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!实验研究!

')XD#C(对高糖诱导人晶状体上皮细胞氧化
应激损伤的促进作用及其机制

南安超!南建茹!刘亚东!刘向玲
郑州大学第二附属医院眼科"郑州 9C$$#9
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!!$摘要%!目的!探讨微小 X=>#C()')XD#C(*对高糖诱导的人晶状体上皮细胞)R&;G*抗氧化应激能力
的调控作用及其可能的作用机制&!方法!收集糖尿病性白内障)?;*患者晶状体前囊膜组织标本及健康供
体前囊膜组织标本各 :7 个"采用实时荧光定量 V;X法和 `-GI-,. N*FI法分别检测组织中 ')XD#C(和沉默信息
调节蛋白 #)SAXP#*的表达& 取人晶状体上皮细胞系 dR&\D" 细胞分别于 $'#$':$ 和 C$ ''F*BR葡萄糖条件
下培养 :9 J"采用实时荧光定量 V;X法检测细胞中 ')XD#C(表达(采用 `-GI-,. N*FI法检测细胞中 SAXP#'叉
头转录因子 "()T@f@"(*'LC" 蛋白表达(采用流式细胞术检测细胞凋亡(采用 :e"8eD二氯荧光黄双乙酸盐
)?;TdD?>*探针法检测细胞内源性活性氧簇 )X@S*含量"试剂盒检测细胞内源性活性氧总抗氧化能力
)PD>@;*'超氧化物歧化酶)S@?*'谷胱甘肽过氧化物酶)_SdDV+*活性及丙二醛)Q?>*浓度& 将 ')XD#C(对
照和 ')XD#C(抑制剂分别转染至 dR&\D" 细胞"在 C$ ''F*BR葡萄糖条件下培养 :9 J"采用流式细胞术检测
细胞凋亡率(采用 ?;TdD?>检测细胞内源性 X@S 表达(采用试剂盒检测细胞内源性 PD>@;'S@?'_SdDV+活
性及 Q?>浓度(采用双荧光素酶报告实验验证 ')XD#C(与 SAXP# 的靶向关系(采用 `-GI-,. N*FI法检测各转
染组细胞内 SAXP#'T@f@"(和 LC" 蛋白表达&!结果!')XD#C(在正常晶状体前囊膜组织中的相对表达量为
$a:#l$a$:"低于 ?;患者晶状体前囊膜组织的 $a%7l$a#$"差异有统计学意义 )/u#:a:"#"Nr$a$$#*(SAXP#
在正常晶状体前囊膜组织中的相对表达量为 $a6%l$a$%"高于 ?;患者晶状体前囊膜组织中的 $a"#l$a$C"差
异有统计学意义)/u6a%79"Nr$a$$#*& 随着葡萄糖浓度的增加"细胞中 ')XD#C('T@f@"(和 LC" 相对表达量
增加"SAXP# 蛋白相对表达量下降"细胞凋亡率升高"X@S 含量和 Q?>浓度增加"PD>@;'S@?和 _SdDV+活性
下降"差异均有统计学意义)均 Nr$a$C*& ')XD#C(对照组细胞凋亡率'X@S 含量和 Q?>浓度高于 ')XD#C(
抑制剂组"PD>@;'S@?和 _SdDV+活性低于 ')XD#C(抑制剂组"差异均有统计学意义)均 Nr$a$C*& ')XD#C(
对照组 SAXP#D"eD非翻译区)YPX*D野生型)`P*报告基因的荧光素酶活性明显低于 ')XD#C(抑制剂组"差异有
统计学意义)/uCa%86"Nu$a$$9*(: 个组 SAXP#D"eDYPXD突变型)QYP*报告基因的荧光素酶活性差异无统计
学意义)/u$a9":"Nu$a766*& ')XD#C(对照组细胞 T@f@"(和 LC" 蛋白相对表达量明显高于 ')XD#C(抑制剂
组"SAXP# 蛋白相对表达量明显低于 ')XD#C(抑制剂组"差异均有统计学意义)均 Nr$a$C*&!结论!')XD#C(
能抑制高糖诱导下 R&;G的抗氧化应激损伤能力"其可能是通过抑制 SAXP# 表达从而上调 T@f@"(和 LC" 的
活性"加重细胞凋亡&!

$关键词%!氧化应激( 糖尿病性白内障( 晶状体上皮细胞( 微小 X=>#C(( 沉默信息调节蛋白 #( 凋亡
基金项目! 河南省医学科技攻关计划项目 ):$#7$:#C%*
?@A##$3"87$B5'(3135.##C%6%D:$:$$"$#D$$#:7
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"523)4*,)#6G2K",)1#"6PF).O-GI)E(I-IJ--HH-5IFH')5,FX=>D#C()')XD#C(* F. IJ-(.I)DF+)4(I)O-GI,-GG
(N)*)IMFHJ2'(. *-.G-L)IJ-*)(*5-**G)R&;G* ).425-4 NMJ)EJ E*25FG-(.4 )IGLFGG)N*-'-5J(.)G'3!L")-%+3!PJ-
(.I-,)F,*-.G5(LG2*-GL-5)'-.GH,F' L(I)-.IGK)IJ 4)(N-I)55(I(,(5I)?;* (.4 J-(*IJM4F.F,GK-,-5F**-5I-43PJ-
-+L,-GG)F.GFH')XD#C((.4 G)*-.I).HF,'(I)F. ,-E2*(IF,# ) SAXP#* ). IJ-GL-5)'-.GK-,-4-I-5I-4 NM,-(*DI)'-
g2(.I)I(I)O-V;X)XPDgV;X* (.4 `-GI-,. N*FI",-GL-5I)O-*M3PJ-J2'(. *-.G-L)IJ-*)(*5-***).-dR&\D" 5-**GK-,-
52*I2,-4 K)IJ $"#$":$"F,C$ ''F*BRE*25FG-HF,:9 JF2,G3PJ--+L,-GG)F. FH')XD#C(). IJ-5-**GK(G4-I-5I-4 NM
XPDgV;X3PJ--+L,-GG)F.GFHSAXP#"HF,bJ-(4 I,(.G5,)LI)F. H(5IF,"()T@f@"(*"(.4 LC" L,FI-).G). IJ-5-**GK-,-
4-I-,').-4 NM̀ -GI-,. N*FI3PJ-5-**(LFLIFG)GK(G(GG(M-4 NMH*FK5MIF'-I,M3PJ--.4FE-.F2G,-(5I)O-F+ME-. GL-5)-G
)X@S* 5F.I-.I). IJ-5-**GK(G'-(G2,-4 NM:" 8D4)5J*F,F4)JM4,FH*2F,-G5-). 4)(5-I(I-) ?;TdD?>*3PJ-IFI(*
(.I)F+)4(.I5(L(5)IM) PD>@;*" G2L-,F+)4-4)G'2I(G- ) S@?*" E*2I(IJ)F.-L-,F+)4(G- ) _SdDV+* (5I)O)IM" (.4
'(*F.4)(*4-JM4-)Q?>* (5I)O)I)-G). IJ-5-**GK-,-)4-.I)H)-43dR&\D" 5-**GK-,-I,(.GH-5I-4 K)IJ ')XD#C(5F.I,F*
F,')XD#C().J)N)IF,"IJ-. ).52N(I-4 K)IJ C$ ''F*BRE*25FG-HF,:9 JF2,G3;-**(LFLIFG)GFHIJ-I,(.GH-5I-4 5-**GK(G
4-I-5I-4 NMH*FK5MIF'-I,M3PJ--.4FE-.F2GX@S -+L,-GG)F. ). IJ-I,(.GH-5I-4 5-**GK(G4-I-,').-4 NM?;TdD?>3
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PJ-PD>@;"S@?"(.4 _SdDV+(5I)O)I)-G(GK-**(GQ?>5F.5-.I,(I)F. K-,-'-(G2,-43PJ-,-*(I)F.GJ)L N-IK--.
')XD#C((.4 SAXP# K(GO-,)H)-4 NM42(*D*25)H-,(G-,-LF,I-,(GG(M3PJ-SAXP#"T@f@"("(.4 LC" L,FI-). -+L,-GG)F.G
). IJ-I,(.GH-5I-4 5-**GK-,-4-I-5I-4 NM̀ -GI-,. N*FI3PJ)GGI24MK(G(LL,FO-4 NM(. &IJ)5G;F'')II--FHIJ-S-5F.4
>HH)*)(I-4 dFGL)I(*FHUJ-.E0JF2 Y.)O-,G)IM)=F3U?&T̂ :$#6$"#7$$:"*3̀ ,)II-. ).HF,'-4 5F.G-.IK(GFNI().-4 H,F'
-(5J G2N1-5I3!M"30$)3!PJ-,-*(I)O--+L,-GG)F. FH')XD#C(). .F,'(**-.G(.I-,)F,5(LG2*-I)GG2-K(G$a:#l$a$:"
KJ)5J K(G*FK-,IJ(. $a%7l$a#$ ). *-.G(.I-,)F,5(LG2*-I)GG2-FH?;L(I)-.IG"(.4 IJ-4)HH-,-.5-K(GGI(I)GI)5(**M
G)E.)H)5(.I)/u#:a:"#"Nr$a$$#*3PJ-,-*(I)O--+L,-GG)F. FHSAXP# ). IJ-(.I-,)F,*-.G5(LG2*-I)GG2-K(G$a6%l
$a$%"KJ)5J K(GJ)EJ-,IJ(. $a"#l$a$C ). IJ-(.I-,)F,*-.G5(LG2*-I)GG2-FH?;L(I)-.IG"GJFK).E(GI(I)GI)5(**M
G)E.)H)5(.I4)HH-,-.5-)/u6a%79"Nr$a$$#*3̀ )IJ IJ-).5,-(G-FHE*25FG-5F.5-.I,(I)F."IJ-,-*(I)O--+L,-GG)F. FH
')XD#C("T@f@"("(.4 LC" ). 5-**G).5,-(G-4"(.4 IJ-,-*(I)O--+L,-GG)F. FHSAXP# 4-5,-(G-4(IJ-(LFLIFG)G,(I-FH
5-**G).5,-(G-4(IJ-X@S 5F.I-.I(.4 Q?> 5F.5-.I,(I)F. ).5,-(G-4( IJ-(5I)O)I)-GFHPD>@;" S@? (.4 _SdDV+
4-5,-(G-4"(.4 IJ-4)HH-,-.5-GK-,-GI(I)GI)5(**MG)E.)H)5(.I)(**(INr$a$C*3PJ-(LFLIFG)G,(I-"X@S 5F.I-.I"(.4
Q?> 5F.5-.I,(I)F.GK-,-J)EJ-,). ')XD#C(5F.I,F*E,F2L IJ(. ')XD#C().J)N)IF,E,F2L"(.4 IJ-(5I)O)I)-GFH
PD>@;"S@?"(.4 _SdDV+K-,-*FK-,). ')XD#C(5F.I,F*E,F2L IJ(. ')XD#C().J)N)IF,E,F2L"K)IJ GI(I)GI)5(**M
G)E.)H)5(.I4)HH-,-.5-G)(**(INr$a$C*3PJ-*25)H-,(G-(5I)O)IMFHIJ-SAXP#D"eD2.I,(.G*(I-4 ,-E)F. )YPX*DK)*4 IML-
)`P* ,-LF,I-,E-.-). ')XD#C(5F.I,F*E,F2L K(GG)E.)H)5(.I*M*FK-,IJ(. IJ(I). ')XD#C().J)N)IF,E,F2L"(.4 IJ-
4)HH-,-.5-K(GGI(I)GI)5(**MG)E.)H)5(.I)/uCa%86"Nu$a$$9*3=FG)E.)H)5(.I4)HH-,-.5-K(GHF2.4 ). IJ-*25)H-,(G-
(5I)O)IMFHIJ-SAXP#D"eDYPXD'2I(.IIML-)QYP* ,-LF,I-,E-.-)/u$a9":"Nu$a766*3PJ-,-*(I)O--+L,-GG)F.GFH
T@f@"((.4 LC" L,FI-).GK-,-G)E.)H)5(.I*MJ)EJ-,). ')XD#C(5F.I,F*E,F2L IJ(. ')XD#C().J)N)IF,E,F2L"(.4 IJ-
,-*(I)O--+L,-GG)F. FHSAXP# L,FI-). K(GG)E.)H)5(.I*M*FK-,). ')XD#C(5F.I,F*E,F2L IJ(. ')XD#C().J)N)IF,E,F2L"
GJFK).EGI(I)GI)5(**MG)E.)H)5(.I4)HH-,-.5-G)(**(INr$a$C*3!?%(,$031%(3!')XD#C(5(. ).J)N)IIJ-(.I)DF+)4(I)O-
GI,-GG4('(E-(N)*)IMFHR&;G).425-4 NMJ)EJ E*25FG-"KJ)5J '(MN-(5J)-O-4 NM).J)N)I).EIJ--+L,-GG)F. FHSAXP#
IF2LD,-E2*(I-IJ-(5I)O)I)-GFHT@f@"((.4 LC""(.4 (EE,(O(I).E(LFLIFG)G3

"7"8 9%4+3#6 @+)4(I)O- GI,-GG( ;(I(,(5I" 4)(N-I)5( &L)IJ-*)(* 5-**G" *-.G( ')5,FX=>D#C(( S)*-.I
).HF,'(I)F. ,-E2*(IF,#( >LFLIFG)G

:0(+&4%.4*'# d-.(. V,FO).5-Q-4)5(*S5)-.5-(.4 P-5J.F*FEMX-G-(,5J V,F1-5I):$#7$:#C*
?@A##$3"87$B5'(3135.##C%6%D:$:$$"$#D$$#:7

!!糖尿病性白内障) 4)(N-I)55(I(,(5I"?;*是除糖尿
病视网膜病变外"糖尿病患者致盲的又一重要因素&
?;患者晶状体混浊进展快"晶状体体积较正常人明显
增大"目前临床上主要通过手术治疗 ?;"但并发症发
生率较高

+ #, & 因此"深入研究 ?;发病机制"寻找有效
防治途径至关重要& 晶状体上皮细胞 )*-.G-L)IJ-*)(*
5-**G"R&;G*的氧化应激损伤是高糖环境下晶状体混
浊的主要原因之一

+ :, & 氧化应激是指机体受到刺激
后"产生大量活性氧簇),-(5I)O-F+ME-. GL-5)-G"X@S*"

超出机体对其的清除速度"导致 X@S 等氧自由基在体
内或细胞内蓄积"从而引起组织损伤的过程 + "]9, & 微
小 X=>)')5,FX=>"')X=>*是非编码 X=>"能特异性
识别靶基因的 "eD非翻译区 ) "eD2.I,(.G*(I-4 ,-E)F.""eD
YPX*"通过与靶基因完全或部分互补结合"导致靶基
因的降解或抑制其翻译

+ C, & 近年来的研究发现"多种
')X=>在 R&;G的氧化应激损伤中发挥作用"参与白
内障的发生和发展

+ 7]8, & ')XD#C(是 ')X=>家族成
员"其在白内障患者 R&;G中呈异常高表达"且能诱导
R&;G凋亡 + 6, & ;JF等 + %,

报道"')XD#C(是糖尿病性黄
斑水肿患者房水中差异表达的 ')X=>之一& 但
')XD#C(与 ?;发生和发展的关系尚不明确& 本研究
拟检测 ?;患者 R&;G中 ')XD#C(的表达情况"并探讨
')XD#C(对高糖环境下 R&;G抗氧化应激能力的影响

及其可能的作用机制"为 ?;的发病机制及治疗靶点
研究提供实验依据&

;6材料与方法

;3;!材料
;3;3;!组织标本及细胞来源!收集 :$#6 年 C 月至
:$#% 年 #$ 月于郑州大学第二附属医院进行超声乳化
白内障摘出术的 ?;患者共 :7 例 :7 眼晶状体前囊膜
组织标本作为 ?;组"其中男 #$ 例 #$ 眼"女 #7 例 #7

眼"年龄 7#m6: 岁"平均)8$a"Cl9aC7*岁(同时收集郑
州大学第二附属医院健康供体 :7 例 :7 眼透明晶状体
前囊膜组织作为正常对照组"其中男 ## 例 ## 眼"女
#C 例 #C 眼"年龄 7# m69 岁"平均 ) 7%a8"l9a9%*岁&
: 个组晶状体前囊膜组织来源人群年龄和性别比例比
较差异均无统计学意义)均 Nw$a$C*& 永生型人 R&;G
dR&;D\" 细胞株)中科院上海细胞库*&
;3;3<!主要试剂及仪器!?Q&Q培养基'胎牛血清
)H-I(*NFO).-G-,2'"T\S*'总抗氧化能力)IFI(*(.I)F+)4(.I
5(L(5)IM"PD>@;*'超氧化物歧化酶)G2L-,F+)4-4)G'2I(G-"
S@?*'谷胱甘肽过氧化物酶 )E*2I(IJ)F.-L-,F+)4(G-"
_SdDV+*'还原型谷胱甘肽 )E*2I(IJF.-"_Sd*'丙二醛
)'(*F.4)(*4-JM4-"Q?>*检测试剂盒)上海碧云天生物
技术有限公司*(')XD#C(抑制剂'')XD#C(对照)上海
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吉玛基因公司*(R)LFH-5I(').-PQ :$$$':e"8eD二氯荧光
黄双乙酸盐 ) :" 8D4)5J*F,F4)JM4,FH*2F,-G5-). 4)(5-I(I-"
?;TdD?>*荧光探针)美国 S)E'(公司*(P,)0F*总 X=>
抽提试剂盒';;WD6 试剂盒 )杭州四季青公司*(兔抗
人沉默信息调节蛋白 #)G)*-.I).HF,'(I)F. ,-E2*(IF,#"
SAXP#* 一抗 ) 8$""76 *' 兔 抗 人 叉 头 转 录 因 子 "(
)HF,bJ-(4 I,(.G5,)LI)F. H(5IF,"("T@f@"(*一抗 )V>CD
#$98$#*'兔抗人 LC" 一抗)Q>CD#:CC8*'山羊抗兔辣
根过氧化物酶标记的 AE_)dhR*二抗)>":8"#* )美国
A.O)I,FE-. 公司*(>..-+). [TAP;BVA凋亡试剂盒 )美
国 \?公司*(荧光素酶报告基因检测试剂盒 )美国
>N5('公司 *& 免疫荧光显微镜 )日本 @*M'L2G公
司*(酶标仪 )美国 \)F,(4 公司*(实时荧光定量 V;X
仪)美国 >LL*)-4 \)FGMGI-'G公司*(紫外分光光度计
)德国 &LL-.4F,H公司*(流式细胞仪)美国 \?公司*&
;3<!方法
;3<3;!晶状体前囊膜的收集!)#*?;组晶状体前囊
膜!?;患者行超声乳化白内障摘出术过程中"常规连
续环形撕囊后"取出直径 CaCm7aC ''前囊膜"双蒸水
冲洗后"分成 : 份"置入冻存管中于]6$ s保存备用&
):*正常对照组晶状体前囊膜!无菌条件下环形剪下
完整角膜"在手术显微镜下剪开眼球"清除晶状体悬
韧带'房水'玻璃体及黏附血液等成分"完整取出透
明晶状体"从透明晶状体前部旁中心环形撕取前囊
膜中央及周边 CaC ''tCaC ''范围的前囊膜"双蒸
水分离"清除晶状体皮质"V\S 冲洗后"分成 : 份"置
于冻存管中于]6$ s保存备用& 本研究经郑州大学
第二 附 属 医 院 伦 理 委 员 会 审 核 批 准 )批 文 号#
U?&T̂ :$#6$"#7$$:"*"研究对象均签署知情同意书&
;3<3<!实时荧光定量 V;X法检测晶状体前囊膜组织
中 ')XD#C(表达!取冻存的 ?;组和正常对照组晶状
体前囊膜组织各 # 份标本于液氮预冷的研钵中研磨成
粉末"加 # '*P,)0F*试剂"参照 P,)0F*总 X=>抽提试剂
盒说明书提取总 X=>"并逆转录为 5?=>& 取 : &*模
板 5?=>进行 V;X扩增"Y7 引物#正向序列为 CeD
_;PP>_;PP;_>P;__;P>>D" e" 反 向 序 列 为 C eD
_;PP>_;P>__;;;P>;;>;D"e(')XD#C(引物#正向序
列为 CeD;_PPP;_>PP_;;>PP>;_;D"e"反向序列为
CeD_;PPP>__;P>_;;>P_;PPD"e& 实验所用引物由
生工生物工程)上海*股份有限公司合成& 扩增条件#
%9 s预变性 : ').(%9 s变性 "$ G"CC s退火 "$ G"
8: s延伸 : ')."共 "C 个循环(8: s总延伸 7 ').&
以 Y7 为内参照"采用 :]'';I

相对定量法计算 ')XD#C(
的相对表达量& 实验独立重复 " 次&

;3<3B! `-GI-,. N*FI法检测晶状体前囊膜组织中
SAXP# 蛋白的表达!取剩余冻存的 ?;组和正常对照
组晶状体前囊膜组织各 # 份"剪切成小块"称质量"装
入 # '*玻璃匀浆器中"按每 :$ 'E组织 #$$ m:$$ &*
的比例加入蛋白裂解液"在冰水中匀浆裂解 # ')."
#9 $$$t< 离心 C ')."取上清"检测蛋白浓度& 取蛋白
样品加入 S?SDV>_&凝胶加样孔进行电泳"并转移至
V[?T膜"用质量分数 Ck脱脂奶粉室温封闭 : J"
P\SP温和洗膜 " ')."加入 SAXP#) # cC$$*或 "D(5I).
)# c6$$*一抗"9 s孵育过夜"P\SP洗涤 " 次"每次
#$ ')."加入对应二抗 ) # c# $$$*"室温下孵育 # J"
P\SP洗涤 " 次"每次 #$ ')."加入配制好的 &;R发光
液"避光孵育 C ')."化学发光凝胶成像仪中采集图片
信息& 采用 A'(E-L,FL*2G7a$ 软件进行条带灰度分
析"以 "D(5I). 为内参照"计算 SAXP# 蛋白相对表达量&
实验独立重复 " 次&
;3<3C!dR&\D" 细胞氧化应激模型的制备!将冻存的
dR&\D" 细胞解冻'复苏"使用含体积分数 #$kT\S 的
?Q&Q培养基重悬细胞并接种于 %7 孔板中"将细胞置
于 "8 s'体积分数 Ck ;@: 培养箱内培养"每 : 天换
液 # 次"细胞融合近 6$k时"更换为不含 T\S 的
?Q&Q培养基并分别加入终浓度为 $' #$' :$ 和
C$ ''F*BR葡萄糖"每个浓度设置 7 个复孔"于培养箱
中继续培养 :9 J& 光学显微镜下观察细胞形态学改变&
;3<3H!细胞转染!取对数期 dR&\D"细胞以 :t#$C B孔
的密度接种于 7 孔板"将细胞分为 ')XD#C(对照组和
')XD#C(抑制剂组"按照转染试剂 R)LFH-5I(').-PQ :$$$
说明书分别转染 ')XD#C(对照和 ')XD#C(抑制剂"每
组设置 7 个复孔"转染细胞 6 J 后"将各组细胞转移至
含 C$ ''F*BR葡萄糖的完全培养基继续培养&
;3<3I!流式细胞术检测各组细胞凋亡率!取不同浓
度葡萄糖以及各转染组培养 :9 J 的 dR&\D" 细胞"胰
蛋白酶消化"预冷 V\S 洗涤 : 次"离心半径 #$ 5'"
: $$$ ,B'). 离心并弃上清"将细胞重悬于 :$$ &*结合
缓冲液中"加入 C &*>..-+). [DTAP;混匀"室温条件
下避光反应 #C ')."继续加入 "$$ &*结合缓冲液"上
样前加入 C &*VA"于 # J 内采用流式细胞仪检测细胞
凋亡率& 左下象限为活细胞"左上象限为死亡细胞"右
上象限为晚期凋亡细胞"右下象限为早期凋亡细胞"细
胞凋亡率u早期凋亡率h晚期凋亡率& 实验独立重复
" 次& 将于 C$ ''F*BR葡萄糖条件下培养 :9 J 的各
转染组细胞"采用上述方法检测细胞凋亡率& 实验独
立重复 " 次&
;3<3V!?;TdD?>荧光探针法检测各组细胞内源性
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X@S 含量!将细胞以 #t#$9 B孔的密度接种于 %7 孔
板"用不同浓度葡萄糖培养 :9 J"吸去培养液"加入
#$ &'F*BR?;TdD?>荧光探针溶液"培养箱中孵育
:$ ')."预冷的 V\S 洗涤细胞"采用多功能酶标仪检测
荧光强度值"用激光扫描共聚焦显微镜拍照"设置激发
光波长为 96C .'"发射光波长为 C"$ .'& 实验独立
重复 " 次& 取 C$ ''F*BR葡萄糖条件下培养 :9 J 的
各转染组细胞"采用上述方法计算细胞内 X@S 含量&
实验独立重复 " 次&
;3<3W!试剂盒检测各组细胞 PD>@;'S@?'_SdDV+'
_Sd活性及 Q?>浓度!取不同浓度葡萄糖培养 :9 J
的细胞以及 C$ ''F*BR葡萄糖条件下培养 :9 J 的各
转染组细胞"采用相应试剂盒说明书中的步骤"以铁还
原法检测细胞中 PD>@;活性"以黄嘌呤氧化酶法检测
S@?活性"以二硫代二硝基苯甲酸法检测 _SdDV+和
_Sd活性"以硫代巴比妥法检测 Q?>浓度& 实验独
立重复 " 次&
;3<3X ! 实时荧光定量 V;X法检测各组细胞内
')XD#C(表达!取不同浓度葡萄糖培养 :9 J 的细胞"
采用 #3:3: 方法提取并计算 ')XD#C(的相对表达量&
实验独立重复 " 次&
;3<3;\ ! `-GI-,. N*FI法检测各组细胞内 SAXP#'
T@f@"('LC" 蛋白表达!收集不同浓度葡萄糖培养
:9 J 的细胞"XAV>裂解液提取总蛋白"按照 #3:3" 方
法进行 `-GI-,. N*FI检测" 其中 SAXP# ) # cC$$ *'
T@f@"()# cC$$*'LC")# c# $$$*'"D(5I).)# c6$$*一抗
9 s孵育过夜"二抗)# c# $$$*室温下孵育 # J& 以 "D
(5I). 为内参照"计算各目的蛋白相对表达量& 实验独
立重复 " 次& 取 C$ ''F*BR葡萄糖培养 :9 J 的各转
染组细胞"以上述方法检测细胞内 SAXP#'T@f@"('
LC" 蛋白的相对表达量& 实验独立重复 " 次&
;3<3;;!')XD#C(靶基因预测及双荧光素酶报告基因
分析!为了确定 ')XD#C(在 dR&\D" 细胞中发挥生物
学功能的靶向作用点"利用 ')X(.4('P(,E-IS5(. 数据
库预 测 ')XD#C(的 潜 在 靶 基 因" 其 中 SAXP# 在
')XD#C(的 "eYPX上有结合位点& 将对数期细胞以
:t#$C B孔的密度接种于 :9 孔板"以 X-.)**(荧光素酶
质粒 ) #$$ .EB孔 * 转染作为对照"用 R)LFH-5I(').-PQ

:$$$ 将荧光素酶报告载体 + SAXP#D"eDYPXD野生型
)K)*4 IML-"`P*或 SAXP#D"eYPXD突变型)'2I(.IIML-"
QYP*,与 ')XD#C(对照和抑制剂共转染至细胞& 细
胞转染 :9 J"用双荧光素酶报告基因检测试剂盒测定
荧光素酶活性& 实验独立重复 " 次&
;3B!统计学方法

采用 SVSS #%3$ 统计学软件进行统计分析& 计量
资料经 SJ(L),FD̀ )*b 检验呈正态分布"以 Fl7表示"组
间数据经 R-O-.-检验方差齐& 不同浓度葡萄糖条件
下细胞各检测指标差异总体比较采用单因素方差分

析"多重比较采用 RS?D/检验& ')XD#C(对照组和
')XD#C(抑制剂组间各检测指标差异比较采用独立样
本 /检验& Nr$a$C 为差异有统计学意义&

<6结果

<3;!各组晶状体前囊膜组织中 ')XD#C(和 SAXP# 的
表达比较

正常对照组中 ')XD#C(相对表达量明显低于 ?;
组"差异有统计学意义)/u#:a:"#"Nr$a$$#*& 正常对
照组 SAXP# 蛋白条带灰度明显强于 ?;组": 个组间
SAXP# 蛋白相对表达量比较"差异有统计学意义 )/u
6a%79"Nr$a$$#*)图 #"表 #*&

正常对照组 DC组

SIRT1

β�actin

图 ;6各组晶状体前囊膜组织中 >FMN; 蛋白表达电泳图!?;组
SAXP# 蛋白条带强度较正常对照组明显减弱!?;#糖尿病性白内
障(SAXP##沉默信息调节蛋白 #
:1.04";6D$",)4%&-"4%.4*' %/>FMN; &4%)"1(1()-"*()"41%4$"(3
,*&30$"!PJ-SAXP# L,FI-). N(.4 ).I-.G)IMK(GG)E.)H)5(.I*MK-(b-.-4 ).
?; E,F2L ). 5F'L(,)GF. K)IJ .F,'(*5F.I,F*E,F2L ! ?;# 4)(N-I)5
5(I(,(5I(SAXP##G)*-.I).HF,'(I)F. ,-E2*(IF,#

表 ;6< 个组'1MJ;H* 和 >FMN; 蛋白相对表达量比较)'S(*
N*2$";6?%'&*413%(%/4"$*)1#""Q&4"331%($"#"$3%/

'1MJ;H* *(+>FMN; &4%)"1(2")9""()9% .4%0&3)'S(*

组别 样本量 ')XD#C(相对表达量 SAXP# 蛋白相对表达量

正常对照组 " $a:#l$a$: $a6%l$a$%

?;组 " $a%7l$a#$ $a"#l$a$C

/值 #:a:"# 6a%79

N值 r$a$$# r$a$$#

!注#)独立样本 /检验*!')X#微小 X=>(SAXP##沉默信息调节蛋白 #(
?;#糖尿病性白内障
!=FI-# ) A.4-L-.4-.IG('L*-G/I-GI* ! ')X# ')5,FX=>( SAXP## G)*-.I
).HF,'(I)F. ,-E2*(IF,#(?;#4)(N-I)55(I(,(5I

<3<!不同浓度葡萄糖处理细胞形态学改变
$ ''F*BR葡萄糖处理的 dR&\D" 细胞大小均一"

边缘光滑"细胞贴壁紧密& 随着葡萄糖浓度的增加"细
胞形态变得不规则"细胞皱缩"贴壁松弛"细胞边缘呈
毛刺样突起)图 :*&
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100μm 100μm 100μm 100μmBA C D
图 <6不同浓度葡萄糖处理细胞形态学观察)t:$$"标尺u#$$ &'*!$ ''F*BR葡萄糖处理的细胞形状规则"数量较多"随着浓度的增加"细胞形
状发生改变"数量减少!>#$ ''F*BR!\##$ ''F*BR!;#:$ ''F*BR!?#C$ ''F*BR
:1.04"<6L%4&-%$%.1,*$%23"4#*)1%(%/R@DAJB ,"$$3*/)"4)4"*)'"()%/+1//"4"(),%(,"()4*)1%(3%/.$0,%3")t:$$"N(,u#$$ &'*!;-**GI,-(I-4
K)IJ $ ''F*BRE*25FG-K-,-). ,-E2*(,GJ(L-(.4 IJ-.2'N-,K(G*(,E-3̀ )IJ IJ-).5,-(G-FHE*25FG-5F.5-.I,(I)F."IJ-GJ(L-FH5-**G5J(.E-4 (.4 IJ-.2'N-,
4-5,-(G-4!>#$ ''F*BR!\##$ ''F*BR!;#:$ ''F*BR!?#C$ ''F*BR

表 <6不同浓度葡萄糖处理细胞中'1MJ;H*'>FMN;':G]GB*
和 &HB 蛋白相对表达量比较)'S(*

N*2$"<6?%'&*413%(%/4"$*)1#""Q&4"331%($"#"$3%/
'1MJ;H*">FMN;":G]GB* *(+&HB &4%)"1(31(R@DAJB ,"$$3
*/)"4)4"*)'"()%/+1//"4"(),%(,"()4*)1%(3%/.$0,%3")'S(*

葡萄糖浓度 样本量
')XD#C(
相对表达量

SAXP# 蛋白
相对表达量

T@f@"(蛋白
相对表达量

LC" 蛋白
相对表达量

$ ''F*BR " $a:#l$a$C $a6%l$a#: $a#6l$a$9 $a#$l$a$:

#$ ''F*BR " $a9"l$a$8( $a7Cl$a$6( $a":l$a$"( $a"#l$a$"(

:$ ''F*BR " $a7:l$a$9(N $a9#l$a$7(N $aC#l$a$6(N $a97l$a$C(N

C$ ''F*BR " $a6:l$a##(N5 $a#8l$a$"(N5 $a77l$a$9(N5 $aC8l$a$7(N5

!值 "6a%$9 9CaC"9 C$a88# 78a#"C

N值 r$a$$# r$a$$# r$a$$# r$a$$#

!注#与 $ ''F*BR葡萄糖比较"(Nr$a$C(与 #$ ''F*BR葡萄糖比较"NNr$a$C(与 :$ ''F*BR
葡萄糖比较"5Nr$a$C)单因素方差分析"RS?D/检验*!')X#微小 X=>(SAXP##沉默信息调
节蛋白 #(T@f@"(#叉头转录因子 "(
! =FI-# ;F'L(,-4 K)IJ $ ''F*BR E*25FG-"(Nr$a$C( 5F'L(,-4 K)IJ #$ ''F*BR E*25FG-"
NNr$a$C(5F'L(,-4 K)IJ :$ ''F*BRE*25FG-"5Nr$a$C ) @.-DK(M>=@[>" RS?D/I-GI* !
')X#')5,FX=>(SAXP##G)*-.I).HF,'(I)F. ,-E2*(IF,#(T@f@"(#HF,bJ-(4 I,(.G5,)LI)F. H(5IF,"(

<3B!不同浓度葡萄糖处理细胞内 ')XD#C(及 SAXP#'
T@f@"(和 LC" 蛋白表达比较

细胞中 ')XD#C(相对表达量随着葡萄糖浓度的增
加而增加"总体比较差异有统计学意义 )!u"6a%$9"
Nr$a$$#*& 细胞中 T@f@"(和 LC" 蛋白条带相对灰度
值随着葡萄糖浓度的增加而增强"SAXP# 蛋白条带相对
灰度值随着葡萄糖浓度的增加而减弱(各不同浓度葡萄
糖条件下细胞中 T@f@"('LC" 和 SAXP# 蛋白相对表达
量总体比较差异均有统计学意义)!uC$a88#'78a#"C'
9CaC"9"均 Nr$a$$#*& 各不同浓度葡萄糖条件下细胞
中 ')XD#C('T@f@"('LC" 和 SAXP# 相对表达量两两比
较"差异均有统计学意义)均 Nr$a$C*)图 ""表 :*&
<3C!不同浓度葡萄糖处理细胞凋亡率比较

$'#$':$ 和 C$ ''F*BR葡萄糖处理细胞的凋亡率
分别为 ) "a$: l$a98*k' ) #$a:$ l$a%#*k' ) #"a": l
:a$#*k和):Ca9$l#a97*k"总体比较差异有统计学
意义)!u#"a"##"Nr$a$$#*(随着葡萄糖浓度增加"细
胞凋亡率升高"组间比较差异均有统计学意义)均 Nr
$a$C*)图 9*&
<3H!不同浓度葡萄糖处理细胞内 X@S
表达比较

$'#$':$ 和 C$ ''F*BR葡萄糖处理
细胞 内 源 性 X@S 荧 光 强 度 分 别 为
9:a#:l#$a":' %:a9" l#Ca7C' #C"a7C l
#8a9" 和 :#6a7Cl:9a6""总体比较差异
有统计学意义 )!u##a":$"Nr$a$$#*(
随着葡萄糖浓度增加"X@S 荧光强度随
之增强"组间比较差异均有统计学意义
)均Nr$a$C*)图 C*&
<3I!不同浓度葡萄糖处理细胞 PD>@;'
S@?'_SdDV+活性和 Q?>浓度比较

不同浓度葡萄糖处理细胞 PD>@;'
S@?'_SdDV+活性和 Q?>浓度总体比
较差异均有统计学意义 )!u#86a9#$'

#6:a:"6'#""a877'#%#a899"均 Nr$a$$#*(随着葡萄糖
浓度增加"细胞产生 PD>@;'S@?'_SdDV+活性下降"
Q?>浓度升高"组间比较差异均有统计学意义)均 Nr
$a$C*)表 "*&

β�actin

p53

FOXO3a

SIRT1
1 2 3 4

图 B6各组不同浓度葡萄糖处理细胞中 >FMN;':G]GB* 和 &HB 表
达电泳图!随着葡萄糖浓度升高"细胞中 T@f@"(和 LC" 蛋白条带
逐渐增强"SAXP# 蛋白条带逐渐减弱!SAXP##沉默信息调节蛋白 #(
T@f@"(#叉头转录因子 "(!##$ ''F*BR葡萄糖(:##$ ''F*BR葡萄
糖("#:$ ''F*BR葡萄糖(9#C$ ''F*BR葡萄糖
:1.04"B6D$",)4%&-"4%.4*' %/>FMN;":G]GB* *(+&HB &4%)"1(3
1(,"$$3)4"*)"+91)-+1//"4"(),%(,"()4*)1%(3%/.$0,%3"! `)IJ IJ-
).5,-(G-FHE*25FG-5F.5-.I,(I)F." IJ-).I-.G)IMFHT@f@"((.4 LC"
L,FI-). N(.4G).5,-(G-4" (.4 IJ- ).I-.G)IM FHSAXP# L,FI-). N(.4
4-5,-(G-4! SAXP## G)*-.I).HF,'(I)F. ,-E2*(IF,#( T@f@"(# HF,bJ-(4
I,(.G5,)LI)F. H(5IF,"(! ## $ ''F*BRE*25FG-( :# #$ ''F*BRE*25FG-(
"#:$ ''F*BRE*25FG-(9#C$ ''F*BRE*25FG-
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图 C6不同浓度葡萄糖处理细胞凋亡率比较!>m?#$'#$':$'C$ ''F*BR葡萄糖处理细胞流式细胞图)TAP;BVA*!&#细胞凋亡率量化比较!细胞
凋亡率随着葡萄糖浓度的增加而升高!与 $ ''F*BR葡萄糖比较"(Nr$a$C(与 #$ ''F*BR葡萄糖比较"NNr$a$C(与 :$ ''F*BR葡萄糖比较"5Nr
$a$C)单因素方差分析"RS?D/检验".u"*!##$ ''F*BR葡萄糖(:##$ ''F*BR葡萄糖("#:$ ''F*BR葡萄糖(9#C$ ''F*BR葡萄糖
:1.04"C6?%'&*413%(%/*&%&)%313%/R@DAJB ,"$$3)4"*)"+91)-+1//"4"(),%(,"()4*)1%(3%/.$0,%3"!>]?#T*FK5MIF'-I,MFH5-**GI,-(I-4 K)IJ $"#$"
:$"C$ ''F*BRE*25FG-)TAP;BVA*!&#<2(.I)I(I)O-5F'L(,)GF. FH(LFLIFG)G,(I-G!>LFLIFG)G,(I-K(G-.J(.5-4 K)IJ ).5,-(G).EE*25FG-5F.5-.I,(I)F.!
;F'L(,-4 K)IJ $ ''F*BRE*25FG-"(Nr$a$C(5F'L(,-4 K)IJ #$ ''F*BRE*25FG-"NNr$a$C(5F'L(,-4 K)IJ :$ ''F*BRE*25FG-"5Nr$a$C )@.-DK(M
>=@[>"RS?D/I-GI".u"*!##$ ''F*BRE*25FG-(:##$ ''F*BRE*25FG-("#:$ ''F*BRE*25FG-(9#C$ ''F*BRE*25FG-
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图 H6不同浓度葡萄糖处理细胞内 MG>表达比较!>m?#$'#$':$'C$ ''F*BR葡萄糖处理细胞荧光染色图)?;TdD?>t9$$"标尺u:$$ &'*!随
着葡萄糖浓度的增加"X@S 荧光强度随之增强!&#不同浓度葡萄糖处理细胞 X@S 荧光强度量化比较!与 $ ''F*BR葡萄糖比较"(Nr$a$C(与
#$ ''F*BR葡萄糖比较"NNr$a$C(与 :$ ''F*BR葡萄糖比较"5Nr$a$C)单因素方差分析"RS?D/检验".u"*!X@S#活性氧簇!##$ ''F*BR葡萄
糖(:##$ ''F*BR葡萄糖("#:$ ''F*BR葡萄糖(9#C$ ''F*BR葡萄糖
:1.04"H6?%'&*413%(%/MG>"Q&4"331%(1(R@DAJB ,"$$3*/)"4)4"*)'"()%/+1//"4"(),%(,"()4*)1%(3%/.$0,%3"28 !?:RJ!5!>]?#?;TdD?>
GI().).EFHdR&\D" 5-**GI,-(I-4 K)IJ $" #$" :$" C$ ''F*BRE*25FG-) t9$$" N(,u:$$ &'* ! PJ-X@S H*2F,-G5-.5-K(G-.J(.5-4 (GIJ-E*25FG-
5F.5-.I,(I)F. ).5,-(G-4!&#<2(.I)I(I)O-5F'L(,)GF. FHX@S H*2F,-G5-.5-).I-.G)IM!;F'L(,-4 K)IJ $ ''F*BRE*25FG-E,F2L"(Nr$a$C(5F'L(,-4 K)IJ
#$ ''F*BRE*25FG-E,F2L"NNr$a$C(5F'L(,-4 K)IJ :$ ''F*BRE*25FG-E,F2L"5Nr$a$C )@.-DK(M>=@[>"RS?D/I-GI". u"*!X@S#,-(5I)O-F+ME-.
GL-5)-G!##$ ''F*BRE*25FG-(:##$ ''F*BRE*25FG-("#:$ ''F*BRE*25FG-(9#C$ ''F*BRE*25FG-

表 B6不同浓度葡萄糖处理细胞 NJ5G?'>G!' >̂RJ=Q 活性和 L!5浓度比较)'S(*
N*2$"B6?%'&*413%(%/NJ5G?">G!" >̂RJ=Q *,)1#1)1"3*(+L!5,%(,"()4*)1%(1(R@DAJB ,"$$3*/)"4

)4"*)'"()%/+1//"4"(),%(,"()4*)1%(3%/.$0,%3")'S(*

葡萄糖浓度 样本量
PD>@;活性值

+'F*B)').!R* ,
S@?活性值

+'F*B)').!R* ,
_SdDV+活性值
+'F*B)').!R* ,

Q?>浓度
)&'F*BR*

$ ''F*BR " 6a$#l$aC: 68a":l9a:# #8"a#$l8a%: ":a#"l#a$"
#$ ''F*BR " Ca":l$a"%( 7Ca"9l"a##( #:6a"9l6a$"( 99a%:l:a$#(

:$ ''F*BR " "a::l$a9#(N C"a$:l:a%8(N #$:a"#l9a::(N C6a"#l"a#$(N

C$ ''F*BR " #a$"l$a$6(N5 :9a77l:a%7(N5 8"a77l"a67(N5 8Ca7Cl:a7C(N5

!值 #86a9#$ #6:a:"6 #""a877 #%#a899
N值 r$a$$# r$a$$# r$a$$# r$a$$#

!注#与 $ ''F*BR葡萄糖比较"(Nr$a$C(与 #$ ''F*BR葡萄糖比较"NNr$a$C(与 :$ ''F*BR葡萄糖比较"5Nr$a$C)单因素方差分析"RS?D/检验*!
PD>@;#总抗氧化能力(S@?#超氧化物歧化酶(_SdDV+#谷胱甘肽过氧化物酶(Q?>#丙二醛
!=FI-#;F'L(,-4 K)IJ $ ''F*BRE*25FG-"(Nr$a$C(5F'L(,-4 K)IJ #$ ''F*BRE*25FG-"NNr$a$C(5F'L(,-4 K)IJ :$ ''F*BRE*25FG-"5Nr$a$C )@.-DK(M
>=@[>"RS?D/I-GI*!PD>@;#IFI(*D(.I)F+)4(I)O-5(L(N)*)IM(S@?#G2L-,F+)4-4)G'2I(G-(_SdDV+#E*2I(IJ)F.-L-,F+)4(G-(Q?>#'(*F.4)(*4-JM4-

<3V!各转染组转染效率比较
细胞荧光图显示"')XD#C(抑制物组和 ')XD#C(

对照组细胞均呈明显绿色荧光"转染成功"转染率分别
为 %$a8k和 %"aCk)图 7*&
<3W!不同转染组细胞凋亡率比较

')XD#C(对照组细胞凋亡率为 ) "Ca::l:a$9*k"
明显低于 ')XD#C(抑制剂组的 ) #8a"l#a$C*k"差异
有统计学意义)/u#$a":$"Nr$a$$#*)图 8*&

<3X!不同转染组细胞 X@S 表达比较
')XD#C(抑制剂组细胞 X@S 荧光强度为 7"a::l

8a"#"低于 ')XD#C(对照组的 #"Ca"#l#:a"""差异有
统计学意义)/u#9a9::"Nr$a$$#*)图 6*&
<3;\!不同转染组细胞 PD>@;'S@?'_SdDV+活性和
Q?>浓度比较

')XD#C(对照组细胞 PD>@;' S@?'_SdDV+活性
显著低于 ')XD#C(抑制剂组"差异有统计学意义 )/u
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#$a#CC'#:a7#7'#:a689"均 Nr$a$$#*"Q?>浓度显著
高于 ')XD#C(抑制剂组"差异有统计学意义 ) /u
#9a7"#"Nr$a$$#*)表 9*&

BA 50μm50μm

图 I6'1MJ;H* 抑制剂组和 '1MJ;H* 对照组细胞转染荧光图)t:$$"
标尺 uC$ &'* !各组细胞均呈明显绿色荧光"转染成功率高!
>m')XD#C(对照组!\m')XD#C(抑制剂组
:1.04"I6N4*(3/",)1%(/$0%4"3,"(,"%/'1MJ;H* 1(-121)%4.4%0&*(+
'1MJ;H* Y?)4*(3/",)1%(.4%0&)t:$$"N(,uC$ &'*!;-**G). NFIJ
E,F2LGGJFK-4 E,--. H*2F,-G5-.5-K)IJ J)EJ I,(.GH-5I)F. ,(I-!>m')XD
#C(5F.I,F*E,F2L!\m')XD#C().J)N)IF,E,F2L

PI

FITC BA

PI

FITC

图 V6不同转染组流式细胞图)TAP;BVA*!')XD#C(对照组细胞凋亡
率较 ')XD#C(抑制剂组明显降低!>m')XD#C(对照组!\m')XD#C(
抑制剂组

:1.04"V 6 :$%9 ,8)%'")48 %/R@DAJB ,"$$31( )9% )4*(3/",)1%(
.4%0&3)TAP;BVA*!PJ-(LFLIFG)G,(I-FH')XD#C(5F.I,F*E,F2L K(G
G)E.)H)5(.I*M*FK-,IJ(. IJ(IFH')XD#C().J)N)IF,E,F2L! >m')XD#C(
5F.I,F*E,F2L!\m')XD#C().J)N)IF,E,F2L

BA200μm 200μm

图 W6不同转染组细胞内 MG>荧光染色图)?;TdD?>t9$$"标尺u
:$$ &'*!')XD#C(抑制剂组细胞 X@S 荧光微弱"')XD#C(对照组细
胞 X@S 荧光较强& ?;TdD?>染色呈绿色荧光"细胞核染色呈蓝色
荧光)?>VA*!>m')XD#C(对照组!\m')XD#C(抑制剂组
:1.04"W6:$0%4"3,"(,"3)*1(1(. %/MG>"Q&4"331%(1(,"$$3%/)9%
)4*(3/",)1%(.4%0&3) ?;TdD?> t9$$" N(,u:$$ &'* ! PJ-X@S
H*2F,-G5-.5-K(GK-(b ). ')XD#C().J)N)IF,E,F2L (.4 GI,F.E). ')XD#C(
5F.I,F*E,F2L3?;TdD?>GI().).EGJFK-4 E,--. H*2F,-G5-.5-"(.4 .25*-)
K-,-). N*2-H*2F,-G5-.5- ) ?>VA* ! >m ')XD#C(5F.I,F*E,F2L !
\m')XD#C().J)N)IF,E,F2L

<3;;!')XD#C(靶基因预测
')XD#C(靶基因预测发现"')XD#C(与 SAXP# 保守

位点有高分数结合"SAXP# 为 ')XD#C(的一个潜在作

用靶点 )图 % *& 双荧光素酶报告系统结果显示"
')XD#C(对照组 SAXP#D"eDYPXD̀ P报告基因的荧光素
酶活性明显低于 ')XD#C(抑制剂组"差异有统计学意
义)/uCa%86"Nu$a$$9*": 个组 SAXP#D"eDYPXDQYP
报告基因的荧光素酶活性差异无统计学意义 )/u
$a9":"Nu$a766*)表 C*&

表 C6各转染组细胞 NJ5G?'>G!' >̂RJ=Q 活性
和 L!5浓度比较)'S(*

N*2$"C6?%'&*413%(%/NJ5G?">G!" >̂RJ=Q *,)1#1)1"3
*(+L!5,%(,"()4*)1%(%/,"$$32")9""()9%

)4*(3/",)1%(.4%0&3)'S(*

组别 样本

量

PD>@;活性值
m'F*B)').!R* ,

S@?活性值
m'F*B)').!R* ,

_SdDV+活性值
m'F*B)').!R* ,

Q?>浓度
)&'F*BR*

')XD#C(
对照组

" 9a$9l$a96 C#a":l:a77 %9a99l"aC" 79a87l"a77

')XD#C(
抑制剂组

" 6a":l$aCC 67a9"l9a$: #C6a%7l8a%" ":a#8l#a::

/值 #$a#CC #:a7#7 #:a689 #9a7"#

N值 $a$$# r$a$$# r$a$$# r$a$$#

!注m)独立样本 /检验*!PD>@;m总抗氧化能力(S@?m超氧化物歧化
酶(_SdDV+m谷胱甘肽过氧化物酶(Q?>m丙二醛(')Xm微小 X=>
!=FI-m)A.4-L-.4-.IG('L*-G/I-GI*!PD>@;mIFI(*D(.I)F+)4(I)O-5(L(N)*)IM(
S@?m G2L-,F+)4- 4)G'2I(G-( _SdDV+m E*2I(IJ)F.- L-,F+)4(G-( Q?>m
'(*F.4)(*4-JM4-(')Xm')5,FX=>

图 X6'1MJ;H* 靶基因预测!生物信息软件检测 ')XD#C(与 SAXP#

存在潜在结合位点!')Xm微小 X=>(SAXP#m沉默信息调节蛋白 #(
YPXm非翻译区(`Pm野生型(QPm突变型
:1.04"X6'1MJ;H* )*4.")."("&4"+1,)1%(! \)F).HF,'(I)5GGFHIK(,-
4-I-5IGLFI-.I)(*N).4).EG)I-GFH')XD#C((.4 SAXP#!')Xm')5,FX=>(
SAXP#mG)*-.I).HF,'(I)F. ,-E2*(IF,#(YPXm2.I,(.G*(I-4 ,-E)F.(`PmK)*4
IML-(QPm'2I(.IIML-

表 H6'1MJ;H* 靶基因预测结果比较)'S(*
N*2$"H6?%'&*413%(%/)*4.")."("&4"+1,)1%(%/

'1MJ;H* )'S(*

组别 样本量
SAXP#D"eDYPXD̀ P报告
基因的荧光素酶活性比值

SAXP#D"eDYPXDQYP报告
基因的荧光素酶活性比值

')XD#C(对照组 " $aC:l$a$8 #a"6l$a$%
')XD#C(抑制剂组 " $a%8l$a## #a9#l$a$8
/值 Ca%86 $a9":
N值 $a$$9 $a766
!注m)独立样本 /检验*!')Xm微小 X=>(SAXP#m沉默信息调节蛋白 #(
YPXm非翻译区(`Pm野生型(QYPm突变型
!=FI-m ) A.4-L-.4-.IG('L*-G/I-GI* ! ')Xm ')5,FX=>( SAXP#m G)*-.I
).HF,'(I)F. ,-E2*(IF, #( YPXm 2.I,(.G*(I-4 ,-E)F.( `Pm K)*4 IML-(
QYPm'2I(.IIML-
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<3;<!不同转染组 dR&\D" 细胞 SAXP#'T@f@"(和
LC" 蛋白表达比较

')XD#C(对照组细胞内 SAXP# 蛋白条带相对灰度
弱于 ')XD#C(抑制剂组"T@f@"(和 LC" 蛋白条带相
对灰度值均强于 ')XD#C(抑制剂组"各组间 SAXP#'
T@f@"('LC" 蛋白相对表达量比较"差异均有统计学意
义)/u#8a#"9'9a#%"'7a8%:"均 Nr$a$$#*)表 7"图 #$*&

表 I6各转染组细胞 >FMN;':G]GB*'&HB 蛋白
相对表达量比较)'S(*

N*2$"I6?%'&*413%(%/4"$*)1#""Q&4"331%($"#"$3%/
>FMN;":G]GB* *(+&HB &4%)"1(32")9""(

)9% )4*(3/",)1%(.4%0&3)'S(*
组别 样本量 SAXP# 蛋白 T@f@"(蛋白 LC" 蛋白
')XD#C(对照组 " $a"#l$a$7 $a7:l$a$6 $a6"l$a#C
')XD#C(抑制剂组 " $a89l$a## $a"#l$a#$ $a:#l$a$C
/值 #8a#"9 9a#%" 7a8%:
N值 r$a$$# $a$#9 $a$$#
!注#)独立样本 /检验*!SAXP##沉默信息调节蛋白 #(T@f@"(#叉头
转录因子 "((')X#微小 X=>
!=FI-#)A.4-L-.4-.IG('L*-G/I-GI*!SAXP##G)*-.I).HF,'(I)F. ,-E2*(IF,#(
T@f@"(#HF,bJ-(4 I,(.G5,)LI)F. H(5IF,"((')X#')5,FX=>

β�actin

p53

FOXO3a

SIRT1

miR�15a对照组 miR�15a抑制剂组

图 ;\6各转染组细胞 >FMN;':G]GB*'&HB 蛋白表达电泳图!
')XD#C(对照组细胞内 SAXP# 蛋白条带强度较 ')XD#C(抑制剂组弱"
T@f@"(和 LC" 蛋白条带强度较 ')XD#C(抑制剂组强!')X#微小
X=>(SAXP##沉默信息调节蛋白 #(T@f@"(#叉头转录因子 "(
:1.04";\ 6 D$",)4%&-%4")%.4*' %/>FMN;" :G]GB* *(+ &HB
&4%)"1(31(,"$$3!PJ-SAXP# L,FI-). N(.4 ).I-.G)IMK(GK-(b-,"(.4 IJ-
).I-.G)IMFHT@f@"((.4 LC" L,FI-). N(.4GK(GGI,F.E-,). ')XD#C(
5F.I,F*E,F2L IJ(. ')XD#C().J)N)IF,E,F2L!')X#')5,FX=>( SAXP##
G)*-.I).HF,'(I)F. ,-E2*(IF,#(T@f@"(#HF,bJ-(4 I,(.G5,)LI)F. H(5IF,"(

B6讨论

近年来"')X=>在白内障发生和发展中的作用越
来越 受 到 关 注& ')XD#C(是 近 年 来 广 泛 研 究 的
')X=>"对视网膜病变和白内障的发生有调控作用&
石佳等

组 #$,
研究发现"')XD#C(通过炎症反应和血管生

成双重调节作用参与糖尿病视网膜病变的发生& R)

等
组 ##,
研究发现"JG(D')XD#C(在正常 R&;G中的表达低

于年龄相关性白内障患者 R&;G& R)2 等 组 #:,
研究发现"

')XD#C(能影响 R&;G的增生'凋亡和迁移能力& 本研
究也发现"')XD#C(在 ?;患者晶状体前囊膜内的表达

高于正常晶状体前囊膜"dR&\D" 细胞内 ')XD#C(表达
量随着葡萄糖浓度的升高而增加"结合文献推测
')XD#C(可能参与了白内障的发病过程&

高糖环境诱导的 R&;G发生氧化应激反应是 ?;
患者晶状体混浊的原因之一

组 #", & R&;G内产生大量
X@S"同时抗氧化物酶失活"细胞内氧化代谢产物堆积
导致细胞毒性损伤"造成细胞凋亡 组 #9]#C, & 本研究采用
不同浓度的葡萄糖处理 dR&\D" 细胞"结果显示随着
葡萄糖浓度增加"细胞凋亡率升高"同时 X@S 活性'
Q?>浓度增加"而 S@?';>P'_SdDV+活性下降&

')XD#C(被证实在不同疾病的氧化应激过程中发
挥作用& W('(*4-. 等 组 #7,

研究发现"')XD#C(通过诱导
氧化应激损伤加重糖尿病病情(;(F等 组 #8,

研究证实"
')XD#C(可能对高氧诱导的肺氧化应激损伤有调节作
用& 本研究发现"')XD#C(抑制剂组 dR&\D" 细胞的凋
亡率明显低于 ')XD#C(对照组"细胞 X@S 活性'Q?>
浓度明显低于 ')XD#C(对照组"而 S@?';>P'_SdDV+
的活性明显高于 ')XD#C(对照组"以上结果提示"
')XD#C(可能是通过抑制 dR&\D" 细胞的抗氧化应激
能力诱导细胞凋亡"继而加重 ?;患者的病情&

SAXP# 能通过组蛋白脱乙酰化作用调节下游 LC"'
T@f@等转录因子的活性"减轻内皮细胞线粒体损伤"
减缓内皮细胞氧化应激损伤

组 #6]#%, & U-.E等 组 :$,
研究证

实"SAXP# 在 ?;小鼠 R&;G中表达下调(刘鹤楠等 组 :#,

研究发现 SAXP# 在糖尿病大鼠视网膜中表达下调"且
随着糖尿病病程延长"其表达量逐渐减少& T@f@"(
是 T@f家族成员"是 SAXP# 的非组蛋白底物" SAXP#
可使 T@f@"(去乙酰化"激活 T@f@"(的转录活性并
增加其下游靶标的表达"从而调节细胞增生'凋亡和抗
氧化能力"最终保护细胞免受氧化应激损伤 组 ::, & 有研
究证实"高糖处理的R&;G中T@f@"(蛋白表达量以剂
量和时间依赖性方式升高"T@f@"(可以作为高血糖
条件下人 R&;G氧化应激的生物标志物 组 :", & LC" 是
SAXP# 另一个重要的下游底物"正常情况下"LC" 处于
休眠状态"当细胞处于氧化应激损伤状态"LC" 被激
活"刺激下游靶基因的转录"进而诱导细胞凋亡(而
SAXP# 能通过 LC" 去乙酰化减少其介导的转录激活"
从而抑制细胞凋亡

组 :9, & 本研究也发现"随着氧化应激
模型中 SAXP# 表达降低"T@f@"(和 LC" 表达升高&
为了进一步探讨 ')XD#C(调控 R&;G氧化应激损伤的
作用机制"本研究采用 ')X(.4('P(,E-IS5(. 数据库筛
选 SAXP# 下游靶向蛋白"发现 SAXP# 为 ')XD#C(的一
个潜在作用靶点(')XD#C(抑制剂组 dR&\D" 细胞的
SAXP# 蛋白表达明显强于 ')XD#C(对照组"T@f@"(和
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LC" 的表达明显弱于 ')XD#C(对照组& 以上结果说明
在 dR&\D" 细胞中"')XD#C(通过靶向抑制 SAXP# 的转
录"继而上调其下游 T@f@"(和 LC" 的表达"导致
dR&\D" 细胞抗氧化能力的减弱&

综上所述"本研究结果表明 ')XD#C(能抑制高糖
诱导下 R&;G的抗氧化应激损伤能力"这种作用可能
是通过抑制 SAXP# 表达"从而上调下游底物 T@f@"(
和 LC" 活性"加重细胞凋亡而实现的&
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