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!!"摘要#!背景!研究表明$光暴露可导致晶状体上皮细胞%$PD'&的损伤$与活性氧簇%B#Z&的累积和自

由基反应有关$其发病机制一直是研究的热点'!目的!研究 $PD'光损伤的病理机制'!方法!将人 $PD'

系 $̀PEAH 细胞株进行复苏和培养并分为 O 个组' 将LG GGG -@光照度的发光二极管%$P?&光源置于密封的

培养箱并光照培养的细胞 J(FL(LO )$未行光照射的细胞作为正常对照组' 采用流式细胞术检测各组 $PD'内
B#Z 的表达及细胞凋亡率$分别使用 4*7-A(90* D̂B和 p*'(*41 :-.(技术检测各组细胞中 :7@和转化生长因子A

$L%<cbA$L & 0BX&及其蛋白的相对表达水平)采用 Y<<法检测并比较正常对照组与光照 LO ) 组细胞的增生

值%XNIG &'!结果!正常对照组培养的细胞排列紧密$光照后随着时间延长$细胞肿胀$细胞间隙增宽' $PD'

内 B#Z 平均荧光强度%Yb"&(早期凋亡率(总凋亡率随光照时间的延长逐渐上升$各组间总体比较差异均有

统计学意义%VdUSLIJ$IdGSGHJ)VdLISUIU$IdGSGGJ)VdMSHHH$IdGSGLU&' 光照 J ) 组(FL ) 组和 LO ) 组$

:7@0BX&的相对表达量较正常对照组分别升高 %FSON\GSHH&(%NSON\LSNU&和 %FNSUJ\HSMH&倍$<cbA$L

0BX&的表达分别升高%FSLL\GSFL&(%FSIM\GSHU&和%OSGF\GSMH&倍$O 个组间总体比较差异均有统计学意

义%VdFHSJIM$IdGSGLH)VdFHSHLG$IdGSGLO&' 光照 LO ) 组 :7@和 <cbA$L蛋白的表达量分别较正常对照组

升高约 FSUN 倍和 L 倍' 正常对照组细胞增生值%XNIG &为 GSMNM\GSGNU$明显高于光照 LO ) 组的 GSUMI\GSGMH$

组间差异有统计学意义%7dTHSFHG$IdGSGGH&'!结论!LG GGG -@的光照可导致体外培养人 $PD'的氧化损

伤和凋亡$:7@和 <cbA$L可能参与光诱导人 $PD'的损伤过程'!

"关键词#!晶状体上皮细胞) 光损伤) 细胞凋亡) 活性氧) 转化生长因子A$L

844).$"'$)%)07$&1'(I*)452(6$'1)I$-"'$3(-"+"&("%-"*)*')4$4)015+"%7(%4(*$'1(7$"7.(774!K/&)*(-&#$
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%$PD'&$71+ ()9'/4.8*+34*9'7''.897(*+ =9() ()*788303-7(9.1 .24*78(9,*.@9+7(9,*'/*89*'%B#Z& 71+ 7/./(.'9'.2

$PD';̀ .=*,*4$()*0*8)719'0 .2-95)(+7075*.2$PD'9':*-.=31+*4'(..+;! ?/L(.'$3(! <)9''(3+6=7'(.

91,*'(957(*()* /7().5*1*'9'0*8)719'0 .2-95)(A91+38*+ $PD'+7075*;! M('1)-4! $̀PEAH '(4791'=*4*

4*'3'89(7(*+ 71+ 83-(34*+ 71+ ()*1 +9,9+*+ 91(.2.3454.3/';& -95)(A*09((915+9.+*%$P?& -95)('.348*=9() ()*

9--3091718*.2LG GGG -@=7''*(91 7'*7-*+ 83-(34*:.@(.9447+97(*+ ()*$PD'2.4J$FL 71+ LO ).34'$71+ ()*8*--'

=*4*4*53-74-683-(34*+ =9().3(-95)(*@/.'34*91 ()*1.407-8.1(4.-54.3/;<)*0*71 2-3.4*'8*18*91(*1'9(6%Yb"& .2
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54*==*--=9() ()*(95)(744715*0*1(91 ()*1.407-8.1(4.-54.3/$:3(8*--3-74'=*--91571+ 91(*48*--3-74'/78*=9+*1915

=*4*'**1 91 ()*-95)(A*@/.'34*LOA).3454.3/;<)*Yb".2B#Z 91 ()*1.407-8.1(4.-54.3/$-95)(A*@/.'34*JA).34

54.3/$-95)(A*@/.'34*FLA).3454.3/ 71+ -95)(A*@/.'34*LOA).3454.3/ =7'LSUN \GSFO$HSHH \GSLF$NSUL \FSJM$

FNSUH\NSUF$4*'/*8(9,*-6$').=9157'951929871(9184*7'*91 7--()*-95)(A*@/.'34*54.3/'%VdUSLIJ$IdGSGHJ&;<)*

*74-67/./(.'9'47(*=7'% GSFI \GSFH &R$ % GSHN \GSGH &R$ % GSIO \GSLI &R$ % HSFL \GSOI &R$71+ ()*(.(7-

7/./(.'9'47(*=7'%GSLI\GSFJ&R$%GSNU\GSFO&R$%FSNO\GSIM &R$ % NSLL\FSJH &R 91 ()*1.407-8.1(4.-

54.3/$-95)(A*@/.'34*JA).3454.3/$-95)(A*@/.'34*FLA).3454.3/ 71+ -95)(A*@/.'34*LOA).3454.3/$4*'/*8(9,*-6$=9()

()*'951929871(*-*,7(9.1 72(*4-95)(*@/.'34*%VdLISUIU$IdGSGGJ) VdMSHHH$IdGSGLU&;<)**@/4*''9.1 .2:7@

0BX&91 ()*-95)(A*@/.'34*JA).3454.3/$-95)(A*@/.'34*FLA).3454.3/ 71+ -95)(A*@/.'34*LOA).3454.3/ =*4*%FSON\

GSHH&$%NSON\LSNU& 71+ %FNSUJ\HSMH& (90*'0.4*()71 ()7(91 ()*1.407-8.1(4.-54.3/$71+ ()**@/4*''9.1 .2

<cbA$L 0BX&91 ()*-95)(A*@/.'34*JA).3454.3/$-95)(A*@/.'34*FLA).3454.3/ 71+ -95)(A*@/.'34*LOA).3454.3/ =7'

%FSLL\GSFL &$ % FSIM \GSHU & 71+ % OSGF \GSMH & (90*'0.4*()71 ()7(91 ()*1.407-8.1(4.-54.3/$').=915

'951929871(+922*4*18*'70.15()*2.3454.3/'%VdFHSHLG$IdGSGLO&;<)**@/4*''9.1'.2:7@71+ <cbA$L /4.(*91 91

()*-95)(A*@/.'34*LOA).3454.3/ =*4*7:.3(FSUN (90*'71+ L (90*')95)*4()71 ().'*91 ()*1.407-8.1(4.-54.3/

4*'/*8(9,*-6;<)*7:'.4/(9.1 -3091.'9(6,7-3*%XNIG & =7'GSMNM \GSGNU 91 ()*1.407-8.1(4.-54.3/$=)98) =7'

'951929871(-6)95)*4()71 GSUMI\GSGMH 91 ()*-95)(A*@/.'34*LOA).3454.3/ %7dTHSFHG$IdGSGGH&;!F)%.754$)%4

!$95)(A*@/.'34*=9() 9--30917(9.1 .2LG GGG -@4*'3-('91 .@9+7(9,*+7075*71+ 7/./(.'9'.2)3071 $PD'&# C&7D3;E7@

71+ <cbA$L /4.:7:-6/74(989/7(*91 +7075*.2$PD'91+38*+ :6-95)(A*@/.'34*;!

!:(# 6)2-4"9$*1'*/9()*-97-8*--) $95)(+7075*) &/./(.'9') B*78(9,*.@65*1) <471'2.4091554.=() 278(.4A$L

!!随着对白内障发病机制研究的逐渐深入$国内外
学者逐渐认识到$多种损伤因子可通过不同的途径和
机制导致白内障$但是这些因子大多是通过共同的中
间产物111自由基损伤晶状体的$因此研究自由基在
白内障发生和发展过程中的作用对临床上防治白内障

具有重要意义' 研究表明$光暴露诱发的活性氧簇
%4*78(9,*.@65*1 '/*89*'$B#Z&自由基反应导致的晶状
体上皮细胞%-*1'*/9()*-97-8*--'$$PD'&的凋亡与年龄
相关性白内障的发生关系密切

+F, $而目前有关 $PD'
光损伤的模型报道较少$成功建立 $PD'光损伤模型
有助于对白内障的发生机制进行更深入的研究' 转化
生长因子A$L%(471'2.4091554.=() 278(.4A$L$<cbA$L &是
生物体内调节细胞增生(分化(迁移和凋亡的重要细胞
因子$在白内障发生过程中起着重要的作用 +LTH, '
<cbA$L信号传导通路可能是 L̀ #L诱导 $PD'凋亡的
起始信号$阻断 <cbA$L信号传导通路可抑制 L̀ #L诱

导的人 $PD'的凋亡 +O, ' 本研究拟观察光损伤对人
$PD'增生和凋亡的影响$探讨 $PD'光损伤与 B#Z 损
伤的关系及其机制'

;9材料与方法

;;;9材料
胎牛血清%2*(7-:.,91*'*430$bEZ&%美国 c9:8.公

司&)人 $PD'系 $̀PEAH %美国 &<DD公司&)&11*@91
,%̂"细胞凋亡检测试剂盒%美国 E?公司&)B#Z 测试
盒%南京建成生物工程研究所&)鼠抗 :7@单克隆抗体

%抗体编号*'8AJNNHL$F hNGG$美国 Z71(7D43k公司&)
兔抗 c&̂ ?̀ 抗体%抗体编号*ZB̂ GGUOM$F hNGG$天津
赛尔生物技术有限公司&)B"̂&裂解液(兔抗 <cbA$L

单克隆抗体%抗体编号*E&GLML$F hLGG&( B̀̂ 标记的

羊抗兔抗体%抗体编号*E&FGNN$F hNGG&或羊抗鼠抗体
%抗体编号*E&FGNF$F hNGG& %武汉博士德公司&)Y<<
%德国 Z9507A&-+498) 公司 &)二甲基亚砜 % +90*()6-
'3-2.@9+*$?YZ#&%天津市化学试剂一厂&)P;l;X;&<Y

?X&%BX&%̂4.(*91 "'.-7(9.1 _9(%美国 #0*57公司 &)
Z3/*4B<8?X&_9(%北京康为世纪公司&' bDNGGŶ $
流式细胞仪 %美国 E*8>071 D.3-(*4公司&)"fN 4*7-A
(90* D̂B扩增仪%美国 E9.AB7+ 公司&)$7:p.4>'<Y

凝

胶成像及分析系统%美国aŴ 公司&)紫外线分光光度
计%美国 E9.A<*> 公司&)P8-9/'*<9荧光倒置显微镜
%日本 X9>.1 公司&)<PZ FHHG&照度计%中国台湾 <PZ
公司&'
;;<9方法
;;<;;9细胞分组和干预9将 $PD'复苏后 % $̀PEAH
细胞株&分为 O 个组$在密闭培养箱内设置发光二极
管%-95)(A*09((915+9.+*$$P?&光源$光照度为LG GGG -@$
用直落式照射法照射细胞$光照 J ) 组细胞光照 J )$
光照 FL ) 组细胞光照 FL )$L 个组细胞光照后均继续培
养至 LO )$光照 LO ) 组细胞光暴露 LO )$而正常对照组细
胞不进行光照' 光照时$细胞平面温度维持在约 HI s'
;;<;<9人 $PD'的培养! $̀PEAH 细胞株复苏后$体
积分数 NRD#L(HI s条件下培养于含体积分数 LGR
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bEZ 的 'AYPY 培养液中$每 L [H 天用质量分数
GSLNR胰蛋白酶消化传代 F 次$当细胞进入对数生长
期后$更换新鲜培养液$并进行传代$第 H [N 代细胞用
于实验' 传代后达 IGR [UGR融合后用 $P?光源
LG GGG -@照射'
;;<;=9L$IA二氯荧光黄双乙酸盐法检测细胞中 B#Z
的平均荧光强度!B#Z 检测采用 L$IA二氯荧光黄双
乙酸盐%L$IA+98)-.4.23.4*'891 +978*(7(*$?Db̀ A?&&法'
将 ?Db̀ A?&加入培养基$终浓度为 FG !0.-%$$对照
组加入 ?YZ#溶剂$于 HI s下孵育细胞 HG 091$用
GSLNR胰蛋白酶消化细胞$然后加入培养基以终止消
化$制备细胞悬液$F GGGg$ 离心 N 091$ ÊZ 洗涤 L 次$
收集细胞$用异硫氰酸酯 %2-3.4*'8*91 9'.()9.86717(*$
b"<D&荧光检测条件测定细胞中 B#Z 的平均荧光强度
%0*71 2-3.4*'8*18*91(*1'9(6$Yb"&'
;;<;A9流式细胞仪分析凋亡细胞比例9收集各组待
检测细胞$按试剂盒说明进行 &11*@91 ,Ab"<D%̂"双染
色检测$其中左上象限代表坏死细胞%EF*&11*@91 ,T%
"̂]&$右上象限代表晚期凋亡细胞%EL*&11*@91 ,]%̂"]&$
左下象限代表存活细胞%EH$&11*@91 ,T%̂"T&$右下象
限代表早期凋亡细胞%EO$&11*@91 ,]%̂"T&$计算细胞
早期凋亡率和总凋亡率$总凋亡率d早期凋亡率]晚期
凋亡率' 实验重复 H 次'
;;<;N 9 B*7-A(90* D̂B法检测细胞中 <cbA$L( :7@
0BX&的表达情况!按 ?X&%BX&%蛋白分离试剂盒
说明书提取总 BX&$用紫外线分光光度计检测其纯度
和浓度' 采用合格的 BX&标本$按 Z3/*4B<8?X&试
剂盒说明书逆转录合成 8?X&$并于 TLG s 保存'
<cbA$L上游引物序列为 N /A&&<DDD<c<cDDc<D<<A
H/$下游为 N/ADDD&&&D&&DD&&DDDAH/):7@上游引
物序列为 N/A<<cD<<D&ccc<<<D&<DAH/$下游为 N/A
&D&D<DcD<D&cD<<D<<cAH/)$A78(91 上游引物序列
为 N /ADc<c&D&<<&&cc&c&&cD<cAH /$下游为 N /A
D<&c&&cD&<<<cDcc<cc&DAH /' 将 所 有 样 品 的
8?X&工作液按如下反应体系分别配制*L 倍 ZiEB
4̂*09@P@<7C ISN !-$N /0.-%!-̂ DB上下游引物各

FSG !-$8?X&FSG !-$??p OSN !-$总体系为 FNSG !-$
混匀放入 4*7-A(90* D̂B仪' 反应条件*MN s预变性
H 091$MN s变性 HG '$NU s退火 HG '$IL s延伸 HG '$
OG 个循环' NN s再延伸 HG '$UF 个循环' 反应结束后
计算机自动绘制各自的标准曲线$由软件自动计算待
测样 品 中 的 目 的 基 因 或 $A78(91 的 含 量$&& D(d
+D(目的基因 %样本&TD($A78(91%样本& ,T+D(目的基因%对照& TD($A78(91%对照& ,'
实验重复 H 次'

;;<;P9p*'(*41 :-.(法检测细胞中 <cbA$L和 :7@蛋白
的表达!收集细胞$ ÊZ 洗涤细胞 F 次$加入细胞蛋白
裂解液 LGG !-$用移液器吹打数下' 轻摇 N [FG 091$
冰上孵育 F )$FG GGGg$ 离心 FG 091$取上清$即为蛋白
提取物' 蛋白裂解液加入适量 N 倍上样缓冲液后取
OG !-各样本$FGG s变性 N 091$然后进行质量分数
FLRZ?ZÂ&cP电泳$ Ŵ?b膜转印 F )$行 p*'(*41 :-.(
检测' 质量分数 NR脱脂奶粉封闭 F )$分别加入相应
的一抗和内参抗体 O s过夜' 将膜置于 <EZ<溶液
中$摇动漂洗 N 091$共 O 次' 将膜置于对应的二抗中$
室温下作用 F )' <EZ<溶液摇动漂洗 N 091$共 O 次$
p*'(*41 $95)(1915<YD)*09-3091*'8*18*B*75*1(显色剂
中作用 H 091$曝光 F 091$然后进行显影(定影处理'
使用 $7:p.4>'<Y凝胶成像及分析系统进行摄像$分析
各组细胞中 <cbA$L( :7@条带的强度 %灰度值 & 与
c&̂ ?̀ %内参&条带灰度值的比值$得到校正后 <cbA$L(
:7@条带的灰度值' 实验重复 H 次'
;;<;E9Y<<法检测细胞的增生能力!接种 $̀PEAH
细胞于 MJ 孔板中$细胞密度为 F gFGO %孔$至IGR [
UGR融合后进行光照$光照后 LO ) 每孔加 N 05%0-
Y<<溶液 LG !-$终质量浓度为 GSN 05%0-$置 HI s含
NRD#L的细胞培养箱中继续培养 O )$取出培养板$吸
弃上清$每孔加?YZ#FNG !-$置摇床上$UG 4%091 避光摇
动 FG 091 以溶解甲臜颗粒' 用微孔板分光光度计测
定各孔在波长为 NIG 10处的吸光度 %XNIG &值' 正常
对照组细胞培养相同时间后按上述方法测量 XNIG值'
实验重复 H 次'
;;=9统计学方法

采用 Z ẐZ FJ;G 统计学软件 %软件序列号*
M&JNIPMGAPLEIAOO?PAUMLMAGNNMOUFJLNMN&进行统计
分析' 本研究测量指标的数据资料经 Z)7/94.Ap9-> 检
验证实呈正态分布$以 Q\+表示$经 $*,*1*检验证实
方差齐' 采用均衡分组两水平或多水平实验设计$O
个组间 B#Z(Yb"(早期凋亡率(总凋亡率的总体差异
比较采用单因素方差分析$组间两两比较采用 ?311*((
7检验' 正常对照组与光照 LO ) 组间细胞中 :7@和
<cbA$L 0BX&及其蛋白的相对表达以及细胞增生值
的差异比较均采用独立样本 7检验' 采用双尾检测
法$IeGSGN 为差异有统计学意义'

<9结果

<;;9培养细胞的形态及细胞中 B#Z 荧光表现
光学显微镜下可见正常对照组的 $̀PEAH 细胞呈

单层多角形生长$细胞透明$细胞质丰富$细胞间界限

!LGH! 中华实验眼科杂志 LGFN 年 O 月第 HH 卷第 O 期!D)91 VP@/ #/)()7-0.-$&/49-LGFN$W.-;HH$X.;O
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清楚$排列紧密)光照 J ) 组细胞尚透明$细胞间界限
尚清楚$细胞间隙有所增大$部分细胞发生肿胀)光照
FL ) 组细胞间隙增大$出现萎缩细胞$部分细胞边界不
清)光照 LO ) 组细胞间隙增大$细胞稀疏$可见部分萎
缩的细胞及肿胀的细胞$细胞间界限不清楚' 正常对
照组 $̀PEAH 细胞 B#Z Yb"较弱$随光照时间的延长$
细胞内 Yb"逐渐增强%图 F&'
<;<9各组细胞内 B#Z 荧光强度比较

正常对照组(光照 J ) 组(光照 FL ) 组和光照 LO )
组细胞中 B#Z 的 Yb"的总体差异有统计学意义%Vd
USLIJ$IdGSGHJ&$其中光照 J ) 组(光照 FL ) 组和光
照 LO ) 组细胞中 B#Z Yb"值均明显高于正常对照组$

差异均有统计学意义%7dTHSLHG(THSGLN(THSUJU$均
IeGSGN&%表 F&'

表 ;9不同光照组细胞中 D?XMT>值和凋亡率的比较%!V"&

组别 样本量 B#Z Yb" 早期凋亡率%R& 总凋亡率%R&

正常对照组 H LSUN\GSFO7 GSFI\GSFH7 GSLI\GSFJ7

光照 J ) 组 H HSHH\GSLF7 GSHN\GSGH7 GSNU\GSFO7

光照 FL ) 组 H NSUL\FSJM7 GSIO\GSLI7 FSNO\GSIM7

光照 LO ) 组 H FNSUH\NSUF HSFL\GSOI NSLL\FSJH
V USLIJ LISUIU MSHHH
I GSGHJ GSGGJ GSGLU

!注*与光照 LO ) 组比较$7IeGSGN%单因素方差分析$?311*((7检验&

B#Z*活性氧簇) Yb"*平均荧光强度

A B C D

E F G H
图 ;9Y@BJR= 细胞的形态及 D?X表达!&*正常对照组 $̀PEAH 细胞呈单层多角形生长$细胞透明$排列紧密$细胞间界限清楚%gLGG&!E*光照
J ) 组 $̀PEAH 细胞间隙有所增大$细胞体积变大%gLGG&!D*光照 FL ) 组 $̀PEAH 细胞间隙增大$出现萎缩细胞$部分细胞边界不清%gLGG&!
?*光照 LO ) 组 $̀PEAH 细胞稀疏$细胞间隙增宽%gLGG&!P*正常对照组细胞中见到极少量 B#Z 表达%gFGG&!b*光照 J ) 组可见少量 B#Z 表达
的细胞$呈绿色荧光%gFGG&!c*光照 FL ) 组 B#Z 表达的细胞较光照 J ) 组增加%gFGG&! *̀光照 LO ) 组 B#Z 表达的细胞大量增加%gFGG&

<;=9不同光照组 $̀PEAH 细胞凋亡率的比较
正常对照组有少量细胞凋亡$光照 J(FL(LO ) 组

细胞的早期凋亡率及总凋亡率均随光照时间的延长而

逐渐上升$O 个组间总体差异均有统计学意义 %Vd
LISUIU$IdGSGGJ)VdMSHHH$IdGSGLU &$其中光照
FL )组(光照 LO ) 组早期凋亡率均明显高于正常对照
组$差异均有统计学意义%7dTHSHHU(TFGSOOF$均 Ie
GSGN&$且光照 LO ) 组总凋亡率明显高于正常对照组$
差异有统计学意义%7dTNSLMM$IeGSGN&%图 L$表 F&'
<;A9不同光照时间组细胞中 :7@(<cbA$L 0BX&相对
表达

光照 J ) 组(光照 FL ) 组和光照 LO ) 组细胞中
:7@0BX&的相对表达水平分别为正常对照组的
%FSON\GSHH&(%NSON\LSNU&和%FNSUJ\HSMH&倍$O 个

组间的总体比较差异有统计学意义 %VdFHSJIM$Id
GSGLH&' 光照 J ) 组(光照 FL ) 组和光照 LO ) 组细胞
中细胞中 <cbA$L 0BX&的相对表达量分别为正常对
照组的%FSLL\GSFL&(%FSIM\GSHU&和 %OSGF\GSMH &
倍$O 个组间总体比较差异有统计学意义%VdFHSHLG$
IdGSGLO&%图 H&'
<;N9光损伤对 $̀PEAH 细胞中 :7@和 <cbA$L蛋白表

达的影响

正常对照组和光照 LO ) 组 :7@蛋白表达条带的校
正后灰度值分别为 GSGOI 和 GSGUI$光照后 LO )$
$̀PEAH 细胞 :7@蛋白的表达量升高 FSUN 倍' 正常对
照组和光照 LO ) 组 <cbA$L蛋白条带的校正后灰度值

分别为 GSFFO 和 GSLHU$光照后 LO )$ $̀PEAH 细胞
<cbA$L蛋白的表达量升高约 L 倍%图 O$N&'
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图 <9不同光照组Y@BJR= 细胞的凋亡率!细胞早期凋亡率%EO&及
总凋亡率%总凋亡率dEO]EL&随照射时间的延长逐渐上升$正常对
照组(光照 J ) 组(光照 FL ) 组和光照 LO ) 组早期凋亡率分别为
GSFGR(GSHOR(GSUR和 HSLMR)总凋亡率分别为 GSFOR(GSOUR(
FSLFR和 JSLOR!&*正常对照组!E*光照 J ) 组!D*光照 FL ) 组
?*光照 LO ) 组!b"<D*异硫氰酸酯) "̂*碘化丙啶
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图 =9光损伤对 Y@BJR= 细胞内 4$!(%&'(!)基因表达的影响!随

着光照时间的延长$ $̀PEAH 细胞内 2"Q和 !UVT!G基因表达逐渐上

升$各组间整体比较差异均有统计学意义%VdFHSJIM$IdGSGLH)Vd

FHSHLG$IdGSGLO&!注*与光照 LO ) 组比较$7IeGSGN%单因素方差
分析$?311*((7检验&!F*正常对照组!L*光照 J ) 组!H*光照 FL )
组!O*光照 LO ) 组!<cb*转化生长因子

GAPDH 37000

bax

TGF�β2

GAPDH

20000

48000

37000

1 2

1 2

图 A 9正常对照组及光照
<A 1组 Y@BJR= 细胞中 /"I
和 CSTR!<蛋白表达的影响

光照 LO ) 组 $̀PEAH 细胞中
:7@蛋白表达条带明显强于
正常对照组!光照 LO ) 组
$̀PEAH 细胞中 <cbA$L蛋白

的表达量强于正常对照组!
F*正常对照组!L*光照 LO )
组!注*c&̂ ?̀ *磷酸甘油醛
脱氢酶)<cb*转化生长因子
!

<;P9各组 $̀PEAH 细胞的增生值比较
光照 LO ) 组 $̀PEAH 细胞的增生值 %XNIG & 为

GSUMI\GSGMH$明显低于正常对照组的 GSMNM\GSGNU$
光照后细胞增生能力有所下降$差异有统计学意义
%7dTHSFHG$IdGSGGH&%图 N&2

细
胞
增
生
值（

A 5
70
）

1.5

1.0

0.5

0.0

a

1 2

图 N9光照对 Y@BJR= 细胞
增生的影响!与正常对照组

比较$7IeGSGN %独立样本 7
检验 & ! F*正常对照组 !
L*光照 LO ) 组

=9讨论

$PD'凋亡是除先天性白内障以外所有类型白内
障形成的细胞学基础

+H, 2 研究表明$白内障与氧化自
由基导致的 $PD'的凋亡有直接关系$氧化应激是白
内障进展的早期因素

+NTJ, $然而氧化应激导致 $PD'凋
亡的机制尚未被完全阐明

+H, 2
氧化应激过程中的产物 B#Z 包括超氧化物阴离

子(过氧化氢和羟自由基等2 正常晶状体也产生
B#Z$它们也具有某些正常的生理功能$如代谢贮能(
转化排泄等$这些功能重要而不可缺少2 生理情况下
产生的自由基受抗自由基系统的制约$但在体内外其
他因素的影响下$平衡状态会被破坏$导致自由基生成
增多$局部浓度过高$从而产生对晶状体的损伤作
用

+I, 2 白内障的发生和发展与晶状体氧化损伤有密
切的联系

+J, 2
在本研究中$随 $P?光源照射时间的延长$$PD'

内 B#Z 的含量以及凋亡相关 2"Q基因和蛋白的表达
量均逐渐增加2 本研究应用流式细胞术进行细胞凋亡
检测$进一步证实 $P?光源LG GGG -@照射成功诱导了
$PD'凋亡$随光照时间的延长$ $̀PEAH 早期凋亡率和
总凋亡率有所上升$同时细胞增生能力有所下降2
$PD'可见光光损伤模型的建立在国内外的报道非常
少见$本研究中的造模方法使细胞内 B#Z 含量增加(
凋亡相关基因及蛋白的表达增加(细胞凋亡增加(细胞
增生力下降$较准确地再现了光损伤的病理过程$有助
于今后对晶状体光损伤及白内障发生机制进行更加深

入的研究2
B#Z 能引起脂类过氧化(?X&断裂(蛋白质变性

等改变$参与一系列炎症和变性疾病的形成$亦被认为
是细胞凋亡的第二信使$参与细胞凋亡过程2 研究表
明$自由基可与碱基发生加成反应而造成对核苷(糖苷
的氧化改变$还可从核酸戊糖中夺取氢离子而引起
?X&的氢键断裂(碱基降解和主链解旋 +U, 2 $9等 +M,

将

牛 $PD'置于 OG 00.-%$或者 OGG 00.-%$ L̀ #L中后

L )发现$超过 NGR的 ?X&发生解链$移除 L̀ #L后

HG 091$断裂的 ?X&链几乎全部再聚集$浓度高达
OGG 00.-%$的 L̀ #L可严重地影响 ?X&的合成和复
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制$使细胞不可逆性丧失增生功能' ?3+*> 等 +FG,
指

出$在哺乳动物的晶状体中$由于光氧化等原因造成细
胞氧化损害$引起细胞基因表达的改变$以上过程与白
内障的形成有因果关系'

本研究在人 $PD'光损伤诱导凋亡过程中$<cbA
$L表达增加' <cbA$L可能参与了 $P?光源诱导的
$PD'凋亡的过程$可能与 B#Z 损伤相关' <cbA$L %
Z07+H 信号传导途径参与了多种组织细胞的凋亡过
程' <cbA$是由 FFL 个氨基酸组成的多肽通过二硫键
相连的二聚体$哺乳动物 <cbA$有 <cbA$F(<cbA$L(
<cbA$H共 H 个亚型$三者是生物体内调节细胞增生(

分化(迁移和凋亡等的重要细胞因子 +L, $在白内障发
生过程中起重要作用

+H, ' <cbA$L具有双向细胞分裂

调节的功能$它一方面促进人及动物 $PD'增生(分化
和成熟$另一方面又具有抑制细胞增生的作用 +FF, ' 在
<cbA$诱导的白内障模型中$细胞具备凋亡的形态学
和分子特征

+FL, '
<cbA$参与多种白内障的形成和发展过程$如在

糖性白内障的发生过程中$<cbA$在晶状体中表达增
加

+FH, $在年龄相关性白内障 $PD'中 <cbA$L 0BX&的
表达水平高于对照组$<cbA$L的高表达提示其可能参

与了年龄相关性白内障 $PD'的凋亡$在年龄相关性
白内障的发生和发展过程中起重要作用

+FO, ' <cbA$
信号传导通路可能与晶状体氧化损伤有关$有研究指
出 <cbA$L信号传导通路参与了 L̀#L孵育诱导人$PD'
凋亡的信号传导$可能是其起始者$阻断 <cbA$L信号

传导通路对于 L̀#L孵育诱导人 $PD'凋亡有一定的抑
制作用

+O, $另外有研究指出谷胱甘肽等体内的抗氧化
系统可以对抗 <cbA$引起的白内障的作用 +FN, '

近年来的研究多集中于眼组织中氧化%抗氧化物
质的测定及抗氧化物对组织的保护作用$对氧化应激
分子生物学通路的研究相对较少

+FJ, ' 本研究用光诱
导 $PD'凋亡$更准确地模拟了 $PD'光损伤导致细胞
凋亡的病理过程$有助于今后在此基础上对晶状体光
损伤和白内障形成机制进行更加深入的研究$且对氧
化应激分子生物学通路进行了探索$观察了 $PD'凋
亡过程中 <cbA$L表达的情况$结果显示 <cbA$L可能

参与了 $P?光源诱导的 $PD'凋亡的过程$可能与
B#Z 损伤相关$通过抑制氧化应激及 <cbA$L相关信号

传导途径可能会成为白内障防治的一种新途径' 光损
伤和氧化应激导致 $PD'凋亡的机制尚未被完全阐
明$还需要今后进一步研究'
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