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Abstract
誗AIM: To investigate the relative mechanisms of signal
transduction of isopsoralen ( ISR ) and ecdysterone
(ECR) on phosphorylated extracellular signal- regulated
kinase (p-ERK) expression in human lens epithelial cells
( HLEC ), which will provide a view in better
understanding the mechanisms of aged cataract, and
provide the experiment bases for the prophylaxis and
treatment of aged cataract.
誗METHODS:Human lens epithelial cells (HLECs) were
cultured and sub- cultured in vitro. The cultured HLECs
were exposed to H2O2 at 300滋mol / L over a time course of
several hours, with and without pretreatment with
茁-Estradiol (E2 ), ECR, ISR. The HLECs were used for
following experiments. The changes of the expression
levels of ERK phosphorylation in HLECs which exposed
to H2O2, with pretreatment with certain concentration of
ECR and ISR, were analyzed by flow cytometer (FCM),
the signal transduction mechanism of ECR and ISR on
antioxidative damage was studied.

誗RESULTS: The expression levels of ERK phospho -
rylation were examined in normal HLECs by FCM, and
peaked at 6 hour. The p - ERK levels of H2 O2 group
gradually decreased with a prolongation of treatment
time. There were significant differences as compared
with control group respectively ( P < 0. 01) . The p - ERK
levels of E2 group gradually increased with a prolongation of
treatment time, showed significant increase from 6 hour
when compared with H2O2 group respectively(P<0. 01),
and peaked at 6 hour. The p- ERK levels of ECR group
showed significant increase from 3 hour when compared
with H2O2 group respectively(P<0. 01), and peaked at 12
hour. The p-ERK levels of ISR group showed significant
increase from 1 hour when compared with H2 O2 group
respectively (P<0. 01), and peaked at 1 hour.
誗CONCLUSION:The resistance against oxidant- induced
injury by E2, ECR and ISR in HLECs might relate to ERK /
MAPK signaling pathway.
誗 KEYWORDS: human lens epithelial cell; estrogen
receptor; isopsoralen; ecdysterone; signal transduction
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摘要
目的:研究异补骨脂素 ( Isopsoralen, ISR) 和蜕皮甾酮
(Ecdysterone,ECR) 对经 H2 O2 处理的 HLEC 内磷酸化
ERK(p-ERK) 的表达,从而探讨雌二醇 ( 茁 -Estradiol,
E2),ECR 和 ISR 是否通过启动或干预 ERK / MAPK 信号
转导途径来发挥抗氧化损伤作用,以揭示 E2 和 ECR 及
ISR 抗氧化损伤的信号转导机制。
方法:本研究采用 ECR 和 ISR 与人晶状体上皮细胞
(HLEC) 共同孵育,以 E2 作为阳性对照,再用 H2 O2 对
HLEC 造成氧化损伤后,采用流式细胞术( flow cytometer,
FCM)检测不同时段的 p-ERK 蛋白表达。
结果:正常 HLEC 内存在 p-ERK 表达;H2O2组 p-ERK 表
达量随时间的延长而减少;E2和 ECR 与 ISR 各组 p-ERK
表达量分别在 1,6,12h 达到高峰。
结论:E2 和 ECR 与 ISR 的抗氧化损伤作用可能是与
ERK / MAPK 信号通路有关。
关键词:人晶状体上皮细胞;雌激素受体;异补骨脂素;蜕
皮甾酮;信号转导
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0 引言
摇 摇 近年来的流行病学调查研究和实验研究结果[1 -8] 从
不同角度表明,老年性白内障与雌激素间存在一定的相
关性。 而近年的实验研究表明,很多富含植物雌激素的
中药,如补骨脂、牛膝、葛根、淫羊藿、黑升麻、虎杖等具有
类雌激素活性[9-13],异补骨脂素为中药补骨脂的有效单
体,蜕皮甾酮为中药牛膝的有效单体,补骨脂和牛膝均归
肾经,且均有补肾之功。 肾属水,肝属木,水可生木,即肾
可生肝,而肝开窍于目。 本实验研究异补骨脂素和蜕皮
甾酮对经 H2O2处理的人晶状体上皮细胞( HLEC)内
p-ERK 表达的影响,探讨其对老年性白内障防治的细胞
信号转导机制。
1 材料和方法
1. 1 材料摇 流式细胞仪(美国 B-D FACScan),二氧化碳
培养箱 (美国 FORMA 2111),倒置相差显微镜 (日本
Olympus IMT-413),超净工作台(江苏 SW-CJ-IF),微量
移液器(法国 GILSON),冰箱(青岛 BCD-268),超低温冰
箱(日本 MDF-V5410)。 雌二醇粉末(茁-Estradiol,E2,美
国 Sigma 公司),蜕皮甾酮粉末和异补骨脂素粉末(中国
药品生物制品检定所),胰蛋白酶(Trypsin,美国 Gibco 公
司),乙二胺四乙酸(ethylenediaminotetraacteic acid,EDTA,
美 国 Augus 公 司 ); DMEM 培 养 基 干 粉 ( Dulbecco蒺s
Modified Eagle蒺s Medium,美国 Gibco 公司),牛血清白蛋
白(Bovine Serum Albumin, BSA,美国 Amresco 公司),新
生牛血清(Newborn Calf Serum, NCS,奥地利 PAA 公司),
Hepes(美国 Amresco 公司),Triton X-100 和 NP40(美国
Sigma 公司),Phospho -p44 / 42 MAPK (ERK1 / 2)小鼠单
克隆抗体为 Cell Signaling 公司产品,FITC 标记的羊抗鼠
抗体(北京中山生物技术有限公司)。
1. 2 方法
1. 2. 1 HLEC 培养 摇 取出冻存细胞的冻存管立即放入
37益水中,将溶解的细胞悬液用 10 倍体积以上的培养液
进行稀释,离心,除上清,反复洗涤 3 次。 以 5伊105个 / mL
接种于培养瓶中,37益,50mL / L CO2 培养箱培养。 待细
胞生长融合后进行传代培养。
1. 2. 2 分组与给药摇 对照组:LEC+含 10% NCS 的 DMEM
培养液;H2O2组:对照组+3伊10-4mol / L H2O2;E2组:H2O2

组 + 10-8 mol / L E2;ISR 组:H2O2组 + 10-6mol / L ISR;ECR
组:H2O2组 + 10-7mol / L ECR。
1. 2. 3 FCM 检测经 H2O2处理的 HLEC 中 p-ERK 蛋白
的表达摇 按实验分组,取对数期生长的细胞,常规消化,
收集,细胞密度为(1 ~ 2) 伊106 个 / mL,PBS 洗涤 1 次,每
组设 7 个平行样本(其中一个为阴性对照);用-20益预
冷的 100%甲醇-20益固定 20min;PBS 洗涤 2 次, 用 4益
预冷的核分离液(含 5g / L BSA,25mmol / L Hepes 和 0. 6%
NP-40 的 PBS 溶液)室温处理 10min,用反应缓冲液(含
10g / L BSA 和 0. 05% TritonX-100 的 PBS 溶液)洗涤 2
遍;加入含有 1g / L BSA 及 10mL / L NCS 的 PBS 50滋L,混
匀后室温中放置 30min;反应缓冲液洗涤 2 遍,分别加入
1颐100 稀释(稀释液为 0. 01mol / L 的磷酸钠缓冲液,pH =
7郾 6)的 p-ERK 抗体,4益 反应过夜(阴性对照组以 PBS
代替一抗,其它步骤同前,以便试机、调零),然后用反应

缓冲液洗涤 2 遍;加入 1颐50 稀释(稀释液为 0. 01mol / L 的
磷酸钠缓冲液,pH= 7. 6)的 FITC 标记的二抗,置冰上避
光放置 30min;反应缓冲液洗涤 2 遍,加入 1mL PBS 悬浮
细胞,上机做流式细胞分析,检测 p-ERK 蛋白阳性率。
摇 摇 统计学分析:数据以均数依标准差(軃x依s)表示,采用
SPSS 13. 0 统计软件进行数据处理,多组比较用 one-way
ANOVA 方法,P<0. 05 为差异有统计学意义。
2 结果
摇 摇 FCM 检测结果见表 1,正常 HLEC 内存在 p-ERK 的
表达;H2O2作用于 HLEC 1h 以后, HLEC 内 p-ERK 的表
达随作用时间延长呈逐渐下降趋势,与空白组比较有非
常显著性差异(P<0. 01);E2作用于 HLEC 以后,HLEC 内
p-ERK 的表达随作用时间延长呈逐渐升高,3h 以后各时
段 p-ERK 表达量与同时段 H2O2组比较有非常显著性的
差异(P<0. 01),且在 6h 时 p-ERK 的表达量最高;ECR
作用于 HLEC 3h 以后,各时段 p-ERK 表达量较同时段
H2O2组显著升高(P<0. 01),且在 12h 时 p-ERK 的表达
量最高; ISR 作用于 HLEC 1h 以后,各时段 p-ERK 表达
量较同时段 H2O2组显著升高(P<0. 01),且在 1h 时 p-ERK
的表达量最高。
3 讨论
摇 摇 细胞信号转导与通讯在晶状体上皮细胞 ( lens
epithelial cell, LEC)正常的功能与代谢中起重要作用。
细胞外信号调节激酶(extracellular signal regulated kinase,
ERK)是一类具有丝氨酸和酪氨酸双重磷酸化能力的蛋
白激酶,主要有 ERK1 和 ERK2 两种亚型。 它们被特异性
的上游信号分子丝裂活化的蛋白激酶的激酶磷酸化而呈
活化状态,活化的 ERK1 / 2 进入细胞核内,进而活化一系
列转录因子,促进细胞增殖和分化。
摇 摇 至今国内外对 LEC 的信号转导已有不少研究报道:
在丝裂原蛋白激酶 ( mitogen - activated protein kinase,
MAPK)家族中,人、牛、大鼠 LEC 的 ERK1 / 2 的蛋白含量
和活性水平均是含量最高的[14];也有报道 HLEC 经紫外
线诱导凋亡时 ERK1 / 2 表达增强[15];调控 ERK 的磷酸化
水平可抑制兔 LEC 的增殖[16]。
摇 摇 国外已有报道用 Western-blot 检测到正常 HLEC 上
存在磷酸化 ERK 表达,研究发现在 H2O2处理的 LEC 中,
雌二醇可诱导 ERK1 / 2 磷酸化,从而活化 ERK / MAPK 信
号通路[17]。
摇 摇 本研究采用 FCM 检测 HLEC 上的 p-ERK 表达,结果
表明:正常 HLEC 上存在 p-ERK 表达,H2O2能活化 HLEC
上 ERK / MAPK 信号通路,与国内外学者的报道结果一致。
摇 摇 而大量研究表明,氧化损伤是诱发老年性白内障形
成的一个重要因素,如各种原因和途径导致的晶状体氧
自由基产生过多或清除过少,均可引起 LEC 和纤维组织
的损伤而导致老年性白内障的发生。 氧化应激与细胞凋
亡密切相关,Lennon 等[18] 首先发现低浓度的 H2 O2 可诱
导 HL-60 细胞发生凋亡,而当 H2O2浓度继续升高时,便
可导致大量的细胞坏死。 研究发现,H2O2或 O2

-等外源

性活性氧均可诱导培养的乳鼠心肌细胞凋亡[19]。 近来
最新的观点认为活性氧物质(ROS)可以作为信号分子介
导细胞凋亡信号转导,引发细胞凋亡 [20] 。 故激活
ERK / MAPK 信号通路促进细胞增殖和分化,从而可达
到对抗氧化损伤和凋亡的效应。
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摇 摇 摇 摇 摇 摇 表 1摇 FCM检测不同时段 E2和 ECR与 ISR对经 H2O2处理的 HLEC中 p-ERK的表达 (軃x依s,n=6)

时间
(h)

分组

对照组 H2O2组 E2组 ECR 组 ISR 组

0. 5 21. 483依3. 425 29. 885依0. 951b 13. 267依0. 187d 14. 635依1. 303d 24. 000依1. 746d

1 24. 317依0. 679 19. 450依1. 932b 15. 945依1. 625d 17. 917依0. 450a 38. 017依0. 771d

3 28. 033依5. 000 16. 007依1. 029b 18. 457依1. 277 24. 177依0. 704d 32. 182依1. 634d

6 33. 062依0. 945 15. 567依1. 001b 21. 692依0. 178d 28. 320依2. 173d 30. 082依0. 407d

12 34. 217依0. 649 11. 717依0. 741b 20. 500依0. 369d 29. 267依0. 631d 26. 150依0. 373d

24 14. 617依1. 023 9. 900依0. 322b 18. 467依0. 961d 15. 133依0. 819d 11. 027依0. 380a

摇 摇 摇 摇 摇 摇 aP<0. 05 vs H2O2组;bP<0. 01 vs 对照组;dP<0. 01 vs H2O2组。

摇 摇 本研究结果表明,E2 和 ECR 与 ISR 在不同的时间点
ERK1 / 2 磷酸化各有一高峰,与 H2O2组在同一时间点比较
有显著性差异,提示这三种药物的抗氧化损伤的作用可能
与 ERK / MAPK 信号通路有关,且 ERK1 / 2 磷酸化的最佳
时间点各不相同,这可能与这三种药物各自对 HLEC 的抗
氧化损伤效应不同[21,22]。 本课题组已报道了异补骨脂素
对 HLEC 上的 ER琢 和 ER茁 具有上调作用[23],故可推测
ECR 和 ISR 可能通过 HLEC 上的 ER 途径激活 ERK /
MAPK 信号通路,从而发挥其抗氧化损伤的效应。 该结果
为开发防治老年性白内障的有效药物提供了信号转导机
制方面的实验依据。
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