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目的
!

观察小鼠肾积水后缺氧诱导因子
.$

"

75K.$

&(血管内皮生长因子"

YPWK

&(微小
8\:

"

G#8\:

&

.1$%

在不同时

间点的表达变化并探讨其调控机制'方法
!

采用丝线结扎单侧输尿管的方法制备急性完全性单侧肾积水模型"

__L

模型&!分为

假手术对照组和单侧肾积水组!于单侧肾积水后
1
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(

(

(

$0!

分别颈椎脱臼处死'采用实时荧光定量
XV8

检测肾积水后患肾各

时间点
75K.$G8\:

(

YPWKG8\:

及
G#8\:.1$%

的表达变化!采用
6A+=AB,9C"=

方法检测肾积水后各时间点
75K.$

蛋白的表

达变化'结果
!

75K.$G8\:

表达水平在肾积水后表达量逐渐上调"

!

$

%&%2

&'

YPWKG8\:

及
G#8\:.1$%

表达水平在肾积

水后
1!

升高并达到高峰!于
__L

后
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$0!

表达量逐渐下调"

!

$

%&%2

&'

75K.$

蛋白表达量逐渐上调'结论
!

肾积水后
75K.

$G8\:

及蛋白表达逐步上调!

YPWKG8\:

及
G#8\:.1$%

表达一过性上调!可能与肾积水后肾皮质被压迫机体对缺氧(缺血

产生适应性反应有关'
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微小
8\:

$

G#8\:

&是在真核生物中发现的一类内源性

的具有调控功能的非编码
8\:

#其能抑制或降低靶基因
G8.

\:

的翻译或使其表达量下调'

$

(

)

G#8\:.1$%

是一种具有缺

氧诱导活性的
G#8\:

#在缺氧条件下表达可上调'

1

(

)缺氧诱

导因子
.$

$

75K.$

&是一随着细胞内氧浓度的变化而调节靶基因

表达的转录激活因子'

'

(

)血管内皮生长因子$

YPWK

&具有强

烈的促进血管内皮细胞分裂*增殖以及诱导血管新生的作用)

其是内皮细胞增生*存活因子#它通过内皮细胞的特殊受体促

进血管新生#并在此过程中扮演着重要角色#是当前认为最为

重要的促血管生成因子'

0

(

)本研究旨在观察小鼠肾积水后

G#8\:.1$%

及其下游基因
75K.$

*

YPWK

的表达变化#探讨其

在肾积水后血管新生中的调控作用#现将研究结果报道如下)

?

!

材料与方法

?&?

!

材料
!

健康
3:U3

"

V

系雄性小鼠
12

只#体质量$

1'Q1

&

J

#由南昌大学医学院动物科学部提供)在动物实验室按同一

标准适应性饲养
$

周后#分为假手术$

Z@EG

&组*单侧肾积水

$

__L

&

1

*

2

*

(

*

$0!

组#每组分别
2

只)

?&@

!

方法

?&@&?

!

单侧肾积水模型制备
!

用
0N

水合氯醛以
$GU

"

$%%

G

J

腹腔注射麻醉后#行腹中线切口#找到左肾肾蒂#沿肾蒂向

下移行找到左侧输尿管#在输尿管上
$

"

'

处两次结扎并剪断输

尿管#以防逆行性感染#操作完毕后逐层缝合'

2

(

)分别饲养
1

*

2

*

(

*

$0!

后颈椎脱臼处死#取其左肾做进一步分析)所有个体

按相同操作完成)$

$

&

__L1

*

2

*

(

*

$0!

组行左侧输尿管结扎

术后继续饲养
1

*

2

*

(

*

$0!

%$

1

&

Z@EG

组不结扎左侧输尿管#其

余平行操作)

?&@&@

!

实时荧光定量
XV8

$

8<.XV8

&法检测
G#8\:.1$%

的

表达变化
!

采用
G#BYE,E

<4

G#8\:5+"CE=#",f#=

试剂盒提取

实验组肾组织
G#8\:

#参照说明书将
G#8\:.1$%

逆转录后行

8<.XV8

'

Zd38

+

XBAG#HPH<E

j

<4

$

<C#8\E+A7XC>+

&(检测

)($0

重庆医学
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年
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'%
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!

作者简介&刘亚明$
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&#硕士#住院
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G#8\:.1$%

的表达变化)

G#8\:.1$%

逆转录所采用试剂盒

为
XB#GAZ;B#

I

=

<4

8<BAE

J

A,=f#=

#

<EfE8E

)检 测 系 统 为!

Z=A

I

L,A

<4

Z"M=FEBAD1&%

#内参为
_)

)反应条件!

(2`

#

'%+

%

(2`

#

2+

%

)% `

#

'%+

%

0%

个循环)

Z@EG

组肾组织为对照#

##

V<T

'

V=

$实验组&

OV=

$实验组
_)

&(

O

'

V=

$对照组&

OV=

$对照组
_)

&(#用
1

O

##

V<值表示基因的相对表达量)

?&@&A

!

8<.XV8

检测
75K.$

*

YPWKG8\:

的表达变化
!

用

<B#̂"C

法提取肾脏标本总
8\:

)用紫外分光光度计检测

8\:

纯度#取
:2

1)%

"

:2

1/%

为
$&/

%

1&%

的总
8\:

样本进行

逆转录#逆转录步骤按照试剂盒说明书操作#所用试剂盒为!

XB#GAZ;B#

I

=

<4

8<BAE

J

A,=f#=

#

<EfE8E

)所得结果为
VS\:

)

参照说明书#逆转录后行
8<.XV8

'所用试剂为!

Zd38

+

XBAG#HPH <E

j

<4

$

<C#8\E+A7 XC>+

&(检 测
75K.$G8\:

*

YPWKG8\:

的表达变化)检测系统为!

Z=A

I

L,A

<4

Z"M=FEBA

D1&%

#内参为
W:XS7

)反应条件!

(2 `

#

'%+

%

(2 `

#

2+

#

)%

`

#

'%+

%

0%

个循环)假手术组肾组织为对照组 #

##

V<T

'

V=

$实验组&

OV=

$实验组
W:SX7

&(

O

'

V=

$对照组&

OV=

$对照组

W:XS7

&(#用
1

O

##

V<值表示基因的相对表达量)

YPWKG8.

\:

上游引物!

2c.W::WV<V:<V<V<VV<:<W<WV<W

WV.'c

%下游引物!

2c.VV<WW<WW:V:<V<<VV: WW:

W<:VV.'c

%

75K.$ G8\:

上游引物!

2c.:WV V<W :<W

V<V<V:V<V<WV.'c

%下游引物!

2c.<W<W<V:<VWV<

WVV ::: :.'c

%

W:XS7 G8\:

上游引物!

2c.WWV :<W

W:V<W<WW<V:<W:W.'c

%下游引物!

2c.<WV:VV:VV

:VV<WV<<:WV.'c

)以上引物均有广州锐博生物科技有

限公司合成)

?&@&B

!

6A+=AB,9C"=

检测
75K.$

在蛋白水平上的表达变化
!

取出各组的肾组织#质量约为
$%%G

J

#用组织电动匀浆器在冰

浴中研磨成浆#加入组织蛋白裂解液
$GU

#组织蛋白酶抑制剂

$

'

U

#冰浴
1%G#,

#

0`

下
$1%%%a

J

离心
1%G#,

#用
3V:

蛋白

浓度检测试剂盒检测各组蛋白浓度并将各组蛋白浓度调节一

致#按照
$k2

的比例将蛋白样品与蛋白上样缓冲液混匀并于

$%%`

水浴煮沸
2G#,

)各样本均取
2%

'

J

总蛋白经
$%N

十二

烷基
.

聚丙烯酰氨凝胶电泳$

ZSZ.X:WP

&后转移至
XYSK

膜

上#

2N

脱脂奶粉封闭后#用
75K.$

特异性一抗$

$k'%%

稀释的

小鼠抗小鼠
75K.$

抗体&孵育#

0`

过夜)二抗$辣根过氧化物

酶标记的山羊抗小鼠
5

J

W$k2%%%

&室温孵育
$@

后加入
PVU

显色底物#暗室曝光#最后通过
g>E,=#=

?

L,A

软件进行图像分

析#并按得出的数据进行统计学分析)

?&A

!

统计学处理
!

采用
ZXZZ$(&%

统计软件进行分析#计量

资料以
IQ<

表示#采用
8

检验)单因素方差$

",A.FE

?

:\L.

Y:

&分析#以
!

$

%&%2

为差异有统计学意义)

@

!

结
!!

果

@&?

!

8<.XV8

检测
75K.$G8\:

*

YPWKG8\:

*

G#8\:.1$%

的表达变化
!

75K.$G8\:

在
__L1

*

2

*

(

*

$0!

组表达逐渐

上调#分别为
Z@EG

组的$

1&$)Q%&1'

&*$

1&)(Q%&10

&*

$

'&$%Q%&21

&*$

0&11Q%&00

&倍#与
Z@EG

组比较#差异均有统

计学意义$

!

$

%&%2

&#见图
$

%

YPWKG8\:

在
__L

后
1

*

2!

组均表达上调#分别约为
Z@EG

组的$

1&1%Q%&$(

&*$

$&$'Q

%&%)

&倍#在
__L(

*

$0!

组均表达下调#分别为
Z@EG

组的

$

%&'2Q%&%2

&*$

%&$-Q%&%1

&倍#与
Z@EG

组#差异均有统计学

意义$

!

$

%&%2

&#见图
1

%

G#8\:.1$%

在
__L1

*

2!

组均表达

上调#分别为
Z@EG

组的$

0&/$Q%&22

&*$

$&/$Q%&$%

&倍#在

__L(

*

$0!

组均表达下调#分别为
Z@EG

组的$

%&//Q%&%2

&*

$

%&1'Q%&%$

&倍#与
Z@EG

组比较#差异均有统计学意义$

!

$

%&%2

&#见图
'

)

图
$

!!

肾积水后
75K.$G8\:

在各时间段的表达变化

图
1

!!

肾积水后
YPWK

在各时间段的表达变化

图
'

!!

肾积水后
G#;B"8\:.1$%

在各时间段的

表达变化

图
0

!!

肾积水后
75K.$

蛋白在各时间段的表达变化

图
2

!!

肾积水后
YPWK

蛋白在各时间段的表达变化

@&@

!

6A+=AB,.9C"=

检测
75K.$

*

YPWK

蛋白的表达变化
!

75K.$

蛋白条带在
__L1

*

2

*

(

*

$0!

组较
Z@EG

组蛋白条带逐

步加深%

YPWK

蛋白条带在
__L1!

组蛋白条带最深#随着

-($0

重庆医学
1%$2

年
$%

月第
00

卷第
'%

期



__L

时间的延长蛋白条带逐渐变浅#见图
0

*

2

)

A

!

讨
!!

论

!!

肾积水是由于尿路梗阻而引起的肾盂肾盏扩张并伴有肾

组织的萎缩#如果引起肾积水的因素不能得到解除#囤积在肾

盂及盂盏内的尿液就会越来越多#并压迫肾脏皮髓质#引起皮

髓质内血液循环压力增大使得肾内血流量速度减慢甚至停止#

从而引起肾组织缺血缺氧'

)

(

)因此尽快解除引起肾积水的因

素#对于肾功能的保护起着极为重要的作用)在肾脏积水后肾

组织中
75K.$

的表达会随着时间的延长而逐渐上调'

)

(

#上述

观点在肾缺血再灌注模型中同样得到证实'

-

(

)

G#8\:.1$%

是一种具有缺氧诱导活性的
G#8\:

#通过下

调靶基因
P

I

@B#,.:'

的表达而影响下游基因发挥生物作用'

/

(

)

在缺氧的情况下通过
:R=.

I

2'

通路使
G#8\:.1$%

表达上

调'

(

(

)

fACC

?

等'

$%

(发现#在常氧条件下脯氨酸羟化酶在甘油
.'

磷酸脱氢酶
.$

$

WXS$U

&作用下使
75K.$

蛋白中的两个脯氨酸

羟化#而引起
75K.$

蛋白的降解#而
G#8\:.1$%

可以抑制

WXS$U

#使脯氨酸羟化酶不能发挥作用而引起
75K.$

不被降

解而上调)

YPWK

是一种促内皮细胞生成血管因子#可由肾小球内皮

细胞和肾小球脏层细胞生成#能促进内皮细胞迁移*增生*增强

内皮细胞通透性及血管生成维持'

$$

(

)研究表明#在缺氧情况

下
G#8\:.1$%

能促进内皮细胞的敏感性)并能促进体外培养

的脐静脉内皮细胞的血管新生'

$1.$'

(

)

本研究结果显示#在小鼠
__L

模型中#肾组织的
75K.$

表达水平在
__L

后表达量逐渐上调#

YPWK

表达变化趋势与

G#8\:.1$%

的变化趋势呈现一过性上调)那么为什么
75K.

$

,

与
G#8\:.1$%

*

YPWK

的表达不一致#笔者推测可能产生

75K.$

,

的细胞与产生
G#8\:.1$%

*

YPWK

的细胞有区别#二

者对缺氧耐受力不同#产生
75K.$

,

的细胞可以很好地耐受缺

氧#并能不断产生
75K.$

,

#而产生
G#8\:.1$%

和
YPWK

的细

胞也具有缺氧耐受力#但仅在一定范围内随缺氧程度增加而产

生增多#超过一定阈值会因为细胞或组织耐受力下降而产生下

降#而出现一过性升高的情况)另外出现这种情况也有可能是

因为
75K.$

,

降解速度较慢#虽然随时间延长
75K.$

,

累积量

增多#但净产生量却随时间延长而减少#而
G#8\:.1$%

和

YPWK

由于不稳定或衰减速率较快#产生降解速率减慢而表现

出下调)

这与
KE+E,EB"

等'

$'

(及
V@E,

J

等'

$0

(的报道相一致#进一步

证实了
G#8\:.1$%

调控
YPWK

并促进血管新生)本实验初

步阐明了
__L

后
G#8\:.1$%

*

75K.$

*

YPWK

的表达变化趋

势#通过小鼠急性
__L

模型观察三者的关系#不难看出具有

缺氧诱导活性的
G#8\:.1$%

在血管新生方面发挥着举足轻重

的作用#其具体调控机制仍有待于进一步研究)
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