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!!'摘要(!目的!检测过氧化氢诱导的人晶状体上皮细胞 Z:">[0 生物活性及长链非编码 9KI>A;.
"&3(9KI>A;.#的表达变化*!方法!将 Z:">[0 细胞分为正常对照组和过氧化氢组$分别用正常培养液和含
;66 %#*&B:过氧化氢的培养液培养 ;< )* 采用 XUW 比色法检测细胞活力&采用活性氧试剂盒检测细胞活性
氧簇"9MW#的水平&采用流式细胞术检测细胞凋亡情况&采用 J$FA$F'>0 活性试剂盒法检测细胞 J$FA$F'>0 活
性&采用 e'F,'53 [&*,方法检测细胞凋亡相关 [$R$[(&>; 蛋白表达&采用流式细胞术检测细胞周期分布&采用
"Ln增殖试剂盒检测细胞增殖能力&采用实时荧光定量 HJ9法检测细胞中 &3(9KI>A;. 的表达&采用荧光原
位杂交实验法检测细胞中 &3(9KI>A;. 的定位*!结果!过氧化氢组细胞 9MW 水平为 <f/?p6f0=$明显高于正
常对照组的 .f66p6f6.$差异具有统计学意义".x./f//$[c6f6?#* 与正常对照组相比$过氧化氢组细胞凋亡
率显著上升$J$FA$F'>0 活性增强$凋亡蛋白 [$R相对表达量明显升高$差异均有统计学意义".x;6f/+)0+f=6)
.;f70$均[c6f6?#* 与正常对照组相比$过氧化氢组 g; 期细胞比例明显增多$差异有统计学意义".x;0f.6$
[c6f6?#* 过氧化氢组 "Ln阳性细胞比例为";?f<.p/f++#\$明显低于正常对照组的"?6f?=p+f.?#\$差异
具有统计学意义".x/f??+$[c6f6?#* 过氧化氢组 &3(9KI>A;. 相对表达量为 ;f0/p6f;+$明显高于正常对照
组的 .f6;p6f6;$差异具有统计学意义".x7f=+0$[c6f6?#* 荧光原位杂交实验结果显示$&3(9KI>A;. 定位于
细胞质中*!结论!过氧化氢诱导的氧化应激模型中晶状体上皮细胞增殖能力显著降低)凋亡水平显著上升$
9MW 和 &3(9KI>A;. 表达水平升高* &3(9KI>A;. 可能参与晶状体上皮细胞的氧化应激损伤过程*!
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5'$(,%*3 "HJ9#1U)'&*($&%m$,%*3 *S&3(9KI>A;. %3 ('&&F2$FE','(,'E 4GS&D*5'F('3('%3 F%,D )G45%E%m$,%*31!
B()07-)!U)'9MW (*3,'3,*S('&&F%3 )GE5*C'3 A'5*R%E'C5*DA 2$F"<f/?p6f0=#$F%C3%S%($3,&G)%C)'5,)$3 ".f66p
6f6.# *S3*5#$&(*3,5*&C5*DA$$3E ,)'E%SS'5'3('2$FF,$,%F,%($&&GF%C3%S%($3,".x./f//$[c6f6?#1J*#A$5'E 2%,)
,)'3*5#$&(*3,5*&C5*DA$,)'('&&$A*A,*F%F5$,'2$FF%C3%S%($3,&G%3(5'$F'E$,)'$(,%Q%,G*SJ$FA$F'>0 2$F'3)$3('E$
$3E ,)'5'&$,%Q''RA5'FF%*3 *S[$R2$FF%C3%S%($3,&G%3(5'$F'E %3 ,)')GE5*C'3 A'5*R%E'C5*DA$ 2%,) F,$,%F,%($&&G
F%C3%S%($3,E%SS'5'3('F".x;6f/+$ 0+f=6$ .;f70$$&&$,[c6f6? #1J*#A$5'E 2%,) ,)'3*5#$&(*3,5*&C5*DA$,)'
A5*A*5,%*3 *Sg; A)$F'('&&F%3 ,)')GE5*C'3 A'5*R%E'C5*DA F%C3%S%($3,&G%3(5'$F'E$F)*2%3C$F,$,%F,%($&&GF%C3%S%($3,
E%SS'5'3('".x;0f.6$[c6f6?#1U)'"Ln>A*F%,%Q'('&&5$,'*S)GE5*C'3 A'5*R%E'C5*DA 2$F" ;?f<.p/f++#\$
F%C3%S%($3,&G&*2'5,)$3 "?6f?=p+f.?#\ *S3*5#$&(*3,5*&C5*DA ".x/f??+$[c6f6?#1U)'5'&$,%Q''RA5'FF%*3 &'Q'&
*S&3(9KI>A;. %3 ,)')GE5*C'3 A'5*R%E'C5*DA 2$F;f0/p6f;+$F%C3%S%($3,&G)%C)'5,)$3 .f6;p6f6; %3 ,)'3*5#$&
(*3,5*&C5*DA ".x7f=+0$[c6f6?#1U)'S&D*5'F('3('%3 F%,D )G45%E%m$,%*3 'RA'5%#'3,F%3E%($,',)$,&3(9KI>A;. 2$F
&*($&%m'E %3 ,)'(G,*A&$F#1! $/'.70)&/')! N3 ,)'*R%E$,%Q'F,5'FF#*E'&%3ED('E 4G)GE5*C'3 A'5*R%E'$ ,)'
A5*&%S'5$,%*3 $4%&%,G*S&'3F'A%,)'&%$&('&&FF%C3%S%($3,&GE'(5'$F'F$,)'$A*A,*F%F&'Q'&F%C3%S%($3,&G%3(5'$F'F$$3E ,)'
'RA5'FF%*3 &'Q'&F*S9MW $3E &3(9KI>A;. '3)$3('F1&3(9KI>A;. #$G4'%3Q*&Q'E %3 ,)'*R%E$,%Q'F,5'FF%3OD5G
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"<(8 =/,2)#;:'3F'A%,)'&%$&('&&F& :*3C>()$%3 3*3>(*E%3C9KI>A;.& H5*&%S'5$,%*3& IA*A,*F%F& MR%E$,%Q'
F,5'FF

>0'2+,/5,31% K$,%*3$&K$,D5$&W(%'3('Y*D3E$,%*3 *SJ)%3$" =.=76<6==. #& ZD3$3 K$,D5$&W(%'3('
Y*D3E$,%*3 H5*O'(," ;6;.__<6660#& W)'3G$3CW(%'3('$3E U'()3*&*CGH&$3 HD4&%(Z'$&,) 9PL WA'(%$&H5*O'(,
";.>.70>+>.;#& W)'3G$3Cj*D,) W(%'3('$3E U'()3*&*CGN33*Q$,%*3 U$&'3,WDAA*5,H5*C5$#H5*O'(,"9J;.60==#

LMN%.6107/6B(#$1O1(3..?+=+>;6;;..6+>66?;;

!!白内障是世界上首要的致盲眼病$全球范围内有
; 666 万人因白内障而致盲$年龄相关性白内障"$C'>
5'&$,'E ($,$5$(,$I9J#是其中常见的一类$占比达 ?6\

以上
- .. * 房水的成分)晶状体囊的通透性)代谢紊乱

等多种原因都可引起晶状体蛋白变性$导致晶状体混
浊

- ;. * 目前普遍认为氧化应激损伤所致的晶状体上
皮细胞"&'3F'A%,)'&%$&('&&F$:"JF#凋亡是除先天性白
内障以外其他所有类型白内障形成的细胞学基础* 本
研究团队在前期研究中发现正常 :"JF中 A?0 的
#9KI及蛋白表达水平低$而在 I9J的 :"JF中呈高
表达$#%9KI>.;?4 靶向 A?0 促进 :"JF凋亡$导致晶
状体发生混浊$表明 A?0 在 I9J的发生发展中具有重
要调控作用

- 0. * A?0 作为一种重要的转录因子$是氧

化应激反应中调节细胞周期)凋亡的重要分子 - < ?̂. *

近年来$随着分子生物学技术的发展$已经发现长链非
编码 9KI"&*3C>()$%3 3*3>(*E%3C9KI$&3(9KI#在眼
部疾病中起着重要的调节作用$与 :"JF的增殖)迁
移)分化)凋亡和晶体蛋白修饰密切相关 - / +̂. * ;6.6

年$ZD$5,'等 - .6.
在 A?0 缺失型和野生型小鼠胚胎成纤

维细胞 LKI损伤模型中通过 &3(9KIF高通量筛选首
次克隆出一种与 A?0 表达密切相关的 &3(9KI$
&3(9KI>A;.* A?0 可直接结合于 &3(9KI>A;. 的上游
调控区$并正向调控 &3(9KI>A;. 转录水平* 然而$关
于 &3(9KI>A;. 在白内障发生和发展中的生物学功能

及调控机制研究报道较少见* 本研究拟以人 :"JF系
Z:">[0 细胞为研究对象$通过过氧化氢诱导体外构建
氧化损伤模型$验证 &3(9KI>A;. 在 I9J细胞模型中的
表达$明确其在增生凋亡)氧化应激中的生物学功能*

C;材料与方法

C1C!材料
C1C1C!细胞来源!人 :"JF系 Z:">[0 由中国医科大
学附属第四医院眼科晶状体实验室提供*
C1C1! ! 主要试剂及仪器 ! 总蛋白提取试剂盒
"H66.0[$上海碧云天生物技术股份有限公司#&H8LY

膜"NH8Z666.6 #)"J:发光液 "e[i:W6.66 # "美国
X%&&%A*5'公司#&兔抗 [$R抗体"?6;0W#)兔抗 [(&>; 抗
体"0<+=U#"美国 JWU公司#&鼠抗 gIHLZ抗体"UI>
6=$北京中杉金桥生物技术有限公司#&辣根过氧化物
酶标记山羊抗鼠二抗 " 0.<06#)辣根过氧化物酶标记
山羊抗兔二抗 " 0.</6# "美国 U)'5#*Y%F)'5W(%'3,%S%(

公司#&细胞周期检测试剂盒"[ZJi66<#"辽宁佰昊生
物科技有限公司#&LX"X培养基 " 6.>.66>.IJW#)磷
酸盐缓冲液 " A)*FA)$,'4DSS'5F$&%3'$ H[W # " J0?=6>
6?66#"上海 8%Q$J'&&公司#&胰蛋白酶 " 60>6?6>.I#)

胎牛血清 " 6<>66;>.I# "上海逍鹏生物科技有限公
司#&0\过氧化氢溶液 " ==<+7$瑞士 W%C#$公司 #&
J$FA$F'>0 活性试剂盒"g6.?>.$南京建成科技有限公
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司#&异丙醇 " .6./0/$成都艾科达化学试剂有限公
司#&氯仿".666/=.=#)多聚甲醛 " =66+//.=# "上海国
药集团化学试剂有限公司#&无水乙醇"=/=$沈阳瑞丰
科技有限公司 #& 9KI%F*H&DF裂解液 " +.6=$日本
UIiI9I公司#&g*W(5%A,UX 逆转录试剂盒 "I?66.#)
g*U$o* oHJ9 X$F,'5X%R试 剂 盒 " I/66. # "美 国
H5*#'C$公司#&活性氧检测试剂盒"W6600W#)"En>???
细胞增殖试剂盒"J667?W#)U5%,*3a>.66" WU7+?# "上海
碧云天生物技术股份有限公司#&I33'R%3 8>YNUJ凋亡
检测试剂盒"[XW?66YN$美国 '[%*F(%'3('公司#&LIHN
染色液"J66/6#)抗荧光衰减封片剂" W;.66# "北京索
莱宝 科 技 有 限 公 司 #& 荧 光 原 位 杂 交 试 剂 盒
":3(.60.?=+$广州市锐博生物科技有限公司#* 流式
细胞仪 ""J;6.=;7J.$美国 :D#%3'R公司 #&HJ9仪
"qD$3,W,DE%*UX 0$美国 I[N公司#&化学发光成像仪
"U$3*3 ?;66$上海天能生命科学有限公司#*
C1!!方法
C1!1C!XUW 比色法检测不同浓度过氧化氢处理细胞
活力!收集对数生长期 Z":>[0 细胞于 .? #&离心管
中$. 666 5B#%3 "离心半径为 7 (##离心 ? #%3$弃上
清&H[W 清洗$低速离心后用培养基重悬$制备单细胞
悬液$按照 .y.6< B孔接种至 +/ 孔板中$每组设 < 个复
孔&置于 07 `培养箱中培养 / ) 至细胞贴壁* 分别更
换 6);?)?6).66);66)<66 %#*&B:过氧化氢浓度的培
养基* 培养 ;< ) 后$每孔加入 ;6 %&XUW 检测试剂$
于 ?\ JM;)07 `条件下孵育 6f? ].f6 )&于 <+; 3#
下读取吸光度"$4F*54$3('$2#值* 细胞活力x"2实验组^
2空白 孔 # B"2对照组 2̂空白 孔 #y.66\*
C1!1!!XUW 比色法检测 ;66 %#*&B:过氧化氢处理不
同时间点细胞活力!取单细胞悬液$按照 .y.6< B孔接
种至 +/ 孔板中$每组设 < 个复孔&置于 07 `培养箱中
培养 / ) 至细胞贴壁* 更换 ;66 %#*&B:过氧化氢的
培养基* 分别培养 6)/).;);<)<= ) 后测量吸光度 2
值并计算细胞活力*
C1!1F!细胞培养和分组!取冻存的 :"JFZ:">[0$加
入含体积分数 .6\胎牛血清的培养基中$置于 07 `)
含体积分数 ?\ JM; 的培养箱中培养 <= )* 将细胞分
为正常对照组和过氧化氢组$过氧化氢组细胞用含
;66 %#*&B:过氧化氢的培养基作用 ;< )$正常对照组
细胞自然生长不做处理*
C1!1#!LJYZ>LI活性氧荧光探针法检测各组细胞内
活性氧水平!参照活性氧检测试剂盒说明$细胞进行
分组培养$每组设 0 个复孔$用预温的 H[W 洗涤细胞 ;
次$加入现配的无血清培养液稀释的 LJYZ>LI"终浓

度 .6 %#*&B:#;66 %&$07 `孵育 ;6 #%3* 设置荧光酶
标仪激发波长为 <== 3#$检测 ?;? 3#处 2值$并计算
各组相对正常对照组的活性氧簇 " 5'$(,%Q'*RGC'3
FA'(%'F$9MW#水平*
C1!1G!流式细胞法检测各组细胞的凋亡!取对数生
长期细胞按照 ;y.6? B孔接种至 / 孔板中$. #&每孔$
分组处理细胞$每组设 0 个复孔* 另设置不加染色剂
的细胞样本作为阴性对照$再设置分别加 I33'R%3 8>
YNUJ染液和 HN染液的细胞样本作为单染对照* 培养
<= )$收集细胞$用 H[W 洗 ; 次$ . 666 5B#%3 离心
? #%3$收集细胞&加入 ;66 %&[%3E%3C4DSS'5制备单细
胞悬液$每管加入 ? %&I33'R%3 8>YNUJ混匀后$室温
避光孵育 .6 #%3&用 ;66 %&[%3E%3C4DSS'5清洗细胞$
. 666 5B#%3 离心 ? #%3$收集细胞$加入 .+6 %&[%3E%3C
4DSS'5重悬细胞$加入 .6 %&HN染色液混匀$室温下避光
孵育 .? #%3$流式细胞仪上机检测* 计算各组细胞凋亡
率x早期凋亡细胞百分比d晚期凋亡细胞百分比*
C1!1H! J$FA$F'>0 活性试剂盒法检测各组细胞中
J$FA$F'>0 的活性!细胞分组培养$每组设 0 个复孔*
H[W 洗涤 . 次$低速离心$弃去上清&按照每 ;y.6/

个

细胞加入 ?6 %&裂解液的比例添加裂解液$重悬并冰
浴裂解 06 #%3$期间涡旋振荡 0 ]< 次$每次 .6 F&
.; 666 5B#%3 < `离心 .6].? #%3&小心吸取上清并
转移至新 .f? #&离心管中$并放置冰上待用* 采用
[5$ES*5E 法测定蛋白浓度$吸取含 .66 %C蛋白的细胞
上清$用裂解液补足至 ?6 %&$加入 ? %&I(>L"8L>AKI
后混匀&07 `孵育 / ) 后$测定 <6? 3#下 2值$即各
组 J$FA$F'>0 活性*
C1!1I!e'F,'53 4&*,法检测各组细胞中 [$R和 [(&>;
蛋白表达!收集各组细胞$利用蛋白快速提取试剂盒
提取总蛋白$使用 [JI法测定总蛋白浓度* 利用
WLW>HIg"电泳分离蛋白$并通过湿转膜方式将蛋白
质转印到 H8LY膜上* 取 H8LY膜$用 ?\脱脂奶粉室
温封闭 . )$ 加入 [$R) [(&>; 或 gIHLZ 一抗 "均
. h. 666 稀释#< `孵育过夜$用 U[WU洗膜 0 次$每次
.6 #%3&加入相应二抗". h.6 666 稀释#室温摇床上孵
育 . )$U[WU洗膜 0 次$每次 .6 #%3&"J:超敏显色液
显色$采用化学发光成像仪进行拍照* 采用 N#$C'_软
件分析蛋白条带灰度值$以 gIHLZ为内参照$计算各
组 [$R和 [(&>; 蛋白相对表达水平*
C1!1J!流式细胞法检测各组细胞的周期分布!取对
数生长期细胞$按照 0y.6? B孔的密度接种至 / 孔板中
进行分组处理$每组设 0 个复孔* 处理 <= ) 后$收集
细胞悬液$. 666 5B#%3 离心 ? #%3$弃掉上清&加入 . #&

!<0;! 中华实验眼科杂志 ;6;< 年 0 月第 <; 卷第 0 期!J)%3 _"RA MA),)$&#*&$X$5() ;6;<$8*&1<;$K*10
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H[W 重悬细胞$转移至 .f? #&"H管中$. 666 5B#%3 离
心 ? #%3$弃掉上清&加入 . #&预冷的 76\乙醇$离心
沉淀细胞$用 .66 %&H[W 重悬细胞* 将细胞悬液逐滴
加入 76\乙醇中$轻轻吹打混匀$ ;̂6 `固定过夜&
. 666 5B#%3 低速离心 ? #%3$弃上清$加入 . #&H[W
室温涡旋混匀 . #%3&. 666 5B#%3 低速离心 ? #%3$弃
上清&每管分别加入 <7? %&H[W$;? %&的 ;6yHN染色
液$再加入 . %&9K$F'I$混合均匀$室温避光孵育
06 #%3$流式细胞仪上机检测*
C1!1K ! "Ln实验法检测 Z":>[0 细胞的增殖能
力!取对数生长期细胞$按照 .y.6? B孔接种在含有专
用细胞爬片的 ;< 孔板中$分组培养$每组设 + 个复孔*
按照 . h?66 稀释比例$配置 ;y"En工作液&然后加入
等体积 07 `预热的 ;y"En工作液$孵育细胞 ; )&<\
多聚甲醛溶液室温固定 .? #%3$H[W 漂洗 0 次$每次
? #%3&配 制 J&%(T 反 应 液 " ;< 孔 板 每 孔 量% J&%(T
9'$(,%*3 [DSS'5 .67f? %&& JDWM< ? %&& Im%E' ???
6f;? %&&J&%(T IEE%,%Q'W*&D,%*3 .;f? %&#$室温避光孵
育 06 #%3$H[W 漂洗 0 次$每次 ? #%3&LIHN复染核$
H[W 漂洗 0 次$每次 ? #%3&应用抗荧光淬灭剂封片$使
用荧光显微镜进行拍照*
C1!1C"!实时荧光定量 HJ9法检测 Z":>[0 细胞
&3(9KI>A;. 表达水平!细胞分组培养$每组设 0 个复
孔* 收集各组细胞$按照 9KI提取试剂盒说明书步骤
提取总 9KI并测定浓度* 使用逆转录试剂盒逆转录
成 (LKI* HJ9反应条件为% +? `预变性 .6 #%3&
+? `变性 .? F$/6 `退火及延伸 /6 F$共 <6 个循环*
&3(9KI>A;. 正向引物为 ?V>gIgggIgIgUUUUJIJUg
IIUIgJJ>0V$ 反 向 引 物 为 ?V>gUIgUUUIgUJIIII
gUgJIgIgJg>0V&gIHLZ正向引物为 ?V>UJIIggJ
UgIgIIJgggIIg>0V$反向引物为 ?V>UggIJUJJIJg
IJgUIJUJI>0V* 以 gIHLZ为内参$采用 ; )̂)J,

法计

算各组 &3(9KI>A;. 相对表达量*
C1!1CC!荧光原位杂交实验法检测细胞中 :3(9KI>
A;. 的定位!细胞分组培养$每组设 0 个复孔* 取各
组细胞$多聚甲醛固定 . )$ H[W 漂洗 0 次$每次
? #%3&滴加 6f?\ U5%,*3a>.66 室温孵育 .6 #%3$H[W
漂洗 0 次$每次 ? #%3&滴加 ;6 %&预杂交液于样本上$
盖膜后 07 `孵育封闭 06 #%3&将探针与杂交液按
. h0+ 比例配制杂交反应液$充分混匀$迅速置于冰上$
滴加 ;6 ]<6 %&杂交反应液于待测样本上$盖膜后
70 `共变性 ? ]= #%3$快速转移至 07 `杂交过夜
"./ ];6 )#&甩净残液$放入蒸馏水中$浸泡 ? #%3$
?0 `预热的 ;?\甲酰胺B; yWWJ洗涤 ; 次$每次

? #%3$<; `预热的含 6f.\ U5%,*3a>.66B;yWWJ洗涤
; 次$每次 ? #%3$<; `预热的 6f?yWWJ洗涤 ? #%3$
<; `预热的 6f; yWWJ洗涤 ? #%3&滴加 .6 ];6 %&
LIHN避光染色 .6 #%3$H[W 洗涤 ; 次$每次 ? #%3$避
光晾干$滴加 .6];6 %&抗荧光衰减封片剂封片$于正
置荧光显微镜下观察并拍照*
C1F!统计学方法

采用 g5$A)H$E H5%F#=161; 统计学软件进行统计
分析$计量数据经 W)$A%5*>e%&T 检验证实呈正态分布$
以 Rp4表示* 过氧化氢组与正常对照组间各数据差异
比较采用独立样本 .检验&各不同浓度组及处理时间
组间数据比较采用单因素方差分析$多重比较采用
LD33',,检验* 采用双尾检验$[c6f6? 为差异有统计
学意义*

!;结果

!1C!过氧化氢诱导人 :"JF氧化损伤模型的构建
XUW 实验结果显示$空白对照组$;?)?6).66);66

和 <66 %#*&B:过氧化氢组细胞的存活率总体比较差
异有统计学意义"Zx;6<f.6$[c6f66.#$呈浓度依赖
的下降趋势$<66 %#*&B:过氧化氢组细胞活力显著降
低$将 ;66 %#*&B:作 为 本 研 究 的 后 续 实 验 浓 度
"表 .#* ;66 %#*&B:的过氧化氢处理细胞不同时间
点组细胞存活率总体比较$差异有统计学意义 "Zx

<7f<+$[c6f66.#$细胞的存活率呈时间依赖的下降趋
势$其中处理 /).;);< 和 <= ) 组细胞的存活率均明显
低于未处理组$差异有统计学意义 "均[c6f6?#$以
;< ) 作为本研究后续的处理时间"表 ;#*

表 C;不同浓度的过氧化氢处理 !# %VEMTRF 细胞活力比较
"!W"$X#

Y3:7(C;$/1+3,&)/'/4VEMTRF .(776&3:&7&-8 34-(,!#T%/0,
-,(3-1('-=&-%2&44(,('-./'.('-,3-&/')/4

%82,/5('+(,/*&2("!W"$X#

组别 样本量 细胞活力

空白对照组 < .66f6p6f6

;? %#*&B:过氧化氢组 < +6f6p/f<$

?6 %#*&B:过氧化氢组 < =0f6p<f0$

.66 %#*&B:过氧化氢组 < 7<f?p=f/$

;66 %#*&B:过氧化氢组 < ?6f?p0f.$

<66 %#*&B:过氧化氢组 < <f?p.f6$

Z值 ;6<f.6

[值 c6f66.

!注%与空白对照组比较$$[c6f6?"单因素方差分析$LD33',,检验#
!K*,'%J*#A$5'E 2%,) 4&$3T (*3,5*&C5*DA$$[c6f6? "M3'>2$GIKM8I$
LD33',,,'F,#

!?0;!中华实验眼科杂志 ;6;< 年 0 月第 <; 卷第 0 期!J)%3 _"RA MA),)$&#*&$X$5() ;6;<$8*&1<;$K*10
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E
图 !;过氧化氢组与正常对照组 EM$)凋亡水平比较!I%各组细胞凋亡流式细胞图![%各组细胞凋亡率

比较!与正常对照组相比$$[c6f6?"独立样本 .检验&'x0#!J%各组细胞 J$FA$F'>0 的活性比较!与正常

对照组比较$$[c6f6?"独立样本 .检验&'x0#!L%各组 [$R和 [(&>; 蛋白表达电泳图!")Y%各组 [$R和

[(&>; 蛋白相对表达量比较!与正常对照组相比$$[c6f6?"独立样本 .检验&'x0#

>&50,(!;$/1+3,&)/'/4EM$)3+/+-/)&):(-=(('%82,/5('+(,/*&2(5,/0+3'2'/,137./'-,/75,/0+!

I%Y&*2(G,*#',5G$3$&GF%F*S('&&$A*A,*F%F%3 ,2*C5*DAF![%J*#A$5%F*3 *S('&&$A*A,*F%F5$,'F4',2''3 ,2*

C5*DAF!J*#A$5'E 2%,) 3*5#$&(*3,5*&C5*DA$$[c6f6? "N3E'A'3E'3,F$#A&'F.>,'F,&' x0#!J%J*#A$5%F*3 *S

J$FA$F'>0 $(,%Q%,G4',2''3 ,2*C5*DAF!J*#A$5'E 2%,) 3*5#$&(*3,5*&C5*DA$$[c6f6? "N3E'A'3E'3,F$#A&'F

.>,'F,&'x0#!L%"&'(,5*A)*5',*C5$#*S[$R$3E [(&>; A5*,'%3 'RA5'FF%*3 %3 ,2*C5*DAF!"̂ Y%J*#A$5%F*3 *S

5'&$,%Q''RA5'FF%*3 &'Q'&F*S[$R$3E [(&>; A5*,'%3F4',2''3 ,2*C5*DAF!J*#A$5'E 2%,) 3*5#$&(*3,5*&C5*DA$
$[c6f6? "N3E'A'3E'3,F$#A&'F.>,'F,&'x0#

表 !;!"" !1/7ZE过氧化氢处理不同时间点 VEMTRF 细胞
活力比较"!W"$X#

Y3:7(!;$/1+3,&)/'/4VEMTRF .(776&3:&7&-8 3-2&44(,('-
-&1(+/&'-)34-(,!"" !1/7ZE%82,/5('+(,/*&2(

&'20.-&/'"!W"$X#

组别 样本量 细胞活力

未处理组 < +;f??p.f<6

处理 / ) 组 < 7+f;=p=f0+$

处理 .; ) 组 < /=f0?p<f0=$

处理 ;< ) 组 < ??f<6p0f+0$

处理 <= ) 组 < </f?6p?f+<$

Z值 <7f<+

[值 c6f66.

!注%与未处理组相比较$$[c6f6?"单因素方差分析$LD33',,检验#
!K*,'%J*#A$5'E 2%,) (*3,5*&C5*DA$$[c6f6? "M3'>2$GIKM8I$LD33',,
,'F,#

!1!!过氧化氢组和正常对照组细胞中 9MW 水平变化
正常对照组和过氧化氢组细胞中 9MW 含量分别

为 .f66p6f6. 和 <f/?p6f0=$过氧化氢组细胞中 9MW
含量明显高于正常对照组$差异具有统计学意义".x
./f//$[c6f6?#"图 .#*
!1F!过氧化氢组和正常对照组细胞中凋亡水平变化

流式细胞术结果显示$过氧化氢组细胞凋亡染色
较正常对照组明显增多$正常对照组和过氧化氢组细

胞凋亡率分别为 " 6f07 p
6f67 #\ 和 " /<f=/ p
?f0+#\$组间比较差异具
有统计学意义 ".x;6f/+$
[c6f6? # " 图 ;I) [#*
J$FA$F'>0 活性试剂盒检测
结果显示$正常对照组和过
氧化氢组 J$FA$F'>0 的活性
分别 为 6f6;/ p6f66. 和
6f676p6f66;$与正常对照
组 相 比$ 过 氧 化 氢 组

J$FA$F'>0 的活性 显 著 升
高$差异具有统计学意义
".x0+f=6$[c6f6? # "图
;J#* e'F,'53 4&*,结果显
示$过氧化氢组 [$R蛋白表
达条带强度较正常对照组

明显升高$正常对照组和过
氧化氢组 [$R蛋白相对表
达量分别为 6f?+p6f67 和
.f.+p6f6<$差异有统计学

正常对照组 过氧化氢组

6
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0

a

R
O
S水

平

图 C;过氧化氢组和正常对照组 VEMTRF 细胞中 BL[水平比较;

与正常对照组比较$$[c6f6? "独立样本 .检验$' x0#!9MW%活性

氧簇

>&50,(C; $/1+3,&)/'/4BL[./'-('-&'VEMTRF .(77):(-=(('

%82,/5('+(,/*&2(5,/0+3'2'/,137./'-,/75,/0+!J*#A$5'E 2%,)

3*5#$&(*3,5*&C5*DA$ $[c6f6? "N3E'A'3E'3,F$#A&'F.>,'F,$ ' x0# !

9MW%5'&$,%Q'*RGC'3 FA'(%'F

意义".x.;f70$[c6f6? # "图 ;L)"#&过氧化氢组
[(&>; 蛋白相对表达量较正常对照组降低$但差异无统
计学意义"[b6f6?#"图 ;Y#*
!1#!过氧化氢组和正常对照组细胞增殖的变化

与正常对照组相比$过氧化氢组 g; 期的 :"JF增
多$正常对照组和过氧化氢组 g; 期细胞比例分别为
"+f0<p.f6.#\和" 00f70p.f?0#\$差异有统计学意
义 ".x;0f.6$[c6f6?# "图0I# *"En实验结果显示$

!/0;! 中华实验眼科杂志 ;6;< 年 0 月第 <; 卷第 0 期!J)%3 _"RA MA),)$&#*&$X$5() ;6;<$8*&1<;$K*10
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图 F;过氧化氢组和正常对照组 EM$)增殖能力比较!Im各组细胞周期流式细胞图!

[m各组细胞周期分布比较!与正常对照组相比$$[c6f6?"独立样本 .检验&'x0#!Jm各
组细胞 "Ln染色免疫荧光图""Lny.66$标尺x;66 %##!Lm各组细胞 "Ln阳性细胞百

分比比较!与正常对照组相比$$[c6f6?"独立样本 .检验&'x+#
>&50,(F;$/1+3,&)/'/4+,/7&4(,3-&/'3:&7&-8 /4EM$):(-=(('%82,/5('+(,/*&2(5,/0+
3'2'/,137./'-,/75,/0+!ImY&*2(G,*#',5G*S('&&(G(&'%3 ,2*C5*DAF![mJ*#A$5%F*3 *S

('&&(G(&'E%F,5%4D,%*3 4',2''3 ,2*C5*DAF! J*#A$5'E 2%,) 3*5#$&(*3,5*&C5*DA$$ [c6f6?
"N3E'A'3E'3,F$#A&'F.>,'F,&'x0#!JmN##D3*S&D*5'F('3('*S('&&F%3 ,2*C5*DAF$S,'5"Ln
,5'$,#'3,""Lny.66$F($&'4$5x;66 %##!LmJ*#A$5%F*3 *S,)'A'5('3,$C'*S"Ln>A*F%,%Q'

('&&F4',2''3 ,2*C5*DAF!J*#A$5'E 2%,) 3*5#$&(*3,5*&C5*DA$$[c6f6? "N3E'A'3E'3,F$#A&'F
.>,'F,&'x+#
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图 #;过氧化氢组和正常对照组 7'.BU9T+!C 表达及细胞定位!Im与正常对照组相

比$$[c6f6?"独立样本 .检验&'x0#![m人晶状体上皮细胞 &3(9KI>A;. 定位的荧光原
位杂交图"y;66$标尺 x.66 %##!&3(9KI>A;. 呈红色荧光 "JG0# $细胞核呈蓝色荧光
"LIHN# $&3(9KI>A;. 定位于细胞质
>&50,(#;7'.BU9T+!C (*+,())&/'3'2.(777/.37&S3-&/'&'%82,/5('+(,/*&2(5,/0+3'2

'/,137./'-,/75,/0+!ImJ*#A$5'E 2%,) 3*5#$&(*3,5*&C5*DA$$[c6f6? "N3E'A'3E'3,F$#A&'F
.>,'F,&'x0#![mY&D*5'F('3('%3 F%,D )G45%E%m$,%*3 #$A *S&3(9KI>A;. &*($&%m$,%*3 %3 )D#$3 &'3F
'A%,)'&%$&('&&F"y;66$F($&'4$5x.66 %##!&3(9KI>A;. F)*2'E 5'E S&D*5'F('3('"JG0# $3E
3D(&'%2'5'4&D'S&D*5'F('3('"LIHN#1&3(9KI>A;. 2$F&*($,'E %3 ,)'(G,*A&$F#

过氧化氢组 "Ln阳性比例为 " ;?f<.p
/f++ #\$ 明 显 低 于 正 常 对 照 组 的
"?6f?=p+f.?#\$差异有统计学意义
".x/f??+$[c6f6?#"图 0[#m
!1G ! 过 氧 化 氢 组 和 正 常 对 照 组

&3(9KI>A;. 的表达及细胞定位
过氧化氢组 &3(9KI>A;. 相对表达

量为 ;f0/p6f;+$明显高于正常对照组
的 .f6;p6f6;$差异有统计学意义 ".x
7f=+0$[c6f6?# "图 <I#m 荧光原位杂
交实验结果显示$&3(9KI>A;. 定位于细
胞质中"图 <[#m

F;讨论

随着人口老龄化$白内障发病率逐年升高$并严重
影响国民眼健康水平与社会生产力能力m 手术是目前
治疗白内障唯一有效的方法$虽然白内障手术设备及
屈光性人工晶状体在不断更新换代$但白内障的药物
治疗领域尚未取得突破性进展

- .. .̂;. m 因此$进一步寻
找切实可行的治疗靶点以延缓和阻止 I9J的发生和

发展$具有重要及深远的意义m &3(9KIF是近年来发
现的一种具有生物学功能的非编码 9KI$其转录本长
度超过 ;66 3,$在进化中高度保守$参与了转录调节)
染色质重塑及组蛋白修饰)可变剪接)分子海绵吸附
#%9KIF)蛋白质的活性)定位及功能等功能 - .0 .̂<. m 然
而$关于 &3(9KIF在白内障发生和发展中生物学功能

及调控机制的研究报道尚少
- .?. m W)'3

等
- ./.
发现 &3(9KIXNIU是白内障的特

异性生物标志物$并通过 #%9KI>.?6>
?ABIT,参与调节 :"JF的功能$对细胞
存活)细胞增殖和凋亡有影响m 此外$
J)'3C等 - .7.

发现$&3(9KIZ.+ 在 I9J
患者的晶状体中高表达$敲除 &3(9KI
Z.+ 可加重 n8[辐射诱导的人 :"JF
氧化损伤$降低细胞存活率和增殖$促
进细胞的凋亡m

;6.6 年$ZD$5,'等 - +.
在 A?0 缺失型

和野生型小鼠胚胎成纤维细胞 LKI损
伤模型中通过 &3(9KIF高通量筛选首
次克隆出一种与 A?0 表达密切相关的
长链非编码 9KI$ &3(9KI>A;.$ 位于
JTE3.$"A;.#基因座上$其编码区位于
两条蛋白质编码基因之间$是 ? 种
&3(9KIF亚型中的一种m A?0 可直接结
合于 &3(9KI>A;. 的上游调控区$并正
向调控 :3(9KI>A;. 转录水平 - .=. m 自
&3(9KI>A;. 的发现$越来越多的研究表
明$其与肿瘤明显相关$调控肿瘤细胞
的增殖)迁移和侵袭 - .+ ;̂6. m Z$3 等 - ;..

研究证实$&3(9KI>A;. 通过 #%9.064B

!70;!中华实验眼科杂志 ;6;< 年 0 月第 <; 卷第 0 期!J)%3 _"RA MA),)$&#*&$X$5() ;6;<$8*&1<;$K*10
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HU"KBIiU信号通路抑制骨肉瘤细胞增殖* W)'3
等

- ;;.
研究发现$&3(9KI>A;. 低表达通过 ZNY>.BIT,B

#UM9BH76W/i信号通路减少自噬$从而增加缺氧肿
瘤细胞的放疗敏感性* J)'3 等 - ;0.

发现 &3(9KI>A;.
通过靶向 (>连环蛋白信号通路增强胃癌细胞的放疗
敏感 性* e$3C等 - ;<.

发 现$ &3(9KI>A;. 通 过 靶 向
(>($,'3%3Be3,信号通路$促进结直肠癌细胞的放疗敏
感性*

目前普遍认为氧化应激损伤所致的 :"JF凋亡是
除先天性白内障以外其他所有类型白内障形成的细胞

学基础* 细胞发生氧化损伤时内质网稳态受到干扰$
内质网未折叠蛋白B错误折叠蛋白发生堆积$激活未折
叠蛋白应答$即内质网应激 - ;? ;̂/. * 在本研究中$过氧
化氢组 Z:">[0 细胞 9MW 含量显著上升$同时细胞凋
亡率和 [$R蛋白表达显著增加$[(&>; 蛋白表达降低$
凋亡蛋白 J$FA$F'>0 的活性也显著增强* 本研究结果
还显示$过氧化氢组处于 g; 期的细胞百分比升高$表
明细胞在 g; 期发生阻滞$最终抑制细胞增殖&过氧化
氢组 "Ln阳性细胞比例明显降低$说明 Z:">[0 细胞
存活率降低$过氧化氢可诱导 :"JF损伤*

&3(9KI发挥作用主要取决其细胞定位$在细胞核
中$&3(9KI能够调节转录$通常通过充当支架来组装
大型染色质重构复合物

- ;7 ;̂=. &在细胞质中$&3(9KI可
以充当竞争性内源 9KI"('9KI#$与其他 9KI转录
本竞争相同的 #%9KI$从而导致相互作用和后续调
控

- ;+ 0̂6. * 本研究通过荧光原位杂交法发现 &3(9KI>
A;. 定位于细胞质中$推测其可能通过控制 #%9KI表
达来影响其靶基因的表达量* 然而本研究未验证
&3(9KI>A;. 敲减后对细胞氧化应激损伤的影响$未来
需进一步实验验证其因果关系*
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本刊对论文中统计学方法描述的要求

!!研究论文如有量化测试指标时须有统计学分析的内容$并在方法部分提供统计学方法的描述$反应变量为单变量时请提供测

量指标数据资料的性质"如计量数据资料及计数数据资料的表达方式#)多个样本计量数据资料正态分布检验方法的名称及方差齐

性检验方法的名称)实"试#验设计方法及与之相匹配的统计学设计"如配对设计)成组设计)交叉设计)析因设计)正交设计等#)与

统计设计相应的统计方法名称"如 .检验)方差分析#以及检验水准* 选择方差分析统计设计时应根据单因素或多因素设计选择正

确的方法$不宜简单套用单因素方差分析* 反应变量为双变量时$应根据实"试#验设计正确选择简单直线相关分析)回归分析或其

他方法$不宜简单套用直线相关分析* 统计学的检验水准请提供为双侧检验或单侧检验* 论文结果部分的统计学分析内容可用相

应的图表表达*

统计学符号的著录执行 g[BU00?=1.1;66+BNWM0?0<>.h;66/+统计学词汇及符号,的有关规定$统计学符号一律采用斜体$如

样本量用 '&样本的算术平均数用英文小写 #'$3&中位数用英文斜体大写 7$标准差用英文大写 WL$样本均数的标准误用英文小写

!R$.检验用英文小写 .$Z检验用英文大写 Z$卡方检验用希文小写 ";$相关系数用英文小写 &$秩相关分析相关系数用 &F$确定系数

用 \;$自由度用希文小写 #&概率用英文大写 [&检验水准用 $* 统计结果的解释和表达采用对比组或比较对象之间差异有统计学

意义的描述方法$而不用对比组之间差异具有显著性"或非常显著性#的描述* 论文的统计学分析结果提倡提供统计学检验量值和
[值的具体数据$如不能提供 [值的具体数据时$必须提供统计学检验量值如 "; 值).值)Z值等* 当涉及总体参数"如总体均数)总

体率等#时$在给出显著性检验结果的同时$请给出 +?\可信区间"+J#*
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的起草或能够对论文中的方法学或关键部分进行修改* "0#能对审稿专家和编辑提出的修改意见进行核修$能够答辩并承担责任*

"<#对论文的诚信负责* 仅参与筹得资金或收集资料者以及仅对科研小组进行一般管理者均不宜署名为作者* 文中如有外籍作

者$应附外籍作者亲笔签名的在本刊发表的同意函* 集体署名的文章应于题名下列出署名单位$于文末列出论文整理者的姓名$并

须明确该文的主要责任者*

作者署名的名次应按对论文贡献大小顺序排列于文题下方$每篇论文须列出通信作者 . 名* 如无特殊约定$则视第一作者为

通信作者* 作者"包括通信作者#的署名及其排序应在投稿前由所有研究者共同讨论确定$在编排过程中不宜变更或增减$尤其是

通信作者和前三名作者$若确需变动者须提供所有署名作者的签名同意函并出示单位证明* 有英文文题的论著和综述应有全部作

者姓名的汉语拼音$列于英文文题之下*
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