
I 型胶原、内皮素对肾小球内皮细胞

及系膜细胞产生细胞外基质的影响

段永刚 陈香美

(解放军总医院肾科北京 100853 ) 

肾小球内皮细胞、系膜细胞在肾脏疾病中

起着非常重要的作用，系膜细胞的过度增殖是

导致肾小球硬化的重要因素。 随着细胞生物学

的发展，肾小球系膜细胞和内皮细胞的体外培

养成功，人们对系膜细胞、内皮细胞的认识不断

加深[1- 3] 。晚近的研究发现肾小球细胞能合成

和分泌细胞外基质(ECM) 、 并且 ECM 在肾小

球疾病的发生和发展中亦起到了重要作用 ， 在

一些疾病中可以出现细胞外基质含量增多或基

质成分变化[ 1泸州。内皮细胞和系膜细胞在不同

的物质刺激下，产生细胞外基质也有所改变。

本文通过体外培养肾小球内皮细胞和系膜细胞

观察了 I 型胶原、内皮素对这两种细胞增殖及

其产生细胞外基质层粘连蛋白、纤连蛋白 (FN)

和 lV 型胶原的影响。

材料和方 法

-、材料

明胶(日本和光纯药工业株式会社)、酸性成纤维

细胞生长因子(aFGF，日本 Funakoshi 公司产品)、础、

转铁蛋白(美国 collaborative Biomedical-Products) 、

V型胶原酶(Promega) 、 RPMl-1640(GlBCO 公司) 、

膜岛索(上海生物化学制药厂生产)、肝素铀、胎牛血

清(天津生物化学制品厂生产) 、膜蛋白酶(美国 DlFCO

公司生产)、 vlll 因子相关抗原、 结蛋白、lV型胶原、

I 型胶原、内皮索均为美国 DAKO 公司产品. 25 cm

塑料培养瓶(日本 under Lic. 生产)。肾脏为成人肾。

二、实验方法

1. 肾小球和内皮细胞的分离 在无菌条件下，

钝性剥离肾被膜，将肾皮质剪成宽约 2-3mm 的细

条，分别经过孔径大小为 212μm、 100μm、 75 μm

的细胞筛，在 75μm 的细胞筛上收集肾小球。将收集

的肾小球用V型胶原酶消化， 70 x g 离心 2 分钟收集

肾小球，上清液经 250 xg 离心 5 分钟收集肾小球内皮

细胞，收集的肾小球放入 20%FCS 1640 中进行系膜细

胞培养 . 3-4 天即有系膜细胞向外生长。

2. ' 细胞的培养及传代g 系膜细胞在 20% FCS 

1640 中培养 ， 内皮细胞则需加入肝素、aFGF、展岛素、

晒 、 转铁蛋白。将原代培养的细胞经过 4-7 天后传

代 ， 分别取内皮细胞和系膜细胞应用间接免疫荧光方

法用 Von W i1lebrand factor ( Vlll因子相关抗原) 、 结蛋

白染色。染色结果为内皮细胞 Von W i1lebrand factor 

染色阳性，系膜细胞为结蛋白染色阳性， 染色方法详

见[4J 。

3 . 将原代细胞用0.2%膜酶消化后，在倒置显微镜

‘ 下计数，分别接种于 25 cm2 塑料培养瓶每瓶 4 X 10 5 ，将

两种细胞各分三组，第 1 组为空白对照组、第 2 组为内

皮素组， 内皮素给予剌激浓度为 1.33 x 10- 9mol/L ，第

3 组为 I 型胶原组， 1 型胶原浓度为 1 mg/ml，加入瓶

内铺满塑料培养瓶底. 4 小时后吸出剩余的 I 型肢原。

' 4 . 细胞培养 8 天后，用 0.2%膜酶消化后进行计

数， 并收集每瓶细胞的上清，用 ELlSA 方法测上清

液中的纤连蛋白 、 层粘连蛋白、lV型肢原的含量，检

测方法详见[5J 。

结 果

1 . 各种细胞分组培养后观察 8 天，细胞

计数结果如表 1 所示

表 1 各组细胞培养后计敏结果( X , 05) 

内皮细胞(n = 6) 系膜细胞(n = 5) 

空白对照 2. 73::!:0.43. 1.73土 0.05

内皮索组 2.31::!:0.25 2.09 土 0 .26

I 型胶原组 6.56土 0 .61 * 1.79 士 0 .12

e 与空白对照组比较 P<O.Ol

从表 1 中可以看出 I 型胶原组细胞数较空

白对照组明显增多。与空白对照组比较 P<

(下转播页:3 ) 
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(上接 48 页 )

{).01。从倒直以微镜下观察也可以吾山 I 型胶

原组细胞状态较且他组好，说明 I 型胶原在促

进内皮细胞刑的作用。内 j支素剌激系膜细胞后

细胞数亦有}vr增多，但与空白对照组比较 P>

。‘ 05 0

2 . 各种细胞外基质的检测结果

①各种细胞 1-.请中层料1>主蛋白检测结果

如表 2 所不。

表 2 细胞培养上j育中层钻连蛋白检测
结果(00 值〉

内皮细胞( n = 6) 系膜细胞 ( n = 5) 

空向对照 0 . 230 :t 0 . 015 0 ， 34 1 士 0 . 04 5
内皮王笑:组 0 ， 216 士 0 ， 005 0 ， 260 土 0 . 034
I 型肢原组 0 ， 489 士 0 . 0 3俨 O, 547 :t 0 . 143 

.与空 (1对照组比较 P<O . O l 。

从在 2 结果看出，内 j支细胞 I 型胶原组产

生的细胞外压质届粘连蛋白明显增多。说明 I

型胶)Jj'{有促进内皮细胞产生层粘连蛋白的作

用。

②各种细胞上活 rll FN 的检测结果如表

3 所示。

表 3 细胞培养上清中纤连蛋白检测结果

空白对照

内 j支索组

I 型胶原组

(00 值 )

内皮细胞(n = 6 ) 系膜细胞( n = 5) 

0 .427 士 0 ， 044 O, 741 :t 0 . 034 

0 , 442 + 0 , 032 0 ,871 + 0 , 023* 

O, 668 :t O,041" 0 . 829 土 0 ， 033

飞 土4 才可1'1 组比较 P<0 .05 川与空向组比较 P<

0.01 。

从_(~ 3 1IIIlffi 山， 1 型胶原可以促进内皮

细胞分泌 FN t白乡，内皮素可以促进系膜细胞

产生 FN Jfl 乡。

表 4 细胞培养上清中 IV 型胶原检测结果

空白对照

内 j支素组

I 型胶原主il

( 00 值 )

内!支细胞 ( n= 6) 系膜细胞(n =5) 

0 , 232+0.003 0.271 :t O, 007 

0 , 230+0 , 005 0.293+0 . 008 

0.244+0.00日 0.325士 0 . 012*

奇与主j'j 对 H筑组比较 P<O . Ol 。

⑤终不)1 于tT'胞 I.;!'í 11 1 N )~l~ )眩目ÜI\J险测如表

4 所示。

从:1!~ 4 !-J I 可以右巾， 系院细胞 1 型}皮lt~组

{" 止 W 型胶原明;ui附乡， ì>G r归 I 型J战以有促进

系膜细胞产生W型胶原的作用。

讨论

W型脸'因 、 }Lqfii :ì主击口手1I 纤j生蛋 l气均为细

胞外主主质 ，它们是组成忏小球基膜的成分，在肾

小球内不同部位的基膜它们各自的含量有所不

同 ， 各种细胞外基质成分在基Jllk rll所起的作用

也不相同。最近的研究证明不同物质可以改变

细胞对细胞外基质的产生，如高糖可以促进系

膜细胞产生 FN 增多[ 5]。从本文观察的结果证

实， 在体外培养的肾小球细胞巾 ， 1 型胶原组

内皮细胞的生长状态比对照组明显好 ， 细胞的

数量明显增加 ， 表明 I 型胶原有促进内皮细胞

生伏的作用。但 I 型胶原对系膜细胞的生辰无

明显作用。内!支素可促使系膜细胞的生长，细

胞数增多。此观察与其他报道相一致[6]。从细

胞外基质的产生来看 ， 1 型胶原有促进内皮细

胞产生层粘连蛋白和纤连蛋h作用，可促使系

膜细胞产生N型胶原，内皮素可促使系膜细胞

产生 FN 增多。

I 型胶原本身为细胞外基质 ， 可由系膜细

胞产生 ， 它又可促进系膜细胞产生 FN、 N 型

胶原 ， 说明了细胞外基质以自分泌的形式控制

系膜细胞分泌ECM。内皮细胞产生 FN 和 I 型

胶原 ， 但尚未见到 I 型胶原促进内皮细胞生长

的报道。目前人们认为 N型胶原、层和li 连量

白、纤连蛋白是由细胞产生，同时 1、j 细胞维持

正常结构起一定的作用，此外还千J .1':主要的生

物学意义，细胞与细胞外115质通过相互作用使

细胞维持正常代谢、 对11姐 、 分化、 迁移和信息

传递，使细胞及细胞外基质构成 ((fll织器官发

挥特定的功能[7斗]。在某些病理们 ìX下，细胞

夕~~~质明 ;jI fttl 多或系膜基质的成分改变，细胞

外基质的刑乡可能与肾小球硬化有密切关系，

因此研究细胞外丛质的成分及影响!J;1;卡式、l 揭示

IJT 脏 t矢M (1\ J '))_ !i '.发展 {f一定的fE耍忘义。

l 转下页 )
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摘 要

水文观察 J 1 I~~)应以、|忖皮去x，j'肾小球内

皮细胞、 系膜细胞增矶的应 IIlí'J ，同时探讨{ 1 

型胶ß1丰n I I才 j支素对j市养的内 j支细胞及系胆细胞

产生层粘i尘世 (1 、 纤边蛋白不IJ 1V 型胶原(i(j J~

l响。结果挺不 : 1 ~剧院以可以用J _(， J促进内皮细

胞的增殖(P<O.Ol) ， 内 j义 AE对系)民细胞的地

殖有一定作川 J : 1 tf;:!.胶 lGL 叮以促进内 j义细胞产

生层粘连蛋 (1 和纤迫击。 ， 并可以促进系脱细

胞产生 1V 到!阳启;内山东可以促进系j民细胞，，):

生 FN 增多 (P< O.05 ) 。

关键词:内皮细胞 系膜细胞 I 型胶原

内皮素 细胞外基质
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EFFECTS OF COLLAGEN 1 AND ENDOTHELIN ON PRO

LIFERATION AND PRODUCTION OF EXTRACE-

LLULAR MATRIXES IN VITRO OF GLOME一

RULAR ENDOTHELIAL AND MESAN一

GIAL CELLS 

Duan yong-gang Chen xiang-mei 

( Generα~l HospitaL of PLA Beijing , 100853) 

A BSTRACT 

Huma glomerular mesangia1 cell (MC ) an d endothe1ial celJ ( EC ) were culturcd，口 nd stimu
!ated by collagen 1 (col 1) or 巳ndothelin ( ET) respectively , 1t was found that the number 
of EC counted and the 1evel of laminin and FN in the supernatant of EC w ere increased in thc 

group of adding Col 1 than that of control, Th巳 number of MC counted in the group of ET 
were slightl y increased , lt was a1so found that thc levcl of collagen lV and FN in the superna
tan t of MC wcre increased in thc gro up of adding Col T than that o r controL The FN rcJcased 
by MC could bc induced by ET. 

Key words: Endotheiial ceiì 岛1esang i a l ce ìi CoHagen 1 Endotheiin 
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