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摘要
目的:探讨高钙状态下衰老标记蛋白 ３０( ＳＭＰ３０)低表达

对人晶状体上皮细胞(ＬＥＣｓ)系 ＳＲＡ０１ / ０４ 增殖、氧化应激
的影响ꎮ
方法:设计 ３ 条干扰 ＳＭＰ３０ 靶向基因 ＲＧＮ 表达的 ＲＮＡｉ
序列(ＫＤ１~３)ꎬ以空载序列为阴性对照组(ＮＣＫＤ)ꎬ构建

慢病毒载体并感染 ＳＲＡ０１ / ０４ 细胞ꎬ同时以未感染的
ＳＲＡ０１ / ０４ 细胞作空白对照组(ＣＯＮ)ꎮ ＲＴ－ＰＣＲ 筛选干扰

效率最高的慢病毒载体用于后续实验ꎮ 采用含 １５ｍｍｏｌ / Ｌ
ＣａＣｌ２的完全培养基处理细胞 ２４ｈ 模拟发生白内障时人

ＬＥＣｓ 的病理状态ꎬ通过 ＢｒｄＵ－Ｅｌｉｓａ 法检测细胞增殖活力ꎬ
并检测细胞超氧化物歧化酶(ＳＯＤ)活性及氧化型谷胱甘

肽 /总谷胱甘肽(ＧＳＳＧ / Ｔ－ＧＳＨ)水平以评估细胞氧化应激
水平ꎮ
结果:成功构建 ＫＤ１ ~ ３ 及 ＮＣＫＤ 慢病毒载体ꎬ感染
ＳＲＡ０１ / ０４ 细胞效率约 ８０％ꎮ 三种慢病毒载体(ＫＤ１ ~ ３)
敲减效率分别为 ９３％、６０％、７４％ꎬ故选择 ＫＤ１ 慢病毒载体

进行后续实验ꎮ 高钙状态下ꎬＫＤ１ 组细胞相对增殖活力和
ＳＯＤ 活力[(２􀆰 ４２ ± ０􀆰 ０８)和(１１􀆰 ６９ ± ０􀆰 ５２Ｕ / ｍｇ)]均低于

ＮＣＫＤ 组[(２􀆰 ９５ ± ０􀆰 ０８) 和(３１􀆰 １０ ± ２􀆰 ２４Ｕ / ｍｇ)] 和 ＣＯＮ
组[(２􀆰 ９６±０􀆰 ２５)和(２６􀆰 ３３±１􀆰 ０４Ｕ / ｍｇ)]ꎬＧＳＳＧ / Ｔ－ＧＳＨ
比值(７０􀆰 ８０±２􀆰 ３４)高于 ＮＣＫＤ 组(１５􀆰 ９３±３􀆰 ４７)和 ＣＯＮ
组(２０􀆰 ０５±２􀆰 ４５) (均 Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ而 ＮＣＫＤ 组与 ＣＯＮ 组上

述指标均无差异(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ
结论:高钙状态培养下ꎬＲＧＮ－ＲＮＡｉ 慢病毒载体介导的

ＳＭＰ３０ 低表达 ＳＲＡ０１ / ０４ 细胞增殖活力及抗氧化应激能
力减弱ꎬ提示 ＳＭＰ３０ 可能具有调控细胞增殖、抗氧化应激

的保护作用ꎮ
关键词:衰老标记蛋白 ３０ꎻ人晶状体上皮细胞ꎻ高钙状态ꎻ
细胞增殖ꎻ氧化应激ꎻ白内障
ＤＯＩ:１０.３９８０ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７２－５１２３.２０２０.２.０５

Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｌｏｗ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ
ｍａｒｋｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ３０ ｏｎ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｌｅｎｓ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｌｉｎｅ
ＳＲＡ０１ / ０４ ｕｎｄｅｒ ｈｉｇｈ ｃａｌｃｉｕｍ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

Ｓｏｎｇ－Ｍａｎ Ｌｉꎬ Ｚｉ－Ｈａｏ Ｈａｎꎬ Ａｉｎｔ Ｔｈｕ Ｔｈｕ Ｗｉｎꎬ Ｘｉ
Ｃｈｅｎꎬ Ｈａｏ Ｌｉａｎｇ

Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｉｔｅｍ: Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ
(Ｎｏ.８１３６０１４６)
Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ
Ｇｕａｎｇｘｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｎａｎｎｉｎｇ ５３００２１ꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ Ｚｈｕａｎｇ
Ａｕｔｏｎｏｍｏｕｓ Ｒｅｇｉｏｎꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｔｏ:Ｈａｏ Ｌｉａｎｇ. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ ｔｈｅ
Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｇｕａｎｇｘｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｎａｎｎｉｎｇ
５３００２１ꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ Ｚｈｕａｎｇ Ａｕｔｏｎｏｍｏｕｓ Ｒｅｇｉｏｎꎬ Ｃｈｉｎａ. ｇｘｎｎ ＿
ｌｉａｎｇｈａｏ＠ １６３.ｃｏｍ
Ｒｅｃｅｉｖｅｄ:２０１９－０３－２０　 　 Ａｃｃｅｐｔｅｄ:２０２０－０１－０４

Ａｂｓｔｒａｃｔ
• ＡＩＭ: Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｌｏｗ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ ｍａｒｋｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ３０ (ＳＭＰ３０) ｏｎ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｌｅｎｓ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ (ＬＥＣｓ)
ｌｉｎｅ ＳＲＡ０１ / ０４ ｕｎｄｅｒ ｈｉｇｈ ｃａｌｃｉｕｍ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ.
• ＭＥＴＨＯＤＳ: Ｔｈｒｅｅ ＲＮＡｉ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ｔｏ
ｋｎｏｃｋ ｄｏｗｎ ＳＭＰ３０ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ ＲＧＮ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
(ＫＤ１－３)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ－ ｌｏａｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｗａｓ ｕｓｅｄ ａｓ ｔｈｅ
ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (ＮＣＫＤ)ꎬ ａｌｌ ｏｆ ｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ
ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌ ｖｅｃｔｏｒｓ ｔｏ ｉｎｆｅｃｔ ＳＲＡ０１ / ０４ ｃｅｌｌｓ.
Ｍｅａｎｗｈｉｌｅꎬ ｔｈｅ ｕｎｉｎｆｅｃｔｅｄ ＳＲＡ０１ / ０４ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｕｓｅｄ ａｓ ｔｈｅ
ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (ＣＯＮ). Ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｎｇ ＳＲＡ０１ / ０４
ｃｅｌｌｓꎬ ｔｈｅ ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌ ｖｅｃｔｏｒ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ
ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｗａｓ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｂｙ ＲＴ － ＰＣＲ ｆｏｒ ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ. Ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ １５ｍｍｏｌ / Ｌ ＣａＣｌ２ ｆｏｒ
２４ｈ ｔｏ ｓｉｍｕｌａｔｅ ａ ｈｉｇｈ ｃａｌｃｉｕｍ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ. ＢｒｄＵ － Ｅｌｉｓａ
ａｓｓａｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｍｅａｓｕｒｅ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ
ｄｉｓｍｕｔａｓｅ (ＳＯＤ) ａｓｓａｙ ｋｉｔ ａｎｄ ｏｘｉｄｉｚｅｄ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ / ｔｏｔａｌ
ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ (ＧＳＳＧ / Ｔ－ＧＳＨ) ａｓｓａｙ ｋｉｔ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ
ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ.
•ＲＥＳＵＬＴＳ: ＫＤ１ － ３ ａｎｄ ＮＣＫＤ ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌ ｖｅｃｔｏｒｓ ｗｅｒｅ
ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｔｏ ｉｎｆｅｃｔ ＳＲＡ０１ / ０４ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ａｎ
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ａｂｏｕｔ ８０％. Ｔｈｅ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ
ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ＫＤ１ － ３ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ９３％ꎬ ６０％ ａｎｄ ７４％ꎬ
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬ ＫＤ１ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｆｏｒ ｆｏｌｌｏｗ － ｕｐ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ. Ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｈｉｇｈ ｃａｌｃｉｕｍ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓꎬ ｔｈｅ
ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ＳＯＤ ｉｎ ＫＤ１ ｇｒｏｕｐ
[(２.４２± ０.０８) ａｎｄ (１１.６９± ０.５２Ｕ / ｍｇ)] ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ＮＣＫＤ ｇｒｏｕｐ [(２.９５± ０.０８) ａｎｄ (３１.１０±
２􀆰 ２４Ｕ / ｍｇ)] ａｎｄ ＣＯＮ ｇｒｏｕｐ [(２.９６± ０.２５) ａｎｄ (２６.３３ ±

７１２

Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.２０ꎬ Ｎｏ.２ Ｆｅｂ. ２０２０　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２６３９４０　 Ｅｍａｉｌ:ＩＪＯ.２０００＠１６３.ｃｏｍ



１􀆰 ０４Ｕ / ｍｇ)]ꎬ ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ＧＳＳＧ / Ｔ － ＧＳＨ ｉｎ ＫＤ１ ｇｒｏｕｐ
(７０.８０± ２.３４) ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ＮＣＫＤ
ｇｒｏｕｐ (１５. ９３ ± ３. ４７) ａｎｄ ＣＯＮ ｇｒｏｕｐ ( ２０. ０５ ± ２. ４５) ( Ｐ <
０􀆰 ０５)ꎻ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ＮＣＫＤ
ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＣＯＮ ｇｒｏｕｐ (Ｐ>０.０５) .
•ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: Ｕｎｄｅｒ ｈｉｇｈ ｃａｌｃｉｕｍ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓꎬ ＳＲＡ０１ /
０４ ｃｅｌｌｓ (ＨＬＥＣｓ) ｗｉｔｈ ｌｏｗ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＭＰ３０ ｍｅｄｉａｔｅｄ
ｂｙ ｓｈＲＮＡ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ ｒｅｓｕｌｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｏｆ ｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｃａｐａｃｉｔｙꎬ ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇ
ｔｈａｔ ＳＭＰ３０ ｍａｙ ｐｌａｙ ａ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｒｏｌｅ ｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｃｅｌｌ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｎｔｉ－ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ＨＬＥＣｓ.
•ＫＥＹＷＯＲＤＳ:ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ ｍａｒｋｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ３０ꎻ ｈｕｍａｎ ｌｅｎｓ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌꎻ ｈｉｇｈ ｃａｌｃｉｕｍ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓꎻ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎻ
ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓꎻ ｃａｔａｒａｃｔ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ: Ｌｉ ＳＭꎬ Ｈａｎ ＺＨꎬ Ａｉｎｔ ＴＴＷꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｌｏｗ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ ｍａｒｋｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ３０ ｏｎ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｌｅｎｓ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｌｉｎｅ ＳＲＡ０１ / ０４ ｕｎｄｅｒ ｈｉｇｈ
ｃａｌｃｉｕｍ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ( Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ) ２０２０ꎻ２０(２):
２１７－２２３

０引言
衰老 标 记 蛋 白 ３０ ( ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ ｍａｒｋｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ３０ꎬ

ＳＭＰ３０)ꎬ亦称 Ｒｅｇｕｃａｌｃｉｎ(ＲＧＮ)ꎬ是一种与衰老相关的钙
调节蛋白[１]ꎮ 研究报道ꎬＳＭＰ３０ 在白内障患者晶状体上
皮细胞( ｌｅｎｓ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎬＬＥＣｓ)中的含量高于正常人ꎬ
但其在 ６０ 岁以上白内障患者中的含量低于 ６０ 岁及以下
患者[２]ꎬ而 ＳＭＰ３０ 下调导致人 ＬＥＣｓ 衰老及凋亡程度加
剧[３－４]ꎬ提示 ＳＭＰ３０ 含量减少可能与白内障形成有关ꎮ 持
续高钙导致钙稳态丧失是白内障的关键致病因素[５]ꎬ然
而ꎬＳＭＰ３０ 作为一种钙调节蛋白ꎬ其在高钙 / 钙紊乱状态
下对人 ＬＥＣｓ 影响的文献报道较少ꎮ 本研究通过体外构
建高钙培养状态ꎬ模拟发生白内障时人 ＬＥＣｓ 的病理状
态ꎬ同时合成人 ＳＭＰ３０ 靶向基因 ＲＧＮ 的 ＲＮＡ 干扰(ＲＮＡ
ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅꎬ ＲＮＡｉ ) 序 列ꎬ 下 调 ＳＭＰ３０ 在 人 ＬＥＣｓ 系
ＳＲＡ０１ / ０４ 中的表达ꎬ研究细胞增殖、氧化指标的改变ꎬ探
讨 ＳＭＰ３０ 在白内障形成中的作用ꎮ
１材料和方法
１.１材料　 人 ＬＥＣｓ 系 ＳＲＡ０１ / ０４(广州吉妮欧生物科技公
司)ꎬ慢病毒包装细胞人肾上皮细胞系 ２９３Ｔ、病毒包装辅
助质粒 ｐＨｅｌｐｅｒ１􀆰 ０ 质粒、ｐＨｅｌｐｅｒ２􀆰 ０ 质粒(上海吉凯基因
化学技术有限公司)ꎻＲＰＭＩ １６４０ 培养基、０􀆰 ２５％胰蛋白
酶、胎牛血清(美国 Ｇｉｂｃｏ 公司)ꎬ青霉素、链霉素(美国
Ｓｉｇｍａ 公司)ꎬ磷酸缓冲盐溶液 ( ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒ ｓａｌｉｎｅꎬ
ＰＢＳꎬ北京索莱宝科技有限公司)ꎬ总 ＲＮＡ 提取试剂盒(美
国 Ａｘｙｅｎ 公司)ꎬ逆转录试剂盒( Ｔａｋａｒａ 公司ꎬＲＲ０４７Ａ)ꎬ
ＢｒｄＵ－Ｅｌｉｓａ 试剂盒(瑞士 Ｒｏｃｈｅ 公司)ꎬ总超氧化物歧化酶
( ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅꎬＳＯＤ)测定试剂盒(ＷＳＴ－１ 法)、氧
化型 谷 胱 甘 肽 / 总 谷 胱 甘 肽 ( ｏｘｉｄｉｚｅｄ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ / ｔｏｔａｌ
ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅꎬＧＳＳＧ / Ｔ－ＧＳＨ)试剂盒(南京建成生物工程研
究所)ꎻ细胞培养超净台(新加坡艺思高科技有限公司)ꎬ
二氧化碳恒温培养箱(美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司)ꎬ倒置
相差显微镜 (日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司)ꎬＲｅａｌ ｔｉｍｅ ＰＣＲ 仪器
(Ａｇｉｌｅｎｔ 公司)ꎬ酶标仪(瑞士 Ｔｅｃａｎ 公司)ꎮ
１􀆰 ２方法
１􀆰 ２􀆰 １细胞培养　 ＳＲＡ０１ / ０４ 细胞用含体积分数 １０％的胎

牛血清、１００Ｕ / ｍＬ 青霉素和 １００μｇ / ｍＬ 链霉素(ｐＨ ７􀆰 ４)的
ＲＰＭＩ １６４０ 培养基培养ꎬ并置于环境为 ３７℃、含体积分数
５％ ＣＯ２和 ９５％空气的细胞培养箱中培养ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２构建 ＲＧＮ－ＲＮＡｉ慢病毒表达载体
１􀆰 ２􀆰 ２􀆰 １设计并合成 ｓｈｏｒｔ ｈａｉｒｐｉｎ ＲＮＡ(ｓｈＲＮＡ)引物　
根据 ＮＣＢＩ Ｇｅｎｅｂａｎｋ 中人 ＲＧＮ 基因 ( ＮＭ ＿ １５２８６９􀆰 ３)
ｍＲＮＡ 序列ꎬ遵循 ＲＮＡｉ 序列设计原则ꎬ设计 ３ 条 ＲＮＡｉ 靶
点序列用于干扰 ＳＭＰ３０ 靶向基因 ＲＧＮ 的表达ꎬ同时以
Ｓｃｒａｍｂｌｅ 序列作为阴性对照ꎬＢＬＡＳＴ 分析排除其他非特异
同源性序列ꎮ 实验分组如下:实验组(ＲＧＮ 表达干扰组
１~３ꎬｋｎｏｃｋ ｄｏｗｎ ｇｒｏｕｐ １ ~ ３ꎬＫＤ１ ~ ３)ꎬ阴性对照组(空载
体组ꎬｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｋｎｏｃｋ ｄｏｗｎꎬＮＣＫＤ)ꎬ空白对
照组(ＳＲＡ０１ / ０４ 细胞组ꎬｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬＣＯＮ)ꎮ ３ 条
ＲＮＡｉ 靶 点 序 列 分 别 为: ＫＤ１ ( ＲＧＮ － ＲＮＡｉ － １ ):
ＡＣＣＴＧＡＡＧＣＴＧＧＴＧＧＡＡＴＴꎻ ＫＤ２ ( ＲＧＮ － ＲＮＡｉ － ２ ):
ＴＧＴＧＡＡＧＴＴＧＣＣＴＧＴＴＧＡＴꎻ ＫＤ３ ( ＲＧＮ － ＲＮＡｉ － ３ ):
ＡＣＣＧＣＡＧＡＡＧＴＧＴＴＴＡＣＡＡꎮ Ｓｃｒａｍｂｌｅ 序列 ( ＮＣＫＤ) 为:
ＴＴＣＴＣＣＧＡＡＣＧＴＧＴＣＡＣＧＴꎮ 将上述 ４ 段序列分别设计合
成 ｓｈＲＮＡ 寡核苷酸单链ꎬ每对由正义链和反义链组成
(表 １)ꎬ在 ５􀆳 和 ３􀆳 端分别加入 Ａｇｅ Ⅰ和 ＥｃｏＲⅠ酶切位点ꎬ
在退火后形成含短发夹结构的小片段双链 ＤＮＡ(ｄｏｕｂｌｅ－
ｓｔｒａｎｄｅｄ ＤＮＡꎬｄｓＤＮＡ)ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ２ ＲＧＮ－ＲＮＡｉ慢病毒载体的构建与鉴定　 通过 Ｔ４
ＤＮＡ 连接酶ꎬ将 Ａｇｅ Ⅰ＋ＥｃｏＲ Ⅰ双酶切线性化成功的慢
病毒载体 ＧＶ２４８(框架结构:ｈＵ６－ＭＣＳ－Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ－ＥＧＦＰ－
ＩＲＥＳ－ｐｕｒｏｍｙｃｉｎ)和上述 ｄｓＤＮＡ 混合进行连接反应ꎮ 随后
将连接好的重组质粒转化感受态的大肠杆菌ꎬ用含氨苄青
霉素培养基选择阳性克隆ꎬ对单菌落进行扩增培养ꎬ最后
进行菌落 ＰＣＲ 及 ＤＮＡ 测序鉴定ꎬ验证重组克隆中插入片
段序列是否与设计的目标序列一致ꎮ 其中ꎬ通用引物为:
上 游 ５􀆳 － ＣＣＡＴＧＡＴＴＣＣＴＴＣＡＴＡＴＴＴＧＣ － ３􀆳ꎬ 下 游 ５􀆳 －
ＡＴＧＴＣＣＴＴＣＴＧＣＴＧＡＴＡＣＴＧＧＧ－３􀆳ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ３ ＲＧＮ－ＲＮＡｉ慢病毒颗粒的包装与质检　 选择测
序正确的菌液转接于 １０ｍＬ 的 ＬＢ 液体培养基中ꎬ３７℃培
养 ２４ｈꎬ通过天根无内毒素质粒小提中量试剂盒抽提合格
的质粒ꎮ 取对数生长期的慢病毒包装细胞 ２９３Ｔ 细胞接种
于 １０ｃｍ 细胞培养皿中(细胞密度:５×１０６个 / １５ｍＬ)ꎬ置于
细胞培养箱中培养约 ２４ｈꎬ待细胞密度达 ７０％ ~ ８０％时用
于感染ꎮ 感染前用无血清的培养基培养 ２９３Ｔ 细胞 ２ｈꎮ
将提取合格的 ＧＶ２４８ 载体质粒 ２０μｇ、ｐＨｅｌｐｅｒ１􀆰 ０ 质粒
１５μｇ、ｐＨｅｌｐｅｒ２􀆰 ０ 质粒 １０μｇ 及相应体积的吉凯感染试剂
均匀混合ꎬ调整使混合液总体积为 １ｍＬꎬ室温孵育 １５ｍｉｎꎮ
将混合液缓慢滴入 ２９３Ｔ 细胞培养液中ꎬ轻混匀避免将细
胞吹起ꎬ置于细胞培养箱培养ꎮ ６ｈ 后移除含感染混合液
的培养基ꎬ用 １０ｍＬ ＰＢＳ 轻洗培养皿一次ꎬ缓慢加入 ２０ｍＬ
含体积分数为 １０％胎牛血清的培养基ꎮ 继续培养细胞
４８~７２ｈ后收集 ２９３Ｔ 细胞上清液ꎬ４℃、４０００ｇ 离心 １０ｍｉｎꎬ
０􀆰 ４５μｍ 滤器过滤、收集上清液ꎬ再次 ４℃、８０００ｇ 离心 ２ｈꎬ
移除液体并保留沉淀ꎬ加入吉凯病毒保存液重悬充分溶解
沉淀ꎬ４０００ｇ 高速离心 ５ｍｉｎꎬ按要求分装上清ꎮ 最后对慢
病毒进行质检和病毒滴度检测ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３ ＲＧＮ－ＲＮＡｉ慢病毒感染 ＳＲＡ０１ / ０４细胞
１􀆰 ２􀆰 ３􀆰 １慢病毒感染细胞的预实验 　 用完全培养基制备
密度为 ２×１０３个 / 每孔的 ＳＲＡ０１ / ０４ 细胞悬液ꎬ取１００μＬ / 孔
加入 ９６孔板ꎬ继续培养 ２４ｈꎮ 分别制备含 ５０μｇ / ｍＬ Ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ
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　 　表 １　 针对人 ＲＧＮ基因序列设计的寡核苷酸单链

Ｎｏ ５􀆳 ＳＴＥＭＰ ＬＯＯＰ ＳＴＥＭＰ ３􀆳
ｓｈＲＮＡ－ＫＤ１－Ｆ Ｃｃｇｇ ｃａＡＣＣＴＧＡＡＧＣＴＧＧＴＧＧＡＡＴＴ ＣＴＣＧＡＧ ＡＡＴＴＣＣＡＣＣＡＧＣＴＴＣＡＧＧＴｔｇ ＴＴＴＴＴｇ
ｓｈＲＮＡ－ＫＤ１－Ｒ ａａｔｔｃａａａａａ ｃａＡＣＣＴＧＡＡＧＣＴＧＧＴＧＧＡＡＴＴ ＣＴＣＧＡＧ ＡＡＴＴＣＣＡＣＣＡＧＣＴＴＣＡＧＧＴｔｇ
ｓｈＲＮＡ－ＫＤ２－Ｆ Ｃｃｇｇ ａｃＴＧＴＧＡＡＧＴＴＧＣＣＴＧＴＴＧＡＴ ＣＴＣＧＡＧ ＡＴＣＡＡＣＡＧＧＣＡＡＣＴＴＣＡＣＡｇｔ ＴＴＴＴＴｇ
ｓｈＲＮＡ－ＫＤ２－Ｒ ａａｔｔｃａａａａａ ａｃＴＧＴＧＡＡＧＴＴＧＣＣＴＧＴＴＧＡＴ ＣＴＣＧＡＧ ＡＴＣＡＡＣＡＧＧＣＡＡＣＴＴＣＡＣＡｇｔ
ｓｈＲＮＡ－ＫＤ３－Ｆ Ｃｃｇｇ ｃａＡＣＣＧＣＡＧＡＡＧＴＧＴＴＴＡＣＡＡ ＣＴＣＧＡＧ ＴＴＧＴＡＡＡＣＡＣＴＴＣＴＧＣＧＧＴｔｇ ＴＴＴＴＴｇ
ｓｈＲＮＡ－ＫＤ３－Ｒ ａａｔｔｃａａａａａ ｃａＡＣＣＧＣＡＧＡＡＧＴＧＴＴＴＡＣＡＡ ＣＴＣＧＡＧ ＴＴＧＴＡＡＡＣＡＣＴＴＣＴＧＣＧＧＴｔｇ
ｓｈＲＮＡ－ＮＣＫＤ－Ｆ Ｃｃｇｇ ＴＴＣＴＣＣＧＡＡＣＧＴＧＴＣＡＣＧＴ ＴＴＣＡＡＧＡＧＡ ＡＣＧＴＧＡＣＡＣＧＴＴＣＧＧＡＧＡＡ ＴＴＴＴＴｇ
ｓｈＲＮＡ－ＮＣＫＤ－Ｒ ａａｔｔｃａａａａａ ＴＴＣＴＣＣＧＡＡＣＧＴＧＴＣＡＣＧＴ ＴＣＴＣＴＴＧＡＡ ＡＣＧＴＧＡＣＡＣＧＴＴＣＧＧＡＧＡＡ

表 ２　 感染预实验分组和感染条件

组别
病毒滴度

１×１０８ＴＵ / ｍＬ(ＭＯＩ＝ １００) １×１０７ＴＵ / ｍＬ(ＭＯＩ＝ １０) １×１０６ＴＵ / ｍＬ(ＭＯＩ＝ １)
Ｃｏｎｔｒｏｌ 组 培养基 １００μＬ 培养基 １００μＬ 培养基 １００μＬ
Ａ 组 培养基 ９０μＬ＋Ｖｉｒｕｓ １０μＬ 培养基 ９０μＬ＋Ｖｉｒｕｓ １０μＬ 培养基 ９０μＬ＋Ｖｉｒｕｓ １０μＬ
Ｂ 组 培养基 ８０μＬ＋Ｖｉｒｕｓ １０μＬ＋Ｐ(Ｍ)１０μＬ 培养基 ８０μＬ＋Ｖｉｒｕｓ １０μＬ＋Ｐ(Ｍ)１０μＬ 培养基 ８０μＬ＋Ｖｉｒｕｓ １０μＬ＋Ｐ(Ｍ)１０μＬ
Ｃ 组 Ｅｎｉ􀆰 Ｓ􀆰 ９０μＬ＋Ｖｉｒｕｓ １０μＬ Ｅｎｉ􀆰 Ｓ􀆰 ９０μＬ＋Ｖｉｒｕｓ １０μＬ Ｅｎｉ􀆰 Ｓ􀆰 ９０μＬ＋Ｖｉｒｕｓ １０μＬ
Ｄ 组 Ｅｎｉ􀆰 Ｓ􀆰 ８０μＬ＋Ｖｉｒｕｓ １０μＬ＋Ｐ(Ｅ)１０μＬ Ｅｎｉ􀆰 Ｓ􀆰 ８０μＬ＋Ｖｉｒｕｓ １０μＬ＋Ｐ(Ｅ)１０μＬ Ｅｎｉ􀆰 Ｓ􀆰 ８０μＬ＋Ｖｉｒｕｓ １０μＬ＋Ｐ(Ｅ)１０μＬ

(助 感 染 剂 ) 的 完 全 培 养 基 [ Ｐ ( Ｍ )]ꎻ 含 ５０μｇ / ｍＬ
Ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ 的 感 染 增 强 剂 ( ｅｎｈａｎｃｅｄ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｓｏｌｕｔｉｏｎꎬ
Ｅｎｉ􀆰 Ｓ􀆰 )[Ｐ(Ｅ)]ꎬ各 ２００μＬꎻ用 Ｅｎｉ􀆰 Ｓ􀆰 将病毒稀释成三种
滴度:１×１０８、１×１０７、１×１０６ＴＵ / ｍＬꎬ各 ５０μＬꎮ 在每孔细胞
融合度为 ２０％~３０％时ꎬ根据表 ２ 分别更换培养液和加入
病毒液进行细胞感染:Ａ 组:常规培养基＋病毒ꎻＢ 组:常规
培养基＋病毒＋ Ｐ(Ｍ)ꎻＣ 组:Ｅｎｉ􀆰 Ｓ􀆰 ＋病毒ꎻＤ 组:Ｅｎｉ􀆰 Ｓ􀆰 ＋Ｐ
(Ｅ)＋病毒ꎮ 混匀后继续培养 ８~１２ｈꎬ观察细胞形态并更换
培养基ꎮ 在感染约 ３~４ｄ、细胞绿色荧光表达丰度较高、感
染效率约 ８０％且细胞状态良好时ꎬ所对应的感染条件及
感染复数(ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎꎬ ＭＯＩ)可用于后续正式
感染 ＳＲＡ０１ / ０４ 细胞的实验ꎮ 由于此慢病毒含有嘌呤霉
素抗性基因ꎬ故可在感染 ３~４ｄ 后往完全培养基中加入适
量嘌呤霉素以筛选目标基因稳定表达的细胞ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３􀆰 ２ ＲＴ－ＰＣＲ 筛选干扰效果佳的 ＲＧＮ－ＲＮＡｉ 慢病
毒载体　 选取各组适量感染成功的细胞ꎬ常规消化、离心
收集细胞沉淀ꎬ通过总 ＲＮＡ 提取试剂盒收集细胞内 ＲＮＡꎬ
用逆转录试剂盒将 ＲＮＡ 逆转录为 ｃＤＮＡꎬ最后用 Ｒｅａｌ ｔｉｍｅ
ＰＣＲ 仪器检测各组感染 ＳＲＡ０１ / ０４ 细胞中相对 ＲＧＮ
ｍＲＮＡ 的表达情况ꎮ 内参基因和目的基因引物由吉凯基
因设计合成ꎬＲＧＮ－Ｆ:５􀆳－ＧＧＴＣＧＣＴＡＧＡＣＣＡＣＡＡＡＡＴＣＴ－３􀆳ꎬ
ＲＧＮ－Ｒ:５􀆳－ＣＴＡＡＡＣＧＡＡＴＣＡＣＴＣＴＴＣＣＴＣＣ－３􀆳ꎬ扩增片段
大小 为 ２１０ｂｐꎻ 内 参 基 因 引 物 为 ＧＡＰＤＨ － Ｆ: ５􀆳 －
ＴＧＡＣＴＴＣＡＡＣＡＧＣＧＡＣＡＣＣＣＡ － ３􀆳ꎬ ＧＡＰＤＨ － Ｒ: ５􀆳 －
ＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡＧＣＣＡＡＡ － ３􀆳ꎬ 扩 增 片 段 大 小 为
１２１ｂｐꎮ 反应体系为 ２０μＬꎮ 反应参数:９５℃ 预变性 ３０ｓꎬ
９５℃变性 １５ｓꎬ６０℃复性延伸 ３０ｓꎬ进行 ４０ 次循环ꎻ熔解曲
线为 ９５℃ ５ｓꎬ６０℃ ６０ｓꎬ９５℃ ５ｓ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓꎬ最后 ５０℃ ３０ｓ
结束反应ꎮ 采用 ２－△△Ｃｔ法计算基因表达的相对比值ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４ ＲＧＮ－ＲＮＡｉ对高钙状态下细胞增殖和氧化应激的
影响
１􀆰 ２􀆰 ４􀆰 １构建 ＳＲＡ０１ / ０４细胞高钙培养状态 　 参考课题
组前期研究结果[６]ꎬ用含 １５ｍｍｏｌ / Ｌ ＣａＣｌ２的完全培养基处
理 ＳＲＡ０１ / ０４ 细胞 ２４ｈ 模拟白内障形成时细胞外高钙 / 钙

紊乱的病理状态ꎮ 在后续实验中ꎬ将选用 ＲＧＮ－ＲＮＡｉ 干
扰效果最佳的实验组、ＮＣＫＤ 组及 ＣＯＮ 组在此状态培养
后ꎬ进行细胞增殖活力和氧化指标的检测ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４􀆰 ２ ＢｒｄＵ－Ｅｌｉｓａ法检测高钙状态下的细胞增殖活力
　 按细胞量 ２×１０３个 / 孔均匀接种于 ９６ 孔板ꎬ在高钙培养
状态下ꎬ于细胞贴壁后第 １、４ｄ 检测细胞增殖活力ꎮ 参照
ＢｒｄＵ－Ｅｌｉｓａ 试剂盒操作说明ꎬ用培养基以 １∶ １００ 稀释 ＢｒｄＵ
原液ꎬ在检测前每孔加入 １０μＬ 稀释后的 ＢｒｄＵ 试剂ꎬ作用
８ｈꎮ 吸弃上述液体ꎬ室温避光ꎬ分别加入 ＦｉｘＤｅｎａｔ 试剂
(２００μＬ / 孔)和 １０％ ＢＳＡ(２００μＬ / 孔)进行固定及封闭各
３０ｍｉｎꎻ用 Ａｎｔｉ － ＢｒｄＵ － ＰＯＤ 工 作 液 ( ２００μＬ / 孔 ) 孵 育
９０ｍｉｎꎮ 用无菌双蒸水按 １∶ １０ 稀释 ｗａｓｈｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒꎬ每孔加
入 ２００~３００μＬꎬ洗板 ３ 次ꎬ待干ꎮ 随后在空的细胞板外盒
中加入无菌双蒸水ꎬ将待测培养板放入其中ꎬ无菌双蒸水
没过培养孔ꎬ 待干ꎮ 室温避光ꎬ 加入 ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ
(１００μＬ / 孔)作用 ５ ~ ３０ｍｉｎꎬ待液体变成蓝色ꎬ加入 １０％
Ｈ２ＳＯ４(５０μＬ / 孔)ꎬ使用酶标仪检测单波长为 ４５０ｎｍ 时的
ＯＤ 值ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４􀆰 ３高钙状态下细胞氧化指标的检测 　 检测细胞内
ＳＯＤ 活性及 ＧＳＳＧ / Ｔ－ＧＳＨ 水平以反映细胞抗氧化及氧化
水平的变化ꎮ ＳＯＤ 活性用总 ＳＯＤ 测定试剂盒(ＷＳＴ － １
法)检测ꎬ细胞常规消化、离心收集细胞沉淀ꎬ用 ５００μＬ
ＰＢＳ 轻洗细胞 ２ 次ꎬ离心收集细胞沉淀ꎬ加入 ５００μＬ ＰＢＳ
轻吹匀ꎬ在冰水浴下超声碎解细胞ꎬ将该原液稀释成梯度
浓度样本待用ꎬ用酶标仪读取测定 ＯＤ４５０ｎｍꎬ核酸微量检测
仪测定样本蛋白浓度ꎬ计算 ＳＯＤ 活力ꎮ ＧＳＳＧ / Ｔ－ＧＳＨ 水
平用 ＧＳＳＧ / Ｔ－ＧＳＨ 试剂盒检测ꎬ细胞处理步骤同前ꎬ加入
５００μＬ 试剂 ４(试剂盒自带)混匀后在冰水浴下超声碎解
细胞ꎬ酶标仪测出 ＯＤ４５０ｎｍ数值ꎬ计算 ＧＳＳＧ / Ｔ－ＧＳＨ 比值ꎮ

统计学分析:采用 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 统计学软件进行统计分

析ꎮ 计量资料均采用均数±标准差(􀭰ｘ±ｓ)表示ꎬ经方差齐
性检验(Ｌｅｖｅｎｅ 法)后ꎬ用单因素方差分析对多组间数据
进行比较ꎬ随后用 ＬＳＤ－ｔ 检验进行两两比较ꎮ Ｐ<０􀆰 ０５ 为
差异有统计学意义ꎮ
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图 １　 ＲＧＮ－ＲＮＡｉ载体阳性克隆的 ＰＣＲ鉴定　 Ａ:ＲＧＮ－ＲＮＡｉ－１ꎻＢ:ＲＧＮ－ＲＡｉ－２ꎻＣ:ＲＧＮ－ＲＮＡｉ－３ꎮ １:以 ｄｄＨ２Ｏ 为空白对照模板ꎬ
拟鉴定体系无污染ꎻ２:以未插入靶向基因的空载体为阴性对照模板ꎬ拟证明扩增过程无假阳性现象ꎻ３:Ｍａｒｋｅｒꎻ４~ ８:ＲＧＮ－ＲＮＡｉ 转化
子鉴定ꎮ

图 ２　 ＲＧＮ－ＲＮＡｉ重组质粒测序结果　 Ａ:ＲＧＮ－ＲＮＡｉ－１ꎻＢ:ＲＧＮ－ＲＮＡｉ－２ꎻＣ:ＲＧＮ－ＲＮＡｉ－３ꎮ

２结果
２􀆰 １ ＲＧＮ－ＲＮＡｉ慢病毒载体的鉴定　 菌落 ＰＣＲ 鉴定结果
显示ꎬ连接入 ｓｈＲＮＡ 片段的阳性克隆片段大小为 ５４２ｂｐꎬ
没有连接入 ｓｈＲＮＡ 片段的空载体克隆片段大小为 ５０８ｂｐꎬ
结合 ＰＣＲ 电泳图初步证实阳性克隆的目的基因片段已正
确插入 ＧＶ２４８ 慢病毒载体(图 １)ꎮ 选取连接成功的克隆
进行测序分析ꎬ结果提示 ３ 组慢病毒载体均有已设计的目
的基因片段ꎬ其序列和设计的人 ＲＧＮ 寡核苷酸序列完全
相同(图 ２)ꎬ再次证实目的基因片段已插入 ＧＶ２４８ 载体
中ꎬ重组 ＲＧＮ－ＲＮＡｉ 慢病毒载体构建成功ꎮ
２.２ ＲＧＮ－ＲＮＡｉ慢病毒包装与滴度测定 　 本研究所使用
的 ＧＶ２４８ 慢病毒载体携带增强型绿色荧光蛋白(ｅｎｈａｎｃｅｄ
ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｐｒｏｔｅｉｎꎬｅＧＦＰ)基因ꎬ是一种广泛用于细
胞内靶蛋白分子定位和功能观察的报告基因ꎬ故可通过观
察细胞内 ＧＦＰ 的表达情况分析感染结果ꎮ 将携带靶向基
因的 ＧＶ２４８ 载体质粒、病毒包装辅助质粒(ｐＨｅｌｐｅｒ１􀆰 ０ 载
体质粒＋ｐＨｅｌｐｅｒ２􀆰 ０ 载体质粒)同时感染 ２９３Ｔ 细胞ꎬ收集、
浓缩、纯化病毒ꎮ 用荧光法测定滴度ꎬ取 １０μＬ 浓缩后的
病毒采用 １０ 倍梯度稀释后感染 ２９３Ｔ 细胞ꎬ根据稀释倍数
及 ＧＦＰ 的表达情况ꎬ可见荧光细胞数随稀释倍数的增加
而减少ꎬＲＧＮ－ＲＮＡｉ－１、ＲＧＮ－ＲＮＡｉ－２、ＲＧＮ－ＲＮＡｉ－３ 三种

慢病毒的滴度分别为 ８×１０８、１×１０９、１×１０９ＴＵ / ｍＬꎬ提示均
有大量质粒转入 ２９３Ｔ 细胞ꎬ病毒包装成功(图 ３)ꎮ
２􀆰 ３ ＲＧＮ－ＲＮＡｉ慢病毒感染 ＳＲＡ０１ / ０４ 细胞　 预实验结
果表明ꎬ细胞贴壁率达到约 ２０％时ꎬ以 ＭＯＩ ＝ ５ 为基础ꎬ配
置含适量的慢病毒及 ５μｇ / ｍＬ 助感染试剂的完全培养基ꎬ
培养细胞约 １６ｈ 后更换为普通完全培养基ꎬ约 ７２ｈ 后荧光
显微镜观察可见感染细胞有 ＧＦＰ 表达ꎬ感染效率接近
８０％ꎬ且细胞生长状态良好ꎬ感染细胞多次传代形态均一
且性状稳定ꎬ提示细胞感染成功ꎮ 后续实验以细胞 ５×１０４

个 / 孔均匀接种于 ６ 孔板进行正式感染ꎬ用于增加每次感
染细胞的数量ꎬ接种体积为 ２ｍＬ / 孔ꎬ换液体积为 １ｍＬ / 次
(图 ４)ꎮ
２􀆰 ４ ＲＧＮ－ＲＮＡｉ 对 ＳＲＡ０１ / ０４ 细胞 ＲＧＮ 基因表达的影
响　 ＲＧＮ－ＲＮＡｉ 慢病毒以优化条件感染 ＳＲＡ０１ / ０４ 细胞
后ꎬ收集 ＲＮＡ 样品ꎬ应用 Ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测 ＳＭＰ３０ 靶向
基因 ＲＧＮ ｍＲＮＡ 表达水平的变化ꎬ结果显示ꎬＣＯＮ 组、
ＮＣＫＤ 组、实验组(ＫＤ１ ~ ３)细胞 ＲＧＮ ｍＲＮＡ 相对表达量
分别为 ０􀆰 ９５±０􀆰 ０８、１􀆰 ００ ± ０􀆰 ０３、０􀆰 ０７ ± ０􀆰 ０１、０􀆰 ４０ ± ０􀆰 ０６、
０􀆰 ２６±０􀆰 ０４ꎬ差异有统计学意义(Ｆ ＝ １９１􀆰 ７３４ꎬＰ< ０􀆰 ００１ꎻ
ｎ＝ ３)ꎻＣＯＮ 组和 ＮＣＫＤ 组细胞 ＲＧＮ ｍＲＮＡ 的表达水平差
异无统计学意义(Ｐ＝ ０􀆰 ２６)ꎬ提示慢病毒空载质粒感染对
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图 ３　 ＲＧＮ－ＲＮＡｉ慢病毒感染 ２９３Ｔ细胞后的滴度测定荧光图(×１００)　 Ａ:１μＬ 病毒原液ꎻＢ:０􀆰 １μＬ 病毒原液ꎻＣ:０􀆰 ０１μＬ 病毒原液ꎻ
Ｄ:０􀆰 ００１μＬ 病毒原液ꎮ

图 ４　 ＲＧＮ－ＲＮＡｉ慢病毒感染 ＳＲＡ０１ / ０４ 细胞(×１００)　 Ａ:光学显微镜下观察ꎻＢ:荧光显微镜下观察ꎮ

ＳＭＰ３０ 靶向基因 ＲＧＮ 的表达无特异性的影响ꎻ与 ＮＣＫＤ
组相比ꎬ实验组(ＫＤ１~３)细胞 ＲＧＮ ｍＲＮＡ 水平均有不同
程度降低(均 Ｐ<０􀆰 ００１)ꎬ实验组(ＫＤ１ ~ ３)的敲减效率分
别为 ９３％、６０％、７４％ꎬ故选择干扰效果最佳的 ＫＤ１ 组

ｓｈＲＮＡ 片段进行后续实验ꎮ
２􀆰 ５ ＲＧＮ－ＲＮＡｉ对高钙状态下 ＳＲＡ０１ / ０４ 细胞增殖的影

响　 本研究以第 ４ｄ 与第 １ｄ ＯＤ４５０ｎｍ 的比值 ( ＯＤｄａｙ４ /
ＯＤｄａｙ１)表示各组细胞的相对增殖活力ꎮ Ｂｒｄｕ－Ｅｌｉｓａ 检测

结果显示ꎬ高钙状态下ꎬＣＯＮ 组、ＮＣＫＤ 组、实验组(ＫＤ１)
细胞相对增殖活力分别为 ２􀆰 ９６±０􀆰 ２５、２􀆰 ９５±０􀆰 ０８、２􀆰 ４２±
０􀆰 ０８ꎬ差异有统计学意义(Ｆ＝ １１􀆰 ３７ꎬＰ＝ ０􀆰 ０１ꎻｎ ＝ ３)ꎻ实验

组(ＫＤ１)细胞相对增殖活力低于 ＣＯＮ 组和 ＮＣＫＤ 组(均
Ｐ＝ ０􀆰 ０１)ꎬ但 ＣＯＮ 组和 ＮＣＫＤ 组之间差异无统计学意义

(Ｐ＝ ０􀆰 ９７)ꎮ
２􀆰 ６ ＲＧＮ－ＲＮＡｉ对高钙状态下 ＳＲＡ０１ / ０４ 细胞氧化应激

的影响　 ＳＯＤ 活性检测结果显示ꎬ高钙状态下ꎬＣＯＮ 组、
ＮＣＫＤ 组、实验组(ＫＤ１) 细胞 ＳＯＤ 活力分别为 ２６􀆰 ３３ ±
１􀆰 ０４、３１􀆰 １０±２􀆰 ２４、１１􀆰 ６９±０􀆰 ５２Ｕ / ｍｇꎬ差异有统计学意义

(Ｆ＝ ５７􀆰 ８１ꎬＰ＝ ０􀆰 ０１ꎻｎ ＝ ３)ꎻ实验组(ＫＤ１)细胞 ＳＯＤ 活力

低于 ＣＯＮ 组和 ＮＣＫＤ 组 (均 Ｐ < ０􀆰 ００１)ꎬ但 ＣＯＮ 组和

ＮＣＫＤ 组之间差异无统计学意义(Ｐ＝ ０􀆰 ０７)ꎮ
ＧＳＳＧ / Ｔ－ＧＳＨ 水平检测结果显示ꎬ高钙状态下ꎬＣＯＮ

１２２
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组、ＮＣＫＤ 组、实验组(ＫＤ１)细胞 ＧＳＳＧ / Ｔ－ＧＳＨ 水平分别
为 ２０􀆰 ０５±２􀆰 ４５、１５􀆰 ９３±３􀆰 ４７、７０􀆰 ８０±２􀆰 ３４ꎬ差异有统计学
意义(Ｆ ＝ ３５７􀆰 ６３ꎬＰ < ０􀆰 ００１ꎻｎ ＝ ３)ꎻ实验组 ( ＫＤ１) 细胞
ＧＳＳＧ / Ｔ－ ＧＳＨ 水 平 高 于 ＣＯＮ 组 和 ＮＣＫＤ 组 ( 均 Ｐ <
０􀆰 ００１)ꎬ但 ＣＯＮ 组和 ＮＣＫＤ 组之间差异无统计学意义
(Ｐ＝ ０􀆰 １２)ꎮ
３讨论

ＳＭＰ３０ 基因定位于 Ｘ 染色体的 １１􀆰 ３ ~ １１􀆰 ２３ 区域ꎬ由
７ 个外显子和 ６ 个内含子组成ꎬ有研究发现ꎬＳＭＰ３０ 与一
种编码 Ｒｅｇｕｃａｌｃｉｎ 蛋白的 ｃＤＮＡ 相同ꎬ两者均随机体衰老
而逐渐减少ꎬ不受性别因素影响ꎬ故认为两者为同一种蛋
白ꎬ其靶向基因符号为 ＲＧＮꎮ ＳＭＰ３０ 每分子蛋白质存在
６~７个 Ｃａ２＋高亲和结合位点ꎬ其在肝、肾等组织细胞内钙
稳态、细胞增殖、氧化应激、凋亡等方面发挥调控作用ꎬ故
ＳＭＰ３０ 是一种具备多重保护作用的钙结合蛋白及钙信号
转导蛋白ꎬ提示其在机体内的表达水平可能与衰老相关性
疾病的分期相关ꎬＳＭＰ３０ 或许可作为机体衰老、疾病发生
和进展的潜在性标记物[７－１０]ꎮ

近年研究发现ꎬＳＭＰ３０ 与白内障密切相关ꎮ 在临床
研究中ꎬＳＭＰ３０ 在年龄相关性白内障患者晶状体前囊膜
周边部的 ＬＥＣｓ 表达强ꎬ中央部表达弱ꎬＳＭＰ３０ 低表达区
域出现人 ＬＥＣｓ 衰老及凋亡程度加剧[３－４]ꎮ 在体外正常培
养状态下ꎬ下调 ＳＭＰ３０ 可使人 ＬＥＣｓ 系 ＳＲＡ０１ / ０４ 细胞增
殖活性下降、凋亡率增加[１１]ꎮ 动物模型研究ꎬ在紫外线 Ｂ
照射诱导下ꎬＳＭＰ３０ 基因敲除小鼠由于内源性维生素 Ｃ
生成障碍而较野生型小鼠及维生素 Ｃ 喂养型 ＫＯ 小鼠更
易出现晶状体混浊[１２]ꎮ 提示 ＳＭＰ３０ 可能是 ＬＥＣｓ 内的一
种保护性蛋白ꎬ其含量下降可能诱导 / 加速白内障的形成ꎮ

ＲＮＡｉ 是一种广泛应用于基因功能研究的基因阻断技
术ꎬ构建 ｓｈＲＮＡ 载体是目前 ＲＮＡｉ 最常用的方法之一ꎬ慢
病毒载体能够产生表达高滴度 ｓｈＲＮＡ 的慢病毒ꎬ通过慢
病毒载体介导 ＲＮＡｉꎬ即结合慢病毒载体高效、整合的优点
与 ＲＮＡｉ 的特性ꎬ可长期、稳定地抑制靶向基因的表达ꎬ并
传代到子代细胞中ꎬ是构建理想的实验细胞模型的常见技
术ꎬ其在白内障基础研究中的应用也愈加广泛[１３－１４]ꎮ 故
本研究以慢病毒为载体ꎬ利用 ｓｈＲＮＡ 抑制人 ＳＭＰ３０ 靶向
基因 ＲＧＮ 的表达ꎬ最终成功构建干扰 ＳＭＰ３０ 表达效果
佳、感染 ＳＲＡ０１ / ０４ 效率高的 ｓｈＲＮＡ 慢病毒载体ꎬ 以
ＳＭＰ３０ 低表达人 ＬＥＣｓ 系 ＳＲＡ０１ / ０４ 细胞为基础开展系列
研究ꎮ

关于白内障病因学的基础研究表明ꎬ持续高钙和氧化
损伤状态是白内障重要的发病因素ꎮ 既往国内外学者通
过含高浓度 Ｃａ２＋的培养液培养透明晶状体和 ＬＥＣｓ 发现ꎬ
晶状体混浊与体外 Ｃａ２＋浓度的增加相关ꎬ细胞外异常的高
钙浓度可使 ＬＥＣｓ 钙稳态丧失ꎬ最终导致白内障[１５－１６]ꎮ 此
外ꎬＣａ２＋超载又可破坏线粒体、内质网等钙、氧化调节相关
细胞器结构ꎬ加聚钙紊乱及氧化应激程度ꎬ并形成恶性循
环[１７－１８]ꎮ ＳＯＤ 活力和 ＧＳＳＧ / Ｔ－ＧＳＨ 水平能间接反映细胞
抗氧化损伤能力和氧化应激程度ꎮ 故本研究结合前期研
究结果ꎬ选用 １５ｍｍｏｌ / Ｌ ＣａＣｌ２ 配制高钙培养基ꎬ培养
ＳＲＡ０１ / ０４ 细胞 ２４ｈꎬ通过体外构建高钙培养状态ꎬ用于模
拟白内障形成过程中人 ＬＥＣｓ 出现高钙 / 钙紊乱的病理状
态ꎮ 我们发现ꎬ在高钙培养状态下ꎬ下调 ＳＭＰ３０ 的表达ꎬ

可导致 ＳＲＡ０１ / ０４ 细胞增殖活力及抗氧化能力减弱ꎬ细胞
内氧化应激程度加剧ꎮ 有文献报道ꎬＳＭＰ３０ / Ｒｅｇｕｃａｌｃｉｎ 作
为一种钙调节蛋白ꎬ可通过增加细胞肌浆网 Ｃａ２＋ －ＡＴＰ 酶
(ＳＥＲＣＡ)活性、线粒体 Ｃａ２＋ －ＡＴＰ 酶活性和 ＡＴＰ 依赖性
Ｃａ２＋摄取加速肌质网和线粒体中 Ｃａ２＋的摄取ꎬ以维持细胞
内钙稳态和增加细胞存活率的作用[１９－２１]ꎮ 由此我们分
析ꎬ在高钙诱导细胞损伤的状态下ꎬＳＭＰ３０ 在 ＳＲＡ０１ / ０４
细胞中可能也具有调节 Ｃａ２＋信号转导有关的酶活性、维持
细胞钙稳态的作用ꎬ当 ＳＭＰ３０ 含量减少ꎬ其对 ＳＲＡ０１ / ０４
细胞的保护作用减弱ꎬ使细胞易处于各种损伤因素所致的
Ｃａ２＋异常波动的环境ꎬ加剧细胞内钙紊乱及氧化损伤的程
度ꎬ导致细胞增殖活力下降或细胞死亡ꎬ最终诱导白内障
的形成或发展ꎮ

综上所述ꎬ高钙培养状态下ꎬｓｈＲＮＡ 慢病毒载体介导
的 ＳＭＰ３０ 低表达 ＳＲＡ０１ / ０４(人 ＬＥＣｓ)细胞增殖活力及抗
氧化应激能力减弱ꎬ提示增加细胞外 Ｃａ２＋ 浓度模拟人
ＬＥＣｓ 在白内障形成的病理状态条件ꎬＳＭＰ３０ 的存在可能
在一定程度上延缓了 ＳＲＡ０１ / ０４ 细胞应激损伤进程ꎬ具有
调控细胞增殖和抗氧化损伤的保护作用ꎮ 虽已有研究报
道高表达 ＳＭＰ３０ 在人 ＬＥＣｓ 系中具有增加细胞生存率、抗
凋亡、抑制活性氧、延缓紫外线损伤等作用[１１ꎬ２２]ꎬ但本实
验从另一角度开展低表达 ＳＭＰ３０ 对人 ＬＥＣｓ 作用的初步
研究ꎬ为未来探索 ＳＭＰ３０ 在人 ＬＥＣｓ 和晶状体中的作用提
供了新的实验基础ꎮ 然而ꎬ关于 ＳＭＰ３０ 在人 ＬＥＣｓ 内可能
参与钙调控信号通路的具体机制等内容尚未明确ꎬ有待后
期进一步研究ꎮ
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状体上皮细胞增生的抑制作用. 中华实验眼科杂志 ２０１５ꎻ ３３(４):
３２８－３３２
１４ 李贞ꎬ徐庆ꎬ 张慧. 慢病毒介导的 ＴＧＦβ－Ｒ２ ｓｈＲＮＡ 抑制人 ＬＥＣｓ
细胞 ＴＧＦβ－Ｒ２ 的表达. 国际眼科杂志 ２０１４ꎻ １４(１): ９－１２
１５ Ｍａｔｓｕｓｈｉｍａ Ｈꎬ Ｍｕｋａｉ Ｋꎬ Ｙｏｓｈｉｄａ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃａｌｃｉｕｍ ｏｎ
ｈｕｍａｎ ｌｅｎｓ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ. Ｊｐｎ Ｊ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ ２００４ꎻ ４８(２):
９７－１００
１６ 杨义ꎬ 鲁建华ꎬ 张文芳ꎬ 等. 钙蛋白酶抑制剂 Ｅ－６４ｄ 对高钙诱导
的白内障的保护作用. 国际眼科杂志 ２０１５ꎻ １５(６): ９７２－９７５

１７ Ｃｈａｎ ＣＭꎬ Ｈｕａｎｇ ＤＹꎬ Ｈｕａｎｇ ＹＰꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｅｔｈｙｌｇｌｙｏｘａｌ ｉｎｄｕｃｅｓ ｃｅｌｌ
ｄｅａｔｈ ｔｈｒｏｕｇｈ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｓｔｒｅｓｓ － ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ＲＯＳ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ
ａｎｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ. Ｊ Ｃｅｌｌ Ｍｏｌ Ｍｅｄ ２０１６ꎻ ２０ ( ９ ):
１７４９－１７６０
１８ Ｋｒｅｂｓ Ｊꎬ Ａｇｅｌｌｏｎ ＬＢꎬ Ｍｉｃｈａｌａｋ Ｍ. Ｃａ２＋ ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ ａｎｄ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ
ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ (ＥＲ) ｓｔｒｅｓｓ: Ａｎ ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ｖｉｅｗ ｏｆ ｃａｌｃｉｕｍ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ. Ｂｉｏｃｈｅｍ
Ｂｉｏｐｈｙｓ Ｒｅｓ Ｃｏｍｍｕｎ ２０１５ꎻ ４６０(１): １１４－１２１
１９ Ｓｏｎ ＴＧꎬ Ｋｉｍ ＳＪꎬ Ｋｉｍ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｙｔｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｒｏｌｅｓ ｏｆ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ
ｍａｒｋｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ３０ ａｇａｉｎｓｔ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｌｃｉｕｍ ｅｌｅｖａｔｉｏｎ ａｎｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ
ｓｔｒｅｓｓ. Ａｒｃｈ Ｐｈａｒｍ Ｒｅｓ ２００８ꎻ ３１(７): ８７２－８７７
２０ Ｌａｉ Ｐꎬ Ｙｉｐ ＮＣꎬ Ｍｉｃｈｅｌａｎｇｅｌｉ Ｆ. Ｒｅｇｕｃａｌｃｉｎ (ＲＧＮ / ＳＭＰ３０) ａｌｔｅｒｓ
ａｇｏｎｉｓｔ－ａｎｄ ｔｈａｐｓｉｇａｒｇｉｎ－ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｙｔｏｓｏｌｉｃ [Ｃａ２＋] ｔｒａｎｓｉｅｎｔｓ ｉｎ ｃｅｌｌｓ ｂｙ
ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ＳＥＲＣＡ Ｃａ２＋ － ＡＴＰａｓｅ ｌｅｖｅｌｓ. ＦＥＢＳ Ｌｅｔｔ ２０１１ꎻ ５８５ ( １４):
２２９１－２２９４
２１ Ｒｉｃａｒｄｏ Ｍꎬ Ｍａｉａ ＣＪꎬ Ｃáｔｉａ Ｖꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｄｉｖｅｒｓｅ ｒｏｌｅｓ ｏｆ ｃａｌｃｉｕｍ－
ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｇｕｃａｌｃｉｎ ｉｎ ｃｅｌｌ ｂｉｏｌｏｇｙ: ｆｒｏｍ ｔｉｓｓｕｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ
ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ ｔｏ ｄｉｓｅａｓｅ. Ｃｅｌｌ Ｍｏｌ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉ ２０１４ꎻ ７１(１): ９３－１１１
２２ 滕贺ꎬ 黄亮瑜ꎬ 田芳ꎬ 等. 衰老标记蛋白 ３０ 高表达对紫外线诱导
人晶状体上皮细胞凋亡的影响. 中华眼科杂志 ２０１７ꎻ ５３ ( １１):
８３５－８４１

３２２

Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.２０ꎬ Ｎｏ.２ Ｆｅｂ. ２０２０　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２６３９４０　 Ｅｍａｉｌ:ＩＪＯ.２０００＠１６３.ｃｏｍ


