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摘要
目的:探究抗肿瘤药物紫杉醇(ＰＴＸ)对人视网膜色素上皮

细胞(ＡＲＰＥ－１９)增殖、凋亡、周期、形态和视网膜外屏障

的潜在毒性作用ꎮ
方法:体外培养 ＡＲＰＥ－１９ 细胞ꎬ将细胞分为对照组(正常

培养基培养)、加药物组( ＰＴＸ)ꎮ 不同浓度 ＰＴＸ(０.００５、
０.０５、０.５、５ｍｇ / Ｌ)处理 ＡＲＰＥ－１９ 细胞 １２、２４、３６、４８、７２ｈꎬ
ＣＣＫ８ 法检测不同浓度 ＰＴＸ 不同时间点对 ＡＲＰＥ－１９ 细胞
增殖的影响ꎻ流式细胞术检测不同浓度 ＰＴＸ 不同时间点

对 ＡＲＰＥ－１９ 细胞凋亡的影响及周期阻滞作用ꎻ免疫荧光
观察细胞形态变化ꎻＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测凋亡相关蛋白表达

及屏障功能相关蛋白表达ꎻ通过测量细胞跨上皮电阻检测
药物对细胞屏障的影响ꎮ
结果:ＰＴＸ 使 ＡＲＰＥ－１９ 细胞的增殖能力降低ꎬ０.００５ｍｇ / Ｌ
ＰＴＸ 处理 ３６ｈꎬ细胞增殖开始受影响ꎻ同时ꎬＰＴＸ 加速细胞

凋亡且与时间、药物浓度呈依赖性ꎬ流式检测细胞周期可

明显得出细胞被阻滞于 Ｇ２－Ｍ 期ꎮ ０.０５ｍｇ / Ｌ ＰＴＸ 处理
２４ｈ 后ꎬ细胞形态发生明显改变ꎬ正常细胞呈梭形或不规

则形ꎬ加药物组中ꎬ细胞数相对减少且形态趋于圆形ꎻ
０.０５ｍｇ / Ｌ ＰＴＸ 破坏视网膜屏障功能ꎬ药物处理后细胞跨

上皮电阻显著降低且紧密连接蛋白 ＺＯ－１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 的表
达较对照组显著降低(Ｐ<０.０５)ꎮ Ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ－３、Ｂａｘ
的表达量较对照组显著增加ꎬＢｃｌ－２ 的表达量较对照显著
降低(Ｐ<０.０５)ꎮ
结论:ＰＴＸ 对 ＡＲＰＥ－１９ 细胞的增殖、凋亡ꎬ且依赖与时间
及浓度ꎻ此外ꎬＰＴＸ 对 ＡＲＰＥ－１９ 细胞周期及形态均产生

影响ꎮ 同时 ＰＴＸ 可破坏视网膜的屏障功能ꎬ提示抗肿瘤
药物存在对视网膜潜在的毒性作用ꎮ
关键词:紫杉醇ꎻ人视网膜色素上皮细胞ꎻ增殖ꎻ凋亡ꎻ周
期ꎻ紧密连接
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ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｂｙ ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ ａｎｄ ｉｔｓ
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Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｉｔｅｍｓ: Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ
( Ｎｏ. ８１６７０８６３ꎬ ８１９７０８１４ )ꎻ Ｋｅｙ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ
Ｐｒｏｇｒａｍ ｏｆ Ｓｈａａｎｘｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ ( Ｎｏ. ２０２１ＳＦ － ３３５)ꎻ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｘｉａｎ Ｈｅａｌｔｈ Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ ( Ｎｏ. ２０２０ｙｂ０７)ꎻ
ＢｅｔｈｕｎｅＬｏｎｇｍｕ Ｙｏｕｎｇ ａｎｄ Ｍｉｄｄｌｅ－ａｇｅｄ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙ Ｒｅｓｅａｒｃｈ
Ｆｕｎｄ (Ｎｏ.ＢＪ－ＬＭ２０１７００２Ｊ)
１Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｎｏｒｔｈｗｅｓｔｅｒｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｘｉａｎ ７１００００ꎬ
Ｓｈａａｎｘｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２ Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｎｏｒｔｈｗｅｓｔ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎻ Ｘｉａｎ Ｆｉｒｓｔ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｘｉａｎ ７１０００２ꎬ Ｓｈａａｎｘｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ
Ｃｈｉｎａꎻ ３Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ
ｏｆ ｔｈｅ Ａｉｒ Ｆｏｒｃｅ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｘｉａｎ ７１００３２ꎬ Ｓｈａａｎｘｉ
Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｔｏ: Ｚｈａｏ － Ｊｉｅ Ｃｈｕ. Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ
Ｎｏｒｔｈｗｅｓｔ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎻ Ｘｉａｎ Ｆｉｒｓｔ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｘｉａｎ ７１０００２ꎬ Ｓｈａａｎｘｉ
Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａꎻ Ｇｕｏ－Ｒｕｉ Ｄｏｕ. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ ｔｈｅ
Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ ｔｈｅ Ａｉｒ Ｆｏｒｃｅ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｘｉａｎ
７１００３２ꎬ Ｓｈａａｎｘｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ. ｆｉｅｒｙｗａｎｇ＠ １２６.ｃｏｍ
Ｒｅｃｅｉｖｅｄ: ２０２１－０６－２４　 　 Ａｃｃｅｐｔｅｄ: ２０２２－０１－０５

Ａｂｓｔｒａｃｔ
• ＡＩＭ: Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｔｏｘｉｃ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ
ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ ( ＰＴＸ ) ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬ ａｐｏｐｔｏｓｉｓꎬ ｃｅｌｌ
ｃｙｃｌｅꎬ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙꎬ ａｎｄ ｂｌｏｏｄ － ｒｅｔｉｎａｌ ｂａｒｒｉｅｒ (ＢＲＢ) ｏｆ
ｈｕｍａｎ ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ (ＡＲＰＥ－１９) .
•ＭＥＴＨＯＤＳ: ＡＲＰＥ － １９ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｄ
ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ: Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ( Ｃｏｎｔｒｏｌ) ａｎｄ
ｄｒｕｇ ｐｌｕｓ ｇｒｏｕｐ (ＰＴＸ) . ＡＲＰＥ－ １９ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＰＴＸ (０.００５ꎬ ０.０５ꎬ ０.５ꎬ ５ｍｇ/ Ｌ)
ｆｏｒ ａ ｃｅｒｔａｉｎ ｐｅｒｉｏｄ ｏｆ ｔｉｍｅ ( １２ꎬ ２４ꎬ ３６ꎬ ４８ꎬ ７２ｈ)ꎬ ａｎｄ
ＣＣＫ８ ａｓｓａｙ ａｎｄ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ
ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｒｕｇ ｏｎ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＡＲＰＥ－１９
ｃｅｌｌｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ
ｔｉｍｅꎬ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ.
Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ

４９１

国际眼科杂志　 ２０２２ 年 ２ 月　 第 ２２ 卷　 第 ２ 期　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
电话:０２９￣８２２４５１７２　 　 ８５２６３９４０　 电子信箱:ＩＪＯ.２０００＠ １６３.ｃｏｍ



ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ － ｒｅｌａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ｂａｒｒｉｅｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ － ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ. Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｄｒｕｇ ｏｎ ｔｈｅ
ｃｅｌｌ ｂａｒｒｉｅｒ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ｍｅａｓｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ.
• ＲＥＳＵＬＴＳ: ＰＴＸ ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ
ＡＲＰＥ－ １９ ｃｅｌｌｓ. Ａｆｔｅｒ ３６ｈ ｏｆ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ｌｏｗ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ０. ００５ｍｇ/ Ｌ ｐａｃｌｉｔａｘｅｌꎬ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
ｂｅｇａｎ ｔｏ ｂｅ ａｆｆｅｃｔｅｄ. Ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｉｍｅꎬ ＰＴＸ ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄ
ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｗａｓ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｏｎ ｄｒｕｇ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｔｉｍｅ. Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ａｒｒｅｓｔｅｄ
ｉｎ ｔｈｅ Ｇ２ －Ｍ ｐｈａｓｅ. Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎꎬ ＰＴＸ ｃａｕｓｅｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｃｅｌｌｓꎬ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｃｅｌｌｓ
ｆｕｓｉｆｏｒｍ ｏｒ ｉｒｒｅｇｕｌａｒ. Ｉｎ ｔｈｅ ＰＴＸ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｃｅｌｌｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｓｈａｐｅ ｔｅｎｄｅｄ ｔｏ ｂｅ ｒｏｕｎｄ.
ＰＴＸ ａｆｆｅｃｔｅｄ ｒｅｔｉｎａｌ ｂａｒｒｉｅｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｔｈｅ
ｔｒａｎｓｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｉｇｈｔ
ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ＺＯ － １ ａｎｄ Ｏｃｃｌｕｄｉｎ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (Ｐ<０.０５) . Ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｃｌｅａｖｅｄ － ｃａｓｐａｓｅ － ３ ａｎｄ Ｂａｘ ｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ
ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｂｃｌ － ２ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ( Ｐ < ０. ０５ ) ａｎｄ ｗａｓ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｏｎ ｄｒｕｇ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｉｍｅ.
• ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: ＰＴＸ ｃａｎ ａｆｆｅｃｔ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＡＲＰＥ－ １９ ｃｅｌｌｓꎬ ａｎｄ ｉｔ ｄｅｐｅｎｄｓ ｏｎ ｔｉｍｅ ａｎｄ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ. Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎꎬ ＰＴＸ ａｆｆｅｃｔｅｄ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ａｎｄ
ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ＡＲＰＥ－ １９ ｃｅｌｌ. Ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｉｍｅ ＰＴＸ ｃａｎ
ｄｅｓｔｒｏｙ ｔｈｅ ｂａｒｒｉｅｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｔｉｎａꎬｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇ ｔｈａｔ
ａｎｔｉ － ｔｕｍｏｒ ｄｒｕｇｓ ｈａｖｅ ａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｔｏｘｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｔｈｅ
ｒｅｔｉｎａ.
• ＫＥＹＷＯＲＤＳ: ｐａｃｌｉｔａｘｅｌꎻ ｈｕｍａｎ ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎻ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎻ ａｐｏｐｔｏｓｉｓꎻ ｃｙｃｌｅꎻ ｔｉｇｈｔ
ｊｕｎｃｔｉｏｎｓ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ:Ｙｅ ＹＴꎬ Ｄｏｕ ＧＲꎬ Ｃｈａｎｇ ＴＦꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄａｍａｇｅ ｏｆ ｒｅｔｉｎａｌ
ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｂｙ ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ ａｎｄ ｉｔｓ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ( Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ) ２０２２ꎻ２２(２):１９４－１９９

０引言
紫杉醇(ｐａｃｌｉｔａｘｅｌꎬ ＰＴＸ)是一种微管稳定药物ꎬ已获

得美国食品药品管理局 ( Ｆｏｏｄ ａｎｄ Ｄｒｕｇ Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎꎬ
ＦＤＡ)的批准ꎬ可用于治疗卵巢癌、乳腺癌、肺癌、肉瘤、淋
巴瘤和白血病等多种肿瘤的抗肿瘤药物[１]ꎮ 但需要注意
的是其应用所并发的诸多不良反应给肿瘤患者日常管理
带来了一些困难ꎮ 较为常见且报道较多的不良反应主要
包括骨髓抑制、过敏反应、消化系统反应、神经毒性、肌肉 /
关节痛、手足麻木以及肝脏损伤等[２]ꎮ 近些年关于 ＰＴＸ
治疗引起黄斑水肿[３] 陆续被报道ꎬ为一种 ＰＴＸ 使用相关
的少见眼部并发症ꎮ 目前关于 ＰＴＸ 导致黄斑水肿的研究
较少且机制不明ꎬ有文献猜测 ＰＴＸ 导致的黄斑水肿与视
网膜色素上皮 ( ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌꎬ ＲＰＥ) 细胞损
害[４]和视网膜屏障[５] 有关ꎬ但尚未有研究证实ꎮ 为明确
ＰＴＸ 对 ＲＰＥ 细胞存在潜在影响ꎬ我们应用体外培养的细

胞作为实验对象ꎬ研究其对 ＲＰＥ 细胞及屏障功能的影响ꎬ
以阐明 ＰＴＸ 致黄斑水肿的发病机制ꎮ
１材料和方法
１.１材料
１.１.１试剂　 人视网膜色素上皮细胞(ＡＲＰＥ－１９)购自于
赛百慷公司(中国)ꎮ ＤＭＥ / Ｆ１２ 培养基剂购自 ＨｙＣｌｏｎｅ 公
司(美国)ꎮ 胎牛血清等培养试剂购自 Ｇｉｂｃｏ 公司 (美
国)ꎮ ＰＴＸ 购自于 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ(ＭＣＥ)公司(美国)ꎮ
流式细胞仪以及配套试剂盒购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ (美国)ꎮ
ＣＣＫ８试剂盒购自武汉华美公司(中国)ꎮ 酶标仪( ＥＬＸ
８００ꎬＢｉｏ － Ｔｅｃｋꎬ美国)ꎮ Ｃｌｅａｖｅｄ － ｃａｓｐｓｅ － ３、Ｂｃｌ － ２、 Ｂａｘ、
ＺＯ－１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 购自 Ａｂｃａｍ 公司(英国)ꎮ β－ａｃｔｉｎ 抗体以
及二抗购自 ＣＳＴ 公司(美国)ꎮ
１.１.２细胞的培养及分组　 将 ＡＲＰＥ－１９ 细胞系在含 １０％
胎牛 血 清、 １％ 双 抗 的 ＤＭＥ / Ｆ１２ 培 养 基 中 培 养ꎮ 将
ＡＲＰＥ－１９细胞分为五组:对照组(正常培养基)、０. ００５、
０.０５、０.５、５ｍｇ / Ｌ ＰＴＸ 组ꎮ 当细胞融合至 ６０％ ~ ７０％时ꎬ换
无血清培养基继续培养 １２ｈ 后加不同浓度的 ＰＴＸ 刺激
１２、２４、３６、４８、７２ｈꎮ
１.２方法
１.２.１ ＣＣＫ８检测细胞增殖情况 　 将 ＡＲＰＥ－１９ 细胞以每
毫升 ２ × １０４ 个接种于 ９６ 孔板中ꎬ每孔加入细胞悬浮液
１００μＬꎮ 置细胞于 ３７℃ꎬ５％ＣＯ２细胞培养箱中培养ꎬ当细
胞贴壁后换无血清培养基继续培养 １２ｈ 后按对照组、
０.００５、０.０５、０.５、５ｍｇ / Ｌ ＰＴＸ 刺激 １２、２４、３６、４８、７２ｈꎬ每孔
加入 １０μＬ ＣＣＫ８ 溶液继续孵育ꎬ酶标仪测定 ４５０ｎｍ 处的
吸光度ꎮ
１.２.２流式细胞仪检测细胞凋亡情况　 取对数生长期的细
胞按每毫升 １×１０６ 个接种于 ６ 孔板ꎬ置细胞于 ３７℃ꎬ５％
ＣＯ２细胞培养箱中培养ꎬ当细胞贴壁后换无血清培养基继
续培养 １２ｈ 后按对照组、０.００５、０.０５、０.５、５ｍｇ / Ｌ ＰＴＸ 刺激
１２、２４、３６、４８、７２ｈꎬ胰酶消化加 １×Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 轻轻重悬
细胞ꎬ１０００ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ｍｉｎꎮ 加入 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ－ＦＩＴＣꎬ室温
避光孵育 １５ｍｉｎꎮ 加入 ＰＩ 染色液ꎬ轻轻混匀ꎬ冰浴避光放
置 ５ｍｉｎꎮ 流式细胞仪检测ꎬＡｎｎｅｘｉｎ Ｖ－ＦＩＴＣ为绿色荧光ꎬ
ＰＩ 为红色荧光ꎮ
１.２.３流式细胞仪检测细胞周期 　 细胞培养方法同 １.２.２ꎬ
当细胞贴壁后换无血清培养基继续培养 １２ｈ 后按对照组、
０.００５、０.０５、０.５、５ｍｇ / Ｌ ＰＴＸ 刺激 ２４ｈꎬ０.１％胰酶消化ꎬ７０％冷
乙醇固定 ４ｈꎬＴｒｉｔｏｎ－１００ 震荡ꎬＲＮＡ 酶 ３７℃水浴 ３０ｍｉｎꎬ碘化
丙啶染色后ꎬ置于流式细胞仪进行检测分析细胞周期ꎮ
１.２.４免疫荧光观察细胞形态　 将 ＡＲＰＥ－１９ 细胞按每毫
升 ２×１０５个接种于共聚焦培养皿中ꎬ当细胞生长至 ７０％时
换无血清培养基继续培养 １２ｈ 之后以换液的方式将对照
组和 ０.０５ｍｇ / Ｌ ＰＴＸ 的培养基加入共聚焦培养皿继续培养
２４ｈꎮ ４％ 多聚甲醛固定 ３０ｍｉｎꎮ 室温下ꎬ在 １％ ＢＳＡ 和
０.５％ Ｔｒｉｔｉｏｎ Ｘ－１００(ＰＢＳ 稀释)的封闭液中封闭 ３０ｍｉｎꎮ
加入兔源鬼笔环肽(Ｐｈａｌｌｏｉｄｉｎ)一抗(１∶ ２００)ꎬ一抗用上述
封闭液稀释ꎬ４℃ 湿盒内孵育过夜ꎮ ＰＢＳ 清洗 ３ 次ꎬ每次
５ｍｉｎꎮ 孵二抗(１∶ ２００)避光室温 １ｈ 使用含有 ＤＡＰＩ 的封
片剂染色细胞核并封片ꎬ激光共聚焦显微镜下观察拍照ꎮ
１.２.５ 细胞屏障模型的建立及检测　 提前 １ｈ 将 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
小室浸泡于培养基中ꎬ将 ＡＲＰＥ－１９ 细胞按每毫升 ５×１０４

５９１
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图 １　 各组细胞不同时间点增殖图ꎮ 　

个接种于微孔孔径 ０. ４０μｍ 的 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室内底面ꎬ
３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中孵育ꎬ无细胞生长仅有滤膜的小室
作为空白组ꎮ 所有的 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 上室加入 ５００μＬ 细胞培养
液ꎬ下室加入 １５００μＬ 培养液以保持静水压相等ꎮ 用倒置
相差显微镜观察细胞生长状况ꎬ当细胞开始融合时换为低
血清(１％ ＦＢＳ)培养基继续培养ꎬ之后隔天以半换液形式
进行换液ꎮ 用 ＴＥＲ 仪测定跨上皮细胞电阻ꎬ单位为
Ωｃｍꎬ之后每日同一时间点测 ＴＥＲ 共 ６ 次ꎮ 空白组用
同样的方法测定ꎬ作为背景电阻值ꎻ实验组的 ＴＥＲ 值为所
测电阻值减去背景电阻值乘以滤膜面积ꎮ 从 ３ 个取液处
进行测量ꎬ每孔电阻的测量至少重复 ３ 遍取其平均值ꎮ 当
观察到细胞呈紧密连接的六边形且连续 ３ｄ 电阻稳定即认
为细胞极化形成ꎮ 当细胞极化形成时ꎬ以换液的方式将对
照组和含 ０.００５、 ０. ０５、 ０. ５、 ５ｍｇ / Ｌ ＰＴＸ 的培养基加入
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 上室ꎬ分别在加药后 ３、６、１２、２４ｈ 测量其电阻值
变化ꎮ 同时ꎬ当细胞极化形成时ꎬ以换液的方式将对照组
和含 ０.０５ｍｇ / Ｌ ＰＴＸ 的培养基加入 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 上室刺激 ２４ｈ
后ꎬ提取总蛋白检测屏障功能相关蛋白的表达ꎮ
１.２.６ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测蛋白表达水平 　 将 ＡＲＰＥ－１９ 细
胞接种于 ６ｃｍ 培养皿中ꎬ细胞生长至 ７０％时换无血清培
养基继续培养 １２ｈ 之后以换液的方式 将 对 照 组 和
０.０５ｍｇ / Ｌ ＰＴＸ 的培养基加入培养皿继续培养 ２４ｈ 后ꎬ加
细胞裂解液提取总蛋白ꎬＢＣＡ 蛋白测定试剂盒测定蛋白
浓度ꎬ在制备的 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 加每孔 ３０μｇ 蛋白用于电泳分
离ꎬ采用湿转法将蛋白转移至 ＰＶＤＦ 膜上ꎬ转膜后置于 ５％
的脱脂牛奶 ( ＴＢＳＴ) 中室温封闭 １. ５ｈꎮ 孵兔源一抗
(１ ∶ １０００稀释)Ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐｓｅ－３、Ｂｃｌ－２、Ｂａｘ ４℃过夜ꎬ孵
二抗室温 １ｈꎮ 通过 ＥＣＬ 化学发光液在暗室中对蛋白质膜
进行成像ꎮ 并通过 ＩｍａｇｅＪ Ｐｒｏｇｒａｍ 扫描和测量条带的相
对光密度ꎮ β－ａｃｔｉｎ 为内参ꎮ

统计学分析:使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ｖ９.１.０.２２１.进行统

计分析ꎬ所有数据按均数±标准差(ｘ±ｓ)表示ꎬ两组之间比
较采用独立样本 ｔ 检验ꎬＰ<０.０５ 表示差异有统计学意义ꎮ
２结果
２.１ ＣＣＫ８检测细胞增殖情况　 ＰＴＸ 抑制 ＡＲＰＥ－１９ 细胞
增殖ꎬ且与时间和药物浓度呈依赖性(图 １)ꎮ 药物处理
１２ｈ 及低浓度(０.００５ｍｇ / Ｌ)的 ＰＴＸ 处理 ２４ｈ 后对细胞增殖
基本无影响影响ꎬ其细胞存活率基本在 ９６.７％左右ꎬ处理
３６ｈꎬ细胞增殖开始受影响ꎻ其余浓度处理下ꎬ不同时间点
细胞增殖明显受到抑制ꎬ特别是高浓度(５ｍｇ / Ｌ)的 ＰＴＸ
处理 ７２ｈ 后ꎬ细胞存活率仅为 ２８.９％ꎮ
２.２流式细胞仪检测细胞凋亡情况　 ＰＴＸ 引起 ＡＲＰＥ－１９

图 ２　 各组细胞不同时间点凋亡图ꎮ 　

细胞的凋亡与时间和药物浓度呈依赖性(图 ２)ꎮ ０.００５、
０.０５、０.５、５ｍｇ / Ｌ ＰＴＸ 药物处理 １２ｈ 细胞凋亡基本不受影
响ꎬ其凋亡指数保持在 ６ 左右ꎻ除高浓度(５ｍｇ / Ｌ ＰＴＸ)处
理 ２４ｈ 细胞凋亡明显增加ꎬ其凋亡指数为 １５.９３ꎬ其余不同
浓度细胞凋亡基本不受影响ꎻ在 ０.００５、０.０５、０.５、５ｍｇ / Ｌ
ＰＴＸ 药物刺激 ３６、４８ｈ 细胞凋亡均受影响ꎮ 而当药物刺激
７２ｈ 时ꎬ细胞基本坏死ꎮ
２.３流式细胞仪检测细胞周期　 对照组、０.００５、０.０５、０.５、
５ｍｇ / Ｌ ＰＴＸ 作用 ２４ｈ 后 ＡＲＰＥ－１９ 细胞明显阻滞于 Ｇ２ / Ｍ
期(图 ３)ꎮ 且随着药物浓度增加细胞周期变化更明显ꎮ
２.４免疫荧光观察细胞形态　 ０.０５ｍｇ / Ｌ ＰＴＸ 处理 ２４ｈ 后ꎬ
细胞形态发生明显改变(图 ４)ꎮ 正常细胞呈现扁梭形、圆
形或多角形的细胞形态ꎬ贴壁良好ꎮ 加药物组中ꎬ细胞数
相对减少且细胞发生皱缩ꎬ细胞骨架不清晰细胞形态趋于
圆形ꎮ
２.５细胞屏障模型的建立及检测 　 当细胞培养 ２ｗｋ 之后
极化逐步形成(图 ５Ａ)ꎬ其跨上皮电阻保持在 ７０Ωｃｍ２加
药物刺激后细胞屏障功能被破坏ꎬ同一时间点下药物浓度
高者细胞屏障受损更严重(图 ５Ｂ)ꎮ ０.０５ｍｇ / Ｌ ＰＴＸ 作用
细胞 ２４ｈ 后ꎬ细胞间紧密连接蛋白 ＺＯ － １ 和跨膜蛋白
Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 的表达较对照组明显降低(图 ５Ｃ)ꎬ差异均有统
计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ见表 １ꎮ
２.６ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测凋亡相关蛋白表达情况　 与对照组
相比ꎬ０.０５ｍｇ / Ｌ ＰＴＸ 组 Ｂａｘ、Ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ－３ 蛋白的相
对表达水平均显著升高ꎬＢｃｌ－２ 蛋白的相对表达水平均显
著降低ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ见表 １ꎬ图 ６ꎮ
３讨论

ＰＴＸ 是 ＦＤＡ 批准的第一个天然植物化学药物ꎬ是一
种高效低毒的光谱抗癌药物ꎬ其分子式为:Ｃ４７Ｈ５１ＮＯ１４ꎬ分
子量为 ８５３.９２ꎮ １９９２ 年由美国 ＦＤＡ 批准上市的三环二萜
类抗肿瘤药物[１]ꎬ１９７１ 年由 Ｗａｎｉ 等[６] 从短叶红豆杉中分
离出来化合物红豆杉ꎮ 其在抗肿瘤方面的疗效显著ꎬ在眼
部的不良反应引起了眼科医生的注意ꎮ

根据近几年关于 ＰＴＸ 导致黄斑水肿病例报道总结ꎬ
ＰＴＸ 所导致的黄斑水肿ꎬ患者最初出现双侧视力下降ꎬ眼
前节检查显示结果正常ꎮ 除双侧黄斑囊性改变外ꎬ眼底检
查结 果 均 在 正 常 范 围 内ꎮ 荧 光 素 血 管 造 影 ( ｆｕｎｄｕｓ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｎｇｉｏｇｒａｐｈｙꎬ ＦＦＡ)显示无渗漏或渗漏极小ꎬ光
学相干断层扫描(ｏｐｔｉｃａｌ ｃｏｈｅｒｅｎｃｅ ｔｏｍｏｇｒａｐｈｙꎬ ＯＣＴ)显示
黄斑中心凹厚度增加[７－９]ꎮ ＰＴＸ 引起黄斑水肿的病理机
制尚不明确ꎬ没有推荐的治疗指南ꎮ 治疗策略主要为停止
化疗ꎬ也有学者尝试碳酸酐酶抑制剂[１０]、皮质类固醇药
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图 ３　 流式细胞仪检测细胞周期　 Ａ:对照组ꎻＢ:０.００５ｍｇ / Ｌ ＰＴＸ 组ꎻＣ:０.０５ｍｇ / Ｌ ＰＴＸ 组ꎻＤ:０.５ｍｇ / Ｌ ＰＴＸ 组ꎻＥ:５ｍｇ / Ｌ ＰＴＸ 组ꎮ

图 ４　 免疫荧光观察细胞形态ꎮ 　

图 ５　 细胞屏障模型检测　 Ａ:细胞极化形成跨上皮电阻图ꎻＢ:药物刺激后不同时间点细胞跨上皮电阻示意图ꎻＣ:细胞间紧密连接蛋
白 ＺＯ－１ 和跨膜蛋白 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 相对表达图ꎮ

物[８]以及抗血管内皮生长因子[１１] 药物进行治疗ꎬ但治疗
效果都不显著ꎮ

本实 验 结 果 表 明ꎬ ＰＴＸ 可 以 抑 制 体 外 培 养 的

ＡＲＰＥ－１９细胞生长ꎬ且呈时间、浓度依赖性ꎬ０. ０５ｍｇ / Ｌ
ＰＴＸ 处理细胞 ３６ｈ 细胞增殖受到抑制ꎮ 在早些年ꎬ有研究
者发现 ＰＴＸ 可抑制原代 ＡＲＰＥ－１９ 的增殖ꎬ且使细胞表面
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图 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测凋亡相关蛋白表达情况　 Ａ:Ｂａｘ 蛋白相对表达图ꎻＢ:Ｂｃｌ－２ 蛋白相对表达图ꎻＣ:Ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ－３ 蛋白相对
表达图ꎮ

表 １　 两组细胞相关蛋白表达情况比较 ｘ±ｓ
分组 ＺＯ－１ Ｏｃｃｌｕｄｉｎ Ｂｃｌ－２ Ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ－３ Ｂａｘ
对照组 １.１７９±０.０４７ １.２１７±０.０５２ ０.７５６±０.０６２ １.０４６±０.０１０ ０.９８８±０.０４０
０.０５ｍｇ / Ｌ ＰＴＸ 组 ０.８９３±０.０２３ ０.９２７±０.０４８ ０.４３８±０.０３９ １.２２１±０.２２６ １.２１９±０.０６３

　
ｔ ９.２２９ ７.００２ ７.４６３ －１２.４７７ －５.３０７
Ｐ ０.００１ ０.００２ ０.００２ ０.００２ ０.００６

微绒毛减少ꎬ细胞器减少等[１２]ꎮ 而且长时间(７２ｈ)的药物
处理细胞基本坏死ꎬ短时间较高浓度的药物处理细胞出现
凋亡ꎻ凋亡标志物 Ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ－３ 较对照组显著增加ꎬ
促凋亡因子 Ｂａｘ 及 Ｂｃｌ－２ 抗凋亡因子是调节凋亡的关键
因子ꎮ 在细胞受刺激下ꎬ细胞线粒体外膜遭到破坏ꎬ细胞
膜通透性增加ꎬ进而激活胱天蛋白酶 ３(Ｃａｓｐａｓｅ－３)ꎬ诱导
细胞凋亡[１３]ꎮ 在早前的研究中ꎬ罗莉霞等[１４] 研究发现
ＰＴＸ 可通过诱导兔晶状体上皮细胞的凋亡而抑制细胞
增殖ꎮ

血－视网膜屏障( ｂｌｏｏｄ － ｒｅｔｉｎａｌ ｂａｒｒｉｅｒꎬＢＲＢ)包括内
ＢＲＢ( ｉｎｎｅｒ ｂｌｏｏｄ － ｒｅｔｉｎａｌ ｂａｒｒｉｅｒꎬ ｉＢＲＢ) 和外 ＢＲＢ ( ｏｕｔｅｒ
ｂｌｏｏｄ－ｒｅｔｉｎａｌ ｂａｒｒｉｅｒꎬｏＢＲＢ)ꎬ它们分别由视网膜毛细血管
内皮细胞( ｒｅｔｉｎａｌ ｃａｐｉｌｌａｒｙ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎬＲＣＥＣ)和 ＲＰＥ
细胞与 Ｂｒｕｃｈ 膜和脉络膜毛细血管共同形成[１５]ꎮ 众所周
知ꎬ人类视网膜的三分之二通过 ｉＢＲＢ 由视网膜毛细血管
提供营养ꎬ其余部分通过 ｏＢＲＢ 由脉络膜毛细血管提
供[１６－１７]ꎮ 由 ＲＰＥ 形成的 ｏＢＲＢ 对于维持视网膜稳态至关
重要[１８]ꎮ ｏＢＲＢ 调控着视网膜与脉络膜循环之间的养分
和代谢产物进出ꎬ是视网膜维持生理状态和功能的重要结
构基础之一[１９]ꎮ ｏＢＲＢ 的建立取决于视网膜最外层的单
层排列的六角形细胞———ＲＰＥ 细胞间的紧密连接( ｔｉｇｈｔ
ｊｕｎｃｔｉｏｎꎬＴＪ)和细胞极化形态[２０]ꎮ 因此ꎬ如何维持或重建
ｏＢＲＢ 结构和功能ꎬ是维持视网膜正常稳态和生理功能的
关键ꎬ也是多种视网膜疾病防治的潜在靶点ꎮ 如在糖尿病
性视网膜病变中ꎬｏＢＲＢ 的破坏起着重要作用ꎮ 一项研究
报告称ꎬ ｏＢＲＢ 占糖尿病视网膜总血管渗漏的三分之
一[２１]ꎮ 年 龄 相 关 性 黄 斑 病 变 ( ａｇｅ － ｒｅｌａｔｅｄ ｍａｃｕｌａｒ
ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎꎬＡＲＭＤ)ꎬｏＢＲＢ 的完整性可防止脉络膜血管
反应侵入视网膜并将干性 ＡＲＭＤ 转变为湿性 ＡＲＭＤ[１９]ꎮ
本研究发现与对照组相比ꎬ０. ０５ｍｇ / Ｌ ＰＴＸ 组跨膜蛋白
Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 和结构连接蛋白 ＺＯ－１ 的相对表达水平显著降
低(Ｐ<０.０５)ꎬ同时 ０.０５ｍｇ / Ｌ ＰＴＸ 组细胞跨上皮电阻显著
降低ꎮ 根据本研究ꎬ我们推测在疾病发生过程中ꎬＲＰＥ 细

胞的增殖受到抑制、凋亡增加、形态异常及极化丢失会引
起 ｏＢＲＢ 的破坏进而导致黄斑水肿的发生ꎮ

然而这种特殊的黄斑水肿ꎬ与其他黄斑水肿ꎬ如糖尿
病性黄斑水肿(ｄｉａｂｅｔｉｃ ｍａｃｕｌａｒ ｅｄｅｍａꎬＤＭＥ)ꎬ继发于视网
膜静 脉 阻 塞 ( ｍａｃｕｌａｒ ｅｄｅｍａ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｔｏ ｒｅｔｉｎａｌ ｖｅｉｎ
ｏｃｃｌｕｓｉｏｎꎬＲＶＯ－ＭＥ)或葡萄膜炎相比ꎬ其特点是不表现出
经典的眼底血管造影结果ꎮ 在 ＰＴＸ 引起的黄斑水肿中ꎬ
ＯＣＴ 显示黄斑中心凹不同程度增厚ꎬＦＦＡ 检查未发现明显
渗漏源ꎮ 此外ꎬ黄斑水肿在停药后的不同时间会自行消
失ꎮ 这种特殊类型的黄斑水肿迄今为止还没有明确的发
病机制的研究发表ꎬ只有病例报道ꎮ 对这类黄斑水肿的发
病机制有不同的推测:(１)有学者认为药物引起的黄斑水
肿可能是由于 ＰＴＸ 抑制细胞内微管重组引起的细胞毒性
所致[９]ꎻ(２)Ｎｏｍｉ 等[７]认为其机制可能是细胞内液体在内
部积累和 ＢＲＢ 的微小损害ꎻ(３)也可以解释血管造影的结
果ꎬ有学者将无渗漏或极少渗漏的成像结果解释为 Ｍüｌｌｅｒ
细胞的细胞毒性ꎮ 因为 Ｍüｌｌｅｒ 细胞负责维持视网膜的神
经感觉渗透梯度ꎬ它们的功能障碍导致细胞内液体的积
累[２２]ꎮ 那么ꎬ此类黄斑水肿到底是 ｏＢＲＢ 的破坏进而导致
的水肿还是由于 Ｍüｌｌｅｒ 细胞的细胞毒性所致ꎬ或者说是两
者均参与仍还需进一步研究证明ꎮ 目前我们的研究结果
表明 ｏＢＲＢ 的破坏是参与此类黄斑水肿的发病机制ꎮ

综上所述ꎬ抗肿瘤药物 ＰＴＸ 可对视网膜存在潜在毒
性作用ꎬ其可能通过抑制 ＲＰＥ 细胞的增殖、促进凋亡、改
变细胞极化形态等造成视网膜外屏障的破坏ꎬ从而诱发视
网膜黄斑水肿ꎬ提示肿瘤患者使用 ＰＴＸ 治疗的疾病管理
中需要监测眼部副作用ꎮ
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植瘤生长及 Ｃａｓｐａｓｅ － ３ / Ｂａｘ / Ｂｃｌ － ２ 信号通路的影响. 解剖学杂志
２０２０ꎻ ５１(２): ２１６－２１９
１４ 罗莉霞ꎬ 李平华ꎬ 彭惠ꎬ等. 紫杉醇诱导兔晶状体上皮细胞凋亡及
细胞周期改变的研究. 眼科研究 ２００３ꎻ１: １８－２０
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１９ Ｃｕｎｈａ－Ｖａｚ Ｊꎬ Ｂｅｒｎａｒｄｅｓ Ｒꎬ Ｌｏｂｏ Ｃ. Ｂｌｏｏｄ－ ｒｅｔｉｎａｌ ｂａｒｒｉｅｒ. Ｅｕｒ Ｊ
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