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Abstract 

·AIlⅥ：TO investiaate MAPKs—ERK siqnaI transduction in 

the prOliferati0n process 0f human lens epitheIial ceIl 

f HLEC)jnduced by basjc fjbr0b Jast arovvth fact0r(bFGF) 

and to detect the inhibition e仟ect of ERK s bIocker PDg8059 

on the Droliferati0n Of HLEC． 

·METHODS：HLEC line SRA01／04 was cuItured ，门 ． 

MTT and 『 H 1一thvmidine incorporation were used to 

0bserve the inhibiti0n e仟ect Of PD98059 on the cuItured 

ceIls and the svnthesis 0f DNA． W estern—bl0t was 

emp}OVed tO detect the expression ERK1／2，JNK，P38 and 

COX一2 Dr0tein in HLEC． 

·RESU LTS：PD98059 treatment at di仟erent cOncentrations 

(1，5，10u mol／L)resuIted in significantIy inhibition on cell 

prOIiferatiOn and DNA sVnthesis 0f HLEC induced bV bFGF 

in a d0se—deDendent manner． The resu Jts 0f W estern—b Jot 

sh0wed that expression Of Dh0sDhO—ERK1／2 Drotein 

increased in HLEC after treated with 1 0u g／L bFGF in a 

time—dependent manner，and neqative effect Occu red after 

cO—treated with 10u m0I／L PD98059． bFGF at 10Ug／L 

cOncentratiOn had nO im pact On the expressi0n IeveI Of 

n0nph0spho—ERK1／2，JNK and P38 prOtein． 

· C0NCLUSf0N： The ph0sphor—ERK s an mp0rtant 

regulator of the siqnaI transdution in the prOIiferation 

process 0f HLEC induced bV bFGF． 

·KEW VORDS： human Jens epjthe Jia J ceII： extraceIJuIar 

reguIated kinase；cyc10oxygenase一2；PD98059；inhibition 

Kong J， K0ng W ， Wang YL， a ． Activati0n 0f extracellular 

regulated kinase in the pr0lif ration process 0f human Iens epithelial 

cells induced by bFGF．z f．，( 丑̂∞ Guq，，l 力七e．- ，矗z矗 ) 

2o09；9(9)：1665—1667 

摘要 

目的：检测细胞 外信号调 节激酶 (extracellular regulated 

kinase，ERK)在碱性成纤维细胞生长因子(basic r0bl 

gmwth fact0r，bFGF)诱导的人品状体上皮细胞增殖过程 

中的表达与活化；检测 ERK1／2特异性阻断剂 PD98059对 

人品状体上皮细胞增殖的影响。 

方法：人 品状体 上皮细胞系 SRA0l／04体外培养，采用 

M1Tr比色法和[ H]一TdR掺入法检测 ERK阻断剂PD98059对 

人晶状体上皮细胞活力和 DNA合成的影响；Westem blot 

法测定 bFGF对培养的人品状体上皮细胞 ERK，c—Jun氨 

基末端激酶(JNK)，P38蛋白表达及 PD98059对环氧合酶一 

2(C0x-2)表达的影响。 

结果：10 g／L bFGF能显著刺激人晶状体上皮细胞增生， 

1 mo1／L PD98059即能显著抑制 bFGF启动的 HLEC增 

殖，其效应呈浓度依赖性(P<0．01)。10 g／L bFGF可激 

活 ERK信号通路 ，诱导 COx一2蛋白表达，其效应在30min 

内达 到高 峰，6h后 逐 渐 减 弱，此 作用 可 被 10 mol／I 

PD98059阻断；l0 g／L bFGF对非磷酸化 ERK，磷酸化和 

非磷酸化 JNK及 P38表达无明显影响。 

结论：有丝分裂原活性蛋白激酶信号传导通路中 ERK磷 

酸化对 bFGF启动的人 晶状体上皮细胞增殖具有重要的 

调节作用。 

关键词：晶状体上皮细胞 ；ERK；COx-2；PD98059；抑制 

D0I：l0．3969／i．issn．1672_5123．2009．09．008 
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0引言 

细胞外信号调节激酶 (extracellular regulated kinase， 

1665 



国际眼科杂志 2o09年 9月 第9卷 第 9期 ＼̂̂ n̂ JO．cn 

电话：029—82245172 83O85628 电子信箱：lJ0．2O0O@163．com 

ERK)是有丝裂原活性蛋门激酶(mil0 n_a(·livate(1 pl_(Jtein 

kinases，MAPK)家族 5个业类之一 。。一。ERK可被生kl大] 

子 、激素、神经递质、细胞应激反心等激活，存细胞生长 、 

发育、分裂、死亡及恶性转 化过程 中发挥再要作用 。 

ERK在多种眼组织中有分布，参 与 r眼的叫i理和病理过 

程。我们以往的研 究表明碱性成纤维细胞 I夫l子 (hasic 

rob1ast gr()wth fact0r，1)FGF)可通过激活细胞内多种信号‘ 

传导途径启动品状休上皮细胞的增殖、移行及纤维化 。 

我们研究细胞外信号州节激酶在 I1FcF诱 导的人品状体上 

皮细胞增殖过程巾的表达与活化；检测 ERKl／2特异性阻 

断剂 PD98059对人品状体上皮细胞增殖的影响，其结果有 

助于进一步阐释后发性I I内障形成的相关信号传导机制。 

1材料和方法 

1．1材料 标准人品状体 皮细胞(HLEc)系 sRA0l／04 

细胞。NAPc0 54l0型 c0，培养箱(美同)；苏州净化设备 

厂超净： 作 俞；倒 相差 徽镜 0LYMPus IMT一2；Bi0一 

RAD PAC 3[)()0型电泳仪；He rIIlle—z383K型低温高速离心 

机；K0daklD型凝胶 自动成像分析系统；美闰 BeckMan LS 

38【)l型液闪仪；奥地利泰肯公司 sun ’ Rer， ote酶标仪。 

DMEM培养基、胎牛 清、胰蛋 白酶及 ．rriz0J试剂盒均为 

bco公司生产；bFGF(Sigma)；SP免疫组化试剂盒 、兔抗 

人环氧合酶一2(C0x一2)多克隆抗体和生物素标记的羊抗 

兔 IgG抗体(北京巾⋯牛物技术彳丁限公司)；[ H]T(】R(北 

京原子能公一j)；MAPKs试剂盒及碱性磷酸酶标 的羊抗 

兔 IgC抗体(santa cruz公 )；PD98059(P P̈ga)；l甘它 

试剂均为分析纯试剂。i D98059药液的配制：用二甲基亚 

砜(DMs0)溶解，配成 20I1I『1l(1l／L和 1On1mol／L储存液，川 

DMEM稀释至 l，5，l0 m‘J1／l 20 保存备用 

1．2方法 参照曲勃等 方法进行解冻和传代培养人品 

状体上皮细胞系 SRA0l／04。取对数生长期的 sRA01／04 

细胞，用2．5 L胰酶消化后，制成单细胞悬液。用含 l5o一 1I／1 

胎牛血清 DMEM培养液删 细胞密度至2×10 ／I ，分别 

接种于96孔培养饭和 24孑L培养板 巾，继续培养 24h后， 

换无血清培养液培养 I2h，使细胞进入生长停I卜期。用含 

10 g／L bFGF处理细胞24I1j处理前 lh分别加入不同浓度 

的PD98059干预细胞，依次进行细胞活力检测和 DNA合 

成检测 实验分为空白组(无血清培养液)、对照组(hFGF 

组)、bFGF+PD1组 、bF( F+PD2组 、bFGF+PD3组 ，bFGF 

的浓度为 】0 L，PD J，P【)2，PD3组的浓度依次为 J，5， 
l0 mol／I PD98059。 

1．2．1细胞活力的检测 将 SRAOl／04细胞按每孔 200 I 

接种于 96孔培养板巾，每一浓度设 6个复孔，继续培养 

24h。然后每孑L加入 5 I M rr溶液 20 L继续孵育 4h后 

终止培养。吸弃孔r11的培养液，加入二 基亚砜溶液 

l50 I ，室温下微量振荡器振荡 l0min，用酶联免疫检测仪 

于492nm处测定口及光度 4值 按公式[1一((1_d)÷(1)一a)]× 

l()()％计箅细胞抑制率，以只加培养液不加细胞的空白对 

照孔调零。 

1．2．2 DNA合成的检测 将 SRA01／(J4细胞按每孔 l n L 

接种于 24孔培养饭中，每一浓度设 3个复孑L，继续培养 

24h。处理结束前3h每孔加入 1．4kBg[ H]TrJR。处理结 

束后冷 PBs洗2次，加2mI 的 1()() L j氯乙酸(TcA)，放 

置 10min，若细胞松散，JJf『甲醇 定 l0·niI1；l0Og／L TcA洗 

2次 ×5min，沉淀 DNA；每孑L加入0．3mn1ol／L Na0H 0．5mI ， 

在 60℃条件下处理细胞 30n 冷却至室温，收集细胞至 

乙酸纤维素膜上，烤干，将乙酸纤维素膜置于闪烁计数管 

中，每管加闪烁液 l0mI ，『人J烁仪测定半分钟脉冲数(cpm 

值)；结果以cpH 5 0()0细胞表示。 
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1．2．3 ERK1／2，P38，JNK蛋 白表达的检测 含 10 L 

bFcF无『f『【清培养液孵育细胞，对照组使 不含 bFGF的 

无 清培养液，孵育时问分别为5，15，30，60，180，360min。 

终止培养后， 冰冷的 0．02nⅢ】／L PBs冲洗细胞 3次，置 

于冰盒上，用细胞刮取器刮下细胞，离心，加入裂解液(2mrm1／I． 
EDTA，l0nlnl()l／l_EGTA，2(】nm1()l／J s—HCI pH7．5，2rru11ol／L 

PMsF，0．25mol／L蔗 糖 )3【)(】 I ，超声 粉 碎，4℃ 离 心， 

175()(】r／min离心 2h；将蛋白样 『I I20g／L SDS—PAGE分 

离而后电转移至硝酸纤维素膜 含50g／L牛血清白蛋白 

的 ．rrBs封 l h，力f1上特异性一抗(1：4()())4cIC过夜，TBS 

洗 lO 11in×4次，加入碱性磷舱酶(1：2000)室温孵育 2h， 

JJ口入显色剂；硝酸纤维素膜经 Kc，dakl D型凝胶 自动成像 

扫描仪分析 ，记录光密度。实验重复3次。 

1．2．4 PD98059及阿司匹林对 bFGF刺激下人晶状体上 

皮细胞 COX一2蛋白和磷酸化 ERK1／2蛋白表达的影响 

取对数生长期的 sRA01／04细胞，用 2．5 T 胰酶消化后 

制成单细胞悬液 ．用含 l50 l Fcs的DMEM培养液调整 

细胞密度至 2×10 ／I ，培养 24h后换无山清培养液，加入 

l0umcJl／L PD98059或 10mm0l／L阿司 林预处理细胞 lh 

后，加入 】0 L bFGF继续孵青 细胞 6h，检测 c0x-2和磷 

酸化一ERKl／2蛋 的表达 实验 分为对照组 (无血 清 

组)，bFGF组，bFGF+PD组，1)FGF+阿司 林组 ，具体实 

验步骤同上 

统计学分析：SPSS l0．O统计软件包进行数据处理，均 

数比较采用 Student f检验： 

2结果 

2．1人晶状体上 皮细胞 的增殖 l0 g／T I)FGF对人 晶状 

体 卜皮细胞增殖具有明 促进作，【丰J(A：1．1±0．13 0．75± 

O．05，P<0．01)。l m0l／I PD98059即可扣J市0 bFGF启动 

的人品状体上皮细胞增殖，具有 糟：统_i1 学意义( A 0．74± 

0．04，P<0．【)1)，日．抑制效虚呈浓度依赖性 ( A 0．64± 

0．05，0．44±0．03，尸<0．01 。 

2．2人晶状体上皮细胞 DNA的合成 l0 L bFGF与0， 

l，5，10 m(，l／L PD98059共同孵育 24h后 ，[ H]一TdR掺入 

的结果分别为 l 8l5，923，667，557cpn1／5【)(】0个细胞，人晶 

状体 上皮 细胞 的 DNA合成 明 受 到 抑制 ，l m0L／L 

PD98059埘 ( F启动的人品状体上皮细胞 DNA合成抑 

制率达48．6％，且抑制效应呈浓度依赖性。 

2．3 ERK1／2，P38，JNK表达蛋白 western bJ0t检测结果 

显示，人品状体上皮细胞(HLEc)体外培养过程巾磷酸化 

和非磷酸化 ERK有一定水平的基硎{表达。当给予 10 L 

})FGF刺激时，磷酸化 ERK蛋白电泳条带随 bFGF作用时 

间的延长而逐渐颜色加深，30n i- 达到最高峰，持续 6h后 

减弱( 1A)，而非磷酸化 ERK表达无明显变化(罔 lB)。 

人品状体 皮细胞体外培养过程巾磷酸化 P38蛋白及非 

磷酸化 P38均有一定表达 【，给 l0 g／L I)FGF刺激后， 

磷酸化和非磷酸化 1)38蛋白表达没有显著变化(图 1c，D)。 

人品状体上皮细胞体外培养过程巾 c—Jun氨基末端激 

酶(JNK)有一定水平的基础表达：当给予 l0 L bFGF 

刺激后，其表达水平在0～6h各时fHJ段均未见上调。 

2．4 COX一2蛋白和磷酸化 ERK1／2蛋白的表达 Westem 

bIol检测结果 显示 l0 g／L l FcF作用后人品状体上皮 

细胞I斗I现 c0x一2蛋白表达的条带 ，l0 m0l／L PD98059与 

l0 L bFGF共同作用下C0x一2蛋白表达水平降低(图2A)， 

磷酸化 ERK1／2蛋 白表达呈阴性(陶 2B) l0mmol／L阿 

司匹林与 10 L l FGF共同作用下 c0x一2蛋白表达呈阴 

性(图2A)，磷酸化 ERKl／2蛋F_1表达略降低(图2B)。 
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图 2 ： P D 9 8 0 5 9 及 阿 司 匹 林 对 H L E C C O ×� 2 和 磷 酸 化 E R K l ／2

蛋 白 表 达 的 影 响 N ： 空 白 组 ，
F ： b F G F 组 ，

P D ： b F G F +

P D 9 8 0 5 9 组 。
A S ：b F G F + 阿 司 匹 林 组 A ：C O X 一 2 ；B ： E R K l ／2

3 讨 论

晶 状 体 囊 膜 赤 道 部 残 留 的 品 状 体 上 皮 细 胞 增 殖 、 迁

移 、 分 化 是 后 发 性 白 内 障 形 成 的 主 要 原 『天J
。

⋯

。 大 量 研 究 证

明 ，
b F G F 与 后 发 性 白 内 障 的 形 成 密 切相 关

。 ”

。 白 内 障 囊

外摘 除 术 巾 前 囊 膜 及 血 房 水 屏 障 的 破 坏 可 导 致 眼 前 房

b F G F 的 浓 度 大 幅 度 升 高 。 此 外 ， 生 理 状 态 下 被 前 囊 膜 覆

盖 的 品状 体 上 皮 细 胞 一 旦 暴 露 于 房 水 中 ， 房 水 中正 常 存 存

的 b F G F 浓 度 就 足 以 促 进 品 状 体 上 皮 细 胞 增 殖 、 移 行 、 分

化 。 目前 b F G F 启 动 的 晶 状 体 上 皮 细 胞 内 信 号 传 导 机 制

尚 不 十 分 清 楚 。 M A P K 与细 胞 生 长 最 密 切 也 是 近 年 研 究

最 多 的 通 路
”

。、 其 巾 E R K I ／2 是 M A P K 家 族 的 主 要 成 员

之 一

， 参 与 调 节 细 胞 骨 架 、 细 胞 生 长 及 分 化 等 ， 是 信 号 转 导

通 路 的 中枢 部 分
“’

。 E R K l ／2 以 非 磷 酸 化 形 式 存 在 于 胞

质 中 ， 磷 酸 化 后 被 激 活 ， 进 而 激 活 下 游 信 号 分 子 构 成 复 杂

的信 号 传 导 网 络 ， 产 生 生 物 学 效 应 。
E R K 通 路 通 过 以 下 4

条途 径 激 活 ：( 1 ) 受 体 酪 氨 酸 激 酶 R a s 的 激 活
⋯ “ 。

；( 2 ) c a
“

对 R a s 的激活
0 ⋯

；( 3 ) 蛋 白激酶 C 对 E R K 通 路 的活 化
“ = ’

；(4 )

G 蛋 白偶 联 受 体 对 E R K 通 路 的 激 活
⋯ ⋯

。 我 们 以 往 的研 究

证 实 b F G F 可 诱 导 家 兔 晶 状 体 上 皮 细 胞 酪 氨 酸 蛋 白激 酶

及 蛋 白激 酶 C 磷 酸 化
“ ’

；b F G F 通 过 激 活 酪 氨 酸 激 酶 信 号

系 统 途 径 引 起 人 晶 状 体 上 皮 细 胞 内 c a
“

浓 度 升 高
。⋯

。 而

酪 氨 酸 蛋 白激 酶 、 蛋 门激 酶 c
，

c a
。

均 为 E R K 通 路 的 上 游

启 动 因 子 。 我 们 证 实 ，
b F G F 作 用 后 人 晶 状 体 上 皮 细 胞 磷

酸 化 E R K l ／2 水 平 明 显 升 高 ， 此 效 应 在 作 用 3 0 m i n 时 达 到

峰 值 ，
6 h 后 逐 渐 减 弱 ；C O X 一 2 是 这 一 通 路 的 下 游 信 号 分 子

之 一

， 而 作 为有 丝 裂 原 活 性 蛋 白激 酶 家 族 的 另 一 重 要 成 员
P 3 8 及 有 丝 裂 原 活 性 蛋 白 激 酶 的 靶 蛋 白之 一 J N K 未 参 与

此 过 程 。 本 结 果 还 表 明 ， 不 同 浓 度 的 E R K 特 异 性 阻 断 剂
P D 9 8 0 5 9 可 显 著抑 制 b F G F 启 动 的 人 品 状 体上 皮 细 胞 增 殖

及 C O X 一 2 蛋 白表 达 ．．
P D 9 8 0 5 9 本 身 不 直 接 影 响 C O X 一 2 的

活 性 ， C O X 一 2 表 达 量 的 降 低 可 能 是 阻 断 E R K 的 结 果 。 特

异 性 地 抑 制 E R K 的 磷 酸 化 可 阻 止 细 胞 外 刺 激 信 号 转 导 至

人 品状 体 上 皮 细 胞 及 其 核 内 ， 从 而 影 响 细 胞 的增 殖 、 分 化 、

转 化 或 凋 亡 等 一 系 列 生 物 学 效 应 。 C O X 非 选 择 性 抑 制 剂

阿 司 匹 林 可 完 全 阻 断 b F G F 启 动 的 人 品 状 体 上 皮 细 胞
C O X 一 2 蛋 白表 达 增 高 ， 对 磷 酸 化 E R K l ／2 表 达 也 具 有 一 定

抑 制 作 用 ， 提 示 C O X 一 2 作 为 E R K l ／2 磷 酸 化 的 下 游 分 子 对

E R K l ／2 磷 酸 化 具 有 反 馈 调 节 作 用 。 我 们 也 观 察 到 ． 虽 然

P D 9 8 0 5 9 对 人 品 状 体 上 皮 细 胞 的 抑 制 作 用 随 浓 度 的 升 高

而增 强 ， 表 现 小浓 度 依 赖 性 ， 但 P D 9 8 0 5 9 不 能 完 全 的 抑 制

人 晶状 体 上 皮 细 胞 的 增 殖 。 这 可 能 是 b F G F 激 活 的 人 品

状 体 上 皮 细 胞 增 殖 过 程 涉 及 了 多 途 径 的 复 杂 信 号 传 导 途

径 ，
E R K 只 是 下 游 效 应 分 子 之 一

。

从 信号 传 导 通 路 人 手 探 讨 后 发 性 白 内 障 的 发 生 机 制

受 到 越 来 越 多 的关 注 。 深 入 研 究 后 发 性 白 内 障 发 生 的 信

号 传 导 系统 不 仅 能 进 一 步 阐 明 后 发 性 白 内 障 的 发 病 机 制 ，

还 可 为开 辟 后 发 性 白内障治疗 的 新 途 径 提 供 理 沦和 实 验 依

据 ． 关 于 多种生 长 因子 、 细 胞 凶 子 及 炎症 介 质 启 动 的 白 内障

术后 晶状 体上 皮 细胞 异 常增 殖 、移 行 、纤 维 化过 程 中所 涉 及 的

庞大而 复杂 的信号 传导 系统有 待 于 我们进 一 步深 入 探 索 ?
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