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摘要
目的:探究 ｄ－δ－生育酚对人晶状体上皮 ＳＲＡ 细胞生长的
影响以及相关分子机制ꎬ为 ｄ－δ－生育酚用于治疗与预防
后发性白内障提供实验依据ꎮ
方法:实验分为 ６ 组ꎬ即空白对照组及实验组ꎬ即 ５ 个不同
浓度的 ｄ－δ－生育酚 (４０、６０、８０、１００、１２０μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ噻唑兰
(ＭＴＴ)法检测各组细胞的增殖抑制率ꎮ 在倒置显微镜下
观察人晶状体上皮 ＳＲＡ 细胞形态ꎮ 流式细胞仪检测细胞
周期ꎬ蛋白印迹法(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ)检测 ｂｃｌ － ２、ｂａｘ、Ｃｙｃｌｉｎ
Ｄ１、Ｐ２１ 蛋白表达ꎮ
结果:随着 ｄ－δ－生育酚的浓度逐渐增加ꎬＳＲＡ 细胞较对照
组细胞明显减少ꎻ作用时间的延长ꎬＳＲＡ 细胞增殖抑制率
逐渐增高(Ｐ<０ ０５)ꎻＳ 期细胞所占比例与对照组比较逐
渐增高ꎬ细胞被阻滞于 Ｓ 期(Ｐ<０ ０５)ꎻｄ－δ－生育酚干预
人晶状体上皮 ＳＲＡ 细胞 ４８ｈ 后ꎬ人晶状体上皮 ＳＲＡ 细胞
Ｐ２１、Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 和 ｂｃｌ－２ 表达量逐渐降低ꎬｂａｘ 表达量逐渐
增高(Ｐ<０ ０１)ꎮ
结论:ｄ－δ－生育酚能明显抑制人晶状体上皮 ＳＲＡ 细胞的
增殖ꎬ阻滞细胞周期于 Ｓ 期ꎮ 其机制可能是通过抑制
ｂｃｌ－２、Ｐ２１、Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 的表达ꎬ诱导 ｂａｘ 的表达实现的ꎮ
关键词:后发性白内障ꎻｄ－δ－生育酚ꎻ人晶状体上皮 ＳＲＡ
细胞ꎻ增殖
ＤＯＩ:１０.３９８０ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７２－５１２３.２０２０.９.０５
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Ａｕｔｏｎｏｍｏｕｓ Ｒｅｇｉｏｎ (Ｎｏ.Ｚ２０１９０５２６)
１Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｍｏｌｏｇｙꎬ ｔｈｅ Ｓｅｃｏｎｄ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ
Ｇｕｉｌｉｎ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｇｕｉｌｉｎ ５４１１９９ꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ Ｚｈｕａｎｇ
Ａｕｔｏｎｏｍｏｕｓ Ｒｅｇｉｏｎꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｍｏｌｏｇｙꎬ
Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｇｕｉｌｉｎ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｇｕｉｌｉｎ ５４１１００ꎬ
Ｇｕａｎｇｘｉ Ｚｈｕａｎｇ Ａｕｔｏｎｏｍｏｕｓ Ｒｅｇｉｏｎꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｔｏ: Ｂｏ Ｓｏｎｇ. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｍｏｌｏｇｙꎬ ｔｈｅ
Ｓｅｃｏｎｄ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｇｕｉｌｉｎ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｇｕｉｌｉｎ
５４１１９９ꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ Ｚｈｕａｎｇ Ａｕｔｏｎｏｍｏｕｓ Ｒｅｇｉｏｎꎬ Ｃｈｉｎａ.
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Ａｂｓｔｒａｃｔ
•ＡＩＭ: Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄ－δ－ ｔｏｃｏｐｈｅｒｏｌ ｏｎ ｔｈｅ
ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｌｅｎｓ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ＳＲＡ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｒｅｌａｔｅｄ
ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍꎬ ａｎｄ ｔｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｂａｓｉｓ
ｆｏｒ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ａｎｄ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｓｔｅｒｉｏｒ ｃａｔａｒａｃｔ ｗｉｔｈ
ｄ－δ－ｔｏｃｏｐｈｅｒｏｌ.
•ＭＥＴＨＯＤＳ: Ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｗａｓ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ６ ｇｒｏｕｐｓꎬ
ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈａｔ ｉｓꎬ ｆｉｖｅ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｄ － δ － ｔｏｃｏｐｈｅｒｏｌ ( ４０ꎬ ６０ꎬ ８０ꎬ
１００ꎬ １２０)μｍｏＬ / Ｌ. Ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｅａｃｈ
ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｔｈｉａｚｏｌａｍ ( ＭＴＴ ) ａｓｓａｙ. Ｔｈｅ
ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｌｅｎｓ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ＳＲＡ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ
ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｕｎｄｅｒ ｉｎｖｅｒｔｅｄ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ. Ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｗａｓ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｂｃｌ－ ２ꎬ
ｂａｘꎬ Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ꎬ Ｐ２１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ
(ＷＢ) .
• ＲＥＳＵＬＴＳ: Ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｏｆ ｄ － δ － ｔｏｃｏｐｈｅｒｏｌ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎꎬ ｔｈｅ ＳＲＡ ｃｅｌｌｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
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ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｇｒａｄｕａｌｌｙꎬ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ (Ｐ< ０.０５)ꎻ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ: ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｏｆ ｔｈｅ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｏｃｏｐｈｅｒｏｌ ｄｒｕｇｓ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ
ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｓ ｐｈａｓｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ
ｂｌｏｃｋｅｄ ｉｎ ｔｈｅ Ｓ ｐｈａｓｅꎬ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ (Ｐ<０.０５)ꎻ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ: ａｆｔｅｒ ４８ｈ ｏｆ ｄ－δ－
ｔｏｃｏｐｈｅｒｏｌ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｈｕｍａｎ ｌｅｎｓ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ＳＲＡ ｃｅｌｌｓꎬ
ｔｈｅ Ｐ２１ꎬ Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ ａｎｄ ｂｃｌ － ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｌｅｎｓ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｂａｘ ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎬ ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
(Ｐ<０.０１) .
•ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: ｄ－δ－ ｔｏｃｏｐｈｅｒｏｌ ｃａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔ
ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｌｅｎｓ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ＳＲＡ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ
ｂｌｏｃｋ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｉｎ Ｓ ｐｈａｓｅ. ｄ－δ－ｔｏｃｏｐｈｅｒｏｌ ｃａｎ ｉｎｈｉｂｉｔ
ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｌｅｎｓ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ. Ｔｈｅ
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Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.２０ꎬ Ｎｏ.９ Ｓｅｐ. ２０２０　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２６３９４０　 Ｅｍａｉｌ:ＩＪＯ.２０００＠１６３.ｃｏｍ



ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｌｅｎｓ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ＳＲＡ ｃｅｌｌｓ ｍａｙ ｂｅ
ａｃｈｉｅｖｅｄ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｂｃｌ － ２ꎬ Ｐ２１ꎬ
Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ ａｎｄ ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｂａｘ.
•ＫＥＹＷＯＲＤＳ:ｐｏｓｔｅｒｉｏｒ ｃａｔａｒａｃｔꎻ ｄ－δ－ｔｏｃｏｐｈｅｒｏｌꎻ ｈｕｍａｎ
ｌｅｎｓ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ＳＲＡ ｃｅｌｌｓꎻ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ:Ｑｉｎ Ｃꎬ Ｚｅｎｇ ＸＳꎬ Ｐｅｎｇ Ｂꎬ ｅｔ ａｌ. ｄ－δ－ｔｏｃｏｐｈｅｒｏｌ ｉｎｈｉｂｉｔｓ
ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｌｅｎｓ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ＳＲＡ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｒｅｌａｔｅｄ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ ( Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ ) ２０２０ꎻ ２０ ( ９ ):
１４９３－１４９７

０引言
白内障超声乳化吸除术联合人工晶状体植入术已成

为治疗白内障的主要手段ꎮ 然而ꎬ术后后囊膜混浊
(ｐｏｓｔｅｒｉｏｒ ｃａｐｓｕｌｅ ｏｐａｃｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬＰＣＯ)仍是影响治疗效果的
重要因素ꎮ 术后 ＰＣＯ 即后发性白内障是白内障手术后常
见的并发症ꎬ是影响治疗效果的主要因素ꎮ ＰＣＯ 的形成
主要是术后残留的晶状体上皮细胞过度增殖并移行于后
囊膜ꎬ转化为成纤维细胞ꎬ产生胶原、分泌基底膜样物质而
引起[１]ꎮ

天然 维 生 素 Ｅ ( ｎａｔｕｒａｌ ｖｉｔａｍｉｎ Ｅ )ꎬ 学 名 生 育 酚
(ｔｏｃｏｐｈｅｒｏｌｓ)ꎬ生育酚同系物在自然界中广泛分布并且主
要存在于各种植物中ꎮ ｄ－δ－生育酚是其中的一种[２]ꎮ 研
究表明 ｄ－δ－生育酚在减少炎症、细胞增殖和肿瘤负担方
面表现出了更大的能力[３]ꎮ 我们通过实验探究 ｄ－δ－生育
酚对人晶状体上皮 ＳＲＡ 细胞生长的影响以及所涉及的相
关分子机制ꎬ可能与凋亡相关蛋白 ｂｃｌ－２、ｂａｘ 或者与细胞
周期蛋白依赖性激酶抑制剂 ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｐ２１ 相关ꎬ以便发
现其发挥作用的具体靶点ꎬ为 ｄ－δ－生育酚发挥其药物学
功能ꎬ也为治疗及预防 ＰＣＯ 提供理论支持ꎮ
１材料和方法
１ １材料　 实验用细胞株:人晶状体上皮 ＳＲＡ 细胞(中国
医学科学院肿瘤医院肿瘤研究所)、ｄ－δ－生育酚(北京索
莱宝科技有限公司)、ＲＩＰＡ 裂解液、ＭＴＴ 试剂、二甲基亚
砜ꎬ碘化丙啶ꎬ新生牛血清、１６４０ 培养基(Ｇｉｂｃｏ 公司)ꎮ 主
要仪器:分选型流式细胞仪(美国 ＢＤ 公司)、超高速冷冻
离心机(德国 Ｚｅｉｓｓ 公司)、光栅型连续波长酶标仪、研究
级倒置荧光显微镜、ＣＯ２ 培养箱、倒置相差显微镜(日本
Ｏｌｙｍｐｕｓ)、 ＭＬＤＥＬ 酶 标 仪 ( 美 国 Ｃｏｕｌｔｅｒ 公 司 )ꎬ Ｐ２１、
Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、ｂａｘ 及 ｂｃｌ－２ 抗体均产自英国 Ａｂｃａｍ 公司ꎮ
１ ２方法 　 通过预实验ꎬＭＴＴ 检测结果及 ＩＣ５０(半抑制
率)值ꎬ筛选出 ５ 个实验浓度ꎮ 将此次实验分为空白对照
组(０μｍｏｌ / Ｌ)及实验组ꎬ实验组设 ５ 个不同浓度的 ｄ－δ－
生育酚(４０、６０、８０、１００、１２０μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ分别处理人晶状体
上皮 ＳＲＡ 细胞 ２４、４８、７２ｈꎬ使用 ２０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ
低糖培养液培养人晶状体上皮 ＳＲＡ 细胞ꎬ在 ５.０％ ＣＯ２饱
和度、３７℃恒温培养箱中培养ꎮ
１ ２ １细胞形态学观察　 ｄ－δ－生育酚处理人晶状体上皮
ＳＲＡ 细胞 ２４、４８、７２ｈ 后ꎬ显微镜下观察人晶状体上皮 ＳＲＡ
细胞的增殖及细胞形态的变化ꎬ拍照记录结果ꎮ
１ ２ ２ ＭＴＴ 法检测细胞增殖　 取生长状态良好的 ＳＲＡ 细
胞ꎬ胰酶消化、离心、计数ꎬ使细胞密度为 ３ ５×１０６ / Ｌꎬ接种
到 ９６ 孔板ꎬ每个孔加入 ２００μＬꎬ放于 ３７ ０℃、５ ０％ ＣＯ２恒
温培养箱中培养ꎬ次日更换培养液ꎬ按所设药物浓度分别
加入 ｄ－δ－生育酚ꎬ培养 ２４、４８、７２ｈ 后ꎬ每孔加入 ２０μＬ 的

ＭＴＴ 培养 ４ｈ 后终止培养ꎬ吸净旧液ꎬ每孔加入 ２００μＬ
ＤＭＳＯ(二甲基亚砜)ꎬ使用波长为 ４９０ｎｍꎬ酶标仪上检测
ＯＤ 值ꎬ以上实验重复 ３ 次ꎬ计算 ｄ－δ－生育酚对组胞增殖
率的影响ꎬ细胞增殖抑制率(％)＝ (１－加药组 ＯＤ 值 / 对照
组 ＯＤ 值)×１００％ꎮ
１ ２ ３ 流式细胞仪分析细胞周期　 取对数期生长状态良
好细胞接种于培养瓶中ꎮ 往培养瓶中加入 ｄ－δ－生育酚ꎬ
使其浓度分别为设定浓度ꎬ药物作用 ４８ｈ 后用 ＰＢＳ 洗两
遍ꎬ用无 ＥＤＴＡ 的胰酶消化细胞ꎬ１０００ｒ / ｍｉｎꎬ ５ｍｉｎꎬ离心ꎬ
加入 ５ｍＬ ７５ ０％预冷乙醇中ꎬ轻轻吹打均匀ꎬ－２０℃固定
保存ꎮ １０００ｒ / ｍｉｎꎬ ５ｍｉｎꎬ离心ꎬＰＢＳ 轻轻吹打细胞ꎬ洗两
遍ꎮ ０ ５ｍＬ ＰＢＳ 重悬细胞ꎬ加入 ＰＩ 和 ＲＮａｓｅＡ 至终浓度
５０μｇ / ｍＬꎬ３７ ０℃温浴 ３０ｍｉｎꎮ 上机检测细胞周期ꎮ
１ ２ ４ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ｄ－δ－生育酚刺激人晶状体上
皮 ＳＲＡ细胞 Ｐ２１、Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、ｂａｘ、ｂｃｌ－２蛋白表达情况　
将人晶状体上皮 ＳＲＡ 细胞传代后分 ６ 组ꎮ 使其浓度分别
为设定浓度ꎬ提取细胞蛋白ꎬＢＣＡ 法蛋白浓度定量ꎬ配制
好 １５％的分离胶和 ５％的浓缩胶ꎬ每孔加入 ３０μｇ 为蛋白
上样量ꎬ上样前沸水中煮沸 ５ｍｉｎ 使蛋白变性ꎮ 准备电泳ꎬ
先 ８０Ｖ 恒压ꎬ３０ｍｉｎꎬ等待浓缩胶跟分离胶分离之后ꎬ再调
整电压至 １２０Ｖꎬ５０ｍｉｎꎮ 电泳结束后ꎬ恒定电流 ２６０ｍＡꎬ
５０ｍｉｎ 转膜ꎬ把转好的膜放入 ５％的脱脂奶粉封闭液中ꎬ摇
床上室温封闭 ２ｈꎬ封闭结束后ꎬＴＢＳＴ 洗 ３ 次ꎬ一次 １０ｍｉｎꎬ
放入提前配好的一抗孵育盒中(Ｐ２１ 为 １∶ ５００ꎻＣｙｃｌｉｎ Ｄ１
为 １∶ ５００ꎻｂａｘ 为 １∶ １０００ꎻｂｃｌ－２ 为 １∶ １０００)ꎬ４℃慢摇过夜ꎬ
次日用 ＴＢＳＴ 洗 ３ 次ꎬ一次 １０ｍｉｎꎬ放入二抗孵育盒中ꎬ室
温下慢摇 １ｈꎬＴＢＳＴ 洗 ３ 次ꎬ一次 １０ｍｉｎꎬ发光ꎮ 发光结束
后得到目的条带ꎬ使用 Ｇｅｌ－Ｐｒｏ Ａｎａｌｙｚｅｒ 软件分析蛋白的
相对表达量ꎮ

统计学分析:使用 ＳＰＳＳ ２１ ０ 软件进行统计分析ꎬ蛋
白表达水平和 Ｓ 期细胞率为计量资料ꎬ用均值±标准差

(ｘ±ｓ)表示ꎬ六组差异比较采用单因素方差分析ꎬ差异有
统计学意义时ꎬ进一步采用 ＬＳＤ－ ｔ 进行两两比较ꎬ以 Ｐ<
０ ０５ 为差异有统计学意义ꎮ
２结果
２.１倒置相差显微镜下观察 ｄ－δ－生育酚对 ＳＲＡ细胞形态
的影响　 体外培养人晶状体 ＳＲＡ 细胞呈多边形ꎬ胞体边
界清楚ꎬ贴壁生长ꎬ胞质均匀ꎬ折光性强ꎬ生长速度快ꎮ ｄ－
δ－生育酚处理细胞 ４８ｈ 后ꎬ倒置相差显微镜下观察ꎬ随着
ｄ－δ－生育酚的浓度逐渐增加ꎬＳＲＡ 细胞较对照组细胞明
显减少ꎬ细胞密度逐渐变低ꎬ漂浮的死亡细胞逐渐增多ꎬ部
分细胞皱缩变圆、贴壁不牢ꎬ见图 １ꎮ
２ ２不同浓度 ｄ－δ－生育酚对人晶状体上皮 ＳＲＡ 细胞增
殖的影响　 ＭＴＴ 法结果显示ꎬｄ－δ－生育酚分别作用于人
晶状体上皮 ＳＲＡ 细胞 ２４、４８、７２ｈ 后ꎬＳＲＡ 细胞的增殖受
到抑制ꎬ随着 ｄ－δ－生育酚浓度的逐渐增加ꎬ人晶状体上皮
ＳＲＡ 细胞的增殖率也逐渐降低ꎬ随着 ｄ－δ－生育酚浓度的
增高、作用时间的延长ꎬＳＲＡ 细胞增殖抑制率逐渐增高ꎬ且
呈剂量－效应关系ꎬ这种关系范围在(４０ ~ １２０μｍｏｌ / Ｌ)之
间最为明显ꎮ 分析结果显示ꎬ２４、４８、７２ｈꎬ六组抑制率差异
均有统计学意义(Ｐ<０ ００１)ꎬ进一步做两两比较ꎬ三个时
点结果都表现为对照组 < ４０μｍｏｌ / Ｌ 组 < ６０μｍｏｌ / Ｌ 组
<８０μｍｏｌ / Ｌ组<１００μｍｏｌ / Ｌ 组<１２０μｍｏｌ / Ｌ 组ꎬ两组间差异
均有统计学意义(Ｐ<０ ０５)ꎬ见表 １ꎮ
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图 １　 倒置相差显微镜下观察 ４８ｈ后 ｄ－δ－生育酚对 ＳＲＡ 细胞增殖的影响(１００×) 　 Ａ:对照组ꎻＢ:４０μｍｏｌ / Ｌ 组ꎻＣ:６０μｍｏｌ / Ｌ 组ꎻＤ:
８０μｍｏｌ / Ｌ 组ꎻＥ:１００μｍｏｌ / Ｌ 组ꎻＦ:１２０μｍｏｌ / Ｌ 组ꎮ

表 １　 不同浓度组不同时间抑制率比较 (ｘ±ｓꎬ％)
组别 ｎ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ
对照组 ３ ０ ０ ０
４０μｍｏｌ / Ｌ 组 ３ ４ ２８±０ ８９ａ １０ ９０±１ １０ａ ２９ ９１±２ １５ａ

６０μｍｏｌ / Ｌ 组 ３ ７ ９５±０ ５３ａꎬｃ １９ ０６±１ ３１ａꎬｃ ４１ ５７±１ ６４ａꎬｃ

８０μｍｏｌ / Ｌ 组 ３ １６ ９５±３ １６ａꎬｃꎬｅ ４０ ６２±２ ７５ａꎬｃꎬｅ ６３ ６８±１ ５６ａꎬｃꎬｅ

１００μｍｏｌ / Ｌ 组 ３ ２４ １３±１ ３１ａꎬｃꎬｅꎬｇ ５８ ８６±２ ５７ａꎬｃꎬｅꎬｇ ７５ ２０±１ ４６ａꎬｃꎬｅꎬｇ

１２０μｍｏｌ / Ｌ 组 ３ ３８ ２１±１ ７７ａꎬｃꎬｅꎬｇꎬｉ ７０ １９±２ ２６ａꎬｃꎬｅꎬｇꎬｉ ８６ ０８±２ ０６ａꎬｃꎬｅꎬｇꎬｉ

　
Ｆ ２２９ ８４０ ６２９ ２８２ １１４０ ７５３
Ｐ <０ ００１ <０ ００１ <０ ００１

注:ａＰ<０ ０５ ｖｓ 同时间点对照组ꎻｃＰ<０ ０５ ｖｓ 同时间点 ４０μｍｏｌ / Ｌ 组ꎻｅＰ<０ ０５ ｖｓ 同时间点 ６０μｍｏｌ / Ｌ 组ꎻｇＰ<０ ０５ ｖｓ 同时间点８０μｍｏｌ / Ｌ
组ꎻｉＰ<０ ０５ ｖｓ 同时间点 １００μｍｏｌ / Ｌ 组ꎮ

２ ３ ｄ－δ－生育酚对人晶状体上皮 ＳＲＡ 细胞周期的影响
　 根据 ＭＴＴ 的结果分析ꎬ人晶状体上皮 ＳＲＡ 细使用 ｄ－δ－
生育酚处理 ４８ｈ 后ꎬ药物达到最有效抑制细胞增殖效果ꎬ
故选取 ｄ－δ－生育酚处理细胞 ４８ｈ 后作为实验对象ꎮ 如
图 ２示细胞被阻滞于 Ｓ 期ꎬ六组 Ｓ 期细胞率差异有统计学
意义(Ｆ＝ ６９ ４４７ꎬＰ<０ ００１)ꎬ两两比较结果见表 ２ꎮ
２ ４ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、Ｐ２１、ｂａｘ 和 ｂｃｌ－２ 的
表达　 ｄ－δ－生育酚干预人晶状体上皮 ＳＲＡ 细胞 ４８ｈ 后ꎬ
人晶状体上皮 ＳＲＡ 细胞 Ｐ２１、Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 和 ｂｃｌ－２ 表达量逐
渐降低ꎬｂａｘ 表达量逐渐增高ꎬ见图 ３ꎮ 不同浓度组各蛋白
表达水平比较ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０ ００１)ꎬ各蛋白
两两组间比较结果ꎬ见表 ３ꎮ
３讨论

正常的人晶状体上皮细胞为单层立方上皮ꎬ主要位于
前囊下和赤道部ꎬ具有增殖和分化的能力ꎬ并且不断的产
生晶状体纤维[４]ꎮ 白内障摘除术术后ꎬ人晶状体上皮细胞
失去单层性及晶状体皮质的压力ꎬ加速转化为成纤维细
胞[５]ꎬ形成后发性白内障ꎮ 据报道ꎬ多达 ２０％ ~ ３０％的患
者术后会发生后发性白内障[６]ꎬ成人在 ２ ~ ５ａ 内后发性白
内障的发生率高达 ５０％ꎬ儿童术后早期即可发生严重的

　 　表 ２　 不同浓度组 Ｓ期细胞率比较 (ｘ±ｓꎬ％)

组别 ｎ Ｓ 期细胞率

对照组 ３ ２５ １０±０ ９０
４０μｍｏｌ / Ｌ 组 ３ ２８ ７０±１ ５０ａ

６０μｍｏｌ / Ｌ 组 ３ ３０ ９４±１ ３２ａ

８０μｍｏｌ / Ｌ 组 ３ ３３ ２０±１ ６８ａꎬｃ

１００μｍｏｌ / Ｌ 组 ３ ３６ ２４±１ ２０ａꎬｃꎬｅ

１２０μｍｏｌ / Ｌ 组 ３ ４９ ６６±３ １６ａꎬｃꎬｅꎬｇꎬｉ

注:ａＰ< ０ ０５ ｖｓ 对照组ꎻｃ Ｐ< ０ ０５ ｖｓ ４０μｍｏｌ / Ｌ 组ꎻｅ Ｐ< ０ ０５ ｖｓ
６０μｍｏｌ / Ｌ 组ꎻｇＰ<０ ０５ ｖｓ ８０μｍｏｌ / Ｌ 组ꎻｉＰ<０ ０５ ｖｓ １００μｍｏｌ / Ｌ 组ꎮ

ＰＣＯꎬ儿童晶状体上皮细胞增殖能力强ꎬ因而 ＰＣＯ 的发生
概率高达 １００％ [７]ꎮ 目前治疗后发性白内障主要是激光后
囊膜切开术ꎬ激光后囊膜切开术会伴有人工晶状体
(ｉｎｔｒａｏｃｕｌａｒ ｌｅｎｓꎬＩＯＬ)偏离、眼压升高、葡萄膜炎、黄斑水
肿、甚至视网膜脱离等并发症[８－９]ꎮ 除了手术治疗后发性
白内障之外ꎬ目前临床上对后发性白内障的药物治疗及防
治也有了大量的研究ꎮ 许多药物已被证实可有效抑制人
晶状体上皮细胞增生ꎬ如地塞米松、双氯芬酸钠、皂草素、
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图 ２　 ｄ－δ－生育酚对人晶状体上皮 ＳＲＡ细胞周期的影响　 Ａ:对照组ꎻＢ:４０μｍｏｌ / Ｌ 组ꎻＣ:６０μｍｏｌ / Ｌ 组ꎻＤ:８０μｍｏｌ / Ｌ 组ꎻＥ:１００μｍｏｌ / Ｌ
组ꎻＦ:１２０μｍｏｌ / Ｌ 组ꎮ

表 ３　 不同浓度组各蛋白表达水平比较 ｘ±ｓ
组别 ｎ ｂａｘ ｂｃｌ－２ Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ Ｐ２１
对照组 ３ ０ １４９±０ ０１６ １ ０００±０ ０００ １ ０００±０ ０００ １ ０００±０ ０００
４０μｍｏｌ / Ｌ 组 ３ ０ １６４±０ ０２２ ０ ５３９±０ １００ａ ０ ２２２±０ ０３３ａ ０ ５０５±０ ２８３ａ

６０μｍｏｌ / Ｌ 组 ３ ０ １８０±０ ０１８ ０ ４８２±０ １００ａ ０ １７０±０ ０２４ａꎬｃ ０ ２１０±０ ０６５ａꎬｃ

８０μｍｏｌ / Ｌ 组 ３ ０ ３０６±０ ０１２ａꎬｃꎬｅ ０ ２８５±０ ０５８ａꎬｃꎬｅ ０ １４７±０ ０１５ａꎬｃ ０ １４１±０ ００５ａꎬｃ

１００μｍｏｌ / Ｌ 组 ３ ０ ８７２±０ ０３０ａꎬｃꎬｅꎬｇ ０ １４６±０ ０５８ａꎬｃꎬｅꎬｇ ０ １２８±０ ０４１ａꎬｃ ０ ０７７±０ ０３９ａꎬｃ

１２０μｍｏｌ / Ｌ 组 ３ １ ０００±０ ０００ａꎬｃꎬｅꎬｇꎬｉ ０ ０８０±０ ０１７ａꎬｃꎬｅꎬｇ ０ １０４±０ ０１７ａꎬｃꎬｅ ０ ０５５±０ ０２８ａꎬｃ

　 　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ １２７２ ００９ ７５ １７９ ５７４ ２１０ ２７ ８５３
Ｐ <０ ００１ <０ ００１ <０ ００１ <０ ００１

注:ａＰ<０ ０５ ｖｓ 对照组ꎻｃＰ<０ ０５ ｖｓ ４０μｍｏｌ / Ｌ 组ꎻｅＰ<０ ０５ ｖｓ ６０μｍｏｌ / Ｌ 组ꎻｇＰ<０ ０５ ｖｓ ８０μｍｏｌ / Ｌ 组ꎻｉＰ<０ ０５ ｖｓ １００μｍｏｌ / Ｌ 组ꎮ

图 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、Ｐ２１、ｂａｘ和 ｂｃｌ－２ 的表达ꎮ

姜黄素等ꎮ 有研究表明ꎬ通过 ＩＯＬ 而释放药物是药物作用
的最佳途径ꎬ其原理是将抑制细胞增殖的药物以不同方式
修饰于 ＩＯＬ 表面或浸润、装载于 ＩＯＬ 中ꎬ这种方式可以使
白内障术后的药物逐渐释放从而抑制 ＰＣＯ 的形成[１０]ꎮ

但是这些药物在起效的同时对眼内其他结构ꎬ包括对角膜
内皮细胞、视网膜细胞等产生损害ꎬ可引起虹膜色素沉着、
暂时性角膜水肿和黄斑水肿等并发症ꎮ 这也是这些药物
使用的限制性因素ꎮ 而 ｄ－δ－生育酚在绿色植物中容易获
得且安全ꎬ是一种天然药物ꎬ与其他药物相比有更好的优
越性ꎬ并发症少ꎮ 研究发现 ｄ－δ－生育酚在减少炎症、细胞
增殖和肿瘤负担方面表现出了更大的能力[３]ꎮ 而人晶状
体上皮细胞的增殖与癌细胞的不断增殖有共性ꎮ 因此推
测 ｄ－δ－生育酚可能通过某些作用机制而抑制人晶状体上
皮细胞的增殖ꎮ 本研究发现ꎬ在显微镜下观察ꎬ对照组人
晶状体上皮 ＳＲＡ 细胞呈多边形ꎬ胞体边界清楚ꎬ胞质均
匀ꎬ生长速度快ꎮ 而实验组 ＳＲＡ 细胞数量明显减少ꎬ细胞
密度变低ꎬ漂浮的死亡细胞明显增多ꎮ 随着 ｄ－δ－生育酚
的浓度逐渐增加ꎬ细胞的增殖明显受抑制ꎬ具有剂量－效
应关系ꎮ １２０μｍｏｌ / Ｌ 的 ｄ－δ－生育酚作用 ４８ｈ 后ꎬ抑制率

６９４１
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达(７０ １９±２ ２６)％ꎮ
细胞周期结果显示:ｄ－δ－生育酚能明显抑制人晶状

体上皮 ＳＲＡ 细胞的增殖ꎬ 并阻滞细胞周期于 Ｓ 期ꎮ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果分析ꎬｄ－δ－生育酚抑制人晶状体上
皮 ＳＲＡ 细胞的增殖可能是通过抑制 ｂｃｌ－２、Ｐ２１、Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１
的表达ꎬ诱导 ｂａｘ 的表达实现的ꎮ 本研究结果对 ｄ－δ－生
育酚用于后发性白内障的靶向治疗提供一种新的思路ꎮ

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果显示:与对照组相比ꎬ经 ｄ－δ－
生育酚干预的人晶状体上皮 ＳＲＡ 细胞随着药物浓度的增
加ꎬＰ２１ 表达量逐渐降低ꎬ与预期的结果相反ꎬ分析其原因
可能有:(１)有研究表明ꎬＰ２１ 在不同组织如在肾脏、鼻咽
癌细胞株等组织或者恶性肿瘤中表现为表达下降ꎬ对其细
胞的增殖呈负向调控作用[１１－１２]ꎬ而在心脏、食管鳞状细胞
癌等组织中 Ｐ２１ 表现为高表达ꎬ对其细胞增殖的正向调控
作用[１３－１４]ꎮ 本研究在人晶状体上皮 ＳＲＡ 细胞研究中获得
低表达的结果提示 Ｐ２１ 在不同组织中的表达可能具有组
织特异性ꎬ或者不同的药物的作用机制可能对 Ｐ２１ 产生不
同的调控作用ꎮ 这一结果提示在人晶状体上皮 ＳＲＡ 细胞
中ꎬ调控 ＳＲＡ 细胞增殖的可能是 ＣＫＩ 家族的其它成员ꎬ如
Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 等ꎮ (２)Ｐ２１ 蛋白为最早发现并克隆的 ＣＫＩꎬ可
与多种 ＣＤＫ 竞争结合 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ꎬ从而抑制细胞的增殖ꎬ并
且可与 ＰＣＮＡ 结合ꎬ阻断 ＰＣＮＡ 依赖的 ＤＮＡ 复制ꎬ抑制
ＣＤＫ 活性ꎬ从而使细胞生长受阻于 Ｇ１ 期[１５]ꎮ 而细胞周期
的结果显示 ｄ－δ－生育酚使细胞的生长阻滞在了 Ｓ 期ꎬ说
明 ｄ－δ－生育酚诱导人晶状体上皮 ＳＲＡ 细胞周期阻滞的
途径与 Ｐ２１ 无关ꎮ (３)Ｐ２１ 除了具有促进细胞凋亡的功能
外ꎬ也具有抗凋亡的双重功能ꎬ本组人晶状体上皮 ＳＲＡ 细
胞中 Ｐ２１ 低表达ꎬ是否发挥了抗细胞凋亡的作用ꎬ其确切
关系有待进一步探讨ꎮ

总之ꎬ本实验从几个方面初步探讨了 ｄ－δ－生育酚对
人晶状体上皮 ＳＲＡ 细胞的生长的影响ꎬ能够抑制人晶状
体上皮 ＳＲＡ 细胞的增殖ꎮ 但是本实验还有许多不足之
处ꎬ抑制细胞增殖和诱导细胞凋亡的因子很多ꎬ这些因子
是否发挥了凋亡的作用等ꎬ对于确切的机制我们还需要进
一步的研究ꎮ ｄ－δ－生育酚大量存在于绿色植物中ꎬ安全
易获取ꎬ值得深入研究ꎮ 因此ꎬ我们将进一步研究 ｄ－δ－生
育酚在动物模型体内的应用前景ꎬ以更好地为临床 ＰＣＯ
的防治提供理论与实验依据ꎮ
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