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儿童原发性肾病综合征患者尿源干细胞

分离培养技术研究
石冬梅  李  昊  张原元  龚梦嘉  阳海平  杨宝辉  王  墨*  李  秋*

(重庆医科大学附属儿童医院肾脏内科, 儿童发育疾病研究教育部重点实验室, 
儿童感染免疫重庆市重点实验室, 儿童发育重大疾病国家国际科技合作基地, 重庆 400014)

摘要      该研究探讨建立儿童原发性肾病综合征(primary nephrotic syndrome, PNS)尿源干细

胞(urine-derived stem cells from pediatric patients with PNS, p-USCs)分离培养技术。体外分离培养

细胞, 进一步观察细胞形态、分析细胞生长曲线及细胞周期、检测细胞表面标志物表达。采用茜

素红及油红O染色检测细胞成骨和成脂分化潜能。结果显示, 通过离心、贴壁方法从PNS患儿尿

液中分离出的细胞, 外观米粒样并呈对数生长; 细胞表达间充质干细胞表面标志物CD24(cluster of 
differentiation 24)、CD29、CD73、CD90, 但少数细胞表达CD105, 周细胞标志物CD146表达阳性, 
造血干细胞标志物CD34表达阴性; 细胞经成骨成脂诱导后, 茜素红和油红O染色均呈阳性。以上结

果表明, 该研究成功建立了PNS患儿p-USCs分离培养的方法, 为探讨p-USCs用于儿童PNS早期肾损

伤的诊断及难治性肾病的治疗研究提供前期技术方法。
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Method of Isolation and Culture of Urine-Derived Stem Cells from 
Pediatric Patients with Primary Nephrotic Syndrom

Shi Dongmei, Li Hao, Zhang Yuanyuan, Gong Mengjia, Yang Haiping, Yang Baohui, Wang Mo*, Li Qiu*
(Department of Nephrology, Children’s Hospital of Chongqing Medical University, Ministry of Education Key Laboratory of Child 

Development and Disorders, Chongqing Key Laboratory of Child Infection and Immunity, China International Science and Technology 
Cooperation Base of Child Development and Critical Disorders, Chongqing 400014, China)

Abstract       The aim of this study was to establish a method for isolation and culture of urine-derived stem 
cells (USCs) from pediatric patients with primary nephrotic syndrome (PNS) (p-USCs). Cells were separated by 
centrifugation and adherent culture. The morphology, growth curve and cell cycle of cells were observed. The 
expression of surface markers of cells was analysed by flow cytometry. Osteogenic and adipogenic differentiation 
potential of cells were detected by alizarin red and Oil Red-O dye staining. We found that cells were grain-
like appearance and logarithmic growth. Cells expressed surface markers associated with pericytes (CD146) 
and mesenchymal stem cells, such as CD24 (cluster of differentiation 24), CD29, CD73 and CD90, but a few 
cells expressed CD105, while didn’t express hematopoietic stem cell surface marker CD34. Both of osteogenic-
differentiated and adipogenic-differentiated cells were positive by alizarin red staining and Oil Red-O staining, 
respectively. These results showed that the method of isolation and culture USCs from pediatric patients with PNS 
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was established successfully, and provided an initial methods for further investigating the potential application of 
p-USCs in the diagnosis of early renal injury of PNS patients and the treatment of refractory nephrotic syndrome.

Keywords       primary nephrotic syndrome; urinary-derived stem cells; children; urine; method

近年来, Zhang等[1]首次从尿液中分离出一类具

有良好自我增殖能力和多向分化能力的成体干细胞, 
称之为尿源性干细胞(urine-derived stem cells, USCs)。
USCs具有广泛应用前景。一方面, USCs较间充质干

细胞具有来源广泛、分离提纯过程简单和获取安全

无创等特点[2], 与胚胎干细胞相比, USCs不存在伦理

问题及肿瘤形成的危险。另一方面, USCs来源于肾脏, 

在慢性肾脏疾病(chronic kidney disease, CKD)的治疗

中, 较其他成体干细胞更具有脏器来源优势, 且USCs
可能成为反映一系列CKD早期肾损害潜在的无创性

检测指标[2]。已有文献报道, USCs是用于膀胱重建的

良好种子细胞[3]。并且有文献表明, USCs还具有神经、

膀胱、骨及皮肤修复的潜能[4-7]。在糖尿病肾病模型中, 
USCs注射治疗可减少肾脏局部炎症浸润及改善肾功

能[8]。故USCs是细胞治疗、组织工程研究及一系列

CKD细胞治疗更为理想的种子细胞。

不同于异体干细胞移植会产生免疫排斥反应, 
自体干细胞是细胞治疗的最佳种子细胞来源, 因此, 
从CKD患者尿液中分离培养USCs显得更为迫切。

CKD患者尿液中多伴有大量蛋白质、结晶、红细

胞及红细胞碎片等, 易造成细胞污染, 从而使得从

CKD患者尿液分离培养出USCs更加困难。目前

Zhang等[1]和汪泱等[9]已成功从正常成人尿液中分离

培养出USCs, 然而国内外尚无关于从CKD患者尿液

分离出USCs的相关报道。   
原发性肾病综合征(primary nephrotic syndrome, 

PNS)是儿童时期最常见的慢性肾脏疾病[10], 大部

分患儿经激素及免疫抑制剂治疗可缓解, 少部分患

儿因激素耐受及反复发作, 成为难治性肾病, 最终

逐步发展成终末肾脏疾病(end-stage renal disease, 
ESRD)。免疫抑制剂及细胞毒性药物治疗副作用大、

疗程长、复发率高, 不能理想地阻止PNS向ESRD慢

性化进展, 而干细胞为PNS慢性化进展治疗寻找高

效、安全的手段带来机遇。本研究通过建立从PNS
患儿尿液中分离和体外培养出尿原干细胞(urine-
derived stem cells from pediatric patients with PNS, 
p-USCs)的方法, 一方面为探讨p-USCs用于儿童PNS
早期肾损伤的诊断及难治性肾病的治疗实验研究提

供关键技术, 另一方面, 探索适合从一系列CKD患者

尿液中提取USCs的方法, 丰富细胞治疗及组织工程

研究干细胞种子来源, 且为一系列CKD患者细胞治

疗提供最优的自身种子细胞。

1   材料与方法
1.1   材料

细胞来源于2015年11月至2016年7月重庆医科

大学附属儿童医院肾内科住院部初诊原发性肾病综

合征患儿清洁中段尿, 共8例。其中单纯型3例, 均为

男性, 年龄32月~120月; 肾炎型5例, 女性2例, 男性3
例, 年龄21月~84月。诊断标准是根据2001年中华医

学会儿科学分会肾脏病学组制定的《小儿肾小球疾

病的临床分类、诊断及治疗》[11]。排除标准为: 有尿

路感染、全身性感染及遗传性疾病的患儿。

1.2   尿液收集方法

取20 mL培养基A加入200 mL无菌尿液收集器

备用, 收集清洁中段尿(收集尿液前, 男性患儿清洗

尿道口/女性患儿采用高锰酸钾坐浴1次), 立即放入

冰盒中, 送往实验室进行分离培养。培养基A成分为

含有10% FBS、100 U/mL青霉素、100 U/mL链霉素、

2.5 μg/mL两性霉素B及50 μg/mL庆大霉素的DMEM
培养基[12]。

1.3   p-USCs分离培养 
首先观察尿液颜色, 将尿液分装入离心管(为获

取单克隆细胞, 需对根据尿液颜色及离心后沉淀做

出相应的改变): (1)若尿液清亮透明, 取50 mL/管, 离
心后无沉淀, 直接加入12 mL培养基B(培养基B为尿

源干细胞专用培养基[1]); (2)若尿液浑浊, 取50 mL/管, 
离心后可见白色沉淀, 直接加入12 mL培养基B; (3)若
尿液为茶色或洗肉水样, 取20 mL/管, 离心后可见红

色沉淀, 弃上层尿液, 加入培养基2 mL, 吹打混匀, 取
100 μL加入新的离心管中, 其余弃掉或冻存, 然后加

入12 mL培养基B, 接种到24孔板后可见大量血细胞, 
原代第3 d则需用PBS洗涤2次; (4)若尿液为乳糜样则

弃掉。将以上样品于1 500 r/min离心5 min, 弃上清, 
每个管加入12 mL培养基B, 吹打混匀后接种到24孔
板(500 μL/孔), 放入37 °C、5% CO2孵箱中培养, 分
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别于3、7、10 d半换液, 若观察过程中有污染孔, 则
弃掉, 观察尿源干细胞克隆的形成, 最终选取细胞覆

盖50%~60%的板孔进行传代。

1.4   p-USCs传代

原代培养10 d, 对细胞覆盖50%~60%板孔, 用
0.25%胰蛋白酶(含EDTA)200 μL消化(约2 min), 培
养基B终止消化, 将细胞悬液移入6孔板(标记为P1)。
在孔中补足培养基2 mL, 置于孵箱内培养, 待细胞

贴壁后(4~6 h)全换液, 此后每隔2 d半换液, 待细胞

生长覆盖70%~80%, 加入0.25%胰蛋白酶400 μL消
化, 将细胞传入10 cm培养皿中(标记为P2), 每隔2 d
半换液, 待细胞生长覆盖70%~80%, 加入0.25%胰蛋白

酶2 mL消化, 将细胞传入10 cm培养皿中(标记为P3)。
1.5   p-USCs生长曲线

取P2代p-USCs制成1.5×104/mL单细胞悬液, 接
种于96孔板100 μL/孔, 置于孵箱内培养, 分别于1、3、
5、7、9 d检测, 每组设置4个复孔。实验时, 每孔避

光加入10 μL CCK-8并置于孵箱中孵育4 h后, 检测

450 nm波长的光密度, 以d为横坐标, D值为纵坐标

绘制成生长曲线。

1.6   p-USCs周期检测

取P3代p-USCs制成1×107/管, 1 500 r/min离心

5 min, 加入100 μL PBS重悬细胞, 将细胞缓慢加入

含1 mL体积分数75%乙醇(–20 °C过夜预冷)的EP管
中, 1 000 r/min离心4 min, 去上清, 加入PBS洗涤2次, 
加入PI染液0.5 mL, 4 °C孵育30 min, 流式细胞仪检测。

1.7   p-USCs表面标志物检测

取P3代p-USCs按1×106/管分成8管 , PBS洗涤2
次(1 500 r/min离心5 min), 单染, 每管分别加入5 μL
抗体 (鼠抗人的CD24-FITC、CD29-FITC、CD34-
FITC、CD73-FITC、CD90-FITC、CD105-FITC、 
CD146-FITC或FITC-IgG1), 4 °C避光孵育 30 min, 
PBS洗涤 2次 (1 500 r/min离心 5 min), 加入 200 μL 
PBS重新制成细胞悬液, 流式细胞仪检测。

1.8   p-USCs成骨分化

取P2代p-USCs以1×105/孔的密度接种于6孔板

(预先用0.1%明胶包被), 待细胞生长至70%~80%, 
更换为成骨诱导培养基, 每2.5 d换液, 诱导培养17 d
后, 弃成骨诱导液, PBS冲洗3遍, 4%多聚甲醛室温

固定30 min, PBS洗涤3遍, 用0.1%的茜素红溶液染

色5 min, PBS洗涤3遍, 显微镜下观察结果并拍摄照

片。

1.9   p-USCs成脂分化

取P2代p-USCs以1×105/孔的密度接种于6孔板, 
待细胞生长至80%~90%, 更换为成脂诱导培养基, 
诱导14 d后, 去掉诱导液, PBS洗涤3遍, 4%多聚甲醛

室温固定30 min, PBS洗涤3遍, 经32׃稀释的油红O溶

液染色30 min, PBS洗涤3遍, 显微镜下观察结果并拍

摄照片。

2   结果
2.1   细胞形态学观察 

原代培养2~3 d, 可观察到单个细胞贴壁, 形态

呈米粒样(图1A)。7 d左右可观察到细胞克隆呈集落

状生长, 细胞体积偏小, 排列紧密(图1B)。10~14 d细
胞数达50%~60%, 可进行传代, 传代培养中, 细胞基

本保持米粒样的形态(图1D~图1F)。每100 mL患儿

尿液可获得15~600不等克隆数。 
2.2   细胞生长曲线描绘及周期检测 

PNS患儿尿液中分离的细胞呈对数生长(图2A), 
细胞传代培养1~2 d处于潜伏期, 细胞生长缓慢。

3~6 d细胞处于对数增长期, 快速生长。第7 d细胞达

平台期, 细胞开始凋亡。应用流式细胞术分析细胞周

期, 结果显示, 细胞84.76%处于G0/G1期, 8.3%处于G2/M
期, 7.0%处于S期, 表明细胞具有较强的分裂增殖能力

(图2B)。   
2.3   细胞表面标志物的表达 

应用流式细胞术检测各种细胞表面标志物。结

果显示, 表达间充质干细胞表面标志物CD24、CD29、
CD73、CD90的阳性率分别 : 98.70%、99.80%、

96.10%、98.10%, 少部分表达CD105(2.11%), 不表

达造血细胞标志CD34(0.87%), 表达周细胞标志物

CD146(99.90%)(图3)。  
2.4   细胞成骨诱导后细胞形态观察 

细胞诱导成骨后4 d形态开始变化, 由米粒样逐

渐向立方型转变。诱导后7 d细胞形态变化明显, 细
胞呈铺路石样外观, 细胞聚集。诱导17 d后, 细胞形

态变为多角形, 细胞呈多层性、重叠性排列, 形成间

质内含大量矿盐沉积的钙化结节(图4A)。0.1%茜素

红染色矿化结节呈现红色(图4B), 说明细胞具有成

骨分化的潜能。              
2.5   细胞成脂诱导后细胞形态观察 

细胞加入成脂诱导液后14 d后, 诱导而成的脂

肪细胞累积脂质, 脂滴变大并合并呈串珠状(图5A)。
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图2   细胞生长曲线(A)及细胞周期流式细胞图(B)
Fig.2   Growth curve (A) and cell cycle of cells (B)

A: 原代培养第3 d出现单个细胞, 呈米粒样(如红色箭头所指); B: 原代培养第7 d, 细胞集落样生长, 排列紧密; C~F: 分别是P1、P3、P5、P7代细胞, 
细胞基本保持米粒样形态。

A: primary cells cultured for 3 d, rice-grain like (shown as red arrows); B: primary cells cultured for 7 d, formed a cluster and been compact; C-F: 
morphology of P1, P3, P5, P7 of cells, respectively, keeping morphology of rice-grain like.

图1   原代、P1、P3、P5及P7代细胞形态

Fig.1   Morphology of primary cell, the first passage, the third passage, the fifth passage and the sevevth passage of cells

A B C

D E F

100 µm 100 µm 100 µm

100 µm 100 µm 100 µm

经油红O染色呈鲜红色(图5B), 说明细胞具有成脂分

化的潜能。

3   讨论
近年来, 干细胞移植治疗是当今医学研究的热

点, 应用范围不断扩大, 其多向分化能力、免疫调节

作用、分泌营养因子等功能用于修复损伤组织及

器官、治疗恶性肿瘤、治疗自身免疫性疾病等多

种难治性遗传性疾病, 挽救了大量患者的生命[13-15]。

USCs作为一种新型成体干细胞, 成为近2年来干细

胞研究热点。Zhang等[1]和汪泱等[9]研究组均从健

康成人尿液中分离培养出USCs, 但未对CKD患者

USCs分离培养方法进行阐述。本研究探索从PNS
患儿尿液中分离培养USCs的方法, 由于大部分PNS
患儿尿液中存在大量蛋白质、结晶、红细胞及红

细胞碎片等, 原代细胞分离培养时易引起污染, 且
不利于细胞贴壁及生长, 部分PNS患儿尿液里存在

大量脱落细胞, 难以获得单个细胞克隆。我们对原
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A: 成骨诱导17 d, 细胞呈多层性, 重叠形排列, 间质中形成大量钙化结节(如黑色箭头所示); B: 0.1%茜素红染色矿化结节呈红色(如黑色箭头所

示)。
A: osteogenic induction for 17 d,  cells were overlapped and large calcium nodules in interstitial formed (shown as black arrows); B: after 0.1% alizarin 
red staining, calcium nodules were red (shown as black arrows).

图4   细胞成骨诱导

Fig.4   Osteogenic induction of cells

A B

100 µm 100 µm

图3   细胞表面标志物CD24、CD29、CD73、CD90、CD105、CD146和CD34的流式细胞术检测结果

Fig.3   Surface markers of CD24, CD29, CD73, CD90, CD105, CD146 and CD34 in cells analysed by flow cytometry

A: 成脂诱导14 d, 细胞胞质中脂质累计, 形成大量脂滴, 成串珠样(如黑色箭头所示); B: 油红O染色, 脂滴成橘红色(如黑色箭头所示)。
A: osteogenic induction for 14 d, cytoplasmic lipid was accumulated, large lipid droplets were formed, like as beaded (shown as black arrows); B: after 
Oil Red O staining, lipid droplets were orange (shown as black arrows).

图5   细胞成脂诱导

Fig.5   Adipogenic of cells

A B

100 µm 100 µm



中
国
细
胞
生
物
学
学
报

1356 · 研究论文 ·

有USCs分离培养方法进行改进: 第一, 本研究在培

养基A中添加抗细菌及真菌药物(庆大霉素和两性

霉素B)减少细胞污染; 第二, 在原代培养3 d进行全

换液且用PBS轻柔洗涤, 及时换掉含有大量蛋白质

和大量红细胞碎片的培养上清便于细胞贴壁及生

长; 第三, 为获取单个细胞克隆, 尝试根据尿液颜色

及离心沉淀两方面对离心沉淀进行稀释后接种。经

过上述优化已成功从PNS患儿尿液中分离及培养出

p-USCs。
通过对p-USCs分离培养观察, 原代分离及传代

培养与文献报道一致[1]。每100 mL的尿液中可获得

15~600个不等的细胞克隆数, 存在较大的个体差异, 
与文献所报道的健康成人每100 mL尿液可获得5~10
个克隆存在较大的差异[16]。有报道表明, USCs很有

可能是肾小球壁层细胞来源, PNS患儿存在肾脏损

伤, 有可能导致脱落细胞过多, 使得从100 mL尿液分

离出的细胞克隆数增加[2]。由此我们也可以推测, 每
100 mL尿液里分离获得p-USCs克隆数可能与肾脏

损伤程度有关, 其有可能作为反应肾脏损伤程度一

个潜在指标, 也有可能代替肾脏病理活检这一有创

检查指导临床用药以及预测肾病预后情况, 但我们

还需要经过长时间临床试验进一步探讨研究。

本研究绘制p-USCs生长曲线及检测其细胞周

期, 结果表明, p-USCs有很强的增殖能力, 且细胞周

期符合干细胞特点, 与文献报道一致[1,17]。本研究

通过流式细胞术检测p-USCs表面标志物表达, 均表

达间充质干细胞表面标志物CD24、CD29、CD73、
CD90, 少部分表达CD105, 周细胞标志物CD146表
达阳性, 造血干细胞标志物CD34表达阴性, 与文献

报道一致[1]。研究表明, USCs具有间充质干细胞特

性, 在特定的培养基中可诱导分化成内皮、骨、软骨、

脂肪、神经、尿道上皮及平滑肌细胞[6]。本研究使

用特定成骨、成脂诱导培养基培养p-USCs, 结果发

现, 成骨诱导培养液培养17 d后, 0.1%茜素红染色矿

化结节呈现红色, 成脂诱导液培养14 d后, 油红O染

色呈橘红色。以上结果说明, p-USCs干细胞干性未

受到影响, 具有间充质干细胞特性, 具有成骨成脂潜

能。

综上所述, 尿源干细胞来源广泛, 可通过简便、

安全的方法获取, 且不涉及到伦理问题。我们首次

成功从PNS患者尿液中分离培养出USCs, 其在体外

可以扩增传代、冻存、复苏, 且具有很好的增殖能

力和多向分化能力, 使其可作为干细胞种子用于细

胞替代治疗、组织及器官重建, 使一系列CKD患者

利用自身USCs移植治疗成为可能。本课题组将继

续研究p-USCs特征及功能, 挖掘p-USCs在儿童PNS
诊断及治疗方面的潜在应用, 为PNS患儿早期肾脏

损伤的诊断提供新的无创诊断指标, 为难治性肾病

患儿治疗提供新的有效方案。
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