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66$摘要%6目的6探讨微小 VWE$!CN+&(VD$!CN,对年龄相关性白内障晶状体上皮细胞+[%SH,抗氧化应
激能力的影响及其可能的作用机制' 6方法6收集 !#$9 年 : 月至 !#$; 年 2 月于河南省立眼科医院接受白
内障超声乳化手术的年龄相关性白内障患者 !< 例 !< 眼的晶状体前囊膜组织标本 !< 份#同期纳入河南省立
眼科医院眼库的 !# 例 !# 眼供体正常前囊膜组织 !# 份#分别采用逆转录 TSV和 c/HF/M, N)5F法检测并比较不
同标本 [%SH中 &(VD$!CN 和核因子 %! 相关因子 !+WMI!,的表达量*将人 [%SH细胞系 ][%=D2 细胞分为对照
组和氧化应激模型组#采用不同浓度的 ]!A!+$##&!##&<## $&5)8[,共培养细胞建立氧化应激细胞模型#对照
组采用不含 ]!A! 的培养基' 细胞培养 !< - 后采用 @SX]D@E荧光探针测定不同浓度 ]!A! 处理组细胞内源

性活性氧簇+VA?,含量#%[B?E法检测总抗氧化能力+YDEAS,&超氧化物歧化酶+ ?A@,和谷胱甘肽过氧化物
酶+\?]DTR,活性及丙二醛+>@E,浓度*分别采用逆转录 TSV和 c/HF/M, N)5F法检测各组细胞中 &(VD$!CN 和
WMI! 的表达水平' 用含有 &(VD$!CN 拟似物&&(VD$!CN 对照和 &(VD$!CN 抑制物序列的质粒分别转染 ][%=D2

细胞 !< -#采用 @SX]D@E荧光探针法测定并比较不同转染组细胞中 VA? 含量#%[B?E法检测 YDEAS&?A@和
\?]DTR活性及 >@E浓度*采用双荧光素酶报告法验证 &(VD$!CN 与 WMI! 的靶向关系*采用 c/HF/M, N)5F法检
测各转染组细胞内 WMI! 蛋白表达水平*采用免疫荧光双染色法检测不同转染组细胞中 WMI! 和 a/'G$ 的表达
和定位' 6结果6正常晶状体前囊膜组织中 &(VD$!CN 和 WMI! 的相对表达量分别为 # !̂$j# #̂2 和 # !̂:j
# #̂"#少于白内障前囊膜组织中的 # 9̂;j# #̂C 和 # 9̂<j# $̂!#差异均有统计学意义 +-k$C 2̂CC#Dl# #̂C*-k

$9 "̂<:#Dl# #̂C,' 各浓度 ]!A! 处理组细胞中 &(VD$!CN 和 WMI! 相对表达量均明显高于对照组#&(VD$!CN 和
WMI! 相对表达量随着 ]!A! 浓度的增加而升高#差异均有统计学意义 +均 Dl# #̂C,*与对照组比较#各浓度
]!A! 处理组细胞内 YDEAS&?A@和 \?]DTR活性均明显降低#VA? 含量和 >@E浓度均明显升高#差异均有统
计学意义+均 Dl# #̂C,*与 &(VD$!CN 对照组比较#&(VD$!CN 拟似物组细胞中 YDEAS&?A@和 \?]DTR活性均明
显升高#VA? 含量和 >@E浓度均明显降低#差异均有统计学意义+均 Dl# #̂C,*&(VD$!CN 抑制物组细胞中 YD
EAS&?A@和 \?]DTR活性均明显低于 &(VD$!CN 对照组#VA? 含量和 >@E浓度均明显高于 &(VD$!CN 对照组#

差异均有统计学意义+均 Dl# #̂C,' 双荧光素酶报告结果提示 ]!A! 刺激后细胞中 WMI! 发生不同程度的核转
移#&(VD$!CN 拟似物组细胞质中 WMI! 荧光最强#核转移也最显著#细胞质中 a/'G$ 的表达微弱*&(VD$!CN 抑制
物组细胞质中 WMI! 荧光强度最弱#核转移少#细胞质中 a/'G$ 荧光表达增强' 6结论6&(VD$!CN 能增强年龄
相关性白内障 [%SH的抗氧化应激能力#其机制可能与 &(VD$!CN 靶向刺激 WMI! 表达上调#进而调控 a/'G$8
WMI! 信号通路活性有关' 6

$关键词%6白内障# 年龄相关性* 晶状体上皮细胞* 微小 VWE$!CN* a/'G$8WMI! 信号通路* 氧化应激
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"34*,1"',#5C4D+',$A+5Y5(,K/HF(*'F/F-/',F(D5R(L'F(K/HFM/HH/II/4FH5I&(4M5VWE$!CN +&(VD$!CN, 5,
)/,H/G(F-/)(')4/))H+[%SH, ',L (FHG5HH(N)/&/4-',(H&36E+,-)8*6YO/,F0DI5+M',F/M(5M4'GH+)/HG/4(&/,HO/M/
45))/4F/L IM5&!< /0/H5I!< '*/DM/)'F/L 4'F'M'4FG'F(/,FHL+M(,*G-'45/&+)H(I(4'F(5, ',L !# ,5M&')',F/M(5M4'GH+)/
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HG/4(&/,HO/M/5NF'(,/L IM5&!# /0/H5I!# L5,5MH(, ]/,', %0/]5HG(F')IM5&Z+)0!#$9 F5>'M4- !#$; +,L/MF-/
'GGM5K')5I'>/L(4')%F-(4HS5&&(FF//5I]/,', %0/]5HG(F')+W53dadd!#$;2$C$,3Y-/M/K/MH/FM',H4M(GF(5, TSV
',L c/HF/M, N)5F'HH'0O/M//&G)50/L F5L/F/4F',L 45&G'M/F-/M/)'F(K//RGM/HH(5, )/K/)H5I&(VD$!CN ',L ,+4)/'M
I'4F5M%!DM/)'F/L I'4F5M! +WMI!, (, L(II/M/,FHG/4(&/,H3Y-/-+&', )/,H/G(F-/)(')4/)))(,/][%=D2 O'HL(K(L/L (,F5
45,FM5)*M5+G ',L 5R(L'F(K/HFM/HH&5L/)*M5+G3Y-/5R(L'F(K/HFM/HH&5L/)HO/M//HF'N)(H-/L N0454+)F+M/O(F- L(II/M/,F
45,4/,FM'F(5,H+$### !### <## $&5)8[, 5I]!A! I5M!< -5+MH#',L F-/4/))HO/M/4+)F+M/L O(F- ,5M&')&/L(+&
O(F-5+F]!A! (, F-/45,FM5)*M5+G3Y-/M/'4F(K/5R0*/, HG/4(/H+VA?, 45,F/,FO'HL/F/4F/L N0@SX]D@EI)+5M/H4/,F
GM5N/#',L F-/'4F(K(F(/H5IF5F')D',F(5R(L'F(K/4'G'N()(F0+YDEAS,#H+G/M5R(L/L(H&+F'H/+ ?A@, ',L *)+F'F-(5,/
G/M5R(L'H/+\?]DTR, 'HO/))'H&')5,L(')L/-0L/+>@E, 45,4/,FM'F(5, O/M/L/F/4F/L N0%[B?E#',L 45&G'M/L
'&5,*F-/*M5+GH3Y-//RGM/HH(5, )/K/)H5I&(VD$!CN ',L WMI! O/M/L/F/4F/L N0M/K/MH/FM',H4M(GF(5, TSV ',L
c/HF/M, N)5F'HH'0#M/HG/4F(K/)03Y-/4/))HO/M/FM',HI/4F/L O(F- &(VD$!CN &(&(4H#&(VD$!CN 45,FM5)',L &(VD$!CN
(,-(N(F5MI5M!< -5+MH#M/HG/4F(K/)0#',L VA? 45,F/,FO'HL/F/4F/L N0@SX]D@EI)+5M/H4/,FGM5N/',L YDEAS#?A@
',L \?]DTR'4F(K(F(/H'HO/))'H>@E 45,4/,FM'F(5, O/M/L/F/4F/L N0%[B?E ',L 45&G'M/L '&5,*L(II/M/,F
FM',HI/4F/L *M5+GH3EL+'))+4(I/M'H/M/G5MF/M'HH'0O'H+H/L F5'HH/HH', 'HH54('F(5, N/FO//, &(VD$!CN ',L WMI!3Y-/
/RGM/HH(5, )/K/)5IWMI! GM5F/(, O'HL/F/4F/L N0c/HF/M, N)5F'HH'0',L F-//RGM/HH(5, )/K/)H5IWMI! ',L a/'G$ O/M/
'HH'0/L ',L )54'F/L N0(&&+,5I)+5M/H4/,4/L5+N)/HF'(,(,*36B+*2(,*6Y-/M/)'F(K//RGM/HH(5, )/K/)H5I&(VD$!CN
',L WMI! (, F-/,5M&'))/,H',F/M(5M4'GH+)/HG/4(&/,HO/M/# !̂$j# #̂2 ',L # !̂:j# #̂"#O-(4- O/M/H(*,(I(4',F)0
)5O/MF-', # 9̂;j# #̂C ',L # 9̂<j# $̂! (, F-/4'F'M'4FHG/4(&/,H#M/HG/4F(K/)0+-k$C 2̂CC#Dl# #̂C*-k$9 "̂<:#
Dl# #̂C,3Y-/M/)'F(K//RGM/HH(5, )/K/)H5I&(VD$!CN ',L WMI! O/M/H(*,(I(4',F)0(,4M/'H/L (, K'M(5+H]!A! FM/'F/L
*M5+GH(, 45&G'M(H5, O(F- F-/45,FM5)*M5+G ',L O/M/*M'L+'))0/)/K'F/L O(F- F-/(,4M/'H/5I]!A! 45,4/,FM'F(5, +'))
'FDl# #̂C,3S5&G'M/L O(F- F-/45,FM5)*M5+G#F-/YDEAS#?A@',L \?]DTR'4F(K(F(/HO/M/M/L+4/L#',L VA? 45,F/,F
',L >@E45,4/,FM'F(5, O/M/H(*,(I(4',F)0'H4/,L/L +'))'FDl# #̂C,3S5&G'M/L O(F- F-/&(VD$!CN 45,FM5)*M5+G#F-/
YDEAS#\?]DTR',L ?A@'4F(K(F(/HO/M/(,4M/'H/L#',L VA? 45,F/,F',L >@E45,4/,FM'F(5, O/M/L/4M/'H/L (, F-/
&(VD$!CN &(&(4H*M5+G +'))'FDl# #̂C,3B, 'LL(F(5,#F-/YDEAS#\?]DTR',L ?A@ '4F(K(F(/HO/M/H(*,(I(4',F)0
O/'P/,/L#',L VA? 45,F/,F',L >@E45,4/,FM'F(5, O/M/H(*,(I(4',F)0(,4M/'H/L (, F-/&(VD$!CN (,-(N(F5M*M5+G (,
45&G'M(H5, O(F- F-/&(VD$!CN 45,FM5)*M5+G +'))'FDl# #̂C,3@+'))+4(I/M'H/M/G5MF/M'HH'0H-5O/L F-'F&(VD$!CN
F'M*/F/L F5F-//RGM/HH(5, 5IWMI! (, F-/]!A! &5L/)4/))H3Y-/I)+5M/H4/,4/5IWMI! (, F-/40F5G)'H&O'HF-/HFM5,*/HF
O(F- &5M/,+4)/'MFM',HI/M(, F-/&(VD$!CN &(&(4H*M5+G#',L F-//RGM/HH(5, (,F/,H(F05Ia/'G$ (, F-/40F5G)'H&O'H
O/'P/M3Y-//RGM/HH(5, 5IWMI! O'HF-/O/'P/HFO(F- )/HH,+4)/'MFM',HI/M(, F-/&(VD$!CN (,-(N(F5M*M5+G#',L F-/
/RGM/HH(5, )/K/)5Ia/'G$ (, F-/40F5G)'H&O'HHFM5,*/M36F)%'(2*$)%*6>(VD$!CN 4', /,-',4/F-/',F(D5R(L'F(K/
HFM/HH5I[%SH(, '*/DM/)'F/L 4'F'M'4F5+H/0/HGM5N'N)0N0+GM/*+)'F(,*F-//RGM/HH(5, 5IWMI! ',L '4F(K'F(,*F-/a/'G$8
WMI! H(*,')(,*G'F-O'03

"6+# 7)18*#5S'F'M'4F# '*/DM/)'F/L* [/,H/G(F-/)(')4/))H* >(4M5VWE$!CN* a/'G$8WMI! H(*,')(,*G'F-O'0*
AR(L'F(K/HFM/HH

92%8/1)&1"." W'F(5,')W'F+M')?4(/,4/X5+,L'F(5, 5IS-(,'+9$"##::C,
@AB"$#32:"#84&'3.34,$$C;9;D!#$;$#!!D##<C9

66年龄相关性白内障是导致老年人群盲的重要原
因' 目前认为#氧化应激是导致白内障的主要因素#氧
化应激反应产物导致晶状体上皮细胞 +)/,H/G(F-/)(')
4/))H#[%SH,的通透性及蛋白构象发生改变#从而导致
晶状体混浊

- $72. ' 微小 VWE+&(4M5VWE#&(VWE,是非
编码 VWE# 通 过 与 靶 基 因 的 2 1D非 翻 译 区 + 2 1D
+,FM',H)'F/L M/*(5,#21DhYV,的互补序列结合而刺激或
抑制靶基因的翻译

- <. ' 近年来发现多种 &(VWE在
[%SH的氧化应激损伤过程中发挥作用#参与白内障的
发生和发展

- C7". #此外#&(VWE$!CN +&(VD$!CN,在多
种细胞的氧化应激反应中发挥作用

- :79. #推测其可能
参与人 [%SH的氧化应激过程#但目前尚未得到证实'

本研究探讨&(VD$!CN 对年龄相关性白内障[%SH抗氧
化应激能力的作用及其可能的作用机制#为白内障的
防治寻找潜在靶点'

:5材料与方法

:3:6材料
:3:3:6晶状体前囊膜组织标本的收集6收集 !#$9 年
: 月至 !#$; 年 2 月于河南省立眼科医院行白内障超
声乳化手术的单纯性年龄相关性白内障患者 !< 例 !<
眼#其中男 $# 例 $# 眼#女 $< 例 $< 眼*年龄 C< :̀2 岁#
平均+"< 2̂!j: ;̂2,岁#于手术中收集晶状体前囊膜组
织*同时收集河南省立眼科医院眼库的供体晶状体前
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囊膜组织 !# 例 !# 眼#其中男 ; 例 ; 眼#女 $$ 例 $$
眼*年龄 C! :̀# 岁#平均+"$ !̂9j9 !̂$,岁' 本研究标
本提供者或其家属均签署知情同意书#本研究方案及
标本使用经河南省立眼科医院伦理委员会批准+批文
号"dadd!#$;2$C$,'
:3:3;6细胞来源&主要试剂及仪器6永生化人 [%SH
系+][%=D2,购自中国科学院上海细胞库' &(V$!CN
拟似物&&(VD$!CN 抑制物和 &(VD$!CN 对照序列均由
上海吉玛基因公司合成*SSaD9 试剂盒 +杭州四季青
公司,*[(G5I/4F'&(,/Y>!###&YM(Q5)&兔源核因子 %! 相
关因子 !+ ,+4)/'MI'4F5M%!DM/)'F/L I'4F5M!#WMI!,多克
隆抗体 + TECD"99$: ,&山羊抗兔 B*\+ ]m[, 二抗
+E2!:2$,&山羊抗鼠 B*\+]m[,二抗+E2!:!2,&兔源
WMI! 荧光一抗+:$#C:<,&鼠源 a/'G$ 荧光一抗+>ECD
$:$#", +美国 B,K(FM5*/, 公司,*@ETB染色液 +北京索
莱宝 公 司 ,* @SX]D@E 活 性 氧 簇 + M/'4F(K/5R0*/,
HG/4(/H#VA?,荧光探针 +北京百奥莱博科技有限公
司 ,* 总 抗 氧 化 能 力 + F5F')D',F(5R(L'F(K/4'G'N()(F0#
YDEAS,&超氧化物歧化酶+H+G/M5R(L/L(H&+F'H/#?A@,&
谷胱甘肽过氧化物酶+*)+F'F-(5,/G/M5R(L'H/#\?]DTR,&
还 原 型 谷 胱 甘 肽 + *)+F'F-5,/# \?],& 丙 二 醛

+&')5,L(')L/-0L/#>@E,检测试剂盒+上海碧云天有限
公司,' 免疫荧光显微镜+日本 A)0&G+H公司,*酶标仪
+美国 =(5DV'L 公司,*TSV仪+美国 EGG)(/L =(5H0HF/&H
公司,*紫外分光光度计+德国 %GG/,L5MI公司,'
:3;6方法
:3;3:6细胞氧化应激模型的制备6将冻存的 ][%=D2
细胞解冻&复苏#重悬于含体积分数 $#_胎牛血清
+I/F')N5K(,/H/M+&# X=? , 和含青链霉素混合液的
@>%>培养基中#置于 2: n&体积分数 C_ SA! 培养

箱中培养#待细胞融合至约 9#_时传代#按照培养基
中添 加 ]!A! 浓 度 不 同 将 细 胞 分 为 $##& !## 和
<## $&5)8[]!A! 组#对照组加入不含 ]!A! 的培养

基#于培养箱中继续培养'
:3;3;6细胞转染6取处于对数生长期的 ][%=D2 细
胞以 !o$#C

个8孔细胞密度接种于 " 孔板#分别使用含
有 &(VD$!CN 拟似物&&(VD$!CN 对照和 &(VD$!CN 抑制
物序列的质粒转染细胞#将细胞分为 &(VD$!CN 拟似物
组&&(VD$!CN 对照组和 &(VD$!CN 抑制物组' 按照转
染试剂 [(G5I/4F'&(,/!### 说明书中所示步骤#分别转
染细胞 " -#将各组细胞转移至完全培养基继续培养'
:3;3<6应用 @SX]D@E荧光探针检测各组细胞中内
源性VA? 含量6取处于对数生长期的][%=D2 细胞以
$o$#<

个8孔细胞密度接种于 ;" 孔板#将细胞按照

$3!3$ 描述的方法制备氧化应激模型#继续培养 !< -#
吸去培养液#加入 $# $&5)8[@SX]D@E荧光探针溶
液#培养箱中孵育 !# &(,#磷酸盐缓冲液 + G-5HG-'F/
N+II/M/L H')(,/#T=?,洗涤细胞#多功能酶标仪检测荧
光强度值#即为细胞内 VA? 含量#用激光扫描共焦显
微镜拍照#激发光波长为 <9C ,&#发射光波长为
C2# ,&' 转染细胞在含 !## $&5)8[]!A! 的培养基中

继续培养 !< -#细胞中 VA? 含量检测方法同上'
:3;3=6%[B?E法检测 YDEAS&?A@&\?]DTR&\?]活
性及 >@E浓度6将处于对数生长期的 ][%=D2 细胞
以 $o$#<

个8孔的密度接种于 ;" 孔板#将细胞按照
$3!3$ 描述的方法制备氧化应激模型#细胞继续培养
!< -#采用相应试剂盒说明书中的步骤测定细胞中
YDEAS&?A@&\?]DTR&\?]活性和 >@E浓度' 转染
的细胞在含 !## $&5)8[]!A! 的培养基中继续培养

!< -#采用上述方法检测细胞 YDEAS& ?A@&\?]DTR&
\?]活性和 >@E浓度'
:3;3>6逆转录 TSV法测定晶状体前囊膜组织标本和
][%=D2 细胞内 &(VD$!CN 表达6取白内障患者和正常
供体晶状体前囊膜组织标本#收集对照组及不同浓度
]!A!+$##&!##&<## $&5)8[,处理组细胞#YM(Q5)法提
取组织和细胞总 VWE#逆转录得到 4@WE#反应体系"
>'HF/M>(R$# $)#正反向引物各 ! $)#4@WE模板 ! $)#
LL]!A$# $)*反应条件";C n预变性 $# &(,*;C n变
性 !C H#"# n退火 <# H#"# n延伸 C# H#重复 <C 个循
环' 行 TSV扩增#反应体系"4@WEl# Ĉ $)#正向引物
+$# $&5)8[,$ #̂ !̀ #̂ $)#反向引物+$# $&5)8[,$ #̂`
! #̂ $)# $# 倍 %'H0Y'J N+II/M C #̂ $)# ! Ĉ &&5)8[
LWYTH< #̂ $)#%'H0Y'J @WE聚合酶 # Ĉ $)#LL]!A定
容至 C# #̂ $)' 扩增条件";< n预变性 ! &(,*;< n变
性 2# H#CC n退火 2# H#:! n延伸 ! &(,#共 2C 个循
环*:! n延伸 " &(,' 琼脂糖凝胶电泳#用图像记录分
析系统对目的基因&参比基因的条带灰度值进行分析'
目的基因表达量k目标 @WE条带灰度值8\ET@]条
带灰度值o$##_' 转染后细胞在含 !## $&5)8[]!A!

的培养基中继续培养 !< -#以上述方法检测细胞内
&(VD$!CN 的相对表达量' 每个实验结果独立重复 2
次' 引 物 序 列" &(VD$!CN 正 向 引 物 为 C 1D
S\YEYS\\EYYS\\ESYY\SD2 1# 反 向 引 物 为 C 1D
SYYYE\SYE\\\SYE\S\Y\D21*\ET@]正向引物为
C 1DE\Y\SYE\SY\EYEY\ESD2 1# 反 向 引 物 为

C1DS\YE\YS\EY\SEYE\SYD21'
:3;3G6c/HF/M, N)5F法测定晶状体前囊膜组织标本和
][%=D2 细胞内 WMI! 蛋白的表达6采用不同浓度

!!9!! 中华实验眼科杂志 !#!$ 年 < 月第 2; 卷第 < 期6S-(, Z%RG AG-F-')&5)#EGM()!#!$#U5)32;#W53<

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



]!A!+#&$##&!## 和 <## $&5)8[]!A! ,分别处理细胞
!< -#收集各组细胞#VBTE裂解液提取总蛋白#将蛋白
样品加入 ?@?DTE\%凝胶加样孔进行电泳#使蛋白转
移至TU@X膜#用质量分数 C_脱脂奶粉室温封闭 ! -#
Y=?Y温和洗膜 2 &(, 后加入相应的一抗 + $ b$##,#
< n孵育过夜#Y=?Y洗涤 $# &(,#共 2 次#加入对应二
抗+$ b$ ###,#室温下孵育 $ -#Y=?Y洗涤 $# &(,#共 2
次#加入配制好的 %S[发光液#避光孵育 C &(,#采用
化学发光凝胶成像仪采集图片信息#图片用 B&'*/GM5
G)+H"3# 软件进行灰度分析#以 \ET@]为内参#计算
目的蛋白和内参灰度之比#即为蛋白相对表达量' 将
转染细胞在含 !## $&5)8[]!A! 的培养基中继续培养

!< -#以上述方法检测细胞内 WMI! 的表达' 每个实验
结果独立重复 2 次'
:3;3H6免疫荧光双染色法检测细胞内 a/'G$&WMI! 表
达6采用 !## $&5)8[]!A! 处理细胞 !< -#T=? 洗涤
细胞#采用预冷多聚甲醛在 < n下固定 2# &(,#质量分
数 # $̂_吐温处理 $# &(,#室温下 T=? 洗涤 C &(,#封
闭液中室温封闭 2# &(,#加入鼠源 a/'G$+$ b!#,&兔源
WMI!+$ b$##,一抗#< n孵育过夜#T=? 洗涤细胞#加入
相应二抗+$ b$ ###,#室温孵育 $ -#T=? 洗涤#加入核
染色剂室温染色 $ &(,#T=? 洗涤后#荧光封片剂封片#
荧光显微镜下观察细胞内 a/'G$ 和 WMI! 荧光强度#每
个切片任意选取 C 个视野' VA? 阳性反应呈绿色荧
光#细胞核呈蓝色荧光'
:3;3I6靶基因预测及双荧光素酶报告基因分析6为
了确定 &(VD$!CN 在 ][%=D2 细胞中发挥生物学功能
的靶向作用点#利用 &(V',L'&Y'M*/F?4', 数据库预测
&(VD$!CN 的潜在靶基因#其中 WMI! 在 &(VD$!CN 的
21hYV上有结合位点' 将处于对数生长期的 ][%=D2
细胞以 ! o$#C

个8孔的密度接种于 !< 孔板# 用
[(G5I/4F'&(,/Y> !### 将荧光素酶报告载体 +WMI!D21D
hYVDcY或 WMI!D21hYVD>Y,与 &(VD$!CN 拟似物8抑
制物8对照共转染细胞#以 V/,())'荧光素酶质粒
+$## ,*8孔,为对照#与载体共转染' 细胞转染 !< -#
以 \ET@]为内参#用双荧光素酶报告分析系统测定
荧光素酶活性'
:3<6统计学方法

采用 ?T?? !#3# 统计学软件+美国 B=>公司,进
行统计分析' 计量资料的数据经 ?-'G(M5Dc()P 检验证
实呈正态分布#以 &/',j?@表示#组间均数经 [/K/,/
检验证实方差齐' 采用均衡分组单因素干预多水平研
究设计#正常供体晶状体前囊膜和白内障患者晶状体
前囊膜组间各检测指标差异比较采用独立样本 -检

验#&(VD$!CN 拟似物组&&(VD$!CN 对照组和 &(VD$!CN

抑制物组间各检测指标总体差异比较采用单因素方差

分析#组间多重比较采用 [?@D-检验' Dl# #̂C 为差异
有统计学意义'

;5结果

;3:6正常供体和白内障患者晶状体前囊膜组织中
&(VD$!CN 和 WMI! 表达

白内障患者晶状体前囊膜中 &(VD$!CN 和 WMI! 蛋
白的表达条带均明显增强' 白内障患者晶状体前囊膜
中 &(VD$!CN 和 WMI! 蛋白的相对表达量分别为 # 9̂;j
# #̂C 和 # 9̂< j# $̂!#明显高于正常供体中的 # !̂$ j
# #̂2 和 # !̂:j# #̂"#组间比较差异均有统计学意义
+-k$C 2̂CC#Dl# #̂C*-k$9 "̂<:#Dl# #̂C,+图 $,'
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图 :5正常供体和白内障患者晶状体前囊膜中 .$B?:;>4和 210;
蛋白的表达6E"逆转录 TSV法检测各组晶状体前囊膜中 &(VD
$!CN 的表达6="c/HF/M, N)5F法检测各组晶状体前囊膜中 WMI! 蛋
白的表达6S"各组晶状体组织中 &(VD$!CN 的相对表达量比较6与

正常晶状体组织比较#'Dl# #̂C+独立样本 -检验*白内障组织#$k
!<*正常组织#$k!#,6@"各组晶状体组织中 WMI! 蛋白的相对表达

量比较6与正常晶状体组织比较#'Dl# #̂C+独立样本 -检验*白内
障组织#$k!<*正常组织#$k!#,6$"白内障晶状体组织6!"正常
晶状体组织6&(V"微小 VWE*\ET@]"甘油醛D2D磷酸脱氢酶*WMI!"
核因子 %! 相关因子 !
9$&21+:5K@/1+**$)%(+A+(*)0.$B?:;>4"%8210; /1),+$%$%,-+
(+%*"%,+1$)1'"/*2(+)0%)1."(8)%)1*"%8'","1"',/",$+%,*6
E"Y-//RGM/HH(5, (,F/,H(F05I&(VD$!CN (, F-/)/,H',F/M(5M4'GH+)/5I
L(II/M/,FHG/4(&/,HN0M/K/MH/FM',H4M(GF(5, TSV6 ="Y-//RGM/HH(5,
(,F/,H(F05IWMI! GM5F/(, (, F-/)/,H',F/M(5M4'GH+)/5IL(II/M/,F
HG/4(&/,HN0c/HF/M, N)5F'HH'06 S" Y-/45&G'M(H5, 5IM/)'F(K/
/RGM/HH(5, )/K/)H5I&(VD$!CN6S5&G'M/L O(F- F-/,5M&')',F/M(5M)/,H

4'GH+)/HG/4(&/,#'Dl# #̂C + B,L/G/,L/,FDH'&G)/H-F/HF* 4'F'M'4F
F(HH+/H#$k!<*,5M&')F(HH+/H# $ k!#, 6@"Y-/45&G'M(H5, 5IM/)'F(K/
/RGM/HH(5, )/K/)H5IWMI! GM5F/(,6S5&G'M/L O(F- F-/,5M&')',F/M(5M

)/,H4'GH+)/HG/4(&/,#'Dl# #̂C +B,L/G/,L/,FDH'&G)/H-F/HF*4'F'M'4F
F(HH+/H#$ k!<* ,5M&')F(HH+/H# $ k!# , 6 $"[/,H',F/M(5M4'GH+)/5I
4'F'M'4FG'F(/,FH6 !" [/,H',F/M(5M4'GH+)/ 5I,5M&')L5,5MH6
&(V"&(4M5VWE* \ET@]" *)04/M')L/-0L/D2DG-5HG-'F/L/-0LM5*/,'H/*
WMI!",+4)/'MI'4F5M%!DM/)'F/L I'4F5M!
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;3;6不同浓度 ]!A! 处理组细胞中 &(VD$!CN&WMI!
的表达比较

与对照组比较#$##&!## 和 <## $&5)8[]!A! 组

细胞内 &(VD$!CN 和 WMI! 蛋白表达条带均明显增强#
且随着 ]!A! 浓度增加#&(VD$!CN 和 WMI! 蛋白的表
达 条 带 均 逐 渐 增 强' 对 照 组 及 $##& !## 和
<## $&5)8[]!A! 组细胞内 &(VD$!CN 相对表达量分
别为 # !̂$j# #̂2&# Ĉ!j# #̂C&# "̂;j# #̂< 和 # 9̂"j
# $̂$#总体比较差异有统计学意义 + Pk$2 Ĉ$2#

Dl# #̂$, # $##& !## 和 <## $&5)8[]!A! 组细胞内

&(VD$!CN 相对表达量均明显高于对照组#差异均有
统计学意义 +均 Dl# #̂C , ' 对照组及 $##& !## 和
<## $&5)8[]!A! 组细胞内 WMI! 蛋白相对表达量分
别为 # !̂<j# #̂<&# <̂;j# #̂"&# :̂<j# #̂" 和 # ;̂$j
# $̂##总体比较差异有统计学意义 +Pk$# !̂!9#Dk
# #̂$!, #$##&!## 和 <## $&5)8[]!A! 组细胞内 WMI!
蛋白相对表达量均明显高于对照组#差异均有统计
学意义+均 Dl# #̂C, +图 !, '
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图 ;5不同浓度4;C; 处理组细胞中.$B?:;>4和210;的表达6E"逆转录TSV法检测各组细胞中&(VD$!CN 表达6="各组细胞中&(VD$!CN 相对表达量比

较6Pk$2 Ĉ$2#Dl# #̂$3与对照组比较#'Dl# #̂C*与 $## $&5)8[]!A! 组比较#NDl# #̂C*与 !## $&5)8[]!A! 组比较#4Dl# #̂C+单因素方差分析#[?@D-检
验#$k",6S"c/HF/M, N)5F法检测不同浓度]!A! 处理组细胞中WMI!蛋白表达6@"各组细胞中WMI!蛋白相对表达量比较6Pk$# !̂!9#Dk# #̂$!3与对照组

比较#'Dl# #̂C*与 $## $&5)8[]!A! 组比较#NDl# #̂C*与 !## $&5)8[]!A! 组比较#4Dl# #̂C+单因素方差分析#[?@D-检验#$ k",6$"对照组6
!"$## $&5)8[]!A! 组62"!## $&5)8[]!A! 组6<"<## $&5)8[]!A! 组6&(V"微小VWE*\ET@]"甘油醛D2D磷酸脱氢酶*WMI!"核因子%!相关因子 !
9$&21+;5K@/1+**$)%(+A+(*)0.$B?:;>4"%8210; /1),+$%$%8$00+1+%,')%'+%,1",$)%*)04;C; &1)2/*5E"Y-//RGM/HH(5, (,F/,H(F05I&(VD$!CN (,
L(II/M/,F45,4/,FM'F(5,H5I]!A! *M5+GHN0M/K/MH/FM',H4M(GF(5, TSV6="S5&G'M(H5, 5IM/)'F(K//RGM/HH(5, )/K/)H5I&(VD$!CN '&5,*L(II/M/,F45,4/,FM'F(5,H

5I]!A! *M5+GH6Pk$2 Ĉ$2#Dl# #̂$3S5&G'M/L O(F- F-/45,FM5)*M5+G#'Dl# #̂C*45&G'M/L O(F- F-/$## $&5)8[]!A! *M5+G#NDl# #̂C*45&G'M/L O(F-

F-/!## $&5)8[]!A! *M5+G#4Dl# #̂C +A,/DO'0EWAUE#[?@D-F/HF#$k",6S"Y-//RGM/HH(5, (,F/,H(F05IWMI! GM5F/(, (, 5R(L'F(K/HFM/HH&5L/)*M5+GH

N0c/HF/M, N)5F6@"S5&G'M(H5, 5IM/)'F(K//RGM/HH(5, )/K/)H5IWMI! GM5F/(,6Pk$# !̂!9#Dk# #̂$!3S5&G'M/L O(F- F-/45,FM5)*M5+G#'Dl# #̂C*45&G'M/L
O(F- F-/$## $&5)8[]!A! *M5+G#NDl# #̂C*45&G'M/L O(F- F-/!## $&5)8[]!A! *M5+G#4Dl# #̂C +A,/DO'0EWAUE#[?@D-F/HF# $k",6$"S5,FM5)
*M5+G6!"$## $&5)8[]!A! *M5+G62"!## $&5)8[]!A! *M5+G6<"<## $&5)8[]!A! *M5+G6&(V"&(4M5VWE*\ET@]"*)04/M')L/-0L/D2DG-5HG-'F/
L/-0LM5*/,'H/*WMI!",+4)/'MI'4F5M%!DM/)'F/L I'4F5M!
6

对照组 100μmol/LH2O2组 200μmol/LH2O2组 400μmol/LH2O2组
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图 <5不同浓度 4;C; 处理组细胞内源性 BCm表达+o"###标尺k$## $&,6VA? 阳性反

应呈绿色荧光+@SX]D@E, #细胞核呈蓝色荧光+@ETB, ' 随着 ]!A! 浓度的增加#VA? 荧

光明显增强6VA?"活性氧簇*]!A! "过氧化氢

9$&21+< 5 N-++@/1+**$)%$%,+%*$,# )0+%8)&+%)2*BCm$%8$00+1+%,')%'+%,1",$)%*)0
4;C; &1)2/*+o"###N'Mk$## $&,6VA?DG5H(F(K/M/'4F(5, H-5O/L *M//, I)+5M/H4/,4/+@SX]D

@E, #',L ,+4)/(H-5O/L N)+/I)+5M/H4/,4/+@ETB,3Y-/VA? M/HG5,H/O'H/,-',4/L O(F- F-/
(,4M/'H/5I]!A! 45,4/,FM'F(5, 6VA?"M/'4F(K/5R0*/, HG/4(/H*]!A! "-0LM5*/, G/M5R(L/

;3<6不同浓度 ]!A! 处理组细胞中 VA?
含量及氧化应激相关酶活性比较6

对照组未发现 VA? 荧光#随着处理
组 ]!A! 浓度增加#VA? 荧光强度明显增
强 + 图 2 ,' 对 照 组 及 $##& !## 和
<## $&5)8[]!A! 组细胞内源性 VA? 荧
光强度分别为 9; <̂2 j2 !̂2& $<: 2̂9 j
9 2̂2&;< <̂<j: !̂; 和 !C! 2̂<j$$ 2̂$#总
体比较差异有统计学意义 +Pk!C 2̂$"#
Dl# #̂$,#$##&!## 和 <## $&5)8[]!A!

组细胞内源性 VA? 荧光强度均显著高
于对照组#差异均有统计学意义 +均
Dl# #̂C,' 与对照组比较#各组 YDEAS&
\?]DTR和 ?A@活性均明显降低#>@E
浓度明显升高#差异均有统计学意义+均
Dl# #̂C,#这种差异随着 ]!A! 浓度的增

加而增大#任意 ! 个组间两两比较#差异
均有统计学意义+均 Dl# #̂C,+表 $,'

!<9!! 中华实验眼科杂志 !#!$ 年 < 月第 2; 卷第 < 期6S-(, Z%RG AG-F-')&5)#EGM()!#!$#U5)32;#W53<

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?
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图 =5不同转染组细胞中内源性 BCm荧光表达组o"###标尺k$## $&,6细胞中 VA? 反应呈绿色

荧光组@SX]D@E, #细胞核呈蓝色荧光组@ETB, ' 不同转染组中 &(VD$!CN 拟似物组细胞中 VA? 荧

光强度最弱#&(VD$!CN 抑制物组 VA? 荧光最强6VA?"活性氧簇*&(V"微小 VWE

9$&21+= 5 N-+1+*/)%*+$%,+%*$,# )0+%8)&+%)2*BCm$%8$00+1+%,,1"%*0+',+8&1)2/*组 o"###

N'Mk$## $&,6Y-/G5H(F(K/M/HG5,H/5IVA? H-5O/L *M//, I)+5M/H4/,4/组@SX]D@E, #',L F-/,+4)/(

L(HG)'0/L N)+/I)+5M/H4/,4/组@ETB,3B, L(II/M/,FFM',HI/4F/L *M5+GH#VA? M/HG5,H/O'HF-/O/'P/HF(, F-/

&(VD$!CN &(&(4H*M5+G ',L HFM5,*/HF(, F-/&(VD$!CN (,-(N(F5M*M5+G6VA?"M/'4F(K/5R0*/, HG/4(/H*

&(V"&(4M5VWE

表 :5不同浓度 4;C; 处理组细胞中 N?3CF&mCO&Pm4?!@ 活性和
EO3浓度比较组.+"%QmO,

N"4(+:5F)./"1$*)%)0N?3CF#mCO#Pm4?!@ "',$A$,$+*"%8
EO3')%'+%,1",$)%".)%& 8$00+1+%,')%'+%,1",$)%*)04;C;

&1)2/*组.+"%QmO,

组别
样本

量

YDEAS活性
-&5)8组&(,![,.

?A@活性
-&5)8组&(,![,.

\?]DTR活性
-&5)8组&(,![,.

>@E浓度
组$&5)8[,

对照组 " : 9̂Cj# <̂" 9< Ĉ9j2 ;̂; $"# "̂!j9 "̂9 2C :̂2j$ 2̂9

$## $&5)8[]!A! 组 " C "̂2j# <̂;' "; #̂$j2 Ĉ"' $2# !̂Cj2 <̂2' <C #̂!j! !̂"'

!## $&5)8[]!A! 组 " 2 9̂:j# ĈC'N C" <̂#j! <̂2'N $#2 !̂Cj< 2̂9'N C: 9̂<j2 9̂:'N

<## $&5)8[]!A! 组 " $ !̂;j# $̂:'N4 !C $̂!j2 Ĉ<'N4 "! "̂2j2 <̂9'N4 :$ !̂Cj! <̂2'N4

P值 !: ;̂<C 2$ !̂C: 2C $̂!< !# Ĉ<:

D值 l# #̂$ l# #̂$ l# #̂$ l# #̂$

6注"与各自的对 照 组 比 较#'Dl# #̂C* 与 各 自 的 $## $&5)8[]!A! 组 比 较#
NDl# #̂C*与各自的 !## $&5)8[]!A! 组比较#4Dl# #̂C组单因素方差分析#[?@D-检
验,6]!A! "过氧化氢*YDEAS"总抗氧化能力*?A@"超氧化物歧化酶*\?]DTR"谷胱
甘肽过氧化物酶*>@E"丙二醛
6W5F/"S5&G'M/L O(F- F-/M/HG/4F(K/45,FM5)*M5+G#'Dl# #̂C*45&G'M/L O(F- F-/M/HG/4F(K/
$## $&5)8[]!A! *M5+G#NDl# #̂C*45&G'M/L O(F- F-/M/HG/4F(K/!## $&5)8[]!A! *M5+G#
4Dl# #̂C 组 A,/DO'0EWAUE# [?@D-F/HF, 6 ]!A!" -0LM5*/, G/M5R(L/* YDEAS" F5F')D
',F(5R(L'F(K/4'G'N()(F0* ?A@" H+G/M5R(L/L(H&+F'H/* \?]DTR" *)+F'F-(5,/G/M5R(L'H/*
>@E"&')5,L(')L/-0L/

;3=6不同转染组细胞中氧化应激
相关指标表达

&(VD$!CN 拟似物组 VA? 表达
最弱#&(VD$!CN 抑制物组 VA? 表
达最强 组图 <,' &(VD$!CN 拟似物
组&&(VD$!CN 对照组和 &(VD$!CN
抑制物组细胞中 VA? 荧光强度分
别为 :2 !̂2jC 2̂2&$9; 2̂!j: 2̂2 和
2!< !̂2j$# 2̂2#总体比较差异有统
计学意义 组Pk2< $̂29#Dl# #̂$,#
&(VD$!CN 拟似物组 VA? 荧光强度
显著 低 于 &(VD$!CN 对 照 组 和
&(VD$!CN 抑制物组#差异均有统计
学意义组均Dl# #̂C,*&(VD$!CN 拟似
物组细胞内 YDEAS&?A@和 \?]DTR
活性均显著高于 &(VD$!CN 对照组#
>@E浓度低于&(VD$!CN 对照组#差
异均有统计学意义组均 Dl# #̂C,*与
&(VD$!CN 对照组比较#&(VD$!CN 抑
制物 组 细 胞 内 YDEAS& ?A@ 和
\?]DTR活性均明显下降#>@E浓度
明显升高#差异均有统计学意义组均
Dl# #̂C,组表 !,'

;3>6&(VD$!CN 靶基因预测
&(VD$!CN 靶基因预测发现#&(VD$!CN 与 WMI!

保守位点有高分数结合#WMI! 为 &(V$!CN 的一个
潜在作用靶点' 双荧光素酶报告系统结果显示#
&(VD$!CN 拟似物刺激 ]%[%2 细胞中 WMI!D21D
hYVDcY报告基因的荧光素酶活性#而 &(VD$!CN
抑制物抑制 WMI!D21DhYVDcY报告基因的荧光素
酶活性#差异有统计学意义组Dl# #̂C,#转染突变
载体的细胞内未观察到明显的荧光素酶活性改

变#提示 WMI! 是 &(VD$!CN 的直接靶向蛋白'
&(VD$!CN 拟似物组细胞内 WMI! 蛋白相对表达量
高于&(VD$!CN 对照组#&(VD$!CN 抑制物组细胞内
WMI!蛋白相对表达量低于 &(VD$!CN 对照组和
&(VD$!CN 拟似物组#差异均有统计学意义组均 Dl
# #̂C,组表 2#图 C,' !## $&5)8[]!A!刺激后#WMI!
表达发生核转移#&(VD$!CN 拟似物组细胞质中
WMI!荧光染色最强#核转移也最显著#细胞质中
a/'G$的表达微弱*&(VD$!CN 抑制物组细胞质内
WMI!荧光较弱#核转移程度最弱#细胞质中 a/'G$
的荧光最强组图 ",'

!C9!!中华实验眼科杂志 !#!$ 年 < 月第 2; 卷第 < 期6S-(, Z%RG AG-F-')&5)#EGM()!#!$#U5)32;#W53<

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



表 ;5不同转染组 RKF*中 N?3CF&mCO&Pm4?!@ 活性和 EO3浓度比较+.+"%QmO,
N"4(+;5F)./"1$*)%)0N?3CF#mCO"%8Pm4?!@ "',$A$,$+*"%8EO3

')%'+%,1",$)%".)%& 8$00+1+%,,1"%*0+',+8&1)2/*+.+"%QmO,

组别 样本量
YDEAS活性

-$&5)8+&(,![, .
?A@活性

-$&5)8+&(,![, .
\?]DTR活性

-$&5)8+&(,![, .
>@E浓度

- +$&5)8[, .

&(VD$!CN拟似物组 " " 2̂$j# <̂" "9 ;̂2j< !̂: $!" 2̂;j9 ;̂# 2: 9̂:j$ <̂;

&(VD$!CN 对照组 " 2 Ĉ#j# ĈC' C< <̂!j! <̂$' $#< ;̂Cj" "̂2' C" ;̂!j2 9̂;'

&(VD$!CN抑制物组 " ! "̂!j# 2̂"'N 2< !̂9j2 #̂"'N :2 9̂2j2 :̂#'N :! Ĉ;j2 <̂!N

P值 $2 ;̂C2 $" 2̂2: ; $̂!< $9 :̂92

D值 l# #̂$ l# #̂$ l# #̂$ l# #̂$

6注"与各自的 &(VD$!CN 拟似物组比较#'Dl# #̂C*与各自的 &(VD$!CN 对照组比较#NDl# #̂C+单因素方差分析#[?@D-检验,6[%SH"晶状体上皮细
胞*YDEAS"总抗氧化能力*?A@"超氧化物歧化酶*\?]DTR"谷胱甘肽过氧化物酶*>@E"丙二醛*&(V"微小 VWE

6W5F/"S5&G'M/L O(F- M/HG/4F(K/&(VD$!CN &(&(4H*M5+G#'Dl# #̂C*45&G'M/L O(F- M/HG/4F(K/&(VD$!CN 45,FM5)*M5+G#NDl# #̂C +A,/DO'0EWAUE#[?@D-
F/HF,6[%SH")/,H/G(F-/)(')4/))H*YDEAS"F5F')D',F(5R(L'F(K/4'G'N()(F0*?A@"H+G/M5R(L/L(H&+F'H/*\?]DTR"*)+F'F-(5,/G/M5R(L'H/*>@E"&')5,L(')L/-0L/*
&(V"&(4M5VWE

表 <5不同转染组 .$B?:;>4靶基因预测相关指标比较+.+"%QmO,
N"4(+<5F)./"1$*)%)0.$B?:;>4,"1&+,&+%+/1+8$',$)%$%8$'",)1*".)%& 8$00+1+%,,1"%*0+',+8&1)2/*+.+"%QmO,

组别 样本量
WMI!D21DhYVDcY报告基因的

荧光素酶活性

WMI!D21DhYVD>Y报告基因的
荧光素酶活性

WMI! 相对蛋白
表达水平

&(VD$!CN 拟似物组 " $ :̂:j# $̂C $ <̂$j# #̂: # ;̂:j# #̂$

&(VD$!CN 对照组 " # ;̂:j# $̂$' $ 2̂9j# #̂; # :̂9j# #̂"'

&(VD$!CN 抑制物组 " # Ĉ!j# #̂"'N $ <̂"j# #̂; # <̂2j# #̂2'N

P值 $$ 2̂$< # $̂!< $9 <̂$2

D值 # #̂$$ $ 2̂$# l# #̂$

6注"与各自的 &(VD$!CN 拟似物组比较#'Dl# #̂C*与各自的 &(VD$!CN 对照组比较#NDl# #̂C+单因素方差分析#[?@D-检验,6&(V"微小 VWE*WMI!"

核因子 %! 相关因子 !*hYV"非翻译区*cY"野生型*>Y"突变型

6W5F/"S5&G'M/L O(F- F-/M/HG/4F(K/&(VD$!CN &(&(4H*M5+G#'Dl# #̂C*45&G'M/L O(F- F-/M/HG/4F(K/&(VD$!CN 45,FM5)*M5+G#NDl# #̂C +A,/DO'0EWAUE#
[?@D-F/HF,6&(V"&(4M5VWE*WMI!",+4)/'MI'4F5M%!DM/)'F/L I'4F5M!*hYV"+,FM',H)'F/L M/*(5,*cY"O()L F0G/*>Y"&+F',FF0G/

MaturemiR�125b3'UAGCUAUUGUUCGAUCGAUC
Nrf2�3'�UTR�WT�5'AUGCGGCUUAGCCUAGCUAG
Nrf2�3'�UTR�MT�5'AUGCGGCUUAGCGAUACAUC

BA

miR125bmiR125bmiR125b
拟似物组 对照组 抑制物组

Nrf2

GADPH

图 >5.$B?:;>4靶基因预测结果6E"生物信息软件检测 WMI! 和
&(VD$!CN 潜在结合位点#双荧光素酶报告基因实验检测 WMI! 和
&(VD$!CN 的直接关系6="c/HF/M, N)5F法检测不同转染组 WMI! 蛋白
表达6&(VD$!CN 抑制物组细胞中 WMI! 蛋白表达条带弱于 &(VD$!CN
对照组和 &(VD$!CN 拟似物组6&(V"微小 VWE*WMI!"核因子 %! 相关
因子 !*hYV"非翻译区*cY"野生型*>Y"突变型*\ET@]"甘油醛D2D
磷酸脱氢酶

9$&21+>5E$B?:;>4,"1&+,&+%+/1+8$',$)%6E"=(5(,I5M&'F(4HH5IFO'M/
L/F/4F/L F-/N(,L(,*H(F/H5IWMI! ',L &(VD$!CN#',L F-/L5+N)/)+4(I/M'H/
M/G5MF/M*/,/ 'HH'0 H-5O/L ' L(M/4FM/)'F(5,H-(G N/FO//, WMI! ',L
&(VD$!CN 6 =" Y-//RGM/HH(5, (,F/,H(F05IWMI! GM5F/(, (, L(II/M/,F
FM',HI/4F/L *M5+GHN0c/HF/M, N)5F'HH'06Y-/(,F/,H(F05IWMI! N',L O'H
O/'P/,/L (, F-/&(VD$!CN (,-(N(F5M*M5+G 45&G'M/L O(F- F-/&(VD$!CN
45,FM5)*M5+G ',L &(VD$!CN &(&(4H*M5+G6&(V"&(4M5VWE*WMI!",+4)/'M
I'4F5M%!DM/)'F/L I'4F5M!*hYV" +,FM',H)'F/L M/*(5,*cY"O()L F0G/*>Y"
&+F',FF0G/*\ET@]"*)04/M')L/-0L/D2DG-5HG-'F/L/-0LM5*/,'H/

<5讨论

氧化应激损伤指机体内源性或外源性 VA? 对细
胞信号转导途径的综合损伤#或对细胞内核酸&蛋白质
及其他重要因子的损伤

- !72#;. ' 研究发现#多种刺激因
子产生的氧自由基介导的氧化损伤是导致白内障发生

和发展的重要原因#白内障患者房水中 ]!A! 浓度升

高#介导早期氧化应激 - $#7$$. ' 本研究用不同浓度的
]!A! 刺激 ][%=D2 细胞#成功建立氧化应激模型' 近
年来#&(VWE在白内障中的作用越来越受到关注'
&(VD$!CN 是近年来广泛研究的 &(VWE之一#与多种
细胞的生物学活动密切相关#如多种癌细胞&成骨细胞
等

- $!7$C. ' [(等 - $".
研究证实#&(VD$!CN 通过靶向 GC2

诱导的核蛋白 $ 促进非小细胞肺癌患者的肿瘤转移*
c+等 - $:.

研究证实&(VD$ ! C N通过靶向胃癌中的

!"9!! 中华实验眼科杂志 !#!$ 年 < 月第 2; 卷第 < 期6S-(, Z%RG AG-F-')&5)#EGM()!#!$#U5)32;#W53<

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?
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图 G5免疫荧光双染色检测不同转染组 RKF*中 6+"/:m210; 的表达和定位+o"###标
尺k$## $&,6免疫荧光双染色显示细胞质中 a/'G$ 反应呈绿色荧光#WMI! 反应呈红色
荧光#细胞核呈蓝色荧光+@ETB,6&(VD$!CN 拟似物组细胞质中 a/'G$ 荧光强度弱#WMI!
荧光强#存在大量核转移*&(VD$!CN 对照组细胞质中 a/'G$ 荧光稍强于 &(VD$!CN 拟似物
组#WMI! 荧光强度弱#存在少量核转移*&(VD$!CN 抑制物组 a/'G$ 荧光强#WMI! 荧光微
弱6a/'G$"a/)4- 样环氧氯丙烷相关蛋白D$*WMI!"核因子 %! 相关因子 !*&(V"微小 VWE
9$&21+G5K@/1+**$)%"%8()'"($S",$)%)06+"/: "%8210; $%(+%*+/$,-+($"('+((*$%8$00+1+%,
,1"%*0+',+8&1)2/*4# $..2%)0(2)1+*'+%'+8)24(+*,"$%$%& +o"### N'Mk$## $&, 6Y-/
a/'G$ GM/H/,F/L *M//, I)+5M/H4/,4/',L WMI! H-5O/L M/L I)+5M/H4/,4/#',L F-/,+4)/(L(HG)'0/L
N)+/I)+5M/H4/,4/3Y-/I)+5M/H4/,4/5Ia/'G$ (, F-/40F5G)'H&O'HO/'P/M',L WMI! O'HHFM5,*/M
(, F-/&(VD$!CN &(&(4H*M5+G#(,L(4'F(,*&5M/,+4)/'M&/F'HF'H/H3B, F-/&(VD$!CN 45,FM5)
*M5+G#F-/a/'G$ I)+5M/H4/,4/O'HH)(*-F)0/,-',4/L ',L WMI! O'HO/'P/,/L (, 45&G'M(H5, O(F-
F-/&(VD$!CN &(&(4H*M5+G3a/'G$ I)+5M/H4/,4/O'HHFM5,*',L WMI! O'HO/'P/,/L (, F-/
&(VD$!CN (,-(N(F5M*M5+G6 a/'G$" P/)4-D)(P/%S]D'HH54('F/L GM5F/(,D$*WMI!" ,+4)/'MI'4F5M
%!DM/)'F/L I'4F5M!*&(V"&(4M5VWE

6

TTT$SEDVN 信号通路来促进细胞迁移和侵袭#导致预
后不良*彭俊等 - $9.

报道 &(VD$!CN 可调控骨髓间充质
干细胞成骨能力*也有研究报道 &(VD$!CN 通过靶向
?F'F2 调节单核细胞中降钙素的生成 - $;. #但其对白内
障晶状体细胞生物学行为是否有调控作用尚未见报

道' 本研究检测 &(VD$!CN 在白内障晶状体前囊膜组
织中的表达#发现 &(VD$!CN 在发生白内障的晶状体前
囊膜组织内的表达增加#经过 ]!A! 刺激的 ][%=D2 细
胞内 &(VD$!CN 的表达随着 ]!A! 浓度的升高而增加#

提示 &(VD$!CN 可能参与了白内障的发病过程'

生理状态下适量的 VA? 自由基对维持机体氧化
平衡状态有重要意义#氧化应激条件下促氧化剂与抗

氧化剂之间失衡#诱导 [%SH的线粒体损
伤#VA? 水平升高#导致细胞内脂质过氧
化#产生大量 >@E#?A@mYDEASm\?]DTR
是细胞内抗氧化酶#其活性降低会直接导
致细胞内氧自由基积累

- !#7!$. ' 本研究发
现氧化应激模型细胞内 VA? 活性m>@E
浓度均高于对照组#而 ?A@mYDEASm\?]D
TR的活性均显著下降#与预测结果一致'
&(VD$!CN 在多种细胞的氧化应激过程中
发挥调节作用' c/(等 - :.

报道 &(VD$!CND
CG 在氧化应激下能保护内皮细胞免于凋
亡*[(+ 等 - 9.

研究证实人视网膜色素上皮

细胞的氧化应激状态可刺激 &(VD$!CN 的
表达#从而缓解葡萄糖代谢异常' 本研究
中发现#在 !## $&5)8[]!A! 的刺激下转

染 &(VD$!CN 拟似物组的细胞中 ?A@m
YDEASm\?]DTR活性较 &(VD$!CN 对照组
增加#VA? 活性和 >@E浓度降低#转染
&(VD$!CN 抑制物组细胞中 ?A@mYDEASm
\?]DTR活性下调#VA? 活性和 >@E浓度
均较高#说明 &(VD$!CN 可能是通过缓解
[%SH的氧化应激损伤而参与白内障的发
病过程'

WMI! 是调控细胞氧化应激损伤的关
键性转录因子#生理状态下 WMI! 与 a/'G$
以复合体的形式存在于细胞质内#WMI! 处
于非活性状态#当细胞受到氧化损伤信号
刺激时#WMI! 被激活进入细胞核内#启动
下游 ]AD$ 的转录#增强细胞抗氧化能力#
该信号通路在细胞的氧化应激m抗凋亡过
程中发挥重要作用

- !!7!<. ' 李佳等 - !C.
研究

证实#WMI! 在人 [%SH中的高表达及核移
位能增加抗氧化酶的含量#从而起到自身抗氧化损伤
作用' 为了进一步研究&(VD$!CN 调控[%SH氧化应激
损伤的作用机制#本研究用 &(V',L'mY'M*/F?4', 数据库
筛选 &(VD$!CN 下游靶向蛋白#发现 &(VD$!CN 与 WMI! 保
守位点有高分数结合#WMI! 为 &(VD$!CN 的一个潜在作
用靶点' 同时#在 &(VD$!CN 拟似物组细胞内#WMI! 的表
达高于 &(VD$!CN 对照组#而 WMI! 在 &(VD$!CN 抑制物组
细胞内的表达受到抑制' 免疫荧光双染色检测发现#随
着转染时间的增加#&(VD$!CN 拟似组细胞内 WMI! 向细
胞核转移#细胞质中 a/'G$ 的表达也随之减弱#而 WMI!
核转移相对较弱的 &(VD$!CN 抑制物组细胞质内 a/'G$
的表达较强烈'
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综上所述#本研究结果表明 &(VD$!CN 能缓解年龄
相关性白内障 [%SH氧化应激损伤#这种作用可能是
通过靶向刺激 WMI! 的表达&调控 a/'G$8WMI! 信号通路
的活性而实现的'
利益冲突6所有作者均声明不存在利益冲突
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