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摘要
目的:探讨葡萄糖关键代谢酶在高糖诱导的人晶状体上皮
(ＨＬＥＢ３)细胞中的表达情况ꎮ
方法:将体外培养的 ＨＬＥＢ３ 细胞分为正常对照组(采用
ＤＭＥＭ 培养液培养ꎬ含葡萄糖 ５ｍｍｏｌ / Ｌ)、氧化应激组(采
用含 Ｈ２Ｏ２ ２００μｍｏｌ / Ｌ 的 ＤＭＥＭ 培养液培养)、高糖诱导
组(采用含葡萄糖 ３０ｍｍｏｌ / Ｌ 的培养液培养)ꎬ培养 ２４ｈ 后
检测细胞凋亡情况和细胞活力及 ６ 种葡萄糖关键代谢酶
(６－磷酸果糖激酶－１、丙酮酸激酶、己糖激酶、柠檬酸合成
酶、α－酮戊二酸脱氢酶、６－磷酸葡萄糖脱氢酶)的 ｍＲＮＡ
表达情况ꎮ
结果:高糖诱导 ＨＬＥＢ３ 细胞凋亡ꎬ高糖诱导组(６３ ４３％±
３ ４０％)细胞活力低于正常对照组(１００ ００％±０ ００％)和
氧化应激组(９１ ９０％±５ １１％)ꎬ且高糖诱导组细胞 ６ 种葡
萄糖代谢关键酶的 ｍＲＮＡ 表达水平均低于正常对照组和
氧化应激组(均 Ｐ<０ ０５)ꎮ
结论:高糖可以诱导 ＨＬＥＢ３ 细胞葡萄糖关键代谢酶的表
达水平降低ꎬ诱导细胞凋亡ꎬ影响细胞活性ꎮ
关键词:糖尿病性白内障ꎻ葡萄糖关键代谢酶ꎻ氧化应激ꎻ
晶状体上皮细胞
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０引言
白内障是一种表现为晶状体混浊化的眼病ꎬ除老龄化

因素外ꎬ最常见的危险因素为糖尿病[１]ꎮ 近 ３０ａ 全国流行
病学调查发现ꎬ我国糖尿病患者数量增长了 １７ 倍ꎬ是新的
流行病之一[２]ꎮ 糖尿病性白内障(ｄｉａｂｅｔｉｃ ｃａｔａｒａｃｔꎬＤＣ)会
降低患者生活质量并影响社会经济发展ꎬ已成为重大的公
共卫生问题[３]ꎮ 研究表明ꎬ白内障发生的基本病理改变是
人晶状体上皮(ｈｕｍａｎ ｌｅｎｓ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌꎬＨＬＥ)细胞的凋亡ꎬ高
糖可能诱导 ＨＬＥ 细胞凋亡ꎬ而氧化应激损伤是主要原
因[４]ꎮ 无氧酵解的代谢通路可代谢晶状体内的大部分葡
萄糖ꎬ三羧酸循环代谢因需氧而较少发生ꎮ ＤＣ 的形成与
葡萄糖关键代谢酶的改变关系密切ꎬ其表达情况和作用机
制并未被完全阐明ꎬ具有较高的研究价值ꎮ
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图 １　 各组细胞凋亡情况(×４００)　 Ａ:正常对照组ꎻＢ:氧化应激组ꎻＣ:高糖诱导组ꎮ

表 １　 引物序列

基因名称 上游引物 下游引物

β－ａｃｔｉｎ ＧＴＣＣＡＣＣＧＣＡＡＡＴＧＣＴＴＣＴＡ ＴＧＣＴＧＴＣＡＣＣＴＴＣＡＣＣＧＴＴＣ
ＰＦＫ－１ ＣＴＡＣＡＧＴＣＴＣＣＡＡＣＡＡＴＧＴＣＣ ＣＣＡＣＣＣＡＴＡＧＴＣＴＣＡＡＴＧＡＴＡ
ＰＫＭ１ ＣＡＴＴＣＡＴＣＣＧＣＡＡＧＧＣＡＴＣＴＧ ＣＡＣＣＧＴＣＣＡＡＴＣＡＴＣＡＴＣＴＴＣ
ＨＫ ＴＧＴＧＡＧＧＴＣＣＡＣＴＣＣＡＧＡＴＧ ＧＣＣＣＡＴＴＧＴＣＣＣＴＴＡＣＴＴＴＣ
ＣＳ ＡＧＧＴＣＴＧＧＧＡＧＴＧＴＴＣＴＧＴＴＴ ＡＧＧＴＡＧＴＧＧＣＴＴＧＴＡＴＴＣＴＧＴ
ＯＧＤＣ ＣＴＴＧＡＧＣＣＴＧＡＧＣＣＴＴＡＧＡＡＴＣ ＡＧＧＡＡＣＡＧＣＡＧＡＴＡＡＴＧＧＡＣＡＣ
Ｇ６ＰＤ ＧＧＡＧＡＡＴＧＡＧＡＧＧＴＧＧＧＡＴＧ ＡＣＴＧＣＴＧＧＴＧＧＡＡＧＡＴＧＴＣＧ

１材料和方法
１ １材料　 人晶状体上皮细胞系(ＨＬＥＢ３ 细胞ꎬ中国广州
吉妮欧生物科技有限公司)ꎻ胎牛血清(ＦＢＳꎬ以色列 ＢＩ)ꎬ
青霉素 / 链霉素(美国 Ｇｉｂｃｏ 公司)ꎬＤＭＥＭ 培养液(美国
Ｇｉｂｃｏ 公司)ꎬＡｎｎｅｘｉｎ Ｖ －ＦＩＴＣ / ＰＩ 细胞凋亡双染试剂盒
(中国安必信)ꎬ噻唑兰(ＭＴＴꎬ北京赛因坦科技有限公
司)ꎬ二甲基亚砜(美国 Ｓｉｇｍａ)ꎬ总 ＲＮＡ 提取试剂盒(中国
爱思进)ꎬｃＤＮＡ 试剂盒(日本 ＴＯＹＯＢＯ)ꎬ荧光定量 ＰＣＲ
试剂盒(日本 ＴＯＹＯＢＯ)ꎻＣＯ２细胞培养箱(美国 Ｔｈｅｒｍｏ)ꎬ
酶标 仪 ( 美 国 ＢｉｏＴｅｋ )ꎬ 倒 置 荧 光 显 微 镜 ( 日 本
ＯＬＹＭＰＵＳ)ꎬＮａｎｏｄｒｏｐ ２０００ｃ 分光光度仪(美国 Ｔｈｅｒｍｏ)ꎬ
７５００ Ｆａｓｔ 实时定量 ＰＣＲ 仪(美国 ＡＢＩ)ꎮ
１ ２方法
１ ２ １细胞培养及分组处理 　 使用含体积分数 １０％ ＦＢＳ
的 ＤＭＥＭ 培养液(葡萄糖 ５ｍｍｏｌ / Ｌ)于 ３７℃、体积分数 ５％
ＣＯ２培养箱中培养 ＨＬＥＢ３ 细胞ꎬ２ ~ ３ｄ 换液ꎬ传代培养ꎬ当
细胞呈现对数生长时分为 ３ 组:正常对照组(采用 ＤＭＥＭ
培养液培养ꎬ含葡萄糖 ５ｍｍｏｌ / Ｌ)、氧化应激组(采用含
Ｈ２Ｏ２ ２００μｍｏｌ / Ｌ 的培养液培养)、高糖诱导组(采用含葡
萄糖 ３０ｍｍｏｌ / Ｌ 的培养液培养)ꎬ均培养 ２４ｈ 后进行相应
的实验ꎮ
１ ２ ２ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ－ＦＩＴＣ / ＰＩ 细胞凋亡检测 　 在 ６ 孔培养
板底部铺盖玻片ꎬ将对数生长期的 ＨＬＥＢ３ 细胞接种于其
上ꎬ每孔 ２ｍＬꎬ约 １×１０５个细胞ꎬ分组培养 ２４ｈ 后用预冷的
ＰＢＳ 缓冲液洗涤细胞 ２ 次ꎬ在 ５００μＬ １×Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 中加
入 ５μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ－ＦＩＴＣ 和 ５μＬ ＰＩꎬ轻轻混匀ꎬ将混合液加
于盖玻片表面ꎬ使盖玻片表面均匀覆盖ꎬ避光室温反应
１５ｍｉｎꎬ将盖玻片倒置于载玻片上ꎬ使用荧光显微进行双色
滤光片观察ꎮ
１ ２ ３ ＭＴＴ 实验检测细胞活力　 将对数生长期的 ＨＬＥＢ３
细胞接种在 ９６ 孔培养板中ꎬ每孔 １００μＬꎬ约 １×１０４个细胞ꎬ
周围孔各用 １００μＬ ＰＢＳ 缓冲液填充ꎬ并设立凋零孔ꎮ 分
组 培 养 ２４ｈ 后ꎬ 实 验 孔 每 孔 加 入 ２０μＬ ＭＴＴ 溶 液

(５ｍｇ / ｍＬ)ꎬ继续培养 ４ｈꎬ将上清液去掉ꎬ每孔加入 １５０μＬ
二甲基亚砜ꎬ使用振荡器低速振荡 １０ｍｉｎꎬ充分溶解结晶
物ꎮ 使用酶联免疫检测仪在 ５７０ｎｍ 处测定各孔的 ＯＤ 值ꎮ
细胞活性＝(实验组 ＯＤ 值－调零孔 ＯＤ 值) / (正常对照组
ＯＤ 值－调零孔 ＯＤ 值)×１００％ꎮ
１ ２ ４ ｑＲＴ－ＰＣＲ 检测 ｍＲＮＡ 的表达　 将对数生长期的
ＨＬＥＢ３ 细胞接种在 ６ 孔培养板中ꎬ每孔 ２ｍＬꎬ约 １×１０５个
细胞ꎬ分组培养 ２４ｈ 后提取总 ＲＮＡꎬ紫外分光光度计测
ＲＮＡ 浓度(Ａ２６０ / Ａ２８０)ꎮ 使用 ｃＤＮＡ 逆转录试剂盒将 ＲＮＡ
逆转录为 ｃＤＮＡꎮ 使用实时定量 ＰＣＲ 仪检测 ６ 种葡萄糖
关键代谢酶[６－磷酸果糖激酶－１(ＰＦＫ－１)、丙酮酸激酶
(ＰＫＭ１)、己糖激酶(ＨＫ)、柠檬酸合成酶(ＣＳ)、α－酮戊二
酸脱氢酶(ＯＧＤＣ)、６－磷酸葡萄糖脱氢酶(Ｇ６ＰＤ)]ｍＲＮＡ
的表达ꎬ引物序列见表 １ꎮ 反应条件:预变性(９５℃ ２０ｓ)ꎬ
ＰＣＲ 反应(９５℃ ３ｓꎬ６０℃ ６０ｓꎬ４０ 循环)ꎬ溶解曲线(９５℃
１５ｓꎬ６０℃ ６０ｓꎬ９５℃ １５ｓ)ꎮ 采用 ２－△△Ｃｔ法计算目的基因的
相对表达量ꎮ
　 　 统计学分析:用 ＳＰＳＳ ２２ ０ 统计软件分析数据ꎬ以均

数±标准差(ｘ±ｓ)表示ꎬ组间比较采用单因素方差分析ꎬ进
一步两两比较采用 ＬＳＤ－ ｔ 检验ꎮ 以 Ｐ<０ ０５ 表示差异有
统计学意义ꎮ
２结果
２ １ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ－ＦＩＴＣ / ＰＩ 细胞凋亡检测 　 荧光显微镜下
观察ꎬ正常对照组细胞凋亡发生较少ꎬ氧化应激组和高糖
诱导组细胞均发生凋亡ꎬ且高糖诱导组细胞凋亡现象最显
著ꎬ可见凋亡的 ＨＬＥＢ３ 细胞肿胀ꎬ胞质疏松ꎬ有空泡形成ꎬ
细胞核大小不一ꎬ状态不佳ꎬ细胞形态不规则ꎬ细胞有重叠
现象ꎬ见图 １ꎮ
２ ２ ＭＴＴ 实验检测细胞活力 　 ＭＴＴ 实验检测结果显示ꎬ
正常对照组、氧化应激组、高糖诱导组 ＨＬＥＢ３ 细胞活力分
别为 １００ ００％±０ ００％、９１ ９０％±５ １１％、６３ ４３％±３ ４０％ꎬ
差异有统计学意义(Ｆ ＝ １２ ９６８ꎬＰ ＝ ０ ００１)ꎮ 与正常对照
组相比ꎬ氧化应激组和高糖诱导组细胞活力均下降ꎬ差异
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　 　表 ２　 三组细胞 ６ 种葡萄糖关键代谢酶的 ｍＲＮＡ表达水平 ｘ±ｓ
葡萄糖关键代谢酶 正常对照组 氧化应激组 高糖代谢组 Ｆ Ｐ
ＰＦＫ－１ １ ００±０ ００ １ ０８１０±０ ０２０１ ０ ８６６５±０ ０３８１ １９ ２３４ ０ ００２
ＰＫＭ１ １ ００±０ ００ ０ ６９４１±０ ０２８２ ０ ６２８５±０ ０３３１ １１２ ８０９ <０ ００１
ＨＫ １ ００±０ ００ １ １２７６±０ ０５５０ ０ ８０２９±０ ０５４４ ５７ ００２ <０ ００１
ＣＳ １ ００±０ ００ １ ２０５８±０ ０５５６ ０ ７７９１±０ ０１２７ １０１ ０５４ <０ ００１
ＯＧＤＣ １ ００±０ ００ １ ２０３０±０ １１２２ ０ ７７０２±０ ０５２３ ３２ ４８８ ０ ００１
Ｇ６ＰＤ １ ００±０ ００ １ ０８１７±０ ０４０３ ０ ８９７０±０ ０１６７ ３３ ３８３ ０ ００１

图 ２　 三组细胞 ６ 种葡萄糖关键代谢酶 ｍＲＮＡ表达情况ꎮ

均有统计学意义(Ｐ<０ ０１)ꎬ且高糖诱导组细胞活力低于
氧化应激组ꎮ
２ ３ ｑＲＴ－ＰＣＲ 法检测 ６ 种葡萄糖关键代谢酶的 ｍＲＮＡ
表达 　 ｑＲＴ－ＰＣＲ 检测结果显示ꎬ正常对照组、氧化应激
组、高糖诱导组 ６ 种葡萄糖关键代谢酶的 ｍＲＮＡ 表达水平
差异均有统计学意义(Ｐ<０ ０１)ꎮ 氧化应激组细胞除丙酮
酸激酶外的 ５ 种葡萄糖关键代谢酶的表达均高于正常对
照组ꎬ而丙酮酸激酶的表达低于正常对照组ꎬ差异均有统
计学意义(Ｐ<０ ０５)ꎮ 高糖诱导组细胞 ６ 种葡萄糖关键代
谢酶的表达均低于正常对照组和氧化应激组ꎬ差异均有统
计学意义(Ｐ<０ ０５)ꎬ见表 ２ꎬ图 ２ꎮ
３讨论

白内障是由多种致病机制共同作用的结果ꎬ已知糖尿
病性白内障形成的机制有渗透压改变、蛋白质糖基化和氧
化应激等[５]ꎮ 氧化应激是细胞内氧化－抗氧化的失衡状
态ꎬ参与了细胞内的多种病理过程ꎬ白内障发生过程中最
基本的一个环节是晶状体上皮细胞凋亡ꎬ也是病理学基
础[４]ꎮ 金子夜等[６]研究发现糖尿病性白内障患者晶状体
前囊膜细胞凋亡程度较年龄相关性白内障患者严重ꎬ且检
测到凋亡相关基因的表达在糖尿病性白内障患者高于年
龄相关性白内障ꎮ Ｈ２Ｏ２诱导氧化应激是眼科常用的模拟
年龄相关性白内障导致晶状体上皮细胞凋亡模型的方法ꎬ
本实验使用高糖作为诱导条件ꎬ模拟糖尿病性白内障患者
体内高糖状态ꎮ 结果发现ꎬ高糖诱导的 ＨＬＥＢ３ 细胞发生
凋亡显著ꎬ细胞活力明显下降ꎬ且细胞凋亡程度较 Ｈ２Ｏ２诱
导氧化应激组更加严重ꎮ

汤志铮等[７]在最近的研究中发现糖尿病性白内障与
糖代谢异常关系密切ꎮ 葡萄糖参与的代谢途径主要有无
氧酵解、三羧酸循环、磷酸戊糖途径等ꎮ 在糖代谢的某一
环节出现问题ꎬ都能影响葡萄糖代谢水平ꎬ引起代谢障碍ꎬ
进而影响白内障的形成[８]ꎮ 己糖激酶是无氧酵解的关键
酶ꎬ将进入细胞的葡萄糖磷酸化为 ６－磷酸葡萄糖ꎬ为其它
途径提供底物 ６－磷酸葡萄糖和还原型烟酰胺腺嘌呤二核
苷酸 磷 酸 ( ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅ ａｄｅｎｉｎｅ ｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬ

ＮＡＤＰＨ)ꎬ参与糖原合成和磷酸戊糖途径[９]ꎮ 已有研究证
明ꎬ在高糖条件下ꎬ己糖激酶被葡萄糖饱和ꎬ山梨醇途径被
激活ꎬ山梨醇过多堆积造成细胞功能退化促成糖尿病性白
内障[１０]ꎮ 山梨醇途径在眼科研究较多ꎬ是公认的糖尿病
性白内障形成的机制之一[１１]ꎮ ６－磷酸果糖激酶－１ 和丙
酮酸激酶是糖酵解途径的另外两种关键酶ꎬ目前在眼科研
究较少ꎮ 三羧酸循环参与糖、蛋白质和脂肪的代谢过程是
产生能量腺嘌呤核苷三磷酸(ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬＡＴＰ)
的主要方式ꎬ柠檬酸合成酶是三羧酸循环最重要的酶ꎬ可
以催化缩合反应产生大量的柠檬酸[１１]ꎮ α－酮戊二酸脱氢
酶也是其重要关键酶ꎬ能够产生活性氧ꎬ在缺氧损伤时其
表达会抑制ꎬ活性受到影响[８]ꎮ 葡萄糖的磷酸戊糖途径是
产生 ＮＡＤＰＨ 和核糖－５－磷酸的途径ꎬ其关键酶为 ６－磷酸
葡萄糖脱氢酶ꎮ

本研究发现ꎬ６ 种葡萄糖关键代谢酶在高糖诱导组细
胞的表达均低于正常对照组ꎬ可以认为在高糖诱导的情况
下ꎬ葡萄糖代谢的无氧酵解、三羧酸循环、磷酸戊糖途径均
因为酶的减少ꎬ受到了不同程度的抑制ꎬ葡萄糖代谢功能
失常ꎬ使大量葡萄糖堆积于细胞内ꎬ无氧条件下且 ＡＴＰ 产
生不足ꎬ促进了细胞的凋亡ꎬ进而可能促进了山梨醇途径ꎬ
加快了白内障的生成进程ꎮ 此外ꎬ我们发现 ６ 种葡萄糖关
键代谢酶在高糖诱导组细胞的表达水平均低于氧化应激
组ꎬ说明这些酶表达的减少现象发生在高糖诱导的细胞中
是糖尿病性白内障所具有的ꎮ 氧化应激组细胞除丙酮酸
激酶外的 ５ 种关键酶表达均高于正常对照组ꎬ表明在氧化
应激过程中 ＨＬＥＢ３ 细胞的糖代谢过程大部分被促进ꎬ产
生大量的能量ꎮ 高糖诱导组细胞凋亡较氧化应激组严重ꎬ
６ 种葡萄糖关键酶表达反而下降ꎬ在高糖状态下为了减少
细胞内葡萄糖ꎬ大量的酶被消耗ꎬ使糖代谢被抑制ꎬ加快了
细胞凋亡ꎬ进而加快了白内障的形成速度ꎮ 表明葡萄糖代
谢途径受阻会加速晶状体上皮细胞的凋亡ꎬ葡萄糖关键代
谢酶可以起到一定程度的保护作用ꎮ

本研究结果表明ꎬ高糖可以诱导 ＨＬＥＢ３ 细胞葡萄糖
关键代谢酶的表达水平降低ꎬ诱导细胞凋亡ꎬ影响细胞活
性ꎮ 由此可见ꎬ糖尿病性白内障的形成与糖代谢异常密不
可分ꎬ未来有望通过调控糖代谢途径进行预防ꎬ达到控制
甚至逆转晶状体混浊的目标ꎮ
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最新中国科技核心期刊眼科学类期刊主要指标及排名

刊名
核心总被引频次

数值 排名

核心影响因子

数值 排名

综合评价总分

数值 排名

中华眼科杂志 ２０４０(３４３５) ２(２) ０.９５３(１.０７３) １(４) ７８.４ １

眼科新进展 １２７３(５４５) ３(４) ０.６９０(１.３４４) ４(３) ６０.５ ２

国际眼科杂志 ２４４６(５５１９) １(１) ０.６６７(１.４１２) ５(２) ５７.２ ３

中华眼底病杂志 ８６５ ５ ０.８７８ ２ ５４.３ ４

中华实验眼科杂志 １０１８ ４ ０.６９２ ３ ４６.２ ５

临床眼科杂志 ５１３ ７ ０.５２３ ６ ３８.５ ６

眼科 ３８７ ８ ０.３９８ ８ ２７.１ ７

中华眼视光与视觉科学杂志 ５２８ ６ ０.３９０ ９ ２５.５ ８

中国斜视与小儿眼科杂志 ２５６ ９ ０.４７０ ７ １０.１ ９
　 　 　

９ 种期刊平均值 １０３６ ０.６２９

摘编自 ２０１８ 版«中国科技期刊引证报告»核心版和扩展版(括号里面为扩展版的统计指标)
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