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Abstract
誗AIM: To explore the effect of hydrogen sulfide (H2S) on
oxidative stress in diabetic cataract rats and its
mechanism.
誗METHODS:SD rats were randomly divided into control
group, diabetic group, low-dosage NaHS-treated group,
high - dosage NaHS - treated group, and NaHS treated
alone group. NaHS was used as a donor of H2 S. The
diabetic model was established by a single
intraperitoneally administrating streptozotocin ( STZ,
65mg/ kg) . BQ900 slit lamp was used to recorded the
changes of lenses. At the end of experiment, the level of
superoxide dismutase (SOD) was measured by xanthine
oxidase test, the activity of malondialdehyde (MDA) was
detected by thiobarbituric acid test, and glutathione
(GSH-Px) were detected by corresponding assay kits.
Western blotting was applied to detect the expression of
SIRT1.
誗RESULTS:The lenses of diabetic group showed different
levels of turbidity, which demonstrated that diabetic
cataract model was successfully established. Low-dosage
NaHS and high - dosage NaHS treatment dramatically
alleviated turbidity levels of lenses in diabetic rats,
respectively. Compared to diabetic group, low - dosage
NaHS and high - dosage NaHS treatment obviously
decreased the levels of MDA and increased the levels of
SOD and GSH-Px. Furthermore, the SIRT1 expression in
lens of diabetic rats was downregulated, and low-dosage
NaHS as well as high - dosage NaHS treatment
significantly reversed this change.

誗CONCLUSION:H2 S protects against oxidative stress in
STZ - induced diabetic rats involving upregulation of
SIRT1.
誗KEYWORDS:diabetic cataract; streptozotocin; hydrogen
sulfide; oxidative stress; silent information regulator 1
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摘要
目的:探讨硫化氢(H2S)对糖尿病性白内障大鼠氧化应激
的作用及其作用机制是否涉及调控沉默信息调节因子 1
(SIRT1)。
方法:将 SD 大鼠随机分为正常对照组、糖尿病模型组、低
浓度 NaHS 组、高浓度 NaHS 组、单用 NaHS 组。 NaHS 作
为 H2S 的供体。 糖尿病模型组、低浓度 NaHS 组、高浓度
NaHS 组大鼠一次性腹腔注射链脲佐菌素( streptozotocin,
STZ,65mg / kg)建立糖尿病大鼠模型。 采用 BQ900 裂隙灯
观察各组大鼠晶状体的变化。 自实验开始 12wk 后,采用
硫代巴比妥酸法检测 MDA 的含量,黄嘌呤氧化酶法检测
SOD 的含量,二硫代二硝基苯甲酸法检测 GSH-Px 的含
量;Western blotting 检测大鼠晶状体 SIRT1 的表达。
结果:糖尿病组大鼠晶状体出现不同级别的混浊,表明糖
尿病性白内障大鼠模型复制成功。 分别予低浓度 NaHS、
高浓度 NaHS 治疗后糖尿病大鼠晶状体混浊程度得到明
显改善。 与糖尿病模型组相比,分别给予低浓度 NaHS、高
浓度 NaHS 治疗的糖尿病大鼠晶状体 MDA 的含量明显下
降,SOD 和 GSH - Px 的水平显著增加。 此外, Western
blotting 结果显示糖尿病模型组大鼠晶状体 SIRT1 的表达
明显下调,分别予低浓度 NaHS、高浓度 NaHS 治疗能有效
逆转该趋势。
结论:H2S 能够抑制糖尿病性白内障大鼠氧化应激水平,
其机制可能涉及上调 SIRT1 的表达。
关键词:糖尿病性白内障;链脲佐菌素;硫化氢;氧化应激;
沉默信息调节因子 1
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0 引言
随着社会经济的发展以及人们生活方式的改变,糖尿

病的患病率逐年上涨,给人类的健康和生活质量造成严重
的困扰[1]。 作为糖尿病常见的并发症之一,糖尿病性白内
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摇 摇表 1摇 各组大鼠晶状体混浊情况 只

组别 0 期 玉期 域期 芋期 郁期 吁期

正常对照组 20 0 0 0 0 0
糖尿病模型组 0 0 0 4 10 6
低浓度 NaHS 组 1 3 4 7 4 1
高浓度 NaHS 组 2 10 5 2 1 0
单用 NaHS 组 20 0 0 0 0 0

障伴随着糖尿病的发展而发展,是导致失明的一大危险疾
病[2]。 目前的研究表明,氧化应激作为晶状体的酶防御体
系在白内障的发病过程中扮演着重要的角色,过度的氧化
应激加剧晶状体上皮细胞凋亡,从而促进白内障的发
展[3-4]。 硫化氢(hydrogen sulfide,H2S)作为一种新型的气
体信号分子,对机体发挥着重要的支持和调节作用,具有
治疗疾病的潜力[5-6]。 大量的研究发现,H2 S 具有抗氧化

应激的作用[7-8]。 因此,本研究将探讨 H2S 是否具有抗糖
尿病性白内障大鼠氧化应激的作用。

沉默信息调节因子 1 ( silent information regulator 1,
SIRT1)作为 Sirtuins 家族研究最为广泛的成员之一,在调
控细胞凋亡、衰老、代谢以及延长寿命等方面扮演着重要
的角色[9-10]。 近年来的研究发现,糖尿病性白内障患者晶
状体 SIRT1 的表达下调[11],且通过调控 SIRT1 的表达能
延缓疾病的发展[12]。 因此,本文以 SIRT1 为切入点探讨
H2S 调控糖尿病性白内障氧化应激的机制。
1 材料和方法
1郾 1 材料摇 雄性健康 SD 大鼠购买于湖南长沙斯莱克景达
实验动物有限公司,共 100 只,体质量为 200 ~ 250g;链脲
佐菌素(streptozotocin,STZ)和 NaHS(H2 S 供体)购自美国
Sigma 公司;兔抗 SIRT1 单克隆抗体购自 Abcam 公司;超
氧化 物 歧 化 酶 ( superoxide dismutase, SOD )、 丙 二 醛
(malondialdehyde, MAD ) 以 及 谷 胱 甘 肽 ( glutathione
peroxidase,GSH-Px)试剂盒购自南京建成公司。 本研究
严格遵守中华人民共和国国家科学技术委员颁布的《实
验动物管理条例》。
1郾 2 方法
1郾 2郾 1 实验分组 摇 实验用 SD 大鼠共 100 只,随机分为 5
组:正常对照组、糖尿病模型组、低浓度 NaHS 组、高浓度
NaHS 组、单用 NaHS 组,每组 20 只。 适应环境 1wk 后,糖
尿病模型组、低浓度 NaHS 组、高浓度 NaHS 组大鼠一次性
腹腔注射 STZ 65mg / kg,正常对照组和单用 NaHS 组给予
等量的枸橼酸溶液。 72h 后进行尾静脉采血,测大鼠空腹
血糖浓度,血糖浓度超过 16郾 7mmol / L 则视为糖尿病模型
复制成功。 然后,低浓度 NaHS 组、高浓度 NaHS 组、单用
NaHS 组大鼠分别按照 30、100、100滋mol / kg 的量每日腹腔
注射 NaHS,正常对照组、糖尿病模型组每日腹腔注射等量
的磷酸盐缓冲液,总共 4wk。
1郾 2郾 2 晶状体混浊情况的观察 摇 每 2wk 用托品酰胺滴眼
液散瞳,5min 后用乙醚蒸汽麻醉大鼠,采用 BQ900 裂隙灯
观察大鼠晶状体混浊程度,并根据晶状体混浊情况进行分
级,具体标准参照 Azuma 等的分级标准[13],选取每只大鼠
晶状体混浊程度最严重的那只眼进行分级。
1郾 2郾 3 大鼠晶状体 MDA、SOD以及 GSH-Px 的检测摇 自
实验开始 12wk 后,每组选取 3 只大鼠处死,快速摘取眼
球,分离晶状体组织。 将晶状体研磨成匀浆,提取蛋白。

低温离心取上清液。 按照 BCA 蛋白定量试剂盒说明书测
定总蛋白。 采用硫代巴比妥酸法检测 MDA 的含量,二硫
代二硝基苯甲酸法检测 GSH-Px 的含量,黄嘌呤氧化酶法
检测 SOD 的含量,具体操作严格按照 MDA、SOD 以及
GSH-Px 试剂盒说明书进行。
1郾 2郾 4 Western blotting检测晶状体 SIRT1 的表达摇 自实
验开始 12wk 后,每组取 3 只大鼠的晶状体组织,将其充分
匀浆,低温离心 10min,取上清液,并测定总蛋白量。 将蛋
白样品与 5伊上样缓冲液混合,沸水煮 5min 使蛋白变性。
经 SDS-PAGE 电泳使分子量不同的蛋白分开,接着采用
湿转恒流将蛋白转至 PVDF 膜上。 室温下用 5%的脱脂牛
奶封闭 2h 后,4益 孵育一抗 ( SIRT1,1 颐 1000; 茁 - actin,
1 颐2000) 过 夜, TBST 洗 膜 3 次, 每 次 10min。 二 抗
(1 颐5000)孵育 2h,按照前面的方法洗膜,显影。 所得到的
蛋白条带用 Alpha Imager 2200 软件进行灰度值扫描。

统计学分析:采用 SPSS 20郾 0 软件统计分析数据。 计

量资料用均数依标准误(軃x依SE)表示,多组间比较采用单因
素方差分析,组间两两比较采用 LSD-t 检验。 P<0郾 05 为
差异有统计学意义。
2 结果
2郾 1 H2S能缓解糖尿病性白内障大鼠晶状体混浊程度 摇
自实验开始 12wk 后,各组大鼠晶状体的混浊程度见表 1。
正常对照组大鼠晶状体未发生任何变化,晶状体透明。 糖
尿病模型组大鼠晶状体出现不同程度的混浊,少数糖尿病
大鼠出现晶状体芋期混浊,除空泡在晶状体周边皮质密集
外,部分皮质有片状混浊现象,多数糖尿病大鼠出现晶状
体核混浊和核周边皮质混浊现象,有的糖尿病大鼠晶状体
甚至完全混浊,表明糖尿病性白内障模型建立成功。 给予
NaHS 治疗后,低浓度 NaHS 组多数大鼠有周边片状混浊
现象,少数出现中等空泡在皮质周边聚集、晶状体核混
浊及核周边皮质混浊现象,与糖尿病模型组大鼠相比较
晶状体混浊程度有所缓解。 高浓度 NaHS 组大鼠晶状体
周边皮质有细小空泡出现,极少数有皮质片状混浊现
象,且与糖尿病模型组大鼠比较其晶状体混浊程度明显
得到改善。
2郾 2 H2S拮抗糖尿病性白内障大鼠晶状体氧化应激 摇 取
大鼠晶状体检测氧化应激水平的变化情况发现,糖尿病模
型组大鼠晶状体 MDA 的含量显著增加,GSH-Px、SOD 的
含量明显减少,表明糖尿病大鼠晶状体氧化应激的水平增
加。 给予不同浓度的 NaHS 治疗后,糖尿病大鼠晶状体
MDA 的含量降低,GSH-Px、SOD 的含量呈上升趋势,且高
浓度 NaHS 的抗氧化应激的效果明显优于低浓度 NaHS 的
效果(表 2,图 1)。 以上结果表明 H2S 能够抑制糖尿病性
白内障大鼠晶状体的氧化应激水平。
2郾 3 H2S 上调糖尿病性白内障大鼠晶状体 SIRT1 的表
达摇 为了探讨 H2S 抗糖尿病性白内障大鼠氧化应激的作
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摇 摇表 2摇 H2S对大鼠晶状体氧化应激指标的影响 軃x依SE
组别 MDA(nmol / mg·protein) SOD(U / mg·protein) GSH-Px(U / mg·protein)
正常对照组 5郾 167依0郾 29 13郾 26依0郾 14 62郾 74依0郾 96
糖尿病模型组 8郾 051依0郾 26b 8郾 197依0郾 41b 41郾 68依0郾 80b

低浓度 NaHS 组 7郾 387依0郾 13c 10郾 04依0郾 49c 49郾 65依3郾 01c

高浓度 NaHS 组 6郾 650依0郾 09d 12郾 61依0郾 89d 62郾 34依2郾 24d

单用 NaHS 组 5郾 080依0郾 14 13郾 57依0郾 57 61郾 77依0郾 64
摇

F 0郾 263 0郾 251 0郾 084
P <0郾 001 <0郾 001 <0郾 001

注:bP<0郾 01 vs 正常对照组;cP<0郾 05,dP<0郾 01 vs 糖尿病模型组。

图 1摇 H2S对大鼠晶状体氧化应激指标的影响摇 A:H2S 对 MDA 水平的影响;B:H2S 对 SOD 水平的影响;C:H2S 对 GSH-Px 水平的影

响。bP<0郾 01 vs 正常对照组,cP<0郾 05,dP<0郾 01 vs 糖尿病模型组。

图 2摇 H2S糖尿病大鼠晶状体 SIRT1 表达的影响摇 bP<0郾 01 vs
正常对照组;cP<0郾 05,dP<0郾 01 vs 糖尿病模型组。

用机制,我们检测了各组大鼠晶状体 SIRT1 的表达情况
(图 2)。 结果显示,各组大鼠晶状体 SIRT1 的表达差异有
统计学意义(F=0郾 102,P<0郾 001),与正常对照组(1郾 000依
0郾 00)相比较,糖尿病大鼠晶状体 SIRT1 的表达(0郾 726 依
0郾 04)明显下降(P<0郾 001),给予不同浓度的 NaHS 治疗
后,糖尿病大鼠晶状体 SIRT1 的表达(低浓度 NaHS 组:
0郾 821依0郾 02;高浓度 NaHS 组:0郾 964依0郾 03)显著增加,差
异均有统计学意义(P= 0郾 025、<0郾 001),表明 H2S 能上调
糖尿病大鼠晶状体 SIRT1 的表达。
3 讨论

糖尿病性白内障作为糖尿病的并发症之一,其发病机
制主要包括氧化应激、渗透损伤以及晶状体蛋白非酶糖基
化三大学说[14-15]。 其中氧化应激在糖尿病性白内障的发

生发展过程中占据着重要地位。 晶状体的成纤维细胞或
者上皮细胞中脂质受自由基的攻击,会发生脂质过氧化,
从而破坏膜蛋白,促使白内障的形成。 基础研究以及临床
研究均证实,过度的氧化应激可加速糖尿病性白内障的形
成[16-17]。 与之相符,本研究也发现糖尿病性白内障大鼠
晶状体氧化应激水平增加。 有学者发现运用姜黄素、维生
素 C 等抗氧化剂具有治疗白内障的效果[18-19],但是对这
些抗氧化剂的使用剂量、安全性还不明确,因此需继续挖
掘治疗糖尿病性白内障的有效药物。

H2S 被证实为是一种新型的内源性信号分子,广泛地

参与各项生理及病理过程[6,20]。 H2 S 能抑制脂质过氧化
以及清除自由基,从而达到抗氧化应激的作用。 研究发
现,H2S 在呼吸系统、心血管系统以及神经系统中都发挥

着抗氧化应激的作用[21],但 H2 S 在糖尿病性白内障中的
作用尚未报道。 据此,本研究探讨了 H2S 对糖尿病性白内
障大鼠氧化应激的影响。 结果表明,给予不同浓度的
NaHS 治疗后,糖尿病大鼠晶状体 MDA 的水平明显降低,
SOD 以及 GSH-Px 的水平明显增加,且高浓度的 NaHS 治
疗效果优于低浓度 NaHS 的治疗效果,表明 H2S 能够抑制
糖尿病性白内障大鼠晶状体的氧化应激作用,同时再次证
实 H2 S 具有抗氧化应激的生物学作用[21]。 此外,给予
NaHS 治疗后,糖尿病大鼠晶状体的混浊程度得到有效改
善,表明 H2S 具有治疗白内障的潜在效果。

作为 Sirtuins 家族的成员之一,SIRT1 备受学者们的
青睐。 SIRT1 介导细胞的遗传及蛋白毒性应激和氧化应
激,维持细胞的氧化还原处于平衡状态[22-23]。 有学者发
现,在白内障的发生发展过程中,SIRT1 的表达水平呈下
降趋势[11,24]。 张剑等[17]发现糖尿病性白内障大鼠 SIRT1
的表达降低。 本研究探讨 H2S 抗糖尿病性白内障的机制
是否涉及 SIRT1,结果证实,糖尿病模型大鼠晶状体 SIRT1
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的表达显著性下调,给予不同浓度的 NaHS 治疗后使得糖
尿病模型大鼠晶状体 SIRT1 的表达上升,表明 H2S 抗糖尿
病性白内障的机制可能涉及调控 SIRT1 的表达。

综上所述,H2S 可能通过上调糖尿病性白内障大鼠晶
状体 SIRT1 的表达,从而抑制氧化应激达到改善白内障的
效果。 本研究为治疗白内障提供了新的研究方向,H2S 有
望成为治疗白内障的潜在治疗方法,但具体机制仍有待于
进一步研究。
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