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Abstract
誗AIM:To study the effect of zinc on galactose- induced
cell apoptosis in human lens epithelial cells (HLEC) .
誗METHODS:HLEC cell line SRA01 / 04 cells were cultured
in DMEM medium and divided into six groups: control
group, galactose treatment group, zinc supplement
group, zinc supplementation combined with galactose
treatment group, zinc deficiency group, zinc deficiency
combined with galactose treatment group. The cell
viabilities were assayed by MTT, cell morphology and
apoptosis were detected by fluorescence microscope and
flow cytometry, respectively.
誗RESULTS:The cell viabilities induced by galactose (0,
25, 50, 75, 100, 125mmol / L) were (100. 0依5. 4)%, (97. 5依
3. 2)%, (91. 3依5. 3)%, (93. 4依0. 6)%, (86. 6依1. 4)% and
(83. 5 依 0. 4)%, respectively. When the concentration of
galactose was 100 and 125mmol / L, cell viability was
significantly decreased, compared with the untreated cells
(P< 0. 05) . Fluorescence microscopy results showed that
the cell nucleus remained uniformly stained in control
group and zinc supplement group. Nuclear shrinkage, a
typical apoptotic morphology, was visible in some cells in
the galactose treatment group, zinc supplementation
combined with galactose treatment group, zinc deficiency

group and zinc deficiency combined with galactose
treatment group. The cell apoptosis in the six groups
were (1. 5 依 0. 1)%, (7. 1 依 0. 2)%, (1. 4 依 0. 1)%, (4. 4 依
0郾 2)%, (5. 5依0. 2)% and (15. 8依0. 3)%, respectively. The
cell apoptosis were significant increased in galactose
treatment group, zinc supplementation combined with
galactose treatment group, zinc deficiency group and zinc
deficiency combined with galactose treatment group,
compared with the control group (P<0. 05), and those of
zinc supplementation combined with galactose treatment
group were significant decreased, and zinc deficiency
combined with galactose treatment group were increased
(P<0. 05), compared with the galactose treatment group.
誗 CONCLUSION: Zinc supplementation protects human
lens epithelial cells against apoptosis induced by
galactose and may have an inhibition effect on cataract
formation.
誗 KEYWORDS: human lens epithelial cells; galactose;
zinc; cell apoptosis
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摘要
目的:研究锌对半乳糖诱导的人晶状体上皮细胞(human
lens epithelial cells,HLEC)凋亡的影响。
方法:将培养的 SRA01 / 04 细胞系分为六组,对照组、半乳
糖处理组、补锌组、补锌联合半乳糖处理组、缺锌组、缺锌
联合半乳糖处理组。 采用 MTT 法检测半乳糖对 HLEC 存
活率的影响,荧光显微镜和流式细胞仪分别检测各实验分
组细胞核形态和细胞凋亡率水平的变化。
结果:不同浓度半乳糖(0、25、50、75、100、125mmol / L)处
理 HLEC 细胞后,细胞存活率分别为 (100郾 0 依 5郾 4)% 、
(97郾 5依3郾 2)% 、(91郾 3 依5郾 3)% 、(93郾 4 依0郾 6)% 、(86郾 6 依
1郾 4)%和(83郾 5依0郾 4)% ,与未处理细胞相比,半乳糖浓度
为 100、125mmol / L 时,细胞存活率显著下降,差异有统计
学意义(P<0郾 05)。 荧光显微镜结果显示对照组和补锌组
的细胞核呈现均一的染色,半乳糖处理组、补锌联合半乳
糖处理组、缺锌组和缺锌联合半乳糖处理组中一些细胞的
细胞核收缩,表现出典型的细胞凋亡形态。 各组的细胞凋
亡率分别为(1郾 5 依0郾 1)% 、(7郾 1 依0郾 2)% 、(1郾 4 依0郾 1)% 、
(4郾 4依0郾 2)% 、(5郾 5依0郾 2)%和(15郾 8依0郾 3)% 。 与对照组
相比,半乳糖处理组、补锌联合半乳糖处理组、缺锌组和缺
锌联合半乳糖处理组的细胞凋亡率显著增加,差异有统计
学意义(P < 0郾 05)。 与半乳糖处理组相比,补锌联合半乳
糖处理组的细胞凋亡率显著下降,差异有统计学意义(P<
0郾 05),缺锌联合半乳糖处理组的细胞凋亡率则显著升
高,差异有统计学意义(P<0郾 05)。

4771

国际眼科杂志摇 2018 年 10 月摇 第 18 卷摇 第 10 期摇 摇 http: / / ies. ijo. cn
电话:029鄄82245172摇 摇 85263940摇 摇 电子信箱:IJO. 2000@ 163. com



结论:补锌可以保护人晶状体上皮细胞抵抗由半乳糖引起
的细胞凋亡,可能对白内障的形成有抑制作用。
关键词:人晶状体上皮细胞;半乳糖;锌;细胞凋亡
DOI:10. 3980 / j. issn. 1672-5123. 2018. 10. 04

引用:贾义,张亮亮,夏欢. 锌对半乳糖诱导的人晶状体上皮细
胞凋亡的影响. 国际眼科杂志 2018;18(10):1774-1777

0 引言
白内障已经成为大多数国家致盲和视力残疾的主要

因素,也是我国老年人群致盲的首要原因[1-4]。 半乳糖性
白内障的发生是由半乳糖代谢有关的酶缺陷引起,在正常
浓度时,半乳糖被代谢为葡萄糖,但在较高浓度时,通过半
乳糖氧化酶的作用转化为醛糖和氢过氧化物,并导致活性
氧(reactive oxygen species,ROS)的产生[5]。 氧化应激被认
为是白内障发生的主要因素[6],在半乳糖性白内障小鼠模
型[7]或半乳糖处理的晶状体上皮细胞[8] 中会产生大量的
ROS。 铜锌超氧化物歧化酶(Cu / Zn-SOD)是一个重要的
ROS 清除剂,它在白内障的形成中有一定的保护作用[9]。
我们的研究表明,补锌可以通过上调 Cu / Zn-SOD 的蛋白
表达水平和活性,保护人晶状体上皮细胞抵抗氧化损
伤[10],而晶状体上皮细胞凋亡是非先天性白内障发生的
早期事件[11-12],但锌对半乳糖诱导的人晶状体上皮细胞
凋亡的影响还不是很清楚。 因此本研究拟用半乳糖诱导
人晶状体上皮细胞凋亡,观察锌对晶状体上皮细胞凋亡的
影响,从而探讨锌在白内障发生中的预防机制。
1 材料和方法
1郾 1 材料摇 高糖 DMEM 培养基、N-2-羟乙基哌嗪-N蒺-2-
乙磺酸(HEPES)、新生小牛血清(NCS)、溴化-4,5-二甲
基-2-噻唑基-2,5-二苯基氮唑(MTT,美国 Gibco 公司);
青霉素 G、硫酸链霉素、胰蛋白酶(美国 Amresco 公司);
PI、Hoechst 33258、N,N,N,N-四-(2-吡啶基甲基)乙二胺
(TPEN)、ZnSO4、半乳糖(美国 Sigma 公司)。
1郾 2 方法
1郾 2郾 1 细胞培养和加药处理 摇 人晶状体上皮细胞 HLEC
细胞系 SRA01 / 04 (美国 Sciencell 公司) 用含体积分数
10%热灭活的 NCS、青霉素 100U / mL 和链霉素100滋g / mL,
pH=7郾 4 的 DMEM 培养基,于 37益、含体积分数 5% CO2

培养箱内培养。 ZnSO4 为补锌试剂,TPEN 可以螯合细胞
中的锌离子导致细胞锌浓度的降低,为缺锌试剂。 经细胞
活力检测,不同浓度的 ZnSO4对人晶状体上皮细胞的活力
没有显著影响,随 TPEN 处理浓度的升高人晶状体上皮细
胞的活力显著下降,补锌和缺锌试剂的浓度参考我们以前
发表的论文,分别为 50滋mol / L 和 1滋mol / L[10],补锌、缺锌
和半乳糖处理细胞的时间均为 12h。 之后将培养的细胞
分为六组:对照组、半乳糖处理组、补锌组、补锌联合半乳
糖处理组、缺锌组、缺锌联合半乳糖处理组。
1郾 2郾 2 细胞存活率检测 摇 将细胞密度为 2 伊105 / mL 的悬
液接种于 24 孔培养板中,培养 12h 后换用新鲜的无血清
培养基继续培养 24h,用不同浓度的半乳糖(25、50、75、
100、125mmol / L)处理细胞 12h 后测定细胞存活率。 测定
细胞存活率前 4h,每孔加入终质量浓度为 0郾 5mg / mL 的
MTT 溶液,继续培养 4h,然后将培养孔内的液体小心吸
出,每孔加入 1mL DMSO,充分溶解 10min,于 570nm 波长
处测定各孔的吸光度(A)值。 细胞存活率(% )= (A实验组-

摇 摇

图 1摇 不同浓度半乳糖对 HLEC细胞存活率的影响摇 aP<0郾 05 vs
未处理组(0mmol / L 半乳糖组)。

A空白组) / (A对照组-A空白组) 伊100% 。 根据细胞存活率测定结
果选择合适的药物浓度,之后按照各实验分组处理细胞。
1郾 2郾 3 荧光显微镜观察细胞核形态摇 按实验分组处理细
胞后,吸尽培养液,加入 0郾 5mL 固定液[甲醇颐冰醋酸 = 3颐 1
(V / V)] 固定 10min,用 PBS 洗涤 2 次后加入 0郾 5mL
Hoechst 33258 染色液(5滋g / mL)染色 30min,PBS 洗涤 2 次
后用荧光显微镜观察细胞核的形态变化。
1郾 2郾 4 细胞凋亡率检测 摇 将细胞密度为 2 伊105 / mL 的悬
液接种至 6 孔培养板中。 细胞培养至 80% 后,将旧的培
养基丢弃,加入新鲜的无血清培养基培养 24h,按照实验
分组加药处理细胞 12h。 之后用冷 PBS 洗涤细胞 2 次,并
收集细胞沉淀,然后用 700mL / L 乙醇在-20益固定 4h,用
PBS 洗涤后,悬浮于 0郾 9mL 缓冲液(含 1% TritonX-100 和
100滋L 0郾 5mg / mL RNase A),37益孵育 30min,调整细胞密
度为 1伊106 / mL,在 100滋L 50滋g / mL PI 染色缓冲液中室温
避光反应 30min,然后加入 300滋L PBS,立即用流式细胞仪
检测细胞凋亡率,样品在 1h 内测试完毕。

统计学分析:采用 SPSS 17郾 0 统计学软件进行统计分

析。 实验数据经 Shapiro-Wilk 检验呈正态分布,用 軃x依 s
表示,经 Levene 检验方差齐。 经单因素方差分析后,组间
的多重比较采用 LSD-t 检验,以 P<0郾 05 为差异有统计学
意义。
2 结果
2郾 1 半乳糖对人晶状体上皮细胞存活率的影响 摇 不同浓
度半乳糖(0、25、50、75、100、125mmol / L)处理 HLEC 细胞
后,细胞存活率比较,差异有统计学意义(F = 10郾 192,P<
0郾 001),细胞存活率分别为 ( 100郾 0 依 5郾 4 )% 、 ( 97郾 5 依
3郾 2)% 、(91郾 3依5郾 3)% 、(93郾 4依0郾 6)% 、(86郾 6依1郾 4)% 和
(83郾 5依0郾 4)% ,随着半乳糖浓度的增加,细胞存活率呈下
降趋势,与未处理组相比,半乳糖浓度为 100mmol / L 和
125mmol / L 时,细胞存活率均显著下降(P = 0郾 014、0郾 006,
图 1)。 后期处理细胞的半乳糖浓度为 125mmol / L。
2郾 2 荧光显微镜观察细胞核形态变化摇 为了检测锌对半
乳糖诱导的 HLEC 细胞核形态变化的影响,我们用荧光染
料 Hoechst 33258 对处理后的细胞进行染色,荧光显微镜
观察细胞核形态。 结果见图 2,对照组和补锌组的细胞核
呈现均一的染色,半乳糖处理组、补锌联合半乳糖处理组、
缺锌组和缺锌联合半乳糖处理组中一些细胞的细胞核收
缩,表现出典型的细胞凋亡形态。 缺锌联合半乳糖处理组
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摇 摇

图 2摇 各分组细胞核形态的变化(伊200,箭头示凋亡细胞核)摇 A:对照组;B:补锌组;C:缺锌组;D:半乳糖处理组;E:补锌联合半乳糖
处理组;F:缺锌联合半乳糖处理组。

图 3摇 各组细胞凋亡率的结果摇 A:对照组;B:补锌组;C:缺锌组;D:半乳糖处理组;E:补锌联合半乳糖处理组;F:缺锌联合半乳糖处
理组。

表 1摇 各组细胞凋亡率的比较 (軃x依s,% )
组别 样本量 细胞凋亡率

对照组 6 1郾 5依0郾 1
半乳糖处理组 6 7郾 1依0郾 2a

补锌组 6 1郾 4依0郾 1
补锌联合半乳糖处理组 6 4郾 4依0郾 2a,c

缺锌组 6 5郾 5依0郾 2a

缺锌联合半乳糖处理组 6 15郾 8依0郾 3a,c

注:aP<0郾 05 vs 对照组;cP<0郾 05 vs 半乳糖处理组。

中的细胞表现出明显的核浓缩和碎片,且细胞凋亡明显
增加。
2郾 3 各组细胞凋亡率的变化摇 各组细胞凋亡率的检测结

果见图 3、 表 1, 经 分 析 差 异 具 有 统 计 学 意 义 ( F =
2214郾 078,P<0郾 001)。 与对照组相比,半乳糖处理组、补
锌联合半乳糖处理组、缺锌组和缺锌联合半乳糖处理组的
细胞凋亡率均显著增加,差异有统计学意义(P<0郾 001)。
与半乳糖处理组相比,补锌联合半乳糖处理组的细胞凋亡
率显著下降,差异有统计学意义(P<0郾 001),缺锌联合半
乳糖处理组的细胞凋亡率则显著升高,差异有统计学意义
(P<0郾 001)。
3 讨论

半乳 糖 性 白 内 障 小 鼠 模 型 和 细 胞 的 研 究 表
明[5,7-8,13-14],半乳糖会诱导大量一氧化氮和羟自由基的产
生,一氧化氮可以和超氧阴离子反应生成过氧亚硝酸根,
不断增强的氧化应激和硝化应激会导致脂质过氧化的产
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生和总谷胱甘肽水平的变化,进一步造成氧化还原状态的
失衡,从而引起白内障的发生。 SOD、过氧化氢酶、谷胱甘
肽过氧化物酶等抗氧化剂可以减缓氧化应激,在白内障的
形成中有一定的抑制作用[5,7-10,13-14]。

本研究对锌在半乳糖诱导的 HLEC 凋亡中的作用进
行了研究,以 HLEC 为研究对象,利用半乳糖诱导 HLEC
凋亡,对补锌和缺锌条件下 HLEC 凋亡和细胞核形态变化
进行了检测。 结果发现,半乳糖处理和缺锌可以引起
HLEC 凋亡的显著增加(P<0郾 05),补锌可以显著降低由
半乳糖处理引起的细胞凋亡(P<0郾 05),缺锌则可以进一
步增加半乳糖诱导的细胞凋亡(P<0郾 05)。 Dai 等[8] 研究
发现,半乳糖处理 HLEC 后,细胞中活性氧水平、脂质过氧
化水平和蛋白质羰基水平升高,且会导致线粒体膜电位下
降和细胞色素 C 释放,最终导致细胞凋亡。 半乳糖处理
导致 HLEC 凋亡的结果和我们的结果类似。 晶状体上皮
细胞凋亡是非先天性白内障发生的早期事件[11-12],补锌
可以显著降低半乳糖引起的细胞凋亡,说明锌对白内障的
发生有一定的预防作用。 Dai 等[15]也发现,微量元素硒对
半乳糖诱导的白内障有一定的预防作用。 最近研究表明,
补锌可以改善老年和糖尿病小鼠的氧化应激[16-17],且锌
稳态的破坏将导致细胞功能异常[18]。 已证明缺锌与人类
大多数眼部疾病有关[19],包括白内障[20]。 我们的研究也
证实补锌可以降低半乳糖引起的细胞凋亡,而缺锌会增加
半乳糖诱导的细胞凋亡,说明锌稳态的异常可能对白内障
的预防和形成起到一定的作用。

我们推测,锌对半乳糖诱导的 HLEC 凋亡的影响与细
胞中 Cu / Zn-SOD 的蛋白表达水平和活性有关[10],补锌可
以提高 Cu / Zn-SOD 的蛋白表达水平和活性,抵抗半乳糖
处理产生的活性氧对细胞的凋亡,而缺锌虽然也可以提高
Cu / Zn-SOD 的蛋白表达水平和活性,但其不足以抵抗半
乳糖处理产生的活性氧对细胞的凋亡。 Dai 等[15] 实验表
明,半乳糖诱导的大鼠白内障的发生和晶状体中 Cu / Zn-
SOD 的蛋白表达水平下降有关。 而 Cu / Zn-SOD 蛋白表达
水平和活性的提高对半乳糖诱导的晶状体上皮细胞凋亡
的抵抗作用还需要进一步的实验验证。 另外,补锌也有可
能提高其他含锌酶的表达和活性,如硒蛋白 R,从而减少
活性氧的产生。 Manikandan 等[13] 研究表明,半乳糖处理
的大鼠中 SOD 的活性升高,而 Iezhitsa 等[14]研究则发现半
乳糖处理的大鼠中 SOD 的活性下降,但脂质体镁牛磺酸
盐和橙皮苷都可以将其恢复至正常活性水平,预防白内障
的发生。

总之,补锌可以保护人晶状体上皮细胞抵抗由半乳糖
处理引起的细胞凋亡,而缺锌会增加半乳糖诱导的细胞凋
亡,说明白内障的发生可能和缺锌有关,锌对白内障的发
生有一定的预防作用。
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