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抑癌基因PTEN随增龄在大鼠肾脏组织的表达 

陈俊香 ，蔡广研 ，陈香美z，卓 莉 ，马 强 ，师锁柱z，刘伏友 

(1．中南大学湘雅二医院肾内科，长沙 410011；2．中国人民解放军总医院肾内科，北京 100853) 

【摘 要】目的：研究与张力蛋白同源、第 lO号染色体缺失的磷酸酶基因(Phosphatase andtensin horn0l0gue deleted on chromosome 

10，PTEN)随增龄在大鼠肾组织内表达的变化 ，并探讨其在肾脏衰老中的作用。方法：分别留取 3、12、24月龄 Wistar大鼠肾组 

织(n=6)，石蜡切片 CD34免疫组化染色观察肾组织微血管生成；western blot和免疫组化染色检测大鼠肾组织 PTEN表达。结 

果：western blot显示 ，随增龄大鼠肾组织蛋白表达水平逐渐升高，24月龄大鼠表达水平显著高于 3，12月龄大鼠(P<0．05)；免疫 

组化显示 PTEN在大鼠肾小球和肾小管均有表达，24月龄大鼠肾小球和肾小管阳性面积百分比均显著高于 3、12月龄大鼠 

(P<0．05)。随增龄大鼠肾组织内出现微血管生成障碍，24月龄大鼠肾小球毛细血管和管周毛细血管密度均显著低于 3、12月 

龄大鼠(P<0．05)；相关分析显示，二者与大鼠肾组织 PTEN蛋白表达水平均呈负相关(r一0．761和 一0．613，P<0．05)。结论：随增 

龄大鼠肾组织 PTEN蛋白表达呈现上升趋势，可能通过影响血管生成参与肾脏衰老过程。 
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Alteration of the expression of PTEN in rats with aging 

CHENJun—xiang et al 

(Department ofNephrology，the SecondXiangyaHospital，Central South University) 

【Abstract】Objective：To investigate the alteration of the expression of PTEN in rats with aging．Methods：Wistar rats were divided into 3 

groups：3-month—old group，12-month-old group and 24-month-old group (n=6)．Immunohistochemistry of CD34 was employed to 

detecte angiogenesis in the kidneys with aging．The protein expression of PTEN was examined by Western Blot．Immunohistochemistry was 

also employed to detect the expression of PTEN in the kidneys with aging．Results：(1)Compared with 3-month—old rats and 

12一month—old rats．the level of PTEN protein expression in kidneys of 24一month—old rats was higher than that of 3-month—old rats and 
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12month—old rats，as examined by Western Blot(P<0．05)；(2) 

With aging，the positive percentages of PTEN expression in the 

kidneys were increased，as detected by Immunohistoehemistry(P< 

0．05)；(3)With aging，impaired angiogenesis was found in renal 
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capillary density and the peritubular capillary density were lower than that of 3-month—old rats and 12一month—old rats(P<0．05)．which 

were correlated negativelywiththe protein expression ofPTENin kidneys (r=一0．761 and—O．613，P<O．05)。Conclusion：PTEN could 

promote age-related renal inseneeence through affecting angiogenesis． 
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肾脏衰老是机体衰老的重要组成部分，其发生发展机制 

尚不清楚。研究表明，随增龄肾脏出现微血管生成障碍，主要 

表现为局灶性肾小管周及肾小球毛细血管密度减少 ，肾小球 

毛细血管床面积减少，管腔闭塞l】1。与张力蛋白同源、第 10号 

染色体缺失的磷酸酶基因(Phosphatase and tensin homolog 

deleted in chromosome 10，PTEN)是一种抑癌基因，其编码蛋 

白具有脂质磷酸酶和蛋白质磷酸酶双重磷酸酶活性，是 1种 

细胞内固有表达的非分泌型蛋白，广泛表达于中枢神经系 

统、心脏、肝脏、肾脏、胃肠道及皮肤等全身多个器官。在。肾 

脏 ，PTEN在肾小球 、’肾小管 、鲍曼氏囊及血管中均有表达口。 

文献报道 ，PTEN抑制血管生成，其突变或表达下调，血管生 

成增加口 ；PTEN参与细胞m和机体的衰老过程18一。然而，肾脏 

衰老过程中PTEN的表达变化如何?其与肾脏衰老的关系怎 

样?目前国内外文献报道甚少。本研究利用 Wistar大鼠构建 

增龄性肾脏衰老模型，观察不同月龄大 鼠肾组织 PTEN的表 

达变化规律，并探讨其在肾脏衰老过程中的作用。 

1 材料与方法 

1．1 实验动物和分组 

雄性 Wistar大鼠(由解放军总医院实验动物中心提供 ) 

18只，随机分为 3组(3月龄组、12月龄组和 24月龄组)，每 

组各 6只。常规条件下分笼饲养，保持 12 h昼夜循环，室温 

控制在 27℃左右，湿度维持在 40％ 一50％，自由进水、进食。 

饲养至 3月、12月、24月龄处死。2％戊巴比妥钠(40mg，l【g) 

麻醉 ，腹正中切口，暴露分离双侧肾脏 ，原位灌洗后摘下双 

肾，其中一肾立即置于液氮冷冻后 一70~C保存 ，备提蛋白质。 

另一肾置于 10％甲醛固定 48 h，石蜡包埋切片用于免疫组化 

染色。 

1．2 方法 

1．2．1 主要试剂 PTEN小鼠多克隆抗体(美国 Santa Cruz 

公司)，CD34羊多克隆抗体(美 国 Santa Cruz公司)，PMSF、 

aprotinin、leupeptin(德国 Sigma公司)，Micro BCA Protein试剂 

盒(美国Pierce公司)，辣根过氧化物酶标记的羊抗小鼠IgG 

(美国 SantaCruz公司)，ECL显色试剂(美国Santa Cruz)。 

1．2．2 Western Blot检测 PTEN蛋白的表达 取大鼠肾组织 

100 mg，按体积比 1：3，用预冷的 RIPA裂解液(含 50 mmol／L 

Tfis pH 7．5，150 mmo1]L NaC1，1％ Np一40，0．1％SDS，10 mmol／L 

EDTA，1 mmoL[L PMSF及蛋 白酶抑 制剂 2 b~g／ml aprotinin， 

2 g／mllenpeptin)进行组织匀浆，冰浴 30rain，4cC 12000 r／rain 

离心 25 min，吸取中间层液体即为组织总蛋白。BCA蛋白试 

剂盒测定蛋白浓度。取其中 100 g总蛋白加 2 X十二烷基硫 

酸钠 95℃变性 5 rain，10％SDS—PAGE(聚丙烯酰胺凝胶 ) 

电泳，转移至硝酸纤维素膜，10％脱脂牛奶封闭过夜，小鼠抗 

PTEN抗体(1：500)室温孵育 4 h，0．05％TBST洗膜 3次，每次 

15 min；~H辣根过氧化物酶标记的山羊抗小鼠IgG 1：2 000)，室 

温孵育 1 h，0．05％TBST洗膜 3次，ECL显影。以 B—Actin为 

内参照，用 ALPHAIMAGER 2200凝胶图像分析系统，进行半 

定量分析。 

1．2．3 免疫组织化学染色 

1．2．3．1 免疫组化检测 PTEN表达 3 m石蜡切片 ，脱蜡 

至水。3％过氧化氢(H O )室温孵育 10 rain，以消除内源性过 

氧化物酶的活性。胰酶修复抗原。正常山羊血清室温封闭 1O 

分钟，倾去血清。滴加 1：50 PTEN小鼠多克隆抗体 4℃过夜 ， 

再依次滴加生物素标记二抗和辣根酶标记链酶卵白素分别 

室温孵育40 min。DAB显色。苏木素复染，升梯度酒精脱水， 

二甲苯透明，中性树胶封片。每次染色均设以PBS缓冲液代 

替一抗的阴性对照。PTEN抗原表达阳性区被染成棕黄色。结 

果采用 Image—Pro Plus图文分析系统，光镜下(10×20)每张 

切片随机选取 10个肾小球或 10个视野肾小管 一问质，测定 

每个肾小球内或视野内肾小管阳性着色面积与该’肾小球和 

视野中肾小管间质面积的百分比，取其均值作为阳性表达结 

果 (％ )。 

1．2．3．2 CD34免疫组织化学染色观察肾脏微血管生成 染 

色方法与 PTEN类似。结果分析参考文献[1 0】。CD34抗原表 

达阳性区被染成棕黄色。光镜下(10×40)每张切片随机选取 

10个横断面通过血管极的肾小球，摄片，计算每个肾小球毛 

细血管袢数与肾小球面积比，取其均值作为衡量肾小球微血 

管密度的指标；光镜下(10×20)每张切片随机选取 1O个不 

含肾小球的肾小管 一间质的视野 ，摄片，计算管周毛细血 

管数与该视野面积比，取其均值作为衡量管周微血管密度 

(MCV)的指标。 

1．3 统计学处理 

采用 SPSS13．0软件进行统计分析 ，所有计量资料使用 

均数±标准差(互±s)表示，3组的比较采用了单因素方差分 

析差异，3、12、24月龄之间的两两比较采用方差分析后的 

Bogferroni检验。肾组织 PTEN蛋白表达水平与肾小球和’肾小 

管周微血管密度的关系采用直线相关分析。P≤0．05认为差 

异有统计学意义。 
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于3、12月龄大鼠。提示肾脏增龄性微血管生成障碍参与肾 

脏衰老过程。 

研究表明，在肾脏病变中所发生的血管生成障碍与促血 

管生成因子(如 VEGF、bFGF、HGF等 )的减少和抗血管生成 

因子(如 Angiostatin、Endostatin、TSP一1)的增多有关 1。血管内 

皮生长因子(Vascular endothelial growht factor，VEGF)是重要 

的促血管生成因子，VEGF主要与其受体 Flk一1结合，启动细 

胞内信号传导，促进内皮细胞增殖、迁移和血管形成【l6／。我实 

验室张雪光等㈣报道随增龄，大鼠肾组织 VEGF表达逐渐减 

少；衰老大鼠肾组织内微血管含量减少与 VEGF减少密切相 

关。 

PTEN是一种抑癌基因，其编码蛋白是由 1 209个核苷 

酸编码403个氨基酸组成的多肽链，具有脂质磷酸酶和蛋白 

质磷酸酶双重磷酸酶活性，是 VEGF及 Flk一1的功能上游因 

子，其表达上调抑制 VEGF／Flk一1的表达。Gomez MC等口 日报 

道在肿瘤细胞中PTEN突变 、失活或缺失 VEGF表达上调 ， 

血管生成增加。另外，研究表明PTEN参与细胞和器官衰老。 

Pascal等[7／在细胞复制性衰老研究中发现，PTEN表达升高 ， 

使 PI3P脱磷酸化，促进 p27kipl表达，实现 WI38细胞周期 

G1期阻滞 ，细胞复制性衰老。Rice等 】在动物模型研究发现 ， 

随增龄大鼠主动脉总 PTEN和磷酸化 PTEN蛋白表达水平明 

显升高，参与增龄性相关的血管重塑。衰老大鼠和人胃黏膜 

的PTEN基因和蛋白水平均明显升高，黏膜血流量下降，组 

织缺氧，易于受损【l0／。我们研究发现，随增龄大鼠肾组织 PTEN 

蛋白表达逐渐升高；24月龄时，PTEN蛋白水平显著高于 3、 

l2月龄大鼠。免疫组化染色显示 ，PTEN主要表达在肾小球 

系膜细胞、内皮细胞和肾小管上皮细胞浆；随增龄 ，大鼠肾小 

球和肾小管阳性面积百分比逐渐升高，24月龄时，大鼠肾小 

球和肾小管阳性表达面积比均显著大于 3、12月龄大鼠。进 

一 步相关分析显示，肾组织 PTEN蛋白表达水平与肾小球和 

肾小管周微血管密度呈负相关关系。以上结果提示，随增龄 

肾脏 PTEN表达上调，可能通过下调 VEGF／Flk一1表达，影响 

增龄性肾脏微血管生成障碍，促进肾脏衰老进程发展。 

总之，肾脏衰老是一个非常复杂的生理过程，随着衰老 

进程，肾脏出现一系列生理、病理和基因表达的变化。我们的 

研究结果首次证实了随增龄大鼠肾组织 PTEN表达上调 ，其 

可能通过影响肾脏微血管生成，从而参与肾脏器官衰老过 

程。有关 PTEN参与肾脏衰老的作用机制尚需进一步研究。 
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