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高表达衰老标记蛋白30对高钙诱导人晶状体上皮细胞株
SRA01/04氧化应激的影响
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摘 要：【目的】探讨在高钙诱导细胞氧化应激下，高表达衰老标记蛋白 30（SMP30）对人晶状体上皮细胞

（HLEC）株 SRA01/04增殖活力及抗氧化能力的影响。【方法】实验分 3组：SMP30高表达组（OE，实验组）、NCOE
组（阴性对照组）及 SRA01/04组（空白对照组）。用OE及NCOE慢病毒载体分别转染 SRA01/04细胞。15 mmol/L
CaCl2 处理细胞 24 h 建立高钙诱导模型。BrdU 法检测细胞增殖、超氧化物歧化酶（SOD）、氧化型谷胱甘肽

（GSSG）/总谷胱甘肽（T-GSH）法检测细胞氧化指标。【结果】荧光显微镜下可见各组转染细胞有大量绿色荧光蛋

白（GFP）表达，转染效率接近 80%，提示 SMP30高表达 SRA01/04细胞模型构建成功。在高钙状态下，OE组细胞

相对增殖活力（3.89 ± 0.20）和 SOD活力（U/mg，47.5 ± 4.3）均高于NCOE组（2.82 ± 0.34、30.6 ± 4.2）及 SRA01/04组

（2.96 ± 0.25、26.8 ± 1.5），OE组GSSG/T-GSH比值（2.36 ± 0.51）低于NCOE组（16.36 ± 2.48）及 SRA01/04组（20.12
± 2.54），上述差异均有统计学意义（n=3，P<0.05），NCOE组与 SRA01/04组相比差异均无统计学意义（n=3，P>
0.05）。【结论】高表达 SMP30 增加 SRA01/04（HLEC）细胞增殖活力、SOD 活力及下降 GSSG/T-GSH 水平，提示

SMP30在一定程度上可缓解高钙诱导细胞氧化损伤的进程，可能对HLEC有保护作用。
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Abstract：【Objective】To explore the effects of overexpressed senescence marker protein 30（SMP30） on cell
proliferation and antioxidative activity in human lens epithelial cell（HLEC）line SRA01/04 under high-calcium mediated
oxidative stress.【Methods】There were 3 groups in this experiment：SMP30 overexpressed group（OE，experimental
group），NCOE group（negative control group）and SRA01/04 group（blank control group）. OE and NCOE lentiviral
vectors were used to transfect SRA01/04 respectively. A high-calcium-mediated- stress cell model was established by
culturing cells with medium containing 15 mmol/L CaCl2 for 24 h. BrdU assay was used to measure cell proliferation. SOD
assay kit and GSSG/T- GSH assay kit were used to detect the level of intracellular oxidative stress.【Results】Green
fluorescence protein could be observed in all transfected cell groups under fluorescence microscope and the transfection
efficiency was close to 80%，suggesting that OE cell model was constructed successfully. Under the high calcium culture
conditions，the activity of relative cell proliferation and SOD in OE group［（3.89 ± 0.20）and（47.5 ± 4.3 U/mg）］were
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significantly higher than that in NCOE group［（2.82 ± 0.34）and（30.6 ± 4.2 U/mg）］and SRA01/04 group［（2.96 ±
0.25）and（26.8 ± 1.5 U/mg）］，the ratio of GSSG/T-GSH in OE group（2.36 ± 0.51）was significantly lower than that in
NCOE group（16.36 ± 2.48）and SRA01/04 group（20.12 ± 2.54）（n=3，P<0.05）；there was no significant difference
between NCOE group and SRA01/04 group（n=3，P>0.05）.【Conclusions】Overexpression of SMP30 increased the
activity of cell proliferation and SOD，but decreased the ratio of GSSG/T-GSH in SRA01/04 cell（HLEC），indicating
that SMP30 may alleviate the progression of high-calcium-mediated oxidative cell damage and possess the cytoprotective
functions in HLEC.

Key words：senescence marker protein 30；human lens epithelial cell；high calcium；oxidative stress；superoxide
dismutase；glutathione；cell proliferation

［J SUN Yat⁃sen Univ（Med Sci），2019，40（1）：54-61］

白内障是一种由氧化损伤、钙紊乱、晶状体蛋

白异常、年龄、遗传等因素所致的致盲性眼病，其

发病机制尚未完全确切［1-4］。既往研究发现，白内

障晶状体内 Ca2+浓度显著高于透明晶状体，白内

障晶状体上皮细胞（lens epithelial cell，LEC）内形

成高钙甚至钙紊乱状态，可加剧细胞内氧化应激

水平，最后导致 LEC受损，形成白内障［5-6］。衰老

标 记 蛋 白 30 （senescence marker protein 30，
SMP30）是一种具有多重细胞保护功能的钙调节

蛋白，又称Regucalcin（RGN），其表达量与年龄呈

负相关，不受性别因素影响［7］。国内外研究证实，

SMP30与白内障病因密切相关，其表达与 LEC的

凋亡、增殖调控、氧化应激存在联系，同时发现

SMP30 在 H2O2诱导人 LEC 细胞株 SRA01/04 急性

氧化应激时表达上调，在H2O2诱导 SRA01/04慢性

氧化应激构建细胞衰老模型时表达下调［8-10］。由

此，我们猜测，SMP30作为一种钙调节蛋白，其在

LEC内表达量的变化，可能在一定程度上影响细

胞氧化应激水平，从而在白内障进程中起到调控

性的保护作用。然而，目前国内外有关 SMP30含

量对高钙诱导LEC氧化应激水平的影响的研究较

少，故本研究拟通过慢病毒转染技术，使 SRA01/
04细胞（人 LEC株）内 SMP30高表达，在体外构建

的高钙培养状态下，检测细胞增殖活力及氧化应

激水平等指标，进一步探讨 SMP30对人 LEC氧化

应激的影响及潜在的保护作用。

1 材料与方法

1.1 细胞培养

用含 100 mL/L的胎牛血清（美国Gibco公司）

的 RPMI1640 培养基（美国 Gibco 公司）培养人

LEC 细胞株 SRA01/04（广州吉妮欧生物科技公

司）（复苏冻存细胞时，胎牛血清体积分数为

150 mL/L），细胞置于内环境为 37 ℃、含体积分

数 5% CO2 的细胞培养箱（美国 Thermo Scientific
公司）中培养。必要时往完全培养基中加入

100 U/mL 青霉素和 100 μg/mL（pH 7.4）（美国

Sigma公司）。倒置相差显微镜（日本 Olympus公
司）观察细胞。

1.2 慢病毒转染法构建SMP30高表达SRA01/

04细胞模型

构建细胞模型的方法参考于我们前期预转染

实验结果［9］：SRA01/04细胞易感于慢病毒载体，可

通过慢病毒转染技术构建 SMP30高表达 SRA01/
04 细胞模型。最佳感染条件为在感染复数

（multiplicity of infection，MOI）等于 5的条件下，用

含 5 μg/mL polybrene（助感染试剂）的完全培养

基感染 SRA01/04细胞。本实验共有 2组慢病毒载

体，分别为 SMP30高表达组（SMP30 overexpressed
group，OE）慢病毒载体（LV-RGN）及阴性对照慢

病 毒 空 载 体 组（negative control overexpressed
group，NCOE）（上海吉凯基因化学技术有限公司

构建）。其中，上述慢病毒载体用绿色荧光蛋白

（green fluorescence protein，GFP）基因作为报告基

因，在转染后可通过观察 SRA01/04细胞内GFP的

表达情况分析转染结果。

在正式转染实验中，选择生长状态良好的

SRA01/04 细胞，以 2×104个每孔均匀接种于 6 孔

板，待每孔细胞贴壁率达到 20%~30%时，更换新

配置的含适量慢病毒载体（MOI=5）+ 5 μg/mL
polybrene的完全培养基去感染细胞。感染后 24 h
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观察细胞状态，再吸走细胞上清，更换为正常完全

培养基，继续置于培养箱培养。随后定期显微镜观

察细胞形态、生长状况及GFP的表达。在转染细胞

生长状态良好，细胞贴壁率达80%~90%时，更换含

2 μg/mL嘌呤霉素的完全培养基以去除转染失败的

细胞，在随后的传代培养中用含1 μg/mL嘌呤霉素

的完全培养基持续筛选稳定表达的转染细胞。

1.3 建立高钙诱导SRA01/04细胞氧化应激模型

建立高钙诱导细胞氧化应激模型的实验方法

参考我们前期研究报道［11］所述：SRA01/04细胞在

含有 15 mmol/L CaCl2的完全培养基中培养 24 h，
此时 CCK- 8 检测结果显示细胞存活率约为

50%。由此可将 15 mmol/L CaCl2作为 SRA01/04细

胞的半致死量，处理细胞 24 h，用于后续构建高钙

应激细胞模型的实验。

1.4 BrdU法检测细胞增殖活力

按每孔 2×103个细胞 0.1 mL均匀接种于 96孔

板，在高钙培养状态下，于细胞贴壁后第 1天、4天
对每组细胞的增殖活力进行检测，每组设 3个复

孔。检测当天于每孔加入用培养基稀释后的

BrdU试剂（瑞士 Roche公司）10 μL（稀释比例 1∶
100），作用 8 h。吸弃培养基，每孔加 0.2 mL
FixDenat（试剂盒自带），室温避光固定 30 min。吸

弃固定液，加入 10%的 BSA 室温避光封闭 30 min。
吸弃封闭液，加入抗体（Anti-BrdU-POD 工作液

0.1 mL /孔），室温避光反应90 min。随后每孔加入

用无菌双蒸水稀释后的 washing buffer（稀释比例

1∶10；试剂盒自带）200~300 μL，洗板 3次，待干。

将待测的培养板放在一个盛有无菌水的细胞板盖

子中（无菌水没过培养孔），拍干，擦干。每孔加入

Substrate solution（试剂盒自带）100 μL，室温避光

反应 5~30 min，待反应液变为蓝色。最后每孔加

入50 μL 10% H2SO4，在酶标仪（瑞士Tecan公司）检

测OD450nm值。每组实验重复3次。

1.5 超氧化物歧化酶（SOD）活性、氧化型谷胱甘

肽/总谷胱甘肽（GSSG/T-GSH）的测定

细胞内 SOD活性用总 SOD测定试剂盒（WST-
1法）（南京建成生物工程研究所）检测。细胞用

0.25%胰蛋白酶（美国Gibco公司）消化、离心收集

细胞沉淀（264×g，5 min）后，用 500 μL PBS（北京

索莱宝科技有限公司）轻吹洗涤细胞 1次，离心收

集细胞沉淀（264×g，5 min）。再加入 500 μL PBS
轻吹匀，于冰水浴超声破碎细胞（300 W，3~6 s，

共 4次，间隔 30 s一次）。将该原液稀释成梯度浓

度样本待用。酶标仪读取测定OD450nm，结合公式

计算 SOD抑制率，选取抑制率在 40%~50%内的样

本稀释后使用。核酸微量检测仪测定样本蛋白浓

度，结合公式计算 SOD活力。使用 GSSG/T-GSH
试剂盒（南京建成生物工程研究所）检测细胞内

GSSG/T-GSH的大小。细胞处理步骤同上，加入

500 μL 试剂四（试剂盒自带）混匀后超声破碎。

酶标仪测出 OD450nm数值，结合公式计算 GSSG/T-
GSH比值。每组实验重复 3次。

1.6 统计学方法

采用 SPSS 22.0统计学软件做统计处理。本

实验对细胞增殖（ODday4/ODday1）及氧化应激（SOD
与GSSG/T-GSH）数据进行多组样本的比较，经正

态性检验和方差齐性检验后，各组数据以均数 ±
标准差（x ± s）表示，多组间均数的比较用单因素

方差分析，组间两两比较采用 LSD检验。检验水

准以P<0.05为差异有统计学意义（双侧检验）。

2 结 果

2.1 显微镜下观察SRA01/04及转染细胞

在光学倒置显微镜下观察 SRA01/04细胞为

贴壁生长的上皮细胞，大部分呈不规则的多边形、

长梭形，胞浆伸展，可见胞核，细胞无色透明，遮光

性强。荧光显微镜下观察各组转染细胞可见有大

量 GFP 表达，转染效率接近 80%。高钙培养

SRA01/04 24 h后，可见大部分细胞变形皱缩，边

界不清，部分细胞呈长条形并长触角，有细胞出现

碎裂、溶解，细胞周边杂质较多（图 1）。

2.2 高钙状态下SMP30对SRA01/04及转染细

胞增殖活力的影响

本实验用BrdU法检测各组细胞的增殖活力，

以各实验组第 4天 OD450nm值与第 1天 OD450nm的比

值（ODday4/ODday1）表示。结果显示，在高钙状态下，

OE 组（3.89 ± 0.20）相对细胞增殖活力均高于

NCOE 组（2.82 ± 0.34，P=0.000）及 SRA01/04 组

（2.96 ± 0.25，P=0.000），NCOE 组与 SRA01/04 组

相比差异无统计学意义（P=0.447；图 2）。

2.3 高钙状态下SMP30对SRA01/04及转染细

胞氧化应激的影响

使用总 SOD测定试剂盒（WST-1法）检测，结

果显示，在高钙状态下，OE组（47.5 ± 4.3）SOD活力
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（U/mg）显著高于NCOE组（30.6 ± 4.2，P=0.000）及

SRA01/04 组（26.8 ± 1.5，P=0.000），NCOE 组 与

SRA01/04组相比差异无统计学意义（P=0.147；图
3A）。

采用 GSSG/T-GSH 检测试剂盒法检测，结果

显示，在高钙状态下，OE 组 GSSG/T-GSH 比值

（2.36 ± 0.51）明显低于NCOE组（16.36 ± 2.48，P=
0.000）及 SRA01/04 组（20.12 ± 2.54，P=0.000），

NCOE 组和 SRA01/04 组相比差异无统计学意义

（P=0.091；图 3B）。

3 讨 论

本实验结果提示，SMP30在一定程度上可延

缓人 LEC细胞株 SRA01/04因高钙诱导细胞氧化

损伤的进展，其保护机制主要从增加细胞增殖活

力、提高抗氧化能力及降低氧化应激水平等方面

起作用。虽已有研究证实 SMP30与LEC细胞凋亡

及白内障具有相关性，但本实验是目前国内外首

次探讨人LEC中 SMP30蛋白含量的改变对高钙诱

Magnification：200×；SRA01/04 cell group（blank control）；SMP30 overexpressed SRA01/04 cell group（OE）；OE negative
control group（NCOE）. A：Under normal culture conditions，cells morphology observation using an optical microscope. B：Green
fluorescence protein could be observed in transfected cells under the fluorescence microscope（transfection efficiency：80%）. C：Un⁃
der high-calcium mediated stress conditions，cells morphology observation using an optical microscope.

图 1 SRA01/04 及转染细胞在光学和荧光显微镜下图像

Fig.1 The optical and fluorescence microscope images of SRA01/04 and transfected cells

AA

BB

CC

SRA01/04 OE NCOE
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导细胞氧化损伤的影响及潜在保护作用的研究。

SMP30是一种广泛存在于高等动物细胞中的

钙信号转导蛋白，其表达量随机体组织器官结构

和功能完善成熟而增加，随机体衰老而逐渐减少，

不受性别和雄激素的影响，具有抑制细胞凋

亡［12］、增殖调控［9，13］、抗氧化应激［14］、维持细胞钙

稳态［15］、参与维生素 C（抗坏血酸）合成［16］等多重

保护作用。近年来，在相关临床研究中已证实，

SMP30主要表达于人 LEC细胞质，细胞核内有少

量表达，在晶状体囊膜周边部表达强，中央部表达

弱，凋亡 LEC的空间分布特性与 SMP30相反，此

外，SMP30在白内障患者 LEC中表达量明显高于

正常 LEC，且 SMP30在白内障患者 LEC的表达量

具有年龄相关性，60岁以上患者 LEC中 SMP30的

表达量低于≤60岁患者［17-18］；在细胞功能实验中，

高表达的 SMP30还具有延缓紫外线损伤、抑制人

LEC活性氧的产生、促进 LEC增殖活力及抑制细

胞凋亡的作用［9，19］；在动物模型实验里，SMP30基

因敲除小鼠在紫外线 B（ultraviolet radiation B，
UVB）照射诱导下，因内源性维生素C（抗坏血酸）

生成障碍而更易出现晶状体混浊［20］，综上研究结

果可得出，SMP30与LEC活性、抗氧化损伤密切相

关，其在 LEC中的表达可能具有防止或延缓白内

障发生发展的保护作用。

结合目前白内障的基础研究成果，已知高钙、

氧化损伤及细胞凋亡等方面与年龄相关性白内障

存在联系。LEC 是晶状体前囊下的单位上皮细

胞，也是晶状体内代谢最活跃的部位，LEC的代谢

是自我调节的，正常的代谢活性是保证晶状体透

Under high-calcium mediated stress conditions，overexpression
of SMP30（OE）increased the activity of cell proliferation in SRA01/
04 cell. n=3， F=18.48， P<0.001. 1）OE vs NCOE （negative
control），P<0.001，2）OE vs SRA01/04（blank control），P<0.001，
3）NCOE vs SRA01/04，P=0.447.
图 2 高钙状态下高表达 SMP30 对 SRA01/04 细胞增殖

活性的影响

Fig.2 Effect of overexpression of SMP30 on SRA01/04
cell proliferation under high-calcium mediated stress

conditions
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Under high-calcium mediated stress conditions，overexpression of SMP30（OE）increased the activity of SOD（A），but decreased the ratio of
GSSG/T-GSH in SRA01/04 cell（B）. Fig.3-A+B：1）OE vs NCOE（negative control），P<0.001，2）OE vs SRA01/04（blank control），P<0.001，
3）NCOE vs SRA01/04，PA=0.147，PB=0.091.（Among 3 groups，FA=56.10，FB=344.34，PA and PB<0.001，n=3）.

图 3 高钙状态下高表达 SMP30 对 SRA01/04 细胞氧化应激的影响

Fig.3 Effect of overexpression of SMP30 on oxidative stress in SRA01/04 cell under high-calcium mediated stress conditions
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明性、完整性和光学性能的前提。Ca2+是 LEC代

谢的主要离子之一，在晶状体的生理和病理中都

发挥着重要的作用。在既往体外培养实验中，有

相关学者采用含高钙的培养基培养晶状体，均发

现晶状体的混浊与体外 Ca2+浓度升高有关［1，21］。

同时，LEC内还具有防止或延缓晶状体氧化应激

损伤的抗氧化系统，如 SOD（酶性氧化清除剂）、还

原性谷胱甘肽（glutathione，GSH；非酶性氧化清除

剂）等［22-23］。当 LEC外环境中Ca2+浓度的升高，细

胞内 Ca2+超载可能触发晶状体一系列事件，如纤

维膜破坏、细胞质凝集、晶状体蛋白降解等［24-25］，

导致细胞抗氧化系统功能减弱。此外，线粒体是

活性氧产生的最主要来源，当胞内 Ca2+超载使线

粒体结构受损，线粒体 Ca2+内流增加，Ca2+蓄积可

促进黄嘌呤脱氢酶和黄嘌呤氧化酶的转化从而使

氧自由基生成加速；线粒体膜磷脂大量降解，电子

传递链活性降低，呼吸链的损伤使线粒体合成

ATP受阻，线粒体功能障碍，又可加速Ca2+内流及

氧自由基生成，形成恶性循环［6，26］。由此可见，高

钙培养状态可诱导 LEC细胞氧化应激反应的加

剧，最终加速细胞凋亡，故在本次实验中，我们通

过增加培养液中 Ca2 +浓度，体外构建高钙诱导

LEC氧化损伤模型，结合我们前期实验所得结果，

采用含特定浓度 15 mmol/L CaCl2 的培养基处理

SRA01/04细胞 24 h，进行后续白内障发病机制的

相关研究。

慢病毒载体是一种可将目的基因导入至宿主

细胞的理想的逆转录病毒载体，具有转染细胞类

型广泛、转染效率高、可长期稳定表达及可同时转

染分裂期和非分裂期细胞等优点［27-28］。同时，在

我们前期预转染实验已证实，可通过慢病毒转染

技术成功构建高表达 SMP30细胞模型。结合此基

础，在本实验中，我们使用慢病毒转染构建高表达

SMP30 SRA01/04细胞模型，并检测在高钙培养状

态下每组细胞增殖活力、氧化应激水平等指标的

改变。

在实验中我们发现，在高钙状态下，SMP30高
表达 SRA01/04（OE 组）的细胞增殖活力明显增

加。Fujita 等［29］用 Ca2+载体促使 Ca2+内流来诱导

Hep G2细胞死亡时，发现 SMP30过表达组的细胞

存活率显著高于对照组，得出 SMP30可通过促进

Ca2+外流可达到拯救细胞因钙超载而死亡的作

用，上述与我们的研究成果一致，由此我们认为，

SMP30作为一种钙调节蛋白，在高钙应激状态下，

可能在 SRA01/04细胞中也发挥其维持钙稳态的

作用，进而在一定程度上增加 SRA01/04细胞增殖

活力，减少细胞死亡。Son等［30］通过 pcDNA3载体

使多能小鼠胚胎癌 P19细胞中的 SMP30过表达，

并发现 SMP30对 P19细胞增殖有抑制作用，提示

SMP30可能是一种肿瘤生长抑制因子，这与本研

究结果相反，我们考虑可能的原因为：在不同细胞

系及肿瘤微环境的影响下，SMP30对细胞增殖的

调控可能扮演着正反两个角色。

SOD和GSH是晶状体主要的超氧自由基清除

因子，对机体氧化和抗氧化平衡起着至关重要的

作用，其含量可间接反映细胞抗氧化损伤能力。

其中谷胱甘肽在体内以GSH和GSSG 2种形态存

在，正常情况下，GSSG 含量较少（GSH：GSSG 比

例为 100∶1），当细胞受氧化应激损伤时，GSH因

氧化而生成大量GSSG，通过测定GSSG/T-GSH可

在一定程度上反映胞内氧化应激水平［31］。在实验

中我们发现，在高钙状态下，与对照组相比，

SMP30 高表达 SRA01/04 细胞（OE 组）GSSG/T-
GSH比值减小（提示GSH含量相对较多），SOD活

力值相对增加，提示 SMP30高表达的 SRA01/04细

胞内氧化应激水平相对降低，细胞抗氧化应激能

力相对提高。由此我们认为，在高钙诱导的氧化

应激下，SMP30 可能通过增加 SOD 活力，降低

GSSG/T-GSH水平来提高 SRA01/04细胞抗氧化应

激能力。滕贺等［19］通过真核表达质粒构建 SMP30
高表达HLE-B3细胞（人 LEC株）发现，SMP30可

抑制 UVB诱导细胞活性氧的形成。田黎明等［32］

在研究H2O2诱导人皮肤成纤维细胞衰老表型时发

现，高表达 SMP30可上调细胞 SOD的活性。上述

研究均提示高表达 SMP30具有抗氧化的细胞保护

作用，与我们的实验结果一致。

本研究是在白内障研究领域中首次探讨

SMP30对高钙诱导人LEC氧化应激的影响。在研

究中，我们发现在体外建立的高钙培养状态下，增

加 SMP30蛋白含量可增加 SRA01/04细胞的增殖

活性、SOD活力及降低 GSSG/T-GSH水平以提高

人 LEC抗氧化应激能力，由此提示 SMP30在一定

程度上参与到高钙诱导细胞损伤的进程中，起到

一定的细胞保护作用。本实验的不足在于仅从细

胞功能水平上浅谈 SMP30在 LEC的作用机制，没

有对 LEC 内 SMP30 敲除及 SMP30 可能存在的钙
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调控功能、信号通路等方面进行更深入研究。但

本实验成果也可为今后研究 SMP30在人LEC的潜

在调控机制提供新的基础及方向。

综上所述，在高钙诱导的细胞氧化应激下，

SMP30对人晶状体上皮细胞株 SRA01/04具有增

加细胞增殖活力、提高抗氧化应激能力的保护作

用，其程度与细胞内的表达量相关。由此我们得

到提示，SMP30可能是晶状体上皮细胞中一个潜

在的多功能性蛋白，在今后的临床应用上，或许可

以通过制备 SMP30相关的滴眼剂、口服药物、靶向

治疗药等方式增加其表达或者调控其参与的通

路，可更有效地预防和延缓白内障的发生发展。
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