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!!&摘要'!目的!探讨全反式视黄酸"dI]d#体外诱导人视网膜色素上皮"d]Y"#>6< 细胞凋亡的信号途
径( !方法!采用不同浓度的 dI]d处理 d]Y">6< 细胞 ?T D)T= D%采用细胞计数试剂盒>="HHg>=#法检测
其细胞活性*分别采用 7)?k;);)67)6; 和 ?7 "#C&2ZdI]d处理 d]Y">6< 细胞 ?T D%通过流式细胞术和
S.BA.@1 E&CA法检测细胞凋亡水平和 0$BF$B.相关蛋白相对表达量*分别采用 7)?k;);)67 和 ?7 "#C&2ZdI]d
处理 d]Y">6< 细胞 ?T D%通过流式细胞术检测其总活性氧簇 "]4Q#水平和多重半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶
"#,&A%0$BF$B.#水平%通过实时荧光定量 YH]法检测 0$BF$B.相关基因 #]Wd相对表达量( 其中 7 "#C&2Z
dI]d组作为空白对照( !结果!HHg>= 检测结果显示%dI]d处理 d]Y">6< 细胞 ?T D 和 T= D 后的半数抑
制浓度"5H;7#分别为 68k== "#C&2Z和 66k<< "#C&2Z%不同浓度 dI]d处理 d]Y">6< 细胞 ?T D 和 T= D 后细胞
存活率总体比较%差异均有统计学意义 "Cm69:k:7)8;7k87%均 Dn7k76#( 细胞培养 ?T D 时%? "#C&2Z)
: "#C&2ZdI]d组细胞存活率较空白对照组高%6?)6T)6:)6=)?7 "#C&2ZdI]d组细胞存活率较空白对照组
低%差异均有统计学意义 "均 Dn7k7;#( 流式细胞术检测结果显示%不同浓度 dI]d处理 d]Y">6< 细胞后
?T D%细胞凋亡)#,&A%0$BF$B.及 ]4Q 水平总体比较差异均有统计学意义 "Cm=:k8<)6::k=T)676kT7%均 Dn
7k76#%其中 ?k; "#C&2Z和 ; "#C&2ZdI]d组细胞凋亡率较空白对照组下降%67)6; 和 ?7 "#C&2ZdI]d组较
空白对照组升高%?k;);)67)?7 "#C&2ZdI]d组 #,&A%0$BF$B.和 ]4Q 相对表达量较空白对照组升高%差异均有
统计学意义"均 Dn7k76#*S.BA.@1 E&CA检测结果显示%与空白对照组比较%?k;);)67)6;)?7 "#C&2ZdI]d组
0$BF$B.< 蛋白相对表达量升高%差异均有统计学意义"均 Dn7k7;#*与空白对照组比较%?k; "#C&2ZdI]d组
0$BF$B.6? 蛋白相对表达量升高%;)67)6;)?7 "#C&2ZdI]d组逐渐降低%?k;)6;)?7 "#C&2ZdI]d组与空白
对照组比较差异均有统计学意义"均Dn7k7;#*与空白对照组比较%;)67)?7 "#C&2ZdI]d组 0$BF$B.8 蛋白相
对表达量升高%差异均有统计学意义 "均 Dn7k7;#*与空白对照组比较%?k;);)67)6;)?7 "#C&2ZdI]d组
0&.$K./ 0$BF$B.8 蛋白相对表达量显著升高%差异均有统计学意义"均 Dn7k76#( 实时荧光定量 YH]结果显
示%与空白对照组比较%?k;);)67)?7 "#C&2ZdI]d组 0$BF$B.<)0$BF$B.6? #]Wd及 ; "#C&2Z)67 "#C&2Z
dI]d组 0$BF$B.8 #]Wd相对表达量明显升高%差异均有统计学意义 "均Dn7k76#( dI]d浓度小于
67 "#C&2Z时%0$BF$B.< 和 0$BF$B.6? #]Wd的相对表达量呈浓度依赖性升高%当浓度达 ?7 "#C&2Z时%其相对
表达量显著降低%但仍高于空白对照组( !结论!dI]d体外诱导 d]Y">6< 细胞凋亡是通过激活 ]4Q 及内
源性 0$BF$B.依赖性凋亡途径导致的( !
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!78)-,1.-"9F8G(.-&A(9IC%1K.BA%G$A.$&&>A@$1B@.A%1C%0$0%/"dI]d#>%1/,0./ $FCFACB%BB%G1$&%1GF$ADL$(%1
d]Y">6< 0.&&B#$ L#+*,-! H(-%/2)! ID.dY]">6< 0.&&L$BA@.$A./ L%AD /%JJ.@.1A0C10.1A@$A%C1BCJdI]d JC@
?T DC,@B$1/ T= DC,@B-H.&&0C,1A%1GO%A>= "HHg>=# L$B,B./ AC/.A.0AAD.0.&&K%$E%&%A(%1 C@/.@AC/.A.@#%1.AD.
.*F.@%#.1A$&0C10.1A@$A%C1 @$1G.-c&CL0(AC#.A@($1/ S.BA.@1 E&CA#.ADC/ L.@.F.@JC@#./ AC.K$&,$A.AD.$FCFACB%B
$1/ 0$BF$B.@.&$A./ F@CA.%1 &.K.&B%1 d]Y">6< 0.&&BA@.$A./ L%AD 7% ?k;% ;% 67% 6; $1/ ?7 "#C&2ZCJdI]dJC@
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?T DC,@B-c&CL 0(AC#.A@(L$B,B./ AC/.A.0AAD.@.$0A%K.C*(G.1 BF.0%.B" ]4Q # $1/ #,&A%0$BF$B.&.K.&B$1/
N,$1A%A$A%K.@.$&>A%#.YH] L$B0$@@%./ C,AAC/.A.@#%1.AD.#]Wd @.&$A%K..*F@.BB%C1 &.K.&BCJ0$BF$B.@.&$A./
F@CA.%1B%1 d]Y">6< 0.&&BA@.$A./ L%AD 7%?k;%;%67 $1/ ?7 "#C&2ZCJdI]d%$1/ 7 "#C&2ZdI]dG@C,F L$B,B./ $B
AD.E&$1O 0C1A@C&G@C,F-!I()06-)!HHg>= A.BABDCL./ AD$AAD.D$&J#$*%#$&%1D%E%AC@(0C10.1A@$A%C1 CJd]Y">6<
0.&&BA@.$A./ L%AD /%JJ.@.1A0C10.1A@$A%C1BCJdI]dJC@?T DC,@B$1/ T= DC,@BL.@.68k== "#C&2Z$1/ 66k<< "#C&2Z%
@.BF.0A%K.&(-ID.0.&&B,@K%K$&@$A.BCJd]Y">6< 0.&&BA@.$A./ L%AD /%JJ.@.1A0C10.1A@$A%C1BCJdI]dJC@?T DC,@B$1/
T= DC,@BL.@.B%G1%J%0$1A&(/%JJ.@.1A"Cm69:k:7%8;7k87*ECAD $ADn7k76#-SD.1 0,&A,@./ JC@?T DC,@B%AD.0.&&
B,@K%K$&@$A.BCJd]Y">6< 0.&&B%1 AD.? "#C&2Z$1/ : "#C&2ZCJdI]dG@C,FBL.@.D%GD.@AD$1 AD$ACJAD.E&$1O
0C1A@C&G@C,F "ECAD $ADn7k7;#%$1/ AD.0.&&B,@K%K$&@$A.BCJd]Y">6< 0.&&B%1 AD.6?%6T%6:%6= $1/ ?7 "#C&2ZCJ
dI]dG@C,FBL.@.&CL.@AD$1 AD$ACJAD.E&$1O 0C1A@C&G@C,F "$&&$ADn7k7;#-c&CL0(AC#.A@(BDCL./ AD$AAD.@.L.@.
B%G1%J%0$1A/%JJ.@.10.B%1 AD.$FCFACB%B%]4Q $1/ #,&A%0$BF$B.&.K.&$#C1Gd]Y">6< 0.&&G@C,FBA@.$A./ L%AD /%JJ.@.1A
0C10.1A@$A%C1BCJdI]d"Cm=:k8<%66:k=T%676kT7*$&&$ADn7k76#-ID.$FCFACB%B@$A.BCJdY]">6< 0.&&B%1 AD.
?k; "#C&2Z$1/ ; "#C&2ZCJdI]dG@C,FBL.@.B%G1%J%0$1A&(/.0@.$B./ AD$1 AD$ACJAD.E&$1O 0C1A@C&G@C,F%$1/ AD.
$FCFACB%B@$A.CJdY]">6< 0.&&B%1 AD.67%6; $1/ ?7 "#C&2ZCJdI]dG@C,FBL.@.B%G1%J%0$1A&(%10@.$B././ AD$1 AD$A
CJAD.E&$1O 0C1A@C&G@C,F "$&&$ADn7k76#-ID.@.&$A%K..*F@.BB%C1 &.K.&BCJ#,&A%0$BF$B.$1/ ]4Q L.@.B%G1%J%0$1A&(
D%GD.@%1 AD.?k;%;%67 $1/ ?7 "#C&2ZCJdI]dG@C,FBAD$1 AD$ACJAD.E&$1O 0C1A@C&G@C,F "$&&$ADn7k76#-
S.BA.@1 E&CA$BB$(BDCL./ AD$AAD.@.&$A%K..*F@.BB%C1 &.K.&CJ0$BF$B.< L$B%10@.$B./ %1 AD.?k;%;%67%6; $1/
?7 "#C&2ZCJdI]dG@C,FBAD$1 AD$ACJAD.E&$1O 0C1A@C&G@C,F "$&&$ADn7k7;#-HC#F$@./ L%AD AD.E&$1O 0C1A@C&
G@C,F%AD.@.&$A%K..*F@.BB%C1 &.K.&BCJ0$BF$B.6? L.@.%10@.$B./ %1 AD.?k; "#C&2ZCJdI]dG@C,F $1/ @./,0./
G@$/,$&&(%1 AD.;%67%6; $1/ ?7 "#C&2ZCJdI]dG@C,FB%$#C1GLD%0D AD.@.L.@.B%G1%J%0$1A/%JJ.@.10.BE.AL..1 AD.
E&$1O 0C1A@C&G@C,F $1/ ?k;%6;%$1/ ?7 "#C&2ZCJdI]dG@C,FB"$&&$ADn7k7;#-ID.@.&$A%K..*F@.BB%C1 &.K.&CJ
0$BF$B.8 L$BB%G1%J%0$1A&(%10@.$B./ %1 AD.;%67 $1/ ?7 "#C&2ZCJdI]dG@C,FBAD$1 AD$ACJAD.E&$1O 0C1A@C&G@C,F
"$&&$ADn7k7;#-ID.@.&$A%K..*F@.BB%C1 &.K.&CJ0&.$K./ 0$BF$B.8 L$BB%G1%J%0$1A&(%10@.$B./ %1 AD.?k;%;%67%6;
$1/ ?7 "#C&2ZCJdI]dG@C,FBAD$1 AD$ACJAD.E&$1O 0C1A@C&G@C,F "$&&$ADn7k76#-b,$1A%A$A%K.@.$&>A%#.YH]
$BB$(BDCL./ AD$AAD.@.&$A%K..*F@.BB%C1 &.K.&BCJ0$BF$B.< $1/ 0$BF$B.6? #]WdL.@.B%G1%J%0$1A&(D%GD.@%1 AD.
?k;%;%67 $1/ ?7 "#C&2ZCJdI]dG@C,FBAD$1 AD$ACJAD.E&$1O 0C1A@C&G@C,F "$&&$ADn7k76#-ID.@.&$A%K.
.*F@.BB%C1 &.K.&BCJ0$BF$B.8 #]WdL.@.B%G1%J%0$1A&(D%GD.@%1 AD.; "#C&2Z$1/ 67 "#C&2ZCJdI]dG@C,FBAD$1
AD$ACJAD.E&$1O 0C1A@C&G@C,F "ECAD $ADn7k76#-SD.1 AD.0C10.1A@$A%C1 CJdI]dL$B&CL.@AD$1 67 "#C&2Z%AD.
@.&$A%K..*F@.BB%C1 &.K.&BCJ0$BF$B.< $1/ 0$BF$B.6? #]WdL.@..&.K$A./ %1 $0C10.1A@$A%C1>/.F.1/.1A#$11.@-
SD.1 AD.0C10.1A@$A%C1 CJdI]d @.$0D./ ?7 "#C&2Z% AD.@.&$A%K..*F@.BB%C1 &.K.&BCJ0$BF$B.< $1/ 0$BF$B.
6? #]WdL.@.#$@O./&(/.0@.$B./%E,A%AL$BBA%&&D%GD.@AD$1 AD$ACJAD.E&$1O 0C1A@C&G@C,F-!$/'.60)&/')!
dI]d%1/,0.B$FCFACB%B%1 d]Y">6< 0.&&B#$ L#+*,AD@C,GD $0A%K$A%1GAD.@.$0A%K.C*(G.1 BF.0%.B$1/ .1/CG.1C,B
0$BF$B.>/.F.1/.1A$FCFACA%0F$ADL$(-

!:(5 ;/,2)"9 d&&>A@$1B@.A%1C%0$0%/* ].A%1$&F%G#.1A.F%AD.&%$&0.&&B* ].BFC1B.ACC*%/$A%K.BA@.BB*
H$BF$B.$FCFACA%0F$ADL$(

J0'2+,/C,1?$ W$A%C1$&W$A,@$&Q0%.10.cC,1/$A%C1 CJHD%1$"=6697=9?#
345$67-89:720#$-)-0166;<=<>?76<797T>77?<8

!!视觉循环也被称为类维生素 d循环%是人类视觉
的基础( 全反式视黄酸"$&&>A@$1B@.A%1C%0$0%/%dI]d#

是维生素 d的代谢产物+6, %对维生素 d的代谢是视网
膜色素上皮"@.A%1$&F%G#.1A.F%AD.&%,#%]Y"#细胞的主
要功能之一

+?R8, ( ]Y"细胞也可为光感受器细胞提供
营养%维持光感受器外段的日常吞噬作用%使其保持兴
奋性并实现自我更新

+TR;, ( 由于光感受器外段的吞噬
作用)特殊的解剖位置和高代谢活性%]Y"细胞尤其容
易受到损害

+:, ( 研究发现%dI]d在]Y"细胞内的过度
积累可引起细胞毒性并导致细胞凋亡

+9R=, %使眼底发生
变性疾病( 既往研究表明%由 dI]d诱导并通过
Wd3YM氧化酶介导的活性氧簇"@.$0A%K.C*(G.1 BF.0%.B%
]4Q#参与了光感受器和]Y"细胞的变性退化+<, %但关于

]Y"细胞变性的分子机制仍不清楚( 本研究拟探讨
dI]d体外诱导 d]Y">6< 细胞凋亡的信号途径%以期为
视网膜病变中dI]d的毒性作用提供参考依据(

#9材料与方法

#-#!材料
d]Y">6< 细 胞 系 购 自 美 国 dIHH 细 胞 库(

3̂ "̂ 2c6? 培养基)质量分数 7k?;q胰蛋白酶R乙二
胺四乙酸".AD(&.1./%$#%1.A.A@$$/.A%0$0%/%"3Id# "美
国 f%E0C公司 #*胎牛血清 " ECK%1.B.@,# $&E,#%1%
PQd#)dI]d)二甲基亚砜 " /%#.AD(&B,&JC*%/.%3̂ Q4#
"美国 Q%G#$公司#*青链霉素"677 "G2#&#)I@%'C&试剂
"美国 51K%A@CG.1 公 司 #* 细 胞 计 数 试 剂 盒>= " 0.&&
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0C,1A%1GO%A>=%HHg=# "日本 3C)%1/C公司#*膜联蛋白
V>荧 光 素 异 硫 氰 酸 盐 " $11.*%1 V>J&,C@.B0.%1
%BCAD%C0($1$A.%d11.*%1>V#凋亡试剂盒"美国 P.0AC1 公
司#* ,̂&A%0$BF$B.分析试剂盒 " ĤM67767<#)]4Q 检
测试剂盒)聚偏氟乙烯" FC&(K%1(&%/.1.J&,C@%/.%YV3c#
膜"美国 .̂@0O %̂&&%FC@.公司#*YCL.@L$K.eQ 微孔板
分光光度计"美国 P%CI.O 公司#*P@%&&%$1AQaP]f@..1
试剂盒 "日本 I$O$@$公司#*引物序列 "上海 Q$1GC1
P%CA.0D 公司#*]5Yd裂解缓冲液"上海碧云天公司#*
兔源 0$BF$B.6? 单克隆抗体"$E:?T=T#)兔源 0$BF$B.8
单克隆抗体 " $E<7T89 # "美国 dE0$#公司 #*兔源
0$BF$B.= 单克隆抗体" uT9<7#)兔源 0$BF$B.< 单克隆
抗体"$E::<;6T#)兔源 0&.$K./ 0$BF$B.8 单克隆抗体
"u<<:T#)兔源 fdY3M单克隆抗体"u;69T#"美国 H.&&
Q%G1$&%1GI.0D1C&CG(公 司 #( 流 式 细 胞 仪 " 美 国
P.0O#$1 公 司 #* "HZ蛋 白 印 迹 检 测 系 统 " 美 国
%̂&&%FC@.公司#*酶标仪"日本 4&(#F,B公司#*b,$1A%A(

41.成像软件)实时荧光定量 YH]检测系统 "美国
P%C>]$/ 公司#(
#-!!方法
#-!-#!细胞培养!d]Y">6< 细胞用含质量分数 67q
PQd)青链霉素的 3̂ "̂ 2c6? 培养基%置于 89 r)体积
分数 ;qH4? 的加湿培养箱中培养( 每 ?X8 / 更换 6 次
培养基( 采用 7k?;q胰蛋白酶>"3Id溶液消化 ? #%1%
在 ?; ##?

培养瓶中以 6_TX6_:传代培养( 在 677 ##?

培养皿中培养至 97qX=7q融合%提取蛋白质(
#-!-! ! dI]d制备 ! 将 dI]d溶解于 3̂ Q4至
6s67R?#C&2Z%分装成 67 #&于R?7 r下冷冻保存%避
光%使用前使用 3̂ "̂ 2c6? 稀释 dI]d至工作浓度(
#-!-<!d]Y">6< 细胞形态变化观察!将 d]Y">6< 细胞
以 ?k;s67; 2#&密度接种于 : 孔板%分别采用 7)?k;);)67
和 ?7 "#C&2ZdI]d处理细胞 ?T D%观察不同 dI]d浓度
下d]Y">6<细胞形态变化(
#-!-K!HHg>= 法检测细胞存活率!将 d]Y">6< 细胞
以 ;s67T 2#&密度接种至 <: 孔板中%培养基为 677 "&(
在含有 67q PQd的 3̂ "̂ 2c6? 培养基中预培养 ?T D
后%分别添加 7)?)T):)=)67)6?)6T)6:)6= 和 ?7 "#C&2Z
dI]d进行实验%其中不添加 dI]d者设为空白对照
组( 培养 ?T D 或 T= D 后%去除上清液%每孔加入含有
67 "&HHg= 的 3̂ "̂ 2c6? 677 "&%在 89 r下再培养
T D( 采用 HHg>= 法检测细胞增生情况%使用微孔板阅
读器在 T;7 1#处测量吸光度"<#值( 所有实验均独
立重复 8 次( HHg>= 细胞存活率m"实验孔 <值R空白
孔 <值# 2"对照孔 <值R空白孔 <值#s677q(

#-!-L!流式细胞术检测细胞凋亡水平!采用 d11.*%1>
V凋亡试剂盒检测细胞凋亡水平( 取 d]Y">6< 细胞以
?k;s67; 2#&密度接种于 : 孔板%分别采用 7)?k;);)67)
6; 和 ?7 "#C&2ZdI]d处理细胞%其中不添加 dI]d者
设为空白对照组%处理 ?T D 后收集细胞培养液备用%使
用 7k?;q胰蛋白酶消化收集细胞%用预冷磷酸盐缓冲液
" FDCBFD$A.E,JJ.@B$&%1.% YPQ # 洗 6 次% 离 心 半 径
68k; 0#%6 777 @2#%1 离心 8 #%1 收集细胞%预冷 YPQ 洗
6 次%收集细胞并将其悬浮在含有 d11.*%1>V和碘化丙
啶"F@CF%/%,#%C/%/.%Y5#的 6 倍结合缓冲液中 87 #%1%
用流式细胞仪在 T== 1#激发波长下检测红色荧光及光
散射情况%根据阴性对照组设定阴性对照区%检测各分
区的数值%所有实验独立重复 8 次(
#-!-M!流式细胞术检测细胞 #,&A%0$BF$B.水平!采用
,̂&A%0$BF$B.分析试剂盒快速测定 0$BF$B.的激活)细
胞质膜渗透和细胞死亡情况( 取 d]Y">6< 细胞以
?k;s67; 2#&密度接种于 : 孔板%分别采用 7)?k;);)67
和 ?7 "#C&2ZdI]d处理细胞%其中不添加 dI]d者
设为空白对照组%处理后 ?T D 收集细胞培养液备用%
使用 7k?;q胰蛋白酶>"3Id溶液消化收集细胞%用预
冷 YPQ 洗 6 次%6 777 @2#%1 离心 8 #%1 收集细胞%预冷
YPQ 洗 6 次%每组加入含有 9>氨基放线菌素 3" 9>
d#%1C$0A%1C#(0%1 3%9>dd3#和 Y5的 6 倍结合缓冲液%
孵育 87 #%1%用流式细胞仪在 T== 1#激发波长下检测
红色荧光及光散射情况%根据阴性对照组设定阴性对照
区%检测各分区的数值%列入统计计算的为死细胞区\晚
凋细胞区\早凋细胞区%所有实验独立重复 8 次(
#-!-X!流式细胞术检测细胞 ]4Q 水平!采用 3HcM>
3d染色法检测总 ]4Q 水平( 取 d]Y">6< 细胞以
?k;s67; 2#&密度接种于 : 孔板%分别采用 7)?k;);)67
和 ?7 "#C&2ZdI]d处理细胞%其中不添加 dI]d者
设为空白对照组%处理后 ?T D 收集细胞培养液备用%
使用 7k?;q胰蛋白酶>"3Id溶液消化收集细胞%用预
冷 YPQ 洗 6 次%6 777 @2#%1 离心 8 #%1%收集细胞%预
冷 YPQ 洗 6 次%每组加入 6 "#C&2Z]4Q 和荧光探针
3HcM>3d孵育 87 #%1%用流式细胞仪在 T== 1#激发
波长下检测红色荧光及光散射情况%红色波形代表
]4Q 阳性细胞%荧光染色阳性数值即为 ]4Q 水平( 所
有实验独立重复 8 次(
#-!-Y!实时荧光定量 YH]检测 0$BF$B.相关靶基因
#]Wd相对表达量!取 d]Y">6< 细胞以 ?k;s67; 2#&
密度 接 种 于 : 孔 板% 分 别 采 用 7) ?k;) ;) 67 和
?7 "#C&2ZdI]d处理细胞%其中不添加 dI]d者
设为空白对照组%处理后 ?T D收集细胞培养液备用%

!?<T! 中华实验眼科杂志 ?7?6 年 : 月第 8< 卷第 : 期!HD%1 U"*F 4FDAD$&#C&%U,1.?7?6%VC&-8<%WC-:
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图 #9不同浓度 7=I7处理 7I>NE#W 细胞 !K %细胞形态变化m标尺m;7 "##!d$7 "#C&2ZdI]d!P$?k; "#C&2ZdI]d!H$; "#C&2ZdI]d!
3$67 "#C&2ZdI]d!"$?7 "#C&2ZdI]d
J&C0,(# 9 =%(?/,+%/6/C5 .%1'C()/47I>NE#W .(66)-,(1-(2 ;&-% 2&44(,('-./'.('-,1-&/')/47=I7 4/,!K %/0,)m E$@m;7 "## !
d$7 "#C&2ZdI]d!P$?k; "#C&2ZdI]d!H$; "#C&2ZdI]d!3$67 "#C&2ZdI]d!"$?7 "#C&2Z

表 #9实时荧光定量 >$I引物序列
=186(#9>,&?(,)(@0('.()/4@01'-&-1-&A(,(16E-&?(>$I

基因 基因库号码 引物序列m;3R83 # 扩增片段长度m EF#

!2&)2&%S
!

Ŵ l77T8T:
!

正向$HdIffddfHfddIHddIffdHI
反向$HIfIdHHdfdHHfdfdIfIHd

68<
!

!2&)2&%O
!

Ŵ l7888;:
!

正向$fIIfIfIffffIddIfdHddIHI
反向$IHdddffIHfIffIHdddfHH

???
!

!2&)2&%\
!

Ŵ l776??<kT
!

正向$HIHdfdHHdfdfdIIHfHdddH
反向$fHdIIIHHHHIHdddHIHIHdd

66:
!

!2&)2&%FG
!

Ŵ l7766<676:k?
!

正向$ddHddHHfIddHIfHHdfdfI
反向$HIfHdHHffHIIIIHHdHI

66=
!

J<D7I
!

Ŵ l776?;:9<<k?
!

正向$ffdfHfdfdIHHHIHHddddI
反向$ffHIfIIfIHdIdHIIHIHdIff

6<9
!

!注$YH]$聚合酶链式反应*fdY3M$甘油醛>8>磷酸脱氢酶
!WCA.$YH]$FC&(#.@$B.0D$%1 @.$0A%C1*fdY3M$G&(0.@$&/.D(/.>8>FDCBFD$A./.D(/@CG.1$B.

使用 I@%'C&试剂提取细胞总 ]Wd%采用 P@%&&%$1AQaP]
f@..1 试剂盒进行实时荧光定量 YH]反应( 引物序列
由中国上海 Q$1GC1 P%CA.0D 公司提供m表 6#( 空白对
照组m无 03Wd#每个基因没有扩增%HA值大于 88( 对
至少 8 个不同的实验样品进行实时荧光定量 YH]反
应%并对每个样品进行 8 次评估( 以 fdY3M为内参%

采用 ?R##HA
法计算每个靶基因的相对表达量(

#-!-W!S.BA.@1 E&CA法检测 0$BF$B.相关靶蛋白相对
表达量!采用 7)?k;);)67)6; 和 ?7 "#C&2ZdI]d处
理 d]Y">6< 细胞后 ?T D 收集细胞%YPQ 洗涤后 ]5Yd

裂解缓冲液溶解细胞%用 Q3Q>Ydf"凝胶电泳( 将蛋
白质转移至 YV3c膜%并在室温下用质量分数 ;q脱脂
牛奶封闭 6 D( 用质量分数 ;q PQd稀释 0$BF$B.6?
m6 _6 777#)0$BF$B.8m6 _6 777#)0$BF$B.=m6 _6 777#)
0$BF$B.< m 6 _6 777#)0&.$K./ 0$BF$B.8 m 6 _6 777#)
fdY3Mm6 _;77#抗体%摇床上孵育 87 #%1%T r过夜%

孵育时间不少于 6? D%IPQI洗膜 ; #%1 共 8 次( 置于
M]Y标记的山羊抗兔二抗中摇床上孵育 6 D%采用
"HZ化学发光法显色%使用 P%C>]$/ b,$1A%A(41.成像
软件分析条带(
#-<!统计学方法

采用 QYQQ ?7k7 统计学软件和 f@$FDY$/ Y@%B#:
图形软件进行统计分析和作图( 计量资料数据经 S
检验证实呈正态分布%以 #.$1pQ3表示*经 Z.K.1.
检验 方 差 齐 性( 各 组 细 胞 生 存 率 和 凋 亡 率)
#,&A%0$BF$B.水平)]4Q 水平及 0$BF$B.相关 #]Wd和
蛋白相对表达量总体比较采用单因素方差分析%两
两比较采用 3,11.AA>+检验( Dn7k7; 为差异有统计
学意义(

!9结果

!-#!不同浓度 dI]d对 d]Y">6< 细胞活性的影响
d]Y">6< 细胞在 dI]d浓度为 ?k; "#C&2Z和

; "#C&2Z时形态保持正常%67 "#C&2Z时细胞开始皱
缩%?7 "#C&2Z时 细 胞 皱 缩 明 显%数 量 显 著 下 降
m图 6# ( HHg>= 法检测结果提示%不同浓度 dI]d处
理 d]Y">6< 细胞 ?T D 和 T= D 细胞存活率总体比较
差异均有统计学意义 mCm69:k:7) 8;7k87%均 Dn
7k76# ( ? "#C&2Z): "#C&2ZdI]d组细胞培养 ?T D
和 T= D 后细胞存活率较空白对照组升高%差异均有
统计学意义m均 Dn7k7;# *细胞培养 ?T D 时%6?)6T)
6:)6=)?7 "#C&2ZdI]d组细胞存活率低于空白对

照组%细胞培养 T= D 时%67)6?)
6T)6:) 6=) ?7 "#C&2ZdI]d组
细胞存活率低于空白对照组%差
异 均 有 统 计 学 意 义 m 均
Dn7k76# *?7 "#C&2ZdI]d处理
?T D 后细胞存活率下降到 87q
以下m表 ?# ( dI]d对细胞存活
具有剂量依赖性%高剂量抑制细胞
存活%dI]d处理 ?T D 和 T= D 后
的半数抑制浓度 m D$&J#$*%#$&
%1D%E%AC@(0C10.1A@$A%C1%5H;7 #分别
为 68k== "#C&2Z和 66k<< "#C&2Z%
选 择 处 理 ?T D 进 行 后 期

实验( !!

!8<T!中华实验眼科杂志 ?7?6 年 : 月第 8< 卷第 : 期!HD%1 U"*F 4FDAD$&#C&%U,1.?7?6%VC&-8<%WC-:
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图 !9流式细胞仪检测不同浓度 7=I7组 7I>NE#W 细胞凋亡及细胞中 ?06-&.1)+1)(5IFD水平!d$凋亡水平检测!P$#,&A%0$BF$B.水平检测!
H$]4Q 水平检测!9>dd3$9>氨基放线菌素 3*]4Q$活性氧簇*dI]d$全反式视黄酸
J&C0,(!97+/+-/)&)%?06-&.1)+1)(1'2IFD6(A(6)&'7I>NE#W .(66)-,(1-(2;&-%2&44(,('-./'.('-,1-&/')/47=I785 46/;.5-/?(-,5!d$$FCFACB%B
&.K.&!P$#,&A%0$BF$B.&.K.&!H$]4Q &.K.&!9>dd3$9>d#%1C$0A%1C#(0%1 3*]4Q$@.$0A%K.C*(G.1 BF.0%.B*dI]d$$&&>A@$1B@.A%1C%0$0%/

表 !9不同浓度 7=I7处理 7I>NE#W 细胞后不同时间点
细胞存活率比较"?(1'PDQ%Z#

=186(!9$/?+1,&)/'/4.(66)0,A&A16,1-()/4
7I>NE#W .(66)-,(1-(2;&-%2&44(,('-./'.('-,1-&/')/4

7=I71-2&44(,('--&?(+/&'-)"?(1'PDQ%Z#

dI]d浓度
""#C&2Z#

样本

量

不同时间点细胞存活率

?T D T= D

7 8 677k77p7k77 677k77p 7k77

? 8 67=k88p8k;6$ 686k:9p <k79$

T 8 679k88p:k66 679k:9p :k7?

: 8 666k88p:k;6$ 6?=k77p66k?9$

= 8 67;k77p9k77 676k77p 6k98

67 8 <=k77pTk8: 9:k77p ?k:T$

6? 8 9=k:9p=k:?$ T7k:9p ;k;6$

6T 8 8Tk<8p?k;9$ ?;k:9p Tk;6$

6: 8 ?9k77p6k77$ ?7k;9p ?k;T$

6= 8 6:k8Tp;k;6$ 6:k98p 6k9?$

?7 8 ?:k88p8k;6$ <k7=p 6k87$

C值 69:k:7 8;7k87

D值 n7k76 n7k76

!注$与各自 7 "#C&2ZdI]d"空白对照#组比较%$Dn7k76"单因素方差
分析%3,11.AA>+检验#!dI]d$全反式视黄酸
!WCA.$HC#F$@./ L%AD AD.@.BF.0A%K.7 "#C&2ZdI]d " E&$1O 0C1A@C&#
G@C,F%$Dn7k76 " 41.L$(dW4Vd% 3,11.AA>+A.BA# ! dI]d$ $&&>A@$1B
@.A%1C%0$0%/

!-!!不同浓度 dI]d对 d]Y">6< 细胞凋亡及细胞中
#,&A%0$BF$B.和 ]4Q 水平的影响

75?k;5;56756;5?7 "#C&2ZdI]d处理后 d]Y">
6< 细 胞 凋 亡 率 分 别 为 " 9k;? p7k77 #q5 " ;k=6 p
7k68#q5"8k<8p7k79#q5" 6<k86pTkT9#q5" ;6k9<p
9k8;#q和";:kT?p:k:<#q%总体比较差异有统计学
意义 " Cm=:k8<% Dn7k76 #% 其中 ?k; "#C&2Z和
; "#C&2ZdI]d组细胞凋亡率较空白对照组明显下
降%6756; 和 ?7 "#C&2ZdI]d组细胞凋亡率呈浓度依
赖性升高%差异均有统计学意义 "均 Dn7k76 #%当
dI]d浓度高于 67 "#C&2Z时%细胞凋亡率明显上调(
不同浓度 dI]d处理 d]Y">6< 细胞 ?T D 后细胞
#,&A%0$BF$B.和 ]4Q 相对表达量总体比较差异均有统
计学意义 "Cm6::k=T5676kT7%均 Dn7k76#( ?k;5;5
675?7 "#C&2ZdI]d组 #,&A%0$BF$B.和 ]4Q 的相对表
达量均较空白对照组升高%差异均有统计学意义 "均
Dn7k76#"图 ?%表 8#(
!-<!不同浓度 dI]d处理 d]Y">6< 细胞中 0$BF$B.
相关靶基因 #]Wd和蛋白相对表达量比较

S.BA.@1 E&CA检测结果显示%不同浓度 dI]d组
0$BF$B.= 蛋白相对表达量总体比较%差异无统计学意义
"Cm?k<6%Dm7k7:#*0$BF$B.<50$BF$B.6?50$BF$B.85
0&.$K./>0$BF$B.8蛋白相对表达量总体比较差异均有统

!T<T! 中华实验眼科杂志 ?7?6 年 : 月第 8< 卷第 : 期!HD%1 U"*F 4FDAD$&#C&%U,1.?7?6%VC&-8<%WC-:



表 K9不同浓度 7=I7处理 7I>NE#W 细胞的 .1)+1)(
相关蛋白相对表达量比较"?(1'PDQ#

=186(K9$/?+1,&)/'/4,(61-&A((*+,())&/'6(A(6)/4.1)+1)(,(61-(2
+,/-(&')&'7I>NE#W .(66)1?/'C 2&44(,('-./'.('-,1-&/')/4

7=I7-,(1-?('-"?(1'PDQ#

dI]d浓度
""#C&2Z#

样本

量

不同蛋白相对表达量

0$BF$B.= 0$BF$B.< 0$BF$B.6? 0$BF$B.8 0&.$K./ 0$BF$B.8

7 8 6k77p7k77 6k77p7k77 6k77p7k77 6k77p7k77 6k77p7k77

?k; 8 6k79p7k?; 6k8Tp7k6<$ 6k?9p7k7T$ 6k6<p7k6= 6k<6p7k7?$

; 8 6k?<p7k6< 6k96p7k?6$ 7k<;p7k?9 6k;9p7k?<$ 8k6?p7k7<$

67 8 6k6=p7k?6 6k<?p7k68$ 7k:<p7k?T 6kT<p7k?7$ ?k8=p7k??$

6; 8 7k9=p7k6: 6kT?p7k6?$ 7k:=p7k7<$ 6k6:p7k?; ?kT8p7k6;$

?7 8 6k7<p7k6? 6k;=p7k?:$ 7k;<p7k7=$ 6kT:p7k69$ ?k<Tp7k7?$

C值 ?k<6 67k86 =k6< 8k9= 68=k;6

D值 7k7: n7k76 n7k76 7k78 n7k76

!注$与各自 7 "#C&2ZdI]d"空白对照#组比较%$Dn7k7;"单因素方差分析%3,11.AA>+检
验#!dI]d$全反式视黄酸
!WCA.$HC#F$@./ L%AD AD.@.BF.0A%K.7 "#C&2ZdI]d" E&$1O 0C1A@C&# G@C,F%$Dn7k7; "41.L$(
dW4Vd%3,11.AA>+A.BA#!dI]d$$&&>A@$1B@.A%1C%0$0%/

表 <9不同浓度 7=I7处理后 7I>NE#W 细胞中 ?06-&.1)+1)()
IFD相对表达量比较"?(1'PDQ#

=186(<9$/?+1,&)/'/4,(61-&A((*+,())&/'6(A(6)/4
?06-&.1)+1)(%IFD&'7I>NE#W .(66)1?/'C 2&44(,('-

./'.('-,1-&/')/47=I7-,(1-?('-"?(1'PDQ#

dI]d浓度
""#C&2Z#

样本

量

#,&A%0$BF$B.
相对表达量

]4Q
相对表达量

7 8 ?k96p7k7= 7k8<p7k76

?k; 8 ;k:?p7k;9$ 7k96p7k76$

; 8 ?7kT?p?k99$ ?k6?p7k7=$

67 8 ;6k<7p;k<?$ 66k:8p6k:?$

?7 8 97k98p:k7<$ ?8k8=p8kT:$

C值 6::k=T 676kT7

D值 n7k76 n7k76

!注$与各自 7 "#C&2ZdI]d"空白对照#组比较%$Dn7k7;"单因素方差
分析%3,11.AA>+检验#!dI]d$全反式视黄酸*]4Q$活性氧簇
!WCA.$HC#F$@./ L%AD AD.@.BF.0A%K.7 "#C&2ZdI]d " E&$1O 0C1A@C&#
G@C,F%$Dn7k76 " 41.L$(dW4Vd% 3,11.AA>+A.BA# ! dI]d$ $&&>A@$1B
@.A%1C%0$0%/*]4Q$@.$0A%K.C*(G.1 BF.0%.B

计学意义 "Cm67k86)=k6<)8k9=)68=k;6%均 Dn7k7;#(
与空白对照组比较%?k;);)67)6;)?7 "#C&2ZdI]d组
0$BF$B.< 蛋白相对表达量升高%差异均有统计学意义
"均Dn7k76#*?k; "#C&2ZdI]d组0$BF$B.6? 蛋白相对
表达量升高%;)67)6;)?7 "#C&2ZdI]d组逐渐降低%
?k;)6;)?7 "#C&2ZdI]d组差异均有统计学意义"均
Dn7k7;#( 与空白对照组比较%;)67)?7 "#C&2ZdI]d
组 0$BF$B.8 蛋白相对表达量升高%差异均有统计学意
义"均 Dn7k7;#( 与空白对照组比较%?k;);)67)6;)
?7 "#C&2ZdI]d组 0&.$K./ 0$BF$B.8 蛋白相对表达量
显著 升 高% 差 异 均 有 统 计 学 意 义 "均 Dn7k76 #
"图 8%表 T#(

实时荧光定量 YH]结果显示%不同
浓度 dI]d组 0$BF$B.= #]Wd相对表
达量总体比较差异无统计学意义 "Cm

8k7?%Dm7k79#%0$BF$B.<)0$BF$B.6?)
0$BF$B.8 #]Wd相对表达量总体比较
差异均有统计学意义 " Cm?6?k<7)
:7k=;)8?k99%均 Dn7k76#( 与空白对
照组比较%?k;);)67)?7 "#C&2ZdI]d
组 0$BF$B.< #]Wd相对表达量明显升
高%差异均有统计学意义"均 Dn7k76#*
?k; "#C&2Z 及 ; "#C&2Z dI]d 组

0$BF$B.< #]Wd相对表达量逐渐升高%
随着浓度继续升高其相对表达量逐渐

下降* ?k;) ;) 67) ?7 "#C&2ZdI]d组
0$BF$B.6? #]Wd相对表达量较空白对
照组明显升高%差异均有统计学意义

"均 Dn7k76#%?k;); 及 67 "#C&2ZdI]d组其相对表
达量逐渐升高%?7 "#C&2ZdI]d组其相对表达量轻度
下降*; "#C&2Z)67 "#C&2ZdI]d组 0$BF$B.8 #]Wd
相对表达量较空白对照组明显升高%差异均有统计学
意义 "均Dn7k76 #*dI]d浓度小于 67 "#C&2Z时%
0$BF$B.< 和 0$BF$B.6? 的 #]Wd相对表达量呈浓度依
赖性升高%当浓度达 ?7 "#C&2Z时%其相对表达量呈下
降趋势"表 ;#(

1 2 3 4 5 6

Caspase8

Caspase9

Caspase12

Caspase3

GAPDH

Cleavedcaspase3

图 <9O()-(,'86/-法检测不同浓度 7=I7组 .1)+1)(Y).1)+1)(W)
.1)+1)(#!).1)+1)(< 及 .6(1A(2.1)+1)(< 表达水平!6$7 "#C&2Z
dI]d 组* ?$ ?k; "#C&2Z dI]d 组* 8$ ; "#C&2Z dI]d 组*
T$67 "#C&2ZdI]d组*;$6; "#C&2ZdI]d组*:$?7 "#C&2ZdI]d
组!fdY3M$甘油醛>8>磷酸脱氢酶
J&C0,(< 9 N*+,())&/'6(A(6)/4.1)+1)(Y% .1)+1)(W% .1)+1)(#!%
.1)+1)(< 1'2 .6(1A(2 .1)+1)(< &' 7I>NE#W .(66)-,(1-(2 ;&-%
2&44(,('-./'.('-,1-&/')/47=I7 85 O()-(,'86/-! 6$ 7 "#C&2Z
dI]dG@C,F*?$?k; "#C&2ZdI]dG@C,F* 8$ ; "#C&2ZdI]dG@C,F*
T$67 "#C&2ZdI]dG@C,F* ;$ 6; "#C&2ZdI]d G@C,F* :$ ?7 "#C&2Z
dI]dG@C,F!fdY3M$G&(0.@$&/.D(/.>8>FDCBFD$A./.D(/@CG.1$B.
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表 L9不同浓度 7=I7处理 7I>NE#W 的 .1)+1)(Y).1)+1)(W).1)+1)(#!)
.1)+1)(< ?IS7相对表达量比较"?(1'PDQ#

=186(L9$/?+1,&)/'/4-%(,(61-&A((*+,())&/'6(A(6)/4.1)+1)(Y%.1)+1)(W%
.1)+1)(#! 1'2.1)+1)(< ?IS7&'7I>NE#W .(66)1?/'C 2&44(,('-

./'.('-,1-&/')/47=I7-,(1-?('-"?(1'PDQ#

dI]d浓度
""#C&2Z#

样本

量

不同 #]Wd相对表达量

0$BF$B.= 0$BF$B.< 0$BF$B.6? 0$BF$B.8

7 8 6k77p7k77 6k77p7k77 6k77p7k77 6k77p7k77

?k; 8 7k<9p7k78 TkT<p7k6<$ 6k98p7k6<$ 6k7?p7k67

; 8 6k6:p7k?7 6:k88p6k:7$ ?k6:p7k?:$ 6k?8p7k7T$

67 8 6k6=p7k7= 66k87p7k::$ Tk<=p7k98$ 6k?:p7k7T$

?7 8 6k78p7k7: 6k9=p7k?8$ ?k:8p7k97$ 7k=8p7k7T$

C值 8k7? ?6?k<7 :7k=; 8?k99

D值 7k79 n7k76 n7k76 n7k76

!注$与各自 7 "#C&2ZdI]d"空白对照#组比较%$Dn7k76"单因素方差分析%3,11.AA>+检
验#!dI]d$全反式视黄酸
!WCA.$HC#F$@./ L%AD AD.@.BF.0A%K.7 "#C&2ZdI]d" E&$1O 0C1A@C&# G@C,F%$Dn7k76"41.L$(
dW4Vd%3,11.AA>+A.BA#!dI]d$$&&>A@$1B@.A%1C%0$0%/

<9讨论

dI]d是视觉循环中不可缺少的部分%但是过度
累积也会造成光感受器细胞和 ]Y"细胞的凋亡( 作
为视网膜内的一种内源性化合物%dI]d可通过视黄
醛脱氢酶还原而被清除%或形成一系列困在 ]Y"细胞
溶酶体中的视网膜衍生物

+ 67R66, ( 其可以解释 ]Y"细
胞对低浓度的 dI]d耐受%光感受器细胞和 ]Y"细胞
有一套内在的机制清除游离 dI]d%但当 dI]d过度
累积会导致 ]Y"细胞受损%最终引起细胞凋亡(

本课题组 之 前 的 研 究 已 证 实% 6 s67R< X6 s
67R:#C&2ZdI]d可激活 d]Y">6< 细胞中的丝裂原活
化蛋白激酶途径%从而调节细胞增生 + 6?, %推测低浓度
dI]d可能促进细胞增生%减少细胞凋亡%与本研究中
低浓度 dI]d降低凋亡水平结果相符( 流式细胞术检
测结果显示%随着 dI]d浓度的升高%#,&A%0$BF$B.水
平及 ]4Q 水平显著升高( S.BA.@1 E&CA及实时荧光定
量 YH]检测结果显示%0$BF$B.<)0$BF$B.6?)0$BF$B.8
及 0&.$K./ 0$BF$B.8 分子在凋亡过程中被激活%而
0$BF$B.= 分子未被激活%说明 dI]d过量累积激活了
d]Y">6< 细胞内源性 0$BF$B.依赖性凋亡途径(

氧化应激可由 ]4Q 引起%持续过度的 ]4Q 产生
和有限的抗氧化屏蔽可产生氧化应激%与各种生物反
应%如凋亡相关 + 68R6T, ( 研究表明%过多的 ]4Q 可引
起线粒体功能紊乱%导致线粒体膜电位耗散和细胞凋
亡

+ 6T, ( 先前的研究表明%经 dI]d处理的细胞表现出
明显的线粒体膜电位下降

+ 6;, ( 任何通过线粒体呼吸
链的电子传递损伤都会导致氧的不完全还原%最终导
致 ]4Q 的形成 + 6:, %这可以解释 ]4Q 在线粒体中定位

的原因( dI]d诱导线粒体中的 ]4Q
过度产生可能是直接导致线粒体功能

障碍的另一种途径(
细胞凋亡包括内源性途径"线粒体

途径#)外源性途径)细胞毒性 H3=\I细
胞介导途径和 0$BF$B.途径%所有途径均
以 0$BF$B.激活为最终手段( 细胞凋亡
过程中 0$BF$B.活化和线粒体释放细胞
色素 H"0(AC0D@C#.H%H(AH#的相对时间
决定了细胞凋亡的 ? 条主要途径$"6#外
源途径!通过激活死亡受体%效应器
0$BF$B.在线粒体改变之前被激活*"?#内
在途径!H(AH在 0$BF$B.激活之前从线
粒体 膜 间 隙 释 放( 值 得 注 意 的 是%
0$BF$B.8 是最重要的效应蛋白 0$BF$B.%?
种途径通过 0$BF$B.8 融合+69R6=, (

H$BF$B.是含有半胱氨酸蛋白酶的一个促细胞凋
亡家族%该家族通常以无活性酶原形式存在于细胞中%
由于 0$BF$B.可自我活化并能相互激活%因此凋亡过程
一旦触发%即呈级联放大效应( H$BF$B.< 位于级联反
应上游%当凋亡起始信号作用于线粒体后%引起线粒体
释放 H(AH% 接着 H(AH与凋亡蛋白酶活化因子>6
"$FCFACA%0F@CA.$B.$0A%K$A%1GJ$0AC@%dF$J>6#结合并使
dF$J>6 构象改变形成八聚体%后者与 0$BF$B.< 结合并
诱导其发生自我催化%活化的 0$BF$B.< 进一步激活下
游的 0$BF$B.%使级联反应进一步放大%因此 0$BF$B.<
是细胞线粒体依赖的凋亡途径中重要起始因子

+ 6<, (
H$1AC1 等 + ?7,

用补骨脂素联合 d波段紫外线的暴露疗法
处理淋巴细胞株 U,@O$A细胞发现%0$BF$B.< 激活与线粒
体功能障碍密切相关(

]$C等 + ?6,
用布雷菲德菌素 d和毒胡萝卜素作用

于 ?<8I细胞时发生内质网应激%最后引起细胞凋亡%
经检测 0$BF$B.6? 的含量明显增加%而用三苯氧胺诱
导的细胞凋亡并未引起内质网应激%相应的 0$BF$B.6?
含量未发生变化( W$O$G$L$等 + ??,

研究发现%减少体
外培养的神经胶质细胞氧和葡萄糖的摄入%引起内质
网应激%导致 0$BF$B.6? 被切割成了许多片段而被激
活( 这些研究结果都证明%0$BF$B.6? 的激活是内质
网应激引起的凋亡途径之一%其可以引起其他 0$BF$B.
家族活化( Q$1G.B等 + ?8,

研究发现%当视网膜出现变性
时%细胞内部出现钙离子储存失衡%导致钙蛋白酶激
活%影响线粒体系统导致凋亡诱导因子产生%同时影响
内质网系统产生 0$BF$B.6?( 本研究中%dI]d诱导后
0$BF$B.6? 蛋白表达量下降%#]Wd表达量上升%说明

!:<T! 中华实验眼科杂志 ?7?6 年 : 月第 8< 卷第 : 期!HD%1 U"*F 4FDAD$&#C&%U,1.?7?6%VC&-8<%WC-:



在凋亡过程中%0$BF$B.6? 很有可能激活后被切割成
了片段%从而引起内质网应激反应( 3$AA$等 + ?T,

研究

证实%激活的 0$BF$B.6? 从内质网进入到细胞液中作
用于 0$BF$B.<%激活 0$BF$B.8 最后引起细胞凋亡(
M%AC#%等 + ?;,

也认为%0$BF$B.6? 直接激活了 0$BF$B.8
最后引起细胞凋亡( 在所有 0$BF$B.家族中%最频繁激
活的是 0$BF$B.8%进而形成 0&.$K./ 0$BF$B.8%其催化
主要细胞蛋白的分裂和染色质的凝聚( H$BF$B.还可
激活 3Wd酶%该酶通过核间小体碎片化导致 3Wd断
裂

+ ?:, ( 本 研 究 结 果 显 示% dI]d 处 理 后 0&.$K./
0$BF$B.8 蛋白相对表达量大幅上调%说明最终0$BF$B.8
的激活%导致细胞凋亡(

有研究证实%dI]d介导过度产生的 ]4Q 是内质
网应激诱导 ]Y"细胞凋亡的早期事件%通过抗氧化剂
清除 ]4Q 可能是保护细胞凋亡的有效策略 + ?9, ( 尽管
dI]d对视力的维持是必不可少的%但这种分子在
]Y"细胞内的过度积累会导致细胞毒性( 本研究结
果显示%dI]d体外诱导 d]Y">6< 细胞凋亡是通过激
活 ]4Q 及内源性 0$BF$B.依赖性凋亡途径导致的( 这
些途径的诱导导致细胞内 ]4Q 水平升高%线粒体膜电
位降低%进而导致内质网应激反应和 0$BF$B.依赖途径
的激活%最终导致细胞死亡( 本研究扩大了我们对
dI]d对人 ]Y"细胞毒性的认识%其特征是 dI]d清
除延迟%在减轻 dI]d对细胞器有害作用的基础上%为
]Y"细胞的靶向治疗开辟了新的途径(
利益冲突!所有作者均声明不存在任何利益冲突
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