
现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.15 NO.17 JUN.2015

*基金项目：国家自然科学基金项目(81370998)；陕西省科技统筹创新工程项目（2012KTCQ03-03）

作者简介：刘蕊（1984-），女，硕士研究生，主要研究方向：白内障发病机理及药物防治研究，电话：13919910671，E-mail：1024200350@qq.com

△通讯作者：周健，E-mail：zhoujian@fmmu.edu.cn

(收稿日期：2015-01-12 接受日期：2015-01-30)

doi: 10.13241/j.cnki.pmb.2015.17.003

高浓度葡萄糖诱导人晶状体上皮细胞发生 EMT*
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摘要 目的：观察高浓度葡萄糖诱导人晶状体上皮细胞发生上皮 -间质转分化（epithelial-to- mesenchymal transition, EMT）。方法：

将人晶状体上皮细胞 HLE-B3系分别培养在正常葡萄糖浓度（5.5 mmol /L）DMEM培养基和高浓度葡萄糖（35.5 mmol /L）的
DMEM培养基中 24小时，于培养的 0 h、3 h、6 h、12 h、24 h在倒置显微镜下观察细胞形态学变化，采用免疫荧光染色检测晶状体

上皮细胞中 EMT相关蛋白 E-cadherin及 琢-SMA的表达变化。结果：与正常糖浓度组相比，随着时间的延长高糖组细胞逐渐丢失

上皮细胞形态，细胞变细、变长，向纤维细胞的形态转变；同时随着时间的延长，高糖组晶状体上皮细胞中 E-cadherin染色的荧光
强度在各时间点均低于正常糖浓度组，而 琢-SMA的荧光强度却明显高于正常糖浓度组，在 6 h和 12 h时差异显著，有统计学意

义 (P＜ 0.01)。结论：高浓度葡萄糖诱导人晶状体上皮细胞发生上皮 -间质转分化。
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High Glucose Induced EMT of Human Lens Epithelial Cells*

To investigate the effects of high glucose on epithelial-to-mesenchymal transition of human lens epithelial

cells (HLEs). HLE-B3 cells were cultured in medium DMEM with normal glucose (5.5 mmol /L) or high glucose (35.5 mmol

/L)．After incubation of 0 h, 3 h, 6 h, 12 h and 24 h, the morphological changes of HLEs were observed under the inverted microscope.

The alterations of the expression level of E-cadherin and a-SMA in the HLEs were detected by immnofluorescence staining.

After high glucose induction, the morphology of HLE-B3 cells changed from polygon to spindle shape. Meanwhile, immnofluorescence
staining showed that the fluorescence intensity of E-cadherin was lower in the high glucose group than that in the normal glucose group at

all time points, and the expression of 琢-SMA was higher in the high glucose group than that in the normal glucose group, with significant

differences at 6 h and 12 h time points (P＜ 0.01). High glucose may induce epithelial-to-mesenchymal transition in human

lens epithelial cells.
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前言

随着糖尿病患者的逐年增加，糖尿病性白内障的发生率也

不断增高，已成为糖尿病眼部并发症第二大眼病，是致盲的重

要原因，严重影响患者生活质量 [1]。后囊膜下混浊（Posterior

Subcapsular Opacity，PSO）是糖尿病性白内障典型的临床表现
之一，由于混浊位于视轴，早期就有明显的视觉障碍，其发病机

制目前尚不明确。对年龄相关性后囊膜下性白内障的病理和超

微结构的研究发现，后囊膜下出现异常的有核细胞及细胞外基

质是后囊膜下发生混浊的病理基础[2,3]。

研究发现上皮 - 间质转分化（epithelial-to-mesenchymal

transition, EMT）是前囊膜下性白内障混浊斑中细胞的主要改

变，诱导晶状体上皮细胞发生转分化的因素是炎症和 TGF-茁

等[4,5]。前囊膜下混浊斑块中有纤维样细胞和聚集的胶原性细胞

外基质[6]，这与后囊膜下白内障的病理改变极为相似。因此我们

推测晶状体上皮细胞发生 EMT有可能在后囊膜下白内障的发

生过程中起重要作用。

本研究通过探讨高浓度葡萄糖是否能诱导体外培养的人

晶状体上皮细胞发生 EMT，进而为阐明糖尿病性后囊膜下白

内障的发病机理提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

人晶状体上皮细胞 HLE-B3系(北京眼科研究所张炜研究

员惠赠)；DMEM培养液 (葡萄糖浓度 5.5 mmol/L)、胎牛血清
(FBS)和 0.25%胰蛋白酶（Hyclone 公司，美国）；兔抗人 E-cad
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herin、a-SMA 抗体（abcam 公司，英国）；山羊抗兔荧光二抗（In

vitrogen公司，美国）。
1.2 主要仪器

二氧化碳孵箱（HF151力电科学仪器有限公司，中国）；倒

置显微镜 （Olympus IXT0, 日本）；倒置显微镜 （莱卡
DMI6000B，德国）；激光共聚焦显微镜（Olympus FV1000公司，

日本）。

1.3 方法
1.3.1 人晶状体上皮细胞的培养 人晶状体上皮细胞 HLE-B3

系由北京眼科研究所张炜研究员惠赠。人晶状体上皮细胞

HLE-B3系培养于含 10%胎牛血清的 DMEM培养基（葡萄糖

浓度 5.5 mmol/L）中，将其置于 25 cm2的培养瓶内，在 37 ℃，含
5% CO2的孵箱内常规培养。当细胞生长融合至 70%-80%时进

行传代，取对数生长期的细胞用于实验。

1.3.2 倒置显微镜观察人晶状体上皮细胞形态学变化 取对

数生长期、融合至 70%~80%的 HLE-B3细胞用于实验，0.25%

胰酶消化细胞并重悬为单细胞悬液后接种于 6孔板内，放于
37 ℃、5% CO2的孵箱内静置培养 24 h 后弃去培养液，无菌
PBS清洗细胞 2 次将培养液洗净，随后加入含 0.5% FBS 的
DMEM培养液 2 mL常规培养 24 h进行细胞同步化处理，之

后弃去培养液用无菌 PBS清洗细胞并按分组分别加入含 0.5%
FBS 的正常葡萄糖浓度（5.5 mmol/L）DMEM 培养液和 0.5%

FBS的高浓度葡萄糖（35.5 mmol/L）DMEM 培养液，在培养的
0 h、3 h、6 h、12 h、24 h 用倒置显微镜观察细胞形态并采集图

像。

1.3.3 免疫荧光染色检测人晶状体上皮细胞内蛋白的表达

取对数生长期、融合至 70%~80%的 HLE-B3 细胞用于实验，
0.25%胰酶消化细胞并重悬为单细胞悬液，调整细胞浓度使其

终浓度为 1× 104 /mL后，用移液器吸取 500 滋L细胞悬液接种

于铺有 1 cm2无菌爬片的 24孔板中，放于 37 ℃、5% CO2的孵

箱内静置培养 24 h后吸出培养液，无菌 PBS清洗细胞 2次将

培养液洗净，随后加入含 0.5% FBS的 DMEM培养液 1 mL常

规培养 24 h 进行细胞同步化处理，之后吸出培养液用无菌
PBS清洗细胞并按分组分别加入含 0.5%FBS的正常葡萄糖浓
度 DMEM 培养液和 0.5% FBS 的高浓度葡萄糖 DMEM 培养

液，在培养 0 h、3 h、6 h、12 h、24 h后，取出细胞爬片，用 PBS洗
3次，再用 4 %多聚甲醛液固定 15 min，将爬片晾干后用中性

树胶固定于载玻片上。

用 pH7.2的 PBS漂洗爬片 3次后，0.3%过氧化氢避光封

闭 30 min、0.3% Triton-X100破膜 15 min、50% 小牛血清室温

下封闭 1 h。封闭结束后，用 PBS洗爬片 3次。在室温下分别孵
育一抗：兔抗人 E-cadherin（1:50）和兔抗人 a-SMA（1:50）1 h后

放于在 4 ℃冰箱过夜；用 PBS洗爬片 3次，在室温下避光孵育

荧光二抗（山羊抗兔 1：500）4 h，经 PBS漂洗后，用 DAPI(1:

1000)标记细胞核 15 min，再用 50%甘油封片。在激光共聚焦显

微镜相同的拍摄参数下观察并采集图像。

用图像分析软件（Image-pro plus）进行平均荧光强度分析
（IOD/Area）。

以上实验均独立重复 3次以上。
1.4 统计学分析

采用 SPSS17.0 数据分析软件对实验数据进行统计学分
析，所有数据以均数± 标准差（x± s）表示，两实验组间检测指

标的数据比较采用独立样本 t检验。 P＜ 0.05为差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 高浓度葡萄糖对人晶状体上皮细胞（HLEs）形态的影响
正常的晶状体上皮细胞呈多边形鹅卵石样细胞，在观察的

2 4 h中，高糖组细胞逐渐丢失上皮细胞特性向纤维样细胞的

形态变化。0 h时，高糖组细胞形态与正常糖浓度组细胞形态相

似；3 h时，高糖组细胞仍保持上皮样细胞特性，但有少数细胞

呈现出变长的趋势；6 h和 12 h时，与正常糖浓度组相比，高糖组

细胞丢失上皮细胞特性，细胞明显变长，呈梭型，类似纤维细胞

的表型。24 h，高糖组细胞仍呈现为细长的纤维样表现（图 1）。

图 1 高浓度葡萄糖对人晶状体上皮细胞形态的影响（× 40，标尺 =100 滋m）

Fig. 1 The influences of high glucose on the morphology of HLEs（× 40, bar=100 滋m）

2.2 高浓度葡萄糖对人晶状体上皮细胞（HLEs）E-cadherin表达

的影响

与正常糖浓度组相比，在 0 h和 3 h，高糖组 E-cadherin荧

光强度与对照组相近；随着时间的延长高糖组 E-cadherin的荧

光表达逐渐减弱，于 6 h和 12 h高糖组 E-cadherin的平均荧光

强度明显低于正常糖浓度组，平均荧光强度存在显著性差异

（F6h=12.667，P=0.001；t值分别为 t6h=4.969，t12h=6.864，P＜ 0.01）；
24 h时高糖组 E-cadherin的荧光强度仍稍低于正常糖浓度组

（图 2）。
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2.3 高浓度葡萄糖对人晶状体上皮细胞（HLEs）a-SMA表达的

影响

与正常糖浓度组相比，在 0 h时高糖组 a-SMA荧光强度与

对照组相近；3 h时高糖组 a-SMA的荧光强度较正常糖组有所
增加，随着作用时间的延长高糖组 a-SMA的荧光表达呈增高

趋势，于 6 h和 12 h高糖组 a-SMA的平均荧光强度明显强于

正常糖浓度组，平均荧光强度存在显著性差异（F6h=4.340，
P=0.046；t值分别为 t6h=-6.774，t12h=-5.093，P＜ 0.01）；24 h 时高

糖组 a-SMA的荧光强度稍高于正常糖浓度组（图 3）。

3 讨论

晶状体上皮细胞（HLEs）是晶状体前囊膜上附着的单层上

皮细胞，担负着晶状体的生长、分化以及损伤修复等重要生理

功能，在维持整个晶体的透明性和内环境稳定上扮演重要角

色，其发生异常变化会引起晶状体内环境代谢失衡、晶状体混

浊，导致疾病的发生[7]。正常的晶状体上皮细胞呈典型的多边形

形态，排列规则[8]。

研究发现在高浓度葡萄糖作用下，体外培养的大鼠晶状体

的晶状体上皮细胞发生纺锤样类似纤维细胞的变化[9]。我们的

研究显示，高浓度葡萄糖在促使晶状体上皮细胞向纤维样细胞

转变的同时，晶状体上皮细胞的间充质细胞特征性蛋白

琢-SMA的表达增高，而上皮细胞特征性蛋白 E-cadherin的表达

明显减弱，这种变化提示晶状体上皮细胞发生 EMT。

上皮间质转分化是一种以上皮细胞极性的丧失和间充质

细胞特性的获得为主要特征、同时伴随细胞形态和相关基因表

达改变的细胞变化过程[10,11]。在糖尿病性肾病研究中发现肾小

管上皮细胞丢失原有表型，向纤维细胞形态转变[12]；同时在肝、

肾、肺纤维化疾病的研究中发现，上皮细胞发生 EMT的过程中

均有肌成纤维细胞的标志物 琢-SMA 的出现及表达增高[13-18]；

E-cadherin是一类细胞粘附分子，在细胞分化的早期发挥着重
要作用，上皮细胞发生 EMT最重要的指标为 E-cadherin的减少

或缺失[19]；在高浓度葡萄糖引起肾小管上皮细胞发生 EMT 的

图 2 高浓度葡萄糖对人晶状体上皮细胞 E-cadherin表达的影响

A.晶状体上皮细胞 E-cadherin的免疫荧光染色 绿色荧光为 E-cadherin的标记，蓝色荧光为细胞核标记；（× 60，标尺 =30 滋m）

B.细胞中 E-cadherin平均荧光强度的量化分析 **，P＜0.01

Fig. 2 The effects of high glucose on expression of E-cadherin in HLEs

A. Immunostainning of E-cadherin in HLEs The green fluorescence indicates the distribution of E-cadherin, and the blue

DAPI staining labels nuclei.（× 60, bar=30 滋m）

B. The variation analysis of average fluorescent intensity of E-cadherin in figure 2A **, P＜0.01
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图 3 高浓度葡萄糖对人晶状体上皮细胞 琢-SMA表达的影响

A.晶状体上皮细胞的 琢-SMA免疫荧光染色 红色荧光为 琢-SMA的标记，蓝色荧光为细胞核标记；

（× 60，标尺 =30 滋m）B. 琢-SMA平均荧光强度的量化分析 **，P＜0.01

Fig. 3 The effects of high glucose on expression of 琢-SMA in HLEs

A. Immunostainning of 琢-SMA in HLEs The red fluorescence indicates the distribution of 琢-SMA, and the blue DAPI staining labels nuclei.

（× 60, bar=30 滋m）B. The variation analysis of average fluorescent intensity of 琢-SMA in figure3 A **, P＜0.01

过程中也已证实 E-cadherin表达的减弱，而 琢-SMA的表达显

著增高[20,21]；这些结果与本研究结果一致。

在本研究中，我们发现当高浓度葡萄糖作用 24 h时，晶状

体上皮细胞 E-cadherin的表达较 6 h和 12 h相比稍有增高，而

琢-SMA的表达有所降低，这可能与高糖作用时间延长、糖逐渐

被消耗、浓度降低，致使对细胞的刺激减弱有关。这种在 48h内

葡萄糖浓度降低、刺激减弱而使 EMT出现逆转，表现出 E-cad-
herin表达回升而 琢-SMA 表达减弱的现象在高浓度葡萄糖对

腹膜细胞发生 EMT的研究中也曾得到证实[22]。

综上所述，我们的初步研究表明高浓度葡萄糖可以诱导晶

状体上皮细胞发生 EMT；这一过程可能在糖尿病性后囊膜下
白内障的发生中起重要作用。早期阻断这一过程可能预防或延

缓白内障的发生。
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