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Abstract
誗AIM: To study the oxidative damage and mechanism
of p75 NTR receptor in retinal pigment epithelial cells
(RPE) .
誗METHODS: The NTR p75 receptor was used to transfer
the retinal pigment epithelium cells as the experimental
group, and the non transfected retinal pigment
epithelium cells were used as control group. The BrdU
test detected the proliferation of two groups of cells. The
rate of apoptosis in two sets of apoptosis was measured
by PI / in the V - FITC double dye method. The laser
microscope detects the ROS levels within the cell. The
flow cytometer detected the levels of ROS, mitochondrial
markers, cytochrome C expression in RPE cells. The
Western blot method detected the expression level of
Fas, Caspase-3, and VEGF165 in RPE cells.
誗 RESULTS: The RPE cell proliferation activity was
gradually decreasing (P<0. 05) with the extension of the
p75 NTR receptor transfer time in experimental group.
The RPE cell proliferation activity in each transfection
point was significantly lower in experimental group than
in the control group (P< 0. 05) . The percentage of RPE
apoptosis was gradually increased with the extension of
transfection time in experimental group(P< 0. 01) . The

percentage of RPE cell apoptosis in the experimental
group was significantly higher than the control group
(P<0. 01) . ROS fluorescence was significantly better in
the experimental group than the control group. Flow
cytometry instrument method, according to the results of
the experimental group PRE ROS levels in the cell,
cytochrome C was significantly higher than control group
( P < 0. 01 ), RPE cell mitochondria marker levels
significantly lower than the control group (P<0. 01) . The
results of the Western blot method showed that the
expression levels of VEGF165, Fas and Caspase- 3 were
significantly higher in the experimental group than in the
control group (P<0. 01) .
誗 CONCLUSION: The over expression of p75 NTR
receptor could lead to damage of mitochondria in retinal
pigment epithelium cells, but it could also promote the
apoptosis reaction, eventually it led to the formation of
choroidal neovascularization, so it could be speculated
that p75 NTR receptor is the damage factors of retinal
pigment epithelium.
誗KEYWORDS: retinal pigment epithelial cells; NTR p75
receptor; choroidal neovascularization; injury
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摘要
目的:研究 p75 NTR 受体在视网膜色素上皮细胞( retinal
pigment epithelial cells,RPE)氧化损伤过程中的作用及
机制。
方法:将转染 p75 NTR 受体的 RPE 细胞作为实验组,未
转染的 RPE 细胞作为对照组。 BrdU 检测法检测细胞增
殖活性;PI / Annexin V-FITC 双染法检测细胞凋亡率;激
光显微镜观察细胞内 ROS 的表达情况;流式细胞仪检测
细胞内 ROS、线粒体标志物、细胞色素 C 表达水平;
Western blot 法检测细胞中 Fas 蛋白、裂解 Caspase - 3、
VEGF165 蛋白的表达水平。
结果:随着 p75 NTR 受体转染时间的延长,实验组 RPE
细胞的增殖活性呈逐渐降低趋势,各转染时间点的 RPE
细胞增殖活性比较,差异有统计学意义(P<0郾 05);实验
组各转染时间点的 RPE 细胞增殖活性均明显低于对照
组,差异均有统计学意义(P<0郾 05)。 随着转染时间的延
长,实验组 RPE 细胞凋亡率呈逐渐增加趋势,各转染时
间点的 RPE 细胞凋亡率比较,差异有统计学意义(P<
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0郾 01);实验组各转染时间点的 RPE 细胞凋亡率均明显
高于对照组,差异均有统计学意义(P<0郾 01)。 实验组
ROS 荧光信号明显强于对照组。 流式细胞仪检测结果显
示,实验组 RPE 细胞中 ROS、细胞色素 C 水平均明显高
于对照组,线粒体标志物水平明显低于对照组,差异均有
统计学意义(P<0郾 01)。 Western blot 法检测结果表明,实
验组细胞内 Fas 蛋白、Caspase-3、VEGF165蛋白的表达水
平均明显高于对照组,差异均有统计学意义(P<0郾 01)。
结论:p75 NTR 受体高表达可导致 RPE 细胞线粒体发生
损伤,同时促进细胞凋亡,最终导致脉络膜新生血管的形
成,表明 p75 NTR 受体可能是导致 RPE 细胞发生损伤的
因素之一。
关键词:视网膜色素上皮细胞;p75 NTR 受体;脉络膜新
生血管;损伤
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0 引言
脉络膜新生血管( choroidal neovascularization,CNV)

是由脉络膜毛细血管分化而形成的一种血管,其常见于
黄斑部,且对人体的视力可造成极大的损害,其致盲率可
高 达 3郾 4% [1]。 视 网 膜 色 素 上 皮 ( retinal pigment
epithelial,RPE)细胞在一定的原因下可发生变性,而这种
变性是一种进行性、慢性、具有遗传性的视网膜退行性病
变,且预后极差,最终可导致全盲[2]。 据范妍等[3]的研究
显示,氧化应激产生的活性氧簇( reactive oxygen species,
ROS)具有让 RPE 细胞代谢减弱的功能,而一旦 RPE 细
胞发生氧化损伤时,p75 NTR 受体就将会被激活,从而导
致血管内皮细胞发生增殖反应。 本研究通过体外培养
RPE 细胞来研究 p75 NTR 受体在 RPE 氧化损伤过程中
的作用及机制。
1 材料和方法
1郾 1 材料摇 ARPE20 细胞系(美国 ATCC 公司);p75 NTR
受体表达质粒(美国 OriGene 公司);脂质体 2000(美国
ATCC 公 司 ); BrdU 试 剂 盒 ( 瑞 士 Roche 公 司 ); PI /
Annexin V-FITC 检测试剂盒(美国 ATCC 公司);活性氧
(ROS)检测试剂盒(美国 ATCC 公司);线粒体标志物检
测试剂盒(美国 ATCC 公司);细胞色素 C 检测试剂盒
(美国 ATCC 公司);兔抗人 Fas 抗体、兔抗人 Caspase-3
抗体、兔抗人 VEGF165 抗体(美国 Invitrogen 公司)。 CO2

恒温培养箱(日本三洋公司);荧光显微镜(日本 Olympus
公司);流式细胞仪(美国 Fas Calibur,Becton Dickeinson
公司);电泳仪(日本 Toyobo 公司)。
1郾 2 方法
1郾 2郾 1 RPE细胞培养和转染摇 ARPE20 细胞置入含胎牛
血清(体积分数为 8% )的培养基中混匀,置于细胞培养
箱(37益,50mL / L CO2 )中培养。 转染 p75 NTR 受体的
RPE 细胞为实验组,未转染的 RPE 细胞为对照组。 转染
过程:(1)转染溶液配制:A 液(10滋g p75 NTR 受体表达
质粒 DNA 加入 50滋L 无血清培养液);B 液(2滋L 脂质体
2000 转染液加入无血清培养液 50滋L)。 将 A、B 液混合

摇 摇

图 1摇 转染 p75 NTR受体的 RPE细胞(伊200)。

后,室温下静置 30min。 (2)细胞转染:细胞经培养液清
洗 2 次,加入 A、B 混合液,加入培养基,放入细胞培养箱
中培养 6h。 (3)筛选稳定表达 p75 NTR 受体的细胞:继
续培养 72h 后,细胞传代,接种于培养皿中培养 14d 后,
荧光显微镜下观察有明显 p75 NTR 受体表达的细胞形
成,转移细胞,扩增培养,建立稳定转染的细胞系。 (4)
转染效率:选取稳定转染的 RPE 细胞,采用荧光显微镜
检测绿色荧光蛋白表达情况,转染效率达到 80% 左右,
细胞转染成功,见图 1。
1郾 2郾 2 BrdU法检测细胞增殖活性摇 根据 BrdU 试剂盒操
作说明书,分别将实验组和对照组的 RPE 细胞以 2郾 0 伊
104个 / mL 的密度接种于 96 孔板,每孔 100滋L。 培养 1、
2、3、4d 后每孔加入 10滋L BrdU 溶液,培养 3h。 将各孔的
液体弃掉,每孔加入 200滋L 细胞固定液,固定 25 ~
35min。 弃掉各孔的固定液,每孔加入 200滋L anti-BrdU-
POD 工作液,培养 85 ~ 95min,PBS 缓冲液洗涤 2 ~ 4 次。
每孔加入 100滋L 底物显色液,测量吸光度(A)值。 实验
重复 3 次,取平均值。 细胞活性率=A实验组 / A对照组伊100% 。
1郾 2郾 3 PI / Annexin V-FITC双染法检测细胞凋亡率摇 根
据 PI / Annexin V-FITC 检测试剂盒操作说明书,把实验组
和对照组的 RPE 细胞以 2郾 0伊104个 / 孔接种于 6 孔板,培
养 1、2、3、4d 后收集细胞,各孔加入 450滋L 进样缓冲液重
悬细胞,每孔再依次加入 PI 10滋L 和 Annexin V -FITC
5滋L,轻轻混匀,孵育 3 ~ 6min,上机检测细胞凋亡率。
1郾 2郾 4 激光显微镜观察细胞内 ROS 水平 摇 以 1郾 0 伊104

个 / 孔把细胞接种于 Petri 培养皿 (直径 60mm),培养
1郾 5 ~ 2d,弃掉培养基,用 PBS 缓冲液洗涤 1 ~ 3 次,
3 ~ 6min / 次,每孔加入 DCFH-DA 工作液 1郾 0mL,孵育
25 ~ 35min。 弃 掉 液 体, PBS 缓 冲 液 洗 涤 1 ~ 3 次,
3 ~ 6min / 次,使用激光扫描共聚焦显微镜观察细胞内
ROS 荧光染色结果,并采集阳性染色图像。
1郾 2郾 5 流式细胞仪检测细胞内 ROS、线粒体标志物、细
胞色素 C表达水平摇 将细胞按照 2郾 0伊104个 / 孔接种于 6
孔板,培养 1郾 5 ~ 2郾 5d。 分别根据活性氧(ROS)检测试剂
盒、线粒体标志物试检测剂盒、细胞色素 C 检测试剂盒操
作说明书进行操作并上机检测。 实验重复 3 次,直接读
值后取平均值。
1郾 2郾 6 Western blot 法检测 Fas、Caspase-3、VEGF165蛋

白的表达水平摇 细胞以 2郾 0伊105个 / mL 接种于培养皿,培
养 1郾 5 ~ 2郾 5d,提取并采用 BCA 法测定蛋白浓度。 配制
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摇 摇

图 2摇 激光扫描共聚焦显微镜观察 ROS荧光染色结果(伊400)摇 A:对照组;B:实验组。

图 3摇 流式细胞仪检测 ROS水平摇 A:对照组;B:实验组。

适宜浓度的 SDS-PAGE 凝胶,每孔加入 25滋g 蛋白样品,
经 SDS-PAGE凝胶电泳 2h,转膜至 PVDF 膜。 使用脱脂奶
粉进行封闭,4益 孵育一抗 (兔抗人 Fas 抗体、兔抗人
Caspase-3抗体、兔抗人 VEGF165抗体)孵育过夜。 TBST 漂
洗2 ~ 4次,加相对应的二抗孵育 0郾 8 ~ 1郾 2h,TBST 漂洗
2 ~ 4次,曝光法检测蛋白的表达,并使用 Image J 软件分析
条带的灰度值。 实验重复 3 次。

统计学分析:将研究数据录入 SPSS22郾 0 行数据分析,
计数资料行 字2检验,各组间均数行 Levene 检验。 计量资

料用 軃x依s 表示,重复测量数据采用重复测量数据的方差
分析,组间多重比较采用 LSD- t 检验,以 P<0郾 05 为差异
有统计学意义。
2 结果
2郾 1 细胞的增殖活性和凋亡率 摇 BrdU 法检测结果显示,
实验组随着 p75 NTR 受体转染时间的延长,RPE 细胞增
殖活性逐渐降低,各转染时间点的 RPE 细胞增殖活性比
较差异均有统计学意义(P<0郾 05)。 实验组各转染时间点
的 RPE 细胞增殖活性均明显低于对照组,差异有统计学
意义( t = 23郾 14、20郾 42、18郾 43、17郾 41,P < 0郾 05),见表 1。
Annexin V-FITC / PI 检测结果显示,随着转染时间的延长,
实验组 RPE 细胞凋亡率呈逐渐增加趋势,各转染时间点
之间的 RPE 细胞凋亡率比较差异有统计学意义 ( P <
0郾 01)。 实验组各转染时间点的 RPE 细胞凋亡率均明显
高于对照组,差异有统计学意义( t = 22郾 24、33郾 41、41郾 25、
49郾 66,P<0郾 01),见表 2。
2郾 2 细胞内 ROS、线粒体标志物、细胞色素 C 表达水平摇
激光扫描共聚焦显微镜观察到实验组 ROS 绿色荧光信号
明显强于对照组(图 2)。 流式细胞仪检测结果显示,对照
组 RPE 细胞中 ROS 水平为 100% 依 0郾 00% ,实验组为

摇 摇表 1摇 两组 RPE细胞增殖活性比较 (軃x依s,% )
组别 转染时间 RPE 细胞增殖活性

实验组 转染 1d 94郾 34依0郾 62g

转染 2d 87郾 41依0郾 71a,g

转染 3d 73郾 46依0郾 77a,c,g

转染 4d 59郾 42依1郾 34a,c,e,g

对照组 100郾 00依0郾 00
注:实验组:转染 p75 NTR 受体的 RPE 细胞;对照组:未转染的
RPE 细胞。aP<0郾 05 vs 转染 1d;cP<0郾 05 vs 转染 2d;eP<0郾 05 vs
转染 3d;gP<0郾 05 vs 对照组。
表 2摇 两组 RPE细胞凋亡率比较 (軃x依s,% )

组别 转染时间 RPE 细胞凋亡率

实验组 转染 1d 4郾 78依0郾 52h

转染 2d 9郾 26依1郾 15b,h

转染 3d 16郾 62依1郾 34b,d,h

转染 4d 22郾 45依2郾 41b,d,e,h

对照组 0郾 79依0郾 11
注:实验组:转染 p75 NTR 受体的 RPE 细胞;对照组:未转染的
RPE 细胞。bP<0郾 01 vs 转染 1d;dP<0郾 01 vs 转染 2d;eP<0郾 05 vs
转染 3d;hP<0郾 01 vs 对照组。

225郾 6% 依 23郾 50% ,两组比较差异有统计学意义 ( t =
37郾 256,P<0郾 01),见图 3。 流式细胞仪检测结果显示:实
验组 RPE 细胞中线粒体标志物阳性率为 36郾 63% 依
1郾 97% ,对照组为 100% 依0郾 00% ,两组间比较差异有统计
学意义( t=45郾 311,P<0郾 01),见图 4。 实验组细胞色素 C
表达水平为 56郾 45% 依5郾 23% ,对照组细胞色素 C 表达水
平为 15郾 22% 依1郾 37% ,两组比较差异有统计学意义( t =
89郾 250,P<0郾 01),见图 5。
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图 4摇 流式细胞仪检测线粒体标志物水平摇 A:对照组;B:实验组。

图 5摇 流式细胞仪检测细胞色素 C表达水平摇 A:对照组;B:实验组。

图 6摇 Western blot 法检测 RPE细胞中凋亡相关蛋白的表达摇
A:对照组;B:实验组。

表 3摇 两组 RPE细胞中凋亡相关蛋白条带灰度值比较 軃x依s
组别 Caspase-3 Fas 蛋白 VEGF165蛋白

对照组 110郾 23依9郾 35 109郾 47依10郾 26 132郾 36依12郾 47
实验组 355郾 15依30郾 47 544郾 09依51郾 36 641郾 20依55郾 39

摇
t 13郾 3098 14郾 3796 15郾 5230
P <0郾 01 <0郾 01 <0郾 01

注:实验组:转染 p75 NTR 受体的 RPE 细胞;对照组:未转染的
RPE 细胞。

2郾 3 两组 RPE细胞中凋亡相关蛋白表达摇 Western blot 法
检测结果显示:实验组的 VEGF165 蛋白、 Fas 蛋白以及
Caspase-3 的表达水平均明显高于对照组,差异有统计学
意义(P<0郾 01),见表 3,图 6。
3 讨论

CNV 的形成是由多种因素相互影响的,其位置主要
是处于 RPE 上皮和 Bruch 膜之间,常见在黄斑部,而 RPE

的氧化损伤是脉络膜新生血管形成的主要因素之一,由于

RPE 细胞常常与人体视网膜的生理代谢功能有关,其重

要的作用是中和光子能量从而生产出 ROS[4-6]。 据

Antyborzec 等[7]研究显示年龄越大,RPE 细胞产生的 ROS
就越多,这是因为当年龄越大的时候,RPE 的吞噬能力就

越弱,当 ROS 和人体内的溶酶体相互反应合成吞噬小体

之后,就极容易导致脂褐素前体的产生,最终导致 ROS 产

生更多。 据 Ragunathan 等[8]研究显示随着年龄的增大,人
体的代谢机能必然会越来越差,而较低的代谢机能会导致

基底部排除的废物越来越多,而这些代谢废物若无法及时

被清除出体外,将导致 Bruch 膜的增厚,最终导致玻璃膜

疣的形成,从而促进氧化损伤反应的发生,最终导致 CNV
的形成。
摇 摇 生理条件下,p75 NTR 受体在人体内的 RPE 细胞中

是呈现低表达状态的,但是当机体存在一定的损伤状态

下,例如缺氧、缺血、各种炎症反应,p75 NTR 受体在人体

内的 RPE 细胞中就会过度表达,呈现高表达水平的状

态[9]。 据高小燕等研究发现,H2 O2 和淀粉样蛋白等相关

因素也会影响 p75 NTR 受体在人体内的 RPE 细胞中的表

达,因为其可以引起 RPE 细胞的氧化性损伤反应,最终导

致 RPE 细胞内的线粒体膜电位的降低、损伤以及细胞凋

亡的增多[10-12]。 本研究通过体外培养 RPE 细胞来研究人

体内的 p75 NTR 受体和 RPE 氧化损伤之间的联系,我们

发现 p75 NTR 受体转染的时间越长,细胞活性也越低,凋
亡率越高;实验组的细胞 ROS 阳性百分数为对照组的 2郾 5
倍。 实验组的细胞线粒体标志物阳性率远远低于对照组

的 100% 依0郾 00% ,由于线粒体膜电位发生的变化会在细
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胞凋亡早期,而如果当线粒体膜电位处于去极化状态,细
胞色素 C 和 ROS 就会产生更多,而且线粒体本身也是
ROS 氧化损伤的靶点,由此而形成的恶性循环将会进一
步加重氧化损伤[13-14]。 同时一旦细胞色素 C 从线粒体释
放入细胞质,这将会引起 Caspase 级联反应,从而使得细
胞凋亡的程度更重[15]。 实验组细胞色素 C 的表达水平远
远高 于 对 照 组; 实 验 组 的 VEGF165 蛋 白、 Fas 蛋 白 及
Caspase-3的表达水平相对对照组有着明显增高的现象。

综上所述,过度表达的 p75 NTR 受体可导致视网膜色
素上皮细胞的细胞线粒体发生损伤,同时还会促进其细胞
发生凋亡反应,最终导致脉络膜新生血管的形成,由此可
以推测 p75 NTR 受体是导致视网膜色素上皮细胞发生损
伤的因素之一。
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