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腺嘌呤所致大 鼠慢性 肾功能衰竭 肾组织中 

TGF—I31、TSP一1、VEGF的表达 

王国强，陈卫东 
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[摘要]目的：探讨腺嘌呤所致大鼠慢性肾功能衰竭(chronic renal failure，CRF)肾组织中转化生长因子一B1(transforning growth一 

131，TGF一131)、血小板反应因子一1(thrombospondin一1，TSP一1)、血管内皮生长因子(vascular endothelial growth factor，VEGF)的表达 

情况。方法：雄性 SD大鼠60只，随机分为两组：模型组(a=30)，以2．5％腺嘌呤悬混液灌 胃；正常对照组(n=30)，给相同体 

积淀粉溶液灌 胃。两组分别于7天、14天、21天留尿标本后 ，各处死大鼠10只，取血、肾脏标本。测定体重(Bw)、24 h尿蛋 白 

定量(24 h U—TP)、尿 N一乙酰一B—D一氨基葡萄糖酐酶(NAG)、肾重指数(肾脏重量／体重，KI)、血肌酐(SCr)、血尿素氮(BUN)、血 

白蛋白(ALB)，光镜下观察肾组织的病理变化，免疫组织化学法检测肾脏、TGF一131、TSP一1、VEGF的表达情况。结果：7天时模 

型组大鼠与同时相点对照组相比，BW 增加缓慢(P<0．O1)，ALB无明显变化；14天和 21天时模型组大鼠与同时相点对照组 

和前一时相点 自身对照比较，BW 明显下降(P<0．O1)，血 ALB明显降低(P<0．01)；7天、14天和 21天时模型组大鼠24 h U— 

TP、KI、尿 NAG、SCr、BUN呈进行性升高(P<0．01)。7天、14天和 2l天时模型组大鼠TGF一131和TSP一1表达均呈进行性增高 

(P<0．01)。在对照组肾组织中，VEGF广泛表达于肾小管上皮细胞及足突细胞，随着肾间质病理损害程度加重，模型组肾组 

织中 VEGF的表达逐渐减少。在模型组大鼠各时相点中，肾问质 TGF—p1表达量与肾小管 TGF一131表达量呈显著正相关 ( = 

0．940，P<0．01)；。肾小管 VEGF与 TGF—B1表达量呈显著负相关(rs=一0．945，P<0．o1)，同时与。肾间质 TSP一1呈显著负相关 

( =一0．923，P<0．01)。各时相点对照组各指标无明显改变。结论：TSP一1一TGF一131轴表达增强促使肾间质纤维化发生、发 

展，推测 TSP一1在腺嘌呤灌胃法制备 CRF模型中可能具有重要作用；VEGF表达下降也是导致肾问质纤维化发生、发展因素。 
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The expressions of transforming growth factor-阻，thrombospondin-1 and 
vascular endothelial growth factor in rat renal tissue in adenine—induced chronic renal failure 

W ANG Guo—qiang，CHEN W ei—dong 

(Department of Nephrology，The First Affiliated Hospital of Bengbu Medical College，Bengbu Anhui 233004，China) 

[Abstract]Objective：To study the expressions of transfomning growth factor—p1(TGF一131)，thrombospondin一1(TSP一1)and vascular 

endothelial growth factor(VEGF)in rat renal tissue in adenine induced chronic renal failure(CRF)．Methods：Sixty male SD rats were 

randomly divided into two groups：model group(n=30)，2．5％ Adenine solution was administered by gastric garage daily；control group 

(n=30)，the same volume torch solution was administered by gastric garage daily．At the 7th，14th and 21th day，ten rats in every 

group were sacrificed．Urine sample．blood sample and kidney tissue were reserved．The body weight(BW )，kidney weight／body weight 

index(KI)，the levels of 24 hours urine protein(24 h U—TP)，N—acetyl一3-D—glucosaminidase(NAG)in urine sample，blood urea 

nitrogen(BUN)，serum ereatinine(SCr)and blood albumin(ALB)in blood sample were examined．The histological changes of kidney 

were observed by light microscopy．and the expressions of TGF一131，TSP一1，VEGF were examined by immunohistochemistrical method． 

Results：At the 7th day，rat BW in model group was increased slowly than that in control group(P<0．01)；ALB was no significant 

change in these two groups．At the 14th and 2 1 th day，BW and ALB in model group were decreased clearly than those in the same group 

at 7th day(P<0．01)；At 7th，14th and 21th day，me levels of 24 h U—TP，NAG，BUN and SCr in model group were progressively 

inereased(P<0．O1)．And the expressions of TGF—Dl and TSP一1 were also progressively increased．In control group，VEGF was 

broadlv expressed in renal tubular epithelial cells and podoeytes．With the aggravation of pathological injury in renal tubulointerstitial 

tissue．VEGF expression was decreased in model group．In different times in model group，the expressions of TGF一131 in renal 

tubu1ointerstitial tissue and tubule were positive correlation(r =0．940，P <0．o1)．The expression of VEGF in renal tubule was 

negative correlation with the expression of TGF一131 in renal tubule(r =一0．945，P<0．01)and TSP一1 in renal tubulointerstitial tissue 

(r。： 一0．923，P<0．01)．Conclusions：The increase of TSP一1一TGF一131 axis expressions enhanced renal interstitial fibrosis and 

devel0pment，the TSP—l may p1av an important role in adenine induced chronic renal failure；the decline of VEGF expression also led to 
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慢性肾功能衰竭(chronic renal failure，CRF)是 

指所有原发病或继发性慢性肾脏疾患致进行性肾功 

能损害所出现的一系列症状或代谢紊乱组成的临床 

综合征，研究其进行性发展的机制，阻断或延缓肾病 

进行性毁损速度，保护残余肾功能，具有重要的意 

义。制作符合人类 CRF的动物模型，对研究 CRF 

的发病机制，探讨组织形态的变化与生化指标及临 

床表现的相互关系，筛选有效药物 (特别是中草 

药)，阐明疗效机制均有重要作用。本实验用腺嘌 

呤悬混液给大鼠灌胃制作 CRF模型，采用免疫组织 

化学技术，动态观察转化生长因子一131(transfoming 

growth．[31，TGF．131)、血 小 板 反 应 因 子一1 

(thronffJospondin一1，TSP—1)、血 管 内 皮 生 长 因 子 

(vascular endothelial growth factor，VEGF)在肾组织 中 

的表达情况，以探讨腺嘌呤所致大鼠慢性肾功能衰 

竭的机制。 

1 材料与方法 

1．1 实验材料 Sprague—Dawlay大鼠，雄性 ，60只， 

体重220～260 g由浙江省动物实验中心提供(实验 

动物质量合格证号：NO．浙：00S-001)。腺 嘌呤 

(Adenine，99．8％)：购于 Sigma公 司 (分装 ，批号 ： 

200908)；兔抗大鼠 TGF．B1多克隆抗体、小鼠抗大 

鼠血小板反应因子(TSP。1)单克隆抗体、兔抗大鼠 

VEGF多克隆抗体均购 自武汉博士德生物有限公 

司；生物素化山羊抗小鼠 IgG／山羊抗兔 IgG、H O：一 

氨基联苯胺(DAB)、链霉亲和素 一生物素 一辣根过 

氧化物酶复合物工作液均购自北京中杉金桥生物技 

术有限公司。 

1．2 实验方法 

1．2．1 动物模型 SD大鼠适应性喂养 l周后，随 

机分为2组：模型组以2％的淀粉溶液将腺嘌呤配 

成 2．5％腺嘌呤悬混液，按 250 mg·kg～·d 清晨 

灌胃 ；正常对照组给相同体积 2％的淀粉溶液 

按上述时间清晨灌胃。两组分别于 7天、14天、21 

天留取尿标本后，各处死大鼠 10只，取血、肾脏 

标本。 

1．2．2 生化等实验室检测 测定体重(BW)、24 h 

尿蛋白定量(24 h U—TP)、尿 N一乙酰一B．D．氨基葡萄 

糖酐酶(NAG)、肾重指数(。肾脏重量／体重，KI)、血 

肌酐(SCr)、尿素氮(BUN)、血白蛋白(ALB)。 

1．2．3 病理观察 取肾脏后，经 10％甲醛缓冲液 

固定，经TSJ-Q型全自动封闭组织脱水机脱水后，浸 

蜡，石蜡包埋，制成4 Ixm厚组织切片，分别进行 HE 

和 MASSON染色，观察肾小管 ～间质病理形态学 

改变。 
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1．2．4 免疫组织化学染色 采用链霉亲和素 一生 

物素复合物技术。。肾组织经常规脱水、包埋、切片 

后，脱腊至水。4 m厚组织切片用 3％过氧化氢 一 

甲醇封闭内源性过氧化物酶 15 min，微波炉 100 qC 

4 min修复抗原。血清分闭 20 ulin，加入第一抗体 

(稀释度 TGF一131、TSP．1、VEGF分别为 1：50、1：70、1 

：100)，4℃ 孵育过夜。再顺序滴加生物素标记第 

二抗原(37 cc，孵育30 min)及辣根过氧化物酶标记 

链霉卯白素工作液(37℃，孵育20 min)，H：O：一DAB 

显色，苏木素复染细胞核。实验同时以磷酸盐缓冲 

液代替第一抗体作阴性对照。 

1．2．5 免疫组织化学图像分析 应有多功能病理 

图像分析系统进行检测及分析。光学显微镜(× 

400)随机采集。肾皮质图像，共 20个视野，测量肾小 

管阳性染色面积，计算肾小管相对阳性面积(肾小 

管阳性面积与统计场面积比值％)。以上选取的肾 

皮质均不包含肾小球及较大小动脉。 

1．3 统计学方法 采用方差分析、q检验和等级相 

关分析 

2 结果 

2．1 生化指标 7天时模型组大鼠体重均低于同 

时相点对照组(P<0．O1)，ALB无明显变化；14天 

和21天时模型组大鼠与同时相点对照组和前一时 

相点自身对照比较，BW均明显下降(P<0．O1)，血 

ALB均明显降低(P<0．01)；7天、14天和21天时 

模型组大鼠24 h U—TP、KI、尿 NAG、SCr、BUN呈进 

行性升高(P<0．01)。各时相点对照组除体重增加 

外(P<0．O1)，其余指标均无明显改变(见表 1、2)。 

2．2 肾组织病理改变 对照组肾小管间质基本正 

常，未见明显病变。模型组，实验 7天时，肾小管扩 

张，间质单核细胞浸润、水肿，可见间质纤维组织灶 

性增生。l4天时，肾小管扩张明显，肾小管上皮空 

泡或颗粒性变性，基底膜断裂，小管间质区域增宽， 

纤维化明显。2l天时，可见肾小管明显萎缩及消 

失，问质广泛纤维化(见图 1)。 

2．3 肾组织免疫组织化学变化 

2．3．1 TGF—B1在肾组织表达比较 正常对照组大 

鼠肾小管上皮细胞中偶见TGF-131表达。与对照组 

同一时相点比较，模型组大鼠7天时 TGF一131表达 

已明显增多(P<0．O1)，随着病变程度加重，14天、 

21天时表达量进一步增加(P<0．01)，主要分布于 

肾小管上皮细胞、间质成纤维细胞胞质中、间质基质 

区和炎性细胞大量浸润区，有时可见于间质小血管 

周围和血管内皮细胞中，以皮髓质肾小管为著(见 

表 3、图 2)。 
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表 1 模型组和对照组大鼠在不同时相点 BW、24 h U—TP、KI、尿 NAG变化(n =10； ±s) 
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q检验：与同组7天比较， P<0．O1；与同组 14天比较，▲AP<0．O1；与对照组相同时间比较，##P<0．叭 

表2 模型组和对照组大鼠在不 同时相点 BUN、SCr、血 

ALB变化(n，=10； "4-S) 

q检验：与同组 7天比较， P<0．01；与同组 14天比较，▲▲ 

P<0．01：与对照组相同时间比较 ，##P<0．叭 

2．3．2 TSP．1在肾组织表达比较 TSP—l在正常对 

照组中，仅少量表达于肾小球壁层及肾间质。与对 

照组同一时相点比较，模型组大鼠第 7天时 TSP一1 

表达已明显增多(P<0．01)，随着病变程度加重，第 

14天、21天时模型组大鼠TSP．1表达量进一步增加 

(P<0．O1)，广泛分布于从近端小管到髓质集合管 

处的上皮细胞胞质中，呈黄色或棕黄色(见表 3、 

图 2)。 

2．3．3 VEGF在肾组织表达比较 在正常对照组 

肾组织中，VEGF广泛表达于肾小管上皮细胞及足 

突细胞，呈黄色颗粒状分布于细胞胞质中；随着肾间 

质病理损害程度加重，VEGF的表达逐渐减少，21天 

时模型组中，仅在少许肾小管上皮细胞中呈弱阳性 

(尸<0．O1)(见表 3、图 2)。 

A：对照组；B：模型组第 7天；C：模型组第 14天；D：模型组第21天。上行为HE染色，下行为MA％0N染色 

图 1 HE和 MASSAN染色肾脏病理组织学变化 
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(如肾小管上皮细胞、肾间质成纤维细胞及浸润人 

肾组织的巨噬细胞等)分泌并释放到肾间质 I9 J，具 

有复杂的生物学功能。它可与细胞表面受体、蛋白 

酶及 ECM发生作用，可刺激细胞增生，并参与胚胎 

发育、组织分化、细胞迁移、血管生成、炎症以及凝血 

与纤溶等病理生理过程  ̈。TSP．1是 TGF．131的主 

要激活物，肾间质中 TSP一1能与 TGF．131前体复合 

物中潜在相关肽(LAP)及 TGF一131结合，形成新的 

TSP-1-IAP-TGF．Bl复合物，发生内部构象改变，从 

而 TGF—B1产生活性 ’“。。 。该具有活性的 TGF— 

B1能够与其受体结合，发挥生物学效应 ，能强有 

力地促进 Col I等 ECM合成，并能通过减少基质降 

解酶(如 MMPs)生成及增加基质降解酶抑制物(如 

TIMPs)合成而抑制 ECM降解，导致肾间质 ECM(包 

括 Col I)蓄积，促进纤维化发生  ̈。另外，TGF一131 

还对 TSP一1具有正反馈效应，促进TSP—l合成 。 

为此，Hugo等 提出了“TSP．1一TGF一131轴”概念，并 

证实它在肾脏纤维化中具有重要致病作用。本实验 

结果显示，正常对照组 TSP一1几乎无阳性表达，模型 

组大鼠7天时肾小管上皮细胞及间质细胞中有大量 

TSP．1表达，与同时相点对照组有统计学意义(P< 

0．01)，14天时肾小管上皮细胞及间质细胞中TSP-1 

表达进一步增强，而到 21天时增强更 明显，说明 

TSP一1在肾小管间质纤维化的过程中作用明显。因 

此可以推测，肾脏 TSP．1一TGF一131轴在腺嘌呤灌胃法 

制备 CRF模型中可能发挥重要作用。 

本实验研究发现，正常对照组 中，肾小管间质 

TSP一1无阳性表达，而 VEGF广泛表达于肾小管上 

皮细胞及足突细胞胞质中。随着肾间质病理损伤程 

度加重，TSP．1表达增加，而 VEGF表达下降；尤其 

在模型组21天时，TSP一1表达明显增强，VEGF表达 

却明显减弱，两者呈显著负相关关系(P<0．01)，这 

种变化趋势与肾问质纤维化程度相一致，这可能与 

TSP一1通过与 VEGF竞争结合微血管内皮细胞上的 

硫酸乙酰肝素结合位点，或直接结合 VEGF两种方 

式抑制 VEGF促血管生成作用有关 。用抗体阻 

断 TSP．1的 type I重复序列与硫酸乙酰肝素结合， 

能抑制 TSP．1对 VEGF的结合，也能解除对 VEGF 

促血管生成效应的抑制作用  ̈。在肾间质纤维化 

进程中，TSP一1通过 CD36分子-Src家族蛋 白激酶 

p59fyn．caspase一3样蛋 白水解酶-p38分裂原活化蛋 

白激酶(p38MAPK)级联反应，诱导内皮细胞凋亡， 

抑制血管新生，致毛细血管数量减少 18j；VEGF则 

与其受体结合后引起受体的酪氨酸激酶激活，充当 

第二信使促进血管生成，维持毛细血管数量相对稳 

定Ll ，推测 VEGF表达下降及 TSP．1表达增强共同 
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导致了促血管生成效应减弱，肾小管周围毛细血管 

数量减少致肾间质缺氧加重，缺氧进一步促进肾小 

管上皮细胞、问质细胞活化，分泌致纤维化细胞因 

子，直接调控纤维化相关基因，促进 ECM的积聚，抑 

制 ECM 降解，进 而影响 肾间质纤维化 发生、发 

展 。 

此外，VEGF能促进血管内皮细胞增殖及血管 

形成，它还能拮抗 TGF-131的一些致纤维化效应_2 。 

肾小管上皮细胞合成和分泌的VEGF能受多种因素 

调节，其中缺血(缺血可促进低氧诱导因子 1分泌， 

进而刺激 VEGF高表达)及 TGF一131都是重要的刺 

激因子 I2 。在老年肾模型中观察到，肾小管周围 

毛细血管丢失所导致的缺血可引起皮质肾小管 

VEGF代偿性的表达增高 。而在本实验中，从模 

型组 7天时发现，肾小管上皮细胞中 VEGF表达即 

呈显著性降低，未见到代偿性增加，且与肾小管 

TGF．131表达呈显著负相关关系(P<0．01)。这些 

结果提示，模型组在实验第 7天时已经超出了代 

偿期。 

总之，腺嘌呤制备的CRF大鼠动物模型其病理 

机制包括肾脏炎症性免疫反应与嘌呤物质积蓄而发 

生的一系列复杂的至纤维化的病理过程。本研究观 

察到 TSP一1一TGF．131轴表达增强促使肾间质纤维化 

发生、发展，故初步推论 TSP一1在腺嘌呤灌 胃法制备 

CRF模型中可能具有重要作用。此外，VEGF表达 

下降也是导致肾间质纤维化发生、发展因素。不过， 

本文仅进行了肾组织免疫组织化学研究，受方法限 

制此推论还需今后进一步验证。 
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