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Abstract
誗 AIM: To investigate the effect of hypoxia on the
expression of NOX4 in cultured human RPE cells in vitro.
誗 METHODS: Human RPE cells were cultured and
passaged, and 3 - 6 generation cells were used in the
experiment. The experiment was divided into normoxia
control group and hypoxia group. The human RPE cells
in normoxia control group were routinely cultured. The
culture medium containing 200滋mol / L CoCl2 was used to
establish the hypoxia model of human RPE cells cultured
in vitro for 0,4,6,8,12 and 24h, and the RPE cells cultured
normoxia were as controls. The effects of different time
of hypoxia on the expression of NOX4 were identified by
Immunofluorescence staining and Western-blot assay.
誗RESULTS:RPE cells grew well in the control group and
hypoxia group. The morphology was spindle. The
morphology and arrangement of cells in hypoxia group
had no significant change compared with the control
group. Immunofluorescence staining showed that there
was a small amount of NOX4 expression in the RPE cells
of the normoxia control group. Cytoplasm showed green

fluorescence while the nucleus was blue. The expression
of NOX4 increased after hypoxia, and continued until the
late stage of hypoxia. Western-bolt results showed that
the expression level of NOX4 under hypoxic conditions in
RPE cells increased significantly, and is proportional to
the hypoxia time, the difference was statistically
significant (P<0. 05) .
誗 CONCLUSION: NADPH oxidase 4 in normal human
RPE cells have a small amount of expression, hypoxia
can significantly increase the expression of NOX4, and is
proportional to the time. It suggests that NADPH oxidase
may play an important role in the formation of choroidal
neovascularization.
誗 KEYWORDS: human retinal pigment epithelium;
NADPH oxidase 4; choroidal neovascularization
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摘要
目的:观察缺氧对培养的人视网膜色素上皮细胞中
NADPH 氧化酶 4(NOX4)表达的影响,探讨 NADPH 氧化
酶与脉络膜新生血管( choroidal neovascularization,CNV)
形成的关系。
方法:人视网膜色素上皮细胞 ( human retinal pigment
epithelium,hRPE)体外常规培养和传代,取 3 ~ 6 代细胞
用于实验。 将培养的人 RPE 细胞分为常氧对照组和缺
氧处理组,常氧对照组用 DMEM 完全培养液培养细胞,
缺氧处理组培养液中含有终质量浓度为 200滋mol / L
CoCl2,分别观察缺氧后 4、6、8、12、24h 后终止。 采用细胞
免疫荧光染色技术及 Western-blot 方法鉴定人 RPE 细胞
中 NOX4 的表达以及缺氧不同时间对 NOX4 表达的
影响。
结果:常氧对照组及缺氧处理组人 RPE 细胞生长良好,
形态呈梭形。 缺氧处理组细胞的形态及排列方式与空白
对照组相比无明显改变。 免疫荧光染色显示,常氧对照
组 RPE 细胞内有少量的 NOX4 表达,细胞质呈绿色荧光,
细胞核呈蓝色荧光;缺氧处理后 NOX4 的表达量增加,一
直持续到缺氧后期;Western-bolt 显示缺氧条件下人 RPE
细胞中 NOX4 的表达明显增加,与缺氧时间呈正比,与常
氧对照组相比,差异具有统计学意义(P<0. 05);
结论:NADPH 氧化酶在人 RPE 细胞中有表达,缺氧条件
下 NOX4 的表达显著提高,且与时间呈正比。 提示
NADPH 氧化酶可能在脉络膜新生血管形成中发挥重要
调节作用。
关键词:人视网膜色素上皮细胞;NADPH 氧化酶 4;脉络
膜新生血管

43

国际眼科杂志摇 2017 年 1 月摇 第 17 卷摇 第 1 期摇 摇 http: / / ies. ijo. cn
电话:029鄄82245172摇 摇 85263940摇 摇 电子信箱:IJO. 2000@ 163. com



DOI:10. 3980 / j. issn. 1672-5123. 2017. 1. 08

引用:李静,杨静,康前雁. 缺氧对培养的人视网膜色素上皮细
胞中 NOX4 表达的影响. 国际眼科杂志 2017;17(1):34-37

0 引言
摇 摇 脉络膜新生血管( choroidal neovascularization,CNV)
是 年 龄 相 关 性 黄 斑 变 性 ( age - related macular
degeneration,AMD)、病理性近视、糖尿病视网膜病变等
40 余种致盲性眼病共同的病理基础[1],其发生机制不完
全清楚。 现已公认缺氧引起的血管生成因子和抑制因子
的失衡,同时引发的一系列细胞、细胞外基质生物学效应
的改变是诱发该类疾病的关键[2],烟酰胺腺嘌呤二核苷
酸磷酸氧化酶(NADPH)是体内活性氧簇( reactive oxygen
species,ROS)的主要来源,ROS 水平直接反映了细胞内
氧化应 激 的 程 度[3-4]。 NADPH 氧 化 酶 4 ( NOX4 ) 是
NADHP 氧化酶家族(NOX 家族)重要亚型之一[5]。 研究
表明,NOX4 通过激活 H2 O2 / VEGFR2 / ERK 信号通路而
促进视网膜新生血管的形成,与糖尿病视网膜病变的发
生密切相关[6],正常情况下 RPE 细胞可表达 NOX4[7-8],
那么缺氧是否能诱导 NOX4 高表达,是否有参与脉络膜
新生血管的发生尚未见报道。 本实验通过观察缺氧不同
时间 RPE 细胞中 NOX4 的表达情况,探讨 NADPH 氧化
酶与 CNV 发生的相关性。
1 材料和方法
1. 1 材料 摇 ARPE - 19 细胞系 ( ATCC;Manassas VA)。
DMEM 培养基 (美国 Hyclone 公司);胎牛血清 ( fetal
bovine serum,FBS,杭州四季青公司);分析纯二甲基亚砜
(dimethyl sulfoxide,DMSO,美国 Sigma 公司);NOX4 鼠抗
人多克隆抗体一抗(英国 Abcam 公司);抗 茁-actin 鼠抗
人多克隆抗体(英国 Abcam 公司);二抗羊抗鼠多克隆抗
体 IgG - HRP ( ab6721,英国 Abcam 公司)、 CoCl2 (美国
Sigma 公司)。 倒置相差显微镜(日本 Olympus 公司)。
1. 2 方法
1. 2. 1 人 RPE 的培养 摇 用含体积分数 10% FBS 的
DMEM 培养液于 CO2恒温培养箱中培养 RPE,细胞融合
至 80%时进行传代培养。 传代后每 24h 更换培养液,3 ~
4d 细胞传代 1 次,取 3 ~ 6 代细胞用于实验。
1. 2. 2 CoCl2溶液的制备及分组摇 将培养基配制成终浓
度含有 200滋mol / L CoCl2备用。 将人 RPE 细胞调整密度

为 5伊107个 / 滋L,接种于 24 孔板中,置于细胞培养箱内静
置培养 24h 后分组:常氧对照组正常培养,缺氧组换液时
换以含终浓度为 200滋mol / L CoCl2的培养基建立化学缺

氧模型[8]。 于加药导致缺氧后 4、6、8、12、24h 共 5 个时
间点后终止缺氧。
1. 2. 3 细胞免疫荧光染色检测和定位人 RPE 中 NOX4
的表达摇 收集生长良好的细胞,经 2. 5g / L 胰蛋白酶消化
后制备成细胞悬液,调整细胞密度为 5伊103 个 / 滋L,接种
于 96 孔板中,待细胞充分贴壁;常氧对照组用 DMEM 完
全培养液培养 RPE,缺氧组加以含终浓度为 200滋mol / L
CoCl2的培养基,置于 37益、体积分数 5% CO2培养箱中进
行培养。 分别培养 0、4、6、8、12、24h 后弃去培养液,用
PBS 冲洗细胞 3 次,每孔加入 100滋L 预冷甲醇,置于
-20益冰箱中固定 30min。 向每个培养孔中加入体积分数

图 1摇 培养 hRPE 细胞的形态(可见细胞呈梭形或不规则形,
细胞体积变大,伊200)摇 A:常氧对照组;B:缺氧处理组。

0. 1% Triton X-100 溶液,室温下放置 30min 进行破膜处
理,再用 PBS 冲洗细胞 3 次,每孔加入 1% BSA 溶液
100滋L,孵育 1h;加入相应一抗 4益孵育过夜,PBS 冲洗细
胞 3 次,加入相应二抗室温下避光孵育 40min,PBS 冲洗
细胞 3 次,每孔加入 10滋g / mL DAPI 溶液 100滋L,室温下
避光孵育 5min。 吸去 DAPI 溶液,PBS 冲洗细胞 3 次,倒
置荧光显微镜下观察,利用 NIS-Elements D 3. 2 显微照
相系统进行拍照。
1. 2. 4 Western - blot 法检测缺氧对人 RPE 细胞中
NOX4 蛋白表达的影响摇 以含 10% FBS 的 DMEM 培养
液培养 RPE,贴壁生长 48h 后,PBS 清洗,常氧对照组和
缺氧处理组的培养方法同 1. 2. 3。 收集细胞后,RIPA 裂
解液法常规提取细胞总蛋白,BCA 法测定细胞总蛋白的
质量浓度,配制 SDS-PAGE 凝胶,Marker 上样量为 5滋L,
蛋白样品上样量为每孔 25滋L,其余各孔均用 1 伊loading
buffer 补足至 25滋L。 设置初始电压 90V,待溴酚蓝指示
剂移至浓缩胶与分离胶交界处时,调整电压为 120V,待
溴酚蓝指示剂到达分离胶下缘时,终止电泳。 转膜(硝酸
纤维素膜),质量分数 5%脱脂奶粉的 TBST 液封闭,加入
鼠抗人 NOX4 抗体(1颐1000)或 茁-actin 抗体(1颐20000),
4益孵育过夜;洗膜,加入相应的羊抗鼠二抗(1颐100000)
室温下孵育 1h;利用凝胶图像分析软件 Quantity One 分
析特异条带灰度值进行分析。 实验重复 3 次,以 茁-actin
为内参,蛋白表达强度以各组条带灰度值与 茁-actin 条带
灰度值的比值表示。
摇 摇 统计学分析:采用 SPSS 18. 0 统计学软件进行统计
学分析,本研究中测量指标的数据资料,经 W 检验呈正

态分布,以 軃x依s 表示。 各组间 NOX4 相对表达量的差异
比较采用单因素方差分析。 组间多重比较采用 Dunnett-
t 检验。 以 P<0. 05 为差异有统计学意义。
2 结果
2. 1 培养 hRPE的形态学观察摇 hRPE 正常状态下呈多
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图 2摇 各组细胞 NOX4 免疫荧光染色(常氧对照组可见 NOX4 少量表达在细胞质中,绿色荧光;4 ~6h缺氧处理组可见 NOX4 表达开
始增加;8 ~12h缺氧处理组可见 NOX4 表达量显著增加;缺氧 24h 处理组可见 NOX4 高表达量一直持续;伊400) 摇 A:常氧对照组;
B:缺氧 4h;C:缺氧 6h;D:缺氧 8h;E:缺氧 12h;F:缺氧 24h。

边形,贴壁生长,由于在体外培养过程中不能产生黑色素,
所以随着传代次数的增加,胞浆内的黑色素颗粒逐渐减
少。 细胞传至第 3 代时色素颗粒明显减少,而传至第 4 代
基本消失。 传代细胞形态与原代细胞相比呈梭形或不规
则形,细胞体积变大,细胞核仍呈圆形或椭圆形。 常氧对
照组 hRPE 呈长梭形,细胞核位于细胞的中部,细胞质丰
富,缺氧处理组细胞的形态及排列方式与空白对照组相比
无明显改变(图 1)。
2. 2 各组 hRPE 中 NOX4 的表达定位摇 细胞免疫荧光染
色结果显示,常氧对照组 RPE 细胞内有少量的 NOX4 表
达,细胞质呈绿色荧光,细胞核呈蓝色荧光(图 2A),而缺
氧处理后 NOX4 的表达量增加,一直持续到缺氧后期
(图 2B ~ F)。
2. 3 Western-blot 法检测缺氧对 hRPE 中 NOX4 蛋白表
达的影响摇 Western-blot 法检测缺氧对 hRPE 中 NOX4 蛋
白表达影响,结果显示,常氧处理组 NOX4 有少量的表达,
缺氧处理组培养 4、6、8、12、24h 后 NOX4 的蛋白相对表达
量明显上升,即缺氧可上调 NOX4 的蛋白表达,表达量的
增高与缺氧时间呈正比(图 3,4)。
3 讨论
摇 摇 脉络膜新生血管根本原因为血管生成刺激因子的相
对或绝对增多,其原因目前大家公认的是缺氧学说。 该学
说认为损伤和炎症反应等引起局部组织缺氧,导致局部释
放多种促新生血管生成因子,在这些细胞因子的共同作用
下,导致异常增生的脉络膜血管突破 Bruch 膜向 RPE 下或
神经上皮下生长,引起黄斑区的反复出血形成黄斑区瘢
痕,最终导致视力的永久性丧失[9]。
摇 摇 研究表明,氧化应激在脉络膜新生血管病变中起关键
作用[10]。 氧化应激可以诱导线粒体通路及 NADPH 氧化
酶途径产生过量的超氧化物(ROS)致其功能损害。 ROS
是指一类由氧形成的、化学性质较基态氧活泼的氧自由基
和非自由基的含氧代谢物质。 ROS 在体内具有双向调节
作用,正常情况下,ROS 生成对于机体防御功能是必要的;
但在某些病理情况下,体内 ROS 大大增加,同时机体抗氧

图 3摇 Western blot检测缺氧时 hRPE NOX4 蛋白条带情况。

图 4 摇 Western-blot 检测缺氧对 hRPE NOX4 蛋白表达的

影响 摇 aP<0. 05 vs 常氧对照组。

化防御能力下降,氧化能力超过抗氧化能力而发生氧化应
激,从而引起 ROS 对生物体脂质、蛋白质和核酸染色体的
直接损伤,导致细胞的凋亡或死亡[11]。 ROS 还可通过活
化 NF-资B 上调 HIF1-琢 的 mRNA 转录,使血管生成因子
VEGF 高表达,从而促进新生血管的形成[12]。
摇 摇 NOX4 是 NADPH 氧化酶家族重要成员之一,它是血
管内皮细胞产生 ROS 的主要来源,是氧化应激 NADPH-
ROS 途径一个重要的组成部分,NADPH 氧化酶的唯一功
能就是催化 ROS 的产生,同时参与了纤维化、炎症和肿瘤
的形成[13-14]。 Gu 等[15]研究发现,NOX4 在角膜碱烧伤后
参与了角膜新生血管的形成。 Vallet 等[16] 报道在缺血诱
导的小鼠脑新生血管中 NOX4 表达上调,我国李晶明等学
者发现 NOX4 在糖尿病大鼠模型中的视网膜组织及视网
膜血管内皮细胞中高表达[6],并显著上调 H2 O2 诱导的
VEGFR2 / ERK 信号通路高表达,促进了视网膜新生血管
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的生成,正常的视网膜色素上皮细胞可表达 NOX4,但缺
氧条件下,NOX4 的表达是否增加,NOX4 的表达增加是否
能促进脉络膜新生血管的发生尚未见报道。
摇 摇 本实验采用 CoCl2模拟细胞缺氧环境,使用免疫荧光
实验及 Western-blot 对缺氧在人 RPE 细胞 NOX4 的表达
进行了研究,结果显示:人 RPE 细胞表达 NOX4,定位在细
胞质中,缺氧能明显上调 NOX4 的表达,NOX4 的表达与
缺氧时间的延长呈正比。 分析其可能的作用机制之一是:
由于 NOX4 为血管内皮细胞中 ROS 产生的主要来源,在
缺氧状态下,VEGF 表达主要受转录因子缺氧诱导因子
(HIF1)的调节,而 HIF1-琢 启动子处含有 NF-资B 结合位
点,ROS 活化 NF - 资B 上调 HIF1,促进 VEGF 的表达。
VEGF 高表达导致血管内皮功能障碍,渗漏增加,促进新
生血管形成。 Chen 等[17] 报道给予 NADPH 氧化酶抑制剂
或抗氧化剂可以缓解糖尿病动物视网膜的血管渗漏,根据
我们的实验结果提示 NADPH 氧化酶可能在脉络膜新生
血管形成中发挥重要调节作用。
摇 摇 CNV 发病机制复杂,治疗手段局限。 实验虽已证实
新生血管的发生与 VEGF 密切相关[18],多个文献也已证
实多种因子可通过多个信号通路上调 VEGFR 的表达,从
而促进新生血管的发生[19-20]。 且临床上给予抗 VEGF 药
物球内注射也有明显的临床效果,但是抑制 VEGF 及其受
体,却无法完全抑制术后新生血管的再生及疾病的复发。
本研究丰富了缺氧诱导的脉络膜新生血管形成的机制,可
能为老年黄斑变性等脉络膜新生血管疾病的治疗提供新
靶点和药物选择提供新思路。
摇 摇 本实验尚未进行动物实验,也未进行参与 ROS 氧化
应激中调控 VEGFR 通路的 HIF1、上下游相关因子及各炎
性因子的检测。 NOX4 抑制剂对其影响也不得而知,这些
都将在后续的实验中加以完善和进一步研究。
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