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Abstract
誗 AIM: To research the protection of Mcc950, the
inhibitor of NLRP3, against the inflammatory injury to
human retinal pigment epithelium cell line ARPE-19.
誗METHODS: Cultured cell line ARPE-19 was divided into
control group, H2 O2 treating group, Mcc950 treating
group and Mcc950 + H2 O2 treating group. Different
concentrations of H2O2 and Mcc950 were used to treat the
cells. Cell activity was detected by using CKK8 and
proper experimental concentration of H2 O2 and Mcc950
were determined. After the treatment, the concentration
of IL- 1茁 were detected by using ELISA. The change of
NLRP3 related proteins were detected by Western blot.
And cell apoptosis was examined by TUNEL stain.
誗RESULTS: Cell ability was gradually decreased along
with the increasing treating concentrations of H2O2 . Cell
ability showed statistical difference when the

concentration of H2 O2 arrived 400滋mol / L. With the
concentration of 0. 1 and 1滋mol / L, Mcc950 had no effect
on cell ability. So we chose 400滋mol / L H2 O2 and
1滋mol / L Mcc950 as the experimental concentrations.
Compared with the normal control group, the cell
viability in the H2O2 treating group was significantly
reduced, the IL- 1茁 in the supernatant was significantly
increased, and the apoptosis rate was significantly
increased, with statistically significant differences ( P <
0郾 05) . In Mcc950+H2O2 treating group, cell viability was
significantly increased, the IL-1茁 in the supernatant and
the apoptosis rate were significantly decreased ( P <
0郾 05) . By Western blot, after treated with 400滋mol / L
H2O2, the IL - 1茁, NLRP3, pro - caspase1 and caspase1
were obviously increased compared to control group.
After treated with Mcc950, the NLRP3 and pro-caspase1
still were at high level, the expression of caspase1 was
suppressed, which indicated that Mcc950 effectively
inhibited the activation of NLRP3 inflammasome
consequently disturbed the formation of caspase1.
誗 CONCLUSION: Mcc950 can inhibits the function of
NLRP3, leading to increasing of the cell ability and
decreasing of the cell apoptosis.
誗KEYWORDS: Mcc950; NLRP3 inflammasome; human
retinal pigment epithelium; IL - 1茁; age - related
macular degeneration
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摘要
目的:探讨 Mcc950 对过氧化氢(H2 O2 )诱导的人视网膜
色素上皮细胞(ARPE-19 细胞)炎性损伤的保护作用。
方法:将 ARPE-19 细胞分为正常对照组、H2O2损伤组、单
纯 Mcc950 给药组、Mcc950 预处理 +H2 O2 损伤组,采用
CCK-8 法检测细胞活力并确定 H2O2和 Mcc950 合适的实
验浓度,ELISA 法检测细胞分泌的 IL-1茁 浓度,免疫印迹
(Western blot)法检测细胞中 NLRP3 炎性小体相关蛋白
的表达情况,TUNEL 染色法观察细胞凋亡情况。
结果:细胞活力随 H2O2刺激浓度的增加逐渐下降,H2O2

浓度 为 400滋mol / L 时 细 胞 活 力 显 著 降 低; 而 0郾 1、
1滋mol / L Mcc950 对 细 胞 活 力 无 显 著 影 响, 故 选 取
400滋mol / L H2O2和 1滋mol / L Mcc950 作为合适的实验浓
度。 与正常对照组相比,H2O2损伤组细胞活力显著降低,
细胞上清液中 IL-1茁 浓度显著升高,细胞凋亡率明显增
加,差异均有统计学意义(P<0郾 05),而与 H2O2损伤组比
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较,Mcc950 预处理+H2O2损伤组细胞活力明显升高,细胞
上清液中IL-1茁浓度和细胞凋亡率均降低,差异均有统
计学意义(P<0郾 05)。 Western blot 检测结果显示,H2 O2

能够促进细胞中 NLRP3、 Pro-caspase1和 caspase1 的表
达,而 Mcc950 预处理+H2 O2 损伤组细胞中 NLRP3、Pro-
caspase1 依然保持高表达,但 caspase1 表达水平得到明显
抑制,表明 Mcc950 能有效抑制 NLRP3 炎性小体的激活
从而干扰具有细胞凋亡作用的成熟 caspase1 的产生。
结论:Mcc950 能够有效抑制 H2O2诱导的 NLRP3 炎性小
体激活,恢复细胞活力,抑制细胞凋亡。
关键词:Mcc950;NLRP3 炎性小体;人视网膜色素上皮细
胞;IL-1茁;年龄相关性黄斑变性
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0 引言
年龄相关性黄斑变性(ARMD)是全球老年人失明及

致盲的主要病因[1-2],多发生于 50 岁以上人群,发病率随
年龄的增长而增高。 世界人口老龄化所致的 ARMD 防治
负担的增加将对医疗体系造成巨大的负担[3]。 ARMD 是
一种渐进性眼病,具体病因和发病机制尚不明确,目前认
为与炎症、慢性氧化应激、自噬水平下降等病理因素相
关[4-7]。 位于光感受器外的视网膜色素上皮(RPE)细胞
极其容易受到氧化应激的影响,导致细胞内自噬再循环
和降解减少,进一步诱导炎症的发生[8-9]。 因此,RPE 细
胞在 ARMD 病理机制中的作用备受关注。

研究发现,多种视网膜疾病[10-11] 的发展过程中均伴
有 NLRP3 炎性小体的激活。 NLRP3 炎性小体属于机体
内固有免疫系统,是人体的第一道免疫防线,发挥重要的
免 疫 监 视 作 用。 NLRP3 炎 性 小 体 是 NLRP3、 ASC、
caspase1 三种蛋白的复合体[12],其激活可以促进 Pro -
caspase1、Pro-IL-1茁 两种炎症介质前体的活化,进而转
变成具有凋亡作用的 caspase1 和具有炎性损伤作用的
IL-1茁[13]。 Mcc950 作为 NLRP3 炎性小体的特异性激活
抑制剂,在多种外源性炎性刺激下的巨噬细胞、成肌细
胞、树突状细胞[14-16] 中发挥有效的抗炎作用。 然而,
Mcc950 能否对人 RPE 细胞的炎症反应起作用至今并
未得到验证,故本研究以氧化损伤的人 RPE 细胞作为
模型,探究 Mcc950 在 ARMD 的发展过程中的作用及
机制。
1 材料和方法
1郾 1 材料摇 人 RPE 细胞(ARPE-19 细胞株,广州吉妮欧
生物科技有限公司,批号:ATCC8CRL-2302TM),DMEM /
F12 培养基、胎牛血清(美国 Gibco 公司),H2 O2(南京化
学试剂有限公司),CCK-8 试剂盒(中国 Biosharp 生物技
术公司),人 IL - 1茁 ELISA 检测试剂盒 (美国 R&D 公
司),TUNEL 试剂盒(德国罗氏生物科学公司),Mcc950
(Cat郾 No郾 5479,英国 Tocris 生物科学公司)。
1郾 2 方法
1郾 2郾 1 细胞培养 摇 细 胞 培 养 在 含 10% 胎 牛 血 清、
100U / mL青霉素及 100滋g / mL 链霉素的 DMEM / F12 培养
基中,将 ARPE-19 细胞置于 37% ,体积分数 5% CO2 培

养箱内培养,细胞生长至近融合状态时,用 0郾 25%胰蛋白
酶消化、传代,3 ~ 8 代细胞用于本研究。
1郾 2郾 2 细胞处理摇 (1)H2 O2 损伤浓度的筛选:不同浓度
(0、200、400、600滋mol / L)H2 O2 分别处理 ARPE-19 细胞
48h,采用 CCK-8 法检测细胞活力,ARPE-19 细胞活力
显著下降时的最小 H2O2浓度即为适用于本研究的 H2O2

损伤浓度。 (2)Mcc950 用药浓度的筛选:不同浓度(0、
0郾 1、1、10滋mol / L)Mcc950 分别处理 ARPE-19 细胞 48h,
采用 CCK-8 法检测细胞活力,当出现 ARPE-19 细胞活
力明显下降,凋亡明显增加的现象即出现药物毒性反应,
适用于本研究的 Mcc950 浓度即为前一数量级的药物浓
度。 (3)Mcc950 对 H2O2刺激的 ARPE-19 细胞的影响:
将细胞分为正常对照组、H2O2损伤组、单纯 Mcc950 给药
组、Mcc950 预处理+H2O2损伤组,其中正常对照组细胞常
规培养;H2O2损伤组细胞采用适宜浓度 H2O2处理 48h;单
纯 Mcc950 给药组细胞采用适宜浓度 Mcc950 处理 48h;
Mcc950 预处理 + H2 O2 损伤组细胞先采用适宜浓度
Mcc950 预处理细胞 3h,再采用适宜浓度 H2O2和 Mcc950
共同处理细胞 48h。
1郾 2郾 3 CCK-8 法检测细胞活力 摇 将对数生长期的
ARPE-19细胞接种到 96 孔板,2伊103 个 / 孔,培养箱中培
养 24h,待细胞贴壁根据处理条件进行处理后,弃去细胞
培养基,加入新的培养基并加入 CCK-8 检测液10滋L / 孔,
置于 37益培养箱中避光培养 2h 后,在酶标仪上检测波长
450nm 处的吸光度(A)值。 正常对照孔为正常培养细
胞,未予任何处理。 空白孔中无细胞,只含有 CCK-8 检
测液的培养基。 每组均取 4 个复孔的均值。 细胞活
力(% )= (A加药-A空白) / (A对照-A空白)伊100% 。
1郾 2郾 4 ELISA法检测 IL-1茁 浓度摇 正常对照组、H2O2损
伤组、单纯 Mcc950 给药组、Mcc950 预处理+H2O2损伤组
细胞处理结束后,将培养皿中的上清液移至 EP 管中,参
照 BCA 法测定蛋白浓度的方法检测 IL-1茁 浓度,设标准
孔、待 测 蛋 白 孔 和 空 白 孔。 标 准 孔 中 加 入 标 准 品
100滋L / 孔,待测蛋白孔加入待测蛋白 100滋L / 孔,空白孔
加入蒸馏水 100滋L / 孔,最后加入酶标记溶液 50滋L / 孔。
酶标板用封口胶密封后,37益恒温孵育 1h。 孵育结束后
弃去液体,充分清洗酶标板 5 次,将水分彻底吸干。 在各
孔中依次加入显色液 A 50滋L 和显色液 B 50滋L。 37益避
光孵育 15min 后,每孔加 50滋L 反应终止液终止反应。 在
酶标仪 450nm 波长处检测各孔吸光度(OD)值。 绘制标
准曲线,根据待测样品的 OD 值由标准曲线查出相应的
浓度,再乘以稀释倍数,即为样品的实际浓度。
1郾 2郾 5 Western blot 法检测 NLRP3 炎性小体相关蛋白
的表达 摇 正常对照组、H2 O2 损伤组、Mcc950 预处理 +
H2O2损伤组细胞处理结束后,吸除培养基,使用 RIPA 蛋
白裂 解 液 对 细 胞 进 行 冰 上 裂 解 30min, 低 温 离 心
13 000r / min,采用 BCA 法测定各组蛋白浓度,制备上样
蛋白混合液。 待测样品经 SDS-PAGE 凝胶电泳,转膜封
闭,加入一抗 [兔抗 NLRP3 多克隆抗体 ( Proteintech,
1 颐1000)、兔 抗 Pro - caspase1 多 克 隆 抗 体 ( Abcam,
1 颐1000)、兔抗 caspase - 1 多克隆抗体 ( Cell Signaling
Technology,1颐 1000)]置于 4益摇床孵育过夜,洗膜,加入
相应二抗置于摇床室温孵育 2h,洗膜,曝光显影,检测各
组 NLRP3 炎性小体相关蛋白的表达情况。
1郾 2郾 6 TUNEL染色检测细胞凋亡情况 摇 正常对照组、
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摇 摇

图 1摇 不同浓度 H2O2对 ARPE-19 细胞活力的影响摇 aP<0郾 05 vs
0滋mol / L H2O2。

H2O2损伤组、Mcc950 预处理+H2O2损伤组细胞处理结束
后,吸除培养基,用 4%多聚甲醛固定 30min,PBS 缓冲液
洗 3 次。 采用蛋白酶 K 工作液 ( pH 7郾 4, 15滋g / mL,
10mmol / L Tris - HCl) 通透细胞 5min。 将新鲜配制的
TUNEL 反应液(1 颐 9)滴加于细胞表面,在湿盒、暗室中
37益加盖孵育 60min。 用 PBS 缓冲液冲洗 3 次后在样品
上滴加 1 滴 DAPI 染色液对细胞核染色 1min 后,于荧光
显微镜下观察,选择激发光波长 450 ~ 500nm(绿色)范围
内检测。 凋亡细胞的细胞核荧光较强,呈致密浓染。 每
组图片各随机选取 5 个视野计数,并计算细胞凋亡率。
细胞凋亡率(% )= 凋亡细胞数 / 总细胞数伊100% 。

统计学分析:采用 SPSS17郾 0 软件进行统计学分析。
计量资料以均数依标准差(軃x依s)表示,多组间比较采用单
因素方差分析,组间两两比较采用 LSD-t 检验。 P<0郾 05
为差异具有统计学意义。
2 结果
2郾 1 不同浓度 H2O2对 ARPE-19 细胞活力的影响摇 不同
浓度(0、200、400、600滋mol / L) H2 O2 分别处理 ARPE-19
细胞 48h 后,细胞活力分别为 94郾 7% 依2郾 9% 、83郾 1% 依
3郾 6% 、52% 依6郾 1% 、37郾 33% 依4郾 6% ,差异有统计学意义
(F=35郾 34,P=0郾 02)。 随着 H2O2浓度的升高,经 H2O2刺
激后细胞活力逐渐降低,200滋mol / L H2O2处理的细胞活
力与 0滋mol / L 相比,差异无统计学意义(P = 0郾 065),而
400、600滋mol / L H2O2处理的细胞活力分别与 0滋mol / L 相
比,差异均有统计学意义(P = 0郾 032、0郾 0005),见图 1。
由于 600滋mol / L H2O2处理后细胞活力过低,可能影响实
验结果的可靠性,故本研究选择 400滋mol / L H2 O2 进行
实验。
2郾 2 不同浓度 Mcc950 对 ARPE-19 细胞活力的影响 摇
不同 浓 度 ( 0、 0郾 1、 1、 10滋mol / L ) Mcc950 分 别 处 理
ARPE-19细胞 48h 后,细胞活力分别为 94郾 33% 依3郾 2% 、
90郾 67% 依3郾 8% 、88郾 00% 依1郾 5% 、78郾 67% 依1郾 9% ,差异有
统计学意义(F = 5郾 839,P = 0郾 02)。 与 0滋mol / L Mcc950
处理的细胞活力比较,经 Mcc950 处理的细胞活力均降
低,但 经 0郾 1、 1滋mol / L Mcc950 处 理 的 细 胞 活 力 与
0滋mol / L相比,差异无统计学意义(P = 0郾 503、0郾 147),而
经 10滋mol / L Mcc950 处理的细胞活力与0滋mol / L相比,差
异有统计学意义 ( P = 0郾 0131 ),见图 2。 本研究选择
1滋mol / L Mcc950 进行实验。
2郾 3 Mcc950 对 H2O2刺激的 ARPE-19 细胞活力的影响
正常对照组、单纯 Mcc950 给药组、H2 O2 损伤组、Mcc950

摇 摇

图 2摇 不同浓度 Mcc950 对 ARPE-19 细胞活力的影响摇 aP<
0郾 05 vs 0滋mol / L Mcc950。

图 3摇 Mcc950 处理对 H2O2刺激的 ARPE-19 细胞活力的影

响 摇 aP<0郾 05 vs 正常对照组,cP<0郾 05 vs H2O2损伤组。

预处理+H2 O2 损伤组细胞活力分别为 93郾 67% 依4郾 5% 、
87郾 3% 依2郾 1% 、54郾 67% 依4郾 4% 、71郾 67% 依3郾 4% ,差异有
统计学意义(F=31郾 35,P<0郾 001)。 单纯 Mcc950 给药组
细胞活力与正常对照组相比,差异无统计学意义(P =
0郾 51),而经 400滋mol / L H2 O2 刺激 48h 后细胞活力明显
降低, 差异有统计学意义 ( P = 0郾 016 )。 经 1滋mol / L
Mcc950 预处理 3h,再接受 400滋mol / L H2O2刺激 48h 后的
细胞活力则明显高于 H2 O2 损伤组,差异有统计学意义
(P=0郾 009),见图 3。 以上结果表明,Mcc950 对 H2O2刺
激的 ARPE-19 细胞具有保护作用。
2郾 4 Mcc950 抑制 H2O2诱导的 ARPE-19 细胞 IL-1茁 的
表达摇 成熟型 IL-1茁 是细胞内 NLRP3 炎性小体活化的
重要炎症指标,故可通过检测细胞上清液中 IL-1茁 浓
度观察细胞内 NLRP3 炎性小体的活化程度。 ELISA 检
测结果显示,正常对照组、单纯 Mcc950 给药组、H2O2损
伤组、Mcc950 预处理+H2O2损伤组细胞上清液中 IL-1茁
的浓度差异有统计学意义(F = 78郾 18,P<0郾 001)。 与
正常对照组相比,经 400滋mol / L H2 O2 刺激 48h 后细胞
上清液中释放的 IL - 1茁 浓度明显增加至 106郾 00 依
4郾 2pg / mL,差 异 有 统 计 学 意 义 ( P < 0郾 001 ), 而 经
1滋mol / L Mcc950 预处理 3h,再接受 400滋mol / L H2O2刺
激 48h 后的细胞上清液中释放的 IL-1茁 浓度下降至
78郾 67依8郾 1pg / mL,与 H2O2损伤组比较差异有统计学意
义(P= 0郾 03),见图 4。
2郾 5 Mcc950 对 H2O2诱导的 ARPE-19 细胞 NLRP3 炎
性小体相关蛋白表达的影响摇 Western blot 检测结果显示
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摇 摇

图 4摇 Mcc950 对 H2O2诱导的 ARPE-19 细胞分泌 IL-1茁 的

影响摇 aP<0郾 05 vs 正常对照组,cP<0郾 05 vs H2O2损伤组。

图 5摇 Mcc950 对 H2O2诱导的 ARPE-19 细胞内 NLRP3 炎性

小体相关蛋白表达的影响。

图 6摇 Mcc950 对 H2O2诱导的 ARPE-19 细胞凋亡的影响(伊400)。

(图 5),与正常对照组相比,H2 O2 损伤组细胞中 NLRP3、
Pro- caspase1、 caspase1 蛋白表达水平明显升高,经过
Mcc950 预处理+H2O2损伤组细胞中 NLRP3、Pro-caspase1
依然保持高表达,但 caspase1 表达水平得到明显抑制,表
明 Mcc950 能有效抑制 NLRP3 炎性小体的激活从而干扰
具有细胞凋亡作用的成熟 caspase1 的产生。
2郾 6 Mcc950 抑制 H2 O2 诱导的 ARPE-19 细胞凋亡 摇
TUNEL 染色结果显示(图 6),正常对照组、H2O2损伤组、
Mcc950 预处理 +H2 O2 损伤组细胞凋亡率分别为 4% 依
1郾 2% 、59郾 6% 依6郾 8% 、33% 依6郾 4% ,差异有统计学意义
(F=27郾 51,P=0郾 001)。 正常对照组中仅能观察到数个细

胞凋亡,H2O2刺激后细胞凋亡率明显升高,差异有统计学
意义(P = 0郾 0013),而预先给予 Mcc950 处理再进行H2O2

刺激,细胞凋亡率较 H2O2损伤组显著降低,差异有统计学
意义(P=0郾 043),表明 Mcc950 在抑制 NLRP3 炎症小体活
化的同时具有抗凋亡作用。
3 讨论

氧化损伤和炎症反应之间具有不可分割的联系。 近
年来,关于 ARMD 发病机制的研究中,除了关注氧化损伤
因素外,炎症和 ARMD 发生发展的关系也日益成为研究
热点[17-18]。 Hollyfield 等[19-21] 研究发现,ARMD 发病机制
中,氧化损伤可转化为炎性反应损伤。 H2 O2 是公认的能
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够引起 RPE 细胞氧化应激反应的实验模型[22],故本研究

采用 H2O2刺激 ARPE-19 细胞建立受氧化刺激的 ARMD
细胞模型,进一步探索氧化损伤引起的炎症损伤在 ARMD
中的作用和影响。

RPE 细胞能够通过吞噬光感受器外节产生过量的
H2O2,过量的 H2O2会进一步损伤 RPE 细胞,导致细胞凋

亡[23-28]。 既往研究表明,H2O2可以上调 ARPE-19 细胞内

的 miR-143-3p 表达[24],也可以通过调控 PI3K / AKT 信号

通路导致氧化应激损伤[25]。 那么,H2 O2 是否可以通过
NLRP3 炎性小体激活途径介导 RPE 细胞的氧化应激反应
和凋亡尚不清楚。 本研究发现,在 H2O2刺激下,ARPE-19
细胞内 NLRP3 炎性小体激活,致凋亡因子即成熟的
casapase1 表达明显增加,细胞分泌至细胞外的炎症因子
IL-1茁 浓度升高,细胞活力降低,凋亡率升高,表明 H2 O2

诱导的氧化应激可以通过介导 NLRP3 炎性小体激活途径
对 ARPE-19 细胞产生损伤,NLRP3 炎性小体激活后,成
熟的 caspase1 导致 ARPE-19 细胞的凋亡增加,同时细胞
上清液中高浓度的 IL-1茁 作为炎症介质进一步趋化和启
动炎性反应从而加重 ARPE-19 细胞的炎性损伤。

NLRP3 炎性小体特异性抑制剂 Mcc950 是一种含二
芳基磺酰脲的复合物,其在多种炎症疾病(如 cryopyrin 相
关综合征、皮肤和肺部炎症、肾纤维化、高血压、心肌梗
死)模型中有效抑制炎症反应[29-33]。 本研究发现,适宜浓

度 Mcc950 干预 H2O2介导的氧化应激反应,也能够有效抑
制 NLRP3 炎性小体激活及其下游产物 IL-1茁 的大量释放
和 caspase1 的产生,恢复细胞活力,降低细胞凋亡率,表明
Mcc950 可以在 H2O2介导的氧化损伤过程中发挥重要的
抗炎、抗凋亡效果。

综上所述,H2 O2 能够通过 NLRP3 炎性小体激活途
径介导 ARPE-19 细胞的氧化应激反应,NLRP3 炎性小
体抑制剂 Mcc950 能够有效抑制该过程,显著提高
ARPE-19细胞对抗 H2 O2 诱导的细胞损伤的能力,发挥
其抗炎、抗凋亡的作用。 但本研究仅在体外环境中讨论
了 Mcc950 对于 ARPE-19 细胞的保护作用,在以后的研
究中将通过动物模型进一步探究 Mcc950 的治疗效果及
具体的作用机制。
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2017 中国眼科期刊 CiteScore 世界排名
(全球共收录 108 种)

近期,学术出版巨头爱思唯尔(Elsevier)依据 Scopus 数据库发布了 2017 年度期刊引用指数榜 CiteScore。
CiteScore 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 2017 CiteScore 中国眼科期刊在全球 108 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. 21 51 / 108

Chinese Journal of Ophthalmology
(中华眼科杂志) 中国大陆 中文 0. 23 86 / 108

Chinese Journal of Experimental Ophthalmology
(中华实验眼科杂志) 中国大陆 中文 0. 18 88 / 108

International Eye Science
(国际眼科杂志中文版) 中国大陆 中文 0. 03 101 / 108

Ophthalmology in China
(眼科) 中国大陆 中文 0. 03 101 / 108

备注:中国大陆共有眼科专业期刊 20 余种,被 SCOPUS 收录的只有以上 5 种,所以其它眼科期刊不在其中。

源自:https: / / scopus. com / sources
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