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摘要
目的:探讨表没食子儿茶素没食子酸酯(ＥＧＣＧ)对人视网
膜色素上皮细胞(ＡＲＰＥ－１９)凋亡的影响及其机制ꎮ
方法:体外培养 ＡＲＰＥ－１９ꎬ分别采用 ０、４０、８０、１６０μｇ / ｍＬ
ＥＧＣＧ 处理ꎮ 处理预定时间后分别用 ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 染色
法检测细胞凋亡形态学变化ꎻ流式细胞仪检测细胞凋亡
率ꎻ实时荧光定量 ＲＴ－ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测细胞凋
亡相 关 因 子 Ｂ 淋 巴 细 胞 瘤 － ２ 基 因 ( ｂｃｌ － ２ )、
ＢＣＬ２－Ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ Ｘ 的 蛋 白 质 ( Ｂａｘ )、 胱 天 蛋 白 酶 － ３
(ｃａｓｐａｓｅ－３)和 ｐ５３ 的表达ꎮ
结果:ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 染色结果发现 ＡＲＰＥ－１９ 随着 ＥＧＣＧ
药物浓度的增加ꎬ凋亡细胞数量逐渐增多ꎬ可见明显的凋
亡小体ꎻ流式细胞仪结果显示随着 ＥＧＣＧ 药物浓度的升
高ꎬ凋亡率逐渐增高ꎬ４０、８０、１６０μｇ / ｍＬ 凋亡率分别为
４.９５％±０.０７１％、１１.７５％±０.０７５％和 ２１.２５％±０.９１９％与对
照组(２.８％±１.５５６％)相比有差异(Ｐ<０.０１)ꎬ呈现出药物
浓度依赖性ꎻ实时荧光定量 ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果表明
ＥＧＣＧ 能明显上调凋亡促进因子 Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ－３ 和 ｐ５３ 的
ｍＲＮＡ 和蛋白表达ꎬ同时下调凋亡抑制因子 ｂｃｌ － ２ 的表
达ꎬ均呈现浓度依赖性ꎮ
结论:ＥＧＣＧ 能明显诱导 ＡＲＰＥ－１９ 发生凋亡ꎬ其机制与抑
制 ｂｃｌ－２ 的表达ꎬ增强 Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ－３ 和 ｐ５３ 的表达有关ꎮ
关键词:表没食子儿茶素没食子酸酯(ＥＧＣＧ)ꎻ人视网膜
色素上皮细胞(ＡＲＰＥ－１９)ꎻ凋亡ꎻＢ 淋巴细胞瘤－２ 基因
(ｂｃｌ－２)ꎻＢＣＬ２－Ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ Ｘ 的蛋白质(Ｂａｘ)ꎻ胱天蛋白
酶－３(ｃａｓｐａｓｅ－３)ꎻｐ５３
ＤＯＩ:１０.３９８０ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７２－５１２３.２０２２.８.０４

Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｒｅｔｉｎａｌ
ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＥＧＣＧ

Ｍｅｉ－ Ｙｕａｎ Ｑｉｕꎬ Ｚｈｉ － Ｘｉａｎｇ Ｄｉｎｇꎬ Ｈｅ Ｊｉｎꎬ Ｊｉａｏ －
Ｊｉａｏ Ｊｉａｎｇ

Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｉｔｅｍｓ: Ｔｈｅ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ Ｐｒｏｇｒａｍ ｉｎ Ｇｕｉｌｉｎ ( Ｎｏ. ２０２１０２２７ － ７ － ６)ꎻＲｅｓｅａｒｃｈ

Ａｂｉｌｉｔｙ Ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｆｏｒ Ｙｏｕｎｇ Ｆａｃｕｌｔｙ (Ｎｏ.２０１８ｇｌｍｃｙ０６８)
Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ ｔｈｅ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｇｕｉｌｉｎ
Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｇｕｉｌｉｎ ５４１００１ꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ Ｚｈｕａｎｇ Ａｕｔｏｎｏｍｏｕｓ
Ｒｅｇｉｏｎꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｔｏ: Ｍｅｉ－Ｙｕａｎ Ｑｉｕ. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ
ｔｈｅ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｇｕｉｌｉｎ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｇｕｉｌｉｎ ５４１００１ꎬ
Ｇｕａｎｇｘｉ Ｚｈｕａｎｇ Ａｕｔｏｎｏｍｏｕｓ Ｒｅｇｉｏｎꎬ Ｃｈｉｎａ. １５３７３４４５１＠ ｑｑ.ｃｏｍ
Ｒｅｃｅｉｖｅｄ: ２０２１－０９－２２　 　 Ａｃｃｅｐｔｅｄ: ２０２２－０７－１５

Ａｂｓｔｒａｃｔ
•ＡＩＭ:Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｐｉｇａｌｌｏｃａｔｅｃｈｉｎ ｇａｌｌａｔｅ
(ＥＧＣＧ ) ｏｎ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ
ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ (ＡＲＰＥ－１９) ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ.
•ＭＥＴＨＯＤＳ:Ｔｈｅ ＡＲＰＥ－１９ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｄ
ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ０ꎬ４０ꎬ８０ ａｎｄ １６０ μｇ / ｍＬ ＥＧＣＧꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.
Ａｔ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｓｅｄ ｔｉｍｅ ｏｆ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ
ｃｈａｎｇｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ ｓｔａｉｎｉｎｇ. Ｔｈｅ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ. Ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ－ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒｓ Ｂ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｏｍａ－２
ｇｅｎｅ (ｂｃｌ－２)ꎬ ＢＣＬ２ － Ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ Ｘ ｐｒｏｔｅｉｎ ( Ｂａｘ )ꎬ
ｃａｓｐａｓｅ－３ ａｎｄ ｐ５３ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＲＴ－ＰＣＲ
ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ.
• ＲＥＳＵＬＴＳ: Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ
ＡＲＰＥ－１９ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｏｆ ＥＧＣＧ ｄｒｕｇ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎꎬ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｃｅｌｌｓ ｇｒａｄｕａｌｌｙ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ａｎｄ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｂｏｄｉｅｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ. Ｆｌｏｗ
ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｏｆ ＥＧＣＧ ｄｒｕｇ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ.
Ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅｓ ａｔ ４０ꎬ ８０ ａｎｄ １６０ μｇ / ｍＬ ｗｅｒｅ ４.９５％±
０.０７１％ꎬ １１.７５％± ０.０７５％ ａｎｄ ２１.２５％± ０.９１９％ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬ
ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (２.８％±１.５５６％) (Ｐ<０.０１)ꎬ ｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｗｉｔｈ ａ
ｄｒｕｇ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ＰＣＲ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＥＧＣＧ ｃｏｕｌｄ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｕｐ － ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ －
ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｆａｃｔｏｒｓ Ｂａｘꎬ ｃａｓｐａｓｅ － ３ ａｎｄ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ａｎｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ５３ꎬ ａｎｄ ｄｏｗｎ － ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ－ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｆａｃｔｏｒ ｂｃｌ － ２ꎬ ａｌｌ ｏｆ ｔｈｅｓｅ ｓｈｏｗｅｄ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｅｆｆｅｃｔｓ.
• ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: ＥＧＣＧ ｃａｎ ｏｂｖｉｏｕｓｌｙ ｉｎｄｕｃｅ ｔｈｅ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＡＲＰＥ － １９ ｃｅｌｌｓ. Ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｂｃｌ－２ ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
Ｂａｘꎬ ｃａｓｐａｓｅ－３ ａｎｄ ｐ５３.
• ＫＥＹＷＯＲＤＳ: ｅｐｉｇａｌｌｏｃａｔｅｃｈ ｇａｌｌａｔｅ ( ＥＧＣＧ)ꎻ ｈｕｍａｎ
ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ ｃｅｌｌｓ (ＡＲＰＥ－１９)ꎻ ａｐｏｐｔｏｓｉｓꎻ Ｂ
ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｏｍａ － ２ ｇｅｎｅ ( ｂｃｌ － ２)ꎻ ＢＣＬ２ － Ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ Ｘ
ｐｒｏｔｅｉｎ (Ｂａｘ)ꎻ ｃａｓｐａｓｅ－３ꎻｐ５３

Ｃｉｔａｔｉｏｎ: Ｑｉｕ ＭＹꎬ Ｄｉｎｇ ＺＸꎬ Ｊｉｎ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｏｆ ｈｕｍａｎ ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＥＧＣＧ. Ｇｕｏｊｉ
Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ ( Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ) ２０２２ꎻ２２(８):１２５７－１２６１
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Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２６３９４０　 Ｅｍａｉｌ:ＩＪＯ.２０００＠１６３.ｃｏｍ



０引言

视网膜色素上皮( ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍꎬＲＰＥ)细

胞是视网膜神经细胞和脉络膜之间的单层上皮细胞层ꎬ对
视网膜的内在平衡至关重要ꎮ 它构成了视网膜生物屏障ꎬ
对神经视网膜的光感受器有支持作用ꎬ此外也具有运输营

养物质及免疫赦免等功能[１]ꎮ 因此ꎬＲＰＥ 的异常变化会

引起其功能紊乱ꎬ导致光感受器的退化及视力的丧失ꎬ最
终 导 致 增 殖 性 玻 璃 体 视 网 膜 病 变 ( ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ
ｖｉｔｒｅｏｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙꎬ ＰＶＲ)或年龄相关性黄斑变性等疾病的

发生ꎮ ＰＶＲ 是视网膜脱离的并发症之一ꎬ其主要原因是

由于 ＲＰＥ 细胞、巨噬细胞和纤维母细胞等的大量增殖ꎬ其
中 ＲＰＥ 细胞的增殖被认为是 ＰＶＲ 发生发展最主要的原

因ꎬＲＰＥ 细胞异常增生使其迁移至玻璃体腔和玻璃体视

网膜交界处ꎬ逐渐形成视网膜前膜ꎬ进而牵拉视网膜ꎬ最终

导致视网膜脱离及视力损害ꎮ 此外ꎬ在 ＰＶＲ 发展之前ꎬ
ＲＰＥ 细胞异常增殖及迁移的相关表型也难以回到正常状

态ꎮ 因此ꎬ如何控制 ＰＶＲ 的发展仍是一个难题ꎮ 近年来ꎬ
ＰＶＲ 的研究热点是借助细胞凋亡途径控制 ＲＰＥ 细胞的增

殖ꎬ或施加凋亡诱导剂ꎬ 使增殖及迁移的细胞发生凋亡ꎬ
进而遏制 ＰＶＲ 的进展ꎮ 绿茶多酚提取物表没食子儿茶素

没食子酸酯( ｅｐｉｇａｌｌｏｃａｔｅｃｈｉｎ ｇａｌｌａｔｅꎬ ＥＧＣＧ)是绿茶多酚

提取物儿茶素(ｃａｔｅｃｈｉｎ)的主要成分ꎬ约占儿茶素的 ８０％ꎬ
具有很强的抗氧化能力ꎮ 同时ꎬ研究表明低浓度 ＥＧＣＧ 对

紫外线等因素引起的 ＲＰＥ 细胞凋亡具有抵抗作用ꎮ 而

ＥＧＣＧ 单独使用对 ＲＰＥ 细胞起到什么作用尚不清楚ꎮ 本

实验应用不同浓度 ＥＧＣＧ 作用于体外培养的人视网膜色

素上皮细胞(ＡＲＰＥ－１９)ꎬ探讨 ＥＧＣＧ 对 ＲＰＥ 细胞的促 / 抗
凋亡作用ꎬ并观察其对凋亡相关因子 Ｂ 淋巴细胞瘤－２ 基

因(ｂｃｌ－２)、ＢＣＬ２－Ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ Ｘ 的蛋白质( Ｂａｘ)、胱天蛋

白酶－ ３( ｃａｓｐａｓｅ－ ３)等因子的 ｍＲＮＡ 及蛋白水平的影

响ꎬ评价 ＥＧＣＧ 对 ＰＶＲ 早期防治的应用价值ꎮ
１材料和方法

１.１材料　 ＥＧＣＧ(中国药品生物制品检定所)ꎻＡＲＰＥ－１９
株购买于武汉大学细胞库中国典型培养物保藏中心(武
汉)ꎻ青链霉素混合液(１００×)(含青霉素 １０Ｕ / Ｌꎬ含链霉素

１０μｇ / Ｌ)购自武汉博士德生物公司ꎻＤＭＥＭ 培养基、小牛

血清和胰蛋白酶均购自 ＧＩＢＣＯ 公司ꎻ鼠抗 β－ａｃｔｉｎ 单克隆

抗体(上海碧云天)ꎻ兔抗 ｂｃｌ－２、ｃａｓｐａｓｅ－３、ｐ５３ 多克隆体

(ａｂｃａｍ 公司)ꎻ兔抗 Ｂａｘ 多克隆抗体( ａｂｍａｒｔ)、ＥＣＬ 试剂

盒(美国伯乐公司)ꎮ Ａｎｎｅｘｉｎ－Ｖ / ＰＩ 凋亡检测试剂盒(美
国 ＢＤ 公司)ꎬ蛋白定量分析试剂盒(上海碧云天生物有限

公司)ꎮ 流式细胞仪(美国 ＢＤ ＦＡＣＳｃａｎ)ꎻ倒置荧光显微

镜 ＩＸ－７１ (日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司)ꎻ细胞培养箱(美国 ｔｈｅｒｍｏ
公司)ꎻ冷冻高速离心机(美国 ｔｈｅｒｍｏ 公司)ꎬ蛋白电泳及

转印系统(美国伯乐公司)ꎬ酶标仪(瑞士 ＴＥＣＡＮ 公司)ꎮ
１.２方法

１.２.１ ＥＧＣＧ 溶液配制　 将 ＥＧＣＧ 用 ＰＢＳ 配制成１６ｍｇ / ｍＬ
的母液ꎬ０.２２μｍ 的滤膜过滤除菌ꎬ用完全培养基稀释成

４０、８０、１６０μｇ / ｍＬ 三个浓度ꎮ
１.２.２ ＡＲＰＥ－１９ 细胞株培养　 调整密度为每毫升 ５×１０４

个细胞接种到培养瓶中ꎬ在 ３７℃ꎬ５％ＣＯ２ 条件下常规培

养ꎬ培养基为含 １０％胎牛血清、青霉素(１００Ｕ / ｍＬ)、链霉

素(１００μｇ / ｍＬ)的 ＤＭＥＭ 培养基ꎮ
１.２. ３ ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 荧光染色 　 取 对 数 生 长 期 的

ＡＲＰＥ－１９ꎬ以每孔 ４×１０４个细胞种于 ６ 孔板内ꎬＥＧＣＧ 干预

４８ｈ 后ꎬ将 ６ 孔板内的培养基吸出ꎬＰＢＳ 洗两遍ꎬ４％的多聚

甲醛 室 温 固 定 １５ｍｉｎꎬ ＰＢＳ 洗 两 遍 后ꎬ 加 入 用 ＰＢＳ
(１ ∶ １ ０００)稀释 ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ꎬ３７℃孵育 ２０ｍｉｎꎮ ＰＢＳ 洗两

遍后ꎬ荧光显微镜下观察拍照ꎬ注意操作时动作轻柔ꎬ以免

凋亡细胞被洗掉ꎮ
１.２.４ 流式细胞仪检测细胞凋亡率　 ＥＧＣＧ 处理细胞 ４８ｈ
后ꎬ胰酶消化收集细胞ꎬＰＢＳ 洗涤后离心ꎬ转移到 １.５ｍＬ
ＥＰ 管内ꎬ先将 １０×结合缓冲液用去离子水稀释成 １×结合

缓冲液ꎬ每管加 １００μＬ 稀释好的结合缓冲液ꎬ各加入 ５μＬ
Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ － ＦＩＴＣ 和 ＰＩꎬ室温避光染色 ３０ｍｉｎꎬ再加入

１００μＬ 稀释好的结合缓冲液ꎬ筛网过滤ꎬ流式细胞仪测定

细胞凋亡率ꎮ
１.２.５实时荧光定量 ＰＣＲ检测细胞 Ｂａｘ 和 ｃａｓｐａｓｅ－３ 及

ｐ５３的 ｍＲＮＡ 表达 　 ＥＧＣＧ 处理细胞 ４８ｈ 后收集细胞ꎬ
ＰＢＳ 洗涤ꎬ加入 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂ꎬ提取总 ＲＮＡꎬ鉴定 ＲＮＡ 纯度

和浓度ꎬ按 ＲＮＡ 试剂盒要求依次加入试剂ꎬ将总 ＲＮＡ 逆

转录成 ｃＤＮＡꎬ后按荧光定量扩增试剂盒要求依次加入引

物和反应试剂ꎬＡＢＩ７５００ｆａｓｔ 荧光定量 ＰＣＲ 仪上机检测ꎬ反
应条件:５０℃ ２ｍｉｎꎬ９４℃ １５ｍｉｎꎻ９４℃ １５ｓꎬ６０℃ １ｍｉｎ(采集

荧光)ꎬ４０ 个循环ꎮ 将 β－ａｃｔｉｎ 设为内参ꎬ正常组设为 １ꎬ以
ｐ５３ꎬＢａｘꎬｃａｓｐａｓｅ－３ 的 ２－ΔΔＣｔ反映目的基因 ｍＲＮＡ 相对表

达水平ꎮ
１.２.６ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞蛋白表达　 收集 ＥＧＣＧ 处

理 ４８ｈ 后的细胞ꎬＰＢＳ 洗 ２ 次ꎬ加入细胞裂解液ꎬ提取总蛋

白ꎬ离心取上清ꎬＢＣＡ 方法测定蛋白浓度ꎮ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 胶

电泳后ꎬ将蛋白转移至 ＮＣ 膜上ꎬ５％脱脂奶粉室温封闭

１ｈꎬ加入 ｂｃｌ－２、Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ－３ 和 ｐ５３ 的一抗(１∶ １０００)孵
育过夜ꎬ加入稀释合适浓度的二抗ꎬ室温孵育反应后洗膜ꎬ
胶片发光显影后定影扫描ꎮ 以 β－ａｃｔｉｎ 作为内参ꎬ用目的

蛋白灰度值 / 内参灰度值反映蛋白的相对表达水平ꎬ实验

重复 ３ 次ꎮ
统计学分析:采用 ＳＰＳＳ１３.０ 统计软件进行统计学分

析ꎬ计量资料采用 ｘ±ｓ 表示ꎬ多组间比较首先采用单因素

方差分析ꎬ进一步两两比较采用 ＬＳＤ－ｔ 检验ꎬ以 Ｐ<０.０５ 为

差异具有统计学意义ꎮ
２结果

２.１ ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８荧光染色　 ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 染色观察是

否有凋亡小体的出现ꎬ结果发现随着 ＥＧＣＧ 浓度的升高ꎬ
凋亡细胞也逐渐增多ꎬ荧光染色变高亮浓缩ꎬ并可见明显

的凋亡小体ꎬ见图 １ꎮ
２.２流式细胞仪检测不同浓度 ＥＧＣＧ 诱导 ＡＲＰＥ－１９ 凋

亡情况　 不同浓度 ＥＧＣＧ 组间凋亡率比较差异有统计学

意义(Ｆ ＝ １６８.４０９ꎬＰ<０.０１)ꎬ见表 １ꎮ 组间的两两比较采

用 ＬＳＤ－ｔ 检验ꎬ８０、１６０μｇ / ｍＬ 组与对照组和 ４０μｇ / ｍＬ 组

比较差异均有统计学意义 ( Ｐ < ０. ０１)ꎬ ８０μｇ / ｍＬ 组与

１６０μｇ / ｍＬ 组比较差异有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎬ４０μｇ / ｍＬ
组与对照组比较差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎬ见图 ２ꎮ
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图 １　 ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 荧光染色分析不同浓度 ＥＧＣＧ 诱导 ＡＲＰＥ－１９ 内的凋亡小体　 箭头所示凋亡小体ꎮ

图 ２　 流式细胞仪检测不同浓度 ＥＧＣＧ 诱导 ＡＲＰＥ－１９ 凋亡情况　 ｂＰ<０.０１ ｖｓ 对照组ꎻ ｄＰ<０.０１ ｖｓ ４０μｇ / ｍＬꎮ

２.３实时荧光定量 ＰＣＲ检测不同浓度 ＥＧＣＧ 凋亡相关因

子的 ｍＲＮＡ表达　 不同浓度 ＥＧＣＧ 处理 ＡＲＰＥ－１９ 后ꎬ能
够显著上调 ｐ５３ꎬＢａｘ 和 ｃａｓｐａｓｅ－３ ｍＲＮＡ 的表达ꎮ 不同浓

度 ＥＧＣＧ 各组间 Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ－３、ｐ５３ 的 ｍＲＮＡ 表达比较差

异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ两两比较结果见表 １ꎬ图 ３ꎮ
２.４ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测不同浓度 ＥＧＣＧ 凋亡相关蛋白的

表达 　 ＥＧＣＧ 作用 ＡＲＰＥ － １９ ４８ｈ 后ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

ｂｃｌ－２、Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ－３ 和 ｐ５３ 的蛋白表达情况ꎬ随着剂量

的增加ꎬＥＧＣＧ 可明显抑制 ｂｃｌ－２ 的蛋白表达ꎬ而显著增强

Ｂａｘꎬｃａｓｐａｓｅ － ３ 和 ｐ５３ 的蛋白表达ꎬ见图 ４ꎮ 不同浓度

ＥＧＣＧ 各组间 ｂｃｌ－２、Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ－３ 和 ｐ５３ 的蛋白表达比

较差异均有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎬ两两比较结果见表 １ꎮ
３讨论

ＰＶＲ 是孔源性视网膜脱离最严重的并发症之一ꎬ易
造成视网膜结构的变形以及视网膜复位手术的失败ꎬ严重

的可以导致视功能丧失或失明[２]ꎮ ＲＰＥ 细胞是 ＰＶＲ 发

生发展中公认的最重要的细胞成分ꎬＲＰＥ 是视网膜 １０
层结构的最外层ꎬ构成了视网膜的外屏障ꎮ 正常情况

下ꎬＲＰＥ 细胞是静止的ꎬ但是若在受损伤的情况下可发

生增殖和迁移ꎬ是 ＰＶＲ 恶化的原因之一ꎬ因此早期抑制

ＲＰＥ 细胞的增殖成为近年来 ＰＶＲ 防治研究的主流趋势

和热点ꎮ 目前ꎬ临床上尚没有疗效确切的药物用于 ＰＶＲ
的治疗ꎬ各种抗增殖、抗代谢的药物因毒性大、副作用多

等问题限制了其进一步的临床应用[３－４]ꎬ目前这类药物尚

处于实验研究阶段[５]ꎬ因此ꎬ寻求新的治疗 ＰＶＲ 的途径提

上日程ꎬ成为当前研究的热点ꎮ ＥＧＣＧ 是绿茶多酚提取物

儿茶素的主要成分ꎬ约占儿茶素的 ８０％ꎬ具有特殊的立体

化学结构[６]ꎮ 大量研究表明茶多酚具有很强的抗氧化能

力ꎬ一直作为天然的食品抗氧化添加剂ꎬ具有抗氧化、抗肿

瘤[７－８]、清除氧自由基等多种生物活性作用ꎬ有良好的应

９５２１

Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.２２ꎬ Ｎｏ.８ Ａｕｇ. ２０２２　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２６３９４０　 Ｅｍａｉｌ:ＩＪＯ.２０００＠１６３.ｃｏｍ



　 　表 １　 各组凋亡率和各因子 ｍＲＮＡ及蛋白表达比较 ｘ±ｓ

分组 凋亡率(％)
ｍＲＮＡ

Ｂａｘ ｃａｓｐａｓｅ－３ ｐ５３
蛋白

ｂｃｌ－２ Ｂａｘ ｃａｓｐａｓｅ－３ ｐ５３
对照组 ２.８±１.５５６ １ １ １ １ １ １ １
４０μｇ / ｍＬ ４.９５±０.０７１ １.３±０.０８３ａ １.９５２±０.１１１ｂ １.０４８±０.１４５ ０.７７４±０.００２ｂ ７.２９０±０.０８２ｂ １.６８５±０.００１ｂ ０.９３６±０.００６
８０μｇ / ｍＬ １１.７５±０.０７５ｂꎬｄ ２.４７６±０.２７７ｂꎬｄ ２.２１３±０.２２８ｂ ２.２１７±０.１８９ｂꎬｄ ０.７３９±０.００３ｂꎬｄ ９.１６６±０.０９９ｂꎬｄ ２.６７７±０.００７ｂꎬｄ １.３３４±０.００７ｂꎬｄ

１６０μｇ / ｍＬ ２１.２５±０.９１９ｂꎬｄꎬｆ ６.１７±０.０５３ｂꎬｄꎬｆ ８.６９±０.３４５ｂꎬｄꎬｆ ４.３１８±０.１３１ｂꎬｄꎬｆ ０.３０５±０.０２３ｂꎬｄꎬｆ ９.９１２±０.０５７ｂꎬｄꎬｆ ４.１８３±０.０１３ｂꎬｄꎬｆ １.５０６±０.０２０ｂꎬｄꎬｆ

　
Ｆ １６８.４０９ ６８１.５１９ ７４９.５２０ ２３８.４５４ １２２１.２１９ ６６２１.８７１ ６８４７５.９９２ １２５３.７９８
Ｐ <０.０１ <０.０１ <０.０１ <０.０１ <０.０１ <０.０１ <０.０１ <０.０１

注:ａＰ<０.０５ꎬｂＰ<０.０１ ｖｓ 对照组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ ４０μｇ / ｍＬ 组ꎻｆＰ<０.０１ ｖｓ ８０μｇ / ｍＬ 组ꎮ

图 ３　 实时荧光定量 ＰＣＲ分析不同浓度 ＥＧＣＧ 凋亡相关因子的 ｍＲＮＡ 表达　 Ａ:ＢａｘꎻＢ:ｃａｓｐａｓｅ－３ꎻＣ:ｐ５３ꎻａＰ<０.０５ꎬ ｂＰ<０.０１ ｖｓ 对
照组ꎮ

图 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测不同浓度 ＥＧＣＧ 凋亡相关因子蛋白表达　 Ａ:ｂｃｌ－２ꎻＢ:ＢａｘꎻＣ:ｃａｓｐａｓｅ－３ꎻＤ:ｐ５３ꎮｂＰ<０.０１ ｖｓ 对照组ꎮ

用前景[９]ꎮ 诱导 ＲＰＥ 细胞凋亡能够很好的抑制细胞的增

殖及转移[１０]ꎬＣａｏ 等[１１]利用 ５０μｍｏｌ / Ｌ(约 ２３μｇ / ｍＬ)浓度

的 ＥＧＣＧ 作用于受到紫外线处理的 ＲＰＥ 细胞ꎬ结果表明

该浓度的 ＥＧＣＧ 对紫外线引起的 ＲＰＥ 细胞凋亡具有保护

作用ꎬ该实验中仅用了一个浓度ꎮ 但其他浓度或更高浓度

的 ＥＧＣＧ 单独使用对 ＲＰＥ 细胞是否具有不同的作用尚不

清楚ꎮ 本文利用 ４０、８０、１６０μｇ / ｍＬ 的 ＥＧＣＧ 单独作用于

体外培养的 ＡＲＰＥ－１９[１２]ꎬ检测了细胞凋亡相关的指标ꎬ
目的是全面了解 ＥＧＣＧ 对 ＡＲＰＥ－１９ 的作用ꎮ

ＥＧＣＧ 作用 ＡＲＰＥ－１９ ４８ｈꎬ普通显微镜下观察发现随

着药物溶度的增高ꎬＡＲＰＥ－１９ 数量逐渐减少ꎬ并且变圆ꎬ
乃至细胞从培养皿上脱落下来ꎬ为了证实细胞是坏死还是

凋亡ꎬ我们利用 ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 进行染色ꎬ发现使用的

１６０μｇ / ｍＬ 的 ＥＧＣＧ 能诱导 ＡＲＰＥ－１９ 的凋亡小体出现ꎬ说
明 １６０μｇ / ｍＬ 的 ＥＧＣＧ 能够诱导 ＡＲＰＥ－１９ 发生凋亡ꎬ流
式细胞仪进一步分析表明ꎬ１６０μｇ / ｍＬ ＥＧＣＧ 能够诱导

２１％左右的 ＡＲＰＥ－１９ 发生凋亡ꎮ 细胞凋亡的发生ꎬ往往

伴随着促凋亡因子表达的增多以及抑制凋亡因子表达的
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减少[１３－１５]ꎮ ｃａｓｐａｓｅ－ ３、Ｂａｘ 和 ｐ５３ 是属于促凋亡细胞因

子ꎬ当凋亡发生时ꎬ 常常伴随着这些因子表 达 的 升

高[１６－１８]ꎮ Ｂｃｌ－２ 细胞因子是属于 ｂｃｌ－２ 家族的一员ꎬ与细

胞凋亡密切相关ꎬ是一种非常重要的抑制凋亡的细胞因

子[１６ꎬ １９]ꎮ 本研究发现ꎬ ８０ 和 １６０μｇ / ｍＬ 的 ＥＧＣＧ 干预

ＡＲＰＥ－１９ 后ꎬ也伴随着 ｃａｓｐａｓｅ－３、Ｂａｘ、ｐ５３ 和 Ｂｃｌ－２ 的表

达改变ꎮ 实时荧光定量 ＰＣＲ 及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验结果显

示ꎬ随着 ＥＧＣＧ 浓度的增高ꎬ促凋亡因子 ｃａｓｐａｓｅ－３、Ｂａｘ 和

ｐ５３ 的表达增多ꎬ而抑制凋亡因子ｂｃｌ－２的表达减少ꎬ这说

明 ８０ 和 １６０μｇ / ｍＬ 的 ＥＧＣＧ 在诱导 ＡＲＰＥ－１９ 发生凋亡

的同时ꎬ上调 ｃａｓｐａｓｅ－３、Ｂａｘ 和 ｐ５３ 的表达ꎬ下调 ｂｃｌ－２ 的

表达ꎬＥＧＣＧ 诱导 ＡＲＰＥ－１９ 凋亡的机制与 ｃａｓｐａｓｅ－３、Ｂａｘꎬ
ｐ５３ 和 ｂｃｌ－２ 等细胞因子的表达改变有关ꎮ

上述结果表明 ８０ 和 １６０μｇ / ｍＬ 的 ＥＧＣＧ 具有促进

ＡＲＰＥ－１９ 凋亡作用ꎬ有望用于抑制因 ＲＰＥ 细胞异常增殖

引起的 ＰＶＲ 病变ꎮ 但仍然有诸多问题需要进一步研究ꎮ
比如ꎬ该浓度 ＥＧＣＧ 对其他细胞ꎬ尤其是视网膜内的其他

细胞是否具有促凋亡作用ꎮ 如果 ＥＧＣＧ 对其他细胞也具

有促凋亡作用ꎬ其应用就受到极大的限制ꎮ 需要进一步检

测恰当的浓度ꎬ使得该浓度 ＥＧＣＧ 只引起 ＲＰＥ 细胞凋亡ꎬ
而对其他细胞没有影响ꎬ这样才具有临床应用价值ꎮ 由于

ＥＧＣＧ 是一种多靶点的抑制剂ꎬ其对 ＲＰＥ 细胞的作用机制

及靶点还远未完全阐明ꎬ这些细胞因子之间的上下游关系

以及相互联系如何尚需进行更深入的研究ꎮ
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