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【中图分类号】　Ｒ７７６．１
【关键词】　紫外线；晶状体上皮细胞；ｐ５３；Ｂａｘ；Ｂｃｌ２
【摘要】　目的　探讨 ｐ５３、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２基因在紫外线诱导晶状体上皮细胞（ｌｅｎｓｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌ，ＬＥＣ）凋亡中的作用。方法　６周龄ＳＤ大鼠４０只随机分为对照组和实验组，对照组
不做处理，实验组腹腔注射１００ｇ·Ｌ－１水合氯醛（０．３５ｍＬ／１００ｇ），以波长为３００～３２０ｎｍ
的紫外线照射眼球１５ｍｉｎ，分别于紫外线照射后１、３、５、７ｄ处死并取出晶状体。Ｈｏｅｃｈｓｔ
３３２５８染色法观察ＬＥＣ的形态变化，实时定量 ＰＣＲ及免疫组织化学检测 ｐ５３、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２

ｍＲＮＡ和蛋白在ＬＥＣ中表达水平。结果　紫外线照射后晶状体发生混浊，其ＬＥＣ发生凋亡，细胞排列不规则、大小不一。实时
定量ＰＣＲ检测结果显示，与对照组相比，紫外线照射后１ｄＢａｘｍＲＮＡ表达水平升高（Ｐ＜０．０５），照射后３、５、７ｄＢａｘ和ｐ５３ｍＲ
ＮＡ表达水平均升高（均为Ｐ＜０．０１）；与对照组相比，Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ表达水平在照射后１ｄ降低（Ｐ＜０．０１），而照射后５ｄ和７ｄ
则升高（均为Ｐ＜０．０１）。紫外线照射后ｐ５３与ＢａｘｍＲＮＡ相对表达水平的变化呈正相关（ｒ＝０．９５２，Ｐ＜０．０１）。免疫组织化学
结果显示，紫外线照射后ＬＥＣ中ｐ５３和Ｂａｘ蛋白表达逐渐增强，且由细胞质向细胞核转移；相反照射后１ｄＢｃｌ２蛋白表达降
低，而３、５、７ｄ则逐渐增高。结论　紫外线诱导ＬＥＣ凋亡与ｐ５３介导Ｂａｘ／Ｂｃｌ２的表达调控有关。

　　紫外线辐射是导致白内障形成的重要危险因素
之一，研究表明紫外线辐射与白内障的发生发展密

切相关［１］。而晶状体上皮细胞（ｌｅｎｓｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ，
ＬＥＣ）作为晶状体的物质代谢中心，是紫外线诱导白
内障发生的始动靶部位。因此，ＬＥＣ的完整性及功
能正常对维持晶状体组织的透明性具有重要作用。

ＬＥＣ凋亡是非先天性白内障形成的共同细胞学
基础，紫外线照射可诱导ＬＥＣ发生凋亡，这与相关基
因的表达调控有关。ｐ５３基因作为一种抑癌基因，其
产物在调节细胞的增殖和凋亡方面具有重要作

用［２３］，而Ｂａｘ、Ｂｃｌ２基因在 ＬＥＣ凋亡及白内障形成
中也扮演重要角色［４５］。关于ｐ５３、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２基因在
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紫外线诱导ＬＥＣ凋亡中作用的研究较少，其在紫外
线诱导白内障的形成中具有重要作用。因此，本研

究以紫外线照射 ＳＤ大鼠为研究模型，检测 ＬＥＣ中
凋亡相关基因的表达变化，尝试从基因表达调控的

角度探讨紫外线诱导 ＬＥＣ凋亡的初步机制，为白内
障的防治研究提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物及试剂　ＳＰＦ级６周龄 ＳＤ大鼠４０
只，雌雄不拘［购于第三军医大学，合格证号：ＳＣＸＫ
（渝）２０１２０００５］。细胞凋亡Ｈｏｅｃｈｓｔ染色试剂盒
（上海碧云天生物技术有限公司），实时荧光定量

ＰＣＲ试剂盒（北京天根生化科技有限公司），兔抗大
鼠ｐ５３、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２一抗（美国 Ｉｍｍｕｎｏｗａｙ公司）及
ＨＲＰ标记羊抗兔二抗（北京博奥森），ＤＡＢ显色液
（北京中衫金桥），水合氯醛（分析纯，成都科龙化工

试剂厂），实时荧光定量 ＰＣＲ仪（美国 ＢｉｏＲａｄ公
司），ＩＸ７１型荧光倒置显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司），
Ｐｈｉｌｉｐｓ紫外线辐射灯（荷兰飞利浦公司）。
１．２　紫外线照射模型建立　参照文献［６］，选取健
康６周龄ＳＤ大鼠４０只，随机分为５组，每组８只，
其中一组为对照组，不做任何处理；剩余４组为实验
组，以复方托吡卡胺滴眼液对双侧眼球进行散瞳，５
ｍｉｎ后，腹腔注射１００ｇ·Ｌ－１水合氯醛（０．３５ｍＬ／１００
ｇ）麻醉大鼠，以干净的医用棉签擦去残留在眼球表
面上的滴眼液。紫外灯（３００～３２０ｎｍ）正对实验组
ＳＤ大鼠眼球进行照射，照射强度 １．０×１０３μＷ·
ｃｍ－２，照射时间１５ｍｉｎ，累计辐射剂量９ＫＪ·ｍ－２。４
组实验组分别于紫外线照射后１、３、５、７ｄ颈椎脱臼
处死大鼠，立即解剖眼球取出晶状体并拍照记录。

１．３　细胞凋亡Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色　晶状体组织经
４０ｇ·Ｌ－１多聚甲醛４℃固定１２ｈ；梯度酒精脱水，二
甲苯透明，常规石蜡包埋，５μｍ连续切片，常规脱蜡
水化，ＰＢＳ洗３次，每次３ｍｉｎ，吸尽液体；加入 ５００
μＬＨｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色液，室温避光染色５ｍｉｎ；去染
色液，用ＰＢＳ洗３次，每次３ｍｉｎ，吸尽液体；滴一滴
抗荧光淬灭封片液，封片后荧光显微镜观察，拍照记

录。激发波长３５０ｎｍ左右，发射波长４６０ｎｍ左右。
１．４　实时荧光定量 ＰＣＲ检测 ＬＥＣ中 ｐ５３、Ｂａｘ、
Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ表达变化　冰浴上摘取完整的晶状体，
预冷的生理盐水冲洗，分离出晶状体囊膜，置于去除

核酸酶的匀浆器中，加入１ｍＬＴｒｉｚｏｌ制备匀浆液，提
取总ＲＮＡ。提取的 ＲＮＡ以天根生化公司的逆转录
试剂盒转录为 ｃＤＮＡ。实时荧光定量 ＰＣＲ反应体
系：２×ＳｕｐｅｒＲｅａｌＰｒｅＭｉｘＰｌｕｓ１０μＬ；上游引物（１０
μｍｏｌ·Ｌ－１）、下游引物（１０μｍｏｌ·Ｌ－１）各０．６μＬ；
ｃＤＮＡ模板 ２μＬ；ＲＮａｓｅｆｒｅｅｄｄＨ２Ｏ６．８μＬ。ＰＣＲ
引物由上海生工合成（表 １）。ｐ５３与 Ｂａｘ扩增条
件：９５℃预变性１５ｍｉｎ，１个循环；９５℃变性１０ｓ，
５６℃退火／延伸 ３２ｓ，４０个循环。Ｂｃｌ２与 βａｃｔｉｎ

扩增条件：９５℃预变性１５ｍｉｎ，１个循环；９５℃变性
１０ｓ，６１℃退火／延伸 ３２ｓ，４０个循环。结果用
２－△△ＣＴ法分析。
表１　ｐ５３、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２及 βａｃｔｉｎ基因的检测引物序
列

引物名称 　　引物序列 基因序列号

ｐ５３ 上游：５’ＧＣＴＧＡＧＴＡＴＣＴＧＧＡＣＧＡＣＡＧＧ３’ ＮＭ＿０３０９８９．３
下游：５’ＡＧＣＧＴＧＡＴＧＡＴＧＧＴＡＡＧＧＡＴＧ３’

Ｂａｘ 上游：５’ＡＣＧＣＡＴＣＣＡＣＣＡＡＧＡＡＧＣ３’ ＮＭ＿０１７０５９．２
下游：５’ＧＣＣＡＣＡＣＧＧＡＡＧＡＡＧＡＣＣＴ３’

Ｂｃｌ２ 上游：５’ＧＡＧＣＧＴＣＡＡＣＡＧＧＧＡＧＡＴＧＴ３’ ＮＭ＿０１６９９３．１
下游：５’ＣＡＧＣＣＡＧＧＡＧＡＡＡＴＣＡＡＡＣＡＧ３’

βａｃｔｉｎ 上游：５’ＣＣＣＡＴＣＴＡＴＧＡＧＧＧＴＴＡＣＧＣ３’ ＮＭ＿０３１１４４
下游：５’ＴＴＴＡＡＴＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴＴＴＣ３’

１．５　免疫组织化学检测 ＬＥＣ中 ｐ５３、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２蛋
白表达水平　取出晶状体置于４０ｇ·Ｌ－１多聚甲醛
４℃ 固定１２ｈ，常规石蜡包埋，５μｍ连续切片，常规
脱蜡水化，３０ｇ·Ｌ－１Ｈ２Ｏ２室温１０ｍｉｎ（灭活内源性
酶）；０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１柠檬酸盐缓冲液（ｐＨ＝６．０）高火
微波修复抗原２０ｍｉｎ，含２０ｇ·Ｌ－１ＢＳＡ的 ＰＢＳ溶
液室温封闭１ｈ，阻断非特异性染色；滴加一抗工作
液（兔抗大鼠 ｐ５３、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２，１１００）４℃过夜；滴
加二抗工作液（ＨＲＰ标记羊抗兔，１５０）３７℃孵育
３０ｍｉｎ，ＤＡＢ显色；苏木素复染，风化，脱水，透明，晾
干之后中性树胶封片。以ＰＢＳ代替一抗工作液作为
阴性对照，胞质／胞核染成棕黄色或棕褐色为阳性表
达，显微镜观察拍片。

１．６　统计学方法　所有数据以 珋ｘ±ｓ表示。采用
ＳＰＳＳ１３．０软件单因素方差分析和Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析
对数据进行处理，Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　紫外线照射后 ＳＤ大鼠晶状体及其 ＬＥＣ形态
的变化　细胞发生凋亡时，染色质固缩，因此正常细
胞的细胞核呈淡蓝色，而凋亡细胞的细胞核呈致密

浓染，或呈碎块状致密浓染，颜色有些发白。对照组

晶状体没有发生混浊，且 ＬＥＣ没有发生凋亡呈浅蓝
色，细胞呈圆形，排列整齐，大小均一；紫外线照射后

实验组晶状体随时间的延长逐渐发生混浊，其 ＬＥＣ
发生凋亡，呈致密深蓝色，随着时间的延长，细胞呈

梭形，大小不一，核固缩，有细胞碎片、凋亡小体出

现，细胞的完整性已经遭受破坏（图１）。
２．２　紫外线照射对 ＬＥＣ中 ｐ５３、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ
表达水平的影响

２．２．１　紫外线照射后 ＬＥＣ中 ｐ５３、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２ｍＲ
ＮＡ表达水平的变化　紫外线照射后 ｐ５３ｍＲＮＡ表
达水平逐渐升高，且照射后３、５、７ｄｐ５３ｍＲＮＡ表达
水平与对照组相比明显升高（均为 Ｐ＜０．０１；图
２Ａ）；照射后１ｄＢａｘｍＲＮＡ表达水平与对照组相比
升高（Ｐ＜０．０５），而３、５、７ｄ与对照组相比显著升高
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（均为Ｐ＜０．０１；图２Ｂ）；但紫外线照射后１ｄＢｃｌ２
ｍＲＮＡ表达水平与对照组相比降低（Ｐ＜００１），而照

射后５、７ｄＢｃｌ２ｍＲＮＡ表达水平与对照组相比明显
升高（Ｐ＜０．０１；图２Ｃ）。

图１　各组晶状体混浊及其ＬＥＣ凋亡检测 Ｈｏｅｃｈｓｔ染色（×２００）

图２　各组ＬＥＣ中ｐ５３、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ相对表达水平。Ａ：ｐ５３ｍＲＮＡ相对表达水平；Ｂ：ＢａｘｍＲＮＡ相对表达水平；Ｃ：Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ相对表
达水平。与对照组相比，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１

２．２．２　紫外线照射后 ＬＥＣ中 ｐ５３与 ＢａｘｍＲＮＡ
变化的相关性分析　将 ｐ５３与 ＢａｘｍＲＮＡ的表达水
平变化作 Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析，紫外线照射后 ｐ５３与
ＢａｘｍＲＮＡ表达水平的变化呈正相关（ｒ＝０．９５２，Ｐ＜
０．０１；图３）。

图３　紫外线照射后 ＬＥＣ中ｐ５３与ＢａｘｍＲＮＡ相对表达水平变
化的相关性分析

２．３　紫外线照射后 ＬＥＣ中 ｐ５３、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２蛋白表
达变化

２．３．１　紫外线照射后ＬＥＣ中ｐ５３蛋白变化　实验
结果如图４所示，对照组 ＬＥＣ中 ｐ５３蛋白表达呈弱
阳性，而实验组ＬＥＣ中ｐ５３蛋白表达逐渐增强，最开
始仅在细胞质中表达，随照射后时间的延长细胞核

中也有表达，呈强阳性。

２．３．２　紫外线照射后ＬＥＣ中Ｂａｘ蛋白变化　在对
照组ＬＥＣ中有少量 Ｂａｘ蛋白的表达；紫外线照射后
１ｄＬＥＣ细胞质中开始出现Ｂａｘ蛋白的表达；照射后
３ｄ细胞质中Ｂａｘ蛋白表达增加；而照射后５ｄＬＥＣ
细胞质及细胞核中均出现 Ｂａｘ蛋白的表达，在照射
后７ｄ表达明显增强（图４）。
２．３．３　紫外线照射后 ＬＥＣ中 Ｂｃｌ２蛋白变化　对
照组ＬＥＣ细胞质中 Ｂｃｌ２蛋白有表达；但紫外线照
射后１ｄＬＥＣ中Ｂｃｌ２蛋白表达降低；而紫外线照射
后３、５、７ｄＬＥＣ中Ｂｃｌ２蛋白表达逐渐增高，并且在
细胞核中也有高表达（图４）。
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图４　各组ＬＥＣ中ｐ５３、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２蛋白表达水平变化（×４００）

３　讨论

ＬＥＣ作为前囊膜下的单层上皮细胞，是晶状体
的物质代谢中心，为晶状体的生长分化提供能量，同

时参与晶状体的损伤修复，对晶状体内环境的稳定

起重要的保护作用。因此，任何损伤 ＬＥＣ的因素均
可能影响晶状体的正常生理功能，从而诱发白内障。

而紫外线作为重要的因素之一，对 ＬＥＣ凋亡的影响
已经引起了人们的重视。大量流行病学调查和实验

研究证实［７９］紫外线的累积辐射量与白内障的发生

密切相关，而ＬＥＣ凋亡是紫外线诱导白内障发生的
初始靶点。体外研究表明紫外线诱导ＬＥＣ凋亡发生
在晶状体混浊之前［１０］，而ＬＥＣ凋亡是由相关基因的
表达调控所致。ｐ５３基因作为一种典型的抑癌基因，
其编码的蛋白位于细胞核内，对细胞的生长起负调

节作用，促进细胞凋亡。有研究发现在正常、成年脊

椎动物眼组织中有 ｐ５３蛋白的表达［１１］，其表达水平

与ＤＮＡ损伤程度呈正相关。体外研究表明紫外线
照射可造成细胞 ＤＮＡ损伤，从而启动 ＤＮＡ修复系
统转导信号，ｐ５３蛋白表达水平升高［１２］，终止细胞增

殖使ＤＮＡ得到修复，从而保持细胞基因组的完整
性；若ＤＮＡ损伤修复失败，ｐ５３蛋白表达继续增加，
则可促进细胞凋亡［１３］。

本研究结果显示，紫外线照射后ＬＥＣ呈梭形、细
胞核固缩、出现凋亡小体，细胞的完整性遭到破坏，

表明紫外线照射可导致 ＬＥＣ发生凋亡，细胞的正常
生理功能发生改变，是紫外线诱导白内障形成的细

胞学基础。ｐ５３蛋白免疫组织化学结果表明：正常情
况下ＬＥＣ中仅有少量 ｐ５３蛋白表达，但紫外线照射
后，ｐ５３蛋白表达逐渐增加，提示紫外线诱导 ＬＥＣ的
凋亡与ｐ５３蛋白表达增加有关［１４］。

Ｂｃｌ２基因是公认的长寿基因，其编码的蛋白是
跨膜蛋白，位于线粒体膜、核膜和内质网膜上，对多

种原因引起的细胞凋亡有抑制作用。Ｂｃｌ２基因家
族主要包括 Ｂｃｌ２、Ｂｃｌｘ、Ｂａｘ、Ｂａｄ等，其中 Ｂｃｌ２、
Ｂｃｌｘ的作用是抑制细胞凋亡，而 Ｂａｘ、Ｂａｄ的作用则
是促细胞凋亡。研究报道胚胎及儿童时期 ＬＥＣ中
Ｂｃｌ２蛋白表达率为１００％，而老年时期Ｂｃｌ２蛋白表
达为０，并推测 Ｂｃｌ２蛋白表达降低与老年性白内障
的发病过程有关［１５］。本研究发现正常情况下，ＬＥＣ
细胞质中有Ｂｃｌ２蛋白表达，而 Ｂａｘ蛋白表达较低，
推测ＬＥＣ的完整性与 Ｂｃｌ２蛋白表达有关。但紫外
线照射后１ｄ，ＬＥＣ中Ｂｃｌ２蛋白表达降低，而Ｂａｘ蛋
白表达却增加，ＬＥＣ开始发生凋亡。之后随时间的
延长，ＬＥＣ中 Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ蛋白表达均增加，但 Ｂａｘ
蛋白表达明显高于 Ｂｃｌ２蛋白，且 ＬＥＣ的形态发生
改变，大小不一、排列不规则。因此，当ＬＥＣ中Ｂｃｌ２
蛋白表达增高时，Ｂｃｌ２与 Ｂａｘ可形成异源二聚体而
抑制细胞凋亡；但当 Ｂａｘ蛋白表达增高时，Ｂａｘ与
Ｂｃｌ２之间形成同源二聚体而促进细胞凋亡［１６］。所

以，紫外线诱导 ＬＥＣ凋亡是通过升高 Ｂａｘ／Ｂｃｌ２的
比率来实现的。

此外，本研究还发现，紫外线照射后 ｐ５３与 Ｂａｘ
ｍＲＮＡ的变化呈正相关关系。ｐ５３是 Ｂａｘ的正性调
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节因子，是Ｂｃｌ２的负性调节因子，在无 ｐ５３蛋白的
组织中Ｂｃｌ２蛋白呈高表达，而 Ｂａｘ蛋白呈低表达；
当ＤＮＡ遭受损伤时，通过 ｐ５３蛋白表达上调，从而
升高Ｂａｘ／Ｂｃｌ２的比率，激活 Ｃａｓｐａｓｅ等途径诱导细
胞发生凋亡［１７］。因此，紫外线照射 ＬＥＣ后，通过上
调ｐ５３的表达，从而激活下游靶基因 Ｂａｘ的表达，导
致细胞发生凋亡。但ｐ５３与 ＢａｘｍＲＮＡ表达水平的
相关性不显著，推测可能存在其他的通路介导紫外

线诱导ＬＥＣ发生凋亡。
综上所述，紫外线可诱导 ＬＥＣ凋亡，并与 ｐ５３、

Ｂａｘ、Ｂｃｌ２基因的表达调控有关。紫外线照射后
ＬＥＣ中ｐ５３蛋白表达增加，通过升高Ｂａｘ／Ｂｃｌ２比率
诱导ＬＥＣ发生凋亡。但参与细胞凋亡的因子较多，
紫外线诱导ＬＥＣ凋亡的机制还需进一步研究。
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