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摘要
目的:通过建立硫醇转移酶(ＴＴａｓｅ)基因敲除小鼠模型ꎬ观
察其晶状体形态和生化方面随年龄的改变ꎬ探讨 ＴＴａｓｅ 在
晶状体氧化还原系统中的重要作用及参与年龄相关性白
内障形成的机制ꎮ
方法:建立 ＴＴａｓｅ 基因敲除小鼠模型并进行基因型鉴定ꎮ
裂隙灯观察 ＴＴａｓｅ 基因敲除型和野生型小鼠白内障随年
龄的发生情况ꎮ 检测小鼠晶状体中谷胱甘肽(ＧＳＨ)含量ꎮ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测晶状体中氧化产物蛋白质二硫化物
(ＰＳＳＧ)的变化ꎮ 免疫共沉淀法鉴定形成 ＰＳＳＧ 的蛋白
质ꎮ 观察纯化的重组人晶状体 ＴＴａｓｅ(ＲＨＬＴ)对 ＰＳＳＧ 的
脱硫醇作用ꎮ
结果:ＴＴａｓｅ 基因敲除型小鼠和野生型小鼠白内障的发生
均随年龄而增加ꎬ且主要表现为核性白内障ꎮ 在 ＴＴａｓｅ 基
因敲除型小鼠中ꎬ白内障最早从 ４ 月龄开始发生ꎬ９ 月龄
时最为显著ꎻ野生型小鼠白内障最早从 ９ 月龄开始发生ꎬ
１２ 月龄时最为显著ꎮ 两种基因型小鼠晶状体中 ＧＳＨ 含量
均随年龄增加而下降ꎬ９ 月龄 ＴＴａｓｅ 基因敲除型小鼠晶状
体中 ＧＳＨ 下降更为显著ꎬ且 ＰＳＳＧ 的表达明显高于野生
型ꎬ主要表现为高分子聚合物ꎮ 免疫共沉淀反应证实形成
ＰＳＳＧ 的蛋白质包含肌动蛋白( ａｃｔｉｎ)和三磷酸甘油醛脱
氢酶(ＧＡＰＤＨ)ꎬ这种积聚的 ＰＳＳＧ 可被 ＧＳＨ 还原ꎬ且与纯
化的 ＲＨＬＴ 反应更有效ꎮ
结论:ＴＴａｓｅ 基因敲除可以加速小鼠年龄相关性白内障的
发生ꎬ这与晶状体中 ＰＳＳＧ 的积聚相关ꎬ且形成的 ＰＳＳＧ 可
被 ＴＴａｓｅ 脱硫醇ꎬ证实 ＴＴａｓｅ 在防止年龄相关性白内障的
发生中发挥重要作用ꎮ
关键词:硫醇转移酶ꎻ白内障ꎻ谷胱甘肽ꎻ二硫化物ꎻ肌动蛋
白ꎻ三磷酸甘油醛脱氢酶
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７１０００４ꎬ Ｓｈａａｎｘｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ３Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃａｌ
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Ｔａｎｇｄｕ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ａｉｒ Ｆｏｒｃｅ Ｍｉｌｉｔａｒｙ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｘｉ􀆳ａｎ
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ｔｈｅ ＷＴ ａｎｄ ＴＴａｓｅ ＫＯ ｍｉｃｅ. Ｔｈｅ ｏｎｓｅｔ ｏｆ ｃａｔａｒａｃｔ ｗａｓ
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ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ａｓ ａｃｔｉｎ ａｎｄ ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｅｓ ３ － ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
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ＰＳＳＧ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｄｅｔｈｉｏｌａｔｅｄ ｂｙ ＴＴａｓｅ. Ｔｈｉｓ ｄａｔａ
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ＰＳＳＧꎻ ａｃｔｉｎꎻ ＧＡＰＤＨ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ: Ｚｈａｎｇ Ｊꎬ Ｙａｎ Ｈꎬ Ｌｏｕ ＭＦ. Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ
Ｔｈｉｏｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ａｎｄ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｔｈｉｏｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ｉｎ ｃａｔａｒａｃｔｏｇｅｎｅｓｉｓ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ( Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ)
２０２０ꎻ２０(３):４２０－４２５

０引言
年龄相关性白内障可由多种因素诱发ꎬ包括氧化损

伤、紫外线辐射、高血糖、吸烟及遗传等ꎮ 氧化损伤是其中
最重要的发病因素ꎮ 研究证实ꎬ在年龄相关性白内障的晶
状体中ꎬ含巯基的抗氧化物和谷胱甘肽 ( ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅꎬ
ＧＳＨ)水平急剧下降ꎬ含巯基的蛋白质广泛被氧化ꎬ形成蛋
白 质 与 ＧＳＨ 形 成 的 二 硫 化 物 ( ｐｒｏｔｅｉｎ － ＧＳＨ ｍｉｘｅｄ
ｄｉｓｕｌｆｉｄｅｓꎬＰＳＳＧ) 或蛋白质与蛋白质形成的二硫化物
(ｐｒｏｔｅｉｎ－ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｉｘｅｄ ｄｉｓｕｌｆｉｄｅｓꎬＰＳＳＰ)ꎻ细胞质和细胞
膜间的大量结合蛋白转化为不可溶性蛋白ꎻ细胞膜内大
部分脂质被氧化ꎬ以上这些都是导致白内障发生的
原因[１] ꎮ

硫醇转移酶( ｔｈｉｏｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅꎬＴＴａｓｅ)也称为谷氧还蛋
白 １(ｇｌｕｔａｒｅｄｏｘｉｎ １ꎬＧｒｘ１)ꎬ它是巯基－二硫化物的氧化还
原酶家族中一个非常重要的成员ꎮ １９７４ 年首次在大鼠肝
细胞发现[２]ꎬ随后在大肠杆菌 Ｅ. ｃｏｌｉ 中发现[３]ꎬ并且得到
广泛的研究ꎮ 哺乳动物中 Ｇｒｘ 两种最主要的同工酶ꎬ
ＴＴａｓｅ(Ｇｒｘ１)主要存在于细胞质中[４－５]ꎬＧｒｘ２ 存在于线粒
体中[６]ꎬＧｒｘ２ 的功能尚未完全阐明ꎮ ＴＴａｓｅ 通过断裂晶状
体蛋白质氧化形成的二硫键(ＰＳＳＧ)使硫醇化的蛋白质脱
硫醇ꎬ保持晶状体蛋白和膜蛋白的还原状态ꎬ从而阻止它
们交联失活ꎬ同时可以通过调节酶活性中心的巯基来修复
氧化损伤的酶ꎬ从而防止白内障的产生[４－５]ꎮ 本研究通过
建立硫醇转移酶基因敲除小鼠模型ꎬ观察其晶状体形态和
生化方面随年龄的改变ꎬ探讨 ＴＴａｓｅ 在晶状体氧化还原系
统中的生理作用及在年龄相关性白内障发生发展过程中
的重要性ꎮ
１材料和方法
１􀆰 １材料 　 主要实验试剂:ＲＥＤＥｘｔｒａｃｔ － Ｎ －Ａｍｐ Ｔｉｓｓｕｅ
ＰＣＲ 试剂盒、胎牛血清、ＧＳＨ 含量测定试剂盒 (美国
Ｓｉｇｍａ 公司)ꎬＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒(美国 Ｐｉｅｒｃｅ 公
司)ꎬ抗 ＰＳＳＧ 单 克 隆 抗 体 ( 美 国 ＶｉｒｏＧｅｎｇ 公 司 )ꎬ抗
ＧＡＰＤＨ 单克隆抗体、抗 Ｂｅｔａ－ａｃｔｉｎ 单克隆抗体、山羊抗
鼠 ＩｇＧ２ａ(美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司)ꎬＨｉｓ－ｂａｎｄ 试剂盒(美国
ＱＩＡＧＥＮ 公司)ꎬ其他试剂均为国产分析纯试剂ꎮ 主要
仪器设备:裂隙灯 (美国 Ｚｅｉｓｓ 公司)、离心 机 ( 美 国
Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司)ꎬＰＣＲ 仪、电泳仪、电转仪、化学发光成
像仪 (美国 Ｂｉｏ － Ｒａｄ 公司)ꎬ紫外分光光度计 ( 美国
Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒ 公司)ꎮ

图 １　 小鼠 ＴＴａｓｅ基因敲除过程ꎮ 　

１􀆰 ２方法
１􀆰 ２􀆰 １建立 ＴＴａｓｅ 基因敲除小鼠模型 　 ＴＴａｓｅ 基因敲除
过程见图 １ꎬ该过程是与南京大学－南京生物医药研究院
合作完成ꎮ 小鼠 ＴＴａｓｅ 基因序列包括 ３ 个外显子ꎬ第 １、２
外显子为蛋白质编码区ꎬ且第 ２ 外显子为 ＧＳＨ 结合部位ꎬ
第 ３ 外显子为 ３􀆳－非编码区ꎮ 从 １２９ＳＶ 小鼠文库中克隆出
ＴＴａｓｅ 基因组片段ꎬ用外源性载体序列(Ｎｅｏ)替换ꎬ敲除片
段包含了第 ２ 个外显子和第 １、２ 内含子的部分片段ꎮ 打
靶载体用 Ｎｏｔ Ｉ 酶切线性化后ꎬ转入 Ｒ１ 胚胎干细胞[来源
(１２９ＳＶｘ１２９ＳＶＪ)Ｆ１]ꎬ经过筛选ꎬ得到阳性克隆ꎮ 将筛选
成功的克隆细胞植入 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠的囊胚细胞ꎬ进行至
少两 代 遗 传ꎬ 由 杂 合 子 ( ＴＴａｓｅ＋ / － ) [ 遗 传 背 景 为
(１２９ＳＶｘ１２９ＳＶＪ)Ｆ１ 和 Ｃ５７ＢＬ / ６]小鼠交配后产杂合子、野
生型和基因敲除型三种基因型小鼠ꎬ采用 ＰＣＲ 的方法对
其基因型进行鉴定ꎬ最后得到 ＴＴａｓｅ 基因敲除型小鼠
(ＴＴａｓｅ－ / －) [７]ꎮ 实验动物在清洁级层流动物房内进行饲养
繁殖ꎬ小鼠笼、水、食物、垫料等均经消毒处理ꎮ 采用 １ 只
公鼠和 １ 只母鼠交配繁殖后代ꎮ 母鼠的孕期大约是 ２０ｄꎬ
生育小鼠发育良好ꎮ 本研究过程中动物管理符合动物保
护条例ꎬ并经伦理委员会批准ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２小鼠基因型鉴定　 采用 ＲＥＤＥｘｔｒａｃｔ－Ｎ－Ａｍｐ Ｔｉｓｓｕｅ
ＰＣＲ 试剂盒进行小鼠基因组 ＤＮＡ 抽提ꎬ并采用 ＰＣＲ 扩增
的方法对所有小鼠基因型进行鉴定ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３ 裂隙灯观察小鼠晶状体混浊情况　 分别取不同年
龄(１、４、９、１２、１６ 月龄)ＴＴａｓｅ 基因敲除型和野生型小鼠ꎬ
０􀆰 ５％托吡卡胺和 ０􀆰 ５％去氧肾上腺素眼液联合散瞳ꎬ
１５ｍｉｎ 后在裂隙灯下观察每只小鼠双眼晶状体混浊程度ꎬ
并根据晶状体混浊分级系统 ＩＩ(ＬＯＣＳＩＩ) [８]进行分级ꎬ分析
不同基因型小鼠随年龄增长白内障发生情况ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４ 小鼠晶状体可溶性蛋白质的提取与定量　 小鼠处
死后ꎬ立即取出眼球ꎬ分离晶状体并称重ꎬ置于干冰上冷冻
干燥ꎬ－８０℃保存待用ꎮ 加组织裂解液于 １ ~ ２ｍＬ 匀浆器
中ꎬ将晶状体置于匀浆器中匀浆ꎬ并置于冰上ꎬ重复研磨使
组织尽量碾碎ꎬ裂解 ３０ｍｉｎ 后ꎬ用移液管将裂解液移至
１􀆰 ５ｍＬ 离心管中ꎬ在 ４℃下 １３０００ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ｍｉｎꎬ离心 ２
次ꎬ取上清置于－８０℃保存ꎮ 采用 ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂
盒检测蛋白质的总浓度ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５小鼠晶状体 ＧＳＨ含量的测定　 取晶状体组织匀浆
液于 １􀆰 ５ｍＬ 离心管中ꎬ加等体积 ２０％ 三醋酸纤维素
(ＴＣＡ)混合ꎬ使终浓度为 １０％ꎬ在 ４℃下 １３０００ｒ / ｍｉｎ 离心
１０ｍｉｎꎬ离心 ２ 次ꎬ取上清备用ꎮ 按试剂盒说明书测定晶状
体 ＧＳＨ 含量ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ６ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测小鼠晶状体 ＰＳＳＧ 蛋白质的表
达　 将提取的晶状体组织匀浆液进行 １２％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 凝
胶电泳、转膜及脱脂牛奶封闭ꎬ之后于 ４℃ 冰箱内与一

１２４

Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.２０ꎬ Ｎｏ.３ Ｍａｒ. ２０２０　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２６３９４０　 Ｅｍａｉｌ:ＩＪＯ.２０００＠１６３.ｃｏｍ



　 　

图 ２　 小鼠基因型 ＰＣＲ 鉴定结果　 Ｍ:Ｍａｒｋｅｒꎻ１~ ６:小鼠编号ꎮ
ＷＴ:野生型ꎻＴＴａｓｅ ＫＯ:ＴＴａｓｅ 基因敲除型ꎮ

抗(１∶ １０００ 抗 ＰＳＳＧ 单克隆抗体)孵育过夜ꎬ室温漂洗后给
予二抗(１∶ ４０００ ＨＲＰ 标记的山羊抗鼠 ＩｇＧ２ａ)封闭液中孵
育 １ｈꎬ再次漂洗后加入配置好的显色液ꎬ于发光成像仪
Ｖｅｒｓａｄｏｃ 进行化学发光及成像并进行蛋白条带的光密度
扫描ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ７免疫共沉淀法检测形成 ＰＳＳＧ 的蛋白质　 每管中
加入 ２０μＬ 晶状体组织匀浆液ꎬ加入 ＲＩＰＡ 缓冲液至
１００μＬꎬ加入 ５μｇ 抗体(抗 Ｂｅｔａ － ａｃｔｉｎ / ＧＡＰＤＨ 单克隆抗
体)ꎬ在混匀器上 ４℃ 匀速旋转过夜ꎮ 每管中加入 ５０μＬ
Ｂｅｔａ－ａｃｔｉｎ / ＧＡＰＤＨ ｂｅａｄｓꎬ在混匀器上 ４℃ 匀速旋转 ２ｈꎮ
将免疫沉淀后的溶液于 ４℃ ２５００ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ｍｉｎꎬ收集
上清ꎬ加入 ５００μＬ ＲＩＰＡ 缓冲液洗涤 ｂｅａｄｓꎬ４℃ ２５００ｒ / ｍｉｎ
离心 １０ｍｉｎꎬ弃上清ꎬ共洗涤 ３ 次ꎮ 在洗涤完毕的 ｂｅａｄｓ 中
加入 ２ × ＳＤＳ 加样缓冲液ꎬ于 １００℃ 煮沸 ３ｍｉｎ 后进行
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测(方法同前)ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ８重组人晶状体 ＴＴａｓｅ 的分离纯化及脱硫醇作用
检测　 选取转化的携有重组表达质粒 ｐＥＴ２３ａ( ＋)的大肠
杆菌单菌落于 ５ｍＬ ＬＢ(Ａｍｐ＋)培养液中ꎬ３７℃振荡培养过
夜后ꎬ测量 ６００ｎｍ 下吸光光度值ꎬ收集 ４ ＯＤ / ｍＬ 细胞ꎬ转
移至 １００ｍＬ ＬＢ(Ａｍｐ＋)培养液中 ３２℃振荡培养ꎬ待吸光
光度值达 ０􀆰 ６ ＯＤ / ｍＬ (２ ~ ３ｈ)加入 ＩＰＴＧꎬ４２℃ 诱导 ６ｈꎬ
４℃下 ３０００ｒ / ｍｉｎ 离心 ３０ｍｉｎ 收获菌体ꎮ 同时收取少量表
达产物进行全蛋白 １２％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析ꎮ 离心收集沉淀
加入 ５ｍＬ ＢｕｇＢｕｓｔｅｒ 和 ５μＬ Ｎｕｃｌｅａｓ 悬浮ꎬ室温下缓慢摇匀
１０ｍｉｎꎬ避免气泡ꎮ ４℃ 下 １５０００ｒ / ｍｉｎ 离心 ３０ｍｉｎ 收集上
清ꎮ 上清经 Ｈｉｓ－ｂａｎｄ 纯化试剂盒进行洗脱ꎮ 将重组液超
滤浓缩至 ２~ ３ｍＬꎬ－８０℃ 保存ꎮ 采用 １２％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 凝
胶电泳分析重组蛋白的纯化过程ꎮ 取晶状体组织匀浆液ꎬ
分别与还原型 ＧＳＨ(终浓度为 ５、１０ｍｍｏｌ / Ｌ)或纯化的重组
人晶状体 ＴＴａｓｅ ( ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｈｕｍａｎ ｌｅｎｓ ＴＴａｓｅꎬ ＲＨＬＴ)
０􀆰 １Ｕ 在 ３０℃水浴反应 ３０ｍｉｎꎮ 反应后加入 ５×ＳＤＳ 加样缓
冲液ꎬ于 １００℃煮沸 ３ｍｉｎ 后进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测(方法
同前)ꎮ

统计学分析:本研究中所有实验均重复 ３ 次ꎬ实验数

据使用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 进行统计学分析ꎮ 计量资料采用 􀭰ｘ±ｓ
表示ꎬＴＴａｓｅ 基因敲除型和野生型小鼠组间比较用独立样
本 ｔ 检验ꎮ Ｐ<０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义ꎮ

表 １　 两种基因型小鼠晶状体 ＧＳＨ含量 (􀭰ｘ±ｓꎬμｍｏｌ / ｇ)
基因型 １ 月龄 ４ 月龄 ９ 月龄 １６ 月龄

野生型 ５􀆰 ２２±０􀆰 ２３ ５􀆰 ００±０􀆰 ０９ ４􀆰 ９０±０􀆰 ２４ ４􀆰 ２２±０􀆰 ４７
ＴＴａｓｅ 基因

敲除型
５􀆰 １７±０􀆰 ０８ ４􀆰 ９０±０􀆰 １３ ４􀆰 ２６±０􀆰 ４１ ４􀆰 ０１±０􀆰 ４８

　 　 　 　 　
ｔ ２􀆰 １１ ２􀆰 ２０ ２􀆰 ３６ ２􀆰 ３１
Ｐ ０􀆰 ５７ ０􀆰 １９ ０􀆰 ０２ ０􀆰 ５０

２结果

２􀆰 １小鼠基因型鉴定及生长情况　 不同基因型小鼠基因

鉴定的 ＰＣＲ 电泳结果见图 ２ꎬＴＴａｓｅ 基因敲除型小鼠扩增

出第一对引物 ( Ｎｅｏ)ꎬ野生型小鼠扩增出第二对引物

(ＴＴａｓｅ)ꎮ ＴＴａｓｅ 基因敲除型小鼠和野生型小鼠生长状况

良好ꎬ目前为止最长观察 １ｍｏ 发现ꎬ两种基因型小鼠在体

质量、习性及生长发育方面均非常相似ꎮ
２􀆰 ２不同基因型小鼠白内障发生情况 　 在 ＴＴａｓｅ 基因敲

除型和野生型小鼠中ꎬ白内障的发生均随着年龄增加而增

加ꎬ混浊类型主要为核性ꎬ见图 ３ꎮ 在 ＴＴａｓｅ 基因敲除型小

鼠中ꎬ晶状体混浊最早从 ４ 月龄发生ꎬ可见晶状体核点状

混浊ꎬ９ 月龄晶状体核混浊明显加重ꎻ而野生型小鼠晶状

体混浊最早从 ９ 月龄发生ꎬ１２ 月龄明显加重ꎮ １６ 月龄时

两种基因型小鼠晶状体均发展为成熟期白内障ꎮ
４ 月龄 ＴＴａｓｅ 基因敲除型小鼠白内障发病率为 ２６％

(１０ / ３８ 眼)ꎬ野生型小鼠晶状体均透明(０ / ２２ 眼)ꎻ９ 月龄

ＴＴａｓｅ 基因敲除型小鼠白内障发病率增加至 ７８％(２２ / ２８
眼)ꎬ野生型为 ４０％(８ / ２０ 眼)ꎻ１２ 月龄 ＴＴａｓｅ 基因敲除型

小鼠晶状体均发生混浊(１８ / １８ 眼)ꎬ野生型发病率为 ５０％
(１６ / ３２ 眼)ꎻ１６ 月龄两种基因型小鼠晶状体均出现明显

混浊(ＴＴａｓｅ 基因敲除型 ２０ / ２０ 眼ꎻ野生型 １２ / １２ 眼)ꎮ
２􀆰 ３不同基因型小鼠晶状体 ＧＳＨ含量变化　 观察不同年

龄(１、４、９、１６ 月龄) ＴＴａｓｅ 基因敲除型和野生型小鼠晶状

体中 ＧＳＨ 含量发现ꎬ两种基因型小鼠晶状体 ＧＳＨ 含量均

随着年龄增加而降低ꎬ且 ９ 月龄 ＴＴａｓｅ 基因敲除型小鼠晶

状体中 ＧＳＨ 含量明显低于野生型ꎬ差异有统计学意义

(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ见表 １ꎬ图 ４ꎮ
２􀆰 ４不同基因型小鼠晶状体 ＰＳＳＧ 蛋白质的表达　 观察

不同年龄(１、４、９、１６ 月龄) ＴＴａｓｅ 基因敲除型和野生型小

鼠晶状体 ＰＳＳＧ 蛋白质的表达发现ꎬ两种基因型小鼠晶状

体中 ＰＳＳＧ 蛋白质的表达均随着年龄增加而升高ꎬ且形成

的 ＰＳＳＧ 蛋白质主要集中在分子量 ３７ ~ ５０ｋＤａ 和 １００ｋＤａ
以上ꎮ 比较两种基因型小鼠晶状体 ＰＳＳＧ 蛋白质表达灰

度值发现ꎬ４ 月龄(Ｐ<０􀆰 ０５)和 ９ 月龄(Ｐ<０􀆰 ０１)ＴＴａｓｅ 基因

敲除型小鼠晶状体中高分子 ＰＳＳＧ(１００ｋＤａ 以上)蛋白质

表达明显高于同年龄野生型小鼠(图 ５)ꎮ
２􀆰 ５免疫共沉淀法鉴定形成 ＰＳＳＧ 的蛋白质 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 可见 ＰＳＳＧ 条带主要集中在分子量 ３７~５０ｋＤａꎬ与骨架

蛋白 Ｂｅｔａ－ａｃｔｉｎ(４２ｋＤａ)和 ＧＡＰＤＨ(３７ｋＤａ)分子量相似ꎬ
因此利用免疫共沉淀法检测形成 ＰＳＳＧ 的蛋白质ꎮ 取组

织裂解液分别用抗 Ｂｅｔａ－ａｃｔｉｎ 和抗 ＧＡＰＤＨ 进行免疫沉淀

反应ꎬ免疫沉淀物经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 凝胶电泳后转膜ꎬ并用抗

Ｂｅｔａ－ａｃｔｉｎ 和抗 ＧＡＰＤＨ 抗体进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔꎮ 结果发

２２４
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图 ３　 裂隙灯观察不同年龄两种基因型小鼠晶状体混浊情况　 １ 月龄 ＴＴａｓｅ 基因敲除型和野生型小鼠晶状体均透明ꎻ４ 月龄基因敲除

型小鼠晶状体开始发生核点状混浊ꎬ而野生型小鼠晶状体仍然保持透明ꎻ９ 月龄基因敲除型小鼠可见核性混浊及空泡和小水裂ꎬ而野

生型小鼠晶状体仅可见轻度的混浊ꎻ１２~１６ 月龄两种基因型小鼠晶状体混浊均加重ꎬ逐渐发展为成熟期白内障ꎬ包括皮质和后囊下混

浊ꎮ 红色箭头示小鼠晶状体核混浊部位ꎮ

图 ４　 不同年龄两种基因型小鼠晶状体 ＧＳＨ含量　 ＷＴ:野生型ꎻＴＴａｓｅ ＫＯ:ＴＴａｓｅ 基因敲除型ꎮａＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ 野生型ꎮ

图 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ分析不同基因型小鼠晶状体 ＰＳＳＧ 蛋白质表达　 Ａ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果ꎻＢ:不同基因型小鼠晶状体 ＰＳＳＧ ３７~
５０ｋＤａ 蛋白条带光密度扫描统计图ꎻＣ:不同基因型小鼠晶状体 ＰＳＳＧ １００ｋＤａ 以上蛋白条带光密度扫描统计图ꎮ ＷＴ:野生型ꎻＴＴａｓｅ
ＫＯ:ＴＴａｓｅ 基因敲除型ꎮ ａＰ<０.０５ꎬｂＰ<０.０１ ｖｓ 野生型ꎮ

图 ６　 免疫共沉淀法鉴定形成 ＰＳＳＧ 的蛋白质　 Ａ:免疫共沉淀鉴定 Ｂｅｔａ－ａｃｔｉｎꎻＢ:免疫共沉淀鉴定 ＧＡＰＤＨꎮ Ｐｅｌｌｅｔ: 免疫沉淀物ꎻ
Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ:上清ꎻＷＴ:野生型ꎻＴＴａｓｅ ＫＯ:ＴＴａｓｅ 基因敲除型ꎮ

现ꎬ在免疫沉淀产物中可以检测到 Ｂｅｔａ－ａｃｔｉｎ 和 ＧＡＰＤＨꎬ
证实形成氧化产物 ＰＳＳＧ 中的蛋白质包含 Ｂｅｔａ－ａｃｔｉｎ 和

ＧＡＰＤＨ(图 ６)ꎮ
２􀆰 ６ 重组人晶状体 ＴＴａｓｅ的脱硫醇作用　 取 ９ 月龄 ＴＴａｓｅ
基因敲除型小鼠晶状体裂解液ꎬ分别与 ５、１０ｍｍｏｌ / Ｌ ＧＳＨ
或同时加入纯化的 ＲＨＬＴ ０􀆰 １Ｕ 反应ꎬ形成的 ＰＳＳＧ 可被还

原剂 ＧＳＨ 还原ꎬ而加入纯化的 ＴＴａｓｅ 后ꎬ更多硫醇化的

ＰＳＳＧ 可被还原ꎬ证明 ＴＴａｓｅ 具有脱硫醇作用(图 ７)ꎮ
３讨论

晶状体的氧化损伤是年龄相关性白内障形成的重要

因素[１ꎬ９]ꎮ 晶状体中有多重抗氧化屏障ꎬ其中包括 ２ 种主

要蛋白质 / 酶修复系统:(１)ＧＳＨ 依赖的 ＴＴａｓｅ / Ｇｒｘ 系统ꎬ
通过切断晶状体蛋白质和 ＧＳＨ 硫醇化形成的二硫化物

(ＰＳＳＧ)维持晶状体的还原状态[１０]ꎻ(２)ＮＡＤＰＨ 依赖的硫

３２４
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图 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析 ＴＴａｓｅ 的脱硫醇作用 　 ｃｏｎｔｒｏｌ:ＴＴａｓｅ
基因敲除小鼠晶状体裂解液ꎬ未加入 ＧＳＨ 或纯化的 ＴＴａｓｅꎮ

氧还蛋白( ｔｈｉｏｒｅｄｏｘｉｎꎬＴｒｘ)系统ꎬ可以有效还原蛋白质和

蛋白质之间形成的二硫键(ＰＳＳＰ) [１１－１２]ꎮ 这些抗氧化系统

可以独立或联合发挥作用ꎬ保持晶状体的氧化还原平衡ꎬ
从而防止白内障的形成ꎮ 本研究通过建立 ＴＴａｓｅ 基因敲

除小鼠模型ꎬ观察其白内障的发生情况ꎬ进一步探讨 ＴＴａｓｅ
在白内障发病中的保护机制ꎮ

小鼠 ＴＴａｓｅ 基因序列包括 ３ 个外显子ꎬ其中 ＧＳＨ 结合

氨基酸位点编码于第 ２ 外显子ꎬ本研究通过敲除第 ２ 外显

子建立 ＴＴａｓｅ 基因敲除小鼠模型ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果

显示ꎬＴＴａｓｅ 基因敲除型小鼠晶状体上皮细胞及其他组织

如脑、心、肾均无 ＴＴａｓｅ 表达[７]ꎮ 目前观察 ＴＴａｓｅ 基因敲除

型小鼠在体质量、习性及生长发育方面与野生型小鼠都非

常相似ꎮ 两种基因型小鼠白内障的发生均呈年龄相关性ꎬ
且混浊部位表现为核性混浊ꎮ ＴＴａｓｅ 基因敲除型小鼠中

白内障最早从 ４ 月龄开始发生ꎬ９ 月龄明显加重ꎻ而野生

型小鼠最早从 ９ 月龄开始发生ꎬ１２ 月龄时明显加重ꎮ 至

１６ 月龄时ꎬ两种基因型小鼠晶状体均发生明显混浊ꎮ 结

果提示 ＴＴａｓｅ 基因敲除可以加快年龄相关性白内障的

发生ꎮ
ＧＳＨ 是晶状体中重要的还原物ꎬ其可以通过一系列

代谢反应和抗坏血酸不断产生[１３]ꎮ ＧＳＨ 的损失是发生老

化和白内障形成的重要标志之一[１]ꎮ 比较两种基因型小

鼠晶状体 ＧＳＨ 含量发现ꎬＧＳＨ 均随年龄增加而降低ꎬ且 ９
月龄 ＴＴａｓｅ 基因敲除型小鼠晶状体中 ＧＳＨ 含量明显低于

野生型ꎬ分析与两种基因型小鼠白内障的发生相关ꎬ９ 月

龄 ＴＴａｓｅ 基因敲除型小鼠白内障的发生率明显高于同年

龄野生型小鼠ꎮ 结果提示 ＴＴａｓｅ 基因敲除可以加速 ＧＳＨ
的损失ꎮ

本课题组前期进行细胞和动物实验研究发现ꎬＴＴａｓｅ
等抗氧化酶在紫外线(ＵＶ)照射后表达上调ꎬ说明 ＴＴａｓｅ
在抵抗晶状体蛋白质免受紫外线等氧化损伤方面发挥重

要作用[１４－１６]ꎮ 研究发现ꎬ在年龄相关性白内障(包括核

性、皮质性、混合性)患者的晶状体中ꎬＴＴａｓｅ 的活性明显

下降[１７]ꎮ ＴＴａｓｅ 的重要功能之一是通过脱硫醇作用来还

原氧化损伤后的蛋白质或酶形成的 ＰＳＳＧꎬ从而修复其功

能或活性ꎮ ＰＳＳＧ 的形成可以使蛋白质结构发生改变ꎬ且
晶状体中 ＰＳＳＧ 的积聚可以引起蛋白质和蛋白质之间二

硫键的形成和交联ꎬ最终导致白内障的发生[１８]ꎮ 在本研

究中两组基因型小鼠晶状体 ＰＳＳＧ 均随年龄增加而增加ꎬ
且 ９ 月龄 ＴＴａｓｅ 基因敲除型小鼠晶状体中 ＰＳＳＧ 表达明显

高于同年龄野生型小鼠ꎬ主要为高分子聚合物ꎬ分析与白

内障的发生情况相关ꎮ
本研究发现ꎬ硫醇化形成 ＰＳＳＧ 的蛋白质之一为肌动

蛋白(ａｃｔｉｎ)ꎬ其是一条由多肽链构成的分子量为 ４２ｋＤａ
的球型分子ꎬ与肌球蛋白结合构成微丝后有多种生物学功

能ꎬ如构成细胞骨架、维持细胞形状ꎻ参与细胞运动、分泌

等活动ꎻ参与细胞内信号的传递ꎻ参与蛋白质的合成等ꎮ
大量研究表明ꎬ肌动蛋白因含有大量巯基而易被氧化损

伤[１９]ꎮ 另一种被硫醇化的蛋白质为 ＧＡＰＤＨ(３７ｋＤａ)ꎬ它
在糖酵解途径中对氧化损伤最敏感ꎮ ＧＡＰＤＨ 有 ４ 个亚

基ꎬ每个亚基都包括 ４ 个巯基( －ＳＨ)ꎬ其中 ２ 个巯基位于

活性中心(Ｃｙｓ－１４９)ꎬ而活性中心的氧化会导致其酶活性

的丧失[２０]ꎮ 由于晶状体属于无氧代谢ꎬ这种代谢在晶状

体中尤为重要ꎮ Ｘｉｎｇ 等[２１]发现晶状体上皮细胞与低浓度

Ｈ２Ｏ２ 孵育后ꎬＧＡＰＤＨ 可以和 ＧＳＨ 被硫醇化生成 ＰＳＳＧꎮ
抵抗氧化损伤引起的细胞毒性及发生永久性修饰ꎬ这种硫

醇化反应也对 ＧＡＰＤＨ 及其他酶起到保护作用[２２]ꎮ 本研

究表明ꎬ形成硫醇化的肌动蛋白及 ＧＡＰＤＨ 可被还原剂

ＧＳＨ 还原ꎮ 而加入纯化的 ＴＴａｓｅ 后ꎬ更多硫醇化的 ＰＳＳＧ
被还原ꎮ 证实了这些条带是形成二硫化物的蛋白质ꎬ证明

ＴＴａｓｅ 通过断裂氧化形成的二硫键ꎬ使晶状体中硫醇化的

蛋白质脱硫醇ꎬ阻止它们交联失活ꎬ从而使晶状体蛋白以

及膜蛋白保持还原状态ꎬ防止白内障的产生ꎮ
综上所述ꎬ本研究通过建立 ＴＴａｓｅ 基因敲除小鼠模

型ꎬ发现 ＴＴａｓｅ 基因敲除可以加速小鼠白内障的发生ꎮ 晶

状体中 ＰＳＳＧ 的聚积随年龄的增加而增加ꎬ且与晶状体的

混浊程度相关ꎮ 这种形成二硫化物的蛋白质主要是肌动

蛋白和 ＧＡＰＤＨꎬ且可被 ＧＳＨ 联合 ＲＨＬＴ 还原ꎬ证实了

ＴＴａｓｅ 的脱硫醇作用ꎮ
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Ｉｎｖｅｓｔ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ Ｖｉｓ Ｓｃｉ ２００８ꎻ４９(１０): ４４９７－４５０５
８ Ｃｈｙｌａｃｋ ＬＴ Ｊｒꎬ Ｌｅｓｋｅ ＭＣꎬ ＭｃＣａｒｔｈｙ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ. Ｌｅｎｓ ｏｐａｃｉｔｉｅｓ
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ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ＩＩ (ＬＯＣＳ ＩＩ). Ａｒｃｈ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ １９８９ꎻ１０７ꎬ ９９１－９９７
９ Ｌｏｕ ＭＦ. Ｒｅｄｏｘ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｌｅｎｓ. Ｐｒｏｇ Ｒｅｔｉｎ Ｅｙｅ Ｒｅｓ ２００３ꎻ２２
(５): ６５７－６８２
１０ Ｒａｇｈａｖａｃｈａｒｉ Ｎꎬ Ｌｏｕ ＭＦ. Ｅｖｉｄｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｆ
ｔｈｉｏｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｌｅｎｓ. Ｅｘｐ Ｅｙｅ Ｒｅｓ １９９６ꎻ ６３(４): ４３３－４４１
１１ Ｂｈｕｙａｎ ＫＣꎬ Ｒｅｄｄｙ ＢＰꎬ Ｂｈｕｙａｎ ＤＫ. Ｔｈｉｏｒｅｄｏｘｉｎ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｌｅｎｓ:
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｂｙ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｓｔｒｅｓｓ. Ｍｅｔｈ Ｅｎｚｙｍｏｌ ２００２ꎻ ３７４: ４２１－４３５
１２ Ｙｅｇｏｒｏｖａ Ｓꎬ Ｌｉｕ Ａꎬ Ｌｏｕ ＭＦ. Ｈｕｍａｎ ｌｅｎｓ ｔｈｉｏｒｅｄｏｘｉｎ: ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ. Ｉｎｖｅｓｔ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ Ｖｉｓ Ｓｃｉ ２００３ꎻ４４
(８): ３２６３－３２７１
１３ Ｒｅｄｄｙ ＶＮ. Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ａｎｄ ｉｔｓ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｌｅｎｓ－Ａｎ ｏｖｅｒｖｉｅｗ. Ｅｘｐ
Ｅｙｅ Ｒｅｓ １９９０ꎻ５０(６): ７７１－７７８
１４ Ｚｈａｎｇ Ｊꎬ Ｙａｎ Ｈꎬ Ｌöｆｇｒｅｎ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ ｒａｄｉａｔｉｏｎ － ｉｎｄｕｃｅｄ
ｃａｔａｒａｃｔ ｉｎ ｍｉｃｅ: ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｇｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ. Ｉｎｖｅｓｔ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ Ｖｉｓ Ｓｃｉ ２０１２ꎻ ５３(１１): ７２７６－７２７５
１５ 张婕. 硫醇转移酶的基因敲除及功能在白内障发病中的研究. 第
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１６ 郑晓亮ꎬ 张婕ꎬ 严宏. 硫醇转移酶(ＴＴａｓｅ)对紫外线诱导氧化损伤

的人晶状体上皮细胞的保护作用. 眼科新进展 ２０１７ꎻ ３７ ( ７):
６０１－６０４
１７ Ｗｅｉ Ｍꎬ Ｘｉｎｇ ＫＹꎬ Ｆａｎ ＹＣꎬ ｅｔ ａｌ. Ｌｏｓｓ ｏｆ ｒｅｐａｉｒ ｓｙｓｔｅｍｓ ｉｎ ｈｕｍａｎ
ｃａｔａｒａｃｔｏｕｓ ｌｅｎｓｅｓ. Ｉｎｖｅｓｔ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ Ｖｉｓ Ｓｃｉ ２０１４ꎻ ５６(１): ５９８－６０５
１８ Ｓｉｅｓ Ｈ. Ｉｎ Ｏｘｉｄａｔｉｖｅ Ｓｔｒｅｓｓ. Ｌｏｎｄｏｎ: Ａｃａｄｅｍｉｃ Ｐｒｅｓｓ １９８５: ２４３－２７２
１９ Ｌｏｕ ＭＦꎬ Ｘｕ ＧＴꎬ Ｃｕｉ ＸＬ. Ｆｕｒｔｈｅｒ ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｄｙｎａｍｉｃ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ
ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ－ｔｈｉｏｌ ｍｉｘｅｄ ｄｉｓｕｌｆｉｄｅｓ ｉｎ Ｈ２Ｏ２ ｉｎｄｕｃｅｄ ｃａｔａｒａｃｔ
ｉｎ ｒａｔ ｌｅｎｓｅｓ: ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｇｉｎｇ. Ｃｕｒｒ Ｅｙｅ Ｒｅｓ １９９５ꎻ １４
(１０): ９５１－９５８
２０ Ｌｏｕ ＭＦꎬ Ｄｉｃｋｅｒｓｏｎ ＪＥ Ｊｒꎬ Ｔｕｎｇ ＷＨꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｕｃｌｅａｒ
ｃｏｌｏｒ ａｎｄ ｏｐａｌｅｓｃｅｎｃｅ ｗｉｔｈ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｓ－ｔｈｉｏｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｌｅｎｓ. Ｅｘｐ Ｅｙｅ
Ｒｅｓ １９９９ꎻ６８(５): ５４７－５５２
２１ Ｘｉｎｇ ＫＹꎬ Ｌｏｕ ＭＦ. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｈ２Ｏ２ ｏｎ ｈｕｍａｎ ｌｅｎｓ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ
ｔｈｅ ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｆｏｒ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｄａｍａｇｅ ｒｅｐａｉｒ ｂｙ ｔｈｉｏｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ.
Ｅｘｐ Ｅｙｅ Ｒｅｓ ２００２ꎻ ７４: １１３－１２２
２２ ＤａｌｌｅＤｏｎｎｅ Ｉꎬ Ｍｉｌｚａｎｉ Ａꎬ Ｃｏｌｏｍｂｏ Ｒ. Ｈ２Ｏ２－ｔｒｅａｔｅｄ ａｃｔｉｎ: ａｓｓｅｍｂｌｙ
ａｎｄ ｐｏｌｙｍｅｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ｗｉｔｈ ｃｒｏｓｓ－ｌｉｎｋｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎｓ. Ｂｉｏｐｈｙｓ Ｊ １９９５ꎻ ６９
(６): ２７１０－２７１９
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