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Abstract
誗 AIM: TO investigate the effects of tranilast on
proliferation of cultured human retinal pigment epithelial
(RPE) cells in vitro.
誗METHODS: To treate them with different concentrations
of tranilast 0 (control group), 12. 5, 25, 50, 100mg/ L after
culturing human retinal pigment epithelial cells (hRPE-19
cell line) 3 - 5 generations. And then to observe cell
morphology under inverted microscope combined with HE
staining, identify the cell by keratin CK18. Detecting
inhibition rate by MTT colorimetric method after the cells
were treated with different concentrations of tranilast for
12h, 24h, 48h. The RPE cells were cultured with different
concentrations of tranilast for 24h, then to measure the
transforming growth factor 茁1 ( TGF - 茁1 ) and platelet -
derived growth factor receptor A protein ( PDGFR - A)
expressing by Western - Blot and immunohistochemical
method.
誗RESULTS: The cell inhibition rate increased with the
increase of concentration at the same time point (P<0郾 05).
It shows a statistically significant difference. TGF - 茁1

protein expression is in cell plasma and PDGFR-A protein
in the cell membrane and cytoplasm, the expression of
their amount was lowered with the increase of
concentration of tranilast (P<0. 05) . It shows a statistically
significant difference.
誗CONCLUSION: Tranilast could inhibit RPE proliferation,
and it may be connected with the decreased TGF-茁1 and
PDGFR-A protein expression.

誗 KEYWORDS: tranilast; proliferative vitreoretinopathy;
human retinal pigment epithelial
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摘要
目的:观察曲尼司特对体外培养人视网膜色素上皮
(retinal pigment epithelium,RPE)细胞增殖的影响。
方法:用不同浓度的曲尼司特 0(对照组),12. 5,25,50,
100mg / L 作用于体外培养的 3 ~ 5 代人 RPE 细胞(RPE-
19 细胞株),在倒置显微镜下、结合 HE 染色观察细胞形
态,并采用细胞角蛋白 CK18 对细胞进行鉴定。 分别在作
用 12,24,48h 后采用四甲基偶氮唑蓝(MTT)比色法检测
各组细胞抑制率,蛋白质印迹法(Western-Blot)和免疫组
织化学法观察不同浓度的曲尼司特作用 24h 后细胞表达
转化生成因子-茁1(TGF-茁1)、血小板衍化生长因子受体 A
(PDGFR-A)蛋白的情况。
结果:相同时间点不同浓度曲尼司特对细胞抑制率随浓度
增加而增大,差异有统计学意义(P<0. 05)。 TGF-茁1蛋白
表达定位于细胞浆,PDGFR-A 蛋白定位于胞膜和胞浆,它
们的表达量都随曲尼司特浓度的增加而下调,差异有统计
学意义(P<0. 05)。
结论:曲尼司特可以抑制人 RPE 细胞的增殖,并有剂量依
赖性,其机制可能与下调 TGF-茁1和 PDGFR-A 蛋白表达
有关。
关键词:曲尼司特;增殖性玻璃体视网膜病变;人视网膜色
素上皮细胞
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0 引言
摇 摇 增殖性玻璃体视网膜病变(proliferative vitreoretinopathy,
PVR)是视网膜表面发生无血管的、纤维细胞性的膜增殖。
其多发生在孔源性视网膜脱离修复术后,由于视网膜色素
上皮细胞(retinal pigment epithelium,RPE)、一些炎性细胞
及炎性因子和胶质细胞等在视网膜表面和玻璃体内增殖,
特别是细胞因子对 RPE 细胞的刺激,导致 PVR 膜形成收
缩牵拉视网膜导致视网膜脱离,是视网膜复位术后再脱离
的主要原因[1]。 目前在临床上还没有有效的治疗方法。
曲尼司特最早作为一种抗变态反应药应用于临床,后研究
发现其还具有抑制平滑肌和成纤维细胞增殖,抗新生血管
形成和抗纤维化作用[2],但鲜有关于其用于 PVR 的研究,
本研究主要目的是观察曲尼司特对体外培养人 RPE 细胞
增殖的影响。
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1 材料和方法

1. 1 材料

1. 1. 1 实验仪器 摇 超净工作台 (苏州净化设备公司,
SpegAirTech);倒置显微镜(重庆光学仪器厂,XSZ-D2);
离心机(北京医疗仪器维修厂,LHS-64-01);CO2培养箱

(美国 SHELLAB);全自动酶标仪(美国 Sigma 公司,MDF-
381 型);一次性 25mL 细胞培养瓶(丹麦 Delta 公司);微
量加样器(法国,Eppendorf);96 孔培养板(丹麦 Delta 公

司);6 孔培养板(丹麦 Delta 公司)。
1. 1. 2 实验试剂摇 人 RPE-19 细胞株(北京北纳创联生物

技术研究院);曲尼司特(TNL,江苏盐城麦迪科化学品制

造有限公司);噻唑蓝(MTT,Amresco 公司分装);二甲基

亚砜(DMSO,苏州工业园区正兴化工研究院分析纯);
DMEM 培养液(美国 Sigma 公司);胎牛血清(杭州四季青

生物制品公司);胰蛋白酶(美国 Sigma 公司);特异性标记

抗体 CK18,TGF-茁1,PDGFR-A(北京博奥森生物科技有

限公司)。
1. 2 方法

1. 2. 1 细胞的培养 摇 液氮中取出 RPE 细胞,立即放入

37益水浴中复苏细胞,次日观察细胞生长状况,待细胞铺

满时进行传代培养。 传至 3 ~ 5 代后用于实验,实验分为

曲尼司特浓度为 0(对照组),12. 5,25,50,100mg / L 五组。
1. 2. 2 细胞爬片摇 胰酶消化细胞得细胞悬液,接种于置有

灭菌盖玻片的六孔板内,细胞覆盖 40%后,PBS 浸洗,10%
福尔马林固定 30min。
1. 2. 3 细胞形态学观察及鉴定摇 细胞爬片进行 HE 染色,
具体步骤如下:PBS 洗 2 次伊1min;苏木素染液染色 5min,
自来水浸洗;稀盐酸乙醇进行分色数秒,自来水浸洗;淡氨

水蓝化细胞核 3min,自来水浸洗;伊红染色 5min,自来水

浸洗;乙醇梯度脱水,二甲苯透明,中性树胶封片,显微镜

下观察细胞形态并照相。 抗人角蛋白 CK18 免疫细胞化

学染色镜下细胞鉴定。
1. 2. 4 MTT 比色法检测不同浓度曲尼司特在不同作用时

间对 RPE细胞增殖的影响摇 胰酶消化细胞得细胞悬液接

种,配成单个细胞悬液,调细胞密度为 1 伊105 个 / mL,以
100滋L / 孔接种至 96 孔板,12h 后加入含曲尼司特的完全

培养基 100滋L / 孔,使各孔终浓度为 0(对照组),12. 5,25,
50,100mg / L,每组设 6 个复孔。 分别再培养 12,24,48h
后,每孔加入 MTT 液(5g / L)20滋L,37益培养 4h 后弃去上

清液,每孔加入 DMSO 150滋L,轻轻振荡 10min,使结晶物

充分溶解,在 490nm 波长酶联免疫检测仪上测定各孔吸

光度 A 值,计算细胞抑制率。 细胞增生抑制率计算公式:
抑制率=[ (对照组 A 值-实验组 A 值) / 对照组 A 值]伊100%。
1. 2. 5 Western -Blot 法检测各组细胞表达 TGF-茁1 和

PDGFR-A蛋白的情况摇 各组细胞在药物作用 24h 后,收
集细胞加入裂解液在 4益,12000r / min 离心 20min,取上清

蛋白定量后进行电泳、转膜及免疫印迹。 兔抗人 TGF-茁1

(浓度 1 颐400) 、PDGFR-A(浓度 1 颐 300 ) 及 CK-18 (浓

度 1颐400)多克隆抗体 4益孵育过夜;辣根过氧化酶标记的

山羊抗小鼠 IgG 室温孵育 1h,ECL 显影拍照。 凝胶图像

处理系统进行半定量分析,以目的蛋白 / 茁-action 比值为

指标,条带灰度值越大,则细胞表达蛋白量越高。

表 1摇 不同浓度曲尼司特在不同作用时间后对 RPE细胞增殖

的抑制率 (軃x依s,% )
曲尼司特

浓度(mg / L)
12h 24h 48h

12. 5 16. 32依7. 88 16. 27依7. 17 13. 90依8. 41
25 26. 82依5. 59 22. 15依13. 90 21. 17依10. 17
50 35. 89依12. 09 24. 57依14. 51 23. 61依11. 80
100 39. 03依18. 13 34. 48依4. 47 30. 53依8. 45

1.2.6免疫组织化学法检测各组细胞 TGF-茁1和 PDGFR-A
蛋白表达的情况摇 六孔板中细胞爬片覆盖 40% 后进行换

液并加入曲尼司特,使各孔曲尼司特浓度分别为 0,12. 5,
25,50,100mg / L。 继续培养 24h 后,进行免疫组织化学,操
作步骤具体如下: (1) 10% 福尔马林固定 30min; (2 )
300mL / L H2O2甲醇 2mL,室温浸泡 15min;(3)每孔加入

30mL / L 牛血清白蛋白 800滋L,室温 30min,阻断非特异染

色;(4)滴加兔抗 TGF-茁1(浓度 1颐1200)、PDGFR-A(浓度

1颐800)70滋L 4益过夜;(5)辣根过氧化酶标记的山羊抗小

鼠 IgG 70滋L,37益 30min;(6)DAB 显色;(7)苏木素复染,
脱水,透明,封片,显微镜观察、照相。 采用 IPP 专业图像

分析软件,测定其平均灰度值。 光密度值越大,染色越深,
反映细胞内蛋白免疫活性(表达量)越高。
摇 摇 统计学分析:实验所得数据均采用 軃x依s 表示,用 SPSS
17. 0 进行统计学分析。 细胞抑制率的比较采用析因分

析,TGF-茁1和 PDGFR-A 蛋白表达用单因素方差分析,两
组间比较采用 SNK - q 检验,P < 0. 05 为差异有统计学

意义。
2 结果

2. 1 细胞形态学观察鉴定摇 RPE 细胞呈扁平长梭形,胞质

内含少量色素颗粒,胞核清晰可见,细胞贴壁生成。 免疫

组织化学结果显示,95% 以上细胞角蛋白抗体染色呈阳

性,表明上皮细胞来源(图 1)。
2. 2 不同浓度曲尼司特在不同作用时间对 RPE 细胞增殖

的影响摇 作用同等时间随着曲尼司特剂量的加大,对细胞

的抑制率也增强,差异具有统计学意义(P<0. 05)。 相同

剂量的曲尼司特作用时间越长,对细胞的抑制越弱,差异

无统计学意义(P>0. 05,表 1)。
2.3 Western-Blot 法观察曲尼司特对 TGF-茁1和 PDGFR-A
蛋白的影响 摇 12. 5,25,50,100mg / L 曲尼司特作用 24h
后,与对照组相比 TGF-茁1蛋白的相对表达量分别为 0. 94依
0. 02,0. 67依0. 02,0. 52依0. 03,0. 37依0. 02;随曲尼司特浓

度的增加,TGF-茁1蛋白的表达逐渐下降,差异有统计学意

义(P<0. 05)。 12. 5,25,50,100mg / L 曲尼司特作用 24h
后,与对照组相比 PDGFR-A 蛋白的相对表达量分别为

0郾 39依0. 01,0. 33依0. 01,0. 31依0. 00,0. 30依0. 01,随曲尼司

特浓度的增加 PDGFR-A 蛋白的表达逐渐下降,差异有统

计学意义(P<0. 05,图 2)。
2. 4 免疫组织化学结果 摇 TGF-茁1 阳性表达定位于细胞

浆,为棕黄色颗粒样物质(图 3)。 与对照组相比,曲尼司

特处理后,TGF-茁1 光密度值明显降低(P <0. 05),说明

TGF- 茁1 表达降低,曲尼司特可抑制 TGF - 茁1 的表达。
PDGFR-A 阳性表达定位于胞浆及胞膜,为棕黄色颗粒样
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摇 摇 摇 摇 图 1摇 细胞形态学观察鉴定摇 A:倒置显微镜下细胞形态(伊400);B:HE 染色观察细胞形态(伊100);C:免疫细胞

摇 摇 摇 摇 化学染色观察细胞角蛋白表达情况(伊100)。

图 2摇 各组 TGF-茁1和 PDGFR-A 蛋白表达情况摇 A:TGF-茁1;
B:PDGFR-A。

图 3摇 免疫组织化学法检测各组细胞 TGF-茁1和 PDGFR-A 蛋

白表达的情况(伊100) 摇 A:PDGFR-A 在 RPE 中的表达;B:曲
尼司特 100mg / L 作用 24h 后 PDGFR-A 表达;C:TGF-茁1在 RPE
中的表达;D:曲尼司特 100mg / L 作用 24h 后 TGF-茁1表达。

物质(图 3)。 与对照组相比,曲尼司特处理后,PDGFR-A
光密度值明显降低(P<0. 05),说明 PDGFR-A 表达降低,
曲尼司特可抑制 PDGFR-A 的表达。
3 讨论

摇 摇 RPE 细胞在 PVR 的发生发展中起着重要作用,它不

仅是形成 PVR 膜和收缩的主要细胞,同时还产生各种细

胞因子,如 PDGF 和血管内皮生长因子(VEGF)、TGF 和肝

细胞生长因子(HGF)等[3],而这些因子又能促进 RPE 细

胞的增殖,恶性循环,诱导触发一系列细胞反应,因此抑制

RPE 细胞的增殖是防治 PVR 发生的关键。 体外培养 RPE
细胞具有无限增殖能力,并向成纤维细胞转变[4],在本实

验中也可见未经曲尼司特处理的 RPE 细胞增殖旺盛,因
此体外培养 RPE 细胞常作为研究 PVR 模型。
摇 摇 曲尼司特(TNL)最早是日本学者 Koda 等[5]研制的一

种抗变态反应药,用于过敏性鼻炎和支气管哮喘等,其滴

眼液 Rizaben 也已在临床治疗春季结膜炎和过敏性结膜

炎,尚未见明显副作用。 在本实验中,用 0 (对照组),
12郾 5,25,50,100mg / L 的曲尼司特,分别作用 RPE 细胞

12,24,48h 后,用 MTT 法检测 RPE 细胞的抑制率发现,随
着曲尼司特浓度的增加,对细胞的抑制越强。 因此我们预

测曲尼司特可抑制 PVR 的发生发展。
摇 摇 以往研究表明,TGF-茁1和 PDGF 因子是参与 PVR 发

生的重要因子[6,7],Choudhury 等[8] 认为在增生性病变中,
他们有较强的促细胞分裂作用,并相互依赖,相互促进。
Rosengren 等[9] 也发现 TGF-茁1 和 PDGF 因子具有协同作

用。 PDGF 有两个受体 琢 和 茁,而 PVR 的发生主要是 琢 受

体介导的,邱梅园等[10]通过向 HRPE 细胞内转染 PDGFR-A
基因的反义寡核苷酸,发现沉默 PDGFR-A 基因的表达可

明显抑制 RPE 细胞的增殖。 熊蕾等[11] 的动物实验表明,
抑制 琢 受体的表达发生兔视网膜牵拉性脱离的风险明显

低于 茁 受体抑制剂组。 综述,下调 TGF-茁1 和 PDGFR-A
蛋白的表达,将能有效预防 PVR 的发生。
摇 摇 随着研究的不断深入发现,曲尼司特可下调 TGF-茁1

和 PDGF 等细胞因子的表达[12,13],抑制细胞增殖。 因此本

实验初步探讨曲尼司特抑制 RPE 细胞的增殖可能与其下

调 TGF-茁1和 PDGFR-A 蛋白的表达相关。 本研究中分别

采用蛋白质印迹法和免疫组织化学法观察曲尼司特作用

24h 后细胞表达 TGF-茁1及 PDGFR-A 蛋白的情况,发现曲

尼司特可下调 TGF-茁1及 PDGFR-A 蛋白的表达,并具有

一定的剂量依赖性。
摇 摇 Ito 等[14]采用成纤维细胞注射制造兔眼 PVR 模型,发
现注射曲尼司特组 PVR 等级及 TGF-茁1蛋白的表达量都

远低于对照组,并无明显毒性作用。 Yasukawa 等[15] 指出

曲尼司特可以抑制牛 RPE 及成纤维细胞的增殖,并对眼

内纤维膜的收缩也有一定作用,这些都与其抑制了 TGF-茁1

蛋白的表达有关,对 PVR 的防治具积极意义。 本实验结

果都与这些研究相一致。 但本实验只是初步在体外证实

曲尼司特可抑制 RPE 细胞的增殖,其可能机制与其下调
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TGF-茁1及 PDGFR-A 蛋白的表达有关,但对其确切机制及

药物最佳作用浓度及用药途径等都还有待进一步的研究。
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