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Abstract
誗 AIM: To evaluate cell proliferation, apoptosis and
migration of human retinal pigment epithelial cells (RPE)
when co - cultured with human marrow mesenchymal
stem cells ( hMSCs ) in condition of hypoxia and
hyperglycemia so as to explore possible mechanisms of
diabetes aggravating choroidal neovascularization (CNV)
preliminarily.
誗METHODS:Both hMSCs and RPE cells were co-cultured
in a transwell system. The experiment was divided into
four groups: 21% O2 with 5. 56mmol / L glucose ( control
group, A ), 21% O2 with 30mmol / L glucose
(hyperglycemia and normoxia group, B), 5% O2 with
5郾 56mmol / L glucose ( normoglycemia and hypoxia
group, C ) and 5% O2 with 30mmol / L glucose
(hyperglycemia and hypoxia group, D). Cell Counting Kit-8
(CCK-8) was used to detect the proliferation of RPE cells
in each group at 12, 24 and 48h respectively. Flow
cytometry was performed to observe apoptosis of RPE
cells at 24h. Additionally, we assessed migration

capabilities of RPE via transwell assay under the condition
of hyperglycemia and hypoxia by co-culturing of hMSCs.
誗RESULTS: In this co - culturing system, at 12, 24 and
48h, group B (1. 61依0. 41, 1. 80依0. 34; 1. 91依0. 35), C (1郾 34依
0. 46, 1. 94 依 0. 40, 2. 14 依 0. 41) and D (1. 98 依 0. 47, 2郾 26 依
0郾 42, 2. 55依0. 40) showed significantly higher proliferation
rate than group A (0. 92依0. 45, 1. 27依0. 32, 1郾 59依0. 41, P<
0. 05). The migration capabilities of RPE in group B (149. 5依
9. 19), C (140 依 9. 90) and D (170. 5 依 7. 78 ) increased
dramatically compared with group A (114. 5 依 7郾 78, P <
0郾 05) at 24h, whereas there was no significant difference
of apoptosis ratio among four groups (P>0.05).
誗CONCLUSION:By coexistence with hMSCs, the synergy
of hyperglycemia and hypoxia can improve migration and
proliferation of RPE cells, and have no effect on apoptosis
of RPE cells within short period.
誗 KEYWORDS: co - culture system; mesenchymal stem
cells; retinal pigment epithelium cell; hypoxia;
hyperglycemia
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摘要
目的:建立人骨髓间充质干细胞(hMSCs)与视网膜色素上
皮细胞(RPE)低氧高糖培养的细胞共培养模型,研究在与
hMSCs 共培养条件下低氧及高糖时 RPE 细胞增殖、凋亡
和移行等生物学特征的影响,对糖尿病刺激脉络膜新生血
管(CNV)的机制进行初步探讨。
方法:使用 Transwell 间接共培养模型。 将共培养模型按
照培养氧浓度及糖浓度培养基类型分为 4 组:常氧常糖组
(21% O2加 5. 56mmol / L 葡萄糖培养液,A 组)、常氧高糖
组(21% O2加 30mmol / L 葡萄糖培养液,B 组)、低氧常糖
组(5% O2加 5. 56mmol / L 葡萄糖培养液,C 组)和低氧高
糖组(5% O2 加 30mmol / L 葡萄糖培养液,D 组)。 通过
CCK-8 检测间接共培养模型在 12,24,48h 时 RPE 细胞的
增殖能力、Transwell 检测间接共培养模型在 24h 时 RPE
细胞的移行情况、流式细胞仪检测间接共培养模型中 24h
时 RPE 细胞的凋亡情况。
结果:与对照组相比,12,24 和 48h 时,B 组(1. 61依0. 41,
1. 80依0. 34,1. 91 依0. 35)、C 组(1. 34 依0. 46,1. 94 依0. 40,
2郾 14依0. 41)及 D 组(1. 98依0. 47,2. 26依0. 42,2. 55依0. 40)
中的细胞增殖能力均较对照组(0. 92依0. 45,1. 27依0. 32,
1. 59依0. 41)增强(P<0. 05),并且低氧高糖联合作用组增
殖能力最强。 在 24h 时,B 组(149. 5 依9. 19)、C 组(140 依
9郾 90)、D 组(170. 5依7. 78)较对照组(114. 5依7. 78)的 RPE
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细胞移行能力增强(P<0. 05)。 而在 24h 时各组间的凋亡
情况无明显差异(P>0. 05)。
结论:与 hMSCs 共培养条件下,低氧及高糖环境促进 RPE
细胞的增殖和移行,而对其凋亡并无影响。
关键词:共培养;骨髓间充质干细胞;视网膜色素上皮细
胞;低氧;高糖
DOI:10. 3980 / j. issn. 1672-5123. 2015. 4. 04
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细胞对 RPE 生物学特性的影响 . 国际眼科杂志 2015;15(4) :
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0 引言
摇 摇 以 年 龄 相 关 性 黄 斑 变 性 ( age - related macular
degeneration,AMD) 为代表的黄斑部脉络膜新生血管
(choroidal neovascularization,CNV)严重影响患者中心视
力,是临床常见的难治性眼底疾病。 CNV 的致病因素复
杂,最近的研究显示高血糖有可能是 CNV 发病的又一危
险因素[1,2]。 同时,CNV 的形成有多种细胞参与,其中主
要包括视网膜色素上皮( retinal pigment epithelium,RPE)
细胞和脉络膜毛细血管内皮细胞( choroidal microvascular
endothelial cells,CEC) 等。 近年来,骨髓间充质干细胞
(bone mesenchymal stem cells,BMSCs)在 CNV 发生发展的
作用逐渐受到重视[3,4]。 本研究组的前期研究证实,MSCs
参与 CNV 的形成,并在低氧和高糖分别刺激下该作用增
强[5,6]。 因此,在糖尿病参与的 CNV 病变中,氧浓度和糖
浓度的微环境变化可能通过 BMSCs 刺激 RPE 细胞的生物
学特性发生了变化,从而促进了 CNV 发生发展。 但 MSCs
与 RPE 细胞在低氧和高糖环境下的生物学特性尚不十分
清楚,因此了解这些特点,能为进一步研究 MSCs 在高血
糖刺激 CNV 的发生发展中的作用提供依据。
1 材料和方法
1. 1 材料
1. 1. 1 细胞来源摇 骨髓取自健康成人的长骨及髂骨。
1. 1. 2 实验试剂及配方摇 人视网膜色素上皮细胞(ARPE-
19)株购于美国菌种保藏中心 ( American Type Culture
Collection,ATCC)。 常糖 DMEM、胎牛血清 ( Hyclone 公
司),胰蛋白酶(不含 EDTA,Millipore 公司),葡萄糖、甘露
醇、地塞米松、维生素 C、茁-甘油磷酸、皮质醇、胰岛素、茜
素红、油红 O、Percoll 分离液(1. 073g / mL),以上均购于
Sigma 公司,PBS(北京索莱宝生物科技有限公司),荧光标
记小鼠抗人单抗 CD29-FITC,CD45-PE,CD34-PE(BD 公
司),Annexin-V / PI 凋亡试剂盒(Roche 公司),CCK-8 试
剂盒(上海七海复泰生物科技有限公司),Transwell 培养
小室(孔径 8滋m,0. 4滋m,Corning 公司)。 流式液:1 伊PBS
溶液 900mL,胎牛血清 50mL,4% 叠氮钠溶液 50mL,滤纸
过滤,4益保存。
1. 1. 3 主要设备摇 CO2 培养箱(37益,21% O2,5% CO2 ),
低氧 CO2培养箱(37益,5% O2,5% CO2,Thermo 公司),超
净工作台(Airtech 公司),倒置荧光显微镜( Olympus 公
司),酶标仪(Bio-rad 公司),流式细胞仪(BD 公司)。
1. 2 方法
1. 2. 1 hMSCs 的分离和培养 摇 抽取健康成人骨髓 3 ~
5mL,抗凝处理后与等体积常糖 DMEM 培养液混匀。 室温
1000r / min 离心 10min,舍弃含脂肪层和血小板的上清,用
常糖 DMEM 培养液将细胞重悬,加入含等体积 Percoll 分

图 1摇 不同氧和糖浓度环境的 RPE 细胞增殖情况,并有时间依

赖性摇 aP<0. 05;bP<0. 001 vs 常氧常糖组。

离液(1. 073g / mL)的离心管内,2500r / min 离心 30min,将
吸取出上层与中间层交界的白色浑浊的细胞层用 5 倍以
上体积常糖 DMEM 稀释混匀,1000r / min 离心 5min,重悬
细胞于含双抗和 10% FBS 的常糖 DMEM 培养液中,接种
于 25cm2一次性培养瓶中,置于 37益,5% CO2细胞培养箱
中培养。 48h 后换液除去未贴壁细胞,以后每 3d 换液 1
次。 倒置显微镜下每天观察细胞生长情况和形态特征,当
细胞生长至 80% ~ 90% 融合时用 0. 25% 胰酶 (不含
EDTA)消化,按 1 颐 3 传代培养。 本实验选用第 3,4 代
hMSCs。
1. 2. 2 诱导 hMSCs 向成骨和成脂细胞分化摇 以成骨诱导
液或成脂诱导液代替普通培养液培养 hMSCs。 成骨诱导
液为包含地塞米松、维生素 C、茁-甘油磷酸和 10% FBS 的
DMEM F12 培养液。 诱导 19d 后,茜素红染色检测成骨矿
化结节。 成脂诱导液为含有皮质醇、地塞米松、胰岛素和
10% FBS 的 DMEM F12 培养液。 诱导 10d 后,行油红 O
染色检测细胞内脂滴。 以上两种诱导分化均以常规培养
的 hMSCs 染色作为阴性对照。
1. 2. 3 流式细胞仪鉴定 hMSCs 的表面标记物摇 将第三代
贴壁的 hMSCs 经胰酶消化后制备成单细胞悬液,与 FITC
标记的 CD29 抗体,PE 标记的 CD34、CD45 抗体分别孵育
30min。 使用流式液将细胞洗 3 次,并于 500滋L 的流式液
重悬后上机检测。
1. 2. 4 实验分组摇 A 组(常氧常糖组):21% O2+5. 6mmol /
L 葡萄糖 DMEM;B 组(常氧高糖组):21% O2 +30mmol / L
葡萄糖 DMEM;C 组(低氧常糖组):5% O2 +5. 6mmol / L 葡
萄糖 DMEM;D 组(低氧高糖组):5% O2 +30mmol / L 葡萄
糖 DMEM。
1. 2. 5 CCK-8 法检测间接共培养时 RPE 细胞的增殖能
力摇 Transwell 小室置于 24 孔板中,取第 7 代 RPE 细胞使
用胰酶消化成单细胞悬液,细胞密度为 1 伊 104 个 / mL,
200滋L / 孔接种于 Transwell 小室内底面,将第 2 代生长状
态良好的 hMSCs,胰酶消化制成单细胞悬液,细胞密度为
1伊104个 / mL,200滋L / 孔接种于 24 孔板底面,将小室置于
接种有 hMSCs 的孔内,使用仅含 1%胎牛血清,5. 6mmol / L
葡萄糖或 30mmol / L 葡萄糖的 DMEM 培养液内,分别在常
氧及低氧环境中分别进行培养 12,24,48h。 上清中加入
10% CCK-8,将上清液移入 96 孔板中,37益 孵育 3h 后
450nm 测吸光度值。 实验重复 3 次。
1. 2. 6 Transwell 共培养检测 RPE 细胞的移行能力 摇
Transwell 小室置于 24 孔板中,取第 7 代 RPE 细胞使用胰
酶消化成单细胞悬液,细胞密度为 1 伊104 个 / mL,200滋L /
孔接种于 Transwell 小室内底面,将第 2 代生长状态良好
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图 2摇 与 hMSCs共培养条件下低氧 /高糖时 RPE细胞移行情况(Bars =200滋m) 摇 A:共培养常氧常糖组;B:共培养常氧高糖组;C:
共培养低氧常糖组;D:共培养低氧高糖组。

的 hMSCs,胰酶消化制成单细胞悬液,细胞密度为 1伊104

个 / mL,200滋L / 孔接种于 24 孔板底面,将小室置于接种有
hMSCs 的孔内,使用仅含 1%胎牛血清,5. 6mmol / L 葡萄糖
或 30mmol / L 葡萄糖的 DMEM 培养液内,分别在常氧及低
氧环境中分别进行培养 24h。 培养结束后用棉签擦去小
室内表面未移行的细胞,使用 0. 1% 结晶紫溶液染色。 倒
置显微镜 200 倍镜下随机取 6 个视野拍照、计数。 实验重
复 3 次。
1. 2. 7 流式细胞仪检测 RPE 细胞的凋亡摇 采用 Transwell
间接共培养模型(孔径 0. 4滋m),取第 3 代生长状态良好
的 hMSCs,使用胰酶消化成单细胞悬液,细胞密度为 1 伊
104个 / mL,200滋L / 孔接种于 Transwell 小室内底面。 取第
7 代 RPE 细胞,胰酶消化制成单细胞悬液,按不同分组将
细胞接种于 24 孔板底面,将小室置于接种有 RPE 细胞的
孔内,分别使用含 5. 6mmol / L 葡萄糖或 30mmol / L 葡萄糖
的 DMEM 培养液,在常氧及低氧环境中分别进行培养
24h。 Annexin-V / PI 法检测其凋亡,操作按试剂说明。 流
式细胞术分析各组细胞凋亡率。 实验重复 3 次。
摇 摇 统计学分析:实验数据以均值依标准差(軃x依s)表示,采
用 SPSS 19. 0 统计软件进行分析,多样本均数比较采用单
因素方差分析(One-way ANOVA),组间交互作用采用析
因分析,以 P<0. 05 为差异有统计学意义。
2 结果
2. 1 人原代 BMSCs 的培养及鉴定情况摇 在接种 24h 左右
即可见以散在方式贴壁生长的不规则圆形或多角形的细
胞,即为原代 hBMSCs(P0)。 继续培养后,细胞形体变大,
并有克隆性细胞增殖,初始细胞的大小、形态不一。 1wk
后可见在较均匀平铺的细胞中有克隆性细胞增殖加速,
2wk 左右见有 90%融合,可传代。 传代后,细胞呈均匀梭
形、漩涡状生长。 当成骨诱导第 19d,培养的 hMSCs 有钙
结节形成,经茜素红染色呈现红色;脂肪诱导第 7d,培养
的骨髓间充质干细胞胞浆内形成脂滴,第 10d 时经油红 O
染色呈现红色强阳性。 对照组细胞密集重叠生长,无明显
钙结节或脂滴形成,茜素红及油红 O 染色均为阴性。 流
式细胞仪分析细胞表面标志显示:CD29( +),CD34( -),
CD45(-)。 以上结果证实其为 BMSCs。
2. 2 与 hMSCs 共培养条件下低氧 /高糖对 RPE 细胞增殖
能力的影响摇 CCK-8 结果显示,12,24h 及 48h 时,四组间
差异均有统计学意义(F = 21. 27,36. 47,29. 83;P<0. 01),
各时间点时低氧组均较常氧组细胞增殖能力增强(F =
24郾 42,28. 53,19. 43;P<0. 01),高糖组均较常糖组细胞增
殖能力增强(F=37. 53,45. 37,39. 84;P<0. 01),而低氧高
糖组在 12h(1. 98依0. 47)、24h(2. 26依0. 42)及 48h(2. 55依
0. 40)时较其他组均为最高(F = 47. 32,39. 29;P<0. 01),
析因分析结果显示二者的联合作用有叠加效应(P<0. 05,
图 1)。

图 3摇 与 hMSCs 共培养条件下低氧 /高糖时 RPE 移行细胞数

摇 aP<0. 05摇 vs 常氧常糖组。

2. 3 与 hMSCs 共培养条件下低氧 /高糖对 RPE 细胞移行
能力的影响 摇 在加入 hMSCs 的共培养条件下,Transwell
结果显示,24h 时常氧高糖(149. 5 依9. 19)和低氧常糖组
(140依9. 90 ) 均使 RPE 细胞移行增多,与常氧常糖组
(114郾 5依7. 78)间比较有统计学差异(P<0. 05)。 低氧高
糖组 RPE 细胞移行最多(170. 5依7. 78),差异有统计学意
义(F=29. 34,P<0. 05;图 2,3)。
2. 4 与 hMSCs 共培养条件下低氧 /高糖对 RPE 细胞凋亡
的影响摇 流式细胞仪检测结果显示,在 24h 时,各组间凋
亡情况未见明显差异(F=0. 98,P>0. 05;图 4,5)。
3 讨论
摇 摇 目前已证实,RPE 细胞是 CNV 的主要参与细胞之一,
而 BMSCs 也在 CNV 的发生发展中起着重要作用[2-4,7],我
们的前期研究已证实,骨髓来源细胞(bone marrow derived
cells,BMCs)可特异性地趋化至眼局部,通过血管发生的
模式参与了 CNV 的形成,并且低氧和高糖可以加重这种
作用[3,5,6]。 而在 CNV 发生发展重要刺激因素———低氧和
高糖作用下,趋化到眼部的 MSCs 对 RPE 细胞生物学特性
的影响尚不十分清楚,目前在与 hMSCs 共培养条件下低
氧及高糖对 RPE 细胞增殖及凋亡的影响尚无文献报道。
因此,我们在与 MSCs 共培养后,利用低氧孵箱同时加入
高糖刺激因素观察 RPE 细胞的增殖、移行和凋亡情况。
摇 摇 既往研究显示,低氧可上调 RPE 细胞中的 HIF-1琢 及
SDF-1,从而趋化骨髓来源细胞参与新生血管[8]。 同时,
低氧可通过粘着斑激酶信号通路促进 RPE 细胞的增殖及
移行[9]。 高糖可能通过促分裂原激活蛋白激酶促进大鼠
RPE 细胞的增殖[10]。 而低氧联合高糖可调控 RPE 细胞中
HIF-1琢 的水平,在诱导视网膜新生血管的形成起着十分
重要的作用[11]。 而在高糖环境下可促进 RPE 细胞表达
VEGF 增加和 PEDF 减少,从而打破促血管生成因子和抑
血管生成因子之间的平衡,导致眼内新生血管的发生发
展[12]。 本实验证实,与 MSCs 共培养情况下,低氧及高糖
刺激 RPE 细胞增殖和移行(P<0. 05);并且有时间依赖
性,随时间延长,增殖及移行增多。 在低氧高糖环境中,趋
化到眼局部的 hMSCs 有可能通过刺激 RPE 细胞加重 CNV
的发展。
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图 4摇 与 hMSCs共培养条件下低氧 /高糖时 RPE 细胞凋亡的流式图摇 A:常氧常糖组;B:常氧高糖组;C:低氧常糖组;D:低氧高糖
组。

图 5摇 与 hMSCs共培养条件下低氧 /高糖时 RPE细胞凋亡率。

摇 摇 Kim 等[13]证实高糖可通过下调胰高血糖素样肽受体 1
(Glucagon-like peptide-1 receptor,GLP-1R)诱导 RPE 细
胞的凋亡。 而氯化钴诱导的低氧也会促使 RPE 细胞的凋
亡增多[14]。 有动物实验结果显示,MSCs 视网膜下移植后
可分泌碱性成纤维生长因子及脑源性神经营养因子,对神
经细胞及感光细胞潜在地起到保护和营养作用[15,16]。 而
本研究中,在低氧和高糖环境下作用 24h,与 MSCs 共培养
条件下,RPE 的凋亡并不增加,这可能与 MSCs 自身的保
护作用有关。
摇 摇 本组前期研究和其他报道证实,在低氧和高糖分别刺
激下的 RPE 细胞定向趋化骨髓来源细胞参与了 CNV 的
发生发展。 而本实验证实,在联合 hMSCs 共培养系统的
条件下,低氧和高糖环境对 RPE 细胞的增殖、移行在一定
时间内均有刺激效应,并且对低氧 / 高糖环境诱导的 RPE
凋亡有抑制作用,进一步证实 MSCs 可能加重 CNV 的发
展。 当然,本实验仅对在共培养条件下,改变糖浓度和氧
浓度条件下 RPE 细胞的生物学特性进行了初步探讨,并
没有涉及分子机制方面的研究,这将在下一步实验中进行
完善,为进一步阐述低氧高糖作用下 CNV 的发生发展机
制提供依据。
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