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Abstract
誗AIM: To observe the effects of pyridoxamine (PM) on
RAGE, ROS and apoptosis in RPE cells treated with
advanced glycation end products ( AGEs ), and to
investigate the protective effect of PM on RPE cells in
diabetic retinopathy.
誗METHODS:Primary cultured human RPE cells, the third
generation of cells were synchronized with serum - free
Dulbecco - modified Eagle medium for 24h, and then
grouped: 1) Control group: cultured with 100mg/ L BSA
for 48h; 2) AGEs- treated group: cultured with 200mg/ L
AGEs for 48h; 3) PM group: PM1 group: cultured with
16mg/ L PM + 200mg/ L AGEs for 48h; PM2 group:
cultured with 32mg/ L PM + 200mg/ L AGEs for 48h. The
expression of RAGE protein was detected by
immunohistochemistry. The formation of ROS was
observed by fluorescence microscopy. The apoptosis of
cells was detected by TUNEL.
誗RESULTS:The expression of RAGE protein, ROS and
apoptosis of RPE cells in PM group were significantly
lower than those in AGEs- treated group, and decreased
with the increase of PM concentration.

誗CONCLUSION:Pyridoxamine can inhibit the expression
of RAGE and the production of ROS, reduce apoptosis,
and have a protective effect on RPE cells.
誗KEYWORDS:pyridoxamine; advanced glycosylation end
products; RAGE; retinal pigment epithelium cells; apoptosis
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摘要
目的:观察吡哆胺(PM)对高级糖基化终末产物(AGEs)
干预的 RPE 细胞的影响,探讨 PM 对 RPE 细胞的保护
作用。
方法:取传代至第 3 代的细胞进行分组:(1)对照组:含
100mg / L BSA 的 DMEM 培养基培养 48h;(2)AGEs 干预
组:含 200mg / L AGEs 的 DMEM 培养基培养 48h;(3) PM
组:PM1 组:含 16mg / L PM+200mg / L AGEs 的 DMEM 培
养基培养 48h;PM2 组:含 32mg / L PM+200mg / L AGEs 的
DMEM 培养基培养 48h。 采用免疫组织化学法检测
RAGE 蛋白的表达;荧光染色法观察细胞内 ROS 的生成;
Tunel 法检测细胞凋亡情况。
结果:AGEs 可明显刺激 RPE 细胞内 RAGE 蛋白的表达
和 ROS 的生成,增加细胞凋亡情况,而 PM 可抑制该过
程,且具有一定的浓度依赖性。
结论:PM 能够抑制 AGEs 干预的 RPE 细胞内 RAGE 蛋白
的表达和 ROS 生成,减少细胞凋亡,具有一定的细胞保
护作用。
关键词:吡哆胺;高级糖基化终末产物;RAGE;视网膜色
素上皮细胞;细胞凋亡
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0 引言
摇 摇 糖尿病视网膜病变(DR)是目前致盲的主要眼病之
一。 高级糖基化终末产物(AGEs)的堆积是 DR 的主要
致病因素[1]。 AGEs 通过与细胞膜上的特异性 RAGE 结
合引起氧自由基、细胞因子、激素等物质表达水平发生改
变,导致相关蛋白质表达的改变[2]。 目前的研究发现,通
过 AGEs-RAGE 通路可触发活性氧(ROS)生成并激活下
游信号通路,诱导细胞凋亡。 视网膜色素上皮(RPE)细
胞是视网膜外屏障的组成部分,参与维持视网膜的生理
功能。 因此,本研究采用 AGEs 干预 RPE 细胞,通过检测
其特异性受体 RAGE 的表达、ROS 的生成及细胞凋亡情
况,探讨吡哆胺对人 RPE 细胞的作用,为 DR 的防治提供
新的实验依据。
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1 材料和方法
1. 1 材料摇 选取自愿捐献的健康人角膜移植供体眼 6 眼
(意外死亡 4h 内),由福建医科大学附属第一医院眼科提
供。 牛血清白蛋白(BSA,美国 Sigma 公司),细胞培养液
(DMEM)、0. 25%胰蛋白酶、青霉素-链霉素、二甲基亚砜
(DMSO)、胎牛血清(美国 Hyclone 公司),兔抗人 RAGE
抗体、Tunel 检测试剂盒(武汉博士德公司),DAB 显色试
剂盒、超敏 SP(鼠 / 兔)试剂盒(福州迈新公司),活性氧检
测试剂盒(碧云天公司)。 倒置显微镜(日本 OLYMPUS
CKX41)、荧光显微镜(OLYMPUS IX73)。
1. 2 方法
1. 2. 1AGEs 的制备 摇 将 PMSF、D-葡萄糖、BSA 溶解于
0. 2mmol / L PBS 溶液中,使其终浓度依次为 1. 0mmol / L、
500mmol / L、10mg / mL。 灭菌过滤后,37益避光孵育 2mo,
用 PBS 溶液透析 48h 去除游离葡萄糖,采用 BCA 法测定
蛋白浓度,在波长 400 ~ 700nm、缝宽 5nm 的荧光分光光
度仪进行鉴定后,分装到 EP 管中,近期使用的置于 4益
避光保存,其余的置于-20益,避光,长期保存[3]。
1. 2. 2 原代人 RPE 细胞的培养和鉴定 摇 在无菌超净工
作台内,取完整的供体眼球,修剪眼球壁结缔组织,用含
0. 2%青霉素-链霉素的 PBS 缓冲液冲洗干净,在角膜缘
后约 3. 5mm 处环形剪开眼球壁,去除眼前段和玻璃体。
将眼后段放在自制的眼球托上制成眼杯,用无血清
DMEM 培养基冲洗,玻璃滴管小心吹打至黄白色的视网
膜神经上皮层完全脱离,用无血清 DMEM 培养基冲洗干
净。 眼杯中加入 0. 25% 胰蛋白酶 3mL,于 37益、5% CO2

培养箱中孵育 10min,弃去液体。 再加入 0. 25% 胰蛋白
酶 3mL,于 37益、5% CO2培养箱消化 30min,加入含 10%
胎牛血清的 DMEM 培养基终止消化,用滴管轻轻吹打眼
球内壁,使 RPE 细胞脱落。 收集细胞悬液,1000r / min 离
心 10min,弃上清。 重悬细胞,接种至培养瓶,于 37益、
5% CO2培养箱培养。 原代 RPE 细胞 12h 内陆续贴壁,
24h 或 72h 倒置显微镜下观察显示细胞的形态为不规则
多角形,胞质内有大量黑色素颗粒,核大且透明;荧光显
微镜下自发红色荧光;每周换液 2 次,细胞单层融合时进
行传代,传代后细胞形态规则,呈六角形或梭形,呈铺路
石样排列[4]。
1. 2. 3 实验分组摇 取传代至第 3 代的细胞接种于 6 孔板
中,待细胞贴壁并长满约 70% 时,用无血清的 DMEM 培
养基培养 24h 后,根据以下分组条件处理细胞:(1)对照
组:含 100mg / L BSA 的 DMEM 培养基培养 48h;(2)AGEs
干预组:含 200mg / L AGEs 的 DMEM 培养基培养 48h;
(3) PM 组: PM1 组:含 16mg / L PM + 200mg / L AGEs 的
DMEM 培养基培养 48h; PM2 组:含 32mg / L 吡哆胺
(PM)+200mg / L AGEs 的 DMEM 培养基培养 48h。
1. 2. 4 免疫组化法检测 RAGE蛋白的表达摇 根据实验条
件处理各组细胞后,按照免疫组化试剂盒说明书的具体
步骤操作:弃培养液,PBS 缓冲液洗涤 3 次,3min / 次;用
细胞固定液(100滋L / 孔)固定 15min,PBS 缓冲液洗涤
3 次,3min / 次;每孔加入 2 滴 A 液,室温孵育 10min,PBS
缓冲液洗涤 3 次,3min / 次;每孔加 2 滴 B 液,室温孵育
10min;每孔加入 100滋L 一抗(1颐100),阴性对照组加等体
积 PBS 缓冲液,37益 孵育 2h, PBS 缓冲液洗涤 3 次,
5min / 次;加入二抗(C 液),室温孵育 15min,PBS 缓冲液
洗涤 3 次,5min / 次;每孔滴 2 滴 D 液,室温孵育 10min,PBS

图 1摇 人 RPE 细胞的鉴定(伊100) 摇 A:原代人 RPE 细胞;B:
传代后的人 RPE 细胞。

缓冲液洗涤 3 次,3min / 次;每孔加 DAB 溶液显色 2min,
自来水下冲洗至无浮色。 苏木素复染 4min,自来水下冲
洗至无浮色。 脱水、透明、封片:依次经过 75% (5min)、
85% (5min)、95% (5min)、100% (5min,2 次)乙醇脱水;
二甲苯透明 2 次,每次 5min;中性树脂封片,显微镜下观
察。 阳性细胞的细胞膜或胞浆内呈棕黄色着染,抗原强
度与颜色深度成正比。 显微镜下( 伊200)选取 10 个视
野,设置固定的相机参数拍照,用 IPP 6. 0 软件计算积分
光密度(IOD)值。
1. 2. 5 荧光染色法观察 ROS 生成摇 根据实验条件处理
各组细胞后,按照试剂盒说明书具体步骤操作:用无血清
DMEM 培养基稀释 DCFH-DA(1颐1000)浓度为 10滋L / L;
弃细胞培养液,加入稀释好的 DCFH-DA 1. 5mL / 孔;37益
孵育 20min;用无血清 DMEM 培养基洗涤 3 次,在荧光显
微镜下观察 ROS 生成情况。
1. 2. 6 Tunel法检测细胞凋亡摇 根据实验条件处理各组
细胞后,加入细胞固定液 100滋L / 孔,室温固定 60min,洗
涤;加入新鲜配制的 3% H2O2,室温放置 10min,洗涤;加
0. 1% Triton X - 100 破膜 8min,洗涤;加标记缓冲液
20滋L / 片,将样品置于湿盒中,37益放置 2h,洗涤;加封闭
液 50滋L / 片,室温放置 30min,甩掉封闭液;滴加抗体稀释
液 50滋L / 片至标本片上,37益湿盒反应 30min,洗涤;用抗
体稀释液 1颐100 稀释 SABC 50滋L / 片加至切片,37益反应
30min,洗涤;DAB 显色 5min,自来水冲洗;苏木素轻度复
染 3min,洗涤;脱水、透明、封片后至显微镜下观察,凋亡
细胞细胞核呈黄色。 设置固定的相机参数拍照,显微镜
下(伊200)选取 10 个视野,计数凋亡细胞数。
摇 摇 统计学分析:采用 SPSS17. 0 软件进行统计学分析。
计量资料采用均数依标准差表示,多组间比较采用单因素
方差分析。 P<0. 05 表示差异具有统计学意义。
2 结果
2. 1 人 RPE 细胞的鉴定 摇 荧光显微镜下观察,原代人
RPE 细胞呈六角形,略呈球形,细胞浆内有大量褐色或黑
色颗粒,自发红色荧光(图 1A)。 光学显微镜下观察,传
代后的人 RPE 细胞形态规则,呈六角形或梭形,呈铺路
石样排列(图 1B)。
2. 2 免疫组化法检测 RAGE 蛋白的表达 摇 显微镜下观
察,RAGE 在胞浆内表达,呈棕黄色 (图 2)。 对照组、
AGEs 干预组、PM1 组、PM2 组的 IOD( 伊103 ) 值依次为
5郾 65依0. 82、13. 12依1. 16、8. 87依0. 98、6. 46依0. 91,差异有
统计学意义(F = 118. 3,P<0. 05),表明 AGEs 可明显刺
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摇 摇

图 2摇 各组 RPE细胞 RAGE蛋白的表达(伊200) 摇 A:对照组;B:AGEs 干预组;C:PM1 组;D:PM2 组。

图 3摇 各组 RPE细胞 ROS的生成(伊200) 摇 A:对照组;B:AGEs 干预组;C:PM1 组;D:PM2 组。

图 4摇 各组 RPE细胞凋亡情况(伊200) 摇 A:对照组;B:AGEs 干预组;C:PM1 组;D:PM2 组。

激 RAGE 蛋白的表达,PM 可抑制 RAGE 蛋白的表达,且随
着 PM 浓度增加 RAGE 蛋白表达降低。
2. 3 荧光染色法观察 ROS 的生成摇 荧光显微镜下观察,
胞浆内 ROS 呈翠绿色荧光(图 3)。 AGEs 干预组细胞内
ROS 的生成明显增多,PM 组细胞内 ROS 的生成较 AGEs
干预组明显减少,且具有浓度依赖性。
2. 4 Tunel法检测细胞凋亡摇 光学显微镜下观察,凋亡细
胞细胞核呈棕黄色,阴性细胞细胞核呈蓝色,对照组几乎
未见凋亡细胞,AGEs 干预组细胞凋亡明显增加,PM 组较
AGEs 干预组减少,且随着 PM 浓度增加细胞凋亡减少
(图 4)。 对照组、AGEs 干预组、PM1 组、PM2 组的阳性细
胞数依次为 0. 40依0. 54、10. 60依1. 14、5. 40依0. 55、3. 00 依
0郾 71 个,差异有统计学意义(F=314. 7,P<0. 05)。
3 讨论
摇 摇 DR 是糖尿病最常见的微血管并发症之一。 据估计,
至 2030 年全球 DR 患者人数将增至 1. 9 亿,是劳动人群致
盲的首要原因[5]。 目前,DR 的治疗效果仍不理想,是眼
科临床研究的热点和难点。 DR 的发病机制极其复杂,至
今仍未完全阐明,尽管涉及许多途径,但已经证实,AGEs-

RAGE 在糖尿病患者的视网膜中上调,通过激活促氧化剂
和促炎信号传导途径,在持续性炎症、神经变性和视网膜
微血管功能障碍中发挥重要作用,导致 DR 的发生。
RAGE 在视网膜的所有细胞中均可表达,AGEs 通过上调
RAGE mRNA 表达,与 RAGE 相互作用,激活还原型烟酰
胺腺嘌呤二核苷酸磷酸(NADPH)氧化酶[6],促进 ROS 生

成,诱导细胞凋亡,促进 AGEs 破坏视网膜,导致 DR 的发

生[7]。 本研究采用 AGEs 直接作用于 RPE 细胞,检测细胞

内 RAGE 蛋白的表达,结果表明 AGEs 可上调 RAGE 蛋白
的表达,且经 AGEs 干预的 RPE 细胞内 ROS 生成和细胞
凋亡明显高于对照组。 本研究证实,AGEs-RAGE 通路激
活后,可激活促氧化剂 ROS 的生成,造成细胞损伤,导致
细胞凋亡,但 AGEs-RAGE 通路是通过激活 ROS 诱导细
胞凋亡还是直接诱导细胞凋亡尚不明确,仍需进一步
研究。
摇 摇 PM 是维生素 B6 的一种天然形式,作为 AGEs 的抑制
剂最早由 Hudson 发现,在高糖条件下能够抑制 post -
Amadori 反应,清除活性羰基中间产物。 生理条件下,在核
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糖核酸酶(RNase)和乙二醛 / 羟乙醛的反应中,PM 可抑制
赖氨酸残基的修饰、保护 RNase 活性。 郑炜平等[8]研究发
现,PM 能降低血清 AGEs 和心肌 RAGE mRNA 的表达。
本课题组前期研究发现吡哆胺可减少糖尿病大鼠视皮质
中 AGEs 的堆积和 RAGE 的表达,减轻 AGEs-RAGE 通路
引起的组织损伤,保护视皮质[9]。 研究发现,PM 能够降
低糖尿病大鼠视网膜中 AGEs 的含量,可用于治疗 DR[10]。
关于 PM 作用机制的研究表明其能清除糖和脂质氧化引
起的活性羰基物质(RCS)和 ROS 生成。 Thotala 等[11] 研
究证明,PM 通过清除或抑制大鼠小肠上皮细胞内的 ROS
和活性羰基物质(RCE),抑制细胞凋亡。 本研究结果显
示,PM 组的人 RPE 细胞中 RAGE 蛋白的表达、ROS 的生
成和细胞凋亡明显低于 AGEs 干预组,且呈浓度依赖性,
表明 PM 可以阻断 AGEs-RAGE 通路,直接抑制细胞内
RAGE 的表达,从而阻止 AGEs-RAGE 通路介导的氧化应
激和组织损伤,对细胞具有一定的保护作用。 此外,PM
组细胞内 ROS 的生成和细胞凋亡减少表明 PM 可以抑制
AGEs 对人 RPE 细胞的损伤,但 PM 抑制 ROS 的生成和细
胞凋亡的具体作用机制并不明确,仍需进行大量研究以进
一步明确。
摇 摇 综上所述,本研究结果表明,PM 可能通过降低细胞
内 RAGE 的表达,抑制 AGEs 与 RAGE 结合及 ROS 的生
成,减少细胞凋亡,其也可直接清除或抑制细胞内 ROS 的
生成,发挥细胞保护作用,延缓 DR 的发生发展。
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