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肝细胞生长因子抗糖基化终产物诱导内皮细胞凋亡及 

分子机制 

周一军 ，王佳贺 ，张锦 

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

[摘要】目的：探讨肝细胞生长因子抑制糖基化终产物诱导内皮细胞凋亡的作用及其相关分子机制。方法：体外培养人脐静 

脉内皮细胞，分为实验对照组、糖基化终产物及糖基化终产物 +肝细胞生长因子组，采用 MTT法测定各组血管内皮细胞生长 

抑制率；瑞氏一吉姆萨染色观察细胞形态学变化、流式细胞术测定细胞凋亡率；蛋白免疫印迹法分析各组凋亡基因Bax、Bcl-2蛋 

白的表达及酶联反应法测定caspase．3活性。结果：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，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；肝细 

胞生长因子作用内皮细胞抗凋亡基因Bc1-2表达明显升高，而促凋亡基因Bax表达无明显变化；caspase一3活性显著降低。结 

论：肝细胞生长因子抑制糖基化终产物诱导内皮细胞凋亡，其作用机制可能是上调抗凋亡基因Bcl-2水平、抑制caspase一3的 

激 活。 

[关键词]肝细胞生长因子；细胞凋亡；血管内皮细胞；糖基化终产物；动脉粥样硬化 

[中图分类号】R587．1 【文献标识码】A 【文章编号】0258-4646(2006)04—0367—04 

Effect of hepatocyte growth factor on vascular endothelial cell apoptosis induced by advanced glycosylation 

end products 

ZHOU Yi-jun ，WANG Jia—he ，ZHANG Jin 

(1，Department of Endocrinology and Metabolism，The First Affiliated Hospital，China Medical University，Shenyang 110001，China；2．Department of 

Infectious Diseases) 

[Abstract]Objective：To investigate the inhibitory effect of hepatocyte growth factor(HGF)on vascular endothelial cell apoptosis 

induced by advanced glycosylation end products(AGEs)and the possible mechanism．Methods：Human umbilical vein endothelial 

cells(HUVECs)were cultured in vitro and treated with different concentrations of AGEs and HGF．The growth inhibition rates of the 

cells in each group at different time points(12，24，48，and 72 hours after intervention)were determined by methyl thiazolyl tetrazoli— 

um(MTr)assay．The cell apoptosis was detected by flow cytometry，and the cell morphology Was observed by Wright’s—Giemsa stai— 

ning．Th e expressions of apoptosis—associated genes Bax an d Bcl-2 were detected by Western blotting，and the activity of caspase一3 Was 

measured by enzyme—linked immunosorhent assay．Results：Morphological observation indicated that AGEs induced characteristic ap— 

optotic changes in HUVECs in a dose—and time—dependent manner．HGF significantly inh ibited the apoptosis of HUVECs induced by 

AGEs．HGF signi／icandy increased the expression of Bcl·2 and decreased the activity of caspase一3，without affecting Bax expression． 

Conclusion：AGEs call induce the apoptosis of VasCular endothelial cells in vitro．HGF effectively inhibits AGEs—induced apoptosis by 

upregnlating the expression of Bcl-2 an d inhibiting the activation of caspase一3． 
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血管内皮细胞受损在动脉粥样硬化(atheroscle— 

rosis，AS)等心血管疾病过程中起着重要作用，是 

AS的始动因素。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，内皮细胞 
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凋亡 比死亡更易导致 AS的形成。研究发现，高糖 

环境下形成的糖基化终产物(advanced glycosylation 

end products，AGEs)可诱导内皮细胞凋亡 l ，AGEs 

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，其还能促进血管内皮细胞损伤的 

修复 J。本研究以AGEs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 
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及其相关机制。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

重组人HGF(rhHGF)(美国R＆D公司)，兔 

抗人Bax、Bcl-2单克隆抗体(Santa Cruz公司)；RP． 

MI一1640细胞培养基、胎牛血清(美国 Gibco公司)； 

人血清白蛋白(HSA)、D一葡萄糖、二甲基亚砜(DM． 

sO)、四甲基偶氮唑蓝、碘化丙啶(PI)(美国Sigma 

公司)；caspase一3活性检测试剂盒(美国 BD公司)。 

1．2 糖基化终末产物的制备 

0．5 g人血清白蛋白(HSA)，3．0 g D一葡萄糖， 

1 000 Ixg青霉素，500 Ixg庆大霉素溶于 10 ml 0．5 

mol／L PBS(pH7．4)中，0．22 m微孔膜过滤除菌， 

恒温37℃避光孵育90 d。孵育结束以无菌的pH 

7．4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AGEs修饰的人血清白蛋白(AGE．HSA)经 

荧光分光光度法鉴定，AGEs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 

人脐静脉内皮细胞株(HUVECs)购自上海中科 

院细胞研究所。生长于含 10％灭活胎牛血清的 RP． 

MI一1640培养基中，置37 oC、5％CO：饱和湿度孵箱 

内培养。2～3 d换液1次，细胞经传代，待细胞生长 

至亚融合状态时，改用无血清培养液孵育。实验处 

理分组：实验对照组为培养液加入200 mg／L HSA； 

AGEs组：分别在培养液中加入AGE．HSA，使培养液 

中AGE—HSA终浓度分别为 100 mg／I~、200 mg／L、 

400 mg／L；干预组：400 mg／I~AGE．HSA+100 ng／rnl 

rhHGF。每个实验重复3次。 

1．4 四甲基偶氮唑蓝法测定细胞生长抑制率 

取对数生长期细胞制成3 X 10 ／ml的细胞悬 

液，接种于96孔培养板内，每孔 100 l，4h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 Ixl培养液，继续培养 12，24，48，72 h，结束 

前 4 h每孔吸去上清液，加 100 Ixl浓度 0．5 mg／ml 

MTI'培养 4 h，调零孔不加 MTI'，吸去全部上清液， 

然后每孔加200 Ixl 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 

57Ohm)。细胞抑制率 =(1一实验组 A值／对照 A 

值)X100％。 

1．5 瑞氏．吉姆萨染色观察凋亡细胞 

内皮细胞爬于盖玻片后，经不同处理，捞出盖玻 

片，PBS洗3次，甲醇固定，瑞氏．吉姆萨室温染色20 

min，室温晒干24 h。用二甲苯浸泡3 min，使玻片透 

明，反转放于洁净载玻片上，用树脂封片。镜下观 

察，摄片。 

1．6 流式细胞术检测细胞凋亡 

分别收集不同时间的各组细胞，PBS洗细胞2 

次，用预冷的70％乙醇固定，4℃过夜，离心并将细 

胞重悬于 1 ml PBS调整细胞浓度为 5 X 10。／ml，加 

Rnase及 PI，避光 4℃染色 30 min。流式细胞仪检 

测凋亡细胞的百分比，用CELI Quest软件对结果进 

行分析。 

1．7 Western blotting检狈4 

经上述处理后于相应的时间收集细胞，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／rain，4℃离心20 

min，上清液中的蛋白浓度经考马斯亮蓝法定量。每 

组取 20 g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 4℃封闭过 

夜，加入一抗(兔抗人 Bax、bcl-2单抗，1：400)室温 

振荡3 h，TBST洗膜10 min X3次，辣根过氧化物酶 

标记的抗兔IgG室温孵育 1 h，常规洗膜，化学发光 

试剂显色。QWlN图像分析系统蛋白条带扫描和灰 

度分析。 

1．8 检测 caspase3活性 

分别收集各组细胞，l 500 r／rain，离心 10 min， 

PBS(pH7．4)洗 1次，3 000 r／rain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5O l 

2 X Reaction Buffer／DTI'Mix及 DEVD．rink 1 ml。冰 

浴 30 min，加5 l 1 mmol／L DEVD—PNA，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 nm。 

1．9 统计学处理 

采用SPSS12．0软件进行统计学分析。数据用 

±s表示，组间比较采用方差分析，SNK检验两两 

比较。以P<0．05为差异具有显著性。 

2 结果 

2．1 细胞生长抑制率测定 

不同浓度 AGE．HSA作用不同时间对 HUVECs 

的细胞生长抑制率(表 1)。AGE—HSA对体外生长 

的HUVECs的生长抑制率随作用时间延长和浓度 

的升高而增加(P <0．O1)。当AGE HAS浓度为 

400 mg／I~时，加入 rHGF处理后，与处理前相比，不 

同时间的细胞生长抑制率显著降低(P<0．05)，见 

表 1。 
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2．2 细胞形态学结果 

HUVECs瑞氏一吉姆萨染色显微镜下观察：对照 

组正常细胞核染色均匀，颜色稍淡；AGE组凋亡细 

胞，细胞质固缩，核致密浓染 ，核碎裂呈颗粒状；加入 

rHGF干预后核浓染、固缩及核碎裂的细胞较 AGE 

组明显减少。 

2．3 流式细胞仪检测凋亡结果 

AGE—HSA作用 后，HUVECs凋亡 率 随 AGE— 

HSA浓度增加而升高，随时间延长而增加，差异有 

显著意义(P <0．01)，见表 2。加入 100 ng／mlrhH— 

GF处理后使400 mr／LAGE—HSA诱导的不同时间的 

HUVECs凋亡率明显降低(P<0．05)，见表2。 

表1 不同时间各组内皮细胞生长抑制率的比较 ( ±s，％，n=8) 

Tab．1 Comparison of growth inhibition rates of HUVECs at different time points among groups( ±s，％，n=8) 

注：1)与 AGE组 100 mg／L比较P(O．O1；2)与 AGE组 200 mS／L比较 P(0．01； 

3)与AGE组400 mg／L比较P(O．05 

表2 不同时间各组内皮细胞凋亡率的比较 ( ±s，％，n=4) 

Tab．2 Comparison of apoptotic rates of HUVECs at different time points among groups( ±s，％，n=4) 

注：1)与 AGE组400 ms／L比较P (O．O5 

2．4 Western blot检测 Bax、Bcl-2 

HUVECs经 AGE—HSA(100、200、400 mg／L)作 

用 48h，随着 AGE—HSA浓度的增加，HUVECs凋亡 

过程 中 Bax蛋 白表达与对照组 比较呈上调趋势 

(P <0．01，n=4)，而 Bcl一2蛋白表达无显著性差 

异；加入 rhHGF后上调 Bcl-2蛋白表达(P <0．01， 

n=4)，Bax蛋白表达降低，但无统计学意义。 

2．5 caspase3活性检测结果 

400 mg／L AGE—HSA作用 48 h，caspase-3活性 

为0．214±0．034，对照组为 0．075±0．026，caspase一 

3活性明显增高(P<0．01)；随着时间的延长，活性 

增加；400 mg／L AGE—HSA加入 rhHGF干预 48 h， 

caspase3为活性0．116±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。 

AGEs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、慢性肾衰竭患者体内AGEs水平明显高于正常 

人群，体内潴 留的AGEs在糖尿病慢性并发症大血 

管病变、慢性 肾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 J。有研究表明 

AGEs通过AGEs受体(RAGE)介导诱导血管内皮 

细胞的凋亡。内皮细胞受到 AGEs刺激后，激活核 

转录因子(NF—KB)，单核巨噬细胞分泌 TNF一 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 。 

本研究以AGE—HAS作用于体外人脐静脉内皮 

细胞，结果 发现 AGEs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，AGEs浓度依赖性 

和作用时间依赖性。通过瑞 氏一吉姆染色镜下观察 

到典型的凋亡细胞的形态特征。说明 AGEs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 FCM检测发现 ，AGEs诱导血管内皮细 

胞的凋亡率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。本研究进一步显示 AGEs能 

够引起内皮细胞活性明显降低并诱导内皮细胞凋 
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亡。因此，保护内皮细胞，防止AGEs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，促进肝细胞的增生。现在认为它也是特异 

性内皮生长因子之一。同bFGF、VEGF、IL一1和IL-6 

相比，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 。MORISHITA R．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 J。在实 

验中我们发现高浓度AGEs条件下，血管内皮细胞 

数目明显减少，加入重组hHGF后，AGEs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一1、Bcl—xL、Bc1．2来实现的 J。研究发 

现Bag一1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 Bcl一2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一1促进Bcl一2的抑制细胞凋亡功能 J。 

本研究结果显示：AGEs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 Caspase-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 

caspase-9、增强 caspase一3的水解活性，进而诱导内 

皮细胞凋亡L】 ；而rhHGF可明显增强Bcl-2表达， 

抑制 caspase一3的活性。HGF可能通过 Bcl-2表达 

增强阻抑Bax从胞浆向线粒体转运，抑制caspase一3 

的激活，从而抑制内皮细胞的凋亡⋯J。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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