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!!$摘要%!目的!观察不同能量紫外线&RY'T照射对人晶状体上皮细胞&F%E2'的损伤作用及细胞线粒
体中谷氧还蛋白 $&].K$'的表达变化#探讨 ].K$ 对 RYT诱导的人 F%E2凋亡的抑制作用(!方法!对bF%BT"
进行体外培养#以不同能量的 RYT&#);#)"#)A# &X>7&$ ' &波长 $@< +&'分别照射培养的细胞#分别于照射后
$)J)C);$ 和 ;= M 在光学显微镜下观察细胞形态变化*采用细胞计数试剂盒 C&EE_C'法检测各组细胞的存活
率*采用 IRU%F法测定各组细胞的凋亡率*分别采用实时荧光定量 DÈ 和 ^12*1.+ O)/*法检测各组细胞中
].K$ &̀ U\及其蛋白的相对表达量( 用 -78U\"k;B].K$ 质粒转染培养的细胞构建 ].K$ 过表达模型#以
-78U\"k; 空质粒转染组作为对照#并以 RYT照射转染的细胞#采用 IRU%F法检测各组细胞的凋亡率(!
结果!细胞培养过程中未照射组细胞贴壁生长#细胞伸展良好#细胞中 ].K$ 表达呈绿色荧光( RYT照射的
细胞皱缩变小#死亡细胞增多#;#)"#)A# &X>7&$ RYT照射后随着 RYT剂量增加和照射时间延长细胞存活率
逐渐下降#凋亡细胞逐渐增多( ;# &X>7&$ RYT照射组和 "# &X>7&$ RYT照射组照射后 J M#细胞中
].K$ &̀ U\相对表达量分别为 $kA"l#kJC 和 "kA"l#k;J#均明显高于未照射组的 ;k#;l#k#C 和 ;k##l#k#@#
A# &X>7&$ RYT照射组照射后 ; M 细胞中 ].K$ &̀ U\相对表达量为 ;Ak"#l"k#;#明显高于未照射组的 ;k##l
#k#<#差异均有统计学意义&均 Qp#k#A'*各照射不同时间后细胞中 ].K$ 蛋白相对表达量变化趋势与 &̀ U\
相同( A# &X>7&$ RYT照射后 J M ].K$ 转染组细胞凋亡率为&;Ak"Jl;k<;'Z#明显低于空质粒组的&$$k;;l
$kJ='Z#差异有统计学意义&2j"k;C@#Qp#k#A'(!结论!不同能量 RYT照射后诱导的人 F%E2凋亡和损伤
程度呈 RYT能量依赖性和照射时间依赖性#各剂量 RYT照射 F%E2后细胞中 ].K$ 表达量均表现为一过性上
调#].K$ 表达量增加对 RYT诱导人 F%E2凋亡有抑制作用(!
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,./5- &'))'*Qp#k#A'6IM11K-.122(/+ )1P1)/0].K$ &̀ U\(+ *M171))2L'2;Ak"#l"k#; '*; M/5.'0*1.(..'N('*(/+ (+
*M1A# &X>7&$ RYT,./5-#LM(7M L'22(,+(0(7'+*)4M(,M1.*M'+ ;k##l#k#< (+ *M1+/+BRYT1K-/25.1,./5- &Qp
#k#A'6IM11K-.122(/+ )1P1)2/0].K$ -./*1(+ 2M/L1N *M12'&1*1+N1+74*/].K$ &̀ U\6IM1'-/-*/2(2.'*1/0*M171))2
(+ *M1].K$ *.'+2017*1N ,./5- L'2&;Ak"Jl;k<;'Z#'+N *M'*(+ *M11&-*4-)'2&(N ,./5- L'2&$$k;;l$kJ='Z '*J
M/5.2'0*1.A# &X>7&$ RYT (..'N('*(/+# L(*M '2(,+(0(7'+*N(001.1+71O1*L11+ *M1& & 2j"k;C@# Qp#k#A '6!
<*'$43/&*'/!RYT(..'N('*(/+ (+N571N N'&',1/0M5&'+ F%E2(+ N/21B'+N *(&1BN1-1+N1+*&'++1.6b/L1P1.#*M1
1K-.122(/+ /0].K$ (+ M5&'+ F%E2(25-B.1,5)'*1N *.'+2(1+*)4'0*1.1K-/25.1/0RYT#LM(7M M'2'-./*17*(P110017*/+
*M171))2','(+2**M1RYTB(+N571N '-/-*/2(26!
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!!流行病学调查及基础研究表明#白内障的发生与
紫外线&5)*.'P(/)1*#RY'辐照损伤有关 +;, #紫外线辐射
氧化损伤是白内障形成的重要原因之一( 晶状体上皮
细胞&)1+21-(*M1)(')71))2#F%E2'在晶状体代谢中最为
活跃#在维持晶状体的透明性中发挥重要作用( 因此#

紫外线对 F%E2的损伤是造成白内障的诱因#其中
RYT主要引起 F%E2损伤( F%E2参与晶状体的生长)

分化和损伤修复等生物学活动#且含有丰富的抗氧化
损伤的酶系统#其中谷氧还蛋白 $ &,)5*'.1N/K(+ $#
].K$'在细胞的抗氧化损伤过程中具有重要作用(
].K$ 是一种小分子氧化还原酶#属于谷氧还蛋白家
族

+$, #可与谷胱甘肽 &,)5*'*M(/+1#]Sb')谷胱甘肽还
原酶和烟酰胺腺嘌呤二核苷酸#即还原性辅酶!
&U\D8b'#共同构成 ].K系统#与 ]Sb结合#可逆性
地调节细胞的 ]Sb化)去 ]Sb化以及二硫键的形成
和还原#以维持细胞氧化还原稳态 +", ( 本研究组前期
研究对 RYT辐照诱导的小鼠白内障的发病机制进行
了研究

+J, #为了进一步研究 RYT辐照与人 F%E2氧化
损伤的作用及机制#本研究对 RYT诱导的人 F%E2损
伤进行 ].K$ 检测#动态观察 RYT损伤的人 F%E2中
].K$ 的变化#探讨在 RYT诱导的白内障形成过程中
].K$ 对 F%E2的保护作用(

:5材料与方法

:6:5主要试剂及仪器5人 F%E2系 bF%BT" +编号"
È FB;;J$;#美国模式培养物集存库 &\&1.(7'+ *4-1
75)*5.17/))17*(/+#\IEE',*低糖 8H%H培养液 &美国
b4E)/+1公司'*胎牛血清&01*')O/P(+121.5&#VTS'&以
色列 T(/:+N 公司'*转染试剂 F(-/017*'&(+1$###&美国
IM1.&/公司 '*实时荧光定量 DÈ 试剂盒 &日本
I'_'̀'公司'*小鼠抗人 ].K$ 抗体&编号"'O;=<$#<#

英国 \O7'&公司'*b̀ D标记山羊抗小鼠二抗&编号"
O2B#$@=]#北京博奥森生物技术有限公司'*细胞毒性
检测细胞计数试剂盒 C &71))7/5+*(+,Q(*BC#EE_BC'试

剂盒) :̀D\裂解液 &上海碧云天生物技术公司 '*
IRU%F细胞凋亡检测试剂盒 &美国 D./&1,'公司'(
RYT灯&型号"RYHA<#美国 RYD公司'*实时荧光定
量 DÈ 仪&美国 T(/B̀'N 公司'*荧光倒置显微镜&日
本 9)4&-52公司'(
:6>5方法
:6>6:5细胞培养及 RYT诱导 F%E2损伤模型的建立
!依据文献 +JG= ,描述的方法#用细胞计数板计数
A# 万个 bF%BT" 细胞#铺在 = 7&培养皿中#加入 J &)

含有体积分数 $#ZVTS 的低糖 8H%H#置于体积分
数 AZE9$ )"< q孵箱中培养 $J M#在超净台中打开
皿盖#用波长 $@< +&的 RYT照射细胞#照射功率为
AA $̂ >7&$ #分别照射 ")@ 和 ;A &(+#照射能量分别

达到 ;#)"# 和 A# &X>7&$ ( ;# &X>7&$
和 "# &X>7&$

能

量组分别于照射后 ;)")J)=);$ 和 ;= M 用显微镜观
察细胞形态( A# &X>7&$

能量组分别于照射后 #kA)
;)$)")= 和 C M 进行观察( 未照射组的细胞作为
对照(
:6>6>5].K$ 的细胞转染!将细胞铺于 = 孔板中
进行培 养# 细 胞 密 度 达 到 <#Z 时 将 细 胞 分 为

-78U\"k;B].K$质粒转染组和 -78U\"k; 空质粒转
染组#分别将 " $,相应质粒与 A $))(-/017*'&(+1$###

混合制备转染液#静置 $# &(+*然后将 = 孔板中细胞
培养液换为无血清培养液#将转染液加入无血清培
养液中( 细胞放置在 AZ E9$ )"< q孵箱中培养#= M

后更换为 $#ZVTS 的低糖 8H%H#继续培养 JC M#收
集细胞样品待测(
:6>6?5免疫荧光染色法检测细胞中 ].K$ 蛋白的表达
!将正常培养的细胞铺于 $J 孔板#每孔加入 = !;#J

个

细胞#待贴壁生长后 $J M 用 DTS 清洗 $ 遍#加入质量
分数 JZ多聚甲醛中固定 $# &(+#加入小鼠抗人 ].K$

抗体&; aA##'#J q孵育过夜( DTS 清洗 " 遍#加入荧
光二抗&; aA##'#室温下避光孵育 $ M( DTS 清洗 " 遍#

添加 b/17M2*染核( 通过荧光显微镜观察细胞染色
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情况(
:6>6@5EE_BC 法检测细胞的活力!将培养的细胞进
行消化并计数#接种至 @= 孔板#每孔加入 ;## $)培养
液#含 ; !;#J

个细胞#培养 ;$ M#待细胞贴壁后进行
RYT照射( 按照 ;6$6; 的描述分组并设定时间点#分
别在相应时间点换液#每孔加入 ;# $)EE_BC 工作液#
在 "< q条件下反应 ; WJ M#用酶标仪在波长 JA# +&
处检测各孔的吸光度值 &J'( 细胞生存率 j每孔 J
值>该孔初始 J值( 实验重复 " 次#取平均值(
:6>6D5IRU%F法检测细胞凋亡!正常培养的细胞密
度达到 C#Z时分别用 ;#)"# 和 A# &X>7&$ RYT照射#
其中 ;# &X>7&$

照射组分别于照射后 JkA M 和 ;$ M)
"# &X>7&$

照射组分别于照射后 J M 和 ;$ M)A# &X>7&$

照射组分别于照射后 ; M 和 = M 进行观察#未照射组细
胞作为对照( 预先在 $J 孔板中加入载玻片并用多聚
赖氨酸包被#细胞消化后单铺于载玻片( 待细胞爬片
后用 JZ多聚甲醛固定 "# &(+#然后用体积分数 #k;Z
I.(*/+ fB;## 和质量分数 #k;Z柠檬酸三钠水溶液孵
育 $# &(+( 每孔加入 ; 倍末端转移酶缓冲液 $## $)#
再加入 $ $)重组末端脱氧核苷转移酶和 $ $)生物素
标记的 NRID& O(/*(+B;=BNRID' "< q孵育 ; M*DTS 洗
涤#添加 \P(N(+BE[" 溶液作用 ; M*b/17M2*染核#体积
分数 <AZ甘油封片#荧光显微镜下观察并拍照( 采用
:&',1BD./D)52计数 IRU%F阳性细胞比例#每次实验
任意选 A 个视野( 细胞凋亡率j每个视野中的 IRU%F
阳性计数>视野中的全部 M/17M2*核信号数目( 实验重
复 " 次#取平均值(
:6>6J5实时荧光定量 DÈ 法检测细胞中 ].K$ &̀ U\
的表达!参照 ;k$kA 中描述的方法根据不同照射能量
和时间点进行分组#未照射组细胞作为对照( 用 I.(h/)
法分别在不同时间点提取各组细胞中 Ù\# 用
I'_'̀'逆转录试剂盒将 Ù\逆转录为 78U\备用(
DÈ 反应体系"S[T̀ !;# $)#上游引物&;# $&/)>F'
和下游引物 &;# $&/)>F'各 #kC $)#78U\模板 $ $)#
Ù'21B0.11NNb$9=kJ $)( "B'7*(+ 和 ].K$ DÈ 引物由

北京奥科鼎盛公司设计合成( "B\7*(+ 和 ].K$ 扩增条
件"@A q预变性 " &(+*@A q变性 ;A 2#=; q退火 ;A 2#
<$ q延伸 ;A 2#共 J# 个循环( 以 "B'7*(+ 为内参照#用
$G%%E*

法计算 ].K$ &̀ U\的相对表达量( 实验重复
" 次#取平均值(
:6>6K5^12*1.+ O)/*法检测细胞中 ].K$ 蛋白的表达
!按照 ;k$kA 中描述的方法根据不同照射能量和时间
点进行分组#未照射组细胞作为对照( 各组细胞分别
于 RYT处理后不同时间点弃上清培养液#DTS 洗涤

; 次*加入 ;A# $)̀ :D\裂解液#同时加入; a;##苯甲基
磺酰氟 & -M1+4)&1*M4)25)0/+4)0)5/.(N1#DHSV' 进行裂
解* :̀D\裂解后采用 TE\法进行蛋白定量#于细胞裂
解液中加入 A 倍 S8S 上样缓冲液#;## q煮沸 ;# &(+#
行常规聚丙烯酰胺凝胶电泳#并将蛋白转印至 DY8V
膜上#相应抗体孵育并显色( 采用 :&',1BX软件检测
条带灰度值#以 "B'7*(+ 为内参#计算 ].K$ 蛋白相对表
达量( 实验重复 " 次#取平均值(
:6?5统计学方法

采用 SDSS ;@6# 统计学软件进行统计分析( 本研
究检测指标的数据资料以 Ol0表示( 采用均衡分组多
水平研究设计#各 RYT照射组照射前后不同时间的细
胞凋亡率和 ].K$ 蛋白相对表达量的总体差异比较均
采用单因素方差分析*各能量 RYT照射组细胞照射前
及照射后 ].K$ &̀ U\相对表达量总体差异比较采用
区组设计两因素方差分析*多重比较采用 SU_\Y检
验*RYT照射后空质粒组和 ].K$ 转染组间细胞凋亡
率的差异比较采用独立样本 2检验( Qp#k#A 为差异
有统计学意义(

>5结果

>6:5各组 bF%BT" 形态变化
未照射组细胞贴壁生长#细胞培养液清亮#细胞伸

展良好#边界清晰&图 ;\'#细胞中 ].K$ 表达为绿色荧
光#细胞核为蓝色荧光&图 ;T'( RYT照射的细胞皱
缩变小#培养液中漂浮的死亡细胞增多( ;# &X>7&$

RYT照射组照射后 J W= M 细胞体积缩小#出现死亡细
胞#照射后 ;$ M 细胞数量减少( "# &X>7&$ RYT照射
组照射后 J M 即可见细胞体积缩小#照射后 = W;$ M 出
现大量死亡细胞*A# &X>7&$ RYT照射组照射后 ; W$ M

即出现细胞形态改变#并可见死亡细胞#照射后 = M 大
多数细胞死亡&图 $'(

250μm 100μm BA250μm 100μm BA
图 :5正常培养的 AEMFN? 细胞形态及 O+P> 表达!\"光学显微
镜下观察细胞贴壁生长#细胞伸展良好 &标尺j$A# $&'!T"荧光
显微镜下观察细胞中 ].K$ 表达阳性#呈绿色荧光 &V:IE' #细胞核
呈蓝色荧光&b/17M2*' &标尺j;## $&'

!;<;!中华实验眼科杂志 $#;C 年 " 月第 "= 卷第 " 期!EM(+ X%K- 9-M*M')&/)#H'.7M $#;C#Y/)6"=#U/6"
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图 >5不同能量 mRN照射后不同时间点 AEMFN? 细胞的形态改变&标尺jA# $&'!;# &X>7&$ RYT照射组照射后 ; M 细胞体积较大#" W= M 细胞

体积缩小#出现死亡细胞*"# &X>7&$ RYT照射组照射后 ; M 细胞数量较 ;# &X>7&$ RYT照射组减少#照射后 J M 可见细胞体积缩小#照射后 = W;$ M

出现大量死亡细胞*A# &X>7&$ RYT照射组照射后 ; W$ M 即出现细胞形态改变#并可见死亡细胞#照射后 = M 大多数细胞死亡!箭头示死亡细胞

!

>6>5各组细胞活力变化趋势
各照射组随着培养时间延长细胞生存率持续增高*

;# &X>7&$ RYT照射组照射后 J M 细胞生存率与未照射

组接近#照射后 C);$ 和 ;= M 逐渐下降#照射后 $J M 细胞

生存率降至&"<k#AlJk$"'Z*"# &X>7&$ RYT组细胞照

射后 J M 细胞生存率即开始下降#照射后 ;$ M 和 ;= M 逐
渐下降#照射后 $J M 降至&$Jk<;l"k";'Z*A# &X>7&$

RYT组细胞照射后 J M 细胞生存率即开始急剧下降#照
射后 ;$ M 降至&;=kJ;lAk;$'Z&图 "'(
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图 ? 5不同能量
mRN照射不同时
间后 AEMFN? 细
胞生存率变化趋

势!未照射组细
胞随着培养时间

延长细胞生存率

逐渐 升 高# 随 着
RYT照射能量的
增加和照射时间

的延长#细胞生存
率均逐渐下降#细
胞生存率的下降

程度呈 RYT剂量
依赖性和时间依

赖性!RY）紫外线

>6?5各组 bF%BT" 凋亡率情况
IRU%F检测显示#荧光显微镜下凋亡细胞呈红

色荧光#细胞核呈蓝色荧光( 未照射组及 ;# &X>7&$

RYT照射组照射 JkA M 和 "# &X>7&$ RYT照射组照
射 J M 仅见少量凋亡细胞#照射后 ;$ M 凋亡细胞明显
增多#而 A# &X>7&$ RYT照射组照射后 ; W= M 均可
见大量凋亡细胞&图 J' ( 未照射组 IRU%F阳性细胞
率为&"kJJl#k""'Z*;# &X>7&$ RYT照射组照射细
胞后 JkA M IRU%F阳性细胞率为 &<k#"l;kJ; 'Z#

照射后 ;$ M 为&"Jk@;lAk@='Z#均明显高于未照射
组#照射后 ;$ M 组 IRU%F阳性细胞率明显高于照射
后 JkA M 组#差异均有统计学意义 &均 Qp#k#A ' *
"# &X>7&$ RYT照射组照射细胞后 J M IRU%F阳性
细胞率为 &;Ak<=lJk<"'Z#照射后 ;$ M 为 &JJkC"l
$kC"'Z#均明显高于未照射组#照射后 ;$ M 组
IRU%F阳性细胞率明显高于照射后 J M 组#差异有
统计学意义 &Qp#k#A ' *A# &X>7&$ RYT照射组照射
细胞后 ; M IRU%F阳性细胞率为&<k;l$kAJ 'Z#照
射后 = M 为&J@k"l"k"'Z#均明显高于未照射组#差
异均有统计学意义&均 Qp#k#A' #&图 A' (
>6@5各组细胞中 ].K$ &̀ U\表达量的变化
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Hoechst TUNEL+ 融合图
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Hoechst TUNEL+ 融合图
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图 @5各组细胞 AmmME凋亡检测&标尺j$A $&'!凋亡细胞呈红

色荧光&E4"' #细胞核呈蓝色荧光&b/17M2*'6未照射组和;# &X>7&$

RYT照射组照射后 JkA M 仅见少量凋亡细胞#照射后 ;$ M 凋亡细胞

数明显增加6"# &X>7&$ RYT照射组照射后 J M 可见少量凋亡细胞#

照射后 ;$ M 凋亡细胞明显增多6A# &X>7&$ RYT照射组照射后; M和
= M 即可见较多的凋亡细胞
!

!!;# &X>7&$ RYT照射组和 "# &X>7&$ RYT照射组
照射后 J M 细胞中].K$ &̀ U\相对表达量均在该组中
达到峰值#随着照射时间延长 ].K$ &̀ U\相对表达量
逐渐降低( A# &X>7&$ RYT照射组照射后 ; M 达峰值#

其升高速率较 ;# &X>7&$ RYT照射组和 "# &X>7&$
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图 D5各组细胞凋亡率的量化

比较!\C;# &X>7&$ RYT照射
组照射前后凋亡细胞率比较

!Uj@;k"=#Qp#k##;6与未照

射组比较#'Qp#k#A#OQp#k#;*

与照射后 JkA M 比较#7Qp#k#;

&单因素方差分析#SU_BY检验##j"'!TC"# &X>7&$ RYT照射组照
射前后凋亡细胞率比较 Uj;=<k####Qp#k##;6与未照射组比较#
OQp#k#;*与照射后 J M 比较#7Qp#k#; &单因素方差分析#SU_BY检

验##j"'!ECA# &X>7&$ RYT照射组照射前后凋亡细胞率比较!

UjAJJk=###Qp#k##;6与未照射组比较#O Qp#k#;*与照射后 ; M 比

较#7Qp#k#;&单因素方差分析#SU_BY检验##j"'
!

RYT照射组更快#各组在照射前后不同时间点细胞中
].K$ &̀ U\相对表达量总体比较差异有统计学意义
&U分组 jJCk<A##Qj#k###*U时间 j$k$;$#Qj#k;@;'#其
中各组内细胞照射后第 ; 次测定的 ].K$ &̀ U\相对
表达量均明显高于各自组照射前#且 "# &X>7&$

和

A# &X>7&$ RYT照射组照射后第 ; 次测定值明显高于
;# &X>7&$ RYT照射组#差异均有统计学意义&均 Qp
#k#A'&表 ;'(

表 :5各组细胞照射前及照射后 > 次检测的
O+P> )Im!相对表达量比较&!T"'

组别 样本量
不同次检测的 E.K$ &̀ U\表达量

照射前 照射后第 ; 次 照射后第 $ 次
;# &X>7&$ RYT照射组" " ;k#;l#k#C $kA"l#kJC' #k=Cl#k$@

"# &X>7&$ RYT照射组" " ;k##l#k#@ "kA"l#k;JO7 #k$"l#k#"

A# &X>7&$ RYT照射组r " ;k##l#k#< ;Ak"#l"k#;ON ;k@"l#kC@
!注CU分组 jJCk<A##Qj#k###*U时间 j$k$;$#Qj#k;@;6与各自组内照

射前比较#'Qp#k#A#OQp#k#;*与照射后第 ; 次检测时 ;# &X>7&$ RYT
照射组比较#7Qp#k#A#N Qp#k#; &区组设计两因素方差分析#FS8B2检
验'!"C第 ; 次检测时间为 RYT照射后 J M#第 $ 次检测时间为 RYT
照射后 ;$ M*rC第 ; 次检测时间为 RYT照射后 ; M#第 $ 次检测时间为
RYT照射后 = M

>6D5各组细胞中 ].K$ 蛋白的表达变化!
;# &X>7&$ RYT照射组和 "# &X>7&$ RYT照射组

照射后 J M ].K$ 蛋白相对表达量均升高#照射后 ;$ M
].K$ 蛋白相对表达量均下降#;# &X>7&$ RYT照射组
照射前后不同时间点 ].K$ 蛋白相对表达量总体比较
差异无统计学意义&Uj$kCC<#Qj#k;"$'#"# &X>7&$

RYT照射组照射前后不同时间点 ].K$ 蛋白相对表达
量总 体 比 较 差 异 有 统 计 学 意 义 & UjJJkAJ##
Qj#k###'# A# &X>7&$ RYT照射组照射前后不同时间

!"<;!中华实验眼科杂志 $#;C 年 " 月第 "= 卷第 " 期!EM(+ X%K- 9-M*M')&/)#H'.7M $#;C#Y/)6"=#U/6"
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点 ].K$ 蛋白相对表达量总体比较#差异有统计学意义
&Uj;JkJ@##Qj#k##A'( 其中 "# &X>7&$ RYT照射组
照射后 J M 细胞中 ].K$ 蛋白相对表达量是未照射组
的 ;k" 倍#$ 者比较#差异有统计学意义 &Qp#k#A '(
A# &X>7&$ RYT照射组照射后 ; M ].K$ 蛋白相对表达
量是未照射组的 ;k< 倍#$ 者比较#差异有统计学意义
&Qp#k#A'&图 ='(
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图 J5各组细胞中 O+P> 蛋白表达变化!\2;# &X>7&$ RYT照射组

细胞中 ].K$ 蛋白表达电泳图!T2;# &X>7&$ RYT照射组照射前后
细胞中 ].K$ 蛋白相对表达量比较!Uj$kCC<#Qj#k;"$ &单因素方

差分析##j"'!E2"# &X>7&$ RYT照射组细胞中 ].K$ 蛋白表达电

泳图!82"# &X>7&$ RYT照射组细胞中 ].K$ 蛋白相对表达量比较
UjJJkAJ##Qj#k###6与未照射组比较#'Qp#k#A#O Qp#k#; &单因素

方差分析#SU_BY检验# # j" ' !%2A# &X>7&$ RYT照射组细胞中
].K$ 蛋白表达电泳图!V2A# &X>7&$ RYT照射组细胞中 ].K$ 蛋白

相对表达量比较!Uj;JkJ@##Qj#k##A6与未照射组比较#'Qp#k#A
&单因素方差分析#SU_BY检验##j"'
!

>6J5不同质粒转染组细胞凋亡情况比较
].K$ 转染组细胞中 ].K$ 蛋白表达条带明显强于

空质粒组&图 <'#].K$ 转染组和空质粒组 ].K$ 蛋白相
对表达量分别为 $k#=l#k"J 和 ;k#=l#k#A#组间比较差
异有统计学意义 &2jAk#J##Qp#k#A'( IRU%F检测
显示#空质粒组和 ].K$ 转染组可见少量凋亡细胞#
A# &X>7&$ RYT照射后空质粒组细胞数量减少#凋亡细
胞增多#].K$ 转染组细胞数多于空质粒组#凋亡细胞较
空质粒组减少&图 C\'*A# &X>7&$ RYT照射组照射后
J M ].K$ 转染组细胞凋亡率为&;Ak"Jl;k<;'Z#明显低
于空质粒组的 &$$k;;l$kJ='Z#差异有统计学意义
&2j"k;C@#Qp#k#A'&图 CT'(
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.4*"法检测各组
中 O+P> 蛋 白 表
达情况!].K$ 转
染组细胞中 ].K$
蛋白表达条带明

显强于空质粒组
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图 A5mRN照射前后不同
质粒转染组细胞凋亡率比

较!\2各组细胞凋亡的
IRU%F检测&标尺j$A $&'
!可见未照射条件下空质
粒组和 ].K$ 转染组细胞核
呈蓝色荧光 &b/17M2*' #数
目多#凋亡细胞呈红色荧

光&E4"' #A# &X>7&$ RYT照射后空质粒组细胞数量减少#凋亡细胞
增多#].K$ 转染组细胞数多于空质粒组!T2RYT照射前后不同质粒

转染组细胞凋亡率比较!与 A# &X>7&$ RYT照射后空质粒组比较#
'Qp#k#A&独立样本 2检验##j"'!RY2紫外线
!

?5讨论

研究表明#除了先天性白内障以外#F%E2凋亡是
各种白内障发生的细胞学基础

+<, ( 在各种外部或内
部有害因素的刺激下#正常人 F%E2均会发生过度凋
亡( 实验研究中多采用 b$ 9$)RYT照射等方法诱导
白内障#发现晶状体混浊前即存在人 F%E2过度凋亡(

RYT可以导致细胞损伤#主要是 8U\损伤和光
化学氧化损伤等

+C, #从而引发细胞凋亡( 本研究中发
现#不同剂量 RYT辐照后细胞存活率下降的速率不
同#RYT辐射剂量越大#人 F%E2存活率下降速率越
快( SM5(等 +@,

研究发现#用较低能量 RYT照射后细胞
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活力先升高后降低#本研究中观察到 RYT辐照后细胞
存活率的变化有一段平台期#与 SM5(等 +@,

的研究一

致#提示细胞受到 RYT辐照后存在一种自我保护机制
以对抗损伤作用(

].K$ 属于谷氧还蛋白家族#是体内的氧化还原
酶#维持体内的 ]Sb>]SS]平衡#维持细胞内氧化还
原稳态( 在细胞未受到氧化刺激时 ].K$ 呈二聚体结
构#晶状体结构表明 ].K$ 蛋白通过一个硫铁簇形成二
聚体#但此结构需要 ]Sb来稳定#其中+$V1B$S,可能
在细胞内发挥着铁感受器及监视氧化还原状态的作

用( 在氧化应激状态下#]Sb被氧化为 ]SS]#].K$ 二
聚体解聚为单体#发挥抗氧化应激作用 +;#, #].K$ 在人
体各组织中广泛表达#在眼部大多数组织中均有表达#
包括角膜)虹膜)晶状体)视网膜及视神经 +;;, ( 研究表
明#].K$ 可通过保护氧化呼吸链复合体&活性阻止
b$9$引起的 F%E2凋亡 +;$, ( 本研究表明#RYT照射后
人 F%E2中 ].K$ 表达水平变化呈先上调后逐渐下降的
趋势#可对 RYT引起的人 F%E2损伤起到缓解作用(
其他氧化还原酶也有这种表现#如 ].K; 也属于 ].K家
族#对于 RYT引起的人 F%E2凋亡氧化损伤有保护作
用#研究表明 RYT照射后小鼠晶状体中 ].K; 也表现
为先上升后下降的趋势

+J, ( ].K$ 是 ].K; 同工酶#
b$9$处理体外培养的人 F%E2可出现细胞中 ].K; 表
达出现快速的上调和下调#来修复其他酶和损伤的蛋
白

+;", ( I//+1等 +;J,
研究发现#硫氧还蛋白的编码基因

在 b$9$处理酵母细胞后 $# &(+ 上升 $ W" 倍#提示当
人 F%E2受到氧化损伤时 ].K$ 与 ].K;)硫氧还蛋白等
共同抵抗氧化应激反应#保护细胞免受氧自由基损伤(

在不同剂量的 RYT照射下#].K$ 上调的幅度和
速率均不同( 研究显示#RYT照射剂量越大#].K$ 表
达上调的速度越快#同时上调的量也越大( 但是检测
$ 种剂量 RYT照射后#;# &X>7&$ RYT照射组 F%E2中
].K$ &̀ U\表达上调了 ;kA 倍#"# &X>7&$ RYT照射
组 F%E2中上调了 "k= 倍#表明 ;# &X>7&$ RYT照射组
F%E2中 ].K$ 表达量未上升到最大值就开始下降#而
细胞凋亡的趋势并未停止#;# &X>7&$ RYT照射后$J M
人 F%E2的活力降至&"<k#AlJk$"'Z#"# &X>7&$ RYT
照射后 $J M 人 F%E2细胞活力降至&$Jk<;l"k";'Z(
].K$ 主要定位于细胞线粒体中 +;A, #对于维持线粒体的
稳态)保护线粒体功能发挥重要作用 +;=, #提示细胞受
到 RYT损伤时细胞中 ].K$ 的表达受到多种因素的影
响#当细胞受到不同程度的损伤时 ].K$ 应激反应的程
度不同(

综上所述#本研究通过建立 ].K$ 过表达细胞模型

对 RYT诱导的人 F%E2损伤机制进行研究#发现 RYT
照射可导致人 F%E2凋亡#].K$ 与抵抗细胞损伤机制
有关( 本研究揭示了 RYT照射后人 F%E2中 ].K$ 表
达的变化规律#为进一步研究 ].K$ 对 RYT诱导的人
F%E2凋亡的保护机制提供了研究基础#本课题组拟利
用 R7OF 基因敲除鼠模型进一步研究 ].K$ 的保护
机制(
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