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摘要　 目的　 探索一种简单方便、重复性好的非人灵长类动

物原代肾小球系膜细胞（ＧＭＣｓ）体外提取、培养及鉴定的方

法。 方法　 在无菌条件下取出猕猴肾脏，利用两种不同孔径

的纱网（介于 １００ 目到 ２００ 目之间）分离出肾小球，设置不同

浓度（０． １、０． ２ ｍｇ ／ ｍｌ）Ⅵ型胶原酶消化肾小球，同时在这两

个浓度基础上设置不同消化时间（１０、１５ ｍｉｎ），将消化后的

肾小球接种到细胞瓶中，观察不同消化条件下 ＧＭＣｓ 的生长

状况。 显微镜下观察 ＧＭＣｓ 的结构，免疫荧光和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
法检测 ＧＭＣｓ 中 α⁃平滑肌肌动蛋白（α⁃ＳＭＡ）、Ｎｅｐｈｒｉｎ 蛋白

的表达。 利用肿瘤坏死因子⁃α（ＴＮＦ⁃α）刺激后观察 ＧＭＣｓ
生物学特性，ＣＣＫ⁃８ 法和高内涵细胞成像系统法分别检测

ＧＭＣｓ 活力和增殖情况；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 法和细胞划痕实验检测

ＧＭＣｓ 迁移能力。 结果　 利用 ０. １ ｍｇ ／ ｍｌⅥ型胶原酶消化 １０
ｍｉｎ 搜集到的肾小球贴壁较多，肾小球细胞生长状态较好。
原代培养的肾小球 ３ ｄ 贴壁，７ ｄ 开始移出不规则形状或星

状的细胞，经 ２１ ～ ３５ ｄ ＧＭＣｓ 逐渐铺满瓶底。 ＧＭＣｓ 中 α⁃
ＳＭＡ 蛋白阳性，Ｎｅｐｈｒｉｎ 蛋白阴性。 １０ ｎｇ ／ ｍｌ ＴＮＦ⁃α 体外刺

激能显著增强 ＧＭＣｓ 的增殖与迁移能力。 结论 　 利用胶原

酶消化法（０. １ ｍｇ ／ ｍｌⅥ型胶原酶消化 １０ ｍｉｎ）成功建立了

ＧＭＣｓ 的分离及培养的方法体系，为之后更好模拟人类肾脏

疾病提供合适的细胞模型。
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　 　 有报道［１］认为，大约 １０. ８％的人群会受到肾脏

疾病的影响。 肾脏疾病主要损害的病理部位是肾小

球，肾小球是肾组织中主要起滤过作用的单位［２］。
肾小球系膜细胞（ ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ ｍｅｓａｎｇｉａｌ ｃｅｌｌｓ，ＧＭＣｓ）

过度增殖是肾小球疾病（如肾小球肾炎、狼疮性肾

炎、糖尿病肾病等）的主要病理特征［３］。
　 　 肾小球主要由内皮细胞、上皮细胞和 ＧＭＣｓ 组

成。 原代肾组织中细胞提取培养中，与内皮细胞与

上皮细胞相比，ＧＭＣｓ 是较易生长的肾小球细胞，因
为它们的生长需求最小，增殖能力较强［４］。 目前已

有对大鼠、小鼠、兔、人及猪的 ＧＭＣｓ 分离方法的报

道［５］，但尚未见对猕猴原代 ＧＭＣｓ 分离方法的报道。
有文献［６］报道称，可以利用小鼠肾脏进行 ＧＭＣｓ 培

养，但其操作步骤繁琐，利用 ５０、１００ 目和 ２００ 目三

道筛网才能筛出纯度较高的肾小球组织。 肾小球位

于肾脏肾皮质部位，小鼠肾皮质部位小，需要足够量

的小鼠肾组织才能贴出 ＧＭＣｓ［６］。 人原代 ＧＭＣｓ 的

提取方法也有报道［７］，但是取材较为困难（一般为

胎儿的肾）。 与其他实验动物相比，猕猴与人类的

遗传基因、生理病理状态以及免疫反应和新陈代谢

具有高度的相似性，社会行为也与人类似，是基础研

究和临床应用之间的一个理想转化模型［８］。 该研

究结合已有的文献报道，以及 ＧＭＣｓ 的生理特性和

生长要求，成功建立了猕猴原代 ＧＭＣｓ 的分离培养

方法，并对其进行鉴定和功能研究，为进一步研究提

供实验材料与工具。

１　 材料与方法

１． １　 实验动物　 选取 １２ 只 ３ ～ ５ 岁普通级雄性实

验猕猴，体质量为 ４ ～ ６ ｋｇ，饲养于安徽医科大学临

床药理研究所实验动物中心。 温度：２０ ～ ２６ ℃；日
温差：≤４ ℃；相对湿度：４０％ ～ ７０％ 。 昼夜交替满

足猕猴作息时间，饲料、水不受限制，通过瓜果蔬菜

补充营养，定时为猕猴播放音乐及视频，严格遵守动

物福利标准。 实验动物购自旌德县皖南猕猴驯养繁

殖基地，生产许可证号：ＳＣＸＫ（皖）２０２０⁃００１。 实验

动物使用许可证号：ＳＹＸＫ（皖）２０２０⁃００１。 该实验过

程经安徽医科大学临床药理研究所动物伦理委员会

批准（批准号：ＰＴ⁃２０２０⁃００１）。
１． ２　 主要实验试剂及仪器　 注射用盐酸替来他明

盐酸唑拉西泮（舒泰 ５０）购自上海维克有限公司；
ＤＭＥＭ 基础培养基和胎牛血清（ ｆａｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ，
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ＦＢＳ）购自以色列 Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ 公司； ０. ２５％
胰蛋白酶（含 ＥＤＴＡ）购自上海碧云天生物技术研究

所；小鼠肾小球系膜细胞系 ＳＶ４０ ＭＥＳ １３ 购自武汉

普诺赛（Ｐｒｏｃｅｌｌ）生命科技有限公司；ＤＡＰＩ 染色液和

０. ５％结晶紫水溶液购自北京索莱宝生物科技有限

公司；ＣＣＫ⁃８ 试剂盒购自合肥 Ｂｉｏｓｈａｒｐ 公司；ＴＮＦ⁃α
购自美国 ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ 公司；α⁃ＳＭＡ（兔抗单克隆抗

体，美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司）、ＧＡＰＤＨ（兔抗单克隆抗

体，美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司）； Ｎｅｐｈｒｉｎ（兔多克隆抗体，
美国 ａｆｆｉｎｉｔｙ 公司）抗体；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室均购自美国

Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司；Ⅵ型胶原酶购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司。
ＤＭｉ１ 型倒置生物显微镜：徕卡显微系统（上海）有

限公司；ＢＸ ５３ 正置显微镜：日本 ＯＬＹＭＰＵＳ 公司；
Ｉｍａｇｅ Ｘｐｒｅｓｓ Ｍｉｃｒｏ４ 型高内涵细胞成像分析仪：美
国 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｄｅｖｃｉｅｓ 公司； Ｉｎｆｉｎｉｔｅ Ｍ１０００ ＰＲＯ 多功

能酶标仪：瑞士 ＴＥＣＡＮ 公司。
１． ３　 猕猴肾小球系膜细胞分离及培养方法

１． ３． １　 动物麻醉与提取肾小球　 猕猴在肌肉注射

舒泰 ５０（６ ｍｇ ／ ｋｇ）深度麻醉后，采取股动脉放血处

死。 猕猴处死后解剖，在超净台中沿腹部中线打开

腹腔，无菌取出猕猴肾脏。 利用预冷的无菌生理盐

水冲洗肾脏，去除肾组织中的血块和血红细胞，之后

转移至另一个空的无菌大皿中。 利用无菌眼科剪、
眼科镊去除多余肾组织（如：肾盂和肾包膜），利用

无菌手术刀剖开肾脏，取一小块肾皮质。 将肾皮质

放入无菌 １. ５ ｍｌ 离心管中，利用无菌眼科剪剪碎肾

皮质，组织块大小≤１ ｍｍ３；加入少量混有高糖

ＤＭＥＭ 的无菌生理盐水混匀，利用巴氏吸管分次吸

取剪碎的肾组织悬液放到重叠的 ２ 层纱网上（上
１００ 目，下 ２００ 目），利用 ５ ｍｌ 注射器轻碾组织块，同
时利用无菌生理盐水冲洗，直至组织块发白；将 ２００
目纱网转移到无菌大皿中，巴氏吸管吸取无菌生理

盐水反复反向冲洗 ２００ 目纱网上碾碎的组织块，收
集冲下的组织块，转移至无菌 １５ ｍｌ 离心管中。 离

心管低速离心 ５ ｍｉｎ ，转速 １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，之后弃去上

清液，加入适量的无菌生理盐水构成肾小球悬液，整
个过程尽量控制在 ２ ～ ３ ｈ 之内且保持无菌操作。
１． ３． ２　 肾小球活性鉴定及计数　 取上述肾小球组

织悬液 ９０ μｌ，加入定量 １０ μｌ 的 ０. ４％ 台盼蓝溶液

充分混匀，５ ｍｉｎ 后立即取 １０ μｌ 滴于覆以盖玻片的

细胞计数板上，５ × 物镜下观察提取肾小球的数量、
染色情况及有无脱去布曼囊，并进行肾小球计数。
肾小球活性及浓度的计算公式［９］如下

肾小球活性 ＝ 总肾小球数 －着色肾小球数
肾小球总数

× １００％

１． ３． ３　 猕猴肾小球消化与接种肾小球　 在肾小球

悬液中分别加入不同浓度的 Ⅵ 型胶原酶 （ ０. １
ｍｇ ／ ｍｌ 及 ０. ２ ｍｇ ／ ｍｌ）和 ０. ０２ ｍｇ ／ ｍｌ Ｄｎａｓｅｌ，分别放

入 ３７ ℃恒温培养箱中震荡充分消化不同时间（１０
ｍｉｎ 和 １５ ｍｉｎ），之后加入 ２ ｍｌ ２０％ ＦＢＳ⁃ＤＭＥＭ 培

养液终止消化，充分混匀。 再迅速以 １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 转

速，离心 ５ ｍｉｎ。 尽量完全去除上清液，加入 ５００ μｌ
２０％ ＦＢＳ⁃ＤＭＥＭ 培养液进行重悬。 利用移液枪吸取

适量重悬液至培养瓶中（尽量铺满瓶底），同时轻轻

晃动培养瓶使上述肾小球悬液均匀铺在瓶底后，将
培养瓶的培养面朝上放入 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 恒温培养

箱中，使肾小球组织块贴壁，４ ～ ５ ｈ 后再缓慢将细

胞瓶翻面培养，并加入 ３ ｍｌ ２０％ ＦＢＳ⁃ＤＭＥＭ 培养

液，使完全培养液浸润，培养细胞。 注意 ３ ｄ 内勿晃

动培养瓶，４ ｄ 采用半定量换液，目的是给贴壁肾小

球组织适应环境；８ ｄ 首次全量换液并观察肾小球

细胞生长情况，之后每隔 ３ ｄ 全量换液 １ 次，直至细

胞铺满瓶底进行首次消化传代。
１． ３． ４　 原代系膜细胞的传代培养　 往培养瓶内加

入适量 ０. ２５％胰蛋白酶（含 ＥＤＴＡ）消化肾小球细胞

（细胞以铺满瓶底为度，同时消化液应提前在室温

条件下进行复温），置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 恒温培养箱

中 １ ｍｉｎ 后拿出，在倒置显微镜下观察细胞形态变

化（细胞回缩变圆）时加入完全培养液终止其消化。
用移液枪吸取培养液，轻轻反复吹打培养瓶壁上的

细胞，收集细胞悬液于 １５ ｍｌ 离心管中，以 １ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ 的转速，离心 ５ ｍｉｎ，弃去上清液，使用适量

２０％ ＦＢＳ⁃ＤＭＥＭ 培养液重悬细胞。 细胞计数板计数

后，稀释成适当密度接种于新的培养瓶中继续培养。
１． ４　 猕猴原代系膜细胞的鉴定　
１． ４． １　 形态学观察　 倒置光学显微镜观察并拍照

记录猕猴原代 ＧＭＣｓ 形态特征和生长状况。
１． ４． ２　 免疫荧光鉴定 　 选择状态良好的 ＧＭＣｓ（３
～ ４ 代）种在铺有无菌盖玻片的 ２４ 孔板中培养 ２４
ｈ，利用 ＳＶ４０ ＭＥＳ １３（小鼠系膜细胞系）做阳性对

照，细胞密度约为 ５０％ ～６０％ 。 加入 ＰＢＳ 轻轻晃动

洗涤 ３ ｍｉｎ × ２ 次；加入预冷的 ４％多聚甲醛固定 ２０
ｍｉｎ，弃去，加入 ＰＢＳ 轻轻晃动洗涤 ３ ｍｉｎ × ３ 次；加
入含 ０. ５％ ＢＳＡ 的 ＰＢＳ，室温封闭 ３０ ｍｉｎ，弃去封闭

液；分别在加入抗兔的 Ｎｅｐｈｒｉｎ 和 α⁃ＳＭＡ 一抗（一
抗浓度为 １ ∶ １００），４ ℃过夜，加入 ＰＢＳ 轻轻晃动洗

涤 ３ ｍｉｎ × ３ 次；加入 ５９４ 标记的山羊抗兔二抗（１ ∶
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１ ０００）３７ ℃摇床赋予 ２ ｈ，ＰＢＳ 轻轻晃动洗涤 ５ ｍｉｎ
× ３ 次；加入 ＤＡＰＩ 染细胞核，室温摇床赋予 ８ ｍｉｎ，
ＰＢＳ 轻轻晃动洗涤 ５ ｍｉｎ × ３ 次；抠片加入抗荧光淬

灭剂，封片；荧光显微镜下观察。
１． ４． ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测蛋白表达　 利用配置好

的细胞裂解液提取本方法获得的 ＧＭＣｓ 以及 ＳＶ４０
ＭＥＳ １３ 的蛋白，配制 １０％ 的 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶，上样

电泳，转移至 ＰＶＤＦ 膜上，利用 ＴＢＳＴ 配制的 ５％ 脱

脂牛奶 ３７ ℃摇床封闭 ２ ｈ，洗去牛奶后，用 １ ∶ １ ０００
的兔抗 Ｎｅｐｈｒｉｎ 和 α － ＳＭＡ 多克隆抗体或 １ ∶ １ ０００
兔抗 ＧＡＰＤＨ 抗体 ４ ℃ 条件下孵育过夜，１ ∶ １０ ０００
兔二抗 ３７ ℃摇床孵育 ２ ｈ，洗去二抗后，加入提前

配置好的显影液曝光，采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 图像分析软件

进行条带灰度值分析，比较各组之间的差异。
１． ５　 猕猴肾小球原代系膜细胞功能实验

１． ５． １　 高内涵检测细胞增殖能力　 ０. ２５％ 胰蛋白

酶消化细胞，２０％ ＦＢＳ⁃ＤＭＥＭ 培养液终止消化，并制

备细胞悬液。 细胞计数，以 ０. ４ × １０４ 个细胞均匀铺

入 ９６ 孔板，利用 １０ ｎｇ ／ ｍｌ ＴＮＦ⁃α 刺激 ２４ ｈ［１０］。 ９６
孔板用生理盐水洗 ３ 次，每次 ３ ｍｉｎ。 ４％ 多聚甲醛

固定 ３０ ｍｉｎ，并用生理盐水清洗。 加 ＤＡＰＩ 染核 ５ ～
８ ｍｉｎ，生理盐水洗 ３ 次，加入适量生理盐水，并用高

内涵成像系统拍照。
１． ５． ２　 ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞生长活力　 细胞制成悬

液后，以 ０. ４ × １０４ 个 ／孔铺入 ９６ 孔板，饥饿处理之

后 ２４ ｈ 加 １０ ｎｇ ／ ｍｌ ＴＮＦ⁃α。 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 恒温培

养箱培养 ２４ ｈ，生理盐水洗涤细胞。 每孔加 １００ μｌ
２０％ ＦＢＳ⁃ＤＭＥＭ 完全培养液、１０ μｌ ＣＣＫ⁃８ 试剂继续

培养 １ ～ ２ ｈ 后，利用酶标仪检测其吸光度（λ ＝ ４５０
ｎｍ）。
１． ５． ３　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 法检测猕猴肾小球系膜细胞迁移

能力　 细胞制成悬液后，接种于 ２４ 孔板，１０ ｎｇ ／ ｍｌ
ＴＮＦ⁃α 刺激 ２４ ｈ。 消化细胞并将 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室放

入 ２４ 孔板，上室加细胞悬液，下室加 ２０％ ＦＢＳ⁃
ＤＭＥＭ 培养液。 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 恒温培养箱中迁移

２４ ｈ；将小室放入 ４％多聚甲醛固定 ３０ ｍｉｎ；并用生

理盐水清洗；含 ０. １％ 结晶紫的生理盐水，染色 ２０
ｍｉｎ；显微镜下观察拍照，每组随机选取 ９ 个视野，统
计迁移细胞数目。
１． ５． ４　 细胞划痕实验检测猕猴肾小球原代系膜细

胞迁移能力　 取原代 ＧＭＣｓ，２４ ｈ 后融合率达 １００％
后，用 ２００ μｌ 无菌枪头垂直于孔板底部中央划痕，
弃去培养基，无菌 ＰＢＳ 冲洗脱落细胞，１０ ｎｇ ／ ｍｌ
ＴＮＦ⁃α 刺激 ２４ ｈ，分别于 ０、２４ ｈ 进行拍照，观察划

痕愈合情况，计算划痕愈合率。 划痕愈合率（％ ） ＝
（０ ｈ 划痕距离 － ２４ ｈ 划痕距离） ／ ０ ｈ 划痕距离 ×
１００％ 。
１． ６ 　 统计学处理 　 以 ＳＰＳＳ ２０. ０ 软件、ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ ９. ０ 软件分别进行统计分析与图形绘制相关

工作。 所得实验数据均通过 �ｘ ± ｓ 表示，两组间比较

通过 ｔ 检验进行数据统计，Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计

学意义。

２　 结果

２． １　 肾小球提取条件的比较　 Ⅳ型胶原酶不同浓

度和消化的时间，细胞最开始爬出的速度及状态不

同。 ３ ｄ 观察 ０. １ ｍｇ ／ ｍｌ Ⅳ型胶原酶消化 １０ ｍｉｎ 的

肾小球贴壁较多，０. ２ ｍｇ ／ ｍｌ Ⅳ型胶原酶消化 １５
ｍｉｎ 的肾小球贴壁较少。 ７ ｄ 后 ０. ２ ｍｇ ／ ｍｌ Ⅳ型胶

原酶消化 １０ ｍｉｎ，１５ ｍｉｎ 和 ０. １ ｍｇ ／ ｍｌ Ⅳ型胶原酶

消化 １５ ｍｉｎ 的肾小球细胞呈星形或纺锤形细胞数

量较少，生长缓慢（图 １Ａ ～ Ｄ）；０. １ ｍｇ ／ ｍｌ Ⅳ型胶原

酶消化 １０ ｍｉｎ 的肾小球细胞生长状态较好 （图

１Ａ）。 ２１ ｄ 后 ０. ２ ｍｇ ／ ｍｌ Ⅳ型胶原酶消化 １５ ｍｉｎ 的

肾小球已无细胞生长，０. １ ｍｇ ／ ｍｌ Ⅳ型胶原酶消化

１５ ｍｉｎ 的肾小球细胞有较少的细胞生长；０. １ ｍｇ ／ ｍｌ
Ⅳ型胶原酶消化 １０ ｍｉｎ 的肾小球细胞生长旺盛。
２． ２　 肾小球系膜细胞的形态学鉴定　 经 ２ 种不同

目数的纱网提取的肾小球用 ０. ４％台盼蓝染色后于

倒置显微镜下观察显示：大部分肾小球均脱去布曼

图 １　 Ｄ７ 原代肾小球细胞生长情况 × ５０
Ａ：０． １ ｍｇ ／ ｍｌ 消化 １０ ｍｉｎ；Ｂ：０． １ ｍｇ ／ ｍｌ 消化 １５ ｍｉｎ；Ｃ：０． ２ ｍｇ ／ ｍｌ 消化 １０ ｍｉｎ；Ｄ：０． ２ ｍｇ ／ ｍｌ 消化 １５ ｍｉｎ
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图 ２　 原代 ＧＭＣｓ形态学

　 　 Ａ：肾小球台盼蓝染色（ × １００）；Ｂ：Ｄ１４ 原代 ＧＭＣｓ 生长情况 × ５０；Ｃ：Ｄ２１ 原代 ＧＭＣｓ 生长情况 × ５０；Ｄ ：Ｄ２８ 原代 ＧＭＣｓ 生长情况 × ５０

图 ３　 免疫荧光鉴定原代 ＧＭＣｓ Ｎｅｐｈｒｉｎ；α⁃ＳＭＡ 蛋白表达 × ５０
Ａ：原代 ＧＭＣｓ 与 ＳＶ４０ ＭＥＳ １３ Ｎｅｐｈｒｉｎ 蛋白表达；Ｂ 原代 ＧＭＣｓ 与 ＳＶ４０ ＭＥＳ １３ α⁃ＳＭＡ 蛋白表达

囊（肾小球中有细胞散出，但又不破碎）且不着色

（图 ２Ａ）。 原代培养的肾小球 ３ ｄ 后开始贴壁。 应

用倒置显微镜观察显示：培养 ７ ｄ 后肾小球周围已

有细胞移出，肾小球组织周围出现梭形及星形或不

规则形状的细胞，细胞胞体中央有一清晰的卵圆形

核，胞质向外伸出数个长短不一的突起，处于指数增

生期的细胞常呈放射状（图 １Ａ，图 ２Ｂ）。 ２１ ～ ２８ ｄ
原代 ＧＭＣｓ 生长进入旺盛时期，不少地方的细胞汇

合，且呈堆叠状生长状态（图 ２Ｃ ～ Ｄ）。
２． ３　 原代肾小球系膜细胞 Ｎｅｐｈｒｉｎ 和 α⁃ＳＭＡ 蛋白

表达　 提取原代 ＧＭＣｓ、ＳＶ４０ ＭＥＳ １３ 蛋白，免疫荧

光和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞中 Ｎｅｐｈｒｉｎ（相对分子

量为 １３５ ｋｕ）和 α⁃ＳＭＡ（相对分子量为 ４２ ｋｕ）蛋白

表达。 结果显示，分离培养得到的原代 ＧＭＣｓ α⁃
ＳＭＡ 表达水平与对照组 ＳＶ４０ ＭＥＳ １３ α⁃ＳＭＡ 蛋白

表达相似； ＳＶ４０ ＭＥＳ １３ 和原代 ＧＭＣｓ 均不表达

Ｎｅｐｈｒｉｎ 蛋白（图 ３、４） 。
２． ４　 猕猴肾小球原代系膜细胞功能实验　

２． ４． １　 ＴＮＦ⁃α 对猕猴原代肾小球系膜细胞活力以

及增殖的影响　 传代后的 ＧＭＣｓ 均匀铺在到 ９６ 孔

板中，１０ ｎｇ ／ ｍｌ ＴＮＦ⁃α 刺激 ２４ ｈ 后加 ＣＣＫ⁃８ 检测 λ
＝ ４５０ ｎｍ 处的吸光度，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，１０ ｎｇ ／ ｍｌ
ＴＮＦ⁃α 刺激组 ＧＭＣｓ 活力提高（图 ５Ｂ）。 图 ５Ｃ 和

５Ｄ 显示高内涵成像系统法检测原代 ＧＭＣｓ 的增殖

能力。 根据细胞直径最小到最大范围和细胞荧光最

弱到最强范围设定软件参数，减去背景荧光强度，统

图 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法鉴定原代 ＧＭＣｓ Ｎｅｐｈｒｉｎ、α⁃ＳＭＡ 蛋白表达
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计分析所有细胞。 导出的 Ｅｘｃｅｌ 表格，统计每组细

胞的细胞总数，分析细胞的增殖能力。 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组
相比，原代 ＧＭＣｓ 经 ＴＮＦ⁃α 刺激后增殖能力增强

（图 ５Ａ）。
２． ５　 ＴＮＦ⁃α对猕猴原代肾小球系膜细胞迁移的影

响　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室检测原代 ＧＭＣｓ 迁移功能，利用

结晶紫染色后，利用显微镜进行拍照观察记录。 与

Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，ＴＮＦ⁃α 刺激后原代 ＧＭＣｓ 迁移数量

显著增多（图 ６Ａ）。 对细胞进行计数统计分析可

知，ＴＮＦ⁃α 刺激后原代 ＧＭＣｓ 迁移能力增强 （图

６Ａ）。 划痕实验检测结果显示，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，
ＴＮＦ⁃α 刺激组划痕愈合率增加（图 ６Ｂ），且差异有统

计学意义。

３　 讨论

　 　 胶原酶法和组织黏附法是目前培养原代 ＧＭＣｓ
常用的方法。 胶原酶消化法适用于大部分的实验动

物，然而组织黏附法只适用于幼年时期的动物，这对

图 ５　 ＴＮＦ⁃α对原代 ＧＭＣｓ活力以及增殖的影响 × ５０
　 　 Ａ：原代 ＧＭＣｓ 增殖情况统计图（ ｔ ＝ １３. ６４８）；Ｂ：原代 ＧＭＣｓ 活力统计图（ ｔ ＝ ９. ９５６）；Ｃ：Ｃｏｎｔｒｏｌ 组原代 ＧＭＣｓ 高内涵细胞成像图；Ｄ：ＴＮＦ⁃α

组高内涵细胞成像图；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

图 ６　 ＴＮＦ⁃α对猕猴原代肾小球系膜细胞迁移的影响 × ５０

Ａ：两组原代 ＧＭＣｓ 小室迁移；Ｂ：两组原代 ＧＭＣｓ 划痕图；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１
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实验动物的年龄有限制。 本实验利用组织黏附法贴

猕猴原代 ＧＭＣｓ，但是未见原代 ＧＭＣｓ 移出，所以结

合以上原因，采取了胶原酶消化法获取原代 ＧＭＣｓ。
由于不同动物适用的消化条件不同，所以课题组对

比了几种不同的消化浓度和时间，根据肾小球活性、
贴壁数量、ＧＭＣｓ 贴出的时间和 ＧＭＣｓ 传代后的状

态，选出最适合猕猴原代 ＧＭＣｓ 的消化条件 （０. １
ｍｇ ／ ｍｌ Ⅳ型胶原酶消化 １０ ｍｉｎ）。 根据以上结果可

知Ⅳ型胶原酶消化浓度过大或者消化时间过长会导

致肾小球活性降低，不容易贴出细胞，贴出的细胞生

长速度缓慢。 ０. １ ｍｇ ／ ｍｌ Ⅳ型胶原酶消化 １０ ｍｉｎ 细

胞生长旺盛，这与已有文献报道的消化浓度相比较

低，保持肾小球活性。 之前小鼠提取肾小球过程中，
需要利用三层筛网才能提取出较纯的肾小球，但是

本实验采用了两层筛网便提取出较纯肾小球。 在培

养过程中，翻转培养瓶的时间很重要，一般为 ４ ～ ５
ｈ，若时间过短肾小球则未贴壁；过长则导致肾小球

组织活性丧失。 首次换液时间一般为 ３ ～ ４ ｄ 且为

半定量换液，之后每天观察 ＧＭＣｓ 的移出情况。 由

于适宜上皮细胞生长的血清浓度为 ５％ ，培养内皮

细胞通常需要额外加生长因子，体外培养要求条件

与 ＧＭＣｓ 不同，且原代上皮细胞和内皮细胞培养一

般需要 ５ ～ ７ ｄ 传代，而 ＧＭＣｓ 则需要 ２１ ～ ３０ ｄ［１１］。
经过以上条件筛选和形态学观察，以及利用免疫荧

光和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测特异性蛋白表达鉴定提取

的 ＧＭＣｓ 符合实验要求。 本次实验显示，系膜细胞

传 ５ ～ ６ 代形态和功能便开始变化，不能支持后续实

验。
　 　 ＴＮＦ⁃α 是一种促炎细胞因子，主要由多种免疫

细胞（如活化的巨噬细胞、Ｔ 淋巴细胞和自然杀伤细

胞）产生［１２］，生理条件下，它具有显著的抗病毒效

应，维持机体稳态的作用［１３］。 炎症状态下，ＴＮＦ⁃α
可以通过 ＮＦ⁃κＢ 通路导致 ＧＭＣｓ 功能发生改变［１４］。
所以本实验选用 ＴＮＦ⁃α 为刺激剂，检测猕猴原代

ＧＭＣｓ 功能的变化，经刺激后原代 ＧＭＣｓ 的增殖和

迁移能力显著增强，这提示猕猴原代 ＧＭＣｓ 提取成

功。
　 　 ＧＭＣｓ 是体外研究肾小球疾病的一个很好的实

验模型，它存在于肾小球毛细血管袢中，能维持肾小

球滤过屏障功能。 人类疾病的动物模型对于了解疾

病的发生发展机制和治疗干预方式至关重要。 人类

与非人类灵长类动物各个系统发育具有密切的联

系，并且与它们的生理有许多相似之处，例如高度相

似的免疫系统以及相似的组织结构等［１５］。 之前无

论是小鼠、大鼠、兔等动物原代 ＧＭＣｓ，都难以完整

体现人原代 ＧＭＣｓ 的生理病理功能。 本研究以猕猴

为实验动物成功探索出非人灵长类动物 ＧＭＣｓ 的分

离方法，并对 ＧＭＣｓ 的功能进行了鉴定，为研究肾脏

相关疾病提供了一个体外细胞模型。
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