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摘要

目的:观察铁死亡在高糖(ＨＧ)诱导的视网膜色素上皮

(ＲＰＥ)细胞损伤中的作用及机制ꎬ为糖尿病视网膜病变

(ＤＲ)的治疗提供新思路ꎮ
方法:将体外培养的 ＡＲＰＥ－１９ 细胞分为正常对照组(ＮＣ
组)、高糖组(ＨＧ 组)、高糖＋铁死亡抑制剂组(Ｆｅｒ－１ 组)ꎮ
采用 ＣＣＫ－８ 法检测各组细胞活力ꎻ使用 ＥＬＩＳＡ 试剂盒检

测白细胞介素 ６( ＩＬ－６)、ＩＬ－１β 及单核细胞趋化蛋白－１
(ＭＣＰ－ １) 的表达水平ꎻ使用化验试剂盒检测丙二醛

(ＭＤＡ)、谷胱甘肽(ＧＳＨ)、谷胱甘肽过氧化物酶 ４(ＧＰＸ４)
水平ꎻ使用铁离子检测试剂盒检测细胞铁含量ꎻ通过透射

电子显微镜观察细胞线粒体变化ꎻ通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 和

免疫荧光染色技术检测铁死亡相关蛋白长链脂酰 ＣｏＡ 合

成酶 ４(ＡＣＳＬ４)、ＧＰＸ４ 以及血管内皮生长因子(ＶＥＧＦ)蛋
白的表达ꎮ
结果:与 ＮＣ 组相比ꎬＨＧ 组细胞活力显著下降ꎬ细胞上清

液中炎症因子表达水平升高ꎬ细胞中氧化应激指标 ＭＤＡ
和铁含量显著升高ꎬＧＳＨ 含量和 ＧＰＸ４ 活性显著降低(均
Ｐ<０.０１)ꎬ且线粒体皱缩ꎬＡＣＳＬ４ 及 ＶＥＧＦ 蛋白表达增加ꎬ
ＧＰＸ４ 蛋白表达降低(均 Ｐ<０.０１)ꎮ 与 ＨＧ 组相比ꎬＦｅｒ－１
组细胞活力明显增加ꎬ细胞上清液中炎症因子表达水平下

降ꎬ细胞中 ＭＤＡ 和铁含量明显下降ꎬＧＳＨ 含量和 ＧＰＸ４ 活

性显著提高(均 Ｐ<０.０５)ꎬ且线粒体形态改善ꎬＡＣＳＬ４ 及

ＶＥＧＦ 蛋白表达减少ꎬＧＰＸ４ 蛋白表达升高(均 Ｐ<０.０５)ꎮ
结论:铁死亡参与高糖诱导的 ＲＰＥ 细胞损伤ꎬ抑制铁死亡

能改善细胞活性ꎬ降低炎症及氧化应激水平ꎬ减轻高糖诱

导的 ＲＰＥ 细胞损伤ꎮ
关键词:铁死亡ꎻ糖尿病视网膜病变ꎻ视网膜色素上皮细

胞ꎻＦｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ－１ꎻ炎症ꎻ氧化应激
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０引言
糖尿病视网膜病变( ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙꎬＤＲ)是糖尿

病患者常见的并发症之一ꎬ其严重损害患者的视力ꎬ带来
巨大的健康负担[１－２]ꎮ ＤＲ 发病机制复杂ꎬ既往研究认为ꎬ
氧化应激导致的视网膜相关组织和细胞损伤ꎬ尤其是视网
膜色素上皮(ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍꎬＲＰＥ)损伤ꎬ可导致
ＤＲ 病情进展[３－４]ꎮ ＲＰＥ 位于视网膜和脉络膜之间ꎬ是
血－视网膜屏障(ｂｌｏｏｄ－ｒｅｔｉｎａｌ ｂａｒｒｉｅｒꎬＢＲＢ)的重要组成部
分ꎬ对维持视网膜正常代谢具有重要作用[５]ꎮ 因此ꎬ了解
ＲＰＥ 细胞的损伤机制对于阐明 ＤＲ 的病理机制以开发新
的治疗策略至关重要ꎮ

铁死亡(ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ)是以脂质过氧化增加和铁离子依
赖为特征的调节性细胞死亡方式[６－８]ꎬ已被证实涉及多种
眼科疾病ꎬ如在年龄相关性黄斑变性中发现 ＲＰＥ 发生铁
死亡[９]ꎮ 然而ꎬＤＲ 期间 ＲＰＥ 是否发生铁死亡ꎬ以及其可
能如何影响细胞死亡ꎬ仍有待进一步研究ꎮ 本研究旨在模
拟 ＤＲ 高糖微环境ꎬ观察铁死亡在 ＲＰＥ 细胞损伤中的作
用ꎬ探究 ＤＲ 的发病机制ꎬ以期寻找新的治疗靶点ꎮ
１材料和方法
１.１材料　 实验细胞:人视网膜色素上皮细胞(ＡＲＰＥ－１９
细胞)购自上海中乔新舟生物公司ꎮ 主要试剂:胎牛血清
购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻ Ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ － １ ( Ｆｅｒ － １) 购自美国
Ｓｅｌｌｅｃｋｃｈｅｍ 公司ꎻＣＣＫ－８ 细胞活力和细胞凋亡检测试剂
盒购自美国 Ａｂｃａｍ 公司ꎻ白细胞介素( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎꎬＩＬ) －６、
ＩＬ － １β 及单核细胞趋化蛋白 － １ ( ｍｏｎｏｃｙｔｅ ｃｈｅｍｏｔａｃｔｉｃ
ｐｒｏｔｅｉｎ－１ꎬＭＣＰ－１)ＥＬＩＳＡ 试剂盒购自江苏酶免公司ꎻ丙二
醛(ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅꎬＭＤＡ)、谷胱甘肽( ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅꎬＧＳＨ)、
谷胱甘肽过氧化物酶 ４( ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ ４ꎬＧＰＸ４)、
铁离子检测试剂盒购自南京建成公司ꎻ长链脂酰 ＣｏＡ 合
成酶 ４(ｌｏｎｇ－ｃｈａｉｎ ｌｉｐｏｙｌ ＣｏＡ ｓｙｎｔｈａｓｅ ４ꎬＡＣＳＬ４)、ＧＰＸ４ 及
血管内皮生长因子 ( ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬ
ＶＥＧＦ)抗体购自美国 Ａｂｃａｍ 公司ꎮ 主要仪器设备:二氧
化碳恒温培养箱 ( ＨＥＲＡ ｃｅｌｌ ＣＯ２ 型ꎬ美国 Ｂｅｃｋｍａｎ 公
司)ꎻ超净工作台(ＳＷ－ＣＪ－２Ｆ 型ꎬ苏州博莱尔净化设备有
限公司)ꎻ低速离心机(ＬＤＺ５－２ 型ꎬ北京时代北利离心机
有限公司)ꎻ小型高速离心机(５４１８ Ｒ 型号ꎬ法国 Ｅｐｐｅｎｄｏｆ
公司)ꎻ倒置荧光显微镜( ＣＫＸ５３ 型ꎬ日本 ＯＬＹＭＰＵＳ 公
司)ꎻ酶标仪(Ｅｌｘ８００ 型ꎬ美国 ＢＩＯ－ＴＥＫ 公司)ꎮ
１.２方法
１.２.１细胞培养及分组　 将 ＡＲＰＥ－１９ 细胞用含 １０％胎牛
血清＋１％青－链霉素＋ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 的培养基传代培养 ３ 代

后用于实验ꎮ 实验分组:正常对照组(ＮＣ 组)以 ５.５ｍｍｏｌ / Ｌ
葡萄糖培养 ４８ｈꎻ高糖组(ＨＧ 组)以 ３０ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖培养
４８ｈꎻ铁死亡抑制剂组(Ｆｅｒ－１ 组)以 １μｍｏｌ / Ｌ Ｆｅｒ－１ 预处
理 １２ｈꎬ然后以 ３０ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖培养 ４８ｈ[１０]ꎮ
１.２.２ 细胞活力检测 　 使用 ＣＣＫ － ８ 试剂盒分析各组
ＡＲＰＥ－１９ 细胞活力ꎮ 各组细胞处理 ４８ｈ 后ꎬ每孔加入
１０μＬ ＣＣＫ－８ 溶液ꎬ然后将细胞在 ３７℃下孵育 ２ｈꎮ 使用酶
标仪 ４５０ｎｍ 检测吸光度值ꎮ 细胞活力＝各组吸光度 / 对照
组吸光度×１００％ꎮ
１.２.３炎症因子的表达水平检测 　 各组细胞处理 ４８ｈ 后ꎬ
收集上清液ꎬ２ ５００ｒ / ｍｉｎ 离心 ３０ｍｉｎꎬ放入－８０℃备用ꎮ 严
格按照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书步骤测定 ＩＬ － ６、 ＩＬ － １β、
ＭＣＰ－１表达水平ꎮ
１.２.４ 氧化应激指标及铁含量检测 　 各组细胞处理 ４８ｈ
后ꎬ收集细胞ꎬ分别按照检测试剂盒说明书ꎬ使用 ＭＤＡ、
ＧＳＨ、ＧＰＸ４ 和铁离子检测试剂盒检测各组细胞 ＭＤＡ、
ＧＳＨ 含量、ＧＰＸ４ 活性及铁离子含量ꎮ
１.２.５透射电子显微镜观察线粒体形态 　 各组细胞处理
４８ｈ 后ꎬ收集细胞ꎬ使用 ２.５％戊二醛和 １％四氧化二锇固
定后ꎬ梯度乙醇进行脱水ꎬ７０％醋酸铀染色ꎬ用环氧树脂包
埋ꎬ使用超微切片机制成 １００ｎｍ 超薄切片ꎬ枸橼酸铅和醋酸
铀酰染色ꎬ用透射电子显微镜进行观察并拍摄超微结构ꎮ
１.２.６ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测蛋白表达水平 　 各组细胞处
理 ４８ｈ 后ꎬ使用 ＲＩＰＡ 细胞裂解液提取各组总蛋白ꎬ取
３０μｇ 蛋白上样ꎬＳＤＳ－ＰＡＧＥ 凝胶电泳分离蛋白ꎬ电泳转移
至 ＰＶＤＦ 膜ꎬ室温下封闭 ２ｈꎬ然后与 ＡＣＳＬ４、 ＧＰＸ４ 和
ＶＥＧＦ 一抗(１∶ １０００)在 ４℃下孵育过夜ꎬＴＢＳＴ 洗膜后加入
二抗ꎬ室温孵育 ２ｈꎬ加入超敏化学发光液进行曝光ꎬ使用
Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件对条带密度进行量化分析ꎮ
１.２.７ 免疫荧光染色观察 ＡＣＳＬ４ 和 ＶＥＧＦ 蛋白的表达　
将各组细胞以 ４ × １０４ / ｍＬ 的密度接种于 ９６ 孔板ꎬ每孔
１００μＬꎬ待细胞贴壁生长至 ７０％时ꎬＰＢＳ 洗涤 ３ 次ꎻ用 ４％
多聚甲醛固定ꎬＰＢＳ 冲洗 ３ 次ꎻ０.５％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ－ １００ 通透
２０ｍｉｎꎬＰＢＳ 冲洗 ３ 次ꎻ１５％胎牛血清封闭 １ｈꎻ弃去血清ꎬ滴
加对应 ＡＣＳＬ４ 和 ＶＥＧＦ 一抗(１∶ ５０)ꎬ４℃避光孵育过夜ꎬ
ＰＢＳ 冲洗 ３ 次ꎻ滴加荧光标记二抗 ＣＹ３(１∶ １００)ꎬ３７℃避光
反应 １ｈꎬＰＢＳ 冲洗 ３ 次ꎻ用荧光封片剂封片ꎮ 荧光显微镜
暗室观察 ＡＣＳＬ４ 和 ＶＥＧＦ 蛋白在细胞中的表达和分布ꎮ

统计学分析:使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ 软件进行统计学分
析ꎮ 所有数据结果均采用均数±标准差表示ꎬ多组比较采
用单因素方差分析(ｏｎｅ－ｗａｙ ＡＮＯＶＡ)ꎬ两组间比较采用
Ｔｕｋｅｙ 法ꎮ Ｐ<０.０５ 认为差异有统计学意义ꎮ
２结果
２.１各组 ＡＲＰＥ－１９细胞形态及活力　 倒置光学显微镜观
察培养 ４８ｈ 后各组细胞形态显示ꎬＮＣ 组细胞形态正常ꎬ生
长良好ꎻ与 ＮＣ 组相比ꎬ高糖处理后(ＨＧ 组)细胞生长状态
差ꎬ形态不规则ꎬ细胞出现圆缩、聚集等现象ꎻ而 Ｆｅｒ－１ 预
处理后(Ｆｅｒ－１ 组)细胞形态及密度较 ＨＧ 组趋于正常ꎬ见
图 １Ａꎮ ＣＣＫ－８ 检测结果显示ꎬＮＣ 组、ＨＧ 组、Ｆｅｒ－１ 组细
胞活力分别为(１００.００±０.００)％、(６８.７４±４.１２)％、(８６.３１±
３.０２)％ ꎬ各组细胞活力差异具有统计学意义(Ｆ ＝ ４７.８５ꎬ
Ｐ<０.０１)ꎬ且与 ＮＣ 组相比ꎬＨＧ 组细胞活力显著降低( ｑ ＝
１３.８０ꎬＰ<０.０１)ꎻ与 ＨＧ 组相比ꎬＦｅｒ － １ 组细胞活力改善
(ｑ＝ ７.７５ꎬＰ<０.０１ꎬ图 １Ｂ)ꎮ
２.２各组 ＡＲＰＥ－１９细胞外分泌炎症因子水平　 各组细胞
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上清液中 ＩＬ－６、ＩＬ－１β 及 ＭＣＰ－１ 表达水平差异均具有统
计学意义(Ｆ＝ ６０.１６、４９.９７、１０６.５ꎬ均 Ｐ<０.０５)ꎬ且与 ＮＣ 组
相比ꎬＨＧ 组 ＩＬ － ６、 ＩＬ － １β 及 ＭＣＰ － １ 水平均升高 ( ｑ ＝
１５.４８、１４.１４、２０.４３ꎬ均 Ｐ<０.０１)ꎻ与 ＨＧ 组相比ꎬＦｅｒ－１ 组
ＩＬ－６、ＩＬ－１β 及 ＭＣＰ－１ 水平均降低( ｑ ＝ ８.５０、７.０１、７.６７ꎬ
均 Ｐ<０.０１)ꎬ见表 １ꎮ
２.３各组 ＡＲＰＥ－１９细胞氧化应激指标及铁含量　 各组细
胞 ＭＤＡ、ＧＳＨ 含量、ＧＰＸ４ 活性和铁含量差异均具有统计
学意义(Ｆ＝ ４６.３８、７２.４０、４９.３３、８３.５３ꎬ均 Ｐ<０.０１)ꎬ且与
ＮＣ 组相比ꎬＨＧ 组细胞 ＭＤＡ 和铁含量显著升高 ( ｑ ＝
１３.５８、１８.０９ꎬ均 Ｐ<０.０１)ꎬＧＳＨ 含量和 ＧＰＸ４ 活性显著降
低(ｑ＝ １６.９５、１４.００ꎬ均 Ｐ<０.０１)ꎻ与 ＨＧ 组相比ꎬＦｅｒ－１ 组
中 ＭＤＡ 和铁含量明显下降( ｑ ＝ ５.９１、１１.３７ꎬ均Ｐ<０.０５)ꎬ
ＧＳＨ 含量和 ＧＰＸ４ 活性均显著提高( ｑ ＝ ７.２０、７.９８ꎬ均 Ｐ<
０.０１)ꎬ见表 ２ꎮ

２.４ 各组 ＡＲＰＥ－１９ 细胞线粒体形态学变化 　 透射电
子显微镜结果显示ꎬＮＣ 组细胞线粒体无显著变化ꎬＨＧ
组细胞线粒体出现萎缩伴膜密度增加ꎬ线粒体嵴减少ꎬ
而 Ｆｅｒ－ １ 组线粒体形态变化较 ＨＧ 组显著改善ꎬ见
图 ２ꎮ
２.５各组 ＡＲＰＥ－１９ 细胞中 ＡＣＳＬ４ 和 ＧＰＸ４ 及 ＶＥＧＦ 蛋
白的表达　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测结果显示ꎬ各组 ＡＲＰＥ－１９
细胞中 ＡＣＳＬ４、ＧＰＸ４ 和 ＶＥＧＦ 蛋白相对表达量差异均
有统计学意义 ( Ｆ ＝ １４. ６０、９. ６９、７４. ７５ꎬ均 Ｐ < ０. ０１)ꎬ
见图 ３Ａꎮ 与 ＮＣ 组相比ꎬＨＧ 组 ＡＣＳＬ４ 和 ＶＥＧＦ 蛋白相
对表达量显著升高( ｑ ＝ ７.５２、１７.１４ꎬ均 Ｐ<０.０１)ꎬＧＰＸ４
蛋白相对表达量显著降低( ｑ ＝ ５.９７ꎬＰ<０.０１)ꎻ与 ＨＧ 组
相比ꎬＦｅｒ－１ 组 ＡＣＳＬ４ 和 ＶＥＧＦ 蛋白相对表达量显著降
低( ｑ＝ ４.９０、１０.５６ꎬ均 Ｐ<０.０５)ꎬ而 ＧＰＸ４ 蛋白相对表达
量显著升高( ｑ＝ ４.５０ꎬＰ<０.０５)ꎬ见图 ３Ｂ、Ｃ、Ｄꎮ

图 １　 各组 ＡＲＰＥ－１９ 细胞形态及活力　 Ａ:倒置荧光显微镜观察各组细胞密度及形态的变化ꎻＢ:各组细胞活力的比较ꎬｂＰ<０.０１ ｖｓ
ＮＣ 组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ ＨＧ 组ꎮ

图 ２　 透射电子显微镜下观察各组细胞线粒体超微结构　 Ａ:ＮＣ 组ꎻＢ:ＨＧ 组(黑色箭头示萎缩的线粒体)ꎻＣ:Ｆｅｒ－１ 组ꎮ

表 １　 各组 ＡＲＰＥ－１９ 细胞上清液中炎症因子水平比较 (􀭰ｘ±ｓꎬｐｇ / ｍＬꎬｎ＝ ３)
组别 ＩＬ－６ ＩＬ－１β ＭＣＰ－１
ＮＣ 组 ２.７５±０.３６ ２２.７５±２.６７ ３４.３５±３.７４
ＨＧ 组 １６.６７±２.０８ｂ ４１.２６±２.３０ｂ １８２.５１±１３.１４ｂ

Ｆｅｒ－１ 组 ９.０３±１.６８ｄ ３２.０８±１.７３ｄ １２６.９１±１６.９４ｄ

　
Ｆ ６０.１６ ４９.９７ １０６.５
Ｐ <０.０５ <０.０５ <０.０５

注:ｂＰ<０.０１ ｖｓ ＮＣ 组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ ＨＧ 组ꎮ

表 ２　 各组 ＡＲＰＥ－１９ 细胞氧化应激指标和铁含量比较 (􀭰ｘ±ｓꎬｎ＝ ３)
组别 ＭＤＡ(ｎｍｏｌ / ｍｇ) ＧＳＨ(ｎｍｏｌ / ｍｇ) ＧＰＸ４(Ｕ / ｍｇ) Ｆｅ２＋(μｇ / ｍｇ)
ＮＣ 组 ５.４５±１.０２ ４１.７３±３.６５ ２１.６４±２.８４ １.２１±０.１４
ＨＧ 组 １９.２４±１.７６ｂ １２.９８±２.５５ｂ ６.０４±０.７８ｂ ３.７９±０.３８ｂ

Ｆｅｒ－１ 组 １４.６１±１.２４ｃ ２５.１９±２.４７ｄ １４.９３±１.５７ｄ ２.１７±０.１６ｄ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ ４６.３８ ７２.４０ ４９.３３ ８３.５３
Ｐ <０.０１ <０.０１ <０.０１ <０.０１
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２.６各组 ＡＲＰＥ－１９ 细胞中 ＡＣＳＬ４ 和 ＶＥＧＦ 蛋白的表达
及定位　 激光共聚焦显微镜观察显示ꎬ与 ＮＣ 组相比ꎬＨＧ
组细胞中 ＡＣＳＬ４ 和 ＶＥＧＦ 均呈强阳性表达ꎬ二者在细胞
膜与细胞质中均呈强荧光染色ꎻ而 Ｆｅｒ－１ 组细胞中 ＡＣＳＬ４
和 ＶＥＧＦ 表达较 ＨＧ 组减弱ꎬ见图 ４ꎮ
３讨论

ＤＲ 导致工作年龄人群视觉受损ꎬ被认为是成年人失
明的主要原因[１１－１３]ꎮ 虽然 ＤＲ 的治疗已经取得了很大进
展ꎬ但由于其发病机制复杂ꎬ预后仍然不良[１４－１５]ꎮ ＢＲＢ 的
破坏ꎬ通透性增加和新生血管形成是 ＤＲ 的主要特点ꎬ
ＲＰＥ 是血－眼屏障的重要组成部分ꎬ其功能障碍被认为是
ＤＲ 进展的重要原因ꎮ 本研究采用经典的造模方法ꎬ将
ＲＰＥ 细胞置于高剂量葡萄糖中进行细胞 ＤＲ 模型的诱导ꎬ
在体外模拟 ＤＲ 的进展过程[１６]ꎮ 目前ꎬ对高糖所致 ＲＰＥ
损伤的分子机制尚不十分清楚ꎮ 一般认为高糖导致线粒
　 　

体电子传递链功能障碍ꎬ最终导致细胞内活性氧( ｒｅａｃｔｉｖｅ
ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓꎬＲＯＳ)产生增加ꎬ通过氧化应激损伤 ＲＰＥ 细
胞[１７－１８]ꎮ ＭＤＡ 是脂质过氧化的标志物ꎬ其含量也作为反
映氧化应激程度的指标[１９]ꎮ ＧＳＨ 是一种重要的细胞内抗
氧化剂ꎬ是氢过氧化物还原反应的重要底物ꎮ ＧＰＸ４ 是一
种 ＧＳＨ 过氧化物酶ꎬ作为主要的磷脂氢过氧化物酶抑制
ＲＯＳ 的产生[２０]ꎮ 本研究发现ꎬＡＲＰＥ－１９ 细胞活力在高糖
条件下被显著抑制ꎬＭＤＡ 含量明显升高ꎬＧＳＨ 含量和
ＧＰＸ４ 活性显著降低ꎬ提示氧化应激在 ＤＲ 中发挥重要作
用ꎬ与既往研究[１９]结果一致ꎮ
　 　 铁代谢紊乱诱发的铁死亡是一种新发现的、以 ＧＳＨ
耗尽和脂质过氧化、细胞内脂质 ＲＯＳ 堆积为特征的程序
性细胞死亡模式ꎬ还具有不同于其他死亡方式的形态学改
变ꎬ如线粒体皱缩、嵴减少或消失、膜增厚等细胞形态改
变ꎬ涉及癌症、神经系统疾病、缺血 / 再灌注和其他病理过
　 　

图 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 法检测各组 ＡＲＰＥ－１９ 细胞中 ＡＣＳＬ４ 和 ＧＰＸ４ 及 ＶＥＧＦ 蛋白表达情况 　 Ａ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测结果ꎻ
Ｂ:ＡＣＳＬ４蛋白相对表达水平量化分析ꎻＣ:ＧＰＸ４ 蛋白相对表达水平量化分析ꎻＤ:ＶＥＧＦ 蛋白相对表达水平量化分析ꎮｂ Ｐ< ０. ０１ ｖｓ
ＮＣ 组ꎻｃＰ<０.０５ꎬｄＰ<０.０１ ｖｓ ＨＧ 组ꎮ

图 ４　 免疫荧光染色观察各组 ＡＲＰＥ－１９ 细胞中 ＡＣＳＬ４ 和 ＶＥＧＦ 蛋白的表达　 Ａ:各组细胞中 ＡＣＳＬ４ 蛋白的表达ꎻＢ:各组细胞中
ＶＥＧＦ 蛋白的表达ꎮ 绿色荧光代表目的蛋白 ＡＣＳＬ４ 和 ＶＥＧＦ 的表达ꎬ蓝色荧光代表细胞核染色ꎮ
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程[２１－２３]ꎮ 目前关于铁死亡的机制还处于探索阶段ꎬ近年
发现了一些诱发铁死亡的因子ꎬ其中 ＡＣＳＬ４ 是重要的诱
发因子ꎬ其通过增加细胞膜中长链多不饱和 ω６ 脂肪酸的
含量刺激铁死亡[２４]ꎮ 近年研究表明ꎬ眼科相关疾病也涉
及铁死亡ꎬ如青光眼、视网膜缺血再灌注损伤、视网膜母细
胞瘤、视网膜色素变性等[２５－２６]ꎮ 铁是维持机体生命活动
最重要的微量元素之一ꎬ与机体氧气运输ꎬＤＮＡ、ＡＴＰ 的合
成均密切相关ꎬ因此维持体内铁的含量与铁的稳态至关重
要ꎮ 关于 ＤＲ 的研究发现ꎬ与正常小鼠相比ꎬ１ 型和 ２ 型糖
尿病模型小鼠视网膜铁积累增加ꎬ且糖尿病患者视网膜样
本中同样出现铁积累[２７]ꎮ ＧＰＸ４ 是铁死亡过程中重要的
调节因素ꎬＧＳＨ 可在 ＧＰＸ４ 的作用下还原 ＲＯＳ 和活性氮
从而减少细胞毒性ꎮ 在高糖损伤的 ＲＰＥ 细胞模型中发
现ꎬＧＳＨ 含量和 ＧＰＸ４ 活性显著降低[１６]ꎮ 临床研究发现ꎬ
铁死亡相关生物标志物ꎬ包括铁、脂质过氧化物、ＲＯＳ、
ＧＰＸ４ 和 ＧＳＨ 水平与 ＤＲ 病情程度相关ꎬ可作为 ＤＲ 的标
志物[２８]ꎮ 因此ꎬ铁死亡正逐渐成为研究 ＤＲ 病理机制和治
疗策略的新方向ꎮ 本研究发现ꎬ高糖条件下 ＲＰＥ 细胞脂
质过氧化加重ꎬ线粒体形态固缩ꎬ铁含量及铁死亡相关蛋
白增加ꎬ这些结果均证实 ＲＰＥ 细胞发生了铁死亡ꎮ Ｆｅｒ－１
是一种有效的铁死亡抑制剂ꎬ可以防止脂质 ＲＯＳ 的累积ꎬ
广泛用于有关铁死亡的实验研究中[１６]ꎮ 本研究发现ꎬ
Ｆｅｒ－１预处理可在一定程度上降低高糖下的脂质过氧化损
伤ꎬ即下调 ＭＤＡ 含量ꎬ提高 ＧＳＨ 含量和 ＧＰＸ４ 活性ꎬ并提
高 ＲＰＥ 细胞活力ꎬ表明靶向抑制铁死亡可能改善 ＤＲ 期间
的 ＲＰＥ 损伤ꎮ

慢性炎症是糖尿病和代谢综合征的核心致病过程ꎬ
ＤＲ 的视网膜微血管病变实际上是一种由低级别、持续的
白细胞激活引起反复发作的毛细血管闭塞和进行性的消
耗性视网膜缺血ꎮ 脂质和糖代谢紊乱可导致白细胞活化
从而促发炎症级联反应ꎬ在 ＤＲ 的发病和发展中起着至关
重要的作用[２９]ꎮ ＤＲ 患者玻璃体和视网膜中 ＩＬ － ６、
ＩＬ－１β、ＭＣＰ － １、肿瘤坏死因子 － α 等多种炎症因子及
ＶＥＧＦ 均明显升高[３０]ꎻ缺氧和氧化应激刺激 ＲＰＥ 细胞分
泌大量 ＶＥＧＦ 及 ＩＬ－６、ＩＬ－１β 等炎症因子[３１]ꎮ 这些炎症
因子与 ＶＥＧＦ 等生长因子共同导致 ＤＲ 并发糖尿病性黄
斑水肿和增殖性糖尿病视网膜病变的 ＢＲＢ 破坏、血管损
伤和神经炎症及病理性血管新生[３０]ꎮ 有证据表明ꎬ铁死
亡在炎症中起着重要作用ꎬ且在某些疾病的实验模型中ꎬ
作为铁死亡抑制剂的抗氧化剂已被证明具有抗炎作
用[３２]ꎮ 本研究探讨了高糖环境下ꎬＲＰＥ 细胞中铁死亡的
发生与炎症因子及 ＶＥＧＦ 的关系ꎬ并通过抑制铁死亡观察
其对这些因子表达的影响ꎮ 结果表明ꎬ高糖条件下 ＲＰＥ
细胞铁死亡激活且 ＩＬ－６、ＩＬ－１β、ＭＣＰ－１ 及 ＶＥＧＦ 表达上
调ꎬ而 Ｆｅｒ－１ 可有效抑制 ＲＰＥ 细胞铁死亡ꎬ并降低了这些
细胞因子的表达ꎮ 这些结果提示 ＲＰＥ 铁死亡损伤可能促
进这些细胞因子表达ꎬ共同参与 ＤＲ 的病理过程ꎮ 因此ꎬ
针对炎症因子及 ＶＥＧＦ 异常分泌也是治疗 ＤＲ 的关键
环节ꎮ

总之ꎬ本研究通过体外实验发现ꎬ高糖条件下ＡＲＰＥ－１９
细胞发生氧化应激介导的细胞铁死亡ꎬ并激活炎症因子和
ＶＥＧＦ 的表达ꎬ通过拮抗铁死亡可增强细胞活性和抗氧化
能力ꎬ并减少炎症因子及 ＶＥＧＦ 的异常表达ꎮ 本研究结果
有助于理解高糖诱导的 ＲＰＥ 细胞损伤的机制ꎬ为将铁死
亡作为 ＤＲ 的治疗靶点提供了实验依据ꎮ 然而ꎬ本研究仅

在体外观察了 ＲＰＥ 细胞铁死亡在 ＤＲ 中的可能作用ꎬ铁死
亡如何参与 ＤＲ 的发生和进展及相关的分子信号通路还
需要进一步研究ꎬ并利用动物模型甚至临床标本加以
验证ꎮ
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１１ Ｖｕｊｏｓｅｖｉｃ Ｓꎬ Ａｌｄｉｎｇｔｏｎ ＳＪꎬ Ｓｉｌｖａ Ｐꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｆｏｒ ｄｉａｂｅｔｉｃ
ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ: ｎｅｗ ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅｓ ａｎｄ ｃｈａｌｌｅｎｇｅｓ. Ｌａｎｃｅｔ Ｄｉａｂｅｔｅｓ Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ
２０２０ꎻ８(４):３３７－３４７
１２ Ｔｏｍｋｉｎｓ－Ｎｅｔｚｅｒ Ｏꎬ Ｎｉｅｄｅｒｅｒ Ｒꎬ Ｌｉｇｈｔｍａｎ Ｓ. Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｓｔａｔｉｎｓ ｉｎ
ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ. Ｔｒｅｎｄｓ Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃ Ｍｅｄ ２０２２ [ Ｐｕｂｌｉｓｈｅｄ ｏｎｌｉｎｅ
ａｈｅａｄ ｏｆ ｐｒｉｎｔ]
１３ Ｌｉ Ｃꎬ Ｚｈｕ Ｂꎬ Ｚｈａｎｇ ＪＥꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙꎬ ｈｅａｌｔｈ ｐｏｌｉｃｙ ａｎｄ
ｐｕｂｌｉｃ ｈｅａｌｔｈ ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｖｉｓｕａｌ ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ ａｎｄ ａｇｅ － ｒｅｌａｔｅｄ ｅｙｅ
ｄｉｓｅａｓｅｓ ｉｎ ｍａｉｎｌａｎｄ Ｃｈｉｎａ. Ｆｒｏｎｔ Ｐｕｂｌｉｃ Ｈｅａｌｔｈ ２０２２ꎻ１０:９６６００６
１４ Ｖｉｖｉａｎ Ｓꎬ Ｊｏｄｙ Ｂꎬ Ｖａｎ Ｈｕｅｔ Ｒａｍｏｎ ＡＣꎬ ｅｔ ａｌ. Ｌｏｎｇ－ｔｅｒｍ ｏｕｔｃｏｍｅｓ
ｏｆ ｖｉｔｒｅｃｔｏｍｙ ｆｏｒ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ. Ａｃｔａ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ ２０２０ꎻ
９９(１):８３－８９
１５ Ｌｉｎ ＴＺꎬ Ｓｈｉ Ｃꎬ Ｐａｚｏ ＥＥꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ ｖａｌｕｅ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｏｃｕｌａｒ
Ｆｕｎｄｕｓ Ｄｉｓｅａｓｅｓ Ｓｏｃｉｅｔｙ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ ｄｉａｂｅｔｉｃ
ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ ｏｎ ｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｖｅ ｖｉｓｕａｌ ａｃｕｉｔｙ ａｆｔｅｒ ｐａｒｓ Ｐｌａｎａ ｖｉｔｒｅｃｔｏｍｙ ｉｎ
ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ. Ｉｎｔ Ｊ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ ２０２２ꎻ１５(１０):１６２７－１６３３
１６ Ｔａｎｇ ＸＹꎬ Ｌｉ ＸＹꎬ Ｚｈａｎｇ ＤＹꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅ－ＩＶ ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ ｈｉｇｈ
ｇｌｕｃｏｓｅ － ｉｎｄｕｃｅｄ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｂｙ
ｄｉｓｒｕｐｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ － １３８ － ５ｐ / Ｓｉｒｔ１ / Ｎｒｆ２. Ｂｉｏｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ
２０２２ꎻ１３(４):８２４０－８２５４
１７ Ｌｉｕ Ｗꎬ Ｌｉｏｕ ＳＳꎬ Ｈｏｎｇ ＴＹꎬ ｅｔ ａｌ. Ｈｅｓｐｅｒｉｄｉｎ ｐｒｅｖｅｎｔｓ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ－
ｉｎｄｕｃｅｄ ｄａｍａｇｅ ｏｆ ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ. Ｐｌａｎｔａ Ｍｅｄ ２０１８ꎻ８４
(１４):１０３０－１０３７
１８ Ｆａｒｎｏｏｄｉａｎ Ｍꎬ Ｈａｌｂａｃｈ Ｃꎬ Ｓｌｉｎｇｅｒ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｐｒｏｍｏｔｅｓ
ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ＰＥＤＦ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ. Ａｍ Ｊ Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｃｅｌｌ Ｐｈｙｓｉｏｌ ２０１６ꎻ
３１１(３):Ｃ４１８－Ｃ４３６
１９ Ｋｈａｌｉｌｉ Ｆꎬ Ｖａｉｓｉ － Ｒａｙｇａｎｉ Ａꎬ Ｓｈａｋｉｂａ Ｅꎬ ｅｔ ａｌ. Ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ
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ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ａｎｄ ｋｅａｐ １ ｖａｒｉａｎｔｓ ｉｎ Ｔ２ＤＭ: ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ｔ２ＤＭꎬ
ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｕｒｏｐａｔｈｙꎬ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙꎬ ａｎｄ ｏｂｅｓｉｔｙ. Ｊ Ｃｌｉｎ Ｌａｂ Ａｎａｌ
２０２２ꎻ３６(１):ｅ２４１６３
２０ Ｕｒｓｉｎｉ Ｆꎬ Ｍａｉｏｒｉｎｏ Ｍ. Ｌｉｐｉｄ ｐｅｒｏｘｉｄａｔｉｏｎ ａｎｄ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ: ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ
ＧＳＨ ａｎｄ ＧＰｘ４. Ｆｒｅｅ Ｒａｄｉｃ Ｂｉｏｌ Ｍｅｄ ２０２０ꎻ１５２:１７５－１８５
２１ Ｚｈａｎｇ ＹＬꎬ Ｓｈｉ ＪＪꎬ Ｌｉｕ ＸＧꎬ ｅｔ ａｌ. ＢＡＰ１ ｌｉｎｋｓ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ
ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｔｏ ｔｕｍｏｕｒ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ. Ｎａｔ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌ ２０１８ꎻ ２０ ( １０ ):
１１８１－１１９２
２２ Ｓｔｏｃｋｗｅｌｌ ＢＲꎬ Ｆｒｉｅｄｍａｎｎ Ａｎｇｅｌｉ ＪＰꎬ Ｂａｙｉｒ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ: ａ
ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ ｎｅｘｕｓ ｌｉｎｋｉｎｇ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍꎬ ｒｅｄｏｘ ｂｉｏｌｏｇｙꎬ ａｎｄ
ｄｉｓｅａｓｅ. Ｃｅｌｌ ２０１７ꎻ１７１(２):２７３－２８５
２３ Ｌｉ Ｙꎬ Ｆｅｎｇ ＤＣꎬ Ｗａｎｇ ＺＹꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｓｃｈｅｍｉａ－ｉｎｄｕｃｅｄ ＡＣＳＬ４ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ
ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓ ｔｏ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ －ｍｅｄｉａｔｅｄ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ /
ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ. Ｃｅｌｌ Ｄｅａｔｈ Ｄｉｆｆｅｒ ２０１９ꎻ２６(１１):２２８４－２２９９
２４ Ｄｏｌｌ Ｓꎬ Ｐｒｏｎｅｔｈ Ｂꎬ Ｔｙｕｒｉｎａ ＹＹꎬ ｅｔ ａｌ. ＡＣＳＬ４ ｄｉｃｔａｔｅｓ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ
ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｂｙ ｓｈａｐｉｎｇ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｉｐｉｄ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ. Ｎａｔ Ｃｈｅｍ Ｂｉｏｌ ２０１７ꎻ１３
(１):９１－９８
２５ 田渼雯ꎬ 秦波ꎬ 刘身文. 铁死亡在眼科疾病中的应用研究进展. 眼
科新进展 ２０２１ꎻ４１(２):１８２－１８８

２６ 王巧云ꎬ 解来青. 铁死亡机制在视网膜色素上皮细胞损伤相关眼
病中的研究进展. 国际眼科杂志 ２０２３ꎻ２３(１):７５－７８
２７ Ｃｈａｕｄｈａｒｙ Ｋꎬ Ｐｒｏｍｓｏｔｅ Ｗꎬ Ａｎａｎｔｈ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｒｏｎ ｏｖｅｒｌｏａｄ ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｓ
ｔｈｅ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ ｉｎ ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｒｅｔｉｎａｌ
ｒｅｎｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ. Ｓｃｉ Ｒｅｐ ２０１８ꎻ８(１):３０２５
２８ Ｍｕ Ｌꎬ Ｗａｎｇ ＤＨꎬ Ｄｏｎｇ ＺＧꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｂｎｏｒｍａｌ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ
ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ － ｒｅｌａｔｅｄ ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ. Ｊ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ
２０２２ꎻ２０２２:３３５３７４０
２９ Ｆｏｒｒｅｓｔｅｒ ＪＶꎬ Ｋｕｆｆｏｖａ Ｌꎬ Ｄｅｌｉｂｅｇｏｖｉｃ Ｍ. Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ
ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ. Ｆｒｏｎｔ Ｉｍｍｕｎｏｌ ２０２０ꎻ１１:５８３６８７
３０ Ｔａｎｇ Ｌꎬ Ｘｕ ＧＴꎬ Ｚｈａｎｇ ＪＦ. Ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ:
ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｒｏｌｅｓ ｉｎ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｔｈｅｒａｐｙ.
Ｎｅｕｒａｌ Ｒｅｇｅｎ Ｒｅｓ ２０２３ꎻ１８(５):９７６－９８２
３１ Ａｒｊａｍａａ Ｏꎬ Ａａｌｔｏｎｅｎ Ｖꎬ Ｐｉｉｐｐｏ Ｎꎬ ｅｔ ａｌ. Ｈｙｐｏｘｉａ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ
ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｌｅａｓｅ ｏｆ ＶＥＧＦ ａｎｄ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎｓ ｆｒｏｍ ｈｕｍａｎ ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ. Ｇｒａｅｆｅｓ Ａｒｃｈ Ｃｌｉｎ Ｅｘｐ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ ２０１７ꎻ ２５５ ( ９ ):
１７５７－１７６２
３２ Ｓｕｎ ＹＴꎬ Ｃｈｅｎ Ｐꎬ Ｚｈａｉ ＢＴꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｅｍｅｒｇｉｎｇ ｒｏｌｅ ｏｆ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ. Ｂｉｏｍｅｄｅｃｉｎｅ Ｐｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒ ２０２０ꎻ１２７:１１０１０８
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