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摘要 目的：探讨不同阶段缺血性心脏病患者血清对人脐静脉血管内皮细胞(HUVEC)增殖的影响。方法：采集正常健康人群组(A

组)、缺血性心脏病高危人群组(B组)、缺血性心脏病急性期患者组(C组)、缺血性心脏病稳定期患者(D组)的血清，分别作用于人

脐静脉血管内皮细胞不同时间，通过 MTT比色法，检测细胞的生长抑制率，观察其对 HUVEC增殖的影响。结果：四组血清处理
HUVEC 24、48、72、96小时后，B组、C组和 D组的细胞生长抑制率均显著低于 A组(P<0.05)，且 C组和 D组 24小时的生长抑制

率显著低于 B组(P<0.05)，D组 48、96小时显著低于 B组(P<0.05)，D组 96小时显著低于 C组(P<0.05)。随着观察时间的延长，A、
B、C组患者血清的促增殖作用逐渐增强，48 h、72 h和 96 h的生长抑制率均显著低于同组 24 h (P<0.05)；A组患者血清培养至 96 h，

生长抑制率与同组 48 h比较显著降低(P<0.05)。结论：从高危患者发展至缺血性心脏病，以及心血管疾病在度过急性期后，随着病

程和生存期的延长，其血清对细胞的促增殖作用逐渐增强。
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The Effect of Serum of Patients with Coronary Heart Disease at Different
stages on the Proliferation of Human Umbilical Vein Endothelial Cells*

To observe the effect of different Periods serum on the proliferation of HUVEC. Acquisition in

normal healthy people group (group A), coronary heart disease, high-risk population groups (group B), a group of patients with acute

coronary heart disease (group C), coronary heart disease patients with plateau group (group D) of serum, respectively, to act on human

umbilical vein endothelial cells, cultivate to 24 h, 48 h, 72 hand 96 h to test absorbance value (OD value). MTT assay was used to

determine the cell growth inhibitory rate in vitro. The growth inhibition ratios of group B, C, D were significantly lower than that
of group A after being treated by different kinds of serum for 24, 48, 72 and 96 h (P<0.05), the growth inhibition ratios of group C and D

at 24 h were both significantly lower than that of group B at the same time points (P<0.05), the growth inhibition ratios of group D at 48,

96 h both significantly lower than that of group B at the same time points (P<0.05). With the extension of observation time, the

proliferation promotion effect of serum from group A, B, C enhanced gradually, the growth inhibition ratios at 48, 72, and 96 h were

significantly lower than that at 24 h of the same group (P<0.05), the growth inhibition ratios at 96 h of group A was significantly lower
than that at 48h of the same group(P<0.05). From the high-risk patients to ischemic heart disease, and cardiovascular disease

after acute period, with the extension of progression and survival, the proliferation promotion effect of serum gradually enhanced.
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前言

心血管疾病是当今世界上严重威胁人类健康的疾病之一，

其发病率和病死率已超过肿瘤居世界第一位，每年用于心血管

病的医疗费用达 1100亿元人民币，为社会带来巨大的经济负

担[1]。然而，临床上对该类疾病的预警及预后判断仍缺乏足够的

科学证据。目前，临床对心血管疾病的诊断治疗现状基本上是

疾病已经发生后的补救性措施，如介入治疗或冠脉搭桥等。若

能通过血清学检测，找到能够预测缺血性心脏病发生发展的相

关因子，将具有重要的意义。本研究选择了正常健康人群、缺血

性心脏病高危人群、缺血性心脏病急性期患者和缺血性心脏病

稳定期患者血清，初步探讨了其对体外培养的血管内皮细胞增

殖的影响，以期为缺血性心脏病的预测和治疗提供更多的实验

基础。
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1 材料和方法

1.1 材料
HUVEC细胞购于上海生物技术公司，为胎儿脐带血管内

皮细胞株。MTT、胎牛血清(Fetal Bovine Serum，FBS)、DEME培
养基干粉为美国 GIBCO公司生产。
1.2 分组

缺血性心脏病中高危人群、急性期和稳定期患者均为

2011年 1月 -2013年 12月中日友好医院中西医结合心内科门

诊及住院患者，其中缺血性心脏病中、高危人群组 10例，男 5

例，女 5例，年龄(58.0± 9.8)岁；缺血性心脏病急性期患者组 12

例，男 5例，女 7例，年龄(63.3± 10.1)岁；缺血性心脏病稳定期

患者组 10例，男 6例，女 4例，年龄(69.9± 7.6)岁。正常健康者
10名，来自体检正常的健康志愿者，男 5例，女 5例，年龄
(32.1± 4.2)岁。
1.3 诊断标准及纳入标准

诊断标准参照 2002年美国心脏病学学会(american college
of cardiology，ACC)和美国心脏协会(american heart association，
AHA)联合发表的《SIHD诊断和治疗指南》。具体分组如下：

(1)正常健康人群组(A 组)：无心血管病的危险因素，无糖

尿病、高血压、高脂血症、肾脏疾病及外周血管病变。

(2)缺血性心脏病中、高危人群组(B组)：中危人群具有 1～
2个危险因素，收缩压和舒张压水平＜ 2级高血压；高危人群具

有≥ 3个危险因素或靶器官损害或糖尿病或无其他危险因素

仅 3级高血压。
(3)缺血性心脏病急性期患者组(C 组)：急性冠脉综合征

(ACS)患者，包括不稳定型心绞痛(UA)、急性心肌梗死(AMI)。
(4)缺血性心脏病稳定期患者(D组)：以往发生心肌缺血而

目前处于稳定期的患者，包括经冠脉造影证实的冠状动脉粥样

硬化性心脏病或陈旧性心肌梗塞，或以前曾行 PCI或冠脉搭桥

术后患者。

1.4 排除标准
(1)不符合各组纳入标准者。
(2)不能合作者；肝功异常；严重慢性胃肠道疾病患者；心肌炎

或心包炎；休克；严重失代偿的心力衰竭；血液动力学不稳定者；有

明显血液系统疾病者；有精神疾患药物或其他药物滥用者等。

1.5 样本的采集和处理

血清样本采自中日友好医院中西医结合心内科门诊及病

房住院患者。清晨空腹采集静脉血 5毫升，4 ℃下 3000 rpm离

心 10分钟分离血清。
1.6 细胞培养和处理方法

(1)首先将冻存的脐静脉血管内皮细胞复苏，用 10 %胎牛

血清(FBS)培养基(10 % FBS+100 u抗生素 +DMEM)于 37℃、5 %

CO2浓度的温箱中培养；

(2)待细胞贴壁生长融合 80 %以上，按 3000个细胞 /孔接

种于 96孔板中，接种 24小时之后，将原培养基冲洗，给予换用
0.5 % FBS培养基再培养 24 h；

(3)将来自正常健康人组及缺血性心脏病中高危人群组、急

性期组、陈旧期组的血清分别按比例与 DMEM培养液混合，得

到 5 %正常人血清 DMEM培养液(A组)，5 %中高危人群组、急

性期组及陈旧期组血清的 DMEM培养液(B、C、D组)，对照组

为 5 %胎牛血清 DMEM培养液，再培养 24 h后将原培养基洗

掉，分别将各组血清加入 96孔板中，每组同时设 6个复孔；
(4)分别在培养至 24、48、72、96 h时，每孔加入 MTT(5 g/L)

20 滋L继续温箱培养 4 h，然后丢弃掉培养基和 MTT，每孔加入
DMSO(二甲基亚砜)150 滋L，振荡 10分钟，使紫色结晶溶解，置

于酶联免疫检测仪上检测波长 490 nm处的吸光度值(OD值)。

计算细胞生长抑制率，细胞生长抑制率(%)=(1-实验组 OD值 /

对照组 OD值)× 100%。每组实验至少重复 3次。
1.7 统计学分析

运用 SPSS16.0软件进行数据统计分析，实验获得的数据

计量资料用均数± 标准差 (x± s) 表示，采用单因素方差分析
(one-way ANOVA) 分析，两组间的比较采用 SNK-q检验，以
P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

四组血清处理 HUVEC 24小时后，与 A组比较，B 组、C

组和 D组的细胞生长抑制率均显著降低(P<0.05)，且 C组和 D

组的生长抑制率显著低于 B组(P<0.05)。在处理 48小时、96小

时后，与 A组比较，B组、C组和 D组的细胞生长抑制率均显
著降低(P<0.05)，且 D组显著低于 B组(P<0.05)。在处理 72小

时后，B 组、C 组和 D 组的细胞生长抑制率均显著低于 A 组
(P<0.05)，但三组之间比较差异无统计学意义(P>0.05)。在处理
96小时后，D组的细胞生长抑制率显著低于 C组(P<0.05)。

随着观察时间的延长，A、B、C组患者血清的促增殖作用

逐渐增强，48 h、72 h和 96 h的生长抑制率均显著低于同组 24 h

(P<0.05)；A组患者血清培养至 96 h，生长抑制率与同组 48 h

比较显著降低(P<0.05)。

注：*P<0.05与 A组正常人血清比较；#P<0.05与 B组中高危人群组血清比较；△P<0.05与 C组急性期人群组血清比较；荦P<0.05与同组 24 h比较；
▲P<0.05与同组 48 h比较。

Note: *P<0.05 vs. group A, #P<0.05 vs. group B, △P<0.05 vs. group C, 荦P<0.05 vs. 24h in the same group, ▲P<0.05 vs. 48h in the same group.

Inhibition ratio (x± s)%

Group

A B C D

24h

48h

72h

96h

52.96± 5.65

41.38± 4.44荦

37.98± 4.56荦荦

29.52± 4.26荦▲

39.95± 2.58*

17.96± 3.12*荦

16.71± 3.79*荦

16.27± 4.29*荦

26.94± 7.72*#

13.75± 6.33*荦

7.75± 3.96*荦

12.86± 5.07*荦

18.27± 8.20*#

6.21± 7.42*#

7.64± 7.11*

0.93± 12.46*#△

表 1 各组人血清处理不同时间对 HUVEC细胞增殖的影响

Table 1 The effects of human serum from different groups on the HUVEC proliferation for different incubation time
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3 讨论

有研究表明冠状动脉病变程度是侧枝循环的独立影响因

素，也是侧枝循环形成程度的相关因素[2]，侧枝微血管的再生对

减少梗死面积、恢复组织血供具有重要的意义。因此，促进心肌

缺血区的侧支循环形成和血管新生在冠心病的治疗中显得非

常重要，治疗性血管新生成为治疗冠心病的一个新靶点[3]。本研

究亦发现了随着缺血性心脏病的病程进展，其血清对血管内皮

细胞的促增殖作用增强。

正常情况下，成年人的血管内皮细胞绝大部分都处于静止

状态，只有在受到压力或其他病理性刺激如急性冠脉综合征

时，血清中相关的血管调节因子改变，血管内皮细胞开始分裂

增殖，参与新生血管的生成[4,5]。有研究表明[6,7]冠心病患者心肌

缺血越严重，血清血管内皮生长因子与内抑素水平越高，而这

两种因子在冠心病发展过程中均有重要意义。在诸多的参与因

子中，促血管生长或凋亡的细胞因子无疑是重要的基团，缺血

性心脏病中调节新生血管成熟的生长因子包括有血管内皮生

长因子(VEGFs)[8,9]、碱性成纤维细胞生长因子(bFGF)[10,11]及其受

体、血小板源性生长因子 -BB(PDGF-BB)[12]及其受体、转化生长

因子 茁(TGF-茁)[13]家族等。此外，还有低氧诱导因子(HIF)[14]、胰岛

素样生长因子 -1(IGF-1)[15]、内皮型一氧化氮合酶[16]以及一些炎

症因子如单核细胞趋化蛋白 -1、肿瘤坏死因子 -琢、白介素 -1茁
等也能够促进血管新生[17]。

细胞移植基因治疗以及药物治疗等都是常用的促进治疗

性血管新生的方法，如以血管内皮生长因子(VEGFs)进行治疗

性血管新生是一种治疗缺血性心脏病很有前途的方法[18]。诸多

研究表明中药可以通过对血管内皮功能的多途径和多层次的

调节，对血管生成的诱导因子和抑制因子的双向调控参与血管

新生[19,20]。但目前的研究大多都集中在观察缺血性心脏病疾病

组与正常组之间血管新生的差异，缺少对疾病发生发展过程的

动态性观察。本研究用临床不同阶段的缺血性心脏病患者的血

清干预脐静脉血管内皮细胞，发现缺血性心脏病中高危人群、

急性期及陈旧期人群血清促进 HUVEC增殖的作用呈逐渐增

强的趋势，以缺血性心脏病陈旧期患者血清的促增殖作用最

强，表明心血管疾病在度过危险期后，随着病程的延长，其血清

对细胞的促增殖作用逐渐增强。在这部分患者血清中可能含有

与促进血管内皮细胞生长相关的成分，从而促进侧枝微血管的

生成、维持组织血供而延长生命。鉴于以上结果，我们认为早期

检测缺血性心脏病患者的血清，捕获相关调节因子，可能可作

为疾病预警或预后判断的依据，这为我们进一步寻找与血管生

长与再生相关的细胞调节因子奠定了一定的基础。
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