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羊膜对培养的人视网膜色素上皮细胞增殖影响的实验研究

李世洋 ,王　一　　(第三军医大学附属西南医院眼科 , 重庆 400038)

　　提　要:目的　观察羊膜是否对视网膜色素上皮细胞(Retinal pigment epithelial , RPE)的生长有影响 ,探讨羊膜用于治

疗增殖性玻璃体视网膜病变(Proliferative vitreoretinopathy , PVR)的潜在可能性。方法　运用 MTT 比色法 , 观察羊膜匀浆在

不同浓度(40、80、160 μg ml)及不同作用时相点(24、48、96 h)对人 RPE增殖的影响。结果　①在第 24 小时 , 3个浓度羊膜匀

浆均对人 RPE 增殖起抑制作用 , 而且随浓度增加抑制作用减弱 , 抑制率(50.774%、27.387%、14.802%)间相差显著(P <

0.05);在第 48、96小时 , 羊膜匀浆在低浓度时 ,对人 RPE 增殖起抑制作用 , 而在中 、高浓度为促增殖作用 , 其中在第 48小时

抑制率(4.494%、-0.944%、-3.693%)间相差不显著(P>0.05),在第 96 小时时抑制率(8.388%、-9.425%、-17.651%)

间相差显著(P<0.05)。 ②羊膜匀浆浓度为 40 μg ml , 各时相点对人 RPE 均为抑制增殖 , 抑制率间相差非常显著(P <

0.01);在浓度为 80μg ml、160 μg ml时 ,随着作用时间延长 , 羊膜匀浆对人 RPE增殖的作用逐渐由抑制变为促进作用 ,抑制

率间相差显著(P<0.05)。结论　羊膜匀浆在低浓度 ,短时间内对人 RPE增殖有抑制作用 , 而在高浓度 、长时间则对 RPE

增殖有促进作用。羊膜匀浆用于临床治疗 PVR的可能性不大。
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An experimental study of the effects of human amniotic membrane on human retinal

pigment epithelial cell proliferation in vitro
LI Shi-yang , Wang Yi(Department of Ophthalmology , Southwest Hospital , Third Military Medical University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To observe the effects of human amniotic membrane(HAM)on human retinal pigment
epithelial(HRPE)cells proliferation so as to find a new treatment method for proliferative vitreoretinopathy (PVR).

Methods　We observed the effects of supernatant of homogenized fresh amnion(SHFA)of different concentrations on
HRPE cells proliferation at different time points by tetrazotium(MTT)colorimetric assay.Results　(1)The prolif-
eration of HRPE cells was inhibited at 24 h after being cultured with SHFA.The effect of inhibition decreased with

the increasing concentration of SHFA in DME Ham' s F12(D F12).There was significant difference of inhibition rate
among the groups(50.774%, 27.387%and 14.802%)(P <0.05).At 48 and 96 hours after culture , the prolifer-

ation of HRPE cells was inhibited in 40μg ml groups , but could be promoted in 80 μg ml and 160 μg ml groups.
However , there was no significant difference of inhibition rate among the groups (4.494%, -0.944% and

-3.693%)(P>0.05).At 96 hours after culture , the difference of inhibition rate among the groups(8.388%,
-9.425% and -17.651%)was significant(P <0.05).(2)In 40μg ml concentration group , the proliferation of

HRPE cells was inhibited at 24 h , 48 h and 96 h after culture.The difference of the inhibition rate between 24 h and
48 h , between 24 h and 96 h was significant(P <0.01).In 80μg ml and 160 μg ml groups , the proliferation of

HRPE cells was inhibited at 24 h , but promoted at 48 h , 96 h after culture.The difference of the inhibition rate be-
tween 24 h and 96 h(P<0.01), between 24 h and 48 h(P <0.05)was significant.Conclusion　The prolifera-
tion of HRPE cells can be inhibited by SHFA of lower concentration(40μg ml)within shorter period(24 h), but be

promoted by SHFA of higher concentration(80 μg ml , 160 μg ml)within longer period(48 h ～ 96 h), suggesting
there is little possibility that PVR can be treated with SHFA.
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　　增殖性玻璃体视网膜病变(Proliferative vitreoretinopathy ,
PVR)是孔源性视网膜脱离手术失败的主要原因

[1 ,2]
。对其

治疗 目 前 尚 无 一 种 有 效 药 物 在 临 床 上 获
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得应用
[ 3 , 4]
。羊膜作为一种理想的生物材料 ,目前已成

功地应用于眼表结构重建
[ 5～ 11]

。羊膜在眼表重建中表
现出抑制成纤维细胞增生 、减少血管化和瘢痕形成的作
用 ,但是否能抑制视网膜色素上皮细胞(Retinal pigment

epithelial , RPE)的增殖而用于眼后节疾病的治疗 ,目前
尚未见文献报道。为此 ,我们采用冷冻复苏后的人
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RPE ,加入羊膜匀浆培养 ,观察其对人 RPE 增殖的影响 ,

探讨羊膜是否有用于治疗 PVR的潜在可能性。

1　材料与方法

1.1　人 RPE的来源与复苏

　　人 RPE 来自本科实验室冻存的第 4 代人 RPE。复苏时将

含有 RPE 的冻存管从液氮中取出并立即置于 40 ～ 50 ℃水浴

中 ,不断摇动 ,使其 1 ～ 2 min 内融化 , 迅速加入 3～ 5 倍含 10%

FBS 的 D F12 培养液 ,吹打混匀 , 垂悬细胞后培养传代。

1.2　羊膜匀浆的制备
1.2.1　羊膜的制备　　参照陈家祺等[5]介绍的方法制备羊膜

置实验室备用(1 h 内用)。
1.2.2　羊膜匀浆的制备　　将羊膜在 PBS 液中清洗 3次 , 约10

～ 15 min , 取适当大小羊膜称湿重 ,按 1∶1 加 PBS 液放入匀浆机

中 ,在冰浴条件 5 000 r min , 10 冲程磨制匀浆 ,每冲程 30 s。 取

出匀浆按 1∶5 加 PBS 液于离心管中离心 , 2 000 r min , 10 min , 取

上清液备用(1 h 内用)。

1.2.3　测定羊膜匀浆蛋白含量　　采用 Folin-酚试剂法。

1.3　实验观察
1.3.1　人 RPE 抑制率观察(MTT法)　　取复苏传代的第 6 代

人 RPE用含 10%FBS 的 D F12 培养液垂悬并以 2.5×104 个 ml

密度接种于96 孔板中 , 100 μl 孔 , 培养24 h 后吸出培养液 , 以无

血清 D F12 培养液洗 3遍 , 按分组(分组为:培养液中加入羊膜

匀浆量分别为 0 、5、10、20 μl , 则培养液中羊膜匀浆蛋白含量为

0 、40、80 、160 μg ml)加入羊膜组织匀浆及 10% FBS 的 D F12 培

养液 , 100 μl 孔 , 每组共设 9 孔并平行设空白调零(无细胞只加

培养液),置 CO2 孵箱中培养 24、48、96 h 待测。 检测时每孔加

入MTT 20 μl继续培养 4 h ,弃培养液 , 加入二甲基亚砜 150μl ,

震荡10 min ,酶联免疫检测仪 490 nm 波长下读取吸光度(A)值 ,

并计算抑制率。细胞抑制率=(对照组 A 值-实验组 A 值) 对

照组 A 值×100%。

1.3.2　细胞活力检测　　取复苏传代的第六代人 RPE 用含

10%FBS 的 D F12 培养液垂悬并以 2.5×104 ml密度接种于 24

孔板中 , 1 ml 孔 ,培养 24 h 后吸出培养液 , 以无血清 D F12培养

液洗 3遍 , 按分组加入羊膜组织匀浆及 10% FBS(分组为:培养

液中加入羊膜匀浆量分别为 0、50、100、200 μl , 则培养液中羊膜

匀浆蛋白含量为 0、40、80、160 μg ml),每组共设 9 孔 ,置 CO2 孵

箱中培养 24、48 和 96 h各任取 3 孔消化收集细胞 , 行台盼蓝染

色活细胞计数 ,取平均值 , 同时检测细胞活力。细胞活力=活

细胞数 (活细胞数+死细胞数)×100%以上实验同样条件下重

复 2次。

1.4　统计学处理
　　数据以 x±s表示 , 采用方差分析。

2　结果

2.1　羊膜匀浆制备
　　新鲜羊膜制成匀浆后 ,测蛋白含量为 815.3μg ml(近似 800

μg ml)。

2.2　人 RPE体外培养 ,免疫学鉴定
　　本次实验所用人 RPE 为本科实验室已作过组织学形态及

免疫组织化学鉴定的冻存细胞。 细胞冻存后复苏存活率达

80%,细胞形态及生长速率与冻存前相比无明显差异。本次复

苏细胞为传代第 4代细胞 , 实验用为第 6代细胞。

2.3　羊膜匀浆对人 RPE增殖作用的影响

2.3.1　不同浓度羊膜匀浆对人 RPE增殖的抑制率(MTT 法)　

　结果见表 1。

表 1　不同浓度羊膜匀浆对人 RPE增殖的抑制率(%, x±s)

Tab 1　The inhibition rate of HAM at different concentrations on pro-

liferation of HRPE cells at different time points by tetrazotium

(MTT)colorimetric assay(%, x±s)

Concentration of HAM(μg ml)
Time(h)

40 80 160

24 50.774±2.291 27.387±4.091＊ 14.802±3.725＊＊

48 4.494±3.767■■ -0.944±8.631■ -3.693±3.651■

96 8.388±5.567■■ -9.425±4.471＊■■ -17.651±6.748＊＊■■

＊:P<0.05, ＊＊:P<0.01 vs 40μg ml group at same hour;

■:P<0.05 , ■■:P<0.01 vs 24 h group at same concent ration

　　由表 1 结果显示:①在同一时相点 , 不同浓度羊膜匀浆对

人 RPE增殖的作用不同。在培养液中加入羊膜匀浆后 24 h , 3

个浓度均出现对人 RPE增殖的抑制作用 ,而且随羊膜匀浆浓度

的增加抑制作用减弱 ,抑制率间 40 μg ml(50.774%)与 80 μg ml

(27.387%)相 差 显著(P < 0.05), 40 μg ml 与 160 μg ml

(14.802%)相差非常显著(P<0.01)。在 48 h ,羊膜匀浆在低浓

度(40μg ml)时 , 对人 RPE 增殖是抑制作用(4.494%), 而在中

(80μg ml)、高浓度(160 μg ml)时为促增殖作用(抑制率分别为

-0.944%、-3.693%), 但抑制率间的差异无统计学意义(P >

0.05)。在 96 h ,羊膜匀浆仅在低浓度时 , 对人 RPE 增殖起抑制

作用 ,而在中 、高浓度时对人 RPE 增殖起促进作用 , 抑制率间40

μg ml(8.388%)与 80μg ml(-9.425%)相差显著(P<0.05), 40

μg ml与160μg ml(-17.651%)相差非常显著(P<0.01)。 ②在

同一浓度 ,不同时相点羊膜匀浆对人 RPE 增殖的作用不同。 在

羊膜匀浆浓度为 40μg ml时 , 各时相点羊膜匀浆对人 RPE增殖

均为抑制作用 ,在 24 h 与 48 h 间和 96 h 间的抑制率相差均非

常显著(P<0.01)。在羊膜匀浆浓度为80 、160μg ml时 , 随着作

用时间延长 ,羊膜匀浆对人 RPE 增殖的作用逐渐由抑制变为促

进作用 ,抑制率间 24 h 与48 h相差显著(P <0.05), 24 h与 96 h

相差非常显著(P<0.01)。

2.3.2　羊膜匀浆对 RPE 细胞活力的影响　　由表 2 可见 , 在

96 h 内 , 各羊膜匀浆浓度组及对照组人 RPE , 随培养时间延长 ,

细胞活力增加(P<0.05);各时相点细胞活力与羊膜匀浆浓度

无显著性差异(P>0.05)。

表 2　不同时间不同羊膜匀浆浓度下的细胞活力( x±s , %)

Tab 2　The viability of HRPE cells at different concentrations of

HAM groups and at different time points( x±s , %)

Concentration of HAM(μg ml)
Time(h)

0 40 80 160

24 76.05±9.14 74.69±8.09 72.03±3.95 77.29±9.16

48 83.92±6.44＊ 85.04±2.91＊ 85.49±4.59＊ 91.56±6.72＊

96 97.19±3.59＊＊ 95.82±3.28＊＊■ 96.03±3.09＊＊■■ 94.57±2.93

＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01 vs 24 h group at same concent ration;

■:P<0.05 , ■■ :P<0.01 vs 48 h group at same concentration
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3　讨论

　　增殖性玻璃体视网膜病变(Proliferative vitreoretino-

pathy , PVR)是孔源性视网膜脱离手术失败的主要原

因
[ 1]
。目前对PVR的治疗主要实行玻璃体切割手术 ,但

手术并发症多 ,同时手术又是 PVR的一个重要诱因 。

即使手术成功也可因PVR的存在而影响其视功能。因

而许多学者一直在努力寻求抑制细胞增生的药物进行

辅助治疗。目前围绕 PVR中主要的增殖细胞-RPE的各

种生物学活动的药物调控研究以及细胞因子 、基因治疗

研究成为热点
[ 1 ～ 4]

。但因药物对视网膜毒性大 ,迄今为

止还没有一种药物在临床上获得应用
[ 3]
。

　　自 1995年 Kim 等
[ 6]
报道用经过处理和保存的羊

膜重建眼表获得成功以来 ,羊膜已成为重建眼表的理

想生物材料 。近来临床及实验研究
[ 5～ 11]

显示 ,羊膜的

主要作用表现在:①延长上皮细胞的生命 、维持其克隆

形象;②刺激上皮细胞的分化;③在置于含有成纤维细

胞的结膜时能刺激杯状细胞的分化;④通过蛋白酶的

活性 ,清除炎症细胞;⑤抑制 TGF-β的信号传递和抑制

正常成纤维细胞分化为肌成纤维细胞。通过上述五方

面达到加速上皮化 、维持正常上皮表型 、减轻炎症反

应 、减轻血管化和减少瘢痕形成等临床治疗效果。

　　受到羊膜在眼表重建中表现出的抑制成纤维细胞

增生 、减少血管化和瘢痕形成的启发 ,我们对羊膜是否

有抑制 RPE增殖作了初步实验研究 ,结果显示:羊膜

匀浆对人 RPE增殖的作用与羊膜匀浆的浓度及作用

时间有关 ,即羊膜匀浆在低浓度短时间内对人 RPE有

抑制作用 ,随着浓度增加 ,作用时间延长 ,则逐渐由抑

制作用变为促进增殖作用。由于本研究为初步观察 ,

故羊膜匀浆这种与时间 、浓度相关的双相调节作用的

确切机制尚不清楚 。结合近来研究成果 ,我们推测其

可能机制为:羊膜匀浆的生物学效应来源于匀浆中的

细胞因子 ,尽管目前报道在羊膜匀浆中检测到的细胞

因子仅有 TGF-β1 、β2 、bFGF 、HGF
[ 9]
,我们相信还有许多

未知的细胞因子存在。也就是说 ,本研究中羊膜匀浆

表现出的对人 RPE的生物学效应是由众多细胞因子

作用的总结果。研究已表明
[ 2 , 4]
,细胞因子具有低浓

度 ,高活性 ,有一定的细胞特异性 ,即不同的细胞因子

作用于同一细胞 ,会产生不同的生物学效应 ,而同一细

胞因子作用于不同的靶细胞也会有不同的效应。此外

一些细胞因子还表现出作用的时向性和浓度的双向

性。例如 bFGF 、HGF 、PDGF 等促进 RPE 的增殖 , 而

TGF-β则抑制上述这些生长因子对 RPE增殖的作用。

同时 TGF-β在 PVR发生发展中的作用表现为双向性 ,

其作用的效果与其所作用的细胞类型 ,细胞的分化状

态 ,环境中存在的其它生长因子有关
[ 2, 4]
。因此我们认

为羊膜匀浆对人 RPE的双向性作用是由于羊膜匀浆

中的细胞因子在实验过程中 ,随着作用时间的延长 ,各

种细胞因子的含量 、活性以及细胞因子间的比例发生

改变 ,而不同浓度羊膜匀浆对 RPE的生物学作用也因

各种因子的浓度 、因子间的比例的变化而不同 ,而表现

出不同的生物学作用效果 。

　　此外本研究还观察了羊膜匀浆对人 RPE 活力的

影响 ,结果显示 ,各不同浓度的羊膜匀浆间及与对照组
间细胞活力无明显差异 。表明羊膜匀浆对人 RPE无

毒性作用 ,也未随浓度的增加而出现毒性作用 。
　　综上所述 ,通过将羊膜匀浆加入人 RPE的培养液

中初步观察其对人 RPE增殖的影响 。表明羊膜匀浆

在低浓度 、短时间内对人 RPE增殖有抑制作用;随着
浓度增加 、作用时间延长 ,抑制作用减弱 ,并逐渐变为

促进增殖作用 ,因而 ,羊膜匀浆用于临床治疗 PVR的

可能性不大 。通过细胞活力检测 ,未发现羊膜匀浆对

人 RPE产生毒性作用 。其确切机制及应用前景有待
进一步研究。
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