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【摘要】  目的　明确丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶（serine/threonine protein kinase, AKT）1在年龄相关性白内障（age-

relatedcataract, ARC）患者晶状体上皮中的调控作用及相关分子机制。方法　（1）通过生物信息学分析筛选ARC差异基因

（Genecard和GEO数据库GSE213546），结合功能富集分析（KEGG、GO）鉴定关键基因。（2）以200 μmol/L H2O2处理HLE-

B3细胞24 h，构建H2O2诱导的晶状体上皮细胞氧化应激模型，RT-qPCR以及Western blot检测AKT1的基因和蛋白表达变

化。（3）取模型细胞，随机分为si-NC组、si-AKT1组（3个平行组），分别加入si-NC质粒、3种si-AKT1质粒；再设control+si-

NC组，以si-NC空质粒转染未经H2O2处理的HLE-B3细胞。RT-qPCR、Western blot检测si-NC组、si-AKT1组AKT1的基因和

蛋白表达水平，筛选表达变化最明显的两个si-AKT1平行组，再进行后续实验。Western blot检测si-NC组、两个si-AKT1平

行组、control+si-NC组AMPK、AMPK磷酸化的蛋白表达水平，挑选p-AMPK/AMPK值变化明显的一个si-AKT1平行组加入

AMPK激动剂Acadesine（AICAR），验证AMPK通路的作用。Western blot检测si-NC组、control+si-NC组、si-AKT1组加入

AICAR前后的Bcl-2、Bax蛋白表达水平，流式细胞术检测细胞凋亡水平和活性氧（reactive oxygen species, ROS）水平，

ELISA试剂盒检测超氧化物歧化酶（superoxide dismutase, SOD）、丙二醛（malondialdehyde, MDA）、还原性谷胱甘肽

（glutathione, GSH）水平。结果　（1）生物信息学筛选出78个差异基因，AKT1在ARC样本中显著高表达，差异有统计学意义

（P<0.05），且富集于AMPK通路。（2）与未经H2O2处理的细胞相比，氧化应激模型细胞AKT1的mRNA及蛋白表达上调。

（3）si-NC组p-AMPK/AMPK值高于control+si-NC组，而敲低AKT1能够抑制AMPK通路活性，各si-AKT1组较si-NC组的p-

AMPK/AMPK值下降，差异有统计学意义（P<0.05）。与control+si-NC组相比，si-NC组ROS和MDA水平、细胞凋亡率升高，

SOD和GSH水平降低，Bcl-2表达水平下调，同时Bax水平上调，差异均有统计学意义（P<0.05）；与si-NC组相比，si-AKT1组上

述指标均有改善，差异均有统计学意义（P<0.05）；在si-AKT1组，与加入AICAR前相比，加入AICAR后上述指标被拮抗，差异

均有统计学意义（P<0.05）。结论　氧化应激相关基因AKT1可能是白内障的关键致病基因，且AKT1通过影响AMPK通路活

性诱导晶状体上皮细胞氧化应激和凋亡。

【关键词】　年龄相关性白内障　　氧化应激　　丝氨酸/苏氨酸激酶1　　蛋白激酶
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[Abstract]   Objective　To  elucidate  the  regulatory  role  and  the  underlying  molecular  mechanisms  of

serine/threonine  protein  kinase  1  (AKT1)  in  the  lens  epithelium  of  patients  with  age-related  cataract  (ARC).

Methods　1)  Differentially  expressed  genes  in  ARC  were  screened  using  bioinformatics  analysis  (Genecard  and  GEO

database  GSE213546),  and  key  genes  were  identified  through  functional  enrichment  analysis  (KEGG  and  GO).  2)  An

oxidative stress model of lens epithelial cells was established by treating HLE-B3 cells with 200 μmol/L H2O2 for 24 h. RT-
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qPCR  and  Western  blot  were  performed  to  assess  AKT1  gene  and  protein  expression  changes.  3)  Model  cells  were
randomly divided into a si-NC group transfected with si-NC plasmids and 3 parallel  si-AKT1 groups transfected with 3
types of si-AKT1 plasmids. A control + si-NC group was also set up, in which HLE-B3 cells not treated with H2O2 were
transfected with si-NC empty plasmids. The AKT1 gene and protein expression levels in the si-NC and si-AKT1 groups
were  determined  by  RT-qPCR  and  Western  blot.  Two  si-AKT1 parallel  groups  demonstrating  the  most  significant
changes  in  expression  levels  were  selected  for  further  experiments.  The  protein  expression  levels  of  AMPK  and
phosphorylated AMPK (p-AMPK) in the si-NC group, the two selected si-AKT1 parallel groups, and the control + si-NC
group were determined by Western blot. A si-AKT1 parallel group demonstrating significant changes in p-AMPK/AMPK
values  was  selected  and  treated  with  Acadesine  (AICAR),  an  AMPK  agonist,  to  verify  the  role  of  the  AMPK  pathway.
Western blot was performed to determine Bcl-2 and Bax protein levels in the si-NC group, the control + si-NC group, and
the si-AKT1 group before and after the administration of AICAR. Flow cytometry was performed to measure apoptosis
and reactive oxygen species (ROS) levels, while ELISA kits were used to assess the levels of superoxide dismutase (SOD),
malondialdehyde (MDA), and reduced glutathione (GSH). Results　1) Through bioinformatics analysis, 78 differentially
expressed  genes  were  identified,  with AKT1 significantly  upregulated  in  ARC  samples  (P <  0.05)  and  enriched  in  the
AMPK  pathway.  2)  Compared  with  cells  not  treated  with  H2O2, AKT1 mRNA  and  protein  expression  increased  in  the
oxidative stress model cells. 3) The p-AMPK/AMPK ratio was higher in the si-NC group than that in the control + si-NC
group.  In  contrast, AKT1 knockdown  suppressed  AMPK  pathway  activity,  with  all  the  si-AKT1 groups  showing  a
significantly decreased p-AMPK/AMPK ratio compared to that of the si-NC group (P < 0.05). Compared with the control +
si-NC group, the si-NC group exhibited elevated ROS and MDA levels, increased apoptosis rate, reduced SOD and GSH
levels, downregulated Bcl-2, and upregulated Bax (all P < 0.05). Compared to those in the si-NC group, these indicators
were improved in the si-AKT1 group (all P < 0.05). However, compared with the findings before AICAR treatment, these
effects were antagonized after AICAR treatment in the si-AKT1 group (all P < 0.05). Conclusion　The oxidative stress-
related gene AKT1 may be a key pathogenic factor in cataract,  and AKT1 induces oxidative stress and apoptosis  in lens
epithelial cells by modulating AMPK pathway activity.
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年龄相关性白内障（age-related cataract, ARC）是最常

见的白内障类型，由外伤、中毒、辐射等原因导致晶体代

谢紊乱而引发蛋白变性从而引发白内障[1]。流行病学显

示[2]，96%的60岁以上老年人存在不同程度或形式的晶状

体浑浊。研究表明[3-4]，ARC的发生主要与氧自由基损伤

晶状体上皮细胞进而导致晶状体蛋白可溶性和构象发生

改变、蛋白质关联和聚积有关。氧化应激是指活性氧

（reactive oxygen species，ROS）水平升高的状态，被视为白

内障发生与发展的共同机制。理论上，只要能够阻断导

致上皮细胞氧化应激的途径，就有可能有效地预防或逆

转ARC的发展过程，但最近的研究指出[5]，目前尚无有效

的药物能逆转晶状体混浊以延缓ARC形成，因而深入探

索参与ARC氧化应激和炎症过程的指标，可为ARC治疗

提供新的思路。

AMPK是调节细胞能量代谢和炎症反应的关键因

子，可作用于丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶（serine/threonine

protein kinase, AKT）靶点[6]。基于此，本研究拟通过构建

晶状体上皮细胞氧化应激模型，分析AKT1/AMPK通路在

晶状体上皮细胞氧化应激和凋亡中的调控作用，为白内

障患者氧化应激的治疗提供新思路和新方向。 

1     材料与方法
 

1.1    材料 

1.1.1    主要实验仪器和试剂

NanoDrop微量分光光度计、凝胶成像系统、全自动

酶标仪、CO2培养箱、低温冷冻离心机、（美国Thermo

Fisher公司）；PCR扩增仪、实时荧光定量PCR仪（美国罗

氏公司）；电泳仪、电泳槽（美国Bio-Rad公司）；恒温水浴

锅、掌上离心机（上海碧云天生物科技有限公司）；倒置显

微镜（上海蔡康光学仪器有限公司）；微量移液器（德国艾

本德公司）；人晶状体上皮HLE-B3细胞（武汉旗赛生物科

技有限公司）；DMEM细胞培养基、0.25%胰蛋白酶（美国

Gibco公司）；青霉素/链霉素溶液、无血清细胞冻存液、快

速转膜液、快速封闭液、SDS-PAGE蛋白上样缓冲液、

qPCR试剂盒、预染蛋白marker（上海翊圣生物科技股份

有限公司）；RNA EasyTM动物RNA抽提试剂盒、BeyoRTTM

II cDNA第一链合成试剂盒、蛋白酶抑制剂、超氧化物

歧化酶 （ s u p e r o x i d e  d i s m u t a s e ,  S O D ）、丙二醛
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（malondialdehyde, MDA）、还原性谷胱甘肽（glutathione,

GSH）检测试剂盒、超敏ECL化学发光试剂盒（上海碧云

天生物科技有限公司 ） ； P B S 缓冲液、 3 0%制胶液

（29∶1）、1.5mol/L Tris（pH8.8）、1.0 mol/L Tris（pH6.8）、

PAGE胶凝固剂、10%SDS、PAGE胶促凝剂、ddH2O（上海

生工生物工程有限公司）；AMPK抗体、p-AMPK抗体、

AKT1抗体、GAPDH抗体（美国CST公司）；TBST缓冲液

（pH7.4）（安徽白鲨生物科技有限公司）；BCA蛋白定量试

剂盒（武汉三鹰生物科技有限公司）；引物（北京擎科生物

科技有限公司）；si-AKT1及si-NC（上海汉恒生物科技有

限公司）；Acadesine（美国Medchemexress生物科技公司）。 

1.2    数据获取、标准化及差异表达分析

通过Genecard（https://www.genecards.org/Search/Keyword?

queryString=fibrosis）检索oxidative stress and fibrosis相关

基因。设置标准为大于Relevance score的median。然后，

从GEO（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/）下载年龄相关

性白内障数据集GSE213546。使用GEO2R标准化数据

（limma包）的normalizeBetweenArrays函数依据表达中位

数对样本进行标准化处理。通过比较白内障组织和对照

组的基因表达值，采用Bonferroni法调整P值，并将调整后

的P值（adj.p.Value）<0.05且差异倍数logFC> 2 的基因定义

为差异表达基因。 

1.3    功能富集分析和加权基因共表达网络分析(weighted

gene co-expression network analysis, WGCNA)

功能富集分析：使用DAVID数据库（https://david.ncifcrf.

gov/）数据库对差异基因进行GO和KEGG分析。通过将

差异表达的基因与KEGG通路数据库进行匹配，明确识别

出参与信号传导过程、代谢途径或其他关键生理活动的

潜在关键基因。

R包WGCNA被用于共表达分析，筛选出枢纽基因

（hub 基因），具有最高表型相关性的模块基因被用于功

能富集分析。 

1.4    蛋白质互作网络（protein-protein interaction

networks, PPI）

通过String网站构建PPI网络。使用Cytoscape 3.6.1软

件处理PPI网络，并进行聚类分析，找出最关键的模块分

子。使用匹配蛋白蛋白进行网络构建后，通过Analysis进

行网络分析后再将形成的结果导出。通过Cytoscape 软

件的Hubba软件包用于识别重要的hub基因，再通过

MCC算法进行计算。最后对显著模块中的基因进行

KEGG和GO富集分析。 

1.5    GeneMANIA分析

输入目的查询基因，系统自动检索相关的数据集，对

每个功能性基因进行加权处理。通过GeneMANIA进一

步分析hub基因，探索其相互作用基因，并预测其共定

位、共表达和共享蛋白结构域等相关性。 

1.6    细胞培养与转染 

1.6.1    细胞培养

HLE-B3细胞常规培养于含10% FBS和1%青霉素/链

霉素的DMEM培养基中（37 ℃、体积分数5% CO₂），每

1～2 d换液，70%～80%融合时传代。实验分组：以0和

200 μmol/L H₂O₂分别处理细胞24 h，构建氧化应激模型，RT-

qPCR以及Western blot检测AKT1的基因和蛋白表达变化。 

1.6.2    细胞转染和分组

分组1：氧化应激模型细胞按2×105/孔接种于24孔板

中，加入500  μL含血清DMEM培养基，培养24  h，至

70%～80%融合；提前6～8 h用用Opti-MEM饥饿处理需

要转染的细胞，随机分为si-NC、si-AKT1-1、si-AKT1-2和

si-AKT1-3组。取若干EP管，每管分别加50 μL Opti-

MEM培养基与1 μg si-NC DNA、si-AKT1-1 DNA、si-

AKT1-2 DNA和si-AKT1-3 DNA混匀，配制成质粒溶液，

PBS洗涤，加入400 μL无血清DMEM培养基（A管）。取若

干EP管，每管加入50 μL Opti-MEM与2-5 μL的Lipo2000混

匀（B管）。取A管和B管内容物混合后，加至含细胞与培

养基的孔中，孵育4 h，更换含血清培养基，去除复合物。

24 h后在显微镜下统计表达绿色荧光的细胞，计算转染

效率，当转染效率≥70%，可以进行后续试验。24～48 h

收集细胞，RT-qPCR以及Western blot检测，检测AKT-1的

基因和蛋白表达变化，筛选出表达变化最明显的 s i -

AKT1-2、si-AKT1-3组，再进行第二次分组。分组2：氧化

应激模型细胞分为H2O2+si-NC组、H2O2+si-AKT1-2组和

H2O2+si-AKT1-3组（处理同si-NC组、si-AKT1-2组和+si-

AKT1-3组），再加一个control+si-NC组（以si-NC空质粒转

染未经H₂O₂处理的HLE-B3细胞）。Western blot检测分组

2的Bcl-2、Bax、AMPK、AMPK磷酸化的蛋白表达水平，

流式细胞术检测细胞凋亡水平和活性氧（reactive oxygen

species ,  ROS）水平，ELISA试剂盒检测SOD、MDA、

GSH水平。分组3〔AMPK激动剂Acadesine（AICAR）验证〕：

氧化应激模型细胞分为H2O2+si-NC组、H2O2+si-AKT1-

2组和H 2O 2+si-AKT1-2+AICAR组，前两组处理同前，

H2O2+si-AKT1-2+AICAR组在si-AKT1-2组的基础上，加入

1 mmol/L AICAR处理。24 h后，ELISA法检测MDA，

SOD、GSH含量，流式细胞术检测ROS水平和细胞凋亡，

Western blot 检测Bcl-2和Bax表达。 

1.7    RT-qPCR实验

取各组细胞，向裂解液中缓慢倒入等体积的结合液，
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将混合物（包括沉淀物）小心转移至纯化柱内，12 000×g离

心30 s，提取细胞总RNA。AKT1引物序列：正向：5'-

CGGAGGATGAGGTGTATGAG-3'，反向：5'-GCTGCCACTCG

AAGAAGTA-3'，扩增产物长度152 bp；内参GAPDH引物

序列：正向：5'-AATCCCATCACCATCTTCCA-3'，反向：

5'-TGGACTCCACGACGTACTCA-3'，扩增产物长度120 bp。

配置反转录体系，采用qPCR试剂盒进行PCR反应：95 ℃

预变性2 min，循环1次，95 ℃变性10 s，60 ℃退火30 s，

72 ℃延伸15 s，共进行40个循环。通过1%琼脂糖凝胶电

泳检测PCR产物。2－ΔΔCt计算基因相对表达量。 

1.8    Western blot检测

取各组细胞，检测A K T 1、B c l - 2、B a x、A M P K、

AMPK磷酸化的蛋白表达水平。BCA测定蛋白浓度后，

以SDS-PAGE将蛋白质根据其分子量进行分离，还原剂混

合后加载到凝胶孔中。将凝胶迁移到稀释牛血清白蛋白

（BSA）缓冲液中， 37 ℃孵育30 min，洗涤后加入二抗，最

后以HRP-ECL发光法检测，标定Marker。使用ImageJ软

件（Version 1.53）进行灰度值检测，以目的蛋白条带与内

参蛋白β-actin条带的比值为目的蛋白的相对表达水平。 

1.9    流式细胞术检测ROS和细胞凋亡水平

取各组细胞，去除细胞培养液后，加入稀释的DCFH-

DA，放置于37 ℃的培养箱内孵育20 min，无血清培养液

洗涤细胞3次，彻底去除未被吸收和结合的DCFH-DA。

然后，使用激光共聚焦显微镜观察其荧光信号。参数设

置：采用488 nm作为激发波长，525 nm作为发射波长，对

比刺激前后荧光强度变化进行实时监测或逐时点记录。

DCF与FITC具有相似的荧光谱，因此可以使用FITC相关

参数来检测DCF信号。DCF信号越高，表明细胞内ROS水

平越高。

收集细胞培养液，PBS洗涤贴壁细胞，胰酶消化后离

心（1 000×g，5 min）收集细胞，重悬后加入Annexin V-

FITC和碘化丙啶（PI）避光染色10～20 min，冰浴后立即

上机检测。通过流式细胞仪（激发波长488 nm，发射波长

525 nm）分析凋亡率，以Annexin V+/PI−（早期凋亡）和

Annexin V+/PI+（晚期凋亡）的总和计算凋亡细胞比例。 

1.10    ELISA法检测SOD、 MDA和GSH

取各组细胞，按照说明书中的实验步骤进行操作，计

算样品中总SOD活力，并以百分比表征。百分比越高，总

SOD活力越高。

取各组细胞，按照说明书中的实验步骤进行操作，检

测MDA和GSH表达水平。 

1.11    统计学方法

本研究中所有的数据均通过SPSS 23.0软件进行统计

x± s

分析，并使用Graphpad Prism9进行柱状图绘制。研究中

的计量数据采用 表示，正态分布的计量资料通过两

独立样本t检验进行比较，非正态分布的计量资料采用

Mann-Whitney U检验。多组之间是否存在整体差异采

用单因素方差分析（ANOVA），而多组间两两比较则应用

SNK（Student-Newman-Keuls）法。P<0.05为差异有统计

学意义。 

2     结果
 

2.1    生信分析结果

结果显示，本次检索获得蛋白编码基因共6  138个。

结合GEO数据集GSE213546（3例ARC/3对照），使用

limma分析（logFC>0.585，P<0.05）鉴定1 174个差异基因。

最后，取交集后最终获得78个共同存在且表现出显著变

化的重要差异基因（附图1）。通过KEGG分析：78个差异

基因主要集中在AMPK通路中（附图2A）。进一步分析

AMPK通路富集的ARC差异基因，结果显示，AKT1在

ARC样本中的表达水平上调（附图2B）。进一步通过

GO分析，发现AKT1与上皮细胞的生物学过程密切相关，

这些过程中上皮细胞在维持组织结构和功能中发挥着重

要作用，主要表现为紧密的细胞间连接和细胞极性（附图

3）。通过M C C算法，排列前十的h u b基因为C D 3 4、

TNFRSF1A、CD8A、FGF2、AKT1、FOXP3、CCL5、CD80、

PTPRC和ARG2，发现AKT1在hub基因中的权重最高（附

图4）。GENEMANIA分析显示AKT1与氧化应激响应和凋

亡显著相关（附图5）。KEGG分析证实差异基因（CFTR、

AKT1等）富集于AMPK通路，且AKT1通过调控AMPK活

性影响晶状体上皮细胞氧化应激及凋亡。结合生物信息

学结果，选定AKT1作为关键靶点进行后续机制验证。所

有附图请见网络附件。 

2.2    AKT1在H2O2诱导的氧化应激细胞模型中的表达水

平上调

H2O2诱导晶状体上皮细胞氧化应激模型中，RT-qPCR

和Western blot显示AKT1 mRNA及蛋白表达水平高于未

用H2O2处理的对照组，差异有统计学意义（P<0.05），（图1）。 

2.3    敲低AKT1能够抑制H2O2诱导的晶状体上皮细胞氧

化应激反应并减少凋亡

见图2。RT-qPCR和Western blot显示，与si-NC组相

比，3组si-AKT1组的AKT1表达均降低（P均<0.05），选择降

低最明显的si-AKT1-2组和si-AKT1-3组进行后续实验。

相较于si-NC组，2个si-AKT1组ROS和MDA水平下降，

SOD和GSH水平升高，细胞凋亡减少，Bcl-2上调、Bax下

调，差异有统计学意义（P<0.05）。 
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图 1  AKT1在晶状体上皮细胞氧化应激模型中的表达水平

Fig 1  AKT1 expression levels were significantly upregulated in a model of oxidative stress in lens epithelial cells

A, RT-qPCR is performed to determine changes in transcription levels of AKT1 in the lens epithelial cell oxidative stress model; B, Western blot is performed to

determine changes in  protein levels of AKT1 in the lens epithelial cell oxidative stress model. *** P < 0.001, vs. control group. n = 3.
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图 2  敲低AKT1能够抑制H2O2诱导的晶状体上皮细胞的氧化应激反应和凋亡

Fig 2  Knockdown of AKT1 inhibits H2O2-induced oxidative stress and apoptosis in lens epithelial cells

A, RT-qPCR assay is performed to determine the knockdown efficiency of AKT1; B, Western blot is performed to determine the knockdown efficiency of AKT1; C,

oxidative stress assay kit is used to determine the effect of AKT1 knockdown on the oxidative stress response of lens epithelial cells; D, flow cytometry is performed to

determine the effect of AKT1 knockdown on the apoptosis level of lens epithelial cells; E, Western blot is performed to determine the effect ofAKT1 knockdown on the

expression level of apoptosis-related molecules in lens epithelial cells. *** P < 0.001, vs. control + si-NC group; # P < 0.05, ## P < 0.05, ### P < 0.001, vs. H2O2 + si-NC group. n = 3.
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2.4    敲低AKT1能够抑制AMPK通路活性

结果表明，与Control+si-NC组相比，H2O2+si-NC、

H2O2+si-AKT1-2和H2O2+si-AKT1-3组细胞中AMPK表达

水平无明显变化，而p-AMPK表达水平降低（图3）。
 
 

β-actin

AMPK

62 kDa

62 kDa

42 kDa

p-AMPK

Contro
l +

 si
-N

C

H 2
O 2

 +
 si

-N
C

H 2
O 2

 +
 si

-A
K
T
1-
2

H 2
O 2

 +
 si

-A
K
T
1-
3

Contro
l +

 si
-N

C

H 2
O 2

 +
 si

-N
C

H 2
O 2

 +
 si

-A
K
T
1-
2

H 2
O 2

 +
 si

-A
K
T
1-
3

Contro
l +

 si
-N

C

H 2
O 2

 +
 si

-N
C

H 2
O 2

 +
 si

-A
K
T
1-
2

H 2
O 2

 +
 si

-A
K
T
1-
3

Contro
l +

 si
-N

C

H 2
O 2

 +
 si

-N
C

H 2
O 2

 +
 si

-A
K
T
1-
2

H 2
O 2

 +
 si

-A
K
T
1-
3

1.5

***

***

###
### ### ###

#
#

1.0

p
-M

A
P

K
/β

-a
ct

in

0.5

0

1.5

1.0

p
-M

A
P

K
/M

A
P

K

0.5

0

M
A

P
K

/β
-a

ct
in

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

 
图 3  Western blot实验检测敲低AKT1对AMPK通路活性的影响

Fig 3  Using Western blot assay to determine the effect of AKT1 knockdown on AMPK pathway activity
* P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001, vs. control + si-NC group; # P < 0.05, ## P < 0.05, ### P < 0.001, vs. H2O2 + si-NC group. n = 3.

 

2.5    AKT1通过影响AMPK活性参与ARC氧化应激

图4。敲低AKT1（si-AKT1-2组）联合AMPK激动剂

AICAR干预显示：与H2O2+si-AKT1-2组相比，AICAR组

ROS、MDA显著升高，SOD、GSH降低，流式检测凋亡率

升高，Bcl-2下调、Bax上调，差异有统计学意义（P<0.05）。 

3     讨论

对于ARC患者，目前最常用的有效治疗方法仍然是

手术，但由于患者数量众多，区域间眼科医疗资源分配不

均以及术后调节功能困难和后发性白内障等因素存在，

手术医药支出所带来社会经济负担必将长期存在[7]。因

此，为了寻找更具经济性和易于推广的非手术治疗方法，

我们需要深入研究ARC的相关病理学机制。研究表明，

ARCs的主要病因包括人类晶状体上皮细胞（HLECs）过

度凋亡、ROS产生和α-晶体伴侣功能障碍[8-9]。眼部的主

要ROS是超氧阴离子（O2
−）、H2O2和羟基自由基（OH−），它

们会破坏晶状体中的DNA和蛋白质，导致细胞凋亡[10-11]。

由此可见，靶向氧化应激中ROS产生是治疗ARC的重要

研究方向。AMPK是一种重要的蛋白激酶，由蛋白激酶

B1（Liver kinase B1，LKB1）激活，能够响应细胞的能量状

态和代谢状态，调节细胞的代谢和生长。AMPK信号通

路能够参与细胞代谢的调节且与细胞的能量代谢密切相

关[12]。近年来，越来越多的研究证实AMPK在白内障等相

关眼部疾病的发生中发挥重要作用[13-15]。AKT参与多种

细胞内物质代谢，广泛存在于多种细胞类型中。其主要

通过对特定底物进行磷酸化，通过调节一系列信号通路

影响细胞的代谢、转录及凋亡等过程。激活的AKT参与

细胞凋亡、葡萄糖代谢和蛋白质合成过程，从而调节细胞

的存活和增殖 [16-18 ]。结合生物信息学GENENIA分析结

果，本研究推测AKT1可能通过AMPK通路调控ARC氧化

应激反应，因此，本研究首先通过Western blot实验检测

了敲低AKT1对AMPK活性的影响。结果显示，在富集于

AMPK通路的差异基因中，AKT1的表达水平在ARC样本

中上调。这一发现引起了我们的关注，因为AKT1不仅参

与细胞存活信号传导，还与氧化应激反应有着重要联

系。GENENIA分析结果显示，AKT1主要影响内源性细

胞凋亡信号通路和氧化应激反应。这表明，AKT1可能通

过调节这些关键路径来介导晶状体上皮细胞对环境压力

的响应，从而影响其功能及存活。因此，我们选择将

AKT1作为ARC的重要致病基因进行后续深入研究。

虽然ARC的发病机制目前仍不清楚，但普遍认为

ROS，尤其是H2O2是导致上皮细胞损伤和蛋白质降解的

主要原因[19-21]。研究表明[22]，随着年龄增长，谷胱甘肽和

维生素C等抗氧化剂会耗尽，从而使眼睛更容易受到氧化

应激引起的各种问题的影响。晶状体持续暴露于紫外线

辐射和其他外源性因素（如环境污染和吸烟）会导致

ROS的产生，这些ROS会非特异性地与晶状体蛋白和脂质

发生反应，导致脂质过氧化和晶状体细胞膜的失控损伤[23]。

由此可见，抗氧化应激反应是白内障的重要治疗策略。

AKT1通过调节线粒体功能在氧化应激中起着关键作用，

线粒体是ROS的主要产生源，氧化应激通常伴随着线粒

体功能障碍，AKT1能够通过磷酸化一系列分子，调节线

粒体的形态、功能及自噬作用，从而调控ROS的产生和清

除[24]。AKT1还能够通过抑制促凋亡因子，保持线粒体功

能的稳定，避免线粒体损伤引发的细胞死亡[25]。实验结

果显示，敲低AKT1能够有效抑制ROS和MDA水平的升

高，同时上调SOD和GSH的水平。这一发现表明，AKT1在

晶状体上皮细胞中可能发挥着重要的保护作用，通过调
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节这些关键抗氧化分子来减轻细胞受到的氧化损伤。研

究表明[26]，在氧化应激条件下，AKT1通过磷酸化FOXO家

族成员（如FOXO1、FOXO3），抑制其转录活性，防止这些

转录因子诱导促凋亡或抗氧化基因的表达，而FOXO3在

氧化应激下通常会启动SOD，有助于清除ROS [27-28 ]。而

MDA作为脂质过氧化的产物，其浓度升高通常与膜损伤

密切相关。因此，在本研究中观察到这两者含量降低，可

以推测敲低AKT1可能通过抑制自由基生成或促进清除

机制来保护晶状体上皮细胞。此外，SOD和GSH作为重

要的抗氧化因子，它们水平的提高进一步支持了这一结

论尽管以上结果提示了AKT1在调控晶状体上皮细胞对

抗氧化应激反应中的潜在角色，但目前关于其具体分子

机制尚不明确。

生物信息学提示AKT1为富集于AMPK通路中的

ARC差异基因，提示AKT1可能通过调控AMPK通路活性

发挥作用。AMPK是一种细胞能量传感器，在生理条件

下，AMPK在细胞生长、氧化应激、自噬和凋亡等生物学

过程中发挥着重要作用[29-30]。研究表明，激活AMPK可通

过上调硫氧还蛋白的表达来减轻氧化应激 [ 3 1 ]。但是

AKT1是否能够通过调控AMPK活性影响晶状体上皮细
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图 4  AKT1通过影响AMPK活性参与ARC氧化应激和细胞凋亡

Fig 4  AKT1 is involved in ARC oxidative stress and apoptosis by affecting AMPK activity

A, Oxidative stress kit to detect the changes of ROS, SOD, MDA and GSH content in the cells of each group; B, flow cytometry to detect the apoptosis level in the cells

of each group; C, Western blot to detect the changes of apoptosis-related molecules Bcl-2 and Bax expression in the cells of each group. ** P < 0.01, *** P < 0.001, vs. control

+ si-NC group; # P < 0.05, ## P < 0.05, ### P < 0.001, vs. H2O2 + si-NC group. n = 3.
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胞的氧化应激反应尚不明确。为了进一步阐明AKT1影

响晶状体上皮细胞氧化应激反应的具体分子机制，本研

究首先检测了敲低AKT1对AMPK活性的影响，发现敲低

AKT1能够抑制AMPK通路活性。接下来，为了证实

AKT1是否通过调控AMPK通路发挥作用，本研究在敲低

AKT1的同时给予AMPK激动剂干预，发现AMPK激动剂

能够拮抗敲低AKT1对H2O2诱导的晶状体上皮细胞氧化

应激和凋亡的抑制作用。以往的文献显示[32]，AKT1能够

通过上游的PI3K信号途径激活哺乳动物雷帕霉素靶蛋白

C1（Mammalian target protein c1 of rapamycin, mTORC1），

而mTORC1可以通过抑制AMPK的激活，减少AMPK在能

量低状态下的反应。因此，AKT1敲低会减弱PI3K/AKT/

mTORC1通路的激活，从而减少对AMPK的抑制，导致

AMPK活性可能得到一定程度的增强。提示本研究中

AKT1对AMPK的调控作用可能与mTORC1有关，有待进

一步实验进行验证。

综上所述，AKT1在H2O2诱导的晶状体上皮细胞氧化

应激模型中的表达水平上调，且敲低AKT1能够抑制该模

型的氧化应激反应和凋亡。进一步进行机制学研究发

现，AKT1通过激活AMPK通路诱导晶状体上皮细胞发生

氧化应激反应，进而促进ACR进展。然而，由于本研究涉

及大量指标的比较，可能会出现假阳性结果，因此在没有

采用严格的P值调整方法时，本研究结果应仅作为探索性

分析；另外，本研究未在实验过程中结合小分子化合物对

AKT1的活性进行进一步的验证，这一缺失限制了我们对

AKT1功能调节机制的深入理解，并可能影响结果的普遍

适用性。因此，后续试验需要进一步对AKT1的小分子抑

制剂或激活剂，更全面地评估AKT1/AMPK在白内障患者

晶状体上皮细胞氧化应激中的作用。
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