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白内障患者外周血中一氧化氮合酶的表达

及其临床意义
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!!(摘要)!背景!已有研究表明$白内障患者晶状体和房水中一氧化氮合酶"C#M#含量增加$但检测较为

困难$而确定人体血液中 C#M 的过度表达是否与白内障有关对于白内障的临床检测和早期预防具有重要意

义*!目的!探讨白内障患者外周血中 C#M 的表达变化及其临床意义*!方法!采用前瞻性队列研究设计$

选择 3&%7 年 %+* 月在苏州大学附属第一医院及上海交通大学医学院附属新华医院眼科就诊的年龄相关性

白内障患者 35 例%糖尿病性白内障患者 %3 例和同期体检的健康者 3& 名$( 个组患者基线特征匹配* 收集所

有受检者的外周血样本 3H& -:$离心法获得沉淀细胞* 分别采用逆转录 DBE"EO6DBE#法和流式细胞术检测

受检者外周血中总 C#M -ECA和诱导型 C#M"0C#M#-ECA及其蛋白的表达水平$对各组间的检测结果进行

比较*!结果!年龄相关性白内障组%糖尿病性白内障组和健康对照组受检者外周血细胞中总 C#M -ECA的

相对表达值分别为 %H7*p&H(%%%H54p&H38 和 %H33p&H3($( 个组间的总体比较差异有统计学意义"MN)H5)3$

JN&H&&%#$其中年龄相关性白内障组%糖尿病性白内障组受检者外周血中 C#M -ECA的相对表达值明显高

于健康对照组$差异均有统计学意义"\N7H&45%5H%)&$均 Je&H&%#&年龄相关性白内障组%糖尿病性白内障组

和健康对照组受检者外周血细胞中 0C#M -ECA的相对表达值分别为 %H%)p&H3%%%H&8p&H%5 和 &H84p&H%)$

( 个组间的总体比较差异有统计学意义"MN%3H8&%$JN&H&&&#$其中年龄相关性白内障组%糖尿病性白内障

组受检者外周血中 0C#M -ECA的相对表达值明显高于健康对照组$差异均有统计学意义"\N)H%%3%(H4(3$

均 Je&H&%#* 年龄相关性白内障组%糖尿病性白内障组和健康对照组受检者外周血细胞中总 C#M 蛋白的相

对表达值分别为 %5H83p3H%%%%)H%4p(H() 和 %&H*(p3H38$总体比较差异有统计学意义 "MN(7H845$JN

&H&&&#$其中年龄相关性白内障组%糖尿病性白内障组受检者外周血中 C#M 蛋白的相对表达值明显高于健康

对照组$差异均有统计学意义"\N4H885%%&H3**$均 Je&H&%#*!结论!年龄相关性白内障和糖尿病性白内障

患者血液中 C#M 含量增加$可能在白内障的形成和进展过程中发挥重要作用$外周血中 C#M 的检测可作为

白内障防治的监测指标*!
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!!白内障是全球首位的致盲眼病$据研究推测$如能
使白内障的发生推迟 %& 年$白内障的手术量将减少近
一半

,%- $因此$探讨白内障的发病机制%研究白内障的
早期预防和干预措施具有重要意义* 一氧化氮" 20UR0,
?Z0WK$C##是一种内源性血管扩张剂%炎性介质%细胞
信使及神经递质$在体内发挥重要的生理作用&同时
C#也是一种自由基$其在体内的过度表达能引起细
胞损伤$故与多种疾病的发生有密切关系 ,3- * C#由
一氧化氮合酶 " 20UR0,?Z0WK1<2UJ.1K$C#M# 催化 I6精
氨酸和分子氧生成$在体内存留时间短暂$因此检测其
含量比较困难$而 C#M 作为其合成的限速酶$可以间
接反映 C#的水平 ,(- * C#+C#M 在眼病的发生和发展
中均起重要作用$已有文献报道白内障患者 C#M 水平
升高$但这些研究仅局限于对离体晶状体或房水标本
的测定

,7 )̀- $其检测难度较大$而关于外周血中 C#M 含
量与白内障发病相关性的研究报道较少* 本研究选择
年龄相关性白内障以及糖尿病性白内障患者为研究对

象$通过测定其外周血中 C#M 的表达$探讨 C#M 与白
内障发病的相关性$为白内障的临床防治提供新的线
索和依据*

@6资料与方法

@'@6一般资料
@'@'@6对象6采用前瞻性队列研究设计$选择 3&%7

年 %+* 月在苏州大学附属第一医院及上海交通大学
医学院附属新华医院就诊的白内障患者 () 例$其中男
%5 例$女 33 例&皮质性白内障 %5 例$核性白内障 %*
例$后囊下白内障 * 例* 患者中包括年龄相关性白内
障患者 35 例和糖尿病性白内障患者 %3 例* 白内障患
者入选标准!"%#年龄 5& L)5 岁* "3#初诊患者* "(#
未经白内障摘除手术以及其他相关药物治疗* 排除标
准!过熟期白内障%青光眼%高度近视%葡萄膜炎%眼外
伤等其他眼部病变以及有长期放射线接触史等&年龄
相关性白内障患者排除高血压%糖尿病等其他全身性
疾病&糖尿病性白内障患者有 3 型糖尿病史 5 年以上$
除糖尿病及糖尿病相关性并发症外$排除其他全身性
疾病* 纳入患者的晶状体混浊程度均符合白内障手术
适应证$入院后行常规超声乳化白内障摘出联合人工
晶状体植入术* 另外选择 3& 名上海交通大学医学院
附属新华医院 5& L)5 岁同期健康体检正常者作为健
康对照组$无眼部及全身疾病史$扩瞳后裂隙灯显微镜
下检查双眼未发现晶状体混浊* 本研究遵循 [K:102=0
宣言$由苏州大学附属第一医院及上海交通大学医学
院附属新华医院伦理委员会审批通过$所有受试者均
签署知情同意书*

年龄相关性白内障组患者 35 例$ 平均年龄
"*(H(p5H% #岁&其中男 4 例$女 %* 例&单眼发病 %(
例$双眼发病 %3 例* 糖尿病性白内障组患者 %3 例$平
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均年龄"*&H5p*H% 岁#&其中男 * 例$女 * 例&单眼发病
) 例$双眼发病 5 例* 健康对照组 3& 人$平均年龄
"54H&p*H4#岁&其中男 4 人$女 %% 人* 各组年龄%性
别构成比比较差异均无统计学意义"年龄!MN3H45($
JN&H&*%&性别构成比!!3 N&H)58$JN&H*85#*
@'@'A6主要试剂6小鼠抗人C#M 一抗"BAO!]A(6&(&$
克隆号!C#M6(g)6S%% S5#%藻红蛋白"GJ<,?KR<UJR02$D9#
标记的羊抗小鼠二抗 "BAO!](5&%8 # "美国 S"公
司#&小牛血清%DSM 缓冲液"美国 _0T,?公司#&溶血剂
"美国 $2Y0UR?VK2 公司 #&其他试剂均为国产分析纯*
引物由英潍捷基"上海#贸易有限公司设计并合成*
@'A6方法
@'A'@6外周血样本的采集6使用枸橼酸钠抗凝管收
集研究对象外周血约 3H& -:$7 c保存* 样本经离心%
溶血剂溶血后清除红细胞$DSM 洗涤$获取白细胞* 每
份白细胞样本分成两管$分别用于 C#M 基因和蛋白水
平的检测*
@'A'A6逆转录DBE检测白细胞中C#M -ECA的相对
表达!利用微量 ECA抽提试剂盒提取人外周血白细
胞中总 ECA$"C.1K试剂盒清除总 ECA中残留的基因
组 "CA后逆转录成 ,"CA* 以 ,C"A为模板$DBE法
扩增总 C#M 和诱导型一氧化氮合酶 "02WQ,0T:K20UR0,
?Z0WK1<2UJ.1K$0C#M#* 反应条件!47 c预变性 3 -02$
47 c变性 (& 1$5* c退火 (& 1$)3 c延伸 (& 1$() 个循
环后$)3 c再延伸 %& -02* 扩增产物加入 3 #:混有凝
胶红的进样缓冲液$质量分数 %@琼脂糖凝胶上样电
泳后用凝胶成像仪观察并拍照$计算目的基因的相对
表达量$即目的基因+内参基因* 引物序列及反应条件
见表 %*

表 @6>IJF->引物序列

基因 引物序列 退火温度"c# 循环数

总 _X+ 上游 506BOBABOBBBBBAO_BBAAB6(0 58 ()

下游 506BBABO__O_A_AA__BOBA_6(0
3_X+ 上游 506O_BOOBO_O_BOAAO_B__A6(0 58 ()

下游 506BAABBOO__O_OO_AA__B_6(0
-$JG6 上游 506ABBABA_OBBAO_BBAOBAB6(0 58 35

下游 506OBBABBABBBO_OO_BO_OA6(0

!注!C#M!一氧化氮合酶&0C#M!诱导型一氧化氮合酶&_AD"[!甘油

醛6(6磷酸脱氢酶

@'A'C6流式细胞术检测白细胞中 C#M 蛋白的表达!
将人外周血白细胞重悬于 %&& #:DSM 中$设阴性对照
管和 C#M 实验管* 在实验管中加入一抗 " % i%&& #
% #:$对照管中加入小鼠 $V_同型对照抗体 % #:$7 c
避光反应 (& -02$洗涤离心后加二抗"% i% &&&#%& #:$

7 c避光反应 (& -02 后洗涤%离心$每管加入 &'5 -:
DSM$混匀$上流式细胞仪检测* 所有流式检测选用
D9标记抗体$选择 gI3 检测通道*
@'C6统计学方法

采用 MDMM %5H& 统计学软件"$S]6MDMM$BJ0,.V?$
$I$bMA#进行统计分析* 本研究测定指标的数据资料
经 d6M 检验呈正态分布$以 2p7表示* 采用单因素分
析均衡分组 ( 水平试验设计$年龄相关性白内障组%糖
尿病性白内障组和健康对照组间受检者外周血中总

C#M -ECA及其蛋白相对表达量%0C#M -ECA相对表
达量的总体差异比较均采用单因素方差分析$组间的
多重比较采用 MCd6\检验* Je&H&5 为差异有统计学
意义*

A6结果

A'@6各组受试者外周血中 C#M -ECA的表达
年龄相关性白内障组%糖尿病性白内障组和健康

对照组受试者外周血中总 C#M -ECA的相对表达值
分别为 %H7*p&H(%%%H54p&H38 和 %H33p&H3($( 个组
间总体比较差异有统计学意义 " MN)H5)3$ JN
&H&&%#$其中年龄相关性白内障组和糖尿病性白内障
组患者外周血中总 C#M -ECA相对表达量明显高于
健康对照组$差异均有统计学意义"\N7H&45%5H%)&$
均 Je&H&%#* 年龄相关性白内障组与糖尿病性白内
障组总 C#M -ECA相对表达值的比较$差异无统计学
意义"\Ǹ %H8))$JP&H&5#"图 %#*
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A'A6各组受试者外周血中 0C#M -ECA的表达
年龄相关性白内障组%糖尿病性白内障组和健康

对照组受试者外周血中 0C#M -ECA的相对表达值分
别为 %H%)p&H3%%%H&8p&H%5 和 &H84p&H%)$( 个组间
总体比较差异有统计学意义"MN%3H8&%$JN&H&&&#$
其中年龄相关性白内障组和糖尿病性白内障组患者外
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周血中0C#M -ECA相对表达值明显高于健康对照组$
差异均有统计学意义"\N)H%%3%(H4(3$均 Je&H&%#$
而年龄相关性白内障组与糖尿病性白内障组间患者外

周血中 0C#M -ECA相对表达值的差异无统计学意义
"\N%H48)$JP&H&5#"图 3#*
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中 (M:S$>M4的表达
A4凝胶电泳图!% L74受
检者代表性凝胶电泳图

S4各组间受检者外周血
中 0C#M -ECA表达的量
化比 较 ! MN%3H8&%$
JN&H&&&'与健康对照组

比较$.Je&H&5"单因素方
差分析$ MCd6\检验 # !
%4健康对照组!34年龄
相关性白内障组!(4糖
尿病性白内障组!0C#M4
诱导型一氧化氮合酶

A'C6各组受检者外周血中 C#M 蛋白的表达
年龄相关性白内障组%糖尿病性白内障组和健康

对照组受检者外周血样本中总 C#M 蛋白的相对表达
值"C#M 阳性表达细胞百分比#分别为 %5H83p3H%%%
%)H%4p(H() 和 %&H*(p3H38$( 个组间总体比较差异有
统计学意义"MN(7H845$JN&H&&&#$其中年龄相关性
白内障组和糖尿病性白内障组受检者外周血中总

C#M 蛋白表达水平明显高于健康对照组$差异均有统
计学意义"\N4H885%%&H3**$均 Je&H&%#$而年龄相
关性白内障组与糖尿病性白内障组间的差异无统计学

意义"\Ǹ 3H3(&$JP&H&5#"图 (#*
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图 C6各组受检者外周血
中总 M:S蛋白的表达!
A4健康对照组受检者流式
细胞术检测结果!S4年龄
相关性白内障组受检者流

式细胞术检测结果!B4糖
尿病性白内障组受检者流

式细胞术检测结果!"4各
组受检者外周血中总 C#M
蛋白相对表达值的量化比

较!MN(7H845$JN&H&&&'与健康对照组比较$.Je&H&5 "单因素方
差分析$MCd6\检验#!%4健康对照组!34年龄相关性白内障组!(4
糖尿病性白内障组!C#M4一氧化氮合酶

C6讨论

白内障的形成是多因素参与的结果$与年龄%环境
以及遗传等因素相关$但白内障发生和发展的确切机
制至今尚未明确*

流行病学以及分子生物学研究结果表明$白内障
的发生与晶状体的氧化损伤密切相关$尤其是自由基
对晶状体的损害

a8 4̀- * 自由基反应是机体正常生物代
谢过程中必不可少的重要环节* 在细胞内许多酶促反
应和电子传递过程中$均有自由基及其中介代谢产物
发生* 晶状体细胞中有一套完整的抗氧化防御体系以
抵御自由基等导致的氧化损伤$包括谷胱甘肽过氧化
物酶%还原型谷胱甘肽等$但随着年龄老化或者晶状体
内代谢发生改变$自由基与抗氧化系统之间发生失衡$
活性自由基在机体及眼内过量堆积$产生氧化应力$攻
击细胞膜$导致脂质过氧化%"CA损伤和细胞内蛋白
质变性$导致晶状体混浊* 目前已报道的自由基包括
羟基自由基%超氧阴离子和过氧自由基等 a%&- *

C#是一种半衰期仅数秒的小分子自由气体$是
体内重要的生物信使分子之一$也是一种氧化能力较
强的自由基$能通过直接损伤作用%氧化生成过氧化亚
硝酸离子"##C#6#%,_]D+非 ,_]D依赖方式作用于
细胞凋亡基因%干扰细胞能量代谢等途径诱导细胞凋
亡* C#在体内由 C#M 催化 I6精氨酸和分子氧生成$
C#M 是其合成的限速酶* 由于体内直接检测 C#较困
难$通常选择检测 C#M 的表达间接反应 C#的含
量

a(- * C#M 在体内分布广泛$根据 C#M 来源及基因编
码的不同将 C#M 分为神经元型 C#M " 2KQR?2.:C#M$
2C#M#%内皮型 C#M "K2W?UJK:0.:C#M$KC#M#和 0C#M
( 种类型 a%%- $其中 2C#M 和 KC#M 合称结构型 C#M$其
激活依赖于 B.3n+B.]的作用$不受内毒素等的诱导$
通常参与生理状态下 C#的生成&而 0C#M 不依赖于
B.3n+B.]$生理状态下一般不表达$在病理状态下可
在内毒素%细菌脂多糖%白细胞介素6% 等介质的刺激
下产生大量的 0C#M$进而生成过量 C#发挥细胞毒效
应

a%3 %̀(- *
在眼部各组织$包括脉络膜%视网膜%睫状体%小梁

网以及角膜结膜等组织中均有 C#M 的表达$但生理情
况下含量较低

a%7 %̀)- * C#M 的过度表达与白内障%青光
眼%葡萄膜炎%糖尿病性视网膜病变以及角膜新生血管
等眼部病变相关

a%8 3̀3- * 已有研究表明$白内障患者晶
状体中的 C#M 表达升高 a7 )̀- $而本研究旨在通过检测
外周血中 C#M 的表达$进一步分析其与白内障发病是
否有关联* 结果表明$年龄相关性白内障和糖尿病性
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白内障患者外周血细胞中总 C#M 的基因表达以及蛋
白表达均较健康对照组增高$主要是 0C#M 的增加$提
示白内障患者外周血中 C#M 表达增高可能参与了白
内障的发病过程$可以认为白内障患者体内存在诱导
0C#M 表达的病理条件* 这提示我们可以通过 C#M 作
为靶分子从源头上进行干预$以对白内障进行防治*
鉴于本研究样本量相对较小$未来还需要更大样本量
的研究证实$并结合房水和晶状体内 C#M 表达变化等
因素$深入研究体内 0C#M 表达升高在白内障形成中
的具体机制*

总之$本研究结果表明白内障患者外周血中 C#M
的表达增加$为 C#参与白内障发生和发展的病理过
程扩展了证据$将为药物防治白内障提供新的有价值
的线索和方法*
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