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""%摘要&"目的"探讨微小 7̂ ON*+SN+3'=)7N*+SN+3(对高糖诱导的人晶状体上皮细胞自噬和凋亡的调控

作用)"方法"纳入 *,!< 年 < 月至 *,*, 年 !, 月在西安医学院第一附属医院眼科收治的糖尿病性白内障
'DI(患者 +, 例为 DI组"同期就诊的单纯白内障患者 +, 例为单纯白内障组) * 个组均行常规晶状体超声乳

化及人工晶状体植入术"术中收集晶状体前囊膜组织) 实时荧光定量 [I7检测各组晶状体前囊膜组织中
=)7N*+SN+3 表达) 体外培养人晶状体上皮细胞系 Z'5]+ 细胞"将其分为正常对照组*高糖组"分别于正常和

高糖培养基中培养) 根据生物信息学数据库预测原钙黏附蛋白 !E'[IDZ!E(与 =)7N*+SN+3 的靶向关系"双

荧光素酶报告基因实验验证两者的靶向关系#取高糖培养的 Z'5]+ 细胞"分为 =)7N*+SN+3 拟似物组*阴性对

照' Î(拟似物组* ÎN8)7̂ O组*[IDZ!EN8)7̂ O组*=)7N*+SN+3 拟似物j_(9;%4组*=)7N*+SN+3 拟似物j

39D̂ ON[IDZ!E 组"分别转染相应试剂后实时荧光定量 [I7法检测 =)7N*+SN+3 和 [IDZ!E =7̂ O表达#

X(8;(40 S>%;法检测哺乳动物 OJ̀ C 同源蛋白'](9>)0N!(*微管相关蛋白 ! 轻链 +''I+](*9NK&0 氨基末端激酶
'K̂M(*磷酸化' 3N( K̂M*9NK&0*3N9NK&0*]淋巴细胞瘤基因N* 相关 L蛋白 ']2B(*]淋巴细胞瘤基因N* 蛋白
']9>N*(蛋白的表达#流式细胞术检测细胞凋亡率)"结果"DI组晶状体前囊膜组织中 =)7N*+SN+3 相对表达

量为 ,d+Fl,d!F"明显低于单纯白内障组的 !d,,l,d,<"差异有统计学意义'5q..dC*E"Tk,d,!(#正常对照组*

高糖组*高糖ĵ I拟似物组*高糖j=)7N*+SN+3 拟似物组细胞中 =)7N*+SN+3"'I+]!Q$*](9>)0N!*]9>N**]2B

蛋白相对表达量以及细胞凋亡率总体比较"差异均有统计学意义 '9q*!d+*F* *-d+!-* !EdC+.* !Fd.-**

**d+*F**CdF+E"均 Tk,d,!(#其中与正常对照组比较"高糖组细胞凋亡率*'I+]!Q$*](9>)0N!*]2B蛋白表达

量显著升高"]9>N* 蛋白表达量下降"与 Î拟似物组比较"=)7N*+SN+3 拟似物组细胞凋亡率*'I+]!Q$*

](9>)0N!*]2B蛋白表达量显著下降"]9>N* 蛋白表达量显著升高"差异均有统计学意义'均 Tk,d,F(#生物信息

学和双荧光素酶报告基因实验结果显示"T@=&)[ 是 =)7N*+SN+3 的靶基因"=)7N*+SN+3 拟似物组中 [IDZ!E

=7̂ O相对表达量较 Î拟似物组显著降低'Tk,d,F() 与 ÎN8)7̂ O组相比"[IDZ!EN8)7̂ O组细胞凋亡率*

'I+]N!Q$*](9>)0N! 以及 ]2B蛋白表达量显著下降"]9>N* 蛋白表达量显著升高"差异均有统计学意义 '5q

<d!!C*!*d.!+*Fd+.<*+d*E+*-d.!<"均 Tk,d,!() Î拟似物组*=)7N*+SN+3 拟似物组*=)7N*+SN+3 拟似物j

_(9;%4组*=)7N*+SN+3 拟似物j39D̂ ON[IDZ!E 组细胞中 3NK̂MQK̂M*3N9NK&0Q9NK&0*'I+]!Q$*](9>)0N!*]9>N

**]2B蛋白相对表达量总体比较"差异均有统计学意义'9q*.dE*.*!<d+!<**+d.!-*!EdFC***,d*C+*!Fd*.<"

均 Tk,d,F(#其中与 =)7N*+SN+3 拟似物j_(9;%4组比较"=)7N*+SN+3 拟似物j39D̂ ON[IDZ!E 组细胞中 3NK̂MQ

K̂M*3N9NK&0Q9NK&0*'I+]!Q$*](9>)0N! 以及 ]2B蛋白表达量显著升高"]9>N* 蛋白表达量降低"差异均有统

计学意义'均 Tk,d,F()"结论"=)7N*+SN+3 对高糖环境下 Z'5]+ 细胞具有保护作用"其机制主要是通过靶

向 [IDZ!E 调控 K̂M信号通路抑制高糖诱导 Z'5]+ 细胞的自噬和凋亡)"

%关键词&"自噬# 凋亡# 糖尿病性白内障# 微小 7̂ ON*+SN+3# 晶状体上皮细胞

基金项目! 陕西省教育厅 *,!< 年度科学研究计划项目 '!<KM,EFC(# 陕西省自然科学基础研究计划项

目一般项目 '*,*!K\NF,,(

DP:$!,@+EC,Q9=2@R@90!!F<-<N*,*!,+,<N,,!F.
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9(-;5X66(8(#5.< &,;E(5#8,6+(\#$ G.<(:#8H$(I.-;(53"+(\#$ [)KK[["@"($#

@,--.;E,$<($% #'5",-$U#$% *("BF#(8$SJ)MLSM]Q^̂P:,F

"431'/"-'#5F3G(-'$C(5J%)0Y(8;)12;(;$(4(1&>2;%46(TT(9;8%T=)94%7̂ ON*+SN+3 '=)7N*+SN+3( %0 ;$(

2&;%3$21620U 23%3;%8)8%T$&=20 >(08(3);$(>)2>9(>>8)0U&9(U S6$)1$ 1>&9%8(@"H('*)21"J$)4;6U)2S(;)992;2429;

'DI( 32;)(0;828DI14%&3 20U +, 32;)(0;8V);$ 8)=3>(92;2429;288)=3>(92;2429;14%&3 V(4((04%>>(U )0 J$(H)48;

OTT)>)2;(U Z%83);2> %T L)m20 \(U)92> c0)Y(48);6 T4%= /(3;(=S(4 *,!< ;% P9;%S(4 *,*,@I%0Y(0;)%02>

3$29%(=&>8)T)92;)%0 20U )0;42%9&>24>(08;42083>20;2;)%0 V(4(3(4T%4=(U )0 S%;$ 14%&38@J$(20;(4)%49238&>24;)88&(

V289%>>(9;(U U&4)01;$(%3(42;)%0@J$((B34(88)%0 %T=)7N*+SN+3 )0 ;$(20;(4)%4>(089238&>(V28U(;(9;(U S64(2>N

;)=(T>&%4(89(09(h&20;);2;)Y([I7'7JNh[I7(@Z&=20 >(08(3);$(>)2>9(>>>)0(Z'5]+ 9(>>8V(4(9&>;&4(U ($ I(5-,

20U U)Y)U(U )0;%0%4=2>9%0;4%>14%&3 20U $)1$N1>&9%8(14%&3"V$)9$ V(4(9&>;&4(U )0 0%4=2>20U $)1$N1>&9%8(

=(U)&=" 4(83(9;)Y(>6@J$(;241(;)014(>2;)%08$)3 S(;V((0 34%;%N92U$(4)0 !E ' [IDZ!E ( 20U =)7N*+SN+3 V28

34(U)9;(U 299%4U)01;%;$(S)%)0T%4=2;)98U2;2S28("20U V28Y(4)T)(U S6;$(U&2>N>&9)T(428(4(3%4;(41(0((B3(4)=(0;@

Z)1$ 1>&9%8(N9&>;&4(U Z'5]+ 9(>>8V(4(U)Y)U(U )0;%=)7N*+SN+3 =)=)9814%&3" 0(12;)Y(9%0;4%>' Î( =)=)98

14%&3" ÎN8)7̂ O14%&3"[IDZ!EN8)7̂ O14%&3"=)7N*+SN+3 =)=)98j_(9;%414%&3"=)7N*+SN+3 =)=)98j39D̂ ON

[IDZ!E 14%&3"20U V(4(;4208T(9;(U V);$ 9%44(83%0U)014(21(0;8299%4U)01;%14%&3)01@J$((B34(88)%0 %T=)7N*+SN

+3 20U [IDZ!E =7̂ OV28U(;(9;(U S67JNh[I7@J$((B34(88)%08%T2=2==2>)20 $%=%>%1%T6(28;O;1CQ_38+,

'](9>)0N!("=)94%;&S&>(N288%9)2;(U 34%;()0 ! >)1$;9$2)0 + ''I+]("9NK&0 N̂;(4=)02>W)028(8'K̂M("3$%83$%46>2;(U

'3N( K̂M"9NK&0"3N9NK&0"]N9(>>>6=3$%=2N* ']9>N*( 20U ]9>N* 288%9)2;(U L34%;()0 ']2B( 34%;()08V(4(28826(U

S6X(8;(40 S>%;@J$(23%3;%8)842;(V28U(;(9;(U S6T>%V96;%=(;46@J$(8;&U634%;%9%>V282334%Y(U S6;$(5;$)98

I%==);;((%TJ$(H)48;OTT)>)2;(U Z%83);2>%TL)m20 \(U)92>I%>>(1(' %̂d'/'*,!<,+E(@X4);;(0 )0T%4=(U 9%08(0;V28

%S;2)0(U T4%=(29$ 32;)(0;@"=(19,'1"J$(4(>2;)Y((B34(88)%0 %T=)7N*+SN+3 )0 ;$(20;(4)%4>(089238&>(%TDI

14%&3 V28,d+Fl,d!F"V$)9$ V288)10)T)920;>6>%V(4;$20 !d,,l,d,< %T8)=3>(92;2429;14%&3 '5q..dC*E"Tk

,d,!(@J$(4(V(4(8)10)T)920;U)TT(4(09(8)0 ;$(4(>2;)Y((B34(88)%0 >(Y(>8%T=)7N*+SN+3"'I+]!Q$"](9>)0N!"]9>N

* 20U ]2B34%;()082=%010%4=2>9%0;4%>14%&3"$)1$ 1>&9%8(14%&3"$)1$ 1>&9%8(ĵ I=)=)9814%&3 20U $)1$ 1>&9%8(j

=)7N*+SN+3 =)=)9814%&3 '9q*!d+*F"*-d+!-"!EdC+."!Fd.-*"**d+*F"*CdF+E#2>>2;Tk,d,!(@I%=324(U V);$

0%4=2>9%0;4%>14%&3";$(23%3;%8)842;("'I+]!Q$"](9>)0N! 20U ]2B34%;()0 (B34(88)%08)0 $)1$ 1>&9%8(14%&3

V(4(8)10)T)920;>6)094(28(U"20U ;$(]9>N* 34%;()0 (B34(88)%0 V288)10)T)920;>6U(94(28(U '2>>2;Tk,d,F(@I%=324(U

V);$ Î=)=)9814%&3";$(23%3;%8)842;("'I+]!Q$"](9>)0N!"20U ]2B34%;()0 (B34(88)%08V(4(8)10)T)920;>6

U(94(28(U 20U ;$(]9>N* 34%;()0 (B34(88)%0 V288)10)T)920;>6)094(28(U )0 =)7N*+SN+3 =)=)9814%&3 '2>>2;Tk,d,F(@

J$(4(8&>;8%TS)%)0T%4=2;)9820U U&2>N>&9)T(428(4(3%4;(41(0((B3(4)=(0;88$%V(U ;$2;T@=&)[ V282;241(;1(0(%T

=)7N*+SN+3"20U ;$(4(>2;)Y((B34(88)%0 %T[IDZ!E =7̂ O)0 =)7N*+SN+3 =)=)9814%&3 V288)10)T)920;>6>%V(4;$20

;$2;)0 Î=)=)9814%&3 'Tk,d,F(@I%=324(U V);$ ÎN8)7̂ O14%&3";$(23%3;%8)842;("'I+]!Q$"](9>)0N! 20U

]2B34%;()0 (B34(88)%08)0 [IDZ!EN8)7̂ O14%&3 V(4(8)10)T)920;>6U(94(28(U"20U ;$(]9>N* 34%;()0 (B34(88)%0 V28

8)10)T)920;>6)094(28(U '5q<d!!C"!*d.!+"Fd+.<"+d*E+"-d.!<#2>>2;Tk,d,!(@J$(4(V(4(8)10)T)920;U)TT(4(09(8)0

;$(4(>2;)Y((B34(88)%0 >(Y(>8%T3NK̂MQK̂M"3N9NK&0Q9NK&0"'I+]!Q$"](9>)0N!"]9>N* 20U ]2B34%;()08)0 Î

=)=)9814%&3" =)7N*+SN+3 =)=)9814%&3" =)7N*+SN+3 =)=)98j_(9;%414%&3 20U =)7N*+SN+3 =)=)98j39D̂ ON

[IDZ!E 14%&3 '9q*.dE*."!<d+!<"*+d.!-"!EdFC*"*,d*C+"!Fd*.<#2>>2;Tk,d,F(@I%=324(U V);$ ;$(=)7N

*+SN+3 =)=)98j_(9;%414%&3";$((B34(88)%08%T3NK̂MQK̂M"3N9NK&0Q9NK&0"'I+]!Q$"](9>)0N! 20U ]2BV(4(

8)10)T)920;>6)094(28(U"20U ;$((B34(88)%0 %T]9>N* 34%;()0 V28U(94(28(U )0 =)7N*+SN+3 =)=)98j39D̂ ON[IDZ!E

14%&3 '2>>2;Tk,d,F(@"I)%-,91$)%1"\)7N*+SN+3 $2Y(234%;(9;)Y((TT(9;%0 Z'5]+ 9(>>8)0 2$)1$N1>&9%8(

(0Y)4%0=(0;"=2)0>6S6;241(;)01[IDZ!E ;%4(1&>2;(;$(K̂M 8)102>)0132;$V26;%)0$)S);$)1$ 1>&9%8(N)0U&9(U

2&;%3$21620U 23%3;%8)8@

"6(# 7)/21#5O&;%3$216# O3%3;%8)8# D)2S(;)992;2429;# \)94%7̂ ON*+SN+3# '(08(3);$(>)2>9(>>8

89%2+/)&/"0$ *,!< /9)(0;)T)97(8(249$ [4%R(9;%T5U&92;)%0 D(324;=(0;%T/$220B)[4%Y)09)2>̀ %Y(40=(0;

'!<KM,EFC(# 2̂;&42>/9)(09(]28)97(8(249$ [>20 )0 /$220B)[4%Y)09(%TI$)02'*,*!K\NF,,(

DP:$!,@+EC,Q9=2@R@90!!F<-<N*,*!,+,<N,,!F.

""糖尿病是一种严重危害人类健康的内分泌疾病"
其在全球范围内的发病率呈上升趋势) 糖尿病性白内

障'U)2S(;)992;2429;"DI(是糖尿病患者的主要眼部并
发症之一"其发病年龄较早"进展较快 + !b*, ) 糖尿病患

!F,-!中华实验眼科杂志 *,** 年 < 月第 ., 卷第 < 期"I$)0 K5B3 P3$;$2>=%>"/(3;(=S(4*,**"_%>@.," %̂@<
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者的白内障发病率是非糖尿病人群的 *nF 倍"成为导
致视力损害的主要原因

+ +, ) 研究表明晶状体上皮细
胞凋亡在白内障的发展中起着至关重要的作用

+ ., #此
外"人晶状体细胞主要通过自噬降解衰老的细胞器和
蛋白质以维持晶状体的透明度

+ F, ) 高糖诱导的晶状
体上皮细胞凋亡可能是 DI形成的原因之一"但是具
体的发病机制尚不十分清楚) 微小 7̂ O'=)94%7̂ O"
=)7̂ O(是一类长度为 *!n*+ 个核苷酸的非编码单链小
7̂ O"通过靶向 =7̂ O分子的 +mN非翻译区'&0;4208>2;(U
4(1)%0"cJ7("以 =7̂ O降解或翻译抑制的方式沉默基
因表达

+ CbE, ) 越来越多的研究表明 =)7̂ O在白内障
的发病机制中起着重要作用"如先天性白内障*后发性
白内障以及 DI+ -b!,, ) =)7N*+SN+3 已被证实在晶状体
组织中高度表达

+ !!, "然而 =)7N*+SN+3 是否参与 DI的
发病仍不清楚) 因此"本研究拟探讨 =)7N*+SN+3 对高
糖诱导的人晶状体上皮细胞自噬和凋亡的调节作用"
为 DI的防治提供实验依据)

:5材料与方法

:@:"材料
:@:@:"标本及细胞来源"收集 *,!< 年 < 月至 *,*,
年 !, 月在西安医学院第一附属医院行白内障手术的
DI患者 +, 例 +, 眼和单纯白内障患者 +, 例 +, 眼的
晶状体前囊膜组织"分别作为 DI组和单纯白内障组"
置于冻存管中液氮保存备用) DI组中男 !< 例 !< 眼"
女 !! 例 !! 眼"年龄 C! n-! 岁"平均 ' C.d!lCd<(岁)
对照组中男 !E 例 !E 眼"女 !+ 例 !+ 眼"年龄 C! nE<
岁"平均'C*d*l<d*(岁) DI患者诊断为 * 型糖尿病"
术前空腹血糖kEd- ==%>Q'"病程为 .nE 年#单纯白内
障患者为无糖尿病病史的白内障患者) 排除标准$
'!(除糖尿病外其他原因造成的白内障患者#'*(合并
青光眼*玻璃体积血等其他眼部疾病者#'+(患者临床
资料不完善*不配合治疗者#' .(有严重心*脑*肝*肾
功能障碍者) * 个组患者性别构成比*年龄比较差异
均无统计学意义'均 Tp,d,F() 本研究方案经西安医
学院第一附属医院伦理委员会审核批准 '批文号$
'/'*,!<,+E() 每位患者及家属均被告知实验目的并
签署知情同意书) 人晶状体上皮细胞系 Z'5]+ 来自
中国科学院 OJII细胞库)
:@:@>"主要试剂及仪器"D\5\培养基'美国 )̀S9%
公司(#O00(B)0 _NH:JIQ[:细胞凋亡检测试剂盒'美国
/)1=2公司(#J4)?%>试剂*')3%T(9;2=)0(J\*,,, 转染试
剂'美国 :0Y);4%1(0 公司(#J2h\20 =)94%7̂ O逆转录试
剂盒'北京百奥莱博科技有限公司(#[4)=(/94)3;7JN

[I7试剂盒*/G]7 4̀((0 试剂盒'日本 J2W242公司(#
7:[O裂解液'上海碧云天公司(#]IO蛋白含量测定
试剂盒'美国 J$(4=%公司(#5I'试剂盒'北京拜尔迪
生物 技 术 有 限 公 司 (# 兔 抗 人 原 钙 黏 附 蛋 白 !E
'34%;%92U$(4)0 !E"[IDZ!E(抗体'Z[O,*C-!E( '美国
/)1=2公司(#兔抗人 9NK&0 氨基末端激酶 '9NK&0 N̂
;(4=)02>W)028(8"K̂M(抗体'2S!<<+-,(*兔抗人磷酸化
'3N(K̂M抗体'2S.E++E(*兔抗人 9NK&0 抗体'2S.,ECC(*
兔抗人 3N9NK&0 抗体'2S+*+-F(*兔抗人微管相关蛋白
! 轻链 +'=)94%;&S&>(N288%9)2;(U 34%;()0 ! >)1$;9$2)0 +"
'I+]( 抗体 '2S!<*-<,(*兔抗人哺乳动物 OJ̀ C 同
源蛋白 '2=2==2>)20 $%=%>%1%T6(28;O;1CQ_38+,"
](9>)0N!(抗体'2S*,EC!*(*兔抗人 ]淋巴细胞瘤N* 相
关 L 蛋 白 ' ]9>N* 288%9)2;(U L 34%;()0" ]2B( 抗 体
'2S+*F,+(*兔抗人 ]淋巴细胞瘤N*']N9(>>>6=3$%=2N
*"]9>N*(抗体 '2S+*!*.(*山羊抗兔二抗 '2S*,FE!-(
'美国 OS92=公司(#双荧光素酶报告基因载体 3 '̀+*
双荧光素酶报告基因检测试剂盒 '美国 [4%=(12公
司(#=)7N*+SN+3 拟似物*阴性对照 ' 0(12;)Y(9%0;4%>"
Î(拟似物'深圳华大基因公司() 紫外分光光度计

'美国 '2S J(9$ 公司(#实时荧光定量 [I7仪 '美国
O33>)(U ])%868;(=8公司(#J$(4=%_24)%8W20J\ 'cL多
功能酶标仪'美国 J$(4=%H)8$(4/9)(0;)T)9公司(#IP*

培养箱'美国赛默飞世尔公司(#倒置普通光学显微镜
'日本 P>6=3&8公司(#电子显微镜'日本电子 K5P'公
司(#流式细胞仪'美国 ]D公司(#凝胶成像分析系统
'美国 ])%N72U 公司()
:@>"方法
:@>@:"细胞培养及分组处理"将人晶状体上皮细胞
系 Z'5]+ 接种于 D\5\QH!* 培养基 '含体积分数
!,a胎牛血清*质量分数 !a青霉素"质量分数 !a链霉
素(C 孔板中培养"待细胞达到 -,a融合时"弃掉培养
液"将 其 分 为 正 常 对 照 组 和 高 糖 组" 分 别 于 含
F ==%>Q'葡萄糖的培养基和含 *F ==%>Q'葡萄糖的
培养基中 +E o*体积分数 Fa IP* 条件下培养 .- $)
随后取高糖培养基培养的细胞"随机分为 =)7N*+SN+3
拟似物组* Î拟似物组* ÎN8)7̂ O组*[IDZ!EN8)7̂ O
组*=)7N*+SN+3 拟似物j_(9;%4组*=)7N*+SN+3 拟似物j
39D̂ ON[IDZ!E 组"根据 ')3%T(9;2=)0(J\*,,, 试剂盒
说明书分别进行转染"继续培养 *. $"用于后续实验)
:@>@>"实时荧光定量 [I7法检测各组细胞中 =)7N
*+SN+3*[IDZ!E 相对表达量"收集前囊膜组织及转
染后的各组细胞"使用 J4)?%>试剂提取总 7̂ O"采用紫
外分光光度计测定提取的 7̂ O浓度和纯度) 根据

!C,-! 中华实验眼科杂志 *,** 年 < 月第 ., 卷第 < 期"I$)0 K5B3 P3$;$2>=%>"/(3;(=S(4*,**"_%>@.," %̂@<
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[4)=(/94)3;7JN[I7试剂盒说明书将 7̂ O逆转录为
9D̂ O"检测 =)7N*+SN+3 表达时"按照 J2h\20 =)94%7̂ O
逆转录试剂盒说明书将=)7̂ O逆转录为9D̂ O) 使用
/G]7 4̀((0 进行荧光定量 [I7) =)7N*+SN+3 正向引
物序列为 FmǸÒ IOJIOIOJJ̀ IIÒ `̀ N+m"反向引物
序列为 FmǸJ̀ IÒ `̀ JIÌ Ò J̀N+m#cC 正向引物序
列为 FmǸIJJÌ ÌÒ IOIOJOJOIJOOOOJN+m"反向
引物序列为 F mNÌ IJJIOÌ OOJJJ̀ Ì J̀ JIOJN+ m#
[IDZ!E 正向引物序列为 FmNIJJ̀ IÌ OJ̀ JJ̀ IIJO
JN+m"反向引物序列为 FmNIIOJIJ̀ JJ̀ IJ̀ IJJJIN+m#
Ò[DZ正向引物序列为 FmNJ̀ OIJJIOOIÒ Ì OIO

IIION+m"反向引物序列为 FmNIOIIIJ̀ JJ̀ IJ̀ JÒ I
IOOON+m) 引物均由大连 J2W242公司设计合成) [I7
反应体积为 *F ">"引物 ! ">"9D̂ O * ">) [I7反应
条件为$<F o预变性 +, 8#<F o变性 F 8"C, o退火及
延伸 +, 8"共 ., 个循环) Ò[DZ和 cC 分别作为
=7̂ O和 =)7̂ O的内参"采用 *b''I;

法计算每个样本

中目标基因的相对表达量)
:@>@?"双荧光素酶报告基因系统验证 =)7N*+SN+3 与
靶基因 [IDZ!E 的关系"将含有 =)7N*+SN+3 结合位
点的野生型 'V)>U ;63("XJ(和突变型 '=&;20;;63("
\cJ([IDZ!E +mNcJ7克隆到 3 '̀+ 载体中"得到荧光
素酶报告载体) 将细胞以 !r!,. Q=>的密度接种至 <C
孔板中"分为 Î拟似物组*=)7N*+SN+3 拟似物组"待
细胞密度达到 E,a融合时"将 XJ和 \cJ[IDZ!E 分
别与 =)7N*+SN+3 拟似物* Î拟似物共转染到各组细
胞中"放于细胞培养箱中继续培养 .- $) 用双荧光素
酶分析系统检测各组细胞荧光素酶活性) 设置 + 个复
孔"取平均值"实验重复 + 次)
:@>@J"X(8;(40 S>%;法检测各组细胞中 K̂M*3NK̂M*
9NK&0*3N9NK&0*'I+]*](9>)0N!*]2B及 ]9>N* 蛋白表达"
收集各组转染后的细胞"加入适量的 7:[O裂解液提
取蛋白"使用 ]IO蛋白分析试剂盒测定蛋白质量浓
度) 取 +, "1蛋白样品进行 /D/N[Ò 5凝胶电泳"并
转印至甲醇活化的 [_DH膜"用 Fa脱脂奶粉在室温条
件下封闭 [_DH膜 ! $#加入 K̂M* 3NK̂M*9NK&0* 3N9N
K&0*'I+]*](9>)0N!*]2B*]9>N** Ò[DZ一抗 '均 ! e
! ,,, 稀释(". o孵育过夜"J]/J漂洗 + 次#加入相应
二抗'! e* ,,,( +E o孵育 ! $"J]/J漂洗 + 次#采用
5I'试剂盒进行显色"采用凝胶成像分析系统进行检
测"使 用 :=21(K软 件 对 条 带 进 行 量 化 分 析) 以
Ò[DZ作为内参照"计算各目的蛋白的相对表达量)

:@>@K"流式细胞术检测 Z'5]+ 细胞凋亡率"取正常
对照组*高糖组*=)7N*+SN+3 拟似物组* Î拟似物组*

ÎN8)7̂ O组*[IDZ!EN8)7̂ O组转染 .- $ 的细胞"用
胰蛋白酶消化并收集细胞"磷酸盐缓冲液洗 * 次#调整
细胞数量至 !r!,F

个Q孔"加入 !<F ">的 O00(B)0 _NH:JI

结合液"反复轻轻吹打细胞"用移液管将细胞充分混合
成单细胞悬液) 在单细胞悬液中加入 F ">的 O00(B)0
_NH:JI和 !, ">的碘化丙啶"混合均匀"放入暗盒中
孵育 !, =)0) 将单细胞悬液转移至流式细胞仪专用
离心管中"流式细胞仪上样检测)
:@?"统计学方法

采用 /[// *!d, 统计学软件进行统计分析) 各计
量数据经 X 检验证实呈正态分布"以 Rl;表示) 各
=)7̂ O转染组细胞中 =)7N*+SN+3 相对表达量以及细
胞凋亡和自噬相关蛋白表达比较*各 8)7̂ O转染组细
胞中 [IDZ!E =7̂ O相对表达量比较*各共转染组细
胞中 K̂M通路蛋白以及自噬和凋亡蛋白的比较均采
用单因素方差分析"组间两两比较采用 '/DN5检验)
DI组与单纯白内障组患者晶状体前囊膜组织中 =)7N
*+SN+3 相对表达量比较*=)7N*+SN+3 拟似物组与 Î

拟似物组 XJ和 \cJ[IDZ!E 细胞荧光素酶活性比
较* ÎN8)7̂ O组和 [IDZ!EN8)7̂ O组凋亡率*细胞凋
亡和自噬相关蛋白表达比较均采用独立样本 5检验)
Tk,d,F 为差异有统计学意义)

>5结果

>@:"单纯白内障组和 DI组前囊膜组织中 =)7N*+SN
+3 相对表达量比较

DI组患者晶状体组织中 =)7N*+SN+3 相对表达量
为 ,d+Fl,d!F"明显低于单纯白内障组患者的 !d,,l
,d,<"差异有统计学意义'5q..dC*E"Tk,d,!('图 !()
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0.5

0.0
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�2
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�3
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对
表

达
量

单纯白内障组 DC组

a

图 :5各组患者前囊膜组织中 0$=D>?3D?+相对表达量比较"与单
纯白内障组比较"2Tk,d,! '独立样本 5检验" $ q+,( "=)7$微小
7̂ O#DI$糖尿病性白内障
8$&9/(:5I)0+"/$1)%).'*(/(,"'$C((S+/(11$)%,(C(,).0$=D>?3D?+
$%"%'(/$)/-"+19,"/0(03/"%(3('7((%'7) &/)9+1"I%=324(U V);$
8)=3>(92;2429;14%&3"2Tk,d,! ':0U(3(0U(0;82=3>(85;(8;"$q+,("
=)7$=)94%7̂ O#DI$U)2S(;)992;2429;
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正常对照组
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图 >5各组细胞凋亡率以及凋亡0自噬蛋白的表达"O$各组细胞凋亡流式细胞图"]$各组细胞凋亡相
关蛋白表达电泳图"I$各组细胞自噬相关蛋白表达电泳图"!$正常对照组#*$高糖组#+$ Î拟似物组#
.$=)7N*+SN+3 拟似物组" Î$阴性对照#=)7$微小 7̂ O#]9>N*$]淋巴细胞瘤N*#]2B$]淋巴细胞瘤N* 相
关 L蛋白# Ò[DZ$甘油醛N+N磷酸脱氢酶#'I+]$微管相关蛋白 ! 轻链 +#](9>)0N!$哺乳动物 OJ̀ C 同源
蛋白

8$&9/(> 5 4+)+')1$1/"'("%2(S+/(11$)% )."+)+')'$-"%2"9')+*"&#D/(,"'(2+/)'($%1$%2$..(/(%'
&/)9+1"O$H>%V96;%=(;46%T9(>>23%3;%8)8"]$5>(9;4%3$%4(;%142=%T23%3;%;)934%;()08"I$5>(9;4%3$%4(;%142=
%T2&;%3$216N4(>2;(U 34%;()08"!$0%4=2>9%0;4%>14%&3#*$$)1$ 1>&9%8(14%&3#+$ Î=)=)9814%&3#.$=)7N*+SN
+3 =)=)9814%&3" Î$ 0%4=2>9%0;4%>#=)7$=)94%7̂ O#]9>N*$]N9(>>>6=3$%=2N*#]2B$]9>N* 288%9)2;(U L
34%;()0# Ò[DZ$1>69(42>U($6U(N+N3$%83$2;(U($6U4%1(028(#'I+]$=)94%;&S&>(N288%9)2;(U 34%;()0 ! >)1$;9$2)0
+#](9>)0N!$2=2==2>)20 $%=%>%1%T6(28;O;1CQ_38+,

表 :5各组细胞中 0$=D>?3D?+相对表达量比较'!M"(
N"3,(:5I)0+"/$1)%)./(,"'$C((S+/(11$)%).0$=D>?3D?+

"0)%& 2$..(/(%'&/)9+1'!M"(

组别 样本量 =)7N*+SN+3 相对表达量

正常对照组 + !d,,l,d!!

高糖组 + ,d+<l,d,-2

Î拟似物组 + ,d.*l,d,E

=)7N*+SN+3 拟似物组 + !dC+l,d!CS

9值 *!d+*F

T值 k,d,,!

"注$与正常对照组比较"2Tk,d,F#与 Î拟似物组比较"STk,d,F'单
因素方差分析"'/DN5检验("=)7$微小 7̂ O# Î$阴性对照
" %̂;($I%=324(U V);$ 0%4=2>9%0;4%>14%&3"2Tk,d,F#9%=324(U V);$ Î
=)=)9814%&3"STk,d,F 'P0(NV26Ô P_O"'/DN5;(8;("=)7$=)94%7̂ O#
Î$0(12;)Y(9%0;4%>

>@>"各 =)7̂ O转染组细胞中 =)7N*+SN+3 相对表达
量及细胞凋亡和自噬相关蛋白比较

正常对照组0高糖组0 Î拟似物组0=)7N*+SN+3
拟似物组细胞中 =)7N*+SN+3 及 'I+]!Q$0](9>)0N!0
细胞凋亡率0]9>N*0]2B蛋白相对表达量总体比较"差
异均有统计学意义'9q*!d+*F"Tk,d,,!#9q*-d+!-"
Tq,d,,*# 9q!EdC+." Tq,d,,E# 9q*CdF+E" Tq
,d,,+#9q!Fd.-*"Tq,d,,!#9q**d+*F"Tk,d,,!()
与正常对照组比较"高糖组中 =)7N*+SN+3 表达量显著
降低"细胞凋亡率升高"'I+]!Q$比值0](9>)0N! 以
及 ]2B蛋白表达量显著升高"]9>N* 蛋白表达量显著下
降"差异均有统计学意义'均
Tk,d,F(#与 Î拟似物组比
较"=)7N*+SN+3 拟似物组细
胞中 =)7N*+SN+3 表达量显著
升 高" 细 胞 凋 亡 率 降 低"
'I+ !Q$比值0](9>)0N! 以
及 ]2B蛋白表达量显著下
降"]9>N* 蛋白表达量显著升
高"差异均有统计学意义'均
Tk,d,F('图 *"表 !0*()
>@?"=)7N*+SN+3 靶向结合
[IDZ!E 验证

生物信息学数据库预测

=)7N*+SN+3 直 接 靶 向 结 合
[IDZ!E + mNcJ7) =)7N*+SN
+3 拟似物组 XJN[IDZ!E 荧
光素酶活性为 !d,,l,d!!"明
显低于 Î拟似物组的 ,d.*l
,d,F"差异有统计学意义'5q
Ed+,C"Tq,d,,.(#=)7N*+SN
+3 拟似物组与 Î拟似物组 \cJN[IDZ!E 荧光素酶
活性分别为 !d,,l,d,< 和 ,d<-l,d,-"差异无统计学
意义'5q,d+!."Tq,d<F*() =)7N*+SN+3 拟似物组细
胞中 [IDZ!E =7̂ O相对表达量为 ,d.!l,d,."明显
低于 Î拟似物组的 !d,,l,d,<"差异有统计学意义
'5q<d.-+"Tq,d,,!('图 +()
>@J"各 8)7̂ O转染组细胞中 [IDZ!E =7̂ O相对表
达量比较

正常对照组0 高糖组0 ÎN8)7̂ O组0 [IDZ!EN
8)7̂ O组细胞中 [IDZ!E =7̂ O相对表达量分别为
!d,,l,d,.0+d.*l,d!C0+d+Fl,d!+ 和 !d.*l,d,<"总
体比较差异有统计学意义'9q.!d!-+"Tq,d,,!(#其
中高糖组细胞中 [IDZ!E =7̂ O相对表达量高于正常

对照组"[IDZ!EN8)7̂ O组细胞中 [IDZ!E =7̂ O相
对表达量低于 ÎN8)7̂ O组"差异均有统计学意义'均
Tk,d,F('图 .()
>@K"各 8)7̂ O转染组凋亡率0细胞凋亡和自噬相关
蛋白表达比较

与 ÎN8)7̂ O组相比"[IDZ!EN8)7̂ O组细胞凋亡
率降低"'I+]N!Q$比值0](9>)0N! 以及 ]2B蛋白相对
表达量显著下降"]9>N* 蛋白相对表达量显著升高"差
异均有统计学意义 '5q<d!!C"Tq,d,,!#5q!*d.!+"
Tq,d,,.#5qFd+.<"Tq,d,,C#5q+d*E+"Tq,d,,!#5q
-d.!<"Tk,d,,!('图 F"表 +()

!-,-! 中华实验眼科杂志 *,** 年 < 月第 ., 卷第 < 期"I$)0 K5B3 P3$;$2>=%>"/(3;(=S(4*,**"_%>@.," %̂@<
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图 ?50$=D>?3D?+靶向 !I<L:组 验证"O$=)7N*+SN+3 与野生型 [IDZ!E 基因存在靶向结合位点"]$各组细胞野生型荧光素酶活性比较"与
Î拟似物组比较"2Tk,d,F'独立样本 5检验"$q+("I$各组细胞突变型荧光素酶活性比较"与 Î拟似物组比较"Tq,d<F*'独立样本 5检验"

$q+("D$各细胞转染组 [IDZ!E =7̂ O相对表达量比较"与 Î拟似物组比较"2Tk,d,F'独立样本 5检验"$q+("XJ$野生型#[IDZ!E$原钙
黏附蛋白 !E#=)7$微小 7̂ O#\cJ$突变型# Î$阴性对照
8$&9/(?5@",$2"'$)%).0$=D>?3D?+'"/&('$%& !I<L:组"O$J241(;(U S)0U)018);(8%T=)7N*+SN+3 20U V)>UN;63([IDZ!E"]$I%=324)8%0 %TV)>U
>&9)T(428(29;)Y);6S(;V((0 ;V%14%&38"I%=324(U V);$ Î=)=)9814%&3"2Tk,d,F ':0U(3(0U(0;82=3>(85;(8;"$q+("I$I%=324)8%0 %T=&;20;>&9)T(428(
29;)Y);6S(;V((0 ;V%14%&38"I%=324(U V);$ Î=)=)9814%&3"Tq,d<F* ':0U(3(0U(0;82=3>(85;(8;"$q+("D$I%=324)8%0 %T;$(4(>2;)Y((B34(88)%0 %T
[IDZ!E =7̂ OS(;V((0 U)TT(4(0;;4208T(9;)%0 14%&38"I%=324(U V);$ Î=)=)9814%&3"2Tk,d,F ':0U(3(0U(0;82=3>(85;(8;"$q+("XJ$V)>U ;63(#
[IDZ!E$34%;%92U$(4)0 !E#=)7$=)94%7̂ O#\cJ$=&;20;;63(# Î$0(12;)Y(9%0;4%>

表 >5各组细胞中自噬与凋亡相关蛋白相对表达量及凋亡率比较'!M"(
N"3,(>5I)0+"/$1)%)."+)+')1$1/"'("%2'*(/(,"'$C((S+/(11$)%,(C(,1)."9')+*"&#D/(,"'(2"%2"+)+')'$-+/)'($%"0)%&

2$..(/(%'&/)9+1'!M"(

组别 样本量 'I+]!Q$ ](9>)0N! ]9>N* ]2B 凋亡率'a(

正常对照组 + !d,*l,d,C !d,,l,d,F !d*.l,d,E !d,!l,d,- .d.<l,dC<
高糖组 + +d!*l,d!+2 *d-<l,d,.2 ,dF+l,d,! +d.El,d**2 !<d!-l!d!+2

Î拟似物组 + +d,!l,d,< *d-*l,d!! ,dF!l,d,+ +d*<l,d!C *,dC!l!d,F
=)7N*+SN+3 拟似物组 + !dECl,d!*S !d.!l,d,+S !d,.l,d,* !dF.l,d!+S Fd-+l,dF*S

9值 *-d+!- !EdC+. !Fd.-* **d+*F *CdF+E
T值 ,d,,* ,d,,E ,d,,! k,d,,! ,d,,+

"注$与正常对照组比较"2Tk,d,F#与 Î拟似物组比较"STk,d,F'单因素方差分析"'/DN5检验("'I+]$微管相关蛋白 ! 轻链 +#](9>)0N!$哺乳动物
OJ̀ C 同源蛋白#]9>N*$]淋巴细胞瘤N*#]2B$]淋巴细胞瘤N* 相关 L蛋白# Î$阴性对照#=)7$微小 7̂ O
" %̂;($I%=324(U V);$ 0%4=2>9%0;4%>14%&3"2Tk,d,F#9%=324(U V);$ Î=)=)9814%&3"STk,d,F 'P0(NV26Ô P_O"'/DN5;(8;( "'I+]$=)94%;&S&>(N
288%9)2;(U 34%;()0 ! >)1$;9$2)0 +#](9>)0N!$2=2==2>)20 $%=%>%1%T6(28;O;1CQ_38+,#]9>N*$]N9(>>>6=3$%=2N*#]2B$]9>N* 288%9)2;(U L34%;()0# Î$0(12;)Y(
9%0;4%>#=)7$=)94%7̂ O
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图 J5各组细胞中 !I<L:组 0=R4相对表达量比较"9q.!d!-+"

Tq,d,,!@与正常对照组比较"2Tk,d,F#与 ÎN8)7̂ O组比较"STk
,d,F'单因素方差分析"'/DN5检验"$q+("[IDZ!E$原钙黏附蛋白
!E# Î$阴性对照
8$&9/(J5I)0+"/$1)%).'*(/(,"'$C((S+/(11$)%,(C(,).!I<L:组
0=R4"0)%& 2$..(/(%'&/)9+1" 9q.!d!-+"Tq,d,,!@I%=324(U

V);$ 0%4=2>9%0;4%>14%&3"2Tk,d,F#9%=324(U V);$ ÎN8)7̂ O14%&3"
STk,d,F 'P0(NV26Ô P_O"'/DN5;(8;"$q+("[IDZ!E$34%;%92U$(4)0
!E# Î$0(12;)Y(9%0;4%>

>@L"各共转染组细胞中 K̂M通路蛋白以及自噬和凋
亡蛋白比较

Î拟似物组*=)7N*+SN+3 拟似物组*=)7N*+SN+3
拟似物j_(9;%4组*=)7N*+SN+3 拟似物j39D̂ ON[IDZ!E
组细胞中 3NK̂MQK̂M*3N9NK&0Q9NK&0*'I+]!Q$*](9>)0N
!*]9>N**]2B蛋白相对表达量总体比较"差异均有统计
学意义'9q*.dE*."Tq,d,,.#9q!<d+!<"Tq,d,,-#
9q*+d.!-" Tq,d,,<# 9q!EdFC*" Tq,d,!!# 9q
*,d*C+"Tq,d,,!#9q!Fd*.<"Tq,d,,F(#其中与 Î
拟似物组比较"=)7N*+SN+3 拟似物组细胞中 3NK̂MQ
K̂M比值和 3N9NK&0QK&0 比值显著降低"差异均有统计
学意义'均 Tk,d,F(#与 =)7N*+SN+3 拟似物j_(9;%4组
比较"=)7N*+SN+3 拟似物j39D̂ ON[IDZ!E 组细胞中
3NK̂MQK̂M比值和 3N9NK&0Q9NK&0 比值升高"'I+]!Q$
比值和 ](9>)0N! 以及 ]2B蛋白相对表达量显著升高"
]9>N* 蛋白相对表达量显著降低"差异均有统计学意义
'均 Tk,d,F('图 C"表 .()

!<,-!中华实验眼科杂志 *,** 年 < 月第 ., 卷第 < 期"I$)0 K5B3 P3$;$2>=%>"/(3;(=S(4*,**"_%>@.," %̂@<
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NC�siRNA组 PCDH17�siRNA组

0.46% 23.08%

74.83% 1.63%
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101
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100 101 102 103 104
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Bax
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LC3BⅠ
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GAPDH

0.39% 4.74%

93.94% 0.94%
100 101 102 103 104
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PCDH17�
siRNA组

A B

104

103

102

101

100
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图 K5各组细胞凋亡及自噬和凋亡相关蛋白表达情况"OI各组细胞凋亡流式细胞图"]I各组自噬和凋亡相关蛋白表达电泳图" ÎI阴性对照#

[IDZ!EI原钙黏附蛋白 !E#8)7̂ OI小干扰 7̂ O#]2BI]淋巴细胞瘤N* 相关L蛋白#](9>)0N!I哺乳动物OJ̀ C 同源蛋白#'I+]I微管相关蛋白 ! 轻链

+#]9>N*I]淋巴细胞瘤N*# Ò[DZI甘油醛N+N磷酸脱氢酶

8$&9/(K5I(,,"+)+')1$1"%2'*((S+/(11$)%)."9')+*"&#D"%2"+)+')1$1D/(,"'(2+/)'($%1$%'7) &/)9+1"OIH>%V96;%=(;46%T9(>>23%3;%8)8"

]I5>(9;4%3$%4(;%142=%T2&;%3$216N20U 23%3;%8)8N4(>2;(U 34%;()08" ÎI0%4=2>9%0;4%>#[IDZ!EI34%;%92U$(4)0 !E#8)7̂ OI8=2>>)0;(4T(4)017̂ O#]2BI]9>N

* 288%9)2;(U L34%;()0#](9>)0N!I2=2==2>)20 $%=%>%1%T6(28;O;1CQ_38+,#'I+]I=)94%;&S&>(N288%9)2;(U 34%;()0 ! >)1$;9$2)0 +#]9>N*I]N9(>>>6=3$%=2N

*# Ò[DZI1>69(42>U($6U(N+N3$%83$2;(U($6U4%1(028(

表 ?5各 1$=R4转染组细胞中自噬与凋亡相关蛋白相对表达量及凋亡率比较'!M"(
N"3,(?5I)0+"/$1)%)."+)+')1$1/"'("%2'*(/(,"'$C((S+/(11$)%,(C(,1)."9')+*"&#D/(,"'(2"%2"+)+')'$-+/)'($%1

3('7((%2$..(/(%'1$=R4D'/"%1.(-'(2&/)9+1'!M"(

组别 样本量 'I+]!Q$ ](9>)0N! ]9>N* ]2B 凋亡率'a(

ÎN8)7̂ O组 + !d,,l,d,< !d,,l,d,C !d,,l,d!* !d,,l,d!, *.d,Fl!d.-

[IDZ!EN8)7̂ O组 + ,d+Fl,d,+ ,d+<l,d,. +d!!l,d*- ,d.!l,d,. Cd+!l,dFF

5值 !*d.!+ Fd+.< -d.!< +d*E+ <d!!C

T值 ,d,,. ,d,,C k,d,,! ,d,,! ,d,,!

"注I'独立样本 5检验("'I+]I微管相关蛋白 ! 轻链 +#](9>)0N!I哺乳动物 OJ̀ C 同源蛋白#]9>N*I]淋巴细胞瘤N*#]2BI]淋巴细胞瘤N* 相关 L蛋
白# ÎI阴性对照#[IDZ!EI原钙黏附蛋白 !E#8)7̂ OI小干扰 7̂ O
" %̂;(I':0U(3(0U(0;82=3>(85;(8;("'I+]I=)94%;&S&>(N288%9)2;(U 34%;()0 ! >)1$;9$2)0 +#](9>)0N!I2=2==2>)20 $%=%>%1%T6(28;O;1CQ_38+,#]9>N*I]N9(>>
>6=3$%=2N*#]2BI]9>N* 288%9)2;(U L34%;()0# ÎI0(12;)Y(9%0;4%>#[IDZ!EI34%;%92U$(4)0 !E#8)7̂ OI8=2>>)0;(4T(4)017̂ O
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图 L5各共转染组细胞中 4R6通路蛋白以及自噬和凋亡蛋白表达电泳图"与 Î拟似物组比较"=)7N*+SN+3 拟似物组细胞中 3NK̂M*3N9NK&0*

'I+]!Q$和 ](9>)0N! 以及 ]2B蛋白表达条带较窄"强度较弱"]9>N* 蛋白条带较宽"强度较强#与 =)7N*+SN+3 拟似物j_(9;%4组比较"=)7N*+SN+3

拟似物j39D̂ ON[IDZ!E 组细胞中 3NK̂M*3N9NK&0*'I+]!Q$和 ](9>)0N! 以及 ]2B蛋白表达条带较宽"强度较强"]9>N* 蛋白条带较窄"强度较

弱"!I Î拟似物组#*I=)7N*+SN+3 拟似物组#+I=)7N*+SN+3 拟似物j_(9;%4组#.I=)7N*+SN+3 拟似物j39D̂ ON[IDZ!E 组"'I+]I微管相关蛋白 !

轻链 +#](9>)0N!I哺乳动物 OJ̀ C 同源蛋白# Ò[DZI甘油醛N+N磷酸脱氢酶#]2BI]淋巴细胞瘤N* 相关 L蛋白#]9>N*I]淋巴细胞瘤N*#K̂MI9NK&0 氨

基末端激酶

8$&9/(L5A,(-'/)+*)/(')&/"0 ).4R6+"'*7"# +/)'($%1""9')+*"&#D/(,"'(2"%2"+)+')'$-+/)'($%1$%2$..(/(%'-)D'/"%1.(-'$)%&/)9+1"I%=324(U

V);$ Î=)=)9814%&3";$((B34(88)%0 S20U8%T3NK̂M"3N9NK&0"'I+]!Q$"](9>)0N! 20U ]2BV(4(0244%V(420U V(2W(4"V$)>(;$((B34(88)%0 S20U %T]9>N

* V28V)U(420U 8;4%01(4)0 =)7N*+SN+3 =)=)9814%&3#9%=324(U V);$ =)7N*+SN+3 =)=)98j_(9;%414%&3";$((B34(88)%0 S20U8%T3NK̂M" 3N9NK&0"

'I+]!Q$"](9>)0N! 20U ]2BV(4(V)U(420U 8;4%01(4V$)>(;$((B34(88)%0 S20U %T]9>N* V280244%V(420U V(2W(4)0 =)7N*+SN+3 =)=)98j39D̂ ON

[IDZ!E 14%&3"!I Î=)=)9814%&3#*I=)7N*+SN+3 =)=)9814%&3#+I=)7N*+SN+3 =)=)98j_(9;%414%&3#.I=)7N*+SN+3 =)=)98j39D̂ ON[IDZ!E 14%&3"

'I+]I=)94%;&S&>(N288%9)2;(U 34%;()0! >)1$;9$2)0 +# ](9>)0N!I 2=2==2>)20 $%=%>%1%T6(28;O;1CQ_38+,# Ò[DZI 1>69(42>U($6U(N+N3$%83$2;(

U($6U4%1(028(#]2BI]9>N* 288%9)2;(U L34%;()0#]9>N*I]N9(>>>6=3$%=2N*#K̂MI9NK&0 N̂;(4=)02>W)028(8

!,!-! 中华实验眼科杂志 *,** 年 < 月第 ., 卷第 < 期"I$)0 K5B3 P3$;$2>=%>"/(3;(=S(4*,**"_%>@.," %̂@<
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表 J5各共转染组细胞中不同蛋白相对表达量比较'!M"(
N"3,(J5I)0+"/$1)%)./(,"'$C((S+/(11$)%,(C(,).2$..(/(%'+/)'($%1"0)%& -)D'/"%1.(-'$)%&/)9+1'!M"(

组别 样本量 3NK̂MQK̂M 3N9NK&0QK&0 'I+]!Q$ ](9>)0N! ]9>N* ]2B

Î拟似物组 + !d,!l,d,* !d,,l,d,C !d,,l,d,F !d,,l,d,- !d,,l,d,* !d,,l,d,+

=)7N*+SN+3 拟似物组 + ,d.+l,d,+2 ,d+!l,d,!2 ,d++l,d,+2 ,d+<l,d,.2 +d!.l,d!+2 ,d+!l,d,!2

=)7N*+SN+3 拟似物j_(9;%4组 + ,d.!l,d,! ,d++l,d,* ,d+Fl,d,* ,d.,l,d,! +d!!l,d,- ,d+Fl,d,+

=)7N*+SN+3 拟似物j39D̂ ON[IDZ!E 组 + ,d<!l,d,-S ,d<+l,d,FS ,d<+l,d,ES ,d<Fl,d,CS !d.*l,d,CS ,d<Cl,d,ES

9值 *.dE*. !<d+!< *+d.!- !EdFC* *,d*C+ !Fd*.<

T值 ,d,,. ,d,,- ,d,,< ,d,!! ,d,,! ,d,,F

"注$与 Î拟似物组比较"2Tk,d,F#与 =)7N*+SN+3 拟似物j_(9;%4组比较"STk,d,F'单因素方差分析"'/DN5检验("K̂M$9NK&0 氨基末端激酶#
'I+]$微管相关蛋白 ! 轻链 +#](9>)0N!$哺乳动物 OJ̀ C 同源蛋白#]9>N*$]淋巴细胞瘤N*#]2B$]淋巴细胞瘤N* 相关 L蛋白# Î$阴性对照#=)7$微小
7̂ O#[IDZ!E$原钙黏附蛋白 !E
" %̂;($I%=324(U V);$ Î=)=)9814%&3"2Tk,d,F#I%=324(U V);$ =)7N*+SN+3 =)=)9j_(9;%414%&3"STk,d,F 'P0(NV26Ô P_O"'/DN5;(8;("K̂M$9NK&0
N̂;(4=)02>W)028(8#'I+]$=)94%;&S&>(N288%9)2;(U 34%;()0 ! >)1$;9$2)0 +#](9>)0N!$2=2==2>)20 $%=%>%1%T6(28;O;1CQ_38+,#]9>N*$]N9(>>>6=3$%=2N*#]2B$

]9>N* 288%9)2;(U L34%;()0# Î$0(12;)Y(9%0;4%>#=)7$=)94%7̂ O#[IDZ!E$34%;%92U$(4)0 !E

?5讨论

=)7̂ O广泛参与细胞凋亡*增生*分化及应激反
应等"其异常表达与多种疾病的发生密切相关) 研究
报道 =)7̂ O在白内障发展过程中异常表达"其在 DI

形成的机制研究中也受到越来越多的关注
+ !*b!+, ) 目

前研究表明"=)7N*+SN+3 在多种组织细胞中具有重要
作用"可能抑制骨肉瘤细胞的增生和侵袭"并通过下调
/:L! 促 进 细 胞 凋 亡 + !., ) =)7N*+SN+3 通 过 调 控
Z/C/J* 激活骨关节炎患者软骨细胞中的 3+- \O[M

促进基质降解
+ !F, ) =)7N*+S 通过靶向肌醇多磷酸多

激酶')0%8);%>3$%83$2;(=&>;)W)028(":[\M(抑制神经炎
症"在脑溢血患者中起保护作用 + !C, ) 此外"#$2%等 + !E,

研究发现 =)7N*+SN+3 通过 /:7J! 依赖性信号通路调
节糖尿病视网膜病变中高糖诱导的细胞代谢) 在年龄
相关性白内障患者晶状体前囊膜组织中"9)49#̂ H*<*

可通过海绵吸附 =)7N*+SN+3 调控晶状体上皮细胞氧
化应激和凋亡

+ !-, ) 目前 =)7N*+SN+3 在 DI中的作用
及机制尚不清楚) 本研究中采用高糖培养 Z'5]+ 细
胞作为 DI模型"研究 =)7N*+SN+3 在 DI中的作用
机制)

晶状体上皮细胞的功能改变被认为是白内障发生

的细胞基础) 最近的研究表明"晶状体上皮细胞凋亡
和自噬在白内障的发生和发展中起着重要作用) 有研
究显示"晶状体上皮细胞凋亡可能是 DI形成的始动
因素

+ !<b*,, ) 自噬溶酶体途径对维持晶状体透明至关
重要) 大量研究证实自噬在多种类型的白内障发生和
发展中发挥作用

+ *!b**, ) 微管相关蛋白 ! 轻链 + 亚家
族 'I+]是参与自噬形成的重要泛素化系统"是细胞
自噬水平的重要评价标准) 'I+N!Q$的比值常用来

评估自噬水平) ](9>)0N! 主要参与自噬的起始阶段"
是评价自噬水平的重要标志物之一) 先前的研究表
明"高浓度葡萄糖可诱导血管内皮细胞自噬 + *+, ) 本研
究结果也显示"在高糖条件下培养的晶状体上皮细胞
中 'I+]及 ](9>)0N! 表达升高"促凋亡蛋白 ]2B表达显
著升高"抗凋亡蛋白 ]9>N* 表达下降"细胞出现自噬和
凋亡) [IDZ!E 属于原钙粘蛋白基因家族"已被证明
与细胞凋亡和自噬有关

+ *.b*C, ) 目前尚无文献报道
[IDZ!E 在 DI中的作用) 本研究发现高糖环境下
Z'5]+ 细 胞 中 [IDZ!E =7̂ O 表 达 升 高" 沉 默
[IDZ!E 表达后细胞自噬和细胞凋亡水平均显著下
降"推测 [IDZ!E 在 DI中可能具有重要作用) 但本
研究未进行 [IDZ!E 蛋白水平的检测"在之后的研究
中应重点关注 [IDZ!E 在 DI中的作用机制) 此外"

有研究表明自噬和凋亡之间具有复杂的相互作用"激
活自噬可促进视网膜神经节细胞存活"抑制自噬可降
低视神经退行性病变过程中细胞的存活

+ *E, ) 本研究
结果发现 DI形成过程中细胞凋亡与自噬均发生显著
变化"然而自噬与细胞凋亡的关系尚不清楚"仍有待进
一步研究)

本研 究 还 探 索 了 =)7N*+SN+3 对 高 糖 诱 导 的
Z'5]+ 细胞中 K̂M信号通路的潜在影响) K̂M属于
丝裂原活化蛋白激酶家族"可结合磷酸化 9NK&0 的转
录活化结构域"在调节细胞炎症反应*细胞凋亡和细胞
自噬中发挥重要作用

+ *-b*<, ) 在本研究中"=)7N*+SN+3

过表达使 3NK̂MQK̂M比值和 3N9NK&0QK&0 比值显著降
低"而[IDZ!E 过表达可逆转这一结果"说明在高糖诱
导的 Z'5]+ 细胞中"=)7N*+SN+3 通过调控 [IDZ!E 抑
制了 K̂M信号通路的激活)

综上所述"=)7N*+SN+3 通过靶向 [IDZ!E 抑制
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K̂M通路"促进高糖诱导的 Z'5]+ 细胞自噬和凋亡)
以上结果为 DI发生和发展的分子机制提供了新的见
解"同时为 =)7N*+SN+3 成为 DI治疗的靶点提供了实
验依据)
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