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摘要
目的:观察高糖培养的人晶状体上皮细胞在创伤刺激后
Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 的表达情况ꎮ
方法:采用 ＭＴＴ 法观察不同浓度葡萄糖对体外培养的人
晶状体上皮细胞(ＨＬＥＢ３)作用 ２４ｈ 后细胞增殖活性的影
响ꎬ确定最适葡萄糖作用浓度ꎮ 将 ＨＬＥＢ３ 细胞分为高糖
预处理组(高糖培养基预处理 ２４ｈ 后再更换高糖培养基培
养)和非高糖预处理组(正常培养基培养 ２４ｈ 后再更换高
糖培养基培养)ꎬ根据更换高糖培养基时是否进行划伤处
理将细胞分为对照组和划伤组ꎬ分别采用 ｑＲＴ－ＰＣＲ 和
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测各组细胞创伤后不同时间点 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１
ｍＲＮＡ 和蛋白的表达情况ꎮ
结果:一定浓度范围的葡萄糖能够增强细胞增殖活性ꎬ
２５􀆰 ５ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖处理时细胞活性最强ꎮ 高糖预处理细
胞 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 表达在一定时间范围内呈时间依赖性表达下
调ꎻ非高糖预处理细胞 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 表达呈不规律性ꎬ在 １２ｈ
和 ４８ｈ 处表达上调ꎻ划伤处理可在一定程度上刺激细胞
Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 表达上调ꎮ
结论:葡萄糖对人晶状体上皮细胞活性及 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 表达
的影响呈现不规律性ꎬ创伤处理可在一定程度上上调细胞
Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 的表达ꎮ
关键词:人晶状体上皮细胞ꎻ高糖ꎻＣｙｃｌｉｎ Ｄ１ꎻ创伤ꎻ糖尿病
性白内障
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Ｓｔｕｄｅｎｔｓ ( Ｎｏ. ２０１８１１８１００２１)ꎻ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ Ｔｒａｉｎｉｎｇ Ｐｒｏｇｒａｍ ｆｏｒ
Ｃｏｌｌｅｇｅ Ｓｔｕｄｅｎｔｓ ｏｆ Ｈａｉｎａｎ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ (Ｎｏ.ＨＹＣＸ２０１８０２１)
１Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｔｒｏｐｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ａｎｄ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｏｆ Ｈａｉｎａｎ
Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｈａｉｋｏｕ ５７１１９９ꎬ Ｈａｉｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２Ｔｈｅ
Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｈａｉｎａｎ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｈａｉｋｏｕ
５７０１０２ꎬ Ｈａｉｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏ－ｆｉｒｓｔ ａｕｔｈｏｒｓ: Ｃｈｅｎ Ｃｈｅｎ ａｎｄ Ｎａｎ－Ｎａｎ Ｚｈａｏ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｔｏ: Ｈａｏ Ｘｉｕ. Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｔｒｏｐｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ａｎｄ
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｏｆ Ｈａｉｎａｎ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｈａｉｋｏｕ ５７１１９９ꎬ
Ｈａｉｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ. ３６２０５８５００＠ ｑｑ.ｃｏｍ
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•ＡＩＭ:Ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ ｉｎ
ｈｕｍａｎ ｌｅｎｓ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ( ＨＬＥＣｓ ) ａｆｔｅｒ ｔｒａｕｍａｔｉｃ
ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｈｉｇｈ－ｇｌｕｃｏｓｅ ｃｕｌｔｕｒｅ
•ＭＥＴＨＯＤＳ: Ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＨＬＥＣｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＭＴＴ
ｍｅｔｈｏｄ ａｆｔｅｒ ｉｎｃｕｂａｔｅ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｒｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ｇｌｕｃｏｓｅ ｆｏｒ ２４ｈ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｇｌｕｃｏｓｅ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ. ｑＲＴ － ＰＣＲ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ
ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ｎｏｎ－
ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ ｉｎ ＨＬＥＣｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ａｆｔｅｒ ｔｒａｕｍａｔｉｃ
ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ.
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ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ｌｏｗ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｇｌｕｃｏｓｅꎬ ｂｕｔ ｔｈｅ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｓｈｏｕｌｄ ｎｏｔ ｅｘｃｅｅｄ ２５. ５ｍｍｏｌ / Ｌꎬ ｏｒ ｉｔ ｗｉｌｌ
ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＨＬＥＣｓꎻ Ｔｈｅ ｒｅａｓｕｌｔ ｏｆ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ
ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ｒｅｖｅａｌ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１
ｉｓ ｄｏｗｎ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ａ ｔｉｍｅ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍａｎｎｅｒ ｗｉｔｈｉｎ ａ
ｃｅｒｔａｉｎ ｔｉｍｅ ｒａｎｇｅ. Ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ ｗａｓ
ｉｒｒｅｇｕｌａｒ ｉｎ ｔｈｅ ｎｏｎ－ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐꎬ ｉｔ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
ａｔ ｔｈｅ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔ ｏｆ １２ｈ ａｎｄ ４８ｈ. Ｔｈｅ ｓｃｏｒｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｃａｎ
ｕｐ－ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ ｉｎ ＨＬＥＣｓ ｉｎ ａ
ｃｅｒｔａｉｎ ｄｅｇｒｅｅｎ.
•ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｇｌｕｃｏｓｅ ｏｎ ＨＬＥＣｓ ａｃｔｉｖｉｔｙ
ａｎｄ Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ ｅｘｐｅｒｓｓｉｏｎ ａｒｅ ｉｒｒｕｇｕｌａｒ. Ｔｒａｕｍａ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｃａｎ ｓｔｉｍｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ ｉｎ ＨＬＥＣｓ ｔｏ
ｓｏｍｅ ｅｘｔｅｎｔ.
• ＫＥＹＷＯＲＤＳ: ｈｕｍａｎ ｌｅｎｓ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎻ ｈｉｇｈ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｇｌｕｃｏｓｅꎻ Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ꎻ ｔｒａｕｍａꎻ
ｄｉａｂｅｔｉｃ ｃａｔａｒａｃｔ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ:Ｃｈｅｎ Ｃꎬ Ｚｈａｏ ＮＮꎬ Ｆｕ ＬＪꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ
ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｆ Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ ｉｎ ｓｃｏｒｅｄ ｈｕｍａｎ ｌｅｎｓ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ
ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ( Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ) ２０２０ꎻ２０(１０):
１６９９－１７０３

０引言
糖尿病性白内障(ｄｉａｂｅｔｉｃ ｃａｔａｒａｃｔ)是糖尿病常见的

并发症ꎬ可导致患者视力障碍ꎮ 目前我国是全球糖尿病人

９９６１
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数最多的国家ꎬ２０１７ 年糖尿病人数为 １􀆰 １４ 亿ꎬ预计到
２０４５ 年将达到约 １􀆰 ５ 亿[１]ꎮ 晶状体上皮细胞的凋亡是除
先天性白内障以外的所有类型白内障发生的共同细胞学
基础[２]ꎮ 晶状体上皮细胞是晶状体内代谢最活跃的部分ꎬ
该细胞呈单层排列ꎬ为晶状体的生长、分化和损伤修复等
提供基础物质及代谢能量ꎮ 一旦正常生理功能被破坏ꎬ晶
状体纤维排列紊乱ꎬ晶状体则出现混浊[３]ꎮ 糖尿病性白内
障的发生与晶状体上皮细胞的凋亡密切相关ꎬ研究表明
４０ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖能够显著上调晶状体上皮细胞的凋
亡[４]ꎬ其中细胞周期蛋白 Ｄ１(Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１)的表达可影响细
胞凋亡ꎮ 目前认为ꎬ在细胞周期进程中ꎬＣｙｃｌｉｎ Ｄ１ 是 Ｇ１
期细胞周期素ꎬ其含量受生长因子等因素的调控ꎬ呈周期
性变化[５]ꎮ 本研究在体外不同浓度的高糖条件下培养人
晶状体上皮细胞ꎬ探究其在创伤后 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 的表达ꎬ揭示
Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 与糖尿病性白内障之间可能存在的关系ꎬ为今
后研究奠定基础ꎮ
１材料和方法
１􀆰 １材料　 实验细胞:人晶状体上皮细胞(ＨＬＥＢ３)购自北
纳创联生物技术研究院ꎮ 主要试剂:ＤＭＥＭ 培养基购自
Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司ꎻ胎牛血清、胰蛋白酶购自 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻ二甲
基亚砜(ＤＭＳＯ)购自 Ｓｉｇｍａ 公司ꎻ细胞总 ＲＮＡ 及总蛋白提
取试剂盒购自 Ｍａｇｅｎ 公司ꎻ四甲基偶氮唑(ＭＴＴ)、逆转录
试剂盒、青霉素 / 链霉素、荧光定量 ＰＣＲ 试剂盒、蛋白
Ｍａｒｋｅｒ 购自 Ｆｅｒｅｎｔａｓ 公司ꎻ特异性引物由天一辉远生物科
技有限公司合成ꎻ兔源 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 一抗、山羊抗兔二抗购自
Ａｂｃａｍ 公司ꎻ超敏 ＥＣＬ 化学发光试剂盒、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 上样
缓冲液购自于 Ｂｉｏｓｈａｒｐ 公司ꎻＢＣＡ 法蛋白定量测定试剂盒
购自上海碧云天生物科技有限公司ꎮ 主要仪器设备:荧光
定量 ＰＣＲ 仪[(ＦＱＤ－４８Ａ(Ａ４)ꎬ杭州博日科技有限公司]ꎻ
超微量分光光度计(Ｎ５０ Ｔｏｕｃｈꎬ德国 Ｉｍｐｌｅｎ)ꎻ凝胶成像仪
(ＣｈｅｍｉＤｏｃ ＸＲＳꎬＢｉｏＲａｄ)ꎻ双稳定时电泳仪(ＤＹＹ－８Ｃꎬ北
京六一仪器厂)ꎻ Ａ２ 生物安全柜 ( ＳＧ４０３Ａ － ＨＥꎬ美国
ＢＡＫＥＲ 公司)ꎻ连续波长酶标仪 ( Ｅｐｏｃｈꎬ美国 Ｂｉｏｔｅｋ 公
司)ꎮ
１􀆰 ２方法
１􀆰 ２􀆰 １细胞培养　 ＨＬＥＢ３ 细胞复苏后培养于含 １０％胎牛
血清的 ＤＭＥＭ 培养液中ꎬ放入 ３７℃ꎬ５％ＣＯ２的培养箱中培
养ꎬ定时观察细胞的生长情况ꎬ４８ｈ 换液 １ 次ꎬ当细胞生长
接近 ９０％融合时ꎬ按 １∶ ３ 比例传代ꎬ取处于对数生长期的
细胞用于实验ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２ ＭＴＴ 法检测细胞增殖活力　 将处于对数生长期的
ＨＬＥＢ３ 细胞按 １×１０３个 / 孔密度接种于 ９６ 孔板ꎬ于 ３７℃ꎬ
５％ＣＯ２培养箱中培养 ２４ｈꎮ 待细胞长满后ꎬ更换为含有不
同终 浓 度 葡 萄 糖 [ ５􀆰 ５ ( 对 照 组 )、 １０􀆰 ５、 １５􀆰 ５、 ２５􀆰 ５、
３０􀆰 ５ｍｍｏｌ / Ｌ]的培养液ꎬ并设空白调零孔ꎬ每组设 ５ 个复
孔ꎬ继续培养 ２４ｈ 后ꎬ在各孔中加入 ＭＴＴ(５ｍｇ / ｍＬ)１０μＬꎬ
继续培养 ４~６ｈꎮ 弃去上清液ꎬ加入 ＤＭＳＯ 溶液 １５０μＬꎬ低
速振荡 １０ｍｉｎꎬ于全自动酶标仪 ５７０ｎｍ 处读取吸光度值ꎬ
记录每组调零后的吸光度值ꎬ根据每组的平均吸光度值评
估细胞在不同葡萄糖浓度下的增殖活力ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３ 高糖预处理条件下细胞创伤刺激后 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１表达
情况　 根据细胞增殖活力的测定结果ꎬ本研究最终选用
２５􀆰 ５ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖浓度作为高糖模型的处理浓度ꎮ 将处
于对数生长期的 ＨＬＥＢ３ 细胞接种于 １０ 个培养皿中培养
２４ｈꎬ第 ２ｄ 换用含 ２５􀆰 ５ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖的培养基预处理细

胞至细胞长满(１~３ｄ)(高糖预处理组)ꎬ预处理后的细胞
分为划伤组(进行划伤处理)和对照组(不进行划伤处
理)ꎬ分别于划伤后 ０、１２、２４、４８、７２ｈ 收集细胞并提取细胞
总 ＲＮＡ 和总蛋白ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４ 非高糖预处理条件下细胞创伤刺激后 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１表
达情况　 将处于对数生长期的 ＨＬＥＢ３ 细胞接种于 １０ 个
培养皿中培养 ２４ｈꎬ第 ２ｄ 继续用 ＤＭＥＭ 培养基培养至细
胞长满(１ ~ ３ｄ) (非高糖预处理组)ꎬ换用含 ２５􀆰 ５ｍｍｏｌ / Ｌ
葡萄糖的培养基ꎬ同时将细胞分为划伤组(进行划伤处
理)和对照组(不进行划伤处理)ꎬ分别于划伤后 ０、１２、２４、
４８、７２ｈ 收集细胞并提取细胞总 ＲＮＡ 和总蛋白ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５ ｑＲＴ－ＰＣＲ法检测 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ ｍＲＮＡ的表达　 胰蛋
白酶消化细胞后按照试剂说明书提取总 ＲＮＡꎬ进行 ｃＤＮＡ
逆转录ꎮ 将所得 ｃＤＮＡ 浓度稀释至 ２５０ｎｇ / μＬ 后进行荧光
定 量 ＰＣＲꎮ 引 物 序 列: Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 引 物 Ｆ:
ＣＴＣＧＧＴＧＴＣＣＴＡＣＴＴＣＡＡＡＴＧＴꎬＲ:ＴＣＣＴＣＧＣＡＣＴＴＣＴＧＴＴ
ＣＣＴꎬ该引物来自于 ＮＣＢＩ 比对结果 ( ＮＭ ＿０５３０５６􀆰 ２)ꎻ
β－ａｃｔｉｎ 引 物 Ｆ: ＡＣＣＣＴＧＡＡＧＴＡＣＣＣＣＡＴＣＧＡＧꎬ Ｒ:
ＡＣＡＴＧＡＴＣＴＧＧＧＴＣＡＴＣＴＴＣＴＣＧꎬ该引物来自于参考文
献[６]ꎮ 反应体系为 ２５μＬ:２×ＳＹＢＧｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １２􀆰 ５μＬꎬ
正反向引物各 １μＬꎬｃＤＮＡ １μＬꎬｄｄＨ２Ｏ 补齐至 ２５μＬꎮ 反应
程序采用三步法进行扩增:５０℃ ２ｍｉｎꎻ９５℃ １５ｓꎬ５８℃ １５ｓꎬ
７２℃ １５ｓꎬ４０ 个循环ꎬ每次实验均设 ３ 个重复ꎬ每个时间点
均设 ３ 次实验重复以避免偶然因素影响ꎬ采用 ２－ΔΔＣｔ方法
计算相对表达量ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ６ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法分析 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１蛋白表达情况　 胰
蛋白酶消化细胞后按照试剂说明书逐步操作提取总蛋白ꎬ
采用 ＢＣＡ 法测定总蛋白浓度ꎬ于－８０℃保存ꎮ 将提取总蛋
白进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 凝胶电泳ꎬ转膜至 ＰＶＤＦ 膜上ꎬ５％脱脂
奶粉 室 温 封 闭 １ ~ ２ｈꎬ 加 入 兔 抗 人 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 一 抗
(１ ∶ １００００)ꎬ４℃孵育过夜ꎬＰＢＳＴ 冲洗 ３ 次后加入山羊抗
兔二抗(１∶ １００００)ꎬ室温轻微震荡孵育 ２ｈꎬＰＢＳＴ 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

统计学分析:本研究采用 ＳＰＳＳ ２５􀆰 ０ 统计分析软件进

行数据分析ꎮ 计量资料均采用均数±标准差(􀭰ｘ±ｓ)表示ꎬ
不同时间两组之间的差异性采用重复测量数据的方差分
析ꎬ各时间点两组间比较采用独立样本 ｔ 检验ꎬ组内不同
时间点的比较采用 ＬＳＤ－ｔ 检验ꎮ Ｐ<０􀆰 ０５ 为差异有统计学
意义ꎮ
２结果
２􀆰 １不同浓度葡萄糖对细胞增殖活力的影响 　 ＭＴＴ 检测
结果显示ꎬ一定浓度的葡萄糖会使 ＨＬＥＢ３ 细胞增殖活力
增强ꎬ其中 ２５􀆰 ５ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖处理 ＨＬＥＢ３ 细胞 ２４ｈ 时细
胞的增殖活力出现最大值ꎬ浓度超过 ２５􀆰 ５ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖
处理 ＨＬＥＢ３ 细胞 ２４ｈ 细胞的增殖活力下降ꎬ故后续实验
选择 ２５􀆰 ５ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖培养细胞(图 １)ꎮ
２􀆰 ２高糖预处理细胞创伤刺激后形态变化　 倒置显微镜
下观察高糖预处理组和非高糖预处理组细胞在划伤刺激
条件下不同时间点的形态变化(图 ２)ꎬ结果显示ꎬ划伤后
０ｈꎬ划伤处两组细胞形态无明显差别ꎬ均呈均匀单层贴壁
生长ꎬ形态规则ꎬ划伤处边缘细胞有少量细胞呈漂浮状ꎬ划
痕中间无细胞生长ꎮ 划伤后 １２、２４ｈꎬ两组细胞形态并无
多大差别ꎬ划伤处边缘的细胞已经重新贴壁ꎬ并开始向外
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图 １　 不同浓度葡萄糖对晶状体上皮细胞增殖活力的影响ꎮ

图 ２　 倒置显微下观察划伤处理不同时间细胞形态变化(×１００)ꎮ

表 １　 高糖预处理组细胞 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ ｍＲＮＡ表达情况 􀭰ｘ±ｓ
组别 ０ｈ １２ｈ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ
对照组 １􀆰 ００±０􀆰 ２６９ ０􀆰 ５４±０􀆰 １９１ａ ０􀆰 ４４±０􀆰 ０６５ｂ ０􀆰 ２２±０􀆰 ０２５ｂ ０􀆰 ６６±０􀆰 ０６８
划伤组 １􀆰 ００±０􀆰 １０１ ０􀆰 ８９±０􀆰 １９４ １􀆰 １１±０􀆰 ０８４ ０􀆰 ３０±０􀆰 ０８５ｂ １􀆰 ４９±０􀆰 ００９ｂ

注:ａＰ<０􀆰 ０５ꎬｂＰ<０􀆰 ０１ ｖｓ 同组 ０ｈꎮ

生长ꎬ划伤处由不平整逐渐趋于平滑ꎬ但高糖预处理组细
胞数量明显少于非高糖预处理组ꎮ 随着时间延长ꎬ划伤处
产生细胞凸起ꎬ划痕间距明显缩小ꎮ 划伤后 ４８ｈꎬ两组细
胞形态有明显差异ꎬ非高糖预处理组细胞生长速度明显快
于高糖预处理组ꎬ细胞数量和细胞凸起明显较多ꎬ且划痕
间距明显小ꎮ 划伤后 ７２ｈꎬ两组细胞形态差异没有划伤
４８ｈ 时明显ꎬ但较其他观察时间点划伤边缘处不再平整ꎬ
细胞凸起要多ꎮ 总体而言ꎬ高糖预处理对 ＨＬＥＢ３ 细胞的
生长具有抑制性ꎬ特别是在划伤刺激后 ４８ｈꎮ
２􀆰 ３高糖预处理组细胞 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１表达情况　 对高糖预处
理组 ｑＲＴ－ＰＣＲ 数据进行分析ꎬ结果显示ꎬ对照组和划伤
组细胞 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ ｍＲＮＡ 表达水平差异具有统计学意义
(Ｆ组间 ＝ ５９􀆰 ０７３ꎬＰ组间 < ０􀆰 ００１ꎻＦ时间 ＝ ３５􀆰 ３４９ꎬＰ时间 < ０􀆰 ００１ꎻ
Ｆ交互 ＝ １１􀆰 １６２ꎬＰ交互 <０􀆰 ００１)ꎮ 划伤 ２４、７２ｈ 时ꎬ两组细胞
Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ ｍＲＮＡ 表达水平差异均有统计学意义 ( ｔ ＝
－１０􀆰 ７７５、－２１􀆰 ２６６ꎬ均 Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ 与划伤 ０ｈ 时比较ꎬ对照
组划伤后 １２、２４、４８ｈ 时细胞 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ ｍＲＮＡ 表达水平差
异均有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ划伤组划伤后 ４８、７２ｈ 时细
胞 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ ｍＲＮＡ 表达水平差异均有统计学意义(Ｐ<
０􀆰 ０１)ꎬ见表 １ꎬ图 ３ꎮ 综上ꎬ高糖预处理 ＨＬＥＢ３ 细胞后ꎬ随
着时间的延长ꎬ细胞 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ ｍＲＮＡ 的表达水平总体呈
下降趋势ꎬ而划伤处理后 ２４、７２ｈ 其表达水平明显上调ꎮ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果显示ꎬ高糖预处理能够明显抑制
Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 蛋白的表达ꎬ而划伤刺激在一定程度上可上调

　 　

图 ３　 高糖预处理组细胞 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ ｍＲＮＡ 表达情况 　 ａ Ｐ<
０􀆰 ０５ꎬ ｂＰ<０􀆰 ０１ ｖｓ 同组 ０ｈꎮ

Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 蛋白的表达水平(图 ４)ꎬ与 ｑＲＴ－ＰＣＲ 检测结果
基本一致ꎬ表明高浓度葡萄糖长时间作用能够抑制人晶状
体上皮细胞 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 的表达水平ꎬ而划伤处理能够上调
Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 的表达ꎮ
２􀆰 ４非高糖预处理组细胞 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１表达情况　 对非高糖
预处理组 ｑＲＴ－ＰＣＲ 数据进行分析ꎬ结果显示ꎬ对照组和
划伤组细胞 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ ｍＲＮＡ 表达水平差异具有统计学意
义( Ｆ组间 ＝ １８􀆰 ７０７ꎬ Ｐ <组间 ０􀆰 ０１２ꎻ Ｆ时间 ＝ １０８􀆰 １９３ꎬ Ｐ时间 <
０􀆰 ００１ꎻＦ交互 ＝ １６􀆰 ０９７ꎬＰ交互 <０􀆰 ００１)ꎮ 划伤 ４８ｈ 时ꎬ两组细

１０７１

Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.２０ꎬ Ｎｏ.１０ Ｏｃｔ. ２０２０　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２６３９４０　 Ｅｍａｉｌ:ＩＪＯ.２０００＠１６３.ｃｏｍ



　 　表 ２　 非高糖预处理组细胞 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ ｍＲＮＡ表达情况 􀭰ｘ±ｓ
组别 ０ｈ １２ｈ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ
对照组 １􀆰 ００±０􀆰 ２１１ ２􀆰 ７６±０􀆰 ３８４ｂ １􀆰 １３±０􀆰 ３２９ ３􀆰 ３４±０􀆰 ５３６ｂ １􀆰 ２０±０􀆰 １０９
划伤组 １􀆰 ００±０􀆰 ２１９ ３􀆰 ７１±０􀆰 ８９９ｂ １􀆰 １８±０􀆰 ２８５ ６􀆰 ３４±０􀆰 ３５８ｂ １􀆰 ０８±０􀆰 ３４４

注:ｂＰ<０􀆰 ０１ ｖｓ 同组 ０ｈꎮ

图 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测高糖预处理组细胞 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 蛋白表达
Ａ: 对照组ꎻ Ｂ: 划伤组ꎮ

图 ５　 非高糖预处理组细胞 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ ｍＲＮＡ 表达情况 　 ｂＰ<
０􀆰 ０１ ｖｓ 同组 ０ｈꎮ

图 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测非高糖预处理组细胞 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 蛋白表
达　 Ａ: 对照组ꎻ Ｂ: 划伤组ꎮ

胞 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ ｍＲＮＡ 表达水平差异有统计学意义 ( ｔ ＝
－８􀆰 ０９７ꎬＰ<０􀆰 ００１)ꎮ 两组划伤后 １２、４８ｈ 时细胞 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１
ｍＲＮＡ 表达水平分别与划伤 ０ｈ 时比较ꎬ差异均有统计学
意义(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ见表 ２ꎬ图 ５ꎮ 综上ꎬ未经高糖预处理的
ＨＬＥＢ３ 细胞在进行高糖处理后ꎬ随着时间的延长ꎬ细胞
Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ ｍＲＮＡ 表达水平呈现出不规律性ꎬ在高糖处理
１２、４８ｈ 时其表达水平明显上调ꎬ而划伤处理后ꎬ细胞
Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 的表达总体无明显变化ꎬ但划伤 ４８ｈ 时其表达
水平明显上调ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果(图 ６)与 ｑＲＴ－ＰＣＲ
检测结果基本一致ꎬ表明人晶状体上皮细胞处于高糖环境

下的最初一段时间ꎬ细胞对 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 的表达具有一定的
自我调控能力ꎬ能够通过调控 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 的表达从而弥补
由于高糖环境导致的细胞数量减少ꎬ而划伤处理能够上调
Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 的表达ꎮ
３讨论

糖尿病性白内障已成为众多糖尿病眼病并发症中位
居第二的并发症[７]ꎮ 糖尿病性白内障的发病机制有很多ꎬ
如渗透压改变、晶状体蛋白氧化[８]、晶状体上皮细胞线粒
体自噬[９－１１]、晶状体细胞周期变化等ꎮ 有研究表明ꎬ高浓
度葡萄糖处理晶状体上皮细胞ꎬ可以诱导细胞进入细胞分
裂ꎬ但随着处理时间的延长高浓度葡萄糖对细胞分裂可产
生负面影响ꎬ从而阻止细胞继续进行有丝分裂[１２]ꎮ 本研
究中ꎬＭＴＴ 检测结果显示ꎬ一定浓度的葡萄糖会使晶状体
上皮细胞增殖活力增强ꎬ且葡萄糖浓度为 ２５􀆰 ５ｍｍｏｌ / Ｌ 时
细胞增殖活力最大ꎬ超过该浓度细胞增殖活力下降ꎬ本研
究结果与赵婷婷等[１３]研究结果相符ꎮ 糖尿病患者往往是
在患糖尿病多年后才出现糖尿病性白内障ꎬ而以往研究在
研究高糖对晶状体上皮细胞影响时并未采用高浓度葡萄
糖预处理晶状体上皮细胞来模拟糖尿病患者长期患病导
致白内障这一情况ꎮ 故本研究设置 ２５􀆰 ５ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖预
处理组和未用 ２５􀆰 ５ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖预处理组ꎬ采用倒置显
微镜观察细胞形态发现ꎬ高糖预处理组细胞生长速度明显
慢于非高糖预处理组ꎬ且在划伤刺激后 ４８ｈ 特别明显ꎮ 陈
文静等[１４]研究表明低浓度的葡萄糖(５ｍｍｏｌ / Ｌ)即可诱
导人晶状体上皮细胞凋亡ꎬ本研究结果提示ꎬ短暂的高
浓度葡萄糖作用会增加晶状体上皮细胞活性ꎬ但长期的
高糖环境会抑制人晶状体上皮细胞活性ꎬ这就解释了为
什么糖尿病性白内障往往会出现在糖尿病中后期ꎬ而不
是前期ꎮ

细胞周期受细胞周期蛋白(Ｃｙｃｌｉｎ)的调控ꎬ其中主要
起作用的是 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 和 Ｃｙｃｌｉｎ Ｅ１ꎮ Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 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[１５]ꎮ 本研究中ꎬｑＲＴ－ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果
显示ꎬ高糖预处理组人晶状体上皮细胞中 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 的表
达随着处理时间延长总体呈现下调趋势ꎬ结果与 Ｃｈａｎｇ
等[１２]报道的高糖处理晶状体上皮细胞对细胞分裂的影响
结果基本一致ꎮ 我们发现ꎬ划伤处理能够显著刺激高糖预
处理组人晶状体上皮细胞 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 的表达ꎮ 同样ꎬ我们
还发现ꎬ划伤处理也能够在一定程度上刺激非高糖预处理
组细胞 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 的表达ꎬ但表现出不规律性ꎬ其最高表达
时间点出现在划伤后 ４８ｈꎬ这与任洁等[１６]研究发现高糖处
理晶状体上皮细胞后 ４８ｈ 细胞活性最强结果存在一定的
相似性ꎮ

综上所述ꎬ本研究将体外培养的人晶状体上皮细胞分
为高糖预处理组与非高糖预处理组ꎬ同时每组内又设置划
伤组和对照组ꎬ观察高糖培养的人晶状体上皮细胞在创伤
后 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 的表达情况ꎬ结果证实短暂的高浓度葡萄糖
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处理人晶状体上皮细胞能够增强细胞活性ꎬ上调 Ｃｙｃｌｉｎ
Ｄ１ 的表达ꎬ长时间的高糖环境则能够抑制细胞活性ꎬ下调
Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 的表达ꎬ而划伤处理能够刺激 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 的表
达ꎮ 但高糖具体如何影响 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 表达ꎬ划伤又是以何
种机制调控 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 表达ꎬ尚不清楚ꎬ故 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 能否
作为治疗糖尿病性白内障的药物靶点还有待进一步的
探究ꎮ
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