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［摘　要］目的：探讨ＴＧＦβ１对体外培养人视网膜色素上皮（ｈｕｍａｎｒｅｔｉｎａｌｐｉｇｍｅｎｔｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ，ｈＲＰＥ）细胞增
殖率及Ｉ型胶原表达的影响。方法：实验组用０１、１、１０μｇ／Ｌ的ＴＧＦβ１对体外培养ｈＲＰＥ细胞进行干预，对照
组只加培养液培养ｈＲＰＥ细胞，用ＲＴＰＣＲ与酶联免疫吸附法检测 Ｉ型胶原 ｍＲＮＡ和蛋白表达，用 ＭＴＴ法检测
细胞的增殖率。结果：实验组ｈＲＰＥ细胞Ｉ型胶原的ｍＲＮＡ和蛋白表达量及细胞增殖率较对照组明显增高（Ｐ＜
００５），１μｇ／Ｌ组进一步升高（Ｐ＜００５），１０μｇ／Ｌ组达高峰（Ｐ＜００５），呈现明显的剂量依赖性，ＴＧＦβ１浓度与
Ｉ型胶原蛋白的表达及增殖率的相关系数ｒ分别为０８６３及０９０１。结论：ＴＧＦβ１能够促进ｈＲＰＥ细胞Ｉ型胶原
的表达和细胞的增殖，这种现象与ＴＧＦβ１的浓度成正相关。
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　　增殖性玻璃体视网膜病变（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅｖｉｔｒｅｏ
ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ，ＰＶＲ）是孔源性视网膜脱离和严重眼外
伤的常见并发症，是视网膜脱离复位手术失败的主

要原因之一，由于形成视网膜前或下增生膜，膜的

牵拉使视网膜结构严重扭曲、僵硬，最终导致视网

膜不可修复［１－２］。参与 ＰＶＲ发病机制的因素很
多，转化生长因子（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＴＧＦ）
是近年的研究热点［３］。大量研究表明视网膜色素

上皮（ＲＰＥ）细胞受到生长因子的作用后，由静止状
态开始增殖并分泌大量细胞外基质是ＰＶＲ发生的
一个关键。在视网膜表面形成的增殖膜主要细胞

外成分是Ｉ型胶原蛋白，而其细胞成分主要为ＲＰＥ
细胞。在正常眼玻璃体中，ＴＧＦβ１很少被检测到，
而在ＰＶＲ患者的玻璃体腔液中检测出高浓度的
ＴＧＦβ１，ＴＧＦβ１能否促进ＲＰＥ细胞分泌 Ｉ型胶原
表达和增殖，在国内研究报道较少。本研究用不同

浓度 ＴＧＦβ１干预 ｈＲＰＥ细胞，观察 ＴＧＦβ１对
ｈＲＰＥ细胞增殖率和Ｉ型胶原蛋白表达的影响。

１　材料和方法

１１　材料　ｈＲＰＥ细胞购于中山大学实验动物中
心细胞库，高糖ＤＭＥＭ（４５００ｍｇ／Ｌ葡萄糖）（美国
Ｈｙｃｌｏｎ公司），胎牛血清、胰蛋白酶（美国 Ｇｉｂｃｏ生
物技术公司），Ｔｒｉｚｏｌ试剂（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），
ｃＤＮＡ试剂盒、ＰＣＲ试剂盒（北京天根有限公司），
重组人ＴＧＦβ１（英国Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ公司），βａｃｔｉｎ、Ｉ型
胶原上下游引物由上海生工生物工程技术服务有

限公司设计并合成，ＥＬＩＳＡ试剂盒购自上海西唐生
物科技有限公司。

１２　ＲＰＥ细胞培养及分组　于５％ＣＯ２、３７℃空
气培养箱中行ＲＰＥ细胞培养，培养液为含有１０％
胎牛血清、４５００ｍｇ／Ｌ葡萄糖、１００Ｕ／ｍＬ青霉素和
１００μｇ／Ｌ链霉素的ＤＭＥＭ完全培养液。待细胞状
态良好时，以含 ０２５％胰蛋白酶及 ００３％ＥＤＴＡ
的复合消化液消化，按２５×１０５／ｃｍ２的密度接种
于６孔细胞培养板内。待细胞生长融合状态１ｄ
后，只用高糖ＤＭＥＭ培养液饥饿细胞１ｄ，饥饿后，
６孔板中 ３孔分别加 ０１、１、１０μｇ／Ｌ的重组人
ＴＧＦβ１对ｈＲＰＥ细胞干预，第４孔加高糖 ＤＭＥＭ
培养液作为对照组。

１３　半定量ＲＴＰＣＲ检测　每组再培养２４ｈ后收
获细胞，按 ＴｒｉｚｏｌＲｅｇｅｎｔ提取细胞总 ＲＮＡ的方法
提取所收获细胞的总 ＲＮＡ，紫外分光光度计测定

ＲＮＡ浓度。Ａ２６０／Ａ２８０代表ＲＮＡ纯度，所有ＲＮＡ
样品 Ａ２６０／Ａ２８０为１７～１９。按 ＴＩＡＮＳｃｒｉｐｔｃＤ
ＮＡ第一链合成试剂盒的说明合成第一链 ｃＤＮＡ
（逆转录反应体系为２０μＬ，总ＲＮＡ量为１μｇ），－
２０℃保存备用。引物设计合成，Ｉ型胶原上游引物
为５′ＣＴＣＣＣＡＧＡＡＣＡＴＣＡＣＣＴＡＣＣＡＣ３′，下游引物
５′ＧＡＧＧＧＡＧＴＴＴＡＣＡＧＧＡＡＧＣＡＧＡ３′；扩增片断
长度为３１８ｂｐ。同时设计内参照 βａｃｔｉｎ上游引物
５′ＴＧＧＡＴＧＡＴＧＡＴＡＴＣＧＣＣＧＣ３′，下 游 引 物 ５′
ＧＴＡＧＡＴＧＧＧＣＡＣＡＧＴＧＴＧＧＧＴ３′。扩增片断长度
为５０１ｂｐ，取５μＬ经１５％琼脂糖凝胶电泳。用
ＨＰＩＡＳ１０００型图像分析系统照相，使用 ＧｅｌＰｒｏ
Ａｎａｌｙｚｅｒ４．０分析软件测量目的基因 Ｉ型胶原及
内参βａｃｔｉｎ的积分吸光度（Ａ）值，并分别计算各
条带Ｉ型胶原 Ａ值／βａｃｔｉｎＡ值的比值，即相对积
分吸光度值（ｒｅｌａｔｉｖｅｉｎｔｅｇｒａｌａｂｓｏｒｂａｎｃｅ，ＲＩＡ），以
此作为各组Ｉ型胶原ｍＲＮＡ的相对表达量。
１４　酶联免疫吸附法检测 Ｉ型胶原　ＴＧＦβ１干
预后分别收集细胞培养上清液离心（４℃，３０００ｍｉｎ，
１０ｍｉｎ）提纯，并用 ＰＢＳ液稀释５倍。按照 Ｉ型胶
原 ＥＬＩＳＡ试剂盒说明，用紫外分光光度计测定
４５０ｎｍ处各孔吸光度值（Ａ４５０），每个样本设３个
复孔。通过绘制标准曲线求出的标本上清中 Ｉ型
胶原的浓度，结果为各组Ｉ型胶原分泌水平绝对值
（ｎｇ／Ｌ）。
１５　ＭＴＴ法检测 ｈＲＰＥ细胞　收集状态良好的
ｈＲＰＥ细胞，接种于９６孔培养板中，５％ＣＯ２、３７℃
空气培养箱培养过夜。待细胞生长融合状态１ｄ
后，用高糖ＤＭＥＭ培养液饥饿细胞１ｄ，饥饿后分
别加入０１、１、１０μｇ／Ｌ的 ＴＧＦβ１、不含血清的高
糖ＤＭＥＭ培养基孵育２０ｈ（弃去旧培养基），再加
入含５ｇ／ＬＭＴＴ、不含血清的高糖ＤＭＥＭ培养基孵
育４ｈ，弃尽培养基，每孔加１５０μＬＤＭＳＯ，室温下
低速震荡 １０ｍｉｎ，于 ４９２ｎｍ处测各孔吸光度值
（Ａ４９２），每孔设５个复孔，计算细胞增殖率（实验
组吸光度值 －对照组吸光度值）／对照组吸光度
值。

１６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７０统计软件进行
分析，实验数据以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示。行正
态性检验、方差齐性检验，组间比较采用方差分析，

以Ｐ＜００５为差异具有统计学意义。

２　结果

２１　Ｉ型胶原表达　不同浓度的 ＴＧＦβ１（０１、１、
３７２
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１０μｇ／Ｌ）及空白对照刺激ｈＲＰＥ细胞２４ｈ，后 Ｉ型
胶原ｍＲＮＡ及蛋白水平变化如图１、表１所示，结
果显示在２４ｈ后，ＴＧＦβ１组Ｉ型胶原 ｍＲＮＡ及蛋
白表达明显多于对照组，Ｐ＜００５，差异有统计学
意义，随着ＴＧＦβ１浓度增加 Ｉ型胶原 ｍＲＮＡ及蛋
白表达增加，各组间比较 Ｐ＜００５，１０μｇ／ＬＴＧＦ
β１干预组Ｉ型胶原 ｍＲＮＡ及蛋白水平最高。

Ｍ为Ｍａｒｋｅｒ（Ｄ２０００），１为对照组，２为０１μｇ／ＬＴＧＦβ１，
３为１μｇ／ＬＴＧＦβ１，４为１０μｇ／ＬＴＧＦβ１。

图１　不同浓度ＴＧＦβ１干预ＲＰＥ细胞
Ｉ型胶原ｍＲＮＡ表达

Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｏｆＴＧＦβ１ｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｙｐｅＩ
ｃｏｌｌａｇｅｎｍＲＮＡｉｎＲＰＥｃｅｌｌｓ

表１　不同培养条件下ＲＰＥ细胞Ｉ型胶原
ｍＲＮＡ及蛋白表达（ｘ±ｓ，ｎ＝６）

Ｔａｂ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｙｐｅＩｃｏｌｌａｇｅｎｍＲＮＡａｎｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｉｎＲＰＥｃｅｌｌｓｅｘｐｏｓｅｄｔｏＴＧＦβ１ｗｉｔｈ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ（ｘ±ｓ，ｎ＝６）

组别 Ｉ型胶原 ｍＲＮＡ（ＲＩＡ） Ｉ型胶原蛋白（ｎｇ／Ｌ）
０１μｇ／Ｌ组 ０４３±００７ １８４３±０６１
１μｇ／Ｌ组 ０５２±００６ ２０３６±０４８
１０μｇ／Ｌ组 ０６４±００５ ２２４８±０７３
对照组 ０３５±００６ １６３５±０４２
Ｆ值 ４１６９ ４２３９
Ｐ值 ＜００１ ＜００１

２２　ＴＧＦβ１对 ｈＲＰＥ细胞增殖的影响　表２显
示不同浓度的 ＴＧＦβ１组细胞增殖率相对对照组
增高，Ｐ＜００５，ＴＧＦβ１能够促进细胞的增殖，其
增殖水平与 ＴＧＦβ１浓度水平相成正变，１０μｇ／Ｌ
ＴＧＦβ１组增值率与其它组比较 Ｐ＜００５，对细胞
增殖率的作用最明显。

２３　ＴＧＦβ１与ｈＲＰＥ细胞Ｉ型胶原和增殖率的相
关性　表３显示不同ＴＧＦβ１浓度与Ｉ型胶原蛋白
存在正相关，相关系数 ｒ＝０８９６，Ｐ＜００１；不同
ＴＧＦβ１浓度与增殖率也存在正相关，相关系数ｒ＝
０９０１，Ｐ＜００１。

表２　ＴＧＦβ１对ＲＰＥ细胞增殖率的
影响（ｘ±ｓ，ｎ＝６）

Ｔａｂ．２　ＰｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｒａｔｅｓｏｆＲＰＥｃｅｌｌ
ｅｘｐｏｓｅｄｔｏＴＧＦβ１ｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ（ｘ±ｓ，ｎ＝６）

分组 ＲＰＥ细胞增殖率（％）
０１μｇ／Ｌ组 ０６６±１２
１μｇ／Ｌ组 １３８±２０
１０μｇ／Ｌ组 ２０７±４１
对照组 ０
Ｆ值 ３７８０６
Ｐ值 ＜００５

３　讨论

ＰＶＲ为视网膜表面发生无血管的、纤维细胞
性的膜增殖，是引起视网膜再脱离的主要原因。

ＰＶＲ自发的吸收很罕见［４］。

ＲＰＥ细胞正常状态下分泌很少的Ｉ型胶原，保
持静止状态不增殖，原位ＲＰＥ细胞间、ＲＰＥ细胞与
光感受器之间相互接触，细胞间信号传导正常。而

在ＰＶＲ中，ＲＰＥ细胞自身微环境发生改变后，与
细胞间相互接触信号丧失，暴露在许多生长因子

下，启动ＲＰＥ细胞分子信号，或使其对生长因子的
反应性增强，导致 ＲＰＥ细胞原有生物学特性发生
改变。在正常眼的玻璃体腔液中 ＴＧＦβ１表达很
少，而在ＰＶＲ患者的玻璃体腔中检测出高浓度的
ＴＧＦβ１，在其他组织，如肝硬化中已经证实 ＴＧＦ
β１能明显促进 Ｉ型胶原的分泌，促进肝硬化的发
生。故本实验用不同浓度 ＴＧＦβ１干预体外培养
的ｈＲＰＥ细胞，改变ＲＰＥ细胞微环境，检测不同浓
度ＴＧＦβ１干预下，细胞的增值率和 Ｉ型胶原蛋白
的表达。

ＴＧＦβ根据 ＤＮＡ同源性可以分为 ＴＧＦβ１，
ＴＧＦβ２，ＴＧＦβ３，但是 ＴＧＦβ１的作用是最强的，
故本实验眼研究ＴＧＦβ１对ｈＲＰＥ细胞的作用。大
多数细胞组织中 ＴＧＦβ以潜伏形态存在［５－６］，不

与其受体发生反应。纤溶酶、活性氧、血小板反应

蛋白、酸处理等可以使 ＴＧＦβ活化，与受体结合发
挥生物学作用。ＴＧＦβ家族成员及受体在眼组织
中有广泛的表达，包括角膜、角膜缘上皮细胞、结

膜、结膜基质、睫状上皮、晶状体上皮、视网膜及血

管。ＴＧＦβ在ＲＰＥ细胞的分泌和表达较少。ＴＧＦ
β参与细胞外基质的合成，损伤修复，骨的重建，炎
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性细胞趋化，免疫反应，胚胎发育，肿瘤等多种重要

生理病理过程。它是众多生长因子中与创伤愈合

和纤维化关系最为密切的生长因子，对不同种类的

细胞有不同的效应。

本研究显示，不同浓度的 ＴＧＦβ１（０１、１、
１０μｇ／Ｌ）组Ｉ型胶原 ｍＲＮＡ及蛋白表达增加，在
１０μｇ／Ｌ组，Ｉ型胶原的ｍＲＮＡ表达升高最明显，随
之ＥＬＩＳＡ结果显示Ｉ型胶原的蛋白表达亦最明显，
而对照组 Ｉ型胶原 ｍＲＮＡ及蛋白表达都很少。
ＴＧＦβ１是目前已知体外最强的促纤维化因子之
一，ＴＧＦβ１与 ＲＰＥ细胞上的受体结合，通过一系
列的细胞内信号转导，促进 ＲＰＥ细胞的分泌 Ｉ型
胶原，进一步促进ＰＶＲ的形成。在ＴＧＦβ１浓度与
Ｉ型胶原蛋白的相关性分析中，发现两者的相关系
数ｒ＝０８６３，存在正相关关系，大量的 Ｉ型胶原蛋
白分泌，在视网膜表面形成膜，促进 ＰＶＲ的形成。
同样，发现细胞的增殖率随 ＴＧＦβ１浓度的增加而
增加，１０μｇ／ＬＴＧＦβ１组细胞的增殖率最高。
ＴＧＦβ１浓度与增殖率的相关性的分析中，两者的
相关系数ｒ＝０９０１，存在正相关关系，证实ＲＰＥ细
胞的增值率随 ＴＧＦβ１的升高而升高。研究发现
在小鼠的口腔黏膜损伤模型中，增加 ＴＧＦβ１的表
达能促进伤口的愈合［７］。

ＴＧＦβ１干预条件下促进 ＲＰＥ细胞表达 Ｉ型
胶原蛋白，Ｉ型胶原蛋白增加促进增殖膜的形成，
ＴＧＦβ１同时促进ＲＰＥ细胞的增殖，增殖的ＲＰＥ细
胞会表现出成纤维细胞的特性，能具有收缩和牵拉

的特性，会造成视网膜的脱离。各种内眼手术和视

网膜的脱离，都会增加 ＴＧＦβ１的表达，促进 ＲＰＥ
细胞 Ｉ型胶原蛋白的表达增加，同时促进 ＲＰＥ细
胞的增殖，共同促进 ＰＶＲ的形成。所以有针对性
的减少 ＴＧＦβ１的形成及抑制在玻璃体腔形成的

ＴＧＦβ１发挥作用，减少 ＲＰＥ细胞表达 Ｉ型胶原蛋
白和增殖，对ＰＶＲ的形成有一定的抑制作用。
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