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Abstract
誗AIM: To investigate the expression of cyclin dependent
kinase inhibitors p21 and p27 in different ages of rabbit
lens epithelial cells(LEC) .
誗 METHODS: p21 and p27 in lens anterior capsule
membranes in 10, 20 and 30 weeks old rabbits were
measured by RT-PCR and Western blot in levels of mRNA
and protein.
誗 RESULTS: p21 in rabbit lens anterior capsule
membranes had similar expression with p27 in levels of
mRNA and protein. Their expressions were highest in
youth rabbits, while lowest in middle aged rabbits. The
differences of both p21 and p27 among different ages of
rabbit LEC were significant(P<0. 05) .
誗CONCLUSION: p21 and p27 may play a balancing role in
the process of cycle regulation in rabbit LEC, which
provides a reference for researches related to prevent
posterior capsular opacification(PCO) .
誗KEYWORDS: cell cycle; inhibitor; lens epithelial cell;
posterior capsular opacification
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摘要

目的:研究细胞周期蛋白激酶抑制因子 p21 和 p27 蛋白在

不同年龄段兔晶状体上皮细胞(lens epithelial cells,LECs)
中的表达规律。
方法:分别取 10,20,30 周龄兔晶状体前囊膜组织,采用

RT-PCR 和 Western - blot 检测该组织中 p21 和 p27 的

mRNA 水平和蛋白水平。
结果:兔晶状体前囊膜组织中 p21 与 p27 的 mRNA 水平和

蛋白水平相似,青年最高,老年次之,中年最低。 p21 和

p27 在青年、中年及老年兔 LECs 中的表达水平有差异

(P<0. 05)。
结论:p21 和 p27 在兔 LECs 周期调控过程中可能起着平

衡作用,对防止 PCO 的研究具有一定参考价值。
关键词:细胞周期;抑制因子;晶状体上皮细胞;后囊膜

混浊
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0 引言

摇 摇 后囊膜混浊( posterior capsular opacification,PCO)是

白内障手术后最常见的并发症之一,即后发性白内障,主
要是由术后残留的晶状体上皮细胞( lens epithelial cells,
LECs)过度增殖所致[1]。 因此,抑制 LEC 增殖可能成为预
防 PCO 的途径之一。 细胞周期调控是一个极其复杂的过

程,最近细胞周期调控理论认为其核心机制是细胞周期蛋

白激酶 ( cyclin dependent kinase, CDK) 和细胞周期素

(cyclin) 的正调控和 CDK 依赖性抑制因子 ( cyclin -
dependent kinase inhibitors, CKI)的负调控共同作用[2-4],
使其处于一种动态平衡。 p21 基因是早期发现的 CKI 基

因之一,p27 基因是 1994 年发现的细胞周期调控的抑癌

基因,其表达产物 KIPI 是一种广谱的细胞周期素依赖性
激酶抑制因子(CDKIS) [5-7]。 本研究的目的是测定不同年
龄段兔 LECs 中 p21 和 p27 的表达,讨论 p21 和 p27 在不

同年龄段兔 LECs 的表达规律。
1 材料和方法

1. 1 材料 摇 健康新西兰兔 9 只,其中 10,20,30 周龄(青
年、中年、老年)各 3 只,均为雄性,均购自上海市松江区松

联实验动物场(合格证编号:2007001100659);青年组兔体

质量 0. 8 ~ 1. 2kg,中年组兔体质量 1. 4 ~ 1. 6kg,老年组兔

体质量 1. 9 ~ 2. 2kg,实验前行裂隙灯检查, 排除眼部异

常;实验动物的使用符合国家科学技术委员会颁布的《实
验动物管理条例》。 主要试剂:鼠抗兔 p21 单克隆抗体

(Abcam 公司),鼠抗兔 p27 单克隆抗体(Bioworld 公司),
鼠抗兔 GAPDH 单克隆抗体( Santa Cruz 公司);羊抗鼠
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HRP 标记二抗(北京中杉金桥公司);RIPA 裂解液、BCA
法蛋白定量试剂盒和 UltraECL 底物化学发光检测试剂盒

(北京百泰克生物技术有限公司);荧光定量试剂盒(大连

TAKARA 公司);逆转录试剂盒( Fermentas 公司);Trizol
(Invitrogen 公司)。
1. 2 方法

1. 2. 1 取材摇 青年组、中年组、老年组新西兰兔各 3 只,均
采用空气栓塞处死,立即取出双眼球,将晶状体前囊膜连

同赤道部囊膜撕下,每只兔的左眼行 RT-PCR 检测 p21 和

p27 mRNA 的含量,右眼行 Western-blot 检测 p21 和 p27
蛋白的表达。
1. 2. 2 RNA 提取及 cDNA 合成 摇 晶状体前囊膜组织总

RNA 提取按 Trizol 提取说明书操作;cDNA 合成按逆转录

试剂盒说明操作。
1. 2. 3 RT-PCR检测 p21 和 p27 mRNA的含量摇 各引物

序列参照 GenBank 中的序列,用 primer 5. 0 软件设计而

成,具体序列见表 1。 反应体系 (共 25滋L):2 伊 SYBR誖
Premix Ex TaqTM 12. 5滋L,上下游引物各 0. 5滋L,DNA 模板

2. 0滋L,ddH2 O 9. 5滋L。 反应条件:95益 30s;95益 5s,60益
30s,循环 40 次;95益15s,60益30s,95益15s。 扩增完成后

进行融解曲线分析,并观察其是否为单峰曲线。 分别测定

老年、中年和青年组兔晶状体前囊膜组织中 p21 和 p27
mRNA 的相对含量。
1. 2. 4 Western-blot 检测 p21 和 p27 蛋白的表达摇 晶状

体前囊膜组织放入液氮冷冻( -196益)后研磨,取样品处

理液进行 SDS-PAGE 电泳、转膜,用含 50g / L 脱脂奶粉的

TBST 溶液封闭 1h。 洗膜后将封闭后的 PVDF 膜与一抗

4益孵育过夜,一抗为鼠抗兔 GAPDH 和 p21 及 p27 单克隆

抗体(1颐1000)。 洗膜后在室温条件下与二抗孵育 1h,二
抗为辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠抗体(1颐5000)。 洗膜

后加入免疫印迹化学发光试剂(ECL),显影、洗片、晾干。
用凝胶图像分析仪扫描照片,然后用四星图像处理系统测

定各 组 特 异 性 蛋 白 表 达 量 ( 条 带 灰 度 值 ) 与 内 参

(GAPDH)表达量的比值,以此比值作为各自表达水平的

参数。
摇 摇 统计学分析:采用 SPSS 13. 0 统计软件进行统计学处

理,计量资料采用 軃x依s 表示。 青年、中年和老年各组间均

数的差异分析采用单因素方差分析和各组间均数的两两

对比(LSD-t 法);p21 与 p27 间的相关性采用 Pearson 相

关分析,以 P<0. 05 作为差异具有统计学意义。
2 结果

2.1兔晶状体 p21和 p27 mRNA水平检测摇 采用 RT-PCR
分别对 9 只青年、中年和老年新西兰兔 LECs 中 p21 和

p27 mRNA 水平进行了检测,实验结果发现青年、中年和

老年新西兰兔晶状体上皮细胞中 p21 和 p27 mRNA 水平

均为青年表达最高,老年次之,中年最低,组间差异具有统

计学意义(p21: F= 39. 897, P<0. 01;p27: F = 156. 596, P<
0. 01;图 1,2)。 p21:中年与青年比较,P = 0. 012;老年与

中年比较,P=0. 006;青年与老年比较,P = 0. 022。 p27:中
年与青年比较,P = 0. 017;老年与中年比较,P = 0. 004;青
年与老年比较,P = 0. 013。 p21 和 p27 mRNA 表达的相关

分析:r=0. 979,P<0. 01。

表 1摇 GAPDH和 p21 及 p27 引物序列

基因 引物序列(5蒺-3蒺)

GAPDH 上游引物:AGCACCAGAGGAGGACGAGA

下游引物:TCTGGGATGGAAACTGTGAAGA

p21 上游引物:CGGAACGGCCTGAGGAGT

下游引物:GACGAGTCGGCGTTTGGA

p27 上游引物:AGAAGCACTGCAGAGACATGGA

下游引物:CTGTTGGCTCTTTTGTTTTGAGG

图 1摇 不同周龄组兔 LECs中 p21 和 p27 mRNA的表达水平。

图 2摇 兔 LECs中 p21 和 p27 mRNA表达的相关分析。

2.2兔晶状体 p21和 p27 蛋白水平检测摇 采用 Western-blot
分别对青年、中年和老年新西兰兔 LECs 中 p21 和 p27 蛋

白水平进行了检测,实验结果发现青年、中年和老年新西

兰兔 LECs 中 p21 和 p27 蛋白水平为青年表达最高,老年

次之,中年最低,组间差异具有统计学意义(p21: F=126. 441,
P<0. 01;p27: F=196. 354, P<0. 01;图 3 ~ 5)。 p21:中年

与青年比较,P = 0. 021;老年与中年比较,P = 0. 014;青年

与老年比较,P= 0. 002。 p27:中年与青年比较,P<0郾 001;
老年与中年比较,P = 0. 008;青年与老年比较,P = 0. 010。
p21 和 p27 蛋白表达的相关分析 r=0. 994,P<0. 01。
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图 3摇 不同龄组兔 LECs中 p21 和 p27 蛋白表达水平。

图 4摇 Western-blot检测不同周龄组兔 LECs 中 p21 和 p27 蛋

白的表达。

图 5摇 兔 LECs中 p21 和 p27 蛋白表达的相关分析。

3 讨论

摇 摇 PCO 的病理基础是白内障手术后残留的 LEC 过度增

殖、向晶状体后囊膜延伸,并分泌胶原和基底膜样物质所

致[1]。 目前,治疗上多采用手术或激光行晶状体后囊膜切

开术,暂无预防 PCO 发生的理想方法。
摇 摇 细胞周期调控相关研究表明,在细胞周期调控过程

中,CDK 与 Cyclin 结合成复合物,推动细胞周期进程,起
着正调控作用;而 CDK 的抑制因子 CKI 在细胞周期调控

过程中起着负调控作用[2-4]。 p21 基因属 CIP 家族成员,
它位于 p53 基因下游,是一种 CDKIS。 p21 可结合并抑制

几乎每一个 Cyclin2CDK 复合物, p21 可以通过抑制

CyclinD12CDK4 和 CyclinE2CDK2 的活性,从而使 Rb 蛋白

无法进行磷酸化反应,导致细胞周期停滞在 G1期
[8]。 p27

的分子量约为 27 000,它是一种 CKI,它抑制 CDK 的活性,

进而阻断细胞的增殖。 p27 几乎在各种组织均有表达,通
常出现在非增生性细胞中,定位于细胞核。 细胞周期中,
细胞静止期 p27 蛋白水平最高,随着促有丝分裂原的刺激

后水平降低,当 DNA 合成逐步达到最高点,p27 蛋白也下

降到最低点,当细胞周期完成后,p27 开始重新聚积,细胞

再次进入静止期,p21 及 p27 同属细胞周期抑制蛋白,他
们在氨基末端的结构及功能都有高度相似性,都有一个保

守的 80 个氨基酸序列[9]。 这些 Cyclin,CDK 和 CKI 通过

相互作用、相互制约,形成一个动态平衡的细胞周期调控

系统。 因此,p21 和 p27 及与其相关的 Cyclin 和 CDK 表达

的失衡,可能会引起细胞的增殖或生长抑制[10]。
摇 摇 我们的研究显示,不仅在各年龄组的兔 LECs 中均有

p21 和 p27 的表达,而且随着年龄的变化,p21 和 p27 的表

达水平也呈现一定的变化规律。 青年组兔 LECs 中 p21 和

p27 表达量最高,中年组兔 LECs 中 p21 和 p27 表达量最

低。 老年组 LECs 中 p21 和 p27 表达介于两者之间。 可能

是因为青年兔 LECs 增殖相对活跃,p21 和 p27 含量升高

以抑制细胞过度增殖;中年兔 LECs 增殖较慢,p21 和 p27
含量随之下降以减少对细胞的抑制作用。 白内障的病理

学研究显示,伴随着赤道部或后皮质的退行性变,老年人

晶状体赤道部上皮细胞发生向后移行、增殖,形成囊细胞,
导致后囊下型白内障的发生[11],这说明年老后 LECs 在各

种原因的作用下,其增殖又相对活跃,这也就能解释在本

研究中,老年组兔 LECs 中 p21 和 p27 表达水平较中年组

又呈升高的趋势。 然而,p21 和 p27 如何影响和抑制 LECs
的增 殖 尚 不 明 确。 研 究 表 明, 增 殖 细 胞 核 抗 原

(Proliferating Cell Nuclear Antigen, PCNA) 是 真 核 细 胞

DNA 聚合酶 啄 活化时不可缺少的的辅助因子,在静止细

胞中其含量较少,而到细胞周期的 S 期达到高峰; PCNA
的含量与细胞周期运行速度成正比,因此它与细胞增殖密

切相关,是反映细胞增殖状态的良好指标[12]。 有研究表

明,当多层上皮细胞形成时,p21 的表达量明显升高,而且

在多层上皮细胞中绝大多数 LECs 都是 PCNA 阳性,证明

LECs 已被激活[13]。 研究也表明,在细胞周期调控过程

中,p21 在抵抗 PCNA 方面起着积极的作用[14]。 p21 也能

与 PCNA 结合,直接抑制 DNA 的复制[9],另有研究显示在

晶状体赤道部和晶状体前囊上皮细胞中的 p27 阳性细胞

数量与 PCNA 阳性细胞数量较为接近时,PCNA 的表达就

会受阻,其阳性细胞数量急剧减少[7]。 因此通过这些研究

推测,p21 和 p27 都有可能是通过抑制 PCNA 的表达而在

抑制 LECs 的增殖中起到重要作用。
摇 摇 本研究也显示,三个组兔 LECs 的 p21 的表达与 p27
的表达呈正相关,即随着 p21 的表达增高,p27 的表达亦

增高,反之亦然。 如前所述,p21 及 p27 同属细胞周期抑

制蛋白,他们在氨基末端的结构及功能都有高度相似性,
且二者都有抑制 PCNA 的作用。 因此推测,p21 与 p27 在

抑制和调节 LECs 的增殖过程中具有协同作用,但这是否

就是二者表达呈正相关的原因尚不明确,其具体机制还有

待于进一步研究。
摇 摇 通过本研究可以得出结论:LECs 中有 p21 和 p27 的

表达,而且 p21 和 p27 对调控 LECs 的增殖起到重要的作
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用。 晶状体中 p21 和 p27 的表达量和 LECs 的增殖可能处

于一种动态平衡,当这种动态平衡被打破,可能会导致细

胞过度增殖或停止增殖。 PCO 可能是因为白内障手术残

留的 LEC 打破了这种动态平衡而导致 LEC 过度增殖而引

起的。 因此推测,p21 和 p27 在 PCO 的发生中可能起到关

键性作用,但这一结论及其机制还有待进一步研究。 由于

LECs 中有 p21 和 p27 的表达,就可以为进一步行病毒质

粒转染导入 p21 和 p27 基因从而改变 LECs 中 p21 和 p27
表达的实验研究奠定基础。 也正是由于 p21 和 p27 对调

控 LECs 的增殖起到重要的作用,且可能在 PCO 的发生中

扮演重要的角色,就可以为进一步通过干预 LECs 中 p21
和 p27 的表达从而在 PCO 的防治中开创新的路径和

思路。
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