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!!&摘要 ' !目的!探讨 hHxOO(&样因子 / "h4Q/#高表达对于紫外线 \"i<\#诱导晶状体上皮细胞
"X4"79#凋亡的影响(!方法!利用脂质体转染的方法将已成功构建的真核表达质粒 O"eQTE7CEh4Q/ 转染

到 X4"79中%采用 Y(98(H* N&38法测定细胞中 h4Q/ 蛋白的表达水平*采用四甲基偶氮唑盐"[ZZ#法检测转染

后细胞活力*经苏木精U伊红染色法观察细胞形态*采用 4%L(>?($M 染色法观察细胞受损情况*采用 Y(98(H*

N&38法检测细胞中凋亡标志物 N$6和 N2&EC 的相对表达量%并计算 N$6>N2&EC 比值*采用细胞凋亡检测试剂盒定

量测定细胞凋亡水平%并检测细胞中活性氧簇";@5#的表达水平(!结果!B_D !J转染组和 +_B !J转染组细

胞生存力较空载体对照组下降%差异均有统计学意义"均 FpB_BD#( h4Q/ 高表达组细胞稀疏%细胞形态狭

长%细胞质浓缩( 正常对照组细胞形态稳定%数量均匀%为绿色活细胞*h4Q/ 高表达组红色死亡细胞数量显著

增多( i<\照射后%h4Q/ 高表达组 X4"79细胞凋亡值)N$6相对表达量)N$6>N2&EC 比值);@5 表达量均高于

空载体对照组%差异均有统计学意义"均 FpB_BD#(!结论!高表达的 h4Q/ 通过调控凋亡相关蛋白的表达及

促进内质网内 ;@5 堆积来加剧 i<\照射导致的 X4"79凋亡%提示 h4Q/ 参与 X4"79的凋亡调控( 通过生物

学手段特异性下调 h4Q/ 的表达有可能在一定程度上发挥对 X4"79的保护作用(!

&关键词'!hHxOO(&样因子 /* 晶状体上皮细胞* 凋亡* 紫外线 \* 氧化应激
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$*M OH3#38%*J8K($22=#=&$8%3* 3I;@5 %* 8K((*M3O&$9#%2H(8%2=&=#1?3R*EH(J=&$8%3* 3Ih4Q/ (6OH(99%3* N'

N%3&3J%2$&833&9#$'O&$'$OH38(28%L(H3&(3* 4"7983$2(H8$%* (68(*81
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!!白内障是由多种因素导致的晶状体混浊%病因多
为先天因素或后天全身营养代谢异常)中毒变性等(
白内障的发病机制尚不明确%其中人晶状体上皮细胞
"K=#$* &(*9(O%8K(&%$&2(&&9%X4"79#凋亡是除先天性
白内障以外所有类型白内障形成的细胞学基础%i<\
照射造成的氧化损伤则是 4"79凋亡的重要诱发因
素( hHxOO(&样因子 / "hHxOO(&&%S(I$283H/%h4Q/#是
肿瘤抑制因子%在 52KR$** 细胞中其可通过上调 Q$9
表达而调控凋亡反应

++, ( 高表达的 h4Q/ 可以调节
OC+ 和 OC-" S%O+#的表达%从而抑制细胞增生并降低
4"79的细胞活力 +C, ( 本课题组的前期研究结果显示%
上调 h4Q/ 蛋白表达水平可抑制胰岛素样生长因子 +
"%*9=&%*E&%S(JH3R8K I$283HE+%AeQE+#诱导的 X4"79增
生%提示 h4Q/ 是 4"79功能的潜在调控因子 +0, ( 鉴于
h4Q/ 在细胞增生以及凋亡中的调控作用并结合氧化
损伤对白内障发生和发展中的影响%本研究中拟观察
h4Q/ 对于紫外线 \"=&8H$L%3&(8\%i<\#诱导的 X4"79
氧化损伤的影响%为通过干预 h4Q/ 来控制白内障提
供依据(

85材料与方法

8185主要试剂
X4"79细胞株"X4"E\0 细胞#由天津医科大学眼

科学院眼科研究所杨春波博士惠赠*O"eQTE7CEh4Q/
真核表达质粒由本实验室自行构建%制备方法及有效
性验证见文献 +0,*四甲基偶氮唑盐 "#(8K'&8K%$P3&'&
8(8H$P3&%=#%[ZZ#溶液"北京 53&$HN%3公司#*兔抗 N2&EC
抗体 " X=#$* 5O(2%I%2z Cd-C #)兔抗 N$6" ?C"++ z
DBC0#)兔抗 e:T?X"+F7+B zC++d#)转染试剂脂质体
CBBB) 4A<">?":? 细 胞 活 性>细 胞 毒 性 试 剂 盒
"40CCF#"美国 5%J#$公司#*";EZH$2S(H染色试剂)细
胞凋亡检测试剂盒 " ++--FFCDBB+,/ # "瑞士罗氏公

司#(
8195方法
819185[ZZ法比较 i<\照射条件下 h4Q/ 高表达对
X4"79活力的影响!按照 +q+BF >孔将 X4"79接种于
CBB !&培养体系的 ,/ 孔细胞板中( 待细胞汇合度约
为 -Bb%分为空载体对照组)B_D !J转染组和 +_B !J
转染组%将相应的质粒利用脂质体 CBBB 分别对 X4"79
进行相应的转染处理( 转染后 CF K%以能量密度为
CB #̂ >2#C i<\照射各组细胞 CBB 9%继续培养 Fd K%吸
除上清液%加入 B_D #J>4[ZZ溶液孵育 F K%吸除上清
液%每孔加入 +DB !&?[5@溶液%室温下静置 +B #%*%
利用酶联免疫检测仪测量波长 FD/ *#处各孔吸光度
"5#值( 分析 i<\照射下各组 X4"79活力( 每组设
0 个复孔%实验重复 0 次(
819195苏木精U伊红染色观察 i<\照射条件下 h4Q/
高表达对 X4"79形态的影响!按照 0q+BF >孔的密度
将 X4"79接种于 DBB !&培养体系的 CF 孔板中( 待细
胞于载玻片上生长至 -Bb时%将细胞分为正常对照
组)空载体对照组和 h4Q/ 高表达组( 正常对照组为
加入不含任何外源性基因的 X4"79*空载体对照组利
用转染试剂脂质体 CBBB 将 O"eQTE7CEh4Q/ 空载体导
入 X4"79*h4Q/ 高表达组利用转染试剂脂质体 CBBB
将 O"eQTE7CEh4Q/ 真核表达质粒导入 X4"79中( 转
染后 CF K 以 CB #̂ >2#C i<\照射各组细胞 CBB 9%培养
后 Fd K 用质量分数 Fb多聚甲醛固定 +B #%*%T\5 清
洗 +B #%*%清水冲洗%苏木素溶液浸泡 + #%*%清水冲
洗%加体积分数 +b醋酸溶液%蘸取 C 次%清水冲洗%体
积分数 B_Db氨水中蘸取 C 次%伊红溶液浸泡 + #%*%梯
度乙醇脱水%二甲苯溶液浸泡 + #%*%荧光显微镜下观
察 i<\照射条件下各组 X4"79形态(
8191:5细胞毒性试验检测 i<\照射条件下 h4Q/ 高
表达对 X4"79生存状态的影响!按照 +q+BF >孔密度

!dDC! 中华实验眼科杂志 CB+, 年 F 月第 0- 卷第 F 期!7K%* "̂6O @OK8K$&#3&%:OH%&CB+,%<3&10-%W31F

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



将 X4"79接种于 CBB !&培养体系 ,/ 孔细胞板中%待
细胞汇合度约为 -Bb%按照 +1C1C 部分进行实验分组
处理( 转染后 CF K%以 CB #̂ >2#C i<\照射各组细胞
CBB 9%继续培养 Fd K%每孔加入 DB !&配制的4%L(>?($M
染色剂溶液( 绿色荧光染色剂钙黄绿素E:[用于标志
活细胞*红色荧光染色剂乙锭二聚体E+ 用于示踪死细
胞( 室温下孵育 0B #%*%终止染色%每孔加入 DB !&
T\5%荧光显微镜下观察 i<\照射条件下各组 X4"79
活性(
8191;5Y(98(H* N&38法检测 h4Q/ 高表达对 i<\诱导
的 X4"79中凋亡相关蛋白表达的影响!按照 /q+BD >孔
的密度将 X4"79接种于 + #&培养体系的 / 孔细胞培
养板中%待细胞汇合度达到 -Bb%将细胞分为空载体
对照组和 h4Q/ 高表达组( 空载体对照组利用转染试
剂脂 质 体 CBBB 将 O"eQTE7CEh4Q/ 空 载 体 导 入
X4"79*h4Q/ 高表达组利用转染试剂脂质体 CBBB 将
+_B !JO"eQTE7CEh4Q/ 真核表达质粒导入 X4"79(
转染后 CF K%以 CB #̂ >2#C i<\照射各组细胞 CBB 9%
继续培养 Fd K( 收集各组全细胞提取物%以 5?5E
T:e"凝胶电泳分离蛋白复合物%转膜后用质量分数
Db脱脂奶粉室温封闭 + K%加入一抗"+ j+ BBB#杂交%
F r孵育过夜后%以 + 倍 Z\5Z缓冲液洗膜 0 次%每次
+B #%*%用辣根过氧化物酶标记的二抗"+ jD BBB#继续
孵育 + K%以 + 倍 Z\5Z缓冲液洗膜 0 次%每次 +B #%**
最后加入 "74%曝光并拍照%以 e:T?X为内参%经
A#$J( 图̂像分析软件计算灰度值%计算目的蛋白相对
于 e:T?X的灰度比值(
8191< 5细胞凋亡检测 h4Q/ 高表达对 i<\诱导
X4"79凋亡的作用!按照 Cq+BF >孔的密度将 X4"79
接种于 CBB !&培养体系的 ,/ 孔细胞板中%待细胞汇合
度达到 -Bb%按照 +1C1F 部分进行细胞分组处理( 转
染后 CF K%以 CB #̂ >2#C i<\照射各组细胞 CBB 9( 培
养后 Fd K 参照 "4A5:T4i5 细胞凋亡检测试剂盒说明
书将细胞裂解物置于链霉抗生物素蛋白包被的微量培

养板%与抗组蛋白>生物素和抗 ?W:>过氧化物酶混合
物共同温育*通过酶联免疫检测仪测定各孔波长
FBD *#处细胞 5值( 各组凋亡值 各̀组 5值U空白对
照组 5值( 每组设 0 个复孔%实验重复 0 次(
8191=5细胞凋亡检测 i<\照射条件下高表达 h4Q/
对细胞 ;@5 含量的影响!按照 +_Dq+BF >孔密度将
X4"79接种于 CBB !&培养体系的 ,/ 孔细胞板中%待
细胞汇合度达约 -Bb%按照 +1C1F 部分对细胞进行分
组处理( 转染后 CF K%以 CB #̂ >2#C i<\照射各组细
胞 CBB 9%继续培养 Fd K( ?7QXE?:探针孵育 0B #%*

后%T\5 清洗 C 遍%酶联免疫检测仪测定波长 Fdd *#
处各孔细胞 5值( 5值反映各组细胞的 ;@5 产量%每
组设 0 个复孔%实验重复 0 次(
81:5统计学方法

采用 5T55 +d1B 统计学软件进行统计分析( 本研
究中计量资料经 h3&#3J3H3LE5#%H*3L检验%符合正态
分布%以 #($*a5?表示( X4"79细胞活力)细胞 N2&EC
和 N$6表达)细胞内 ;@5 表达)X4"79凋亡水平的比
较采用独立样本 /检验( FpB_BD 为差异有统计学
意义(

95结果

9185各组 X4"79细胞活力比较
[ZZ法检测发现%B_D !J转染组和 +_B !J转染组

细胞活力分别为 +_CFaB_BDd 和 B_/-aB_++%均较空载
体对照组的 +_0,aB_+d 减小%差异均有统计学意义
"均 FpB_BD#( h4Q/ 高表达可显著抑制 X4"79的细
胞活力%并呈剂量依赖性"图 +#(
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图 85各组 mKLF*细胞活力比
较!+a空载体对照组!CaB_D !J
转染组!0a+_B !J转染组!与

空载体对照组比较%$FpB_BD"独
立样本 /检验%& 0̀#

!

9195光学显微镜下各组细胞的形态学表现
正常对照组细胞形态饱满%细胞质染色均一%细胞

核呈圆形*空载体对照组细胞体积变小%细胞质浓缩%
染色质高度凝聚)边缘化*h4Q/ 高表达组细胞稀疏%细
胞形态狭长%细胞质浓缩"图 C#(
91:5荧光显微镜下各组 X4"79表现

正常对照组细胞形态稳定)大小一致)数量均匀%全
部为绿色活细胞*经 i<\照射后%空载体对照组可见点
缀少量不均匀分布的红色死亡细胞*而 h4Q/ 高表达组
红色死亡细胞数量显著多于空载体对照组"图 0#(
91;5h4Q/ 高表达组和空载体对照组细胞凋亡相关蛋
白 N2&EC 和 N$6表达情况

h4Q/ 高表达组与空载体对照组比较%N$6表达上
调%N2&EC 的表达下调"图 F:#( h4Q/ 高表达组 N$6相
对表达量为 B_-B aB_BD%较空载体对照组的 B_0B a
B_B0 上调%差异有统计学意义" /̀ ++_/+B%F B̀_BBB#
"图 F\#( h4Q/ 高表达组 N2&EC 相对表达量为 B_/Ca
B_B-%较空载体对照组的 B_C-aB_BD 下调%差异有统

!,DC!中华实验眼科杂志 CB+, 年 F 月第 0- 卷第 F 期!7K%* "̂6O @OK8K$&#3&%:OH%&CB+,%<3&10-%W31F

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



计学意义" /̀ /_-+-%F B̀_BB0# "图 F7#( h4Q/ 高表
达组中 N$6>N2&EC 为 C_/d aB_0d%较空载体对照组的

B_F,aB_B+ 升高%差异有统计学意义 " /̀ +B_B/B%F`
B_BB+#"图 F?#(
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图 95光学显微镜下各组 mKLF*凋亡的形态学改变"X"q+B%标尺 +̀BB !##!:D正常对照组!\D空载体对照组!7Dh4Q/ 高表达组!图 :5
K>XL量1L31染色法标记各组细胞生存状态"qCB%标尺 D̀B !##!:D正常对照组!\D空载体对照组!7Dh4Q/ 高表达组!绿色荧光染色剂钙黄
绿素E:[用于标记活细胞*红色荧光剂乙锭二聚体E+ 用于示踪死亡细胞%箭头所示红色荧光标记死亡细胞!图 ;5各组细胞内凋亡标志物 4"@ 和
4/1a9 相对表达量比较!:D各组 N$6和 N2&EC 蛋白表达电泳图!\DC 个组细胞 N$6相对表达量的比较!与空载体对照组比较%$FpB_BD"独立样本 /

检验%& 0̀#!7DC 个组细胞 N2&EC 相对表达量的比较!与空载体对照组比较%$FpB_BD"独立样本 /检验%& 0̀#!?DC 个组细胞 N$6>N2&EC 相对表

达量的比较!与空载体对照组比较%$FpB_BD"独立样本 /检验%& 0̀#!+D空载体对照组!CDh4Q/ 高表达组
!

91<5各组 X4"79凋亡水平的比较
h4Q/ 组细胞凋亡水平为 +_0daB_+F%较空载体对

照组的 B_F/aB_BC 明显升高%差异有统计学意义" /̀
+,_//B%F̀ B_BBB#"图 D#(
91=5各组 X4"79细胞中 ;@5 表达水平的比较

h4Q/ 高表达组细胞 ;@5 表达量为 F FCF_/- a
d--_D,%较空载体对照组的0 BF-_BBaFBB_FB 明显升
高%差异有统计学意义"/̀ F_CdD%F̀ B_BB+#"图 /#(
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图 <5各组 mKLF*凋亡水平的比较!与空载体对照组比较%$Fp
B_BD"独立样本 /检验%& 0̀#!+D空载体对照组!CDh4Q/ 高表达组
图 =5各组 mKLF*细胞中 EB4表达水平的比较!与空载体对照组

比较%$FpB_BD"独立样本 /检验%& 0̀#!+D空载体对照组!CDh4Q/
高表达组!注D;@5D活性氧簇
!

:5讨论

晶状体是眼球的重要屈光间质%老化a遗传a局部

营养障碍a免疫与代谢异常等原因均能引起晶状体代
谢紊乱%导致晶状体蛋白质变性而发生混浊%进而诱发
白内障

+F, ( 白内障的发病机制尚不明确%其中 4"79
凋亡是除先天性白内障以外所有类型白内障形成的细

胞学基础之一%氧化损伤则是 X4"79凋亡的重要诱发
因素

+F, ( 此外%晶状体蛋白的损伤和结构改变a4"79
自噬溶酶体系统和泛素蛋白酶体系统的紊乱和异常也

是白内障重要的发病机制
+D, (

h4Q/ 作为肿瘤抑制因子%可参与多种细胞的凋亡
调控

+/Ud, ( 52KR$** 细胞中 h4Q/ 通过上调 Q$9表达来
介导其凋亡

++, %而在呼吸道合胞病毒感染过程中h4Q/
通过诱导型一氧化氮合酶途径调控细胞的凋亡

+,, (
近年发现%#%;E/0B 可通过针对 [KLC 这一靶基因调控
卵巢癌上皮细胞的增生及侵袭

++B, ( 同时%X(等 +++,
研

究也发现%h4Q/ 是调控宫颈癌细胞增生的潜在靶点(
研究证实%i<\辐射与白内障的发生密切相关%

而 i<\诱导的 4"79凋亡是人和其他动物白内障形成
共同的细胞学基础

++CU+F, ( 因此本研究中将 h4Q/ 引入
人 4"79模型中%并利用 i<\照射诱导细胞凋亡%探讨
h4Q/ 高表达对 X4"79凋亡的影响( 研究发现 i<\
照射条件下 h4Q/ 高表达可下调 X4"79增生活力%
h4Q/ 高表达细胞出现凋亡相关的形态学改变( 同时
i<\刺激可以诱导 X4"79的损伤和凋亡%且 h4Q/ 高

!B/C! 中华实验眼科杂志 CB+, 年 F 月第 0- 卷第 F 期!7K%* "̂6O @OK8K$&#3&%:OH%&CB+,%<3&10-%W31F
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表达可以促进 X4"79的凋亡(
N2&EC 是细胞凋亡信号转导途径中关键的调节因

子
++D, %可在多个水平上发挥凋亡抑制作用%而 N$6则

与 N2&EC 对抗阻止其抑制凋亡作用的发挥 ++/, ( 当 N$6

在细胞内高表达时%细胞对死亡信号的反应性增强%启
动凋亡%细胞内这 C 种对立蛋白间的比率关系是细胞
存亡的关键

++-U+,, ( 本研究结果显示%h4Q/ 过表达后
N$6>N2&EC 比值增加%提示细胞凋亡%从而提示 h4Q/ 是
X4"79凋亡的潜在诱导因子(

氧化应激是指机体遭受紫外线刺激等有害因素

时%体内 ;@5 等高分子产生过多%超出氧化物的清除
能力%氧化与抗氧化系统失衡%导致细胞组织损伤 +CB, (
因此本研究中应用 ;@5 测定试剂检测细胞内 ;@5 水
平%结果显示与空载体对照组比较%i<\照射条件下
h4Q/ 高表达可显著上调 X4"79内 ;@5 的表达水平(
内质网是蛋白质合成场所%是细胞重要的抗氧化防御
系统所在

+C+, %氧化应激则是内质网应激的主要诱因%

表现为内质网腔内错误折叠与未折叠蛋白聚集以及钙

离子平衡紊乱%可激活未折叠蛋白反应)内质网超负荷
反应和 2$9O$9(E+C 介导的凋亡通路等信号途径( 研究
显示%内质网应激直接影响细胞的转归%如适应)损伤
或凋亡

+CCUCD, ( 内质网是 ;@5 产生的主要场所 +C/UC-, (
为明确 h4Q/ 对于 i<\诱导的内质网应激的潜在调
控作用%本研究中引入内质网);@5 双染法特异性示
踪细胞中内质网及 ;@5%结果显示在 i<\刺激下%与
空载体对照组比较%h4Q/ 高表达组细胞荧光增强%提
示 ;@5 积聚增多%且绿色荧光";@5#与红色荧光"内
质网#之间存在共定位( 同时也说明%h4Q/ 蛋白可以
通过促进 i<\诱导的氧化应激反应造成的内质网中
;@5 堆积%打破内质网平衡状态%诱导内质网应激%进
而启动凋亡信号途径%破坏 X4"79的稳态平衡%加速
X4"79凋亡%诱导白内障的发生(

综上所述%本研究中结果显示%h4Q/ 蛋白对紫外
线诱导 X4"79凋亡的诱导作用%并发现高表达的
h4Q/ 通过调控凋亡相关蛋白的表达及促进内质网中
;@5 的积聚来加剧 i<\照射导致的 X4"79凋亡%因
此 h4Q/ 有望成为临床中预防和治疗白内障的潜在生
物学靶点%如利用 h4Q/ 促凋亡的特性可针对性地设
计 h4Q/ 的小干扰 ;W:%特异性下调 X4"79中 h4Q/
表达%内源性提高 X4"79的抗氧化能力%进而抑制或
延缓白内障的发生及发展(
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本刊对医学研究中知情同意和医学伦理学描述的要求

!!根据国际医学期刊编辑委员会提供的1生物医学期刊投稿统一要求2的表述%本刊对作者撰写稿件时关于1知情同意2和1医学

伦理学2的描述提出如下要求$

"+#知情同意!在未事先获得知情同意的情况下%患者有隐私不被侵犯的权力( 患者的身份信息%包括姓名)来源)住院号等均

不应该以文字)图片或家系信息的方式在出版物上公开%除非这些信息对于本研究是必需的%如需在出版物上显示%应征得患者"或

者父母)监护人#签署的书面同意书(

发表的文章中应该省略不必要的患者个人信息%但难以做到完全匿名时"如在照片中掩盖患者的眼部%不足以保护患者的隐私

权#%应提供知情同意的信息( 如果用改变患者的身份特征"如遗传家系等#以保护患者隐私权的方法%作者应该确保这些改变不影

响研究的科学性%并且编辑应在文中对此予以说明(

"C#医学伦理学!以人体为实验对象的研究%作者应该提及试验步骤是否符合相应的负责机构)国家委员会或 +,-D 年赫尔辛

基宣言"CBBD 年修订#的医学伦理学标准( 如果研究过程对是否符合赫尔辛基宣言有疑问或存在一定的问题%作者应当做出客观

说明并解释研究的合理性%提交已通过审查机构的批准情况( 以动物为实验对象的研究%作者应当说明是否遵循当地的相关机构)

学会"国内或国外#及国家实验动物保护和使用指南(

本刊对来稿中作者署名的著录要求
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的起草或能够对论文中的方法学或关键部分进行修改( "0#能对审稿专家和编辑提出的修改意见进行核修%能够答辩并承担责任(

仅参与筹得资金或收集资料者以及仅对科研小组进行一般管理者均不宜署名为作者( 文中如有外籍作者%应附外籍作者亲笔签名

在本刊发表的同意函( 集体署名的文章应于题名下列出署名单位%于文末列出论文整理者的姓名%并须明确该文的主要责任者(

作者署名的名次应按对论文贡献大小顺序排列于文题下方%每篇论文须列出通信作者 + 名( 如无特殊约定%则视第一作者为

通信作者( 作者"包括通信作者#的署名及其排序应在投稿前由所有研究者共同讨论确定%在编排过程中不宜变更或增减%尤其是

通信作者和前三名作者%若确需变动者须提供所有署名作者的签名同意函并出示单位证明( 有英文文题的论著和综述应有全部作

者姓名的汉语拼音%列于英文文题之下(
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