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!!$摘要%!目的!探讨热休克转录因子 "&Vb="'对人视网膜色素上皮细胞&8Ẁ &,"E'抗氧化和抗衰老的

作用(!方法!利用成簇规律间隔短回文重复序列及相关蛋白 E&TWBb Ẁ>T(JE'基因编辑技术敲除人 8Ẁ &,

"E 细胞系中 .BRC 基因"构建并获得 3 种 Vb=" 缺失 8Ẁ &细胞株&8Ẁ &>VJK"[>['"分别命名为 VF)VE 细胞

株( 取野生型)VF 和 VE 细胞株"应用 :V&探针染色结合流式分析技术测定细胞内活性氧簇&WAb'含量"应

用流式细胞分析方法测定细胞周期*采用细胞计数试剂盒,F&TTg,F'法测定不同培养时间点细胞活力值*采

用结晶紫染色实验测定细胞相对存活率*采用 (,半乳糖苷酶 & b8,(,0(*'染色实验检测衰老细胞比率*采用

G6J76H/ L*.7法检测各细胞株中热休克蛋白&Vb '̀ $#)Vb 3̀$)聚集素&Tad')N@%)N3" 和白细胞介素&Ba',"(

蛋白表达水平*采用实时荧光定量 T̀W法测定各细胞株中 N@%)N3")Ba,4)Ba,F)Ba,"()单核细胞趋化蛋白 "

&9T̀ "''W]8表达水平( 比较各细胞株在不同热休克处理条件下和 Vb È# 抑制剂 B̀B@#? 处理下热休克反

应相关蛋白相对表达量"比较各细胞株不同浓度 V3A3 处理后相对存活率"比较各细胞株经或未经 WAb 清除

剂 ],乙酰半胱氨酸&]8T'处理后 N3" 蛋白相对表达量(!结果!基因测序显示 VF 和 VE 细胞株成功携带突

变基因"G6J76H/ L*.7检测结果显示 VF)VE 细胞株不表达 Vb=" 蛋白"Vb=" 在 8Ẁ &,"E 细胞中被成功敲除(

与野生型细胞株相比"VF)VE 细胞株中的 Vb $̀#)Vb 3̀$)Tad蛋白相对表达水平显著降低"差异均有统计学

意义&均 Om#X#@'*各细胞株 Vb È# 蛋白相对表达水平总体比较"差异无统计学意义&Rk#X3E"Op#X#@'( 在

不同热休克刺激和 B̀B@#? 诱导下野生型细胞株中 Vb $̀#)Vb 3̀$)Tad蛋白相对表达水平显著升高"差异均有

统计学意义&均 Om#X#@'*与野生型细胞株相比"VF 和 VE 细胞株的 Vb $̀#)Vb 3̀$)Tad蛋白相对表达水平显

著低于相应处理的野生型细胞"差异均有统计学意义&均 Om#X#@'( 与野生型细胞株相比"VF 和 VE 细胞株

培养 3?)?F)$3 和 E4 - 的细胞活力均显著降低"差异均有统计学意义&均 Om#X#@'( 与野生型细胞株比较"VF

和 VE 细胞株 <" 期细胞百分比显著升高"细胞周期抑制因子 N@%)N3" 的 'W]8和蛋白相对表达水平显著升

高"差异均有统计学意义&均 Om#X#@'"b8,(,0(*染色阳性细胞比率显著增加"差异均有统计学意义 &均 Om

#X##"'*衰老相关炎症因子 Ba,4)Ba,F)Ba,"()9T̀ " 'W]8相对表达量显著下降"差异均有统计学意义&均 Om

#X##"'( VF 和 VE 细胞株 WAb 含量明显高于野生型细胞株"差异均有统计学意义&均 Om#X##"'*VF 和 VE

细胞株经 ]8T处理后 N3" 蛋白相对表达量较未经 ]8T处理明显降低"差异均有统计学意义&Om#X#@'( VF

和 VE 细胞株 3##)?##)4##)F## %'.*>aV3A3 处理条件下细胞相对存活率明显低于野生型细胞"差异均有统

计学意义&均 Om#X#@'(!结论!敲除 Vb=" 可下调 Vb`的表达"激活 WAb>̀@% >̀3" 通路"诱导 Ẁ &细胞衰

老"并增加 Ẁ &对氧化应激刺激的敏感性( Vb=" 在 Ẁ &细胞中可能具有抗衰老和抗氧化调控作用(!

$关键词%!热休克转录因子 "* 年龄相关性黄斑变性* 细胞衰老* 视网膜色素上皮* 衰老治疗* 氧化
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C !*Z+1*2+1'+450)2)*63+6+&'*%@ [$9"*6B>$/%>/"2)/-$N$9$+% +450)2)*63+6+&'*%@ [$9$+% B>$/%>/"-/0*123/%2+4

50)2)*63+6+&'"2)/R$192A44$6$*2/@ .+90$2*6+4()/%&V)+" W%$N/19$2'" ()/%&V)+" SPDDPK" ;)$%**K-/0*123/%2+4

?/@$>*6</%/2$>9*%@ ;/667$+6+&'" B>)++6+47*9$>?/@$>*6B>$/%>/9" ()/%&V)+" W%$N/19$2'" ()/%&V)+" SPDDPC"

;)$%**F]1*%96*2$+%*6?/@$>*6;/%2/1"2)/R$192A44$6$*2/@ .+90$2*6+4()/%&V)+" W%$N/19$2'"()/%&V)+" SPDDPK";)$%*

;+11/90+%@$%& *"2)+19#O/%& U"'*%"G3*$6#J"'*%0/%&FFCICLFM>+3*." #*%V)+%&"G3*$6#)'VI)/%"M/@"M>%

"67%+.*#+#8I7J,#+&),8S.)/O6J7)0(767-6(/7),(0)/0(/+ (/7).2)+(/76KK6C7.K7-6-6(7J-.Ce 7H(/JCH)N7)./

K(C7.H" &Vb="' ./ -I'(/ H67)/(*N)0'6/76N)7-6*)(*C6**J5!=,+/"-%!SP.Vb=",+6K)C)6/78Ẁ &C6**J&8Ẁ &>

VJK"[>[' P6H6C./J7HIC76+ LMIJ)/07-6C*IJ76H6+ H60I*(H*M)/76HJN(C6+ J-.H7N(*)/+H.')CH6N6(7(/+ (JJ.C)(76+ NH.76)/

E &TWBb Ẁ>T(JE' 06/66+)7)/0JMJ76'(/+ /('6+ VF"VE e./Ce.I7C6**J7H()/J5&2N6H)'6/7JP6H6.N6H(76+ ./ 7-6%

C6**J7H()/J#P)*+,7MN6"VF (/+ VE C6**J5S-6C./76/7.KH6(C7)O6.2M06/ JN6C)6J)/ 8Ẁ &,"E C6**P(J'6(JIH6+ LM

:V&NH.L6J7()/)/0C.'L)/6+ P)7- K*.PCM7.'67HM76C-/.*.0M"(/+ 7-6C6**CMC*6P(J'6(JIH6+ LMK*.PCM7.'67HM

76C-/.*.0M5S-6C6**O)(L)*)7M(7+)KK6H6/77)'6N.)/7JP(J'6(JIH6+ IJ)/0C6**C.I/7)/0e)7,F &TTg,F'5THMJ7(*O).*67

J7()/)/0(JJ(MP(JIJ6+ 7.'6(JIH67-6H6*(7)O6H(7)..KC6**JIHO)O(*5b8,(,0(*J7()/)/0(JJ(MP(JIJ6+ 7.+676C77-6

H(7)..K8Ẁ &,"E J6/6JC6/7C6**J5S-662NH6JJ)./J.KVb $̀#"Vb 3̀$"C*IJ76H)/ &Tad'" N@%" N3" (/+ )/76H*6Ie)/

&Ba',"(NH.76)/JP6H6'6(JIH6+ LMG6J76H/ L*.776C-/.*.0M5S-662NH6JJ)./J.KN@%" N3""Ba,4"Ba,F"Ba,"((/+

'./.CM76C-6'.(77H(C7(/7NH.76)/ " & 9T̀ " ' 'W]8 P6H6'6(JIH6+ LMRI(/7)7(7)O6H6(*,7)'6 T̀W 76C-/.*.0M5

W6*(7)O662NH6JJ)./ .K-6(7J-.Ce H6JN./J6NH.76)/ I/+6H+)KK6H6/7-6(7J-.Ce 7H6(7'6/7C./+)7)./J(/+ Vb È#

)/-)L)7.HB̀B@#?" H6*(7)O6JIHO)O(*P)7- +)KK6H6/7C./C6/7H(7)./J.KV3A3" H6*(7)O662NH6JJ)./ .KN3" NH.76)/ (K76H

7H6(7'6/7P)7- .HP)7-.I7WAb JC(O6/06H],(C67M*CMJ76)/6&]8T' P6H6C.'N(H6+ )/ 6(C- C6**J7H()/5!K,%$3+%!<6/6

J6RI6/C)/0J-.P6+ 7-(7VF (/+ VE C6**J7H()/JJICC6JJKI**MC(HH)6+ 'I7(76+ 06/6J5G6J76H/ L*.762N6H)'6/7H6JI*7J

J-.P6+ 7-(7VF (/+ VE C6**J7H()/J+)+ /.762NH6JJVb=" NH.76)/"(/+ Vb=" P(JJICC6JJKI**Me/.Ce6+ .I7)/ 8Ẁ &,

"E C6**J5T.'N(H6+ P)7- P)*+,7MN6C6**"7-662NH6JJ)./ *6O6*J.KVb $̀#"Vb 3̀$ (/+ TadNH.76)/J)/ VF (/+ VE C6**

J7H()/JJ)0/)K)C(/7*M+6CH6(J6+" P)7- J7(7)J7)C(**MJ)0/)K)C(/7+)KK6H6/C6J& (**(7Om#X#@ ' " (/+ /.J)0/)K)C(/7

+)KK6H6/C6P(JK.I/+ )/ 7-6H6*(7)O6Vb È# NH.76)/ 62NH6JJ)./ *6O6*&Rk#X3E"Op#X#@'5d/+6H+)KK6H6/7-6(7

J-.Ce J7)'I*(7)./ (/+ B̀B@#? )/+IC7)./"7-6Vb $̀#"Vb 3̀$"(/+ TadNH.76)/ *6O6*JJ)0/)K)C(/7*M)/CH6(J6+ )/ P)*+,

7MN6C6**JC.'N(H6+ P)7- L6K.H67H6(7'6/7"(/+ 7-6Vb $̀#"Vb 3̀$"(/+ TadNH.76)/ *6O6*JP6H6J)0/)K)C(/7*M*.P6H

)/ VF (/+ VE C6**J7H()/J7-(/ )/ C.HH6JN./+)/07H6(76+ P)*+,7MN6C6**J&(**(7Om#X#@'5T.'N(H6+ P)7- P)*+,7MN6

C6**J7H()/J"C6**O)(L)*)7MJ)0/)K)C(/7*M+6CH6(J6+ )/ VF (/+ VE C6**J7H()/J(73?" ?F" $3"(/+ E4 -.IHJ&(**(7

Om#X#@'5T.'N(H6+ P)7- P)*+,7MN6C6**J7H()/J"7-6N6HC6/7(06.KC6**J)/ <" N-(J6P(JJ)0/)K)C(/7*M-)0-6H(/+ 7-6

'W]8(/+ NH.76)/ *6O6*J.K7-6C6**CMC*6)/-)L)7.HJN@% (/+ N3" J)0/)K)C(/7*M)/CH6(J6+ )/ VF (/+ VE J7H()/J"

J-.P)/0J7(7)J7)C(**MJ)0/)K)C(/7+)KK6H6/C6J&(**(7Om#X#@'"(/+ 7-6H(7)..KN.J)7)O6C6**JK.Hb8,(,0(*J7()/)/0

J)0/)K)C(/7*M)/CH6(J6+"J-.P)/0J7(7)J7)C(**MJ)0/)K)C(/7+)KK6H6/C6J&(**(7Om#X##"'5S-6H6*(7)O662NH6JJ)./ .K(0)/0,

H6*(76+ )/K*(''(7.HMK(C7.HJBa,4"Ba,F"Ba,"("(/+ 9T̀ " 'W]8 +6CH6(J6+"(/+ 7-6+)KK6H6/C6JP6H6J7(7)J7)C(**M

J)0/)K)C(/7&(**(7Om#X##"'5B/ (++)7)./"C.'N(H6+ P)7- P)*+,7MN6C6**J7H()/J"7-6C./76/7.KH6(C7)O6.2M06/ JN6C)6J

&WAb' P(J-)0-6H)/ VF (/+ VE C6**J7H()/J"(/+ 7-6+)KK6H6/C6JP6H6J7(7)J7)C(**MJ)0/)K)C(/7&(**(7Om#X##"'5S-6

62NH6JJ)./ .KN3" NH.76)/ )/ VF (/+ VE C6**J7H()/JP7)- ]8T7H6(7'6/7+6CH6(J6+ J)0/)K)C(/7*MC.'N(H6+ P)7- /./,

]8T7H6(7'6/7C6**J&L.7- (7Om#X#@'5T.'N(H6+ P)7- P)*+,7MN6C6**J7H()/J"VF (/+ VE C6**O)(L)*)7M+6CH6(J6+ (7

3##"?##"4##"(/+ F## %'.*>aV3A3 7H6(7'6/7C./+)7)./J"(/+ 7-6+)KK6H6/C6JP6H6J7(7)J7)C(**MJ)0/)K)C(/7&(**(7

Om#X#@'5!F"'#3$%&"'%!g/.Ce+.P/ .KVb=" C(/ +.P/H60I*(767-662NH6JJ)./ .K-6(7J-.Ce NH.76)/J"(C7)O(767-6

WAb>̀@% >̀3" N(7-P(M")/+IC6J6/6JC6/C6)/ Ẁ &C6**J"(/+ )/CH6(J67-6J6/J)7)O)7M.KẀ &7..2)+(7)O6J7H6JJ

J7)'I*)5Vb=" '(M-(O6(/7),J6/6JC6/C6(/+ (/7),.2)+(/7H60I*(7.HM6KK6C7J)/ Ẁ &C6**J5

"9,1 :".-%#8V6(7J-.Ce 7H(/JCH)N7)./ K(C7.H"* 806,H6*(76+ '(CI*(H+606/6H(7)./* T6**I*(HJ6/6JC6/C6*

W67)/(*N)0'6/76N)7-6*)I'* b6/.7-6H(NM* A2)+(7)O6J7H6JJ

!$'-0."(.*5# ](7)./(*](7IH(*bC)6/C6=.I/+(7)./ .KT-)/(&d"4#?"$"" %"F#3%"?" F"E$#$F@'* 96+)C(*

bC)6/C6(/+ S6C-/.*.0MW6J6(HC- H̀.D6C7.KV6/(/ H̀.O)/C6& b_<\3#3"#3"@$" b_<\3#3"#%#4F'* bC)6/C6(/+

S6C-/.*.0MW6J6(HC- H̀.D6C7.KV6/(/ H̀.O)/C6&333"#3%"#?4$'

:AB#"#5%$4#>C'(5D5C/""@EFE,3#3%#E#@,###E%
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!!年 龄 相 关 性 黄 斑 变 性 & (06,H6*(76+ '(CI*(H
+606/6H(7)./"89:'是 @@ 岁以上老年人中枢性视力丧
失的主要原因

+ "[3, ( 其中 F@Y的患者为干性 89:"主
要病 理 变 化 为 视 网 膜 色 素 上 皮 & H67)/(*N)0'6/7
6N)7-6*)I'"Ẁ &'细胞退化和色素异常"以及由慢性氧
化应激)蛋白聚集和炎症引起的溶酶体脂褐素和细胞
外玻璃膜疣的形成

+ %, ( 目前"干性 89:尚无合适的
预防或治疗药物靶点( 现有研究表明 Ẁ &细胞衰老
和相关功能障碍是 89:关键的早期病变 + ?, ( 衰老
Ẁ &细胞可分泌高水平的细胞因子"如 !干扰素)白
细胞介素&)/76H*6Ie)/"Ba' "(和肿瘤坏死因子 )( 在
老年人供体分离出的 Ẁ &细胞中"N"4)N3" 和 N@% 蛋
白表达增加

+ @, ( 衰老的 Ẁ &细胞经历氧化应激)烟酰
胺腺嘌呤二核苷酸耗竭以及显著的 :]8损伤 + 4, ( 研
究表明 Ẁ &细胞中活性氧簇&H6(C7)O6.2M06/ JN6C)6J"
WAb'生成增加"通过激活哺乳动物雷帕霉素靶蛋白信
号通路加速 Ẁ &衰老 + $, ( 因此"Ẁ &的抗衰老调控在
干性 89:药物防治研究中具有重要作用(

衰老细胞的特征包括溶酶体酶衰老相关 (,半乳
糖苷酶 &J6/6JC6/C6,(JJ.C)(76+ L67(,0(*(C7.J)+(J6"b8,(,
0(*'的活性增加)衰老相关异染色质病灶的形成)肿瘤
抑制因子和细胞周期调节蛋白&如 N@% 和 N3"'的表达
以及炎性细胞因子和基质降解蛋白酶的分泌"被称为
衰老相关分泌表型 & J6/6JC6/C6,(JJ.C)(76+ J6CH67.HM
N-6/.7MN6" b8b '̀ ( 热休克转录因子 " & -6(7J-.Ce
7H(/JCH)N7)./ K(C7.H""Vb="'是感受细胞内外应激)上调
热休克反应的关键转录因子"通过转录激活热休克蛋
白&-6(7J-.Ce NH.76)/"Vb '̀的表达在蛋白质稳态中起
核心作用

+ F, ( Vb=" 在细胞衰老)细胞存活和抗氧化
功能中的重要作用已引起关注( 然而"其在 Ẁ &细胞
衰老中的调控作用及机制尚未阐明( 本文旨在通过成
簇规 律 间 隔 短 回 文 重 复 序 列 & C*IJ76H6+ H60I*(H*M
)/76HJN(C6+ J-.H7 N(*)/+H.')C H6N6(7J" TWBb Ẁ' 和
TWBb Ẁ相关蛋白 E & TWBb Ẁ,(JJ.C)(76+ NH.76)/ E"
T(JE'构建 .BRC 基因敲除的人视网膜色素上皮细胞
系 8Ẁ &,"E"探讨 Vb=" 在 Ẁ &蛋白质稳态)抗氧化
应激和抗衰老过程中的作用及可能的机制"为 Ẁ &的
抗衰老治疗靶点筛选提供参考依据"进而为干性 89:
的防治提供新的途径(

;8材料与方法

;5;!材料
;5;5;!细胞株和质粒来源!8Ẁ &,"E 购于美国菌种
保藏中心( 慢病毒载体 Na;c,a6/7),C(JE)Na;c,a6/7),

0W]8)NJ̀8c3 和 N9:3X<由郑州大学基础医学院医
学遗传与细胞生物学系尚国辉课题组赠予(
;5;5?!主要试剂及仪器!:9&9>="3 培养基&上海
康宁公司'*胎牛血清&德国 8̀]公司'*青霉素>链霉
素溶液&北京酷莱博科技有限公司'*SH)Q.*)胰蛋白酶
+赛默飞世尔科技 &中国 '有限公司 ,*兔抗人 Vb="
&?%@4b')兔抗人 Vb È# & ?F$$b')大鼠抗人 Vb $̀#
&?F$%b ')兔抗人 Vb 3̀$ & E@%@$b ')兔抗人聚集素
&C*IJ76H)/"Tad' &?3"?%b')小鼠抗人 N@%&3@3?b' &美
国 TbS公司 '*兔抗人 N3" & "#%@@,",8̀ ')兔抗人
<8̀ :V&"#?E?,",8̀ ')(,(C7)/&44##E,",B0')小鼠抗人
Ba,"(&44$%$,",B0' &武汉三鹰生物技术有限公司 '*
VẀ 标记的山羊抗兔 B0<二抗 &8b##%')山羊抗鼠
B0<二抗 &8b#"?' &武汉爱博泰克生物科技有限公
司'*_T8蛋白浓度测定试剂盒&武汉博士德生物工程
有限公司'*&Ta化学发光试剂盒 &美国 9)**)N.H6公
司'*细胞周期检测试剂盒&上海吉凯基因医学科技股
份有限公司'*:V&探针 &北京百奥莱博科技有限公
司'*TTg,F 试剂盒&日本同仁化学研究所'*C:]8逆
转录试剂盒)实时荧光定量 T̀W试剂盒&北京全式金
生物技术有限公司'*b8,(,0(*染色试剂盒&上海碧云
天生物技术有限公司'*结晶紫溶液 &美国 b)0'(公
司'*B̀B@#?)],乙酰半胱氨酸 &],(C67M*CMJ76)/6"]8T'
&美国 9T&生物科技公司'*V3A3&山东利尔康医疗科
技股份有限公司'( 化学成像仪&美国 <&8B公司'*
超微量分光光度计)细胞培养箱&美国 S-6H'.公司'*
倒置相差显微镜 &德国蔡司公司 '*流式细胞仪)
G6J76H/ L*.7电泳系统&美国 _:公司'*实时荧光定量
T̀W仪&美国 8_B公司'*高速冷冻离心机&日本日立公
司'*多功能酶标仪&奥地利 9.*6CI*(H:6O)C6J公司'(
;5?!方法
;5?5;!细胞培养!在含 @Y TA3 的 %$ q细胞培养箱
中"采用含有 "#Y胎牛血清)"Y青链霉素的 :9&9>
="3 培养基培养 8̀ W&,"E 细胞"培养基每 3 + 更换 "
次( 细胞接种至直径 "## ''培养皿中"当融合率达
到 F#YZE#Y时"加入含有 #X3@Y &:S8的胰蛋白酶
消化 @ ')/"%##n& 离心 @ ')/ 收集细胞沉淀后传代至
% 个 "## ''培养皿中继续培养(
;5?5?! TWBb Ẁ>T(JE 技术制备 VF)VE 细胞株!
8Ẁ &>VJK"[>[

细胞株 .BRC 基因号为 %3E$"转录本号
&]9l##@@34X?)c9l##@3$3%"@X?)c9l##@3$3%"4X?)
c9l##@3$3%"4X?)c9l#?$?3"$?3X")c9l#?$?3"$?%X")
c9l#?$?3"$?%X")c9l#""@"$##4X%'"]9l##@@34X? 转
录本的 3 号外显子为 .BRC 基因所有转录本距 8S<下

!E"?!中华实验眼科杂志 3#3? 年 @ 月第 ?3 卷第 @ 期!T-)/ \&2N AN-7-(*'.*"9(M3#3?";.*5?3"].5@
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游最近的外显子"本研究选取在 .BRC 基因的 3 号外
显子的原间隔序列邻近基序上设计向导 W]8&0I)+6
W]8"0W]8' 序列"C(JE 剪切酶在此位点附近发生
:]8双链剪切"达到敲除 .BRC 基因的目的 &图 "'(
选取酶切位点为 _J'_B"设计 0W]8引物序列#0W]8%
正向为 @U,T8TT<S8TSST88<T8T88T88T8S<<,%U"
反向为 @ U,888TTT8S<SS<SS<S<TSS<88<S8T,%U*
0W]8? 正向为 @U,T8TT<T88T8S<<TT8<TSST<S<T
<<,%U"反向为 @U,888TTT<T8T<88<TS<<TT8S<SS
<T,%U( 0W]8引物退火反应后克隆到 Na;c,a6/7),
0W]8载体中"构成 Na;c,a6/7),Vb=",0W]8质粒( 将
Na;c,a6/7),C(JE)Na;c,a6/7),Vb=",0W]8重组质粒分
别与包装质粒 NJ̀8c3) N9:3X<共转染 V&g3E% 细
胞"产生特异性表达 T(JE)Vb=" 0W]8% 和 0W]8? 病
毒的培养上清液( 取 3 '*经 #X?@ %'滤器过滤的
V&g3E% 细胞培养上清液与 3 %*聚凝胺&F %0>%*'混
匀加入含 3 '*:9&9>="3 培养基"加入宿主细胞
8Ẁ &,"E 中感染 3? -"移去培养基"取 3 %*杀稻瘟菌
素 & 3# %0>%*' 和 "X4 %*嘌 呤 霉 素 & "# %0>%*' 与
:9&9>="3 培养基混匀"加入上述感染过的细胞培养
?F -"筛选成功感染的宿主细胞群体( 将感染成功的
Ẁ &细胞进行单细胞克隆培养"提取基因组测定单细
胞克隆中 Vb=" 基因组水平的 :]8序列"获得 Vb="
纯合敲除的 8Ẁ &,"E 细胞株( 以 T(JE 慢病毒感染的
野生型 8Ẁ &,"E 细胞为对照组" Vb=" 0W]8% 和
0W]8? 双病毒感染 8Ẁ &,"E>T(JE 细胞产生 8Ẁ &>
VJK"[>[

细胞"获得 VF 型组和 VE 型组(

外显子2

gRNA3 gRNA4

…AAGTACTTCAAGCACAACAACATGGCCAGCTTCGTGCGG…

图 ;8FKP…GK<F*%T 基因编辑系统构建 U…!; 敲除 6KGB4;T 细胞
策略图!0W]8#向导 W]8
!&($.,;8F"'%+.$#+&"'%+.*+,(&,%"2U…!; O'"#O"$+6KGB4;T #,33
3&',71 $%&'( FKP…GK<F*%T (,',,-&+&'( %1%+,5!0W]8#0I)+6W]8

;5?5@!G6J76H/ L*.7法测定8Ẁ &,"E 细胞中相应因子
蛋白相对表达量!取各细胞株采用含有蛋白酶抑制剂
和磷酸酶抑制剂的 WB̀8裂解缓冲液裂解细胞"提取
细胞总蛋白质""? ###n& 离心 @ ')/ 收集上清液"采用
_T8法测定蛋白质浓度( 取 %# %0总蛋白上样电泳"
根据蛋白相对分子质量选择不同浓度的 b:b,̀8<&胶
电泳分离蛋白质并转印至 ;̀:=膜*取 ;̀:=膜"用
@Y脱脂牛奶室温封闭 " -"分别滴加 Vb=")Vb $̀#)
Vb 3̀$)N3") N@% 和 Ba,"(一抗 &均 " i" ### 稀释 '"

? q孵育过夜( S_bS漂洗 % 次"滴加相应 VẀ 标记

的二抗&" i" ### 稀释'室温下孵育 3 -"S_bS漂洗 %
次*加入 &Ta发光液"化学发光凝胶成像仪采集图像
信息"采用 B'(06\软件分析蛋白条带灰度值"以
<8̀ :V为内参"以野生型细胞未经处理为实验对照
组"对照组蛋白相对表达量归一化处理为 ""计算各目
的蛋白的相对表达量( 另取经 #)3 ''.*>a]8T处理
3? - 的各细胞株"提取蛋白进行 G6J76H/ L*.7实验"以
(,(C7)/ 为内参"计算 N3" 蛋白的相对表达量( 实验独
立重复 % 次"取平均值(
;5?5D!热刺激和 B̀B@#? 诱导 8Ẁ &,"E 的热休克反
应!取贴壁后的野生型)VF 和 VE 细胞"更换为 ?% q
水浴后的培养基"立即转入提前预热的 ?% qTA3 细胞

培养箱"对细胞进行 ?% q热休克刺激 " -"立即更换
为 %$ q培养基并在 %$ q培养箱中分别恢复 3 - 和
"3 -( 另取各组细胞株"用含有 #X@ %'.*>aVb È# 抑
制剂 B̀B@#? 的 :9&9>="3 培养基处理 3? - 诱导热休
克反应( 采用 G6J76H/ L*.7法检测不同细胞株 Vb`的
相对表达量"评估各种细胞的热休克反应程度( 实验
独立重复 % 次"取平均值(
;5?5E!b8,(,0(*染色法测定 8Ẁ &,"E 细胞内衰老细
胞比率!采用 b8,(,0(*染色试剂盒测定 b8,(,0(*活
性"以确定8Ẁ &,"E 细胞的衰老程度( 取野生型)VF)
VE 细胞按照 3n"#@

个>孔接种至 4 孔板中常规培养
3? -"用固定液在室温下固定 "@ ')/" _̀b 清洗 % 次"
每次 @ ')/*滴加 3 '*b8,(,0(*染色液"在无 TA3 的

%$ q恒温箱内孵育细胞 "3 -" _̀b 清洗 % 次"每次
@ ')/*光学显微镜 3## 倍镜下任意选取 "# 个视野"衰
老细胞呈蓝色染色"计算 b8,(,0(*阳性细胞比例(
;5?5H!TTg,F 实验检测 8Ẁ &,"E 细胞活力!将野生
型)VF 和 VE 细胞株以 3 ### 个>孔的密度接种于 E4
孔板"采用 :9&9>="3 培养基分别培养细胞 3?)?F)$3
和 E4 -"移去培养基"将 "## %*"#Y TTg,F 试剂添加
于培养基中 3 -"采用多功能酶标仪测量 ?@# /'处的
吸光度&(LJ.HL(/C6"A'值( 比较各组细胞不同时间点
的细胞活力( 实验独立重复 @ 次"取平均值(
;5?5V!流式细胞术检测细胞周期!取各细胞株按照
3n"#@

个>孔接种至 4 孔板中培养 3? -"低速离心
"@ ')/ 收集细胞"滴加 " '*$#Y冰乙醇于冰上固定细
胞 3 -" _̀b 清洗 3 次*滴加 " '*含 W](J68的碘化丙
啶 & NH.N)+)I' ).+)+6" B̀' 染色液"混匀" 室温孵育
%# ')/" _̀b 清洗 3 次*将细胞重悬在 _̀b 中进行流式
细胞仪上机检测"采用 =*.P\.软件分析数据资料( 实
验独立重复 % 次"取平均值(

!#3?! 中华实验眼科杂志 3#3? 年 @ 月第 ?3 卷第 @ 期!T-)/ \&2N AN-7-(*'.*"9(M3#3?";.*5?3"].5@
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图 ?8U…!; 敲除 6KGB4;T 细胞的构建!8型各细胞株 Vb=" 测序结果!_型各细胞株 Vb=")不同 Vb J̀
及 Tad蛋白表达电泳图!Vb=型热休克转录因子*Vb 型̀热休克蛋白*Tad型聚集素*<8̀ :V型甘油醛,%,磷
酸脱氢酶

!&($.,?8F"'%+.$#+&"'"2U…!; O'"#O"$+6KGB4;T #,33%!8型Vb=" J6RI6/C)/0H6JI*7JK.H6(C- C6**
J7H()/!_型Vb=""Vb J̀(/+ Tad62NH6JJ)./ 6*6C7H.N-.H6J)J+)(0H(')/ +)KK6H6/7C6**J7H()/J!Vb=型-6(7J-.Ce
7H(/JCH)N7)./ K(C7.H*Vb 型̀-6(7J-.Ce NH.76)/*Tad型C*IJ76H)/*<8̀ :V型0*MC6H(*+6-M+6,%,N-.JN-(76+6-M+H.06/(J6

;5?5W!结晶紫染色法测定不同浓度 V3A3 处理条件

下 8Ẁ &,"E 存活率!将各细胞株以 3 ### 个>孔的密
度接种于 E4 孔板"用 "## %*完全培养基进行培养"细
胞贴壁后分别用含有 #) 3##) ?##) 4##) F## %'.*>a
V3A3 的 :9&9>="3 培养基培养细胞 ?F -*用 ?Y多聚
甲醛固定细胞 "@ ')/" _̀b 清洗 % 次"每次 @ ')/*用
3#Y甲醇固定细胞 "# ')/" _̀b 清洗 % 次"每次 @ ')/*
每孔加入 "## %*#X3%Y结晶紫溶液染色 "# ')/" _̀b
反复润洗至上清液澄清"除尽 _̀b"加入 "## %*%%Y
乙酸溶液进行结晶紫脱色"摇匀"用酶标仪测定
@$# /'处的 A值"以各细胞株未经 V3A3 处理的细胞

作为对照"计算不同浓度 V3A3 处理细胞的相对存活

率( 细胞相对存活率kV3A3 处理细胞 A值>对照细胞
A值n"##Y( 实验独立重复 % 次"取平均值(
;5?5T!流式细胞术检测细胞内 WAb 含量!取各细胞
株按照 3 n"#@

个>孔接种至 4 孔板培养 3? -"滴加
" '*预先配制好的浓度为 "# %'.*>a:V&探针"于
%$ q)@Y TA3 条件下孵育 %# ')/" _̀b 清洗 3 次*
_̀b 重悬细胞"过细胞筛"立即采用流式细胞仪测定细
胞内荧光强度( 实验独立重复 % 次"取平均值(
;5?5;X!实时荧光定量 T̀W法检测细胞内 N@%)N3"
和 b8b`因子 'W]8相对表达量!取各细胞株采用
SH)Q.*法提取总 W]8( 以 3X@ %0总 W]8为模板"参
照逆转录试剂盒进行 3# %*体系的逆转录反应*以
C:]8为模板"以每孔 "# /0的模板)3# %*的反应体
系进行 T̀W扩增( 各基因引物序列见表 ""由北京擎
科生物有限公司合成*以 <8̀ :V为内参"采用 3[**T7

法计算各基因相对表达量( 实验独立重复 % 次"取平
均值(
;5@!统计学方法

采用 <H(N- (̀+ H̀)J'E 统计学软件对数据进行统
计分析( 各检测指标量值经
b-(N)H.,G)*e 检验证实符合正
态分布"以 Jr9表示"a6O6/6
检验证实数据服从方差齐性(
同一细胞株 3 种处理条件下
的检测指标差异比较采用独

立样本 2检验( 不同细胞株
各检测指标或同一细胞株不

同处理前后各检测指标的总

体差异比较采用单因素方差

分析"两两比较采用 ab:,2检
验( 不同细胞株不同处理前
后或不同时间点各检测指标

的总体差异比较采用两因素方差分析"两两比较采用
ab:,2检验( 采用双侧检验"Om#X#@ 为差异有统计学
意义(

表 ;8基因引物序列
L*73,;8C,',0.&5,.%,M$,'#,%

基因 引物序列&@U,%U'

0PF 正向型8TTS8S<<888TS8TSSTTS<888
反向型TS<<T8SSTS<<<8<TSST8

0KC 正向型88<ST8<SSTTSS<S<<8<T
反向型<TT8SS8<T<T8ST8T8<ST

<AO-. 正向型<8T8<ST8<TT<T8STSSTS
反向型<T<TTT88S8T<8TT888ST

=!HC! 正向型8<S8TTS<8<TST<TT8<S
反向型S<<S<<ST<<8<8SST<S8<

=!HL 正向型S<88TSTTSSTSTT8T88<T<
反向型TT<ST<8<<8S<S8TT<88S

=!HT 正向型<TSTS<S<S<88<<S<T8<SS
反向型8TTT8<SSSSTTSS<<<<ST

?;OHC 正向型T<TTSTT8<T8S<888<STS
反向型8<<S<8TS<<<<T8SS<8SS

!注型<8̀ :V型甘油醛,%,磷酸脱氢酶*Ba型白细胞介素*9T̀ 型单核细胞趋
化蛋白

!].76型<8̀ :V型0*MC6H(*+6-M+6,%,N-.JN-(76+6-M+H.06/(J6*Ba型)/76H*6Ie)/*
9T̀ 型'./.CM76C-6'.(77H(C7(/7NH.76)/

?8结果

?5;!8Ẁ &>VJK"[>[
细胞的建立情况及验证

测序峰图结果表明"获取到 3 株敲除 .BRC 基因
的细胞株分别携带[8T8>̂S&VF') 8̂>[ST<S<T<<
T8<TS&VE'移码突变&图 38'( G6J76H/ L*.7检测结
果显示"VF)VE 细胞株不表达 Vb=" 蛋白*与野生型细
胞株相比"VF)VE 细胞株中 Vb $̀#)Vb 3̀$ 和 Tad蛋
白条带强度明显减弱&图 3_'( 野生型)VF 和 VE 细
胞株中 Vb È# 蛋白相对表达量总体比较差异无统计
学意义&Rk#X3E"Ok#X$4' "Vb $̀#)Vb 3̀$和Tad蛋
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82000
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图 @8热休克和 PGPEXD 应激处理后不同细胞株中热休克反应相关蛋白表达电泳图!84不同热休克处理
后各组热休克反应相关蛋白的表达电泳图!"4%$ q正常培养*34?% q热休克处理 " -*%4?% q热休克处
理 " - 后 %$ q正常培养恢复 3 -*?4?% q热休克处理 " - 后 %$ q正常培养恢复 "3 -!_4B̀B@#? 处理后
各组热休克反应相关蛋白表达电泳图!Vb=4热休克转录因子*Vb 4̀热休克蛋白*Tad4聚集素*<8̀ :V4
甘油醛,%,磷酸脱氢酶
!&($.,@8U,*+%/"#O.,%0"'%,4*%%"#&*+,-0."+,&'%,N0.,%%&"',3,#+."0/".,+"(.*5&',*#/(."$0*2+,./,*+
%/"#O*'-PGPEXD +.,*+5,'+!84&*6C7H.N-.H67.0H(')/ 6(C- 0H.IN (K76H+)KK6H6/7-6(7J-.Ce 7H6(7'6/7!"4%$ q
/.H'(*CI*7IH6*34?% q -6(7J-.Ce 7H6(7'6/7K.H" -.IH*%4?% q -6(7J-.Ce 7H6(7'6/7K.H" -.IH"%$ q /.H'(*
CI*7IH6H6C.O6HM3 -.IHJ* ?4 ?% q -6(7J-.Ce 7H6(7'6/7K.H" -.IH" %$ q /.H'(*CI*7IH6H6C.O6HM"3 -.IHJ!
_4&*6C7H.N-.H67.0H(')/ 6(C- 0H.IN (K76H+)KK6H6/7B̀B@#? 7H6(7'6/7!Vb=4-6(7J-.Ce 7H(/JCH)N7)./ K(C7.H*Vb 4̀
-6(7J-.Ce NH.76)/*Tad4C*IJ76H)/*<8̀ :V40*MC6H(*+6-M+6,%,N-.JN-(76+6-M+H.06/(J6

白相对表达量总体差异均有统计学意义&Rk"#"X%#)
"FX@E)FX#$"均 Om#X#@'"其中 VF 和 VE 细胞株中
Vb $̀#)Vb 3̀$ 和 Tad蛋白相对表达量均低于野生型
细胞株"差异均有统计学意义&均 Om#X#@'&表 3'(

表 ?8不同细胞株中 U…G相关蛋白及 FYZ蛋白相对表达量
比较&.R%'

L*73,?8F"50*.&%"'"2.,3*+&),,N0.,%%&"'"2U…G%*'-
FYZ0."+,&'%*5"'( -&22,.,'+#,33%+.*&'%&.R/'

细胞株 样本量

各蛋白相对表达量

Vb È#
蛋白

Vb $̀#
蛋白

Vb 3̀$
蛋白

Tad蛋白

野生型 % "X##r#X## "X##r#X## "X##r#X## "X##r#X##
VF % #XFFr#X#E #X?@r#X#4(#X%?r#X"%(#X%4r#X3@(

VE % #XE4r#X3@ #X@4r#X#"(#X?Fr#X"?(#X?$r#X"?(

R值 #X3E "#"X%# "FX@E FX#$
O值 #X$4 m#X##" m#X#" m#X#@

!注4与野生型细胞株比较"(Om#X#@&单因素方差分析"ab:,2检验'!
Vb 4̀热休克蛋白*Tad4聚集素
!].764T.'N(H6+ P)7- P)*+,7MN6C6**J7H()/"(Om#X#@ &A/6,P(M8]A;8"
ab:,276J7'!Vb 4̀-6(7J-.Ce NH.76)/*Tad4C*IJ76H)/

?5?!各细胞株在不同刺激和 B̀B@#? 诱导下热休克反
应相关蛋白相对表达量比较

野生型细胞中"与 %$ q处理组相比"各不同热休
克处理细胞中Vb=" 蛋白及其下游蛋白Vb $̀#)Vb 3̀$
和 Tad蛋白条带灰度均增强*与相同热休克处理条件
下野生型细胞相比"VF 和 VE 细胞中 Vb $̀#)Vb 3̀$
和 Tad蛋白条带灰度减弱&图 %8'( 在野生型细胞株
中"不同热休克处理后 Vb=" 蛋白相对表达量总体比
较差异有统计学意义&Rk@@X?#"Om#X#"'*与 %$ q处
理相比"?% q " - 恢复 3 - 和恢复 "3 - 处理细胞中
Vb=" 蛋白相对表达量均升高"差异均有统计学意义

&均 Om#X#"'&表 %'( 各细胞株不同热休克处理条件
下 Vb $̀#)Vb 3̀$ 和 Tad蛋白相对表达量总体比较差
异均有统计学意义 &R细胞株 k""?XE#)"$FX%#)@33X$#"
均 Om#X#"*R处理 k"@X$E)F?X$#)3"X34"均 Om#X#@'*
与野生型细胞株比较"相应 ?% q热休克处理条件下
VF)VE 细胞株 Vb $̀#)Tad蛋白相对表达量均明显下
降"VE 细胞株 Vb 3̀$ 蛋白相对表达量明显下降"差异
均有统计学意义&均 Om#X#@'&表 ?'(

表 @8野生型细胞不同热休克处理后 U…!; 蛋白相对表达量
比较&.R/'

L*73,@8F"50*.&%"'"2.,3*+&),,N0.,%%&"'"2U…!; 0."+,&'
*2+,.-&22,.,'+/,*+%/"#O+.,*+5,'+&':&3-4+10,#,33&.R/'

热休克处理 样本量 Vb=" 蛋白相对表达量

%$ q % "X##r#X##

?% q " - % "X"@r#X#4

?% q " - 恢复 3 - % "X4@r#X#$(

?% q " - 恢复 "3 - % "XE@r#X"?(

R值 @@X?#

O值 m#X#"

!注4与 %$ q处理比较"(Om#X#" &单因素方差分析"ab:,2检验 ' !
Vb=4热休克转录因子
!].764 T.'N(H6+ P)7- %$ q 7H6(7'6/7"(Om#X#" & A/6,P(M8]A;8"
ab:,276J7'!Vb=4-6(7J-.Ce 7H(/JCH)N7)./ K(C7.H

野生型细胞株中"与未处理细胞株相比"B̀B@#? 处
理后 Vb=" 蛋白条带灰度无明显变化"Vb $̀#)Vb 3̀$
和 Tad蛋白条带灰度增强*VF 和 VE 细胞株 B̀B@#?
处理条件下 Vb $̀#)Vb 3̀$ 和 Tad蛋白条带灰度较野
生型细胞株减弱&图 %_'( 野生型细胞未经 B̀B@#? 处
理与 B̀B@#? 处理后 Vb=" 蛋白相对表达量比较"差异
无统计学意义&2k3X4E"Ok#X3?'&表 @'( 各细胞株不

同 B̀B@#? 处 理 条 件 下

Vb $̀#)Vb 3̀$)和Tad蛋白
相对表达量总体比较差异

均有统计学意义 &R细胞株 k
?@XF#)""X%$)"@XF""均 Om
#X#@*R处理 k3#X%4)"FX$3)
3"X$E"均 Om#X#@'*其中野
生型细胞株 B̀B@#? 处理条
件 下 Vb $̀#) Vb 3̀$ 和

Tad蛋白相对表达量均较
非 B̀B@#? 处理细胞升高"
差异均有统计学意义 &均
Om#X#@'*与野生型细胞株
相 比" 相 同 处 理 条 件

下 VE细胞株中 Vb $̀#和

!33?! 中华实验眼科杂志 3#3? 年 @ 月第 ?3 卷第 @ 期!T-)/ \&2N AN-7-(*'.*"9(M3#3?";.*5?3"].5@
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H8 H9野生型

100μm 100μm 100μm

图 D8不同细胞株 …64m4(*3染色图&n3##"标尺k"## %''!衰老细胞呈蓝色染色
!&($.,D8…64m4(*3%+*&'&'( &5*(,%&'-&22,.,'+#,333&',%&n3##"JC(*6L(Hk"## %''!b6/6JC6/7
C6**JP6H6J7()/6+ )/ L*I6

表 D8各细胞株不同热休克处理后 U…GVX)U…G?V)FYZ蛋白
相对表达量比较&.R/'

L*73,D8F"50*.&%"'"2.,3*+&),,N0.,%%&"'"2U…GVX"
U…G?V *'-FYZ0."+,&'%*5"'( -&22,.,'+#,33%+.*&'%*2+,.

-&22,.,'+/,*+%/"#O+.,*+5,'+&.R/'

细胞株 样本量

不同热休克处理后 Vb $̀# 蛋白相对表达量

%$ q ?% q" -
?% q " -
恢复 3 -

?% q " -
恢复 "3 -

野生型 % "X##r#X## 3X3Fr#X?F( %X"4r#X@$( ?X%3r#XF$(

VF % #X$Er#X#F #XE4r#X#%L "X#3r#X"EL "X?Fr#X"#L

VE % #XF4r#X#F #X@4r#X"#L "X"?r#X""L #X$"r#X#3L

细胞株 样本量

不同热休克处理后 Vb 3̀$ 蛋白相对表达量

%$ q ?% q " -
?% q " -
恢复 3 -

?% q " -
恢复 "3 -

野生型 % "X##r#X## "X?"r#X"% 3X#Fr#X3"( 3X@%r#X"%(

VF % #X@3r#X#@L #XF3r#X"#L "X$"r#X3#( 3X@%r#X"%(

VE % #X%%r#X#?L #XF4r#X#FL #X%%r#X#?(L #X44r#X#4L

细胞株 样本量

不同热休克处理后 Tad蛋白相对表达量

%$ q ?% q " -
?% q " -
恢复 3 -

?% q " -
恢复 "3 -

野生型 % "X##r#X## "X""r#X"4 "X4%r#X3"( "X3Er#X"4

VF % #X%"r#X#4L #X%3r#X#"L #X$#r#X#%(L #X$@r#X#?(L

VE % #X44r#X#4 #X$4r#X#%L #X?4r#X#4L #X3%r#X#$(L

!注#Vb $̀##R细胞株 k""?XE#"Om#X#"*R处理 k"@X$E"Om#X#@5Vb 3̀$#
R细胞株 k"$FX%#"Om#X#"*R处理 kF?X$#"Om#X#"5Tad#R细胞株 k@33X$#"

Om#X##"*R处理 k3"X34"Om#X#@5与各自 %$ q处理比较"(Om#X#@*与同

种处理野生型细胞株比较"LOm#X#@&两因素方差分析"ab:,2检验'!
Vb #̀热休克蛋白*Tad#聚集素
!].76#Vb $̀##RC6**J7H()/ k""?XE#"Om#X#"*R7H6(7'6/7k"@X$E"Om#X#@5
Vb 3̀$#RC6**J7H()/ k"$FX%#" Om#X#"* R7H6(7'6/7kF?X$#" Om#X#"5Tad#
RC6**J7H()/ k@33X$#"Om#X##"*R7H6(7'6/7k3"X34" Om#X#@5T.'N(H6+ P)7-

H6JN6C7)O6%$ q 7H6(7'6/7"(Om#X#@*C.'N(H6+ P)7- P)*+,7MN6C6**J7H()/
P)7- 7-6J('67H6(7'6/7"LOm#X#@ &SP.,P(M8]A;8"ab:,276J7'!Vb #̀
-6(7J-.Ce NH.76)/*Tad#C*IJ76H)/

Vb 3̀$ 蛋白相对表达量明显下降" VF 细胞株中
Vb 3̀$ 蛋白相对表达量明显下降"差异均有统计学意
义&均 Om#X#@'&表 4'(
?5@!不同细胞株细胞中 b8,(,0(*阳性细胞比例比较

与野生型细胞株相比"VF)
VE 细胞株中蓝色染色细胞数目
增多 &图 ?'( % 种细胞株中 b8,

(,0(*阳性细胞比例总体比较差
异有统计学意义 &Rk3"#X"#"
Om#X##"'*其中与野生型细胞株
相比"VF 和 VE 细胞株中 b8,(,
0(*阳性细胞比例显著升高"差异
均有统计学意义 &均 Om#X##"'
&表 $'(

表 E8野生型细胞 PGPEXD 处理后 U…!; 蛋白相对表达量
比较&.R/'

L*73,E8F"50*.&%"'"2.,3*+&),,N0.,%%&"'"2U…!; 0."+,&'
&':&3-4+10,#,33%+.*&'%*2+,.PGPEXD +.,*+5,'+&.R/'

热休克处理 样本量 Vb=" 蛋白相对表达量

B̀B@#? 处理后 % #XFFr#X"#

未经 B̀B@#? 处理 % "X##r#X##
2值 3X4E
O值 #X3?

!注#&独立样本 2检验'!Vb=#热休克转录因子
!].76#&B/+6N6/+6/7J('N*62,76J7'!Vb=#-6(7J-.Ce 7H(/JCH)N7)./ K(C7.H

表 H8各细胞株 PGPEXD 处理前后 U…GVX)U…G?V 和 FYZ蛋白
相对表达量比较&.R/'

L*73,H8F"50*.&%"'"2.,3*+&),,N0.,%%&"'"2U…GVX"
U…G?V *'-FYZ0."+,&'%*5"'( -&22,.,'+#,33%+.*&'%:&+/

".:&+/"$+PGPEXD +.,*+5,'+&.R/'

细胞株 样本量
Vb $̀# 蛋白相对表达量

未经 B̀B@#? 处理 经 B̀B@#? 处理

野生型 % "X##r#X## @X@3r"X3E(

VF % #XEEr#X"F #X%3r#X#@L

VE % #X33r#X"?L #X"%r#X"3L

细胞株 样本量
Vb 3̀$ 蛋白相对表达量

未经 B̀B@#? 处理 经 B̀B@#? 处理

野生型 % "X##r#X## 3X3%r#X@"(

VF % #X@#r#X""L #XFFr#X"4L

VE % #X@Er#X""L #X?4r#X#EL

细胞株 样本量
Tad蛋白相对表达量

未经 B̀B@#? 处理 经 B̀B@#? 处理

野生型 % "X##r#X## "X4Er#X3$(

VF % #XE#r#X#@ #X@3r#X"$L

VE % #XE@r#X#E #XE%r#X#%L

!注#Vb $̀##R细胞株 k?@XF#"Om#X#"*R处理 k3#X%4"Om#X#@5Vb 3̀$#
R细胞株 k""X%$"Om#X#@*R处理 k"FX$3"Om#X#@5Tad#R细胞株 k"@XF""
Om#X##"*R处理 k3"X$E" Om#X##"5与 各 自 未 经 B̀B@#? 处 理 比 较"
(Om#X##"*与同种处理条件下野生型细胞株比较"LOm#X#"&两因素方
差分析"ab:,2检验'!Vb #̀热休克蛋白*Tad#聚集素
!].76#Vb $̀##RC6**J7H()/ k?@XF#"Om#X#"*R7H6(7'6/7k3#X%4"Om#X#@5
Vb 3̀$#RC6**J7H()/ k""X%$" Om#X#@* R7H6(7'6/7k"FX$3" Om#X#@5Tad#
RC6**J7H()/ k"@XF""Om#X##"*R7H6(7'6/7k3"X$E"Om#X##"5T.'N(H6+ P)7-

H6JN6C7)O6/./,B̀B@#? 7H6(7'6/7"(Om#X##"*C.'N(H6+ P)7- P)*+,7MN6C6**
J7H()/ P)7- 7-6J('67H6(7'6/7"LOm#X#" &SP.,P(M8]A;8"ab:,276J7'
Vb #̀-6(7J-.Ce NH.76)/*Tad#C*IJ76H)/

!%3?!中华实验眼科杂志 3#3? 年 @ 月第 ?3 卷第 @ 期!T-)/ \&2N AN-7-(*'.*"9(M3#3?";.*5?3"].5@
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表 V8不同细胞株 …64m4(*3阳性细胞比例比较&.R/"['
L*73,V8F"50*.&%"'"20,.#,'+*(,"2…64m4(*340"%&+&),#,33

*5"'( -&22,.,'+#,33%+.*&'%&.R/"['
细胞株 样本量 b8,(,0(*阳性细胞比例
野生型 "# @X4Er3X?"
VF "# 3%X@?r"XE4(

VE "# 3FX?#r3XE@(

R值 3"#X"#
O值 m#X##"

!注#与野生型细胞株比较"(Om#X##"&单因素方差分析"ab:,2检验'
!].76#T.'N(H6+ P)7- P)*+,7MN6C6**J7H()/"(Om#X##" &A/6,P(M8]A;8"
ab:,276J7'

?5D!不同细胞株细胞活力值和细胞周期比较
各细胞株不同培养时间点细胞活力 A?@# 值总体比

较差异均有统计学意义&R细胞株 k" 4%$X##"Om#X##"*
R时间 k% 3$$X##"Om#X##"'"其中与野生型细胞株相
比"VF 和 VE 细胞株各相应时间点 A?@# 值显著降低"
差异均有统计学意义&均 Om#X#@'&表 F'(

表 W8不同培养时间点各细胞株中细胞活力值比较&.R/'
L*73,W8F"50*.&%"'"2#,33)&*7&3&+1 *5"'( -&22,.,'+#,33

%+.*&'%*+-&22,.,'++&5,0"&'+%&.R/'

细胞株 样本量
不同培养时间点细胞活力 A?@# 值

3? - ?F - $3 - E4 -
野生型 @ #X%"r#X#" #X4Fr#X#?L "X3"r#X#%L 3X4Er#X#FL

VF @ #X""r#X#"( #X"Fr#X#"(L #X%Er#X#%(L "X#"r#X"#(L

VE @ #X33r#X#3( #X%3r#X#"(L #X@Er#X#4(L "X%@r#X#4(L

!注#R细胞株 k" 4%$X##"Om#X##"*R时间 k% 3$$X##"Om#X##"5与同一时

间点野生型细胞比较"(Om#X#@*与各自 3? - 比较"LOm#X#@&两因素方
差分析"ab:,2检验'!A#吸光度
!].76# RC6**J7H()/ k" 4%$X##" Om#X##"* R7)'6k% 3$$X##" Om#X##"5

T.'N(H6+ P)7- P)*+,7MN6C6**J7H()/ (77-6J('67)'6N.)/7"(Om#X#@*
C.'N(H6+ P)7- H6JN6C7)O63? -.IHJ"LOm#X#@ & SP.,P(M8]A;8" ab:,2
76J7'!A#(LJ.HL(/C6

野生型)VF 和 VE 细胞株的 <" 期细胞百分比分
别为 & 3?X@# r"XF3'Y) & ?@XF$ r3XF#'Y和 & %FX$% r
?X%4'Y"总体比较差异有统计学意义 &Rk3%X@$"
Om#X#"'*与野生型细胞株比较"VF 和 VE 细胞株 <"
期细胞百分比显著升高"差异均有统计学意义&均 Om
#X#"'&图 @'(
?5E!不同浓度 V3A3 处理下各细胞株相对存活率

比较

不同浓度 V3A3 处理各细胞株相对存活率总体比

较差异有统计学意义 & R浓度 kE@3X##" Om#X##""
R细胞株 k3E?X@#"Om#X##"'"其中 ?##)4##)F## %'.*>a
V3A3 处理 VF 和 VE 细胞株的相对存活率明显低于野
生型细胞"差异均有统计学意义&均 Om#X#@'*各细胞
株相对存活率随 V3A3 剂量增加而逐渐下降"呈现
V3A3 剂量依赖性&表 E'(
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图 E8不同细胞株中细胞周期分布情况

!&($.,E8F,33#1#3,-&%+.&7$+&"'&'-&22,.,'+#,33%+.*&'%

表 T8不同浓度 U?I? 处理后不同细胞株相对存活率比较&.R/'
L*73,T8F"50*.&%"'"2.,3*+&),%$.)&)*3.*+,"2-&22,.,'+#,33

%+.*&'%*2+,.U?I? +.,*+5,'+&.R/'

V3A3 浓度 样本量

不同细胞株相对存活率

野生型 VF VE

# %'.*>a % "X##r#X## "X##r#X#4 "X##r#X#F

3## %'.*>a % #XE$r#X#" #XE"r#X#3 #XF?r#X#%(

?## %'.*>a % #XF?r#X#" #X4"r#X#3( #X$3r#X#3(

4## %'.*>a % #X$#r#X#% #X??r#X#"(L #X?3r#X#"(L

F## %'.*>a % #X%%r#X#%L #X""r#X#%(L #X"3r#X#3(L

!注#R浓度 kE@3X##"Om#X##"*R细胞株 k3E?X@#"Om#X##"5与野生型细胞

相比较"(Om#X#@*与各细胞株 # %'.*>aV3A3 处理比较"LOm#X#@&两
因素方差分析"ab:,2检验'
!].76#RC./C6/7H(7)./ kE@3X##" Om#X##"* RC6**J7H()/ k3E?X@#" Om#X##"5

T.'N(H6+ P)7- P)*+,7MN6C6**J7H()/"(Om#X#@* C.'N(H6+ P)7- H6JN6C7)O6
# %'.*>aV3A3 7H6(7'6/7"LOm#X#@ &SP.,P(M8]A;8"ab:,276J7'

?5H!不同细胞株中 WAb 含量比较
野生型)VF 和 VE 细胞株中 WAb 荧光强度总体比

较差异有统计学意义&Rk?%XF%"Om#X##"'"其中与野生
型细胞株相比"VF 和 VE 细胞株中 WAb 荧光强度均显
著增强"差异均有统计学意义&均 Om#X#"'&表 "#'(

表 ;X8不同细胞株中 KI…荧光强度比较&.R/'
L*73,;X8F"50*.&%"'"2KI…23$".,%#,'#,&'+,'%&+1

*5"'( -&22,.,'+#,33%+.*&'%&.R/'

细胞株 样本量 WAb 荧光强度值

野生型 % "#4X4$r?X""
VF % "E"X##rEX3$(

VE % "@$X4$rEX$?(

R值 ?%XF%
O值 m#X##"

!注#与野生型细胞株比较"(Om#X#"&单因素方差分析"ab:,2检验'!
WAb#活性氧
!].76#T.'N(H6+ P)7- P)*+,7MN6C6**J7H()/"(Om#X#" &A/6,P(M8]A;8"
ab:,276J7'!WAb#H6(C7)O6.2M06/ JN6C)6J

!?3?! 中华实验眼科杂志 3#3? 年 @ 月第 ?3 卷第 @ 期!T-)/ \&2N AN-7-(*'.*"9(M3#3?";.*5?3"].5@
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表 ;?8不同细胞株中 …6…G相关基因 5KQ6相对表达量比较&.R/'
L*73,;?8F"50*.&%"'"2.,3*+&),5KQ6,N0.,%%&"'3,),3%"2…6…G4.,3*+,-(,',%*5"'( -&22,.,'+#,33%+.*&'%&.R/'

细胞株 样本量

b8b`相关基因 'W]8相对表达量

0PF 0KC =!HC! =!HL =!HT ?;OC

野生型 % #XEEr#X#" "X#3r#X3# "X##r#X#$ "X##r#X#" "X#"r#X"3 "X#"r#X"@

VF % 3X4?r#X#@( 3XFEr#X3F( #X""r#X#"( #X#?r#X##( #X#"r#X##( #X3#r#X#?(

VE % "X4$r#X#$( 3X%"r#X"E( #X@$r#X#%( #X#3r#X##( #X##r#X##( #X#Fr#X##(

R值 @E4X## %@XEE "$?X4# "4 4?EX## "?EX"# 4"X%E

O值 m#X##" m#X#" m#X##" m#X##" m#X##" m#X##"

!注#与野生型细胞株比较"(Om#X#"&单因素方差分析"ab:,2检验'!b8b #̀衰老相关分泌表型*Ba#白细胞介素*9T̀ #单核细胞趋化蛋白
!].76#T.'N(H6+ P)7- P)*+,7MN6C6**J7H()/"(Om#X#" &A/6,P(M8]A;8"ab:,276J7' !b8b #̀J6/6JC6/C6,(JJ.C)(76+ J6CH67.HMN-6/.7MN6*Ba#)/76H*6Ie)/*
9T̀ #'./.CM76C-6'.(77H(C7(/7NH.76)/

?5V!不同细胞株中 b8b`相关基因蛋白和 'W]8表
达情况比较

与野生型细胞株比较"VF)VE 细胞株中 N@%)N3"
蛋白条带灰度增强"Ba,"(蛋白条带灰度减弱&图 4'(
各细胞株中 N@%)N3" 和 Ba,"(蛋白相对表达量总体比
较差异均有统计学意义 &RkEX%F) "4X4E) ""X?E"均
Om#X#@'*其中与野生型细胞株相比"VF 和 VE 细胞株
中 N@% 和 N3" 蛋白相对表达量均明显升高"Ba,"(蛋白
相对表达量明显下降"差异均有统计学意义 &均
Om#X#@'&表 ""'(

野生型 H8 H9

21000

53000

17000

36000

p21

p53

IL�1β

GAPDH

相对分
子质量

图 H8各细胞系中衰老标志物 0E@)0?;)PY4;m蛋白表达电泳图!

Ba#白细胞介素*<8̀ :V#甘油醛,%,磷酸脱氢酶

!&($.,H8B3,#+."0/".,+"(.*5 "2%,',%#,'#,5*.O,.%0E@"0?; *'-

PY4;m,N0.,%%&"'&'-&22,.,'+#,33%+.*&'%!Ba#)/76H*6Ie)/*<8̀ :V#

0*MC6H(*+6-M+6,%,N-.JN-(76+6-M+H.06/(J6

各细胞株中 N@%) N3")Ba,"()Ba,4)Ba,F 和 9T̀ "
'W]8相对表达量总体比较差异均有统计学意义&Rk
@E4X##)%@XEE) "$?X4#) "4 4?EX##) "?EX"#) 4"X%E"均
Om#X#@'( 与野生型细胞株相比"VF 和 VE 细胞株中
N@% 和 N3" 'W]8相对表达量显著升高"Ba,"()Ba,4)
Ba,F)9T̀ " 'W]8相对表达量明显下降"差异均有统
计学意义&均 Om#X#"'&表 "3'(

?5W!各细胞株 ]8T处理后 N3" 蛋白表达变化比较
与未经 ]8T处理相比"]8T处理后 VF)VE 细胞

株中 N3" 蛋白条带灰度减弱&图 $'( 各细胞株不同处
理条件下 N3" 蛋白相对表达量总体比较差异有统计学
意义&R细胞株 kF#X?@"R处理 k"$"X$#"均 Om#X#"'*未经
]8T处理条件下"VF)VE 细胞株中 N3" 蛋白相对表达
量均较野生型细胞株升高"差异均有统计学意义 &均
Om#X##"'*与未经 ]8T处理相比"VF)VE 细胞株经
]8T处理后 N3" 蛋白相对表达量均明显降低"差异均
有统计学意义&均 Om#X#@'&表 "%'(

表 ;;8不同细胞株 0E@)0?; 和 PY4;m蛋白相对表达量
比较&.R/'

L*73,;;8F"50*.&%"'"2.,3*+&),,N0.,%%&"'%"20E@"0?; *'-
PY4;m0."+,&'%*5"'( -&22,.,'+#,33%+.*&'%&.R/'

细胞株 样本量

各目的蛋白相对表达量

N@% N3" Ba,"(

野生型 % "X##r#X## "X##r#X## "X##r#X##

VF % ?XFFr"X%4( ?X$4r"X"3( #X%?r#X"F(

VE % ?X?4r"X#3( %X#%r#X"F( #X%4r#X3"(

R值 EX%F "4X4E ""X?E

O值 #X#" m#X#" m#X#"

!注#与野生型细胞株比较"(Om#X#@&单因素方差分析"ab:,2检验'
!].76#T.'N(H6+ P)7- P)*+,7MN6C6**J7H()/"(Om#X#@ &A/6,P(M8]A;8"
ab:,276J7'

野生型 H8 H9

NAC

p21

β�actin

- + - + - +

21000

42000

相对分
子质量

图 V8各细胞株不同 Q6F处理后 0?; 蛋白表达电泳图!]8T#],乙
酰半胱氨酸

!&($.,V8B3,#+."0/".,+"(.*5 "20?; 0."+,&',N0.,%%&"'&'-&22,.,'+
#,33%+.*&'%+.,*+,-:&+/".:&+/"$+Q6F!]8T#],(C67M*CMJ76)/6

!@3?!中华实验眼科杂志 3#3? 年 @ 月第 ?3 卷第 @ 期!T-)/ \&2N AN-7-(*'.*"9(M3#3?";.*5?3"].5@
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表 ;@8各细胞株不同 Q6F处理后 0?; 蛋白相对表达量比较
&.R/'

L*73,;@8F"50*.&%"'"2.,3*+&),,N0.,%%&"'"20?;
0."+,&'*5"'( -&22,.,'+#,33%+.*&'%:&+/*'-:&+/"$+Q6F

+.,*+5,'+&.R/'

细胞株 样本量

不同处理条件下 N3" 蛋白相对表达量

未经 ]8T处理 ]8T处理

野生型 % "X##r#X## "X#Fr#X#$

VF % @X"Er#X@4( "X?4r#X%"L

VE % "XE@r#X%#( "X3#r#X""L

!注#R细胞株 kF#X?@"Om#X##"*R处理 k"$"X$#"Ok#X##45与未经 ]8T

处理野生型细胞株相比"(Om#X#@*与未经 ]8T处理同种细胞相比"LOm
#X#@&两因素方差分析"ab:,2检验'!]8T#],乙酰半胱氨酸
!].76# RC6**J7H()/ kF#X?@" Om#X##"* R7H6(7'6/7k"$"X$#" Ok#X##45

T.'N(H6+ P)7- /./,]8T7H6(76+ P)*+,7MN6C6**J7H()/"(Om#X#@*C.'N(H6+
P)7- H6JN6C7)O6I/7H6(76+"LOm#X#@ &SP.,P(M8]A;8"ab:,276J7'!]8T#
],(C67M*CMJ76)/6

@8讨论

随着老龄化进程加剧"89:患者的数量将持续增

加
+ 3, "目前尚无有效药物可以阻止 89:疾病的进展"

开发新的 89:药物防治靶点成为迫切需求( 衰老是
89:进展的主要危险因素"氧化应激是 Ẁ &细胞面
临的主要应激刺激"是干性 89:的主要致病因素 + E, (

因此"延缓 Ẁ &衰老和增强其抗氧化应激能力成为治
疗 89:的潜在策略(

本研究采用 TWBb Ẁ>T(JE 基因编辑系统"首次在
体外建立 8Ẁ &>VJK"[>[

细胞模型( T(JE 核酸内切酶
在 :]8双链上发生定点剪切"通过细胞同源重组修复
机制"错误修复的碱基有可能通过发生移码突变导致
提前产生终止密码子或产生错义突变"从而彻底阻断
Vb=" 蛋白的生成"且稳定地遗传给子代细胞( 相比小
干扰 W]8"此方法的蛋白表达更稳定"且免受转染试
剂的干扰( 本研究结果显示 Vb=" 敲除后的细胞仍有
增殖能力"表明 Vb=" 敲除不会对细胞产生致死效应"

为研究 Vb=" 在干性 89:中的作用提供一种可持续
的体外模型(

Vb=" 主要通过刺激编码伴侣蛋白如 Vb È#)
Vb $̀#)Vb 3̀$)Tad等的基因转录"上调其表达"从而
保护细胞免受错误折叠蛋白堆积引起的细胞毒性"在
蛋白质稳态中起核心作用

+ "#, ( 为研究 Vb=" 敲除后
对热休克反应的影响"本研究采用热休克刺激和
Vb È# 抑制剂 B̀B@#? 处理不同细胞株"后者通过影响
Vb=" 的活性显著激活 Vb=" 介导的 Vb`表达"但不影
响 Vb=" 本身的水平*结果显示"敲除 .BRC 基因的
8Ẁ &,"E 细胞"正常培养条件下 Vb $̀#)Vb 3̀$ 和

Tad的表达均降低"热休克应激和 B̀B@#? 蛋白毒性应
激诱导的 Vb`表达也降低( 这表明 Vb=" 敲除诱导
Ẁ &细胞蛋白内稳态失衡和热休克反应的抑制(

在各种衰老模型系统中"Vb=" 的激活和热休克反
应的诱导呈年龄依赖性下降

+ ""["3, ( Vb=" 的缺乏会引
起蛋白平衡破坏"导致干细胞老化 + "%, ( 也有研究报道
单纯抑制 Vb $̀3 和 Vb 3̀$ 可以导致癌细胞衰老 + "?, (
本研究发现"Vb=" 敲除的 8Ẁ &,"E 细胞中衰老细胞
的比例显著升高"细胞活力显著降低"<" 期细胞比例
显著升高"细胞周期抑制蛋白 N@% 和 N3" 表达水平显
著升高"表明Vb=" 敲除的8Ẁ &,"E 细胞发生衰老)增
殖能力降低)细胞周期阻滞在 <" 期"验证了 Vb=" 与
Ẁ &细胞生长和衰老之间的关系( b8b`是细胞衰老
的主要特征之一"通常表现为炎症因子)趋化因子和生
长因子表达上调"但不同衰老类型中 b8b`的表达具
有异质性

+ "@, ( 不同的是"本研究中发现"Vb=" 敲除的
8Ẁ &,"E 细胞中炎症因子 Ba,"() Ba,4) Ba,F) 9T̀ "
'W]8水平显著下调"但 N@% 和 N3" 'W]8水平显著
上调"提示 Vb=" 敲除主要通过激活 N@%>N3" 通路诱
导 Ẁ &细胞的衰老( 推测 Vb=" 对炎症因子存在其
他调控作用"并且这些炎症因子和趋化因子不参与
Vb=" 敲除介导的 Ẁ &细胞 b8b "̀其具体调控机制有
待进一步探究(

WAb 是多数应激刺激包括氧化应激诱导细胞衰
老的主要物质"WAb 过度积累被认为是 :]8损伤诱导
细胞衰老的关键机制

+ "4, ( WAb 升高抑制细胞生长的
基因转录"并诱导 N@% 和 N3" 上调"从而促进细胞凋亡
或衰老

+"$["F, ( 本研究发现"Vb=" 敲除后 8Ẁ &,"E 细胞
内的 WAb 含量显著升高"且经 WAb 清除剂 ]8T处理后
N3" 蛋白表达水平降低"提示 Vb=" 敲除通过上调 WAb
激活 N@%>N3" 通路"从而调控 8Ẁ &,"E 细胞的衰老(

Vb=" 在保护细胞免受氧化应激损伤方面起重要
作用"已有研究报道 Vb=" 参与调控氧化磷酸化"缺失
Vb=" 可导致干细胞发生氧化应激损伤 + "%, ( 此外"
V3A3 可引起 Ẁ &细胞发生严重的氧化损伤和过早衰

老
+ "E[3#, ( 抑制氧化应激可减少 Ẁ &细胞衰老"如富勒

烯可通过其抗氧化活性和激活去乙酰化酶 " 减轻氧化
应激诱导的 Ẁ &细胞衰老+3", ( 因此"本研究测试了
Vb=" 是否参与 Ẁ &细胞抵抗氧化应激( 本研究中"与
野生型细胞相比"3##)?##)4##)F## %'.*>aV3A3 处理

后 Vb=" 敲除细胞的相对存活率显著降低"表明 Vb="
敲除增加了 Ẁ &对氧化应激的敏感性"提示 Ẁ &细
胞中的 Vb=" 具有抗氧化应激的作用( 然而"Vb=" 在
Ẁ &细胞中抗氧化作用的分子机制尚不清楚(

!43?! 中华实验眼科杂志 3#3? 年 @ 月第 ?3 卷第 @ 期!T-)/ \&2N AN-7-(*'.*"9(M3#3?";.*5?3"].5@
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综上所述"本研究发现 Vb=" 敲除通过下调 Vb`
表达和激活 WAb>N@%>N3" 通路诱导 Ẁ &细胞衰老"
增加 Ẁ &对氧化应激的敏感性"提示 Vb=" 可作为
Ẁ &细胞抗衰老和抗氧化应激的潜在靶点( 靶向提
高 Ẁ &细胞中 Vb=" 的活性可能成为干性 89:患者
潜在的治疗策略(
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本刊对实验研究中动物使用方面的要求
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