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玻璃体对视网膜色素上皮细胞收缩作用的研究△
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【关键词】　玻璃体；视网膜色素上皮细胞；细胞收缩；细胞骨架蛋白
【摘要】　目的　探讨人玻璃体体外培养对人视网膜色素上皮细胞收缩性的影响。方法　
低传代（３－５代）人视网膜色素上皮细胞分两组体外培养，一组用普通培养液（含体积分
数１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ／Ｆ１２）培养，一组用体积分数２５％玻璃体培养，应用 Ｉ型胶原凝
胶收缩实验检测收缩力的变化，应用免疫荧光技术检测细胞骨架蛋白 Ｆａｃｔｉｎ、αＳＭＡ和
ｖｉｎｃｕｌｉｎ的定位染色，应用免疫印迹技术检测 αＳＭＡ和 ｖｉｎｃｕｌｉｎ蛋白的表达。结果　与普
通培养液培养相比，低传代的人视网膜色素上皮细胞玻璃体中培养４８ｈ，胶原凝胶面积为
（２２１２７±２０７２）像素，明显大于在普通培养液中的凝胶面积（１６０８４±１１５４）像素，细胞收
缩能力显著下降，两组比较差异有统计学意义（ｔ＝４．４１２，Ｐ＝０．０１２）。在普通培养液中，Ｆ
ａｃｔｉｎ、ｖｉｎｃｕｌｉｎ主要分布于细胞周边，ｖｉｎｃｕｌｉｎ形成的粘连斑粗大；而在玻璃体中培养后，Ｆ

ａｃｔｉｎ重组，在细胞的一端形成扁平伪足结构，ｖｉｎｃｕｌｉｎ主要分布于细胞扁平伪足端和细胞中央，形成的粘连斑明显变小。玻璃体
培养后αＳＭＡ蛋白表达显著下降，与普通培养液相比差异有统计学意义（ｔ＝２．８４５，Ｐ＝０．０４７）；ｖｉｎｃｕｌｉｎ蛋白表达无显著变化
（ｔ＝０．１９８，Ｐ＝０．８５２）。结论　玻璃体培养可导致视网膜色素上皮细胞收缩性下降，这一作用可能与 αＳＭＡ蛋白表达下调及
ｖｉｎｃｕｌｉｎ重新分布有关。
［眼科新进展，２０１４，３４（７）：６２４６２７］

　　增生性玻璃体视网膜病变的特征是沿着玻璃体
和视网膜形成增生膜，增生膜的牵引导致视网膜脱

离和视力丧失［１］。视网膜色素上皮（ｒｅｔｉｎａｌｐｉｇｍｅｎｔ
ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ，ＲＰＥ）细胞被证实经历了上皮间质转分化

·４２６· 　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｙｋｘｊｚ．ｃｏｍ
眼 科新进展　２０１４年７月　第３４卷　第７期
ＲｅｃＡｄｖＯｐｈｔｈａｌｍｏｌ　Ｖｏｌ．３４Ｎｏ．７Ｊｕｌｙ２０１４



过程，并在增生膜的发展和收缩中起主要作用［２］。

我们前期实验已证实，玻璃体体外培养具有诱导

ＲＰＥ细胞间质转分化作用，并发现玻璃体培养引起
的ＲＰＥ细胞收缩性下降的现象与传统观点相悖［３］。

鉴于此，我们进行了深入研究，以期进一步证实和探

讨可能的机制，现将结果报告如下。

１　材料与方法

１．１　细胞培养　健康人捐献的眼球来源于中山大
学中山眼科中心眼库，排除既往有眼病史者。分离

视网膜获取玻璃体，剪碎玻璃体纤维，通过０．２２μｍ
滤器（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）过滤收集玻璃体，等量分
装后－８０℃冰箱保存。所用玻璃体体积分数为
２５％，通过应用３份体积的普通培养液［即含体积分
数１０％胎牛血清（杭州四季青公司）的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２
（美国Ｇｉｂｃｏ公司）］与１份体积的玻璃体混合配制
而成［４］。按照 Ｚｈｅｎｇ等［５］报道的方法，通过胰蛋白

酶消化分离，用普通培养液培养 ＲＰＥ细胞。低传代
细胞（３－５代）通过 ＣＫ１８免疫荧光染色鉴定［６７］用

于实验。ＲＰＥ细胞分为两组，分别应用普通培养液
（含体积分数１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液）
和体积分数２５％的玻璃体进行培养。
１．２　凝胶收缩　将Ｉ型鼠尾胶原（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司）配制成浓度为２ｍｇ·ｍＬ－１的中和胶原混合液加
入２４孔板，每孔０．５ｍＬ。放于３７℃、含体积分数
５％ＣＯ２细胞培养箱内孵育６０ｍｉｎ后凝固成胶原凝
胶。胰蛋白酶消化 ＲＰＥ细胞后用无血清 ＤＭＥＭ／
Ｆ１２培养液重悬计数，将细胞密度为２５０×１０６Ｌ－１的
ＲＰＥ细胞接种于凝固的凝胶上（单层培养）。２～８ｈ
后细胞贴壁伸展，分组分别换为普通培养液或体积

分数２５％玻璃体液，用无菌显微镊将凝胶与孔板壁
分离使之悬浮，３７℃、含体积分数５％ＣＯ２细胞培养
箱中孵育４８ｈ后拍照，应用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０软件
分析胶原凝胶面积（以像素为单位），取３次独立实
验数据进行统计学分析。

１．３　免疫荧光分析　将浓度为２５×１０６Ｌ的 ＲＰＥ
细胞悬液滴于消毒的载玻片上，待细胞贴壁后加入

培养液制成细胞爬片。４８ｈ后，细胞爬片用４０ｇ·
Ｌ－１多聚甲醛和冰冷丙酮固定，应用兔抗 αＳＭＡ抗
体（美国ＡＢｃａｍ公司）和鼠抗人 ｖｉｎｃｕｌｉｎ抗体（美国
ＡＢｃａｍ公司）作为一抗，用 Ｄｙｌｉｇｈｔ５６４羊抗兔 ＩｇＧ和
Ｄｙｌｉｇｈｔ４８８羊抗鼠 ＩｇＧ（杭州联科公司）作为二抗完
成免疫荧光检测。用ＦＩＴＣ鬼笔环肽（美国 Ｓｉｇｍａ公
司）染色Ｆａｃｔｉｎ，用Ｄｙｌｉｇｈｔ５６４羊抗鼠 ＩｇＧ作为二抗
双重染色检测 ｖｉｎｃｕｌｉｎ。用共聚焦显微镜（ＬＳＭ５１０
ＭＥＴＡ，Ｚｅｉｓｓ公司）观察 αＳＭＡ和 ｖｉｎｃｕｌｉｎ蛋白定位
表达的变化。

１．４　免疫印迹分析　两组细胞去血清培养过夜后
分别加入普通培养液或体积分数 ２５％玻璃体培养
４８ｈ，用ＲＩＰＡ和磷酸酶抑制剂（上海博彩公司）提取

蛋白，ＢＣＡ蛋白定量试剂盒（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司）微孔
板法行蛋白定量。ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分离蛋白，转移至
ＰＶＤＦ膜，５０ｇ·Ｌ－１无脂牛奶封闭，孵育兔抗人 α
ＳＭＡ抗体（美国 ＡＢｃａｍ公司，１５０稀释）、鼠抗人
ｖｉｎｃｕｌｉｎ抗体（美国 ＡＢｃａｍ公司，１１０００稀释）、兔
抗人ＧＡＰＤＨ抗体（杭州贤至生物科技有限公司，１
５００稀释）一抗过夜。洗膜后，孵育共价结合的辣根
过氧化物酶标记的羊抗兔或鼠二抗（杭州联科公司，

１５０００稀释），采用化学发光法检测蛋白的表达。
１．５　统计学分析　所有数据均为计量资料，表示为
均数±标准差（珋ｘ±ｓ），采用ＳＰＳＳ１６．０软件行独立样
本ｔ检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　凝胶收缩　胶原凝胶收缩实验结果显示，两种
培养液培养４８ｈ，体积分数２５％玻璃体培养组凝胶
面积为（２２１２７±２０７２）像素，普通培养液培养组凝
胶面积为（１６０８４±１１５４）像素。体积分数２５％玻璃
体培养诱导凝胶收缩的程度显著低于普通培养液诱

导的凝胶收缩，两组胶原凝胶面积比较差异具有统

计学意义（ｔ＝４４１２，Ｐ＝０．０１２；见图１）。

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｉｍａｇｅｓｏｆｃｏｌｌａｇｅｎｇｅｌｃｏｎｔｒａｃｔｉｏｎ．Ａ：Ｇｅｌｃｏｎｔｒａｃｔｉｏｎｉｎ
ｎｏｒｍａｌｍｅｄｉｕｍａｆｔｅｒ４８ｈｏｕｒｓ；Ｂ：Ｇｅｌｃｏｎｔｒａｃｔｉｏｎｉｎｖｏｌｕｍｎｆｒａｃｔｉｏｎ
２５％ ｖｉｔｒｅｏｕｓｍｅｄｉｕｍａｆｔｅｒ４８ｈｏｕｒｓ　胶原凝胶收缩像。Ａ：普通
培养液培养４８ｈ凝胶收缩；Ｂ：体积分数２５％玻璃体培养４８ｈ凝
胶收缩

２．２　免疫荧光分析结果　免疫荧光染色结果显示，
ＲＰＥ细胞在普通培养液中培养 ４８ｈ后胞浆内 α
ＳＭＡ的染色较强，而细胞经体积分数２５％玻璃体培
养４８ｈ后，胞浆内 αＳＭＡ的染色减弱，明显低于在
普通培养液中的表达。Ｆａｃｔｉｎ骨架在普通培养液培
养后主要分布于细胞的周边部，形如细胞周边的条

带；当细胞在体积分数２５％玻璃体中培养４８ｈ后，
Ｆａｃｔｉｎ纤维在细胞的一端重排，形成扇形的扁平伪
足，而在细胞另一端形成锥形拖尾。经普通培养液

培养４８ｈ后，ｖｉｎｃｕｌｉｎ主要分布于细胞的边缘，少部
分位于细胞中央，形成的粘连斑粗大；经体积分数

２５％玻璃体培养４８ｈ后，ｖｉｎｃｕｌｉｎ大部分从周边向细
胞Ｆａｃｔｉｎ富集的一端和细胞中央重新分布，ｖｉｎｃｕｌｉｎ
形成的粘连斑也明显变小（图２）。
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２．３　免疫印迹分析结果　免疫印迹结果显示，玻璃
体培养４８ｈ，αＳＭＡ蛋白的表达显著下调，ｖｉｎｃｕｌｉｎ
蛋白表达变化不明显（图３Ａ）；两组比较，αＳＭＡ蛋
白的表达差异具有统计学意义（ｔ＝２．８４５，Ｐ＝
００４７），ｖｉｎｃｕｌｉｎ蛋白表达差异无统计学意义（ｔ＝
０１９８，Ｐ＝０８５２，见图３Ｂ）。

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＩｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇｏｆαＳＭＡ，Ｆａｃｔｉｎａｎｄｖｉｎｃｕ
ｌｉｎｉｎｔｗｏｇｒｏｕｐｓｏｆｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍａｆｔｅｒ４８ｈｏｕｒｓ．Ａ，Ｃ，Ｄ，Ｅｉｎｎｏｒ
ｍａｌｍｅｄｉｕｍ，Ｂ，Ｆ，Ｇ，Ｈｉｎ２５％ ｖｉｔｒｅｏｕｓｍｅｄｉｕｍ．Ａ：αＳＭＡｓｔａｉｎｅｄ
ｄｅｅｐｌｙｉｎｃｙｔｏｐｌａｓｍ（×４００）；Ｂ：αＳＭＡｓｔａｉｎｅｄｗｅａｋｌｙｉｎｃｙｔｏｐｌａｓｍ
（×４００）；Ｃ：Ｆａｃｔｉｎｗａｓｍａｉｎｌｙｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｄｉｎｃｉｒｃｕｍｆｅｒｅｎｔｉａｌｂｕｎｄｌｅｓ
ａｔｔｈｅｃｅｌｌｐｅｒｉｐｈｅｒｙ（×１０００）；Ｄ：Ｖｉｎｃｕｌｉｎｗａｓｐｒｉｍａｒｉｌｙｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｄ
ａｔｔｈｅｐｅｒｉｐｈｅｒｙｏｆＲＰＥｃｅｌｌｓ，ａｎｄｆｏｒｍｅｄｌａｒｇｅｖｉｎｃｕｌｉｎｆｏｃａｌａｄｈｅ
ｓｉｏｎｓ（×１０００）；Ｅ：ＭｅｒｇｅｄｉｍａｇｅｏｆＣａｎｄＤ，ｖｉｎｃｕｌｉｎｆｏｒｍｅｄｆｏｃａｌ
ａｄｈｅｓｉｏｎｓｗｅｒｅａｔｔａｃｈｅｄｔｏｔｈｅＦａｃｔｉｎｔｅｒｍｉｎａｌｓ（×１０００）；Ｆ：Ｆａｃｔｉｎ
ｒｅａｒｒａｎｇｅｄａｎｄｆｏｒｍｅｄｌａｍｅｌｌｉｐｏｄｉａｌｐｒｏｊｅｃｔｉｏｎｓａｔｏｎｅｅｄｇｅｏｆｔｈｅｃｅｌｌｓ
ａｎｄａｃｏｎｅｓｈａｐｅｄｔａｉｌａｔｔｈｅｏｔｈｅｒｅｄｇｅ（×１０００）；Ｇ：Ｖｉｎｃｕｌｉｎｒｅａｒ
ｒａｎｇｅｄａｎｄｓｍａｌｌｅｒｖｉｎｃｕｌｉｎｆｏｃａｌａｄｈｅｓｉｏｎｓｗｅｒｅｐｒｉｍａｒｉｌｙｏｂｓｅｒｖｅｄｉｎ
ｔｈｅｃｅｎｔｅｒｏｆＲＰＥｃｅｌｌｓａｎｄａｔｔｈｅＦａｃｔｉｎａｃｃｕｍｕｌａｔｅｄｅｄｇｅ（×
１０００）；Ｈ：ＭｅｒｇｅｄｉｍａｇｅｏｆＦａｎｄＧ（×１０００）　两组培养液培养４８
ｈ，免疫荧光染色检测αＳＭＡ、Ｆａｃｔｉｎ及ｖｉｎｃｕｌｉｎ定位表达。Ａ、Ｃ、
Ｄ、Ｅ为在普通培养液中培养，Ｂ、Ｆ、Ｇ、Ｈ为在体积分数２５％玻璃
体中培养。Ａ：αＳＭＡ在胞浆染色较深（×４００）；Ｂ：αＳＭＡ在胞浆
染色较弱（×４００）；Ｃ：Ｆａｃｔｉｎ主要分布于细胞的周边，呈条带状
（×１０００）；Ｄ：ｖｉｎｃｕｌｉｎ主要分布于细胞周边部，形成的粘连斑粗大
（×１０００）；Ｅ：Ｃ和Ｄ合并图像，ｖｉｎｃｕｌｉｎ形成的粘连斑位于Ｆａｃｔｉｎ
两端（×１０００）；Ｆ：Ｆａｃｔｉｎ重排，在细胞一端富集形成扁平伪足样
结构，另一端形成锥形拖尾（×１０００）；Ｇ：ｖｉｎｃｕｌｉｎ重新分布，主要
位于扁平伪足端和细胞中央部，粘连斑明显变小（×１０００）；Ｈ：Ｆ
和Ｇ合并图像（×１０００）

３　讨论

本研究结果表明，玻璃体培养减弱了 ＲＰＥ细胞
介导的凝胶收缩，诱导细胞骨架 Ｆａｃｔｉｎ重新排布，
ｖｉｎｃｕｌｉｎ形成的粘连斑重新分布并由较大变为较小。
在这个过程中，αＳＭＡ蛋白表达显著下调，但 ｖｉｎｃｕ
ｌｉｎ蛋白表达无显著变化。

传统观点认为，在增生性玻璃体视网膜病变过

程中，ＲＰＥ细胞经历了成肌纤维细胞样转分
化［５，７８］，转分化后ＲＰＥ细胞的收缩性增强。我们的
实验结果表明，玻璃体培养减弱了 ＲＰＥ细胞介导的
凝胶收缩，这一结果与传统观点不一致。研究已证

实，在增生性玻璃体视网膜病变模型中 ＲＰＥ细胞发
生间质转分化，αＳＭＡ表达显著增高［７］，这一特征性

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｔｗｏｇｒｏｕｐｓｏｆｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍｏｎｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓ
ｓｉｏｎｏｆαＳＭＡａｎｄｖｉｎｃｕｌｉｎ．Ａ：ＰｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆαＳＭＡａｎｄｖｉｎ
ｃｕｌｉｎｉｎｔｗｏｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉａａｆｔｅｒ４８ｈｏｕｒｓ；Ｂ：ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆαＳＭＡ
ａｎｄｖｉｎｃｕｌｉｎｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　两组培养液对αＳＭＡ、ｖｉｎｃｕｌｉｎ蛋
白表达的影响。Ａ：两组培养液培养４８ｈαＳＭＡ、ｖｉｎｃｕｌｉｎ蛋白的
表达；Ｂ：αＳＭＡ、ｖｉｎｃｕｌｉｎ蛋白表达的比较

的变化被认为是上皮细胞成肌样转分化的标志［７］。

在视网膜前膜中，ＲＰＥ细胞 αＳＭＡ的表达增加最终
导致牵拉性视网膜脱离［５］。这些充分证明 ＲＰＥ细
胞中αＳＭＡ表达增高是细胞收缩的动力来源［５，７，９］。

因此，我们分别应用免疫荧光和免疫印迹技术检测

了两种培养状态下 ＲＰＥ细胞 αＳＭＡ的表达。结果
证实玻璃体培养诱导 ＲＰＥ细胞 αＳＭＡ蛋白表达显
著下降，与我们以前通过 ＲＴＰＣＲ检测其 ｍＲＮＡ表
达结果一致［３］。有文献报道，玻璃体培养的 ＲＰＥ细
胞降低了成纤维细胞生长因子（ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃ
ｔｏｒ，ＦＧＦ）２ｍＲＮＡ和蛋白的表达［１０］，而 ＦＧＦ２能诱
导细胞αＳＭＡ的表达［１１］。是否玻璃体诱导的 ＲＰＥ
细胞中 ＦＧＦ２与 αＳＭＡ表达下降之间存在内在联
系，尚需要进一步研究。

本研究显示，ＲＰＥ细胞在普通培养液中培养４８
ｈ后，大部分 Ｆａｃｔｉｎ分布于细胞的周边，排列如带
状，只有少部分跨过细胞浆。ｖｉｎｃｕｌｉｎ分布于细胞周
边与Ｆａｃｔｉｎ纤维末端相连。这种分布有利于保持
正常的细胞形态和生理张力，使细胞处于相对静止

状态。细胞骨架是细胞转分化形态和可塑性的结构

基础。我们以前的研究已证实，玻璃体诱导了 ＲＰＥ
细胞间质转分化，主要表现为细胞形态改变，运动的

可塑性增强［３］。这些表现是通过诱导细胞 Ｆａｃｔｉｎ
纤维丝的重组，在细胞的前进缘形成扁平伪足来实

现的［１２］，同时通过 Ｒａｃ１ＧＴＰａｓｅ／ＬＩＭＫ１／ｃｏｆｉｌｉｎ分子
信号途径来实现对细胞骨架重组和运动可塑性的调

控［１２１３］。文献报道，ｖｉｎｃｕｌｉｎ被认为是细胞机械动力
的调节子，并且 ｖｉｎｃｕｌｉｎ作为一个机械偶联子和 Ｆ
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ａｃｔｉｎ黏附归因于ｖｉｎｃｕｌｉｎ在脂质膜形成大面积的粘
连斑和定位分布于细胞与基质、细胞与细胞黏附以

及与其他蛋白黏附的多个蛋白位点［１４］。作为细胞

骨架蛋白之一的 ｖｉｎｃｕｌｉｎ在细胞运动调节上具有双
重功能，具体的功能与所处的细胞外环境密切相

关［１５］。在二维平面基质，由 ｖｉｎｃｕｌｉｎ所致的粘连斑
和细胞骨架的稳定性阻碍了细胞迁移；但在三维细

胞基质，ｖｉｎｃｕｌｉｎ有助于细胞收缩力的产生，帮助细
胞克服立体阻碍以增强细胞的侵袭［１５］。在玻璃体

诱导的ＲＰＥ细胞间质转分化过程中，ｖｉｎｃｕｌｉｎ调整其
分布位点，从周边向细胞前进缘和中央移位。值得

注意的是，由ｖｉｎｃｕｌｉｎ形成的粘连斑的面积较细胞在
普通培养液中明显变小。这说明 ｖｉｎｃｕｌｉｎ的再分布
和粘连斑由大变小以及 Ｆａｃｔｉｎ纤维丝的重排布构
成了玻璃体诱导的ＲＰＥ细胞运动可塑性增强的结构
基础，导致细胞与细胞之间、细胞与基质间的黏附力

下降，促使细胞处于相互分散的不稳定状态，从而降

低了细胞的整体收缩力，可能也与细胞收缩力下降

有关。另外 ｖｉｎｃｕｌｉｎ蛋白的表达结果表明，ｖｉｎｃｕｌｉｎ
呈组成性表达增强，两种培养液培养比较，其表达差

异无统计学意义。

本研究的结果再次证明，玻璃体培养诱导的

ＲＰＥ细胞间质转分化属于一种非成肌样转分化类
型，这一结果有利于我们深入理解玻璃体在增生性

玻璃体视网膜病变中的作用。有关玻璃体诱导 ＲＰＥ
细胞收缩力下降的分子信号机制尚需进一步研究。
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第七期全国眼眶病诊治暨全国首届眼眶骨折手术技巧与进展学习班（第一轮通知）

　　为使全国眼科医师及其他相关专业医师更深入地了解学
习眼眶病这一边缘学科，进一步推进该学科的发展，由武警总

医院眼眶病研究所主办、沈阳第四医院眼病研究所协办的第

七期全国眼眶病诊治暨全国首届眼眶骨折手术技巧与进展学

习班将于２０１４年８月７－１０日在沈阳举办。结业后授予国
家Ⅰ类继续教育学分（１０分）。届时，将就眼眶肿瘤、眶周整
形和眼眶骨折治疗进展等相关疾病进行研讨。同时欢迎眼

科、神经外科、耳鼻喉科及颌面外科等相关专业医师踊跃报名

参会。

报名方式：请将姓名、性别、年龄、职称、工作单位及联系

方式等信息邮寄至：北京市海淀区永定路６９号武警总医院眼
眶病研究所　赵海萍（收），邮政编码：１０００３９，联系电话：
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