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!!(摘要)!背景!晶状体上皮细胞"I9B1#是研究晶状体生理病理的基础$色素上皮衍生因子"D9"g#是
存在于房水和晶状体中的多效能因子$但 D9"g对 I9B1的生物学效应及其机制尚需深入探讨*!目的!探讨
D9"g在体内及体外对人 I9B1生长的调节作用及其机制*!方法!在体内研究部分$纳入年龄相关性白内障
患者 %8% 例 %8% 眼$在白内障手术过程中取患眼晶状体中央区 5H& L5H5 --直径的前囊膜标本$检测 I9B1密
度并依此选择其中 *& 份分为低密度组和高密度组各 (& 例* 采用逆转录 DBE"EO6DBE#法检测并比较 3 个组
I9B1中 D9"g-ECA相对表达量的差异* 在体外研究部分$D9"g培养组在培养液中加入 5& 2V+-:D9"g培
养人 I9B1株"[I96S( #)3 J$正常培养的细胞作为对照组$采用流式细胞仪通过 A22KZ02 6̂g$OB+)6AA"双染
法检测并比较各组细胞周期的细胞比例和细胞凋亡率$采用实时荧光定量 DBE"EO6FDBE#法检测细胞中
9̂_g-ECA的相对表达量*!结果!低密度组晶状体中央区前囊下 I9B1密度为"( *)3p(3*# +--3 $D9"g

-ECA相对表达量为 &H7(p&H&5$明显低于高密度组的"7 85)p(5&# +--3
和 &H55p&H&7$差异均有统计学意义

"9N7H%*$Je&H&5&9N(H83$Je&H&5#* D9"g培养组 _3nM 期细胞比例为"57H&5p7H48#@$明显高于对照组的
"38H57p7H3)#@$差异有统计学意义"9Ǹ *H(3$Je&H&%#&D9"g培养组细胞凋亡率为"3H&8p&H78#@$明显低
于对照组的"%(H5&p&H)3#@$差异有统计学意义"9N)H4&$Je&H&%#* D9"g培养组细胞内 9̂_g-ECA相对
表达量为 *H%p3H3$明显低于对照组的 3)H7p7H8$差异有统计学意义 "9N5H78$Je&H&%#*!结论!人眼内
D9"g可通过抗凋亡及抑制 9̂_g表达等机制发挥促 I9B1增生的作用$I9B1中 D9"g的变化可能与晶状体
的老化及白内障的发生和发展有关*!
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!!晶状体上皮细胞":K21KG0UJK:0.:,K::1$I9B1#的生
物学行为受细胞内外多种信号分子的调控$这是调节
晶状体细胞生长和老化及白内障发生和发展的关键机

制之一* 色素上皮衍生因子 " G0V-K2UKG0UJK:0Q-6
WKR0YKW ;.,U?R$D9"g#是在胚胎和成体内广泛分布的多
效能因子$其在组织细胞中的营养保护功能及其与血
管内皮生长因子 "Y.1,Q:.RK2W?UJK:0.:VR?XUJ ;.,U?R$
9̂_g#的拮抗关系已有深入研究* 我们的前期研究
也发现$人眼房水和 I9B1中的 D9"g水平随机体的衰
老及白内障程度的加重而明显下调

,% 3̀- $但关于 D9"g
对 I9B1生长的调节作用及其相关的分子机制研究目
前鲜见报道* 本研究拟通过体内外研究探讨 D9"g对
人 I9B1生长的调节作用及其机制*

@6资料与方法

@'@6一般资料
@'@'@6研究对象6"%#体内研究!纳入 3&&* 年 %+*
月于中山大学中山眼科中心就诊的拟行手术治疗的年

龄相关性白内障者 %8% 例 %8% 眼$其中男 %&3 例 %&3
眼$女 )4 例 )4 眼&年龄 *& L4& 岁* 排除标准!'存在
晶状体前囊膜混浊或年龄相关性白内障以外的其他特

殊晶状体混浊形态* (先天性%代谢性%继发性白内
障* )合并糖尿病%青光眼%葡萄膜炎%眼底病变%眼外
伤或内眼手术史者* 按 I#BM*分类标准将晶状体皮
质混浊分为 B3 L5级$核混浊分为 C3 L(级$后囊下混浊
有或无* 本研究经中山大学医学伦理委员会批准$患
者术前均签署知情同意书* "3#体外研究!人 I9B1
系 [I96S(由广东省临床分子医学及分子诊断重点实验

室提供$[I96S(细胞株培养于体积分数 %&@胎牛血清
的 "]9]完全培养基中$将光学显微镜下细胞生长良
好%密度达 )&@ L4&@并经胰酶消化的细胞保存备用*

@'@'A 6主要试剂及仪器6 D9"g" 3& #V# "美国
DKGR?UK,J 公司#&磷脂酰丝氨酸试剂盒 "美国 S"公
司#&逆转录试剂盒"DR0-KM,R0GUO] EO6EK.VK2Ud0U#%荧
光定量 DBE试剂盒 MfSEDRK-0Z9ZO.O]"日本 O.=.R.
公司#&OR0o?:试剂 "美国 $2Y0UR?VK2 公司#* 通过查询
DR0-KRT.2= 获取 D9"g% 9̂_g和内参 %6.,U02 的引物并
由美国 $2Y0UR?VK2 公司合成* $l5 型 RK.:6U0-KDBE仪
"美国 S0?6E.W 公司 #&流式细胞仪 "美国 S" gABM
B.:0TQR公司#&OJKR-?M,0K2U0;0,C.2?"R?G 3&&& 紫外分
光光度计"美国 OJKR-?g01JKRM,0K2U0;0,公司#*
@'A6方法
@'A'@6逆转录 DBE法检测患眼 I9B1中 D9"g-ECA
的表达!常规超声乳化白内障摘出术中经环形撕囊获
取晶状体中央区 5H& L5H5 --直径的前囊膜"含囊下
上皮细胞#* 将前囊膜标本等分为 3 份$一份立即浸
于质量分数 7@多聚甲醛液进行固定以备细胞密度检
测$另一份立即投入 9D管 OR0o?:中振荡后保存于
3̀& c备用以进行 D9"g-ECA表达的检测*
标本平铺后行苏木素 伊̀红染色$用接目镜测微

尺附件测定任意 ( 个视野细胞数$取平均值$计算
I9B1密 度* 选 择 其 中 低 于 7 &&&+--3

和 高 于

7 5&&+--3
的前囊膜标本各 (& 份分别作为低密度组和

高密度组*
用于检测 D9"g-ECA表达的标本按相近原则将

5 份囊膜合并为 % 个样本$每组共 * 个样本* 采用组
织样品冷冻匀浆一步法提取晶状体囊膜组织中总

ECA$按逆转录试剂盒步骤合成 ,"CA* D9"g上游引
物序列为 506O_O_BA__BOOA_A___ABO6(0$下游为
506_OOBAB____ABOOO_AA_A6(0&内参照 %6.,U02 上
游引物序列为 506__O__BOOOOA__AO__BAA_6($下
游为 506ABO__AAB__O_AA__O_ABA_6(0* 常规半
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定量逆转录 DBE"RKYKR1KUR.21,R0GU0?2 DBE$EO6DBE#
扩增 -ECA%电泳%成像* 用 S0?6E.W 软件分析扩增片
断$计算每个样本目的基因和内参的吸光度"$#比值$
即 D9"g-ECA的相对表达量* 实验重复 * 次*
@'A'A6A22KZ02^法检测 I9B1的生长和凋亡!培养
液中加入 5& 2V+-:D9"g培养 [I96S(细胞 )3 J 作为
D9"g培养组$同期正常培养的细胞株为对照组* 用
流式细胞仪通过磷脂酰丝氨酸试剂盒 "A22KZ02 6̂
g$OB+)6AA"双染法#检测各组细胞周期和凋亡情况*
3 个组分别取悬浮细胞 &H5q%&* L%q%&*

个$加入结合
缓冲液 %&& #:和 A22KZ02 6̂g$OB%& #:$避光孵育后再
先后加入 )6AA"溶液 5 #:和结合缓冲液 7&& #:$立即
用流式细胞仪定量测定细胞周期的分布和凋亡率* 以
不加 A22KZ02 6̂g$OB及 )6AA"的 % 管作为阴性对照进
行参数值的设定* 实验重复 * 次*
@'A'C6荧光定量 DBE检测 I9B1中 9̂_g-ECA的
相对表达量!分别取 D9"g培养组和对照组的细胞悬
液$用 OR0o?:提取细胞株总ECA后$逆转录按照O.=.R.
试剂盒的说明进行操作* 9̂_g上游引物序列为 506
OOBA_A_B__A_AAA_BAOO6(0$下游为 506_A__A_
_BOBBOOBBO_B6(0$扩增产物片段大小为 %** TG&
%6.,U02作为内参照$扩增产物为 %*% TG* 引物在荧光
定量 DBE仪上进行反应$反应参数为 45 c预变性
5 -02$45 c变性 %& 1$*& c退火 3& 1$)3 c延伸 3& 1$
共 7& 次循环* 反应完成后用$l5 软件输出$用比较BU
值法分析表达差异* 实验重复 * 次*
@'C6统计学方法

采用 MDMM %('& 统计学软件进行统计分析* 计量
资料数据经 j检验呈正态分布$以 2p7表示$组间均
数经 S.RU:KUU检验方差齐* 单因素干预两水平实验设
计$低密度组与高密度组间患者年龄%I9B1密度和
D9"g-ECA相对表达量的比较以及 D9"g培养组与
对照组间 I9B1在_&nM期的分布比例%细胞凋亡率和
细胞中 9̂_g-ECA相对表达量的比较均采用独立样
本 9检验* Je&H&5 为差异有统计学意义*

A6结果

A'@63 个组年龄%I9B1密度及 D9"g相对表达量比较
患眼晶状体中央区前囊下 I9B1密度为 ( (7* L

5 3&)+--3$其中低密度组平均值明显低于高密度组$
差异有统计学意义"9N7H%*$Je&H&5#&3 个组患者的
平均年龄差异无统计学意"9Ǹ %H5)$JP&H&5#&低密
度组 I9B1中 D9"g-ECA的相对表达量明显低于高
密度组$差异有统计学意义"9N(H83$Je&H&5#"表 %#*

表 @6低密度组与高密度组间患者年龄%GK-,密度及
FK3L$>M4相对表达量比较"&N'#

组别
年龄

"岁$)N(&#
I9B1密度

" +--3 $)N(&#
D9"g相对表达量

" )N*#

低密度组 )*H8p*H3 ( *)3p(3* &H7(p&H&5

高密度组 )7H5p*H4 7 85)p(5& &H55p&H&7
9 %̀H5) 7H%* (H83
J P&H&5 e&H&5 e&H&5

!注!I9B1!晶状体上皮细胞&D9"g!色素上皮衍生因子"独立样本9检验#

A'A6D9"g培养后 I9B1增生及凋亡情况
D9"g培养组培养 [I96S(细胞 37%78 和 )3 J 后$

光学显微镜下观察可见细胞形态与正常培养的细胞株

无明显变化$未发现纤维分化细胞* D9"g培养组培
养 [I96S(细胞 )3 J 后$_3 nM 期细胞比例为"57H&5p
7H48#@$对照组为"38H57p7H3)#@$差异有统计学意
义"9N*H(3$Je&H&%#$即 D9"g培养的 [I96S(细胞增

生活性明显增强* 对照组细胞凋亡率明显高于 D9"g
培养组$差异有统计学意义 "9N)H4&$Je&H&% #$即
D9"g培养的[I96S(细胞凋亡被显著抑制"图 %$表 3#*
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图 @6FK3L培养组与对照组培养 0GKJ7C PA .的细胞形态%细胞周

期分布和凋亡率的比较 "q%&&#!A!D9"g培养组培养的细胞形态
与对照组接近!S!对照组细胞形态!B!D9"g培养组 _3期和 M 期

细胞比例高于对照组!"!对照组 _3期和 M 期细胞比例!9!D9"g

培养组 [I96S(细胞凋亡率"第 7 象限#明显低于对照组!g!对照组

细胞凋亡率"第 7 象限#明显高于 D9"g培养组
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表 A6FK3L培养组与对照组 QARS期
细胞比例及凋亡率比较"&N'$T#

组别 样本量 _3 nM 期细胞比例 凋亡率

D9"g培养组 (& 57H&5p7H48 3H&8p&H78

对照组 (& 38H57p7H3) %(H5&p&H)3
9 *̀H(3 )H4&
J e&H&% e&H&%

!注!D9"g!色素上皮衍生因子"独立样本 9检验#

A'C6I9B1中 9̂_g-ECA的相对表达量
D9"g培养组和对照组 [I96S(细胞株中 9̂_g

-ECA的相对表达值分别为 *H%p3H3 和 3)H7p7H8$
D9"g培养后 )3 J 细胞中 9̂_g-ECA的表达水平较
对照组下调了 ))H8@$差异有统计学意义 "9N5H78$
Je&H&%%#*

C6讨论

人胚胎 ) 周龄起眼内多种细胞即可合成D9"g$在
成体眼内 D9"g的基因和蛋白广泛分布于视网膜%脉
络膜%睫状体和角膜$在眼内液中也有较高浓度 ,(- $一
般认为眼内 D9"g的作用主要是保护视网膜并促进其
分化以及抑制组织中异常血管的生成

,7- * #V.U.等 ,5-

在鼠眼 I9B1中发现了 D9"g的表达$ MKVKY等 ,*-
用

,"CA微序列技术研究人眼 I9B1的分子特征发现$
J4GM基因存在于 I9B1中并与白内障有关* 我们前
期的研究进一步证实$人眼房水中及前囊下 I9B1中
的 D9"g水平均与年龄和白内障的病情呈负相
关

,% 3̀- $但 D9"g与人眼 I9B1代谢的关系却一直未得
到关注* 除了维持晶状体的无血管化状态外$细胞内
外的 D9"g是如何对 I9B1的生存或衰老%增生或分化
等细胞性状产生影响的$其究竟是通过哪些机制来发挥
调控作用的$且其在晶状体生理及病理过程中究竟起怎
样的作用等问题均值得深入探讨$目前鲜见相关报道*

本研究发现年龄相关性白内障患者晶状体中央区

前囊下 I9B1密度的减少伴随着细胞内 D9"g表达水
平的下调$推测与 I9B1的增生活性下降及细胞凋亡
有关$体外实验发现 D9"g可促进 I9B1的增生$抑制
I9B1的凋亡$并可下调细胞内 9̂_g的表达*

D9"g是一种多效能细胞因子$其作用包括抗血
管生成%抗肿瘤%抗氧化%营养和保护细胞等$可发挥抑
制细胞分裂或诱导凋亡和促进细胞存活增生或抵抗凋

亡早衰的双重作用$其生物学效应受细胞类型%环境差
异%转录或翻译后修饰形成的异构体%不同受体或功能
表位介导的信号途径等因素影响

,) 4̀- * 根据本研究的
结果推测$D9"g可通过自分泌和+或旁分泌的方式参

与晶状体的生长发育和细胞保护$在维持晶状体囊膜
中央区 I9B1的存活和生物活性%抑制 I9B1的氧化损
伤和凋亡%与其他细胞因子共同调节 I9B1的增生和
分化等方面发挥一定的作用$D9"g在 I9B1中的相对
表达水平下调可能是白内障发生和发展的重要因素*

机体衰老的主要特征是多种基因表达水平的改

变* I9B1作为晶状体结构维持%功能发挥和代谢进行
的载体$其衰老程度是致病的决定性因素之一* D9"g
又称为早期群体倍增 ,"CA6%$是某些类型细胞的寿命
相关因子$是反映 _&期细胞增生潜能的特异性基因$
在老化的组织和细胞中表达量显著下调$用 D9"g对
某些类型细胞进行培养可明显延长原代细胞的生存时

间$增加传代次数$延缓细胞株的复制和衰老进程$研
究也证实体内 D9"g水平和某些年龄相关性病变的进
展有关

,%& %̀%- * 正常情况下晶状体中央区前囊下 I9B1
多分布于 _&期并保持着增生活性$我们先前的研究发
现$I9B1中 D9"g的表达随年龄的增长而下调$本研
究也发现白内障眼 I9B1密度减小也与 D9"g表达水
平的降低有关$提示 J4GM基因可能也是 I9B1寿命
相关基因$细胞内 D9"g表达衰减是 I9B1衰老的标
志$又是中央区 I9B1增生潜能下降的指标之一*

晶状体处于紫外线%钙超载%氧化剂等引起的应激
中$作为第一道防线 I9B1内外存在诸多保护因子和
酶形成的抗氧化抗凋亡的强大防御系统$但随着机体
衰老许多关键基因和蛋白含量逐渐下调或活性降低$
环境危险因素诱导的 I9B1氧化损伤和凋亡是晶状体
老化%白内障发生和发展的重要机制 ,%3- * D9"g是许
多类型细胞的保护因子$可抑制细胞内活性氧簇的生
成$或激活核因子6+S介导的信号转导通路$上调 T,:6
3%T,:6Z%]26M#"多种抗凋亡蛋白表达$或下调 G5(+
G%* 表达$或维持细胞内钙平衡等机制促进细胞生存$
发挥抗氧化%抗凋亡的细胞保护效应 ,%( %̀7- * f.2V
等

,%5-
在原代培养的人 I9B1中发现$下调 J4GM基因

表达可导致与白内障发生和发展直接相关的波形蛋白

表达下降和 "S6晶状体蛋白表达上升$提示 D9"g在
晶状体内表达下调可引起多种氧化应激反应* 本研究
中发现$房水及 I9B1中 D9"g水平降低与白内障程度
和前囊下 I9B1数量减少相关$体外实验证实 D9"g抑
制 I9B1凋亡$推测 D9"g可介导某些信号系统起抗氧
化%抗凋亡作用$从而保护中央区 I9B1$其合成分泌减
少可降低 I9B1的抗应激能力$导致损伤和凋亡增加$
从而参与白内障发生和发展的病理过程*

晶状体细胞终生生长$在赤道部生发区 I9B1分
裂活跃并适时分化$生理状态下细胞增生速度呈年龄
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依赖性下降$白内障的病理学基础之一是赤道部细胞
增生分化的紊乱$这种过程受到细胞内相关基因改变
及细胞外生长调节因子失衡等影响

,%*- * 正常情况下
体内 D9"g和 9̂_g含量和比例处于一种动态平衡$
协同调节细胞生长和内环境稳定$前者促进细胞增生
和抑制新生血管$而后者促进细胞分化和诱导血管增
生

,%)- * 已有研究证实$在胚胎和成人的 I9B1和浅层
有核纤维细胞中均存在 9̂_g及其受体$其表达水平
在发育期和衰老期呈双峰样

,%8- &我们先前的研究也证
实房水和 I9B1中存在 D9"g$并且其表达水平随年龄
的增长而下降$提示 9̂_g和 D9"g的生物活性贯穿
于晶状体的发育和代谢过程$一方面可能先后促进胚
胎期晶状体血管膜的形成和退化

,%4- $另一方面共同调
节晶状体细胞的生物活动$它们在不同时期的功能不
同$由不同的信号转导机制所决定* M.02U6_K20Ko
等

,3&-
和 CKK:.-等 ,3%-

研究发现$外源性 9̂_g可影响
[I9B6S(的细胞周期$其作用呈剂量依赖性$并可介导
缺氧诱导因子6%$进而促进 9̂_g的合成$前者尤其对
生发区 I9B1的增生发挥抑制作用$且呈年龄相关
性

,33- * 本研究结果还显示$外源性 D9"g可促进
[I96S(增生$并可下调 9̂_g表达$由此本研究认为
D9"g和 9̂_g共同参与调控生发区 I9B1的生长和
分化$ D9"g或者类似在角膜缘干细胞通过激活
G(8]ADd和 MOAO( 而直接发挥丝裂原效应 ,3(- $或者
通过内在反馈抑制 9̂_g上调$间接发挥促进细胞增
生的作用* 随着机体的老化而出现的 I9B1生长速度
减慢及 I9B1增生分化异常可能与 9̂_g水平上升和
D9"g水平下降有关* 我们今后将进一步研究在晶状
体不同区域%不同发育阶段 D9"g表达与 9̂_g表达
的关系$以及它们调控 I9B1生长的信号通路*

本研究以人 I9B1为研究对象$通过体内外研究
探讨 D9"g对 I9B1的影响$揭示 D9"g具有促 I9B1
增生和抗 I9B1凋亡的功能$并与 9̂_g有拮抗关系*
本研究推断$D9"g在晶状体可能以旁分泌和自分泌
的形式$通过抗氧化%抗凋亡的机制来延缓细胞衰老和
维持细胞生存$通过抑制 9̂_g的表达并与其协同作
用来调控细胞周期和提高细胞增生活性$从而发挥促
进细胞生长的 I9B1营养因子效应$为后续的晶状体
发育%白内障致病的分子机制研究提供了新的思路*
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