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??$摘要%?背景?研究已证实莱菔硫烷' JWH(为一种有效的化学预防剂#能调控生物体不同的分子机制
以抑制细胞的无序生长& 自噬是人体细胞维持自身内环境的生物过程#探讨 JWH对晶状体上皮细胞'B%M;(
生物学行为的影响及其与细胞自噬的关系有助于为后发性白内障'EM6(的预防和靶向治疗提供新的思路&?
目的?探讨 JWH诱导人 B%M;凋亡的直接作用及其激发细胞自噬潮的作用机制&?方法?将离体 !L - 内的人
供体眼行常规白内障超声乳化手术#取出的完整晶状体囊袋置于含体积分数 !^胎牛血清的 %C%C中培养#
建立 EM6囊袋模型& 按照分组分别于培养基中添加 #'空白对照组()$)$# 和 $## "&4):BJWH培养 8# R#观察
各组晶状体囊袋上细胞的生长情况#并采用免疫荧光技术检测细胞中 W>'3D(, 和 F(&/,D(, 的表达& 用含 =^胎
牛血清的 %C%C培养晶状体上皮细胞系 WKB$!L#将培养的细胞分为空白对照组 $)$#)8# 和 $## "&4):BJWH
处理组#行乳酸脱氢酶'B5K(释放试验以测定各组细胞 B5K释放的百分率*采用划痕试验检测各组细胞划痕
面积的变化以评估细胞迁移能力*透射电子显微镜下观察各组细胞中自噬囊泡的超微结构及数量*采用
g/;D/A, Q)4D法检测 JWH组)JWHt8>CX组和 8>CX处理的细胞自噬活动特异蛋白 BM8 的相对表达&?结果?
各不同质量浓度 JWH组晶状体囊袋上细胞覆盖率总体比较差异有统计学意义 '[qLb]=9#Gc#]#$ (&
$# "&4):BJWH组明显低于空白对照组和 $ "&4):BJWH组& 免疫荧光检测技术表明空白对照组增生细胞中
W>'3D(, 和 F(&/,D(, 染色阳性#增生的细胞排列致密#随着 JWH质量浓度升高#W>'3D(, 和 F(&/,D(, 阳性细胞密
度下降#$## "&4):BJWH组未发现 W>'3D(, 和 F(&/,D(, 阳性细胞& 空白对照组及 $)$#)8# 和 $## "&4):BJWH
组细胞 B5K释放量'5值(分别为 #]$<p#]#8)#]8<p#]#")#]="p#]#9)#]"bp#]#b 和 #]b<p#]#<#其中 $#)8#)
$## "&4):BJWH组细胞 B5K释放量均明显高于空白对照组#随着 JWH质量浓度升高#细胞 B5K释放量逐渐
增加#均明显高于其相邻的低质量浓度组#差异均有统计学意义'均 Gc#]#$(& 随着 JWH质量浓度的升高#划
痕面积减少率呈下降趋势#$#)8#)$## "&4):B随着 JWH质量浓度升高#划痕面积的减少均明显低于其相邻的
低质量浓度组#差异均有统计学意义'均 Gc#]#=(& 空白对照组)JWH组)JWHt8>CX组和 8>CX细胞中 BM8>!蛋
白表达的灰度值分别为 #]L!8p#]##8)$L]=L8p#]#!L)#]""bp#]#!L 和 #]=9"p#]#="#JWHt8>CX和 8>CX组
BM8>!蛋白表达的灰度值均明显低于 JWH组#差异均有统计学意义 '均 Gc#]#$(& 空白对照组及 $)$# 和
$## "&4):BJWH组间自噬小体数量分别为 L]#9p#]8!)L]$8p#]8L)<]!$p#]=8 和 !$]#!p$]8L#其中 $# 和
$## "&4):BJWH组细胞中自噬小体数量均明显高于空白对照组及 $ "&4):BJWH组#差异均有统计学意义'均
Gc#]#$(&?结论?JWH可以激发人 B%M;自噬潮#从而抑制离体人晶状体囊上 B%M;的增生#促进 B%M;的死
亡& 本研究结果有望成为预防和治疗 EM6的新药&?
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'B%M;( ',R D-/';;43('D(4, 4SJWHO(D- '+D4N-'*0(;-/)NS+)S4AD-/NA/P/,D(4, ',R D'A*/DDA/'D&/,D4SN4;D/A(4A
3'N;+)/4N'3(S(3'D(4, 'EM6(2?C6D(,'$>(?@-(;;D+R0O';D4(,P/;D(*'D/D-//A'R(3'D(4, /SS/33D;4SJWH4, A/;(R+')
)/,;3/))N4N+)'D(4, &$ :&,+.N4;D/A(4A3'N;+)/4N'3(S(3'D(4, 'EM6( &4R/)',R /P')+'D/D-/&/3-',(;&4SJWH>(,R+3/R
3/))R/'D-2? E('2)0-? X$ :&,+. -+&', 3'N;+)'AQ'* &4R/);O/A/ */,/A'D/R SA4& SA/;- R4,4A/0/;Q0
N-'34/&+);(S(3'D(4, ',R O/A/3+)D+A/R (, %C%C34,D'(,(,*!^ S/D')Q4P(,/;/A+&'WIJ(25(SS/A/,D34,3/,DA'D(4,;4S
JWH'##$#$# ',R $## "&4)( O/A/'RR/R (, D-/&/R(+&S4A8# R'0;A/;N/3D(P/)0'334AR(,*D4*A4+N(,*#',R D-/
*A4OD- 4SB%M;O';4Q;/AP/R Q04ND(3')&(3A4;34N/',R (&&+,4S)+4A/;3/,3/D/3-,(T+/2WKB$!L#'-+&', B%M)(,/#
O';3+)D+A/R O(D- %C%C 34,D'(,(,*=^ WIJ ',R R(P(R/R (,D4## $# $## 8# ',R $## "&4)JWH *A4+N;2B'3D'D/
R/-0RA4*/,';/'B5K( A/)/';/A'D/(, D-/&/R(+&O';R/D/3D/R D4/P')+'D/3/))R'&'*/:R/'D-2@-/&(*A'D(4, 4SD-/
3/));4, 3'N;+)'AQ'*;O';';;/;;/R Q0;3A'D3- D/;D2@-/+)DA';DA+3D+A/',R ,+&Q/A4S'+D4N-'*4;4&/;O/A//V'&(,/R
+,R/AD-/DA',;&(;;(4, /)/3DA4, &(3A4;34N/2@-//VNA/;;(4, 4SBM8 (, D-/3/));O/A/R/D/3D/R +;(,*g/;D/A, Q)4D(, D-/
NA/;/,3/4A'Q;/,3/4S'+D4N-'*0(,-(Q(D4A;2? F(-.3'-? @-/3/))34P/A'*/A'D/;4, D-/3'N;+)'AQ'*;O/A/
;(*,(S(3',D)0)4O/A(, D-/$# ',R $## "&4):BJWH*A4+N;D-', D-4;/(, D-/# ',R $ "&4):BJWH*A4+N;#O(D- '
;D'D(;D(3'))0;(*,(S(3',DR(SS/A/,3/'&4,*D-/*A4+N;'[qLb]=9#Gc#]#$ (27&&+,4S)+4A/;3/,3/;-4O/R D-'DD-/
R/,;(D04SW>'3D(,>',R F(&/,D(,>N4;(D(P/3/));O';/P(R/,D)0R/3A/';/R (, D-/$# ',R $## "&4):BJWH *A4+N;
34&N'A/R O(D- # ',R $ "&4):BJWH*A4+N;2@-/A/)/';(,*)/P/);4SB5K ''Q;4AQ',30( O/A/#]$<p#]#8##]8<p
#]#"##]="p#]#9##]"bp#]#b ',R #]b<p#]#< (, D-/##$#$##8# ',R $## "&4):BJWH*A4+N;#A/;N/3D(P/)0#',R D-/
A/)/';(,*)/P/)4SB5KO';*A'R+'))0(,3A/';/R (, D-/$# ',R $## "&4):BJWH*A4+N;(, 34&N'A(;4, O(D- D-/$ "&4):B
JWH*A4+N ''))'DGc#]#$(2g(D- D-/(,3A/';/4SJWH34,3/,DA'D(4,#D-/A/R+3D(4, A'D/4S;3A'D3-/R 'A/'R/3A/';/R
O(D- D-/(,3A/';/4SJWH34,3/,DA'D(4,#',R D-/R/3A/';/4S;3A'D3- 'A/'O';;(*,(S(3',D)0)4O/AD-', D-'D4S'R.'3/,D
)4O&';;34,3/,DA'D(4, *A4+N ',R D-/R(SS/A/,3/;O/A/;D'D(;D(3'))0;(*,(S(3',D'Gc#]#=(2@-/A/)'D(P//VNA/;;(4,;4S
BM8>! NA4D/(, O/A/#]L!8p#]##8#$L]=L8p#]#!L##]""bp#]#!L ',R #]=9"p#]#=" (, D-/Q)',U 34,DA4)*A4+N#JWH
*A4+N#JWHt8>CX *A4+N ',R 8>CX *A4+N# A/;N/3D(P/)0# ',R D-/A/)'D(P//VNA/;;(4,;4SBM8>! NA4D/(, O/A/
;(*,(S(3',D)0)4O/A(, D-/JWHt8>CX*A4+N ',R 8>CX*A4+N D-', D-4;/(, D-/JWH*A4+N ''))'DGc#]#$ (2@-/
,+&Q/A4S'+D4N-'*4;4&/;O';L]#9p#]8!#L]$8p#]8L#<]!$p#]=8 ',R !$]#!p$]8L (, D-/Q)',U 34,DA4)*A4+N#',R
$#$##$## "&4):BJWH*A4+N;#',R D-/,+&Q/A4S'+D4N-'*4;4&/;(, D-/$# ',R $## "&4):BJWH *A4+N;O';
;(*,(S(3',D)0-(*-/AD-', D-'D(, D-/Q)',U 34,DA4)*A4+N ',R $ "&4):BJWH*A4+N ''))'DGc#]#$(2?G)%,3.-$)%-?
JWH&/R('D/;B%M;R/'D- Q0NA4&4D(,*'+D4N-'*0(, )Y:&:.3'N;+)'AQ'*;#',R JWH&'0Q/',4P/)'*/,D4SN4D/,D(')
3-/&4NA/P/,D(P/',R D'A*/DDA/'D&/,DS4AEM62?
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??后发性白内障 ' N4;D/A(4A3'N;+)/4N'3(S(3'D(4,#
EM6(是白内障术后常见的并发症#也是导致患者视力
再次下降的主要原因& EM6的发生与内囊袋中残留
晶状体上皮细胞')/,;/N(D-/)(')3/));#B%M;(在后囊膜
上的增生)迁移和转分化并分泌胶原和基底膜养物质
有关

,$- #因此理论上讲防止 EM6的有效方式是在白内
障摘出手术中尽量消除晶状体内囊袋的细胞或抑制残

留在前囊上的 B%M;的增生和迁移& 以往的关于应用
细胞毒性药物抑制人或动物 B%M;生物学行为的研究
均处于临床前研究阶段#这些药物包括丝裂霉素)=>氟
尿嘧啶和毒胡萝卜素

,!_L- #其临床疗效尚不清楚& 寻
求安全有效的且可以阻止 EM6发生的治疗药物或疗
法一直是近年来眼科研究的热点之一& 研究表明莱菔
硫烷 ';+)S4A'N-',/#JWH(#具有诱导 Z/'N$ 及 HAS! 结
合#通过泛素化途径降解 HAS!#诱导内源性抗氧化酶系
的合成#从而发挥抗氧化作用并促使肿瘤细胞分裂周
期停滞和细胞凋亡

,=_$!- & 此外#近年来关于细胞的生

物学行为研究也聚焦于细胞的自噬方面& 自噬是细胞
降解和回收细胞内受损老化细胞器)长寿蛋白)错误折
叠蛋白聚集物以维持细胞物质)能量代谢及内环境稳
定的一种高度保守的生物学过程

,$8- #但自噬与 B%M;

代谢的关系以及 JWH的抑制细胞代谢作用与细胞自
噬间有无关联尚不明了& 本研究拟观察 JWH诱导的
体外人 B%M;凋亡及其激发细胞自噬潮的作用机制#为
寻找新型抗EM6药物提供实验依据&

:7材料与方法

:2:7材料
!8 !̀b 代人晶状体上皮细胞系 WKB$!L '英国东

安格利亚大学馈赠(细胞& JWH)四甲基偶氮唑盐)抗
BM87:BM8!一抗'编号 Bb<$b#$ f=##( '美国 J(*&'公
司()二抗 '编号 ==L#!##$ fL ### ( '英国 X&/A;-'&
I(4;3(/,3/;公司(*%'*)/\;最低基础培养液 '%'*)/\;
&(,(&+& /;;/,D(')&/R(+&#%C%C()胎牛血清 '美国
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K03)4,/公司(&
:2;7方法
:2;2:7EM6囊袋模型的建立?人离体 !L - 内的供体
眼行常规方法行白内障超声乳化手术#环形撕囊并吸
除晶状体核和皮质后#将医用硅胶制成的密闭囊袋冲
洗系统折叠后送入前房#在前房内展开后覆盖在晶状
体环形撕囊口外& 密闭囊袋冲洗系统是由一个帽型的
罩和与之相连的注入和吸除通道所构成#操作时将罩
对准环形撕囊口处注入#在通道关闭的情况下通过抽
吸吸出通道产生负压#使罩密闭在囊膜上& 然后注入
少量锥虫蓝#若前房内未渗入锥虫蓝说明密闭好& 吸
出锥虫蓝#用平衡盐溶液冲洗& 术后完整取出囊袋#置
于含体积分数 !^胎牛血清的 %C%C中培养 L 周#相
差显微镜下进行拍照& 每组实验重复 8 次&
:2;2;7乳酸脱氢酶释放试验观察各组细胞的损伤情
况7将 WKB$!L 细胞接种于 Lb 孔板#用含 =^胎牛血
清的 %C%C培养基进行培养#细胞贴壁后更换为无血
清培养基#继续培养 !L -& 将培养细胞分为不同质量
浓度 JWH'$)$#)8#)$## "&4):B(组和空白对照组#分
别于培养液中注入 $)$#)8#)$## "&4):BJWH#!L - 后
吸除 JWH#空白对照组培养基中不添加 JWH& 各组细
胞设 L 次独立实验#每次 ! 个平行孔#用培养液冲洗 8
遍#用含 =^胎牛血清的 %C%C培养基继续培养 9! -#
然后按照乳酸脱氢酶 ')'3D'D/R/-0RA4*/,';/#B5K(试
剂盒的步骤进行试验#采用板式荧光分析仪于激发光
波长 ="# ,&和发射光波长 =<# ,&处测定 B5K释放
的百分率& B5K漏出率 '^( q实验组 B5K质量浓
度:细胞 B5K最大释放量s$##^& 每组设 8 个复孔#
重复测量 8 次&
:2;2<7划痕试验检测各组细胞的迁移7用培养皿常
规转染 WKB$!L 细胞 $! -#用 !## ")微量移液头在 "
孔板内垂直划痕#EIJ 液冲洗 ! 次#加入无血清培养
基& 分别将 $)$#)8# 或 $## "&4):BJWH加入培养液#
空白对照组不添加 JWH& 各组细胞 89 r条件下培养
!L -#用EIJ 冲洗 8 次#用无血清培养基继续培养9! -#
相差显微镜下观察细胞迁移情况& 利用 (&'*/Y分析
软件 '在 -DDN"::A;QO/Q2,(-2*4P:(.:在公共平台下载(
对图片进行分析#然后测量原始划痕区面积和经过
!L -培养后划痕区域面积& 划痕面积减少率q!L - 培
养后划痕区域面积:原始划痕区面积s$##^&
:2;2=7免疫荧光检测法观察各组细胞中 W>'3D(, 阳性
细胞的表现?将不同质量浓度 JWH'$)$#)$## "&4):B(组
和空白对照组培养的囊袋#用质量分数 L^多聚甲醛
固定 $= &(,#EIJ 漂洗 = &(,:次#共 8 次#用体积分数

#]=^@A(D4, h>$## 破膜 $= &(,#EIJ 漂洗 = &(,:次#共
8 次#质量分数 8^胎牛血清室温封闭 $ -#加入兔抗鼠
W>'3D(, 一抗'$ f=##(& L r孵育过夜#EIJ 漂洗 = &(,:
次#共 8 次#加入羊抗兔 F(&/,D(, 抗体'$ f8##(室温孵
育 $ -# EIJ 漂洗 = &(,:次#共 8 次# M-A4&'D(, ' $ f
$ ###(染色$# &(,#EIJ 漂洗 = &(,:次#共 8 次#甘油封
片#荧光显微镜下观察并拍照& 任意选取 = 个视野#计
算平均 W>'3D(, 阳性细胞比例& 囊袋上细胞 W>'3D(, 表
达阳性#呈红色荧光#F(&/,D(, 阳性表达呈绿色荧光#
细胞核呈蓝色荧光'M-A4&'D(,(&
:2;2N7透射电子显微镜下观察细胞中自噬活动7用
胰蛋白酶消化细胞并离心#EIJ 清洗 ! 遍#!]=^戊二
醛'#]$ &4):BEIJ#NK9]L(固定细胞 8# &(,#质量分
数 $^6J6L'#]$ &4):BEIJ#NK9]!(L r继续固定 ! -#乙
醇梯度脱水#将固定好的细胞切片#厚度为"# ,&#用醋
酸铀_柠檬酸铅复染#Y%C$!8# 透射电子显微镜下观察&
:2;2膜7g/;D/A, Q)4D法检测各组细胞中自噬体膜相关
蛋白微管相关蛋白 $ 的轻链 8 的表达?将正常传代培
养的 WKB$!L 细胞分为空白对照组)JWH组)JWHt8>
CX组和 8>CX组& 按分组加入 $## "&4):BJWH中处
理 !L - 后#为进一步检验 JWH是否激发了细胞内自噬
活动# 将 早 期 自 噬 抑 制 剂 8>甲 基 腺 嘌 呤 ' 8>
C/D-0)'R/,(,/#8>CX( 加入到细胞#再培养 " -& 用
g/;D/A, Q)4D检测特异的自噬体膜相关蛋白微管相关
蛋白 $ 的轻链 8')(*-D3-'(, 8 4S&(3A4D+Q+)/';;43('D/R
NA4D/(, $#BM8(的水平& 收集细胞#加入细胞裂解液#
L r#离心半径 b 3&#$! ### A:&(,#离心 = &(,#收集上
清液#蛋白质样品于等体积的 ! 倍十二烷基硫酸钠加
样缓冲液混匀#煮沸 = &(,#紫外分光光度法测定蛋白
质浓度& 按蛋白质含量测定结果每孔上样量为 !# "*#
质量分数 $#^十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳
分离样品& 用 #]b &X:3&!

电转移 ! -#将蛋白转至聚
偏二氟乙烯膜上#用封闭液室温封闭 ! -#将膜与溶于
封闭液中的一抗'$ f! ###(共同在室温下孵育 ! -#EIJ
洗 8 次#每次 = &(,#@IJ 洗 8 次#每次 = &(,#将膜与溶
于封闭液中的二抗'$ f$ ###(共同在室温下孵育 ! -#
@IJ 洗 8 次#每次 9 &(,#双蒸馏水清洗 ! 次#加入超强
5XI显色#蒸馏水冲洗#中止显色#摄片&
:2<7统计学方法

采用 JEJJ !#]# 软 件 分 析 系 统 ' 7IC JEJJ
JD'D(;D(3;#nJX(对数据进行处理& 本研究中测试指标
的数据资料经 J-'N(A4>g()U 检验呈正态分布#组间数
据经 B/P/,/检验方差齐#以 Yp7表示& 采用单因素干
预多水平分组的研究设计#空白对照组及不同质量浓

!b!!! 中华实验眼科杂志 !#$9 年 8 月第 8= 卷第 8 期?M-(, Y%VN 6N-D-')&4)#C'A3- !#$9#F4)28=#H428
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度 JWH组间细胞覆盖率)B5K释放量)细胞迁移能力)
划痕面积减少率和自噬囊泡数量的总体差异比较采用

单因素方差分析*空白对照组)JWH组)JWHt8>CX组和
8>CX组间细胞中 BM8>!蛋白相对表达量的总体差异比
较采用单因素方差分析*组间多重比较采用 BJ5>,检
验& 采用双尾检测法& Gc#]#= 为差异有统计学意义&

;7结果

;2:7各组 WKB$!L 细胞的增生情况

E细
胞

覆
盖
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%
） 120

100
80
60
40
20
0
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0 1 10010
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图 :7晶状体囊袋培养后 <U 0细
胞生长情况 C标尺 q=## "&( ?
X"空白对照组晶状体后囊)撕囊
口C箭头(和囊外均长满细胞?
I"$ "&4):BJWH组可见晶状体
囊袋中长满细胞#与图 X中表现

近似?M"$# "&4):BJWH组晶状体囊袋中生长的细胞密度小?5"
$## "&4):BJWH组囊袋中无细胞生长?%"各组晶状体囊袋中细胞

覆盖率定量比较?[qLb]=9#Gc#]#$2与空白对照组比较#'Gc#]#=*

与$# "&4):BJWH组比较#Q Gc#]#= C单因素方差分析#BJ5>,检验#
$q8(?EM"晶状体后囊*XM"晶状体囊外*JWH"莱菔硫烷

供体眼取出的囊袋培养后 b R 在后囊中央可见细
胞生长& 空白对照组可见晶状体囊袋上有较多细胞生
长#$ "&4):BJWH组囊袋上生长的细胞数与空白对照
组接近C图 $X)I(#$# "&4):BJWH组晶状体后囊中央
可见细胞生长#但细胞数量少#体积小 C图 $M(#
$## "&4):BJWH组晶状体后囊中央未发现细胞生长#
前囊上细胞也出现数量稀少的情况C图 $5(& 空白对

照组晶状体囊袋上细胞覆盖率设为 $##]## p#]###
$ "&4):BJWH组) $# "&4):BJWH组和 $## "&4):B
JWH组细胞覆盖率分别为C<=]##p$]<9(^)CLb]##p
$]8b(^和C#]##p=]!!(^#各组间细胞覆盖率总体比
较差异有统计学意义 C[qLb]=9#Gc#]#$ (#其中
$# "&4):BJWH组晶状体囊袋上细胞覆盖率明显低于
空白对照组和 $ "&4):BJWH组#差异均有统计学意义
C均 Gc#]#=( C图 $%(& 晶状体囊袋培养第 8# 天#空
白对照组增生的细胞完全覆盖后囊袋#$ "&4):BJWH
组晶状体后囊上覆盖的细胞与空白对照组接近#
$# "&4):BJWH 组 的 囊 袋 细 胞 密 度 明 显 减 少#
$## "&4):BJWH组后囊膜上无细胞生长C图 !(&
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图 ;7倒置显微镜下各组晶状体囊袋培养 <U 0细胞生长情况?空白
对照组生长的细胞铺满囊袋#$ "&4):BJWH组囊袋上生长的细胞较
多#$# "&4):BJWH组囊袋上生长的细胞较少#$## "&4):BJWH组囊
袋上无细胞生长?JWH"莱菔硫烷
?

;2;7各组细胞生长情况的免疫荧光检测结果
空白对照组及 $ "&4):BJWH细胞细胞形态一致#

相互交错#大小一致#细胞质中呈绿色荧光#W>'3D(, 阳
性细胞达 <=^以上& $# "&4):BJWH组相较于空白对
照组 及 $ "&4):B JWH 组 细 胞 数 显 著 减 少# 而
$## "&4):BJWH组细胞稀少几乎不可见&

野<!!野中华实验眼科杂志 !#$9 年 8 月第 8= 卷第 8 期?M-(, Y%VN 6N-D-')&4)#C'A3- !#$9#F4)28=#H428
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图 <7各组细胞的免疫荧光检测结果?囊袋培养 !L -#空白对照组
可见囊袋上细胞 W>'3D(, 表达阳性#呈红色荧光#F(&/,D(, 阳性表达
呈绿色荧光#细胞核呈蓝色荧光'M-A4&'D(,( & LLb "&s8L! "&视野
范围下空白对照组细胞完全覆盖晶状体囊#$ "&4):BJWH组可见细
胞囊上有局灶性细胞缺失#$# "&4):BJWH组可见片状细胞缺失#
$## "&4):BJWH组可见晶状体囊上无细胞生长?JWH"莱菔硫烷
?

;2<7各组细胞 B5K释放量的比较
用 B5K法测定#随着 JWH浓度的升高#WKB$!L

细胞的死亡率呈上升趋势#空白对照组及 $)$#)8# 和
$## "&4):BJWH组细胞 B5K释放量 '5值 (分别为
#]$<p#]#8) #]8< p#]#") #]=" p#]#9) #]"b p#]#b 和
#]b<p#]#<#组间总体比较差异有统计学意义 '[q
b9]="#Gc#]#$(#其中 $#)8#)$## "&4):BJWH组细胞
的 B5K释放量均明显高于空白对照组#随着 JWH质
量浓度升高#细胞的 B5K释放量逐渐增加#均明显高
于其相邻的低质量浓度组#差异均有统计学意义 '均
Gc#]#$('图 L(&
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图 =7各组细胞 I@）释放量
的比较?[q"L]b8#Gc#]#$2

与空白对照组比较#'Gc#]#=*

与 $ "&4):BJWH组比较#QGc
#]#=*与 $# "&4):BJWH组比

较#3Gc#]#= '单因素方差分
析#BJ5>,检验#$q8(?B5K"
乳酸脱氢酶*JWH"莱菔硫烷

;2=7各组细胞迁移能力和划痕面积减少率的比较
各组细胞培养皿划痕后 !L - 可见划线的边缘整

齐锐利#划痕后 Lb - 可见细胞向内生长#划线边缘不
整齐#划痕后 9! - 空白对照组和各质量浓度 JWH组
在划痕两侧的细胞向划痕内迁移#与空白对照组和
$ "&4):BJWH 组 比 较# $# "&4):B) 8# "&4):B及
$## "&4):BJWH处理组划痕后 9! - 迁移细胞数极少

'图 =X#I( & 空白对照组及 $)$#)8# 和$## "&4):B
JWH组划痕面积减少率分别为 ' bb]8L pb]#$ (^)
' b#]=! p9]8! (^) ' $#]b9 p!]LL (^) ' L]8b p
$]!=(^和 '$]!8p#]L (^#组间总体比较差异有统
计学 意 义 ' [q<9]b"# Gc#]#$ ( # 其 中 $#) 8#)
$## "&4):BJWH组的划痕面积减少率均明显低于空
白对照组#随着 JWH质量浓度升高#划痕面积减少率
均明显低于其相邻的低质量浓度组#差异均有统计
学意义'均 Gc#]#=( '图 =M( &

划
痕
面
积
减
少
率（

A
值
） 100

80
60
40
20
0 0 1 1030100

SFN质量浓度（μmol/L）

A B

Ca ababc

图 N7各组培养皿划痕后 R; 2
细胞迁移情况?X"空白对照组
可见划痕两侧迁移细胞较多

's!##(?I"$## "&4):BJWH组
划痕线内细胞极少's!##(?M"
各组划痕面积减少率量化比较

[q<9]b"#Gc#]#$2与空白对照

组比较#'Gc#]#$*与 $# "&4):BJWH组比较#QGc#]#=*与 8# "&4):B

JWH组比较#3Gc#]#='单因素方差分析#BJ5>,检验#$q8(?JWH"莱
菔硫烷
?

;2N7各组细胞中 BM8>!蛋白表达
g/;D/A, Q)4D检测结果表明#空白对照组)JWH组)

JWHt8>CX组和 8>CX组中细胞中 BM8>!蛋白表达的
灰度值分别为 #]L!8 p#]##8)$L]=L8 p#]#!L)#]""b p
#]#!L 和 #]=9"p#]#="#组间总体比较差异有统计学
意义'[q<b!]#$!#Gq#]###(*其中 JWH组 BM8>!蛋
白表达的灰度值明显高于空白对照组#JWHt8>CX和

8>CX组 BM8>!蛋白表达的灰度值均明显低于 JWH

组#差异均有统计学意义'均 Gc#]#$('图 "(&
;2膜7各组细胞中自噬囊泡的超微结构及数量

透射电子显微镜下 JWH组和 JWHt8>CX组细胞
的胞质中可见多膜的空泡样结构#其中含有较多残余
消化物质的自噬体和自噬前体#而空白对照组中自噬
小体数量明显减少& 荧光显微镜下可见自噬囊泡中
BM8 表达呈绿色荧光'图 "X(& 空白对照组及 $)$# 和
$## "&4):BJWH组自噬小体数量分别为 ' L]#9 p
#]8!()'L]$8p#]8L()'<]!$p#]=8(和 '!$]#!p$]8L(

个#总体比较差异有统计学意义'[qb9]="#Gc#]#$(#

其中 $# 和 $## "&4):BJWH组细胞中自噬小体数量均

!#8!! 中华实验眼科杂志 !#$9 年 8 月第 8= 卷第 8 期?M-(, Y%VN 6N-D-')&4)#C'A3- !#$9#F4)28=#H428
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明显高于空白对照组及 $ "&4):BJWH组#差异均有统
计学意义'均 Gc#]#$('图 9(&
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图 膜 7 膜(-'(+%63)'
法检测各组细胞中

IG< 蛋白表达? X4
各组细胞中 BM8 蛋
白表达的电泳图显示

JWH组细胞中 BM8>
!蛋白表达条带最强
I4各组细胞中 BM8>
!相对表达量的量化
比较?[q<b!]#$!#
Gc#]#$2与空白对照

组比较#'Gc#]#$*与
JWH 组 比 较# QGc
#]#$*与 8>CX组比

较#3Gc#]#$ '单因素
方差分析#BJ5>,检验#$q8(?$4空白对照组?!4JWH组?84JWHt
8>CX组?L48>CX组?JWH4莱菔硫烷*CX4甲基腺嘌呤*BM4微管相
关蛋白 $ 的轻链
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图 R7透射电子显微镜下和荧
光显微镜下各组细胞自噬囊泡

结构和数量?X4空白对照组细
胞中有少量含有少量残余消化

物质的囊泡'标尺q$ "&(?I4
JWH组细胞中可见含有大量残
余消化物质的自噬体和自噬前

体#呈多膜的空泡样结构 '标
尺q$ "&(?M4荧光显微镜下可见空白对照组囊泡呈绿色荧光#内
含少量消化物质'箭头( 's=##(?54荧光显微镜下可见 JWH组囊泡
呈绿色荧光#内含大量消化物质'箭头( 's=##(?%4各组细胞中自
噬囊泡数量的量化比较?[qb9]="#Gc#]#$2与空白对照组比较#
'Gc#]#$*与 $ "&4):BJWH组比较#QGc#]#$*与 $# "&4):BJWH组比

较#3Gc#]#$'单因素方差分析#BJ5>,检验#$q8(?JWH4莱菔硫烷

<7讨论

近年来对 JWH的研究主要集中于对肿瘤的治疗
方面#JWH可以通过激发 %GZ通路发挥上调神经细胞
内自噬活动

m$L- #其与眼科疾病间关系的研究报告尚不
多见& 本研究为首次利用人晶状体囊袋培养法来评估
JWH对人 B%M;生物学行为的的影响#发现 JWH对人
B%M;的增生和迁移均有明显的抑制作用#其作用呈剂
量依赖性#$# "&4):BJWH作用于离体人晶状体后囊
膜上细胞的增生数量减少#$## "&4):BJWH作用后晶
状体后囊上无细胞增生& 为进一步观察 JWH对 B%M;
的毒性作用#本研究中采用 B5K试验来判断细胞死亡
率#发现 JWH的细胞毒性作用呈剂量依赖性#$# "&4):B
JWH作用后细胞致死率可达 ="^#$## "&4):BJWH则
可高达 <"^& 此外本研究中还利用划痕试验模型评
估 JWH对 WKB$!L 细胞迁移和增生的影响#发现 $# 和
$## "&4):BJWH作用后晶状体囊袋上细胞密度减少#
这进一步证实了我们的假设#即高剂量 JWH可以启动
某种形式的细胞死亡&

细胞的自噬功能在维持细胞物质和能量代谢及内

环境的稳定方面发挥重要作用#这个过程在细胞内持
续存在#但水平较低#并可参与机体的多种生理及病理
过程#如发育)免疫及老化等& 自噬与多种疾病的发生
有密切的联系#如肿瘤)神经退行性疾病)糖尿病)感染
等& 细胞处于应激状态时#如在细胞外界环境缺少营
养能量)氧气或细胞器)5HX损伤等条件下#细胞的自
噬水平即快速升高#以维持细胞物质及能量代谢的稳
定#产生自噬潮#眼睛的所有类型的细胞也存在一种或
多种自噬途径#以维持细胞正常的生理结构和功能的
稳定& M4;D/))4等 m$=-

通过激光扫描共焦显微镜观察处

于胚胎和成熟期的晶状体细胞#发现分化过程中的纤
维细胞及上皮细胞中均存在典型的双层膜结构自噬

泡#其中含有变形)肿胀)破碎的线粒体#证明晶状体细
胞中存在自噬机制& 自噬及微自噬可消化或清除晶状
体细胞内细胞器的退化物质& IA/,,', 等 m$"-

发现晶状

体中表达 L# 余种自噬相关基因#其中不仅包括巨自噬
全部通路的部分相关基因#同时也包含线粒体自噬及
分子伴侣介导自噬的相关基因#不同的自噬基因表达
和分布于不同的晶状体细胞中#提示晶状体上皮细胞
和纤维细胞中的自噬水平不同#这一现象与不同晶状
体细胞的生理功能密切相关& 利用血清饥饿的方法诱
导 B%M;内自噬及线粒体自噬标记物的聚集可以证明
B%M;在环境压力的诱导下促进自噬的产生& BM8 定
位于前自噬泡和自噬泡膜表面#参与自噬体的形成#是
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自噬最常用的标志物
,$9- & 自噬发生时胞质型 BM8'即

BM8>&(会酶解掉一小段多肽#经泛素样加工修饰转
变为自噬体膜型 BM8 '即 BM8>!(& BM8>!结合并始
终位于细胞自噬体的膜上#其含量与自噬囊泡的数量
成正比& 因此#BM8>!:&比值变化可评估自噬水平&
8>CX是 E78Z的抑制剂#可特异性阻断细胞自噬过程
中自噬泡与溶酶体的融合#是细胞自噬抑制剂& 本研
究中采用免疫组织化学法从蛋白水平证实了 JWH对
B%M;中自噬潮的激发作用#发现 JWH作用后细胞中
自噬特异蛋白 BM8>!:&的表达是对照组的 8]= 倍#
透射电子显微镜下发现细胞中自噬小体的数量明显增

多& 就我们所知#关于自噬在 EM6方面的研究仅有少
数报道

,$b_$<- #但尚未涉及到具体的信号通路& 研究已
证实 JWH是一些细胞自噬的诱导剂#但目前还不清楚
其诱导自噬潮与抑制细胞迁移的关系& 本研究中我们
首次揭示了 JWH对 B%M;生物学行为的影响#并发现
JWH可使人 B%M;自噬增强#从而延缓 EM6的发生&
值得注意的是#M-',R)/A等 ,!!-

发现 M;X可诱导自噬的
发生#进而导致 B%M;死亡#但 M;X几乎不能诱导细胞
凋亡& 因此继续探索自噬与凋亡之间的关系及 JWH
抑制B%M;生长的作用仍是研究的热点#有助于深入了
解自噬过程在晶状体相关疾病中的作用和意义&

本研究中通过观察 JWH对囊袋内细胞形态和生
长状态的影响#探讨了其对 EM6可能的抑制作用#此
外本研究进一步证实了 JWH的细胞毒性作用及其对
细胞的迁移和生长的抑制作用#从蛋白水平和超微结
构角度验证了其中可能涉及的自噬活动#进一步研究
相关过程的信号通路对阐明晶状体疾病的发病机制及

其相关眼病的靶向治疗具有重要意义&
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