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Abstract
誗AIM: To establish animal models of posterior capsule
opacification (PCO) in New Zealand white rabbits and
detect the expression of the Livin in PCO tissue.
誗 METHODS: Thirty healthy adult New Zealand white
rabbits were randomly divided into experimental group
and control group. Ultrasonic phacoemulsifications were
performed in the 25 experiment rabbits under
intramuscular injection anesthesia. The rabbits蒺eyes were
examined by slit lamp microscope to observe the
development of PCO after surgery and at 3d, 7d, 14d and
28d. The 5 rabbits in control group were executed to take
the posterior capsule of right eyes. Reverse transcription
polymerase ( RT - PCR ) and western - blotting were
performed to detect the expression of Livin in PCO at
different time points postoperatively.

誗RESULTS: Both RT-PCR and western-blotting method
indicated that different levels of expression of Livin could
be detected in the tissue of PCO in group B, C, D, E
except control group and group A that instantly after
surgery. The two methods indicated that Livin reached
the peak in group C and decreased in group D, lower in
group E and in group B reached the bottom.
誗CONCLUSION:The expression of Livin can be detected
in the tissue of PCO in a certain similar time. The study
indicated that Livin correlates with the pathogenesis of
PCO. It may provide a novel tool for the investigation of
gene therapy for PCO.
誗 KEYWORDS: posterior capsule opacification; Livin
regulatory gene; New Zealand white rabbits
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摘要

目的:建立新西兰大白兔后发性白内障(posterior capsule
opacification,PCO)动物模型,检测凋亡抑制因子 Livin 在

PCO 中的表达,从而探讨 Livin 在 PCO 形成过程中的

作用。
方法:选用健康新西兰大白兔 30 只,随机分为实验组(25
只),分为 A,B,C,D,E 组,对照组(5 只),实验组行右眼

晶状体皮质吸出,分别于术后即刻;3,7,14,28d(每个时

间点 5 只)对术眼行裂隙灯显微镜检查,并处死动物获取

术眼晶状体后囊膜,对照组直接处死动物获取右眼后囊

膜,采用逆转录聚合酶链反应 ( RT -PCR) 和 Western -
blotting 方法检测 Livin 在正常对照组及术后不同时间点

PCO 中的表达。
结果: RT-PCR 和 Western-blotting 在正常对照组及术后

即刻 A 组均未检测到 Livin 的表达,实验组 B,C,D,E 术

后不同时段的 PCO 组织中均可检测到不同程度 Livin 的

表达,其中 RT-PCR 和 Western-blotting 均显示术后 C 组

Livin 表达较为明显,D 组表达开始下降,但至 E 组仍有

表达,B 组表达最低。
结论:Livin 的表达在 PCO 的形成过程中具有相应的时相

性,为进一步探索 PCO 的基因治疗提供了理论依据。
关键词:后发性白内障;凋亡抑制因子 Livin;新西兰大

白兔
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0 引言
摇 摇 后发性白内障(posterior capsule opacification,PCO)
是白内障囊外摘除和晶状体超声乳化术后形成的晶状体
后囊膜混浊,是影响白内障术后视力的最常见并发症,其
术后 3a 的发病率可达 30% ~ 50% ,儿童甚至可达
100% [1],组织病理学已证实 PCO 的形成与白内障术后
残留的晶状体上皮细胞增殖、向后囊移行及化生有密切
关系。 但 PCO 的发病机制仍未完全阐明,目前尚无防治
后囊膜混浊发生的有效方法。 因此,从分子生物学角度
探讨 PCO 的发病机制成为近年来预防 PCO 发生的主要
研究方向。 Livin 是近年来发现的一种新的凋亡抑制因
子,能够抑制细胞的凋亡,促使细胞增殖。 Livin 蛋白 N
端包含 1 个 BIR 结构,C 段包含 1 个 RING 结构域[2],这
两个特殊结构起到抑制凋亡的作用。 研究表明在人类的
多种肿瘤中均发现有 Livin 基因的表达[3,4],近年来研究
发现在视网膜母细胞瘤中有 Livin 基因的表达[5],但在关
于白内障术后残留的晶状体上皮细胞增殖导致的 PCO
中是否有表达,目前国内外尚未见报道。
1 材料和方法
1. 1 材料
1. 1. 1 实验动物及分组摇 健康成年清洁级新西兰大白兔
30 只(山东省农科院研究所提供),体质量 2 ~ 2. 5kg,雌
雄各半,裂隙灯显微镜下检查,无眼前节病变。 实验动物
及实验条件均符合国家科学技术委员会的《实验动物管
理条件》。 随机分为实验组和对照组,右眼为实验眼,左
眼不做处理,其中 25 只作为实验组,根据不同时间点分
为 A,B,C,D,E 5 组,每组 5 只( n = 5),另 5 只作为正常
对照组。
1. 1. 2 主要试剂及仪器摇 眼科手术显微镜(苏州六六视
觉科技股份有限公司)、眼科手术器械( 苏州医疗器械
厂) 、裂隙灯显微镜照相设备(苏州六六视觉科技股份有
限公司) 、超声乳化仪(美国 Alcon 公司)、紫外线图像成
像系统(柯达 UV-2000) 、爱尔凯因滴眼液(美国 Alcon
公司)、复方托吡卡胺滴眼液(广州白云山制药股份有限
公司) 、妥布霉素地塞米松眼膏(美国 Alcon 公司) 、阿托
品眼膏(上海通用药业) 、平衡盐溶液(BSS,美国 Alcon
公司)、透明质酸钠凝胶(其胜,山东博士伦福瑞达) 、10-0
尼龙线(美国 Alcon 公司) 、二抗羊抗鼠(中山金桥)、浓
缩型 DAB 显色试剂盒(上海晶美有限公司) 、TRIZOL
(TaKaRa)、RNA PCR Kit (AMV Ver 3. 0 美国 Promega 公
司) 、TaqDNA 聚合酶(日本 TaKaRa 公司),PCR 仪(美国
PE 公司); Kodak2000 凝胶成像系统(美国柯达公司)。
1. 2 方法
1. 2. 1 实验动物模型制作摇 术前用复方托吡卡胺滴眼液
充分散瞳,盐酸氯胺酮按 80mg / kg 肌肉注射麻醉。 实验
组行超声乳化白内障吸除术,由同一位操作熟练术者完
成。 透明角膜切口,连续环形撕前囊膜,水分离,注吸器
吸出所有晶状体皮质,水封切口,术毕给予复方妥布霉素
地塞米松眼膏涂眼[6,7]。
1. 2. 2 实验取材 摇 实验组分别于术后即刻;3,7,14,28d
静脉空气栓塞处死动物,获取实验组右眼晶状体后囊膜;
并取对照组右眼正常晶状体后囊膜,所有标本均放入
1郾 5mL Eppendorf 管中, 液氮保存。
1. 2. 3 RT-PCR检测晶状体后囊膜 Livin 基因的表达 摇
在 Gene Bank 中查出基因序列,以 GAPDH 序列作为内参

照, 以 Vector NTI 6. 0 软件(美国 Infor Max 公司)设计
Livin 及 GAPDH 的引物(由上海生工合成),引物序列如
下:Livin 引物序列:上游引物 5蒺 -GTGAGGTGCTTCTTCT
GCTAC-3蒺,下游引物 5蒺-GTCCACACGGCACAAAGA-3蒺,
扩增 产 物 长 度 400bp; GAPDH 引 物 序 列: GAPDHF:
AAGTGGATGTTGTCGCCATC, GAPDHR: AGTGGATTCCA
CCACGTACT,扩增产物长度 218bp。 以上引物使用时以
无菌去离子水配成 6滋mol / mL 。 将获取的晶状体后囊膜
标本从液氮中取出,采用 Trizol 一步法提取总 RNA,分别
取 4滋L RNA 样品,加 196滋L 超纯水稀释,用紫外分光光
度计测定出 A260 和 A280 比值(OD 值),测得 RNA OD 值
1. 8 ~ 2. 0。 反应体系总体积为 25滋L,模板 RNA 0. 5滋g,
Oligo(dT)引物 1滋L,10伊dNTP 2滋L,AMV 逆转录酶 1滋L,
缓冲液 2. 5滋L,Mgcl 25滋L,Taq DNA Polymerase 0. 2滋L,核
酸酶抑制剂 0. 5mmol / L,加灭菌三蒸水至总体积 25滋L,
50益 30min 进行逆转录,94益 3min 预变性,然后 94益 30s
变性,58益 45s 退火( Livin) / 52益 45s 退火(GAPDH),
72益 1min 延伸,Livin 为 28 个循环,GAPDH 共 26 个循
环,最后 72益 延伸 10min,PCR 扩增样本以加样缓冲液
(含质量浓度 2. 5g / L 溴酚蓝,2. 5g / L 二甲苯青,400g / L
蔗糖溶液)稀释后加于含溴化乙锭的葡萄糖凝胶加样孔
中, 在 20g / L 琼脂糖凝胶上电泳,电压 100V,30min。 凝
胶用数字图像分析仪并进行半定量分析。
1. 2. 4 Western-blotting检测晶状体后囊膜 Livin 蛋白表
达摇 取实验组术后晶状体后囊膜和对照组正常晶状体后
囊膜,加入适量裂解 Buffer。 10000g 离心 10min 后取上
清,加入 5伊上样缓冲液,煮 10min,然后将上述提取的蛋
白用 12% SDS-PAGE 分离并转移到 PVDF 膜上。 5% 脱
脂奶粉室温封闭 1h,加入一抗鼠抗兔(1颐200 稀释在封闭
液中),4益孵育膜过夜,TBST 洗膜 3 次后,按 1 颐3000 稀
释浓度分别加入二抗,HRP-标记抗鼠 IgG 孵育 1h,洗涤
3 次后,ECL 显色。 暗室曝光显影,结果经自动电泳凝胶
成像分析仪进行灰度值测定。 兔 Livin 约 41kD, 兔
GAPDH 约 36kD。
摇 摇 统计学分析:本实验统计数据采用 SPSS 13. 0 软件
进行分析。 Livin 表达的组间比较采用 Dunnett- t 检验,
P<0. 01 为差异有显著统计学意义。
2 结果
2. 1 裂隙灯显微镜下观察摇 术后即刻 5 只兔眼未见明显
晶状体皮质残留;术后 3d,3 只兔眼可见轻度前房炎症反
应,后囊开始出现轻度混浊,中央区透明,术后 7d,5 只兔
眼中央角膜透明,前房无明显炎症反应,均发生后囊膜皱
褶混浊,累及中央区;术后 14d,5 只兔眼均出现后囊膜皱
褶,混浊明显;术后 28d,5 只兔眼后囊混浊厚重粗糙,其
中 3 只兔眼整个残留囊袋均被混浊的晶状体物质填充,
形成显著地 PCO(图 1)。
2. 2 RT-PCR检测 Livin 基因的表达 摇 本实验所提取的
mRNA,经紫外分光光度计检测,OD 值 1. 8 ~ 2. 0,证明提
所取的 mRNA 较高的纯度。 新西兰大白兔 Livin 基因的
PCR 产物长度为 400bp,GAPDH 的 PCR 产物的长度为
218bp。 正常对照组及实验 A 组晶状体后囊膜中未见
Livin 基因表达,而在 B,C,D,E 组均可见 Livin 基因的表
达(图 2),各组 Livin mRNA 的平均相对表达量见表 1。
DUNNETT 检验:设定 P = 0. 01,B,C,D,E 组与对照组相
比较:F=39. 86,P<0. 0001,表明差异有显著统计学意义,
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图 1摇 裂隙灯显微镜下观察晶状体后囊膜混浊情况摇 A:术后即刻;B:术后 3d;C: 术后 7d;D:术后 14d;E:术后 28d。

图 2摇 对照组与 A,B,C,D,E 组 RT-PCR 检测 Livin 基因的
表达。
表 1摇 Livin mRNA的平均相对表达量 軃x依s
组别 n 相对表达量

对照组 5 0
A 组 5 0
B 组 5 0. 641依0. 009
C 组 5 2. 474依0. 041
D 组 5 1. 458依0. 057
E 组 5 1. 168依0. 015

与 A 组比较 P<0. 0001,表明差异有显著统计学意义,C 组
和 D 组比较,P=0. 0096,表明差异具有显著统计学意义,
D 组和 E 组比较 P=0. 152,无显著统计学差异,余组之间
两两比较 P 值均小于 0. 01,表明差异具有显著统计学
意义。
2. 3 Western - blotting 检测 Livin 蛋白的表达 摇 采用
Western-blotting 检测 Livin 蛋白的表达,结果显示,在对照
组及实验 A 组晶状体后囊膜中均未检测到 Livin 蛋白的
表达。 而在其他实验各组中均检测到 Livin 蛋白的表达,
其中术后 3d,B 组检测到微弱的 Livin 蛋白的表达。 7d
后,C 组表达量最多,D 组表达开始下降,28d 后 E 组仍可
检测到 Livin 蛋白的表达,且表达量较 B 组明显(图 3),各
组 Livin 蛋白的平均相对表达量见表 2。 DUNNETT 检验:
设定 P=0. 01,B,C,D,E 组与对照组相比较:F=48. 17,P<
0. 0001,表明差异有显著统计学意义,与 A 组比较 P <
0郾 0001,表明差异具有显著统计学意义,C 组和 D 组比较,
P=0. 0035,表明差异具有显著统计学意义,D 组和 E 组比
较 P=0. 257,无显著统计学差异,余组之间两两比较 P 值
均小于 0. 01,表明差异具有显著统计学意义。
3 讨论
摇 摇 PCO 是白内障囊外摘除和晶状体超声乳化术后形成
的晶状体后囊膜混浊,是影响白内障术后视力远期效果的
常见并发症,组织病理学已证实残留的前囊膜或赤道部晶
状体上皮细胞增殖、向后囊移行并化生是后发性白内障发
生的主要原因,多种生长因子及细胞外基质参与了 PCO
的形成,抑制晶状体上皮细胞的增殖将有助于控制 PCO
的发生[8-11]。 近年来,白内障手术方式的改进、术中尽可

图 3摇 对照组与 A,B,C,D,E组 Western-blotting 检测 Livin 蛋

白的表达量。

表 2摇 Livin蛋白的平均相对表达量 軃x依s
组别 n 相对表达量

对照组 5 0
A 组 5 0
B 组 5 0. 157依0. 003
C 组 5 0. 606依0. 006
D 组 5 0. 237依0. 007
E 组 5 0. 210依0. 002

能清除晶状体皮质及上皮细胞、人工晶状体材料和设计的
改良减少了部分 PCO 的发生,但尚无从根本上解决后囊
膜混浊的有效措施。 目前基因治疗在多种疾病的防治方
面取得了较大的进展,逐步显示出其优越性和较为令人满
意的效果。 已有一些关于 PCO 的基因治疗的动物试验研
究取得了一定发展的报道[12],因此研究 PCO 形成的分子
生物学机制是目前基因治疗的前提。
摇 摇 Livin 是于 2000 年发现的一种凋亡抑制因子[2]。 研
究发现 Livin 存在于胚胎组织中,在胎儿发育过程中高表
达于多种组织,可能与生长发育有关。 Livin 作为一种凋
亡抑制因子,拥有与其他凋亡抑制因子家族一致的功能。
Livin 不仅可以通过直接作用于 caspase-3 及 caspase-7,
还可通过干扰 caspase-9 的合成从而抑制细胞凋亡,导致
细胞增殖[2],在多种恶性肿瘤组织中呈高表达[3,4]。 近年
来研究发现在视网膜母细胞瘤、视网膜新生血管中均有
Livin 基因的表达,但尚未见关于白内障术后残存晶状体
上皮细胞增殖中是否有表达的研究。
摇 摇 本研究通过建立新西兰大白兔 PCO 动物模型,检测
不同时间点凋亡抑制因子 Livin 在 PCO 形成过程中的表
达。 发现术后即刻;3,7,14,28d 不同时间点晶状体后囊
膜中 Livin 的表达都不一样。 术后 3d Livin 呈低表达,此
时为 PCO 形成的初始阶段,术后 7d PCO 较为明显,Livin
表达至高峰期,14d 开始表达逐渐下降,但至 28d 仍可检
测到 Livin 的表达,表明 Livin 表达与 PCO 的形成具有一
定关系。
摇 摇 近年来研究表明,PCO 的主要病理改变为晶状体上
皮细胞的转分化[13]。 晶状体上皮细胞转分化是指其由上

皮样细胞转变为肌纤维样细胞的过程,又称之为上皮-间
充质转化,转化的肌纤维样细胞内表达 琢-平滑肌肌动蛋
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白(琢-SMA)。 也已有人开始通过研究 琢-SMA 的表达量
来衡量 PCO 的治疗效果[14]。 研究表明正常的晶状体上皮
细胞中几乎无 琢-SMA 表达[15],因此 琢-SMA 的表达成为
晶状体上皮细胞转分化的标志。 SD 大鼠在行晶状体囊外
摘除术后即刻通过 Western-boltting 检测几乎检测不到
琢-SMA,而在术后 3d 即检测到有表达,7d 达到高峰,其后
表达逐渐下降,这与我们检测到的 Livin 表达曲线基本一
致。 由此可推论 Livin 的形成与 PCO 的发展可能具有相
关性,而且二者都在术后 7d 时达到峰值,提示术后 7d 是
PCO 防治重要时期。
摇 摇 本研究通过动物模型实验表明凋亡抑制因子 Livin 在
白内障术后 PCO 形成中具有一定的时相性,但 Livin 在后
发性白内障形成中是否有决定性的作用还有待通过 RNA
干扰或基因封闭等方法进一步证实。
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