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全反式视黄酸对兔视网膜色素上皮细胞的影响 

王 媛 张金 嵩 王艳婷 李秀娟 朱子诚 

The effect Of retinOic acid 0n rabbit RPE ceUs in vitrO 
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Abstract 0bjective Researches showed that aU—trans retinoic acid(ATRA)has an inhihitory effect on the pr0liferation 

of retinal pigment epithelium(RPE) cells，and this event is similar to the path0genesis of my0pia．0ther studies a1so demonstmted 

that hepatocyte growth factor(HGF) plays an action to generation of myopia．Present study was to evaluate the ro1e of ATRA on 

the m0 phol。gy，vitality，hypertrophy and function in the secretion of HGF and matrix metal1oprateinase一2(MMP一2) in cultured 

rabbit RPE ce1ls． Methods The RPE cells were isolated fr‘】m black rabbits．The eells were digested in 0．25％ typsin+ 

0．02％ EDTA and cultured in DMEM containing l0％ fetal bovene serum and then identified with CK8 and Vimentin．The fifth 

generation of cells were coUected and treated with 5，10，2O nmol／mL of ATRA re pectively．After 24，48 and 72 hours，the 

mo ph0logy 0f RPE cells was studied using immun0histochemist y，and cel1 vita1ity was analyzed using the trypan blue reject test． 

The expression of HGF and MMP—2 in the RPE cells was detected using immunohistochemistry．The secretion of HGF by RPE was 

evaIuated using ELISA． Results The nattening and splitting of cells were f0und from 24 through 72 h0urs after various 

concentTations of ATRA treatment．The cell vitabty was graduaUy decreased f0llowing the inerease of the time and concentration of 

ATRA treatment(P<O．01)．The e p ession intensity 0f HGF and MMP一2 in the ceUs was gradually enhanced with the increase 

0f time and concentration of ATRA，and secretion of HGF by RPE ceUs f0Uowed the sam pattern(P<0．O5)． Conclusion 

ARTA at the concentration of≥5 nm0I／mL can induce the mo phological change 0f cultured RPE cells．The expression of HGF 

and MMP一2 is upregulated in RPE cells stimulated by ARTA． 

Key w0rds myopi ； alJ—trans retin0ic acid； retinaI pigment epithelial ceU； hepatocyte gr0wth factor； matrix 

metal1oDrateinase一2 

摘要 目的 观察全反式视黄酸(ATRA)对培养的兔视 网膜色素上皮 (RPE)细胞的作用，研究肝细胞生长因子 

(HGF)、基质金属蛋白酶一2(MMP．2)在此作用下的变化情况及关系。 方法 取原代兔 RPE细胞，传代培养至第 5代， 

加入 ATRA后观察 RPE细胞 的形态 ，用 台盼蓝排斥 实验测 定细胞 活力 ，用免疫 组织 化学法 检测 RPE细胞 HGF、MMP一2 

的表达，并用 ELIsA法测定 RPE细胞培养液中HGF的浓度。 结果 不同浓度、不同作用时间的 ATRA对 RPE细胞的 

形态、活力影响不同。随 ATRA浓度增加、作用时间延长 RPE细胞存活率下降，HGF、MMP一2表达增加，HGF分泌量随 

ATRA的浓度增 高而增加 (P<0．05)。 结论 ATRA的浓 度 ≥5 nmol／mL时 可引起 RPE细胞 的生 长抑制 ，存 活率 降低 ， 

类似于近视眼 RPE细胞改 变。ATRA作用下 RPE细胞 中 HGF、MMP一2表 达增加 ，且 HGF的增 加更 明显。 
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目前 ，实验动物近视研究 中发现诱导近视发生 的 

物质主要来 自视网膜神经上皮。视网膜神经上皮产生 

的一级信使首先作用于视网膜色素上皮(refina1 pigment 

作者单位：45O052郑州大学第一附属医院眼科[王艳婷(现在河南 

省眼科研究所 ，郑州 450003)；朱子诚 (现在安 徽 医科大学 附属省 立 医 

院眼科，合肥2300O1)] 

通讯作者 ：张金嵩(Email：0ph zjs@yaho0 c0m．cn) 

epithelium，RPE)细胞和葡萄膜细胞 ，使之产生下一级 

的生化物质(称为二级信使)，再作用于巩膜，进而引 

起巩膜的重塑以及眼轴的延长  ̈。一些 自分泌或旁 

分泌环路涉及细胞因子 、生长因子及其酪氨酸激酶受 

体可能对 RPE细胞 的病理学改变至关重要。研究表 

明全反式视黄酸 (all—trans retinoic acid，ATRA)对 RPE 

细胞 的增 生有抑制作用 ，类 似近视病理学 改变 。 



在鼠眼球生长基因研究中，发现制造 HGF的基 因可能 

与眼球生长密切相关 ，因此 HGF也可能影响近视的发 

生 。本实验从 细胞 的微观 角度来定 性定量观察 

ATRA在体外诱导 RPE细胞近视改变中的作用 ，以及 

肝细胞生长 因子(hepatocyte growth factor，HGF)、基质 

金属蛋 白酶．2在此作用下(matrix metalloprateinase一2， 

MMP．2)在此作用下的变化情况及关系。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

l周龄健康黑色家兔 12只(郑州大学动物实验中 

心)。胎 牛 血 清 (FBs)(杭 州 四季 青公 司)；高 糖 

DMEM培养液 、0．25％胰蛋白酶／0．02％乙二胺四乙酸 

(Typsin／EDTA)(美 国 Gihc0公 司 )；台 盼 蓝 粉 剂 、 

ATRA(美国 Sigma公 司)；鼠抗人 多克 隆细胞角蛋 白 

(cytokeratin8，CK8)抗体、波形蛋 白(Vimentin)、肝 细 

胞生长因子抗体、MMP一2抗体(北京中杉公 司)；免疫 

组织化学 SABC试剂 盒 (武汉 博士德公 司)；羊抗兔 

HGF．ELISA试剂盒(美国 ADL公司)。 

1．2 方法 

1．2．1 兔 RPE细胞的原代及传代培养 将实验兔麻 

醉后，在无菌条件下摘除双眼眼球 ，距角膜缘后 2 mm 

环形剪开并去除眼前段组织及玻璃体 ，将眼后段制成 

眼杯并固定，用 PBS冲洗眼杯 2次 ，加 0．25％ Typsin 

+0．02％EDTA约 2 mL消化 3 min，吸出消化下来的神 

经上皮层，再加入 Typsin约 2 mL于37 o【二、5％C0：消化 

15～20 min，加入含 FBs的 DMEM终止消化 ，吸管轻轻 

吹打使 RPE细胞脱 落，收集细胞悬 液于离 心管 中， 

1 5o0 r／min离心5 min，弃上清，加 PBs漂洗 1次，加含 

20％FBS的 DMEM培养液接种于 1o0 mL培养瓶 中， 

置于 37℃、5％C0，细胞培养箱 中。48 h后观察 ，72 h 

后换液。待原代细胞生长至接近融合 ，弃去培养液 ，用 

PBS洗3次 ，力Ⅱ0．25％ Typsin／0．02％EDTA约 l mL消 

化，于显 微 镜 下 观察 ，待 细 胞 变 圆，加入 含 FBs的 

DMEM终止消化 ，轻轻吹打瓶壁 ，使其完全脱落成 细 

胞悬液 ，1 5O0 r／min离心 5 min，弃上清，加 PBs漂洗 1 

次，加含 20％FBs的 DMEM培养液培养。以此法传代 

至第3～5代可用于实验。 

1．2．2 兔 RPE细胞 的鉴定 用第 3代 RPE细胞 ， 

CK8免疫细胞化学染色后，细胞浆可见棕黄色 的阳性 

反应；Vimentin免疫细胞化学染色后，细胞浆为阴性反 

应 (图 1，2)。 

1．2．3 台 盼蓝排斥 实验 测定 不 同浓度 、不 同时间 

ATRA作用后的 RPE细胞存活率 RPE细胞传至第 5 
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代，加入 5、10、20 nmol／mL的 ATRA培养 ，分别在 24、 

48、72 h后用胰蛋白酶消化为细胞悬液。取细胞悬液 

9滴加入 0．4％台盼蓝生理盐水溶液 1滴 ，混匀后滴在 

有盖玻片的血细胞计数板上。计算细胞计数板 中4个 

大方格的细胞数，不着色的细胞为活细胞 ，着淡蓝色的 

细胞为死细胞 。细胞存活率(％)=(不着色的细胞数 

／细胞总数)×100％。 

1．2．4 免疫组织化学法测定 RPE细胞内 HGF、MMP．2 

的表达 第 5代 RPE细胞以 1×10 ／孔培养于底部置 

有盖玻片的 24孔板 中，用含 20％FBs的 DMEM培养 

24 h后转为无 FBs的 DMEM培养，再培养24 h后转为 

含 5、10、20 nm0l／mL ATRA的 DMEM培养液培养。阴 

性对照组加入与实验组等量的无水乙醇 ，空 白对照组 

加入 DMEM。分别在加 ATRA后 24、48、72 h弃去上 

清液，PBS洗 3次 ，4％多聚甲醛 固定 20—30 min，PBS 

再洗 3次。3％H 0：于室温下浸泡 30 min。蒸馏水洗 

3次 ，滴加 5％BSA封闭液 ，置于室温 中 20 min。弃去 

残液 ，不洗。滴加 1：50的兔 IgG，置于 37℃ 中 2 h。 

PBs洗2 min x 3次。滴加生物素化山羊抗兔 IgG，20～ 

37℃孵育 20 min。PBs洗2 min×3次。滴加 SABC试 

剂 ，20～37℃下作用 20 min。PBS洗 5 min×4次。取 

l mL蒸馏水 ，加 DAB显色试剂盒中 A、B、c试剂各 1 

滴 ，混合后加至切片，室温下显色，镜下控制反应时间。 

苏木素轻度复染。50％甘油脱水并封片。用倒置相差 

显微镜观察 。 

1．2．5 ELTSA测定 RPE细胞的 HGF分泌量 收集 3 

个浓度 、3个 时间点 的细胞培养上清液于无菌 EP管 

中，标本储存于 一80℃冰箱中备用。室温下取 出酶标 

板 ，依次加入 50 L的标准品和样品于空白微孔中，设 

3个复孔；在样品中加入 10 L生物素标记液 ；在标准 

品孔和样品孔中各加入 100 L酶标记溶液 ，轻轻混匀 

l5 s；37℃孵育 6O min；倒掉孵育用的混合液 ；用蒸馏 

水洗板 5次，每次静置 l0～20 s；吸水纸吸干残存的水 

滴 ；每孔加人底物 A液、B液各50 L，轻摇 5 ；37℃下 

避光孵育 l5 min；每孔加入50 L终止液，终止反应 ；立 

即在酶标仪上 450 nm处读取各孔 的 0D值并绘制标 

准曲线。 

1．3 统计学方法 

采用 SPss 1O．O统计学软件进行统计学分析，测 

试指标数据用 ±s表示 ，不同浓度 ARTA组在各时间 

点的 RPE细胞存活率 比较采用 检验。不 同时间点 

和不同 ARTA浓度组的 RPE细胞分泌 HGF量 的比较 

采用两因素方差分析，各时间点间和各浓度组 间的多 

重比较采用 LSD— 检验。P<0．05为差异有统计学意义。 
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抑制时视网膜 RA含量降低。本实验也证实 ATRA的 

浓度 ≥5 nmo1／mL时可引起 RPE细胞 的生长抑制，存 

活率降低，类似于近视眼 RPE细胞的改变。 

HGF是一种有多种生物活性的细胞因子，能促进 

细胞的分裂、迁移和分化 ，对于眼组织的生理平衡 ，损 

伤修复和相关疾病有重要关系 ，如能够促进角膜上皮 

细胞和 内皮 细胞 、晶状 体上 皮细 胞 的增 生，泪腺 的 

HGF能够促进角膜上皮细胞 的分裂和分化 。HGF 

正常情况下由间充质细胞产生 ，而其受体 Met在上皮 

细胞 中表 达 ，HGF参 与 了上 皮 一间充 质 转化 的过 

程” ，而这种转化过程对近视 的发生发展起 重要作 

用。RPE细胞位于感觉视 网膜层和血 管脉络膜层 之 

间，是上皮 一间充质间的联系，可分泌多种 细胞因子 ， 

对视网膜的自稳和视功能有重要作用 ；眼 内多种疾病 

的发生发展过程均与 RPE细胞相关。目前研究认为 

RPE细胞可同时表达 HGF并分泌其受体 c-Met ，本 

研究也证实在体外培养 的兔 RPE细胞中 HGF在蛋 白 

水平有表达，说明 HGF可以通过旁分泌和(或)自分 

泌方式来调控 RPE细胞的功能。 

在 RPE一脉络膜中 MMPs和 TIMPs广泛存在 ，它 

们在玻璃体视网膜病变的视 网膜细胞外基质破坏、新 

生血管生成和纤维化等中发挥重要作用  ̈。形觉剥 

夺性近视中引起后极部巩膜 MMP一2／TIMP一2的表达失 

衡 ，促使巩膜细胞外基质重新塑形，进而引起眼轴 

的过度延长 ，形 成轴性近视 。本研究证 实兔 RPE 

细胞中 MMP一2表达与 HGF表达呈正相关 ，与报道的 

HGF对 MMPs和 TIMPs起 着 调 控 作 用 相 符 ，说 明 

MMP．2在近视 RPE细胞的研究中也有重要的地位。 

综上所述，浓度 ≥5 nmol／mL的 ATRA对 RPE细 

胞有抑制作用 ，可导致细胞增大扁平、突起减少、色素 

弥散、部分裂解 、活力减 弱，为近 视发生 主动代偿 的 

RPE细胞改变 提供模 型。一定浓度 的 ATRA可诱 导 

近视相关 因子 HGF、MMP。2在 RPE细胞 中的表达增 

加，且 HGF的增加更明显 ，由此推断 HGF增加可能促 

使 MMP-2的增加，使后者进一步促进近视的发生发展。 
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