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【关键词】　晶状体上皮细胞；细胞凋亡；ＣｙｔＣ；Ｃａｓｐａｓｅ３
【摘要】　目的　研究ＣｙｔＣ和Ｃａｓｐａｓｅ３在ＳＴＺ诱导糖尿病大鼠晶状体上皮细胞（ｌｅｎｓｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＬＥＣ）中的表达，为糖尿病
性白内障的发生机制提供新的线索。方法　６０只健康雄性ＳＤ大鼠分为实验组和对照组，每组各３０只，实验组大鼠腹腔注射
ＳＴＺ溶液，对照组腹腔注射柠檬酸缓冲液。每４周监测大鼠血糖并用裂隙灯观察大鼠晶状体混浊情况，１２周末取大鼠晶状体前
囊膜，应用免疫组织化学和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＬＥＣ中 ＣｙｔＣ和 Ｃａｓｐａｓｅ３的表达。结果　１２周末实验组大鼠空腹血糖为
（２４．０４±２．４０）ｍｍｏｌ·Ｌ－１，对照组为（５．１３±０．３７）ｍｍｏｌ·Ｌ－１。裂隙灯观察显示实验过程中实验组大鼠晶状体出现混浊，而对
照组大鼠晶状体均透明。免疫组织化学结果显示：实验组大鼠 ＬＥＣ中 ＣｙｔＣ和 Ｃａｓｐａｓｅ３表达呈阳性，而对照组则为阴性。
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示实验组胞浆内ＣｙｔＣ含量（０．９２８０±０．０２９７）大幅度上升，远高于对照组（０．５２５０±０．０２５８），差异有统计
学意义（Ｐ＜０．０５），而实验组大鼠线粒体内ＣｙｔＣ含量（０．５１０５±０．０２６４）则大幅度下降，远低于对照组（０．８４６０±０．０３３５），差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；实验组大鼠ＬＥＣ中Ｃａｓｐａｓｅ３的表达量（０．９０６０±０．０２７６）明显高于对照组（０．４３０５±０．０２５２），
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　ＳＴＺ诱导糖尿病大鼠ＬＥＣ中ＣｙｔＣ由线粒体释放入胞浆且Ｃａｓｐａｓｅ３表达量增加，高血
糖可能通过刺激ＬＥＣ释放ＣｙｔＣ和激活Ｃａｓｐａｓｅ３，诱导ＬＥＣ凋亡从而形成白内障。
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　　随着糖尿病发病率的上升及病程的延长，糖尿
病患者发生各种慢性并发症日益增多。糖尿病性白

内障已成为糖尿病并发症中仅次于视网膜病变的第

二大眼病［１］，是导致糖尿病患者视力下降甚至失明

的重要原因［２］。研究发现，晶状体上皮细胞（ｌｅｎｓ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＬＥＣ）凋亡可能是各种非先天性白内
障的共同细胞学基础，而 ＣｙｔＣ及 Ｃａｓｐａｓｅ３在细胞
凋亡中发挥了关键作用。本实验建立糖尿病动物模

型，应用免疫组织化学方法和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术检测
ＬＥＣ中ＣｙｔＣ及 Ｃａｓｐａｓｅ３的表达情况，为糖尿病性
白内障的发病机制提供新的线索。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物和主要试剂　６０只 ＳＤ大鼠购自
南昌大学医学院动物科学部，均为雄性，体质量

（１８０±１０）ｇ。链脲佐菌素（ＳＴＺ）购自美国 Ｓｉｇｍａ公
司；ＣｙｔＣ抗体、Ｃａｓｐａｓｅ３（Ａｂ１５０）抗体及生物素标
记兔抗大鼠ＩｇＧ购自Ａｎｂｏｂｉｏ公司；免疫组织化学试
剂盒购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；线粒体提取试剂盒购
自美国Ｋｅｙｇｅｎ公司。
１．１．２　主要仪器　德国罗氏公司卓越型血糖仪，美
国Ｂｉｏｒａｄ公司 ＣｈｅｍｉＤｏｃＩｔ化学发光成像分析系统
及垂直电泳仪，德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ低温超速离心机，日
本奥林巴斯倒置光学显微镜、裂隙灯眼前段照相

系统。

１．２　方法
１．２．１　实验分组　将６０只８周龄健康 ＳＤ大鼠随
机分为对照组和实验组，每组各３０只。
１．２．２　动物模型制作　实验组：大鼠禁食１２ｈ，一
次性腹腔注射 ２０ｇ·Ｌ－１ＳＴＺ溶液（临用时用 ０．１
ｍｏｌ·Ｌ－１、ｐＨ４．５柠檬酸缓冲液配制，在３０ｍｉｎ内
注射完毕），剂量为６０ｍｇ·ｋｇ－１，３ｄ后在大鼠尾静
脉采血检测血糖浓度，空腹血糖达到 １６．７ｍｍｏｌ·
Ｌ－１为糖尿病大鼠。不达标者待血糖恢复至正常后
再常规剂量注射。若出现死鼠则需按样本量补足。

对照组：给予腹腔注射等量０．１ｍｏｌ·Ｌ－１、ｐＨ４．５柠
檬酸缓冲液。

１．２．３　观测指标　造模后每４周取大鼠尾静脉血
检测２组大鼠的空腹血糖浓度，并用裂隙灯观察２
组大鼠晶状体的混浊情况。１２周末，对照组和实验
组随机选取１０只大鼠（共２０眼），取晶状体前囊膜
行免疫组织化学染色；另对照组和实验组随机选取

１０只大鼠（共 ２０眼），取晶状体前囊膜行 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测胞浆及线粒体内 ＣｙｔＣ的表达；剩余１０只
大鼠（共２０眼）取晶状体前囊膜行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
Ｃａｓｐａｓｅ３的表达。
１．２．４　方法
１．２．４．１　免疫组织化学法检测ＣｙｔＣ、Ｃａｓｐａｓｅ３的
表达　１２周末颈椎脱臼法处死大鼠，完整取出双眼

球后娩出晶状体，用显微无齿镊撕取晶状体前囊膜，

立即放入体积分数４％甲醛液中固定２４～４８ｈ，制成
４μｍ厚石蜡切片，应用免疫组织化学三步法检测
ＬＥＣ中ＣｙｔＣ、Ｃａｓｐａｓｅ３的表达。一抗浓度均为１
１５０，以ＰＢＳ缓冲液代替一抗作为阴性对照。
１．２．４．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＣｙｔＣ的表达　将晶状
体前囊膜组织剪成细小碎片，按线粒体提取试剂盒

说明书制备线粒体蛋白样品与胞浆蛋白样品，ＢＣＡ
法测定蛋白浓度，ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳完毕后将蛋白
转移至硝酸纤维素膜上，５０ｇ·Ｌ－１脱脂奶粉封闭，用
ＣｙｔＣ抗体作用过夜，ＰＢＳ液洗脱后与兔抗鼠 ＩｇＧ过
氧化物酶二抗结合，洗膜，ＣｈｅｍｉＤｏｃＩｔ化学发光成像
分析系统显影成像。

１．２．４．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｃａｓｐａｓｅ３的表达　晶
状体前囊膜组织碾磨成粉末，蛋白裂解液充分裂解

后加入蛋白抽提剂，在４℃、１２０００ｒ·ｍｉｎ－１下离心
１０ｍｉｎ，保留蛋白膜，滴加１ｍＬ纯乙醇后，在１２０００
ｒ·ｍｉｎ－１、４℃条件下离心３ｍｉｎ，制备蛋白样品，应
用ＢＣＡ法测定蛋白浓度，ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳，电泳
完毕后蛋白转移至硝酸纤维素膜上，５０ｇ·Ｌ－１脱脂
奶粉封闭，用 Ｃａｓｐａｓｅ３抗体作用过夜，ＰＢＳ液洗脱
后与兔抗鼠ＩｇＧ过氧化物酶二抗结合，洗膜，Ｃｈｅｍｉ
ＤｏｃＩｔ化学发光成像分析系统显影成像。
１．３　结果判断　结果判断标准：胞浆中呈现棕黄色
均匀着色，表明Ｃａｓｐａｓｅ３及ＣｙｔＣ染色阳性。Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ定量分析通过ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件测定灰度值。
１．４　统计学分析　本实验数据以均数 ±标准差表
示，使用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计分析。两样本均数
比较采用两样本ｔ检验，重复测量设计资料的统计分
析采用单变量方差分析（ＡＮＯＶＡ法），重复测量数据
不同时间点的两两比较采用 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ分析进行。
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　血糖监测结果　大鼠模型制作３ｄ后，实验组
大鼠空腹血糖为（２２．２４±２．５０）ｍｍｏｌ·Ｌ－１，达到成模
标准，至１２周末空腹血糖为（２４．０４±２．４０）ｍｍｏｌ·
Ｌ－１，在实验过程中无明显波动。对照组大鼠血糖实
验开始时为（５．１３±０．５２）ｍｍｏｌ·Ｌ－１，实验结束时为
（５．１３±０．３７）ｍｍｏｌ·Ｌ－１，波动始终处于正常水平。
２．２　裂隙灯检查结果　整个实验过程中，可观察到
实验组大鼠晶状体出现混浊（图１），对照组大鼠晶
状体均透明（图２）。
２．３　免疫组织化学检测结果　实验组大鼠晶状体
囊膜中 ＣｙｔＣ和 Ｃａｓｐａｓｅ３呈阳性表达（图３图４），
但是在对照组表达呈阴性（图５图６）。
２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果
２．４．１　不同分组 ＣｙｔＣ的表达特点　实验组大鼠
ＬＥＣ线粒体ＣｙｔＣ含量为０．５１０５±０．０２６４，对照组
为０８４６０±０．０３３５，２组比较差异有统计学意义
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（Ｐ＜０．０５）；实验组大鼠胞浆ＣｙｔＣ含量为０９２８０±
００２９７，对照组为０．５２５０±０．０２５８，２组比较差异
有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。实验组胞浆内 ＣｙｔＣ含
量增多，线粒体内 ＣｙｔＣ减少，说明在 ＳＴＺ诱导糖尿
病大鼠 ＬＥＣ中 ＣｙｔＣ发生了位置转移，由线粒体释
放到胞浆中。

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｌｅｎｓｗａｓｔｒｕｂｉｄｉｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ　实验组大鼠晶
状体混浊

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｌｅｎｓｗａｓｔｒａｎｓｐａｒｅｎｔｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ　对照组晶状体透
明

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣｙｔＣｉｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ（×４００）　实
验组ＣｙｔＣ表达情况（×４００）

２．４．２　不同分组Ｃａｓｐａｓｅ３的表达特点　本实验结
果显示，实验组大鼠 ＬＥＣ中 Ｃａｓｐａｓｅ３表达量为
０９０６０±０．０２７６，对照组表达量为０．４３０５±０．０２５２，２
组比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣａｓｐａｓｅ３ｉｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ（×４００）
　实验组Ｃａｓｐａｓｅ３表达情况（×４００）

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣｙｔＣｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（×４００）　对照组
ＣｙｔＣ表达情况（×４００）

Ｆｉｇｕｒｅ６　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣａｓｐａｓｅ３ｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（×４００）　对照
组Ｃａｓｐａｓｅ３表达情况（×４００）

３　讨论

糖尿病性白内障是糖尿病的主要慢性并发症之

一［１］，其主要的临床表现为晶状体发生混浊导致视

力下降甚至失明，主要病理学改变是 ＬＥＣ的异常增
殖、迁移、分化引起前后囊下的纤维化、混浊［２］。

ＬＥＣ的凋亡可能是各种非先天性白内障的共同
细胞学基础［３］。大量研究表明，将人晶状体上皮细

胞（ＨＬＥＣ）培养于含高糖的培养基２４ｈ后，细胞存
活率显著下降，并能检测到细胞凋亡的发生［４６］；

Ｎａｍｂｕ等［７］在大鼠 ＬＥＣ中也观察到类似的结果。
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Ｔａｋａｍｕｒａ［８］在糖尿病动物模型亦发现ＬＥＣ出现明显
的凋亡特征。

由Ｆａｓ／ＦａｓＬ介导的膜死亡受体通路和线粒体信
号通路是细胞凋亡分子机制的关键信号转导通路。

大量数据显示，线粒体不仅是真核细胞内主要的

ＡＴＰ生产中心，而且是调控细胞凋亡的中心环节。
在凋亡信号的作用下，Ｂｃｌ２促凋亡蛋白被激活，形
成线粒体外膜通道，使线粒体通透性转换孔（ＭＰＴＰ）
呈不可逆的高水平开放状态，线粒体通透性发生改

变，位于线粒体膜间隙的ＣｙｔＣ等凋亡信号分子被释
放入胞浆，与Ａｐａｆ１和Ｃａｓｐａｓｅ９前体结合形成凋亡
体，随后激活Ｃａｓｐａｓｅ９，后者作为蛋白酶继续活化下
游的凋亡效应分子 Ｃａｓｐａｓｅ３，激活 Ｃａｓｐａｓｅ级联反
应，发生ＤＮＡ片段化、染色质浓缩等特征性改变，最
终导致不可逆的细胞死亡［９１０］。

Ｃａｓｐａｓｅ是一类以无活性前体酶原（ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ）
的形式存在于细胞中的蛋白水解酶家族。细胞受到

凋亡刺激时，Ｃａｓｐａｓｅ被激活并引发 Ｃａｓｐａｓｅ级联反
应，最终导致细胞凋亡［１１］。Ｃａｓｐａｓｅ３是细胞凋亡的
主要效应因子，并与细胞凋亡的形态变化紧密相

关［１０］。ＣｙｔＣ是一种由核基因编码的水溶性蛋白，
位于线粒体内膜外侧呼吸链复合物Ⅲ与Ⅳ之间，是
电子传递链复合体中的一个组成部分，在呼吸链中

起电子传递的作用。研究表明［１２］，ＣｙｔＣ不仅参与
线粒体的能量代谢过程，而且是线粒体介导的细胞

凋亡途径中不可或缺的重要因子，在凋亡过程中起

着关键作用。当细胞受到凋亡刺激时，ＣｙｔＣｍＲＮＡ
表达上调，编码合成 ＣｙｔＣ增多，同时在凋亡刺激因
子作用下，合成的 ＣｙｔＣ从线粒体释放入胞浆，激活
Ｃａｓｐａｓｅ级联反应导致细胞凋亡［１３］。

本实验结果说明，ＳＴＺ糖尿病大鼠ＬＥＣ中ＣｙｔＣ

由线粒体内释放到了胞浆中，通过激活 Ｃａｓｐａｓｅ３从
而启动细胞凋亡，导致白内障的发生。
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实验结果发现，超声波辅助胰蛋白酶消化，较摇

床机械振荡方法，获得的理想铺片数量明显提高。

一方面，超声波均匀提高了胰蛋白酶消化视网膜神

经细胞的能力，避免了消化不足和消化过度的情况；

另一方面，超声波又能形成机械振荡将神经细胞从

血管网上分离出来，神经组织越少，大鼠视网膜血管

网的展片就越容易，损失的血管网也越少。

总之，本研究提示超声波辅助胰蛋白酶的方法，

可获得高质量的大鼠视网膜血管铺片，为进一步研

究糖尿病视网膜病变的发病机制提供了稳定可靠的

技术方法。
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