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Abstract
誗AIM:To investigate the protective effects of pEGFP /
Ang-1 transfected BMSCs on RF / 6A in condition of high
glucose concentration.
誗METHODS: BMSCs were transfected pEGFP / Ang - 1,
confirming by observation of enhanced green fluorescent
protein ( EGFP) with fluorescence microscope. Rhesus
chorioido-retinal endothelial cells (RF / 6A) were cultured
with or without pEGFP / Ang - 1 transfected BMSCs in
transwell under high glucose concentration. Three days
after co - cultured, cell vitality and pPKB expression of
RF / 6A were detected with methyl thiazolyl tetrazolium
(MTT) methods and Western blot respectively.
誗RESULTS: EGFP was expressed in BMSCs successfully
transfected with pEGFP / Ang-1. RF / 6A co-cultured with
pEGFP / Ang - 1 transfected BMSCs showed higher
viability and pPKB expression compared with RF / 6A
cultured in condition of high glucose concentration

cultured with or without untransfected BMSCs (P < 0. 01
respectively), showing no difference to control group (P>
0. 05 respectively) .
誗 CONCLUSION: pEGFP / Ang - 1 transfected BMSCs
showed protective effects, may via PKB, on RF / 6A in
condition of high glucose concentration.
誗KEYWORDS: angiopoietin-1; bone marrow mesenchymal
stem cells; Rhesus choroidal-retinal vascular endothelial
cell; high glucose concentration
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摘要
目的:观察血管生成素-1 / 重组质粒(pEGFP / Ang-1)转
染的大鼠骨髓间充质干细胞(BMSCs)对高浓度葡萄糖损
伤猴脉络膜-视网膜内皮细胞(RF / 6A)的保护作用。
方法:以 pEGFP / Ang-1 转染 BMSCs,倒置荧光显微镜下
观察增强型绿色荧光蛋白的表达,再利用 Transwell 模
型,将转染的 BMSCs 与 RF / 6A 共培养于高浓度葡萄糖培
养基中。 3d 后 MTT 法检测 RF / 6A 活力,Western blot 检
测磷酸化蛋白激酶 B(phosphorylated protein kinase B,P-
PKB)的表达,从而探讨转染 pEGFP / Ang-1 的 BMSCs 对
高浓度葡萄糖培养中的 RF / 6A 的保护作用。
结果:成功转染 pEGFP / Ang-1 的 BMSCs 可见增强型绿
色荧光蛋白表达,与转染 pEGFP / Ang-1 的 BMSCs 共培
养的 RF / 6A 细胞活力及 P-PKB 的表达均高于未转染组
(均 P<0. 01),与对照组无明显差别(均 P>0. 05)。
结论:质粒 pEGFP / Ang-1 转染的 BMSCs 对高糖环境中
的 RF / 6A 具有保护作用,其机制可能与 P-PKB 表达上
调有关。
关键词:血管生成素-1;骨髓间充质干细胞;脉络膜-视
网膜内皮细胞;高浓度葡萄糖
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0 引言
摇 摇 糖尿病及糖尿病视网膜病变( diabete retinapathy,
DR)在我国农村的患病也相当高,据最新统计,在我国农
村 30 岁以上人群中糖尿病患者将近 2. 11 千万,其中 920
万患者患有 DR,130 万人伴有视力损伤[1]。 国际糖尿病
联盟的糖尿病地图(Diabetes Atlas) 数据显示,2010 年糖
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尿病患者人数达到 2. 85 亿,约占全世界成人的 7% [2]。
DR 的特征性病理改变是视网膜神经退行性变和微血管
病变以及周细胞和内皮细胞的功能完整对维持视网膜毛
细血管的稳定性具有十分重要的作用[3]。 研究结果表明
DR 早期即有周细胞水肿、毛细血管内皮细胞下水肿及毛
细血管内皮细胞微绒毛形成。 本实验通过血管生成素-1
重组质粒(pEGFP / Ang-1)转染大鼠骨髓间充质干细胞
(BMSCs)细胞株,与恒河猴脉络膜 -视网膜内皮细胞
(RF / 6A)共培养,观察高浓度葡萄糖对 RF / 6A 损伤的保
护作用,从而为糖尿病视网膜病变的进一步治疗提供理
论基础。
1 材料和方法
1.1材料摇 4 周龄的雄性 SD 大鼠 2 只(体质量 100 ~120g),
用于骨髓间充质干细胞取材;由辽宁医学院动物实验中
心提供。 RF / 6A 购于中科院上海细胞库。 Transwell 培养
板(0. 4滋m 聚酯隔膜) 购于 Corning Incorporated 公司,
DMEM 培养基购于 GIBCO 公司;FBS 购于 Hyclone 公司;
葡萄糖购于 Sigma 公司; FUGENE HD 转染试剂购于
ebiotrade 公司;荧光显微镜购于 Olympus 公司;加样器购
于 GILSON 公司;生物安全柜购于 HEAL FORCE HFsafe-
1200 公司;鼠抗人 P-PKB 单克隆抗体购于 Alexis 公司。
1. 2 方法
1. 2. 1 FuGENE HD转染试剂将重组表达质粒稳定转染
至 BMCSs 细胞内摇 在无菌 EP 中制备。 溶液 A:将 2滋g
质粒 DNA 溶于 100滋L 无血清培养基中。 溶液 B:将 8滋L
HD 试剂稀释于无血清培养基中,合并溶液 A 和 B,终体
积 100滋L。 加 0. 8mL 无血清培养基至 HD 转染试剂-质
粒 DNA 混合物中,放置培养箱。 转染后 48 ~ 72h,弃培养
液,更换浓度为 500滋g / mL 的 G418 培养液进行筛选。 同
时用未加转染液的细胞做对照。 G418 浓度可降至 150 ~
250滋g / mL,以维持筛选作用。 倒置荧光显微镜下观察增
强型绿色荧光蛋白的表达情况。
1. 2. 2 RF / 6A的培养和冻存及分组摇 收到邮购的猴脉络
膜-视网膜内皮细胞 ( rhesus macaque choroids - retinal
Endothelial,RF / 6A)后,在倒置显微镜下观察细胞的生长
情况,可见细胞贴壁,放置培养箱中静止 4h,可进行传
代:弃去培养液用 PBS 洗 2 次,以自制 MEM 完全培养基
换液,加 1mL 消化液置培养瓶中,消化 3min,在倒置显微
镜下观察细胞消化情况,见胞质回缩,迅速终止消化。 按
6mL / 瓶补加完全培养基,分到新的培养瓶中按照 1 颐2 进
行传代培养。 RF / 6A 细胞的分组: A 组(正常对照组)葡
萄糖浓度 5. 5mmol / L;B 组(高糖组)葡萄糖浓度 40mmol / L;
C 组(转 pEGFP / Ang-1 组)葡萄糖浓度 40mmol / L+转染
pEGFP / Ang-1;D 组(未转 pEGFP / Ang-1 组)葡萄糖浓度
40mmol / L+未转 pEGFP / Ang-1。
1.2. 3 Transwell 实验检测对转染 BMSCs 细胞与 RF / 6A
细胞共培养摇 共培养模型的建立与分组:利用复合培养
体系(Transwell 培养板) 将转染 pEGFP / Ang-1 重组质粒
的 BMSCs 细 胞 和 未 转 染 的 BMSCS 细 胞, 分 别 加 入
Transwell 系统的上层小室,下室加入含有 5. 5,40mmol / L
的葡萄糖;在培养液以其中的大分子蛋白可以相互交流
而细胞间不相互接触的培养板内培养,其间的隔膜孔径
为 0. 4滋m。 置于孵箱中继续培养。
1. 2. 4 MTT 比色法检测 RF / 6A 细胞活力摇 测定不同条
件下 RF / 6A 细胞活力:调整 RF / 6A 细胞浓度 1伊104 / mL

图 1摇 荧光显微镜 BMSCs转染后 72h(伊100) 。

加入 96 孔板内 200滋L / 孔,24h 后换液,分组培养至 3d。
检测前 3h,换成相应的无血清培养基。 每孔加入 MTT 溶
液(5mg / mL)孵育 3h 后终止培养。 每孔加入 150滋L 二甲
基亚砜,低速振荡 15min。 选择 490nm 波长,在酶联免疫
检测仪上测定各孔光吸收值(OD 值),计算不同条件作
用后的细胞活力,重复 5 次,取其均值。 计算公式:细胞
活力=实验组 A 值 / 正常组 A 值伊100% 。
1. 2. 5 Western blot 检测磷酸化蛋白激酶 B摇 3d 后对细
胞进行检测去培养液,用 PBS 冲洗 3 遍,加入 100滋L 含蛋
白酶抑制剂的预冷裂解液吹打混匀,置于冰上裂解。 采
用考马斯亮蓝法,测定上清蛋白浓度,将所有蛋白样品调
至等浓度上样,以 80V 电压转移到 pvdf 膜上,用封闭液
(1伊TBST,5% 脱脂奶粉)室温封闭 1h,再用抗体稀释液
(1伊TBST,1% 脱脂奶粉)1颐250 稀释一抗,室温孵育 2h。
1伊TBST 液洗膜 3 次,每次 10min。 然后,以同样方法,
1颐3000 稀释二抗,室温孵育 1. 5h,1伊TBST 液洗膜 3 次,
将膜置于含 BCIP(33滋L) / NBL(66滋L)的染色液 10mL 于
室温下轻轻摇晃,使蛋白条带直接显影、定影,胶片洗涤
干燥,利用 kodak 电泳图像分析系统对图片各电泳条带
进行扫描,茁 -actin 对照,对显影相对强度进行统计学
分析。
摇 摇 统计学分析:采用 SPSS 17. 0 统计软件,数据均采用

均数依标准差(軃x依s)表示,采用单因素方差分析,两两比
较采用 LSD-t 检验,以 P<0. 05 为差异有统计学意义。
2 结果
2. 1 转染后 BMSCs 形态学结果摇 转染后 BMSCs 细胞的
形态学结果:在荧光显微镜下观察转染后 48 ~ 72h 荧光
显微镜下观察可见 BMSCs 可见绿色荧光,细胞核及细胞
质均有表达。 本实验中证明我们成功将 pEGFP / Ang-1
质粒转入 BMSCs 内(图 1)。
2. 2 培养 RF / 6A 细胞形态学观察 摇 正常对照组细胞外
观呈扁平上皮状,大多数为椭圆形,铺路石样外观,细胞
界限清晰 (图 2A)。 高糖组细胞形态开始出现变化,细
胞胞体出现明显的收缩,大部分细胞呈不规则的改变,细
胞胞体开始伸出细长的突起,细胞形状呈不规则改变,细
胞数量明显少于对正常照组 (图 2B)。 转 pEGFP / Ang-1
组细胞基本为椭圆形少数呈梭形,细胞界限清楚,呈典型
的鹅卵石样外观,细胞成簇生长(图 2C)。 未转 pEGFP /
Ang-1 组细胞开始萎缩,细胞间隙逐渐增大,细胞边缘有
少数突起形成,细胞数量相对减少(图 2D)。
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图 2摇 RF / 6A细胞形态学观察(伊200) 摇 A:正常对照组;B:高糖组;C:转 pEGFP / Ang-1 组;D:未转 pEGFP / Ang-1 组。

2. 3 MTT 检测共培养后 RF / 6A 细胞活力摇 通过 MTT 检
测 3d 时 RF / 6A 细胞的活力结果显示:与正常对照组相比
高糖组细胞活力检测明显降低(100. 00 依0. 00 vs 79. 43 依
0郾 15)。 pEGFP / Ang-1 转染 BMSCs 组细胞存活率明显高
于高糖组(86. 25 依0. 16 vs 80. 52 依0. 15)。 转染 pEGFP /
Ang-1 组与正常对照组、高糖组和未转染 pEGFP / Ang-1
组(80. 52依0. 04),均有显著性差异(P<0. 01)。 高糖组与
未转染 pEGFP / Ang -1 组细胞活力无统计学意义 ( P >
0郾 05)。
2. 4 Western blot 检测磷酸化蛋白激酶 B 摇 Western blot
检测共培养 RF / 6A 细胞中 P-PKB 的蛋白含量。 茁-actin
为内对照。 结果显示: Western blot 检测 P-PKB 的表达,
可见 PKB 的表达升高,说明对 Ang-1 对细胞有保护作用,
通过 PKB 起作用(图 3)。
3 讨论

摇 摇 DR 的发病机制有多元醇通路激活假说:是流入多元
醇通路的葡萄糖和其他糖类增多[4]、蛋白的非酶性糖基化
假说、蛋白激酶 C-甘油二酯假说、免疫 / 炎症学说及多种
因子的作用等多种假说,但确切的发病机制、关键作用因
子及作用途径不明[5]。 其病程进展始于视网膜血管变化,
主要病理改变包括视网膜炎症、血管渗透增加、视网膜表
面异常血管新生[6]。 目前,在基因治疗的载体方面取得了
很大的进展,其中病毒载体和质粒载体被广泛应用,脂质
体作为基因转移的载体具有低毒、使用方便等优点,在基
因治疗中采用什么方法将外源基因导入干细胞使其穿过
细胞膜,进入细胞核获得表达是成败的关键。 BMSCs 具
有多向分化潜能,易获得,易于体外扩增,来源充足,可自
体移植,并且免疫原性和抗原提呈能力都较低,既能逃避
宿主的细胞免疫也能逃避宿主的体液免疫,能够被受体很
好的耐受,可以异体移植。 无论是体内还是体外基因转移
都需要一种安全、无毒的工具来携带外源基因进入细胞。
本实验研究表明,BMSCs 基因转染率较高,经转染后到达
不同区域可分化为相应的组织,因而可以作为一个有效的
载体进行基因治疗。
摇 摇 血管生成素-1(angiopoietin-1,Ang-1)为血管内皮细
胞(endothelial cells,ECs)特异性受体酪氨酸激酶 Tie-2 的
主要生理配体,其对新生血管的形成、重塑、成熟等发挥重
要作用。 Ang-1 的主要功能有:募集与支持血管平滑肌细
胞、周细胞等血管周围细胞的作用、诱导毛细血管发芽、
ECs 趋化反应、ECs 网络形成以及抗 ECs 凋亡。 Ang-1 是
一种对血管起保护作用的细胞因子,在血管的重塑、稳定、
成熟中起着重要的作用。 Joussen 等在给予糖尿病大鼠模
型球内注射不同剂量 Ang-1 后结果发现 Ang-1 可以抑制

图 3摇 Western blot 检测磷酸化蛋白激酶 B摇 A:正常对照组;
B:高糖组;C:转 pEGFP / Ang-1 组;D:未转 pEGFP / Ang-1 组。

血-视网膜屏障破坏,并呈剂量依赖性。 Ang-1 可以保护

血管内皮细胞免受白细胞介导的内皮细胞损伤作用并可
以降低 VEGF 和 ICAM 的 mRNA 和蛋白水平,从而降低

Akt 激酶(即 PKB)活性和视网膜内皮型一氧化氮合酶
(eNOS)和一氧化氮(NO)水平,P-PKB 属于丝氨酸 / 苏氨

酸蛋白激酶家族成员,对细胞存活有重要作用[7]。 许多细

胞因子,生长因子受体和抗原受体均可以诱导 P-PKB 活
性,活化后的 P-PKB 在糖代谢、蛋白合成以及基因表达等

过程中起着重要的调节作用。 本实验以高浓度葡萄糖模
拟体内糖尿病视网膜病变的微环境中 RF / 6A 细胞,持续

高糖条件刺激 RF / 6A 细胞,可见细胞开始萎缩,细胞边缘
有少数突起形成,细胞数量相对减少,大部分细胞呈不规

则的改变,这是高糖对细胞的损伤使葡萄糖转化为山梨醇

增加并在细胞内堆积,引起细胞的渗透性损伤。 细胞内糖

基化终末产物生成增多[8],及其活化配体表达量增加[9],
由于山梨醇极性较强,不易通过细胞膜,易造成在细胞内
聚集,导致细胞内渗透压升高,最终使细胞膜结构和功能

受损,细胞肿胀、变性、坏死[10]。 同时山梨醇通路的激活

可抑制磷酸已糖旁路,改变膜的功能,引起肌醇代谢异常,
导致细胞增殖活力下降。 另一方面高糖的持续刺激可引
起细胞内肌醇耗竭。 肌醇的耗竭使单磷酸肌醇酯、二磷酸

肌醇酯、三磷酸肌醇酯的浓度下降,周细胞 DNA 合成障碍

致周细胞增殖下降,同时还可使 Na+-K+-ATP 酶的活性下

降,而后者可能与肌醇的摄取、血管内皮功能紊乱以及对

血管活性物质的反应异常有关。 目前,对 P-PKB 的研究
已经成为细胞信号通道中起化学修饰作用的成员,参与多

种细胞功能如细胞生长、分裂、分化、细胞间相互作用、细
胞与细胞外基质相互作用的调控在细胞凋亡中也有特殊

的作用,是细胞转导研究领域的一个新亮点。 P-PKB 磷

酸化的作用底物是糖原合成激酶 3 ( glucogen syntheses
kinase 3,GSK3),该酶可以磷酸化糖原合成酶使其失活,
从而抑制糖原合成。 实验结果证实 P-PKB 的蛋白含量来
说明,Western blot 检测 P-PKB 的表达,可见 P-PKB 的表

达升高,说明 Ang-1 可以保护高糖环境下视网膜内皮细
胞,这种保护作用是通过 P-PKB 途径产生。 它可以有效
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的抑制糖原的合成,减少高糖对 RF / 6A 细胞损伤。
摇 摇 总之,DR 的发病机制十分复杂,上述各项发病机制
相互渗透、共同参与 DR 病程发展,随着对 DR 发病机制认
识的不断深入,单纯应用药物治疗已经不是理想的治疗手
段,得不到好的预期结果,因此 DR 的防治工作也必然是
艰巨和复杂的。 目前,在基因治疗的载体方面取得了很大
的进展,其中病毒载体和质粒载体被广泛应用,脂质体作
为基因转移的载体具有低毒、使用方便等优点,而且具有
一定的转染效率[11],该转染技术近年来发展较快,试剂商
品化和安全性好,因而目前广泛应用于细胞基因转
染[12,13]。 因此,本实验选用的含绿色荧光蛋白 ( green
fluorescent protein,GFP)的 pEGFP-N1 作为报告基因,可使
目的基因在哺乳动物的细胞内持续、高效地表达并具有对
细胞无毒性无损伤的优点。 实验证实通过 pEGFP / Ang-1
转染 BMSCs 细胞株,与 RF / 6A 细胞共培养,观察高浓度葡
萄糖对 RF / 6A 损伤的保护作用,从而为糖尿病视网膜病
变的进一步治疗提供理论基础。
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