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水蛭渗滤液对酪氨酸蛋白激酶介导的牛视网膜 

色素上皮细胞跨膜信号转导途径的影响 

吕帆 郑燕林 陈海燕 盛容 

【摘要】 目的 研究水蛭渗滤液对酪氨酸蛋白激酶(PTK)介导的牛视网膜色素上皮(RPE)细胞跨 

膜信号转导途径的影响。方法 (1)MTT比色法筛选促牛RPE细胞增殖作用最强的血小板源性生长 

因子(PDGF)浓度；(2)l6mg／ml水蛭渗滤液与 0．02gg／ml PDGF以3种加药方式分别孵育 RPE细胞 

l5分钟后，采用免疫沉淀，SDS—PAGE电泳，Western—blot检测转录因子 STAT 磷酸化水平。结果 

(1)0．02gg／ml PDGF促RPE细胞增殖作用最佳 (p<O．05)；(2)l6mg／ml水蛭渗滤液在 3种加药方 

式下均能不同程度抑制细胞内PTK活性，降低转录因子STAT 的磷酸化水平。结论 水蛭渗滤液能 

阻断PTK介导的牛RPE细胞内STAT 下游通路的信号传递。 
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【Abstract】 Objective To research the influence of percolation filtration of Hirudo on bovine retinal 

pigment epithelial(RPE)cells’signal transduction that is guided by protein tyrosine kinase(PTK)、Methods 

(1)The method of MTT was used to select the proper concentrations of platelet—derived growth factor(PDGF) 

that proliferate RPE cells greatly．f2)The choosen 1 6mg／ml percolation filtration of Hirudo and 0、02 ug／ml 

PDGF were used to incubate RPE cells for l 5 minutes with three different modes．Then the bovine RPE cells 

were splitted．The phOsphOrylated level of transcription factor—STAT in the cells was studied through 

immunoprecipiration，SDS—PAGE and Western—blot．Results (1)When the concentration of PDGF solution 

was 0．02ug／ml，the proliferation effect was the most strong(p<0．05)．(2)Th e activity of PTK in the cells was 

inhibited in different degrees by 16mg／ml percolation filtration of Hirudo which was added with three different 

modes，and the phosphorylated level of S was reduced．Conclusion Percolation filtration of Hirudo can 

interdict the cells’signal transduction after STAT3、 
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增生性玻璃体视网膜病变(proliferative vitr- 

eoretinopathy，PVR)是指在孔源性视网膜脱离或 

眼外伤等情况下，由于视网膜色素上皮 (retinal 

pigment epithelial，RPE)细胞等在视网膜表面和 

玻璃体内游走、附着、增生，形成细胞性膜，合成 
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胶原和收缩，造成牵拉性视网膜脱离，最终导致眼 

球萎缩的一种严重致盲性眼病⋯。但在细胞分子水 

平对其发生机理和药物作用机制的阐述尚不甚明了。 

我们关于PVR防治的前期实验发现 水蛭渗滤液能 

抑制体外培养的牛RPE细胞增殖。本实验则运用血 

小板源性生长因子(platelet—derived growth factor， 

PDGF)诱导RPE细胞增殖，进一步探讨中药水蛭对 

PDGF诱导下酪氨酸蛋白激酶 (protein tyrosine 

kinase，PTK)介导的细胞跨膜信号转导通路的影响， 

深入探讨水蛭抗增殖机理，为防治PVR提供思路。 
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面受体，启动信号通路，产生胞内信号，进行逐步放 

大的级联反应，引起细胞增殖、分化和移行。 

PDGF是一种重要的促细胞生长和分化的生长 

因子f2]，是体外RPE细胞的强力趋化剂和有丝分裂 

原【31，参与了PVR过程中RPE细胞的增殖调控过程。 

大量实验表明RPE细胞具有自分泌链，能分泌刺激 

自身增生的PDGF，又具有PDGF受体【41。人们推测 

PVR膜上RPE细胞通过合成、分泌PDGF，使增殖 

膜局部产生高浓度的PDGF，刺激细胞自身的有丝 

分裂【3'5_ 1。从细胞增殖的内部通道考虑，PDGF它与 

具有PTK活性的细胞膜受体结合，催化多种底物蛋 

白质酪氨酸残基磷酸化，从而调节细胞的生长周期， 

直接刺激RPE细胞增生、移行和转化。在关于PVR 

的实验研究中，人们广泛采用 PDGF制造 PVR模 

型I7_ 。本实验发现持续刺激牛 RPE细胞24小时， 

浓度为 0．0 1 gg／ml、0．02gg／ml、0．08gg／ml的 

PDGF促增殖作用有统计学意义 (P<0．05)，且3组 

间无统计差异。该结果与司艳芳等【l。 发现的0．0 l 

g／rnl的PDGF显著促进体外培养的人RPE细胞增 

殖结果基本一致。本实验选择促增殖率最高的0．02 

gg／ml PDGF作为实验用浓度。 

前期研究表明1 6mg／ml水蛭渗滤液对牛RPE细 

胞增殖抑制作用有统计学意义，水蛭中重要的活性 

成分一水蛭素能抑制增殖细胞PDGF的分泌及其受 

体的活化，并降低其下游分子Ki67的产生，因而推 

测水蛭素可能是通过细胞外调节蛋白激酶通路，产 

生抑制细胞增殖的作用⋯ 1。PDGF受体是一类具有 

PTK【】s 活性的受体。当PDGF与受体特异性结合引 

起受体的PTK活化，受体自身酪氨酸残基被磷酸化， 

转录因子STATs的SH，功能区可直接与受体磷酸化 

的酪氨酸相互作用，使二者结合，同时STATs中特 

定位点的酪氨酸残基被磷酸化，STATs得以二聚化， 

并从受体复合物中解离，转运至胞核，作为特定细 

胞因子应答基因的转录激活子，调节转录。限于条 

件，本实验仅选择了初步探讨水蛭渗滤液对PDGF 

诱导下PTK介导的信号转导通路中STAT 的磷酸 

化水平，该通路的探讨，亦有助于了解受体的激活 

情况。实验结果表明：先加水蛭后加PDGF的加药 

方式下 (E组)，水蛭渗滤液中的有效成分能明显抑 

制细胞内PTK活性，极大降低sTAT 上酪氨酸残基 

的磷酸化水平，从而阻断其下游的信号转导通路。因 

为在PDGF作用下，STAT 的磷酸化水平与受体酪 

氨酸蛋白激酶(receptor tyrosine kinase，RTK)的 

激活直接相关，故推测：信号通路阻断的原因为水 

蛭渗滤液中有效成分能与细胞表面RTK (尤其是 

PDGF受体)紧密结合，从而阻断配体与受体的结 

合，影响RTK活化。该加药方式亦提示预防用药的 

重要性。另外两种加药方式 (D、F组)亦部分降低 

细胞内P T K 活性，推测与渗滤液中有效成分和 

PDGF发生竞争性占位，减少PDGF结合的受体数 

量有关。实验还发现单加水蛭的C组STAT 的磷酸 

化水平虽亦降低，但高于E、F两组，推测水蛭渗滤 

液对STAT 通路的阻断作用是在PDGF诱导细胞增 

殖的情况下发生，即对正常生长的RPE细胞该通路 

阻断作用相对较弱，具体机理有待进一步探讨。 
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