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血小板源性生长因子-C蛋白在视网膜光感受器细胞损伤
模型中的神经保护作用
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摘 要：【目的】探讨血小板源性生长因子-C（PDGF-C）蛋白治疗对视网膜光感受器细胞损伤模型中的神经

保护作用。【方法】①检测体外条件下 PDGF-C的作用，使用光感受器细胞系 661W细胞及原代培养的 Pde6brd1
视网膜细胞。在体外培养的 661W细胞培养液中加入PDGF-C蛋白或者牛血清蛋白（BSA），分别予以同等强度相

同时间长短的紫外线照射，然后做MTT检测其细胞凋亡状况，检测 PDGF-C蛋白对 661W细胞的保护作用。取

Pde6brd1小鼠视网膜做原代细胞培养后，在培养液中分别加入PDGF-C蛋白或BSA，相同条件培养后通过免疫荧

光染色检测光感受器细胞的生存情况，以检测 PDGF-C蛋白对该原代细胞的保护作用。②检测在体条件下

PDGF-C的作用，在 Pde6brd1小鼠的视网膜下分别注射 PDGF-C蛋白及BSA，然后通过组织切片后苏木精-伊红

（HE）染色观察视网膜光感受器细胞数量的变化来检测PDGF-C的神经保护作用。【结果】在紫外线诱导的视网

膜光感受器细胞 661W 损伤模型中，培养液中加入 PDGF-C 蛋白的实验组中，MTT 实验显示 490 nm 吸光度

（0.2857 ± 0.054）较对照组（0.1726 ± 0.005）增高，P < 0.05。在 Pde6brd1原代培养的视网膜细胞中，PDGF-C蛋白

组中光感受器细胞的存活率明显高于对照组，P < 0.05。在 Pde6brd1小鼠的视网膜下注射 PDGF-C蛋白，实验组

外核层中的每 100 μm细胞计数（38.4769 ± 6.1）较对照组（27.2435 ± 5.3）增加，P < 0.05。【结论】PDGF-C蛋白在

光感受器细胞损伤模型中具有较强的神经保护作用。
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Abstract：【Objective】We investigated the neuroprotective effect of Platelet-derived growth factor C（PDGF-C）pro⁃
tein in retina photoreceptor cell damage models.【Methods】Both in vivo and in vitro models have been tested. One is UV-
lesioned photoreceptor cell line 661W. Neuroprotective effect of PDGF-C was assessed by MTT test. Another model is a
typical retinitis pigmentosa model called Pde6brd1. Neuroprotective effect of PDGF-C protein was assessed by immunos⁃
taining through retina cell primary culture and HE staining through subretinal injection.【Result】Neuroprotective effect is
detected in UV-lesioned 661W cell model. The results of MTT test showed that the absorbance values in PDGF-C groups
increased obviously compared with control. Furthermore，immunostaining results showed that survival of photoreceptor
cells increased in PDGF-C treated group compared with control. Moreover，subretinal injection of PDGF-C increased the
cell number in outer nuclear layer.【Conclusion】Thus，the cell and animal models valicated the neuroprotective effect of
PDGF-C in photoreceptor lesions.

Key words：platelet derived growth factor-C；rd1；photoreceptor；661W
［J SUN Yat⁃sen Univ（Med Sci），2018，39（5）：648-653］

第 39 卷 第5期
2018年 9月

中山大学学报（医学版）

JOURNAL OF SUN YAT⁃SEN UNIVERSITY（MEDICAL SCIENCES）
Vol.39 No.5
September 2018



第5期
防盲治盲是人类健康事业的重要课题。常见

的致盲性疾病有白内障、青光眼、老年黄斑变性、

糖尿病视网膜病变和视网膜色素变性［1-2］。其中，

老年黄斑变性和视网膜色素变性都属于视网膜退

行性病变，且与视网膜中的神经细胞——光感受

器细胞的损伤有关［3-4］。因此，视网膜光感受器细

胞的损伤严重威胁人类视觉健康。在多年研究

中，许多具有神经保护功能的因子被发现且被先

后证明对神经细胞有保护作用，如节细胞源生长

因子、神经生长因子家族，胶质细胞源生长因子家

族等均被证明对视网膜节细胞有一定的神经保护

作用［5-9］。但是由于目前临床上还没有能够有效

阻止神经细胞死亡的药物，发现、测试并开发具有

神经保护功能的因子仍然是神经科学研究的重要

任务。血小板源性生长因子（platelet- derived
growth factor，PDGF）是调节细胞生长和分裂的众

多生长因子之一，特别是在血管形成、血管内皮细

胞的生长、间充质细胞的增殖中起着重要的作

用［10- 11］。血小板源性生长因子-C（platelet- de⁃
rived growth factor-C，PDGF-C）属于 PDGF 家族，

研究发现 PDGF-C在胚胎发育、癌症发生等过程

中均起着重要作用［12-13］。有研究发现，PDGF-C广

泛表达于视网膜，在视神经损伤时，视网膜中

PDGF-C的表达显著升高［14］；提示PDGF-C可能对

损 伤 修 复 起 作 用 ，本 实 验 将 进 行 测 试 。 因

Pde6brd1品系的小鼠具有视网膜光感受器细胞不

可逆性死亡的特征［15］，因此本实验也将结合该小

鼠模型以及紫外线损伤 661W 细胞模型来研究

PDGF-C蛋白治疗在视网膜光感受器细胞损伤模

型中的神经保护作用。

1 材料与方法

1.1 材 料

1.1.1 实 验 动 物 先 天 性 视 网 膜 变 性 模 型

Pde6brd1 品系小鼠。SPF 级 Pde6brd1 品系小鼠，

雄性，体质量 20～22 g，由南京维通利华实验动物

技术有限公司提供。实验动物使用许可证：SYXK
（粤）2015-0058。
1.1.2 实验细胞 光感受器细胞株 661W，购自上

海博谷生物科技有限公司。

1.1.3 主要试剂 PDGF-C 蛋白购自 RD 公司；

BSA购自广州研信生物科技有限公司；MTT细胞

活性检测试剂盒购自 Sigma 公司；苏木素购自 Sig⁃
ma公司；伊红购自 Sigma公司；光感受器细胞抗体

recoverin购自 sigma公司；95%酒精、无水乙醇、二

甲苯、中性树脂及OCT包埋剂均购自上海生工生

物工程有限公司。

1.2 方 法

1.2.1 动物模型构建 Pde6brd1小鼠分 2组，分别

在 P3 进行视网膜下注射 PDGF-C 蛋白或者 BSA
各 1 μg（1 μg/ μL），放回鼠笼继续培养，在 P24收

眼球，每组 6只小鼠，12只眼球。本研究所有的动

物实验操作流程均严格遵守中山大学实验动物的

使用指南，对动物的实验步骤已通过中山大学中

山眼科中心动物伦理委员会审阅和批准，批准编

号为 2015-110。
1.2.2 细胞模型构建 光感受器细胞系 661W细

胞 将处于对数生长期的 661W细胞消化后，通过

细胞计数，按照每孔 1 × 105个细胞接种在 96孔板

上，放入细胞培养箱 24 h待细胞贴壁。24 h后取

出 96孔板，分两组，每组 10孔加入相等量的混合

PDGF-C蛋白（50 ng/mL）或BSA（50 ng/mL）的培养

液，置入细胞培养箱继续培养 24 h。24 h后在另

一细胞培养箱中放入紫外线灯（radiant exposure =
4.3 J/cm2），将 96孔板放在紫外线灯上 10 cm处，照

射 10 min后关闭紫外灯，将 96孔板移入没有紫外

线灯的细胞培养箱继续培养。

取 P1的 Pde6brd1小鼠视网膜，经木瓜蛋白酶

消化并轻柔吹打均匀后，通过细胞计数，按照每孔

1 × 107个细胞接种在 96孔板上，放入细胞培养箱

48 h待细胞贴壁。取出 96孔板，吸出培养液及未

贴壁细胞，分 2 组，每组 10 孔，加入 60 μL 混合

PDGF-C蛋白（50 ng/mL）或BSA（50 ng/mL）的培养

液，置入细胞培养箱继续培养 7 d，中途换液一次，

仍然按分组使用 60 μL混合 PDGF-C蛋白（50 ng/
mL）或BSA（50 ng/mL）的培养液。

1.2.3 冰冻切片及苏木素伊红染色 收获眼球后

用OCT包埋冰冻包埋剂包埋，放入-20 ℃冰箱过

夜，用冰冻切片机按水平方向切片收取靠近视神

经部分的水平面切片。具体方法参考试剂盒说

明，按照苏木素伊红染色步骤对冰冻切片进行染

色后，在倒置显微镜下观察视网膜外核层细胞数

量的变化，并在近视神经处进行视网膜外核层细

胞计数并记录。

1.2.4 MTT细胞活性检测 紫外灯照射处理后的

张汝婷，等 . 血小板源性生长因子-C蛋白在视网膜光感受器细胞损伤模型中的神经保护作用 649
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A：661W cell from BSA treated group，× 10；B：661W cell from PDGF-C protein treated
group，× 10；C：661W cell from untreated group；D：Analysis of OD490 nm absorbance of 661W cell
after interfering BSA and PDGF-C. 1）P < 0.05 vs control group，n = 10.

图 1 PDGF-C 蛋白治疗对紫外线诱导 661W 细胞损伤模型的作用

Fig.1 PDGF-C protein and BSA treatment effect for UV-lesioned 661W cell
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661W细胞放入细胞培养箱继续培养 24 h。24 h
后取出 96孔板，吸出上清，用灭菌的室温 PBS洗

涤 3次。具体方法参考试剂盒说明，按照说明书

步骤对细胞进行处理后，应用酶标仪 OD 490 nm
检测各孔的吸光度。

1.2.5 细胞免疫荧光染色 从细胞培养箱中取出

细胞，去除培养液用室温 PBS洗涤 3次后，每孔中

加入40 μL的40 g/L多聚甲醛，室温下固定30 min，
用室温的 PBS洗涤 3次，加入 0.5% triton+驴血清，

室温下打孔和封闭 20 min，用室温的 PBS 洗涤 3
次。每孔加入 1∶1 000 配制的一抗 20 μL，放入

4 ℃冰箱中 12 h。取出培养皿用室温的PBS洗涤 3
次，每孔加入 1∶5 000配制的二抗 20 μL，室温放

置 1 h。1 h后用室温 PBS洗涤 3次，每孔加入 20
μL含DAPI抗荧光淬灭封片剂，启动激光共聚焦

显微镜观察并拍照记录。

1.3 统计分析

采用 SPSS 16.0 统计软件包进行统计学分

析。数值数据以均值±标准差（x ± s）表示，配对资

料组间应用 t检验，选用 LSD（least significant dif⁃
ferenced）法进行统计学分析，P < 0.05时差异有统

计学意义。

2 结 果

2.1 PDGF-C蛋白治疗对紫外线诱导661W细

胞损伤模型的作用

按照实验安排在培养基中分别加入 50 ng/mL
的 PDGF-C 蛋白或 BSA，并照射 10 min 的紫外

灯。显微镜下可见细胞均有不同程度皱缩，

PDGF-C组较对照组轻微，BSA组可见细胞碎片及

部分细胞漂浮。根据MTT结果分析显示，在紫外

灯照射 10 min后，加入 PDGF-C蛋白的实验组中，

490 nm吸光度（0.285 ± 0.054）较对照组（0.1725 ±
0.0055）明显增高（表 1，图 1 A～C），组间差异有

统计学意义（图 1D）。

2.2 PDGF-C蛋白治疗对体外培养Pde6brd1小

鼠视网膜原代细胞的作用

Pde6brd1小鼠 P1时收取视网膜，经木瓜蛋白

酶消化后分两组按 1 × 107个每孔接种在 96孔板，

待细胞贴壁后在培养基中分别加入 PDGF-C蛋白

或者 BSA，7 d后收取细胞并进行免疫荧光染色。

recoverin/DAPI 双染结果显示，相同培养环境下，

在加入 PDGF-C蛋白培养的实验组内 recoverin阳

DD
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性细胞占视网膜混合细胞比例多于加入BSA培养

的对照组（表 2，图 2 A、B），即实验组中光感受器

细胞存活率高于对照组。PDGF-C蛋白组与 BSA
组光感受器细胞存活率比较，组间差异有统计学

意义（图 2C）。

2.3 PDGF-C蛋白治疗对Pde6brd1小鼠视网膜

的作用

Pde6brd1 小 鼠 P3 时 进 行 视 网 膜 下 注 射

PDGF-C蛋白或者 BSA，P24收眼球切片、染色结

果显示，镜下显示视网膜整体厚度变薄，以外核层

变薄为主，内核层及节细胞层暂未见明显异常。

注射BSA的对照组中 rd1的外核层仅可见 1～2层

细胞，注射 PDGF-C蛋白的实验组中 Pde6brd1的

外核层细胞层数较对照组多，可见约 3～4层细胞

（表 3，图 3 A、B）。统计显示，注射 PDGF-C蛋白

的实验组外核层中的每 100 μm细胞计数（38.4 ±
6.1）较对照组（27.2 ± 5.3）增加，组间差异有统计

学意义（图 3C）

3 讨 论

视网膜退行性病变目前作为一类主要的致盲

性眼病，其患病率逐年提升。而该退行性疾病与

视神经细胞、感光细胞及视网膜色素细胞的病变

密不可分。以往基础研究中，许多具有神经保护

功能的因子或功能蛋白都曾被应用于探究对视神

经细胞及视网膜色素细胞损伤的疗效，并取得较

A：BSA treated group，× 10；B：PDGF-C treated group，× 10；C：Analysis of ratio of photoreceptor cells and retina mix cells after interfer⁃
ing PDGF-C protein and BSA. Green：recoverin，blue：DAPI. P < 0.001 vs control group，n = 10.

图 2 PDGF-C 蛋白对体外培养 Pde6brd1 视网膜原代细胞的作用

Fig.2 PDGF-C protein and BSA treatment effect for primary cell culture of Pde6brd1 mouse retina
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表 3 PDGF-C 蛋白治疗对 Pde6brd1 视网膜的作用

Table 3 PDGF-C protein and BSA treatment effect for
Pde6brd1 mouse （x ± s）

Groups
PDGF-C
BSA

n

12
12

ONL Nuclear/100 μm
38.4 ± 6.1
27.2 ± 5.3

Group PDGF-C compared with group BSA, P = 0.023

表 2 PDGF-C 蛋白对体外培养 Pde6brd1 视网膜原代细

胞的作用

Table 2 PDGF-C protein and BSA treatment effect for
primary cell culture of Pde6brd1 mouse retina（x ± s）

Groups
PDGF-C
BSA

n

10
10

recoverin+/DAPI
0.101 ± 0.011
0.075 ± 0.006

Group PDGF-C compared with group BSA, P = 0.000

表 1 PDGF-C 蛋白治疗对紫外线诱导 661W 细胞损伤

模型的作用

Table 1 PDGF-C protein and BSA treatment effect for
UV-lesioned 661W cell

Groups
PDGF-C
BSA

n

10
10

490 nm Absorbance
0.285 ± 0.054
0.173 ± 0.006

（x ± s）

Group PDGF-C compared with group BSA，P = 0.012
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好的结果，如神经生长因子家族、胶质细胞源生长

因子家族、节细胞源生长因子等。而对于疾病原

因中的重要一环的光感受器细胞的保护则一直未

有较大进展。

以往研究发现 PDGF-C可能对损伤修复起作

用［14］，前期实验中发现搭载了腺相关病毒的

PDGF-C也对视网膜中的光感受器细胞有保护作

用［16］。由于该腺相关病毒中蛋白的表达需要 4-5
天，而在急性视网膜退行性病变中神经保护问题

急需解决，与此同时腺相关病毒成本高，为了探寻

在腺相关病毒蛋白表达前，单独使用PDGF-C蛋白

对视网膜光感受器细胞早期的保护作用，两者疗

效对比及后续进一步 PDGF-C蛋白联合基因治疗

的可能性及疗效，本实验使用PDGF-C蛋白，并通

过体外及体内两方面实验验证PDGF-C的疗效。

本实验采用体外培养的紫外线诱导 661W细

胞损伤模型。661W细胞是视网膜光感受器细胞

系［17］，已有研究表明紫外线对细胞DNA有损伤，

从而导致细胞凋亡。实验发现，在紫外线照射培

养的 661W细胞 10 min后，PDGF-C蛋白处理组较

BSA对照组的细胞存活率明显提高，证明PDGF-C
蛋白对紫外线照射诱导 661W细胞损伤模型有神

经保护作用。

为了进一步验证 PDGF-C的神经保护作用，

本实验还选取了Pde6brd1小鼠作为光感受器细胞

损伤的动物模型。与以往研究中常作为视网膜色

素变性模型的 Pde6brd0不同的是，Pde6brd1小鼠

是一个经典的急性视网膜色素变性的动物模

型［18］。在 P3时检测视网膜，可见生化指标的改

变，在P10视网膜的外核层开始出现变化，细胞出

现凋亡，在 P24时外核层仅剩 1-2层细胞。本实

验通过使用该急性病变模型，能更好验证 PDGF-
C的神经保护作用的有效性及高效性。在该急性

病变模型的体外培养的视网膜原代细胞以及在体

实验中，PDGF- C蛋白处理组较 BSA对照组的光

感受器细胞存活率都明显提高，证明了 PDGF-C
在急性视网膜色素变性的动物模型中较强及高效

的神经保护作用。然而与前期实验中使用的腺相

关病毒搭载的PDGF-C相比［18］，PDGF-C蛋白的神

经保护作用稍弱，考虑与蛋白的代谢耗尽有关，提

示单纯蛋白治疗虽有高效性但持续性不足，并为

后续蛋白联合基因治疗提供了思路。

综上所述，目前临床上对光感受器细胞损伤

的治疗并不理想。本实验通过体外及在体实验均

证明 PDGF-C蛋白对视网膜外核层细胞即光感受

器细胞起到了有效的保护作用，与前期实验中的

结果相结合，提示 PDGF-C蛋白联合基因治疗视

网膜变性疾病具有良好的潜在临床应用前景。
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A：PDGF-C protein injection group，× 20；B：BSA injection group，× 20；C：Analysis of ONL cell number. Yellow arrows show photorecep⁃
tor cells remain in ONL. ONL：outer nuclear layer；INL：inner nuclear layer. P < 0.05 vs control group，n = 12，Bar = 50 μm.

图 3 PDGF-C 蛋白治疗对 Pde6brd1 视网膜的作用

Fig.3 PDGF-C protein and BSA treatment effect for Pde6brd1 mouse
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