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Abstract
誗AIM: To investigate the effect of cyclosporine A (CsA)
on the phosphatidylinositol - 3 kinase ( PI - 3k) pathway
during procession of proliferation in epithelial cells of
rabbit lens, and provide treatment strategies for after
cataract on the basis of experiment.
誗METHODS: Sixty eyes of 30 healthy white rabbits were
operated by lens cortex removal in cataract surgery, and
30 right eyes were divided in treatment group and the
other 30 eyes were divided in control group. From the first
postoperative day, the control group eyes were dropped
with normal saline 6 times each day, and the treatment
group eyes were dropped with 1% CsA 6 times each day.
Six rabbits were selected randomly and killed on the day
before dropping and 1, 2wk, 1 and 2mo of postoperative
day respectively. The lens of those killed rabbits were
removed by surgery. The strategies of immunohistochemistry
and mount in situ hybridization were used to detect the
content of proliferating cell nuclear antigen (PCNA), gene
of phosphate and tension homology deleted on
chromsome ten (PTEN) mRNA, Ser473-R, respectively.
誗RESULTS: The expression of PCNA and Ser473-R were
both down - regulate after operation in treatment group

and control group, and the PCNA levels were significantly
lower among treatment group than those in control group
on 1wk (0. 690依0. 035 vs 0. 785依0. 015, t = 6. 099, P<0. 01)
and 2wk (0. 571依0. 038 vs 0. 670依0. 037, t= 4. 585, P<0郾 01) .
In addition, the levels of Ser473 - R were significantly
lower among treatment group than those in control group
on 1wk (0. 374依0. 031 vs 0. 435依0. 030, t = 3郾 486, P = 0. 006)
and 2wk (0. 220依0. 022 vs 0. 251依0. 020, t = 2. 516, P = 0. 031).
However, the expression levels of PTEN mRNA were
continually increased 1wk ~ 1mo after operation, in which
the expression levels of PTEN mRNA were significantly
higher among treatment group than those in control group
on 1wk (0. 302依0. 027 vs 0. 255依0. 038, t= 2. 474, P= 0. 033).
誗CONCLUSION: 1% CsA could inhibit the proliferation of
epithelial cells in lens of rabbits with after cataract through
preventing PI-3k pathway.
誗KEYWORDS:cyclosporine A; lens epithelial cells; after
cataract; gene of phosphate and tension homology
deleted on chromsome ten
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摘要
目的:研究环孢素 A 对白内障术后晶状体上皮细胞增殖
过程中磷酸肌醇-3 激酶( phosphatidylinositol -3 kinase,
PI-3k)途径的影响,为后发性白内障的治疗提供实验依据。
方法:将健康白色家兔 30 只 60 眼,行双眼透明晶状体皮
质吸除术,右眼为治疗组,左眼为对照组。 术后第 1d 起,
对照组眼用生理盐水点眼 6 次,而治疗组眼应用 1% 环孢
素 A(cyclosporine A, CsA)眼药水点眼 6 次。 分别在术后
第 1d 未点药前、术后 1wk,2wk,1mo 和 2mo 各处死随机选
择的 6 只兔,摘取双眼球。 应用免疫组织化学、原位杂交
方法检测赤道部晶状体上皮细胞中增殖细胞核抗原
(proliferating cell nuclear antigen,PCNA)及张力蛋白同源
的 28 号染色体缺失磷酸酯酶 mRNA( PTEN mRNA) 和
Ser473-R 的表达。
结果:术后两组 PCNA 和 Ser473-R 的表达均逐渐降低,其
中 1wk(0. 690依0. 035 vs 0. 785依0. 015,t = 6. 099,P<0. 01)
和 2wk(0. 571依0. 038 vs 0. 670依0. 037,t = 4. 585,P<0. 01)
时治疗组 PCNA 表达均显著低于对照组。 另外,1wk
(0郾 374依0. 031 vs 0. 435 依0. 030,t = 3. 486,P = 0. 006 )和
2wk (0. 220依0. 022 vs 0. 251依0. 020,t = 2. 516,P = 0. 031)
时治疗组 Ser473-R 的表达均显著低于对照组。 术后 1wk ~
1mo 时,两组 PTEN mRNA 均逐渐回升。 术后1wk,治疗组 A
值显著高于对照组(0. 302依0. 027 vs 0. 255依0. 038,t =2. 474,
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P=0. 033)。
结论:环孢素 A 对兔眼白内障术后晶状体上皮细胞增殖
过程中 PI-3k 途径有显著抑制作用,为研究 CsA 抑制后发
性白内障提供实验依据。
关键词:环孢素 A;晶状体上皮细胞;后发性白内障;PTEN
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0 引言
摇 摇 后发性白内障是白内障手术后常见的并发症,可严重
影响患者视功能的恢复。 目前对后发性白内障进行的激
光手术或后囊膜撕开术存在并发症,也缺乏有效的药物防
治。 所以,有必要探索防治后发性白内障新的治疗方法。
目前普遍认为后发性白内障主要是由白内障术后残留的
晶状体上皮细胞增殖、移行引发[1]。 既往研究表明,细胞
信号传导机制在晶状体上皮细胞增殖过程中起重要作用,
细胞信号传导中磷酸肌醇-3 激酶(phosphatidylinositol-3
kinase,PI-3k)途径是其中十分重要的途径[2,3]。 PI-3k 途
径中的关键指标为蛋白激酶 B (protein kinase B,PKB)的
活性标志物 Ser473-R[4,5],而其负调节分子为 PTEN 基因
(gene of phosphate and tension homology deleted on chromsome
ten,PTEN)[6,7]。 最近研究表明,环孢素 A(cyclosporine A,
CsA)除了具有强大免疫抑制效应外,在适当浓度下能有
效地抑制体外培养的晶状体上皮细胞的增殖[8]。 但 CsA
局部点眼对于活体动物晶状体上皮细胞的研究尚未见相
关报道。 本研究拟探索应用兔眼开展晶状体皮质吸出术,
术后给予 CsA 点眼,使用免疫组织化学、原位杂交技术,
观察不同时间点晶状体上皮细胞中增殖指标———增殖细
胞核抗原(proliferating cell nuclear antigen,PCNA)和 PI-3k
途径中关键指标 Ser473-R 及其抑制基因 PTEN 的表达情
况,探讨 CsA 对晶状体上皮细胞增殖的影响和影响机制。
1 材料和方法
1. 1 材料
1. 1. 1 实验动物与分组摇 选用中国医科大学实验动物部
提供的健康白色家兔 30 只 60 眼,8 ~ 10 周龄,雌雄各半,
体质量 1. 5依0. 3kg,每只兔右眼为治疗组,左眼为对照组。
1. 1. 2 试剂与仪器摇 PTEN mRNA 原位杂交检测试剂盒、
鼠抗兔 PCNA 单克隆抗体、小鼠 IgG 链酶亲合素生物素复
合物免疫组化试剂盒、二氨基联苯胺 ( diaminobenzidin,
DAB)显色试剂盒、焦碳酸二乙酯( diethyl pyrocarbonate,
DEPC)均为武汉博士德公司产品。 鼠抗兔 Ser473-R 多克
隆抗体为美国 Santa Cruz Biotechnology, Inc 公司产品。
RT-PCR 试剂盒,茁-actin 引物由大连宝(Takara)生物工
程有限公司提供。 CataRhex 型超声乳化仪(瑞士 Oerrtli
Instrumente AG 公司产品);YZ20P 型手术显微镜(苏州六
六视觉科技股份有限公司产品);Ax70 型显微镜系统(日
本 Olympus 公司产品);显微图像分析采用 Metamorph 软件
(美国UIC 公司产品)。 1%环孢素滴眼液为华北制药厂生产。
1. 2 方法
1. 2. 1 动物模型及标本制备摇 家兔 30 只双眼均施行晶状
体超声乳化术,建立后发性白内障动物模型。 对照组眼术
后第 1d 始用生理盐水点眼 6 次,治疗组眼术后第 1d 始应

用 1% CsA 眼药水点眼 6 次。 分别在术后第 1d 未点药
前、术后 1wk,2wk,1mo 和 2mo 分别处死随机选择的 6 只
兔,摘取双眼球,在手术显微镜下剪除角膜及虹膜,剪断晶
状体悬韧带,取出晶状体后立即用体积分数 4% 多聚甲醛
固定 24h,石蜡包埋。 然后制作连续切片,片厚 5滋m(玻片
经 0. 1% DEPC 处理,并用 0. 1% DEPC 捞片)。 分别行
PCNA 及 Ser473-R 免疫组化染色、PTENmRNA 原位杂交。
以 PBS 取代 PCNA和 Ser473-R一抗作为阴性对照;已知 PCNA
和 Ser473-R 染色阳性的膀胱癌组织切片作为阳性对照。
1. 2. 2 指标检测方法

1.2. 2. 1免疫组织化学 SABC 法检测 PCNA 和 Ser473-R
的表达摇 石蜡切片常规梯度乙醇脱蜡,按试剂说明书操
作,封闭内源性过氧化物酶,修复抗原后,滴加 PCNA 和
Ser473-R 的一抗和二抗,加 SABC。 DAB 显色,苏木素复
染,常规脱水、透明、封片。 检测术前及术后各时间点
PCNA 和 Ser473-R 的表达。
1. 2. 2. 2 原位杂交检测 PTEN mRNA 的变化摇 石蜡切片
常规脱蜡,0. 1% DEPC 冲洗,3% H2O2于室温下浸泡 10min,
37益下胃蛋白酶消化 10min,滴加地高辛标记的 PTEN 寡
核苷酸探针杂交液每片 20滋L,37益 下过夜。 杂交后在
37益下梯度 SSC 充分洗涤,滴加稳定液,37益下静置 5h,
室温下加封闭液静置 30min;37益下生物素化抗地高辛抗
体反应 20min,DAB 显色,苏木素复染。 脱水、透明、封片。
检测术前及术后各时间点 PTEN mRNA 表达。
1. 2. 3 结果分析 摇 免疫组织化学检测 PCNA 阳性为胞核
呈棕黄色, Ser473 - R 阳性表达信号为胞浆呈棕黄色。
PTEN mRNA 阳性表达信号为胞浆呈棕黄色。 在 400 倍镜
下摄取每组切片随机选取的晶状体赤道部视野共 6 张,转
存入计算机,用 Metamorph 软件计算标本单位面积阳性细
胞吸光度(A)值。
摇 摇 统计学分析:计量资料采用均数依标准差(軃x依s)进行
统计学描述。 所有相关数据的分析均采用 SPSS 软件包
(12. 0 版本)分析。 计量资料各组间的统计学对比分析采
用成组设计的独立样本 t 检验。 双侧 P<0. 05 为是否存在
统计学差异性的界值。
2 结果
2. 1 两组兔不同时间 PCNA 蛋白的表达 摇 术后 1d 时,两
组 PCNA 表达的平均吸光度 A 值差异无统计学意义
(0郾 859依0. 018 vs 0. 862依0. 021,t = 0. 202,P = 0. 844)。 术
后 1wk(0. 690依0. 035 vs 0. 785依0. 015,t = 6. 099,P<0. 01)
和 2wk (0. 571 依 0. 038 vs 0. 670 依 0. 037, t = 4. 585,P <
0郾 01), 对照组 PCNA 的表达显著低于治疗组。 1mo
(0郾 473依0. 011 vs 0. 486 依0. 025, t = 1. 194,P = 0. 260)至
2mo(0. 490依0. 011 vs 0. 501依0. 023,t = 1. 019,P = 0. 332)时,
PCNA 表达逐渐减弱,两组比较无统计学差异(P>0郾 05,图 1)。
2. 2 两组兔不同时间 Ser473-R蛋白的表达摇 术后第 1d,
两组 Ser473-R 的表达均维持在高水平状态,两组差异无
统计学意义(0. 535依0. 028 vs 0. 537依0. 025,t = 0. 125,P =
0. 903)。 术后 1wk (0. 374 依 0. 031 vs 0. 435 依 0. 030, t =
3郾 486,P=0. 006)、2wk(0. 220依0. 022 vs 0. 251依0. 020,t =
2. 516,P=0. 031),两组表达均逐渐减弱,治疗组表达均低
于对照组。 术后 1mo(0. 154依0. 011 vs 0. 173 依0. 021,t =
1郾 979,P=0. 076)、2mo(0. 136依0. 021 vs 0. 161依0. 020,t =
2. 188,P=0. 053),两组差异无统计学意义(P>0. 05,图 2)。
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图 1摇 治疗组与对照组兔眼晶状体上皮细胞中 PCNA 的吸光度

A值摇 bP<0. 01 vs 对照组;dP<0. 01 vs 对照组。

图 2摇 治疗组与对照组兔眼晶状体上皮细胞中 Ser473-R 的吸

光度 A值摇 aP<0. 05 vs 对照组;bP<0. 01 vs 对照组。

2. 3 两组兔不同时间 PTEN mRNA 的表达摇 术后 1d 时,
两组 PTEN mRNA 相对含量 A 值无统计学意义(0. 535 依
0郾 028 vs 0. 537依0. 025,t= 0. 125,P = 0. 903)。 术后 1wk ~
1mo 时,两组 A 值均逐渐升高。 术后 1wk (0. 302依0. 027 vs
0. 255依0. 038,t=2. 474,P = 0. 033),治疗组 A 值高于对照
组,两组差异有统计学意义(P<0. 05)。 术后 2wk(0郾 455依
0. 023 vs 0. 423依0. 028,t= 2. 117,P = 0. 060)、1mo(0. 562依
0. 027 vs 0. 532依0. 038,t= 1. 589,P = 0. 143)、2mo(0. 558依
0. 038 vs 0. 545依0. 043,t = 0. 558,P = 0. 589),两组差异无
统计学意义(P>0. 05,图 3)。
3 讨论
摇 摇 本研究结果揭示,CsA 对兔眼白内障术后晶状体上皮
细胞增殖过程中 PI-3k 途径中关键指标 Ser473-R 有显著
抑制作用,并且诱导其抑制基因 PTEN 在术后早期表达增
强,为研究 CsA 治疗后发性白内障提供了实验依据。
摇 摇 CsA 是从真菌中分离出来的由 11 个氨基酸组成的环
多肽,因易溶于多种有机溶剂,可方便地配制为滴眼液而
易于应用于临床。 自 1976 年以来 CsA 作为高效的免疫抑
制剂,在眼科领域不仅用于角膜移植,而且也用于多种与
免疫有关的疾病,并均取得了一定治疗效果。 最近研究表
明,CsA 除了具有强大免疫抑制效应外,还具有抗增殖作
用,在适当浓度下能有效地抑制血管内皮细胞、皮肤成纤
维细胞及表皮角质细胞、结膜下成纤维细胞的增殖,展现
了良好的应用前景。 白内障术后应用 CsA 注入囊袋内,
抑制后发性白内障已有报道[9]。 但是,眼内注入 CsA 风
险大,可能对角膜内皮、视网膜、视神经造成伤害。 CsA 药
物代谢动力学研究表明,虽然角膜对 CsA 的通透性差,但
以脂质体等载体制成的滴眼液可以透过角膜,局部点眼可
在眼前节获得较好的治疗浓度,而且角膜、晶状体、虹膜等
组织可以起到药物储库的作用,并维持较长的半衰期[10]。

图 3摇 治疗组与对照组兔眼晶状体上皮细胞中 PTEN mRNA 的

吸光度 A值摇 aP<0. 05 vs 对照组。

本次实验以 CsA 滴眼液的形式对白内障术后兔眼进行干
预,结果显示,在实验的前 2wk 晶状体上皮细胞增殖受到
了显著抑制作用,但后期抑制作用不明显,可能与药物的
溶剂有关,使透过角膜的药物浓度未能达到有效的浓度。
摇 摇 PCNA 是真核细胞 DNA 合成所必需的一种核蛋白,
是 DNA 多聚酶 啄 的辅助因子,是细胞增殖的可信指
标[11]。 本组实验再次以 PCNA 作为细胞增殖指标,对兔
晶状体皮质吸出后晶状体上皮细胞增殖情况进行研究。
结果显示,术后第 1d,两组兔晶状体上皮细胞的 PCNA 表
达迅速增强,提示术后残留的晶状体上皮细胞此时已大量
进入增殖期。 在术后 1wk 和 2wk 时,应用 CsA 的治疗组
兔眼晶状体上皮细胞 PCNA 的表达明显低于对照组。 而
术后 1mo 和 2mo 时,PCNA 表达减弱,恢复术前水平,两组
比较无统计学意义。 说明 CsA 对晶状体上皮细胞增殖有
抑制作用,最佳作用时间是术后 2wk 内。 此结果可能与角
膜对药物的渗透性有关:术后早期,角膜切口未完全闭合,
药物可以通过切口进入眼内;后期,角膜切口愈合,药物完
全从角膜渗透入眼内,而角膜对 CsA 的转运有限,不能形
成有效的药物浓度。 既往研究显示,CsA 对晶状体上皮细
胞的增殖抑制作用是双向的,在一定浓度范围内可以抑制
增殖,低浓度时可促进细胞增殖[8]。 从本次实验结果来
看,CsA 未显著促进晶状体上皮细胞增殖。
摇 摇 既往研究表明,白内障术后晶状体上皮细胞的增殖与
细胞因子的作用显著相关。 细胞因子通过多种途径将信
号传递到胞核内,从而调节细胞的生长。 众多信号途径中
PI-3k 途径发挥着十分重要的作用[12]。 CsA 可以通过调
节 PI-3k 信号途径而抑制细胞增殖[13]。 PI-3k 的活化继
发于细胞因子诱导的 Ras 分子的活化或某些信号分子的
酪氨酸磷酸化,可催化胞膜中的脂类生成多种磷酸化的磷
脂酰肌醇,进而激活 PKB 及 p70S6K 等蛋白丝氨酸 / 苏氨

酸激酶,激活的 PKB 又通过影响其下游的信号分子,激活
抗细胞凋亡机制、葡萄糖代谢及蛋白质的合成等过程,从
而促进细胞的生长和增殖。 PKB 家族蛋白分子的结构域
中有一个丝氨酸位点(Ser473 / Ser474),当 Ser473 磷酸化
以后,引发其构型改变,解除其对催化区的抑制而表现出
酶活性,因此磷酸化的 Ser473 可反映 PKB 的活性[14]。 本

次实验结果进一步揭示,经 CsA 治疗的兔眼晶状体上皮
细胞的 Ser473-R 表达显著降低,表明 CsA 滴眼液能透过
角膜作用于晶状体上皮细胞,减少 PKB 的磷酸化,从而降
低 PKB 的活性,从而抑制了 PI-3k 信号途径,使晶状体上
皮细胞增殖减少。
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摇 摇 磷酸酯酶(PTEN)位于细胞浆内,N 端约有 175 个氨
基酸与细胞骨架蛋白中张力蛋白和辅助蛋白具有高度同
源性,在维持细胞结构中起重要的作用,PTEN 基因作为
一种抑制基因,在细胞的生长发育以及增殖与凋亡中有复
杂而重要的作用。 以往的研究证实,PTEN 基因可以抑制
PI3P 的活化进而负反馈调节 PI-3k 途径及细胞增殖[15]。
本研究的前期实验证实,PTEN mRNA 在正常兔晶状体上
皮细胞中有表达,而在白内障术后,它可能通过抑制 PI-3k
信号转导途径中的磷酸化过程而抑制晶状体上皮细胞的
增殖[16]。 CsA 作用于晶状体上皮细胞,是否对 PTEN 基因
有影响尚未见明确报道。 有报道,器官移植术后大量应用
CsA,可以降低 PTEN 基因表达[17]。 本次实验结果证实,
术后 1wk 时,治疗组兔眼晶状体上皮细胞 PTEN 表达增
强,说明 CsA 可能促进了 PTEN 的表达。 在术后 2wk ~
2mo 时治疗组兔 PTEN 基因表达与对照组比较没有显著
性,分析可能为 PTEN 基因已经与促进增殖的因素形成了
一定的平衡。
摇 摇 总之,本研究结果表明,CsA 可能通过抑制 PI-3k 途
径中的关键酶 PKB 的活性及诱导抑制基因 PTEN,从而抑
制兔白内障术后晶状体上皮细胞的增殖。 CsA 药物安全
性较好,未发生并发症。 但所用滴眼剂的药物载体、溶剂
如何才能使药物发挥更好的作用,以及 CsA 抑制晶状体
上皮细胞增殖分子生物学原理还有待进一步研究。
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