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肝细胞生长因子促血管内皮细胞增殖及迁移的研究 
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【摘 要】目的：探讨重组人肝细胞生长因子(rhH( )对人脐静脉血管内皮细胞(Hl rⅥ c)增殖和迁移的影响及其促血管生成 

作用。方法：从脐静脉体外分离培养HUVEC，采用四甲基偶氮唑蓝法(MTT)观察 rhHGF对 HUVEC的增殖作用，倒置显微 

镜观察HUVEC的迁移，透射电镜观察超微结构的改变及流式细胞仪检测细胞周期的改变。结果：(1)rhHGF对培养的HU— 

VEC有显著的促增殖和迁移作用，且成浓度和时间依赖性。(2)rhHGF促使HUVEC细胞超微结构的改变，线粒体和粗面内 

质网增多，常染色质增多(3)细胞周期分布改变：s期、G2／M期细胞增多：结论：rhHGF能显著促进 HUVEC的增殖和迁移， 

提示其可能具有促血管生成作用 
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【Abstract】Objective：To investigate the effects of hepatocyte growth factor on proliferation and migration of human umbilical vein en 

dothelial cells，and tO further study the angiogenesis of HGF．Methods：The cultured endothelial cells in vitro were imlated from human 

um bilical vein．The proliferation of HUVECs were measered by MTT and their migration were observed using reverse microscope，The 

changes of celluar ultrastructure were observed under electron microscope and flow cytometry WaS applied to observe the effects of 

rhHGF on cell cycle．Results：rhHGF could promote the proliferation and migration of HUVECs dose—dependently and time depen 

dently．There were obvious changes in cdluar structure，rhHGF could increase mitochondrion，rough endoplasmic reticulum  and eu 

chromatin．Conclusion：rhHGF could promote the proliferation and migration of HUVECs significantly
， which suggests that HGF 

might have the effect of angiogenesis． 
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肝细胞生长因子(HGF)是一种具有多功能的 

间质源性细胞因子，是由相对分子质量为 69KD的 

重链(a—chain)和 34KD的轻链(13一chain)通过二 

硫键构成的异二聚体，基因约 70kb，本研究通过 

MTT法观察 rhHGF对体外培养的人脐血管内皮细 

胞的增殖作用，倒置显微镜观察 HUVEC的迁移及 

透射电镜下超微结构的改变，并通过流式细胞仪检 

测了细胞周期的变化，探讨 HGF的促血管生成作 

用，为进一步研究其调控机理提供依据。 

作者介绍：唐 博(1979一 )，男，硕士生， 

主要研究方向：血管疾病的诊断与治疗。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

新生儿脐带由重庆医科大学第二临床学院产科提供，重 

组人肝细胞生长因子(rhHGF)购 自PeproTech公司，胶原酶 

I、胰蛋白酶、M，rr均为 Sigma产品，DMEM／F12培养基及 

胎牛血清(FBS)为 Hyclone产品，兔抗人Ⅷ因子 、链霉卵白素 

／过氧化物酶(SP)、DAB试剂盒购自北京中山公司。 

1．2 原代人脐血管内皮细胞的体外培养及鉴定 

取正常妊娠足月分娩的新生儿脐带，无菌条件下剪去钳 

痕 、血肿和凝血块阻塞部分，PBS洗净脐静脉后注入 0．1％ 

胶原酶使血管充盈，置于 37"C孵育 15min后收集脐静脉内 

细胞液，离心后用含 20％FIgS的 DMEM／F12培养液制成细 

胞悬液，以 1 5×10 --3．5×10 ／cm2的细胞浓度接种到 1％ 
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图 4 不同浓度的 rHGF对 HI VE[的促增殖作用 
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圈 6 对照组的流式细胞仪结果 
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图 L[RI．~g／mJ H{：f 作用后的流式细胞仪结果 

表 l 不同浓度 H(，1 对培养的 

l{L VH’的促增殖作用 6) 
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2．3 细胞超檄结构的改变 

实驰组细胞胞浆丰南．细胞器增多，线粒体丰 

富．粗画 质网增多且囊腔扩张．细胞拔高度畸形、 

形态 觇则、核f_：肥走数挺增多、常染色质增多(阁 

5 

2 4 细胞周期分布的影响 

流式细胞仪结果显示．HGF对HUVEC的促增 

殖作 主要是促进 HUVE(、由细胞问蝈进入宵筵分 

裂期cM 湖)，从而促进细胞的增殖 刈照组处 j： 

(’2 M期的细胞数【 总细胞数的 6 86％， 

纰中处 ：G2 M期的细胞数『 总细1抱数的7 67％ 

(25ng．／m】1、10．33％(10[}z~；,／rn1) M 姗 细瞧冉勺有 

蝗分裂}cl{．此j{I】每个细咆将分裂成 2个 r细胞，细胞 

分裂fH[}0多少nr作为纽I胞生活状态目l=}*螬旺盛情况 

判定的蕈婴参学指标 细胞的增殖’情况呵用细胞增 

绮撩数表示．率实验中 胞增殖指数为 0照组 I，l二 

2I 45％．HGF组 PI、5：36 26％．Pl⋯ =48 37·熔． 

( 6～ 
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3 讨 论 

由血管内皮细胞损伤所致相关疾病日渐增多， 

每年每百万人中约有 500～1000人发生严重的肢体 

动脉闭塞性疾病_l_。目前 尚无任何一种药物治疗 

能对严重缺血肢体的自然病程产生积极作用，因此 

迫切需要寻求一种新的有效的治疗方法。1993年 

kel[2j等开始提出应用促血管生长的细胞因子诱 

导生成侧枝循环的新疗法，称为“治疗性血管生成”。 

而目前已有大量研究证实，多种生长因子能调节内 

皮细胞的生物学活性，刺激内皮细胞的增殖，包括血 

管内皮细胞生长因子(VEGF)、碱性成纤维细胞因 

子(bFGF)等，而 HGF最初认为靶细胞只有肝细胞， 

但随后的研究表明HGF能作用于多种细胞。 

本实验研究观察到当HGF浓度达 100ng／ml及 

培养时间至 72h血管内皮细胞的增殖和迁移能力与 

对照组相比差异有显著性(P<0．001)，说明这种促 

增殖和迁移作用具有显著的剂量和时间依赖性，细 

胞超微结构也发生了相应变化，而流式细胞仪结果 

显示，HGF组 (52一M％较对照组显著增高，细胞增 

殖指数(PI)也增高，而细胞增殖指数(PI)代表细胞 

群体的增殖状态和DNA合成速度。本实验中 HGF 

对 HUVEC的促增殖作用主要是促使细胞进入 M 

期 ，M期为细胞的有丝分裂期，这充分说明 HGF能 

有效地促进 HUVEC的有丝分裂过程，首次从定量 

和定性两方面证明了 HGF通过影响细胞周期分布 

促进血管内皮细胞的增殖和迁移，国内未见相关文 

献报道。 

自从 Isner -治疗 小组 1994年 l2月采 用 

phVEGFI65进行了第 1例临床血管疾病基因治疗 

以来，绝大多数临床研究集中在利用 VEGF或 FGF 

治疗冠状动脉或外周血管缺血性疾病，并已取得了 

显著效果 J。而 HGF与 VEGF相比具有以下几个 

优点：1。对血管内皮细胞具有高度特异性，可促使平 

滑肌细胞迁移，但无促平滑肌细胞增殖的不利作用； 

2。HGF受体 C～Met在缺血组织中表达上调及信号 

传导通路中 ERK独特的再磷酸化活性均使 HGF 

的血管新生作用得以增强；3。VEGF可使血管通透 

性增加导致水肿，诱发疼痛，而 HCF则可避免此副 

作用；4。HGF具有分解胶原能力，并可增加分解基 

质的 MM l和具激 活纤 溶酶 功能 的尿激 酶 

(uPA)，uPA能激活非活化型 HGF，而前体 HGF一 

旦被激活，又可进一步激活 uPA，这种循环作用能更 

好地改善组织血供；5．内源性血管壁 HGF低下使 

HGF治疗的安全阈值较高。因此 HGF有望成为继 

血管内皮细胞生长因子和碱性成纤维细胞因子后第 

3种有治疗性血管新生作用的细胞因子 5。但血管 

生成是一种多因素影响的综合结果，涉及一系列相 

关细胞的增殖、迁移和分化等生物学过程，而 HGF 

对以上细胞活动影响的具体机制及与其他细胞因子 

的相互作用问题仍有待进一步深入研究。 
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