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αΒ晶状体蛋白促进体外培养人ＲＰＥ细胞的增殖

唐德荣，张学东，陈小丽，沈　强，李颖媛　　（４０００１６重庆，重庆医科大学附属第一医院眼科）

　　［摘要］　目的　测定αΒ晶状体蛋白在体外培养人视网膜色素上皮细胞（ｒｅｔｉｎａｌｐｉｇｍｅｎｔｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ，ＲＰＥ）中的表
达，探讨αΒ晶状体蛋白对体外培养人ＲＰＥ细胞增殖的影响。方法　 传代培养人 ＡＲＰＥ１９细胞系，免疫荧光技术检测
αΒ晶状体蛋白在ＲＰＥ细胞中的表达。用不同稀释浓度（体积比分别为１／１０２、１／１０３、１／１０４、１／１０５、１／１０６）的αΒ晶状体蛋
白以及其抗体干预各组（对照组、蛋白组、抗体组）细胞，ＭＴＴ方法检测不同时间点各组细胞光密度值，流式细胞术检测各
组细胞不同时间点的周期及凋亡情况。结果 　 αΒ晶状体蛋白在体外培养人ＲＰＥ细胞质中表达；在４８ｈ，浓度为１／１０４～
１／１０２时，３组细胞的光密度值差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；蛋白组与对照组相比，０～４８ｈ蛋白组的Ｇ１期比例减小，Ｓ、Ｇ２
期比例增加，抗体组与对照组相比，Ｇ１期比例增加，Ｓ、Ｇ２期比例减少（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）；４８ｈ时３组之间凋亡细胞的构
成比差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论 　αΒ晶状体蛋白在体外培养人ＲＰＥ细胞质中表达，并对体外培养人ＲＰＥ细胞
增殖起明显促进作用。
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　　αＢ晶状体蛋白属于小热休克蛋白（ＨＳＰ２０）家族
成员，人体中αＢ晶状体蛋白在晶状体中表达最高，在
心脏、支气管上皮、骨骼肌以及神经系统中也有表

达［１］。有研究表明，在组织、细胞经热休克、氧化应激

等处理后，αＢ晶状体蛋白具有分子伴侣活性，能抑制

多种环境变化下的细胞凋亡，同时表达明显增加，与

αＢ晶状体蛋白基因敲除组相比，细胞存活率明显增
高。在眼部，αＢ晶状体蛋白不仅与白内障形成关系
密切，而且通过抑制ＲＰＥ细胞凋亡参与年龄相关性黄
斑变性（ａｇｅｒｅｌａｔｅｄｍａｃｕｌａｒｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ，ＡＭＤ）发病，
其分子伴侣活性与部分葡萄膜炎的发病有关［２－３］。增

殖性玻璃体视网膜病变（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅｖｉｔｒｅｏｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ，
ＰＶＲ）是孔源性视网膜脱离手术失败的最主要原因，也
是眼外伤、糖尿病及血管性、炎症性视网膜病变的一种
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结局，是眼科常见的致盲性疾病之一。近年来研究证

实ＰＶＲ的发生、发展与人视网膜色素上皮细胞（ｒｅｔｉｎａｌ
ｐｉｇｍｅｎｔｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ，ＲＰＥ）细胞增殖关系密切［４］。

本研究对 αＢ晶状体蛋白在体外培养人视网膜 ＲＰＥ
细胞中的表达以及其对体外培养人视网膜 ＲＰＥ细胞
增殖的影响进行研究。

１　材料与方法

１．１　主要材料
　　ＡＲＰＥ１９细胞株（美国ＡＴＣＣ细胞库），αＢ晶状体蛋白（以
色列ＰｒｏＳｐｅｃ公司），兔抗人 αＢ晶状体蛋白单克隆抗体［台湾
ＥＰＩＴＭＩＣＳ（宜佰康）公司］，山羊抗兔ＦＩＴＣ荧光二抗（北京博奥
森生物技术有限公司），胎牛血清（美国Ｇｉｂｃｏ公司），多功能酶
标仪（美国ＭＤ公司），共聚焦荧光显微镜（德国 Ｌｅｉｃａ公司），
流式细胞分析仪［美国ＢＤ（ＦＡＣＳＶａｎｔａｇｅＳＥ）］。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养　　参考文献［５］中的方法进行细胞培养，所
用培养液为含有体积分数为１０％的胎牛血清、１００ｍｇ／Ｌ青霉
素和１００ｍｇ／Ｌ链霉素的低糖ＤＭＥＭ完全培养液。
１．２．２　细胞免疫荧光法检测　　用免疫荧光技术检测 αＢ晶
状体蛋白在 ＡＲＰＥ１９细胞中的表达。取第３～６代 ＡＲＰＥ１９
细胞，１×１０５／孔接种于放置有０．８ｍｍ×０．８ｍｍ的２４孔板板
孔中，培养过夜做细胞爬片。４ｇ／Ｌ多聚甲醛固定，体积分数
０１％ Ｔｒｉｔｏｎ打孔。用体积分数１％的胎牛血清封闭后，实验组
每孔附浓度为１∶１００的兔抗人αＢ晶状体蛋白抗体２５０μＬ，对
照组每孔中加入等量的 ＰＢＳ，于３７℃孵箱中孵育２ｈ；每孔中
加入体积比为１∶５０的山羊抗兔ＦＩＴＣ荧光二抗，３７℃避光条件
下孵育１ｈ，专用防荧光淬灭封片液封闭爬片，共聚焦显微镜下
观察并照相。

１．２．３　ＭＴＴ法检测细胞增殖　　取第３～６代 ＡＲＰＥ１９细胞
１×１０４／孔接种于９６孔板中，设蛋白组、抗体组，每组各设５个
浓度梯度（体积比分别为１／１０２、１／１０３、１／１０４、１／１０５、１／１０６），以
不加药物的细胞孔作为对照，以不加细胞作为调零组，均设５个
复孔。恒温孵箱中培养过夜贴壁，分别用不同稀释倍数的 αＢ
晶状体蛋白及αＢ晶状体蛋白抗体处理相应孔板中细胞，对照
组加相应量培养液，分别在２４、４８、７２ｈ时，向各孔中加入５ｇ／Ｌ
的ＭＴＴ溶液２０μＬ，继续培养４ｈ后，轻轻吸出孔中液体，每孔
中加入ＤＭＳＯ溶解液 １５０μＬ，至紫色结晶全部溶解，在波长
４９０ｎｍ处测定光密度值［Ｄ（４９０）］。
１．２．４　流式细胞法检测细胞周期及凋亡　　取第 ３～６代
ＡＲＰＥ１９细胞５×１０４／孔接种于６孔板中，蛋白组、抗体组及对
照组各设２个复孔，分别用稀释倍数为１∶１００００（体积比）的
αＢ晶状体蛋白及其抗体处理相应孔内细胞，对照组加等量细
胞培养液，在恒温孵箱中培养，细胞过夜贴壁后，分别于０、２４、

４８、７２ｈ时经过相应处理后（根据凋亡和周期检测需要）送检。
１．３　统计学处理
　　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件，ＭＴＴ实验及细胞周期检测结果
以 珋ｘ±ｓ表示，不同浓度的各组光密度值及凋亡比例行单因素
方差分析及ＬＳＤｔ检验。

２　结果

２．１　免疫荧光法检测定位αＢ晶状体蛋白
　　免疫荧光组织化学染色检测 ＡＲＰＥ１９细胞中 αＢ晶状体
蛋白的表达主要在细胞质中（图１）。
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Ａ：实验组；Ｂ：对照组
图１　αΒ晶状体蛋白在ＲＰＥ细胞中的荧光表达　（免疫荧光 ×４０）

２．２　ＭＴＴ检测细胞增殖
　　在４８ｈ蛋白和抗体浓度为１／１０４～１／１０２时，３组光密度值
两两比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。见表１。

表１　不同稀释浓度αＢ晶状体蛋白及其抗体处理后
细胞的光密度值结果（珋ｘ±ｓ）

组别 Ｄ（４９０）
对照组 ０．４４±０．０２
蛋白组 １／１０２ ０．５７±０．０５ａ

１／１０３ ０．５５±０．０５ａ

１／１０４ ０．４６±０．０２
１／１０５ ０．４２±０．０２
１／１０６ ０．４２±０．０３

抗体组 １／１０２ ０．３５±０．０２ａｂ

１／１０３ ０．３９±０．０３ａｂ

１／１０４ ０．３８±０．０２ｂ

１／１０５ ０．４２±０．０１
１／１０６ ０．４１±０．０６

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与蛋白组比较

２．３　流式细胞术检测细胞周期
　　４８ｈ内３组均经历了完整的细胞周期，蛋白组与对照组相
比，０～４８ｈＧ１期比例减小，Ｓ、Ｇ２期比例增加（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜
００１），抗体组与对照组相比，Ｇ１期比例增加，Ｓ、Ｇ２期比例减少
（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。见表２。

表２　３组不同时间ＲＰＥ细胞各周期所占比例（％，珋ｘ±ｓ）

对照组 蛋白组 抗体组
时间

Ｇ１ Ｇ２ Ｓ Ｇ１ Ｇ２ Ｓ Ｇ１ Ｇ２ Ｓ
０ｈ ８８．１５±２．２６ ８．１９±０．２４ ４．３３±０．３４ ８３．８５±４．９４ｂ ８．５３±０．３２ ７．６２±７．０２ｂ ８８．３６±０．６７ ８．２８±１．３４ ４．０９±０．２０
２４ｈ ７７．５８±０．７６ ８．０８±０．０４ １４．３４±０．８３ ７３．６５±３．３８ｂ ９．１５±１．１９ｂ １７．２０±１．６５ ８２．６５±３．０ｂｄ １０．１７±０．１１ ７．１８±３．７２ｂ

４８ｈ ７２．０７±１．５５ １４．３３±０．０２ １３．６０±１．５９ ５６．３０±０．８４ｂ ３８．９３±０．８１ｂ ４．７７±０．６４ａ ８４．７３±０．１０ｂｄ １１．９４±０．８４ｂｄ ２．８４±０．７５
７２ｈ ９１．６４±０．４４ ５．２５±０．０６ ３．１１±０．２１ ８６．３７±０．７８ａ ７．９５±０．５９ｂ ５．６８±０．１９ｂ ９０．４４±０．２７ａｃ ７．７５±０．４４ｂｄ １．８９±０．０３

ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，ｄ：Ｐ＜０．０１，与蛋白组比较
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２．４　流式细胞术检测细胞不同时段凋亡
　　３组２４ｈ凋亡结果无统计学差异（Ｐ＞０．０５），４８ｈ时３组
细胞凋亡比例两两比较均有统计学差异［对照组（１９８±
０１６）％，蛋白组（１８３±００８）％，抗体组（４２２±０８３）％，Ｐ＜
０．０５］。

３　讨论

　　αＢ晶状体蛋白是脊柱动物眼晶状体中主要的蛋
白成分之一，是α晶状体蛋白两条基因之一的 αＢ基
因的编码产物。在人眼中，除晶状体外，在视网膜色素

细胞、睫状体、虹膜、角膜、视经神也有αＢ晶状体蛋白
存在［６］。研究表明：αＢ晶状体蛋白在细胞增殖及血
管形成等病理生理过程中发挥重要作用，它能通过保

护某些核结构，稳定细胞骨架，增强细胞抗氧化能力等

方面实现对肿瘤细胞的增殖、分化、迁移，从而在抗肿

瘤细胞凋亡、肿瘤新生血管生成方面起作用［７－９］。近

年来，αＢ晶状体蛋白ＨＳＰ活性、抗细胞凋亡作用方面
日益受到人们的重视，Ａｌｇｅ等［２］的研究表明，热休克

处理及氧化应激能显著提高 ＲＰＥ细胞中 αＢ晶状体
蛋白的表达，而高表达的 αＢ晶状体蛋白能通过抑制
Ｃａｓｐａｓｅ３途径的激活减轻视网膜色素上皮细胞的凋
亡，从而发挥保护作用。Ｋａｎｎａｎ等［１０］的研究显示：

αＢ晶状体蛋白能通过与血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）
的相互作用促进视网膜和脉络膜的血管再生，并可能

具有保护临近细胞的功能。

　　ＲＰＥ细胞是眼内胚胎学上从神经视网膜上分化
出成的具有分泌功能的上皮细胞，在创伤、炎症及缺氧

等条件下参与 ＰＶＲ发生及糖尿病视网膜新生血管的
形成［１１］。实验和临床研究证明，ＰＶＲ属于眼内发生的
过度修复反应，其主要病理过程是在包括 ＶＥＧＦ、血小
板衍生生长因子（ＰＤＧＦ）等多种因子参与下［１２］，受到

损伤刺激后的ＲＰＥ细胞向视网膜下及玻璃体腔游走、
增殖而发展成膜，最终导致ＰＶＲ发生。因此研究ＲＰＥ
细胞的增殖机制则成为研究上述疾病发病机制的关键

所在。以往研究证明细胞增殖的调控主要在于细胞周

期和凋亡的调控上，故研究如何通过调控ＲＰＥ细胞周
期和凋亡来抑制细胞增殖将是研究上述疾病发病机制

的一种新思路。围绕这一思路，我们应用免疫荧光实

验证实了 αＢ晶状体蛋白在 ＲＰＥ细胞的细胞质中表
达；分别使用不同浓度的 αＢ晶状体蛋白及 αＢ晶状
体蛋白抗体对体外培养的人 ＲＰＥ细胞进行干预，ＭＴＴ
检测结果发现：４８ｈ时，在浓度为１／１０４至１／１０２（体积
比）时，αＢ晶状体蛋白和 αＢ晶状体蛋白抗体对体外
培养人ＲＰＥ细胞的增殖分别有促进和抑制作用，在浓
度低于１／１０５时，其促进和抑制作用不明显，７２ｈ时检
测结果与４８ｈ基本一致；流式细胞周期检测发现：４８ｈ
内３组均经历了完整的细胞周期，αＢ晶状体蛋白可以
促进细胞Ｇ１期进入 Ｓ期，αＢ晶状体蛋白抗体抑制细

胞Ｇ１期进入Ｓ期；流式细胞凋亡检测结果显示：４８ｈ
时３组细胞凋亡比例差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；
以上实验表明：αＢ晶状体蛋白在体外培养的人ＲＰＥ细
胞质中存在，对ＲＰＥ细胞的增殖有明显的促进作用，且
具有时间和浓度依赖性，在其作用浓度时，αＢ晶状体蛋
白促进ＲＰＥ细胞从Ｇ１期进入Ｓ期，当间接抑制αＢ晶
状体蛋白对细胞作用时，ＲＰＥ细胞从Ｇ１期进入Ｓ期受
到抑制，从而细胞增殖被抑制。本实验通过外源性αＢ
晶状体蛋和αＢ晶状体蛋白抗体对体外培养ＲＰＥ细胞
的刺激，对以往研究进行了验证和补充，与文献［１３］报
道一致。细胞离体后独立生存在人工的培养环境中，与

体内环境仍有很大差异，因而利用培养细胞做实验时，

不应视为体内细胞完全相同，对αＢ晶状体蛋白与ＰＶＲ
形成方面的关系仍有待于更深入的研究。
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