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NDRG2在老年核性白内障晶状体中的表达变化研究 *
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摘要 目的：探索 NDRG2基因在老年核性白内障晶状体组织中，随着核级增加的表达变化及可能的作用机制。方法：纳入 2019年

9月 1日至 2021年 8月 31日于哈尔滨医科大附属第一医院进行手术治疗的老年核性白内障患者的晶状体组织，依据 Emery分

级进行核分级，去除晶状体囊膜，收集晶状体裂解液，并依据蛋白浓度结果初步调齐各样本浓度。采用Western blot方法检测不同

核分级晶状体 NDRG2和 Laminin 酌2蛋白的表达差异。通过 1200 滋MH2O2诱导 HLE B-3晶状体上皮细胞 96小时，诱导细胞衰

老，构建老年性白内障的细胞模型；未经 H2O2溶液诱导，培养 96小时的晶状体上皮细胞作为对照组。收集 H2O2诱导组及对照组

细胞裂解液，Western blot方法检测两组 NDRG2和 Laminin 酌2蛋白的表达差异。进一步构建 pcDNA3.1-NDRG2/Laminin 酌2质
粒，转染入晶状体上皮细胞 B3 (lens epithelial cell，HLE B-3)细胞系，探索 NDRG2参与到不同核级老年性白内障可能的作用机

制。结果：老年核性白内障患者的晶状体中，NDRG2和 Laminin 酌2蛋白表达增加，随着核分级越高表达越多。H2O2处理的 HLE B-3

细胞衰老模型中，NDRG2和 Laminin 酌2蛋白表达较对照组增加。NDRG2过表达可以上调 Laminin 酌2蛋白表达，但 Laminin 酌2
过表达对 NDRG2蛋白无明显影响。结论：NDRG2 在老年核性白内障晶状体组织中表达升高，并与核分级呈正相关，可能

Laminin 酌2蛋白参与了此过程的发展。
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The Expression Level of NDRG2 in Nuclear Age-related Cataract
Lens Tissues*

To explore the expression level of NDRG2 protein in the lens tissues of the nuclear age related cataract

patients and the possible mechanism. Collect lens without lens capsules from patients with nuclear age-related cataract under-

going surgical in First Affiliated Hospital, Harbin Medical University. Lens was grading though Emery method. And preliminarily adjust

the concentration of each sample based on the protein concentration results. Detection of NDRG2 and Laminin 酌2 expression level in dif-
ferent nuclear grading lenses by Western blot. HLE B-3 lens epithelial cell line was induced by 1200 滋MH2O2 for 96h to establish the ag-

ing-realated cataract model. HLE B-3 cells without treated with H2O2 were set as the control group. Collect lysates from the experimental

group and the control group, and detect NDRG2 and Laminin酌 2 in the two groups by Western blot. Further pCDNA3.1-NDRG2/ Lamin

酌2 plasmids were transfected into HLE B-3 cells to explore the possible mechanism of NDRG2 involvement in different nuclear age re-

lated cataracts. NDRG2 and Laminin 酌2 were much higher in nuclear age-related cataract. The higher the nuclear grade, the

more protein expression. In the H2O2 treated HLE B-3 cell aging model, the expression level of NDRG2 and Laminin 酌2 were much high-
er than the control group. NDRG2 overexpression couled up-regulate expression of Lamin 酌2, but Laminin 酌2 overexpression had little
influence to expression level of NDRG2. The expression of NDRG2 in nuclear age-related cataract lens tissues were in-

creased and positively correlated with the nuclear grade, which might take effect by the upregulation of Laminin 酌2.
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前言
老年性白内障严重困扰患者的生活质量[1]，基因遗传因素

在老年性白内障的发生中起着重要作用[2,3]。NDRG2属于Myc
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抑制基因，可以抑制细胞增殖，被认为与衰老相关的疾病，如阿

尔茨海默病等密切相关[4-6]。张自峰等人研究认为 NDRG2在年

龄相关性白内障中发挥一定作用。成人角膜、葡萄膜、视网膜、

晶状体及视神经和眼外肌等组织中均有 NRRG2表达。晶状体

由囊膜和晶状体纤维组成，前囊膜下含有一层晶状体上皮细

胞，有研究发现老年性白内障患者的晶状体前囊膜中，NDRG2

蛋白表达是正常人的 2倍[7]。层粘连蛋白 332（Laminin 332）是

一种异源三聚体，在介导基底膜的相互作用中起着重要作用，

尤其是其酌2链，近年来成为研究的热点。我们实验组早期研究
证实，异常的 Laminin蛋白在晶状体囊膜中的分布可以引起白

内障的发生[9]。晶状体纤维细胞无细胞核及分化功能，我们猜测

晶状体组织中蛋白质的变化意义可能不同于晶状体前囊膜，因

此，我们进一步研究了 NDRG2在人晶状体组织中的表达是否

同样具有差异，并进一步探索其作用机制为何。

1 材料和方法

1.1 人晶状体组织裂解

收集在我院我科进行手术治疗的核性年龄相关性白内障

患者的晶状体组织，手术由同一名经验丰富的医生进行，术式

为白内障囊外取出联合人工晶体植入术，术前 3天可乐必妥

（0.5%左氧氟沙星）点眼，1日 4次。对患者临床信息进行详细

统计。正常对照组晶状体由黑龙江省眼库捐献者获得，该研究

获得我院伦理委员会的批准，所有患者在纳入之前对该研究知

情并同意。排除标准：伴有任何其他眼部疾病，并发其他全身疾

病，精神异常等。根据 Emery分级，将晶状体核硬度分为 5级，

透明晶状体组织收集自黑龙江省眼库捐献的眼球。在白内障摘

除手术中，收集 III~V级核晶状体，并立刻转运至 -80℃冷冻保

存。所有手术均由同一名经验丰富的医生完成。

解冻晶状体组织，向每个样本中加入 1.5 mL RIPA（强），用

杵将组织捣成均质样液体，将其转移至新的 tube管中，再加入

1.5 mL RIPA（强），反复如上操作 4次，最终将所有液体混在一

起，在 4℃条件下摇晃过夜。次日，3000转离心 5分钟，获取上

清并保存于 -80℃备用。实验前，依据蛋白浓度测定初步调齐各

样本浓度。

1.2 免疫印迹法

蛋白表达水平通过Western-blot方法进行检测。晶状体组

织裂解液和 HLE B-3细胞裂解液与 2× 样本缓冲液混合，加热

2分钟，并加样于 SDS胶中。被分离的蛋白转移至 PVDF膜上，

TBST（5%牛奶、Tris盐溶液及 0.05% Tween20混合）溶液封膜。

Solution 1（TOYOBO，Osaka，Japan）溶液稀释 1抗，将 PVDF膜

在 4℃条件下与一抗孵育过夜，TBST 溶液清洗，Solution 2

（TOYOBO，Osaka，Japan）溶液稀释 2抗，室温孵育 PVDF膜 1

小时。最终，使用 Enhanced Chemiluminescent（ECL）试剂盒显

色抗原抗体结合物。

1.3 HLE B-3细胞系衰老模型建立及 SA-茁-gal染色
为了建立 H2O2诱导的细胞衰老模型，我们使用 1200 滋M

H2O2溶液处理 HLE B-3细胞 96小时。然后将细胞与含有 2%

甲醛和 0.2%戊二醛的 PBS溶液混合，室温下静置 10分钟。

PBS漂洗后，将细胞与 SA-茁-gal染色剂（pH=6.0）混合，37℃条
件下孵育 16小时。SA-茁-gal染色阳性细胞数 /总细胞数为 SA-

茁-gal阳性率。
1.4 NDRG2和 Laminin 酌2质粒转染

pCDNA3.1-NDRG2，Laminin 酌2 及 野 生 型 质 粒 由

GenePharma Co.（Shanghai，China）公司购买，并使用 Invitrogen

LipofectamineTM 2000 转染剂（Thermo Fisher Scientific）将质粒

转染入 HLE B-3 细胞中。将 2 滋g pcDNA3.1-NDRG2 和

Laminin 酌2 质粒分别加入含 10 滋L LipofectamineTM 2000 的

500 滋L无血清培养液中，室温孵育 20分钟。将其加入培养的

HLE B-3细胞中，6小时后弃上清，更换为新鲜的含 10%牛血

清的培养液，在 37℃条件下培养 48小时，收集细胞裂解液以

进行后续实验。

1.5 统计学分析

两组数据使用 SPSS 18.0（SSCP，Inc.，Chicago，IL，USA）软

件进行分析，使用 T-检验方法，P<0.05认为具有统计学意义。

2 结果

2.1 人晶状体组织中蛋白表达水平检测

收集不同核级的人晶状体组织，Western-blot方法对其裂

解液进行检测，使用 茁-actin及 GAPDH作为内参蛋白（图 1），

可见 NDRG2和 Laminin 酌2蛋白在透明晶状体组织中未见表
达或表达极低，在老年核性白内障患者的晶状体中，随着晶状

体核级增加表达呈增加趋势。

2.2 HLE B-3细胞构建衰老模型

为了检测 NDRG2在衰老晶状体上皮细胞中的作用，我们

使用 H2O2处理 HLE B-3细胞，并使用 SA-茁-gal染色检测衰老
细胞。SA-茁-gal染色增加是目前公认的细胞衰老的生物学检测
方法[10,11]。当使用 1200 滋m H2O2处理 HLE B-3细胞 96小时后，

SA-茁-gal染色率明显提高（图 2A，P<0.05），差异具有统计学意
义，认为构建细胞衰老模型成功。单纯在培养液中培养 96小时

的 HLE B-3 细胞作为对照组，收集细胞裂解液进行 West-

ern-blot实验，结果发现，H2O2处理后，HLE B-3细胞中 NDRG2

蛋白表达明显上调，Laminin 酌2蛋白表达轻度上调（图 2B）。

2.3 过表达 NDRG2后 Laminin 酌2蛋白表达变化
为了进一步探讨 NDRG2与 Laminin 酌2在年龄相关性白

内障中的相互作用，我们将 NDRG2质粒转染入 HLE B-3细

胞，通过Western-blot方法验证 NDRG2转染成功，空载体组与

对照组 Laminin 酌2 蛋白表达未见明显差异，在 NDRG2 组，

Laminin 酌2蛋白的表达明显上调。
2.4 过表达 Laminin 酌2后 NDRG2蛋白表达变化

为了进一步探讨 Laminin 酌2与 NDRG2蛋白是否可以相

互影响，我们将 Laminin 酌2质粒转染入 HLE B-3细胞，通过

Western-blot方法验证 Laminin 酌2质粒转染成功，空载体组与
对照组及 Laminin 酌2组，NDRG2蛋白表达均未见明显差异。

3 讨论

晶状体核的形成是由于晶状体上皮细胞分化为纤维细胞，

纤维细胞不断生长,将旧的纤维挤向晶状体的中心,逐渐形成晶

状体核[12]，现有大量研究以人晶状体前囊膜为对象，探索其与

白内障发生发展之间的关系[13-16]，我们的研究将目标锁定在晶

状体组织，观察在晶状体纤维不断堆积的过程中，蛋白表达发
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图 1 人晶状体组织中蛋白表达差异。Western-blot方法检测人晶状体裂解液中 NDRG2、LM 酌2蛋白表达差异。样本 N1-N5为透明晶状体，

L1-L3为晶状体 III级核，L4、L5为 III级核，L6-L8为 V级核

Fig.1 Protein expression levels in human lens. The expression levels of NDRG2 and LM 酌2 were detected by Western-blot. Samples N1 to N5 were clear

lens, L1-L3 were nucleus III, L4 and L5 were nucleus III, L6 to L8 were nuclear V

生了怎样的变化，与白内障的发病机制有何种关系。我们对老

年核性白内障患者晶状体组织进行了多种蛋白质的检测，包括

晶状体蛋白、上皮 -间充质转化标志性蛋白、细胞凋亡、衰老通

路蛋白等，最终发现，NDRG2及 Laminin 酌2蛋白具有表达差

异，且随着核级增加表达增加，其他蛋白呈现无规律的变化。猜

测 NDRG2和 Laminin 酌2可能在核性白内障的发展中起着重
要作用。

由于晶状体纤维细胞无细胞核，不携带遗传信息，通过细

胞间连接满足营养和代谢物质转运的需求[20-22]，其蛋白质浓度

的变化更加反应了晶状体的状态。目前，尚无研究对晶状体组

织进行 Western-blot检测，公认的内参蛋白 茁-actin和 GAPDH

等是否可用于作为本实验的内参？我们使用 BCA方法检测并

调齐蛋白浓度后，对各种核级的晶状体组织进行了检测，结果

如图 1所示。茁-actin和 GAPDH蛋白的表达相对较稳定，可以

作为晶状体组织的内参蛋白使用。由于晶状体组织中蛋白质浓

度较低，检测较困难，背景干扰较大，随着核级增加，NDRG2和

Laminin 酌2蛋白表达有升高趋势，个别样本如 L-5由于实验欠

稳定出现表达出现表达下降情况，具体原因仍不可知。

H2O2诱导人晶状体上皮细胞衰老是目前较为公认的白内

障体外模型[17-19]，通过 H2O2诱导 HLE B-3细胞建立衰老模型，

进行体外实验，发现 NDRG2及 Laminin 酌2蛋白表达同样上
调，与晶状体组织中的结果一致。通过将 NDRG2质粒转染入

HLE B-3细胞，发现过表达 NDRG2能引起 Laminin 酌2的表达
增加，但反之，过表达 Laminin 酌2并不影响 NDRG2的表达水

平，其具体的机制仍需进一步研究。目前，尚无 NDRG2与

Laminin 蛋白以及 Laminin 酌2 蛋白关系的报导，NDRG2 作为
一种抑癌基因，与许多衰老相关性疾病有关[23,24]，在人体多种组

织中均有表达[25-30]。二者在老年核性白内障中同时呈现出高表

达的趋势，为我们对老年性白内障的发病机制研究、与晶状体

上皮细胞衰老之间的关系，甚至是其他衰老相关性疾病和肿瘤

的发病机制研究提供了新思路。本研究仍有许多不完善之处，

对于 NDRG2在老年核性白内障晶状体组织中过表达的详细

机制，如通路蛋白等，仍需更加深入研究。
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图 2 H2O2诱导HLE B-3细胞构建衰老模型。对照组细胞使用培养液培养，衰老组细胞加入 1200滋mH2O2培养 96小时。(A) H2O2处理HLE B-3细

胞 SA-茁-gal染色细胞阳性率，放大倍数：200× . *代表 P<0.05. (B)Western-blot方法检测HLE B-3细胞中 NDRG2和 LM 酌2蛋白表达水平
Fig.2 Premature senescence model of human lens epithelial cells (HLE B-3) induced by H2O2. Cells of the control group were cultured in medium only,

whereas cells of senescent group were cultured in medium with 1200 滋m H2O2 for 96 h. (A) Percentage of SA-茁-gal-positive cells in HLE B-3 cells

treated with H2O2. Magnification: 200× . *means P<0.05. (B) The expression levels of NDRG2 and LM 酌2 in HLE B-3 cells were detected by

Western-blot

图 3 Western-blot方法检测 Laminin 酌2蛋白在转染了 NDRG2质粒的

HLE B-3细胞中

Fig.3 Laminin 酌2 protein expression level in HLE B-3 cells transfected

with pCDNA3.1-NDRG2 detected byWestern-blot

图 4 Western-blot方法检测蛋白在转染了 Laminin 酌2质粒的 HLE B-3

细胞中

Fig.4 NDRG2 protein expression level in HLE B-3 cells transfected with

pCDNA3.1-Laminin 酌2 detected by Western-blot
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