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细胞周期蛋白激酶抑制因子 1I8 和 1I: 在兔
视网膜中的表达与细胞增生的关系
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!!#摘要$!背景!细胞周期调节不平衡可诱发增生性玻璃体视网膜病变%JD"&"研究周期蛋白依赖性激

酶%EOd&及其抑制因子%Ed7&对 JD"形成过程中视网膜色素上皮%"JB&细胞和成纤维细胞病理增生过程中

细胞周期的调控对 JD"的防治具有重要意义(!目的!研究 Ed71I8 和 1I: 在不同发育阶段正常兔视网膜

中的表达规律"探讨 1I8 和 1I: 表达与细胞生长的关系(!方法!按照兔龄将 9 只新西兰白兔分为 8; 周龄

组'I; 周龄组和 $; 周龄组"每组 $ 只( 实验兔处死后取出双眼分别用于 1I8 和 1I: 在转录水平和翻译水平表

达的检测( 分离视网膜组织"采用 0%,+L&'.%JE"和 `%-&%0( *+)&法分别检测不同周龄兔视网膜中 1I8 和 1I:

."\H及其蛋白的表达变化(!结果!8; 周龄组'I; 周龄组和 $; 周龄组兔视网膜组织中 1I8 ."\H的相对

表达量分别为 8bP$8p;b;P$'8bR;Pp;b;8I 和 8bR@Rp;b;8R"1I: ."\H的相对表达量分别为 8bR@8p;b;S@'

8bS:;p;b;8I 和 8bS9;p;b;8$"总体比较差异均有统计学意义% 1I8+[l9b$88"Zl;b;8S)1I:+[l8Ib$P;"Zl

;b;;:&"其中 8; 周龄组和 $; 周龄组兔视网膜组织中 1I8 和 1I: ."\H的表达量均明显高于 I; 周龄组"差异

均有统计学意义%均 Zn;b;R&( 8; 周龄组'I; 周龄组和 $; 周龄组兔视网膜组织中 1I8 蛋白的相对表达量分

别为 ;bP:Rp;b;P8';b;@9p;b;;8 和 ;bI;;p;b;;:"1I: 蛋白的相对表达量分别为 ;b9I@p;b;89';b8@$p;b;;R

和 ;bR:Pp;b;@9"总体比较差异均有统计学意义%1I8+[lII@b9;R"Zn;b;;8)1I:+[l8S@b9R:"Zn;b;;8&"其中
8; 周龄组和 $; 周龄组兔视网膜组织中 1I8 和 1I: 蛋白的表达量均明显高于 I; 周龄组"差异均有统计学意义
%均 Zn;b;8&( 兔视网膜中 1I8 与 1I: 间 ."\H及蛋白的相对表达量均呈正相关%."\H+.l;b9;P"Zn;b;8)

蛋白+.l;b98$"Zn;b;8&(!结论!1I8 和 1I: 在生长发育期的兔视网膜中表达量升高"随着生长过程变缓其

表达量降低"之后随着视网膜组织老年性变化发生病理性表达增加"在细胞周期调控过程中可能起着平衡

作用(!
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酶抑制因子Q代谢) 细胞周期) 兔
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;b;P$"8bR;Pp;b;8I ,(4 8bR@Rp;b;8R",(4 &/)-%)>1I: ."\H=%0%8bR@8p;b;S@"8bS:;p;b;8I ,(4 8bS9;p
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!!增 生 性 玻 璃 体 视 网 膜 病 变 % 10)+'>%0,&'3%
3'&0%)0%&'()1,&/2"JD"&的基本病理特征是由于细胞周
期调节不平衡所致的视网膜色素上皮%0%&'(,+1'?.%(&
%1'&/%+<.""JB&细胞的异常增生 ,8- ( 影响细胞周期调
控的 决 定 因 素 是 周 期 蛋 白 依 赖 性 激 酶 % 525+'(
4%1%(4%(&M'(,-%" EOd& 与 EOd抑制因子 % 525+'(L
4%1%(4%(&M'(,-%'(/'*'&)0"Ed7&之间的平衡状态 ,I- (
-LA 基因属于 !RG基因"-LS 基因是一种与细胞周期调
控有关的重要基因之一"是属于非特异 Ed7"在阻止细
胞周期的进程中起关键作用"可有效地抑制细胞增
生

,$- ( 本研究组前期研究表明"在兔晶状体上皮细胞
%+%(-%1'&/%+',+5%++-"TBE-&中 1I8 和 1I: 的表达有一
定规律"1I8 和 1I: 与兔 TBE-增生有关 ,S- "但是目前
1I8 和 1I: 与视网膜增生病变的关系尚不完全清楚(

本研究中检测兔视网膜组织中 1I8 和 1I: 的表达水
平"研究 1I8 和 1I: 与视网膜组织生长的关系及其机
制"为寻求防治 JD"的方法提供实验依据(

97材料与方法

9697材料
969697实验动物7清洁级健康雄性新西兰兔 9 只%上
海市松江区松联实验动物场"许可证号+I;;:;;88;;PR9&"

均行常规裂隙灯显微镜'检眼镜检查"以排除眼组织异
常( 按兔龄分为 8; 周龄组%体质量 ;b@ a8bI M?&'I;

周龄组 %体质量 8bS a8bP M?&和 $; 周龄组 %体质量
8b9 aIbI M?&"每组 $ 只 ,R- ( 实验动物使用和喂养符
合国家颁布的.实验动物管理条例/(

9696<7主要试剂7鼠抗兔 1I8 单克隆抗体%,*88@&'

鼠抗兔 1I: 单克隆抗体 %,*:989P & %英国 H*5,.公
司&)羊抗鼠 F"J标记二抗 %m#LI$;R"北京中杉金桥
公司&)鼠抗兔 WHJOF单克隆抗体 %-5LR89;:"日本
N,(&,50<e公司&)#EH法蛋白定量试剂盒%JJ8;;8&'
V+&0,BET底物化学发光检测试剂盒 %JJI8;8 &'"7JH

裂解液%JJ89;8&%北京百泰克生物技术有限公司&)逆
转录试剂盒%OP88;H&'荧光定量试剂盒%O"";S8H&
%大连 CHdH"H公司&)C0'e)+%8RR9PL;8@"美国 7(3'&0)?%(

公司&(
96<7方法
96<697取材78; 周龄组'I; 周龄组'$; 周龄组新西
兰兔均采用空气栓塞法处死"立即摘出双侧眼球"分离
视网膜组织( 每只兔的左眼用于 0%,+L&'.%JE"检测"

右眼用于 `%-&%0( *+)&检测(
96<6<7"%,+L&'.%JE"法检测兔视网膜组织中 1I8 和
1I: ."\H的相对表达!分别按 C0'e)+提取说明书提
取视网膜组织总 "\H)按逆转录试剂盒说明书合成
5O\H( 各引物序列用 10'.%0R6; 软件设计而成"并参
照 W%(#,(M 序列%表 8&( 1I8 反应条件+9R q变性 $; -"
P; q退火 R -":I q延伸 $; -( 1I: 反应条件+9R q变
性 8R -"P; q退火 $; -"9R q延伸 8R -"S; 次循环( 反
应体系 IRb; "+"上下游引物各 ;bR "+" I 倍 N_#"
J0%.'ABAC,gCU 8IbR "+" 44FIK9bR "+"O\H模板
Ib; "+( 完成扩增后分析融解曲线"判断其是否属于
单峰曲线"内参为 WHJOF"采用 0%,+L&'.%JE"仪测量
波长为 S9: (.处吸光度%X&值"目的基因 X值与内参
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的比值作为相对表达量(

表 973<9'3<F 及 J!KLM引物序列

基因 引物序列%R0L$0 &

-LA
!!上游+EWWHHEWWEECWHWWHWC
!!下游+WHEWHWCEWWEWCCCWWH

-LS
!!上游+HWHHWEHECWEHWHWHEHCWWH
!!下游+ECWCCWWECECCCCWCCCCWHWW

(XZ%;
!!上游+HWEHEEHWHWWHWWHEWHWH
!!下游+CECWWWHCWWHHHECWCWHHWH

96<6=7`%-&%0( *+)&法检测兔视网膜组织中 1I8 和
1I: 蛋白的表达水平!视网膜组织置入于液氮中冷
冻"研磨"提取处理液行 NONLJHWB电泳"转膜"用
C#NC液%含质量分数 R^脱脂奶粉&封闭 8 /( 洗膜
后"用封闭处理的 JDO]膜与鼠抗兔 WHJOF'1I8 和
1I: 单克隆抗体%8 c8 ;;;&S q孵育过夜( 洗膜"室温
下与辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠二抗%8 cR ;;;&孵
育 8 /( 再洗膜"加免疫印迹化学发光试剂后显影"洗
片并晾干( 使用凝胶图像分析仪扫描照片"检测各年
龄组兔视网膜组织特异性蛋白的表达量"以目的蛋白
与内参 WHJOF灰度值的比值作为表达量(
96=7统计学方法

采用 NJNN 8Pb; 统计学软件进行统计分析( 本研
究测量指标的数据资料经 N/,1'0,L̀ '+M 检验呈正态分
布"以 \p:表示( 采用均衡分组单因素干预三水平实
验设计"8; 周龄组'I; 周龄组和 $; 周龄组兔视网膜中
1I8 和 1I: ."\H和蛋白相对表达量的总体差异比较
均采用单因素方差分析"组间多重比较采用 TNOL/检
验( 1I8 与 1I: 间 ."\H和蛋白表达量的关系分析均
采用J%,0-)( 直线相关分析法"并对相关系数进行假设
检验( 采用双尾检验法"检验水准 #l;b;R(

<7结果

<697不同兔龄组视网膜中 1I8 和 1I: ."\H相对表
达量变化

8; 周龄'I; 周龄和 $; 周龄组兔视网膜组织中
1I8 ."\H的相对表达量分别为 8bP$8p;b;P$'8bR;Pp
;b;8I 和 8bR@Rp;b;8R"总体比较差异有统计学意义
%[l9b$88"Zl;b;8S&"其中 8; 周龄组视网膜组织中
1I8 ."\H相对表达量最高"I; 周龄组最低"I 个组间
比较差异有统计学意义%Zl;b;;R&"$; 周龄组兔视网
膜中 1I8 ."\H相对表达量高于 I; 周龄组"差异有统
计学意义%Zl;b;$P&"而 8; 周龄组与 $; 周龄组间比
较差异无统计学意义%Zl;b8P:&( 8; 周龄'I; 周龄

和 $; 周龄组兔视网膜组织中 1I: ."\H的相对表达
量分别为 8bR@8 p;b;S@' 8bS:; p;b;8I 和 8bS9; p
;b;8$"总体比较差异有统计学意义 %[l8Ib$P;"Zl
;b;;:&"8; 周龄组兔视网膜组织中 1I: ."\H相对表
达量明显高于 I; 周龄组和 $; 周龄组"差异均有统计
学意义%Zl;b;;$';b;;9&"$; 周龄组兔视网膜中 1I:
."\H相对表达量高于 I; 周龄组"但组间比较差异无
统计学意义%Zl;bSI9& %图 8&( 各组兔视网膜中 1I8
."\H的相对表达量与 1I: ."\H相对表达量呈正相
关%.l;b9;P"Zn;b;8&%图 I&(

m
RN

A
相
对
表
达
量

1.75
1.70
1.65
1.60
1.55
1.50
1.45
1.40
1.35
1.30

p21 p27

a
10周龄组
20周龄组
30周龄组

b ac

p2
7
m
RN

A
相
对
表
达
量 1.65

1.60

1.55

1.50

1.45

1.40
1.451.501.551.601.651.701.75

p21mRNA相对表达量

21

图 97不同兔龄组视网膜中 3<9 和 3<F 2:N!的相对表达量比较!

1I8+[l9b$88"Zl;b;8S6与 I; 周龄组比较",Zn;b;8"* Zn;b;R)

1I:+[l8Ib$P;"Zl;b;;:6与 I; 周龄组比较",Zn;b;8)与 $; 周龄比

较"5Zn;b;8%单因素方差分析"TNOL/检验"$l$&!图 <7兔视网膜
中 3<9 2:N!与 3<F 2:N!相对表达量的相关分析!兔视网膜中
1I8 ."\H与 1I: ."\H相对表达量呈正相关 %.l;b9;P"Zn;b;8&
%J%,0-)( 直线相关分析"$l9&
!

<6<7不同周龄兔视网膜中 1I8 和 1I: 蛋白相对表达
量的变化!

`%-&%0( *+)&法检测发现"8; 周龄组'I; 周龄组和
$; 周龄组均可见到 1I8 蛋白和 1I: 蛋白表达条带"其
中 8; 周龄组蛋白表达强度最强"I; 周龄组表达最弱
%图 $H&( 8; 周龄组'I; 周龄组和 $; 周龄组兔视网膜
组织中 1I8 蛋白的相对表达量分别为 ;bP:Rp;b;P8'
;b;@9p;b;;8 和 ;bI;;p;b;;:"总体比较差异有统计
学意义%[lII@b9;R"Zn;b;;8&"其中 8; 周龄组视网
膜组织中 1I8 相对表达量最高"I; 周龄组最低"8; 周
龄组兔视网膜组织中 1I8 相对表达量明显高于 I; 周
龄和 $; 周龄组"差异均有统计学意义%均 Zn;b;;8&"
$; 周龄组兔视网膜组织中 1I8 相对表达量明显高于
I; 周龄组"差异有统计学意义 %Zl;b;;9&)8; 周龄
组'I; 周龄组和 $; 周龄组兔视网膜组织中 1I: 蛋白
的相对表达量分别为 ;b9I@p;b;89';b8@$p;b;;R 和
;bR:Pp;b;@9"总体比较差异有统计学意义 % [l
8S@b9R:"Zn;b;;8&"其中与 8; 周龄组比较"I; 周龄组
和 $; 周龄组兔视网膜中 1I: 蛋白的相对表达量均明
显下降"差异均有统计学意义%均 Zn;b;;8&"$; 周龄
组兔视网膜中 1I: 蛋白的相对表达量明显高于 I; 周
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龄组"差异有统计学意义%Zn;b;;8&%图 $#&( 各组兔
视网膜中 1I8 蛋白的相对表达量与 1I: 蛋白的相对表
达量呈正相关%.l;b98$"Zn;b;8&%图 S&(

GAPDH
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图 =7组#6.#"+50%.法检测不同周龄兔视网膜中 3<9 和 3<F 蛋白的
相对表达!H+凝胶电泳图可见 8; 周龄兔视网膜中 1I8 和 1I: 蛋白
条带表达最强"而 I; 周龄组表达最弱!#+不同兔龄组视网膜中 1I8
和 1I: 蛋白的量化比较!1I8+[lII@b9;R"Zn;b;;86与 $; 周龄组比

较",Zn;b;8)与 I; 周龄组比较"* Zn;b;861I:+[l8S@b9R:"Zn

;b;;86与 $; 周龄组比较",Zn;b;8)与 I; 周龄组比较"*Zn;b;8 %单
因素方差分析"TNOL/检验"$l$&
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图 >7兔视网膜中 3<9
和 3<F 蛋白相对表达
量的相关分析!兔视
网膜中 1I8 与 1I: 蛋
白表达量呈正相关%.l
;b98$" Z n ;b;8 &
%J%,0-)( 直线相关分
析"$l9&

=7讨论

JD"形成的主要病理生理过程是 "JB增生"伴有
神经胶质细胞量成纤维细胞等细胞的增生和纤维膜的
形成

,P- "而 "JB增生的基本特征是由于周期调控失衡

而发生增生性改变
,8- ( -LA 基因是早期发现的 !RG基

因之一"是目前已知的具有广泛激酶抑制活性的细胞
周期抑制蛋白"在细胞周期中发挥重要作用 ,:- "对
EOdI量EOdS量EOdP 的活性起到明显的抑制作用"而这
$ 种 EOd可对细胞周期的 W8期至 N 期阶段发挥调控

作用
,@Z9- ( 增生细胞核抗原 % 10)+'>%0,&'(?5%++(<5+%,0

,(&'?%("JE\H&是近年来发现的与启动细胞增生高度
相关的因子"1I8 能与 JE\H结合"使 O\H合成受阻"

抑制细胞增生
,8;- ( 研究表明"当 "JB细胞发生增生

形成多层上皮时"上皮细胞中绝大多数 "JB细胞都是
JE\H阳性"而且 1I8 的表达量明显升高"进一步说明
1I8 对视网膜细胞增生有抑制作用 ,88- (

1I: 蛋白是细胞周期的抑制因子"可降低甚至阻
断各种细胞周期蛋白和激酶的生物学活性"可能是影
响 W8 QN 限制点最直接的调节因子( 1I: 是细胞周期
中细胞增生量分化和凋亡的调控中起重要作用的因子"

在 W;期细胞中含量较高"而进入细胞周期后则明显下
降"表明 JI: 可能是使细胞周期维持在静止状态的主
要因子

,8IZ8$- ( 敲除 -LS 基因的鼠器官组织增生"视网
膜异常生长"表明 1I: 在控制细胞分化方面具有重要
作用

,8I- ( 研究发现"在胚胎 "JB细胞发育后期 1I:
表达上调"出生后下调"是阻止胚胎鼠视网膜细胞周期
按顺序持续进展的定时器

,8SZ8P- ( 这与细胞周期激动
剂 JE\H的表达恰恰相反"提示 1I: 在细胞周期的负
调控中起着关键作用( 1I8 与 1I: 在氨基酸水平上具
有高度相似的分子排列和结构"其 \端的氨基酸顺序
较为接近"因此二者在此区域都具有能够抑制 EOd活
性的结合位点

,8:- ( 这些基因及其表达产物通过相互
作用使细胞周期处于一种动态平衡( EOd量E25+'(量
Ed7异常表达可能会引起细胞增生或生长抑制 ,8@- (
本研究中采用 0%,+L&'.%JE"和 `%-&%0( *+)&法检测了
不同发育阶段兔视网膜组织中 1I8 和 1I: 的表达"以
探讨 1I8 和 1I: 在兔视网膜组织中的表达规律( 研究
显示"1I8 和 1I: 可以表达于正常的兔视网膜组织中"
在不同发育阶段表达水平呈现规律性变化"其中 8; 周
龄组兔视网膜中 1I8 和 1I: 表达水平最高"而 I; 周龄
组兔表达水平最低( 根据生物生长的规律推测其原因
是由于 8; 周龄兔的视网膜组织增生处于较为活跃的
阶段"故 1I8 和 1I: 表达增高"从而抑制细胞过度增
生"维持正常的组织生长和发育)I; 周龄后"兔视网膜
细胞生长速度减慢"视网膜组织中 1I8 和 1I: 的表达
量降低( 在年龄相关性黄斑变性的研究中发现"年老
者由于视网膜的长期感光性损伤量叶黄素等营养缺失量
"JB代谢异常等原因"导致 "JB量#0<5/ 膜及视细胞发
生变性和增生

,89- "因此推测 $; 周龄兔视网膜组织增
生水平相对于 I; 周龄组缓慢上升"1I8 和 1I: 含量亦
随之升高"对细胞发挥的抑制作用( 本研究结果也表
明"1I8 和 1I: 在视网膜中的表达水平呈正相关"这是
由于 1I8 与 1I: 在氨基酸水平上具有高度同源性"二
者均能抑制 EOd活性的结合位点"通过协同作用来负
向调控细胞周期"从而共同抑制视网膜细胞的增生"反
之亦然(

综上所述"上述的各种因素打破了视网膜中 1I8Q
1I: 表达与 "JB细胞生物活性之间的动态平衡"导致
"JB细胞过度增生"从而引起 JD"( 因此"影响或干
预视网膜组织中 1I8Q1I: 的表达对 JD"的防治可能
具有重要意义(
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