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·基础论著· 

骨髓间充质干细胞对糖尿病肾病大鼠肾脏 
骨形态发生蛋白-7 干预的研究 
张瑞  戴春 

【摘要】 目的  观察骨髓间充质干细胞（MSCs）对糖尿病大鼠的肾组织骨形态发生蛋白-7（BMP-7）
表达的影响。方法  SD 大鼠高脂高糖喂养联合小剂量链脲佐菌素（STZ）腹腔注射建立 2 型糖尿病模型，

并按随机数字表法分为：糖尿病肾病对照组（DN）、干细胞移植组（MSC）。非糖尿病大鼠作为正常对照组

（NC）。MSCs 经体外培养、鉴定、Brdu 标记后，经尾静脉注射到 MSC 大鼠体内（6×106 个/ml），于移植

细胞后 7 d、14 d、21 d 测定大鼠血糖、24 h 尿总蛋白、血肌酐、尿素氮，采用 HE 染色观察大鼠肾脏病理

变化并应用免疫组化检测肾组织 BMP-7 蛋白的表达。结果  与 NC 组比较，MSC 组及 DN 组血糖、24 h 尿

蛋白、肌酐、尿素氮均显著升高（P＜0.05）；与 DN 组比较，MSC 组血肌酐、尿素氮、尿蛋白、血糖均显

著降低（P＜0.05）；与 NC 组比较，DN 组肾组织 BMP-7 表达显著降低（P＜0.05）；与 DN 组比较，MSC
组肾组织 BMP-7 表达显著升高（P＜0.05），但仍低于 NC 组（P＜0.05）。 结论  MSCs 可以显著升高 BMP-7
蛋白的表达，减缓糖尿病肾病的病程进展。 
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【Abstract】 Objective  To study the effect of Bone Marrow Mesenchymal Stem Cell on expression of 
bone morphogenetic protein-7(BMP-7)in kidney of rats with diabetic nephropathy. Methods  SD rats were fed 
with high-sucrose-high-fat diet and injected with a low dose of STZ(steptozotocin)into abdominal cavity to induce 
diabetes. Diabetes mellitus rats were randomly divided into two groups:diabetic nephropathy control group(DN) 
and MSCs transplantation group(MSC). Normal rats were served as control(NC). MSCs were cultured, identified 
and labeled by 5-bromo-2-deoxyuridine(BrdU) in vitro, which were then transplanted to the rats in the MSC group 
via caudal vein infusion(6×106 MSCs/ml). one, two, and three weeks after MSCs transplantation, blood glucose(BG), 
24-hours albuminuria,urinary albumin serum creatinine(Scr), ureanitrogen(BUN)were measured. Kidney were 
taken for pathological examination(by HE staining). The expressions of BMP-7 in rat renal were detected 
respectively by immunohistochemistry. Results  Compared with NC group, rats in MSC group and DN group had 
significant elevations of BG, 24-hours albuminuria,Scr and BUN levels(P＜0.05). Compared with DN group,MSC 
group had significant decreases of Scr, BUN, and 24-hours albuminuria(P＜0.05). Compared with DN group, the 
BMP-7 expression of rats in MSC group was increased(P＜0.05), but still lower than that of rsts in NC group(P＜0.05). 
Compared with DN group,rats in MSC group had significant decreases Scr, BUN, 24-hours albuminuria. 
Conclusion  MSCs can significantly increase the expression of BMP-7 protein, slowing the progression of 
diabetic nephropathy . 
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糖尿病发病率高， 40约 40%患者会发展糖尿病肾

病[1]，肾间质纤维化是糖尿病肾病进展的重要标志之
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一，如何延缓、阻止糖尿病肾病向肾纤维化进展是现

阶 段 研 究 的 重 点 。 骨 形 态 发 生 蛋 白 -7 （ bone 
morphogenetic protein-7，BMP-7）是转化生长因子-β
超家族成员之一，它在胚胎肾脏的发育以及成体肾脏

功能的维持上具有重要作用。BMP-7 在糖尿病肾病肾

小管的丢失已经得到证实[2]，并且运用人重组BMP-7
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能够延缓糖尿病肾病间质纤维化的进展[3]。近年来，分

子生物学技术的一些进展使以细胞为基础的干细胞治疗

受到广泛关注，一系列的动物实验也证实了骨髓间充质

干细胞（MSCs）移植是一种很有潜力的治疗方法[4-5]，

研究表明，MSCs在体内能趋化、归巢到受损伤组织并

在局部分化或者修复相应组织[6]。利用这一特点，我们

将MSCs传代、标记后注入糖尿病肾病大鼠体内，观察

MSCs对糖尿病肾病大鼠肾组织BMP-7 表达的影响，探

讨其对肾脏修复的干预研究。 

材料与方法 

1. 实验材料：胎牛血清（FBS）购自杭州四季青，

DMEM/F-12 低糖培养基（L-DMEM）购自北京赛默，

anti-rat CD29、 anti-rat CD90、 anti-rat CD34 购自

Biolegend 公司，Brdu 购自沃宏，BMP-7 及 Brdu 一抗

购自 BOSTER，BMP-7、FITC 标记的 Brdu 二抗及 DAB
显示剂购自中杉金桥，链脲佐菌素（STZ）购自

BIOSHARP，前列地尔购自北京泰德制药股份有限公

司，42 只体重为（200±10）g 健康雄性 SD 大鼠购自

徐州医学院实验动物中心。 
2.  MSCs 的培养、鉴定和标记：取 90～100 g 雄性

SD 大鼠，无菌条件下取双侧股骨、胫骨，剪去股骨、

胫骨两端，用生理盐水反复冲洗骨髓腔，收集骨髓细

胞悬浮液，1200 r/min 离心 5 min 后弃去上清液，在细

胞沉淀中加入含 10% FBS 的 L-DMEM 培养液，混匀

后接种在于 25 cm2 培养瓶中，37 ℃，5% CO2 孵育箱

培养。待细胞生长融合至 80%～90%时进行传代，通

过反复传代对细胞进行扩增纯化。取扩增 2 代（P2）
的大鼠 MSCs，体外诱导成骨细胞，诱导 21 d 后行茜

红素染色鉴定钙结节[7]；用流式细胞仪检测鉴定表型抗

原 CD90、CD29、CD34。P3 代细胞达到 80%～90%融

合时，加入含 2%血清的 BrdU 终浓度为 10 μmol/L 的

L-DMEM 培养基，37 ℃，5% CO2 孵育 3 d。 
3. 造模与分组：采用完全随机法分将 SD 大鼠分

成对照组（12 只）和造模组（30 只）。适应性喂养 1
周后，造模组大鼠饲予高糖高脂饲料（在普通饲料的

基础上加上 20%的猪油，5%的奶粉、10%的蔗糖）。

喂养 8 周后，造模组大鼠以 35 mg/kg 的剂量一次性腹

腔内注射 STZ（溶于 0.1 mol/L 柠檬酸-枸橼酸钠缓冲

液，pH 4.2），对照组大鼠按相同剂量注射柠檬酸缓冲

液。STZ 注射 2 周后，尾静脉取血，随机血糖（BG）

≥16.7 mmol/L 伴胰岛素敏感性降低[8]，则糖尿病肾病

成模。STZ注射6周后，出现尿微量白蛋白＞30 mg/24 h
尿，则糖尿病肾病造模成功。造模成功的 SD 大鼠按随

机数字表法分为：糖尿病肾病组、MSC 组。非糖尿病

大鼠作为 NC 组。按上述标准，实验研究中 4 只造模

大鼠死亡，2 只不符合标准。 
4. 处理：用生理盐水将 BrdU 标记的 P3 代 MSCs

制成单细胞悬液，取 0.5 cm 经尾静脉注射（6×106个

/m1）MSC 组大鼠一次，NC 组、糖尿病肾病组尾静脉

注射等量生理盐水。 
5. 标本收集及检测：处理 7 d、14 d、21 d 将大鼠

置于代谢笼内收集 24 h 尿液过滤后－80 ℃保存，以作

尿蛋白定量测定。随后称量大鼠体重，用水合氯醛腹

腔内注射麻醉，下腔静脉采血，取血清－80 ℃保存待

测尿素氮（BUN）及血肌酐（Scr）。剖腹后取出大鼠

双肾，用生理盐水灌洗后，用 10%中性甲醛固定，石

蜡包埋，以备免疫组织化学和 HE 染色普通光镜检查。 
6. 肾脏病理检测：取 10%甲醛溶液中固定的肾脏，

经常规脱水、石蜡包埋、切 5 μm 薄片，行 HE 染色，

光镜下观察其形态学改变。 
7. 免疫组织化学检测 BMP-7 表达：将石蜡包埋的

肾组织制成 5 μm 厚切片后行免疫组织化学分析，具体

操作步骤按照试剂盒说明书进行。（1）切片常规脱蜡

脱水，3%的过氧化氢室温孵育 10 min 以消除内源性过

氧化物酶，双蒸水洗 5 min，3 次；（2）抗原修复：

切片浸入 0.01 mol/L 枸橼酸缓冲液中用微波进行抗原

修复，冷却后 PBs 洗涤 3 次；（3）滴加第一抗体（一

抗）即兔抗鼠 BMP-7，抗体（1∶50 稀释，4 ℃过夜），

37 ℃复温 30 min，PBS 浸洗，3 min，2 次；（4）次

日每张切片滴加试剂一，37 ℃温箱 30 min，PBS 浸洗

3 min 2 次；（5）每张切片滴加试剂二，37 ℃温箱

20 min。PBS 浸洗，5 min 4 次；（6）最后在室温、显

微镜下 DAB 显色、观察显色效果，当显色 5～20 min，
观察至 DAB 显色呈棕黄色时用自来水终止显色；（7）
DAB 显色终止后，再用苏木素轻度复染、盐酸分化、

碳酸锂返蓝，依次用下列酒精梯度（75%，80%，95%，

100%Ⅰ，100%Ⅱ）脱水、二甲苯透明、封片。同时采

用 PBS 代替第一抗体的方法作为阴性对照。结果判断：

阳性着色呈棕黄色。每个标本在 400 倍光镜下随机选

取 8 个视野，采用 Olympus 公司图像采集系统进行半

定量分析，染色阳性部位的深浅以平均光密度值表示。  
8. Brdu 荧光免疫组化检测：5 μm 石蜡切片，经

二甲苯脱蜡，酒精脱水，1% Triton X-100 室温作用

20 min，PBS 洗涤 3 次，5 min。2 mol/L HCl 变性 30 min，
PBS 洗涤 3 次，5 min。1% BSA 封闭 l h，滴加 Brdu
一抗（1∶50 稀释，4 ℃过夜）。37 ℃复温 30 min，
FITC-IgG 室温 l h，甘油封片后荧光显微镜观察。 

9. 统计学处理：采用 SPSS 16.0 统计软件，计量

资料以均数±标准差（ sx ± ）表示，两独立样本均数 
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表 1  各组大鼠血糖、Scr、BUN、24 h 尿蛋白比较（ x ±s，n＝12） 

组别 时间（d） 血糖（mmol/L） 肌酐（μmol/L） 尿素氮（mmol/L） 尿蛋白（mg/24 h） 

NC 组 7 

14 

21 

4.8±0.4 

5.2±0.4 

5.6±0.6 

46.3±5.1 

47.9±5.0 

47.6±5.0 

7.0±1.8 

7.3±1.5 

7.1±1.4 

13.4±1.6 

12.9±1.8 

13.4±1.7 

糖尿病肾病组 7 

14 

21 

28.8±2.3a 

28.9±1.4a 

29.2±1.7a 

82.5±5.6a 

81.4±6.3a 

83.6±6.4a 

23.1±3.4a 

24.4±2.6a 

26.2±2.9a 

55.0±3.8 a 

56.8±4.5a 

58.8±4.2a 

MSC 组 7 

14 

21 

25.6±2.0ab 

22.1±1.2ab 

20.4±1.4ab 

67.0±3.5ab 

65.7±3.7ab 

63.8±3.6ab 

14.2±2.6ab 

12.9±2.1ab 

11.7±2.4ab 

41.0±3.8ab 

38.9±4.7ab 

36.3±4.2ab 

注：与 NC 组比较，aP＜0.05；与糖尿病肾病组比较，bP＜0.05 

 
比较采用 t 检验，2 组以上均数比较采用单因素方差分

析（One-way ANOVA），方差齐者应用 LSD 检验进行

组间两两比较，方差不齐者用 Tamhane's T2 检验进行

比较。P＜0.05 为差异有统计学意义。 

结  果 

1. MSCs 的分离纯化、体外扩增、鉴定：扩增第 3
代的大鼠 MSCs 呈基本一致的长梭型形态、旋涡状生

长（图 1）。体外诱导成骨细胞钙结节染色阳性，证明

成骨细胞诱导成功（图 2）。经流式细胞仪检测，所培

养的细胞表达 CD90 阳性率为 95.98%，CD29 阳性率

为 92.93%，CD34 阳性率为 2.16%（图 3）。 
2. 各组大鼠 BG、Scr、BUN、24 h 尿蛋白比较：

在各时间点，糖尿病肾病组及 MSC 组大鼠血糖、Scr、
BUN、24 h 尿蛋白较 NC 组明显升高（均 P＜0.05）；

MSC 组大鼠 Scr、BUN、24 h 尿蛋白较糖尿病肾病组显

著降低（均P＜0.05），见表 1。 
3. 肾组织病理：光镜下 NC 组大鼠未见肾小球、

肾小管上皮细胞及间质病变；糖尿病肾病组可见肾小

球系膜区基质增生，系膜细胞增多，少数肾小球出现

轻度硬化；肾小管壁不规则增厚，部分肾小管上皮细

胞空泡变性，管腔变窄；局灶性的小管间质纤维化。

MSC 组大鼠肾脏上述病理改变均有不同程度的减轻，

见图 4。 
4. 肾组织 BMP-7 的表达：NC 组大鼠肾组织中

BMP-7 蛋白高表达于集合管和肾小管胞浆，肾间质及

肾血管外膜也有少量表达；糖尿病肾病组较 NC 组

BMP-7 的表达明显减少；BMP-7 蛋白的表达在 MSC
组明显高于糖尿病肾病组。与糖尿病肾病相比，MSC
组 BMP-7 的表达量均显著升高（P＜0.05）。见表 2，
图 5。 

5. 免疫荧光结果：免疫荧光图片可见标记的 MSC
定位在肾小球、肾小管和肾间质。见图 6。 

表 2  各观察时间点大鼠肾组织 BMP-7 蛋白的 
表达（ sx ± ，n＝12） 

组别 时间（d） 肾 BMP-7 

NC 组 7 
14 
21 

0.319±0.070 
0.328±0.073 
0.326±0.074 

糖尿病肾病组 7 
14 
21 

0.098±0.196a 

0.090±0.025a 
0.086±0.020a 

MSC 组 7 
14 
21 

0.179±0.019ab 

0.185±0.179ab 

0.190±0.188ab 

注：与 NC 组比较，aP＜0.05；与糖尿病肾病组比较，bP＜0.05 

讨  论 

糖尿病肾病是糖尿病最常见和最严重的慢性并发

症之一。因此建立良好的糖尿病肾病模型对本病的防

治具有重要意义。本实验采用高糖高脂饮食配合小剂

量 STZ 诱导 SD 大鼠成模糖尿病肾病，本研究显示，

造模组大鼠相对于正常对照组出现血糖、24 h 尿蛋白

明显升高；HE 染色表明造模组大鼠，部分肾小球出现

轻度硬化，局灶性的小管间质纤维化等病理变化，说

明成功建立了糖尿病肾病模型。 
糖尿病肾病主要病理改变特点为肾小球细胞外基

质聚集、肾小球硬化及进展性肾小管间质纤维化。纤

维化是糖尿病慢性并发症的主要病理特征之一。其中

BMP-7 在糖尿病肾病肾脏纤维化中保护的作用已经得

到广泛认同[9-10]。因此，如何提高 BMP-7 的表达及活

性，是本实验研究的重点。 
MSCs 具有易采集且体外大量扩增并不丢失细胞

核型和表面标志、可自我更新、能向多种类型细胞分

化、增殖能力强并能分泌多种细胞因子[11-13]等特点，

因而是一种具有重要应用价值的种子细胞。本研究利

用全骨髓培养法体外培养的细胞呈贴壁生长，能诱导

成为成骨细胞，并通过流式细胞仪测定其干细胞表面 
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抗原 CD90、CD29 为阳性，白细胞表面特征抗原 CD34
为阴性，说明培养的细胞为干细胞而非同样具有贴壁

特性的白细胞，从而确保输注前的细胞为具有分化功

能的 MSCs[14-15]。 
本研究将体外扩增并标记的 MSCs 输注入制模成

功的糖尿病肾病大鼠，经荧光免疫组化发现在肾脏中

存在标记的干细胞，说明干细胞能定向趋化到受损的

肾脏。MSC 组大鼠血糖、肌酐、尿素氮、24 h 尿蛋白

明显降低；肾脏病理图片发现与糖尿病肾病组比较，

MSC 组大鼠肾脏病变明显减轻，说明 MSCs 能延缓肾

脏纤维化的进程，对肾脏有明显的保护作用；从免疫

组化方法中蛋白的表达情况来看，MSCs 对糖尿病肾病

大鼠肾脏保护作用的机制可能是通过提高肾组织

BMP-7 的表达，进而延缓糖尿病肾病的病程进展。 
体内外实验发现 MSCs 可在一定的微环境下转分

化为肾小管上皮细胞、内皮细胞、系膜细胞等[16-17]，

故有学者认为 MSCs 通过直接分化为非成熟肾脏实质

细胞和或融入受损的成熟细胞而达到结构及功能上的

修复。但进一步研究表明 MSCs 在肾脏内并没有增殖

分化[18]。 
其机制可能与组织受损后，移植入的 MSC 对靶器

官产生了旁分泌作用和免疫调节有关，因为在 MSC 胞

膜上有广泛的生长因子、细胞因子、黏附分子、整合

素家族的受体，提示其功能的发挥受自分泌和旁分泌

的调控。一方面通过分泌多种生物活性分子如 HGF、
VEGF、HO 等促进肾脏细胞的修复，减轻肾脏纤维化[19]， 
另一方面通过下调或抑制促炎因子的释放，增加抗炎

因子的释放，从而促进组织的修复[20-21]。其中提高

BMP-7 的表达可能是 MSCs 阻止和减轻糖尿病肾病肾

脏纤维化进展的作用途径之一。 
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