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高糖对人视网膜色素上皮细胞 syndecan鄄1 表达的影响

韩小霞1,王静波2

[摘要]目的:检测高糖对视网膜色素上皮(RPE)细胞 syndecan鄄1 表达的影响。 方法:25 mmol / L 高糖刺激人 RPE 细胞 4 h、
12 h和 24 h,分别采用免疫组织化学和蛋白印迹法检测细胞 syndecan鄄1 蛋白的表达,采用实时定量聚合酶链反应检测

syndecan鄄1 mRNA 的表达。 结果:高糖刺激后,RPE 细胞排列紊乱,细胞体变长变大,脱落细胞多见。 正常 RPE 细胞表达

syndecan鄄1,且定位于细胞质。 高糖刺激 4 h,RPE 细胞 syndecan鄄1 的蛋白和 mRNA 表达开始下降,12 h 时表达降至最低,24 h
时 syndecan鄄1 的表达基本回复至正常水平(P < 0. 01)。 结论:高糖可短暂下调 RPE 细胞 syndecan鄄1 蛋白和 mRNA 的表达。
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Effect of high glucose on the expression level of syndecan鄄1
in human retinal pigment epithelial cells

HAN Xiao鄄xia1,WANG Jing鄄bo2

(1. Department of Ophthalmology and Otorhinolaryngology,The 93735th Hospital of Chinese PLA,Tianjin 301700;
2. Department of Ophthalmology,The 8th Medical Center of General Hospital of Chinese PLA,Beijing 100091,China)

[Abstract] Objective:To detect the effects of high glucose on the expression level of syndecan鄄1 in human retinal pigment epithelial
(RPE) cells. Methods:The RPE cells were treated with 25 mmol / L glucose for 4 h,12 h and 24 h,respectively. The protein and
mRNA expression levels of syndecan鄄1 were detected using immunohistochemistry staining and Western blot,and quantitative real鄄time
polymerase chain reaction(qPCR),respectively. Results:After exposure to high glucose,the RPE cells were arranged in disorder,the
cell bodies became longer and larger,the shedding cells were easily seen. The syndecan鄄1 expression was detected in normal RPE cells,
and located in cytoplasm. After 4 h of treatment with high glucose,the expression levels of syndecan鄄1 protein and mRNA decreased,
decreased to the minimum at 12 h,and basically returned to the normal level at 24 h(P < 0. 01). Conclusions:High glucose can
transiently down鄄regulate the syndecan鄄1 protein and mRNA expression in RPE cells.
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摇 摇 糖尿病视网膜病变是糖尿病最常见的微血管并

发症之一,是发达国家和部分发展中国家工作人群

致盲的重要原因。 2000 年,全球糖尿病病人达 1. 71
亿,到 2030 年,全球糖尿病病人预计达到 3. 6 亿。
目前,中国糖尿病病人已达 9 240 万,居世界之首,
而糖尿病视网膜病变患病率达 37% [1]。 因而,糖尿

病视网膜病变机制的研究及其防治是全球眼科学和

内分泌专业的学者共同关注的问题。
视网膜屏障功能受损,是糖尿病视网膜病变发

生发展的重要病理基础。 视网膜色素上皮( retinal
pigment epithelium,RPE)细胞是视网膜外屏障的重

要组成细胞,其通过细胞间及细胞与基质间的黏附

构成的紧密连接在维持视网膜的内环境中发挥重要

作用。 由于 RPE 细胞的特殊位置,极易受到高血糖

的影响[2 - 3]。 syndecan鄄1 是一种黏附分子,属于整

联蛋白跨膜硫酸肝素蛋白多糖家族成员,可调控细

胞的黏附、移行和增生,参与组织器官分化发育、血
管形成、组织再生、组织损伤修复、炎症、脂质代谢等

一系列病理生理过程[4 - 6]。 syndecan鄄1 分子可调控

RPE 细胞的黏附、增生和移行[7],并参与糖尿病视

网膜病变的发生发展[8 - 9]。 目前,国内外鲜见高糖

对于 RPE 细胞 syndecan鄄1 表达影响的研究报道。
本实验的目的是观察高糖对体外培养的人 RPE 细

胞 syndecan鄄1 表达的影响。 现作报道。

1摇 材料与方法

1. 1 摇 材料 摇 主要试剂:低糖 DMEM 培养基 (含

5. 56 mmol / L 葡萄糖)、 高糖 DMEM 培养基 ( 含

25 mmol / L葡萄糖)、胎牛血清购自美国 Hyclone 公

司,实时定量聚合酶链反应(PCR)试剂盒购自美国

Pierce 公司,胰蛋白酶购自美国 Gibco 公司,Trizol 试
剂购自美国 Invitrogen 公司,反转录试剂盒购自美国
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Promega 公司,syndecan鄄1 抗体购自美国 santa cruz
公司,茁鄄actin 抗体、辣根过氧化物酶标记的二抗、免
疫组织化学试剂盒购自北京中杉金桥生物技术有限

公司。 syndecan鄄1 和 GAPDH 的引物由上海生工生

物公司合成。
1. 2摇 细胞培养及刺激摇 ARPE鄄19 细胞购自美国种

质保藏中心,细胞的冻存与复苏、鉴定、培养方法见

文献[10]。 细胞消化后接种于细胞爬片和培养板

中,加入低糖 DMEM 培养液,待细胞融合近 70%时,
换为高糖 DMEM 培养液,分别于培养 0 h、4 h、12 h
和 24 h 时收集细胞,行 RNA 和蛋白提取。
1. 3摇 免疫组织化学染色摇 细胞爬片用 95%乙醇固

定 20 min,一抗为鼠抗人 syndecan鄄1 单克隆抗体,二
抗为生物素化羊抗鼠 IgG。 实验步骤按试剂盒说明

书进行,采用免疫组织化学 SABC 法染色,DAB 显

色。 同时设 PBS 替代一抗的空白对照。 结果判断:
以背景清晰、细胞质呈棕黄色为阳性,无棕黄色为

阴性。
1. 4摇 实时定量 PCR摇 按 Trizol 试剂说明书提取细

胞总 RNA 并测定浓度,反转录合成 cDNA。 按照说

明书加入 cDNA 及混合物在 PCR 仪上进行扩增,每
组设置 3 个复孔。 引物序列为:syndecan鄄1 上游 5忆鄄
GGC TGT AGT CCT GCC AGA AG鄄3忆,下游 5忆鄄GTC
GTT GAG GCC TGA TGA GT鄄3忆[4];GAPDH 上游 5忆鄄
CAG GAG GCA TTG CTG A TGAT鄄3忆,下游 5忆鄄GAA
GGC TGG GGC TCA TTT鄄3忆。 GAPDH 作为内参,按
照 2 - 驻驻Ct计算 syndecan鄄1 mRNA 的相对表达量。
1. 5摇 蛋白印迹法摇 收集的细胞加入适量的细胞裂

解液于冰上反应 15 min,提取细胞总蛋白。 二羧基

二喹啉蛋白定量试剂盒检测蛋白浓度。 取 30 滋g 总

蛋白样品液进行 7. 5%聚丙烯酰胺凝胶电泳,30 mA
恒流转印 4 h。 5% 牛血清蛋白溶液室温孵育 1 h,
syndecan鄄1 抗体 4 益过夜,含 0. 05% 吐温的三乙醇

胺缓冲液洗膜,辣根过氧化物酶标记的二抗室温孵

育 1 h,含 0. 05%吐温的三乙醇胺缓冲液洗膜,增强

化学发光显影。
1. 6摇 统计学方法摇 采用单因素方差分析。

2摇 结果

2. 1摇 高糖对 RPE 细胞的生物学性状影响摇 正常培

养的人 RPE 细胞排列规则,单层生长,呈多角形,细
胞质透明,细胞核呈圆形或卵圆形,核仁明显,边界

清晰(见图 1A)。 高糖刺激后,RPE 细胞排列紊乱,
细胞间隙增大、疏松,细胞体变长变大,脱落细胞多

见(见图 1B)。
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2. 2摇 免疫组织化学观察正常 RPE 细胞 syndecan鄄1
的表达及定位 摇 在未受高糖刺激的正常 RPE 细胞

中,syndecan鄄1 呈阳性表达,且定位于细胞质 (见

图 2)。
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2. 3摇 高糖对 syndecan鄄1 蛋白表达的影响 摇 高糖刺

激 0 h、4 h、12 h 和 24 h,syndecan鄄1 蛋白的表达水平

分别为 0. 76 依 0. 03、0. 65 依 0. 03、0. 07 依 0. 01、
0. 73 依0. 02;高糖刺激后,细胞 syndecan鄄1 表达开始

下降,于刺激 12 h 时表达降至最低,于刺激 24 h 时

syndecan鄄1 的 表 达 基 本 恢 复 至 正 常 水 平 ( F =
644. 31,P < 0. 01)(见图 3)。
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2. 4摇 高糖对细胞 syndecan鄄1 mRNA 表达的影响 摇
高糖刺激 0 h、4 h、12 h 和 24 h,syndecan鄄1 mRNA 的

表达水平分别为 0. 73 依 0. 03、0. 55 依 0. 05、0. 06 依
0. 01、0. 67 依 0. 07,高糖刺激 4 h 后, RPE 细胞

syndecan鄄1 mRNA 的表达开始减弱,于 12 h 时表达

降至最低,随后开始升高并于刺激 24 h 时基本恢复

至正常水平(F = 157. 40,P < 0. 01)。

3摇 讨论

摇 摇 RPE 位于外层视网膜,依靠细胞间的紧密连接

构成血视网膜屏障,在脉络膜和视网膜细胞之间转

运水、电解质和营养物质等。 由于 RPE 细胞可转运
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大量葡萄糖为视网膜神经感觉层提供能量,因而极

易受到血糖波动的影响,发生病理和功能的改

变[11]。 研究[12 - 13]表明,RPE 细胞是增生性糖尿病

视网膜病变增殖膜中的细胞成分之一。 尽管糖尿病

视网膜病变的发病机制尚未完全阐明,但持续的高

血糖和缺氧造成 RPE 细胞损伤和紧密连接的破坏、
进而导致视网膜屏障的崩塌是糖尿病视网膜病变发

生发展的重要因素[14]。
syndecan鄄1 是 syndecan 家族的重要成员,覆盖

于上皮细胞和内皮细胞的表面,调控细胞的分化、黏
附和移行。 我们前期的研究[7,15 - 16]表明,syndecan鄄1
参与 RPE 细胞的生理病理过程,参与糖尿病视网膜

病变等眼病的发生发展[8,9,17 - 18]。 本研究发现,高
糖可下调 RPE 细胞 syndecan鄄1 的表达,这与前期的

增生性糖尿病视网膜病变的视网膜增殖膜的研究结

果一致。 syndecan鄄1 表达量的减少或缺失可使细胞

间连接减弱,细胞形态或表型发生转变,可使上皮细

胞发生间质转化,细胞的移行加速[19 - 20]。 我们分

析,高糖下调 RPE 细胞 syndecan鄄1 的表达可导致细

胞发生间质转化,细胞形态转变,进而细胞间及细胞

与基质间的黏附力减弱,从而导致了视网膜屏障的

结构破坏及功能损毁;另一方面,RPE 细胞间质变

后,会迁移、增生、转化为成纤维细胞,进而参与视网

膜增殖膜的形成。 但本研究发现,高糖只是暂时减

弱了 RPE 细胞 syndecan鄄1 的表达。 可能因为体外

25 mmol / L葡萄糖实验不能完全模拟糖尿病眼部的

情况,因而后续需要更深入的系列研究来明确

syndecan鄄1、RPE 细胞及糖尿病视网膜病变的关系。
总之,我们的结果表明高糖可暂时下调体外培

养的人 RPE 细胞 syndecan鄄1 的表达,但 syndecan鄄1
在其中的确切作用及其与其他因素之间的相互作用

等都有待于进一步研究。 通过这些机制的研究,将
会对糖尿病视网膜病变的防治提供新的思路。
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