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Экспрессия маркеров неоангиогенеза и фибринолитической системы
в динамике экспериментальной ишемии почки у крыс

пухоли почки составляют
2–3% всех злокачествен-
ных новообразований. В
последнее время в лече-
нии больных локализо-
ванным раком почки пред-
почтение отдают органо-

сохраняющему подходу [1]. Основ-
ным преимуществом резекции
почки является сохранение макси-
мального объема функционирующей
почечной паренхимы. Согласно по-
следним данным, канцер-специфиче-
ская выживаемость после радикаль-
ной нефрэктомии и резекции почки
примерно одинакова. Кроме того, у
пациентов с сохраненным органом
реже развивается почечная недо-
статочность, что, в свою очередь,
снижает риск сердечно-сосудистых
осложнений и увеличивает общую
выживаемость. Выполнение резек-
ции почки является существенным
фактором, обеспечивающим психо-
логический комфорт пациента и по-
вышающим качество жизни. Обыч-
но резекция почки выполняется в
условиях тотальной тепловой ише-
мии органа с пережатием почечных
сосудов [2]. На сегодняшний день
время такой ишемии не превышает
30 минут, поскольку более длитель-
ная тепловая ишемия может быть
связана с необратимыми измене-
ниями проксимальных канальцев и
ассоциирована с достоверным уве-
личением частоты развития почеч-
ной недостаточности в послеопе-
рационном периоде с 1,7 до 10,2% 

[3, 4]. Однако безопасный порог вре-
мени тепловой ишемии почки, а зна-
чит и развития ее острого повреж-
дения, у разных людей может отли-
чаться. Для выявления этих особен-
ностей, возможно зависящих от пола,
возраста и других причин, с целью оп-
тимального использования времени
для оперативного вмешательства, не-
обходимо исследовать различные
функциональные показатели повреж-
дения почек на всех этапах их ишемии
у разных категорий лиц. 

Известно, что гипоксия являет-
ся главным стимулом ангиогенеза в
ишемизированном органе. Когда дей-
ствие проангиогенных факторов пре-
вышает действие антиангиогенных,
эндотелиальные клетки переходят из
физиологического дремлющего в ак-
тивное состояние, что приводит к
включению процесса ангиогенеза [5].
Этот процесс регулируется  факто-
рами роста и цитокинами, а также
системами протеолитических фер-
ментов, среди которых ведущую роль
играет фибринолитическая система,
обеспечивающая локальный внекле-
точный протеолиз [6]. 

Исходя из вышесказанного,
целью настоящего исследования яви-
лось изучение уровней фактора рос-
та эндотелия сосудов (VEGF-A), экс-
прессии рецептора фактора роста
эндотелия сосудов (VEGF-R), уроки-
назного активатора плазминогена
(u-PA) и плазмина в корковом веще-
стве на разных сроках ишемии одной
из почек у крыс.
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In patients subjected to the kidney 

ischemia during the partial 

nephrectomy due to renal cancer it is

important to study the pathogenesis

of ischemic changes, which is 

necessary for selection of optimal 

ischemia time during the operation.

The aim of the study was to study the

expression of angiogenesis and 

fibrinolysis related biomarkers in 

cortical layer of the kidney in the

acute ischemia setting in rats of 

different age and sex. The study

model was «two kidneys – one

clamp». The biomarkers selected for

analysis using IFA were VEGF-A,

VEGF-R, u-PA and plasmin. Among

the different sub-groups of animals

the young females were more resistant

to ischemia with regard to development

of pre-renal disturbances. Different

results during the comparison of the

animals in groups «old females –

young males» and «young females –

old males» let us suppose, that the

sexual hormones could be playing

some protector role in a setting of

acute kidney ischemia, which warrants

further investigation of estrogen-

androgen balance in the development

of the renal damage.
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МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

В работе использованы 130 бе-
лых беспородных крыс обоего пола
массой  180-200 г (молодые живот-
ные) и 300-350 г (старые животные).
При работе придерживались «Общих
этических принципов проведения
экспериментов на животных», кото-
рые согласованы с положениями «Ев-
ропейской конвенции о защите поз-
воночных животных, используемых
для экспериментальных и других на-
учных целей» (Страсбург, 1986).

Исследование проводилось на
модели «две почки, один зажим».
Наркотизированные животные раз-
мещались в положении «на спине».
Шерсть на животе удаляли, опера-
ционное поле обрабатывали  70° эти-
ловым спиртом. Разрез проводили
вдоль белой линии живота от мече-
видного отростка грудины до лон-
ного сочленения, рассекали кожу и

соединительную ткань. Выделяли со-
судистую ножку правой почки, кото-
рую затем клиппировали зажимом
Холстеда. Рану на протяжении пе-
риода ишемии прикрывали салфет-
кой, смоченной стерильным физио-
логическим раствором. Через опреде-
ленные промежутки времени живот-
ных забивали декапитацией, не выво-
дя из наркоза. Для исследования за-
бирали правую (ишемизированную)
почку, выделяли корковый слой; 100
мг ткани промывали 1х фосфатно-со-
левым буфером (PBS), гомогенизиро-
вали в 1 мл 1х PBS и оставляли на
ночь при температуре минус 20°C.
Для полного разрушения клеточных
мембран проводили два цикла замо-
раживания-оттаивания. Полученную
суспензию центрифугировали 5 мин
при 5000 g (2-8°C). Супернатант отби-
рали, делили на аликвоты и хранили
при температуре минус 20°C или
минус 80°C. Перед измерением раз-

мороженные образцы центрифугиро-
вали. Исследование ткани коркового
вещества ишемизированной почки
проводили методом ИФА с примене-
нием стандартных тест-систем; из-
учали уровень u-PA и плазмина
(Technoclone, Австрия), VEGF-А и
VEGF-R1 (BenderMedSystems, США).

Статистический анализ резуль-
татов проводили с помощью пакета  
Statistica 6,0 (Stat-Soft, 2001). Оценка
достоверности произведена с исполь-
зованием t-критерия Стьюдента. Уро-
вень р<0,05 принимали как значи-
мый. 

РЕЗУЛЬТАТЫ 

ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ 

ОБСУЖДЕНИЕ

Результаты изучения уровня
VEGF-А и VEGF-R в корковом слое
почки, подвергнутой острой ишемии,
представлены в таблицах 1, 2. Прежде
всего, был обнаружен различный уро-
вень VEGF-A и VEGF-R в корковом ве-
ществе крыс в зависимости от пола, но
не от возраста: содержание маркера не-
оангиогенеза у самцов превосходило
показатель у самок в среднем в 1,4 раза,
а его рецептора – в 1,6 раза (табл. 1, 2).

Было обнаружено увеличение
содержания VEGF-A в подвергнутой
ишемии почке трех групп крыс (ста-
рых самок, старых и молодых самцов)
в 1,6, 1,7 и 1,7 раза, соответственно,
относительно показателей в интакт-
ной ткани, начиная с 15 мин ишемии
(табл. 1). В сроки 20 мин и 25 мин
уровень маркера оставался практиче-
ски на этом же уровне. Параллельно
повышению содержания VEGF-A
происходило снижение относительно
показателя в интактной ткани уровня
VEGF-R в корковом веществе ишеми-
зированной почки старых самок, 
старых и молодых самцов в 2,8 раза,
2,4 раза и 1,5 раза соответственно
(табл. 2). 

В этой связи значительно воз-
росла величина коэффициента VEGF-
А/VEGF-R в указанных образцах во
все исследуемые сроки ишемии, ха-
рактеризующая эффективность про-
цесса ангиогенеза (табл. 3). 
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Таблица 1. Содержание VEGF-A (пг/г ткани) в корковом веществе ишемизированной
почки крыс разного пола и возраста

группы крыс

интактные

15 мин

20 мин

25 мин

старые

792,4 ± 68,3

1230,8 ± 91,5*

1419,4 ± 118,3*

1190,6 ± 124,1*

молодые

825,8 ± 81,3

428,8 ± 43,7*

480,3 ± 51,6*

556,5 ± 53,4*

старые

1150,6 ± 94,8

2004,6 ± 152,7*

1752,7 ± 127,9*

2120,2 ± 186,3*

молодые

1102,4 ± 93,6

1857,6 ± 142,8*

1750,1 ± 112,6*

1370,5 ± 141,3*

самки самцы

Таблица 2. Содержание VEGF-R (нг/г ткани) в корковом веществе ишемизированной
почки крыс разного пола и возраста

группы крыс

интактные

15 мин

20 мин

25 мин

старые

8,1 ± 0,6

2,9 ± 0,3*

5,5 ± 0,5*

5,4 ± 0,5*

молодые

7,2 ± 0,7

6,9 ± 0,7

6,9 ± 0,6

6,2 ± 0,5

старые

14,6 ± 1,2

6,2 ± 0,6*

5,7 ± 0,4*

6,5 ± 0,6*

молодые

10,2 ± 0,3

6,7 ± 0,7*

9,4 ± 0,3*

7,1 ± 0,7*

самки самцы
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*достоверно по отношению к интактной ткани

*достоверно по отношению к интактной ткани

Таблица 3. Коэффициент  VEGF-А/VEGF-R в корковом веществе ишемизированной
почки крыс разного пола и возраста

группы крыс

интактные

15 мин

20 мин

25 мин

старые

97,8 ± 8,6

424,4 ± 31,9*

258,1 ± 19,3*

220,5 ± 24,1*

молодые

114,7 ± 10,3

62,1 ± 5,8*

69,6 ± 7,2*

89,8 ± 9,4*

старые

78,8 ± 7,4

323,3 ± 29,6*

307,5 ± 33,2*

326,2 ± 30,9*

молодые

108,1 ± 7,4

277,3 ± 21,6*

186,2 ± 20,8*

193,0 ± 17,2*

самки самцы

*достоверно по отношению к интактной ткани
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При анализе результатов изуче-
ния уровня VEGF-А, VEGF-R и их со-
отношения было обнаружено, что ни
в один из сроков эксперимента не за-
регистрировано увеличения иссле-
дуемых показателей в ткани кор-
кового вещества ишемизированной
почки молодых самок.

Учитывая, что фактор роста эндо-
телия сосудов (VEGF-А) – это стресс-
индуцированный белок [7], увели-
чение уровня маркера и его соотноше-
ния с рецептором на фоне сниже-
ния последнего, можно рассматривать
как адаптационный ответ на дефицит
кислорода, выражающийся в актива-
ции ростового ангиогенеза в ишеми-
зированной почке. 

Одной из функциональных си-
стем, участвующей в изменении мор-
фоструктуры тканей при различных
повреждающих воздействиях, являет-
ся тканевая система активации плаз-
миногена. Установлено, что при гисто-

логическом исследовании почечных
сосудов после ишемического острого
повреждения почки (ОПП) обнаружи-
ваются изменения активности ткане-
вого активатора плазминогена и
ингибитора активатора плазминогена
типа 1 в почках [8]. Результаты изуче-
ния уровня плазмина в корковом слое
почки, подвергнутой острой ишемии,
представлены в таблице 4. 

Установлено, что через 20 мин
после начала ишемии увеличение
уровня плазмина в ишемизированной
почке регистрируется в корковом ве-
ществе старых самок и молодых сам-
цов в 1,4 раза и 1,6 раза, соответ-
ственно, относительно величин анало-
гичных показателей в интактной тка-
ни. В корковом веществе изучаемой
почки молодых самок в этот срок ис-
следования содержание плазмина, 
напротив, снижалось в 1,3 раза, а в со-
ответствующем образце старых сам-
цов оставалось без изменений. Через

25 мин после начала ишемии уровень
плазмина в корковом веществе старых
самок и молодых самцов резко возрас-
тал и становился выше уровня, реги-
стрируемого в интактной ткани, в 2,5
раза и 2 раза соответственно. В этот
срок обнаружено увеличение уровня
этого показателя в корковом веществе
правой почки старых самцов в 1,3
раза. В корковом веществе ишемизи-
рованной почки молодых самок в
этот период отмечалось дальнейшее
снижение уровня плазмина в среднем
в 2,1 раза (табл. 4).        

Сопоставляя сроки активации в
корковом веществе почек VEGF и
плазмина можно предположить, что
не плазмин при ишемии является ин-
дуктором фактора роста эндотелия со-
судов, а гидролитический фермент
урокиназа (u-PA), синтезируемая по-
чечным эпителием.

Результаты изучения содержа-
ния и активности u-PA в корковом
слое почки, подвергнутой острой ише-
мии, представлены в таблицах 5, 6. Об-
наружено, что содержание u-PA в
корковом веществе интактных почек у
старых животных было выше, чем у
молодых. Так  у старых самок уровень
фермента был в среднем в 4,6 раза
выше, чем у молодых, а у старых сам-
цов – в 2,8 раза.  При этом содержание
u-PA в корковом веществе самцов
было выше, чем у самок соответствую-
щего возраста: у старых самцов отно-
сительно старых самок – в 1,3 раза, у
молодых самцов относительно моло-
дых самок – в 2,1 раза (табл. 5). 

Через 15 мин после начала ише-
мии регистрируется  равнозначное
снижение уровня урокиназы в корко-
вом веществе ишемизированной
почки старых самок и молодых сам-
цов в 1,3 раза, сопровождаемое повы-
шением ее активности в 2 раза и 1,5
раза соответственно. Практически
такое же соотношение содержания и
активности урокиназы сохранялось и
через 20 мин от начала ишемии.
Через 25 мин содержание u-PA в кор-
ковом веществе ишемизированной
почки старых самок и молодых сам-
цов было в среднем в 1,7 раза ниже,
чем в соответствующей интактной

Таблица 6. Активность u-PA (ед/г ткани) в корковом веществе ишемизированной
почки крыс разного пола и возраста

группы крыс

интактные

15 мин

20 мин

25 мин

старые

0,11 ± 0,01

0,22 ± 0,02*

0,24 ± 0,02*

0,32 ± 0,03*

молодые

0,1 ± 0,01

0,11 ± 0,01

0,07 ± 0,01*

0,07 ± 0,01*

старые

0,18 ± 0,02

0,18 ± 0,02

0,22 ± 0,03

0,28 ± 0,02*

молодые

0,1 ± 0,01

0,15 ± 0,01*

0,14 ± 0,02*

0,31 ± 0,03*

самки самцы

*достоверно по отношению к интактной ткани
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Таблица 5. Содержание u-PA (ед/г ткани) в корковом веществе ишемизированной
почки крыс разного пола и возраста

группы крыс

интактные

15 мин

20 мин

25 мин

старые

19,2 ± 2,0

15,2 ± 1,3*

12,5 ± 10,4*

11,1 ± 9,6*

молодые

3,9 ± 0,4

4,0 ± 0,4

4,2 ± 0,4*

6,8 ± 0,7*

старые

25,4 ± 1,9

24,8 ± 2,3

24,9 ± 2,6

19,6 ± 1,4*

молодые

8,0 ± 0,6

6,1 ± 0,4*

5,3 ± 0,4*

4,8 ± 0,5*

самки самцы

*достоверно по отношению к интактной ткани
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Таблица 4. Содержание плазмина (нг/г ткани) в корковом веществе 
ишемизированной почки крыс разного пола и возраста

группы крыс

интактные

15 мин

20 мин

25 мин

старые

61,8 ± 5,3

71,5 ± 6,8

84,6 ± 6,2*

154,5 ± 13,7*

молодые

92,8 ± 8,3

85,3 ± 7,1

71,8 ± 5,8*

43,9 ± 3,6*

старые

104,8 ± 9,3

99,7 ± 7,1

57,9 ± 5,9*

48,9 ± 4,6*

молодые

59,8 ± 5,2

64,5 ± 5,8

94,8 ± 7,3*

120,7 ± 11,6*

самки самцы

*достоверно по отношению к интактной ткани
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ткани, а активность, напротив, в 2,9
раза и 3,1 раза выше.

В корковом веществе изучаемой
почки старых самцов достоверные
изменения содержания и активности
u-PA зарегистрированы только через
25 мин ишемии: уровень фермента
был снижен в 1,3 раза, а активность
повышена в 1,6 раза относительно по-
казателей в соответствующей интакт-
ной ткани (табл. 5, 6). В корковом
веществе ишемизированной почки
молодых самок изменение содержа-
ния u-PA обнаружено только через 25
мин ишемии и заключалось в его уве-
личении в 1,7 раза, тогда как актив-
ность u-PA снижалась, начиная с 20
мин, в 1,4 раза относительно показа-
теля в интактной ткани и оставалась

на этом уровне через 25 мин (табл. 5, 6).   
Совпадение временных характе-

ристик активации урокиназы и повы-
шения уровня VEGF-A, позволяет
предположить, что именно u-PA в
корковом веществе ишемизирован-
ной почки старых самок и молодых
самцов уже через 15 мин ишемии, 
а позже и старых самцов запускает
каскад VEGF-A – зависимого ангио-
генеза, как приспособительной реак-
ции ткани на ишемию. В этой связи
интересной остается реакция ткани
коркового вещества ишемизирован-
ной почки молодых самок, компен-
саторные возможности которой, по-
хоже, значительно превосходят ана-
логичные образцы животных других
обследованных групп. 

Таким образом, среди изучен-
ных групп животных особо выделя-
лись молодые самки, у которых
изменения изучаемых регуляторных
факторов наступали позже, чем во
всех остальных группах. Обнаружен-
ная динамика реагирования на ише-
мию в ряду «старые самки – молодые
самцы и молодые самки – старые
самцы» наводит на мысль о вовлечен-
ности половых гормонов в процессы,
развивающиеся при остром прекра-
щении кровообращения в почке, и о
потенциально защитной роли этих
веществ. Достаточно перспективным
представляется изучение влияния
эстроген-андрогенного баланса на
развитие вызываемых  ишемией из-
менений.
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Резюме:
Изучение патогенеза изменений, развивающихся в почечной ткани при острой ишемии почки, может оказаться

полезным с точки зрения определения оптимальной продолжительности ишемии для различных групп больных по-
чечно-клеточным раком, являющихся кандидатами для выполнения резекции почки. Целью работы явилось изучение
уровня маркеров ангиогенеза и фибринолитической системы в корковом веществе клиппированной почки крыс разного
возраста и пола в динамике острой ишемии. Исследование проводилось на модели «две почки – один зажим». Методом
ИФА в корковом веществе ишемизированной почки исследовали содержание VEGF-A, VEGF-R, u-PA и плазмина. Уста-
новлено, что среди изученных групп животных особо выделялись молодые самки, у которых преренальные нарушения
наступали позже, чем во всех остальных группах. Обнаруженная динамика реагирования на ишемию в ряду «старые
самки – молодые самцы и молодые самки – старые самцы» наводит на мысль о вовлеченности половых гормонов в про-
цессы, развивающиеся при остром прекращении кровообращения в почке, и о потенциально защитной роли этих ве-
ществ. Достаточно перспективным представляется изучение влияния эстроген-андрогенного баланса на развитие
вызываемых  ишемией изменений.

Ключевые слова: фактор роста эндотелия сосудов (VEGF-A), рецептор фактора роста эндотелия сосудов (VEGF-R), урокиназный
активатор плазминогена (u-PA),плазмин, иммуноферментный анализ, экспериментальная тепловая ишемия почки.

Кey words: vascular endothelial growth factor human (VEGF-A),  vascular endothelial growth factor receptor (VEGF-R),  
urokinase-type plasminogen activator ( u-PA),  plasmin, acute renal ischemia, warm ischemia.
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