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血管内皮生长因子!2134"是调节血管发生
的基本生长因子#在肾脏中含量丰富%已有研究表
明 567#血管内皮细胞的生长增殖和迁移#随着增龄
而发生变化% 肾组织内 2134 随着增龄的变化影

响其血管生成% 我们采用免疫组化方法观察肾小
球 2134 及其受体 2134/ 表达的变化# 并应用
/8$9,/ 检测肾脏组织内 2134 :/;+ 转录水平#
探讨 2134 与肾脏的关系%

血管内皮生长因子及受体在大鼠衰老肾脏的表达
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摘 要!&目的’ 研究血管内皮生长因子!2134"及其受体!2134/"在大鼠衰老肾脏的表达及探讨它们
在肾脏衰老中的作用% &方法’ 取 > 月龄(%? 月龄大鼠作为对照组#?$ 月龄大鼠作为观察组各 ’ 只#提取其肾
脏组织的 /;+#应用逆转录聚合酶链反应技术!/8$9,/"检测肾脏组织内 2134 :/;+ 转录水平#以及应用免
疫组化技术检测肾小球 2134 和 2134/ 蛋白的表达) 应用酶联免疫法检测肾组织培养液的 2134 总含量%
&结果’ >(%?(?$ 月龄的大鼠 2134 总的含量@ABCD分别为 6?’E#&AFGEG&#&=E%$A$&E%"#"&EG%A’%E%"#! H (E($I%
F(%G(G$ 月龄的大鼠 2134 :/;+ 表达量@ABCJ分别是 (EIG%A(E%FG#(E"%FA(E%$F#(E’"IA(E%G’#! H (E(&G% G$ 月
龄组 2134 :/;+ 和 2134 总含量较 F(%G 月龄两组减少 !!K (E(;")G$ 月龄大鼠肾小球 2134 和 2134/$G
的表达较 F(%G 月龄两组减弱% &结论’ 证实了随着增龄大鼠肾组织 2134 :/;+ 转录水平和 2134 含量减
少#肾小球 2134$2134/ 的表达量也随着增龄而减少% 肾小球 2134$2134/ 系统在肾脏衰老过程中起到重
要的作用%
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! 材料与方法

!"! 实验分组
选取 # 月龄 !儿童组"#!$ 月龄 !壮年组"#$%

月龄!老年组"&’ 大鼠!由广西医科大学动物中心
提供"各 ( 只$ 常规消毒麻醉后%取一侧肾脏 ) 冲
洗%!" # $ % 甲醛$ 固定%常规组织脱水&透明浸蜡&
包埋%石蜡切片行 *+& 染色$另一侧分割成细小碎
片,$- &冰冻保存$
!"$ 免疫组化染色
兔 ./01 多克隆抗体&兔 ./012’! 多克隆抗

体& 小鼠 ./012’$ 单克隆抗体由美国 &3453 6789
公司提供$ 免疫组化试剂盒购自北京生物技术有
限公司$ % !: 石蜡切片脱蜡入水%(" )% $ % 过氧
化氢孵育 !; :<4%抗原修复!./01 抗原采用微波
修复 &./012’! 和 ./012’$ 采用胰酶修复 "%正
常山羊血清封闭$ 加入稀释一抗!兔 ./01 多克隆
抗体 !*;- 稀释&兔 ./012’! 多克隆抗体 !*!-- 稀
释& 小鼠 ./012’$ 单克隆抗体 !*;- 稀释"%%&过
夜$ 加入生物素标记的二抗%室温下孵育 $- :<4$
加 入 链 酶 卵 白 素 标 记 的 =2* >?@7AB73C<A?
DB7@E<C3ABF室温下孵育 $- :<4$ ’+G 染色 ; :<4%
苏木素衬染%脱水%透明封片$ 每组染色均设不加
一抗的对照$ 显微镜下胞浆呈棕黄色颗粒状者为
阳性 % 利用 0’&H--- 凝胶图象分析系统计算
./01I./012 阳性着色细胞吸光度$
!"# 肾组织培养和 !"#$含量测定
按 #&!$&$% 月龄分为 # 组% 每组取肾组织 !

J%剪碎后尽量洗去血细胞%用 *G& 冲洗 # 遍$将肾
组织放置含有 $-K小牛血清的 ’L/LI1’!$ !!*!"
培养液培养%$% ? 换液 ! 次%连续培养 # C%取上清
液进行检测$ 采用酶联免疫法测定各组大鼠的
./01 的含量%试剂由美国 2M’ 公司提供$
!"% %&!’(%检测肾内 !)*+ ,%-.转录水平
按试剂盒说明书严格操作 !试剂盒由 N<OB

PBQ?4@R@JS 公司提供"$ 提取各组肾组织总 2T+%
分别取 !- !J 总 2T+$ 按试剂盒说明书逆转录合
成 Q’T+%*62 扩增 ./01 的基因片段$ *62 总反
应体系 #- !N%含 !!N Q’T+ 模板%!-+G8OOB7 反应
缓冲液 # !N%$"; ::@RIN CTP* !"; !N) $; ::@RIN
LJ6R$ $"; !N)!"# ’T+ 聚合酶 ; U%上游及下游引
物各 !-- D:@R%加去离子水补齐 #- !N$ V%&变性
#- A%(!& #- A%W$& #- A%#- 循环%W$& W :<4 结
束 反 应 $ 其 中 % 上 游 引 物 ’;, ’P6600+P0
006+60+0P+’#, ) 下 游 引 物 ’;, ’P00600+0

+00006+6+P’#, $ 以 人 磷 酸 甘 油 醛 脱 氢 酶
!0+*’="为内参照!扩增产物 #$; XD"%采用四星
凝胶成像分析系统测定各基因条带的吸光度%计
算 ./01I 0+*’= 比值$
!"; 统计学处理
采用 -./0 软件% 所有数据均以 $!% 表示%组

间分析采用单因素方差分析$

$ 结 果

$"! 免疫组化结果
在 *+& 染色切片上观察 # 月%!$ 月%$% 月龄

大鼠肾脏 ./01 和 ./012’$ 的表达%见图 !$

121 %&!’/%结果
2P’*62 检测 # 月 &!$ 月 &$% 月龄大鼠的

./01 :2T+ 转 录 水 平 分 别 为 "2314 5"24(1%
"264( 5"24!(%"2763 5"2417%" 862!!((%# 8"2"41%$%
月龄的 ./01 :2T+ 表达量较 #&!$ 月龄大鼠减
少!&Y -"-!"%见图 $$
12( 各组肾组织培养液 !0*$总含量的测定
采用酶联免疫法测定各组肾组织培养液

./01 总的含量和 ./01 :2T+ 表达量% 并作比
较%$% 月龄的 ./01 含量较 #&!$ 月龄的大鼠减

图 1 2!13!34 月龄大鼠肾脏 !0#+ 和 !0#+%!3 的
表达

+567 1 089:;<<5=> =? !)#+ @>A !)#+%!3 5> B!C 13!C
@>A 34!,=>DE :@D<
+9:’ ./01 BED7BAA<@4 <4 7B43R 5<AA8B @O $%’%41’% (’
:@;5? 735( <9=’ ./012’$ BED7BAA<@4 <4 7B43R 5<AA8B @O
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少!!! "#"$"#其中#%$$&$&’ 月龄的大鼠总的含量
分别为 $&(#’),%&#&)#)*#$’,’)#$+#+)#&$,($#$+#
",(-*.’/#!01-1’.%

% 讨 论

-./0 在肾脏中含量丰富%有报道 -./0 与肾
脏的生理$病理作用有密切相关 1$2% 在胚胎肾和成
年肾应用免疫组化检测肾小球存在 -./0 3456%
研究表明 -./0 减少参与了随增龄出现的肾脏血
管生成的异常1&2%我们的研究显示&在 &’ 月龄大鼠
肾组织 -./0 的总含量较 %$$& 月龄减少 !!!
"#"("#这些结果说明随增龄肾脏出现血管生成障
碍# 在老年大鼠肾脏中微血管内皮细胞适应性生
存能力减退1&2%

-./0 主要有两种特异性的高亲合力受体#即
-./042$ 和 -./042&% -./04 在肾脏中主要分
布于肾小球毛细血管内皮细胞及管周毛细血管网

的内皮细胞% 一些学者报道 1%2在肾脏的 -./042$
很微弱或几乎没有表达 # 而 -./042& 介导了
-./0 全部的生物学效应% 我们发现类似变化#且
-./042& 在 % 月龄大鼠的肾小球表达为最强 %
-./0 对体外培养的血管内皮细胞上的 -./0 受
体有上调作用 1%2#可认为肾小球分泌的 -./0 以旁
分泌的方式作用于肾小球毛细血管内皮细胞上的

-./04# 发挥其增强血管壁通透性的效能# 使得
-./042& 表达上调% 相应地#-./0 在 % 月龄大鼠
的肾小球表达为最强#$& 月龄次之#&’ 月龄为最
弱% 有研究表明 1’2#肾小球及肾小管周毛细血管内
皮细胞有 -./0 3456 的表达# 肾小管周毛细血

管内皮细胞存在 -./0 受体# 促使肾小管上皮细
胞增殖#提高他们的抗凋亡能力#使得 -./0 具有
抗衰老作用%我们 472894 结果表明#&’ 月龄大鼠
肾组织有 -./0 3456 的表达#且与 %$$& 月龄比
较有显著性的减少!!! "#"$"% 这提示在大鼠肾组
织的 -./0 3456 随增龄而减少% 可理解为肾组
织上皮细胞增殖和抗凋亡能力减弱# 肾周围的血
管减少#使肾的氧供减少#导致肾组织的萎缩和肾
脏衰老%

-./0 能扩张肾周围的血管# 增加血流量#
减轻肾脏的硬化 1*2% -./0 在肾脏不同时期$ 不
同阶段可能起不同的作用# 且 -./0 效应具有多
方面# 目前认识尚不一致 1(2+2% 我们的研究认为#
衰老大鼠肾组织内 -./0 3456 的表达量减少与
-./0 的含量减少有关# 而 -./0 在衰老大鼠肾
组织内表达的差异提示 -./0 与受体结合后# 通
过不同的生理机制在不同肾脏阶段发挥不同的生

物学效应%
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