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过氧化氢诱导的氧化应激对 ARPE一19细胞中泛素化 

途径的激活 
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Effects of hydrogen peroxide on ubquitin and ubiquitinated proteins 

in ARPE．19 
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Abstract 0bjective Oxidative stress in retinal pigment epithelial(RPE)cells is thought to be one of the risk factors in 

retinal diseases because of the specific anatomic and physiological characteristics of RPE cells．The purpose of this study was to 

investigate the change of ubiquitination induced by oxidative stress in ARPE一19 cells． M ethods ARPE一19 cells were cultured 

and treated with different concentrations of hydrogen peroxide for 4 hours respectively，and the cell viability was detected by using 

MTT assay．The change of ubiquitin mRNA was detected by RT—PCR．MG一132，a proteasome inhibitor，was used to pretreat ARPE一 

19 cells and then hydrogen peroxide was used to treat the pretreated ARPE一19 cells．The expression of ubiquitinated proteins in 

pretreated cells was detected by Western blotting．Intracellular distribution of ubiquitinated proteins in ARPE·19 cells treated with 

hydrogen peroxide was detected by immunofluorescenee stain assay． Results ARPE一19 cell viability was significantly reduced 

after treated by 50—300 I．~mol／L hydrogen peroxide．The mRNA levels of ubiquitin A52 and ubiquitin B in ARPE一19 cells were 

obviously increased after treated with 50，1 00，200，300 p~mol／L of hydrogen peroxide in comparison with control group(P< 

0．05)．but no statistically significant difference was seen in ubiquitin C expression(P>0．05)．Ubiquitinated proteins of 50 000— 

250 000 increased after the oxidative stress，but if RPE cells were preconditioned by MG一132，ubiquitinated proteins increased 

mainly over 75 000．Ubiquitinated protein expressions in cells increased after treating mainly in the nucleus． Conclusion 

Ubiquitination is induced in ARPE一19 cells by oxidative stress in vitro． 

Key words retinal pigment epithelial cells； oxidative stress； ubiquitin—proteasome pathway； ubiquitin； hydrogen 

peroxide 

摘要 目的 探讨 H，O，诱导的氧化应激对人视网膜色素上皮(RPE)细胞系 ARPE一19细胞中泛素及泛素化蛋白表 

达的影响。 方法 MTT法建立 H O 诱导 ARPE一19细胞模型。不同浓度 H O 作用于 ARPE一19细胞后，RT—PCR检测细 

胞内泛素基 因转录水平 ，细胞免疫荧光方 法检 测细胞 内泛素化蛋 白的表 达。用有 (或无 )蛋 白酶体 抑制剂 MG-132预处 

理后再用 H，0，处理 ARPE一19，Western blot方法检测细胞 内泛 素化 蛋 白。 结 果 氧化 应激后 UBA、UBB的转 录水 平 明 

显增加(P<0．05)，UBC无明显变化。细胞内相对分子质量为50 000～250 000的泛素化蛋白均增加，MG一132预处理后再 

用 H，0，处理，细胞内增加的泛素化蛋白则多集中在相对分子质量75 000以上。细胞内泛素化蛋白表达增加 ，核内增加明 

显。 结论 H，0，诱导的 ARPE一19氧化应激过程激活细胞内泛素化途径。 

关键词 视网膜色素上皮细胞 ；氧化应激 ；泛素 一蛋白酶体途径 ；泛素；H O 
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泛素 一蛋白酶体途径(ubiquitin—proteasome pathway， 

UPP)主要作用于细胞 内一些半衰期短 的调节蛋 白和 
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结构异常、错构或受损伤 的蛋 白。研究显示一些 氧化 

蛋白底物在被降解前需要结合多个泛素分子，氧化应 

激会增加蛋白质底物泛素化的机会。。。 。本研究采用 

H 0 诱 导 人 视 网 膜 色 素 上 皮 (retinal pigment 

epithelium，RPE)细胞 系 ARPE一19氧化应激这一体外 



模型，模拟体内RPE细胞氧化应激环境，探讨 UPP参 

与 RPE细胞氧化应激过程的可能机制。 

1 材料与方法 

1．1 细胞及主要试剂 

ARPE一19(美国 ATCC公司)；DMEM／F12培养基 、 

优级胎牛血清、胰蛋白酶、青链霉素(美国 Gibco公 

司)；Ubiquitin(#3936)单克隆抗体 (美 国 Cell Signaling 

Technology公 司 )；Ubiquitin(ab7780)抗 体 (美 国 

ABCAM公 司 )；RT—PCR 试 剂 盒 (日本 TAKARA 公 

司)；MTT、二硫苏糖醇 (DTT)、Tween一20、十二烷 基硫 

酸钠(SDS)、牛血清白蛋白(BSA)、蛋白酶抑制剂 以及 

蛋白电泳的标准品(美 国 Sigma公司)；Triton X一100、 

TEMED(德国 Merck公司)；丙烯酰胺 、双丙烯酰胺(美 

国Fluka公 司)；硝酸纤维素膜 (美 国 Amersham公 

司)；BCA蛋 白定量 试剂盒 、化 学荧光 显 色剂 (美 国 

Pierce公司)；蛋 白裂解液 RIPA和苯 甲基磺酰氟 

(PMSF)(上海 申能博彩生物科技有限公 司)；MG一132 

(ALX．260-092，瑞士 Alexis Biochemicals公司)。 

1．2 方法 

1．2．1 H，O，作用 ARPE一19的细胞生存活力测定 细 

胞生存活力测 定用 MTT法。将细胞接种在 96孔板 

中，37℃ ，5％ CO，培养条件下用 DMEM／F12培养基配 

制的不同浓度 H，O，溶液处理细胞，每组浓度做4个复 

孔 ，设正常对照组 。继续培养 4 h，吸出培养液，PBS洗 

1次 ，加入终质量浓度为 0．5 mg／mL的 MTT培养 4 h。 

吸出孔内培养液，每孔再加人 150／a,L DMSO，在摇床上摇 

匀 10 rain。在酶标仪上测定各孔在 570 nm处的吸光值。 

1．2．2 RNA的提取 以及泛素 相关基 因转 录变化 的 

检测 用不同浓度 H O 处理细胞 4 h后 ，收集样本。 

细胞裂解后按 照说 明书提 供 的方法 提取 细胞 总 的 

RNA。然后进行 反转录 ，取反转录产物 (1 txL)进行 

PCR扩增。采用 primer premier 5．0软件设计引物并 

到上海生物工程公司合成 引物。UBA52扩增片断 大 

小为 73 bp。F：5’，GAGCCCAGTGACACCATTGA一3’， 

R：5’GCTGCTGGTCAGGTGcGATA一3’。PCR条件 为： 

95℃预热 5 rain，94℃变性 30 S，58℃退火 30 S，72℃ 

延伸 30 S，共 35个循环。所得的 PCR产物在 2．5％的 

琼脂糖凝 胶上进 行 电泳。UBB扩增 片断大小 为 

9l bp。F：5 ’-GGGCGGTTGGCTTTGTT·3 ’， R：5 ’一 

GACCTGTTAGCGGATACCAGGAT一3’。 PCR 条 件 为： 

95℃预热 5 rain，94℃变性 30 s，60 oC退火 30 S，72℃ 

延伸 30 S，共 35个 循 环。UBC 扩 增 片 断 大 小 为 

134 bp。F：5’．GATTTGGGTCGCGGTTCTT．3’，R：5’一 

TGCCTTGACATTCTCGATGGT．3’。PCR条件为 ：95℃ 

预热 5 min，94℃变性 30 S，60℃退火 30 S，72 oC延伸 

30 S，共 35个 循环。18S扩增 片断大小为 86 bp。F： 

5 ’一GGCGCCCCCTCGATGCTCTTAG一3 ’， R： 5 ’ 

GCTCGGGCCTGcTTTGAACACTCT一3’。PCR 条件 为 ： 

95℃预热 5 rain，94℃变性 30 S，58℃退火 30 S，72℃ 

延伸 30 S，共 30个循 环。电泳条带 的密度通 过 

Quantity One软件(Bio—Rad)进行定量分析。 

1．2．3 Western blot检测 细胞 内泛素化蛋 白 分为 

H：O 处理组和 MG-l32预处理后 H：0 处理组。H：O 

处理组即用不同浓度 H O 处理细胞 4 h。MG-132预 

处理组操作如下 ：细胞融合达到 85％ ～90％时 ，用无 

血清培养基配制 20~mol／L MG一132溶 液，处理细胞 

60 rain，吸出含 MG一132培养液后 ，PBS洗 1遍 ，再加入 

不同浓度 H，O，溶液处理细胞 4 h。设无药物处理 的空 

白对照组。 

裂解提取蛋 白，4℃下以12 000 g离心 30 min；采 

用 BCA方法进行蛋 白定量。制备 SDS一聚丙烯酰胺凝 

胶 (10％)，在样品槽内分别加入蛋 白电泳分子量标准 

品、待测的蛋白样本。接通 电源 ，先 以 80 V恒定 电压 

跑胶30 min，再以 120 V恒定电压跑胶约 2 h，将取下 

的 SDS—PAGE胶体、硝酸纤维素膜定性滤纸以及纤维 

垫放在电泳槽转移液内转膜 ，通 以 300 mA恒流 2 h。 

将转有蛋白的硝酸纤维素膜取 出浸入抗体封 闭液 ，在 

摇床上室温孵育 30 min封闭 (5％牛奶封闭)；将硝酸 

纤维素膜浸于 ubiquitin(#3936，1：1 000稀释)的鼠抗 

人一抗孵育液，4 cc下过夜，以 TBST缓 冲液于摇床上 

洗膜 15 min，共 3次；将硝酸纤维素膜浸入含有辣根过氧 

化酶标记的二级抗体(羊抗鼠二抗，1：4000稀释)的二抗 

孵育液中，在室温下摇晃孵育 1 h，再以TBST洗膜 15 min， 

共 3次。利用辣根过氧化酶显色剂的化学荧光方法使 

x．感光胶片成像来检测相关蛋 白的位置和含量。 

1．2．4 细胞免疫荧光检测细胞 内泛素的变化 细胞 

在盖玻片上生长融合到 85％ ～90％时 ，加人 不同浓度 

H，O，，4 h后从 CO，培养箱中取出；用预冷的 1×PBS 

洗 1次；4％的甲醛室温固定 20～30 min；1 X PBS洗 3次， 

每次10 min；然后用0．25％Triton X一100透膜 2～5 min； 

1×PBS洗3次，每次 10 rain；5％ BSA室温封闭30 rain； 

加 ubiquitin一抗 (ab7780，用 1％BSA稀 释)放在湿盒 

里 ，4 cc过夜 ；1 X PBS洗 3次 ，每次 10 min；然后加抗兔 

二抗(用 1％BSA稀释 )30 rain；1 X PBS洗 3次，每次 

10 rain；封片后在荧光光学显微镜下观察。 

1．3 统计学方法 

计量资料所有数据均以 ±s表示，采用 SPSS 
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1 3 ． 0 统 计 学 软 件 对 数 据 进 行 统 计 学 处 理 。 不 同 浓 度

的 H
2

0
2 组 和 对 照 组 A R P E 一 1 9 对 细 胞 内 U B A 5 2

、
U B B

、

U B C 转 录 水 平 影 响 的 总 体 比 较 采 用 单 因 素 方 差 分 析 ，

各 浓 度 组 与 对 照 组 间 的 两 两 比 较 采 用 D u n n e t t t 检 验 。

P < 0 ． 0 5 为 差 异 有 统 计 学 意 义 。

2 结 果

2 ． 1 H
：

O
。作 用 对 A R P E 一 1 9 细 胞 活 性 的 影 响

言 1 ． 0

差
8 0 ． 8

屯

苫 0 ． 6

7 =

童 o ． 4

_=
j 0 ． 2

不 同 浓

度 H ， O ， 处 理

A R P E 一 1 9 细

胞 后 ，
H

，
O ， 对

细 胞 增 生 的

抑 制 作 用 呈 浓

—

H y d r o g e n p e r o
—

x i d e (~ m o l ／L ) 。I

N C 5 0 1 0 0 2 0 0 3 0

0 ． 0 0 4 ) 。 U B B 的 转 录 水 平 与 对 照 组 相 比 显 著 增 加 ( ，

= 1 2 5 ． 5 5 9
，

P < 0 ． 0 1 ) ， 各 用 药 组 和 对 照 组 相 比 转 录 水

平 均 明 显 增 加 ( P = 0 ． 0 0 3
，

0 ． 0 0 l
，

0 ． 0 0 2
，

0 ． 0 0 1 ) ， 而

U B C 无 明 显 变 化 ( F = 1 ． 2 6 1
，

P = 0 ． 3 4 7 ) ( 图 2 ) 。

2 ． 3 W e s t e r n b l o t 检 测 有 ( 或 无 ) M G 一 1 3 2 预 处 理 的

A R P E ． 1 9 经 不 同 浓 度 H
，

O
， 氧 化 应 激 后 细 胞 内 泛 素 化

蛋 白 的 表 达

H
， O ， 处 理 后 ， 细 胞 内 泛 素 化 蛋 白水 平 在 相 对 分 子

质 量 为 5 0 0 0 0 ～ 2 5 0 0 0 0 可 见 明 显 增 加 ， 蛋 白酶 体 抑 制

剂 M G 一 1 3 2 预 处 理 后 再 给 予 H ， O ， 处 理 ， 细 胞 内相 对 分

子 质 量 7 5 0 0 0 以 上 的 泛 素 化 蛋 白增 加 较 明 显 ( 图 3 ) 。

H 2 0 2 (~ m o l ／L ) 0 1 0 0 2 0 0 3 0 0

M G 一 1 3 2 (2 0 t z m o i ／I J] 一 + 一 十 一 + 一 ’

2 5 0 0 0 0

1 0 0 0 0 0

7 5 0 0 0

5 0 0 0 0

3 7 0 0 0

图 3 有 ( 或 无 ) M G - 1 3 2 预 处 理 的 A R P E - 1 9 用 不 同 浓 度 的

H
2

0 2 处 理 后 ， 细 胞 内泛 素 化 蛋 白 的 W e s t e r n b l o t t i n g 电 泳 图

F i g 3 T h e W e s t e r n b l o t t i n g o f t h e u b i q n i t i n a t e d p r o t e i n e x p r e s s i o n s i n

A R P E 一 1 9 c e l l s t r e a t e d w i t h d i f f e r e n t c o n c e n t r a t i o n s o f h y d r o g e n p e r o x i d e

a f t e r w i t h ( o r w i t h o u t ) p r e c o n d Ⅲ o n i “ g o t M G — 1 3 2

2 ． 4 不 同 浓 度 H
：

O
： 处 理 细 胞 后 泛 素 化 蛋 白 的 细 胞 免

疫 荧 光 检 测

1 0 0 p ~ m o l ／L H
：

0
：作 用 细 胞 4 h 后 ， 细 胞 内 泛 素 化

图 2 不 同 浓 度 的 H
：

0
：处 理 A R P E - 1 9 对 细 胞 内 U B A 5 2 、 U B B 、 U B C 转 录 水 平 的 影 响

A ：扩 增 的 P C R 产 物 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 图 B ：表 达 趋 势 的 统 计 柱 状 图 ( x 4 -

s ) ( n = 3 ) ；1 8 S ： 内 参 ，

与 对 照 组 比 较 $ ：P < 0 ． 0 5

F i g 2 C h a n g e s o f U B A 5 2 ，
U B B

，
U B C g e n e t r a n s c r i p t i o n i n A R P E 一 1 9 t r e a t e d w i t h d i ff e r e n t

c o n c e n t r a t i o n s o f h y d r o g e n p e r o x i d e f o r 4 h o u r s A ：w i t h 1 8 S i n c l u d e d t o c o n t r o l f o r l o a d i n g r e p r e s e n t o n e

o u t o f t h r e e i d e n t i c a l e x p e r i m e n t s B ： i n d i c a t e m e a n r e l a t i v e b a n d i n t e n s i t y o b t a i n e d b y d e n s i t o m e t r i c

a n a l y s i s o f v i s u a l i z e d b a n d s f r o m t h r e e i n d i v i d u a l e x p e r i m e n t s

U B A 5 2 ：F = 5 2 0 6 3
，

P < 0 ． 0 l ；U B B ： F = 1 2 5 ． 5 5 9 ，
P < 0 ． 0 1 ；U B C ：F = 1 2 6 1

，
P = 0 ． 3 4 7 ； } P < 0 ． 0 5

V S r e s p e c t i v e c o n t r o l g r o u p ( O n e — w a y A N O V A
，

D u n n e t t t t e s t )

蛋 白水 平 轻 度 升 高 ， 而 3 0 0 p ~ m o l ／L

H
：

O
：作 用 细 胞 后 ， 细 胞 内 泛 素 化 蛋

白 水 平 明 显 增 加 ， 尤 其 以 核 内 明 显

( 图 4 ) 。

3 讨 论

U P P 是 一 种 高 效 的 蛋 白 分 解

途 径
⋯

， 其 过 程 是 以 共 价 键 形 式 联

结 多 个 泛 素 ( u b i q u i t i n ) 分 子 ， 形 成

靶 蛋 白 多 聚 泛 素 链 ， 即 泛 素 化 后 输

送 到 2 6 S 蛋 白 酶 体 上 被 消 化 降

解
心 。 。

。 许 多 疾 病 与 U P P 的 功 能

下 降 相 关 ， 该 途 径 存 在 于 眼 部 组 织

晶 状 体 、 视 网 膜 等 部 位 ， 衰 老 和 应

激 会 引 起 此 途 径 的 变 化
” 。 ‘

。 已

有 研 究 证 明 晶 状 体 中 存 在 功 能 性
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图 4 A R P E - 1 9 经 不 同 浓 度 的 H
：

o
： 处 理 后 ， 细 胞 内 泛 素 化 蛋 白 表

达 ，
D A P I 染 D N A

， u b i q u i t i n - C y 3 为 一 抗 和 二 抗 ，
M E R G E 为 D A P I

和 C y 3 荧 光 的 叠 加 ( L M × 2 0 0 )

F i g ． 4 I n t r a e e l l u l a r d i s t r i b u t i o n o f u b i q u i t i n a t e d p r o t e i n s i n A R P E 一 1 9 t r e a t e d

w i t h d i f f e r e n t c o n c e n t r a t i o n s o f h y d r o g e n p e r o x i d e D A P I ： D N A s t a i n i u g

U b i q u i t i n ． C y 3 ：t h e fi r s t a n t i b o d y a n d t h e s e c o n d a n t i b o d y M E R G E ： m e r g e o f

i m m u n o f l u o r e s c e n c e o f D A P I a n d C y 3 ( L M × 2 0 0 )

的 U P P
，

U P P 功 能 下 降 导 致 晶 状 体 纤 维 降 解 的 障 碍 引

起 白 内 障
” 。

。

由 于 R P E 内 源 性 泛 素 化 水 平 有 限
⋯ 。

，
R P E 的 U P P

很 容 易 受 到 应 激 损 伤 而 影 响 细 胞 功 能 ， 因 此 R P E 被 认

为 是 研 究 U P P 蛋 白水 解 作 用 的 一 个 很 好 的 体 外 模 型 。

H ， 0 ， 溶 液 相 对 稳 定 ， 而 且 可 以 自 由 透 过 细 胞 膜 ，

所 以 其 作 为 氧 化 应 激 来 源 进 行 细 胞 研 究 优 于 其 他 氧 化

剂 。 在 恒 定 光 下 照 射 3 ～ 7 d 后 ， 兔 玻 璃 体 中 H
：

0
： 的 浓

度 为 1 1 0 tx m o l ／L
， 比 光 照 射 前 增 加 了 1 5 倍

¨
。 视 网 膜

中 的 H ， O ， 是 由 光 感 受 器 释 放 的 ， 其 在 视 网 膜 中 的 浓 度

远 高 于 在 玻 璃 体 中 ， 并 直 接 作 用 于 R P E 细 胞 。

泛 素 的 基 因 包 括 U B A 5 2
、

U B B 和 U B C 。 U B A 5 2 与

泛 素 一 核 蛋 白体 融 合 蛋 白相 关 ，
U B B 和 U B C 则 是 一 类

多 泛 素 化 基 因 。 图 2 表 明 H
：

O
：会 引 起 U B A 5 2 和 U B B

转 录 上 调 ， 但 U B C 无 明 显 变 化 ， 提 示 该 程 度 的 氧 化 应

激 造 成 特 定 的 泛 素 基 因 激 活 ， 这 与 F e r n a n d e s 等
⋯ 。

在

视 网 膜 血 管 内 皮 细 胞 氧 化 应 激 研 究 中 的 结 果 相 似 。

Y a n g 等
¨叫

研 究 证 实 不 同 泛 素 的 转 录 水 平 差 异 与 晶 状

体 上 皮 细 胞 ( 1e n s e p i t h e l i a l c e l l
，

L E C s ) 分 化 的 时 期 相

关 。 在 L E C s 分 化 早 期 ，
U B A 5 2 和 U B B 上 调 ， 而 U B C

无 变 化 。 提 示 细 胞 内特 定 的 泛 素 基 因 激 活 可 能 也 与 应

激 的 时 间 和 强 度 相 关 。 本 研 究 表 明 氧 化 应 激 会 引 起 细

胞 内泛 素 化 蛋 白 的 水 平 上 调 。
L i u 等

¨ “
在 糖 尿 病 大 鼠

的 心 肌 细 胞 和 骨 骼 肌 细 胞 中也 发 现 类 似 结 果 。

合 成 的 化 合 物 M G 一 1 3 2 ( Z — l e u — l e u — l e u — C H O
， 三

肽 基 乙 醛 ) 是 一 类 醛 基 肽 蛋 白 酶 体 抑 制 剂 ， 可 以 抑

制 蛋 白 酶 体 的 糜 蛋 白 酶 ( c h y m o t r y p s i n — l i k e
，

C h T L )

活 性 ， 阻 止 蛋 白 酶 体 对 泛 素 化 蛋 白 的 降 解
” “

。 本

研 究 选 择 M G ． 1 3 2 对 R P E 细 胞 进 行 预 处 理 以 模 拟

衰 老 细 胞 。 本 研 究 结 果 显 示 在 M G 一 1 3 2 抑 制 细 胞

糜 蛋 白酶 活 性 的 情 况 下 ， 氧 化 应 激 后 细 胞 内泛 素 化

蛋 白 的 表 达 增 加 多 在 7 5 0 0 0 以 上 ， 相 对 分 子 质 量 大

的 蛋 白的 降解 受 到 明 显 抑 制 。 这 可 以 解 释 在 衰 老

情 况 下 ， 蛋 白酶 体 功 能 下 降 ， 机 体 内 相 对 分 子 质 量

大 的 蛋 白 降 解 被 抑 制 并 因 此 在 细 胞 内聚 集 而 引 起 一

系 列 疾 病 的发 生 。

图 4 显 示 H ， 0 ， 处 理 后 ，
R P E 细 胞 核 和 细 胞 浆

内泛 素 化 的 蛋 白 表 达 都 有 明 显 增 加 ， 核 内 增 加 明

显 ， 表 明 这 种 程 度 的 氧 化 应 激 对 细 胞 核 的 作 用 是 比

较 明 显 的 ， 细 胞 核 内 的 泛 素 增 加 有 利 于 对 R O S 的

清 除 ， 对 机 体 起 保 护 作 用 。
F e r n a n d e s 等

H 。

研 究 证

实 在 氧 化 应 激 后 ， 细 胞 内 蛋 白 降 解 的 速 度 加 快 ， 所

以 即 使 泛 素 化 水 平 增 加 ， 细 胞 内 的 泛 素 化 蛋 白水 平

改 变 不 明显 。 但 是 本 研 究 所 用 的 H
：

O
：浓 度 和 处 理 时

间不 同于 F e r n a n d e s 等 ， 这 可 能是 造 成 结 果 不 同的原 因 。

综 上 所 述 ， 在 A R P E 一 1 9 受 到 氧 化 应 激 时 ， 细 胞 内

的 泛 素 化 过 程 被 激 活 ， 泛 素 的 转 录 和 表 达 上 调 。

参 考 文 献

l
2 3 4 5 6 7 8 9 O

1



眼 科 研 究 2 0 0 9 年 1 月 第 2 7 卷 第 1 期

p a t h w a y i n h e a r t V S s k e l e t a l m u s c l e ： e f f e c t s o f a c u t e d i a b e t e s [ J ]

B i o c h e m B i o p h y s R e s C o m m u n
，

2 0 0 0
，

2 7 6 ： 1 2 5 5 — 1 2 6 0

1 2 K i s s e l e v A F
，

G o l d b e r g A L ． P r o t e a s o m e i n h i b i t o r s ： F r o m r e s e a r c h t o o l s t o

d r u g c a n d i d a t e s [ J ] C h e m B i o l
，

2 0 0 1
，

8 ：7 3 9 — 7 5 8

( 收 稿 ：2 0 0 8 — 0 4 — 1 6

( 本 文 编 辑

角 膜 后 弹 力 层 前 营 养 不 良 一 例

叶 宇 峰 张 惠 成 谢 亚 男 姚 玉 峰

角 膜 后 弹 力 层 前 营 养 不 良 主 要 表 现 为 角 膜 后 弹 力 层 前 的

后 基 质 层 的 细 小 混 浊 。 现 将 我 们 遇 到 的 1 例 报 告 如 下 。

患 者 ， 男 ，
3 5 岁 。 因 双 眼 f 涩 、 易 疲 劳 半 年 余 来 我 院 就 诊 。

患 者 否 认 既 往 眼 病 和 外 伤 史 ；无 角 膜 接 触 镜 佩 戴 史 、 长 期 服 药

史 。 眼 部 检 查 ： 视 力 ： 右 眼 0 ． 3 ( 一 2 ． 0 0 D S = 1 ． 0 ) ， 左 眼 0 ． 2

( 一 2 ． 5 0 D S = 1 ． 0 ) 。 眼 压 ：右 眼 1 2 m m H g ( 1 m m H g
= 0 ． 1 3 3 k P a ) ，

左 眼 1 5 m m H g 。 裂 隙 灯 检 查 ：双 眼 眼 睑 、 结 膜 、 角 膜 上 皮 未 见 异

常 。 角 膜 前 、 中 基 质 层 透 明 ， 后 基 质 层 可 见 细 小 弥 漫 性 灰 白 色

点 状 、 丝 状 、 屑 状 混 浊 ( 图 1 ) 。 余 未 见 异 常 。 泪 膜 破 裂 时 间

( B U T ) ：右 眼 3 S 、 左 眼 4 S 。 双 眼 角 膜 A 型 超 声 测 厚 ： 右 眼 5 5 8

Ix m ， 左 眼 5 6 1 Ix r n 。

经 患 者 知 情 同 意 后 ， 患 者 双 眼 行 角 膜 共 焦 显 微 镜 检 查

( C o n f o S c a n 2 ． 0
， N i d e k ，

I t a l y ) 。 扫 描 范 围 为 3 4 0 Ix m × 2 5 5 p , m
， 景

深 l O 斗m
， 侧 向 分 辨 率 1 斗m ；扫 描 间 距 4 斗m

， 放 大 倍 数 为 5 0 0
。

0 ． 4 ％ 盐 酸 奥 布 卡 因 滴 眼 液 点 眼 行 表 面 麻 醉 ， 于 水 浸 式 物 镜 镜

头 前 表 面 加 涂 V i s c o t i r s 眼 用 胶 。 患 者 坐 于 检 查 台 前 ， 将 下 颌 置

于 显 微 镜 的 颌 托 架 上 ， 缓 慢 前 推 物 镜 。 嘱 患 者 平 视 前 方 ， 使 镜

头 与 中 央 区 角 膜 垂 直 ， 此 时 可 依 次 观 察 角 膜 各 层 。 当显 示 内皮

层 时 ， 将 镜 头 再 稍 向 前 推 进 ， 自动 记 录 角 膜 各 层 的 扫 描 罔 像 。

共 焦 显 微 镜 检 查 示 双 眼 角 膜 上 皮 层 细 胞 形 态 正 常 ， 上 皮 基

修 回 ：2 0 0 8 — 1 0 — 2 2 )

胡 纯 钢 刘 艳 )

� 病 例 报 告 �

底 层 细 胞 呈 不 规 则 多 边 形 ， 密 度 约 5 5 0 0 ／m m
。

( 图 2 ) 。 角 膜 前

中 基 质 层 基 质 细 胞 形 态 及 密 度 正 常 ， 可 见 上 皮 下 神 经 丛 及 基 质

神 经 干 ， 未 见 明 显 异 常 反 光 物 质 ( 图 3
，

4 ) ；后 基 质 层 可 见 团 块

状 反 光 物 ， 呈 网 状 ， 最 大 可 达 7 6 斗m × 8 l 斗m
。 团 块 内 可 见 较 多

细 点 状 强 反 光 物 质 ， 直 径 2 ～ 5 ¨ m ( 图 5 ) ， 在 靠 近 角 膜 后 弹 力 层

处 最 明 显 ， 向前 逐 渐 减 少 ， 累 及 8 0 ～ 1 0 0 Ix m 的 后 基 质 层 。 角 膜

内皮 层 的 细 胞 形 态 正 常 ， 密 度 约 2 2 0 0 ／m m
。

( 图 6 ) 。 诊 断 ： ( 1 )

双 眼 角 膜 后 弹 力 层 前 营 养 不 良 ；( 2 ) 双 眼 干 眼 症 。

讨 论 ：角 膜 后 弹 力 层 前 营 养 不 良 南 M a e d e r 等
⋯

于 1 9 4 7 年

首 次 报 道 ， 常 在 3 0 岁 后 被 发 现 。 G r a y s o n 等
“

报 道 了 2 2 例 患

者 ， 其 中 包 括 3 个 患 病 家 系 。 但 至 今 尚 无 基 因 遗 传 学 方 面 的 研

究 报 道 。 C u r r a n 等
” 0

对 1 例 患 者 进 行 观 察 ， 发 现 患 者 后 基 质 细

胞 肿 胀 ， 胞 浆 内 有 较 多 油 红 染 色 阳 性 物 质 ， 推 测 可 能 为 含 脂 褐

素 样 物 质 的 次 级 溶 酶 体 。 此 病 一 般 无 症 状 ， 临 床 上 不 易 被

发 现 。

角 膜 共 焦 显 微 镜 可 以 无 创 、 活 体 、 动 态 地 观 察 角 膜 各 层 组

织 的 结 构 。 H o l o p a i n e n 等
。 ’

曾报 道 了 2 例 角 膜 后 弹 力 层 营 养 不

良患 者 的 共 焦 显 微 镜 表 现 ， 发 现 异 常 物 质 主 要 在 角 膜 后 弹 力 层

前 的 后 基 质 层 区 ， 有 许 多 细 小 高 反 光 样 物 质 在 基 质 细 胞 周 围 或

基 质 细 胞 内 ， 但 基 质 细 胞 的 形 态 基 本 正 常 。 本 研 究 共 焦 显 微 镜

图 1 角 膜 近 后 弹 力 层 的 后 基 质 层 弥 漫 细 小 灰 白 色 的 点 状 、 丝 状 、 屑 状 混 浊 图 2

正 常 角 膜 上 皮 基 底层 细 胞 ， 隐 约 可 见 其 下 的 神 经 丛 图 3 角 膜 前 基 质 细 胞

图 4 角 膜 中 基 质 细 胞 及 基 质 神 经 干 图 5 角 膜 后 基 质 层 的 团 块 状 反 光 物 ， 最 大 可 达

7 6 斗m × 8 1 H m 。 团块 内的高 反 光 点 状 物 质 直 径 2 — 5 “n ， 图 6 角 膜 内 皮 细 胞 形 态 正 常
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