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  [摘要] 目的 探讨白藜芦醇(Res)对高糖所致视网膜色素上皮细胞损伤的保护作用。方法 先将鉴定

后的ARPE-19细胞株分为正常对照组、高糖组和高渗组培养24、48、72
 

h,CCK-8法检测各时间点细胞活力确

定最佳作用时间;再依据上述结果将ARPE-19细胞株分为不同浓度Res治疗组及正常对照组培养48
 

h,CCK-
8法检测各组细胞活力确定Res最佳作用浓度。随后将 ARPE-19细胞株分为正常对照组、HG组(高糖)、
HG+Res组(高糖+Res)培养48

 

h,倒置显微镜观察各组细胞生长情况和形态变化;采用化学比色法检测丙二

醛(MDA)水平和超氧化物歧化酶(SOD)、谷胱甘肽(GSH-Px)活性,ELISA
 

法检测各组血管内皮生长因子

(VEGF)、色素上皮衍生因子(PEDF)水平,RT-PCR检测各组肿瘤坏死因子-α(TNF-α)
 

mRNA、
 

白细胞介素-
1β(IL-1β)

 

mRNA、
 

IL-6
 

mRNA的水平。
 

结果 与HG组比较,HG+Res组形态学异常改变明显缓解。与HG
组比较,HG+Res组SOD、GSH-Px活性降低,MDA活性增加(P<0.05);与 HG组比较,HG+Res组VEGF
水平降低,PEDF水平升高(P<0.05)。与正常对照组比较,HG组TNF-α

 

mRNA、
 

IL-1β
 

mRNA、
 

IL-6
 

mRNA
水平升高(P<0.05);与HG组比较,HG+Res组TNF-α

 

mRNA、
 

IL-1β
 

mRNA、
 

IL-6
 

mRNA水平降低(P<
0.05)。结论 Res可能通过抗氧化、抑制增殖、抗炎等途径延缓高糖环境PRE细胞的损伤。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

protective
 

effect
 

of
 

resveratrol
 

on
 

the
 

damage
 

of
 

retinal
 

pig-
ment

 

epithelial
 

cell
 

caused
 

by
 

high
 

glucose.Methods First,the
 

identified
 

ARPE-19
 

cell
 

lines
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

control
 

group,the
 

high
 

glucose
 

group
 

and
 

the
 

hyperosmotic
 

group
 

and
 

cultured
 

for
 

24,48,72
 

h,cell
 

viabili-
ty

 

of
 

all
 

groups
 

were
 

evaluated
 

by
 

cell
 

counting
 

kit-8
 

(CCK-8)
 

assay
 

at
 

the
 

three
 

time
 

points
 

to
 

select
 

the
 

most
 

appropriate
 

intervention
 

time.Based
 

on
 

the
 

above
 

results,ARPE-19
 

cell
 

lines
 

were
 

divided
 

into
 

different
 

con-
centrations

 

of
 

resveratrol
 

treatment
 

groups
 

and
 

normal
 

control
 

group,and
 

cultured
 

for
 

48
 

h,the
 

cell
 

activity
 

of
 

each
 

group
 

was
 

detected
 

by
 

CCK-8
 

method
 

to
 

determine
 

the
 

optimal
 

concentration
 

of
 

resveratrol.Subsequent-
ly,ARPE-19

 

cell
 

lines
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

normanl
 

control
 

group,the
 

HG
 

group
 

(high
 

glucose),the
 

HG+
Res

 

group
 

(high
 

glucose
 

+
 

resveratrol)
 

and
 

cultured
 

for
 

48
 

h,and
 

cell
 

morphology
 

was
 

investigated
 

by
 

phase
 

contrast
 

inverted
 

microscope.The
 

level
 

of
 

MDA
 

and
 

activities
 

of
 

SOD
 

and
 

GSH-Px
 

were
 

detected
 

by
 

chemical
 

colorimetric
 

method.The
 

levels
 

of
 

VEGF
 

and
 

PEDF
 

in
 

different
 

groups
 

were
 

determined
 

by
 

ELISA.The
 

ex-
pression

 

levels
 

of
 

TNF-α
 

mRNA,IL-1β
 

mRNA,IL-6
 

mRNA
 

were
 

quantified
 

by
 

real-time
 

quantitative
 

PCR
 

(RT-PCR).Results Compared
 

with
 

the
 

HG
 

group,the
 

abnormal
 

morphological
 

changes
 

of
 

the
 

HG+Res
 

group
 

were
 

significantly
 

alleviated.Compared
 

with
 

the
 

HG
 

group,the
 

SOD
 

and
 

GSH-Px
 

activities
 

in
 

the
 

HG+Res
 

group
 

decreased
 

and
 

the
 

MDA
 

level
 

increased
 

(P<0.05),the
 

expression
 

level
 

of
 

VEGF
 

in
 

the
 

HG+Res
 

group
 

decreased
 

and
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

PEDF
 

increased
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
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the
 

expression
 

levels
 

of
 

TNF-α
 

mRNA,IL-1
 

mRNA,IL-6
 

mRNA
 

were
 

increased
 

in
 

the
 

HG
 

group
 

(P<0.05);
compared

 

with
 

the
 

HG
 

group,the
 

expression
 

levels
 

of
 

TNF-α
 

mRNA,IL-1
 

mRNA
 

and
 

IL-6
 

mRNA
 

in
 

the
 

HG+Res
 

group
 

decreased
 

(P<0.05).Conclusion Res
 

may
 

delay
 

the
 

damage
 

of
 

PRE
 

cells
 

by
 

high
 

glucose
 

environment
 

through
 

anti-oxidation,inhibition
 

of
 

proliferation,and
 

anti-inflammatory.
[Key

 

words] resveratrol;retinal
 

pigment
 

epithelium;oxidative
 

stress;inflammation

  全球糖尿病患病人数已达4.22亿[1],且其发病

率呈逐年上升趋势,糖尿病视网膜病变(diabetic
 

reti-
nopathy,DR)也随之增多,DR不仅危害患者视力,也
降低患者生活质量。视网膜色素上皮(retinal

 

pig-
ment

 

epithelial,RPE)
 

细胞主要通过转运葡萄糖为视

网膜神经感觉层提供能量支持,易受血糖波动的影

响[2],长期处于高糖环境下的RPE细胞形态及活力

也可发生改变[3],并在某些特定条件下,多种细胞因

子表达发生变化,促使DR的发生发展[4]。白藜芦醇

(resveratrol,Res)是具有多种生物及药理学活性的非

黄酮类多酚化合物,对DR具有潜在的防护功效[5-6]。
本研究拟探讨Res对高糖诱导RPE细胞的保护作用

和机制。

1 材料与方法

1.1 细胞、主要试剂

人RPE细胞株 APPE-19细胞由中山大学中山

眼科中心惠赠。Res、二甲基亚砜(DMSO)、DMEM
培养基购自美国Sigma公司,CCK-8试剂盒购自上海

碧云天生物技术公司,丙二醛(MDA)、超氧化物歧化

酶(SOD)、谷胱甘肽过氧化酶(GSH-Px)试剂盒购自

南京 建 成 生 物 工 程 研 究 所,血 管 内 皮 生 长 因 子

(VEGF)、色素上皮衍生因子(PEDF)
 

ELISA试剂盒

购自武汉塞维尔生物科技有限公司,引物购自美国

Servicebio公司。
 

1.2 CCK-8法检测各组细胞活性并确定最佳作用时

间及Res最佳作用浓度

取同一代生长状态良好的对数期ARPE-19细胞

用于实验:将ARPE-19细胞消化后,以1×104/孔接

种于96孔板,置于37
 

℃、5%
 

CO2 培养箱培养24
 

h
后,弃原培养基换成无血清培养基,饥饿

 

12
 

h以达细

胞同步化,参照GONG等[7]的研究,将细胞分为正常

对照组(5.5
 

mmol/L葡萄糖)、高糖组(30.0
 

mmol/L
葡萄糖)及高渗组(葡萄糖5.5

 

mmol/L+甘露醇24.5
 

mmol/L),DMEM培养基培养24、48、72
 

h,吸去上清

液,小心向各孔加入10%
 

CCK-8溶液10
 

μL,培养箱

内继续培养1
 

h后,用酶标仪测450
 

nm处的吸光度

(A)值,每组5个复孔,实验重复3次,确定ARPE-19
细胞株最佳作用时间。参照上述细胞同步化步骤及

结果,将ARPE-19细胞株置入不同浓度Res(0、5、10、

25、50
 

μmol/L)复合30
 

mmol/L葡萄糖,分别设为

(HG组、HG+5
 

μmol/L
 

Res组、HG+10
 

μmol/L
 

Res组、HG+25
 

μmol/L
 

Res组、HG+50
 

μmol/L
 

Res组)及DMEM 培养基,于37
 

℃、5%
 

CO2 培养箱

培养48
 

h,另设正常对照组(5.5
 

mmol/L葡萄糖)

CCK-8法检测各组细胞活性并确定Res的最佳作用

浓度。参照上述实验结果将ARPE-19细胞株分为正

常对照组(5.5
 

mmol/L葡萄糖)、HG组(30
 

mmol/L
葡萄 糖)、HG+Res组(30

 

mmol/L 葡 萄 糖 +10
 

μmol/L
 

Res),37
 

℃、5%
 

CO2 培养箱培养48
 

h后,倒
置显微镜观察各组细胞排列、形状,细胞体是否出现

透明、皱缩、空泡状等形态变化。

1.3 各 组 细 胞 MDA 水 平 及 SOD、GSH-Px活 性

测定

分别处理各组细胞,于细胞培养皿中接种,贴壁

处理后离心、物理裂解细胞,制成蛋白样液,将蛋白样

液稀释至合适浓度后加入96孔板,于37
 

℃孵育20
 

min,硫代巴比妥酸法测 MDA水平,黄嘌呤-3氧化酶

法测SOD 活性、二硫代二硝基苯酸法测 GSH-Px
活性。

1.4 各组细胞VEGF
 

与
 

PEDF表达水平测定

参照1.3实验步骤制成蛋白样液,将蛋白样液稀

释至合适浓度后加入96孔板,于37
 

℃孵育20
 

min,
参照ELISA法说明书进行实验操作,用酶标仪于450

 

nm波长处测量各孔的A值。以VEGF或PEDF标

准品浓度为纵坐标,A值为横坐标,做直线相关回归,
据待测样本的A值在标准曲线上查出该样本的表达

水平对应值。

1.5 各组肿瘤坏死因子-α(TNF-α)
 

mRNA、白细胞介

素-1β(IL-1β)
 

mRNA、
 

IL-6
 

mRNA
 

的表达水平测定

各组细胞接种于6孔板培养,严格按照RT-PCR
法试剂盒说明书收集细胞。微量移液器将培养板上

培养液吸除干净,加入TRIzol试剂盒提取各组细胞

总RNA;加入反转录酶制成cDNA,随后进行荧光定

量PCR反应。反应条件为:95
 

℃
 

10
 

min;95
 

℃
 

15
 

s,

60
 

℃
 

60
 

s,共40个循环。TNF-α引物序列为:上游

5'-TCT
 

ACT
 

CCC
 

AGG
 

TCC
 

TCT
 

TCA
 

AG-3',下
游5'-GGA

 

AGA
 

CCC
 

CTC
 

CCA
 

GAT
 

AGA-3';IL-
1β引物序列为:上游5'-CTA

 

TCA
 

TGT
 

AAG
 

CTA
 

TGG
 

CCC
 

ACT-3',下 游5'-GCC
 

TCC
 

AGG
 

TCA
 

TCA
 

TCA
 

GTG-3';IL-6引物序列为:上游5'-GTA
 

GTG
 

AGG
 

AAC
 

AAG
 

CCA
 

GAG
 

C-3',下游5'-TAC
 

ATT
 

TGC
 

CGA
 

AGA
 

GCC
 

CT-3';β-actin引物序列

3003重庆医学2020年9月第49卷第18期



为:上
 

游5'-CAC
 

CCA
 

GCA
 

CAA
 

TGA
 

AGA
 

TCA
 

AGA
 

T-3',下游5'-CCA
 

GTT
 

TTT
 

AAA
 

TCC
 

TGA
 

GTC
 

AAG
 

C-3'。

1.6 统计学处理

采用SPSS19.0软件进行统计分析。计量资料以

x±s表示,组间比较采用t检验,多组间比较采用单

因素方差分析。计数资料以百分率(%)表示,组间比

较采用χ2 检验。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 ARPE-19细胞体外培养及鉴定

培养后细胞呈不规则形、多边形,2~3代后色素

颗粒逐渐减少、脱失,至第
 

4代基本消失,细胞核呈圆

形透明状,符合RPE细胞特征形态。免疫组织化学

细胞角蛋白检测呈阳性反应,细胞质呈棕黄色,证明

所培养的细胞为RPE细胞。

2.2 高糖最佳作用时间的确定

CCK-8法检测显示,高糖作用24
 

h时对照组、高
糖组和高渗组相对细胞活力(%)分别为(97.75±
38.46)%、(91.26±12.39)%、(93.52±10.35)%,3
组间差异无统计学意义(P>0.05);高糖作用48

 

h时

各组相对细胞活力(%)分别为(98.33±16.34)%、
(78.58±14.43)%、(95.32±45.72)%,与对照组比

较,高糖组相对细胞活力显著降低(P<0.05),高渗组

差异无统计学意义(P>0.05);高糖作用72
 

h时各组

相对 细 胞 活 力 (%)分 别 为 (97.28±25.91)%、
(75.74±20.72)%、(94.04±16.89)%,与对照组比

较,高糖组相对细胞活力显著降低(P<0.05),高渗组

差异无统计学意义(P>0.05)。高糖作用72
 

h时高糖

组相对细胞活力与48
 

h比较,差异无统计学意义(P>
0.05),见图1。故后续实验取作用48

 

h为高糖最佳作

用时间点。

2.3 不同浓度Res对ARPE-19细胞活性的影响

各组细胞的相对细胞活力:HG 组为(78.62±
5.28)%,HG+5

 

μmol/L
 

Res组、HG+10
 

μmol/L
 

Res组、HG+25
 

μmol/L
 

Res组、HG+50
 

μmol/L
 

Res组 分 别 为
 

(81.45±12.17)%、(90.65±
15.63)%、(85.74±16.27)%、(83.82±13.68)%,正

常对照组为(99.03±15.22)%。高糖组细胞活性明显

低于对照组(P<0.05),HG+5
 

μmol/L
 

Res组、HG+
10

 

μmol/L
 

Res组、HG+25
 

μmol/L
 

Res组、HG+50
 

μmol/L
 

Res组高于高糖组(P<0.05),见图2。且

HG+10
 

μmol/L
 

Res组相对细胞活力最强。

  a:P<0.05,与对照组比较。

图1  不同高糖作用时间对ARPE-19细胞活力的影响

  a:P<0.05,与正常对照组比较;1:正常对照组;2:HG组;3:HG+

5
 

μmol/L
 

Res组;4:HG+10
 

μmol/L
 

Res组;5:HG+25
 

μmol/L
 

Res
组;6:HG+50

 

μmol/L
 

Res组。

图2  不同浓度Res对ARPE-19细胞活力的影响

2.4 各组细胞形态变化

倒置显微镜下,正常对照组细胞排列紧密、规则,
多呈三角形、扁平多角形或长梭形,细胞体不透明,细
胞质透明,其内可见少许褐色和黑色色素颗粒;细胞

核呈圆形或卵圆形,边界清,核仁明显(图3A)。而

HG组细胞排列紊乱、细胞体变薄,部分细胞伸出伪

足,不规则细胞增多,形态表现多样,还可见少部分细

胞胞体皱缩、变圆,呈空泡状甚至出现脱壁(图3B)。

HG+Res组细胞形态仍可见变化,不规则细胞较多,
但细胞体皱缩、脱壁鲜见(图3C)。

  A:正常对照组;B:HG组;C:HG+Res组

图3  各组RPE-19细胞典型形态变化(×100)
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  A:MDA定量分析;B:SOD定量分析;C:GSH-Px定量分析;a:P<0.05,与正常对照组比较;b:P<0.01,与 HG组比较。

图4  Res对 MDA水平和SOD、GSH-Px活性的影响

2.5 各组 MDA水平及SOD、GSH-Px活性情况

正常对照组、HG组及 HG+Res组 MDA水平分

别为(6.64±0.78)nmol/mg、(9.41±0.98)nmol/mg、
(7.85±0.88)nmol/mg;SOD 活 性 分 别 为(43.65±
4.21)U/mg、(28.75±2.89)U/mg、(36.74±3.54)U/

mg;GSH-Px 活 性 分 别 为 (152.71±8.64)U/mg、
(10.25±1.31)U/mg、(106.74±6.58)U/mg。与正常

对照组比较,HG组 MDA水平明显降低,SOD、GSH-
Px活性明显升高,差异均有统计学意义(P<0.01);
与 HG组比较,HG+Res组 MDA 水平明显增加,

SOD、GSH-Px活性明显降低,差异均有统计学意义

(P<0.01),见图4。

2.6 各组VEGF、PEDF水平比较

正常对照组、HG组及 HG+Res组 VEGF水平

分别为(251.88±25.42)、(371.54±28.75)、(327.59±
27.61)pg/mL;PEDF水平分别为(54.61±5.34)、
(36.46±4.13)、(48.28±4.65)pg/mL。与正常对照

组比较,HG组 VEGF水平明显升高,PEDF水平明

显降低,差异均有统计学意义(P<0.01);与 HG组

比较,HG+Res组VEGF的水平明显降低,PEDF水

平的明显升高,差异有统计学意义(P<0.01),见
图5。

  A:VEGF定量分析;B:PEDF定量分析;a:P<0.05,与正常对照

组比较;b:P<0.01,与 HG组比较。

图5  Res对VEGF、PEDF的影响

  A:各组TNF-α的扩增倍数;B:各组IL-1β的扩增倍数;C:各组IL-6的扩增倍数;a:P<0.05,与正常对照组比较;b:P<0.01,与 HG组比较。

图6  Res对TNF-α
 

mRNA、IL-1
 

mRNA、IL-6
 

mRNA表达的影响

2.7 各组TNF-α
 

mRNA、
 

IL-1β
 

mRNA、
 

IL-6
 

mR-
NA表达情况

正常对照组、HG组及 HG+Res组TNF-α
 

mR-

NA扩增 倍 数 分 别 为1.00±0.01、3.15±0.18、

1.60±0.09;
 

IL-1β
 

mRNA 分 别 为 1.00±0.01、

2.24±0.12、1.33±0.07;IL-6
 

mRNA分别为1.00±

5003重庆医学2020年9月第49卷第18期



0.01、3.17±0.17、1.83±0.09
 

。与正常对照组比较,

HG组 TNF-α
 

mRNA、
 

IL-1β
 

mRNA、
 

IL-6
 

mRNA
水平均升高,差异有统计学意义(P<0.05);与 HG
组比较,HG+Res组以上各项水平均降低,差异有统

计学意义(P<0.05)。见图6。

3 讨  论

  正常的RPE细胞是保障视网膜氧供,维持血-视
网膜屏障稳定的重要组成部分。高糖环境下,RPE细

胞更易被嗜中性粒细胞黏附,破坏视网膜外屏障[8];
也可促使RPE细胞异常分泌VEGF,闭塞毛细血管,
促进视网膜新生血管的形成[9];并能抑制RPE细胞

的自噬功能,致使衰老的细胞器或大分子蛋白不能被

及时清除,并产生大量自由基及活性氧(ROS),造成

严重组织损害[10],上述RPE细胞活性和形态改变、氧
化应激、细胞增殖及凋亡、炎症损伤加重,均可促进

DR的发生发展。Res是一种多酚类化合物,对DR、
年龄相关性黄斑变性、青光眼均有一定的防治作

用[11]。前期体内试验研究发现,Res可减轻糖尿病大

鼠视网膜病理改变,并通过Bcl-2/Bax途径抑制视网

膜神经节细胞凋亡,延缓DR的发生发展[12],本研究

拟从体外实验探讨Res对高糖诱导的ARPE-19细胞

的影响。

ELMASRY等[13]观察高糖对 ARPE-19细胞损

伤情况发现,30
 

mmol/L葡萄糖为最适宜浓度。本研

究采用上述高糖浓度并在预实验 中 加 以 验 证,将
ARPE-19细胞株分为对照组、高糖组及高渗组培养,确
定48

 

h时细胞活力最佳,在此基础上继续确定Res作

用浓度为10
 

μmol/L时ARPE-19细胞活力最强,细胞

形态变化最小,故用10
 

μmol/L浓度 Res进行后续

实验。

RPE细胞对氧化应激较为敏感,当抗氧化屏障被

破坏,可造成不可逆性损伤[14]。MDA是脂质过氧化

过程中的主要产物,SOD是一种内源性抗氧化剂,

GSH-Px是一种细胞内抗氧化剂。随着DR患者体内

GSH-Px活性降低,其抗原性减弱,进而影响谷胱甘

肽氧化还原反应、生物合成和降解,致使 MDA、SOD
等因子活性发生改变[15]。有研究报道,Res可减轻过

氧化氢(H2O2)诱导的RPE细胞损伤,其 MDA水平

及SOD活性均较氧化损伤模型明显好转[16]。本研究

结果显示,采用10
 

μmol/L浓度Res干预后,能显著

降低 MDA水平,增加SOD、GSH-Px活性,与上述研

究结果相一致。

RPE细胞可分泌少量的VEGF和PEDF,前者具

有促进视网膜脉络膜新生血管生成作用,后者则为抑

制作用,二者保持动态平衡。有研究报道,缺氧状态

下RPE细胞自噬增高,并通过 VEGF/PEDF比值调

节视网膜新生血管形成[17];长期处于高糖刺激的

RPE细胞,其VEGF/PEDF动态平衡状态被打破,其
细胞增殖加快,进而影响血-视网膜功能稳定[18]。本

研究发现,与空白对照组比较,HG组 VEGF增加,

PEDF减少,而采用Res干预后,显著逆转了上述变

化,并趋于正常化,说明Res可调节VEGF/PEDF的

比值,减缓高糖诱导的RPE细胞增殖。
慢性炎性反应和免疫反应贯穿于DR发生发展

的整个病程,高糖环境下的RPE细胞也可分泌炎症

因子参与DR的进程[19]。有研究表明,晚期糖基化终

产物可致PE组织中TNF-α水平增加[20],并通过IL-
1β反应链致使视网膜内皮细胞变性[21]等途径促使眼

内新生血管形成。本研究测定高糖环境下体外培养

的RPE细胞炎症因子水平发现,HG组TNF-α
 

mR-
NA、IL-1β

 

mRNA、IL-6
 

mRNA较正常对照组表达明

显升高,而采用Res干预后,上述因子水平均明显降

低,由此提示Res可抑制高糖诱导的RPE细胞分泌

炎性因子,减少炎性损伤。
综上所述,Res可通过抑制氧化应激、减轻细胞增

殖、降低炎性因子分泌等途径延缓高糖所致RPE细

胞损 伤。本 研 究 初 步 观 察 到 Res对 体 外 培 养 的

ARPE-19细胞具有抗氧化应激、抗增殖、抗炎等作用,
但未就具体的细胞信号通路和细胞凋亡等途径深入

探讨,此为今后之研究方向。
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