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[摘　要]	 目的：研究玻璃膜疣主要成分胆固醇对人视网膜色素上皮细胞A R P E - 1 9中金属硫蛋白表达的影

响。方法：体外培养ARPE-19细胞，将细胞分为对照组和胆固醇处理组(2.5 mg/mL)，取样时间为

0，6，12，24，48，72 h。通过实时定量PCR检测hMT1a，hMT2a和hMT3在转录水平的表达，用

蛋白质印迹法检测总金属硫蛋白的表达。结果：在转录水平上hMT1a，hMT2a和hMT3受到胆固

醇影响mRNA表达上调，且hMT3上调倍数最大；总金属硫蛋白的蛋白表达随着胆固醇处理时间延

长明显增多。结论：玻璃膜疣主要成分胆固醇可以上调人视网膜色素上皮细胞中金属硫蛋白的表

达，提示金属硫蛋白表达可受到玻璃膜疣形成起始阶段的刺激，其检测是否能用于年龄相关性黄

斑变性的早期发现及早期诊断还需深入探讨。
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Abstract Objective: To study the effects of cholesterol, the main component of drusen, on the expression of metallothionein 

of ARPE-19 cells. Methods: The ARPE-19 cell line was cultured in vitro, and the cells were divided into a control 

group and a cholesterol treatment group (2.5 mg/mL). The treatment time was 0, 6, 12, 24, 48, 72 hours. Real-

time quantitative PCR was used to detect the expression of hMT1a, hMT2a and hMT3 at the mRNA level, and 

Western blot was used to detect the expression at the protein level. Results: The mRNA expression of hMT1a, 

收稿日期 (Date of reception)：2020–10–14

通信作者 (Corresponding author)：赵洪礼，Email: zhaohongli221@163.com

基金项目 (Foundation item)：辽宁省自然科学基金博士科研启动基金计划项目 (20170520050)。This work was supported by Liaoning Natural 

Science Foundation Doctoral Program of Scientific Research Startup Fund, China (20170520050).

·论著·	doi: 10.3978/j.issn.1000-4432.2020.12.07
View this article at: http://dx.doi.org/10.3978/j.issn.1000-4432.2020.12.07



玻璃膜疣主要成分胆固醇对人视网膜色素上皮细胞金属硫蛋白表达的影响    张敏，等 129

金属硫蛋白(metal lothionein，MT)是广泛存

在于动植物和微生物组织中的一类能螯合大量金

属离子的小分子蛋白质，具有极强的清除活性氧

与抗氧化能力，在体内主要具有参与微量元素代

谢、重金属解毒、清除羟基自由基、拮抗电离辐

射及参与机体应激反应、增强机体对抗不良状态

的适应能力等多种作用[1-3]。MT可在眼睛中大量表

达[4-5]。MTs(特别是MT-1，MT-2，MT-3)的积累是

视网膜变性疾病的重要保护机制，如年龄相关性

黄斑变性(age-related macular degeneration，AMD)
和视网膜色素变性[6-7]。氧化应激和/或锌毒性是这

些疾病的一种共同途径 [6]。作为抗氧化剂，MT可

在防御视网膜色素上皮细胞氧化损伤和细胞凋亡

中发挥重要作用，如可保护视网膜色素上皮细胞

(retinal pigment epithelial cells，RPE)免于光辐射损

伤 [8-14]。研究MTs的表达模式和功能可以拓宽对这

些疾病引发的内源性分子响应的理解，并有助于

开发新的治疗策略[6,12,15]。

目前AMD的发病机制尚不清楚，可能是氧化

应激、炎症、基因和环境等多因素相互作用的结

果 [16]。AMD可分为干性(地图萎缩样，85%~90%)
和湿性(脉络膜新生血管，1 0 % ~ 1 5 % )两种。玻璃

膜疣是干性AMD的主要特征，是其最早期的眼底

表现，与A M D的进展密切相关 [ 1 6 - 1 7 ]。研究 [17-19]表

明：玻璃膜疣形成起始阶段为在RPE下层以含胆固

醇的脂滴为核心，微小羟基磷灰石球粒沉积，而

其外层被A β、玻连蛋白、补体因子H等蛋白质包

被覆盖。有学者[18-19]在实验室培养过程中重建了仅

依赖于RPE细胞的玻璃膜疣生物发生过程，表明了

RPE细胞可能是细胞外玻璃膜疣形成的起始和调控

关键位置。所以RPE功能异常可能既是玻璃膜疣形

成后对RPE影响的结果，也可能是玻璃膜疣形成的

主要因素。本研究利用玻璃膜疣形成起始阶段的

主要成分胆固醇培养人RPE细胞，分析RPE细胞中

金属硫蛋白转录水平和蛋白水平表达上的变化，

初步探索人RPE细胞金属硫蛋白与玻璃膜疣形成的

关系。

1  材料与方法

1.1  材料

人视网膜色素上皮细胞体外培养A R P E - 1 9细

胞株购自北纳生物 ( 细胞系 ) ；胆固醇 ( ≥ 9 9 % ) 购

自美国 S i g m a 公司；总金属硫蛋白抗体购自美国

Proteintech公司；荧光染料使用美国Roche公司的

light cycler 480 SYBR Green I Master。

1.2  人视网膜色素上皮细胞 ARPE-19 细胞培养

将A R P E - 1 9细胞系解冻离心后接种于含体积

分数10%胎牛血清的DME M/F12 培养液中，置于

37 ℃、体积分数为5% CO2培养箱中培养。生长至

大部分细胞接近融合状态时使用0.25%胰蛋白酶消

化传代。第3~5代细胞用于后续实验。

1.3  ARPE-19 细胞培养处理

设置正常对照组：正常培养，分别取培养0，

6，12，24，48，72 h不同细胞周期的ARPE -19细

胞离心取细胞，液氮速冻后做好标记−80 ℃保存。

胆固醇处理组：以胆固醇浓度 2 . 5  m g / m L 培

养(血液中的胆固醇浓度大约是200 mg/dL左右，

也就是2 mg/mL)，分别在培养不同时间点0，6，

12，24，48，72 h取细胞样，PBS缓冲液漂洗3次

后，液氮速冻做好标记−80 ℃保存。

不同处理组光学显微镜下观察取图，记录好

培养过程中细胞变化。

1.4  实时定量 PCR 检测转录水平的变化

吸 去 细 胞 原 培 养 液 ， P B S 洗 1 次 ， 用 胰 酶

消化细胞， 1  0 0 0  r / m i n 离心 5  m i n ， P B S 重悬细

胞，1  0 0 0  r / m i n离心5  m i n弃上清。采用Ta K a R a 
MiniBEST Universal RNA Extraction Kit进行RNA提

取，以g D N A  Era ser与R N A溶液混合在4 2  ℃共浴

hMT2a and hMT3 were up-regulated by cholesterol and the protein expression of total MTs was increased with 

cholesterol treatment. Conclusion: Cholesterol, the main component of drusen, can up-regulate the expression 

of metallothionein in human retinal pigment epithelial cells, suggesting that the expression of metallothionine can 

be stimulated by the initial stage of drusen formation. However, whether its detection can be used for the early 

detection and early diagnosis of age-related macular degeneration or not still needs to be further explored. 

Keywords metallothionein; cholesterol; retinal drusen; retinal pigment epithelial cells
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2 min去除基因组DNA，之后反转录试剂盒反转录

获得mR NA。采用荧光定量PCR(quant i tat ive  real 
t ime-PCR，qRT-PCR)技术检测mRNA转录表达水

平变化，以Tubulin为内参，利用SYBR Green I荧光

染料反应、循环数Ct 值法在ABI荧光实时定量PCR
仪上检测分析。内参Tubulin和3个金属硫蛋白基因

hMT1a，hMT2a，hMT3的引物序列见表1。

1.5  蛋白质印迹法检测

提取细胞总蛋白，以B C A试剂盒检测总蛋白

含量。以SDS -PAGE电泳分离蛋白质，转P VDF模

后一抗和二抗孵育，以蛋白质印迹法比较不同处

理下的蛋白表达量变化。凝胶系统观察取图，以

Tubulin蛋白为标准参照，用Image J软件对图片结

果进行灰度扫描分析。 

表1 实时定量PCR引物

Table 1 Primes of quantitative real time PCR

基因名称 引物序列 长度/bp

Tubulin 正向引物：5'-GGACCGCATCTCTGTGTACT-3' 180

反向引物：5'-CCTTTGGCCCAGTTGTTACC-3'

hMT1a (NM_005946.3) 正向引物：5'-AGGTCTGTTGATGTCTGCCA-3' 166

反向引物：5'-GCACTGCGACCACTAAAACT-3'

hMT2a (NM_005953.5) 正向引物：5'-GGACCCCAACTGCTCCTG-3' 160

反向引物：5'-CTTCTCTGATGCCCCTTTGC-3'

hMT3 (NM_005954.4) 正向引物：5'-TGGATCCCAACTGCTCCTG-3' 156

反向引物：5'-GACGCCCCTTTGCAGATG-3'

2  结果

2.1  胆固醇对RPE细胞金属硫蛋白转录水平表达的影响

通过实时定量P C R检测正常培养对照组和加

入玻璃膜疣主要成分胆固醇(2.5  mg/mL)处理0，

6，12，24，48，72 h不同时间段ARPE -19细胞中

三个金属硫蛋白hMT1a，hMT2a，hMT3转录水平

的表达情况。结果表明：在正常培养条件下，随

着时间延长，hMT1a，hMT2a，hMT3 mRNA表达

略有变化，但变化不明显，差异不具有统计学意

义(P>0.05，图1)。加入胆固醇培养后，与对照组

相比，随着时间延长， h M T 1 a ， h M T 2 a ， h M T 3 
mRNA表达都呈现上调的趋势，都是在12 h明显增

高，在24 h增高达到顶峰，48 h mRNA表达低于24 h
但也是上调，在72 h时其表达略低于对照组但变化

不显著。其中hMT1a转录水平最高上调了4.9倍，

hMT2a转录水平最高上调了17倍，hMT3转录水平

最高上调了3 5倍。这些结果表明胆固醇处理下以

hMT1a，hMT2a，hMT3为代表的金属硫蛋白转录

水平表达上调，并且hMT3的变化最大。

2.2  胆固醇对 RPE 细胞金属硫蛋白蛋白水平表达

的影响

通过蛋白质印迹法检测正常培养和2.5 mg/mL
胆固醇处理0，6，12，24，48，72 h不同培养时

间A R P E - 1 9细胞中总金属硫蛋白的蛋白表达情况

(图2)。结果表明：在正常培养时随培养时间延长

金属硫蛋白表达略有增多，胆固醇处理2 4  h后金

属硫蛋白含量明显增多(图2A)。为定量比较两组

蛋白表达的变化，对蛋白质印迹法结果进行了灰

度分析。对照组金属硫蛋白的蛋白含量变化无明

显趋势，到1 2  h略有降低，继续培养到4 8  h含量

增多，之后在7 2  h出现回落。加入胆固醇培养的

A R P E - 1 9细胞中金属硫蛋白的蛋白含量随时间延

长不断增多，在24 h开始增多，48 h和72 h时增加

倍数最大，最高增多了约4倍(图2B)。与转录水平

相比，胆固醇处理组MT蛋白水平表达增多时间上

略有延迟。mRNA水平是从12 h开始上调，到24 h
水 平 最 高 ， 在 4 8  h 开 始 回 落 ( 图 1 ) 。 这 些 结 果 表

明：胆固醇处理下金属硫蛋白的蛋白表达水平明

显上调。
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3  讨论

虽然MT在疾病发生的机制方面有待深入，但

其在研究疾病研究中所显现出来的重要作用得到

了许多科研工作者的重视[2-3]。MT结合金属离子及

清除氧自由基的功能使其在抗衰老、氧化应激及

细胞凋亡等过程中发挥重要作用[1-3,12]。MT在许多

疾病中的表达上调或下调可以作为疾病检测的标

志蛋白，或者可能成为新的治疗方法的靶点 [6,20]。

在大鼠眼部组织中，MT可明显表达于角膜上皮细

胞、晶状体、视网膜色素上皮层、视神经胶质细

胞等，在神经纤维层也见表达 [4]。在A MD患者的

RPE细胞中检测到MT的表达，并且过量表达MT3
可能诱导血管内皮生长因子的表达来抑制激光诱

导的小鼠脉络膜新生血管的进程 [5,20]。因此视网膜

色素上皮细胞中MT的检测可能有利于AMD的早期

发现、早期诊断及早期治疗。但是目前对于MT与

AMD特别是干性AMD发展进程的关系尚不清楚。

在本研究中，以干性AMD的标志物玻璃膜疣

形成起始阶段的主要成分胆固醇作用于RPE细胞，

检测金属硫蛋白转录和蛋白表达水平的变化，发

现胆固醇暴露使hMT1a，hMT2a，hMT3的mRNA
表达上调，其中hMT3的表达上调倍数最大。在蛋

白水平上，总金属硫蛋白表达量明显增多。这些

结果表明RPE细胞金属硫蛋白可能受到玻璃膜疣形

成起始阶段脂质积累的刺激，特别是hMT3。金属

硫蛋白家族主要有4种类型，其中MT1和MT2在所

有组织大量表达，MT3主要在神经系统包括视网膜

中表达，MT4在皮肤上皮细胞中特异表达[1-2,4]。在

小鼠中，MT3在RPE中的表达水平可能低于M T 1 a
和MT2a [12]。但与MT1/MT2缺失相比，MT3缺失

加剧了光暴露下小鼠视网膜细胞损伤和活性氧产

生，表明 M T 3 可能比 M T 1 / M T 2 在视网膜中发挥

了更大作用 [13]。而在本研究中受胆固醇刺激，金

属硫蛋白表达量明显增多，但其中 h M T 3 变化最

明显，表明相比于 h M T 1 a 和 h M T 2 a 可能 h M T 3 与

玻璃膜疣形成起始阶段关系更加密切，值得深入

探讨。

AMD早期最显著的特征是眼底黄斑玻璃膜疣，

对早期AMD患者，观察黄斑区玻璃疣的特征及发

展，对AMD的早期诊断和预后具有重要价值 [16]。

金属硫蛋白可在玻璃膜疣形成初期出现表达上的

变化，表明其可能与玻璃膜疣的发生发展密切相

关，可能成为早期AMD中玻璃膜疣生物发生新的

标志物。但金属硫蛋白是否可作为AMD的早期检

测的标志物或影响玻璃膜疣形成进程尚需进一步

探讨。

图1 胆固醇对(A) hMT1a，(B) hMT2a，(C) hMT3 3个基因mRNA表达水平的影响

Figure 1 The effect of cholesterol treatment on the mRNA expression levels of the three genes (A) hMT1a, (B) hMT2a, (C) hMT3

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

图2 蛋白质印迹法检测胆固醇对总金属硫蛋白表达水平的

影响

Figure 2 Western blot detection of the effect of cholesterol 

treatment on the protein expression levels of total metallothionein

(A)蛋白质印迹法检测结果；(B)蛋白质印迹法检测的灰度分

析结果。以Tubulin蛋白的蛋白质印迹法结果的灰度为参照。

(A) The result of Western blot detection; (B) Gray analysis results 

of Western blot detection. Take the grayscale of the Western 

blotting result of tubulin protein of each sample as a reference.
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