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!!$摘要%!目的!研究虾青素对过氧化氢&c"9"'诱导晶状体上皮细胞 c_&bM$ 氧化应激损伤的调控作用

及其可能的作用机制(!方法!将 c_&bM$ 细胞于不同浓度 c"9"&#)L#)%##)"##)L##)FL# !'0*I_'下培养"噻
唑蓝&[WW'法检测细胞抑制率"计算半数抑制浓度 &;?L#'( 将 c_&bM$ 细胞使用不同浓度 & #)L)%#)"#)
L# !'0*I_'虾青素培养"[WW法检测细胞存活率( 将 c_&bM$ 细胞分为 ] 个组"其中正常对照组用完全培养
基培养)氧化应激组于 "L# !'0*I_c"9" 培养基中培养"%# !'0*I_虾青素组和 "# !'0*I_虾青素组分别于相

应浓度虾青素 "̀L# !'0*I_c"9" 培养基中培养"各组均培养 "] /( 采用流式细胞仪检测细胞凋亡率*采用
&_;:@法检测细胞一氧化氮&X9'浓度)超氧化物歧化酶& :9<'活性)还原型谷胱甘肽 &h:c'活性和丙二醛
&[<@'含量*采用 f6A7681 O0*7法检测细胞核核因子 &" 相关因子 "&X84"')细胞质 X84" 和血红素加氧酶M%
&c9M%')醌氧化还原酶 %&Xo9%'蛋白表达( 另将细胞分为正常对照 小̂干扰 \X@&X?MA)\X@'组)X84"MA)\X@

组)X?MA)\X@̀ 虾青素组和 X84"MA)\X@̀ 虾青素组"分别转染 X?MA)\X@或 X84"MA)\X@"转染后 "] / 分别于含 #

或 %# !'0*I_虾青素和 "L# !'0*I_c"9" 培养基中培养 "] /( 采用流式细胞仪检测细胞凋亡率"采用 &_;:@

法检测细胞 X9浓度):9<活性)h:c活性和 [<@含量(!结果!随着 c"9" 浓度的增加"c_&bM$ 细胞抑制

率升高"不同浓度 c"9" 处理细胞的抑制率总体比较差异有统计学意义 &@l%"B$LD"Nm#B#L'( c"9" 对

c_&bM$ 细胞的 ;?L# 为 "G]B"# !'0*I_( #)L)%#)"#)L# !'0*I_虾青素处理 c_&bM$ 细胞的存活率分别为
&%##B##k#B##'C"& %#"B"#k%B$]'C)& %#EBL#k$BG#'C)& %%LB]#k]B%$'C和 & E$BG#k"BLE'C"后续选取
%# !'0*I_和 "# !'0*I_作为实验剂量( 氧化应激组细胞凋亡率为 & $DBL#k"B$D'C"高于正常对照组的
&EB"#k#B"]'C"差异有统计学意义&Nm#B#L'*%# !'0*I_虾青素组细胞凋亡率为&"FBG#k]B$$'C"低于氧化
应激组"高于 "# !'0*I_虾青素组的&%]BE#k%B"$'C和正常对照组"差异均有统计学意义&均 Nm#B#L'( 氧
化应激组细胞中 X9浓度)[<@含量高于正常对照组)%# !'0*I_虾青素组和 "# !'0*I_虾青素组":9<)h:c

活性低于正常对照组)%# !'0*I_虾青素组和 "# !'0*I_虾青素组"差异均有统计学意义 &均 Nm#B#L'*
%# !'0*I_虾青素组 X9浓度)[<@含量高于 "# !'0*I_虾青素组和正常对照组" :9<)h:c活性低于
"# !'0*I_虾青素组和正常对照组"差异均有统计学意义 &均 Nm#B#L'( 各组间细胞核 X84")细胞质 X84")
c9M% 和 Xo9% 蛋白相对表达量总体比较"差异均有统计学意义 &@l]$BL%") "#B$D%) $%B#%]) "$B]$L"均
Nm#B##%'*正常对照组)氧化应激组)%# !'0*I_虾青素组和 "# !'0*I_虾青素组细胞质 X84" 蛋白相对表达量
逐渐下降"细胞核 X84")c9M% 和 Xo9% 蛋白相对表达量逐渐升高"组间两两比较"差异均有统计学意义 &均
Nm#B#L'( X84"MA)\X@组和 X84"MA)\X@ 虾̀青素组细胞凋亡率高于 X?MA)\X@组和 X?MA)\X@ 虾̀青素组"
X?MA)\X@组细胞凋亡率高于 X?MA)\X@̀ 虾青素组"差异均有统计学意义&均 Nm#B#L'*X84"MA)\X@̀ 虾青素组

和 X84"MA)\X@组细胞凋亡率差异无统计学意义 &Nn#B#L'( X84"MA)\X@组细胞 X9浓度)[<@含量高于
X?MA)\X@组":9<)h:c活性低于 X?MA)\X@组"差异均有统计学意义&均 Nm#B#L'*X?MA)\X@̀ 虾青素组 X9

浓度)[<@含量低于 X?MA)\X@组和 X84"MA)\X@̀ 虾青素组":9<)h:c活性高于 X?MA)\X@组和 X84"MA)\X@̀

虾青素组"差异均有统计学意义&均Nm#B#L'*X84"MA)\X@̀ 虾青素组细胞 X9浓度):9<和 h:c活性及 [<@

含量与 X84"MA)\X@组比较"差异均无统计学意义 &均 Nn#B#L'(!结论!虾青素能提高晶状体上皮细胞抗
c"9" 诱导的氧化应激损伤能力"其作用可能是通过活化 X84" 相关信号通路而实现的(!

$关键词%!晶状体上皮细胞* 虾青素* 氧化应激* X84" 信号通路
基金项目! 湖北省卫计委科研立项项目 &f+"#%L[b"LF'
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J-*7-865 R)7/ 5)4468617J01J6178(7)01A& #" L#" %##" "##" L##" FL# !'0*I_' 04c"9".W/6J6**)1/)O)7)01 8(76R(A

5676J765 ON7/6'67/N*7/)(V0*N*7678(V0*)-' & [WW' '67/05"(15 7/6L#C)1/)O)7)12J01J6178(7)01 & ;?L# ' R(A

J(*J-*(765.c_&bM$ J6**AR686J-*7-865 R)7/ 5)4468617J01J6178(7)01A& #"L"%#""#"L# !'0*I_' 04(A7(,(17/)1.W/6

J6**A-8P)P(*8(76R(A5676J765 ON7/6[WW'67/05.c_&bM$ J6**AR6865)P)565 )17040-8280-QA408"]M/0-8J-*7-86"

1('6*N108'(*J01780*280-Q J-*7-865 R)7/ J0'Q*676'65)-'"0,)5(7)P6A786AA280-Q J-*7-865 R)7/ "L# !'0*I_c"9""

%# !'0*I_(A7(,(17/)1 280-Q J-*7-865 R)7/ %# !'0*I_ (A7(,(17/)1 (15 "L# !'0*I_ c"9"" (15 "# !'0*I_

(A7(,(17/)1 280-Q J-*7-865 R)7/ "# !'0*I_(A7(,(17/)1 (15 "L# !'0*I_c"9".W/6J6**(Q0Q70A)A8(76R(A56768')165

ON4*0RJN70'678N.W/61)78)J0,)56&X9' J01J6178(7)01"A-Q680,)565)A'-7(A6& :9<' (J7)P)7N"2*-7(7/)016&h:c'

(J7)P)7N(15 '(*015)(*56/N56&[<@' J017617R6865676J765 ON&_;:@.W/6Q8076)1 6,Q86AA)01A041-J*6(84(J708

68N7/80)5M" 86*(765 4(J708" &X84"' )1 1-J*6)"JN70Q*(A')JX84""/6'60,N261(A6M% &c9M%' (15 X@<&Z' c"U-)1)16

0,)50865-J7(A6% &Xo9%' R6865676J765 ONf6A7681 O0*7.W/6J6**AR6865)P)565 )17040-8280-QA"1('6*N108'(*

J01780*MA'(**)1768468)12 \X@ & X?MA)\X@' 280-Q" X84"MA)\X@ 280-Q" X?MA)\X@`(A7(,(17/)1 280-Q (15

X84"MA)\X@̀ (A7(,(17/)1 280-Q.W/6J6**AR68678(1A46J765 R)7/ X?MA)\X@08X84"MA)\X@(JJ085)12*N.W/6J6**AR686

J0MJ-*7-865 408"] /0-8AR)7/ #I%# !'0*I_ (A7(,(17/)1 (15 "L# !'0*I_ c"9" "] /0-8A(476878(1A46J7)01"

86AQ6J7)P6*N.W/6J6**(Q0Q70A)A8(76R(A56768')165 ON4*0RJN70'678N.W/6X9J01J6178(7)01" :9<(J7)P)7N"h:c
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786(765 R)7/ 5)4468617J01J6178(7)01A04c"9" &@l%"B$LD"Nm#B#L'.W/6;?L# P(*-604c"9" 01 c_&bM$ J6**AR(A

"G]B"# !'0*I_.W/6A-8P)P(*8(76A04c_&bM$ J6**A786(765 R)7/ #" L" %#" "# (15 L# !'0*I_(A7(,(17/)1 R686
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W/61 %# !'0*I_(15 "# !'0*I_R686J/0A61 (A7/66,Q68)'617(*50A6.W/6J6**(Q0Q70A)A8(76040,)5(7)P6A786AA
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280-Q 7/(1 )1 108'(*J01780*280-Q" %# !'0*I_(A7(,(17/)1 280-Q (15 "# !'0*I_(A7(,(17/)1 280-Q" (15 7/6

5)446861J6AR686A7(7)A7)J(**NA)21)4)J(17&(**(7Nm#B#L'.W/6X9(15 [<@J017617AR686/)2/68(15 7/6:9<(15

h:cJ01J6178(7)01AR686*0R68)1 %# !'0*I_(A7(,(17/)1 280-Q 7/(1 )1 108'(*J01780*280-Q (15 "# !'0*I_
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!!白内障是一种由氧化损伤)钙紊乱)年龄)遗传等
多种因素诱发的致盲眼病"其表现为晶状体混浊( 晶
状体的透明性和正常功能依赖晶状体上皮细胞数量)
结构和功能的完整性

+ %, ( 研究证实"高浓度过氧化氢
&/N580261 Q680,)56"c"9" '是导致晶状体上皮细胞凋
亡的重要因素之一"氧化应激所产生的一系列产物使
晶状体上皮细胞的通透性)蛋白构象发生改变"其生理
功能也随之改变"从而导致晶状体混浊 + " $̂, ( 因此提
高晶状体上皮细胞的抗氧化应激能力有助于预防和控

制白内障( 虾青素是叶黄素家族的一种"广泛存在于
海洋动物)藻类及少数陆生植物体内 + ], ( 研究证实"
虾青素有强大的抗氧化能力"能有效清除氧自由基"抑
制氧化应激损伤

+ L Ĝ, ( 核因子 &" 相关因子 "& 1-J*6(8
4(J70868N7/80)5M" 86*(765 4(J708""X84"'与氧化应激密切
相关"参与白内障形成 + F, "通过抑制 X84" 信号通路可
预防糖尿病大鼠白内障进展

+ D, ( 有研究报道"虾青素
对糖尿病性白内障模型大鼠晶状体氧化应激损伤有缓

解作用"也能减少紫外线诱发的晶状体上皮细胞凋
亡

+ E %̂#, ( _)等 + %%,
研究证实"虾青素能通过调控 X84"I

>6*J/ 样 环 氧 氯 丙 烷 相 关 蛋 白M% & >6*J/M*)S6
6Q)J/*080/N58)1M(AA0J)(765 Q8076)1 %">6(Q%'通路抵抗赭
曲霉素 @诱发的小鼠肾脏氧化应激损伤*闫孟利等 + %",

证实"虾青素能通过激活 X84" 通路从而抑制 c"9" 诱

导的 c6*(细胞凋亡*>-O0等 + %$,
报道虾青素刺激 X84"

通路防止氧化应激损伤"改善吸烟所致的小鼠肺气肿(
以上研究提示虾青素能通过刺激 X84" 信号通路活性
缓解多种细胞的氧化应激损伤"但虾青素对于晶状体
上皮细胞氧化应激损伤的作用机制尚鲜有报道( 基于
此"本研究拟探索虾青素对 c"9" 诱导人晶状体上皮

细胞氧化应激损伤的调控作用及其作用机制(

#;材料与方法

#.#!材料
#.#.#!实验细胞!永生型人晶状体上皮细胞系
&c_&bM$'购自中国科学院上海细胞库(

#.#.B!主要试剂及仪器!膜联蛋白 =I碘化丙啶
&@116,)1 =Y;W?IZ;'凋亡试剂盒&德国美天旎公司'*
兔抗人 X84" 一抗 & F%#LF]')兔抗人血红素加氧酶M%
&/6'60,N261(A6M%"c9M%'一抗 &Z@LMFFD$$')兔抗人
醌氧化还原酶 % +X@< &Z' c"U-)1)160,)50865-J7(A6
%"Xo9% , 一 抗 & $EM$F## ') 甘 油 醛M$M磷 酸 脱 氢 酶
&2*NJ68(*56/N56M$MQ/0AQ/(7656/N580261(A6"h@Z<c'和
c$ 抗体 &美国 ;1P)780261 公司 '*山羊抗兔 ;2h二抗
&(O"#LF%E')b?@蛋白定量检测试剂盒)<&[&IY%"
培养基)胎牛血清 &467(*O0P)16A68-'" Yb: ' &英国
@OJ('公司 '*一氧化氮 & X9') 超氧化物歧化酶
&A-Q680,)56 5)A'-7(A6" :9<') 还 原 型 谷 胱 甘 肽
&2*-7(7/)016"h:c')丙二醛&'(*015)(*56/N56"[<@'检
测试 剂 盒 & 上 海 碧 云 天 生 物 技 术 有 限 公 司 '(
?N70Y_&e流式细胞仪&美国 b6JS'(1 ?0-*768公司'*
[-*7)AS(1 h9酶标仪&美国 W/68'0Y)A/68:J)617)4)J公
司'*<H?ZM$%<X电泳仪 &北京六一生物科技有限公
司'*W(101 Y)16<0eG 全自动化学发光图像分析系统
&上海天能科技有限公司'(
#.B!方法
#.B.#!细胞培养!将冻存的 c_&bM$ 细胞解冻)复
苏"重悬于含体积分数 %#CYb: 和青链霉素双抗的
<[&[培养基中"于 $F p)体积分数 LC?9" 培养箱中

培养"待细胞融合达到 D#C左右时进行传代(
#.B.B!噻唑蓝法检测不同浓度 c"9" 处理细胞的抑

制率!取对数期 c_&bM$ 细胞"按 Lq%#]
个I'*接种于

EG 孔板"待细胞贴壁后更换为含 #)L#)%##)"##)L##)
FL# !'0*I_c"9" 的新鲜完全培养液"每个浓度设置 G
个复孔"继续培养 "] /( 每孔加入 "# !*新配制的噻
唑 蓝 & '67/N* 7/)(V0*N* 7678(V0*)-'" [WW' 溶 液

&L '2I'_'"继续培养 ] /"弃上清液"每孔加入 %L# !*
Y08'(V(1 溶解液"将 EG 孔板置于酶标仪中"检测
]D# 1'波长处的吸光度&(OA08O('J6"T'值"取 G 个孔
T值的平均值"计算不同浓度 c"9" 处理细胞的抑制

率"细胞抑制率 l& % 各̂浓度 c"9" 处理组 T值 ' I

!#$]! 中华实验眼科杂志 "#"$ 年 L 月第 ]% 卷第 L 期!?/)1 +&,Q 9Q/7/(*'0*"[(N"#"$"=0*.]%"X0.L
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# !'0*I_c"9" 组 T值q%##C( h8(Q/Q(5 软件计算细
胞的 半 数 抑 制 浓 度 & L#C )1/)O)7)12J01J6178(7)01"
;?L#'(
#.B.C![WW法检测不同浓度虾青素处理细胞的存活
率!将对数期 c_&bM$ 细胞接种于 EG 孔板"分别加入
#)L)%#)"# 和 L# !'0*I_虾青素"继续培养 "] /( 参
照 %."." 部分方法检测各组细胞的存活率"细胞存活
率l各浓度虾青素组 T值I# !'0*I_虾青素处理组 T
值q%##C(
#.B.D!细胞分组和处理!将细胞按 Lq%#]

个I'*接
种于 EG 孔板中"分为正常对照组)氧化应激组)
%# !'0*I_虾青素组和 "# !'0*I_虾青素组( 其中氧
化应激组细胞培养于含 "L# !'0*I_c"9" 的完全培养

基中"%# !'0*I_虾青素组和 "# !'0*I_虾青素组在
氧化应激组条件下分别添加终浓度为 %# !'0*I_和
"# !'0*I_的虾青素"正常对照组用完全培养基培养(
培养 "] / 后进行后续实验(
#.B.E!流式细胞仪检测各组细胞凋亡率!取各组细
胞"胰蛋白酶消化"预冷磷酸盐缓冲液&Q/0AQ/(76O-4468
A(*)16"Zb:'洗涤 " 次"离心半径 $ J' % ### 8I')1 离心
%# ')1 后重悬于 "## !*b)15)12b-4468中"加入 L !*
@116,)1 =MY;W?混匀"冰浴条件下避光反应 %L ')1"继
续加入 $## !*b)15)12b-4468"加入 L !*Z;后 % / 内流
式细胞仪上样检测细胞凋亡率( 左下象限为活细胞"
左上象限为死亡细胞"右上象限为晚期凋亡细胞"右下
象限为早期凋亡细胞( 细胞凋亡率l早期凋亡率 晚̀

期凋亡率( 实验独立重复 $ 次(
#.B.O ! &_;:@法检测各组细胞氧化应激指标!
&%':9<活性检测!收集细胞"吸净培养液"Zb: 洗
涤"加入 :9<样品制备液"吹打裂解细胞"离心半径
%# J'"%" ### 8I')1 离心 $ ')1"取上清作为待测样
品( b?@试剂盒测定样品的蛋白浓度"使用试剂盒中
提供的检测缓冲液稀释样品"参照试剂盒说明书配制
酶工作液"设置样品孔 &待测样品)酶工作液)反应启
动工作液')空白对照 % 孔&检测缓冲液)酶工作液)反
应启动工作液')空白对照 " 孔&检测缓冲液)酶工作
液'和空白对照 $ 孔&待测样品)检测缓冲液)酶工作
液'"各孔 $F p孵育 $# ')1"使用酶标仪在 ]L# 1'处
测定 T值( 抑制百分率 l+& T空白对照 % T̂空白对照 " ' ^
&T样品^T空白对照 $', I&T空白对照 % T̂空白对照 "'q%##C"待测样
品中 :9<酶活力单位 l抑制百分率I& % 抑̂制百分

率'( &"'[<@含量检测!取各组裂解细胞上清液"
根据试剂盒说明书配制工作液"将待测样本或标准品
与试剂混匀"以裂解液作为空白对照" EL p水浴

]# ')1"流水冷却"离心半径 $ J'"$ ### 8I')1 离心
%# ')1"取上清"采用酶标仪检测 L$# 1'波长处 T值(
[<@含量l&样本 T值 空̂白对照 T值' I&标准品 T
值 空̂白对照 T值'q标准品浓度q"I待测样本浓度(
&$'X9浓度检测!取各组裂解细胞上清液"在 EG 孔
板加入标准品及样品"在各孔中加入置于室温的
h8)6AA\6(2617*和 h8)6AA\6(2617&"采用酶标仪测
量 L]# 1'波长处T值( X9浓度l&样品T值 标̂准品

T值' I标准曲线斜率( &]'h:c活性检测!取各组裂
解细胞上清液"按照说明书将试剂与待测样本混合均
匀"离心半径 $ J'"] ### 8I')1 离心 %# ')1"每管取
% '*上清液"进行显色反应*另按照说明书要求配制
试剂"并将试剂与待测样本混合均匀"室温孵育
%L ')1"于酶标仪 ]%" 1'处检测 T值"h:c活性 l
&T非酶管 T̂酶管 ' I&T标准管 T̂空白管 ' q标准管浓度q稀释倍
数q样本稀释倍数( 每个实验结果独立重复 $ 次(
#.B.R!f6A7681 O0*7法检测细胞内 X84" 信号通路相关
蛋白表达!收集各组细胞"加入 \;Z@裂解液"冰上裂
解 $# ')1"离心半径 $ J'"$ ### 8I')1 离心 %# ')1"取
上清液即为细胞质蛋白*收集沉淀"加入 "## !*核蛋
白提取剂"高速涡旋 $# A"离心半径 $ J'"$ ### 8I')1
离心 %# ')1"取上清液即为核蛋白( 按照 b?@蛋白定
量试剂盒检测蛋白浓度( 取细胞质蛋白进行 :<:M
Z@h&凝胶电泳并转印至 Z=<Y膜上"用质量分数
#BLC的脱脂奶粉室温封闭 % /"Wb:W充分洗涤后分别
加入 X84" & % d% ### ') c9M% & % dL## ') Xo9%
&% d% ###')h@Z<c& % d" ###'一抗"] p孵育过夜*
Wb:W漂 洗 $ 次" 每 次 %# ')1" 加 入 相 应 二 抗
&% dL ###'"室温下孵育 % /*Wb:W漂洗 $ 次"每次
%# ')1"化学发光试剂&6*6J780J/6')*-')16AJ61J6"&?_'
显色"采用 ;'(26+软件分析蛋白灰度( 取核蛋白"加
入 X84"&% d% ###')c$&% d" ###'一抗"检测 X84" 蛋白
表达"步骤同上( 细胞质蛋白以 h@Z<c为内参"细胞
核蛋白以 c$ 为内参"计算各目的蛋白相对表达量(
每组实验独立重复 $ 次(
#.B.S!细胞转染和分组!取对数期 c_&bM$ 细胞按
%q%#G

个I'*接种于 G 孔板内"分别将 L !2X84"M小干
扰 \X@& A'(**)1768468)12 \X@" A)\X@' & 序 列 为
LrMh?WW@hh?WW@hh?WW@hh?M$r'或正常对照MA)\X@
&108'(*J01780*MA)\X@"X?MA)\X@' &上海吉玛制药技
术有限公司合成'加入 G !*W-6O046J7和 "## !*不含
Yb: 的 <[&[混合液中"混合均匀后加入 G 孔板内"
于细胞培养箱中培养 "] /( 将转染后细胞分为
X?MA)\X@组)X84"MA)\X@组)X?MA)\X@ 虾̀青素组)

!%$]!中华实验眼科杂志 "#"$ 年 L 月第 ]% 卷第 L 期!?/)1 +&,Q 9Q/7/(*'0*"[(N"#"$"=0*.]%"X0.L
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X84"MA)\X@`虾 青 素 组" 其 中 X?MA)\X@ 组 和

X84"MA)\X@组培养于含终浓度 "L# !'0*I_c"9" 的培

养基中"X?MA)\X@̀ 虾青素组和 X84"MA)\X@̀ 虾青素组

细胞分别培养于含终浓度 %# !'0*I_虾青素和
"L# !'0*I_c"9" 的培养基( 培养 "] / 后采用流式细
胞仪检测细胞凋亡率"采用相应试剂盒检测细胞中
X9浓度):9<及 h:c活性和[<@含量( 每组实验独
立重复 $ 次(
#.C!统计学方法!

采用 :Z:: "#.# 统计学软件进行统计分析( 计量
资料经 :/(Q)80Mf)*S 检验证实呈正态分布"以 1k?表
示( 多组间细胞凋亡率)X9浓度)[<@含量):9<及
h:c活性总体差异比较采用单因素方差分析"多重比
较采用 _:<M%检验( 采用双尾检验"Nm#B#L 为差异有
统计学意义(

B;结果

B.#!不同浓度 c"9" 处理 c_&bM$ 细胞抑制率比较

#)L#)%##)"##)L##)FL# !'0*I_c"9" 对 c_&bM$

细胞的抑制率分别为&#B##k#B##'C)&%#B$Dk"B#%'C)
&%DBL$k"B"L'C)&$EB%Dk$B]E'C)&G]BLEkLB]"'C)
&DFBE]kFB]$'C"随着 c"9" 浓度的增加"细胞抑制率
随之增加"不同浓度 c"9" 对细胞抑制率总体比较差

异有统计学意义 &@l%"B$LD"Nm#B#L '( c"9" 对

c_&bM$ 细胞的 ;?L# 为 "G]B" !'0*I_&图 %'(

细
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图 #;不同浓度 TB>B 处理 TUVMNC 细胞抑制率比较;@l%"B$LD"

Nm#B#L.与 # !'0*I_c"9" 比较"(Nm#B#L*与 L# !'0*I_c"9" 比

较"ONm#B#L*与 %## !'0*I_c"9" 比较"JNm#B#L*与 "## !'0*I_

c"9" 比较"5Nm#B#L*与 L## !'0*I_c"9" 比较"6Nm#B#L&单因素方

差分析"_:<M%检验"'lG'
(,.+21# ; %)7532,&)- )6,-0,:,/,)- 23/1&)69,66121-/TB>B

*)-*1-/23/,)-&)-/01.2)=/0)6TUVMNC *144&!@l%"B$LD"Nm#B#L.

?0'Q(865 R)7/ # !'0*I_c"9" "
(Nm#B#L*J0'Q(865 R)7/ L# !'0*I_

c"9" "
ONm#B#L*J0'Q(865 R)7/ %## !'0*I_c"9" "

JNm#B#L*J0'Q(865

R)7/ "## !'0*I_c"9" "
5Nm#B#L*J0'Q(865 R)7/ L## !'0*I_c"9" "

6Nm#B#L &916MR(N@X9=@"_:<M%76A7"'lG'

B.B!不同浓度虾青素处理 c_&bM$ 细胞存活率比较
#)L)%#)"#)L# !'0*I_虾青素处理 c_&bM$ 细胞

后存 活 率 分 别 为 & %##B## k#B## 'C" & %#"B"# k
%B$] 'C) & %#EBL# k$BG# 'C) & %%LB]# k]B%$ 'C)
&E$BG#k"BLE'C"提示 La"# !'0*I_范围内虾青素对
c_&bM$ 细胞无毒性作用"而 L# !'0*I_虾青素对
c_&bM$ 细胞有明显毒性"后续选取 %# !'0*I_和
"# !'0*I_虾青素作为实验剂量(
B.C!各组细胞凋亡率比较

正常对照组)氧化应激组)%# !'0*I_虾青素组和
"# !'0*I_虾青素组细胞凋亡率分别为 & EB"# k
#B"] 'C) & $DBL# k"B$D 'C) & "FBG# k]B$$ 'C 和
&%]BE#k%B"$'C"各组间总体比较差异有统计学意义
&@l%DB$]]"Nm#B##%'"两两比较差异均有统计学意
义&均 Nm#B#L'&图 "'(
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图 B;流式细胞仪检测各组细胞凋亡率;@2各组细胞凋亡流式细胞
图!氧化应激组细胞凋亡率明显高于其他 $ 个组!b2各组细胞凋

亡率比较!@l%DB$]]"Nm#B##%.与正常对照组比较"(Nm#B#L*与氧

化应激组比较"ONm#B#L*与 %# !'0*I_虾青素组比较"JNm#B#L&单
因素方差分析"_:<M%检验"'l$'
(,.+21B;%14435)5/)&,&23/1,-9,66121-/.2)+5&:8 64)=*8/)71/28;
@2Y*0RJN70'678N04J6**(Q0Q70A)A!W/6(Q0Q70A)A8(76)1 0,)5(7)P6A786AA
280-Q R(AA)21)4)J(17*N/)2/687/(1 7/(7)1 7/607/687/866280-QA!b2
?0'Q(8)A01 04(Q0Q70A)A8(76('0125)4468617280-QA! @l%DB$]]"

Nm#B##%.?0'Q(865 R)7/ 108'(*J01780*280-Q"(Nm#B#L*J0'Q(865 R)7/

0,)5(7)P6A786AA280-Q"ONm#B#L*J0'Q(865 R)7/ %# !'0*I_(A7(,(17/)1

280-Q"JNm#B#L &916MR(N@X9=@"_:<M%76A7"'l$'

!"$]! 中华实验眼科杂志 "#"$ 年 L 月第 ]% 卷第 L 期!?/)1 +&,Q 9Q/7/(*'0*"[(N"#"$"=0*.]%"X0.L
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表 #;各组细胞中 P>)JA')?>A)W?T水平比较&,X-'
G3:41#;%)7532,&)-)6P>"JA'"?>A3-9W?T*)-/1-/&37)-.

9,66121-/.2)+5&&,X-'

组别 样本量
X9

&!'0*I_'
[<@

& 1'0*I_'
h:c

&gI2'
:9<

&gI'2'

正常对照组 $ "B#%k#B#E %B]"k#B#" GB]Dk#B"L %DBL"k"B#L

氧化应激组 $ GB$"k#B"L( LBGDk#B"G( "B$$k#B#D( LBG$k%BGF(

%# !'0*I_虾青素组 $ ]B"Dk#B%%(O $BD"k#B%$(O $BEGk#B#G(O %#B$$k%BL%(O

"# !'0*I_虾青素组 $ "BD%k#B#](OJ "B%%k#B#"(OJ LB]Lk#B#$(OJ %LBDLk"B#"(OJ

@值 %FB#"] "EBL"# $$B$L] "]B#L"

N值 m#B##% m#B##% m#B##% m#B##%

!注#与正常对照组比较"(Nm#B#L*与氧化应激组比较"ONm#B#L*与 %# !'0*I_虾青素组比较"
JNm#B#L&单因素方差分析"_:<M%检验'!X9#一氧化氮*[<@#丙二醛*h:c#谷胱甘肽过氧化物酶*
:9<#超氧化物歧化酶
!X076#?0'Q(865 R)7/108'(*J01780*280-Q"(Nm#B#L*J0'Q(865 R)7/ 0,)5(7)P6A786AA280-Q*ONm#B#L"
J0'Q(865 R)7/ %# !'0*I_(A7(,(17/)1 280-Q*JNm#B#L &916MR(N@X9=@"_:<M%76A7'!X9#1)78)J0,)56*
[<@#'(*015)(*56/N56*h:c#2*-7(7/)016Q680,)5(A6*:9<#A-Q680,)565)A'-7(A6

B.D!各组细胞氧化应激指标比较
各组 X9浓度)[<@含量)h:c和 :9<活性总体

比较差异均有统计学意义 & @l%FB#"]) "EBL"#)
$$B$L])"]B#L""均 Nm#B##%'( 氧化应激组细胞中
X9浓度)[<@含量较正常对照组)%# !'0*I_虾青
素组和 "# !'0*I_虾青素组升高":9<)h:c活性较
正常对照组)%# !'0*I_虾青素组和 "# !'0*I_虾青
素组降低"差异均有统计学意义
&均 Nm#B#L ' * %# !'0*I_虾 青
素组中 X9浓度)[<@含量高
于 "# !'0*I_虾青素组和正常
对照 组" h:c) :9<活 性 低 于
"# !'0*I_虾青素组和正常对
照组"差异均有统计学意义 &均
Nm#B#L'&表 %'(
B.E!各组细胞 X84" 信号通路相
关蛋白表达比较

正常对照组)氧化应激组)
%# !'0*I_虾青素组和 "# !'0*I_
虾青素组细胞质 X84" 蛋白条带
灰度逐渐减弱"细胞核 X84" 和细
胞质中 c9M% 及 Xo9% 蛋白条带
灰度逐渐增强&图 $'( 各组间细
胞核 X84")细胞质 X84")c9M% 和
Xo9% 蛋白相对表达量总体比较"差异均有统计学意
义&@l]$BL%")"#B$D%)$%B#%])"$B]$L"均 Nm#B##%'*
各组间各蛋白相对表达量两两比较差异均有统计学意

义&均 Nm#B#L'&表 "'(
B.O!各转染组细胞凋亡率比较

X?MA)\X@组)X84"MA)\X@组)X?MA)\X@ 虾̀青素

组)X84"MA)\X@̀ 虾青素组细胞凋亡率分别为& $FBL#k
"B$% 'C) & ]DB$# k$B"L 'C) & "LBG# k%B$D 'C 和
&L"B$#k]B%%'C"总体比较差异有统计学意义 &@l
%"BE]G"Nm#B##%'"其中 X84"MA)\X@组和 X84"MA)\X@̀
虾青素组细胞凋亡率高于 X?MA)\X@组和 X?MA)\X@̀
虾青素组"X?MA)\X@组细胞凋亡率高于 X?MA)\X@`

虾青 素组" 差异均有统计学意义 &均 Nm#B#L '*
X84"MA)\X@̀ 虾青素组与 X84"MA)\X@组细胞凋亡率差
异无统计学意义&Nn#B#L'&图 ]'(
B.R!各转染组细胞氧化应激反应指标比较

各组 X9浓度)[<@含量)h:c和 :9<活性总体
比较差异均有统计学意义&@lLB#"%)%#B$]%)EB$GF)
%GBLDD"均 Nm#B##%'"其中 X84"MA)\X@组细胞 X9浓
度)[<@含量高于 X?MA)\X@组":9<)h:c活性低于

X?MA)\X@组"差异均有统计学意义 &均 Nm#B#L '*
X?MA)\X@̀ 虾 青 素 组 X9 浓 度) [<@ 含 量 低 于

X?MA)\X@组和 X84"MA)\X@̀ 虾青素组":9<)h:c活性
高于 X?MA)\X@组和 X84"MA)\X@̀ 虾青素组"差异均有
统计学意义 &均 Nm#B#L'*X84"MA)\X@ 虾̀青素组与

X84"MA)\X@组细胞 X9浓度):9<和 h:c活性及 [<@
含量比较差异均无统计学意义&均 Nn#B#L'&表 $'(

细胞质Nrf2

HO�1

NQO1

GAPDH

细胞核Nrf2

H3

1 2 3 4

图 C;各组 TUVMNC 细胞中细胞核 P26B 及细胞质 P26B)T>N# 和
PY># 蛋白表达电泳图;正常对照组细胞质 X84" 蛋白条带灰度强
于其他组"细胞核 X84")c9M% 和 Xo9% 蛋白条带灰度弱于其他组!
%#正常对照组*"#氧化应激组*$#%# !'0*I_虾青素组*]#"# !'0*I_

虾青素组!X84"#核因子 &" 相关因子 "*c9M%#血红素加氧酶M%*
Xo9%#醌氧化还原酶
(,.+21C;V41*/2)50)21/).237 )6-+*4132P26B"*8/)543&7,*P26B"
T>N# 3-9PY># 52)/1,-1Q521&&,)-&,-TUVMNC *144&!X84" Q8076)1
O(15 )1 7/6JN70Q*(A'R(AA7801268(15 7/628(NAJ(*604X84""c9M% (15
Xo9% Q8076)1 O(15A)1 7/61-J*6-AR(A*0R68)1 108'(*J01780*280-Q
7/(1 )1 07/687/866280-QA!%# 108'(*J01780*280-Q* "#0,)5(7)P6A786AA
280-Q* $# %# !'0*I_ (A7(,(17/)1 280-Q* ]# "# !'0*I_ (A7(,(17/)1
280-Q!X84"#1-J*6(84(J708&" 86*(765 4(J708"*c9M%#/6'60,N261(A6M%*
Xo9%#X@<&Z' c"U-)1)160,)50865-J7(A6%

!$$]!中华实验眼科杂志 "#"$ 年 L 月第 ]% 卷第 L 期!?/)1 +&,Q 9Q/7/(*'0*"[(N"#"$"=0*.]%"X0.L
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表 B;各组 TUVMNC细胞中 P26B 信号通路相关蛋白相对表达量比较&,X-'
G3:41B;%)7532,&)-)61Q521&&,)-41I14&)6P26B &,.-34,-.

53/0=38N2143/1952)/1,-&,-TUVMNC *144&37)-. 9,66121-/.2)+5&&,X-'
组别 样本量 细胞质 X84" 细胞核 X84" c9M% Xo9%

正常对照组 $ %B#$k#B%F #B"$k#B#D #B]Dk#B#G #B%%k#B#"

氧化应激组 $ #BD$k#B%#( #B]"k#B#D( #BLEk#B#]( #BL"k#B#L(

%# !'0*I_虾青素组 $ #B]Gk#B#](O #BG#k#B%#(O #BF%k#B%%(O #BD"k#B%#(O

"# !'0*I_虾青素组 $ #B$$k#B#G(OJ #BDDk#B%"(OJ #BE"k#B%"(OJ %B#$k#B%$(OJ

@值 "#B$D% ]$BL%" $%B#%] "$B]$L

N值 m#B##% m#B##% m#B##% m#B##%
!注#与正常对照组比较"(Nm#B#L*与氧化应激组比较"ONm#B#L*与 %# !'0*I_虾
青素组比较"JNm#B#L&单因素方差分析"_:<M%检验'!X84"#核因子 &" 相关因子 "*
c9M%#血红素加氧酶M%*Xo9%#醌氧化还原酶
!X076#?0'Q(865 R)7/ 108'(*J01780*280-Q"(Nm#B#L*J0'Q(865 R)7/ 0,)5(7)P6A786AA
280-Q" ONm#B#L* J0'Q(865 R)7/ %# !'0*I_ (A7(,(17/)1 280-Q"JNm#B#L & 916MR(N
@X9=@"_:<M%76A7'!X84"#1-J*6(84(J708&" 86*(765 4(J708"*c9M%#/6'60,N261(A6M%*
Xo9%#X@<&Z' c"U-)1)160,)50865-J7(A6%

B

对照组 CTCF干扰组A

NC�siRNA组 Nrf2�siRNA组

NC�siRNA+虾青素组 Nrf2�siRNA+虾青素组
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图 D;流式细胞仪检测各转染组细胞凋亡率!@#各组细胞凋亡
流式细胞图!X84"MA)\X@组和 X84"MA)\X@̀ 虾青素组细胞凋亡率

高于其他组!b#各组细胞凋亡率比较!@l%"BE]G"Nm#B##%.与

X?MA)\X@组比较"(Nm#B#L*与 X84"MA)\X@组比较"ONm#B#L*与

X?MA)\X@̀ 虾青素组比较"JNm#B#L&单因素方差分析"_:<M%检验"
'l$'
(,.+21D;%14435)5/)&,&23/1,-9,66121-//23-&61*/,)-.2)+5&:8 64)=
*8/)71/28;@#Y*0RJN70'678N04J6**(Q0Q70A)A!@Q0Q70A)A8(76AR686
/)2/68)1 X84"MA)\X@(15 X84"MA)\X@̀ (A7(,(17/)1 280-QA7/(1 )1 07/68
280-QA!b#?0'Q(8)A01 04(Q0Q70A)A8(76('0125)4468617280-QA!@l

%"BE]G"Nm#B##%.?0'Q(865 R)7/ X?MA)\X@280-Q"(Nm#B#L*J0'Q(865

R)7/ X84"MA)\X@280-Q"ONm#B#L*J0'Q(865 R)7/ X?MA)\X@̀ (A7(,(17/)1

280-Q"JNm#B#L &916MR(N@X9=@"_:<M%76A7"'l$'

C;讨论

生理条件下"人晶状体内存在一定数量的
自由基"同时也存在过氧化氢酶a:9<ah:c等
一系列活性氧组成的抗氧化体系"使晶状体内
活性氧自由基的产生和清除保持动态平衡(
在外界诱因刺激下"晶状体内自由基生成增
多"抗氧化体系受到抑制"可引发晶状体上皮
细胞发生氧化应激损伤"诱发白内障 + %] %̂L, (
白内障患者房水中 c"9" 浓度升高是介导早

期晶状体氧化应激损伤的主要因素之一
+ %G, (

虾青素作为类胡萝卜素的一类强抗氧化剂"已
被证实对白内障动物模型和晶状体上皮细胞

有调控作用( H(12等 + %F,
研究证实"虾青素能

通过降低氧化损伤而延缓 % 型糖尿病大鼠代谢性白内
障的发生和发展*;A/)S(R(等 + %D,

证实"在糖皮质激素诱
导的鸡胚胎代谢性白内障中"虾青素能阻止 h:c的氧
化"维持还原电位( 本研究结果显示"c"9" 能诱导

c_&bM$细胞 X9浓度a[<@含量升高"而抑制 :9<a
h:c等抗氧化酶的活性"使细胞发生氧化损伤"继而诱
发凋亡和抑制生长"而虾青素能逆转 c"9" 诱导的氧化

损伤"抑制细胞凋亡(

表 C;氧化应激条件下各组 TUVMNC 细胞中 P>aJA'a
?>AaW?T水平比较&,X-'

G3:41C;%)7532,&)-)6P>"JA'"?>A"W?T
*)-/1-/&,-TUVMNC *144&37)-. I32,)+&.2)+5&
+-9129,66121-/)Q,93/,I1&/21&&*)-9,/,)-&&,X-'

组别 样本量
X9

&!'0*I_'
[<@

& 1'0*I_'
h:c

&gI2'
:9<

&gI'2'
X?MA)\X@组 $ GB]Ek#B"% GB#%k#B%L "B%Dk#B%% LB]]k#BDL
X84"MA)\X@组 $ DBLGk#B$D( FBE%k#B""( %B#"k#B#$( $B#]k#BL"(

X?MA)\X@̀ 虾青素组 $ ]B$$k#B%%(O ]B#$k#B"G(O $BDDk#B%](O %%B"%k%B$](O

X84"MA)\X@̀ 虾青素组 $ DBD%k#B"](J FBL"k#B%G(J %B"Lk#B#G(J $B%"k#B%%(J

@值 LB#"% %#B$]% EB$GF %GBLDD
N值 m#B##% m#B##% m#B##% m#B##%
!注#与 X?MA)\X@组比较"(Nm#B#L*与 X84"MA)\X@组比较"ONm#B#L*
与 X?MA)\X@̀ 虾青素组比较"JNm#B#L &单因素方差分析"_:<M%检
验'!X84"#核因子 &" 相关因子 "*:9<#超氧化物歧化酶*h:c#谷胱甘
肽过氧化物酶*[<@#丙二醛
!X076#?0'Q(865 R)7/ X?MA)\X@280-Q"(Nm#B#L*J0'Q(865 R)7/ X84"M
A)\X@ 280-Q"ONm#B#L* J0'Q(865 R)7/ X?MA)\X@`(A7(,(17/)1 280-Q"
JNm#B#L &916MR(N@X9=@"_:<M%76A7'!X84"#1-J*6(84(J708&" 86*(765
4(J708"* :9<# A-Q680,)565)A'-7(A6* h:c# 2*-7(7/)016Q680,)5(A6* [<@#
'(*015)(*56/N56

!!X84" 广泛表达于机体的各个组织"是重要的氧化
还原敏感性转录因子"对缓解氧化应激损伤有重要作
用( 生理状态下"X84" 被胞浆蛋白 >6(Q% >6*J/ 样环
氧氯丙烷相关蛋白M% 锚定"以非活性的复合物形式存

!]$]! 中华实验眼科杂志 "#"$ 年 L 月第 ]% 卷第 L 期!?/)1 +&,Q 9Q/7/(*'0*"[(N"#"$"=0*.]%"X0.L
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在于细胞质中*氧化应激状态下" X84" 被激活"与
>6(Q% 解离"转位进入细胞核内"与 <X@上一段特异
序列抗氧化反应原件结合"介导其下游&相解毒酶和
抗氧化酶基因的转录活性"如 c9M%)Xo9%"增强细胞
清除活性氧自由基的能力"降低氧化应激对细胞)组织
的损伤

+ %E, ( 朱丽华等 + "#,
研究证实"X84" 在人晶状体

上皮细胞中的表达及核易位能增加抗氧化酶和抗凋亡

蛋白的含量"降低促凋亡蛋白的含量"从而起到抗氧化
损伤和抗凋亡的作用( 本研究发现"在外源性 c"9"

的刺激下"c_&bM$ 细胞中 X84" 发生明显的核转移"且
下游 c9M%)Xo9% 蛋白表达增加*同时"沉默 =46D 基因
后"c_&bM$ 细胞的 X9浓度和 [<@含量上调"而抗氧
化酶 :9<和 h:c活性下调"细胞凋亡率升高( 这一
结果提示氧化应激状态下 X84" 在 c_&bM$ 细胞内发生
核转移并活化( 在 c"9" 诱发的氧化应激环境下"虾
青素能刺激 c_&bM$ 细胞发生 X84" 的核转移"继而激
发 /7MG)=[7G 基因转录"而沉默 X84" 的表达后"可逆
转虾青素对 c_&bM$ 细胞的这些作用"提示虾青素对
c"9" 诱发 c_&bM$ 细胞氧化应激引发的细胞凋亡的
调控作用可能是通过激活 X84" 通路实现的(

综上所述"本研究证实虾青素能提高晶状体上皮
细胞抗 c"9" 诱导的氧化应激损伤能力"这一作用可
能是通过活化 X84" 相关信号通路实现的( 本研究参
照以往文献并通过预实验仅选取了 " 个不同剂量虾青
素进行了研究"未验证更多不同剂量的效果"且尚未进
行在体动物实验验证"未来仍需纳入更多虾青素剂量
及开展在体动物实验进一步探索(
利益冲突!所有作者均声明不存在利益冲突
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