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Abstract 0bjective This study was designed to investigate the inhibiti0n ef cts 0f src fami1y kinases(SFK) actiVation 

0n gap junction pr0tein connexin43(Cx43)in a cataract mode1． Methods The lenses were iso1ated fr0m the chicken embryo 

aged day 10(ElO)and cultured in Ml99 medium c0ntaining 10％ fetal b0vine serum f0r lO days．The PP1，a specific inhibitor 0f 

SFK，was added in medium in the ini|ial culture time．The degree of lenses 0pacifjcati0n was quantified using image—analysis 

software．Tbe m0rph010gjca1 changes of cë membI nes and cë nuc1ej were delected by DAPI jmmun0f】uorescence stainjng．The 

expressi0n and distr ution of Cx43 protein in cultured lenses were detected using immunonu0rescence staining．Lucifer Yellow 

dye uptake 0n scraped anterior capsu1es 0f cultured lenses was empl0yed fbr the functi0nal evaluation 0f Cx43 g p junction of lens 

epithelium． ResuIts The 0pacification area of cultured lenses was obvi0us di _erent at the 4th and l0th day respectively 

between contr0l group and PP1一treated group(P<O．01，P<O．01)．There were no obvi0us changes 0n histom0 ph0logy and 

expression of Cx43 pro￡ein in b0【h gmups．Af day 5 and lO，fhe lens epi￡heljum was defached flr0m ￡he lens矗bers，and ￡he dead 

cel1s were f0und within or beneath the lens epithehum in control lenses．Cx43 was detected to distr ute on the interf ce between 

1ens epithe1ial cells．But in PP1一treated lenses，the lens。pitheUum was attached to fjbers of the lens，and the lens epithelial cells 

c0mbined tightly each other．The dead cells decreased dramatically，and the structure 0f 1ens epithe1ium maintained nom aL The 

expressi0n of Cx43 was detected at the interraces between lens pithelium and lens fibers and 0n the anterior c psules．The dye 

transfer distances in Lucif r Yel1ow dye uptake analysis in control lenses was 5O．93±7．75，66．67 ±7．29，99．52± 1 2．67 m 

respectively at day 1，5 and 10，and that in PP1-treated lenses was 89．54±9．60，69．18±5．49，l3O．63±10．52 m re pectiVely， 

showing the significant dif rence between gr0up day l and 10(P<O．01，P<0．01)． Conclusi0n PP1 can maintain the 

n0rmal structure 0f lens e pi山elium in cultured 1enses and bl0ck the cataract f0mation by preventing destmction of Cx43 g p junction． 

Key wOrds Src family kinase ； connexin43； lens； cataract 

摘要 目的 探讨 抑 制 src．家 族 酪 氨 酸 激酶 的异 常 激 活 在 皮质 性 白 内 障 的形 成 中对 晶 状体 缝 隙连 接 蛋 白 

43(cx43)的影响。 方法 分离 】O d的鸡胚胎 全晶状体并在 M199培养液 中培养 1O d为对照组 ；加 入 O．1 nmol／L SFK 

特异性抑制剂 PP1作为 PP1组 。观察 2组 晶状体的混浊程度 、计算晶状体 的混浊面积百分 比。对培养 1、5、10 d的晶状 

体细胞进行 wGA、DAPI免疫荧光染色，观察晶状体组织学改变及 cx43分布和表达量的变化。在晶状体前囊膜上进行 

Lucifer Yellow染料负荷试验 ，测量染料弥散距 离 ，评 价缝 隙连接 的功 能。 结果 对 照组 晶状体 的混浊 面积百 分 比在 

4 d、l0 d分别为 26％和 50％ ，而 PP1组为 2O％和 14％ (P<O．01)。培养 5 d、lO d对照组 晶状体上皮细胞(LEcs)出现死 

亡 ，cx43主要在 LEcs间表达；PPl组 LEcs死亡 明显减少 ，cx43的表达在上皮与纤维 的交界 面明显增强。在培 养后 1 d、 

10 d，对照组染料弥散距离与 PPl组 比较差异有统计学意义 (P<O．01)。 结论 在体外培养鸡胚 晶状体模型中，PP1可能 

通过保护 cx43缝隙连接功能以保持晶状体上皮组织结构正常，减缓皮质性白内障的发生。 

关键词 src．家族酪氨酸激酶；缝隙连接蛋白43；晶状体；白内障 

分类号 R 776．0l 文献标识码 A 文章编号 1003一O8O8(2O09)O5—0368—06 

本课题为国家自然科学基金(3O672292)、教育部新世纪优秀人才支持计划(NcET 20O6年度)资助 

作者单位：7lOO32西安，第四军医大学附属西京医院眼科 

通讯作者 ：周健 (Emai1：zhoujian@fmmu edu．cn) 



眼 科 研 究 2 0 0 9 年 5 月 第 2 7 卷 第 5 期

细 胞 间 的 缝 隙 连 接 蛋 白 4 3 ( c o n n e x i n 4 3
，

C x 4 3 ) 在

晶状 体 摄 取 营 养 和 排 出 代 谢 物 中发 挥 着 极 为 重 要 的 作

用 ， 是 晶 状 体 实 现 离 子 、 第 二 信 使 、 代 谢 产 物 和 水 在 细

胞 间 迅 速 交 换 的 结 构 基 础 。 研 究 证 实 ， 晶 状 体 细 胞 表

面 有 1 ／ 3 ～ 1 ／ 2 的 面 积 被 缝 隙 连 接 覆 盖 ，
C x 4 3 主 要 表

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

L E C s ) 或 上

皮 与 晶 状 体 纤 维 交 界 面
” - 2 3

。 S r c 一 家 族 酪 氨 酸 激 酶

( S r c f a m i l y k i n a s e s
，

S F K ) 是 多 条 细 胞 信 号 转 导 通 路 中

重 要 的 调 控 因 子 ， 抑 制 S F K 异 常 激 活 可 以 有 效 抑 制 体

外 培 养 的 鸡 胚 晶 状 体 皮 质 性 白 内 障 的 发 生
¨ 1 4 。

， 这 一

过 程 是 否 通 过 影 响 c x 表 达 和 功 能
¨ ‘

。 本 研 究 利 用 体

外 培 养 的 鸡 胚 晶 状 体 皮 质 性 白 内 障 模 型 ， 观 察 S F K 特

异 性 抑 制 剂 P P l ( 4 一 A m i n o 一 5 一 ( 4 - m e t h y l p h e n y l ) 一 7 一 ( t -

b u t y l ) p y r a z o l o [ 3
，

4 - d ] 一

p y r i m i d i n e ) 对 皮 质 性 白 内 障 形

成 过 程 中 晶 状 体 上 皮 中 C x 4 3 表 达 及 其 功 能 的 影 响 ， 探

讨 早 期 干 预 皮 质 性 白 内 障 发 生 的 可 能 途 径 。

1 材 料 与 方 法

1 ． 1 全 晶 状 体 的 分 离 及 体 外 培 养

伊 莎 婷 特 种 鸡 蛋 ( 西 北 农 林 科 技 大 学 提 供 ) 在 3 7 cIC

恒 温 、
5 5 ％ 湿 度 的 通 风 孵 育 箱 内 孵 化 至 第 1 0 d

( e m b r y o n i c d a y l 0
，

E I O ) ， 取 出 鸡 胚 胎 ， 在 解 剖 显 微 镜

( 德 国 C a r l Z e i s s 公 司 ) 下 摘 除 眼 球 ， 完 整 分 离 出 晶 状

体 ， 将 晶 状 体 前 囊 面 向 上 置 于 含 1 0 ％ 胎 牛 血 清 ( 美 国

M e f r e e 公 司 ) 及 1 0 0 p ~ g ／m L 青 一 链 霉 素 的 M 1 9 9 培 养

基 ( 美 国 H y c l o n e 公 司 ) 中 ， 在 3 7 ℃
，

5 ％ C O
： 的 孵 育 箱

中 培 养 6 ～ 8 h
， 剔 除 其 中 有 囊 膜 损 伤 的 混 浊 晶 状 体 ， 取

透 明 的 2 1 0 个 晶 状 体 分 别 置 于 2 4 孔 板 中 继 续 培 养

1 0 d
， 隔 日 换 液

¨ 。
。

1 ． 2 晶 状 体 混 浊 程 度 的 评 估

按 上 述 方 法 培 养 晶 状 体 ， 取 1 0 8 个 晶 状 体 作 为 对

照 组 ， 在 培 养 的 1 0 d 里 逐 渐 出 现 混 浊 。
1 0 2 个 晶 状 体

开 始 培 养 时 培 养 液 中 即 添 加 1 0 0 n m o l ／m L P P l ( 美 国

B i o s o u r c e 公 司 ) 为 P P l 组 ， 并 随 培 养 液 隔 日 更 新 。 隔

天 在 解 剖 显 微 镜 下 拍 照 ， 利 用 图 像 分 析 软 件 I m a g e P r o —

P l u s 6 ． 0 测 量 晶 状 体 的 最 大 冠 状 横 截 面 积 和 混 浊 部 分

面 积 ， 计 算 混 浊 面 积 占晶 状 体 最 大 横 截 面 积 的 百 分 比 ，

作 为 评 价 混 浊 程 度 的 参 数
¨ 。

。

1 ． 3 晶 状 体 冰 冻 切 片 的 制 备 及 免 疫 荧 光 染 色

选 择 未 经 培 养 的 E 1 0 5 个 晶 状 体 及 培 养 至 第 1
、

5 、

1 0 d 的 2 组 晶 状 体 ， 每 个 时 间 点 选 择 5 个 晶 状 体 ， 共 3 5

个 ， 用 4 ％ 多 聚 甲 醛 固 定 ， 置 于 4 ℃ 过 夜 ， 经 P B S 冲 洗

后 依 次 浸 泡 于 0 ． 5 ％ 与 3 0 ％ 的 蔗 糖 溶 液 中 进 行 防 冻 处

理 。 O C T ( 13 本 T a k a r a 公 司 ) 包 埋 后 ， 在 冰 冻 切 片 机 中

沿 晶 状 体 矢 状 面 5 ¨ m 厚 切 片 。 切 片 经 P B S 冲 洗 3 次

后 ， 用 0 ． 3 ％ T r i t o n X - 1 0 0 在 室 温 处 理 1 h
，

4 ％ 山 羊 血 清

( 北 京 中 杉 公 司 ) 室 温 下 封 闭 1 h 。 用 1 ： 7 5 0 小 鼠 抗 鸡

C x 4 3 一 抗 ( 美 国 C h e m i c o n 公 司 ) 在 4 ℃ 下 孵 育 1 6 h
，

用 1 ： 1 0 0 罗 丹 明 标 记 的 山 羊 抗 小 鼠 二 抗 室 温 下 孵 育

2 h
，

P B S 冲 洗 。 细 胞 膜 用 1 ~ g ／I．z L 麦 胚 凝 集 素 ( w h e a t

g e r m a g g l u t i n i m
，

W G A ) ( 美 国 S i g m a 公 司 ) 染 料 标 记 ，

细 胞 核 用 1 ： 1 4 0 0 0 基 - 2 ． 苯 吲 哚 盐 酸 ，
4

，
6 二 脒 ( 4

，

6 ． d i a m i n o 一 2 ．

p h e n y l i n d o l e
，

D A P I ) ( 美 国 K P L 公 司 ) 标

记
旧 。

。 用 防 荧 光 衰 减 封 片 剂 ( 北 京 普 利 来 公 司 ) 封 片

后 ， 在 荧 光 显 微 镜 ( 日 本 O l y m p u s 公 司 ) 下 观 察 并 进 行

图 像 采 集 。 所 有 染 色 设 P B S 替 代 一 抗 的 空 白 对 照 和

正 常 山 羊 血 清 替 代 一 抗 的 替 代 对 照 。

1 ． 4 染 料 负 荷 实 验

在 不 同 的 时 间 点 取 出 培 养 的 晶 状 体 ， 用 P B S 冲 洗

后 ， 将 其 按 前 囊 向 上 的 方 向 置 于 湿 润 的 玻 璃 皿 上 ， 在 显

微 镜 下 用 4 号 半 针 头 垂 直 刺 入 晶 状 体 前 囊 中 央 ， 造 成

一 个 长 约 0 ． 4 m m 的 线 性 切 口 ， 迅 速 浸 没 于 2 ． 5 m g ／m L

荧 光 黄 ( L u c i f e r Y e l l o w
，

L Y ) 和 1 ％ 罗 丹 明 标 记 葡 聚 糖

( R h o d a m i n e D e x t r a n
，

R D ) ( 美 国 I n v i t r o g e n 公 司 )
⋯ “ 。

混 合 染 液 中 ， 室 温 放 置 0 ． 5 h
，

P B S 冲洗 3 次 后 ， 将 晶 状

体 后 极 向 上 平 置 于 1 ％ 明 胶 ( 美 国 S i g m a 公 司 ) 包 被 的

载 玻 片 上 ， 放 射 状 剪 开 后 囊 至 赤 道 边 缘 ， 铺 展 各 后 囊 瓣

呈 花 瓣 状 ， 剔 除 所 有 皮 质 。 用 4 ％ 多 聚 甲 醛 固 定 2 h
，

0 ． 4 ％ T r i t o n X 一 1 0 0 室 温 处 理 1 h 后 封 片 ， 在 荧 光 显 微 镜

下 观 察 并 拍 照 。 用 图 像 分 析 软 件 I m a g e - P r o — P l u s 6 ． 0

测 量 每 个 标 本 6 个 不 同 方 向 染 料 弥 散 的 最 远 距 离 ， 测

量 方 法 是 测 量 囊 膜 切 口 切 线 到 同 侧 染 料 弥 散 最 远 点 的

垂 直 距 离
¨ J

， 并 以 L Y 与 R D 的 差 值 作 为 评 价 C x 功 能

的 指 标
一 。

。

1 ． 5 统 计 学 方 法

采 用 S P S S 1 1 ． 5 统 计 学 软 件 进 行 统 计 学 分 析 。 所

有 数 据 均 以 i ± s 表 示 ， 对 2 组 问 晶 状 体 混 浊 面 积 和 染

料 弥 散 距 离 的 比 较 采 用 独 立 样 本 的 t 检 验 。
P < 0 ． 0 5

为 差 异 有 统 计 学 意 义 。

2 结 果

2 ． 1 晶 状 体 混 浊 面 积 的 比 较

2 组 晶 状 体 在 培 养 的 当 日 均 透 明 ( 图 2 ) ， 在 第 1

天 、 第 2 天 2 组 晶 状 体 均 出 现 后 囊 下 云 雾 状 的 环 形 混

浊 ，
P P l 组 更 明 显 。 与 此 同 时 在 晶 状 体 的 赤 道 部 也 开

始 出 现 混 浊 。 第 2 天 混 浊 面 积 在 对 照 组 和 P P l 组 分 别

为 4 2 ％ 和 4 9 ％ 。 第 3 天 2 组 后 囊 下 的 混 浊 均 逐 渐 消

散 ， 第 4 天 完 全 消 失 ， 晶 状 体 后 囊 下 一 过 性 混 浊 与 晶 状



C o n t r o l

P P l

C h i n O p h t h a ~ R ． e s
，

M q 2 0 0 9
，

V d ． 2 7
，

N 0 ． 5

图 1 P P l 处 理 组 和 对 照 组 晶 状 体 在 培 养 当 日 及 培 养 后 第 2
、

4
、 6 、 8 、 1 0 天 晶 状 体 皮 质 混 浊 的 情 况

F i g 1 P r e v e n t i o n o f P P l t o f o r m a t i o n o f c o r t i c a l o p a c i t y i n c u l t u r e d l e n s e s T h e c o r t i c a l o p a c i fi c a t i o n o f l e n s e s a t

2 ．
4

， 6 ， 8 ， 1 0 d a y s a f t e r c u l t u r e i n P P l 一 t r e a t e d g r o u p a n d c o n t r o l g r o u p

体 离 体 后 发 生 的 应 激 性 反 应 有 关 。 而 晶状 体 赤 道 部 的

混 浊 仍 然 存 在 ， 并 逐 渐 向 中 心 方 向 发 展 。 第 4 ～ 1 0 天 ，

对 照 组 混 浊 位 于 周 边 部 晶 状 体 皮 质 ， 混 浊 面 积 第 4 天

时 为 2 6 ％ ， 第 1 0 天 时 为 5 0 ％ ( 图 1
，

2 ) ，
P P l 组 的 赤 道

部 混 浊 边 界 清 晰 ， 混 浊 面 积 较 对 照 组 明 显 缩 小 ， 第 6 天

为 2 1 ％
， 第 1 0 天 为 1 4 ％

， 差 异 均 有 统 计 学 意 义 ( P <

0 ． 0 1 ) ( 图 1 ， 2 ) 。

0 d a y 2 d a y 4 d a y 6 d a y 8 d a y 10 d a y

图 2 P P l 对 晶 状 体 混 浊 面 积 的 影 响 P P l 组 晶 状 体 混 浊 面 积

的百 分 比 明 显 减 小 ， 在 培 养 第 6 、 8 、 10 天 ，
2 组 间 晶 状 体 混 浊 面 积 的

差 异 有 统 计 学 意 义 ( P < 0 ． 0 1 )

F i g ． 2 E f f e c t o f P P l O i l l e n s e s o p a e i f i e a t i o n T h e p e r c e n t a g e o f l e n s e s

o p a c i f i c a t i o n a r e a i s s i g n i fi c a n t l y s m a l l e r i n P P l 一 t r e a t e d g r o u p c o m p a r e d

w i t h c o n t r o l g r o u p a t d a y 6 ．
8 a n d 1 0 a ft e r c u l t u r e r e s p e c t i v e l y ( P <

0 ． 0 1 ) ( S t u d e n t
’

s t t e s t )

2 ． 2 免 疫 荧 光 染 色 结 果

通 过 对 体 外 培 养 晶 状 体 混 浊 的 观 察 ， 我 们 选 择 第

1 、 5 、 1 0 天 作 为 观 察 时 间 点 ， 观 察 晶 状 体 组 织 结 构 及

C x 4 3 表 达 的 变 化 。 选 择 E 1 0 晶状 体 作 为 空 白 对 照 ， 分

别 对 2 组 3 个 时 间 点 的 晶 状 体 冰 冻 切 片 进 行 细 胞 膜

W G A ( 绿 色 ) 、 细 胞 核 D A P I ( 蓝 色 ) 和 C x 4 3 ( 红 色 ) 的 三

重 免 疫 荧 光 染 色 观 察 。 晶 状 体 中 央 部 上 皮 ( 图 3 ) 和 赤

道 部 晶状 体 组 织 结 构 ( 图 4 ) 的 改 变 。

W G A 及 D A P I 染 色 显 示 ，
E 1 0 晶 状 体 中 央 部 上 皮

为 扁 平 单 层 细 胞 ， 细 胞 核 卵 圆 形 ， 赤 道 部 上 皮 细 胞 皮 质

呈 多 层 柱 状 ， 并 逐 渐 变 为 细 长 的 、 纵 形 排 列 的 纤 维 状 ；

细 胞 核 呈 弓 形 排 列 ， 随 皮 质 纤 维 向核 区 成 熟 纤 维 分 化 ，

细 胞 核 逐 渐 消 失 。 C x 4 3 分 布 于 中 央 部 L E C s 之 间 ， 在

赤 道 部 上 皮 细 胞 向 晶 状 体 纤 维 移 行 的 弓 形 区 域 呈 密 集

点 状 强 荧 光 ， 放 射 状 排 列
¨ 。

， 并 在 上 皮 层 与 晶 状 体 纤

维 交 界 面 上 呈 线 状 分 布 。 在 分 化 的 晶 状 体 纤 维 C x 4 3

表 达 减 弱 。

两 组 培 养 的 晶 状 体 在 第 1 天 无 明 显 组 织 学 变 化 ，

W G A 和 D A P I 染 色 显 示 培 养 至 第 5 天 和 第 1 0 天 对 照

组 晶 状 体 在 上 皮 层 与 其 下 方 的 晶 状 体 纤 维 之 间 存 在 空

泡 和 裂 隙 ， 上 皮 下 出 现 较 多 的 高 荧 光 、 固 缩 的 细 胞 核 ，

形 似 凋 亡 细 胞 核 。 而 P P l 组 晶 状 体 上 皮 层 与 其 下 方

皮 质 连 接 紧 密 ， 上 皮 细 胞 间 连 接 紧 密 ， 上 皮 层 较 对 照 组

变 薄 ；上 皮 层 下 也 有 高 荧 光 、 固 缩 细 胞 核 ， 但 较 对 照 组

明 显 减 少 。 第 1 0 天 时 ，
P P l 组 晶 状 体 上 皮 仍 保 持 完

整 、 紧 密 排 列 的 结 构 。

第 1 天 时 2 组 C x 4 3 的 变 化 不 明 显 ， 第 5 天 和 第 1 0

天 时 ，
P P l 组 C x 4 3 染 色 在 L E C s 之 间 ， 在 晶 状 体 上 皮 与

前 囊 膜 之 间 、 晶 状 体 上 皮 与 其 下 的 纤 维 之 间 的 荧 光 染

色 增 强 ， 对 照 组 C x 4 3 在 L E C s 间 同样 有 表 达 ， 但 较 P P l

组 的 荧 光 强 度 弱 ， 且 在 上 皮 与 前 囊 膜 、 上 皮 与 晶状 体 纤

维 之 间 的 表 达 无 明 显 增 强 。 此 结 果 提 示 ，
P P l 有 效 阻

加 ∞ 如 ∞ 的 加 m O
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E 1 0

E 10

5 d a y

10 d a y

止 了 L E C s 的 破 坏 ， 保 持 了 晶 状 体 上 皮 结 构 的 完 整 ；加

强 了 L E C s 之 间 、 上 皮 细 胞 与 晶 状 体 纤 维 之 间 的 连 接 ；

增 强 了 L E C s 中 C x 4 3 的 表 达 。

2 ． 3 染 料 负 荷 实 验

E 1 0 晶 状 体 荧 光 染 色 后 的 囊 膜 铺 片 标 本 中 ， 光 滑

切 口 的 同 边 L Y 荧 光 染 料 渗 入 范 围 均 匀 ， 荧 光 强 且 强

度 均 一

，
R D 染 色 仅 限 于 切 E l 边 缘 ， 呈 微 小 残 存 的 红 色

点 状 荧 光 ( 图 5 ) 。 R D 染 色 在 各 时 间 点 比 较 差 异 无 统

计 学 意 义 ( P > 0 ． 0 5 ) 。 对 照 组 第 l 天 时 的 弥 散 距 离 为

P P l

( 5 0 ． 9 3 ± 7 ． 7 5 ) “ m
， 与 E 1 0 4 9 ． 3 6 斗m 相 比 差 异 无 统 计

学 意 义 ( P > 0 ． 0 5 ) ， 在 各 时 间 点 均 低 于 P P l 组 的 弥 散

距 离 ， 其 中 第 1 天 和 1 0 天 分 别 为 ( 5 0 ． 9 3 ± 7 ． 7 5 ) ¨m 、

( 9 9 ． 5 2 ± 1 2 ． 6 7 ) ¨ m 与 P P l 组 差 异 均 无 统 计 学 意 义

( P > 0 ． 0 1 ) ， 第 5 天 为 ( 6 6 ． 6 7 ± 7 ． 2 9 ) I．z m
， 与 P P l 组 比

较 差 异 无 统 计 学 意 义 <P > 0 ． 0 5 ) ， 各 时 间 点 弥 散 范 围

内 荧 光 强 度 均 较 弱 ， 荧 光 边 界 模 糊 。
P P l 组 在 第 1 天

L Y 弥 散 距 离 明 显 增 加 至 ( 8 9 ． 5 4 ± 9 ． 6 0 ) tx m
， 第 5 天 为

( 6 9 ． 懈 ± 5 ． 4 9 ) “ m
， 第 10 天 增 加 至 ( 13 0 ． 6 3 4 - 10 ． 5 2 ) tx m

，
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E 1 0

1 d a ，

5 d a y

10 d a y

1 6 0

舍 14 0

点 12 0

皇 10 0

。

8 0

墨 6 0

善 4 0

2 0

0

c o n t r o l P P l

图 5 在 培 养 晶 状 体 划 伤 后 的 前 囊 膜 上 的

L Y 染 料 负 荷 实 验 ( × 2 0 0 )

F i g 5 L u c i f e r Y e l l o w d y e u p t a k e o n s c r a p e d a n t e r i o r

c a p s u l a r m e m b r a n e ( x 2 0 0 )

E 10 1 d a y 5 d a )
r 1 0 d a )

，

图 6 晶 状 体 L Y 染 料 负 荷 实 验 中前 囊 膜 上 染 料 的 弥 散 距 离

1 d ：t ： 7 ． 3 7 9 ，
P < 0 ． O l 5 d ：t = 0 ． 8 7 0 ，

P > 0 ． 0 5 1 0 d ：l ： 7 ． 1 7 3
，

P <

0 ． 0 5 f S t u d e n t
’

S t l e s t )

F i g ． 6 A n a l y s i s o f d y e t r a n s f e r d i s t a n c e s i n L Y d y e - u p t a k e t e s t T h e d y e

t r a n s f e r d i s t a n c e i s e l e v a t e d i n P P l g r o u p c o m p a r e d w i t h c o n l r o l g r o u p

1 d a y ：t ： 7 ． 3 7 9 ，
P < 0 ． 0 1 5 d a y ：t ： 0 ． 8 7 0 ，

P > 0 ． 0 5 1 0 d a y ： ￡ =

7 ． 1 7 3 ． P < 0 ． 0 1 ( S t u d e n t
’

S t t e s t )

弥 散 范 围 内荧 光 强 ， 有 斑 片 状 强 荧 光 ， 且 自切 口 至 弥 散

周 边 处 荧 光 强 度 有 逐 渐 减 弱 趋 势 ， 弥 散 范 围 的 边 界 较

清 晰 ( 图 6 ) 。

3 讨 论

1 9 6 6 年 L o e w e n s t e i n 等
” 叫

首 次 报 道 在 S r c 转 化 的

肿 瘤 细 胞 之 间 缺 少 细 胞 c x 的 表 达 ， 使 S r c 与 多 种 肿 瘤

细 胞 的 转 移 、 增 生 、 分 化 、 凋 亡 以 及 细 胞 周 期 的 关 系 引

起 广 泛 关 注
¨ 。 t 2 ]

。 Z h o u 等
∞ ’

在 体 外 培 养 的 鸡 胚 晶 状

体 皮 质 性 白 内 障模 型 中 发 现 ， 抑 制 了 S F K 的 异 常 激 活

能 阻 断 皮 质 性 白 内 障 的 发 生 ， 随 后 W a l k e r 等
” 引

在 体

外 培 养 的 鸡 胚 晶 状 体 囊 膜 的 后 发 性 白 内 障 模 型 中 又 发

现 。 抑 制 S F K 活 性 可 抑 制 L E C s 从 前 囊 膜 向 后 囊 移 行 ，

从 而 抑 制 后 发 性 白 内 障 的 发 生
” ⋯

。 然 而 ， 相 对 于 血 供

充 分 、 代 谢 旺 盛 的 肿 瘤 组 织 而 言 ， 晶 状 体 是 一 无 血 管 ，

依 靠 晶状 体 周 围 的 房 水 、 玻 璃 体 提 供 营 养 物 质 ， 以 糖 酵

解 为 主 的 低 代 谢 组 织 。 在 晶 状 体 前 囊 膜 下 的 单 层

L E C s 是 晶 状 体 与 外 界 进 行 物 质 、 能 量 交 换 的 主 要 场

所 ， 是 晶 状 体 抵 御 外 界 刺 激 的 第 一 道 防线 ， 其 变 化 可 能

是 晶 状 体 发 生 混 浊 的 早 期 改 变
” ⋯

。

C x 4 3 是 L E C s 之 间 、 上 皮 细 胞 与 晶 状 体 纤 维 交 界

面 的 主 要 C x
， 它 能 否 正 常 表 达 ， 以 及 表 达 后 是 否 有 正

常 的 功 能 对 晶 状 体 的 内环 境 稳 定 起 着 重 要 的 作 用 。 本

研 究 发 现 ， 培 养 在 1 0 ％ 胎 牛 血 清 的 M 1 9 9 培 养 液 中 的

晶 状 体 ， 在 培 养 的 前 2 d 出 现 囊 膜 下 一 过 性 混 浊 ， 此 后

逐 渐 发 生 晶 状 体 周 边 部 皮 质 的 混 浊 ， 到 培 养 的 第 1 0 天

混 浊 面 积 达 5 0 ％
， 而 使 用 S F K 特 异 性 抑 制 剂 P P l 后 ，

晶 状 体 的 混 浊 面 积 明 显 减 小 ， 第 1 0 天 混 浊 面 积 仅 为

1 4 ％ 。 提 示 P P l 能 有 效 阻 断 晶 状 体 皮 质 混 浊 的 发 生 ，

这 与 Z h o u 等
旧 0

的 报 道 一 致 。 我 们 分 别 利 用 W G A 和

D A P I 对 晶 状 体 切 片 染 色 观 察 晶 状 体 组 织 学 变 化 ， 利 用

C x 4 3 抗 体 观 察 晶 状 体 切 片 上 C x 的 表 达 和 分 布 变 化 ，

利 用 染 料 负 荷 实 验 观 察 缝 隙 链 接 的 功 能 变 化 。

在 晶 状 体 培 养 的 早 期 ( D 1 ) ，
2 组 均 无 明 显 的 组 织

学 改 变 ，
C x 4 3 的 表 达 强 度 和 分 布 也 无 明 显 改 变 ， 而 染

料 负 荷 实 验 显 示 P P l 处 理 后 L E C s 缝 隙 连 接 功 能 增

强 ， 明 显 优 于 对 照 组 和 E 1 0 晶 状 体 。

在 晶 状 体 培 养 的 中 期 ( D 5 ) ， 对 照 组 L E C s 间 出 现

空 泡 ， 上 皮 层 与 其 下 方 的 晶 状 体 纤 维 之 间 出 现 裂 隙 ， 上

皮 细 胞 及 上 皮 层 下 出 现 或 散 在 或 簇 状 分 布 的 固 缩 的 细

胞 核 。 我 们 曾 进 行 过 T U N E L 染 色 显 示 这 些 为 凋 亡 细

胞
∞ ]

。
P P l 处 理 后 的 L E C s 层 明 显 变 薄 ， 细 胞 体 积 缩

小 、 排 列 紧 密 ， 上 皮 层 与 其 下 方 晶 状 体 纤 维 之 间 连 接 紧

密 ， 与 W a l k e r 等
” ”

在 培 养 的 L E C s 研 究 中 观 察 到 的 结
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果一致 ，且上皮下凋亡细胞较对照组明显减少 ，这与我 

们先前的研究结果相同 。Cx43的表达在 PP1组明 

显增强 ，特别是在晶状体上皮 与晶状体纤维连接的界 

面上 ，提示 cx43的分布和表达增强可能参与晶状体上 

皮层与晶状体纤维之间的连接。然而，在该时间点的 

染料负荷试验中，未发现 2组 问染料弥散距离之 间有 

明显的差异 。本研究结果显示染料负荷试验是利用染 

料弥散 的距离推测通过 cx43缝 隙连接的细胞数量 ，但 

未考虑到细胞体 积改变 对弥散距 离 的影 响。Walker 

等 在 LEcs体外培养的研究 中观察到 ，PP1处理 2 d 

后细胞表现为紧凑、单层排列 ，是细胞体积缩小而非细 

胞数量增加 ，PP1处理 10 d后细胞直径约为未处理细 

胞的 1／2。根据这个结果我们推测 ，本研究 中 PP1组 

染料的弥散距离没有明显增加的原因可能是细胞体积 

缩小这个因素掩盖 了弥散距离上的差异。 

在晶状体培养的第 10天，正常培养的晶状体出现 

了明显的周边部皮质混浊 ，而 PPl处理后 晶状体 的混 

浊面积明显减小。在组织学上 2组 晶状体上皮层 的改 

变与第 5天的改变相似 。PP1组晶状体上皮层结构完 

整、细胞排列整齐 、与下方纤维细胞连接紧密，cx43在 

LEcs与前囊膜连接侧以及与纤维细胞连接侧的表达 

增强 ，提示 cx43对上皮层与囊膜和晶状体纤维的连接 

起重要作用 。在赤道部 的晶状体纤维中发现 cx43的 

表达细胞 ，这与体外培养的晶状体赤道部上皮细胞分 

化延迟有关 。染料负荷实验显示 PP1组染料 弥散 

距离较对照组增加 ，而且染料 的荧光分布有斑片状显 

著增 强，这提示 PP1组 晶状 体上皮缝 隙连 接功能增 

强，荧光强度的变化还提示可能有细胞密度增加 ，这可 

能与 PPl作用后细胞体积减小有关 。 

对肿瘤细胞的研究发现 ，Src激活后通过直接磷酸 

化 Cx43的 Y265、Y247位点 ，或作用于 MAPK， 

PKC等其他信号转导途径影 响 Cx43的功能 

而减少有效的细胞间连接 ，促进癌细胞迁移。 

综上所述 ，本研究发现抑制 sFK的激活 ，cx43在 

上皮与晶状体纤维、前囊膜的连接处表达增强 ，缝隙连 

接的功能增强，晶状体上皮层与晶状体纤维 的连接紧 

密 、上皮层结构保持完整。这些变化对维持 晶状体 内 

环境稳定、抵御外部刺激、保持晶状体透明有重要作 

用 。 
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