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摘要 目的：将 Alport综合征（AS）患者尿肾状杆细胞诱导成多能干细胞（iPSCs）。 掌握建立 iPSCs 细胞系的技术与方法。 方法：
利用慢性病毒介导 4 种转录因子（OCT4，Sox2，KLF4，c-myc）诱导从尿液中分离出的尿肾状杆细胞，建立诱导成干细胞样的克
隆。挑选成功诱导的 iPSCs 克隆进行扩大培养，并对克隆进行免疫荧光检测，克隆形态观察，RT-PCR 分析 iPSCs 细胞相关基因，
体外三胚层分析及核型鉴定。结果：成功地从尿肾状杆细胞诱导成 iPSCs，所获得的 iPSCs 可以表达人胚胎干细胞多能性分子标
记，具有体外分化 3个胚层的能力。 在培养过程中能始终保持核型的稳定，并且能自我增殖、更新、分化。 结论：从 Alport综合征
患者尿液中的尿肾状杆细胞成功诱导成 iPSCs，为今后研究 AS提供了良好的细胞模型。
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Establishment of a pluripotent stem cells line induced by renal tubular cells in patients with Alport
syndrome
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Abstract Objective: To generate induced pluripotent stem cells (iPSCs) from renal tubular cells of patient with Alport syndrome (AS),
and to explore the technology and methods of establishment of iPSCs line. Methods: IPSCs were generated from renal tubular cells via
ectopic of four transcription factors (OCT4，Sox2，KLF4，c-myc). The iPSCs were picked up from colonies to further enlarge cultivation after
the successful establishment of iPSCs. Typical colonies were identified by immunofluorescence, colony morphology, RT-PCR analysis,
differentiation of three germs layer and karyotype analysis. Results: IPSCs were successfully generated from renal tubular cells. The
iPSCs showed characteristics similar to those of human embryonic stem cell (HESc), such as the molecule markers of HESc,
differentiation into cells types of the three germ layer, the stability of karyotype and the ability of self -renewal, proliferation and
differentiation. Conclusion: iPSCs could be generated from renal tubular cells of patient of AS, which could be used as the cellular model
for further research of AS.
Key words Alport syndrome; induced pluripotent stem cells; renal tubular cells

诱导多能干细胞（induced pluripotent stem cells,
iPSCs）具有不断自我更新与多向分化的潜能，这些

细胞的重 编程领域的突破性进展，为细胞重 编机

制，人类疾病发病机制的研究及发展新的治疗方法

提供了强大的工具[1]。从 2006 年起，日本、美国的科

学家先后发表对小鼠与人的 iPSCs 研究的论文，

iPSCs 的研究如雨后春笋在世界各地的实验室引起

一阵热潮，并且推动了 iPSCs 领域的突破实质性进

展[2]。只要技术成熟，iPSCs 可以从很多的成熟组 织中

诱导获得，已知道的包括人皮肤纤维细胞、肾上皮细

胞、羊水细胞等。2011 年，由中科院广州生物医药与

健康研究院的团队成功的从正 常 人尿液中的尿肾状

细胞诱导成 iPSCs [3]。这一开拓性的研究既解决了

iPSCs 来源的伦理道德问题，又能减轻患者的痛苦。

Alport syndrome（AS）又叫遗传性肾炎，其遗传方式

有 3 种，X 连锁显性、常 染色体隐性与常 染色体显

性，其临床表现主要为血尿、肾功能进行性减退、感

觉性神经耳聋与眼部异常 [4]。本病的发生与其肾小球

基底膜重 要成份之一的Ⅳ型胶原 α3-6 链编码的基

因突变有关，确诊需要依靠肾脏病理诊断[5]。AS 没有

有效的治疗方法，大部分 AS 患者在 20 岁左右就进

入肾脏衰竭阶段，需要行肾脏移植等替代治疗[6]。鉴

于 AS 是遗传性疾病，要想进一步深入研究 AS 的发

病机制就需要从 AS 最初的胚胎发育、成熟、分化着

眼。本着对 AS 的进一步研究，我们成功地从 AS 患
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者的尿肾状杆细胞诱导 iPSCs，从而建立了 AS 的

iPSCs 系，为 AS 的体外研究建立理想的细胞模型。

1 材料与方法
1.1 尿肾状杆细胞的培养 在前期的工作中，暨南

大学第二临床学院发现了一个 AS 家族，呈现 X 连

锁显性遗传。先证者是 26 岁的女性，患者主要表现

为肉眼血尿与蛋白尿。经过肾脏病理检查发现肾小

球基底膜呈典型的改变，出现不规则弥漫增厚、变

薄与撕裂。再经过先证者家族史分析，患者母亲已

处于尿毒症阶段，且伴有神经性耳聋与视网膜病

变。患者祖母死于尿毒症，可以明确诊断先证者患

有 AS 疾病。用无菌烧杯收集先证者早晨 200 mL 中

段尿，再向烧杯加入 5 mL 青霉素与链霉素混合液，

把装有尿液的烧杯置于 4 ℃冰箱保存用于下一步的

试验。接着把尿液平均分配到 4 个离心管，400×g 离

心 10 min，弃去上层液，最后剩下 1 mL 混有沉淀物

的混合液。混合液加入 2 mL Renal Epithelial Cell
Growth Medium（REGM）尿液培养，并转移到铺有

0.1%明胶 12 孔板的一个孔中，培养板置于 37 ℃，

5%CO2 浓度环境培养 3 d。锥虫蓝染色检测肾上皮

细胞的存活率, 不着色者为存活细胞，挑去蓝染细

胞；观察细胞贴壁及集落情况，将培养液与未贴壁

细胞一起吸去,继续培养,重 复上述操作 1 次,纯化细

胞。当培养的液体变成黄色时，必须更换培养基液

体。最后弃去培养基上层液，以缓冲液冲洗 3 遍，培

养基放在光学显微镜下观察。当发现细胞克隆聚合

时，表明尿肾状杆细胞培养成功。

1.2 iPSCs 的诱导建系 用 携 带 OCT4，Sox2，
KLF4，c-myc基因的慢病毒去感染尿肾状杆细胞，同

时加入浓度为 0.01%凝聚胺溶液以提高感染的效率。

感染 48 h后，用胰岛素消化被感染细胞并计数，接种

到 IMEF 培养皿中，加入人胚胎干细胞（human
embryonic stem cell，HES）培养液，培养 5 d 后，换为

HES细胞条件培养基培养。一段时间后，挑选形态较

好的克隆用机械法单个克隆分成 3～5个细胞团块，种

植至新的饲养层细胞上。每 4～6 d可将细胞集落用机

械法分割成 4～6个细胞团块，进行 iPSCs传代培养。

1.3 iPSCs 碱性磷酸酶染色及免疫荧光染色 选取

生长状况良好的 iPSCs，步骤详见检测试剂盒操作

说明书（Milipore 公司）。

1.4 RT-PCR 分析 iPSCs 相关基因表达及核型分
析 提取尿肾状杆细胞、iPSCs 与 HES 细胞总

RNA，RT-PCR 后电泳观察内源性及总体全能性基

因表达情况。每个样品以 GAPDH 为参照物，RT-
PCR 的扩增引物见表 1。选择 iPSCs 株系第 10 代

细胞进行染色体核型分析。用 0.25 μg/mL 秋水仙

碱处理细胞 4 h，用低渗液重 悬浮细胞，放置 37 ℃
水浴箱中 20 min加入 1 mL固定液（冰醋酸∶甲醛=1∶
3），37℃水浴 3 mim；200×g 离心 5 min，弃去上清

液，加入 8 mL 固定液，吹打均匀，37℃水浴 30 min，
重 复固定 1 次；用 50 mL 固定液重 悬浮细胞，将 1～
2 滴细胞悬浮液滴于湿冷载玻片，过火后置于 65℃
干燥箱过夜，第 2 天用 37 ℃预热的胰岛蛋白酶消

化 20 s,10%吉萨姆染色 5 min，冲洗后风干，在显微

镜下对染色体进行观察。

1.5 RT-PCR 检测各拟胚层的标志性基因 收集

15 d 拟胚层，提取总 RNA，然后用 RT-PCR 检测拟

胚 层 的 内 胚 层 AFP，Amylase； 中 胚 层 Cactin，
Enolase；外胚层 Sox1，NFH。基因表达以 GAPDH 为

内参，RT-PCR 检测各拟胚层的扩增引物见表 2。

表 1 RT-PCR检测基因表达引物
Tab 1 RT-PCR primer used in the validation assays

表达引物 序列 长度
OCT4-F1 TGTTCCTGCAGTGCCCGAAA 109
OCT4-R1 TTCTGGCGCCGGTTACAGAA
Sox2-F1 GAACCATCTCTGTGGTCTTG 316
Sox2-R1 GATTCTCGGCAGACTGATTC
KLF4-F1 CCGCTCCATTACCAAGAGCT 250
KLF4-R1 TGGTCAGTTCATCTGAGCGG
c-myc-F1 ACACATCAGCACAACTACGC 159
c-myc-R1 CCTCTTGACATTCTCCTCGGT
Nanog-F1 TTCTGCTGAGATGCCTCACA 322
Nanog-R1 CATTCTCTGGTTCTGGAACC
Lin28-F1 TGGGGTGTGTTTATTTGATGG 96
Lin28-R1 GGGAAGGGAAGAGTCAGCTT
SALL4-F1 GACTCACACTGGAGAGAAGC 170
SALL4-R1 TTCCGTCCGTACCTAACAGA
REX1-F1 CACAGTCCATCCTTACAGAGTT 160
REX1-R1 CGTTCAGTGCCTTCTCTATG
GAPDH-F1 GGGAAACTGTGGCGTGAT 299
GAPDH-R1 GAGTGGGTGTCGCTGTTGA

表达序列 序列 长度
AFP-F1 AGCGGCTGACATTATTATCG 150
AFP-R1 GCAGGAGGGACATATGTTTC
Amylase-F1 GGACCCAGTTTCCTTTCTTAGC 169
Amylase -R1 CCAATGGTGAAAAGCAACCA
NFH-FI AGTCAAAGAGCCCCCAAA 148
NFH-R1 TTCGACAGCAGGTTCCTT
Enolase-F1 CCCTTTGACCAGGATGACT 130
Enolase-R1 TGCAGGACTTCTCGTTCAC
Sox1-F1 GGACTCTCTCTGAGGTTCTTTG 130
Sox1-R1 GGCCCACATCCTAATCTTGA
C actin-F1 TGTGCTAGACAGGAACTCAGAT 152
C actin-R1 GATGAGTCCAGAGTACTCCAAA
GAPDH-F1 GGGAAACTGTGGCGTGAT 299
GAPDH-R1 GAGTGGGTGTCGCTGTTGA

表 2 RT-PCR检测基因各胚层基因表达引物
Tab 2 RT -PCR primer used in the validation assays of three

embryonic germ layers
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2 结果
2.1 iPSCs 的 诱 导 建 立 用 携 带 OCT4、Sox2、
KLF4、c-myc 基因的慢病毒去感染尿肾状杆细胞，

大约 7 d 后，可以观察到细胞的形态改变，细胞的形

态从长条形变成圆形（图 1 a-d）。细胞的体积每天

都在长大，大约第 14 天，可以发现具有胚胎干细胞

形态的克隆（图 1b）。第 21 天，挑选形态较好的克隆

细胞在MEF 培养基继续培养，可以观察到大而且具

有明显界限的细胞克隆（图 1d）。该克隆经过碱性磷

酸酶染色为阳性。iPSCs 在体外可以长期传代培养，

图 1h 显示了 iPSCs 传代至 12 代的图片———典型的

胚胎干细胞克隆形态。

2.2 iPSCs 细胞及其鉴定 免疫荧光染色证明

iPSCs 可以表达胚胎干细胞的特有标志蛋白（Oct4，
SSAE-4，TRA-1-60，TRA-1-81）。但是 iPSCs 不表

达 SSAE-1 蛋白（图 2）。RT-PCR 验证 iPSCs 相关基

因 表 达 ， 包 括 OCT4，Sox2，KLF4，c -myc，Nanog，
Lin28，SALL4，REX1，从图 3 我们可以看出细胞多

能性相关基因在 iPSCs 的表达远远高于尿肾状细

胞，并且相关基因的表达水平与胚胎干细胞相似，

但是多能性相关基因在尿肾状杆细胞基本不表达。

a-d.尿肾状杆细胞的培养过程；e.尿肾状杆细胞；f.iPSCs；g. iPSCs 的
碱性磷酸酶染色；h.iPSCs 传代至 12 代。比例尺：1 μm
图 1 iPSCs的诱导建立
Fig 1 The process of inducing iPSCs

a b c
a.SSAE-4 免疫荧光检测; b.DAPI 染色; c.左边、中间两张重 叠图

图 2 iPSCs特有蛋白的免疫荧光检测
Fig 2 Immunohistochemical analysis on special protein of iPSCs

AS staining iPSCs of P10

1.iPSCs; 2.胚胎干细胞; 3.尿肾状杆细胞

图 3 RT-PCR检测 iPSCs相关基因的表达
Fig 3 RT-PCR analysis of gene expression in iPSCs
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2.3 iPSCs 多能性及其核型分析 运用 RT-PCR 检

测 3 个胚层特有的基因标志物，结果显示内胚层高

度表达AFP 与 Amyse；中胚层高度表达 C actin 与

Enolase 基因；外胚层高度表达 NFH 与 Sox1 基因

（图 4）。iPSCs 的核型分析表明 iPSCs 的核型与尿肾

状杆细胞基本相同，都是 46，XX（图 5）。

3 讨论
在本研究中，我们利用慢病毒介导转录因子

（OCT4，Sox2，KLF4，c-myc）诱导从尿液分离尿肾状

杆细胞。iPSCs 形态学改变，特异性基因表达产物，3
个胚胎层的分化特性证明了其具有胚胎干细胞的

特点。我们的研究也表明尿肾状杆细胞具有诱导为

iPSCs 潜能，并且 iPSCs 可以保持长时间的传代培养

与胚胎干细胞的生物学特点。这也说明了我们成功

地从尿肾状杆细胞诱导成 iPSCs。IPSCs 为我们提供

了宝贵的研究模型，用于基因水平研究 AS 的发病

机制。

自日本学者 Yamanaka 第一次从纤维细胞诱导

成 iPSCs 后，iPSCs 成为全球研究的热点[7]。这项研

究不仅克服了技术、伦理与传统观念的屏障，并且

为我们研究遗传性疾病提供了基因系统模型，特别

是对于遗传性疾病，其发病机制可能来源于胚胎层

的发育异常 [8-9]。科研工作者已经从皮肤、血液、神经

纤维等体细胞诱导成 iPSCs，并且都运用于研究各

种遗传性疾病的发病机制[10-11]。在本研究中，我们提

供了一种简便的，无侵入性的，易接受的方法从 AS
患者尿液中尿肾状杆细胞诱导成 iPSCs。我们相信

这一成功的 iPSCs 诱导必将为研究 AS 的发病机制

提供理想的生物学模型[12]。有学者从肾脏系膜细胞

诱导成 iPSCs[13]。我们的研究团队在前期的研究工

作中，也从系统性红斑狼疮的患者尿液中的尿肾状

杆细胞诱导成 iPSCs[14]。总的来说，从尿液中提取的

细胞是可以诱导成 iPSCs，并且这种方法最易被患

者接受。这些从尿液中细胞诱导成的 iPSCs 适用于

肾脏疾病的研究，特别是肾脏遗传性疾病。

AS 患者无可避免地发展到肾衰竭的阶段，唯

一的治疗是肾移植等替代治疗。但是肾源的贫乏与

透析的治疗给患者带来了沉重 的负担。运用 iPSCs
对患者进行细胞治疗给患者带来了很大的研究前

景。因为 iPSCs 具有全部胚胎干细胞的特点，可以

分化成各种人体组 织与器官。iPSCs 还具有胚胎干

细胞无法比拟的优势，其克服了伦理的屏障。在我

们下一步研究中，我们利用 iPSCs 作为模型，用锌

指酶技术修复 AS 基因的突变位点，修复的 iPSCs
与未修复的 iPSCs 同时分化成体细胞。我们会观察

经过修复的 iPSCs 与未修复的 iPSCs 分化过程的差

异。将修复的 iPSCs 与未修复的 iPSc 进行微小核糖

核苷酸（microRNA）、转录组（transcriptome）、非编码

长链核糖核苷酸（long non-coding RNA）的分析，以

便找到分化过程两者之间的差别。如果我们能够修

复引起 AS 基因突变的基因，明确遗传分子在 iPSCs
分化成体细胞的作用位点，利用细胞治疗 AS 是有

可能实现的，但是这仍需要长时间探索研究。

综上，本研究得出两项前期成果，第一，成功地

从人的尿肾状杆细胞诱导成 iPSCs；第二，经过验

证，成功诱导的 iPSCs 具有胚胎干细胞的潜能。前期

的研究成果可能有助于深入探讨 Alport 综合征的

发病机制及 iPSCs 运用于 Alport 综合征的治疗。
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综上所述，CysC 在肺癌化疗患者肾功能早期损

害评估中较其它 3 个指标更为灵敏准确。定期监测

肺癌患者化疗过程中血清 CysC 的水平变化，可以

在早期对肺癌患者化疗后的肾脏损伤程度进行全

面地评价，较准确地反映 GFR 的轻微变化，为临床

预防化疗后肾损伤提供依据。那么，CysC 与其它指

标联合检测是否更具优势，这是我们下一步待解决

的问题。
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