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!!$摘要%!背景!年龄相关性白内障是常见的致盲眼病"其病因及发病机制尚未完全明确"了解其病因及
发病机制对白内障的预防具有重要意义& 近年来的研究证实"晶状体中的 2 个小分子蛋白 X_Y$ 和 X_Y# 与
白内障的发病关系密切&!目的!研究水通道蛋白 X_Y$ 和 X_Y# 在正常晶状体和年龄相关性白内障晶状体
的表达和分布差异"探讨其在年龄相关性白内障发病机制中的作用&!方法!采用前瞻性研究设计"纳入
2$## 年 "3% 月在福建医科大学附属第一医院眼科就诊的拟行白内障小切口非超声乳化囊外摘出术年龄相
关性白内障患者"术中收集的晶状体前囊膜和晶状体核组织 #; 例"同时 < 例透明晶状体标本取自同期行角膜
移植术的供体眼球"制备晶状体前囊膜和晶状体核组织切片& 采用免疫组织化学染色法检测年龄相关性白内
障标本中和正常晶状体标本中X_Y$ 和 X_Y# 的表达和分布(采用 M.?D.E/ F*7D法测定和分析晶状体中 X_Y$'
X_Y# 蛋白的相对表达量"对 2 种标本中的检测结果进行比较&!结果!免疫组织化学检测结果显示"X_Y#
主要表达于 B&C?中"X_Y$ 主要表达于晶状体皮质区及核区的纤维细胞中"年龄相关性白内障组 X_Y# 和
X_Y$ 的表达量+平均吸光度"/值,分别为 $\22"m$\$$S 和 $\##Sm$\$#@"较正常组的 $\2T<m$\$$; 和 $\#T%m
$\$$; 均明显减少"差异均有统计学意义+-h̀ T\@$S' "̀\2%#"均 Kn$\$#,& M.?D.E/ F*7D法检测显示"年龄相
关性白内障组标本中 X_Y# 和 X_Y$ 蛋白表达条带均较正常组减弱"年龄相关性白内障组标本中 X_Y# 和
X_Y$ 蛋白的相对表达量+/值,分别为 $\<<"m$\$#2 和 $\@%%m$\$#<"明显低于正常组的 $\STTm$\$T# 和
$\%@@m$\$<T"差异均有统计学意义+-h̀ ;\T%2"Kn$\$@(-h̀ %\@;$"Kn$\$#,&!结论!X_Y# 及 X_Y$ 在正常
晶状体的分布部位不同& 年龄相关性白内障晶状体中 X_Y# 及 X_Y$ 表达均下调"提示在年龄相关性白内障
的发生和发展过程中"X_Y$ 及 X_Y# 的作用有所不同&!

$关键词%!水通道蛋白=代谢( 晶状体=代谢( 眼蛋白=代谢( 水=代谢( 年龄相关性白内障=发病机制(
人( 细胞膜通透性=生理
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!!年龄相关性白内障是常见的致盲眼病"但其病因
及发病机制尚未完全明确& 手术摘除混浊的晶状体及
:9B植入仍是目前治疗白内障的主要方法"了解其病
因及发病机制对白内障的预防有重要意义& 近年来的
研究证实"晶状体中的 2 个小分子蛋白与白内障的发
病关系密切"它们分别是水通道蛋白 # +(K,(J7E)/#"
X_Y#,和 X_Y$"其中 X_Y$ 是一个活性可调节的通道
蛋白

)#* & 本研究中观察年龄相关性白内障晶状体中
X_Y# 及 X_Y$ 的表达变化"探讨其与白内障发病的关
系"为年龄相关性白内障的防治提供理论依据&

:8材料与方法

:5:8材料
:5:5:8标本采集8采用前瞻性研究设计"纳入 2$##

年 "3% 月在福建医科大学附属第一医院行白内障小
切口囊外摘出术的年龄相关性白内障患者 #; 例 #; 眼
的前囊膜和晶状体核标本& 术中采用环形撕囊法获取
直径 @\@ a<\$ ''的前囊膜"用圈套器娩出晶状体
核"在操作过程中尽量减少水分层及水分离对前囊膜'

皮质和核的影响& < 例 < 眼透明晶状体标本取自同期
间行角膜移植术的供体眼球& 本研究设计通过福建医
科大学附属第一医院伦理委员会批准"所有患者及家
属对手术风险均表示知情同意&
:5:5;8主要试剂8兔抗人 X_Y# 多克隆抗体+一抗,
+NCA2$S#$,'兔抗人 X_Y$ 多克隆抗体 +一抗 , + NCA
%%$@%,+美国 N(/D(CE,1公司,(兔超敏二步检测试剂
盒+二抗,'8X̂ 显色液+北京中杉金桥公司,( ĈX蛋
白定量试剂盒+北京百泰生物药业有限公司,(M.?D.E/
F*7D封闭液 " + Q̂ NQ溶解的质量分数 Tb N̂X,'
M.?D.E/ F*7D封闭液!+Q̂ NQ溶解的质量分数 @b脱脂
奶粉,+JP;5T"北京博奥森生物有限公司,&
:5;8方法
:5;5:8石蜡切片的制备8取年龄相关性白内障的晶
状体核组织及前囊膜片"平衡盐溶液冲洗残留的黏弹
剂& 前囊膜片'晶状体核'完整透明晶状体+晶状体核

及完整透明晶状体用双面刀片切成两半,均用新鲜配
置的甲醛溶液固定 2 0"梯度脱水"石蜡包埋"行 " $'

连续切片 @ 张备用& 所有载玻片经过多聚赖氨酸防脱
片处理"<$ p烤片 " 0""; p烘烤过夜&
:5;5;8免疫组织化学染色法检测标本组织中 X_Y#

及 X_Y$ 的表达及定位!取 % 眼白内障前囊膜和晶状
体核标本及 " 眼透明晶状体标本切片"脱蜡至水化"于
枸橼酸修复液中高压修复抗原"经室温自然冷却后用
Ŷ N 冲洗& 以体积分数 "bP2 92水孵育 #$ ')/"分别
加入相应的一抗+# d#$$,""; p孵育 2 0"Ŷ N 冲洗"滴
加二抗室温孵育 #@ ')/"Ŷ N 冲洗& 8X̂ 显色"显微镜
下观察 T ')/ 显色充分后"苏木素复染& 梯度乙醇逐
级脱水"二甲苯透明"中性树脂封片& 以 Ŷ N 代替 抗̀

作为阴性对照组"棕黄色为阳性染色& 采用 :YY<5$

专业图像分析软件"测定各标本组织的吸光度+/,值&
:5;5<8M.?D.E/ F*7D法检 测 标 本 组 织 中 X_Y# 及
X_Y$ 蛋白的表达!取另 S 眼白内障前囊膜和晶状体
核标本及另 " 眼透明晶状体标本切片"调整各组裂解
液中蛋白质的浓度达到一致"行 N8NAYXc&电泳"分离
胶质量浓度为 #$b"浓缩胶质量浓度为 Tb& 电泳时
浓缩胶恒压 %$ R约 2$ ')/(分离胶恒压 #2$ R"电泳至
溴酚蓝达凝胶底部& 电泳完成后湿法转膜"转膜条件#

按照每平方厘米 #\2 'X的电流恒流转膜(YR8i膜孔
径为 $\T@ $'"转膜 2 0& 转膜完毕后"将膜浸没在
M.?D.E/ F*7D封闭液!中 "; p轻摇 # 0& 用 M.?D.E/
F*7D封闭液"稀释相应一抗至 # d2$$""; p孵育 2 0&
Q̂ NQ洗膜 " 次"每次 #$ ')/& 用 M.?D.E/ F*7D封闭液
"稀释二抗至 # d# $$$""; p轻摇 # 0& Q̂ NQ洗膜
@ 次"每次 #$ ')/& &CB反应"胶片曝光"显影"定影&

用 :YY<5$ 专业图像分析软件分析图片& 以 %A(6D)/ 为
内参"计算 X_Y# 及 X_Y$ 蛋白的相对表达量&
:5<8统计学方法

采用 NYNN #"5$ 统计学软件进行统计分析& 本研
究中测量指标的数据资料经 N0(J)E7AM)*O 检验呈正态
分布"以 Em7表示"组间均数经 B.L./.检验证实方差
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齐& 采用均衡分组两水平实验设计"年龄相关性白内
障组和正常组间晶状体标本中 X_Y$ 和 X_Y# 蛋白表
达量的差异比较均采用独立样本 -检验& 采用双尾检
测法"Kn$\$@ 为差异有统计学意义&

;8结果

;5:8X_Y# 及 X_Y$ 在正常晶状体中的表达及分布
正常晶状体中可见 X_Y# 的阳性表达"主要表达

于 B&C?中"分布于晶状体前囊膜下"呈棕褐色颗粒"
在晶状体的赤道部可见明显的分界线& 在晶状体皮质
区及晶状体核区 X_Y# 的阳性染色不明显 +图 # ,&
X_Y$ 主要分布于晶状体皮质区及核区的纤维细胞
中"靠近 B&C?的皮质区域可见一条染色阳性较明显
的褐色条带"核区亦呈较均匀的褐色阳性着染& 在
B&C?的赤道部皮质区可见一个较其他部位皮质区阳
性显色更深的区域+图 2,&
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图 :87AO: 在正常晶状体中的表达及分布!X#Ŷ N 阴性对照片未
见到 X_Y# 的阳性染色+8X̂ l2$$,! #̂前囊膜下可见 X_Y# 的表
达"呈棕褐色染色+箭头, +8X̂ l2$$,!C#赤道部可见 X_Y# 的表
达分界+箭头, +8X̂ lT$$,!图 ;87AOQ 在正常晶状体中的表达
及分布!X#Ŷ N 阴性对照片未见到 X_Y$ 的阳性染色+8X̂ l2$$,
#̂赤道部晶状体皮质可见 X_Y$ 的强阳性表达"呈棕色染色+箭头,

+8X̂ l#$$,!C#前囊膜下可见晶状体皮质区及核区的纤维细胞中
X_Y$ 呈阳性表达"皮质区染色程度强于核区+8X̂ l2$$,

;5;8免疫组织化学法检测年龄相关性白内障晶状体
中 X_Y# 和 X_Y$ 的表达及分布

X_Y# 在年龄相关性白内障晶状体呈阳性表达"

主要表达于 B&C?"其表达强度弱于正常晶状体 +图
",& 年龄相关性白内障晶状体中 X_Y$ 呈阳性表达"
主要表达于晶状体皮质区及核区"白内障晶状体中
X_Y$ 的表达强度减弱+图 T,"其皮质部位较正常晶状
体皮质部位疏松"失去紧致结构& 年龄相关性白内障
晶状体中 X_Y# 和 X_Y$ 的表达量+/值,明显低于正
常晶状体"差异均有统计学意义+-h̀ T\@$S' "̀\2%#"
均 Kn$\$#,+表 #,&

BA
图 <8免疫组织化学染色检测 7AO: 在年龄相关性白内障囊膜的表
达+8X̂ l2$$,!X#X_Y#在年龄相关性白内障囊膜中的表达+箭头,!
#̂X_Y# 在正常晶状体中的表达强于年龄相关性白内障患者+箭头,

BA
图 =8免疫组织化学染色检测 7AOQ 在年龄相关性白内障的表达
+8X̂ l2$$,!X#X_Y$ 在年龄相关性白内障晶状体中呈阳性表达"
其晶状体皮质部位疏松+箭头,! #̂X_Y$ 在正常晶状体中的表达强
于年龄相关性白内障患者

表 :8免疫组织化学染色检测 ; 个组标本中
7AO: 和 7AOQ 表达量的比较+%X&" ',

组别 例数 X_Y# X_Y$

年龄相关性白内障组 % $\22"m$\$$S $\##Sm$\$#@

正常组 " $\2T<m$\$$; $\#T%m$\$$;
- T̀\@$S "̀\2%#
K n$\$# n$\$#

!注#X_Y#水通道蛋白+独立样本 -检验,

;5<8M.?D.E/ F*7D法检测年龄相关性白内障和正常晶
状体中 X_Y# 和 X_Y$ 蛋白相对表达量的比较

M.?D.E/ F*7D法检测显示"X_Y# 和 X_Y$ 在年龄
相关性白内障晶状体及正常晶状体中均有表达"年龄
相关性白内障组 X_Y# 和 X_Y$ 的表达条带均弱于正
常晶状体+图 @,& X_Y# 和 X_Y$ 蛋白在年龄相关性
白内障组的相对表达量均低于正常组"差异均有统计
学意义 +-h̀ ;\T%2" Kn$\$@( -h %̀\@;$" Kn$\$# ,
+表 2,&
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图 I82$+-$*"56/-法检测 7AO: 和 7AOQ 在 ; 个组晶状体中的表
达!X#X_Y# 在年龄相关性白内障晶状体组织中的表达条带弱于正
常晶状体! #̂X_Y$ 在年龄相关性白内障晶状体组织中的表达条带
弱于正常晶状体!##年龄相关性白内障组!2#正常组!X_Y#水通
道蛋白

表 ;82$+-$*"56/-法检测 7AO: 和 7AOQ
在 ; 个组晶状体中的相对表达量比较+%X&"',

组别 例数 X_Y# X_Y$

年龄相关性白内障组 S $\<<"m$\$#2 $\@%%m$\$#<

正常组 " $\STTm$\$T# $\%@@m$\$<T
- ;̀\T%2 %̀\@;$
K n$\$@ n$\$#

!注#X_Y#水通道蛋白+独立样本 -检验,

<8讨论

年龄相关性白内障是一类常见的白内障"临床上
根据晶状体混浊部位的不同分为皮质性'核性和后囊
膜下混浊& 目前导致年龄相关性白内障晶状体混浊的
病因及机制尚不明确"晶状体透明性的维持有赖于晶
状体蛋白'水'电解质等的正常分布和代谢& 在年龄相
关性白内障的发生和发展过程中"晶状体发生了多种
变化"主要包括 2 种基本病变"一种是晶状体皮质水电
解质平衡失调"导致晶状体内水分积聚"引起晶状体纤
维的水肿和液化(另一种则是晶状体核的蛋白变性'肿
胀

)2* & 因此"晶状体水通透性的改变是使晶状体透明
性发生改变的一个重要因素& X_Y$ 和 X_Y# 是在晶
状体中被发现的水通道蛋白"在研究年龄相关性白内
障的发病机制中受到广泛关注

)" @̀* &
X_Y# 存在于 B&C?中" [,)1A&G.EE(等 )<*

发现"
X_Y# 缺陷型小鼠通过减少晶状体上皮的渗透性加速
白内障的发生"证实 X_Y# 有助于维护晶状体的透明
性& X_Y$ 是晶状体纤维细胞膜上主要的内在蛋白"

是活体内已知的唯一形成膜节点的水通道蛋白"只对
水有渗透性"对其他小分子溶质无渗透性& 除此之外"
X_Y$ 还具有独特的黏附分子的功能"能保持纤维细
胞之间有序的连接"防止晶状体混浊"人和小鼠的
/XKB 基因突变均可导致遗传性白内障 );* & R(E(G(E(>

等
)S*
研究发现"小鼠纤维细胞中的 X_Y$ 功能改变可

以影响晶状体皮质层及核区的透明度及纤维排列有序

性"X_Y分子单核苷酸的多态性增加年龄相关性白内
障的遗传风险

)@* &

本研究中通过免疫组织化学法研究发现"2 种水

通道蛋白在正常晶状体中的分布位置不同"X_Y# 主
要分布在 B&C?膜中"X_Y$ 则主要分布于纤维细胞膜
中"X_Y# 是高效水通道蛋白"其转运水分子的能力约
是位于纤维细胞膜中 X_Y$ 的 T$ 倍 )S %̀* & 本研究中发
现"年龄相关性白内障 B&C?中 X_Y# 的表达较正常晶
状体减少"与张虹等 )#$*

和高炜等
)##*
报道的研究结果

相符& 本研究中发现"无论是在正常 B&C?或者年龄
相关性白内障 B&C?中均观察不到 X_Y$ 的表达"
X_Y$ 主要表达于晶状体纤维细胞"此结果与高炜
等

)##*
的研究结果略有不同& 林雯等 )#2*

研究发现"在
高糖培养的 B&C?膜上 X_Y# 表达呈双相变化"即早期
X_Y# 的表达代偿性增加"晚期 B&C?代谢障碍"导致
X_Y# 表达下降"水分转运失常"B&C?发生凋亡"这说明
X_Y# 在多种白内障的发生和进展中均发挥重要作用&

本研究中发现"年龄相关性白内障晶状体中
X_Y$ 的表达量较正常晶状体下降& Z,'(E)等 )%*

研究

发现"晶状体纤维细胞中的 X_Y$ 除了有水通道的功
能外"还发挥黏附分子的功能"能保持纤维细胞之间的
有序连接"防止晶状体混浊"这一点是 X_Y# 无法替代
的& 野生型小鼠的晶状体透明"有 e字缝结构"晶状体
纤维横断面呈六边型"呈同心圆有序排列"而 X_Y$ =̀̀
的小鼠晶状体混浊"缺乏 e字缝结构"纤维排列缺乏有
序性"在用 X_Y# 转基因替代 X_Y$ QHX_Y# +q=q, =
X_Y$+ =̀̀,小鼠中发现晶状体外皮质层的透明度及
纤维排列有序性均有所改善"但是内皮质区及核区的
纤维出现解体

)S* "说明 X_Y$ 功能的正常与晶状体纤
维细胞有序性的保持有关& X_Y# 可以维持晶状体外
皮质层的透明性及纤维排列有序性"但是 X_Y$ 对于
内皮质区和核区透明性和纤维有序性的保持发挥着无

法替代的作用& 本研究中发现"年龄相关性白内障组
晶状体中 X_Y$ 的表达量下降"免疫组织化学法检测
亦显示白内障晶状体皮质及核纤维结构更疏松"更易
崩解"这或许与 X_Y$ 的表达量下降有关"一方面纤维
细胞之间的水分布平衡失调"另一方面纤维与纤维之
间的黏附性降低"说明 X_Y$ 的表达下降可能是年龄
相关性白内障晶状体混浊的原因之一&

综上所述"X_Y# 和 X_Y$ 一方面作为维持晶状体
水分布平衡的重要蛋白发挥作用"另一方面 X_Y$ 还
作为纤维细胞之间的黏附分子参与维持纤维排列的有

序性"减少光散射"它们均对保持晶状体的透明性有重
要作用& 本研究推测 X_Y# 主要调节晶状体囊内外的
水分布平衡"而 X_Y$ 主要调节晶状体纤维细胞内外
的水分布平衡& 在年龄相关性白内障的发病过程中"
X_Y$ 和 X_Y# 均扮演着重要角色"且 X_Y$ 可调节水
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的通透能力"其活性受细胞外环境中 JP和 C(2q
浓度

及 X_Y$ 翻译后修饰调节 )#"* "这些研究为寻求 X_Y$
的调节剂及研究其与年龄相关性白内障之间的关系提

供了线索&
本研究的不足之处在于手术撕囊和娩核对年龄相

关性白内障晶状体的皮质及浅层核组织有所破坏"年
龄相关性白内障患者的晶状体皮质疏松"可能是白内
障本身的病理改变"也可能与手术的影响有关"这就要
求术者在不影响术后效果的情况下应最大限度地在囊

外摘出的晶状体中保留晶状体皮质"减少水分离'水分
层和娩核等操作对皮质的损伤& 这样取得的白内障晶
状体核标本在包埋和固定后仍有少部分的上皮细胞附

着"故在拍照时选取有上皮细胞附着的部分& 由于样
本量有限"本研究中尚未进行 2 种水蛋白通道 '[WX
水平的检测"尚待进一步验证&
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