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· 曲 安 奈 德 临 床 应 用 研 究 · 

曲安奈德对正常人视网膜色素上皮细胞 

毒性的体外研究 

邹明 张军军 

【摘要】 目的 研究曲安奈德(TA)对视网膜色素上皮(RPE)细胞 的毒性作用。 方法 四甲基偶氮 

唑盐比色(MTT)法测定不同浓度(0．4、0．2、0．1、0．05、0．025 mg／m1)TA对RPE细胞增生的影响；流式细 

胞术检测TAE当生长抑制率达到5o 时的药物浓度(ICj。)]作用72 h后细胞周期的变化；倒置相差显微镜 

和透射电子显微镜观察细胞形态和超微结构的改变。 结果 0．4～0．025 mg／ml浓度范围内，与对照组 

比较，TA作用后RPE细胞生长均有明显抑制 (尸<O．05)，且呈浓度依赖性。TA组 S期细胞较对照组减少 

10．6 (尸<O．05)。光学显微镜下 TA组细胞密度稀疏，形态不规则，有较多突起及细胞空泡。电子显微镜 

下 TA组细胞核染色质分布不均，细胞质空化，甚至可见细胞坏死。 结论 TA可抑制培养人 RPE细胞 

有丝分裂S期，抑制细胞增生；明显破坏细胞结构甚至导致细胞死亡。 
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[Abstract] Objective To investigate the cytotoxicity of triamcinolone acetonide(TA)on cultured 

human retinal pigment epithelial(RPE)cells． Methods Efleet of TA with different concentraion (O．4， 

O．2，O．1，O．05，and 0．025 mg／m1)on the proliferation of RPE calIs was detected by methyl thiazolyl 

tetrazolial(M TT)assay；The changes of cellular cycle treated by TA with the drug concentration of IC 50 

for 72 hours were measured by flow cytometry (FCM ) ananlysis． and the morphological and 

ultrastructural changes of the cells were observed by phase contrast microscopy and transmission electron 

microscopy． Results With the concentration of 0．4-0．025 mg／m1．TA inhibited the growth of RPE 

cells obviously in a dose—dependent manner compared with the control(P< O．O5)，and the cells in S phase 

treated with TA decreased 1 O．6％ compared with the control(P<0．05)．Under the light microscope， 

sparse cells with irregular configuration and many prominences and cellular vacuoles in TA group can be 

seen． The results of transmission electron microscopy showed asymmetrically distributed cellular 

chromatin was，cavitated cytoplasm ，and even some necrotic cells． Conclusion TA can inhibite the S— 

phase karyomitosis of RPE and inhibite the cellular proliferation；and destroye the cellular structure and 

lead tO the necrosis．which indicates the cytotoxicity of TA on RPE． 
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Morphology 

曲安奈德(TA)是一种非水溶性、人工合成的长效 

糖皮质激素，具有很强的抗炎作用。近年来多采用玻璃 

体腔内注射而广泛地应用于眼内增生、水肿及新生血 

管性疾病的临床治疗_】 3]，以及在增生性玻璃体视网膜 

病变(PVR)和增生性糖尿病视网膜病变等玻璃体手 

术中的辅助应用 ]。现在尚未发现有明显的视网膜毒 

性作用，但在裂孔性视网膜脱离手术中，极少量的TA 

可能会进入神经上皮下，直接与视网膜色素上皮(RPE) 
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接触，TA对RPE的毒性作用不清，令人担忧。为此， 

我们观察了TA对 RPE细胞增生的影响以及形态的 

改变，现报告如下。 

1 材料与方法 

1．1 人RPE细胞培养 

眼球来源、RPE细胞分离、原代培养方法和细胞 

鉴定同文献[6]，主要试剂有 Dulbecco改良Eagle培 

养基(DMEM)、胰蛋白酶、乙二胺四乙酸(EDTA)(美 

国 Sigma公司产品)，热灭活的小牛血清(北京哈里生 
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物公司产品)。原代细胞接近铺满时进行 1：2～1：3 

常规传代，用含 1O 小牛血清的 DMEM 培养液于 

37 C、5％CO 培养箱培养。角蛋白角免疫细胞化学染 

色l_7 法鉴定 RPE细胞选用 3～5代 RPE细胞。 

1．2 四甲基偶氮唑盐比色(MTT)法测定TA对 RPE 

细胞增生的影响 

将 RPE细胞以 1．25×10 个／ml的密度接种于 

96孔板，每孔 200 l。培养 24 h后，更换新的培养液， 

加入 TA(意大利 Bristol—Myers Squibb公司)，使终浓 

度 分 别 为 0(对 照组 )、0．025、0．05、0．1、0．2、0．4 

mg／ml，每一浓度设 3个复孔。常规培养 1、3、5、7 d 

后，于测试前 4 h，每孔加入 MTT(5 mg／ml，美 国 

Sigma公司)20 l，继续孵育 4 h，终止培养，吸弃上清 

液，加入二甲基亚砜(DMSO)15O l，震荡 5～10 min 

使紫色结晶完全溶解，酶标仪测定 570 nm处的吸光 

度( )[旧称光密度(0D)]值。实验重复 2次。计算细 

胞生长抑制率，推算生长抑制率达到 5O 时的药物浓 

度(IC 。)，公式如下： 

细胞抑制率一 鞭 青 
1．3 流式细胞术检测 TA对 RPE细胞周期的影响 

将 RPE细胞按 5×10 个／ml密度接种于 25 cm 

瓶中，静息 24 h后，更换培养液，加入 TA使终浓度为 

IC 。，继续培养 72 h后充分洗涤、消化收集单细胞悬 

液，70 乙醇固定，碘化丙啶(PI)染色，Elite Esp型流 

式细胞仪(美国Coulter公司)测定细胞周期。同时设 

立正常对照组，各组设 3个复孔。 

1．4 TA作用后 RPE细胞形态的改变 

加入浓度为 IC 。的 TA作用 72 h，磷酸盐缓冲液 

(PBS)充 分洗 涤后 即在 倒 置 相 差 显微 镜 (日本 

Olympus公司)下观察细胞形态；消化收集单细胞悬 

液，3 戊二醛固定，常规乙醇梯度脱水、浸透、包埋，超 

薄切片和醋酸铀、枸椽酸铅双重染色，H ：600型透射 

电子显微镜(日本 Hitachi公司)下形态观察、照相。同 

样设立正常对照组。 

1．5 数据处理及统计分析方法 

应用 SPSS软件进行统计学处理，各组数据采用 

单因素方差分析(one—way anova)，推算 IC 。采用回归 

分析中的Probit进行直线拟合。P<O．05作为差异有 

统计学意义的标准。 

2 结果 

2．1 RPE细胞培养结果 

原代培养 RPE细胞于接种后 4～5 d贴壁，呈多 

角形或卵圆形，含丰富的色素颗粒，迅速分裂增生， 

10 d左右融合。细胞传代后渐呈长梭形，色素颗粒减 

少。角蛋白免疫细胞化学染色[7 见细胞浆内特异性棕 

黄色阳性反应。证实培养细胞为人 RPE细胞。 

2．2 MTT法检测细胞增生结果 

2．2．1 TA抑制 RPE细胞增生 作用 1、3、5 d后各 

药物组 值较对照组均明显下降，差异有统计学意义 

(P<0．05)，作用 7 d后除 o．025 mg／ml药物组和对 

照组 值的差异无统计学意义(P>0．05)外，其余各 

药物组 值较之相应的对照组均不同程度降低(P< 

0．05)。随浓度的增加，A值降低更为明显(表 1)。 

表 1 不同浓度 TA作用后不同时间 值的变化( ±s) 

驯 — — _ — — _  — — — ～  
l d 3 d 3 d 7 d 

0．4mg／ml TA组 6．73±0．21 21．8O±1．30 41．87士1．O0 45．2321．05 

0．2 mg／ml TA组 11．4021．04 29．43±2．05 52．4020．60 58．9023．26 

0．1 mg／ml TA组 12．5020．52 31．9021．42 56．87士0．1 5 64．73士0．47 

0．05 mg／ml TA组 14．63~0．74 36．93 2t=2．41 65．6O±1．18 70．2O±3．34 

0．025 mg／ml TA组 14．87±0．68 43．07±1．46 81．80±1．99 88．37±0．55 

对照组 18．0021．04 49．5O±2．22 85．67士1．51 92．43 2t=2．89 

注： 0．02 5 mg／ml药物组作用 7 d后与对照组 值相比，差异无 

统计学意义(尸>0．05) 

2．2．2 IC 。测定结果 根据 MTT法测定结果，由于 

TA作用 24 h后 值下降的组问差异不明显(o．2与 

0．1 mg／ml组，0．05与0．025 mg／ml组之间 值差异 

无统计学意义，P>0．05)，故选择72 h为后续实验的 

时间点。计算各浓度的细胞生长抑制率，得出 0．4、 

0．2、0．1、0．05、0．025 mg／ml药物组细胞生长抑制率 

分 别 为 55．96 、4O．55 、35．56％、25．39 和 

12．99 。Probit直线拟合后得出IC 。一0．288 mg／ml 

(≈ 0．3 mg／m1)，行拟 合 优度 X 检 验，拟合 良好 

(图 1)。 

LogTA浓度 

图 1 不同浓度 TA作用 72 h后 RPE细胞生长抑制率的 

线性回归 

Fig．1 Graph of linear regression of inhibition ratio of 

RPE cells treated by TA with different concentrations for 

72 hours 
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组 S期细胞明显减少(10．6 )，证实 TA具有抑制 

RPE细胞增生的作用，其机制可能在于抑制 DNA的 

合成而抑制细胞的有丝分裂。 

细胞形态的正常是维持细胞功能的关键，一旦细 

胞结构发生改变应高度警惕细胞功能的减弱或丧失， 

因此观察细胞形态可以间接了解细胞的功能状态。我 

们首次利用细胞形态学来验证 TA对 RPE细胞的毒 

性作用，结果发现TA组 RPE细胞的超微结构受到不 

同程度的破坏，甚至出现细胞死亡的形态，此形态改变 

与传统细胞坏死相符，表现为细胞浆和细胞核的进行 

性溶解，最终细胞膜破裂，细胞内容物释放到周围环境 

中。坏死细胞中细胞核溶解，细胞浆发生水肿性变性， 

可能是由于正常存在于细胞浆中的分解代谢酶的激活 

所致[1引。细胞一旦坏死，其分泌蛋白和产生三磷酸腺 

苷等代谢功能就随之完全丧失，是一种严重的病理改 

变。而对于另一种死亡方式——细胞凋亡，在本研究中 

则未发现。以往实验证实糖皮质激素可引起 C—myc、 

C—myb等细胞增生相关基因表达下调，特异性核酸内 

切 酶表 达 增 加，使 DNA 降 解，随 后 发 生 细胞 凋 

亡 。Yeung等[ 也发现TA可激活caspase一3(半 

胱氨酸蛋白酶一3)途径诱导 RPE细胞凋亡，并且药物 

浓度达到一定阈值，可以导致细胞坏死。我们在实验中 

未发现凋亡，原因可能在于作用时间较长(72 h)，无论 

是细胞受到轻微破坏，还是凋亡或坏死，因在培养液中 

不能被及时清除，最终都可由于自身功能减弱，生长活 

力下降而发生自溶，表现成细胞坏死。 

尽管我们证实了 TA能对 RPE细胞产生细胞毒 

性，但它是基于体外实验得出的，与体内环境有一定的 

差异。因此还有待进一步的研究来明确其毒性作用机 

制，以及更多的体内实验来确定临床应用中药物浓度 

和作用时间的安全范围。 
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福州东南眼科医院诚聘眼科各专业医师 

·  肖 皂L· 

福州东南眼科医院是福州市惟一的眼病专科医院，医院面积 6 000平方米。具备多功能、网络化和全开放格局的现代化眼科医 

疗机构。医院现有员工 17O余名 ，分 9个专业组 ：白内障组、屈光眼肌组(近视、远视、散光、斜视、弱视)、青光眼组、角膜病组、眼底病 

组、眼外伤组、玻璃体视网膜组、美容整形组、眼预防保健组。我院拥有先进的眼科诊断和治疗设备，全进口设备包括：白内障超声乳 

化仪、准分子激光系统、眼前 YAG激光、()CU L1GHT SI X810激光、佳能免散瞳眼底照相机、OCT、RTA、UBM、HRT一Ⅱ、多台综合 

检查仪、蔡司、莱卡手术显微镜等等。医院为得到进一步的发展，诚聘以下专业医师。 

优先招聘专业：①青光眼组 ；②角膜病组。 

医生应聘条件：从事专业 5年以上，能够独立诊治本专业疾病，掌握本专业发展动态，有丰富临床经验者。 

医院提供条件：①医院提供住房；②副主任医师以上者 ，可随迁家属子女户口(1临床经验丰富的高年资主治医生也可)；⑧年薪 

保底 1O万元人民币。 

有意者请速将个人简历、相关证件复印件及近期照片邮寄至 ：福州东南眼科医院，联系人：于海波。地址：福州市西二环南路 35 

号(邮政编码：350002) 电话：0591 83891766。医院其它专业组正在诚聘医师，有意者请将相关资料邮寄至上述地址(长期有效)。 
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