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Abstract
誗 AIM: To investigate the effects of apelin - 13 on
proliferation, migration and capillary-like tube formation
of a monkey choroid / retinal endothelial cell line, RF /
6A, to clarify whether apelin - 13 could promote retinal
angiogenesis in vitro.
誗 METHODS: RF / 6A cells in good conditions were
administrated with DMSO ( the control group), apelin-13
at 0. 1滋mol / L ( low dose group) or apelin-13 at 1滋mol / L
(high dose group) . Cell proliferation, migration and
capillary-like tube formation were detected by using the
MTT assay, scratch assay and matrigel assay,
respectively, at 24h after plating the cells.
誗RESULTS: Cell proliferation was promoted in both low
and high dose apelin-13 groups compared to the control
cells (P<0. 05); the cell migration distance of both apelin-

13 groups was significantly greater than that of the
control group (P<0. 05); and the number of capillary-like
tube structures of both apelin - 13 groups was
significantly larger than that of the control cells ( P <
0郾 05) . In addition, cell proliferation, migration and tube
formation increased as the concentration of apelin - 13
increased.
誗CONCLUSION: Apelin-13 could obviously promote the
angiogenesis capacity of RF / 6A cells, suggesting that
apelin- 13 was an important pro - angiogenic factor in
retinal endothelial cells.
誗 KEYWORDS: apelin; apelin - 13; angiogenesis;
retinal neovascularization
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摘要

目的:通过观察 apelin-13 对体外培养的猴脉络膜 / 视网

膜内皮细胞(RF / 6A)增殖、迁移和毛细血管样管腔形成

的影响,探讨 apelin-13 是否对视网膜新生血管的发生具
有促进作用。
方法:取生长状况良好的 RF / 6A 细胞,分为对照组、低剂量

组(0. 1滋mol / L apelin-13)和高剂量组(1滋mol / L apelin-
13)。 培养细胞 24h 后采用 MTT 法检测细胞增殖,细胞
划痕法检测细胞迁移,基质胶法检测管腔形成。
结果:不同浓度 apelin-13 作用 24h 的细胞增殖强于对照

组,差异有统计学意义(P<0. 05),不同浓度 apelin-13 组

RF / 6A 细胞 24h 的迁移距离大于对照组,差异有统计学
意义(P<0. 05),不同浓度 apelin-13 组毛细血管样管腔

形成数明显多于对照组,差异有统计学意义(P<0. 05),
且细胞增殖、迁移和管腔形成均随着 apelin-13 浓度的升

高而增加。
结论:Apelin-13 能够明显促进 RF / 6A 细胞的血管生成

过程,提示 apelin-13 是一种促视网膜新生血管形成的重

要因子。
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0 引言
糖尿病性视网膜病变(diabetic retinopathy,DR)是一

种严重的糖尿病眼部微血管并发症和致盲性眼病[1-2]。
当疾病发展至增殖期 ( proliferative diabetic retinopathy,
PDR),就会出现 病 理 性 的 视 网 膜 新 生 血 管 ( retinal
neovascularization,RNV)。 RNV 的形成是一个涉及多种
细胞因子的复杂过程[3-4],关键因子———血管内皮生长因
子( vascular endothelial growth factor,VEGF)的高表达与
DR 的发展有密切关联[5]。 尽管临床已证实抗-VEGF 治
疗 DR 是有效的,但疗效持续时间较短,并不能完全抑制
RNV 和视网膜细胞增殖,且 VEGF 的水平也并非完全与
DR 的严重程度相关[6-8],提示还有其它因子在促进 DR
的发展中也发挥作用。 近年的基础研究发现,与代谢相
关的脂肪因子 apelin 在血管内皮细胞高表达,且其信号
通路可能参与 RNV 生成[9-14]。 临床研究也发现,PDR 患
者玻璃体腔的 apelin 浓度明显高于非糖尿病患者[15]。
apelin 在体内多种组织细胞广泛表达,apelin-13 是 apelin
在体内活性程度最高的产物,为了观察 apelin-13 是否直
接影响 RNV 的形成,本研究采用体外培养的恒河猴脉络
膜视网膜血管内皮细胞(RF / 6A 细胞),观察分析 apelin-
13 对该细胞增殖、迁移和毛细血管样管腔形成的影响,
以期为进一步研究 apelin 在糖尿病视网膜病变 RNV 形
成中的作用提供理论依据。
1 材料和方法
1. 1 材料摇 RF / 6A 细胞系购自中国科学院典型培养物保
藏委员会细胞库;Apelin-13、二甲基亚砜(DMSO) 购自
美国 Sigma 公司; DMEM 培养液、胎牛血清购自美国
GIBCO 公司;MTT 试剂盒购自北京索莱宝生物技术有限
公司;基质胶 Matrigel 购自美国 BD 公司。
1. 2 方法
1. 2. 1 细胞培养与分组摇 RF / 6A 细胞在 37益、5% CO2的
培养箱中,在含 10%胎牛血清的 DMEM 培养基中生长至
细胞融合,以 0. 25%胰蛋白酶消化传代,取 3 ~ 5 代细胞
用于实验。 细胞在上述培养基中生长至 70% ~ 80% 时,
换成含 1%胎牛血清的 DMEM 培养液培养 24h 后,分别
给予 0(对照组)、0. 1滋mol / L(低剂量组)、1滋mol / L(高剂
量组) apelin-13 刺激 24h 后,收集细胞进行实验。
1. 2. 2 MTT 法分析细胞增殖 摇 取 100滋L 细胞悬液接种
于 96 孔板,待细胞生长至 60% ~ 80% 时,换用含 1% 胎
牛血清的 DMEM 培养基继续培养 24h,然后根据不同分
组分别用 0、0. 1、1滋mol / L apelin-13(每种浓度设置 6 个
平行孔)处理细胞,24h 后每孔加入 5mg / mL MTT 溶液
20滋L,在培养箱中继续孵育 4h,弃去各孔培养液,每孔加
入 200滋L 的 DMSO。 用自动酶标仪测定 490nm 波长的吸
光度值。 每组重复检测 3 次。
1. 2. 3 划痕法分析细胞迁移 摇 将 RF / 6A 细胞按照每孔
2伊105个的悬液接种于 6 孔板中,待细胞贴壁长至约 90% ~
95%时,用无菌枪头在培养板上划一条直径约 3mm 的平
直划痕,用 PBS 反复漂洗去掉被刮下的悬浮细胞,换成含
1%胎牛血清的 DMEM 培养液,高倍显微镜下拍照记录,设
为 0h 观测点。 然后根据不同分组加入 0、0. 1、1滋mol / L
apelin-13 孵育 24h,每组设 3 个复孔,显微镜下观察拍照

摇 摇

图 1摇 各组细胞吸光度值情况摇 bP<0. 001 vs 对照组,dP<0郾 001
vs 0. 1滋mol / L apelin-13 组。

记录细胞迁移情况,采用 Image J 图像处理软件进行图像
分析,计算划痕宽度,以此代表细胞的迁移活性。 实验重
复 3 次。
1. 2. 4 Matrigel 法分析毛细血管样管腔形成 摇 在 4益条
件下融化 Matrigel 胶过夜,预冷 96 孔板和枪头。 取 96 孔

板在冰上操作,每孔缓慢加入 100滋L 液态 Matrigel 胶。
37益孵育 30 ~ 60min,使 Matrigel 胶凝固;按上述分组加
入相应的含 10% 胎牛血清的 DMEM 培养基,将 RF / 6A
细胞稀释为 2伊105个 / mL 细胞悬液,每组加入 50滋L,根据

不同分组加入相应的含或不含 apelin - 13 的培养基
50滋L。 孵育 24h 后在显微镜下观察,随机取 5 个放大 200
倍的视野照相,采用 Image J 图像分析软件对形成的完整

管腔进行计数(每 3 个分叉处记为一个血管腔),取平均
值。 每组设 3 个复孔,实验重复 3 次。

统计学分析:所有实验数据均采用 SPSS19. 0 软件进

行统计学处理。 计量资料以均数依标准差(軃x依s)表示,多
样本均数的比较采用单因素方差分析,若存在差异,进一
步两组间的比较采用 LSD-t 法。 P<0. 05 为差异有统计
学意义。
2 结果
2. 1 apelin-13 促进 RF / 6A 细胞增殖 摇 MTT 结果显示,
培养 24h 不同分组细胞的吸光度值分别为:对照组0. 48依
0. 01、0. 1滋mol / L apelin - 13 组 0. 97 依 0. 02、1滋mol / L
apelin-13组 1. 31依0. 19,三组间吸光度值有统计学差异
(F=85郾 37,P<0. 001),进一步组间两两比较发现,对照
组与 0. 1滋mol / L apelin-13 组间的差异具有统计学意义
(P<0郾 001),对照组与 1滋mol / L apelin-13 组间的差异
具有统计学意义 ( P < 0. 001 ),0. 1滋mol / L 与 1滋mol / L
apelin-13 组间的差异具有统计学意义(P<0. 001),见
图 1。 apelin-13 组的吸光度值均高于对照组,且随着
apelin-13 刺激浓度的升高,其促增殖效应都相应增强。
结果表明,apelin-13 能以浓度依赖性的方式促进 RF /
6A 细胞增殖。
2. 2 apelin-13 促进 RF / 6A细胞迁移摇 细胞划痕法实验
结果显示,培养 24h 后,大量 RF / 6A 细胞迁移入细胞划
痕裸区(图 2)。 不同分组细胞的迁移距离分别为:对照
组 186 依 58滋m、 0. 1滋mol / L apelin - 13 组 267 依 62滋m、
1滋mol / L apelin-13 组 395 依71滋m,三组间细胞迁移距离
有统计学差异(F = 15. 89,P<0. 001),与对照组相比,各
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摇 摇

图 2摇 显微镜下观察 RF / 6A细胞迁移图像(伊100) 摇 A:对照组 0h;B:0. 1滋mol / L apelin-13 组 0h;C:1滋mol / L apelin-13 组 0h;D:对
照组 24h;E:0. 1滋mol / L apelin-13 组 24h;F:1滋mol / L apelin-13 组 24h。

浓度 apelin-13 组 RF / 6A 细胞迁移明显增强,有统计学差
异(P<0. 001),且高浓度组细胞迁移高于低浓度组,有统
计学差异(P<0. 001),见图 3。 结果提示用 apelin-13 刺激
RF / 6A 细胞后,迁移细胞的数量比对照组增加,说明
apelin-13 刺激促进 RF / 6A 细胞迁移。
2. 3 apelin-13 促进 RF / 6A 细胞毛细血管样管腔形成 摇
Matrigel 实验结果显示,对照组和不同浓度 apelin-13 组
RF / 6A 细胞形成的完整管腔数分别为:对照组 3. 2 依1. 5
个、0. 1滋mol / L apelin-13 组 6. 5依2. 3 个、1滋mol / L apelin-
13 组 11. 5依3. 8 个(图 4),三组间细胞管腔形成数有统计
学差异(F= 14. 41,P<0. 001),低浓度组细胞迁移高于对
照组,有统计学差异(P<0. 05),高浓度 apelin-13 组管腔
形成数高于对照组,有统计学差异(P<0. 001),也高于低
浓度 apelin-13 组(P<0. 01),两组之间的差异均具有统计
学意义,见图 5。 结果提示 apelin-13 能够促进 RF / 6A 细
胞毛细血管样管腔的形成。
3 讨论

近年来随着糖尿病发病率的逐年攀升,人类的身体健
康及生活质量受到严重威胁。 复杂的分子机制导致糖尿
病患者出现一系列微血管病变,进而使其出现严重的并发
症,包括糖尿病肾脏病变、视网膜病变以及神经病变等。
DR 是糖尿病微血管病变的常见并发症之一,是糖尿病患
者失明的主要原因。 目前,针对 DR 并发的眼部新生血
管,激光、抗新生血管药物和玻璃体切除手术虽然具有一
定的疗效,但全世界尚未获得完全安全和有效的治疗方
法。 因此,研究 DR 及 RNV 的病理机制和治疗方法已经
成为了眼科的研究热点。 DR 发病机制复杂,普遍认为长
期、慢性的高血糖引发的炎症反应和氧化应激促使血管内
皮功能受损是其发病基础[16],但对于 DR 的发病机制尚不
完全明确,还需要进一步研究与证实。

Apelin 是一种近年发现的天然内源性生物活性肽,通
过与 G 蛋白偶联受体 apelin-血管紧张素样受体(apelin-
angiotensin receptor-like,APJ)结合激活 APJ 后,发挥重要
的生物学效应。 apelin 具有多种亚型,其中研究最广泛的

图 3摇 各组细胞迁移距离情况摇 bP<0. 001 vs 对照组,dP<0. 001
vs 0. 1滋mol / L apelin-13 组。

是 apelin-13 和 apelin-36,而 apelin-13 比 apelin-36 具有
更多生物潜能,其促增殖作用明显强于 apelin - 36[17]。
apeilin-13 分布广泛,在人体大脑、心脏、胃、肾脏、视网膜、
结肠、脐静脉、脂肪组织、骨间质祖细胞和血管内皮细胞中
都能检测到 apelin-13 的表达。 在糖尿病患者体内,apelin
的血浆水平较正常人低还是高,目前仍具有不少争议。 有
学者发现在糖尿病患者体内,apelin 的血浆水平是升高
的[18]。 然而,也有研究发现 apelin 在新诊断且未经治疗
的糖尿病患者体内较正常对照组低[19]。 据推测,在 2 型
糖尿病或者合并肥胖、高血压等各种代谢紊乱的病理初
期,机体启动自我保护机制,apelin 代偿性地升高,调控糖
代谢稳态,随着病情的进展,病程的延长,胰岛素抵抗程度
也随之增强,apelin 出现了失代偿性的降低。 在 DR 的临
床研究中,有研究发现无 DR、非增殖性 DR 和增殖性 DR
三组患者的血浆 apelin-36 水平无明显差异[20]。 但也有
学者发现增殖性 DR 血清中 apelin-13 的水平明显高于无
DR 的 2 型糖尿病患者[21]。 这种差异可能与患者人群、样
本量以及检测指标的不同有关。

血管形成是一个复杂的生物过程,包括细胞迁移、增
殖、各种血管生长因子和细胞因子的调节以及周围组织在
各种刺激作用下对内皮细胞释放各种因子的反应等,因此

4401

国际眼科杂志摇 2017 年 6 月摇 第 17 卷摇 第 6 期摇 摇 http: / / ies. ijo. cn
电话:029鄄82245172摇 摇 85263940摇 摇 电子信箱:IJO. 2000@ 163. com



摇 摇

图 4摇 显微镜下观察 RF / 6A 细胞毛细血管状结构形成图像( 伊200) 摇 A:对照组 24h;B:0. 1滋mol / L apelin-13 组 24h;C:1滋mol / L
apelin-13 组 24h。

图 5摇 各组细胞完整管腔形成数情况 摇 a P<0. 05 vs 对照组,
cP<0. 05 vs 0. 1滋mol / L apelin-13 组。

完整的网络状的血管形成是一个综合且累积的过程。 研

究发现,apelin-13 作为一种新型的生物调节肽,对血管生

成的细胞功能具有多重调节作用。 Egr-1 对血管平滑肌

细胞(VSMC)的增殖和迁移具有重要意义,apelin-13 可能

通过 Erk 上调 Egr - 1 的表达,从而促进 VSMC 的增

殖[22-24]。 另外, apelin - 13 对于视网膜上皮细胞通过

PI3K / Akt 和 MEK / Erk 信号通路诱导其增殖[25]。
摇 摇 本研究的结果表明,apelin-13 可以明显促进 RF / 6A
细胞的增生、迁移和血管生成,且均随着 apelin-13 浓度的

升高而增加。 由于新生血管的形成过程依赖于血管内皮

细胞的增殖、迁移和毛细血管样管腔的形成,可以认为,
apelin-13 是一种新的血管形成因子。 本次研究为 apelin-
13 促视网膜新生血管形成提供了理论依据,由于 apelin
与糖尿病的发生发展关系密切,所以也为 apelin 参与 PDR
患者 RNV 的发生机制提供了间接证据。 apelin-13 信号

通路广泛分布于外周与中枢组织,参与多种生理病理过程

的调节。 在疾病动物模型的研究中发现,apelin-13 可通

过血管生成促进小鼠局部脑血供重建,具有治疗缺血性脑

卒中的潜能[26]。 对严重下肢缺血小鼠,apelin-13 也可通

过促进血管生成过程明显改善血流灌注和恢复血管功能,
具有治疗或协同治疗外周缺血性疾病的潜能[27]。 不过,
目前对 apelin-13 信号系统功能的研究处于初始阶段。 在

今后的研究中,一方面需要我们设立多个 apelin-13 浓度

梯度,进一步明确 apelin-13 促进 RF / 6A 细胞血管形成过

程的信号通路,并对其作用机制深入研究;另一方面,还需

要将 apelin-13 信号通路作为 PDR 等视网膜新生血管性

疾病的治疗靶点进行针对性的临床前研究。 由于 apelin
具有广泛的生物活性,所以 APJ 可能成为药理设计的一个

新的靶点,可以为治疗 PDR 等寻找新的靶点提供理论依

据,这将为 DR 治疗的研究开辟新领域。
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