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氨基胍对乳酸盐腹膜透析液致人腹膜间皮细胞
损伤及血管内皮生长因子表达的影响

傅碧玲，冯朝瑜，朱赛香，邹世海，彭鑫

(深圳市宝安区人民医院肾脏内科，广东 深圳 518101)

【摘要】 目的 研究氨基胍(AG)对乳酸盐腹膜透析液(L-PDS)致人腹膜间皮细胞(HMrSV5)损伤及血管内皮

生长因子(VEGF)表达的影响。方法 采用人腹膜间皮细胞株HMrSV5为体外实验模型，分为无血清DMEM培养

液对照组、L-PDS组(2.5% L-PDS)、L-PDS+AG组(2.5% L-PDS+10 mmol/L AG)、单纯AG组(终浓度10 mmol/L)。各

组以上不同干预因素与HMrSV5细胞共孵育。MTT法检测各组细胞增殖、评估细胞活力，Western blot和逆转录-

聚合酶链反应(RT-PCR)检测VEGF蛋白及mRNA的表达。结果 MTT试验表明，L-PDS组OD值为(0.120±0.019)，

明显低于对照组的(0.298±0.031)，差异有统计学意义(P<0.05)；L-PDS+AG 组 OD 值为(0.289±0.022)，明显高于

L-PDS组，差异有统计学意义(P<0.05)。Western blot和RT-PCR结果均表明，与对照组比较，L-PDS组细胞中VEGF

蛋白和mRNA表达明显增加，与L-PDS组比较，PDS+AG组VEGF蛋白和 mRNA的表达明显减低，差异均有统计学

意义(P<0.05)。结论 AG可拮抗乳酸盐腹膜透析液致人腹膜间皮细胞损伤并下调VEGF的表达。
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【Abstract】 Objective To investigate the effect of aminoguanidine (AG) on damage in human peritoneal meso-

thelial cells (HMrSV5) caused by lactate peritoneal dialysis solution (L-PDS) and expression of vascular endothelial

growth factor (VEGF). Methods Depending on the culture of the cell, the cultured HMrSV5 cells were divided to con-

trol group (cultured in DMEM), L-PDS group (2.5% L-PDS), L-PDS+AG group (2.5% L-PDS+10 mmol/L AG), and AG

group (at a final concentration of 10 mmol/L). MTT assay was used to assess the viability and proliferation of the cells.

VEGF protein was determined by western blot, and VEGF mRNA was determined by RT-PCR. Results The optical

density (OD) value in L-PDS group was (0.120±0.019), significantly lower than (0.298±0.031) in the control group (P<

0.05). The OD value in L-PDS+AG group was (0.289±0.022), which was significantly higher than that in L-PDS group

(P<0.05). Expression of VEGF protein and mRNA increased significantly in L-PDS group as compared with those in

control group (P<0.05), while the expression decreased significantly in PDS + AG group as compared with those in

L-PDS group (P<0.05). Conclusion AG can antagonize the injury of HMrSV5 caused by L-PDS and down-regulate

the expression of VEGF.
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持续不卧床腹膜透析(CAPD)是目前最重要的肾

脏替代治疗手段之一，其中超滤衰竭是患者退出腹膜

透析的重要原因。国内外专家均积极探索在使用现

有生物不相容性的腹膜透析液条件下防治腹膜透析

失超滤的策略。目前国内普遍使用的是低 pH值、高

糖、高渗、含葡萄糖降解产物(GDPs)的以乳酸盐为缓冲

碱的腹膜透析液(PDS)，乳酸盐作为缓冲碱的缺点之一

是降低腹膜间皮细胞的代谢及存活率，减低腹腔白细胞

功能，使腹腔抵抗微生物入侵能力减弱[1]。同时，此类透

析液能够促进血管内皮生长因子(VEGF)的表达，进而

促进腹膜血管新生，后者与PD超滤衰竭密切相关[2]。

氨基胍(AG)作为糖基化终产物受体(RAGEs)的抑制剂，

可以抑制糖基化终产物(AGEs)的形成。已有试验证

实，在建立的大鼠腹膜透析模型中，PD液中加入AG有

助于抑制血管增生[3]。但AG能否抑制腹膜透析液诱导

的腹膜间皮细胞损伤及影响细胞因子VEGF的表达，国

内外尚未见报道。故本研究以体外培养的人腹膜间皮

细胞株(HMrSV5)为研究对象，观察 AG 对 L-PDS 致

HMrSV5损伤及VEGF表达的影响。为腹膜超滤衰竭

的防治提供新的理论依据和治疗靶点。
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1 材料与方法

1.1 试验材料 胎牛血清、胰蛋白酶和DMEM培

养基分别购自杭州四季青公司、美国 Invitrogen 公司；

四甲基偶氮唑蓝(MTT)，氨基胍(aminoguanidine，AG)，

兔抗GAPDH抗体、小鼠抗人VEGF单抗均购自Sigma

公司(美国)；RT-PCR试剂盒购自日本TaKaRa公司。

1.2 试验方法

1.2.1 人腹膜间皮细胞(HMrSV5)的培养 使用

含10%小牛血清的DMEM培养液培养HMrSV5 (中科

院上海细胞库)，培养箱条件为37℃、5% CO2。换液间

隔时间为 2~3 d，实验达标要求：细胞生长融合度达

80%左右。实验时传代细胞，细胞贴壁后，用培养液

(含1%小牛血清)进行同步培养24 h，大部分细胞处于

静止状态。

1.2.2 细胞分组 实验分为以下各组：(1)对照

组：无血清 DMEM 培养液；(2) L-PDS 组：含 2.5%

L-PDS (美国 Baxter 公司提供)；(3) L-PDS+AG 组：含

2.5% L-PDS 及 10 mmol/L AG；(4)单纯 AG 组(终浓度

10 mmol/L)。

1.2.3 MTT法检测HMrSV5的增殖 胰酶消化细

胞后制成细胞悬液，将细胞密度调整为1×105个/mL，接

种到96孔培养板内，接种要求为每孔100 μL细胞悬液，

置于培养箱中培养96 h，然后再用培养液(含1%小牛血

清)同步24 h，使大部分细胞处于静止状态。弃去培养

液，磷酸盐缓冲液(PBS)洗两遍，每组设3个重复孔，各

组加入相应的处理因素100 μL，分别与HMrSV5作用

45~60 min。弃去培养液(处理因素)，PBS 洗两遍，加

入 5%小牛血清培养液 100 μL，继续培养 20 h 后，每

个培养孔均加入 MTT (100 μL)，使其终浓度保持在

0.5 mg/mL，调零组则不加，振荡然后继续孵育4 h。将

培养液弃去，每孔加入100 μL DMSO，摇匀大概10 min

左右，当结晶被完全溶解后，在Bio-Rad550酶标仪上

测定各组的平均吸光度值 (OD 值)，将波长设定为

570 nm。实验重复3次。

1.2.4 免疫印迹(Western-blot)技术检测VEGF蛋

白质的表达 将细胞接种于 6 孔细胞培养板中，以

105/孔的密度，细胞长至 80%融合时，将细胞培养基

更换为培养液(1%小牛血清DMEM)，同步 24 h后，各

组加入相应的处理因素 2.5 mL，与 HMrSV5 共孵育

60 min。然后将各组细胞予以收集、裂解，取其上清

液，对蛋白浓度进行测定，取 30 μg 细胞总蛋白进行

配置，要求为配成等体积等量，放置于沸水中予以煮

5 min，电泳分离(10% SDS-聚丙烯酰胺)，将蛋白通过

电转移至硝酸纤维素膜上，使用 5%无脂奶粉进行封

闭，一抗孵育杂交过夜，为小鼠抗人VEGF单抗，洗膜

后在抗鼠 IgG中孵育1 h，其中抗鼠 IgG是由过氧化物

酶标记的；最后结果用化学发光法以X线片自显影进

行显示。图像经图像分析软件 Quantity One (BioRad

公司)对特异性条带进行灰度扫描分析，求得各组蛋白电

泳条带灰度与内参GAPDH的比值，反映为VEGF表达

含量变化，从而半定量比较目的蛋白。实验重复3次。

1.2.5 逆转录-聚合酶链反应(RT-PCR) 法检测

VEGF mRNA的表达 同样在6孔细胞培养板中将细

胞以105/孔进行接种，再细胞长至80%融合时，对细胞

培养基进行更换分组培养。各组加入相应的处理因

素 2.5 mL，分别与 HMrSV5 作用 60 min 后，将各组细

胞予以收集，对细胞总 RNA 进行提取，扩增产物以

RT-PCR 法得到，PCR 产物进行电泳及分析：凝胶在

UVP 凝胶成像系统中扫描以对结果进行观察、拍照，

对电泳带灰度进行分析，计算VEGF mRNA相对表达

量也就是 VEGF mRNA 特异性扩增带灰度/内参

GAPDH扩增带灰度。实验重复3次。

1.3 统计学方法 应用SPSS19.0统计软件进行

数据分析，计量资料以均数±标准差(x-±s)表示，多组间

比较采用单因素方差分析(One-Way ANOVA)，两组间

比较采用 t检验，均以P<0.05 为差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 AG 对 L-PDS 诱导的 HMrSV5 细胞增殖的

影响 L-PDS组OD值明显低于对照组，差异有统计

学意义(P<0.05)；L-PDS+AG组OD值明显高于L-PDS

组，差异有统计学意义(P<0.05)，见表1。

2.2 AG对L-PDS诱导的HMrSV5细胞VEGF蛋

白表达的影响 与对照组比较，L-PDS 组细胞中

VEGF蛋白表达明显增加，差异有统计学意义(t=5.62，

P<0.05)；而单纯AG组没有显著影响细胞内VEGF的

表达(t=0.75，P>0.05)。与 L-PDS 组比较，L-PDS+AG

组VEGF蛋白的表达明显降低，差异有统计学意义(t=
5.17，P<0.05)，见图1。

2.3 AG 对 L-PDS 诱导的 HMrSV5 细胞 VEGF

mRNA表达的影响 与对照组比较，L-PDS组细胞中

VEGF mRNA 表达明显增加，差异有统计学意义(t=
4.91，P<0.05)；而单纯 AG 组，没有影响细胞内 VEGF

mRNA 的表达 (t=0.71，P>0.05)。与 L-PDS 组比较，

L-PDS+AG组VEGF mRNA的表达明显降低，差异有

统计学意义(t=4.09，P<0.05)，见图2。

表1 AG对L-PDS诱导的HMrSV5细胞增殖的影响(x-±s，n=3)

组别

对照组

L-PDS组

L-PDS+AG组

单纯AG组

F值

P值

OD值

0.298±0.031

0.120±0.019a

0.289±0.022b

0.302±0.028

289.200

<0.01

注：与对照组比较，aP<0.01；与L-PDS组比较，bP<0.01。
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3 讨 论

在我国，血液透析(HD)和腹膜透析(PD)是终末期
肾脏病(ESRD)患者肾脏替代治疗的两种主要方式。
随着国家政策的扶持，PD技术的推广，PD患者生存期
的延长，腹膜透析液(PDS)的非生物相容性问题日益
凸显。血液透析有多种透析器可供选择，且为一次性
使用，不再复用。而腹膜透析利用的是生物膜，无可
替代或转换，腹膜持续或重复地暴露于非生物相容性
的透析液，更易于损伤。

目前普遍使用的仍然是以乳酸盐为载体的高糖、
高渗、低pH、含葡萄糖降解产物(GDPs)的透析液。pH

中性、低GDPS的新型PDF虽具有更好的生物相容性、
可减轻炎症反应、保护腹膜功能、有更好的超滤能力
和代谢效益，但对减少腹膜炎的发生、提高远期技术
存活效率和生存率方面待更大样本的RCT证实[4]，且
较昂贵，我国尚未能推广使用。故在现有乳酸盐腹膜
透析液的条件下，仍需要积极探索防治腹膜透析超滤
衰竭的方法，减少 PD患者的退出。腹膜透析超滤衰
竭与腹膜血管新生、间皮细胞损伤以及腹膜的纤维化
等因素密切相关。

乳酸盐腹膜透析液可使腹膜间皮细胞活力下降、
损伤，细胞因子(VEGF)表达上调，进而导致腹膜间皮
细胞损伤、腹膜血管新生。VEGF通过活化间皮细胞
的RAGEs刺激血管的形成[5]，并可通过与一氧化氮合
酶 (NOS)同工酶的反应使毛细血管通透性增加 [6]。
RAGEs的阻断剂，可以干预上述进程。在大鼠腹膜透
析模型的体内试验中证实，AG (RAGEs的阻断剂)有
助于抑制血管增生[3]。

本研究使用MTT法观察不同干预因素对HMrSV5

细胞增殖的影响。L-PDS对于体外培养的HMrSV5增
殖具有明显抑制作用。与对照组比较，L-PDS 组 OD

值明显减小(P<0.05)。与 L-PDS 组比较，L-PDS+AG

组 OD值明显增大，说明AG对L-PDS诱导的HMrSV5

损伤具有一定保护作用。因此，本研究为运用AG对
抗乳酸盐PDF对腹膜间皮细胞损伤提供了实验依据。

Western blot和RT-PCR结果分别从蛋白及mRNA

水平证实，与对照组比较，L-PDS组细胞中VEGF 蛋白
和 mRNA 表达明显增加(P<0.05)；与 L-PDS 组比较，
L-PDS+AG 组 VEGF 蛋白和 mRNA 的表达明显减低
(P<0.05)，说明 AG 可拮抗乳酸盐腹膜透析液诱导的
HMrSV5细胞 VEGF的表达。VEGF是促进血管新生
的主要因素和始动因子。VEGF在腹膜间皮细胞表达
不断增强，进而促进形成新生血管，增加了腹膜对小
分子溶质的转运，加快了透析液葡萄糖的吸收，减弱
了跨膜渗透压梯度，最终使超滤减少甚至引起超滤能
力丧失。动物模型中，与使用传统乳酸盐 PDF 组比
较，使用中性的、低 GDP 含量(neutral pH，low-GDP，
NpHLGDP)的PDS组，其流出液的VEGF水平、VEGF

染色、血管新生等明显降低 [7]。腹膜间皮细胞可能受
到前炎症因子和AGEs影响，而非葡萄糖本身的刺激
从而产生(合成)VEGF [8]。AG 具有抑制 NOS 活性和
AGEs形成的作用，可以显著降解GDPs以及明显抑制
L-PDS所致的AGEs堆积。本研究在体外试验证实，
AG 可拮抗乳酸盐腹膜透析液诱导的 HMrSV5 细胞
VEGF 过表达。为运用 AG 对抗 L-PDS 对腹膜间皮
VEGF表达上调提供了实验依据。

综上所述，AG可拮抗乳酸盐腹膜透析液致人腹
膜间皮细胞损伤并下调VEGF的表达，可能与其阻断
了RAGE受体通路有关。
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VEGF及微血管密度
在非小细胞肺癌中的表达及VEGF与临床病理特征的关系

张朝清 1，刘丽 2，吴定滨 1，付春利 3，许锦文 1，潘永康 4，李丽晖 1

(开平市中心医院病理科 1、康复科 2、胸外科 3、检验科 4，广东 开平 529300)

【摘要】 目的 探讨血管内皮生长因子(VEGF)及微血管密度(MVD)在非小细胞肺癌(NSCLC)中的表达及

VEGF与临床病理特征的关系。方法 选择 2015年 1月至 2016年 12月期间开平市中心医院胸外科收治的 60例

NSCLC患者的癌组织及癌旁组织进行研究，同时选择50例肺良性病变组织标本(术后病理证实)纳入对照组。比较不

同组织的VEGF的阳性表达率及MVD表达情况，并且对VEGF阳性表达与临床病理特征的关系进行分析。结果 肺

癌组织VEGF阳性表达率为73.33%，明显高于癌旁组织的45.00%，且高于对照组的14.00%，差异均有统计学意义

(P<0.05)；肺癌组织MVD明显高于癌旁组织，且高于对照组，差异均有统计学意义(P<0.05)；VEGF阳性表达率在有

淋巴结转移者、TNM分期为Ⅲ期者、中低分化者明显高于无淋巴结转移、TNM分期为Ⅰ~Ⅱ期者、分化程度高者，差

异均有统计学意义(P<0.05)；VEGF表达与性别、年龄、是否吸烟、病理分型、肿瘤大小无关(P>0.05)。结论 VEGF

及MVD在NSCLC组织中均高表达，其在NSCLC的发生发展及转移过程中起着重要作用。

【关键词】 血管内皮生长因子；微血管密度；非小细胞肺癌；临床病理特征；转移
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Expression of VEGF and microvessel density in non-small cell lung cancer and relationship of VEGF with
clinicopathological features. ZHANG Chao-qing 1, LIU Li 2, WU Ding-bin 1, FU Chun-li 3, XU Jin-wen 1, PAN
Yong-kang 4, LI Li-hui 1. Department of Pathology 1, Department of Rehabilitation 2, Department of Thoracic Surgery 3,
Department of Clinical Laboratory 4, Kaiping Central Hospital of Guangdong, Kaiping 529300, Guangdong, CHINA

【Abstract】 Objective To investigate the expression of vascular endothelial growth factor (VEGF) and mi-

crovessel density (MVD) in non-small cell lung cancer (NSCLC) and relationship of VEGF with clinicopathological fea-

tures. Methods Cancer tissue and adjacent tissue samples were collected from sixty patients with NSCLC from Janu-

ary 2015 to December 2016 in the Department of Thoracic Surgery in our hospital, and specimens from 50 cases of be-

nign lung lesions (confirmed pathologically after operation) were selected as the control group. The positive expression

rate of VEGF and MVD levels were compared among different tissues, and the relationships of VEGF expression with

clinicopathological features were analyzed. Results The positive expression rate of VEGF in lung cancer tissue was

73.33%, significantly higher than 45.00% in the adjacent tissues and 14.00% in the control group (P<0.05). The MVD

level of lung cancer tissue was significantly higher than that in the adjacent tissues and that in the control group (P<

0.05). The positive expression rates of VEGF in patients with lymph node metastasis, TNM stage Ⅲ, middle and low dif-

ferentiation were significantly higher than those in patients with no lymph node metastasis, TNM stage Ⅰ-Ⅱ, high dif-

ferentiation (P<0.05). The expression of VEGF was not related with gender, age, smoking, pathological type, tumor size

(P>0.05). Conclusion VEGF and MVD are highly expressed in NSCLC tissues, which play important roles in the de-

velopment and metastasis of NSCLC.

【Key words】 Vascular endothelial growth factor (VEGF); Microvessel density (MVD); Non-small cell lung can-

cer (NSCLC); Clinicopathological features; Metastasis
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