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氧化应激促进维持性血透患者血清体外诱导血管新生 

王喜超 ，甘 华 ，杜晓刚 ，李正荣 ，巫 江 ，李 革z，杜 鹃 

(1．重庆医科大学附属第一医院肾内科，重庆 400016；2．重庆医科大学公共卫生学院流行病学教研室，重庆 400016； 

3．重庆医科大学附属第一医院内分泌科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨维持性血液透析患者的氧化应激状态诱导血管新生。方法：l1例血液透析患者121服VitE 400mg／d，连续服 

用 6周(干预组)，另外 l1例透析患者常规治疗(非干预组)。用 10％干预组患者血清培养基和 10％非干预组患者血清培养基培 

养人脐静脉内皮细胞(Human umbilical vein endothelial cell，HUVEC o TBA法检测血浆丙二醛(Malondialdehyde，MDA)水平， 

倒置显微镜下观察血管样结构形成，M1Tr法检测细胞增殖，用 Transwell小室测定细胞迁移能力，比色法检测细胞内活性氧产 

生。结果：在干预组 ，治疗后血浆 MDA水平低于治疗前 ，用非干预组血清细胞培养 30h后 ，有血管样结构形成 ，平均面积(1 

438 4-l12) mz，细胞迁移及增殖能力增强，细胞内活性氧产生增加。结论 ：维持性血透患者血清能够诱导 HUVEC血管样结构 

形成。氧化应激状态是其重要机制。 
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Haemodialysis patients sera induced angiogenesis in 

vitro by oxidative stress 

WANG Xi一．chao。et ol 

(Department of Uephralogy，￡ e First Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To prove that haemodialysis patients seFa medium can induce angiogenesis by oxidati~ stress．Method： 

Eleven haemodialysis patients weFe administered 400mg／d of vitamin E for 6 weeks per OS(treated group)，and another deven 

haemodialysis patients were treated regularly (non—treated group)．HUVEC were cultured in 1 0％ treated patients seFa medium 

and 10％ non-treated patients seFa medium respectively．The plasma level of MDA was detected by TBA method．Angiogenesis 

were observed under inverted microscope，cell proliferation examinded by M1Tr，cell migration measured in transwell，and ROS 

investigated by colorimetry．Results：In treated group，the plasma level of MDA was lower after treatmenLThere were tube 

formation(average area as 1 438 m 4-112 m )and more cell proliferation and migration after cells were cuhured in non— 

treated haemod ialysis patients sera．The production of ROS was higher than that of cells exposed to treated patients sera 

medium．Conclusion：Haemodialysis patients sera medium can induce angiogenesis and oxidative stress is the important 

mechanism． 
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近年来研究证实，无论何种病因，人类多种急 

慢性肾损害均伴有微血管系统丧失或过度新生，并 

且提出了调控血管新生改善肾病进展的治疗概念。 

在透析患者中，血管新生也有相关报道。Giorgos K 

等对 12例血液透析患者的腓肠肌进行病理活检发 

现新生血管与肌纤维组织的比例增加【1I。Serradell等 

作者介绍：王喜超(1973一 )，男，博士。 

研究方向：血液透析。 

通讯作者：甘 华，女，教授，E-mail：zxgC1233@sina．com。 

报道血液透析患者大血管病变早期有内皮细胞的 

增生，并且可能是血管早期病变的主要形式I2J。血管 

新生是血管系统一种重要的代偿性变化，可能与透 

析患者血管系统病变相关。虽然血液透析患者也有 

新生血管形成，但其形成机制还不十分清楚。本文 

在体外培养的细胞水平探讨氧化应激对于维持性 

血液透析患者血清诱导血管新生的作用。 

1 材料和方法 
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1．1 研究对象及材料 

1．1．1 患者一般情况及血清留取 选取我院1996年 9月至 

2006年 10月的22例维持性血液透析患者。所有患者在实 

验前近 1月均无急、慢性感染、心力衰竭 、不稳定心绞痛及手 

术史；实验前近 3个月所有患者均未使用过维生素 E和维生 

素 c等抗氧化药物，透析年限均在 3年以上 ，所有对象均签 

署知情同意书。原发病为慢性肾炎、高血压肾病和多囊肾等。 

随机分为干预组和非干预组 ，干预组患者 l1例 ，平均年龄 

(63．2±7．8)岁，给予 13服 VitE 400mg／d，连续服用 6周，患者 

在干预期间其他的治疗药物方案不变。非干预组患者 l1例， 

平均年龄(58．8±1 3．7)岁。所有患者均用碳酸盐透析，每周透 

析 3次，每次4．5h。透析膜采用聚砜膜 fv7型。2组的年龄、性 

别组成无统计学差别。做 MDA检测时，所有患者用药前后在 

血透前采血，肝素抗凝管采静脉血 3ml，30min内分离血浆(3 

000r／min，10min)，一70~C保存，2周内完成 MDA检测 ，采用硫 

代巴比妥酸反应(TBA)法(按试剂盒说明书操作)。细胞实验 

采血为透析患者在透析后 2h动脉端采血，使用真空促凝管 

采血，采血量为每人 5ml，取血后立即低温离心(4 000r／min， 

20min)，取上层血清 一70~C保存。实验前干预组患者每个人 

的血清等比混合使用 ，非干预组患者血清也同样等比混合使 

用 。 

1．1．2 试剂与仪器 RIPM1640培养基 、胰蛋白酶、二甲基亚 

砜(DMSO)购于sigma公司，新生牛血清(杭州四季青公司)。 

Transwell小室(美国 Costar公司)。活性氧测定试剂盒(南京 

凯基公司)．CK40型倒置显微镜(El本 Olympus)，ELX800型 

酶标仪(美国 BIO—TEK公司)。丙二醛(MDA)检测试剂盒(南 

京建成生物工程研究所)。 

1．2 方法 

1．2．1 内皮细胞培养及分组 HUVEC由重庆医科大学组 

教研室惠赠，HUVEC常规培养于含 10％新生牛血清的 1640 

培养基，置于 37~C 5％CO 培养箱中孵育，细胞长至融合状 

态后无血清 RPMI1640同步化 24h。实验分为干预组和非干 

预组，干预组用含 10％干预组患者血清培养基，非干预组用 

含 10％非干预组患者血清培养基。 

1．2．2 管状结构形成实验 把 HUVEC接种于 24孔培养 

板．经上述干预 10、20、30h．200倍光学显微镜下每孔随机选 

择 10个视 野记 数形成 管状结 构的数 目及面 积(Image— 

Pro—Plus 5．1图像分析软件)，结果取均值。 

1．2．3 四甲基偶氮唑蓝 比色(MIT)法检测细胞增殖 HU— 

VEC分别在干预组患者和非干预组患者血清培养基中以 

2×10，个 ／ml密度接种于 96孔培养板 ，每孔总体积 200 l， 

置于 37℃ 5％CO 培养箱中孵育，分别在 10、20、30h后检 

测 ，每孔加入 M1Tr溶液 (5mg／m1)20 l，继续孵育 4h，弃上 

清，每：fL~u人二 甲亚砜 150 l，室温震荡 10min，在波长 

570nm处用酶标仪测量吸光度 A值。每组 、每个检测点设 6 

个复孔，重复2次，结果取均值。 

1．2．4 Transwell小室检测细胞迁徙能力 Transwell小室滤 

膜上先铺以含 25％基质胶的 1640培养基，紫外光照射过夜 

后，HUVEC分别在干预组患者 、非干预组患者血清培养基中 

以5×10s个 ／ml密度种于小室内，总体积 0．4ml，再把小室放 

人 24孔培养板孔内，每孔再加入相同培养基 0．6ml，培养 30 

h后用 4％多聚甲醛固定细胞，擦净滤膜内表面细胞，HE染 

色，400倍光学显微镜下随机选择 10个视野，计数每个视野 

细胞数 目，取平均值。以迁移细胞数目表示细胞的迁徙能力。 

1．2．5 比色法检测细胞内活性氧 HUVEC以2×10 个 ／ml 

接种于 48孔培养板，经前述培养及分组干预 10、30h后 ，弃 

上清，每：fL~u人 200 l蒸馏水，冰上吹打直至细胞溶解。每 

孔的200 l细胞裂解液按凯基活性氧测定试剂盒说明书检 

测，计算各孔细胞产生活性氧能力。每组、每个检测点设 6个 

复孔，实验重复2次，结果取均值。 

1．2．6 统计学处理及图像分析 实验数据以互±s表示 ，统计 

学分析采用重复方差分析中的方差分量模型(type=VC)方 

法。全部数据采用 SAS 9．1统计软件进行数据处理。图片分 

析采 ImagePro—Plus 5．1图像分析软件。 

2 结 果 

2．1 血透患者血浆氧化应激指标(MDA)水平 

在非干预组 ，实验前后血浆 MDA水平无统计 

学差别(P>0．05)，在干预组，治疗后血浆 MDA水平 

低于治疗前，有统计学差别(P<0．01)。治疗前，两组 

血浆MDA水平差别无统计学意义(P>0．05)。见表 

1。 

2．2 管状结构形成实验 

HUVEC在干预组患者 、非干预组患者血清培 

养基培养 10、20h后无血管样结构形成。培养 30h 

后 ，非干预组有双层细胞形成 ，部分融合层细胞迁 

移到上面 ，变为长梭形，迅速生长 ，并形成管状结 

表 1 VitE对血透患者血浆氧化应激指标(MDA)水平影响(~mol／L) 

a：P<0．01，与治疗前 比较 ； ：P<0．01，与非干预组比较 
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图 1 血 清培 养 基 培 养 3 ()h 后 H 【』v F=( = 血 管样 结 构 形 成 ( × 2 0 () ) ；左 ：干 预 组 细 胞 向 双 层 生 长 但 无 管 状 结 构 形 成 i 右 ：非 干 预 组 细

胞 也 双 层 生 长 ， 上 层 有 管 状 结 构 形 成

表 2 M T T 法 不 同 时 间 两 组 细 胞 5 7 0 ⋯ n 处 吸 光 度 A 值 ( ^ ± s )

“

：P = 0 ． ()(】7 ， Lj 正 常 组 比较 ；
l_

：P < 0 ． O() l ， 与 2 ()h 比较 ；
r

：P < () ． 0 0 1 ， 与 1 0 h 比较
”

：j ，
= () ． () 1 1 ． f _j 埘照 Ⅲ 比较

左 ：干 预 组 迁 移 过 来 的 细 胞 较 少 ， 右 ：非 干 预 组 迁 移 过 来 的细 胞 较 多

图 2 血 清 培 养 基 培 养 3 ()h 后 H Lj v 阢 迁 徙 能 力 ( H } ：染 色 ×4 ()() )

构 ；十 预 组 无 管 状 结 构形 成 ， 细 胞 ，Ij 长 状 态 良好 ；非

干 预 组 2 0 0 倍 光 学 混 微 镜 下 平 均 每 个 视 野 丌 f 她

( 8 ． 3 ± 3 ． 1 )个 管 状 结 构 ， 相 对 管 状 结 构 而 积 ( 1 4 3 8

± 1 12 ) ¨ m
z

， 与干 预 组 比较 差 别 明 显 。 见 图 l 。

2 _3 M
‘

丌 法 检 测 增 殖

从 1 0 h 到 3 0 h 干 预 组 与 非 十 预 组 吸 光 度 值 都

升高(P < 0 ． ()(】1 ) 。 ， 在 1 0 h 2 组 差 异 无 显著性 (P ： 0 ． 1 5 8 ) ，

2 0 h 、 3 0 h 非 干 预 组 高 _丁 十 预 组 ， 具 有 统 计 学 差 异 ( P

< 0 ． 0 0 1 ) ， 说 明此 时非 干 预 组 活 细 胞 数 多于 f 预 组 ，

非 干 预 组 患 者 I血清 比 十 预 组 患 者 血 清 具 有 更 强 的

促 细 胞增 生 的 作 j+J 。 见表 2 ， ，

2 -4 T r a n s w e l l 小 室 检 测 细 胞 迁 徙 能 力

细 胞 培 养 3 ()h 后 f 预 组 迁 移 过 滤 膜 的 细 胞 为

4 0 0 倍 光 学 显 微 镜 下 平 均 每 视 野 ( 1 3 ． 1 ± 3 ． 4 ) 个 ， 非

十 预 组 平 均 迁 移 过 滤 膜 的 细 胞 为 ( 6 3 ． 5 ± 6 ． 2 ) 个 ， 与

十 预 组 比 较 筹 异 具 有 统 汁学 差 异 ( P < 0 ． 0 5 ， 秩 和 检

验 ) 。 见 图 2 ．

2 ． 5 比 色 法 检 测 细 胞 内 活 性 氧

表 3 不 同 时 间 两 组 细 胞 氧 化 性 强 度 ( 。 ± 、 )

“

：P = 0 ． ()()3 ， 勺 l l i 伟
’

纠【i L 较 ；
“

：P = () ． () 1 1 ．

’
j l ()}1 lt 较
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细胞分别培养 10h、30h后干预组在 2个检测 

点，产生活性氧差别无统计学意义( 0．395 2)，非 

干预组在 2个检测点产生活性氧逐渐增多，差异具 

有统计学意义(e=-o．011)，并且在 30h非干预组比干 

预组产生更多活性氧，具有统计学差异(P=-0．003)， 

而 10h 2组无统计学差别(P=0．359 2)。见表 2。 

3 讨 论 

维持性血液透析患者处于氧化应激状态。维持 

性血液透析患者氧化应激增强和氧 自由基清除系 

统的严重损伤使 ROS升高，形成氧化和抗氧化失 

衡，其氧化应激的机制尚未完全阐明，可能与晚期 

糖基化终末产物、同型半光氨酸血症等刺激 ROS生 

成有关，与尿毒症毒素潴留和自身代谢紊乱导致的 

抗氧化酶活性降低有关【3j，以及与血液透析本身透 

析膜不相容性 ，透析液污染使内毒素(Lipopolysac— 

charide，IJPS)通过透析膜入血，激活单核巨噬细胞， 

促进细胞内ROS产生。而且，透析过程中，维生素 C 

等水溶性抗氧化物质丢失和维生素 E的活化障碍 

等加重氧化应激有关。活性氧可以促血管新生已被 

大量的实验报道所证实。心血管组织缺氧、复氧后， 

都有活性氧产生增加，这是导致这些组织血管新生 

的主要原因[4j。H O 直接参予了血管形成反应中的 

淋巴细胞的活化，并且，从银杏叶中提取的抗氧化 

剂可以抑制淋巴细胞介导的血管新生。另外，氧自 

由基清除剂可以抑制源于单核巨噬细胞诱导的血 

管形成【5j。在体外的实验中也发现，低浓度 H O 作用 

于内皮细胞 30min就可以刺激形成血管样结构嘲。 

关于氧化应激诱导血管新生的机制，目前认为，首 

先，氧自由基可以促使巨噬细胞和血管平滑肌细胞 

分泌VEGFm。临床研究也表明，血液透析患者血浆 

中VEGF水平是升高的181。VEGF是重要的促血管新 

生的细胞因子。其次，ROS可以刺激内皮细胞分泌 

IL一8，分泌的 IL一8量足以诱导血管新生。在 ROS 

诱导血管新生中，NF—KB和 NO是重要的细胞内信 

号转导物质，然而关于 NO的作用，目前仍有矛盾结 

果，可能与其在细胞内产生的量有关。冯利平等报 

道，口服VitE 400mg／d，服药6周，能有效改善透析 

患者的氧化应激状态 。在本实验中也证明了这一 

点。在实验中看到，与干预组患者血清比，非干预组 

患者血清可以促进 HUVEC增殖及迁移，用非干预 

组患者的血清培养基培养血管内皮细胞可以有血 

管样结构形成，而非干预组患者血清培养基中则不 

出现这种情况，说明非干预组患者的血清有促血管 

形成的作用。非干预组患者处于氧化应激状态，这 

是非干预组患者血清诱导血管新生的主要原因。 

现在血管内皮细胞内产生的 ROS更为引起人 

们的重视，作为细胞内第二信使其具有复杂多样的 

作用，包括血管新生、内皮细胞调亡等。VEGF促血 

管新生可以通过 NADPH氧化酶--ROS途径完成【砌。 

在本实验中，在血管样结构形成之前，两组细胞内 

ROS产生无显著差异，而在 30h有血管样结构形成 

时，非干预组细胞内ROS产生多于干预组。干预组 

患者血清不能诱导血管新生，细胞内也无 ROS产生 

增多；非干预组患者血清可以诱导血管新生，并且 

细胞内 ROS产生增多，说明 ROS在血管形成中发 

挥作用。Ikeda等研究证明，VEGF可以通过 GDP结 

合蛋白Racl激活NADPH氧化酶，使细胞内ROS 

产生增加，促进 HUVEC的增殖与迁，徙【n1。因此 ，在 

非干预组患者血清诱导血管新生中，ROS可能也是 

促进血管内皮细胞增殖与迁徙的重要的细胞内物 

质。 

血液透析患者的氧化应激状态可以诱导血管 

新生，但这种血管新生不能持续，常出现血管塌陷， 

加重血管硬化；细胞增殖是血管新生的中重要步 

骤，细胞增殖可以促使血管内膜增厚，导致管腔狭 

窄，从而加重了血液透析患者的血管病变。 
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AML患者的白血病细胞和体外细胞株 HL60，KG一1 

都表达 GM—CSF受体。此外，近年来国内国外的文 

献多次发表了用 GM—CSF结合免疫毒素在治疗难 

治性和复发性的 AML方面的研究报导 ，可见 GM— 

CSF作为载体用于免疫导向治疗是完全可行的。它 

的优势在于重组人 GM—CSF易得到，不会刺激体内 

产生抗体而影响疗效，可多次重复使用。由于部分 

白血病细胞高表达 GM～CSF受体 ，故用 DHAQ— 

GM—CSF免疫脂质体治疗 AML可能还有相对选择 

作用，其疗效可能优于用单抗介导的免疫导向治疗。 

本研究中采用 M1Tr实验考察各种药物对 HL60 

细胞增殖的抑制作用。通过实验发现：DHAQ—GM— 

CSF免疫脂质体对 HL60细胞具有显著的增殖抑制 

效应。当药物浓度I>0．025 g／ml时，DHAQ—GM—CSF 

免疫脂质体和 DHAQ脂质体对 HL60细胞的杀伤 

作用与DHAQ相比均具有显著性差异，而且 DHAQ～ 

GM—CSF免疫脂质体和 DHAQ脂质体相比前者的 

杀伤作用也显著强于后者。说明制成免疫脂质体制 

剂可能提高 DHAQ的疗效 ，同时降低毒副作用 ，使 

DHAQ发挥更佳的抗 AML作用。而且，由于较低剂 

量的免疫脂质体即可发挥强大的杀伤作用，故我们 

推测 DHAQ—GM—CSF免疫脂质体还具有克服耐药 

的作用，但此结论还需进一步的实验结果支持。 

通过本研究我们发现 DHAQ—GM—CSF免疫脂 

质体具有体外抗白血病作用，为进一步研究打下重 

要基础 
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