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摘要
目的:研究细胞自噬在缺氧条件下视网膜色素上皮(ＲＰＥ)
细胞表达炎性因子 ＩＬ－１β 和 ＩＬ－６ 中的作用ꎮ
方法:将体外培养的人 ＲＰＥ 细胞系随机分为缺氧组、３－甲
基腺嘌呤(３－ＭＡ)＋缺氧组、氯喹(ＣＱ) ＋缺氧组和对照组ꎮ
培养 ２４ｈ 后采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测各组细胞的自噬关键
蛋白微管相关蛋白 １ 轻链 ３Ｂ(ＬＣ３Ｂ)、Ｂｅｃｌｉｎ－１ 及 ｐ６２ 的
相对表达水平ꎻ采用 ＥＬＩＳＡ 法检测各组细胞上清液中
ＩＬ－１β和 ＩＬ－６ 的浓度ꎮ
结果:缺氧组 ＩＬ － １β 和 ＩＬ － ６ 的浓度明显高于对照组、
３－ＭＡ＋缺氧组和 ＣＱ＋缺氧组(均 Ｐ<０ ０１)ꎮ 缺氧组细胞
中 ＬＣ３Ｂ－Ⅱ / Ⅰ和 Ｂｅｃｌｉｎ－１ 的相对蛋白表达量均明显高
于对照组和 ３－ＭＡ＋缺氧组ꎬ缺氧组中 ＬＣ３Ｂ－Ⅱ / Ⅰ的相对
蛋白表达量低于 ＣＱ＋缺氧组(均 Ｐ<０ ０１)ꎮ 缺氧组细胞
中 ｐ６２ 相对蛋白表达量明显低于对照组、３－ＭＡ＋缺氧组和
ＣＱ＋缺氧组(均 Ｐ<０ ０１)ꎮ
结论:缺氧使 ＲＰＥ 细胞 ＬＣ３Ｂ－Ⅱ / Ⅰ、Ｂｅｃｌｉｎ－１ 表达增强ꎬ
ｐ６２ 表达减弱ꎬ并促进细胞分泌 ＩＬ－１β 和 ＩＬ－６ꎬ自噬抑制
剂 ３－ＭＡ 和 ＣＱ 能够减少 ＲＰＥ 细胞表达 ＩＬ－１β 和 ＩＬ－６ꎮ
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０引言
细胞自噬是一种普遍存在于真核生物中的溶酶体降

解途径ꎬ能对损伤的细胞器和毒性蛋白聚合物等细胞内产
物进行包裹、消化、降解和再利用ꎬ以满足细胞自身的代谢
需要以及细胞器的更新[１－２]ꎮ 自噬在衰老、肿瘤、炎症、神
经退行性疾病中起重要作用ꎬ故已成为目前生物学领域的
研究热点ꎮ 炎症反应的发生在很大程度上与细胞自噬存
在密切关联ꎬ其机制涵盖多个方面ꎬ并且在眼科疾病中可
能发挥重要作用[３]ꎮ

视网膜色素上皮( ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍꎬＲＰＥ)是
一种具有多种复杂生理生化功能的色素细胞ꎬ分泌的多种
生长因子可影响神经视网膜细胞及其自身的生理特性ꎬ也
与眼部疾病的发生密切相关[４]ꎮ 在正常生理条件下ꎬ炎性
细胞因子主要由单核巨噬细胞产生ꎬ病理条件下神经胶质
细胞、ＲＰＥ 细胞等也可分泌[５]ꎮ 炎性因子 ＩＬ－１β 和 ＩＬ－６
具有多种生物功能活性ꎬ与机体免疫、各种器官的生理功
能有关ꎬ目前对于 ＲＰＥ 细胞表达 ＩＬ－１β 和 ＩＬ－６ 与细胞自
噬的关系尚不清楚ꎮ ＬＣ３、Ｂｅｃｌｉｎ－１ 和 ｐ６２ 等是参与自噬
体或自噬溶酶体形成的关键蛋白ꎬ近年来作为自噬标记物
被广泛用于相关研究中[６－７]ꎮ ３－甲基腺嘌呤(３－ＭＡ)和氯
喹(ＣＱ)是两种应用广泛的自噬抑制剂ꎬ分别作用于自噬
的早期和晚期阶段ꎮ 基于此ꎬ本研究观察细胞自噬在缺氧
条件下 ＲＰＥ 细胞表达 ＩＬ－１β 和 ＩＬ－６ 中的作用ꎮ
１对象和方法
１ １对象　 ＡＲＰＥ－１９ 细胞系(武汉普诺赛生命科技有限
公司)ꎻＤＭＥＭ / Ｆ１２ 培养基(美国 Ｇｉｂｃｏ 公司)ꎻ３－ＭＡ(美
国 Ｓｅｌｌｅｃｋ 公司)ꎻＣＱ(美国 Ｓｉｇｍａ 公司)ꎻ兔抗人 ＬＣ３Ｂ 多
克隆抗体(美国 ＣＳＴ 公司)ꎻ兔抗人 Ｂｅｃｌｉｎ－１ 多克隆抗体
(美国 ＣＳＴ 公司)ꎻ兔抗人 ｐ６２ 多克隆抗体(美国 ＣＳＴ 公
司)ꎻ兔抗人 ＧＡＰＤＨ 多克隆抗体(杭州贤至生物有限公
司)ꎻＨＲＰ 标记羊抗兔二抗(武汉博士德生物工程有限公
司)ꎻ人 ＩＬ－１β 和 ＩＬ－６ ＥＬＩＳＡ 试剂盒(欣博盛生物科技有
限公司)ꎮ 三气培养箱(上海力申科学仪器有限公司ꎬＨＦ－
１００ 型)ꎻ倒置相差显微镜(日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司ꎬＩＸ５１ 型)ꎻ
全自动酶标仪(美国 Ｔｈｅｒｍｏ ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司ꎬＭｕｌｔｉｓｋａｎ ＭＫ３
型)ꎮ
１ ２方法
１ ２ １细胞培养及分组 　 用不含 ＥＤＴＡ 的 ０ ２５％胰酶消
化 ＡＲＰＥ－１９ 细胞ꎬ用含 １０％ ＦＢＳ＋１％青霉素和链霉素的
ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 培养基终止消化ꎬ轻轻吹打混匀成单细胞悬
液ꎬ传代至培养皿中ꎬ在 ３７℃、５％ ＣＯ２及饱和湿度条件下
培养ꎮ 取对数生长期、生长状态良好的细胞(５ ~ １０ 代)接
种于 ６ 孔板ꎬ每孔 ５×１０５个细胞ꎮ 待细胞贴壁后将细胞分
为缺氧组、３－ＭＡ＋缺氧组、ＣＱ＋缺氧组、正常对照组ꎬ其中
缺氧组细胞置于 Ｏ２ ∶ ＣＯ２ ∶ Ｎ２体积比为 １∶ ５∶ ９４ 的培养箱中
培养 ２４ｈꎻ３－ＭＡ＋缺氧组细胞先用 １０ｍｍｏｌ / Ｌ ３－ＭＡ 预处
理 ２ｈꎬ然后处理方法同缺氧组ꎻ ＣＱ ＋缺氧组细胞先用
５０μｍｏｌ / Ｌ ＣＱ 预处理 ２ｈꎬ然后处理方法同缺氧组ꎮ 对照
组细胞在正常氧条件下培养ꎮ
１ ２ ２ ＥＬＩＳＡ　 所有分组的细胞因子均采用酶联免疫吸
附剂测定分析方法(ＥＬＩＳＡ)进行检测ꎬ具体参照说明书进
行操作ꎮ 分别设空白孔、标准孔、待测样品孔ꎮ 空白孔加
标准品和样品稀释液 １００μＬꎬ余孔分别加标准品或待测样

品 １００μＬꎮ 酶标板覆膜ꎬ３６℃孵育 ９０ｍｉｎꎮ 充分洗板后空
白孔加入生物素化抗体稀释液ꎬ其余孔中加入生物素化抗
体工作液 １００μＬꎬ覆膜后 ３６℃温育 １ｈꎮ 充分洗板后向空
白孔加入酶结合稀释液ꎬ其余孔加酶结合物工作液
１００μＬꎬ覆膜后 ３６℃ 温育 ３０ｍｉｎꎮ 洗板后每孔加显色剂
(ＴＭＢ)１００μＬꎬ酶标板加上覆膜在 ３７℃ 避光孵育 １５ｍｉｎꎬ
每孔加终止液 １００μＬꎬ终止反应ꎬ用酶标仪在 ４５０ｎｍ 波长
测量各孔的光密度(ＯＤ 值)ꎮ
１ ２ ３ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ　 细胞处理完成之后ꎬ弃培养液ꎬ预冷
ＰＢＳ 漂洗 ３ 次ꎬ加 ４００μＬ 含 ＰＭＳＦ 的裂解液使细胞充分裂
解ꎬ离心提取细胞总蛋白ꎬ通过 ＢＣＡ 法测定蛋白浓度ꎮ
３０％丙烯酰胺 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 凝胶电泳后将蛋白转至 ＰＶＤＦ
膜ꎬ５％脱脂奶粉封闭液常温封闭 ２ｈꎻ一抗孵育:将膜分别
放入稀释好的抗体 ＬＣ３Ｂ(１ ∶ １０００)、Ｂｅｃｌｉｎ － １(１ ∶ １０００)、
ｐ６２(１ ∶ １０００)及 ＧＡＤＰＨ(１ ∶ １０００)中ꎬ４℃ 摇床过夜ꎮ 用
ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次ꎬ每次 １０ｍｉｎꎻ二抗孵育:将膜放入用稀释液
稀释好的 ＨＲＰ 标记的二抗(１ ∶ ５００００)中避光常温孵育
１~２ｈꎮ 用 ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次ꎬ每次 １０ｍｉｎꎻＥＣＬ 显色曝光ꎬ扫
描胶片后使用 ＢａｎｄＳｃａｎ 系统软件分析蛋白条带ꎮ 将目的
蛋白 ＬＣ３Ｂ、Ｂｅｃｌｉｎ－１ 和 ｐ６２ 与内参 ＧＡＰＤＨ 灰度的比值作
为目的蛋白的相对表达量ꎮ 实验均在不同时间 ３ 次生物
学重复ꎮ

统计学分析:采用统计软件 ＳＰＳＳ２０ ０ 对数据进行处

理及分析ꎬ计量资料以均数±标准差(ｘ±ｓ)表示ꎬ计量资料
均符合正态分布ꎬ方差齐ꎬ多组间比较采用单因素方差分
析ꎬ组间两两比较采用 ＬＳＤ－ ｔ 检验ꎬ以 Ｐ<０ ０５ 为差异有
统计学意义ꎮ
２结果
２ １ ＡＲＰＥ－１９ 细胞形态 　 培养 ２４ｈ 在倒置显微镜下观
察ꎬＡＲＰＥ－１９ 细胞形态呈现扁圆形、梭形、多角形或者不
规则形ꎬ贴壁良好ꎬ胞浆内未见明显黑色素颗粒ꎮ 不同组
之间的细胞形态未见明显差异ꎬ见图 １ꎮ
２ ２各组 ＲＰＥ细胞表达 ＩＬ－１β及 ＩＬ－６的浓度比较　 ＩＬ－１β
和 ＩＬ－６ 浓度的标准曲线(图 ２)及相应的浓度方程为:ｙ ＝
(－ ０ ２４６３ ＋ ３１１ ０４５４ｘ) / ( １ ＋ ０ １９３７ｘ － ０ １３６６ｘ２ )ꎬ ｙ ＝
(０ ９０８９＋１１７ ３４９６ｘ) / (１－０ ４７１５ｘ＋０ ０７２７ｘ２)ꎬ获得各组
细胞上清液中 ＩＬ－１β 和 ＩＬ－６ 的浓度ꎮ ＥＬＩＳＡ 结果显示培
养的细胞在未受到刺激的情况下仅仅产生少量的 ＩＬ－１β
和 ＩＬ－６ꎮ 缺氧刺激之后ꎬ上清液中 ＩＬ－１β 和 ＩＬ－６ 的产量
迅速增加ꎬ３－ＭＡ 或 ＣＱ 可以明显抑制 ＩＬ－１β 和 ＩＬ－６ 的产
生(图 ３)ꎮ 缺氧组、３－ＭＡ＋缺氧组、ＣＱ＋缺氧组及对照组
细胞的 ＩＬ－１β 浓度分别为 １９５ ０１±５ ６２、１６７ ８０±３ １５、
１３１ ７８±５ ３８、９８ ３７±５ ４９ｐｇ / ｍＬꎬ总体比较差异有统计学
意义(Ｆ ＝ ２１１ ８９ꎬＰ < ０ ０１)ꎮ 两两比较发现ꎬ缺氧组的
ＩＬ－１β浓度明显高于对照组、３－ＭＡ＋缺氧组和 ＣＱ＋缺氧
组ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０ ０１)ꎮ 缺氧组、３－ＭＡ＋缺氧
组、ＣＱ＋缺氧组及对照组细胞的 ＩＬ－６ 浓度分别为 ２５２ ３２±
１２ ４８、１６５ ４５±１０ １３、９０ ０７±５ ３７ 和 ５３ １３±２ ６０ｐｇ / ｍＬꎬ
总体比较差异有统计学意义(Ｆ ＝ ３１７ １５ꎬＰ<０ ０１)ꎮ 两两
比较发现ꎬ缺氧组的 ＩＬ－６ 浓度明显高于对照组、３－ＭＡ＋
缺氧组和 ＣＱ＋缺氧组ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０ ０１)ꎬ见
图 ３ꎮ
２ ３ 各组 ＲＰＥ细胞自噬水平的比较　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验结
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图 １　 倒置显微镜下观察 ＡＲＰＥ－１９ 细胞形态(×１００)　 Ａ:对照组ꎻＢ:缺氧组ꎻＣ:３－ＭＡ＋缺氧组ꎻＤ:ＣＱ＋缺氧组ꎮ

图 ２　 ＩＬ－１β及 ＩＬ－６ 的浓度标准曲线　 Ａ:ＩＬ－１βꎻＢ:ＩＬ－６ꎮ

图 ３　 ＥＬＩＳＡ检测 ＩＬ－１β及 ＩＬ－６ 浓度的统计柱状图　 Ａ:ＩＬ－１βꎻＢ:ＩＬ－６ꎮｂＰ<０ ０１ ｖｓ 缺氧组ꎮ

图 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测各组细胞 ＬＣ３Ｂ、Ｂｅｃｌｉｎ－１ 和 ｐ６２ 的蛋

白条带图ꎮ

果显示ꎬ与对照组比较ꎬ缺氧组细胞自噬激活ꎬ表现为
ＬＣ３Ｂ－Ⅱ / Ⅰ比值、Ｂｅｃｌｉｎ－１ 这两种蛋白条带增强和 ｐ６２
蛋条带减弱ꎮ 与缺氧组比较ꎬ当采用自噬抑制剂 ３－ＭＡ 预
处理细胞ꎬＬＣ３－Ⅱ / Ⅰ及 Ｂｅｃｌｉｎ－１ 的表达则明显降低ꎬｐ６２
的表达明显升高ꎻ采用自噬抑制剂 ＣＱ 预处理细胞ꎬ
Ｂｅｃｌｉｎ－１的表达明显降低ꎬＬＣ３－Ⅱ / Ⅰ及 ｐ６２ 的表达明显
升高ꎬ见图 ４ꎮ 缺氧组、３－ＭＡ＋缺氧组、ＣＱ＋缺氧组及对照
组细胞中的 ＬＣ３Ｂ－Ⅱ/Ⅰ、Ｂｅｃｌｉｎ－１ 及 ｐ６２ 的相对蛋白表达量
分别为(０ ５０±０ ０５、０ ３４±０ ０１、０ ６７±０ ０５ 和 ０ ２４±０ ０２)、

(０ ９７±０ ０５、０ ７８±０ ０６、０ ５４±０ ０１ 和 ０ ３２±０ ０３)和(０ ３２±
０ １０、０ ７８±０ ０８、０ ９６±０ ０２ 和 １ ０３±０ ０２)ꎮ 组间总体比较
差异均有统计学意义 ( ＬＣ３Ｂ －Ⅱ/Ⅰ:Ｆ ＝ ８０ ６５ꎬＰ< ０ ０１ꎻ
Ｂｅｃｌｉｎ－１:Ｆ＝ １３９ ２９ꎬＰ<０ ０１ꎻｐ６２:Ｆ ＝ ７０ ６４ꎬＰ<０ ０１)ꎮ 之
后两两比较发现ꎬ缺氧组细胞中 ＬＣ３Ｂ－Ⅱ/Ⅰ和 Ｂｅｃｌｉｎ－１ 的相
对蛋白表达量均明显高于对照组和 ３－ＭＡ＋缺氧组ꎬ缺氧
组中 ＬＣ３Ｂ－Ⅱ / Ⅰ的相对蛋白表达量低于 ＣＱ＋缺氧组ꎬ差
异均有统计学意义(Ｐ<０ ０１)ꎮ 缺氧组细胞中 ｐ６２ 相对蛋
白表达量明显低于对照组、３－ＭＡ＋缺氧组和 ＣＱ＋缺氧组ꎬ
差异均有统计学意义(Ｐ<０ ０１)ꎬ见图 ５ꎮ
３讨论

ＲＰＥ 细胞是一种具有多种复杂生理生化功能的色素
细胞ꎬ在眼的发育和视觉功能中起着非常重要的作用[８]ꎮ
在疾病状态下ꎬ视网膜细胞的结构和功能会发生改变ꎬ其
中 ＲＰＥ 细胞是病变的中心环节ꎬ其结构或功能异常会导
致视网膜感光细胞功能受损、视网膜退化等疾病的发生ꎮ
研究证实ꎬＲＰＥ 细胞是参与增生性玻璃体视网膜病变、年
龄相关性黄斑变性及糖尿病视网膜病变等的主要细胞ꎬ它
分泌的 ＩＬ－１β、ＩＬ－６ 等炎性因子在趋化细胞移动、启动细
胞增生、分泌胶原和纤维血管膜形成中可能发挥重要作
用[９－１２]ꎮ ＲＰＥ 受刺激后能分泌 ＩＬ－４、ＩＬ－６、ＩＬ－８、 ＩＬ－１０、
干扰素－γ 和单核细胞趋化蛋白－ １ 等多种炎性细胞因
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图 ５　 各组细胞 ＬＣ３Ｂ－Ⅱ/Ⅰ、Ｂｅｃｌｉｎ－１ 和 ｐ６２ 蛋白相对表达量的统计柱状图　 Ａ:ＬＣ３Ｂ－Ⅱ /Ⅰ蛋白ꎻＢ:Ｂｅｃｌｉｎ－１ 蛋白ꎻＣ:ｐ６２ 蛋白ꎮ
ｂＰ<０ ０１ ｖｓ 缺氧组ꎮ

子[１３]ꎮ 上述眼底疾病的发生与缺氧、慢性炎症密切相关ꎮ
本研究以 ＡＲＰＥ－１９ 细胞(广泛用于眼底疾病研究的一种
细胞模型)为研究对象ꎬ也发现在缺氧刺激条件下ꎬＲＰＥ
细胞分泌 ＩＬ－１β、ＩＬ－６ 的水平升高ꎬ与上述文献报道的结
果相符ꎮ

作为普遍存在于真核生物细胞内的一种机制ꎬ细胞自
噬能对内环境稳定进行自我维持ꎬ且在生长、发育等多种
生理活动中发挥重要作用ꎬ多种代谢应激可诱导自噬激
活[１]ꎮ 作为自噬标记蛋白ꎬＬＣ３、Ｂｅｃｌｉｎ－１ 和 ｐ６２ 等被广泛
用于自噬的研究中ꎮ ＬＣ３ 是自噬相关蛋白 ＡＴＧ８ 在哺乳
动物的类似物ꎬ参与前体膜的延长和闭合ꎬ也参与自噬体
的形成ꎬ故 ＡＴＧ８ / ＬＣ３ 是自噬的重要分子标记物[１４]ꎮ ＬＣ３
在其 Ｃ 末端被 ＡＴＧ４ 剪切ꎬ形成 ＬＣ３－Ⅰꎮ ＬＣ３－Ⅰ通过
ＡＴＧ７ 和 ＡＴＧ３ 与磷脂酰乙醇胺相结合形成酯化产物
ＬＣ３－Ⅱꎬ特异性结合于自噬体膜上ꎮ ＬＣ３－Ⅱ始终稳定地
保留在自噬体膜上直到与溶酶体融合ꎮ Ｂｅｃｌｉｎ－１ 是自噬
相关蛋白 ＡＴＧ６ 在哺乳动物的类似物ꎬ是其他自噬蛋白基
因参与自噬形成过程的必须成分[１５]ꎬ当自噬被抑制时ꎬ
Ｂｅｃｌｉｎ－１ 的表达降低ꎮ ｐ６２ / ＳＱＳＴＭ１ 蛋白是一种同 ＬＣ３
相互作用的蛋白ꎬ对降解底物的识别和包裹起着关键作
用ꎬｐ６２ 的蛋白表达越低ꎬ说明底物降解越少ꎬ则自噬活性
越强ꎬ即 ｐ６２ 的水平与自噬活性呈负相关[１６]ꎮ 由于 ＬＣ３
抗体对 ＬＣ３－Ⅱ具有更高的亲和力ꎬ会造成假阳性结果ꎬ因
此判断自噬活性的强弱还需同时考虑溶酶体活性的影响ꎮ
在研究中需要结合 ＬＣ３－Ⅱ及 ｐ６２ 的蛋白表达综合判断自
噬活性的强弱ꎮ 本研究发现在缺氧条件下ꎬＲＰＥ 细胞的
ＬＣ３Ｂ－Ⅱ / Ⅰ(ＬＣ３Ｂ 是 ＬＣ３ 的主要亚型)、Ｂｅｃｌｉｎ－１ 蛋白表
达增加及 ｐ６２ 蛋白表达下降ꎬ证实缺氧诱导了 ＲＰＥ 细胞
的自噬激活ꎮ

众所周知ꎬ视网膜对缺氧及继发的氧化应激高度敏
感ꎬ故各种缺血性视网膜疾病ꎬ如糖尿病视网膜病变、视网
膜静脉阻塞等都与缺氧密切相关ꎮ 因此ꎬ本研究将缺氧作
为刺激条件ꎬ观察 ＲＰＥ 细胞功能与其自噬水平的关系ꎮ
鉴于不同自噬抑制剂的作用机制存在差异ꎬ在本研究中我
们采用了两种自噬抑制剂对 ＲＰＥ 细胞进行了干预ꎬ以避
免使用某一种抑制剂可能带来的结果偏差ꎮ 其中ꎬ３－ＭＡ
是一种应用广泛的自噬抑制剂ꎬ它作用于自噬诱导阶段ꎬ
特异性阻断自噬体的形成[１７]ꎬ故作用后 ＬＣ３ －Ⅱ / Ⅰ及
Ｂｅｃｌｉｎ－１ 的表达降低ꎬｐ６２ 的表达升高(不能被降解)ꎻＣＱ
是一种溶酶体自噬抑制剂ꎬ可以阻止晚期阶段自噬体与溶
酶体的结合ꎬ抑制自噬的降解ꎬ使得自噬体在细胞内增加ꎬ

作用后会使 ＬＣ３－Ⅰ向 ＬＣ３－Ⅱ的转换增加更为明显[１８]ꎬ
故作用后 ＬＣ３－Ⅱ / Ⅰ及 ｐ６２ 的表达升高ꎬ而 Ｂｅｃｌｉｎ－１ 的表
达降低(自噬过程被抑制)ꎮ １０ｍｍｏｌ / Ｌ 是用 ３－ＭＡ 处理
ＡＲＰＥ－１９ 细胞的常用浓度[１９－２０]ꎬ故本研究也采用了这一
浓度ꎮ 此外ꎬ有研究发现ꎬ１０~３０μｇ / ｍＬ ＣＱ 不会影响细胞
活力和代谢ꎬ且 １０~２０μｇ / ｍＬ 的浓度对细胞活力的影响无
明显 差 异[２１]ꎮ 另 一 研 究 提 示ꎬ １０μｍｏｌ / Ｌ ＣＱ 作 用 于
ＡＲＰＥ－１９细胞 ２４ｈ 不会导致细胞死亡ꎬ而在 ２５０μｍｏｌ / Ｌ 时
几乎 １００％的细胞死亡ꎬ预测 ＬＤ５０ 介于 １００ ~ １２０μｍｏｌ / Ｌ
之间[２２]ꎮ 因此ꎬ本研究选择 ５０μｍｏｌ / Ｌ(即 １６μｇ / ｍＬ)浓度
的 ＣＱ 来抑制自噬也是合理的ꎮ 本研究发现缺氧刺激可
促进 ＲＰＥ 细胞表达 ＩＬ－１β、ＩＬ－６ꎬ３－ＭＡ 或 ＣＱ 处理后减
少了二者的表达ꎮ ３－ＭＡ 和 ＣＱ 预处理得到的结果一致ꎬ
证明抑制自噬能减少 ＲＰＥ 细胞表达 ＩＬ－１β 和 ＩＬ－６ꎮ

ＩＬ－１β 是 ＩＬ－１ 家族成员之一ꎬ是细胞间信号传递的
基本的介质ꎬ具有多种生物功能活性ꎬ例如促进成纤维细
胞增生、透明质酸酶和前胶原的合成等[５ꎬ２３]ꎮ ＩＬ－６ 是一
种单链糖蛋白ꎬ是与机体免疫、各种器官生理功能有关的
多向性细胞因子ꎬ调节细胞生长、分化、凋亡、转化及免疫
反应[２４－２５]ꎮ 目前ꎬ越来越多的研究认为自噬与机体免疫
和炎症有着密切的关系ꎬ但在眼科的相关研究较少[３ꎬ２６] ꎮ
因此ꎬ本研究观察了不同刺激条件下 ＲＰＥ 细胞分泌
ＩＬ－１β和 ＩＬ－６ 的情况及其与细胞自噬的联系ꎮ 结果表
明ꎬ在缺氧刺激条件下 ＲＰＥ 细胞自噬激活ꎬ表现为
ＬＣ３Ｂ－Ⅱ / Ⅰ、Ｂｅｃｌｉｎ－１ 表达增强ꎬｐ６２ 表达减弱ꎬ同时细
胞分泌 ＩＬ－１β 和 ＩＬ－６ 的水平升高ꎬ且采用自噬抑制剂
３－ＭＡ和 ＣＱ 能够减少 ＩＬ － １β 和 ＩＬ － ６ 的表达ꎮ 鉴于
ＩＬ－１β和 ＩＬ－６ 在 纤 维 增 生 等 病 理 过 程 中 起 重 要 作
用[２７－２８] ꎬ我们推测缺氧诱导自噬激活并促进 ＲＰＥ 细胞
分泌ＩＬ－１β和 ＩＬ－６ꎬ可能是这些炎性因子参与多种眼底
疾病病理过程的重要机制ꎮ 不过ꎬ自噬对 ＲＰＥ 细胞分泌
ＩＬ－１β 和 ＩＬ－６ 的具体调控机制ꎬ以及对纤维增生性眼
病的确切影响还需进一步研究ꎮ
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