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  [摘要] 目的 观察乙酰辅酶A胆固醇酰基转移酶1(ACAT1)基因干扰对过氧化氢(H2O2)诱导的视网

膜色素上皮(RPE)细胞氧化应激模型糖代谢及细胞活性、迁移的影响,并探讨可能机制。方法 将未处理的正

常人RPE细胞系ARPE-19细胞作为空白组。将仅经 H2O2 诱导的RPE细胞作为诱导组。在 H2O2 诱导的

RPE细胞中转染ACAT1-siRNA作为干扰组。在转染ACAT1-siRNA
 

6
 

h后,向H2O2 诱导的RPE细胞中加

入5-单磷酸腺苷活化蛋白激酶(AMPK)通路抑制剂compound
 

C,处理6
 

h后作为干扰+compound
 

C组。处

理结束后48
 

h,采用试剂盒检测糖代谢指标,MTT法、Transwell法分别检测细胞存活率、迁移能力,Western
 

blot检测AMPK、p-AMPK、哺乳动物雷帕霉素靶蛋白(mTOR)、p-mTOR蛋白表达水平。结果 与空白组比

较,诱导组三磷酸腺苷(ATP)水平、葡萄糖消耗量、乳酸生成量均升高,细胞存活率降低,透膜细胞数减少,差异

均有统计学意义(P<0.05);与诱导组比较,干扰组ATP水平、葡萄糖消耗量、乳酸生成量均升高,细胞存活率

升高,透膜细胞数增加,差异均有统计学意义(P<0.05);与干扰组比较,干扰+compound
 

C组ATP水平、葡

萄糖消耗量、乳酸生成量均降低,细胞存活率降低,透膜细胞数减少,差异均有统计学意义(P<0.05);与空白组

比较,诱导组p-AMPK/AMPK升高,p-mTOR/mTOR降低,差异均有统计学意义(P<0.05);与诱导组比较,
干扰组细胞p-AMPK/AMPK升高(P<0.05),p-mTOR/mTOR降低(P<0.05);与干扰组比较,干扰+com-
pound

 

C组细胞p-AMPK/AMPK降低(P<0.05),p-mTOR/mTOR升高(P<0.05)。结论 ACAT1基因干

扰可促进H2O2 诱导的氧化应激RPE细胞糖代谢及细胞活性、迁移,并伴随AMPK/mTOR通路的变化,com-
pound

 

C干预可部分逆转上述效应,提示该通路可能参与其中,但其确切机制仍需通过更严谨的遗传学实验进

一步验证。
[关键词] 乙酰辅酶A胆固醇酰基转移酶1;过氧化氢;视网膜;氧化应激;糖代谢

[中图法分类号] R774 [文献标识码] A [文章编号] 1671-8348(2026)08-1722-06

Mechanism
 

of
 

ACAT1
 

gene
 

interference
 

on
 

glucose
 

metabolism,cell
 

viability
 

and
 

migration
 

of
 

oxidative
 

stress
 

model
 

of
 

RPE
 

cells
 

induced
 

by
 

H2O2*
Li

 

Xiaohan1,Sheng
 

Xiaohong2,Wang
 

Liming2,Lei
 

Boyuan2,Xin
 

Xiangyang2△

(1.Department
 

of
 

Ophthalmology,The
 

Third
 

Affiliated
 

Hospital
 

of
 

Inner
 

Mongolia
 

Medical
 

University,Baotou,Inner
 

Mongolia
 

014000,China;2.Department
 

of
 

Ophthalmology,
Inner

 

Mongolia
 

Baogang
 

Hospital,Baotou,Inner
 

Mongolia
 

014000,China)
  [Abstract] Objective To

 

observe
 

the
 

effects
 

of
 

acetyl-CoA
 

cholesterol
 

acyltransferase
 

1
 

(ACAT1)
 

gene
 

interference
 

on
 

glucose
 

metabolism,cell
 

viability
 

and
 

migration
 

of
 

hydrogen
 

peroxide
 

(H2O2)-induced
 

oxida-
tive

 

stress
 

model
 

of
 

retinal
 

pigment
 

epithelial
 

(RPE)
 

cells,and
 

to
 

explore
 

the
 

potential
 

underlying
 

mecha-
nism.Methods Untreated

 

normal
 

human
 

RPE
 

cell
 

line
 

ARPE-19
 

cells
 

were
 

set
 

as
 

blank
 

group.RPE
 

cells
 

on-
ly

 

induced
 

by
 

H2O2 served
 

as
 

induction
 

group.H2O2-induced
 

RPE
 

cells
 

transfected
 

with
 

ACAT1-siRNA
 

were
 

assigned
 

to
 

interference
 

group.Six
 

hours
 

after
 

ACAT1-siRNA
 

transfection,5-adenosine
 

monophosphate-acti-
vated

 

protein
 

kinase
 

(AMPK)
 

pathway
 

inhibitor
 

compound
 

C
 

was
 

added
 

to
 

H2O2-induced
 

RPE
 

cells
 

for
 

6-
hour

 

treatment,which
 

was
 

defined
 

as
 

interference+compound
 

C
 

group.At
 

48
 

h
 

after
 

treatment,glucose-me-
tabolism-related

 

indicators
 

were
 

detected
 

by
 

commercial
 

kits.MTT
 

assay
 

and
 

Transwell
 

assay
 

were
 

used
 

to
 

determine
 

cell
 

survival
 

rate
 

and
 

migration
 

capacity.Western
 

blot
 

was
 

performed
 

to
 

detect
 

the
 

protein
 

expres-
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sion
 

levels
 

of
 

AMPK,p-AMPK,mammalian
 

target
 

of
 

rapamycin
 

(mTOR)
 

and
 

p-mTOR.Results Compared
 

with
 

the
 

blank
 

group,the
 

induction
 

group
 

exhibited
 

elevated
 

adenosine
 

triphosphate
 

(ATP)
 

level,glucose
 

con-
sumption

 

and
 

lactate
 

production,as
 

well
 

as
 

decreased
 

cell
 

survival
 

rate
 

and
 

reduced
 

number
 

of
 

transmembrane
 

cells,with
 

statistically
 

significant
 

differences
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

induction
 

group,the
 

interference
 

group
 

showed
 

increased
 

ATP
 

level,glucose
 

consumption,lactate
 

production,higher
 

cell
 

survival
 

rate
 

and
 

more
 

transmembrane
 

cells
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

interference
 

group,the
 

interference+compound
 

C
 

group
 

presented
 

decreased
 

ATP
 

level,glucose
 

consumption,lactate
 

production,lower
 

cell
 

survival
 

rate
 

and
 

fewer
 

transmembrane
 

cells
 

(P<0.05).The
 

ratio
 

of
 

p-AMPK/AMPK
 

was
 

higher
 

and
 

p-mTOR/mTOR
 

was
 

lower
 

in
 

the
 

induction
 

group
 

relative
 

to
 

the
 

blank
 

group
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

induction
 

group,the
 

interfer-
ence

 

group
 

had
 

increased
 

p-AMPK/AMPK
 

(P<0.05)
 

and
 

decreased
 

p-mTOR/mTOR
 

(P<0.05).In
 

con-
trast

 

to
 

the
 

interference
 

group,the
 

interference+compound
 

C
 

group
 

displayed
 

reduced
 

p-AMPK/AMPK
 

(P<
0.05)

 

and
 

elevated
 

p-mTOR/mTOR
 

(P<0.05).Conclusion ACAT1
 

gene
 

interference
 

can
 

promote
 

glucose
 

metabolism,cell
 

viability
 

and
 

migration
 

in
 

H2O2-injured
 

RPE
 

cells,accompanied
 

by
 

alterations
 

in
 

the
 

AMPK/
mTOR

 

signaling
 

pathway.Compound
 

C
 

intervention
 

can
 

partially
 

reverse
 

these
 

above
 

effects,suggesting
 

that
 

this
 

pathway
 

may
 

be
 

involved
 

in
 

this
 

process.However,rigorous
 

genetic
 

experiments
 

are
 

still
 

required
 

to
 

fur-
ther

 

validate
 

its
 

exact
 

mechanism.
[Key

 

words] acetyl-CoA
 

cholesterol
 

acyltransferase
 

1;hydrogen
 

peroxide;retina;oxidative
 

stress;glu-
cose

 

metabolism
 

  氧化应激介导的视网膜色素上皮(retinal
 

pig-
ment

 

epithelium,RPE)细胞功能障碍是年龄相关性

黄斑变性(age-related
 

macular
 

degeneration,AMD)、
糖尿病视网膜病变等致盲性眼病的重要病理基础[1]。
目前临床抗血管内皮生长疗法仅能缓解晚期新生血

管症状,无法逆转RPE退行性病变,急需针对代谢失

衡源头的新型干预策略。过氧化氢(hydrogen
 

perox-
ide,H2O2)作为活性氧的重要载体,可通过激活线粒

体依赖性凋亡通路、诱导内质网应激及干扰自噬稳态

等途径加剧RPE细胞损伤,被广泛用于建立RPE氧

化损伤的体外模型[2-4]。近年研究发现,糖代谢重编

程在氧化应激介导的 RPE功能异常中扮演重要角

色[5]。乙酰辅酶 A胆固醇酰基转移酶1(acetyl-CoA
 

acetyltransferase
 

1,ACAT1)作为酮体代谢和胆固醇

合成的关键酶,参与线粒体乙酰辅酶A的代谢调控,
还被发现可经由组蛋白乙酰化途径,对表观遗传进行

调控,例如在神经退行性疾病模型中,其表达异常被

证实可改变神经元的能量代谢模式并加剧氧化应激

损伤[6]。5-单 磷 酸 腺 苷 活 化 蛋 白 激 酶 (adenosine
 

monophosphate-activated
 

protein
 

kinase,AMPK)/哺

乳动物雷帕霉素靶蛋白(mammalian
 

target
 

of
 

rapam-
ycin,mTOR)信号轴是细胞代谢的核心调控枢纽,动
态平衡细胞的能量状态、自噬活性与合成代谢[7]。在

酮体合成途径中,ACAT1所催化的反应是关键步骤

之一,其产物乙酰辅酶A是生成酮体的前体,直接影

响细胞乙酰辅酶A的丰度,可能通过调节AMP/ATP
比值或乙酰化修饰间接调控AMPK/mTOR活性[8]。
然而,ACAT1是否通过该通路参与调控RPE细胞在

氧化应激下的代谢适应性与细胞行为,尚无系统研

究。本研究通过构建特异性干扰ACAT1的 H2O2 诱

导的RPE细胞氧化应激模型,以揭示ACAT1对该细

胞糖代谢及细胞活性、迁移的影响,并探讨可能机制,以
期为开发基于代谢干预的眼病治疗策略提供实验依据。
1 材料与方法

1.1 材料

人RPE细胞系ARPE-19,购自美国典型培养物

保藏中心;ACAT1基因干扰质粒ACAT1-siRNA,由
上海吉玛制药技术有限公司合成;H2O2 购自上海远

大过氧化物有限公司;LipofectamineTM3000试剂盒

(美国 Thermo
 

Fisher
 

Scientific公司);AMPK通路

抑制剂compound
 

C(美国Sigma-Aldrich公司);兔抗

人ACAT1、p-AMPK、AMPK、p-mTOR、mTOR一抗

(美国Cell
 

Signaling
 

Technology公司);葡萄糖测定

试剂盒、乳 酸 测 定 试 剂 盒、三 磷 酸 腺 苷(adenosine
 

triphosphate,ATP)试剂盒、MTT溶液(美国Sigma-
Aldrich公司)。
Infinite多功能酶标仪(瑞士帝肯公司);Eclipse

 

Ts2倒置显微镜(日本 Nikon株式会社);Gel
 

Doc
 

XR+凝胶成像系统(美国Bio-Rad公司)。
1.2 方法

1.2.1 细胞培养与处理

ARPE-19细胞培养于 DMEM/F12培养基,含
10%胎牛血清和1%双抗生素混合液,常规培养。细

胞传代控制在15代以内,在细胞融合度达80%~
90%时进行后续实验。
1.2.2 H2O2 氧化应激

将RPE细胞接种于96孔板,密度5×103 个/孔。
培养至细胞融合度达70%~80%。根据文献[7]和预

实验,用无血清培养基稀释30%
 

H2O2 原液至200
 

μmol/L,处理24
 

h。处理前用PBS清洗细胞3次以
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去除血清干扰。
1.2.3 细胞分组与处理

取未进行任何处理的正常 ARPE-19细胞,设为

空白组,取仅 H2O2 诱导的 RPE细胞设为诱导组。
取H2O2 诱导的RPE细胞,培养至对数期,PBS洗涤

后以1×106/mL 接 种 于 6 孔 板,再 次 融 合 后 将

ACAT1-siRNA转染至H2O2 诱导的RPE细胞,设为

干扰组。6
 

h后更换培养基继续培养至48
 

h。另取转

染6
 

h后的ACAT1基因干扰 H2O2 诱导的RPE细

胞,加入AMPK通路抑制剂compound
 

C,刺激6
 

h后

设为干扰+compound
 

C组,每组设置6个复孔,6
 

h
后更换为常规培养基,继续培养至48

 

h。
1.2.4 Western

 

blot检测细胞ACAT1蛋白表达

取各组细胞,冰上裂解30
 

min,以12
 

000
 

r/min
离心15

 

min后取上清液。通过二辛可宁酸(bicincho-
ninic

 

acid,BCA)法测定蛋白浓度,与上样缓冲液混合

煮沸变性。随后进行电泳、转膜(100
 

V恒压60~90
 

min)。转膜后用5%脱脂奶粉封闭1
 

h,加入稀释的

兔抗人ACAT1一抗(1∶1
 

000稀释)4
 

℃孵育过夜,
TBST洗膜,与 HRP标记的二抗(1∶5

 

000稀释)室
温孵育1

 

h,再次洗涤,ECL试剂显影,同时以GAP-
DH作为内参,计算ACAT1/内参比值。
1.2.5 细胞糖代谢指标的检测

取各组细胞,用无血清DMEM培养基培养,启动

24
 

h清除期以消除残留底物干扰,收集培养上清液,
转移至新的离心管中,根据葡萄糖测定试剂盒说明

书,向培养上清液中加入葡萄糖检测试剂,37
 

℃孵育

30
 

min,孵育结束后使用酶标仪在540
 

nm波长处读

取吸光度值,使用已知浓度的葡萄糖标准品制备标准

曲线和吸光度值计算样品中的葡萄糖浓度。
取各组细胞,使用与葡萄糖消耗量检测相同的培

养上清液,向培养上清液中加入乳酸测定试剂,在
37

 

℃下孵育反应混合物15
 

min,使用酶标仪读取吸

光度值,根据已知浓度乳酸标准品的标准曲线计算乳

酸浓度。
取各组细胞,裂解后以10

 

000
 

r/min低温离心

10
 

min,收集裂解液加入ATP检测试剂,在室温下孵育

15
 

min,酶标仪读取吸光度值,根据已知浓度ATP标准

品的标准曲线和吸光度值计算样品中的ATP水平。
1.2.6 MTT法检测细胞存活率

取各组细胞接种至96孔板,细胞密度5×103

个/孔,向各孔细胞中加入5
 

mg/mL的 MTT溶液20
 

μL,培养4
 

h后弃去培养液,加入 DMSO 溶液150
 

μL,微量振荡器室温下振荡10
 

min,用酶标仪测定

492
 

nm波长处吸光度值。细胞存活率=(实验组吸

光度值-空白吸光度值)/(阴性对照吸光度值-空白

吸光度值)×100%。
1.2.7 Transwell迁移实验检测细胞迁移能力

取Transwell小室,下室加入含10%血清的培养

基以形成化学梯度,上室接种200
 

μL无血清培养基

配制的细胞悬液,密度为1×105/mL,随后常规条件

下孵育48
 

h,待细胞穿过孔径8
 

μm的聚碳酸酯膜迁

移至下室面后,轻柔擦拭上室未迁移细胞,用4%多聚

甲醛固定,结晶紫染色,随机选取5个视野以倒置显

微镜对迁移细胞进行计数,取每个样本(孔)5个视野

的均值作为该样本的迁移细胞数,计数过程采用盲法

(计数者对分组情况不知情)。
1.2.8 Western

 

blot检测细胞p-AMPK、AMPK、p-
mTOR、mTOR蛋白表达

取各组细胞,裂解、电泳、转膜、封闭等步骤均同

1.2.4,加 入 稀 释 的 兔 抗 人 p-AMPK、AMPK、p-
mTOR、mTOR一抗(1∶1

 

000稀释)4
 

℃孵育过夜,
洗膜后加入HRP标记的二抗(1∶5

 

000稀释)室温孵

育1
 

h,ECL 显 影,以 GAPDH 作 为 内 参,计 算 p-
AMPK、AMPK、p-mTOR、mTOR与内参比值。

实验均独立重复3次,每次实验每组设置6个复

孔(每组6个独立的生物学重复样本)进行分析。
1.3 统计学处理

采用SPSS19.0对数据进行分析。正态分布的计

量资料以x±s表示,多组间比较采用单因素方差分

析,若满足方差齐性,进一步两两比较采用LSD-t检

验;若方差不齐,则采用Tamhane’s
 

T2检验。以P<
0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 各组ACAT1蛋白表达水平的比较

与空白组(0.35±0.06)比较,诱导组ACAT1蛋

白表达水平(0.97±0.12)升高(P<0.05);与诱导组

比较,干扰组ACAT1蛋白表达水平(0.65±0.09)降
低(P<0.05);干扰组、干扰+compound

 

C组蛋白表

达水平(0.64±0.11)比较,差异无统计学意义(P>
0.05),见图1。

  ①:空白组;②:诱导组;③:干扰组;④:干扰+compound
 

C组。

图1  各组ACAT1蛋白表达水平比较

2.2 各组糖代谢指标水平的比较

与空白组比较,诱导组和干扰组ATP水平、葡萄

糖消耗量、乳酸生成量均升高(P<0.05);与诱导组比

较,干扰组 ATP水平、葡萄糖消耗量、乳酸生成量均

升高(P<0.05);与干扰组比较,干扰+compound
 

C
组ATP水平、葡萄糖消耗量、乳酸生成量均 降 低

(P<0.05),见表1。
2.3 各组细胞存活率的比较

与空白组(70.19±8.46)%比较,诱导组细胞存

活率(33.01±5.95)%降低,差异有统计学意义(P<
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0.05);与诱导组比较,干扰组细胞存活率(62.12±
10.07)%升高,差异有统计学意义(P<0.05);与干扰

组比较,干扰+compound
 

C组细胞存活率(50.44±
9.12)%降低,差异有统计学意义(P<0.05)。
2.4 各组细胞迁移能力的比较

与空白组[(60.80±9.02)个]比较,诱导组透膜

细胞数[(25.20±4.16)个]减少,差异有统计学意义

(P<0.05);与 诱 导 组 比 较,干 扰 组 透 膜 细 胞 数

[(51.60±8.11)个]增加,差异有统计学意义(P<
0.05);与干扰组比较,干扰+compound

 

C组透膜细

胞数[(35.20±6.94)个]减少,差异有统计学意义

(P<0.05),见图2。
2.5 各组p-AMPK/AMPK、p-mTOR/mTOR蛋白

表达水平比较

与空白组比较,诱导组p-AMPK/AMPK蛋白表

达水平升高(P<0.05),p-mTOR/mTOR蛋白表达

水平降低(P<0.05);与诱导组比较,干扰组细胞p-
AMPK/AMPK蛋 白 表 达 水 平 升 高(P<0.05),p-
mTOR/mTOR蛋白表达水平降低(P<0.05);与干

扰组 比 较,干 扰+compound
 

C 组 细 胞 p-AMPK/
AMPK蛋白表达水平降低(P<0.05),p-mTOR/
mTOR蛋白表达水平升高(P<0.05),见表2、图3。

表1  各组糖代谢指标比较(x±s)

组别 n ATP水平 葡萄糖消耗量 乳酸生成量

空白组 6 0.27±0.03 0.21±0.03 0.23±0.04

诱导组 6 0.39±0.07a 0.42±0.05a 0.46±0.05a

干扰组 6 0.97±0.12ab 0.95±0.13ab 0.91±0.11ab

干扰+compound
 

C组 6 0.54±0.06c 0.71±0.09c 0.80±0.10c

F 94.210 89.035 89.344

P <0.001 <0.001 <0.001

  a:P<0.05,与空白组比较;b:P<0.05,与诱导组比较;c:P<
0.05,与干扰组比较。

  A:空白组;B:诱导组;C:干扰组;D:干扰+compound
 

C组。

图2  各组透膜细胞数比较(200×)

表2  各组p-AMPK/AMPK、p-mTOR/mTOR
   蛋白表达水平比较(x±s)

组别 p-AMPK/AMPK p-mTOR/mTOR

空白组 0.24±0.04 1.12±0.23

诱导组 0.81±0.12a 0.34±0.04a

干扰组 1.74±0.34b 0.27±0.03b

干扰+compound
 

C组 0.51±0.06c 1.35±0.27c

F 75.675 55.732

P <0.001 <0.001

  a:P<0.05,与空白组比较;b:P<0.05,与诱导组比较;c:P<
0.05,与干扰组比较。

  ①:空白组;②:诱导组;③:干扰组;④:干扰+compound
 

C组。

图3  各组细胞p-AMPK、AMPK、p-mTOR、mTOR
蛋白表达水平
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