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自噬相关因子在糖尿病小鼠晶状体上皮细胞

中的表达变化
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!!'摘要(!目的!通过检测自噬相关因子 C)DE&)FD=C和 G#" 在糖尿病小鼠晶状体上皮细胞中的表达情
况"以探讨自噬在糖尿病性白内障发生和发展中的作用*!方法!取同批次的 # HB 周龄雄性 D'%CF># 小鼠
B$ 只"应用随机数字表法随机选取 '$ 只小鼠采用连续小剂量腹腔内注射链脲佐菌素#IJK$'$ *1>#L1!M$诱
导 & 型糖尿病小鼠模型作为模型组"其余 =$ 只小鼠腹腔内注射适当剂量的柠檬酸盐缓冲液作为对照组* =
个月后检测模型组小鼠空腹血糖* 使用透射电子显微镜观察模型组和对照组小鼠晶状体上皮细胞自噬小体
的形态变化%免疫组织化学法检测 " 个组小鼠晶状体前囊膜组织中 FD=C和 G#" 蛋白的表达和定位%荧光定
量 GDN法检测各组小鼠晶状体前囊膜中 C)DE&)FD=C和 G#" *NEO的表达量%P54Q5R0 S-9Q法检测 " 个组小
鼠晶状体前囊膜中自噬相关蛋白的相对表达量*!结果!透射电子显微镜下观察发现"与对照组小鼠相比"模
型组小鼠晶状体上皮细胞中的自噬体体积更大"且其内包含多个线粒体%免疫组织化学法检测结果显示"与对
照组小鼠相比"模型组小鼠晶状体前囊膜中 FD=C和 G#" 蛋白表达均增强%荧光定量 GDN结果显示"模型组小
鼠晶状体前囊膜中 C)DE&)FD=C和 G#" *NEO的相对表达量分别为 &TUBV$T&$)"T#"V$T&' 和 &TB@V$T"$"均
高于对照组的 &T&$V$T$")&T&$V$T$' 和 &T$&V$T$&"差异均有统计学意义#!W#T#U)&UT"')#T&U"均 "X$T$'$%
P54Q5R0 S-9Q检测结果显示"模型组小鼠晶状体前囊膜中 C)DE&)FD=C和 G#" 蛋白的相对表达量分别为&T'$V
$T&$)&T"UV$T$@ 和 =T&@V&T$U"均高于对照组的 &T$$V$T$$)&T$$V$T$$ 和 &T$$V$T$$"差异均有统计学意义
#!WBT%')#T&$)=T#'"均 "X$T$'$*!结论!糖尿病小鼠晶状体上皮细胞中自噬现象出现异常"自噬功能失调
可能在糖尿病性白内障的形成过程中起重要作用* !
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8+[4/-5Q,44/59Z5\[5R,*50Q1R9/[ ]+44QR9015RQ.+0 Q.+Q9ZQ.5890QR9-1R9/[7J.5R5-+Q,Y55\[R544,90 -5Y5-9ZC)DE&"
FD=C+0M G#" *NEO,0 Q.55\[5R,*50Q1R9/[ ]+4&TUBV$T&$""T#"V$T&' +0M &TB@V$T"$"R54[58Q,Y5-3"].,8. ]+4
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5\[5R,*50Q1R9/[ ]+4&T'$V$T&$"&T"UV$T$@ +0M =T&@V&T$U"R54[58Q,Y5-3"].,8. ]+4.,1.5RQ.+0 &T$$V$T$$"
&T$$V$T$$ +0M &T$$V$T$$ ,0 Q.5890QR9-1R9/["],Q. 4,10,Z,8+0QM,ZZ5R50854S5Q]550 Q.5Q]91R9/[4#!WBT%'"#T&$"
=T#'%+--+Q"X$T$'$7!>)*+3/'()*'!J.5[.509*5090 9Z+/Q9[.+13,0 -5045[,Q.5-,+-85--49ZM,+S5Q,8*,85,4
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"?#1 @)&4'#8:,+S5Q,88+Q+R+8Q% O/Q9[.+13% F5045[,Q.5-,+-85--4% C)DE&% FD=C% G#"
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!!糖尿病性白内障是糖尿病患者除糖尿病视网膜病
变外又一重要的致盲原因* 糖尿病患者在早期就容易
发生白内障"其发展速度较年龄相关性白内障更
快

+&, * 晶状体上皮细胞#-5045[,Q.5-,/*85--4"F)D4$在
晶状体发育过程中起着运输)代谢和解毒的作用 +", "

其结构和功能受损直接影响白内障的发生* 自噬是一
种重要的细胞内降解过程"在正常状态下可将细胞质
中变性)受损和衰老的蛋白质以及异常细胞器转移至
溶酶体进行降解"以实现细胞稳态和细胞器的更新"对
细胞有保护作用

+=(U, * 但是"异常的细胞自噬可导致
多种疾病

+'(%, * 自噬已被证实参与多种类型白内障的
病理生理过程"如遗传性白内障)后发性白内障和年龄
相关性白内障

+B(&&, * 自噬(溶酶体途径可降解和清除
F)D4中聚集的蛋白质和受损的细胞器"对保持晶状体
透明度至关重要* C)DE& 是自噬体形成的关键调控
性蛋白

+&", %FD=C是衡量自噬水平的重要标志 +&=, %G#"

作为自噬特异性底物"其整体表达水平与自噬活性存
在负相关

+&U, * 目前"糖尿病性白内障的发病机制与细
胞自噬的关系报道较少"检测糖尿病小鼠和正常小鼠
晶状体前囊膜组织中自噬相关因子 C)DE&)FD=C以
及G#" 的表达是否存在差异"进一步研究其调控机制"
以期为糖尿病性白内障的发病机制和防治方法提供新

的研究思路和干预靶点*

B8材料与方法

B7B8材料
B7B7B8实验动物8同批次的 # HB 周龄雄性 IĜ 级

D'%CF># 小鼠 B$ 只"体质量 &B H"' 1"购自中国医学
科学院药物研究所* &" .>&" . 明暗循环光照"温度为
"' c"湿度 '$d环境下饲养* 实验动物的使用遵循山
东省眼科研究所实验动物伦理委员会制定的-实验动
物管理条例.*

B7B7C8主要试剂及仪器8链脲佐菌素#4QR5[Q9_9Q98,0"
IJK$#美国 I,1*+公司$%免疫组织化学检测试剂盒
#福州迈新公司$%兔 C58-,0A& 多克隆抗体#=%=B"美国
D5--I,10+-,01公司$%兔 FD=C多克隆抗体 # %$$%&" $
#美 国 <0Y,QR9150 公 司 $% 兔 G#" 单 克 隆 抗 体
#+S&$@$&"$#英国 OS8+*公司$%辣根过氧化物酶标记
的山羊抗兔 <1e#KCA"=$&$ #北京中杉金桥公司$%)DF

发光试剂盒#美国 J.5R*9公司$%NEO提取试剂盒#德
国 f,+150 公司 $% 8:EO合成第一链试剂盒 #大连
J+L+R+公司$%N5+-̀ +4Q5R ,̀\# IgCNeR550$试剂盒
#北京天根生化科技有限公司$* %'$$ 型荧光定量
GDN仪 #美国 OC<公司 $%旋转石蜡切片机 #美国
J.5R*9公司$%N5,8.5RQAa/01hFJNODhJ)型超薄切
片机#奥地利徕卡公司$%a)̀ &"$$)i透射电子显微镜
#日本电子 a59-公司$*
B7C8方法
B7C7B8动物模型建立及分组8采用随机数字表法对
小鼠进行随机分组"模型组 '$ 只"对照组 =$ 只* IJK

的注入量标准为每只小鼠 '$ *1>L1"每日注射前小鼠
需禁食至少 # .* 模型组小鼠连续 ' M 腹腔内注射
IJK/枸橼酸盐溶液%对照组小鼠腹腔内注射适当剂
量的枸橼酸盐缓冲液* = 个月后"模型组鼠尾静脉切
开取血"采用拜安康快速血糖检测仪 #美国拜耳医药
保健有限公司$检测其血糖浓度"浓度大于 &#T% **9->F

认为 & 型糖尿病小鼠建模成功"其余血糖未达标的小
鼠淘汰* 模型组与对照组小鼠年龄匹配"自由饮食"分
笼饲养*
B7C7C8标本采集8" 个组小鼠再饲养 U 个月"取鼠尾
静脉血测血糖"称体质量* 颈椎脱臼法处死后"立即取
出 U 只小鼠双眼晶状体置于体积分数 "T'd戊二醛中
固定"用于透射电子显微镜观察%取出 U 只小鼠双眼眼
球置于质量分数 Ud多聚甲醛中固定"用于免疫组织化
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学法检测%取出 &B 只小鼠双眼晶状体前囊膜于(B$ c
保存"分别用于总 NEO的提取和总蛋白的提取"= 只
小鼠的 # 个囊膜混合为一份样品*
B7C7D8透射电子显微镜下观察晶状体上皮中细胞自
噬小体的形态变化8将晶状体置于 "T'd戊二醛中固
定 U ."$T& *9->F磷酸漂洗液漂洗 = 次"每次 &' *,0%
质量分数 &d锇酸固定液固定 &T$ H&T' ."$T& *9->F
磷酸漂洗液漂洗 = 次"每次 &' *,0%在体积分数 '$d)
%$d)@$d的丙酮中依次脱水 &' *,0"最后在 &$$d的
丙酮中脱水 = 次"每次 &' H"$ *,0%用 )[90B&" 树脂包
埋晶状体%依次在 =%)U' 和 #$ c下各固定 "U .%使用
N5,8.5RQAa/01hFJNODhJ)型超薄切片机 %$ 0*厚切
片"铜网捞片%醋酸铀染色 &' *,0"枸橼酸铅染色 &' *,0"
使用 a)̀ &"$$)i透射电子显微镜观察并拍照*
B7C7E8免疫组织化学法检测小鼠晶状体前囊膜组织
中 FD=C和 G#" 蛋白的表达分布!将小鼠眼球置于
Ud多聚甲醛中固定 "U ."脱水后"常规石蜡包埋"U !*
厚连续切片"黏附玻片摊片"#$ c拷片过夜%石蜡切片
脱蜡"高压锅加热法修复抗原"体积分数 =d过氧化氢
孵育组织以消除内源性过氧化物酶活性* 山羊抗兔
FD=C和 G#" #均 & j"$$$一抗 U c孵育过夜"GCI 清
洗"增强剂 =% c孵育 &' *,0"相应二抗 =% c孵育 " .*
:OC溶液显色"光学显微镜下观察显色程度* E,L90
显微摄像系统拍照"上皮细胞出现棕色着色为阳性*
B7C7F 8荧光定量 GDN法检测小鼠晶状体前囊膜
C)DE&)FD=C和 G#" *NEO的表达!取小鼠晶状体前
囊膜组织研磨"按照 NEO提取试剂盒说明步骤提取总
NEO"在紫外分光光度计上测量样品在 "#$ 0*和
"B$ 0*处的吸光度 #O$值"确定 NEO的浓度及纯度"
并逆转录成 8:EO* 引物由青岛德罗海达生物技术有
限公司设计合成"引物序列见表 &%使用 OC<%'$$ R5+-A
Q,*5GDN系统"按 N5+-̀ +4Q5R̀ ,\# IgCNeR550$试剂
盒说明书加入试剂进行 GDN反应* 反应条件&@' c热
启动 &$ 4%@' c变性 &' 4"#$ c延伸与退火 #$ 4"共 U'
个循环* 以 eOG:k为内参"以 "(""DQ

法计算各目的基

因的相对表达量*

表 B8各基因引物序列

基因 引物序列!!! J*值

P<#QC &̂'0AOOeDJDOeJODDOeDeeeOeJOA=0 '@
N&'0AJeJeeOOeeJeeDOJJeOOeA=0 'B

,#RP &̂'0ADDDODDOOeOJDDDOeJeOJA=0 'B
N&'0AJJeeJJOeDOJJeOeDJeDOOA=0 'B

"@? &̂'0AJDDDOOJeJDOOJJJDDJeOOeOA=0 '@
N&'0AJDJeJeDDJeJeDJeeOODJA=0 #$

B7C7G8P54Q5R0 S-9Q法检测晶状体前囊膜中 C)DE&)
FD=C和 G#" 蛋白的相对表达量!将各组前囊膜分别
置入 U$ !-细胞裂解液里"提取总蛋白"CDO法测定蛋
白含量* 取 &$ !1总蛋白上样行质量分数 &"d聚丙烯
酰胺凝胶电泳"B$ b恒压电泳约 &"' *,0"待溴酚蓝到
达板底时"终止电泳%在 U c环境下"&$$ *O)"T' . 转
膜至 Gb:̂ 膜上"质量分数 'd脱脂奶粉 U c封闭过
夜"次日分别添加 C)DE&#& jU $$$$)FD=C#& j=$$$和
G#"#& j&$ $$$$一抗室温孵育 " .%辣根过氧化物酶标
记的山羊抗兔 <1e二抗 #& j' $$$ $室温下孵育 & .*
)DF化学发光液显影成像"暗室压片洗片* 采用
<*+15a图像分析软件分析各目的蛋白表达的灰度值"
以 eOG:k为内参照"计算各目的蛋白相对表达量*
实验至少重复 = 次"取平均值*
B7D8统计学方法

采用 IGII &@7$ 统计学软件进行统计分析* 本研
究中计量资料数据经 I+[,R9AP,-L 检验呈正态分布"以
SV0表示* " 个组自噬相关因子蛋白及 *NEO相对表
达量的差异比较采用独立样本 !检验* "X$T$' 为差
异有统计学意义*

C8结果

C7B8透射电子显微镜下观察晶状体上皮细胞自噬小
体的形态变化

透射电子显微镜下观察显示"在对照组小鼠和模
型组小鼠晶状体上皮细胞中均能发现双层膜包被的圆

形或椭圆形的自噬小体"其内包裹着线粒体* 与对照
组小鼠相比"模型组小鼠晶状体上皮细胞中的自噬小
体体积更大"且包含多个线粒体#图 &$*

BA C D500μm500μmBA C D500μm500μm

图 B8透射电子显微镜下对照组和模型组小鼠晶状体上皮细胞自噬
小体形态变化!O&将小鼠晶状体树脂固定后进行切片"在晶体前囊
膜的瞳孔对应位置进行定位"即 O区和 C区!C&定位处晶状体前囊
膜下附着的一层晶状体上皮细胞!D&对照组晶状体上皮细胞中的
自噬小体#箭头$ #m'$ $$$"标尺W'$$ 0*$!:&模型组小鼠晶状体
上皮细胞中的自噬小体 #箭头 $ 体积更大"且包含多个线粒体
#m'$ $$$"标尺W'$$ 0*$
!

C7C8" 个组小鼠晶状体上皮细胞中 FD=C和 G#" 蛋白
的表达

免疫组织化学染色检测结果表明"FD=C和 G#"
蛋白在对照组和实验组小鼠中的晶状体上皮细胞中均
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有表达"但在模型组小鼠晶状体上皮细胞中表达更强
#图 "$*
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图 C8免疫组织化学染色法检测 C 个组小鼠晶状体上皮细胞中
m>DI和 JGC 的表达 #mU$$"标尺W"' !*$!与对照组相比"FD=C
和 G#" 蛋白在模型组小鼠晶状体上皮细胞中表达更强
!

C7D8" 个组小鼠晶状体上皮细胞中 C)DE&)FD=C和
G#" *NEO的表达变化

荧光定量 GDN检测结果表明"模型组小鼠晶状体
前囊膜中 C)DE& *NEO)FD=C*NEO和 G#" *NEO
的相对表达量分别为 &TUBV$T&$)"T#"V$T&' 和 &TB@V
$T"$"明显高于对照组的 &T&$ V$T$")&T&$ V$T$' 和
&T$&V$T$&"差异均有统计学意义 #!W#T#U)&UT"')
#T&U"均 "X$T$'$#图 =$*
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a 图 D8荧光定量 J>=法检测 C
个组 Ia>LB) m>DI 和 JGC
6=L7的表达比较!与对照
组比较"+"X$T$' #独立样本 !
检验" & W= $ O&" 个组 C)DE&
*NEO的表达比较!C&" 个组
FD=C*NEO的表达比较!D&
" 个组 G#" *NEO的表达比较

!

C7E8" 个组小鼠晶状体上皮细胞中 C)DE&)FD=C和
G#" 蛋白的表达变化

P54Q5R0 S-9Q检测结果表明"模型组小鼠晶状体前
囊膜中 C)DE&)FD=C和 G#" 蛋白相对表达量分别为
&T'$V$T&$)&T"UV$T$@ 和 =T&@V&T$U"明显高于对照
组的 &T$$V$T$$)&T$$V$T$$ 和 &T$$V$T$$"差异均有
统计学意义#!WBT%')#T&$)=T#'"均 "X$T$'$#图 U$*

D8讨论

组织学上晶状体由晶状体囊)未分化的单层立方

上皮细胞及其分化而来的纤维细胞组成* 纤维细胞在
分化成熟过程中会伴随细胞核)线粒体)内质网等细胞
器的退化或降解来形成无细胞器区域

+&'(&%, "从而保证
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图 E83#'0#&*53)0检测各组小鼠晶状体上皮细胞中 Ia>LB)m>DI
和 JGC 蛋白的表达!O&各蛋白 P54Q5R0 S-9Q电泳图! C&" 个组
C)DE&)FD=C和 G#" 蛋白表达的定量比较!与对照组比较"+"X
$T$'#独立样本 !检验"&W=$C&&" 个组 C)DE& 蛋白表达的定量比
较!C"&" 个组 FD=C蛋白表达的定量比较!C=&" 个组 G#" 蛋白表
达的定量比较

!

晶状体的透明性* 这种由上皮细胞转化为成纤维细胞
的现象持续存在"随着年龄的增加"其转化水平和速度
会逐渐降低* 若此分化过程出现异常"会导致晶状体
发育异常"且晶状体透明性将受到影响* 本研究中考
虑晶状体囊膜本身无细胞结构"而晶状体上皮细胞仅
附着在前囊膜处"故取材时从后囊膜部位分离晶状体
内容物#皮质和核$"取整个晶状体囊膜用于实验"可
最大程度地保留晶状体上皮细胞"保证后续实验*

人类晶状体上皮细胞和纤维细胞中有 U" 种基因
参与自噬的发生和发展过程

+&B, * ĝb)锌指结构域
和卷曲螺旋结构域蛋白 & # ĝb) +0M 8/,-5MA89,-A
M9*+,0 890Q+,0,01&" ĝD;&$能与 FD=C)N+S% 和 G&=G

相互作用"导向运输微管和自噬囊泡"对自噬溶酶体的
形成具有重要作用

+&@, * 自噬在多种类型白内障的发
生过程中起重要作用"D.50 等 +"$,

研究发现先天性白

内障患者晶状体缺少 ĝD;&"大量自噬囊泡聚集"出
现白内障* 连接蛋白质 '$#89005\,0'$"Di'$$是一种
在晶状体中表达的连接蛋白"F,8.Q504Q5,0 等 +"&,

通过生

物化学方法和荧光定位分析显示"突变型 Di'$#BB 号
位脯氨酸代替丝氨酸"Di'$GBBI$与自噬标志蛋白
FD= 共定位"细胞自噬降解不足"Di'$GBBI 在细胞内
持续聚集"可导致先天性白内障的发生* 特异性敲除
OQ1' 的模型鼠中 G#")泛素化蛋白)不溶性晶状体蛋白
凝集"致使年龄相关性白内障的发生%G,8L=8= #即
b4[=U$参与 OQ1' 依赖性细胞自噬的调控"在特异性敲
除 G,8L=8= 的模型鼠中"晶状体初级纤维细胞内细胞
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器的降解不受影响"但晶状体的发育过程受到干预"出
现先天性白内障

+&&, * P,1054等 +@,
发现 #CAN&"$e突

变模型小鼠晶状体中自噬过程受到抑制"自噬囊泡体
积增大"晶状体上皮细胞和纤维细胞中 FD=CA$和
G#" 蛋白水平增高"引发先天性白内障* 以上研究均
表明自噬在调控晶状体蛋白正常代谢以及维持晶状体

透明性过程中发挥重要作用*
糖尿病性白内障发病机制较复杂"涉及因素多"目

前较为成熟的学说有多元醇代谢异常学说)非酶糖基
化学说和氧化应激学说

+""("U, * 但是当前关于糖尿病
性白内障的发病机制与自噬的关系报道较少* 本研究
通过透射电子显微镜观察发现模型组小鼠晶状体上皮

细胞自噬囊泡体积较对照组更大"囊泡内包含多个线
粒体"说明糖尿病小鼠晶状体上皮细胞自噬情况发生
改变* C)DE& 在自噬囊泡的形成和成熟过程中发挥
重要作用* FD=C定位在自噬体膜的表面"参与自噬
体的形成"目前常用 FD=A$>%的比值来评估自噬水
平

+"', * G#" 作为自噬底物"可连接 FD= 和泛素化的底
物"随后被整合到自噬体中"并在自噬溶酶体中被降
解

+"#, "一般用 G#" 联合 FD= 指标进行自噬流的评估*
本研究中模型组小鼠晶状体上皮细胞中 C)DE&)FD=C
和 G#" 的表达均较对照组增高"推测糖尿病模型鼠晶
状体上皮细胞自噬出现紊乱"自噬体与溶酶体结合可
能出现异常*

综上所述"自噬功能失调可能是造成糖尿病性白
内障形成的重要原因之一* 本研究仅检测了自噬相关
因子在 " 个组中的差异表达"今后应进一步研究自噬
在晶状体中的调控机制及其与氧化应激的相互作用关

系来明确糖尿病性白内障的发病机制"为糖尿病性白
内障的防治提供理论基础*
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