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摘要
目的:观察内质网应激 ( ＥＲＳ) 在氧化低密度脂蛋白
(ＯｘＬＤＬ)诱导的人视网膜色素上皮(ＲＰＥ)细胞凋亡中的
作用ꎮ
方法:人 ＲＰＥ 细胞系 ＡＲＰＥ１９ 采用低糖 ＤＭＥＭ 培养基和
１０％胎牛血清进行常规培养ꎮ 实验分为 ３ 组:对照组(常
规培 养 的 ＡＲＰＥ１９ )、 ＯｘＬＤＬ 组 ( 加 入 ５、 １０、 ２５、 ５０、
１００μｇ / ｍＬ ＯｘＬＤＬ)和 ＬＤＬ 组(加入 ５、１０、２５、５０、１００μｇ /
ｍＬ ＬＤＬ)培养 ２４ｈꎮ 分别采用细胞计数试剂盒(ＣＣＫ８)检
测各组细胞活性ꎬ流式细胞仪检测凋亡比例ꎬ蛋白质印迹
(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ)检测 ＥＲＳ 相关蛋白及凋亡相关酶的表
达ꎮ 激光共聚焦显微镜观察人 ＲＰＥ 细胞吞噬红色荧光探
针 Ｄｉｌ 标记的氧化低密度脂蛋白(Ｄｉｌ－ＯｘＬＤＬ)情况ꎮ
结果: ＣＣＫ８ 结 果 显 示: 对 照 组 细 胞 存 活 率 为 ( １００ ±
５ ６３７)％ꎬ加入 ５、１０、２５、５０、１００μｇ / ｍＬ ＯｘＬＤＬ 后细胞活力
分别为(１０５.２９８±９.３９５)％、(９７.１０６±５.４１７)％、(７７.０１５±
４ ０５５)％、(６７. ６１３ ± ３. ８５３)％和 (４３. ８７２ ± ９. ５３２)％ ( Ｐ <
０ ０５)ꎻ加入 ５、１０、２５、５０、１００μｇ / ｍＬ ＬＤＬ 后细胞活力分别
为 ( ９７. ５５ ± ６. ２１７ )％、 ( ９９. ６４０ ± ３. ５８６ )％、 ( ９０. ４９５ ±
２ ７８６)％、(８３. ５５２ ± ９. １７１)％和 (９０. ９１０ ± １. ４２９)％ ( Ｐ >
０ ０５)ꎮ 流式细胞仪结果显示浓度为 ２５μｇ / ｍＬ 的 ＯｘＬＤＬ
会明显诱导细胞凋亡ꎬ对照组、ＯｘＬＤＬ 组(２５μｇ / ｍＬ)和 ＬＤＬ
(２５μｇ / ｍＬ)组凋亡率分别是(５. ２７１ ± ０. ５１９)％、(４１. ２３ ±
１ ６８６)％和(１３.０７±２.５７９)％(Ｐ<０.０１)ꎻＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 结果
显示 ＯｘＬＤＬ(２５μｇ / ｍＬ)组的 ＥＲＳ 相关蛋白和凋亡相关酶的
表达量明显高于对照组与 ＬＤＬ 组(Ｃａｓｐａｓｅ－１２:Ｆ ＝ ５０ ５３ꎬ
Ｐ<０.０５ꎻＧＲＰ７８:Ｆ ＝ ５５.６０ꎬ Ｐ <０.０５ꎻＣＨＯＰ:Ｆ ＝ ３８.２２ꎬ Ｐ <
０ ０５ꎻＸＢＰ－１:Ｆ＝５３.９４ꎬ Ｐ<０.０５ꎻＡＴＦ６:Ｆ＝ ２０.０１ꎬ Ｐ<０ ０５)ꎬ
而 ＬＤＬ 组(２５μｇ / ｍＬ)和对照组之间无差异(Ｐ>０ ０５)ꎮ
结论:ＥＲＳ 参与了 ＯｘＬＤＬ 诱导的人 ＲＰＥ 细胞凋亡ꎬ调控

ＥＲＳ 可能抑制人 ＲＰＥ 细胞凋亡ꎬ从而治疗 ＲＰＥ 细胞凋亡
相关疾病ꎮ
关键词:年龄相关性黄斑变性ꎻ视网膜色素上皮ꎻ氧化应
激ꎻ内质网应激ꎻ凋亡
ＤＯＩ:１０.３９８０ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７２－５１２３.２０２０.１０.０５

Ｒｏｌｅ ｏｆ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ
ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｏｘｉｄｉｚｅｄ ｌｏｗ－ｄｅｎｓｉｔｙ

Ｔｏｎｇ Ｗｕꎬ Ｋｕａｎ －Ｒｏｎｇ Ｄａｎｇꎬ Ｊｉｎｇ － Ｂｏ Ｓｕꎬ Ｂａｏ －
Ｚｈｅｎ Ｌｙｕꎬ Ｘｉｎ － Ｔｉｎｇ Ｌｕꎬ Ｙａｎ －Ｎｉａｎ Ｈｕｉꎬ Ｈｏｎｇ －
Ｊｕｎ Ｄｕ

Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｉｔｅｍｓ: Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ
(Ｎｏ. ８１４７０６５４)ꎻ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｈａａｎｘｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ
(Ｎｏ.２０１９ＳＦ－０４７)
Ｅｙｅ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ ＰＬＡꎻ Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ Ｘｉｊｉｎｇ
Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ａｉｒ Ｆｏｒｃｅ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｘｉａｎ ７１００３２ꎬ Ｓｈａａｎｘｉ
Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｔｏ: Ｈｏｎｇ － Ｊｕｎ Ｄｕ. Ｅｙｅ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ ＰＬＡꎻ
Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ Ｘｉｊｉｎｇ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ａｉｒ Ｆｏｒｃｅ Ｍｅｄｉｃａｌ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｘｉａｎ ７１００３２ꎬ Ｓｈａａｎｘｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ. ｄｈｊ２０２０ ＠
１２６.ｃｏｍ
Ｒｅｃｅｉｖｅｄ:２０１９－１１－２０　 　 Ａｃｃｅｐｔｅｄ:２０２０－０９－０９

Ａｂｓｔｒａｃｔ
•ＡＩＭ: Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ
ｓｔｒｅｓｓ (ＥＲＳ) ｉｎ ｏｘｉｄｉｚｅｄ ｌｏｗ－ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ (ＯｘＬＤＬ)
ｉｎｄｕｃｅｄ ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ (ＲＰＥ) ｃｅｌｌｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ.
• ＭＥＴＨＯＤＳ: Ｔｈｅ ｈｕｍａｎ ＲＰＥ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ＡＲＰＥ１９ ｗａｓ
ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ｌｏｗ ｇｌｕｃｏｓｅ ＤＭＥＭ ｍｅｄｉｕｍ ｗｉｔｈ １０％ ｆｅｔａｌ
ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ. Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｒｅｅ
ｇｒｏｕｐｓ: ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (ｎｏｒｍａｌ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ＡＲＰＥ１９)ꎬ ＯｘＬＤＬ
ｇｒｏｕｐ (ｗｉｔｈ ５ꎬ １０ꎬ ２５ꎬ ５０ꎬ １００μｇ / ｍＬ ｏｆ ＯｘＬＤＬ)ꎬ ａｎｄ ＬＤＬ
ｇｒｏｕｐ (ｗｉｔｈ ５ꎬ １０ꎬ ２５ꎬ ５０ꎬ １００μｇ / ｍＬ ｏｆ ＯｘＬＤＬ) ａｎｄ
ｃｕｌｔｕｒｅｄ ２４ｈ. Ｔｈｅ ＣＣＫ８ ｋｉｔ (Ｃｅｌｌ Ｃｏｕｎｔｉｎｇ Ｋｉｔ－８) ｗａｓ ｕｓｅｄ
ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｃｅｌｌ ａｃｔｉｖｉｔｙꎬ ｔｈｅ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ
ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｔｈｅ Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＥＲＳ－ｒｅｌａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ － ｒｅｌａｔｅｄ ｅｎｚｙｍｅｓ. Ｔｈｅ ｃｏｎｆｏｃａｌ
ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｐｈａｇｏｃｙｔｏｓｉｓ ｏｆ Ｄｉｌ－
ｌａｂｅｌｅｄ ＯｘＬＤＬ (Ｄｉｌ－ＯｘＬＤＬ) ｉｎ ＲＰＥ ｃｅｌｌｓ.
• ＲＥＳＵＬＴＳ: Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＣＣＫ８ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｗｈｅｎ
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｗｉｔｈ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ (１００ ±
５ ６３７)％ꎬ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ (５ꎬ １０ꎬ ２５ꎬ ５０ꎬ １００ μｇ/ ｍＬ)
ｏｆ ＯｘＬＤＬ ｃｏｕｌｄ ｃｈａｎｇｅ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ (Ｆ＝
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４１ ２０ꎬ Ｐ < ０. ０５)ꎬ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ
(１０５ ２９８± ９. ３９５)％、( ９７. １０６ ± ５. ４１７)％、( ７７. ０１５ ± ４. ０５５)％、
(６７ ６１３± ３. ８５３)％ ａｎｄ ( ４３. ８７２ ± ９. ５３２)％ꎻ Ｈｏｗｅｖｅｒꎬ ｔｈｅ
ｓａｍｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ (５ꎬ １０ꎬ ２５ꎬ ５０ꎬ １００ μｇ / ｍＬ) ｏｆ ＬＤＬ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｈａｄ ｎｏ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｎ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ (Ｐ>０.０５)ꎬ ａｎｄ
ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｃｈａｎｇｅｓ ｗｅｒｅ (９７.５５± ６.２１７)％ꎬ (９９.６４０±
３ ５８６)％ꎬ (９０.４９５±２.７８６)％ꎬ (８３.５５２±９.１７１)％ ａｎｄ (９０.９１０±
１.４２９)％ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ
ＯｘＬＤＬ ｗｉｔｈ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ２５μｇ / ｍＬ ｃｏｕｌｄ
ｉｎｄｕｃｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｐｐａｒｅｎｔｌｙ. Ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅｓ ｏｆ ｔｈｅ
ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ＯｘＬＤＬ (２５μｇ / ｍＬ) ｇｒｏｕｐꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ＬＤＬ
(２５μｇ / ｍＬ) ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ (５.２７１± ０.５１９)％ꎬ (４１.２３± １.６８６)％
ａｎｄ ( １３. ０７ ± ２. ５７９)％ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ
ａｍｏｎｇ ｔｈｅｍ ｗｅｒｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ( Ｆ ＝ ３２９. ８ꎬ Ｐ <
０ ０１)ꎻ Ｔｈｅ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＥＲＳ－ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ－
ｒｅｌａｔｅｄ ｅｎｚｙｍｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ＯｘＬＤＬ ( ２５μｇ / ｍＬ) ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ
ｔｈｅ ＬＤＬ ｇｒｏｕｐ(Ｃａｓｐａｓｅ－ １２:Ｆ ＝ ５０.５３ꎬ Ｐ< ０.０５ꎻＧＲＰ７８:Ｆ ＝
５５.６０ꎬ Ｐ<０.０５ꎻＣＨＯＰ:Ｆ＝ ３８.２２ꎬ Ｐ<０.０５ꎻＸＢＰ－１:Ｆ＝ ５３.９４ꎬ Ｐ<
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ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍꎻ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓꎻ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ
ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｓｔｒｅｓｓꎻ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ:Ｗｕ Ｔꎬ Ｄａｎｇ ＫＲꎬ Ｓｕ ＪＢꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｏｌｅ ｏｆ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ
ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎｄｕｃｅｄ
ｂｙ ｏｘｉｄｉｚｅｄ ｌｏｗ－ｄｅｎｓｉｔｙ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ( Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ) ２０２０ꎻ２０
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０引言
年 龄 相 关 性 黄 斑 变 性 ( ａｇｅ － ｒｅｌａｔｅｄ ｍａｃｕｌａｒ

ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎꎬ ＡＲＭＤ)是老年人不可逆盲的最主要原因ꎮ
按照病理变化不同ꎬＡＲＭＤ 可以分为干性和湿性两种类
型ꎮ 干性 ＡＲＭＤ 的主要病理改变之一是视网膜色素上皮
(ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍꎬ ＲＰＥ)细胞的凋亡和由此导致
的感光细胞死亡ꎬ而氧化应激损伤是主要原因[１]ꎮ 内质网
应激(ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｓｔｒｅｓｓꎬ ＥＲＳ)是近年来发现的
一种新的凋亡机制ꎬ它通过影响细胞内促存活和促凋亡途
径相关基因的表达ꎬ维持细胞内代谢平衡ꎬ以及 ＰＥＲＫ－
ｅＬＦ２－ＡＴＦ４－ＣＨＯＰ、ＩＲＥ１－ＸＢＰ１ 和 ＡＴＦ６ 三种经典的信号
途径发挥作用[２]ꎮ 既往研究中已证实氧化低密度脂蛋白
(ｏｘｉｄｉｚｅｄ ｌｏｗ－ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎꎬ ＯｘＬＤＬ)可引起 ＲＰＥ 细
胞凋亡ꎬ但其参与凋亡的具体机制以及 ＥＲＳ 是否参与其
中尚不明确[３－４]ꎮ 本研究采用不同浓度的 ＯｘＬＤＬ 作用于
人 ＲＰＥ 细胞ꎬ观察对细胞活力和凋亡的影响ꎬ同时观察
ＥＲＳ 相关蛋白及凋亡相关酶的变化ꎬ探讨 ＥＲＳ 在 ＯｘＬＤＬ
诱发的人 ＲＰＥ 细胞凋亡中的作用和机制ꎮ
１材料和方法
１ １ 材料　 人 ＲＰＥ 细胞系 ＡＲＰＥ１９(中国科学院细胞库)、
胎牛血清(Ｈｙｃｌｏｎｅꎬ澳大利亚)、低糖 ＤＭＥＭ(Ｃｏｒｎｉｎｇꎬ美

国)、胰酶(Ｇｉｂｃｏꎬ美国)、青霉素 / 链霉素(Ｇｉｂｃｏꎬ美国)、
ＯｘＬＤＬ、ＬＤＬ、Ｄｉｌ －ＯｘＬＤＬ(翊圣生物ꎬ中国)、Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ －
ＦＩＴＣ / ＰＩ 细胞凋亡双染试剂盒(碧云天ꎬ中国)、ＣＣＫ８(七
海生物ꎬ中国)、ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒、小鼠源 Ｃａｓｐａｓｅ－１２
抗体、小鼠源 β－ａｃｔｉｎ 抗体(ＣＳＴꎬ美国)、兔源 ＣＨＯＰ 抗体、
兔源 ＧＲＰ７８ 抗体、兔源 ＸＢＰ － １ 抗体、兔源 ＡＴＦ６ 抗体
(Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈꎬ中国)、兔源 ＲＰＥ６５ 抗体 ( Ａｂｃａｍꎬ美国)、
Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ４８８ 标记的山羊抗兔 ＩｇＧ 二抗、辣根过氧化酶
(ＨＲＰ)标记的山羊抗小鼠 ＩｇＧ 二抗、ＨＲＰ 标记的山羊抗
兔 ＩｇＧ 二抗(翊圣生物ꎬ中国)、ＤＡＰＩ( Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎꎬ美国)、
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 凝胶配制试剂盒(碧云天ꎬ中国)、ＥＣＬ 超敏发
光底物(四正柏ꎬ中国)ꎮ 主要仪器设备:ＣＯ２培养箱(上海
力申科学仪器)、倒置显微镜(Ｏｌｙｍｐｕｓꎬ日本)、ＦＳＸ１００ 荧
光显微镜(Ｏｌｙｍｐｕｓꎬ日本)、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 电泳仪、电泳槽及
化学发光仪 ( Ｂｉｏ － Ｒａｄꎬ美国)、流式细胞仪 ( Ｂｅｃｔｏｎ －
Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎꎬ美国)ꎮ
１ ２方法
１ ２ １细胞培养 　 ＡＲＰＥ１９ 采用低糖 ＤＭＥＭ 培养基(含
１０％胎牛血清、１×１０５Ｕ / Ｌ 青霉素和 １００ｍｇ / Ｌ 链霉素)在

３７°Ｃ、５％ ＣＯ２饱和湿度的培养箱中常规培养ꎮ 取生长状
态良好的细胞进行后续实验ꎮ
１ ２ ２ ＲＰＥ细胞吞噬检测　 将对数生长期的 ＡＲＰＥ１９ 接
种于 ２４ 孔板细胞爬片ꎬ常规培养至 ５０％融合状态后ꎬ加入
２５μｇ / ｍＬ 红色荧光探针 Ｄｉｌ 标记的 ＯｘＬＤＬ(Ｄｉｌ－ＯｘＬＤＬ)培
养 ８ｈꎬ４％ＰＦＡ 固定后免疫荧光染色ꎬ加入 ＲＰＥ６５ 抗体 ４℃
过夜ꎬ洗涤后与 Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ４８８ 标记的山羊抗兔 ＩｇＧ 二抗
室温孵育 ２ｈꎬＤＡＰＩ 染色并封片ꎮ 使用激光共聚焦显微镜
观察 ＲＰＥ 细胞吞噬 Ｄｉｌ－ＯｘＬＤＬ 情况并拍照ꎮ
１ ２ ３ 实验分组和细胞活力测定 　 将对数生长期的
ＡＲＰＥ１９ 接种于 ９６ 孔细胞培养板ꎬ实验分为(１)对照组:
完全培养基常规培养ꎻ(２)ＯｘＬＤＬ 组:完全培养基中加入
不同浓度 (５、１０、２５、５０、１００μｇ / ｍＬ) ＯｘＬＤＬꎻ(３) ＬＤＬ 组:
完全培养基中加入不同浓度 (５、１０、２５、５０、１００μｇ / ｍＬ)
ＬＤＬꎮ 根据我组前期实验方法[５]ꎬ继续培养 ２４ｈ 后收集细
胞ꎬ采用 ＣＣＫ８ 法评价 ＯｘＬＤＬ 对细胞活力的影响ꎮ 各组细
胞活力以其吸光度(ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙꎬ ＯＤ)值占正常对照组
ＯＤ 值的百分比表示ꎬ公式为:细胞存活率(％) ＝ [(Ａｓ－
Ａｂ) / (Ａｃ－Ａｂ)]×１００％ꎻＡｓ:实验孔吸光度(含细胞、培养
基、ＣＣＫ８ 溶液和 ＯｘＬＤＬ / ＬＤＬ)ꎻＡｃ:对照孔吸光度(含细
胞、培养基、ＣＣＫ８ 溶液ꎬ不含药物)ꎻＡｂ:空白孔吸光度(含
培养基、ＣＣＫ８ 溶液ꎬ不含细胞、药物)ꎮ
１ ２ ４ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ－ＦＩＴＣ / ＰＩ 双染色法检测细胞凋亡 　 根
据文献报道[６－７]ꎬ采用 ２５μｇ / ｍＬ 的 ＯｘＬＤＬ 处理人 ＲＰＥ 细
胞 ２４ｈ 后ꎬ收集细胞重悬于 ５００μＬ 上样缓冲液ꎬ与 Ａｎｎｅｘｉｎ
Ｖ－ＦＩＴＣ 和 ＰＩ 各 ５μＬ 室温避光孵育 １５ｍｉｎꎬ然后采用流式
细胞仪(Ｂｅｃｔｏｎ－Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎꎬ 美国)分析测定细胞凋亡率ꎮ
细胞总细胞凋亡率(％)＝ 早期凋亡率(Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ＋ / ＰＩ－) ＋
晚期凋亡率(Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ＋ / ＰＩ＋)ꎮ
１ ２ ５ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ分析　 根据 ＣＣＫ８ 实验结果所选
浓度ꎬ将细胞分为对照组、ＯｘＬＤＬ 组(２５μｇ / ｍＬ)、ＬＤＬ 组
(２５μｇ / ｍＬ)ꎮ 按照本实验室报道的方法[８]提取蛋白ꎬ等量
的各组总蛋白经 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 凝胶电泳分离后转移到
ＰＶＤＦ 膜上ꎬ经封闭、洗涤后加入一抗小鼠源 Ｃａｓｐａｓｅ－１２
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图 １　 ＲＰＥ 细胞吞噬 Ｄｉｌ －ＯｘＬＤＬ 细胞免疫荧光染色结果
(×２００)　 Ｍｅｒｇｅ 图像为共定位ꎻ蓝色为 ＤＡＰＩ 染细胞核ꎻ绿色荧
光为 ＲＰＥ６５ꎻ红色荧光为吞噬的 Ｄｉｌ－ＯｘＬＤＬꎮ

抗体(１∶ １０００)、兔源 ＣＨＯＰ 抗体(１∶ １０００)、兔源 ＧＲＰ７８ 抗
体(１∶ １０００)、兔源 ＸＢＰ－１ 抗体(１∶ １０００)、兔源 ＡＴＦ６ 抗体
(１∶ １０００)、小鼠源 β－ａｃｔｉｎ 抗体(１∶ １０００)ꎬ４°Ｃ 过夜ꎬβ－
ａｃｔｉｎ 作为内参ꎮ 洗膜后与 ＨＲＰ 标记的山羊抗小鼠 ＩｇＧ 二
抗、ＨＲＰ 标记的山羊抗兔 ＩｇＧ 二抗室温孵育 ２ｈꎮ 抗原－抗
体复合物以 ＥＣＬ 发光底物显示ꎬ应用化学发光成像仪(美
国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ 公司ꎬＢｉｏ－Ｒａｄ ＣｈｅｍｉＤｏｃ ＸＲＳ＋型)采集图像ꎬ
用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析蛋白条带灰度值ꎬ以靶蛋白灰度值 /
β－ａｃｔｉｎ灰度值的比值反应靶蛋白相对水平ꎮ

统计学分析:采用 ＳＰＳＳ ２２ ０ 软件进行统计学分析ꎬ
数据使用均数±标准差表示ꎮ 多个样本均数之间的比较
采用单因素方差分析ꎬ组间比较采用 ＬＳＤ－ｔ 检验ꎮ 双侧检
验以 Ｐ<０ ０５ 为差异有统计学意义ꎮ
２结果
２ １ ＲＰＥ细胞吞噬 ＯｘＬＤＬ 情况 　 激光共聚焦显微镜观
察结果显示ꎬ细胞 ＲＰＥ６５ 染色阳性ꎬ细胞内可见大量吞噬
的 Ｄｉｌ－ＯｘＬＤＬꎬ证明 ＯｘＬＤＬ 可被 ＲＰＥ 吞噬而进入细胞ꎬ发
挥进一步作用ꎬ见图 １ꎮ
２ ２ ＣＣＫ８检测细胞活力结果　 对照组细胞活力为(１００±
５ ６３７)％ꎬ与对照组比较ꎬ ＯｘＬＤＬ 组经 ５、 １０、 ２５、 ５０ 和
１００μｇ / ｍＬ 处 理 ２４ｈ 后 细 胞 活 力 分 别 为 ( １０５ ２９８ ±
９ ３９５)％、 ( ９７ １０６ ± ５ ４１７ )％、 ( ７７ ０１５ ± ４ ０５５ )％、
(６７ ６１３±３ ８５３)％和(４３ ８７２±９ ５３２)％ꎬ各组之间比较
差异有统计学意义(Ｆ＝ ３８ ４５ꎬ Ｐ <０ ０５)ꎬ与对照组相比ꎬ
２５、５０ 和 １００μｇ / ｍＬ ＯｘＬＤＬ 组差异有统计学意义(均Ｐ<
０ ０５)ꎬ即 ＯｘＬＤＬ 在低浓度( <２５μｇ / ｍＬ)时不影响细胞活
力ꎬ而高浓度时( > ２５μｇ / ｍＬ)则可降低细胞的活力(Ｐ <
０ ０５)ꎮ 而 ５、１０、２５、５０ 和 １００μｇ / ｍＬ ＬＤＬ 处理 ２４ｈ 对细胞
活力无影响ꎬ差异无统计学意义(Ｐ>０ ０５)ꎬ各组细胞活力
分别为 (９７ ５５ ± ６ ２１７)％、(９９ ６４０ ± ３ ５８６)％、(９０ ４９５ ±
２ ７８６)％、(８３ ５５２±９ １７１)％和(９０ ９１０±１ ４２９)％ꎬ见图 ２ꎮ
２ ３ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ－ＦＩＴＣ / ＰＩ 双染色法检测细胞凋亡情况 　
因浓度大于 ２５μｇ / ｍＬ 的 ＯｘＬＤＬ 会降低细胞活力ꎬ因此我

　 　

图 ２　 ＣＣＫ８ 检测各组细胞活力ꎮ

们采用 ２５μｇ / ｍＬ 处理 ＲＰＥ 细胞ꎬ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ－ＦＩＴＣ / ＰＩ 染
色和流式细胞仪检测细胞凋亡水平ꎬ结果显示:对照组、
ＯｘＬＤＬ 组和 ＬＤＬ 组凋亡率分别是 ( ５ ２７１ ± ０ ５１９)％、
(４１ ２３±１ ６８６)％和(１３ ０７±２ ５７９)％ꎬ差异有统计学意
义(Ｆ＝ ３２９ ８ꎬＰ<０ ０１)ꎮ 且 ＯｘＬＤＬ 组相比 ＬＤＬ 组和对照
组ꎬ以及 ＬＤＬ 组相比对照组ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<
０ ０５)ꎬ见图 ３ꎮ
２.４ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ检测 ＥＲＳ相关蛋白表达结果　 对照
组、ＯｘＬＤＬ 组、ＬＤＬ 组 ５ 种 ＥＲＳ 相关蛋白的表达水平差异
均有统计学意义(Ｐ<０ ０５)ꎮ ＯｘＬＤＬ 组 ＥＲＳ 相关蛋白表
达均高于对照组和 ＬＤＬ 组ꎬ差异均有统计学意义 (Ｐ <
０ ０５)ꎬ见表 １ꎬ图 ４ꎮ
３讨论

ＡＲＭＤ 是视网膜黄斑区的一种慢性退行性病变ꎬ在临
床上主要分为干性(萎缩型)和湿性(渗出或出血型)两
种ꎮ 其中干性 ＡＲＭＤ 占确诊病例的 ８０％以上ꎬ其主要特
征是早期玻璃膜疣(ｄｒｕｓｅｎ)的形成、ＲＰＥ 细胞的变性死亡
和由此引起的视网膜外屏障破坏、感光细胞的死亡ꎬ进而
造成严重的视力损伤ꎮ 而在此过程中ꎬ年龄引起的黄斑部
的氧化应激起着重要作用[９－１１]ꎮ 随着 ＲＰＥ 细胞的衰老和
感光细胞的更新ꎬＲＰＥ 细胞消化 ＯｘＬＤＬ 的能力降低ꎬ过多
的 ＯｘＬＤＬ 在 ＲＰＥ 细胞内堆积ꎬ细胞内活性氧 ( ｒｅａｃｔｉｖｅ
ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓꎬ ＲＯＳ)和非自由基物质增加ꎬ最终导致了
ＲＰＥ 细胞的死亡[１２－１３]ꎮ 临床试验已经证明服用抗氧化剂
可以减小 ＡＲＭＤ 进展的风险ꎬ这也证明了氧化应激在
ＡＲＭＤ 发病中的关键作用[１４－１５]ꎮ

细胞凋亡是细胞死亡方式的一种程序性ꎬ通常和早期
疾病的发生密切相关ꎮ 经典的细胞凋亡通路包括:死亡受
体活化(外源性)途径即细胞表面死亡受体接受胞外死亡
信号而激活细胞内的凋亡ꎻ线粒体损伤(内源性)途径即
线粒体通过释放凋亡诱导因子(ａｐｏｐｔｏｓｉｓ－ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｆａｃｔｏｒꎬ
ＡＩＦ)等激活 Ｃａｓｐａｓｅ 通路导致细胞凋亡ꎮ 而 ＥＲＳ 引起的
凋亡是近年来发现的一种新的凋亡方式ꎮ 内质网是膜相
关蛋白和分泌蛋白折叠和组装的主要细胞内位点ꎮ 内质
网功能障碍可导致蛋白质折叠能力落后于蛋白质折叠负
荷ꎮ 大量错误折叠的蛋白质给内质网带来压力ꎬ进而导致
细胞凋亡[１６－１７]ꎮ ＥＲＳ 主要有 ＰＥＲＫ－ｅＬＦ２－ＡＴＦ４－ＣＨＯＰ、
ＩＲＥ１－ＸＢＰ１ 和 ＡＴＦ６ 三种经典的信号途径参与ꎬ其中后两
个途径主要调控内质网伴侣蛋白ꎬ例如 ＧＲＰ７８ꎬ从而增加
了蛋白质折叠的能力[１８]ꎮ 虽然 ＰＥＲＫ 的早期激活增加了
ｅＩＦ２α 的磷酸化ꎬ降低了蛋白质翻译速率ꎬ从而使内质网
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图 ３　 流式细胞仪检测各组细胞凋亡率　 Ａ:细胞凋亡流式图ꎻＢ:细胞凋亡率统计图ꎻａＰ<０ ０５ ｖｓ 对照组ꎻｃＰ<０ ０５ ｖｓ ＬＤＬ 组ꎮ

图 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ检测 ＥＲＳ相关蛋白表达结果　 Ａ:各组细胞中 ＣＨＯＰ、ＧＲＰ７８ 和 Ｃａｓｐａｓｅ－１２ 蛋白表达结果ꎻＢ:各组细胞中

ＸＢＰ－１ 蛋白表达结果ꎻＣ:各组细胞中 ＡＴＦ６ 蛋白表达结果ꎮ

表 １　 各组中 ＣＨＯＰ、ＧＲＰ７８、Ｃａｓｐａｓｅ－１２、ＸＢＰ－１ 和 ＡＴＦ６ 蛋白表达情况 ｘ±ｓ
组别 Ｃａｓｐａｓｅ－１２ ＧＲＰ７８ ＣＨＯＰ ＸＢＰ－１ ＡＴＦ６
对照组 ０ ４０３±０ ０１４ ０ ４２７±０ ０５８ ０ ５７５±０ ０７３ ０ ５３８±０ ０７２ ０ ７７８±０ １０５
ＯｘＬＤＬ 组 １ ０６８±０ １１４ａꎬｃ １ ０３５±０ １１１ａꎬｃ １ ０１６±０ ０９７ａꎬｃ １ １２５±０ １２１ａꎬｃ １ ２８１±０ １３７ａꎬｃ

ＬＤＬ 组 ０ ６２５±０ ０８４ ０ ８５１±０ ００９ａ ０ ８６７±０ ０３３ａ １ １９０±０ ０４２ａ ０ ９０２±０ ０３２

Ｆ ５０ ５３ ５５ ６０ ３８ ２２ ５３ ９４ ２０ ０１
Ｐ <０ ０５ <０ ０５ <０ ０５ <０ ０５ <０ ０５

注:ａＰ<０ ０５ ｖｓ 对照组ꎻｃＰ<０ ０５ ｖｓ ＬＤＬ 组ꎮ

从压力中恢复ꎮ 但持续的 ＥＲＳ 会激活 ＰＥＲＫ 通路的下游
因子 ＣＨＯＰꎬ导致细胞凋亡和死亡[１９－２０]ꎮ

以往有研究证实 ＯｘＬＤＬ 可通过激活 ＥＲＫ－Ｂａｘ / Ｂｃｌ－２
信号通路导致 ＲＰＥ 细胞凋亡[３]ꎬ但 ＥＲＳ 是否参与尚未见
文献报道ꎮ 本研究结果显示ꎬ 浓度大于 ２５μｇ / ｍＬ 的
ＯｘＬＤＬ 作用于 ＲＰＥ 细胞可引起细胞活力降低ꎮ 进一步通
过 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ － ＦＩＴＣ / ＰＩ 染色和流式细胞仪检测发现ꎬ
ＯｘＬＤＬ 处理组的 ＲＰＥ 细胞凋亡比例增加ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ
检测结果显示凋亡相关酶 Ｃａｓｐａｓｅ－１２ 在 ＯｘＬＤＬ 作用下表
达增加同时 ＥＲＳ 相关蛋白 ＣＨＯＰ、ＧＲＰ７８、ＸＢＰ－１ 和 ＡＴＦ６
表达上调ꎮ 提示除了经典的凋亡通路ꎬＯｘＬＤＬ 还可以通
过 ＥＲＳ 途径引起 ＲＰＥ 细胞凋亡ꎮ

综上所述ꎬ本次研究证实一定浓度 ＯｘＬＤＬ 可通过
ＥＲＳ 途径导致 ＲＰＥ 细胞凋亡ꎬ而通过调控 ＥＲＳ 减少 ＲＰＥ
细胞凋亡可能达到控制 ＡＲＭＤ 进展的目的ꎮ
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ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ Ａｋｔ－ｍＴＯＲＣ１－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ Ｎｒｆ２－ＨＯ－ １ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ. Ｓｃｉ Ｒｅｐ
２０１６ꎻ ６:１－１３
１４ Ｗａｎｇ Ｋꎬ Ｚｈｅｎｇ Ｍꎬ Ｌｅｓｔｅｒ ＫＬꎬ ｅｔ ａｌ. Ｌｉｇｈｔ－ｉｎｄｕｃｅｄ Ｎｒｆ２(－ / －) ｍｉｃｅ
ａｓ ａｔｒｏｐｈｉｃ ａｇｅ－ｒｅｌａｔｅｄ ｍａｃｕｌａｒ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ
ｎａｎｏｃｅｒｉａ ｌａｄｅｎ ｉｎｊｅｃｔａｂｌｅ ｈｙｄｒｏｇｅｌ. Ｓｃｉ Ｒｅｐ ２０１９ꎻ ９(１): １－１２
１５ ＭｃＣｕｓｋｅｒ ＭＭꎬ Ｄｕｒｒａｎｉ Ｋꎬ Ｐａｙｅｔｔｅ ＭＪꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎ ｅｙｅ ｏｎ ｎｕｔｒｉｔｉｏｎ:

Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｖｉｔａｍｉｎｓꎬ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓꎬ ａｎｄ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｓ ｉｎ ａｇｅ －
ｒｅｌａｔｅｄ ｍａｃｕｌａｒ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎꎬ ｄｒｙ ｅｙｅ ｓｙｎｄｒｏｍｅꎬ ａｎｄ ｃａｔａｒａｃｔ. Ｃｌｉｎ
Ｄｅｒｍａｔｏｌ ２０１６ꎻ ３４(２): ２７６－２８５
１６ Ｙｏｓｈｉｄａ Ｈ. ＥＲ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ｄｉｓｅａｓｅｓ. Ｆｅｂｓ Ｊ ２００７ꎻ ２７４(３): ６３０－６５８
１７ Ｈｅｔｚ Ｃꎬ Ｐａｐａ ＦＲ. Ｔｈｅ Ｕｎｆｏｌｄｅｄ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ａｎｄ Ｃｅｌｌ Ｆａｔｅ
Ｃｏｎｔｒｏｌ. Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ ２０１８ꎻ ６９(２): １６９－１８１
１８ Ｗａｌｔｅｒ Ｐꎬ Ｒｏｎ Ｄ. Ｔｈｅ ｕｎｆｏｌｄｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ: ｆｒｏｍ ｓｔｒｅｓｓ ｐａｔｈｗａｙ
ｔｏ ｈｏｍｅｏｓｔａｔｉｃ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ. Ｓｃｉｅｎｃｅ ２０１１ꎻ ３３４(６０５９): １０８１－１０８６
１９ Ｈａｒｄｉｎｇ ＨＰꎬ Ｚｈａｎｇ Ｙꎬ Ｂｅｒｔｏｌｏｔｔｉ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｅｒｋ ｉｓ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｆｏｒ
ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｕｎｆｏｌｄｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｒｅｓｐｏｎｓｅ. Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ ２０００ꎻ ５(５): ８９７－９０４
２０ Ｃｈｅｎ Ｘꎬ Ｚｈｏｎｇ Ｊꎬ Ｄｏｎｇ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ Ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ Ｓｔｒｅｓｓ －
Ｉｎｄｕｃｅｄ ＣＨＯＰ Ｉｎｈｉｂｉｔｓ ＰＧＣ － １ａｌｐｈａ ａｎｄ Ｃａｕｓｅｓ Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
Ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ Ｄｉａｂｅｔｉｃ Ｅｍｂｒｙｏｐａｔｈｙ. Ｔｏｘｉｃｏｌ Ｓｃｉ ２０１７ꎻ １５８(２): ２７５－２８５

中国科技核心期刊眼科学类期刊主要指标及排名

刊名
核心总被引频次

数值 排名

核心影响因子

数值 排名

综合评价总分

数值 排名

中华眼科杂志 １８９１(３０３６) ２(２) ０.９５４(１.１９１) １(４) ７１.５ １

眼科新进展 １４２８(２７７５) ３(３) ０.９０２(１.６５６) ２(１) ６５.３ ２

中华实验眼科杂志 １０２１(１７２１) ４(４) ０.７７５(１.２９２) ３(３) ４９.９ ３

国际眼科杂志 ２２５７(５４８４) １(１) ０.６２８(１.６２８) ５(２) ４９.３ ４

中华眼科医学杂志电子版 １０８ １０ ０.３４０ １０ ４８.０ ５

中华眼底病杂志 ８４３ ５ ０.６６８ ４ ４５.４ ６

临床眼科杂志 ４６７ ７ ０.４７０ ６ ３３.９ ７

中华眼视光学与视觉科学杂志 ５７９ ６ ０.４４８ ７ ２４.８ ８

眼科 ４０４ ８ ０.４１２ ９ ２３.５ ９

中国斜视与小儿眼科杂志 ２５３ ９ ０.４４８ ７ １８.０ １０

摘编自 ２０１９ 版«中国科技期刊引证报告»核心版和扩展版(括号里面为扩展版的统计指标)
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