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人脐带间充质干细胞缓解马兜铃酸诱导

小鼠肾纤维化的作用及机制
余熠杭  张德迎*  胡东  周宇  刘博  向涵  龙春兰  

沈炼桔  刘星  林涛  何大维  魏光辉*

(重庆医科大学附属儿童医院泌尿外科, 儿童泌尿生殖发育与组织工程重点实验室, 儿童发育疾病研究教育部重点

实验室, 儿童发育重大疾病国家国际科技合作基地, 国家儿童健康与疾病临床医学研究中心(重庆), 
儿科学重庆市重点实验室, 重庆 400014) 

摘要      该实验探究了人脐带间充质干细胞(human umbilical cord mesenchymal stem cell, huc-
MSC)缓解马兜铃酸(aristolochic acid, AA)诱导小鼠肾纤维化的作用及可能机制。我们将huc-MSC经
尾静脉注射干预AA诱导的肾纤维化小鼠模型。HE、PAS和Masson染色观察肾脏形态变化, Western 
blot和免疫组化检测上皮间质转化相关标志物E-cadherin、N-cadherin和TGF-β/Smad信号通路蛋白

TGF-β1和p-Smad2/3表达水平。组织形态学染色结果显示, AA可诱导小鼠出现肾小管扩张、结构破

坏, 肾间质区胶原纤维沉积, 呈纤维化改变; Western blot和免疫组化结果显示, 其E-cadherin表达降低, 
N-cadherin、TGF-β1及p-Smad2/3表达增高。huc-MSC干预后, 肾脏形态明显改善, 胶原纤维沉积减少, 
E-cadherin表达增高, N-cadherin、TGF-β1及p-Smad2/3表达受到降低。研究结果表明, huc-MSC能够

通过抑制TGF-β/Smad信号通路减轻肾脏上皮间质转化, 从而缓解马兜铃酸诱导的小鼠肾纤维化。

关键词       人脐带间充质干细胞; 肾纤维化; 马兜铃酸; 上皮间质转化; TGF-β/Smad信号通路
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Abstract       In this study, we investigated the effect of huc-MSC (human umbilical cord mesenchymal stem 
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cell) on AA (aristolochic acid)-induced renal fibrosis in mice and its possible mechanism. We injected huc-MSC into 
the mouse model of renal fibrosis induced by AA via tail vein injection. HE, PAS and Masson staining were used 
to observe the renal morphology. Western blot and immunohistochemistry were used to examine the expression of 
EMT (epithelial to mesenchymal transition) markers including E-cadherin, N-cadherin and proteins of TGF-β/Smad 
signaling pathway. The results showed that renal fibrosis could be induced by aristolochic acid in mice, which char-
acterized by tubular dilatation and structural destruction, visible collagen fiber deposition in the renal interstitial 
region. The down-regulation of E-cadherin and up-regulation of the N-cadherin, TGF-β1 and p-Smad2/3 were also 
detected in the kidney of aristolochic acid-induced fibrotic mice by Western blot and immunohistochemistry. After 
the intervention of huc-MSC, renal fibrosis was significantly alleviated with the decrease of deposition of collagen 
fibers. Besides, the expression of E-cadherin was up-regulated, while the expression of N-cadherin and TGF-β1, p-
Smad2/3 were reduced. We concluded that renal fibrosis in mice could be induced by aristolochic acid, and huc-
MSC could interfere with the process of epithelial to mesenchymal transition by inhibiting TGF-β/Smad signaling 
pathway and alleviating aristolochic acid-induced renal fibrosis in mice.

Keywords       human umbilical cord mesenchymal stem cell; renal fibrosis; aristolochic acid; epithelial to 
mesenchymal transition; TGF-β/Smad signaling pathways

目前我国慢性肾病(chronic kidney disease, CKD)
发病率为10.8%, 预计患病人数高达1亿人以上[1], 是
一种严重影响个体健康和社会经济的公共卫生问题。

慢性肾病是指肾脏结构、功能持续改变, 进而对人体

健康造成损害的一类综合征[2]。肾纤维化目前被认

为是所有慢性肾病的特征性改变, 并且是预测疾病进

展的独立因素[3-4]。在纤维化的过程中, 可出现肾小球

硬化、肾小管萎缩、成纤维细胞、炎症细胞以及胶

原蛋白的积聚和管周毛细血管的丢失等现象[5]。慢

性肾病最终可进展成为终末期肾病(end-stage renal 
disease, ESRD), 尽管当前的替代治疗能起到一定的

作用, 却也面临着高发病率、高死亡率以及对病人

巨大经济负担等弊端[6-7]。因此, 找出新的预防或治

疗干预手段面临巨大的挑战。

近年来文献报道, 中草药马兜铃酸(aristolochic 
acid, AA)摄入可能引发马兜铃酸肾病, 其表现为进

行性的间质性肾炎, 并出现急进性的肾功能持续恶

化和肾脏瘢痕形成, 最终可导致ESRD[8]。部分研究

者利用AA成功构建出小鼠肾纤维化模型[9-10], 发现

该动物模型肾脏病理特征与慢性肾病患者类似, 表
现为肾小管–间质的广泛纤维化伴萎缩[8,11], 因此本

研究将其作为肾纤维化的模型。

间充质干细胞 (mesenchymal stem cell, MSC)是
一类在体外具有自我更新能力和多向分化潜能的细

胞, 此外, 还具有分泌生长因子和免疫调控作用[12]。

相关研究表明, MSC可通过旁分泌的方式参与机体

炎症调控、免疫激活等过程, 从而发挥抗炎、抗纤维

化以及促血管再生的作用[13]。目前, MSC在泌尿系统

中已经进入临床试验治疗, 但主要应用于急性肾病和

肾移植[14-15], 而对于慢性肾病而言, 目前的研究仍局

限于临床前阶段, 且相关基础研究的报道较少, 相关

机制也有待于进一步探讨。因此, 本研究选用AA腹

腔注射建立小鼠肾纤维化模型, 并通过尾静脉注射人

脐带间充质干细胞(human umbilical cord mesenchymal 
stem cell, huc-MSC)进行干预, 研究huc-MSC对慢性肾

纤维化的作用, 初步探讨其可能机制, 为慢性肾纤维

化的干细胞治疗提供理论基础和实验依据。

1   材料与方法
1.1   实验材料

1.1.1   实验动物和细胞      8周龄C57BL/6雄性小

鼠 ,  购自重庆医科大学实验动物中心 (许可证号

SCXK(渝)2017-0001), huc-MSC由重庆医科大学附属

儿童医院干细胞中心实验室分离并鉴定, 以上实验

通过重庆医科大学附属儿童医院伦理委员会许可。

1.1.2   主要试剂及仪器      马兜铃酸钠、DMEM/F12
培养基购自美国Sigma-Aldrich公司; 胎牛血清购自

美国Gemini公司; PAS染色试剂盒、Masson染色试

剂盒购自北京雷根生物技术有限公司; E-cadherin、
N-cadherin和TGF-β1抗体购自美国Abcam公司 ; p-
Smad2/3、Smad2/3抗体购自美国Santa Cruz公司 ; 
Collagen I抗体购自北京博奥森生物技术有限公司; 
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β-actin抗体及DAB显色液购自北京中杉金桥生物技

术有限公司。

二氧化碳恒温细胞培养箱购自美国Thermo Sci-
entific公司 ; 光学显微镜购自日本Olympus公司 ; 组
织切片机购自德国徕卡公司; 石蜡包埋机购自常州

中威电子仪器厂。 
1.2   实验方法

1.2.1   细胞培养      P2-P5人脐带间充质干细胞(huc-
MSC)用10%胎牛血清的DMEM/F12培养基于37 °C、
5% CO2细胞培养箱中常规培养。

1.2.2   动物模型构建      雄性小鼠32只饲养于重庆

医科大学附属儿童医院动物中心, 常规饲料及饮水, 
随机分为4组(n=8)并处理如下。(1)Control组: 腹腔

隔天注射PBS, 共注射5次 ; (2)MSC组 : 每只小鼠尾

静脉注射huc-MSC(1×106个/200 μL)后腹腔隔天注射

PBS, 共注射5次; (3)AA组: 腹腔隔天注射马兜铃酸

钠 (5 mg/kg), 共注射5次 ; (4)MSC+AA: 每只小鼠尾

静脉注射huc-MSC(1×106个/200 μL)后腹腔隔天注射

马兜铃酸钠(5 mg/kg), 共注射5次。注射完成后第4
周处死小鼠并收集肾脏组织进行相关指标检测。

1.2.3   组织形态学观察      取各组标本置于4%多聚

甲醛固定, 脱水后石蜡包埋, 切片后行苏木素–伊红

(HE)染色、糖原PAS染色及Masson三色染色于光镜

下观察。

1.2.4   免疫组织化学法检测上皮、间质标志物及

TGF-β/Smad信号通路上关键蛋白的表达及磷酸化      
各组石蜡组织切片常规脱蜡至水, 放入枸橼酸盐缓

冲溶液中微波加热修复抗原15 min, 内源性过氧化

物酶阻断液孵育15 min后PBS清洗10 min×3次, 加
入含有0.1% Triton X-100、10%马血清的5% BSA室

温封闭2 h, 切片上滴加一抗E-cadherin(1200׃)、N-
cadherin(1200׃)、TGF-β1(1200׃)、p-Smad2/3(1200׃)
于4 °C孵育过夜。PBS清洗10 min×3次, 滴加辣根过

氧化物酶标记的二抗(1200׃)室温孵育1 h, PBS清洗

10 min×3次, DAB显色后置于去离子水中终止显色, 
苏木素染核后封片光镜下观察。

1.2.5   Western blot检测上皮、间质标志物及TGF-β/
Smad信号通路上关键蛋白的表达及磷酸化      取
适量肾脏组织, 放入1 mL含有10 μL PMSF的组织裂

解液中在冰上充分研磨, 4 °C超声破碎15 min, 4 °C
离心12 000 r/min×20 min, 去上清经BCA法测定蛋

白浓度。将各组蛋白样本经SDS-PAGE凝胶电泳

后, 湿转法转至PVDF膜, 5 %脱脂奶粉封闭1 h。4 °C
孵育一抗E-cadherin(1000 1׃)、N-cadherin(1000 1׃)、
TGF-β1(1000 1׃)、p-Smad2/3(1000 1׃)过夜。TBST
清洗10 min×3次, 加入稀释的二抗(1000 5׃), 室温孵

育1 h。TBST清洗10 min×3次, 配置ECL显色液, 均
匀滴在PVDF膜上, 显影并保存图片。

1.3   统计学分析

实验数据以x
_
±s形式表示, 显著性差异分析用

GraphPad prism 7.0软件进行分析, 两组间均数比较

采用t检验。P<0.05表明差异具有统计学意义。

2   结果
2.1   huc-MSC干预后肾脏组织形态学表现

HE染色和PAS染色显示, Control组和MSC组肾小

球和肾小管细胞清晰, 结构完整, 组织形态无明显异常; 
AA组可见近曲小管和远曲小管明显扩张, 肾小管结构

破坏, 管腔内可见脱落物, 肾小管上皮细胞扁平, 肾间

质可见大量炎症细胞浸润; 与AA组相比, MSC+AA组
炎症细胞浸润程度明显减轻, 肾小管损害较为改善, 较
Control组仍可见部分炎症浸润及肾小管扩张。Masson
染色显示, Control组和MSC组肾小球和肾小管形态结

构未见明显异常, 无明显胶原纤维沉积; AA组可见肾

脏形态结构破坏, 间质区域胶原纤维大量沉积; 与AA
组相比, MSC+AA组可见间质区域胶原纤维沉积明显

减少(图1), 较Control组仍有部分胶原纤维沉积。

2.2   免疫组化检测EMT标志物及肾纤维化标志

物的表达

免疫组化检测检测上皮标志物E-cadherin、间

质标志物N-cadherin及肾纤维化标志物Collagen I
的表达 (图2)。与Control组及MSC组相比 , AA组E-
cadherin表达明显降低, N-cadherin和Collagen I表达

明显增高; 与AA组相比, MSC+AA组E-cadherin表达

增高, N-cadherin和Collagen I表达降低。

2.3   Western blot检测EMT标志物及肾纤维化标

志物的表达

Western blot定量上皮标志物E-cadherin、间质

标志物N-cadherin及肾纤维化标志物Collagen I的表

达(图3)。结果发现, MSC组E-cadherin、N-cadherin
以及Collagen I表达较Control组无明显统计学差

异; 与Control相比, AA组E-cadherin的表达明显减

少 (P<0.05), N-cadherin和Collagen I表达明显增高

(P<0.001, P<0.05); 与AA组相比, MSC+AA组E-cad-
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herin的表达增高(P<0.05), 而N-cadherin和Collagen I
的表达降低(P<0.01, P<0.05)。
2.4   免疫组化检测TGF-β/Smad信号通路上关键

蛋白的表达

免疫组化检测 TGF-β/Smad信号通路相关蛋

白TGF-β1和p-Smad2/3的表达发现 , AA组TGF-β1
和p-Smad2/3表达较Control组和MSC组明显升高 , 而

MSC+AA组TGF-β1和p-Smad2/3表达较AA组降低(图4)。
2.5   Western blot检测TGF-β/Smad信号通路上关

键蛋白的表达

Western blot检测TGF-β1和 p-Smad2/3的表达

发现 , MSC组TGF-β1及p-Smad2/3的表达与Control
相比无明显统计学差异, AA组TGF-β1和p-Smad2/3
的表达较Control组明显升高 (P<0.01, P<0.01), 而
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A~D: 各组肾脏E-cadherin免疫组化染色结果; E~H: 各组肾脏N-cadherin免疫组化染色结果; I~L: 各组肾脏Collagen I免疫组化染色结果。

A-D: expression of E-cadherin; E-H: expression of N-cadherin; I-L: expression of Collagen I.
图2   各组肾脏中E-cadherin、N-cadherin和Collagen I免疫组化染色结果

Fig.2   Result of E-cadherin, N-cadherin and Collagen I in kidney tissue detected by IHC

A~D: 各组肾脏HE染色; E~H: 各组肾脏PAS染色; I~L: 各组肾脏Masson染色。

A-D: results of HE staining; E-H: results of PAS staining; I-L: results of Masson staining.
图1   HE、PAS、Masson染色观察肾脏组织形态变化

Fig.1   Observation of kidney morphology by HE, PAS and Masson staining
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MSC+AA组TGF-β1和p-Smad2/3的表达较AA组降

低(P<0.05, P<0.05)(图5)。 

3   讨论
肾纤维化是多种慢性肾病的共同病理转归, 其

中上皮–间质转化 (epithelial to mesenchymal transi-
tion, EMT)是其发生的关键因素之一[16]。EMT过程

是指上皮细胞形态和功能转变成为间质细胞的过

程。肾小管上皮细胞转分化成为肌成纤维细胞, 细
胞外基质(extracellular matrix , ECM)大量沉积, 伴随

炎症反应的产生, 最终导致肾纤维化[17-18]。目前, 针
对肾纤维化尚无特效治疗方法。有学者研究证明, 
EMT可以作为治疗靶点, 通过抑制EMT进程来缓解

肾脏炎症及纤维化的发生发展[19-21]。近年研究发现, 
干细胞具有修复肾脏损伤的潜在能力, 主要与其分泌

作用有关[22]。因此, 我们选用huc-MSC干预慢性肾病

小鼠模型, 并探索其对EMT损伤作用及其相关机制。

本实验采用马兜铃酸构建慢性肾病小鼠模型。

相较于传统构建慢性肾病模型的方法, 如单侧输尿

管梗阻(unilateral ureteral obstruction, UUO)、肾脏次
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*P<0.05, ***P<0.001, compared with control group; #P<0.05, ##P<0.01, compared with AA group.
图3   Western blot检测各组肾脏中E-cadherin、N-cadherin和Collagen I蛋白的表达

Fig.3   Expression of E-cadherin, N-cadherin and Collagen I in kidney tissue detected by Western blot

A~D: 各组中TGF-β1的免疫染色结果; E~H: 各组中p-Smad2/3的免疫染色结果。

A-D: expression of TGF-β1; E-H: expression of p-Smad2/3. 
图4  各组肾脏中TGF-β1和p-Smad2/3免疫组化染色结果

Fig.4 Result of TGF-β1 and p-Smad2/3 in kidney tissue detected by IHC
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全切除术等, 本方法造模方式难度较小, 且可以作为

间质纤维化的一般模型, 同时具有多种类型间质性

肾病的特征, 如缺血性肾病、狼疮性肾炎、部分输尿

管梗阻和肾小管毒性肾病等[9]。此外, 相比于UUO模

型中另一侧肾脏代偿, 本模型能更有效地对肾脏功

能进行测量, 并更贴近临床病例研究。目前研究证明, 
AA可在体内外分别诱导小鼠肾脏及人肾小管上皮

细胞发生EMT, 其机制可能是AA促进细胞之间黏附

丢失, 导致细胞骨架的转变, 进而引起细胞表型由上

皮向间质转化[23], 并且在这一过程中, TGF-β/Smad信
号通路关键蛋白表达增高, 提示TGF-β/Smad信号通

路的激活在AA诱导EMT中可能发挥重要作用[24-25]。

本研究中, 我们发现马兜铃酸诱导小鼠肾纤维

化后, 肾脏质量较Control组及MSC组明显减小。此

外, HE及PAS染色后可见肾小管扩张、结构破坏、

间质区域结构明显紊乱, Masson染色可见间质区域

胶原纤维大量沉积, 肾纤维化标志物Collagen I呈
高表达, 提示肾脏纤维化改变明显。而在加入huc-
MSC干预后, 可见肾脏结构破坏及纤维化程度明显

减轻, 提示huc-MSC可能对马兜铃酸诱导的肾纤维

化具有保护作用。

由于EMT是肾纤维化中的关键因素, 我们进一

步对肾纤维化病理变化过程中的EMT相关指标进

行检测。在EMT研究过程中, E-cadherin被认为是上

皮标志物之一, N-cadherin也被认为是重要的间质标

志物[26-27], 我们选取以上指标进行检测。发现AA组

中E-cadherin低表达, N-cadherin高表达, 表明在马兜

铃酸诱导后肾脏细胞表型呈现上皮向间质转化; 在
huc-MSC干预后, E-cadherin表达上升, N-cadherin表
达降低, 由此我们推测, huc-MSC抑制了马兜铃酸诱

导的肾纤维化过程中的EMT进程。

有研究指出, 肾纤维化是一种多层次的细胞反

应, 多个信号通路可以在纤维化微环境中被激活, 重
要的信号分子有TGF-β、Notch、PI3K/Akt和NF-κb
等, 这些信号通路之间相互协同, 促进成纤维细胞增

殖, 细胞外基质积聚来促进疤痕形成[28]。TGF-β是
肾脏进行性纤维化中最普遍存在的促纤维化细胞因

子, 通过Smad通路产生多重下游生物效应, TGF-β/
Smad信号通路的激活可以通过胶原基因的表达直

接刺激成纤维细胞产生ECM[29]。TGF-β发挥作用的

机制主要通过以下几个方面, 分别是(1)增加ECM蛋

白的合成; (2)减少ECM的降解; (3)增强细胞表面的

ECM受体–整合素的表达, 使细胞与基质黏附增强, 
促使ECM沉积; (4)TGF-β1自我诱生作用[17]。因此, 
为进一步探究huc-MSC抑制EMT的可能机制, 我
们对EMT经典信号通路TGF-β/Smad的表达进行检
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图5  Western blot检测各组肾脏中TGF-β1和p-Smad2/3蛋白的表达

Fig.5 Expression of TGF-β1 and p-Smad2/3 in kidney tissue detected by Western blot
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测。实验中发现, AA组TGF-β1和p-Smad2/3表达较

Control及MSC组增高, 而huc-MSC干预后TGF-β1及
p-Smad2/3表达受到抑制。由此我们可以推测, huc-
MSC可能通过抑制TGF-β/Smad信号通路的表达来

缓解EMT进程形成的纤维化。MSC可通过免疫调

节、旁分泌在内的多种途径发挥抗炎、抗纤维化作

用[30], 但在本研究中其具体机制目前尚不明确, 有待

进一步探究。

综上所述, 对于马兜铃酸诱导的肾纤维化小鼠, 
huc-MSC静脉注射可能通过抑制TGF-β/Smad信号

通路的表达来干预EMT进程, 从而抑制肾纤维化的

进展来保护肾脏。本实验对临床防治肾纤维化的进

展, 以及间充质干细胞应用于临床干预肾纤维化提

供新思路及理论依据。
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