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摘要
目的:探究自噬水平变化对高糖诱导人晶状体上皮细胞上
皮间质转化(ＥＭＴ)的影响及其机制ꎮ
方法:人晶状体上皮细胞(ＨＬＥ－Ｂ３)分为正常对照组(ＮＣ
组)和高糖处理组(ＨＧ 组)ꎬ分别用含 ５􀆰 ５ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖
的 ＤＭＥＭ 和添加了 ３０ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖的上述 ＤＭＥＭ 培养
１２、２４、４８ｈꎬ用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测上皮间质转化标志蛋白
(Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ、α－ＳＭＡ)和自噬标志蛋白(ＬＣ３、Ｂｅｃｌｉｎ １ 和
ＳＱＳＴＭ１ / ｐ６２)的表达变化ꎬ用划痕实验观察细胞的移行能
力以明确高糖对晶状体上皮细胞自噬和 ＥＭＴ 的影响ꎮ 利
用雷帕霉素调节自噬水平ꎬ将细胞分为正常对照组(ＮＣ
组)、高糖处理组 (ＨＧ 组)ꎬ高糖处理细胞的同时添加
ＤＭＳＯ 溶剂组(ＤＭＳＯ 组)和添加 ２００ｎｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素的
雷帕霉素组(ＲＡＰＡ 组)ꎬ处理细胞 ２４ｈꎬ用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验
观察细胞的移行能力ꎬ用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＥＭＴ、自噬标志
蛋白和 ＴＧＦ － β 信号通路蛋白 ( ＴＧＦ － β２、 Ｓｍａｄ２ / ３、 ｐ －
Ｓｍａｄ２ / ３、Ｓｎａｉｌ ) 的 表 达ꎮ 用 细 胞 免 疫 荧 光 染 色 观 察
ＳＱＳＴＭ１ / ｐ６２ 与 Ｓｍａｄ２ / ３ 在细胞内的表达ꎬ免疫共沉淀方
法检测细胞中 ＳＱＳＴＭ１ / ｐ６２ 与 Ｓｍａｄ２ / ３ 之间的相互结合ꎮ
结果:在高糖刺激后 １２、２４、４８ｈꎬＨＧ 组细胞 Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ、
ＬＣ３ Ⅱ / Ⅰ和 Ｂｅｃｌｉｎ １ 蛋白表达逐渐降低(Ｆ ＝ ６７􀆰 ５２、１６３、
２０６ꎬ均 Ｐ<０􀆰 ０００１)ꎬ而 α－ＳＭＡ、ＳＱＳＴＭ１ / ｐ６２ 蛋白表达增
加(Ｆ＝ ５３􀆰 ３７、３０２􀆰 １ꎬ均 Ｐ<０􀆰 ０００１)ꎬ细胞移行也较 ＮＣ 组
增加(均 Ｐ<０􀆰 ００１)ꎬ提示高糖刺激后细胞发生 ＥＭＴꎬ而自
噬水平降低ꎻ雷帕霉素处理后ꎬ与 ＨＧ 组和 ＤＭＳＯ 组相比ꎬ
ＲＡＰＡ 组 ＬＣ３ Ⅱ / Ⅰ和 Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表达水平增加ꎬα－
ＳＭＡ、ｐ－Ｓｍａｄ２ / Ｓｍａｄ２、ｐ－Ｓｍａｄ３ / Ｓｍａｄ３ 及 Ｓｎａｉｌ 蛋白表达
降低 (均 Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ ＴＧＦ － β２ 表达无明显改变 (均 Ｐ >
０􀆰 ０５)ꎬ细胞移行被抑制(均 Ｐ<０􀆰 ００１)ꎬ提示雷帕霉素在
提高自噬水平的同时下调了 ＴＧＦ－β 信号通路分子的表达
进而抑制了 ＥＭＴꎮ 细胞免疫荧光染色结果显示 ＳＱＳＴＭ１ /
ｐ６２ 与 Ｓｍａｄ２ / ３ 在胞浆内存在共定位ꎬ免疫共沉淀实验证

实了 ＳＱＳＴＭ１ / ｐ６２ 与 Ｓｍａｄ２ / ３ 蛋白相互结合ꎮ
结论:高糖可刺激 ＨＬＥ－Ｂ３ 细胞发生 ＥＭＴꎬ下调细胞的自
噬水平ꎻ自噬通过 ＳＱＳＴＭ１ / ｐ６２ 与 Ｓｍａｄ２ / ３ 相互作用ꎬ改
变了 ＴＧＦ－β 信号通路中 Ｓｍａｄ２ / ３ 的表达ꎬ实现对 ＥＭＴ 的
调节ꎮ
关键词:自噬ꎻ上皮间质转化ꎻ晶状体上皮细胞ꎻ雷帕霉素ꎻ
ＴＧＦ－β 信号通路
ＤＯＩ:１０.３９８０ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７２－５１２３.２０２０.５.０４

Ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ－ｉｎｄｕｃｅｄ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ － ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｉｎ
ｈｕｍａｎ ｌｅｎｓ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ

Ｊｉ－Ｙｕａｎ Ｍａꎬ Ｗｅｉ Ｙｅꎬ Ｊｉ Ｌｉꎬ Ｒｕｉ Ｐｅｉꎬ Ｍｅｎｇ －Ｍｅｉ
Ｈｅꎬ Ｊｉｎｇ － Ｂｏ Ｓｕꎬ Ｄｏｎｇ － Ｊｉｅ Ｓｕｎꎬ Ｑｉ －Ｗｕ Ｚｈｏｕꎬ
Ｊｉａｎ Ｚｈｏｕ

Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｉｔｅｍｓ:Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｈａａｎｘｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ
(Ｎｏ.２０１９ＪＭ－０６５)ꎻ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ
(Ｎｏ.８１３７０９９８)
Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ Ｘｉｊｉｎｇ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ａｉｒ Ｆｏｒｃｅ Ｍｅｄｉｃａｌ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｅｙｅ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ ＰＬＡꎬ Ｘｉ􀆳ａｎ ７１００３２ꎬ Ｓｈａａｎｘｉ
Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｔｏ: Ｊｉａｎ Ｚｈｏｕ. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ
Ｘｉｊｉｎｇ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ａｉｒ Ｆｏｒｃｅ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｅｙｅ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ
ＰＬＡꎬ Ｘｉ􀆳ａｎ ７１００３２ꎬ Ｓｈａａｎｘｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ. ｚｈｏｕｊｉａｎ＠ ｆｍｍｕ.
ｅｄｕ.ｃｎ
Ｒｅｃｅｉｖｅｄ:２０２０－０２－１２　 　 Ａｃｃｅｐｔｅｄ:２０２０－０４－１３

Ａｂｓｔｒａｃｔ
•ＡＩＭ: Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｏｎ ｈｉｇｈ
ｇｌｕｃｏｓｅ － ｉｎｄｕｃｅｄ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ － ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ
(ＥＭＴ) ｉｎ ｈｕｍａｎ ｌｅｎｓ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ.
•ＭＥＴＨＯＤＳ: Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＥＭＴ
ａｎｄ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅꎬ ＨＬＥ － Ｂ３ ｃｅｌｌｓ
ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ. Ｉｎ ＮＣ ｇｒｏｕｐꎬ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ
ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ＤＭＥＭ ｗｉｔｈ ５. ５ｍｍｏｌ / Ｌ ｇｌｕｃｏｓｅꎬ ａｎｄ ｉｎ ＨＧ
ｇｒｏｕｐꎬ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＤＭＥＭ ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｗｉｔｈ
３０ｍｍｏｌ / Ｌ ｇｌｕｃｏｓｅ ｆｏｒ １２ｈꎬ ２４ｈꎬ ａｎｄ ４８ｈ. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＥＭＴ － ｍａｒｋｅｒ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ ( Ｅ － ｃａｄｈｅｒｉｎ ａｎｄ α － ＳＭＡ) ａｎｄ ａｕｔｏｐｈａｇｙ －
ｍａｒｋｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ( ＬＣ３ꎬ Ｂｅｃｌｉｎ １ ａｎｄ ＳＱＳＴＭ１ / ｐ６２ ) .
Ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ
ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ. Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ
ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｏｎ ＥＭＴꎬ ｗｅ ｅｍｐｌｏｙｅｄ ｒａｐａｍｙｃｉｎꎬ ａｎ ａｇｏｎｉｓｔ
ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙ. ＨＬＥ － Ｂ３ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ４ ｇｒｏｕｐｓ.
Ｔｗｏ ｏｆ ｔｈｅｍ ｗｅｒｅ ｍｅｎｔｉｏｎｅｄ ａｓ ａｂｏｖｅꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｔｗｏ

９５７

Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.２０ꎬ Ｎｏ.５ Ｍａｙ ２０２０　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２６３９４０　 Ｅｍａｉｌ:ＩＪＯ.２０００＠１６３.ｃｏｍ



ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ
ＤＭＳＯ ( ＤＭＳＯ ) ａｎｄ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ
２００ｎｍｏｌ / Ｌ ｒａｐａｍｙｃｉｎ ( ＲＡＰＡ )ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｍｉｇｒａｔｉｏｎ
ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｂｙ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ａｓｓａｙ.
Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓꎬ ｓｕｃｈ ａｓ ＥＭＴ ｍａｒｋｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎｓꎬ
ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ｉｎ ＴＧＦ－β ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ (ＴＧＦ－β２ꎬ Ｓｍａｄ２ /
３ꎬ ｐ － Ｓｍａｄ２ / ３ꎬ Ｓｎａｉｌ )ꎬ ａｎｄ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｍａｒｋｅｒｓ ｗｅｒｅ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ. Ｔｈｅ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏ－ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ
ｏｆ ＳＱＳＴＭ１ / ｐ６２ ａｎｄ Ｓｍａｄ２ / ３ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ
ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇꎬ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｗａｓ
ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｂｙ ｃｏ－ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ａｓｓａｙ.
•ＲＥＳＵＬＴＳ: Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｅ － ｃａｄｈｅｒｉｎꎬ ＬＣ３ Ⅱ /Ⅰꎬ
ａｎｄ Ｂｅｃｌｉｎ １ ｉｎ ＨＬＥ － Ｂ３ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ＨＧ ｇｒｏｕｐ ｇｒａｄｕａｌｌｙ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ( Ｆ ＝ ６７􀆰 ５２ꎬ １６３ꎬ ２０６ꎻ ａｌｌ Ｐ < ０􀆰 ０００１ )ꎬ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ α－ＳＭＡꎬ ＳＱＳＴＭ１ / ｐ６２ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｗｉｔｈ ｔｉｍｅ
(Ｆ＝ ５３􀆰 ３７ꎬ ３０２􀆰 １ꎻ ａｌｌ Ｐ< ０􀆰 ０００１)ꎬ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｌｓｏ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ＮＣ ｇｒｏｕｐ ( ａｌｌ Ｐ <
０􀆰 ００１)ꎬ ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ＥＭＴ ａｎｄ
ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄ ａｕｔｏｐｈａｇｙ. Ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ｒａｐａｍｙｃｉｎꎬ
ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＬＣ３ Ⅱ /Ⅰ ａｎｄ Ｅ－ ｃａｄｈｅｒｉｎ ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎬ
ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ α－ＳＭＡꎬ ｐ－Ｓｍａｄ２ / Ｓｍａｄ２ꎬ ｐ－Ｓｍａｄ３ /
Ｓｍａｄ３ ａｎｄ Ｓｎａｉｌ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ( ａｌｌ Ｐ < ０􀆰 ０５ )ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＴＧＦ － β２ ｄｉｄ ｎｏｔ ｃｈａｎｇｅ ( ａｌｌ Ｐ > ０􀆰 ０５) ｉｎ
ＲＡＰＡ ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＨＧ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＤＭＳＯ ｇｒｏｕｐꎬ
ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ａｌｓｏ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄ ( ａｌｌ Ｐ < ０􀆰 ００１ )ꎬ
ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ Ｒａｐａｍｙｃｉｎ ｄｏｗｎ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ
ｏｆ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ｉｎ ＴＧＦ－ βｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ａｆｔｅｒ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ
ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙꎬ ｗｈｉｃｈ ｒｅｓｕｌｔｅｄ ｉｎ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ＥＭＴ.
Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｃｏ － ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ
ＳＱＳＴＭ１ / ｐ６２ ａｎｄ Ｓｍａｄ２ / ３ ｉｎ ｃｙｔｏｐｌａｓｍ. Ｃｏ －
ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ
ＳＱＳＴＭ１ / ｐ６２ ａｎｄ Ｓｍａｄ２ / ３.
•ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: Ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｓ ｔｈｅ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ
ＥＭＴ ａｎｄ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ ｔｈｅ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｉｎ ＨＬＥ － Ｂ３ ｃｅｌｌｓ.
Ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ＥＭＴ ｂｙ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｗｉｔｈ Ｓｍａｄ２ / ３ ｖｉａ
ＳＱＳＴＭ１ / ｐ６２ꎬ ａｌｔｅｒｉｎｇ ｔｈｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ Ｓｍａｄ２ / ３ ｗｈｉｃｈ
ｗｏｒｋｓ ｉｎ ｔｈｅ ＴＧＦ－β ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ.
• ＫＥＹＷＯＲＤＳ: ａｕｔｏｐｈａｇｙꎻ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ － ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎꎻ ｌｅｎｓ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎻ ｒａｐａｍｙｃｉｎꎻ ＴＧＦ － β
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ:Ｍａ ＪＹꎬ Ｙｅ Ｗꎬ Ｌｉ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｈｉｇｈ
ｇｌｕｃｏｓｅ－ ｉｎｄｕｃｅｄ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ － ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｌｅｎｓ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ(Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ) ２０２０ꎻ２０(５):７５９－７６７

０引言
白内障是糖尿病患者的眼部常见并发症之一ꎬ其患白

内障的风险是普通人的 ２~ ５ 倍ꎬ且发生的年龄更早[１]、原
因复杂ꎬ上皮间质转化( ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ －ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎꎬ
ＥＭＴ)在糖尿病白内障的形成中起了重要作用[２－４]ꎮ 自噬
(ａｕｔｏｐｈａｇｙ)是一种维持细胞稳态ꎬ调节细胞信号传导和
促进细胞存活的基本细胞降解机制[５]ꎮ 越来越多的研究
表明自噬与 ＥＭＴ 之间密切相关[６]ꎬ一方面ꎬ细胞依赖自噬
激活后发生 ＥＭＴ 而在受到外界刺激后得以存活ꎬ如在心
肌细胞 Ｈ９ｃ２ 缺氧 / 复氧模型中发现高迁移率族 １ 蛋白 １
(ｈｉｇｈ ｍｏｂｉｌｉｔｙ ｇｒｏｕｐ ｂｏｘ １ꎬＨＭＧＢ１)通过增加盘状结构域
受体 １(ｄｉｓｃｏｉｄｉｎ ｄｏｍａｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ １ꎬＤＤＲ１)的表达和抑制
由哺 乳 动 物 雷 帕 霉 素 靶 蛋 白 ( ｍａｍｍａｌｉａｎ ｔａｒｇｅｔ ｏｆ

ｒａｐａｍｙｃｉｎꎬｍＴＯＲ)的磷酸化激活的自噬而诱导细胞发生
ＥＭＴ[７]ꎻ与此相反ꎬ另一方面自噬还有抑制肿瘤信号的作
用ꎬ这阻碍了 ＥＭＴ 过程ꎬ如沉默自噬相关蛋白 Ｂｅｃｌｉｎ １ 和
ＡＴＧ７ 的表达可使胶质母细胞瘤细胞中调节 ＥＭＴ 的转录
因子 Ｓｎａｉｌ 和 Ｓｌｕｇ 的表达增高ꎬ从而增强这种细胞的 ＥＭＴ
过程ꎻ然而ꎬ当用饥饿和 ｍＴＯＲ 抑制剂激活细胞自噬时ꎬ细
胞迁移和侵袭能力却减弱[８]ꎮ

目前ꎬ对高浓度葡萄糖(简称高糖)刺激后人晶状体
上皮细胞(ｈｕｍａｎ ｌｅｎｓ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌꎬＨＬＥＣ)中自噬水平的
变化情况ꎬ以及干预自噬后对 ＥＭＴ 影响的相关研究还少
有报道ꎮ 本研究观察了高糖环境下人晶状体上皮细胞的
自噬和 ＥＭＴ 水平的变化ꎬ并观察用自噬激动剂雷帕霉素
改变自噬水平后对晶状体上皮细胞 ＥＭＴ 的影响ꎬ探讨自
噬对 ＥＭＴ 的调节作用及机制ꎮ
１材料和方法
１􀆰 １材料
１􀆰 １􀆰 １细胞　 永生化人晶状体上皮细胞系 ＨＬＥ－Ｂ３ 获自
北京眼科研究所张伟教授馈赠ꎮ ＨＬＥ－Ｂ３ 细胞交由北京
擎科新业生物技术有限公司进行细胞系短串联重复序列
(ｓｈｏｒｔ ｔａｎｄｅｍ ｒｅｐｅａｔꎬＳＴＲ)鉴定ꎬ结果与收录在 ＤＳＭＺ 数据
库的 ＳＲＡ０１ / ０４ 细胞系完全匹配ꎬＳＲＡ０１ / ０４ 细胞系为人
类晶状体上皮细胞系ꎬ结果可证明本研究所用 ＨＬＥ－Ｂ３ 细
胞为晶状体上皮细胞ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２试剂 　 雷帕霉素( ｒａｐａｍｙｃｉｎ)购自美国 Ｍｅｄ Ｃｈｅｍ
Ｅｘｐｒｅｓｓ 公司ꎻ蛋白酶抑制剂(Ｎｏ􀆰 ５３９１３１)、磷酸酶抑制剂
(Ｎｏ􀆰 ５２４６２９)以及 ＴＧＦ－β２ 抗体(Ｎｏ􀆰 ＡＥＢ５８６)均购自美
国 ＥＭＤ Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公 司ꎻ ＬＣ３ ( Ｎｏ􀆰 １２７４１ )、 Ｅ － ｃａｄｈｅｒｉｎ
(Ｎｏ􀆰 １４４７２)、Ｓｍａｄ２ / ３(Ｎｏ􀆰 ８６８５)、ｐ－Ｓｍａｄ２(Ｎｏ􀆰 ３１０８)、ｐ－
Ｓｍａｄ３(Ｎｏ􀆰 ９５２０)以及 Ｓｎａｉｌ ( Ｎｏ􀆰 ３８７９)抗体均购自美国
Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公 司ꎻ α － ＳＭＡ ( Ｎｏ􀆰 ａｂ５６９４ )、
ＳＱＳＴＭ１ / ｐ６２(Ｎｏ􀆰 ａｂ５６４１６)以及 Ｂｅｃｌｉｎ １(Ｎｏ􀆰 ａｂ６２５５７)抗
体均购自美国 Ａｂｃａｍ 公司ꎻＧＡＰＤＨ(Ｎｏ􀆰 ６０００４－１－Ｉｇ)抗
体、ＨＲＰ 标记山羊抗兔 ＩｇＧ 抗体以及 ＨＲＰ 标记山羊抗小
鼠 ＩｇＧ 抗体均购自中国武汉三鹰公司ꎻＡｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ５９４ 标
记的驴抗兔 ＩｇＧ 抗体和 Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ４８８ 标记的驴抗小鼠
ＩｇＧ 抗体均购自上海翊圣生物科技有限公司ꎻ含 ＤＡＰＩ 的
抗荧光淬灭封片剂购自西安赫特生物科技有限公司ꎻＢＣＡ
蛋白定量试剂盒、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 凝胶配制试剂盒以及 ＩＰ 裂
解液均购自中国上海碧云天公司ꎻＥＣＬ 化学发光检测试剂
盒购自中国北京 ＺＥＴＡ 公司ꎻｐｒｏｔｅｉｎ Ａ / Ｇ 磁珠购自美国赛
默飞世尔科技公司ꎮ
１􀆰 １􀆰 ３仪器设备 　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室(Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司ꎬ美国)ꎬ
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 电泳仪、电泳槽及化学发光仪(Ｂｉｏ－Ｒａｄ 公司ꎬ
美国)ꎬ倒置显微镜(Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司ꎬ日本)ꎬ共聚焦显微镜
(Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司ꎬ日本)
１􀆰 ２方法
１􀆰 ２􀆰 １细胞培养及分组 　 ＨＬＥ －Ｂ３ 细胞培养在添加了
１０％胎牛血清和 １％ 青霉素 / 链霉素的低浓度葡萄糖
(５􀆰 ５ｍｍｏｌ / Ｌ)杜氏培养基(ＤＭＥＭ)中ꎬ并置于 ３７℃的 ５％
ＣＯ２培养箱内ꎬ每 ２ｄ 更换 １ 次培养基ꎬ细胞达到 ８０％ ~
９０％融合度后进行传代ꎮ 在细胞长至密度约为 ７０％后ꎬ转
移至无血清培养基中饥饿 ２ｈ 后ꎬ高糖处理组(ＨＧ 组)细
胞更换添加了 ３０ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖的 ＤＭＥＭ(总葡萄糖浓度
３５􀆰 ５ｍｍｏｌ / Ｌ)中培养ꎬ而正常对照组(ＮＣ 组)细胞仍用上
述低浓度葡萄糖 ＤＭＥＭ 培养基培养ꎮ 分别在高糖处理前
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(０ｈ)、处理后 １２、２４、４８ｈ 观察自噬和 ＥＭＴ 相关指标ꎮ 在
２００ｎｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素干预高糖处理的 ＨＬＥ－Ｂ３ 细胞实验
中ꎬ将细胞分为 ４ 组ꎬ在原有的 ＮＣ 组和 ＨＧ 组基础上ꎬ增
加雷帕霉素组(ＲＡＰＡ 组)和溶剂组(ＤＭＳＯ 组)ꎬ即在高糖
处理细胞的同时ꎬ用 ２００ｎｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素和其等量的溶剂
ＤＭＳＯ 分别处理细胞 ２４ｈꎬ并观察相关指标ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验　 经过处理的 ＨＬＥ－Ｂ３ 细胞ꎬ在
弃去培养液之后用 ＰＢＳ 清洗 ３ 遍ꎬ再加入 １ｍＬ ＰＢＳ 并使
用细胞刮刀刮取细胞ꎬ将含有细胞的 ＰＢＳ 转移至 ＥＰ 管
中ꎬ在 ５０００ｒ / ｍｉｎ 转速下离心 ５ｍｉｎꎬ弃去上清液后加入配
置好的含蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂的 ＲＩＰＡ 裂解液
１２０μＬꎬ经过充分裂解和超声粉碎后于 ４℃、１２０００ｒ / ｍｉｎ 离
心 １５ｍｉｎꎬ吸取上清液ꎮ 取 ２０μＬ 蛋白样品用 ＢＣＡ 法测定
蛋白浓度ꎮ 在剩余的 １００μＬ 蛋白提取液中加入 ２５μＬ ５×
上样缓冲液ꎬ于 １００℃金属浴中加热 １０ｍｉｎꎬ冷却到室温ꎮ
向电泳槽内加入电泳缓冲液ꎬ根据测定的蛋白浓度从每个
样本取 ３０μｇ 蛋白ꎬ上样到配置好的 ８％或 １５％的 ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ 胶加样孔内ꎬ在 Ｂｉｏ－Ｒａｄ 标准电泳装置上进行电泳
蛋白分离ꎬ再将分离的蛋白使用 Ｂｉｏ－Ｒａｄ 标准湿式转膜装
置冰浴下转移至 ＰＶＤＦ 膜上ꎮ 剩余的变性后蛋白置于
－２０℃冰箱中保存ꎮ 在室温下用 ５％脱脂牛奶封闭 ＰＶＤＦ
膜 ３ｈꎬ４℃下孵育相应的一抗(稀释浓度均为 １∶ １０００)过
夜ꎮ ＴＢＳＴ 漂洗 ＰＶＤＦ 膜 ３ 次ꎬ每次 ５ｍｉｎꎮ 再使用相应的
辣根过氧化物酶标记的二抗(稀释浓度均为 １∶ ３０００)３７℃
孵育 １ｈꎬＴＢＳＴ 漂洗 ＰＶＤＦ 膜 ３ 次ꎬ每次 ５ｍｉｎꎮ 配置化学发
光显色液(Ａ 液∶ Ｂ 液＝ １∶ １)ꎬ在 Ｂｉｏ－Ｒａｄ 化学发光仪下进
行化学发光显影ꎬ并获得图像ꎮ 使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件对相应
条带灰度值进行测量ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３划痕实验　 将细胞接种于 ６ 孔板中培养ꎬ确保过夜
后细胞 １００％融合ꎮ 次日使用 １ｍＬ 移液枪枪头在 ６ 孔板
内笔直划线ꎬ形成一条划痕(原始划痕)ꎬ然后用 ＰＢＳ 清洗
３ 次ꎬ洗去脱落的细胞ꎮ 将划痕处理后的细胞分别置于常
规 ＤＭＥＭ 培养基(ＮＣ 组)和含高糖的 ＤＭＥＭ 培养基(ＨＧ
组)中培养ꎬ分别在 ０、１２、２４、４８ｈ 于倒置显微镜下观察并
拍照划痕(新划痕)变化情况ꎬ每组随机挑选 ３ 个视野ꎮ
用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件标记图片中划痕范围并计算划痕的面积ꎮ
细胞迁移百分比(％)＝ (原始划痕面积－新的划痕面积) /
原始划痕面积×１００％ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验　 将 ２００μＬ ＨＬＥ－Ｂ３ 细胞悬液接种
于 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室的上室(１×１０４ / 孔)ꎬ下室根据分组(ＮＣ
组、ＨＧ 组、ＤＭＳＯ 组、ＲＡＰＡ 组)分别添加相应的培养基
５００μＬꎬ在培养箱中培养 ２４ｈꎮ 将小室置于 ４％多聚甲醛中
固定 ０􀆰 ５ｈꎬ小心拭去上室细胞ꎬ将小室用结晶紫染色
１５ｍｉｎꎮ 用 ＰＢＳ 洗 ３ 次后在倒置显微镜下观察细胞数量ꎬ
随机取 ５ 个视野拍照并计数ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５ 细胞免疫荧光染色　 将正常培养的 ＨＬＥ－Ｂ３ 细胞
接种于放置细胞爬片的 １２ 孔板内ꎬ培养 ２４ｈꎬ待细胞长至
７０％时ꎬ吸除培养基ꎬ加入 ＰＢＳ 浸洗细胞 ３ 次ꎬ每次 ５ｍｉｎꎮ
向孔内加入 ４％多聚甲醛 １ｍＬ 固定细胞 ３０ｍｉｎ 后ꎬ吸去多
聚甲醛ꎬ用 ＰＢＳ 洗 ３ 次ꎬ每次 ５ｍｉｎꎮ 然后向孔内加入含有
１％ Ｔｒｉｔｏｎｘ－１００ 和 １％ ＢＳＡ 的 ＰＢＳ 室温放置 ２ｈ 后吸去孔
内液体ꎬ加入 Ｓｍａｄ２ / ３ 和 ＳＱＳＴＭ１ / ｐ６２ 一抗稀释液(稀释
浓度均为 １∶ １００)４℃湿盒内孵育过夜ꎮ 次日先吸去一抗
稀释液ꎬ用 ＰＢＳ 漂洗 ３ 次ꎬ每次 ５ｍｉｎꎬ再滴加 Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ
５９４ 标记的驴抗兔 ＩｇＧ 抗体(１∶ １００)和 Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ４８８ 标

记的驴抗小鼠 ＩｇＧ 抗体(１∶ １００)ꎬ在室温下避光孵育 ２ｈ 后
用 ＰＢＳ 洗 ３ 次ꎬ每次 ５ｍｉｎꎮ 将含 ＤＡＰＩ(０􀆰 ４μｇ / ｍＬ)的封片
剂滴于载玻片上ꎬ取出细胞爬片ꎬ将有细胞面向着载玻片方
向贴于载玻片上ꎮ 在激光共聚焦显微镜下观察并照相ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ６免疫共沉淀实验　 经过分组处理后的 ＨＬＥ－Ｂ３ 细
胞ꎬ在弃去培养液后用 ＰＢＳ 清洗 ３ 遍ꎬ加入 １ｍＬ ＰＢＳꎬ使用
细胞刮刀刮取细胞ꎬ将含有细胞的 ＰＢＳ 转移至 ＥＰ 管中ꎬ
在 ５０００ｒ / ｍｉｎ 转速下离心 ５ｍｉｎꎬ弃去上清后加入含蛋白酶
抑制剂的 ＩＰ 裂解液 １ｍＬꎬ轻轻吹悬后置于 ４℃ 裂解 １ｈꎮ
在 １２０００ｒ / ｍｉｎ 下离心 ３０ｍｉｎ 后取上清液ꎬ取 ２０μＬ 用于
ＢＣＡ 蛋白定量ꎬ取 ５０μＬ 加入 ２×上样缓冲液 ５０μＬꎬ１００℃
金属浴中加热 １０ｍｉｎ 作为 Ｉｎｐｕｔ 样品ꎮ 在其余细胞裂解液
加入 ５μＬ ｐ６２ 抗体ꎬ４℃摇床上缓慢摇晃过夜ꎮ 在上述混
合液中加入 ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ / Ｇ 磁珠 ２０μＬꎬ经孵育 ４ｈ 后将样品
置于磁力架轻轻颠倒 １０ 次ꎬ此时含有 ＩＰ 的分子及其结合
的蛋白的磁珠被吸附在 ＥＰ 管壁上ꎮ 弃去上清液ꎬ再加入
ＩＰ 裂解液轻轻颠倒 １０ 次ꎬ重复 ３ 遍ꎬ弃去上清ꎬ在含磁珠
的 ＥＰ 管中加入 ２×上样缓冲液 ５０μＬꎬ充分震荡混匀后于
１００℃金属浴中加热 １０ｍｉｎꎬ即为 ＩＰ 样品ꎮ 根据测定的蛋
白浓度从每个 Ｉｎｐｕｔ 样品中取 ３０μｇ 蛋白上样ꎬ根据一次
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 预实验结果调整正式 ＩＰ 时的上样量ꎬ保证每
个组免疫沉淀物中的 ＳＱＳＴＭ１ / ｐ６２ 的量基本一致ꎮ

统计学分析:本研究采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ７􀆰 ０ 进行统

计分析ꎮ 计量资料以均数±标准差(􀭰ｘ±ｓ)表示ꎬ重复测量
数据采用重复测量数据的方差分析ꎬ两两比较采用 ＬＳＤ－ｔ
检验ꎻ其余组间比较采用单因素方差分析 ( Ｏｎｅ － ｗａｙ
ＡＮＯＶＡ)ꎬ两两比较采用 Ｔｕｋｅｙ 法检验ꎮ 以 Ｐ<０􀆰 ０５ 表示
差异有统计学意义ꎮ
２结果
２􀆰 １高糖促进晶状体上皮细胞发生 ＥＭＴ　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结
果显示ꎬ随着高糖刺激时间(０ ~ ４８ｈ)的延长ꎬＨＬＥ－Ｂ３ 细
胞的上皮细胞标志蛋白 Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达量逐渐降低(Ｆ ＝
６７􀆰 ５２ꎬＰ<０􀆰 ０００１)ꎬ而间充质细胞标志蛋白 α－ＳＭＡ 表达
量逐渐升高(Ｆ＝ ５３􀆰 ３７ꎬＰ<０􀆰 ０００１)ꎬ而且各时间点与高糖
处理前(０ｈ)相比ꎬＥ－ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 α－ＳＭＡ 表达量均有显著
性差异(Ｐ１２ｈ ＝ ０􀆰 ０１５、０􀆰 ０３３ꎻＰ２４ｈ ＝ ０􀆰 ０００３、０􀆰 ０００６ꎻ均 Ｐ４８ｈ<
０􀆰 ０００１ꎻ图 １Ａ~Ｃꎬ表 １)ꎮ 同时ꎬ划痕实验结果显示ꎬ高糖
处理 １２、２４、４８ｈ 时ꎬ划痕面积较 ＮＣ 组明显缩小ꎬＨＧ 组细
胞迁移百分比均比 ＮＣ 组高ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<
０􀆰 ００１ꎬ图 １Ｄ、Ｅꎬ表 ２)ꎬ提示高糖刺激增强了细胞的移行
能力ꎬ这与 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果相一致ꎮ 以上结果提示晶状
体上皮细胞在高糖培养环境下发生了 ＥＭＴꎮ
２􀆰 ２高糖抑制 ＨＬＥ－Ｂ３ 细胞内自噬水平　 为探究高糖环
境下细胞自噬水平的变化ꎬ我们检测了高糖处理 ＨＬＥ－Ｂ３
细胞 ０ ~ ４８ｈ 自噬标志蛋白水平的变化ꎮ ＬＣ３、Ｂｅｃｌｉｎ １ 和
ＳＱＳＴＭ１ / ｐ６２ 是参与自噬过程的重要蛋白ꎬＬＣ３ 参与自噬
体溶酶体膜的延伸[９]ꎻＢｅｃｌｉｎ １ 在自噬的起始阶段发挥重
要作用ꎻＳＱＳＴＭ１ / ｐ６２ 结合泛素化蛋白后与 ＬＣ３ 形成复合
物ꎬ最终在溶酶体内降解[１０]ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示ꎬ随着
高糖刺激时间的增加ꎬ细胞 ＬＣ３ Ⅱ / Ⅰ和 Ｂｅｃｌｉｎ １ 的表达
量逐渐降低ꎬ而且在 ２４ｈ 时达到最低ꎬ４８ｈ 不再有明显改
变( Ｆ ＝ １６３、 ２０６ꎬ 均 Ｐ < ０􀆰 ０００１ꎬ 图 ２Ａ ~ Ｃꎬ 表 ３ )ꎻ 而
ＳＱＳＴＭ１ / ｐ６２ 的表达量随着时间的延长逐渐增加 ( Ｆ ＝
３０２􀆰 １ꎬＰ<０􀆰 ０００１ꎬ图 ２Ａ、Ｄꎬ表 ３)ꎮ
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图 １　 ＨＬＥ－Ｂ３ 细胞在高糖环境下发生 ＥＭＴ　 Ａ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测高糖刺激 ＨＬＥ－Ｂ３ 细胞 ４８ｈ 后 ＥＭＴ 标志蛋白 Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ 和
α－ＳＭＡ的表达ꎻＢ~Ｃ:Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 α－ＳＭＡ 的表达量化分析( ａＰ<０􀆰 ０５ꎬｂＰ<０􀆰 ０１ ｖｓ ０ｈꎻｃＰ<０􀆰 ０５ꎬｄＰ<０􀆰 ０１ ｖｓ １２ｈꎻｆＰ<０􀆰 ０１ ｖｓ ２４ｈ)ꎻＤ:
细胞划痕实验检测细胞迁移百分比的量化分析( ｂＰ<０􀆰 ０１ ｖｓ ＮＣ 组)ꎻＥ:细胞划痕实验结果(×１００)ꎮ

表 １　 高糖环境对 ＨＬＥ－Ｂ３ 细胞 Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ和 α－ＳＭＡ蛋白相

对表达水平的影响 􀭰ｘ±ｓ
培养时间 Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ α－ＳＭＡ
０ｈ １􀆰 ２２±０􀆰 １１ ０􀆰 ５６±０􀆰 ０７
１２ｈ １􀆰 ０３±０􀆰 ０１ａ ０􀆰 ７３±０􀆰 ０２ａ

２４ｈ ０􀆰 ８７±０􀆰 ０３ａꎬｃ ０􀆰 ９０±０􀆰 ０３ａꎬｃ

４８ｈ ０􀆰 ５７±０􀆰 ０２ａꎬｃꎬｅ １􀆰 １６±０􀆰 ０９ａꎬｃꎬｅ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ ６７􀆰 ５２ ５３􀆰 ３７
Ｐ <０􀆰 ０００１ <０􀆰 ０００１

注:ａＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ ０ｈꎻｃＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ １２ｈꎻｅＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ ２４ｈꎮ

表 ２　 高糖环境对 ＨＬＥ－Ｂ３ 细胞迁移百分比的影响 (􀭰ｘ±ｓꎬ％)
组别 ０ｈ １２ｈ ２４ｈ ４８ｈ
ＮＣ 组 ０ １４􀆰 ６３±３􀆰 １３ ２７􀆰 ６９±２􀆰 ５２ ５２􀆰 ７５±４􀆰 ００
ＨＧ 组 ０ ６２􀆰 ７６±３􀆰 ５１ｂ ８０􀆰 ８４±３􀆰 ０６ｂ ９０􀆰 １７±４􀆰 ５１ｂ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
ｔ － １７􀆰 ７１ ２３􀆰 ２６ １０􀆰 ７５
Ｐ － <０􀆰 ０００１ <０􀆰 ０００１ ０􀆰 ０００４

注:Ｆ时间 ＝ ６９８􀆰 ８ꎬ Ｐ时间 < ０􀆰 ０００１ꎻ Ｆ组间 ＝ ７２􀆰 ９５ꎬ Ｐ组间 ＝ ０􀆰 ００１ꎻ
Ｆ组间×时间 ＝ １２􀆰 ８７ꎬＰ组间×时间 ＝ ０􀆰 ０００５ꎮｂＰ<０􀆰 ０１ ｖｓ ＮＣ 组ꎮ

２􀆰 ３上调 ＨＬＥ－Ｂ３ 细胞的自噬水平可抑制高糖诱导的
ＥＭＴ　 为了探讨自噬对 ＨＬＥ－Ｂ３ 细胞发生 ＥＭＴ 的调节作
用ꎬ我们使用自噬激动剂雷帕霉素(２００ｎｍｏｌ / Ｌ)对高糖刺
激的 ＨＬＥ－Ｂ３ 细胞处理 ２４ｈꎬ用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＨＬＥ－Ｂ３
细胞自噬和 ＥＭＴ 标志蛋白的表达变化ꎮ 结果表明ꎬ与 ＮＣ
组相比ꎬＨＧ 组 ＨＬＥ－Ｂ３ 细胞 ＬＣ３ Ⅱ / Ⅰ及 Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋
白表达降低(Ｐ ＝ ０􀆰 ００４２、０􀆰 ０００１)ꎬ而 α－ＳＭＡ 蛋白表达增
加(Ｐ< ０􀆰 ０００１)ꎬ这与 ２􀆰 １ 部分的结果一致ꎻＲＡＰＡ 组与
ＨＧ 组、ＤＭＳＯ 组相比ꎬＬＣ３ Ⅱ / Ⅰ、Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表达水
平有所提高(Ｐ<０􀆰 ０００１、 ＝ ０􀆰 ００８７ꎻＰ<０􀆰 ０００１、 ＝ ０􀆰 ０２４５)ꎬ
α－ＳＭＡ 蛋白表达水平有所降低(Ｐ＝ ０􀆰 ０００１、<０􀆰 ０００１)ꎬ但
与 ＮＣ 组相比差异有统计学意义 ( Ｐ ＝ ０􀆰 ００５１、０􀆰 ０１３６、
<０􀆰 ０００１)ꎬＤＭＳＯ 组与 ＨＧ 组相比差异无统计学意义(Ｐ ＝
０􀆰 ９９９７、０􀆰 ８６２５、０􀆰 ７１２８)ꎬ见图 ３Ａ~Ｄꎬ表 ４ꎬ提示雷帕霉素
可逆转高糖引起的自噬水平降低及 ＥＭＴ 增强的变化ꎮ
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验结果表明ꎬ与 ＮＣ 组相比ꎬＨＧ 组和 ＤＭＳＯ 组
细胞的移行数量显著增加(均 Ｐ<０􀆰 ０００１)ꎬ提示高糖促进
了 ＨＬＥ－Ｂ３ 细胞的移行ꎬ而 ＲＡＰＡ 组细胞的移行数量明显
低于 ＨＧ 组和 ＤＭＳＯ 组(Ｐ ＝ ０􀆰 ０００２、０􀆰 ０００４)ꎬ但仍高于
ＮＣ 组(Ｐ＝ ０􀆰 ００２１)ꎬ提示雷帕霉素对高糖诱导的细胞移
行有所抑制ꎬ与 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结果相一致(图 ３Ｅ、Ｆꎬ表 ４)ꎮ
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图 ２　 ＨＬＥ－Ｂ３ 细胞在高糖环境下自噬水平下降 　 Ａ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测高糖刺激 ＨＬＥ－Ｂ３ 细胞 ４８ｈ 自噬标志蛋白 ＬＣ３、Ｂｅｃｌｉｎ １、
ＳＱＳＴＭ１ / ｐ６２ 的表达变化ꎻＢ~Ｄ:ＬＣ３、Ｂｅｃｌｉｎ １、ＳＱＳＴＭ１ / ｐ６２ 蛋白表达的量化分析( ｂＰ<０􀆰 ０１ ｖｓ ０ｈꎻ ｄＰ<０􀆰 ０１ ｖｓ １２ｈꎻｆＰ<０􀆰 ０１ ｖｓ ２４ｈ)ꎮ

表 ３　 高糖环境对 ＨＬＥ－Ｂ３ 细胞自噬相关蛋白相对表达水平的

影响 􀭰ｘ±ｓ
培养时间 ＬＣ３Ⅱ /Ⅰ Ｂｅｃｌｉｎ １ ＳＱＳＴＭ１ / ｐ６２
０ｈ １.６５±０.０５ １.１３±０.０５ ０.２４±０.０３
１２ｈ １.１７±０.０６ｂ ０.７５±０.０２ｂ ０.６６±０.０３ｂ

２４ｈ ０.６２±０.０７ｂꎬｄ ０.４９±０.０５ｂꎬｄ ０.８１±０.０２ｂꎬｄ

４８ｈ ０.６６±０.０７ｂꎬｄ ０.４３±０.０３ｂꎬｄ ０.９９±０.０４ｂꎬｄꎬｆ

Ｆ １６３ ２０６ ３０２.１
Ｐ <０.０００１ <０.０００１ <０.０００１

注:ｂＰ<０.０１ ｖｓ ０ｈꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ １２ｈꎻｆＰ<０.０１ ｖｓ ２４ｈꎮ

２􀆰 ４上调 ＨＬＥ－Ｂ３的自噬水平可抑制 ＴＧＦ－β信号通路　
既往研究表明ꎬ晶状体上皮细胞在高糖培养下ꎬ细胞
ＴＧＦ－β信号通路被激活ꎬ表现为分泌型 ＴＧＦ－β 和 Ｓｍａｄ２ /
３ 磷酸化蛋白水平升高[３ꎬ１１－１３]ꎮ ＴＧＦ－β 信号通路是细胞
发生 ＥＭＴ 的经典通路ꎬ自噬可能通过影响 ＴＧＦ－β 信号通
路而影响 ＥＭＴꎮ 因此我们检测了雷帕霉素对高糖刺激的
ＨＬＥ－Ｂ３细胞中 ＴＧＦ－β２、Ｓｍａｄ２ / ３、ｐ－Ｓｍａｄ２ / ３ 及 Ｓｎａｉｌ 蛋
白水平的影响ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示ꎬ与 ＮＣ 组相比ꎬ高
糖刺激(ＨＧ 组、ＤＭＳＯ 组)细胞中 ＴＧＦ－β２(Ｐ ＝ ０􀆰 ００４４、
０􀆰 ００８)、ｐ－Ｓｍａｄ２ / Ｓｍａｄ２(均 Ｐ<０􀆰 ０００１)、ｐ－Ｓｍａｄ３ / Ｓｍａｄ３
(均 Ｐ<０􀆰 ０００１)及 Ｓｎａｉｌ(均 Ｐ<０􀆰 ０００１)蛋白水平均有所升
高ꎻ加入雷帕霉素处理后ꎬ相较高糖刺激(ＨＧ 组、ＤＭＳＯ
组)细胞ꎬＴＧＦ－β２ 表达无明显改变(Ｐ ＝ ０􀆰 ８１４２、０􀆰 ５５０４ꎬ
图 ４Ａ、Ｂꎬ表 ５)ꎬ但 ｐ－Ｓｍａｄ２ / Ｓｍａｄ２(Ｐ ＝ ０􀆰 ００１５、０􀆰 ０００１)、
ｐ － Ｓｍａｄ３ / Ｓｍａｄ３ ( Ｐ ＝ ０􀆰 ０１１１、 ０􀆰 ００４２ ) 以及 Ｓｎａｉｌ ( Ｐ ＝
０􀆰 ００４２、０􀆰 ００１６)的表达量明显降低(图 ４Ａ、Ｃ~Ｅꎬ表 ５)ꎻ但
相较 ＮＣ 组ꎬ这些指标仍有比较明显的升高(Ｐ<０􀆰 ０００１、
＝０􀆰 ００１８、０􀆰 ０１３１ꎬ表 ５)ꎮ 以上结果表明上调细胞自噬水平
可部分抑制高糖激活的由 ＴＧＦ－β２ 介导的 ＥＭＴ 信号通路ꎮ
２􀆰 ５自噬通过 ＳＱＳＴＭ１ / ｐ６２ 与 Ｓｍａｄ２ / ３ 相互作用实现
对 ＥＭＴ 的调节　 为了探究自噬信号通路与 ＴＧＦ－β 信号

通路之间的串扰ꎬ我们观察了 ＳＱＳＴＭ１ / ｐ６２ 与 Ｓｍａｄ２ / ３ 之
间的直接交互作用ꎮ 首先ꎬ通过细胞免疫荧光染色观察两
者的胞内分布情况ꎬ发现 ＳＱＳＴＭ１ / ｐ６２ 与 Ｓｍａｄ２ / ３ 均位于
细胞质ꎬ并存在共定位的情况(图 ５Ａ)ꎮ
　 　 对不同处理的 ＨＬＥ－Ｂ３ 细胞进行了 ＳＱＳＴＭ１ / ｐ６２ 的
免疫 共 沉 淀 实 验ꎬ Ｉｎｐｕｔ 部 分 结 果 表 明ꎬ Ｓｍａｄ２ / ３ 与
ＳＱＳＴＭ１ / ｐ６２ 在各处理组细胞中均存在ꎬ且 Ｓｍａｄ２ / ３ 和
ＳＱＳＴＭ１ / ｐ６２ 在 ＨＧ 组表达高于 ＮＣ 组ꎬ而 ＲＡＰＡ 组与 ＨＧ
组、ＤＭＳＯ 组相比ꎬＳＱＳＴＭ１ / ｐ６２ 表达有所降低 (图 ５Ｂꎬ
Ｉｎｐｕｔ)ꎬ证实雷帕霉素可以激活细胞的自噬ꎬ同时细胞中
存在 ＳＱＳＴＭ１ / ｐ６２ 和 Ｓｍａｄ２ / ３ 蛋白表达(阳性对照)ꎮ 在
用 ＳＱＳＴＭ１ / ｐ６２ 抗体进行免疫共沉淀的蛋白复合物中ꎬ通
过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测到 ＳＱＳＴＭ１ / ｐ６２ 和 Ｓｍａｄ２ / ３ 蛋白ꎬ表
明 ＳＱＳＴＭ１ / ｐ６２ 与 Ｓｍａｄ２ / ３ 存 在 相 互 作 用ꎬ 而 且 在
ＳＱＳＴＭ１ / ｐ６２ 表达量基本一致的情况下ꎬ与 ＮＣ 组相比ꎬ
ＨＧ 组结合的 Ｓｍａｄ２ / ３ 更少ꎬＲＡＰＡ 组与 ＨＧ 组相比有所
增加ꎬ提示高糖可能抑制了 ＳＱＳＴＭ１ / ｐ６２ 和 Ｓｍａｄ２ / ３ 的结
合ꎬ而雷帕霉素部分逆转了这一现象(图 ５ＢꎬＩＰ)ꎮ
３讨论

白内障是糖尿病患者视力损害的主要原因之一[１４]ꎮ
白内障摘除术仍是目前唯一有效的治疗方法[１５]ꎮ 与非糖
尿病患者相比ꎬ糖尿病患者出现手术并发症风险较高ꎬ如
囊膜收缩和混浊、黄斑水肿和糖尿病视网膜病变加重
等[１６]ꎮ 所以ꎬ研究药物防治糖尿病白内障很有必要ꎮ 人
们对糖尿病白内障发病机理的探索从未停止ꎬ陈文静
等[１７]发现高糖可以抑制 ＨＬＥ－Ｂ３ 细胞葡萄糖关键代谢酶
(６－磷酸果糖激酶－１、丙酮酸激酶、己糖激酶、柠檬酸合成
酶、α－酮戊二酸脱氢酶、６－磷酸葡萄糖脱氢酶)的表达ꎬ从
而诱导细胞凋亡ꎮ 本研究采用高糖刺激 ＨＬＥ－Ｂ３ 细胞以
模拟糖尿病患者中晶状体上皮细胞的生存状态ꎬ观察晶状
体上皮细胞 ＥＭＴ 及自噬水平的改变ꎬ并通过雷帕霉素干
预自噬水平ꎬ观察对细胞发生 ＥＭＴ 的影响ꎬ探讨自噬对晶
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图 ３　 雷帕霉素增强细胞自噬并抑制高糖诱导的 ＨＬＥ－Ｂ３ 细胞发生 ＥＭＴ　 Ａ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测雷帕霉素对高糖刺激 ＨＬＥ－Ｂ３ 细胞自
噬和 ＥＭＴ 标志蛋白 ＬＣ３、Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 α－ＳＭＡ 表达的影响ꎻＢ~Ｄ:ＬＣ３、Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 α－ＳＭＡ 蛋白表达的量化分析ꎻＥ:Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验
中细胞迁移数量的量化分析ꎻＦ:Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验结果(×２００)ꎮａＰ<０􀆰 ０５ꎬｂＰ<０􀆰 ０１ ｖｓ ＮＣꎻｄＰ<０􀆰 ０１ ｖｓ ＨＧꎻｅＰ<０􀆰 ０５ꎬｆＰ<０􀆰 ０１ ｖｓ ＤＭＳＯꎮ

表 ４　 雷帕霉素对 ＨＬＥ－Ｂ３ 细胞自噬相关蛋白表达及迁移的影响 􀭰ｘ±ｓ
组别 ＬＣ３ Ⅱ /Ⅰ Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ α－ＳＭＡ 迁移细胞数(个)
ＮＣ 组 １􀆰 ６１±０􀆰 １０ １􀆰 １６±０􀆰 １２ ０􀆰 ４５±０􀆰 ０５ ２６􀆰 ６７±３􀆰 ０６
ＨＧ 组 １􀆰 １６±０􀆰 １０ａ ０􀆰 ６０±０􀆰 ０５ａ １􀆰 １６±０􀆰 ０４ａ ７９􀆰 ３３±７􀆰 ３７ａ

ＤＭＳＯ 组 １􀆰 １７±０􀆰 ０８ａ ０􀆰 ６５±０􀆰 ０４ａ １􀆰 ２１±０􀆰 ０５ａ ７７􀆰 ００±２􀆰 ６５ａ

ＲＡＰＡ 组 ２􀆰 ０４±０􀆰 １４ａꎬｃꎬｅ ０􀆰 ８９±０􀆰 ０８ａꎬｃꎬｅ ０􀆰 ８１±０􀆰 ０６ａꎬｃꎬｅ ４９􀆰 ３３±４􀆰 ０４ａꎬｃꎬｅ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ ４５􀆰 ５２ ３１􀆰 ４１ １５７􀆰 ２ ８３􀆰 ２６
Ｐ <０􀆰 ０００１ <０􀆰 ０００１ <０􀆰 ０００１ <０􀆰 ０００１

注:ａＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ ＮＣ 组ꎻｃＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ ＨＧ 组ꎻｅＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ ＤＭＳＯ 组ꎮ

状体上皮细胞 ＥＭＴ 的调节作用及其机制ꎮ
　 　 细胞发生 ＥＭＴ 的标志是失去粘附连接和细胞极性ꎬ
获得间充质表型及获得运动性和侵袭性[１８]ꎬ表现在上皮
标志物 Ｅ － ｃａｄｈｅｒｉｎ、 ＺＯ － １ 的下调以及间充质标志物
Ｎ－ｃａｄｈｅｒｉｎ、α－ＳＭＡ、Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 等的上调ꎮ 本课
题组前期实验已证明高糖可通过 ｃ－Ｓｒｃ / ＴＧＦ－β 信号途径
诱导人晶状体上皮细胞发生 ＥＭＴ[４]ꎮ Ｚｈａｎｇ 等[２] 观察到
在白内障患者中ꎬ晶状体上皮细胞 Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ 较正常人表
达减少ꎬ而间充质细胞标志物 α－ＳＭＡ 和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 表达增
加ꎬ表明 ＥＭＴ 是糖尿病白内障患者晶状体上皮细胞中的
重要事件ꎮ 本研究发现ꎬ随着高糖刺激时间的延长ꎬ
ＨＬＥ－Ｂ３细胞内 Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达量逐渐下调ꎬ而 α－ＳＭＡ
表达量上调ꎻ细胞划痕实验提示 ＨＬＥ－Ｂ３ 细胞在高糖环境
下获得了更强的移行能力ꎬ证实高糖刺激晶状体上皮细胞

发生了 ＥＭＴꎮ
自噬是一种进化保守的分解代谢过程ꎬ通过形成双层

膜的自噬体ꎬ将细胞质内的大分子和细胞器等传递至溶酶
体进行降解ꎬ实现再利用ꎮ 根据底物进入溶酶体途径的不
同ꎬ可将自噬分为分子伴侣介导的自噬 ( ｃｈａｐｅｒｏｎｅ －
ｍｅｄｉａｔｅｄ ａｕｔｏｐｈａｇｙ)、微自噬 ( ｍｉｃｒｏａｕｔｏｐｈａｇｙ) 和巨自噬
(ｍａｃｒｏａｕｔｏｐｈａｇｙ)ꎬ其中研究的最为透彻是巨自噬ꎮ 巨自
噬受多种信号途径的调控ꎬｍＴＯＲ 是自噬的主要调控因
子ꎬ其驱动主要的抑制信号[１９]ꎬ既往研究已经发现雷帕霉
素—ｍＴＯＲＣ１ 的抑制剂ꎬ具有促进自噬的作用[２０]ꎮ ＬＣ３ 被
称为微管相关蛋白 １ 轻链 ３(ＭＡＰ１ＬＣ３)ꎬ是公认的自噬标
志物ꎮ ＬＣ３ Ⅰ被 Ａｔｇ７ 和 Ａｔｇ３ 相关的泛素样系统修饰和处
理ꎬ与磷脂酰乙醇胺结合形成 ＬＣ３ Ⅱ[２１]ꎮ 通常用 ＬＣ３ Ⅱ
与 ＬＣ３ Ⅰ的比值表示细胞自噬水平的高低ꎬ比值高代表
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图 ４　 雷帕霉素抑制高糖激活的 ＨＬＥ－Ｂ３ 细胞中 ＴＧＦ－β 信号通路 　 Ａ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测雷帕霉素对高糖刺激 ＨＬＥ－Ｂ３ 细胞中
ＴＧＦ－β２、Ｓｍａｄ２ / ３、ｐ－Ｓｍａｄ２ / ３、Ｓｎａｉｌ 的蛋白表达的影响ꎻＢ~Ｅ:ＴＧＦ－β２、Ｓｍａｄ２ / ３、ｐ－Ｓｍａｄ２ / ３、Ｓｎａｉｌ 的蛋白表达的量化分析( ａＰ<０􀆰 ０５ꎬ
ｂＰ<０􀆰 ０１ ｖｓ ＮＣꎻｃＰ<０􀆰 ０５ꎬｄＰ<０􀆰 ０１ ｖｓ ＨＧꎻｆＰ<０􀆰 ０１ ｖｓ ＤＭＳＯ)ꎮ

图 ５　 ＨＬＥ－Ｂ３ 细胞中 ＳＱＳＴＭ１ / ｐ６２ 与 Ｓｍａｄ２ / ３ 蛋白之间的相互作用 　 Ａ:细胞免疫荧光染色结果ꎬ红色为 Ｓｍａｄ２ / ３ꎬ绿色为
ＳＱＳＴＭ１ / ｐ６２ꎬ蓝色为细胞核ꎬ白色箭头所示为黄色ꎬ即 Ｓｍａｄ２ / ３ 与 ＳＱＳＴＭ１ / ｐ６２ 共定位所在(×６０)ꎻＢ:免疫共沉淀实验结果ꎬＩｎｐｕｔ 为
阳性对照ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组细胞均可表达 Ｓｍａｄ２ / ３ 与 ＳＱＳＴＭ１ / ｐ６２ 蛋白ꎻＩＰ 为实验组ꎬ用 ＳＱＳＴＭ１ / ｐ６２ 抗体免疫共沉淀后ꎬ经
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测蛋白复合物中 ＳＱＳＴＭ１ / ｐ６２、Ｓｍａｄ２ / ３ 的表达情况ꎮ

表 ５　 雷帕霉素对 ＨＬＥ－Ｂ３ 细胞 ＴＧＦ－β信号通路的影响 􀭰ｘ±ｓ
组别 ＴＧＦ－β２ ｐ－Ｓｍａｄ２ / Ｓｍａｄ２ ｐ－Ｓｍａｄ３ / Ｓｍａｄ３ Ｓｎａｉｌ
ＮＣ 组 ０􀆰 ８４±０􀆰 ０９ ０􀆰 ３５±０􀆰 ０５ ０􀆰 ５９±０􀆰 ０３ ０􀆰 ５９±０􀆰 ０３
ＨＧ 组 １􀆰 １０±０􀆰 ０４ａ ０􀆰 ９８±０􀆰 ０３ａ １􀆰 ００±０􀆰 ０６ａ １􀆰 １２±０􀆰 １０ａ

ＤＭＳＯ 组 １􀆰 ０７±０􀆰 ０５ａ １􀆰 ０８±０􀆰 ０６ａ １􀆰 ０３±０􀆰 ０６ａ １􀆰 １５±０􀆰 ０６ａ

ＲＡＰＡ 组 １􀆰 １４±０􀆰 ０７ａ ０􀆰 ７７±０􀆰 ０４ａꎬｃꎬｅ ０􀆰 ８２±０􀆰 ０４ａꎬｃꎬｅ ０􀆰 ８１±０􀆰 ０５ａꎬｃꎬｅ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ １４􀆰 ０５ １５９􀆰 １ ４９􀆰 ８６ ５１􀆰 ９３
Ｐ ０􀆰 ００１５ <０􀆰 ０００１ <０􀆰 ０００１ <０􀆰 ０００１

注:ａＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ ＮＣ 组ꎻｃＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ ＨＧ 组ꎻｅＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ ＤＭＳＯ 组ꎮ

细胞内自噬水平高ꎮ Ｂｅｃｌｉｎ １ 作为自噬复合体的重要组成

部分ꎬ在自噬活性发挥关键作用[２２]ꎬ其表达水平与自噬活

性呈正相关ꎮ 作为重要的选择性自噬接头蛋白ꎬＳＱＳＴＭ１ /

ｐ６２ 在自噬清除泛素化蛋白过程中作为受体参与其中ꎬ其
表达量与自噬水平呈负相关[２３]ꎮ 本研究中ꎬ高糖处理的

ＨＬＥ－Ｂ３ 细胞 ＬＣ３ Ⅱ / Ⅰ和 Ｂｅｃｌｉｎ １ 随着时间的推移明显
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降低ꎬ并在 ２４ｈ 后维持在较低水平ꎻ而 ＳＱＳＴＭ１ / ｐ６２ 随着
时间的延长表达明显增加ꎮ 结果表明ꎬ高糖抑制了
ＨＬＥ－Ｂ３细胞的自噬ꎮ

糖尿病对不同细胞自噬水平的影响似乎不尽相同ꎬ但
最终对细胞 ＥＭＴ 可产生类似的影响ꎮ Ｚｈｕａｎｇ 等[２４] 发现
糖尿病肾病中肾小管上皮细胞自噬受到抑制ꎬ抑制血清和
糖皮质激素诱导激酶 １( ｓｅｒｕｍ ａｎｄ ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ ｉｎｄｕｃｅｄ
ｋｉｎａｓｅꎬＳＧＫ１)可通过 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ / ｍＴＯＲ 通路促进肾小管
上皮细胞自噬和抑制 ＥＭＴꎬＪｉｎ 等[２５] 研究表明 ＨＭＧＢ１ 通
过诱导足细胞自噬参与糖尿病肾病的发展ꎬ ＨＭＧＢ１
ｓｉＲＮＡ 联合雷帕霉素可通过抑制 ＡＫＴ / ｍＴＯＲ 和 ＴＧＦ－β /
Ｓｍａｄ 信号通路防止足细胞凋亡和 ＥＭＴ 进展ꎮ 既往有关
晶状体上皮细胞的研究表明ꎬ在用 ＴＧＦ－β 诱导的后囊膜
混浊细胞模型中ꎬ使用 ｍＴＯＲ 抑制剂 ＰＰ２４２ 或者靶向
ｍＴＯＲ 的 ｓｉＲＮＡ 可提高细胞的自噬水平ꎬ进而抑制晶状体
上皮细胞的增殖和迁移[２６－２７]ꎮ 本研究结果显示ꎬ雷帕霉
素提高了高糖环境下细胞的自噬水平ꎬ部分抑制了高糖诱
导的 ＨＬＥ－Ｂ３ 细胞发生的 ＥＭＴꎮ

为了探究雷帕霉素抑制 ＨＬＥ－Ｂ３ 细胞发生 ＥＭＴ 的原
因ꎬ我们检测了雷帕霉素对 ＥＭＴ 的经典信号通路—
ＴＧＦ－β信号通路关键蛋白的影响ꎮ 研究发现ꎬ在高糖刺激
的 ＨＬＥ－Ｂ３ 细胞中 ＴＧＦ－β２、ｐ－Ｓｍａｄ２ / ３ 以及 ＥＭＴ 关键转
录因子 Ｓｎａｉｌ 的表达增加ꎮ 雷帕霉素处理后ꎬＴＧＦ－β２ 表
达未见明显改变ꎬ而 ｐ－Ｓｍａｄ２ / ３ 以及 Ｓｎａｉｌ 的表达受到了
抑制ꎮ 提示提高 ＨＬＥ－Ｂ３ 细胞的自噬水平可以抑制高糖
激活的 ＴＧＦ－β 信号通路ꎬ继而抑制细胞的 ＥＭＴꎮ 那么自
噬信号通路又是怎样与 ＴＧＦ－β 信号通路产生串扰呢? 研
究结果表明ꎬＳＱＳＴＭ１ / ｐ６２ 与 Ｓｍａｄ２ / ３ 存在相互作用ꎬ在
高糖环境中这种相互作用有所减弱ꎬ雷帕霉素处理后两者
的结合增强ꎮ 我们推测 ＳＱＳＴＭ１ / ｐ６２ 作为自噬接头蛋白ꎬ
与 Ｓｍａｄ２ / ３ 结合并介导了 Ｓｍａｄ２ / ３ 通过自噬而降解ꎮ 高
糖环境下ꎬ自噬受到抑制ꎬＳｍａｄ２ / ３ 得以累积ꎬ而雷帕霉素
提高细胞自噬水平后ꎬ自噬对 Ｓｍａｄ２ / ３ 的降解增加ꎬ可能
引起其中 ｐ－Ｓｍａｄ２ / ３ 的量减少ꎬＳｍａｄ２ / ３ 下游分子 Ｓｎａｉｌ
也受到抑制ꎬ从而抑制了高糖诱导 ＨＬＥ －Ｂ３ 细胞发生
的 ＥＭＴꎮ

综上所述ꎬ晶状体上皮细胞 ＨＬＥ－Ｂ３ 在高糖刺激下发
生 ＥＭＴꎬ同时自噬受到抑制ꎻ利用雷帕霉素提高细胞的自
噬水平可以通过 ＳＱＳＴＭ１ / ｐ６２ 与 Ｓｍａｄ２ / ３ 的相互作用下
调 ｐ－Ｓｍａｄ２ / ３ 的表达ꎬ从而抑制了 ＴＧＦ－β 信号通路ꎬ起到
抑制细胞 ＥＭＴ 的作用ꎬ表明提高细胞自噬水平可能对高
糖刺激的晶状体上皮细胞具有保护作用ꎬ这为未来从自噬
角度研发糖尿病白内障的防治药物提供了理论依据ꎮ 但
本研究还存在一些局限性ꎬ目前的结果提示 ２００ｎｍｏｌ / Ｌ 雷
帕霉素可部分逆转高糖诱导的晶状体上皮细胞 ＥＭＴꎬ能
否通过改变雷帕霉素的剂量达到完全逆转 ＥＭＴ 的作用还
有待进一步研究ꎬ此外ꎬ以上研究结果还有待在体内实验
进行证实ꎮ
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２０ Ｊａｃｉｎｔｏ Ｅꎬ Ｌｏｅｗｉｔｈ Ｒꎬ Ｓｃｈｍｉｄｔ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍａｍｍａｌｉａｎ ＴＯＲ ｃｏｍｐｌｅｘ ２
ｃｏｎｔｒｏｌｓ ｔｈｅ ａｃｔｉｎ ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ ａｎｄ ｉｓ ｒａｐａｍｙｃｉｎ ｉｎｓｅｎｓｉｔｉｖｅ. Ｎａｔ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌ
２００４ꎻ ６(１１): １１２２－１１２８
２１ Ｂａｎｄｕｓｅｅｌａ ＶＣꎬ Ｃｈｅｎ ＹＷꎬ Ｋｕｌｔｉｍａ ＨＧꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｍｐａｉｒｅｄ ａｕｔｏｐｈａｇｙꎬ
ｃｈａｐｅｒｏｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｃｒｉｔｉｃａｌ ｉｌｌｎｅｓｓ
ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｓ ｉｎ ｐｏｒｃｉｎｅ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ. Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｇｅｎｏｍｉｃｓ ２０１３ꎻ ４５
(１２): ４７７－４８６
２２ Ｗｒｉｇｈｔｏｎ ＫＨ. Ａｕｔｏｐｈａｇｙ: Ｋｉｎａｓｅ ｃｒｏｓｓｔａｌｋ ｔｈｒｏｕｇｈ ｂｅｃｌｉｎ １. Ｎａｔ Ｒｅｖ
Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌ ２０１３ꎻ １４(７): ４０２－４０３
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２３ Ｊｏｈａｎｓｅｎ Ｔꎬ Ｌａｍａｒｋ Ｔ. Ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｂｙ ａｕｔｏｐｈａｇｉｃ
ａｄａｐｔｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎｓ. Ａｕｔｏｐｈａｇｙ ２０１１ꎻ ７(３): ２７９－２９６
２４ Ｚｈｕａｎｇ Ｌꎬ Ｊｉｎ Ｇꎬ Ｈｕ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＳＧＫ１ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ－ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｒｅｎａｌ ｔｕｂｕｌａｒ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ. Ａｍ Ｊ Ｔｒａｎｓｌ Ｒｅｓ ２０１９ꎻ １１(８):
４９４６－４９５６
２５ Ｊｉｎ Ｊꎬ Ｇｏｎｇ Ｊꎬ Ｚｈａｏ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｈｉｇｈ ｍｏｂｉｌｉｔｙ ｇｒｏｕｐ ｂｏｘ １
(ＨＭＧＢ１) ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ｐｏｄｏｃｙｔｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ － ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ

ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｆｌｕｘ. Ｊ Ｄｉａｂｅｔｅｓ ２０１９ꎻ １１ ( １０ ):
８２６－８３６
２６ Ｚｈａｎｇ Ｃꎬ Ｌｉｕ Ｊꎬ Ｊｉｎ Ｎꎬ ｅｔ ａｌ. ＳｉＲＮＡ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｍＴＯＲ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ
ｐｒｅｖｅｎｔｓ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｌｅｎｓ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ.
ＰＬｏＳ Ｏｎｅ ２０１６ꎻ １１(１２): ｅ０１６７３４９
２７ Ｆｅｎｇ Ｈꎬ Ｙａｎｇ Ｚꎬ Ｂａｉ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｏｆ ａ ｄｕａｌ
ｍＴＯＲＣ１ / ２ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｆｏｒ ｔｈｅ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｓｔｅｒｉｏｒ ｃａｐｓｕｌｅ ｏｐａｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ:
Ａｎ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｓｔｕｄｙ. Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｍｅｄ ２０１８ꎻ ４１(４): ２０９９－２１０７

中国科技核心期刊眼科学类期刊主要指标及排名

刊名
核心总被引频次

数值 排名

核心影响因子

数值 排名

综合评价总分

数值 排名

中华眼科杂志 １８９１(３０３６) ２(２) ０.９５４(１.１９１) １(４) ７１.５ １

眼科新进展 １４２８(２７７５) ３(３) ０.９０２(１.６５６) ２(１) ６５.３ ２

中华实验眼科杂志 １０２１(１７２１) ４(４) ０.７７５(１.２９２) ３(３) ４９.９ ３

国际眼科杂志 ２２５７(５４８４) １(１) ０.６２８(１.６２８) ５(２) ４９.３ ４

中华眼科医学杂志电子版 １０８ １０ ０.３４０ １０ ４８.０ ５

中华眼底病杂志 ８４３ ５ ０.６６８ ４ ４５.４ ６

临床眼科杂志 ４６７ ７ ０.４７０ ６ ３３.９ ７

中华眼视光学与视觉科学杂志 ５７９ ６ ０.４４８ ７ ２４.８ ８

眼科 ４０４ ８ ０.４１２ ９ ２３.５ ９

中国斜视与小儿眼科杂志 ２５３ ９ ０.４４８ ７ １８.０ １０

摘编自 ２０１９ 版«中国科技期刊引证报告»核心版和扩展版(括号里面为扩展版的统计指标)
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