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【实验研究】

ＭＦＮ１在透镜诱导豚鼠近视模型视网膜上的表达及其意义△

曾官鹏　严丽英　徐双　
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【关键词】　透镜诱导型近视；视网膜；线粒体融合蛋白１
【摘要】　目的　建立豚鼠光学离焦近视动物模型，初步探索线粒体融合蛋白１（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ１，ＭＦＮ１）在光学离
焦豚鼠近视动物模型视网膜上的表达。方法　给１５只４周龄幼年豚鼠单眼配戴－７．００Ｄ凹透镜，制作光学离焦性豚鼠近视模
型，戴透镜眼作为实验眼，另一眼为自身对照眼。戴镜前及戴镜后１周、２周、３周分别进行检影验光和眼轴长度检查，同时于各
时间点分别随机处死５只豚鼠，采用免疫组织化学染色检测视网膜中 ＭＦＮ１的表达，双眼眼球参数检查结果比较采用 ｔ检验，
对免疫组织化学检查结果做描述定性分析。结果　屈光度：豚鼠戴镜前屈光状态均为远视状态，实验眼和对照眼屈光度差异无
统计学意义（Ｐ＞０．０５）；用－７．００Ｄ凹透镜经１周、２周、３周光学离焦可以造成豚鼠远视屈光度数逐渐下降，戴镜后１周两组
比较差异无统计学意义（Ｐ＝０．３８０）；戴镜后２周及３周实验眼与对照眼比较，差异均有统计学意义（均为 Ｐ＜０．０１）。眼轴长
度：戴镜前豚鼠双眼眼轴长度比较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；戴镜后１周、２周、３周对照眼和实验眼的眼轴均较戴镜前明
显延长，实验眼与对照眼的眼轴长度比较差异均有统计学意义（均为Ｐ＜０．０５）。免疫组织化学检测结果：双眼视网膜均可见部
分视网膜神经节细胞胞浆及胞膜呈黄色或棕黄色着色，但实验眼免疫阳性细胞着色较深，阳性细胞数相对较多；早期豚鼠近视

动物模型视网膜上ＭＦＮ１阳性表达主要见于视网膜神经节细胞，随着透镜诱导时间的延长，ＭＦＮ１在视锥视杆细胞中也出现表
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达，而对照眼无此现象。结论　采用－７．００Ｄ凹透镜能成功诱导光学离焦豚鼠近视动物模型，豚鼠视网膜上可见ＭＦＮ１表达，
随着透镜诱导时间的延长，表达强度和部位逐渐发生变化，提示ＭＦＮ１可能在近视的发生发展过程中起着一定的作用。

　　近视是全球范围内一个主要的健康问题［１］，近

视的患病率在世界范围内都在逐渐增加，特别是在

亚洲的东部和东南部［２］。文献报道［３］近视的发生是

遗传易感性和环境暴露因素之间相互作用的结果，

控制眼球发育的基因或调控眼球生长的因子的表达

发生改变都会导致近视的发生及发展。线粒体融合

蛋白１（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ１，ＭＦＮ１）与视神
经萎缩症蛋白（ｏｐｔｉｃａｔｒｏｐｈｙ１，ＯＰＡ１）在触发线粒体
融合中协同发挥重要作用。ＯＰＡ１广泛分布于视网
膜神经节细胞，是必不可少的视网膜神经节细胞突

触结构和连接［４］。眼睛为高耗能的器官，线粒体功

能发生变化可能会影响到近视的发生发展，提示近

视可能存在与线粒体相关的发病机制。本实验采用

豚鼠作为近视动物模型，初步观察 ＭＦＮ１在豚鼠近
视动物模型中视网膜上的表达情况，为进一步探索

ＭＦＮ１与近视发生及发展的关系提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物　出生断乳后４周龄三色豚鼠１５只
制作光学离焦近视动物模型，雌雄不限，动物购自和

饲养于川北医学院动物实验中心，饲养环境符合医

学实验动物环境设施要求。

１．２　主要试剂和仪器　眼科 Ａ型超声（型号：Ｃｉ
ｎｅＳｃａｎ，法国），检影镜（ＹＺ２４，苏州六六视觉科技股
份有限公司），ＭＦＮ１抗体（Ｎｏｖｕｓ公司，美国，抗体编
号：ＮＢＰ１５１８４１），ＰＶ６００１二抗试剂盒 ＤＡＢ显色试
剂盒（成都科比特生物技术有限公司）。

１．３　动物模型制备及处理　将大小适合的有弹性
的袜子套在豚鼠头部，用水彩笔将豚鼠的左眼、右

眼、鼻、嘴标记出来，取下袜子，用剪刀将标记好的袜

子剪出适合眼、鼻、唇大小的洞，将另外一只相同的

袜子套在前面一只袜子的里面，用水彩笔标记出上

一只袜子的所有洞缘，然后用剪刀将适合各部位的

洞剪出来；将剪好的两只相同的袜子套在一起。

自制一片大小约１２．００ｍｍ的自行车轮胎塑料
材料，中央剪出直径大小约７．００ｍｍ小洞，将打磨好
的－７．００Ｄ的凹透镜镜片用胶水黏在中央有一小孔
的轮胎塑料上，并固定于两只相同袜子之间，推放至

实验眼部位的洞处，然后用针线将凹透镜周边的轮

胎塑料边缘缝合于袜子上，即做成实验使用的头套。

按照随机数字表法随机选择一眼作为透镜诱导

眼（即实验眼），另一眼作为自身对照眼。戴镜前及

戴镜后１周、２周、３周分别进行带状光检影验光和
眼轴长度检查，验光前暗室内豚鼠结膜囊内滴复方

托品卡胺滴眼液，连续３次，间隔１０ｍｉｎ；充分散瞳
后，由一位助手轻轻固定豚鼠头部，验光师用带状光

检影镜检影验光，每眼重复测量三次，计算等效球镜

值，取平均值作为屈光度测量值。验光结束后测量

眼轴长度，测量前用４ｇ·Ｌ－１盐酸奥布卡因滴眼液
行豚鼠角膜表面麻醉，眼科Ａ超设置为手动模式，设
置超声在眼内不同介质的传播速度，前房和玻璃体

为１５４０ｍ·ｓ－１，晶状体１６４５ｍ·ｓ－１，由一位助手固
定豚鼠头部，将探头垂直于角膜平面，对准瞳孔中

心，测量豚鼠眼轴长度，测量５次取平均值。并于戴
镜后１周、２周、３周按照随机数字表法随机选取５
只豚鼠，深度麻醉处死后，摘除双侧眼球，去除玻璃

体及眼前段，将视网膜用４０ｇ·Ｌ－１多聚甲醛固定２４
ｈ，组织脱水，石蜡包埋备用。
１．４　免疫组织化学染色　对照眼和实验眼石蜡包
埋组织５．００μｍ厚连续切取后极部视网膜进行免疫
组织化学染色。免疫组织化学染色实验步骤按照试

剂盒说明书进行：石蜡切片常规脱蜡，梯度酒精脱

水，枸橼酸钠缓冲液中进行抗原热修复，滴加体积分

数３％Ｈ２Ｏ２，室温下孵育１０ｍｉｎ阻断内源性过氧化
物酶，ＰＢＳ洗３次，每次３ｍｉｎ；切片滴加一抗（抗体
编号：ＮＢＰ１５１８４１），按照１２００稀释，湿盒中过夜，
ＰＢＳ冲洗；滴加二抗（抗体编号 ＰＶ６００１），１５～２０
ｍｉｎ后ＰＢＳ冲洗；ＤＡＢ显色，复染，脱水，透明，封片。
１．５　统计学分析　眼球参数检查结果以均数 ±标
准差（珋ｘ±ｓ）表示，使用 ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计分
析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　屈光度测量结果　戴镜前豚鼠双眼均呈不同
程度的远视状态，实验眼和对照眼屈光度比较差异

无统计学意义（Ｐ＞０．０５，见表１）；－７．００Ｄ凹透镜
经１周、２周、３周光学离焦可以造成豚鼠远视屈光
度数逐渐下降：戴镜后１周实验眼和对照眼屈光度
比较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；戴镜后２周实
验眼和对照眼屈光度比较差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０１）；戴镜后３周成功诱导出近视动物模型，实验
眼和对照眼屈光度比较差异有统计学意义（Ｐ＜
００１）。
表１　透镜诱导前后实验眼和对照眼屈光度的比较

（珋ｘ±ｓ，φ／Ｄ）
分组 戴镜前 戴镜后１周 戴镜后２周 戴镜后３周
实验眼 ２．６０±０．５２ ２．１７±０．４１ －０．２２±０．６２ －１．７８±０．５０
对照眼 ２．５７±０．５１ ２．３２±０．５２ １．２５±０．５０ １．０５±０．７３
ｔ ０．１７７ －０．８７７ －７．１４１ －１２．３７５
Ｐ ０．８６０ ０．３８０ ０．０００ ０．０００

２．２　眼轴长度比较　戴镜前对照眼与实验眼眼轴
长度比较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５，见表２）；戴
镜后１周、２周、３周对照眼和实验眼的眼轴均逐渐
延长，两组比较差异均有统计学意义（均为 Ｐ＜
００５），实验眼的眼轴增长更为明显。
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表２　各时间点实验眼和对照眼眼轴长度
（珋ｘ±ｓ，ｌ／ｍｍ）

分组 戴镜前 戴镜后１周 戴镜后２周 戴镜后３周
实验眼 ８．０６±０．１４ ８．１７±０．１５ ８．３４±０．１２ ８．４４±０．１１
对照眼 ７．９７±０．１６ ８．０１±０．１６ ８．０６±０．１６ ８．１０±０．１６
ｔ １．６２５ ２．８５０ ５．４８１ ６．７３９
Ｐ ０．１１５ ０．００８ ０．０００ ０．０００

２．３　ＭＦＮ１免疫组织化学染色结果　ＭＦＮ１免疫组
织化学染色结果见图１，戴镜后１周，双眼均可见部

分视网膜神经节细胞胞浆及胞膜呈黄色或棕黄色着

色，但是实验眼着色较深，阳性细胞数相对较多；戴镜

后２周，实验眼视网膜神经节细胞、双极细胞、视锥视
杆细胞均可见阳性染色表达，而对照眼仅可见极少许

阳性染色细胞，并主要散布于视网膜神经节细胞层；

戴镜后３周对照眼视网膜神经节细胞和双极细胞层
可见极少许ＭＦＮ１阳性染色细胞，而实验眼视杆细胞、
视锥细胞层可见大量阳性棕黄色染色细胞。

图１　视网膜中ＭＦＮ１的表达。Ａ、Ｃ、Ｅ：对照眼，Ｂ、Ｄ、Ｆ：实验眼。Ａ、Ｂ：戴镜后１周，实验眼和对照眼视网膜均可见ＭＦＮ１阳性染色细胞，实
验眼着色相对较深；Ｃ、Ｄ：戴镜后２周，实验眼ＭＦＮ１阳性染色细胞着色较深，呈棕黄色，阳性染色细胞相对较多，不但分布于神经节细胞，而
且在双极细胞和视杆视锥细胞也可见较多棕黄色阳性染色细胞，而在对照眼，仅可见部分阳性染色细胞散布于视网膜神经节细胞层；Ｅ、Ｆ：
戴镜后３周，对照眼视网膜神经节细胞和双极细胞层可见少许ＭＦＮ１阳性染色细胞，而实验眼视杆细胞视锥细胞层可见大量阳性棕黄色染
色细胞

３　讨论

豚鼠是一种哺乳动物，其眼球结构与人类相似

且容易饲养，豚鼠逐渐成为制作近视眼动物模型最

常应用的动物［５］。国内已成功建立豚鼠的近视眼动

物模型［６］，本研究给豚鼠一眼前配戴 －７．００Ｄ的凹
透镜，戴镜后３周屈光度检查结果显示 －７．００Ｄ的
凹透镜诱导出（－１．７８±０．５０）Ｄ的近视改变，与对
照眼组相比差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１），成功建立
了透镜诱导性近视模型。戴镜后３周实验眼的眼轴
长度为（８．４４±０．１１）ｍｍ，与对照组相比差异有统计
学意义（Ｐ＜０．０１）。同时本研究发现戴镜后１周实
验眼和对照眼眼轴长度比较差异有统计学意义，而

实验眼和对照眼屈光度戴镜后２周才出现统计学差
异，推测这是因为豚鼠发育过程中，实验眼和对照眼

眼轴都在逐渐增长，同时眼球内的屈光力也在发生

变化，相对于对照眼，实验眼眼轴变化值相对较快，

而屈光度值是眼轴和眼内屈光力的综合效应，因此

导致了综合效应值在戴镜后１周两组比较还未显示
出统计学差异，而两组之间眼轴长度比较却显示出

了统计学差异。屈光度和眼轴的改变与国内外其他

透镜诱导近视模型研究结果一致，只是在远视屈光

度下降幅度和眼轴延长幅度方面有所不同，原因可

能是由于本实验用的－７．００Ｄ的透镜镜片离角膜距
离约１５ｍｍ，镜眼距较大，有效透镜度数降低，从而
导致屈光度和眼轴改变幅度较低，因此导致本实验

结果与其他研究结果有一定的差异。

近年来在近视致病基因领域的研究已取得一些

成果，有不少候选基因位点已被提出［７９］，但大部分

尚未被独立的研究证实。２００８年［１０］一项研究发现

３ｑ２６上以ＭＦＮ１基因为中心的１５５ｋｂ的区域与近视

有关联（Ｐ＝０．０００１１），这项研究人群中屈光度数主
要以中低度近视为主。同时２０１５年另一项研究［１１］也

提示ＭＦＮ１基因可能与中低度近视有关联。由于近
视是一种发育性疾病，控制眼球发育的基因或调控眼

球生长的因子的表达发生改变都会导致近视的发生

及发展。因此本实验从基因表达方面进一步研究

ＭＦＮ１与近视发生发展的关系。ＭＦＮ１与膜间动力蛋
白ＯＰＡ１协同发挥作用。有研究报道在视神经萎缩模
型鼠中ＯＰＡ１缺失会导致视网膜神经细胞树突结构发
生改变［１２］，ＭＦＮ１可协助ＯＰＡ１调节线粒体功能，影响
视网膜线粒体的调整过程，线粒体功能发生变化可能

会影响到近视的发生发展，提示近视可能存在与线粒

体相关的发病机制。本研究结果提示，在透镜诱导近

视模型过程中，对照眼和实验眼视网膜上均可见

ＭＦＮ１表达，但是阳性细胞染色强度不同，实验眼中
ＭＦＮ１阳性染色细胞颜色较深，同时阳性细胞数较多。
另外本实验也发现，在透镜诱导过程中，戴镜后１周
ＭＦＮ１表达阳性细胞主要位于视网膜神经节细胞层，
随着透镜诱导时间的延长，ＭＦＮ１表达阳性细胞在双
极细胞以及视细胞层逐渐增多，特别是在视锥视杆细

胞层阳性表达明显增多，阳性细胞染色明显增强，而

此种现象在对照眼中未发现。本研究提示在透镜诱

导近视形成过程中 ＭＦＮ１表达是有所改变的，推测
ＭＦＮ１在透镜诱导近视形成过程中有一定的作用，但
是具体机制目前还不清楚。

由于目前国内外关于 ＭＦＮ１在视网膜上表达的
研究很少，而且本研究样本小，因此本研究仅是一初

步探索性研究。目前本实验的免疫组织化学检测只

做到了描述分析和定性检测，实验结果还有待于采

用其他方法进行定量检测和分析来证实。

（下转第１１页）
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效增加实验大鼠ＳⅠＴ，延长 ＢＵＴ，两组比较有显著性
差异。养阴润目丸组、新泪然组、模型组大鼠结膜上

皮细胞中的ＣＸＣＲ３、ＣＣＲ５均有大量阳性表达，且养
阴润目丸组阳性表达率明显低于模型组，实验结果

证明养阴润目丸对干眼的有效作用机制可能是通过

干预ＣＸＣＲ３、ＣＣＲ５的表达来阻断相关炎症反应途
径，从而改善眼表干燥状态。但是，ＣＸＣＲ３、ＣＣＲ５与
系统中其他相关因子的关系及调节机制如何有待进

一步探索阐明。
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