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【中图分类号】　Ｒ７７４．１
【关键词】　光损伤；视网膜电生理；转基因鼠；阿尔茨海默病
【摘要】　目的　初步研究在光照损伤作用下ＴｇＡＰＰｓｗｅＰＳ１转基因鼠视网膜结构和功能的
改变情况。方法　给予６月龄阿尔茨海默病转基因鼠（ＴｇＡＰＰｓｗｅＰＳ１鼠）１００００ｌｕｘ光照
处理，每天光照１２ｈ，连续光照６个月，光照处理为实验组，设鼠龄匹配的转基因鼠为对照
组，在光照６个月后（即小鼠１２个月时）对实验组与对照组小鼠进行视网膜电图检测，取
材并进行切片，行ＨＥ染色并观察视网膜各层结构改变，予以视网膜厚度测量并进行统计
学分析。结果　对照组Ｒｏｄ反应ａ、ｂ波波幅分别为（１８．３３±３．５３）μＶ、（１０７．５８±１４．７２）
μＶ，Ｍａｘ反应ａ、ｂ波波幅分别为（６４．８０±７．５７）μＶ、（１７８．７６±１４．４７）μＶ；实验组光照６个
月后小鼠视网膜电图Ｒｏｄ反应ａ、ｂ波波幅分别为（１７．９２±４．８９）μＶ、（２１．８３±５５１）μＶ，
Ｍａｘ反应的ａ、ｂ波波幅分别为（１８．２３±４．４４）μＶ、（２４．５０±４．４９）μＶ；与对照组比较，Ｒｏｄ
反应的ｂ波和Ｍａｘ反应的ａ、ｂ波的波幅下降明显，差异均有统计学意义（均为Ｐ＜０．０５）；
在Ｒｏｄ和Ｍａｘ反应里ａ波和ｂ波的潜伏期改变不明显。与对照组比较，经过光照处理后，
实验组小鼠视网膜结构发生明显改变，以外核层与感光细胞外节明显，视网膜厚度明显变

薄，为（１０２．３４±９．３８）μｍ，与对照组（１８１．３２±１３．４７）μｍ比较差异有统计学意义（Ｐ＝
００１７）。结论　高强度光照可以造成ＴｇＡＰＰｓｗｅＰＳ１鼠视网膜结构损伤和功能障碍。

阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓｄｉｅａｓｅａ，ＡＤ）是年龄相关退行性疾病［１］，转基因

动物是目前最好的ＡＤ研究实验对象。现今，研究者们普遍集中在单一的对转
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基因动物视网膜进行研究，也已经发现 ＡＤ转基因
动物视网膜上存在结构异常［２３］，但是对 ＡＤ转基因
动物在环境因素干预下的变化却不甚了解，考虑光

照因素是眼部接受的环境因素之一，且光照损伤是

视网膜疾病中的一个重要环境因素，那么是否光照

损伤可以引起 ＡＤ转基因鼠视网膜功能结构的变
化？为此，本实验选择 ＡＤ转基因鼠 ＴｇＡＰＰｓｗｅＰＳ１
为研究对象，研究在光照损伤作用下 ＴｇＡＰＰｓｗｅＰＳ１
转基因鼠视网膜结构和功能变化，为 ＡＤ相关的眼
部变化提供环境保护模式。

１　材料与方法

１．１　实验动物和分组　ＴｇＡＰＰｓｗｅＰＳ１小鼠［Ｂ６Ｃ３
Ｔｇ（ＡＰＰｓｗｅ，ＰＳＥＮ１ｄＥ９）８５Ｄｂｏ／Ｊ（Ｔｇ）］由 Ｊａｃｋｓｏｎ
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ实验室（ＢａｒＨａｒｂｏｒ，ＭＥ，美国）购买引进
繁殖。本研究对所有转基因鼠都进行了基因型鉴

定。研究中取ＡＰＰｓｗｅ（＋）与 ＰＳＥＮ１ｄＥ９（＋）的 ＡＤ
转基因鼠为实验鼠。筛选鼠龄为６个月的阳性转基
因小鼠共１２只，其中实验组和对照组各６只。
１．２　实验仪器与试剂　切片机 Ｃｍ１８５０１１（德国
ｌｅｉｃａ公司），荧光显微镜（德国蔡司Ａｘｉｏｙｌａｎ２），罗兰
电生理仪（德国ＲＥＴＩＰＯＲＴ公司），４０ｇ·Ｌ－１多聚甲
醛（美国Ｓｉｇｍａ公司），复方托吡卡胺（沈阳兴齐制药
公司）。

１．３　方法
１．３．１　光照处理　实验组小鼠均应用动物光损伤
装置（专利ＺＬ２０１６２０２２７０６４．Ｘ）给予光照干预，设光
照度为１００００ｌｕｘ，每天光照１２ｈ，光照处理６个月，
在光照过程保持小鼠瞳孔散大。对照组于正常环境

中饲养。

１．３．２　视网膜电图检查　视网膜电图（ｅｌｅｃｔｒｏｒｅｔｉ
ｎｏｇｒａｍ，ＥＲＧ）检查按照文献［４］的方法进行。在光
照６个月即小鼠１２个月大时两组小鼠均行 ＥＲＧ检
查，行ＥＲＧ检查前所有小鼠均暗适应过夜至少８ｈ，
复方托吡卡胺散瞳后，４３ｇ·Ｌ－１水合氯醛腹腔注射
麻醉，角膜上滴５ｇ·Ｌ－１普鲁卡因表面麻醉，然后于
角膜上放置角膜电极，于尾巴上皮下插入接地电极，

舌形参考电极放置在舌下。在 －２５ｄＢ白色闪光刺
激下获得 Ｒｏｄ反应，在 ０ｄＢ白色闪光刺激下获取
Ｍａｘ反应，３ｓ内３次独立的刺激合成一个反应，每眼
测量３次反应，分别获得ａ、ｂ波的波幅、潜伏期等数
据，取平均值进行统计。

１．３．３　石蜡切片和免疫组织化学染色　光照６个
月（即小鼠鼠龄为１２个月）时终止实验。切片和免
疫组织化学染色按照文献［５］的方法进行：两组小鼠
均于麻醉并心脏灌注后取眼球，４０ｇ·Ｌ－１多聚甲醛
常温下固定２４ｈ，置于４℃备用。予以石蜡切片：常
规漂洗后，梯度乙醇脱水，二甲苯浸泡４５ｍｉｎ，在熔
点为５２～５６℃的软蜡中浸泡１５ｍｉｎ×２次，浸蜡的
组织块放入包埋框中，硬蜡（熔点为６０～６２℃）包

埋，蜡块备用。切片机连续切片，厚约４μｍ。切片
贴附于载玻片上，双蒸水浸泡５ｍｉｎ，以保持最好细
胞形态；苏木素染料中浸泡１５ｓ，流水下冲片直至深
紫色变为浅紫色；在体积分数１％的稀氨水ＨＣＬ中
停留６０ｓ，使得苏木素着色区变为淡蓝色；流水冲
片，双蒸水中浸泡５ｍｉｎ；５ｇ·Ｌ－１伊红２～３ｍｉｎ染
细胞浆，流水洗；染色后，常规依次经体积分数８０％
（１ｍｉｎ×２次）、９５％（３ｍｉｎ×２次）、１００％（５ｍｉｎ×２
次）乙醇脱水，二甲苯透明，中性树胶封片，显微镜下

观察并采集图像。

１．４　图像采集、统计分析　ＥＲＧ检查获得数据、视
网膜切片 ＨＥ染色图像采集都由一人独立完成，在
相同实验条件下采集图像，由专门人员进行统计分

析。视网膜厚度计数：取经视盘非连续性切片，ＨＥ
染色后使用 Ｐｈｏｔｏｓｈｏｐ９中的 ｒｕｌｅｒ工具，在距视盘
３００～６００μｍ处测量视网膜内界膜到视网膜外节的
距离。

所有数值型实验数据均以均数 ±标准差表示
（珋ｘ±ｓ），组间均数两两比较采用 ＳＰＳＳ１９．０软件中
Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｔ检验。以 Ｐ＜０．０５为差异具有统计学
意义。

２　结果

２．１　光照干预下ＴｇＡＰＰｓｗｅＰＳ１鼠视网膜电生理改
变　实验组和对照组小鼠光照后 ＥＲＧ波形图见图
１。ａ、ｂ波波幅值见表１，潜伏期见表２。

由图１可知，对照组Ｒｏｄ波形明显，存在明确的
ａ波和 ｂ波波形，给予光刺激后从 ａ波快速上升，形
成平台，到达 ｂ波（图１Ａ）。实验组 ＥＲＧ也检测到
Ｒｏｄ反应，但是 Ｒｏｄ反应的波形较对照组明显低矮
变平，甚至个别呈现为直线型，类似熄灭改变（图

１Ｃ）；由于ａ波波形往往呈直线型，导致 ａ波波幅值
常不明显，接近基线，数值采集困难，故本研究结果

显示 Ｒｏｄａ波波幅同对照组比较虽有下降，但是下
降不明显，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；Ｒｏｄｂ波
波幅同对照组比较下降幅度大，差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０５），波形变平坦。
对照组 Ｍａｘ反应检测示，Ｍａｘ反应存在明确的

ａ波和 ｂ波波形（给予光刺激后出现的第一个波谷
即为 ａ波，继而出现波峰再迅速上升形成最高的波
峰即为 ｂ波；图１Ｂ）。实验组与对照组相比，Ｍａｘａ
波、ｂ波波幅均下降明显，差异均有统计学意义（均
为 Ｐ＜００５）；甚至在部分实验组转基因小鼠上，
Ｍａｘ反应波形呈熄灭状改变，考虑为光照 ６个月
后，视网膜损伤过大导致波幅过小而无法被机器识

别所致。

在Ｒｏｄ与Ｍａｘ反应的 ａ、ｂ波潜伏期，实验组与
对照组间比较，差异均无统计学意义（均为 Ｐ＞
００５），说明视网膜电生理检查中，Ｒｏｄ与 Ｍａｘ反应
的ａ、ｂ波的潜伏期均没有受到损害。
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图１　实验组和对照组小鼠光照后 ＥＲＧ波形图（横坐标为２０
ｍｓ，纵坐标为２００μｖ）。Ａ：对照组 Ｒｏｄ反应；Ｂ：对照组 Ｍａｘ反
应，Ｃ：实验组Ｒｏｄ反应；Ｄ：实验组Ｍａｘ反应

表１　两组小鼠光照后ａ、ｂ波波幅值 （Ｕ／μＶ）
组别 Ｒｏｄａ Ｒｏｄｂ Ｍａｘａ Ｍａｘｂ
对照组 １８．３３±３．５３１０７．５８±１４．７２６４．８０±７．５７１７８．７６±１４．４７
实验组 １７．９２±４．８９ ２１．８３±５．５１１８．２３±４．４４ ２４．５０±４．４９

注：与对照组相比，Ｐ＜０．０５

表２　两组小鼠光照后ａ、ｂ波潜伏期 （ｔ／ｍｓ）
组别 Ｒｏｄａ Ｒｏｄｂ Ｍａｘａ Ｍａｘｂ
对照组 ２７．３３±１．２９ ５４．６２±３．６８ １６．６７±１．２７ ３３．５２±４．２７
实验组 ２５．３８±３．３３ ５２．８０±２．８３ １６．８３±０．８３ ３３．７５±４．２６

２．２　光照损伤ＴｇＡＰＰｓｗｅＰＳ１小鼠视网膜结构改变
　对照组视网膜各层结构完整，未见明显异常改变。
经光照损伤后，实验组视网膜结构存在明显变化：外

核层与感光细胞外节明显变薄，甚至在个别实验组

小鼠仅剩下１～２层外核层，感光细胞外节消失，呈
缺失性改变；对组织切片进行视网膜厚度测量，发现

对照组和实验组的视网膜厚度分别为（１８１．３２±
１３４７）μｍ和（１０２．３４±９．３８）μｍ，二者相比差异具
有统计学意义（Ｐ＝０．０１７）。

３　讨论

关于 ＡＤ转基因鼠视网膜结构的研究已有报
道［３，６］，但是对在环境因素下的其视网膜功能的变化

却研究甚少。光照暴露已经被证实是许多视网膜疾

病的相关危险因素［７１０］，但是光损伤对ＡＤ疾病模型
鼠的视网膜影响如何却甚少研究。为了探讨 ＡＤ转
基因鼠暴露在光照损伤因素下的视网膜功能结构改

变，本研究将ＡＤ转基因鼠置于光急性损伤模型下。
据以往研究报道，视网膜电生理检查是小鼠视功能

比较客观的检查手段［１０］，ＥＲＧ的 ａ、ｂ波波幅下降代
表视网膜功能减退；在本研究中，ＡＤ转基因鼠接受
光照损伤后，视网膜ＥＲＧ的Ｒｏｄ和Ｍａｘ反应发生明
显改变，尤其以 ａ、ｂ波的波幅下降明显，与此同时，
ＨＥ染色结果示视网膜厚度变薄，结合两者结果，强
烈提示光照可以造成 ＡＤ转基因鼠视网膜急性损伤
性改变。

ＥＲＧ中ａ波代表视网膜外层功能，提示光感受
器的变化，ｂ波指示视网膜胶质细胞的功能，当视网
膜外层结构发生改变时，必然存在 ａ、ｂ波波幅的变
化，本研究结果提示光感受器层、外核层受损，结合

ＥＲＧ的ａ、ｂ波波幅下降，说明光照损伤 ＡＤ转基因
鼠视网膜功能改变同结构改变是一致的，提示光照

损伤可以导致ＡＤ转基因鼠视网膜结构功能发生明
显改变；此结果同已有的研究报道基本一致［１０１１］，都

提示光照存在损伤视网膜结构功能的潜在危险性。

本研究发现光照刺激转基因鼠后，视网膜 ＥＲＧ
的ａ、ｂ波潜伏期未发生改变，同之前的光损伤研究
报道基本相一致［１１］，考虑到视网膜结构的变化，说

明急性光照对ＡＤ转基因鼠视网膜突触连接可能影
响不大，但是因为ＥＲＧ潜伏期提示的仅为视网膜对
光线应答的起始，只要有细胞存在应答，就可以表现

在潜伏期上无变化，故而在本研究中的提示意义

有限。

需要指出的是转基因鼠光照后感光细胞外节和

外核层明显改变，严重损伤的视网膜外核层往往仅

留下１～２层结构，感光细胞外节完全消失，呈缺失
样改变，在我们的 ＥＲＧ结果中，发现在某些个例里
存在ＥＲＧ呈熄灭状，所以功能异常同结构改变是一
致的，都提示了高强度光照对 ＡＤ转基因鼠视网膜
的严重损伤作用，这种严重破坏的现象已有报

道［１２］，但这种报道仅在白化大鼠上存在，所以推测

ＡＤ转基因鼠的这种改变应该同本研究设定的研究
条件有关，除了考虑到设定的光照损伤为急性强损

伤外，已有研究报道 ＡＤ转基因小鼠的视网膜结构
存在改变［４，１３１５］，这种改变就包括视网膜厚度的减

少，视网膜结构中某些突触存在损伤，那么极有可能

是转入的ＡＤ致病基因与光照损伤存在一定的关联
性，且可能两者呈协同性作用，转入的 ＡＤ基因对光
照损伤产生了放大效应，才致使视网膜结构剧烈变

化，至于其中的具体机制尚不清楚；是否有其他因素

的参与，ＥＲＧ的结果没有进一步提示，有待进一步研
究。

考虑到本研究仅选择了一个时间点，不存在连

续性观察，所以无法提示光照对转基因小鼠视网膜

损伤的始动机制，也无法判断损伤的过程，急性损伤

的具体过程有待进一步研究；由于本研究选择光照

参数过强，导致视网膜急性破坏严重，而无法模拟现

实中的慢性损伤过程，也因此减弱了本研究的实际

意义。

综上所述，给予ＡＤ转基因小鼠光照损伤因素，
可以引起视网膜结构和功能的损伤，其具体机制有

待进一步研究。
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《眼科新进展》杂志征订启事

　　《眼科新进展》杂志是由新乡医学院主办的眼科学高级
学术刊物，创刊于１９８０年，大１６开，１００页，国内外公开发行。
１９９９年加入国家科技部《万方数据系统科技期刊群》和《中国
学术期刊（光盘版）》，１９９７年被上海医科大学图书馆选定为
医学类核心期刊，２０００年被美国《化学文摘》收录，２００１年被
俄罗斯《文摘杂志》收录，自２００２年连续入选中国科技论文
统计源期刊（中国科技核心期刊），自２００８年连续入选中国
中文核心期刊，并连续被评为河南省二十佳科技期刊。２００９
年入选ＷＨＯ西太平洋地区医学索引（ＷＰＲＩＭ），并被评为
ＲＣＣＳＥ中国核心学术期刊。２０１６年被《中国学术期刊文摘》
收录。国际标准连续出版物号为：ＩＳＳＮ１００３５１４１，国内统一

刊号：ＣＮ４１１１０５／Ｒ，邮发代号：３６４２。
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ｔｉｃｌｅ）、海外信息（Ｏｖｅｒｓｅａｓｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ）、消息（Ｎｅｗｓ）、读者来
信（Ｌｅｔｔｅｒｓ）等栏目。本刊读者对象主要是眼科学临床、科研
和教学工作者。欢迎国内外眼科医学工作者踊跃投稿和订

阅。国内每期定价１０００元，全年定价１２０００元。如错过邮
局订阅，可直接汇款到我刊编辑部。联系地址：河南省新乡市

金穗大道６０１号，新乡医学院期刊社《眼科新进展》杂志编辑
部，邮编：４５３００３。联系电话：０３７３３０２９４０４；Ｅｍａｉｌ：ｙｋｘｊｚ＠ｘｘ
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