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肾细胞癌组织与正常组织中VEGF165b的差异表达及其意义 

姜翠苹，王德林，彭 波 

(重庆医科大学附属第一医院泌尿外科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：研究血管内皮生长因子 165b(Vascular endotheliM growth factor 165b，VEGF165b)在肾细胞癌(Renal cell carcino— 

ma，RCC)组织和正常组织中的表达情况，初步探讨其与肾细胞癌发生发展的关系。方法：(1)用 S-P免疫组化法检测 30例肾细 

胞癌组织和 29例正常肾组织中 VEGF165b蛋白的表达情况；(2)用 RT—PCR法分别检测 32例肾细胞癌组织和 30例正常肾组 

织 中 VEGF165b mRNA的表达情况。结果 ：(1)正常肾组织 中 VEGF165b蛋 白表达率为 96．55％(28／29)，肾细胞癌组织 中 

VEGF165b蛋白的表达率为 20．00％(6／30)，表达差异有统计学意义(尸<0．05)。(2)正常 肾组织中 VEGF165b mRNA阳性表达率 

为 93．33％(28／30)，肾细胞癌组织中VEGF165b mRNA的阳性表达率为 18．75％(6／32)，具有统计学意义(，)<0．05)。结论：VEGF165b 

在肾细胞癌组织中的表达低于正常肾组织的表达 ，这种表达差异可能与肾癌发生、发展的机制有关。 
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The differentiaI expression of VEG F1 65b in the renal celI carcinoma and nOrmal 

renal tissues and its clinicaI significance 

JIANG Cui-ping，et al 

(Department ofUrology，the FirstAffiliatedHospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To investigate the differential expression ofVEGF165b in the renal cell carcinoma(RCC)and normal renal tissues 

and its role in the development of RCC．Methods：S-P immunohistochemistry was used to detect the expression of VEGF165b protein in 

30 specimens of paraffin-embedded RCC tissues and 29 specimens of paraffin-embedded normal renal tissues．RT—PCR was performed to 

detect the expression of VEGF165b mRNA in 32 specimens of ffesh RCC tissues and 30 specimens of ffesh normal renal tissues．Results： 

Among 29 of normal renal tissues，28 specimens had positive expression of VEGF1 65b protein，with the positive rate of 96．55％ (28／29) 

that was significantly higher than 20．00％ (6／30)in RCC tissues(P<0．05)．The positive rate of VEGF165b mRNA in normal renal tissues 

was 93．33％(28／30)，while that ofRCC tissues was only 18．75％(6／32)．The positive expression rate ofVEGFI65b mRNA in RCC tissues 

was significantly lower than that in normal renal tissues(P<O．05)．Conclusion：VEGF165b might play a role in inhibiting development of 
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实体肿瘤的生长 、浸润和转移依赖于肿瘤新生 

血管的形成，而新生血管的形成又依赖于肿瘤血管 

生长因子，在已证实的血管生长因子中，血管内皮 

生长 因子 (Vascular endothelial growth factor，VEGF) 

是最重要的血管生长因子，血管内皮生长因子的表 

达是大多数肿瘤细胞无限增值的必要条件l 。近年 

来发现的 VEGF新变构体血管 内皮生长因子 165h 

(Vascular endothelial growth factor 1 65b，VEGFI65b)具 

有抑制血管生成 ，从而抑制肿瘤生长的作用【3 1。本 

实验采用免疫组织化学染色及 RT—PCR方法检测 

VEGF 岱b在肾细胞癌和肾正常组织中的表达情况， 

初步探讨其临床意义。 

1 材料与方法 

1．1 组织标 本 

收集重庆医科大学附属第一医院 2005年 4月至 2008 

年 6月间手术标本共 32例，病理确诊 ，仝部病例术前均未行 

放射、化学治疗；其中男性 23例，女性 9例。年龄 36～86岁， 

平均 58岁。肾正常组织：取自远离癌组织的正常肾组织。每 

例取新鲜标本 2块，一块用 10％福尔马林液固定 ，石蜡包埋 

后，切片行免疫组织化学检测 ；另一块于离体后立即放人液 

氮速冻待检。 

1．2 材料与试剂 

鼠抗人 VEGF165b单克隆抗体购自英围 Abcam公司，免 

疫试剂盒 、DAB显色试剂均购 自北京l1]杉金桥生物技术有限 

公司，总 RNA提取试剂 RNAiso Reagent及 RT—PCR试剂盒购 

自大连宝生物公司，GoldView购自北京赛百盛基冈技术有限 

公司。 

1．3 免疫组织化学法检测 

1．3．1 免疫组织化学法 采朋免疫组织化学二步法，4 II1 

石蜡切片常规脱蜡 、水化，3％过氧化氢孵育 15 rain，PBS冲 

洗，热修复抗原，加 1：200稀释的一抗 4℃过夜，加二抗 37。 

孵育 30 min，PBS冲洗 ，DAB显色，苏木精复染 ，中性树胶封 

片。 

1．3．2 结果判定 VEGF． h蛋白位于细胞质，表现为细胞质 

内出现棕褐色均匀细颗粒。判定标准：每例标本随机选取 l0 

个高倍视野，计数 100个细胞中阳性反应细胞数，阳性表达 

率(PI)=(阳性细胞数／100)X 100％，取其表达率平均值，PI> 

5％为阳性 ，PI<5％为阴性 ；PI在 5％～24％之问为弱阳性 ； 

P1≥25％为阳性。 

1．4 RT—PCR法检测 

1．4．1 引物合成 引物设计参照文献f5，6]。VEGF b上游引物： 

5’一GAGATGAGCTTCCTACAG—CAC一3’，下游弓l物 ：5’一 FCAG 

TC I ITrCCTGGTGAGAGATCTGCA一3’，222bp；B—aetin上二游弓l 

物：5’一GAC I CCTCATGAAGATCCT一3’，下游弓l物：5’一GCG— 

GATGTCCACGTCACACT一3’，3l3 bp。引物由大连宝生物公司 

合成。 

1．4．2 组 织总 RNA提 取 以总 RNA提取试 剂 RNAiso 

Reagent提取总RNA，按试剂说明书操作。所提取总RNA完 

整性经 1．5％琼脂糖凝胶电泳，可见明显 18 s和 28 s条带。用 

紫外分光光度计定量并检测其纯度，A A 比值为 1．8—2．0 

者可用于逆转录反应，一80％保存备用。 

1．4．3 RT—PCR方法 RT—PCR按照 TaKaRa公司 RT—PCR 

试剂盒操作步骤进行。冰浴中在反应管内依次加入 2 1 MgC 

【25 mmol／L)、1 1 10×RT Bufier、2．75 l RNase Free dH2O、1 

1 dNTP Mixture、0．25 l RNase Inhibitor、0．5 l AMV Reverse 

Transcriptase，0．5 l Random 9 mers(50 pmol／ 1)，2 IX l总 

RNA，反应体系共 10 l，混匀 ，RT反应条件为：30'12 10 min， 

45℃3O min，99℃5 nfin，5℃5 min，1个循环。PCR反应体系 

为：5 l 5×PCR Buffer、TakaraExtaqHs0．125恤l、5 l cD- 

NA、0．25 l上游引物(20 pmol／ix】)、O．25 l下游引物(2O 

pmol／ 1)，用灭菌蒸馏水补足 25 l，混匀，PCR反应条件为： 

94oC 2 min；94℃ 30 S，64％ 30 S，72~C 1 min，40个循环；72oC 

10 rain。取 PCR扩增产物 5 1在 1．5％琼脂凝胶(GoldView 

染色)电泳，电泳结束后置于紫外光灯下观察结果，条带位于 

222bp为VEGF 65bmRNA表达阳性，条带位于313bp为 p—aetin 

mRNA表达阳性。 

1．5 统计学处理 

运用 SPSS13．0统计分析软件对资料进行统计学分析， 

根据资料类型采用 Fisher确切概率法 ，P<0．05为差异有统 

计学意义。 

2 结 果 

2．1 VEGF b的免疫组织化学检测结果 

VEGF b阳性表达为细胞质内均匀分布棕褐 

色颗粒。VEGF b蛋白在绝大多数正常肾组织中表 

达(图 1)，而在肿瘤组织 中表达降低或者无表达(图 

2，图 3)。29例肾正常组织中 28例 VEGF b阳性表 

达，阳性率为96．55％；30例 RCC组织中VEGF。65b多 

为阴性表达 ，仅 6例为弱 阳性表达(2O．OO％)。两者 

间差异有统计学意义 (P<0．05，表 1)，提示 VEGF 65b 

蛋白在RCC组织中表达下调。 

表 1 VEGF b蛋白在 RCC组织与正常肾组织中的表达 

2．2 VEGFl65b的 RT—PCR检测结果 

VEGF。 b及内参 -actin PCR产物琼脂糖凝胶 
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电 泳 ， 其 大 小 与 预 先 设 计 引 物 大 小 一 致 ( 图 3 ) 。 3 0

例 正 常 肾 组 织 中 2 8 例 表 达 V E G F 。曲 m R N A ， 阳 性

率 为 9 3 -3 3 ％ ；3 2 例 R C C 组 织 中 6 例 为 阳 性 表 达 ，

阳性 率 为 1 8 ． 7 5 ％ 。 两 者 差 别 具 有 统 计 学 意 义 (P <0 ． 0 5 ，

表 2 ) ， 提 示 R C C 组 织 中 V E C F 。6 5 b m R N A 表 达 下 调 。

表 2 v E G F 。曲 m R N A 在 R C c 组 织 与

正 常 肾组 织 中 的表 达

图 l v E G F ，小 在 正 常 肾组 织 中 阳性 表 达 ( s P ， ×4 0 (】)

～ 彳 孵 鬻
▲ 。 岔 、|

图 2 V E G F ，抽 在 R C C 组 织 中弱 阳性 表 达 ( 卵 ， ×4 0 0 )

一
‘

。 ．

觏 一

图 4 v E G F 。。，b m R N A R c c 组 织 及 正 常 肾组 织 中的表 达

3 讨 论

V E C F 。曲 是 V E G F — A 的 剪 接 变 构 体 ， 因 它 与

V E G F ．岱 具 有 相 同 的 氨 基 酸 数 目 而 结 构 不 同 ， 故 将

它 命 名 为 V E C F 。曲 ‘⋯

。 研 究 发 现 ，
V E C F 。曲 是 一 种 循

环 蛋 白 ， 具 有 以 下 功 能 及 生 物 特 性 l5 I8 _9 】
： ( 1 ) V E C F ．65b

可 抑 制 V E G F ，晒 介 导 的 人 脐 静 脉 内 皮 细 胞 ( H u m a n

u m b i 】i c a l v e i n e n d o t h e l i a l c e l J s ，
H U V E C )增 殖 和 迁 移 ；

( 2 ) V E G F 。曲 可 抑 制 V E G F 。砧 介 导 的 血 管 扩 张 ；( 3 )

V E G F 。曲 抑 制 V E C F 。岱 介 导 的 血 管 生 成 ：V E G F 。曲

羧 基 末 端 的 改 变 并 不 影 响 其 与 受 体 结 合 ，
V E G F ，曲

与 V E G F ，岱 具 有 相 同 的 血 管 内 皮 生 长 因 子 受 体 2

( V a s c u l a r e n d o t h e l i a l g r o w t h f a c t o r r e c e p t o r 2
，

V E C —

F R 一 2 ) 结 合 亲 和 力 ；V E G F 。∞ 通 过 激 活 内 皮 细 胞 内

V E G F R 一 2 ， 使 细 胞 通 过 细 胞 外 基 质 迁 移 、 凋 亡 、 内皮

细 胞 增 殖 及 体 内 毛 细 血 管 的 顺 应 性 所 必 需 的 p 4 2 ／

p 4 4 丝 裂 原 活 化 蛋 白激 酶 ( M i t o g e n —

a c t i v a t e d p r o t e i n

k i n a s e ， M A P K ) 和 丝 氨 酸 ／苏 氨 酸 激 酶 ( S e r i n e ／t h r e 0 一

n i n e —

p r o t e i n k i n a s e
， A K T ) 磷 酸 化 ；而 V E G F l 65b 竞 争

性 结 合 V E G F R 一 2 ， 抑 制 V E G F R 一 2 激 活 ， 抑 制 M A P K

和 A K T 磷 酸 化 ， 从 而 抑 制 血 管 生 成 的 信 号 途 径 ， 达 到

抑 制 V E C F 。舒 介 导 的 血 管 生 成 ；(4 ) 在 体 内 V E G F 。6 5

通 过 v E C F R 一 2 信 号 传 导 途 径 慢 性 持 续 性 增 加 微 血

管 的 通 透 性 ， 而 V E G F 。曲 通 过 V E G F R 一 1 信 号 途 径

短 暂 增 加 血 管 通 透 性 ， 而 且 V E G F 。曲 增 加 血 管 通 透

性 的 作 用 强 于 V E C F ．晒 ；(5 ) V E C F 。65}】抑 制 裸 鼠体 内

A 3 7 5 黑 色 素 瘤 的 生 长 。 上 述 发 现 表 明 V E G F 。曲 可

能 具 有 抑 制 肿 瘤 增 殖 、 迁 移 及 肿 瘤 血 管 形 成 的 作

用 。

最 新 研 究 发 现 V E C F 。曲 过 量 表 达 可 以 抑 制 体

内结 肠 直 肠 癌 ㈣
、 肾癌 、 前 列 腺 癌 、 尤 文 肉瘤 生 长 ⋯ 】

，

抑 制 乳 腺 血 管 生 成 [12】
。 人 V E G F ，曲 重 组 体 能 抑 制 裸

≮ 0 弋
吖

—文

鹾≮
疋』 人

、苓 0 ℃ ?



重庆医科大学学报 2009年第34卷第 3期 (Journal of Chongqing Medical University 2009．VOI．34 No．3) 

鼠体内结肠癌的生长并降低肿瘤血管密度，但对肝 

功能及血液动力学方面无不 良影响 ，这为 VEGF b 

通过抗血管生成作用治疗肿瘤提供 了理论依据 1。 

另有研究提示 VEGF b表达下调可能成 为判断肿 

瘤预后不 良的标志ll4]。上述研究结果进一步证实 

VEGF b可能具有抗血管生成从而抑制肿瘤生长 

的作用，有希望成为治疗肿瘤的有效药物，成为判 

断肿瘤预后的指标。 

本研究为探讨 VEGF b在 。野癌发生 、发展中的 

作用，分别以石蜡组织以及新鲜肾组织为研究对 

象，采用免疫组织化学技术和 RT—PCR技术 ，从蛋 

白水平及 mRNA水平检测 VEGF。岱b在肾癌组织及 

正常肾组织中的表达情况。免疫组织化学结果显 

示 ，29例 肾正常组织 中 VEGF 岱b蛋 白阳性表 达率 

为 96．55％；30例 RCC组织中 VEGF， b蛋 白多为阴 

性表达 ，少数为弱 阳性表达 (20．00％)。肾癌组织 

VEGF b蛋 白表达的阳性率 明显低于 肾正常组织 

(P<0．05)，与 Woolard等【7_研究结果相同。RT—PCR 

结果显示，30例正常肾组织中有 28例表达 VEGF b 

mRNA，阳性表达率为 93．33％；32例肾癌组织中 

仅有6例 为阳性表达 ，阳性率为 18．75％。RCC中 

VEGF b mRNA表达明显低于肾正常组织中的表达 

(P<0．05)，与 Bates等嘲研究肾癌中 VEGF1 b mRNA 

表 达 的结 果相 同 。上述 结 果 表 明 ，RCC组 织 中 

VEGF 岱b mRNA和 VEGF 65b蛋白表达明显降低，可 

能是肾癌发生发展的重要因素之一。 

综上所述 ，在 肾癌组织中，VEGF。 b无论是在蛋 

白水平 还是在 mRNA水 平 表达都 有 所下 降 ， 

VEGF 65b在 RCC 组 织 中 的 异 常 低 表 达 表 明 

VEGF b可能具有抑制肾肿瘤发生 、发展 的作用 ， 

VEGF b表达水平可能成为判断肾癌预后的标志。 
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