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胆固醇对人视网膜色素上皮细胞钙转运通道表达的影响
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[摘　要]	 目的：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中细胞膜钙AT P酶1 ( p l a s m a 

membrane Ca2+ ATPase 1，PMCA1)、L型电压依赖性钙离子通道(L -type voltage-dependent calcium 

channel，LVDCC)和细胞膜钠钙交换蛋白1(sodium calcium exchange protein 1，NCX1)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PMCA1、LVDCC和NCX1 mRNA的表达水平，

用蛋白质印迹法检测蛋白质的表达水平。结果：主要负责细胞内钙离子外排的PMCA1的mRNA和

蛋白表达水平在胆固醇处理下出现下调。在胆固醇处理下，钙流入通道LVDCC和钙稳态调控蛋白

NCX1的mRNA和蛋白表达明显增多，并且呈现时间依赖性，都是在24 h或48 h表达最多后出现回

落。其中LVDCC表达上调倍数较大。结论：玻璃膜疣主要成分胆固醇可以影响人视网膜色素上皮

细胞中钙转运通道蛋白的表达，PMCA1的表达受到胆固醇抑制， LVDCC和NCX1的表达受到胆固

醇处理上调。这可能会影响细胞内钙离子外排，引起钙离子内流，是否能进一步导致细胞内钙超

载而引起细胞凋亡，值得探讨。
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玻璃膜疣是黄斑老龄化的共同特征，是其最

早 期 的 眼 底 表 现 ， 是 年 龄 相 关 性 黄 斑 变 性 ( a g e -
related mac ular  degenerat ion，A MD)的重要危险

因子，与A MD的进展密切相关 [1]。如果玻璃膜疣

的形成能够被调整的话，AMD的发展进程可能延

缓 或 者 停 止 。 已 有 研 究 [ 2 - 4 ]表 明 玻 璃 膜 疣 形 成 起

始阶段为在视网膜色素上皮细胞(ret i na l  p ig m ent 
epithel ium，RPE)下层微小羟基磷灰石球粒(不溶

性 碱 性 磷 酸 钙 ) 以 含 胆 固 醇 的 脂 滴 为 核 心 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 。 其 中 玻 璃 膜 疣 形 成 的 起 始 成 分 为 胆

固醇，钙元素在R P E下的积累特别是不溶性钙的

沉 积 加 速 了 玻 璃 膜 疣 的 形 成 进 程 。 同 时 在 细 胞

内 钙 离 子 广 泛 参 与 细 胞 信 号 转 导 ， 如 果 大 量 的

钙 离 子 内 流 引 发 钙 超 载 可 造 成 细 胞 的 损 伤 及 凋 
亡 [ 5 - 6 ] 。 本 研 究 以 细 胞 膜 钙 A T P 酶 1 ( p l a s m a 
membrane Ca 2+ ATPase  1，PMCA1)、L型电压依

赖性钙离子通道(L -type voltage-dependent calcium 
channel，LVDCC)和细胞膜钠钙交换蛋白1(sodium 
calcium exchange protein 1，NCX1)三个钙转运通

道为代表，利用胆固醇培养人RPE细胞，分析RPE
细胞钙转运相关通道蛋白表达水平上的变化，初

步了解玻璃膜疣形成起始阶段与R P E细胞钙转运

状态的关系。

1  材料与方法

1.1  材料

ARPE -19细胞株购买自北纳生物(细胞系，中

国)；胆固醇(≥9 9 % )购自美国Si g m a公司；R I PA 
l y s i s  b u f f e r和B C A蛋白定量检测试剂盒购自上海

碧云天生物技术有限公司；PMCA1抗体购自于英

国A b c a m公司，N C X 1和LV D CC抗体购自于美国

Proteintech公司；荧光染料购自瑞士Roche公司的

light cycler 480 SYBR Green I Master。

1.2  体外培养 ARPE-19 
将A R P E - 1 9细胞株解冻离心后接种于含体积

分数1 0 %胎牛血清的D M E M / F 1 2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。继代培养3~5代细胞用于后续实验。

1.3  胆固醇处理 ARPE-19 细胞

设置正常培养对照组和胆固醇处理组。具体

方 法 见 文 献 [ 7 ] ， 对 照 组 按 上 述 体 外 培 养 A R P E -
1 9 的 方 法 正 常 培 养 。 血 液 中 的 胆 固 醇 浓 度 约 为  
2  mg / m L。选择以略高于血液中胆固醇的浓度培

养，给予细胞一种类似于胆固醇在胞外略有积累

membrane Ca2+ ATPase 1 (PMCA1), L-type voltage-dependent calcium channel (LVDCC) and cell membrane 

sodium calcium exchange protein 1 (NCX1) 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 

PMCA1, LVDCC and NCX1 at the mRNA level, and western blot was used to detect the expression at the protein 

level. Results: The mRNA and protein expression levels of PMCA1 which mainly responsible for the efflux of 

intracellular calcium ions, was down regulated under cholesterol treatment. Meanwhile, the expression of the 

mRNA and protein of the calcium inflow channel LVDCC and calcium stability regulatory protein NCX1 were 

significantly increased, and the time-dependency was present, which was up expressed to 24 or 48 h and then 

fell back. Among them, the LVDCC expression had a large number of times. Conclusion: Cholesterol, the main 

component of drusen, can affect the expression of calcium channels in human retinal pigment epithelial cells. The 

expression of PMCA1 was suppressed by cholesterol, and expression of LVDCC and NCX1 were up-regulated 

with cholesterol treatment, which may affect intracellular calcium efflux then cause calcium influx. Whether it can 

further cause intracellular calcium overload and cell death is worth exploring.

Keywords calcium channels; retinal pigment epithelial cells; cholesterol; drusen
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的环境。正常培养条件下和胆固醇浓度2.5 mg/mL
培养条件下分别取培养0、6、12、24、48、72 h不

同时间的ARPE-19细胞样品，液氮速冻后‒80 ℃保

存用于后续检测。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 检测钙转运相关蛋白 RNA 水平

的变化

吸 去 细 胞 原 培 养 液 ， P B S 清 洗 一 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

TaK aR a MiniBEST Univer sa l  R NA E x tract ion Kit
进 行 R N A 提 取 ， 以 g D N A  E r a s e r 与 R N A 溶 液 混

合 在 4 2  ℃ 共 浴 2  m i n 去 除 基 因 组 D N A ， 之 后 反

转 录 试 剂 盒 反 转 录 获 得 m R N A 。 采 用 荧 光 定 量

PCR(quant itat ive  real  t ime-PCR，qRT-PCR)技术

检 测 m R N A 转 录 表 达 水 平 变 化 ， 以 Tu b u l i n 为 内

参，利用R o c h e  l ig ht  c yc l er  4 8 0  S Y B R  G reen  I荧

光染料反应、循环数Ct  值法在A B I荧光实时定量

PCR仪上检测分析。反应程序为：95 ℃  10 min，

30 c ycles(95 ℃  10  s，65 ℃  15  s，72 ℃  20  s)，  
65~95 ℃  0.5℃/5 s。LVDCC退火温度为60 ℃。内

参Tubulin和3个钙转运通道基因引物见表1。统计

学软件为 E x c e l  1 7 . 0 ，利用方差分析进行显著性

检验，分别比较2个组不同处理时间与0  h时的表

达变化。

表1 实时定量PCR引物

Table 1 Primers of quantitative real time PCR

Gene name (No.) 5'-3' Sequence Size/bp

Tubulin Forward：GGACCGCATCTCTGTGTACT 180

Reverse：CCTTTGGCCCAGTTGTTACC

NCX1 (Y13032.1) Forward：GAGCCTTGCCAGTTCCATTT 250

Reverse：TGCAGAGGTGAGATTCAGGT

LVDCC (BC146846.1) Forward：TCTGTGTTGTGTTCGCTTGG 235

Reverse：GCCATTTCTCGCCTAGCTTC

PMCA1 (NM_001366531.1) Forward：CATCGAGGGAGAAAACTGCG 167

Reverse：CTTGTTTGCCGTGTCTTGGA

1.5  蛋白质印迹法检测

以 R I PA 蛋 白 裂 解 液 裂 解 细 胞 提 取 细 胞 总 蛋

白，以BCA试剂盒检测蛋白浓度。12%凝胶浓度进

行SDS -PAGE电泳分离蛋白质，电转P VDF模后一

抗和二抗孵育，蛋白质印迹法检测不同处理下的

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。

2  结果

2.1  胆固醇对 RPE 细胞 PMCA1、LVDCC 和 CX1 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 

2 . 5  mg / m L胆固醇暴露处理0、6、1 2、2 4、4 8、

7 2  h 各时间段 A R P E - 1 9 细胞中 P M C A 1 、 LV D C C
和N C X 1  m R N A表达的情况。结果表明：在正常

培养条件下，随着时间延长， P M C A 1  m R N A 表

达略有升高，在7 2  h时有显著升高。而胆固醇暴

露 的 A R P E - 1 9 细 胞 中 P M C A 1  m R N A 表 达 水 平 明

显低于对照组，从6 h开始到72 h  PMC A1 mR NA
表达显著下调，在1 2  h表达水平最低，下调了约

2 倍，但未呈现时间依赖性 ( 图 1 A ) 。在正常培养

条 件 下 LV D C C  m R N A 表 达 也 在 7 2  h 显 著 升 高 ；

与 对 照 组 相 比 ， 胆 固 醇 处 理 组 长 时 间 培 养 ( 2 4  h
和4 8  h) LV D CC  m R N A  表达明显上调，2 4  h时表

达上调了近4倍，差异具有统计学意义( P < 0 . 0 5，

图 1 B ) 。 在 正 常 培 养 条 件 下 N C X 1  m R N A 表 达
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图1 胆固醇处理对PMCA1(A)、LVDCC(B)、NCX1(C)三个基因mRNA表达水平的影响

Figure 1 The effect of cholesterol treatment on the mRNA expression levels of the three genes PMCA1 (A), LVDCC (B) and 
NCX1 (C)

显著性检验是分别以对照组和胆固醇处理组各自的0 h作差异分析。*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001。

The significance test is to analyze the difference between the control group and the cholesterol-treated group at 0 h respectively. *P<0.05, 

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

图2 蛋白质印迹法检测胆固醇处理对PMCA1、LVDCC、NCX1蛋白质表达水平的影响

Figure 2 Western blot detection of the effect of cholesterol treatment on the protein expression levels of PMCA1, LVDCC and NCX1
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水 平 随 时 间 延 长 无 明 显 变 化 ， 而 胆 固 醇 处 理 后

NCX1 mRNA表达水平明显高于对照组，特别是在

2 4  h，表达上调了近 6 倍 ( 图 1 C ) 。在胆固醇处理

组72 h时LVD CC 和NCX1 mRNA表达水平与处理

2 4  h、4 8  h相比显著下调，都是在处理时间超过

2 4  h后表达出现回落，表现出一定的时间效应。

这 些 结 果 表 明 ： 胆 固 醇 处 理 下 P M C A 1 转 录 水 平

表 达 显 著 降 低 ， LV D C C 和 N C X 1 转 录 水 平 表 达 
上调。

2.2  胆固醇对 RPE 细胞 PMCA1、LVDCC 和 NCX1
蛋白质表达水平的影响

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 、 1 2 、 2 4 、 4 8 、 7 2  h 各 时 间 段

A R PE -19细胞中PMCA1、LVD CC和NCX1的蛋白

质表达的情况(图2)。结果表明：胆固醇处理24 h
后PMCA1蛋白质含量明显降低，特别是  72 h。胆

固醇处理组的LVDCC和NCX1的蛋白质表达明显增

多，在48 h增加最明显。

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 ( 图 3 ) 。 加 入 胆 固

醇 培 养 的 A R P E - 1 9 细 胞 中 P M C A 1 蛋 白 质 含 量 随

时 间 延 长 不 断 降 低 ， 最 低 在 7 2  h ， 降 低 了 约 2 倍

( 图 3 A ) 。胆固醇处理组在 4 8  h  LV D C C 蛋白质表

达 水 平 最 高 ， 增 高 了 约 4 倍 ( 图 3 B) ， N C X 1 蛋 白

质 含 量 在 胆 固 醇 暴 露 4 8  h 增 加 约 1 . 7 倍 ( 图 3 C ) ；

两 个 蛋 白 质 的 表 达 均 是 在 7 2  h 略 低 于 4 8  h 。 这

些 结 果 表 明 ： 胆 固 醇 处 理 下 P M C A 1 蛋 白 质 表 达

明 显 减 少 ， LV D C C 和 N C X 1 的 蛋 白 质 表 达 水 平

上调。
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3  讨论

玻 璃 膜 疣 位 于 R P E 层 及 B r u c h 膜 之 间 ， 是 由

R P E细胞残片、炎性因子、补体因子及补体激活

物、脂褐素等堆积而成的细胞外沉积[1,7-8]。玻璃膜

疣的出现与危害视力的黄斑病变，如视网膜色素

上皮脱离、萎缩和脉络膜新生血管的发生密切相

关[9]。已有研究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RPE细

胞可能是细胞外玻璃膜疣形成的起始和调控的关

键位置 [3-4]。R PE细胞具有转运视色素、转运营养

成分和清除自由基等功能，RPE细胞功能正常对维

持视网膜的功能和结构有重要意义。所以RPE功能

异常可能既是玻璃膜疣形成的主要因素，也可能

是玻璃膜疣形成后对RPE的影响结果，包括RPE细

胞钙离子转运等功能。作为重要的第二信使，细

胞内钙离子参与调控细胞的增殖、分化、自噬和

凋亡等过程，对于细胞活力的维持至关重要[6]。钙

离子稳态失衡可能会引起RPE细胞功能障碍和细胞

凋亡，而R PE细胞渐进性功能障碍或凋亡在A MD

的发病进程中起至关重要的作用，R P E细胞凋亡

也是干性AMD早期病理改变之一 [5,9-10]。起始阶段

以胆固醇为核心的脂滴在细胞外不溶性钙的存在

下加速滞留蛋白质，形成聚合体沉淀可能是玻璃

膜疣形成的一种机制 [ 2 ]。综上所述， R P E 细胞钙 

离子稳态可能与玻璃膜疣形成关系密切，存在互

相影响。

本研究以玻璃膜疣形成起始阶段主要成分胆

固醇作用于RPE细胞。通过检测三个钙离子相关转

运通道转录水平和蛋白质表达水平的变化，发现

胆固醇使PMCA1表达减少，LVD CC和NCX1表达

上调，且LVDCC表达上调倍数最大。其中PMCA1

为细胞膜上将细胞内高浓度的钙离子转运至细胞

外的钙泵，而通过LVDCC进入细胞是细胞外钙离

子 进 入 R P E 细 胞 的 主 要 方 式 ， N C X 1 作 为 调 控 细

胞内外钙离子稳态重要的跨膜转运蛋白，也是细

胞内钙变化的关键钙通道 [11-13]。LVD CC在胆固醇

处理下明显上调，可能促进细胞外钙离子进入细

胞。而PMCA1和NCX1的下调，则有可能引起细胞

内钙离子外排受阻。所以胆固醇暴露可能使RPE细

胞的钙离子外排受到抑制，引进钙离子内流。胆

固醇处理下NCX1和LVDCC的转录水平表达在24 h

最高，之后48 h和7 h出现回落；其蛋白质水平表

达在胆固醇处理48 h最多，在72 h略有降低，比转

录水平表达增多的时间上略有延迟。这可能受处

理时间延长导致死亡细胞增多的影响。玻璃膜疣

形成起始阶段脂质积累的刺激，可能引起RPE细胞

钙超载，从而导致细胞的凋亡。而死亡RPE细胞的

碎片及钙离子的释放可能会继续促进玻璃膜疣聚

合体的形成。本研究探讨了胆固醇对RPE细胞钙离

子转运通道的影响，但胆固醇对RPE细胞凋亡的影

响及此影响是否参与玻璃膜疣的形成过程尚需进

一步探讨。
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图3 蛋白质印迹法检测的灰度分析结果

Figure 3 Gray analysis results of western blotting detection

(A)PMCA1；(B)LVDCC；(C) NCX1。以蛋白质印迹法检测每个样品Tubulin蛋白结果的灰度为参照。

(A)PMCA1; (B) LVDCC; (C) NCX1. Take the grayscale of the western blotting result of tubulin protein of each sample as a reference.
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