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!实验研究!

R0)家族酪氨酸蛋白激酶对高糖环境中人 ]?O%
凋亡及 ?Y=的影响
刘蕊!周健!李宝海!陈媛媛!李东旭

!!"摘要#!背景!糖尿病性白内障是糖尿病的主要眼部并发症之一$包括皮质性%核性%囊膜下性及混合
型白内障$其表型可能与晶状体上皮细胞)]?O%*的不同病理改变有关$而糖尿病囊膜下性白内障是常见的表
型之一& 研究糖尿病囊膜下性白内障 ]?O%的生物学行为对相关药物的研发和相关疾病的治疗有重要临床
意义&!目的!探讨 R0)K家族酪氨酸蛋白激酶)RSd%*在高糖诱导的人 ]?O%凋亡及上皮T间质转分化)?Y=*
中的作用&!方法!将人 ]?O%系 V]?KZD 细胞分为正常对照组%高糖组和 eeB 组$分别在含 J Ĵ ..*("]葡萄
糖的 @Y?Y%含 DJ Ĵ ..*("]葡萄糖的 @Y?Y及含 DJ Ĵ ..*("]葡萄糖kBC !.*("]RSd特异性抑制剂 eeB 的
@Y?Y中培养 HN 2& 分别于细胞培养后 D%F%BH 和 HN 2 采用流式细胞术检测各组细胞的凋亡率'用倒置显微
镜观察各组细胞的形态学变化'采用免疫荧光染色检测细胞中 ?Y=标志物 ?K钙黏蛋白)?K)'4210$,*及 "K平
滑肌肌动蛋白)"KRY>*的相对表达量'并用 _1%-10, 8(*-法检测 /KR0)NBM)活化的 )KR0)激酶*及凋亡相关蛋白
8)(K9(%%&03$3$,%)'%/'%1KD$?Y=相关蛋白 ?K)'4210$,%"KRY>的表达变化&!结果!高糖组人 ]?O%中 /KR0)NBM

的

表达增高$并在培养 F 2 时达峰值$正常对照组%高糖组和 eeB 组人 ]?O%中 /KR0)NBM
的相对表达量)相对灰度

值*分别为 C ĈNHlC ĈBB%C B̂HJlC ĈDF 和 C ĈDJlC ĈBM$正常对照组和 eeB 组人 ]?O%中 /KR0)NBM
的表达量明

显低于高糖组$差异均有统计学意义)均 GmC ĈB*& 细胞培养后 F%BH 和 HN 2$高糖组人 ]?O%凋亡率稍高于正
常对照组$但差异均无统计学意义)均 GnC ĈJ*$eeB 组人 ]?O%凋亡率分别为 )F N̂DDlH ĈMN*`%)BC D̂DDl
H F̂BC*`和)M ĈDDlH ÎFE*`$明显高于高糖组的)D ĤDDlB D̂HC*`%)D ĴDDlB B̂JI*`%)J ÊDDlC ĤDC*`及
正常对照组的)D B̂DDlB B̂EC*`% )H M̂DDlC ÊJB*`%)D D̂DDlB ĤCB*`$差异均有统计学意义)均 GmC ĈJ*$
而高糖组与正常对照组间比较差异均无统计学意义)均 GnC ĈJ*& 细胞培养后 F 2 和 BH 2$eeB 组细胞中凋亡
抑制蛋白 8)(K9(%%&03$3$, 的相对表达量 )相对灰度值 *明显低于高糖组和正常对照组$而凋亡促进蛋白
)'%/'%1KD 的相对表达量明显高于高糖组和正常对照组$差异均有统计学意义)均 GmC ĈJ*& 高糖组培养后
HN 2$]?O%呈梭形$发生纤维细胞样改变$eeB 组纤维样细胞减少& _1%-10, 8(*-法检测和免疫荧光染色均显
示$培养后 F 2 高糖组细胞中 ?Y=标志物 ?K)'4210$, 蛋白的相对表达量低于 eeB 组和正常对照组$而 "KRY>
的相对表达量高于 eeB 组和正常对照组$差异均有统计学意义)均 GmC ĈJ*&!结论!高糖环境可激活 ]?O%
中的 )KR0)激酶$进而诱导 ]?O%发生 ?Y=$同时 ]?O%的凋亡减少'用 eeB 抑制 )KR0)激酶的异常激活有助于
维持高糖环境中 ]?O%的上皮特性&!

"关键词#!葡萄糖' 人' 晶状体上皮细胞' 凋亡' R0)家族酪氨酸蛋白激酶' 上皮T间质转分化' 信号
通路
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7$-2 @Y?Y)*,-'$,$,+J Ĵ ..*("]+(&)*%1),*0.'()*,-0*(+0*&/*$@Y?Y )*,-'$,$,+DJ Ĵ ..*("]+(&)*%1) 2$+2
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+0*&/*:A, D$F$BH ',4 HN 2*&0%'5-10)&(-&01$-21'/*/-*%$%*52&.', ]?O%7'%41-1)-14 865(*7)6-*.1-06'%%'6'
.*0/2*(*+$)'()2',+1*52&.', ]?O%7'%*8%10314 &,410-21$,310-14 .$)0*%)*/1$',4 -2119/01%%$*,%*5-21.'0<10%
*5?Y=$?K)'4210$, ',4 "K%.**-2 .&%)(1')-$, )"KRY>*$$, -21)1((%710141-1)-14 86$..,*5(&*01%)1,)1%-'$,$,+:
A, '44$-$*,$-21'(-10,'-$*,%*5/KR0)NBM)')-$31)KR0)*$8)(K9($%&03$3$,$)'%/'%1KD$?K)'4210$, ',4 "KRY>/0*-1$,%7101
'%%'614 86_1%-10, 8(*-','(6%$%:!!").#%)!>, 1(13'-14 19/01%%$*, (131(*5/KR0)NBM 7'%5*&,4 $, ]?O%$, -212$+2
+(&)*%1+0*&/ ',4 /1'<14 F 2*&0%'5-10)&(-&014:=2119/01%%$*,%*5/KR0)NBM)+016(131(%* 7101C B̂HJlC ĈDF $, -21
2$+2 +(&)*%1+0*&/$',4 72$)2 7'%%$+,$5$)',-(62$+210-2', C ĈNHlC ĈBB $, -21,*0.'()*,-0*(+0*&/ ',4 C ĈDJl
C ĈBM $, -21eeB +0*&/$01%/1)-$31(6)8*-2 '-GmC ĈB*:Q*01.'0<'8(14$55101,)1%7101%11, $, -21'/*/-*-$)0'-1%
81-711, -212$+2 +(&)*%1+0*&/ ',4 ,*0.'()*,-0*(+0*&/ $, F$BH ',4 HN 2*&0%'5-10)&(-&01)'(('-GnC ĈJ*:=21
'/*/-*-$)0'-1%*52&.', ]?O%7101)F N̂DDlH ĈMN*`$)BC D̂DDlH F̂BC*` ',4 )M ĈDDlH ÎFE*` $, -21eeB
+0*&/$72$)2 71012$+210-2', )D ĤDDlB D̂HC*`$)D ĴDDlB B̂JI*`$)J ÊDDlC ĤDC*` $, -212$+2 +(&)*%1+0*&/
',4 )D B̂DDlB B̂EC*`$)H M̂DD lC ÊJB*`$ )D D̂DD lB ĤCB*` $, -21,*0.'()*,-0*(+0*&/ )'(('-GmC ĈJ*$
2*71310$-21017101%$+,$5$)',-4$55101,)1%$, -21'/*/-*%$%81-711, -212$+2 +(&)*%1+0*&/ ',4 -21,*0.'()*,-0*(
+0*&/ )'(('-GnC ĈJ*:A, F 2*&0%',4 BH 2*&0%'5-10)1(()&(-&01$-2119/01%%$*, (131(%*58)(K9(',4 %&03$3$, )+016
3'(&1%* $, 2&.', ]?O%7101%$+,$5$)',-(641)($,14$8&--2119/01%%$*, *5)'%/'%1KD 7'%$,)01'%14 $, -21eeB +0*&/
)*./'014 7$-2 -21-212$+2 +(&)*%1+0*&/ ',4 -21,*0.'()*,-0*(+0*&/ )'(('-GmC ĈJ*:=21]?O%%2*714 %(1,410$,
%2'/1HN 2*&0%'5-10)&(-&01$, -212$+2 +(&)*%1+0*&/$8&--21)1((%2'/17'%)(*%1-*-21,*0.'($, -21eeB +0*&/:
_1%-10, 8(*-',4 $..&,*5(&*01%)1,)1'%%'60131'(14 -2'--2119/01%%$*, *5?K)'4210$, $, 2&.', ]?O%7'%
%$+,$5$)',-(6014&)14 ',4 -2'-*5"KRY>7'%%$+,$5$)',-(6$,)01'%14 F 2*&0%'5-10)&(-&01$, -212$+2 +(&)*%1+0*&/
)*./'014 7$-2 -21eeB +0*&/ ',4 -21,*0.'()*,-0*(+0*&/ )'(('-GmC ĈJ*:!D'(/#.)&'()!V$+2 +(&)*%1')-$3'-1%
)KR0)<$,'%1*5]?O%$, 2$+2 +(&)*%11,3$0*,.1,-',4 -21015*01$,4&)1%?Y=',4 $,2$8$-%'/*/-*%$%:V*71310$eeB
$./141%-218$*(*+$)'(/0*)1%%*5?Y=',4 '/*/-*%$%*5]?O%-*.'$,-'$, -211/$-21($'()2'0')-10$%-$)%131, &,410-21
%-01%%*52$+2 +(&)*%1:!

":"4 0'31)#9[(&)*%1' V&.',' ?/$-21($'()1(($ ]1,%' >/*/-*%$%' R0)K5'.$(6-60*%$,1<$,'%1%' ?/$-21($'(K
.1%1,)26.'(-0',%$-$*,' R$+,'($,+/'-27'6

!!晶状体囊膜下混浊是糖尿病性白内障的典型体
征

+B, $晶状体前后囊膜下出现异常的有核细胞及细胞

外基质是囊膜下性白内障的主要病理特征
+HTD, & 研究

表明$晶状体前囊膜下混浊斑中的晶状体上皮细胞
)(1,%1/$-21($'()1((%$]?O%*可发生上皮T间质转分化
)1/$-21($'(K.1%1,)26.'(-0',%$-$*,$?Y=*$其主要诱导
因素是炎症和转化生长因子K#)-0',%5*0.$,++0*7-2
5')-*0K81-'$=[SK#*等 +NTJ, & 高浓度葡萄糖能否诱导
]?O%发生 ?Y=$参与糖尿病性白内障的发生是我们
感兴趣的问题& 在糖尿病大鼠白内障模型中$]?O%的
凋亡是白内障发生的重要原因

+F, $而细胞凋亡或 ?Y=

是细胞对外界刺激的反应$在机体的正常发育和维持
自稳方面发挥重要作用& 凋亡和 ?Y=的改变或两者
状态的失衡与一些病理过程相关

+E, $但在糖尿病性白
内障中这 H 种细胞生物学现象是否同时存在$以及哪
些因素可能影响这 H 种生物学现象目前尚不清楚&
R0)家族酪氨酸蛋白激酶 ) R0)K5'.$(6-60*%$,1<$,'%1%$
RSd%*是膜结合的非受体酪氨酸蛋白激酶$在调控细
胞的分化%凋亡和细胞信号转导等方面发挥重要作
用

+M, & )KR0)激酶是 RSd%成员之一$研究表明多种刺
激因素均能引起 )KR0)激酶的激活$其异常的表达和
活化与体内多种疾病$如晶状体混浊%上皮纤维化等密
切相关

+I, & 有研究表明$抑制 )KR0)的异常激活可抑

制实验性白内障的发生
+BCTBB, & 本实验研究 )KR0)激酶

在高浓度葡萄糖诱导的人 ]?O%发生凋亡及 ?Y=中的
作用$探讨糖尿病囊膜下性白内障发生的细胞学基础&

;9材料与方法

;:;9材料

人 ]?O%系 V]?KZD)北京市眼科研究所张炜研究
员惠赠 *& @Y?Y 培养液% 胎牛血清 ) 51-'(8*3$,1
%10&.$SZR*%质量分数 C ĤJ`胰蛋白酶)美国 V6)(*,1

公司*' eeB)美国 ?,W*公司*'兔抗人 /KR0)NBM)'8BDDNFC$

B cNJC*%?K钙黏蛋白)?K)'4210$,*)'8BDDJIE$B cMCC*%

"K平滑肌肌动蛋白)"K%.**-2 .&%)(1')-$*,$"KRY>*抗
体)'8DHJEJ$B cMCC*)英国 >8)'.公司*'兔抗人 )KR0)
)HBHDe$ B cECC *% 8)(K9() JNVF$ B cMCC *% %&03$3$,
)EB[NZE$B cMCC*%)'%/'%1KD 抗体 )M[BC$B cJCC* )美
国 OR=公司*'@>eA)美国 de]公司*'山羊抗兔荧光
二抗 )美国 A,3$-0*+1, 公司*'',,19$, #KSA=O"eA细胞
凋亡双染试剂盒)美国 Z@公司*'#K')-$,)B cH CCC*%

#K-&8&($,)B cH CCC* )北京中杉金桥公司*& VSBJB 型
O;H孵箱)上海力申科学仪器有限公司*'Z@RHC 型光
学倒置显微镜 )重庆奥特光学仪器有限公司 *'
@YAFCCCZ型倒置显微镜 )德国莱卡公司*'Y*41(FMC

型酶标仪)美国 ZA;\>@公司*'S#BCCC 型激光扫描
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共焦显微镜)日本 ;(6./&%公司*'X]型流式细胞仪
)美国贝克曼公司*'=',*, NHCC 型化学发光仪)上海
天能科技有限公司*&
;:<9方法
;:<:;9人 ]?O%的培养!V]?KZD 细胞置于 HJ ).H

的

培养瓶内$培养基为含体积分数 BC` SZR 的 @Y?Y
)葡萄糖浓度为 J Ĵ ..*("]*$在 DE o%含体积分数
J` O;H的孵箱内常规培养& 当细胞生长至 EC` a
MC`融合时进行传代$取对数生长期的细胞用于实验&
;:<:<9实验分组9正常对照组细胞用含 J Ĵ ..*("]
葡萄糖和 C Ĵ`SZR 的 @Y?Y培养液进行培养$高糖
组细胞用含 DJ Ĵ ..*("]葡萄糖和 C Ĵ` SZR 的
@Y?Y培养液进行培养'eeB 组除加入与高糖组相同
的细胞培养液外$还加入 RSd特异性抑制剂 eeB$其终
浓度为 BC !.*("]&
;:<:= 9_1%-10, 8(*-法检测细胞中 /KR0)NBM% 8)(K9(%
%&03$3$,%活化的 )'%/'%1KD 的表达!取对数生长期的
V]?KZD 细胞$当细胞融合至 EC` aMC`时$用 C ĤJ`
胰蛋白酶消化并重悬细胞$接种于 BCC ..培养皿中$
常规培养 HN 2 后更换为含 C Ĵ`SZR 的 @Y?Y培养基
培养 HN 2& 按照不同的分组方法分别处理细胞 C%D%
F%BH 和 HN 2$在冰上操作提取蛋白$用预冷的 eZR 清
洗细胞$充分洗净培养液后向培养皿中加入 B .(预冷
eZR$用细胞刮收集细胞$然后用移液枪将刮下的细胞
移入预冷离心管内$离心半径 E Ĥ ).$N o%B CCC 0".$,
离心 J .$,$弃上清$向离心管内加入 BCC !(细胞裂解
液 +B .(裂解缓冲液含 BC !(磷酸酶抑制剂%B !(蛋白酶
抑制剂%J !(BCC ..*("]苯甲磺酰氟)/21,6(.1-26(%&*,6(
5(&*0$41$eYRS*,$冰浴下裂解 DC .$,$每隔 J 分钟用细
胞研磨器研磨$使细胞充分裂解& N o%BN CCC 0".$,
离心 BJ .$,$上清液内为所提取蛋白$用 ZO>法测定
蛋白浓度& 取蛋白液NC !($加入 BC !(上样缓冲液$
BCC o煮沸 J .$,$使蛋白充分变性$冷却至室温& C%
D%F 2 各处理组蛋白样品和 C%BH%HN 2 各处理组蛋白
样品分别在两板 R@RKe>[?凝胶进行蛋白电泳分离$
各蛋白样品上样量为HC !+& 用湿转法将蛋白电转移
到硝酸纤维素膜上& 取出硝酸纤维素膜$漂洗液)B 倍
=ZR=*漂洗 D 次$每次 J .$,$用含质量分数 J`脱脂奶
粉的 =ZR=封闭液封闭 B 2$依据检测的目的蛋白添加
相应一抗B CCC !($N o孵育过夜$经 D 次洗涤后加入相
应的二抗 )B cH CCC*$室温下在摇床上 JC 0".$, 孵育
B 2$漂洗液洗膜 D 次$加入化学发光液$在化学发光仪
上发光%成像并拍照& 用 A.'+1P图像分析软件进行条
带灰度值分析$以 #K')-$, 或 #K-&8&($, 作为内参$计算

并分析其相对灰度值& )KR0)的 =60NBM 位点磷酸化
后$)KR0)激酶被激活$因此本研究检测/KR0)NBM

蛋白的

表达量反映 )KR0)激酶的活化程度& 所有实验均重复
D 次以上&
;:<:>9流式细胞仪检测人 ]?O%凋亡率!取对数生
长期的 V]?KZD 细胞$当细胞融合至 EC` aMC`时$用
C ĤJ`胰蛋白酶消化并重悬细胞$接种于 BJ 个 HJ ).H

的培养瓶中$每瓶加入 C Ĵ .(细胞悬液及 N Ĉ .(培养
液$置于 DE o%J` O;H孵箱内常规培养 HN 2$弃培养
液$更换为含 C Ĵ` SZR 的 @Y?Y培养液$细胞同步
化培养 HN 2& 将 BJ 瓶细胞每 D 瓶分为一组$弃培养
液$按分组的不同分别处理细胞 C%D%F%BH 和 HN 2$分
别将每瓶细胞的培养液收集于 BJ .(离心管$用 eZR
清洗细胞 B 次$加入不含 ?@=>的胰蛋白酶 B .(消化
细胞$终止消化后分别收集于上述离心管中$离心半径
F M̂ ).$B CCC 0".$, 离心 J .$,$弃上清$加入 H .(eZR
重悬细胞$再次B CCC 0".$, 离心 J .$,& 用移液器吸尽
上清液$将细胞重悬于 BCC !(结合缓冲液中$再分别
加入 J !(',,19$,K#KSA=O及 BC !(eA$避光并置于冰上
DC .$,$转至流式检测管中$加入 NCC !(结合缓冲液$
样品上机检测并计算细胞凋亡率& 细胞凋亡率p早期
凋亡细胞百分比k晚期凋亡细胞百分比&
;:<:J9细胞形态观察9取对数生长期的 V]?KZD 细
胞$当细胞融合至 EC` aMC` 时$用 C ĤJ`胰蛋白酶
消化细胞并重悬为单细胞悬液$接种于 F 孔板内$置于
DE o%J` O;H的孵箱内常规培养 HN 2$弃培养液$更换
为含 C Ĵ` SZR 的 @Y?Y培养液进行细胞同步化培
养 HN 2$之后每 D 孔为一组$按分组分别处理细胞 C%D%
F%BH%HN 2$倒置显微镜下观察细胞形态并采集图像&
;:<:K9免疫荧光染色 )AOO"AS*法观察 V]?KZD 中
?K)'4210$,和 "KRY>蛋白的表达!将 B ).H

的爬片放

置 HN 孔板内$取对数生长期的 V]?KZD 细胞$当细胞融
合至 EC` aMC` 时$用 C ĤJ`胰蛋白酶消化细胞并重悬
为单细胞悬液$细胞密度为 BqBCN ".($每孔加入 JCC !(
细胞悬液于爬片上$每孔内滴加含 BC` SZR 的 @Y?Y
培养液 B Ĵ .(培养细胞 HN 2$更换为含 C Ĵ`SZR 的
@Y?Y培养基培养细胞 HN 2$使细胞同步化$然后每 D
孔合并为一组$按上述分组方法分别处理细胞 F 2%
BH 2$取出细胞爬片$用 eZR 洗 D 次$洗净培养液$置于
质量分数 N`多聚甲醛中固定 BJ .$,$爬片晾干后用
中性树胶固定于载玻片上$eZR 洗 D 次$体积分数
C D̂` VH ;H避光封闭 DC .$,$体积分数 C D̂` =0$-*,K
XBCC 破膜 BJ .$,$体积分数 JC`小牛血清室温下封闭
B 2& 用兔抗人?K)'4210$,)B cJC*%"KRY>)B cJC*一抗

!EMN!中华实验眼科杂志 HCBJ 年 F 月第 DD 卷第 F 期!O2$, P?9/ ;/2-2'(.*($P&,1HCBJ$#*(:DD$Q*:F
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孵育$N o过夜$用山羊抗兔荧光二抗)B cJCC*在室温
下避光孵育 N 2$经 eZR 漂洗后@>eA)B cB CCC*标记细
胞核$再用体积分数 JC`甘油封片$在激光扫描共焦
显微镜下观察细胞中 ?K)'4210$, 和"KRY>蛋白的表
达$并采集图像&
;:=9统计学方法

采用 ReRR BE:C 统计学软件进行统计分析& 本研
究测量指标的数据资料经 _ 检验接近正态分布$以
Ll>表示$组间经 ]131,1检验证实方差齐& 采用均衡
分组三水平实验设计$_1%-10, 8(*-法检测的蛋白相对
表达量)相对灰度值*的差异比较均采用单因素方差
分析$多重比较采用 ]R@K6检验& 细胞培养后不同时
间点正常对照组%高糖组和 eeB 组 ]?O%细胞凋亡率
的比较采用两因素方差分析$多重比较采用 ]R@K6检
验& 采用双尾检测法$GmC ĈJ 为差异有统计学意义&

<9结果

<:;9各组人 ]?O%中/KR0)NBM
相对表达量的比较

细胞处理后 D%F%BH 和 HN 2$高糖组人 ]?O%中
/KR0)NBM

的相对表达量)相对灰度值*均高于同一时间
点的正常对照组$培养后 F 2 高糖组人]?O%中 /KR0)NBM

的相对表达量最高$与同时间点正常对照组比较差异
有统计学意义)6pN B̂ND$GpC ĈCF*$各时间点 eeB 组
人 ]?O%中 /KR0)NBM

的相对表达量均降低$eeB 作用后
F 2细胞中 /KR0)NBM

的相对表达量最低$与高糖组比较
差异有统计学意义)6p!N N̂EJ$GpC ĈCN*'与正常对
照组各时间点相比$eeB 组 /KR0)NBM

的相对表达量差异

均无统计学意义)均 GnC ĈJ*)图 B$表 B*&

p�Src418

c�Src

β�actin

p�Src418

c�Src

β�actin

N N HGPP1 N HGPP1 N N HGPP1N HGPP1

0h 3h 6h 0h 12h 24h

图 ;9h")%"3(8#'%法检测各组培养 M%=%K%;<%<> *人C?D)中/5@3/
激酶的表达!#K')-$, 为内参照!Q(正常对照组'V[(高糖组'eeB(
eeB 组

表 ;9各组不同时间点人 C?D)中 +5@3/>;N
相对

表达量的比较)!O"$相对灰度值*

组别 样本量
不同时间点 /KR0)NBM蛋白相对表达

D 2 F 2 BH 2 HN 2
正常对照组 D C ĈJNlC ĈHB C ĈNHlC ĈBB' C ĤNBlC ĈNM C ĤMFlC B̂JI
高糖组 D C ĈFIlC ĈCJ C B̂HJlC ĈDF C N̂NElC B̂MF C D̂HIlC ĤBJ
eeB 组 D C ĈJElC ĈBC C ĈDJlC ĈBM' C N̂CMlC B̂EM C D̂BBlC ĈIH
$ C ÎDN BH N̂DF D ĤEC B ĈDD
G C N̂ND C ĈCE C B̂BC C N̂BH

!注(与各自时间点高糖组比较$'GmC ĈB )单因素方差分析$]R@K6检

验*!]?O%(晶状体上皮细胞

<:<9各组人 ]?O%的凋亡率
不同处理组细胞培养后 D%F%BH 和 HN 2$高糖组和

eeB 组的细胞凋亡率逐渐增加$细胞凋亡率为 D Ĥ` a
J Ê`$相应时间点正常对照组细胞凋亡率为 H B̂` a
D D̂`$明显低于高糖组$但 H 个组间差异均无统计学
意义)均 GnC ĈJ*'相应时间点 eeB 组细胞的凋亡率
为 D Ĵ` aBC D̂`$培养后 D 2 其细胞凋亡率与正常对
照组和高糖组相近$组间比较差异均无统计学意义
)均 GnC ĈJ*'培养后 F 2$eeB 组的细胞凋亡率明显高
于正常对照组和高糖组$差异均有统计学意义 )6p
H ĴFD$GpC ĈND' 6pH N̂MJ$GpC ĈNE *'细胞培养后
BH 2$eeB 组的细胞凋亡率仍明显高于正常对照组和
高糖组$差异均有统计学意义)6pJ D̂ME$GpC ĈCH' 6p
N M̂MJ$GpC ĈCD*'细胞培养后 HN 2$eeB 组细胞凋亡
率降低$但仍高于正常对照组$差异有统计学意义)6p
D B̂BH$GpC ĈHB*$而与高糖组比较差异无统计学意
义)GnC ĈJ*& 随着 eeB 作用时间的延长$eeB 组细胞
凋亡率出现了先逐渐增高后下降的趋势$培养后BH 2
细胞的凋亡率最高$与 D 2 的细胞凋亡率比较差异有
统计学意义)6pD ÊDH$GpC ĈCF*$培养后 HN 2 细胞凋
亡率虽较 BH 2 有所降低$但仍显著高于 D 2 值$差异有
统计学意义)6pH N̂EN$GpC ĈDM*)图 H$表 H*&
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图 <9流式细胞术检测各组细胞培养 K *和 ;< *时人 C?D)凋亡率
的变化!细胞培养后 F 2 和 BH 2$eeB 组细胞凋亡率均明显高于高糖
组和正常对照组!>(正常对照组 F 2!Z(高糖组 F 2!O(eeB 组 F 2
@(正常对照组 BH 2!?(高糖组 BH 2!S(eeB 组 BH 2
!

表 <9各组不同时间点人 C?D)凋亡率的比较)!O"$%*

组别 样本量
不同时间点人 ]?O%凋亡率

D 2 F 2 BH 2 HN 2
正常对照组 D H B̂DDlB B̂JI D B̂DDlB B̂EC H M̂DDlC ÊJB D D̂DDlB ĤCB
高糖组 D D F̂FElC ĤDB D ĤDDlB D̂HC D ĴDDlB B̂JI J ÊDDlC ĤDC
eeB 组 D D ĴCClC N̂DJ F N̂DDlH ĈMN'8 BC D̂DDlH F̂BC'8) M ĈDDlH ÎFE')

!注($分组 pHB D̂MH$GmC ĈB'$时间 pBB ĴHD$GmC ĈB:与各自时间点正

常对照组比较$'GmC ĈJ'与各自时间点高糖组比较$8 GmC ĈJ'与各自

组内 D 2 值比较$)GmC ĈJ)两因素方差分析$]R@K6检验*!]?O%(晶状

体上皮细胞
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<:=9各组人 ]?O%中凋亡相关蛋白的表达
高糖组细胞培养各时间点 ]?O%中凋亡抑制蛋白

8)(K9(蛋白的相对表达量高于正常对照组$但差异均
无统计学意义)均 GnC ĈJ*$eeB 组细胞中 8)(K9(的相
对表达量均明显低于正常对照组和高糖组$培养后 F 2
和 BH 2$eeB 组 8)(K9(蛋白的相对表达量明显低于正常
对照组和高糖组$差异均有统计学意义 ) F 2(6p
TD D̂EH$GpC ĈBJ' 6p!H M̂JJ$GpC ĈHI' BH 2(6p
!D ĴBI$GpC ĈBD' 6pTH ÊHH$GpC ĈDJ*)图 D$表 D*&

bcl�xl

β�tubulin

N N HGPP1N HG PP1

0h 3h 6h 0h 12h 24h

bcl�xl

β�tubulin

N N HGPP1N HGPP1

图 =9h")%"3(8#'%法检测各组培养 M1=1K1;<1<> *人 C?D)中
8/#5Q#的表达!#K-&8&($, 为内参照!Q(正常对照组'V[(高糖组'
eeB(eeB 组
!

表 =9各组不同时间点人 C?D)中 8/#5Q#相对
表达量的比较)!O"$相对灰度值*

组别 样本量
不同时间点 8)(K9(蛋白相对表达量

D 2 F 2 BH 2 HN 2

正常对照组 D C ÊIBlC B̂MI C F̂FJlC ĤBI C ÎEDlC ĤMB C ĴMElC B̂JH

高糖组 D C M̂JElC ĤHD C M̂ENlC B̂IF B ĈMBlC B̂MD C F̂HMlC B̂CI

eeB 组 D C ÊBNlC B̂NN C N̂CFlC B̂MN'8 C F̂NBlC ĈFF'8 C ĴDClC B̂HD

$ C N̂ND F ĴII F M̂BH C N̂JB

G C F̂FE C ĈDB C ĈHI C F̂JE

!注(与各自时间点的正常对照组比较$'GmC ĈJ'与各自时间点的高糖

组比较$8GmC ĈJ)单因素方差分析$]R@K6检验*!]?O%(晶状体上皮细胞

_1%-10, 8(*-法检测发现$凋亡抑制蛋白 %&03$3$,

的表达趋势与 8)(K9(的相似$在各时间点高糖组细胞
中 %&03$3$, 的相对表达量较正常对照组略高$但差异
均无统计学意义)均 GnC ĈJ*'eeB 组细胞中 %&03$3$,

的相对表达量均低于正常对照组和高糖组$培养 F 2
和 BH 2 时 eeB 组细胞中 %&03$3$, 的相对表达量均明显
低于正常对照组和高糖组$差异均有统计学意义)F 2(
6pTM F̂DF$GpC ĈCC' 6pTBC ĈFH$GpC ĈCC'BH 2(6p
TH F̂MC$GpC ĈDE' 6pTN ĈJE$GpC ĈCE*)图 N$表 N*&

survivin

β�tubulin

N N HGPP1N HGPP1

0h 3h 6h 0h 12h 24h

β�tubulin

N N HGPP1N HGPP1

survivin

图 >9h")%"3(8#'%法检测各组培养 M1=1K1;<1<> *人 C?D)中
).3-&-&(的表达!#K-&8&($, 为内参照!Q(正常对照组'V[(高糖组'
eeB(eeB 组

表 >9各组不同时间点人 C?D)中 ).3-&-&(相对
表达量的比较)!O"$相对灰度值*

组别 样本量
不同时间点 %&03$3$, 蛋白相对表达量

D 2 F 2 BH 2 HN 2

正常对照组 D C N̂IElC ĴBB C N̂MElC N̂FB B B̂EClC ĤEE C F̂NBlC B̂CE

高糖组 D C N̂NIlC ĈDF C ĴEBlC N̂HB B ĤBHlC ĤEF C ÊBNlC B̂MF
eeB 组 D C N̂BHlC ĈJC C B̂MMlC ĈDM'8 C M̂ENlC B̂JH'8 C F̂HNlC B̂DD
$ H ĴHB JI ĤIH M ĴBN C ĤBC
G C B̂FC C ĈCC C ĈBM C ÎEI

!注(与各自时间点的正常对照组比较$'GmC ĈJ'与各自时间点的高糖

组比较$8GmC ĈB)单因素方差分析$]R@K6检验*!]?O%(晶状体上皮细胞

_1%-10, 8(*-法检测促凋亡蛋白 )'%/'%1KD 蛋白的
表达发现$细胞培养后 D 2 和 F 2$高糖组细胞中活化
的 )'%/'%1KD 的相对表达量与正常对照组接近$培养后
BH 2 和 HN 2 细胞中活化的 )'%/'%1KD 相对表达量稍高
于正常对照组$但差异均无统计学意义 ) BH 2(6p
B B̂HB$GpC D̂CJ'HN 2(6pB D̂CI$GpC ĤDM*$eeB 组细
胞中活化的 )'%/'%1KD 的相对表达量升高$培养后 F 2
和 BH 2$eeB 组细胞中活化的 )'%/'%1KD 蛋白的相对表
达量明显高于正常对照组和高糖组$差异均有统计学
意义)F 2(6pJ B̂IE$GpC ĈHJ'6pN B̂EH$GpC ĈDE' BH 2(6p
E ĤCC$GpC ĈCC'6pF ĈEI$GpC ĈCB*)图 J$表 J*&

活化的caspase�3

β�tubulin

N N HGPP1N HGPP1

0h 3h 6h
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总caspase�3
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图 J9h")%"3(8#'%法检测各组培养 M1=1K1;<1<> *人 C?D)中活化
的 /$)+$)"5= 和总 /$)+$)"5= 的表达!#K-&8&($, 为内参照!Q(正常对
照组'V[(高糖组'eeB(eeB 组
!

表 J9各组不同时间点人 C?D)中活化的 /$)+$)"5=
相对表达量的比较)!O"$相对灰度值*

组别 样本量
不同时间点活化的 )'%/'%1KD 蛋白相对表达量

D 2 F 2 BH 2 HN 2

正常对照组 D C ÎINlC ĤNN B B̂DJlC ĤDM B ĈMElC ĤFB B F̂MClC ĴEE

高糖组 D B B̂IIlC D̂BD B ĤNClC ĤJN H ĈIHlC ĤJB H B̂HElC D̂NM
eeB 组 D B ĤCNlC ĤHC H B̂MDlC ĤIE'8 D ĤFClC ĴHE'8 H ÊMFlC ĤFH
$ C F̂MH BN ĤJB DC ĈHN N M̂BF
G C ĴFJ C ĈCJ C ĈCB C ĈJD

!注(与各自时间点的正常对照组比较$'GmC ĈJ'与各自时间点的高糖

组比较$8GmC ĈJ)单因素方差分析$]R@K6检验*!]?O%(晶状体上皮细胞

<:>9各组人 ]?O%的形态改变
倒置显微镜下观察发现$与正常对照组相比$高糖

组 ]?O%逐渐失去原有细胞表型$细胞皱缩1变长$向纤
维细胞的形态转变'eeB 组 ]?O%皱缩1变长的程度较高
糖组减轻$在 F 2 和 BH 2 时的变化较为明显)图 F*&

hIMNh中华实验眼科杂志 HCBJ 年 F 月第 DD 卷第 F 期!O2$, P?9/ ;/2-2'(.*($P&,1HCBJ$#*(:DD$Q*:F
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图 K9各组人 C?D)的形态变化m标尺pBCC !.$qNC*
>(正常的 ]?O%多呈不规则多边形$细胞生长良好$分
布均匀!Z(正常对照组培养后 D 2 细胞形态正常!O(
高糖组培养后 D 2 细胞形态接近正常!@(eeB 组培养后
D 2 ]?O%形态接近正常!?(正常对照组培养后F 2细胞
正常!S(高糖组培养后 F 2 细胞明显伸长$发生纤维细

胞样改变![(eeB 组培养后 F 2 细胞形态与正常对照组接近!V(正常对照组培养后 BH 2 细胞形态正常!A(高糖组培养后 BH 2 细胞呈梭形$多边
形细胞极少!P(eeB 组培养后 BH 2 细胞形态与正常对照组接近!d(正常对照组培养后 HN 2 细胞形态尚可!](高糖组培养后 HN 2 细胞呈梭形!
Y(eeB 组培养后 HN 2 细胞逐渐变为长梭形
!

<:J9各组人 ]?O%中 ?Y=标志蛋白 ?K)'4210$, 和
"KRY>蛋白的相对表达

_1%-10, 8(*-法检测发现$细胞培养后 D 2 正常对
照组%高糖组和 eeB 组细胞中 ?K)'4210$, 的相对表达
量相近$差异无统计学意义 m$pC ĈIB$GpC ÎBN* '

细胞培养后 F 2$高糖组细胞中 ?K)'4210$, 的相对表
达量较正常对照组明显降低$差异有统计学意义m6p
TH F̂BF$GpC ĈHB* $而 eeB 组细胞中?K)'4210$,的相
对表达量与正常对照组接近$且明显高于高糖组m6p
H N̂MN$GpC ĈND* '培养后 BH 2 和 HN 2$高糖组细胞
中 ?K)'4210$, 的相对表达量略低于正常对照组和
eeB 组$正常对照组和 eeB 组间表达相近$但各组间
的差异均无统计学意义 m$ pH M̂IN$GpC B̂DH'$p
C B̂IH$GpC M̂DC* m图 E$表 F* &

免疫荧光染色法观察发现$高糖组细胞培养后 F 2

和 BH 2$]?O%中 ?K)'4210$, 表达的荧光强度较正常对
照组明显降低$eeB 组 ?K)'4210$, 表达的荧光强度强
于高糖组$而与正常对照组荧光强度相似m图 M*&

E�cadherin

β�tubulin

N N HGPP1N HGPP1

0h 3h 6h 0h 12h 24h

β�tubulin

N N HG PP1 N HG PP1

E�cadherin

图 n9h")%"3(8#'%法检测各组培养后 M%=%K%;<%<> *人 C?D)中

?5/$1*"3&(的相对表达!#K-&8&($, 为内参照!Q(正常对照组'V[(

高糖组'eeB(eeB 组!?K)'4210$,(?K钙黏蛋白

表 K9各组不同时间点人 C?D)中 ?5/$1*"3&(相对
表达量的比较m!O"$相对灰度值*

组别 样本量
各时间点 ?K)'4210$, 蛋白相对表达量

D 2 F 2 BH 2 HN 2

正常对照组 D C F̂IIlC ĤBN C ĴNIlC ĤNF' C N̂IElC ĈDJ C B̂DBlC ĈHD

高糖组 D C F̂DJlC ĤBE C B̂HClC N̂CM C N̂HNlC ĈHJ C B̂HClC ĈDJ
eeB 组 D C F̂DHlC ĤHD C N̂EDlC B̂JJ' C N̂FDlC ĈHD C B̂BNlC ĈDI
$ C ĈIB J N̂FJ H M̂IN C B̂IH
G C ÎBN C ĈNJ C B̂DH C M̂DC

!注(与各自的高糖组比较$'GmC ĈJm单因素方差分析$]R@K6检验*!

]?O%(晶状体上皮细胞'?K)'4210$,(?K钙黏蛋白

30μm A B C

D E F

30μm 30μm

30μm 30μm 30μm

图 N9免疫荧光染色法检测各组人 C?D)中 ?5/$1*"3&(的表达
mAOO"AS$标尺pDC !.*!>(正常对照组培养后 F 2 表达 ?K)'4210$,
的细胞数量较多$呈绿色荧光$细胞核呈蓝色荧光!Z(高糖组培养
后 F 2 细胞中?K)'4210$, 的表达强度减弱!O(eeB 组培养后 F 2 细胞
中 ?K)'4210$, 表达的荧光强度强于高糖组$与正常对照组相近!@(
正常对照组培养后 BH 2 细胞中 ?K)'4210$, 呈绿色荧光$数量多!?(
高糖组培养后BH 2细胞中 ?K)'4210$, 的绿色荧光强度较正常对照组
明显减弱!S(eeB 组培养后 BH 2 细胞中 ?K)'4210$, 的荧光强度较高
糖组明显增强$与正常对照组相近

mCINm 中华实验眼科杂志 HCBJ 年 F 月第 DD 卷第 F 期!O2$, P?9/ ;/2-2'(.*($P&,1HCBJ$#*(:DD$Q*:F
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_1%-10, 8(*-法检测发现$细胞培养后 D 2 正常对
照组%高糖组和 eeB 组细胞中 "KRY>的相对表达量接
近$差异无统计学意义)$pC N̂JM$GpC F̂JD*'培养后
F 2 高糖组细胞中 "KRY>的相对表达量较正常对照组
增高$差异有统计学意义 )6pD D̂FM$GpC ĈBJ *$而
eeB 组细胞中 "KRY>的相对表达量与正常对照组接
近$且明显低于高糖组$差异有统计学意义 ) 6p
!H ĴIC$GpC ĈNB*'培养后 BH 2 和 HN 2 时$高糖组细
胞中 "KRY>的相对表达量仍高于正常对照组$eeB 组
的相对表达量较高糖组下降而与正常对照组相近$但
D 个组间差异均无统计学意义)$pB ĈBE$GpC N̂BE'
$pC F̂DI$GpC ĴFC*)图 I$表 E*&

]?O%中 "KRY>荧光染色结果显示$在培养后 F 2
和 BH 2$高糖组细胞中 "KRY>的荧光强度明显强于正
常对照组$而 eeB 组的荧光强度明显弱于高糖组$与
正常对照组荧光强度接近)图 BC*&
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0h 3h 6h 0h 12h 24h
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N N HGPP1N HGPP1
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图 A9h")%"3(8#'%法检测各组培养后 M%=%K%;<%<> *人 C?D)中
!5@E7的表达!#K-&8&($, 为内参照!Q(正常对照组'V[(高糖组'
eeB(eeB 组!RY>(平滑肌肌动蛋白

表 n9各组不同时间点人 C?D)中 !5@E7
相对表达量的比较)!O"$相对灰度值*

组别 样本量
不同时间点 "KRY>蛋白相对表达量

D 2 F 2 BH 2 HN 2

正常对照组 D C M̂BMlC ĴMD C ÊIDlC B̂MM' B ÊCElC ĴFN B M̂HIlC ĤDH

高糖组 D B B̂INlC F̂NJ H N̂DFlC ÎJE H D̂IElC ÎCI B ÎJElC ĤBN
eeB 组 D B B̂NMlC ĴEE B B̂MFlC N̂ND' B ÎFHlC ĴJJ B ÊHMlC ĤID
$ C N̂JM F ĤHC B ĈBE C F̂DI
G C F̂JD C ĈDN C N̂BE C ĴFC

!注(与各自的正常对照组比较$'GmC ĈJ )单因素方差分析$]R@K6检

验*!]?O%(晶状体上皮细胞'RY>(平滑肌肌动蛋白

=9讨论

糖尿病性白内障依据临床表现分为皮质性%核性%

囊膜下性及混合型& 对白内障的病理学研究发现$皮
质性白内障发生 ]?O%水肿和晶状体纤维的损坏 +BH, $

核性白内障可见 ]?O%密度降低和细胞损伤 +BD, $而后
囊膜下性白内障则是在后囊膜下存在大量有核细胞和

细胞外基质$提示 ]?O%的不同病理改变可能与白内
障的表型有关& 研究显示$糖尿病皮质性白内障患者
]?O%发生凋亡 +BN, $在大鼠糖尿病模型中也发现晶状
体纤维的肿胀及皮质内空泡和裂隙的形成$并迅速发

30μm A B C

D E F

30μm 30μm

30μm 30μm 30μm

图 ;M9各组人 C?D)中 !5@E7蛋白的表达)AOO"AS$标尺pDC !.*
>(正常对照组培养后 F 2 细胞中 "KRY>表达微弱$呈红色荧光$阳
性细胞少$细胞核呈蓝色荧光!Z(高糖组培养后 F 2 细胞中"KRY>
表达强$阳性细胞明显增加!O(eeB 组培养后 F 2$"KRY>阳性细胞
数量较高糖组减少$荧光强度减弱!@(正常对照组培养后 BH 2
"KRY>阳性细胞荧光强度较弱$阳性细胞数量少!?(高糖组培养后
BH 2 "KRY>阳性细胞数量较正常对照组明显增加$荧光增强!S(eeB
组培养后 BH 2 "KRY>阳性细胞数量较高糖组减少$荧光强度减弱

生全晶状体混浊
+BH$BJ, $]?O%凋亡显著增加 +F, &

实际上$高糖刺激还可诱导 ]?O%发生凋亡以外
的其他病理改变& 本研究发现$单纯的高浓度葡萄糖
培养细胞后并未导致人 ]?O%凋亡率的显著升高$而
且抑制凋亡的 8)(K9(蛋白和 %&03$3$, 蛋白以及促凋亡
的 )'%/'%1KD 蛋白的表达量也未见显著变化$但 ?Y=
标志物 ?K)'4210$, 表达减弱$"KRY>表达增高$提示高
糖诱导了细胞的转分化过程$这种变化可能是糖尿病
患者易发生囊膜下性白内障的重要因素&

在高浓度葡萄糖诱导 ]?O%发生 ?Y=的过程中$
)KR0)作为关键分子发挥重要作用& 本研究显示$高浓
度葡萄糖激活 )KR0)酪氨酸蛋白激酶后$单次使用
BC !.*("]eeB 可抑制 )KR0)激酶的活性$以 eeB 作用
后 F 2 更为明显$可能与 eeB 的半抑制浓度有关& 一
些学者研究高浓度葡萄糖对视网膜血管内皮细胞的影

响时发现$高糖可激活 R0)激酶 +BFTBE, $也有研究发现高
糖激活肾小球系膜细胞 R0)激酶$诱导细胞基质蛋白
的累积$eeB 可明显抑制这种变化 +BM, $这些结果与本
研究结果一致&

本研究中发现$用 eeB 抑制 )KR0)激酶的活性后$
抑制凋亡蛋白 8)(K9(和 %&03$3$, 的表达减弱$促凋亡蛋
白 )'%/'%1KD 的表达量增加$细胞向凋亡的方向转化$
凋亡细胞百分比增加$不仅如此$eeB 还抑制了高糖诱
导的 ]?O%发生 ?Y=$这说明高浓度葡萄糖诱导的
]?O%变化中$活化的 )KR0)一方面抑制了 ]?O%的凋
亡$另一方面促使细胞发生 ?Y=$参与细胞凋亡和
?Y=过程的调节& 已有研究表明$R0)参与细胞生存
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的调节$活化的 R0)激酶在渥曼青霉素阻断剂诱导的
VAQD=D 细胞凋亡中起抗凋亡作用 +BI, & ](&$%等 +HC,

研

究发现$缺氧诱导肝癌细胞%神经母细胞瘤细胞和结肠
癌细胞的 )KR0)激酶活化$活化的 )KR0)激酶通过刺激
核因子K$Z信号途径抵抗细胞凋亡'>(.1$4'等 +HB,

的

研究也证实$活化的 R0)激酶可通过 R0)"?\d和
eBDd"><-信号级联反应抵抗成骨细胞凋亡'R0)激酶
通过对凋亡的影响使乳腺肿瘤细胞更容易获得 ?Y=
的表型

+HH, $这些结果与本研究结果一致$利用 )KR0)激
酶这个靶点可能调节细胞的凋亡和 ?Y=&

综上所述$本研究发现高浓度葡萄糖能够激活
]?O%内的 )KR0)激酶$后者抑制细胞凋亡$并诱导细胞
发生 ?Y=$这一过程可能在糖尿病囊膜下性白内障的
形成中发挥重要作用& eeB 抑制 )KR0)激酶的异常激
活对维持 ]?O%的特性$进而维持高糖环境下晶状体
的内环境稳定及透明性有重要作用&
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