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Abstract
誗AIM:To investigate the effect of bone morphogenetic
protein 6(BMP-6) on cellular morphology, proliferation
and apoptosis of retinal pigment epithelial cells(ARPE-19)
incubated in hydrogen peroxide(H2O2) .
誗METHODS:ARPE-19 cells were cultured conventionally
and divided into four groups. One group was untreated
as blank group, the other three groups were incubated in
75滋m/ L H2O2, 150ng / mLBMP-6 or75滋m/ L H2O2 +150ng /
mL BMP-6. All the groups were incubated for 3h, 6h, 9h
and 12h. We tested the cell viabilitity by MTT. We used
flow cytometry to test the cell cycle and cell apoptosis.
誗RESULTS:H2O2 significantly decreased the cell activity
in time - dependent manner. The activity of cells with
BMP-6+H2O2 was higher H2O2 group, and the differences
between the two groups at 3h and 6h were significant (P<
0. 05) . The observation on cellular morphology showed

that the cell number decreased and the cell detachment
after 6h incubated with H2O2, while the cells with BMP-6
were less cell detachment and apoptosis.
誗CONCLUSION:BMP - 6 has protective effects on RPE
cells from oxidative stress in certain extent.
誗KEYWORDS:bone morphogenetic protein 6;oxidative
stress; age - related macular degeneration; hydrogen
peroxide
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摘要
目的: 观 察 骨 形 态 发 生 蛋 白 - 6 ( bone morphogenetic
protein,BMP-6)对过氧化氢(hydrogen peroxide,H2O2)作
用的人视网膜色素上皮株 ARPE-19 细胞的细胞形态、增
殖以及凋亡的影响。
方法:常规培养 ARPE - 19 细胞, 分为正常对照组、
75滋mol / L H2O2 及 150ng / mL BMP -6、75滋mol / L H2O2 +
150ng / mL BMP-6 环境中培养 3、6、9、12h 后,MTT 比色
法检测细胞的活性;流式细胞仪检测细胞的周期及凋亡
变化。
结果:H2O2 作用组的细胞活性随着作用时间的延长逐步
降低;而 BMP-6+H2O2 组的细胞活性则较 H2O2 组高,在
3h 及 6h 时两组相比差异有统计学意义(P<0. 05);细胞
形态观察发现:H2O2 培养 6h 后,细胞数量减少,细胞发
生脱落,而添加 BMP - 6 后细胞脱落及凋亡均要明显
减少。
结论:BMP-6 可以一定程度上保护视网膜色素上皮受到
氧化应激的损伤。
关键词:骨形态发生蛋白-6;氧化应激;年龄相关性黄斑
变性;过氧化氢
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0 引言
摇 摇 年 龄 相 关 性 黄 斑 变 性 ( age - related macular
degeneration,AMD)是一项进行性地损伤中央视力的疾
病,可以导致光感受器细胞和视网膜色素上皮的变性,进
而导致脉络膜新生血管突破 Bruch蒺s 膜[1]。 大量研究结
果提示,氧化应激是 AMD 发生和发展的一个重要的促进
因素[2]。 在 AMD 患者中,视网膜中铁的聚集可以加剧它
的病程[3]。 已有研究证实,骨形态发生蛋白 - 6 ( bone
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morphogenetic protein-6,BMP-6)是系统性铁的主要调节
因子[4]。 BMP-6 可否保护视网膜色素上皮细胞( retinal
pigment epithelial cells,RPE)使其免受氧化应激的损伤鲜
见报道。 本实验拟进一步研究 BMP-6 对 RPE 细胞的抗
氧化作用,探讨 BMP-6 用于防治 AMD 的可能性。
1 材料和方法
1. 1 材料摇 人视网膜色素上皮细胞(RPE 细胞株购自美
国 ATCC 公司),DMEM 培养基(美国 Sigma),胎牛血清
(FBS,美国 Hyclone,USA),胰蛋白酶(Amersco,USA),过
氧化氢(远大过氧化物有限公司,上海),骨形态发生蛋
白- 6 ( BMP -6,美国 Sigma);流式细胞仪 (型号 FACS
Calibur,BD 公司,USA)。
1. 2 方法
1. 2. 1 细胞培养及分组摇 ARPE-19 细胞培养:取出装有
ARPE-19 细胞株的细胞冻存管,迅速置于 37益水浴中解
冻,将细胞悬液移入离心管中,加入 5mL 含 15% 新生牛
血清的 DMEM / F12培养液,1 000r / min 离心 5min,弃上清,
加入 5mL 含 15% 新生牛血清的 DMEM / F12培养液,经细

胞计数,调整细胞浓度为 5伊104个 / mL,接种入 50mL 细胞
培养瓶中,将其置于 5% CO2,95%空气、湿度 90%的 CO2

培养箱中培养,24h 后观察细胞情况。 取生长状态良好
的细胞,常规 DMEM 培养,次日贴壁生长后更换为无血
清培养液培养 24h 后,分为: ( 1 ) 正常对照组; ( 2 )
H2O275滋mol / L 组;(3) H2O275滋mol / L + BMP - 6 作用组
(150ng / mL);(4)BMP-6(150ng / mL)作用组;各作用 0、
3、6、9、12h。
1. 2. 2 细胞的形态学观察摇 RPE 细胞消化、传代后以 1伊
104个 / 孔的细胞密度接种于 6 孔板中,静置培养 24h 后
吸弃上清,更换为无血清培养液,同步化处理 24h,分为
正常对照组、H2O2 组、BMP-6 组及 H2O2 +BMP-6 组作用
3、6、9、12h。 在倒置相差显微镜下观察各组细胞的形态
学变化,并采集图像。
1. 2. 3 MTT 法测定细胞的活性 摇 将 RPE 细胞以 5 伊104

个 / mL 细胞密度接种于 96 孔板中,次日贴壁生长后按照
实验分组加入试剂:(1)氧化损伤组加入 H2O275滋mol / L,
(2)H2O275滋mol / L+BMP-6(150ng / mL)作用组,(3)BMP-6
(150ng / mL)作用组,各作用 0、3、6、9、12h。 呈色:每孔加
MTT 溶液(5mg / mL,用 pH = 7. 4 的 PBS 配)20滋L。 继续
孵育 4h,终止培养,小心吸弃孔内培养上清液,对于悬浮
细胞需要离心后再吸弃孔内培养上清液。 每孔加 150滋L
DMSO,置于摇床上低速振荡使结晶物充分融解。 比色:
选择 492nm 波长,在酶联免疫监测仪上测定各孔光吸收
值,记录结果,以时间为横坐标、吸光值为纵坐标绘制细
胞增殖曲线。
1. 2. 4 流式细胞仪测定细胞的周期及凋亡变化 摇 分组:
(1) 正常对照组;(2)氧化损伤组加入 H2O275滋mol / L;
(3)H2O275滋mol / L+BMP-6(150ng / mL)作用组;(4)BMP-6
(150ng / mL)作用组,作用 12h。 收集细胞,1 000r / min 离
心 5min,弃上清液。 用 PBS 溶液清洗 3 次,用 70% 乙醇
混匀固定,4益过夜,PBS 再清洗细胞 30min,在离心管中
留 1mL PBS,仔细打散细胞团,加入RNase A 5滋L(1mg / mL),
37益温浴 30min,加入 500滋L 含 50滋g / mL 溴化乙锭的
PBS,室温避光 30min,流式细胞仪检测细胞周期分布情
况及凋亡情况, 获取软件: CellQuest Pro; 分析软件:
Modifit LT。 重复 3 次。

图 1摇 H2O2 及 H2O2+ BMP-6 不同作用时间组细胞活性的比

较摇 aP<0. 05 vs 同时间点 H2O2 组;bP<0. 01 vs 同组 0h。

摇 摇 统计学分析:所有结果均采用 SPSS 22. 0 统计学软件,计量

资料以 軃x依s 表示,采用单因素方差分析进行多组间的比
较,若存在差异,再进行组间的两两比较:如方差齐采用
LSD-t 检验,方差不齐采用 Tamhane蒺s 检验,以 P<0. 05 为
差异有统计学意义。
2 结果
2. 1 细胞活性分析 摇 MTT 法检查结果(图 1)显示,在作
用 3、6、12h 时方差齐性检验均为 P>0. 05,表示具有方差
齐性,所以多重比较采用 LSD-t 检验,在作用 3、6、12h 时
组间差异均有统计学意义(P<0. 05);而组内比较发现:
在 3h 和 6h 时 H2O2 与 H2O2+BMP-6 比较差异有统计学
意义(P<0. 05),而在 12h 时 H2O2 与 H2O2 +BMP-6 比较
差异无统计学意义(P=0. 928>0. 05)。 在 9h 作用组行方
差齐性检验发现 P = 0. 01<0. 05,表示不具有方差齐性,
所以多重比较采用 Tamhane蒺s 检验,结果在作用 9h 时组
间差异均有统计学意义(P<0. 05),在作用 9h 时 H2O2 组
与 H2O2+BMP-6 组比较差异无统计学意义(P = 0. 946>
0. 05)。
2. 2 RPE细胞形态的变化摇 倒置相差显微镜下观察,正
常的人 RPE 传代后 4h 开始呈贴壁生长,贴壁良好的细
胞呈纺锤形或梭形,细胞内颗粒分布均匀(图 2A)。 可
见,H2O2 作用组,RPE 细胞的细胞体皱缩、变圆,呈空泡
状,部分细胞脱壁(图 2H6)。 而单纯 BMP-6 作用组可看
到细胞状态良好,细胞密度变大(图 2B6)。 而添加 BMP-6
的 H2O2 作用组可以看到细胞体皱缩,变圆空泡现象较单
纯 H2O2 组有所改善(图 2HB6)。
2. 3 流式细胞分析细胞周期及凋亡的结果 摇 各组作用
12h 后,用流式细胞分析细胞周期及凋亡。 由表 1 及图 3
可以看出,正常对照组、H2O2 组、BMP-6 组、H2O2+BMP-6 组
作用 12h 时凋亡率分别为 4. 83% 、32. 63% 、4. 86% 、
23郾 67% ;进行方差齐性检验发现具有方差齐性,组间比
较采用 LSD-t 检验:BMP-6 组与正常对照组无统计学差
异(P=0. 97>0. 05);其余两两比较均有统计学差异(均 P<
0. 05)。 可以看出,H2O2 可以加剧视网膜色素上皮细胞
的凋亡,单独添加 BMP-6 作用后凋亡率与正常对照组无
统计学差异,而 BMP-6 则可以对抗 H2O2 促进视网膜色
素上皮细胞的凋亡作用。 细胞周期的分析中我们可以看
出,H2O2 组 G2+S 期的细胞比例明显增加,而 G1 期的比
例明显降低。
3 讨论
摇 摇 年 龄 相 关 性 黄 斑 变 性 ( age - related macular
degeneration,AMD)是与年龄相关的视网膜脉络膜中心区
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图 2摇 RPE细胞形态的变化(伊200)摇 A:正常对照;H3:H2O2 组 3h;H6:H2O2 组 6h;B3:BMP-6 组 3h;B6:BMP-6 组 6h;HB3:H2O2 +
BMP-6 组 3h;HB6:H2O2+ BMP-6 组 6h。

图 3摇 培养 12h后各组细胞周期及凋亡的检测结果摇 A:对照组;B:H2O2 组;C:BMP-6 组;D:H2O2+BMP-6 组。

摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 表 1摇 各组作用 12h后 RPE 细胞周期各时期比例的变化 (軃x依s,% ,n=3)
细胞周期 正常对照组 H2O2 组 BMP-6 组 H2O2+BMP-6 组

G1 46. 72依0. 48 38. 55依0. 87a 49. 42依0. 87a 42. 10依0. 87a

G2 9. 05依0. 19 8. 01依0. 13a 8. 74依0. 17 14. 07依0. 19a

S 44. 22依0. 40 53. 44依0. 76a 41. 83依0. 28a 43. 84依0. 09
G2+S 53. 07依0. 22 61. 45依0. 87a 50. 58依0. 44a 57. 91依0. 25a

凋亡率 4. 83依1. 20 33. 28依1. 90a 4. 80依0. 50a 23. 67依4. 25a

摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 aP<0. 05 vs 正常对照组。

域(黄斑区)的光感受器-视网膜色素上皮(RPE) -Bruch
膜-脉络膜毛细血管复合体的进展性病变,可导致中心视
力的丧失。 AMD 严重影响生活质量,由于中心视力丧失,
患者生活不能自理,同时造成沉重的社会经济负担。 目前
AMD 的病理过程并不是很清楚,认为与氧化应激及炎症
有关。 视网膜组织由于耗氧量高、富含多不饱和脂肪酸、
且暴露于光照,成为氧化应激的高度易感部位[5]。
摇 摇 过氧化氢是一种重要的活性氧,外源性过氧化氢极易
通过细胞膜进入细胞,在细胞内过渡金属存在时通过
Fenton 反应,形成高活性的自由基,如单态氧、羟自由基
等,进一步造成细胞损伤。 因其操作简单,容易控制,现广
泛用于体外模拟细胞的过氧化损伤实验[6]。 铁是一种潜
在的氧化剂,过量的铁可以启动 Fenton 反应,催化 H2O2

形成羟自由基,进而导致脂质过氧化、DNA 键断裂、细胞
降解,导致组织破坏[7]。
摇 摇 在视网膜中,光传导级联反应中涉及多种铁相关蛋
白。 RPE65,在 RPE 中表达的与铁相关的蛋白,在视觉循
环中负责所有酯转化为 11 顺式视黄醇。 光感受器细胞不
断地流出及合成它们的外节盘,因而很大程度依赖于脂肪
酸去饱和酶(一种膜脂质合成所必须的铁相关蛋白)。 同

其他细胞一样,视网膜细胞容易受到过量铁导致的氧化应
激的损害。 过量铁可以损害 RPE 的吞噬作用。 铁是鸟苷
酸合成 cGMP(光传导途径的二级信使)所必须的。 长期
暴露于光线,光致氧化作用在视网膜中产生了超过正常水
平的反应氧化产物。 二十二碳六烯酸,这种组织丰富的多
元不饱和脂肪酸,易受脂质过氧化反应的影响在自由基之
前,进而影响视网膜的功能。 基于这些原因,铁平衡的调
节在视网膜中有很重要的作用,铁平衡的破坏将产生严重
的生物及临床后果[8]。
摇 摇 骨形态发生蛋白(bone morphogenetie proteins,BMPs)
是一组具有类似结构的高度保守的功能蛋白,它们最初是
作为能够在体内诱导骨和软骨形成的因子为人们所认识
的。 但随着分子生物学研究的深入,对 BMPs 家族成员的
研究日益深入和扩展,已发现 BMPs 广泛分布于人体多种
组织和细胞,对靶细胞的生长、分化以及凋亡具有调控作
用,在机体胚胎生长发育、创伤愈合、机体肿瘤的发生发展
等过程中起重要作用[9]。 有研究表明,BMPs 在眼的发育
和眼疾病中发挥着重要作用,参与视觉系统发生、发展的
各个阶段。 BMP-6 具有独特的结构及功能特征,其作用
复杂,参与调节体内多种代谢过程,不仅在维持生理功能
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上具有重要作用,而且还介导了许多疾病的发生,因此对
BMP-6 的研究越来越受人们的重视[10]。
摇 摇 新近研究发现,BMP-6 是影响机体铁代谢的重要调
节因素。 这一发现不仅丰富了机体铁代谢及其调控的理
论知识,还可尝试运用 BMP-6 的调控作用治疗铁代谢相
关疾病[11]。 在鼠眼内进行 BMP-6 蛋白注射,可以上调铁
调素进而改变视网膜铁的水平。 BMP-6 敲除小鼠会产生
剂量依赖性的视网膜内铁的积聚和变性[12]。 尸检发现,
早期黄斑变性患者视网膜色素上皮细胞中 BMP-6 的水平
明显下降。 早期 AMD 中 BMP-6 水平的降低可以导致在
AMD 中铁离子的集聚[13]。 Majda 等[14] 研究发现,在体内
及体外,氧化应激可以下调 BMP-6 mRNA 的表达。 运用
H2O2 作用于体外培养的 RPE 后,BMP-6 mRNA 的表达明
显下降。
摇 摇 既然氧化应激导致的 BMP -6 的下调已被证实与
AMD 有关。 那么体外添加 BMP-6 可否保护 RPE 细胞受
到氧化应激的损伤,我们实验观察 75滋mol / L H2O2 对体外
培养的 RPE 的增殖抑制作用及促进凋亡的作用,且这种
作用具有时间依赖性。 单纯 150ng / mL BMP-6 可以呈时
间依赖性地对 RPE 细胞有轻微的促增殖作用。 添加 BMP-6
可以阻止 H2O2 对 RPE 细胞的氧化损伤。 在作用 3h 和 6h
时,H2O2+BMP-6 组与 H2O2 组相比较差异有统计学意
义,可以看出,BMP-6 早期是可以阻止 H2O2 对 RPE 细胞
的氧化损伤。 在随后的细胞形态观察中发现,作用 3h 和
6h 时,H2O2 组细胞明显皱缩及脱落,H2O2 +BMP-6 组细
胞脱落及皱缩现象有所减少。 在流式细胞仪检查中发现,
作用 3h 和 6h 时,H2O2 +BMP-6 组的凋亡率均较 H2O2 有
所降低。 在本实验中发现,75滋mol / L H2O2 可以缩短 G1期
时相,加快细胞周期的进程。 既往研究氧化应激对细胞周
期的影响表明,根据细胞类型的不同、细胞培养条件的不
同及氧化应激水平的不同,细胞周期的阻滞是多向的[15]:
有的是阻滞于 G1 期,有的是 G2 期

[16]。 我们研究发现,
H2O2 可以促进细胞的凋亡,可以使细胞阻滞于 G2 +S 期,
而 BMP-6 可以逆转这种阻滞。
摇 摇 综上所述,体外培养的 RPE 细胞中,BMP-6 对 RPE
细胞无明显的毒性作用,可以轻微促进 RPE 细胞的增殖。
BMP-6 可以一定程度上保护视网膜色素上皮受到氧化应
激的损伤,但是它的具体作用机制有待进一步的探讨研
究,本研究为探讨治疗 AMD 新方法奠定了一定的基础。
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