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Abstract
誗AIM: To investigate the protective effect of astaxanthin
(AST) on human retinal pigment epithelial (RPE) cells
against oxidative damage induced by hydrogen peroxide
(H2O2) .
誗 METHODS: Human RPE cells were subcultured, cell
activity was detected by MTT, rate of apoptosis was
detected by flow cytometry and cell ultrastructure
changes were observed under transmission electron
microscope.
誗 RESULTS: MTT results showed that cell activity
elevated to (53. 66% 依 3. 25% and 70. 43% 依 2. 38% after
10-8mol / L and 10-4mol / L AST treated. The difference had
statistically significant (P<0. 05) compared with oxidative
injury group (38. 76% 依 3. 74%) . Flow cytometry results
showed that the apoptosis rate of RPE cells decreased to
30. 23% 依 1. 91% and 12. 58% 依 2. 12% in AST pretreated
group, the difference was significant (P<0. 05) compared
with oxidative injury group (42. 50% 依 1. 94%); Electron
microscopy showed that the morphology of cells
gradually improved accompanied with the concentration
of AST elevated.
誗CONCLUSION: AST may inhibit hydrogen peroxide -
induced apoptosis of RPE cells, it can provide reliable
evidence for pursue effective medicine to prevent and
treat retina injury.
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摘要
目的:探讨虾青素(astaxanthin,AST)对过氧化氢(hydrogen
peroxide,H2O2)诱导人视网膜色素上皮细胞(retinal pigment
epithelial cells,RPE)氧化损伤的保护作用。
方法:人 RPE 细胞系传代培养,MTT 检测细胞活力,流式
细胞仪检测细胞凋亡率,透射电镜观察超微结构变化。
结果:MTT 结果显示用 10-8mol / L 和 10-4mol / L AST 处理
后,RPE 细 胞 活 性 分 别 提 高 到 53. 66% 依 3. 25% 和
70郾 43% 依2. 38% ,与氧化损伤组(38. 76% 依3. 74% )比
较,差异具有统计学意义(P<0. 05);流式细胞计数结果
显示,预先给予 10-8mol / L 和 10-4 mol / L 的 AST 作用后,
RPE 细胞凋亡率分别下降到 30. 23% 依1. 91%和 12. 58% 依
2. 12%,与氧化损伤组(42. 50% 依1. 94% )比较,差异具有
统计学意义(P<0. 05)。 电镜观察结果显示,伴随 AST 作
用浓度的增加,细胞形态亦逐渐得到改善。
结论:AST 可以抑制 H2O2 诱导的人 RPE 细胞的凋亡,从
而为寻求有效的防治视网膜损伤的药物提供可靠的实验
依据。
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0 引言
摇 摇 年 龄 相 关 性 黄 斑 变 性 ( age - related macular
degeneration,AMD)是引起我国老年人视力低下及盲的主
要病因,多发生于 50 岁以上人群,发病率随年龄的增长
而增高[1]。 AMD 的具体病因和发病机制尚不明确,目前
认为与营养、代谢、遗传、氧化应激、衰老和环境等因素有
关。 随着年龄增长,人体抗氧化能力逐渐减弱,视网膜色
素上皮( retinal pigment epithelial cells,RPE)细胞位于脉
络膜毛细血管层和光感受器细胞层之间,导致其特别容
易受到氧自由基的攻击,从而引起 AMD 等视网膜疾病的
发生[2]。 虾青素( astaxanthin,AST)具有提高免疫力、抗
氧化、清除自由基、抗癌、防止心血管疾病的作用,广泛存
在于海洋藻类、动物体及少数陆生植物体内,其分子中有
11 个共轭双键和 2 个酮基,能够清除自由基并淬灭单线
态氧,使其具有抗氧化、抗炎、抗癌、防止心血管疾病等多
种生物学功能[3,4]。 本文通过体外实验初步研究了 AST
对 RPE 细胞氧化损伤的保护作用,从而为其用于防治
AMD 提供实验依据。
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1 材料和方法
1. 1 材料 摇 人 RPE 细胞 ( ARPE - 19 细胞株,ATCC 公
司),AST(Sigma 公司,纯度为 95% ),H2O2(南京化学试
剂有限公司),胎牛血清,DMEM 培养基(美国 Hyclone 公
司),H2O2(南京化学试剂有限公司),MTT 试剂盒(德国
Roche 公司),酶标仪(上海精密科学仪器有限公司),流
式细胞仪(美国 BD 公司),Annexin V FITC / PI 凋亡试剂
盒(美国 BD 公司),CO2 培养箱(美国 Thermo Forma 公
司),超净工作台(苏州安泰空气技术公司)。
1. 2 方法
1. 2. 1 细胞培养摇 细胞培养在含 10%胎牛血清,100U/ mL
青霉素及100滋g / mL 链霉素的 DMEM 培养基中,将 RPE 细
胞置于 37益,体积分数 5% CO2培养箱内培养,细胞生长
至近融合状态时,用 0. 25%胰蛋白酶消化、传代。
1. 2. 2 细胞分组摇 共分 4 组:(1)对照组:以正常培养液
培养。 (2)氧化损伤组:600滋mol / L H2O2 作用 12h。 (3)
AST 组:加入 AST 作用 24h 之后,加入 600滋mol / L H2O2

作用 12h,依 AST 浓度不同分为 2 个亚组(1. 0伊10-4mol / L
和 1. 0伊10-8mol / L)。 每项试验至少重复 3 次。
1. 2. 3 MTT 检测细胞活力摇 细胞接种于 96 孔板(细胞密
度 5伊104 / L,每孔 120滋L)培养 24h 使细胞同步化,向各孔
细胞中加入 20滋L MTT(5g / L),培养 4h 后弃去培养液,加
入 150滋L DMSO 溶液,室温在振荡器上彻底摇晃 10min
后用酶标仪测定 492nm 的光密度值。 RPE 细胞的存活率
=(各组细胞光密度值 / 正常组细胞光密度值)伊100% 。
1. 2. 4 细胞凋亡检测摇 收集对数生长期细胞并制备细胞
悬液,1 000r / min 离心弃上清液,洗涤收集细胞,调节细
胞浓度为 5伊106 / L,加入 500滋L 的 Binding Buffer 悬浮细
胞后依次加入 5滋L 的 Annexin V FITC 和 5滋L 的 PI 混匀,
室温下避光孵育 15min,于 1h 内用流式细胞仪检测细胞
凋亡率。
1. 2. 5 透射电子显微镜观察 RPE 细胞超微结构的变化
摇 将细胞投入到体积分数 2. 5% 戊二醛溶液中进行前固
定,4益过夜,1% 锇酸后固定,醋酸铀快染,乙醇-丙酮梯
度脱水,环氧树脂包埋,LKB 超薄切片机切片,醋酸铀、柠
檬酸铅双重染色,透射电镜下观察其超微结构变化。
摇 摇 统计学分析:采用 SPSS 13. 0 统计软件进行数据处
理,将研究的数据进行正态分布检验和方差齐性检验后,
采用单因素方差分析,所得实验资料均以均数依标准差

(軃x依s)表示,P<0. 05 为差异具有统计学意义。
2 结果
2. 1 AST 对 H2O2 致 RPE 细胞氧化损伤的影响 摇 氧化
损伤组 RPE 细胞经氧化损伤处理后,细胞活性明显下降
(38. 76% 依3. 74% ),与对照组(96. 01% 依1. 77% )比较,
差异具有统计学意义( t = 13. 86,P<0. 01)。 用 10-8mol / L
和 10-4 mol / L AST 处理后,RPE 细胞活性分别提高到
53郾 66% 依3. 25%和 70. 43% 依2. 38% ,与氧化损伤组比较
差异具有统计学意义( t=3. 01,7. 17;P<0. 05;图 1)。
2. 2 AST 对氧化损伤致 RPE 细胞凋亡的抑制作用 摇
RPE 细胞经氧化损伤处理后,细胞凋亡率明显升高,正常
培养的人 RPE 细胞凋亡率为 1. 05% 依0. 33% ,600滋mol / L
H2O2 作用于细胞后显示了明显的凋亡现象,细胞凋亡率

达到了 42. 50% 依1. 94% ;然而,预先给予 10-8 mol / L 和
10-4mol / L 的 AST 作用后,RPE 细胞凋亡率分别下降到
30. 23% 依1. 91%和 12. 58% 依2. 12% ,与氧化损伤组比较
差异具有统计学意义(P<0. 05,图 2)。

图 1摇 AST 对 H2O2 致 RPE 细胞氧化损伤的影响( aP<0郾 05,
bP<0. 01 vs 氧化损伤组)。

2. 3 电镜观察结果摇 空白对照组 RPE 细胞形态完整,细
胞之间紧密联接,细胞核膜清晰、连续,核仁呈圆形或椭
圆形(图 3A);而 600滋mol / L H2O2 诱导的 RPE 细胞形态
欠规则,胞质内线粒体空泡变性,核膜不连续,核内染色
质不均匀,核固缩尤为明显(图 3B);与氧化损伤组相比
较,1. 0伊10-8mol / L 和 1. 0伊10-8mol / L AST 处理组 RPE 细
胞超微结构损害程度依次减轻,胞核内染色质固缩情况
减轻,逐渐可看到连续的核膜结构(图 3C,D)。
3 讨论
摇 摇 抗氧化剂 AST 是一种活性氧、自由基和活性氮的强
力清除剂,具有淬灭单线态氧的能力,AST 的保护作用机
制包括抑制氧化应激导致的氧化损伤、细胞凋亡和坏死,
国内外大量研究已经证实 AST 在预防和治疗慢性退行性
疾病、糖尿病、心脑血管疾病及肿瘤方面有一定作用[5,6]。
在眼部 AST 同样发挥了较强的保护作用,例如减少晶状
体蛋白的氧化应激损害,避免高眼压导致的 RPE 细胞的
凋亡等,但是对于 RPE 细胞氧化损伤的保护作用鲜有报
道[7]。
摇 摇 视网膜退行性病变是导致我国老年人视力低下的主
要原因,研究发现,其发生与长时间的积累性氧化损伤导
致的细胞凋亡有关。 实验证实,在 AMD 的早期即可出现
RPE 细胞的凋亡[8]。 凋亡对促进系统的正常发育起着重
要作用,它在生命活动中可去除不需要的或异常的细胞,
以维持生物体内环境的稳定。 许多视网膜疾病的发生、
发展均有凋亡反应的参与,包括 AMD 和视网膜光损伤、
视网膜色素变性和糖尿病视网膜病变等[9]。
摇 摇 RPE 细胞参与了许多眼底疾病的发生发展,在维护
视网膜正常生理功能方面具有重要的保护作用[10]。 正
常情况下 RPE 细胞中含有大量抗氧化物质如超氧化物
歧化酶、维生素 C、维生素 E、谷胱甘肽、过氧化氢酶等,而
且能产生相对高浓度的氧自由基,但是随着年龄的增加,
机体自身抗氧化机制逐渐减弱,导致上述抗氧化物质的
含量及活性下降,使衰老的 RPE 细胞容易受到氧化损
伤,引起疾病发生。 H2O2 是一种强氧化剂,可以自由透
过细胞膜,通过增加细胞内活性氧(ROS)含量发挥对细
胞的氧化损伤作用[11]。 RPE 细胞对氧化应激损伤较为
敏感,本实验模拟 RPE 细胞氧化损伤模型,向细胞培养
液中添加 600滋mol / L H2O2 作用 12h,造成 RPE 细胞氧化
损伤,研究 AST 对该细胞的保护作用。 流式细胞技术检
测及电镜观察细胞超微结构均显示经 H2O2 处理的细胞
其凋亡率与对照组相比明显升高,并且细胞活力检测结
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图 2摇 AST对氧化损伤致 RPE细胞凋亡的抑制作用摇 A:对照组;B:氧化损伤组;C:1. 0伊10-8mol / L AST 组;D:1. 0伊10-4mol / L AST
组;E:各组 RPE 细胞凋亡率( bP<0. 01 vs 氧化损伤组)。

图 3摇 透射电镜观察视网膜色素上皮细胞超微结构的改变(伊2000) 摇 A:对照组;B:氧化损伤组;C:1. 0伊10-8mol / L AST 组;D:1. 0伊
10-4mol / L AST 组。

果也显示 H2O2 处理的细胞其细胞活力明显降低,细胞正
常形态受到损伤,但是经过 AST 预处理的细胞其活力得
到不同程度的改善,细胞形态亦逐渐改善,说明该药物在
一定程度上能够抑制 H2O2 诱导的细胞损伤,而且这种药
物对细胞的保护作用呈剂量依赖性。 然而由于研究经费
所限,我们尚未对 AST 抑制 RPE 细胞凋亡的具体机制进
行研究,今后的实验中我们会继续深入探讨。
摇 摇 综上所述,AST 对 H2O2 诱导的 RPE 细胞的凋亡具有
一定的抑制作用,抑制效应与药物浓度正相关,从而可能
减少 RPE 细胞凋亡及由此引起的病理损害,为寻求有效
的防治视网膜损伤药物提供可靠的实验依据。
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