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[摘要] 目的　构建肾脏类器官及各类急、慢性肾损伤模型。方法　通过CHIR99021-成纤维细胞生长因子(FGF)激活

途径诱导人源胚胎干细胞进行肾脏类器官形成实验。以 20、30及 50 μmol/L顺铂刺激肾脏类器官，构建顺铂诱导急性肾

小管损伤的肾脏类器官模型，并采用30 μmol/L顺铂持续刺激12、24、48 h以观察其损伤的变化趋势，采用实时荧光定量

反转录PCR(RT-qPCR)和免疫组织化学(IHC)检测肾损伤指标及炎症因子的表达情况。采用含5、25 mmol/L葡萄糖培养基

(隔天更换)及含葡萄糖 25 mmol/L培养基(持续不更换)培养 6 d分别构建肾脏类器官高糖诱导纤维化血糖波动模型及持续

高糖模型，通过Western blotting、RT-qPCR及 IHC方法检测肾脏纤维化指标胶原蛋白Ⅲ(Col Ⅲ)、转化生长因子-β(TGF-β)

及纤连蛋白的表达水平。结果　类器官在第8天初步形成管状结构，且在第14天具有最佳形态，可用于后续研究。近端肾

小管[莲藕凝集素(LTL)]、远端肾小管[钙黏蛋白1(CDH1)]、连接小管[尿调节素(UMOD)]的特异性标志物染色及HE染色

证实肾脏类器官形成。肾损伤分子 1(KIM-1)、中性粒细胞明胶酶相关脂质运载蛋白 (NGAL)、肿瘤坏死因子 -α
(TNF-α)、白细胞介素-1β(IL-1β)及趋化因子配体 2(CCL2)在顺铂刺激后的表达水平明显升高，提示急性肾损伤发生，

30 μmol/L顺铂刺激引起的肾损伤类器官最佳，且NGAL及KIM-1的表达随刺激时间延长而增加。两种肾脏类器官高糖模

型中纤连蛋白、Col Ⅲ及TGF-β表达明显增加，但模拟血糖波动模型优于持续高糖模型。结论　使用优化后的培养流程可

以高效构建肾脏类器官，并可用于各类急慢性肾损伤模型的构建。
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[Abstract] Objective　 To construct kidney organoids and establish various models of acute and chronic kidney injury. 

Methods　Kidney organoid differentiation was induced from human embryonic stem cells (hESCs) via the CHIR99021-fibroblast 

growth factor (FGF) activation pathway. Cisplatin-induced acute renal tubular injury models were established by treating kidney 
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organoids with cisplatin at concentrations of 20, 30, and 50 μmol/L. The temporal progression of injury was investigated following 

stimulation with 30 μmol/L cisplatin for 12, 24, and 48 h. The expression levels of renal injury markers and inflammatory factors were 

assessed using reverse transcription-quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR) and immunohistochemistry (IHC). 

Additionally, a high-glucose-induced fibrosis model with blood glucose fluctuation and a sustained high-glucose model were 

developed using two approaches: alternating culture media containing 5 mmol/L and 25 mmol/L glucose every other day, and 

continuous exposure to 25 mmol/L glucose for 6 d. Renal fibrosis markers, collagen Ⅲ (Col Ⅲ), transforming growth factor-β (TGF-β), 

and fibronectin, were evaluated by Western blotting, RT-qPCR, and IHC. Results　 Tubular structures began forming in the 

organoids by day 8, reaching optimal morphology by day 14, suitable for subsequent research. Immunostaining for specific markers, 

proximal tubules (Lotus tetragonolobus lectin, LTL), distal tubules (cadherin 1, CDH1), and connecting tubules (uromodulin, 

UMOD), along with hematoxylin and eosin (HE) staining confirmed successful kidney organoid formation. Following cisplatin 

stimulation, renal injury markers [kidney injury molecule-1 (KIM-1), neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL)] and 

inflammatory factors [tumor necrosis factor-α (TNF-α), interleukin-1β (IL-1β), chemokine (C-C motif) ligand 2 (CCL2)] were 

significantly upregulated, indicating the onset of acute kidney injury. The 30 μmol/L cisplatin treatment induced the most suitable 

injury model, with NGAL and KIM-1 expression increasing over stimulation time. In both high-glucose models, fibronectin, Col Ⅲ , 

and TGF‐β were markedly elevated, but the glucose fluctuation model was superior to the sustained high-glucose model. 

Conclusion　The optimized culture protocol enables efficient generation of kidney organoids, which can be utilized to establish 

various acute and chronic kidney injury models.

[Key words] kidney; organoid; induced pluripotent stem cells; cisplatin-induced kidney injury; diabetic nephropathy

肾脏承担着生成尿液、维持水电解质平衡等多项

重要的生理功能。人体的多种疾病均可引起肾脏的急、

慢性损伤，最终导致终末期肾病[1]。目前全球慢性肾

脏病患者数达 6.975 亿[2]，影响全球 7%~12% 的人

口[3-4]。但肾脏高度复杂的组织特点及肾脏疾病病因的

多样性，限制了以细胞系为主的体外药物筛选模型的

构建[5]，因此亟需一种能够在体外模拟体内肾脏病理、

生理特征的方法，而肾脏类器官的出现可填补这一空

白[6]。干细胞技术已经被广泛用于各类具有特定功能

的体细胞分化，继而可诱导疾病模型，用于研究疾病

发生机制及开发潜在的治疗方法[7-8]。类器官具有器官

的三维立体结构及功能。它们可来源于胚胎干细胞

(embryonic stem cell， ESC) 或诱导性多能干细胞

(induced pluripotent stem cell，iPSC)[9]。类器官培养技

术飞速发展，但目前肾脏类器官的培养仍存在尚未完

全解决的问题，且肾脏结构复杂，是高度血管化的器

官，现有类器官缺乏功能性血管网络，导致营养物质

及氧气渗透受限，影响类器官的成熟及长期存活[10-11]。

肾脏包含多种细胞类型，现有类器官难以完全重复其

多样性及空间排列，因此难以模拟真实的器官生理活

动[12-13]。本研究建立了一种简单、廉价且高效的培养

方式，从人源 iPSC分化诱导出肾脏类器官，并进行生

物标志物的鉴定；继而利用此优化流程得到的肾脏类

器官，构建顺铂诱导的急性肾损伤模型及高糖诱导的

糖尿病肾病模型，评价其是否可模拟人体真实的肾脏

损伤病理特征。

1　材料与方法

1.1　实验细胞、试剂及仪器　 iPSC 的商业细胞系

CA1002008(北京 Cellapy 公司)，mTeSR 培养基(加拿

大 StemCell 生物科技公司)，DMEM 基础培养基(北
京利维宁生物科技有限公司)，EDTA、杜氏磷酸缓

冲 盐 溶 液 (DPBS)、 血 清 替 代 物 (knockout serum 
replacement，KOSR)(美国 Thermo Fisher 公司)，非必

需氨基酸、HEPES 缓冲液、GlutaMAX、胎牛血清

(美国Gibco公司)，聚乙烷醇、人多潜能干细胞铺底

工作液(北京贝赛生物技术有限公司)，99%顺铂(上
海陶素生化科技有限公司)，RNA 快速提取试剂盒

(上海奕杉生物科技有限公司)，EasyScript® All-in-one 
第一链 cDNA 合成试剂盒、Hieff qPCR SYBR Green 
Master Mix(No Rox)试剂盒(北京全式金生物技术公

司)，OCT胶、4%多聚甲醛(英国索莱宝生物技术有

限公司)，鼠二抗 Alexa Fluor 647(A21235)、兔二抗

Alexa Fluor 647(A31573)、 莲 藕 凝 集 素 (LTL) 抗 体

(L32480， 美 国 Thermo Fisher 公 司)； 尿 调 节 素

(UMOD)抗体 (SC-271622，玻利维亚 Santa Cruze 公

司)；钙黏蛋白 1(CDH1)抗体(A22850，武汉爱博泰

克生物科技有限公司)；胶原蛋白Ⅲ(Col Ⅲ)抗体

(ab7778)、转化生长因子-β(TGF-β)抗体(ab215715)、
β-actin(ab8226)、中性粒细胞明胶酶相关脂质运载蛋

白(NGAL)抗体(ab125075)及纤连蛋白抗体(ab2413，
英 国 Abcam 公 司)； 肾 损 伤 分 子 1(KIM-1) 抗 体

(14971S，美国 Cell Signaling 公司)。蔡司 LSM710 共

聚焦显微镜(德国Oberkochen公司)。
1.2　方法　

1.2.1　细胞培养　将 iPSC 置于 T25 瓶中培养于

mTeSR 培养基中，于 37 ℃、5% CO2培养箱中培养，

每天更换培养基。当细胞生长至 80% 以上时，消化
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传代，进行后续实验。将胚状体置于阶段Ⅰ完全培养

基(S1M)及阶段Ⅱ完全培养基(S2M)中，于37 ℃、5% 
CO2培养箱中培养。S1M：在Essential 6(E6)培养基中

加 入 8 μmol/L CHIR99021 及 3.3 μmol/L Y27632；
S2M：81% DMEM、15% KOSR、1% 非必需氨基酸、

1% HEPES 缓冲液、1% L-丙氨酰-L-谷氨酰胺、1% 聚

乙烯醇、1%青霉素-链霉素。

1.2.2　肾脏类器官培养方案　肾脏类器官的具体培

养流程为 14 d，共分为 3 个阶段：(1)第 1 天，配置

S1M。待 T25 瓶中的 iPSC 生长至 60%~90% 后，用

DPBS 洗涤 2 次，加入人 iPSC 消化液，37 ℃孵育

6 min 进行消化，细胞消化至 3~5 个为一团时为宜。

(2)将消化好的细胞悬液置于 15 ml 离心管中离心，

向超低黏附 6 孔板中加入 S1M，2 ml/孔；离心后的

细胞使用S1M重悬，细胞计数，每孔加入3×104个细

胞/ml。或向超低黏附 96 孔板中加入 100 μl/孔的

S1M，每孔加入9×103个细胞/100 μl。第2天(胚状体

将 在 48 h 内 形 成)， 制 备 E6 培 养 基 +8 μmol/L 
CHIR99021(S2M)，6 孔板中吸出 1 ml 培养基，加入

1 ml S2M；96孔板中加入 100 μl/孔 S2M。(3)第 3天，

进行阶段Ⅱ培养基的配置，KOSR/DMEM 介质的试

剂成本较低。将超低黏附 6 孔板中的细胞转移至

15 ml离心管中离心，用S2M重悬后，将细胞悬液加

入低黏附 6孔板中，2 ml/孔；用枪头轻轻吸取 96孔

板中的上清，每孔加入 200 μl S2M。第 5天，从 6孔

板顶部轻轻吸出培养基 1 ml，补充 1 ml 新鲜的 S2M
培养基；从 96 孔板顶部轻轻吸出培养基 100 μl，补

充100 μl新鲜的S2M培养基。第7天重复第5天的操

作，并将孔板置于摇床上。此后隔天换一半的培养

基，培养至第 14 天，具体流程见附图 1(https://dx.
doi.org/10.11855/j.issn.0577-7402.0347.2025.0928FJ)。
1.2.3　免疫荧光染色实验检测LTL、CDH1、UMOD
的表达　参考文献[14]，以LTL作为近端肾小管标志

物，UMOD作为远端小管标志物，CDH1作为连接小

管标志物，对构成肾脏类器官的3种细胞进行标记。

将已经处理好的类器官在低黏附孔板中用 PBS
洗 5 min×2 次；4% 多聚甲醛溶液室温固定 30 min；
PBS洗5 min×2次；用30%的蔗糖(PBS配置)在4 ℃培

育过夜；将类器官嵌入 OCT 胶中，制成冷冻切块；

将冷冻切块切成 4 μm 切片；切片用 PBS 洗 5 min×3
次；用封闭缓冲液(0.2% Triton X-100 及 10% FBS 在

PBS 中)常温孵育 2 h；将切片与抗体稀释缓冲液

(PBS+10% FBS)中的一抗[LTL(1:500)、CDH1(1:200)、
UMOD(1: 200)]在 4 ℃下孵育过夜；在 PBS 中清洗

5 min×3次，然后用Alexa-Fluor 647二抗及PBS中的稀

释液在室温孵育1 h。用PBS清洗5 min×3次；细胞核

用 4',6-脒基-2-苯基吲哚(DAPI)反染色 10 min；使用

蔡司LSM710共聚焦显微镜获得图像。

1.2.4　苏木精-伊红(HE)染色　迅速取出新鲜组织并

固定在新鲜制备的4%多聚甲醛缓冲液中，包埋在石

蜡中。切片厚度为 5 μm，HE 染色后，置于光学显

微镜下观察切片并用S610全景扫描仪(日本东京松光

子学株式会社)扫描图片，最后用NDP Viewer 2图像

分析软件(日本东京滨松光子学公司)导出图片。

1.2.5　实时荧光定量反转录 PCR(RT-qPCR)检测肾

脏类器官中 KIM-1、NGAL、TNF-α、 IL-10、 IL-1β、
CCL2、Col Ⅲ、TGF-β mRNA表达水平　用RNA提取

试剂盒提取总 RNA 样本，用 cDNA 合成试剂盒生成

cDNA 模板。反应体系体积为 20 μl，RT-qPCR 反应

条件：95 ℃预变性5 min；95 ℃变性15 s，60 ℃退火

15 s，72 ℃延伸45 s，共40个循环。以β-actin为内参

照，PCR 引物由睿博兴科生物技术有限公司合成。

引物序列见表1。实验重复3次。

1.2.6　免疫组织化学检测 NGAL、KIM-1、Col Ⅲ、

纤连蛋白的表达水平　石蜡切片脱蜡、水化后进行

抗原修复暴露抗原决定簇，然后封闭内源性过氧化

物酶及非特异性蛋白，孵育一抗 [NGAL(1: 100)、
KIM-1(1:100)、Col Ⅲ(1:100)、纤连蛋白(1:100)]，加

入反应增强液，二抗孵育，DAB显色，苏木精复染

后，脱水封片，在显微镜下观察，用 S610全景扫描

仪采集图像，用 NDP Viewer 2 图像分析软件导出图

表1　RT-qPCR引物序列

Tab.1　Primer sequences of RT-qPCR

基因

KIM-1

NGAL

TNF-α

IL-10

CCL2

IL-1β

Col Ⅲ

TGF-β

β-actin

引物序列(5′-3′)

正向：TGTCTGGACCAATGGAACCC
反向：GGCAACAATATACGCCACTGT

正向：GACAACCAATTCCAGGGGAAG
反向：GCATACATCTTTTGCGGGTCT

正向：CCTCTCTCTAATCAGCCCTCTG
反向：GAGGACCTGGGAGTAGATGAG

正向：TCTCCGAGATGCCTTCAGCAGA
反向：TCAGACAAGGCTTGGCAACCCA

正向：TTAAGGCATCACAGTCCGAG
反向：TGAATGTGAAGTTGACCCGT

正向：AGCTACGAATCTCCGACCAC
反向：CGTTATCCCATGTGTCGAAGAA

正向：GGACTACCTGGAACAAAAGGG
反向：GCCAAGTATCTCACCTGGATCA

正向：CAATTCCTGGCGATACCTCAG
反向：GCACAACTCCGGTGACATCAA

正向：AGAGCTACGAGCTGCCTGAC
反向：AGCACTGTGTTGGCGTACAG

RT-qPCR. 实时荧光定量 PCR；KIM-1. 肾损伤分子 1；NGAL. 

中性粒细胞明胶酶相关脂钙蛋白；TNF-α. 肿瘤坏死因子 -α；
CCL2. 趋化因子配体 2；IL-1β. 白细胞介素-1β；Col Ⅲ. 胶原蛋白

Ⅲ；TGF-β. 转化生长因子-β
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片并进行定量分析。

1.2.7　Western blotting 检测 Col Ⅲ、TGF-β的表达水

平　收集处理好的类器官，每孔加入80 μl蛋白裂解

液(含有一定比例的蛋白酶抑制剂及磷酸酶抑制剂)，
冰上静置 30 min，4 ℃，以 13 000 r/min 离心 15 min，
收集上清液，即为所得蛋白，同时进行蛋白定量。

使用酶标仪检测各孔的吸光度值，计算蛋白浓度。

每组取30 μg总蛋白进行电泳，将电泳分离得到的蛋

白转移至PVDF膜上，然后用含有5%脱脂奶粉的Tris
盐缓冲液(TBST)封闭1 h，Col Ⅲ、TGF-β、β-actin一

抗 4 ℃孵育过夜。使用TBST清洗膜 3次后，用二抗

孵育1 h，洗膜后显影曝光。

1.2.8　顺铂诱导急性肾小管损伤的肾脏类器官模型

构建　类器官培养至第12天时，给予顺铂刺激，分别

设置20、30、50 μmol/L共3个剂量，培养至第14天，

分为对照组 (0 μmol/L)、20 μmol/L、30 μmol/L 及

50 μmol/L 共 4 组。提取类器官总 RNA，采用 RT-
qPCR 检测肾脏损伤标志物 KIM-1、NGAL 及炎症因

子TNF-α、IL-1β、CCL2 mRNA表达水平。同时采用

免疫组化检测类器官中KIM及NGAL蛋白表达水平。

同时将培养至第 14天的肾脏类器官采用所选取的最

佳顺铂浓度持续作用 12、24、48 h 以观察其损伤的

变化趋势。

1.2.9　高糖诱导肾脏类器官纤维化模型的构建　构

建两种高糖的类器官模型。分为正常血糖组(对照

组)、模型1组、模型2组共3组，在类器官培养至第

16 天时，将 S2M 更换为高糖的 S2M(葡萄糖含量

25 mmol/L)，模型 1分别以 5 mmol/L 及 25 mmol/L 葡

萄糖培养基交替培养，隔天更换以模拟血糖波动，

共持续 6 d；模型 2 使用含 25 mmol/L 葡萄糖的 S2M
培养基持续培养6 d。
1.3　统计学处理　采用 GraphPad Prism 9.0 软件进行

统计分析。所有数据均为计量资料，采用 Shapiro-
Wilk 检测整体分布，方差分析检测其方差齐性，数

据均呈正态分布且符合方差齐性，以x±s表示，多组

间比较采用单因素方差分析，进一步两两比较采用

LSD-t检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　肾脏类器官培养方法的优化　在第 0天 iPSC转

移至低黏附 6 孔板时，每孔 3.0×104个细胞可获得最

佳培养效果，且在对 iPSC 消化时生成 3~5 个细胞团

为最佳效果。在E6培养基中加入Wnt信号通路激活

剂 CHIR99021 及 Y27632，将 iPSC 诱导分化为胚状

体。第1~3天细胞迅速增殖汇合。从第3天开始，更

换 S2M培养基以诱导胚状体形成肾小管，胚状体具

有“金色”及光滑的球形外观；第 8 天，单个胚状

体中的小管形成变得明显，并在显微镜下可见，随

后几天数量增加，到第 14天时达到最佳形态(图 1)。
与胎儿肾脏相比，第 14天的类器官组织与毛细血管

环晚期肾单位最为相似。

2.2　肾脏类器官细胞类型鉴定　免疫荧光染色结果

显示，3种肾脏不同细胞的特异性标志物在本研究分

化的肾脏类器官中均有表达(图2A)。HE染色结果显

示，在类器官中出现了与人体肾单位中肾小管结构

非常类似的组织形态结果，加之肾小管细胞的标志

物特异性着色，可判断出该方法诱导得到的肾脏类

器官具有肾小管细胞的部分特征(图2B)。
2.3　顺铂诱导急性肾小管损伤的肾脏类器官模型构

建　采用不同浓度顺铂处理肾脏类器官48 h后，RT-
qPCR 检测结果显示，与对照组比较，20 μmol/L 顺

铂处理后变化不明显，而 30、50 μmol/L 顺铂组

KIM-1、 NGAL 及炎症因子 TNF- α、 IL-1β、 CCL2 
mRNA表达水平均明显升高(P均<0.05)，且30 μmol/L
顺铂组 KIM-1 及 TNF-α mRNA 明显高于 50 μmol/L 顺

铂组(P<0.05)，而30 μmol/L顺铂组与50 μmol/L顺铂

组间 NGAL、IL-1β、CCL2 mRNA 差异无统计学意义

(P>0.05，图 3A)。在形态学方面：20 μmol/L 顺铂刺

激的肾脏类器官无明显改变；30 μmol/L顺铂刺激的

肾脏类器官中部分细胞碎片，但形态无明显变化；

50 μmol/L 顺铂刺激的肾脏类器官形态出现明显变

化，且类器官周围的细胞碎片明显增多(图 3B)。免

红色箭头示管状结构

图1　肾脏类器官分化第0、3、8及14天的形态学图像

Fig.1　Morphological images of kidney organoid differentiation on day 0, 3, 8, and 14
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疫组织化学染色结果显示，与对照组比较，30、
50 μmol/L 顺铂刺激后，NGAL 及 KIM-1蛋白表达水

平明显升高(P<0.05)，提示符合急性肾小管损伤的特

征(图3C)。以上结果显示30 μmol/L顺铂刺激可以得

到较好的实验结果，因此后续以30 μmol/L顺铂刺激

诱导不同时间(12、24、48 h)，免疫组织化学染色结

果显示，肾脏类器官中 NGAL 及 KIM-1 蛋白表达水

平随顺铂刺激时间延长而升高(P<0.05，图4)。
2.4　高糖诱导肾脏类器官纤维化模型构建　Western 
blotting检测结果显示，与正常血糖组(对照组)比较，

模型1组及模型2组的Col Ⅲ及TGF-β蛋白及mRNA表

达水平均升高，且模型1组Col Ⅲ mRNA表达水平高于

模型2组，差异均有统计学意义(P<0.05)(图5A、B)。
免疫组织化学染色结果显示，与对照组比较，模型1
组及模型 2 组的 Col Ⅲ及纤连蛋白表达水平明显升

高，且模型 1 组高于模型 2 组，差异有统计学意义

(P<0.05，图5C)。

3　讨　　论

肾脏是一个复杂的器官，由多种上皮细胞、基

质细胞，以及独特的血管系统组成。肾脏来源于中

胚层，更确切的说是来自于中胚层的输尿管芽及后

中胚层来源的肾间充质前体组织[5]。间充质交换互

惠信号以诱导、维持及完成肾脏的生成[15]。

目前，文献报道肾脏类器官的培养方法很

多[14,16-19]，肾脏类器官诱导过程中的主要信号通路包

括 骨 形 态 发 生 蛋 白 (bone morphogenetic protein，
BMP) -成纤维细胞生长因子(fibroblast growth factor，
FGF)及CHIR99021-FGF两种途径。该方法标准化程

度高，但细胞因子依赖进口，因此，本研究尝试采

用小分子化合物代替昂贵的细胞因子，以降低成本。

既往类器官的研究大多在基质凝胶中培养，采用

Matrigel 或胶原凝胶作为支架[16-17]，且需加入大量的

细胞因子如激活素A、骨形态发生蛋白等[14,18-19]。目

前，国际创新团队已研究出使用合成水凝胶(如
PEG-based) 替代 Matrigel，可提高可控性及可重

复性[20]。

CHIR99021是糖原合酶激酶3β(GSK-3β)抑制剂，

FGF 为成纤维细胞生长因子，CHIR99021-FGF 信号

通路在 iPSCs向肾脏类器官分化过程中协同调控关键

发育阶段，所以本研究主要通过 CHIR99021-FGF 途

径诱导 iPSCs的分化。高浓度的CHIR99021可能模拟

诱导肾单位祖细胞分化成后中胚层的 Wnt 信号，

FGF(如 FGF2/FGF9)主要在肾间充质和输尿管芽的

相互作用中发挥作用[21-23]。

本研究采用KOSR作为FGF9的替代品以诱导分

化肾脏类器官，将基质胶转变为更易培养细胞的培

养基，同时摒弃了旋转培养，仅通过使用超低黏附

的 6孔板将人类 iPSCs大量分化为肾脏类器官，显著

降低了时间及物质成本。在实验过程中由于肾脏类

LTL. 莲藕凝集素；CDH1. 钙黏蛋白1；UMOD. 尿调节素；A. 类器官的免疫荧光染色结果；B. HE染色结果

图2　培养第14天时肾脏类器官的鉴定

Fig.2　Identification of kidney organoids on the 14th day of cultivation
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器官的体积逐渐增大，导致营养摄入不足，可能出

现空泡化等现象，为解决此问题，本研究第 6 天时

将培养板放置于摇床上，使得类器官充分与 S2M培

养基接触，有效地解决了类器官因营养不足引起的

空泡化问题，确保了肾脏类器官的形成。在第 14天

肾脏类器官成熟后，对肾脏相关标志物的免疫荧光

染色结果显示，近端、远端肾小管标志物及连接小

管标志物均有表达，且HE染色结果显示肾脏类器官

分化出了类似于真实肾脏中肾小管的组织结构。

药物肾毒性是导致临床急性肾损伤发生的重要

原因之一，顺铂是一种用于治疗多种肿瘤的化疗药

物，但可呈剂量依赖性损伤近端肾小管[24]。顺铂肾

损伤动物模型广泛用于肾脏保护药物的筛选，但需

耗费大量动物，实验周期较长。本研究利用培养得

KIM-1. 肾损伤分子 1；NGAL. 中性粒细胞明胶酶相关脂质运载蛋白；TNF-α. 肿瘤坏死因子α；IL-1β. 白细胞介素-1β；CCL2. 趋化因

子配体2；A. 不同浓度顺铂刺激肾脏类器官中KIM-1、NGAL及炎症因子TNF-α、IL-1β、CCL2的mRNA表达水平比较(n=3)；B. 不同浓度

顺铂刺激类器官例图(倒置显微镜)；C. 不同浓度顺铂刺激肾脏类器官中NGAL、KIM-1蛋白的免疫组化结果及定量分析(n=5)；*P<0.05，

**P<0.01，***P<0.001，****P<0.0001

图3　不同浓度顺铂诱导急性肾小管损伤的肾脏类器官模型构建

Fig.3　Construction of kidney organoid models induced by different concentrations of cisplatin for acute tubular injury research
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到的类器官构建类器官急性肾损伤模型发现，经

30 μmol/L 及 50 μmol/L 顺铂刺激后，细胞碎片增多

且形态出现明显变化，结合肾脏损伤指标 NGAL、
KIM-1 及相关炎症因子，30 μmol/L 及 50 μmol/L 的

顺铂刺激可引起肾脏类器官损伤，这与顺铂引起的

体内肾损伤结果[24]一致。但由于50 μmol/L可引起肾

脏类器官出现明显的组织破碎，因此最终选择

30 μmol/L 顺铂刺激用于后续实验。本研究对

30 μmol/L顺铂刺激 12、24、48 h的损伤指标变化趋

势进行分析，结果显示，随着刺激时间的延长，

NGAL及KIM-1蛋白和mRNA表达水平明显升高。顺

铂刺激后类器官受损且形状改变，可能是由于造模

后的类器官细胞活力降低导致类器官不能维持密度

均匀的球体形状，部分崩解所致。

糖尿病肾病患者占慢性肾脏病总发病人数的

40%左右[2]，糖尿病肾病可导致肾脏纤维化，尤其是

肾间质纤维化，因此，构建高糖诱导的肾脏类器官

纤维化模型有助于研究糖尿病肾病发生的分子机制

并进行有效的药物筛选。本研究利用肾脏类器官构

建了高糖促纤维化模型，并比较了血糖波动模型及

持续恒定高糖模型的促纤维化效果，结果显示，在

纤维化指标的蛋白和 mRNA 水平方面，血糖波动模

型明显优于持续恒定高糖模型，血糖波动刺激更适

用于构建高糖肾脏类器官模型。其中 Col Ⅲ被认为

是肾间质发生纤维化的主要细胞外基质，而纤连蛋

白及 Col Ⅲ是肾小球发生纤维化后主要沉积的纤维

化蛋白。本研究检测了这三类主要参与肾脏纤维化

的胞外基质蛋白，结果证实，血糖波动培养在6 d内

即可促进肾脏类器官发生类似于糖尿病肾病晚期呈

现的肾脏纤维化的病理特征。

虽然肾脏类器官培养技术在逐步发展，在疾病

建模、药物筛选中展现出巨大潜力，且前期研究已

经诱导出初步具有肾脏功能的肾脏类器官[11]，应用

前景广阔，但 iPSC类器官仍面临一系列挑战：如器

官成熟度不足、缺乏功能性血管系统等[20,25]，从而

难以维持稳定的功能[26-29]。此外，相比真正的肾脏

组织，肾脏类器官还存在诸多缺失环节，包括免疫

细胞、血清生长因子及内分泌信号的缺失，以及类

器官的“血管化”[30]如何实现等。内皮细胞共培养

为肾脏类器官血管化提供了可行路径，通过模拟肾

脏器官发育过程中内皮细胞及肾实质细胞的相互作

用，可能构建具有功能性血管网络的类器官。共培

KIM-1. 肾损伤分子1；NGAL. 中性粒细胞明胶酶相关脂质运载蛋白；*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001，****P<0.0001

图4　30 μmol/L顺铂刺激不同时间肾脏类器官中NGAL、KIM-1蛋白免疫组织化学结果及定量分析(n=5)
Fig.4　Immunohistochemical results and quantitative analysis of NGAL and KIM-1 proteins in kidney organoids stimulated by 30 μmol/L 
cisplatin at different times (n=5)
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养可选择人脐静脉内皮细胞(HUVECs)或肾微血管内

皮细胞(HRGECs)[11]，可尝试在肾脏类器官形成早期

(3~5 d)加入内皮细胞混合培养，并依赖细胞自组装

形成血管，促进血管网络的整合；或者通过

Transwell 小室或微流控芯片分割两类细胞[31]，通过

分泌血管内皮生长因子(VEGF)等进行相互作用[30]。

血管化的关键因子VEGF及血管内皮生长因子受体2
(VEGFR2)[32-33]可促进内皮细胞迁移及管腔形成。目

前，国外先进实验室可通过基因编辑强制内皮分化

形成功能性血管[25,34]。

综上所述，本研究建立了一种简单、廉价且高

效的培养方式，从人源 iPSC 分化诱导出肾脏类器

官；利用此优化流程得到了肾脏类器官，并成功构

建顺铂诱导的急性肾损伤模型及高糖诱导的糖尿病

肾病模型。随着血管化策略、多器官整合及工程学

技术的进步，该肾脏类器官未来有望突破当前的瓶

颈，成为个性化医疗、药物筛选及肾脏修复的核心

工具[35]。总之，肾脏类器官培养技术仍需不断完善，

其终极目标是可“移植”入体内治疗终末期肾病[36]。

Col Ⅲ. 胶原蛋白Ⅲ；TGF-β. 转化生长因子-β；A. Western blotting检测三组肾脏类器官中Col Ⅲ及TGF-β蛋白表达；B. 三组肾脏类器官中

Col Ⅲ、TGF-β mRNA表达水平比较(n=3)；C. 免疫组织化学染色检测三组Col Ⅲ、纤连蛋白表达水平及定量分析(n=5)；*P<0.05，**P<0.01，

***P<0.001，****P<0.0001

图5　肾脏类器官构建糖尿病肾病模型

Fig.5　Establish of diabetic nephropathy model using kidney organoids
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