
中华眼底病杂志 2005年 1月第 21卷第 1期
—

Chin J Ocul Fundus Dis,Ja
—

nuary 2005,Vol 21,No．1 

苏拉明对体外培养的人眼视网膜色素上皮 

细胞增生抑制作用的时效性研究 

唐仕波 朱晓波 罗燕 林少芬 黄祥坤 

· 实 验 研 究 · 

【摘要】 目的 观察苏拉明对体外培养的人眼视网膜色素上皮(RPE)细胞增生抑制作用的时效关 

系，了解它对RPE细胞的作用方式，进一步阐明其防治增生性玻璃体视网膜病变(PVR)的优势。 方法 

9块 96孔细胞培养板 ，每块取 12孔，其中实验组和对照组各 6孔。2组各孔内均接种浓度为 5×1O 个／ml 

的RPE细胞0．1 ml。换液后实验组加 250 t~g／ml苏拉明，对照组不加。4 d后 2组均更换成正常培养液；在 

生物倒置显微镜下观察 RPE细胞生长情况 ；分别于加药后 1、2、4 d及撤药后 1、2、3、5、7、9 d随机抽取 1块 

培养板终止培养，采用四甲基偶氮唑盐(MTT)比色法检测同一培养板上两组 RPE细胞增生情况。随机化 

区组 t检验比较两组吸光度值的差异，计算细胞增生抑制率。 结果 倒置显微镜下 ，对照组 RPE细胞在 

接种后第 7天完全融合。实验组细胞间隙较对照组稍增大，接种 13 d时细胞仍未融合。实验组 RPE细胞加 

入苏拉明后第 1天，增生抑制率为 14．85 ，第 4天达最高 25．79 ；撤药后第 1天下降到 12．35 ，然后逐 

渐又上升，到撤药后第3～5天达顶峰超过 2O ，之后逐渐回落，到第 9天达 14．71 。 结论 苏拉明对血 

清诱导的RPE细胞增生具有长时间的抑制作用 ，特别是在撤除药物后还能再次引起后抑制作用，整个过 

程呈现特殊的双峰型抑制效应。 
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[Abstract] Objective To observe the long—term effect of suramin on the inhibition of Droliferation 

of human retinal pigment epithelial(RPE)cells in vitro． M ethods RPE cells grown in 9 pieces of 96一 

wel1 plate (1 2 wells each plate)were divided into experimenta1 and contro1 group，with 6 wells in each 

group．The concentration of 0．1 m1 RPE cells in each wel1 is 5×1 0 cells／m1．After the change of the 

medium，RPE cells were treated with suramin (250~g／m1)in experimental group while treated with 

nothing in the control group．The medium of the 2 groups were changed to the normal medium after 4 

days．At the 1 ，2 ，and 4 day after the addition of soramin and at the 1 ，2 ，3 ，5 ，6 ，7 ，9 ，11“、 

and 1 3 day after removing suramin，1 plate was randomly selected to stop culturing．and the proliferation 

of RPE cells were detected by methyl thiazolyl tetrazolium (MTT)assay． Results Under reversed 

microscope，RPE cells in control group were fused completely at the 7 day after inoculation． The 

extracellular space of RPE cells in experimental groups was larger than that in the control group，and 

remained unfused at the 1 3 day after inoculation．The inhibitory rate of proliferation of RPE cells at the 

first day after treated with suramin was 14．85 0A and increased to the highest 25．79 at the 4 day．The 

first day after the suramin—containing media was removed，the inhibitory rate decreased to 12
． 35 ，and 

then raised gradually to over 20 at the 3 to 5 day．Finally，the rate drop to 14．71 ． Conclusion 

Suramin has the long—term effect on the inhibition of RPE cells induced by serum ，especially the inhibitive 

effect after the remove of suramin，which indicates the specific dou ble—peak inhibition during the whole 

process． 

[Key words] Vitreoretinopathy； Proliferative／drug therapy； Suramin／therapeutic use 

增生性玻璃体视网膜病变(PVR)是一种常见致 

盲性眼病。虽然近30年来玻璃体视网膜显微手术的进 
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步使手术成功率显著提高，但仍不可避免存在一定数 

量的复发和失败。随着对 PVR发病机制认识的不断 

深入，寻求手术之外的药物辅助疗法仍然是 PVR防 

治的热点。PVR的病理特征是细胞增生，视网膜色素 
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上皮(RPE)细胞是主要的增生细胞之一。以往的研究 

都从量效关系角度报道苏拉明对 RPE细胞的抑制作 

用 j，我们通过观察苏拉明对 RPE细胞抑制作用的 

时效关系，进一步阐明它防治 PVR的优势。 

1 材料和方法 

1．1 实验试剂与仪器 

苏 拉明(美国 Sigma公 司)，噻唑蓝(美 国 Sigma 

公司)。960型全自动酶标仪(美国Sigma公司)，多通 

道连续可调微量加样器(德国Wheaton公司)。 

1．2 实验步骤 

采用胰蛋白酶消化法_3 体外培养的第 6代人眼 

RPE细胞，以 5×10 个／ml的浓度接种于 9块 96孔 

细胞培养板，每块培养板以 0．1 ml每孔接种 12孔，分 

为实验组和对照组，每组各 6孔。接种 24 h后更换培 

养液，实验组给予含 250 f,g／ml苏拉明的 10 胎牛血 

清 Delbecco改良Eagle培养液(DMEM)，对照组给予 

10 胎牛血清 DMEM(不含苏拉明)，2 d后两组再次 

更换各自同样的培养液。用药 4 d后，两组均更换成正 

常的 10 胎牛血清 DMEM，以后每 2天换液一次。 

在生物倒置显微镜下观察细胞生长情况。分别于 

加药后 1、2、4 d及撤药后 1、2、3、5、7、9 d随机抽取 1 

块培养板终止培养，采用四甲基偶氮唑盐(MTT)比色 

法检测同一培养板上两组 RPE细胞增生情况。于培养 

终止前 4 h，两组各孔分别吸出培养液 0．05 ml，再加 

入 5 mg／ml的MTT／DMEM 液 10 l，孵育 4 h后，每 

孔加入二甲基亚砜(DMSO)50／,1，并在微量振荡器上 

振荡 10 min，以充分溶解去甲瓒结晶。调零孔也同样 

加入50／*1 DMSO。酶联免疫检测仪测定各孔吸光度 

[旧称光密度(0D)]值，检测波长为 490 nm。 

1．3 统计学分析 

采用随机化区组 t检验比较每天实验组与对照组 

值的差异，计算细胞增生抑制率。细胞增生抑制率一 

(1一实验组细胞 值÷对照组 值)×100Y0 

2 结果 

2．1 细胞生长情况 

倒置显微镜下，两组 RPE细胞均由孔底周边或一 

侧逐渐向四周围移行扩散，实验组细胞在暴露药物过 

程中及以后，形态与对照组无明显差异，未见细胞变 

圆、回缩、漂浮及死亡，细胞间隙较对照组稍增大。对照 

组 RPE细胞在接种后第 7天完全融合，实验组细胞在 

撤药后 9 d仍未融合。 

2．2 细胞增生情况 

各时间点实验组 RPE细胞的 值均数均低于对 

照组，差异有统计学意义(P<0．01)(表 1)。实验组 

RPE细胞 加入苏 拉 明后第 1天的增 生抑 制率 为 

1 4．85 ，第 4天达最高 25．79 ，撤药后第 1天下降 

到 12．35 ，然后逐渐又上升，到撤药后第 3～5天达 

顶峰超过 20 ，之后逐渐回落，到第 9天达 14．71 

(表 1)。 

表 1 加药和撤药后不同时间两组 RPE细胞增牛情况 

—  斋翁犟 ，值 (d) 实验组 对照组 制 【 J 一 一 

3 讨论 

苏 拉 明 学 名 聚 硫 砜 萘 基 脲 (polysulfonated 

naphthylurea)，其化学结构和药理学特性 与肝素类 

似，与肝素结合蛋白相结合。虽然其作用机制尚未完全 

清楚，但近年来研究发现它具有一系列特殊的生物学 

活性，可以特异性竞争抑制包括血小板源性生长因子 

(PDGF—A，B)、碱性成纤维细胞生长因子(bFGF)等一 

系列生长因子与各自受体结合的能力一 ，从而起到抑 

制各种类型细胞增生的作用。还有报道苏拉明诱导背 

根节神经元凋亡 一。它作为一种杀锥虫药于 1917年合 

成并用于临床，最近有用其治疗艾滋病和顽固性肿瘤 

的临床及实验研究报道_6 。de Souza等。。一采用静脉点 

滴，发现苏拉明可以明显降低兔眼模型 PVR的视网 

膜脱离的发生率和严重程度。 

本实验结果显示，在整个实验过程中，实验组细胞 

值的均数始终明显低于对照组．反映出在长达约 2 

周的时间内实验组都一直处于被抑制状态。在药物作 

用的前 4 d内，细胞抑制逐步明显，增生抑制率逐渐增 

大，说明苏拉明对 RPE细胞的药理作用是逐步发挥出 

来的，而非短时的冲击性作用。 

本实验结果还提示，苏拉明对血清诱导 RPE细胞 

增生的抑制具有特殊的撤药后反弹现象。撤药后第 1 

天，细胞的增生抑制率明显下降，从用药第 4天时的 

25．79 急剧降至 12．35 ，但是，从撤药后第 2天直 
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到第 5天，细胞增生抑制率又明显回升，而且大大超过 

了撤药后第 1天，到撤药后第 3～5天达顶峰之后再次 

回落，整个过程呈现特殊的双峰型抑制效应。文献报道 

苏拉明 6个硫砜基团在生理性 pH状态下完全处于离 

子化 ，它与细胞外生长因子受体的结合处在动态的平 

衡之中，由于它所带的电荷致使其不能 自由出入细胞 

膜，它主要通过细胞摄粒作用或胞饮作用通过细胞膜， 

因此具有时间上的阻延性l8 。本研究中撤药第 1天，细 

胞内的苏拉明还来不及通过细胞膜到细胞外，而培养 

液中血清所含有的新鲜细胞因子与其受体结合就自然 

促进了细胞的明显增生。但随着时间的推移，苏拉明逐 

渐移出到细胞外，与细胞外的生长因子竞争，再次发挥 

其抑制作用，因此细胞的增生抑制率逐渐上升。文献报 

道的苏拉明蛋 白结合率很高，达 98 以上 ，其眼内 

清除时间相对其他药物更是明显延长超过 10 d 。 ，因 

此必然在细胞内维持一段较长的时间，撤药后其残留 

的药效必然对细胞造成长时间的影响。撤药后第 3至 

5天，增生抑制率再次达到高峰，然后才逐步减低，至 

撤药后第 9天时仍为 14．71％。照此推算，估计苏拉明 

对 RPE细胞的增生抑制会持续至撤药后 2周。国外学 

者报道撤药后第 8天细胞才恢复正常的增生能力l】 。 

综上所述，我们的研究结果提示，苏拉明对 RPE 

细胞的增生抑制作用具有明显的长效影响，即使在药 

物撤除后仍可再次发挥较长时间的后反弹抑制效应。 

苏拉明这个特点使其在抗 PVR药物中具有明显的时 

效优势，有望成为抗 PVR药物的新选择。 
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