
肾小球细胞培养方法的研究进展

刘静芳 温进坤

(河北医科大学基础医学研究所生化室 石家庄 050017) 

自 70 年代初期， Beri此 首次体外培养肾

小球成活以来， 许多科学家对肾小球细胞培养

方法的研究产生了浓厚的兴趣。 目前，巳培养

. 出 3 利l 肾小球细胞[ l - 3 ] ， 即肾小球系膜细胞

(MC) 、 肾小球表皮细胞 (GEC)和肾小球内皮

细胞 (EC)。 单一种类肾小球细胞的分离及培

养成功 . 为深入研究各种肾小球疾病的发病机

理及治疗方法奠定了基础。本文就肾小球细胞

的分离、 培养、 鉴定及其主要功能的研究进展

作一介绍。

、 肾小球细胞的组成及

其主要功能

肾小球由血管小球和包裹在它外部的包曼

氏囊两音jS 5J'-组成。血管小球分为毛细管丛和系

膜区 ， 前者是高度有序的掠过单位， 由 EC 、

肾小球基底膜和 GEC 组成。 后者包括 MC 和

系膜基罚，是肾小球毛细管祥的支持体。 肾小

球不仅是一个滤过器官，而且，能分泌多种物

质 ， 参与体内的代谢调节。

1.肾小球表皮细胞(GEC)

在肾小球发育早期 ， EC 负责肾小球基底

膜的合成 [ 4]。在成熟的肾小球中，肾小球基底

膜和系膜基质分别由 GEC 和 MC 合成[5-6] 。

肾小球基底膜和系膜基质统称为肾小球细胞外

基质，维持肾小球的结构。 GEC 与肾小球基底

)庭和有孔内皮细胞共同组成掠过屏障，对血浆

中分子大小及带 i包荷不同的物质起选择滤过作

用。在ìt~过屏障中，起重要作用的是带负电荷

的蛋白多糖。蛋白多糖由蛋白核心及其表面连

接的氨基多糖和硫酸氨基多糖(包括硫 酸肝素

和硫酸软骨素)组成。 近年来的研究表明 [7)

培养的人和鼠的 GEC 能合成并分泌硫酸氨基

多糖及糖蛋白(蛋白多糖的核心部分)。肾小球

基底膜中除氨基多糖、 硫酸氨基多糖及纤维结

合素等非胶原组分外，还有胶原组分， 主要是 lV

型胶原。免疫荧光研究结果证明，培养的人和

鼠 GEC 能合成 lV型胶原。 1 型和 E 型胶原没

有定位于正常的肾小球中。 另外， GEC 表面

含有带大量负电荷的唾液酸糖蛋白的细胞被，

所以，它可通过限制阴离子滤过的方式参与滤

过作用。

2. 肾小球系膜细胞(MC)

MC 属于特化的可收缩的平滑肌细胞类 ，

并能分泌多种物质，在肾小球结构与功能调节

方面起着十分重要的作用。其主要功能包括z

(1)通过收缩作用控制肾小球的大小，调节肾

血流动力学; (2) 合成系膜基质; (3) 借其吞

噬作用 ， 参与肾小球内大分子物质(如免疫复

合物)的清除; (4) 可分泌肾素。在正常的肾

小球中， MC 的上述功能之间是相互协调的。

随着 MC 培养方法 的成熟及细胞和分子

生物学技术在 MC 研究方面的应用，对 MC

的生化、 生长在l代谢方 面的认识有了很大进

展。现已证实， MC 含有多种因子受体[M] ，

例如，白细胞介素类受体、多种生长因子受体及

血管紧张素 E和前列腺素受体等。另外， MC 

也可以合成并分泌多种细胞因子和生长因子

等[卜11 ] 。 这些因子以自分泌或旁分泌方式作

用于 MC ， 引起 MC 收缩、 增殖和产生系膜基

质。 MC 表面存在多种抗原， 其中胸腺细胞表

面抗原 (ThY-l 抗原)已作为鼠 MC 的标记抗

原。最近有研究表明 ， 培养的人 MC 表面也有

ThY-l 抗原。

8. 肾小球内皮细胞(EC)
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EC 位于肾小球毛细管壁上， 具有直径为

1000λ 的孔，该孔径可限制大分子物质通过毛

细管壁。近年来的研究表明 ， EC 除参 与肾小

球滤过作用外， 还能分泌多种物质[ 12 ， l3 ] ， 其

中内皮源性血管舒张因子 (即 NO) 、 内皮素以

及血小板生长因子和前列环素等在肾血管功能

及 MC 增殖的调节中占有十分重要的地位。此

外， EC 也可以合成前列腺素。 前列腺 素以自

分泌或旁分泌方式调节 EC 的增殖。

Dekan 等 [ 14 J采用免疫组化方法标 记 EC ，

发现 EC 表面有多种特异性抗原， 其 中，回因

子抗原已作为体外培养 的 EC 的特定标 记抗

原。 另外， 在 EC 表面存在脱岛索、 膜岛素样

生长因子 (IGF-1 ) 及转化生长因子 (TGF-ß)等

受体。 肾小球内产生的 IGF-1 可通过旁 分泌

方式作用于 EC，引起其增殖，而 TGF 则抑制

其增殖。

4. 壁层表皮细胞

壁层表皮细胞位于包曼氏亵内，包裹在血

管小球外部。在某些疾病情况下(如急性肾小

球肾炎 )，壁层表皮细胞增殖形成新月体。

二、 肾小球及其细胞的分离

1.肾小球的分离

体外分离培养肾小球的方法已十分成熟，

简单地讲， 即在无菌条件下取肾脏，分离肾皮

质 ， 并将其切成小块， 使之通过一系列不锈钢

网， 最后在高目数网上收集肾小球。选用网筛

的标准是: 人 : 80 目 、 1 00 目 和 150 目; 大

鼠: 100 目 、 150 目 和 200 日 z 小鼠 : 100 目 、

150 目 和 300 目 。 用这种方法制备的肾小球，

纯度可达 98% 左右， 并基本上除去了包曼氏

囊， 没有血管极。

2 . 肾小球细胞的分离纯化

将肾小球种植于培养瓶中，其周围即有细

胞长出。但由此得到的肾小球细胞是一组混杂

的细胞群，包括 MC、 GEC jfi，口 EC。 妥获得单

一类型的肾小球细胞，还需要纯化过程。在所

得肾小球细胞混合物中 ， 基本上没有壁层表皮

细胞。因为分离到的肾小球基本上不含包曼氏

囊， 即使种植了少量带有包曼氏'在的肾小球，

也不会贴壁， 因此， 也就不会有任何细胞向外

生长。 EC 属于高度分化的细胞， 在 通常采用

的培养条件下， 很难生长。 所以 ， 纯化肾小球

细胞，实际上只需分离 GEC 和 MC。

肾小球细胞的纯化方法， 概括起来主要有

三种[1， 15 ]: (1) 细胞克隆法z 用这种方法可得

各种纯的肾小球细胞株。但因克隆细胞要求条

件高 ， 而其它方法也可得到较单一的肾小球细

胞，所以， 这种方法不常为人们所采用 ; (2) 

根据 MC 和 GEC 不同时期生长能力的差异分

离二者。此?去要求种植完整的肾小球， 种植后

的前 6 天从肾小球周围向外生长的细胞主要

为 GEC。 此后 ， GEC 逐渐脱落， 代之是 MC ，

J!J 30 天左右时， MC 占 100 % 。 因此，如果在

培养 6 天时传代，可获得较纯的 GEC ， 30 天

左右传代主要得 MC; (3) 用胶原酶或其它蛋

白酶消化肾小球。 这些酶选择性地作用于肾小

球基质 ， 产生基本上没有 EC 和去除了绝大部

分 GEC 的肾小球残体。 种植肾小球残体，可

获得较纯的 MC。用上述第二、 第三种方法纯

化培养 GEC 和 MC ， 均以肾小球贴壁 为前

提，为了提高肾小球员占壁率 ， 使更多的肾小球

细胞向外生长，无论是种植完整的肾小球，还

是肾小球残体，都应在种植后的前 4-5 天内

勿动培养瓶， 以免影响肾小球贴壁。

三 、 肾小球细胞的培养及鉴定

1.肾小球表皮细胞(GEC) [ 1. 15 ] 

细胞培养成败的关键是选择培养条件，其

中培养基的选择尤为重要。 培养 GEC 常用的

培养基有 : (1) 含有 5%海狸鼠血清 (Nuserum)

的 K1 培养基与等体积条件培养基(Sw:ss 3 T 3 

成纤维细胞的培养液) 混合物; (2) DMEMj 

Hélm F-IZ == L 1(v jv) ，并补加 8%Nl.Jrn'um, 

2%小牛血清(FES)和生民因子，如膜岛索、

表皮生长因子、 成纤维细胞生长因子或转铁蛋
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白等; (3) RPMI-1640 或 M 19 9，补加 10%
FBS , 2 mMGln。条件培养基对肾小球细胞，

包括 GEC 和其它肾小球细胞克隆是必需的 ，

它可为稀少的细胞克隆提供必需的生长刺激

物。 在体外，膜岛素有明显地剌激细胞生长作

用，因此， 用细胞克隆法培养 GEC 时， 常补

加膜岛素。

通常采用种植完整肾小球方法培养 GEC ，

其过程= 肾小球种植 2-3 天后 ， GEC 从其周

围长出 ， 6 天左右长满瓶底 ， 此时可传代培

养。

人们尚未找到鉴定 GEC 的特定酶或抗原

标记物。目前，从以下几个方面进行鉴定=

(1) 光学显微镜下呈多边形或鹅卵石样J ( 2) 

外生长早; (3) 无回因子抗原和 ThY-l 抗原 ;

(4) 表面具有纤毛。为了提高鉴定的准确性，

上述方法宜同时采用。
2 . 肾小球系膜细胞 (MC ) [ 1,2, 16 J 

培养 MC 常用的培养基有: (1) 含 20%

FBS 的 RPMI 1640 与条件培养基(对数生长期

的 Swiss 3T3 成纤维细胞培养液)等 体积混

合物; (2) RPM11640: F1 2 =3: l(v/v ) ， 补

加 20% FBS , 1 mmol / L Gln 和 6 mmol/L 葡

萄糖; (3) RPMI 1 640 或 DMEM 补 加 20%

FBS , 2 mM Gln , 15-20 mmol / L Hepes ， 有

或无膜岛素。前两种培养基常用于细胞克隆法

培养 MC。另外，也有人用含 15-2 0%FBS 的

M 199 或Waymouttis 培养基培养人 MC。

培养 MC 的常用方法是: 用 lV型胶原酶消

化肾小球， 得肾小球残体后 ， 接种于培养瓶中

进行培养。 MC 一般 3-5 天长出， 2 周左右

长满， 用膜蛋白酶-EDTA 浓消 化 后传代培

养。

GEC 和 MC 的生民所依赖的条件不同，

GEC 在低血清浓度(10%) ， 培养瓶 事先用胶

原凝胶包被的条件下生长最好。 而 MC 在塑料

瓶中，高血洁浓度 (20%)条件7生长最好。如

果把 MC 接种于用胶原凝胶包被的培养瓶中 ，

以 K1 作为条作培养基， 机、加低浓度血清时，

MC 不增碴。同样 ， GEC 在塑料瓶中，高浓度

血清条件下生长不好， 即使在原代培养时，有

GEC 长出 ， 但一经传代，它们就不再贴壁了。

借助 GEC 和 MC 对培养条件的选择性差异，

通过控制条件， 可获得纯的 GEC 和 MC。

MC 的鉴定方法: (1)在相差显微镜下，

MC 呈星射状、 纺锤形或丘结状， 明显不同于

GEC 和 EC。 这些形状的 MC， 在代谢方面的

差异还不清楚;(2) 鼠 MC 表面有特定的 Thy-

1 抗原， 该抗原已作为鼠 MC 特异标记抗原，

(3 ) MC 含有大量平行于细胞质膜的纤维束、

平涓肌肌动蛋白 、 肌球蛋白 、 结蛋白和波形蛋

白 ， 缺少 VJ[ 因子等。 因此可用抗平滑肌肌动蛋

白 、 肌球蛋白和结蛋白等抗体对 MC 进行免疫

学鉴定。

3 . 肾小球内皮细胞(EC)

EC 属于高度分化的细胞 ， 对培养条件要

求严格， 这就给细胞培养工作带来了一定的困

难。但由于它在多种肾小球疾病的发生过程中

起着重要作用 ， 所以有很多研究者热心于 EC

培养方法的研究 ， 并初步建立了一些培养和鉴
定方法 [ 3 ， 16- 1 8 J 。

Striker 等[1 6 J 虽然早在 1984 年就培养出

EC ， 但他们建立的方法存在细胞不纯，几次

传代后 EC 表型变化及重要性差等问题。 1989

年 ， Barb a ra 等 [ 17 J对 Str让凹的方法加以改进，

采用流式细胞技术分离出高纯度的 EC 后，选

择含有 EC 促生长因子 (A 11 转换酶和四因子)

和抑制JMC 生长的 培养液进行培养并获得成

功。 1 99 2 年 ， Green 等[l 8J在培养基中加入 EGF

和肝素 ， 用纤维结合素包被培养瓶，培养出人

EC。目前， EC 的培养方法远不如 GEC 和 MC

成熟， 但上述已建立的方法， 为深入研究 EC

在肾脏病的发生过程中所起的作用提供了必要

的手段。

四 、 问 题与展望

肾小球细胞的体外培养为肾小球病理生理

方面的研究开辟了广阔的前景。但在培养及鉴
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定方法方面目前仍存在一些问题: (1)培养的

肾小球细胞(如 GEC) ， 缺乏特定酶或 抗原标

记物，主要靠形态学鉴定，这就难以确定是否

存在其它肾小球细胞的污染J (2) 目前所采用

的肾小球细胞培养基中，均含有 10一2 0%FBS，

而且常常补加膜岛素。在这样的条件下研究各

种肾小球细胞的代谢调节是难以得到肯定的结

果的， 应努力为各种肾小球细胞建立无血请培

养基J (3) 在体外培养肾小球细胞多是将细胞

种植于塑料瓶、 玻璃瓶或是包被后的培养瓶

中， 这种环境与体内迥然不同。例如， MC 在

体内存在于系膜区，由系膜基质包围。研究表

明 [181 ， 系膜基质对 MC 的表型及代谢过程影

响很大。若能模拟体内环境培养 MC，研究其

结构与功能将更有意义J (4) 尚存在一些矛盾

的结果， 如 MC 是否有吞噬活性， GEC 膜上

是否存在 C3b 受体等。

总之，肾小球细胞培养方法的研究虽已有

20 多年的历史，但目前仍处于不断发展阶段，

还需要很多工作使之进一步完善和发展。

摘 要

种植完整的肾小球或用胶原酶消化后的肾

小球残体，借助细胞自肾小球向外生长的能

力，已培养出三种肾小球细胞 ， 即肾小球表皮

细胞、系膜细胞和肾小球内皮细胞。应用细胞

及分子生物学技术研究单一种类肾小球细胞的

结构与功能， 发现这些细胞能合成和分泌多种

细胞因子和生长因子，这些因子以自分泌或旁

分泌方式调节肾小球细胞的代谢过程。
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抗冻蛋白与细胞的低温和超低温保存

王君日军 荧纯农

(杭州大学生命科学学院杭州 310012) 

抗冻蛋白 (AFP， Antifreeze Proteins) 最

早发现于极地海洋鱼类，它能非连续地降低体

液冰点，并通过吸附于冰晶的特殊表面有效阻

止和改变冰晶生长。现已证明，一些陆生节股动

物、 维管植物、 非维管植物、 真菌和细菌等，

也存在抗冻蛋白 [1]。鱼类抗冻蛋白一般分成囚
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