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摘要 探讨晚期糖基化终产物(AGE)修饰蛋白对内皮细胞生成白介素 8(IL-8)的作用，及晚期糖基化终产物受体(RAGE)在此
病理过程中的作用．内皮细胞来自培养的人脐静脉内皮细胞(HUVEC)．将内皮细胞与不同浓度的 AGE修饰人血清白蛋白
(AGE-HSA)在体外共同培养，或以可溶性晚期糖基化终产物受体(sRAGE)对 AGE-HSA 进行预处理后再与 HUVEC 共同培
养．用蛋白质液相芯片法检测 HUVEC 培养上清中 IL-8 水平，并提取细胞 RNA，进行 RT-PCR 反应，检测细胞中
IL-8 mRNA的表达水平．结果表明， AGE-HSA以时间和剂量依赖的方式刺激 HUVEC生成 IL-8，未经修饰的 HSA无此作
用．AGE-HSA用 sRAGE预处理后，刺激 HUVEC生成 IL-8的作用被抑制，并且此抑制作用呈剂量依赖的方式．AGE-HSA
刺激 HUVEC 使 IL-8 mRNA 表达增高，未经修饰的 HSA 无此作用． sRAGE 能够阻断 AGE-HSA 诱导 HUVEC 表达 IL-8
mRNA的作用．整个变化趋势与蛋白质水平一致．研究首次证实，AGE-HSA与细胞表面受体 RAGE相互作用可刺激内皮细
胞分泌 IL-8，并上调 IL-8 mRNA的表达．这为研究加速型血管病变的发病机制提供了新视角，也为治疗由 AGE增多和潴留
所引起的病理损害提供了新靶点．
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晚期糖基化终产物 (advanced glycation end
products，AGE)是蛋白质氨基组与糖的醛基组之间
非酶性糖化氧化反应的终产物 [1]．近期的研究证

实，AGE 潴留在慢性肾功能不全 (chronic renal
failure，CRF)某些并发症的发生发展中具有重要作
用，因此被认为是一类新发现的尿毒症毒素[2]．同

时，CRF病人也是心血管疾病的高危人群，这类
病人心血管病的发生率明显高于一般人群，发病年

龄明显提前，被称之为加速型血管病变[3]．然而，

这种糖化氧化产物对血管的作用及其分子机制目前

还不完全清楚．有研究表明，AGE与其特异性受
体 RAGE (receptor for advanced glycation end
products)相互作用，可促进内皮细胞分泌细胞间黏
附分子 (intercellular adhesion molecule， ICAM-1)、
血 管 细 胞 黏 附 分 子 -1 (vascular cell adhesion
molecule-1， VCAM-1)、单核细胞趋化因子 -1
(monocyte chemoattractant protein-1， MCP-1) 及

E- 选择素等细胞因子，引起病理效应[4]．但 AGE
能否促进白介素 8(interleukin-8, IL-8)的生成，国内
外均未见相关报告．我们的工作从蛋白质和基因两

个水平观察 AGE修饰蛋白对内皮细胞分泌 IL-8的
影响，并探讨了 RAGE在这一过程中的作用.

1 材料及方法

1.1 材料

RPMI-1640培养基购自 Gibco公司；超级纯胎
牛血清 (FBS)购自 Hyclone 公司；人血清白蛋白
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(HSA)购自 Sigma公司；Liquid Chip液相蛋白多功
能分析仪及配套试剂盒(IL-8检测试剂盒)购自德国
Qiagen 公司；凝胶成像分析仪购自法国 Vilber
Lourmat 公司；鲎(TCL)检测试剂盒购自 Endos公
司．SV Total RNA Isolation System RNA提取试剂
盒及 RT-PCR试剂盒购自美国 Promega公司．
1.2 方法

1.2.1 体外制备无内毒素 AGE修饰蛋白．按我们
以前的方法[5]，以糖孵育法体外制备 AGE修饰人
血清白蛋白(AGE-HSA)．所制备的 AGE-HSA经荧
光分光光度法测定 AGE 含量为 85.24 U/mg蛋白
质，对照样本 AGE含量不超过 0.9 U/mg蛋白质．
鲎试验法检测样本内毒素含量低于 0.25 EU/ml．
1.2.2 人脐静脉内皮细胞 (human umbilical vein
endothelial cells，HUVEC)的培养和鉴定．取新鲜
人脐带分离培养人脐静脉内皮细胞[6, 7]．内皮细胞

的鉴定采用免疫荧光法，第一抗体为兔抗人第峪因
子相关抗原抗体(R峪a)、兔抗人肌动蛋白抗体(平
滑肌细胞特异性抗体)和兔抗人 CD13抗体(粒、单
核细胞特异性抗体)，用非免疫兔 IgG做阴性对照，
第二抗体为 FITC标记的羊抗兔 IgG．染色后在荧
光显微镜下观察．细胞活性鉴定用台盼蓝拒染实验

进行．

1.2.3 人可溶性晚期糖基化终产物受体 (soluble
RAGE，sRAGE)的制备．以亚克隆方法制备人可
溶性晚期糖基化终产物受体 (soluble receptor for
advanced glycation end products， sRAGE)， 以
Western blot和 ELISA方法鉴定证明其具有免疫原
性及与 AGE的结合活性[8]．

1.2.4 AGE-HSA对 HUVEC分泌 IL-8影响的剂量
关系．内皮细胞接种在 96孔培养板上，在无血清
培养基中静止 12 h，分别加入 12.5、25、50、100
及 200 mg/L的 AGE-HSA，以 50 mg/L HSA作为阴
性对照组(100%)，不加任何刺激因素的 RPMI 1640
培养基作为空白对照，培养 24 h．以蛋白质液相芯
片法检测 HUVEC培养上清中 IL-8水平．
1.2.5 AGE-HSA对 HUVEC分泌 IL-8影响的时间
关系．内皮细胞接种在 96孔培养板上，在无血清
培养基中静止 12 h，分别加入 50 mg/L 的
AGE-HSA 或未经修饰的 HSA，作用 2、 4、 8、
12、24、48 h，测定培养上清 IL-8的浓度．以未予
刺激时(即 0 h)的 IL-8水平作为 100%．
1.2.6 sRAGE对 HUVEC分泌 IL-8的阻断作用．
分别以 125、 250、 500、 1 000 mg/L sRAGE 与

50 mg/L AGE-HSA 共同孵育 1 h(即 AGE-HSA 与
sRAGE 的摩尔比分别为 1∶5、 1∶10、1∶20、
1∶40)，再与 HUVEC共同培养 24 h，以 50 mg/L
AGE-HSA刺激组作为 100%，以 50 mg/L未经修饰
的 HSA作为阴性对照，RPMI 1640培养液作为空
白对照，检测培养上清 IL-8的浓度．
1.2.7 AGE-RAGE 对 HUVEC 细胞中 IL-8 mRNA
表达的影响．以 500 mg/L sRAGE(即 AGE-HSA与
sRAGE的摩尔比为 1∶20)与 50 mg/L AGE-HSA共
同孵育 1 h，再与 HUVEC 共同培养 24 h． 以
50 mg/L AGE-HSA作为刺激组，以 50 mg/L未经修
饰的 HSA作为阴性对照(100%)，RPMI 1640培养
液作为空白对照，以 100 滋g/L LPS刺激组作为阳
性对照．作用后对细胞进行消化计数，以冰冷的

PBS洗 3遍，用试剂盒提取每孔细胞总 RNA．设
计两对引物，即 IL-8 上游引物， 5忆 AGGGTT-
GCCAGAT GCAATAC 3忆 (垣400～垣419)， IL-8 下
游引物， 5忆 ACACAGCTGGCAA TGACAAG 3忆
(垣1269～垣1250)，产物长度 870 bp；GAPDH 的上
游引物， 5忆 ACCACAGTCCATGCCATCAC 3忆，
GAPDH下游引物， 5忆 TCCACCA CCCTGTTG-
CTGTA 3忆，产物长度 452 bp．以所提取各孔细胞
的总 RNA 为模板，进行 RT-PCR 反应，扩增
IL-8．以 GADPH为内参照．1%琼脂糖电泳鉴定结
果，并以凝胶成像分析仪进行灰度值分析．

1.2.8 统计学处理．所得结果以培养结束时相应各

孔的细胞数作校正，而后以相应对照(作为 100%)
的百分数表示．所有数据均代表 3次以上重复试验
的结果，以 x 依 s 表示，多个样本均数的比较采用
ANOVA-SNK法，P < 0.05为具有统计学意义．所
有统计由统计软件 SPSS 10.0完成．

2 结 果

2.1 内皮细胞的鉴定

原代和第二代人脐静脉内皮细胞经 R峪a间接
免疫荧光鉴定，阳性率在 98%以上，而抗肌动蛋
白、抗 CD13抗体荧光染色阴性，证实其为内皮细
胞．台盼蓝染色示 98%以上实验用细胞为活细胞.
2.2 AGE鄄HSA对 HUVEC分泌 IL鄄8影响的剂量
关系

AGE-HSA对 IL-8 的刺激作用随着 AGE-HSA
浓度的增加而加强．与阴性对照组(未经修饰的
HSA) 相比， 12.5、 25、 50、 100 及 200 mg/L
AGE-HSA 分别与 HUVEC 共同培养 24 h，可使
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Fig. 3 Effect of sRAGE in the process of IL鄄8 secretion
by human endothelial cells in response to AGE鄄HSA

Soluble receptor for advanced glycation end products (sRAGE) of

indicated concentration was incubated with 50 mg/L AGE-HSA, their

unmodified forms or medium for 1 h, then incubated with human

umbilical vein endothelial (HUVEC) for 24 h. The culture supernatants

were used for measurement of IL-8 levels with Liquid Chip method. The

results were recorded with percentage form, regarding 50 mg/L

AGE-HSA stimulation group as 100% . The experiment was repeated

three times, using umbilical cords from three normal puerperas.

Representative data from the three experiments are expressed as x 依 s.
ANOVA, P < 0.01, compared with 50 mg/L AGE-HSA stimulation

group, *P < 0.05.

Fig. 2 IL鄄8 secretion by human endothelial cells
in response to 50 mg/L AGE鄄HSA with time

Human umbilical vein endothelial cells were incubated in medium
containing 50 mg/L AGE-HSA for indicated time. Then the culture
supernatants were used for measurement of IL-8 levels with Liquid Chip
method. The results were recorded with percentage form,regarding 0 h as
100%. The experiment was repeated three times, using umbilical cords
from three normal puerperas. Representative data from the three
experiments are expressed as x 依 s. ANOVA, P < 0.01, compared with
0 h, *P < 0.05.

IL-8表达增高到阴性对照组的(252依 25)%、(416依
31)%、(567依 22)%、(631依28)%和(690依26)%．经
统计学分析，ANOVA，P < 0.01，与阴性对照组相
比，*P < 0.05(图 1)．

2.3 AGE鄄HSA对 HUVEC分泌 IL鄄8 影响的时间
关系

50 mg/L AGE-HSA 与原代培养内皮细胞共同
孵育至 2、4、8、12、24 和 48 h 时，细胞表达
IL-8 水平分别为 0 h 的(152 依 24)%、(208 依 29)%、
(337 依 43)% 、 (430 依 45)% 、 (658 依 32)% 和

(595 依 40)%．经统计学分析，ANOVA，P < 0.01，
与对照组(0 h)相比，*P < 0.05(图 2)．
2.4 sRAGE对 AGE鄄HSA刺激 HUVEC分泌 IL鄄8
的影响

用不同剂量的 sRAGE对 AGE-HSA进行预处
理后，AGE-HSA刺激 HUVEC生成 IL-8的作用被
抑制，并呈剂量依赖性．当 sRAGE 浓度为 125、
250、 500 或 1 000 mg/L 时，抑制率分别达到
34.4%、71.8%、82.4%和 83.9%．经统计学分析，
ANOVA，P < 0.01，与 50 mg/L AGE-HSA刺激组
相比，*P < 0.05(图 3)．

2.5 AGE鄄HSA 及 sRAGE 对 内 皮 细 胞 IL鄄8
mRNA水平的影响

AGE-HSA刺激 HUVEC使 IL-8 mRNA表达增
高，未经修饰的 HSA无此作用． sRAGE能够阻断
AGE-HSA诱导 HUVEC表达 IL-8 mRNA的作用．
经统计学分析，ANOVA，P < 0.01，与阴性对照组
(50 mg/L未经修饰的 HSA作用组)相比，*P < 0.05
(图 4)．

Fig. 1 IL鄄8 secretion by human endothelial cells
in response to different dosage of AGE鄄HSA

Human umbilical vein endothelial cells were incubated in medium
containing the indicated concentrations of AGE-HSA, their unmodified
forms or medium for 24 h. The culture supernatants were used for
measurement of IL-8 levels with Liquid Chip method. The results were
recorded with percentage form, regarding HSA negative control group as
100%. The experiment was repeated three times, using umbilical cords
from three normal puerperas. Representative data from the three
experiments are expressed as x 依 s. ANOVA, P < 0.01, compared with
HSA negative control group, *P < 0.05.

籽(Protein)/(mg·L-1)

800
700
600
500
400
300
200
100

0

*

*

*
*

*

50 12.5 25 50 100 200

AGE-HSAMedium HSA

800
700
600
500
400
300
200
100

0 0 2 4 8 12 24 48

*

*

*

*
*

*

*
◆

◆

◆

◆

◆
◆

◆

t(Incubation)/h

籽(Protein)/(mg·L-1)

100

80

60

40

120

20

0

*

*
* *

50 50 125 250 500 200
AGE-HSAMedium HSA

Indicated concentration sRAGE+
50 mg/L AGE-HSA

* *

824· ·



赵善超等：晚期糖基化终产物通过其受体促进内皮细胞分泌 IL鄄8的研究2008; 35 (7)

3 讨 论

AGE是糖化、氧化反应的终产物．在该反应
中，蛋白质的氨基组与糖的醛基组发生非酶性的糖

化氧化反应，早期形成可逆性的 Schiff 碱和
Amadori产物，而后经过一系列脱水、氧化和化学
重排，生成不可逆的晚期终产物，即 AGE[1]．蛋白

质一旦被 AGE所修饰，即丧失其正常的生理功能，
将通过与细胞表面 AGE受体的相互作用而被降解、
清除．正常情况下体内 AGE水平随年龄增长而缓
慢增加[9]．糖尿病患者由于高血糖导致糖基化反应

加速，循环及组织中的 AGE修饰蛋白明显增多，
而慢性肾功能衰竭(CRF)病人循环中 AGE 比正常
人增加 10 倍，甚至高于肾功能正常的糖尿病患
者[10]．体内 AGE潴留可作用于单核巨噬细胞、血
管内皮细胞、肾系膜细胞、关节滑膜细胞、神经细

胞及血管平滑肌细胞等多种细胞，造成一系列病理

学作用[5, 9, 11, 12]．心血管并发症是糖尿病、CRF透析
患者死亡的主要原因，而 AGE 潴留与糖尿病、
CRF血管并发症的发生密切相关[2, 13～15]．以往的研

究已证实，AGE与内皮细胞表面的 RAGE相互作

用，可引起 ICAM-1、VCAM-1、MCP-1、E-选择
素等基因的表达增强，从而增加内皮通透性，增强

炎性细胞的吸附，降低内皮细胞的正常防护功

能[4]，引起内皮细胞的氧化性损伤，促进血小板聚

集，破坏血管舒张节律[4, 16]．而本文第一次证实，

AGE并能以剂量和时间依赖的方式抑制内皮细胞
IL-8的生成，并且证明这一作用是通过其特异性受
体 RAGE实现的．

IL-8是一种能激活嗜中性粒细胞的趋化性细胞
因子，具有内源性白细胞趋化性和活化性作用，对

炎症和免疫过程有重要的调节作用，其基因在血管

内皮细胞、成纤维细胞、上皮细胞、滑膜细胞、软

骨细胞、角化细胞等多种组织细胞以及白细胞 (单
核吞噬细胞、巨噬细胞及其他白细胞)中极其活跃
地表达，在炎症、免疫反应、机体防御反应中具有

广泛的作用．它通过对中性粒细胞、T淋巴细胞和
嗜碱性粒细胞等的激活和趋化作用，参与各种非特

异性炎症的病理发生过程[17～20]．我们注意到，在一

些疾病中，例如慢性肾功能不全、动脉粥样硬化

等，AGE和 IL-8水平都是增高的．我们的工作有
机地将两者联系起来，并初步证明了其因果关系．

由于人可溶性 RAGE可以阻断 AGE刺激内皮细胞
生成 IL-8的作用，证实 AGE的这一生物学作用是
由 RAGE所介导的．
总之，本研究证实，AGE-HSA与细胞表面受

体 RAGE相互作用可刺激内皮细胞分泌 IL-8，并
上调 IL-8 mRNA的表达．这为研究加速型血管病
变的发病机制提供了新视角，也为治疗由 AGE增
多和潴留所引起的病理损害提供了新靶点．
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Advanced Glycation End Products Increase Secretion of
IL鄄8 by Human Endothelial Cells Through RAGE*

ZHAO Shan-Chao1)**, LIU Jing-Hua2)**, SONG Xian-Lu3), GUO Zhi-Jian1), DENG Peng2),
LIU Zhi-Qiang1), ZHANG Xun1), HOU Fan-Fan1)***, JIANG Yong2)***

(1)Institute of Renal Diseases, Nanfang Hospital, Southern Medical University, Guangzhou 510515, China;
2)Key Laboratory for Functional Proteomics of Guangdong Province, Basic Medical College, Southern Medical University, Guangzhou 510515, China;

3)Tumor Hospital of Guangzhou Medical College, Guangzhou 510095, China)

Abstract To investigate the effect of advanced glycation end products (AGE) modified protein on IL-8 secretion
by human endothelial cells and the role of receptor for advanced glycation end products (RAGE) in this
pathological procedure. Human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) were cultured in vitro with different
concentration AGE modified human serum albumin (AGE-HSA) which had been treated with soluble receptor for
advanced glycation end products (sRAGE) or not. IL-8 levels in the supernatant were determined using Liquid
Chip method. RNA was extracted from the cells and RT-PCR was performed to determine the mRNA expression
levels of IL-8 in each group, and GAPDH levels were served as reference during this process. The results showed
that AGE-HSA increased IL-8 secretion as a dose- and time- dependent manner. Unmodified HSA had no such
effect. AGE-induced IL-8 secretion was significantly inhibited by sRAGE as a dose-dependent manner, and the
decrease extent was 82.4% when the cells were incubated with 500 mg/L of sRAGE. AGE-RAGE interaction
upregulated IL-8 mRNA expression in HUVEC, and this effect could be blocked by pretreatment of AGE-HSA
with intact sRAGE. It was proved that AGE modified protein increases the secretion of IL-8 by endothelial cells
through RAGE on protein and gene levels, which maybe provide a new aspect to study the machines and treatment
methods of AGE-associated diseases.
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