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反义 c-myc 寡核苷酸对半乳糖诱导的晶体上皮细胞生长的抑制作用
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　　提　要:目的　探讨反义 c-myc 寡核苷酸(ASODN)对半乳糖诱导的兔晶体上皮细胞(LEC)生长的影响。方法　人工

合成与 c-myc 基因第二外显子翻译起始区序列互补的寡核苷酸 , 用半乳糖和反义寡核苷酸处理培养的晶体上皮细胞 , 应用

细胞计数法和MTT 法观察反义 c-myc寡核苷酸对半乳糖诱导的晶体上皮细胞增殖的影响。结果　2.5 ～ 10.0μmol/L反义

c-myc 寡核苷酸能抑制半乳糖诱导的晶体上皮细胞的增殖 , 10.0 μmol/ L时作用较显著。结论　反义 c-myc 寡核苷酸对半

乳糖诱导的白内障晶体上皮细胞的生长增殖有抑制作用。
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Inhibitory effect of antisense oligodeoxynucleotide c-myc on the growth of lens epithelial

cells induced by galactose
FAN Fang1 , GE Zheng-long1 , LI Chang-fu1 , LI Hai-xiang2 , ZENG Xiao-ping2(1Department of Biochemistry , 2Department of Ophthal-

mology , Affiliated Hospital of Zunyi Medical College , Zunyi 563003 , Guizhou Province , China)

　　Abstract:Objective　To investigate the effects of antisense oligodeoxynucleotide c-myc (c-myc ASODN)on

the growth of rabbit lens epithelial cells(LECs)induced by galactose.Methods　Based on the translation initiation

region of the second extron of c-myc gene , oligonucleotides were synthesized and modified with phosphorothioate.

Lens epithelial cells were treated with galactose and c-myc ASODN.The effects of c-myc ASODN on the growth of

LECs , cultured in high concentration of galactose , were observed by cytometry and MTT.Results　The results

demonstrated that c-myc ASODN at the doses of 2.5-10.0μmol/L inhibited the growth of LECs induced by galac-

tose in a dose-dependent manner.Conclusion　These results indicate that c-myc ASODN can inhibit the growth of

LEC induced by galactose.
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　　近年的研究表明 ,一些癌基因的异常表达与晶体

上皮细胞(lens epithelial cells , LEC)的增殖和分化密切

相关[ 1] , c-myc基因是一种与细胞增殖 、分化和凋亡密

切相关的原癌基因 ,已表明在半乳糖诱导大鼠半乳糖

性白内障形成过程中有 c-myc 基因的高表达[ 2] 。为了

探讨反义 c-myc寡核苷酸片段对半乳糖性白内障治疗

的可行性 ,我们通过导入 c-myc ASODN ,观察其对半乳
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糖诱导的晶体上皮细胞增殖的影响 ,现报告如下。

1　材料与方法

1.1　反义寡核苷酸的制备
　　根据 c-myc 基因第二外显子翻译起始区序列设计 ASODN ,

碱基序列如下[ 3] :5′-AACGTTGAGGGGCAT-3′(由上海 Sangong 公

司合成 ,两端各硫代修饰 3 个碱基)。使用前加消毒双蒸水溶

解 ,配成浓度为 71.2μmol/ L的原液 ,于 95 ℃水浴变性 5 min , 冰

上骤冷备用。临用前用 DMEM 培养液稀释成相应浓度使用。

1.2　细胞培养
　　采用植块贴壁法进行晶体上皮细胞培养:取新鲜兔眼 , 剪

去眼球周围组织及结膜 , 75%乙醇浸泡两次 ,各 10 min。于超净

台中沿角膜缘剪开 ,取出晶状体 , 撕下前囊 , 剪碎后均匀分种于

25 ml培养瓶中 , 将培养瓶底朝上 , 在瓶内加入 2 ～ 3 ml DMEM

培养液(pH 7.2～ 7.4 , 含 20%FCS),置于 37 ℃、5%CO2 的培养

箱中 ,静置 4 h 待植块贴壁后 , 翻转培养瓶使贴壁的组织块浸于
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培养基中继续培养。1 周后根据细胞生长情况更换培养液 , 每

3 d换液 1 次。

1.3　细胞计数法
　　取对数生长期细胞 ,计数后以 1×10

5
个/ ml细胞密度接种

于24孔培养板(1 ml/孔), 放入 37 ℃、5%CO2 培养箱。细胞分

为正常对照组(不作特殊处理)、半乳糖组(加入含 30 mmol/ L半

乳糖的 DMEM 培养基)、ASODN组(在半乳糖组基础上分别加入

2.5 、5.0 、10.0μmol/L的 c-myc ASODN), 每组 6例。作用 24 h 后

取出 , 胰酶消化 ,制成细胞悬液 , 细胞计数板上计数 , 计算各孔

的细胞数 ,各组取平均值。

1.4　MTT 法

　　细胞培养及分组及例数同上 , 培养 72 h 后取出培养板 , 弃

上清 ,加入 20 μl MTT和 100 μl无血清培养基 ,放入培养箱再培

养4 h , 800 r/ min 离心 5 min , 弃上清 , 每孔加 200 μl二甲亚砜 ,

室温下振荡 5 min , 用酶标仪进行比色 , 波长 570 nm , 测定各组

光密度值(A值),并计算增殖抑制率(%):用(1-实验组 A/正

常对照组 A)×100%表示。

1.5　统计方法
　　实验结果以( x±s)表示 , 采用 SPSS10.0 软件进行 t 检验 、

方差分析 ,相关分析。

2　结果

2.1　细胞培养及鉴定
　　原代培养接种 72 h 即可见植块边缘爬出细胞 ,在植块周围

形成贴壁生长的单层细胞 , 随时间延长逐渐生长为六边形 、大

小均匀的细胞 ,胞质透明 , 胞膜清晰 , 并连片形成“拉网现象” ,

同时呈铺砌型向外生长。原代细胞在接种 3 周左右基本铺满

瓶底 ,可进行传代培养。晶体上皮细胞经胰酶消化后收缩成圆

形 ,传代 6～ 8 h 后细胞基本贴壁 , 24 h 时后呈多种形态生长 , 1

周左右基本融合(图 1A)。晶体上皮细胞爬片经 Gimsa 染色后 ,

在倒置显微镜下观察 , 可见晶体上皮细胞呈上皮样外观 , 不规

则 ,胞体边界清楚 , 胞浆呈均匀粉红色 , 内有粉红色“晶状体小

体” ,有紫红色的单核或双核 ,“晶状体小体”的形成可作为确定

晶体上皮细胞株的一项特征性依据
[ 4]
(图 1B)。

A:Cultured for 7 d　(×200);B:Gimsa staining　(×400)

图 1　原代培养的晶体上皮细胞

Fig 1　Primary cultured LECs

2.2　细胞计数法
　　半乳糖组与对照组比较细胞数明显增加(P <0.01), 加入

不同浓度 c-myc AS ODN 后细胞增殖有所下降 ,随浓度增加抑制

作用增强 ,尤其在 10.0 μmol/ L时 , 细胞数已接近正常水平 , 抑

制作用显著 ,抑制率达到 30.98%(表 1)。二者有剂量依赖性(r

=-0.975 , P<0.05)。

2.3　MTT 法

　　c-myc ASODN对半乳糖诱导的晶体上皮细胞增殖的作用见

表2。MTT法显色深浅随板孔中细胞数增加而加深 ,其吸光度

值(A)也随之升高。半乳糖组与对照组比较 A 值明显增加 , 是

对照组的 1.35倍(P<0.01),表明半乳糖对 LEC 有诱导增殖的

作用。 加入不同浓度 c-myc AS ODN 后 A 值有所下降 , 随浓

度增加增殖抑制率增大 , 浓度在 10.0 μmol/L 时 c-myc ASODN

的抑制率为 32.81%, 与半乳糖组相比均有显著差异(P<0.01)

(表 2),二者有剂量依赖性(r=-0.976 , P<0.05)。

表 1　c-myc AS ODN对晶体上皮细胞增殖的抑制作用

(×105 , n=6,  x±s)

Tab 1　Inhibitory effect of c-myc AS ODN on LEC prol iferation

(×105 , n=6 ,  x±s)

Group Cell count Inhibition rate(%)

Control 1.263±0.056

Galactose group 1.982±0.041■■

c-myc AS ODN group

　2.5μmol/ L 1.750±0.079＊ 11.71

　5.0μmol/ L 1.559±0.082＊ 21.34

　10.0μmol/ L 1.368±0.079＊＊ 30.98

F=6.386, P=0.030;■■:P<0.01 , vs control;＊:P<0.05 ,

＊＊:P<0.01 , vs galactose group
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表 2　c-myc AS ODN对晶体上皮细胞增殖的影响(n=6,  x±s)

Tab 2　Effects of c-myc AS ODN on LEC prol iferation

(n=6 ,  x±s)

Group D570 Inhibition rate(%)

Control 0.187±0.006

Galactose group 0.253±0.006■■

c-myc AS ODN group

　2.5μmol/ L 0.220±0.017＊ 13.04

　5.0μmol/ L 0.197±0.015＊ 22.13

　10.0μmol/ L 0.170±0.010＊＊ 32.81

F=3.967, P=0.048;■■:P<0.01 , vs control;＊:P<0.05 ,

＊＊:P<0.01 , vs galactose group

3　讨论

　　白内障是由于晶体透明度发生局限性或弥漫性浑

浊而引起视力障碍的一种疾病 ,白内障形成时晶体所

表现的病理变化主要是退行性变和晶体上皮细胞的增

殖 ,细胞数目异常增多 ,晶体发生局限性或弥漫性浑

浊 ,引起透明度改变而导致白内障 。随着细胞生物学 、

分子生物学的蓬勃发展 ,对白内障发病机制的研究已

深入到分子水平 。

　　作为一种新的可能的治疗手段 ,基因治疗日益受到

关注 。反义寡核苷酸(ASODN)是能与特异的 mRNA或

DNA互补结合并抑制其转录和翻译的一段寡核苷酸链 ,

具有封闭(抑制)特定基因表达的作用 ,ASODN治疗已成

为近年发展起来的基因治疗的一项重要技术。

　　本研究合成了与 c-myc 基因第二外显子翻译起始

区序列互补的反义寡核苷酸 ,观察其对半乳糖诱导的

晶体上皮细胞增殖的影响 。细胞计数及MTT 实验结

果显示 ,在培养基中加入 30 mmol/L 半乳糖后 ,细胞增

殖明显 ,提示半乳糖可作为有丝分裂原诱导 LEC 增

殖 ,这可能与高糖能促进晶体上皮细胞 DNA 和 RNA

的合成有关[ 5] 。而不同浓度 c-myc ASODN(2.5 ～ 10.0

μmol/L)对半乳糖诱导的 LEC 的增殖均有抑制作用 ,

二者有剂量依赖性 ,尤其在10.0μmol/L 时抑制作用较

显著 ,抑制率分别为 30.98%和 32.81%,细胞数及 A

值已接近或达到正常水平 。其作用机制有可能是通过

封闭 c-myc 基因 ,阻断高糖诱导的 LEC内的异常信号

传递 ,使 LEC进入正常分化轨道 。这对阻断半乳糖性

白内障的发生发展及逆转白内障具有重要意义。
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