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氨酸蛋白酶３（ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３，ｃＣａｓｐａｓｅ３）、聚腺苷二磷酸核糖聚合酶（ｃｌｅａｖｅｄＰＡＲＰ，ｃＰＡＲＰ）、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２和细胞色素Ｃ（ｃｙ
ｔｏｃｈｒｏｍｅＣ，ＣｙｔｏＣ）蛋白表达。结果　与０ｈ组相比，缺氧组（４ｈ、８ｈ、１２ｈ、２４ｈ和４８ｈ）Ｌｃｎ２ｍＲＮＡ表达水平均升高（均为Ｐ＜
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０．０５），同时缺氧组（１２ｈ、２４ｈ和 ４８ｈ）的 Ｌｃｎ２蛋白表达水平均较 ０ｈ组升高（均为 Ｐ＜０．０５）。与对照组细胞凋亡率
（９９．６６％±２８６％）比较，缺氧组（１３８．３３％±１３．７６％）显著升高（Ｐ＜０．０５）；ｓｉＬｃｎ２＋缺氧组细胞凋亡率（１０５．０２％±８．６０％）
较ｓｉＮＣ＋缺氧组（１４２．３３％±６．５４％）显著下降（Ｐ＜０．０５）。此外，缺氧组较对照组 Ｃａｓｐａｓｅ３相对活性增强、ｃＣａｓｐａｓｅ３和 ｃ
ＰＡＲＰ表达均上调（均为Ｐ＜０．０５），与ｓｉＮＣ＋缺氧组比较，ｓｉＬｃｎ２＋缺氧组 Ｃａｓｐａｓｅ３相对活性水平、ｃＣａｓｐａｓｅ３和 ｃＰＡＲＰ相
对表达水平均降低（均为Ｐ＜０．０５）。与对照组ＲＯＳ相对荧光强度（１．０３±０．１１）比较，缺氧组（４．２６±０．６３）增强（Ｐ＜０．０５），
ｓｉＬｃｎ２＋缺氧组ＲＯＳ相对荧光强度（３．１０±０．２４）较ｓｉＮＣ＋缺氧组（４．７３±０．２６）显著减弱（Ｐ＜０．０５）。且ｓｉＬｃｎ２＋缺氧组较
ｓｉＮＣ＋缺氧组线粒体膜电势增加、ＣｙｔｏＣ蛋白表达水平及Ｂａｘ和Ｂｃｌ２相对比率减少（均为Ｐ＜０．０５）。结论　沉默Ｌｃｎ２抑制
缺氧诱导的细胞凋亡及ＲＯＳ产生，可能是通过抑制线粒体凋亡信号通路实现的。

　　青光眼已经被世界卫生组织列为第二位致盲眼
病［１］。２０１３年，全球青光眼患者人数约为６４３０万，
预计在２０２０年将增加至７６００万，２０４０年估计增加
至１亿［２］。目前临床上对青光眼的治疗普遍以降低

眼压为主，多采用手术和药物保守治疗［３］，但对有些

患者手术治疗的效果仍不理想［４］，因此，积极寻找防

治青光眼的关键分子或者技术很有必要。

载脂蛋白２（ｌｉｐｏｃａｌｉｎ２，Ｌｃｎ２）是ｌｉｐｏｃａｌｉｎ超家族
的一个小分子蛋白，也称中性粒细胞明胶 Ｌｃｎ２［５］。
研究显示，Ｌｃｎ２在青光眼小鼠视网膜及视网膜神经
节细胞（ｒｅｔｉｎａｌｇａｎｇｌｉｏｎｃｅｌｌｓ，ＲＧＣ）层中表达显著升
高［６７］，但Ｌｃｎ２对缺氧诱导ＲＧＣ５凋亡的作用尚未
见报道。本研究采用 ｓｉＲＮＡ沉默 Ｌｃｎ２探讨其对缺
氧介导的 ＲＧＣ５细胞凋亡的作用及可能机制，为
Ｌｃｎ２在眼科疾病中的研究奠定理论基础。

１　材料与方法

１．１　材料　ＲＧＣ５细胞（ＡＴＣＣ公司，美国）；ＤＭＥＭ
培养基及胎牛血清（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，美国）；细胞凋亡
检测试剂盒 ＣｅｌｌＤｅａｔｈＤｅｔｅｃｔｉｏｎＥＬＩＳＡ试剂盒（罗
氏，德国）；Ｃａｓｐａｓｅ３活性检测试剂盒 Ｃａｓｐａｓｅ３／
ＣＰＰ３２ＦｌｕｏｒｏｍｅｔｒｉｃＡｓｓａｙＫｉｔ（ＢｉｏＶｉｓｉｏｎ，美国）；反转
录试剂盒（Ｐｒｏｍｅｇａ，美国）；ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲＭａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ试剂盒（Ｑｉａｇｅｎ，德国）；Ｌｃｎ２抗体（ＲＤ公司，美
国）、半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶３（ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３，
ｃＣａｓｐａｓｅ３）、聚腺苷二磷酸核糖聚合酶（ｃｌｅａｖｅｄ
ＰＡＲＰ，ｃＰＡＲＰ）、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２、细胞色素 Ｃ（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ
Ｃ，ＣｙｔｏＣ）抗体（ＣＳＴ公司，美国）；ＢＣＡ蛋白浓度检
测和线粒体膜电势检测（ＪＣ１）试剂盒（碧云天，中
国）；Ｒｒｉｚｏｌ试剂盒和ＤＣＦＨＤＡ试剂盒（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司，美国）；蛋白印迹二抗（中杉金桥，中国）；Ｌｃｎ２
ｓｉＲＮＡ及阴性对照（ＡＢＩ公司，美国）。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养及处理　ＲＧＣ５细胞使用ＤＭＥＭ培
养基培养（加体积分数１０％胎牛血清、１０ｇ·Ｌ１青霉
素和链霉素），置体积分数５％ ＣＯ２、３７℃细胞培养箱
中培养。每３～４ｄ胰蛋白酶消化传代。ＲＧＣ５细胞
首先置于体积分数５％Ｏ２、５％ＣＯ２、９０％Ｎ２，３７℃分别
培养４ｈ、８ｈ、１２ｈ、２４ｈ和４８ｈ，检测Ｌｃｎ２的表达水
平。以缺氧环境下培养２４ｈ为诱导条件，ＲＧＣ５细胞
分为４组：（１）对照组：不做任何处理的空白对照组；
（２）缺氧组：细胞于缺氧环境下培养２４ｈ；（３）ｓｉＮＣ＋

缺氧组：细胞经转染ｓｉＲＮＡ阴性对照４８ｈ后于缺氧环
境下培养２４ｈ；（４）ｓｉＬｃｎ２＋缺氧组：细胞经转染Ｌｃｎ
２ｓｉＲＮＡ４８ｈ后于缺氧环境下培养２４ｈ。
１．２．２　细胞凋亡的检测　细胞接种于９６孔板中，
采用ＬｉｐｏｆａｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００将 ｓｉＮＣ和 ｓｉＬｃｎ２转染至
细胞中４８ｈ，然后于缺氧环境下继续培养２４ｈ。严
格按照细胞凋亡检测试剂盒说明书操作，检测细胞

的凋亡率。将对照组凋亡率设为１００％，其他组别均
为相对值。

１．２．３　Ｃａｓｐａｓｅ３活性检测　待各组细胞处理结束
后，收集细胞，严格按照 Ｃａｓｐａｓｅ３活性检测试剂盒
说明书检测细胞中 Ｃａｓｐａｓｅ３活性。实验结束时，用
５０μＬ裂解液裂解细胞１０ｍｉｎ，加入２×反应缓冲液
（５０μＬ）和５μＬ反应底物，于３７℃孵育１．５ｈ。设
置多功能酶标仪的发射波长为４００ｎｍ，激发波长为
５０５ｎｍ，采集各组细胞荧光强度数值。
１．２．４　ＲＯＳ的检测　细胞接种于６孔板中，待各组
细胞处理结束后，弃培养基，采用ＰＢＳ缓冲液清洗细
胞３次，加入１０μｍｏｌ·Ｌ１ＤＣＦＨＤＡ于３７℃孵育
３０ｍｉｎ，于倒置荧光显微镜下观察细胞 ＲＯＳ的产生，
最后采用ＩＰＰ软件对相对荧光强度进行统计分析。
１．２．５　线粒体膜电势的检测　细胞接种于６孔板
中，待各组细胞处理结束后，弃培养基，加入１ｍＬ染
色工作液，于３７℃孵箱中孵育２０ｍｉｎ，反应结束后，
用现配的染色缓冲液洗涤２次，加入２ｍＬ细胞培养
液，荧光显微镜下观察并统计线粒体膜电势的变化。

１．２．６　实时定量ＰＣＲ检测　采用Ｔｒｉｚｏｌ试剂按照说
明书操作提取细胞总ＲＮＡ，并测定浓度，５μｇ反转录
合并 ｃＤＮＡ，采用 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ试剂盒检测 Ｌｃｎ２的
ｍＲＮＡ水平，反应条件：９４℃ ５ｍｉｎ，９４℃ ３０ｓ，５５℃
３０ｓ，７２℃１ｍｉｎ，７２℃１０ｍｉｎ，循环３０次。每组设３
个复孔。Ｌｃｎ２的引物序列为：正向：５’ＧＡＣＴＣＡＡＣＴ
ＣＡＧＡＡＣＴＴＧＡＴＣＣＣＴ３’，反向：５’ＡＧＣＴＣＴＧＴＡＴＣＴ
ＧＡＧＧＧＴＡＧＣＴＧＴ３’；βａｃｔｉｎ的引物序列为：正向：５’
ＴＣＡＧＧＴＣＡＴＣＡＣＴＡＴＣＧＧＣＡＡＴ３’，反 向：５’ＡＡＡ
ＧＡＡＡＧＧＧＴＧＴＡＡＡＡＣＧＣＡ３’。
１．２．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定Ｌｃｎ２等蛋白表达　提取
各组细胞总蛋白，采用 ＢＣＡ试剂盒检测蛋白浓度，
各孔 ５０μｇ上样量进行 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，转膜。
５０ｇ·Ｌ－１脱脂牛奶室温封闭 １ｈ，加入一抗后，于
４℃ 孵育过夜。洗涤后加入二抗室温孵育１ｈ，漂洗
后显色，在暗室进行显影和定影，扫描后采用 ＩｍａｇｅＪ
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分析各个条带的光密度值。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计学软件处理
数据，数据以均数±标准差表示，多组比较采用单因
素方差分析。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　缺氧诱导Ｌｃｎ２表达上调　Ｌｃｎ２ｍＲＮＡ表达
水平见图１，缺氧组４ｈ（２．５９±０．３４）、８ｈ（２．６４±
０４７）、１２ｈ（３．４４±０．３７）、２４ｈ（４．２６±０．２９）和４８
ｈ（４．３５±０．３９）与０ｈ组（０．９７±０．１０）相比，Ｌｃｎ２
ｍＲＮＡ水平随着缺氧时间的延长逐渐升高（均为Ｐ＜
０．０５；图１Ａ）。此外，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果表明，缺
氧组１２ｈ（２．７３±０．３８）、２４ｈ（３．１６±０．２８）和４８ｈ
（３．６６±０．３０）与０ｈ（１．０１±０．１０）相比，Ｌｃｎ２蛋白
表达水平均显著上调（均为 Ｐ＜０．０５；图１Ｂ），说明
缺氧诱导Ｌｃｎ２表达上调。
２．２　沉默 Ｌｃｎ２抑制细胞凋亡　四组间细胞凋亡
率差异有统计学意义（Ｆ＝１２．４３，Ｐ＝０．００２；图２Ａ）；
两两比较结果表明：与对照组（９９．６６％ ±２．８６％）比
较，缺氧组（１３８．３３％ ±１３．７６％）显著升高（Ｐ＜
００５），ｓｉＬｃｎ２＋缺氧组（１０５．０２％ ±８．６０％）较
ｓｉＮＣ＋缺氧组（１４２．３３％±６．５４％）显著下降（Ｐ＜
００５）。四组间Ｃａｓｐａｓｅ３相对活性差异具有统计学
意义（Ｆ＝４２８１，Ｐ＝０．０００；图２Ｂ）；两两比较结果表
明：与对照组（１．０３±０．０６）比，缺氧组（３．５９±０．４１）
增强（Ｐ＜０．０５），ｓｉＬｃｎ２＋缺氧组（２．０１±０．２１）较
ｓｉＮＣ＋缺氧组（３．５６±０．２６）减弱（Ｐ＜０．０５）。四组
间ｃＰＡＲＰ相对蛋白表达差异有统计学意义（Ｆ＝
４５．６８，Ｐ＝０．０００；图２Ｃ）；两两比较结果显示：与对
照组（１２２±０．０５）比较，缺氧组（２．８３±０．１６）显著

升高（Ｐ＜０．０５），ｓｉＬｃｎ２＋缺氧组（２．１９±０．１１）较
ｓｉＮＣ＋缺氧组（３．１５±０．２８）降低（Ｐ＜０．０５）。四组
间ｃＣａｓｐａｓｅ３蛋白相对表达差异具有统计学意义
（Ｆ＝４２．８１，Ｐ＝０．０００；图２Ｃ）；两两比较结果表明：
与对照组（１．０３±０．０３）比较，缺氧组（４．２０±０．４５）
升高（Ｐ＜０．０５），ｓｉＬｃｎ２＋缺氧组（２．５２±０．２７）较
ｓｉＮＣ＋缺氧组（３．９３＋０．３５）降低（Ｐ＜０．０５）。
２．３　沉默Ｌｃｎ２抑制ＲＯＳ产生　四组间ＲＯＳ相对
荧光强度差异具有统计学意义（Ｆ＝３９．９２，Ｐ＝
００００；图３）；两两比较结果表明：与对照组（１．０３±
０．１１）比较，缺氧组（４．２６±０．６３）增强（Ｐ＜０．０５），
ｓｉＮＣ＋缺氧组（４．７３±０．２６）与缺氧组比较，差异无
统计学意义（Ｐ＞０．０５）。ｓｉＬｃｎ２＋缺氧组（３．１０±
０２４）较ｓｉＮＣ＋缺氧组ＲＯＳ显著减弱（Ｐ＜０．０５）。

图１　Ｌｃｎ２的ｍＲＮＡ和蛋白表达。Ａ：实时定量ＰＣＲ检测Ｌｃｎ２
ｍＲＮＡ水平的表达；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 Ｌｃｎ２蛋白水平的表
达；与０ｈ组相比，Ｐ＜０．０５

图２　Ｌｃｎ２对ＲＧＣ５细胞凋亡的作用。Ａ：ＥＬＩＳＡ检测细胞凋亡率；Ｂ：ＥＬＩＳＡ检测 Ｃａｓｐａｓｅ３活性；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ｃＣａｓｐａｓｅ３和 ｃ
ＰＡＲＰ表达水平。与对照组比较，Ｐ＜０．０５；与ｓｉＮＣ＋缺氧组比较，＃Ｐ＜０．０５

２．４　Ｌｃｎ２对线粒体凋亡通路的作用　四组间线粒
体膜电势差异具有统计学意义（Ｆ＝３５．３０，Ｐ＝
００００；图 ４Ａ）；两两比较结果表明：与对照组
（９９．３５±２．９４）相比，缺氧组（４６．２１±６．１６）减少
（Ｐ＜０．０５）；ｓｉＮＣ＋缺氧组（３８．０５±９．４１）与缺氧组
相比，线粒体膜电势差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；

ｓｉＬｃｎ２＋缺氧组（７５．６７±６．５４）较 ｓｉＮＣ＋缺氧组增
加（Ｐ＜０．０５）。四组间ＣｙｔｏＣ蛋白相对表达差异具
有统计学意义（Ｆ＝２５．４２，Ｐ＝０．０００；图４Ｂ４Ｃ）；两
两比较结果表明：与对照组（１．０１±０．１４）比较，缺氧
组（３．１３±０５７）表达水平显著增加（Ｐ＜０．０５）；
ｓｉＮＣ＋缺氧组（３．８０±０．２１）与缺氧组差异无统计学
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意义（Ｐ＞００５）；ｓｉＬｃｎ２＋缺氧组（２．１６±０．２６）较
ｓｉＮＣ＋缺氧组减少（Ｐ＜０．０５）。四组间 Ｂａｘ／Ｂｃｌ２
相对比率差异具有统计学意义（Ｆ＝２３．６９，Ｐ＝
００００；图 ４Ｄ）；两两比较结果表明：与对照组
（０．９５±０．１２）比较，缺氧组（４．８６±０．９７）升高（Ｐ＜
０．０５）；ｓｉＮＣ＋缺氧组（５５０±０．６１）与缺氧组相比差
异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；ｓｉＬｃｎ２＋缺氧组
（２．７６±０．３２）较ｓｉＮＣ＋缺氧组降低（Ｐ＜０．０５）。

图３　Ｌｃｎ２对ＲＯＳ的作用。与对照组比较，Ｐ＜０．０５；与ｓｉＮＣ＋
缺氧组比较，＃Ｐ＜０．０５

３　讨论

本研究发现，Ｌｃｎ２随着缺氧时间的延长其 ｍＲ
ＮＡ和蛋白表达逐渐升高，表明Ｌｃｎ２在ＲＧＣ５细胞
缺氧介导细胞损伤中可能发挥重要作用。有学者发

现Ｌｃｎ２在青光眼小鼠视网膜中表达上调［６］，且在

急性缺血及缺氧条件下，Ｌｃｎ２表达显著上调［８］，本

研究结果与其一致，即缺氧激活Ｌｃｎ２表达。
Ｌｃｎ２在细胞凋亡中有重要作用，有文献报道

Ｌｃｎ２促进人体皮脂腺细胞［９］、心肌细胞［１０］、肝癌细

胞［１１］凋亡。过表达Ｌｃｎ２促进神经元细胞和神经母
细胞瘤细胞死亡［１２］。本研究发现沉默Ｌｃｎ２缺氧诱
导的细胞凋亡率下降。但是也有文献报道，Ｌｃｎ２缺
失促进肝脏细胞凋亡［１３］，Ｌｃｎ２抑制氧化应激介导
的肺动脉平滑肌细胞凋亡［１４］，表明 Ｌｃｎ２在细胞凋
亡中的作用取决于细胞的种类及损伤模型，这种差

异可能因为Ｌｃｎ２在不同的病理条件下调控不同信
号通路引起的。Ｃａｓｐａｓｅ３是细胞凋亡过程中早期关
键的执行分子，激活的 Ｃａｓｐａｓｅ３能够剪切细胞凋亡
过程中的多种关键蛋白，其中 ＰＡＲＰ是最早鉴定出
的Ｃａｓｐａｓｅ３的底物［１５］。本研究发现，沉默Ｌｃｎ２使

图４　Ｌｃｎ２对线粒体凋亡信号通路作用。Ａ：线粒体膜电势试剂盒检测线粒体膜电势；Ｂ、Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＣｙｔｏＣ蛋白表达；Ｂ、Ｄ：
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测Ｂａｘ和Ｂｃｌ２蛋白表达，并计算Ｂａｘ／Ｂｃｌ２比率。与对照组比较，Ｐ＜０．０５；与ｓｉＮＣ＋缺氧组比较，＃Ｐ＜０．０５

Ｃａｓｐａｓｅ３活性减弱、ｃＣａｓｐａｓｅ３和 ｃＰＡＲＰ蛋白表
达减少。这些结果进一步证实 Ｌｃｎ２缺失抑制缺氧
诱导ＲＧＣ５细胞凋亡。

ＲＯＳ是生物体需氧细胞在代谢过程中产生的一
系列衍生物，包括氧离子、过氧化氢和含氧自由基

等，在线粒体凋亡通路中有重要作用［１６］。过量的

ＲＯＳ引起脂质过氧化，导致线粒体通透性转换孔打
开，释放ＣｙｔｏＣ，启动凋亡信号通路［１７］。本研究发现

Ｌｃｎ２缺失导致细胞中 ＲＯＳ显著减少，本研究结果
与Ｗｕ等［１８］报道一致，即Ｌｃｎ２促进ＲＯＳ产生。

Ｂｃｌ２蛋白家族在调控细胞凋亡中发挥重要作
用，促凋亡蛋白Ｂａｘ和抑凋亡蛋白Ｂｃｌ２的比例是调
控凋亡的关键分子。在肝癌细胞中 Ｌｃｎ２通过激活
线粒体凋亡通路、上调 Ｂａｘ／Ｂｃｌ２诱导细胞凋亡［１１］，

且有研究表明，在心肌细胞中Ｌｃｎ２促进Ｂａｘ向线粒

体膜上转移［１１］。与这些研究结果一致，本实验证实

Ｌｃｎ２缺失阻碍线粒体膜电势去极化、下调ＣｙｔｏＣ和
Ｂａｘ表达、上调 Ｂｃｌ２表达，表明沉默 Ｌｃｎ２抑制
ＲＧＣ５细胞线粒体凋亡信号通路。

综上，Ｌｃｎ２缺失抑制缺氧诱导ＲＧＣ５细胞凋亡
及ＲＯＳ产生，可能通过抑制线粒体凋亡信号通路实
现，这一结果为Ｌｃｎ２在眼科疾病防治中奠定理论基
础并为青光眼等眼科疾病的基因治疗提供新的

思路。
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