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摘要
目的:研究脂联素对缺氧损伤的恒河猴脉络膜 / 视网膜内
皮(ＲＦ / ６Ａ)细胞的保护作用及相关机制ꎮ
方法:将体外培养的 ＲＦ / ６Ａ 细胞随机分为对照组、缺氧损
伤(ＣｏＣｌ２ 刺激诱导 ２４ｈ)组和缺氧损伤 ＋脂联素(５、５０、
１００μｍｏｌ / Ｌ 脂联素预处理 ６ｈ)组ꎮ 采用 ＭＴＴ 法检测细胞
活力ꎬ选择合适的脂联素内皮细胞保护作用浓度ꎬ并采用
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测凋亡相关因子 Ｂａｘ、Ｂｃｌ－２ 的表达情况ꎬ
同时测定细胞内活力氧簇(ＲＯＳ)的表达水平ꎮ
结果:与对照组相比ꎬ缺氧损伤组和各浓度脂联素预处理
的 ＲＦ / ６Ａ 细胞活力均下降(均 Ｐ<０ ０１)ꎻ与缺氧损伤组相
比ꎬ各浓度脂联素预处理后细胞活力均显著增加(均 Ｐ<
０ ０５)ꎬ其中 ５０μｍｏｌ / Ｌ 脂联素是较为合适的保护作用浓
度ꎮ 与对照组相比ꎬ缺氧损伤组细胞活力降低ꎬＢａｘ 蛋白
表达量升高ꎬＢｃｌ－２ 蛋白表达量降低ꎬＲＯＳ 生成增加(Ｐ<
０ ０１)ꎻ与缺氧损伤组相比ꎬ脂联素预处理后细胞活力增
加ꎬＢａｘ 蛋白表达量降低ꎬＢｃｌ－２ 蛋白表达量增加ꎬＲＯＳ 生
成减少(Ｐ<０ ０１)ꎮ
结论:脂联素可明显减轻缺氧造成的视网膜血管内皮细胞
损伤和凋亡ꎬ其机制可能与脂联素减轻氧化应激有关ꎮ
关键词:脂联素ꎻＲＦ / ６Ａ 细胞ꎻ缺氧ꎻ氧化应激ꎻ细胞活力ꎻ
凋亡
ＤＯＩ:１０.３９８０ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７２－５１２３.２０２０.８.０５

Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ａｎｄ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ａｄｉｐｏｎｅｃｔｉｎ ｏｎ ｈｙｐｏｘｉｃ
ｉｎｊｕｒｙ ｏｆ ｒｅｔｉｎａｌ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ

Ｇｕｏ－Ｍｉｎ Ｙａｏ１ꎬ Ｇｕｌｉｎｕｅｒ Ｍａｉｍａｉｔｉ２ꎬ Ｒｏｎｇ Ｌｉ１ꎬ Ｙｉｎｇ
Ｄｅｎｇ１ꎬ Ｃｏｎｇ Ｊｉａｏ１

Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｉｔｅｍｓ:Ｈｅａｌｔｈ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｈａａｎｘｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ

( Ｎｏ. ２０１８Ｄ０７４ )ꎻ Ｍａｔｃｈｉｎｇ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｈａａｎｘｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ
Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ (Ｎｏ.ＸＹＦＹＰＴ－２０２０－０７)
１Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｘｉａｎ
Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｘｉａｎ ７１００７７ꎬ Ｓｈａａｎｘｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａꎻ
２Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ Ｐｅｏｐｌｅｓ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｘｉｎｊｉａｎｇ Ｕｙｇｕｒ
Ａｕｔｏｎｏｍｏｕｓ Ｒｅｇｉｏｎꎬ Ｕｒｕｍｃｈｉ ８３０００１ꎬ Ｘｉｎｊｉａｎｇ Ｕｙｇｕｒ Ａｕｔｏｎｏｍｏｕｓ
Ｒｅｇｉｏｎꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｔｏ: Ｒｏｎｇ Ｌｉ. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ ｔｈｅ
Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｘｉａｎ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｘｉａｎ ７１００７７ꎬ
Ｓｈａａｎｘｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ. ｒｅｃｈｅｌｒｏｎｇ１９８２２２＠ １６３.ｃｏｍ
Ｒｅｃｅｉｖｅｄ:２０２０－０３－０４　 　 Ａｃｃｅｐｔｅｄ:２０２０－０６－２９

Ａｂｓｔｒａｃｔ
•ＡＩＭ:Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｄｉｐｏｎｅｃｔｉｎ
ｏｎ ｈｙｐｏｘｉａ － ｄａｍａｇｅｄ ｒｈｅｓｕｓ ｍｏｎｋｅｙ ｃｈｏｒｏｉｄ / ｒｅｔｉｎａｌ
ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ( ＲＦ / ６Ａ ) ａｎｄ ｒｅｌａｔｅｄ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ.
•ＭＥＴＨＯＤＳ:Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ＲＦ / ６Ａ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ
ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｈｙｐｏｘｉｃ ｉｎｊｕｒｙ ( ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ
ＣｏＣｌ２ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ) ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｈｙｐｏｘｉｃ ｉｎｊｕｒｙ ＋ ａｄｉｐｏｎｅｃｔｉｎ
(５μｍｏｌ / Ｌꎬ ５０μｍｏｌ / Ｌ ａｎｄ １００μｍｏｌ / Ｌ) ｇｒｏｕｐ. Ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ
ｗａｓ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ＭＴＴ ａｓｓａｙ ａｎｄ ｏｐｔｉｍａｌ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ａｄｉｐｏｎｅｃｔｉｎ ｗａｓ ｓｅｌｅｃｔｅｄ. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂａｘ ａｎｄ Ｂｃｌ－２ ｉｎ ＲＦ /
６Ａ ｃｅｌｌｓ. Ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ (ＲＯＳ) ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｋｉｔ ｗａｓ
ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ＲＯＳ ｉｎ ＲＦ / ６Ａ ｃｅｌｌｓ.
•ＲＥＳＵＬＴＳ: Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｃｅｌｌ
ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＲＦ / ６Ａ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｈｙｐｏｘｉｃ ｉｎｊｕｒｙ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ
ｅａｃｈ ａｄｉｐｏｎｅｃｔｉｎ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ( ａｌｌ Ｐ <
０ ０１) . Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｈｙｐｏｘｉｃ ｉｎｊｕｒｙ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｃｅｌｌ
ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＲＦ / ６Ａ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ａｄｉｐｏｎｅｃｔｉｎ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ( ａｌｌ Ｐ < ０. ０５ )ꎬ ａｎｄ
ａｄｉｐｏｎｅｃｔｉｎ ｏｆ ５０μｍｏｌ / Ｌ ｗａｓ ｔｈｅ ａｐｐｒｏｐｒｉａｔｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ
ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＲＦ / ６Ａ ｃｅｌｌｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄꎬ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｂａｘ ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎬ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ
Ｂｃｌ－２ ｄｅｃｒｅａｓｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ＲＯＳ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ
ｈｙｐｏｘｉｃ ｉｎｊｕｒｙ ｇｒｏｕｐ ( ａｌｌ Ｐ < ０. ０１) . Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｈｙｐｏｘｉｃ ｉｎｊｕｒｙ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ＲＦ / ６Ａ ｃｅｌｌｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎬ
ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｂａｘ ｄｅｃｒｅａｓｅｄꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｂｃｌ － ２ ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ＲＯＳ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ａｄｉｐｏｎｅｃｔｉｎ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ (ａｌｌ Ｐ<
０ ０１) .
•ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: Ｏｕｒ ｆｉｎｄｉｎｇｓ ｓｕｇｇｅｓｔ ｔｈａｔ ａｄｉｐｏｎｅｃｔｉｎ
ｃａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｌｌｅｖｉａｔｅ ｒｅｔｉｎａｌ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ
ｄａｍａｇｅ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ｈｙｐｏｘｉａꎬ ａｎｄ ｔｈｅ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ
ｓｔｒｅｓｓ ｂｙ ａｄｉｐｏｎｅｃｔｉｎ.
• ＫＥＹＷＯＲＤＳ: ａｄｉｐｏｎｅｃｔｉｎꎻ ＲＦ / ６Ａ ｃｅｌｌꎻ ｈｙｐｏｘｉａꎻ
ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓꎻ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙꎻ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

０２３１

国际眼科杂志　 ２０２０ 年 ８ 月　 第 ２０ 卷　 第 ８ 期　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
电话:０２９￣８２２４５１７２　 　 ８５２６３９４０　 电子信箱:ＩＪＯ.２０００＠ １６３.ｃｏｍ



Ｃｉｔａｔｉｏｎ: Ｙａｏ ＧＭꎬ Ｍａｉｍａｉｔｉ Ｇꎬ Ｌｉ Ｒꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ
ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ａｄｉｐｏｎｅｃｔｉｎ ｏｎ ｈｙｐｏｘｉｃ ｉｎｊｕｒｙ ｏｆ
ｒｅｔｉｎａｌ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ( Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ)
２０２０ꎻ２０(８):１３２０－１３２４

０引言
视网膜属于中枢神经系统ꎬ是人体内最具代谢活性的

组织之一[１]ꎮ 视网膜的高能量需求是由于它是一个将光
能转化为神经元信号的高度敏感和高效的系统ꎬ这也是视
网膜比其他组织更快消耗氧气的原因[２]ꎮ 因此ꎬ在能量需
求增加的时候ꎬ氧气成为视网膜中最有限的代谢物之一ꎮ
视网膜对缺氧很敏感ꎬ在多种视网膜疾病中ꎬ缺氧和 / 或缺
血扮演了重要的病因学角色ꎬ如视网膜血管阻塞、早产儿
视网膜病变、糖尿病视网膜病变、青光眼、年龄相关性黄斑
变性或高海拔视网膜病变[３]ꎮ 氧化应激是指活性氧
(ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓꎬＲＯＳ)的产生与内源性抗氧化系统
清除活性氧的能力之间的不平衡ꎮ 自由基和活性氧通过
氧化脂质、蛋白质和核酸而对细胞膜、ＤＮＡ 和其他细胞结
构造成不可逆损伤ꎬ引起细胞凋亡或细胞死亡ꎬ并由大分
子损伤引起细胞变性和神经变性[４]ꎮ 研究证实ꎬ缺氧导致
的氧化应激在缺血性视网膜疾病的发病机制中起重要
作用[５]ꎮ

脂联素是由脂肪细胞分泌的一种内源性生物活力蛋
白质ꎬ也是分泌最多的脂肪因子ꎮ 研究表明ꎬ脂联素具有
改善机体胰岛素抵抗、调节脂质代谢、重塑受损血管和抑
制动脉粥样硬化保护心血管系统、抗氧化应激及抗炎等多
种生理功能[６]ꎮ 脂联素及其受体在人眼组织中广泛表达ꎬ
在视网膜中可以检测到脂联素的表达ꎬ而脂联素受体位于
不同的视网膜细胞中[７]ꎮ 越来越多的证据表明ꎬ脂联素通
过与受体结合发挥作用ꎬ激活下游分子通路ꎬ在多种疾病
中具有神经保护作用[７]ꎮ 缺乏脂联素可能导致视网膜新
生血管ꎬ而脂联素通路的激活可能恢复能量代谢ꎬ从而抑
制视网膜病变代偿性的病理性新生血管形成[８]ꎮ 既往研
究显示ꎬ脂联素可减轻小鼠氧诱导视网膜病变模型中视网
膜无血管区面积的形成和病理性新生血管的生成ꎬ但对于
其具体机制尚不完全明确[９]ꎮ 基于此ꎬ我们以恒河猴脉络
膜 / 视网膜内皮(ＲＦ / ６Ａ)细胞为研究对象ꎬ进一步观察脂
联素对缺氧条件下视网膜血管内皮细胞活性和凋亡的影
响并探讨其具体机制ꎮ
１材料和方法
１ １材料　 恒河猴 ＲＦ / ６Ａ 细胞系(中国科学院典型培养
物保藏委员会细胞库)ꎮ 主要试剂:重组人脂联素(美国
ＢｉｏＶｉｓｉｏｎ 公司)ꎻ噻唑蓝(ＭＴＴ)试剂盒(北京索莱宝生物
技术有限公司)ꎻＤＭＥＭ 培养基、胎牛血清、胰蛋白酶(美
国 Ｇｉｂｃｏ 公司)ꎻＲＯＳ 检测试剂盒－ＤＣＦＨ－ＤＡ(西安科昊生
物科技有限公司)ꎻ兔单抗 Ｂａｘ、兔单抗 Ｂｃｌ－２(美国 Ｃｅｌｌ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ 公司)ꎮ 主要仪器设备:全自动酶标仪 (美国
Ｔｈｅｒｍｏ ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司ꎬＭｕｌｔｉｓｋａｎ ＭＫ３ 型)ꎻ激光共聚焦荧
光显微镜(日本 Ｎｉｋｏｎ 公司ꎬＣ２ 型)ꎻ荧光酶标仪(美国
Ｂｉｏ－Ｔｅｋ公司ꎬＥＬＸ８００ 型)ꎮ
１ ２方法
１ ２ １ 细胞培养　 将 ＲＦ / ６Ａ 细胞置于 ３７℃、体积分数 ５％
ＣＯ２、９５％湿度的培养箱中常规培养ꎬ在含有胎牛血清(体
积分数 １０％)和抗生素的 ＤＭＥＭ 培养液中常规培养ꎮ 取
对数生长期、生长状态良好的细胞进行实验ꎮ

１ ２ ２ 实验分组及模型建立　 将细胞按照随机对照原则
分为五组ꎬ对照组(加入 ＰＢＳ 液)、缺氧损伤组、缺氧损伤＋
脂联素组(按照脂联素浓度分为 ５、５０、１００μｍｏｌ / Ｌ 三组)ꎬ
用以选择合适的脂联素作用浓度进行后续研究ꎮ 然后将
细胞按照随机对照原则分为三组ꎬ对照组(加入 ＰＢＳ 液)、
缺氧损伤组、缺氧损伤＋脂联素(５０μｍｏｌ / Ｌ)组ꎮ 缺氧模型
的建立参照文献[１０]的方法ꎬ细胞接种 ２４ｈ 后ꎬ对照组换
新鲜培养液ꎬ缺氧损伤组换 ＣｏＣｌ２(作用浓度 １２５μｍｏｌ / Ｌ)
工作液ꎬ继续培养 ２４ｈꎮ 脂联素处理组在细胞接种 ２４ｈ
后ꎬ构建缺氧模型前加入相应浓度的脂联素作用 ６ｈꎮ
１ ２ ３细胞活力检测　 采用 ＭＴＴ 法检测细胞活力ꎮ 取对
数生长期细胞ꎬ弃上清液ꎬ用胰蛋白酶消化后ꎬ加入含体积
分数 １０％的 ＤＭＥＭ 培养液ꎬ制成细胞浓度为 ５×１０４个 / ｍＬ
的细胞悬液ꎮ 取 ２００μＬ 接种于 ９６ 孔板ꎬ培养板置于
３７℃、体积分数 ５％ ＣＯ２及饱和湿度培养箱中孵育 ２４ｈꎬ弃
去原培养液ꎬ按上述方法分为 ５ 组ꎬ每组设置 ６ 个复孔ꎬ在
完成培养后ꎬ每孔加入 ５ｍｇ / ｍＬ 的 ＭＴＴ 溶液 ２０μＬꎬ置于培
养箱中继续孵育 ４ｈꎬ弃去各孔培养液ꎬ每孔加入 ２００μＬ 二
甲基亚砜(ＤＭＳＯ)ꎬ振荡 １５ｍｉｎꎬ使结晶物充分溶解ꎮ 用自
动酶标仪在 ４９０ｎｍ 波长处测定每孔的吸光度值( ｏｐｔｉｃａｌ
ｄｅｎｓｉｔｙꎬＯＤ)ꎮ 每组重复检测 ３ 次ꎮ 细胞活力 (％) ＝
(ＯＤ实验组－ＯＤ空白组) / (ＯＤ对照组－ＯＤ空白组)×１００％ꎮ
１ ２ ４ Ｂａｘ、Ｂｃｌ－２蛋白表达检测　 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检
测 Ｂａｘ、Ｂｃｌ－２ 蛋白的表达ꎮ 各组 ＲＦ / ６Ａ 细胞用 ＰＢＳ 清洗
后进行细胞裂解ꎬ提取蛋白ꎬ用 ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒进行
蛋白定量ꎮ 经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析ꎬ半干转移法转至 ＰＶＤＦ
膜ꎬ用 ５０ｇ / Ｌ 脱脂牛奶室温封闭 １ｈꎮ 分别加入稀释的兔
抗 Ｂａｘ、Ｂｃｌ－２ 抗体及 β－ａｃｔｉｎ 抗体(１∶ １０００)ꎬ４℃ 孵育过
夜ꎮ 次日ꎬＴＢＳＴ 洗膜 １０ｍｉｎ×３ 次ꎬ加入 ＨＲＰ 标记的山羊
抗兔 ＩｇＧ(１∶ ２０００)ꎬ室温孵育 １ｈꎻＴＢＳＴ 洗 １０ｍｉｎ×３ 次ꎬ后
用 ＥＣＬ 化学发光试剂盒在 Ｔａｎｏｎ 凝胶图像处理系统显影ꎬ
计算 Ｂａｘ 和 Ｂｃｌ－２ 的相对蛋白表达ꎮ
１ ２ ５细胞内 ＲＯＳ的检测　 各组细胞以每孔 １×１０６个接
种于 ６ 孔板ꎬ处理结束后ꎬ加入 ＤＣＦＨ－ＤＡ 探针(１０μｍｏｌ / Ｌ)
孵育 ９０ｍｉｎꎬ用 ＰＢＳ 漂洗 ２ 次ꎬ然后用温无血清培养基继
续培养 ３０ｍｉｎꎬ置于荧光显微镜下观察拍照ꎬ荧光酶标仪
读取各组荧光强度ꎮ

统计学分析:实验结果采用 ＳＰＳＳ １９ ０ 统计软件进行
分析ꎮ 数据以均数±标准差表示ꎬ多组间均数的比较采用
单因素方差分析ꎬ两组间比较采用 ＬＳＤ－ ｔ 检验ꎮ Ｐ<０ ０５
为差异有统计学意义ꎮ
２结果
２ １不同浓度脂联素对缺氧损伤 ＲＦ / ６Ａ 细胞活力的影响
ＭＴＴ 结果显示ꎬ对照组、缺氧损伤组、缺氧损伤＋５μｍｏｌ / Ｌ
脂联 素 组、 缺 氧 损 伤 ＋ ５０μｍｏｌ / Ｌ 脂 联 素 组、 缺 氧 损
伤＋１００μｍｏｌ / Ｌ脂联素组的细胞活力分别为 １００ ０５％ ±
３ ３４％、 ５４ ２８％ ± ４ １６％、 ６３ ６５％ ± ２ ９５％、 ７８ ００％ ±
５ １０％、７５ ４８％±６ ５６％ꎬ五组之间细胞活力比较差异有
统计学意义(Ｆ ＝ ４２ ０３ꎬＰ<０ ００１)ꎮ 与对照组相比ꎬ缺氧
损伤组和缺氧损伤＋脂联素(５、５０、１００μｍｏｌ / Ｌ)组细胞活
力均下降( ｔ＝ １４ ８５、１４ １３、６ ２６、５ ７８ꎬ均 Ｐ<０ ０１)ꎮ 与缺
氧损伤组相比ꎬ缺氧损伤＋脂联素(５、５０、１００μｍｏｌ / Ｌ)组细
胞活力均显著增加( ｔ＝ －３ １８、－６ ２４、－４ ７３ꎬ均 Ｐ<０ ０５)ꎬ
提示脂联素对缺氧损伤的 ＲＦ / ６Ａ 细胞存活具有促进作用ꎮ
与缺氧损伤＋５μｍｏｌ / Ｌ脂联素组相比ꎬ５０、１００μｍｏｌ / Ｌ脂

１２３１

Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.２０ꎬ Ｎｏ.８ Ａｕｇ. ２０２０　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２６３９４０　 Ｅｍａｉｌ:ＩＪＯ.２０００＠１６３.ｃｏｍ



图 １　 各组 ＲＦ / ６Ａ细胞活力比较　 ｂＰ<０.０１ ｖｓ 对照组ꎻｃＰ<０.０５ꎬ ｄＰ<０ ０１ ｖｓ 缺氧损伤组ꎻｅＰ<０.０５ ｖｓ 缺氧损伤＋５μｍｏｌ / Ｌ 脂联素组ꎮ

图 ２　 各组 ＲＦ / ６Ａ细胞表达 Ｂａｘ及 Ｂｃｌ－２ 蛋白条带及统计学比较　 ｂＰ<０.０１ ｖｓ 对照组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ 缺氧损伤组ꎮ

联素组细胞活力均增加( ｔ＝ －４ ２１、－２ ８４ꎬ均 Ｐ<０ ０５)ꎬ但
５０μｍｏｌ / Ｌ 较 １００μｍｏｌ / Ｌ 脂联素预处理的细胞活力无明显
变化ꎬ差异无统计学意义( ｔ ＝ ０ ５２ꎬＰ>０.０５)ꎬ提示 ５０μｍｏｌ / Ｌ
脂联素是较为合适的保护作用浓度(图 １)ꎮ 因此ꎬ本研究
选择后续实验中脂联素的作用浓度为 ５０μｍｏｌ / Ｌꎮ
２.２脂联素对缺氧损伤的 ＲＦ / ６Ａ 细胞凋亡蛋白表达的
影响　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示ꎬ对照组、缺氧损伤组、缺氧
损伤＋脂联素组细胞凋亡蛋白 Ｂａｘ 相对表达水平分别为
０.２１±０.０４、０.７９±０.０３、０.３８±０.０４ꎻＢｃｌ－２ 相对表达水平分
别为 ０.１７±０.０４、０.４２±０.０３、０.８１±０.０３ꎻＢｃｌ－２ / Ｂａｘ 分别为
０.８４±０.０４、０.５３±０.０３、２.１１±０.１４ꎮ 三组之间 Ｂｃｌ－２ / Ｂａｘ 比
较差异有统计学意义(Ｆ＝ ２９４.８０ꎬＰ<０.００１)ꎮ 与对照组相
比ꎬ缺氧损伤组细胞 Ｂｃｌ － ２ / Ｂａｘ 表达下调( ｔ ＝ １１.５６ꎬＰ<
０ ００１)ꎬ缺氧损伤＋脂联素组细胞 Ｂｃｌ － ２ / Ｂａｘ 表达上调
( ｔ＝ －１５.３２ꎬＰ<０.００１)ꎻ与缺氧损伤组相比ꎬ缺氧损伤＋脂
联素组细胞 Ｂｃｌ － ２ / Ｂａｘ 表达上调( ｔ ＝ － １９.３４ꎬＰ< ０.００１ꎬ
图 ２)ꎮ
２.３ 脂联素对缺氧损伤的 ＲＦ / ６Ａ 细胞内 ＲＯＳ 水平的
影响　 荧光染色结果显示ꎬ对照组细胞在荧光显微镜下可
见微弱荧光ꎻ而 ＣｏＣｌ２诱导缺氧后细胞内可见到较强的荧
光ꎬ说明缺氧损伤可使 ＲＦ / ６Ａ 细胞内 ＲＯＳ 生成增多ꎬ引起
细胞内的氧化应激反应ꎻ但使用脂联素预处理后 ＲＦ / ６Ａ
细胞内的荧光强度较缺氧损伤组明显减弱ꎬ说明脂联素可
减少 ＣｏＣｌ２诱导的缺氧损伤后细胞内的 ＲＯＳ 生成ꎮ 统计
分析显示ꎬ对照组、缺氧损伤组、缺氧损伤＋脂联素组细胞

的 ＲＯＳ 水平依次为 １０.００±１.００、２４５.９８±２３.５２、１０８.２３±
９ ５１ꎬ三组细胞中的 ＲＯＳ 水平比较差异具有统计学意义
(Ｆ＝ １９６.２３ꎬＰ<０.００１)ꎮ 与对照组相比ꎬ缺氧损伤组和缺
氧损伤组 ＋脂联素组细胞内 ＲＯＳ 水平明显升高 ( ｔ ＝
－１７ ３７、－１７.７９ꎬ均 Ｐ<０.００１)ꎻ与缺氧损伤组相比ꎬ缺氧损
伤＋脂联素组细胞内的 ＲＯＳ 水平明显降低ꎬ差异具有统计
学意义( ｔ＝ ９.４１ꎬＰ<０.０１ꎬ图 ３)ꎮ
３讨论

缺血性视网膜病变是一类临床常见、波及年龄范围较
为广泛的复杂眼病ꎬ病理机制受到多种细胞因子、细胞外
基质成分及信号网络等的紧密调控和相互作用[１１]ꎮ 虽然
在防治方面取得了一些进展ꎬ但此类疾病多进展迅速ꎬ部
分患者治疗效果并不理想ꎬ则很快进展到增殖期ꎬ带来严
重的视力损害ꎬ因此研究这些视网膜病变发生进展的机
制、找寻新的治疗靶点至关重要[１２]ꎮ 多种原因可导致局
部视网膜缺血缺氧ꎬ激活缺氧诱导因子(ＨＩＦ) / 血管内皮
生长因子(ＶＥＧＦ)信号通路ꎬ从而导致病理性新生血管的
形成[１３]ꎮ 近年来内源性脂肪因子与多种疾病发生的密切
关系备受关注ꎬ其中脂联素的保护作用也成为研究热
点[６－８]ꎮ 鉴于此ꎬ我们的前期研究利用动物模型观察了脂
联素对病理性视网膜新生血管形成的作用ꎮ 结果显示ꎬ在
小鼠氧诱导视网膜病变模型中ꎬ外源性脂联素可以明显减
轻视网膜血管损伤ꎬ从而减少视网膜无灌注区ꎬ进而减少
继发性病理性新生血管ꎬ证实脂联素对视网膜新生血管具
有抑制作用[９]ꎮ 缺血、缺氧是氧诱导视网膜病变成膜的关
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图 ３　 ＲＦ / ６Ａ细胞内 ＲＯＳ生成的荧光图像(×２００)及统计学比较　 ｂＰ<０.０１ ｖｓ 对照组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ 缺氧损伤组ꎮ

键机制ꎬ因此本研究进一步观察了脂联素对缺氧应激条件
下视网膜内皮细胞是否具有保护作用ꎮ 在本实验中ꎬ通过
ＭＴＴ 检测发现 ＣｏＣｌ２诱导的缺氧可明显抑制 ＲＦ / ６Ａ 细胞

的活力ꎬ与既往研究结果一致[１０]ꎮ 不同浓度的脂联素预
处理后可减轻 ＣｏＣｌ２诱导的缺氧对 ＲＦ / ６Ａ 细胞的损伤ꎬ以
５０μｍｏｌ / Ｌ 浓度的保护作用最为显著ꎬ这与我们在高糖诱
导的 ＲＦ / ６Ａ 细胞损伤中观察到的结果相似[１４－１５]ꎬ提示脂
联素对应激条件下的 ＲＦ / ６Ａ 细胞具有保护作用ꎬ以利于
维持细胞正常的生理功能ꎮ

视网膜内皮细胞是许多眼病中重要的细胞类型之一ꎬ
它由视网膜血管的微血管内膜组成ꎬ广泛分布于外丛状层
和神经节细胞层ꎮ 视网膜血管内皮细胞的缺失是多种视
网膜病变增殖前的损伤形式ꎮ 多种应激因素包括缺氧、高
糖等可引起视网膜内皮细胞凋亡ꎬ进而参与多种缺血性视
网膜病变的发生[１６]ꎮ 为了进一步了解脂联素对缺氧损伤
的 ＲＦ / ６Ａ 细胞凋亡的影响ꎬ本研究利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 技术
对细胞中促凋亡蛋白 Ｂａｘ 和抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ－２ 进行了检
测ꎮ Ｂａｘ 和 Ｂｃｌ－２ 是近年来 Ｂｃｌ－２ 蛋白家族研究中最具有
代表性的促凋亡因子及抗凋亡因子ꎮ 正常生理情况下ꎬ两
者以 Ｂａｘ / Ｂｃｌ－２ 异源二聚体形式存在ꎮ 当细胞中 Ｂａｘ 表
达增多时ꎬＢａｘ 蛋白之间相互作用形成同源二聚体ꎬ激活
Ｃａｓｐａｓｅ 家族ꎬ从而促进细胞凋亡ꎮ 当细胞中 Ｂｃｌ－２ 表达
上调时ꎬ则促使 Ｂａｘ / Ｂａｘ 二聚体解离ꎬ生成 Ｂａｘ / Ｂｃｌ－２ 二
聚体增多ꎬ抑制细胞凋亡ꎮ Ｂｃｌ－２ / Ｂａｘ 比值决定着细胞凋
亡的走向ꎬＢｃｌ － ２ / Ｂａｘ 比值上调ꎬ抑制细胞凋亡ꎻＢｃｌ － ２ /
Ｂａｘ 比值下调ꎬ促进细胞凋亡[１７－１８]ꎮ 本研究中ꎬＷｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 结果提示ꎬ缺氧损伤组 ＲＦ / ６Ａ 细胞的凋亡蛋白 Ｂａｘ 和
Ｂｃｌ－２ 蛋白表达均较对照组明显上调ꎬ而 Ｂｃｌ－２ / Ｂａｘ 比值

明显下调ꎬ提示在缺氧条件下ꎬ细胞凋亡信号通路被激活ꎬ
以促凋亡为主ꎻ脂联素预处理后凋亡蛋白 Ｂａｘ 表达明显下
调ꎬＢｃｌ－２ 蛋白表达明显上调ꎬ而 Ｂｃｌ－２ / Ｂａｘ 比值显著上
调ꎬ提示脂联素可抑制 ＲＦ / ６Ａ 细胞凋亡ꎮ 以上结果与在
高糖条件下观察到的脂联素抗凋亡效应一致[１４]ꎬ提示脂
联素可抑制缺氧等应激损伤造成的细胞凋亡ꎬ从而发挥保
护细胞存活的作用ꎮ

在视网膜缺血等病理条件下ꎬ内源性抗氧化系统产生
ＲＯＳ 和清除 ＲＯＳ 能力之间的不平衡被扩大ꎮ 氧化应激是
缺血性视网膜病变的病理进程中视网膜血管内皮细胞损
伤的重要机制之一ꎬ局部视网膜缺血缺氧可诱发过量的活
性氧族 / 活性氮族(ＲＯＳ / ＲＮＳ)产生ꎬ进而触发多种氧化应
激信号通路ꎬ影响细胞内的 ＤＮＡ 和脂质ꎬ导致内皮细胞凋
亡ꎬ直接对视网膜血管造成损伤[４ꎬ１９－２０]ꎮ 既往动物研究显
示ꎬ在小鼠氧诱导视网膜病变模型中ꎬ外源性脂联素可激
活内源性一氧化氮合酶 ( ｅＮＯＳ) 促进生理性一氧化氮
(ＮＯ)生成ꎬ同时又能抑制 ＲＯＳ / ＲＮＳ 的产生ꎬ从而减轻视
网膜血管损伤[９]ꎮ 为了进一步研究脂联素对缺氧损伤的
ＲＦ / ６Ａ 细胞发挥保护作用的分子机制ꎬ本研究观察了脂
联素对细胞中氧化应激重要指标 ＲＯＳ 表达水平的影响ꎮ
我们发现ꎬＣｏＣｌ２诱导的缺氧可导致 ＲＦ / ６Ａ 细胞中 ＲＯＳ 生
成明显增多ꎬ出现了明显的氧化应激表现ꎬ而脂联素预处
理的 ＲＦ / ６Ａ 细胞中 ＲＯＳ 生成明显降低ꎬ提示脂联素可抑
制缺氧诱发的 ＲＦ / ６Ａ 细胞氧化应激反应ꎮ 与在其他组织
细胞中的研究相似ꎬ脂联素可抑制氧自由基的形成ꎬ减轻
缺氧 / 缺血状态下心血管内皮细胞及神经元的氧化应激反
应ꎬ从而保护这些细胞免受缺血性损伤[２１]ꎮ

近年来ꎬ随着对内源性脂肪因子功能的关注ꎬ越来越

３２３１
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多的研究发现脂联素可对人体起保护作用ꎬ但对其在视网
膜疾病中的作用还有待研究ꎮ 本研究证实ꎬ在视网膜缺氧
模型中ꎬ脂联素可通过抑制 ＲＯＳ 的形成ꎬ减轻缺氧诱导的
ＲＦ / ６Ａ 细胞的氧化应激反应ꎬ同时脂联素能促进细胞活
力ꎬ抑制细胞凋亡ꎬ提示脂联素的血管内皮细胞保护作用
机制可能与其减轻氧化应激有关ꎬ但二者之间是否为直接
关系还需要进一步验证ꎮ 总之ꎬ探究脂联素对缺氧损伤下
的视网膜血管保护作用ꎬ不仅有助于进一步阐明缺血性视
网膜病变的发病机制ꎬ也对寻找和调动内源性保护方法ꎬ
减轻视网膜血管病变程度并改善疾病预后具有重要临床
意义ꎮ
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