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VEGF165转染内皮祖细胞移植对大鼠肾脏缺血再灌注的保护作用
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［摘 要］ 目的：评估VEGF165基因转染的内源性内皮祖细胞（endothelial progenitor cells，EPCs）移植治疗肾脏缺血再灌注损伤

（ischemia⁃reperfusion injury，IRI）的作用，进一步阐明EPCs对肾脏 IRI产生保护作用的旁分泌机制。方法：40只成年雄性SD大

鼠被随机分成 4组，其中包括假手术组、缺血再灌注组、EPC移植组、携带VEGF165基因转染组。利用重组腺病毒载体Ad⁃
VEGF165感染EPCs，并进行转染效率鉴定。并进一步移植治疗大鼠肾脏 IRI，术后 24 h和 72 h分别评估血清肌酐及尿素氮水

平；组织病理学检查评估各组大鼠术后肾损伤程度；免疫组化染色评估CD31表达情况；Western blot检测大鼠肾脏 IRI中血管

内皮生长因子（vascular endothelial growth factor，VEGF）、血管生成素⁃1（Ang⁃1）及血管生成素⁃2（Ang⁃2）表达情况。结果：研究

发现利用重组腺病毒载体Ad⁃VEGF165转染的EPCs移植治疗后，大鼠肾脏血清肌酐、尿素氮水平和肾脏组织病理学明显改善，

术后72 h检测大鼠患肾，其CD31、VEGF、Ang⁃1以及Ang⁃2表达水平均明显提升。结论：VEGF165基因转染的EPCs移植治疗可

以有效治疗大鼠肾脏 IRI，其作用机制可能与EPCs归巢后旁分泌过量VEGF并进一步促进Ang⁃1、Ang⁃2等血管新生因子表达，

从而促使肾脏血管新生有关。
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［Abstract］ Objective：The aim of this study was to assess whether the transplantation of endothelial progenitor cells（EPCs）
transfected vascular endothelial growth factor（VEGF）adenovirus protected kidneys from ischemia/reperfusion injury（IRI）in male rats，
in order to further improve the paracrine mechanism of EPCs on renal IRI. Methods：Forty male Sprague⁃Dawley rats were randomly
divided into four groups，including Sham⁃operated group，IRI⁃operated group，IPC⁃treated group and EPCs⁃treated group. Recombinant
adenovirus encoding VEGF165 gene（Ad⁃VEGF165）was used to infect EPCs，and the transfection efficiency was identified. At 24 h and 72
h after reperfusion，serum samples were respectively collected for the serum urea nitrogen，serum creatinine after the transplantation of
EPCs on renal IRI. Besides，kidney tissues were harvested to observe renal morphology changes. Subsequently，immunohistochemical
staining detected the expression levels of CD31；vascular endothelial growth factor（VEGF），angiopoietin⁃1（Ang⁃1）and angiopoietin⁃2
（Ang ⁃ 2）expression levels in the kidneys were measured using western blot analysis at the indicated time points after reperfusion.
Results：The results found that the serum urea nitrogen，serum creatinine and morphology were significantly improved，after EPCs
transplantation with Ad⁃VEGF165. At 72 hours after reperfusion，expression levels of CD31，VEGF，Ang⁃1 and Ang⁃2 in the kidneys of
EPCs⁃treated rats which was transfected by Ad⁃VEGF165 were markedly increased compared to rats subjected to IRI. Conclusion：The
present work suggested that EPCs transplantation with Ad ⁃ VEGF165 could effectively treat kidney IRI in rats. In addition，the
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肾脏缺血再灌注损伤（ischemia⁃reperfusion inju⁃
ry，IRI）引起的急性肾功能衰竭，仍然是临床亟待解

决的问题；然而迄今为止，对于此类综合征仍然没

有成功的对策。缺血预适应（ischemic precondition⁃
ing，IPC）是通过预先反复短暂的缺血和再灌注，诱

导机体对再次缺血损伤产生内源性保护作用，从而

减轻肾脏 IRI，同时也是机体针对应激反应的一种

防御性机制［1-2］。已有多项研究均证实：IPC介导的

内皮祖细胞（endothelial progenitor cells，EPCs）归巢

可以有效阻止肾脏 IRI，减少急性肾损伤的发病

率，然而具体的作用机制尚不清楚［3-5］。

EPCs是一种具有定向分化为内皮细胞功能的特

殊干细胞，其对于 IRI的修复和治疗作用，已经在心

脏、肝脏、缺血肢体等组织和器官中得到验证［6-7］。我

们在前期研究中发现：EPCs移植治疗肾脏 IRI可以

促进患肾修复，其作用机制可能与EPCs归巢后旁分

泌血管内皮生长因子（vascular endothelial growth
factor，VEGF）、血管生成素⁃1（angiopoietin⁃1，Ang⁃1）
及血管生成素⁃2（angiopoietin⁃2，Ang⁃2）等血管新生

因子有关；为了明确VEGF在此过程中的作用，本研

究利用重组腺病毒载体VEGF165基因转染EPCs，形
成过表达，进一步观察其作用效果。

1 材料和方法

1.1 材料

成年雄性SD大鼠（东南大学医学院动物中心提

供）40只，体重（220 ± 20）g，饲养于恒温控制房，昼

夜各12 h，自由进食和饮水。RPMI 1640培养基、胰

酶、胎牛血清（Sigma公司，美国），EGM⁃2MV（Lonza
公司，美国），CD31单克隆抗体以及VEGF、Ang⁃1和
Ang⁃2抗体，山羊抗兔二抗（Santa公司，美国）。

1.2 方法

1.2.1 EPC提取和体外诱导培养

SD大鼠脱颈椎处死，75%酒精中浸泡 10 min，
取大鼠后肢胫、腓骨，PBS冲洗骨髓腔 3~4遍；Ficoll
密度梯度离心法（2 500 r/min，30 min）获取大鼠骨髓

单个核细胞后，置于用Ⅰ型鼠尾胶原蛋白包被的培

养瓶中，加入EGM⁃2MV培养基进行培养，倒置相差

显微镜观察细胞生长形态，4 d时移除未贴壁细胞，

培养至 10 d的EPC通过胰酶消化被收集进行EPC
鉴定和移植治疗。

1.2.2 VEGF165基因转染EPC
酶切得到VEGF165 cDNA基因片段，以CMV为启

动子构建pAdTrack⁃CMV⁃VEGF165质粒，并扩增鉴定，

经PmeⅠ酶切线性化后，电转入BJ5138细菌中，与其

内的腺病毒骨架质粒pAdEasy⁃1在细菌内同源重组，

形成AdEasy⁃VEGFl65，以1∶50感染EPC细胞，qRT⁃
PCR和Western blot鉴定转染后EPC细胞内VEGF的

特异蛋白表达；鉴定成功后，大量转染EPC细胞。

1.2.3 建立动物模型与分组

所有大鼠 10％水合氯醛 0.35 mL/kg腹腔麻醉

后，接受右肾切除术，1周后经腹部正中切口建立模

型，随即分为如下几组进行研究（n=4）：①假手术组

（Sham组）：腹部正中切口，分离左侧肾脏血管后关

腹；②缺血再灌注组（IRI组）：腹部正中切口，游离左

肾血管，动脉夹同时夹闭肾脏动、静脉40 min后逐层

关腹；③EPC移植组（EPC组）：按照②制作大鼠肾脏

IRI模型后，从大鼠股静脉注射 EPC混悬液（1×106

个）；④携带VEGF165基因转染组（VEGF165转染组）：按

照②制作大鼠肾脏 IRI模型后，从大鼠股静脉注射携

带VEGFG165基因片段的EPC混悬液（1×106个）。

1.2.4 标本采集和生化检测

术后 24 h经大鼠眼底静脉丛取血；术后 72 h，
脱颈椎处死大鼠后，由下腔静脉抽取大鼠外周血

2~4 mL；所有血标本4 ℃保存，次日3 500 r/min离心

10 min，收集血清，自动生化仪检测血清肌酐（Cr）、

尿素氮（BUN）水平；游离肾蒂、夹闭，取肾脏后用于

组织病理学和免疫组化染色；肾组织置-80 ℃冰箱

保存，备分子生物学检测。

1.2.5 肾脏组织病理学（HE染色）

肾脏 IRI损伤 72 h后获取肾组织，进行冠状面

切割。用 10% 福尔马林固定和石蜡包埋的肾脏组

织进行苏木素和伊红染色。通过对肾小管损伤坏

死的半定量检测评估组织学的改变。评价标准为：

0分为无损伤，1 分为≤10%，2 分为 11%~25%，3 分

为26%~45%，4 分为46%~75%，5 分为>76%。评价

mechanism might be associated with VEGF paracrine function to further promote the expression of Ang⁃1，Ang⁃2 and other angiogenic
factors after homing of EPCs，thus contributing to renal angiogenesis.
［Key words］ ischemia⁃reperfusion injury；endothelial progenitor cells；vascular endothelial growth factor；transfection
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者以盲法每个标本随机取 5个视野，取平均值作为

每个标本的损伤评分。

1.2.6 CD31免疫组化染色

蜡块脱蜡、水化后，滴加小鼠抗大鼠CD31抗体

（1∶100）50 μL，室温静置1 h；PBS洗涤3次各5 min，
滴加山羊抗兔二抗 40~50 μL，室温静置 1 h，PBS洗

涤 3次各 5 min；DAB显色 5~10 min，去离子水冲洗

10 min；苏木精复染2 min，盐酸酒精分化；去离子水

冲洗10~15 min；脱水、透明、封片后显微镜下观察。

1.2.7 Real⁃time PCR
提取缺血肾组织中总RNA，经纯度、含量及完

整性鉴定后，合成 cDNA，置于-80℃冰箱备用。利

用逆转录⁃PCR调试基因退火温度，选取最佳退火温

度。VEGF165基因的引物设计和合成由南京市克瑞

斯公司协助完成，其序列如下：VEGF165⁃u：5′⁃GT
CCAATTGAGACCCTGGTG⁃3′，VEGF165⁃d：5′⁃CTA
TGTGCTGGCTTTGGTGA⁃ 3′；β ⁃ actin ⁃ u：5′ ⁃ACTG⁃
GAACGGTGAAGGTGAC⁃3′，β⁃actin⁃d：5′⁃AGAGA⁃
AGTGGGGTGGCTTTT ⁃3′。按照说明书配好反应体

系，引物浓度为 10 μmol/L，用β⁃actin作为内参，上

机进行RT⁃PCR扩增和检测。反应条件如下：50℃
2 min，95℃ 1 min，95℃ 15 s，最佳退火温度 15 s，
72℃ 45 s，40个循环，读取融解曲线。最后，利用β⁃
actin内对照规格化各组循环数（Ct值），利用公式2-△Ct，

计算各组基因的表达情况。

1.2.8 免疫印迹（Western blot）
制备 IRI肾脏的组织匀浆，提取组织蛋白，加入

5×loading buffer混匀后沸水中煮 10 min使蛋白变

性。取上样样品 10 μL，然后加入 5×SDS上样缓冲

液 4 μL，分别在 80 V和 120 V情况下电泳后，转膜，

TBST中清洗1 min，封闭液封闭过夜；稀释一抗浓度

（1∶200），温育 1.5 h；再稀释二抗浓度（1∶5 000），温

育 1.5 h，洗涤后制作胶片，然后用UVP凝胶图象处

理系统Labworks4.6软件分析目的条带的灰度值。

1.3 统计学方法

所有数据使用 SPSS 18.0统计软件进行分析。

所有计量数据均以均数±标准差（x ± s）表示，两组均

数比较采用 t检验，方差齐性时多组均数比较采用

单因素方差分析，方差不齐时采用秩和检验。P ≤
0.05为差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 VEGF165基因转染EPCs效率鉴定

为研究VEGF165基因对EPCs归巢作用的影响，

我们构建了VEGF165过表达腺病毒，并转染EPCs，以
提高EPCs中VEGF165的表达。为了分析病毒转染是

否成功，采用 qRT ⁃PCR 和 Western blot 分别检测

VEGF165 mRNA和VEGF165蛋白表达水平，检测结果

如图 1所示，转染过表达的 EPCs中VEGF165 mRNA
和VEGF165蛋白表达水平远大于Sham组。

2.2 术后24、72 h各组大鼠肾脏功能检测

图 2为术后 24、72 h时大鼠外周血BUN表达水

平，术后 24 h，IRI 组、EPC 组和 VEGF165 转染组较

Sham组均明显升高（P＜0.05）；术后 72 h时，IRI组
较 Sham组差异仍显著（P＜0.05），VEGF165转染组与

Sham组无明显差异。术后 24 h和 72 h时大鼠外周

血Cr表达水平（图2），在术后24 h，Sham组与 IRI组
之间差异有显著性，而EPC组和VEGF165转染组较

IRI组有明显改善，差异有统计学意义（P＜0.05）；术
后72 h，VEGF165转染组Cr下降明显（P＜0.05）。
2.3 肾脏组织病理学（HE染色）

Sham组肾脏微结构正常，无明显损伤。IRI组
肾小管管腔扩张，肾小管上皮低平，细胞排列紊乱、

有呈颗粒样变性、细胞核固缩，肾小球皱缩，间质增

生，炎症细胞浸润明显。EPC组较 IRI组损伤减轻，

但仍有部分肾小管管腔扩张，肾小管上皮细胞低平

变化。VEGF165转染组较 IRI组损伤轻，正常微结构

尚存在，肾小管管腔扩张，细胞排列整齐，炎症细胞

浸润不明显（图3）。IRI组、EPC组和VEGF165转染
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图1 VEGF165基因转染EPCs后VEGF165的表达水平

Figure 1 Expression of VEGF165 in EPCs after transfection
of recombinant adenovirus
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组肾小管损伤评分在术后 72 h均明显高于 Sham组

（P均< 0.05）。
2.4 各组肾脏组织术后72 h CD31表达情况

Sham组毛细血管内皮 CD31+细胞表达数目较

少，且染色较浅。EPC组及VEGF165转染组毛细血管

内皮 CD31 +细胞表达数目较 Sham 组有所增加。

与Sham组比，*P < 0.05；与 IRI组比，#P < 0.05。
图2 术后24、72 h大鼠外周血尿素氮（BUN）、肌酐（Cr）比较

Figure 2 Comparison of blood urea nitrogen（BUN）and serum creatinine（Cr）in different treatment groups at 24 h and 72
h after operation
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图3 术后72 h各组肾脏HE染色情况（×400）
Figure 3 Renal morphology in different treatment groups at 72 h following reperfusion（×400）

DCBA

A：Sham组；B：IRI组；C：EPCs组；D：VEGF165转染组。

图4 术后72 h各组肾脏组织CD31免疫组织化学染色（×400）
Figure 4 Immunohistochemical staining for CD31 in different treatment groups at 72 h after reperfusion（×400）

DCBA

VEGF165转染组：毛细血管内皮细胞表达CD31强阳

性，且数目相比Sham组和 IRI组明显增多（图4）。
2.5 各组术后72 h患肾内VEGF、Ang⁃1、Ang⁃2分子

基因表达情况

本研究利用 Western blot 检测各组肾脏组织

VEGF、Ang⁃1、Ang⁃2的表达水平：EPC组、VEGF165转

染组的肾脏组织中VEGF、Ang⁃1、Ang⁃2表达水平与

Sham组比较均显著上调，差异有统计学意义（P <
0.05，图5）。

3 讨 论

近年来，随着肾脏部分切除术、肾移植术、肾血

管外科修复等手术的广泛开展，肾脏 IRI引起的急

性肾损伤的发病率有逐年升高的趋势，已经成为

迫切需要解决的临床问题。肾脏 IRI是一种由多

种因素、多种途径引起的复杂病理生理过程，但是

目前尚未找到有效治疗手段。近期大量研究表

明，血管内皮细胞为 IRI的重要靶点，肾脏缺血可
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图5 Western blot检测各组肾脏组织VEGF、Ang⁃1、Ang⁃2的表达水平

Figure 5 Expression of VEGF，Ang⁃1，Ang⁃2 in different groups

引起肾脏血管内皮细胞缺氧、肿胀、血管腔狭窄、

血管紧张度降低、肾血流灌注减少以及持续低氧

状态和炎症级联反应的发生，最终导致肾小管上

皮细胞的缺血和坏死、肾功能急剧受损，可见血管

内皮损伤是 IRI重要的始动因素［8］。因此，如果能

够找到促进损伤血管内皮细胞功能修复的新方

法，将会为肾脏 IRI引起的急性肾损伤提供一种新

的潜在治疗靶点。

目前研究认为，在肾脏急性 IRI过程中，IPC可

以通过发挥所谓的“归巢记忆”功能，迅速诱导EPCs
归巢到缺血肾脏，从而对缺血肾脏产生较为可靠的

保护作用［3］。血管内皮损伤的修复存在两种主要方

式，一是通过直接诱导损伤部位邻近的内皮细胞增

殖进行修复，二是通过EPCs归巢机制进行修复。因

正常内皮细胞的增生修复能力较差，所以EPCs归巢

是脏器损伤中内皮修复的主要方式。EPCs是一种

具有定向归巢和自我更新、增殖能力的多能干细

胞，可通过直接或间接的方式参与损伤组织和血管

的修复，从而对机体发挥保护作用。自从 1997年

Asahara等［9］首次分离并鉴定EPCs以来，在创伤、缺

血等动员因素的刺激下，机体可从骨髓中的EPCs向
外周血中动员，在某些细胞因子的作用下趋向于受

损组织，通过黏附作用聚集到受损脏器，分化为成

熟的内皮细胞，在受损脏器微血管内皮修复以及血

管新生的过程中发挥了重要作用，从而有效减少了

因缺血后微循环障碍而引起的级联放大效应，发挥

对损伤组织的保护作用。另外也有学者认为，在缺

血损伤修复的过程中，EPCs可通过自分泌/旁分泌

机制释放产生保护性的细胞因子，促进EPCs进一步

聚集，然后聚集到损伤脏器，间接参与血管新生和

组织的修复［10］。

VEGF 家族及其受体可通过促进内皮细胞的异

常增生、迁移，使血管通透性增强，从而在血管新生

中发挥重要作用［11］。其中，VEGF是一种参与血管

内皮细胞有丝分裂的特异性诱导剂，可结合内皮细胞

上特异性VEGF受体（VEGFR），引起VEGFR细胞内

激酶区特定酪氨酸残基的磷酸化而活化促分裂原活

化蛋白激酶，从而完成VEGF相应的促增殖作用［12］。

另外，近年来有研究报道，VEGF可诱导骨髓源性的

EPCs活化，并促进其从骨髓中动员到外周血循环

中，促进受损血管的新生［13］。

综上所述，本研究是为了进一步探索和完善

IPC对缺血肾脏产生保护作用的EPCs归巢机制理

论，通过建立大鼠肾脏 IRI模型，用体外培养的重组

腺病毒载体Ad⁃VEGF165感染EPCs移植到大鼠肾脏

IRI模型中，观察其对肾脏 IRI的保护作用。我们进

一步检测了大鼠术后72 h肾脏 IRI中VEGF、Ang⁃1、
Ang⁃2蛋白的表达情况，研究发现：在肾脏 IRI中，用

腺病毒载体Ad⁃VEGF165转染EPCs移植大鼠肾脏 IRI
中VEGF、Ang⁃1、Ang⁃2蛋白表达均较 IR组有所增

加，说明VEGF可诱导骨髓源性的EPCs活化，并促

进其从骨髓中动员到外周血循环中，促进受损组织

和血管的修复。
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