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【中图分类号】　Ｒ７７６
【关键词】　高钙；人晶状体上皮细胞；细胞活力；谷胱甘肽；超氧化物歧化酶
【摘要】　目的　探讨高钙培养对人晶状体上皮细胞（ｈｕｍａｎｌｅｎｓｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＨＬＥＣ）株 ＳＲＡ０１／０４氧化应激水平的影响。方
法　选取处于对数生长期的ＨＬＥＣ均匀接种９６孔板（每孔２×１０３个细胞），对照组：正常培养的 ＨＬＥＣ，实验组：正常培养的
ＨＬＥＣ＋ＣａＣｌ２（３ｍｍｏｌ·Ｌ

－１、５ｍｍｏｌ·Ｌ－１、７ｍｍｏｌ·Ｌ－１、９ｍｍｏｌ·Ｌ－１、１１ｍｍｏｌ·Ｌ－１、１３ｍｍｏｌ·Ｌ－１、１５ｍｍｏｌ·Ｌ－１、１７ｍｍｏｌ·
Ｌ－１、１９ｍｍｏｌ·Ｌ－１）培养０ｈ、１２ｈ、２４ｈ、３６ｈ，采用ＣＣＫ８法检测各组细胞存活率。利用定量检测试剂盒测量细胞内超氧化物
歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）、总谷胱甘肽（ｔｏｔａｌｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＴＧＳＨ）含量及氧化型谷胱甘肽（ｏｘｉｄｉｚｅｄｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＳＧ）／
ＴＧＳＨ比值的变化。结果　３ｍｍｏｌ·Ｌ－１、５ｍｍｏｌ·Ｌ－１、７ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＣａＣｌ２处理ＳＲＡ０１／０４细胞２４ｈ，细胞存活率随ＣａＣｌ２浓度增
高先呈显著下降趋势，当浓度增高到９ｍｍｏｌ·Ｌ－１后细胞存活率又逐渐恢复，各实验组ＨＬＥＣ活力差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
对照组细胞活力（０．５９２±００５５）与１５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＣａＣｌ２组（０．２９３±０．０２０）细胞活力相比差异有统计学意义（ｔ＝７．８１１，Ｐ＜０．０５）。
ＣａＣｌ２引起ＨＬＥＣ凋亡的最合适浓度和作用时间为１５ｍｍｏｌ·Ｌ

－１处理２４ｈ。与对照组相比，１５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＣａＣｌ２处理２４ｈ后，细胞
核碎裂、溶解，细胞内ＳＯＤ活力增高（ｔ＝－６．４１７，Ｐ＜０．０５），ＴＧＳＨ含量下降（ｔ＝１３．８１６，Ｐ＜０．０５），ＧＳＳＧ／ＴＧＳＨ比值增高（ｔ＝
－４．３９６，Ｐ＜０．０５）。结论　ＣａＣｌ２诱导的高钙状态抑制ＨＬＥＣ的活力，引起细胞内ＳＯＤ活力和ＧＳＳＧ含量增加，诱发并加剧细胞
内氧化应激反应。
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眼科新进展　２０１７年１０月　第３７卷　第１０期
ＲｅｃＡｄｖＯｐｈｔｈａｌｍｏｌ　Ｖｏｌ．３７Ｎｏ．１０Ｏｃｔｏｂｅｒ２０１７



　　白内障是世界致盲首因，占全部失明病例的
５１％，但目前仍只能手术治愈而不可预防［１］。农村

经济水平差导致白内障手术率在中国仍然极低，因

此预防白内障引起的盲是中国艰巨的任务［２］。研究

表明，晶状体内氧化损伤、钙紊乱和细胞凋亡等因素

与年龄相关性白内障的发生密切相关［３］。晶状体细

胞内Ｃａ２＋稳态的缺失会引起晶状体膜表面氧化应激
反应的加剧，并导致细胞凋亡［４５］。由此可见，Ｃａ２＋

稳态可能在年龄相关性白内障的发病机制中扮演核

心角色。既往仅研究Ｃａ２＋紊乱对人晶状体上皮细胞
（ｈｕｍａｎｌｅｎｓｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＨＬＥＣ）形态和增殖的作
用［６７］，少有探讨高Ｃａ２＋浓度对细胞内氧化应激水平
的影响。本研究拟通过改变体外培养基内 Ｃａ２＋浓
度，观察细胞外 Ｃａ２＋浓度升高对 ＨＬＥＣ活力及氧化
应激反应的影响，从而进一步探讨钙稳态在年龄相

关性白内障发病机制中的保护性作用。

１　材料与方法

１．１　主要试剂及仪器　人ＨＬＥＣ株ＳＲＡ０１／０４（广州
吉妮欧生物科技公司）；１６４０ＬＧｌｕｔａｍｉｎｅ培养基、２．５
ｇ·Ｌ－１Ｔｒｙｐｓｉｎ胰蛋白酶（美国 Ｇｉｂｃｏ公司），胎牛血
清（美国 Ｇｉｂｃｏ，１００９９１４１）；青霉素、链霉素（美国
Ａｍｒｅｓｃｏ公司）；ＣＣＫ８（日本 Ｄｏｊｉｎｄｏ）；总谷胱甘肽
（ｔｏｔａｌｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＴＧＳＨ）／氧化型谷胱甘肽（ｏｘｉｄｉｚｅｄ
ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＳＧ）测定试剂盒、总超氧化物歧化酶
（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）测定试剂盒（ＷＳＴ１法）
（南京建成生物公司）。细胞培养超净台（苏净安泰

公司）、ＣＯ２培养箱（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司）、倒置相差显
微镜（日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）、高速离心机（德国Ｅｐｐｅｎ
ｄｏｒｆ公司）、酶标仪（瑞士Ｔｅｃａｎ公司）。
１．２　方法
１．２．１　ＨＬＥＣ培养　ＨＬＥＣＳＲＡ０１／０４用含体积分
数为 １０％（复苏细胞为 １５％）的胎牛血清、青霉素
１００Ｕ·ｍＬ－１和链霉素１００μｇ·ｍＬ－１（ｐＨ７．４）的
１６４０培养基，于３７℃、含体积分数５％ＣＯ２的细胞培
养箱内培养。将培养细胞分为对照组（正常培养）和

实验组（含 ＣａＣｌ２培养基培养），倒置相差显微镜下
观察细胞形态。

１．２．２　ＣＣＫ８法检测细胞存活率　选取处于对数
生长期的ＨＬＥＣ胰蛋白酶消化后，用完全培养基制
备成细胞悬液，并计数。按每孔２×１０３个细胞１００
μＬ均匀接种于９６孔板，每组５个复孔。种板第二
天按实验设计加药（ＣａＣｌ２浓度参考文献［６，８］）：实
验组吸出原有培养基，每孔加入１００μＬ含不同浓度
ＣａＣｌ２（３ｍｍｏｌ·Ｌ

－１、５ｍｍｏｌ·Ｌ－１、７ｍｍｏｌ·Ｌ－１、９
ｍｍｏｌ·Ｌ－１、１１ｍｍｏｌ·Ｌ－１、１３ｍｍｏｌ·Ｌ－１、１５ｍｍｏｌ·
Ｌ－１、１７ｍｍｏｌ·Ｌ－１、１９ｍｍｏｌ·Ｌ－１）的培养基，对照
组更换为正常不含药物培养基。药物作用后０ｈ、１２
ｈ、２４ｈ、３６ｈ，所有检测孔更换为正常培养基（避免药
物对ＣＣＫ８反应的影响）并添加空白孔，每孔加入

１０μＬＣＣＫ８，３７℃避光孵育２ｈ，酶标仪４５０ｎｍ读
取吸光度（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）值，计算细胞活力。
１．２．３　定量检测试剂盒检测细胞内ＳＯＤ、谷胱甘肽
含量　对照组细胞用含体积分数为１０％胎牛血清的
１６４０培养基培养，实验组细胞正常培养待细胞密度
达６０％时加入１５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＣａＣｌ２继续培养２４ｈ。
细胞内的ＳＯＤ活性和含量使用总 ＳＯＤ测定试剂盒
（ＷＳＴ１法）检测。取实验组和对照组细胞（密度至
少１０６ｍＬ－１），２．５ｇ·Ｌ－１Ｔｒｙｐｓｉｎ胰蛋白酶消化，
１０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，弃去上清，加入０．５ｍＬ
ＰＢＳ吹匀，再次离心（１０００ｒ·ｍｉｎ－１、１０ｍｉｎ），弃上
清，再加入０．５ｍＬＰＢＳ吹匀，冰水浴，超声破碎细胞
（３００Ｗ，每次超声３～５ｓ，共４次，间隔３０ｓ一次），
将该原液稀释成不同浓度样本待用。酶标仪４５０ｎｍ
波长读取测定ＯＤ值，计算ＳＯＤ抑制率，选取抑制率
在 ４０％～６０％内的样本稀释后使用，核酸微量检测
仪测定样本蛋白浓度，计算 ＳＯＤ活力。结合标准孔
和对照孔ＯＤ值分析数据。使用 ＴＧＳＨ／ＧＳＳＧ测定
试剂盒检测细胞内ＴＧＳＨ和ＧＳＳＧ含量。细胞处理
同上，加入０．５ｍＬ试剂四（试剂盒中配备）混匀后超
声破碎。酶标仪４５０ｎｍ吸光度读取 ＯＤ值，计算 Ｔ
ＧＳＨ和ＧＳＳＧ含量。
１．３　统计学方法　采用ＳＰＳＳ１７．０统计学软件进行
统计学分析。本研究测定指标的数据经 Ｓｈａｐｉｒｏ
Ｗｉｌｋ检验呈正态分布，以 珋ｘ±ｓ表示。各实验组细胞
活力的差异经 Ｌｅｖｅｎｅ检验方差不齐，采用 Ｗｅｌｃｈ检
验。对照组和ＣａＣｌ２处理组细胞活力、ＳＯＤ、ＧＳＨ含
量的差异采用独立样本 ｔ检验，采用双侧检验，Ｐ＜
０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　正常培养状态下 ＨＬＥＣＳＲＡ０１／０４的细胞增
殖能力　本研究采用ＣＣＫ８法检测细胞活力并绘制
细胞增殖曲线，观察细胞的增殖能力。本研究发现

在连续测定的５ｄ内，ＳＲＡ０１／０４细胞呈指数增长，增
殖能力较强（图１）。

图１　ＣＣＫ８法检测ＨＬＥＣＳＲＡ０１／０４增殖曲线
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２．２　不同浓度 ＣａＣｌ２处理 ＨＬＥＣＳＲＡ０１／０４细胞
不同时间后细胞存活率比较　不同浓度 ＣａＣｌ２处理
ＳＲＡ０１／０４细胞２４ｈ后，细胞存活率随ＣａＣｌ２浓度增
高先呈显著下降趋势，到达某个临界浓度后又逐渐

恢复（图２Ａ），各实验组细胞活力差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）。对照组细胞存活率（０．５９２±０．０５５）与
１５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＣａＣｌ２组（０．２９３±０．０２０）细胞存活率
相比差异有统计学意义（ｔ＝７．８１１，Ｐ＜０．０５），确定
后续实验选取１５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＣａＣｌ２作为半数致死量
处理实验组细胞。１５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＣａＣｌ２处理细胞２４
ｈ后细胞存活率接近５０％（图２Ｂ）。
２．３　倒置相差显微镜观察 ＣａＣｌ２处理后 ＨＬＥＣ
ＳＲＡ０１／０４细胞形态　正常培养ＨＬＥＣＳＲＡ０１／０４细
胞生长能力强，呈多边形或梭形，均匀贴壁生长，细

胞核明显，细胞间隙明显。１５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＣａＣｌ２处理

细胞２４ｈ后，可见明显细胞碎裂、溶解，细胞背景杂
质较多，贴壁细胞严重皱缩变形，边界模糊，部分细

胞呈瘦长形并延伸触角，细胞间粘连紧密，细胞间隙

不明显，细胞密度明显下降（图３）。
２．４　高钙培养对 ＨＬＥＣＳＲＡ０１／０４细胞内 ＳＯＤ活
力的影响　酶标仪检测结果分析显示，相比对照组
ＳＯＤ活力４２２１±０．２６９，１５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＣａＣｌ２组处
理细胞２４ｈ后，细胞内ＳＯＤ活力（７．３１５±１．００３）升
高，差异有统计学意义（ｔ＝－６．４１７，Ｐ＜０．０５）。
２．５　ＣａＣｌ２处理后 ＨＬＥＣＳＲＡ０１／０４细胞内 Ｔ
ＧＳＨ和 ＧＳＳＧ含量的变化　酶标仪检测结果分析
显示，相比对照组，１５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＣａＣｌ２处理细胞２４
ｈ后，细胞内ＴＧＳＨ含量下降（ｔ＝１３．８１６，Ｐ＜０．０５；
见图４Ａ），ＧＳＳＧ／ＴＧＳＨ比值升高（ｔ＝－４．３９６，Ｐ＜
０．０５；见图４Ｂ），差异均有统计学意义。

图２　ＨＬＥＣＳＲＡ０１／０４细胞存活率检测结果。Ａ：不同浓度ＣａＣｌ２处理细胞２４ｈ；Ｂ：１５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＣａＣｌ２处理细胞不同时间

图３　ＨＬＥＣＳＲＡ０１／０４细胞形态观察。Ａ：对照组；Ｂ：１５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＣａＣｌ２组

３　讨论

研究表明，Ｃａ２＋信号在调节细胞存活率、增殖、
迁移中起关键作用［９１１］，破坏 Ｃａ２＋稳态将诱导细胞
凋亡并最终导致细胞死亡［９］，低浓度或高浓度的

Ｃａ２＋均会影响细胞增殖和分化［１２１３］。既往有研究发

现白内障晶状体内 Ｃａ２＋浓度升高［５，８，１４］，高 Ｃａ２＋浓
度将导致兔和鼠晶状体混浊［４５］，不同浓度 Ｃａ２＋对
ＨＬＥＣ形态和增殖有影响［６，１５］。但导致 Ｃａ２＋紊乱状
态的细胞内外Ｃａ２＋水平并未明确，并且未探讨 Ｃａ２＋

浓度的改变对细胞凋亡和氧化应激的影响。本研究

构建体外培养ＨＬＥＣ的高Ｃａ２＋模型，并在高Ｃａ２＋浓
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图４　ＣａＣｌ２处理后ＨＬＥＣＳＲＡ０１／０４内ＴＧＳＨ和ＧＳＳＧ／ＴＧＳＨ的变化。Ａ：细胞内ＴＧＳＨ检测结果；Ｂ：细胞内ＧＳＳＧ／ＴＧＳＨ比值检测结果

度下检测细胞内ＳＯＤ和ＧＳＨ的含量变化，探讨钙紊
乱对细胞活力及氧化应激反应的影响。

本研究结果显示，高浓度 Ｃａ２＋对 ＨＬＥＣ活力的
影响呈现随着浓度增加抑制率先逐渐增加，到达钙

稳态临界点后细胞活力又逐渐恢复的趋势，这一发

现在既往相关研究中并未提及。考虑可能原因为细

胞内Ｃａ２＋浓度同时受内质网钙池、电压门控通道和
Ｃａ２＋ＡＴＰ酶等多种因素的协同调控［７，１６］，从而处于

动态平衡。且细胞质膜上的电压门控通道到达相应

的刺激阈值后，对细胞外高 Ｃａ２＋浓度的刺激反应减
弱，有相对不应期。

ＳＯＤ和ＧＳＨ是细胞内的自由基清除剂和抗氧
化剂，其含量改变提示细胞内氧化应激水平的变化。

本研究结果显示，高浓度 Ｃａ２＋培养使得 ＨＬＥＣ内
ＳＯＤ活力反应性增高，ＧＳＳＧ／ＴＧＳＨ比值增高，提示
钙紊乱诱导并加剧细胞内氧化损伤，这与ＴＳＵＲＵＳＡ
ＫＩ等［１７］和ＧＵＯ等［１８］在大鼠肝脏、视网膜神经节细

胞中的研究发现一致。同时，有研究表明某种机制

通过调控细胞内ＳＯＤ和ＧＳＨ水平，最终影响细胞凋
亡［１９］。结合本研究结果，高Ｃａ２＋浓度可能通过影响
ＨＬＥＣ内ＳＯＤ和ＧＳＨ水平，诱导并加剧细胞内氧化
应激反应，进而调控细胞凋亡并最终导致晶状体混

浊。这进一步提示Ｃａ２＋稳态可能是年龄相关性白内
障三个可能病因中的核心调控因素。

综上，本研究发现 ＨＬＥＣ内 Ｃａ２＋浓度处于动态
平衡，高Ｃａ２＋浓度诱导的钙紊乱状态抑制晶状体上
皮细胞活力，并加剧细胞内氧化应激损伤，导致细胞

死亡。证明了Ｃａ２＋稳态在 ＨＬＥＣ凋亡、氧化应激中
的重要作用及其可能的影响机制。值得期待的是，

或许可以借助外用滴眼液成分降低老年人前房及晶

状体内Ｃａ２＋浓度，从而防止晶状体混浊，预防或阻止
年龄相关性白内障的进程。
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