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摘要

目的:观察糖尿病合并年龄相关性白内障患者晶状体上皮

细胞(ＬＥＣｓ)中色素上皮衍生因子(ＰＥＤＦ)、血管内皮细胞

生长因子(ＶＥＧＦ)的表达水平ꎬ探讨糖尿病合并年龄相关

性白内障的发病机制ꎮ
方法:回顾性研究ꎮ 收集 ２０２０－０８ / ２０２１－０４ 在蚌埠医学

院第一附属医院眼科就诊的年龄相关性白内障和 ２ 型糖

尿病合并年龄相关性白内障患者各 ３０ 例ꎮ 所有患者白内

障超声乳化术中收取术眼晶状体中央区 ５.５ ~ ６.０ｍｍ 直径

的前囊膜标本ꎬ采用蛋白免疫印迹法(Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ)检测

ＬＥＣｓ 中 ＰＥＤＦ、ＶＥＧＦ 蛋白表达水平ꎮ 实时荧光定量 ＰＣＲ
(ｑＲＴ－ＰＣＲ)方法检测 ＰＥＤＦ、ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ 的相对表达量ꎮ
结果:两组患者 ＬＥＣｓ 中均存在 ＰＥＤＦ、ＶＥＧＦ 的表达ꎬ２ 型

糖尿病合并年龄相关性白内障组患者 ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ 相对

表达量为 １. ３６４ ± ０. ０６２ꎬ高于年龄相关性白内障组的

１.０００±０.０(Ｐ<０.０１)ꎬＰＥＤＦ ｍＲＮＡ 的相对表达量为 ０.３９８±
０.０５３ꎬ明显低于年龄相关性白内障组的 １.０００±０.０(Ｐ<
０.００１)ꎮ ２ 型糖尿病合并年龄相关性白内障组患者 ＬＥＣｓ
中 ＶＥＧＦ 和 ＰＥＤＦ 蛋白表达量为 ２. ０５３ ± ０. ０２６、０. ５７９ ±
０.０４５ꎬ年龄相关性白内障组为 １.６８０±０.０６４、１.０５８±０.００７
(均 Ｐ<０.０１)ꎮ
结论:２ 型糖尿病合并年龄相关性白内障患者 ＬＥＣｓ 中

ＰＥＤＦ 和 ＶＥＧＦ 表达水平发生变化ꎬ可能与糖尿病患者白

内障的发生和发展有关ꎮ
关键词:糖尿病合并白内障ꎻ晶状体上皮细胞(ＬＥＣｓ)ꎻ色
素上皮 衍 生 因 子 ( ＰＥＤＦ)ꎻ 血 管 内 皮 细 胞 生 长 因 子

(ＶＥＧＦ)
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０引言
白内障的发病机制复杂ꎬ目前仍未完全明确ꎮ 年龄相

关性白内障被认为是晶状体衰老过程ꎬ同时伴随晶状体上
皮细胞(ｌｅｎｓ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎬＬＥＣｓ)功能性状改变和多种细
胞因子的表达异常ꎮ 研究表明色素上皮细胞衍生因子
(ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ－ｄｅｒｉｖｅｄ ｆａｃｔｏｒꎬＰＥＤＦ)表达与衰老有密
切的关系[１]ꎮ 刘恬等[２]研究发现 ６ 岁以下的先天性白内
障 ＬＥＣｓ 中 ＰＥＤＦ 的表达水平远高于 ５０ 岁以上年龄相关
性白内障ꎬ提示 ＰＥＤＦ 的表达下调可能导致晶状体的老
化ꎬ下调程度随着晶状体的混浊程度加重进一步加重ꎮ 糖
尿病患者更容易发生白内障ꎬ具体机制尚不确切ꎬ本研究
通过检测 ２ 型糖尿病合并年龄相关性白内障患者 ＬＥＣｓ 中
血管内皮生长因子 ( ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬ
ＶＥＧＦ)和 ＰＥＤＦ 表达水平ꎬ探讨 ２ 型糖尿病合并年龄相关
性白内障的发病机制ꎬ为预防和减缓糖尿病患者发生白内
障提供新的途径ꎮ
１对象和方法
１.１对象　 回顾性研究ꎮ 选择 ２０２０－０８ / ２０２１－０４ 在蚌埠
医学院第一附属医院眼科就诊并实施手术的 ２ 型糖尿病
合并年龄相关性白内障和年龄相关性白内障患者各 ３０ 例
３０ 眼ꎮ 纳入标准:(１)年龄 ５０ ~ ８０ 岁ꎻ(２)白内障病史大
于 １ａꎻ(３)均符合白内障诊断标准ꎬ并且均有手术指征ꎬ无
影响视力的严重并发症ꎻ(４)白内障核硬度分级[３－４] ≥Ⅱ
级ꎻ(５)手术均顺利ꎻ(６)晶状体后囊膜完整ꎻ(７)２ 型糖尿
病合并年龄相关性白内障患者糖尿病病史大于 １ａꎬ血糖
水平控制平稳ꎬ术前未发现糖尿病视网膜病变ꎮ 排除标
准:(１)合并增殖性糖尿病视网膜血管疾病、视神经炎、葡
萄膜炎、高度近视、青光眼等病史ꎻ(２)合并除糖尿病之外
的其它系统性疾病ꎻ(３)合并严重干眼ꎻ(４)过熟期白内
障ꎻ(５)有眼部外伤、手术及眼底激光史ꎻ(６)临床资料不
完整ꎮ 所有患者均知情同意ꎬ并已通过蚌埠医学院第一附
属医院伦理委员会审批ꎮ
１.２方法
１.２.１ 主要试剂和仪器 　 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂(购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公
司)、ＳＹＢＲ 􀅺 Ｇｒｅｅｎ(Ｔａｋａｒａ 公司)、ＥＣＬ 化学发光试剂盒
(Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司)、逆转录试剂(ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ 公司)、蛋白

浓度检测试剂盒 (碧云天公司)ꎻＶＥＧＦ 和 ＰＥＤＦ 抗体
(Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司)ꎬＨＲＰ 标记抗体(Ｂｉｏｓｈａｒｐ 公司)ꎻＴｅｃａｎ
Ｍ１０００ 多功能酶标仪(美国 Ｂｉｏ－Ｔｅｘ 公司)、组织研磨仪
(武汉塞维尔生物科技有限公司)、 Ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ ＰＣＲ 仪
(７５００)(美国 ＡＢＩ 公司)、Ｎａｎｐｄｒｏｐ ｏｎｅ 超微量核酸蛋白浓
度测定仪(ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ 公司)ꎮ
１.２.２标本采集　 常规白内障超声乳化吸除术中连续环形
撕囊ꎬ撕除晶状体中央 ５.５ ~ ６.０ｍｍ 的前囊膜(含 ＬＥＣｓ)ꎬ
将切口处的血擦干净ꎬ再将囊膜从切口取出ꎬ然后用生理
盐水冲洗ꎬ清除囊膜表面残留的黏弹剂、血迹、房水ꎻ将囊
膜分为 ２ 份ꎬ两份大小尽量相似ꎬ一份立即放入无菌 ＥＰ
管中ꎬ－ ８０℃ 冰箱保存ꎬ用于蛋白检测ꎮ 另一份放入含
Ｔｒｉｚｏｌ 的 ＥＰ 管－２０℃冰箱保存以进行 ｍＲＮＡ 的检测ꎮ
１.２.３ ｑＲＴ－ＰＣＲ检测 ＬＥＣｓ 中 ＶＥＧＦ 和 ＰＥＤＦ ｍＲＮＡ的
表达　 因单个囊膜中蛋白和 ＲＮＡ 含量较少ꎬ根据预实验
统计处理结果ꎬ标本按相近原则将 １０ 例囊膜标本(每例为
半个囊膜)合并为 １ 组样本ꎮ 使用组织碾磨机对两组样本
进行粉碎性碾磨ꎬ用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取两组标本的总 ＲＮＡꎬ
２０μＬ 的 ＤＥＰＣ 液进行溶解ꎬ然后测量两组 ＲＮＡ 的浓度及
纯度ꎬＲＮＡ 纯度较好时根据不同的 ＲＮＡ 浓度逆转录成
ＲＮＡ 对应的第一链 ｃＤＮＡꎮ 逆转录完成后按照相同比例
对其进行适当稀释ꎬ同时按照引物说明书将引物浓度稀释
至 １０μｍｏｌ / Ｌꎬ震荡混匀之后进行 ｑＲＴ－ＰＣＲ 加样和上机ꎬ
检测 ＶＥＧＦ 和 ＰＥＤＦ ｍＲＮＡ 的相对表达量ꎮ 独立重复实
验 ３ 次ꎮ
１.２.４ Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ 检测 ＬＥＣｓ 中 ＶＥＧＦ 和 ＰＥＤＦ 蛋白的
含量　 标本按相近原则将 １０ 例囊膜标本(每例为半个囊
膜)合并为 １ 组样本ꎮ 使用组织碾磨机对两组样本进行粉
碎性碾磨ꎬ加入裂解液对组织进行裂解ꎬ提取总蛋白ꎬ然后
以标准 ＢＣＡ 蛋白试剂盒进行蛋白定量ꎮ 按照 Ｗｅｓｔｅｒｎ －
ｂｌｏｔ 标准程序进行制胶、上样、电泳、转膜和显色ꎬ最后等
体积混合 Ａ 液和 Ｂ 液(０.５ｍＬ:０.５ｍＬ)配制成 ＥＣＬ 发光液
并以凝胶成像系统进行曝光成像ꎬ用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件对条带
进行灰度分析ꎬ观察 ＶＥＧＦ 和 ＰＥＤＦ 蛋白的表达情况ꎮ 晶
状体囊膜标本按相近原则将 １０ 例合并为 １ 组样本ꎬ独立
重复实验 ３ 次ꎮ

统计学分析:应用 Ｇｒａｐｈｐａｄ８.３ 统计软件对数据进行

统计学分析ꎬ计量资料以均数±标准差(􀭰ｘ±ｓ)表示ꎬ采用独
立样本 ｔ 检验ꎬ计数资料以 ｎ 表示ꎬ采用 χ２检验ꎬ等级资料
采用秩和检验ꎬＰ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ
２结果
２.１ 两组患者一般资料比较 　 本研究共纳入年龄相关性
白内障和 ２ 型糖尿病合并年龄相关性白内障患者各 ３０
例ꎮ 两组患者性别及晶状体核硬度ꎬ差异均无统计学意义
(Ｐ>０. ０１)ꎬ两组患者年龄比较差异有统计学意义(Ｐ <
０.０１)ꎬ见表 １ꎮ
２.２ 两组患者 ＬＥＣｓ 中 ＶＥＧＦ 和 ＰＥＤＦ ｍＲＮＡ 表达情况
　 两组患者 ＬＥＣｓ 中均存在 ＶＥＧＦ、ＰＥＤＦ 的表达ꎮ ２ 型糖
尿病合并年龄相关性白内障组中 ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ 表达水平
高于年龄相关性白内障组ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎻ
而 ２ 型糖尿病合并年龄相关性白内障组中 ＰＥＤＦ ｍＲＮＡ
水平低于年龄相关性白内障组患者ꎬ差异有统计学意义
(Ｐ<０.０１)ꎬ见表 ２ꎮ
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表 １　 两组患者一般资料比较

分组 例数 /眼数
平均年龄

(􀭰ｘ±ｓꎬ岁)
性别(例)

男 女

核硬度分级(眼)
Ⅱ级 Ⅲ级 Ⅳ级

年龄相关性白内障组 ３０ / ３０ ７３.９３０±０.９２７ １１ １９ ８ １６ ６
２ 型糖尿病合并年龄相关性白内障组 ３０ / ３０ ６４.４７０±１.２６２ １２ １８ １０ １３ ７

　 　 　 　 　 　 　 　
χ２ / ｔ / Ｚ ６.０４５ ０.０７１ ０.６１０
Ｐ <０.０１ ０.７９１ ０.７３７

表 ２　 两组患者 ＬＥＣｓ中 ＶＥＧＦ和 ＰＥＤＦ ｍＲＮＡ及蛋白的表达情况 􀭰ｘ±ｓ

分组 眼数
ｍＲＮＡ 表达

ＶＥＧＦ ＰＥＤＦ
蛋白表达

ＶＥＧＦ ＰＥＤＦ
年龄相关性白内障组 ３０ １.０００±０.０ １.０００±０.０ １.６８０±０.０６４ １.０５８±０.００７
２ 型糖尿病合并年龄相关性白内障组 ３０ １.３６４±０.０６２ ０.３９８±０.０５３ ２.０５３±０.０２６ ０.５７９±０.０４５

　 　 　 　 　 　 　
ｔ ５.９０９ １１.４１０ ５.３５６ １０.４６０
Ｐ ０.００４１ ０.０００３ ０.００５９ ０.０００５

２.３ 两组患者 ＬＥＣｓ 中 ＶＥＧＦ 和 ＰＥＤＦ 蛋白表达情况 　
２ 型糖尿病合并年龄相关性白内障组患者 ＬＥＣｓ 中 ＶＥＧＦ
蛋白的表达量高于年龄相关性白内障组患者ꎬ差异有统计

学意义(Ｐ<０.０１)ꎻ２ 型糖尿病合并年龄相关性白内障组患

者 ＬＥＣｓ 中 ＰＥＤＦ 的蛋白表达量低于年龄相关性白内障

组ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎬ见表 ２ꎮ
３讨论

与年龄相关性白内障相比ꎬ糖尿病患者白内障发生

早ꎬ进展快ꎬ是糖尿病主要并发症之一ꎬ发病机制目前尚不

清楚ꎬ近年研究其与多种细胞因子的表达异常有关ꎮ
ＶＥＧＦ 是新生血管形成的强效诱导因子ꎬ可由多种细胞分

泌ꎬ刺激新生血管生长ꎬ大量研究主要聚焦在糖尿病视网

膜病变、湿性年龄相关性黄斑变性等眼部新生血管性疾

病ꎬ呈高表达状态ꎮ ＰＥＤＦ 是一种多效能多肽因子[５]ꎬ分
布于全身多种组织并参与其生理病理过程ꎬ １９９９ 年

Ｄａｗｓｏｎ 等[６]首次发现 ＰＥＤＦ 具有很强的血管抑制作用ꎬ对
多种血管生成刺激因子具有活性ꎮ ＰＥＤＦ 已在眼内多种

组织中检测到ꎬ调节正常血管状态及视网膜分化ꎬ角膜、玻
璃体等眼内无血管组织透明非血管状态的维持可能与

ＰＥＤＦ 有关[７]ꎮ
ＰＥＤＦ 与 ＶＥＧＦ 被公认为是一对新生血管生成调控因

子ꎬ大量研究证明这一对因子在视网膜新生血管相关疾病

中发挥着重要作用ꎮ ＰＥＤＦ 与 ＶＥＧＦ 具有相反的作用ꎬ当
ＰＥＤＦ 表达下降时ꎬＶＥＧＦ 表达水平升高ꎬ二者之间相互制

约ꎬ相互调节ꎬ在正常视网膜组织中 ＶＥＧＦ、ＰＥＤＦ 的表达

维持在一定的水平ꎬ参与视网膜某些正常生理功能ꎬ两者

保持着平衡ꎬ相互制约ꎮ 当患者由于高血糖、血管阻塞等

原因ꎬ使视网膜微循环障碍ꎬ导致视网膜缺血ꎬ两者之间的

平衡关系被打破ꎬ视网膜组织中 ＶＥＧＦ 表达升高ꎬＰＥＤＦ 表

达减少ꎬ在非增殖期和临床前期视网膜血管病变中发挥了

重要的作用ꎬ并促进了糖尿病视网膜病变的发展[８]ꎮ 汪浩

等[９]观察 ２ 型糖尿病患者房水中 ＶＥＧＦ 水平升高ꎬＰＥＤＦ
表达水平明显降低ꎬ提示糖尿病患者房水中存在 ＶＥＧＦ 与

ＰＥＤＦ 的失衡ꎬ可能与糖尿病视网膜病变的发生、发展有

关ꎮ 陈艳文[１０]观察糖尿病合并白内障患者房水中 ＶＥＧＦ
及炎性因子 ＩＬ－６、ＩＬ－８ 的表达明显升高ꎬ我们以前的研究

结果也显示糖尿病合并白内障患者房水中 ＩＬ－６、ＶＥＧＦ 的

表达升高ꎬ并与术后黄斑水肿有一定的相关性ꎬ提示炎症

反应及眼内 ＶＥＧＦ 水平的变化与糖尿病患者白内障的发

生有密切相关性[１１]ꎮ
２００５ 年 Ｓｅｇｅｖ 等[１２]利用 ｃＤＮＡ 微阵列技术发现人晶

状体前囊下的 ＬＥＣｓ 中存在 ＰＥＤＦꎮ 进一步研究发现

ＰＥＤＦ 的表达位于 ＬＥＣｓ 胞浆内[１３]ꎮ 根据在其它组织细胞

中 ＰＥＤＦ 生物学特性的研究结果[１４－１５]ꎬＰＥＤＦ 可反映细胞

增殖潜能ꎬ而且在细胞周期复杂的调控网络中起负性效

应ꎬ是表达广泛的细胞生存 / 保护因子ꎮ 晶状体作为一个

无血管组织ꎬ认为晶状体中合成与表达 ＰＥＤＦ 是为了维持

无血管化ꎬ推测 ＰＥＤＦ 的存在可能是晶状体在进化过程中

获得的血管生成抵御机制ꎮ
刘恬等[１６]检测到 ６ 岁以下的先天性白内障 ＬＥＣｓ 中

ＰＥＤＦ 的表达水平远高于 ５０ 岁以上年龄相关性白内障ꎬ提
示 ＰＥＤＦ 的表达下调可能导致晶状体的老化ꎮ 进一步研

究发现年龄相关性白内障前囊下 ＬＥＣｓ 中 ＰＥＤＦ 的蛋白和

基因表达及其水平随着晶状体混浊程度的增加呈下降趋

势[１４]ꎮ 糖尿病患者更容易发生白内障ꎬ具体机制尚不确

切ꎬ既往研究结果显示糖尿病患者房水中存在 ＶＥＧＦ 与

ＰＥＤＦ 的失衡ꎬ糖尿病白内障患者晶状体上皮细胞中

ＰＥＤＦ、ＶＥＧＦ 的表达水平是否存在同样的变化ꎬ尚未见报

道ꎮ 本研究结果显示与年龄相关性白内障患者相比ꎬ２ 型

糖尿病合并白内障患者 ＬＥＣｓ 中的 ＶＥＧＦ 的表达水平升

高ꎬ相反 ＰＥＤＦ 的表达水平明显降低ꎬ与以往研究的糖尿

病患者视网膜组织、房水中的变化趋势一致[８－１０]ꎬ因此我

们推测 ２ 型糖尿病合并白内障患者 ＬＥＣｓ 中也同样存在

ＰＥＤＦ、ＶＥＧＦ 表达的失衡ꎬ并且比年龄相关性白内障的平

衡失调更明显ꎬ这种平衡的明显失调可能导致了糖尿病患

者更早发生白内障、并且进展更快ꎮ 干预眼内 ＰＥＤＦ、ＶＥＧＦ
水平可能为预防和减缓糖尿病患者发生白内障提供新的途

径ꎬ也为糖尿病视网膜病变的治疗提供更长的时间窗ꎮ
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