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摘要

目的: 研究高糖环境对人角膜上皮细胞损伤修复的影响ꎬ
初步探讨 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 蛋白在高糖培养的角膜上皮细胞创伤

愈合中表达的意义ꎮ
方法: 模拟糖尿病角膜病变的高糖微环境ꎬ人角膜上皮细

胞经复苏、培养传代后ꎬ分别设置等体积蒸馏水的 ＤＭＥＭ
完全培养基的正常对照组和含 ２５ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖的 ＤＭＥＭ
完全培养基高糖处理组的两组细胞ꎬ细胞长满后进行划伤

刺激ꎬ倒置相差显微镜下观察比较各组细胞生长状况及其
变化ꎬ于不同时间点(０、１２、２４、４８ 和 ７２ｈ) 利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 检测分析高糖培养的角膜上皮细胞中 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 蛋白
的表达ꎬｑＲＴ－ＰＣＲ 检测 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ ｍＲＮＡ 水平相对表达

情况ꎮ
结果: 体外高糖处理条件下ꎬ人角膜上皮细胞划伤后修复

速度减慢ꎬ漂浮细胞增多ꎬ细胞重新贴壁少ꎬ细胞间距增
加ꎬ随着高糖处理时间的延长ꎬ细胞状态变差ꎬ生长速度

慢ꎻ正常组细胞损伤修复较快ꎬ 细胞密度增大ꎬ且形态规
则ꎬ细 胞 膜 光 滑ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检 测 划 伤 刺 激 上 调

Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１的表达ꎬ但随着时间延长上调作用呈逐渐减弱ꎬ
两组 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 最高表达量均出现在 １２ｈꎮ 高糖处理组

Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 表达量低于正常对照组ꎮ ｑＲＴ－ＰＣＲ 结果显示:
高糖处理后ꎬＣｙｃｌｉｎ Ｄ１ ｍＲＮＡ 表达呈上调趋势ꎬ但随着高
糖处理时间延长ꎬ上调作用减弱ꎬ且在 ４８ｈ 处 ｍＲＮＡ 水平

恢复至与对照组同一水平ꎮ
结论: 在角膜上皮细胞创伤愈合过程中ꎬ高糖呈负性调

节ꎬ抑制 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 蛋白的表达ꎬ且与角膜上皮细胞增殖能
力下降及凋亡相关ꎮ
关键词:高糖ꎻ 人角膜上皮细胞ꎻ Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 蛋白ꎻ创伤
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１Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｈａｉｎａｎ
Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｈａｉｋｏｕ ５７０１００ꎬ Ｈａｉｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａꎻ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ
•ＡＩＭ: Ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ
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ｄｉａｂｅｔｉｃ ｃｏｒｎｅａｌ ｌｅｓｉｏｎｓ ｗａｓ ｓｉｍｕｌａｔｅｄ. Ａｆｔｅｒ ｈｕｍａｎ
ｃｏｒｎｅａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｒｅｓｕｓｃｉｔａｔｅｄꎬ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ａｎｄ
ｐａｓｓａｇｅｄꎬ ａ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ＤＭＥＭ ｃｏｍｐｌｅｔｅ
ｍｅｄｉｕｍ ｏｆ ｅｑｕａｌ ｖｏｌｕｍｅ ｏｆ ｄｉｓｔｉｌｌｅｄ ｗａｔｅｒ ａｎｄ ａ ｈｉｇｈ －
ｇｌｕｃｏｓｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ＤＭＥＭ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｍｅｄｉｕｍ
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ２５ｍｍｏｌ / Ｌ ｇｌｕｃｏｓｅ ｗｅｒｅ ｓｅｔ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ａｆｔｅｒ
ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｏｖｅｒｇｒｏｗｎꎬ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ
ｓｃｒａｔｃｈｅｓ. Ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ
ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ａｎｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｕｎｄｅｒ ａｎ
ｉｎｖｅｒｔｅｄ ｐｈａｓｅ ｃｏｎｔｒａｓｔ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｇｌｕｃｏｓｅ ｗａｓ
ｕｓｅｄ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ (０ꎬ
１２ꎬ ２４ꎬ ４８ꎬ ａｎｄ ７２ｈ) Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ
ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｃｏｒｎｅａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ. Ｔｈｅ ｑＲＴ－ＰＣＲ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ
ａｎａｌｙｚｅ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ａｎｄ ｅａｃｈ
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• ＲＥＳＵＬＴＳ: Ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｉｎ ｖｉｔｒｏꎬ ｔｈｅ ｒｅｐａｉｒ ｒａｔｅ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｃｏｒｎｅａｌ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｓｌｏｗｅｄ ｄｏｗｎ ａｆｔｅｒ ｉｎｊｕｒｙꎬ ｆｌｏａｔｉｎｇ ｃｅｌｌｓ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎬ ｃｅｌｌｓ ｒｅａｔｔａｃｈｅｄ ｌｅｓｓꎬ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｓｐａｃｉｎｇ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ. Ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｏｆ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｔｉｍｅꎬ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｓｔａｔｅ ｂｅｃａｍｅ ｗｏｒｓｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｒａｔｅ
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ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｃｅｌｌ ｄｅｎｓｉｔｙꎬ ｒｅｇｕｌａｒ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙꎬ ａｎｄ ｓｍｏｏｔｈ
ｃｅｌｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ. Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｕｐ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔꎬ ｂｕｔ ｔｈｅ ｕｐ － ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ ｇｒａｄｕａｌｌｙ
ｗｅａｋｅｎｅｄ ｗｉｔｈ ｔｉｍｅ. Ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１
ｉｎ ｂｏｔｈ ｇｒｏｕｐｓ ａｐｐｅａｒｅｄ ａｔ １２ｈ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｃｙｃｌｉｎ
Ｄ１ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ
ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅ ｑＲＴ － ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ａｆｔｅｒ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
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ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ａｎｄ ｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ
ｔｏ ｔｈｅ ｄｅｃｌｉｎｅ ｏｆ ｃｏｒｎｅａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ.
• ＫＥＹＷＯＲＤＳ: ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅꎻ ｈｕｍａｎ ｃｏｒｎｅａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓꎻ Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ:Ｚｈａｏ ＮＮꎬ Ｃｈｅｎ ＬＰꎬ Ｘｉｕ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｃｙｃｌｉｎ
Ｄ１ ｉｎ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｃｏｒｎｅａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ
ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ ｌｅｖｅｌ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ( Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ) ２０２０ꎻ２０(９):
１５０４－１５０８

０引言
糖尿病性角膜病变(ｄｉａｂｅｔｉｃ ｋｅｒａｔｏｐａｔｈｙꎬ ＤＫ)临床常

见于持续性角膜上皮缺损、角膜溃疡、内眼术后角膜上皮
再生延迟等[１]ꎬ严重影响视力ꎬ甚至致盲ꎮ 角膜上皮病变
和创伤延迟修复的机制ꎬ以及其与糖尿病的关系ꎬ是眼科
当前学术研究热点ꎮ 高血糖状态下ꎬ机体代谢异常导致细
胞结构功能受损ꎮ 细胞周期素蛋白(Ｃｙｃｌｉｎ)与细胞分化、
增殖密切相关ꎮ 角膜上皮细胞受损后其修复过程需要细
胞进行细胞分裂ꎬ需要由细胞分裂的间期进入到分裂期ꎬ
在细胞周期进程中ꎬＣｙｃｌｉｎ Ｄ１ 是 Ｇ１ 期细胞周期素ꎬ其主
要调控节点是 Ｇ１ / Ｓ 期ꎬＣｙｃｌｉｎ Ｄ１ 能够激活细胞周期蛋白
依赖性激酶ꎬ从而使细胞由 Ｇ１ 期进入到 Ｓ 期ꎬ促进细胞有
丝分裂的进行[２]ꎬ故 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 在角膜上皮细胞修复过程
中起着调节细胞增殖能力的作用ꎬ对角膜上皮修复快慢及
成功与否起着至关重要的作用ꎮ Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 是 Ｗｎｔ 信号通
路 β－ｃａｔｅｎｉｎ 下游靶基因ꎬ调控细胞增殖、分化和迁移ꎮ 有
研究证实核糖核酸酶 ５ 可上调 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 蛋白通过启动细
胞周期进程ꎬ促进角膜内皮损伤愈合[３]ꎮ 在此基础上我们
推测 ＤＫ 与角膜上皮细胞 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 的表达存在一定的关
系ꎮ 研究证实ꎬ与正常组(葡萄糖浓度为 ５􀆰 ５ｍｍｏｌ / Ｌ)相
比ꎬ当葡萄糖浓度高于 ２５ｍｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ随着葡萄糖浓度的
增加ꎬ人角膜上皮细胞的增殖活性降低ꎬ并且呈时间和浓
度依赖性[４]ꎮ 张颖[５] 的研究同样显示ꎬ葡萄糖浓度为
２５ｍｍｏｌ / Ｌ 时最适合制作人角膜上皮细胞高糖模型ꎬ故本
实验选取 ２５ｍｍｏｌ / Ｌ 为高糖作用浓度ꎬ旨在探讨高糖环境
下ꎬ观察不同时间点人角膜上皮细胞的形态和功能修复的
差异ꎬ以及人角膜上皮细胞创伤修复过程中细胞周期素
Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 蛋白基因表达的意义ꎬ以期为进一步防控糖尿
病性角膜上皮创伤愈合延迟提供新的实验理论依据ꎮ
１材料和方法
１􀆰 １材料　 人角膜上皮细胞:北纳创联生物技术有限公

司ꎻ 货 号: ＢＮＣＣ３３７８７６ꎬ 高 糖 ＤＭＥＭ: Ｈｙｃｌｏｎｅꎻ 货 号:
ＳＨ３００２２􀆰 ０１ꎬＦＢＳ:Ｇｉｂｃｏꎻ货号:１００９９１４１ꎬ双抗:Ｈｙｃｌｏｎｅꎻ
货号:ＳＶ３００１０ꎬ胰蛋白酶 ０􀆰 ２５％ꎬ Ｔｒｙｐｓｉｎ－ＥＤＴＡ (１×)溶
液:Ｇｉｂｃｏꎻ货号:２５２０００５６ꎬ ＤＭＳＯ:Ｓｉｇｍａꎻ货号:Ｄ２６５０ꎬ抗
Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 抗体(兔抗):Ａｂｃａｍꎻ货号:ａｂ１３４１７５ꎬ二抗山羊
抗兔: Ａｂｃａｍꎻ货号: ａｂ６７２１ꎬ抗 β － ａｃｔｉｎ 抗体 ( 鼠抗):
Ａｂｃａｍꎻ 货 号: ａｂ４９９０ꎬ 二 抗 山 羊 抗 鼠: Ａｂｃａｍꎻ 货 号:
ａｂ６７８５ꎬＥＣＬ 显色液:Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅꎻ货号:ＷＢＫＬＳ０１００ꎬ荧光染
料 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍｉｘ ( ２ ×): Ｔｈｅｒｍｏ: Ｋ０２２１ꎬ蛋白 ｍａｋｅｒ:
Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ:货号:２６６１７ꎮ
１􀆰 ２方法
１􀆰 ２􀆰 １细胞处理和总 ＲＮＡ 及总蛋白提取　 细胞复苏后ꎬ
用完全培养基(高糖 ＤＭＥＭ＋１０％ＦＢＳ)重悬ꎬ放置在 ３７℃ꎬ
５％二氧化碳培养箱中培养ꎬ当细胞贴壁生长至 ８０％以上
后ꎬ进行传代:将对数生长期的细胞消化制成单细胞悬液ꎬ
以 １×１０４ / 孔接种于培养板ꎬ３７℃ꎬ０􀆰 ５％ＣＯ２细胞培养箱内
培养ꎮ 细胞传代 １ ~ ２ 代后ꎬ按上述传代方法将细胞传至
直径为 ３５ｍｍ 细胞培养皿中ꎬ共传 １０ 皿ꎬ并分为两组:高
糖处理组和正常对照组ꎬ于 ３７℃ꎬ０􀆰 ５％ＣＯ２细胞培养箱内
培养 ２４ｈ 后ꎬ将高糖处理组培养基更换为含 ２５ｍｍｏｌ / Ｌ 葡
萄糖的 ＤＭＥＭ 完全培养基ꎬ正常对照组则更换为加等体
积蒸馏水的 ＤＭＥＭ 完全培养基ꎮ 待细胞长满后ꎬ进行划
伤处理ꎬ每皿呈“＃”字形划伤处理[６]ꎮ 分别培养 ０、１２、２４、
４８、７２ｈ 后提取细胞总 ＲＮＡ 和总蛋白ꎬ并测定总 ＲＮＡ
(Ｎａｎｏｄｒｏｐ ２０００ 测定)及总蛋白浓度(ＢＣＡ 法测定)ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２ ｑＲＴ－ＰＣＲ检测 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ ｍＲＮＡ的表达　 根据试
剂盒说明书提取细胞总 ＲＮＡꎬ用 Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｒ Ｆｉｒｓｔ －Ｓｔｒａｎｄ
ｃＤＮＡ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｋｉｔ ( Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｃｉꎬ Ｗａｌｔｈａｍꎬ
ＭＡꎬ ＵＳＡ)将 ｍＲＮＡ 逆转录成 ｃＤＮＡꎮ 采用特异性引物进
行 ｑＲＴ－ＰＣＲ:Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ－Ｆ:ＣＴＣＧＧＴＧＴＣＣＴＡＣＴＴＣＡＡＡＴＧＴꎻ
Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ － Ｒ: ＴＣＣＴＣＧＣＡＣＴＴＣＴＧＴＴＣＣＴꎻ β － ａｃｔｉｎ － Ｆ:
ＡＣＣＣＴＧＡＡＧＴＡＣＣＣＣＡＴＣＧＡＧꎻβ－ａｃｔｉｎ －Ｒ:ＡＣＡＴＧＡＴＣＴ
ＧＧＧＴＣＡＴＣＴＴＣＴＣꎮ ｑＲＴ－ＰＣＲ 扩增体系为:Ｍａｘｉｍａ ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ / ＲＯＸ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ (２×) １２􀆰 ５μＬꎬ正反向引物各
１μＬꎬｃＤＮＡ ５００ ｎｇꎬ ｄｄＨ２Ｏ 补充至 ２５μＬꎮ 反应程序为:
５０℃ ２ｍｉｎꎻ９５℃ １０ｍｉｎꎻ９５℃ ３０ｓꎬ５８℃ ３０ｓꎬ７２℃ ３０ｓꎬ４０
ｃｙｃｌｅｓꎻ熔解曲线ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１蛋白的表达　 将提取
的各时间点总蛋白进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥꎬ进行常规Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
实验ꎬ检测划伤条件下高糖处理组和正常对照组不同时间
(０、１２、２４、４８ 和 ７２ｈ)角膜上皮细胞中 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 蛋白的表
达ꎮ 配制 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 凝胶(４％浓缩胶ꎬ１２％分离胶)ꎬ根
据不同时间点总蛋白浓度计算各时间点用量(蛋白用量
为 ２μｇ)ꎬ加入对应量的 ５×蛋白上样缓冲液ꎬ沸水浴煮沸
５~８ｍｉｎꎬ冰浴 ５ｍｉｎ 后上样ꎬ８０Ｖ 电泳至蛋白到达分离胶时
将电压改为 １００Ｖ 继续电泳 １ ~ ２ｈ(根据具体需要进行调
整)ꎬ电泳结束后将蛋白转移至 ＰＶＤＦ 膜上ꎬ５％脱脂奶粉
室温封闭 １ ~ ２ｈꎬ加入兔抗人 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 一抗ꎬ４℃ 孵育过
夜ꎬＰＢＳＴ 冲洗 ３ 次后加入山羊抗兔二抗ꎬ室温轻微震荡孵
育 ２ｈꎬ ＰＢＳＴ 冲 洗 ３ 次ꎬ 黑 暗 条 件 下 加 入 ＥＣＬ 反 应
５~１５ｍｉｎꎬ在 ＢｉｏＲａｄ 化学发光凝胶成像系统曝光 １ ~
１５ｍｉｎꎬ以 β－ａｃｔｉｎ 为内参ꎮ

在倒置相差显微镜下观察各组细胞生长状况及其变
化ꎬ选取各组细胞不同时间点划痕处清晰且宽度基本一
致、细胞形态明显处进行观察拍照ꎮ
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表 １　 各组细胞中不同时间点 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ ｍＲＮＡ表达情况 􀭰ｘ±ｓ
组别 ０ｈ １２ｈ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ
正常对照组 １􀆰 ００±０􀆰 １１３ ０􀆰 １６±０􀆰 ００６ ０􀆰 ０７± ０􀆰 ００６ ０􀆰 ２１±０􀆰 ０１５ ０􀆰 １６±０􀆰 ０００
高糖处理组 １􀆰 ００±０􀆰 ０７７ ０􀆰 ３１±０􀆰 ０２１ ０􀆰 ５２±０􀆰 ０２５ ０􀆰 ２２±０􀆰 ０１５ ０􀆰 ２９±０􀆰 ０７

ｔ ０􀆰 ０００ －１２􀆰 ５６１ －３２􀆰 ２５７ －１􀆰 ６０４ －２２􀆰 ５１７
Ｐ １􀆰 ０００ <０􀆰 ００１ <０􀆰 ００１ ０􀆰 １８４ <０􀆰 ００１

注:高糖处理组:２５ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖的 ＤＭＥＭ 完全培养基ꎻ正常对照组:蒸馏水的 ＤＭＥＭ 完全培养基ꎮ

图 １　 倒置显微镜观察划伤后正常对照组和高糖处理组细胞的

形态学变化(×１００)ꎮ

　 　 统计学分析:采用统计学软件 ＳＰＳＳ２１􀆰 ０ 分析数据ꎬ多
组之间比较采用重复测量数据的方差分析ꎬ各组的时间差
异比较ꎬ采用 ＬＳＤ－ｔ 法进行两两比较ꎬ各时间点的组间差
异比较ꎬ采用独立样本 ｔ 检验ꎬＰ<０􀆰 ０５ 为差异有统计学
意义ꎮ
２结果
２􀆰 １角膜上皮细胞细胞形态学观察　 利用倒置显微镜ꎬ对
划伤刺激条件下正常对照组和高糖处理组细胞进行观察
(图 １)ꎮ 结果显示:划伤处理前即处理 ０ｈ 的细胞ꎬ细胞没
有显著差别ꎬ细胞呈比较均匀的扁平单层贴壁生长ꎬ形态
规则ꎬ细胞膜光滑ꎬ细胞核透亮ꎬ整体上高糖处理组的细胞
生长较正常对照组缓慢ꎮ 划伤处理 １２ｈ 和 ２４ｈ 后ꎬ划伤处
细胞形态并无多大差别ꎬ但与正常对照组相比ꎬ高糖组划
伤边缘处的漂浮细胞明显要多ꎬ细胞重新贴壁情况差ꎬ间
距增加ꎮ 随着处理的时间延长ꎬ划伤处由前面的不平整逐
渐趋于平滑ꎬ且细胞开始重新向划伤处外缘生长ꎮ 划伤处
理 ４８ｈ 显示ꎬ高糖处理组的细胞生长速度要比正常对照组
慢ꎬ划伤处不如对照组平整ꎬ向外伸出的细胞突起较对照

图 ２　 划伤条件下ꎬ高糖处理组不同时间点 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ ｍＲＮＡ的
表达　 ｎ＝ ３ꎬａＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ 正常对照组ꎮ

组少ꎮ 划伤处理 ７２ｈꎬ两组划伤处边缘的细胞突起明显增
多ꎬ细胞密度明显增大ꎬ但是正常对照组细胞状态明显要
好于高糖处理组ꎬ高糖处理组细胞形态有一定改变ꎬ明显
变圆ꎬ高糖处理组虽然细胞突起增大ꎬ但是划伤边缘的凹
陷仍然较多ꎬ对照组则没有这种情况ꎬ这反映高糖组的细
胞活性较差ꎮ
２􀆰 ２ ｑＲＴ－ＰＣＲ检测 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ ｍＲＮＡ表达水平比较　 对
ｑＲＴ－ＰＣＲ 数据进行分析结果显示差异有统计学意义
(Ｆ时间 ＝ ３５０􀆰 ９８５ꎬＰ时间 < ０􀆰 ００１ꎻＦ交互 ＝ ２􀆰 ８９３ꎬＰ交互 < ０􀆰 ００１ꎻ
Ｆ组间 ＝ １９０６􀆰 ６６１ꎬＰ组间 <０􀆰 ００１)ꎻ两组间 １２、２４、７２ｈ 比较差
异均具有统计学意义(均 Ｐ<０􀆰 ００１)ꎮ 两组各组内不同时
间点(１２ꎬ２４ꎬ４８ꎬ７２ｈ)与各组的 ０ｈ 间 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 表达量比
较差异均有统计学意义(正常对照组: ｔ１２ｈ ｖｓ ０ｈ ＝ － ０􀆰 ８４３ꎬ
Ｐ１２ｈ ｖｓ ０ｈ < ０􀆰 ００１ꎻ ｔ２４ｈ ｖｓ ０ｈ ＝ － ０􀆰 ９２７ꎬＰ２４ｈ ｖｓ ０ｈ < ０􀆰 ００１ꎻ ｔ４８ｈ ｖｓ ０ｈ ＝
－０􀆰 ７９３ꎬＰ４８ｈ ｖｓ ０ｈ<０􀆰 ００１ꎻｔ７２ｈ ｖｓ ０ｈ ＝ －０􀆰 ８４０ꎬＰ７２ｈ ｖｓ ０ｈ ＝ <０􀆰 ００１ꎮ
高糖处理组: ｔ１２ｈ ｖｓ ０ｈ ＝ － ０􀆰 ６８７ꎬ Ｐ１２ｈ ｖｓ ０ｈ < ０􀆰 ００１ꎻ ｔ２４ｈ ｖｓ ０ｈ ＝
－０􀆰 ４８３ꎬＰ２４ｈ ｖｓ ０ｈ < ０􀆰 ００１ꎻ ｔ４８ｈ ｖｓ ０ｈ ＝ － ０􀆰 ７７３ꎬＰ４８ｈ ｖｓ ０ｈ < ０􀆰 ００１ꎻ
ｔ７２ｈ ｖｓ ０ｈ ＝ －０􀆰 ７１０ꎬＰ７２ｈ ｖｓ ０ｈ<０􀆰 ００１)ꎬ见表 １ꎮ

ｑＲＴ－ＰＣＲ 汇总结果如图 ２ 示:高糖处理组和正常对
照组中 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 的表达均随着处理时间延长而下调ꎬ各
时间点的表达量与 ０ｈ 比ꎬ均存在显著差异ꎬ其中对照组中
最低表达量出现在 ２４ｈꎬ其表达量仅为 ０ｈ 的 ０􀆰 ０８ 倍ꎬ处理
组中最低表达量出现在 ４８ｈꎬ其表达量为 ０ｈ 的 ０􀆰 ２５ 倍ꎮ
高糖处理后ꎬ与正常对照组相比ꎬＣｙｃｌｉｎ Ｄ１ ｍＲＮＡ 表达呈
上调趋势ꎬ但随着高糖处理时间延长ꎬ上调作用减弱ꎬ且在
４８ｈ 处 ｍＲＮＡ 水平恢复至与对照组同一水平ꎮ
２􀆰 ３ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１表达　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测
结果显示见图 ３ꎮ 划伤刺激能够上调 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 的表达ꎬ随
着时间的延长上调作用逐渐减弱ꎬ无论是正常对照组还是
高糖处理组ꎬ其最高表达量出现在 １２ｈꎮ 高糖处理组与正
常对照组相比ꎬ高糖处理组各时间点的 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 表达量
均低于正常对照组ꎬ提示ꎬ高糖处理对 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 的表达存
在抑制作用ꎮ 因此ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验结果显示ꎬ划伤刺激
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图 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测处理不同时间位点 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 蛋白表达ꎮ

能够上调 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 的表达ꎬ且 ２５ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖处理能够
减弱划伤刺激对 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 的上调作用ꎬ高糖能够抑制
Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 的表达ꎮ
３讨论

目前中国成为全球糖尿病患者最多的国家之一ꎬ在眼
科领域ꎬ糖尿病患者角膜创伤延迟愈合的发生率较高[７]ꎬ
为临床带来诸多棘手的病症ꎬ譬如角膜上皮糜烂、大疱性
角膜病变、反复的角膜溃疡甚至致盲ꎬ成为眼科学亟待解
决的问题ꎮ ＤＫ 的发病机制尚不明确ꎬ研究高血糖对 ＤＫ
发展的病理影响ꎬ目前主要集中在细胞和分子水平研究ꎮ
Ｚｈａｎｇ 等[８]报道外源性ｎｅｔｒｉｎ－１促进糖尿病小鼠角膜上皮
伤口愈合和神经纤维再生ꎬ而高糖可阻断创伤诱导的角膜
上皮细胞 ｎｅｔｒｉｎ－１ 表达上调ꎮ ２ 型糖尿病合并角膜点状
上皮病变患者的基底下神经丛及基底上皮细胞减少导致
角膜上皮愈合延迟[９]ꎮ 另外ꎬ高糖状态可以降低细胞间黏
附能力ꎬ从而造成角膜上皮细胞的损伤[１０]ꎮ Ｓｏｎｇ 等[１１] 研
究也证实胰岛素依赖型糖尿病可以改变角膜的正常节律
性ꎬ减少角膜上皮有丝分裂ꎬ增加角膜炎性因子的表达ꎮ
以上研究均表明高糖呈负性调节ꎬ导致角膜上皮细胞损
伤ꎬ神经组织受损ꎬ修复再生延迟ꎮ

参考针对糖尿病角膜上皮细胞病变机制与高糖状态
下人角膜上皮细胞增殖、凋亡模型的文献研究[４－５]ꎬ筛选
出最适高糖浓度及处理时间ꎬ以高糖下体外培养的人角膜
上皮细胞为研究对象ꎬ模拟 ＤＫ 的高糖微环境ꎬ通过倒置
显微镜观察细胞划伤刺激后的生长情况和形态学变化ꎮ
结果显示ꎬ高糖培养的人角膜上皮细胞划伤后ꎬ细胞迁移
能力受损ꎮ 与正常对照组相比ꎬ高糖处理组迁移入创伤区
的细胞数量明显减少ꎬ细胞折光性弱ꎬ伸展不良ꎬ创伤区愈
合率显著降低ꎬ并且随着处理的时间延长ꎬ高糖处理组的
人角膜上皮细胞生长速度要比正常对照组慢ꎬ细胞突起少
且活性较差ꎬ细胞分裂现象较正常对照组弱ꎬ提示高糖的
负性调节作用ꎬ与相关文献研究结果一致ꎮ

创伤作为一种刺激ꎬ可激活机体下游信号通路ꎬ诱导
细胞迁移至创伤区ꎬ细胞周期蛋白(Ｃｙｃｌｉｎ) －细胞周期蛋
白依赖性蛋白激酶(Ｃｙｃｌｉｎ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｋｉｎａｓｅꎬ ＣＤＫ) －细胞
周期蛋白依赖性蛋白激酶抑制因子 ( Ｃｙｃｌｉｎ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ｋｉｎａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒꎬ ＣＫＩ)系统是细胞增殖的内源性调控系统ꎬ
其中ꎬＣｙｃｌｉｎ Ｄ１ 在细胞周期 Ｇ１ 期启动ꎬ是 Ｗｎｔ 信号通路
β－ｃａｔｅｎｉｎ 下游靶基因ꎬ调控细胞增殖、分化和迁移ꎮ Ｗｎｔ
信号通路在眼科学角膜病相关研究中尚处于起步阶段ꎬ有
研究证实人角膜上皮细胞有 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 蛋白的表达ꎬ且
Ｗｎｔ１ 蛋白可促进 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 蛋白基因的表达ꎬ且其表达量
与 Ｗｎｔ１ 蛋白量呈正相关[１２]ꎮ 内外环境刺激下ꎬ核糖核酸
酶 ５ 上调 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 蛋白ꎬ Ｄ３ 等通过激活 ＰＩ３ 激酶 /
ＡｋｔＣＥＣｓ 启动细胞周期进程ꎬ促进角膜内皮损伤愈合[３]ꎮ
基于此ꎬ我们初步推断 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 蛋白在调控细胞周期的

作用下ꎬ促进了角膜相关细胞活化增殖能力ꎬ呈正性调节
作用ꎬ且与某些信号分子有关ꎮ 在前期研究[１２] 基础上ꎬ本
实验设置 ２５ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖处理组和蒸馏水正常对照组ꎬ
通过给予角膜上皮细胞划伤刺激后ꎬｑＲＴ－ＰＣＲ 检测两组
组间差异性和时间点测量值的时间差异性分析ꎬ结果具有
统计学意义ꎮ 划伤刺激后检测两组 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ ｍＲＮＡ 表达
水平上调ꎬ高糖处理组与正常对照组相比ꎬ Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１
ｍＲＮＡ 表达呈上调趋势ꎬ但随着高糖处理时间延长ꎬ上调
作用减弱ꎬ且在 ４８ｈ 处 ｍＲＮＡ 水平恢复至与对照组同一水
平ꎮ 而 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测蛋白表达结果显示:高糖组在各
时间点检测的 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 蛋白表达量均低于正常组ꎬ提示
高糖对 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 的表达存在抑制作用ꎮ 基因的表达调控
存在转录、转录后修饰及翻译等水平的调控ꎬＲＮＡ 表达量
就是转录水平调控ꎬ而蛋白表达量则收到转录后修饰及翻
译水平的调控ꎬ本研究中的 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 的 ＲＮＡ 表达和蛋白
表达量不一致ꎬ说明 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 在角膜上皮细胞中的表达
调控可能存在转录后修饰或者翻译水平的调控ꎮ 另一方
面ꎬ本实验采用模拟高糖环境ꎬ与真正的糖尿病患者角膜
上皮细胞所处环境有所差异ꎬ故不排除这是导致 ｑＲＴ－
ＰＣＲ 结果与 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果不一致的原因ꎮ 划伤刺激增
加 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 的上调ꎬ而高糖环境下ꎬ人角膜上皮创伤愈合
延迟ꎬ并随时间延长呈进行性损害ꎬＣｙｃｌｉｎ Ｄ１ 表达受损ꎬ
从而导致细胞在相应的时相受阻ꎬ细胞周期循环不能进
行ꎬ细胞不能进行有丝分裂ꎬ从而诱导人角膜上皮细胞凋
亡ꎬ这可能是导致角膜上皮细胞创伤愈合延迟的原因之
一ꎮ 另外ꎬ也有研究显示ꎬ高糖通过活性氧系统抑制表皮
生长因子受体的信号转导ꎬ从而抑制角膜上皮细胞损伤后
修复[１３]ꎬ多种信号通路系统参与调控角膜创伤愈合ꎬ这与
本实验结论相一致ꎬ但是 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 是否可以作为药物相
关靶基因ꎬ尚需更多研究加以证实ꎮ

角膜上皮微环境的动态平衡对维持正常视力和上皮
组织的完整性极为重要ꎬ人角膜上皮细胞体外培养有助于
了解角膜细胞的生物学特性、构建体外疾病模型、构建生
物人工角膜[１４]以及更好地发挥其临床作用[１５]ꎬ譬如利用
Ｒｏｃｋ 抑制剂联合低氧－常氧培养方式构建工程角膜上
皮[１６]ꎬ有助于深入认识角膜上皮病变的病理生理过程ꎬ为
角膜病的发病机制提供新的思路ꎮ 本实验采用 ２５ｍｍｏｌ / Ｌ
葡萄糖浓度培养基ꎬ角膜上皮细胞生长环境为高渗状态ꎬ
高渗透压可能影响细胞功能及炎性介质功能ꎮ 譬如谭秋
凡等[１７]研究在高渗条件下ꎬ炎症小体各聚合成分和炎症
因子的 ｍＲＮＡ 水平上调ꎬ人角膜上皮细胞中 ｃ－Ｊｕｎ 氨基末
端蛋白激酶对其释放的具有抑制作用ꎮ 本实验未把渗透
压因素作为研究变量ꎬ可能对结果有一定影响ꎮ 但高糖对
角膜上皮细胞创伤修复的影响ꎬ是否与高渗作用有关ꎬ也
需要通过后续实验验证ꎮ 细胞周期蛋白在眼表疾病的科
研应用国内外鲜有研究报道ꎬ且机制较为复杂ꎬ我们实验
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初步探索下存在不足之处ꎬ也缺少针对蛋白的统计与量
化ꎬ尚待开展更多高质量研究进一步优化ꎬ弥补不足ꎮ

综上所述ꎬ由于糖尿病导致的疾病流行率、相关医
疗费用[１８]和视力损害的增加ꎬ因此ꎬ临床医生理应重视
并加强对 ＤＫ 的探索ꎮ 本次实验初步探讨了高糖状态下
角膜上皮细胞增殖与分化的潜在机制ꎬ以及细胞周期素
Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 蛋白基因表达的相关意义ꎬ有助于深入了解糖
尿病性角膜上皮创伤愈合延迟的分子调控机制ꎬ并为
ＤＫ 研究提供新的实验理论依据ꎮ
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