
櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄
［１７］　张文斌，吴汉江．无细胞胶原基质的研究进展［Ｊ］．国际生物医

学工程杂志，２００４，２７（２）：１２７１２８．
［１８］　ＢＡＤＥＲＡ，ＳＣＨＩＬＬＩＮＧＴ，ＴＥＥＢＫＥＮＯＥ，ＢＲＡＮＤＥＳＧ，ＨＥＲＤ

ＥＮＴ，ＳＴＥＩＮＨＯＦＦＧ，ｅｔａｌ．Ｔｉｓｓｕｅｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇｏｆｈｅａｒｔ
ｖａｌｖｅｓｈｕｍａｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｅｅｄｉｎｇｏｆｄｅｔｅｒｇｅｎｔａｃｅｌｌｕ
ｌａｒｉｚｅｄｐｏｒｃｉｎｅｖａｌｖｅｓ［Ｊ］．ＥｕｒＪＣａｒｄｉｏｔｈｏｒａｃＳｕｒｇ，１９９８，
１４（３）：２７９２８４．

［１９］　张金明，崔永言，徐路生，黄红军，何涛．应用异体脱细胞尿道
基质修复尿道缺损［Ｊ］．中华实验外科杂志，２００５，２２（３）：３６４
３６５．

［２０］　ＭＡＮＡＢＥＹ，ＨＩＭＥＮＯＮ，ＦＵＫＵＭＯＴＯＭ．Ｔｅｎｓｉｌｅｓｔｒｅｎｇｔｈ

ａｎｄｃｏｌｌａｇｅｎｃｏｎｔｅｎｔｏｆａｍｎｉｏｔｉｃｍｅｍｂｒａｎｅｄｏｎｏｔｃｈａｎｇｅ
ａｆｔｅｒｔｈｅｓｅｃｏｎｄｔｒｉｍｅｓｔｅｒｏｒｄｕｒｉｎｇｄｅｌｉｖｅｒｙ［Ｊ］．ＯｂｓｔｅｔＧｙ
ｎｅｃｏｌ，１９９１，７８（１）：２４２７．

［２１］　ＫＯＩＺＵＭＩＮＪ，ＩＮＡＴＯＭＩＴＪ，ＳＯＴＯＺＯＮＯＣＪ，ＦＵＬＬＷＯＯＤ
ＮＪ，ＱＵＡＮＴＯＣＫＡＪ，ＫＩＮＯＳＨＩＴＡＳ．ＧｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｍＲＮＡ
ａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｉｎｐｒｅｓｅｒｖｅｄｈｕｍａｎａｍｎｉｏｔｉｃｍｅｍｂｒａｎｅ［Ｊ］．
ＣｕｒｒＥｙｅＲｅｓ，２０００，２０（３）：１７３１７７．

［２２］　ＰＩＴＺＳ，ＭＯＬＬＲ．Ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅｆｉｌａｍｅｎｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｏｃｕｌａｒ
ｔｉｓｓｕｅ［Ｊ］．ＰｒｏｇＲｅｔｉｎＥｙｅＲｅｓ，２００２，２１（２）：２４１２６２．

［２３］　刘祖国，张梅．翼状胬肉上皮细胞异常表达角蛋白［Ｊ］．眼科研
究，２０００，１８（５）：３９２３９４

欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁
欁

欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁
欁

氉

氉氉

氉

．

引文格式：王勇，管怀进．ＤＮＡ修复基因在年龄相关性白内障患者晶状体皮质中表达的研究［Ｊ］．眼科新进展，２０１６，
３６（４）：３１０３１３．ｄｏｉ：１０．１３３８９／ｊ．ｃｎｋｉ．ｒａｏ．２０１６．００８４ 【实验研究】

ＤＮＡ修复基因在年龄相关性白内障患者晶状体皮质中表达的
研究△

王勇　
欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞
欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁

欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁

欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁

氉

氉氉

氉

管怀进

作者简介：王勇，男，１９７９年６月出
生，江苏如皋人，在读博士研究生，

副主任医师。研究方向：白内障基

础 及 临 床 研 究。 联 系 电 话：

１３００３５８３５８８；Ｅｍａｉｌ：ｗａｎｇｂｏａｉ２＠
１６３．ｃｏｍ

ＡｂｏｕｔＷＡＮＧ Ｙｏｎｇ：Ｍａｌｅ，ｂｏｒｎｉｎ
Ｊｕｎｅ，１９７９．Ｐｈ．Ｄ．ｃａｎｄｉｄａｔｅ．Ｔｅｌ：
１３００３５８３５８８；Ｅｍａｉｌ：ｗａｎｇｂｏａｉ２＠
１６３．ｃｏｍ

收稿日期：２０１５１１１０
修回日期：２０１６０１１３
本文编辑：盛丽娜
△基金项目：国家自然科学基金项

目（编号：８１０７０７１８）
作者单位：２２６００１　江苏省南通市，
南通大学附属医院眼科研究所

通讯作者：管怀进，Ｅｍａｉｌ：ｇｕａｎｈｊｅｙｅ
＠１２６．ｃｏｍ
Ｒｅｃｅｉｖｅｄｄａｔｅ：Ｎｏｖ１０，２０１５
Ａｃｃｅｐｔｅｄｄａｔｅ：Ｊａｎ１３，２０１６
Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｉｔｅｍ：ＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌ
ＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（Ｎｏ：
８１０７０７１８）
ＦｒｏｍｔｈｅＥｙｅＩｎｓｔｉｔｕｔｅ，ＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓ
ｐｉｔａｌｏｆＮａｎｔｏｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｎａｎｔｏｎｇ
２２６００１，ＪｉａｎｇｓｕＰｒｏｖｉｎｃｅ，Ｃｈｉｎａ
Ｒｅｓｐｏｎｓｉｂｌｅａｕｔｈｏｒ：ＧＵＡＮ Ｈｕａｉ
Ｊｉｎ，Ｅｍａｉｌ：ｇｕａｎｈｊｅｙｅ＠１２６．ｃｏｍ

ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＤＮＡｒｅｐａｉｒｇｅｎｅｓｉｎｌｅｎｓｃｏｒｔｅｘｏｆａｇｅ
ｒｅｌａｔｅｄｃａｔａｒａｃｔ
ＷＡＮＧＹｏｎｇ，ＧＵＡＮＨｕａｉＪｉｎ
【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　ａｇｅｒｅｌａｔｅｄｃａｔａｒａｃｔ；ｌｅｎｓｃｏｒｔｅｘ；ＤＮＡｒｅｐａｉｒｇｅｎｅ
【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｅｘａｍｉｎｅｔｈｅｄｉｆｆｉｄｅｎｃｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＤＮＡｒｅｐａｉｒｇｅｎｅｓ
ｂｅｔｗｅｅｎｌｅｎｓｃｏｒｔｅｘｏｆａｇｅｒｅｌａｔｅｄｃａｔａｒａｃｔ（ＡＲＣ）ａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｔｈｉｒｔｙ
ｔｈｒｅｅＡＲＣｐａｔｉｅｎｔｓａｎｄｔｈｉｒｔｙｔｈｒｅｅｃｏｎｔｒｏｌｓｗｅｒｅｉｎｃｌｕｄｅｄｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ．ＨｕｍａｎＤＮＡ
ＲｅｐａｉｒＭｅｃｈａｎｉｓｍＴａｑＭａｎ ａｒｒａｙｓｐｌａｔｅｓｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｅｘａｍｉｎｅｔｈｅＤＮＡｒｅｐａｉｒｇｅｎｅｓ
ｉｎｌｅｎｓｃｏｒｔｅｘｏｆＡＲＣａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｓ（ｔｈｒｅｅＡＲＣｐａｔｉｅｎｔｓａｎｄｔｈｒｅｅｃｏｎｔｒｏｌｓ）．Ｔｈｅｎｔｈｅ
ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｗａｓｕｓｅｄｔｏｃｏｎｆｉｒｍｔｈｅｄｉｆｆｉｄｅｎｃｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｇｅｎｅｓｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｂｙｔｈｅ
ａｒｒａｙｓｐｌａｔｅｓ（ｔｈｉｒｔｙＡＲＣｐａｔｉｅｎｔｓａｎｄｔｈｉｒｔｙｃｏｎｔｒｏｌｓ）．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｉｎｌｅｎｓｃｏｒｔｅｘｏｆ
ＡＲＣ，７ｇｅｎｅｓ（ＡＴＭ，ＥＲＣＣ６，ＰＯＬＡ１，ＰＯＬＤ１，ＰＯＬＱ，ＰＳＭＢ８，ＣＣＮＯ）ｈａｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
１５ｆｏｌｄｓｌｏｗｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓ（０．３５±０．０７，０．２６±０．０９，０．４１±０．０７，０．３７±０．１４，
０３７±０．０７，０．１５±０．０５，０．５７±０．１３）ｉｎｔｈｅＡＲＣｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ（ｔ＝８．９８，Ｐ＝０．０１；ｔ＝４．７１，Ｐ＝０．０４；ｔ＝１０．４２，Ｐ＝０．０１；ｔ＝４．６５，Ｐ＝０．０４；ｔ＝
８９２，Ｐ＝０．０１；ｔ＝４．９４，Ｐ＝０．０４；ｔ＝７．６３，Ｐ＝０．０２）ａｎｄ４ｇｅｎｅｓ（ＣＨＥＫ２，ＥＲＣＣ１，
ＦＡＮＣＥ，ＧＡＤＤ４５Ｇ）ｈａｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ１．５ｆｏｌｄｓｈｉｇｈｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓ（２．５８±０．２５，
１９５±０．０９，８．８２±０．７８，３．１８±０．８９）（ｔ＝１８．１８，Ｐ＝０．００；ｔ＝２０．９２，Ｐ＝０．０１；ｔ＝１９．５５，
Ｐ＝０．０１；ｔ＝６．２０，Ｐ＝０．０２）．ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｗｅｒｅｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔｗｉｔｈｄａｔａｏｆ
ａｒｒａｙｓｐｌａｔｅｓ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＴｈｅｒｅａｒｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｓｏｍｅＤＮＡｒｅｐａｉｒｇｅｎｅｓ
ｂｅｔｗｅｅｎｌｅｎｓｃｏｒｔｅｘｏｆＡＲＣａｎｄｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｓ．Ｔｈｅｄａｔａｍａｙｐｒｏｖｉｄｅｅｖｉｄｅｎｃｅｔｈａｔ
ａｌｔｅｒｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＤＮＡｒｅｐａｉｒｇｅｎｅｓｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓｏｆＡＲＣ．

【关键词】　年龄相关性白内障；晶状体皮质；ＤＮＡ修复基因
【摘要】　目的　研究ＤＮＡ修复基因在年龄相关性白内障（ａｇｅｒｅｌａｔｅｄｃａｔａｒａｃｔ，ＡＲＣ）患者
晶状体皮质和正常对照晶状体皮质之间的表达差异。方法　使用ＴａｑＭａｎ人类ＤＮＡ修
复基因表达芯片板检测年龄和性别匹配的３例ＡＲＣ患者和３例正常对照晶状体皮质组织

中ＤＮＡ修复基因的表达。表达差异在１．５倍以上的基因使用实时荧光定量聚合酶链式反应（ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ）进行验证（３０例ＡＲＣ
患者和３０例正常对照）。数据使用ＳＰＳＳ１７．０软件进行分析，ＡＲＣ患者与正常对照间数据的比较采用独立样本ｔ检验。结果　
ＴａｑＭａｎ人类ＤＮＡ修复基因表达芯片板检测显示：相对于正常对照晶状体皮质，在ＡＲＣ患者晶状体皮质中有７个ＤＮＡ修复基
因（ＡＴＭ、ＥＲＣＣ６、ＰＯＬＡ１、ＰＯＬＤ１、ＰＯＬＱ、ＰＳＭＢ８、ＣＣＮＯ）表达下调１．５倍以上（０．３５±０．０７、０．２６±０．０９、０．４１±０．０７、０．３７±０．１４、
０３７±０．０７、０．１５±０．０５、０．５７±０．１３），差异均有统计学意义（ｔ＝８．９８，Ｐ＝０．０１；ｔ＝４．７１，Ｐ＝０．０４；ｔ＝１０．４２，Ｐ＝０．０１；ｔ＝４．６５，Ｐ＝
０．０４；ｔ＝８．９２，Ｐ＝０．０１；ｔ＝４．９４，Ｐ＝０．０４；ｔ＝７．６３，Ｐ＝０．０２），４个基因（ＣＨＥＫ２、ＥＲＣＣ１、ＦＡＮＣＥ、ＧＡＤＤ４５Ｇ）表达上调１．５倍以上
（２．５８±０．２５、１．９５±０．０９、８．８２±０．７８、３．１８±０．８９），差异均有统计学意义（ｔ＝１８．１８，Ｐ＝０．００；ｔ＝２０．９２，Ｐ＝０．０１；ｔ＝１９．５５，Ｐ＝
００１；ｔ＝６．２０，Ｐ＝０．０２）。ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ的验证结果与其一致。结论　ＡＲＣ患者晶状体皮质和正常对照晶状体皮质中部分ＤＮＡ
修复基因的表达存在差异，这些表达有差异的基因可能在ＡＲＣ的形成和发展中起到一定作用。
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　　年龄相关性白内障（ａｇｅｒｅｌａｔｅｄｃａｔａｒａｃｔ，ＡＲＣ）
是国内外最常见的致盲和视力损害的疾病，由白内

障引起的盲占全球盲人总数的４７．８％以上［１４］。随

着整个社会人口的老龄化，ＡＲＣ引起的盲将越来越
多。目前，超声乳化晶状体摘出加人工晶状体植入

术是治疗ＡＲＣ唯一有效的手段，对于该疾病尚缺乏
有效的防治药物［５］。所以，深入了解 ＡＲＣ的发病机
制可以给该疾病的预防及治疗带来新的策略。尽管

ＡＲＣ确切的发病机制仍然不是很明确，但ＤＮＡ的氧
化损伤是一个公认的发病机制［６７］。许多研究证明

ＤＮＡ修复基因和 ＡＲＣ的发病机制有着紧密的联
系［８９］，但ＤＮＡ修复基因在晶状体皮质中的研究却
鲜有报道。本研究使用ＴａｑＭａｎ人类ＤＮＡ修复基
因表达芯片板及实时荧光定量聚合酶链式反应（ｒｅ
ａｌｔｉｍｅＰＣＲ）检测 ＡＲＣ和正常对照晶状体皮质中
ＤＮＡ修复基因表达的差异，探讨ＤＮＡ修复基因表达
变化是否与ＡＲＣ的形成和发展有关。

１　材料与方法

１．１　资料来源　收集２０１３年３月至９月在南通大
学附属医院眼科诊断为 ＡＲＣ并行手术的患者３３例
（３３眼），其中男１４例（１４眼），女１９例（１９眼），年
龄（６５．０±７．７）岁。入选标准：（１）晶状体混浊
ＬＯＣＳⅡ分级皮质混浊Ｃ３级以上；（２）最佳矫正视力
低于０．５。排除标准：青光眼、高度近视、葡萄膜炎、
眼部外伤或其他原因引起的白内障。排除糖尿病、

高血压、自身免疫性疾病、神经变性性疾病、心血管

疾病等氧化损伤相关的全身性疾病的患者。正常对

照来源于同期诊断为黄斑前膜因手术需要行透明晶

状体摘出的患者（３３例 ３３眼），其中男 １６例（１６
眼），女１７例（１７眼），年龄（６４．０±６．５）岁，排除高
血压、糖尿病等全身病变。本研究遵循赫尔辛基宣

言，经南通大学附属医院伦理道德委员会批准，所有

参与本研究的患者均签署知情同意书。

１．２　方法
１．２．１　晶状体皮质组织的准备　ＡＲＣ晶状体皮质
及正常对照晶状体皮质于白内障超声乳化手术中取

出，立刻存储于－８０℃。
１．２．２　晶状体皮质总ＲＮＡ的提取及ｃＤＮＡ逆转录
　使用Ｔｒｉｚｏｌ试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，美国）提取
晶状体皮质组织的总ＲＮＡ，然后使用ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ逆
转录试剂盒（Ｔａｋａｒａ，大连，中国）将总 ＲＮＡ逆转录
成ｃＤＮＡ。所有操作过程均按厂家试剂盒说明书
进行。

１．２．３　晶状体皮质中ＤＮＡ修复基因的检测　选择
性别、年龄匹配的３例 ＡＲＣ患者及３例正常对照的
晶状体皮质组织使用ＴａｑＭａｎ人类ＤＮＡ修复基因
表达芯片板（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，ＦｏｓｔｅｒＣｉｔｙ，美国）检
测ＤＮＡ修复基因的表达，待检测基因见表１。同等
量的皮质总ＲＮＡ逆转录成的ｃＤＮＡ（２μＬ）被稀释到
双蒸水（７μＬ）及探针法基因表达检测混合液（Ａｐ
ｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，ＦｏｓｔｅｒＣｉｔｙ，美国）中（１０μＬ），混匀
加入到芯片板中。使用ＡＢＩ７５００系统（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏ
ｓｙｓｔｅｍｓ，ＦｏｓｔｅｒＣｉｔｙ，美国）进行分析反应，反应条件：
５０℃ ２ｍｉｎ，９５℃ １０ｍｉｎ（１个循环）；９５℃１５ｓ，
６０℃ １ｍｉｎ（４０个循环）。结果使用 ＤａｔａＡｓｓｉｓｔｖ３．０
软件（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，ＦｏｓｔｅｒＣｉｔｙ，美国）进行数据
分析。

表１　人类ＤＮＡ修复基因表达ＴａｑＭａｎ芯片板所包含的基因
Ｇｅｎｅ １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０ １１ １２
Ａ １８Ｓ ＧＡＰＤＨ ＨＰＲＴ１ ＧＵＳＢ ＡＰＥＸ１ ＡＴＭ ＡＴＲ ＢＡＲＤ１ ＢＲＣＡ１ ＢＲＣＡ２ ＣＣＮＯ ＣＨＥＫ１
Ｂ ＣＨＥＫ２ ＤＣＬＲＥ１Ａ ＥＲＣＣ１ ＥＲＣＣ２ ＥＲＣＣ３ ＥＲＣＣ４ ＥＲＣＣ５ ＥＲＣＣ６ ＥＲＣＣ８ ＦＡＮＣＡ ＦＡＮＣＣ ＦＡＮＣＤ２
Ｃ ＦＡＮＣＥ ＦＡＮＣＦ ＦＡＮＣＧ ＦＥＮ１ ＧＡＤＤ４５Ａ ＧＡＤＤ４５Ｂ ＧＡＤＤ４５Ｇ ＧＴＦ２Ｈ１ ＧＴＦ２Ｈ３ ＨＵＳ１ ＩＧＦ１ ＬＩＧ１
Ｄ ＬＩＧ３ ＬＩＧ４ ＭＡＰＫ１０ ＭＡＰＫ１１ ＭＡＰＫ１２ ＭＡＰＫ１４ ＭＡＰＫ８ ＭＡＰＫ９ ＭＢＤ４ ＭＤＭ２ ＭＧＭＴ ＭＲＥ１１Ａ
Ｅ ＭＳＨ２ ＭＳＨ３ ＭＳＨ６ ＮＢＮ ＮＴＨＬ１ ＯＧＧ１ ＰＡＲＰ１ ＰＣＮＡ ＰＮＫＰ ＰＯＬＡ１ ＰＯＬＢ ＰＯＬＤ１
Ｆ ＰＯＬＧ ＰＯＬＨ ＰＯＬＫ ＰＯＬＱ ＰＯＬＲ１Ｂ ＰＯＬＲ１Ｃ ＰＯＬＲ２Ａ ＰＯＬＲ２Ｂ ＰＯＬＲ２Ｃ ＰＲＫＤＣ ＰＳＭＡ３ ＰＳＭＢ１０
Ｇ ＰＳＭＢ５ ＰＳＭＢ８ ＰＳＭＢ９ ＰＳＭＣ４ ＲＡＤ１ ＲＡＤ１７ ＲＡＤ２３Ｂ ＲＡＤ５０ ＲＡＤ５１ ＲＡＤ５２ ＲＡＤ９Ａ ＲＰＡ２
Ｈ ＲＰＡ３ ＳＭＵＧ１ ＴＰ５３ ＴＲＥＸ１ ＴＲＥＸ２ ＸＡＢ２ ＸＰＡ ＸＰＣ ＸＲＣＣ１ ＸＲＣＣ４ ＸＲＣＣ５ ＸＲＣＣ６

１．２．４　ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测　芯片板筛选出表达差
异达１．５倍以上的基因进行 ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ验证（３０
例ＡＲＣ和３０例对照），根据 ＧｅｎｅＢａｎｋ提供的目的
基因序列，应用ｐｒｉｍｅｒ３．０软件设计引物，并由上海
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司予以合成。ＰＣＲ反应体系：ＳＹＢＲ
ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ１１（２×）４μＬ、上游引物（１０
μｍｏｌ·Ｌ－１）１μＬ、下游引物（１０μｍｏｌ·Ｌ－１）１μＬ、
ｃＤＮＡ２μＬ、无ＲＮＡ酶的双蒸水１２μＬ。反应条件：
预变性９５℃ ３０ｓ，９５℃ ５ｓ，６０℃ ３４ｓ，７２℃ １５ｓ
（４５个循环），添加溶解曲线。目的基因相对于内参
βａｃｔｉｎ的表达量使用 Ｃｔ值的比较，用 ΔΔＣｔ方法计
算初始反应模板的相对含量，分析目的基因的表达

量。每组实验重复３次，取平均值。
１．３　统计学方法　使用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行数据
分析，ＡＲＣ患者与正常对照间测量指标的比较采用独
立样本ｔ检验。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＤＮＡ修复基因在 ＡＲＣ和正常对照晶状体皮
质中的表达　人类ＤＮＡ修复基因表达ＴａｑＭａｎ芯
片板所含的９２个ＤＮＡ修复基因均能够在晶状体皮
质中检测到表达。图１显示的是在３例ＡＲＣ和３例
正常对照晶状体皮质中使用芯片板检测 ＤＮＡ修复
基因表达的 ΔＣｔ值散点图。通过３组数据分析，相
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比于正常对照晶状体皮质，在ＡＲＣ晶状体皮质中８１
个基因表达差异在１．５倍以内；７个基因（ＡＴＭ、ＥＲ
ＣＣ６、ＰＯＬＡ１、ＰＯＬＤ１、ＰＯＬＱ、ＰＳＭＢ８、ＣＣＮＯ）表达下
调１．５倍以上（０．３５±０．０７、０．２６±０．０９、０．４１±
００７、０．３７±０．１４、０．３７±０．０７、０．１５±０．０５、０．５７±
０．１３），差异均有统计学意义（ｔ＝８．９８，Ｐ＝０．０１；ｔ＝
４．７１，Ｐ＝０．０４；ｔ＝１０．４２，Ｐ＝００１；ｔ＝４．６５，Ｐ＝
００４；ｔ＝８．９２，Ｐ＝０．０１；ｔ＝４９４，Ｐ＝０．０４；ｔ＝７．６３，
Ｐ＝０．０２）；４个基因（ＣＨＥＫ２、ＥＲＣＣ１、ＦＡＮＣＥ、
ＧＡＤＤ４５Ｇ）表达上调 １．５倍以上（２．５８±０．２５、
１．９５±０．０９、８．８２±０．７８、３．１８±０．８９），差异均有统
计学意义（ｔ＝１８．１８，Ｐ＝０．００；ｔ＝２０．９２，Ｐ＝０．０１；
ｔ＝１９．５５，Ｐ＝０．０１；ｔ＝６．２０，Ｐ＝０．０２）。表２列出所
有表达差异１．５倍以上的ＤＮＡ修复基因的ｒｅａｌｔｉｍｅ
ＰＣＲ引物及产物大小，表３列出了它们的染色体定
位以及参与的主要通路。

图１　人类ＤＮＡ修复基因表达 ＴａｑＭａｎ芯片板中９２个 ＤＮＡ
修复基因在ＡＲＣ（ｎ＝３）和正常对照（ｎ＝３）晶状体皮质中表达
的ΔＣｔ值散点图

表２　表达差异在１．５倍以上 ＤＮＡ修复基因的 ｒｅ
ａｌｔｉｍｅＰＣＲ引物及产物大小
基因名 基因登录号（ＮＣＢＩ） 引物序列 产物长度／ｂｐ
ＡＴＭ ＮＭ＿００００５１．３ ５’ＧＣＧＴＴＧＣＴＴＣＴＴＣＣＴＣＣＡＧＡ３’（Ｆ） ７９

５’ＧＣＧＴＴＧＣＴＴＣＴＴＣＣＴＣＣＡＧＡ３’（Ｒ）
ＥＲＣＣ６ ＮＭ＿０００１２４．３ ５’ＡＡＧＣＡＧＣＧＧＴＴＡＡＧＧＡＧＡＴＧＧ３’（Ｆ） ７４

５’ＧＡＡＴＣＧＴＣＣＴＣＣＡＧＣＴＴＣＡＧＡ３’（Ｒ）
ＰＯＬＡ１ ＮＭ＿０１６９３７．３ ５’ＧＣＧＡＣＧＡＣＴＣＴＣＴＧＴＣＡＧＡＴＴ３’（Ｆ） ２３２

５’ＧＣＧＡＣＧＡＣＴＣＴＣＴＧＴＣＡＧＡＴＴ３’（Ｒ）
ＰＯＬＤ１ ＮＭ＿０１１１３１．３ ５’ＡＡＧＣＴＧＴＴＴＧＡＧＧＣＧＡＴＧＧＡ３’（Ｆ） ２３９

５’ＧＧＧＴＣＡＡＴＧＴＣＴＧＣＡＧＴＧＧＡ３’（Ｒ）
ＰＯＬＱ ＮＭ＿１９９４２０．３ ５’ＧＡＧＴＧＧＡＣＡＣＡＧＴＡＧＧＣＧＡＧ３’（Ｆ） ２３０

５’ＴＧＣＡＧＣＣＡＡＡＡＡＴＧＴＧＣＡＧＧ３’（Ｒ）
ＰＳＭＢ８ ＮＭ＿００４１５９．４ ５’ＡＣＧＣＧＧＣＧＧＧＴＡＴＡＴＴＣＴＧＴ３’（Ｆ） ２４２

５’ＧＡＡＧＡＡＴＴＣＴＧＴＧＧＧＣＴＣＣＡＧＧ３’（Ｒ）
ＣＣＮＯ ＮＭ＿０２１１４７．４ ５’ＧＣＡＴＴＴＧＣＧＡＣＣＴＧＴＴＣＧＡＧ３’（Ｆ） ２３０

５’ＧＧＡＴＴＣＣＧＣＣＧＴＣＡＣＴＴＧＴ３’（Ｒ）
ＣＨＥＫ２ ＮＭ＿００７１９４．３ ５’ＡＴＣＣＡＧＣＴＣＣＴＣＴＡＣＣＡＧＣＡ３’（Ｆ） ２１９

５’ＴＣＡＴＴＣＡＣＡＣＡＴＴＣＡＡＧＡＴＴＧＧＣＡ３’（Ｒ）
ＥＲＣＣ１ ＮＭ＿２０２００１．２ ５’ＧＧＧＡＴＧＡＧＡＡＣＧＴＡＧＡＣＧＣＣ３’（Ｆ） １８０

５’ＡＴＡＡＧＧＧＣＴＴＧＧＣＣＡＣＴＣＣＡＧ３’（Ｒ）
ＦＡＮＣＥ ＮＭ＿０２１９２２．２ ５’ＴＧＴＡＧＴＣＣＣＡＧＣＣＡＧＡＴＧＧＡ３’（Ｆ） １４９

５’ＡＡＧＡＧＧＣＴＴＣＴＧＧＴＣＡＧＣＡＣ３’（Ｒ）
ＧＡＤＤ４５Ｇ ＮＭ＿００６７０５．３ ５’ＡＣＣＣＣＧＡＣＡＡＴＧＴＧＡＣＣＴＴＣ３’（Ｆ） ２２６

５’ＴＣＣＴＣＧＴＴＧＧＧＧＴＴＣＧＡＡＡＴ３’（Ｒ）

表３　表达差异在１．５倍以上ＤＮＡ修复基因的染色
体定位及参与的主要通路

基因 染色体定位 参与的主要通路

ＡＴＭ １１ｑ２２－ｑ２３ 细胞周期监测点

ＥＲＣＣ６ １０ｑ１１．２３ 核苷酸切除修复

ＰＯＬＡ１ Ｘｐ２２．１－ｐ２１．３ ＤＮＡ复制起始
ＰＯＬＤ１ １９ｑ１３．３ 碱基切除修复

ＰＯＬＱ ３ｑ１３．３３ 碱基切除修复

ＰＳＭＢ８ ６ｐ２１．３ 细胞周期监测点

ＣＣＮＯ ５ｑ１１．２ 碱基切除修复

ＣＨＥＫ２ ２２ｑ１２．１ 细胞周期监测点

ＥＲＣＣ１ ９ｑ１３．３２ 核苷酸切除修复

ＦＡＮＣＥ ６ｐ２２－ｐ２１ 直接逆转损伤修复

ＧＡＤＤ４５Ｇ ９ｑ２２．１－ｑ２２．２ 细胞周期，特异有机体生物系统

２．２　表达差异基因的ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测结果　在
３０例ＡＲＣ和３０例正常对照晶状体皮质中，与正常
对照相比，ＡＲＣ中 ＡＴＭ、ＥＲＣＣ６、ＰＯＬＡ１、ＰＯＬＤ１、
ＰＯＬＱ、ＰＳＭＢ８、ＣＣＮＯ表达水平分别下降 ２．５２倍、
３６３倍、２．８１倍、２．４０倍、２．４０倍、６．１４倍及１．９５
倍，ＣＨＥＫ２、ＥＲＣＣ１、ＦＡＮＣＥ、ＧＡＤＤ４５Ｇ表达水平分
别上调２．２８倍、１．７５倍、８４１倍及３．５８倍。

３　讨论

目前普遍认为ＡＲＣ的发病机制较为复杂，它与
营养、代谢、遗传和环境等多种因素相关。但随着对

ＡＲＣ发病机制的深入研究，越来越多的学者认识到：
虽然不同的损伤因子导致 ＡＲＣ的途径和机制各不
相同，但它们大多通过一个共同的中间产物———自

由基损伤晶状体细胞。所以氧化损伤可能是 ＡＲＣ
发生的早期事件之一［１０］。

氧化损伤对晶状体损伤的作用机制主要是对脂

类、蛋白质及 ＤＮＡ的作用，其中对 ＤＮＡ的作用最为
重要。这些损伤可引起细胞的各种生物学活性改

变，导致基因突变从而引起晶状体细胞死亡，导致

ＡＲＣ发生。已有很多研究表明氧化应激引起的
ＤＮＡ损伤在ＡＲＣ的形成中起到关键作用［１１１３］，其中

皮质型ＡＲＣ的晶状体上皮细胞 ＤＮＡ损伤相较于其
他类型的ＡＲＣ更加明显［１４］。

ＤＮＡ修复基因功能的失调会引起 ＤＮＡ修复障
碍，从而影响晶状体上皮和皮质细胞 ＤＮＡ的稳定
性，继而造成晶状体蛋白质的转录翻译发生障碍，最

终导致晶状体蛋白质变性，皮质混浊，从而发生

ＡＲＣ。
先前基因表达研究集中于晶状体上皮细胞中，

但是晶状体上皮细胞和皮质的基因表达存在差

异［１５１６］。临床上，ＡＲＣ晶状体混浊首先发生在晶状
体不同区域的皮质而不是上皮细胞，并且晶状体皮

质细胞的新陈代谢又与晶状体上皮细胞紧密联系，

所以晶状体皮质基因表达水平的改变可能会影响晶

状体皮质的透明性，在 ＡＲＣ的形成中起到一定的作
用［１７］。本研究使用 ＴａｑＭａｎ人类 ＤＮＡ修复基因
表达芯片板检测晶状体皮质中 ＤＮＡ修复通路的主
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要基因表达，结果显示在 ＡＲＣ和正常对照的晶状体
皮质中有部分基因的表达存在差异。

ＤＮＡ的修复基因存在于不同的通路，如核苷酸
切除修复通路、双链断裂重组修复通路、碱基切除修

复通路、错配修复通路等［１８］。先前我们在晶状体上

皮细胞中的研究中发现有１０个 ＤＮＡ修复基因表达
下调１．５倍以上，１个基因上调１．５倍以上［１９］。这

与本次在晶状体皮质中的研究结果并不一致，这表

明晶状体皮质和上皮细胞中 ＤＮＡ修复基因的表达
存在不一致性，这种表达差异可能在 ＡＲＣ的形成中
起到不同的作用。在本研究中，使用基因功能数据

库来进一步确定这些差异改变基因的通路，结果发

现表达有差异的基因并没有存在特定的 ＤＮＡ修复
通路中，而是分别位于各个亚通路。这种现象表明

损伤的ＤＮＡ修复需要多个酶多个亚通路共同参与
确保ＤＮＡ的完整性，以维持晶状体的透明性，进一
步说明ＡＲＣ的发生是多因素的结果。

我们使用单细胞凝胶电泳实验（彗星实验）研究

发现ＡＲＣ患者晶状体上皮细胞相对于正常对照其
ＤＮＡ有明显的损伤［２０］。与 ＢＥＲＴＨＯＵＤ等［１１］研究

结果一致。这可能就是由于在晶状体组织中 ＤＮＡ
修复基因的表达改变导致 ＤＮＡ损伤修复功能障碍
所引起的。

综上所述，在我们的研究中发现 ＡＲＣ患者晶状
体皮质和正常对照晶状体皮质中的部分 ＤＮＡ修复
基因的表达存在差异。这种表达差异可以为我们进

一步研究 ＡＲＣ的发病机制提供新的思路。在以后
的研究中，我们会阐明这些 ＤＮＡ修复基因表达差异
的调控机制及在ＡＲＣ形成过程中所起的作用。
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