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Abstract
誗 AIM: To investigate the effect of epidermal growth
factor ( EGF) on proliferation and migration of retinal
pigment epithelial (RPE) cells.
誗METHODS: Human RPE cell lines (ARPE-19 cell) were
treated with different doses of EGF. The methyl thiazolyl
tetrazolium ( MTT ) assay was used to detect cell
viability. The 5 - bromodeoxyuridine ( BrdU )
incorporation assay was used to detect cell proliferation
and the “scratch-wound assay冶 was used to detect cell
migration ability. The epidermal growth factor receptor
(EGFR ) and protein kinase B ( AKT ) proteins were
detected by Western blot.
誗 RESULTS: The MTT assay results showed that
treatment with 50 and 100ng / mL EGF for 12h increased
ARPE-19 cell viability. The BrdU incorporation assay and
the “scratch-wound assay冶 showed that treatment with

100ng / mL EGF for 24h increased ARPE - 19 cell
proliferation and migration. The Western blot results
showed that treatment with 10-100ng / mL EGF for 12h or
100ng / mL EGF for 15-180min increased phosphorylation
levels of EGFR and decreased total levels of EGFR.
Similarly, treatment with 10 - 100ng / mL EGF for 12h or
100ng / mL EGF for 15-180min increased phosphorylation
levels of AKT, but not affected total levels of AKT.
誗 CONCLUSION: EGF affects ARPE - 19 cell viability,
proliferation and migration through inducing
phosphorylation of the EGFR / AKT signaling pathway.
The EGFR / AKT signaling pathway might play an
important role in abnormal proliferation and migration of
RPE cells in proliferative vitreoretinopathy.
誗 KEYWORDS: epidermal growth factor; epidermal
growth factor receptor; protein kinase B; retinal pigment
epithelial cell
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摘要
目的:探讨表皮生长因子(epidermal growth factor,EGF)对
视网膜色素上皮( retinal pigment epithelial,RPE)细胞增
殖和迁徙的影响。
方法:体外培养人 RPE 细胞株(ARPE-19 细胞),给予不
同浓度 EGF 处理 ARPE -19 细胞,通过噻唑蓝(methyl
thiazolyl tetrazolium, MTT) 实 验、 5 - 溴 脱 氧 尿 苷 ( 5 -
bromodeoxyuridine,BrdU)吸收实验和细胞划痕实验检测
EGF 对 ARPE-19 细胞活力、增殖和迁徙的影响;通过
Western blot 法检测 EGF 对表皮生长因子受体(epidermal
growth factor receptor,EGFR)和蛋白激酶 B(protein kinase
B,AKT)蛋白表达的影响。
结果:MTT 实验显示 50、100ng / mL EGF 处理 12h 诱导
ARPE-19 细胞活力增加;BrdU 吸收实验显示 100ng / mL
EGF 处理 24h 诱导 BrdU 染色阳性 ARPE-19 细胞数增
加;细胞划痕实验显示 100ng / mL EGF 处理 24h 可以诱导
ARPE-19 细胞迁徙能力增加。 Western blot 检测显示使
用 10 ~ 100ng / mL EGF 处理细胞 12h 或者 100ng / mL EGF
处理细胞 15 ~ 180min 均可以诱导磷酸化 EGFR(pEGFR)
表达升高和总 EGFR 表达降低,同时也可以诱导磷酸化
AKT(pAKT)表达升高,但是对总 AKT 表达无显著影响。
结论:EGF 通过 EGFR / AKT 信号通路增加 RPE 细胞的活
力、增殖和迁徙能力,可能对增殖性玻璃体视网膜病变中
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RPE 细胞的异常增殖和迁徙起到重要作用。
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0 引言
增 殖 性 玻 璃 体 视 网 膜 病 变 ( proliferative

vitreoretinopathy,PVR)是一种严重的、威胁视力的视网膜
疾病[1]。 近年来的研究显示,视网膜色素上皮( retinal
pigment epithelium,RPE)细胞在 PVR 的发生和发展过程
中起到关键作用[2-3]。 在 PVR 的发病过程中,异常的细
胞迁徙、增殖和分化在很大程度上受到细胞间传递信号
的细胞生长因子的影响[4]。 表皮生长因子 ( epidermal
growth factor,EGF)作为一种重要的细胞生长因子与其特
异性受体 EGFR(epidermal growth factor receptor)结合,激
活一系列的细胞信号传导通路[5],对 RPE 细胞的迁徙、
增殖和分化起到重要作用[6-8]。 研究表明,EGF 的激活
可能在 PVR 的发病机制中发挥重要作用[9]。 本研究主
要通过体外实验探讨 EGF 对 RPE 细胞活力、增殖和迁徙
及其对 EGFR 和蛋白激酶 B(protein kinase B,AKT)表达
的影响。
1 材料和方法
1郾 1 材料摇 人视网膜色素上皮细胞株(ARPE-19 细胞)
购自美国 ATCC(Manassas,VA);DMEM / F12 培养基、胎
牛血 清、 胰 酶 购 自 美 国 Gibco 公 司; 噻 唑 蓝 ( methyl
thiazolyl tetrazolium,MTT)购自美国 Sigma 公司;5-溴脱氧
尿嘧啶核苷(5 -bromodeoxyuridine,BrdU)试剂盒购自美
国 Selleck 公司;EGF 购自美国 Peprotech 公司;p-EGFR
和 EGFR 抗体购自美国 CST 公司;p-AKT 和 AKT 抗体购
自美国 Santa Cruz 公司。
1郾 2 方法
1郾 2郾 1 细胞活力检测(MTT 实验) 摇 将 ARPE-19 细胞以
1郾 0伊104个 / 孔接种在 96 孔板中,在 37益、5% CO2的湿润
环境下孵育 12h,给予 0、10、50、100ng / mL EGF 处理 12h,
倒置相差显微镜观察细胞形态变化,然后加入含有
50滋g / mL 噻唑蓝的培养液,37郾 5益、5% CO2 条件下孵育
4h。 每孔加入 150滋L 二甲基亚砜,置于水平摇床上,
350r / min,振荡 10min,使结晶物充分溶解。 使用酶联免
疫检测仪(POLARstar Omega,BMG LABTECH)于吸光度
为 570nm 处测量各孔的吸光值(A),计算细胞活力,细胞
活力=A实验组 / A对照组伊100% ,实验重复 3 次。
1郾 2郾 2 细胞增殖的检测(BrdU 吸收实验) 摇 将 ARPE-19
细胞以 1郾 0 伊105 个 / 孔接种于 12 孔板中的玻璃片上,在
37郾 5益、5% CO2的湿润环境下孵育 12h 至细胞全部贴壁。
将细胞分为对照组和 EGF 处理组,给予 100ng / mL EGF
诱导 24h 后加入终浓度为 30滋mol / L 的 BrdU,37郾 5益孵育
4h;然 后 将 细 胞 爬 片 用 磷 酸 缓 冲 盐 溶 液 ( phosphate
buffered saline,PBS)洗涤 3 次;使用 4% 多聚甲醛室温固
定 30min,PBS 洗 3 次。 将细胞在含有 2mol / L 盐酸的磷
酸缓 冲 盐 溶 液 - 吐 温 20 ( phosphate buffered saline
containing 0郾 1% Tween-20,PBST)中酸化变性 30min。 使

用含有 5%牛血清白蛋白的 PBST 室温封闭非特异性抗
原 1h。 用 PBS 以 1 颐 100 稀释 BrdU 抗体,室温孵育 2h。
PBS 洗 3 次,再使用 PBST 以1颐1000 稀释荧光二抗,室温孵
育 1h,PBS 洗 3 次。 使用含有 DAPI 的抗荧光封片剂封片。
荧光显微镜下观察,每张玻片随机取 4 个视野,计数 BrdU
染色阳性细胞数,并摄像。 细胞增殖率=BrdU 染色阳性细
胞数 / 总细胞数伊100%。 实验重复 3 次。
1郾 2郾 3 细胞迁徙实验(划痕法) 摇 将 ARPE-19 细胞以
1郾 0伊105个 / 孔接种于 12 孔板中,培养 24h 至细胞全部融
合;每组 3 个复孔,用 10滋L 微量移液器吸头在 12 孔板内
垂直划痕,PBS 洗 2 次,将细胞分为对照组和 100ng / mL
EGF 处理组,37郾 5益、5% CO2 的湿润环境下孵育 24h,倒
置显微镜下观察,测量细胞迁徙距离,并摄像。 实验重复
3 次。
1郾 2郾 4 Western blot 检测 摇 给予不同浓度的 EGF 处理
ARPE-19 细胞,处理完毕后,PBS 洗两次。 使用等量体
积的细胞裂解液裂解细胞,100益加热 10min 使蛋白质变
性,8000r / min 离心 2min,提取样品蛋白,在每个聚丙烯
酰胺凝胶加样孔加入含等量蛋白的上样缓冲液,恒定电
压 100V 进行电泳 40 ~ 50min,电泳结束后,接入电转仪
将目标蛋白从聚丙烯酰胺凝胶转移至聚偏氟乙稀膜
(polyvinylidene difluoride,PVDF),转膜设置条件为恒定
电流 300mA,120min,转膜结束后取出 PVDF 膜浸入 5%
脱脂奶粉,封闭液室温封闭 1 ~ 2h。 相应一抗(1 颐 1000)
4益孵育过夜;取出 PVDF 膜,PBST 液漂洗 3 次;相应二抗
(1颐2000)室温孵育 1 ~ 2h;使用 PBST 缓冲液洗膜 3 次;
配制 ECL 发光液,在暗室中将 PVDF 膜在发光液中孵育
1 ~ 5min;在化学发光成像系统(Bio-Rad ChemiDoc XRS
system)内将 PVDF 膜曝光显影,进行多帧图像实时采集,
使用 Image J 图像分析软件进行相对定量分析。 茁-actin
为内参蛋白。 实验重复 3 次。

统计学分析:应用 GraphPad Prism 5 软件进行统计分

析。 计量资料使用均数依标准差(軃x依s)表示,两组之间的
比较使用独立样本 t 检验;多组之间的比较使用单因素
方差分析(ANOVA),组间的两两比较采用 Tukey蒺s 检验。
P<0郾 05 为差异有统计学意义。
2 结果
2郾 1 EGF 对 ARPE-19 细胞形态和活力的影响摇 倒置相
差显微镜下观察细胞形态显示,对照组 ARPE-19 细胞呈
不规则多边形、铺路石样,簇状分布;分别经 10、50、
100ng / mL EGF 诱导 ARPE-19 细胞 12h 后,细胞形态均
呈梭形,相比对照组细胞变小(图 1A)。 MTT 实验结果显
示,分别使用 0、10、50、100ng / mL EGF 诱导 ARPE-19 细
胞 12h 后,细胞活力分别为 100% 依 3郾 9% 、104郾 3% 依
3郾 4% 、106郾 3% 依4郾 1% 、108郾 5% 依4郾 7% ,差异有统计学意
义(F=6郾 155,P<0郾 01,图 1B)。
2郾 2 EGF 对 ARPE-19 细胞增殖的影响 摇 BrdU 吸收实
验结果显示,100ng / mL EGF 处理细胞 24h 后,BrdU 染色
阳性细胞数(70郾 7% 依3郾 7% )较对照组(49郾 5% 依5郾 8% )
增加了约 21% ,差异有统计学意义( t = 5郾 578,P<0郾 01,
图 2)。
2郾 3 EGF 对 ARPE-19 细胞迁徙的影响摇 细胞划痕实验
结果显示,与对照组相比,100ng / mL EGF 处理 24h 可以
诱导 ARPE-19 细胞迁徙能力增加(图 3A)。 对照组细胞
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摇 摇

图 1摇 EGF 对 ARPE-19 细胞形态和活力的影响 摇 A:光学倒置相差显微镜观察细胞形态变化;B:MTT 实验检测细胞活力,aP<
0郾 05,bP<0郾 01 vs EGF 0ng / mL。

图 2摇 EGF对 ARPE-19 细胞增殖的影响摇 A:BrdU 吸收实验检测细胞增殖情况;B:BrdU 染色阳性细胞计数,bP<0郾 01 vs 对照组。

图 3摇 EGF对 ARPE-19 细胞迁徙的影响摇 A:细胞划痕实验观察 EGF 对 ARPE-19 细胞迁徙的影响;B: EGF 对 ARPE 细胞迁徙距离
的影响,bP<0郾 01 vs 对照组。
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图 4摇 EGF对 ARPE-19 细胞 EGFR / AKT信号通路蛋白的影响摇 A、C:Western blot 法检测 EGF 对 EGFR / AKT 信号通路蛋白表达的
影响;B、D:量化分析 EGF 对 EGFR / AKT 信号通路蛋白表达的影响,aP<0郾 05,bP<0郾 01 vs EGF 0ng / mL;cP<0. 05, dP<0. 01 vs EGF
0min; eP<0. 05, fP<0. 01 vs EGF 15min; hP<0. 01 vs EGF 30min; jP<0. 01 vs EGF 60min。

24h 迁徙距离为划痕的 42郾 0% 依2郾 0% ,100ng / mL EGF 处
理组细胞 24h 迁徙距离为划痕的 51郾 3% 依1郾 9% ,与对照
组相比约增加了 9% ,差异有统计学意义( t = 5郾 771,P<
0郾 01,图 3B)。
2郾 4 EGF 诱导 ARPE-19 细胞 EGFR / AKT 蛋白磷酸化摇
Western blot 检测结果显示,与对照组比较,10、25、50、
100ng / mL EGF 处理细胞 12h 可以引起磷酸化 EGFR
(pEGFR)和磷酸化 AKT(pAKT)表达增高,总 EGFR 表达
降低,但是对总 AKT 表达无显著影响 (图 4A、 B)。
100ng / mL EGF 分别处理细胞 15、30、60、180min 对 EGFR /
AKT 信号通路有显著影响,结果显示,处理 15min 时
pEGFR 表达显著升高,然后随着时间的延长逐渐降低,但
处理 180min 时仍高于对照组;而总 EGFR 表达水平下降;
pAKT 表达显著升高,处理 60min 达到最高值;但是对总
AKT 表达无显著影响(图 4C、D)。
3 讨论

RPE 细胞是位于光感受器外节和脉络膜毛细血管层
之间的一层单层色素细胞,也是构成血-视网膜屏障的一
个重要组成部分,对于维持视网膜的正常生理功能具有重
要意义。 成熟 RPE 细胞的有丝分裂在正常生理条件下是
静止的,但是在神经视网膜遭受损伤时,RPE 细胞开始出
现增殖及分化[10]。 近年来的研究显示,RPE 细胞在 PVR
的发生和发展过程中起到关键作用[2-3]。 RPE 细胞几乎
均出现在 PVR 患者的视网膜前膜中,并且具有巨噬细胞
或成纤维细胞的形态特征[11-12]。 在 PVR 的发病过程中,
异常的细胞迁徙、增殖和分化在很大程度上受到细胞间传

递信号的细胞生长因子的影响[4]。 研究发现,EGF 是引
起 RPE 细胞增殖的重要因素[6]。 Defoe 等[7] 报道 EGF 通
过磷脂酰肌醇 - 3 激酶 ( phosphatidylinositol 3 - kinase,
PI3K) 和丝裂原活化蛋白激酶 ( mitogen - actived protein
kinase,MAPK)信号通路促进 RPE 细胞存活。 EGF 可以诱
导EGF-EGFR-MAPK 信号通路,促进 RPE 细胞增殖和迁
徙[8]。 Zhang 等[13]发现 EGF 诱导的 EGFR-PI3K-AKT 信
号通路在 RPE 细胞迁徙过程中起显著作用。 国内研究报
道显示,EGF 对体外培养的人 RPE 细胞具有浓度依赖性
促增生和移行的作用[14];陈震等[15-16] 报道 EGF 通过激活
ERK1 / 2 通路刺激人 RPE 细胞整合素 琢-5 mRNA 和蛋白
的表达,进而促进人 RPE 细胞增生和迁移。 此外,已有研
究显示 EGFR 在 PVR 发展过程中的视网膜前膜有阳性表
达,对视网膜前膜形成起到重要作用[17-19]。 本研究结果
显示,EGF 可以增加 ARPE-19 细胞活力、增殖和迁徙能
力,促使 EGFR 和 AKT 蛋白的磷酸化水平升高,提示 EGF
促进 RPE 细胞活力、增殖和迁徙能力可能与 EGFR / AKT
信号通路有关;100ng / mL EGF 处理 12h 即可以诱导
ARPE-19细胞 EGFR / AKT 蛋白磷酸化水平升高,细胞活
力增强,而处理 24h 可以引起细胞增殖和迁徙能力增强,
这提示 EGF 对 ARPE-19 细胞的影响与其有效浓度和处
理时间有关。 综上所述,EGF 诱导的 EGFR / AKT 信号通
路可能在 PVR 发病过程中发挥重要作用,该通路可能是
防治 PVR 中 RPE 细胞异常增殖和迁徙的重要靶点,这
些研究结果尚需通过一些体内实验或临床研究进一步
验证。
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