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摘要 :干细胞治疗是一种极具前景的临床手段 ,用以再生因疾病而损伤的人体组织和器官。通过组织工

程手段建立一套可控制的体外培养环境 ,跟踪目前尚不明确的干细胞发育过程尤为必要。最近本研究组通

过引入气体组件器和在灌注培养器中建立人工脉管 ,在世界上首次观察到来自新生兔肾的胚胎干细胞可在

醛固酮作用下分化成功能性的肾小管。免疫组织化学显示 ,肾小管在长达 2到 5周的培养时间内维持完整

结构而不崩解 ,运用 NaΠK- ATPase和闭合素抗体萤光标记显示 :分化出的肾小管具备上皮细胞典型的基膜

管腔膜极性并发育出胞间连丝。因此本研究所创造的技术使得详细研究发育过程成为可能 ,为肾脏干细胞

生长和分化的最佳化提供了一个强有力的体外工具。
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Abstract :The use of stem cells is a valuable therapeutical option for the regeneration of diseased tissues and organs. It is especially

important to establish a controllable environment in vitro culture condition by tissue engineering in order to elaborate the unknown process of

development of stem cells. Recently , through introducing gas exchangeΠexpander modules and an artificial interstitium within a perfusion

culture container ,we developed a new culture technology. Our studies revealed that embryonic stem cells from neonatal rabbit kidney

developed into functional tubules under the administration of aldosterone. Immunohistochemical labeling results showed that newly developed

tubules remained structural intact within 2～5 weeks of culture period , and NaΠK - ATPase and fluorescent anti - occludin - labeled results

showed that developed tubules possessed the typical luminal - basolateral polarization of epithelial cells and indicated the development of tight

junctions. The presented technology makes the exact analysis of developmental process now possible and provides a new powerful tool to

optimize growth and differentiation of renal stem cells.
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1　临床背景

透析和器官移植是目前临床上处理肾衰竭的两

种常用治疗方案。然而 ,高昂的医疗费用 ,短的透析

寿命 (一般仅能维持几年)和匮乏的供体器官是造成

慢性肾衰竭死亡率高的成因。到目前为止 ,只有生

物人工肾用于临床实验治疗急性或慢性肾功能衰

竭 ,Humes等在体外构建了有功能的肾小管辅助装

置 (renal tubule assist device ,RAD) ,并与血滤器结合 ,

在体外治疗尿毒症动物及多器官功能衰竭的患者 ,

取得了一定的疗效[1 - 2 ]
,但其安全性及效率需进一

步研究。

另外 ,Lanza等利用成年牛皮肤的遗传物质植入

除去了细胞核的卵细胞中 ,即利用核转移 ( nulear

transplantation ,NT)技术 ,经过克隆、传代的肾细胞分

化、发育形成肾小球及肾小管[3 ]。这种 NT技术制造

出患者所需的组织器官如肾脏 ,可以解决供体不足以

及所导致的排斥反应等难题[4 ]。但由于治疗性克隆

仍然面临伦理和法律的问题 ,限制了其推广及使用。

而干细胞在肾脏的研究目前多局限于成体干细

胞治疗慢性肾功能衰竭[5 ]
,但其增殖、分化能力和可

塑性均不如胚胎干细胞 ,因此胚胎干细胞如果能诱

导分化、发育成为肾脏 ,克服了技术上的难题及找到

了决定发育过程的调节因子 ,则肾脏再生是完全可

能的。

再生医学的挑战是如何有目的地控制干细胞 ,使

其定向分化 ,最终成为功能性实质。这一发育过程始

于单个干细胞的激活 ,经过一系列中间过程 ,最终发

育成为具备一定分化特征的三维结构的器官实质。

为了获得有关发育过程的重要信息 ,一般使用小鼠作

为活的孵化器。类似于在人体中的运用 ,将各自的干

细胞直接注射到小鼠体内 ,然后等待结果。然而 ,在

此期间 ,受试动物中发生了哪些分子水平上的事件 ,

实际上不清楚。即干细胞移植入体内后 ,受试动物或

患者处于一种“黑箱状态”。我们所能见到的只是发

育的终点 ,而导致这一后果的中间步骤不了解。

2　决定发育过程的调节因子

运用骨髓干细胞作为体外模型 ,对造血干细胞

的发育过程进行了大量研究。今天 ,造血干细胞的

每一步发育过程都已经基本了解。业已发现 ,一些

形态发生素、生长因子和白细胞介素参与整个发育

过程的调节。但是 ,随着研究的深入 ,发现对不同组

织或不同器官 ,控制其发育的调节因子完全不同。

这些因子包括 :形态发生素 ,生长因子 ,激素 ,细胞间

通讯和相互作用 ,细胞外基质 ,电解质环境 ,氧分压 ,

营养因素以及细胞生长的流体静力学和流变学环

境。所有这些因素合在一起 ,方能决定干细胞的定

向分化。然而 ,一旦注入患者体内 ,由于干细胞发育

本身的复杂性 ,其多重分化潜力所带来的风险以及

由于疾病引起的环境损伤 ,比如缺失的微血管、不足

的氧分压以及不良的营养供应 ,都有可能阻止干细

胞的发育。

早期的研究集中在调查肾脏的适应性肥大现

象。在怀孕期间 ,由于母体必须接管胎儿的代谢任

务 ,母体肾脏体积明显增大 ,分娩后 ,母体肾脏体积

又恢复到原先大小。另一个例子是 ,一旦外科手段

摘除一端肾脏 ,残留的另一个肾脏会变得肥大 ,以应

付机体增高的代谢活力。一些生长因子如肝细胞生

长因子 (HGF) , 胰岛素类生长因子 ( IGF) ,上皮生长

因子 ( EGF) ,α转化生长因子 (TGFα)和β转化生长因

子 (TGFβ)参与这一过程[6 ]。毫无疑问 ,如何将控制

肾脏三维扩展的过程运用到再生医学领域 ,成为人

们感兴趣的焦点。

3　干细胞发育肾小管

在肾脏领域 ,虽然迄今已经获得了不少肾脏在

胚胎时期时空发育的基本信息 ,但是 ,有关肾小管的

分化和三维生长的细节知识仍然不明了[7 - 8 ]。一般

认为 ,首先 ,肾干细胞Π祖先细胞被激活 ,它们相互聚

集成为细胞团 ,再经成熟和分化成为具备三维结构

的肾小管 ,生长的肾小管具有器官特异性特征 ,比如

具有一定的长度 ,直线或弯曲的生长方向 ,恒定的内

外直径以及基膜管腔膜上皮极性等 ,在发育过程中

进一步得到确定[9 - 12 ]。

从目前已有的文献看 ,利用胚胎肾组织中的干

细胞或祖先细胞 ,成功地在体外直接诱导产生完全

的肾单位尚未报道。很多研究组的工作是从小鼠或

大鼠胚胎获得肾芽基 ,但是它们在含血清的培养基

中仅能维持数日。产生肾小管的另一种方法是 ,将

来自人尿的肾细胞或MDCK细胞系包被在细胞外基

质蛋白质 ( ECM)中培植。但是 ,组成 ECM的Matrigel

来自肿瘤细胞。另外 ,在大多数培养方法中 ,在培养

基中均加入小牛血清刺激细胞生长 ,小牛血清有可

能被朊病毒 (prion)污染。一旦组织接触过源于肿瘤

的 ECM或者有朊病毒污染 ,则不再适合移植于患者

体内。为避免以上风险因子 ,本研究组的所有工作 ,

均只使用不含血清的化学培养基 ,也不含被任何
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ECM作为生长支架[13 - 14 ]。

4　建立新颖的体外培养技术

为调查肾小管的发育和功能性成熟 ,迫切需要

建立一套有效的可控制的体外培养系统。首先 ,我

们用常规静态培养条件培植胚胎肾干细胞 ,虽然测

试了大量生长因子 ,但无一取得成功。随后 ,我们改

用灌注培养器培植干细胞 ,虽然培植条件得到改善 ,

仍然无法使干细胞分化。最后 ,我们详细研究了培

养器中组织外植体所在的微环境 ,发现培养基的体

积数倍大于所培植的组织外植体的体积 ,这一过大

的“死角体积”阻碍了组织外植体的分化[15 ]。令人

吃惊的是 ,对体内血液和组织体积进行比较 ,却未发

现存在着这一不一致的关系。

所建立的新的培养系统 ,应该最大程度减低死

角体积从而模拟体内环境。为解决这一关键性技术

难题 ,我们在灌注培养器中引入“人工脉管”[16 ]。所

谓人工脉管 ,是一种具有网孔结构的高分子合成材

料 ,它应该具备充分的可变形性 ,足够的亲水性表面

以及最佳的生物适配性。在寻找适于作为人工脉管

的材料方面 ,不能考虑刚性物质。通过对胶原纤维

和羊毛等大量海绵类物质进行筛选 ,最终发现 ,聚脂

羊毛是适于人工脉管的最佳材料。这种物质常规上

用于桌布和汽车工业中的滤过材料 ,在组织工程领

域我们首次将它用作填充材料。

在灌注培养器中 ,将组织外植体放置到双层聚

脂羊毛的人工脉管之间。这样 ,当培养基进入后 ,可

渗入到聚脂羊毛内部的细小纤维中 ,模拟天然的毛

细血管 ,保证组织表面均匀的液体交换。引入人工

脉管不但最大程度地减小了死角体积 ,也对正在生

长的组织提供了某种程度的机械保护 ,从而使分化

成为可能。

5　引入气体组件器

在灌注培养系统中 ,以低的传送速度运输培养

液对细胞外植体的生长和分化十分重要。经过测

试 ,我们发现培养液最合适的传送速度是 1 mlΠh。

但是 ,当培养液以如此缓慢的速率传送时 ,在材料的

转换处 ,即在运输培养液的乳胶导管和连接器之间 ,

或者在导管和灌注培养器之间 ,极易产生气泡。小

气泡会融合成大气泡。这些气泡形成气拴 ,破坏了

液体灌注的连续性。尤其是气泡在组织外植体表面

产生不均匀的培养液交换 ,导致液压的改变并引起

局部营养短缺 ,给细胞分化带来致命的危害。

为了减少气泡的形成 ,我们在灌注培养器之前

引入气体交换组件器和气体扩展组件器[15 ]。利用

气体交换组件器 ,使细胞呼吸所必须的氧气通过一

个长的、气体高通透性薄壁乳胶导管传送 ,避免用常

规的高压含氧气体导入技术 ,从而最大程度地减少

气泡。另外 ,引入气体扩展组件器 ,使得气泡受机械

挤压而分离出去 ,保证从气体扩展组件器中流出的、

进入灌注培养器中的培养液不含气泡。同时 ,培养

液中的氧气含量没有任何减少[14 ]。

另外 ,在灌注培养器内部 ,设立分离的顶底部

件 ,使细胞呼吸所产生的气体 ,从培养器上部离开 ,

而不是直接进入培养液。最后 ,离开灌注培养器的

培养液不再循环使用 ,而是通过乳胶导管被导入废

液瓶。从而保证持续新鲜的化学培养液以恒定的速

率进入灌注培养器内部 ,提供细胞分化所必须的营

养 ,并及时移去代谢废物 (见图 1) 。

图 1　本研究组创建的新颖的三维细胞培养系统示意图

Fig 1　The schematic illustration of the novel 3D cell culture system developed by our group

6　发现醛固酮诱导分化

利用我们新建的体外培养系统 ,将肾干细胞置

入灌注培养器中的人工脉管之间 ,观察其分化情况。

初期的研究工作只是部分令人满意 ,虽然组织外植

体能够在培养系统中维持存活状态 ,但细胞不能显
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示典型的分化程度。这意味着 ,虽然我们已经创建

了有利于组织分化的技术条件 ,但仍然缺乏必要的

诱导物刺激分化。于是 ,我们对大量生长因子和激

素进行测试 ,看其是否能诱导分化。

在随后的实验中 ,我们发现类固醇激素醛固酮

(aldosterone) 展现惊人的诱导分化能力 [17 - 19 ]。将

0. 1μM的醛固酮加入到 IMDM培养液中 ,来自新生

兔肾皮质部位的胚胎干细胞Π祖先细胞经 2 周的灌

注培养后 ,能分化出大量的肾小管。用大豆凝集素

(SBA)能够标记这些新生的肾小管。免疫组织化学

显示 ,肾小管在长达 2到 5周的培养时间内维持完

整结构而不崩解 ,运用 NaΠK - ATPase和闭合素抗体

萤光标记显示 :分化出的肾小管具备上皮细胞典型

的基膜管腔膜极性并发育出胞间连丝。二维电泳展

示了分化后新的蛋白质表达模式。目前 ,我们正在

用 realtime RT - PCR ,构建 DNA文库 ,电泳迁移率移

动法 ,蛋白质测序 ,抗体微阵列技术等手段 ,详细研

究醛固酮介导的分化过程。

在内分泌轴系统中 ,醛固酮可促进肾小管 NaΠK

- ATPase而发挥保钠排钾的作用 ,因此肾小管是醛

固酮的下位靶器官。而在内分泌系统均存在着这种

激素的调节关系 ,如垂体 TSH可促进甲状腺上皮细

胞的增殖和生长 ,ACTH对肾上腺皮质具有营养作

用 ,而我们发现了醛固酮对肾小管分化的作用 ,是对

内分泌系统这一理论的一个重要补充 ,值得进一步

研究。

7　展望

我们所创建的新的三维体外培养技术 ,在组织

工程领域开辟了如下可能性 :

·仅利用化学培养基使胚胎组织分化 ;

·对慢性疾病的组织体进行长期培养 ,以研究

疾病的发展过程 ;

·健康或疾病组织体与干细胞共培养 ;

·待移植的组织体的条件化 ;

·相关药物分子的器官特异性性质筛选 ;

·一些化合物胚胎毒性的长期测试 ;

·测试新的用于特殊目的的培养液。
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