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Abstract
誗AIM: To investigate the expression of Sirtuin type l
(SIRT1) gene in lens epithelial cells (LECs) of diabetic
cataract.
誗METHODS:Twenty diabetic cataract patients, 20 age-
related cataract patients and 20 traumatic cataract
patients diagnosed from January 2012 to October 2014 in
our hospital were selected. RT-PCR method was used to
detect the content of SIRT1 gene in LECs of each group
patients. Western blot method was used for the
detection of SIRT1 protein content in lens epithelial cells,
apoptosis rate of LECs was detected by TUNEL.
誗RESULTS: RT - PCR reaults showed that the relative

content of SIRT1 mRNA in patients of traumatic cataract
group was highest for 1. 000依0. 078, followed by the age
related cataract group was 0. 427 依 0. 067, then diabetic
cataract group was 0. 389 依 0. 112, those two groups
compared with the traumatic cataract group, the
difference was statistically significant (P<0. 05); Western
blot showed that SIRT1 protein expression in LECs of
traumatic cataract patients was the highest, followed by
the age related cataract group, diabetic cataract group
the expression of SIRT1 protein was the minimum. The
results of TUNEL showed that apoptosis rate of traumatic
cataract group and age group LECs rates were ( 4. 5 依
2郾 3)% and (8. 7依4. 1)%, respectively, the difference was
not statistically significant; while the diabetic cataract
group of LEC apoptosis rate was ( 24. 3 依 6. 1 )%, by
comparing traumatic cataract group and age related
cataract group, the difference was statistical significance
(P<0. 05) .
誗CONCLUSION: Expression of SIRT1 gene and protein
decreased in LECs of diabetic cataract patients,
suggesting that this gene was involved in diabetic
cataract, this provides reliable theoretical basis for our
further research in the future. Regulation of SIRT1 gene
expression in LECs will explore the effective ways and
provide a new idea for the diabetic cataract intervention
treatment.
誗KEYWORDS:Sirtuin type l gene; diabetic cataract; age-
related cataract; traumatic cataract
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摘要

目的:探讨 SIRT1 基因在糖尿病性白内障晶状体上皮细

胞的表达。
方法:选取 2012-01 / 2014-10 来我院治疗的糖尿病性白

内障患者、年龄相关性白内障患者和外伤性白内障患者

各 20 例,采用 RT-PCR 法检测各组患者晶状体上皮细胞

中 SIRT1 基因含量,Western blot 法检测晶状体上皮细胞

中 SIRT1 蛋白含量,TUNEL 法检测晶状体上皮细胞的凋

亡率。
结果:RT - PCR 检测结果显示,外伤性白内障患者组
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SIRT1 mRNA 相对含量最高为 1. 000依0. 078,其次为年龄

相关性白内障患者组为 0. 427依0. 067,糖尿病性白内障

组为 0. 389依0. 112,与外伤性白内障组比较,差异有统计

学意义(P<0. 05);Western blot 检测显示,外伤性白内障

患者晶状体上皮细胞中 SIRT1 蛋白的表达量最高,其次

是年龄相关性白内障组,糖尿病性白内障组 SIRT1 蛋白

的表达量最低;TUNEL 法检测结果显示,外伤性白内障

组和年龄相关性白内障组患者 LECs 细胞凋亡率分别为

(4. 5依2. 3)%和(8. 7依4. 1)% ,差异无统计学意义;而糖

尿病性白内障组 LECs 凋亡率为(24. 3 依6. 1)% ,与外伤

性白内障组及年龄相关性白内障组比较差异有统计学意

义(P<0. 05)。
结论:糖尿病性白内障患者晶体上皮细胞中 SIRT1 基因

及蛋白表达下降,提示该基因参与了糖尿病性白内障的

发生,这为我们今后进一步的研究提供了可靠的理论依

据。 探索调节 SIRT1 基因在晶状体上皮细胞中表达的有

效途径,将为糖尿病性白内障的早期干预治疗提供新的

思路。
关键词:SIRT1 基因;年龄相关性白内障;糖尿病性白内

障;外伤性白内障
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0 引言

摇 摇 随着人们生活水平的提高,糖尿病患者日益增多,而
白内障是糖尿病的常见并发症之一,也是糖尿病患者眼

部病变致盲的重要原因之一,严重危害着人类的健康。
关于糖尿病性白内障(diabetic cataract,DC)的发病机制

主要有渗透损伤学说和晶状体蛋白氧化损伤学说等[1,2],
而晶状体上皮细胞( lens epithelial cells, LECs)的凋亡和

晶状体蛋白改变是病理学基础的主要表现[3]。 沉默信息

调节因子相关酶 1(sirtuin type 1, SIRT1)是一种细胞代

谢辅酶 NAD+依赖的芋类组蛋白去乙酰化酶,是机体自身

抗凋亡抗衰老体系的重要元素,具有延长低等生物寿命

和延缓多种年龄相关性疾病发展的作用[4,5]。 本研究报

告了糖尿病性白内障患者晶状体上皮细胞中 SIRT1 基因

的表达情况,并进行了初步研究。
1 材料和方法

1. 1 材料摇 选取 2012-01 / 2014-10 来我院治疗的白内障

患者,根据发病机制不同,分为糖尿病性白内障(diabetic
cataract,DC)组、年龄相关性白内障(age-related cataract,
ARC)组以及外伤性白内障组(traumatic cataract, TC)组,
每组 20 例 20 眼,取直径 4mm伊4mm 晶状体前囊膜作为

研究对象。 DC 组和 ARC 组白内障类型统一定为:皮质

性白内障,所有患者均经体检及眼科专科检查排除其他

全身及眼部疾病。 糖尿病性白内障组 20 眼,男 10 眼,女
10 眼,年龄 53 ~ 76(平均 66. 71依5. 89)岁;纳入标准按照

1999 年 WHO 的 2 型糖尿病的诊断和分型标准。 排除标

准:(1)失眠、文盲、中风史;(2)明确的认知障碍或精神

疾病;(3)脑动脉疾病与腔隙性梗死的患者;(4)语言交

流障碍、酒精依赖;(5)2 型糖尿病急性并发症、甲减病

史、高血压病史。 术前空腹血糖在 8. 3mmol / L 以下,血清

糖化血红蛋白 ( glycosylated hemoglobin, HbAlc ) 小 于

6郾 0% ;血压监测均在 140 / 90mmHg 以下。 年龄相关性白

内障组 20 眼,男 9 眼,女 11 眼,年龄 57 ~ 79(平均 68. 43依
7. 89)岁;所有患者无糖尿病、高血压等全身慢性疾病病

史;术前常规行空腹血糖检查在 6. 2mmol / L 以下,葡萄糖

耐量试验阴性;血压监测均在 140 / 90mmHg 以下;外伤性

白内障组 20 例 20 眼外伤性白内障患者,男 12 眼,女 8
眼,年龄 30 ~ 55(平均 43. 55依6. 34)岁;人体标本的使用

遵从赫尔辛基宣言,并获得常平医院伦理委员会批准。
三组患者性别上无统计学差异,具有可比性;但是 TC 组

患者的较 DC 组和 ARC 组患者年轻,且差异有统计学意

义(P<0. 05),所以选择 TC 组作为对照组,纳入研究。 所

有患者术前行眼前段及后段检查,排除玻璃体、眼底病、
青光眼等其他眼部疾患。
1. 2 方法摇 标本来源:白内障超声乳化摘除术中撕除前

囊膜,手术均有经验丰富的同一位医生操作,所有的标本

均 PBS 液清洗后,平放于离心管内封存,置于液氮罐中

备用。
1. 2. 1 逆转录聚合酶链反应摇 按照 TRIzolReagent 总 RNA
抽提试剂盒(美国 Invitrogen 生命技术公司)的说明书步

骤分离总 RNA,并以总 RNA 为模板逆转录合成 cDNA。
采用 SYBR Green 试剂盒(美国 ABI 公司)说明书方法与

步骤以 cDNA 为模板进行逆转录聚合酶链反应( real time
quantitative reverse transcription, RT-PCR)检测,使用荧

光定量 PCR 仪(美国伯乐公司)检测荧光强度。 应用荧

光 定量统计软件进行分析,结果以待测基因与 GAPDH
的比值表示。 检索 Genbank 提供的 SIRT1 基因序列设计

引物如下:Forward:5蒺 -CCTGACTTCAGATCAAGAGACGGT -
3蒺; Reverse: 5蒺 - CTGATTAAAAATGTCTCCACGAACAG -
3蒺;GAPDH: Forward:5蒺-ACCACAGTCCATGCCATCAC-3蒺;
Reverse: 5蒺 -TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3蒺。 引物均由

上海生工公司合成。
1. 2. 2 Western blot 法检测晶状体上皮细胞中 SIRT1 蛋

白的表达摇 将盛有组织样本的 1. 5mL EP 管置于碎冰中,
用超声波细胞粉碎机将细胞打碎,12000r / min 4益离心,
30min,取上清,采用 Bradford 试剂盒(上海生工公司)进

行蛋白定量。 将样品调至同一浓度后,加上样缓冲液进

行 SDS-PACE 凝胶电泳,电泳后进行转膜 2h。 转膜完毕

后,用 PBST 在室温下洗膜 10min,然后用 5%脱脂奶粉封

闭过夜。 加入 SIRT1 单抗(1 颐500) (美国 Santa Cruz 公

司)室温孵育 4h 后,PBST 洗 3 次,每次 10min。 二抗室温

孵育 1. 5h, PBST 洗 3 次,每次 10min,最后进行 ECL
显色。
1. 2. 3 TUNEL 法检测晶状体上皮细胞的凋亡率摇 将提

取的晶状体前囊膜组织铺于载玻片上,立即用 4% 多聚
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甲醛室温固定 30min。 0. 1% TritonX-100 和 0. 1%枸橼酸

钠混合液在 4益处理 5 ~ 10min,再用 0. 01mg / mL 蛋白酶

K 消化液于 37益消化 5min,按照 TUNEL 试剂盒操作步骤

进行。 于显微镜(日本 Olympus BX50)下观察凋亡细胞

染色情况并统计晶状体上皮细胞凋亡百分率。
摇 摇 统计学分析:本研究数据采用 SPSS 19. 0 统计学软

件进行统计学分析。 首先对各计量资料变量进行分布状

态分析,对呈正态分布计量资料采用 軃x依s 表示,组间比

较采用单因素 ANOVA 检验;计数资料的组间比较采用

字2 检验。 以 琢=0. 05 为检验水准,以 P<0. 05 表示差异有

统计学意义。
2 结果

2. 1 RT-PCR 检测 SIRT1 mRNA 的含量 摇 RT-PCR 检

测结果显示,各晶状体上皮细胞中 SIRT1 mRNA 相对

GAPDH mRNA 的含量,TC 组最高为 1. 000依0. 078,其次

为 ARC 组为 0. 427依0. 067,DC 组为 0. 389依0. 112,ARC
组和 DC 组与 TC 组比较,差异有统计学意义(P<0. 05),
而 DC 组与 ARC 组比较差异无统计学意义(P>0. 05),见
图 1。
2. 2 Western blot 法检测各组晶体细胞中 SIRT1 蛋白含

量摇 Western blot 检测显示,TC 组 SIRT1 蛋白的表达量最

高,其次是 ARC 组,DC 组 SIRT1 蛋白的表达量最低,与
RT-PCR 结果一致,见图 2。
2. 3 TUNEL法检测 LEC凋亡摇 TUNEL 检测凋亡阳性细

胞的细胞核被特异性染成棕黄色,而未发生凋亡的细胞

核复染为蓝紫色。 每组铺片读取 3 个非边缘视野,每个

视野计数 200 个细胞,计算凋亡细胞百分比。 结果显示,
TC 组和 ARC 组患者 LEC 细胞凋亡率为(4. 5依2. 3)% 和

(8. 7依4. 1)% ,差异无统计学意义;而 DC 组 LEC 凋亡率

为(24. 3依6. 1)% ,与 TC 组及 ARC 组比较差异有统计学

意义(P<0. 05)。
3 讨论

摇 摇 白内障的病理学基础主要表现在 LECs 细胞的凋亡

和晶体蛋白的改变,而晶体蛋白的改变会导致 LECs 的进

一步凋亡[6]。 SIRT1 是一种对抗衰老和凋亡的保护性

酶,对于该蛋白的研究可能在寻找 LECs 抗凋亡的保护途

径或者激活其自身的抗凋亡系统具有重要意义。 SIRT1
可以调节叉头转录因子(forkhead box O,FOXOs)、NF-资B
和 P53 等转录因子的活性,通过组蛋白脱乙酰基作用,发
挥抗凋亡和抗氧化应激的作用[7]。 P53 是 SIRT1 最重要

的作用底物之一,正常情况下,该蛋白处于休眠状态,当
细胞处于应激状态如 DNA 损伤、氧化应激等,P53 被激

活并诱导下游多种靶基因转录,进而诱导细胞凋亡[8]。
然而,SIRT1 蛋白可以抑制 P53 介导的转录激活,从而抑

制细胞凋亡[9]。 有研究[10] 显示,SIRT1 通过调节 P53 信

号通路抑制凋亡,不仅在 LECs 的抗凋亡中发挥作用,在
心肌细胞,神经细胞以及胰岛 B 细胞的抗凋亡中也发挥

重要作用,从而实现了在心脏病、神经退行性疾病和 2 型

糖尿病等疾病的干预作用,尤其是作为 2 型糖尿病的治疗

图 1摇 RT-PCR法检测各组晶体细胞中 SIRT1 mRNA 的相对

含量摇 A:RT-PCR 结果;B:mRNA 相对含量柱状图, aP<0. 05
vs TC 组。

图 2摇 Western blot法检测各组晶体细胞中 SIRT1 蛋白含量摇
A:Western blot 结果;B:蛋白相对含量柱状图,a P<0. 05,b P<
0郾 01 vs TC 组。

药物已经进入临床实验阶段。 然而,糖尿病性白内障患

者 SIRT1 蛋白在 LECs 细胞凋亡途径中的具体作用机制

还有待进一步研究。
摇 摇 我们的研究结果显示,各组 LECs 中 SIRT1 的基因及

蛋白均有表达,TC 患者 LECs 中 SIRT1 mRNA 及蛋白相

对表达量均高于年龄相关和糖尿病白内障患者,且糖尿

病性白内障患者 LECs 中表达最低,与 TC 组具有统计学

差异(P<0. 05)。 这可能与患者的年龄具有一定的相关

性,TC 组患者年龄相对年轻,而 ARC 组患者的年龄较

大,随着年龄增加 SIRT1 mRNA 和蛋白的含量下降[11]。
而 DC 组患者不但是因为年龄增加,而且血糖升高进一

步下调 LECs 中 SIRT1 的基因及蛋白的表达;因此年龄和
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血糖升高均可能是影响 LECs 中 SIRT1 基因及蛋白下调

的因素,促进 LECs 细胞凋亡的诱因,但具体机制还有待

进一步研究。
摇 摇 有学者通过高血糖诱导的糖尿病性白内障兔子与正

常兔子组同期比较发现,糖尿病白内障组 LEC 凋亡百分

率明显高于正常组,且有显著意义[12]。 在高血糖的病理

因素的刺激下,打破了晶状体上皮细胞凋亡和增殖的平

衡关系。 相关研究表明高血糖可引起细胞内 DAG-PKC
(二脂酰甘油-蛋白激酶 C)信号传导通路的激活[13]。 我

们研究发现,糖尿病性白内障组 LECs 的凋亡率最高,为
24. 3% ,与 TC 组比较差异有统计学意义,该结果与文献

结果相一致。 糖尿病性白内障组 LECs 较高的凋亡发生

率可能与 SIRT1 蛋白的表达量低有关,促使下游凋亡转

录因子(如 P53)的启动,进一步促进 LECs 的凋亡。 因

此,通过调节 SIRT1 基因在晶状体上皮细胞中表达,可能

是治疗或早期干预糖尿病白内障发展的又一新靶点,为
今后的进一步研究提供新的理论依据。
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