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摘要
目的:探索 １７β－雌二醇(１７β－ｅｓｔｒａｄｉｏｌꎬＥ２)对人晶状体上
皮细胞的保护作用与细胞焦亡的相关性及其机制ꎮ
方法:体外培养人晶状体上皮细胞ꎬ设立空白对照组、
Ｈ２Ｏ２处理组(含 １００μｍｏｌ / Ｌ Ｈ２Ｏ２ 培养基培养 １２ｈ)、雌二
醇组(分别于含 １×１０－３、１×１０－２、１×１０－１μｍｏｌ / Ｌ 雌二醇培
养基中培养 ２４ｈ 后ꎬ再加入含 １００μｍｏｌ / Ｌ Ｈ２Ｏ２ 的培养基
处理 １２ｈ)ꎮ 扫描电子显微镜观察细胞超微结构ꎻ免疫荧
光染色法检测 Ｇａｓｄｅｒｍｉｎ Ｄ(ＧＳＤＭＤ)分布及荧光强度ꎻ
ＣＣＫ－８法检测细胞活力ꎻＴＵＮＥＬ 法检测细胞焦亡ꎻ免疫印
迹实验(Ｗｅｓｔｅｎ－ｂｌｏｔ)检测半胱氨酸天冬氨酸特异性蛋白
水解 酶－ １ ( Ｃａｓｐａｓｅ － １ )、 ＧＳＤＭＤ、 ＮＯＤ 样 受 体 蛋 白
(ＮＬＲＰ３)表达水平ꎻ酶联免疫吸附试验(ＥＬＩＳＡ)检测白介
素－１β(ＩＬ－１β)表达ꎮ
结果:与空白对照组相比ꎬＨ２Ｏ２ 处理组的细胞活力下降ꎬ
细胞焦亡率升高ꎬＣａｓｐａｓｅ－１、ＧＳＤＭＤ、ＮＬＲＰ３ 蛋白的表达
上调ꎬＩＬ－１β 分泌增多ꎮ 而与 Ｈ２Ｏ２ 处理组相比较ꎬ雌二醇
组细胞焦亡率下降ꎬＣａｓｐａｓｅ－１、ＧＳＤＭＤ、ＮＬＲＰ３ 蛋白的表
达下调ꎬＩＬ－１β 分泌量减少ꎬ并随雌激素浓度的递增ꎬ而呈
递减趋势ꎮ
结论:１７β－雌二醇对人晶状体上皮细胞的保护作用具有
浓度依赖性ꎬ其保护机制与抑制人晶状体上皮细胞焦亡过
程相关ꎬ并有经典焦亡途径参与ꎮ
关键词:白内障ꎻ人晶状体上皮细胞ꎻ细胞焦亡ꎻ雌激素
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０引言
白内障是目前全世界致盲的最常见疾病[１]ꎬ其中年龄

相关性白内障的发病率最高ꎮ 既往多数学者认为白内障
的产生是由于晶状体上皮细胞在各种致病因素刺激下ꎬ
发生过度凋亡ꎬ 导致晶状体发生一系列病理改变ꎬ并表明
晶状体上皮细胞的凋亡是除了先天性白内障以外其他类
型白内障的病理学基础[２]ꎮ 近年来ꎬ有学者发现在年龄相
关性白内障中还存在着一种不同于细胞凋亡的细胞程序
性死亡———细胞焦亡[３]ꎮ 当晶状体上皮细胞在氧化应激
下ꎬ可产生大量活性氧ꎬ促使细胞焦亡ꎬ诱发白内障ꎮ

细胞焦亡是一种伴随炎症反应的细胞程序性死亡[４]ꎮ
其途径分为两型ꎬ即经典型与非经典型ꎮ 经典型焦亡途径
是通过细胞内模式识别受体接收刺激信号后ꎬ借助凋亡相
关微粒蛋白 ( ＣＡＲＤ － ｄｏｍａｉｎ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ａｄａｐｔｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ
ＡＳＣ)与半胱氨酸天冬氨酸特异性蛋白水解酶前体(ｐｒｏ－
ｃｙｓｔｅｉｎｙｌ ａｓｐａｒｔａｔｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ－１ꎬｐｒｏ－ｃａｓｐａｓｅ－１)结
合ꎬ形成炎性复合体ꎬ促发细胞焦亡的发生ꎮ 模式识别受
体包括 ＮＬＲｓ 受体 ( ＮＯＤ － ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ)、 Ｔｏｌｌ 样受体
(Ｔｏｌｌ－ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ)和 ＰＹＨＩＮ 蛋白ꎮ 而目前研究较多也
较成熟的通路为核苷酸结合寡聚化结构域样受体蛋白 ３
(ｎｏｄ－ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ３ꎬＮＬＲＰ３)参与及依赖半胱氨酸
天冬氨酸特异性蛋白水解酶 ( ｃｙｓｔｅｉｎｙｌ ａｓｐａｒｔａｔｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ－ １ꎬＣａｓｐａｓｅ － １) 介导的经典型焦亡途径ꎮ 当
ＮＬＲＰ３ 接收外界刺激信号后ꎬ借 ＡＳＣ 与 ｐｒｏ－ｃａｓｐａｓｅ－１ 结
合ꎬ形成 ＮＬＲＰ３ 炎症小体[５]ꎮ 激活自身蛋白酶后ꎬ生成有
催化 活 性 的 Ｃａｓｐａｓｅ － １ꎮ Ｃａｓｐａｓｅ － １ 切 割 ＧＳＤＭＤ
(ｇａｓｄｅｒｍｉｎＤ)ꎬ释放 Ｎ－端结构域(ＧＳＤＭＤ－Ｎ)ꎮ ＧＳＤＭＤ－Ｎ
迁移在质膜上形成非特异性孔洞ꎬ从而促进细胞渗透裂
解ꎮ Ｃａｓｐａｓｅ－１ 活化后可以刺激白介素－１β( Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－
１βꎬＩＬ－１β)的释放ꎬ从而扩大炎症反应[６]ꎮ

雌激素被认为具有保护人晶状体上皮细胞的作
用[７－８]ꎬ其机制与抗凋亡、抗氧化等相关ꎮ 而此保护机制
是否与抗焦亡相关ꎬ目前仍无有关的研究ꎮ 故本文旨在探
究雌激素对人晶状体上皮细胞的保护机制与细胞焦亡的
相关性ꎬ为局部及全身用药预防年龄相关性白内障的发
生、发展提供新的研究思路ꎮ
１材料和方法
１.１材料　 人晶状体上皮细胞 ＨＬＥ－Ｂ３细胞系(ＡＴＣＣꎬ美
国)ꎬ１７ －β 雌二醇 (１７β － ｅｓｔｒａｄｉｏｌꎬＥ２ ) 粉末ꎬＨ２Ｏ２ 试剂
(Ｓｉｇｍａꎬ美国)ꎬ噻唑蓝(ｍｅｔｈｙｌ ｔｈｉａｚｏｌｙｌ ｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍꎬ ＭＴＴ)
粉ꎬＢＣＡ 法蛋白定量试剂盒(上海碧云天公司)ꎬＴＵＮＥＬ 试
剂盒(Ｒｏｃｈｅꎬ英国)ꎬＣＣＫ－８ 检测试剂盒(上海碧云天公
司 )ꎬ Ｃａｓｐａｓｅ － １ 抗 体 ( Ｎｏｖｕｓꎬ 美 国 )ꎬ ＧＳＤＭＤ 抗 体
(Ｔｈｅｒｍｏꎬ美国)ꎬＮＬＲＰ３ 抗体(武汉三鹰ꎬ中国)、ＧＡＰＤＨ
抗体(Ａｂｃａｍꎬ英国)ꎬＩＬ－１β 检测试剂盒(云克隆ꎬ中国)ꎬ
超净工作台(Ｔｈｅｒｍｏꎬ美国)ꎬ恒温培养箱(Ｔｈｅｒｍｏꎬ美国)ꎬ
共聚焦显微镜(Ｌｅｉｃａꎬ德国)ꎬ电泳仪(ＢＩＯＲＡＤꎬ美国)ꎬ紫
外分光光度计(ＨＡＣＨꎬ美国)ꎬ胶片分析仪(天能公司ꎬ中
国)ꎬ扫描电子显微镜(Ｔｅｓｃａｎꎬ中国)ꎮ
１.２方法
１.２.１细胞培养及传代　 将 ＨＬＥ－Ｂ３细胞接种于含 １０％胎
牛血清的 ＤＭＥＭ 低糖培养基中ꎬ置于 ３７℃、含体积分数为
５％ＣＯ２的恒温孵箱培养ꎬ隔天换液ꎮ 待细胞生长至对数
期ꎬ按 １∶ ３ 比例传代ꎬ每 ３ｄ 传代一次ꎮ 待细胞经 ４ 次传代
生长稳定后进行后续实验ꎮ

１.２.２ ＭＴＴ 法确定 Ｈ２Ｏ２ 处理浓度及时间　 将处于生长对
数期的细胞消化混匀后ꎬ计数板计数ꎬ细胞浓度为每毫升
１０×１０４个ꎬ按每孔 １００μＬ 细胞悬液接种于 ９６ 孔板中ꎮ 次
日弃去 ９６ 孔板中培养基ꎬ加入含 ０、５０、１００、２００μｍｏｌ / Ｌ
Ｈ２Ｏ２ 培养基ꎬ分别处理 ６、１２、２４ｈꎮ 弃去孔板中的培养基
后ꎬ加入 ２００μＬ 培养基、２０μＬ 浓度为 ５ｍｇ / Ｌ ＭＴＴ 溶液ꎮ
恒温箱中作用 ４ｈ 后弃去培养基及 ＭＴＴ 溶液ꎬ加入 １５０ｍＬ
ＤＭＳＯ 洗去多余结晶ꎬ酶标仪检测光吸收值ꎮ
１.２.３ 实验分组 　 根据 ＭＴＴ 法确定 Ｈ２Ｏ２ 处理浓度为
１００μｍｏｌ / Ｌꎬ时间为 １２ｈꎮ 随机将细胞依据参考文献[２２ꎬ
２５]分为五组ꎮ 空白对照组:含胎牛血清的培养基培养
ＨＬＥ－Ｂ３ 细胞ꎻＨ２Ｏ２ 处理组:培养基培养 ２４ｈ 后ꎬ加入含
１００μｍｏｌ / Ｌ Ｈ２Ｏ２ 的培养基处理 １２ｈꎻ雌二醇 １ 组 ( １ ×
１０－３μｍｏｌ / Ｌ雌二醇 ＋ Ｈ２Ｏ２ 处理组)ꎻ雌二醇 ２ 组 ( １ ×
１０－２μｍｏｌ / Ｌ雌二醇 ＋ Ｈ２Ｏ２ 处理组)ꎻ雌二醇 ３ 组 ( １ ×
１０－１μｍｏｌ / Ｌ雌二醇＋Ｈ２Ｏ２ 处理组)ꎮ
１.２.４免疫荧光染色检测 ＧＳＤＭＤ蛋白的分布及荧光强度
　 将处理后的细胞进行消化、离心ꎬ细胞悬液滴加至盖玻
片上培养约 ６ｈꎬＰＢＳ 洗涤 ３ 次ꎬ４％多聚甲醛固定 ３０ｍｉｎꎬ加
入 ＧＳＤＭＤ 一抗于 ４℃孵育过夜ꎮ 洗涤后予以二抗室温孵
育 ５０ｍｉｎꎮ 滴加 ＤＡＰＩ 染液ꎬ室温孵育 ５ｍｉｎ 后洗涤 ３ 次ꎮ
滴加适量的抗荧光淬灭剂ꎬ盖玻片封片ꎬ荧光显微镜下
观察ꎮ
１.２.５ ＣＣＫ－８检测各组细胞活力　 取出细胞ꎬ胰蛋白酶消
化ꎬ配制成浓度为每毫升 １×１０５个的细胞悬液ꎬ按 １００００
个细胞 / 孔接种于 ９６ 孔板ꎬ每孔加 １００μＬꎬ置于培养箱中
培养ꎬ根据实验分组处理ꎮ 每个浓度的样本设五个复孔ꎮ
所有孔中加入 １０μＬ ＣＣＫ－８ 溶液ꎬ培养箱中孵育 ２ｈꎮ 酶
标仪测定 ４５０ｎｍ 光密度值( ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙꎬＯＤ)ꎮ 细胞存
活率＝实验组 ＯＤ 值 / 对照组 ＯＤ 值×１００％ꎮ
１.２.６ ＴＵＮＥＬ法检测细胞焦亡　 待细胞爬片后ꎬＰＢＳ 洗涤
３ 次ꎬ４％多聚甲醛固定 ３０ｍｉｎꎬ按 ＴＵＮＥＬ 试剂盒说明书操
作ꎬＤＡＰＩ 染液染色ꎬ室温避光孵育 ５ｍｉｎꎬ洗涤 ３ 次ꎮ 滴有
抗荧光淬灭剂的盖玻片封片ꎬ荧光显微镜下观察并拍照ꎮ
１. ２. ７ Ｗｅｓｔｅｒｎ － ｂｌｏｔ 法检测 ＧＳＤＭＤ 和 ＮＬＲＰ３ 及
Ｃａｓｐａｓｅ－１ 蛋白浓度 　 用 ＰＢＳ 缓冲液润洗贴壁细胞 ３
次ꎬ加入细胞总蛋白提取试剂使细胞完全裂解ꎮ 收集上清
液ꎬ使用 ＢＣＡ 蛋白质浓度测定试剂盒测定样品蛋白浓度ꎮ
确定每个样品总蛋白上样量均为 ４０μｇꎮ 电泳、转膜ꎮ 将
转好的膜加入封闭液室温封闭 １ｈꎬ一抗稀释液 ４℃孵育过
夜ꎮ 洗涤干净后ꎬ二抗稀释液室温孵育 ３０ｍｉｎꎮ ＰＢＳ 洗涤
后曝光、显影ꎮ 由 Ａｌｐｈａ Ｅａｓｅ ＦＣ 软件处理系统分析目标
带的光密度值ꎮ
１.２.８ ＥＬＩＳＡ法检测 ＩＬ－１β含量　 将细胞悬液ꎬ按 １０００ 个
细胞 / 孔接种于 ９６ 孔板ꎬ每孔加 １００μＬꎮ 待贴壁后根据分
组加入含不同浓度雌二醇培养基ꎬ空白对照组更换为含胎
牛血清的培养基ꎬ再次培养 ２４ｈ 后ꎮ Ｈ２Ｏ２ 处理组及各雌
二醇组加入含 １００μｍｏｌ / Ｌ Ｈ２Ｏ２ 培养基处理 １２ｈꎮ 每组设
置 ３ 个复孔ꎮ 经冰冻溶解、低温离心后收集上清液ꎮ 包
被、封闭、显色后ꎬ加入终止液ꎬ最后分光光度计各孔 ＯＤ
值ꎬ设置波长为 ４５０ｎｍꎮ

统计学分析:采用 ＳＰＳＳ １７.０ 统计学软件分析数据ꎬ数
据结果用均数±标准差表示ꎬ多组样本均数间比较采用单
因素方差分析ꎬ两两比较采用 ＬＳＤ－ ｔ 检验ꎮ 检验水准为
α＝ ０.０５ꎮ
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图 １　 扫描电子显微镜下观察各组 ＨＬＥ－Ｂ３细胞形态变化　 Ａ:空白对照组ꎻＢ:Ｈ２Ｏ２ 处理组ꎻＣ:雌二醇 １ 组ꎻＤ:雌二醇 ２ 组ꎻＥ:雌二醇
３ 组ꎻ箭头:孔隙ꎬ三角形:囊泡ꎮ

图 ２　 免疫荧光染色检测各组 ＨＬＥ－Ｂ３细胞荧光强度　 Ａ:空白对照组ꎻＢ:Ｈ２Ｏ２ 处理组ꎻＣ:雌二醇 １ 组ꎻＤ:雌二醇 ２ 组ꎻＥ:雌二醇
３ 组ꎮ

２结果
２.１ 扫描电子显微镜下观察各组 ＨＬＥ－Ｂ３细胞形态变化
情况　 在扫描电子显微镜下观察到空白对照组与雌二醇
３ 组中细胞形态呈圆形ꎬ边界清楚(图 １)ꎮ 而在 Ｈ２Ｏ２ 处
理组、雌二醇 １ 组、雌二醇 ２ 组中可见明显细胞形态不规
则ꎮ 在 Ｈ２Ｏ２ 处理组、雌二醇 １ 组中出现细胞形态稍肿胀、
“囊泡”及“孔隙”形成ꎮ 而在雌二醇 ２ 组中细胞肿胀不明
显ꎬ但仍有“囊泡”及“孔隙”形成ꎮ
２.２ 免疫荧光染色检测雌二醇对 ＧＳＤＭＤ 免疫荧光的
影响　 共聚焦显微镜下观察雌二醇对 ＨＬＥ －Ｂ３ 细胞中
ＧＳＤＭＤ 免疫荧光的影响ꎮ 当特异性抗体与细胞膜上的
ＧＳＤＭＤ 相结合后ꎬ在共聚焦显微镜下可观察到红色荧光
(图 ２)ꎮ 各组荧光强度情况比较差异有统计学意义(Ｆ ＝
３８.６５６ꎬＰ<０.００１ꎬ表 １)ꎮ Ｈ２Ｏ２ 处理组中荧光强度高于对
照组ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 与 Ｈ２Ｏ２ 处理组相比
较ꎬ各雌二醇组中免疫荧光强度比较差异均有统计学意义
(Ｐ<０.０５)ꎮ 各雌二醇组中两两比较ꎬ差异均有统计学意
义(Ｐ<０.０５)ꎬ且在一定浓度范围内ꎬ荧光强度随雌二醇浓
度递增而呈减弱趋势ꎮ
２.３ ＣＣＫ－８法检测雌二醇对 ＨＬＥ－Ｂ３细胞活力的影响　
各组细胞存活率比较差异有统计学意义(Ｆ ＝ ８１.２７５ꎬＰ<
０.００１ꎬ表 １)ꎮ Ｈ２Ｏ２ 处理组细胞活力较对照组降低ꎬ差异
有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ与 Ｈ２Ｏ２ 处理组相比ꎬ各雌二醇
组细胞活力升高ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 各雌
二醇组中两两比较ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ且在
一定雌二醇浓度范围内ꎬ细胞存活率随雌二醇浓度递增而
呈递增趋势ꎮ
２.４雌二醇对细胞焦亡率的影响 　 ＴＵＮＥＬ 法经检测细胞
发生 ＤＮＡ 的断裂情况从而检测各组 ＨＬＥ－Ｂ３细胞的焦亡
情况(图 ３)ꎮ 各组细胞焦亡情况比较差异有统计学意义
(Ｆ＝ ４５５.５８５ꎬＰ<０.００１ꎬ表 １)ꎮ Ｈ２Ｏ２ 处理组细胞焦亡率高
于空白对照组ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 与 Ｈ２Ｏ２ 处

理组相比较ꎬ各雌二醇组中细胞焦亡率降低ꎬ差异均有统
计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 各雌二醇组中两两比较ꎬ差异均有
统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ且在一定雌二醇浓度范围内ꎬ细胞
焦亡率随雌二醇浓度递增而呈递减趋势ꎮ
２.５ Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ法检测 ＮＬＲＰ３和 ＧＳＤＭＤ和 Ｃａｓｐａｓｅ－１
蛋白表达情况
２.５.１ Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ 法检测雌二醇对 ＮＬＲＰ３ 蛋白表达的
影响　 各组 ＮＬＲＰ３ 蛋白表达(灰度比)比较差异有统计学
意义(Ｆ＝ ６０.８６６ꎬＰ<０.００１ꎬ表 １)ꎮ Ｈ２Ｏ２ 处理组 ＮＬＲＰ３ 蛋
白表达高于对照组ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ与 Ｈ２Ｏ２

处理相比ꎬ各雌二醇组中 ＮＬＲＰ３ 蛋白表达比较ꎬ差异均有
统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 在雌二醇组中 ＮＬＲＰ３ 蛋白表达
两两比较ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ并在一定雌二
醇浓度范围内ꎬＮＬＲＰ３ 蛋白随雌二醇浓度递增而呈递减
趋势ꎬ见图 ４ꎮ
２.５.２ Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ 法检测雌二醇对 ＧＳＤＭＤ 蛋白表达
的影响　 各组 ＧＳＤＭＤ 蛋白表达(灰度比)比较差异有统
计学意义 ( Ｆ ＝ ６３. ８８６ꎬＰ < ０. ００１ꎬ表 １)ꎮ Ｈ２Ｏ２ 处理组
ＧＳＤＭＤ 蛋白表达高于对照组ꎬ差异有统计学意义(Ｐ <
０.０５)ꎻ与 Ｈ２Ｏ２ 处理相比ꎬ各雌二醇组中 ＧＳＤＭＤ 蛋白表
达比较差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 在雌二醇组中
ＧＳＤＭＤ 蛋白两两比较差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ并
在一定雌二醇浓度范围内ꎬＧＳＤＭＤ 蛋白随雌二醇浓度递
增而呈递减趋势ꎬ见图 ５ꎮ
２.５.３ Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ 法检测雌二醇对 Ｃａｓｐａｓｅ－１ 蛋白表
达的影响　 各组 Ｃａｓｐａｓｅ－１ 蛋白表达(灰度比)比较差异
有统计学意义(Ｆ＝ １０.９１８ꎬＰ ＝ ０.００１ꎬ表 １)ꎮ Ｈ２Ｏ２ 处理组
Ｃａｓｐａｓｅ－１ 蛋白表达高于对照组ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<
０.０５)ꎻ与 Ｈ２Ｏ２ 处理相比ꎬ各雌二醇组中 Ｃａｓｐａｓｅ－１ 蛋白
表达比较差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 雌二醇各组中
Ｃａｓｐａｓｅ－１ 蛋白两两比较ꎬ雌二醇 ２ 组与雌二醇 ３ 组比较
差异无统计学意义(Ｐ ＝ ０.３５)ꎬ雌二醇 １ 组与雌二醇 ２ 组
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图 ３　 ＴＵＮＥＬ法检测各组 ＨＬＥ－Ｂ３细胞焦亡情况　 Ａ:空白对照组ꎻＢ:Ｈ２Ｏ２ 处理组ꎻＣ:雌二醇 １ 组ꎻＤ:雌二醇 ２ 组ꎻＥ:雌二醇 ３ 组ꎮ

图 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ法检测雌二醇对 ＮＬＲＰ３ 蛋白表达的影响　 Ａ:空白对照组ꎻＢ:Ｈ２Ｏ２ 处理组ꎻＣ:雌二醇 １ 组ꎻＤ:雌二醇 ２ 组ꎻＥ:雌
二醇 ３ 组ꎮ

图 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ法检测雌二醇对 ＧＳＤＭＤ蛋白表达的影响　 Ａ:空白对照组ꎻＢ:Ｈ２Ｏ２ 处理组ꎻＣ:雌二醇 １ 组ꎻＤ:雌二醇 ２ 组ꎻＥ:
雌二醇 ３ 组ꎮ

图 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ法检测雌二醇对 Ｃａｓｐａｓｅ－１ 蛋白表达的影响　 Ａ:空白对照组ꎻＢ:Ｈ２Ｏ２ 处理组ꎻＣ:雌二醇 １ 组ꎻＤ:雌二醇 ２ 组ꎻ
Ｅ:雌二醇 ３ 组ꎮ

比较差异无统计学意义(Ｐ ＝ ０.２７)ꎬ而雌二醇 １ 组与雌二
醇 ３ 组比较差异有统计学意义(Ｐ＝ ０.０３)ꎬ见图 ６ꎮ
２.６ ＥＬＩＳＡ法检测雌二醇对 ＩＬ－１β 分泌量的影响 　 各组
ＩＬ－１β 分泌量比较ꎬ差异有统计学意义(Ｆ ＝ １００.６３２ꎬＰ<
０.００１ꎬ表 １)ꎮ Ｈ２Ｏ２ 处理组 ＩＬ－１β 分泌量高于对照组ꎬ差

异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 与 Ｈ２Ｏ２ 处理组相比较ꎬ各雌
二醇组中 ＩＬ－１β 分泌量降低ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<
０.０５)ꎮ 雌二醇组中两两比较ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<
０.０５)ꎬ且在一定雌二醇浓度范围内ꎬ随着雌二醇浓度递
增ꎬ而 ＩＬ－１β 浓度呈递减趋势ꎮ
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表 １　 各组相关指标检测结果 􀭰ｘ±ｓ

组别 免疫荧光强度
细胞存活率

(％)
细胞焦亡率

(％)
ＮＬＲＰ３ 蛋白

表达
ＧＳＤＭＤ 蛋白

表达
Ｃａｓｐａｓｅ－１ 蛋白

表达
ＩＬ－１β

(ｐｇ / ｍＬ)
空白对照组 ２８７６.０４±４８２.５５ １００.００±３.４５ ５.２９±０.３１ ０.０４±０.０１ ０.０７±０.０２ ０.０４±０.０１ ２３.７３±２.９２
Ｈ２Ｏ２ 处理组 １２６９０.７５±１９０９.９０ ６５.７０±３.２４ １５.８２±０.３７ ０.４４±０.０１ ０.６８±０.０２ ０.４±０.０１ １０９.８３±１１.０１
雌二醇 １ 组 ８５７５.４０±１２１４.９１ ７０.２４±２.２７ １２.５０±０.２９ ０.２９±０.０５ ０.４７±０.０６ ０.２５±０.０８ ７５.０８±４.８９
雌二醇 ２ 组 ５１６６.１３±８０３.８６ ７６.７２±３.３３ １０.５２±０.２９ ０.１７±０.０５ ０.３４±０.０６ ０.１８±０.０８ ５４.０８±２.７５
雌二醇 ３ 组 ３９００.３５±４７４.８６ ８３.１８±４.０５ ８.６４±０.３４ ０.０８±０.０１ ０.２４±０.０７ ０.１±０.０４ ３６.２５±３.３４

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ ３８.６５６ ８１.２７５ ４５５.５８５ ６０.８６６ ６３.８８６ １０.９１８ １００.６３２
Ｐ <０.００１ <０.００１ <０.００１ <０.００１ <０.００１ ０.００１ <０.００１

３讨论
随着我国人口的老龄化ꎬ年龄相关性白内障已成为严

重影响人民生活水平的疾病之一ꎮ 然而ꎬ目前白内障尚无
有效的预防措施ꎬ其主要且有效的治疗方式仍然是手术ꎮ
手术治疗所需的费用、耗材ꎬ以及患者需承担的痛苦及手
术风险等都成为需要被重视和解决的问题ꎮ 因此ꎬ明确年
龄相关性白内障的发病机制ꎬ进一步探求防治方法已成为
一项刻不容缓的工作ꎮ

在 １９９２ 年ꎬＺｙｃｈｌｉｎｓｋｙ 等[９]发现巨噬细胞经福氏志贺
氏杆菌诱导可发生一种异于凋亡和坏死的细胞程序性死
亡ꎮ 直到 ２００１ 年正式将这种由 Ｃａｓｐａｓｅ－１ 介导的细胞死
亡方式命名为“Ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ”ꎬ即:细胞焦亡[１０]ꎮ 目前已在多
种疾病中被发现存在细胞焦亡ꎬ比如细菌病毒感染、非酒
精性脂肪性肝炎、肿瘤、慢性阻塞性肺疾病等ꎮ Ｊｉｎ 等[３]研
究发现在年龄相关性白内障的发生中也存在细胞焦亡ꎮ

细胞焦亡及凋亡均属于细胞程序性死亡ꎮ 曾经有研
究以玻璃体腔内注射淀粉样 β 蛋白(Ａβ)后的大鼠为模
型ꎬ发现其视网膜色素上皮细胞可同时发生凋亡和焦
亡[１１]ꎮ 两者的相同之处在于:均可发生 ＤＮＡ 断裂、细胞
核皱缩、形成“囊泡” [１２]ꎮ 不同之处在于ꎬ凋亡不发生质膜
的破裂ꎬ而在焦亡过程中ꎬ由于 ＧＳＤＭＤ－Ｎ 形成的非特异
性孔洞ꎬ可导致细胞渗透裂解[１３]ꎮ 本实验中ꎬ经 Ｈ２Ｏ２ 处
理的人晶状体上皮细胞ꎬ在扫描电子显微镜观察可见细胞
形态稍肿胀以及“囊泡”“空隙”形成ꎬ并且细胞活力下降、
焦亡率升高ꎮ 而经一定浓度雌二醇诱导后ꎬ细胞肿胀程度
及“囊泡” “空隙”形成较改善ꎬ细胞活力升高、焦亡率下
降ꎬ并随雌二醇浓度改变而改变ꎮ 说明一定浓度的雌二醇
对维持晶状体上皮细胞的正常形态及活力有一定作用并
且具有浓度依赖性ꎮ

细胞焦亡的途径分为由 Ｃａｓｐａｓｅ－１ 介导的经典途径以
及由 Ｃａｓｐａｓｅ－４、５、１１ 介导的非经典途径[１４]ꎮ 细胞焦亡经
典途径通过形成炎性小体ꎬ生成有催化活性的 Ｃａｓｐａｓｅ－１ꎬ
Ｃａｓｐａｓｅ－１ 可切割 ＧＳＤＭＤꎬ促发焦亡的发生ꎬ同时可促发
炎症因子的释放从而扩大炎症反应ꎮ Ｃａｓｐａｓｅ－１ 是一种炎
性 Ｃａｓｐａｓｅꎬ且 Ｄｕｐｒｅｚ 等[１５]认为 Ｃａｓｐａｓｅ－１ 不参与细胞凋
亡ꎮ Ｓｕｎ 等[１６] 研究发现白内障患者晶状体上皮细胞中
Ｃａｓｐａｓｅ－１ 前体及 Ｃａｓｐａｓｅ－１ 蛋白表达高于正常对照组ꎮ
本研究亦发现 Ｈ２Ｏ２ 可促使 ＨＬＥ－Ｂ３细胞中 Ｃａｓｐａｓｅ－１ 蛋
白及 ＩＬ － １β 表达上调ꎬ并且一定浓度雌二醇可下调
Ｃａｓｐａｓｅ－１ 蛋白的表达及 ＩＬ－１β 的分泌ꎬ并且在此浓度范
围内ꎬＣａｓｐａｓｅ－１ 蛋白表达及 ＩＬ－１β 分泌可随雌二醇浓度
的递增而递减ꎮ

ＮＬＲＰ３ 是核苷酸结合寡聚化结构域样受体(ＮＬＲ)家

族的一员ꎬ与 ＡＳＣ 及 Ｃａｓｐａｓｅ－１ 前体组装后所得的复合体
被称为 ＮＬＲＰ３ 炎性小体ꎬ可促发 Ｃａｓｐａｓｅ－１ 的激活ꎮ Ｚｏｕ
等[１７]认为抑制 ＮＬＲＰ３ 可明显减轻 Ｈ２Ｏ２ 诱导的人晶状体
上皮细胞氧化应激损伤ꎮ 本研究发现 ＨＬＥ－Ｂ３经 Ｈ２Ｏ２ 诱
导后ꎬ可促进 ＮＬＲＰ３ 蛋白表达上调ꎻ而雌二醇在一定浓度
范围内可下调 ＮＬＲＰ３ 蛋白的表达ꎬ且在该范围内ꎬ其表达
可随雌二醇浓度的升高而降低ꎮ

Ｇａｓｄｅｒｍｉｎ 蛋 白 家 族 由 ＧＳＤＭＡ、 ＧＳＤＭＢ、 ＧＳＤＭＣ、
ＧＳＤＭＤ、ＧＳＤＭＥ(ＤＦＮＡ５)和 ＤＦＮＢ５９ 组成[１８]ꎬ而 ＧＳＤＭＤ
在 ＮＬＲＰ３ 炎症小体引发的细胞焦亡途径起着重要的作
用[１９]ꎮ Ｗａｎｇ 等[２０]以短波长蓝光照射大鼠ꎬ经 １２ｗｋ 后ꎬ所
有实验组大鼠均出现不同程度的晶状体混浊ꎬ并且发现实
验组大鼠晶状体上皮细胞中 ＧＳＤＭＤ、Ｃａｓｐａｓｅ－ １ 蛋白及
ｍＲＮＡ 的表达均较对照组上调ꎬ认为细胞焦亡在白内障的
发生中起关键作用ꎮ 本研究经荧光免疫染色实验发现
ＧＳＤＭＤ 位 于 人 晶 状 体 上 皮 细 胞 膜 上ꎬ Ｈ２Ｏ２ 可 上 调
ＧＳＤＭＤ 蛋白的表达ꎬ而雌二醇在一定浓度范围内可抑制
ＧＳＤＭＤ 蛋白的表达ꎬ并且此抑制作用随雌二醇浓度的增
加而增强ꎮ

已有大量的流行病学研究及临床试验证实雌激素对
人晶状体上皮细胞具有保护作用[７－８ꎬ２１－２２]ꎮ 有研究表明雌
激素对晶状体上皮细胞保护作用主要是通过非基因组机
制ꎬ与受体无关[２３]ꎮ 本研究组也曾发现雌二醇可通过上
调端粒酶活性而抗人晶状体细胞凋亡ꎬ且可通过激活
ＳＩＲＴ１ / Ｐ５３ 通路抗凋亡发挥对人晶状体上皮细胞的保护
作用[２４]ꎮ 但目前尚无研究证实雌激素对人晶状体上皮细
胞的保护作用是否与抗焦亡相关ꎮ 本实验结果显示ꎬ
Ｈ２Ｏ２ 可诱导人晶状体细胞的焦亡ꎬ而这种作用可被雌激
素所抑制ꎮ 并且这种抑制作用在一定范围内随雌激素浓
度的递增而递增ꎮ 由此我们认为在年龄相关性白内障的
发生中可能同时存在细胞凋亡及细胞焦亡的相互作用ꎬ并
且雌激素对晶状体上皮细胞的保护作用不仅可通过抗氧
化、抗凋亡等途径ꎬ可能还有抗焦亡过程的参与ꎮ

综上所述ꎬ本研究证明了 １７β－雌二醇对人晶状体上
皮细胞的保护作用具有浓度依赖性ꎬ且其保护机制与抑制
晶状体上皮细胞焦亡过程相关ꎬ并有经典焦亡途径参与ꎮ
为雌激素对人晶状体上皮细胞的保护作用机制提供新的
研究方向ꎬ但雌激素的作用靶点及焦亡过程通路还需进一
步探索ꎮ
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