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摘要
目的:探讨沉默 ＳＩＡＨ１ 基因对Ｈ２Ｏ２诱导的人晶状体上皮
细胞凋亡的影响ꎮ
方法:将培养的人晶状体上皮细胞系 ＨＬＥ－Ｂ３ 分为正常
组、Ｈ２Ｏ２组(用含 ４００μｍｏｌ / Ｌ Ｈ２Ｏ２的培养液培养)、Ｈ２Ｏ２＋
ｓｉＲ－ＳＩＡＨ１ 组(转染 ＳＩＡＨ１ 干扰序列后用含 ４００μｍｏｌ / Ｌ
Ｈ２Ｏ２培养液培养)和 ｓｉＲ－ＮＣ 组(转染阴性对照序列后用
含 ４００μｍｏｌ / Ｌ Ｈ２Ｏ２培养液培养)ꎬ采用实时荧光定量 ＰＣＲ
技术检测细胞中 ＳＩＡＨ１ 基因表达ꎬ流式细胞术检测细胞
凋亡率ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞中 ｐ３８ ＭＡＰＫ、 ｐ － ｐ３８
ＭＡＰＫ、Ｂｃｌ－２ 和 Ｂａｘ 蛋白表达ꎮ
结果:Ｈ２Ｏ２ 组、ｓｉＲ－ＮＣ 组和 Ｈ２Ｏ２ ＋ｓｉＲ－ＳＩＡＨ１ 组细胞中
ＳＩＡＨ１ ｍＲＮＡ 相对表达量均高于正常组ꎬ而 Ｈ２Ｏ２ ＋ｓｉＲ－
ＳＩＡＨ１ 组细胞中 ＳＩＡＨ１ ｍＲＮＡ 相对表达量低于 Ｈ２Ｏ２ 组和
ｓｉＲ－ＮＣ 组(均 Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ Ｈ２Ｏ２ 组、ｓｉＲ－ＮＣ 组和 Ｈ２Ｏ２ ＋
ｓｉＲ－ＳＩＡＨ１组细胞凋亡率均高于正常组ꎬ而 Ｈ２Ｏ２ ＋ ｓｉＲ －
ＳＩＡＨ１ 组细胞凋亡率低于 Ｈ２Ｏ２ 组和 ｓｉＲ－ＮＣ 组(均 Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎮ Ｈ２Ｏ２ 组、ｓｉＲ－ＮＣ 组和 Ｈ２Ｏ２ ＋ｓｉＲ－ＳＩＡＨ１ 组细胞
中 ｐ３８ ＭＡＰＫ 和 Ｂｃｌ－２ 蛋白表达量低于正常组ꎬ而 ｐ－ｐ３８
ＭＡＰＫ 和 Ｂａｘ 蛋白表达量高于正常组ꎬＨ２Ｏ２ ＋ｓｉＲ－ＳＩＡＨ１
组细胞中 ｐ３８ ＭＡＰＫ 和 Ｂｃｌ－２ 蛋白表达量高于 Ｈ２Ｏ２ 组和
ｓｉＲ－ＮＣ 组ꎬ而 ｐ－ｐ３８ ＭＡＰＫ 和 Ｂａｘ 蛋白表达量低于 Ｈ２Ｏ２

组和 ｓｉＲ－ＮＣ 组(均 Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
结论:下调 ＳＩＡＨ１ 基因表达可抑制 Ｈ２Ｏ２ 诱导的人晶状体
上皮细胞凋亡ꎬ其机制可能与抑制 ｐ３８ ＭＡＰＫ 信号通路活
化有关ꎮ
关键词:晶状体ꎻ上皮细胞ꎻＳＩＡＨ１ꎻ过氧化氢ꎻ细胞凋亡
ＤＯＩ:１０.３９８０ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７２－５１２３.２０２０.１.０８

Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ＳＩＡＨ１ ｇｅｎｅ ｏｎ Ｈ２Ｏ２ －
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Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｃｈｅｎｇｄｕ ６１１７００ꎬ Ｓｉｃｈａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２Ｚｈｏｎｇｓｈａｎ
Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙ Ｃｅｎｔｅｒꎬ Ｓｕｎ Ｙａｔ － ｓｅｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ
５１００００ꎬ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｔｏ:Ｗｅｉ Ｗａｎｇ. Ｚｈｏｎｇｓｈａｎ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙ Ｃｅｎｔｅｒꎬ
Ｓｕｎ Ｙａｔ－ｓｅｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ ５１００００ꎬ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ
Ｃｈｉｎａ. １０４９４６０２＠ ｑｑ.ｃｏｍ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ
•ＡＩＭ: Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ＳＩＡＨ１ ｇｅｎｅ
ｏｎ Ｈ２Ｏ２－ｉｎｄｕｃｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｌｅｎｓ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ.
•ＭＥＴＨＯＤＳ: Ｔｈｅ ｈｕｍａｎ ｌｅｎｓ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ＨＬＥ－Ｂ３
ｗａｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ａｎｄ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐꎬ Ｈ２Ｏ２ ｇｒｏｕｐ
(ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｅｄｉｕｍ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ４００μｍｏｌ / Ｌ Ｈ２Ｏ２) ａｎｄ
Ｈ２Ｏ２ ＋ ｓｉＲ － ＳＩＡＨ１ ｇｒｏｕｐ ( ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＳＩＡＨ１
ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅꎬ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｅｄｉｕｍ
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ４００μｍｏｌ / Ｌ Ｈ２Ｏ２ ) ａｎｄ ｓｉＲ － ＮＣ ｇｒｏｕｐ
( ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｅｑｕｅｎｃｅꎬ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ
ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｅｄｉｕｍ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ４００μｍｏｌ / Ｌ Ｈ２Ｏ２ ) . Ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＩＡＨ１ ｇｅｎｅ ｉｎ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｒｅａｌ －
ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ. Ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｗａｓ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｐ３８
ＭＡＰＫꎬ ｐ － ｐ３８ ＭＡＰＫꎬ Ｂｃｌ － ２ ａｎｄ Ｂａｘ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ.
• ＲＥＳＵＬＴＳ: Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＳＩＡＨ１
ｍＲＮＡ ｉｎ ｔｈｅ Ｈ２Ｏ２ ｇｒｏｕｐꎬ ｓｉＲ－ＮＣ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ Ｈ２Ｏ２ ＋ ｓｉＲ－
ＳＩＡＨ１ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ
(Ｐ<０.０５) . Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＳＩＡＨ１ ｍＲＮＡ ｉｎ
Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＲ－ＳＩＡＨ１ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ Ｈ２Ｏ２

ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｓｉＲ－ＮＣ ｇｒｏｕｐ (Ｐ<０.０５) . Ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅｓ ｉｎ
ｔｈｅ Ｈ２Ｏ２ ｇｒｏｕｐꎬ ｓｉＲ － ＮＣ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ Ｈ２Ｏ２ ＋ ｓｉＲ － ＳＩＡＨ１
ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ ( Ｐ <
０􀆰 ０５) . Ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｉｎ ｔｈｅ Ｈ２Ｏ２ ＋ ｓｉＲ－ＳＩＡＨ１ ｇｒｏｕｐ
ｗａｓ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ Ｈ２Ｏ２ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｓｉＲ－ＮＣ ｇｒｏｕｐ
(Ｐ< ０.０５) . Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐ３８ ＭＡＰＫ ａｎｄ Ｂｃｌ－ ２
ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｈ２Ｏ２ ｇｒｏｕｐꎬ ｓｉＲ－ＮＣ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＲ－
ＳＩＡＨ１ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐꎬ
ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐ － ｐ３８ ＭＡＰＫ ａｎｄ Ｂａｘ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ (Ｐ<
０.０５) . Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐ３８ ＭＡＰＫ ａｎｄ Ｂｃｌ － ２
ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｈ２Ｏ２ ＋ ｓｉＲ－ＳＩＡＨ１ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ
ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ Ｈ２Ｏ２ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｓｉＲ － ＮＣ ｇｒｏｕｐꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐ－ｐ３８ ＭＡＰＫ ａｎｄ Ｂａｘ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ
ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ Ｈ２Ｏ２ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｓｉＲ－ＮＣ ｇｒｏｕｐ (Ｐ<
０.０５) .
• ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: Ｄｏｗｎ － ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＳＩＡＨ１ ｇｅｎｅ ｃｏｕｌｄ ｉｎｈｉｂｉｔ Ｈ２Ｏ２ － ｉｎｄｕｃｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ
ｈｕｍａｎ ｌｅｎｓ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ＨＬＥ － Ｂ３ꎬ ｗｈｉｃｈ ｍｉｇｈｔ ｂｅ
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ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｐ３８ ＭＡＰＫ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ
ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ.
• ＫＥＹＷＯＲＤＳ: ｃｒｙｓｔａｌｌｉｎｅ ｌｅｎｓꎻ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎻ ＳＩＡＨ１ꎻ
Ｈ２Ｏ２ꎻ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ:Ｊｉａ ＱＷꎬ Ｌｅｉ ＸＰꎬ Ｓｈｕｉ ＭＨꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ
ＳＩＡＨ１ ｇｅｎｅ ｏｎ Ｈ２Ｏ２ － ｉｎｄｕｃｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｌｅｎｓ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ( Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ) ２０２０ꎻ２０(１):３７－４０

０引言
白内障作为与年龄密切相关的疾病ꎬ随着我国老龄化

进程的加快ꎬ其发病率不断升高ꎬ已成为致盲的主要因素
之一[１]ꎬ给中老年人群健康带来严重威胁ꎮ 目前ꎬ该病发
生机制尚未完全清楚ꎬ有研究指出ꎬ晶状体上皮细胞凋亡
是白内障发生的始动因素和病理基础[２]ꎮ 研究表明ꎬ
Ｈ２Ｏ２诱导的氧化应激损伤可加速晶状体上皮细胞凋

亡[３]ꎮ ＳＩＡＨ１ 作为一种 Ｅ３ 泛素连接酶ꎬ具有蛋白泛素化
和水解酶功能ꎬ在调控细胞凋亡中发挥重要作用[４]ꎬ研究
发现ꎬ过表达 ＳＩＡＨ１ 可触发细胞凋亡[５]ꎮ 本研究利用
Ｈ２Ｏ２ 构建人晶状体上皮细胞氧化应激损伤模型ꎬ采用小
分子干扰 ＲＮＡ(ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ＲＮＡꎬｓｉＲＮＡ)技术沉默细
胞中 ＳＩＡＨ１ 基因表达ꎬ观察其对细胞凋亡的影响ꎬ探讨可
能的机制ꎬ以期为白内障机制研究及临床防治提供基础
资料ꎮ
１材料和方法
１􀆰 １材料　 ＨＬＥ－Ｂ３ 细胞系购自上海子实生物科技有限
公司ꎻＤＭＥＭ 培养液、胰蛋白酶、青霉素、链霉素、胎牛血清
购自美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公 司ꎻ Ｈ２Ｏ２ 购 自 美 国 Ｓｉｇｍａ 公 司ꎻ
Ｌｉｐｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 转染试剂购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎻ
ｓｉＲＮＡ－ＳＩＡＨ１ 和阴性对照序列( ｓｉＲＮＡ－ＮＣ)由上海吉玛
制药技术有限公司设计合成ꎻ总 ＲＮＡ 提取试剂购自北京
百奥莱博科技有限公司ꎻ反转录和 ＰＣＲ 试剂购自日本
ＴａＫａＲａ 公司ꎻＳＩＡＨ１ 和内参引物由生工生物工程(上海)
股份有限公司设计合成ꎻ噻唑蓝(ＭＴＴ)购自北京诺博莱
德科技有限公司ꎻ二甲基亚砜(ＤＭＳＯ)购自上海基尔顿生
物科技有限公司ꎻＡｎｎｅｘｉｎ Ｖ－ＦＩＴＣ / ＰＩ 试剂盒购自南京恩
晶生物科技有限公司ꎻ兔抗人 ｐ３８ 丝裂原活化蛋白激酶
(ｐ３８ ＭＡＰＫ)和 ｐ－ｐ３８ ＭＡＰＫ 多克隆抗体购自美国 Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ 公司ꎬ兔抗人 Ｂ 细胞淋巴瘤因子－２(Ｂｃｌ－２)单克隆抗
体购自北京中杉金桥生物技术有限公司ꎬ兔抗人 Ｂｃｌ－２ 相
关 Ｘ 蛋白(Ｂａｘ)单克隆抗体购自武汉博士德生物工程有
限公司ꎮ ＳｔｅｐＯｎｅＰｌｕｓ 实时荧光定量 ＰＣＲ 仪购自美国 ＡＢＩ
公司ꎻＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ 型流式细胞仪购自美国 ＢＤ 公司ꎻ凝胶
成像系统购自美国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ 公司ꎮ
１􀆰 ２方法
１􀆰 ２􀆰 １细胞培养及分组　 取 ＨＬＥ－Ｂ３ 细胞ꎬ用高糖 ＤＭＥＭ
培养液重悬ꎬ接种于 ６ 孔板ꎬ２×１０５个 / 孔ꎬ随机分为 ４ 组:
(１)正常组:置于培养皿中ꎬ用含 ５％ ＣＯ２、３７℃培养箱培
养 ４８ｈꎻ(２)Ｈ２Ｏ２ 组:置于培养皿中ꎬ用含 ４００μｍｏｌ / Ｌ Ｈ２Ｏ２

的培养液在含 ５％ ＣＯ２、３７℃ 培养箱培养 ４８ｈꎻ(３)Ｈ２Ｏ２ ＋
ｓｉＲ－ＳＩＡＨ１ 组:待正常组细胞融合度在 ８０％以上时ꎬ胰蛋
白酶 消 化ꎬ 传 代 培 养ꎮ 取 对 数 生 长 期 细 胞ꎬ 按 照
Ｌｉｐｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 转染试剂说明转染 ＳＩＡＨ１ 干扰序列:
ｓｉＲＮＡ１: ５􀆳 － ＵＵＧＡＧＧＡＣＧＧＡＧＧＡＡＴＡＣＡＴＵＡＡＡ － ３􀆳ꎬ
ｓｉＲＮＡ２:５􀆳－ＵＡＡＡＵＧＵＣＣＵＵＣＧＵＧＧＵＣＣＡＡ－３􀆳ꎬ培养 ２４ｈꎬ

图 １　 实时荧光定量 ＰＣＲ技术检测细胞中 ＳＩＡＨ１ 基因表达ꎮ

随后ꎬ用含 ４００μｍｏｌ / Ｌ Ｈ２Ｏ２ 的培养液在含 ５％ ＣＯ２、３７℃
培养箱培养 ４８ｈꎻ(４)ｓｉＲ－ＮＣ 组:按照 Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＲ－ＳＩＡＨ１ 组
的 方 法 转 染 阴 性 对 照 序 列: ５􀆳 －
ＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵ － ３􀆳ꎬ 培 养 ２４ｈꎬ 随 后ꎬ 用 含
４００μｍｏｌ / Ｌ Ｈ２Ｏ２ 的培养液在含 ５％ ＣＯ２、３７℃ 培养箱培
养 ４８ｈꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２实时荧光定量 ＰＣＲ 技术检测细胞中 ＳＩＡＨ１ 基因
表达 　 取各组细胞ꎬ胰酶消化ꎬ细胞裂解液裂解ꎬ用总
ＲＮＡ 提取试剂提取细胞中总 ＲＮＡ 并检测纯度ꎬ反转录成
ｃＤＮＡꎬ用实时荧光定量 ＰＣＲ 仪按扩增试剂盒说明对引物
扩 增ꎮ 引 物 序 列: ＳＩＡＨ１: 上 游: ５􀆳 －
ＡＧＣＣＧＴＣＡＧＡＣＴＧＣＴＡＣＡＧ － ３􀆳ꎬ 下 游: ５􀆳 －
ＡＡＡＡＧＡＣＴＣＧＣＣＡＡＧＴＣＡＴＴＧＴ － ３􀆳ꎻ ＧＡＰＤＨ: 上 游: ５􀆳 －
ＴＧＧＴＣＡＣＣＡＧＧＧＣＴＧＣＴＴ － ３􀆳ꎬ 下 游: ５􀆳 －
ＡＧＣＴＴＣＣＣＧＴＴＣＴＣＡＧＣＣＴＴ － ３􀆳ꎮ 条 件: ９５℃ ３ｍｉｎꎬ ９５℃
３０ｓꎬ６０℃ ３０ｓꎬ７２℃ ６０ｓꎬ连续循环 ３６ 次ꎬ每个样品设复孔
６ 个ꎬ２－△△Ｃｔ法计算各组细胞中 ＳＩＡＨ１ ｍＲＮＡ 相对表达量ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３流式细胞术检测细胞凋亡率　 取各组细胞ꎬ胰酶消
化ꎬ１０００ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ｍｉｎꎬ取细胞沉淀ꎬ预冷 ＰＢＳ 冲洗 ３ 次ꎬ
再次离心ꎬ弃去上清液ꎬ加入结合缓冲液 ２００μＬꎬ并调整细胞
密度为 ２×１０５个 / ｍＬꎬ加入 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ－ＦＩＴＣ 和 ＰＩ 液各 ５μＬꎬ
避光反应 ２０ｍｉｎꎬ用流式细胞仪检测各组细胞凋亡率ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞中凋亡相关蛋白的表达
　 取各组细胞ꎬ胰酶消化ꎬ加入细胞裂解液及蛋白酶抑制
剂ꎬ４℃下 １００００ｒ / ｍｉｎ 离心 １５ｍｉｎꎬ提取总蛋白并检测浓
度ꎮ 取 ５０μｇ 总蛋白ꎬ进行 ＳＤＳ－聚丙烯酰胺凝胶电泳ꎬ电
转膜ꎬ室温下用脱脂奶粉封闭 ６０ｍｉｎꎬ加入一抗兔抗人 ｐ３８
ＭＡＰＫ、ｐ－ｐ３８ ＭＡＰＫ、Ｂｃｌ－２、Ｂａｘ 抗体ꎬ４℃过夜孵育ꎬ加入
二抗ꎬ室温反应 ６０ｍｉｎꎬＴＢＳＴ 冲洗 ３ 次ꎬ暗室下加入 ＥＣＬ
反应 １５ｍｉｎꎬ拍照ꎮ 用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 分析软件对灰度值进行分
析ꎬ以 ＧＡＰＤＨ 为内参获得目的蛋白相对表达量ꎮ

统计学分析:利用 ＳＰＳＳ ２１􀆰 ０ 统计软件分析数据ꎮ 计
量资料经正态性检验符合正态分布ꎬ采用均数±标准差

(􀭰ｘ±ｓ)表示ꎬ多组间比较采用单因素方差分析和 ＬＳＤ－ｔ 检
验ꎮ Ｐ<０􀆰 ０５ 表示差异有统计学意义ꎮ
２结果
２􀆰 １各组细胞中 ＳＩＡＨ１基因表达　 正常组、Ｈ２Ｏ２ 组、ｓｉＲ－
ＮＣ 组和 Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＲ－ＳＩＡＨ１ 组细胞中 ＳＩＡＨ１ ｍＲＮＡ 相对表
达量分别为 １􀆰 ０２±０􀆰 ０３、２􀆰 ７６±０􀆰 ０７、２􀆰 ７３±０􀆰 ０４ 和 １􀆰 ５８±
０􀆰 ０５ꎬ差异有统计学意义(Ｆ ＝ １７３７􀆰 ０６６ꎬＰ<０􀆰 ０１)ꎻＨ２Ｏ２

组、ｓｉＲ－ＮＣ 组和 Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＲ－ＳＩＡＨ１ 组细胞中 ＳＩＡＨ１ ｍＲＮＡ
相对表达量均高于正常组ꎬ差异均有统计学意义 ( Ｐ <
０􀆰 ０５)ꎬＨ２Ｏ２ 组和 ｓｉＲ－ＮＣ 组细胞中 ＳＩＡＨ１ ｍＲＮＡ 相对表
达量无差异 ( Ｐ ＝ ０􀆰 ２９５)ꎬＨ２Ｏ２ ＋ ｓｉＲ － ＳＩＡＨ１ 组细胞中
ＳＩＡＨ１ ｍＲＮＡ 相对表达量低于 Ｈ２Ｏ２ 组和 ｓｉＲ－ＮＣ 组ꎬ差异
均有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ见图 １ꎮ
２􀆰 ２各组细胞凋亡率 　 正常组、Ｈ２Ｏ２ 组、 ｓｉＲ －ＮＣ 组和
Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＲ－ＳＩＡＨ１ 组细胞凋亡率分别为(５􀆰 ７６±０􀆰 ８１)％、

８３
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图 ２　 流式细胞术检测各组细胞凋亡率　 Ａ:正常组ꎻＢ:Ｈ２Ｏ２ 组ꎻＣ:ｓｉＲ－ＮＣ 组ꎻＣ:Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＲ－ＳＩＡＨ１ 组ꎮ

表 １　 各组细胞中 ｐ３８ ＭＡＰＫ、ｐ－ｐ３８ ＭＡＰＫ、Ｂｃｌ－２ 和 Ｂａｘ蛋白表达 􀭰ｘ±ｓ
组别 ｐ３８ ＭＡＰＫ ｐ－ｐ３８ ＭＡＰＫ Ｂｃｌ－２ Ｂａｘ
正常组 ０􀆰 ７２±０􀆰 ０７ ０􀆰 １８±０􀆰 ０６ ０􀆰 ７９±０􀆰 ０７ ０􀆰 ２８±０􀆰 ０８
Ｈ２Ｏ２ 组 ０􀆰 ２４±０􀆰 ０５ａ ０􀆰 ７１±０􀆰 ０４ａ ０􀆰 ３２±０􀆰 ０６ａ ０􀆰 ６９±０􀆰 ０４ａ

ｓｉＲ－ＮＣ 组 ０􀆰 ２２±０􀆰 ０２ａ ０􀆰 ７３±０􀆰 ０５ａ ０􀆰 ３１±０􀆰 ０４ａ ０􀆰 ７２±０􀆰 ０３ａ

Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＲ－ＳＩＡＨ１ 组 ０􀆰 ５３±０􀆰 ０４ａꎬｃꎬｅ ０􀆰 ４２±０􀆰 ０４ａꎬｃꎬｅ ０􀆰 ６２±０􀆰 ０５ａꎬｃꎬｅ ０􀆰 ５５±０􀆰 ０５ａꎬｃꎬｅ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ １４８􀆰 ０７０ １８７􀆰 ７７ １０８􀆰 ０７２ ８０􀆰 ２７９
Ｐ <０􀆰 ０１ <０􀆰 ０１ <０􀆰 ０１ <０􀆰 ０１

注:ａＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ 正常组ꎻｃＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ Ｈ２Ｏ２ 组ꎻｅＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ ｓｉＲ－ＮＣ 组ꎮ

图 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞中 ｐ３８ ＭＡＰＫ、ｐ－ｐ３８ ＭＡＰＫ、
Ｂｃｌ－２ 和 Ｂａｘ蛋白表达ꎮ

(１４􀆰 ８５±２􀆰 ４０)％、(１５􀆰 ８７±２􀆰 ６９)％和(９􀆰 ２４±２􀆰 ４７)％ꎬ差
异有统计学意义(Ｆ ＝ ２７􀆰 ６９５ꎬＰ<０􀆰 ０１)ꎬＨ２Ｏ２ 组、ｓｉＲ－ＮＣ
组和 Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＲ－ＳＩＡＨ１ 组细胞凋亡率均高于正常组ꎬ差异
均有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬＨ２Ｏ２ 组和 ｓｉＲ－ＮＣ 组细胞凋
亡率无差异(Ｐ ＝ ０􀆰 ４３３)ꎬＨ２Ｏ２＋ｓｉＲ－ＳＩＡＨ１ 组细胞凋亡率
低于 Ｈ２Ｏ２ 组和 ｓｉＲ －ＮＣ 组ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ <
０􀆰 ０５)ꎬ见图 ２ꎮ
２􀆰 ３各组细胞中凋亡相关蛋白的表达 　 Ｈ２Ｏ２ 组、ｓｉＲ－ＮＣ
组和 Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＲ－ＳＩＡＨ１ 组细胞中 ｐ３８ ＭＡＰＫ 和 Ｂｃｌ－２ 蛋白
表达量低于正常组ꎬ而 ｐ－ｐ３８ ＭＡＰＫ 和 Ｂａｘ 蛋白表达量高
于正常组ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬＨ２Ｏ２ ＋ｓｉＲ－
ＳＩＡＨ１ 组细胞中 ｐ３８ ＭＡＰＫ 和 Ｂｃｌ － ２ 蛋白表达量高于
Ｈ２Ｏ２组和 ｓｉＲ－ＮＣ 组ꎬ而 ｐ－ｐ３８ ＭＡＰＫ 和 Ｂａｘ 蛋白表达量
低于 Ｈ２Ｏ２ 组和 ｓｉＲ －ＮＣ 组ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ <
０􀆰 ０５)ꎬ见表 １ꎬ图 ３ꎮ
３讨论

白内障作为中老年人群眼部高发疾病ꎬ发病与年龄密
切相关[６]ꎬ主要表现为进行性晶状体混浊ꎬ阻碍了光线
正常射入ꎬ是导致视力低下和失明的主要原因[７] ꎬ给中

老年人群生存质量带来严重威胁ꎮ 因此ꎬ研究探讨该病
发生及进展机制ꎬ对该病综合防治及提高中老年人群生
存质量意义重大ꎮ 研究发现ꎬ晶状体上皮细胞在维持晶
状体稳定、纤维透明性及正常功能中发挥重要作用[８] ꎮ
而内外因素导致的氧化应激刺激可改变晶状体上皮细
胞结构ꎬ促进其凋亡ꎬ使细胞骨架降解、加速蛋白在晶状
体聚集ꎬ从而引发白内障[９－１０] ꎮ ＳＩＡＨ１ 作为 ＳＩＡＨ 家族
成员ꎬ可表达于多种正常组织中ꎬ而在多种肿瘤组织中
表达缺失[１１] ꎬ可能是一种肿瘤抑制因子ꎬ近年研究发现ꎬ
ＳＩＡＨ１ 基因过表达可促进细胞凋亡[１２] ꎮ ＳＩＡＨ１ 可能通
过调控细胞有丝分裂[１３]或 ＪＮＫ 信号通路[１４] 而在细胞凋
亡中发挥重要作用ꎮ

本研究参照文献[１５]的方法利用 Ｈ２Ｏ２ 诱导 ＨＬＥ－Ｂ３
细胞凋亡模型ꎬ结果显示ꎬＨ２Ｏ２ 组细胞凋亡率明显高于正
常组ꎬ提示模型构建成功ꎮ 进一步研究显示ꎬＨ２Ｏ２ 组细胞
中 ＳＩＡＨ１ ｍＲＮＡ 相对表达量明显高于正常组ꎬ说明 ＳＩＡＨ１
可能参与了 Ｈ２Ｏ２ 诱导的 ＨＬＥ－Ｂ３ 细胞凋亡过程ꎮ 我们利
用转染 ＳＩＡＨ１ ｓｉＲＮＡ 的方法下调 ＨＬＥ－Ｂ３ 细胞中 ＳＩＡＨ１
基因表达ꎬ结果显示ꎬＨ２Ｏ２ ＋ｓｉＲ－ＳＩＡＨ１ 组细胞中 ＳＩＡＨ１
ｍＲＮＡ 相对表达量显著低于 Ｈ２Ｏ２ 组和 ｓｉＲ－ＮＣ 组ꎬ说明
ＨＬＥ－Ｂ３ 细胞中 ＳＩＡＨ１ 基因表达被成功抑制ꎮ ｐ３８ ＭＡＰＫ
作为重要的 ＭＡＰＫ 信号通路ꎬ其激活与促进细胞凋亡密
切相关[１６]ꎬ在内外环境刺激下ꎬ活化的 ｐ３８ ＭＡＰＫ 可诱导
Ｂａｘ 发生转位ꎬ而抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ－２ 与促凋亡蛋白 Ｂａｘ 表
达失调是触发线粒体依赖的经典细胞凋亡途径的关
键[１７]ꎮ 本研究结果显示ꎬｓｉＲ－ＮＣ 组和 Ｈ２Ｏ２ ＋ｓｉＲ－ＳＩＡＨ１
组细胞中 ｐ３８ ＭＡＰＫ 和 Ｂｃｌ－２ 蛋白表达量低于正常组ꎬ而
ｐ－ｐ３８ ＭＡＰＫ 和 Ｂａｘ 蛋白表达量高于正常组ꎬＨ２Ｏ２ ＋ｓｉＲ－
ＳＩＡＨ１ 组细胞中 ｐ３８ ＭＡＰＫ 和 Ｂｃｌ － ２ 蛋白表达量高于
Ｈ２Ｏ２ 组和 ｓｉＲ－ＮＣ 组ꎬ而 ｐ－ｐ３８ ＭＡＰＫ 和 Ｂａｘ 蛋白表达量
低于 Ｈ２Ｏ２ 组和 ｓｉＲ－ＮＣ 组ꎬ说明 ｐ３８ ＭＡＰＫ 活化介导的凋
亡通路可能参与了 ＨＬＥ－Ｂ３ 细胞凋亡ꎬ而下调 ＳＩＡＨ１ 基
因表达则可抑制 ｐ３８ ＭＡＰＫ 活化ꎬ提示 ＳＩＡＨ１ 基因可能通

９３
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过活化 ｐ３８ ＭＡＰＫ 信号通路而参与了 ＨＬＥ－Ｂ３ 细胞凋亡
过程ꎮ

综上所述ꎬ下调 ＳＩＡＨ１ 基因表达可抑制 Ｈ２Ｏ２ 诱导的
人晶状体上皮细胞凋亡ꎬ其机制可能与抑制 ｐ３８ ＭＡＰＫ 信
号通路活化有关ꎬ有望为白内障综合防治提供新的潜在
靶点ꎮ
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