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$$)摘要*$目的$探究敲减天冬酰胺合成酶"TRNR#对视网膜色素上皮"LJ%#细胞衰老的影响及其可能

的分子机制,$方法$取人 LJ%细胞系 TLJ%90.'分为对照组+TRNR 短发夹 LNT"A6TRNR#组+对照cXT\抑

制剂组和 A6TRNRcXT\抑制剂组'分别转染对照慢病毒c二甲基亚砜"PhRQ#+A6TRNR cPhRQ+对照cXT\抑

制剂+A6TRNRcXT\抑制剂 0! 6, 采用 #"" $&5)F[D!Q! 处理细胞 !? 6 构建 LJ%细胞衰老模型, 采用实时

荧光定量 JML和 j,A=,+7 -)5=分别检测各组 TRNR 和 XT\&LNT及蛋白表达水平(应用试剂盒检测细胞活

性氧"LQR#水平(应用流式细胞仪检测细胞周期及细胞凋亡率(采用 hWW法测定各组培养 0 #̂ < 细胞活力

值(采用 &9半乳糖苷酶染色检测衰老细胞比率(采用免疫荧光染色检测细胞损伤情况(采用 j,A=,+7 -)5=法

检测各组细胞中衰老相关蛋白 E01+EL- 以及 LJ%特征性标志物 \LW0>+MWNNC0+WXJ0 及 C%RW0 的表达水

平,$结果$与对照组相比'A6TRNR 组+对照cXT\抑制剂组和 A6TRNRcXT\抑制剂组 TRNR 和 XT\的 &LNT

和蛋白相对表达量均减少'差异均有统计学意义"均 Ym" "̀##(PMZD9PT染色结果显示 A6TRNR 组+对照cXT\

抑制剂组+A6TRNRcXT\抑制剂组 LQR 水平均明显低于对照组'差异均有统计学意义"均 Ym" "̀##(流式细胞

仪检测显示'A6TRNR 组+对照cXT\抑制剂组+A6TRNRcXT\抑制剂组 K! 期细胞比例较对照组明显增加'细胞

凋亡率较对照组明显降低'差异均有统计学意义"均 Ym" "̀0#(hWW检测 A6TRNR 组+对照cXT\抑制剂组及

A6TRNRcXT\抑制剂组各培养时间点细胞活力值均明显高于对照组'差异均有统计学意义"均 Ym" "̀0#(&9半

乳糖苷酶染色检测显示'A6TRNR 组+对照cXT\抑制剂组和 A6TRNRcXT\抑制剂组 &9半乳糖苷酶阳性细胞占

比分别为"?! 2̀1n0 !̀>#a+"?2 !̀"n0 >̀.#a和" !# .̀On0 0̀2#a'均明显低于对照组的" #! !̀#n" 1̀?#a'差异

均有统计学意义"均 Ym" "̀"0#(A6TRNR 组+对照cXT\抑制剂组+A6TRNRcXT\抑制剂组 E01 和 EL- 蛋白相对

表达量均较对照组降低'差异均有统计学意义 "均 Ym" "̀0#, A6TRNR 组+对照cXT\抑制剂组+A6TRNRcXT\

抑制剂组 '9D!Ti相对荧光强度均较对照组减弱'差异均有统计学意义 "均 Ym" "̀"0#, A6TRNR 组+对照c

XT\抑制剂组及 A6TRNRcXT\抑制剂组中 \LW0> 及 MWNNC0 蛋白相对表达量均较对照组增加'WXJ0 和

C%RW0 蛋白相对表达量均较对照组减少'差异均有统计学意义"均 Ym" "̀##(A6TRNRcXT\抑制剂组 \LW0>+

MWNNC0 蛋白相对表达量较 A6TRNR 组和对照cXT\抑制剂组增加'WXJ0+C%RW0 蛋白相对表达量较 A6TRNR 组

和对照cXT\抑制剂组减少'差异均有统计学意义"均 Ym" "̀##,$结论$敲减 TRNR 可通过抑制 XT\通路促

进 LJ%细胞增殖'减轻 LJ%细胞损伤'并延缓其衰老进程,$
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"78-)(0*)#9K8L'*)2M'9W5(7S,A=(8'=,=6,,**,4=5*'AE'+'8(7,AH7=6,='A, " TRNR # U754U<5G7 57 =6,

A,7,A4,74,5*+,=(7')E(8&,7=,E(=6,)(')"LJ%# 4,))A'7< (=AE5=,7=(')&5),4;)'+&,46'7(A&3$N')I+/-$D;&'7

TLJ%90. LJ%4,))AG,+,<(S(<,< (7=5*5;+8+5;EA&457=+5)8+5;E'A65+=6'(+E(7 LNT ='+8,=(78TRNR "A6TRNR#

8+5;E'457=+5)c"X'7;AU(7'A,# XT\(76(-(=5+8+5;E''7< A6TRNRcXT\(76(-(=5+8+5;E'G6(46 G,+,=+,'=,< G(=6 A65+=

6'(+E(7 LNT457=+5)c<(&,=6H)A;)*5:(<,"PhRQ#'A6TRNRcPhRQ'457=+5)cXT\(76(-(=5+'7< A6TRNRcXT\(76(-(=5+

*5+0! 65;+A'+,AE,4=(S,)H3T7 LJ%4,))A,7,A4,74,&5<,)G'A,A='-)(A6,< -H4,))=+,'=&,7=G(=6 #"" $&5)F[D!Q! *5+

!? 65;+A3W6,&LNT'7< E+5=,(7 ),S,)A5*TRNR '7< XT\G,+,<,=,4=,< -H+,')9=(&,*);5+,A4,7=B;'7=(='=(S,JML'7<

j,A=,+7 -)5='+,AE,4=(S,)H3L,'4=(S,5:H8,7 AE,4(,A"LQR# ),S,)G(=6(7 4,))AG'A&,'A;+,< ;A(78'U(=3M,))4H4),

E6'A,<(A=+(-;=(57 '7< 'E5E=5A(A+'=,AG,+,'7')HV,< -H*)5G4H=5&,=+H3M,))S('-()(=H*+5&<'H0 =5<'H# 5*4;)=;+(78

G'A'AA,AA,< S('hWW'AA'H3R,7,A4,7=4,))+'=(5G'A<,=,+&(7,< -H&98')'4=5A(<'A,A='(7(783M,));)'+<'&'8,G'A

,S');'=,< S('(&&;75*);5+,A4,74,A='(7(783R,7,A4,74,9'AA54('=,< E+5=,(7A" E01'EL-#''7< LJ%&'+U,+A"\LW0>'

MWNNC0'WXJ0'C%RW0# G,+,B;'7=(*(,< -Hj,A=,+7 -)5=3$O'-.5)-$M5&E'+,< G(=6 =6,457=+5)8+5;E'&LNT'7<

E+5=,(7 ,:E+,AA(57 ),S,)A5*TRNR '7< XT\G,+,A(87(*(4'7=)H+,<;4,< (7 =6,A6TRNR 8+5;E'457=+5)cXT\(76(-(=5+

8+5;E''7< A6TRNRcXT\(76(-(=5+8+5;EA"'))Ym" "̀##3PMZD9PTA='(7(78+,S,'),< A(87(*(4'7=)H)5G,+LQR ),S,)(7

=6,A6TRNR 8+5;E'457=+5)cXT\(76(-(=5+8+5;E''7< A6TRNRcXT\(76(-(=5+8+5;E =6'7 (7 =6,457=+5)8+5;E "'))Ym

" "̀##3Z)5G4H=5&,=+HA65G,< =6'==6,+,G,+,&5+,K!9E6'A,4,))A'7< A(87(*(4'7=)H+,<;4,< 'E5E=5A(A+'=,(7 =6,

A6TRNR 8+5;E'457=+5)cXT\(76(-(=5+8+5;E''7< A6TRNRcXT\(76(-(=5+8+5;E 45&E'+,< G(=6 =6,457=+5)8+5;E "'))

Ym" "̀0#3hWW'AA'H(7<(4'=,< 6(86,+4,))S('-()(=H'='))=(&,E5(7=A(7 =6,A6TRNR 8+5;E'457=+5)cXT\(76(-(=5+

8+5;E''7< A6TRNRcXT\(76(-(=5+8+5;E 45&E'+,< G(=6 =6,457=+5)8+5;E'G(=6 A='=(A=(4'))HA(87(*(4'7=<(**,+,74,A"'))

Ym" "̀0#3&98')'4=5A(<'A,9E5A(=(S,4,))+'=(5A(7 =6,A6TRNR'457=+5)cXT\ (76(-(=5+''7< A6TRNRcXT\ (76(-(=5+

8+5;EAG,+,"?! 2̀1n0 !̀>#a'"?2 !̀"n0 >̀.#a'"!# .̀On0 0̀2#a'+,AE,4=(S,)H'G6(46 G,+,A(87(*(4'7=)H)5G,+=6'7

"#! !̀#n" 1̀?#a (7 =6,457=+5)8+5;E "'))Ym" "̀"0#3E01 '7< EL- E+5=,(7 ,:E+,AA(57 G,+,<,4+,'A,< '7< '9D!Ti

*);5+,A4,74,(7=,7A(=HG'A'==,7;'=,< (7 =6,A6TRNR 8+5;E'457=+5)cXT\(76(-(=5+8+5;E''7< A6TRNRcXT\(76(-(=5+

8+5;E 45&E'+,< G(=6 =6,457=+5)8+5;E "'))Ym" "̀0#3\LW0> '7< MWNNC0 ,:E+,AA(57AG,+,;E+,8;)'=,<'G6,+,'A

WXJ0 '7< C%RW0 G,+,<5G7+,8;)'=,< (7 =6,A6TRNR 8+5;E'457=+5)cXT\(76(-(=5+8+5;E''7< A6TRNRcXT\(76(-(=5+

8+5;E 45&E'+,< G(=6 =6,457=+5)8+5;E "'))Ym" "̀##3W6,A6TRNRcXT\(76(-(=5+8+5;E ,:6(-(=,< 6(86,+\LW0> '7<

MWNNC0 ,:E+,AA(57A'7< )5G,+WXJ0 '7< C%RW0 ,:E+,AA(57A=6'7 =6,A6TRNR '7< 457=+5)cXT\(76(-(=5+8+5;EA"'))

Ym" "̀##3$B+,*5.-2+,-$TRNR U754U<5G7 4'7 E+5&5=,LJ%4,))E+5)(*,+'=(57'&(=(8'=,4,));)'+<'&'8,''7< <,)'H

A,7,A4,74,-HA;EE+,AA(78=6,XT\E'=6G'H3

":'6 ;+(/-#9TAE'+'8(7,AH7=6'A,( h'4;)'+<,8,7,+'=(57( L,=(7')E(8&,7=,E(=6,)(')4,))A( T8(78( XT\

E'=6G'H

<.,/&(+=(04& J+5@,4=5*=6,I77,+h5785)('T;=575&5;AL,8(57 D,')=6 M5&&(AA(57 "!"!2K[[D"!2.#
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$$年 龄 相 关 性 黄 斑 变 性 " '8,9+,)'=,< &'4;)'+
<,8,7,+'=(57'ThP#是一种进行性视网膜疾病'主要累
及黄斑区, 疾病早期和中期可能无明显症状'但进展
至晚期可能会造成严重的视力损害, 在发达国家'
ThP是 ## 岁以上人群视力丧失的主要原因(预测到
!"?" 年'全球有 ! >̀> 亿人受累 - 0_!. , ThP的发生与
多种因素相关'其中视网膜色素上皮 "+,=(7')E(8&,7=
,E(=6,)(;&'LJ%#细胞的衰老在 ThP的病理过程中起
核心作用

- 2_?. , 目前临床上针对 ThP仍无有效的治
疗办法,

天冬酰胺合成酶"'AE'+'8(7,AH7=6,='A,'TRNR#是
一种重要的氨基酸代谢酶'能够催化天冬氨酸和谷氨
酰胺生成天冬酰胺和谷氨酸'主要参与细胞内氨基酸

代谢+细胞应激反应等 - #. , TRNR 在细胞衰老中扮演
重要角色'通过调控天冬酰胺合成影响细胞增殖, 研
究表明'E#2 可下调TRNR 表达'抑制天冬酰胺生成'导
致细胞周期停滞与衰老

- 1. , 此外'TRNR 与氧化应激
水平相关'抑制其表达会降低骨髓间充质干细胞抗氧
化能力'促进其衰老与凋亡 - O. , 天冬氨酸对视网膜健
康至关重要'其代谢失衡可能导致视网膜细胞损伤'且
TRNR 表达与氧化应激反应密切相关'这在 ThP的病
理过程中具有重要意义

- >. , XT\FRWTW信号通路是细
胞信号传导的重要通路之一'可介导造血+免疫适应
性+组织修复+炎症+细胞凋亡和脂肪生成等过程 - ._0". ,
XT\FRWTW信号通路不仅在多种免疫介导的疾病和癌
症中被激活'而且在遗传性视网膜营养不良及视网膜
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缺血再灌注损伤等视网膜疾病中也被激活
- 00_0?. , 有

研究报道 XT\FRWTW信号通路参与 ThP的病理生理过
程

-0#. , 目前'调控 TRNR 表达对 LJ%细胞衰老的影响
及 XT\FRWTW信号通路在其中的作用尚未见报道, 本
研究旨在探究 TRNR 对 LJ%细胞衰老的影响'并探讨其
在 ThP中的分子机制'以期为深入理解 LJ%细胞衰老
机制和 ThP的预防和治疗提供理论依据和新靶点,

?9材料与方法

?3?$材料
?3?3?$细胞和病毒载体$人 LJ%细胞系 TLJ%90.
购自中科院上海细胞库(慢病毒载体 [Y9""1 购自上海
吉凯科技有限公司,
?3?3!$主要试剂及仪器$二甲基亚砜"美国 K'H)5+<
公 司 #( TRNR 一 抗 " '-!?O!.1 #+ D!Ti 一 抗

"'-0!?O>0#"美国 T-4'&公司#(TRNR 二抗" R"""0#+
D!Ti二抗" R"""># "美国 T**(7(=H公司#(T8,IF%45LI
酶切"上海吉凯科技有限公司#(胎牛血清 " 0"".._
0?0'美国 I7S(=+58,7 公司#(XT\抑制剂 "Df90#0!>#'
上海 hM%公司 #(活性氧 " +,'4=(S,5:H8,7 AE,4(,A'
LQR#检测试剂盒"MT0?0"#+&9半乳糖苷酶染色试剂
盒"北京索莱宝科技有限公司#(细胞周期检测试剂盒
"J?0O"#+牛血清白蛋白 " -5S(7,A,+;&')-;&(7'CRT#
"C!"1?#"美国 R(8&'公司#(实时荧光定量 JML试剂
盒+hWW试剂盒 -生工生物工程 "上海 #股份有限公
司.(细胞凋亡检测试剂盒"美国 %C公司#(逆转录试
剂盒"南京诺唯赞生物科技有限公司#, 流式细胞仪
"K;'S','AHMH=,DW'美国 h())(E5+,公司#(j,A=,+7 -)5=
电泳系统"上海天能生命科学有限公司#(台式冷冻高
速离心机"#?0OL'德国 %EE,7<5+*公司#(N'75P+5E 分
光光度计"!"""F!"""M'美国 W6,+&5公司#(倒置荧光
显微镜"IiO2'日本 Q)H&E;A公司#,
?3!$方法
?3!3?$26S6 短发夹 LNT干扰慢病毒载体构建$以
26S6 为模板'设计 2 个 LNT干扰靶点序列'完成LNT
干扰靶点设计后'合成含干扰序列的单链 PNT5)(85'
退火配对产生双链 PNT(随后通过其两端酶切位点直
接连入酶切后的慢病毒载体(将连接产物转入制备好
的大肠杆菌感受态细胞'JML鉴定阳性重组子'送测
序验证'对测序结果比对正确的克隆进行慢病毒抽提,
将质检合格的质粒进行病毒包装,
?3!3!$细胞培养和分组处理$TLJ%90. 细胞放置在
2O o+含体积分数 #a MQ! 的培养箱中'用含体积分
数 0"a胎牛血清及 0" 8F[双抗的 Ph%hFZ0! 培养基

培养'每 2 天更换 0 次培养基'细胞生长融合至 >"a^
."a时将其分为对照组+A6TRNR 组+对照cXT\抑制剂
组+A6TRNRcXT\抑制剂组'分别转染短发夹 LNT
"A65+=6'(+E(7 LNT' A6LNT# 对 照 " A6LNT 457=+5)'
A6M=+)#c二甲基亚砜+TRNR A6LNT"A6TRNR#c二甲基
亚砜+A6M=+)cXT\抑制剂+A6TRNRcXT\抑制剂 0! 6,
?3!3@$慢病毒感染 TLJ%90. 细胞系$将 TLJ%90.
细胞系培养至 >"a .̂"a融合度后'进行慢病毒感染,
将各组细胞悬液以密度 0p0"# F&)接种于细胞培养板
中(待细胞贴壁后'弃去上层的完全培养基'根据不同
的感染复数值分别加入相应剂量的感染液'于 2O o+
#a MQ! 培养箱中培养 0> !̂" 6(将细胞悬液转移至新
鲜配制的完全培养基中继续培养 O! 6, 通过荧光显微
镜观察荧光表达情况并评估感染效率,
?3!3A$LJ%细胞衰老模型的构建$取各组成功感染
的细胞悬液分别以 0p0"1 F&)的浓度接种于 .1 孔板
中'于 2O o+#a MQ! 的培养箱中培养过夜, 待细胞
密度达到 >"a时'用 #"" $&5)F[的 D!Q! 处理 !? 6,
本团队前期研究已证实 #"" $&5)F[D!Q! 能抑制细胞

增殖'降低细胞活性 - 01. '因此本研究中采用同样方法
构建细胞衰老模型,
?3!3#$实时荧光定量 JML检测 TRNR 和 XT\表达$
取各组处于对数生长期的 TLJ%90. 细胞'以 0p0"#

个F孔接种至 1 孔板内并连续培养 ?> 6, 用 W+(V5)试
剂提取各组细胞总 LNT'N'75P+5E 分光光度计测定纯
度及浓度'经琼脂糖凝胶电泳检测完整性'采用逆转录
试剂盒逆转录为 4PNT, 26S6 正向引物序列为 #q9
TTMTKWWMKWKMWWMTKW92q' 反 向 引 物 序 列 为 #q9
TWKWTTMMMWKMKWTTKW92q(P2\< 正向引物序列为
#q9WWWWKTMTTKKTTKMKTTWT92q'反向引物序列为
#q9MMWMTMMWKTTKKTMMTM92q(D2Y0O正向引物序
列为 #q9WKTMWWMTTMTKMKTMTMMMT92q'反向引物序
列为 #q9MTMMMWKWWKMWKWTKMMTTT92q, 以 4PNT
为模板'于 TCIO2"" 系统上进行实时荧光定量 JML分
析'设定反应条件为&.# o预变性 ! &(7(.# o变性
0# A'1" o退火及延伸 2" A'共 ?" 个循环(熔解曲线反
应条件&.# o # A'1# o # A'.# o 2" A, 以 D2Y0O为
内参'采用 !_((M=

法计算 26S6 和 XT\! 的相对表达量,
实验独立重复 2 次,
?3!3G$ j,A=,+7 -)5=法检测 TRNR+衰老相关蛋白
XT\! 及 LJ%特征性标志物表达$取各组细胞'磷酸
盐缓冲液 " E65AE6'=,-;**,+,< A')(7,'JCR#清洗 0 次'
LIJT裂解缓冲液提取细胞蛋白'用 CMT法测定总蛋
白浓度'上样 !" $8总蛋白进行 RPR9JTK%凝胶电泳

!?.#! 中华实验眼科杂志 !"!# 年 O 月第 ?2 卷第 O 期$M6(7 X%:E QE6=6')&5)'X;)H!"!#'Y5)3?2'N53O
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分离'湿法转印至 JYPZ膜(含 #a脱脂牛奶的 WCRW
"含吐温比例为 " "̀#a#溶液室温摇床封闭 0 6'置于
TRNR'XT\!'衰老相关蛋白 E01+EL- 以及 LJ%特征标
志物 \LW0>+MWNNC0+WXJ0 和 C%RW0 一抗 "均 0 e
! """ 稀释#中 ? o孵育过夜'WCR 洗膜 2 次(辣根过氧
化物酶偶联的二抗"0 e2 """ 稀释#室温孵育 0 6'WCR
洗膜 2 次(%M[发光液显色'全自动凝胶成像系统拍
照, 采用 I&'8,X软件分析各蛋白条带灰度值'以
KTJPD为内参照'计算各目的蛋白相对表达量, 实验
独立重复 2 次,
?3!3C$LQR 试剂盒检测细胞内 LQR 水平$取各组转
染后细胞'按每孔 #p0"2

个细胞接种于 ?> 孔板'待细
胞贴壁后分组造模, 造模完成后去除细胞培养液'每
孔加入 0" $&5)F[PMZD9PT'2O o孵育 !" &(7'无血
清培养基洗 2 遍'加入 0"" $)JCR, 在倒置荧光显微
镜下'设置激发波长为 ?>> 7&'发射波长为 #!# 7&检
测 LQR 水平, 实验独立重复 2 次,
?3!3P$流式细胞仪检测细胞凋亡水平$取各组造模
后细胞'以每孔 0p0"#

个细胞接种至 1 孔板内并连续
培养 ?> 6, 胰蛋白酶消化'低速 " 0 #"" +F&(7#离心
# &(7 收集细胞'JCR 洗涤 0 次(参照细胞周期检测试
剂盒'加入细胞染色缓冲液重悬并调整细胞密度'连续
加入 # $)T77,:(7 Y9ZIWM溶液和 JI溶液'避光染色
0# &(7'采用流式细胞仪检测细胞凋亡率, 实验独立
重复 2 次,
?3!3Q$流式细胞仪检测细胞周期$取各组造模后细
胞'以每孔 0p0"#

个细胞接种至 1 孔板内并连续培养
?> 6, 胰蛋白酶消化'低速离心 # &(7 收集细胞'JCR
洗涤 0 次'O"a乙醇固定细胞 0 6'参照细胞凋亡检测
试剂盒'加入细胞染色液重悬'采用流式细胞仪检测细
胞周期, 实验独立重复 2 次,
?3!3?"$hWW法检测细胞活力值$取各组造模后细
胞'胰蛋白酶消化并收集细胞'参照 hWW试剂盒说明
书'调整铺板细胞密度为 ! """ 个F孔'接种于 # 个 .1
孔板中'每组设置 2 个复孔'连续检测 # <, 分别于铺
板后第 ! #̂ 天'每日任取 0 个板'每孔加入 !" $)
# &8F&)hWW'孵育 ? 6 后完全吸去培养液'加入 0"" $)
二甲基亚砜溶解的甲瓒溶液'室温振荡 ! #̂ &(7'酶标
仪 ?." 7&检测吸光度值'计算细胞活力值, 细胞活力
值r"加药组吸光度_空白组吸光度#F"对照组吸光度_

空白组吸光度#p0""a, 实验独立重复 2 次,
?3!3??$&9半乳糖苷酶染色检测细胞衰老情况$取各
组造模后细胞'JCR 洗涤 0 次'加入 0 &)&9K')固定
液'室温固定 0# &(7(JCR 洗涤细胞 2 次'每次 2 &(7(

每孔加入 0 &)染色工作液'2O o孵育过夜, 光学显微
镜下观察并计数 &9半乳糖苷酶阳性细胞'计算 &9半乳
糖苷酶阳性细胞占比, 实验独立重复 2 次,
?3!3?!$免疫荧光检测细胞损伤情况$取各组成功造
模的细胞'接种至含有盖玻片的 !? 孔板' 2O o+
#a MQ! 培养箱中培养 !? 6'JCR 洗涤 0 次'加入含
?a多聚甲醛 JCR ? o孵育过夜'WCR 漂洗 2 次(加入
CRT稀释 D!Ti一抗 " 0 e0"" 稀释#'室温孵育 0 6'
JCRW"吐温比例为 " "̀#a#漂洗 2 次(滴加荧光标记二
抗"0 e!"" 稀释#室温孵育 0 6'JCRW漂洗 2 次(加入
PTJI室温避光染色 # &(7'JCRW漂洗 2 次'盖玻片上
滴 0 滴封片液后扣在载玻片上'指甲油封闭四周, 倒
置荧光显微镜观察并拍照, 实验独立重复 2 次,
?3@$统计学方法

采用 RJRR !13" 统计学软件进行统计分析, 计量
资料数据以 "n/表示, 多组间各指标总体比较采用单
因素方差分析'组间多重比较采用 [RP9&检验, 采用
双尾检验'Ym" "̀# 为差异有统计学意义,

!9结果

!3?$各组细胞 TRNR &LNT和蛋白表达水平比较
对照 组+ A6TRNR 组+ 对 照 cXT\抑 制 剂 组 和

A6TRNRcXT\抑制剂组TRNR &LNT相对表达量分别为
0 "̀"?n" 0̀">+ " ?̀". n" "̀2!+ " Ò?. n" "̀1. 和 " 0̀O?n
" "̀2"'总体比较差异有统计学意义 "Wr>O !̀0'Ym
" "̀"0#, 其中 A6TRNR 组较对照组+A6TRNRcXT\抑制
剂组较对照cXT\抑制剂组 TRNR &LNT相对表达量
均降低'差异均有统计学意义"均 Ym" "̀"0#"图 0#,
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图 ?9各组细胞 7RSR4OS7相对表达量比较$ Wr>O !̀0'Ym

" "̀"03与对照组比较''Ym" "̀"0(与对照cXT\抑制剂组比较'-Ym
" "̀#"单因素方差分析'[RP9&检验(.r2#$0&对照组(!&A6TRNR 组(
2&对照cXT\抑制剂组(?&A6TRNRcXT\抑制剂组$TRNR&天冬酰胺
合成酶

<2=.('?9B+4&0(2-+,+3('50)2M'7RSR4OS7'%&('--2+,2,*'55-
04+,= /233'(',)=(+.&-$Wr>O !̀0'Ym" "̀"03M5&E'+,< G(=6 457=+5)

8+5;E''Ym" "̀"0(45&E'+,< G(=6 457=+5)cXT\(76(-(=5+8+5;E'-Ym" "̀#
"Q7,9G'HTNQYT'[RP9&=,A=( . r2 # $ 0&457=+5)8+5;E( !&A6TRNR
8+5;E(2&457=+5)cXT\(76(-(=5+8+5;E(?&A6TRNRcXT\(76(-(=5+8+5;E$
TRNR&'AE'+'8(7,AH7=6,='A,A6
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对照 组+ A6TRNR 组+ 对 照 cXT\抑 制 剂 组 和
A6TRNRcXT\抑制剂组 TRNR 蛋白相对表达量为
0 !̀0n" 0̀0+" ?̀?n" "̀#+" >̀!n" "̀1 和 " !̀2n" "̀2'总
体比较差异有统计学意义"Wr00O ?̀"'Ym" "̀"0#, 其
中 A6TRNR 组和 A6TRNRcXT\抑制剂组 TRNR 蛋白相
对表达量均较对照组和对照cXT\抑制剂组明显降
低'差异均有统计学意义"均 Ym" "̀"0#"图 !#,
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图 !94'-)'(,85+)检测各组细胞 7RSR蛋白水平$T&各组 TRNR
蛋白表达电泳图$C&各组 TRNR 蛋白相对表达量比较$Wr00O ?̀"'

Ym" "̀"03与对照组比较''Ym" "̀"0(与对照cXT\抑制剂组比较'
-Ym" "̀"0 "单因素方差分析' [RP9&检验( . r2 # $ 0&对照组(
!&A6TRNR 组(2&对照cXT\抑制剂组(?&A6TRNRcXT\抑制剂组$
TRNR&天冬酰胺合成酶(KTJPD&甘油醛929磷酸脱氢酶
<2=.('! 9 7RSR&(+)'2,'%&('--2+,2,*'55-+3/233'(',)=(+.&-
/')'*)'/86 4'-)'(,85+)$ T& %),4=+5E65+,=58+'& 5*TRNR E+5=,(7
,:E+,AA(57 (7 <(**,+,7=8+5;EA$C&M5&E'+(A57 5*+,)'=(S,TRNR E+5=,(7
,:E+,AA(57 '&578<(**,+,7=8+5;EA$ Wr00O ?̀"'Ym" "̀"03M5&E'+,<

G(=6 457=+5)8+5;E''Ym" "̀"0( 45&E'+,< G(=6 457=+5)cXT\ (76(-(=5+

8+5;E'-Ym" "̀"0 "Q7,9G'HTNQYT'[RP9&=,A=(.r2#$0&457=+5)8+5;E(
!&A6TRNR 8+5;E(2&457=+5)cXT\(76(-(=5+8+5;E(?&A6TRNRcXT\(76(-(=5+
8+5;E$TRNR& 'AE'+'8(7, AH7=6,='A,A6( KTJPD& 8)H4,+')<,6H<,929
E65AE6'=,<,6H<+58,7'A,

!3!$各组细胞 XT\! &LNT和蛋白表达水平比较
对照 组+ A6TRNR 组+ 对 照 cXT\抑 制 剂 组 和

A6TRNRcXT\抑制剂组的 XT\! &LNT相对表达量分
别为 0 "̀"0 n" "̀?.+ " #̀00 n" "̀0!+ " 1̀OO n" "̀00 和
" !̀>.n" "̀0.'蛋白相对表达量分别为 " .̀" n" "̀#+
" 1̀1n" "̀!+" Ò>n" "̀! 和 " 2̀1n" "̀?'总体比较差异
均有统计学意义 "Wr2#" !̀"+0!! #̀"'均 Ym" "̀"0#,
其中 A6TRNR 组+对照cXT\抑制剂组及 A6TRNRcXT\

抑制剂组 XT\! &LNT和蛋白相对表达量均较对照组
降低'差异均有统计学意义 "均 Ym" "̀##(A6TRNRc

XT\抑制剂组中 XT\! &LNT和蛋白相对表达量较
A6TRNR 组和对照cXT\抑制剂组均降低'差异均有统
计学意义"均 Ym" "̀"0#"图 2'?#,
!3@$各组细胞内 LQR 水平比较

对照 组+ A6TRNR 组+ 对 照 cXT\抑 制 剂 组 和
A6TRNRcXT\抑制剂组 LQR 水平分别为 0 "̀"n" "̀?+
" #̀2n" "̀?+" >̀?n" "̀# 和 " 2̀>n" "̀2'总体比较差异
有统计学意义 "Wr0?# 1̀"'Ym" "̀"0#, 其中 A6TRNR
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图 @9各组细胞 !"#$ 4OS7相对表达水平比较$Wr2#" !̀'Ym

" "̀"03与对照组比较''Ym" "̀"0(与 A6TRNR 组比较'-Ym" "̀"0(与对

照cXT\抑制剂组比较'4Ym" "̀#"单因素方差分析'[RP9&检验'. r
2#$0&对照组(!&A6TRNR 组(2&对照cXT\抑制剂组(?&A6TRNRcXT\
抑制剂组$XT\&X'7;A激酶(KTJPD&甘油醛929磷酸脱氢酶(A6M=+)&
短发夹 LNT对照(PhRQ&二甲基亚砜(A6TRNR&天冬酰胺合成酶短
发夹 LNT
<2=.('@9B+4&0(2-+,+3('50)2M'!"#$ 4OS7'%&('--2+,2,*'55-+3
/233'(',)=(+.&-$ Wr2#" !̀' Ym" "̀"03M5&E'+,< G(=6 457=+5)

8+5;E''Ym" "̀"0(45&E'+,< G(=6 A6TRNR 8+5;E'-Ym" "̀"0(45&E'+,<

G(=6 457=+5)cXT\(76(-(=5+8+5;E'4Ym" "̀# "Q7,9G'HTNQYT'[RP9&
=,A=(.r2#$0&457=+5)8+5;E(!&A6TRNR 8+5;E(2&457=+5)cXT\(76(-(=5+
8+5;E( ?&A6TRNRcXT\(76(-(=5+8+5;E$XT\&X'7;AU(7'A,(KTJPD&
8)H4,+')<,6H<,929E65AE6'=, <,6H<+58,7'A,( A6M=+)& A6LNT 457=+5)(
PhRQ& <(&,=6H) A;)*5:(<,( A6TRNR& A65+= 6'(+E(7 LNT ='+8,=(78
'AE'+'8(7,AH7=6,='A,

1 2 3 4
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图 A94'-)'(,85+)检测各组细胞 47:! 蛋白水平$T&各组XT\! 蛋
白表达电泳图$C&各组 XT\! 蛋白相对表达量比较$Wr0!! #̀"'Ym

" "̀"03与对照组比较''Ym" "̀"0(与 A6TRNR 组比较'-Ym" "̀"0(与对

照cXT\抑制剂组比较'4Ym" "̀"0"单因素方差分析'[RP9&检验(.r
2#$0&对照组(!&A6TRNR 组(2&对照cXT\抑制剂组(?&A6TRNRcXT\
抑制剂组$XT\&X'7;A激酶(KTJPD&甘油醛929磷酸脱氢酶
<2=.('A 9 47:! &(+)'2,'%&('--2+,2,*'55-+3/233'(',)=(+.&-
/')'*)'/86 4'-)'(,85+)$ T& %),4=+5E65+,=58+'& 5*XT\! E+5=,(7
,:E+,AA(57 (7 <(**,+,7=8+5;EA$C&M5&E'+(A57 5*+,)'=(S,XT\! E+5=,(7
,:E+,AA(57 '&578<(**,+,7=8+5;EA$Wr0!! #̀"'Ym" "̀"03M5&E'+,< G(=6

457=+5)8+5;E''Ym" "̀"0( 45&E'+,< G(=6 A6TRNR 8+5;E'-Ym" "̀"0(

45&E'+,< G(=6 457=+5)cXT\ (76(-(=5+8+5;E'4Ym" "̀"0 " Q7,9G'H
TNQYT'[RP9&=,A=(.r2#$0&457=+5)8+5;E(!&A6TRNR 8+5;E(2&457=+5)c
XT\(76(-(=5+8+5;E( ?& A6TRNR cXT\ (76(-(=5+8+5;E $ XT\& X'7;A
U(7'A,(KTJPD&8)H4,+')<,6H<,929E65AE6'=,<,6H<+58,7'A,

组+对照cXT\抑制剂组和 A6TRNRcXT\抑制剂组 LQR
水平均较对照组降低'差异均有统计学意义 "均 Ym
" "̀##(A6TRNRcXT\抑制剂组 LQR 水平较 A6TRNR
组+对照cXT\抑制剂组均降低'差异均有统计学意义
"均 Ym" "̀"0#"图 ##,
!3A$各组细胞凋亡率比较

对照 组+ A6TRNR 组+ 对 照 cXT\抑 制 剂 组 和

!1.#! 中华实验眼科杂志 !"!# 年 O 月第 ?2 卷第 O 期$M6(7 X%:E QE6=6')&5)'X;)H!"!#'Y5)3?2'N53O
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图 #9荧光探针 mB<WXm7检测各组细胞内 OKR水平$T&各组
PMZD9PT荧光染色图"p!""'标尺r0"" $&#$C&各组 LQR 水平比

较$Wr0?# 1̀"'Ym" "̀"03与对照组比较''Ym" "̀"0(与 A6TRNR 组比

较'-Ym" "̀"0(与对照cXT\抑制剂组比较'4Ym" "̀"0"单因素方差分
析'[RP9&检验(.r2#$0&对照组(!&A6TRNR 组(2&对照cXT\抑制剂
组(?&A6TRNRcXT\抑制剂组$ A6TRNR&天冬酰胺合成酶短发夹
LNT(XT\&X'7;A激酶(LQR&活性氧
<2=.('# 9 OKR 5'M'52, *'55-+3/233'(',)=(+.&-/')'*)'/ 86
35.+('-*',)&(+8'mB<WXm7$ T& PMZD9PT *);5+,A4,74,A='(7(78
(&'8,A'4+5AA8+5;EA"p!""'A4'),-'+r0"" $&#$C&M5&E'+(A57 5*LQR
),S,)'&578<(**,++,7=8+5;EA$ Wr0?# 1̀"'Ym" "̀"03M5&E'+,< G(=6

457=+5)8+5;E''Ym" "̀"0( 45&E'+,< G(=6 A6TRNR 8+5;E'-Ym" "̀"0(

45&E'+,< G(=6 457=+5)cXT\ (76(-(=5+8+5;E'4Ym" "̀"0 " Q7,9G'H
TNQYT'[RP9&=,A=(.r2#$0&457=+5)8+5;E(!&A6TRNR 8+5;E(2&457=+5)c
XT\(76(-(=5+8+5;E( ?&A6TRNR cXT\ (76(-(=5+8+5;E $ A6TRNR&A65+=
6'(+E(7 LNT ='+8,=(78'AE'+'8(7,AH7=6,='A,(XT\& X'7;AU(7'A,( LQR&
+,'4=(S,5:H8,7 AE,4(,A

A6TRNRcXT\抑制剂组细胞凋亡率分别为 " 00 1̀0n
" #̀2#a+" 1 #̀2n" "̀.#a+ " > 1̀On" 2̀0#a和 " # !̀"n
" "̀O#a'总体比较差异有统计学意义"Wr!2O #̀"'Ym
" "̀"0#, 其中 A6TRNR 组+ 对 照 cXT\抑 制 剂 组+
A6TRNRcXT\抑制剂组细胞总凋亡率均较对照组降低'

差异均有统计学意义"均 Ym" "̀"0#, A6TRNRcXT\抑
制剂组细胞总凋亡率较 A6TRNR 组和对照cXT\抑制剂
组均降低'差异均有统计学意义"均 Ym" "̀"0#"图 1#,
!3#$各组不同细胞周期比例比较

各组处于 K0 期+R 期和 K! 期的细胞比例总体比
较'差 异 均 有 统 计 学 意 义 " Wr#0> .̀"+ 0#" "̀"+
0 00# "̀"'均 Ym" "̀"0#, 其中 A6TRNR 组+对照cXT\
抑制剂组和 A6TRNRcXT\抑制剂组 K0 期细胞比例较
对照组减少+处于 R 期和 K! 期细胞比例均较对照组
增加'差异均有统计学意义 "均 Ym" "̀"0#(A6TRNRc
XT\抑制剂组 K0 期细胞比例较 A6TRNR 组和对照c
XT\抑制剂组均降低'R 期细胞比例较 A6TRNR 组增
加+较对照cXT\抑制剂组减少'K! 期细胞比例较
A6TRNR 组和对照cXT\抑制剂组均增加'差异均有统
计学意义"均 Ym" "̀"0#"图 O'表 0#,
!3G$各组细胞活力比较

各组细胞培养 0+!+2+?+# < 细胞活力值总体比
较'差异均有统计学意义 "Wr0 "̀2+001 ?̀"+0O! "̀"+
11? 1̀"+.2? !̀"'均 Ym" "̀"0#, 其中相对于对照组'
A6TRNR 组+对照cXT\抑制剂组及 A6TRNRcXT\抑制
剂组培养 0 < 时细胞活力值均降低'培养 !+2+?+# < 时
细胞活力值均明显升高'差异均有统计学意义"均 Ym
" "̀0#(A6TRNRcXT\抑制剂组各时间点细胞活力较
A6TRNR 组和对照cXT\抑制剂组升高'差异均有统计
学意义"均 Ym" "̀"0#"表 !#,
!3C$各组细胞衰老情况比较
!3C3?$各组 &9半乳糖苷酶阳性细胞占比比较$对照
组+A6TRNR 组+对照cXT\抑制剂组和 A6TRNRcXT\抑
制剂组 &9半乳糖苷酶阳性细胞占比分别为 "#! !̀#n
" 1̀?#a+"?! 2̀1n0 !̀>#a+"?2 !̀"n0 >̀.#a和 "!# .̀On
0 0̀2#a'总体比较差异有统计学意义"Wr!"> 2̀"'Ym
" "̀"0#, 其中 A6TRNR 组+A6TRNRcXT\抑制剂组 &9半
乳糖苷酶阳性细胞占比均较对照组降低'差异均有统计
学意义"均Ym" "̀"0#(A6TRNRcXT\抑制剂组 &9半乳糖
苷酶阳性细胞占比较 A6TRNR 组和对照cXT\抑制剂组
均降低'差异均有统计学意义"均Ym" "̀"0#"图 >#,
!3C3!$各组衰老相关蛋白 E01+EL- 表达比较$对照
组+A6TRNR 组+对照cXT\抑制剂组和 A6TRNRcXT\抑
制剂组 E01 蛋白相对表达量分别为 " >̀2n" "̀1+" ?̀1n
" "̀#+" 1̀.n" "̀? 和 " ?̀#n" "̀#'EL- 蛋白相对表达量
分别为 " Ò1 n" "̀2+ " 2̀" n" "̀?+ " #̀On" "̀! 和 " 0̀?n
" "̀#'总体比较差异均有统计学意义 "Wr?? ?̀.'Ym
" "̀"0(Wr01? #̀"'Ym" "̀0#, 其中与对照组比较'
A6TRNR组+对照cXT\抑制剂组+A6TRNRcXT\抑制剂
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对照组 shASNS组 对照+JAK抑制剂组 shASNS+JAK抑制剂组

图 G9各组细胞凋亡流式细胞图$A6TRNR组天冬酰胺合成酶短发夹 LNT(XT\组X'7;A激酶
<2=.('G9B'550&+&)+-2-/')'*)'/86 35+;*6)+4')(6$A6TRNR组A65+=6'(+E(7 LNT='+8,=(78'AE'+'8(7,AH7=6,='A,(XT\组X'7;AU(7'A,

A B

C D
图 C9各组细胞周期流式细胞图$T组对照组$C组A6TRNR 组$M组对
照cXT\抑制剂组$P组A6TRNRcXT\抑制剂组
<2=.('C 9 <5+; *6)+4')(6 &5+)-+3*'55*6*5'&I0-'-2, /233'(',)
=(+.&-$T组M57=+5)8+5;E$C组A6TRNR 8+5;E$M组M57=+5)cXT\(76(-(=5+
8+5;E$P组A6TRNRcXT\(76(-(=5+8+5;E

表 ?9各组不同细胞周期比例比较"%Y&'Z#
[085'?9B+4&0(2-+,+3&(+&+()2+,-0*(+--/233'(',)*'55*6*5'&I0-'-

04+,= M0(2+.-=(+.&-"%Y&'Z#

组别 样本量 K0 期 R 期 K! 期

对照组 2 O1 ?̀!n" .̀1 0# #̀2n" 1̀1 > "̀?n" 2̀>
A6TRNR 组 2 #2 0̀!n0 0̀O' 01 0̀1n" #̀.' 2" Ò2n0 "̀!'

对照cXT\抑制剂组 2 ?1 .̀.n0 1̀2' 20 Ò2n0 .̀0' !0 !̀>n" 2̀O'

A6TRNRcXT\抑制剂组 2 ?0 2̀#n" Ò2'-4 !# !̀?n" 1̀!'-4 22 ?̀0n" 2̀0'-4

W值 #0> .̀" 0#" "̀" 0 00# "̀"
Y值 m" "̀"0 m" "̀"0 m" "̀"0
$注组与对照组比较''Ym" "̀"0(与 A6TRNR 组比较'-Ym" "̀"0(与对照cXT\抑制剂组比较'4Ym
" "̀"0"单因素方差分析'[RP9&检验#$A6TRNR组天冬酰胺合成酶短发夹 LNT(XT\组X'7;A激酶
$N5=,组M5&E'+,< G(=6 457=+5)8+5;E''Ym" "̀"0(45&E'+,< G(=6 A6TRNR 8+5;E'-Ym" "̀"0(45&E'+,<
G(=6 457=+5)cXT\(76(-(=5+8+5;E'4Ym" "̀"0 "Q7,9G'HTNQYT'[RP9&=,A=#$A6TRNR组A65+=6'(+E(7
LNT='+8,=(78'AE'+'8(7,AH7=6,='A,(XT\组X'7;AU(7'A,

组 E01 和 EL- 蛋白相对表达量均降低'差异均有统计
学意义"均Ym" "̀0#(A6TRNRcXT\抑制剂组 EL- 蛋白
相对表达量较 A6TRNR 组降低'差异有统计学意义"Ym
" "̀0#(A6TRNRcXT\抑制剂组 E01 和 EL- 蛋白相对表
达量较对照cXT\抑制剂组均降低'差异均有统计学
意义"均Ym" "̀"0#"图 .#,
!3P$各组细胞损伤情况比较

对照 组+ A6TRNR 组+ 对 照 cXT\抑 制 剂 组 及
A6TRNRcXT\抑制剂组的 '9D!Ti相对荧光强度分别
为 0 "̀"n" "̀.+" #̀#n" "̀1+" #̀.n" "̀1 及 " 2̀1n" "̀#'
总体比较差异有统计学意义 "Wr?> .̀!'Ym" "̀"0#,
其中 A6TRNR 组+对照cXT\抑制剂组+A6TRNRcXT\抑
制剂组 '9D!Ti相对荧光强度较对照组均减弱'差异
均有统计学意义"均 Ym" "̀"0#(A6TRNRcXT\抑制剂
组 '9D!Ti相对荧光强度较 A6TRNR 组和对照cXT\
抑制剂组均减弱'差异均有统计学意义"均 Ym" "̀##
"图 0"#,
!3Q$各组细胞 LJ%特征性蛋白表达水平比较

各组 \LW0>+MWNNC0+WXJ0 及 C%RW0 相对表达

量总体比较'差异均有统计学意义
"WrO" >̀2+!! ?̀!+?0 2̀#+!1 .̀?'均
Ym" "̀"0#, 与对照组相比'A6TRNR

组+对照cXT\抑制剂组和 A6TRNRc

XT\抑制剂组 \LW0> 及 MWNNC0 蛋
白相对表达量增加'WXJ0 和 C%RW0

蛋白相对表达量减少'差异均有统计
学意义"均 Ym" "̀##(与 A6TRNR 组和
对照cXT\抑制剂组相比'A6TRNRc

XT\抑制剂组 \LW0>+MWNNC0 蛋白
相对表达量增加'WXJ0+C%RW0 蛋白
相对表达量减少'差异均有统计学意
义"均 Ym" "̀##"图 00'表 2#,
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对照组 shASNS组 对照+JAK抑制剂组 shASNS+JAK抑制剂组
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图 P9各组细胞衰老情况$Tm各组细胞 &9半乳糖苷酶染色图"p0""'标尺r!"" $&#$Cm各组 &9半乳糖苷酶阳性细胞占比的比较$Wr!"> 2̀"'

Ym" "̀"03与对照组比较''Ym" "̀"0(与 A6TRNR 组比较'-Ym" "̀"0(与对照cXT\抑制剂组比较'4Ym" "̀"0"单因素方差分析'[RP9&检验(.r2#$
0m对照组(!mA6TRNR 组(2m对照cXT\抑制剂组(?mA6TRNRcXT\抑制剂组$A6TRNRm天冬酰胺合成酶短发夹 LNT(XT\mX'7;A激酶
<2=.('P9B'55.50(-','-*',*'2,/233'(',)=(+.&-$Tm&98')'4=5A(<'A,A='(7(78(&'8,A"p0""'A4'),-'+r!"" $&#$CmM5&E'+(A57 5*&98')'4=5A(<'A,9

E5A(=(S,4,))E,+4,7='8,A'&5788+5;EA$Wr!"> 2̀"'Ym" "̀"03M5&E'+,< G(=6 457=+5)8+5;E''Ym" "̀"0(45&E'+,< G(=6 A6TRNR 8+5;E'-Ym" "̀"0(

45&E'+,< G(=6 457=+5)cXT\(76(-(=5+8+5;E'4Ym" "̀"0 "Q7,9G'HTNQYT'[RP9&=,A=(.r2#$0m457=+5)8+5;E(!mA6TRNR 8+5;E(2m457=+5)cXT\(76(-(=5+
8+5;E(?mA6TRNRcXT\(76(-(=5+8+5;E$A6TRNRmA65+=6'(+E(7 LNT='+8,=(78'AE'+'8(7,AH7=6,='A,(XT\mX'7;AU(7'A,
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图 Q94'-)'(,85+)检测各组细胞 &?G4&O8蛋白水平$TmE014EL- 蛋白表达电泳图$Cm各组 E01 蛋白相对表达量比较$Wr?? 2̀0'Ym" "̀"03

与对照组比较''Ym" "̀"0(与 A6TRNR 组比较'-Ym" "̀"0(与对照cXT\抑制剂组比较'4Ym" "̀"0"单因素方差分析'[RP9&检验(.r2#$Mm各组 EL-

蛋白相对表达量比较$Wr0O0 !̀"'Ym" "̀"03与对照组比较''Ym" "̀"0(与 A6TRNR 组比较'-Ym" "̀"0(与对照cXT\抑制剂组比较'4Ym" "̀"0"单
因素方差分析'[RP9&检验'.r2#$0m对照组(!mA6TRNR 组(2m对照cXT\抑制剂组(?mA6TRNRcXT\抑制剂组$KTJPDm甘油醛929磷酸脱氢酶
<2=.('Q9&?G 0,/&O8&(+)'2,'%&('--2+,2,/233'(',)=(+.&-/')'*)'/86 4'-)'(,85+)$Tm%),4=+5E65+,=58+'&5*E01 '7< EL- E+5=,(7 ,:E+,AA(57A$

CmM5&E'+(A57 5*+,)'=(S,E01 E+5=,(7 ,:E+,AA(57 ),S,)'&578<(**,+,7=8+5;EA$Wr?? 2̀0'Ym" "̀"03M5&E'+,< G(=6 457=+5)8+5;E''Ym" "̀"0(45&E'+,< G(=6

A6TRNR 8+5;E'-Ym" "̀"0(45&E'+,< G(=6 457=+5)cXT\(76(-(=5+8+5;E'4Ym" "̀"0 "Q7,9G'HTNQYT'[RP9&=,A=(. r2#$MmM5&E'+(A57 5*+,)'=(S,EL-

E+5=,(7 ,:E+,AA(57 ),S,)'&578<(**,+,7=8+5;EA$Wr0O0 !̀"'Ym" "̀"03M5&E'+,< G(=6 457=+5)8+5;E''Ym" "̀"0(45&E'+,< G(=6 A6TRNR 8+5;E'-Ym" "̀"0(

45&E'+,< G(=6 457=+5)cXT\(76(-(=5+8+5;E'4Ym" "̀"0 "Q7,9G'HTNQYT'[RP9&=,A=(.r2#$0m457=+5)8+5;E(!mA6TRNR 8+5;E(2m457=+5)cXT\(76(-(=5+
8+5;E(?mA6TRNRcXT\(76(-(=5+8+5;E$KTJPDm8)H4,+')<,6H<,929E65AE6'=,<,6H<+58,7'A,

表 !9各组不同时间点细胞活力值比较"%Y&'Z#
[085'!9B+4&0(2-+,+3*'55M208252)6 0)/233'(',))24'&+2,)-04+,= /233'(',)=(+.&-"%Y&'Z#

组别 样本量
不同时间点细胞活力值比较

培养 0 < 培养 ! < 培养 2 < 培养 ? < 培养 # <

对照组 2 " #̀#1n" "̀0! " #̀1On" "̀"1 " #̀2#n" "̀0! " ?̀.#n" "̀"O " ?̀2"n" "̀01
A6TRNR 组 2 " #̀?1n" "̀".' " 1̀21n" "̀".' " 1̀.1n" "̀0?' " Ò0?n" "̀0"' " Ò!.n" "̀"2'

对照cXT\抑制剂组 2 " #̀?!n" "̀"O' " 1̀"#n" "̀"1' " 1̀2>n" "̀00' " 1̀?#n" "̀">' " 1̀?"n" "̀"1'

A6TRNRcXT\抑制剂组 2 " #̀?1n" "̀02'-4 " 1̀1!n" "̀"?'-4 " Ò0.n" "̀"#'-4 " Ò11n" "̀"1'-4 " >̀""n" "̀"O'-4

W值 0 "̀2 001 ?̀" 0O! "̀" 11? 1̀" .2? !̀"
Y值 m" "̀"0 m" "̀"0 m" "̀"0 m" "̀"0 m" "̀"0
$注m与对照组比较''Ym" "̀0(与 A6TRNR 组比较'-Ym" "̀"0(与对照cXT\抑制剂组比较'4Ym" "̀"0"单因素方差分析'[RP9&检验#$A6TRNRm天冬酰
胺合成酶短发夹 LNT(XT\mX'7;A激酶
$N5=,mM5&E'+,< G(=6 457=+5)8+5;E''Ym" "̀0(45&E'+,< G(=6 A6TRNR 8+5;E'-Ym" "̀"0(45&E'+,< G(=6 457=+5)cXT\(76(-(=5+8+5;E'4Ym" "̀"0 "Q7,9G'H
TNQYT'[RP9&=,A=#$A6TRNRmA65+=6'(+E(7 LNT='+8,=(78'AE'+'8(7,AH7=6,='A,(XT\mX'7;AU(7'A,

@9讨论

近年来越来越多的研究表明'细胞内的氨基酸代谢
在视网膜疾病中发挥重要作用

-0O_0.. , \,+A=,7 等-!".
利

用微型液相色谱质谱联用技术 "&(4+5[M9hR#鉴定了

ThP患者血清中谷氨酰胺水平高于健康人群(['s7A
等

-!0.
利用超高效液相色谱质谱联用技术"dDJ[M9hR#

同样发现 ThP患者血清中谷氨酰胺水平高于健康人
群, TRNR 作为重要的氨基酸代谢酶'其在细胞应激和
代谢中的调节作用日益受到关注,本课题组前期研究
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图 ?"9细胞免疫荧光检测各组细胞损伤情况$T&各组细胞免疫荧
光染色图"异硫氰酸荧光素 p!""'标尺r0"" $&#$C&各组 '9D!Ti

荧光强度比较$Wr?> .̀!'Ym" "̀"03与对照组比较''Ym" "̀"0(与

A6TRNR 组比较'-Ym" "̀"0(与对照cXT\抑制剂组比较'4Ym" "̀"0
"单因素方差分析'[RP9&检验(.r2#$0&对照组(!&A6TRNR 组(2&对
照cXT\抑制剂组(?&A6TRNRcXT\抑制剂组$A6TRNR&天冬酰胺合
成酶短发夹 LNT(XT\&X'7;A激酶
<2=.('?"9B'55/040='/')'*)'/86 244.,+35.+('-*',*'-)02,2,=$
T&I&&;75*);5+,A4,74, A='(7(78 (&'8,A " ZIWM p!""' A4'), -'+r
0"" $&# $ C& M5&E'+(A57 5*'9D!Ti *);5+,A4,74,(7=,7A(=H'&578

8+5;EA$Wr?> .̀!'Ym" "̀"03M5&E'+,< G(=6 457=+5)8+5;E''Ym" "̀"0(

45&E'+,< G(=6 A6TRNR 8+5;E'-Ym" "̀"0(45&E'+,< G(=6 457=+5)cXT\

(76(-(=5+8+5;E'4Ym" "̀"0 " Q7,9G'HTNQYT' [RP9&=,A=( . r2 # $
0&457=+5)8+5;E( !& A6TRNR 8+5;E( 2& 457=+5)cXT\ (76(-(=5+8+5;E(
?&A6TRNRcXT\(76(-(=5+8+5;E$A6TRNR&A65+=6'(+E(7 LNT='+8,=(78
'AE'+'8(7,AH7=6,='A,(XT\&X'7;AU(7'A,

KRT18

CTNNB1

TJP1

BEST1

GAPDH

对照组 shASNS组
对照+JAK
抑制剂组

shASNS+JAK
抑制剂组

图 ??9各组细胞 :O[?P组B[SSD?组[4>? 和 D$R[? 蛋白表达电泳
图$\LW0>&细胞角蛋白 0>(MWNNC0&&9连环蛋白(WXJ0&紧密连接
蛋白 0(C%RW0&视网膜离子通道蛋白(KTJPD&甘油醛929磷酸脱氢
酶(A6TRNR&天冬酰胺合成酶短发夹 LNT(XT\&X'7;A激酶
<2=.('?? 9 $5'*)(+&I+(')+=(04 +3:O[?P' B[SSD?' [4>?' 0,/
D$R[? &(+)'2,-'%&('--2+,2,/233'(',)=(+.&-$\LW0>&U,+'=(7 0>(
MWNNC0&&9M'=,7(7(WXJ0&=(86=@;74=(57 E+5=,(7 0(C%RW0&-,A=+5E6(790(
KTJPD&8)H4,+')<,6H<,929E65AE6'=,<,6H<+58,7'A,(A6TRNR&A65+=6'(+E(7
LNT='+8,=(78'AE'+'8(7,AH7=6,='A,(XT\&X'7;AU(7'A,

成功采用 D!Q! 处理 TLJ%90. 细胞构建细胞氧化应激
损伤模型以研究 ThP的机制'该模型已然成为揭示
LJ%细胞衰老及 ThP病理机制的重要工具-01. , 故本

次实验延续采用 D!Q! 处理细胞构建 ThP细胞模型,

本实验结果发现 A6TRNR 组中 LJ%细胞增殖能力增强'

衰老 LJ%细胞数降低'推测敲减 TRNR 可能促进 LJ%

细胞的增殖'并抑制其衰老和凋亡,

在 ThP患者中'LJ%细胞的老化是 ThP发生和
发展的早期事件'并且与 ThP的严重程度密切相
关

- !!. , 研究表明'LJ%细胞的衰老会导致其对光氧化
应激的抵抗力降低'从而加速细胞凋亡和功能丧失'这
一过程在 ThP的病理生理中发挥着核心作用 - !2. ,
XT\FRWTW信号通路是一个进化上保守的信号通路'
由 XT\家族和 RWTW家族共同组成'在炎症过程中起
重要作用

- !?_!#. , 虽然 ThP的病因目前尚不清楚'但
有证据表明炎症在其发生和发展中起重要作用

- !1. ,
研究发现 XT\FRWTW信号通路的激活与 ThP的发生
和发展密切相关

- !O_!>. , P;74'7 等 - !..
发现 W[L2 激活

后通过 NZ9)C诱导促炎细胞因子释放'这些细胞因子
与其受体结合后'激活 XT\9RWTW信号通路'XT\9RWTW
驱动 W[L2FNZ9)C正反馈循环导致炎症信号放大'这
可能与 ThP病理机制相关, D'))'U 等 - 2".

研究发现患

有自身免疫性疾病的人群中'XT\抑制剂的使用能显
著降低 ThP发生风险, 在本研究中'A6TRNRcXT\抑
制剂组和对照cXT\抑制剂组中衰老的 LJ%细胞较对
照组明显减少'提示敲低 TRNR 或使用 XT\抑制剂能
降低 ThP的风险'进一步加深了 XT\FRWTW通路在
ThP中的调控作用, 本研究发现'TRNR 可能通过调
节 XT\FRWTW通路影响 LJ%细胞衰老'A6TRNR 组
XT\! &LNT和蛋白表达较对照组降低'A6TRNRcXT\
抑制剂组 XT\! &LNT和蛋白表达较对照cXT\抑制
剂组降低'表明下调 TRNR 可通过抑制 XT\通路调节
细胞存活和增殖 ,A6TRNR组LQR水平较对照组显著

!""1! 中华实验眼科杂志 !"!# 年 O 月第 ?2 卷第 O 期$M6(7 X%:E QE6=6')&5)'X;)H!"!#'Y5)3?2'N53O
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表 @9各组细胞 O>$特征性蛋白相对表达量比较"%Y&'Z#
[085'@9B+4&0(2-+,+3*I0(0*)'(2-)2*&(+)'2,-'%&('--2+,-+3O>$*'55-04+,= /233'(',)=(+.&-"%Y&'Z#

组别 样本量 \LW0> MWNNC0 WXJ0 C%RW0

对照组 2 " 0̀#n" "̀? " ?̀"n" "̀? " >̀"n" "̀> 0 "̀"n" "̀.
A6TRNR 组 2 " ?̀0n" "̀2' " Ò0n" "̀1' " ?̀!n" "̀#' " 1̀0n" "̀O'

对照cXT\抑制剂组 2 " 2̀!n" "̀?' " 1̀#n" 0̀0' " 1̀!n" "̀.' " >̀0n" 0̀"'

A6TRNRcXT\抑制剂组 2 " 1̀>n" "̀O'-4 0 "̀!n" 0̀2'-4 " !̀2n" "̀?'-4 " ?̀"n" "̀>'-4

W值 O" >̀2 !! ?̀! ?0 2̀# !1 .̀?
Y值 m" "̀"0 m" "̀"0 m" "̀"0 m" "̀"0

$注&与对照组比较''Ym" "̀#(与 A6TRNR 组比较'-Ym" "̀#(与对照cXT\抑制剂组比较'4Ym" "̀"0"单因素方差分析'[RP9&检验#$LJ%&视网膜色
素上皮(\LW0>&细胞角蛋白 0>(MWNNC0&&9连环蛋白(WXJ0&紧密连接蛋白 0(C%RW0&视网膜离子通道蛋白(A6TRNR&天冬酰胺合成酶短发夹 LNT(
XT\&X'7;A激酶
$N5=,&M5&E'+,< G(=6 457=+5)8+5;E''Ym" "̀#(45&E'+,< G(=6 A6TRNR 8+5;E'-Ym" "̀#(45&E'+,< G(=6 457=+5)cXT\(76(-(=5+8+5;E'4Ym" "̀"0 "Q7,9G'H
TNQYT'[RP9&=,A=#$LJ%&+,=(7')E(8&,7=,E(=6,)(;(\LW0>&U,+'=(7 0>(MWNNC0&&9M'=,7(7(WXJ0&=(86=@;74=(57 E+5=,(7 0(C%RW0&-,A=+5E6(790(A6TRNR&
A65+=6'(+E(7 LNT='+8,=(78'AE'+'8(7,AH7=6,='A,(XT\&X'7;AU(7'A,
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图 ?!9各组细胞蛋白免疫荧光染色图"异硫氰酸荧光素 p!""'标尺r0"" $&#$A6TRNR&
天冬酰胺合成酶短发夹 LNT(XT\&X'7;A激酶(\LW0>&细胞角蛋白 0>(MWNNC0&&9连环蛋
白(WXJ0&紧密连接蛋白 0(C%RW0&视网膜离子通道蛋白
<2=.('?! 9 H44.,+35.+('-*',*'-)02,2,= 240='-+3&(+)'2,-'%&('--2+,-2, /233'(',)
=(+.&-/')'*)'/86 244.,+35.+('-*',*'-)02,2,= " ZIWM p!""'A4'),-'+r0"" $&# $
A6TRNR&A65+=6'(+E(7 LNT='+8,=(78'AE'+'8(7,AH7=6,='A,(XT\&X'7;AU(7'A,(\LW0>&U,+'=(7
0>(MWNNC0&&9M'=,7(7(WXJ0&=(86=@;74=(57 E+5=,(7 0(C%RW0&-,A=+5E6(790

降低'表明 TRNR 敲低可能增强细胞的抗
氧化应激能力'推测 TRNR 可能是细胞氧
化还原平衡的关键调节因子组 流式细胞
仪检测结果显示'A6TRNR 组细胞凋亡率
下降+K! 期细胞增加'表明 TRNR 敲低可
能导致 K! 期细胞增多'提示 TRNR 在细
胞周期调控中可能发挥重要作用组 hWW

实验结果显示'相对于对照组'A6TRNR
组+对照cXT\抑制剂组和 A6TRNRcXT\

抑制剂组中细胞增殖速度加快(相对于
A6TRNR 组'对照cXT\抑制剂组细胞增
殖速度减慢+A6TRNRcXT\抑制剂组中细
胞增殖速度加快'提示抑制 TRNR 可能通
过影响细胞代谢途径来促进细胞增殖组

为进一步研究 26S6 基因敲减对 LJ%细
胞衰老及损伤的影响'本研究通过 &9半
乳糖苷酶染色检测各组细胞衰老情况'

结果显示'A6TRNR 组和对照cXT\抑制
剂组的细胞衰老程度相较于对照组显著

降低'尤其是 A6TRNRcXT\抑制剂组的
衰老细胞比例显著降低组 本研究进一步
检测了各组衰老相关蛋白 E01+EL- 的表
达'证实 A6TRNR 可抑制 D!Q! 诱导的

LJ%细胞衰老组
j,A=,+7 -)5=结果显示'A6TRNR 组

细胞 \LW0> 和 MWNNC0 蛋白表达增加'

而 WXJ0 和 C%RW0 蛋白表达下降'表明
TRNR 敲低改变了与衰老 LJ%细胞功能
和完整性相关的关键标志物的表达组

这种分子_表型关系证明了 TRNR 在维
持细胞稳态中的重要性'并凸显了其作

!0"1!中华实验眼科杂志 !"!# 年 O 月第 ?2 卷第 O 期$M6(7 X%:E QE6=6')&5)'X;)H!"!#'Y5)3?2'N53O
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为细胞存活和增殖失调相关疾病治疗靶点的潜力, 同
样对照cXT\抑制剂组细胞 \LW0> 和 MWNNC0 蛋白表
达增加'而 WXJ0 和 C%RW0 蛋白表达下降'说明 XT\通
路的抑制可能与 LJ%细胞的特征性标志物表达增强
相关'表明该通路在 LJ%细胞的生物学功能中可能扮
演着复杂的调控角色,

本研究揭示了敲减 TRNR 可通过抑制 XT\通路延
缓 LJ%细胞的衰老'为 ThP研究提供了新的视角,
未来应进一步探讨 TRNR 在不同类型的 ThP'如湿性
和干性 ThP中的作用'以及深入研究 TRNR 或 XT\F
RWTW通路调控机制'以实现 ThP的早期预警和治
疗, 此外'进一步的动物模型实验和临床研究将有助
于验证 TRNR 作为潜在治疗靶点的实际效果,
利益冲突$所有作者均声明不存在利益冲突
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