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Abstract
誗AIM:To evaluate the effects of Eaf2 gene knockout on
cataract in mice induced by ultraviolet irradiation.
誗METHODS: Fifteen wild type mice were used as the
control group, and 10 Eaf2 KO mice were used as the
experimental group. The 14-week mice were taken as the
research objects in the two groups. So the subgroups
were: WT -nonUV, WT -UV, Eaf2 KO-nonUV and Eaf2
KO-UV, a total of 4 groups. Observe the lens of mice in
vivo with slit lamp microscope, grade the lens opacity
with Lens Opacities Classification System II ( LOCSII ) .
Then the mice were sacrificed by breaking the neck, the
lens were removed and were observed by dark field
microscopy. According to the captured images, the
proportion of cataract region was analyzed using Image J
software. The data of the two groups were statistically
analyzed.
誗 RESULTS: The results detected by the two methods
were similar. In WT-UV group and Eaf2 KO-UV group,
the degree of lens opacity was significantly higher than
those of WT-nonUV group and Eaf2 KO - nonUV group.
The lens opacity of WT-UV group was significantly higher

than that in Eaf2 KO -UV group, and the difference was
statistically significant (P<0. 05) .
誗 CONCLUSION: Ultraviolet radiation can lead to the
formation of cataract in mice. Eaf2 protein can promote
the formation of cataract in mice caused by ultraviolet.
誗 KEYWORDS: Eaf2; gene knockout; cataract; lens
epithelial; ultraviolet
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摘要
目的:分析 Eaf2 基因敲除对紫外线诱导的小鼠白内障形
成的影响。
方法:将 15 只野生型(WT)小鼠作为对照组,10 只 Eaf2 基
因敲除(Eaf2 KO)小鼠作为实验组。 两组均取 14 周龄左
右的小鼠作为研究对象。 进一步分组为:WT-nonUV、WT-
UV、Eaf2 KO-nonUV、Eaf2 KO-UV,共 4 组。 使用裂隙灯
显微镜观察小鼠白内障程度,利用晶状体混浊分类系统域
(LOCS域)对小鼠白内障进行分级。 然后断颈处死小鼠,
摘取晶状体进行暗视野显微镜照相,利用 Image J 软件对
晶状体混浊程度进行分析,并将各测量结果进行统计学
处理。
结果:裂隙灯显微镜和暗视野显微镜的结果一致:WT-UV
组及 Eaf2 KO -UV 组晶状体混浊程度明显高于 WT -
nonUV 组及 Eaf2 KO-nonUV 组,其中 WT-UV 组明显高于
Eaf2 KO-UV 组,均具有统计学差异(P<0. 05)。
结论:紫外线辐射能够导致小鼠白内障的形成,Eaf2 蛋白
质具有促进紫外线所致的小鼠白内障形成的作用。
关键词:Eaf2;基因敲除;白内障;晶状体上皮细胞;紫外线
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0 引言
摇 摇 白内障是晶状体透明度降低或者颜色改变所导致的
视觉障碍[1],目前已成为世界范围内主要的致盲眼
病[2-3]。 波长为 290 ~ 320nm 的中波紫外线可以穿过角
膜、房水被晶状体吸收,这促进了年龄相关性白内障的形
成[4-5]。 晶状体上皮细胞主要位于晶状体前囊下,在保护
整个晶状体的透明度和内环境稳定上起着不可或缺的重
要作用[3]。 对晶状体上皮细胞的非程序 DNA 合成进行测
定,结果提示白内障是继发于晶状体上皮细胞 DNA 损伤
后未修复或错误修复的结果[6]。 Eaf2 为一个潜在的肿瘤
抑制 因 子, 能 够 与 ELL ( Elevennineteen Lysine - rich
Leukemia)相互作用增强 RNA 聚合酶域的活性而发挥转
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摇 摇 摇 摇 摇 表 1摇 各组小鼠晶状体混浊程度分级情况 眼

分组 眼数 0 级 1 级 2 级 3 级 4 级 5 级

WT-nonUV 组 15 1 8 2 3 1 0
Eaf2 KO-nonUV 组 10 2 2 3 2 1 0
WT-UV 组 14 0 2 2 5 5 0
Eaf2KO-UV 组 10 0 1 2 4 3 0

图 1摇 裂隙灯显微镜照相结果摇 A:WT-UV 组;B:Eaf2 KO-UV 组;C:WT-nonUV 组;D:Eaf2 KO-nonUV 组。

录调节的作用[7-8]。 已有研究表明,Eaf2 能够参与眼睛的
发育,并提示 Eaf2 在调控晶状体发育和成熟中发挥重要
功能[9]。 有研究证实,Eaf2 蛋白质对紫外线诱导的晶状
体上皮细胞凋亡具有促进作用[10],我们提出疑问:Eaf2 基
因敲除对紫外线诱导的小鼠白内障的形成是否存在影
响呢?
1 材料和方法
1. 1 材料
1. 1. 1 药品摇 复方托吡卡胺滴眼液(日本参天制药株式会
社)。
1. 1. 2 实验动物摇 实验用 Eaf2 基因敲除小鼠和对照小鼠
由中国医科大学附属第四医院眼科晶状体实验室提供,基
因敲除鼠和对照鼠均由 Bm12 小鼠构建,按照 ARVO 声明
饲养。
1. 1. 3 主要仪器 摇 紫外线灯 ( Spectroline XX - 15N / F,
Spectronice Corporation ); 紫 外 线 能 量 测 试 仪 ( UVX
Radiometer,UVP);裂隙灯显微镜(Topcon,日本);暗视野
显微镜(Olympus BX40,日本)。
1. 2 方法
1. 2. 1 实验动物分组及饲养摇 将 15 只野生型(WT)小鼠
作为对照组,10 只 Eaf2 基因敲除(Eaf2 K. O. )小鼠作为
实验组。 两组均取 14 周龄左右的小鼠作为研究对象。 按
照 ARVO 声明饲养小鼠,定时观察小鼠精神、饮食和排便
等情况。 紫外线照射第 3wk,WT-UV 组有一只小鼠角膜
混浊,无法观察晶状体混浊情况,剔除实验。 因此进一步
分组为:WT-UV(14 眼)为 A 组,Eaf2 KO-UV(10 眼)为 B
组,WT-nonUV(15 眼)为 C 组,Eaf2 KO-nonUV(10 眼)为
D 组,共 4 组。
1. 2. 2 紫外线辐射晶状体摇 紫外线照射前,裂隙灯检查所
有小鼠,剔除已经患有白内障的小鼠。 实验所用紫外线波
长为 302nm,强度为 200W / cm2,将紫外透射光源用锡箔纸
覆盖,只留有一个直径 5mm 的小孔。 紫外线照射时,不对
小鼠进行麻醉,直接照射。 只对每只小鼠的右眼进行照
射,左眼作为对照,不进行紫外线的照射。 于紫外线照射
前 5min,对每只小鼠的右眼进行复方托吡卡胺散瞳。 紫
外线照射每周进行两次,每次持续 100s,共照射 3wk(总共
1200mJ / cm2),最后一次照射 48h 后,裂隙灯检查小鼠晶

状体混浊程度。 利用晶状体混浊分类系 统 域 ( lens
opacities classification system 域,LOCS 域)对晶状体混浊程
度进行分级:晶状体皮质完全透明为 0 级;少量点状混浊
为 1 级;点状混浊扩大,瞳孔区出现少量点状混浊为 2 级;
车轮状混浊,超过两个象限为 3 级;车轮状混浊扩大,瞳孔
区约 50%的混浊为 4 级;瞳孔区 90% 的混浊为 5 级。 然
后断颈处死小鼠摘取晶状体以进行暗视野显微镜照相,根
据所拍摄的图像,利用 Image J 软件对白内障区域比例进
行分析,白内障区域比例(cataract area ratio)= 白内障区域
面积 / 前囊膜(anterior capsules)区域面积。
摇 摇 统计学分析:应用 SPSS 12. 0 统计软件进行统计学分
析。 采用 Kruskal-Wallis 秩和检验对不同组别的裂隙灯
检查小鼠晶状体混浊程度分级和暗视野显微镜拍照的
白内障面积比例进行分析。 以 P<0 . 05 为差异有统计
学意义。
2 结果
2. 1 裂隙灯显微镜观察小鼠白内障的形成摇 裂隙灯显微
镜观察晶状体混浊程度的小鼠眼球前节照相:A 组和 B 组
晶状体均可见明显晶状体皮质混浊,C 组和 D 组可见少量
点状晶状体皮质混浊。 根据 LOCS 域对晶状体混浊程度
进行分级,A 图为 4 级,B 图为 3 级,C 图及 D 图为 1 级
(图 1)。 所有样本进行秩和检验,统计结果为:WT-UV 组
及 Eaf2 KO-UV 组晶状体混浊程度明显高于 WT-nonUV
组及 Eaf2 KO-nonUV 组,其中WT-UV 组明显高于 Eaf2 KO-
UV 组,均具有统计学差异(字2 =11. 31,P<0. 05,表 1)。
2. 2 暗视野显微镜观察小鼠白内障的形成摇 暗室野显微
镜观察晶状体混浊面积:图中可见 A 组和 B 组晶状体可
见明显晶状体皮质混浊,C 组和 D 组未见明显晶状体皮质
混浊(图 2),其中图 A 中白内障的面积占整个前囊膜面积
比例的 59. 2% ,B 图为 25. 4% ,C 图为 0% ,D 图为 0% 。
WT-UV 组及 Eaf2 KO-UV 组晶状体混浊面积明显高于
WT-nonUV 组及 Eaf2 KO-nonUV 组,其中 WT-UV 组明显
高于 Eaf2 KO-UV 组,均具有统计学差异( 字2 = 12. 84,P<
0. 05)。
3 讨论
摇 摇 胚鼠和成熟鼠体内均可发现 Eaf2 的表达[11-12],利用
基因重组和杂交技术人们构建了 Eaf2 基因敲除小鼠[12],
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图 2摇 暗视野显微镜照相结果摇 A:WT-UV 组;B:Eaf2 KO-UV 组;C:WT-nonUV 组;D:Eaf2 KO-nonUV 组。

以便于进行 Eaf2 基因调控和蛋白质功能的研究。 虽然
Eaf2 被认为是一种重要的肿瘤抑制物,但研究显示在生
后 4mo 内,该基因敲除小鼠和其野生型之间的生存率是
没有差异的,而且直到 24mo 基因敲除鼠组内未见明显的
机体异常表现。 国内目前尚未有对小鼠 Eaf2 基因的研
究,国外的研究主要集中在肿瘤组织的分子生物学方面的
研究。 虽然基因敲除小鼠在 6 ~ 12mo 没有观察到肿瘤的
发生,但却出现了心肌细胞和前列腺上皮细胞的肥大和增
生,这表明作为肿瘤抑制剂的 Eaf2 有调节细胞增殖和形
态的功能;同时在 18 ~ 24mo 的 Eaf2 纯合子和杂合子个体
出现了自然发生的肿瘤,这包括:肺腺癌、B 细胞淋巴瘤、
肝癌和前列腺上皮内瘤样增生。 在该模型中 Eaf2 敲除的
致癌作用是缓慢的,肉眼可见的肿瘤多发生在较年长的动
物个体内。 因此 Eaf2 基因敲除小鼠的肿瘤发生近似于大
多数人类肿瘤的形成,为这些类型肿瘤的治疗方法研究提
供了动物模型基础[12]。
摇 摇 自然界中的紫外线可分为波长为 200 ~ 280nm 的短
波紫外线、280 ~ 320nm 的中波紫外线和 320 ~ 400nm 的长
波紫外线,本实验使用波长为 302nm 的中波紫外线成功
建立了紫外线诱导的小鼠白内障模型。 紫外线导致晶状
体上皮细胞损伤,并诱发细胞凋亡,细胞脱落、移行,使细
胞密度降低,影响晶状体纤维的生长和生长质量,并导致
晶状体纤维渗透压失衡,其完整性和透明性受损[13]。 白
内障是各种原因造成晶状体蛋白变性致使晶状体混浊,与
晶状体上皮细胞生理机能和病理改变有密切关系,目前认
为晶状体上皮细胞凋亡是各种非先天性白内障形成的共
同细胞学基础。 我们的实验中,Eaf2 基因敲除的小鼠白
内障的严重程度明显较野生组减低,其可能的作用机制是
Eaf2 蛋白对紫外线诱导的晶状体上皮细胞的凋亡具有促
进作用,也有研究显示,Eaf2 很可能在某种条件下与 p53
存在相互作用,并影响 p53 的转录活性[14]。 Eaf2 蛋白也
许可以提高晶状体上皮细胞对于紫外线辐射损伤的敏感
度,使异常的细胞及早被发现,并通过凋亡机制将其清除,
以保证晶状体的功能不被这些异常细胞所干扰。 从这一
角度来说,Eaf2 蛋白在维持晶状体上皮细胞“新陈代谢冶
方面具有积极的意义。 但是过度紫外线辐射可能会导致
广泛的晶状体上皮细胞凋亡进而诱发白内障的发生。 紫
外线诱导晶状体上皮细胞凋亡在白内障的发生、发展中起
着重要作用。 目前白内障的主要治疗手段仍是手术摘除+
人工晶状体植入,缺乏有效的药物治疗方法。 由白内障导
致的视力障碍以及手术治疗所需的高额费用,给患者、家
庭以及社会都带来了巨大的压力和负担。 尽管前人已对
白内障进行了大量的研究,但人们对白内障的发病机制仍
未达成完全共识,目前晶状体上皮细胞的凋亡及 DNA 损

伤修复成为了白内障的研究热点,因此阻断晶状体上皮细
胞的凋亡途径,提高晶状体上皮细胞 DNA 损伤后的修复
能力,将给白内障的预防及治疗带来新的希望。 从细胞凋
亡角度出发,通过 Eaf2 基因敲除小鼠模型对白内障的发
病机制进一步深入研究,并据此开发新的、经济有效的药
物治疗方法,通过药物抑制晶状体上皮细胞凋亡而达到预
防白内障的目的,将对提高患者生活质量,减轻患者精神
和经济负担,促进社会医疗资源的优化和合理配置起到巨
大作用。
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