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Abstract
誗AIM: To explore the involvement of oxidative stress and
apoptosis in the pathogenesis of diabetic cataract induced
by Streptozotocin (STZ) and the interventions of puerarin
in order to supply references for clinical treatment.
誗METHODS: Male SD rats were divided into four groups
randomly, control group, diabetic group, apocynin group
and puerarin group. The diabetic group were replicated
by single injection of STZ (65mg/ kg, ip) . The expression
of p22, p47, p67, Bax / Bcl2, Caspase 3 and P53 proteins
were detected by Western Blotting.
誗RESULTS: The diabetic rats were replicated successfully
and the expression of Bcl2 was downregulated while the
expression of p22, p47, p67, Bax, Caspase 3 and P53 were
upregulated in diabetic group with a significant statistical
differences when compared with control group (P<0. 05) .
Apocynin and prerarin can reverse the abnormal
expression of the aforementioned proteins dramatically
(P<0. 05) .
誗 CONCLUSION: NADPH oxidase mediated oxidative
stress and P53, Bax / Bcl2 mediated apoptosis are involved
in the pathogenesis of diabetic cataract and puerarin can
alleviate cataract greatly by inhibiting the aforementioned
signal pathway.
誗 KEYWORDS: streptozotocin; diabetes; cataract;
oxidative stress; apoptosis; puerarin

Citation:Wan L, Liu WB, Shen YY, et al. Oxidative stress -
apoptosis mediated STZ - induced diabetic cataract and the
interventions of puerarin. Guoji Yanke Zazhi( Int Eye Sci) 2014;14
(10):1773-1775

摘要
目的:本文分析氧化应激及细胞凋亡机制在链脲佐菌素
(Streptozotocin,STZ)诱导的糖尿病大鼠白内障发病中的
参与机制及葛根素的改善作用,为相关研究与临床治疗提
供借鉴。
方法:SD 大鼠随机分为四组:对照组、糖尿病模型组、葛根
素干预组及乙酰香草素组。 腹腔注射 STZ(65mg / kg)复制
糖尿病大鼠模型,Western Blotting 分析各组晶状体组织中
氧化应激及细胞凋亡相关蛋白表达的变化。
结果:糖尿病大鼠模型复制成功,且大鼠晶状体组织中氧
化应激蛋白分子 p22、p47 及 p67 表达上调(P<0. 05),细
胞凋亡蛋白 Bax 及 Caspase 3 表达上调,Bcl2 表达下调(P<
0. 05)。 乙酰香草素和葛根素对上述异常具有显著的改
善作用(P<0. 05)。
结论:NADPH 氧化酶介导的氧化应激及 P53 和 Bax / Bcl2
介导的细胞凋亡信号通路参与了糖尿病大鼠白内障的发
病过程,且葛根素通过抑制上述氧化应激通路起到改善
作用。
关键词:链脲佐菌素;糖尿病;白内障;氧化应激;细胞凋
亡;葛根素
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0 引言
摇 摇 随着人们生活方式的改变及饮食结构的改变,糖尿病
的发病率和死亡率有逐年升高的趋势。 糖尿病已成为继
除肿瘤、冠心病、脑血管病以外的第四大威胁人类健康的
疾病,严重威胁人类健康和生活质量[1,2]。 糖尿病主要通
过其大血管和微血管并发症影响患者健康,其中糖尿病性
白内障就是其重要的并发症之一[3-5]。 白内障是临床上
致盲性眼病之一,目前尚无有效的治愈方法。 机体内氧化
与抗氧化失去平衡,导致中性粒细胞炎性浸润,细胞内产
生大量自由基等氧化中间产物,即导致细胞发生氧化应激
反应。 氧化应激介导了机体内一系列的病理状态,包括糖
尿病心肌病、肾病等并发症。 细胞凋亡是细胞的程序化死
亡过程,也参与了细胞的多种生理及病理状态[6-8]。
NADPH 氧化酶(Nicotinamide-adenine dinucleotide Phosphate
Oxidase)家族成员有与细胞膜结合的催化亚单位 NOX,包
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括 Nox1 - Nox5 以及 Duox1 和 Duox2,作用是把电子从
NADPH 转移到分子氧上;还有调控亚单位,包括蛋白
p22phox(在多数细胞膜中起稳定 Nox 的作用)、胞浆中蛋
白 p47phox、激活蛋白 p67phox 等。 乙酰香草素为 NADPH
氧化酶抑制剂,在本研究中作为阳性对照药物。 目前已有
关氧化应激和细胞凋亡参与白内障的相关报道,但是对氧
化应激和细胞凋亡参与糖尿病性白内障的相关分子机制
及葛根素改善的分子机制报道较少。
摇 摇 本文分析氧化应激及细胞凋亡机制在链脲佐菌素
(Streptozotocin,STZ)诱导的糖尿病大鼠白内障发病中的
参与机制及葛根素的改善作用,为相关研究与临床治疗提
供借鉴。
1 材料和方法

1. 1 材料摇 动物、药品及试剂:SD 大鼠,雌雄不拘,由浙江
省实验动物中心提供;链脲佐菌素(Streptozotocin,STZ)购
自美国 Sigma 公司;兔抗鼠 p22 / 47 / 67 单克隆抗体、兔抗
Bax / Bcl2、Caspase3 及 P53 单克隆抗体购自美国 Santa Cruz
公司、HRP 标记的二抗及 DAB 显色液购自武汉博士德生
物工程有限公司。 本实验中所有动物实验操作均符合
《江苏省实验动物管理条例》 有关规定。 乙酰香草素
(NADPH 氧化酶抑制剂)购自 Sigma 公司。 其他试剂均为
市售分析纯。 仪器:低温高速离心机为德国 Eppendorf 公
司产品;凝胶成像仪购自 Bio-RAD 公司;蛋白质电泳仪
(DYY-7C) 购自北京市六一仪器厂;半干转膜仪(TE70XP),
Hoefer 公司。
1. 2 方法

1. 2. 1 动物模型复制摇 STZ(65mg / kg,ip)注射复制大鼠糖
尿病模型。 持续 8wk 血糖水平增加超过 16. 7mmol / L 作
为糖尿病大鼠。 40 只大鼠随机分为 4 组:正常对照组;糖
尿病模型组;乙酰香草素组和葛根素组(n = 10)。 乙酰香
草素和葛根素药物治疗从第 5 周持续到第 8 周,共 28d。
所有动物均自由饮食。 STZ 注射 8wk 后颈总动脉放血处
死大鼠,血样收集并离心进行生化分析。
1. 2. 2 血清生化指标测定摇 葡糖糖测定试剂盒、总胆固醇
测定 试 剂 盒、 低 密 度 脂 蛋 白 ( low density lipoprotein
cholesterol,LDLC)和高密度脂蛋白(high density lipoprotein
cholesterol,HDLC)测定试剂盒均购自南京建成生物工程
研究所。 所有操作均按照说明书进行。
1. 2. 3 Western blotting摇 每 0. 1g 大鼠晶状体组织中加入
0. 5mL 裂解液充分匀浆,于 13000g,4益离心 20min,并进
行蛋白含量后。 将蛋白样品与 5伊SDS 加样缓冲液混合,
沸水煮变性。 经 SDS-PAGE 电泳后,将蛋白电转至硝酸
纤维素膜上,封闭液室温封闭 1h,然后按照顺序依次加入
一抗和二抗进行孵育。 DAB 显色, UVP 影像分析系统照
相。 茁-actin 为内参照。
摇 摇 统计学分析:所有数据均用 軃x依s 表示,多组间比较采
用单因素 ANOVA 分析,用 t-test 进行两组间的显著性分
析,结果 P<0. 05 认为差异具有统计学意义。
2 结果

2. 1 动物一般状态观察 摇 大鼠腹腔一次性大剂量注射
STZ 后,糖尿病大鼠饮水、排尿量明显增加,且体质量明显
降低,皮毛光泽差。 采用裂隙灯观察发现,糖尿病模型组
大鼠晶状体周边可见到空泡,且有絮状混浊。 解剖前糖尿
病模型组大鼠晶状体完全混浊,乙酰香草素组和葛根素组

表 1摇 四组糖尿病大鼠血糖、胆固醇及 LDLC、HDLC 变化及药

物的干预作用 mmol / L
组别 血糖 胆固醇 LDLC HDLC
对照组 7. 14 1. 26 0. 31依0. 04 0. 54依0. 14
糖尿病模型组 22. 32b 2. 13b 0. 99依0. 14b 0. 21依0. 09b

乙酰香草素组 18. 51c 1. 92c 0. 74依0. 24c 0. 32依0. 12c

葛根素治疗组 16. 43d 1. 61d 0. 53依0. 02d 0. 33依0. 20d

bP<0. 01 vs 对照组;cP<0. 05,dP<0. 01 vs 糖尿病模型组。

图 1摇 氧化应激相关分子 p22 / 47 / 67 表达的变化及药物干预作

用摇 A:药物干预前后 p22 / p47 / p67 蛋白分子表达变化;B:p22
蛋白分子表达及药物干预后统计分析;C:p47 蛋白分子表达及
药物干预后统计分析;D:p67 蛋白分子表达及药物干预后统计

分析。bP<0. 01 vs 对照组;cP<0. 05,dP<0. 01 vs 糖尿病模型组。

大鼠晶状体的混浊程度较模型组大鼠轻。 而对照组大鼠
的晶状体全部透明,表明糖尿病性白内障大鼠模型复制成
功,且乙酰香草素和葛根素药物干预可以从一般状态层次
上具有起到改善作用。
2. 2 糖尿病大鼠血糖及总胆固醇水平变化摇 本文发现,对
照组大鼠血糖和总胆固醇水平分别为 7. 14mmol / L 和
1郾 26mmol / L,而糖尿病模型组大鼠血糖为 22. 32mmol / L
和 2. 13mmol / L,见表 1。 同时,我们也发现糖尿病组大鼠
血清的 LDLC 明显升高,而 HDLC 水平明显降低,且与对
照组有极显著的统计学差异性(P<0. 01)。 乙酰香草素组
和葛根素治疗组大鼠血糖和总胆固醇水平明显降低,并能
恢复 LDLC 及 HDLC 的异常,且药物治疗前后具有极显著
的改善作用(P<0. 05,P<0. 01),见表 1。
2. 3 氧化应激相关分子的上调表达及药物的干预作用 摇
本研究发现,与对照组相比,糖尿病模型组大鼠晶状体组
织的 p22、p47 及 p67 蛋白表达明显上调(P<0. 01)。 乙酰
香草素及葛根素干预之后上述蛋白的异常表达得到明显
的恢复,且与模型组相比具有极显著的统计学差异性(P<
0. 01),见图 1。
2. 4 细胞凋亡相关蛋白 Bax / Bcl2 及 P53 表达的变化摇 本
研究发现,与对照组相比,糖尿病模型组大鼠促凋亡蛋白
P53 及 Bax 蛋白质表达较对照组均明显上调,而抑制凋亡
蛋白 Bcl2 表达明显下调,且具有极显著的统计学差异性
(P<0. 01),乙酰香草素和葛根素干预后上述异常得到极
明显的恢复(P<0. 01),见图 2。
3 讨论

摇 摇 糖尿病白内障是由患者醛糖还原酶活性增强,葡萄糖
转化为山梨醇导致的,在糖尿病较为严重的年轻患者中多见。
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图 2摇 细胞凋亡相关蛋白 Bax / Bcl2 及 P53 表达的变化及药物

干预作用摇 A:Bax、Bcl2 及 P53 蛋白分子表达变化;B:Bax 蛋白

分子表达及药物干预后统计分析;C:Bcl2 蛋白分子表达及药物

干预后统计分析;D:P53 蛋白分子表达及药物干预后统计分

析。bP<0. 01 vs 对照组;dP<0. 01 vs 糖尿病模型组。

糖尿病白内障通常双眼发病,在数周内可引起晶状体完全
混浊[9]。 白内障的发生可能与患者维生素或微量元素摄
入不足有关,也可能由于人体处于缺氧环境下导致的晶状
体钙、钠元素增加有关。 另外,阳光和紫外线也会导致磷
和晶状体中的离子状态的钙相结合,导致晶状体钙化。 但
是,关于糖尿病白内障的确切分子机制尚未得到阐明。
摇 摇 氧化应激是细胞氧化和抗氧化能力的失衡。 氧化应
激状态下细胞内反应氧自由基( reactive oxygen species,
ROS)含量增高,细胞受到过多 ROS 的刺激而受到损伤。
氧化应激参与了机体的一系列病理及生理过程,如糖尿病
心肌病、糖尿病肾病等多种糖尿病并发症。 NADPH 氧化
酶是细胞内介导氧化应激的主要酶系之一,其主要有多个
亚基组成,包括膜上的 gp91,p22 亚基及胞浆内的 p47,p67
亚基。 本文中发现 p22 亚基、p47 亚基和 p67 亚基在糖尿
病视网膜病变组的晶状体上表达都有极显著的升高,表明
NADPH 氧化酶是其氧化应激的主要参与酶系,且主要是
由上述三个蛋白分子所介导的。 细胞凋亡是细胞受到外
界不良刺激之后的一种程序化死亡过程。 细胞凋亡是有
一系列的细胞凋亡蛋白所介导的,包括 Caspase 家族蛋
白、Bax / Bcl2 及 P53 蛋白等。 氧化应激和细胞凋亡介导了
机体的一系列病理及生理反应。 本文中糖尿病大鼠晶状
体 P53 蛋白及 Bax 蛋白表达均明显升高,且 Bcl2 蛋白表
达明显降低,提示三者均参与可糖尿病视网膜病变的发生
过程。 在其他病理过程中,P53 蛋白异常表达可能诱导
Bax / Bcl2 蛋白的表达异常,进一步加剧细胞凋亡的过程。
在以后的研究中我们将进一步探讨二者的相关性。
摇 摇 葛根素又称葛根黄酮,是一种黄色结晶。 葛根素在临
床上具有扩张血管,改善微循环,保护肝组织免疫损害的
作用[10-12]。 同时,葛根素对增强心肌收缩力、抗血小板聚
集和刺激干扰素具有较好的作用。 已有的研究证实,葛根

素对糖尿病大鼠肾脏氧化应激损伤及心肌组织氧化应激
损伤具有较好的保护作用,但是关于糖尿病白内障的作用
报道较少。 本文中我们发现,腹腔注射 STZ 的糖尿病模型
组复制成功,且大鼠晶状体中氧化应激分子及多种细胞凋
亡分子表达异常。 乙酰香草素和葛根素对上述细胞凋亡
分子 P53、Bax 及 Bcl2 的异常表达均有显著的恢复作用,
对 NADPH 氧化酶亚基的异常也有显著的改善作用,表明
二者主要通过抑制 NADPH 氧化酶亚基及细胞凋亡分子
的异常表达,进一步抑制氧化应激-细胞凋亡通路实现对
糖尿病白内障起到改善作用。 这为葛根素治疗糖尿病白
内障病变的临床更合理应用提供了理论支持。
摇 摇 因此,NADPH 氧化酶介导的氧化应激及 P53、Bax /
Blc2 介导的细胞凋亡信号通路参与了糖尿病大鼠白内障
的发病过程,且葛根素通过抑制氧化应激-细胞凋亡通路
起到改善作用。
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