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Abstract
誗AIM: To investigate the effect of Ghrelin on oxidative
stress induced by high glucose in human retinal pigment
epithelium (RPE) cells.
誗METHODS: RPE cells were cultured and divided into the
negative control group, high sugar group, Ghrelin low
dose group ( 10-9 mol / L ) and high dose group
(10-6 mol / L) . Cells survival rate were detected by CCK-8
colorimetry, cells oxidative damage were observed by
oxygen sensitive fluorescence probe H2 DCFDA staning,
changes of intracellular reactive oxygen species ( ROS)
were detected by H2 DCFDA staining, super oxide
dismutase (SOD) activity and malondialdehyde (MDA)
content were detected by spectrophotometer colorimetry.
誗RESULTS: CCK-8 results showed that RPE cells survival
rate increased to 54. 79% 依3. 43% and 79. 16% 依3. 29% after
treated with 10-9 mol / L, 10-6 mol / L Ghrelin, the difference
was statistically significant compared with high glucose
group (41. 65% 依 3. 42%) (P< 0. 05) . H2 DCFDA fluorescent
probe dying showed that Ghrelin reduced ROS generation
in RPE cells and decreased oxidative damage cells.
Spectrophotometer colorimetric method showed that
according to the high sugar group, SOD activity increased
and MDA content decreased in Ghrelin group.
誗 CONCLUSION: Ghrelin could inhibit high glucose -

induced oxidative damage in human RPE cells, which has
protective effect on the process of the occurrence and
development of diabetic retinopathy.
誗 KEYWORDS: Ghrelin; high glucose; human retinal
pigment epithelium cells; oxidative stress
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摘要

目的:探讨生长激素释放多肽(Ghrelin)对高糖环境下人
视网膜色素上皮( retinal pigment epithelium,RPE)细胞氧

化应激的影响。
方法:将体外培养的 RPE 细胞分为阴性对照组、高糖组、
Ghrelin 低浓度组、Ghrelin 高浓度组。 通过 CCK-8 法检测

细胞存活率,氧敏感荧光探针 H2DCFDA 染色法观察细胞
氧化损伤程度,流式细胞技术检测细胞内活性氧( reactive
oxygen species,ROS)的变化,分光光度计比色法检测细胞
内超氧化物歧化酶( superoxide dismutase,SOD)活力和丙

二醛(malondialdehyde,MDA)含量。
结果: CCK - 8 结果显示,分别用 10-9 mol / L、10-6 mol / L
Ghrelin 预处理后, RPE 细胞存活率分别为 54郾 79% 依
3郾 43%和 79郾 16% 依3郾 29% ,与高糖组(41郾 65% 依3郾 42% )
比较,差异均有统计学意义(P<0郾 05)。 H2DCFDA 荧光探

针染色结果显示,Ghrelin 预处理后 RPE 细胞内 ROS 生成

量下降,氧化损伤细胞减少。 分光光度计比色法结果显
示,与高糖组相比,Ghrelin 组细胞 SOD 活力增加,MDA 含

量下降。
结论:Ghrelin 可以抑制高糖诱导的人 RPE 细胞氧化损伤,
其在糖尿病视网膜病变的发生发展过程中可能具有一定
的细胞保护作用。
关键词:生长激素释放多肽;高糖;人视网膜色素上皮细

胞;氧化损伤
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0 引言

糖尿病视网膜病变与视网膜色素上皮(retinal pigment
epithelium,RPE)细胞的氧化损伤及代谢异常有关,是引起
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糖尿病患者视功能障碍的主要原因[1]。 生长激素释放多
肽(Ghrelin)最初是从大鼠胃组织中发现的,也存在于垂
体、丘脑弓状核、胰腺、肾脏、肠道、胎盘及睾丸中[2],其生
理作用包括促进摄食与肥胖、调节代谢、刺激生长激素
(growth hormone,GH)分泌、改善心血管功能、抑制细胞凋
亡及氧化损伤、免疫抗炎等[3-4],其表达异常与多种疾病
相关。 本研究通过体外实验初步研究 Ghrelin 对 RPE 细
胞氧化损伤的影响及作用机制,为糖尿病视网膜疾病的预
防和治疗提供新的实验依据。
1 材料和方法
1郾 1 材料摇 人 RPE 细胞(ATCC 公司);Ghrelin(哈尔滨医
科大学药理学教研室惠赠,纯度>99% );胎牛血清、DMEM
培养基干粉(美国 GIBCO 公司);CCK-8 试剂盒(德国
Roche 公司);H2DCFDA 试剂盒(碧云天公司);超氧化物
歧 化 酶 ( superoxide dismutase, SOD )、 丙 二 醛
(malondialdehyde,MDA)试剂盒(南京建成生物工程研究
所);CO2培养箱(美国 Thermo Forma 公司);酶标仪(美国
Thermo 公司);分光光度计(上海司乐仪器有限公司);荧
光显微镜(宁波永新光学股份有限公司)。
1郾 2 方法
1郾 2郾 1 细胞培养及分组 摇 使 用 含 10% 胎 牛 血 清、
100滋g / mL链霉素、100U / mL 青霉素的 DMEM 培养基于
37益、体积分数 5% CO2培养箱内培养 RPE 细胞,每 2d 换
液 1 次,待细胞生长至近 80% 融合时,换用无血清 DMEM
培养液后分 4 组:(1)阴性对照组:以正常培养液培养,葡
萄糖浓度 5郾 5mmol / L;(2)高糖组:30mmol / L 葡萄糖溶液
作用 12h;(3) Ghrelin 低浓度组:10-9 mol / L Ghrelin 作用
24h 后,30mmol / L 葡萄糖溶液作用 12h;(4) Ghrelin 高浓
度组:10-6mol / L Ghrelin 作用 24h 后,30mmol / L 葡萄糖溶
液作用 12h。
1郾 2郾 2 细胞存活率的检测 摇 细胞接种于 96 孔板,每孔
120滋L,细胞密度 1伊104 个 / mL,弃培养液,根据各组条件
处理细胞后,PBS 缓冲液洗涤细胞,加入含 10滋L CCK-8溶
液的无血清培养基 100滋L,孵育 2h,酶标仪测定 450nm 处
的光密度(OD)值,每组设 3 个复孔,重复 3 次实验,取平
均值。 细胞存活率=(实验组 OD 值-空白组 OD 值) / (对
照组 OD 值-空白组 OD 值)伊100% 。
1郾 2郾 3 细胞内 ROS 水平的检测 摇 利用氧敏感荧光探针
H2DCFDA 检测细胞内 ROS 水平。 RPE 细胞接种于 96 孔
板内,根据各组处理条件处理细胞后,加入 10滋mol / L
H2DCFDA探针,37益细胞培养箱内避光环境下继续孵育
20min,荧光显微镜下检测细胞内 ROS 变化并拍照,1h 内
用流式细胞仪在避光环境下检测每组细胞的相对荧光强
度,激发光为 488nm,发射光为 525nm。
1郾 2郾 4 细胞内 SOD 活力和 MDA 含量的测定摇 根据各组
处理条件处理细胞后,用 1% 胰蛋白酶消化并收集细胞,
1 200r / min离心 10min,PBS 缓冲液洗涤 2 次,每份样品加
30滋L 细胞裂解液,冰上孵育 20min, 10000r / min 离心
10min。 SOD 活力的测定采用黄嘌呤氧化酶法,MDA 含量
的测定采用硫代巴比妥酸法,根据试剂盒说明书进行操
作,使用分光光度计进行检测。

统计学分析:用 SPSS 16郾 0 对实验数据进行分析。 计

量资料采用均值依标准差(軃x依s)的形式表示,多组间比较

摇 摇

图 1摇 CCK-8 法检测 Ghrelin 对高糖诱导的 RPE 细胞存活率
的影响摇 aP<0郾 05 vs 阴性对照组,cP<0郾 05 vs 高糖组。

表 1摇 Ghrelin对 RPE细胞内 SOD活力及 MDA含量的影响

軃x依s
组别 SOD(U / mL) MDA(nmol / mL)
阴性对照组 30郾 50依2郾 98 4郾 55依0郾 69
高糖组 18郾 45依3郾 04a 10郾 32依0郾 75a

Ghrelin 低剂量组 20郾 75依3郾 51a 7郾 17依0郾 64a,c

Ghrelin 高剂量组 24郾 37依2郾 12a,c 6郾 63依0郾 69a,c

摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇
F 38郾 619 155郾 328
P <0郾 001 <0郾 001

注:aP<0郾 05 vs 阴性对照组;cP<0郾 05 vs 高糖组。

采用单因素方差分析,两两比较采用 LSD- t 检验。 P <
0郾 05 表示差异具有统计学意义。
2 结果
2郾 1 Ghrelin对高糖致 RPE 细胞氧化损伤的影响 摇 阴性
对照组、高糖组、Ghrelin 低浓度组、Ghrelin 高浓度组细胞
存活 率 分 别 为 101郾 64% 依 3郾 62% 、 41郾 65% 依 3郾 42% 、
54郾 79% 依3郾 43% 、79郾 16% 依3郾 29% ,差异有统计学意义
(F=250郾 010,P<0郾 001);与阴性对照组相比,经30mmol / L
葡萄糖溶液处理后,细胞存活率明显下降(P<0郾 001),而
分别用 10-9mol / L、10-6mol / L Ghrelin 预处理后,RPE 细胞
存活率均较高糖组显著提高(P<0郾 001),见图 1。
2郾 2 H2 DCFDA 荧光染色观察细胞内 ROS 生成量 摇
H2DCFDA荧光探针标记法是一种测定细胞内 ROS 生成量
的形态学检查方法。 未发生氧化损伤的细胞呈暗绿色低
荧光(图 2A),当细胞发生氧化损伤时,细胞内 ROS 水平
升高,可见明显增多的亮绿色高荧光(图 2B)。 Ghrelin 预
处理后氧化损伤细胞减少(图 2C、D),提示 Ghrelin 能够抑
制 RPE 细胞发生氧化损伤。 流式细胞仪检测结果显示,
与阴性对照组相比,高糖组 DCF 荧光信号明显增强,ROS
主峰右移;不同浓度 Ghrelin 干预后,荧光信号强度逐渐减
弱,ROS 主峰逐渐左移(图 3)。
2郾 3 Ghrelin对 RPE 细胞内 SOD 活力及 MDA 含量的影
响摇 RPE 细胞经 30mmol / L 葡萄糖溶液处理后,SOD 活力
显著降低,MDA 含量显著升高,而经 Ghrelin 预处理后,
SOD 活力逐渐升高,MDA 含量有下降的趋势。 与高糖组
比较,Ghrelin 高剂量组细胞内 SOD 水平显著升高,Ghrelin
低、高剂量组细胞内 MDA 含量显著降低,差异均有统计学
意义(P<0郾 05),见表 1。
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图 2摇 荧光显微镜观察细胞内 ROS变化(伊300)摇 A:阴性对照组;B:高糖组;C:Ghrelin 低浓度组;D:Ghrelin 高浓度组。

图 3摇 Ghrelin对 RPE细胞内 ROS含量的影响摇 A:阴性对照组;B:高糖组;C:Ghrelin 低浓度组;D:Ghrelin 高浓度组。

3 讨论

糖尿病视网膜病变是糖尿病引起的最严重的眼部并

发症,为深入研究糖尿病视网膜病变的发生机制并探索新

的治疗药物和治疗方法,国内外学者尝试采用多种方式模

仿糖尿病视网膜病变的发病原理诱导 RPE 细胞凋亡,如
高糖环境、化学药物等[5]。 高糖环境引起视网膜功能损伤

主要与以下几个方面有关:(1)高糖环境导致视网膜血管

内皮细胞损伤,诱导 RPE 细胞异常分泌血管内皮生长因

子(VEGF),部分毛细血管闭塞,从而促进视网膜的缺血

和新生血管的形成;(2)高糖可抑制 RPE 细胞的自噬功

能,细胞中衰老或损伤的大分子(如蛋白质)和细胞器(如
线粒体、高尔基体、内质网)不能被及时清除,大量堆积于

细胞内,对组织造成严重损害;(3)RPE 细胞构成视网膜

外屏障,其特殊位置使其易于受到高浓度血糖的影响,嗜
中性粒细胞在 RPE 细胞上粘附、活化,引起细胞代谢异

常,进而破坏视网膜外屏障;(4)高糖环境可激活细胞内

应激敏感的信号通路,产生大量自由基及 ROS,细胞内氧

化代谢产物堆积导致细胞毒性损伤,过多的自由基将直接

通过损伤线粒体造成 RPE 细胞凋亡[6-8]。
Ghrelin 主要由胃底细胞分泌,经外周循环作用于下

丘脑及垂体,此外,其在心脏、胰腺、胃肠、肾脏、睾丸、卵
巢、胎盘等组织中均有表达[9]。 眼部组织也有 Ghrelin 表

达,如虹膜、睫状体、脉络膜、小梁网、M俟llar 细胞、视网膜

内皮细胞等[10-11]。 血浆中的 Ghrelin 容易穿过血 -脑屏

障,也能通过血-眼屏障进入眼部组织[12]。 Ghrelin 与眼部

疾病的相关性也有报道,Can 等[13] 通过制备大鼠急性高

眼压模型发现,给予外源性 Ghrelin 治疗后,可以明显降低

大鼠眼内压;而 Ghanem 等[14] 发现青光眼患者房水中

Ghrelin 表达水平明显低于正常人。
目前,关于 Ghrelin 对 RPE 细胞的影响的报道并不

多,基于 Ghrelin 安全、无毒特性及较强的抑制细胞凋亡和

氧化损伤作用,本研究模拟体内环境中 RPE 细胞的氧化

应激状态,利用 30mmol / L 葡萄糖建立细胞高糖模型,观
查 Ghrelin 对该细胞的保护作用,以期为糖尿病视网膜病

变治疗提供新的药物选择。 细胞活力检测结果显示

30mmol / L 葡萄糖处理的 RPE 细胞存活率明显降低,而
Ghrelin 能够抑制高糖诱导的细胞损伤,其保护作用呈剂

量依赖性。 H2DCFDA 荧光探针染色结果显示,高糖作用

下 RPE 细胞内 ROS 表达增高,表明高糖造成了一定程度

的氧化应激损伤,Ghrelin 能有效抑制高糖诱导的氧化应

激反应的发生。 此外,本研究观察到 RPE 细胞内抗氧化

酶 SOD 随着 Ghrelin 浓度增加,活力逐渐升高,MDA 含量

则呈降低趋势,表明 Ghrelin 可能是通过改变 RPE 细胞内

SOD 和 MDA 的表达发挥细胞保护作用。
综上所述,本研究通过探讨 Ghrelin 对高糖诱导的

RPE 细胞的氧化应激损伤的保护作用及机制,证实

Ghrelin 能够抑制高糖诱导的 RPE 细胞发生氧化应激

损伤,为临床治疗提供了重要的理论依据。 但 Ghrelin
能否成为糖尿病视网膜病变诊治疗中的一种新的靶点

药物,实现从基础研究到临床应用的转化,仍需进一步

研究。
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2016 中国眼科期刊 CiteScore 世界排名
(全球共收录 101 种)

近期,学术出版巨头爱思唯尔(Elsevier)依据 Scopus 数据库发布了 2016 年度期刊引用指数榜 CiteScore。
CiteScore,这是一个全新的衡量期刊影响因子的指标。 计算方法是:期刊连续 3 年论文在第 4 年度的篇均引用次

数,且不剔除任何类型的文章。 以下是 2016 CiteScore 中国眼科期刊在全球 101 种眼科期刊的排名:

刊名 出版地 语言 CiteScore 排名

International Journal of Ophthalmology
(国际眼科杂志英文版) 中国大陆 英文 1. 31 44 / 101

Asia-Pacific Journal of Ophthalmology
(亚太眼科杂志) 中国香港 英文 0. 35 74 / 101

Chinese Journal of Ophthalmology
(中华眼科杂志) 中国大陆 中文 0. 26 79 / 101

Chinese Journal of Experimental Ophthalmology
(中华实验眼科杂志) 中国大陆 中文 0. 14 82 / 101

Taiwan Journal of Ophthalmology
(台湾眼科杂志) 中国台湾 英文 0. 11 84 / 101

International Eye Science
(国际眼科杂志中文版) 中国大陆 中文 0. 03 93 / 101

Ophthalmology in China
(眼科) 中国大陆 中文 0. 03 93 / 101

源自:https: / / journalmetrics. scopus. com
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