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环孢霉素 A抑制人视网膜色素上皮 

细胞增生的体外研究△ 

赵 小钊 万光 明 

Inhibiting effects of cycIoSporine A on prolif- 

eration of hum an retinal pigm ent epithelium 

ZHAO xiao-Zhao．WAN Guang-Ming 

【Key words】 proliferative vitreoretinopathy；human retinal pigment epitheli- 
tun；cyclosporine A 

【Abstract】 objective To investigate the effect ofcyclosporine A(CsA)on 
proliferation of hum an  reUnal pigment epithelium (11RPE)cultured in vitro． 

Methods The hRPE cells were devided into experimental groups an d control 

group．Control group wTds still cultured with 咖 M fluid．an d experimen tal 

groups were added with different concentrations ofCsA，0．20 mg·L～，0．40 mg · 

L ，0．80 mg·L～，1．60 mg·L～，3．20 mg ·L～ an d 6．40 mg ·L～．The relation- 

shipbetween ~ilnean d effectweredeterm ined at24hours，48hoursan d 72hours， 

respectively．Absorbance A was detected wi th  M T chromom etry．Results 

Th ere was significant difference wi th  absorbency in experim en tal group wi th  

CsA0．20 mg ·LI1 after 72 hours(P<0．05)；When the dose ofCsA was higher 

th an  0．40 mg·L～an d th e Lilne was longer th an  24 hours．there was significant 

differen cebe tw een the absorbency (P <0．05)．Conclusion In certain range。 

CsA c锄 inhibit th e proliferation ofhRPE cells cultured in vitro in a concentra- 

tion an d Li．1ne-dependen t 1Tlanner． 

[Rec Adv Ophthalmol 2008；28(1)：18-20] 
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【关键词】 增生性玻璃体视网膜病变；人视网膜色素上皮细胞；环孢霉素A 

【摘要】 目的 观察环孢霉素A(cyclosporine，CsA)对体外培养人视网膜色素上皮(reti- 

nal pigment epithelial，RPE)细胞增生的影响作用。方法 取体外培养人 RPE细胞进行分 

组实验 ，实验分对照组和实验组：对照组用DMEM培养液继续培养；实验组按所加 CsA浓 

度 的不同分为 0．20 mg·L-。、0．4o mg·L-。、0．80 mg·L～、1．60 mg·L-。、3．20 mg· 

L～、6．40 mg·L～。时间效应关系分别于CsA作用24 h、48 h、72 h后测定。对照组和实 

验组均用 M1TI'比色法测吸光度 值。结果 CsA浓度为0．20 mg·L 时，作用72 h后差 

异有统计学意义(P<0．05)；CsA浓度I>0．40 mg·LI1时，作用24 h即差异有统计学意义 

(P<0．05)。结论 CsA能够抑制体外培养的 RPE细胞的生长，这种抑制作用在一定浓 

度范围内有剂量时间效应。 

[眼科新进展 2008；28(1)：18-20] 

增生性玻璃体视网膜病变(pro— 

liferative vitreoretinopathy，PVR)为视 

网膜表面发生无血管的纤维细胞性 

的膜的增生，常见于原发性(孔源性) 

视网膜脱离、视网膜脱离复位手术后 

或眼球穿通伤后。它是引起视网膜 

再脱离的主要原因，也是造成许多眼 

底疾病继续恶化、视力丧失的重要原 

因，近年来已经成为眼科研究的热点 

之一Ll 。PVR的发病机制目前还未 

完全清楚，但其发生发展的病理过程 

已经明确。实验及临床观察证 明， 

PVR的病理发展过程大致分为3个 

阶段，即炎症反应期、增生期及瘢痕 

重塑期 。而视网膜色素上皮(reti— 

nal pigment epithelial，RPE)细胞的增 

生则是 PVR的主要病理特征。所以 

PVR的药物治疗 自然也就集 中在 

RPE细胞上，通过某种药物的作用来 

抑制 RPE细胞的移行及增生，也就达 

到了治疗 目的。本文旨在观察环孢 

霉素A(cyclosporine A，CsA)对体外培 
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养人视网膜色素上皮(human RPE，hRPE)细胞增生 

作用的影响，从而探讨一种治疗 PVR的新疗法。 

1 材料与方法 

1．1 主要试剂与设备 CsA(Sigma公 司产品)； 

DMEM培养基、胰蛋白酶、EDTA(均为 GIBCO公司 

产品)；胎牛血清(杭州四季青公司产品)；四甲基偶 

氮唑兰(M1Tr)、二甲基亚枫(DMSO)(均为 Sigma公 

司产品)；鼠抗人角蛋 白抗体(武汉博士德生物公 

司)；倒置显微镜(OLYMPUS CK2日本)；细胞培养 

箱(3111 S／N 26358—338美国)；酶联免疫检测仪。 

1．2 方法 

1．2．1 hRPE细胞培养及鉴定 hRPE细胞取 自角 

膜移植的供体眼(供体为意外死亡的健康成人)，于 

供体死亡后 12 h内分离培养：无菌条件下，将眼球置 

于眼杯之上，角膜缘后 6 mm环形剪开巩膜，并去除 

眼前段及玻璃体，同时神经视网膜层随之分离，仅与 

视盘处附着，自视盘处分离并剪除神经视网膜层，暴 

露 RPE层。PBS液冲洗 3次，2．5 g·L 胰蛋 白酶 

(或等量的2．5 g·L 胰蛋白酶和 0．2 g·L EDTA 

混合液)滴人眼杯中(注意不要溢出眼杯，以免消化 

巩膜)，于培养箱中37 qC下消化40～60 min后，取出 

眼杯，弃除消化液。加人胎牛血清(fetal bovine set- 

am，FBS)并用浓度为200 g·L 的DMEM高糖培养 

液终止消化，轻轻剥离出RPE层，制成悬液移至离心 

管中，1 000 r·min～，8 min后弃上清，再加人 20％ 

的 DMEM，吹打成悬液，接种于25 mL的培养瓶中， 

放人培养箱(体积分数5％CO：、体积分数95％空气、 

湿度为90％、温度为 37 oC)中孵育 J。4～5 d更换 

培养液，直至细胞融合传代，按 1：2～3传代。选第 

2～3代细胞用于实验，采用链霉亲合素一生物素化过 

氧化物酶复合物法，一抗为鼠抗人细胞角蛋白单克 

隆抗体，行免疫细胞化学染色进行细胞鉴定。 

1．2．2 RIPE细胞分组培养 取 2～3代 RPE细胞 

以(40～50)x 10 L 接种于 96孔培养板中(每孔 

200 L)，孵育24 h贴壁后，进行分组实验。实验分 

对照组和实验组，对照组单纯用含 100 g·L 小牛 

血清的DMEM培养液，继续培养；实验组按所加 CsA 

浓度的不同分为0．20 mg·L～、0．40 mg·L～、0．80 
mg·L～ 、1．60 mg·L～ 、3．20 mg·L～ 、6．40 mg· 

L～。时间效应关系分别于CsA作用 24 h、48 h、72 h 

测定，每个浓度复设 3孔。 

1．2．3 细胞形态学观察 倒置显微镜下观察 hRPE 

细胞形态，并照相记录。 

1．2．4 RIPE细胞 MTT实验 对照组和实验组分 

别吸出上清液，再加 5 g·L 的 M1rr 20 继续培 

养4 h弃上清，加人 DMSO 150 L，吸出上清液，10 

min后于酶标仪490 nm波长下测吸光度 A值。 

1．3 统计学分析 实验结果均以均值 ±标准差 

( ±s)表示，数据采用方差分析，均数问的两两比较 

采用 LSD方法，统计学分析采用 SPSS 10．0软件。 

2 结果 

2．1 RPE形态学观察 原代培养的细胞贴壁后呈 

圆形或扁平多角形，胞浆内富含黑色素颗粒，胞核圆 

形，透明。2—3周时铺满，此时细胞呈致密排列的六 

角形。传代 2～3次后黑色素颗粒显著减少或消失， 

细胞呈梭形及不规则形。传代细胞铺满约需 3～5 

d。细胞角蛋白免疫化学染色显示培养细胞胞浆内 

呈特异棕黄色染色。 

2．2 药物处理后的 RPE形态学变化 对照组细胞 

贴壁生长良好，呈梭形及不规则形，排列均匀。实验 

组细胞密度减小，单个散在分布，胞浆浓缩，细胞体 

积缩小。 

2．3 MTT比色法结果 不同浓度的 CsA作用于 

hRPE细胞不同时间后，与对照组比较显示：CsA浓 

度为0．20 mg·L 时，作用 72 h后差异有统计学意 

义(P<0．05)；CsA浓度I>0．40 mg·L 时，作用 24 

h差异就有统计学意义(P<0．05)。结果表明，细胞 

增生抑制率随浓度增加和时间延长而升高(见表 

1)，并且在一定浓度范围内，药物的抑制作用有浓 

度一时问依赖关系(图 1)。 

表 1 不同浓度 CsA作用于 hRPE细胞测定的吸光 

度 A值 

Table 1 Absobency A of different concentrations 

of CsA on hRPE 

Absobency(A) 

Control group 

0 20IIlg·L一。CsA 

0．40IIlg·L一。CsA 

0．80tag·L一。CsA 

1．60tag·L一 CsA 

3．20 rag·L一 CsA 

6．40 ．L一0 CsA 

0．414 3±0．019 0 

0．407 1±0．018 0 

0．388 6±0．017 8 

0．354 3±0．017 2 

0．302 9±0．028 7 

0．251 4±0．021 9 

0．135 7±0．017 2 

0．594 3±0．018 1 

0．560 0±0．016 3‘ 

0．528 6±0．013 4 

0．485 7±0．011 3 

0．408 6±0．032 9 

0．297 1±0．O43 5 

0．198 6±0．020 4 

Note：‘Compared with control group．P<0．05 

Different concentrations of CsA (rag·L ) 

Figure 1 Dose·time manner of CsA on hRPE CsA作用于 hRPE 
的浓度一时间曲线图 

3 讨论 

PVR的治疗是眼底病研究的热点之一，玻璃体 

视网膜手术治疗虽然成功率高，但却不能从根本上 

1 ，O 2  1 ，O 9  ⋯嘶 呲耋1 

0  0  0  0  0  0  0  

± ± ± ± ± ± ± 

1  0  7  6  6  6  6  椰 栅姗撇 

0  0  0  0  0  0  0  
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抑制细胞的增生。而近年大量研究证实，RPE细胞 

的增生是 PVR的主要病理特征 ，所以很多研究都 

尝试用药物抑制细胞增生而达到治疗 PVR的目的。 

CsA是一种环 11肽，含有一个新的9碳氨基酸， 

即甲氨基壬烯醇酸，为环孢素类所特有，是一种强效 

免疫抑制剂 。1976年开始广泛应用于器官移植患 

者术后排斥反应的防治 ，也用于血液病和肾病患 

者，后来逐渐在眼科用于角膜移植，和一些与免疫有 

关的眼病，如 Sjsgren综合征、Vogt一小柳原田综合征、 

Behcet病等，这些都与 CsA免疫抑制效应有关 。 

近年来的研究发现，CsA除了具有强大的免疫 

抑制效应外，还具有抗增生作用，适当的浓度能有效 

地抑制血管内皮细胞、皮肤成纤维细胞、结膜下成纤 

维细胞、晶状体上皮细胞的增生 ，而 CsA用于治疗 

PVR的研究相对较少。本文利用体外培养 hRPE细 

胞，观察 CsA对 hRPE细胞生长的影响，从而探寻一 

种安全有效的浓度一时问关系，结果显示：当 CsA浓 

度为0．20 mg·L 时，持续作用 72 h对 hRPE细胞 

生长有明显抑制作用(P<0．05)；当 CsA浓度 ≥ 

0．40 mg·L 时，作用 24 h即有明显抑制作用(P< 

0．05)。 

本研究 旨在观察 CsA对 hRPE细胞增生的影 

(上接第17页) 

和血管通透性增加，可以通过 AO造影和EB定量检 

测。我们对剂量以及时间点的选择是参考了 Miy- 

amoto等 的研究，不同的是本研究的实验动物改用 

了国内常见的BN大鼠，使得此技术在国内的广泛应 

用成为可能。由于技术原因，在我们的研究中不能 

观察到白细胞在视网膜血管内的动态行为改变，希 

望今后通过技术改进弥补这一缺陷，并结合药物剂 

量依赖关系，进一步从分子水平阐述产生这种现象 

的内在原因。 
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