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骨髓间充质干细胞调控FGF23/Klotho轴对
5/6肾切除大鼠肾损伤的影响*

唐玥雯， 万凤， 曹嘉巍， 杨汝春

（浙江中医药大学附属杭州市中医院 肾内科，浙江 杭州 310007）

摘要 ： 目的　探讨骨髓间充质干细胞（BMSCs）对5/6肾切除大鼠慢性肾脏病（CKD）磷代谢紊乱的干预

作用及机制。方法　采用 5/6 肾切除法复制 CKD 大鼠模型，随机分为对照组、5/6 肾切除组和 BMSCs 组，每组

6只。对照组行开腹探查及肾脏包膜剥离，保留双肾完整；5/6肾切除组行5/6肾切除模型+尾静脉注射等量磷酸

盐缓冲液（PBS）；BMSCs组行5/6肾切除模型+尾静脉注射BMSCs。检测各组大鼠肾功能及蛋白尿（血清肌酐、尿

素氮、24h尿蛋白定量）、血清白蛋白、矿物代谢指标（钙、磷），以及血脂谱（总胆固醇、甘油三酯、低密度脂蛋白胆

固醇和高密度脂蛋白胆固醇）；酶联免疫吸附试验检测血清甲状旁腺激素（PTH）及成纤维细胞生长因子 23

（FGF23）水平；HE染色、Masson染色及透射电镜观察肾组织病理变化；Western blotting检测大鼠肾组织Klotho、

FGF23 蛋白表达；实时荧光定量聚合酶链反应检测大鼠肾组织 FGF23、Klotho、FGFR1、FGFR4、NaPi-2a 及

NaPi-2c 表达；采用双荧光素酶报告实验检测Klotho启动子活性，并设置GV238-Klotho-p-Luc+pRL-TK 组、

转化生长因子-β1（TGF-β1）组及BMSCs处理组，通过Transwell非接触共培养体系干预24 h后，检测萤火虫与海

肾荧光素酶比值以评估转录活性。结果　与对照组比较，5/6肾切除组的24h尿蛋白、血肌酐及尿素氮水平升高

（P <0.05），白蛋白水平降低（P <0.05）；与5/6肾切除组比较，BMSCs组的24h尿蛋白、血肌酐及尿素氮水平降低（P <

0.05），白蛋白水平升高（P <0.05）。与对照组比较，5/6肾切除组的血清磷、总胆固醇、甘油三酯、低密度脂蛋白胆固

醇、高密度脂蛋白胆固醇水平升高（P <0.05）；与5/6肾切除组比较，BMSCs组的血清磷、总胆固醇、甘油三酯、低密度

脂蛋白胆固醇、高密度脂蛋白胆固醇水平均降低（P <0.05）。与对照组比较，5/6肾切除组的血清FGF23、PTH水平升

高（P <0.05）；与5/6肾切除组比较，BMSCs组的血清FGF23、PTH水平降低（P <0.05）。病理结果显示，5/6肾切除组

大鼠肾组织出现肾小管损伤、间质纤维化及超微结构破坏，足突融合增加，BMSCs干预后上述病理改变减轻。与对

照组比较，5/6肾切除组大鼠的FGF23蛋白相对表达量升高（P <0.05），Klotho蛋白相对表达量降低（P <0.05）；与5/6

肾切除组比较，BMSCs组的FGF23蛋白相对表达量降低（P <0.05），Klotho蛋白相对表达量升高（P <0.05）。与对照

组比较，5/6肾切除组的FGF23、FGFR1、FGFR4、NaPi-2a及NaPi-2c mRNA 相对表达量升高（P <0.05），Klotho 

mRNA相对表达量降低（P <0.05）；与5/6肾切除组比较，BMSCs组的FGF23、FGFR1、FGFR4、NaPi-2a及NaPi-2c 

mRNA相对表达量降低（P <0.05），Klotho mRNA相对表达量升高（P <0.05）。与GV238-Klotho-p-Luc+pRL-

TK组比较，TGF-β1组的细胞Klotho启动子相对转录活性及Klotho蛋白相对表达量降低（P <0.05）；与TGF-β1组

比较，BMSCs干预组的Klotho启动子相对转录活性及Klotho蛋白相对表达量升高（P <0.05），BMSCs可增强Klotho

启动子活性并促进其表达。结论　BMSCs可通过调控Klotho表达，改善CKD相关的磷代谢紊乱，为CKD的干细

胞治疗提供新证据。
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Abstract:  Objective To investigate the intervention effect and mechanism of bone marrow mesenchymal 

stem cells (BMSCs) on phosphorus metabolism disorder in chronic kidney disease (CKD) rats with 5/6 nephrectomy. 

 Methods The CKD rat model was established by 5/6 nephrectomy. Rats were randomly divided into control group, 

5/6 nephrectomy group and BMSCs group, with 6 rats in each group. The control group underwent laparotomy and 

renal capsule stripping with intact bilateral kidneys preserved; the 5/6 nephrectomy group received 5/6 nephrectomy 

plus tail vein injection of equal volume of phosphate-buffered saline (PBS); the BMSCs group received 5/6 

nephrectomy plus tail vein injection of BMSCs. Renal function and proteinuria (serum creatinine, urea nitrogen, 24-

hour urinary protein quantification), serum albumin, mineral metabolism indexes (calcium, phosphorus), and blood 

lipid profile (total cholesterol, triglyceride, low-density lipoprotein cholesterol and high-density lipoprotein 

cholesterol) were measured in each group. Serum levels of parathyroid hormone (PTH) and fibroblast growth factor 

23 (FGF23) were detected by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Renal pathological changes were 

observed by HE staining, Masson staining and transmission electron microscopy. The protein expressions of Klotho 

and FGF23 in rat renal tissues were detected by Western blotting. The mRNA expressions of FGF23, Klotho, 

FGFR1, FGFR4, NaPi-2a and NaPi-2c in rat renal tissues were detected by quantitative real-time polymerase chain 

reaction (qRT-PCR). Klotho promoter activity was detected by dual-luciferase reporter assay. Three groups were set 

up: GV238-Klotho-p-Luc + pRL-TK group, transforming growth factor-β1 (TGF-β1) group and BMSCs treatment 

group. After 24 h of intervention via Transwell non-contact co-culture system, the ratio of firefly to renilla luciferase 

was detected to evaluate transcriptional activity.  Results Compared with the control group, the levels of 24-hour 

urinary protein, serum creatinine and urea nitrogen were increased (P < 0.05) and albumin level was decreased (P < 

0.05) in the 5/6 nephrectomy group. Compared with the 5/6 nephrectomy group, the levels of 24-hour urinary protein, 

serum creatinine and urea nitrogen were decreased (P < 0.05) and albumin level was increased (P < 0.05) in the 

BMSCs group. Compared with the control group, the levels of serum phosphorus, total cholesterol, triglyceride, low-

density lipoprotein cholesterol and high-density lipoprotein cholesterol were increased (P < 0.05) in the 5/6 

nephrectomy group. Compared with the 5/6 nephrectomy group, the levels of serum phosphorus, total cholesterol, 

triglyceride, low-density lipoprotein cholesterol and high-density lipoprotein cholesterol were all decreased (P < 0.05) 

in the BMSCs group. Compared with the control group, serum levels of FGF23 and PTH were increased (P < 0.05) in 

the 5/6 nephrectomy group. Compared with the 5/6 nephrectomy group, serum levels of FGF23 and PTH were 

decreased (P < 0.05) in the BMSCs group. Pathological results showed that renal tubular injury, interstitial fibrosis, 

ultrastructural damage and increased foot process fusion occurred in the 5/6 nephrectomy group, and the above 

pathological changes were alleviated after BMSCs intervention. Compared with the control group, the relative protein 

expression of FGF23 was increased (P < 0.05) and the relative protein expression of Klotho was decreased (P < 0.05) 

in the 5/6 nephrectomy group. Compared with the 5/6 nephrectomy group, the relative protein expression of FGF23 

was decreased (P < 0.05) and the relative protein expression of Klotho was increased (P < 0.05) in the BMSCs group. 

Compared with the control group, the relative mRNA expressions of FGF23, FGFR1, FGFR4, NaPi-2a and NaPi-2c 

were increased (P < 0.05) and the relative mRNA expression of Klotho was decreased (P < 0.05) in the 5/6 

nephrectomy group. Compared with the 5/6 nephrectomy group, the relative mRNA expressions of FGF23, FGFR1, 

FGFR4, NaPi-2a and NaPi-2c were decreased (P < 0.05) and the relative mRNA expression of Klotho was increased 

(P < 0.05) in the BMSCs group. Compared with the GV238-Klotho-p-Luc + pRL-TK group, the relative 

transcriptional activity of Klotho promoter and the relative protein expression of Klotho were decreased (P < 0.05) in 

the TGF-β1 group. Compared with the TGF-β1 group, the relative transcriptional activity of Klotho promoter and the 

relative protein expression of Klotho were increased (P < 0.05) in the BMSCs treatment group. BMSCs could enhance 

Klotho promoter activity and promote its expression.  Conclusion BMSCs can improve CKD-related phosphorus 

metabolism disorder by regulating Klotho expression, providing new evidence for stem cell therapy of CKD.

Keywords:  chronic kidney disease; bone marrow mesenchymal stem cells; fibroblast growth factor 23; 

Klotho; phosphorus metabolism
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慢 性 肾 脏 病（chronic kidney disease, CKD）在 我

国成人中患病率达 8.2%，随着疾病进展至终末期肾

病，高磷血症成为普遍且棘手的并发症[1]。磷代谢

长期紊乱可诱发全身性矿物质失衡、骨改建异常及

血管钙化，不仅会增加心血管事件发生风险，更是

导致 CKD 患者死亡的独立预测因素[2-3]。因此，有效

控制高磷血症对改善 CKD 患者预后至关重要。

Klotho 蛋白主要表达于肾脏远端小管、甲状旁腺

及脑脉络丛，是磷稳态调节的核心分子[4]。动物实验

证实，肾小管特异性敲除 Klotho 可导致严重高磷血

症[5-6]。临床数据亦显示，CKD 患者血清 Klotho 水平

下降与磷代谢紊乱、继发性甲旁亢及血管钙化密切

相关[7]。机制上，Klotho 作为成纤维细胞生长因子受

体（fibroblast growth factor receptor, FGFR）的必需共受

体，可增强成纤维细胞生长因子 23（fibroblast growth 

factor 23, FGF23）的信号传导[8]。二者在肾小管上皮

细胞表面形成 FGF23-α-Klotho-FGFR 三元复合物，

进 而 抑 制 钠 - 磷 酸 盐 协 同 转 运 蛋 白（sodium-

phosphate cotransporter, NaPi）的功能，减少肾脏对磷

酸盐的重吸收[9]。值得注意的是，FGF23 或 Klotho 基

因缺失均可破坏机体全身磷酸盐的调节平衡，证实

了二者在维持矿物质代谢平衡中存在相互依存关

系[10]。磷酸盐稳态主要依赖于 NaPi-2b 介导的肠道

吸收与 NaPi-2a/2c 调控的肾脏重吸收，其中近端小管

承 担 了 绝 大 部 分 滤 过 磷 酸 盐 的 重 吸 收 任 务[11]。

FGF23/Klotho 轴通过下调 NaPi-2a/NaPi-2c 表达发挥

拮抗高磷血症的作用，为 CKD 相关矿物质代谢紊乱

的治疗提供了潜在靶点。

骨髓来源的间充质干细胞（bone marrow-derived 

mesenchymal stem cells, BMSCs）具备自我更新与多向

分化潜能，且具有来源易获取、体外增殖能力强、免

疫相容性良好等优势，已成为再生医学领域极具临

床应用前景的候选细胞[12]。本课题组前期研究证

实，BMSCs 干预后可显著降低局灶节段性肾小球硬

化（focal segmental glomerulosclerosis, FSGS）模型大鼠

的血清肌酐（serum creatinine, Scr）、蛋白尿及甘油三

酯水平，同时可通过调节白细胞介素-6（Interleukin-

6, IL-6）和肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor-α, 

TNF- α）的 表 达 减 轻 肾 脏 局 部 炎 症 反 应[13]。 尽 管

BMSCs 已被证实可通过抗纤维化及促再生机制改善

肾损伤[14-15]，但其是否能通过调控 FGF23/Klotho 轴改

善 CKD 相关高磷血症，目前尚不清楚。因此，本研

究 拟 通 过 5/6 肾 切 除 复 制 CKD 大 鼠 模 型 ，探 讨

BMSCs 对高磷血症的干预作用，并阐明其是否通过

调节 FGF23/Klotho 信号通路恢复磷稳态。

1  材料与方法 

1.1　实验动物　

本实验采用 SPF 级健康雄性 SD 大鼠。其中，4 周

龄大鼠用于提取原代 BMSCs；6 周龄（体重 180～220 g）

大鼠用于复制 CKD 模型。BMSCs 的提取培养及鉴定

参考文献[13]的方法。所有动物均购自浙江省医学科

学院实验动物中心[实验动物生产许可证号：SCXK

（浙）2020-0001，实验动物使用许可证号：SYXK（浙）

2016-0022]。本研究方案经浙江省医学科学院动物伦

理委员会批准（ZJCLA-IACUC-20070015），并严格遵

循动物福利伦理准则。采用两步法 5/6 肾切除术复制

CKD 模型[16]：首次手术结扎并切除左肾上下极（约占左

肾体积的 2/3），7 d 后行右肾全切术。术后 4 周根据

24h 尿蛋白定量将大鼠随机分为 3 组，每组 6 只：①对

照组：仅行开腹探查及肾脏包膜剥离，保留双肾完整；

②5/6 肾切除组：5/6 肾切除模型+尾静脉注射等量磷酸

盐缓冲液（phosphate buffered saline, PBS）；③BMSCs组：

5/6 肾切除模型+尾静脉注射 BMSCs。其中，BMSCs 组

每只大鼠经尾静脉注射 1×107 个 BMSCs，细胞悬液溶

于 500 μL PBS 中；每 4 周注射 1 次，共移植 2 次；对照组

与 5/6 肾切除组大鼠经尾静脉注射等量 PBS 作为对照。

1.2　主要试剂与细胞　

大鼠甲状旁腺激素（parathyroid hormone, PTH）、

FGF23 酶 联 免 疫 吸 附 试 验 （enzyme-linked 

immunosorbent assay, ELISA）试剂盒购自武汉华美生

物工程有限公司，FGF23 多克隆抗体（YT1699）购自

美国 Immuno Way 生物技术公司，Klotho 单克隆抗体

（A12028）购 自 武 汉 爱 博 泰 克 生 物 科 技 有 限 公 司 ，

RIPA 裂解液、BCA 蛋白定量试剂盒均购自碧云天生

物技术有限公司，鼠抗 GAPDH 单克隆抗体（60004-

1-Ig）购自武汉三鹰生物技术有限公司，红外荧光标

记的山羊抗兔/抗鼠 IgG 二抗（926-32214/926-68070）

购自美国利科尔生物科学公司 ，总 RNA 提取试剂

TRIzol™（9109）、PrimeScript™ RT 试 剂 盒（RR036A）、

SYBR® Green Master Mix（RR420A）均购自宝日医生

物 技 术（大 连）有 限 公 司 ，转 化 生 长 因 子 - β1
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（transforming growth factor- β1, TGF- β1）细 胞 因 子

（100-21C）购 自 美 国 派 普 泰 克 公 司 ，LipofectamineTM 

3000 转染试剂购自美国赛默飞公司，双荧光素酶报

告检测试剂（E1910）购自美国普洛麦格公司，硝酸

纤维素膜购自美国 Merck Millipore 公司。HEK293T

细胞购自中国科学院上海细胞库。

1.3　实验方法　

1.3.1 　 生化指标检测 　于模型复制第 12 周采集大

鼠腹主动脉血，分离血清。采用全自动生化分析仪

（Hitachi 7180，日本日立有限公司）检测肾功能及蛋

白尿（血清肌酐、尿素氮、24h 尿蛋白定量）、血清白

蛋白、矿物代谢指标（钙、磷），以及血脂谱（总胆固

醇、甘油三酯、低密度脂蛋白胆固醇和高密度脂蛋

白胆固醇）。

1.3.2 　 ELISA 试验 　采用 ELISA 法检测血清 PTH、

FGF23 水平。严格按照试剂盒（武汉华美生物工程

有 限 公 司 ）说 明 书 操 作 ，使 用 酶 标 仪（Thermo 

Scientific Varioskan LUX）在 450 nm 波长下测定吸光

度（OD 值），绘制标准曲线并计算样品浓度。

1.3.3 　 病理染色与超微结构观察 　模 型 复 制 后

12 周取大鼠肾组织。肾皮质组织经常规固定、石蜡

包埋。将石蜡组织切成 2～3 μm 厚的切片，参照文

献 [16] 的 方 法 进 行 苏 木 精 - 伊 红（HE）染 色 和 马 松

（Masson）三色染色。染色切片使用数字扫描仪（KF-

PRO-020-HI，宁波江峰生物科技有限公司）扫描成

像。取大小 1 mm×1 mm×1 mm 大鼠肾皮质样品，进

行 透 射 电 子 显 微 镜（transmission electron microscope, 

TEM）样品制备与分析。使用透射电子显微镜（JEM-

1400，日本电子株式会社）观察肾组织超微结构。

1.3.4 　 Western blotting 检测 Klotho、FGF23 蛋白表达 

　取大鼠肾皮质组织，加入含蛋白酶抑制剂及磷酸

酶抑制剂的 RIPA 裂解液，冰上充分研磨裂解，4 ℃

离心取上清，采用 BCA 蛋白定量试剂盒测定蛋白浓

度。调整蛋白浓度一致后，按比例加入 5×SDS 上样

缓冲液，混匀，沸水浴变性 10 min。取 80 μg 总蛋白

经 SDS-PAGE 电泳分离后，转移至硝酸纤维素膜上。

5% 脱脂牛奶室温封闭 2 h 后，分别加入一抗：兔抗

Klotho 多克隆抗体（1∶1 000 稀释）、兔抗 FGF23 多克

隆抗体（1∶1 000 稀释）及鼠抗 GAPDH 单克隆抗体

（1∶5 000 稀释），4 ℃孵育过夜。次日用 PBST 缓冲

液洗膜 3 次，每次 10 min，随后加入红外荧光标记的

山羊抗兔/抗鼠 IgG 二抗（1∶15 000 稀释），室温避光

孵育 90 min。再次洗膜后，使用 Odyssey CLx 成像系

统（美国利科尔生物科学公司）扫描显影，以 GAPDH

为内参，采用 Image J 软件分析条带灰度值，计算各

目标蛋白的相对表达量。

1.3.5 　 实时荧光定量聚合酶链反应（quantitative real-

time polymerase chain reaction, qRT-PCR） 检 测

FGF23、Klotho、FGFR1、FGFR4、NaPi-2a 及 NaPi-2c

表达 　采用 TRIzol 试剂从肾组织中提取总 RNA，随

后 使 用 PrimeScript ™ RT 试 剂 盒 合 成 cDNA。 采 用

SYBR® Green Master Mix 试 剂 盒 ，对 Klotho、FGF23、

FGFR1/4、NaPi-2a/2c 及内参基因 GAPDH 的 mRNA 表

达 进 行 定 量 分 析 。 qRT-PCR 反 应 体 系 ：SYBR® 

Green Master Mix 5 μL，正向引物（10 μmol/L）0.5 μL，

反向引物（10 μmol/L）0.5 μL，cDNA 模板 0.5 μL，无

酶水 3.5 μL；反应条件：95 ℃预变性 30 s，95 ℃变性

5 s，60 ℃ 退 火 30 s，共 40 个 循 环 ；溶 解 曲 线 阶 段 ，

95 ℃ 15 s，60 ℃ 1 min，95 ℃ 15 s。采用 2−ΔΔCt 法计

算目的基因的相对表达量，以 GAPDH 为内参基因。

所有实验重复 3 次。引物序列见表 1。

1.3.6 　 双荧光素酶报告基因实验 　为探讨 BMSCs

是否通过分泌 TGF-β1 调控 Klotho 基因转录，构建

GV238-klotho-p-Luc 荧光素酶报告质粒（含 Klotho 基

因启动子区域）。将 GV238-klotho-p-Luc 荧光素酶

报告质粒和 pRL-TK 海肾荧光素酶内参质粒按 50∶1

的质量比混合，使用 Lipofectamine™ 3000 转染试剂转

染 至 HEK293T 细 胞 中 。 转 染 6 h 后 ，更 换 培 养 基 。

实验分组：①GV238-Klotho-p-Luc+pRL-TK 组：仅转

表 1　qRT-PCR引物 

基因

Klotho

FGF23

FGFR1

FGFR4

NaPi-2a

NaPi-2c

GAPDH

引物序列（5′-3′）

正向：AACAACTTTCTTCTGCCCTATTTC

反向：TGAGCGGTCACTAAGCGAAT

正向：ATCAGAGGATGCTGGCTCCGTAG

反向：TAGCCGTTCTCTAGCGTCCACTG

正向：ACAGACAACACCAAACCAAAC

反向：TTAATGCTCCCATACTCGTTCTC

正向：CTAGACCTACCTCTCGATCCAC

反向：CGCATATTCCACAATCACATAC

正向：CCTCCTCGTCAAGATGCTCAACT

反向：AACACGGAACTGCTCTGGACAAC

正向：GTACTGCTGCCACTGGAGAATGC

反向：TGGTGTTGCTGGTAATGCTGCTG

正向：ACCACAGTCCATGCCATCAC

反向：TCCACCACCCTGTTGCTGTA

长度/bp

24

20

23

23

21

23

22

22

23

23

23

23

20

20
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染 质 粒 ，无 额 外 处 理 ；②TGF- β1 组 ：转 染 质 粒 后 ，

加 入 终 浓 度 为 1 ng/μL 的 重 组 TGF- β1 处 理 24 h；

③BMSCs 干预组：转染质粒后，加入终浓度为 1 ng/μL

的重组 TGF-β1 处理，同时采用 Transwell 非接触共

培养体系进行干预（BMSCs 接种于下室，密度为 5×

10⁴个/孔），共培养 24 h。采用商品化双荧光素酶报

告试剂盒检测系统依次检测萤火虫荧光素酶和海

肾荧光素酶活性。以海肾荧光素酶活性作为内参，

计算萤火虫/海肾的比值，代表 Klotho 启动子的相对

转录活性。所有实验独立重复 3 次。

1.3.7 　 Western blotting 检测 3 组细胞的 Klotho 蛋白

表达 　取 1.3.6 中 3 组处理后的细胞，采用 RIPA 裂解

液提取总蛋白，BCA 法定量后，采用 Western blotting

检测 Klotho 蛋白表达（方法同 1.3.4），以 GAPDH 为内

参进行标准化。

1.4　统计学方法　

数据分析采用 GraphPad Prism 9.0 统计软件。计

量资料以均数±标准差（x±s）表示，比较用方差分

析 ，两 两 比 较 用 最 小 显 著 性 差 异 t 检 验（LSD-t）。

P <0.05 为差异有统计学意义。

2  结果 

2.1　BMSCs改善5/6肾切除大鼠肾功能及蛋白尿

对照组、5/6 肾切除组和 BMSCs 组大鼠的 24 h 尿

蛋白、血肌酐、尿素氮和白蛋白水平比较，经方差分

析 ，差 异 均 有 统 计 学 意 义（P <0.05）。 与 对 照 组 比

较，5/6 肾切除组的 24 h 尿蛋白、血肌酐及尿素氮水

平升高（P <0.05），白蛋白水平降低（P <0.05）；与 5/6

肾切除组比较，BMSCs 组的 24 h 尿蛋白、血肌酐及尿

素 氮 水 平 降 低（P <0.05），白 蛋 白 水 平 升 高（P <

0.05）。见表 2。

2.2　BMSCs 改善 5/6 肾切除大鼠钙磷代谢及脂质

代谢紊乱　

对照组、5/6 肾切除组和 BMSCs 组的血清磷、总

胆固醇、甘油三酯、低密度脂蛋白胆固醇、高密度脂

蛋白胆固醇水平比较，经方差分析，差异均有统计学

意义（P <0.05）；对照组、5/6 肾切除组和 BMSCs 组的

血清钙比较，差异无统计学意义（P >0.05）。与对照

组比较，5/6 肾切除组的血清磷、总胆固醇、甘油三

酯、低密度脂蛋白胆固醇、高密度脂蛋白胆固醇水平

升高（P <0.05）；与 5/6 肾切除组比较，BMSCs 组的血

清磷、总胆固醇、甘油三酯、低密度脂蛋白胆固醇、高

密度脂蛋白胆固醇水平均降低（P <0.05）。见表 3。

2.3　BMSCs下调血清FGF23与PTH水平　

对 照 组 、5/6 肾 切 除 组 和 BMSCs 组 的 血 清

FGF23、PTH 水平比较，经方差分析，差异均有统计

学意义（P <0.05）。与对照组比较，5/6 肾切除组的血

表 2　各组大鼠肾功能及蛋白尿指标比较 （n =6， x±s）

组别

对照组

5/6 肾切除组

BMSCs 组

F 值

P 值

24 h 尿蛋白/（g/24 h）

9.85±1.67

55.05±43.68①

18.87±1.88②

5.336

0.020

血肌酐/（μmol/L）

24.85±3.57

59.28±7.45①

49.03±8.35②

40.790

0.000

尿素氮/（mmol/L）

5.93±0.81

10.25±2.04①

6.93±2.6②

7.940

0.004

白蛋白/（g/L）

28.55±0.39

25.48±0.4①

27.77±0.94②

38.230

0.000

注 ： ①与对照组比较，P <0.05；②与5/6肾切除组比较，P <0.05。

表 3　各组大鼠钙磷代谢及脂质代谢指标比较 （n =6， mmol/L， x±s）

组别

对照组

5/6 肾切除组

BMSCs 组

F 值

P 值

血清磷

2.24±0.1

3.06±0.24①

2.42±0.55②

9.047

0.003

血清钙

2.48±0.14

2.44±0.04

2.51±0.03

0.817

0.460

总胆固醇

1.28±0.11

2.34±0.15①

1.7±0.41②

25.090

0.000

甘油三酯

0.54±0.02

0.87±0.14①

0.57±0.16②

12.580

0.001

低密度脂蛋白胆固醇

0.31±0.1

1.66±0.07①

0.45±0.08②

496.200

0.001

高密度脂蛋白胆固醇

0.81±0.1

1.38±0.09①

1.03±0.23②

20.950

0.001

注 ： ①与对照组比较，P <0.05；②与5/6肾切除组比较，P <0.05。
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清 FGF23、PTH 水平升高（P <0.05）；与 5/6 肾切除组

比 较 ，BMSCs 组 的 血 清 FGF23、PTH 水 平 降 低（P <

0.05）。见表 4。

2.4　BMSCs减轻肾组织病理损伤　

光镜显示，与对照组比较，5/6 肾切除组肾小球

体积增大，系膜细胞弥漫性增生伴基质增多，肾小

球硬化、呈现局灶节段性分布，肾间质纤维化明显；

经 BMSCs 干预后，上述肾小球病变明显减轻，Masson

染色显示的蓝色胶原沉积面积显著减少，提示肾间

质纤维化程度得到逆转。电镜显示，5/6 肾切除组足

细 胞 足 突 呈 现 广 泛 性 融 合 、消 失 ，基 底 膜 增 厚 。

BMSCs 治疗后，足细胞超微结构得到显著修复，足突

融合程度明显改善，裂孔隔膜结构趋于清晰。以上

结果表明，BMSCs 不仅能改善肾功能，还能从形态学

上修复受损的肾小球及肾小管间质结构。见图 1。

2.5　BMSCs 调控 FGF23/Klotho 信号轴及相关磷

转运蛋白　

对 照 组 、5/6 肾 切 除 组 和 BMSCs 组 的 FGF23、

Klotho 蛋白相对表达量比较，经方差分析，差异均有

统计学意义（P <0.05）；与对照组比较，5/6 肾切除组的

FGF23 蛋白相对表达量升高（P <0.05），Klotho 蛋白相

表 4　各组大鼠血清FGF23与PTH水平比较 

（n =6， pg/mL， x±s）

组别

对照组

5/6 肾切除组

BMSCs 组

F 值

P 值

FGF23

1 175.79±291.74

1 914.88±437.74①

597.55±226.07②

23.940

0.000

PTH

396.62±50.59

688.98±231.4①

477.47±60.28②

6.867

0.008

注 ： ①与对照组比较，P <0.05；②与 5/6 肾切除组比较，P <
0.05。

                                              对照组                                                    5/6肾切除组                                                  BMSCs组                        
HE染色（标尺50 μm）

                                              对照组                                                    5/6肾切除组                                                  BMSCs组                        
Masson染色（标尺50 μm）

                                             对照组                                                    5/6肾切除组                                                   BMSCs组                         
透射电镜染色（标尺2 μm）

图1　各组大鼠病理染色结果　
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对表达量降低（P <0.05）；与 5/6 肾切除组比较，BMSCs

组的 FGF23 蛋白相对表达量降低（P <0.05），Klotho

蛋白相对表达量升高（P <0.05）。见图 2 和表 5。

对 照 组 、5/6 肾 切 除 组 和 BMSCs 组 的 FGF23、

Klotho、FGFR1、FGFR4、NaPi-2a 及 NaPi-2c mRNA 相

对表达量比较，经方差分析，差异均有统计学意义

（P < 0.05）；与对照组比较，5/6 肾切除组的 FGF23、

FGFR1、FGFR4、NaPi-2a 及 NaPi-2c mRNA 相对表达

量 升 高（P <0.05），Klotho mRNA 相 对 表 达 量 降 低

（P <0.05）；与 5/6 肾切除组比较，BMSCs 组的 FGF23、

FGFR1、FGFR4、NaPi-2a 及 NaPi-2c mRNA 相对表达

量 降 低（P <0.05），Klotho mRNA 相 对 表 达 量 升 高

（P <0.05）。见表 6。

2.6　BMSCs 通过增强 Klotho 启动子活性上调其

表达　

如表 7 所示，GV238-Klotho-p-Luc+pRL-TK 组、

TGF-β1 组、BMSCs 干预组细胞 Klotho 启动子相对转

录活性及 Klotho 蛋白相对表达量比较，经方差分析，

差异均有统计学意义（P <0.05）；与 GV238-Klotho-p-

Luc+pRL-TK 组比较，TGF-β1 组的细胞 Klotho 启动

子相对转录活性及 Klotho 蛋白相对表达量降低（P <

0.05）；与 TGF-β1 组比较，BMSCs 干预组的 Klotho 启

动子相对转录活性及 Klotho 蛋白相对表达量升高

（P <0.05）。见图 3。

      对照组          5/6肾切除组         BMSCs组    
FGF23

Klotho

GAPDH

23 kD

120 kD

37 kD

图2　各组大鼠肾组织中FGF23及Klotho蛋白表达

表 5　各组大鼠FGF23、Klotho蛋白相对表达量比较 

（n =6，x±s）

组别

对照组

5/6 肾切除组

BMSCs 组

F 值

P 值

FGF23 蛋白

0.12±0.02

0.33±0.07①

0.16±0.03②

34.150

0.000

Klotho 蛋白

0.54±0.03

0.26±0.02①

0.56±0.07②

48.280

0.000

注 ： ①与对照组比较，P <0.05；②与 5/6 肾切除组比较，P <
0.05。

表 6　各组大鼠肾组织FGF23、Klotho、FGFR1、FGFR4、NaPi-2a、NaPi-2c mRNA相对表达量比较 （n =6， x±s）

组别

对照组

5/6 肾切除组

BMSCs 组

F 值

P 值

FGF23

1.09±0.22

2.24±0.85①

0.72±0.22②

13.720

0.000

Klotho

1.09±0.17

0.48±0.2①

0.91±0.19②

17.590

0.000

FGFR1

0.88±0.19

1.85±0.73①

0.6±0.17②

12.900

0.000

FGFR4

1.11±0.43

2.05±0.68①

0.65±0.21②

13.150

0.000

NaPi-2a

1.07±0.31

1.9±0.47①

0.97±0.32②

11.250

0.001

NaPi-2c

1±0.27

2.59±1.08①

0.9±0.33②

12.020

0.001

注 ： ①与对照组比较，P <0.05；②与5/6肾切除组比较，P <0.05。

表 7　各组细胞荧光素酶活性和Klotho蛋白相对表达量

比较 （x±s）

组别

GV238-Klotho-p-Luc+pRL-TK 组

TGF-β1 组

BMSCs 干预组

F 值

P 值

启动子相对

转录活性

1.87±0.07

1.31±0.11①

1.83±0.15②

26.690

0.000

Klotho 蛋白

0.54±0.03

0.26±0.02①

0.56±0.07②

73.330

0.000

注 ： ① 与 GV238-Klotho-p-Luc+pRL-TK 组比较 ，P <0.05；
②TGF-β1组比较，P <0.05。

Klotho-p-luc

pRT-TK

TGF-β1

BMSCs

Klotho

GAPDH

120 kD

36 kD

图3　各组细胞中Klotho蛋白表达
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3  讨论 

高磷血症是慢性肾脏病进展过程中最常见的

并发症之一，也是加速 CKD 病程、诱发多系统损害

并恶化患者预后的关键因素[17]。Klotho/FGF23 轴是

钙磷代谢调控的关键通路，生理状态下，FGF23 与

FGFR1-Klotho 受体复合物结合，协同 1，25-二羟维

生素 D3、甲状旁腺激素构成内分泌调控网络，通过

抑 制 肾 磷 重 吸 收 、调 控 维 生 素 D 代 谢 维 持 机 体 矿

物质稳态[8 ，18]。但在晚期 CKD 阶段，FGF23 水平呈

指数级升高却丧失了代谢调控效能 ，这一“FGF23

抵抗”现象，与 Klotho 的表达缺失密切相关。Klotho

作为 FGF23 信号传导的必需共受体，其减少直接导

致通路功能失活[19]。

本研究成功复制 5/6 肾切除大鼠模型，模型大

鼠呈现血清磷、FGF23 升高及肾组织 Klotho 表达下

调 的 特 征 性 改 变 ，该 趋 势 与 临 床 CKD 患 者 的 代 谢

紊乱规律高度契合，且 Klotho 的下调与功能性肾单

位 的 进 行 性 丢 失 直 接 相 关[20]。 多 项 研 究 已 证 实

BMSCs 在 肾 损 伤 中 的 保 护 作 用 ，包 括 减 轻 CCl4 诱

导的肾毒性[21]、通过 SIRT1/FOXO1 通路改善糖尿病

肾病[22]，以及缓解顺铂诱导的急慢性肾损伤[23]。本

团队前期研究亦发现，BMSCs 及其来源的外泌体可

通过上调 Klotho 延缓局灶节段性肾小球硬化大鼠

的肾损伤进展[13 ，16]。在此基础上，本研究进一步证

实，BMSCs 干预可显著改善肾功能，减轻肾组织纤

维 化 及 足 细 胞 损 伤 ，并 有 效 纠 正 高 磷 血 症 、高

FGF23 及继发性甲旁亢。

分 子 机 制 研 究 表 明 ，BMSCs 通 过 恢 复 肾 脏

Klotho 表 达 ，逆 转 FGF23 的 代 偿 性 过 度 升 高 ，并 下

调 NaPi-2a/2c 转运蛋白，从而减少磷的重吸收。本

研究体外双荧光素酶报告实验揭示，BMSCs 能够通

过 旁 分 泌 途 径 间 接 增 强 Klotho 启 动 子 活 性 ，拮 抗

TGF- β1 介 导 的 转 录 抑 制 。 这 提 示 BMSCs 可 能 通

过 分 泌 特 定 的 抗 炎 因 子 或 外 泌 体 miRNA，解 除

CKD 微 环 境 中 Klotho 的 抑 制 ，重 建 FGF23/Klotho 轴

的调控功能。

本研究发现，5/6 肾切除大鼠呈现血清总胆固

醇、甘油三酯及低密度脂蛋白胆固醇升高，伴高密度

脂蛋白胆固醇水平异常增高的脂质代谢紊乱特征。

值得注意的是，此高密度脂蛋白胆固醇升高并非保

护性改变，而是 CKD 病理状态下的代偿性及功能失

调性表现[24]：慢性炎症应激诱导肝脏 ApoA-I 合成增

加以促进胆固醇逆向转运，同时肾功能不全会导致

高密度脂蛋白颗粒清除障碍，最终表现为血清高密

度脂蛋白胆固醇水平升高，但其抗氧化、抗炎等血管

保护功能已实质受损[25-26]。BMSCs 干预可显著降低

上述各项血脂指标，使高密度脂蛋白胆固醇水平回

落，提示其通过旁分泌抗炎因子、减轻全身炎症反

应、调控肝脏脂代谢基因表达等多种途径[13，16，27-28]，

有效纠正了 CKD 相关的脂质代谢紊乱及高密度脂蛋

白功能障碍。

Klotho 作 为 经 典 的 抗 衰 老 蛋 白 与 肾 脏 保 护 因

子，其表达自 CKD 早期即开始下调，且下调程度与疾

病分期及进展密切相关[29-30]。近年来的研究证实，

通过间充质干细胞干预提升 Klotho 表达，是 CKD 治

疗的潜在有效策略[31-32]。本研究的发现进一步丰富

了该领域的证据体系，初步揭示了 BMSCs 通过上调

Klotho 表达调控 FGF23-Klotho 轴的作用路径。然而

本研究仍存在一定局限性：其一，未采用示踪技术明

确 BMSCs 在大鼠体内的定植部位与分布特征，无法

进一步阐明其发挥作用的靶器官特异性；其二，缺乏

Klotho 基因敲除大鼠模型，未能直接验证 BMSCs 的

肾脏保护效应与 Klotho 表达之间的因果关系，尚未

阐明 BMSCs 调控 Klotho 表达的具体分子靶点与信号

通路，相关精准分子机制仍需后续研究深入探索。

综 上 所 述 ，本 研 究 揭 示 了 BMSCs 通 过 上 调

Klotho 重建 FGF23/Klotho 轴，从而改善 CKD 磷代谢紊

乱及脂质代谢异常的新机制。这为理解 CKD-MBD

的发病机制提供了新视角，也为基于 BMSCs 的 CKD

靶向治疗策略开发提供了实验依据。
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