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  摘 要:目的 探讨老年性白内障患者晶状体上皮细胞中钙调节蛋白3(CNN3)、Yes相关蛋白(YAP)信

使核糖核酸(mRNA)和蛋白表达水平与晶状体上皮细胞凋亡的关系。方法 选择2019年2月至2021年9月

该院收治的67例白内障患者作为老年性白内障组,另选取同期于该院进行角膜移植术并排除白内障的42例

患者作为对照组。手术获得患者晶状体前囊膜(晶状体前囊膜主要由上皮细胞构成),检测晶状体上皮细胞中

CNN3、YAP
 

mRNA和蛋白表达水平及晶状体上皮细胞凋亡率,分析老年性白内障患者晶状体上皮细胞中

CNN3
 

mRNA与YAP
 

mRNA表达水平的相关性及CNN3
 

mRNA、YAP
 

mRNA与细胞凋亡率的相关性。结

果 与对照组比较,老年性白内障组晶状体上皮细胞中CNN3
 

mRNA和蛋白表达水平升高,YAP
 

mRNA和蛋

白表达水平降低(P<0.05);老年性白内障患者晶状体上皮细胞中CNN3
 

mRNA与YAP
 

mRNA表达水平呈

负相关(P<0.05);老年性白内障组晶状体上皮细胞凋亡率高于对照组(P<0.05);老年性白内障患者晶状体

上皮细胞中CNN3
 

mRNA表达水平与晶状体上皮细胞凋亡率呈正相关(P<0.05),YAP
 

mRNA表达水平与

晶状体上皮细胞凋亡率呈负相关(P<0.05)。结论 老年性白内障患者晶状体上皮细胞中CNN3呈高表达、

YAP呈低表达,二者与晶状体上皮细胞凋亡率有关,可能参与老年性白内障疾病的发生。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

relationship
 

between
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

calmodulin
 

3
 

(CNN3),Yes-associated
 

protein
 

(YAP)
 

messenger
 

ribonucleic
 

acid
 

(mRNA)
 

and
 

protein
 

in
 

lens
 

epithelial
 

cells
 

of
 

patients
 

with
 

senile
 

cataract
 

and
 

lens
 

epithelial
 

cell
 

apoptosis.Methods A
 

total
 

of
 

67
 

cataract
 

patients
 

admitted
 

to
 

this
 

hospital
 

from
 

February
 

2019
 

to
 

September
 

2021
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

senile
 

cataract
 

group,and
 

42
 

patients
 

who
 

underwent
 

corneal
 

transplantation
 

in
 

the
 

hospital
 

during
 

the
 

same
 

period
 

and
 

had
 

cataracts
 

ex-
cluded

 

were
 

selected
 

as
 

the
 

control
 

group.The
 

anterior
 

lens
 

capsule
 

of
 

the
 

patient
 

was
 

obtained
 

by
 

surgery
 

(the
 

anterior
 

lens
 

capsule
 

was
 

mainly
 

composed
 

of
 

epithelial
 

cells),and
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

CNN3
 

and
 

YAP
 

mRNA
 

and
 

protein
 

in
 

lens
 

epithelial
 

cells
 

and
 

the
 

apoptosis
 

rate
 

of
 

lens
 

epithelial
 

cells
 

were
 

detected.
The

 

correlation
 

between
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

CNN3
 

mRNA
 

and
 

YAP
 

mRNA
 

in
 

lens
 

epithelial
 

cells
 

of
 

pa-
tients

 

with
 

senile
 

cataract
 

and
 

the
 

correlation
 

between
 

CNN3
 

mRNA
 

and
 

YAP
 

mRNA
 

and
 

the
 

apoptosis
 

rate
 

were
 

analyzed.Results Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

expression
 

levels
 

of
 

CNN3
 

mRNA
 

and
 

protein
 

in
 

lens
 

epithelial
 

cells
 

of
 

the
 

senile
 

cataract
 

group
 

were
 

increased,and
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

YAP
 

mRNA
 

and
 

protein
 

were
 

decreased
 

(P<0.05).The
 

apoptosis
 

rate
 

of
 

lens
 

epithelial
 

cells
 

in
 

the
 

senile
 

cataract
 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

control
 

group
 

(P<0.05).The
 

expression
 

level
 

of
 

CNN3
 

mRNA
 

in
 

lens
 

epithelial
 

cells
 

of
 

patients
 

with
 

senile
 

cataract
 

was
 

positively
 

correlated
 

with
 

the
 

apoptosis
 

rate
 

of
 

lens
 

epithelial
 

cells
 

(P<
0.05),and

 

the
 

expression
 

level
 

of
 

YAP
 

mRNA
 

was
 

negatively
 

correlated
 

with
 

the
 

apoptosis
 

rate
 

of
 

lens
 

epi-
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thelial
 

cells
 

(P<0.05).Conclusion The
 

high
 

expression
 

of
 

CNN3
 

and
 

the
 

low
 

expression
 

of
 

YAP
 

in
 

lens
 

epi-
thelial

 

cells
 

of
 

senile
 

cataract
 

patients
 

are
 

related
 

to
 

the
 

apoptosis
 

rate
 

of
 

lens
 

epithelial
 

cells
 

and
 

may
 

be
 

in-
volved

 

in
 

the
 

occurrence
 

of
 

senile
 

cataract
 

disease.
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  白内障是由遗传、免疫等原因引起晶状体蛋白变

性而发生浑浊的一种眼部疾病,其主要临床表现为单

侧或双侧晶状体浑浊、视物不清晰等,中老年人为多

发群体,发病率随年龄增大而升高。但白内障发病机

制至今尚未完全明确,研究表明,晶状体的生长涉及

上皮细胞的增殖及分化,而细胞生长分化受多种信号

因子和机制的调节[1-2]。钙调节蛋白3(CNN3)是一

种肌动蛋白结合蛋白,在神经系统发育、胚胎发育、肌
细胞生成和细胞融合过程中发挥重要作用[3]。研究

表明,CNN3是眼发育所需要的同源盒蛋白(OTX2)
转录因子的下游靶基因[4]。Yes相关蛋白(YAP)是
Hippo信号通路相关因子,在细胞生长发育凋亡过程

中发挥作用,研究表明,Hippo/YAP通路在调控晶状

体细胞生长中起重要作用[5-6]。何章彪等[7]研究表

明,在大鼠晶状体上皮细胞中,成纤维细胞生长因子

(FGF)诱导的核YAP表达在促进晶状体上皮细胞增

殖中发挥重要作用,抑制 YAP后,可显著抑制FGF
诱导的晶状体细胞增殖。但是CNN3、YAP在白内障

中的确切作用机制尚不明确。本研究检测老年性白

内障晶状体上皮细胞中CNN3、YAP信使核糖核酸

(mRNA)和蛋白的表达情况,分析 CNN3
 

mRNA、
YAP

 

mRNA表达水平与晶状体上皮细胞凋亡的关

系,现报道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选择2019年2月至2021年9月本

院收治的老年性白内障患者67例作为老年性白内障

组,所有患者均接受手术治疗,留取晶状体前囊膜标

本,其中男37例,女30例;年龄58~76岁,平均

(62.80±8.71)岁;病程2~5年,平均(3.50±1.20)
年。纳入标准:(1)患者均符合老年性白内障诊断标

准[8];(2)最佳矫正视力≥0.5,角膜散光<1.00
 

D;
(3)未患有青光眼、视神经炎、眼部发炎等其他眼部疾

病。排除标准:(1)患其他类型白内障、外伤等眼部疾

病者;(2)合并高血压、糖尿病及其他继发性视力减退

疾病者;(3)合并认知障碍或精神疾病患者。另选取

同期于本院进行角膜移植术并排除白内障的患者42
例为对照组,其中男25例,女17例;年龄56~75岁,
平均(61.90±8.63)岁。老年性白内障组和对照组性

别、年龄比较,差异无统计学意义(P>0.05),具有可

比性。本研究经本院医学伦理委员会批准,患者及家

属均签署知情同意书。
1.2 仪器与试剂 Trizol试剂盒(批号BJK1596)、
反转录试剂盒(批号BJK1813)、实时荧光定量PCR
(qPCR)试剂盒(批号BJS8023)、兔抗人CNN3(批号

ab204365)、YAP(批号ab52771)、β-肌动蛋白(β-ac-
tin,批号ab30157)单克隆抗体、鼠抗人二抗(批号

ab90073)均购自美国Abcam公司;Annexin
 

V-FITC/
PI细胞凋亡检测试剂盒(批号C1071S)购自南京立乔

生物科技有限公司;qPCR仪(型号ProFlex)、蛋白免

疫印迹成像系统(型号CL1500)、流式细胞仪(型号

CJ1900)均购自深圳市德诚仪器科技有限公司。
1.3 方法

1.3.1 标本采集及保存 收集老年性白内障组与对

照组患者的晶状体前囊膜(晶状体前囊膜主要由上皮

细胞构成),直径约6
 

mm,生理盐水冲洗后立即置于

-80
 

℃冰箱保存。
1.3.2 

 

qPCR法检测晶状体上皮细胞中CNN3
 

mR-
NA、YAP

 

mRNA表达 应用Trizol试剂盒提取晶状

体上皮细胞中的总 RNA,反转录合成cDNA,采用

qPCR试剂盒合成反应体系然后进行扩增,CNN3
 

mRNA、YAP
 

mRNA和内参基因β-actin引物序列由

北京奥科生物技术有限责任公司合成,引物序列见表

1。反应条件:95
 

℃
 

90
 

s;94
 

℃
 

60
 

s,62
 

℃
 

45
 

s,72
 

℃
 

30
 

s,38个循环。反应结束后,CNN3
 

mRNA、YAP
 

mRNA表达水平采用2-ΔΔCt 法计算,每个标本重复3
次,取平均值。

表1  引物序列

基因 上游引物(5'-3')    下游引物(5'-3')    

CNN3
 

mRNA GCAGGGATGTTAGCACCAGGTA CTGTTCCTTGGCTTCCGTTGTG

YAP
 

mRNA GAGCCATCCGCACATCACAAT CTTAGACTGTAAGCTGGTCTCA

β-actin AACTCCATCATGAAGTGTGACG GATCCACATCTGCTGGAAGG

1.3.3 蛋白免疫印迹法检测晶状体上皮细胞中

CNN3、YAP蛋白表达 在晶状体上皮细胞中加入裂

解液裂解30
 

min后,以12
 

000
 

r/
 

min离心30
 

min,取
上清液,经电泳后转膜,10%脱脂奶粉封闭2

 

h,加入
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一抗CNN3、YAP和β-actin(稀释浓度1∶500),4
 

℃
孵化过夜,TBST洗膜3次,再加入鼠抗人二抗(1∶
1

 

000),室温孵育1
 

h,使用ECL显色液显色,以β-ac-
tin为内参,对各条带进行灰度分析,以相对灰度值表

示蛋白表达水平。

1.3.4 流式细胞仪检测晶状体上皮细胞凋亡 晶状

体上皮细胞经胰蛋白酶消化后,调整细胞浓度为每毫

升1×105 个,使用Annexin
 

V-FITC/PI细胞凋亡检

测试剂盒染色,流式细胞仪检测细胞凋亡率。

1.4 统计学处理 采用SPSS24.0软件进行数据处

理和分析,呈正态分布的计量资料以x±s表示,两组

间比较采用t检验;计数资料以例数和百分率表示,
组间比较采用χ2 检验;采用Pearson相关分析老年性

白内障患者晶状体上皮细胞中CNN3
 

mRNA与YAP
 

mRNA表达水平的相关性及 CNN3
 

mRNA、YAP
 

mRNA表达水平与晶状体上皮细胞凋亡率的相关性。
以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 对照组和老年性白内障组晶状体上皮细胞中

CNN3
 

mRNA、YAP
 

mRNA表达水平比较 与对照

组比较,老年性白内障组晶状体上皮细胞中 CNN3
 

mRNA表达水平升高,YAP
 

mRNA 表达水平降低

(P<0.05),见表2。
表2  对照组和老年性白内障组晶状体上皮细胞中CNN3

   
 

mRNA、YAP
 

mRNA表达水平比较(x±s)

组别 n CNN3
 

mRNA YAP
 

mRNA
 

对照组 42 0.98±0.20 1.03±0.21

老年性白内障组 67 2.73±0.51 0.65±0.14

t 21.209 11.340

P <0.001 <0.001

2.2 对照组和老年性白内障组晶状体上皮细胞中

CNN3、YAP蛋白表达水平比较 与对照组比较,老
年性白内障组晶状体上皮细胞中CNN3蛋白表达水

平升高,YAP蛋白表达水平降低(P<0.05),见图1、
表3。

图1  对照组和老年性白内障组晶状体上皮细胞中的

CNN3、YAP蛋白印迹图

2.3 老年性白内障患者晶状体上皮细胞中CNN3
 

mRNA与YAP
 

mRNA表达水平相关性分析 老年

性白内障患者晶状体上皮细胞中 CNN3
 

mRNA 与

YAP
 

mRNA表达水平呈负相关(r=-0.658,P<
0.001)。
表3  对照组和老年性白内障组晶状体上皮细胞中CNN3、

   YAP蛋白表达水平比较(x±s)

组别 n CNN3蛋白 YAP蛋白

对照组 42 0.83±0.13 1.09±0.21

老年性白内障组 67 1.26±0.25 0.77±0.10

t 10.296 10.706

P <0.001 <0.001

2.4 对照组和老年性白内障组晶状体上皮细胞凋亡

率比较 老年性白内障组晶状体上皮细胞凋亡率为

(16.72±3.43)%,高于对照组的(2.98±0.45)%,差
异有统计学意义(P<0.05),见图2。

  注:A为对照组;B为老年性白内障组。

图2  对照组和老年性白内障组晶状体上皮细胞

凋亡流式图

2.5 老年性白内障患者晶状体上皮细胞中CNN3
 

mRNA、YAP
 

mRNA表达水平与晶状体上皮细胞凋

亡率的相关性分析 老年性白内障患者晶状体上皮

细胞中CNN3
 

mRNA表达水平与晶状体上皮细胞凋

亡率呈正相关(r=0.414,P<0.001),YAP
 

mRNA
表达水平与晶状体上皮细胞凋亡率呈负相关(r=
-0.600,P<0.001)。
3 讨  论

  白内障是由于晶状体调节功能失常而引起的晶

状体混浊,由衰老、物理损伤、手术、炎症及药物等原

因造成,可引起视物困难,给患者生活造成极大不便,
白内障常发生于40岁以上人群,发病率与致盲率均

居眼部疾病首位[9-10]。目前手术是治疗白内障的唯一

有效手段,但术中及术后出现的各种并发症,给患者

生活带来较大困难。因此,研究白内障发生机制,对
白内障的诊断和治疗具有重要临床意义[11-12]。

CNN3是肌动蛋白结合分子CNN家族的成员,
在平滑肌细胞及大脑神经细胞、星型胶质细胞中均有

表达,缺乏CNN3的动物胚胎表现出发育中的大脑大

量畸形,包括脑电图,延髓神经管的闭合缺陷及脑组

织的强烈扩张[13-14]。还有研究表明,在细胞增殖过程

中,敲除CNN3可导致细胞增殖和迁移减少,在分化
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过程中,CNN3可通过蛋白激酶B/哺乳动物雷帕霉素

靶蛋白(mTOR)和腺苷酸活化蛋白激酶/mTOR通路

抑制老鼠肌肉细胞的肌原性分化、融合和蛋白合

成[15]。以上研究表明,CNN3在细胞增殖、发育与分

化中起着重要调控作用,本研究结果显示,老年性白

内障组晶状体上皮细胞中CNN3
 

mRNA和蛋白表达

水平高于对照组,提示CNN3的异常表达可能与老年

性白内障的发生相关。
YAP是 Hippo信号通路的关键下游分子,在多

种肿瘤组织中有表达,Hippo信号传导途径通过YAP
来调节细胞生长、增殖与分化[16-17]。研究表明,YAP
在晶状体上皮细胞增殖和晶状体纤维分化过程中起

着重要作用[18]。另有研究表明,在FGF诱导的大鼠

晶状体上皮外植体中,晶状体纤维分化与细胞质磷酸

化YAP水平升高,抑制YAP可抑制FGF诱导的晶

状体细胞增殖和晶状体纤维分化过程中的消融细胞

伸长[19]。本研究结果显示,老年性白内障组晶状体上

皮细胞YAP
 

mRNA和蛋白表达水平低于对照组,表
明YAP的低表达可能参与老年性白内障疾病的发

生。然而CNN3、YAP在老年性白内障中的具体作用

机制尚不清楚。
MADDALA等[4]研究表明,CNN3在调节晶状

体上皮表型中发挥重要作用,并揭示了CNN3缺失可

引起细胞形态、细胞黏附、极性的改变和收缩活性的

增加,从而导致YAP/转录共激活因子PDZ结合基序

激活和上皮间质转化。本研究结果显示,老年性白内

障患者晶状体上皮细胞中 CNN3
 

mRNA 与 YAP
 

mRNA表达水平呈负相关(P<0.05),提示CNN3、
YAP可能共同参与调控老年性白内障的发生。由于

外部损伤、年龄老化等因素会使晶状体上皮细胞活性

降低,YANG等[20]研究显示,白内障的发生伴随晶状

体上皮细胞的凋亡。本研究结果发现,老年性白内障

组晶状体上皮细胞凋亡率高于对照组,提示晶状体上

皮细胞凋亡可能与老年性白内障疾病的发生有关。
相关性分析结果显示,老年性白内障患者晶状体上皮

细胞中CNN3
 

mRNA表达水平与晶状体上皮细胞凋

亡率呈正相关,YAP
 

mRNA表达水平与晶状体上皮

细胞凋亡率呈负相关(P<0.05),提示 YAP、CNN3
可能通过某种作用机制调节晶状体上皮细胞凋亡,从
而参与老年性白内障疾病的发生发展。

综上所述,老年性白内障患者晶状体上皮细胞中

CNN3呈高表达、YAP呈低表达,与晶状体上皮细胞

凋亡率有关,CNN3、YAP可能参与老年性白内障疾

病的发生。二者在老年性白内障疾病中的具体作用

机制尚不清楚,仍需做进一步研究。
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