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摘要
目的:观察甜菜碱高半胱氨酸甲基转移酶(ＢＨＭＴ)在同型
半胱氨酸(Ｈｃｙ)环境下对人晶状体上皮细胞(ＨＬＥＣ)的保
护作用ꎮ
方法:构建 ＢＨＭＴ 基因过表达慢病毒载体ꎬ将体外培养的
ＨＬＥＣ 随机分为 ３ 组:正常组:正常培养的 ＨＬＥＣꎻ对照组:
感染了空载体的 ＨＬＥＣ－Ｂ３ꎬＢＨＭＴ 过表达组(ＯＥ):感染
了过表达 ＢＨＭＴ 基因载体的 ＨＬＥＣ－Ｂ３ꎬ均培养于 １０％
ＦＢＳ(胎牛血清)培养基＋５ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 培养液中ꎮ 应用
ＥｄＵ(５－乙炔基－２􀆳 脱氧尿嘧啶核苷)试剂盒检测细胞的
增殖能力ꎬ流式细胞仪检测活性氧(ＲＯＳ)含量ꎬ可见分光
光度计测算谷胱甘肽(ＧＳＨ)活性ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测内
质网 应 激 相 关 蛋 白 ( ＧＰＲ７８ꎬ Ｎｒｆ２ ) 及 凋 亡 相 关 酶
Ｃａｓｐａｓｅ－１２的表达ꎮ
结果:ＢＨＭＴ 过表达组较对照组细胞增殖能力增长约
３０􀆰 ０％(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ ＲＯＳ 检测显示ꎬ正常组、对照组、过表
达组荧光强度分别为(８９􀆰 ２０４３ ± ０􀆰 ３５１１)％、(９１􀆰 ４５０２ ±
０􀆰 ０６０６)％、(４９􀆰 ５６２５±０􀆰 ４５０２)％ꎬ过表达组与正常组有差
异(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻＧＳＨ 活性检测显示:相比于正常组与对照
组ꎬＢＨＭＴ 高表达组 ＧＳＨ 活性明显上升 ( Ｐ < ０􀆰 ０５ )ꎻ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 结果显示:ＧＲＰ７８ 的相对表达量在正常组
及对照组中明显高于过表达组ꎬＮｒｆ２ 的相对表达量在正常
组与 对 照 组 中 明 显 低 于 过 表 达 组ꎮ 凋 亡 相 关 酶
Ｃａｓｐａｓｅ－１２的相对表达量在过表达组中明显低于对照组ꎮ
结论:ＢＨＭＴ 可以抑制 Ｈｃｙ 对 ＨＬＥＣ 的氧化损伤作用ꎬ降
低 ＲＯＳ 水平ꎬ升高 ＧＳＨ 活性ꎬ减轻内质网应激反应ꎬ抑制
细胞凋亡ꎮ ＢＨＭＴ 对 Ｈｃｙ 诱导的 ＨＬＥＣ 氧化损伤有重要
的保护作用ꎮ
关键词:甜菜碱高半胱氨酸甲基转移酶ꎻ同型半胱氨酸ꎻ人
晶状体上皮细胞ꎻ氧化损伤ꎻ细胞凋亡
ＤＯＩ:１０.３９８０ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７２－５１２３.２０１９.１０.０４
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Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｉｔｅｍｓ: Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ
(Ｎｏ. ８１６００７２０)ꎻ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｈａａｎｘｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ
(Ｎｏ.２０１７ＪＱ８０１２)
１Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ Ｓｈａａｎｘｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｐｅｏｐｌｅ􀆳ｓ
Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｘｉ􀆳ａｎ ７１００６８ꎬ Ｓｈａａｎｘｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ
Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ Ｘｉ􀆳ａｎ Ｎｏ.４ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｓｈａａｎｘｉ Ｅｙｅ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｘｉ􀆳ａｎ
７１０００４ꎬ Ｓｈａａｎｘｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ３Ｂａｓｉｃ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅꎬ Ａｉｒ
Ｆｏｒｃｅ Ｍｉｌｉｔａｒｙ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｘｉ􀆳ａｎ ７１００３２ꎬ Ｓｈａａｎｘｉ
Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｔｏ:Ｈａｉ－Ｙａｎ Ｚｈｏｕ. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ
Ｓｈａａｎｘｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｐｅｏｐｌｅ􀆳ｓ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｘｉ􀆳ａｎ ７１００６８ꎬ Ｓｈａａｎｘｉ
Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ. ｚｈｙ２００６６１４＠ １６３.ｃｏｍ
Ｒｅｃｅｉｖｅｄ:２０１９－０２－２７　 　 Ａｃｃｅｐｔｅｄ:２０１９－０９－１１

Ａｂｓｔｒａｃｔ
• ＡＩＭ: Ｔｏ ｄｉｓｃｕｓｓ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｂｅｔａｉｎｅ －
ｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅ ｍｅｔｈｙｌ ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ( ＢＨＭＴ) ｏｎ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ
ｄａｍａｇｅｄ ｈｕｍａｎ ｌｅｎｓ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ (ＨＬＥＣ) ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ
ｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅ.
• ＭＥＴＨＯＤＳ: ＨＬＥＣ ｗｅｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｄ ｔｈｅｎ
ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ３ ｇｒｏｕｐｓ. Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ: ｎｏｒｍａｌ
ｃｕｌｔｕｒｅｄ ＨＬＥＣꎻ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ: ｎｏｒｍａｌ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ＨＬＥＣ
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｅｍｐｔｙ ｖｅｃｔｏｒꎻ ＢＨＭＴ ｇｅｎｅ
ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐ (ＯＥ): ＨＬＥＣ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＢＨＭＴ
ｇｅｎｅ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ. Ａｌｌ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ １０％ ＦＣＳ
ＤＭＥＭ ＋ ５ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ ｆｏｒ １６ｈ. Ａｆｔｅｒ ｃｕｌｔｕｒｅｄꎬ ＢＨＭＴ
ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ｑＲＴ － ＰＣＲ ａｎｄ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔꎬ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＥｄＵ
Ａｓｓａｙ Ｋｉｔꎬ Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＲＯＳ ａｎｄ ＧＳＨ ｏｆ ＨＬＥＣ ｗｅｒｅ
ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ Ｆｌｏｗ Ｃｙｔｏｍｅｔｅｒ ａｎｄ Ｖｉｓｉｂｌｅ
Ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒｓ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ
(ＧＲＰ７８ꎬ Ｎｒｆ２ꎬ Ｃａｓｐａｓｅ － １２) ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ.
•ＲＥＳＵＬＴＳ: Ａｆｔｅｒ ｃｕｌｔｕｒｅｄ １６ｈꎬ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｉｎ
ＯＥ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｂｙ ３０. ０％ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＣ
ｇｒｏｕｐ (Ｐ< ０.０５) .Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲＯＳ ｉｎ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ
(８９.２０４３± ０.３５１１)％ ｗａｓ ｏｂｖｉｏｕｓｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ＯＥ ｇｒｏｕｐ
(４９.５６２５±０.４５０２)％ꎬ Ｐ<０.０５ꎬ ＧＳＨ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ＯＥ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ
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２５６１

国际眼科杂志　 ２０１９ 年 １０ 月　 第 １９ 卷　 第 １０ 期　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
电话:０２９￣８２２４５１７２　 　 ８５２６３９４０　 电子信箱:ＩＪＯ.２０００＠ １６３.ｃｏｍ



(Ｐ< ０. ０５) . Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＧＲＰ７８ ｉｎ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ
ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ
ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｎｒｆ２ ｉｎ ｔｈｅ
ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ
Ｃａｓｐａｓｅ－１２ ｉｎ ｔｈｅ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ.
•ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: ＢＨＭＴ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｃａｎ ｐｒｅｖｅｎｔ ｔｈｅ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ
ｄａｍａｇｅ ｏｆ ＨＬＥＣ ｂｙ ｈｉｇｈ ｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅꎬ ｃｌｅａｒ ｔｈｅ ＲＯＳ
ａｎｄ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ＥＲ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅａｃｔｉｏｎ. Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｌｅｎｓ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ. ＢＨＭＴ ｐｌａｙｓ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ
ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｒｏｌｅ ｉｎ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｄａｍａｇｅｄ ＨＬＥＣ ｉｎｄｕｃｅｄ
ｂｙ Ｈｃｙ.
•ＫＥＹＷＯＲＤＳ:ｂｅｔａｉｎｅ － ｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅ ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅꎻ
Ｈｃｙꎻ ｈｕｍａｎ ｌｅｎｓ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎻ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｄａｍａｇｅꎻ
ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ:Ｚｈｏｕ ＨＹꎬ Ｘｕｅ ＹＳꎬ Ｙａｎ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ
ｂｅｔａｉｎｅ － ｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅ ｍｅｔｈｙｌ ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ｏｎ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｄａｍａｇｅｄ
ｈｕｍａｎ ｌｅｎｓ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｉｇｈ ｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅ. Ｇｕｏｊｉ
Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ( Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ) ２０１９ꎻ１９(１０):１６５２－１６５６

０引言
晶状体蛋白质是晶状体内重要的结构蛋白ꎬ晶状体

蛋白质结构发生变化、溶解度改变ꎬ凝集、交联均可导致
光散射和晶状体透明度改变ꎬ进而引起视力下降ꎮ 大量
的研究已证实蛋氨酸(ＭｅｔｈｉｏｎｉｎｅꎬＭｅｔ)对维持晶状体透
明度是非常重要的ꎬ甜菜碱高半胱氨酸甲基转移酶
(ｂｅｔａｉｎｅ － ｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅ ｍｅｔｈｙｌ ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅꎬ ＢＨＭＴ) 是 Ｍｅｔ
循环中重要的酶ꎮ ＢＨＭＴ 主要在肝脏和肾皮质中有较大
量表达ꎬ它利用同型半胱氨酸( ｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅꎬＨｃｙ)和提
供甲基的甜菜碱( ｂｅｔａｉｎｅꎬＢｅｔ)催化 Ｍｅｔ 的再合成[１－２] ꎮ
前期我们利用基于同位素相对和绝对定量( ｉｓｏｂａｒｉｃ ｔａｇｓ
ｆｏｒ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｎｄ ａｂｓｏｌｕｔｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎꎬ ｉＴＲＡＱ)标记的蛋白
质组学技术研究分析了不同年龄人白内障晶状体核与
透明晶状体核间的差异蛋白质ꎬ并首次报道了 ＢＨＭＴ 在
高龄组白内障晶状体核区的水平较年轻组明显下调ꎬ进
一步通过新的临床白内障晶状体标本进行了验证[３] ꎮ
但其在晶状体老化和白内障形成中如何参与代谢等确
切机制尚不清楚ꎮ 已有研究发现ꎬ高 Ｈｃｙ 是导致年龄相
关性疾病的重要风险因素[４] ꎮ 除此ꎬ还与多种眼部疾病
相关[５] ꎮ 在白内障的研究中ꎬ高水平的 Ｈｃｙ 与年龄相关
性白内障发病密切相关[６－７] ꎮ 本研究利用 ＢＨＭＴ 基因过
表达人晶状体上皮细胞(ＨＬＥＣ)进行研究ꎬ观察 Ｈｃｙ 干
预下细胞中内质网应激蛋白、ＲＯＳ 及抗氧化系统相关酶
水平及凋亡相关酶 Ｃａｓｐａｓｅ－１２ 的变化ꎬ探讨 ＢＨＭＴ 在高
浓度 Ｈｃｙ 环境下对晶状体的保护作用ꎮ
１材料和方法
１􀆰 １材料
１􀆰 １􀆰 １实验细胞和仪器与试剂 　 ＨＬＥＣ－Ｂ３ 细胞、胎牛血
清(ＦＢＳꎬＡｕｓｂｉａｎ)、ＤＭＥＭ(Ｃｏｒｎｉｎｇ)、胰酶(上海生工生物
工程股份有限公司)、Ｐｕｒｏｍｙｃｉｎ(Ｃｌｏｎｔｅｃｈ)、Ｄ－Ｈａｎｋｓ(上
海吉凯基因技术有限公司)ꎬＢＣＡ 蛋白定量检测试剂盒、
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 凝胶配制试剂盒(中国碧云天公司)、乳酸脱
氢酶试剂、抗 －ＧＲＰ７８ 试剂盒(ＡｂｃａｍꎬＣａｍｂｒｉｄｇｅꎬＭＡ)、
Ｃａｓｐａｓｅ－１２ 检测试剂盒(ＡｂｃａｍꎬＣａｍｂｒｉｄｇｅꎬＭＡ)、抗－Ｎｒｆ２

试剂盒(Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ ＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬＵＳＡ)ꎬ同型半胱氨酸化
合物(梯希爱化成工业发展有限公司)ꎮ 荧光显微镜(奥
林帕斯)、ＣＯ２培养箱(日本三洋)、倒置显微镜(上海蔡康
光学仪器有限公司)、离心机(赛默飞世尔科技有限公
司)、生物安全柜(上海振样创空气净化设备有限公司)ꎬ
ＧＶ３５８ 载体ꎬＡｇｅＩ / ＡｇｅＩ 酶切(上海吉凯基因化学技术有限
公司)ꎬＥｄＵ 试剂盒(Ｃ１０３１０ 锐博)ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２分组 　 将 ＨＬＥＣ 随机分为 ３ 组ꎮ 正常组:正常
ＨＬＥＣ＋１０％ ＦＢＳ 培养基ꎻ对照组:感染了空载体的 ＨＬＥＣ＋
１０％ ＦＢＳ 培养基＋５ｍｍｏｌ / Ｌ ＨｃｙꎻＢＨＭＴ 过表达组:ＢＨＭＴ
过表达病毒感染 ＨＬＥＣ ＋ １０％ ＦＢＳ 培养基组 ＋ ５ｍｍｏｌ / Ｌ
Ｈｃｙꎮ 根据 Ｖｅｌａｚｑｕｅｚ 等的实验方法[８]ꎬ孵育 ２４ｈ 后检测相
关指标ꎮ
１􀆰 ２方法
１􀆰 ２􀆰 １ ＢＨＭＴ 基因过表达慢病毒载体的构建 　 基因
ＢＨＭＴ(ＮＭ＿００１７１３)由上海吉凯基因化学技术有限公司
合成ꎬ所扩增的 ＢＨＭＴ 基因条带大小为 １ ２６２ｂｐꎬ插入经
ＡｇｅＩ / ＡｇｅＩ 酶切的 ＧＶ３５８ 慢病毒载体构建 ＧＶ３５８－ＢＨＭＴ
慢病 毒 质 粒ꎬ 将 重 组 慢 病 毒 质 粒 ＧＶ３５８ － ＢＨＭＴꎬ
ｐＨｅｌｐｅｒ１􀆰 ０ 载 体ꎬ ｐＨｅｌｐｅｒ２􀆰 ０ 混 合 液 稀 释 后ꎬ 利 用
Ｌｉｐｏｆａｃｔａｍｉｎ ２０００ 脂质体对 ＨＥＫ２９３Ｔ 细胞进行转染ꎬ４８ｈ
后收集细胞并采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 法检测 ＢＨＭＴ 表达情
况ꎬ裂解细胞提取总蛋白ꎬＢＣＡ 法测定蛋白浓度ꎬ经 ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ 分离后电转移至 ＰＶＤＦ 膜上ꎬ一抗(１∶ ５００)孵育过
夜后给予二抗(１∶ １０００)孵育ꎬ漂洗后加入配置好的显色
液用 ＥＣＬ 法结合 Ｘ 光片显色ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２ ＢＨＭＴ 基因过表达慢病毒载体感染细胞 　 根据
１􀆰 ２􀆰 １ 构建 ＢＨＭＴ 基因过表达慢病毒载体ꎬ转染 ＨＥＫ２９３Ｔ
细胞后 ４８~７２ｈ 进行病毒收获ꎬ确定采用相应的浓缩纯化
得到高滴度的慢病毒保存液ꎬ病毒感染 ＨＬＥＣ－Ｂ３ 后ꎬ通
过抗性筛选获得过表达慢病毒感染细胞株ꎬ提取 ｍＲＮＡꎬ
经过 ｑＰＣＲ 检测表达水平ꎮ ＢＨＭＴ 上游引物序列:５􀆳 －
ＣＣＡＣＴＴＴＧＡＣＣＣＣＡＣＣＡＴＴＡ － ３􀆳ꎻ 下 游 引 物 序 列: ５􀆳 －
ＧＣＴＡＧＣＴＣＡＴＴＴＧＴＧＧＴＣＡＴＣ－３􀆳ꎮ 以 ＧＡＰＤＨ 基因为内参
照基因ꎬ采用 ２－△△Ｃｔ法计算目的基因的相对表达量ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３细胞增殖能力的测定　 ＥｄＵ 细胞增殖实验方法:取
对数生长期细胞ꎬ以每孔 ２ ０００ 细胞接种于 ９６ 孔板中ꎬ培
养至正常生长阶段ꎻ制备适量 ５０μｍｏｌ / Ｌ ＥｄＵ 培养基ꎻ每孔
加入 １００μＬ ５０μｍｏｌ / Ｌ ＥｄＵ 培养基孵育 ２ｈꎬ弃培养基ꎻＰＢＳ
清洗细胞 ２ 次ꎬ每次 ５ｍｉｎꎻ每孔加入 ５０μＬ 细胞固定液(即
含 ４％多聚甲醛的 ＰＢＳ)室温孵育 ３０ｍｉｎꎬ弃固定液ꎮ 每孔
加入 ５０μＬ ２ｍｇ / ｍＬ 甘氨酸ꎬ脱色摇床孵育 ５ｍｉｎ 后ꎬ弃甘
氨酸溶液ꎻ每孔加入 １００μＬ ＰＢＳꎬ脱色摇床清洗 ５ｍｉｎꎬ弃
ＰＢＳꎻ每孔加入 １００μＬ １×Ａｐｏｌｌｏ 染色反应液ꎬ避光、室温、
脱色摇床孵育 ３０ｍｉｎ 后ꎬ弃染色反应液ꎻ加入 １００μＬ 渗透
剂(０􀆰 ５％ ＴｒｉｔｏｎＸ－１００ 的 ＰＢＳ)脱色摇床清洗 ２ ~ ３ 次ꎬ每
次 １０ｍｉｎꎬ弃渗透剂ꎻ每孔每次加入 １００μＬ 甲醇清洗１~２
次ꎬ每次 ５ｍｉｎꎻ ＰＢＳ 清洗 １ 次ꎬ每次 ５ｍｉｎꎻ去离子水按
１００ ∶ １的比例稀释试剂 Ｆꎬ制备适量 １×Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 反应
液ꎬ避光保存ꎻ每孔加入 １００μＬ １×Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 反应液ꎬ
避光、室温、孵育 ３０ｍｉｎꎻ弃染色反应液ꎻ加入 １００μＬ ＰＢＳ
清洗 ２ 次ꎻ染色后立即进行荧光显微镜观测ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４氧化损伤标志物检测
１􀆰 ２􀆰 ４􀆰 １检测 ＲＯＳ含量　 培养的细胞加入 ＤＣＦＨ－ＤＡ 荧
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光探针于 培 养 基ꎬ 浓 度 为 １０μｍｏｌ / Ｌꎮ ３７℃ 孵 育 细 胞
３０ｍｉｎꎬ收集细胞ꎬ３７℃避光 ３０ｍｉｎꎬ流式细胞仪检测ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４􀆰 ２ 测定 ＧＳＨ 活性 　 用可见分光光度计 (波长
４２０ｎｍ)测算组织中谷胱甘肽(ＧＳＨ) 活性:取各组样本
０􀆰 ５ｍＬꎬ加应用液 ２ｍＬ 混匀ꎬ３５００~４０００ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ｍｉｎꎬ
取上清液 １ｍＬ 进行显色反应ꎮ 混匀ꎬ静置 ５ｍｉｎꎬ４２０ｎｍ
处ꎬ１ｃｍ 光径ꎬ蒸馏水调零比色测各管 ＯＤ 值ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４􀆰 ３ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测细胞内质网应激相关蛋白
及凋亡相关蛋白(ＧＰＲ７８ꎬＮｒｆ２ꎬＣａｓｐａｓｅ－１２) 　 接收细
胞样品ꎬＰＢＳ 洗涤 ２ 次后ꎬ适量预冷的 ２×Ｌｙｓｉｓ Ｂｕｆｆｅｒ 裂解ꎬ
刮下细胞转移入 ＥＰ 管中ꎬ冰上裂解 １０ ~ １５ｍｉｎ 后超声破
碎细胞ꎬ取上清 ＢＣＡ 法测定蛋白浓度ꎮ 加样进行 ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ 凝胶电泳、转膜及脱脂牛奶封闭ꎬ按照不同检测试
剂盒比例加入一抗(１∶ １０００)ꎬ之后于 ４℃冰箱内与一抗孵
育过夜ꎬ室温漂洗后按照比例加入二抗(１∶ １００００)ꎬ孵育
１ｈꎬ再次漂洗后加入配置好的显色液ꎬ于 Ｂｉｏ－Ｒａｄ 发光成
像仪显色ꎮ 蛋白质表达量以“目的蛋白灰度值 / ＧＡＰＤＨ
灰度值”表示ꎮ

统计学分析:采用统计学软件 ＳＰＳＳ１９􀆰 ０ 进行统计学

分析ꎮ 计量资料用均数±标准差(􀭰ｘ±ｓ)表示ꎬ各组结果均
复测 ３ 次ꎬ采用单因素方差分析ꎬ多重比较采用 ＬＳＤ－ｔ 检
验ꎮ Ｐ<０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义ꎮ
２结果
２􀆰 １ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ检测 ＢＨＭＴ 蛋白表达情况　 重组慢
病毒质粒转染 ＨＥＫ２９３Ｔ 细胞 ４８ｈ 后ꎬＢＨＭＴ 慢病毒转染组
细胞 ＢＨＭＴ 蛋白表达水平明显高于正常组和空载体转染组
(图 １)ꎬ表明 ＢＨＭＴ 基因过表达慢病毒载体构建成功ꎮ
２􀆰 ２ ｑＰＣＲ检测 ＢＨＭＴ ｍＲＮＡ 表达情况　 采用 ＢＨＭＴ 基
因过表达慢病毒载体感染 ＨＬＥＣ－Ｂ３ 细胞后进行实时定
量 ＰＣＲ 检测ꎬ所得结果与 ＧＡＰＤＨ 的结果相比较ꎬ通常认
为 Ｃｔ 值相差 ２ 以上即存在显著差异ꎮ 本实验中正常组为
１􀆰 ００３２±０􀆰 ０９０ꎬ空载体感染组为 １􀆰 ４７５±０􀆰 ０４７ꎬＢＨＭＴ 慢病
毒感染组为 ９８６􀆰 １８１ ± １０６􀆰 ０３３ꎬ差异有统计学意义(Ｐ <
０􀆰 ０５ꎬ图 ２)ꎬＢＨＭＴ 基因表达丰度明显升高ꎬ约是正常组
的 ９８６􀆰 １８１ 倍ꎬ空载体感染组与正常组比较差异无统计学
意义(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ
２􀆰 ３ ＢＨＭＴ 基因过表达对 ＨＬＥＣ 增殖能力的影响　 利用
ＥｄＵ 试剂盒对 ＨＬＥＣ 进行增殖能力检测ꎬ正常组、对照组、
过表达组细胞增殖能力分别为 ( ３３􀆰 ３４２ ± ０􀆰 ０４５)％、
(２８􀆰 ０９９±０􀆰 ３０７)％、(５８􀆰 １４１±０􀆰 １９２)％ꎬ差异有统计学意
义(Ｆ＝ ３８􀆰 ７２６ꎬＰ<０􀆰 ０５)ꎮ 与正常组相比ꎬ过表达组细胞
增殖比例増加ꎬ差异有显著统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ而对照
组与正常组相比ꎬ差异无统计学意义(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎬ见图 ３ꎮ
２􀆰 ４ ＢＨＭＴ 基因过表达对氧化损伤指标的影响 　 细胞内
ＲＯＳ 水平:使用流式细胞仪行 ＤＣＦＨ－ＤＡ 定量检测显示ꎬ
正常组、 对照组、 过表达组细胞内 ＲＯＳ 水平分别为
(８９􀆰 ２０４３± ０􀆰 ３５１１)％、(９１􀆰 ４５０２ ± ０􀆰 ０６０６)％、(４９􀆰 ５６２５ ±
０􀆰 ４５０２)％ꎬ差异有统计学意义(Ｆ ＝ ９９􀆰 ３４８ꎬＰ<０􀆰 ０５)ꎮ 与
正常组相比ꎬ过表达组 ＲＯＳ 降低ꎬ差异有显著统计学意义
(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ而对照组与正常组相比ꎬ差异无统计学意义
(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎬ见图 ４ꎮ
２􀆰 ５ ＢＨＭＴ 高表达对 ＨＬＥＣ 内 ＧＳＨ 活性的影响 　 各组
ＧＳＨ 活性结果见表 １ꎮ 三组间 ＧＳＨ 活性差异有统计学意
义(Ｆ＝ ９３􀆰 ３７５ꎬＰ<０􀆰 ０５)ꎮ 与正常组相比ꎬ过表达组 ＧＳＨ

　 　

图 １　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ检测 ＢＨＭＴ蛋白表达ꎮ

图 ２ 　 ｑＰＣＲ 检测 ＢＨＭＴ ｍＲＮＡ 表达情况 　 ａ Ｐ < ０􀆰 ０５ ｖｓ 正
常组ꎮ

图 ３　 各实验组细胞增殖比例　 ａＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ 正常组ꎮ

表 １　 各实验组 ＧＳＨ活性 􀭰ｘ±ｓ
组别 ＯＤ ＧＳＨ 活性(ｍｇ / ｇ ｐｒｏｔ)
正常组 ０􀆰 １５１±０􀆰 ０３ ２７􀆰 ３３４±０􀆰 ２３
对照组 ０􀆰 ０９９±０􀆰 ０４ ２５􀆰 ０１６±０􀆰 ３２
ＢＨＭＴ 过表达组 ０􀆰 １４１±０􀆰 ０９ ５１􀆰 １３５±０􀆰 １１ａ

注:正常组:正常 ＨＬＥＣ＋１０％ ＦＢＳ 培养基ꎻ对照组:感染了空载
体的 ＨＬＥＣ＋１０％ ＦＢＳ 培养基＋５ｍｍｏｌ / Ｌ ＨｃｙꎻＢＨＭＴ 过表达组:
ＢＨＭＴ 过表达病毒感染 ＨＬＥＣ＋ １０％ ＦＢＳ 培养基组 ＋ ５ｍｍｏｌ / Ｌ
ＨｃｙꎮａＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ 正常组ꎮ

活性増加ꎬ差异有显著统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ而对照组与
正常组相比ꎬ差异无统计学意义(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ
２􀆰 ６ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ检测 ＧＲＰ７８、Ｎｒｆ２、Ｃａｓｐａｓｅ－１２ 在
各组表达的差异 　 三组 ＧＲＰ７８ 相对表达量分别为
１􀆰 １０８１±０􀆰 ０３１、１􀆰 ２４３３±０􀆰 ０２０、０􀆰 ２２８２±０􀆰 ０１３ꎬ正常组及对
照组明显高于过表达组ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ
正常组、对照组、过表达组 Ｎｒｆ２ 的相对表达量分别为
０􀆰 １０６１±０􀆰 ０４７、０􀆰 １０８１±０􀆰 ０４０、０􀆰 ８２７６±０􀆰 ０７０ꎬ正常组与对
照组明显低于过表达组ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ
见图 ５ꎮ 正常组、对照组、过表达组凋亡相关酶Ｃａｓｐａｓｅ－１２
的相对表达量分别为 ０􀆰 ３０３２ ± ０􀆰 ０５５、 ０􀆰 ８７８１ ± ０􀆰 ０４３、
０􀆰 １０２６±０􀆰 ０５０ꎬ过表达组与正常组明显低于对照组ꎬ差异
均有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ见图 ６ꎬ表 ２ꎮ
３讨论

前期我们利用 ｉＴＲＡＱ 标记的蛋白质组学技术研究分
析了不同年龄人白内障晶状体核与透明晶状体核间的差
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图 ４　 各实验组细胞内 ＲＯＳ水平ꎮ

图 ５　 ＧＲＰ７８ꎬＮｒｆ２ 在各组表达的Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ分析ꎮ

图 ６　 Ｃａｓｐａｓｅ－１２ 在各组表达的Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ分析ꎮ

表 ２　 各组细胞内相关蛋白质表达 􀭰ｘ±ｓ
组别 ＧＲＰ７８ Ｎｒｆ２ Ｃａｓｐａｓｅ－１２
正常组 １􀆰 １０８１±０􀆰 ０３１ ０􀆰 １０６１±０􀆰 ０４７ ０􀆰 ３０３２±０􀆰 ０５５ｃ

对照组 １􀆰 ２４３３±０􀆰 ０２０ ０􀆰 １０８１±０􀆰 ０４０ ０􀆰 ８７８１±０􀆰 ０４３
过表达组 ０􀆰 ２２８２±０􀆰 ０１３ａꎬｃ ０􀆰 ８２７６±０􀆰 ０７０ａꎬｃ ０􀆰 １０２６±０􀆰 ０５０ｃ

Ｆ １４􀆰 ９ １８􀆰 ２ １５􀆰 ２
Ｐ <０􀆰 ０５ <０􀆰 ０５ <０􀆰 ０５

注:正常组:正常 ＨＬＥＣ＋１０％ ＦＢＳ 培养基ꎻ对照组:感染了空载

体的 ＨＬＥＣ＋１０％ ＦＢＳ 培养基＋５ｍｍｏｌ / Ｌ ＨｃｙꎻＢＨＭＴ 过表达组:
ＢＨＭＴ 过表达病毒感染 ＨＬＥＣ＋ １０％ ＦＢＳ 培养基组 ＋ ５ｍｍｏｌ / Ｌ
ＨｃｙꎮａＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ 正常组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ 对照组ꎮ

异蛋白质ꎬ并首次报道了 ＢＨＭＴ 在高龄组白内障晶状体核

区的水平较年轻组明显下调ꎬ进一步通过新的临床白内障

晶状体标本进行了验证[３]ꎮ 但其在晶状体老化和白内障

形成中如何参与代谢等确切机制尚不清楚ꎮ 在胎儿晶状

体文库中ꎬＢＨＭＴ 是一个大量表达的基因[９]ꎮ Ｒａｏ 等[１０] 第

一次在恒河猴的晶状体核中发现了 ＢＨＭＴꎬ其表达约占核

部总蛋白的 ０􀆰 ５％ ~１０％ꎬ但具体机制不清ꎮ ＢＨＭＴ 是 Ｍｅｔ
循环中重要的酶ꎬ它利用 Ｈｃｙ 和提供甲基的甜菜碱

(ｂｅｔａｉｎｅꎬＢｅｔ)催化 Ｍｅｔ 的再合成[１１－１２]ꎬ是机体在生理状况

下维持 Ｈｃｙ 稳定代谢水平的重要功能蛋白质ꎮ 实验研究

已经观察到 Ｈｃｙ 对人类和动物晶状体上皮细胞的影响ꎬ高

浓度 Ｈｃｙ 可以诱导晶状体细胞发生严重的氧化应激反应ꎬ
引起白内障的发生和发展[７ꎬ１３]ꎮ Ｈｃｙ 升高导致大量的活
性氧的产生ꎬ诱导细胞死亡和凋亡ꎬ可能导致了皮质性白
内障的形成[１４]ꎮ 而后囊下白内障的形成可能与玻璃体内
Ｈｃｙ 的含量增多有关[１５]ꎮ 研究认为 Ｈｃｙ 是一种引起白内
障的内质网应激源ꎮ 内质网应激是指由于内质网中钙离
子紊乱和蛋白质不能正常折叠导致细胞内质网内稳态失
衡、生理功能发生紊乱的一种亚细胞器的病理过程ꎬ葡萄
糖调节蛋白 ７８( ｇｌｕｃｏｓｅ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ７８ꎬＧＲＰ７８)是内
质网应激反应的标志性蛋白[１６]ꎮ 细胞内抵御过量 ＲＯＳ 损
伤的最重要机制是由 ＰＥＲＫ 依赖的转录激活因子(ＮＦ－
Ｅ２－ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ２ꎬＮｒｆ２)调控的[１７－１８]ꎮ Ｎｒｆ２ 调控许多抗氧
化防御基因ꎬ包括 ＧＲ、谷胱甘肽－ｓ－转移酶、硫氧还蛋白、
硫氧还蛋白还原酶及另外的抗氧化酶ꎮ 研究发现在相同
的诱导条件下 ＢＨＭＴ 转基因小鼠的高 Ｈｃｙ 血症发病率明
显低于对照组ꎬ并可保护肝脏细胞免受高同半胱氨酸浓度
的损伤[１９－２０]ꎮ Ｚｈａｎｇ 等[２１] 发现两种 ｍｉＲＮＡｓ 通过分化靶
向海刺参中 ＢＨＭＴ 来直接影响体腔细胞中 Ｈｃｙ 含量ꎬ靶基
因 ＢＨＭＴ ｓｉＲＮＡ 或补充 Ｈｃｙ 均可明显促进体腔细胞 ＲＯＳ
的产生ꎬ表明靶基因 ＢＨＭＴ 通过调控 Ｈｃｙ 的含量发挥生物
学功能ꎮ

前期我们成功构建了人晶状体上皮细胞 ＢＨＭＴ 基因
过表达慢病毒载体ꎬ在实验中观察到空载体感染组及
ＢＨＭＴ 慢病毒感染组的细胞增殖率及活性未出现抑制现
象[２２]ꎮ 然后观察其对 Ｈｃｙ 干预的人晶状体上皮细胞的氧
化损伤的抑制作用ꎮ 本研究发现ꎬ当加入 Ｈｃｙ 干预后ꎬ
ＢＨＭＴ 过表达细胞内 ＲＯＳ 水平较正常组及对照组明显降
低ꎬＧＳＨ 活性明显升高ꎬ提示 ＢＨＭＴ 可以在细胞接受高
Ｈｃｙ 刺激后ꎬ减轻细胞的氧化损伤程度ꎮ Ｎｒｆ２ 的降低也进
一步说明了对照组细胞内抵御过量 ＲＯＳ 损伤的屏障削
弱ꎮ 内质网应激反应标志性蛋白 ＧＲＰ７８ 的表达较阴性对
照组明显降低ꎬ提示高 Ｈｃｙ 启动了内质网应激反应ꎬ而
ＢＨＭＴ 可有效地抑制这种反应ꎬ增强细胞的保护作用ꎬ同
时抑制了凋亡相关酶 Ｃａｓｐａｓｅ－１２ 的表达ꎮ

综上所述ꎬ由于 Ｈｃｙ 诱导了内质网应激反应的启动ꎬ
并导致晶状体上皮细胞中 ＲＯＳ 的产生ꎬＲＯＳ 降低了游离
谷胱甘肽的数量ꎬ削弱了氧化防御系统ꎬ加剧了更加氧化
的环境ꎬ导致晶状体发生氧化损伤ꎮ 而 ＢＨＭＴ 可以抑制
Ｈｃｙ 对细胞的氧化损伤作用ꎬ减少细胞 ＲＯＳ 水平ꎬ升高
ＧＳＨ 活性ꎬ减轻内质网应激反应ꎬ抑制了细胞凋亡ꎬ最终
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表现为可以有效防护高 Ｈｃｙ 环境下晶状体上皮细胞氧化
损伤ꎮ 证明了其在防治与 Ｈｃｙ 有关的疾病方面的积极作
用ꎬ为白内障氧化损伤机制提供新的依据ꎮ
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ｒｈｅｓｕｓ ｍｏｎｋｅｙ ｌｅｎｓ. Ｊ Ｂｉｏｌ Ｃｈｅｍ １９９８ꎻ２７３:３０６６９－３０６７４

１１ Ｚｅｉｓｅｌ Ｓ. Ｃｈｏｌｉｎｅꎬ Ｏｔｈｅｒ Ｍｅｔｈｙｌ －Ｄｏｎｏｒｓ ａｎｄ Ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃｓ. Ｎｕｔｒｉｅｎｔｓ
２０１７ꎻ９(５). ｐｉｉ:Ｅ４４５
１２ Ｓｌｏｗ Ｓꎬ Ｇａｒｒｏｗ ＴＡ. Ｌｉｖｅｒ ｃｈｏｌｉｎｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ａｎｄ ｋｉｄｎｅｙ ｂｅｔａｉｎｅ－
ｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅ ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｒｅ ｎｏｔ ａｆｆｅｃｔｅｄ ｂｙ ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ
ｏｒ ｃｈｏｌｉｎｅ ｉｎｔａｋｅ ｉｎ ｇｒｏｗｉｎｇ ｒａｔｓ. Ｊ Ｎｕｔｒ ２００６ꎻ１３６(９):２２７９－２２８３
１３ Ｉｋｅｓｕｇｉ Ｋꎬ Ｙａｍａｍｏｔｏ Ｒꎬ Ｍｕｌｈｅｒｎ ＭＬꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｏｌｅ ｏｆ ｔｈｅ ｕｎｆｏｌｄｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ (ＵＰＲ) ｉｎ ｃａｔａｒａｃｔ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ. Ｅｘｐ Ｅｙｅ Ｒｅｓ ２００６ꎻ８３:
５０８－５１６
１４ Ｓｈｉｎｏｈａｒａ Ｔꎬ Ｉｋｅｓｕｇｉ Ｋꎬ Ｍｕｌｈｅｒｎ ＭＬ. Ｃａｔａｒａｃｔｓ:ｒｏｌｅ ｏｆ ｔｈｅ ｕｎｆｏｌｄｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ. Ｍｅｄ Ｈｙｐｏｔｈｅｓｅｓ ２００６ꎻ６６(２):３６５－３７０
１５ Ｔａｎ ＡＧꎬ Ｍｉｔｃｈｅｌｌ Ｐꎬ Ｒｏｃｈｔｃｈｉｎａ Ｅꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｅｒｕｍｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅꎬ
ｖｉｔａｍｉｎ Ｂ１２ꎬ ａｎｄ ｆｏｌａｔｅꎬ ａｎｄ ｔｈｅ Ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅ ａｎｄ ｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｏｆ ｐｏｓｔｅｒｉｏｒ
ｓｕｂｃａｐｓｕｌａｒｃａｔａｒａｃｔ. Ｉｎｖｅｓｔ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ Ｖｉｓ Ｓｃｉ ２０１４ꎻ５６(１):２１６－２２０
１６ Ｔｓｕｃｈｉｙａ Ｙꎬ Ｓａｉｔｏ Ｍꎬ Ｋｏｈｎｏ Ｋ. Ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ Ｄｉａｂｅｔｅｓ
Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ Ｄｕｅ ｔｏ Ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｕｎｆｏｌｄｅｄ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｒｅｓｐｏｎｓｅ. Ｙａｋｕｇａｋｕ
Ｚａｓｓｈｉ ２０１６ꎻ１３６(６):８１７－８２５
１７ Ｃｕｌｌｉｎａｎ ＳＢꎬ Ｄｉｅｈｌ ＪＡ. ＰＥＲＫ － ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ Ｎｒｆ２
ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓ ｔｏ ｒｅｄｏｘ ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ
ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｓｔｒｅｓｓ. Ｊ Ｂｉｏｌ Ｃｈｅｍ ２００４ꎻ２７９:２０１０８－２０１１７
１８ Ｌｉ Ｘꎬ Ｚｈａｎｇ Ｑꎬ Ｈｏｕ Ｎꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃａｒｎｏｓｏｌ ａｓ ａ Ｎｒｆ２ Ａｃｔｉｖａｔｏｒ Ｉｍｐｒｏｖｅｓ
Ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ Ｂａｒｒｉｅｒ Ｆｕｎｃｔｉｏｎ Ｔｈｒｏｕｇｈ Ａｎｔｉｏｘｉｄａｔｉｖｅ Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ. Ｉｎｔ Ｊ
Ｍｏｌ Ｓｃｉ ２０１９ꎻ２０(４). ｐｉｉ:Ｅ８８０
１９ Ｈｏｌｍ ＰＩꎬ Ｈｕｓｔａｄ Ｓꎬ Ｕｅｌａｎｄ ＰＭꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅ－ｂｅｔａｉｎｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｙ ｍｅｔｈｙｌｅｎｅｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｆｏｌａｔｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ
６７７ Ｃ － > ｔ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ ａｎｄ Ｂ － ｖｉｔａｍｉｎ ｓｔａｔｕｓ ｉｎ ａ ｌａｒｇｅ － ｓｃａｌｅ
ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔｕｄｙ. Ｊ Ｃｌｉｎ Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ Ｍｅｔａｂ ２００７ꎻ９２(４):１５３５－１５４１
２０ Ｊｉ Ｃꎬ Ｓｈｉｎｏｈａｒａ Ｍꎬ Ｖａｎｃｅ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｅｘｔｒａｈｅｐａｔｉｃ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｂｅｔａｉｎｅ － ｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅ ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ｏｎ ａｌｃｏｈｏｌ ｏｒ
ｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅ－ｉｎｄｕｃｅｄ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ. Ａｌｃｏｈｏｌ Ｃｌｉｎ Ｅｘｐ Ｒｅｓ ２００８ꎻ３２(６):
１０４９－１０５８
２１ Ｚｈａｎｇ Ｐꎬ Ｌｉ Ｃꎬ Ｚｈａｎｇ Ｒꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ Ｒｏｌｅｓ ｏｆ Ｔｗｏ ｍｉＲＮＡｓ ｉｎ
Ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ Ｉｍｍｕｎｅ Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｏｆ Ｓｅａ Ｃｕｃｕｍｂｅｒ. Ｇｅｎｅｔｉｃｓ ２０１５ꎻ２０１
(４):１３９７－１４１０
２２ 周海燕ꎬ 薛雨顺ꎬ 王新川ꎬ 等. 人晶状体上皮细胞 ＢＨＭＴ 基因过

表达慢病毒载体的构建及鉴定. 陕西医学杂志 ２０１９ꎻ４８ ( ８):
９６３－９６７
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