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Abstract
誗AIM: To investigate the protective effect of resveratrol
on human lens epithelial cells against ultraviolet-induced
apoptosis.
誗METHODS:Subcultured human lens epithelial cell line,
ultraviolet induced cell apoptosis, 20滋mol / L resveratrol
pretreated cell, the indicators change was observed: rate
of apoptosis was detected by flow cytometry and
apoptosis- related factors of caspses - 3 and caspase - 9
were detected by colorimetric detection, ultrastructure
changes were observed under transmission electron
microscope.
誗 RESULTS: Flow cytometry instrument testing found
that resveratrol can suppress the apoptosis induced by
ultraviolet irradiation, caspses-3 and caspase-9 content
in positive control group were significantly higher than
that of the negative control group at the same time
period, the difference was statistically significant ( P <
0郾 05); caspses-3 and caspase-9 content in experimental

group were lower than that in the positive control group
at the same time, the difference was statistically
significant (P<0. 05) . In addition, the damage of human
lens epithelial cells was alleviated with the incubation
time of resveratrol elongated.
誗 CONCLUSION: Resveratrol may inhibit ultraviolet -
induced apoptosis of human lens epithelial cells, it has
preventive function against radioactive cataract, and it
can provide reliable evidence for pursuing effective
medicine to prevent and treat cataract.
誗KEYWORDS:resveratrol; ultraviolet light; human lens
epithelial cells; apoptosis
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摘要
目的:探讨白藜芦醇对紫外线诱导人晶状体上皮细胞氧
化损伤的保护作用。
方法:人晶状体上皮细胞系传代培养,紫外线诱导细胞发
生凋亡, 20滋mol / L 白藜芦醇预处理细胞后,观察各项指
标改变:流式细胞仪检测细胞凋亡率,比色法检测凋亡相
关因子 caspase-3 及 caspase-9 的表达,透射电镜观察超
微结构变化。
结果:流式细胞仪检测发现,白藜芦醇可以抑制紫外线照
射诱导的细胞凋亡,阳性对照组中 caspase-3 及 caspase-9
含量显著高于同时段阴性对照组,差异有统计学意义
(P<0. 05) ; 实验组中 caspase-3 及 caspase-9 含量均低
于同时段阳性对照组,差异有统计学意义(P<0. 05)。 此
外,伴随白藜芦醇作用时间的延长, 透射电镜下人晶状
体上皮细胞损伤的程度减轻。
结论:白藜芦醇可以抑制紫外线诱导的晶状体上皮细胞
的凋亡,对辐射性白内障具有预防作用,从而为寻求有效
的防治白内障药物提供可靠的实验依据。
关键词:白藜芦醇;紫外线;晶状体上皮细胞;凋亡
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0 引言
摇 摇 白内障形成的病因很多,其中,紫外线辐射是主要因
素。 白内障的有效治疗方法是手术治疗,但是由于术中
及术后的风险性、并发症以及由此而引起的经济问题,很
多人仍在为白内障寻求有效的药物治疗以阻止和延缓其
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摇 摇 摇 摇 摇 图 1摇 白藜芦醇对氧化损伤致 HLEC凋亡的抑制作用摇 A:阴性对照组;B:氧化损伤组;C: 20滋mol / L 白藜芦醇组。

进展。 因此,针对白内障的发病机制而研发的抗白内障药
物研究正日渐成为当前国内外研究的热点。 白藜芦醇
(ResVeratrol,RES),化学名为(E) -5-[2-( 4-羟苯基) -
乙烯基] - 1,3 -苯二酚;3,4蒺,5 -三羟基芪 ( 3,4蒺,5 -
trihydrolystil-bene) ,分子式为 (C4H1203),是一种非黄酮
类多酚化合物,已有研究发现它具有强大的抗氧化和清除
自由基能力[1-3]。 本实验通过体外制备紫外线诱导人晶
状体上皮细胞(human lens epithelial cells, HLEC)损伤模
型,进一步研究 RES 对晶状体氧化损伤的保护作用,从而
为氧化损伤性白内障提供了新的研究方向。
1 材料和方法

1.1材料摇 白藜芦醇(Sigma 公司,纯度为 95%),用 2mL / L
DMSO(上海生物工程有限公司)溶解后配制成 20滋mol / L
溶液 4益保存待用,胎牛血清,DMEM 培养基干粉(美国
Gibco 公司),caspase-3,caspase-9 试剂盒(南京建成生物
工程研究所),Annexin V FITC / PI(美国 BD 公司),流式细
胞仪(美国 BD FACScan), 紫外线交联仪(美国 SP 公司),
超净工作台(苏州安泰空气技术公司),CO2培养箱(美国
ThermoForma 公司)。
1. 2 方法摇 每项实验方法至少重复 3 次。
1. 2. 1 人晶状体上皮细胞的培养摇 使用 DMEM 培养基和
200mL / L 胎牛血清,内含青霉素 100U/ mL、链霉素 100滋g / mL,
将 HLEC 置于 37益,体积分数 50mL / L CO2培养箱内培养,
每 2d 换液 1 次,细胞生长至近融合状态时,用 1g / L 胰蛋
白酶消化、传代。
1. 2. 2 细胞分组摇 人晶状体上皮细胞接种于 96 孔培养板
后,采用完全随机设计分组法分为以下 3 组:(1)阴性对
照组:以正常培养液培养。 (2)阳性对照组(即氧化损伤
组): 以正常培养液培养。 (3)白藜芦醇组: 20滋mol / L 白
藜芦醇预处理细胞 1h+正常培养液培养。 将阳性对照组
及白藜芦醇组的晶状体上皮细胞置于紫外线垂直光源下
方 70cm 处,撤去培养板盖,照射 30min;将阴性对照组置
于同室同条件无紫外线照射下 30min,然后将晶状体放入
培养箱中继续培养,分别于 6,12,24h 后进行相应检测。
1. 2. 3 紫外线照射方法 摇 紫外灯光谱范围 315 ~ 365nm,
强度为 0. 8mW / cm2,取对数生长期的细胞,照射前将培养
液吸净,用 PBS 冲洗 2 次,置于紫外光源下 50cm 处,打开
培养皿盖,照射时间为 0. 5h,将阴性对照组置于同室同条
件无紫外线照射下照射 0. 5h。
1. 2. 4 细胞凋亡检测摇 各组晶状体上皮细胞接种于六孔

板,经过相应处理后,用 1g / L 胰酶消化并收集细胞,制备
细胞悬液。 1000r / min 离心弃上清液,洗涤收集细胞,在
冰浴中避光进行下述操作:用 Annexin V-FITC 试剂盒中
binding buffer 悬浮细胞,调节细胞浓度为 5伊104 / L,取上述
细胞分别按试剂盒说明,加入 Annexin 和 PI,混匀后孵育
20min,于 1h 内用流式细胞仪检测细胞凋亡。
1. 2. 5 caspase活性检测摇 20滋mol / L 白藜芦醇预处理细
胞 1h 后,置于紫外线照射下分别照射 6,12 和 24h。 用
1g / L 胰酶消化后,1000r / min 离心 10min,弃上清液,收集
细胞 PBS 洗 2 次,每份样品加 30滋L 细胞裂解液,冰上孵
育 20min,10000r / min 离心 10min, 进行 caspase 活性检测。
按下式求得 caspase 活性=OD405nm / OD595nm。 检测方法和所
用试剂均按南京建成生物工程研究所生产的试剂盒进行。
1. 2. 6 透射电子显微镜观察晶状体超微结构的变化 摇 将
细胞投入到体积分数 25mL / L 戊二醛溶液中进行前固定,
4益过夜,1%锇酸后固定,醋酸铀快染,乙醇-丙酮梯度脱
水,环氧树脂包埋,LKB 超薄切片机切片,醋酸铀、柠檬酸
铅双重染色,透射电镜下观察其超微结构变化并照相记录
发生细胞凋亡的情况。
摇 摇 统计学分析:采用统计软件包 SPSS 13. 0 统计,所得
实验资料均以均值依标准差(Mean依SD)表示,采用方差分
析,P<0. 05 为差异具有统计学意义。
2 结果
2. 1 白藜芦醇对氧化损伤致 HLEC 凋亡的抑制作用 摇 阳
性对照组 HLEC 凋亡率显著高于阴性对照组,实验结果表
明紫外线可以导致晶状体上皮细胞凋亡的发生。 经
20滋mol / L 白藜芦醇处理后,其凋亡率呈下降趋势(图 1)。
2. 2 白藜芦醇对紫外线致晶状体上皮细胞氧化损伤
caspase-3 及 caspase-9 活性的影响摇 阳性对照组晶状
体上皮细胞内 caspase-3,caspase-9 活性明显增加,与相
同作用时间点的阴性对照组比较差异极具显著意义(P<
0郾 01)。 经 20滋mol / L 白藜芦醇处理后,可见 caspase -3,
caspase-9 表达量下降(表 1)。
2. 3 电镜观察结果摇 空白对照组晶状体上皮细胞胞膜结
构清晰,细胞排列致密,可见细胞之间紧密联接,细胞内核
仁清晰呈圆形或椭圆形,核膜连续(图 2A);而紫外线诱导
的晶状体上皮细胞形态欠规则,细胞间指状突起减少,晶
体上皮细胞间隙变大,染色质不均匀,胞质内线粒体空泡
变性,核固缩尤为明显(图 2B);与氧化损伤组相比较,
20滋mol / L 白藜芦醇处理组晶状体上皮细胞超微结构损害
程度减轻(图 2C)。
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摇 摇 摇 摇 表 1摇 各组人晶状体上皮细胞内 caspase-3 及 caspase-9 含量 (軃x依s,U / mL)

组别
caspase-3

6h 12h 24h
caspase-9

6h 12h 24h
阴性对照组 67. 35依1. 28 62. 83依1. 04 62. 00依1. 51 96. 51依1. 89 93. 37依1. 83 97. 23依1. 83
阳性对照组 114. 00依2. 31b 126. 55依3. 00b 115. 38依2. 95b 136. 80依3. 41b 156. 95依2. 95b 108. 70依3. 91b

白藜芦醇组 89. 87依2. 41c 91. 49依2. 57d 109. 60依1. 45d 98. 07依3. 54c 111. 00依3. 26d 122. 60依1. 66d

摇 摇 摇 摇 bP<0. 01 vs 阴性对照组,cP<0. 05,dP<0. 01 vs 阳性对照组。

摇 摇 摇 摇 图 2摇 透射电镜观察晶状体上皮细胞超微结构的改变(伊30000) 摇 A:阴性对照组;B:阳性对照组;C:20滋mol / L
摇 摇 摇 摇 白藜芦醇组。

3 讨论

摇 摇 白内障的诱发因素很多,紫外线辐射是重要原因之

一[4-6]。 紫外线辐射所致白内障的发生机制尚不十分清

楚,有研究认为紫外线对晶状体的损伤主要与氧化损伤有

关,而氧化损伤是凋亡的重要诱发因素之一[7-9]。 当紫外

线照射晶状体时,可使其发生光化学反应,光解上皮细胞

并产生大量的氧自由基(例如·OH,O2·
-),这些氧自由基

很容易诱发细胞凋亡[10]。 本研究结果显示,正常 HLEC
给予紫外线照射后,细胞凋亡率明显上升,说明氧化损伤

可以诱导细胞凋亡的发生,而给予白藜芦醇处理后,凋亡

得到了抑制,且呈浓度依赖性。 进而证实该药物可以在一

定程度上抑制紫外线诱导的细胞凋亡。
摇 摇 凋亡是各种非先天性白内障形成的共同细胞学基

础[11],紫外线照射后可引起晶状体上皮细胞内相关基因

的差异表达,从而引起细胞一系列变化,最终导致白内障

的发生[12]。 此外,氧自由基会损伤线粒体膜,引起线粒体

膜内外一系列的生化改变,包括释放细胞色素 C,活化

caspase 蛋白酶家族,从而启动线粒体信号通路诱导细胞

凋亡。 而 caspase -3 和 caspase -9 是细胞凋亡的必经之

路[13,14]。 本实验结果显示,紫外线照射后,晶状体上皮细

胞内 caspase-3 及 caspase-9 的活性明显增强,并且随紫

外线照射时间的延长而逐渐增加。 因此,提示紫外线通过

caspases 途径参与氧化损伤的病理生理过程, 诱导并促进

了晶状体上皮细胞的凋亡。
摇 摇 氧自由基还会损伤细胞膜及细胞器,导致细胞结构损

伤[15]。 图 2A 可见正常晶状体上皮细胞形态规则,细胞排

列致密,细胞膜结构清晰,染色质均匀。 而紫外线诱导的

晶状体上皮细胞形态欠规则,上皮细胞间隙变大,染色质

不均匀,出现核固缩(图 2B)。 白藜芦醇处理组与紫外线

损伤组比较,可见细胞损伤程度减轻(图 2C),从而进一步

验证了白藜芦醇对紫外线照射引起的人晶状体上皮细胞

凋亡的防护作用。
摇 摇 本研究发现,紫外线照射可导致晶状体上皮细胞大量

凋亡,而预先加入白藜芦醇培养后,可明显抑制晶状体上

皮细胞内凋亡因子的产生,改善细胞形态,而且这种药物

对细胞的保护作用呈剂量及时间依赖性。
摇 摇 综上所述,本研究证实白藜芦醇对紫外线诱导的晶状

体上皮细胞的凋亡具有一定的抑制作用。 并从细胞凋亡

角度出发,初步探讨了其可能存在的机制,为白藜芦醇防

治此类疾病提供了部分理论和实验基础。 希望通过对白

内障发病机制更深入的研究,通过药物抑制凋亡,为白内

障的临床治疗提供一种新的有效的药物。
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科技论文中三线表的要求

摇 摇 三线表是科技期刊常用的表格形式。 通常有三条线,即顶线、底线和栏目线(特殊情况可添加辅助线)
组成。
摇 摇 三线表是由表序、表题、栏目、表身及表注组成的有机联系的统一体,每一组成部分都在表述表格的内容
中发挥作用。 表序即表格的序号。 表序按表格在文中出现的先后顺序进行编排。 表题指表格的名称。 表题
应能反映表的主题,简明扼要,起到画龙点睛的作用。 每个表格必须有表序和表题,排在顶线之上,通常为左
对齐,按表格在正文中出现先后为序。
摇 摇 1 表格内容摇 表中主语是指所要说明的事物分组、类型、时间、地点等多为文字,谓语是指所要说明事物的
指标,如例数、百分数、平均数、构成比等多为数字,主、谓语应连贯为一句完整、通顺的句子。 根据阅读习惯主
语列在表的左侧,为竖标目,谓语列在表的右侧,即为横标目。 有的作者不注意主、谓语的位置设计,将谓语置
于左,主语置于其右,使栏目设计颠倒,表中数据横向排列,这种主、谓语位置和数据排列的错误,既使读表费
力,又使本来可比性较强的资料不便比较,读者难以从中找出变化规律。 因此,应按照同类数据纵排的原则安
排主、谓语的位置。
摇 摇 2 关于表身摇 三线表内底线以上,栏目线以下部分为表身。 书写表身注意以下:(1) 表身内的数字一般不
带单位,百分数也不带百分号(% ),应把单位符号和百分号等归并在栏目或表格的右上角。 (2)表身中同一
栏的数据应以小数点或(依)对齐,原则上表格内的有效位数保持一致。 (3)表身中无数字的栏,根据规定:空
白代表为未测定或无此项,而“-冶或“…冶代表未发现,而“0冶则代表实测结果为零。
摇 摇 3 表注摇 注释是对内容的补充说明,如表题、标目或某个数据需注释时,可在其右上角加注释符号,并在
表下用相同的符号加注相应的文字。 对表需作附加说明者,可在表下加“ 注:……冶句末不用标点。 表内的注
释符号与表下的标注对应,不能单独存在。
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