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Abstract
誗AIM: To investigate the influence and mechanism of
blue light on the proliferation of human retinal pigment
epithelial cells.
誗 METHODS: Cells were divided into two groups,
including blue light group and control group. The 35W
white light lamp with blue filter was used to establish
damaged RPE cell model in vitro. Blue ray wavelength
ranged between 470nm and 520nm. And the light
intensity was about 2000Lx. After exposure to blue light,
we tested the proliferation of human retinal pigment
epithelial cells by CCK - 8 kit. And then expression of
miR-103 was measured by the real-time PCR.
誗 RESULTS: Exposure to blue light inhibited the
proliferation of human retinal pigment epithelial cells and
increased the expression of miR - 103. Moreover, up -
regulation of miR - 103 inhibited the proliferation of
human retinal pigment epithelial cells, and down -
regulates miR- 103 promoted the proliferation of human
retinal pigment epithelial cells.
誗CONCLUSION: Blue light inhibits the proliferation of
human retinal pigment epithelial cells by the up -
regulation of miR-103.
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摘要
目的:研究蓝光对人视网膜色素上皮细胞增殖能力的影
响,并初步探讨其可能机制。
方法:利用 35W 白色冷光灯加用蓝色滤光片建立蓝光损
伤体外培养的 RPE 细胞模型,蓝光控制波长在 470 ~
520nm,光照强度控制为 2000Lx 左右,光照时间控制为
24 ~ 96h,利用 CCK-8 法检测 RPE 细胞的增殖能力,利用
real-time PCR 技术检测 RPE 细胞中 miR-103 的含量。
结果:与对照组相比,蓝光照射组的 RPE 细胞的增殖能
力减弱;蓝光照射组的 RPE 细胞内的 miR-103 含量较对
照组增加;miR-103 过表达时,RPE 细胞的增殖能力减
退,降低 miR-103 的表达时,细胞增殖能力增强;降低
miR-103 的表达能够减弱蓝光对 RPE 细胞增殖的抑制
作用。
结论:蓝光通过上调 miR-103 抑制 RPE 细胞的增殖,
miR-103可能成为治疗年龄相关性黄斑变性等视网膜变
性疾病治疗的新靶点。
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0 引言
年 龄 相 关 性 黄 斑 变 性 ( age - related macular

degeneration,AMD)是引起中老年人发生视力缺损的主要
疾病之一,AMD 发病机制复杂,目前尚未完全阐明,且疗
效欠佳[1]。 因此,研究 AMD 的发病机制具有重要意义。
视网膜光损伤与 AMD 有着相似的病理发生过程,视网膜
光损伤是研究 AMD 等视网膜变性疾病的良好模型[2-3]。
近年来,miRNA 成为人视网膜色素上皮( human retinal
pigment epithelial,hRPE)细胞功能调控的研究热点,大量
文献报道,作为转录后调控的重要因子 miRNA 参与调控
RPE 细胞的增殖、分化、凋亡和自噬等过程[4-6]。 本研究
通过蓝光照射体外培养的 RPE 细胞,检测其增殖能力的
变化和 miR-103 的含量变化,以探究光损伤对人 RPE 细
胞增殖的影响和可能的机制,目的在于为 AMD 等视网膜
变性疾病的发病机制提供理论依据。
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1 材料和方法
1. 1 材料 摇 人视网膜色素上皮细胞株(ARPE-19 细胞
株)购自美国模式菌种收集中心(ATCC);DMEM 细胞培
养基、PBS、胰蛋白酶和双抗等细胞培养试剂 (美国
hyclone 公司);胎牛血清(中国四季青公司); CCK-8 试
剂盒(日本同仁公司);PCR 相关试剂盒(日本 Takara 公
司);miR-103 引物(中国锐博公司);real-time PCR 仪和
酶联免疫检测仪(美国 Bio-Rad 公司)。
1. 2 方法
1. 2. 1 细胞培养 摇 利用含有 10% 胎牛血清的 DMEM 培
养基培养 ARPE-19 细胞株,取第 3 ~ 8 代的细胞用于
实验。
1. 2. 2 人视网膜色素上皮细胞蓝光损伤模型建立摇 参照
蔡善君等[7] 建模方法,取上述 ARPE-19 细胞株培养,待
细胞融合度达 70% 以上时行蓝光照射。 本实验分为对
照组和蓝光照射组,蓝光照射组的处理为 35W 白色冷光
灯前覆盖蓝色滤光片,波长控制在 470 ~ 520nm,光照强
度在 2000Lx 左右,光照时间控制在 24 ~ 96h。 实验过程
中保证光照在细胞培养箱内密闭进行。
1. 2. 3 细胞增殖能力的检测 摇 以 10000 个细胞 / 孔的密
度将 ARPE-19 细胞接种于 96 孔板中,使用仅含 1% FBS
的培养液,达到同步化。 按照不同分组和处理,分别将细
胞在蓝光照射和黑暗中进行培养。 相同处理因素的每组
细胞每个处理时间段接种 6 孔,培养 24、48、72、96h。 在
上清中加入 10% CCK-8 处理液,37益培养箱里继续孵育
3h,随后利用酶标仪于 450nm 处测吸光度值。 该部分实
验至少重复 3 次[4]。
1. 2. 4 real-time PCR检测细胞 miR-103 的表达摇 分别
在 24、48、72、96h 四个时间点,使用 real-time PCR 实时定
量检测系统检测 ARPE-19 细胞中 miR-103 的含量。 按
照 Takara 反转录和扩增试剂盒说明书完成反转录和扩
增。 miR-103 的通用引物序列为 5蒺-TGG TGT CGT GGA
GTCG-3蒺,miR-103 特异性引物序列为 5蒺-ACA CTC CAG
CTG GGA GCA GCA TTG TAC-3蒺。
1. 2. 5 细胞转染 摇 从广东锐博公司购买的 miR-103 的
mimics 和 inhibitors,随后利用 Lipofectamine 2000 转染试
剂,将上述购买的试剂转染到 ARPE-19 细胞中以达到过
表达和下调表达 miR - 103 的目的。 按照说明书,吸
250滋L Opti - MEM 培 养 液 于 Ep 管 中, 加 入 5滋L
Lipofectamine 2000 充分混匀,常温静置 5min;吸取 5滋L
miRNA 溶液及阴性对照无序的 RNA 溶液,分别再加入
250滋L 培养液充分稀释,轻柔吹打,使其混匀;将上述两
种所配置的溶液混合,轻柔吹打,室温静置 20min,使
Lipofectamine 能够充分包裹 miRNA,形成稳定的复合物。

统计学分析:全部数据使用 SPSS19. 0 统计软件进行

分析,实验数据以 軃x依s 表示,采用独立样本 t 检验比较蓝
光照射组与对照组之间的均数差异,以双侧 P<0. 05 为
差异有统计学意义。
2 结果
2. 1 蓝光照射后 RPE 细胞增殖减弱 摇 CCK-8 法测量的
吸光度可以反映一段时间内细胞的增殖能力,将各组实
验数据根据对照组(Con)测量得到的吸光度进行归一化
处理(图 1),与对照组相比,蓝光照射组的 RPE 细胞在

摇 摇

图1摇 CCK-8 法检测蓝光照射对 RPE细胞增殖的影响摇 Con:
对照组;BL:蓝光照射组( aP<0. 05,bP<0. 01 vs 对照组)。

图 2摇 real-time PCR检测蓝光照射对 RPE 细胞 miR-103 表
达的影响摇 Con:对照组,BL:蓝光照射组( aP<0. 05,bP<0. 01 vs
对照组)。

图 3摇 real-time PCR 检测 miR-103 的 inhibitors 的作用效果
摇 NC:miR-103 无意对照组;miR-103 mimics or inhibitor:有意
序列组( bP<0. 01)。

24、48、72、96h 等时间点的增殖能力减弱,差异具有统计
学意义(P<0. 05)。
2. 2 蓝光照射后 RPE细胞中 miR-103 表达升高摇 利用
real-time PCR 技术检测蓝光照射组和对照组 RPE 细胞
在 24、48、72、96h 等时间点 miR-103 的表达情况,本研究
组发现照射组的 RPE 细胞内表达的 miR-103 含量较对
照组增加(P<0. 05, 图 2)。
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图 4摇 CCK-8 法检测 miR-103 对 RPE 细胞增殖的影响 摇
NC:miR-103 无意对照组;miR-103 mimics or inhibitor:有意序
列组( aP<0. 05,bP<0. 01)。

图 5摇 蓝光条件下检测抑制 miR-103 的表达对 RPE细胞增殖

的影响摇 Con:对照组;BL:蓝光照射组;BL+miR-103 inhibitors:
蓝光照射+抑制 miR-103 表达组( a P<0. 05,b P<0. 01 vs Con
组;cP<0. 05 vs BL 组)。

2. 3 miR-103 mimics 和 inhibitors 的效率验证摇 为了验
证在蓝光照射过程中表达升高的 miR-103 在 RPE 细胞
增殖中的作用,本研究组首先验证 miR-103 mimics 和
inhibitors 的作用效率。 将从公司购得的序列分别转染到
培养的 RPE 细胞中,24h 后利用 real-time PCR 技术检测
RPE 细胞内 miR-103 的含量变化,发现从公司购得序列
有较好的效果(P<0. 01,图 3)。
2. 4 miR-103 抑制 RPE 细胞增殖的影响摇 前部分实验
结论得出,蓝光抑制 RPE 细胞的增殖同时上调其 miR-
103 的表达,研究组进一步验证两者的关系。 通过细胞
转染技术将 miR-103 的 mimics 和 inhibitors 分别转染到

RPE 细胞中,随后利用 CCK-8 法检测细胞的增殖能力变
化,研究组发现,上调 miR-103 时,RPE 细胞的增殖能力
下降,下调 miR-103 的表达细胞增殖能力增强(P<0. 05,
图 4)。
2. 5 降低 miR-103 含量后蓝光照射 RPE 细胞增殖减弱
有所恢复摇 为了进一步验证蓝光是通过上调 miR-103
抑制 RPE 细胞的增殖,在蓝光照射下抑制 miR-103 的表
达,发现与单纯的蓝光组相比,下调 miR - 103 的表达
RPE 细胞的增殖能力有所恢复(P<0. 05,图 5)。
3 讨论

AMD 是引起国内外中老年人发生视力缺损的主要
疾病之一,其病程的发生和发展与长期的光暴露损伤有
关[8]。 视网膜光损伤与 AMD 有相似的病理过程。 人
RPE 细胞具有转运、吞噬和清除等重要功能,RPE 细胞的
正常运转对维护视网膜正常的结构和功能有着重要意
义[9]。 蔡莉等[10]发现蓝光对 RPE 细胞的损伤呈光照强
度和光照时间依赖性。 本实验观察到蓝光照射后 RPE
的增殖能力明显下降,且具有时间依赖型,这与之前研究
相符。

近年来,miRNA 成为 RPE 调控的研究热点,大量文
献报道,作为转录后调控的重要因子 miRNA 参与调控细
胞的增殖、分化、凋亡和自噬等过程[5,11-14]。 作为 miR-
107 的同源 miRNA,miR-103 的研究范围覆盖了细胞信
号通路、干细胞、肿瘤、生物发育等各个领域[15-19]。 已有
文献报道 miR-103 能够调控多种细胞的增殖能力,Sun
等[4,15]发现 miR-103 通过靶向调控 Cav1. 2 的表达抑制
成骨细胞的增殖。 然而在 RPE 细胞中,miR-103 对其调
控作用鲜有研究。 在本实验中,研究组发现在蓝光照射
后 RPE 细胞中的 miR-103 含量增加,且增加的 miR-103
能够抑制 RPE 细胞的增殖,在后续的实验中研究组发
现,如果抑制了增高的 miR-103 表达,蓝光对 RPE 细胞
增殖的抑制作用减弱,这又进一步证实了结论。 但是本
研究组同样看到,在抑制 miR-103 后,与正常对照组相
比,蓝光照射下 RPE 细胞的增殖能力仍然是减弱的。 这
说明除了 miR-103,蓝光照射调控 RPE 细胞增殖能力的
机制是复杂多样的,由于本实验主要研究的是 miR-103
对 RPE 细胞增殖的影响,其他相关机制有待于后续
研究。

综上所述,蓝光可通过上调 RPE 细胞 miR-103 的含
量抑制其增殖,本实验从光化学损伤抑制 RPE 细胞增殖
的角度,探讨了光暴露对 RPE 细胞增殖的影响,一定程
度上对治疗蓝光损害视网膜眼病提供了指导意义,但
miR-103 通过何种作用机制抑制 RPE 细胞的增殖仍有
待进一步研究与探索。
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