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摘要
目的:探讨缺氧条件下 Ｗｎｔ / β－ｃａｔｅｎｉｎ 通路在晶状体上皮
细胞上皮－间充质转化(ＥＭＴ)中的作用ꎬ分析 Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１
(ＤＫＫ－１)的表达对晶状体上皮细胞 ＥＭＴ 的影响ꎮ
方法:将体外培养人晶状体上皮细胞(ＨＬＥＢ３ 细胞)分为
正常氧培养组(加入含 １０％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 培养液)和缺
氧培养组(加入含 １００μｍｏｌ / Ｌ ＣｏＣｌ２溶液的培养液进行缺
氧处理 ６、１２、２４、４８ｈ)ꎮ 利用免疫荧光染色法检测 Ｗｎｔ３ａ
和 ＤＫＫ－１ 蛋白的表达及 β－ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白的表达和定位ꎻ利
用 ｑＲＴ－ＰＣＲ 法检测 ＤＫＫ－１ ｍＲＮＡ 的表达ꎮ
结果:免疫荧光染色结果显示ꎬ随着缺氧时间的延长ꎬ
ＨＬＥＢ３ 细胞中 Ｗｎｔ３ａ 和 ＤＫＫ－１ 蛋白表达水平明显上调ꎬ
β－ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白在细胞核内积聚逐渐增多ꎮ ｑＲＴ－ＰＣＲ 检
测结果显示ꎬ与正常氧培养组相比较ꎬ缺氧培养 ６ｈ 组细胞
中 ＤＫＫ－１ ｍＲＮＡ 无显著差异(Ｐ>０.０５)ꎬ而缺氧培养 １２、
２４、４８ｈ 组细胞中 ＤＫＫ － １ ｍＲＮＡ 表达明显增加 ( Ｐ <
０.００１)ꎮ
结论:缺氧可以激活晶状体上皮细胞 Ｗｎｔ / β －ｃａｔｅｎｉｎ 通
路ꎬ并诱导 Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１ 的表达ꎬ参与调控 Ｗｎｔ / β－ｃａｔｅｎｉｎ
通路ꎬ影响 ＥＭＴ 进程ꎮ
关键词:Ｗｎｔ / β－ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路ꎻＤｉｃｋｋｏｐｆ－１(ＤＫＫ－１)ꎻ
缺氧ꎻ晶状体上皮细胞ꎻ转分化
ＤＯＩ:１０.３９８０ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７２－５１２３.２０２３.１０.０５

Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ Ｗｎｔ ｐａｔｈｗａｙ
ｏｎ ｔｒａｎｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｙｐｏｘｉａ－ ｉｎｄｕｃｅｄ
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Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｉｔｅｍｓ:Ｍｅｄｉｃａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ Ｆｕｎｄ ｏｆ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ

Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｗｅｉｆａｎｇ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ( Ｎｏ. ２０２１ｗｙｆｙｚｚｊｊ１３ )ꎻ
Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｗｅｉｆａｎｇ ( Ｎｏ.
２０２０ＹＸ０４４)
１Ｅｙｅ Ｃｅｎｔｅｒꎬ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｗｅｉｆａｎｇ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ
( Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ )ꎬ Ｗｅｉｆａｎｇ ２６１０５３ꎬ Ｓｈａｎｄｏｎｇ
Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２Ｑｉｎｇｄａｏ Ｈｉｓｅｒ Ｈｏｓｐｉｔａｌ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ ｔｏ Ｑｉｎｇｄａｏ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ( Ｑｉｎｇｄａｏ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｈｏｓｐｉｔａｌ )ꎬ
Ｑｉｎｇｄａｏ ２６６０３３ꎬ Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｔｏ: Ｙｉｎｇ － Ｙｉｎｇ Ｚｈｏｎｇ. Ｅｙｅ Ｃｅｎｔｅｒꎬ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ
Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｗｅｉｆａｎｇ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ( Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ
Ｍｅｄｉｃｉｎｅ )ꎬ Ｗｅｉｆａｎｇ ２６１０５３ꎬ Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ.
ｐｈｏｅｎｉｘｚｈｏｎｇｙｉ＠ １６３.ｃｏｍ
Ｒｅｃｅｉｖｅｄ:２０２３－０１－２７　 　 Ａｃｃｅｐｔｅｄ:２０２３－０８－３０

Ａｂｓｔｒａｃｔ
• ＡＩＭ: Ｔｏ ｓｃｒｕｔｉｎｉｚｅ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｔｈｅ Ｗｎｔ / β － ｃａｔｅｎｉｎ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｔｈｅ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ － ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ( ＥＭＴ) ｏｆ ｌｅｎｓ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｕｎｄｅｒ ｈｙｐｏｘｉｃ
ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓꎬ ａｎｄ ｔｏ ｆｕｒｔｈｅｒ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１
(ＤＫＫ－１) ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ＥＭＴ ｏｆ ｌｅｎｓ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ.
•ＭＥＴＨＯＤＳ: Ｈｕｍａｎ ｌｅｎｓ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ (ＨＬＥＢ３ ｃｅｌｌｓ)
ｗｅｒｅ ｐｒｏｐａｇａｔｅｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｄ ｔｈｅｎ ｓｅｐａｒａｔｅｄ ｉｎｔｏ ｔｗｏ
ｇｒｏｕｐｓ: ｏｎｅ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ｓｔａｎｄａｒｄ ｏｘｙｇｅｎ ｌｅｖｅｌｓꎬ ａｄｄｅｄ
ＤＭＥＭ ｃｕｌｔｕｒｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ １０％ ＦＢＳ ( ｎｏｒｍｏｘｉｃ
ｇｒｏｕｐ ) ａｎｄ ａｎｏｔｈｅｒ ｓｕｂｊｅｃｔｅｄ ｔｏ ｌｏｗ ｏｘｙｇｅｎ ｌｅｖｅｌｓ
(ｈｙｐｏｘｉｃ ｇｒｏｕｐ) . Ｔｈｅ ｈｙｐｏｘｉｃ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｗａｓ ｅｍｕｌａｔｅｄ ｂｙ
ａｐｐｌｙｉｎｇ ａ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ １００ μｍｏｌ / Ｌ ｃｏｂａｌｔ ｃｈｌｏｒｉｄｅ
(ＣｏＣｌ２ ) ｆｏｒ ６ꎬ １２ꎬ ２４ꎬ ａｎｄ ４８ｈ. Ｔｈｅ ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ
ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｅｎａｂｌｅｄ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ
Ｗｎｔ３ａ ａｎｄ ＤＫＫ－１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓꎬ ａｌｏｎｇ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ａｎｄ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ β－ｃａｔｅｎｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｔｈｅｓｅ ｇｒｏｕｐｓ. Ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＤＫＫ－１ ｍＲＮＡ ｗａｓ ｄｉｓｃｅｒｎｅｄ ｂｙ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ (ｑＲＴ－ＰＣＲ) .
• ＲＥＳＵＬＴＳ: Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｓｓａｙｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ａｎ
ｅｓｃａｌａｔｉｎｇ ｔｒｅｎｄ ｉｎ ｔｈｅ Ｗｎｔ３ａ ａｎｄ ＤＫＫ － １ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬ ｗｈｉｃｈ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ
ｄｕｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｙｐｏｘｉａ. Ｌｉｋｅｗｉｓｅꎬ ａｎ ｉｎｔｅｎｓｉｆｉｅｄ ｎｕｃｌｅａｒ
ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ β － ｃａｔｅｎｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｔｏ ｂｅ
ｄｉｒｅｃｔｌｙ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎａｌ ｔｏ ｔｈｅ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｈｙｐｏｘｉａ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ.
Ｔｈｅ ｑＲＴ－ＰＣＲ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ＤＫＫ－ １
ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｎｏｒｍｏｘｉｃ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ
ｇｒｏｕｐ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ｈｙｐｏｘｉａ ｆｏｒ ６ｈ ｗａｓ ｎｏｔ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ( Ｐ > ０. ０５ )ꎬ ｗｈｅｒｅａｓ ｔｈｅ ＤＫＫ － １ ｍＲＮＡ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ １２ꎬ ２４ꎬ ａｎｄ ４８ｈ ｈｙｐｏｘｉａ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ<０.００１) .
• ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: Ｈｙｐｏｘｉａ ｃａｎ ａｃｔｉｖａｔｅ Ｗｎｔ / β － ｃａｔｅｎｉｎ
ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｌｅｎｓ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｉｎｄｕｃｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ ＤＫＫ － １ꎬ ｔｈｕｓ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ Ｗｎｔ / β － ｃａｔｅｎｉｎ ｐａｔｈｗａｙ
ａｎｄ ａｆｆｅｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ＥＭＴ ｐｒｏｃｅｓｓ.

７２６１

Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.２３ꎬ Ｎｏ.１０ Ｏｃｔ. ２０２３　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２０５９０６　 Ｅｍａｉｌ:ＩＪＯ.２０００＠１６３.ｃｏｍ



• ＫＥＹＷＯＲＤＳ: Ｗｎｔ / β － ｃａｔｅｎｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙꎻ
Ｄｉｃｋｋｏｐｆ － １ ( ＤＫＫ － １ )ꎻ ｈｙｐｏｘｉａꎻ ｌｅｎｓ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓꎻ ｔｒａｎｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ:Ｌｉ ＹＳꎬ Ｓｕｎ Ｙꎬ Ｚｈｕ ＹＧꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｄｉｃｋｋｏｐｆ － １
ｒｅｇｕｌａｔｅｄ Ｗｎｔ ｐａｔｈｗａｙ ｏｎ ｔｒａｎｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｙｐｏｘｉａ － ｉｎｄｕｃｅｄ
ｌｅｎｓ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ( Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ) ２０２３ꎻ２３(１０):
１６２７－１６３３

０引言
后囊膜混浊(ｐｏｓｔｅｒｉｏｒ ｃａｐｓｕｌａｒ ｏｐａｃｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬＰＣＯ)ꎬ又

称后发性白内障ꎬ是白内障术后主要的一种并发症ꎬ发生
于白内障术后或晶状体外伤后ꎬ由于残留的晶状体皮质或
晶状体上皮细胞( ｌｅｎｓ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎬＬＥＣｓ)发生增殖ꎬ形
成混浊ꎬ使患者的视力再次下降ꎬ是影响白内障术后患者
视力恢复的一个重要因素[１]ꎮ 正常情况下ꎬＬＥＣｓ 位于晶
状体前部ꎬ处于富氧区ꎬ而白内障术后晶状体囊袋内残留
的 ＬＥＣｓ 由前部富氧区移行至晶状体后部的缺氧微环境
中ꎬ在缺氧、炎症因子等刺激下ꎬＬＥＣｓ 在数小时内开始发
生增殖、迁移和转分化过程[２]ꎮ 既往研究发现ꎬ诱导
Ｗｎｔ３ａ 过 表 达 能 够 促 进 ＬＥＣｓ 的 上 皮 － 间 充 质 转 化
(ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ－ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎꎬＥＭＴ)过程ꎬ激活核内靶
基因 Ｃ－ｍｙｃ 和 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 的表达ꎬ促进 ＬＥＣｓ 增殖[３]ꎮ 在
体外培养的 ＬＥＣｓ 中加入外源性 Ｄｉｃｋｋｏｐｆ－１(ＤＫＫ－１)后
发现ꎬβ－ｃａｔｅｎｉｎ 核转移明显减少ꎬ下游核内靶基因 Ｃ－ｍｙｃ
和 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 的表达明显下降ꎬ证实外源性应用 ＤＫＫ－１ 能
够抑制经典 Ｗｎｔ 通路ꎬ抑制 ＬＥＣｓ 的 ＥＭＴ 过程[４]ꎮ 但在缺
氧条件下ꎬ经典 Ｗｎｔ 通路能否激活并发挥作用尚未见报
道ꎮ 本研究旨在探讨缺氧条件下 Ｗｎｔ / β－ｃａｔｅｎｉｎ 通路在
ＬＥＣｓ 的 ＥＭＴ 过程中的作用ꎬ分析 ＤＫＫ－１ 表达对 ＬＥＣｓ 的
ＥＭＴ 过程的影响ꎮ
１材料和方法
１.１材料
１.１.１实验细胞　 人晶状体上皮细胞(ＨＬＥＢ３ 细胞)购买
于深圳市豪地华拓生物科技有限公司ꎮ
１.１.２ 主要试剂和仪器设备 　 主要试剂:ＤＭＥＭ 培养基
(ＧＩＢＣＯ 公司)ꎬ胎牛血清(ＦＢＳꎬ杭州四季青公司)ꎬ氯化
钴六水合物(Ｓｉｇｍａ 公司)ꎬ兔抗人 Ｗｎｔ３ａ 单克隆抗体、兔
抗人 β－ｃａｔｅｎｉｎ 单克隆抗体(Ａｂｃａｍ 公司)ꎬＤＫＫ－１ 重组兔
单克隆抗体(Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ)ꎬＡｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ４８８ 标
记亲和纯化山羊抗兔 ＩｇＧ(Ｈ＋Ｌ) 二抗 ( Ａｂｗａｙｓ 公司)ꎬ
Ｔｒｉｚｏｌ ＲＮＡ 提取液(Ｂｉｏｓｈａｒｐ 公司)ꎬ逆转录试剂盒(Ｔａｋａｒａ
公司)ꎮ 主要仪器设备:ＣＯ２ 细胞培养箱 ( Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ)ꎬ 倒 置 相 差 照 相 显 微 镜、 荧 光 显 微 镜
(ＯＬＹＭＰＵＳ)ꎮ
１.２方法
１.２.１ ＨＬＥＢ３细胞培养及传代　 快速解冻保存于液氮的
ＨＬＥＢ３ 细胞ꎬ加入含 １０％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 培养液ꎬ吹打混
匀后培养ꎬ１~ ２ｄ 更换 １ 次培养液ꎬ融合度达 ８０％时ꎬ胰蛋
白酶消化传代ꎮ
１.２.２ ＨＬＥＢ３细胞缺氧模型的构建　 取处于对数生长期
的 ＨＬＥＢ３ 细胞ꎬ胰蛋白酶消化后ꎬ加入培养液继续培养
２４ｈꎬ观察细胞贴壁后去培养液ꎬ加入浓度为 １００μｍｏｌ / Ｌ 的

ＣｏＣｌ２溶液ꎬ置于 ３７℃ꎬ５％ ＣＯ２ 饱和湿度培养箱内进行
培养ꎮ
１.２.３划痕实验观察细胞迁移能力　 取对数生长期、生长
状态良好的 ＨＬＥＢ３ 细胞ꎬ传代后以每孔 １×１０６个细胞均匀
接种于 ６ 孔细胞培养板内ꎬ置于 ３７℃、５％ ＣＯ２的细胞培养
箱中培养 ２４ｈ 后ꎬ使用高压灭菌后的 ２００μＬ 枪头在 ６ 孔板
上划痕ꎬ正常氧培养组加入 １０％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 培养液ꎬ缺
氧培养组加入含 １００μｍｏｌ / Ｌ ＣｏＣｌ２溶液的培养液ꎬ置于培
养箱中培养ꎬ每组设置 ２ 个复孔ꎮ 于划痕后 ０、２４ｈ 时分别
在倒置显微镜下拍照记录各组细胞划痕之间的距离及细
胞形态ꎬ计算细胞迁移率ꎮ 细胞迁移率 ＝ ( ０ｈ 划痕距
离－２４ｈ划痕距离) / ０ｈ 划痕距离×１００％ꎮ 在同等实验条件
下重复 ３ 次ꎮ
１.２.４免疫荧光法测定 Ｗｎｔ３ａ 和 β－ｃａｔｅｎｉｎ 及 ＤＫＫ－１ 蛋
白的表达　 取对数生长期、生长状态良好的 ＨＬＥＢ３ 细胞ꎬ
传代后以每孔 １×１０４个细胞均匀接种于 ９６ 孔细胞培养板
中ꎬ置于 ３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中培养 ２４ｈ 后ꎬ正常氧培养
组加入含 １０％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 培养液ꎬ缺氧培养组加入含
１００μｍｏｌ / Ｌ ＣｏＣｌ２溶液的细胞培养液ꎬ分别培养 ６、１２、２４、
４８ｈ 后ꎬ行免疫荧光染色ꎮ ４％ 多聚甲醛室温下固定
２０ｍｉｎꎬ０.３％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ－１００ 通透 １０ｍｉｎꎬ１０％山羊血清室温
下封闭 ３０ｍｉｎꎬ每孔滴加足够量的一抗(稀释比例:Ｗｎｔ３ａ
１∶ １００、β－ｃａｔｅｎｉｎ １∶ ２５０、ＤＫＫ－１ １∶ １００)ꎬ每组设置 ５ 个复
孔ꎬ３７℃孵育 ２ｈ 后置于 ４℃ 孵育过夜ꎮ 在暗室中滴加荧
光二抗 ３７℃孵育 ３０ｍｉｎꎬ滴加 ＤＡＰＩ 孵育 ５ｍｉｎꎬ加入抗荧
光淬灭剂进行封片ꎬ荧光显微镜下观察并采集图像ꎬ为确
保染色强度比较的有效性ꎬ对于同一蛋白的测定使用相同
配置进行成像ꎮ 所有实验在同等实验条件下重复 ３ 次ꎬ应
用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件对实验结果进行分析ꎮ
１.２.５ ｑＲＴ－ＰＣＲ 检测 ＤＫＫ－１ ｍＲＮＡ 的表达　 取对数生
长期、生长状态良好的 ＨＬＥＢ３ 细胞传代后接种于 ６ 孔细
胞培养板内ꎬ置于 ３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养至细胞贴壁
后用 ＰＢＳ 冲洗ꎬ正常氧培养组加入含 １０％ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ
培养液ꎬ缺氧培养组加入含 １００μｍｏｌ / Ｌ 的 ＣｏＣｌ２培养基进
行缺氧处理 ６、１２、２４、４８ｈ 后ꎬ采用 Ｔｒｉｚｏｌ ＲＮＡ 提取液提取
总 ＲＮＡꎬ逆转录合成 ｃＤＮＡꎬ以 ｃＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 反
应ꎮ ＰＣＲ 引物序列见表 １ꎮ ＰＣＲ 反应条件:９５℃ 预变性
３０ｓꎻ９５℃变性 ５ｓꎬ６０℃ 退火及延伸 ３０ｓꎬ４０ 个循环ꎻ最后
６０℃ ~９５℃融解ꎮ 采用 ２－ΔΔＣｔ法计算 ＤＫＫ－１ ｍＲＮＡ 的相对
表达量ꎮ
　 　 统计学分析:应用 ＳＰＳＳ ２６.０ 统计学软件对实验结果
进行分析ꎮ 所有数据进行正态性分布及方差齐性检验ꎬ服
从正态分布的计量资料以均数±标准差的形式表示ꎬ两组
间比较采用独立样本 ｔ 检验ꎻ多组间比较采用单因素方差
分析ꎬ组间两两比较采用 ＬＳＤ－ｔ 检验ꎮ Ｐ<０.０５ 表示差异
具有统计学意义ꎮ

表 １　 引物序列

基因名称 引物序列

ＤＫＫ－１ Ｓｅｎｓｅ ５􀆳－ＣＣＴＴＧＡＡＣＴＣＧＧＴＴＣＴＣＡＡＴＴＣＣ－３􀆳
ＤＫＫ－１ Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ５􀆳－ＣＡＡＴＧＧＴＣＴＧＧＴＡＣＴＴＡＴＴＣＣＣＧ－３􀆳
β－ａｃｔｉｎ Ｓｅｎｓｅ ５􀆳－ＣＴＡＣＣＴＣＡＴＧＡＡＧＡＴＣＣＴＣＡＣＣ－３􀆳
β－ａｃｔｉｎ Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ５􀆳－ＡＧＴＴＧＡＡＧＧＴＡＧＴＴＴＣＧＴＧＧＡＴ－３􀆳
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２结果
２.１ 缺氧对晶状体上皮细胞迁移能力的影响 　 划痕实验
结果显示ꎬ正常氧培养组和缺氧培养组细胞迁移率分别为
(１４.５４±３.６６)％、(１４.７１±４.５２)％ꎬ两组间比较差异无统计
学意义( ｔ＝ －０.１８ꎬＰ ＝ ０.８６)ꎮ 观察两组细胞迁移运动发
现ꎬ两组细胞迁移率未见显著差异ꎬ但缺氧培养组个别细
胞运动随意ꎬ表现出单个细胞迁移运动ꎻ观察两组细胞形
态发现ꎬ正常氧培养组细胞排列规则ꎬ表现为规则的梭形ꎬ
结构稳定ꎬ但缺氧培养组部分细胞胞体延长伸展ꎬ细胞呈
现极性(图 １)ꎮ
２.２缺氧对晶状体上皮细胞 Ｗｎｔ３ａ 蛋白表达的影响 　 免
疫荧光检测结果显示ꎬ与正常氧培养组相比ꎬ随着缺氧处
理时间延长ꎬＷｎｔ３ａ 蛋白表达明显上调ꎬ在细胞内的分布
明显增加(图 ２)ꎮ 正常氧培养组、缺氧培养(６、１２、２４、
４８ｈ)组细胞中 Ｗｎｔ３ａ 蛋白平均荧光强度分别为 １. ３５ ±
０.４１、１.５８±０.２１、２.５３±０.５４、２.８９±０.５５、３.５９±０.６５ꎮ
２.３缺氧对晶状体上皮细胞 ＤＫＫ－１ 蛋白表达的影响　 免
疫荧光检测结果显示ꎬ与正常氧培养组相比ꎬ随着缺氧处
理时间的延长ꎬＤＫＫ－１ 蛋白在细胞内的表达上调(图 ３)ꎮ
正常氧培养组、缺氧培养(６、１２、２４、４８ｈ)组细胞中 ＤＫＫ－１
蛋白平均荧光强度分别为 ０.６６±０.１２、０.７４±０.２１、０.８２±
０.１８、０.９８±０.１９、１.４２±０.１３ꎮ
２.４缺氧对晶状体上皮细胞 β－ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白表达的影响　
免疫荧光检测结果显示ꎬβ－ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白在正常氧培养组
细胞中几乎均位于细胞浆中ꎻ缺氧培养 ６ｈ 后ꎬβ－ｃａｔｅｎｉｎ
蛋白在细胞浆和细胞膜上表达增强ꎻ缺氧培养 ２４ｈ 后ꎬ
β－ｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达明显上调ꎬ并逐渐向细胞核内转移ꎬ随
着缺氧处理时间的延长ꎬ细胞核内积聚逐渐增多ꎻ缺氧培
养 ４８ｈ 后ꎬβ－ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白在细胞浆、细胞膜及细胞核内均
有表达(图 ４)ꎮ
２.５缺氧对晶状体上皮细胞 ＤＫＫ－１ ｍＲＮＡ表达的影响　
ｑＲＴ－ＰＣＲ 检测结果显示ꎬ正常氧培养组、缺氧培养(６、１２、
２４、４８ｈ)组细胞 ＤＫＫ－１ ｍＲＮＡ 相对表达水平分别为 １.０１±
０.１５、１.２９±０.１５、２.１５±０.１１、２.９９±０.２３、５.２１±０.２３ꎬ差异有
统计学意义(Ｆ＝ ２５９.５５ꎬＰ<０.００１)ꎬ与正常氧培养组相比ꎬ
缺氧培养 ６ｈ 组细胞 ＤＫＫ－１ ｍＲＮＡ 表达少量增加ꎬ差异无
统计学意义(Ｐ ＝ ０.０８８)ꎬ而缺氧培养 １２、２４、４８ｈ 组细胞
ＤＫＫ－ １ ｍＲＮＡ 表达量明显增加ꎬ差异均有统计学意义
(Ｐ<０.００１)ꎮ
３讨论

ＰＣＯ 是影响白内障术后视力的一种主要并发症ꎬ主
要作用机制是白内障术后残留的 ＬＥＣｓ 发生了 ＥＭＴ[５]ꎮ
ＬＥＣｓ 为单层立方上皮ꎬ位于晶状体前囊膜及赤道部囊膜
下ꎬ细胞与细胞之间通过缝隙连接和桥粒等连接紧密结构
形成屏障ꎬ阻挡大分子物质进出细胞ꎮ 正常情况下ꎬ晶状
体的前部由含氧量较高的房水供氧ꎬ晶状体后部由含氧量
较低的玻璃体供氧ꎬ白内障术后 ＬＥＣｓ 迁移至晶状体后部
相对缺氧的微环境中ꎬ开始发生增殖、转分化的过程ꎮ 本
课题组前期研究发现ꎬ在 ＬＥＣｓ 培养液中分别加入 ０、２５、
５０、１００、２００、４００μｍｏｌ / Ｌ ＣｏＣｌ２溶液ꎬ置于 ３７℃、５％ ＣＯ２培
养箱中孵育 ２４ｈ 后ꎬ采用 ＣＣＫ－８ 法检测细胞存活率ꎬ结果
显示在含 １００μｍｏｌ / Ｌ ＣｏＣｌ２溶液的培养液中细胞存活率更

图 １　 划痕实验观察 ＨＬＥＢ３ 细胞运动迁移情况ꎮ

高[６]ꎮ 本研究选择 １００μｍｏｌ / Ｌ ＣｏＣｌ２作用于 ＨＬＥＢ３ 细胞ꎬ
建立 ＬＥＣｓ 缺氧模型ꎬ模拟正常机体中 ＬＥＣｓ 的缺氧微
环境ꎮ

细胞迁移是活细胞广泛存在的一种运动形式ꎬ是指细
胞在受到某些信号刺激后而产生的移动[７]ꎮ 晶状体在白
内障术后发生创伤愈合反应ꎬ残留的 ＬＥＣｓ 发生增殖、迁
移、ＥＭＴ 及胶原沉积等过程ꎬ由富氧的晶状体前部移行至
缺氧的晶状体后部ꎬ最终形成皱褶ꎬ使后囊膜混浊ꎮ 细胞
划痕实验是比较经典的体外细胞迁移实验ꎬ本研究发现ꎬ
缺氧处理后的 ＬＥＣｓ 与正常氧培养组细胞迁移率未见明
显差异(Ｐ>０.０５)ꎬ仅表现为个别细胞胞体延长伸展ꎬ细胞
呈现极性ꎬ出现个别细胞迁移的随意运动ꎮ 由此认为缺氧
诱导的 Ｗｎｔ 信号通路在 ＥＭＴ 初期并非发挥主要作用ꎮ 这
与陈曦[８]研究结论相符ꎬ虽然 Ｗｎｔ / β－ｃａｔｅｎｉｎ 通路在 ＰＣＯ
发展过程中被激活ꎬ但在疾病发展的不同阶段ꎬ表达水平
和激活状态不同ꎬ随着时间的延长表达不断增加ꎮ Ｗａｎｇ
等[９]研究也发现ꎬ随着时间的推移ꎬ白内障模型鼠晶状体
摘除术后残留的 ＬＥＣｓ 中 Ｗｎｔ 表达上调ꎮ

Ｗｎｔ 信号通路是细胞内一条非常重要的信号传导通
路ꎬ不仅在胚胎形成、发育过程中发挥作用ꎬ并且能够调节
干细胞的分化和自我更新过程[１０]ꎬ主要包括 １ 条经典的
Ｗｎｔ / β－ ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路及 ２ 条非经典平面细胞极性
(ＰＣＰ)信号通路和 Ｗｎｔ / Ｃａ２＋信号通路[１１]ꎬ其中研究最多
的是 Ｗｎｔ / β－ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路ꎬ其异常激活与癌症的发
生、代谢紊乱等多种疾病密切相关[１２]ꎬ由于众多 Ｗｎｔ 蛋白
在眼内均有表达ꎬ因此在眼睛器官发育中 Ｗｎｔ / β－ｃａｔｅｎｉｎ
信号通路也起着不可或缺的作用ꎬ可以调控眼部组织的正
常发育ꎮ β－ｃａｔｅｎｉｎ 是一种多功能蛋白ꎬ在细胞中有双重
作用ꎬ其不仅参与 Ｗｎｔ / β－ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路的转录ꎬ还通
过与细胞骨架的相互作用在细胞的黏附连接中发挥作用ꎮ
β－ｃａｔｅｎｉｎ 与细胞浆 α－ｃａｔｅｎｉｎ 结合形成复合物ꎬ将膜钙黏
蛋白与肌动蛋白细胞骨架连接起来发挥作用[１３]ꎮ Ｗｎｔ /
β－ｃａｔｅｎｉｎ信号通路未激活时ꎬβ－ｃａｔｅｎｉｎ 以发挥黏附作用
为主ꎬ在细胞内维持低水平状态ꎬ从而抑制 Ｗｎｔ / β－ｃａｔｅｎｉｎ
信号通路下游靶基因的转录ꎮ 而当 Ｗｎｔ 配体通过与
ＬＲＰ５ / ６ 和 Ｆｚ 等跨膜受体结合时ꎬ激活细胞内的酪氨酸激
酶ꎬ阻止 β－ｃａｔｅｎｉｎ 磷酸化ꎬ促使其在细胞浆内逐渐积累ꎬ
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图 ２　 免疫荧光法检测 ＨＬＥＢ３ 细胞中Ｗｎｔ３ａ 蛋白的表达情况　 蓝色:ＤＡＰＩ 染料进行的 ＤＮＡ 核染色ꎻ绿色:Ｗｎｔ３ａ 蛋白表达阳性ꎻ
Ｍｅｒｇｅ:融合图像ꎮ

当积累到一定程度时向细胞核内转移ꎬ结合转录因子
ＴＣＦ / ＬＥＦ１ 成员ꎬ促进下游靶基因如 ＣＤ４４、Ｃ－ｍｙｃ、Ｃｙｃｌｉｎ
Ｄ１ 和基质金属蛋白酶等的转录和表达ꎬ抑制细胞黏附ꎬ促
进细胞的 ＥＭＴ 转变ꎬ从而影响细胞增殖、凋亡、迁移、侵袭

及干细胞分化的能力[１４－１８]ꎮ β－ｃａｔｅｎｉｎ 的核转移与细胞增

殖、分化和运动密切相关ꎬ由于能够结合钙黏蛋白ꎬ因此

β－ｃａｔｅｎｉｎ的核转移也是间充质改变的标志之一ꎮ
ＤＫＫ－１ 是一种分泌型糖蛋白ꎬＤＫＫ 家族包括 ４ 种不

同的形式(ＤＫＫ－１、ＤＫＫ－２、ＤＫＫ３ 和 ＤＫＫ－４)ꎮ ＤＫＫ－１
的研究最为成熟ꎬ其在许多组织中广泛表达ꎬ包括成骨细

胞和骨细胞、皮肤、前列腺、胎盘和内皮等[１９－２０]ꎮ 不仅是

Ｗｎｔ 信号通路的拮抗剂ꎬ也是 Ｗｎｔ / β－ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路的

下游信号分子ꎬＷｎｔ 信号通路的激活会导致 ＤＫＫ－１ 自

身表达增加ꎬ并参与 Ｗｎｔ 信号通路的 负 性 调 节[２１] ꎮ
ＤＤＫ－１拮抗 Ｗｎｔ / β－ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路发挥抑制作用主要

通过两方面:( １) ＤＫＫ － １ 直接与 ＬＲＰ５ / ６ 结合ꎬ阻止其
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图 ３　 免疫荧光法检测 ＨＬＥＢ３ 细胞中 ＤＫＫ－１ 蛋白的表达情况　 蓝色:ＤＡＰＩ 染料进行的 ＤＮＡ 核染色ꎻ绿色:ＤＫＫ－１ 蛋白表达阳性ꎻ
Ｍｅｒｇｅ:融合图像ꎮ

合成 ＦＺＤ－Ｗｎｔ－ＬＲＰ５ / ６ 三聚体ꎬ进而阻止细胞内酪氨酸
激酶的激活ꎻ(２)通过减少 ＬＲＰ５ / ６ 发挥作用ꎬＤＫＫ－１ 与
另一种受体 Ｋｒｅｍｅｎ１ / Ｋｒｅｍｅｎ２ 结合ꎬ三者之间形成三聚
体ꎬ诱导细胞发挥内吞作用ꎬ使 ＬＲＰ５ / ６ 数量减少ꎬＷｎｔ 蛋
白活性受到明显抑制ꎬ不能向细胞内传导ꎬ进而影响下游
靶基因的转录[２２]ꎬ以此抑制经典的 Ｗｎｔ 通路活化ꎮ 刘婷
婷[２３]研究建立 ＰＣＯ 兔模型ꎬ发现 ＤＫＫ－１ 可以抑制 Ｗｎｔ３ａ
诱导的 ＥＭＴ 和 ＬＥＣｓ 迁移能力ꎮ

本研究通过对 ＨＬＥＢ３ 细胞进行缺氧处理ꎬ利用免疫
荧光检测发现ꎬ随着缺氧处理时间的延长ꎬＷｎｔ３ａ 蛋白表
达上调ꎬ表明缺氧条件下 Ｗｎｔ / β－ｃａｔｅｎｉｎ 通路激活ꎬ且随
着缺氧处理时间的延长ꎬβ－ｃａｔｅｎｉｎ 表达不断增加ꎬ在细胞
膜、细胞浆内逐渐积聚ꎬ并逐渐转移到细胞核中ꎬ证实
ＬＥＣｓ 发生了 ＥＭＴꎮ 本研究还发现ꎬ随着缺氧处理时间的
延长ꎬＤＫＫ－１ ｍＲＮＡ 及蛋白表达增加ꎬ其中 ＤＫＫ－１ 蛋白
为弱阳性表达ꎬ说明缺氧激活了 Ｗｎｔ / β －ｃａｔｅｎｉｎ 信号通
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图 ４　 免疫荧光法检测 ＨＬＥＢ３ 细胞中 β－ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白的表达情况　 蓝色:代表 ＤＡＰＩ 染料进行的 ＤＮＡ 核染色ꎻ绿色:β－ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白

表达阳性ꎻＭｅｒｇｅ:融合图像ꎮ

路ꎬ其下游的信号分子 ＤＫＫ－１ 表达增强ꎬ影响晶状体上皮

细胞 ＥＭＴ 进程ꎮ 但尚未发现随着 ＤＫＫ－１ 表达的增强而

β－ｃａｔｅｎｉｎ 入核减少ꎬ考虑 ＤＫＫ－１ 作为一种下游分子ꎬ少
量表达后尚不足以抑制大量表达的 Ｗｎｔ３ａ 蛋白的激活作

用ꎬ因此本研究中发现 β－ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白能够持续表达并入

核ꎬ而张利民[２４]研究发现ꎬ外源性加入 Ｗｎｔ 抑制剂ＤＫＫ－１
后能够抑制 β－ｃａｔｅｎｉｎ 的核转移及下游 β－ｃａｔｅｎｉｎ / ＴＣＦ 信

号通路靶基因 Ｃ－ｍｙｃ 和 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 的表达ꎬ证实能够抑制
ＬＥＣｓ 增殖ꎬ我们也将进行后续实验继续研究ꎮ

综上所述ꎬ缺氧可以诱导 ＬＥＣｓ 的 Ｗｎｔ / β－ｃａｔｅｎｉｎ 通
路激活ꎬ参与 ＬＥＣｓ 的 ＥＭＴ 过程ꎬ并诱导 ＤＫＫ－１ 表达ꎬ这
为寻求有效抑制白内障术后 ＰＣＯ 提供了新靶点ꎮ
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