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Abstract
誗AIM: To investigate the effect of heparanase (HPA- 1)
inhibitor on the proliferation of human retinal pigment
epithelial (RPE) cell.
誗METHODS:Hunan RPE cells were primarily cultured and
the fifth generation cells were used in the experiment.
The phosphomannopentaose sulfate(PI- 88) solutions of
different concentrations were added into the medium for
48 and 72 hours to co-culture the cells. The proliferation
of human RPE cell was estimated using MTT colorimetric
assay as the A570 value. The expression of keratin and HPA-1
in the cells was detected by immunochemistry.
誗RESULTS: HPA - 1 was intently expressed in both the
cytoplasm and nucleus of human RPE cells, and weak
expression was seen in RPE cells co-cultured with PI-88.
Either in 48 hours or 72 hours, the A570 values of various
concentrations of PI - 88 culture group were significantly
declined in comparison with without PI- 88. When PI- 88
was administered for 72 hours, the A570values showed the
tendency of reduction to those of 48 hours in >100mg/ L groups.
誗 CONCLUSION: HPA - 1 inhibitor can suppress the
proliferation of human RPE cell at the concentration- and
time-dependent manner in vitro.
誗KEYWORDS:phosphomannopentaose sulfate; heparanase;
retinal pigment epithelial cell
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摘要

目的:探讨乙酰肝素酶(heparanase-1, HPA-1)抑制剂应

用对 体 外 培 养 的 视 网 膜 色 素 上 皮 ( retinal pigment
epithelial, RPE)细胞增殖的影响。
方法: 采 用 DMEM 培 养 基 ( Dulbecco蒺s modified eagles
medium, DMEM)体外培养人 RPE 细胞,选择第 5 代细胞

用于实验。 倒置显微镜下直接观察不同质量浓度硫代磷

酸甘露醇戊糖(phosphomannopentaose sulfate, PI-88)对人

RPE 细胞体外生长的干预效果,应用四甲基偶氮唑盐[3-
(4,5 - dimethylthiazol - 2 - yl) - 2,5 - dipheny1 tetrazolium
bromide, MTT]比色法检测 RPE 细胞 A570 值;免疫组织化

学方法检测人 RPE 细胞角蛋白和 HPA-1 表达。
结果:体外增生的 RPE 细胞胞浆和细胞核 HPA-1 呈强阳

性表达,以细胞浆内表达为主,PI-88 干预后细胞浆表达

减弱。 PI-88 对体外 RPE 细胞的增生有明显的时效和量

效抑制关系,药物干预 72h 细胞 A570值随质量浓度不同表

现明显下降趋势(P<0. 05);而同一质量浓度,药物质量浓

度达到 100mg / L 及以上时,48 ~ 72h 才表现 A570值减小的

趋势。
结论: HPA-1 抑制剂可抑制体外培养 RPE 细胞的增生,
并呈现剂量和时间依赖关系。
关键词:硫代磷酸甘露醇戊糖;乙酰肝素酶;视网膜色素

上皮
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0 引言

摇 摇 视网膜色素上皮(retinal pigment epithelial, RPE)是视

网膜光感细胞层和脉络膜血管层之间的单细胞层,当局部

脉络膜血流灌注发生障碍,RPE 细胞可通过自分泌或旁

分泌方式生成各种血管生长刺激因子[1,2]。 Lassota 等[3]

通过机械损伤猪 Bruch蒺s 膜诱导脉络膜新生血管(choroidal
neovascularization,CNV),结果发现保留 RPE 细胞层较刮

除 RPE 细胞层诱导出的 CNV 膜血管化程度要高得多。 我

们之前的研究则表明,乙酰肝素酶(heparanase-1, HPA-1)
在实验性 CNV 表达上调,其抑制剂的应用可使 CNV 的发
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生、发展受到明显抑制[4]。 为探讨 RPE 细胞增生与 HPA-1
表达的相关性,本实验采用免疫组织化学 SP 法检测了体

外培养 RPE 细胞增殖过程 HPA-1 的表达情况,并应用四

甲基偶氮唑盐(MTT)比色法观察 HPA-1 抑制剂———硫代

磷酸甘露醇戊糖(phosphomannopentaose sulfate,PI-88)对
RPE 细胞增殖的影响。
1 材料和方法

1. 1 材料

1. 1. 1 细胞与试剂摇 人 RPE 细胞由解放军 309 医院惠赠,
采用广谱鼠抗人角蛋白抗体进行免疫组织化学方法进行

鉴定。 鼠抗人细胞角蛋白单克隆抗体 (克隆号:AE1 /
AE3,福州迈新生物技术开发公司),兔抗鼠(人)HPA-1
多克隆抗体(美国 Santa-Cruz 公司),山羊抗兔及山羊抗

小鼠 SP 试剂盒、枸橼酸盐缓冲液(北京中杉金桥生物技

术有限公司),AEC 显色试剂盒(福州迈新生物技术开发

公司),DMEM 培养液、四甲基偶氮唑盐 ( MTT) (美国

Sigma 公司),PI-88 粉剂(澳大利亚 Progen 公司,先配制

成 1 000mg / L 母液,超净工作台内微孔滤膜正压抽滤除

菌,然后根据 PI-88 质量浓度要求以含 100mL / L 胎牛血

清的 DMEM 培养液梯度稀释)。
1. 1. 2 主要仪器设备 摇 超净工作台(北京半导体设备一

厂),5410 型 CO2 恒温培养箱(美国 Napco 公司),BX-50
型倒置相差显微镜(日本 Olmypus 公司),318 型酶联免疫

检测仪(上海三科科学仪器公司)。
1. 2 方法

1. 2. 1 RPE细胞培养及鉴定摇 从液氮中取出第 3 代 RPE
细胞冻存管,迅速置入 37益水浴中使其完全融化,用吸管

吸入 15mL 离心管中,加入约 5mL DMEM 培养液 1000r / min
离心 5min,弃去上清液,再次用培养液洗涤 1000r / min 离

心 5min 后弃上清液,加入适量含 100mL / L 胎牛血清培养

液重悬后 1颐2 接种于 25cm2 培养瓶中,50mL / L CO2,37益
静置培养。 每 2d 更换 1 次培养液,细胞近铺满时,以
2郾 5g / L 胰蛋白酶消化传代,选择第 5 代细胞用于实验。
RPE 细胞鉴定(免疫组织化学 SP 法):培养瓶接种细胞

前,从瓶口置入预先裁剪消毒的盖玻片 2 ~ 3 块,传代时取

出并 于 950mL / L 乙 醇 固 定 30min, PBS 漂 洗 后 滴 加

7郾 5mL / L H2O2 -PBS 液 37益孵育 30min 以灭活内源性过

氧化物酶,蒸馏水冲洗后 PBS 洗 2min伊3 次,滴加山羊封

闭血清,湿盒内 37益放置 30min,倾去,直接滴加鼠抗人细

胞角蛋白单克隆抗体(1颐50 稀释,37益湿盒内 45min),PBS
漂洗 2min伊3 次,滴加山羊抗小鼠 IgG 抗体置 37益湿盒内

20min,PBS 漂洗 2min 伊 3 次,滴加 SP 试剂 37益 湿盒内

20min,PBS 漂洗后 AEC 显色,苏木素衬染,水溶性封片剂

封片。 阴性对照片,一抗以 PBS 代替,其余步骤完全

相同。
1. 2. 2 细胞爬片的制备和观察摇 将处于对数生长期的细

胞消化后,接种于预置有盖玻片的 6 孔培养板中(每孔

1 ~ 2 块预先裁减合适大小盖玻片),每孔接种 105个细胞,
接种 24h 后更换培养液,每孔加入 2mL 新配制的含

100mL / L 胎牛血清 DMEM 培养液,调配 PI-88 剂量使 6
孔中 PI-88 质量终浓度为 0mg / L伊3 孔(对照)、25mg / L伊3

孔,继续培养 72h 取出爬片,直接在倒置显微镜下选择各

爬片的最大细胞密度视野进行观察、拍照、进行免疫组织

化学染色。
1. 2. 3 HPA-1 免疫组织化学染色摇 细胞爬片在 950mL / L
乙醇中固定 30min 后 PBS 漂洗,滴加 7. 5mL / L H2O2 -PBS
液 37益孵育 30min,PBS 洗 2min伊3 次,滴加 50mL / L 牛血

清白蛋白封闭液湿盒内 37益放置 30min,倾去多余液体。
滴加兔抗鼠(人) HPA-1 多克隆抗体(1 颐70,37益 湿盒,
1h),PBS 漂洗 2min 伊3 次。 滴加山羊抗兔 IgG 抗体,置
37益湿盒内孵育 20min,PBS 漂洗 2min伊3 次。 滴加 SP 试

剂,37益湿盒内孵育 20min,PBS 漂洗 2min伊3 次。 新鲜配

制 AEC 试剂工作液,室温下显色,光学显微镜下控制反应

时间,流水洗涤。 苏木素复染,水溶性封片剂封片。 PBS
取代一抗孵育,作为阴性对照。
1. 2 . 4 MTT 比色法检测 PI-88 对 RPE 细胞增生的作

用 摇 取对数生长期的细胞,用 2. 5g / L 胰蛋白酶消化,以每

孔 5伊104个细胞接种于 96 孔培养板中,每孔体积 200滋L。
常规培养 24h 后,更换培养液,根据分组,含 100mL / L 胎

牛血清 DMEM 培养液中 PI-88 的终浓度分别调整为 0(对
照),5,10,15,25,50,75,100,250,500mg / L,每组重复设 4
个孔继续培养 48,72h(2 个时间点各重复种植 3 块培养

板,每组计算 12 个孔结果)。 每孔加入 MTT 溶液(5mg / mL)
20滋L,4h 后小心吸弃孔内培养上清液。 每孔加入二甲基

亚砜 150滋L,多功能涡旋器振荡 10min 左右,使紫色结晶

充分溶解,置酶联免疫检测仪上选择 570nm 波长测定各

孔光吸收值(A570 值)以间接反映活细胞数量和细胞增殖

状况。 以 A570值为纵轴,PI-88(mg / L)质量浓度为横轴,绘
制 2 个时间点 10 个不同 PI-88 终质量浓度干预下细胞生

长状态曲线。
摇 摇 统计学分析:各组MTT 数据结果以均数依标准差(軃x依s)
表示,使用 SPSS 11. 0 统计学软件对结果进行统计分析。
采用单因素方差分析比较不同时间点和不同 PI-88 浓度

组间差异。 P<0. 05 为差异有统计学意义。
2 结果

2. 1 细胞形态学观察及免疫组织化学染色摇 本实验采用

含 100mL / L 胎牛血清的 DMEM 培养基培养人 RPE 细胞,
正常培养的 RPE 细胞呈铺路石样排列生长,单个细胞形

态呈梭形、多角形形态,细胞两端伪足细长(图 1)。 采用

免疫组织化学 SP 法,经过广谱细胞角蛋白抗体( AE1 /
AE3)鉴定,结果表明角蛋白在细胞浆内弥漫性特异表达,
证实培养细胞为上皮性细胞;HPA-1 抗体染色结果:RPE
细胞浆和细胞核 HPA-1 均有表达,以细胞浆内表达为主,
25mg / L PI-88 干预培养的 RPE 细胞胞浆内 HPA-1 弱阳

性表达(图 2)。 倒置显微镜下观察 PI-88 干预 RPE 细胞

增殖过程 72h 后细胞的生长状态(图 3)。
2. 2 PI-88 对 RPE细胞增生的作用摇 对照组及 PI-88 质

量浓度分别为 15,25,50,75,100,250,500mg / L 对 RPE 细

胞生长干扰 48 和 72h 后结果表明,随时间变化,48 ~ 72h
时 75mg / L 以下浓度的 PI-88 对细胞生长的抑制效应小

于细胞自身的增殖效应,细胞 A570值增大,当质量浓度增

至 100mg / L 以上 A570值表现减小趋势(图 4)。 与对照组
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图 1摇 倒置显微镜下 RPE细胞形态观察(伊200)。

图 2摇 RPE细胞免疫组织化学染色摇 A:阴性对照组(伊400);B:
培养的第 5 代人 RPE 细胞的胞浆内角蛋白抗体强阳性表达

(伊400);C:无 PI-88 干预培养的 RPE 细胞浆内和少数细胞核

HPA-1 强阳性表达( 伊200);D:25mg / L PI-88 干预培养的 RPE
细胞胞浆内 HPA-1 弱阳性表达(伊200)。

图 3摇 PI-88 作用 72h后 6 孔培养板 RPE 生长情况(伊100) 摇
A:0mg / L PI-88;B:25mg / L PI-88。

图 4摇 不同浓度 PI-88 作用不同时间 RPE 细胞增殖状态变

化图。

细胞生长比较,48h 各浓度 PI-88 干预的细胞 A570值减少

均非常显著(F = 22. 8668,P<0. 01),质量浓度增至 25mg / L
浓度即达到最大的抑制效应,量效关系不明显(图 4);72h
时可见 PI-88 抑制细胞增殖呈现明显的量效关系(F =
32郾 9326,P<0. 01),随 PI-88 浓度的增加,细胞 A570值持续

降低,PI-88 浓度为 500mg / L 达到最大的抑制效应(表 1)。

表 1摇 PI-88 对人 RPE细胞作用 48h和 72h时 A570值变化

軃x依s
PI-88 浓度(mg / L) 48h 72h
0 0. 533依0. 028 0. 536依0. 037
15 0. 412依0. 017b 0. 437依0. 045d

25 0. 364依0. 035b 0. 398依0. 038a,d

50 0. 357依0. 049b 0. 390依0. 062a,c,d

75 0. 367依0. 064b 0. 374依0. 044d

100 0. 365依0. 054b 0. 345依0. 045d

250 0. 352依0. 037b 0. 314依0. 036d

500 0. 355依0. 053b 0. 301依0. 056c,d

aP<0. 05 vs 72h 15mg / L 组;bP<0. 01 vs 48h 0mg / L 组; cP<0. 05
vs 72h 100mg / L 组;dP<0. 01 vs 72h 0mg / L 组。

3 讨论

摇 摇 RPE 是与视网膜光感细胞层紧密相连的单细胞层,
维持着正常视网膜功能并形成外层血-视网膜屏障,正常

情况下大多数 RPE 细胞处于静止状态,而视网膜脱离、眼
底激光光凝、手术损伤等均可导致 RPE 细胞的增殖和迁

移过 程[5]。 RPE 细 胞 的 增 殖 过 程 涉 及 细 胞 外 基 质

(extracellular matrix,ECM) 的降解,基底膜与 ECM 主要由

两种成分构成:一是蛋白水解酶底物———结构蛋白,包括

胶原、层粘连蛋白、纤维结合素等;二是糖氨聚糖,其主要

成 分 是 硫 酸 乙 酰 肝 素 蛋 白 多 糖 ( heparan sulfate
proteoglycan,HSPG)。 研究已证实在老年黄斑变性、增殖

性玻璃体视网膜病变等 RPE 功能紊乱性疾病中,RPE 细

胞层 的 蛋 白 水 解 酶—基 质 金 属 蛋 白 酶 ( matrix
metalloproteinases,MMP)活性明显增高[6,7],而 HPA-1 是

哺乳动物体内唯一的内切糖苷酶,HSPG 是其主要作用底

物,这种酶解作用同样直接影响机体伤口愈合、血管发生、
炎症和肿瘤转移等多种重要的生理和病理过程[8,9]。 为

探讨体外培养的人 RPE 细胞增生过程与 HPA-1 的相关

性,本实验采用免疫组织化学 SP 法研究 HPA-1 蛋白在

RPE 细胞的表达,并采用 MTT 检测 HPA-1 特异性抑制剂

PI-88 对人 RPE 细胞体外增生过程的影响。
摇 摇 本实验的 MTT 结果表明,梯度质量浓度的 PI-88 对

RPE 细胞增生过程呈现明显的量-效和时-效抑制作用。
干预 48h,25mg / L 质量浓度即达到最大的抑制效应,50,
75,100,250,500mg / L 质量浓度下的细胞 A570值并无明显

差异;干预 72h 则出现明显的量效依赖关系,细胞 A570 值

持续下降,500mg / L 达到最大抑制效应。 显然,HPA-1 特

异性抑制剂 PI-88 可明显抑制人 RPE 细胞体外增生过

程。 PI-88 目前已被应用于抗癌治疗的临床试验,研究表

明其不仅可直接抑制该 HPA-1 的酶解活性,还有封闭

ECM 中肝素侧链结合的多种生长因子(VEGF,bFGF 等)
的作用[10,11]。 免疫组织化学结果发现,正常体外培养的人

RPE 细胞浆和细胞核内 HPA-1 呈强阳性表达,PI-88 干预

后 HPA-1 在 RPE 细胞浆为弱阳性表达,对应于倒置显微

镜下后者细胞生长密度明显稀疏,表明 HPA-1 对 RPE 细

胞的增生过程可能起着促进作用,抑制该酶活性可使细胞

增生受到抑制。
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摇 摇 总之,本实验通过 HPA-1 抑制剂对体外培养的 RPE
细胞增生过程进行干预,并观察增生过程的 RPE 细胞表

达该酶蛋白及干预后的变化,初步表明 RPE 细胞增殖、迁
移过程与 HPA-1 表达相关。
致谢:感谢解放军 309 医院司艳芳博士惠赠人 RPE 细胞,
澳大利亚 CANBERR 医院梁晓明博士惠赠 Progen 公司生

产 PI-88 粉剂。
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