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J-0S通过抑制 (1:A!核转位负调控视网膜
神经节细胞自噬
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""%摘要&"目的"探讨神经视蛋白'J-0S(是否通过调控早期生长反应因子 !'(1:A!(的核转位影响小鼠
视网膜神经节细胞'LMG(的自噬活性)"方法"体外培养 LMGAS 细胞"构建 J-0SA短发夹 LRI'Y3LRI(慢病
毒感染细胞作为 Y3J-0S 组"以 Y7:*)X,.Y3LRI慢病毒感染细胞作为 Y3LRI对照组) 采用细胞计数试剂盒A@
'GGkA@(法检测感染后 %*#$*$@*'#*UQ 和 !#% 3 细胞增殖活性#采用流式细胞术分析细胞凋亡率#分别采用实
时荧光定量 OGL和 g.Y5.:0 X,45检测 J-0S*(1:A! 及自噬标志物'PG&A%Z&*-Q#*?.7,+0A!()LRI和蛋白表达#采
用免疫荧光双染色法观察 J-0S 与 (1:A!*PG& 和 -Q# 的共定位#采用 )LHOAMHOAPG& 串联荧光蛋白系统监测自
噬流#采用免疫共沉淀法验证 J-0S 与 (1:A!相互作用#采用核质分离实验分析 (1:A!亚细胞定位)"结果"各组
细胞随感染后时间延长"增殖活性呈上升趋势) 与 Y3LRI对照组相比"Y3J-0S 组感染后 UQ 和 !#% 3 细胞增
殖活性明显降低"差异均有统计学意义 '均 !V%F%%!(#Y3J-0S 组细胞在感染后 '# 3 的凋亡率为 'UF@@T
%F!'(m"高于 Y3LRI对照组的 ' SF$$T%F!S(m"差异有统计学意义 '!V%F%%!() Y3J-0S 组 J-0S 及 (1:A!
)LRI和蛋白相对表达量均明显低于 Y3LRI对照组"差异有统计学意义'均 !V%F%%!() Y3J-0S 组 PG&A%Z&比
值*?.7,+0A!蛋白相对表达量均高于 Y3LRI对照组"-Q# 蛋白相对表达量低于 Y3LRI对照组"差异均有统计学意
义'均 !V%F%%!() 双荧光系统显示"与 Y3LRI对照组比较"Y3J-0S 组红色荧光强度增强"自噬流增强) 免疫共
沉淀法显示 J-0S 与 (1:A!直接结合"Y3J-0S组 J-0S 与 (1:A!相互作用较 Y3LRI对照组减弱) 核质分离实验结
果显示"Y3LRI对照组和 Y3J-0S 组 (1:A!蛋白核质分布比例分别为'@%FS&T'FUQ(m和'!&F$'T!F$@(m"组间比
较差异有统计学意义'!V%F%%!()"结论"J-0S 通过介导 (1:A! 的核转位发挥转录调控功能"进而负向调节
LMGY的自噬活性) 这一发现为阐明光感受器蛋白 J-0S 在近视发生和发展中的作用提供了新机制)"
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]#%##_%&'^

BJDc!%6&'Q%Z7)*6/670!!SU@UA#%#S%S!$A%%!S#

""近视已成为全球范围内发病率高*影响人群广的
视觉健康问题) 世界卫生组织数据显示"全球近视患
病率已从 #%%% 年的 ##m攀升至 #%#% 年的 &$m"预计
#%S% 年将影响全球近 S%m的人口 + !, ) 近年来"近视发
病年龄呈低龄化趋势"已成为儿童视力障碍的首要原
因) 神经视蛋白 ' 0.9:4-Y+0"J-0S(是一种对 &@% 0)
紫外光敏感的非视觉视蛋白"主要表达于视网膜神经
节细胞':.5+0*,1*01,+40 7.,,Y"LMGY() 研究表明"&Q%i
$%% 0)波段的可见紫光'b+4,.5,+135" P̀(可通过 J-0S
依赖的途径"显著抑制透镜离焦诱导的小鼠近视进
展

+ #, ) 该保护作用的潜在机制主要包括$'!(上调具
有近视保护作用的基因111早期生长反应因子 !
'.*:,81:4C53 :.Y-40Y.!"(1:A!(的表达#'#(调控 LMGY
的正视化功能) LMGY作为视网膜向中枢神经系统传
递视觉信号的关键神经元"其功能状态被认为在调节
眼轴生长和屈光发育中发挥重要作用

+ &NS, ) 值得注意
的是"形觉剥夺作为诱导近视的经典方法"可导致
LMGY数量减少并伴随其功能异常 + Q, ) 这种 LMGY的
病理改变"可能通过激活细胞自噬与凋亡等途径"参与
并加剧近视进展

+ ', ) (1:A! 作为重要的转录因子"需转
位至细胞核内才能调控下游基因表达) 已有研究指
出"(1:A! 可抑制细胞自噬"进而诱导细胞凋亡 + @, ) 然
而"主要定位于细胞质的J-0S"是否通过调控(1:A! 的
核转位来影响 LMGY的自噬功能"目前尚不清楚) 本
研究通过构建 J-0S 敲减的 LMGAS 细胞模型"系统探
究 J-0SA(1:A! 通路调控自噬的分子机制"旨在为近视
防控提供新的潜在靶点)

C7材料与方法

C6C"主要材料及试剂
小鼠视网膜神经节细胞系 LMGAS 购自中国科学

院上海细胞库) J-0S 短发夹 LRI'Y34:53*+:-+0 LRI"
Y3LRI(慢病毒颗粒 '上海吉凯基因医学科技公司(#
凋亡检测试剂盒'美国 ?B公司(#K:+n4,试剂盒'美国

D0b+5:41.0 公司(#O:+).:=7:+-5K> 反转录试剂盒*=l?L
M:..0 LKAOGL试剂盒'大连宝生物工程有限公司(#胎
牛血清*胰蛋白酶'美国 M+X74公司(#B>(>基础培养
基'美国 d8G,40.公司 (#细胞计数试剂盒 @ ' G.,,
G4905+01k+5A@"GGkA@( '上海贝博生物科技有限公
司(#全蛋白提取试剂盒*?GI蛋白含量检测试剂盒
'南京凯基生物科技有限公司(#青链霉素*$r"QA二脒
基A#A苯基吲哚'$r"QA;+*)+;+04A#A-3.08,+0;4,."BIOD(*
核质分离试剂盒 '北京索莱宝科技有限公司 (#兔抗
J-0S 多克隆抗体'美国 =+1)*公司(#兔抗 (1:A! 和甘
油 醛A&A磷 酸 脱 氢 酶 ' 1,87.:*,;.38;.A&A-34Y-3*5.
;.38;:41.0*Y."MIOBd(多克隆抗体*HDKG标记山羊抗
兔二抗*H,94:SU$ 标记山羊抗鼠二抗'美国 I\\+0+58公
司(#兔抗 -Q#*?.7,+0A! 和 PG&?多克隆抗体"荧光标
记鼠抗 PG& 和 -Q# 抗体'美国 IX7*)公司(#荧光标记
兔抗 J-0S 抗体'美国 K3.:)4公司()
C6D"方法
C6D6C"细胞培养*慢病毒转染及分组处理"将 LMGAS
细胞按 So!%$

个Z),的密度接种于 Q 孔板中"待细胞融
合度达 Q%mi'%m时进行慢病毒感染) 根据预实验确
定最佳感染复数 '>JDE#%("分别将浓缩的 Y7:*)X,.
Y3LRI慢病毒颗粒 'Y3LRI对照组(或 J-0S 靶向的
Y3LRI慢病毒颗粒'Y3J-0S 组(与含有 S #1Z),聚凝
胺的完全培养基混合"加入细胞培养孔中#感染 !Q 3
后"更换为新鲜完全培养基继续培养#感染 '# 3 后"于
荧光显微镜下观察绿色荧光蛋白表达情况以初步评估

转染效率#随后"改用含有 # #1Z),嘌呤霉素的培养基
进行持续筛选"直至获得稳定转染的细胞系) 通过流
式细胞术进一步确认稳定细胞系的 MHO阳性率均W
U%m) Y3J-0S 序 列 为$ SrAGGMMGMGKIKGKMIIMI
KGKMKKIKGKGMIMIKIIGIMIKGKKGIMIKIMGMKKK
KKMA&r) 将上述构建的稳定转染细胞系置于含 !%m胎
牛血清*!m青链霉素的 B>(>培养基中"在 &' q*
Sm GJ# 的饱和湿度培养箱中培养"#i& ; 更换一次培
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养基#待细胞生长至约 @%m融合时"用含质量分数
%F#Sm胰蛋白酶进行消化传代"用于后续实验)
C6D6D"GGkA@ 法检测各组细胞增殖活性"取对数生
长期细胞"以 !FSo!%S

个Z),的密度接种于 UQ 孔板'每
孔 !%% #,("培养 #$ 3 后进行分组感染"继续于 &' q
培养箱中培养) 分别于感染后 %* #$* $@* '#* UQ 和
!#% 3"每孔加入 !% #,GGkA@ 溶液"&' q避光孵育 # 3
后"使用酶标仪测定 $S% 0)波长处的吸光度'F(值)
C6D6H"实时荧光定量 OGL检测各组细胞中 J-0S 和
(1:A! )LRI表达"按照 !6#6! 所述方法分组处理细
胞"分别于感染前及感染后 '# 3 收集细胞"弃去培养
基"使用预冷的 O?= 轻柔洗涤细胞 # 次#每孔加入
%F#Sm胰蛋白酶消化约 ! )+0"待细胞变圆后"加入含
血清的完全培养基终止消化#将细胞悬液转移至离心
管"于 $ q*! %%% :Z)+0 离心 S )+0"收集细胞沉淀)
所有操作在冰上进行以维持 LRI稳定性) 采用 K:+n4,
试剂提取细胞总 LRI"使用微量分光光度计检测 LRI
纯度与浓度"要求 I#Q%ZI#@% 比值介于 !F@i#F%) 将
各组 LRI样本浓度统一调整为 S%% 01Z#,"并使用
O:+).=7:+-5LK>*Y5.:>+[试剂盒将 ! #1总 LRI反转
录 为 7BRI) 引 物 序 列$ J-0S 正 向 SrA
MGGKMMIKKGGKKIKMGMA&r"反向 SrAKMIGGKMMKIM
IKMIKKMMA&r#(1:A! 正向 SrAGMIKMMKMMIMIGMIM
KKIA&r"反向 SrAIIMIMMKGMMIMMIKKMMA&r#MIOBd
正 向 SrAIMMKGMMKMKMIIGMMIKKKMA&r" 反 向 SrA
KMKIMIGGIKMKIMKKMIMMKGIA&r) 所用引物由上
海生工生物工程股份有限公司合成) 实时荧光定量
OGL反应体系如下$ =l?LO:.)+[([K*e % !% #,"
正*反向引物'!% #)4,ZP(各 %F@ #,"7BRI模板 # #,"
灭菌双蒸水 QF$ #,) 反应条件为$US q预变性 &% Y#
US q变性 S Y"Q% q退火延伸 &% Y"共 $% 个循环) 反
应结束后"通过熔解曲线分析确认产物特异性) 以
MIOBd基因作为内参"采用 #N$$G5

法计算 J-0S 及
(1:A! )LRI相对表达量) 所有实验均独立重复 & 次)
C6D6I"g.Y5.:0 X,45法检测各组细胞中 J-0S*(1:A!*
PG&A%Z&*OQ#*?.7,+0A! 蛋白表达"分别收集生长状
态良好的 Y3LRI对照组与 Y3J-0S 组稳定感染细胞
'Q 孔板培养(#弃去培养基"用预冷的 O?= 轻柔洗涤
细胞 & 次#每孔加入 !@% #,含蛋白酶抑制剂的 LDOI
裂解液"冰上裂解 &% )+0#用细胞刮收集裂解物"转移
至预冷的 !FS ),离心管中"冰浴 !% )+0"随后于 $ q*
!S %%%o1条件下离心 !S )+0"小心吸取上清液) 采用
?GI蛋白浓度测定试剂盒测定上清液中的蛋白浓度#
加入 So蛋白上样缓冲液调整蛋白浓度后"煮沸 !% )+0

使蛋白变性"每孔上样 !S #1蛋白"经 !%m的 =B=A
OIM(电泳分离后转印至 Ò BH膜#将膜置于快速封
闭液室温封闭 &% )+0"K?=K'含 %F!mKC..0A#%(洗膜
& 次'每次 S )+0(后"分别加入 PG&?' ! p! %%%(*OQ#
'! pS %%%(*?.7,+0A!' ! p# %%%(和 MIOBd'! p& %%%(
一抗"$ q孵育过夜#K?=K洗膜 & 次'每次 S )+0("加
入相应二抗' ! pS %%%(室温孵育 ! 3"K?=K洗膜 & 次
'每次 S )+0() 使用超敏 (GP化学发光试剂盒显影"
?+4ALIB凝胶成像系统采集图像"D)*1._软件分析条
带灰度值"以 MIOBd为内参照"计算各目标蛋白相对
表达量)
C6D6J"免疫荧光双标记法检测 J-0S 与 PG&A%Z&*
OQ#*(1:A! 的 定 位 及 表 达 " 将 两 组 细 胞 按 # o
!%S
个Z),密度接种到 #$ 孔板"置于培养箱中培养

#$ 3"吸弃培养液"O?= 清洗 & 次'每次 S )+0(#加入预
冷的 $m多聚甲醛溶液'O?= 配制("室温固定 !S )+0#
O?= 清洗 & 次后"加入含 %F&m K:+540 jA!%% 的 O?= 溶
液"室温破膜 !% )+0#O?= 清洗 & 次"加入 !m ?=I"室
温封闭 ! 3#吸弃封闭液"直接加入用 !m ?=I稀释的
J-0S' ! p#%%(*PG&A&Z% ' ! p#%%(* -Q# ' ! p#%%(*
(1:A!'! p!%%(一抗"$ q孵育过夜#O?= 清洗 & 次'每
次 S )+0 (" 加 入 相 应 HDKG标 记 二 抗 '! p#%%( 和
H,94:SU$ 标记二抗' ! p#%%("室温避光孵育 ! 3#取出
细胞爬片"倒扣在滴有 BIOD的载玻片上"抗荧光淬灭
剂封片"采用激光共聚焦显微镜观察并拍照) 所有样
本在共聚焦显微镜下以相同参数采集图像$Q&o油镜"
激 光 强 度 !%m" 曝 光 时 间 #%% )Y" yAY5*7f 步 长
%FS #)"确保无像素饱和'最大像素值V$ %US() 采用
D)*1._软件进行 L4,,+01?*,,背景扣除'半径ES% 像
素() 目标蛋白 'J-0S 或 -Q#(的荧光强度定义为$
>.*0 D05.0Y+58E+"'目标区域像素值N背景像素值( Z
目标区域面积,) 为评估 J-0S 与 -Q# 的共定位情况"
选取 &% 个以上细胞"分别提取其 J-0S 通道'HDKG"绿
色(和 -Q# 通道'若无单独 -Q# 荧光通道"则使用 PG&
双染中的相应信号或进行单独染色(图像中目标区域
的荧光强度值) 采用 O.*:Y40 相关系数评估两通道荧
光信号的空间重叠程度"相关系数下降幅度 E' ! N
:Y3J-0S组 Z:Y3LRI对照组 (o!%%m)
C6D6K"免疫共沉淀法检测 J-0S 与 (1:A! 的相互作
用"参照 !6#6$ 方法收集细胞"加入裂解液于 $ q裂
解 &% )+0"于 $ q*!S %%%o1条件下离心 !% )+0"取上
清并采用 ?GI法测定总蛋白浓度#加入 J-0S 特异性
一抗稀释倍数于 $ q孵育过夜"再加入O:45.+0 IZM琼
脂糖磁珠于 $ q孵育 # 3"于 & %%% :Z)+0'离心半径为

!!#!中华实验眼科杂志 #%#Q 年 ! 月第 $$ 卷第 ! 期"G3+0 _([- J-353*,)4,"_*09*:8#%#Q" 4̀,6$$"R46!
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@FQ 7)(条件下离心 S )+0 收集磁珠"裂解缓冲液洗涤
&i$ 次"加入 !o=B= 上样缓冲液于 US q加热 S )+0
洗脱蛋白) 后续g.Y5.:0 X,45步骤同 !6#6$"加入J-0S
'! p! %%%(*(1:A!'! pS %%%(和 MIOBd'! p& %%%(一抗
及相应二抗进行孵育"并进行 (GP显影)
C6D6P"核质分离法检测 (1:A! 蛋白在细胞核和细胞
质中的分布"取约 So!%Q i!%o!%Q

个细胞"于 $q*
S%%o1条件下离心 & )+0"小心吸除培养基并尽量弃净
液体#用预冷的 O?= 洗涤细胞沉淀 # 次"向细胞沉淀
加入 $%% #,预冷的核质分离提取液 I"涡旋振荡混
匀"置于冰上振荡裂解 #%i&% )+0#在 $ q*! #%%o1条
件下离心 S )+0"收集上清液转移至另一预冷的洁净
离心管中"即为胞浆组分#剩余细胞沉淀用 O?= 重悬"
于 $ q*# %%%o1条件下离心 S )+0"弃上清"所得沉淀
即为细胞核组分"用 #%% #,保存液 ?重悬#取各组分
进行后续 g.Y5.:0 X,45分析) 核质分离操作全程在冰
上或 $ q环境下进行"以维持蛋白稳定性)
C6D6Q"流式细胞分析术检测各组细胞凋亡情况"各
组细胞于慢病毒感染并完成嘌呤霉素筛选后 '# 3 弃
去培养基"用预冷的 O?= 轻柔洗涤细胞 ! 次#加入
%F#Sm胰蛋白酶"于 &' q条件下消化约 ! )+0#终止消
化后转移至离心管中"于 $ q* &%% o1条件下离心
S )+0"收集细胞沉淀#用预冷的 O?= 重悬细胞"并调整
细胞密度至 !o!%Q

个Z),) 取 !%% #,细胞悬液至流式
管中"依次加入 S #,I00.[+0 ÀO(和 S #,'AIIB染
色液"轻轻混匀后"于室温 ' #S q(避光条件下孵育
!S )+0#孵育结束后"立即向每管中加入 $%% #,预冷
的 !oI00.[+0 `结合缓冲液"并于 ! 3 内上机检测细胞
凋亡率) 以 I00.[+0 ÀO(为横坐标*'AIIB为纵坐标
设立四象限"细胞凋亡率为早期凋亡细胞't& 象限(与
晚期凋亡细胞't# 象限(百分比之和) 每组实验独立重
复 Q 次)
C6H"统计学方法

采用 =O== #$F% 软 件 进 行 数 据 分 析" 采 用
M:*-3O*; O:+Y)@F% 软件进行统计作图) 计量资料数
据经 =3*-+:4Ag+,f 检验证实符合正态分布"以!TTG表
示) 两组间各参数比较采用独立样本 A检验) 采用双
尾检验"以 !V%F%S 为差异有统计学意义)

D7结果

D6C"J-0S 敲减效率验证及敲减后 (1:A! 的表达变化
实时荧光定量 OGL结果显示"Y3J-0S 组 J-0S

)LRI相对表达量为 %FS!T%F%$"明显低于 Y3LRI对
照组"差异有统计学意义'AE!QF$'"!V%F%%!("Y3J-0S

组细胞敲减效率为' $@F&%TSF##(m#Y3J-0S 组 (1:A!
)LRI相对表达量为 %F$QT%F%&"明显低于 Y3LRI对
照组"差异有统计学意义 ' AE!$FU!" !V%F%%! ()
g.Y5.:0 X,45结果显示"Y3J-0S 组 J-0S 和 (1:A! 蛋白
相对表达量为 %F!&T%F%# 和 %F!UT%F%&"均明显低于
Y3LRI对照组的 !F$QT%F%& 和 !F'!T%F%'"差异均有
统计学意义'AE&#F!$*@'F&&"均 !V%F%%!('图 !()
D6D"各组细胞增殖活性和凋亡情况

GGkA@ 检测结果显示"细胞增殖活力随培养时间
延长而增强) Y3J-0S 组细胞在感染后 $@ 3 即开始表
现出增殖抑制趋势"且在感染后 UQ 与 !#% 3 的增生
F值明显低于 Y3LRI对照组"差异具有统计学意义
'均 !V%F%%!('图 #()
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图 C7各组 8@,J 和 XA*VC /<_5及蛋白表达"I量# 个组细胞 J-0S

和 (1:A! )LRI相对表达水平比较"与 Y3LRI对照组相比"*!V
%F%%!'独立样本 A检验"$E&("?量各组 J-0S 和 (1:A! 的蛋白表达
电泳图"Y3LRI量短发夹 LRI#J-0S量神经视蛋白#(1:A!量早期生长反
应因子 !#MIOBd量甘油醛A&A磷酸脱氢酶
?1A(*$C7O3$$G@*$++1','#8@,J ",-XA*VC /<_5 ",-@*'%$1,
0$%2$$,%2' A*'(@+" IcG4)-*:+Y40 4\:.,*5+b.)LRI .[-:.YY+40
,.b.,Y4\J-0S *0; (1:A! X.5C..0 53.5C41:49-Y"G4)-*:.; C+53 53.

Y3LRI7405:4,1:49-a*!V%F%%! ]D0;.-.0;.05Y*)-,.YAA5.Y5a$E& "̂
?c(,.75:4-34:.541:*)4\J-0S *0; (1:A! -:45.+0 .[-:.YY+40"Y3LRIc
Y34:53*+:-+0 LRIhJ-0Sc0.9:4-Y+0h(1:A!c.*:,81:4C53 :.Y-40Y.!h
MIOBdc1,87.:*,;.38;.A&A-34Y-3*5.;.38;:41.0*Y.
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图 D7各组慢病毒感染后不同时间点增殖活性比较"与 Y3LRI对照
组相比"*!V%F%! '独立样本 A检验"$ E&( "Y3LRI量短发夹 LRI#
J-0S量神经视蛋白
?1A(*$D7='/@"*1+','#.$))@*')1#$*"%1',".%1:1%& "%-1##$*$,%%1/$
@'1,%+"#%$*)$,%1:1*")1,#$.%1'," G4)-*:.; C+53 53.Y3LRI 7405:4,
1:49-a*!V%F%! ]D0;.-.0;.05Y*)-,.YAA5.Y5a$ E& "̂Y3LRIcY34:5
3*+:-+0 LRIhJ-0Sc0.9:4-Y+0
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图 H7各组感染后 PD 3细胞凋亡率比较"I2各组组细胞凋亡流式细胞图"?2各组细胞凋亡率

比较"与 Y3LRI对照组相比"*!V%F%%!'独立样本 A检验"$E&("Y3LRI2短发夹 LRI#J-0S2视
神经蛋白

?1A(*$H 7 ='/@"*1+', '#"@'@%'+1+*"%$+'#.$))+PD 3'(*+"#%$*1,#$.%1',0$%2$$,%3$%2'
A*'(@+7IcH,4C7854).5:8-,454\7.,,*-4-54Y+Y+0 53.5C41:49-Y"?cG4)-*:+Y40 4\*-4-54Y+Y:*5.Y

X.5C..0 53.5C41:49-Y"G4)-*:.; C+53 53.Y3LRI7405:4,1:49-a*!V%F%%! ]D0;.-.0;.05Y*)-,.Y
AA5.Y5a$E& "̂Y3LRIcY34:53*+:-+0 LRIhJ-0Sc0.9:4-Y+0
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图 I7各组 8@,J 与 =̂H 和 LKD 免疫荧光双染色图'o#%%"标尺E#%% #)("I2J-0S 与 PG& 的免
疫荧光染色图"?2J-0S 与 OQ# 的免疫荧光染色图"J-0S2神经视蛋白#PG&2微管相关蛋白 ! 轻
链 &#Y3LRI2短发夹 LRI
?1A(*$I7?)('*$+.$,.$+%"1,1,A 1/"A$+'#8@,Jm =̂Hm",-LKD 1,$".3A*'(@]o#%%aY7*,.X*:E
#%% #) "̂IcD))904\,94:.Y7.07.Y5*+0+01+)*1.Y4\J-0S *0; PG&"?cD))904\,94:.Y7.07.Y5*+0+01
+)*1.Y4\J-0S *0; OQ# " J-0Sc0.9:4-Y+0hPG&c)+7:459X9,.A*YY47+*5.; -:45.+0 ! ,+13573*+0 &h
Y3LRIcY34:53*+:-+0 LRI

""流式细胞术检测细胞凋亡的
结果显示"在感染后 '# 3"Y3J-0S
组 细 胞 的 凋 亡 率 为 ' UF@@ T
%F!'(m"显著高于 Y3LRI对照组
的'SF$$T%F!S(m"差异具有统计学
意义'AEN&&F!&S"!V%F%%!('图 &()
D6H "各组自噬相关蛋白表达
比较

免疫荧光共定位分析结果显

示" 与 Y3LRI 对 照 组 相 比"
Y3J-0S 组细胞中 PG& 的荧光信
号强度明显增强"而 -Q# 的荧光
信号强度则明显减弱 '图 $ ()
J-0S 与 -Q# 的共定位系数下降
幅度为 ' &STQ(m"提示 J-0S 敲
低后与自噬体标志物的空间共定

位关系发生了显著改变) )LHOA
MHOAPG& 双荧光自噬流检测结果
显示"Y3J-0S 组细胞 )LHO荧光
信号的自噬溶酶体平均荧光强度

为 ##FU%T!F@$"显著高于 Y3LRI
对照组的 !%FQ%T%F'' 'AE$F!Q"
!V%F%!('图 S("表明自噬体与溶酶体融合及后续降
解过程增强"即自噬流活性显著提升)

OGL检测结果显示"Y3J-0S 组 PG&?A%和 ?.7,+0A!
的相对表达量分别为 !F@#T%F#% 和 #F&$T%F#'"均明
显高于 Y3LRI对照组"差异均有统计学意义 '均 !V
%F%!( '图 QI() g.Y5.:0 X,45结果显示"与 Y3LRI对
照组相比"Y3J-0S 组细胞中 PG&A%和 ?.7,+0A! 蛋白相
对表达量明显升高"而 -Q# 蛋白相对表达量明显降低"
差异均有统计学意义'均 !V%F%%!('图 Q?"表 !()

D6I"J-0S 与 (1:A! 共定位分析及分子互作验证
免疫共沉淀实验证实 J-0S 与 (1:A! 直接结合"

Y3J-0S 组 # 个蛋白相互作用较 Y3LRI对照组减弱
'图 'I(#免疫荧光结果显示"Y3J-0S 组 J-0S 与 (1:A!
蛋白荧光强度均较 Y3LRI对照组下降"J-0S 和 (1:A!
共定位信号减少"共定位区域主要在细胞质中 '图
'?() 核质分离实验结果显示"与 Y3LRI对照组比较"
Y3J-0S 组 (1:A! 在细胞质中的蛋白含量增多"在细胞
核中蛋白含量减少#Y3LRI对照组和 Y3J-0S 组 (1:A!

蛋 白 核 质 分 布 比 例 分 别 为

'@%FS&T'FUQ (m 和 ' !&F$' T
!F$@(m"差异有统计学意义 'AE
&!FQ%"!V%F%%!('图 @()

H7讨论

户外环境对近视的保护作用

已成为学界共识"其机制与光照
强度*光谱成分等多种因素相关)
近年来研究提示" P̀可能是其中
起调控作用的关键环境信号之

一
+ #"UN!%, "但其在视网膜细胞中的

具体作用靶点与分子机制尚不明
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表 C7各组细胞自噬相关蛋白相对表达量比较'!N"(
O"0)$C7='/@"*1+','#*$)"%1:$$G@*$++1',)$:$)+'#"(%'@3"A&V*$)"%$-@*'%$1,+0$%2$$,%2' A*'(@+'!N"(

组别 样本量
PG& 阳性细胞数

'个Z视野(
J-0S 阳性细胞数

'个Z视野(
PG&A%ZPG&A&
蛋白比值

?.7,+0A! 蛋白
相对表达量

-Q# 蛋白
相对表达量

Y3LRI对照组 & &SFS'T#F%& !!#F#STQF%! %F##T%F%& %F!$T%F%& %FQ&T%F!!

Y3J-0S 组 & !$QF@$T@F!# !#FU%T&F$$ !F$'T%F!% !FSUT%F%@ %F!ST%F%$

A值 &#F$@ $%F'' &QF!# #@FU# !'F&$

!值 V%F%S V%F%S V%F%%! V%F%%! V%F%%!

"注$'独立样本 A检验("Y3LRI$短发夹 LRI#J-0S$神经视蛋白#PG&$微管相关蛋白 ! 轻链 &#?.7,+0A!$自噬相关基因 Q 同源物
"R45.c]D0;.-.0;.05Y*)-,.YAA5.Y5̂" Y3LRIcY34:53*+:-+0 LRIhJ-0Sc0.9:4-Y+0hPG&c)+7:459X9,.A*YY47+*5.; -:45.+0 ! ,+13573*+0 &h?.7,+0A!c
*954-3*18A:.,*5.; 1.0.Q 34)4,419.Y
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图 J7双荧光染色观察各组细胞自噬情况"I$各组细胞 )LHOAMHOAPG& 双荧光染色图'o#%%m标尺E
#%% #)(")LHO标记 PG&mMHO指示自噬体及其与溶酶体融合形成自噬溶酶体m).:1.后形成的黄色

荧光斑点示自噬溶酶体"?$各组 )LHOAMHOAPG& 双荧光强度比较"与 Y3LRI对照组相比m*!V%F%!
'独立样本 A检验m$E&("J-0S$神经视蛋白#PG&$微管相关蛋白 ! 轻链 &#Y3LRI$短发夹 LRI
?1A(*$J75(%'@3"A& +%"%(+1,$".3A*'(@-$%$.%$-0& -(")V#)('*$+.$,.$+&+%$/ /<?LVY?LV̂=H"
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图 K7各组自噬相关蛋白 =̂HV量a%*F$.)1,VC*LKD 的/<_5和蛋白表达量"I$

各组细胞 PG&?%*?.7,+0A!*OQ# )LRI相对表达水平比较"与 Y3LRI对照组相

比m*!V%F%!'独立样本 A检验m$ E&("?$各组 PG&A%Z&*?.7,+0A!*OQ# 的蛋白

表达电泳图"J-0S$神经视蛋白#PG&$微管相关蛋白 ! 轻链 &#Y3LRI$短发夹

LRI#MIOBd$甘油醛A&A磷酸脱氢酶

?1A(*$K7/<_5",-@*'%$1,$G@*$++1','#"(%'@3"A&V*$)"%$-@*'%$1,+̂ =HV%a量m

F$.)1,VCm",-LKD 1,$".3A*'(@"IcG4)-*:+Y40 4\:.,*5+b.)LRI.[-:.YY+40 ,.b.,Y

4\PG&?%a?.7,+0A!a*0; OQ# X.5C..0 53.5C41:49-Y"G4)-*:.; C+53 53.Y3LRI

7405:4,1:49-a*!V%F%! ]D0;.-.0;.05Y*)-,.YAA5.Y5a$E& "̂?c(,.75:4-34:.541:*)4\

PG&A&Z%a?.7,+0A!a*0; OQ# -:45.+0 " J-0Sc 0.9:4-Y+0hPG&c)+7:459X9,.A

*YY47+*5.; -:45.+0 ! ,+13573*+0 &h Y3LRIc Y34:53*+:-+0 LRIh MIOBdc

1,87.:*,;.38;.A&A-34Y-3*5.;.38;:41.0*Y.

确) 作为 P̀在视网膜内的
特异性受体mJ-0S 在 LMGY
中高表达m提示其可能介导了
P̀对视网膜信号通路及屈光
发 育 的 调 控 作 用) 然 而m
J-0S 如何影响 LMGY功能及
其与已知近视相关信号 '如
(1:A!(的相互作用m目前仍知
之甚少)

J-0S 是一种对短波长
' &Q% i$'$ 0)(敏感的 M蛋
白偶联受体m由 H4Y5.:等 + !!,

于 #%%& 年首次在哺乳动物
神经组织中发现) 作为非视
觉成像视蛋白家族的重要成

员mJ-0S 广泛分布于眼睛*
大脑和脊髓等组织m参与调控生物节律*神
经元 发 育 及 突 触 可 塑 性 等 多 种 生 理 功

能
+ !#N!&, ) 近年来研究进一步揭示了 J-0S 的

多样化作用$R198.0 等 + !$,
发现 J-0S 通过多

巴胺 信 号 通 路 介 导 视 网 膜 血 管 发 育#
/R*59:.0杂志也报道了 J-0S 在调节产热和
代谢中的关键作用

+ !S, ) 在 P̀刺激下mJ-0S
通过结合全反式视黄醛m激活 M蛋白信号通
路

+ !Q, ) 研究表明mJ-0S 吸收长波紫外线可
上调成纤维细胞中基质金属蛋白酶A# 的表
达m在小鼠*小鸡和人类近视模型中均表现出
抑制近视进展的作用

+ UN!%, ) 此外m视网膜
J-0S 缺失可抑制离焦及 P̀诱导的脉络膜增
厚m而这一过程在眼球生长发育调控中至关
重要

+ #m!', ) 以上研究提示m P̀AJ-0S 通路可
能是近视防控的重要靶点m但其具体分子机
制仍有待深入探索)

!$#! 中华实验眼科杂志 #%#Q 年 ! 月第 $$ 卷第 ! 期"G3+0 _([- J-353*,)4,m_*09*:8#%#Qm 4̀,6$$mR46!
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图 P7免疫共沉淀检测 8@,J 与 XA*VC 的相互作用"ImJ-0S 和 (1:A! 相互作用的蛋白表达电泳图"?mJ-0S 和 (1:A! 共定位荧光染色图'o#%%"
标尺E#%% #)("共定位区域主要在细胞质中 "Y3LRIm短发夹 LRI#J-0Sm神经视蛋白#(1:A!m早期生长反应因子 !#MIOBdm甘油醛A&A磷酸脱
氢酶

?1A(*$P7b$%$.%1','#%3$1,%$*".%1',0$%2$$,8@,J ",-XA*VC 0& .'V1//(,'@*$.1@1%"%1',"Ic(,.75:4-34:.541:*)4\-:45.+0 .[-:.YY+40 Y34C+0153.
+05.:*75+40 X.5C..0 J-0S *0; (1:A!"?cG4A,47*,+n*5+40 \,94:.Y7.07.Y5*+0+01+)*1.Y4\J-0S *0; (1:A! ]o#%%aY7*,.X*:E#%% #) "̂K3.74A,47*,+n*5+40
:.1+40 C*Y)*+0,8+0 53.7854-,*Y)"Y3LRIcY34:53*+:-+0 LRIhJ-0Sc0.9:4-Y+0h(1:A!c.*:,81:4C53 :.Y-40Y.!hMIOBdc1,87.:*,;.38;.A&A-34Y-3*5.
;.38;:41.0*Y.
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图 Q7各组XA*VC 在胞质和胞核的表达"Im各组胞质和胞核中(1:A! 蛋白表达电
泳图"?m各组细胞细胞质和细胞核中 (1:A! 蛋白分布比例的表达"与 Y3LRI对

照组相比"*!V%F%%! '独立样本 A检验" $ E&( "(1:A!m早期生长反应因子 !#
MIOBdm甘油醛A&A磷酸脱氢酶#d+Y540.d&m组蛋白 d&
?1A(*$Q7 XG@*$++1','#XA*VC @*'%$1,1,%3$.&%'@)"+/ ",-,(.)$(+1,$".3
A*'(@" Ic(,.75:4-34:.541:*) 4\(1:A! -:45.+0 .[-:.YY+40 +0 53.7854-,*Y) *0;
097,.9Y" ?cG4)-*:+Y40 4\;+Y5:+X95+40 :*5+44\(1:A! -:45.+0 +0 7854-,*Y) b.:Y9Y

097,.9YX.5C..0 53.5C41:49-Y"G4)-*:.; C+53 53.Y3LRI7405:4,1:49-a*!V%F%%!
]D0;.-.0;.05Y*)-,.YAA5.Y5a$ E& "̂ (1:A!c.*:,81:4C53 :.Y-40Y.!hMIOBdc
1,87.:*,;.38;.A&A-34Y-3*5.;.38;:41.0*Y.

""(1:A! 作为即刻早期反应基因家族的核心成员"是
神经元活动的敏感标志物组 它通过结合靶基因启动子
调控多种基因表达"参与眼球发育的精细调控 + !@, 组
P̀可显著上调小鼠视网膜中 (1:A! 表达"进而抑制实
验性近视进展#(1:A! 可通过与自噬关键蛋白 PG& 的
启动子结合"调控缺氧诱导的细胞自噬和凋亡 + !UN##, 组
自噬是细胞应对环境应激*维持稳态的重要机制"且神
经元自噬缺陷会导致受损物质累积"进而影响细胞正
常功能

+ #&N#$, 组 自噬广泛参与眼组织的生理及病理过
程"其功能贯穿昼夜节律调控和多种眼部疾病的发生
和发展等多个方面

+ #S, 组 LMGY因其轴突富含线粒体"
更易受氧化应激损伤"从而触发自噬和凋亡 + &NS, "这可
能是近视发生发展的关键环节组

本研究通过慢病毒感染成功构建了 J-0S 低表达
的 LMGAS 细胞模型组 实验结果显示"J-0S 敲减不仅
降低了细胞增殖活性"还增加了细胞凋亡比例"提示

J-0S 对 LMGAS 可能具有保护作用组 进一步研
究发现"J-0S 敲减导致自噬相关蛋白 PG&A%Z
&和 ?.7,+0A! 表达上调"而自噬底物蛋白 -Q#
表达下调组 同时"(1:A! 表达水平降低"且免疫
荧光结果显示 J-0S 与 (1:A! 存在共定位和相
互作用组 J-0S 敲减后 (1:A! 的核定位显著减
少"提示 J-0S 可能通过调控 (1:A! 核转位来
影响其转录活性"进而调节 LMGAS 的自噬进
程组 虽然 PG&A%Z&比值升高理论上可能反
映自噬体积累而非自噬流增强"但本研究通过
)LHOAMHOAPG& 双荧光系统检测证实 Y3J-0S
组自噬溶酶体数量增加"提示细胞自噬流通
畅组 因此"J-0S 敲减导致的 PG&A%ZPG&A&升
高可解释为自噬活性增强组

综上所述"本研究揭示了 J-0S 通过调控
(1:A! 核转位影响 LMGAS 细胞自噬的机制"为理解 P̀A
J-0S 通路在近视防控中的作用提供了实验依据组 然
而"关于 J-0S 介导 (1:A! 核转位的具体信号通路及其
下游靶基因仍需进一步研究组 后续工作将重点探究
(1:A! 调控自噬相关基因表达"以及这一过程在近视发
生和发展中的精确作用机制组 本研究尚存在以下局限
性m'!(缺乏体内实验证据"相关表型尚未在动物模型中
进一步验证#'#(未能完全排除潜在脱靶效应的影响"后
续通过挽救实验'如回补 J-0S 后观察表型是否逆转(
加以验证#'&(当前细胞实验未设置光刺激条件"需进一
步阐明体外模型与在体光照条件之间的关联性组
利益冲突"所有作者均声明不存在利益冲突

作者贡献声明"佟莉杨m参与选题*酝酿和设计实验*论文撰写*对文章

知识性内容的审阅和智力性内容的修改及定稿#和丹雪m参与选题*

研究指导*论文撰写及修改#傅晨曦*张玲敏*华超群m实施研究*采集

数据*分析和解释数据
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