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【实验研究】

ＡＬＫＢＨ５对紫外线诱导的晶状体上皮细胞氧化损伤模型中
ＤＮＡ损伤修复的影响△
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【摘要】　目的　探究Ｎ６甲基腺苷（ｍ６Ａ）去甲基化酶ＡＬＫＢＨ５对紫外线诱导的晶状体上
皮细胞（ＬＥＣ）氧化损伤模型中ＤＮＡ损伤修复的影响。方法　运用 ｑＲＴＰＣＲ和免疫印迹
实验检测年龄相关性白内障（ＡＲＣ）患者和对照组晶状体前囊膜上皮细胞中 ＡＬＫＢＨ５的
ｍＲＮＡ和蛋白的表达。通过紫外线 Ｂ（ＵＶＢ）构建晶状体上皮细胞株 ＳＲＡ０１／０４细胞氧化
损伤模型和靶向ＡＬＫＢＨ５设计小干扰ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）转染构建敲降模型，运用 ｑＲＴＰＣＲ和
免疫印迹实验检测氧化损伤模型和敲降模型中 ＡＬＫＢＨ５的 ｍＲＮＡ和蛋白表达。运用
ＣＣＫ８法检测Ｃｏｎｔｒｏｌ组、ＵＶＢ组、ＵＶＢ＋ｓｉＮＣ组和 ＵＶＢ＋ｓｉＡＬＫＢＨ５＃３组中 ＳＲＡ０１／０４细
胞活力变化。免疫荧光染色检测 ＵＶＢ＋ｓｉＮＣ组和 ＵＶＢ＋ｓｉＡＬＫＢＨ５＃３组中１５Ａ３的荧光
强度变化。运用ｑＲＴＰＣＲ检测转染对照ｓｉＮＣ组和转染ｓｉＡＬＫＢＨ５＃３组中１１个ＤＮＡ氧化
损伤修复基因（ＯＤＲＧｓ）的ｍＲＮＡ表达变化。结果　在 ＡＲＣ患者的晶状体前囊膜上皮细
胞中，ＡＬＫＢＨ５的ｍＲＮＡ和蛋白表达水平均显著升高。在ＵＶＢ以时间梯度诱导ＳＲＡ０１／０４
的细胞氧化损伤模型中，ＡＬＫＢＨ５的 ｍＲＮＡ和蛋白表达水平均呈上升后下降趋势，其中
ＵＶＢ照射１０ｍｉｎ后ＡＬＫＢＨ５ｍＲＮＡ和蛋白表达升高最为显著。ＡＬＫＢＨ５敲降效率结果显
示，与转染对照ｓｉＮＣ组相比，转染靶向ＡＬＫＢＨ５的ｓｉＲＮＡ后，ＡＬＫＢＨ５的ｍＲＮＡ和蛋白表
达均显著下降。ＣＣＫ８法检测结果显示，与 ＵＶＢ＋ｓｉＮＣ组相比，ＵＶＢ＋ｓｉＡＬＫＢＨ５＃３组
ＳＲＡ０１／０４细胞活力明显降低。免疫荧光染色检测结果显示，与ＵＶＢ＋ｓｉＮＣ组相比，ＵＶＢ＋
ｓｉＡＬＫＢＨ５＃３组ＳＲＡ０１／０４细胞内 ＤＮＡ氧化损伤指标１５Ａ３染色显著增加。同时，与转染
对照ｓｉＮＣ组相比，转染ＡＬＫＢＨ５＃３组ＳＲＡ０１／０４细胞的ＯＤＲＧｓ中，ＴＲＥＸ１、ＦＡＮＣＤ２、ＬＩＧ１、
ＭＳＨ２、ＭＳＨ３、ＲＰＡ２、ＳＭＵＧ１、ＸＲＣＣ６ｍＲＮＡ的表达均显著上升，ＤＣＬＲＥ１ＡｍＲＮＡ的表达显
著下降，ＭＧＭＴ和ＭＲＥ１１ＡｍＲＮＡ的表达则未见明显差异。结论　ｍ６Ａ去甲基化酶 ＡＬＫ
ＢＨ５在ＵＶＢ诱导的ＬＥＣ氧化损伤模型中诱导性表达上升，敲降ＡＬＫＢＨ５可促进ＬＥＣ内大
部分ＯＤＲＧｓ表达升高，参与调控ＬＥＣ内损伤ＤＮＡ的修复，阻止ＡＲＣ的发生。
【关键词】　年龄相关性白内障；ＤＮＡ损伤修复；晶状体上皮细胞；紫外线Ｂ；Ｎ６甲基腺苷；
ＡＬＫＢＨ５
【中图分类号】　Ｒ７７６

　　年龄相关性白内障（ＡＲＣ）是白内障中最常见的
类型［１］。目前，氧化应激被认为是 ＡＲＣ发病的重要
机制［２４］。晶状体上皮细胞（ＬＥＣ）内的氧化应激反
应不可避免地引起 ＤＮＡ损伤发生，与此同时，细胞
内迅速且有效的ＤＮＡ修复机制发挥作用，及时修复
损伤的ＤＮＡ，维持基因组稳定［５］。然而，随着年龄增

长，ＤＮＡ损伤和修复的失衡引起损伤性ＤＮＡ逐渐在
ＬＥＣ内积累，导致ＡＲＣ形成［６７］。

已有研究发现，在紫外线照射引起的 ＤＮＡ损伤
位点处发生Ｎ６甲基腺苷（ｍ６Ａ）修饰的聚集，通过多
种机制促进 ＤＮＡ修复，对抗紫外线照射引起的损
伤［８９］。ｍ６Ａ是真核生物 ｍＲＮＡ中最丰富的内部表
观遗传学修饰，参与ｍＲＮＡ代谢全部环节，通过调节
ＲＮＡ稳定性和翻译调节基因表达，在各种生物过程
中发挥重要作用［１０１２］。ｍ６Ａ修饰过程受到 ｍ６Ａ甲
基转移酶复合物（ＭＴＣ）、去甲基化酶和 ｍ６Ａ识别酶
的动态调控［１３１４］。其中，ＡＬＫＢＨ５作为去甲基化酶，

在氧化应激诱导的 ＤＮＡ损伤修复中发挥重要作
用［１５１６］。虽然已有研究发现，ＡＬＫＢＨ５在皮质型
ＡＲＣ的ＬＥＣ中的表达显著上调，但是其在ＡＲＣ发生
发展过程中的作用机制尚不清楚［１７］。

本研究中，我们通过对 ＬＥＣ进行紫外线 Ｂ
（ＵＶＢ）照射构建氧化损伤模型，探究 ｍ６Ａ去甲基化
酶ＡＬＫＢＨ５在氧化损伤模型中对损伤性 ＤＮＡ修复
的影响，为ＡＲＣ的防治提供理论依据。

１　材料与方法　

１．１　一般资料　选取２０２１年４月至１０月在南通大
学附属医院眼科住院并行超声乳化白内障吸除术的

ＡＲＣ患者８例８眼为ＡＲＣ组，选择同期住院并接受
透明晶状体摘除术的黄斑前膜患者８例８眼为对照
组，收集所有患者的临床资料及晶状体前囊膜，所有

患者的晶状体混浊程度均根据 ＬＯＣＳⅢ分级系统进
行分级。ＡＲＣ组患者排除标准：（１）并发性、外伤
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性、代谢性、药物及中毒性白内障等其他类型的白内

障；（２）双眼中有一眼为无晶状体眼；（３）合并高血
压、糖尿病或自身免疫病。对照组患者排除标准：

（１）合并高度近视、葡萄膜炎或青光眼等眼部疾病；
（２）合并高血压、糖尿病或其他全身性疾病。ＡＲＣ
组患者男５例、女３例，年龄为５０～８０（６６．１±３．４）
岁，对照组患者男 ４例、女 ４例，年龄为 ５０～８０
（６５．６±２．７）岁，两组患者间性别和年龄差异均无统
计学意义（Ｐ＝０．９４、０．１８）。本研究通过南通大学附
属医院伦理委员会审批（伦理审查批号：２０２１
Ｌ０９１），所有患者均签署知情同意书。
１．２　材料　人 ＬＥＣ细胞系 ＳＲＡ０１／０４细胞购自中
国科学院上海生命科学研究所。ＤＭＥＭ培养基、胎
牛血清、胰蛋白酶均购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司；手持式紫
外线检测灯购自中国光豪分析仪器公司；逆转录试

剂盒购自美国 ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司，Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒
购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，引物购自上海生工生物工
程股份有限公司；靶向ＡＬＫＢＨ５设计的 ｓｉＲＮＡｓ购自
中国锐博生物科技有限公司；ＣＣＫ８试剂盒购自日
本同仁化学研究所；１５Ａ３抗体购自英国 Ａｂｃａｍ公
司；ＧＡＰＤＨ抗体、荧光二抗（辣根过氧化物酶标记的
山羊抗兔和山羊抗鼠 ＩｇＧ）均购自中国 ＡＢｃｌｏｎａｌ
公司。

１．３　细胞培养和 ＵＶＢ处理　将 ＳＲＡ０１／０４细胞复
苏后，加入完全培养基（含体积分数１０％胎牛血清
和１０ｇ·Ｌ－１青链霉素的 ＤＭＥＭ培养基），并置于
３７℃、含体积分数５％ ＣＯ２培养箱中培养。待培养
皿中的细胞融合度达８０％左右时，用 Ｈａｎｋｓ液清洗
细胞２次，加入适量的无菌 ＰＢＳ，置于手持式紫外线
检测灯（波长为２７５～４００ｎｍ，峰值为３１０ｎｍ）下
３０ｃｍ处照射。ＵＶＢ照射时间梯度为０ｍｉｎ、１０ｍｉｎ、
１５ｍｉｎ、３０ｍｉｎ、４５ｍｉｎ。照射后加入完全培养基继续
培养２４ｈ，进行后续实验。
１．４　ｑＲＴＰＣＲ检测　根据 Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒的步骤提
取ＡＲＣ组（ｎ＝３）和对照组（ｎ＝３）患者晶状体前囊
膜上皮细胞中的总 ＲＮＡ。按照说明书行 ｑＲＴＰＣＲ
检测，以ＧＡＰＤＨ为内参，使用２－△△Ｃｔ分析，实验均重
复 ３次。ＧＡＰＤＨ上游引物为 ５’ＴＧＡＡＧＧＴＣＧ
ＧＡＧＴＣＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧＧＴ３’，下游引物为 ５’ＣＡＴ
ＧＴＧＧＧＣＣＡＴＧＡＧＧＴＣＣＡＣＣＡＣ３’。ＡＬＫＢＨ５上游
引物为５’ＣＣＣＧＡＧＧＧＣＴＴＣＧＴＣＡＡＣＡ３’，下游引物
为 ５’ＣＧＡＣＡＣＣＣＧＡＡＴＡＧＧＣＴＴＧＡ３’。同样方法
检测经不同方法处理后 ＳＲＡ０１／０４细胞中 ＡＬＫＢＨ５
ｍＲＮＡ和１１个ＤＮＡ氧化损伤修复基因（ＯＤＲＧｓ）的
表达，其中１１个ＯＤＲＧｓ的引物序列见表１。
１．５　免疫印迹实验检测　取ＡＲＣ组（ｎ＝５）和对照
组（ｎ＝５）患者的晶状体前囊膜，提取上皮细胞，加入
蛋白裂解液冰上裂解，提取蛋白上清，于１２５ｇ·Ｌ－１

的凝胶上进行电泳（电压８０Ｖ转１２０Ｖ）分离蛋白；
采用湿转法转膜（电流２５０ｍＡ，２ｈ）；采用５ｇ·Ｌ－１

表１　１１个ＯＤＲＧｓ的引物序列
基因 引物序列

ＴＲＥＸ１ 上游：５’ＣＧＣＡＴＧＧＧＣＧＴＣＡＡＴＧＴＴＴＴ３’
下游：５’ＧＣＡＧＴＧＡＴＧＣＴＡＴＣＣＡＣＡＣＡＧＡＡ３’

ＦＡＮＣＤ２ 上游：５’ＡＡＡＡＣＧＧＧＡＧＡＧＡＧＴＣＡＧＡＡＴＣＡ３’
下游：５’ＡＣＧＣＴＣＡＣＡＡＧＡＣＡＡＡＡＧＧＣＡ３’

ＬＩＧ１ 上游：５’ＡＴＡＧＡＴＧＧＣＧＣＴＧＴＧＡＴＴＣＣ３’
下游：５’ＣＴＴＧＴＣＡＣＴＡＴＣＣＡＣＣＡＧＧＣ３’

ＭＳＨ２ 上游：５’ＣＡＣＴＧＴＣＴＧＣＧＧＴＡＡＴＣＡＡＧＴ３’
下游：５’ＣＴＣＴＧＡＣＴＧＣＴＧＣＡＡＴＡＴＣＣＡＡＴ３’

ＭＳＨ３ 上游：５’ＧＣＡＡＣＴＣＴＧＡＧＣＣＡＡＡＧＡＡＡＴ３’
下游：５’ＡＣＴＴＴＧＡＧＧＡＡＧＧＧＣＡＧＡＡＴＣ３’

ＲＰＡ２ 上游：５’ＧＣＡＣＣＴＴＣＴＣＡＡＧＣＣＧＡＡＡＡＧ３’
下游：５’ＣＣＣＣＡＣＡＡＴＡＧＴＧＡＣＣＴＧＴＧＡＡＡ３’

ＳＭＵＧ１ 上游：５’ＣＧＣＡＡＣＴＡＣＧＴＧＡＣＴＣＧＣＴＡＣ３’
下游：５’ＧＴＣＣＣＧＧＡＣＣＡＴＧＣＴＴＡＣＴＴＣ３’

ＸＲＣＣ６ 上游：５’ＧＣＴＡＧＡＡＧＡＣＣＴＧＴＴＧＣＧＧＡＡ３’
下游：５’ＴＧＴＴＧＡＧＣＴＴＣＡＧＣＴＴＴＡＡＣＣＴＧ３’

ＭＧＭＴ 上游：５’ＡＣＣＧＴＴＴＧＣＧＡＣＴＴＧＧＴＡＣＴＴ３’
下游：５’ＧＧＡＧＣＴＴＴＡＴＴＴＣＧＴＧＣＡＧＡＣＣ３’

ＭＲＥ１１Ａ 上游：５’ＡＴＣＧＧＣＣＴＧＴＣＣＡＧＴＴＴＧＡＡＡ３’
下游：５’ＴＧＣＣＡＴＣＴＴＧＡＴＡＧＴＴＣＡＣＣＣＡＴ３’

ＤＣＬＲＥ１Ａ 上游：５’ＡＴＧＡＧＣＣＡＧＡＡＴＴＴＣＡＣＴＣＡＧＣ３’
下游：５’ＧＧＣＡＣＡＣＣＣＴＣＴＡＡＴＧＣＣＴ３’

脱脂奶粉室温下封闭２ｈ；参照说明书将稀释好的目
的一抗（ＡＬＫＢＨ５稀释度为１１０００；ＧＡＰＤＨ稀释度
为１６０００）加入 ＰＶＤＦ膜中，置于４℃冰箱孵育过
夜；次日，用ＴＢＳＴ漂洗，然后加入辣根过氧化物酶标
记的山羊抗兔（二抗）ＩｇＧ在室温下孵育２ｈ；最后，
ＴＢＳＴ洗涤后加入显影剂，置于暗室内曝光显影。以
ＧＡＰＤＨ为内参。同样方法检测经不同方法处理后
ＳＲＡ０１／０４细胞中ＡＬＫＢＨ５蛋白表达。
１．６　细胞分组及转染　检测 ｓｉＡＬＫＢＨ５转染效率
时，实验分为转染 ｓｉＡＬＫＢＨ５组（针对 ＡＬＫＢＨ５ｍＲ
ＮＡ的三个不同区域设计靶向敲低 ＡＬＫＢＨ５的 ｓｉＲ
ＮＡ，命名为 ｓｉＡＬＫＢＨ５＃１、ｓｉＡＬＫＢＨ５＃２和 ｓｉＡＬＫＢＨ５
＃３）、转染对照ｓｉＮＣ组（转染对照ｓｉＮＣ）和Ｃｏｎｔｒｏｌ组
（未经任何处理）。检测 ＡＬＫＢＨ５在细胞氧化损伤
模型中的功能时，实验分为 Ｃｏｎｔｒｏｌ组（未经任何处
理）、ＵＶＢ组（采用ＵＶＢ照射）、ＵＶＢ＋ｓｉＮＣ组（转染对
照 ｓｉＮＣ，同时采用 ＵＶＢ照射处理）以及 ＵＶＢ＋
ｓｉＡＬＫＢＨ５＃３组（转染 ｓｉＡＬＫＢＨ５＃３，同时采用 ＵＶＢ
照射处理）。转染方法：６孔板每孔中加入 Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００和 ｓｉＲＮＡ充分混匀后室温孵育
１５ｍｉｎ，之后，置于培养箱中继续培养７２ｈ后，进行
后续实验。

１．７　ＣＣＫ８法检测细胞活力　ＣＣＫ８法检测 Ｃｏｎ
ｔｒｏｌ组、ＵＶＢ组、ＵＶＢ＋ｓｉＮＣ组以及ＵＶＢ＋ｓｉＡＬＫＢＨ５
＃３组细胞活力，具体方法为：将 ＳＲＡ０１／０４细胞以每
孔１×１０４个的密度接种于９６孔板，每组设６个复
孔，培养箱培养２４ｈ；分组处理后弃培养基，向每孔
加入１００μＬ完全培养基和１０μＬＣＣＫ８溶液；继续
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置于培养箱中孵育１～２ｈ（操作过程中注意避光）；
使用酶标仪测定４５０ｎｍ处的吸光度。
１．８　免疫荧光染色检测 ＤＮＡ氧化损伤　ＵＶＢ＋
ｓｉＮＣ组和 ＵＶＢ＋ｓｉＡＬＫＢＨ５＃３组 ＳＲＡ０１／０４细胞分
组处理后，ＰＢＳ清洗，４０ｇ·Ｌ－１多聚甲醛室温固定
３０ｍｉｎ，加入 ３０ｇ·Ｌ－１牛血清白蛋白和体积分数
０５％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００溶液，室温封闭２ｈ；依据１５Ａ３抗
体（１５Ａ３抗体可检测到发生损伤 ＤＮＡ的标志物８
ｏｘｏＧ，而８ｏｘｏＧ为ＡＬＫＢＨ５修复损伤ＤＮＡ的结合底
物［８］）说明书，使用１０ｇ·Ｌ－１牛血清白蛋白配一抗
反应液，４℃孵育过夜；次日取出洗涤后，加入荧光
二抗，室温下孵育２ｈ（操作过程中注意避光）；之后，
Ｈｏｅｃｈｓｔ（１１００００）孵育８ｍｉｎ染细胞核（操作过程
中注意避光），荧光显微镜下避光观察、拍照。

１．９　统计学方法　实验数据均采用 Ｇｒａｐｈｐａｄｐｒｉｓｍ
８统计学软件分析。多组间比较均采用单因素方差
分析，两样本间比较采用ｔ检验。所有实验均重复３
次。检验水准：α＝０．０５。

２　结果　

２．１　ＡＲＣ患者晶状体前囊膜上皮细胞中ＡＬＫＢＨ５
ｍＲＮＡ和蛋白表达　ｑＲＴＰＣＲ和免疫印迹实验检
测结果显示，与对照组相比，ＡＲＣ组患者晶状体前囊
膜上皮细胞中ＡＬＫＢＨ５ｍＲＮＡ和蛋白表达均显著升
高，差异均有统计学意义（均为Ｐ＜０．０５）（图１）。

图１　ＡＲＣ组和对照组患者晶状体前囊膜上皮
细胞中ＡＬＫＢＨ５的ｍＲＮＡ和蛋白表达　Ａ：ｑＲＴ
ＰＣＲ检测 ＡＬＫＢＨ５ｍＲＮＡ表达；Ｂ：免疫印迹实验检测
ＡＬＫＢＨ５蛋白表达。与对照组相比，Ｐ＜０．０００１。

２．２　ＵＶＢ照射对ＬＥＣ中ＡＬＫＢＨ５表达的影响
２．２．１　ＵＶＢ照射对ＬＥＣ中ＡＬＫＢＨ５ｍＲＮＡ表达
的影响　ｑＲＴＰＣＲ检测结果显示，与 ＵＶＢ照射 ０
ｍｉｎ时相比，ＳＲＡ０１／０４细胞中 ＡＬＫＢＨ５ｍＲＮＡ表达
量在ＵＶＢ照射１０ｍｉｎ时上升，在 ＵＶＢ照射３０ｍｉｎ
和４５ｍｉｎ时下降，差异均有统计学意义（均为 Ｐ＜
００５）；ＵＶＢ照射１５ｍｉｎ与０ｍｉｎ时相比差异无统计
学意义（Ｐ＞０．０５）。其中，ＵＶＢ照射１０ｍｉｎ时ＡＬＫ
ＢＨ５ｍＲＮＡ的表达量最高（图２）。

图 ２　ｑＲＴＰＣＲ检测 ＵＶＢ照射不同时间
ＳＲＡ０１／０４细胞中 ＡＬＫＢＨ５ｍＲＮＡ表达　与照
射０ｍｉｎ时相比，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０００１。

２．２．２　ＵＶＢ照射对 ＬＥＣ中 ＡＬＫＢＨ５蛋白表达的
影响　免疫印迹实验检测结果显示，在 ＵＶＢ以时间
梯度照射ＳＲＡ０１／０４细胞后，ＳＲＡ０１／０４细胞中ＡＬＫ
ＢＨ５的蛋白表达量呈上升后下降趋势。与 ＵＶＢ照
射０ｍｉｎ时相比，ＳＲＡ０１／０４细胞中 ＡＬＫＢＨ５蛋白表
达量在 ＵＶＢ照射 １０ｍｉｎ时和 １５ｍｉｎ时上升，在
ＵＶＢ照射４５ｍｉｎ时下降，差异均有统计学意义（均
为Ｐ＜００５）；ＵＶＢ照射３０ｍｉｎ与照射０ｍｉｎ时相比
差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。其中，ＵＶＢ照射１０
ｍｉｎ时ＡＬＫＢＨ５的蛋白表达量升高最明显（图 ３）。
因此，本实验细胞ＵＶＢ照射氧化损伤模型的构建均
采用辐射强度为０．０９ｍＷ·ｃｍ－２的手持式紫外线检
测灯照射ＳＲＡ０１／０４细胞１０ｍｉｎ。

图３　免疫印迹实验检测 ＵＶＢ照射不同时间
ＳＲＡ０１／０４细胞中ＡＬＫＢＨ５蛋白表达　与照射０
ｍｉｎ时相比，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１。

２．３　ＡＬＫＢＨ５敲降模型验证　ｑＲＴＰＣＲ和免疫印
迹实验检测结果显示，与转染对照 ｓｉＮＣ组相比，转
染ｓｉＡＬＫＢＨ５＃３后，ＳＲＡ０１／０４细胞中 ＡＬＫＢＨ５ｍＲ
ＮＡ和蛋白表达均显著降低（均为 Ｐ＜０．００１）
（图４）。因此，选取ｓｉＡＬＫＢＨ５＃３用于后续功能实验
的ＡＬＫＢＨ５敲降模型。
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图４　不同 ｓｉＡＬＫＢＨ５转染 ＳＲＡ０１／０４细胞后
ｍＲＮＡ和蛋白水平的敲降效率验证　与转染对照
ｓｉＮＣ组相比，Ｐ＜０．００１，Ｐ＜０．０００１。

２．４　敲降ＡＬＫＢＨ５对ＬＥＣ状态的影响
２．４．１　ＡＬＫＢＨ５转染后细胞活力检测　ＣＣＫ８法
检测结果显示，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，ＵＶＢ和 ＵＶＢ＋
ｓｉＮＣ组ＳＲＡ０１／０４细胞活力均明显降低（均为Ｐ＜
０．０００１）；与ＵＶＢ＋ｓｉＮＣ组和 ＵＶＢ组相比，ＵＶＢ＋
ｓｉＡＬＫＢＨ５＃３组ＳＲＡ０１／０４细胞活力明显降低，差异
均有统计学意义（均为Ｐ＜０．０００１）（图５）。

图５　ｓｉＡＬＫＢＨ５＃３转染对ＳＲＡ０１／０４细胞活力
的影响　与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，Ｐ＜０．０００１；与 ＵＶＢ
组和ＵＶＢ＋ｓｉＮＣ组相比，＃＃＃＃Ｐ＜０．０００１。

２．４．２　ＡＬＫＢＨ５敲降后细胞内 ＤＮＡ氧化损伤程
度变化　免疫荧光染色检测结果显示，与 ＵＶＢ＋
ｓｉＮＣ组（荧光强度为 ３３．８±２．７）相比，ＵＶＢ＋
ｓｉＡＬＫＢＨ５＃３组 ＳＲＡ０１／０４细胞的１５Ａ３染色（荧光
强度为６８．０±６．０）明显增多，差异具有统计学意义
（ｔ＝１０．３９，Ｐ＜０．０００１）（图６）。
２．５　敲降ＡＬＫＢＨ５对ＬＥＣ的ＯＤＲＧｓ表达的影响
　ｑＲＴＰＣＲ检测结果显示，与转染对照 ｓｉＮＣ组相
比，转染 ｓｉＡＬＫＢＨ５＃３组 ＳＲＡ０１／０４细胞中 ＴＲＥＸ１、
ＦＡＮＣＤ２、ＬＩＧ１、ＭＳＨ２、ＭＳＨ３、ＲＰＡ２、ＳＭＵＧ１、ＸＲＣＣ６
ｍＲＮＡ的表达均显著升高，ＤＣＬＲＥ１ＡｍＲＮＡ的表达
显著降低，差异均有统计学意义（均为Ｐ＜０．０１）；两

组间ＭＧＭＴ和ＭＲＥ１１ＡｍＲＮＡ的表达差异均无统计
学意义（均为Ｐ＞０．０５）（图７）。

图 ６　ｓｉＡＬＫＢＨ５＃３转染对 ＳＲＡ０１／０４细胞
ＤＮＡ氧化损伤的影响

图７　敲降ＡＬＫＢＨ５对ＳＲＡ０１／０４细胞ＯＤＲＧｓ
表达的影响　与转染对照 ｓｉＮＣ组相比，Ｐ＜
０．０１，Ｐ＜０．０００１。

３　讨论　

ＬＥＣ是晶状体中唯一的细胞类型，在维持晶状
体内部环境的稳态以及维持晶状体光学透明度方面

发挥着关键作用［１８］。ＬＥＣ内的氧化应激诱发因素
主要包括外源性紫外线和内源性的线粒体呼吸链所

产生的活性氧（ＲＯＳ），当 ＲＯＳ的产生超过细胞自身
生理性的抗氧化防御机制时，就会导致氧化和抗氧

化失衡，从而引发氧化应激反应［１９２１］。有研究显示，

氧化应激可导致每个生物体每天大约１０４个ＤＮＡ发
生氧化损伤［２２］。氧化损伤往往是不可避免的，因

此，在机制方面针对 ＤＮＡ损伤修复调控的研究在
ＡＲＣ的防治中具有重要意义。

ｍ６Ａ是发生在腺苷Ｎ６位的甲基化，在真核生物
的ｍＲＮＡ中广泛分布，调控多种生物活动过程，包括
转录、翻译、干细胞的维持和分化以及肿瘤的恶化

等［２３２５］。也有研究发现，在氧化应激条件下可以通

过多种机制调节 ｍ６Ａ修饰水平，促进 ＤＮＡ修复，维
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持基因稳定性［８，１６］。Ｘｉａｎｇ等［８］研究发现，紫外线诱

导的ＤＮＡ损伤能特异性触发ｍ６Ａ甲基转移酶ＭＥＴ
ＴＬ３在ＤＮＡ损伤位点的瞬时募集，促进ｍ６ＡＲＮＡ水
平全面升高，进而诱导与核苷酸切除修复和跨损伤

合成有关的 ＤＮＡ聚合酶κ（Ｐｏｌκ）定位ＤＮＡ损伤位
点，参与损伤 ＤＮＡ的修复。Ｙｕ等［１６］研究发现，在

ＲＯＳ诱导的氧化应激过程中，ＲＯＳ通过激活 ＥＲＫ／
ＪＮＫ信号通路促进 ｍ６Ａ去甲基化酶 ＡＬＫＢＨ５ＳＵＭＯ
化，抑制ＡＬＫＢＨ５活性，诱导 ｍＲＮＡｍ６Ａ修饰，从而
提高氧化修复基因的稳定性，促进 ＤＮＡ修复过程。
所以，ｍ６Ａ可以通过响应氧化应激诱导的 ＤＮＡ损伤
来调节ＤＮＡ修复，在此过程中ｍ６Ａ调节酶起到了重
要的调控作用。

ｍ６Ａ调节酶可分为３种类型，共同参与 ｍ６Ａ动
态可逆的调控过程，即 ｍ６Ａ甲基转移酶复合物
（ＭＴＣ），包括 ＭＥＴＴＬ３、ＭＥＴＴＬ１４、ＷＴＡＰ等，负责催
化ｍ６Ａ；ｍ６Ａ去甲基化酶，包括 ＦＴＯ、ＡＬＫＢＨ５，负责
将ｍ６Ａ删除；ｍ６Ａ识别酶，包括 ＹＴ５２１Ｂ同源域蛋
白家族（ＹＴＨＤＦ１／２／３和 ＹＴＨＤＣ１／２）等［２１］，负责特

异性识别 ｍ６Ａ修饰位点并与之结合［２６］。本研究通

过对比ＡＲＣ组和对照组患者晶状体前囊膜样本，发
现ｍ６Ａ去甲基化酶 ＡＬＫＢＨ５在 ＡＲＣ患者晶状体前
囊膜上皮细胞中的表达显著升高，这也一定程度上

提示了ｍ６Ａ水平的改变。另外，在采用ＵＶＢ以时间
梯度照射ＬＥＣ构建的氧化损伤模型中，发现在 ＵＶＢ
照射１０ｍｉｎ后，ＡＬＫＢＨ５ｍＲＮＡ和蛋白表达水平均
显著上升。因此，我们推测 ｍ６Ａ去甲基化酶 ＡＬＫ
ＢＨ５在ＬＥＣ的氧化损伤过程中可能发挥着重要调
控作用。

为了进一步探究 ＡＬＫＢＨ５在 ＵＶＢ诱导的 ＬＥＣ
氧化损伤模型中的功能，本研究首先利用靶向 ＡＬＫ
ＢＨ５的小干扰 ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）对其进行了敲降实验，
然后比较了各组中的细胞活力改变和 ＤＮＡ损伤情
况，结果发现，同样经过ＵＶＢ照射１０ｍｉｎ，敲降ＡＬＫ
ＢＨ５的ＬＥＣ与未处理组和干扰组相比细胞活力更
差；１５Ａ３荧光染色结果也同样提示，遭受相同程度
的ＵＶＢ照射，敲降 ＡＬＫＢＨ５的细胞更易发生 ＤＮＡ
损伤。因此，我们可以确定 ＡＬＫＢＨ５在 ＬＥＣ响应氧
化应激损伤的过程中起到了保护作用，可对抗由

ＵＶＢ照射诱导的 ＤＮＡ损伤，具体机制尚不明确，仍
然有待深入研究。

在 ＤＮＡ损伤修复过程中，首先检查点激酶
ＣＨＫ１和ＣＨＫ２被激活，然后启动细胞周期检查点，
从而引起细胞周期停滞和 ＤＮＡ修复［２７］。ＤＮＡ修复
主要包括直接修复、碱基切除修复、核苷酸切除修

复、错配修复、单链断裂修复以及双链断裂修复等途

径［２８］。相关研究发现，ＡＬＫＢＨ５能调控ＯＤＲＧｓ的表
达［１６，２９３０］。课题组前期通过微阵列分析筛选和ｑＲＴ
ＰＣＲ检测验证了９６个 ＯＤＲＧｓ，发现了在 ＡＲＣ和对
照患者样本中显著差异表达的１１个ＯＤＲＧｓ，这些差

异表达的 ＯＤＲＧｓ在 ＤＮＡ修复途径中发挥不同功
能，促进 ＤＮＡ的损伤修复———ＬＩＧ１、ＭＧＭＴ、ＳＭＵＧ１
参与碱基切除修复，ＤＣＬＲＥ１Ａ、ＲＰＡ２参与核苷酸切
除修 复，ＴＲＥＸ１、ＭＳＨ２、ＭＳＨ３参 与 错 配 修 复，
ＦＡＮＣＤ２参与同源重组，ＭＲＥ１１Ａ、ＸＲＣＣ６参与双链
断裂修复［３１］。对此，我们在ＬＥＣ中靶向ＡＬＫＢＨ５进
行敲低，观察这些 ＯＤＲＧｓ的表达情况，结果发现，
ＴＲＥＸ１、ＦＡＮＣＤ２、ＬＩＧ１、ＭＳＨ２、ＭＳＨ３、ＲＰＡ２、ＳＭＵＧ１、
ＸＲＣＣ６ｍＲＮＡ的表达在 ＡＬＫＢＨ５敲降后均显著升
高，而 ＤＣＬＲＥ１ＡｍＲＮＡ的表达显著降低，ＭＧＭＴ和
ＭＲＥ１１ＡｍＲＮＡ的表达则未见明显差异，表明敲降
ＡＬＫＢＨ５后，细胞内 ＯＤＲＧｓ的表达明显改变。其
中，表达升高最为显著的ＦＡＮＣＤ２，在ＤＮＡ损伤反应
的早期阶段可发挥信号转导作用被 ＡＴＭ磷酸化，从
而触发细胞周期停滞［３２］，同时还作为与其他信号转

导通路协同作用的检查点机制的中心，在及时修复

受损ＤＮＡ中发挥着至关重要的作用［３３］。此外，作为

哺乳动物细胞中重要的３’－５’ＤＮＡ核酸外切酶，
ＴＲＥＸ１除了能优先选择错配的核苷酸，参与错配修
复外［３４］，还可通过降解细胞周期 Ｓ期出现的单链
ＤＮＡ，阻止慢性 ＡＴＭ依赖性检查点的激活［３５］，多阶

段促进ＤＮＡ损伤修复。
综上所述，ＡＬＫＢＨ５在ＡＲＣ患者以及ＵＶＢ诱导

的细胞氧化损伤模型中表达升高。在 ＵＶＢ诱导的
细胞氧化损伤模型中靶向敲降 ＡＬＫＢＨ５，可导致细
胞活力下降以及 ＤＮＡ损伤程度加重，同时 ＯＤＲＧｓ
表达升高，促进 ＤＮＡ损伤修复。而在 ＡＲＣ患者中，
ＡＬＫＢＨ５表达的显著升高也意味着 ＯＤＲＧｓ的表达
受到抑制，从而无法对ＬＥＣ中长期累积的ＤＮＡ损伤
进行及时修复，最终导致 ＡＲＣ的发生。因此，我们
的结果证实了ｍ６Ａ去甲基化酶 ＡＬＫＢＨ５在 ＵＶＢ诱
导的ＬＥＣ氧化损伤模型中诱导性表达上升，敲降
ＡＬＫＢＨ５可影响细胞内 ＯＤＲＧｓ表达变化，参与调控
ＬＥＣ内损伤ＤＮＡ的修复，阻止ＡＲＣ的发生。
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