
CN 43．1262／R中国动脉硬化杂志 2006年第 14卷第 l期 

[文章编号] 1007—3949(2006)14—01．13045．05 

45 

肝细胞生长因子对糖基化终产物诱导 

内皮细胞凋亡的影响 

周一军 ， 张 锦 ， 王佳贺 

(中国医科大学附属第一医院 1．内分泌科 ，2．感染科，辽宁省沈阳市 110001) 

·实验研究· 

[关键词] 内科学； 肝细胞生长因子对细胞凋亡的影响； 流式细胞术； 糖基化终产物； 肝细胞生长因子： 

细胞凋亡 ； 动脉 粥样硬化 

[摘 要] 目的 探讨糖基化终产物对内皮细胞的凋亡作用，以及肝细胞生长因子对内皮细胞凋亡的影响。方法 

体外培养人脐静脉内皮细胞，予不同浓度糖基化终产物及肝细胞生长因子干预，分为实验对照组及 100 nv4L、200 

mg／L、400 m L糖基化终产物组和 400 mg，L糖基化终产物 +100 L肝细胞生长因子组，采用四甲基偶氮唑蓝比色 

法测定各组内皮细胞生长抑制率，通过吖啶橙荧光染色观察细胞形态学变化，流式细胞术测定AnnexinV—FITC／PI双 

染标记的细胞凋亡率，检测肝细胞生长因子对糖基化终产物诱导 内皮细胞凋亡的影响；蛋白免疫印迹法分析各组 

凋亡基 因Bax、Bc1．2蛋白的表达及酶联反应法测定细胞凋亡蛋白酶 3的活性。结果 肝细胞生长因子能明显降低 

糖基化终产物对内皮细胞生长的抑制作用(P<0．01)；糖基化终产物诱导培养的内皮细胞 出现明显的凋亡形态学 

改变，在一定浓度范围内，内皮细胞凋亡率与糖基化终产物的浓度和作用时间呈依赖关系，肝细胞生长因子干预后 

可显著降低不同时间的内皮细胞凋亡率(P<0．05)；肝细胞生长因子作用内皮细胞抗凋亡基因 Bcl一2表达明显升高 

(P<0．01)，而促凋亡基因Bax表达无明显变化(P>0．05)；细胞凋亡蛋白酶 3活性显著降低(P<0．05)。结论 糖 

基化终产物诱导人内皮细胞凋亡．而肝细胞生长因子抑制糖基化终产物诱导的内皮细胞凋亡，其作用机制可能是 

上调抗凋亡基因 Bcl一2水平、抑制细胞凋亡蛋白酶 3的激活。 
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Effects of Hepatocyte Growth Factor on the Apoptosis of Endothelial Cells Induced by Ad- 
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ZHOU Yi—Jun ，ZHANG Jin ，and WANG Jia-He2 

(1．Department ofEndocrinolog~ and Metabolism，2．，J甲 ofln#aio~Diseasesf First 4ffai,n~Hmpital，China Medical University，Sheny- 

Ⅱng 110001，China) 

[KEY WORDS] Advanced Glycosylation End Products； Hepatocyte Growth Factor； Cell Apoptosis； Atherosclerosis； 

Bcl一2； Caspase-3 

[ABSTRACT] Aim To investigate inhibiting effect of hepatocyte growth factor(HGF)on endothelial apoptosis induced by 

advanced glyeosylation end products(AGE)and its possible mechanism、 Methods Human umbilical vein endothelial cells 

(hUVEC)were cultured in vitro and intervened by different concentration of AGE and HGF． The coil inhibiting rates of each 

group in different time course(12，24，48 and 72 h)were measured by methyl thiazolyl tetrazolizm(MMT)assay，the early stage 

apoptosis was detected by flow eytometry with Annexin V—FrwJPI double staining，morphology of ceil apoptosis was observed by 

acridine orange fluorescence staining ，and the expression of apoptosis—associated genes Bax and Bcl一2 were detected by western 

blotting、 Th e activity of caspase一3 was detected by enzyme-linked immunosorbent assay、 Results Morphological observa— 

tlon indicated that high AGE induced characteristic apoptotlc changes in hUVEC． Within a certain concentration range。hUVEC 

apoptosis inducing rates by AGE were both in concentration-and time—dependent mallner、 HGF significantly inhibited the apopto— 

sis of hUVEC induced by AGE(P<0、05)、 High AGE significantly increased Bax protein，but not Bcl一2，whereas HGF signiil— 

candy promoted the expression of Bcl一2(P<0．01)and decreased the activity of caspase一3(P<0．05)without affecting Bax lev— 

e1． Conclusions AGE San induce the apoptosis of endothelial cells in vitro． HGF effectively attenuate high AGE-induced 

apoptosis through upregulafing Bcl一2 gene expression and inhibiting caspase一3 activation． 
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糖 病血管病变是糖尿病患者致残或致死的 

重要原因。血管内皮细胞受损在动脉粥样硬化 

(athemsclemsis，As)等心血管疾病过程中起着重要作 

用，是 As的始动因素 J。内皮细胞凋亡比死亡更易 

导致 As的形成，因为覆盖在血管壁的凋亡细胞影响 

内皮依赖性舒张功能及内皮细胞再生。研究发现， 
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高糖环境下形成的糖基化终产物(advanced glycosyla． 

tion end products，AGE)可诱导内皮细胞凋亡 ，AGE 

与糖尿病血管病变有密切的关系。肝细胞生长因子 

(hepatocyte growth factor，HGF)是最强的促血管内皮 

细胞生长因子，它还能促进血管内皮细胞损伤的修 

复 ]。实验证实，HGF还能够抑制高糖所诱导的血 

管内皮细胞凋亡 ]。本研究以 AGE诱导人脐静脉 

内皮细胞凋亡为模型，探讨 HGF干预后对内皮细胞 

凋亡的影响及其相关机制，为保护内皮细胞，防治 

As开辟新途径。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

重组人 HGF(rhHGF)(美国R&D公司)，免抗人 

Bax、Bc1．2单克隆抗体(Santa Cruz公司)；RPMI．1640 

细胞培养基、胰蛋白酶(美国 Gibco公司)，新生小牛 

血清(Hyclone公司)；人血清 白蛋白(HSA)、D．葡萄 

糖、二甲基亚砜(DMSO)(美国Sig~na公司)；四甲基 

偶氮唑蓝(MMT)、吖啶橙(A1Tu'esco公司)；Annexin V． 

FITC／PI凋亡检测试剂盒、细胞凋亡蛋白酶3活性 

检测试剂盒(美国BD公司)。 

1．2 糖基化终产物的制备 

参照文献[5]略作修改。0．5 g人血清白蛋 白 

(HSA)，3．0 g D．葡萄糖，1 000 ttg青霉素，500 gg庆 

大霉素溶于 0．5 mol／L PBS(pH7．4)10 mL中，0．22 

tan微孔膜过滤除菌，37℃恒温避光孵育 90天。孵 

育结束以无菌的pH7．4的PBS透析，除去未结合的 

葡萄糖。以同样条件，不含 D．葡萄糖的孵育液培养 

的 HSA作为对照。制备的AGE修饰的人血清 白蛋 

白(AGE．HSA)经荧光分光光度法鉴定，AGE含量为 

78．2 kU／g，HSA对照样本为 2．36 kU／g。 

1．3 血管内皮细胞培养及分组 

人脐静脉内皮细胞(human umbilical vein endo． 

thelial cell，hUVEC)株购 自上海中科院细胞研究所。 

生长于含 10％灭活小牛血清的 RPMI．1640培养基 

中，置 37℃、5％C02饱和湿度孵箱内培养。2～3天 

换液一次，细胞经传代，待细胞生长至亚汇合状态 

时，改用无血清培养基孵育。实验分组：对照组为培 

养基中加入 200 mg／L HSA；AGE组分别在培养基中 

加入 AGE．HSA，终浓度分别为100、200及400 mg／L； 

干预组为 400 mg／L AGE．HSA+100 ttg／L rhHGF。每 

个实验重复 3次。 

1．4 四甲基偶氦唑蓝比色法测定细胞活性 

取对数生长期细胞制成 3×10 ／L的细胞悬液， 

接种于96孔培养板内，每孔 100 L，4 h细胞贴壁 

后，按上述实验处理分组，每组设 8个复孔，调零孔 

加 100 L培养液，继续培养 l2、24、48及72 h，结束 

前4 h每孔吸去上清液，加0．5 g／L MMT 100 ttL培养 

4 h，调零孔不加 MMT，吸去全部上清液，然后每孔加 

200 ttL DMSO，震荡摇匀，使结晶充分溶解，酶联免疫 

检测仪测每孔吸光度(A)值(检测波长570 Bin)。细 

胞抑制率=(1一实验组 A值／对照A值)×100％。 

1．5 吖啶橙荧光染色观察凋亡细胞 

将严格清洗、浸酸、消毒的洁净盖玻片放置于6 

孔培养板中，加入内皮细胞单细胞悬液，置于 37℃、 

5％C()2培养箱中培养 24 h，内皮细胞爬于盖玻片 

后，经不同处理后，捞出盖玻 片，PBS液漂洗细胞 3 

次，每次3 min，吸吖啶橙溶液滴于盖玻片上，直接反 

转，放于洁净载玻片上，荧光显微镜观察，摄片。 

1．6 流式细胞术检测早期凋亡 

分别收集不同时间的各组细胞，细胞浓度约 5 
×109／L

， l 000 r／min，4~C离心 10 min，弃上清。加入 

预冷 PBS洗2次，轻轻震荡使细胞重悬于 200 L l 

×Binding Buffer，加入 l0 btL Annexin V．FITC和 5 L 

PI，轻轻混匀，室温避光 15 min。加入 300 btL l×结 

合缓冲液，l h内流式细胞仪检测早期凋亡细胞数， 

用 CELL Quest软件对结果进行分析。 

1．7 Westem blotting检测 

经上述处理后收集细胞，冷PBS洗2次，加入预 

冷细胞裂解液裂解细胞，超声破碎，提取物冰上孵育 

30 min，12 000 r／min，4oC离心 20 min，上清液蛋白浓 

度经考马斯亮蓝法定量。每组取 20 蛋 白进行 

SDS．PAGE电泳分离，转移到硝酸纤维素膜上，5％脱 

脂奶粉的 TBST 4oC封 闭过夜，加入 一抗(兔抗人 

Bax、Bc1．2单抗，l：4OO)室温振荡 3 h，TBST洗膜 l0 

min×3次，辣根过氧化物酶标记的抗兔 IgG室温孵 

育 l h，常规洗膜，化学发光试剂显色。QwIN图像 

分析系统进行蛋白条带扫描和灰度分析。 

1．8 细胞凋亡蛋白酶 3活性检测 

收集细胞，l 500 r／min离心 10 min，PBS(pH7．4) 

洗 1次，3 000 r／min离心 5 min，弃上清。4℃ 50 L 

细胞裂解液重悬细胞，冰浴 10 min，4℃、10 000 r／rain 

离心 10 min，保 留上清。加 50 l』L 2×反应缓冲液／ 

IYFl~ix及 DEVD．fmk l mL，冰浴 30 min，加 l mmol／L 

DEVD．PNA 5 j L，37℃水浴 2 h，加样至 96孔培养 

板，酶联免疫检测仪测 A值，检测波长为405 Bin。 

1．9 统计学处理 

数据用 ±S表示，组 问比较采用方差分析， 

SNK检验两两比较。以P<0．05为有显著性差异。 
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2 结 果 

2 I 细胞 生长抑 制率 

A(：F．1ISA对 hI．NE(]的生长抑制率随作用时 

延长和浓度的升高 增加(P<0 01) 当 AGE．HSA 

非度为400 mg／L时，rhHC；F处理后 同时间的细胞 

生长抑制率硅苦降低(P<0 05)． 表 I。 

表 1 不同时间各组血管内皮细胞生长抑制睾的比较 f“ ⋯  8 

2 2 细胞 形态学改 变 

倒置显徽镜下，正常划照组细胞呈单层铺路 

状紧崭排列．细胞为多角形．细胞增殖快 AGE组 

细胞数随AGE．HSA浓度的增加及作用时间的延艮 

减少．细咆皱缩变圆、脱落漂浮．悬浮培养液中，细 

胞增殖受抑制 加^ dlH(；F处理后锻缩和脱萍的 

缃胞量减少 荧光显微镜下．正常对照组 l1uvE(：末 

发生捅亡时，细胞核呈均匀黄绿 包荧光．颜色稍淡： 

AGE组早期稠亡细胞胞质固缩．核致密浓染．里嶷 

绿色：晚期捅亡细胞胞棱碎裂呈颗粒状．固缩核鞋色 

质边 集 ；加 八 dIHCF T-预 后棱 浓 耋}!、固缩 受 援碎 裂 

的细胞较 AGE纽 明显减 少(圉 1) 

固 l^脐静脉内皮绷胞吖啶橙荧光染色的形态学吐变 

lflo I rh TI(JF I 

2 3 细胞凋亡情 况 

当浓度小于 400鸭 时，AGE HSA作用后 hu 

Ⅵ：(：早期凋亡率随AGE．HSA浓度增加 升高．而 

随时 蜓}毛里增加趋势(P<0 01) AGE-IISA 

浓度为4COIn L．作用 I2～48 h时．hUVEC早期利亡 

率呈增加趋 ．但作用时l可大于48 I-l竹，随时f训延 

f￡．细胞死亡 晚期凋亡 坏死为 i-，早期捅亡率】=叵 

【『_『F降(表2) 加 凡100』lg，L rhH('JF处理后使4(10 

n I．AGE—HSA诱导的不 同时间的早期捌亡细胞阳 

晚期凋 、坏死细咆明显降低(P<0 05)．见表2 

罔 2 

表! 不同时间各组血管内皮皇田胞早期凋亡辜的比较 f⋯ ，一 I 

P-=fl q15 。】州I ̈ I  ̂．卜_ 【t# 
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图2．Atmexin V—F11℃／PI双染检测人脐静脉内皮细胞的早期凋亡 A为对照组，B为40O mgg1 AGE．HSA组，C为4OO mg，I AGE．HSA 

+100 fI I，rhHGl"’匀i。 

2．4 Bax和 Bcl一2蛋 白的表达 

经 AGE—HSA(100、200及400 rag／L)作用48 h，随 

着 AGE—HSA浓度的增加，hUVEC凋亡过程中 Bax蛋 

白表达与对照组比较呈上调趋势(P<0．O1)，而 Bcl一 

2蛋白表达无显著性差异(P>0．05)；加入 rhHGF后 

Bc1．2蛋白表达上调(P<0．O1)，Bax蛋白表达降低， 

但无统计学意义(P>0．05)。见图3。 

2 3 4 5 

图 3．各组内皮细胞 Bax和 Bcl一2蛋白的表达 (，一 4) 1 

为对照盟i，2为 1130,．g／1 AGE．HSA组，3为 200|『l I_AGE．HSA组，4 

为400 n1g，【J AGE一}ISA绑 ，5为 4OO ms／l，AGE—ffSA+1130 l~g／I d~HGF 

组 。 

2．5 细胞凋亡蛋 白酶 3的活性 

400 mg／L AGE—HSA作用 48 h，细胞凋亡蛋白酶 

3活性为0．214±0．034，对照组为 0．075±0．026，细 

胞凋亡蛋白酶 3活性明显增高(P<0．O1)；随着时 

间的延长 ，活性增加 ；加入 rhHGF干预 48 h，细胞凋 

亡蛋白酶 3活性为0．1 16±0．031，活性明显降低(P 

<0．05 ) 

3 讨 论 

血管内皮细胞的过度凋亡在 As形成过程中可 

能发挥触发、维持与加速作用 。内皮细胞凋亡不 

但使血管内皮防止血脂沉积的屏障作用、局部抗凝 

和纤溶机制减弱，而且凋亡的内皮细胞具有致凝作 

用，这些因素造成血管壁局部血栓形成，加速 As发 

展。AGE是蛋白质的氨基组 与糖的醛基组发生的 

非酶性糖化、氧化反应的终末期产物。正常机体内 

存在少量 AGE修饰蛋白，可通过与单核／巨噬细胞 

等细胞表面的 RAGE相互作用而被清除、降解。糖 

尿病、慢性肾功能衰竭患者体内 AGE水平明显高于 

正常人群，体内潴留的 AGE在糖尿病慢性并发症大 

血管病变、慢性肾功能衰竭血液透析的远期并发症 

如 As的发生 、发展中具有重要作用 。有研究表明 

AGE通过 AGE受体(RAGE)介导诱导血管内皮细胞 

的凋亡 。内皮细胞受到 AGE刺激后 ，激活核转录 

因子(NF—tcB)，单核巨噬细胞分泌肿瘤坏死因子 a增 

加，诱导内皮细胞凋亡；另外也可通过特异性核转录 

因子调节凋亡基因 J。 

本研究以 AGE—HSA作用于体外人脐静脉内皮 

细胞，结果发现 AGE对血管内皮细胞生长有明显的 

抑制作用，其抑制率具有明显 AGE浓度依赖性和作 

用时间依赖性。通过吖啶橙染色，荧光显微镜观察 

到典型的凋亡细胞的形态特征，说明 AGE抑制人血 

管内皮细胞生长的作用主要通过诱导细胞凋亡实现 

的。应用流式细胞术检测发现，AGE诱导血管内皮 

细胞的凋亡率在一定浓度范围内随浓度升高和作用 

时间延长而升高，具有浓度与时间依赖性。当浓度 

为4OO mg／L，作用时间超过48 h时，细胞死亡以坏死 

为主，凋亡率反而下降，提示 AGE能够引起内皮细 

胞活性明显降低和通过凋亡途径诱导内皮细胞凋 

亡。因此，保护内皮细胞、防止 AGE诱导其过度凋 

亡具有积极的抗 As作用。 

HGF最初被认为是肝细胞中最强的促有丝分 

裂物质，促进肝细胞的增殖。现在认为它也是特异 

性内皮生长因子之一。HGF是最强促内皮细胞刺 

激因子 。此外，HGF还能促进内皮细胞的运动 

和内皮细胞损伤的修复 。在内皮细胞和血管平滑 
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肌细胞中的局部 HGF系统(HGF和其受体 c—met)已 

在机体内外得到证实。Mofishim等研究发现 HGF能 

够抑制高糖环境下内皮细胞的程序性死亡 (凋亡)， 

促进血管内皮细胞再修复，起到抗 As的作用 。在 

实验中发现高浓度 AGE条件下，血管内皮细胞数 目 

明显减少，加入 rhHGF后，AGE对内皮细胞凋亡作 

用明显减弱。目前尚不完全清楚 HGF抑制内皮细 

胞凋亡、促进内皮细胞生长的机制，可能是通过激活 

Bag．1、Bcl—xL、Bc1．2来实现的 。研究发现 Bag．1 

基因与 HGF受体 c—met和抑制凋亡基因 Bcl一2均有 

结合能力，当 Bag一1和 Bc1．2结合可促进 Bcl一2的抑 

制细胞凋亡作用，并推测 HGF的特异信号可通过 

Bag．1促进 Bcl一2的抑制细胞凋亡功能_1 。本研究 

结果发现，AGE不改变 Bcl一2蛋白的表达但上调促 

凋亡基因 Bax蛋 白的表达，并增强细胞凋亡蛋白酶 

3的活性。Bax高表达可通过线粒体通路从胞浆向 

线粒体转运，促进线粒体内膜跨膜电位下降，细胞凋 

亡启动因子细胞色素 c从线粒体内释放，后者激活 

细胞凋亡蛋白酶9、增强细胞凋亡蛋白酶 3的水解 

活性，进而诱导内皮细胞凋亡 ；而 rhHGF可明显 

增强 Bc1．2表达，抑制细胞凋亡蛋 白酶 3的活性。 

HGF可能通过 Bc1．2表达增强阻抑 Bax从胞浆向线 

粒体转运，抑制细胞凋亡蛋白酶 3的激活，从而抑制 

内皮细胞的凋亡_1 。有关 HGF抗凋亡的确切机制， 

有待于进一步研究证实。 
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