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Abstract
誗AIM: To observe the effects of advanced glycation end-
products (AGEs) on thioltransferase (TTase) expression
and activity in human lens epithelial cells.
誗METHODS: Human lens epithelial cells B3 (HLE B3)
were treated with 1. 5mg/ mL AGEs - BSA as the
experimental groups cultured by fetal bovine serum of
volume fraction 10% dulbecco modified eagle medium
(DMEM) and bovine serum albumin (BSA) was added at
the same concentrations as the negative control. The level
of reactive oxygen species (ROS) was evaluated. Cells
were collected at 0, 1, 2, 3, 4d and total RNA or protein
was extracted. TTase mRNA levels were detected by qRT-
RCR. TTase expression was detected by Western blot and
its activity was measured.
誗 RESULTS: Compared with the control group, AGEs -
BSA up-regulated the expression of ROS (P<0. 01), ROS
content increased in a time-dependent manner. BSA had
no effects on ROS expression. The expression of TTase
increased after treatment with AGEs-BSA for 1d, peaked
at 2d (nearly 5. 06-fold increase, P<0. 01), then decreased
gradually. No change was observed between BSA and
control group (P>0. 05) . Similarly, TTase activity peaked
at 3d (nearly 2. 01- fold increase, P< 0. 01) . Western blot
test found that TTase protein expression was increased

gradually, starting from the 3d TTase expression was
reflected that there was statistically significant difference
compared with control group (P<0. 05) .
誗CONCLUSION: AGEs - BSA significantly increases the
production of ROS in human lens epithelial cells, and it
then induces the oxidative stress which may promote the
expression of TTase and enhances the activity of TTase.
誗 KEYWORDS: advanced glycation end - products;
thioltransferase; lens epithelial cells; diabetic cataract
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摘要
目的:观察晚期糖基化终产物对人晶状体上皮细胞硫醇转
移酶表达及活性的影响。
方法:将体外人晶状体上皮细胞用 AGEs -BSA 浓度为
1郾 5mg / mL,胎牛血清体积分数为 10%的 DMEM 培养液培
养,同时设定相同浓度的 BSA 对照组及空白对照组,分别
于 0,1,2,3,4d 收集细胞,测定晶状体上皮细胞内 ROS 含
量、TTase 活性,qRT-PCR 检测 TTase mRNA 表达情况,
Western blot 检测 TTase 蛋白质表达。
结果:与对照组相比,AGEs-BSA 干预后,细胞内 ROS 含
量呈时间依赖性增高,差异有显著统计学意义(P<0. 01),
BSA 干预后 ROS 的表达与对照组无显著差异。 AGEs 可
诱导 TTase 的 mRNA 表达逐渐增高,2d 时达到峰值,约为
正常对照组的 5. 06 倍(P<0. 01);而 BSA 处理组和对照组
TTase 的 mRNA 表达差异无统计学意义(P >0. 05)。 与
TTase 的 mRNA 表达类似,TTase 活性升高,在 3d 达到峰
值,为正常对照组的 2. 01 倍(P<0. 01)。 Western blot 检测
发现,TTase 蛋白质表达逐渐增加,从 3d 开始 TTase 表达
与对照组相比差异有统计学意义(P<0. 05)。
结论:AGEs 可能是通过诱导人晶状体上皮细胞发生氧化
应激,致使 TTase 表达上调,活性增强。
关键词:晚期糖基化终产物;硫醇转移酶;晶状体上皮细
胞;糖尿病性白内障
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0 引言
摇 摇 糖尿病是一种以糖代谢异常为基础,涉及心、眼、肾、
脑等多脏器损伤的代谢紊乱综合征,其发病率不断升高,
患者数量庞大,已成为世界性疾病[1]。 糖尿病眼部病变
中,糖尿病性白内障已上升为仅次于糖尿病性视网膜病变
的第二大眼部并发症[2]。 越来越多的结果显示,糖基化在
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糖尿病性白内障的发生中起重要作用,长期高血糖导致的
晚期 糖 基 化 终 产 物 ( advanced glycation end products,
AGEs)水平升高是引起糖尿病性白内障发生发展的重要
原因之一[3,4]。
摇 摇 硫醇转移酶( thioltransferase, TTase)又称谷氧还蛋白
(Glutaredoxin,GRx),分子量约为 11. 8kDa,广泛存在于动
物组织细胞中。 TTase 作为一种巯基-蛋白氧化还原酶,
主要功能为特异性地还原蛋白质与谷胱甘肽(glutathione,
GSH)所形成的二硫化物(PSSG),TTase 可以通过脱硫醇
功能维持细胞内巯基 / 二硫化物稳态和抵抗晶状体蛋白质
氧化损伤[5,6]。
摇 摇 氧化损伤是白内障形成的重要机制之一。 TTase 在
维持细胞内巯基 / 二硫化物和抵抗晶状体蛋白质免受氧化
损伤方面发挥巨大作用,糖尿病患者体内不断增多的晚期
糖基化终产物,与以 TTase 为代表的抗氧化损伤保护性分
子之间的关系尚不清楚。 为研究糖尿病性白内障发展过
程中糖基化终产物对 TTase 的作用,本研究观察了 AGEs
对人晶状体上皮细胞内 TTase 表达与活性的影响,初步探
讨 AGEs 对人晶状体上皮细胞氧化状态的影响及 TTase 可
能参与的作用机制。
1 材料和方法
1. 1 材料摇 人晶状体上皮细胞系(HLE B3),由中山大学
中山眼科中心惠赠; DMEM 培养液,胎牛血清 (美国
HyClone 公司);Trizol (美国 Invitrogen 公司);PrimeScript
RT Master Mix,SYBR Premix Ex Taq II(日本 Takara 公司);
茁-NADPH,谷胱甘肽还原酶,谷胱甘肽,HEDS(美国 Sigma
公司);AGEs,BSA(Biovision 公司);RIPA 裂解液,BCA 蛋
白浓度测定试剂盒(碧云天生物技术研究所);兔抗人
TTase 多克隆抗体,山羊抗兔 IgG 多克隆抗体(美国 Abcam
公司)。
1. 2 方法
1. 2. 1 细胞培养及分组摇 HLE B3 细胞采用含 10% (v / v)
胎牛血清的 DMEM 培养液,37益、体积分数为 5% CO2 恒
温恒湿孵箱内常规培养,隔日换液。 取对数生长期的细胞
接种至 6 孔培养板中。 分别以浓度为 1. 5mg / mL AGEs-
BSA 的 DMEM 培养液与浓度为 1. 5mg / mL BSA 的 DMEM
培养液孵育细胞。 时间点分别设为 0,1,2,3,4d。 各实验
均重复 3 次。
1. 2. 2 ROS含量检测摇 ROS 特异荧光探针 DCFH-DA 本
身没有荧光,但可以自由穿过细胞膜进入细胞内,被酯酶
水解生成 DCFH,无荧光的 DCFH 可以被 ROS 氧化生成有
荧光的 DCF,检测 DCF 的荧光强度可反映细胞内 ROS 的
水平。 培养不同时间后,吸去 6 孔板内原培养液,按照
2mL /孔加入 DCFH-DA 液,培养箱内孵育 20min。 避光条
件下吸尽原液,低糖 DMEM 漂洗 3 遍,收集细胞,激发波
长 488nm,发射波长调至 525nm,检测相对荧光单位反映
ROS 含量。
1. 2. 3 qRT-PCR法检测 TTase mRNA表达摇 采用 Trizol
一步法提取晶状体上皮细胞总 RNA,逆转录生成 cDNA,茁-
actin 作 为 内 参。 TTase 引 物 序 列 为: 上 游: 5 爷 -
CCTGGGAAGGTGGTTGTGTT - 3 爷 和 下 游: 5 爷 -
TTAGTGTGGTTGGTGGCTGTG-3爷。 人 茁-actin 引物序列为:
上游:5爷 - GTGGGGCGCCCCAGGCACCA - 3爷 和下游:5爷 -
CTCCTTAATGTCACGCACGATTT-3爷。 根据 Takara 公司 SYBR
Premix Ex Taq II 试剂说明书,配制 20滋L qRT-PCR 反应体
系,放入实时荧光定量 PCR 仪内反应。 PCR 反应条件为:

图 1摇 AGEs-BSA及 BSA对人晶状体上皮细胞 ROS含量的影

响摇 bP<0. 01;dP<0. 01 vs 对照组。

第一阶段预变性,95益 30s,1 个循环;第二阶段 PCR 反
应,95益 5s,60益 31s,40 个循环。 扩增结果与 茁-actin 产
物比较,并按照 2- 吟吟 ct法计算相对值。
1. 2. 4 Western blot 检测 TTase 蛋白质表达摇 培养的细
胞弃去培养液,PBS 洗涤 2 遍。 加入裂解液充分混匀,冰
上裂解 30min。 完全移入 Ep 管中,12000r / min 4益 离心
20min,弃沉淀,BCA 法测定蛋白浓度,上清中加上样缓冲
液,沸水中变性 3min,按每孔 100滋g 上样电泳,结束后,取
下凝胶,将电泳产物转移至 PVDF 膜上。 转膜结束后,用
含 50g / L 脱脂奶粉室温封闭 2h,加入 TTase 一抗(1 颐250)
于 4益摇床孵育过夜,TBST 洗膜 3 次,每次 10min,加入二
抗(1颐1 000),4益避光孵育 1h 后取出,再用 TBST 洗膜 3
次,每次 10min;Odyssey 红外成像。 用 Image J 软件检测条
带灰度值。
1. 2. 5 TTase活性检测摇 TTase 能够催化 HEDS 二硫化物
与 GSH 反应,GSH 被氧化为 GSSG,GSSG 在谷胱甘肽还原
酶的催化下,由 NADPH 供氢,重新还原为 GSH。 在适宜
条件下,反应中 NADPH 的消耗呈线性变化,通过测定
1min 内 NADPH 在 340nm 波长处吸光度降低的数值,来反
映 TTase 的活性[7]。
摇 摇 统计学分析:采用 SPSS 19. 0 统计学软件进行统计分
析,各项数据资料均以`x依s 表示,多组实验数据与总体之
间的比较采用 one-way ANOVA 方差分析,组间实验数据
多重比较采用 SNK-q 检验,P<0. 05 认为差异有统计学
意义。
2 结果
2. 1 AGEs-BSA作用不同时间对 HLE 细胞内 ROS 含量
的影响摇 晶状体上皮细胞不同处理分别培养 0 ~ 4d,与正
常对照组相比,BSA 干预后 ROS 的含量无明显差异(P>
0. 05),AGEs-BSA 处理后细胞内 ROS 含量随作用时间延
长逐渐增高,并于 4d 达到峰值,差异有统计学意义(P<
0郾 001,图 1) 。
2. 2 AGEs -BSA 作用不同时间对 HLE 细胞的 TTase
mRNA表达的影响 摇 通过 qRT-PCR 检测实验组及对照
组 0 ~ 4d 培养后晶状体上皮细胞内 TTase mRNA 的相对
表达量,结果如图 2 所示。 BSA 对照组与正常对照组在 0 ~
4d 培养中,晶状体上皮细胞内 TTase 的 mRNA 表达稳定
在较低水平,两组间无统计学差异(P>0. 05)。 AGEs-BSA
处理后晶状体上皮细胞内 TTase 的 mRNA 表达水平迅速
增高,1d 即具有统计学差异(P<0. 05),并在 2d 时达到峰
值,约为正常对照组的 5. 06 倍(P<0. 01)。 培养 3d 时表
达水平开始降低,但仍高于正常对照组(P<0. 05),为正常
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图 2摇 AGEs-BSA及 BSA 对人晶状体上皮细胞 TTase mRNA
含量的影响摇 aP<0. 05;bP<0. 01vs 对照组。

对照组同期表达量的 3. 0 倍。 4d 时继续下降,为对照组
的 2. 33 倍。
2. 3 AGEs-BSA 作用不同时间对 HLE 细胞 TTase 蛋白
质表达的影响摇 Western blot 检测 TTase 蛋白表达情况,结
果如图 3 所示。 与正常对照组比较,BSA 对照组 TTase 蛋
白表达无显著差异(P>0. 05)。 AGE-BSA 处理组 TTase
表达逐渐增加,从 3d 天开始,与正常对照组相比具有统计
学差异(P<0. 05),直至培养第 4d TTase 的表达达到最高
值(P<0. 05)。
2. 4 AGEs-BSA 作用不同时间对 HLE 细胞内 TTase 活
性的影响摇 TTase 的活性在 BSA 组与正常对照组不同时
间基本稳定,无统计学差异(P>0. 05)。 在 AGEs-BSA 处
理组,TTase 活性于 2d 明显升高(P<0. 01),3d 达峰值(P<
0. 01),4d 开始下降,但仍与正常对照组有差异(P<0郾 05,
图 4)。
3 讨论
摇 摇 目前,糖尿病性白内障的发病机制有三种学说,即多
元醇代谢学说、非酶糖基化学说和氧化应激学说[8-10]。 我
们前期研究发现,高糖可引起人晶状体上皮细胞内 ROS
含量的增加,诱发氧化应激,GSSG / T-GSH 比例增高,抗氧
化酶 SOD 和 CAT 活性受损,TTase 表达与活性适应性增
强,提示 TTase 参与对抗高糖诱导的氧化应激,其作用机
制可能为降低 GSSG / T-GSH 比例,增加 GSH 含量,修复受
损的抗氧化酶 SOD 和 CAT 活性,从而降低 ROS 含量,维
持氧化还原状态的平衡[11,12]。
摇 摇 越来越多的研究结果显示,糖基化在糖尿病性白内障
的发生中起着关键作用[3]。 在对糖尿病周围神经病变、糖
尿病视网膜病变等糖尿病并发症的相关研究中表明,
AGEs 与 RAGE ( receptor for advanced glycation end -
products)结合后,可激活并诱发一系列促炎、促凝血反应,
并生成大量活性氧簇(ROS),并产生氧化介导信号,进而
造成细胞的损伤甚至凋亡[13,14]。 我们推测,糖尿病患者
血液循环中晚期糖基化终产物的不断增多将可能导致晶
状体上皮细胞发生氧化应激性损伤,继而诱发糖尿病性白
内障的发生发展。 而 TTase 作为一种拮抗氧化损伤的重
要保护性蛋白酶,AGEs 是否通过对晶状体上皮细胞的作
用从而引起 TTase 参与其诱导氧化损伤的修复,发挥保护
性作用尚未有研究报道。 本研究采用晶状体上皮细胞体
外培养,通过添加外源性晚期糖基化终产物 ( AGEs -
BSA),模拟了糖尿病患者体内晚期糖基化终产物增多对
晶状体上皮细胞的刺激作用,观察了 AGEs 处理后,晶状
体上皮细胞内 ROS 的含量及 TTase 活性及表达的变化
情况。

图 3摇 AGEs-BSA及 BSA对人晶状体上皮细胞 TTase 蛋白表

达的影响摇 A:Western blot 结果图;B:TTase 蛋白质相对表达量

( aP<0. 05 vs 阴性对照组)。

图 4摇 AGEs-BSA及 BSA对人晶状体上皮细胞 TTase 活性的

影响摇 aP<0. 05;bP<0. 01 vs 对照组。

摇 摇 AGEs 是由蛋白质、脂质或核酸等大分子物质在非酶
条件下,自发与葡萄糖或其他还原单糖反应生成的稳定共
价化合物[10]。 持续的高血糖刺激产生大量的 AGEs。
AGEs 可引起晶状体蛋白结构和功能的改变,如使晶状体
蛋白分子伴侣活性降低或丧失,使其维持晶状体透明性的
功能 减 弱 或 丧 失[15,16]; AGEs 可 使 超 氧 化 物 歧 化 酶
(superoxide dismutase,SOD)、过氧化氢酶(Catalase,CAT)
等一些重要抗氧化酶活性降低,导致晶状体对氧化损伤的
抵抗能力减弱[17]。 AGE 还可与其受体 RAGE 相互作用,
生成大量活性氧( reactive oxygen species,ROS),ROS 具有
较强的氧化活性,能够损伤细胞功能[18], Kaji 等研究证
实,AGEs 与牛角膜内皮细胞共培养,RAGE 的表达显著增
高,ROS 生成明显增多,细胞凋亡增加[19]。 另有研究发
现,AGEs 可以通过自身氧化、蛋白质糖基化等途径抑制视
网膜毛细血管周细胞的增生,增加细胞内 ROS 的产生,降
低抗氧化物酶的活性,促进糖尿病视网膜病变的发展[13]。
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在本实验中,我们利用 AGEs-BSA 体外培养人晶状体上
皮细胞,同样证实,随着 AGEs 作用时间延长,人晶状体上
皮细胞内 ROS 水平不断升高。 Lou 等发现 ROS 参与了白
内障的发生发展过程,ROS 会破坏细胞膜表面离子泵的
功能,使细胞水、离子代谢紊乱,造成细胞肿胀,细胞凋亡;
引起细胞膜发生脂质过氧化反应,形成有毒性的脂质过氧
化物,损伤细胞;影响细胞核酸的转录、翻译进程,使细胞
基因发生变异, 影响细胞蛋白质合成, 细胞 分 裂 增
殖[20-22]。 因此 ROS 可以诱发氧化应激,蛋白质交联、聚
集,形成大量不溶性的蛋白质—蛋白质二硫化物,引起晶
状体混浊[23]。
摇 摇 TTase 作为一种重要的氧化修复酶,参与修复硫醇化
的蛋白质,对抗氧化应激,并维持晶状体还原状态。 本实
验中,我们发现在 AGEs 干预早期,TTase mRNA 含量和活
性迅速增加,这可能是由于晶状体上皮细胞对抗糖基化作
用适应性反应,通过增加 TTase 表达和增强活性,来保护
晶状体蛋白质和代谢关键酶减轻氧化损伤,修复受损的蛋
白质和酶,维持晶状体上皮细胞的氧化还原平衡。 2d 后
TTase mRNA 含量降低,3d 后 TTase 活性下降,可能是由于
氧化应激持续存在,细胞内抗氧化物消耗殆尽,TTase 的
适应性反应已不足以对抗氧化应激,细胞难以维持氧化还
原状态的平衡所致。 Raghavachari 等[6] 将 HLE B3 暴露于
含 0. 1mmol / L H2 O2 的培养液中,5min 后检测出 TTase
mRNA 含量的上升,10min 后 TTase mRNA 含量达到峰值,
上调了约 80% ,随着氧化物的清除,其含量逐渐下降至正
常,与其表达上调类似,TTase 活性也于 10min 达到峰值,
几乎增加了一倍,随后逐渐降至正常水平。 这些变化是机
体对早期氧化应激的一种反应性保护作用,而在本实验
中,TTase 的表达与活性随 AGEs 刺激时间变化趋势与这
些报道相似。 我们推测,AGEs 可通过与其受体 RAGE 结
合产生大量 ROS,ROS 引起的一系列氧化应激反应干预晶
状体上皮细胞早期 TTase 表达迅速上调,活性增强,可能
是细胞对抗氧化应激的一种自我保护机制,随着应激持续
时间增加,当 TTase 的表达上调不足以对抗氧化损伤时,
其活性也逐渐下降,细胞内的正常氧化还原状态平衡被打
破,若刺激持续存在,细胞内大量蛋白相互交联形成二硫
化物,发生聚集,最终导致晶状体混浊,形成白内障。
摇 摇 综上所述,AGEs 可诱导人晶状体细胞内 ROS 含量增
多,发生氧化应激,致使 TTase 表达上调,活性增强,TTase
可能在糖尿病性白内障发病过程中起到保护性作用,但其
具体的作用机制还有待进一步研究。
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