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【实验研究】

地塞米松对人晶状体上皮细胞中波形蛋白表达的影响△
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【关键词】　地塞米松；波形蛋白；激素性白内障；晶状体上皮细胞
【摘要】　目的　探讨地塞米松（ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ，Ｄｅｘ）对人晶状体上皮细胞系（ｈｕｍａｎｌｅｎｓ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＨＬＥＣ）中波形蛋白表达的影响以及波形蛋白表达变化在糖皮质激素性白内
障形成中的作用。方法　对 ＨＬＥＣ进行传代培养，应用 ＤＭＥＭ和 ＤＭＥＭ＋１μｍｏｌ·Ｌ－１

Ｄｅｘ作用于ＨＬＥＣ７ｄ，采用实时ＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ从基因水平和蛋白水平检测波形蛋白
的表达变化，采用免疫荧光染色法检测波形蛋白在细胞中的分布及表达变化。结果　实
时ＰＣＲ结果显示，Ｄｅｘ组较对照组波形蛋白ｍＲＮＡ表达减少，组间差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，Ｄｅｘ组较对照组波形蛋白含量减少，组间差异有统计学
意义（Ｐ＜０．０５），提示Ｄｅｘ可降低波形蛋白的表达。免疫荧光染色结果显示Ｄｅｘ组较对照组
波形蛋白表达减少，与Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果一致。结论　Ｄｅｘ可诱导ＨＬＥＣ中波形蛋白表
达减少，从而引起ＨＬＥＣ异常的增殖和分化，最终导致糖皮质激素性白内障的形成。

　　长期全身或局部使用糖皮质激素可引起晶状体
后囊下混浊（ｐｏｓｔｅｒｉｏｒｓｕｂｃａｐｓｕｌａｒｏｐａｃｉｔｉｅｓ，ＰＳＯ），称
为糖皮质激素性白内障（ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄｉｎｄｕｃｅｄｃａｔａ
ｒａｃｔ，ＧＩＣ）［１］。有关ＧＩＣ的发病机制有多种假说，但都
不能很好地解释ＰＳＯ的形成过程，因而在预防和治疗
上尚无有效手段。激素可能通过其受体介导的波形

蛋白（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）的改变影响晶状体上皮细胞增殖和分
化，最终导致ＧＩＣ的形成。因此，研究波形蛋白对晶
状体上皮细胞增殖和分化的影响，可能是ＧＩＣ发病机
制研究的一个新方向。本研究拟通过观察地塞米松

（ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ，Ｄｅｘ）对人晶状体上皮细胞（ｈｕｍａｎ
ｌｅｎｓｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＨＬＥＣ）系中波形蛋白表达的影响，
探讨波形蛋白改变在ＧＩＣ发病机制特别是ＰＳＯ形成过

程中的作用。

１　材料与方法

１．１　材料　ＨＬＥＣ购于美国细胞库（ＡＴＣＣ），胎牛
血清（ＦＢＳ，美国Ｇｉｂｃｏ），Ｄｅｘ（美国Ｓｉｇｍａ），逆转录试
剂盒、实时ＰＣＲ试剂盒、ＱＰＣＲ仪、ＰＣＲ仪（美国 Ｌｉｆｅ
公司），鼠抗人 ＶｉｍｅｎｔｉｎＩｇＧ、兔抗小鼠 ＩｇＧ（美国
ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司），ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶试剂盒（碧云天试
剂公司），酶标仪（美国 ＢｉｏＲａｄ），ＥＶＯＳ倒置荧光显
微镜（美国ＡＭＧ公司）。
１．２　方法
１．２．１　ＨＬＥＣ体外培养与分组　ＨＬＥＣ培养于
ＤＭＥＭ培养基中：含体积分数 ２０％胎牛血清，１００
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Ｕ·Ｌ－１青霉素，１００Ｕ·Ｌ－１链霉素，５８４ｍｇ·Ｌ－１谷
氨酰胺。实验分为两组：激素组（Ｄｅｘ组）：ＤＭＥＭ＋１
μｍｏｌ·Ｌ－１Ｄｅｘ；对照组（Ｃｏｎ组）：ＤＭＥＭ。分别作用
于细胞７ｄ，每２ｄ换液１次，细胞融合后用胰蛋白酶
消化，按１２传代。
１．２．２　实时 ＰＣＲ检测波形蛋白 ｍＲＮＡ表达情况
　细胞总ＲＮＡ的提取和实时 ＰＣＲ反应按照经典的
方法进行［１］。Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的上游引物：５’ＡＣＣＧＣＴＴＴ
ＧＣＣＡＡＣＴＡＣＡＴ３’，下游引物：５’ＧＴＣＣＣＧＣＴＣＣＡＣ
ＣＴＣ３’。应用 ＧＡＰＤＨ作为内参。ＧＡＰＤＨ的上游
引物：５’ＣＡＡＣＴＴＴＧＧＴＡＴＣＧＴＧＧＡＡＧＧＡＣＴ３’，下
游引物：５’ＣＧＴＣＡＡＡＧＧＴＧＧＡＧＧＡＧＴＧＧＧＴ３’。
１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测波形蛋白表达情况　（１）
细胞总蛋白的提取：消化各组细胞，加入细胞裂解液

和去蛋白酶涡旋、超声破碎，离心后取上清液１００μＬ
测蛋白浓度，取蛋白上清液，加入 ＳＤＳＰＤＧＦ蛋白上
清液，１００℃煮５ｍｉｎ后分装于 ＥＰ管中，－８０℃冰
箱保存。（２）Ｗｅｓｔｒｅｎｂｌｏｔ检测：取蛋白样品，加样进
行ＳＤＡＰＡＧＥ凝胶电泳，湿转膜至硝酸纤维膜（ＮＣ
膜）上，将ＮＣ膜放于封闭液中４℃过夜。室温下１
ｈ，加入一抗（鼠抗人Ｖｉｍｅｎｔｉｎ抗体和鼠抗人ＧＡＰＤＨ
抗体，１１０００），室温振摇４ｈ，ＴＢＳＴ冲洗５次，每次
７ｍｉｎ；加入二抗（兔抗鼠 ＩｇＧ，１１０００）室温振摇２
ｈ，ＴＢＳＴ冲洗５次，每次７ｍｉｎ。碱性磷酸酶显色试
剂盒显色，凝胶成像系统照相。

１．２．４　免疫荧光染色检测 Ｄｅｘ对波形蛋白表达及
分布的影响　将细胞消化传代到激光共聚焦培养皿
中，继续培养 １２ｈ，ＰＢＳ洗片 ２次，每次 １０ｍｉｎ；
４０ｇ·Ｌ－１多聚甲醛溶液室温固定１５～２０ｍｉｎ，ＰＢＳ
洗片３次；２ｇ·Ｌ－１ＴｒｏｔｏｎＸ１００透化细胞７ｍｉｎ，４０
ｇ·Ｌ－１ＢＳＡ封闭１ｈ；以１４００鼠抗人 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ抗
体孵育过夜，ＰＢＳ洗片３次，每次５ｍｉｎ；１４００荧光
二抗室温避光孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗片３次。荧光显
微镜下观察波形蛋白的表达。

１．２．５　图像采集与分析　实时 ＰＣＲ通过 Ｑｕａｎｔｉｔｙ
Ｏｎｅ程序对结果进行统计，得到各组 ＰＣＲ的 ＣＴ值，
采用△△Ｃｔ法计算基因表达的强弱。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ图
片扫描后，经 ＩｍａｇｅＪ程序对条带中心密度进行
测定。

１．３　统计学方法　采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件进行统
计学分析。所有实验均重复３次，数据以 珋ｘ±ｓ表示，
组间比较采用单因素方差分析，Ｐ＜０．０５为差异有
统计学意义。

２　结果

２．１　实时ＰＣＲ结果　对照组和 Ｄｅｘ组 ＨＬＥＣ波形
蛋白ｍＲＮＡ的表达情况见图１，将 ＣＴ值比值（Ｖｉｍ
ｅｎｔｉｎ／ＧＡＰＤＨ）作为波形蛋白 ｍＲＮＡ的相对表达量，
组间差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），提示 Ｄｅｘ可降
低波形蛋白ｍＲＮＡ的表达。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗｅｒｅａｐｐｌｉｅｄｔｏｉｄｅｎｔｉｆｙ
ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｖｉｍｅｎｔｉｎａｔｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎＨＬＥＣ
ｅｘｐｏｓｅｄｔｏＤｅｘ．Ａ：ＡｆｔｅｒＤｅｘｉｎｄｕｃｅｄｆｏｒ７ｄａｙｓ，ｖｉｍｅｎｔｉｎｍＲＮＡｅｘ
ｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＨＬＥＣｗａｓｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０５）；Ｂ：ＡｆｔｅｒＤｅｘｉｎｄｕｃｅｄ
ｆｏｒ７ｄａｙｓ，ｖｉｍｅｎｔｉｎｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ
（Ｐ＜０．０５）．ＧＡＰＤＨ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｈａｄｎｏｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＞０．０５）　实时 ＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测Ｄｅｘ对 ＨＬＥＣ中波形蛋白 ｍＲＮＡ及蛋白的影响。Ａ：ＨＬＥＣ
经Ｄｅｘ诱导７ｄ后，波形蛋白 ｍＲＮＡ表达减少，组间差异显著
（Ｐ＜０．０５）；Ｂ：ＨＬＥＣ经Ｄｅｘ诱导７ｄ后，波形蛋白表达量显著
性下降，组间差异显著（Ｐ＜０．０５）。ＧＡＰＤＨ在各组表达稳定，
组间差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）

２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果　对照组和 Ｄｅｘ组
ＨＬＥＣ波形蛋白的表达情况见图１Ｂ，电泳结果分别
为波形蛋白５４０００和 ＧＡＰＤＨ３７０００，ＧＡＰＤＨ在各
组表达稳定，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），波形蛋
白在各组表达差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。将灰
度值比值（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ／ＧＡＰＤＨ）作为波形蛋白的相对
表达量，组间差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），提示
Ｄｅｘ可降低波形蛋白的蛋白表达水平。
２．３　免疫荧光染色检测结果　波形蛋白在 ＨＬＥＣ
中表达分布于胞质中，围绕核周呈辐射状排列，纤维

束相互交织成网状结构，并形成大小不等的空泡区，

向外周与胞膜相连，其分布范围与细胞外形轮廓一

致（图２）。对照组波形蛋白纤维束粗大、致密，网状
结构致密（图１Ａ）；Ｄｅｘ组波形蛋白纤维束稀疏，纤
细，网状结构稀疏（图２Ａ），均定位于胞质中。结果
表明Ｄｅｘ组波形蛋白含量减少，与 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显示
Ｄｅｘ组波形蛋白表达下降结果一致。

３　讨论

ＧＩＣ是使用激素在眼部发生的主要并发症［２］。

流行病学及临床观察资料相继证实，全身、局部应用

激素及激素吸入治疗均可能引起白内障［３］。ＧＩＣ的
形成机制有很多假说［４］，主要包括代谢紊乱、渗透压

异常、氧化构象损伤、蛋白聚集物形成、糖皮质激素
受体（ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＧＲ）介导的细胞分化异
常等学说。研究表明，ＧＲ介导的波形蛋白的变化直
接影响晶状体细胞的形态和功能，进而导致 ＧＩＣ的
形成。

典型的ＧＩＣ表现为晶状体 ＰＳＯ，主要形态学改
变为［５］：后囊下皮质混浊，病灶边界一般比较清楚，

整个外观呈沙石颗粒状；其组织学改变的特征是［６］：

晶状体前囊、前部皮质及核区相对正常，后极部晶状

·４１４· 　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｙｋｘｊｚ．ｃｏｍ
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Ｆｉｇｕｒｅ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｖｉｍｅｎｔｉｎｉｎＨＬＥＣｉｎＤｅｘ
ｇｒｏｕｐａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｕｎｄｅｒｉｎｖｅｒｔｅｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ（ｖｉ
ｍｅｎｔｉｎｗａｓｇｒｅｅｎ，ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ，×２００）．Ａ：Ｔｈｅｖｉｍｅｎｔｉｎｆｉ
ｂｅｒｂｕｎｄｌｅｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｗａｓｔｈｉｃｋｗｉｔｈｄｅｎｓｅｍｅｓｈｓｔｒｕｃｔｕｒｅ，ｔｈｅ
ｃｏｎｔｅｎｔｏｆｖｉｍｅｎｔｉｎｗａｓｈｉｇｈ；Ｂ：ＴｈｅｖｉｍｅｎｔｉｎｆｉｂｅｒｂｕｎｄｌｅｉｎＤｅｘ
ｇｒｏｕｐｗａｓｔｈｉｎｗｉｔｈｓｐａｒｓｅｍｅｓｈｓｔｒｕｃｔｕｒｅ，ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆｖｉｍｅｎｔｉｎ
ｗａｓｌｏｗ　倒置荧光显微镜下观察Ｄｅｘ组和对照组波形蛋白（Ｖｉ
ｍｅｎｔｉｎ）在ＨＬＥＣ中的表达及分布（绿色荧光代表Ｖｉｍｅｎｔｉｎ，细胞
免疫荧光，×２００）。Ａ：对照组 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ纤维束粗大、致密，网状
结构致密，Ｖｉｍｅｎｔｉｎ含量高，Ｂ：Ｄｅｘ组 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ纤维束稀疏、纤
细，网状结构稀疏，Ｖｉｍｅｎｔｉｎ含量低

体纤维细胞肿胀、排列紊乱、核伸长，后囊下皮质区

可见不同程度圆形病变。

波形蛋白为重要的细胞骨架蛋白，其在晶状体

细胞中适量表达，对于维持晶状体细胞正常的形态

和功能具有重要意义［７］。有研究表明［８］，波形蛋白

的表达与糖皮质激素及其受体相关。然而，波形蛋

白在晶状体内生物学方面的确切作用是未知的。国

内学者首次研究证明Ｄｅｘ能降低大鼠晶状体上皮细
胞中波形蛋白表达［９］。本研究也表明地塞米松能显

著降低ＨＬＥＣ中波形蛋白的表达，这一结果表明 ＧＲ
参与人晶状体波形蛋白的表达水平的改变，表明Ｄｅｘ
诱导白内障与波形蛋白表达降低有关。以往的研究

还证实了波形蛋白参与晶状体上皮细胞信号转导、

细胞结构改变以及细胞分化和凋亡［１０］。由此推测，

Ｄｅｘ诱导的ＨＬＥＣ中波形蛋白的表达降低可能影响
晶状体上皮细胞结构及功能，从而导致晶状体透明

度的改变［１１］。

糖皮质激素作用于ＨＬＥＣ后导致ＧＲ活化，随后
通过调控有丝分裂原激活蛋白激酶和磷脂酰肌醇３
激酶／蛋白激酶Ｂ（ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ）通路来调控目的基因
的表达［１２１３］，进而可能影响诸多细胞功能，如增殖、

分化、凋亡、存活或迁移。所有这些都可能与 ＧＩＣ的
形成有关。有报道表明，波形蛋白的表达和活性变

化也涉及ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ和丝裂原激活蛋白激酶两种通
路［１４］。本研究证明Ｄｅｘ能诱导ＨＬＥＣ中波形蛋白表
达降低。Ｄｅｘ可能通过这两种通路来调控，使波形蛋

白的表达降低，从而引起 ＨＬＥＣ异常的增殖与分化，
进而引起ＧＩＣ的形成。

综上所述，本研究结果已经在基因水平、蛋白水

平以及形态学及其分布方面证明，Ｄｅｘ可诱导 ＨＬＥＣ
中波形蛋白含量减少，推测 Ｄｅｘ诱导 ＧＩＣ可能机制
是通过诱导 ＧＲ介导的波形蛋白含量的减少，从而
导致异常的晶状体上皮细胞分化、信号转导、存活以

及凋亡，最终诱导 ＧＩＣ的形成。未来的实验将进一
步研究波形蛋白含量变化与激素浓度的关系，进一

步研究ＧＩＣ的具体发病机制，以便进一步研究 ＧＩＣ
的预防及药物治疗靶点。
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