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　　【摘要】　目的　探讨高浓度葡萄糖和光损伤对体外培养人视网膜色素上皮（ＲＰＥ）细胞的影响及缺氧
诱导因子唱１α（ＨＩＦ唱１α）和 Ｃａｓｐａｓｅ唱９蛋白表达的影响。 方法　体外培养人 ＲＰＥ（ＡＲＰＥ唱１９），（２０００ ±５００）Ｌｕｘ
光照建立光损伤模型，给予 ２５ ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖模拟高糖环境，通过 ＭＴＴ法检测细胞活力。 免疫细胞化学、免
疫荧光染色和双标荧光染色法观察各组细胞 ＨＩＦ唱１α、Ｃａｓｐａｓｅ唱９ 蛋白的表达，酶联免疫吸附试验定量分析各
组细胞 ＨＩＦ唱１α、Ｃａｓｐａｓｅ唱９蛋白的表达。 结果　（２０００ ±５００）Ｌｕｘ光照及 ２５ ｍｍｏｌ／Ｌ高糖均可引起体外培养的
人 ＲＰＥ细胞活性下降，高糖联合光损伤的 ＲＰＥ 细胞活力最低。 正常对照组无 ＨＩＦ唱１α、Ｃａｓｐａｓｅ唱９ 表达，免疫
细胞化学染色和双标免疫荧光染色显示光损伤、高糖、高糖联合光损伤均可诱导 ＲＰＥ细胞 ＨＩＦ唱１α、Ｃａｓｐａｓｅ唱９
蛋白的表达。 酶联免疫吸附试验检测结果显示，光损伤和高糖均可使 ＨＩＦ唱１α、Ｃａｓｐａｓｅ唱９ 蛋白表达增加，高糖
组的 ＲＰＥ 细胞 ＨＩＦ唱１α、 Ｃａｓｐａｓｅ唱９ 蛋白表达低于高糖联合光损伤组，但高于光损伤组 （ P ＜０畅０１）。
结论　（２０００ ±５００）Ｌｕｘ光照可导致体外培养人 ＲＰＥ细胞的损伤，高浓度葡萄糖可加重 ＲＰＥ细胞光损伤，高
糖可使光损伤诱导的 ＲＰＥ细胞 ＨＩＦ唱１α、Ｃａｓｐａｓｅ唱９蛋白表达增加。
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Ｌｉｇｈｔ ｄａｍａｇｅ

　　视网膜色素上皮（ ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ，ＲＰＥ）
细胞对维护视网膜正常生理功能具有重要的作用。
ＲＰＥ的损伤直接影响光感受器细胞的代谢和功能，导
致视网膜功能异常和视力丧失。 近年来的研究表明，
ＲＰＥ在糖尿病视网膜病变（ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ，ＤＲ）和
年龄相关性黄斑变性（ａｇｅ唱ｒｅｌａｔｅｄ ｍａｃｕｌａｒ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ，
ＡＲＭＤ）的发病和病程发展中起重要作用。 随着人类平
均寿命的延长和生活习惯的改变，ＤＲ和 ＡＲＭＤ是目前
重要的两大致盲疾病。 研究表明，包括 ＡＲＭＤ 在内的
多种视网膜变性疾病都与可见光的长期照射有关，环
境和人造光源都可能是视网膜光损伤的潜在威胁

［１唱２］ 。
那么，高糖会对视网膜光损伤产生怎样的影响？ 有关
这方面的研究报道甚少，ＲＰＥ位于视网膜最外层，在发
挥生理功能的时候也容易受到损伤，是视网膜光损伤
及 ＡＲＭＤ等视网膜疾病中最初损伤的靶组织，因此，研
究高糖对 ＲＰＥ细胞光损伤的影响，将有助于阐明糖尿
病对 ＡＲＭＤ的影响，为临床研究提供依据。 我们建立
体外培养的人 ＲＰＥ细胞光损伤模型，并给予高糖干预，
采用ＭＴＴ检测细胞活力的改变，免疫细胞化学、免疫荧
光染色和酶联免疫吸附试验检测不同实验组 ＲＰＥ细胞
缺氧诱导因子 １α（ＨＩＦ唱１α）、Ｃａｓｐａｓｅ唱９ 蛋白的表达变
化，为进一步探讨 ＡＲＭＤ的发病机制提供理论依据。

材料与方法

一、实验材料
成人 ＡＲＰＥ唱１９ 细胞株（美国 ＡＴＣＣ），Ｄｕｌｂｅｃｃｏ 改

良 Ｅａｇｌｅ培养基、新生牛血清、胰蛋白酶、乙二胺四乙
酸；抗人 ＨＩＦ唱１α、Ｃａｓｐａｓｅ唱９ 抗体（美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公
司）；光照采用 Ｐｈｉｌｉｐｓ公司 ８ Ｗ白色荧光灯，光照度计
ＳＴ唱Ⅲ型（上海光电研究所）；ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒
（北京博奥森生物公司）；ＰＶ６００１ 免疫组织化学试剂
盒、ＦＩＴＣ、ＴＲＩＴＣ标记二抗（北京中杉金桥生物技术有
限公司产品）；激光共聚焦显微镜、倒置相差显微镜（日
本 Ｏｌｙｍｐｕｓ）；四甲基偶氮唑盐 ＭＴＴ （美国 ＳＩＧＭＡ）；
ＥＬＸ８００酶标分析仪（美国 ＢＩＯ唱ＴＥＫ）。
二、实验方法
１．实验分组：取生长良好的人 ＲＰＥ 传代细胞，根

据检测要求接种于不同培养板中，正常培养液培养４８ ｈ
后，将原培养液吸出，随机分组：正常对照组、光损伤
组、高糖组、高糖 ＋光损伤组。 正常对照组：继续正常
培养液培养，双层高压消毒锡纸包裹培养器皿。 光损
伤组：换正常培养液，白色荧光灯作光源，控制光照强
度为（２０００ ±５００ ） Ｌｕｘ，光照 １２ ｈ 取下锡纸，终止培

养［３］ 。 高糖组：换高糖培养液（在 ＤＭＥＭ 培养基干粉
中添加 Ｄ唱葡萄糖，配成葡萄糖浓度为 ２５ ｍｍｏｌ／Ｌ 的培
养液），双层高压消毒锡纸包裹培养器皿。 高糖＋光损
伤组：光照方法同光损伤组，光照前换葡萄糖浓度为
２５ ｍｍｏｌ／Ｌ的高糖培养液。

２．ＭＴＴ：９６ 孔培养板培养细胞行各组细胞的 ＭＴＴ
检测，接种细胞密度 ２ ×１０４ ／ｍｌ，常规设 ８ 个复孔，并设
立空白调零。 方法：按上述方法处理细胞后，培养液冲
洗后每孔加入 １００ μｌ ＭＴＴ 溶液（０畅５ ｍｇ／ｍｌ），温育４ ｈ
后翻板弃去 ＭＴＴ 溶液，每孔加 ２００ μｌ 二甲基亚砜，酶
标仪 ５７０ ｎｍ波长处测各孔吸光度值（Ａ值）。

３．免疫细胞化学、细胞免疫荧光染色、免疫荧光双
标染色：实验细胞以每孔 ２ ×１０４ ／ｍｌ的密度接种于孔内
预置 １ ｃｍ２

盖玻片的 ２４ 孔板中，每组 ８ 个孔。 终止培
养时吸出培养液，冲洗、固定。 取出盖玻片置于载玻片
上。 免疫细胞化学染色按照 ＰＶ６００１ 免疫细胞化学试
剂盒步骤操作，分别滴加 ０畅１％ ＴｒｉｔｏｎＸ唱１００、 ０畅３％
Ｈ２Ｏ２ 、正常山羊血清、兔抗人 ＨＩＦ唱１α、小鼠抗人
Ｃａｓｐａｓｅ唱９一抗（１∶１００）孵育２ ｈ、二抗孵育２０ ｍｉｎ，ＤＡＢ
显色、脱水、透明、封片。 细胞免疫荧光（ＦＩＴＣ 标记）染
色：取出长有细胞的盖玻片，０畅０１ ｍｏｌ／Ｌ的 ＰＢＳ冲洗 ３
次；以 ４％多聚甲醛唱ＰＢＳ液固定 ２０ ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗 ３次；
用 ０畅１％Ｔｒｉｔｏｎ唱Ｘ１００唱ＰＢＳ固定 ５ ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗 ３ 次；羊
血清封闭 １０ ｍｉｎ以封闭非特异抗原，甩去多余液体，不
洗；滴加兔抗人ＨＩＦ唱１α抗体（用含０畅１％ＴｒｉｔｏｎＸ唱１００ 的
０畅０１ ｍｏｌ／Ｌ ＰＢＳ 稀释为 １∶１００）置湿盒内，３７ ℃保湿
３０ ～６０ ｍｉｎ；用 ＰＢＳ冲洗 ３次，每次５ ｍｉｎ，吹干；滴加羊
抗兔 ＦＩＴＣ荧光标记 ＩｇＧ（１∶５０），置于湿盒内，３７ ℃保
湿３０ ～６０ ｍｉｎ；用 ＰＢＳ冲洗 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ，然后用去
离子水振洗一次；以 ５０％缓冲甘油封片，荧光显微镜下
观察和照相。 细胞免疫荧光双标染色：步骤同免疫荧
光染色，兔抗人 ＨＩＦ唱１α一抗，ＦＩＴＣ标记山羊抗兔二抗；
小鼠抗人 Ｃａｓｐａｓｅ唱９ 一抗，ＴＲＩＴＣ 标记山羊抗小鼠二
抗，以 ５０％缓冲甘油封片，激光共聚焦显微镜观察和
照相。

４．酶联免疫吸附试验检测 ＨＩＦ唱１α、Ｃａｓｐａｓｅ唱９蛋白
表达：２ ×１０４ ／ｍｌ 的密度接种于 ６ 孔板中，加 ＷＩＰ 细胞
裂解液提取蛋白，测定蛋白质浓度，待测标本包被聚苯
乙烯包被板，每组 ８ 个孔，每孔加入 １００ μｌ 样品，封闭
液封闭，加入 １００ μｌ 洗涤液稀释的 ＨＩＦ唱１α、Ｃａｓｐａｓｅ唱９
一抗，１∶１０００ 辣根过氧化物酶标记二抗，３７ ℃恒温摇
床反应 １ ｈ；显色、终止反应，λ＝４９５ ｎｍ处测定 Ａ值。

５．统计学分析：采用 ＳＰＳＳ １１畅０ 统计学软件进行
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统计分析，实验测试指标的数据资料以均数 ±标准差
（珋x ±s）表示，各组 ＨＩＦ唱１α、Ｃａｓｐａｓｅ唱９ 蛋白在培养的
ＲＰＥ细胞中表达的差异比较采用单因素方差分析，组
间的多重比较采用 q 检验。 P ＜０畅０５ 为差异有统计学
意义。

结　　果

一、人 ＲＰＥ细胞的培养
倒置显微镜下观察，人 ＲＰＥ细胞呈梭形或多边形，

单层贴壁生长，胞核透亮，胞质丰富，细胞边界清楚，生
长活跃，约 ５ ～７ ｄ传代一次，以 １∶３比例传代（图 １）。

二、ＭＴＴ
光损伤组（０畅６１ ±０畅０３）、高糖＋光损伤组（０畅４６ ±

０畅０４）、高糖组（０畅５３ ±０畅０３ ）与正常对照组（０畅８９ ±
０畅０２）比较 Ａ 值差异均有统计学意义 （ q ＝２８畅５３、
４４畅４０、３７畅３６，P ＜０畅０１），高糖组 Ａ 值低于光损伤组（q
＝８畅８３，P ＜０畅０１），高于高糖＋光损伤组（q ＝７畅０４，P ＜
０畅０１）。

三、免疫细胞化学、免疫荧光染色、双标染色观察
ＨＩＦ唱１α、Ｃａｓｐａｓｅ唱９蛋白的表达
在正常对照组免疫细胞化学染色，未见 ＨＩＦ唱１α、

Ｃａｓｐａｓｅ唱９蛋白阳性表达，光损伤组、高糖＋光损伤组、
高糖组均可见 ＨＩＦ唱１α、Ｃａｓｐａｓｅ唱９ 蛋白阳性表达，免疫
细胞化学染色见 Ｃａｓｐａｓｅ唱９ 蛋白阳性表达为黄色胞质
着染，免疫荧光染色见 ＨＩＦ唱１α阳性染色为绿色荧光着
染（图 ２ ～４）。 免疫荧光双标染色下，正常对照组无
ＨＩＦ唱１α、Ｃａｓｐａｓｅ唱９蛋白阳性表达，无荧光着染。 光损伤
组、高糖 ＋光损伤组、高糖组均可见 ＨＩＦ唱１α蛋白、
Ｃａｓｐａｓｅ唱９蛋白阳性表达，ＨＩＦ唱１α蛋白为绿色荧光胞质
着染，Ｃａｓｐａｓｅ唱９蛋白为橘红色荧光胞质着染，双标染色
可见 ＨＩＦ唱１α和 Ｃａｓｐａｓｅ唱９共表达，呈黄绿色（图 ５）。
四、酶联免疫吸附试验检测 ＨＩＦ唱１α、Ｃａｓｐａｓｅ唱９ 蛋

白的表达

光损伤组、高糖组和高糖 ＋光损伤组 ＨＩＦ唱１α、
Ｃａｓｐａｓｅ唱９蛋白表达与正常对照组比较差异有统计学意
义，蛋白表达均高于正常对照组，高糖组 ＨＩＦ唱１α、
Ｃａｓｐａｓｅ唱９蛋白表达高于光损伤组（q ＝３１畅２３、１９畅８０，P
＜０畅０１），低于高糖＋光损伤组（q ＝３６畅５７、１１畅８５，P ＜
０畅０１）。 见表 １。

讨　　论

视网膜是眼组织中最易受光损害的部位，不同波
长的光对视网膜组织的损伤机制不同，其中光化学损
伤是最常见的类型。 视网膜光化学损伤的病理过程与
ＡＲＭＤ及视网膜色素变性有许多相似之处。 ＲＰＥ构成

表 1　酶联免疫吸附试验检测各实验组 ＨＩＦ唱１α、
Ｃａｓｐａｓｅ唱９蛋白的表达（珋x ±s）

组别 ＨＩＦ唱１α Ｃａｓｐａｓｅ唱９ �
正常对照组 ０ jj畅０９ ±０ \畅０２ ０ 技技畅０８ ±０ �畅０１

光损伤组 ０ mm畅３１ ±０ _畅０２ ａ ０ 靠靠畅２４ ±０ 北畅０２ ａ

高糖组 ０ mm畅５５ ±０ _畅０２ ａ ０ 靠靠畅４４ ±０ 北畅０４ ａ

高糖组 ＋光损伤组 ０ mm畅８３ ±０ _畅０２ ａ ０ 靠靠畅５５ ±０ 北畅０３ ａ

F 值 １７０８   畅５７ ４３７ ]]畅６０

P 值 ０ 沣沣畅００ ０ 55畅００

　　注：与正常对照组比较，ａP ＜０畅０１

血唱视网膜外屏障，除了具有吞噬视网膜光感受器外节、
维持视网膜神经上皮的电解质平衡、参与维生素 Ａ 的
转化过程等作用外，还可分泌多种神经营养因子，对于
保护包括感光细胞在内的神经细胞、促进眼球发育以
及维护眼内的平衡状态有着重要的作用

［４］ 。 研究发
现，很多临床常见的严重致盲眼底疾病，如 ＡＲＭＤ、ＤＲ
等，其发病机制与 ＲＰＥ 有着极为密切的关系。 ＲＰＥ 损
伤是上述眼底疾病中共同的病理现象，可以导致血唱视
网膜外屏障破坏，诱发视网膜下新生血管等严重后果，
危害患者视力［５］ 。 随着糖尿病发病率的升高，糖尿病
患者逐年增加，高糖环境对视网膜光损伤的影响，日益
引起人们的关注。 研究 ＲＰＥ 光损伤及高糖干预的影
响，对上述眼底疾病的研究具有重要意义。 与光的慢
性损害密切相关的 ＡＲＭＤ 的早期病变为玻璃膜疣，提
示 ＲＰＥ的损伤变性。 研究表明，视网膜光化学损伤过
程中 ＲＰＥ的改变最先发生，而光感受器的改变为继发
性的，因此 ＲＰＥ光损伤是视网膜光损伤的关键部位［６］ 。

ＭＴＴ被活细胞摄取后经线粒体代谢生成甲臜，线
粒体活力越旺盛，甲臜生成越多，吸光度也越高。 实验
中发现（２０００ ±５００）Ｌｕｘ 的光照和高糖均可以引起体
外培养的人 ＲＰＥ细胞活性下降，引起细胞损伤，同样光
照条件下，高糖培养可以使光损伤 ＲＰＥ 细胞活性进一
步下降。 ＲＰＥ细胞作为视网膜的外屏障，运送大量的
葡萄糖由脉络膜毛细血管进入视网膜，满足视网膜外
层视细胞的高代谢活动，以往研究发现高血糖具有细
胞毒性，早期糖尿病大鼠的 ＲＰＥ 细胞基底膜面褶皱增
多，高糖刺激还可以使 ＲＰＥ 细胞表达的葡萄糖转运蛋
白发生变化。 高糖培养的光损伤 ＲＰＥ细胞活性低于光
损伤组和高糖组的细胞活性，高糖组的细胞活性低于
光照组，结果提示 ＲＰＥ 细胞对光照和葡萄糖浓度的改
变都是敏感的，高糖环境可以加重 ＲＰＥ细胞的光损伤。
细胞凋亡和新生血管形成是 ＤＲ和 ＡＲＭＤ 共同的

重要发病机制，ＨＩＦ唱１α是与缺氧关系最密切的转录因
子，具有促进 ＶＥＧＦ 表达的作用，ＶＥＧＦ 是新生血管形
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成的关键因子，而 Ｃａｓｐａｓｅ唱９ 是受 ＨＩＦ唱１α调控的众多
下游靶基因之一，介导了细胞凋亡的线粒体途径，两者
是否共同参与了高糖和光损伤，对 ＤＲ 和 ＡＲＭＤ 发病
机制的研究具有重要意义。 ＨＩＦ唱１ 是一种与氧平衡调
控相关的真核细胞转录因子，因首先发现于低氧诱导
上调促红细胞生成素基因转录而得名。 ＨＩＦ唱１ 可以被
多种细胞外刺激活化，广泛参与多种基因转录的调控，
具有重要的生理和病理作用

［７唱８］ 。 在正常对照组，免疫
化学染色无 ＨＩＦ唱１α蛋白阳性表达，高糖组和光损伤组
ＲＰＥ细胞均有 ＨＩＦ唱１α蛋白阳性表达。 酶联免疫吸附
试验检测发现高糖联合光损伤可使 ＨＩＦ唱１α蛋白表达
进一步上升。 在正常对照组，并未发现 ＨＩＦ唱１α蛋白的
阳性表达，这与 ＨＩＦ唱１α蛋白的自身特性有关，ＨＩＦ唱１是
由 ＨＩＦ唱１α和 ＨＩＦ唱１β两个亚基组成，ＨＩＦ唱１α是它的活
性亚基，ＨＩＦ唱１β起结构作用，常氧条件下，ＨＩＦ唱１αｍＲ唱
ＮＡ转录合成的蛋白很快被分解，所以正常对照组无法
检测到 ＨＩＦ唱１α蛋白的表达［９］ 。 通过实验发现光损伤
可引起 ＲＰＥ细胞 ＨＩＦ唱１α蛋白表达，高糖可诱导光损伤
后的 ＲＰＥ细胞 ＨＩＦ唱１α表达进一步增加，ＨＩＦ唱１α是氧
敏感的因子，但有研究发现无论缺氧或非缺氧情况，氧
自由基和非自由基氧活性物质均可参与 ＨＩＦ唱１ 活性的
调节［１０］ 。 氧化应激是 ＡＲＭＤ 和糖尿病共同的发病机
制，光损伤和高浓度葡萄糖能诱发活性氧自由基的产
生，引起视网膜组织发生脂质过氧化反应，使视网膜处

于氧化应激状态，从而刺激细胞 ＨＩＦ唱１α蛋白的表达，
自由基、过氧化氢等活性物质被认为参与了视网膜光
化学损伤和糖尿病视网膜病变的发生和发展，ＨＩＦ唱１α
与其他转录因子协调作用，促进 ＶＥＧＦ 的表达，ＶＥＧＦ
是新生血管形成的关键因子

［１１唱１３］ 。 ＨＩＦ唱１ 和 ＶＥＧＦ 都
是有双重作用的因子，在一定条件下，ＨＩＦ唱１ 可产生抗
凋亡等保护作用，但是超过一定的量，就会发挥促凋亡
和促新生血管的作用［１４］ 。

凋亡发生是一个复杂的、由 Ｃａｓｐａｓｅｓ 蛋白酶家族
介导的蛋白酶级联反应过程，其中包括 Ｃａｓｐａｓｅ唱９ 介导
的线粒体途径。 ＲＰＥ 细胞含有丰富的线粒体，代谢旺
盛，对氧需求量大，光损伤和高糖均可引起 ＲＰＥ细胞活
性氧量增加。 ＲＰＥ 细胞氧化损伤的主要靶位是线粒
体，损伤程度取决于活性氧的量，ＲＰＥ 细胞的线粒体
ＤＮＡ对活性氧介导的损伤非常敏感，而线粒体 ＤＮＡ的
损伤又可以使活性氧的产生增加，进一步加重 ＲＰＥ 功
能障碍［１５唱１６］ 。 实验发现光损伤和高糖均可诱导 ＲＰＥ细
胞 Ｃａｓｐａｓｅ唱９ 表达，高糖联合光损伤可使 Ｃａｓｐａｓｅ唱９ 蛋
白表达量增加，这提示线粒体途径可能参与了 ＲＰＥ 细
胞的光损伤，高糖也可通过线粒体损伤加重 ＲＰＥ 细胞
光损伤。 免疫荧光双标发现 ＨＩＦ唱１α和 Ｃａｓｐａｓｅ唱９ 有共
表达现象，酶联免疫吸附试验检测发现，Ｃａｓｐａｓｅ唱９ 蛋白
的表达在高糖联合光损伤组高于光损伤组和高糖组，
并没有因为细胞中 ＨＩＦ唱１α蛋白表达增加而受到抑制，
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细胞活性也并没有因为 ＨＩＦ唱１α的表达增加而提高，这
提示此实验条件下 ＨＩＦ唱１α的表达可能不发挥抗凋亡
作用，而是促凋亡和促新生血管生成的作用。
通过实验，可以认为一定程度的持续光照可以引

起 ＲＰＥ细胞活性下降、线粒体凋亡因子表达增加，造成
细胞光损伤，同时伴有 ＨＩＦ唱１α蛋白的表达，高糖干预
可以加重 ＲＰＥ 细胞光损伤，刺激 ＲＰＥ 细胞 ＨＩＦ唱１α蛋
白表达进一步增加，而 ＨＩＦ唱１α蛋白和 Ｃａｓｐａｓｅ唱９ 蛋白
表达规律一致，提示 ＨＩＦ唱１α及其 Ｃａｓｐａｓｅ唱９ 蛋白在
ＡＲＭＤ、ＤＲ的发病机制中具有重要作用，高糖和光照对
ＲＰＥ细胞的损伤具有累加、协同作用，由此，对于合并
糖尿病的 ＡＲＭＤ患者视网膜光损伤的保护就具有更为
重要的意义，这个实验结果对于临床工作具有重要的
指导意义。
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