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ｃｅｌｌｒａｔｅｗｅｒｅ１．６６％，２４．２４％，６．７７％ ｉｎｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，５０μｍｏｌ·Ｌ－１ａｃｒｏｌｅｉｎ
ｇｒｏｕｐａｎｄ１００μｍｏｌ·Ｌ－１ａｃｒｏｌｅｉｎｇｒｏｕｐ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＴｈｅｒａｔｉｏｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢａｘ／Ｂｃｌ
２ｗａｓ０．２９３９，１．３８９２，１．４９６１ｉｎｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，５０μｍｏｌ·Ｌ－１ａｃｒｏｌｅｉｎｇｒｏｕｐａｎｄ
１００μｍｏｌ·Ｌ－１ａｃｒｏｌｅｉｎｇｒｏｕｐ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＴｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＡＲＰＥ１９
ｃｅｌｌｓａｒｅｉｎｄｕｃｅｄｂｙｔｈｅｕｐｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢａｘａｎｄｄｏｗｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢｃｌ２ａｃｔｉｖａｔｅｄ
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［ＲｅｃＡｄｖＯｐｈｔｈａｌｍｏｌ，２０１４，３４（７）：６３３６３６］

【关键词】　丙烯醛；ＡＲＰＥ１９细胞；细胞凋亡；Ｂａｘ；Ｂｃｌ２；
【摘要】　目的　观察Ｂａｘ、Ｂｃｌ２蛋白在丙烯醛诱导的体外培养 ＡＲＰＥ１９细胞凋亡中的作
用。方法　将培养的ＡＲＰＥ１９细胞置于含有体积分数１０％胎牛血清的完全培养基中，于
３７℃、体积分数５％ＣＯ２培养箱孵育；用不同浓度（５０μｍｏｌ·Ｌ

－１、１００μｍｏｌ·Ｌ－１）丙烯醛
处理对数期培养的ＡＲＰＥ１９细胞２４ｈ，设不加药的空白对照组，用流式细胞仪检测丙烯醛
诱导ＡＲＰＥ１９细胞的凋亡情况，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＡＲＰＥ１９细胞中 Ｂａｘ、Ｂｃｌ２蛋白的表达
情况。结果　流式细胞仪显示，早期在空白对照组中细胞凋亡率为２．９７％，５０μｍｏｌ·Ｌ－１

丙烯醛处理组中为４．６７％，１００μｍｏｌ·Ｌ－１丙烯醛处理组中为５０．０７％；晚期凋亡细胞在空
白对照组中细胞凋亡率为１．６６％，５０μｍｏｌ·Ｌ－１丙烯醛处理组中为２４２４％，１００μｍｏｌ·
Ｌ－１丙烯醛处理组中为６．７７％。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显示空白对照组的 Ｂａｘ／Ｂｃｌ２蛋白表达的比
值为０２９３９，５０μｍｏｌ·Ｌ－１丙烯醛处理组的 Ｂａｘ／Ｂｃｌ２蛋白表达的比值为１．３８９２，１００
μｍｏｌ·Ｌ－１丙烯醛处理组的 Ｂａｘ／Ｂｃｌ２蛋白表达的比值为１．４９６１。结论　丙烯醛可以通
过激活凋亡蛋白Ｂａｘ及抑制抗凋亡蛋白Ｂｃｌ２的表达来导致ＡＲＰＥ１９细胞凋亡。
［眼科新进展，２０１４，３４（７）：６３３６３６］

我们和其他研究人员前期研究发现，丙烯醛可以导致人视网膜色素上皮

（ｈｕｍａｎｒｅｔｉｎａｌｐｉｇｍｅｎｔｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ１９，ＡＲＰＥ１９）细胞数量明显减少、肿胀、坏死
或染色体聚集、胞浆收缩、胞膜出芽等，目前的研究尚不能证明是何种路径介

导这一损伤过程［１７］。近期国内外研究发现丙烯醛可以激活大量活性氧簇

（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）、活性氧自由基，促进氧自由基反应干扰细胞内
的氧化磷酸化过程，损伤生物膜系统、氨基酸、ＤＮＡ、ＲＮＡ等；氧自由基反应作
为信号分子参与了凋亡基因的表达与凋亡蛋白的激活［８１２］。本研究在前期研
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究的基础上，拟通过丙烯醛诱导 ＡＲＰＥ１９细胞的凋
亡模型，初步探讨Ｂａｘ、Ｂｃｌ２蛋白在该细胞凋亡中的
作用。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器　ＡＲＰＥ１９细胞株、丙烯醛由中山
大学药学院提供；胰蛋白酶购自美国 Ｓｉｇｍａ公司，改
良Ｅａｇｌｅ培养基 ＤＭＥＭ和胎牛血清购自美国 Ｇｉｂｃｏ
公司；ＥＣＬ化学发光试剂盒购自美国 ＰＩＥＲＣＥ公司，
丙烯酰胺（Ａｃｒｙｌａｍｉｄｅ）购自美国 Ｂ．Ｍ．公司；四甲基
乙二胺购自美国 Ｂ．Ｍ．公司，ＰＯＶＥＦ膜购自美国
ＢＩＯＲＡＤ公司；Ｘ光片购自日本 ＫＯＤＡＫ公司；其他
仪器包括倒置相差显微镜（Ｌｅｉｃａ，德国）、流式细胞
仪（ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ，美国）、Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ恒温振荡仪
（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司，美国）、ＭｉｎｉＳｐｉｎ台式离心机（Ｅｐ
ｐｅｎｄｏｒｆ公司，美国）、４５０型全波长多功能酶标仪
（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司，美国）、Ｔａｎｏｎ凝胶成像系统
（ＴＡＮＯＮ公司，中国上海）。
１．２　实验方法
１．２．１　实验分组　丙烯醛使用前要立即溶解到无
血清的 ＤＭＥＭＦ１２培养液中。待培养板中的单层
ＡＲＰＥ１９细胞长满底部约７０％时，用不含血清的培
养液继续培养２４ｈ后（即按血清饥饿法），将培养细
胞分为：空白对照组，不加任何药物；不同浓度丙烯

醛处理组，培养细胞中加入丙烯醛（终浓度为 ５０
μｍｏｌ·Ｌ－１、１００μｍｏｌ·Ｌ－１）处理２４ｈ。
１．２．２　流式细胞仪检测凋亡细胞　无菌超净台内
进行 ＡＲＰＥ１９细胞的培养及 ６孔板的铺板。将
ＡＲＰＥ１９细胞以含体积分数１０％胎牛血清的完全培
养基重悬，调整细胞密度为１０９Ｌ－１，３ｍＬ接种于６
孔细胞培养板。第３天吸去原液，每孔再给予３ｍＬ
无血清ＤＭＥＭＦ１２培养基。第４天每孔吸去原液，
每孔再按上述实验分组给予不同浓度的药物处理。

待药物丙烯醛作用２４ｈ后，将细胞培养板中各组的
培养基分别转移到位于冰上的１５ｍＬ锥形管内，用
ＰＢＳ溶液进行重悬，０．５ｍＬ２．５ｇ·Ｌ－１Ｔｒｐｓｉｎ（不含
ＥＤＴＡ）消化细胞；收集各组培养板上的细胞，并用预
冷的ＰＢＳ缓冲液重悬，维持细胞密度在 １０９Ｌ－１左
右；每组离心管内取０．５ｍＬ细胞重悬液，加入１２５
μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ，１８～２４℃室温避光反应 １５
ｍｉｎ，室温下１０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，用０５ｍＬ预
冷缓冲液轻轻重悬细胞，加入 １０μＬＰｒｏｐｉｄｉｕｍＩｏ
ｄｉｄｅ；立即将样品放入冰盒内保存，并送往检测中心
进行检测。

１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｂａｘ、Ｂｃｌ２蛋白的表达　
按照说明书中的程序和方法检测 Ｂａｘ和 Ｂｃｌ２蛋白
的表达情况。

１．３　统计学方法　实验数据以均数 ±标准差（珋ｘ±
ｓ）表示，采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行单因素多组间
方差分析和组间 ｔ检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学

意义。

２　结果

２．１　细胞凋亡情况　正常细胞在空白对照组中所
占比例 ９４．８０％，５０μｍｏｌ·Ｌ－１丙烯醛处理组中为
６０．９８％，１００μｍｏｌ· Ｌ－１丙烯醛处 理 组 中 为
４２５８％；与正常对照组相比，５０μｍｏｌ·Ｌ－１丙烯醛
处理组中的正常细胞数明显下降（Ｐ＝０．０００１）。早
期空白对照组中细胞凋亡率为 ２９７％，５０μｍｏｌ·
Ｌ－１丙烯醛处理组中为４．６７％，１００μｍｏｌ·Ｌ－１丙烯醛
处理组中为５０．０７％；与空白对照组相比，５０μｍｏｌ·
Ｌ－１丙烯醛处理组中的早期凋亡细胞数明显上升
（Ｐ＝０００１）。晚期空白对照组中细胞凋亡率为
１６６％，５０μｍｏｌ·Ｌ－１丙烯醛处理组中为２４．２４％，
１００μｍｏｌ·Ｌ－１丙烯醛处理组中为６．７７％；与空白对
照组相比，５０μｍｏｌ·Ｌ－１丙烯醛处理组中的晚期凋
亡细胞数明显上升（Ｐ＝０．０００１）。总凋亡率在空白
对照组中为４６３％，５０μｍｏｌ·Ｌ－１丙烯醛处理组中
为 ２８．９１％，１００μｍｏｌ·Ｌ－１丙烯醛处理组中为
５６８４％；与空白对照组相比，５０μｍｏｌ·Ｌ－１丙烯醛处理
组中的总凋亡细胞数明显上升（Ｐ＝０．０００１），见图１。

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ａｐｏｐｔｏｔｉｃｃｅｌｌｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．Ａ：Ｂｌａｎｋｃｏｎ
ｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：５０μｍｏｌ·Ｌ－１ａｃｒｏｌｅｉｎｇｒｏｕｐｆｏｒ２４ｈｏｕｒｓ；Ｃ：１００
μｍｏｌ·Ｌ－１ａｃｒｏｌｅｉｎｇｒｏｕｐｆｏｒ２４ｈｏｕｒｓ　流式细胞仪检测凋亡细
胞情况。Ａ：空白对照组中ＡＲＰＥ１９凋亡细胞；Ｂ：５０μｍｏｌ·Ｌ－１

丙烯醛作用２４ｈ后 ＡＲＰＥ１９凋亡细胞；Ｃ：１００μｍｏｌ·Ｌ－１丙烯
醛作用２４ｈ后ＡＲＰＥ１９凋亡细胞

２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＡＲＰＥ１９细胞 Ｂａｘ、Ｂｃｌ２
表达情况　利用人源性多克隆抗体检测 Ｂａｘ与 Ｂｃｌ
２蛋白在 ＡＲＰＥ１９细胞中的表达情况，结果如图 ２
所示；空白对照组的 Ｂａｘ／Ｂｃｌ２蛋白表达的比值为
０．２９３９，５０μｍｏｌ·Ｌ－１丙烯醛处理组的Ｂａｘ／Ｂｃｌ２蛋
白表达的比值为１．３８９２，１００μｍｏｌ·Ｌ－１丙烯醛处
理组的Ｂａｘ／Ｂｃｌ２蛋白表达的比值为１．４９６１。与空
白对照组相比，５０μｍｏｌ·Ｌ－１丙烯醛处理组的 Ｂａｘ／
Ｂｃｌ２蛋白表达显著升高。

３　讨论

在丙烯醛诱导 ＡＲＰＥ１９细胞凋亡的研究中，国
外学者就发现有大量 ＲＯＳ、氧自由基、一氧化氮（ｎｉ
ｔｒｏｇｅｎｍｏｎｏｘｉｄｅ，ＮＯ）等形成。我们在早期研究中已
证实５０μｍｏｌ·Ｌ－１丙烯醛可以导致 ＡＲＰＥ１９细胞
的大量损伤，其可能与以下因素有关：（１）ＲＯＳ的增
高可以降低细胞内抗氧化剂的量导致细胞凋亡形态

学特征的出现，使用内源性或外源性抗氧化剂可以

·４３６· 　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｙｋｘｊｚ．ｃｏｍ
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阻断细胞的凋亡过程，且细胞内 ＲＯＳ水平与细胞的
凋亡水平成正相关。（２）在体内，氧自由基为含有很
强活性的化学物质，能够损伤细胞内的蛋白质、核

酸、脂肪等。基础研究表明，氧自由基反应是诸多生

命化学反应的一个基本组成部分，同时也作为信号

因子作用于凋亡信号通路来介导凋亡蛋白与凋亡基

因的表达，从而影响细胞的代谢和细胞内环境。（３）
作为氧自由基之一的 ＮＯ就是一种神经转导信号因
子。一氧化氮合酶（ｉｎｄｕｃｅｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ｉＮ
ＯＳ）的活化在 ＮＯ诱导缺氧细胞发生凋亡上起着关
键作用。在此病理过程中，ｉＮＯＳ的活化促进 ＮＯ的
生成及ＮＯ与 Ｏ２·相互结合生成 ＯＮＯＯ

－。据此有

学者认为ＮＯ和ＯＮＯＯ－可能是触发细胞凋亡的关键
因子。（４）许多可以诱导细胞凋亡的其他理化因素
同样也可以导致氧化应激的产生，如金属化合物、电

离辐射和紫外线等［１３１６］。

在后续实验中，我们发现随着丙烯醛浓度的升

高，ＡＲＰＥ１９细胞的损伤增加，总凋亡细胞数也随之
增高。我们认为作为真核生物细胞内氧化磷酸化和

ＡＴＰ合成，不仅为细胞提供能量，还参与了细胞分
化、信息传递和凋亡等多种生命过程，且在调控细胞

生长或转导、扩大细胞凋亡信号过程起到决定作用。

作为细胞凋亡的内源性途径的上游，线粒体与半胱

氨酸蛋白水解酶、下游的效应器之间连接。多种理

化刺激因子均可以激活此凋亡途径。国外学者研究

均发现丙烯醛可以介导线粒体跨膜电位的破坏，而

后者已被公认是细胞凋亡级联反应发生的先兆之

一。线粒体跨膜电位的破坏，也可以被看成是线粒

体膜固有特性（如通透性等）的改变，继而使得线粒

体内的多种氧自由基和其他活性物质进入细胞质

内，导致“瀑布”样的凋亡过程［１７１９］。我们的研究实

验组５０μｍｏｌ·Ｌ－１丙烯醛即可造成 Ｂａｘ／Ｂｃｌ２蛋白
表达比值的显著提高，据此我们认为丙烯醛可能通

过作用于多种理化因子，激活和上调 Ｂｃｌ２族基因
Ｂａｘ／Ｂａｋ凋亡蛋白的表达，影响甚至于逆转线粒体
跨膜电位，导致细胞色素 Ｃ的异常分泌。而后者可
以激活细胞质内的凋亡蛋白酶激活因子、脱氧三磷

酸腺苷等 ｃａｓｐａｓｅ前体激活物。这些前体激活物可
以激活凋亡通路下游的 ｃａｓｐａｓｅｓ３及 ｃａｓｐａｓｅｓ７，最

终使细胞产生凋亡。另外，丙烯醛也可以干扰转录

因子ＮＦκＢ的生成，后者可以调节如抗凋亡Ｂｃｌ２家
族、ｃＬＡＰ等抗凋亡基因的表达。我们考虑这种改变
可能是由于相关凋亡蛋白的改变介导的线粒体“内源

性”细胞凋亡。实验中我们还发现随着丙烯醛浓度提

高，Ｂａｘ／Ｂｃｌ２蛋白表达比值也进一步升高，但差异无
统计学意义。这可能与５０μｍｏｌ·Ｌ－１丙烯醛已经激
活了“瀑布”样的细胞凋亡过程，而１００μｍｏｌ·Ｌ－１丙
烯醛在此基础上又引发了多种导致细胞死亡或凋亡

信号通路有关。本研究目前仅从蛋白水平说明丙烯

醛通过Ｂａｘ／Ｂｃｌ２线粒体凋亡途径导致 ＡＲＰＥ１９细
胞损伤，为进一步探寻丙烯醛诱导 ＡＲＰＥ１９细胞损
伤的机理今后拟从基因水平及凋亡信号调节路径等

进行深入研究。
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【关键词】　硫氧还蛋白；轴突形成；轴突保护；视神经
【摘要】　目的　研究硫氧还蛋白（ｔｈｉｏｒｅｄｏｘｉｎ，ＴＸＮ）在视神经轴突保护中的作用，为视神经损伤提供有效的治疗方案。方法　
制作大鼠视神经夹伤模型，以正常大鼠作为正常对照组。按夹伤后处死时间不同，选取伤后１周、２周、４周三个时间点，提取实
验组和正常对照组中大鼠视网膜的ｍＲＮＡ和蛋白，通过ＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验方法检测ＴＸＮ表达情况；用曲古抑菌素Ａ
（ＴＳＡ）刺激ＲＧＣ５细胞，观察在ＴＳＡ刺激后，ＲＧＣ５细胞的轴突形成情况，并检测 ＴＸＮ表达量的变化。构建 ＴＸＮ的真核表达
质粒，转染进ＲＧＣ５细胞，在ＴＮＦα刺激条件下，观察ＲＧＣ５细胞的轴突形成情况以及轴突长度的改变。结果　与正常大鼠比
较，视神经夹伤模型大鼠中ＴＸＮ的ｍＲＮＡ以及蛋白水平明显下降。在伤后１周，ＴＸＮｍＲＮＡ表达量仅下降了３２％，而在伤后２
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