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!实验研究!

褪黑素抗人晶状体上皮细胞焦亡作用及其机制

杨鑫!刘旭辉!孟佳!方梦园!张凤妍
郑州大学第一附属医院眼科"郑州 9C$$C:
通信作者#张凤妍"&'()*#0J(.EH-.EM(.+/(*)M2.35F'

!!$摘要%!目的!探讨褪黑素对过氧化氢)d:@: *诱导的人晶状体上皮细胞)dR&;G*焦亡的影响及其机
制&!方法!取传代培养的 dR&;G分为 C 个组"其中正常对照组常规培养"模型对照组于 #$$ &'F*BRd:@: 条

件下培养"褪黑素组'维生素 &组和维生素 &溶剂组分别用 #t#$]7 'F*BR褪黑素'#$$ &'F*BR维生素 &和维
生素 &溶剂预处理后"用 #$$ &'F*BRd:@: 继续培养"收集细胞待检测& 为进一步探讨褪黑素的作用机制"将
细胞分为 8 个组"其中正常对照组常规培养(模型对照组细胞于 #$$ &'F*BRd:@: 条件下培养(核转录因子
&: 相关因子 : 短发夹 X=>)GJ=,H:*阴性对照组和 GJ=,H: 组细胞分别用 GJ=,H: 阴性对照和 GJ=,H: 慢病毒转
染"并于终浓度 #$$ &'F*BRd:@: 条件下培养(褪黑素组细胞在终浓度 #t#$]7 'F*BR褪黑素条件下培养"然
后加入终浓度 #$$ &'F*BRd:@: 继续培养(褪黑素hGJ=,H: 阴性对照组和褪黑素hGJ=,H: 组细胞首先分别采用

GJ=,H: 阴性对照或 GJ=,H: 慢病毒转染"再于终浓度 #t#$]7 'F*BR褪黑素和终浓度 #$$ &'F*BRd:@: 条件下培

养"收集各组细胞& 采用酶联免疫吸附测定)&RAS>*法检测各组细胞培养上清液中乳酸脱氢酶)R?d*活性"

白细胞介素 )AR*D#"和 ARD#6 浓度(采用流式细胞术检测各组细胞中活性氧簇 )X@S*的荧光强度(采用
`-GI-,. N*FI法检测各组细胞中 =,H:'=RXV"'凋亡相关斑点样蛋白)>S;*'5(GL(G-D# L:$'_S?Q?D=蛋白的表
达&!结果!&RAS>法检测发现"与模型对照组相比"褪黑素组和维生素 &组细胞培养上清液中 R?d活性及
ARD#"和 ARD#6 浓度均有不同程度的下调"差异均有统计学意义)均 Nr$a$C*& 流式细胞仪检测发现"褪黑素
组和维生素 &组细胞中 X@S 荧光强度分别为 #" $9$a78l# CC$a77'#: C%"a78l# 788a$7"显著低于模型对照组
的 #6 "#$a""l# :96a$#"差异均有统计学意义)均 Nr$a$C*& `-GI-,. N*FI结果显示"褪黑素组和维生素 &组
=,H: 蛋白相对表达量分别为 9a:9l$a99'"a8"l$a"6'较模型对照组的 :a:6l$a"9 明显上升)均 Nr$a$C*"褪黑
素组和维生素 &组 =RXV"'>S;'5(GL(G-D# L:$ 及 _S?Q?D=蛋白相对表达量较模型对照组显著下降"差异均
有统计学意义)均 Nr$a$C*& GJ=,H: 组相较于 GJ=,H: 阴性对照组"褪黑素hGJ=,H: 组相较于褪黑素hGJ=,H: 阴
性对照组"细胞培养上清液中 R?d活性'ARD#"和 ARD#6 浓度均显著上升"细胞中 =,H: 蛋白相对表达量明显下
降"细胞中 X@S 荧光强度'=RXV"'>S;'5(GL(G-D# L:$ 及 _S?Q?D=焦亡相关蛋白相对表达量明显升高"差异
均有统计学意义)均 Nr$a$C*&!结论!褪黑素可能通过激活 =,H:"减少 =RXV" 炎性体的释放"进而抑制
dR&;G焦亡& !

$关键词%!人晶状体上皮细胞( 褪黑素( 氧化损伤( 细胞焦亡( =,H:( =RXV" 炎性小体
?@A##$3"87$B5'(3135.##C%6%D:$:#$C#7D$$"$8

F(-121)%48 "//",)%/'"$*)%(1(%(&84%&)%313%/$"(3"&1)-"$10' ,"$$3*(+1)3'",-*(13'
&'.< J$."Q$" J":"$"?*.< R$'"!'.< ?*.<,"'."9:'.< !*.<,'.
S*8'0/E*./(5O8:/:'%E(%(<,"Y:*!$07/455$%$'/*3 6(78$/'%(59:*.<@:(" =.$>*07$/,"9:*.<@:(" ^UCCUM"-:$.'
-(00*78(.3$.< '"/:(0#9:'.< !*.<,'."+E'$%#@:'.<5*.<,'.FG'%$,".H2(E

"523)4*,)#6G2K",)1#"6PF).O-GI)E(I-IJ-).J)N)IF,M-HH-5IFH'-*(IF.). F. LM,FLIFG)GFH*-.G-L)IJ-*)2'5-**G
)dR&;G* ).425-4 NMJM4,FE-. L-,F+)4-)d:@: * (.4 )IG'-5J(.)G'3! L")-%+3! PJ-52*I2,-4 dR&;GK-,-
4)O)4-4 ).IF.F,'(*5F.I,F*E,F2L"'F4-*5F.I,F*E,F2L"'-*(IF.). E,F2L"O)I('). &E,F2L"(.4 O)I('). &GF*O-.I
E,F2L3;-**G). '-*(IF.). E,F2L"O)I('). &E,F2L (.4 O)I('). &GF*O-.IE,F2L K-,-L,-D52*I2,-4 K)IJ #t#$]7 'F*BR
'-*(IF.)."#$$ &'F*BRO)I('). &F,-g2(*OF*2'-FHO)I('). &GF*O-.I"IJ-. 52*I2,-4 K)IJ #$$ &'F*BRd:@:"
,-GL-5I)O-*M"(.4 IJ-5-**G). IJ-.F,'(*5F.I,F*E,F2L (.4 'F4-*5F.I,F*E,F2L K-,-52*I2,-4 K)IJ .F,'(*5F.4)I)F. F,
#$$ &'F*BRd:@:",-GL-5I)O-*M3PJ-dR&;GI,(.GH-5I-4 K)IJ .25*-(,H(5IF,-,MIJ,F)4 :D,-*(I-4 H(5IF,: GJF,IJ(),L).
X=>)GJ=,H:* F,GJ=,H: .-EI)O-5F.I,F**-.I)O),2G(.4 HF**FK).EK)IJ #$$ &'F*BRd:@: I,-(I'-.IK-,-G-,O-4 (G

GJ=,H: E,F2L (.4 GJ=,H: .-E(I)O-5F.I,F*E,F2L",-GL-5I)O-*M((.4 IJ-I,(.GH-5I-4 5-**GI,-(I-4 K)IJ #t#$]7 'F*BR
'-*(IF.). (.4 G2NG-g2-.I#$$ &'F*BRd:@: I,-(I'-.IK-,-G-,O-4 (G'-*(IF.).hGJ=,H: E,F2L (.4 '-*(IF.).hGJ=,H:
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.-E(I)O-5F.I,F*E,F2L3PJ-(5I)O)IMFH*(5I)54-JM4,FE-.(G-)R?d* (.4 IJ--+L,-GG)F. *-O-*GFH).I-,*-2b). )AR*D#"
(.4 ARD#6 ). IJ-52*I2,-G2L-,.(I(.IK-,-4-I-5I-4 NMIJ--.0M'-*).b-4 )''2.FGF,N-.I(GG(M)&RAS>* b)I3PJ-
5F.5-.I,(I)F. FH,-(5I)O-F+ME-. GL-5)-G)X@S* K(G(GG-GG-4 NMH*FK5MIF'-I,M3PJ--+L,-GG)F. *-O-*FH=,H:"
=RXV""(LFLIFG)GD(GGF5)(I-4 GL-5bD*)b-L,FI-). 5F.I().).E(;DI-,').(*5(GL(G-,-5,2)I'-.I4F'(). ) >S;*"
5(GL(G-D# L:$ (.4 _S?Q?D=L,FI-).GK-,--O(*2(I-4 NM`-GI-,. N*FI3!M"30$)3!;F'L(,-4 K)IJ 'F4-*5F.I,F*
E,F2L"IJ-(5I)O)IMFHR?d(.4 IJ-5F.5-.I,(I)F.GFHARD#"(.4 ARD#6 K-,-G)E.)H)5(.I*M4-5,-(G-4 ). '-*(IF.). E,F2L
(.4 O)I('). &E,F2L"GJFK).EGI(I)GI)5(**MG)E.)H)5(.I4)HH-,-.5-G)(**(INr$a$C*3PJ-X@S H*2F,-G5-.5-).I-.G)I)-G
K-,-#" $9$a78l# CC$a77 (.4 #: C%"a78l# 788a$7 ). '-*(IF.). E,F2L (.4 O)I('). &E,F2L",-GL-5I)O-*M"KJ)5J
K-,-G)E.)H)5(.I*M*FK-,IJ(. #6 "#$a""l# :96a$# ). 'F4-*5F.I,F*E,F2L )NFIJ (INr$a$C*3PJ-,-*(I)O--+L,-GG)F.
*-O-*GFH=,H: L,FI-). K-,-9a:9l$a99 (.4 "a8"l$a"6 ). '-*(IF.). E,F2L (.4 O)I('). &E,F2L",-GL-5I)O-*M"KJ)5J
K-,-G)E.)H)5(.I*MJ)EJ-,IJ(. :a:6l$a"9 ). 'F4-*5F.I,F*E,F2L"(.4 IJ-,-*(I)O--+L,-GG)F. *-O-*GFH=RXV"">S;"
5(GL(G-D# L:$ (.4 _S?Q?D=). '-*(IF.). E,F2L (.4 O)I('). &E,F2L K-,-G)E.)H)5(.I*M4-5,-(G-4 IJ(. 'F4-*5F.I,F*
E,F2L )(**(INr$a$C*3PJ-,-*(I)O--+L,-GG)F. *-O-*FH=,H: L,FI-). ). GJ=,H: E,F2L (.4 '-*(IF.).hGJ=,H: E,F2L K(G
G)E.)H)5(.I*M,-425-4"(.4 IJ--+L,-GG)F. *-O-*GFHR?d"ARD#""ARD#6"X@S 5F.I-.I"=RXV"">S;"5(GL(G-D# L:$ (.4
_S?Q?D=K-,-G)E.)H)5(.I*M).5,-(G-4 ). 5F'L(,)GF. K)IJ GJ=,H: .-E(I)O-5F.I,F*E,F2L (.4 '-*(IF.). hGJ=,H:
.-E(I)O-5F.I,F*E,F2L",-GL-5I)O-*M)(**(INr$a$C*3!?%(,$031%(3!Q-*(IF.). 5(. ).J)N)IIJ-,-*-(G-FH=RXV"
).H*(''(GF'-NM(5I)O(I).E=,H:"(.4 J(G(. ).J)N)IF,M-HH-5IF. IJ-LM,FLIFG)GFHdR&;G3

"7"8 9%4+3#6&L)IJ-*)2' 5-**G" *-.GBJ2'(.( Q-*(IF.).( @+)4(I)O-4('(E-( VM,FLIFG)G( =,H:( =RXV"
).H*(''(GF'-

?@A##$3"87$B5'(3135.##C%6%D:$:#$C#7D$$"$8

!!白内障是老年人视力下降和致盲的首要原因"其
发病机制尚不明确

+ #]:, & 人晶状体上皮细胞 ) J2'(.
*-.G-L)IJ-*)2'5-**G"dR&;G*位于晶状体前表面"在维
持晶状体内环境稳定方面发挥重要作用& 当 dR&;G
处于氧化应激状态时"可产生大量活性氧簇 ),-(5I)O-
F+ME-. GL-5)-G"X@S*"诱导dR&;G发生焦亡"进而诱发
白内障

+ "]9, & 由此可见"预防 dR&;G焦亡可以延缓白
内障的发生和发展& 褪黑素是由松果体合成分泌的一
种吲哚类内分泌激素

+ C, & 体外实验证实"褪黑素具有
抗氧化功效"对人视网膜色素上皮细胞具有保护作
用

+ 7, & 另有研究显示"褪黑素通过减少 X@S 水平使小
鼠角膜上皮细胞免受氧化损伤

+ 8, & 近年来研究证实"
褪黑素可通过抑制 =RXV" 炎性小体活化抑制大鼠视
网膜神经元焦亡

+ 6, & 目前"尚未有褪黑素对 dR&;G焦
亡作用机制的报道& 本研究拟探讨褪黑素对 d:@: 诱

导 dR&;G焦亡的抑制作用及其抗氧化机制&

;6材料与方法

;3;!材料
;3;3;!细胞来源!原代 dR&;G购自上海中乔新舟生
物科技有限公司&
;3;3<!主要试剂及仪器!内皮细胞培养基)-.4FIJ-*)(*
5-**'-4)2'"&;Q*)上海中乔新舟生物科技有限公司*(
[)I('). &)上海阿拉丁生化科技股份有限公司*(核转
录因子 &: 相关因子 : 短发夹 X=>) .25*-(,H(5IF,
-,MIJ,F)4 :D,-*(I-4 H(5IF,: GJF,IJ(),L). X=>"GJ=,H:*慢

病毒包装)沈阳万类生物科技有限公司*(褪黑素)美国
S)E'(公司*(X@S 检测试剂盒)上海碧云天生物技术有
限公司*(乳酸脱氢酶)*(5I)54-JM4,FE-.(G-"R?d*测定
试剂盒)南京建成生物科技有限公司*(人白细胞介素
#")).I-,*-2b).D#""ARD#"*酶联免疫吸附测定 )-.0M'-D
*).b-4 )''2.FGF,N-.I(GG(M"&RAS>*试剂盒'ARD#6 &RAS>
试剂盒)杭州联科生物技术股份有限公司*(全蛋白提取
试剂盒'核蛋白和浆蛋白提取试剂盒'兔抗人 =,H: 一抗
)`R$:#"C*'兔抗人核苷酸结合寡聚化结构域样受体家
族 LM,). 结构域蛋白 ").25*-FI)4-DN).4).EF*)EF'-,)0(I)F.
4F'().D*)b-,-5-LIF,L,FI-). ""=RXV"*一抗)`R$:7"C*'
兔抗人凋亡相关斑点样蛋白)(LFLIFG)GD(GGF5)(I-4 GL-5bD
*)b-L,FI-). 5F.I().).E( ;DI-,').(*5(GL(G-,-5,2)I'-.I
4F'().">S;*一抗)`R$:97:*'兔抗人 5(GL(G-D# L:$ 一
抗)`R$:%%7(*'山羊抗兔 AE_DdXV二抗)`R>$:"*)沈
阳万类生物科技有限公司*(兔抗人 _S?Q?D=一抗
)(N:#C:$"*)英国 >N5('公司*(;@: 培养箱)dTD%$"上
海力申科学仪器有限公司*(倒置相差显微镜)AfC""日
本 @*M'L2G公司*(流式细胞仪)=FOF;MI-"美国 >;&;
公司*(酶标仪)&RfD6$$"美国 \)FP-b 公司*&
;3<!方法
;3<3;!细胞分组及处理!dR&;G接种至 &;Q中"待
细胞生长状态良好后分为 C 个组"其中正常对照组细
胞正常培养基培养 96 J(模型对照组细胞在正常培养
基条件下培养 :9 J 后"加入 #$$ &'F*BRd:@: 继续培

养 :9 J(褪黑素组细胞于终浓度 #t#$]7 'F*BR褪黑素
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的培养基中预处理 :9 J 后"加入终浓度 #$$ &'F*BR
d:@: 继续培养 :9 J(维生素 &组和维生素 &溶剂组
细胞于含终浓度 #$$ &'F*BR维生素 &或相应体积溶
剂)甲醇 * 培养基中预处理 :9 J 后"加入终浓度
#$$ &'F*BR的 d:@: 继续培养 :9 J& 为进一步探讨褪
黑素保护 dR&;G的作用机制"用 GJ=,H: 慢病毒转染对
数期 dR&;G"然后将细胞分为 8 个组#正常对照组细
胞以正常培养基培养 #:$ J(模型对照组细胞在正常
培养基条件下培养 %7 J 后"加入终浓度 #$$ &'F*BR
d:@: 培养 :9 J(GJ=,H: 阴性对照组和 GJ=,H: 组细胞
分别用 GJ=,H: 阴性对照和 GJ=,H: 慢病毒转染 :9 J
后"弃去培养基上清"更换为完全培养基继续培养
8: J 后"加入终浓度 #$$ &'F*BRd:@: 培养 :9 J(褪
黑素组细胞在正常培养基条件下培养 8: J 后"用终
浓度 #t#$]7 'F*BR褪黑素处理 :9 J"然后加入终浓
度 #$$ &'F*BRd:@: 继续培养 :9 J(褪黑素h=,H: 阴
性对照组和褪黑素hGJ=,H: 组细胞分别用 GJ=,H: 阴
性对照或 GJ=,H: 慢病毒转染 :9 J 后"弃去培养基上
清"更换为完全培养基"继续培养 96 J"再用终浓度
#t#$]7 'F*BR褪 黑 素 处 理 :9 J" 加 入 终 浓 度
#$$ &'F*BRd:@: 继续培养 :9 J&
;3<3<!倒置相差显微镜观察各组细胞焦亡情况!将
细胞以 Ct#$C B孔接种在 7 孔板中"然后参照 #3:3# 方
法用不同药物处理细胞& 药物处理相应时间后"倒置
相差显微镜下观察细胞的焦亡情况&
;3<3B!&RAS>法检测细胞培养上清液中 ARD#"及 ARD
#6 含量!收集各组细胞培养上清"每组设 " 个重复"
"$$t< 离心 #$ '). 去除沉淀物"然后严格按照 ARD#"
和 ARD#6 &RAS>试剂盒说明书依次加入 #$$ &*细胞培
养上清液'C$ &*ARD#"BARD#6 抗体'室温孵育 : J 后"
每孔加入 "$$ &*洗涤液洗涤(每孔依次加入 #$$ &*辣
根过氧化物酶标记的链霉亲和素'#$$ &*PQ\'#$$ &*
终止溶液后"测定 9C$ .'最大吸收波长和 C8$ .'参
考波长下的吸光度)4*值"校准后的 4值为 9C$ .'的
测定值减去 C8$ .'的测定值& 分别将人 ARD#"'ARD#6
标准品按试剂盒说明书稀释成相应的浓度梯度"然后
以标准品浓度为横坐标"校准 4值为纵坐标绘制标准
曲线& 最后根据标准曲线计算各组细胞培养上清液中
ARD#"'ARD#6 相应的浓度&
;3<3C!比色法检测细胞培养上清液中 R?d活性!收
集各组细胞培养上清液"每组设置 " 个重复"7$$t< 离
心 #$ '). 去除沉淀物"参照 R?d测定试剂盒说明书
在空白孔'标准孔'测定孔'对照孔中分别加入相应工
作液"混匀"室温静置 C ')."设定检测波长为 9C$ .'"使

用酶标仪测定4值& 计算R?d活性+&'F*B)').!R*,u
)样本 4值]对照 4值* B)标准品 4值]空白 4值* t
$a:t# $$$(其中 $a: 为标准品浓度)&'F*B'**&
;3<3H!流式细胞术检测细胞中 X@S 含量!将 Ct#$C

个细胞接种于 7 孔板中"每组设置 " 个重复"分组处理
后"弃去培养基"用磷酸盐缓冲液 ) LJFGLJ(I-N2HH-,
GF*2I)F."V\S*洗涤细胞 : 次& 分别加入 # '*的 ?;TdD
?>稀释液)用培养基 # c# $$$ 稀释*混匀"置于 "8 s
恒温培养箱内孵育 :$ ')."每隔 C '). 颠倒混匀一次&
用 V\S 洗涤细胞 " 次"充分去除未进入细胞内的
?;TdD?>& 最后用 C$$ &*V\S 重悬细胞后"流式细胞
仪检测细胞中的荧光强度&
;3<3I!`-GI-,. N*FI法检测细胞中 =,H:'=RXV"'>S;'
5(GL(G-D# L:$'_S?Q?D=蛋白的表达!收集各组细
胞"每组设置 " 个重复"弃去培养基"预冷 V\S 漂洗
" 次"在 7 孔板中每孔加入核蛋白和浆蛋白提取试剂
盒中的抽提试剂或蛋白裂解液)含 # k VQST的 XAV>
裂解液*"9 s条件下离心半径u#$ 5'"#: $$$ ,B').
离心 #$ ')."收集上清分别提取细胞核蛋白和总蛋白
物"\;>法测定蛋白浓度& 以 S?SDV>_&凝胶电泳分
离蛋白"并湿法转印至 V[?T膜(将转印好的 V[?T膜
用质量分数 C k的脱脂奶粉室温封闭 # J(分别加入
=,H:)#cC$$*'=RXV")# cC$$*'>S;)# cC$$*'5(GL(G-D#
L:$)# cC$$*'_S?Q?D=)# c# $$$*一抗"在 9 s条件下
孵育过夜(P\SP缓冲液洗膜 9 次"每次 C ').(置于
dXV标记的山羊抗兔二抗 ) # cC $$$*中 "8 s孵育
9C ')."P\SP缓冲液洗膜 7 次"每次 C ').(&;R化学
发光液显色"用凝胶图像处理系统)_-*DV,FD>.(*M0-,*
软件分析目标条带的灰度值"以 d)GIF.-d" 作为核蛋
白 =,H: 内参""D(5I). 作为 =RXV"'>S;'5(GL(G-D# L:$'
_S?Q?D=内参"计算各目的蛋白的相对表达量& 绘图
时将正常对照组各蛋白表达量进行归一化处理"其他
组的各蛋白数值为相对于正常对照组的比值&
;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 WF*'FEF,FODS'),.FO检验符合正态分布"以Fl7
表示& 组间数据经 R-O-.-检验证实方差齐 )均 Nw
$a$C*& 各组间计量资料总体差异比较采用单因素方
差分析"组间两两比较采用 RS?D/检验"Nr$a$C 为差
异有统计学意义&

<6结果

<3;!各组细胞培养上清液中 ARD#6'ARD#"浓度及
R?d的活性浓度比较

!7#9! 中华实验眼科杂志 :$:: 年 C 月第 9$ 卷第 C 期!;J). Z&+L @LJIJ(*'F*"Q(M:$::"[F*39$"=F3C
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表 ;6各组细胞培养上清液 F@J;W'F@J;"浓度及 @!R活性比较)'S(*
N*2$";6?%'&*413%(%/)-""Q&4"331%($"#"$%/F@J;W"F@J;"*(+@!R *,)1#1)8 *'%(.

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

组别 样本量
R?d

+&'F*B)').!R* ,
ARD#") LEB'** ARD#6 ) LEB'**

正常对照组 " %:a"9l#"a6:( #6a"8l :a7$( #6Ca$$l :6a"#(

模型对照组 " "9$a98l9%a7# 7:a:6l 6a8" 768a#6l##Ca9$

褪黑素组 " #C#a%%l:"a%C( "$a8:l 9a%7( "#"a##l ":a7$(

维生素 &溶剂组 " ":6a:8l79a#9 77a$7l##a9% 8$#a":l#:%a6:

维生素 &组 " #89a86l:%a%:( ""aC7l 9a$#( "C:a"$l C"a::(

!值 ::a"% :Ca7: :"a99

N值 r$a$C r$a$C r$a$C

!注#与模型对照组比较"(Nr$a$C)单因素方差分析"RS?D/检验*!R?d#乳酸盐脱氢酶(AR#白细胞
介素

!=FI-#;F'L(,-4 K)IJ 'F4-*5F.I,F*E,F2L"(Nr$a$C )@.-DK(M>=@[>"RS?D/I-GI* ! R?d#*(5I(I-
4-JM4,FE-.(G-(AR#).I-,*-2b).

相对分子质量 1 2 3 4 5

65000

15000

106000

42000

22000

42000

20000

42000

31000

42000

Nrf2

HistoneH3

NLRP3

β�actin
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β�actin

caspase�1p20

β�actin

GSDMD�N

β�actin

图 <6各组蛋白 n"3)"4(2$%)表达电泳图!##正常对照组(:#模型
对照组("#维生素 &溶剂组(9#维生素 &组(C#褪黑素组!=,H:#核转
录因子 &: 相关因子 :(=RXV"#核苷酸结合寡聚化结构域样受体家族
LM,). 结构域蛋白 "(>S;#凋亡相关斑点样蛋白
:1.04"< 6 D$",)4%&-%4")%.4*' %/+1//"4"()&4%)"1(328 n"3)"4(
2$%)6 ## .F,'(*5F.I,F*E,F2L( :# 'F4-*5F.I,F*E,F2L( "# O)I('). &
GF*O-.IE,F2L(9#O)I('). &E,F2L(C#'-*(IF.). E,F2L!=,H:#.25*-(,H(5IF,
-,MIJ,F)4 :D,-*(I-4 H(5IF,:( =RXV"# .25*-FI)4-DN).4).E F*)EF'-,)0(I)F.
4F'().D*)b-,-5-LIF,L,FI-). "( >S;# (LFLIFG)GD(GGF5)(I-4 GL-5bD*)b-
L,FI-). 5F.I().).E(;DI-,').(*5(GL(G-,-5,2)I'-.I4F'().

!!各组间 ARD#6'ARD#"浓度及 R?d活性总体比较"
差异均有统计学意义)!u:"a99':Ca7:'::a"%"均 Nr
$a$C*& 与正常对照组相比"模型对照组细胞培养上
清液中 ARD#6 及 ARD#"浓度及 R?d的活性均显著升高
)Nr$a$C*(与模型对照组相比"褪黑素组和维生素
&组 ARD#6'ARD#"浓度及 R?d的活性均降低"差异具
有统计学意义)Nr$a$C*)表 #*&

<3<!各组细胞 X@S 含量比较
正常对照组'模型对照组'褪黑素组'维生素 &溶

剂组'维生素 &组细胞 X@S 荧光强度分别为 6 :%:a""l
7C"a$"'#6 "#$a""l# :96a$#'#" $9$a78l# CC$a77'
#% C97a78l# :66a69'#: C%"a78l# 788a$7"总体比较
差异有统计学意义)!u"Ca7:"Nr$a$C*& 正常对照组'

褪黑素组和维生素 &组中 X@S 荧光强度明显低于模型
对照组"差异均有统计学意义)均 Nr$a$C*)图 #*&
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图 ;6各组细胞中 MG>荧光强度比较!!u"Ca7:"Nr$a$C3与模型

对照组比较"(Nr$a$C)单因素方差分析"RS?D/检验".u"*!##正常
对照组(:#模型对照组("#褪黑素组(9#维生素 &溶剂组(C#维生素
&组
:1.04";6?%'&*413%(%/MG>$"#"$*'%(. #*41%03.4%0&3!!u

"Ca7:"Nr$a$Ca;F'L(,-4 K)IJ 'F4-*5F.I,F*E,F2L"(Nr$a$C )@.-DK(M
>=@[>"RS?D/I-GI" . u"* ! ## .F,'(*5F.I,F*E,F2L( :#'F4-*5F.I,F*
E,F2L("#'-*(IF.). E,F2L(9#O)I('). &GF*O-.IE,F2L(C#O)I('). &E,F2L

<3B!各组细胞焦亡相关蛋白表达量比较
各组细胞中 =,H:' =RXV"' >S;' 5(GL(G-D# L:$'

_S?Q?D=蛋白相对表达量总体比较差异有统计学意
义)!u9:a79'C9a#8'8#a9C'%#a:7'CCa"9"均 Nr$a$C*&
模型对照组细胞中 =,H:'=RXV"'>S;'5(GL(G-D# L:$'
_S?Q?D=蛋白相对表达量显著高于正常对照组"与模
型对照组相比"褪黑素组和维生素 &组细胞中 =,H: 蛋

白相对表达量显著升高"=RXV"'
>S;'5(GL(G-D# L:$'_S?Q?D=蛋
白相对表达量显著降低"差异均
有统 计 学 意 义 ) 均 Nr$a$C *
)图 :'表 :*&
<3C!各细胞转染组焦亡形态

正常对照组细胞大小均匀"
连接紧密"呈长梭形"无焦亡细
胞& 模型对照组及 GJ=,H: 阴性对
照组多数细胞肿胀膨大"有气泡
状突出物状典型细胞焦亡特征&
与模型对照组相比"褪黑素组焦
亡细胞数量减少 "GJ=,H:组细胞

!8#9!中华实验眼科杂志 :$:: 年 C 月第 9$ 卷第 C 期!;J). Z&+L @LJIJ(*'F*"Q(M:$::"[F*39$"=F3C
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表 <6各组细胞焦亡相关蛋白相对表达量比较a'S(*
N*2$"<6?%'&*413%(%/4"$*)1#""Q&4"331%($"#"$3%/&84%&)%313J4"$*)"+&4%)"1(*'%(.

#*41%03.4%0&3a'S(*

组别 样本量 =,H: =RXV" >S; ;(GL(G-D# L:$ _S?Q?D=

正常对照组 " #a$$l$a$$( #a$$l$a$$( #a$$l$a$$( #a$$l$a$$( #a$$l$a$$(

模型对照组 " :a:6l$a"9 Ca:7l$aC7 Ca7$l$a79 8a":l$a8" 9a98l$a96

褪黑素组 " 9a:9l$a99( :a7"l$a:%( #a78l$a:8( :a#8l$a:%( #a77l$a:#(

维生素 &溶剂组 " :a:$l$a"8 Ca#8l$aC6 CaC8l$aC6 7a69l$a8: 9a"8l$aC$

维生素 &组 " "a8"l$a"6( "a6:l$a9$( "a$9l$a"%( "a89l$a9$( :aC$l$a"6(

!值 9:a79 C9a#8 8#a9C %#a:7 CCa"9

N值 r$a$C r$a$C r$a$C r$a$C r$a$C

!注#与模型对照组比较"(Nr$a$Ca单因素方差分析"RS?D/检验*!=,H:#核转录因子 &: 相关因子 :(
=RXV"#核苷酸结合寡聚化结构域样受体家族 LM,). 结构域蛋白 "(>S;#凋亡相关斑点样蛋白
!=FI-#;F'L(,-4 K)IJ 'F4-*5F.I,F*E,F2L"(Nr$a$Ca@.-DK(M>=@[>"RS?D/I-GI*!=,H:#.25*-(,H(5IF,
-,MIJ,F)4 :D,-*(I-4 H(5IF,:(=RXV"#.25*-FI)4-DN).4).EF*)EF'-,)0(I)F. 4F'().D*)b-,-5-LIF,L,FI-). "(>S;#
(LFLIFG)GD(GGF5)(I-4 GL-5bD*)b-L,FI-). 5F.I().).E(;DI-,').(*5(GL(G-,-5,2)I'-.I4F'().

B C D

E F G

A200μm

200μm

200μm

200μm

200μm

200μm
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图 B6各细胞转染组倒置相差显微镜图at#$$"标尺u:$$ &'*!红色箭头示焦亡细胞!>#正常对照组!\#模型对照组!;#GJ=,H: 阴性对照组!
?#GJ=,H: 组!&#褪黑素组!T#褪黑素hGJ=,H: 阴性对照组!_#褪黑素hGJ=,H: 组
:1.04"B6G23"4#*)1%(%/,"$$328 &-*3"J,%()4*3)'1,4%3,%&8 at#$$"N(,u:$$ &'*!X-4 (,,FKG).4)5(I-4 LM,FLIFI)55-**G!>#.F,'(*5F.I,F*E,F2L!
\#'F4-*5F.I,F*E,F2L!;#GJ=,H: .-E(I)O-5F.I,F*E,F2L!?#GJ=,H: E,F2L!&#'-*(IF.). E,F2L!T#'-*(IF.).h=,H: .-E(I)O-5F.I,F*E,F2L!_#'-*(IF.).h

GJ=,H: E,F2L

焦亡数量增多m 褪黑素 hGJ=,H: 组焦亡细胞数较
GJ=,H: 组减少a图 "*m
<3H!各细胞转染组培养上清液中 ARD#6'ARD#"质量浓
度及 R?d活性比较

各组细胞培养上清液中 ARD#6'ARD#"质量浓度及
R?d活性总体比较差异均有统计学意义 a!u7"a:6'
7Ca9$'C6aCC"均 Nr$a$C*(与模型对照组及 GJ=,H: 阴
性对照组比较"GJ=,H: 组细胞培养上清液中 ARD#6'ARD
#"质量浓度及 R?d活性升高"褪黑素h=,H: 阴性对照
组 ARD#6'ARD#"质量浓度及 R?d活性下降"差异有统
计学意义a均 Nr$a$C*(与褪黑素hGJ=,H: 阴性对照组

比较"褪黑素hGJ=,H: 组细胞培养
上清液中 ARD#6'ARD#"质量浓度
及 R?d活性均升高"差异有统计
学意义a均 Nr$a$C*a表 "*m
<3I!各细胞转染组X@S 含量比较

GJ=,H: 组 X@S 荧光强度为
:9 #$$a78l# :%6a#8"显著高于模
型对照组的 #% #:$a$$l# 678a8"
及GJ=,H:阴性对照组的 #% $88a$$l
: $"#a$6"差异均有统计学意义
a!u":a%""均Nr$a$C*(褪黑素h
GJ=,H: 组细胞中 X@S 的荧光强度
为 #8 7C#a""l# 6C$a7%"显著高于
褪 黑 素 h=,H: 阴 性 对 照 组 的
#: 6$"l# C7#a7$"差异有统计学
意义aNr$a$C*a图 9*m

<3V!各细胞转染组焦亡相关蛋白表达比较
各细胞转染组 =,H:'=RXV"'>S;'5(GL(G-D# L:$'

_S?Q?D=蛋白相对表达量总体比较差异均有统计学
意义 a!u%9a6$' 7Ca7%' 8$aC7' 88a66' "%a:%"均 Nr
$a$C*m 与模型对照组和 GJ=,H: 阴性对照组比较"
GJ=,H: 组 =,H: 蛋白相对表达量明显降低"=RXV"'
>S;'5(GL(G-D# L:$'_S?Q?D=蛋白相对表达量明显升
高"差异均有统计学意义 a均 Nr$a$C*(与褪黑素h
GJ=,H: 阴性对照组相比"褪黑素hGJ=,H: 组 =RXV"'
>S;'5(GL(G-D# L:$'_S?Q?D=蛋白相对表达量显著升
高"差异均有统计学意义a均 Nr$a$C*a图 C"表 9*m

!6#9! 中华实验眼科杂志 :$:: 年 C 月第 9$ 卷第 C 期!;J). Z&+L @LJIJ(*'F*"Q(M:$::"[F*39$"=F3C
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表 B6各细胞转染组 F@J;"'F@J;W 浓度及 @!R活性比较)'S(*
N*2$"B6?%'&*413%(%/)-""Q&4"331%($"#"$%/F@J;""F@J;W *(+@!R *,)1#1)8 *'%(.

#*41%03.4%0&3)'S(*

组别 样本量
R?d

+&'F*B)').!R* ,
ARD#") LEB'** ARD#6) LEB'**

正常对照组 " 6:a#" l#"a9$( #7a#%l :a"C( #8:a#:l #6a#%(

模型对照组 " "#8a"$ l"8a#8 8$a67l 8a9$ 8#7a86l 69a:%

GJ=,H: 阴性对照组 " ":#a87$l9"a#" 78a8$l %a"8 8#$a9$l#$"a"%

GJ=,H: 组 " CC7a$# lC"a"7(N ##%a$:l##a%%(N # ""%a#9l#96a$9(N

褪黑素组 " #C6a$6 l:"a$7( "Ca%:l 9a%C( "":a78l C%a"$(

褪黑素hGJ=,H: 阴性对照组 " #7:a9" l:7a%C(N "$a6%l "a69(N ":%a"#l 9$a#6(N

褪黑素hGJ=,H: 组 " :8%a$9 l:%a8$5 C%a$"l 7a9$5 7C6a89l 7%a$85

!值 C6aCC 7Ca9$ 7"a:6

N值 r$a$C r$a$C r$a$C

!注#与模型对照组比较"(Nr$a$C(与 GJ=,H: 阴性对照组比较"NNr$a$C(与褪黑素hGJ=,H: 阴性对照
组比较"5Nr$a$C)单因素方差分析"RS?D/检验*!R?d#乳酸盐脱氢酶(AR#白细胞介素(GJ=,H:#=,H:
短发夹 X=>
!=FI-#;F'L(,-4 K)IJ 'F4-*5F.I,F*E,F2L"(Nr$a$C(5F'L(,-4 K)IJ GJ=,H: .-E(I)O-5F.I,F*E,F2L"5Nr
$a$C(5F'L(,-4 K)IJ '-*(IF.).hGJ=,H: .-E(I)O-5F.I,F*E,F2L"5Nr$a$C)@.-DK(M>=@[>"RS?D/I-GI*!
R?d#*(5I(I-4-JM4,FE-.(G-(AR#).I-,*-2b).(GJ=,H:#=,H: GJF,IJ(),L). X=>

1 2 3 4 5 6 7
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相对分子质量

图 H6各组蛋白电泳图!##正常对照组(:#模型对照组("#GJ=,H: 阴
性对照组(9#GJ=,H: 组(C#褪黑素组(7#褪黑素hGJ=,H: 阴性对照组(
8#褪黑素hGJ=,H: 组!=,H:#核转录因子 &: 相关因子 :(=RXV"#核苷
酸结合寡聚化结构域样受体家族 LM,). 结构域蛋白 "(>S;#凋亡相关
斑点样蛋白

:1.04"H 6 D$",)4%&-%4")%.4*' %/+1//"4"()&4%)"1(3! ## .F,'(*
5F.I,F*E,F2L(:#'F4-*5F.I,F*E,F2L("#GJ=,H: .-E(I)O-5F.I,F*E,F2L(
9#GJ=,H: E,F2L(C#'-*(IF.). E,F2L(7#'-*(IF.).hGJ=,H: .-E(I)O-5F.I,F*
E,F2L( 8#'-*(IF.).hGJ=,H: E,F2L ! =,H:# .25*-(,H(5IF,-,MIJ,F)4 :D
,-*(I-4 H(5IF,:(=RXV"# .25*-FI)4-DN).4).EF*)EF'-,)0(I)F. 4F'().D*)b-
,-5-LIF,L,FI-). "(>S;#(LFLIFG)GD(GGF5)(I-4 GL-5bD*)b-L,FI-). 5F.I().).E
(;DI-,').(*5(GL(G-,-5,2)I'-.I4F'().
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图 C6各细胞转染组 MG>荧光强度的比较!!u":a%""Nr$a$C3与

模型对照组比较"(Nr$a$C(与 GJ=,H: 阴性对照组比较"NNr$a$C(与

褪黑素hGJ=,H: 阴性对照组比较"5Nr$a$C )单因素方差分析"RS?D/
检验".u"*!##正常对照组(:#模型对照组("#GJ=,H: 阴性对照组(
9#GJ=,H: 组(C#褪黑素组(7#褪黑素hGJ=,H: 阴性对照组(8#褪黑素h
GJ=,H: 组
:1.04"C6?%'&*413%(%/MG>/$0%4"3,"(,"1()"(31)8 *'%(. #*41%03

.4%0&3!!u":a%""Nr$a$C3;F'L(,-4 K)IJ 'F4-*5F.I,F*E,F2L"(Nr

$a$C(5F'L(,-4 K)IJ GJ=,H: .-E(I)O-5F.I,F*E,F2L"NNr$a$C(5F'L(,-4

K)IJ '-*(IF.). hGJ=,H: .-E(I)O-5F.I,F*E,F2L" 5Nr$a$C ) @.-DK(M
>=@[>"RS?D/I-GI". u"* !## .F,'(*5F.I,F*E,F2L( :#'F4-*5F.I,F*
E,F2L("# GJ=,H: .-E(I)O-5F.I,F*E,F2L( 9# GJ=,H: E,F2L( C# '-*(IF.).
E,F2L(7#'-*(IF.).hGJ=,H: .-E(I)O-5F.I,F*E,F2L(8#'-*(IF.).hGJ=,H:
E,F2L

B6讨论

多项研究表明"dR&;G的氧化损伤对年龄相关性
白内障的发病起着重要的作用"细胞内氧化代谢产物
增加会对细胞产生毒性作用"引起细胞焦亡 + "]9, & 有
研究发现"d:@: 诱导的氧化应激会促进 dR&;G焦亡

从而导致白内障的形成
+ %, &

褪黑素是经典的抗氧化药

物"对角膜炎'白内障'青光眼等
眼部 疾 病 具 有 一 定 的 防 治 作

用
+ #$, & 但其抑制 dR&;G焦亡的

作用尚不明确& 维生素 &是高效
的抗氧化剂和自由基清除剂"常
作为抗氧化剂的阳性对照& 本研
究采用 d:@: 诱导的 dR&;G氧化
损伤模型模拟白内障发病机制"
以维生素 &为阳性对照"系统评
价褪黑素抗氧化损伤和焦亡的功

效"并研究其可能的作用机制&
X@S 是氧化还原反应的产物"

由其引起的氧化应激被认为是细

胞损伤和白内障形成的主要机制&
褪黑素可以降低视网膜色素上皮

细胞中 X@S 含量"缓解氧化应激
引起的病理损伤

+##]#:, & 本研究结
果也显示"与模型对照组相比"褪黑素组和维生素 &组
细胞中 X@S 水平明显下降"提示褪黑素能抵抗 d:@:

诱导的 dR&;G氧化损伤"对 dR&;G具有保护作用&
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表 C6各细胞转染组焦亡相关蛋白相对表达量的比较)'S(*
N*2$"C6?%'&*413%(%/)-"4"$*)1#""Q&4"331%($"#"$%/&84%&)%313J4"$*)"+&4%)"1(3*'%(. +1//"4"(),"$$)4*(3/",)1%(.4%0&3)'S(*

组别 样本量 =,H: =RXV" >S; ;(GL(G-D# L:$ _S?Q?D=

正常对照组 " #a$$l$a$$( #a$$l$a$$( #a$$l$a$$( #a$$l$a$$( #a$$l$a$$(

模型组 " :a7#l$a"6 :a6"l$a"% 7a#:l$a7$ Ca89l$a77 "a7Cl$a9:

GJ=,H: 阴性对照组 " :a9:l$a:8 "a$8l$a"8 7a#9l$a76 Ca77l$a8# "a8#l$a98

GJ=,H: 组 " $a8:l$a$%(N 7a99l$a7C(N 6a8:l$a69(N 8a99l$a8:(N Ca$:l$aC:(N

褪黑素组 " CaC:l$aC"( :a$"l$a"#( :a79l$a""( #a68l$a:7( #a%%l$a"#(

褪黑素hGJ=,H: 阴性对照组 " CaC7l$aCC(N #a6"l$a::(N :aC"l$a"7(N #a66l$a#%(N :a$#l$a"#(N

褪黑素hGJ=,H: 组 " #a68l$a:85 :a%"l$a"95 9a9"l$a995 :a7$l$a"#5 :a79l$a"C5

!值 %9a6$ 7Ca7% 8$aC7 88a66 "%a:%

N值 r$a$C r$a$C r$a$C r$a$C r$a$C

!注#与模型对照组比较"(Nr$a$C(与 GJ=,H: 阴性对照组比较"NNr$a$C(与褪黑素hGJ=,H: 阴性对照组比较"5Nr$a$C)单因素方差分析"RS?D/检
验*!=,H:#核转录因子 &: 相关因子 :(=RXV"#核苷酸结合寡聚化结构域样受体家族 LM,). 结构域蛋白 "(>S;#凋亡相关斑点样蛋白(GJ=,H:#=,H: 短
发夹 X=>
!=FI-#;F'L(,-4 K)IJ 'F4-*5F.I,F*E,F2L"(Nr$a$C(5F'L(,-4 K)IJ GJ=,H: .-E(I)O-5F.I,F*E,F2L"NNr$a$C(5F'L(,-4 K)IJ '-*(IF.).hGJ=,H: .-E(I)O-5F.I,F*
E,F2L"5Nr$a$C )@.-DK(M>=@[>"RS?D/I-GI* !=,H:# .25*-(,H(5IF,-,MIJ,F)4 :D,-*(I-4 H(5IF,:(=RXV"# .25*-FI)4-DN).4).EF*)EF'-,)0(I)F. 4F'().D*)b-
,-5-LIF,L,FI-). "(>S;#(LFLIFG)GD(GGF5)(I-4 GL-5bD*)b-L,FI-). 5F.I().).E(;DI-,').(*5(GL(G-,-5,2)I'-.I4F'().(GJ=,H:#=,H: GJF,IJ(),L). X=>

!!细胞焦亡是一种新的细胞程序性'伴有炎性因子
参与的死亡方式& ;(GL(G-D# 是介导细胞焦亡的关键
蛋白"活化的 ;(GL(G-D# 切割 _S?Q?"诱导细胞焦亡"

使 R?d'ARD#"'ARD#6 分泌到胞外"加重炎症反应 + #", &
=RXV" 炎症小体由 ;(GL(G-D# 前体与 =RXV" 通过接
头蛋白 >S;组成 + #9, "参与糖尿病性视网膜病变'葡萄
膜炎等眼科疾病的发病过程

+ #C]#7, "与白内障的进展也
存在一定关联

+ #8, & 正常生理状态下"细胞质中的 =,H:

与 W-(L# 结合并处于相对抑制状态& 当细胞发生氧化
应激时"=,H: 转移至细胞核内与抗氧化反应原件
)>X&*结合"激活下游抗氧化基因的转录"发挥抗氧
化功效& 此外"=,H: 可减少 =RXV" 炎性小体的激活"

是抑制细胞焦亡的关键分子之一& d:@: 会诱导细胞

发生氧化应激"使 =,H: 移位至细胞核"导致细胞核中
=,H: 的表达应激性上调 + #6]#%, & 本研究发现"d:@: 处

理使细胞中 =,H: 应激性上调"同时 =RXV" 炎性小体
的释放增加& 褪黑素处理进一步增加细胞核中 =,H:

的表达"抑制 =RXV" 炎性小体的激活& 氧化应激状态
下沉默 =,H: 显著促进细胞中 =RXV" 炎症小体的激
活"说明 =,H: 负调控 dR&;G细胞中 =RXV" 的表达"可
能在调控细胞焦亡中发挥关键作用&

大量研究表明"褪黑素能通过激活 =,H: 通路抑制
内质网应激"缓解细胞氧化应激水平 + :$]:#, & 本研究发

现用褪黑素预处理可显著上调 d:@: 诱导细胞核中

=,H: 的 表 达" 抑 制 =RXV"' >S;' 5(GL(G-D# L:$'
_S?Q?D=蛋白表达"降低 R?d活性"减少 ARD#"'
ARD#6 炎性因子的释放"表明褪黑素对 d:@: 诱导

dR&;G细胞氧化应激及焦亡具有抑制作用& 为进一
步验证褪黑素是否通过激活 =,H: 参与调控 dR&;G的
氧化应激及焦亡水平"本研究设计挽救实验"采用
GJ=,H: 慢病毒转染下调 =,H: 表达"发现沉默 =,H: 显著
减弱了褪黑素的抗氧化及抗焦亡作用& Q(等 + :#,

研究

也发现"褪黑素处理可逆转因 =,H: 沉默而导致的成骨
细胞死亡"提出褪黑素可通过激活 =,H: 通路改善骨质
疏松症& 以上研究结果均提示"=,H: 参与了褪黑素对
氧化应激状态下抗 dR&;G焦亡作用&

本研究表明"褪黑素抑制 d:@: 诱导的 dR&;G氧
化应激损伤及细胞焦亡"其作用机制可能是通过激活
=,H: 抑制 X@S 的产生及 =RXV" 炎性小体的活化"减
少 R?d活性以及 ARD#"'ARD#6 炎症因子的释放"抑制
5(GL(G-D# 依赖的 dR&;G焦亡"进而发挥对 dR&;G的
保护作用"为基于 dR&;G的白内障防治提供了新的
思路&
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