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Б. Экспериментальные исследования

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

Изучалась роль VEGFA в индукции зло-
качественной гемангиоэндотелиомы (ГАЭ) в 
бессосудистой ткани почечной капсулы (ПК) 
мышей. Экспрессия мРНК VEGFA и его ре-
цептора Flk1 в ПК и почках у самцов мы-
шей линий СВА и C57Bl/6 исследовалась на 
разных сроках введения химического канце-
рогена 1,2-диметилгидразина (ДМГ), который 
индуцирует с высокой частотой ГАЭ ПК у 
самцов СВА, а у линии C57Bl/6 с низкой ча-
стотой. В почках мышей-самцов обеих линий 
на всех сроках наблюдалась выраженная экс-
прессия как VEGFA, так и Flk1, но линейных 
различий не обнаружено. В ПК этих мышей 
экспрессии исследуемых генов обнаружено 
не было. Лишь на последнем сроке канце-
рогенеза в ПК резистентной линии C57Bl/6 
и в ГАЭ ПК линии СВА появилась слабая 
экспрессия мРНК VEGFA, но мРНК Flk1 не 
экспрессировалась. Подобный профиль экс-
прессии характерен, скорее, для перицитов и 
макрофагов, но не для клеток эндотелия, что 
указывает либо на происхождение ГАЭ ПК из 
неэндотелиальных клеток, либо на атипию 
эндотелиальных клеток-предшественников 
этой опухоли.

Ключевые слова: 1,2-диметилгидразин, зло-
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Под действием химического канцерогена 
ДМГ у мышей самцов линии СВА в высоком 
проценте случаев возникают злокачественные 
гемангиоэндотелиомы почечной капсулы (ГАЭ 
ПК, синонимы ангиосаркома ПК, парареналь-
ная ангиосаркома) [22]. Существуют резко вы-
раженные различия в частоте ГАЭ ПК у мышей 
разного пола и линий. У самцов линий СВА ча-
стота этих опухолей достигает 70–100%, а у ли-
ний С57В1/6 и С3НА возникают редко (4–7%), 
также ГАЭ ПК не индуцируются у самок [4]. 
Андрогенная зависимость ГАЭ ПК подтверж-
дена экспериментами, в которых показано, что 
предварительная кастрация самцов полностью 

тормозит индукцию ГАЭ ПК, а введение тесто-
стерона (Те) восстанавливает частоту этих опу-
холей, вызванных ДМГ. У овариэктомированных 
самок СВА одновременное действие ДМГ и Те 
вызывает развитие этих опухолей в высоком 
проценте случаев (до 100%) [5, 6].

Эта модель удобна, и успешно используется 
в исследованиях гормональной чувствительно-
сти опухолей и индивидуальной (линейной) чув-
ствительности к действию химических канцеро-
генов. Экспериментальная ГАЭ ПК представляет 
большой интерес для изучения сосудистых но-
вообразований и их гистогенеза. Показана адек-
ватность этой модели соответствующим опухо-
лям человека [2, 14].

Необычность этой ГАЭ в том, что она воз-
никает в бессосудистой ткани — фиброзной ПК. 
Фиброзная ПК (capsula fi brosa) представляет со-
бой плотный чехол из соединительной ткани, 
покрывающий почку снаружи. Она состоит из 
тяжей клеток, анастомозирующих между собой, 
в ней также присутствуют пучки коллагеновых 
волокон и многочисленные тучные клетки. 

Молекулярно-генетические механизмы, при-
водящие к образованию эндотелиальной опухоли 
в бессосудистом органе, остаются совершенно 
неизвестными. Наиболее вероятным фактором, 
участвующим в образовании сосудистых струк-
тур, является фактор роста эндотелия сосудов 
(VEGF или VEGFA) — один из ключевых фак-
торов ангиогенеза как в эмбриональном, так 
и в раннем постнатальном периодах развития. 
Этот фактор также является одним из основных 
регуляторов неоангиогенеза опухолей. Показа-
но, что уровень экспрессии VEGF коррелирует 
с количеством кровеносных сосудов в опухолях 
самой различной локализации, а также с мета-
стазированием и прогнозом развития заболева-
ния. В настоящее время описаны 2 рецептора 
VEGFR, передающие сигналы VEGFA внутрь 
клетки. Основным функциональным рецептором 
этого фактора роста считается VEGFR2/Flk1. 
Этот рецептор является высокоспецифичным 
для клеток эндотелия, он запускает пролифера-
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тивные процессы и стимулирует проявление хе-
мотаксиса эндотелиальными клетками [1, 13]. В 
отличие от VEGFR2/Flk1, рецептор VEGFR1 не 
является высокоспецифичным для клеток эндо-
телия, его экспрессия обнаружена также в моно-
цитах и макрофагах [8, 18].

Известно, что в эндотелиальных опухолях че-
ловека экспрессируется VEGFA и VEGFR2 [20]. 
В процессе возникновения и роста ГАЭ ПК, 
безусловно, принимают участие и другие фак-
торы, но нам представлялось интересным вы-
яснить, какова роль VEGFA в образовании ГАЭ 
ПК. Кроме ПК, мы выбрали объектом наших 
исследований почку, так как этот орган также 
затронут действием ДМГ. 

Материалы и методика

В эксперименте использованы 3-месячные мыши, 
18 самцов линии СВА и 18 самцов линии C57Bl/6, полу-
ченные из питомника «Столбовая» РАМН. Мыши содержа-
лись в стандартных условиях вивария РОНЦ.

Водный раствор ДМГ («Fluka») вводили подкожно 
1 раз в неделю в дозе 8 мг/кг массы тела в течение 15 не-
дель. Для контроля были использованы интактные мыши 
7 самцов СВА и 8 самцов C57Bl/6, от которых было полу-
чено 7 и 8 образцов почечной ткани для выделения РНК. 
В связи с малым количеством ткани, для выделения РНК 
образцы ПК в каждой линии были объединены. Опытные 
мыши были забиты на 2-х сроках: после 16 недель с начала 
введения ДМГ (неделю спустя после последней инъекции) 
и на 36 неделе (срок появления ГАЭ ПК). В первую се-
рию опыта (16 недель после начала введения ДМГ) было 
взято 8 образцов ткани почек и объединенный образец ПК 
от 5 самцов СВА и 10 образцов ткани почек и объеди-
ненный образец ПК от 5 самцов C57Bl/6. На 36 неделе 
опыта образцы ткани почек получили от 4 самцов СВА 
и 5 самцов C57Bl/6. ПК линии C57Bl/6 были объединены. 
Опухолевая ткань ГАЭ ПК линии СВА была объединена 
в 2 образца. Мышей умерщвляли наркозным эфиром. Поч-
ки экспериментальных животных брали для микроскопиче-
ского исследования. Почки фиксировали в 10% нейтраль-
ном формалине, затем обезвоживали в спиртовой проводке, 
заливали в гистомикс. Срезы толщиной 5 мкм красили ге-
матоксилином и эозином. Микроскопическое исследование 
проводили на микроскопе Leica DM LB 2.

Выделение РНК. Для выделения тотальной РНК из тка-
ни использовали реагент Trizol («Sigma», USA), выделение 
РНК проводили в соответствии со стандартным протоколом 
фирмы »Sigma». Кусочки ткани замораживали при темпе-
ратуре жидкого азота, растирали в ступке и гомогенизиро-
вали в стеклянном гомогенизаторе с добавлением реагента 
Trizol из расчета 1 мл приблизительно на 100–150 мкг тка-
ни. К полученному лизату ткани добавляли 200 мкл хлоро-
форма на 1 мл Trizol, тщательно перемешивали, оставляли 
при комнатной температуре на 5 мин. и центрифугировали 
(15 мин при 12000g, 4°С). После центрифугирования от-
бирали супернатант и добавляли к нему 500 мкл изопро-
панола («Sigma», USA). Пробирки несколько раз аккуратно 
переворачивали и оставляли при комнатной температуре 
на 15 мин., после этого центрифугировали (10 мин при 
12000g, 4°С). Осадок промывали 75% этанолом и раство-
ряли в стерильной воде («Микроген», Россия). Качество 
полученной РНК определяли по характеру полос рибосо-
мальной РНК путем электрофореза в 1% агарозном геле. 
Концентрацию РНК оценивали с помощью измерений 

на спектрофотометре (Spectrophotometer ND 1000 «Thermo-
Fisher Scientifi c, Inc.») при длине волны 260 нм. Образцы 
РНК хранили при –20°С.

Реакция обратной транскрипции. Реакционная смесь 
для синтеза кДНК VEGFA и Flk1 содержала 2 мкг то-
тальной клеточной РНК, 0,1 мкг «случайных» праймеров 
(гексануклеотидов) (Литех, Россия), по 0,25 мМ каждого 
из dNTP (Силекс, Россия), 2,5 ед. ингибитора РНКаз (Хе-
ликон, Россия), 2 мМ дитиотритол (ДТТ) (Sigma), 50 ед. 
обратной транскриптазы MMLV (Promega, США). Объем 
смеси составлял 25 мкл. Синтез кДНК с матрицы РНК 
проводили при 42°С, 50 мин. Реакцию останавливали при 
помощи нагревания до 95°С в течение 10 мин. 

Полимеразная цепная реакция. Реакционная смесь 
для наработки продуктов ПЦР содержала 1 мкл раство-
ра кДНК; 2 нг/мкл каждого из специфических праймеров; 
по 0,05 мМ каждого из dNTP (Силекс, Россия); 2,5 мкл 
10-кратного Taq-буфера (Силекс, Россия); 1,25 ед. Taq-
полимеразы (Силекс, Россия) и Н2О до конечного объ-
ема 25 мкл. Нуклеотидные последовательности прайме-
ров, использованных для амплификации кДНК VEGFA, 
Flk1 и взятого в качестве внутреннего контроля GAPDH, 
а также количество циклов амплификации и Tm приведены 
в табл. 1. Праймеры для VEGF-A были подобраны таким 
образом, что выявляли 2 транскрипта: VEGFA120 (304 пн) 
и VEGFA164 (436 пн). Реакцию амплификации проводили 
на амплификаторе «Biometra T3 Thermocycler» по следу-
ющей схеме: денатурация — 95°С, 50 сек; отжиг прайме-
ров — Tm, 50 сек; синтез — 72°С, 50 сек. 

Продукты реакции ОТ-ПЦР анализировали с помощью 
электрофореза в 2% агарозном геле с добавлением 0,5 мкг/
мл бромистого этидия. Размеры фрагментов оценивали 
в соответствии с расположением полос маркерной ДН К. 
Гель фотографировали при ультрафиолетовом возбуждении 
с помощью цифровой камеры «Samsung CCTV LENZ».

Назва-
ние

Нуклеотидная
последовательность 

Tm Кол-во 
циклов

VEGF-A 
forward TGCGGATCAAACCTCACCAA

640°C 28
VEGF-A 
reverse CCTCCGGACCCAAAGTGCT

Flk1 
forward GTCCGAATCCCTGTGAAGTATCTC

550°C 27
Flk1 
reverse CTTCTTCTAGCTGCCAGTACCACT

GAPDH 
forward GCCAAGGTCATCCATGACAACTTTGG

630°C 22
GAPDH 
reverse GCCTGCTTCACCACCTTCTTGATGTC

Т а б л и ц а  1

Нуклеотидные последовательности праймеров

Результаты и обсуждение

При исследовании экспрессии мРНК VEGFA 
и Flk1 во всех образцах почек интактных сам-
цов как чувствительной к индуцируемому ДМГ 
канцерогенезу линии СВА, так и резистентной 
линии C57Bl/6 мы наблюдали активную экс-
прессию VEGFA и его рецептора (рис. 1). Сто-
ит отметить, что данный профиль экспрессии 
в почках обеих линий не изменился под дей-
ствием ДМГ на 16 и на 36 неделе опыта. 

В образцах ПК интактных самцов СВА 
и C57Bl/6 мРНК VEGFA и Flk1 не экспресси-
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нейных различий в профиле экспрессии мРНК 
Flk1 и VEGFA.

Наблюдаемый нами в индуцированных ДМГ 
ГАЭ ПК профиль экспрессии (отсутствие экс-
прессии мРНК Flk1 и появление экспрессии 
мРНК VEGFA) не соответствует клеткам эндо-
телия. Экспрессия рецептора Flk1 характерна 
и высоко специфична для клеток эндотелия. 
В то же время, возможность экспрессии VEGFA 
клетками эндотелия долгое время подвергалась 
сомнению, поскольку такая экспрессия приво-
дила бы к возникновению аутокринной сигналь-
ной регуляции их размножения. В настоящее 
время предполагается, что клетки эндотелия 
экспрессируют VEGFA, хотя и на достаточно 
низком уровне, и это обеспечивает их выжива-
емость [16].

Изменения, происходящие в ПК на разных 
сроках ДМГ канцерогенеза, подробно описа-
ны К.М. Пожарисским и соавт. [3]. Эти авто-
ры пришли к выводу, что в почечной капсуле 
под действием ДМГ образуются эндотелиальные 
структуры. Это происходит вследствие раскры-
тия просветов в тяжах клеток, образующих пет-
листую сеть в фиброзной ПК, и интрацитоплаз-
матического образования сосудистых просветов. 
В почке под действием ДМГ также происходят 
изменения, характеризующиеся резко выражен-
ным полнокровием и миграцией элементов кро-
ви в ПК, что, в свою очередь, может оказывать 
влияние на ДМГ канцерогенез почечной капсулы.

К.М. Пожарисский и соавт. полагают, что 
на ранних этапах ГАЭ ПК были представлены 
образованными de novo в бессосудистом органе 
клетками эндотелия, которые уже обладали яв-
ной атипией, свойственной опухолевым клеткам. 
Возможно, что наблюдавшийся в нашей работе 
нетипичный для клеток эндотелия профиль экс-
прессии мРНК VEGFA и Flk1 объясняется ати-
пией вновь образованного эндотелия. В связи 
с этим возникает вопрос, из каких клеток может 
происходить образовавшийся в ПК эндотелий. 
Как полагают К.М. Пожарисский и соавт., вновь 
образованный эндотелий с признаками неопла-
стической атипии происходит из плюрипотент-
ных мезенхимальных клеток. 

Действительно, существуют данные, свиде-
тельствующие о том, что клетки метанефриче-
ской мезенхимы при определенных условиях 
проявляют некоторые свойства клеток эндотелия 
и потенциально способны дифференцироваться 
в зрелые эндотелиальные клетки [23]. Есть также 
данные о том, что моноциты обладают способ-
ностью к трансдифференцировке в клетки эндо-
телия под действием плейотропина, секретиру-
емого фактора дифференцировки, обладающего, 
в том числе, ангиогенными свойствами [12, 19]. 
Однако во всех этих работах одним из призна-

Рис. 2. Экспрессия мРНК Flk1, VEGF-A и GAPDH в ПК интактных 
мышей самцов линий CBA и C57Bl (контроль), и на разных сроках 

после начала введения ДМГ. Каждый из образцов представляет 
собой объединенный материал ПК, полученный от нескольких 

мышей (см. пояснения в тексте)

Рис. 3. Злокачественная гемангиоэндотелиома почечной капсулы, 
индуцированной ДМГ у самца СВА. Окраска гематоксилином 

и эозином, увеличение �100

ровалась. Через 16 недель опыта (после 15 вве-
дений ДМГ) экспрессия мРНК Flk1 в ПК обеих 
линий не обнаруживалась. А в ПК линии СВА 
был выявлен слабый сигнал м-РНК VEGFA 
(рис.2). На 36-й неделе эксперимента у самцов 
линии СВА было обнаружено 2 случая опухоли 
ПК, которые гистологически были верифици-
рованы как ГАЭ (рис.3). На этом сроке в ПК 
резистентной линии C57Bl/6 и в опухолях ГАЭ 
ПК линии СВА наблюдалась слабая экспрессия 
мРНК (рис.2). Однако мРНК Flk1 и на этом сро-
ке эксперимента ни в ПК резистентной линии 
C57Bl/6, ни в ГАЭ ПК у СВА не экспрессирова-
лась. В нашем эксперименте ни в контрольных, 
ни в опытных группах не было выявлено ли-

Рис. 1. Экспрессия мРНК Flk1, VEGF-A и GAPDH в почках 
интактных мышей самцов линий CBA и C57Bl (контроль), 

и на разных сроках после начала введения ДМГ. Для первых 
2-х сроков (контроль и 16 недель) на рисунке приведена 

экспрессия 5 типичных образцов
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ков трансдифференцировки исследуемых клеток 
в клетки эндотелия являлось появление в них 
экспрессии VEGFR2/Flk1 [17].

Большой интерес исследователей в послед-
нее время привлекают еще одни клетки мезен-
химального происхождения — перициты. Пери-
циты — плюрипотентные клетки, находящиеся 
в тесном контакте с клетками эндотелия и яв-
ляющиеся одной из важнейших составляющих 
стенки сосудов. Перициты активно участвуют 
в формировании сосудистой системы, контро-
лируя, в том числе, пролиферацию и миграцию 
клеток эндотелия [15]. Известно, что перициты 
экспрессируют VEGFA и рецептор VEGFR1 [7, 
10, 11, 21]. 

Наблюдаемый в нашей работе профиль экс-
прессии генов в ПК при воздействии ДМГ 
(VEGFA+/Flk1-) характерен, скорее, для перици-
тов и макрофагов, но не для клеток эндотелия, 
что не согласуется с предположением о проис-
хождении ГАЭ ПК из клеток эндотелия. Недавно 
появились интересные данные, касающиеся про-
исхождения инфантильной гемангиомы (Infantile 
hemangioma, или IH) [22]. Авторы работы вы-
делили стволовые клетки, дающие рост инфан-
тильной гемангиоме, и показали, что эти клетки 
при определенных условиях могут дифференци-
роваться как в клетки эндотелия, так и в пери-
циты. 

В связи с этим, в дальнейшем представляет-
ся интересным исследовать экспрессию некото-
рых других маркеров, в том числе, рецептора 
VEGFR1, а также характерных для перицитов 
маркеров NG2 (Neural glial antigen-2), PDGFR-β 
(Platelet Derived Growth Factor Receptor-β), 
α-SMA (α-smooth muscle actin) [9]. 
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OF RENAL CAPSULE IN MICE
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There was examined the role of VEGFA in the induc-
tion of malignant hemangioendothelioma (HAE) in the non-
vascular tissue of renal capsule (RC) in mice. Expression 
mRNA VEGFA and its receptor Flk1 in RC and the kidneys 
in male mice of CBA and C57Bl/6 lines was studied at dif-
ferent stages of the administration of a chemical carcinogen 
1,2-dimethylhydrazine (DMH), which induced HAE of PC in 
CBA males with a high frequency, and in C57Bl/6 line — with 
a low frequency. In the kidneys of male mice of both lines 
at all stages there was observed signifi cant expression both 
VEGFA and Flk1 but no linear differences were found. In RC 
of these mice expression of studied genes were not found. 
Only at the last stage of carcinogenesis in RC of resistant line 
C57Bl/6 and in HAE of RC of line CBA there was appeared 
weak expression of mRNA VEGFA but mRNA Flk1 was not 
expressed. A similar profi le of expression is appropriate more 
for pericytes and macrophages but not endothelial cells indicat-
ing either on the origin of HAE RC from non-endothelial cells 
or on atypia of endothelial cells — progenitors of this tumor. 
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