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糖尿病肾病患者尿源性干细胞的分离鉴定及与健康

人尿源性干细胞的细胞生物学比较研究
陶  立1,2  马文军1,2  龚梦嘉2  毕  杨2  魏光辉1,2  张元原1,2*

(1重庆医科大学附属儿童医院泌尿外科, 重庆 400014; 2重庆医科大学附属儿童医院, 儿科研究所干细胞实验室, 
儿童泌尿生殖发育与组织工程重庆市重点实验室, 儿童发育疾病研究省部共建教育部重点实验室, 
儿科学重庆市重点实验室, 重庆市(儿童发育重大疾病诊治与预防)国际科技合作基地, 重庆 400014)

摘要      干细胞移植是糖尿病肾病新的治疗途径, 但异种干细胞存在伦理及免疫排斥等问题。

该研究从糖尿病肾病患者尿液中提取出一种类似干细胞的细胞, 称之为糖尿病病人尿源性干细

胞(USCs from patients with diabetic nephropathy, D-USCs), 并比较了与健康人尿源性干细胞(urine 
derived stem cells, USCs)生物学特性的差异。通过观察细胞形态, 流式细胞术检测细胞表面标志物, 
茜素红及油红O染色分别检测成骨和成脂分化潜能, 以鉴定其干细胞特性。通过绘制生长曲线比

较D-USCs与USCs增殖能力, 人促血管生成因子检测试剂盒检测细胞外分泌因子的表达情况, 流式

细胞术检测细胞凋亡率的差异。结果表明, 此类细胞可以在体外分离培养, 连续传代生长, 细胞形

态保持米粒状, 表达间充质干细胞标志物(包括CD 24、CD 29、CD 73、CD 90、CD 105)、周细胞

标志物(CD 146), 不表达造血干细胞标志物(包括CD 31、CD 34、CD 45), 具有成骨和成脂分化的

潜能。与USCs相比, D-USCs的增殖能力受到损伤, 分泌因子种类基本保持一致, 但数量上有所减少, 
细胞凋亡率升高。综上所述, 该研究成功从糖尿病肾病病人尿液中提取出尿源性干细胞, 为干细胞

移植治疗肾损害提供了可能的新的细胞来源, 避免了异体免疫排斥反应。

关键词       尿源性干细胞; 糖尿病肾病; 细胞增殖; 外分泌
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Abstract       Stem cell transplantation is a new therapy for diabetic nephropathy, but there are some problems 
such as ethical and immune rejection of xenograft. In present study, we extracted a type of cell which was similar 
to stem cells from the urine of diabetic nephropathy patients, called urinary stem cell from patients with diabetic 
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nephropathy (D-USCs). And we compared the biological characteristics between D-USCs and urine derived stem 
cells (USCs) of healthy people. The potential differentiation ability of the cells was examined by the analysis of 
cell morphology and surface markers via flow cytology and the staining of alizarin red and oil red O, respectively. 
We also mapped the growth curve to compare D-USCs and USCs of healthy people proliferative capacity. Human 
angiogenic factor assay kit was applied to examine the expression of extracellular secretion factor, performed flow 
cytology to detect cell apoptosis. Our results showed that the cells could be cultured in vitro continuously, and that 
their morphology remained the size of the grains. These cells were shown to expressing mesenchymal stem cell 
markers (including CD 24, CD 29, CD 73, CD 90, CD 105) and weakly cell markers (CD 146) in a lower level. 
And these cells did not express hematopoietic stem cell markers (including CD 31, CD 34 and CD 45). It also had 
bone and lipid differentiation potential. Compared with USCs, the proliferative ability of D-USCs was damaged, 
the secretion factor was basically consistently, the number was decreased and the apoptosis rate was increased. 
In summary, our results showed that D-USCs were successfully extracted from urine of patients with diabetic 
nephropathy. Our findings showed that D-USCs might provide a new source of cells for the treatment of renal 
damage by stem cell transplantation with avoiding allogeneic immune rejection.

Keywords       urine derived stem cells; diabetic nephropathy; cell proliferation; external secretion

糖尿病是一种系统性、慢性代谢性疾病, 已
经成为了全球性的健康问题。糖尿病肾病(diabetic 
nephropathy, DN)是糖尿病常见的慢性微血管并发

症, 在西方国家, 糖尿病肾病位居终末期肾病的原发

病之首, 占25%~42%[1]。目前临床只能通过控制蛋

白质摄入、降低血糖、降低血压等危险因素来控制

糖尿病的发展, 但是这些措施无法有效地抑制糖尿

病肾病的发生与发展。

近年来, 干细胞移植治疗为糖尿病肾病的治疗

开辟了新的途径。Zhang等[2]在世界上第一次从尿

液中分离和鉴定一种干细胞, 称之为尿源性干细胞

(urine derived stem cells, USCs)。这种细胞可通过一

种非创伤、简单、安全和低成本的方法获得, 与间

充质干细胞相比, USCs更容易分离得到单个细胞克

隆。此外, USCs来源于肾脏, 具有很强的多向分化能

力, 在慢性肾脏疾病的治疗中相对其他成体干细胞可

以更高效率地分化为肾小球足细胞和功能性血管内

皮细胞[3]。体外研究表明, USCs不但可分化为骨细胞、

软骨细胞、脂肪细胞和平滑肌细胞, 还可以分化为功

能性上皮细胞以及神经细胞[3]。有文献报道, USCs是
组织工程重建膀胱功能的良好种子细胞之一[4]。最后, 
USCs没有肿瘤形成的风险, 有研究发现, 移植USCs于
裸鼠皮下和肾包膜下1~3个月后未发现肿瘤组织的形

成[5-6], 这使得USCs有一个非常好的临床应用前景。

目前研究及临床使用的干细胞通常来自健康

人的捐助, 虽然同种异体间充质干细胞的抗原性小, 

但是来自健康人的细胞仍然可能遭受患者机体内受

体的免疫排斥以及移植相关的副作用。从临床使用

角度来看, 自体干细胞将是最佳的细胞来源。我们

首次从糖尿病肾病患者尿液中分离提取出尿源性干

细胞 (USCs from patients with diabetic nephropathy, 
D-USCs), 为自体肾组织的修复提供了一个新的细

胞治疗思路。

1   材料与方法
1.1   材料

糖尿病肾病病人细胞均来源于2016年8月至

2017年3月重庆医科大学附属第一医院内分泌科住

院糖尿病肾病病人清洁中段尿, 共8例。诊断标准为

中华医学会内分泌学分会组织内分泌与肾脏病学相

关专家制定的《中国成人糖尿病肾脏病临床诊断的

专家共识》[7]。正常人的细胞来自健康成年男性, 年
龄范围20~25岁。

1.2   试剂

F-12、K-SFM、DMEM、0.25%胰蛋白酶和

胎牛血清购自Gibco公司。CD Marker、Annexin 
V-FITC细胞凋亡检测试剂盒购自BD Parmingen公
司。CCK-8试剂盒购自7 Sea Biotech公司。成骨、成

脂分化诱导培养基购自Cyagen公司。人促血管生成

因子检测试剂盒购自R&D Systems公司。USCs专用

培养基是由无血清的角质形成细胞培养基(K-SFM)
和前体细胞培养基11׃混合而成。无血清的角质形成
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细胞培养基需补充5 ng/mL表皮生长因子、50 ng/mL
牛脑垂体提取物、30 ng/mL霍乱毒素、100 U/mL
青霉素和1 mg/mL链霉素。前体细胞培养基包含3/4 
DMEM和1/4人F-12、10%胎牛血清、0.4 g/mL氢

化可的松、10–10 mol/L霍乱毒素、5 ng/mL胰岛素、

1.8×10–4 mol/L腺嘌呤、5 g/mL运铁蛋白加上2×10–9 mol/L 
3,39,5-三碘左旋甲状腺素、10 ng/mL表皮生长因子

和1%青霉素–链霉素。

1.3   细胞分离与培养

清洁尿道口, 收集200 mL清洁中段尿(非晨尿), 
1 500 r/min离心5 min, 弃上清, 加入24 mL培养基充

分吹打均匀, 均匀种于24孔板中, 每3 d换1次培养基, 
观察到细胞克隆生长至孔板底面积60%~70%时进

行传代培养。

1.4   D-USCs与USCs形态学观察

原代培养D-USCs第3 d、第7 d分别在显微镜下

观察细胞克隆。待生长至60%~70%时传代, 取相同

代数的D-USCs和USCs分别于P1、P2、P3代生长至

第3 d时进行观察、拍照。

1.5   D-USCs与USCs干细胞表面标志物检测

取P2代对数生长期D-USCs和USCs, 分别制成

1×106/管细胞悬液, PBS洗2次, 共12管, 分别加入5 μL
表面标志物抗体, 4 °C避光孵育30 min, PBS洗2次, 
1 500 r/min离心5 min, 弃上清后, 加入200 μL PBS重
悬, 流式细胞仪检测。

1.6   D-USCs与USCs成骨与成脂诱导

取P2代对数生长期D-USCs和USCs, 分别每孔

1×105细胞接种于6孔板, 成骨与成脂各3个复孔, 细
胞生长至60%~70%面积时, 换成诱导培养基。

油红O染色: 成脂诱导培养基培养7 d, 弃培养

基, PBS洗3次, 4%的多聚甲醛室温下固定1 h, PBS洗
3次, 配置好32׃稀释的油红O染液染色30 min, PBS洗
3次, 显微镜拍照。

茜素红染色: 成骨诱导培养基培养21 d, 弃培养

基, PBS洗3遍, 4%的多聚甲醛室温下固定1 h, PBS洗
3次, 0.1%的茜素红染液染色10 min, PBS洗3次, 显微

镜拍照。

1.7   D-USCs与USCs增殖能力检测

取P2代对数生长期D-USCs和USCs, 每孔1 500
个细胞接种于96孔板, 设置4个复孔, 分别于1、3、5、
7、9 d, 加入10 μL CCK-8试剂, 37 °C孵育4 h后, 在
450 nm处检测光密度, 以时间为横坐标, 光密度为纵

坐标绘制生长曲线。

1.8   D-USCs与USCs分泌因子检测

取P2代对数生长期D-USCs和USCs, 以5×105个细

胞的密度接种于10 cm培养皿, 用无血清DMEM培养

基连续培养24 h。收集培养基用冻干离心机浓缩成粉

末, 用人促血管生成因子检测试剂盒进行检测, X线曝

光后用Quantity One软件记录膜片位点, 与说明书参考

目录对比后进行分泌因子种类与表达量分析。

1.9   D-USCs与USCs凋亡率检测

取P2代对数生长期D-USCs和USCs, 用4 °C PBS
洗2遍, 重悬于1×binding buffer使浓度为1×106/mL取
100 μL细胞悬液到流式管, 加入5 μL Annexin V-FITC

(A) (B)
D-USCs

D-USCs

D-USCs D-USCs D-USCs

USCs USCsUSCs

Day 3 Day 3 Day 3 Day 3

100 µm 100 µm

100 µm 100 µm50 µm

50 µm 50 µm

60 µm

Day 7 Day 3 Day 3 Day 3

P1 P2 P3

A: 原代培养3 d时出现单个克隆细胞; 7 d时, 细胞增殖成集落生长; B: D-USCs和USCs的P1、P2、P3代培养3 d的细胞形态比较。

A: in primary culture 3 d, a single clonal cell appeared; primary cells cultured for 7 d, cell proliferation and formed a cluster; B: comparison of 
morphology of P1, P2, P3 of D-USCs and USCs when cultured for 3 d.

图1   D-USCs和USCs细胞形态

Fig.1   Morphology of D-USCs and USCs



中
国
细
胞
生
物
学
学
报

陶    立等: 糖尿病肾病患者尿源性干细胞的分离鉴定及与健康人尿源性干细胞的细胞生物学比较研究 197

和5 μL PI抗体, 充分混匀后室温避光孵育15 min, 每
管加入400 μL 1×binding buffer, 上机检测。

1.10   数据统计分析

实验数据均用均值±标准差形式表示, 采用

GraphPad Prism V5.0统计软件进行统计学分析, 

P<0.05为差异具有显著性意义。

2   结果
2.1   D-USCs和USCs细胞形态观察

正常人的USCs呈米粒状, 且体积较小。D-USCs
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A: D-USCs细胞表面标志物; B: USCs细胞表面标志物。

A: surface markers of D-USCs; B: surface markers of USCs.
图2  细胞表面标志物CD 24、CD 29、CD 31、CD 34、CD 45、CD 73、CD 90、CD 105、

CD 117和CD 146的流式细胞术检测结果

Fig.2   Surface markers of CD 24, CD 29, CD 31, CD 34, CD 45, CD 73, CD 90, CD 105, 
CD 117 and CD 146 in cells analyzed by flow cytometry
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原代培养3 d时, 可以观察到单个细胞克隆的出现。

培养7 d时, 可见细胞自我增殖呈集落生长(图1A)。
细胞集落面积占孔板面积60%~70%时可以进行传

代, 观察细胞形态, 部分呈现不规则形状, 仍有大部

分维持米粒状, 与正常人USCs相比, 维持米粒状细

胞形态的细胞数较少(图1B)。
2.2   D-USCs和USCs细胞表面标志物的表达

采用流式细胞术检测了D-USCs和USCs细胞表

面标志物的表达情况。结果显示, 两种细胞都表达

间充质干细胞表面标志物CD 24、CD 29、CD 73、
CD 90、CD 105, D-USCs阳性率分别为 92.00%、

99.60%、88.60%、36.10%、1.39%, USCs阳性率分

别为99.40%、99.90%、61.50%、77.60%、1.65%。

两种细胞都表达周细胞表面标志CD 146, D-USCs
阳性率为76.80%, USCs阳性率为98.50%。两种细胞

都不表达造血细胞的表面标志CD 31、CD 34和CD 
45(图2)。该结果表明, 从病人尿液中分离提取的细

胞比较符合间充质干细胞的特点, 与USCs表达的表

面标志物没有明显差异。

2.3   D-USCs和USCs成骨与成脂诱导观察

细胞经成骨诱导后, 细胞形态在第4 d发生变

化, 呈方型; 第8 d时变化明显, 呈鹅卵石样; 第21 d细
胞变为多角状, 间质内大量矿盐沉积形成钙化结节。

第21 d时用4%多聚甲醛固定细胞, 经0.1%茜素红染

色后, 可见明显的红色结节(图3A), 提示该细胞可以

向成骨方向分化。成脂诱导7 d后, 白光下可观察到

细胞内有脂滴, 油红O染色后脂滴呈橘红色(图3B), 
提示该细胞可诱导分化为成脂细胞。以上结果提

示, D-USCs和USCs都具基本的多向分化潜能, USCs
诱导效率高于D-USCs, 可能与D-USCs在体内高糖

环境干性受损有关。

2.4   D-USCs与USCs生长曲线描绘

取P2代细胞连续培养9 d, 可见细胞均呈对数

生长, 1~3 d处于生长缓慢期, 3~7 d处于快速增长

期, 7 d后处于平台期。D-USCs生长速度明显低于

USCs(图4)。以上结果说明, D-USCs增殖能力要弱

于正常人USCs, 其原因可能是D-USCs长期处于体

内高糖环境下, 造成增殖能力降低。

2.5   D-USCs与USCs分泌因子检测

释放旁分泌营养因子、促进组织再生是干细

胞治疗的重要作用之一。我们采用人促血管生成

因子检测试剂盒检测USCs和D-USCs分别培养2 d

A:茜素红染色后矿化结节呈红色; B: 油红O染色后脂滴呈橘红色。

A: the mineralization nodules were red after alizarin red staining; B: the lipid droplets were orange after oil red O staining.
图3   细胞成骨和成脂诱导

Fig.3   Osteogenic and adipogenic induction of cells

(A)

(B)

D-USCs

D-USCsUSCs

USCs

200 µm 200 µm

200 µm 200 µm
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后的培养基。USCs组检测到13种血管生成相关因

子, 包括血管生成素(Angiogenin)、单核细胞趋化

蛋白-1(monocyte chemotactic protein-1, MCP-1)、血

管内皮生长因子(vascular endothelial growth factor, 
VEGF)等; D-USCs组除上述因子外, 额外检测到了

血小板因子4(platelet factor 4)表达, 可能与糖尿病

患者血小板被激活有关[8]。除组织金属蛋白酶抑制

剂 -1(tissue inhibitor of metalloprotease-1, TIMP-1)、

血小板应答蛋白-1(thrombospondin-1)、血小板应

答蛋白-2(thrombospondin-2)等3个因子外, D-USCs
组较USCs组没有明显变化外, 大多数因子表达均比

USCs组有大幅度下降(图5)。
2.6   D-USCs与USCs凋亡率比较

细胞终末期状态为凋亡或者细胞死亡。本研究

采用流式细胞学检测P2代细胞培养到第4 d的细胞

凋亡率。结果显示, 与USCs组相比, D-USCs组凋亡
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(A)
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D-USCs和USCs增殖曲线。*P<0.05, 与USCs组比较。

Growth curves of D-USCs and USCs. *P<0.05 vs USCs group.
图4   连续培养9 d时D-USCs生长速度低于USCs

Fig.4   The growth rate of D-USCs was lower than that of USCs in continuous culture for 9 d

A: X-ray检测D-USCs和USCs血管生成因子表达; B: 半定量分析D-USCs和USCs血管生成因子表达。CXCL16: 趋化因子16; DPPIV: 二肽酰多肽

酶4; IL-8: 白细胞介素-8; uPA: 尿激酶型纤溶酶原激活剂。***P<0.001, 与USCs组比较。

A: the levels of angiogenesis array in D-USCs and USCs; B: semi-quantitative analysis showed angiogenesis array of D-USCs and USCs levels. 
CXCL16: chemokine ligand 16; DPPIV: dipeptidylpeptidase IV; IL-8: interleukin-8; uPA: urokinase plasminogen activator. ***P<0.001 vs USCs group.

图5   D-USCs大多数细胞外血管生成因子表达低于USCs
Fig.5   The secretion of most angiogenesis array in D-USCs was lower than that of USCs
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率有显著升高(图6)。D-USCs在病人体内长期处于

高糖环境, 细胞状态受到损伤, 可能导致了体外培养

时凋亡率高于正常USCs。

3   讨论
干细胞移植治疗是最近医学研究的热点。

USCs可作为泌尿系统疾病及泌尿系统器官重建, 全
新的具有临床应用价值的细胞来源[9]。有研究表明, 
在由肾缺血–庆大霉素诱导慢性肾功能不全的裸大

鼠模型中, 健康人USCs能改善其肾功能; 在糖尿病

性功能障碍大鼠模型中, USCs移植可改善阴茎勃起

功能[10]。在由阴道扩张诱导尿失禁的大鼠实验中, 
USCs可促进尿道括约肌功能的恢复[10]。同样, 研究

者也希望可以应用USCs移植来改善糖尿病肾病患

者肾功能的损害, 作为一种新型且有效的治疗方式。

然而, USCs移植在其他系统损伤中是否有效还未得

到验证。

大量研究表明, 干细胞治疗(如骨髓间充质干细

胞移植)可有效缓解动物高血糖症状。移植的干细

胞可能通过分化成各种肾脏细胞如肾小球足细胞、

肾小球系膜细胞、肾小管上皮细胞等肾脏实质细胞, 
从而修复肾损伤; 并能通过免疫调节和旁分泌的作

用, 缓解肾脏的炎症反应, 改善肾功能[11-12]。目前研

究及临床使用的干细胞通常来自健康人的捐助, 异
体干细胞移植所面临的最大问题是产生免疫排斥反

应[13]。我们提出从糖尿病肾病病人的尿液中分离提

取尿源性干细胞, 再应用到其自身疾病的治疗, 可以

避免这一问题。

糖尿病高糖环境影响了干细胞的增殖、旁分泌
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A: 流式细胞学检测USCs和D-USCs细胞凋亡; B: 计算两组平均凋亡率。**P<0.01, 与USCs组比较。

A: cell apoptosis of the USCs and D-USCs detected by flow cytometry; B: the average apoptotic rate of two groups. **P<0.01 vs USCs group.
图6  D-USCs凋亡高于USCs

Fig.6   Cell apoptosis of the D-USCs was higher than USCs

能力, 其作用机制尚未明确。自噬是细胞利用自身

溶酶清除受损细胞器和大分子物质来维持内环境稳

定的基本现象, 生理状态下自噬维持在较低基础水

平。有研究表明, 在糖尿病的进展中, 由于高血糖和

糖基化终产物的影响, 会激活组织细胞自噬水平升

高[14]。D-USCs处于体内高糖环境下, 自噬水平可能

同时升高。AKT/mTORC信号通路在细胞的增殖中

起重要作用, 自噬激活时mTORC信号通路被抑制, 
细胞的增殖能力下降。干细胞移植治疗主要是通过

释放旁分泌细胞因子[15-16]起到相关的治疗作用。有

研究表明, USCs可以在体外分泌VEGF、碱性成纤

维细胞生长因子(basic fibroblast growth factor, bFGF)
等促血管生成因子[17]。低氧诱导因子-1(hypoxia 
inducible factor-1, HIF-1)是mTORC通路下游的

调控因子, 能够促进红细胞生成素(erythropoietin, 
EPO)编码基因的转录, 从而加速红细胞的大量增

殖[18]。同时自噬也调控VEGF、bFGF等因子的生

成, 当mTORC通路被抑制时, 相应的细胞因子表达

降低。高糖环境下可以促进细胞凋亡, 可能由AKT/
mTORC通路下游的Bcl-2基因和caspase-3基因调控。

Bcl-2复合体包括促凋亡基因Bax和抗凋亡基因Bcl-
2[19]。AKT/mTORC通路被抑制, Bcl-2表达降低, Bax
表达升高, 导致下游的caspase-3活化, 促进了凋亡的

发生。

本研究发现, 糖尿病肾病病人尿源性干细胞在

体内增殖和分泌能力均有受损。近年来, 为了提升

干细胞的疗效, 出现了对干细胞进行体外预处理后

再移植的方法。这些预处理方法包括基因修饰、药

物预处理和低氧预处理等, 其中, 以低氧预处理的方
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法简单、安全、有效, 因为不需使用额外的生长因子、

病毒或其他非临床药物。低氧预处理的干细胞是一

种具有良好应用前景的干细胞移植策略, 已广泛用

于心、肺、肝、脑和骨骼肌等组织器官损伤修复的

研究[20]。

综上所述, USCs可以通过一个简单、非侵入

性、低成本的避免手术的方法获取。单个细胞克

隆可以大量增殖并进行自体USCs移植。我们从

糖尿病肾病病人的尿液中提取出了USCs, 在体外

可以正常培养与增殖, 表达周细胞/骨髓间充质干

细胞的膜表面标记物, 并且具有多向分化的能力, 
使自体干细胞移植治疗肾功能不全成为了可能。

我们将继续研究如何恢复体内受损的细胞的干

性, 提高患者自体干细胞的增殖能力、减少凋亡, 
为终末期肾病和泌尿系组织工程提供新的细胞来

源, 为进一步的临床应用提供新的思路。
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