
作者简介：李志兰，女，主管技师，主要从事检验医学和肾脏疾病的实验研究。

·论　　著·

血管内皮生长因子在肾间质纤维化大鼠中的表达
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　　摘　要：目的　分析血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）表达在早期肾纤维化形成过程中的作用。方法　４５只雄性ＳＤ大鼠右肾切

除术后，随机分为模型组（３０只）和对照组（１５只）。模型组给予腹腔注射牛血清清蛋白，对照组注射生理盐水。分别于第１、５、９

周末常规方法测定肾功能、２４ｈ尿蛋白（Ｐｒ）、ＶＥＧＦ水平，肾脏组织常规病理检测。分析ＶＥＧＦ、Ｐｒ、肾小管间质病理（ＴＩＬ）积分的

相关性。结果　模型组２４ｈ尿蛋白、肾功能和ＴＩＬ与对照组比较差异均有统计学意义（犘＜０．０５），且出现早期肾间质纤维化的病

理特征。第１、５、９周末模型组大鼠ＶＥＧＦ与２４ｈＰｒ水平均呈正相关（犘＜０．０５）。结论　血浆ＶＥＧＦ的表达与２４ｈＰｒ水平变化

趋势一致，ＶＥＧＦ可能在蛋白尿的发生机制中起重要作用。
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　　在正常生理情况下，肾小球滤过膜具有机械屏障及电荷屏

障作用。当这些屏障作用，特别是电荷屏障受损时，带负电荷

的血浆蛋白滤过率将增加，原尿中蛋白水平增加。当原尿中蛋

白远超出近端肾小管重吸收能力时，形成大量蛋白尿。在此基

础上，如存在大量输注血浆蛋白等增加高灌注的因素均可加重

蛋白尿。而持续大量蛋白尿又可引起肾实质细胞不可逆损伤，

使其被纤维组织侵袭替代，最终导致肾小球硬化和肾间质纤维

化［１］。本研究以蛋白超负荷肾病大鼠为实验模型，观察血管内

皮生长因子（ＶＥＧＦ）的水平与２４ｈ尿蛋白（Ｐｒ）和肾间质纤维

化的关系。现将研究结果报道如下。

１　材料与方法

１．１　动物模型　健康ＳＤ大鼠４５只，雄性，清洁级，体质量

２００～２２０ｇ，由上海中医药大学实验动物中心提供。适应性喂

养１周实施右肾切除术。术后１周分为对照组１５只，模型组

３０只。第１～５天，模型组给予腹腔注射生理盐水配置的０．３３

ｇ／ｍＬ牛血清清蛋白溶液，每天注射剂量分别为１．００、１．５７５、

２．１５０、２．７２５、３．３０ｍＬ；对照组第１～５天腹腔注射模型组等

量生理盐水。模型组从第２周开始，根据大鼠体质量注射牛血

清清蛋白溶液１５．１５ｍＬ／（ｋｇ·ｄ）
［２］，每周连续注射５ｄ，持续

９周；对照组从第２周开始，根据大鼠体质量给予腹腔注射模

型组等量的生理盐水。

１．２　仪器与试剂　牛血清清蛋白粉末由美国Ｐｒｏｌｉａｎｔ公司提

供；大鼠 ＶＥＧＦ水平采用酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）试剂盒

进行检测，ＥＬＩＳＡ试剂盒由上海酶联生物科技有限公司提供。

日本 Ｈｉｔａｃｈｉ７６０００２０型全自动生化分析仪；ＨＭＩＡＳ２０００高

清晰彩色医学图文分析系统由重庆天海公司提供；ＳｔａｔＦａｘ

２１００型酶标仪由美国ＡＷＡＲＥＮＥＳＳ公司提供。

１．３　２４ｈＰｒ定量　分别于第１、５、９周末将大鼠放入代谢笼

中收集２４ｈ尿液，记录２４ｈ尿量并进行Ｐｒ定量。

１．４　血液生化指标检测　第１、５、９周末均随机取对照组５

只、模型组１０只采取静脉血进行血尿素氮（ＢＵＮ）、肌酐（Ｃｒ）、

ＶＥＧＦ等３项生化指标的检测，采血后２ｈ内完成检测，所有

操作均严格按照试剂和仪器说明书执行。采用配制浓度为

５００．０、２５０．０、１２５．０、６２．５、３１．３、１５．６ｐｇ／ｍＬ的 ＶＥＧＦ标准

品，与待测血浆标本经常规酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）进行检

测，用酶标仪在４５０ｎｍ测定光密度（ＯＤ）值。

１．５　肾组织光镜检查　第１、５、９周末随机取的对照组５只、

模型组１０只大鼠进行静脉采血后，均处死，取肾皮质组织。肾

皮质用１０％甲醛浸泡１２ｈ进行固定，石蜡切片，六胺银马松

（ＰＡＳＭＭａｓｓｏｎ）染色。采用 ＨＭＩＡＳ２０００系统进行检测。肾

间质病理参数半定量（ＴＩＬ）积分根据肾小管萎缩、管形和肥大

情况，肾间质纤维化和炎症的严重程度评为０～４分：无病变，０
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分；病变区域小于２５％，１分；病变区域为２５％～＜５０％，２分；

病变区域为５０％～＜７５％，３分；病变区域大于或等于７５％，

４分。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０软件进行数据处理及统计

学分析，计量资料均以狓±狊表示。组间比较采用单因素方差

分析，方差不齐时改用近似狋检验。采用Ｐｅａｒｓｏｎ相关进行相

关分析。犘＜０．０５为比较差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　２组大鼠２４ｈＰｒ定量比较　第１、５、９周末，模型组大鼠

２４ｈＰｒ均明显高于对照组，比较差异有统计学意义（犘＜

０．０５）。第５周上升至最高值，随后有所下降，但到第９周末模

型组Ｐｒ仍明显高于对照组，比较差异有统计学意义（犘＜

０．０５）。见表１。

２．２　２组大鼠３项生化指标水平的比较　模型组 ＢＵＮ、

ＶＥＧＦ水平在第１、５、９周末均明显高于对照组，比较差异均有

统计学意义（犘＜０．０５）。ＢＵＮ、ＶＥＧＦ在第１周末出现有意义

的上升，在第５周末达到最高峰，并持续到第９周末。Ｃｒ水平

在第５、９周末均明显低于对照组，比较差异均有统计学意义

（犘＜０．０５）。Ｃｒ在第１周末下降不明显，第５周末出现明显的

降低，随后虽然有所回升，但仍低于对照组。见表２。

表１　　２组大鼠２４ｈＰｒ定量比较（狓±狊，ｍｇ／２４ｈ）

分组 第１周末 第５周末 第９周末

对照组 ３．４３±１．１１ ８．４５±４．００ １４．０８±３．８６

模型组 ２０．６０±９．２２ １５８．２９±３６．２４ １０４．８７±８７．２７

犉／狋′ 犉＝５０．８２８ 狋′＝－１８．６８５ 狋′＝－２．７４９

犘 ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５

表２　　２组大鼠３项生化指标水平的比较（狓±狊）

分组 狀
ＢＵＮ（ｍｍｏｌ／Ｌ）

第１周末 第５周末 第９周末

Ｃｒ（ｍＬ／ｍｉｎ）

第１周末 第５周末 第９周末

ＶＥＧＦ（ｐｇ／ｍＬ）

第１周末 第５周末 第９周末

对照组 ５ ６．０３±１．１４ ９．９９±３．２３ ９．７７±３．０７ ０．６６±０．１０ ０．６８±０．１９ ０．７２±０．１２ １９．８７±２２．７ ２５．００±２０．６６ １７．４０±９．７２

模型组 １０ １１．６６±１．２７ １７．３７±３．７７ １３．５８±２．５１ ０．５９±０．６５ ０．２２±０．１７ ０．３４±０．１６ ５７．８１±２３．８１８７．７０±４９．８ ９２．３０±１８．４４

犉 － ６８．６７４ １４．３１２ ５．５５７ ３．６７８ ２０．８２１ １７．２２１９ ８．７０９ ４９．５９９ ６７．６５０

犘 － ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＞０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５

　　－：无数据。

２．３　２组大鼠肾脏组织病理检测比较　对照组肾小球和肾间

质均正常，见图１Ａ。模型组第１周末肾小球系膜细胞和基质

轻度弥漫增生，肾小球毛细血管壁轻度增厚，毛细管腔开放较

好，少量肾小管呈混浊肿胀、颗粒变性及空泡变性，肾间质无明

显病变，见图１Ｂ。模型组第５周末系膜细胞和基质异常增生，

系膜区有少量嗜复红免疫蛋白沉积，毛细血管袢因受压而皱缩

于肾小球血管极一侧，肾间质炎性细胞浸润及少量纤维化。见

图１Ｃ。第９周末系膜弥漫增生基础上呈团块聚集，毛细血管

袢纤维素样坏死及微血栓形成，少数肾小球硬化呈局灶性及节

段性分布，并可见节段袢与邻近的囊壁粘连，炎性细胞聚集在

节段硬化处，可见纤维细胞性新月体，系膜区可见明显嗜复红

免疫蛋白沉积，肾小管内可见蛋白管型，多灶状萎缩，肾间质呈

灶状纤维化。见图１Ｄ。

　　Ａ：对照组肾组织光镜改变；Ｂ：模型组第１周肾组织光镜改变；Ｃ：模型组第５周肾组织光镜改变；Ｄ：模型组第９周肾组织光镜改变。

图１　　大鼠肾脏组织光镜改变（ＰＡＳＭＭａｓｓｏｎ染色，×１００）

表３　　２组大鼠ＴＩＬ积分比较（狓±狊）

分组 狀 ＴＩＬ积分

对照组 １５ ０．７５±０．２８

模型组 第１周末 １０ １．８６±０．７１△

第５周末 １０ ２．３７±０．８５

第９周末 １０ ３．１４±１．０１

　　：犘＜０．０５，与对照组比较；△：犘＜０．０５，与第９周末比较。

　　病理半定量分析显示，模型组第１、５、９周末ＴＩＬ积分均

明显高于对照组，比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）。第１周

末模型组ＴＩＬ积分均明显低于第９周末，比较差异有统计学

意义（犘＜０．０５）。而模型组第５周末ＴＩＬ积分与第９周末比

较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。见表３。

２．４　ＶＥＧＦ与２４ｈＰｒ、ＴＩＬ积分的相关分析　第１、５、９周末

牛血清清蛋白大鼠血浆 ＶＥＧＦ与２４ｈＰｒ水平均呈显著正相

关 （狉分别为０．９０６、０．８９７、０．６３５，犘＜０．０５）。第５、９周末

ＶＥＧＦ水平与 ＴＩＬ积分呈显著负相关（狉分别为－０．７７１、

－０．９０６，犘＜０．０５）；第１周末 ＶＥＧＦ水平与ＴＩＬ积分无显著

相关（犘＞０．０５）。

３　讨　　论

蛋白尿不仅是肾小球损伤严重程度的重要指标，而且持续
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较高的蛋白尿，是终末期肾脏疾病（ＥＳＲＤ）的独立危险因素
［３］。

肾小球疾病时，Ｐｒ定量及持续时间与肾间质病变程度与肾功

能恶化程度密切相关［４］。本研究成功复制了蛋白尿肾损伤大

鼠模型，肾功能明显降低，出现早期肾小球硬化和肾间质纤维

化的病理特征。

ＶＥＧＦ最早于１９８９年由Ｆｅｒｒａｒａ等从中垂体滤泡细胞培

养液中分离，是一种特异性促血管内皮细胞有丝分裂因子。后

来人们逐渐在鼠和人肾上腺等多种细胞培养液中纯化出

ＶＥＧＦ蛋白，相对分子质量为（４０～５０）×１０３，是目前最强的血

管通透剂，数纳克即有生物活性，其血管通透作用是组胺的５

万倍，且增强血管通透性的作用不被抗组胺或其他一些炎症抑

制因子所阻断［５６］。受 ＶＥＧＦ刺激后毛细血管超微结构改变

存活数目明显降低，有利于大分子物质通过［７］。Ｈｏｒｉｔａ等
［８］

用牛血清清蛋白诱发的蛋白过负荷性肾炎模型中，肾组织中

ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达明显高于正常对照组人群，并与Ｐｒ呈正相

关。有研究发现，在轻至中度肾损伤的ＩｇＡ肾病肾组织中，

ＶＥＧＦ表达水平增加与肾损伤严重程度相关，而抑制 ＶＥＧＦ

的表达可以防止早期肾损伤和功能障碍［９１０］。Ｌｉ等
［１１］发现在

肾综合征出血热中血清ＶＥＧＦ水平升高与病情严重程度及肾

功能损伤程度呈正相关性。本研究发现，血浆 ＶＥＧＦ表达与

２４ｈＰｒ的变化趋势一致，二者呈正相关，与文献［８１１］结论一

致。因此ＶＥＧＦ是临床判断早期肾损伤的潜在标记物。

ＶＥＧＦ在肾脏纤维化中的作用尚无定论，它可能通过影响

血管生成、抗内皮细胞凋亡和化学趋化作用参与肾脏纤维化进

程［１２］。本研究发现，随着间质病理程度加重，血液ＶＥＧＦ表达

量递减，但仍处于较高水平，鉴于 ＶＥＧＦ生物学功能的复杂

性，所以单纯从本研究结果不能确定 ＶＥＧＦ在肾间质纤维化

中的作用，有待进一步深入研究。
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编码ｍｅｃＡ基因产生补充的ＰＢＰ２ａ。（２）超量生产β内酰胺

酶，使药物失活。（３）修饰固有的ＰＢＰＳ（ＭＱＤＳＡ）改变药物的

亲和力。正是由于其复杂的耐药机制，导致 ＭＲＳＡ 的多药

耐药。

因此，在日常工作中要重视细菌的药敏试验，合理使用抗

菌药物，加强耐药性监测，严格消毒制度和无菌技术操作规范，

防止在院内感染与扩散。
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