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敲低 P;̂ PG基因对 fg%9G中弹性蛋白表达
及细胞生物学行为的抑制作用
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$$&摘要'$目的$探讨敲低赖氨酰氧化酶样蛋白 2" P;̂ PG#基因对人晶状体上皮细胞"fg%9G#中弹性蛋

白的表达)聚集程度以及对 fg%9G增生活力及迁移能力的影响($方法$体外培养人晶状体上皮细胞系
fg%D\4%将细胞分为 GOg@og2D2 组)GOg@og2D! 组)GOg@og2D4 组和正常对照组%通过不同序列的慢病毒转染

方法对 GOg@og2D2 组)GOg@og2D! 组和 GOg@og2D4 组细胞进行 P;̂ PG 基因敲低干预%对正常对照组进行无意

义序列慢病毒转染干预( 采用实时荧光定量 E9W法检测各转染组细胞的 P;̂ PG &WUP相对表达量*采用免

疫荧光法检测 fg%D\4 中弹性蛋白的荧光强度*采用 aHG/H0+ L)7/法检测 fg%D\4 中弹性蛋白的表达*采用电

子显微镜扫描法检测 fg%D\4 中弹性蛋白的含量及聚集程度*采用细胞划痕实验检测 fg%D\4 的迁移率*采用

细胞计数试剂盒 > 法检测 fg%D\4 的增生活力($结果$敲低 P;̂ PG 基因后%GOg@og2D2)GOg@og2D!)

GOg@og2D4 组 g@og2 &WUP相对表达量均低于正常对照组%差异均有统计学意义 "均 Wt"c""2#%其中
GOg@og2D4 组敲低效果最佳%故选取 GOg@og2D4 组与正常对照组进行后续实验并对比( 免疫荧光染色后可见

弹性蛋白稳定表达于 fg%D\4 细胞中%GOg@og2D4 组弹性蛋白的平均荧光强度为 =3cC3u=c=3%明显低于正常

对照组的 >"c=!u#c8>%差异有统计学意义 "&v=c=8!%Wt"c""2#( GOg@og2D4 组弹性蛋白相对表达量为
"c>"8u"c""!%明显低于正常对照组的 2c2>=u"c"3#%差异有统计学意义"&v=c>"!%Wt"c"2#( 电子显微镜下

可见 GOg@og2D4 组弹性蛋白密度低于正常对照组%但其形态)大小)聚集程度未见明显改变( 培养 !# O 和
#> O 时 GOg@og2D4 组细胞相对迁移率为 "c!C!u"c"#2 和 "c#4Cu"c"4!%均低于正常对照组的 "c#34u"c"28 和
"c82Cu"c""8%差异均有统计学意义"&v>c28>)!c322%均 Wt"c"=#( 培养 !#)#>)8!)C3 O%GOg@og2D4 组细胞活

力值均低于正常对照组%差异均有统计学意义"&v!c===)!c8"#)3c3C=)8c!33%均 Wt"c"=#($结论$在 fg%9G

中%敲低 P;̂ PG 基因可引起弹性蛋白表达水平明显下降%同时细胞迁移能力和细胞增生活力均下降($
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基金项目! 新疆维吾尔自治区自然科学基金 "!"!4:"292"!#

:@<$2"5483"A6&'5B56+22=C>CD!"!4"C22D"""C=

W,/2:2)+(= '33'*)+3Y,+*Y2,7 8+5,'$%'( 7','+,'10-)2,'%&('--2+,0,8*'11:2+1+72*01:'/0I2+(2,ZS$L-

4(.* D+$%B1 D3.+%D3̂ 31.*2(.*

4$#1%&6$.&(,;#0&0126(2(*=%L0$U3%/&C,,3231&$7 R(/#3&12(,̂ 3.K31.* B$73-12<.3S$%/3&=%<%+6_3̀ I99\:%@03.1

@(%%$/#(.73.* 1+&0(%$D3̂ 31.*2(.*%!6132$=3"31.*2(.*G9G9FGHIJ-(6

"9:-)(0*)#;G:H'*)2I';R7(+KHG/(,'/H/OHHNNH6/7Nj+76j(+,M7-+ /OH)*G*)7Q(M'GHD)(jHI07/H(+ 2 " P;̂ PG#

,H+H7+ /OHHQI0HGG(7+ '+M ',,0H,'/(7+ 7NH)'G/(+ (+ /OHOF&'+ )H+GHI(/OH)(')6H))G"fg%9G#%'G-H))'G(/G(&I'6/7+

/OHI07)(NH0'/(7+ '6/(K(/*'+M &(,0'/(7+ 'L()(/*7Nfg%9G5$J')/+8-$ROHOF&'+ )H+GHI(/OH)(')6H)))(+Hfg%D\4

-'G6F)/F0HM 3. S3&%('+M M(K(MHM (+/7GOg@og2D2 ,07FI%GOg@og2D! ,07FI%GOg@og2D4 ,07FI%'+M +70&')67+/07)

,07FI5ROHGOg@og2D2 ,07FI% GOg@og2D! ,07FI% '+M GOg@og2D4 ,07FI 6H))G-H0HGFLBH6/HM /7 P;̂ PG ,H+H

j+76jM7-+ (+/H0KH+/(7+ FG(+,M(NNH0H+/GHJFH+6HG7N)H+/(K(0')/0'+GNH6/(7+ &H/O7MG%-O()H/OH+70&')67+/07),07FI -'G

GFLBH6/HM /7&H'+(+,)HGGGHJFH+6H)H+/(K(0')/0'+GNH6/(7+ (+/H0KH+/(7+5ROH0H)'/(KHHQI0HGG(7+ )HKH)7Ng@og2 &WUP

(+ M(NNH0H+/,07FIG-'GMH/H6/HM L*0H')D/(&HN)F70HG6H+6HJF'+/(/'/(KHE9W5ROHN)F70HG6H+6H(+/H+G(/*7NH)'G/(+ (+

fg%D\4 -'GMH/H0&(+HM L*(&&F+7N)F70HG6H+6H5ROHHQI0HGG(7+ 7NH)'G/(+ (+ fg%D\4 -'GMH/H6/HM L*aHG/H0+ L)7/5

ROH67+/H+/'+M ',,0H,'/(7+ MH,0HH7NH)'G/(+ (+ fg%D\4 -'GMH/H6/HM L*H)H6/07+ &(607G67I*G6'++(+,5ROH&(,0'/(7+

0'/H7Nfg%D\4 -'GMH/H6/HM L*6H))G60'/6O 'GG'*5ROHI07)(NH0'/(7+ '6/(K(/*7Nfg%D\4 -'GMH/H6/HM FG(+,/OH6H))
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67F+/(+,j(/>5$K'-.1)-$PN/H0j+76j(+,M7-+ /OHP;̂ PG ,H+H%/OH0H)'/(KHHQI0HGG(7+ )HKH)G7Ng@og2 &WUP-H0H

)7-H0(+ /OHGOg@og2D2% GOg@og2D!% '+M GOg@og2D4 ,07FIG/O'+ /O7GH(+ /OH+70&')67+/07),07FI% '+M /OH

M(NNH0H+6HG-H0HG/'/(G/(6'))*G(,+(N(6'+/"'))'/Wt"c""2#5ROHGOg@og2D4 ,07FI O'M /OHLHG/j+76jM7-+ HNNH6/%G7

/OHGOg@og2D4 ,07FI -'GGH)H6/HM N70GFLGHJFH+/HQIH0(&H+/G'+M 67&I'0HM -(/O /OH+70&')67+/07),07FI5PN/H0

(&&F+7N)F70HG6H+6HG/'(+(+,%G/'L)HHQI0HGG(7+ 7NH)'G/(+ -'G7LGH0KHM (+ fg%D\4 6H))G5ROH'KH0',HN)F70HG6H+6H

(+/H+G(/*7NH)'G/(+ (+ /OHGOg@og2D4 ,07FI -'G=3cC3u=c=3%G(,+(N(6'+/)*)7-H0/O'+ >"c=!u#c8> (+ /OH+70&')

67+/07),07FI "&v=c=8!%Wt"c""2#5ROH0H)'/(KHHQI0HGG(7+ )HKH)7NH)'G/(+ (+ /OHGOg@og2D4 ,07FI -'G"c>"8u

"c""!%G(,+(N(6'+/)*)7-H0/O'+ 2c2>=u"c"3# (+ /OH+70&')67+/07),07FI "&v=c>"!%Wt"c"2#5T+MH0/OHH)H6/07+

&(607G67IH%/OHH)'G/(+ MH+G(/*(+ /OHGOg@og2D4 ,07FI -'G)7-H0/O'+ /O'/(+ /OH+70&')67+/07),07FI% LF/(/G

&70IO7)7,*%G(SH%'+M ',,0H,'/(7+ MH,0HHM(M +7/GO7-G(,+(N(6'+/6O'+,HG5P/!# '+M #> O7F0G'N/H0/0'+GNH6/(7+%/OH

0H)'/(KH&(,0'/(7+ 0'/HG7NGOg@og2D4 ,07FI 6H))G-H0H "c!C!u"c"#2 '+M "c#4Cu"c"4!%-O(6O -H0H)7-H0/O'+

"c#34u"c"28 '+M "c82Cu"c""8 7N+70&')67+/07),07FI% 0HGIH6/(KH)*% '+M /OHM(NNH0H+6HG-H0HG/'/(G/(6'))*

G(,+(N(6'+/"&v>c28>%!c322*L7/O '/Wt"c"=#5PN/H0!#%#>%8!%'+M C3 O7F0G7N6F)/(K'/(7+%/OH6H))K('L()(/*K')FHG

7NGOg@og2D4 ,07FI -H0H)7-H0/O'+ /O7GH7N+70&')67+/07),07FI%'+M /OHM(NNH0H+6HG-H0HG/'/(G/(6'))*G(,+(N(6'+/

"&v!c===%!c8"#%3c3C=%8c!33*'))'/Wt"c"=#5$L+,*1.-2+,-$V+76j(+,M7-+ /OHP;̂ PG ,H+H(+ fg%9G6'+

6'FGH'G(,+(N(6'+/MH60H'GH(+ /OHHQI0HGG(7+ )HKH)7NH)'G/(+ (+ /OH6H))G%'G-H))'GMH60H'GHG(+ 6H))&(,0'/(7+ 'L()(/*

'+M I07)(NH0'/(7+ '6/(K(/*5

"<'= 5+(8-#;g*G*)7Q(M'GHD)(jHI07/H(+ 2* %QN7)('/(7+ G*+M07&H* %)'G/(+* (̂,0'/(7+* E07)(NH0'/(7+

>.,8&(+7(06$ U'/F0')Z6(H+6H;7F+M'/(7+ 7No(+B('+,T*,F0PF/7+7&7FGWH,(7+ "!"!4:"292"!#
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$$剥脱综合征"HQN7)('/(7+ G*+M07&H%o;Z#是一种与
年龄相关%以细胞外基质中的弹性蛋白成分过度增生)
降解不足以及异常交联为主要病理改变的全身性疾

病
- 2 !̀. ( 该病累及全身多个器官%其中眼部是其主要

受累器官
- 4. ( o;Z 眼部临床特征为不同眼组织细胞如

睫状体上皮细胞)晶状体上皮细胞)虹膜色素上皮细胞
等均参与产生大量的剥脱物质

- # =̀. %积聚在眼前节并
阻塞小梁网%引起眼压升高和视神经受损 - 3 C̀. %o;Z 与
白内障的发生也有很强的相关性

- 2" 2̀2. ( 剥脱物质是
由于微纤维成分过度产生和无序组装成的原纤维聚集

体
- 2!. %主要含有弹性纤维成分%如弹性蛋白等 - 24 2̀=. (

o;Z 的发病机制复杂%包括多基因表达的相互作用)表
观遗传因素与环境因素"如地理纬度)紫外线照射)氧
化应激)低叶酸摄入等# - 23. %大量研究表明遗传因素是
o;Z 的主要影响因素%目前已发现多个基因与 o;Z 相
关

- 28. ( 全基因组关联性分析将赖氨酰氧化酶样蛋
白 2")*G*)7Q(M'GHD)(jHI07/H(+ 2% P;̂ PG#基因确定为
o;Z 的主要易感位点 - 2>. ( g@og2 是一种交联基质酶%
催化结缔组织中弹性蛋白的产生及共价交联%并作为
核心成分参与弹性纤维的合成

- 2C !̀!. ( 目前的研究表
明%P;̂ PG 基因在剥脱物质原纤维的形成和积累中发
挥了重要作用%o;Z 患者的几乎所有眼组织中%P;̂ PG
基因和弹性成分在疾病早期均瞬时上调

- !4. ( 而下调
P;̂ PG 基因是否能抑制弹性成分的产生%减少 o;Z 中
剥脱物质的生成尚不清楚( 此外%由于 o;Z 与白内障

关系密切%抑制 P;̂ PG 基因的表达是否可以通过改变
人晶 状 体 上 皮 细 胞 " OF&'+ )H+GHI(/OH)(')6H))G%
fg%9G#的部分功能而延缓白内障的发展也有待探讨(
本研究拟探讨 P;̂ PG 基因低表达对人晶状体上皮细
胞系 fg%D\4 中弹性蛋白的作用以及对 fg%D\4 部分
功能的影响%以期为抑制 o;Z 中剥脱物质的产生及延
缓 o;Z 中白内障的发展提供新的研究方向(

?;材料与方法

?5?$材料
?5?5?$细胞来源$fg%D\4 细胞株购自上海通派生
物科技有限公司(
?5?5!$主要试剂及仪器$ %̂̂ 培养基)胎牛血清"美
国 _(L67公 司 #* 人 g@og2 慢 病 毒) 嘌 呤 霉 素)
E7)*L0H+H助转剂 "江苏汉恒生物科技有限公司 #*
99VD> 细胞增殖及毒性检测试剂盒"北京博奥森生物
技术有限公司#*组织细胞 WUP提取试剂盒"北京全
式金生物公司#*反转录试剂盒)R\_0HH+ E0H&(Q%Q
R'J %试剂盒"日本 R'V'W'公司#*兔抗 g@og2 多克
隆抗 体 " !33">D2DPE#) 兔 抗 %)'G/(+ 多 克 隆 抗 体
"2=!=8D2DPE#)兔抗 _PE:f多克隆抗体 " 2"#C#D2D
PE#)羊抗兔 fWE标记亲和纯化山羊抗兔 <,_"fbg#
二抗"ZP""""2D!#)970'g(/H=C# 标记山羊抗兔 <,_"fb
g#荧光二抗" ZP"""24D##)%9g化学发光检测试剂盒
"武汉三鹰生物技术有限公司#*Z:ZDEP_%凝胶制备
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试剂盒"北京索莱宝科技有限公司#( 荧光显微镜"日
本 @)*&IFG公司#*U'+7M07I 分光光度计"美国 ROH0&7
公司#*Z:ZDEP_%蛋白电泳仪"上海天能科技有限公
司#*凝胶成像仪"上海天能生命科学有限公司#*Z%̂
电子显微镜"日本电子公司#(
?5!$方法
?5!5?$慢病毒转染构建稳定转染细胞株$将 fg%D\4
培养于 C"] %̂̂ )2"]胎牛血清)2"" TA&)"商品单
位#青霉素链霉素配制成的完全培养基中%置于
=] 9@!)48 x细胞培养箱中培养( 将处于对数生长

期的 fg%D\4 细胞接种至 3 孔板"!y2"=
个A孔#%由于

转染慢病毒的 GOWUP序列不同%敲低效率也不同%将 4
个不同 GOg@og2 转染序列慢病毒转染后的细胞分为
GOg@og2D2 组)GOg@og2D! 组)GOg@og2D4 组 4 个转染
GOg@og2 组%将转染无意义序列慢病毒的细胞作为正
常对照组%次日细胞贴壁后弃上清%E\Z 清洗后每孔加
入 #C8c= ')̂ %̂ 和 !c= ')E7)*L0H+H%根据预实验检
测出 fg%D\4 的感染复数 "&F)/(I)(6(/*7N(+NH6/(7+%
@̂<#值为 2"%通过慢病毒滴度根据每孔加入慢病毒
量"')#v @̂<y细胞数A病毒滴度"RTA&)#y2 """ 公式
计算出慢病毒体积 "f\g[DODg@og2 GOWUP2DkG_0HH+D
ETW@ !" ')* f\g[DODg@og2 GOWUP!DkG_0HH+DETW@
24c4 ')*f\g[DODg@og2 GOWUP4DkG_0HH+DETW@ !" ')*
f\g[DkG_0HH+DETW@正常对照 2" ')#%并分别均匀加入
对应组的 %̂̂ 中进行转染%将 3 孔板置于细胞培养
箱中培养 #> O 后于荧光显微镜下观察荧光%细胞生长
至 8"]e>"]移入培养瓶继续培养( 培养基中加入嘌
呤霉素"! ',A&)#筛选 2 周%待未被转染细胞完全死
亡%# 个组稳定转染细胞株建立(
?5!5!$实时荧光定量 E9W检测 g@og2 的敲低效
率$采用 WUP提取试剂盒对 # 个组转染 ! 周后的
fg%D\4 细胞进行 WUP提取%U'+7M07I 仪器测定提取
的 WUP浓度%根据 WUP浓度计算去除基因组 :UP时
加入 WUP体积%每个反应管中加入 =y,:UP%0'GH0
\FNNH0! ')),:UP%0'GH02 '))计算好体积的 WUP%并
用 MMf!@补至 2" ')%于室温放置 4" &(+ 去除 :UP(
每个反应管中继续加入 E0(&HZ60(I/WR%+S*&H (̂Q
! 2 '))WRE0(&H0̂ (Q2 '))=yE0(&HZ60(I/\FNNH0!
"N70WH')R(&H# # '))MMf!@# ')%于热循环仪中 48 x
2= &(+)>= x = G后冷却置于 # x环境中%将 WUP逆
转录成 6:UP( 于八联排管每组每个基因设置 4 个复
孔%每孔内加入 R\_0HH+ E0H&(Q%QR'J % = '))W@o
EHNH0H+6H:*H% "c! '))MMf!@4 '))相应 6:UP2 '))
P;̂ PG 基因或 [CW4R基因正向引物及反向引物各

"c# '))在 nF'+/Z/FM(72 E)FGE9W仪上设置两步法
E9W扩增标准程序 " C= x预变性 4" G%循环 2 次*
C= x变性 = G)3" x退火及延伸 4# G%循环 #" 次#进行
E9W反应( 引物序列见表 2%引物由生工生物工程"上
海#股份有限公司设计合成( 以 _PE:f为内参%采用
! *̀*9/

法计算 P;̂ PG &WUP相对表达量( 实验重复
4 次(

表 ?;TLK引物序列
M0:1'?;TLK&(26'(-'[.',*'

基因 引物序列

P;̂ PG 正向$=wD99R_R_P9RR9__9PP99R9PP_D4w

反向$=wDR_R99_9PRR_RP__R_R9PRP_9D4w

[CW4R 正向$=wD__P_R99P9R__9_R9RR9P9D4w

反向$=wDPRR_9R_PR9RR_P__9R_RR_D4w

$注$g@og2$赖氨酰氧化酶样蛋白 2*_PE:f$4D磷酸甘油醛脱氢酶
$U7/H$ g@og2$ )*G*)7Q(M'GHD)(jHI07/H(+ 2* _PE:f$ ,)*6H0')MHO*MHD4D
IO7GIO'/HMHO*M07,H+'GH

?5!5@$免疫荧光法对弹性蛋白定位检测$将转染 #
周后的 fg%D\4 接种至 3 孔板"!y2"=

个A孔#%贴壁后
每孔加入 2 &)#]多聚甲醛固定 !" &(+%清洗%每孔加
入 "c=] R0(/7+D2"" ="" ')透膜 !" &(+%清洗%!] \ZP
封闭 4" &(+ 后加入 %)'G/(+ 一抗"稀释比例 2 i2 """#%
# x孵育过夜( 次日清洗后加入免疫荧光二抗室温下
避光孵育 2 O"稀释比例 2 i=""#%清洗后每孔加入含抗
荧光淬灭剂的 :PE<="" ')进行核染色 = &(+%再次
清洗后于荧光显微镜下进行观察%弹性蛋白呈红色荧
光%细胞核呈蓝色荧光( 实验重复 4 次(
?5!5#$aHG/H0+ L)7/检测弹性蛋白的表达$转染 # 周
后%采用 2""i2比例配制的蛋白裂解液W<EP\FNNH0与蛋
白抑制剂 Ê Z;抽提各组细胞总蛋白%\9P法测定蛋白
样品浓度%加入蛋白上样缓冲液及 MMf!@制备相同浓
度的蛋白上样样品( Z:ZDEP_%凝胶制备试剂盒制胶%
每孔蛋白上样量 !" ')%进行电泳后电转印至 E[:;膜%
=]脱脂牛奶孵育 ! O 封闭后置于 %)'G/(+ 一抗"稀释比
例 2i! """#及 _PE:f一抗"稀释比例 2i2" """#%# x
孵育过夜%次日洗膜后常温下避光孵育羊抗兔二抗"稀
释比例 2i= """#2 O%%9g化学发光试剂进行化学发光
反应%凝胶成像仪拍照( 以_PE:f为内参%采用<&',HY
分析软件分析各条带灰度值( 目的蛋白相对表达量v

目的条带灰度值A_PE:f条带灰度值( 实验重复 4 次(
?5!5A$Z%̂ 电子显微镜观察 fg%D\4 表面弹性蛋白
的超微结构及其聚集程度$将转染 # 周的 fg%D\4
胰蛋白酶消化后沉淀至 >&&y>&&硅片上 %待培养

!C">!中华实验眼科杂志 !"!# 年 C 月第 #! 卷第 C 期$9O(+ Y%QI @IO/O')&7)%ZHI/H&LH0!"!#%[7)5#!%U75C
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a

A B
图 ?;各组 ZS$FQ@ 中弹性蛋白免疫荧光染色;P$细胞免疫荧光染色图"y!""%标尺v2"" '&#$:PE<
染色为 fg%D\4 细胞核%红色荧光为弹性蛋白%弹性蛋白广泛存在于 fg%D\4 细胞中( 与正常对照组相比%

GOg@og2D4组弹性蛋白荧光强度减弱$\$各组弹性蛋白荧光强度量化比较$与正常对照组相比%'Wt"c""2
"独立样本 &检验%.v4#$GO$短发夹 WUP*g@og2$赖氨酰氧化酶样蛋白 2
>27.('? ; W66.,+31.+('-*',*' -)02,2,7 +3'10-)2, 2, ZS$FQ@ 2, 8233'(',)7(+.&-; P$ 9H))F)'0
(&&F+7N)F70HG6H+6HG/'(+(+,"y!""%G6')HL'0v2"" '&#$:PE<G/'(+(+,GO7-HM /OH+F6)H(7Nfg%D\4 6H))G%
-O()H0HM N)F70HG6H+6H(+M(6'/HM H)'G/(+%-O(6O HQI0HGGHM -(MH)*(+ fg%D\4 6H))G597&I'0HM -(/O +70&')67+/07)
,07FI%/OHN)F70HG6H+6H(+/H+G(/*7NH)'G/(+ (+ GOg@og2D4 ,07FI MH60H'GHM$\$nF'+/(/'/(KH67&I'0(G7+ 7NH)'G/(+

N)F70HG6H+6H(+/H+G(/*LH/-HH+ /-7,07FIG$97&I'0HM -(/O +70&')67+/07),07FI%'Wt"c""2 "<+MHIH+MH+/G'&I)HG
&a/HG/%.v4#$GO$GO70/O'(0I(+ WUP*g@og2$)*G*)7Q(M'GHD)(jHI07/H(+ 2

3 O 细胞贴壁后清洗%#]多聚甲醛固定 4" &(+%4"])
="])8"])>"]) C"]浓度乙醇梯度脱水各 2= &(+%
2""]浓度乙醇脱水 ! 次%每次 2= &(+( 置于 3" x烘
箱干燥 # O 后取出%于电子显微镜下观察细胞外基质
中弹性蛋白形态及聚集程度( 实验重复 4 次(
?5!5B$细胞划痕实验检测 fg%D\4 的迁移率$将转
染 # 周的 fg%D\4 接种至 3 孔板"!y2"=

个A孔#%次日
用 2"" ')无菌枪头垂直于 3 孔板在细胞层进行划痕%
使用 E\Z 清洗掉不贴壁的细胞%更换为 !]胎牛血清
培养基置于 =] 9@!)48 x细胞培养箱中进行培养(
分别于划痕后 ")!#)#> O 在显微镜下观察划痕宽度并
拍照记录( 根据公式细胞迁移率v"" O 划痕宽度 培̀

养后划痕宽度# A" O 划痕宽度计算细胞迁移率( 实验
重复 4 次(
?5!5C$99VD> 实验检测
fg%D\4 的增生值$将转
染 # 周处于对数生长期的
fg%D\4 用胰蛋白酶消化
后稀释成 4y2"# A&)密度混
悬液%接种于 = 个 C3 孔板
中%每孔 2"" ')%每组细胞
= 个复孔%置于 =] 9@!)
48 x细胞培养箱中%贴壁
后于 ")!#)#>)8!)C3 O 分
别取出 2 个 C3 孔板%每孔
内加入 2" ')99VD> 溶液%
继续在培养箱中培养 # O%
酶标仪测定 #=" +&波长
每孔的 C值%作为细胞活
力值( 实验重复 4 次(
?5@$统计学方法

采用 ZEZZ !"5" 统计学软件进行统计分析( 计量
资料经 ZO'I(07Da()j 检验证实呈正态分布%以"u/表
示%! 个组间各指标比较采用独立样本 &检验*多组间
P;̂ PG &WUP相对表达量总体差异比较采用单因素方
差分析%两两比较采用 gZ:D&检验( Wt"c"= 为差异有
统计学意义(

!;结果

!5?$各组 fg%D\4 中 P;̂ PG &WUP相对表达量比较
正 常 对 照 组) GOg@og2D2 组) GOg@og2D! 组)

GOg@og2D4 组 P;̂ PG &WUP相 对 表 达 量 分 别 为
2c""u"c4=)"c23u"c"=)"c44u"c2#)"c"#u"c"!%总
体比较差异有统计学意义 "Uv#Cc4#"%Wt"c""2# %

其中与正常对照组比较%GOg@og2D2 组)GOg@og2D!
组)GOg@og2D4 组 P;̂ PG &WUP相对表达量均明显
降低% 差 异 均 有 统 计 学 意 义 " 均 Wt"c""2 # (
GOg@og2D4 组敲低效果最佳( 后续实验中%选择
GOg@og2D4 组细胞作为 P;̂ PG 敲低实验组%与正常
对照组细胞进行对比(
!5!$各组 fg%D\4 中弹性蛋白免疫荧光表达比较

免疫荧光结果显示弹性蛋白稳定存在于 fg%D\4
中%! 个组细胞核密集程度相当%但与正常对照组相
比%GOg@og2D4 组弹性蛋白荧光强度减弱( GOg@og2D4
组弹性蛋白平均荧光强度为 =3cC3u=c=3%明显低于正
常对照组的 >"c=! u#c8>%差异有统计学意义 "&v
=c=8!%Wt"c""2#"图 2#(

!5@$各组 fg%D\4 中弹性蛋白相对表达量比较
GOg@og2D4 组弹性蛋白条带灰度明显弱于正常对

照组*GOg@og2D4 组弹性蛋白相对表达量为 "c>"8u
"c""!%明显低于正常对照组的 2c2>=u"c"3#%差异有
统计学意义"&v=c>"!%Wt"c"2#"图 !#(
!5#$各组 fg%D\4 中弹性蛋白聚集程度比较

! 个组细胞外基质中可见弹性蛋白%呈圆颗粒状%
GOg@og2D4 组弹性蛋白密度相比于正常对照组明显降
低%但其形态)大小均无明显变化%且 ! 个组弹性蛋白
的聚集程度未发生明显改变"图 4#(
!5A$各组 fg%D\4 细胞迁移率比较

GOg@og2D4 组和正常对照组在 " O 进行划痕后%
两侧细胞距离相等*!# O 可见 GOg@og2D4 组细胞划痕
宽度小于正常对照组*#> O正常对照组划痕已基本消

!"2>! 中华实验眼科杂志 !"!# 年 C 月第 #! 卷第 C 期$9O(+ Y%QI @IO/O')&7)%ZHI/H&LH0!"!#%[7)5#!%U75C
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a

A B正常对照组

相对分子
质量

图 !;量'-)'(,:1+)检测各组弹性蛋白表达水平;P$弹性蛋白表达
电泳图$GOg@og2D4 组 %)'G/(+ 蛋白表达条带明显弱于正常对照组$

\$各组 %)'G/(+ 蛋白相对表达量比较$与正常对照组相比%'Wt"c"2
"独立样本 &检验%.v4#$GO$短发夹 WUP*g@og2$赖氨酰氧化酶样
蛋白 2*_PE:f$4D磷酸甘油醛脱氢酶
>27.('!;$%&('--2+, +3'10-)2, 2, 8233'(',)7(+.&-8')'*)'8 :=
量'-)'(,:1+); P$%)H6/07IO70H/7,0'& 7NH)'G/(+ I07/H(+ HQI0HGG(7+ $
E07/H(+ L'+M 7NH)'G/(+ -'GG(,+(N(6'+/)*-H'jH+HM (+ GOg@og2D4 ,07FI
67&I'0HM -(/O +70&')67+/07),07FI$\$97&I'0(G7+ 7N0H)'/(KHHQI0HGG(7+
)HKH)7NH)'G/(+ LH/-HH+ /-7,07FIG$ 97&I'0HM -(/O +70&')67+/07)

,07FI%'Wt"c"2 "<+MHIH+MH+/G'&I)HG&a/HG/%. v4#$GO$GO70/O'(0I(+
WUP* g@og2$ )*G*)7Q(M'GHD)(jHI07/H(+ 2* _PE:f$ ,)*6H0')MHO*MHD4D
IO7GIO'/HMHO*M07,H+'GH
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图 #;各组 ZS$FQ@ 迁移能力比较;P$光学显微镜下细胞划痕迁移图"y2""%标尺v!"" '&#$\$各组细
胞相对迁移率比较$与正常对照组相比%'Wt"c"="独立样本 &检验%.v4#$GO$短发夹 WUP*g@og2$赖氨
酰氧化酶样蛋白 2
>27.('#;L+6&0(2-+,+3627(0)2+,0:212)= +3ZS$FQ@ 2,8233'(',)7(+.&-;P$9H))&(,0'/(7+ (&',HF+MH0'+
7I/(6')&(607G67IH"y2""%G6')HL'0v!"" '&#$\$97&I'0(G7+ 7N0H)'/(KH&(,0'/(7+ 0'/HG7N6H))GLH/-HH+ /-7
,07FIG$97&I'0HM -(/O +70&')67+/07),07FI%'Wt"c"= "<+MHIH+MH+/G'&I)HG&D/HG/%. v4#$GO$GO70/O'(0I(+
WUP*g@og2$)*G*)7Q(M'GHD)(jHI07/H(+ 2

表 !;各组转染后不同时间点细胞活力值比较"!O"#
M0:1'!;L+6&0(2-+,+3*'11I20:212)= 0)8233'(',))26'&+2,)-03)'()(0,-3'*)2+,

:')5'',)5+ 7(+.&-"!O"#

组别 样本量

转染后不同时间点细胞活力值

!# O #> O 8! O C3 O

正常对照组 = 2c3>2u"c"CC !c3>"u"c2## 4cC44u"c!=" =c44=u"c==C
GOg@og2D4 组 = 2c=="u"c"=> !c#34u2c2"8 4c""!u"c2># 4c#""u"c!"8
&值 !c=== !c8"# 3c3C= 8c!33
W值 t"c"= t"c"= t"c""2 t"c""2

$注$"独立样本 &检验#$GO$短发夹 WUP*g@og2$赖氨酰氧化酶样蛋白 2
$U7/H$"<+MHIH+MH+/G'&I)HG&D/HG/#$GO$GO70/O'(0I(+ WUP*g@og2$)*G*)7Q(M'GHD)(jHI07/H(+ 2

失%GOg@og2D4 组两侧细胞
仍有 一 定 距 离( !# O 和
#> O 时 GOg@og2D4 组细胞
相对迁移率分别为 "c!C!u
"c"#2 和 "c#4Cu"c"4!%均
低于正常对照组的 "c#34u
"c"28 和 "c82Cu"c""8%差
异均有统 计 学 意 义 " &v
>c28>) !c322%均Wt"c"=#
"图 ##(
!5B $ 各组不同时间 点
fg%D\4 细胞增生值比较

99VD> 实验结果显示%
培 养 !#) #>) 8!) C3 O%
GOg@og2D4 组细胞活力值
均低于正常对照组%差异均
有统计学意义 "&v!c===)
!c8"#)3c3C=)8c!33%均Wt
"c"=#"表 !#(

@;讨论

o;Z 于 2C28 年由芬兰
林德伯格首次提出

- !#. %多
出现于年龄较大者中%患者
常合并开角型青光眼)白内障及听力下降 - 2". %且相比
于其他类型青光眼%视神经损伤更严重 - !=. ( o;Z 的主
要特征是原纤维成分的过度产生并异常交联形成剥脱

物质并积累于眼前节
- 2!. %而弹性蛋白是原纤维成分中

shLOXL1�3组 正常对照组

1μm 1μm

图 @;扫描电子显微镜观察 ZS$FQ@ 细胞外基质中弹性蛋白
"y2" """%标尺v2 '&#$与正常对照组对比%GOg@og2D4 组细胞外
基质中弹性蛋白形态)大小没有明显改变%密度偏低%没有出现明显
的聚集现象$GO$短发夹 WUP*g@og2$赖氨酰氧化酶样蛋白 2
>27.(' @; G:-'(I0)2+, +3'10-)2,2,)/''%)(0*'11.10(60)(2% +3
ZS$FQ@ *'11-:= -*0,,2,7 '1'*)(+,62*(+-*+&= "y2" """%G6')HL'0v
2 '&#$97&I'0HM -(/O +70&')67+/07),07FI%/OH&70IO7)7,*'+M G(SH7N
H)'G/(+ (+ /OHHQ/0'6H))F)'0&'/0(Q7N/OHGOg@og2D4 ,07FI GO7-HM +7
G(,+(N(6'+/6O'+,H% LF//OHMH+G(/*-'G)7-%'+M /OH0H-'G+77LK(7FG
',,0H,'/(7+$GO$GO70/O'(0I(+ WUP*g@og2$)*G*)7Q(M'GHD)(jHI07/H(+ 2

的重要组成部分
- !3. ( 目前的研究已证实在 o;Z 的多

个易感基因中% P;̂ PG 基因发挥了较强的遗传效
应

- !8 !̀>. ( 在 o;Z 患者眼组织中%P;̂ PG 基因和弹性成
分表达均上调%且在剥脱物质中%g@og2 蛋白与弹性

m22>m中华实验眼科杂志 !"!# 年 C 月第 #! 卷第 C 期$9O(+ Y%QI @IO/O')&7)%ZHI/H&LH0!"!#%[7)5#!%U75C
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纤维共定位%这提示 P;̂ PG 基因的激活可能导致了弹
性纤维成分异常聚集并形成剥脱物质

- !4. ( 有研究推
测%抑制 P;̂ PG 基因表达可能会成为干预 o;Z 的潜在
靶点

- !C. %然而目前还没有相关研究来验证这一观点(
研究和探讨抑制 P;̂ PG 基因的表达对弹性蛋白产生
和聚集的影响)对细胞功能的影响以及对预防 o;Z 的
发生和延缓 o;Z 白内障的发展具有重要意义(

本研究通过GOWUP抑制 P;̂ PG 基因的表达%观察
弹性蛋白表达或聚集上的相应改变以及对细胞功能的

影响%以探讨调节 P;̂ PG 基因对 o;Z 的作用( 由于
fg%9G参与了剥脱物质的产生及白内障的形成 - =%4". %
本研究选用 fg%D\4 进行细胞学相关实验%通过建立
稳定敲低 P;̂ PG 基因的 fg%D\4 细胞株%对弹性蛋白
进行定位)定量检测%电子显微镜下观察其对弹性蛋白
的影响%此外还对 fg%D\4 进行了增殖及迁移实验观
察 P;̂ PG 基因对fg%9G功能的影响( 本研究中%选择
慢病毒敲低 P;̂ PG 效率最高的细胞株作为实验组%通
过对实验组和对照组的弹性蛋白进行免疫荧光染色%
发现 ! 个组中的弹性蛋白均稳定存在于 fg%D\4 细胞
中%而通过 aHG/H0+ L)7/检测发现在敲低 P;̂ PG 基因
后%fg%D\4 中弹性蛋白的相对表达量显著降低%说明
抑制 P;̂ PG 基因的表达可以在一定程度上抑制弹性
蛋白的产生( 电子显微镜扫描下观察 ! 个组间弹性蛋
白的大小)形态并没有出现明显改变%GOg@og2D4 组
fg%D\4 中弹性蛋白的密度相对降低%而 ! 个组细胞
弹性蛋白在聚集程度上并无明显差异%这也说明
P;̂ PG 基因与弹性蛋白间并不是简单一对一的调节关
系( 由于弹性蛋白是原纤维成分中的重要组成部分%
敲低 P;̂ PG 基因可以减少弹性蛋白的产生%这可能会
在一定程度上导致原纤维成分产生的减少%从而减少
o;Z 中剥脱物质的产生( 此外%本研究发现抑制
P;̂ PG 基因的表达后%fg%D\4 的增生活力及迁移能
力均出现显著下降( 但目前还无法验证 P;̂ PG 基因
通过什么机制改变 fg%D\4 的增生活力及迁移能力(
以往的研究结果提示弹性蛋白会影响细胞的趋化性)
黏附性)增殖能力)迁移能力等功能 - 42 4̀3. %因此我们认
为敲低 P;̂ PG 基因后导致的弹性蛋白异常表达可能
参与了 fg%9G增生活力及迁移能力的改变%但也不排
除其他因素同时参与导致的细胞功能改变( fg%9G
是人晶状体的主要组成细胞%在不同阶段可以表现出
不同的生理特征和功能

- 48. %目前的研究认为%fg%9G
的异常增殖和迁移参与了后囊下白内障的发生

- !C. (
在本研究中%g@og2 的低表达状态抑制了 fg%9G的增
殖和迁移%这可能对后囊下白内障的发生和发展起到

一定的延缓作用%但还需要更多的研究去探索和证明(
然而%有研究发现%虽然在 o;Z 早期弹性纤维与

P;̂ PG 基因共同上调%但在疾病晚期%P;̂ PG 基因表达
下调%弹性蛋白仍持续高表达 - 2%4>. ( 疾病晚期 P;̂ PG
基因的下调)弹性蛋白的高表达与本研究结论相反%这
也说明 P;̂ PG 基因并不是调控弹性蛋白的唯一因素%
未来需探索更多的遗传因素和环境因素对弹性蛋白的

调控以及对疾病的表现
- 4C. (

本研究发现%敲低 P;̂ PG 基因可引起fg%9G中弹
性蛋白表达水平明显下降%同时该细胞的增生活力及
迁移能力下降( 推测抑制 P;̂ PG 基因的表达可能通
过减少弹性蛋白的生成从而减少 o;Z 中剥脱物质的
生成以及延缓后囊下白内障的发生和发展( 但本研究
仅探讨了 P;̂ PG 基因对 fg%9G以及对剥脱物质中一
种组成成分的影响%后续的研究中%我们将完善 P;̂ PG
基因对参与 o;Z 的各眼组织中不同弹性纤维物质产
生的影响%进而对 o;Z 的发生和发展提供新的治疗
思路(
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-C. ZO'0&'Z% '̂0/(+ Z%Z*jHĜ Y%H/')5\(7)7,(6')HNNH6/7Ng@og2 67M(+,
K'0('+/G'GG76('/HM -(/O IGHFM7HQN7)('/(7+ G*+M07&H-Y.5%QI %*HWHG%

!!2>! 中华实验眼科杂志 !"!# 年 C 月第 #! 卷第 C 期$9O(+ Y%QI @IO/O')&7)%ZHI/H&LH0!"!#%[7)5#!%U75C



fmx_T3RoZXJNaXJyb3Jz

!"23%2#3 i!2! !̀!45:@<$2"52"23AB5HQH05!"235"45"245
-2".9'O())̂ %%'0)*P% Z/'6j Z%H/')5EGHFM7HQN7)('/(7+ '+M GH+G70(+HF0')

OH'0(+,)7GG-Y.5%*H"g7+M# %!""!%23"4# i!32 !̀335:@<$2"52"4>A
GB5H*H538"""225

-22.PS(S\;% %)'-'&0*P<% W7GOM*^̂ % H/')5%QN7)('/(7+ G*+M07&H(+
%,*I/$I0HK')H+6H'+M 'GG76('/(7+ -(/O 6'/'0'6/(+ ')'0,H67O70/-Y.5
@IO/O')&7)ROH0%!"!2%2" " ## i2"#= 2̀"=35:@<$2"52""8AG#"2!4D
"!2D""4C8D#5

-2!. Z6O){/SH0DZ6O0HO'0M/ T% U'F&'++ _@5 @6F)'0 '+M G*G/H&(6
IGHFM7HQN7)('/(7+ G*+M07&H- Y.5P& Y@IO/O')&7)% !""3% 2#2 " = # i
C!2 C̀485:@<$2"52"23AB5'B75!""35"25"#85

-24.\H0+G/H(+ P̂ %W(/6O W%a7)7G(+ Ŷ 5%QN7)('/(7+ G*+M07&H$'M(GH'GH7N
'F/7IO',*'+M g@og2 I07/H7I'/O*-Y.5Y_)'F67&'%!"2>%!8 ZFII)2
" ZFII)2# iZ## Z̀=45:@<$2"52"C8A<Y_5"""""""""""""C2C5
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-!8.PF+,R%@S'j(̂ %gHĤ 9%H/')5_H+H/(6'GG76('/(7+ G/FM*7NHQN7)('/(7+
G*+M07&H(MH+/(N(HG'I07/H6/(KH0'0HK'0('+/'/g@og2 '+M N(KH+H-
GFG6HI/(L()(/*)76(-Y.5U'/_H+H/%!"28%#C" 8# iCC4 2̀""#5:@<$2"5
2"4>A+,54>8=5

-!>.PF+,R%9O'+ PZ%VO70995_H+H/(6G7NHQN7)('/(7+ G*+M07&H-Y.5Y
_)'F67&'%!"2>% !8 ZFII)2 iZ2! Z̀2#5:@<$ 2"52"C8A<Y_5"""""
""""""""C!>5

-!C.W(6O'0MG7+ W\%P(+GLF0*%P%E0HG67//9W%H/')5%/(7)7,*7NI7G/H0(70
GFL6'IGF)'06'/'0'6/GL'GHM 7+ '0HK(H-7N0(Gj N'6/70G(+6)FM(+,',(+,%
M('LH/HG%'+M (7+(S(+,0'M('/(7+-Y.5<+/YW'M('/\(7)%!"!"%C3" 22# i
244C 2̀4325:@<$2"52">"A"C==4""!5!"!"52>2!8=C5

-4". ZF :%fF Z%_F'+ g%H/')5:7-+D0H,F)'/(7+ 7N_YP4 (G'GG76('/HM -(/O
)H+GHI(/OH)(')6H))'I7I/7G(G'+M ',HD0H)'/HM 6'/'0'6/- Y.5\(76OH&
\(7IO*GWHG97&&F+% !"28% #># " 2 # i2=C 2̀3#5:@<$ 2"52"23AB5
LL065!"285"25"="5

-42.W7M,H0GTW%aH(GGPZ59H))F)'0(+/H0'6/(7+G-(/O H)'G/(+ -Y.5E'/O7)
\(7)"E'0(G# %!""=%=4" 8# i4C" 4̀C>5:@<$2"52"23AB5I'/L(75!""#5
2!5"!!5

-4!.<+M(j k% PL0'&GaW% VF6(6O T% H/')5E07MF6/(7+ 7N0H67&L(+'+/
OF&'+ /07I7H)'G/(+$6O'0'6/H0(S'/(7+ '+M MH&7+G/0'/(7+ 7N(&&F+7)7,(6
'+M 6OH&7/'6/(6'6/(K(/*-Y.5P06O \(76OH& \(7IO*G%2CC"%!>" " 2# i
>" >̀35:@<$2"52"23A"""4DC>32"C"#C"=!2D*5
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