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S100a7蛋白在体外培养人视网膜色素上皮细胞中的表达及功能★◆ 

许光军，张学东，陈雪梅 

Expression identification and preliminary function analysis of S100a7 in retinal pigment 

epithelial cells cultured in vitro    

Xu Guang-jun, Zhang Xue-dong, Chen Xue-mei   

Abstract 

BACKGROUND: S100a7 is a new protein that participates in cell proliferation, vascularization and other pathophysiological 

processes. 

OBJECTIVE: To discuss the expression of S100a7 in retinal pigment epithelial cell (RPE) and to investigate the effects of 

S100a7 on RPE proliferation. 

METHODS: Immunofluorescence and western blot techniques were used to detect the expression of S100a7 in ARPE-19, and 

MTT was performed to investigate the effects of S100a7 on RPE proliferation. 

RESULTS AND CONCLUSION: S100a7 was proven to be expressed in ARPE-19 by immunofluorescence and western blot 

techniques and it could significantly promote ARPE-19 cell proliferation. This study first confirmed the expression of S100a7 in 

ARPE-19 cells, which may play a specific role in the pathogenesis of proliferative vitreoretinopathy. 

 

Xu GJ, Zhang XD, Chen XM. Expression identification and preliminary function analysis of S100a7 in retinal pigment epithelial 

cells cultured in vitro. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2011;15(37): 6909-6912.     

[http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 

摘要 

背景：S100a7蛋白在细胞增殖、血管形成等病理生理过程中发挥重要作用，但在视网膜色素上皮细胞中的作用少有报道。 

目的：探讨 S100a7蛋白在体外培养人视网膜色素上皮细胞中的表达及作用。 

方法：体外培养 ARPE-19细胞株，通过免疫荧光及Western blot技术，检测 S100a7在 ARPE-19细胞中的表达；不同稀

释度(1∶1 000，1∶10 000，1∶100 000)S100a7蛋白抗体与 ARPE-19细胞共培养，通过 MTT技术检测 S100a7蛋白在

人视网膜色素上皮细胞增殖过程中的作用。 

结果与结论：免疫荧光及Western blot技术证实该蛋白在 ARPE-19细胞中表达；MTT实验结果显示，人视网膜色素上皮

细胞加入 S100a7抗体 72 h后，各浓度处理组的吸光度值较对照组显著均降低(P < 0.05)。结果证实 S100a7蛋白在人视网

膜色素上皮细胞中的表达，并明显促进人视网膜色素上皮细胞增殖。 

关键词：人视网膜色素上皮细胞；S100a7蛋白； MTT法；免疫荧光；Western blot 

doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2011.37.017 
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0  引言 

 

视网膜色素上皮细胞 (retinal pigment 

epithelial cell，RPE)是增殖性玻璃体视网膜疾

病发生发展的主要细胞，其受到损伤刺激后迁

移和异常增殖是该类疾病的主要病理过程
[1]
。

S100a7蛋白又名牛皮癣素，S100a7是S100蛋

白家族新成员，它的过表达与一些癌的发生和

转移密切相关，在细胞增殖、血管形成等病理

生理过程中发挥重要作用
[2-3]
。 

S100a7蛋白在视网膜色素上皮细胞中的

定位以及视网膜色素上皮细胞增殖过程中的作

用少有报道。实验拟通过体外培养视网膜色素

上皮细胞系ARPE-19，以期证明S100a7蛋白在

该细胞中的表达，并初步分析其对ARPE-19细

胞增殖的影响。 

 

1  材料和方法 

 

设计：细胞学体外观察 

时间及地点：实验于2010-06/2010-10在

眼科学重庆市省部级重点实验室完成。 

材料： 

主要试剂及仪器： 

 

 

 

 

 

 

 

 

试剂及仪器 来源 

鼠抗人 S100a7蛋白抗体 

山羊抗小鼠 FITC荧光二抗 

 

MTT试剂盒 

荧光正置显微镜 

多功能酶标仪 

凝胶成像仪 

胎牛血清  

台湾 Abvon公司 

武汉博士德生物工程 

有限公司 

碧云天生物技术有限公司 

德国 Leica公司 

美国 MD公司 

美国 Bio-Rad公司 

美国 Gibco公司 
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ARPE-19细胞株购买于美国ATCC细胞

库。 

实验方法： 

细胞培养：将ARPE-19细胞置于37 ℃、体

积分数为5%CO2 培养箱中行细胞培养
[4]
，所用

培养液为含有体积分数为10%的新生牛血清、

100 mg/L青霉素和100 mg/L链霉素的低糖

DMEM完全培养液。 

取3~5代细胞用于实验，用免疫荧光技术

及Western blot技术检测S100a7在ARPE-19

细胞中的表达。 

免疫荧光法检测定位S100a7蛋白：取第3~5

代ARPE-19细胞，1×10
5
/孔接种于放置有    

0.8 mm×0.8 mm的24孔板板孔中，加培养基至

500 µL/孔培养过夜做细胞爬片。吸净各培养孔

中的培养液，PBS清洗爬片2次，5 min/次，    

4 g/L多聚甲醛固定细胞10min，体积分数

0.3%triton打孔5 min，PBS清洗。 

用体积分数1%胎牛血清封闭30 min后，鼠

抗人S100a7抗体与体积分数1%胎牛血清按

1∶200混合，实验组每个培养孔中加入上述培

养液250 µL，对照组每孔中加入等量的PBS，

将培养板置于湿盒中，于37 ℃孵箱中孵育2 h；

将各孔中液体吸出，PBS清洗4次，5 min/次，

每孔中加入体积比为1∶64的山羊抗小鼠FITC

荧光二抗，37 ℃避光条件下孵育45 min，将每

孔中的小盖玻片小心取出，体积分数50%甘油

封固，正置显微镜下观察。 

Western blot检测S100a7蛋白：使用三去污裂

解液裂解细胞，提取第3~6代细胞膜蛋白检测

S100a7，设置4个泳道，分别加入不同代次细

胞蛋白提取液。蛋白定量试剂盒做蛋白定量，

按照40 µg蛋白/泳道上样，10%十二烷基硫酸

钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白(标准蛋白为

MBI公司预染的标准蛋白)，4 ℃下90 V电转移

75 min至PVDF滤膜，50 g/L脱脂奶粉封闭过

夜，加入鼠源抗S100a7一抗(1∶500)，37 ℃

孵育2 h，TBST漂洗3次，加碱性磷酸酶标记的

羊抗小鼠二抗(1∶5 000)，37 ℃孵育1 h，TBST

漂洗3次，每次10 min，化学发光法显色后用

Bio-Rad成像系统成像，Quantity One软件分析

成像条带吸光度值。 

MTT 实 验 检 测 细 胞 增 殖 ：取第 3~5代

ARPE-19细胞1×10
4
/孔接种于96孔板中，每孔

中加入培养基至100 mL，实验组和对照组各设

4个复孔，实验组在细胞过夜贴壁后，分别用

稀释倍数为1∶1 000，1∶10 000，1∶100 000

的S100a7抗体处理细胞，以不加抗体的细胞孔

作为对照，在37 ℃、体积分数为5%CO2恒温孵

箱中培养，分别在24，48，72 h时，向各孔中

加入5 g/L 的MTT溶液20 µL，继续培养4 h后，

每孔中加入Formanzan溶解液100 µL，继续孵

育至紫色结晶全部溶解，在570 nm测定吸光度

值。 

统计学处理：采用SPSS 13.0软件对数据

进行分析，不同浓度组与对照组和各实验组的

组间比较采用LSD-t 检验。 

实验结果以x
_

±s表示，以P < 0.05为差异有

显著性意义。 

   

2  结果 

 

2.1  S100a7在ARPE-19细胞中的表达  通过

荧光正置显微镜观察处理好的细胞爬片，结果

显示S100a7蛋白在ARPE-19细胞的胞浆中表

达，在胞核中不表达，而在对照组中细胞中未

见荧光显示，见图1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2  Western blot检测S100a7蛋白的表达  

通过对ARPE-19细胞蛋白提取物的Western 

blot检测，结果显示S100a7蛋白明显表达于该

细胞中，得到的PVDF膜在相应相对分子质量区

域(Mr 11 000)出现一长条形抗原条带，即为检

测到的S100a7蛋白，见图2。 

a: Experimental group 

Figure 1  Experssion of S100a7 in retinal pigment 
epithelial cells (Immunofluorescence  
staining, ×400) 

图 1  S100a7 在 RPE 细胞中表达的免疫荧光结果
(免疫荧光染色，×400) 

b: Control group 
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2.3  MTT法检测细胞增殖结果分析  见表1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表1可见对照组与实验组在24和48 h时，不同浓度

处理细胞的吸光度值差异均无显著性意义(P > 0.05)，

实验组细胞加入抗体72 h后，各浓度处理组的吸光度值

较对照组降低(P < 0.05)，不同浓度组间的吸光度值差

异无显著性意义(P > 0.05)，结果表明S100a7蛋白对细

胞增殖具有促进作用，并且具有时间依赖性，而对浓度

依赖的关系不明显。 

 

3  讨论 

 

RPE是导致增殖性视网膜病变和糖尿病视网膜病

变等增殖性玻璃体病变的重要细胞之一，当其在体外或

是受到损伤刺激时就会进入增殖状态并产生大量细胞

因子，包括血管内皮生长因子、血小板衍生生长因子、

转化生长因子，促使RPE向视网膜下及玻璃体腔内游离

游走，然后增殖发展成膜，最终导致牵拉性的视网膜脱

离
[5]
。在这一过程中，细胞-细胞因子之间的相互作用、

相互调节，启动并调控着疾病的发展过程。 

S100a7是一种主要参与细胞增殖、信号传导、抗

菌与血管形成等病理生理过程的蛋白
[6-8]
，近年来，对它

在肿瘤发生发展中的作用的研究较多，结果显示

S100a7在肿瘤组织中呈高表达，可能参与了肿瘤细胞 

 

增殖分化过程，并且与预后较差成正相关
[9-10]
。而在对

乳腺导管内原位癌患者的肿瘤组织的研究中发现，

S100a7蛋白的表达水平与肿瘤内新生血管数量呈正相

关
[9]
，提示该蛋白对新生血管的形成有促进作用。

S100a7蛋白还是一种高效的、具有选择性的CD4
+
T淋

巴细胞、中性粒细胞趋化因子，可以使T淋巴细胞、中

性粒细胞向炎症病灶游走、趋化
[11]
。实验发现，S100a7

对RPE细胞增殖的促进作用主要和作用时间有关，而与

其浓度的关系不显，推测与其高效性有关，即在低浓度

的情况下技能发挥高效的生物学作用
[12]
，但其详细的作

用机制仍需要做进一步的研究。 

RPE细胞的迁移、去分化、异常增殖等生物学行为

的改变在增殖性视网膜病变和糖尿病视网膜病变发生

发展过程中具有重要的作用，成为近期研究多种眼底病

变的切入点，发现了多种与疾病相关的细胞因子，并为

该类疾病的治疗提供了新的靶点
[13]
。总之，本实验通过

体外培养RPE细胞，运用免疫荧光技术及Western blot

技术成功验证了S100a7蛋白在该细胞中的表达，并初

步证实了该蛋白对RPE细胞的增殖具有明显的促进作

用。 
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Figure 2  Western blot analysis for expression of S100a7 in 
retinal pigment epithelial cells 

图 2  Western blot检测 S100a7在 ARPE-19细胞中的 
表达(1~4泳道分别代表第 3~6代细胞的蛋白提取液)  

10 000 

43 000 

S100a7 

1       2      3      4 

β-actin 

Mr 

表 1  不同稀释度 S100Aa7蛋白抗体处理后细胞的吸光度值
Table 1  Absorbance of cells treated with different 

concentrations of S100a7 antibody             (x
_

±s)

a
P < 0.05, vs. control group 

Antibody dilution 24 h 48 h 72 h 

 

0 (control group) 

 

0.209±0.016 

 

0.199±0.013 

 

0.215±0.008

1:10
3
 0.196±0.021 0.196±0.01 0.192±0.051

a

1:10
4
 0.197±0.005 0.193±0.038 0.188±0.033

a

1:10
5
 0.201±0.006 0.184±0.046 0.193±0.085

a

Lanes 1-4 represent the protein extraction solution

at passage 3-6 cells 
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