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不同浓度葡萄糖对兔角膜上皮细胞凋亡的影响
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（１． 同济大学附属杨浦医院眼科，上海　 ２０００９０； ２． 复旦大学附属中山医院眼科，上海　 ２０００３２）

【摘要】 目的 　 探讨葡萄糖不同浓度对兔角膜上皮细胞（ ｒａｂｂｉｔ ｃｏｒｎｅａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ， ＲＣＥＣｓ） 凋亡的影响。
方法　 将 离体培养的 ＲＣＥＣｓ 随机分为正常对照组（５ ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡萄糖）、高糖组（３３ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡萄糖）和高渗组

（５ ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡萄糖＋２７ ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甘露醇），釆用 Ｗｅｓｔｅｒｎ 印迹法检测各组 ＲＣＥＣｓ 双链 ＲＮＡ 依赖蛋白激酶样 ＥＲ
激酶（ＰＫＲ ｌｉｋｅ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｋｉｎａｓｅ， ＰＥＲＫ）、磷酸化双链 ＲＮＡ 依赖蛋白激酶样 ＥＲ 激酶（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ
ＰＫＲ ｌｉｋｅ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｋｉｎａｓｅ， ｐ⁃ＰＥＲＫ）、真核翻译起始因子（ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ２α， ｅＩＦ２α）、磷酸化

真核翻译起始因子（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ２α， ｅＩＦ２α）和转录因子 Ｃ ／ ＥＢＰ 同源蛋白（ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｆａｃｔｏｒ Ｃ ／ ＥＢＰ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｐｒｏｔｅｉｎ， ＣＨＯＰ） 表达水平；显微镜下观察不同葡萄糖浓度（２００～ ８００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）ＲＣＥＣｓ 生

长情况的变化，甘露醇做渗透压对照。 结果　 Ｗｅｓｔｅｒｎ 印迹法结果显示，与正常对照组相比，高糖组和高渗组均可

诱导 ＲＣＥＣｓ ｐ⁃ＰＥＲＫ、ｐ⁃ｅＩＦ２α 和 ＣＨＯＰ 蛋白表达水平升高（Ｐ＜０ ０５），且这 ３ 种蛋白表达水平高糖组明显高于高渗

组（Ｐ＜０ ０５）。 显微镜观察发现： 在一定的范围（２００～８００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）内，ＲＣＥＣｓ 损伤面积随葡萄糖浓度的升高而增

加；而葡萄糖与同浓度甘露醇相比，对 ＲＣＥＣｓ 损伤范围均较小。 但当总浓度达到 ８００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时，葡萄糖和甘露醇

均导致 ＲＣＥＣｓ 短期内大片脱落死亡，高糖与高渗致细胞损伤程度相当。 结论　 高糖浓度依赖性诱导 ＲＣＥＣｓ 的凋

亡，浓度越低（≤３３ ｍｍｏｌ ／ Ｌ），高糖较高渗对 ＲＣＥＣｓ 的影响越大。 因此，慢性低度高糖刺激对 ＲＣＥＣｓ 具有累积毒

性效应（渗透压改变带来的影响小），对于糖尿病性干眼的临床诊治有一定的指导意义。
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ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ｏｓｍｏｔｉｃ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｃｏｎｔｒｏｌ（Ｐ ＜ ０ ０５） ． Ｐｈａｓｅ ｃｏｎｔｒａｓｔ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｉｎ ａ ｃｅｒｔａｉｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｒａｎｇｅ （ ２００ ８００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）， ｔｈｅ ｄａｍａｇｅｄ ａｒｅａ ｏｆ ＲＣＥＣｓ
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ｍａｎｎｉｔｏｌ ｌｅｄ ｔｈｅ ＲＣＥＣｓ ｔｏ ｓｈｅｄ ａｎｄ ｄｉｅ ｉｎ ａ ｓｈｏｒｔ ｔｉｍｅ ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｇｌｕｃｏｓｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ａｂｏｖｅ
８００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ｔｈｅ ｓｅｖｅｒｉｔｙ ｏｆ ＲＣＥＣｓ ｉｎｊｕｒｙ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｗａｓ ｃｏｍｐａｒａｂｌｅ ｔｏ ｔｈａｔ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ
ｈｉｇｈ ｏｓｍｏｓｉｓ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｇｌｕｃｏｓｅ ｃａｎ ｉｎｄｕｃｅ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＲＣＥＣｓ ｉｎ ａ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ｍａｎｎｅｒ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈａｔ ｅｌｅｖａｔｅｄ ｇｌｕｃｏｓｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｈａｓ ａ ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ ｔｏｘｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ
ＲＣＥＣｓ ｉｎ ｔｈｅ ｌｏｎｇ⁃ｔｅｒｍ， ａｎｄ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｏｓｍｏｔｉｃ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｈａｖｅ ｌｉｔｔｌｅ ｉｍｐａｃｔ， ｗｈｉｃｈ ｍａｙ ｈａｖｅ
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ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ； ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

　 　 目前糖尿病患者干眼发病率为 ６３％［１］，且干眼

的病情更为严重，治愈率更低。 研究表明，糖尿病诱

发干眼的机制包括泪膜不稳定［２］、泪液渗透压升

高［３］、眼表炎症损害［４］、角膜神经感觉异常［５］ 和角

结膜上皮细胞凋亡失衡等［６］。 与正常人群相比，糖
尿病患者角膜上皮基底细胞密度明显降低［７］。 内

质网应激（ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｃｉｃｕｌｍ ｓｔｒｅｓｓ， ＥＲＳ）是细胞

对多种病理状况的一种自适应机制，ＥＲＳ 过强，凋
亡通路将被激活诱导细胞死亡［８］。 ＰＥＲＫ、ｅＩＦ２α 和

ＣＨＯＰ 是 ＥＲＳ 信号通路所属蛋白。 其中 ＰＥＲＫ、
ｅＩＦ２α 蛋白主要在 ＥＲＳ 时参与未折叠蛋白反应

（ｕｎｆｏｌｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ， ＵＰＲ）以增强细胞抗应激

能力，促进存活，ＣＨＯＰ 在过度应激环境中，可促使

内质网过氧化，进一步导致未折叠蛋白的累积，加重

细胞损伤，从而诱导凋亡［９］。
高糖通过诱导大量活性氧产生激活 ＥＲＳ 介

导角 膜 表 层 组 织 损 伤 已 在 兔 角 膜 上 皮 细 胞

（ ｒａｂｂｉｔ ｃｏｒｎｅａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ， ＲＣＥＣｓ）中得到验

证 ［１０］ 。 但葡萄糖浓度是否参与眼表细胞 ＥＲＳ 的

调控尚未有文献报道。 研究发现高渗可通过激

活氧化应激和 ＥＲＳ 促进 ＲＣＥＣｓ 的凋亡 ［３］ 。 葡萄

糖浓度 升 高 伴 随 着 渗 透 压 升 高， 泪 糖 浓 度 对

ＲＣＥＣｓ 的影响是否与渗透压的改变具有相关性

需进一步的研究。 本研究拟探讨葡萄糖浓度对

ＲＣＥＣｓ 生长的影响，以期对糖尿病性干眼的发生

机制更深一步认识。

１　 材料和方法

１．１　 主要试剂和仪器

ＤｉｓｐａｓｅⅡ中性蛋白酶和蛋白酶抑制剂购自瑞士

Ｒｏｃｈｅ 公司，０ ０５％ ＥＤＴＡ⁃胰酶购自美国 ＨｙＣｌｏｎｅ 公

司，角质上皮细胞培养基和青链霉素混合物购自美国

ＳｃｉｅｎＣｅｌｌ 公司，胎牛血清美国购自 Ｇｉｂｃｏ 公司，葡萄

糖和 甘 露 醇 粉 末 购 自 美 国 Ｓｉｇｍａ 公 司， ＰＥＲＫ
Ａｎｔｉｂｏｄｙ、 ｐｈｏｓｐｈｏ⁃ＰＥＲＫ Ａｎｔｉｂｏｄｙ、 ｐｈｏｓｐｈｏ⁃ｅＩＦ２α
Ａｎｔｉｂｏｄｙ 和 ＣＨＯＰ Ａｎｔｉｂｏｄｙ 购自美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司，ｅＩＦ２α Ａｎｔｉｂｏｄｙ 购自美国 Ｅｎｚｏ Ｌｉｆｅ
Ｓｃｉｅｎｃｅｓ 公司，ＢＣＡ 试剂盒、β⁃ａｃｔｉｎ Ａｎｔｉｂｏｄｙ、ＨＲＰ 标

记 ＩｇＧ 二抗和显影定影试剂盒购自上海碧云天生物

科技有限公司，ＣＯ２ 恒温培养箱购自美国 ＳＨＥＬ ＬＡＢ
公司，倒置相差显微镜系日本 ＯＬＹＭＰＵＳ 公司产品，
垂直转移电泳仪、转膜仪产自美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司。
１．２　 兔角膜上皮细胞原代培养的建立及细胞分组

ＲＣＥＣｓ 的原代培养参照参考文献［３］的方法

进行并行免疫荧光鉴定。 第 １ 代 ＲＣＥＣｓ 接种于 ６
孔板，密度为 ４×１０５ 个 ／孔，细胞贴壁后融合率达

到 ８０％左右时，改加入不含血清的培养液预处理

过夜。 取适量的葡萄糖和甘露醇粉末分别溶解于

细胞培养液配制母液，抽滤除菌后备用，排除其他影

响因素。 各孔细胞随机分为 ３ 组： （１） 对照组，仅
含 ５ ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡萄糖；（２） 高渗组，含 ５ ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
葡萄糖和 ２７ ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甘露醇；（３） 高糖组，仅含

３３ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡萄糖。 浓度参照参考文献［１１］。
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１．３　 Ｗｅｓｔｒｅｎ 印迹法

细胞干预 ２４ ｈ 后吸除培养液，适量 ＰＢＳ 漂洗 ３
遍，加入 １２０ μＬ 含有蛋白酶抑制剂的细胞裂解液，
冰上裂解 １０ ｍｉｎ。 将含裂解蛋白的所有液体吸出，
转移至 １ ５ ｍＬ ＥＰ 管，迅速置于 ４ ℃离心机离心（离
心半径 ２０ ｃｍ，１４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，１０ ｍｉｎ），吸取上清液，
转移至新的 ＥＰ 管。 用 ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒测定

各组样本蛋白浓度。 剩余蛋白样品加入适量 ４ ×
ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 蛋白上样缓冲液混匀，迅速置于 １００ ℃
水中煮 １０ ｍｉｎ。 各组均取 ４０ μｇ 变性总蛋白选择

１０％或 １２％的分离胶进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ，电泳结束后

进行转膜，将总蛋白转移至 ＰＶＤＦ 膜。 用含 ５％脱脂

奶粉或 ５％ ＢＳＡ 的 １×ＴＢＳＴ 封闭液封闭 ＰＶＤＦ 膜，
室温孵育 １ ｈ。 弃封闭液，用 ＴＢＳＴ 封闭液稀释的一

抗孵育，４ ℃过夜（稀释比例 ＰＥＲＫ 和 ｅＩＦ２α 为 １ ∶
２ ０００；ｐ⁃ｅＩＦ２α 为 １ ∶１ ０００；ｐ⁃ＰＥＲＫ 为 １ ∶５００；ＣＨＯＰ 为

１ ∶１ ０００，β⁃ａｃｔｉｎ 为 １： ４ ０００）。 ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次，每次

１０ ｍｉｎ，孵 ＨＲＰ 标记的对应来源的二抗，稀释比例 １ ∶
（４ ０００ ～ ５ ０００），室温 １ ｈ。 ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次，每次

１０ ｍｉｎ，ＥＣＬ 显色试剂盒显色，于暗室胶片曝光，胶片

取出后，依次置于显影液和定影液中快速漂洗，最后

用清水冲净晾干。 扫描仪扫描Ｘ 射线胶片上的条带，
用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 对条带进行灰度值半定量分析，以目的蛋

白与 β⁃ａｃｔｉｎ 内参灰度比值表示目的蛋白相对表

达量。
１．４　 兔角膜上皮细胞形态学观察

按照 １ ２ 所介绍方法重新培养第 １ 代 ＲＣＥＣｓ
并行饥饿过夜处理，选取孔板中生长旺盛且形成良

好单层的细胞，置于倒置相差显微镜下观察并拍照

记录。 弃原培养液，再用 ＰＢＳ 洗两次，清除脱落的

细胞及杂质，各孔细胞随机加入等量的含不同浓度

的葡萄糖和甘露醇的无血清培养液。 葡萄糖浓度梯

度依次为 ２００、４００、６００ 和 ８００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ；甘露醇浓度

梯度依次为 ２００、４００、６００ 和 ８００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ；葡萄糖和

甘露醇混合液总浓度均为 ８００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，浓度之比分

别为 １ ∶３、１ ∶１ 和 ３ ∶１。 以空白组作为对照组。 每孔

含 ３ 个复孔。 放入培养箱中继续培养，于 ２４ ｈ 后在

显微镜下观察细胞形态学变化。
１．５　 上皮细胞显微镜下变化分级标准

通过计算倒置相差显微镜下异常形态 ＲＣＥＣｓ
百分比（异常形态 ＲＣＥＣｓ 面积 ／ ９ ６ ｃｍ２）进行损伤

程度分级。 培养后的上皮细胞生长正常为（ －），细
胞出现球形或呈聚拢状为（ ＋），细胞呈弥漫性皱缩

大量空泡并有灶性脱落＜２０％为（＋＋），细胞皱裂、坏
死脱落 ２０％ ～ ５０％为（ ＋＋＋），细胞灶性脱落 ５０％ ～
７５％为（＋＋＋＋），细胞灶性脱落＞７５％为（＋＋＋＋＋）。
１．６　 统计学处理

所有计量数据均用 ｘ± ｓ 表示，实验数据采用

ＳＰＳＳ ２２ ０ 软件进行分析，采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ
７ ０ 进行图像数据分析，利用多重比较的单因素方

差分析比较组间差异。 Ｐ＜０ ０５ 为差异有统计学

意义。

２　 结　 　 果

２．１ 　 各组兔角膜上皮细胞 ｐ⁃ＰＥＲＫ、 ｐ⁃ｅＩＦ２α 和

ＣＨＯＰ 蛋白的表达

　 　 与对照组和高渗组相比，高糖组兔角膜上皮细胞

ｐ⁃ＰＥＲＫ、ｐ⁃ｅＩＦ２α 和 ＣＨＯＰ 表达水平升高（Ｐ＜０ ０５）；
高渗组与对照组相比 ｐ⁃ＰＥＲＫ、ｐ⁃ｅＩＦ２α 和 ＣＨＯＰ 表

达上调（Ｐ＜０ ０５）；各组中，ＰＥＲＫ 和 ｅＩＦ２α 表达水平

差异均无统计学意义（Ｐ＞０ ０５），见图 １。

图 １　 兔角膜上皮细胞 ＰＥＲＫ，ｐ⁃ＰＥＲＫ、ｅＩＦ２α、
ｐ⁃ｅＩＦ２α和 ＣＨＯＰ 蛋白的表达

Ｆｉｇ．１　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＰＥＲＫ， ｐ⁃ＰＥＲＫ， ｅＩＦ２α，
ｐ⁃ｅＩＦ２α ａｎｄ ＣＨＯＰ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ＲＣＥＣｓ

高糖组与对照组、高渗组相比，∗Ｐ＜０ ０５；高渗组与对照

组相比，＃Ｐ＜０ ０５

２．２　 高糖与高渗状态下兔角膜上皮细胞形态变化

的比较和分析

２．２．１　 兔角膜上皮细胞形态变化与高糖水平的关系

随着葡萄糖浓度在 ２００ ～ ８００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 范围内不断
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升高，１００ 倍率下可见细胞脱落范围不断扩大，２００
和 ４００ 倍率下可见细胞皱缩、体积缩小、细胞碎

裂、胞间连接消失等损伤不断加重，细胞生长形态

越来越差。 ２００、４００、６００、８００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡萄糖浓度

下细胞损伤分别为（＋）、（＋）、（＋＋＋）、（＋＋＋＋＋），见
图 ２。

图 ２　 不同高糖浓度处理的 ＲＣＥＣｓ 生长形态
Ｆｉｇ．２　 Ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ＲＣＥＣｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｇｌｕｃｏｓｅ
Ａ： ２００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡萄糖；Ｂ： ４００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡萄糖；
Ｃ： ６００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡萄糖；Ｄ： ８００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡萄糖

２．２．２　 兔角膜上皮细胞形态变化与渗透压浓度水平

的关系 　 随着甘露醇浓度在 ２００～８００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 范围

内不断升高，１００ 倍率下可见细胞脱落范围不断扩大，
２００ 和 ４００ 倍率可见细胞皱缩、空泡化、体积缩小，细
胞碎裂、胞间连接消失等情况不断加重，细胞生长形

态越来越差。 与图 ２ 相比，浓度为 ４００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 和

６００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ时，甘露醇均较葡萄糖致细胞生长形态

差和脱落范围大。 ２００、４００、６００、８００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甘露醇

浓度下细胞损伤分别为（＋）、（＋＋）、（＋＋＋＋）、（＋＋＋＋＋），
见图 ３。

图 ３　 不同渗透压浓度处理的 ＲＣＥＣｓ 生长形态
Ｆｉｇ．３　 Ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ＲＣＥＣｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｍａｎｎｉｔｏｌ
Ａ： ２００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甘露醇；Ｂ： ４００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甘露醇；
Ｃ： ６００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ甘露醇； Ｄ： ８００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甘露醇

２．２．３　 渗透压维持不变时，不同高糖浓度下兔角

膜上皮细胞形态变化 　 随着葡萄糖浓度在 ２００ ～
６００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 范围内不断升高，且各组渗透压保持平

衡，与空白对照组相比，１００ 倍率下可见细胞脱落范围

逐渐缩小，２００ 和 ４００ 倍率可见细胞皱缩、体积缩小，细
胞碎裂、胞间连接消失等情况呈明显减轻趋势，细胞形

态异形性减弱。 ２００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡萄糖＋６００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
甘露醇细胞损伤为（ ＋＋＋＋）；４００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡萄糖＋
４００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甘露醇细胞损伤为（＋＋＋）；６００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
葡萄糖＋２００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甘露醇细胞损伤为（ ＋＋），见
图 ４。

图 ４　 同等渗透压不同高糖浓度处理的 ＲＣＥＣｓ 生长形态
Ｆｉｇ．４　 Ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ＲＣＥＣｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｇｌｕｃｏｓｅ ａｎｄ ｓａｍｅ ｏｓｍｏｔｉｃ ｐｒｅｓｓｕｒｅ
Ａ： 空白对照；Ｂ： ２００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡萄糖 ＋ ６００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甘露醇；
Ｃ： ４００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ葡萄糖＋４００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甘露醇；Ｄ： ６００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡
萄糖＋２００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甘露醇

２．２．４　 高糖及高渗对兔角膜上皮细胞的影响 为

了更直观地表示出这些结果的差异及可能的相互关

系，根据倒置相差显微镜下观察到 ＲＣＥＣｓ 生长形态

随葡萄糖和甘露醇的浓度变化而改变的趋势，推测

出其相关关系进行表示。
结论发现： （１） 细胞损伤程度随葡萄糖浓度的

升高而加重。 葡萄糖较同浓度的甘露醇对细胞损伤

更轻微，到达一定的浓度如 ８００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时，两种处

理下细胞均大片脱落死亡，高糖与高渗致细胞损伤

程度相当，见图 ５Ａ；（２） 同等高渗透压条件下，细胞

损伤程度随葡萄糖浓度升高而减轻，与图 ５Ａ 相符

合，见图 ５Ｂ；（３） 结合内质网应激蛋白高糖组较高

渗组表达明显升高的结果进行分析，推测轻度高糖

较轻度高渗对细胞的损伤程度相对较重，而重度高

糖较重度高渗对细胞的损伤程度相对较轻过程较缓

慢，直至超过一定的浓度时，两种作用均直接导致细

胞死亡，见图 ５Ｃ（由于本实验浓度跨度范围大，图 ５
与真实的曲线关系存在一定的偏差）。
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图 ５　 倒置相差显微镜下 ＲＣＥＣｓ 损伤百分比
与葡萄糖和甘露醇浓度的相关性推测及比较
Ｆｉｇ．５　 Ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｉｎｊｕｒｙ ｒａｔｉｏ ｏｆ
ＲＣＥＣｓ ｕｎｄｅｒ ｐｈａｓｅ ｃｏｎｔｒａｓｔ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ ａｎｄ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｇｌｕｃｏｓｅ ａｎｄ ｍａｎｎｉｔｏｌ

３　 讨　 　 论

泪膜稳定是维持眼表上皮正常结构和保持健康

视觉功能的重要基础。 现认为糖尿病性干眼是高泪

糖引起泪膜损害伴角结膜上皮细胞损伤过多的结

果［１２］，且病情与血糖控制情况和糖尿病病程相关［１３］。
泪液高糖可引起泪液渗透压的增加，且泪液渗透压随

着糖尿病病程的增加而升高［１４］。
内质网对内外环境的刺激极为敏感，当其发生功

能紊乱时未折叠蛋白在腔内聚集的状态被称为 ＥＲＳ。
应激早期，内质网通过启动 ＵＰＲ，如暂停蛋白质的合

成、激活分子伴侣和折叠酶基因等的转录活性、诱导

内质网相关性蛋白降解以促进细胞存活。 若 ＥＲＳ 过

强，凋亡通路将被激活诱导细胞死亡［１５］。 前期实验

通过高糖干预 ＲＣＥＣｓ 发现，高糖组（１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡萄

糖）ｐ⁃ＰＥＲＫ 和 ＣＨＯＰ 蛋白表达水平较渗透压对照组

（０ ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ）相比明显上调［１０］。 本次实验显

示，与正常组相比，高糖组和高渗组 ＲＣＥＣｓ ｐ⁃ＰＥＲＫ、
ｐ⁃ｅＩＦ２α 和 ＣＨＯＰ 表达水平均升高，且高糖组较高渗

组表达水平上调，与前期实验结果相符。 可见，高糖

组较高渗组 ＲＣＥＣｓ 遭受应激强，细胞损伤严重，高糖

较高渗对细胞影响大。 这与血液透析过程中预防性

应用甘露醇（６０～１００ ｍＬ ／ ｈ）透析失衡综合征的发生

率较高渗糖（４０～６０ ｍＬ ／ ｈ，５０％葡萄糖）低［１６］ 的现象

相一致。 因此，高泪糖对 ＲＣＥＣｓ 的损伤不限于渗透

压的升高，还包括高糖本身的毒性作用。
葡萄糖属于有机物但又可电离，因此既有胶体

渗透压又有晶体渗透压。 甘露醇和葡萄糖分子式相

近，在医药上是良好的利尿剂，不可电离，具有强渗

透性［１７］。 为了更直观地观察高糖对角膜上皮的损

伤作用，本次实验探究了葡萄糖浓度对 ＲＣＥＣｓ 生长

的影响，甘露醇做对照。 显微镜观察表明，在 ２００ ～
８００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 范围内，与空白组相比，葡萄糖浓度越

高 ＲＣＥＣｓ 生长形态越差，如可见细胞皱缩、体积缩

小、空泡化、胞间连接消失、细胞脱落与细胞碎裂等，
细胞损伤趋向严重。 因此，在此范围内，葡萄糖诱导

的 ＲＣＥＣｓ 损伤与其浓度呈量 效关系，验证了干眼与

糖尿病血糖控制情况的相关性［１３］。 本实验还发现，
葡萄糖较同浓度的甘露醇处理过的细胞生长形态更

好，细胞损伤范围小。 当渗透压平衡时，ＲＣＥＣｓ 损伤

随葡萄糖浓度升高而减轻。 因此，在此范围内，葡萄

糖对 ＲＣＥＣｓ 的毒性效应弱于甘露醇。 此时，高糖对

ＲＣＥＣｓ 的损伤中高渗所发挥的作用大于高糖本身。
此实验结果与上部分高糖组较高渗组内质网应

激蛋白表达上调结果相悖。 泪膜渗透压正常值是

３１２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，高渗透压是指超过阈值 ３１６ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，
但个别患者的指标可高至 ３６０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ［１８］。 可以推

测，泪膜渗透压较高时，眼表微环境可迅速代偿以达

到新的平衡，对细胞损伤轻微，而葡萄糖代谢紊乱累

积的毒性代谢产物滞留致细胞损伤严重［１９］；超高渗

情况下，渗透压对 ＲＣＥＣｓ 的刺激较急剧，葡萄糖既

是能量储备，还可以被消耗从而降低渗透压，细胞损

伤由轻到重有个累积过程，较高渗对细胞的影响缓

慢。 糖尿病患者人群血糖值范围波动较大，临床上

糖尿病性酮症酸中毒或者是糖尿病高渗性昏迷的患

者，血糖可以高达 ３３～５５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 此时已危及生命。
因此，糖尿病患者血糖水平多小于 ３３ ｍｍｏｌ ／ Ｌ。 糖

尿病患者泪糖浓度约为血糖浓度 １ ／ ６［２０］，因此，糖尿

病患者高泪糖的渗透压可在泪膜代偿范围内，对细

胞刺激小，但葡萄糖本身过量的糖化反应是造成角

·５３４·
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结膜上皮损伤的关键。 在高泪糖慢性刺激细胞的过

程中，伴随的渗透压升高对细胞的影响较小，而糖代

谢紊乱所产生的毒性代谢产物不断累积和滞留激活

一些病理性通路如 ＥＲＳ 诱导细胞死亡，并导致角结

膜上皮的损伤，这是一个长期累积且不可逆的过程。
综上，在临床上糖尿病患者体内的日积月累的

糖化反应远超过伴随的渗透压升高所带来的影响，
这些研究结果将有助于为治疗糖尿病性干眼提供新

的理论依据和靶标。 由于本实验为离体研究且细胞

为兔源，在下一步的研究中将考虑采用人或鼠上皮

以及自发糖尿病小鼠动物模型进一步研究证实。
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