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　 　 【摘要】　 目的　 探究水苏碱对高糖诱导的人晶状体上皮细胞(LEC)凋亡水平的影响及其机制。　 方法　 将体

外培养的人 LEC 细胞系 HLE-B3 分为正常组、甘露醇组、高糖组、高糖+二甲基亚砜( DMSO)组和高糖+水苏

碱组,分别采用常规培养基、55
 

mmol / L 甘露醇、55
 

mmol / L 葡萄糖、55
 

mmol / L 葡萄糖+ 25
 

μmol / L
 

DMSO 和

55
 

mmol / L 葡萄糖+ 25
 

μmol / L
 

水苏碱处理。 采用流式细胞术检测各组细胞凋亡水平;采用活性氧( ROS)检

测试剂盒检测各组细胞 ROS 水平;采用线粒体超氧化物检测试剂盒检测各组细胞线粒体超氧化物含量;采

用线粒体膜电位检测试剂盒检测各组细胞线粒体膜电位水平;采用 Mito-Tracker 染色观察各组细胞线粒体

形态。　 结果 　 正常组、甘露醇组、高糖组、高糖+ DMSO 组和高糖+ 水苏碱组细胞凋亡率分别为 ( 4. 09 ±

0. 25) % 、(4. 01±0. 23) % 、(10. 54±0. 69) % 、(10. 72±0. 34) %和( 6. 32± 0. 37) % ,总体比较差异有统计学意义

( F = 191. 80,P<0. 001) ,其中高糖组和高糖+DMSO 组细胞凋亡率显著高于正常组、甘露醇组和高糖+水苏碱

组,差异均有统计学意义(均 P<0. 001) 。 各组细胞 ROS 平均荧光强度、线粒体超氧化物平均荧光强度、多聚

体平均荧光强度、单聚体平均荧光强度、线粒体膜电位水平、线粒体平均形状因子数目、线粒体平均分支数目

及平均面积总体比较差异均有统计学意义 ( F = 112. 50、84. 63、79. 20、165. 90、73. 14、10. 67、31. 65、52. 19,均

P<0. 05) ,其中与正常组和甘露醇组相比,高糖组和高糖+DMSO 组细胞 ROS 平均荧光强度、线粒体超氧化物

平均荧光强度、单聚体平均荧光强度均明显升高,多聚体平均荧光强度、线粒体膜电位水平、线粒体平均形状

因子数目、线粒体平均分支数目及平均面积均明显降低,差异均有统计学意义 ( 均 P < 0. 05) ;与高糖组和高

糖+DMSO 组相比,高糖+水苏碱组细胞 ROS 平均荧光强度、线粒体超氧化物平均荧光强度、单聚体平均荧光

强度均明显降低,多聚体平均荧光强度、线粒体膜电位水平、线粒体平均形状因子数目、线粒体平均分支数目

及平均面积均明显升高,差异均有统计学意义(均 P < 0. 05) 。　 结论 　 水苏碱可能通过恢复线粒体功能抑制

高糖诱导的人 LEC 凋亡。　
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 Abstract  　 Objective　 To
 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

stachydrine
 

on
 

the
 

apoptosis
 

of
 

human
 

lens
 

epithelial
 

cells
 

induced
 

by
 

high
 

glucose
 

and
 

its
 

underlying
 

mechanism. 　 Methods 　 Cultured
 

human
 

lens
 

epithelial
 

cell
 

line
 

HLE-
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B3
 

in
 

vitro
 

was
 

divided
 

into
 

five
 

groups 
 

normal
 

group 
 

mannitol
 

group 
 

high-glucose
 

group 
 

high-glucose+dimethyl
 

sulfoxide
 

 DMSO  
 

group 
 

and
 

high-glucose + stachydrine
 

group
 

treated
 

with
 

regular
 

medium 
 

55
 

mmol / L
 

mannitol 
 

55
 

mmol / L
 

glucose 
 

55
 

mmol / L
 

glucose + 25
 

μmol / L
 

DMSO 
 

and
 

55
 

mmol / L
 

glucose + 25
 

μmol / L
 

stachydrine 
 

respectively.
 

The
 

apoptosis
 

rate
 

of
 

cells
 

in
 

each
 

group
 

was
 

detected
 

by
 

flow
 

cytometry.
 

The
 

intracellular
 

reactive
 

oxygen
 

species
 

 ROS  
 

level
 

was
 

measured
 

using
 

the
 

ROS
 

assay
 

kit.
 

The
 

mitochondrial
 

superoxide
 

content
 

was
 

determined
 

by
 

the
 

mitochondrial
 

superoxide
 

assay
 

kit.
 

The
 

mitochondrial
 

membrane
 

potential
 

was
 

assessed
 

using
 

the
 

mitochondrial
 

membrane
 

potential
 

assay
 

kit.
 

The
 

mitochondrial
 

morphology
 

of
 

cells
 

was
 

observed
 

by
 

Mito-Tracker
 

staining. 　 Results 　 The
 

apoptosis
 

rates
 

of
 

cells
 

in
 

the
 

normal
 

group 
 

mannitol
 

group 
 

high-glucose
 

group 
 

high-

glucose+DMSO
 

group 
 

and
 

high-glucose + stachydrine
 

group
 

were
 

 4. 09 ± 0. 25  %  
 

 4. 01 ± 0. 23  %  
 

 10. 54 ±

0. 69  %  
 

 10. 72±0. 34  %
 

and
 

 6. 32±0. 37  %  
 

respectively 
 

with
 

a
 

statistically
 

significant
 

overall
 

difference
 

 F =

191. 80 
 

P<0. 001  .
 

The
 

apoptosis
 

rates
 

of
 

the
 

high-glucose
 

group
 

and
 

high-glucose+DMSO
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

of
 

the
 

normal
 

group 
 

mannitol
 

group
 

and
 

high-glucose + stachydrine
 

group
 

 all
 

P < 0. 001  .
 

There
 

were
 

statistically
 

significant
 

differences
 

in
 

the
 

mean
 

ROS
 

fluorescence
 

intensity 
 

mean
 

fluorescence
 

intensity
 

of
 

mitochondrial
 

superoxide 
 

mean
 

fluorescence
 

intensity
 

of
 

monomers 
 

mean
 

fluorescence
 

intensity
 

of
 

polymers 
 

mitochondrial
 

membrane
 

potential 
 

mean
 

number
 

of
 

mitochondrial
 

shape
 

factor 
 

mean
 

mitochondrial
 

branch
 

number 
 

and
 

mean
 

mitochondrial
 

area
 

among
 

the
 

five
 

groups
 

 F = 112. 50 
 

84. 63 
 

79. 20 
 

165. 90 
 

73. 14 
 

10. 67 
 

31. 65 
 

52. 19 
 

all
 

P < 0. 05  .
 

Compared
 

with
 

the
 

high-glucose
 

group
 

and
 

high-glucose + DMSO
 

group 
 

the
 

mean
 

ROS
 

fluorescence
 

intensity 
 

mean
 

fluorescence
 

intensity
 

of
 

mitochondrial
 

superoxide 
 

and
 

mean
 

fluorescence
 

intensity
 

of
 

monomers
 

were
 

significantly
 

reduced 
 

and
 

the
 

mean
 

fluorescence
 

intensity
 

of
 

polymers 
 

mitochondrial
 

membrane
 

potential 
 

mean
 

mitochondrial
 

shape
 

factor 
 

mean
 

mitochondrial
 

branch
 

number 
 

and
 

mean
 

mitochondrial
 

area
 

were
 

significantly
 

increased
 

in
 

the
 

normal
 

group 
 

mannitol
 

group
 

and
 

the
 

high-glucose +

stachydrine
 

group
 

 all
 

P< 0. 05  . 　 Conclusions　 Stachydrine
 

may
 

inhibit
 

high
 

glucose-induced
 

apoptosis
 

of
 

human
 

lens
 

epithelial
 

cells
 

by
 

restoring
 

mitochondrial
 

function.
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　 　 白内障是糖尿病患者的主要眼部并发症之一,常
在早期发生,且进展迅速,其发生与高糖环境下晶状体

上皮细胞( lens
 

epithelial
 

cell,LEC) 凋亡密切相关 [ 1] 。
在糖尿病患者体内,高血糖环境可导致晶状体细胞内

糖化终产物蓄积和氧化应激反应增强,进而造成晶状

体细胞损伤 [ 2] 。 这种损伤包括线粒体功能异常、蛋白

质糖基化、细胞内钙离子失衡等,可引起 LEC 凋亡,最
终导致白内障形成 [ 3] 。

水苏碱是一种从中华益母草中提取的水溶性生物

碱,具有抗氧化、抗炎和抗肿瘤等作用 [ 4] 。 此外,与其

他经典抗氧化剂相比,水苏碱具有更高的生物利用度

及安全性,不仅对心血管系统有保护作用,还可抑制细

胞凋亡并调节免疫反应 [ 5] 。 然而,水苏碱能否对高糖

诱导的 LEC 凋亡发挥保护作用尚不清楚。 因此,本研

究旨在通过体外细胞培养模型,探究水苏碱对高糖刺

激的人 LEC 凋亡水平的影响及机制,以期为研发糖尿

病性白内障新的治疗策略提供理论基础。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 细胞来源 　 人 LEC 细胞系 HLE-B3 购自河南

北纳生物检验检测有限公司。
1. 1. 2 　 主要试剂及仪器 　 水苏碱 ( HY-N0298,美国

MCE 公司) ;DMEM 培养基( L110KJ,上海源培生物科

技股份有限公司 ) ; 二甲基亚砜 ( dimethyl
 

sulfoxide,
DMSO) ( D8370) 、葡萄糖( G8150) 、甘露醇( SM8120) 、
细 胞 计 数 试 剂 盒 8 ( cell

 

counting
 

kit-8, CCK-8 )
( CA1210, 北京索莱宝科技有限公司 ) ; Annexin

 

V-
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FITC / PI 细胞凋亡检测试剂盒 ( CX005S,上海雅酶生

物医 药 科 技 有 限 公 司 ) ; 活 性 氧 ( reactive
 

oxygen
 

species,ROS)检测试剂盒( S0033S) 、Mito-Tracker 线粒

体绿色荧光探针( C1048) 、Hoechst
 

33342( C1022,上海

碧云天生物技术股份有限公司) ;线粒体超氧化物检

测试剂盒( MitoSOX
 

Red,40778ES50) 、JC-10 线粒体膜

电位检测试剂盒[40707ES03,翌圣生物科技(上海)股

份有限公司] 。 荧光显微镜 ( IX73, 德国 Olympus 公

司) ;多功能酶标仪( Infinite
 

200
 

PRO,瑞士 TECAN 公

司) ;FACS
 

Calibur 流式细胞仪(美国 BD 公司) 。
1. 2　 方法

1. 2. 1 　 细胞培养和分组处理 　 将 HLE-B3 细胞接种

至含 10%胎牛血清和 10
 

g / L 青霉素链霉素的 DMEM
低葡萄糖培养基中,置于 37

 

℃ 、5%
 

CO2 细胞培养箱

中培养;次日更换新鲜培养液并观察细胞生长情况,当
细胞融合度达到 80%以上时,按 1 ∶ 3比例进行消化传

代。 选取第 3 代对数生长期细胞,制备单细胞悬液,以
备后续实验使用。 将细胞分为正常组、甘露醇组、高糖

组、高糖+DMSO 组和高糖+水苏碱组,其中正常组常规

培养,不进行特殊处理;甘露醇组使用 55
 

mmol / L 甘露

醇处理,以排除高糖处理对细胞渗透压的影响;高糖组

使用 55
 

mmol / L 葡萄糖处理;高糖+DMSO 组在高糖条

件下添加 25
 

μmol / L
 

DMSO 处理用作溶剂对照;高糖+
水苏碱组在高糖条件下添加 25

 

μmol / L 水苏碱处理。
水苏碱用 DMSO 配制成初始浓度为 10

 

mmol / L 储备

液,临用前用完全培养基稀释至所需浓度。 高糖模型

的建立参考文献[6] 。
1. 2. 2 　 CCK-8 法检测不同浓度水苏碱处理后细胞活

力 　 取对数生长期细胞, 经消化、 离心、 重悬后, 取

10
 

μl 细胞悬液滴加到细胞计数板进行计数,以 1 ×
104 个 / 孔的密度接种于 96 孔板,每孔加入 100

 

μl 细

胞悬液,待细胞贴壁后,吸弃原培养基,根据实验设计

在每个孔中 加 入 用 完 全 培 养 基 稀 释 的 含 0、 6. 25、
12. 5、25. 0、50. 0、100

 

μmol / L 的水苏碱 100
 

μl,每组设

置 3 个复孔;将 96 孔板放入细胞培养箱中孵育 24
 

h,
向每个孔中加入 10

 

μl
 

CCK-8 溶液,避光孵育 2
 

h,采
用酶标仪检测波长 450

 

nm 处的吸光度( absorbance,
A)值。 细胞活力值 = ( 实验孔 A 值 -空白孔 A 值) /
(对照孔 A 值-空白孔 A 值) × 100% 。 实验独立重复

3 次。
1. 2. 3　 流式细胞术检测各组细胞凋亡水平 　 各组细

胞培养 24
 

h 后将细胞轻柔重悬于 Annexin
 

V 结合缓

冲液中,与 Annexin
 

V-FITC / PI 避光孵育 15
 

min;采用

FACS
 

Calibur 流 式 细 胞 仪 对 样 品 进 行 检 测; 采 用

FlowJo
 

v10. 8. 1 软件分析不同象限的细胞群比例;左
下象限细胞为正常细胞,右下象限细胞为早期凋亡细

胞,右上象限细胞为晚期凋亡细胞;凋亡细胞群总比

例 = 右上象限凋亡细胞比例+右下象限凋亡细胞比例。
实验独立重复 3 次。
1. 2. 4　 ROS 检测试剂盒检测各组细胞 ROS 水平 　 取

对数生长期细胞,以 2 × 104 个 / 孔的密度接种于 48 孔

板, 各 组 细 胞 分 别 培 养 24
 

h 后 用 磷 酸 盐 缓 冲 液

( phosphate
 

buffer
 

solution,PBS)洗 2 次,用不含血清的

基础培养基将原液为 5
 

mmol / L 的 DCFH-DA 荧光探

针稀释至 10
 

μmol / L,每孔加入 200
 

μl 染色液,37
 

℃
避光孵育 30

 

min;弃去染色液,预冷 PBS 洗 3 次,倒置

荧光显微镜下拍照;采用 ImageJ_v1. 53t 图像分析软件

进行定量分析,设置统一测量参数,选择目标区域并去

除背景荧光,计算各组 ROS 平均荧光强度。 DCFH-DA
阳性染色表现为细胞内绿色荧光信号。 实验独立重复

3 次。
1. 2. 5　 线粒体超氧化物检测试剂盒检测各组细胞线

粒体超氧化物含量 　 各组细胞培养 24
 

h 后用 PBS 洗

2 次,用不含血清的基础培养基将原液为 5
 

mmol / L 的

Mito-SOX 荧光探针按照 1 ∶ 1
 

000 比例稀释,使其终浓

度为 5. 0
 

μmol / L,每孔加入 200
 

μl 染色液,37
 

℃ 避光

孵育 1
 

h;弃去工作液,预冷 PBS 洗 3 次,倒置荧光显

微镜下拍照;采用 ImageJ_v1. 53t 图像分析软件进行定

量分析,设置统一测量参数,选择目标区域并去除背景

荧光,计算各组细胞线粒体超氧化物平均荧光强度。
Mito-SOX 阳性染色表现为线粒体部位出现红色荧光

信号。 实验独立重复 3 次。
1. 2. 6　 线粒体膜电位检测试剂盒检测各组细胞线粒

体膜电位水平 　 各组细胞培养 24
 

h 后用 PBS 洗 2 次,
用不含血清的基础培养基将原液为 3

 

mmol / L 的 JC-10
荧光 探 针 按 照 1 ∶ 100 比 例 稀 释, 使 其 终 浓 度 为

30
 

μmol / L。 每孔加入 200
 

μl
 

JC-10 染色工作液,充

分混匀;37
 

℃ 避光孵育 20
 

min,吸除上清,用 JC-10
染色缓冲液洗涤 3 次;加入 200

 

μl 细胞培养液,倒置

荧光显微镜下拍照;采用 ImageJ_v1. 53t 图像分析软

件进行定量分析,设置统一测量参数,选择目标区域

并去除背景荧光,计算各组细胞单聚体和多聚体的

平均荧光强度。 红色荧光代表线粒体功能完好,绿

色荧光代表线粒体功能受损。 线粒体膜电位水平 =
平均红色荧光强度 / 平均绿色荧光强度。 实验独立

重复 3 次。
1. 2. 7　 Mito-Tracker 染色检测各组细胞线粒体形态 　
各组细胞培养 24

 

h 后用 PBS 洗 2 次,用不含血清的基
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础培养基将原液为 200
 

μmol / L 的 Mito-Tracker 荧光探

针稀释至终浓度为 20
 

nmol / L, 加入配制好的且经

37
 

℃ 预温育的 Mito-Tracker 染色工作液,37
 

℃ 避光孵

育 30
 

min,倒置荧光显微镜下拍照。 参照文献[ 7] ,采
用 ImageJ_v1. 53t 图像分析软件进行线粒体形态定量

分析,首先对原始图像进行二值化处理,采用自适应阈

值方法调整阈值参数,捕获原始图像中线粒体信号的

形态特征,同时避免将紧密相邻但物理上分离的线粒

体合并或对单个分裂线粒体产生误判;对阈值处理后

的图像执行 “ 骨架化 2D / 3D” 命令,生成线粒体骨架

图;通过“ Analyze
 

Particles”命令,对每个线粒体的平均

面积、平均形状因子数目和平均分支数目等形态学特

征进行识别和量化。 线粒体平均面积 = 线粒体总面

积 / 线粒体数量。 实验独立重复 3 次。
1. 3　 统计学方法

采用 GraphPad
 

Prism
 

9. 4. 1 软件进行统计分析。
计量资料经 Shapiro-Wilk 检验证实呈正态分布,以 x±s
表示,并经 Levene 检验证实方差齐。 各组间 ROS 水

平、线粒体超氧化物含量、线粒体膜电位水平、线粒体

平均面积、线粒体平均形状因子数目和线粒体平均分

支数目等总体比较采用单因素方差分析,多重比较采

用 Tukey 法。 P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 不同浓度水苏碱处理后细胞活力值比较

0、6. 25、12. 5、25、50、100
 

μmol / L 水苏碱处理后,
细 胞 活 力 值 分 别 为 ( 100. 00 ± 0. 00 ) %、 ( 96. 40 ±
3. 48) %、(96. 18±3. 39) %、(94. 46±2. 93) %、(84. 54±
7. 55) %、(73. 46±2. 77) %,总体比较差异有统计学意

义( F = 17. 86,P < 0. 001) ,其中与 0
 

μmol / L 水苏碱处

理相比,50、100
 

μmol / L 水苏碱处理后细胞活力值明

显下降,差异均有统计学意义 ( 均 P < 0. 01) (图 1) 。
为避免高浓度水苏碱对细胞产生的毒性作用,后续实

验选择 25
 

μmol / L 水苏碱进行干预。
2. 2　 各组细胞凋亡水平比较

正常组、甘露醇组、高糖组、高糖+ DMSO 组和高

糖+水苏 碱 组 细 胞 凋 亡 率 分 别 为 ( 4. 09 ± 0. 25 ) %、
(4. 01±0. 23) %、(10. 54±0. 69) %、( 10. 72±0. 34) %和

(6. 32± 0. 37 ) %, 总体比较差异有统计学意义 ( F =
191. 80,P<0. 001) ,其中与正常组和甘露醇组相比,高
糖组和高糖+DMSO 组细胞凋亡率显著升高,差异均有

统计学意义 ( 均 P < 0. 001) ;与高糖组和高糖+ DMSO
组相比,高糖+水苏碱组细胞凋亡率显著降低,差异均

有统计学意义(均 P<0. 001) (图 2) 。

水苏碱浓度（μmol/L）
0 6.25 12.5 25 50 100

150

100

50

0

细
胞

活
力

值（
%
） a

a

图 1　 不同浓度水苏碱处理后细胞活力值比较 　 F = 17. 86, P <

0. 001.
 

与 0
 

μmol / L 水苏碱比较,a P < 0. 01( 单因素方差分析,Tukey

法;n = 3)

Figure
 

1　 Comparison
 

of
 

cell
 

viability
 

after
 

treatment
 

with
 

different
 

concentrations
 

of
 

stachydrine　 F = 17. 86 
 

P
 

<
 

0. 001.
 

Compared
 

with
 

0
 

μmol / L
 

stachydrine 
 a P<0. 01

 

 One-way
 

ANOVA 
 

Tukey
 

test 
 

n = 3  

2. 3　 各组细胞 ROS 水平比较

正常组、甘露醇组、高糖组、高糖+ DMSO 组和高

糖+水苏碱组细胞 ROS 平均荧光强度分别为 33. 00 ±
4. 58、 39. 33 ± 5. 13、 83. 33 ± 4. 04、 80. 00 ± 3. 61 和

34. 33± 3. 06, 总 体 比 较 差 异 有 统 计 学 意 义 ( F =
112. 50,P<0. 001) ,其中与正常组和甘露醇组相比,高
糖组和高糖+ DMSO 组 ROS 平均荧光强度显著升高,
差异均有统计学意义 ( 均 P < 0. 001) ;与高糖组和高

糖+DMSO 组相比,高糖+水苏碱组细胞 ROS 平均荧光

强度显著降低,差异均有统计学意义 ( 均 P < 0. 001)
(图 3) 。
2. 4　 各组细胞线粒体超氧化物含量比较

正常组、甘露醇组、高糖组、高糖+ DMSO 组和高

糖+水苏碱组细胞线粒体超氧化物平均荧光强度分别

为 42. 33±4. 04、38. 67±3. 51、79. 41±3. 10、77. 67±4. 04
和 42. 33 ± 4. 51, 总体比较差异有统计学意义 ( F =
84. 63,P < 0. 001) ,其中与正常组和甘露醇组相比,高
糖组和高糖+DMSO 组线粒体超氧化物平均荧光强度

显著升高,差异均有统计学意义 ( 均 P < 0. 001) ;与高

糖组和高糖+DMSO 组相比,高糖+水苏碱组细胞线粒

体超氧化物平均荧光强度显著降低,差异均有统计学

意义(均 P<0. 001) (图 4) 。
2. 5　 各组细胞多聚体平均荧光强度、单聚体平均荧光

强度和线粒体膜电位水平比较

正常组、甘露醇组、高糖组、高糖+ DMSO 组和高

糖+水苏碱组多聚体平均荧光强度、单聚体平均荧光

强度和线粒体膜电位水平总体比较差异均有统计学意

义( F = 79. 20、165. 90、73. 14,均P <0. 001) ,其中与正
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图 2　 各组细胞凋亡水平比较 　 A:各组细胞凋亡流式细胞图 　 B:各组细胞凋亡率比较 　 F = 191. 80,P<0. 001.
 

与正常组比较,a P< 0. 001;与甘露

醇组比较,b P<0. 001;与高糖组比较,c P<0. 001;与高糖+DMSO 组比较,d P<0. 001(单因素方差分析,Tukey 法;n = 3) 　 1:正常组;2:甘露醇组;3:

高糖组;4:高糖+DMSO 组;5:高糖+水苏碱组 　 DMSO:二甲基亚砜

Figure
 

2　 Comparison
 

of
 

cell
 

apoptosis
 

among
 

different
 

groups　 A 
 

Flow
 

cytometry
 

plots
 

of
 

apoptosis
 

in
 

each
 

group　 B 
 

Comparison
 

of
 

apoptosis
 

rates
 

among
 

different
 

groups　 F = 191. 80 
 

P<0. 001.
 

Compared
 

with
 

the
 

normal
 

group 
 a P< 0. 001 

 

compared
 

with
 

the
 

mannitol
 

group 
 b P < 0. 001 

 

compared
 

with
 

the
 

high
 

glucose
 

group 
 c P<0. 001 

 

compared
 

with
 

the
 

high
 

glucose + DMSO
 

group 
 d P < 0. 001

 

 One-way
 

ANOVA 
 

Tukey
 

test 
 

n = 3  　 1 
 

normal
 

group 
 

2 
 

mannitol
 

group 
 

3 
 

high
 

glucose
 

group 
 

4 
 

high
 

glucose+DMSO
 

group 
 

5 
 

high
 

glucose+stachydrine
 

group　 DMSO 
 

dimethyl
 

sulfoxide
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图 3　 各组细胞 ROS 水平比较 　 A:各组细胞 ROS 荧光染色图 ( DCFH-DA
 

× 200,标尺 = 50
 

μm) 　 B:各组细胞 ROS 平均荧光强度比较 　 F =

112. 50,P<0. 001.
 

与正常组比较,a P<0. 001;与甘露醇组比较,b P< 0. 001;与高糖组比较,c P< 0. 001;与高糖+DMSO 组比较,d P< 0. 001(单因素方

差分析,Tukey 法;n = 3) 　 1:正常组;2:甘露醇组;3:高糖组;4:高糖+DMSO 组;5:高糖+水苏碱组 　 DMSO:二甲基亚砜;ROS:活性氧

Figure
 

3　 Comparison
 

of
 

intracellular
 

ROS
 

levels
 

among
 

different
 

groups　 A 
 

Fluorescence
 

images
 

of
 

ROS
 

staining
 

in
 

each
 

group
 

 DCFH-DA
 

×200 
 

scale
 

bar = 50
 

μm  　 B 
 

Comparison
 

of
 

the
 

mean
 

ROS
 

fluorescence
 

intensity 　 F = 112. 50 
 

P < 0. 001.
 

Compared
 

with
 

the
 

normal
 

group 
 a P < 0. 001 

 

compared
 

with
 

the
 

mannitol
 

group 
 b P< 0. 001 

 

compared
 

with
 

the
 

high
 

glucose
 

group 
 c P < 0. 001 

 

compared
 

with
 

the
 

high
 

glucose + DMSO
 

group 
 d P <

0. 001
 

 One-way
 

ANOVA 
 

Tukey
 

test 
 

n = 3  　 1 
 

normal
 

group 
 

2 
 

mannitol
 

group 
 

3 
 

high
 

glucose
 

group 
 

4 
 

high
 

glucose + DMSO
 

group 
 

5 
 

high
 

glucose+stachydrine
 

group　 DMSO 
 

dimethyl
 

sulfoxide 
 

ROS 
 

reactive
 

oxygen
 

species

常组和甘露醇组相比,高糖组和高糖+DMSO 组多聚体

平均荧光强度和线粒体膜电位水平均明显降低,单聚

体平均荧光强度明显升高,差异均有统计学意义 ( 均

P<0. 05) ;与高糖组和高糖+DMSO 组相比,高糖+水苏

碱组细胞多聚体平均荧光强度和线粒体膜电位水平均

明显升高,单聚体平均荧光强度明显降低,差异均有统

计学意义(均 P<0. 05) (图 5,表 1) 。
2. 6　 各组细胞线粒体形态参数比较

正常组、甘露醇组、高糖组、高糖+ DMSO 组和高

糖+水苏碱组线粒体平均形状因子数目、平均分支数

目及平均面积总体比较差异均有统计学意义 ( F =
10. 67、31. 65、52. 19,均 P < 0. 05) ,其中与正常组和甘

露醇组相比,高糖组和高糖+DMSO 组线粒体平均形状

因子、平均分支数目及平均面积均显著降低,差异均有

统计学意义(均 P <0. 01) ;与高糖组和高糖+DMSO 组

相比,高糖+水苏碱组线粒体平均形状因子数目、平均

分支数目及平均面积均显著升高,差异均有统计学意

义(均P<0. 05) (图 6,表 2) 。
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图 4　 各组细胞线粒体超氧化物含量比较 　 A:各组细胞线粒体超氧化物荧光染色图( MitoSOX
 

× 200,标尺 = 20
 

μm) 　 B:各组细胞线粒体超氧化

物平均荧光强度比较 　 F = 84. 63,P<0. 001.
 

与正常组比较,a P < 0. 001;与甘露醇组比较,b P < 0. 001;与高糖组比较,c P < 0. 001;与高糖+DMSO 组

比较,d P<0. 001(单因素方差分析,Tukey 法;n = 3) 　 1:正常组;2:甘露醇组;3:高糖组;4:高糖+DMSO 组;5:高糖+水苏碱组 　 DMSO:二甲基亚砜

Figure
 

4　 Comparison
 

of
 

mitochondrial
 

superoxide
 

levels
 

among
 

different
 

groups 　 A 
 

Fluorescence
 

images
 

of
 

mitochondrial
 

superoxide
 

staining
 

in
 

each
 

group
 

 MitoSOX
 

×200 
 

scale
 

bar
 

= 20
 

μm  　 B 
 

Comparison
 

of
 

the
 

mean
 

fluorescence
 

intensity
 

of
 

mitochondrial
 

superoxide　 F = 84. 63 
 

P< 0. 001.
 

Compared
 

with
 

the
 

normal
 

group 
 a P<0. 001 

 

compared
 

with
 

the
 

mannitol
 

group 
 b P<0. 001 

 

compared
 

with
 

the
 

high
 

glucose
 

group 
 c P<0. 001 

 

compared
 

with
 

the
 

high
 

glucose+DMSO
 

group 
 d P<0. 001
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Tukey
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n = 3  　 1 
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图 5　 各组细胞线粒体膜电位荧光染色图( JC-10
 

×200,标尺 = 50
 

μm) 　 红色荧光代表线粒体功能完好,绿色荧光代表线粒体功能受损 　 DMSO:
二甲基亚砜

Figure
 

5　 Fluorescence
 

staining
 

images
 

of
 

mitochondrial
 

membrane
 

potential
 

 JC-10
 

× 200 
 

scale
 

bar = 50
 

μm  　 Red
 

fluorescence
 

indicated
 

intact
 

mitochondrial
 

function 
 

and
 

green
 

fluorescence
 

indicated
 

impaired
 

mitochondrial
 

function　 DMSO 
 

dimethyl
 

sulfoxide
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Mito�Tracker与
Hoechst融合图

线粒体原始图像

线粒体二值化图像

调整阈值

线粒体形态2D分析

高糖组正常组 甘露醇组 高糖+DMSO组 高糖+水苏碱组

图 6　 各组细胞线粒体形态分析过程示意图( ×400) 　 DMSO:二甲基亚砜

Figure
 

6　 Schematic
 

diagram
 

of
 

the
 

analysis
 

process
 

of
 

mitochondrial
 

morphology
 

in
 

each
 

group
 

of
 

cells
 

 ×400  　 DMSO 
 

dimethyl
 

sulfoxide

表 1　 各组细胞多聚体平均荧光强度、单聚体平均荧光强度及线粒体膜电位水平比较(x±s)
Table

 

1　 Comparison
 

of
 

the
 

average
 

fluorescence
 

intensity
 

of
 

polymers,
 

monomers,
 

and
 

the
 

mitochondrial
 

membrane
 

potential
 

levels
 

among
 

different
 

groups
 

(x±s)

组别 样本量 多聚体平均荧光强度 单聚体平均荧光强度 线粒体膜电位水平

正常组 3 83. 20±4. 14 36. 26±3. 92 2. 31±0. 34

甘露醇组 3 81. 31±4. 97 38. 03±3. 39 2. 14±0. 09

高糖组 3 42. 91±4. 10 ab 85. 63±2. 65 ab 0. 50±0. 06 ab

高糖+DMSO 组 3 46. 47±2. 30 ab 87. 63±3. 51 ab 0. 53±0. 05 ab

高糖+水苏碱组 3 80. 40±3. 74 cd 46. 45±3. 68 cd 1. 74±0. 16 cd

F 值 79. 20 165. 90 73. 14

P 值 <0. 001 <0. 001 <0. 001

　 注:与正常组比较,a P<0. 05;与甘露醇组比较,b P< 0. 05;与高糖组比较,c P< 0. 05;与高糖+DMSO 组比较,d P< 0. 05(单因素方差分析,Tukey 法) 　
DMSO:二甲基亚砜

　 Note 
 

Compared
 

with
 

the
 

normal
 

group 
 a P < 0. 05 

 

compared
 

with
 

the
 

mannitol
 

group 
 b P < 0. 05 

 

compared
 

with
 

the
 

high
 

glucose
 

group 
 c P < 0. 05 

 

compared
 

with
 

the
 

high
 

glucose+DMSO
 

group 
 d P<0. 05

 

 One-way
 

ANOVA 
 

Tukey
 

test  　 DMSO 
 

dimethyl
 

sulfoxide
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表 2　 各组线粒体平均形状因子数目、平均分支数目及平均面积比较(x±s)
Table

 

2　 Comparison
 

of
 

the
 

average
 

mitochondrial
 

shape
 

factor
 

number,
 

average
 

mitochondrial
 

branching
 

number,
 

and
 

average
 

mitochondrial
 

area
 

in
 

cells
 

among
 

different
 

groups
 

(x±s)

组别 样本量 线粒体平均形状因子数目( % ) 线粒体平均分支数目(个) 线粒体平均面积( μm2 )

正常组 3 4. 10±0. 46 395. 30±36. 90 1
 

019. 00±75. 08

甘露醇组 3 4. 27±0. 45 370. 00±16. 52 1
 

032. 00±70. 81

高糖组 3 2. 70±0. 40 ab 273. 30±19. 50 ab 502. 00±77. 83 ab

高糖+DMSO 组 3 2. 80±0. 30 ab 250. 70±13. 58 ab 493. 00±35. 93 ab

高糖+水苏碱组 3 3. 83±0. 32 cd 351. 30±16. 26 cd 919. 00±48. 57 cd

F 值 10. 67 31. 65 52. 19

P 值 0. 034 <0. 001 <0. 001

　 注:与正常组比较,a P<0. 05;与甘露醇组比较,b P< 0. 05;与高糖组比较,c P< 0. 05;与高糖+DMSO 组比较,d P< 0. 05(单因素方差分析,Tukey 法) 　
DMSO:二甲基亚砜

　 Note 
 

Compared
 

with
 

the
 

normal
 

group a P < 0. 05 
 

compared
 

with
 

the
 

mannitol
 

group 
 b P < 0. 05 

 

compared
 

with
 

the
 

high
 

glucose
 

group 
 c P < 0. 05 

 

compared
 

with
 

the
 

high
 

glucose+DMSO
 

group 
 d P<0. 05

 

 One-way
 

ANOVA 
 

Tukey
 

test  　 DMSO 
 

dimethyl
 

sulfoxide

3　 讨论

糖尿病是一种全球流行的慢性代谢性疾病,其特

点是血糖水平的长期升高,可引发糖尿病性白内障等

多种并发症 [ 8] 。 白内障是导致老年人视力丧失的主

要原因之一,糖尿病患者白内障的发病率高于非糖尿

病患者 [ 8] 。 LEC 是维持晶状体透明性和正常功能的

重要细胞类型,其功能状况直接影响晶状体的代谢和

透明性 [ 9] 。 研究表明,高糖环境可诱导 LEC 凋亡,进
而导致白内障形成 [ 10] 。 因此,探寻抑制 LEC 凋亡的

药物可能是预防和治疗糖尿病性白内障的有效策略。
水苏碱是益母草中的一种有效成分,作为一种天然植

物提取物,与其他常规抗氧化剂相比,其具有较高的生

物利用度和良好的安全性,长期使用的不良反应更

少 [ 11] 。 此外,已有研究证实,水苏碱除对心血管系统

有一定的治疗和保护作用外,还具有抑制细胞凋亡、调
节免疫反应等药理活性 [ 12] 。 然而水苏碱是否对高糖

刺激的 LEC 凋亡具有调控作用尚不清楚。 本研究发

现,高糖刺激可引起 LEC 凋亡水平明显增加,这可能

与高糖环境下 LEC 内氧化应激水平显著升高有关,因
为氧化应激不仅会直接损伤细胞膜、蛋白质和 DNA,
还会激活多种凋亡相关信号通路 [ 1] 。 随后,本研究检

测了细胞内 ROS 水平,结果与上述推测一致。 采用水

苏碱干预后,高糖刺激 LEC 的 ROS 水平及凋亡水平均

明显降低,这提示水苏碱可减轻高糖环境对 LEC 的氧

化损伤,进而降低其凋亡水平。
有研究指出,高糖环境下 LEC 凋亡与线粒体功能

异常密切相关 [ 13] 。 线粒体是细胞内的能量代谢中心,
其功能异常可导致氧化应激水平和细胞凋亡增加、炎
症反应增强等,进而导致晶状体透明度下降,促进白内

障的发生和发展 [ 14- 15] 。 保护线粒体功能、减少氧化应

激、抑制细胞凋亡已被证明可在一定程度上减缓糖尿

病性白内障的进展 [ 16] 。 此外,有证据表明,水苏碱可

改善线粒体膜电位,增加三磷酸腺苷的生成,减少线粒

体外逸的细胞色素 C,进而抑制凋亡通路的激活 [ 17] 。
因此,本研究从线粒体功能视角阐明了水苏碱对 LEC
凋亡水平的调控机制。 线粒体膜电位是维持线粒体正

常功能的重要参数之一。 过量的线粒体超氧化物可破

坏线粒体膜的完整性,导致线粒体膜电位下降,进而促

进促凋亡因子释放并损伤 DNA,最终引发或加速 LEC
凋亡过程 [ 18] 。 因此,适当的线粒体膜电位水平对于维

持线粒体内外膜结构完整性和正常功能至关重要。 本

研究结果表明,高糖处理引起 LEC 中线粒体超氧化物

含量增加以及线粒体膜电位降低,而水苏碱处理后则

逆转了这种变化。 此外,在线粒体功能受损时,线粒体

面积减小、形状变圆、分支数目减少,这些形态学改变

通常伴随能量代谢紊乱和 ROS 水平增加,最终加速细

胞凋亡 [ 19] 。 因此本研究依据文献 [ 7,20] 中记载的方法

对各组经 Mito-tracker 标记的线粒体形态进行了分析,
发现水苏碱处理后,线粒体平均面积、平均形状因子及

平均分支数目等参数相较于高糖组和高糖+DMSO 组

得到了恢复,进一步证实水苏碱可恢复高糖环境下受

损的线粒体功能, 降低氧化应激水平, 并减少细胞

凋亡。
综上所述,本研究发现,水苏碱可通过改善线粒体

功能,从而有效减轻高糖环境下 LEC 的凋亡水平。 本

研究仍有一定的局限性,首先,本研究主要聚焦于体外

细胞实验,尚未开展体内模型研究及临床试验。 此外,
本研究虽明确水苏碱可通过维持线粒体结构和功能的

完整性,降低 LEC 凋亡水平,但尚未深入探讨其具体

·522·中华实验眼科杂志 2026 年 3 月第 44 卷第 3 期 　 Chin
 

J
 

Exp
 

Ophthalmol,March
 

2026,Vol. 44,No. 3



fmx_T3RoZXJNaXJyb3Jz

信号通路。 后续研究应进一步探讨水苏碱调控 LEC
存活的具体信号通路,为糖尿病性白内障的预防和治

疗提供新策略。
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本刊对来稿中计量单位的使用要求

　 　 计量单位 　 计量单位的使用执行 GB
 

3100 / 3101 / 3102-1993《 国际单位制及其应用 / 有关量、单位和符号的一般原则 / ( 所有部

分)量和单位》的有关规定,具体执行可参照中华医学会杂志社编写的《法定计量单位在医学上的应用》 第 3 版( 人民军医出版社
 

2001 年出版) 。 作者在撰写论文时应注意单位名称与单位符号不可混用。 组合单位符号中表示相除的斜线为 2 条时本刊采用

ng / ( kg·min)
 

的形式,而不用 ng / kg / min 的形式。 应尽可能使用单位符号,也可以与非物理单位(如:人、次、台等)的汉字构成组合

形式的单位,如:次 / min。 在叙述中请先列出法定计量单位数值,括号内写旧制单位数值;如果同一计量单位反复出现,可在首次出

现时注明法定计量单位与旧制单位的换算系数,然后只列出法定计量单位数值。 参量及其公差均需附单位,当参量与其公差的单

位相同时,单位可只写 1 次,即加圆括号将数值组合,置共同单位符号于全部数值之后。 例如:“ 75. 4 ng / L± 18. 2 ng / L” 可以表示为

“ (75. 4±18. 2) ng / L” 。 量的符号一律用斜体字,如吸光度(旧称光密度)的符号为 A。
根据国家质量技术监督局和卫生部联合发出的质技监局量函[1998]126 号文件《关于血压计量单位使用规定的补充通知》 ,凡

是涉及人体及动物体内的压力测定,可以使用毫米汞柱( mmHg) 或厘米水柱( cmH2 O) 为计量单位,但首次使用时应注明 mmHg
 

或

cmH2 O 与 kPa 的换算系数(1 mmHg = 0. 133 kPa,1 cmH2 O = 0. 098 kPa) 。
 

(本刊编辑部)
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