA1) isoenzyme activity in 

primary PTC at 0, 1, 3 and 7 days after isolation expressed as 

percentage of initial activity 

Values represe nt mea ns from three independent ex periments. 

* Significant difference (P<0.05 ) from ac ti vity in proximal tubul ar 

cell at 0 days after isolation. 

形成连续密度梯度的特性，收集密度为 1 .062 g/ml 的

F4 层细胞即为 PTC 闷， 经鉴定获得细胞活率高， 纯度

在 98% 以上 。 所以，此方法具有良好的应用前景。

EROD是检测 CYPIAl 酶活性的特异性方法，本

实验按照、 3-MC 诱导肝细胞中 CYPIA1 活性的方法[町，

在不损伤培养细胞的情况下，利用反应底物 7-ER，通

过检测其产物试卤灵荧光性来间接反映酶的活性 。

我们的研究结果表明，在刚分离的PTC中可以检测到

活力较强的CYPIA1 活性，其后 24 h 内活性显著下降，

24 h 后活力仅为初始活性的 27%， 3 天后基本测不出

CYPIAl 活性 。 在原代培养的肝细胞中也有类似报

道，在最初的 24 ‘ h 内培养细胞丧失了 5 0% -80%

CYP450 活性[列 。 因此， 虽然原代培养的 PTC 比永生

化细胞系有着很多优点但在研究肾脏特异性底物转

化方面仍然有着一定的局限性。当然我们也可以利

用这一特点， 在比较有或无 CYP450 活性存在时肾毒

性化合物的细胞毒性作用试验中，不需要加入CYP450

抑 制剂 。
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Primary Culture of Mouse Proximal Tubular Cells and Characterization of 

Cytochrome P450 Enzyme Activities 

Abstract 

BoHai' , Zhao-Hui Chen' , Zhi Li, Lu-Lu Li , Chuan-Guo Xiao* 
(Department of Urology, Union Hospital of Tongji Medical College, Huazhong Universiη of 

Science and Technolog只 Wuhan 430022, China) 

The renal tubular segments were collected after 1 collagenase digestion and mesh filtration , 

followed by Percoll density centrifugation. The cell types were identified by immunocytochemistry using anti­

cytokeratin 18. Cytochrome P450 (CYPIA1) activity was characterized using 7-ethoxyresorufin-O-deethylase (EROD) 

method at day 0, 1, 3 and 7 after isolation. Flow cytometry showed the purity of proximal tubular cell (PTC) reached 

98% in secondary cells , which proved the methods of mesh filtration and Percoll density centrifugation were 

effective. A relatively high CYPIAl activity could be obs巳rved in the first 24 hours after isolation, and then the 

substrates were metabolized at significant lower rates in 3 and 7 days. 
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