
缝隙连接细胞间通讯 !!"# $%&’()*& )&(+,’+-!
-%-., ’*//%&)’.()*&0 1234"的改变是白内障的发生
因素之一 56789# 晶状体上皮细胞担负着晶状体的生
长$分化$代谢及对损伤修复的功能%并含有大量

的保护晶状体免受氧化损伤的酶系统# 白内障的
形成与晶状体上皮细胞的功能低下有关# 缝隙连
接!!"# $%&:()*&"是相邻晶状体上皮细胞之间重要
的连接方式%而 ;234 是以缝隙连接为途径进行的

高糖对人晶状体上皮细胞缝隙连接细胞间通讯的影响

李 霞% 刘奕志% 吴明星
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摘 要!&目的’ 研究高糖对人晶状体上皮细胞缝隙连接细胞通讯活性!;234"的影响# &方法’将人晶状体

上皮细胞!?@A=6B=C"培养于正常葡萄糖浓度!<D< //*-EF"%传代时将其接种于 6> 个 8< // 的培养皿中%实验
分为 C 组!每组 C 个培养皿"(正常糖浓度组!培养基葡萄糖含量是 <D< //*-EF"$ 高糖组!培养基葡萄糖含量

是 8= //*-EF"$佛波酯!GHA"组!阳性对照"及二甲基亚砜!IJ?K"组!阴性对照"# 当细胞生长至 L=M融合时%
用划痕荧光染料示踪技术!?FEIG"检测其缝隙连接细胞间通讯活性# &结果’ 在高糖培养的人晶状体上皮细胞
划痕荧光黄向两侧传递的细胞列数为 NDN8"=D88%明显少于正常糖浓度培养的人晶状体上皮细胞!8DO<"=D<O%
!P =D=6"# GHA 显著抑制晶状体上皮细胞的 ;234%与正常糖浓度组比较差异具有显著性!6D><"=DN> "# 8DO<"
=D<OQ !P =D=6"# &结论’人晶状体上皮细胞缝隙连接细胞间通讯活性在高糖中受到抑制%可能在糖尿病晶状体

渗透水肿和离子代谢紊乱中发挥作用#
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细胞间的信息交流! 糖尿病性白内障的发生过程

中存在渗透压改变及离子平衡紊乱" 而晶状体上

皮细胞间的 !"#$ 被认为与晶状体的渗透平衡及
部分离子转运有关 %&’"对出生后晶状体代谢的正常

维持起着重要作用 %(’"所以"研究高糖状态下晶状

体上皮细胞 !")$ 改变有助于阐明糖性白内障的
发生机制! 晶状体缝隙连接的报道多与先天性白

内障有关"与糖性白内障相关的很少!近年有学者

已经注意到高糖可以引起主动脉血管平滑肌细

胞#视网膜血管内皮细胞#视网膜周细胞 !")$ 的
改变 %*!+’"但尚未见高糖对晶状体上皮细胞 ,"#$ 影
响的报道! 本研究应用划痕荧光染料示踪技术

$"-./01!#2/34567$81 %./59:1.; <=7>?%观察高糖对人
晶状体上皮细胞 ,")$ 的影响"以探讨其在糖性白
内障发生中的可能作用!

& 材料与方法

@A& 细胞培养
人晶状体上皮细胞系 <BCD@7DE 在含有 @(D

F=7= 胎牛血清$G8 $H251 公司%和 @DD I7F= 青霉
素和 @DD !67F= 链霉素的低糖 >JKJ 培养基$含
有 LM( FF2H7= 葡萄糖;,4N-2 公司%"OP ’#体积分
数 (Q$RS 培养箱培养! 传代时用 SML 67= 胰酶消
化"接种至 @* 个 OL FF 的培养皿中! 实验分 E 个
组$每组 E 个培养皿%&正常糖浓度组"培养基是葡
萄糖含量为 LML FF2H7= 的 >JKJ 培养基 ’ 高糖
组" 培养基是含有 OD FF2H7= 葡萄糖的 >JKJ 培
养基’?TC 组"为阳性对照"在正常糖浓度培养基
中的终浓度是 L(@DU+ F2H7=’>J<R 组" 为阴性对
照! ?TC 及 >J<R 在 ,")$ 活性测定前 @ V 加入%L’!
@M) !"#$ 测定
当细胞生长达到 WDQ融合时进行 ,")$ 活性

测定! 所用的方法为 <=7>?&弃去培养液"用含有
@ F=7= 血清及 @ FF2H7= 的 $/$HS 的 G/5X(9 液
$GY$%洗涤细胞 O 次"加入 =Z @ F="用外科手术
刀在培养皿上刻痕数条"移入 OP ’#$RS 培养箱 O
F45"弃去染液! 用 GY$ 洗 O 次"以去除游离的荧
光染料及脱落的细胞" 室温下用其原培养液孵育
@D F45"让染料充分扩散"TY< 洗涤 O 次"多聚甲
醛室温固定 OD F45" 激光扫描共聚焦显微镜下观

察!在 ED 倍镜下随机选取划痕旁带有荧光的细胞
列数进行计数! 每个培养皿观察 @D 个点"每组共
观察 ED 个点!
&*+ 统计分析
将每个培养皿所得的 @D 个点的细胞列数取

算术平均值" 作为该样本的荧光染料扩散的细胞
列数! 再将每组 E 个样本的荧光扩散的细胞列数
值取平均值" 得到每个组的荧光扩散强度! 应用
<T<<@@MD :2. [4532[9 进行 251![/8 C\R]C!

) 结 果

, 组 =Z 向划痕两侧扩散的细胞列数平均值
有差别"!^SSM+S""^DMDDD! 高糖组$SMSO-DMOO%"少
于正常糖浓度组 $OMP(-DM(P""_ DMD@" 图 @.‘/%!
?TC 作为阳性对照" 显著抑制细胞间的 ,")$"=Z
仅向细胞周围 @0S 列细胞传递 $@M*L-DMS*"图
@1%"与正常糖浓度组及 >J<R 组 $OM*L-DMLD%比
较差异均有显著性$"_ DMD@%! >J<R 作为 ?TC 的
阴性对照"细胞间 ,")$ 未受抑制 a图 @2b"与正常
糖浓度组比较无显著性差异$" cDMDL%"说明 ?TC
抑制了细胞间的 ,")$"而不是 >J<R 的作用!

图 ! 人晶状体上皮细胞 "#$% 的 &’ ()* 检测
+,-.! /01234,4 56 -17 890:;,50 ,0;<=:<22921= :5>>90,:1;,50

1:;,?,;3 ,0 @9>10 2<04 <7,;@<2,12 :<224 94,0- &:=17<A
’51B,0- ( )3< *=1046<= ;<:@0,C9< !(&33"

.# 4564 6#789": 6;97<$ /# =9;>?# 6#789": 6;97<$ 1# @A. 6;97<$
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# 讨 论

缝隙连接是相邻晶状体上皮细胞的主要连接

方式之一# !"#$ 是细胞间的直接通讯形式#细胞
之间依靠缝隙连接直接传递离子和分子质量小于

% &’ 的分子 $ 其中包括细胞内代谢产物 %$()*%
+,-.%/0102’三磷酸肌醇以及一些参与细胞生长
分化的调节性物质# 3"4$ 在胚胎发育% 细胞分化
和生长控制中起重要作用 560789#
晶状体上皮细胞之间的 3"4$ 被认为与维持

晶状体代谢和渗透平衡有关# 敲除小鼠构成晶状
体上皮细胞缝隙连接蛋白 1: ;$<==>?@=1:&$?1:A
基因& 对其胚胎鼠的晶状体进行组织学研究发现
晶状体上皮细胞与其下面的纤维细胞分离& 并在
纤维细胞中&尤其在皮质深层&出现大量的空泡&
同时伴有细胞外间隙的扩张& 提示细胞的渗透平
衡发生改变519’敲除 $?1: 后的胚眼晶状体的形态&
大小和质量并无显著变化&提示 $?1: 并不是胚眼
晶状体发育所必需& 而对于出生后晶状体代谢的
正常维持起着重要作用 529#晶状体上皮细胞在晶状
体内部与房水之间的离子与代谢物质的转运中担

任重要作用 5779# 这个动态平衡的破坏将引起晶状
体代谢紊乱& 而发生白内障# 近年来& 晶状体的
3"#$ 异常已经作为白内障的可能致病因素而受到
重视#
本研究发现高糖抑制人晶状体上皮细胞

3"#$#研究表明&高糖抑制主动脉血管平滑肌细胞%
视网膜血管内皮细胞%视网膜周细胞的 3"#$5BCD9#目
前认为糖尿病中血管通透性改变可能与这些细胞

间 3"4$ 的改变有关# 高糖引起的晶状体上皮细胞
间 3"4$ 受到抑制可能通过以下几个方面引起白
内障( !引起离子代谢紊乱) 3"4$ 与离子代谢密
切相关#E(* %FG的浓度在很大程度上受到 3"4$ 的
控制#例如&对于神经胶质细胞&缝隙连接使 E(*在

细胞间交换& 并使细胞间 E(*浓度相等 57)9# 关于
3"4$ 与 E(*HF*’ ,I. 酶的活性的关系在其它类型
的细胞中也有报道 57:9# 正常晶状体由于具有排钠
储钾的能力&而处于晶状体内钾 (钠比例高&*房水
中钠 (钾比例高+&糖性白内障发生过程中&晶状体
细胞水肿伴随着细胞膜通透性的改变及细胞内

钾 (钠比例降低&最终导致白内障发生) 3"4$ 受损
也可能影响了 $(J*的转运而引起白内障的发生)

$()*在维持晶状体透明性中具有重要作用)新近的
研究表明& 晶状体内部的 $()* 是经由缝隙连接传
递至晶状体的表面&再由晶状体上皮细胞的 $()* ’
,I. 酶和 E(*H$()*交换而进入房水5719) "促进晶状
体上皮细胞凋亡) 已经有多篇文献报道 3"4$ 在促
进细胞凋亡中的作用57207B9) 而晶状体上皮细胞的凋
亡是包括糖性白内障在内的多种类型白内障的共

同病理变化& 是目前白内障发病机制中重要的学
说之一)#引起晶状体实质代谢紊乱)不仅晶状体
上皮细胞之间存在着缝隙连接& 晶状体上皮细胞
与晶状体纤维之间也存在着大量的缝隙连接&也
就是这样& 营养物质才能从晶状体外部进入晶状
体内部&而代谢物质则由内至外被排出&保证了晶
状体营养和代谢) 晶状体上皮细胞的 3"4$ 受损必
将引起晶状体整个缝隙连接网的功能受损而影响

晶状体的营养及代谢) 近来的研究还表明&缝隙连
接还传递 ,I.) 对视网膜周细胞的研究表明由
$?1: 组成的缝隙连接转运 ,I. 的能力是由 $?:)
组成的缝隙连接的 :88 倍 57K9) 晶状体上皮细胞间
的缝隙连接由 $?1: 组成&高糖抑制了晶状体上皮
的 3"#$&其对 ,I. 转运的影响尚需进一步探讨)
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平升高# 可直接引起或通过其它机制下降调节了
W,!!7 的酪氨酸磷酸化水平#从而导致其下游信号
eSf. 的改变# 使它们的酪氨酸磷酸化水平的降
低明显超过蛋白表达水平自身的变化$ 长期的胰
岛素水平升高也可能通过 W^T!O 受体刺激相关的
丝氨酸激酶#影响胰岛素受体功能#导致或加重胰
岛素抵抗 CgE$
综上所述# 可以推测胰岛素可直接作用于受

体# 通过改变受体后 eSf. 信号通路的活化状态
而对成骨细胞的生长%增殖发挥作用#即适当浓度
的胰岛素可通过激活受体酪氨酸蛋白激酶介导的

eSf. 信号途径对生长期成骨细胞的生长% 增殖
及代谢发挥促进作用# 而高浓度胰岛素的慢性刺
激则诱发胰岛素受体后信号转导降调节# 可能对
生长产生负性影响$
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