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$$)摘要*$目的$观察抗氧化剂 N;乙酰半胱氨酸"N9C#及选择性内质网应激反应抑制剂 JQ53(&61Q5在全
反式视黄酸"9VM9#诱导视网膜色素上皮细胞"MLU#凋亡中的作用,$方法$取 9MLU;+) 细胞系进行培养&

并将其分为正常对照组+模型对照组+N9C处理组+JQ53(&61Q5处理组+N9CqJQ53(&61Q5组&分别采用完全培养
基+含 +" !0/5HD9VM9+含 +" !0/5HD9VM9q= 00/5HDN9C+含 +" !0/5HD9VM9q@" !0/5HDJQ53(&61Q5+含
+" !0/5HD9VM9q= 00/5HDN9Cq@" !0/5HDJQ53(&61Q5的完全培养基培养细胞 !@ E, 采用流式细胞仪检测各
组细胞凋亡比率+多重含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶 " 3̀5F6.QJGQJ'#阳性比率+活性氧簇 "MP[#水平,
T'JF'&1 (5/F法检测各组细胞血管内皮生长因子 9"XUA\;9#+CHU>L同源蛋白"C?PL#+剪切含半胱氨酸的
天冬氨酸蛋白水解酶 #".5'QS'8;.QJGQJ'##的表达水平,$结果$流式细胞检测结果显示&各处理组细胞凋亡
比率+ 3̀5F6.QJGQJ'阳性比率及 MP[ 水平总体比较差异均有统计学意义 "Il++#j!#+ ,"!j@++ +,"j#)&均
Ym"j""+#&其中正常对照组+N9C处理组+JQ53(&61Q5处理组及 N9CqJQ53(&61Q5组细胞凋亡比率+ 3̀5F6.QJGQJ'

阳性比率+MP[ 水平均明显低于模型对照组&差异均有统计学意义"均 Ym"j"=#, T'JF'&1 (5/F检测结果显示&

各组 XUA\;9+C?PL+.5'QS'8;.QJGQJ'# 相对表达量总体比较&差异均有统计学意义"Il!@j,!+#,j#=+,"j!=&

均 Ym"j""+#&其中正常对照组+N9C处理组+JQ53(&61Q5处理组及 N9CqJQ53(&61Q5组 XUA\;9+C?PL+.5'QS'8;
.QJGQJ'# 蛋白相对表达量明显低于模型对照组&差异均有统计学意义"均 Ym"j"=#,$结论$9VM9诱导 MLU

细胞产生氧化应激及内质网应激损伤并导致细胞凋亡&N9C及 JQ53(&61Q5可通过抑制应激反应&有效减轻细胞
凋亡水平,$
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0'8630./1FQ61614+" !0/5HD9VM9&N9CF&'QF0'1F4&/3G .35F3&'8 I6FE ./0G5'F'0'8630./1FQ61614+" !0/5HD
9VM9q= 00/5HDN9C&JQ53(&61Q54&/3G .35F3&'8 I6FE ./0G5'F'0'8630./1FQ61614+" !0/5HD9VM9q@" !0/5HD
JQ53(&61Q5&N9CqJQ53(&61Q54&/3G .35F3&'8 I6FE ./0G5'F'0'8630./1FQ61614+" !0/5HD9VM9q= 00/5HDN9Cq
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"Il++#j!#&,"!j@+&+,"j#)(Q55QFYm"j""+#-VE'QG/GF/J6J&QF'&035F6.QJGQJ'Q18 MP[ 5'S'5J/%1/&0Q5./1F&/5
4&/3G&N9CF&'QF0'1F4&/3G&JQ53(&61Q54&/3G Q18 N9CqJQ53(&61Q54&/3G I'&'J6416%6.Q1F5K5/I'&FEQ1 FE/J'/%0/8'5
./1F&/54&/3G "Q55QFYm"j"=#-VE'&'I'&'J6416%6.Q1F86%%'&'1.'J61 FE''7G&'JJ6/1 5'S'5J/%XUA\;9&C?PLQ18
.5'QS'8;.QJGQJ'# Q0/14FE'%6S'4&/3GJ"Il!@j,!&#,j#=&,"j!=(Q55QFYm"j""+#-VE'G&/F'61 '7G&'JJ6/1 5'S'5J/%
XUA\;9&C?PLQ18 .5'QS'8;.QJGQJ'# /%1/&0Q5./1F&/54&/3G&N9CF&'QF0'1F4&/3G&JQ53(&61Q54&/3G Q18 N9Cq

JQ53(&61Q54&/3G I'&'J6416%6.Q1F5K5/I'&FEQ1 FE/J'/%0/8'5./1F&/54&/3G "Q55QFYm"j"=#-$J+,*2.-1+,-$9VM9
.Q1 6183.'MLU.'55JF/G&/83.'/768QF6S'JF&'JJQ18 '18/G5QJ06.&'F6.3530JF&'JJ61R3&K&IE6.E 5'Q8JF/QG/GF/J6J-
N9CQ18 JQ53(&61Q5.Q1 '%%'.F6S'5K&'83.'FE'MLU.'55QG/GF/J6J(K61E6(6F614JF&'JJ&'JG/1J'-

":'6 ;+(<-#9 M'F61Q5 G640'1F 'G6FE'5630( 9G/GF/J6J( N;Q.'FK5.KJF'61'( 955;F&Q1J;&'F61/6. Q.68(
U18/G5QJ06.&'F6.3530JF&'JJ( [Q53(&61Q5
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$$年 龄 相 关 性 黄 斑 变 性 " Q4';&'5QF'8 0Q.35Q&
8'4'1'&QF6/1&9̀ O#是视网膜黄斑区光感受器细胞凋
亡导致中心视力缺失的一种眼部疾病, 视网膜色素上
皮"&'F61Q5G640'1F'G6FE'5630&MLU#细胞具有向光感受
器提供氧气和营养&并运走代谢废物的功能&该功能的
丢失可导致 9̀ O的光感受器凋亡 / +0 , 氧自由基堆积
引起 MLU细胞损伤&是 9̀ O发病的主要原因, 全反
式视黄酸"Q55;F&Q1J;&'F61/6.Q.68&9VM9#是视觉循环中
不可缺少的物质, 作为视网膜内的一种内源性化合
物&9VM9通常通过全反式视黄酸脱氢酶 "Q55F&Q1J
&'F61/58'EK8&/4'1QJ'&MO?# "如 MO?++#还原而被清
除&或形成一系列 MLU溶酶体中的视网膜衍生物 / !0 &

研究已证实 9VM9代谢障碍可引起 MLU细胞毒素及
活性氧簇 "&'Q.F6S'/7K4'1 JG'.6'J&MP[#的生成&导致
脂褐素的积累&造成光感受器细胞和 MLU细胞的凋
亡

/ #c=0 , 以往的研究发现&9VM9可诱导 MLU细胞产
生氧化应激反应及内质网应激反应 " '18/G5QJ06.
&'F6.3530JF&'JJ&UM[#&从而导致细胞凋亡 / ,0 , 抗氧化
剂 N;乙酰半胱氨酸 "N;Q.'FK5.KJF'61'&N9C#与选择性
UM[ 抑制剂 JQ53(&61Q5均已作为药物广泛应用于临床&

然而&N9C抑制 MLU细胞凋亡及其过程的研究报道较
少, 本研究拟探讨 N9C和 JQ53(&61Q5对 9VM9诱导下
9MLU;+) 细胞凋亡的作用,

A9材料与方法

A-A$材料
A-A-A$细胞来源$9MLU;+) 细胞购自美国模式菌种
收集中心,
A-A-!$主要试剂及仪器$Ò Ù H\+!"0/86%6'8 UQ45'
0'8630H?Q0\+!#培养基+质量分数 "j!=o胰蛋白酶H

乙二胺四乙酸"'FEK5'1'86Q061'F'F&QQ8'F6.Q.68&UOV9#
"美国 A6(./公司 #(牛血清白蛋白 " (/S61'J'&30

Q5(3061&>[9#+9VM9+二甲基亚砜" 860'FEK5J35%/768'&
Ò [P# " 美 国 [640Q 公 司 #( 青 霉 素H链 霉 素
"+"" !4H05#"美国 :1S6F&/4'1 公司#(N9C+真核翻译
起始因子 !$"'3YQ&K/F6.F&Q1J5QF6/1 616F6QF6/1 %Q.F/&!$&
':\!$#去磷酸抑制剂 JQ53(&61Q5+M:L9裂解缓冲液"上
海碧云天生物技术有限公司#(膜联蛋白 X;荧光素异硫
氰酸盐"Q11'761 X;%53&'J.'61 6J/FE6/.KQ1QF'&Q11'761;X#

凋亡试剂盒"美国 >'.F/1 公司#(多重含半胱氨酸的天
冬氨 酸 蛋 白 水 解 酶 " 3̀5F6.QJGQJ'# 分 析 试 剂 盒
" C̀?+""+") #+ 活性氧检测试剂盒+ 聚偏氟乙烯
" G/5KS61K568'1' %53/&68'& LXO\# 膜 " 美 国 '̀&.Y
6̀556G/&'公司#(兔源抗血管内皮生长因子 "SQJ.35Q&

'18/FE'56Q54&/IFE %Q.F/&& XUA\#;9 单 克 隆 抗 体

"uQ(@,+=@#"美国 9(.Q0公司#(兔源抗剪切含半胱氨
酸的天冬氨酸蛋白水解酶 #".5'QS'8;.QJGQJ'##单克隆
抗体 " u )),@ #+ 鼠源抗 CHU>L同源蛋白 " CHU>L
E/0/5/4/3JG&/F'61&C?PL#单克隆抗体 " u!<)=#+兔源
甘 油 醛;#;磷 酸 脱 氢 酶 " 45K.'&Q58'EK8';#;GE/JGEQF'
8'EK8&/4'1QJ'&A9LO?# 单克隆抗体 " u =+B@ # "美国
C'55[641Q5614V'.E1/5/4K公司#, UCD蛋白印迹检测
系统"美国 6̀556G/&'公司#(>6/;MQ8 f3Q1F6FKP1'成像
软件"美国 >6/;MQ8 公司#(流式细胞仪"美国 >'.Y0Q1

公司#,
A-!$方法
A-!-A$药物配制$将 9VM9溶解于 Ò [P中配制
"j+ 00/5HD的储备浓度&分装成 +" 05于c!" vC下冷
冻保存&避光条件下使用 Ò Ù H\+! 稀释 9VM9至工
作浓度,
A-!-!$细胞培养$向 9MLU;+) 细胞中加入含体积分
数 +"o>[9和 +"" !4H05青链霉素的 Ò Ù H\+!&并置

于 #B vC下含体积分数 =oCP! 的饱和湿度培养箱中培

养&每 !i# 8 更换 + 次培养基, 细胞达到 B"oi<"o融
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合时&将细胞置于含 "j!=o胰蛋白酶HUOV9溶液中消
化 ! 061&并以 + b@i+b,的比例传代至 != 00!

细胞培

养瓶中持续培养, 取 9MLU;+) 细胞以 !j=p+"= H05密
度接种于 , 孔板&每孔培养基 ! 05&于 #B vC饱和湿度
培养箱中培养 !@ E,
A-!-#$实验分组及处理$将细胞正常对照组+模型对
照组+N9C处理组+JQ53(&61Q5处理组+N9CqJQ53(&61Q5
组&分别采用完全培养基+含 +" !0/5HD9VM9+含
+" !0/5HD9VM9q= 00/5HDN9C+含 +" !0/5HD9VM9q
@" !0/5HDJQ53(&61Q5+含 +" !0/5HD9VM9q= 00/5HD
N9Cq@" !0/5HDJQ53(&61Q5的完全培养基培养细胞(各
组细胞均培养 !@ E, 光学显微镜下观察各组细胞状态,
A-!-B$流式细胞仪检测细胞凋亡水平$取各组培养
的细 胞& 胰 蛋 白 酶 消 化& 用 预 冷 磷 酸 盐 缓 冲 液
"GE/JGEQF'(3%%'&'8 JQ561'& L>[ # 洗 + 次&低速离心
# 061 弃上清&预冷 L>[ 洗 + 次&低速离心 # 061 收集
细胞(参照 Q11'761;X凋亡试剂盒说明书步骤&将细胞
重新悬浮在含有 Q11'761;X和碘化丙啶 " G&/G68630
6/868'&L:#的 +p结合缓冲液中暗室孵育 #" 061(用流
式细胞仪在 @<< 10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细胞分区计算凋亡细胞
区荧光值, 实验独立重复 # 次,
A-!-C$流式细胞仪检测细胞 3̀5F6.QJGQJ'水平$参照
+-!-@ 方法收集各组细胞&加入含有 B;氨基放线菌素
O和 L:的 +p结合缓冲液&孵育 #" 061&用流式细胞仪
在 @<< 10激发波长下检测红色荧光及光散射情况&根
据阴性对照组设定细胞分区&并进行固定分区&统计死
细胞区 q晚凋细 胞 区 q早 凋 细 胞 区 荧 光 值 作 为
3̀5F6.QJGQJ'阳性比率, 实验独立重复 # 次,

A-!-K$流式细胞仪检测细胞 MP[ 水平$按照 +-!-@
方法收集各组细胞&加入 + !0/5HDMP[ 和荧光探针
OC\?;O9孵育 #" 061&用流式细胞仪在 @<< 10激发
波长下检测红色荧光及光散射情况&荧光染色阳性数
值即为 MP[ 水平, 实验独立重复 # 次,

A-!-L$ T'JF'&1 (5/F法检测蛋白表达水平$按照
+-!-@ 方法收集各组细胞&用 M:L9裂解缓冲液进行裂
解&用十二烷基硫酸钠c聚丙烯酰胺凝胶电泳进行分
离, 将蛋白质转移到 LXO\膜&并置于含质量分数 =o
脱脂牛奶的 V>[V溶液中&室温下封闭 + E&并置于抗
XUA\;9抗体"+ b+ """#+抗 C?PL抗体"+ b+ """#+抗
.5'QS'8;.QJGQJ'# 抗体 " + b+ """ #+抗 A9LO?抗体
"+ b=""#溶液中&摇床上室温孵育 #" 061&并 @ n孵育
过夜"!+! E#&V>[V洗膜 # 次&每次 = 061(加入相应
二抗"+ b! """#&摇床上室温孵育 + E&V>[V洗膜 # 次&
每次 = 061(采用 UCD显色&并使用 >6/;MQ8 f3Q1F6FK
P1'成像软件分析条带灰度值&以 A9LO?为内参照&
计算各目的蛋白相对表达量, 实验独立重复 # 次,
A-#$统计学方法

采用 [L[[ !!-" 统计学软件进行统计分析, 计量
资料数据经 [EQG6&/;T65Y 检验证实呈正态分布&以 "k/
表示(经 D'S'1'检验方差齐性, 各不同处理组组间细
胞凋亡率+ 3̀5F6.QJGQJ'水平+MP[ 水平及各蛋白相对
表达量差异总体比较采用单因素方差分析&两两比较
采用 O311'FF;&检验, Ym"j"= 为差异有统计学意义,

!9结果

!-A$不同处理组细胞形态变化
正常对照组细胞形态保持正常&模型对照组部分

细胞开始皱缩&N9C处理组及 JQ53(&61Q5处理组中细胞
形态均保持正常&N9CqJQ53(&61Q5组大部分细胞形态
正常&少许细胞出现皱缩现象"图 +#,
!-#$不同处理组细胞凋亡比率+ 3̀5F6.QJGQJ'阳性比
率及 MP[ 水平比较

流式细胞图显示&模型对照组细胞凋亡比率+
3̀5F6.QJGQJ'阳性比率及 MP[ 水平较正常对照组明显
升高& N9C处 理 组+ JQ53(&61Q5处 理 组 以 及 N9Cq
JQ53(&61Q5组细胞凋亡比率+ 3̀5F6.QJGQJ'阳性比率及
MP[ 水平较模型对照组明显下降"图 !#,

B C D EA50μm 50μm 50μm 50μm 50μm

图 A9光学显微镜下各处理组 7I?$OAm 细胞形态"标尺l=" !0# $9'正常对照组$细胞形态正常$>'模型对照组$部分细胞出现皱缩变圆$
C'N9C处理组$细胞形态正常$O'[Q53(&61Q5处理组$细胞形态正常$U'N9CqJQ53(&61Q5组$少量细胞出现皱缩现象
=14.('A97I?$OAm *'22-5+(&0+2+46 .,<'(3,+&)1*3251*(+-*+&'" (Q&l=" !0#$9'N/&0Q5./1F&/54&/3G$C'550/&GE/5/4KIQJ1/&0Q5$>' /̀8'5
./1F&/54&/3G$ [/0'.'55JJE&Q1Y Q18 F3&1'8 &/318 $ C'N9CF&'QF0'1F4&/3G$ C'550/&GE/5/4KIQJ1/&0Q5$ O' [Q53(&61Q5F&'QF0'1F4&/3G $ C'55
0/&GE/5/4KIQJ1/&0Q5$U'N9CqJQ53(&61Q54&/3G$9%'I.'55JJE&Q1Y

!<+! 中华实验眼科杂志 !"!# 年 + 月第 @+ 卷第 + 期$CE61 WU7G PGEFEQ50/5&WQ13Q&K!"!#&X/5-@+&N/-+
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表 A9不同处理组细胞凋亡比率+H.2)1*3-&3-'阳性比率及 IGm水平比较"!V"&X#
D382'A9J+5&3(1-+,+/3&+&)+-1-(3)'&5.2)1*3-&3-'3,<IGm2'E'2-

35+,4 E3(1+.-*'224(+.&-"!V"&X#
组别 样本量 凋亡比率 3̀5F6.QJGQJ'阳性比率 MP[ 水平

正常对照组 # +j,"k"j+BQ +j!=+k"j")Q +j="k"j!BQ

模型对照组 # =jB!k"j@) +!j=) k"jB" !)j@<k#j#B

N9C处理组 # +j<Bk"j+!Q +j,) k"j"@Q #j))k"j@)Q

[Q53(&61Q5处理组 # !j"#k"j"BQ !j"B k"j+"Q #j=,k"j#+Q

N9CqJQ53(&61Q5组 # #j!,k"j!)Q @j=B k"j!!Q Bj)#k"j,<Q

I值 ++#j!# ,"!j@+ +,"j#)

Y值 m"j""+ m"j""+ m"j""+

$注'与模型对照组比较&QYm"j"="单因素方差分析&O311'FF;&检验#$ 3̀5F6.QJGQJ''多重含半胱氨
酸的天冬氨酸蛋白水解酶(MP['活性氧簇(N9C'N;乙酰半胱氨酸
$N/F''C/0GQ&'8 I6FE 0/8'5./1F&/54&/3G&QYm"j"= "P1';IQK9NPX9&O311'FF;&F'JF#$MP['&'Q.F6S'
/7K4'1 JG'.6'J(N9C'N;Q.'FK5.KJF'61'

正常对照组 模型对照组 Salubrinal处理组 NAC+salubrinal组NAC处理组

B

C

A

正常对照组 模型对照组 Salubrinal处理组 NAC+salubrinal组NAC处理组

正常对照组 模型对照组 Salubrinal处理组 NAC+salubrinal组NAC处理组
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图 !9不同处理组 7I?$OAm 细胞凋亡水平+H.2)1*3-&3-'水平及 IGm水平流式细胞图$N9C处理组+JQ53(&61Q5处理组和 N9CqJQ53(&61Q5组细胞
凋亡比率+ 3̀5F6.QJGQJ'阳性比率及 MP[ 水平较模型对照组明显下降$9'细胞凋亡流式细胞图$>' 3̀5F6.QJGQJ'流式细胞图$C'MP[ 流式细胞
图$N9C'N;乙酰半胱氨酸
=14.('!9=2+;*6)+5')(6 +/3&+&)+-1-&5.2)1*3-&3-'3,<IGm2'E'2-+/<1//'(',)7I?$OAm *'224(+.&-$VE'QG/GF/J6J&QF'&035F6.QGJQJ'Q18 MP[
5'S'5JI'&'J6416%6.Q1F5K8'.&'QJ'8 61 N9CF&'QF0'1F4&/3G&JQ53(&61Q5F&'QF0'1F4&/3G Q18 N9CqJQ53(&61Q54&/3G 61 ./0GQ&6J/1 I6FE FE'0/8'5./1F&/5
4&/3G$9'9G/GF/J6J%5/I.KF/0'F&K$>' 3̀5F6.QJGQJ'%5/I.KF/0'F&K$C'MP[ %5/I.KF/0'F&K$N9C'N;Q.'FK5.KJF'61'

$$各处理组细胞凋亡比率+ 3̀5F6.QJGQJ'阳性比率+
MP[ 水平总体比较差异有统计学意义 "Il++#j!#+
,"!j@+++,"j#)&均 Ym"j""+#A 正常对照组+N9C处
理组+JQ53(&61Q5处理组及 N9CqJQ53(&61Q5组细胞凋亡
比率+ 3̀5F6.QJGQJ'阳性比率+MP[ 水平均明显低于模
型对照组&差异均有统计学意义"均 Ym"j"=#"表 +#A

!-B $不同处理组细胞中 XUA\;9+C?PL+.5'QS'8;
.QJGQJ'# 表达水平比较

T'JF'&1 (5/F电泳图显示&模型对照组 XUA\;9+
C?PL+.5'QS'8;.QJGQJ'# 蛋白电泳条带灰度较正常对
照组明显增强&N9C处理组+JQ53(&61Q5处理组以及
N9CqJQ53(&61Q5组 XUA\;9+C?PL+.5'QS'8;.QJGQJ'#

蛋白电泳条带灰度较模型对照组

减弱"图 ##A
各处理组细胞中 XUA\;9+

C?PL+.5'QS'8;.QJGQJ'# 相对表
达量总体比较&差异均有统计学
意义"Il!@j,!+#,j#=+,"j!=&均
Ym"j""+ #& 其中正常对照组+
N9C处理组+JQ53(&61Q5处理组及
N9C qJQ53(&61Q5组 XUA\;9+
C?PL+.5'QS'8;.QJGQJ'# 相对表
达量明显低于模型对照组&差异
均有统计学意义 "均 Ym"j"= #
"表 !#A

!)+!中华实验眼科杂志 !"!# 年 + 月第 @+ 卷第 + 期$CE61 WU7G PGEFEQ50/5&WQ13Q&K!"!#&X/5-@+&N/-+



fmx_T3RoZXJNaXJyb3Jz
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图 # 9 不同处理组 7I?$OAm 细胞中 P$@=O7H JQG?H *2'3E'<O
*3-&3-'# 蛋白 Y'-)'(,82+)电泳图$模型对照组细胞中 XUA\;9H
C?PLH.5'QS'8;.QJGQJ'# 蛋白电泳条带灰度明显强于其他组$+'正常
对照组(!'模型对照组 #'N9C处理组(@'[Q53(&61Q5处理组(='N9Cq
JQ53(&61Q5组$XUA\;9'血管内皮生长因子 9(C?PL'CHU>L同源蛋
白(.5'QS'8;.QJGQJ'#'剪切含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶 #
=14.('#9$2'*)(+&0+(')+4(35 +/P$@=O7&JQG?&*2'3E'<O*3-&3-'
# 1,7I?$OAm *'22-86 Y'-)'(,82+)$VE'4&QKJ.Q5'/%XUA\;9&C?PL
Q18 .5'QS'8;.QJGQJ' # G&/F'61 (Q18J61 0/8'5./1F&/54&/3G IQJ
J6416%6.Q1F5KE64E'&FEQ1 FEQF61 /FE'&%/3&4&/3GJ$ +' 1/&0Q5./1F&/5
4&/3G( !' 0/8'5./1F&/54&/3G( #' N9C F&'QF0'1F4&/3G( @'JQ53(&61Q5
F&'QF0'1F4&/3G( =' N9C qJQ53(&61Q54&/3G $ XUA\;9' SQJ.35Q&
'18/FE'56Q54&/IFE %Q.F/&9(C?PL'CHU>LE/0/5/4/3JG&/F'61

表 !9不同处理组 7I?$OAm 细胞中 P$@=O7HJQG?和
*2'3E'<O*3-&3-'# 相对表达量比较"!V"#

D382'!9J+5&3(1-+,+/('23)1E''%&('--1+,-+/P$@=O7&JQG?
3,<*2'3E'<O*3-&3-'# 35+,4 E3(1+.-7I?$OAm *'224(+.&-"!V"#
组别 样本量 XUA\;9 C?PL .5'QS'8;.QJGQJ'#

正常对照组 # +j""k"j""Q +j""k"j""Q +j""k"j""Q

模型对照组 # +j#+k"j"< +j<Bk"j+, !j##k"j!@

N9C处理组 # "j<=k"j")Q "j)!k"j!+Q "j<#k"j+#Q

[Q53(&61Q5处理组 # "jB#k"j++Q "jB@k"j++Q "jB<k"j++Q

N9CqJQ53(&61Q5组 # "jB+k"j")Q "jB+k"j++Q "j<+k"j+=Q

I值 !@j,! #,j#= ,"j!=

Y值 m"j""+ m"j""+ m"j""+

$注'与模型对照组比较&QYm"j"="单因素方差分析&O311'FF;&检验#$
XUA\;9'血管内皮生长因子 9(C?PL'CHU>L同源蛋白(.5'QS'8;.QJGQJ'
#'剪切含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶 #(N9C'N;乙酰半胱氨酸
$N/F''C/0GQ&'8 I6FE 0/8'5./1F&/54&/3G&QYm"j"= "P1';IQK9NPX9&
O311'FF;&F'JF# $ XUA\;9'SQJ.35Q&'18/FE'56Q54&/IFE %Q.F/&9( C?PL'
CHU>LE/0/5/4/3JG&/F'61(N9C'N;Q.'FK5.KJF'61'

#9讨论

本课题组前期研究结果显示&+" !0/5HD9VM9促
进细胞内 MP[H 3̀5F6.QJGQJ'和凋亡H坏死的产生&同时
该浓度低于细胞半数生存的浓度

/ B0 , 因此本研究选
用 +" !0/5HD9VM9作为诱发细胞凋亡的实验浓度,
同时预实验结果显示&= 00/5HDN9C及 @" !0/5HD
JQ53(&61Q5是 不 引 起 细 胞 凋 亡 并 导 致 MP[ 及
3̀5F6.QJGQJ'水平变化的最大浓度, 而本研究中&N9C
和 JQ53(&61Q5能 有 效 抑 制 9VM9 诱 导 细 胞 凋 亡H
3̀5F6.QJGQJ'和 MP[ 水平的升高&进一步证实 MP[ 和

UM[ 参与了 9VM9诱导的 MLU功能障碍, 本研究结

果还显示&当 N9C与 JQ53(&61Q5联合应用对 9VM9毒
性的抑制作用并没有显著强于单用 N9C或 JQ53(&61Q5&
推测这 ! 种药物合用并没有叠加效应, 此外&UM[ 抑
制剂 JQ53(&61Q5可抑制 9VM9诱导的细胞 MP[ 水平升
高&表明 MP[ 和 UM[ 存在相互作用, 以往也有研究表
明&细胞内 MP[ 过量产生可直接诱导内质网损伤&阻
碍 MP[ 生成蛋白的正确折叠 / <0 ,

有研究表明 9VM9以剂量和时间依赖的方式增加
了 9MLU;+) 细胞中 XUA\;90MN9和蛋白的表达 / )0 ,
视网膜中 XUA\;9的过度表达并刺激视网膜下新生血
管的形成是 9̀ O的主要特征 / +"0 , 本研究中&模型对
照组 XUA\;9表达上调&而 N9C和 JQ53(&61Q5处理可
抑制 9VM9诱导的 XUA\;9蛋白表达上调&表明 UM[
和 MP[ 均能影响 XUA\的表达, 研究表明&氧化应激
可增加 MLU细胞外泌体的分泌&并促进血管生成 / ++0 ,
UM[ 可激活双链 MN9依赖性蛋白激酶样 UM激酶c
':\!$c活化转录因子 @"Q.F6SQF614F&Q1J.&6GF6/1 %Q.F/&@&
9V\@#通路&导致 9V\@ 的表达上调&9V\@ 诱导多种
基因的表达&包括编码 AMLB< 和 XUA\的基因 / +!0 ,
C?PL是内质网应激时 9V\@ 转录因子的主要靶点和
细胞凋亡的执行者

/ +#0 , 已有研究表明 C?PL在内质
网应激期间激活 U&/+$表达&从而加重了内质网中
MP[ 的积累 / +@0 , 本研究结果也显示&9VM9处理后细
胞中 C?PL表达水平升高&而 N9C可抑制 C?PL表达
水平的升高&进一步证明 MP[ 与 UM[ 相互影响, 氧化
应激状态下&.QJGQJ'# 被激活形成 .5'QS'8;.QJGQJ'#&
进而催化主要细胞蛋白的分裂和染色质的凝聚&
.5'QS'8;.QJGQJ'# 还激活 ON9酶&导致 ON9断裂&最
终导致细胞凋亡

/ +=0 , 本研究中& 9VM9诱导细胞
.5'QS'8;.QJGQJ'# 水平显著升高&N9C和 JQ53(&61Q5可
抑制 9VM9诱导的 .5'QS'8;.QJGQJ'# 表达上调&证实
MP[ 和 UM[ 在 9̀ O患者 MLU细胞变性中起重要
作用,

研究证实&过量积累 9VM9会导致 9MLU;+) 细胞
产生 MP[ 和 UM[&该方式模拟了急性和强烈的光照或
9VM9清除的破坏导致 MLU中的维甲酸过度沉积的
体内条件&这是 9̀ O发生和发展的相关因素&因此控
制 9VM9可能是治疗 9̀ O的另一个方法 / +,0 , 视循环
的抑制减少了脂褐素的积累&使细胞对光诱导损伤更
具抵抗力

/ +B0 , UM[ 抑制剂 @;苯基丁基膦酰乙酸可以
通过抑制 MLU细胞的 XUA\上调&进而抑制 9̀ O的
发生

/ +<c!"0 , 临床中&抗 XUA\治疗可一定程度上改善
湿性 9̀ O患者的视力 / !+c!!0 &但大多数患者治疗后视
力并没有恢复到最初的水平, 因此&预防 9̀ O的发

!"!! 中华实验眼科杂志 !"!# 年 + 月第 @+ 卷第 + 期$CE61 WU7G PGEFEQ50/5&WQ13Q&K!"!#&X/5-@+&N/-+
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生将更为重要, 只有玻璃疣的患者尚未达到玻璃体腔
注射抗 XUA\药物的治疗指征&但可以考虑采用口服
抑制 9VM9的药物进行预防&尤其是对老年患者 / !#0 ,
据报道&一种合成的维甲酸衍生物芬雷奈德降低了视
循环的基质水平&已经在临床试验%期评估了其在治
疗干性 9̀ O中的作用 / !@0 ,

综上&外源性 9VM9可诱导 9MLU;+) 细胞氧化应
激+内质网应激损伤及凋亡&这一过程可被 N9C和
JQ53(&61Q5所抑制&故推测 MP[ 和 UM[ 可能参与 9VM9
诱导的 MLU功能障碍, 鉴于 9VM9和氧化应激的协
同细胞毒性作用&基于抑制视网膜代谢途径的 9̀ O
新治疗策略或将成为可能,
利益冲突$所有作者均声明不存在利益冲突,

作者贡献声明$吴娟'酝酿和设计实验+实施研究+采集数据+分析H解

释数据+起草文章+统计分析(崔冬梅+曾骏文'对文章的知识性内容作

批评性审阅+指导研究
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