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摘要
目的:探讨 Ａｐｅｌｉｎ－１３ 在缺氧诱导的视网膜 Ｍüｌｌｅｒ 细胞凋
亡中的作用及机制ꎮ
方法:以视网膜 Ｍüｌｌｅｒ 细胞为研究对象ꎬ实验分为对照组、
缺氧组和实验组ꎬ对照组细胞培养于正常环境中ꎬ缺氧组
细胞培养于缺氧环境中ꎬ实验组细胞培养于缺氧环境中并
以 Ａｐｅｌｉｎ－１３(１μｍｏｌ / Ｌ)处理ꎬＭＴＴ 法检测细胞活力变化ꎬ
结晶紫染色法观察细胞形态ꎬ免疫荧光染色法观察细胞
ＧＦＡＰ 和 ＹＡＰ 的表达情况ꎬＴＵＮＥＬ 染色检测细胞凋亡并
计算凋亡指数ꎬ蛋白印记实验检测 ｐ －ＬＡＴＳ１、ｐ －ＹＡＰ、
ＬＡＴＳ１ 及 ＹＡＰ 蛋白表达变化ꎮ
结果:提取分离的 Ｍüｌｌｅｒ 细胞传代后贴壁生长ꎬ细胞呈长
梭形、多角形、圆形等形态ꎬ细胞质丰富ꎬ细胞核呈圆形ꎬ细
胞 ＧＦＡＰ 表达阳性ꎮ ０.１、１、１０μｍｏｌ / Ｌ Ａｐｅｌｉｎ－１３ 处理显著
抑制缺氧诱导的 Ｍüｌｌｅｒ 细胞活力下降 (Ｐ < ０. ０５ 或 Ｐ <
０ ０１)ꎮ 与对照组相比ꎬ缺氧组细胞凋亡指数明显升高
(Ｐ<０.０１)ꎻ而与缺氧组相比ꎬ实验组凋亡指数明显降低
(Ｐ<０.０１)ꎮ 对照组和缺氧组细胞 ｐ－ＬＡＴＳ１ 和 ｐ－ＹＡＰ 蛋
白表达无明显差异ꎻ与缺氧组相比ꎬ实验组细胞 ｐ－ＬＡＴＳ１
和 ｐ－ＹＡＰ 蛋白表达明显降低(Ｐ<０.０１)ꎮ 对照组和缺氧
组细胞核 ＹＡＰ 蛋白表达无明显差异ꎻ与缺氧组相比ꎬ实验
组 ＹＡＰ 细胞核表达明显升高(Ｐ<０.０１)ꎮ
结论:Ａｐｅｌｉｎ－１３ 能抵抗缺氧诱导的视网膜 Ｍüｌｌｅｒ 细胞凋
亡ꎬ该作用可能与调节 ＹＡＰ 入核有关ꎮ
关键词:视网膜细胞ꎻＭüｌｌｅｒ 细胞ꎻＡｐｅｌｉｎ－１３ꎻｙｅｓ 相关蛋
白ꎻ凋亡
ＤＯＩ:１０.３９８０ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７２－５１２３.２０２０.６.０４

Ａｐｅｌｉｎ－１３ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｈｙｐｏｘｉａ－ｉｎｄｕｃｅｄ ｒｅｔｉｎａｌ
Ｍüｌｌｅｒ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＹＡＰ
ｅｎｔｒｙ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｕｓ

Ｌｅｉ Ｓｕｎ１ꎬ Ｙｏｎｇ Ｔａｏ２

Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｉｔｅｍ: Ｔｈｅ １４ｔｈ Ｙｏｕｎｇ Ｔｅａｃｈｅｒｓ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ Ｂａｓｉｃ

Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｂｙ Ｆｏｋ Ｙｉｎｇ Ｔｕｎｇ Ｅｄｕｃａｔｉｏｎ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎꎬ ２０１４ ( Ｎｏ.
１４１０３８)
１Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ ｔｈｅ Ｙｅｌｌｏｗ Ｒｉｖｅｒ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ
ｔｈｅ Ｙｅｌｌｏｗ Ｒｉｖｅｒ Ｗａｔｅｒ Ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ Ｃｏｍｍｉｓｓｉｏｎꎬ Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ ４５００００ꎬ
Ｈｅｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ Ｂｅｉｊｉｎｇ
Ｃｈａｏｙａｎｇ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｃａｐｉｔａｌ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｂｅｉｊｉｎｇ
１０００２０ꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｔｏ: Ｙｏｎｇ Ｔａｏ. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ
Ｂｅｉｊｉｎｇ Ｃｈａｏｙａｎｇ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｃａｐｉｔａｌ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｂｅｉｊｉｎｇ
１０００２０ꎬ Ｃｈｉｎａ. ｙｏｎｇｔａｏＣＹ＠ １６３.ｃｏｍ
Ｒｅｃｅｉｖｅｄ:２０１９－０５－２４　 　 Ａｃｃｅｐｔｅｄ:２０２０－０５－１５

Ａｂｓｔｒａｃｔ
•ＡＩＭ: Ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ Ａｐｅｌｉｎ－
１３ ｉｎ ｐｒｅｖｅｎｔｉｎｇ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｒｅｔｉｎａｌ Ｍüｌｌｅｒ ｃｅｌｌｓ
ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｙｐｏｘｉａ.
•ＭＥＴＨＯＤＳ: Ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ ｔｈｅ ｒｅｔｉｎａｌ Ｍüｌｌｅｒ ｃｅｌｌｓ ａｒｅ
ｒｅｇａｒｄｅｄ ａｓ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｓｕｂｊｅｃｔｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ
ｈｙｐｏｘｉａ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ａｒｅ ｓｅｔ ｕｐ. Ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ
ｏｆ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｒｅ ｃｕｌｔｉｖａｔｅｄ ｉｎ ｎｏｒｍａｌ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ.
Ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｈｙｐｏｘｉａ ｇｒｏｕｐ ａｒｅ ｃｕｌｔｉｖａｔｅｄ ｉｎ ｈｙｐｏｘｉａ
ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ. Ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ａｒｅ ｃｕｌｔｉｖａｔｅｄ
ｉｎ ｈｙｐｏｘｉａ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ａｎｄ ａｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ａｐｅｌｉｎ－
１３ ( １μｍｏｌ / Ｌ ) . ＭＴＴ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｍｏｎｉｔｏｒ ｔｈｅ
ｃｈａｎｇｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｒｙｓｔａｌ ｖｉｏｌｅｔ
ｓｔａｉｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ ａｄｏｐｔｅｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｃｅｌｌ
ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ. Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎꎬ ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｓｔａｉｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｔｅｓｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＧＦＡＰ
ａｎｄ ＹＡＰ ａｎｄ ｔｈｅ ＴＵＮＥＬ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ ｕｓｅｄ ｔｏ
ｍｏｎｉｔｏｒ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｓｉｔｕａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｉｎｄｅｘ ｉｓ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ. Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ ｕｓｅｄ ｔｏ
ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ－ＬＡＴＳ１ꎬ ｐ－
ＹＡＰꎬ ＬＡＴＳ１ ａｎｄ ＹＡＰ ｐｒｏｔｅｉｎ.
• ＲＥＳＵＬＴＳ: Ｔｈｅ ｓｅｐａｒａｔｅｄ ａｎｄ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ Ｍüｌｌｅｒ ｃｅｌｌｓ
ｇｒｏｗ ｏｎ ｔｈｅ ｗａｌｌ ａｎｄ ｓｈｏｗ ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎꎬ ｐｏｌｙｇｏｎ ａｎｄ
ｃｉｒｃｕｌａｒ ｓｈａｐｅｓ. Ｔｈｅ ｃｙｔｏｐｌａｓｍ ｉｓ ｐｌｅｎｔｉｆｕｌ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｅｌｌ
ｎｕｃｌｅｕｓ ｓｈｏｗ ｃｉｒｃｕｌａｒ ｓｈａｐｅ. Ｔｈｅ ＧＦＡＰ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ｃｅｌｌ ｉｓ ｐｏｓｉｔｉｖｅ. Ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ０. １ꎬ １ꎬ １０μｍｏｌ / Ｌ
Ａｐｅｌｉｎ－ １３ ｃａｎ ｏｂｖｉｏｕｓｌｙ ｐｒｅｖｅｎｔ ｔｈｅ Ｍüｌｌｅｒ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ
ｄｅｃｒｅａｓｉｎｇ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｙｐｏｘｉａ ( Ｐ < ０. ０５ ｏｒ Ｐ < ０. ０１) .
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎｄｅｘ
ｏｆ ｈｙｐｏｘｉａ ｇｒｏｕｐ ｉｓ ｏｂｖｉｏｕｓｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ( Ｐ < ０. ０１ ) .
Ｈｏｗｅｖｅｒꎬ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｈｙｐｏｘｉａ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｃｅｌｌ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ｉｓ ｏｂｖｉｏｕｓｌｙ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ < ０. ０１) . Ｔｈｅ ｐ － ＬＡＴＳ１ ａｎｄ ｐ － ＹＡＰ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｈｙｐｏｘｉａ ｇｒｏｕｐ ｄｏｅｓ
ｎｏｔ ｈａｖｅ ｂｉｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｈｙｐｏｘｉａ ｇｒｏｕｐꎬ
ｔｈｅ ｐ－ＬＡＴＳ１ ａｎｄ ｐ－ＹＡＰ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ
ｇｒｏｕｐ ｉｓ ｏｂｖｉｏｕｓｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ< ０.０１) . Ｔｈｅ ＹＡＰ ｐｒｏｔｅｉｎ
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ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ｎｕｃｌｅｕｓ ｏｆ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｈｙｐｏｘｉａ
ｇｒｏｕｐ ｄｏｅｓ ｎｏｔ ｈａｖｅ ｇｒｅａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ｈｙｐｏｘｉａ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｎｕｃｌｅｕｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＹＡＰ ｃｅｌｌ ｉｓ
ｇｒｅｔａｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ<０.０１) .
•ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: Ａｐｅｌｉｎ － １３ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｐｒｅｖｅｎｔ ｔｈｅ
ｒｅｔｉｎａｌ Ｍüｌｌｅｒ ｃｅｌｌｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｈｙｐｏｘｉａꎬ
ｗｈｉｃｈ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＹＡＰ ｉｎｔｏ ｔｈｅ
ｎｕｃｌｅｕｓ.
•ＫＥＹＷＯＲＤＳ:ｒｅｔｉｎａｌ ｃｅｌｌｓꎻ Ｍüｌｌｅｒ ｃｅｌｌｓꎻ Ａｐｅｌｉｎ－１３ꎻ ｙｅｓ－
ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ: Ｓｕｎ Ｌꎬ Ｔａｏ Ｙ. Ａｐｅｌｉｎ － １３ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｈｙｐｏｘｉａ － ｉｎｄｕｃｅｄ
ｒｅｔｉｎａｌ Ｍüｌｌｅｒ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＹＡＰ ｅｎｔｒｙ ｉｎｔｏ ｔｈｅ
ｎｕｃｌｅｕｓ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ( Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ) ２０２０ꎻ２０(６):９４６－９５０

０引言
爱帕琳肽(Ａｐｅｌｉｎ / ＡＰＬＮ)是由 ７７ 个氨基酸构成的多

肽ꎬ为血管紧张素样 Ｇ 蛋白偶联受体(ＡＰＪ)的配体[１]ꎮ
Ａｐｅｌｉｎ－１３ 是 Ａｐｅｌｉｎ 的亚型之一ꎬ在心血管系统、神经系
统、内分泌系统及消化系统中发挥重要生物学作用[２]ꎮ
Ｍüｌｌｅｒ 细胞为脊髓动物视网膜中的主要神经胶质细胞ꎬ表
达多种功能性的酶ꎬ对视网膜结构和功能维持具有重要作
用[３]ꎮ 生理条件下ꎬＭüｌｌｅｒ 细胞能支持血－视网膜屏障的
完整性ꎬ而病理条件下其可参与视网膜水肿形成[４]ꎮ 研究
显示ꎬＡｐｅｌｉｎ 能诱导 Ｍüｌｌｅｒ 细胞对缺氧或葡萄糖剥夺的耐
受[５]ꎮ 另有研究报道ꎬＡｐｅｌｉｎ－１３ 通过 ＧＬＰ－１Ｒ / ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ
信号通路抑制神经细胞凋亡ꎬ并减轻蛛网膜下腔出血后的
早期脑损伤[６]ꎮ 还有研究显示ꎬＡｐｅｌｉｎ－１３ 可能通过调节
胶质纤维酸性蛋白(ｇｌｉａｌ ｆｉｂｒｉｌｌａｒｙ ａｃｉｄｉｃ ｐｏｒｔｅｉｎꎬＧＦＡＰ)和
血管内皮生长因子 ( ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬ
ＶＥＧＦ) 的表达从而介导 Ｍüｌｌｅｒ 细胞的增殖、迁移及存
活[７]ꎮ 提示ꎬＡｐｅｌｉｎ－１３ 与 Ｍüｌｌｅｒ 细胞存活或凋亡有关ꎮ
ｙｅｓ 相关蛋白( ｙｅｓ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＹＡＰ)为一种转录共
激活因子ꎬ主要在 Ｈｉｐｐｏ 通路下游发挥细胞增殖和凋亡调
控作用[８]ꎮ 目前ꎬ还未有研究报道 ＹＡＰ 是否与 Ａｐｅｌｉｎ－１３
介导的细胞存活或凋亡相关ꎬ本研究主要对此进行探讨ꎮ
１材料和方法
１ １ 材料 　 胎牛血清( ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍꎬＦＢＳ)、ＤＭＥＭ /
Ｆ１２ 培养基购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻＹＡＰ 抗体(货号 ４９１２)、
ＧＦＡＰ 抗 体 ( 货 号 ８０７８８Ｓ )、 Ｐｈｏｓｐｈｏ － ＹＡＰ ( Ｓｅｒ１２７ )
(Ｄ９Ｗ２Ｉ)抗体(货号 １３００８)、Ｐｈｏｓｐｈｏ－ＬＡＴＳ１(Ｓｅｒ９０９)抗
体(货号 ９１５７)购自美国 ＣＳＴ 公司ꎻＬＡＴＳ１ 抗体购自美国
ａｂｃａｍ 公司(货号 ａｂ７０５６１)ꎻＧＡＰＤＨ 抗体(货号 ＡＰ００６３)、
抗兔 ＩｇＧ－ＨＲＰ 二抗(货号 ＢＳ１３２７８)、抗小鼠 ＩｇＧ－ＨＲＰ 二
抗(货号 ＢＳ１２４７８)购自南京巴傲得公司ꎻ总蛋白提取试剂
盒和细胞裂解液购自上海碧云天公司ꎻ聚偏二氟乙烯膜
(ＰＶＤＦ)购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司ꎮ 主要仪器设备:Ｅｌｘ８０８
全波段多功能酶标仪ꎬ美国 ＢｉｏＴｅｋ 公司ꎻＡＩ６００ 凝胶成像
仪ꎬ美国 ＧＥ 公司ꎻＰＩＰＥＴＭＡＮ Ｌ 微量可调加样器ꎬ法国
Ｇｉｌｓｏｎ 公司产品ꎻ Ａｌｌｅｇｒａ ６４Ｒ Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ 台式高速冷冻离
心机ꎬ美国 Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒ 公司产品ꎻＥｃｌｉｐｓｅ Ｔｉ－ｓ 倒置显
微镜ꎬ日本 Ｎｉｋｏｎ 公司ꎮ
１ ２方法
１ ２ １ Ｍüｌｌｅｒ 细胞的提取分离和培养 　 将新西兰乳兔处
死ꎬ迅速取下眼球ꎬ用含庆大霉素(１０Ｕ / ｍＬ)的生理盐水

冲洗 ２~３ 次ꎬ去掉眼前部组织及玻璃体ꎬ剥取视网膜神经
层ꎬ冲洗掉粘着的色素上皮细胞ꎬ铺平视网膜组织ꎬ撕下不
含血管和髓放线的部分组织ꎬ用Ⅳ型胶原酶(１ｍｇ / ｍＬ)和
０ ２％透明质酸酶(１００Ｕ / ｍＬ)消化 ３０ ~ ４０ｍｉｎꎬ以 ＤＭＥＭ /
Ｆ１２(含 １０％ ＦＢＳ)终止消化ꎬ吹散细胞并用 １００μｍ 滤网过
滤ꎬ８００ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ｍｉｎ 后弃去上清ꎬ用 ＤＭＥＭ / Ｆ１２ (含
２０％ ＦＢＳ)重悬细胞并接入培养瓶中ꎬ置于 ３７℃、５％ ＣＯ２

的培养箱中培养ꎮ 待细胞贴壁后每隔 １ｄ 换液ꎬ生长至
８０％密度时进行传代ꎮ
１ ２ ２ 免疫荧光检测 ＧＦＡＰ 和 ＹＡＰ 的表达情况 　 将
Ｍüｌｌｅｒ 细胞在 ４％多聚甲醛中固定 ３０ｍｉｎ 后ꎬ室温下用
Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ－１００ 透核膜 １０ｍｉｎꎮ 用含 ５％ ＢＳＡ 的 ＰＢＳ 封闭
２ｈꎬ于 ４℃下孵育一抗 ＧＦＡＰ 和 ＹＡＰ(１∶ ５００)过夜ꎬ同时以
ＤＡＰＩ 染核ꎮ 分别室温孵育对应荧光二抗 ２ｈꎬＰＢＳ 洗片后
应用荧光显微镜观察拍照ꎬ记录软件显示的荧光强度值ꎮ
１ ２ ３结晶紫染色观察细胞形态　 将 Ｍüｌｌｅｒ 细胞接种于
６ 孔板中ꎬ当细胞生长至 ８０％密度时进行结晶紫染色ꎬ细
胞用 ＰＢＳ 轻柔地洗 ２ 遍ꎬ每孔加入 ４％多聚甲醛 １ｍＬꎬ３７℃
固定 １０ｍｉｎꎬＰＢＳ 洗 ２ 遍ꎬ每遍 １ｍｉｎꎬ各加入 １ｍＬ 结晶紫染
色液染 １０ｍｉｎꎬ双蒸水洗涤后拍照ꎮ 实验重复 ３ 次ꎮ
１ ２ ４ ＭＴＴ 法检测细胞活力 　 取 Ｍüｌｌｅｒ 细胞铺于 ９６ 孔
板中ꎬ每孔细胞数为 ９×１０３个ꎬ以正常条件下培养的 Ｍüｌｌｅｒ
细胞作为对照组ꎬ缺氧条件下(９２％ Ｎ２、５％ ＣＯ２和 ３％ Ｏ２)
以 Ａｐｅｌｉｎ－１３(０、０ ０１、０ １、１、１０μｍｏｌ / Ｌ)处理 ２４ｈꎬ每组设置
５ 个复孔ꎬ同时设置调零孔ꎮ ２４ｈ 时每孔加入 １０μＬ ＭＴＴ 溶
液ꎬ培养箱孵育 ４ｈꎬ酶标仪测定 ＯＤ 值(４５０ｎｍ)ꎬ计算细胞活
力ꎮ 细胞活力＝(Ａｐｅｌｉｎ－１３ 组 ＯＤ 值－调零孔 ＯＤ 值) / (对
照组 ＯＤ 值－调零孔 ＯＤ 值)×１００％ꎮ
１ ２ ５ ＴＵＮＥＬ染色检测细胞凋亡　 将 Ｍüｌｌｅｒ 细胞分为对
照组、缺氧组和实验组ꎬ对照组细胞培养于正常环境中ꎬ缺
氧组细胞培养于缺氧环境中ꎬ实验组细胞培养于缺氧环境
中并以 Ａｐｅｌｉｎ－１３(１μｍｏｌ / Ｌ)处理 ２４ｈꎮ 将处理好的对照
组、缺氧组和实验组 Ｍüｌｌｅｒ 细胞制成悬液后爬片ꎬ用固定
液固定爬片 １ｈꎬＰＢＳ 漂洗ꎬ通透液冰上孵育 ２ｍｉｎꎬＰＢＳ 漂
洗玻片 ２ 次ꎬ干燥ꎬ加 ５０μＬ ＴＵＮＥＬ 染色液于爬片区避光
孵育 １ｈꎬＰＢＳ 漂洗 ３ 次ꎬ加入适量的 ＤＡＰＩ 染色 ５ ~ １０ｍｉｎꎬ
吸出染液ꎬＰＢＳ 漂洗 ３ 次ꎬ荧光显微镜下观察ꎮ 随机选取
５ 个非重叠 ２００ 倍镜视野拍照ꎬ计数凋亡细胞数和细胞总
数ꎬ计算凋亡率ꎮ
１ ２ ６蛋白印迹检测 ｐ－ＬＡＴＳ１、ｐ－ＹＡＰ、ＬＡＴＳ１ 及 ＹＡＰ
蛋白表达变化　 将处理好的对照组、缺氧组和实验组细胞
取出ꎬ用蛋白刮刀将贴壁细胞刮下ꎬ将细胞悬液收集于
１０ｍＬ 离心管ꎬ１ ２００ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ｍｉｎꎬ弃去上清液ꎬ将管内
液体吸净ꎬ各组细胞加入含 ＲＩＰＡ 的细胞裂解液 (含
１ｍｍｏｌ / Ｌ 蛋白酶和磷酸酶抑制剂混合物)ꎬ冰上裂解
１０ｍｉｎꎬ４℃下 １２ ０００ｒ / ｍｉｎ 离心 ２０ｍｉｎꎬ吸取上清液置于冰
上备用ꎬＢＣＡ 法进行定量ꎬ制备样品ꎮ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 电泳分
离蛋白(各样品上样量为 ３０μｇ)ꎬ转膜ꎬ５％脱脂牛奶封闭
ＰＶＤＦ 膜 ４ｈꎬＴＢＳＴ 缓冲液洗膜 ３ 次ꎬ每次 １０ｍｉｎꎻ然后按要
求加入 ＹＡＰ(１∶ ２０００)、ｐ－ＹＡＰ(１∶ １０００)、ＬＡＴＳ１(１∶ １０００)、
ｐ－ＬＡＴＳ１(１∶ １０００)或 ＧＡＰＤＨ 抗体(１∶ ５０００)４℃孵育过夜ꎮ
次日ꎬＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次ꎬ再加入相应的二抗(１∶ ５０００)ꎬ室温
孵育 １ｈꎬ以 ＥＣＬ 化学发光液进行显色ꎬ凝胶成像仪进行成
像并检测灰度值ꎮ

７４９
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图 １　 Ｍüｌｌｅｒ细胞的鉴定图(×２００) 　 Ａ:Ｍüｌｌｅｒ 细胞结晶紫染色ꎻＢ:Ｍüｌｌｅｒ 细胞以绿色荧光标记的 ＧＦＡＰ 抗体进行免疫荧光染色(绿
色:ＧＦＡＰ 染色阳性细胞ꎻ蓝色:细胞核)ꎮ

　 　 统计学分析:采用统计学软件 ＳＰＳＳ１１ ０ 进行统计学

分析ꎬ数据以 ｘ±ｓ 表示ꎮ 两组间比较采用两独立样本的 ｔ
检验ꎬ多组间比较采用单因素方差分析ꎬ两两多重比较采
用 ＬＳＤ－ｔ 检验ꎮ Ｐ<０ ０５ 为差异有统计学意义ꎮ
２结果
２ １ Ｍüｌｌｅｒ 细胞的鉴定 　 提取分离的 Ｍüｌｌｅｒ 细胞传代后
贴壁生长ꎬ细胞呈长梭形、多角形、圆形等形态ꎬ细胞质丰
富ꎬ细胞核呈圆形ꎬ见图 １Ａꎮ 绿色荧光标记的 ＧＦＡＰ 抗体
染色ꎬ荧光显微镜下发现ꎬ大部分细胞呈现绿色荧光ꎬ见
图 １Ｂꎮ
２ ２ Ａｐｅｌｉｎ－１３抵抗缺氧诱导的 Ｍüｌｌｅｒ 细胞活力降低 　
ＭＴＴ 实验结果显示ꎬ以正常条件下的 Ｍüｌｌｅｒ 细胞作为对
照组ꎬ细胞活力为 １００％ꎬ缺氧条件下 ０、 ０ ０１、 ０ １、 １、
１０μｍｏｌ / Ｌ Ａｐｅｌｉｎ－１３ 处理 ２４ｈ 后的 Ｍüｌｌｅｒ 细胞活力分别
为(６１ １±４ ３)％、(６６ ３±４ ７)％、(７１ ５±６ ０)％、(８２ ３±
７ １)％、(８１ ３±７ ９)％ꎬ组间总体比较差异具有统计学意
义(Ｆ＝ １８ ５６ꎬＰ<０ ０００１)ꎮ 与对照组相比ꎬ缺氧(０μｍｏｌ / Ｌ
Ａｐｅｌｉｎ－ １３ 处理组)诱导 Ｍüｌｌｅｒ 细胞活力显著下降(Ｐ <
０ ０００１)ꎻ而缺氧条件下ꎬ与 ０μｍｏｌ / Ｌ Ａｐｅｌｉｎ－１３ 处理组相
比ꎬ０ ０１~１０μｍｏｌ / Ｌ Ａｐｅｌｉｎ－１３ 均能抵抗缺氧诱导的细胞
活力下降ꎬ其中 ０ １、１、１０μｍｏｌ / Ｌ Ａｐｅｌｉｎ－１３ 处理组差异显
著(Ｐ＝ ０ ０４１、０ ０００６、０ ０００８)ꎬ见图 ２ꎮ
２ ３ Ａｐｅｌｉｎ － １３ 抵抗缺氧诱导的 Ｍüｌｌｅｒ 细胞凋亡 　
ＴＵＮＥＬ 染色结果显示ꎬ对照组、缺氧组及实验组细胞 ２４ｈ
凋亡指数为 (３ ２０ ± ０ ０３)％、( １８ ６２ ± １ ６６)％、( ３ ８６ ±
０ ０３)％ꎬ组间总体比较差异具有统计学意义(Ｆ ＝ ４１３ ５ꎬ
Ｐ<０ ０００１)ꎮ 与对照组相比ꎬ缺氧组凋亡指数明显升高ꎬ
差异有统计学意义(Ｐ<０ ０００１)ꎻ与缺氧组相比ꎬ实验组细
胞凋亡指数明显降低ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０ ０００１)ꎬ见
图 ３ꎮ
２ ４ Ａｐｅｌｉｎ－１３抑制缺氧条件下 Ｍüｌｌｅｒ 细胞的 ＹＡＰ 磷酸
化　 蛋白印记结果显示ꎬ２４ｈ 时ꎬ对照组、缺氧组及实验组
细胞 ｐ － ＬＡＴＳ１ 相对蛋白表达水平为 ( １２３ ２ ± ７ ６)％、
(１１９ ８±７ ９)％、(２９ ３±２ ０)％ꎬ组间差异有统计学意义
(Ｆ＝ ２０５ ６ꎬＰ<０ ０００１)ꎮ 各组 ｐ－ＹＡＰ 相对蛋白表达水平
为(１５６ ２±９ ３)％、(１５５ ２±９ ８)％、(３６ ５±３ １)％ꎬ组间
差异有统计学意义(Ｆ ＝ ２０５ ６ꎬＰ<０ ０００１)ꎮ 与对照组相
比ꎬ缺氧组细胞 ｐ－ＬＡＴＳ１ 和 ｐ－ＹＡＰ 蛋白表达无明显差
异ꎻ而与缺氧组相比ꎬ实验组细胞 ｐ－ＬＡＴＳ１ 和 ｐ－ＹＡＰ 蛋
白表达明显降低ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０ ０００１)ꎬ见图 ４ꎮ
２ ５ Ａｐｅｌｉｎ－１３诱导缺氧条件下 Ｍüｌｌｅｒ 细胞 ＹＡＰ 入核　
２４ｈ 时ꎬ对照组、缺氧组及实验组细胞 ＹＡＰ 细胞核荧光强

　 　

图 ２　 Ａｐｅｌｉｎ－１３ 对缺氧条件下 Ｍüｌｌｅｒ 细胞活力的影响 　 ｂＰ<
０ ０１ ｖｓ 对照组ꎻｃＰ<０ ０５ꎬｄＰ<０ ０１ ｖｓ ０μｍｏｌ / Ｌ Ａｐｅｌｉｎ－１３ 组ꎮ

度为 ６８±６、７０±６、１０６±８ꎬ组间总体比较差异具有统计学意
义(Ｆ＝ ３０ ２６ꎬＰ ＝ ０ ０００７)ꎮ 对照组和缺氧组细胞无明显
差异ꎻ而与缺氧组相比ꎬ实验组细胞 ＹＡＰ 细胞核荧光强度
明显升高ꎬ差异有统计学意义(Ｐ＝ ０ ０００６)ꎬ见图 ５ꎮ
３讨论

Ｍüｌｌｅｒ 细胞是视网膜组织中主要的胶质细胞ꎬ几乎贯
穿分布于从内界膜到外界膜的视网膜感觉神经全层[９]ꎮ
Ｍüｌｌｅｒ 细胞具有调节视网膜内酸碱平衡、参与视网膜细胞
代谢、维持视网膜内谷氨酸平衡、传递神经信号及维持视
网膜的完整性等重要的生理功能[１０－１１]ꎮ 同时ꎬＭüｌｌｅｒ 细胞
参与多种视网膜病理过程[１２]ꎮ 因此ꎬ如何有效调节或维
持 Ｍüｌｌｅｒ 细胞的正常生理功能具有重要意义ꎮ

本研究参考文献方法[１３] 提取分离了兔 Ｍüｌｌｅｒ 细胞ꎮ
常规培养条件下发现细胞传代后贴壁生长ꎬ细胞呈长梭
形、多角形、圆形等形态ꎬ细胞质丰富ꎬ细胞核呈圆形ꎮ 这
与文献报道的 Ｍüｌｌｅｒ 细胞形态相一致[１３]ꎮ 免疫荧光实验
发现ꎬ大部分细胞明显表达 ＧＦＡＰꎮ Ｍüｌｌｅｒ 细胞属于胶质
细胞ꎬ而 ＧＦＡＰ 为胶质细胞的重要标志物[９ꎬ１４]ꎮ 这些说明
本研究成功提取分离出 Ｍüｌｌｅｒ 细胞ꎮ 进一步实验发现ꎬ
０ １、１、１０μｍｏｌ / Ｌ Ａｐｅｌｉｎ－１３ 处理 ２４ｈ 后明显抑制缺氧诱
导的 Ｍüｌｌｅｒ 细胞活力下降ꎬ而 １μｍｏｌ / Ｌ Ａｐｅｌｉｎ－１３ 的抑制
效应最好ꎬ因此选取此浓度进行后续实验ꎮ 研究显示ꎬ
Ａｐｅｌｉｎ－１３ 通过 ＧＬＰ－１Ｒ / ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号抑制神经细胞凋
亡ꎬ并减轻蛛网膜下腔出血后的早期脑损伤[６]ꎮ 而 Ｍüｌｌｅｒ
细胞凋亡可引起多种相关生理功能失调ꎬ最终诱发眼科疾
病ꎮ 本研究通过 ＴＵＮＥＬ 染色观察了 Ａｐｅｌｉｎ－１３ 和 Ｍüｌｌｅｒ
细胞凋亡的关系ꎬ结果发现 Ａｐｅｌｉｎ－１３ 可明显抑制缺氧诱
导的 Ｍüｌｌｅｒ 细胞凋亡ꎬ这与研究报道的 Ａｐｅｌｉｎ－１３ 作用相
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图 ３　 各组 Ｍüｌｌｅｒ细胞 ＴＵＮＥＬ染色结果(×２００)ꎮ

图 ４　 各组蛋白表达变化　 ｂＰ<０ ０１ ｖｓ 缺氧组ꎮ

图 ５　 Ａｐｅｌｉｎ－１ 对缺氧条件下 Ｍüｌｌｅｒ细胞 ＹＡＰ细胞核表达的影响(×４００)ꎮ

类似ꎮ ＹＡＰ 作为一种转录共激活因子ꎬ主要在 Ｈｉｐｐｏ 通路
下游发挥作用ꎬ可参与凋亡调控[８]ꎬ因此本研究观察了
ＹＡＰ 的变化ꎮ 实验发现缺氧条件下 Ａｐｅｌｉｎ － １３ 可诱导
Ｍüｌｌｅｒ 细胞 ｐ－ＹＡＰ 蛋白表达明显降低ꎬ并且还能诱导其

上游信号蛋白 ｐ－ＬＡＴＳ１ 蛋白表达下调ꎮ 提示ꎬｐ－ＹＡＰ 蛋
白表达变化依赖于 ｐ － ＬＡＴＳ１ 蛋白ꎮ 研究已证实ꎬ当
ＬＡＴＳ１ 磷酸化后可引起下游效应物 ＹＡＰ 磷酸化ꎬ最终使
ＹＡＰ 核转位至细胞质中ꎬ从而使后者失去转录活性[１５－１７]ꎮ
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因此ꎬ本研究进一步采用免疫荧光技术验证缺氧条件下
Ａｐｅｌｉｎ－１３ 对 ＹＡＰ 核表达的影响ꎮ 实验发现ꎬ缺氧条件
下ꎬＡｐｅｌｉｎ － １３ 促进 ＹＡＰ 的细胞核表达ꎮ 这些提示ꎬ
Ａｐｅｌｉｎ－１３可能通过促进 ＹＡＰ 入核从而抵抗缺氧诱导的
Ｍüｌｌｅｒ 细胞凋亡ꎮ

ＹＡＰ 缺乏明显的 ＤＮＡ 结合结构域ꎬ需要与转录因子
结合ꎬ因此被认为是转录共激活因子调节下游基因的转
录[１８]ꎮ 研究显示ꎬＹＡＰ 的活化可引起细胞增殖ꎬ同时抑制
细胞凋亡[１９]ꎮ 本研究发现 Ａｐｅｌｉｎ－１３ 能抵抗缺氧诱导的
Ｍüｌｌｅｒ 细胞凋亡ꎬ而该作用可能与促进 ＹＡＰ 入核有关ꎮ
但 ＹＡＰ 调节的下游信号靶点还不明了ꎬ有待于进一步
研究ꎮ
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