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CXCR4基因转染人脐带间充质干细胞移植治疗糖尿病肾病的实验研究 *

沙明磊 戴 嘉 蔡竞蕙 吴亦影△

（上海交通大学附属第一人民医院老年科 上海 200080）

摘要 目的：探讨过表达 CXCR4的人脐带间充质干细胞（human umbilical cord mesenchymal stem cell, hUC-MSCs）移植后对糖尿

病肾病的治疗作用。方法：构建 CXCR4的慢病毒表达载体，并建立过表达 CXCR4的人脐带间充质干细胞（CXCR4-MSCs）。采用

8周龄健康雌性 SD大鼠 75只，其中 15只为正常对照组，60只为实验组。实验组糖尿病成模后一个月，将糖尿病实验大鼠 60只

随机分为 4组：① 移植 CXCR4-MSCs组(CXCR4基因转染MSCs组)，即 CXCR4组；② 移植 null-MSCs组(空质粒未转染 CXCR4

基因的 MSCs组)，即 null-MSCs；③ 移植 MSCs组( MSCs组)；④ PBS组(未移植任何的 MSCs，单纯 PBS注射，PBS组)。将 CX-

CR4-MSCs、null-MSCs及MSCs消化离心，取含 1× 106个细胞悬液经尾静脉分别注入 CXCR4-MSCs组、null-MSCs组及 MSCs

组大鼠体内，PBS组注射 l mL PBS。干细胞治疗 8周后，处死五组大鼠。各组大鼠处死前放代谢笼留取 24 h尿，计算尿量，保存送

检。处死前尾静脉采血检测血糖、称体重并记录。观察血糖、肾脏肥大指数、肾重、体重、24小时尿蛋白排泄量，并观察肾脏组织病

理学改变。结果：60只 SD雌性大鼠糖尿病模型成功率达 100％，至实验 8周糖尿病大鼠总共死亡 14只，存活率达 76.67％。实验开

始后的 8周，所有 CXCR4组、Null-MSCs组、MSCs组、PBS组大鼠与正常组比较，体重均明显减轻(P<0.01)，血糖明显升高(P<0.01)。
MSCs治疗后 8周，除正常组外，其余各组大鼠血糖、肾重、肾重 /体重比、24小时尿蛋白均显著增高，体重显著降低(P<0.05)；与
PBS组相比，CXCR4组、null-MSCs组，MSCs组大鼠的肾重、肾重 /体重比、24小时尿蛋白均明显降低(P<0.05)，体重无明显增加，
血糖无明显降低(P>0.05)。CXCR4组大鼠的肾重、肾重 /体重比、24小时尿蛋白较除正常组外的各组均明显降低(P<0.05)。糖尿病
成模后，给予大鼠尾静脉注射干细胞悬液或等量培养液，注射后 8周，除正常组外，其余各组 PAS染色可见大鼠肾小球肥大，肾小

球基底膜增厚、系膜增生、系膜基质增多，部分肾小球出现明显硬化，符合糖尿病肾病中期病理表现。CXCR4组大鼠肾小球系膜

基质增生较其余各组大鼠减少(P<0.05)。结论：转染 CXCR4的MSCs可改善糖尿病肾病。
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Study on the Role of Lentiviral Expression Vector of CXCR4 Co-transfected
with Human Umbilical Cord Mesenchymal Stem Cell in the Treatment of

Diabetic Nephropathy*

To investigate the effects of lentiviral expression vector of CXCR4 co-transfected with human umbilical

cord mesenchymal stem cell (hUC-MSCs) transplantation on diabetic nephropathy in rats. Construct lentiviral expression vec-

tor of CXCR4 and construct lentiviral expression vector of CXCR4 co-transfected with hUC-MSCs (CXCR4-MSCs). Animal model: in-

cluding 15 for normal control group, 60 for the experimental group. Diabetic model was built after one month. 60 diabetic experimental

rats were randomly divided into 4 groups: (1) CXCR4 - MSCs group (CXCR4 group); (2) Null - MSCs group (null - MSCs group); (3)

MSCs group (MSCs group); (4) PBS group (without any of MSCs transplantation, PBS injection, PBS group). CXCR4 MSCs, null

MSCs and MSCs group were received 1× 106 MSCs/each by tail vein injection. PBS group was injected l mL PBS. At 8 weeks after

treatment, all groups of rats were weighed and put in the 24 h urine metabolism cage to collect urine output before killed. And the tail

vein blood glucose was tested. The blood glucose, kidney hypertrophy index weight, body weight, 24 hours urinary protein excretion and

renal histopathological changes were observed. Diabetes model success rate was 100%. 60 in SD female rats, 14 diabetic rats

were dead at 8weeks, a total survival rate was 76.67%. CXCR4 group, Null - MSCs group, MSCs group, PBS group comparing with the
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normal group, weight was significantly reduced (P<0.01), glucose was increased significantly (P<0.01). In addition to the normal group,
the rest of the group in the rat blood glucose, kidney weight, kidney weight/body weight ratio, 24-hour urinary protein were significantly

increased, weight significantly decreased (P<0.05); Compared with the PBS group, kidney weight, kidney weight/body weight ratio,

24-hour urinary protein were significantly lower in CXCR4, null - MSCs group, MSCs group rats (P<0.05), but blood glucose was not de-
creased (P>0.05). Kidney weight, kidney weight/body weight ratio, 24-hour urine protein of CXCR4 group were significantly lower than
Null - MSCs group, MSCs group and the PBS group (P<0.05). In addition to the normal group, the rest of the group was visible in the rat
glomerular hypertrophy, GBM thickening, mesangial proliferation and mesangial matrix. Glomerular mesangial matrix proliferation of

CXCR4 group was decreased significantly (P<0.05). Transfection of CXCR4 MSCs can be improvement of diabetic

nephropathy.

Stem cell; Construction; CXCR4; Diabetic nephropathy

前言

糖尿病肾病（diabetic nephropathy, DN）是糖尿病最常见而

严重的并发症，1型及 2型糖尿病的肾脏受累率分别是 40%、

30%[1]。已有研究证实利用骨髓干细胞治疗糖尿病有助于肾脏

足细胞的恢复，但改善能力有限。其原因可能是移植MSCs进

入血循环后 "归巢 "至肾脏的数量非常有限。而MSCs归巢到

靶组织是一个多步骤协调的过程，目前研究较多的是基质细胞

衍生因子 -1（stromal cell－derived factor，SDF-1）/CXCR4 轴，

SDF-1能在肾脏组织中广泛表达,其受体为 CXCR4[2]，文献报

道，MSCs可表达 CXCR4[3]，SDF-1对表达 CXCR4的 MSCs具

有强大的化学吸引作用，其与 CXCR4 的特异结合有利于

MSCs的定向趋化。国内外学者采用重组慢病毒载体介导不同

外源基因转染至MSCs中并得到持续稳定的表达[4,5]。另外，国

外学者已报道了 MSCs易被逆转录病毒转染，其转染率可达

50-80%[6]。本实验利用 SDF-1/CXCR4对MSCs的强趋化作用，

以及MSCs可高效转染表达目的基因的特点，将 CXCR4基因

转染MSCs，使其高效表达 CXCR4，通过实验，观察 CRCX4基

因转染前后MSCs向糖尿病肾病肾脏组织迁移能力的差异；并

通过动物实验，观察 CXCR4基因转染的MSCs对糖尿病肾病

的修复作用，并探讨其可能的作用机制。

1 材料与方法

1.1 1型糖尿病肾病大鼠模型的建立

8周龄健康雌性 SD大鼠 75只，体质量 180-200 g，适应性

喂养一周。按不同染色部位标记区分每只大鼠。建模前一晚，大

鼠禁食不禁水 12 h以上。链佐霉素（STZ）临用前用柠檬酸一柠

檬酸钠缓冲液(pH4.2-4.5)配制成 l％浓度溶液，按 60 mg/kg大

鼠空腹体重腹腔注射 STZ，30 min内注射完毕。STZ注射后连

续 3 天检测大鼠随机血糖。连续 3 天随机血糖持续不低于

16.7 mmol/L的大鼠判定为糖尿病大鼠 [7]。观察糖尿病大鼠血

糖、体重、24 h尿量变化。采用免疫透射比浊法测定尿微量蛋

白，尿常规检查出现尿微量蛋白定性阳性的糖尿病大鼠判定为

糖尿病肾病形成[8]。

1.2 实验动物分组及静脉移植MSCs

对照组：正常大鼠组，15只。实验动物分组：将实验大鼠 60

只随机分为 4 组：① 移植 CXCR4-MSCs组(CXCR4 基因转染

MSCs 组 )，过表达 CXCR4 的人脐带间充质干细胞（CX-

CR4-MSCs）的构建见已发表文献 [9]；即 CXCR4组；② 移植

null-MSCs 组 (空质粒未转染 CXCR4 基因的 MSCs 组 )；

null-MSCs组；③ 移植MSCs组( MSCs组)；④ PBS组(未移植任

何的MSCs单纯 PBS注射，PBS组)。确认糖尿病大鼠造模成功

后，将 CXCR4-MSCs、null-MSCs及 MSCs消化离心，PBS洗涤

1次，调整细胞密度，取含 1× 106个细胞(混悬于 l mL PBS中)

的单细胞悬液，经尾静脉分别注入 CXCR4-组、null-MSCs组、

及MSCs组大鼠体内。PBS组注射 l mL PBS。

1.3 肾脏标本采集及测定

于治疗后 8周，处死五组大鼠。各组大鼠处死前放代谢笼

留取 24 h尿，计算尿量，保存送检。处死前尾静脉采血检测血

糖、称体重并记录。肾脏组织行 PAS染色。

1.4 大鼠生理生化指标观察

根据公式计算肾脏肥大指数(KI)=大鼠肾重／体重。化学

法测定尿蛋白，根据公式计算 24 h尿蛋白量 UAER(mg／24 h)

=24 h总尿量 (L)× 尿蛋白浓度 (mg／L)。尾静脉采血测血糖

(Glu)。

1.5 肾组织病理检查

光镜检查(PAS染色)，PAS染色结果判定：细胞核呈蓝色，

肾小球系膜基质、淀粉样物质、纤维蛋白均呈紫红色。

1.6 统计学分析

采用 SPSS 11.5进行统计学处理，计量资料用 X+SD表示，
多组间比较采用单因素方差分析(one way ANOVA)，两组间比

较采用 t检验分析，P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组大鼠的一般情况

对 60只 SD雌性大鼠腹腔注射 STZ(60 mg/kg)的柠檬酸缓

冲液 48小时后，所有大鼠空腹测尾静脉血糖 >16.7 mmol/L (平

均血糖 23.85± 1.62 mmol/L)，糖尿病模型成功率达 100％，至

实验 8周糖尿病大鼠总共死亡 14只，存活率达 76.67％。其中

CXCR4 组死亡 2 只，Null-MSCs 组及 MSCs 组各死亡 3 只，

PBS组死亡 6只。STZ诱导成功的糖尿病大鼠较正常组大鼠明

显多饮，多尿，多食，精神状态和毛色等较正常组亦差。实验开

始后的 8周，所有 CXCR4组、null-MSCs组、MSCs组、PBS组

大鼠与正常组比较，体重均明显减轻(P<0.01)，血糖明显升高
(P<0.01)（表 1）。
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2.2 MSCs治疗后五组大鼠血糖、体重、肾重、肾重 /体重比、24

小时尿蛋白比较

MSCs治疗后 8周，除正常组外，其余各组大鼠血糖、肾

重、肾重 /体重比、24小时尿蛋白均显著增高，体重显著降低

(P<0.05)；与 PBS组相比，CXCR4组、null-MSCs组、MSCs组大

鼠的肾重、肾重 /体重比、24小时尿蛋白均明显降低(P<0.05)，

但体重无明显增加，血糖无明显降低(P>0.05)(表 2)。CXCR4组

大鼠的肾重、肾重 /体重比、24小时尿蛋白较除正常组外的各

组均明显降低(P<0.05)，这些结果表明，MSCs能有效减少糖尿

病肾病大鼠尿蛋白排泄，抑制糖尿病肾病大鼠的肾脏肥大，转

染 CXCR4的MSCs能更明显的改善糖尿病肾病。

Note: 1: comparing with the normal group (P＜0.01).

表 1 各组大鼠一般情况比较

Table 1 The characteristics in each group

Groups Initial body weight (g) Body weight after 12 w (g)
Blood glucose after 72 h

(mmol/L)

Blood glucose after 12 w

(mmol/L)

Normal group (n=15) 214.5± 9.85 401.4± 20.86 6.76± 0.26 6.75± 0.31

PBS group (n=9) 218.0± 7.52 190.7± 18.951 23.85± 1.621 24.26± 2.111

MSCs group (n=12) 217.0± 6.75 188.6± 21.341 24.59± 2.321 25.02± 2.181

null-MSCs group (n=12) 215.0± 3.88 180.7± 19.651 23.68± 1.791 24.38± 1.811

CXCR4 group (n=13) 216.0± 7.21 185.3± 122.451 24.52± 2.151 23.96± 2.421

Note: 1: comparing with the normal group (P＜0.05); 2: comparing with PBS group (P＜0.05) 3: comparing with CXCR4 group (P＜0.05).

表 2 各组大鼠各项生化指标比较

Table 2 The biochemical criterion in each group

Biochemical criterion
CXCR4 group

(n=13)

Null-MSCs group

(n=12)

MSCs group

(n=12)

PBS group

(n=9)

Normal group

(n=15)

Blood glucose

(mmol/L)
23.96± 2.421 24.38± 1.811 25.02± 2.181 24.26± 2.111 6.75± 0.31

Kidney weight (g) 9.82± 0.811,2 10.12± 1.151,2,3 9.95± 0.961,2,3 10.45± 1.361,3 11.20± 1.24

Body weight (g) 185.3± 122.451 180.7± 19.651 188.6± 21.341 190.7± 18.951 401.4± 20.86

Kidneyweight /body

weight (g/Kg)
48.21± 2.151,2 49.45± 3.131,2,3 50.34± 3.121,2,3 53.56± 3.151,3 40.51± 2.56

24 h urine protein

(mg/24 h)
55.45± 3.381,2 66.31± 2.781,2,3 65.25± 4.121,2,3 72.35± 4.581,3 15.32± 2.62

2.3 干细胞治疗后肾脏病理改变光镜观察

除正常组外，其余各组 PAS染色可见大鼠肾小球肥大，

GBM增厚、系膜增生、系膜基质增多，部分肾小球出现明显硬

化，符合糖尿病肾病中期病理表现。CXCR4组肾小球基底膜轻

度增厚，系膜基质和系膜细胞增生不明显；null-MSCs组肾小球

基底膜中度增厚；MSCs组与 null-MSCs组相似，肾小球基底膜

增厚，系膜轻到中度增生。糖尿病组肾小球存在中度系膜细胞

增生，系膜基质增生，毛细血管袢增厚，小管刷状缘脱落。

CXCR4 组大鼠肾小球系膜基质增生较其余各组大鼠减少

(P<0.05)。(图 1)。

3 讨论

首先用于治疗糖尿病肾病的干细胞是骨髓间充质干细胞。

骨髓间充质干细胞已经被证实有利于损伤的肾组织重建 [10]。

Lee等人采用MSCs治疗已有肾小球损害的糖尿病小鼠，发现

鼠胰岛 β 细胞功能明显改善，促进了胰岛素的分泌，在肾脏中

MSCs细胞分化成肾小球上皮细胞，修复受损肾脏，改善肾功

能[11]。临床前期研究中证实了MSCs治疗糖尿病个体能预防或

逆转肾功能衰竭。在具有免疫缺陷的非肥胖性老鼠模型中，通

过心脏注射大量的人 MSCs（约为 250× 106/kg），少量的 MSCs

供体细胞在肾脏找到[11]。Ezquer等研究发现，MSCs使用不能改

善高血糖，然而肾功能损害没有进展，与之对照的未经治疗的

糖尿病老鼠微量白蛋白尿逐渐增加，并且在研究终点时发现肾

脏组织病理学改变明显[12]。

在本课题研究中发现，MSCs治疗后 8周，与糖尿病未治

疗组相比，CXCR4组、null-MSCs组，MSCs组大鼠的血糖无明

显降低，这与大部分干细胞治疗糖尿病的试验结果一致[13]。而

CXCR4组大鼠的肾重、肾重 /体重比、24小时尿蛋白较除正常

组外的各组均明显降低，并且 CXCR4组大鼠肾小球系膜基质

增生较其余各组大鼠减少。这些结果表明，MSCs能有效减少

糖尿病肾病大鼠尿蛋白排泄，抑制糖尿病肾病大鼠的肾脏肥

大，转染 CXCR4的MSCs能更明显的改善糖尿病肾病，这可能

与 CXCR4过表达后人脐带充间质间充质干细胞定向趋化至

糖尿病肾脏的能力增加有关[14]。

而MSCs治疗 DN的可能机制有以下：（1）分化肾小球细

胞：干细胞尤其是 MSCs能够分化成肾小球系膜细胞、内皮细
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图 1 各组大鼠肾脏 PAS染色结果(100× )

(A)正常组 (B)CXCR4组 (C)Null-MSCs组 (D)MSCs组 (E)PBS组

Fig.1 PAS staining for observing changes of the glomerular volume, GBM thickness, mesangial matrix expansion, glomerular sclerosis in kidneys of rats

(100× )

(A) normal group (B) CXCR4 group (C) null-MSCs group (D) MSCs group (E) PBS group

胞、足细胞、肾小管上皮细胞等，从而修复 DN的各种肾损伤[15]。

（2）分化成肾小管上皮细胞：Morige等报道接受MSCs治疗的

小鼠皮质切片中，发现 MSCs已向肾小管上皮细胞方向分化，

并通过对照实验发现注射 MSCs后第 4天肾小管细胞增生加

速，说明MSCs在分化成肾小管上皮细胞的同时，还可加速肾

小管上皮细胞的再生[16]。（3）促进肾脏分泌：干细胞不仅仅通过

分化成肾小球、肾小管细胞，还可以调控复杂的旁分泌，减轻损

伤肾脏的炎症反应，为后期肾脏的修复起重要作用。Togel等用

荧光标记MSCs移植后，在肾脏的微血管部位检测到MSCs细

胞，还检测到炎症因子 IL-1茁、TGF-琢、IFN-酌等减少，而抗炎因
子 IL-10、碱性成纤维细胞生长因子、转化生长因子 -琢和 Bcl-2

增加[17]。

临床干细胞移植的研究为从细胞水平治疗糖尿病肾病奠

定了基础，并且自体干细胞来源广，可根据需要从骨髓或外周

血中提取，弥补了器官移植面临的供体匮乏的问题。MSCs细

胞不具有成瘤性及致畸性，安全性高，对患者身体不会产生不

良反应。另外，治疗范围较广，可治疗 1型及 2型糖尿病[18,19]，无

明显免疫排斥反应，无伦理学问题。MSCs移植治疗糖尿病导

致的肾脏损伤衰竭在动物实验中已被证实有效[20]，但是这仅仅

在人早期 DN中有验证。

非肥胖及链佐霉素诱导的糖尿病老鼠进展至蛋白尿及高

滤过时，他们表现出不同程度的肾小球系膜基质扩张及肾小球

毛细血管基底膜增厚，但很少发展为结节状肾小球硬化症（而

结节状肾小球硬化症是人类 DN 进展的显著标志）。因此，

MSCs移植对于晚期 DN的影响尚未证实。目前还没有 MSCs

剂量相关性研究完成，最佳MSCs移植剂量尚未知，并且MSCs

移植在糖尿病环境改善肾脏功能的细胞机制及分子机制尚未

阐明，因此需要更多的临床前期及临床试验；来研究 MSCs治

疗 DN的有效性及安全性。

尽管如此，目前的研究表明MSCs能有效减少糖尿病肾病

大鼠尿蛋白排泄，抑制糖尿病肾病大鼠的肾脏肥大，转染 CX-

CR4的MSCs能改善糖尿病肾病。
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