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【中图分类号】　Ｒ７７４
【关键词】　早产儿；近视；凋亡；ｃａｓｐａｓｅ３
【摘要】　目的　观察早产近视小鼠视网膜的凋亡情况以及ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的表达变化，探讨早产近视的发病机理。方法　选取
实验用新生Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠共６０只，随机分成３组（Ｐ６开睑组、Ｐ１０开睑组和自然开睑组），每组各２０只。Ｐ６开睑组和Ｐ１０开
睑组分别于新生６ｄ龄和１０ｄ龄处理右眼，使其睁眼接受提前光照，左眼为自身对照不作处理，自然开睑组小鼠眼睑待Ｐ１４时
自然睁开。所有小鼠于Ｐ１５检影验光获得双眼屈光度数，采用电子数显千分尺测量眼轴长度，ＴＵＮＥＬ法检测各组小鼠视网膜
细胞的凋亡，免疫组织化学方法和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测小鼠视网膜中 ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的表达。结果　Ｐ６开睑组小鼠形成了
（－７．５５±０．１５）Ｄ的相对近视，Ｐ１０开睑组小鼠形成了（－５．２５±０．１０）Ｄ的相对近视，自然开睑组小鼠未形成相对近视，三组
比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；Ｐ６开睑组右眼眼轴长度（２．４９±０．０８）ｍｍ及Ｐ１０开睑组小鼠右眼眼轴长度（２．５１±０．０３）
ｍｍ均明显短于自然开睑组右眼眼轴长度（２．５８±０．０４）ｍｍ，三组比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。免疫组织化学结果显示：
ｃａｓｐａｓｅ３阳性细胞主要表达于Ｐ６开睑组和Ｐ１０开睑组小鼠视网膜内核层和神经节细胞层。ＴＵＮＥＬ结果显示，Ｐ６开睑组和Ｐ１０
开睑组小鼠视网膜视神经节细胞层可见棕黄色凋亡细胞。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示ｃａｓｐａｓｅ３蛋白Ｐ６开睑组（灰度值５２．７０％）和
Ｐ１０开睑组（灰度值３５．７６％）小鼠视网膜中的表达量上调。结论　提前光照刺激可诱导小鼠形成相对近视，接受光照的时间越
早，小鼠形成的相对近视度数越高；提前光照刺激小鼠近视形成过程中，神经节细胞和内核层细胞发生凋亡，ｃａｓｐａｓｅ３蛋白参与凋
亡的发生。

　　近年来围产医学技术发展迅速，使得早产儿的
存活率获得较大程度提高，但与足月儿相比，早产儿

提早离开母体环境，视觉系统发育还未成熟，加上受

低体质量、吸氧等因素影响，出现视觉系统异常或相
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关眼病的几率明显增高。有研究发现，早产儿与足

月儿的屈光发育特点存在明显差异，表现为早产儿

正视化过程相对更短［１］，发生近视的年龄相对更早，

发生率也显著高于同龄足月儿［２３］，并更易形成屈光

不正、屈光参差和斜视、弱视。目前早产儿近视发病

机制尚不明确，因早产所致视觉外环境的改变对早

产儿近视的影响研究也少见报道。本研究通过提前

光照刺激建立早产近视小鼠模型，探究细胞凋亡在

早产近视形成中的作用，为早产儿近视的发病机制

提供一定的理论基础。

１　材料与方法

１．１　主要试剂和仪器　ＹＺ２４带状光检影镜及眼科
显微器械均购于苏州六六视觉科技公司，数显电子

千分尺（精确度０．００１ｍｍ）购于上海三量量具厂，兔
抗人ｃａｓｐａｓｅ３多克隆抗体、ＳＡＢＣ试剂盒、ＤＡＢ染色
剂、ＴＵＮＥＬ试剂盒均购于武汉博士德公司。
１．２　动物模型制作及分组　随机选取实验用新生４
ｄ龄Ｃ５７ＢＬ／６Ｌ小鼠共６０只，雌雄比为２１，体质量
（２．５８±０．２４）ｇ，购于武汉大学医学部动物实验中
心，饲养环境标准清洁级别，温度１８～２５℃。分别
设为Ｐ６开睑组、Ｐ１０开睑组和自然开睑组，每组各
２０只，Ｐ６开睑组小鼠均于新生６ｄ龄手术分离右侧
上、下眼睑使之提前睁眼接受光照，左眼自身对照不

作处理；Ｐ１０开睑组于１０ｄ龄人工开启右侧眼睑，自
然开睑组待１４ｄ龄时眼睑自然睁开。所有小鼠均置
于室内日光灯照明，光照与黑暗周期１２ｈ１２ｈ环
境中分笼饲养，于Ｐ１５进行乙醚麻醉，暗室内检影验
光获得双眼屈光度数；摘除全部小鼠的眼球，电子数

显千分尺和图像分析法测量眼轴长度，随即去除角

膜和玻璃体，用于 ＴＵＮＥＬ检测、ｃａｓｐａｓｅ３免疫组织
化学染色和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，定量检测视网膜中ｃａｓｐａｓｅ
３的表达。本实验中由于采用新生小鼠，实验起始时
共饲养８０余只，实验中死亡１０只，但仅选取符合本
实验条件的６０只。
１．３　Ｃａｓｐａｓｅ３免疫组织化学染色　将视网膜石蜡
切片行二甲苯脱蜡和梯度乙醇水洗，微波抗原修

复，体积分数 ３％Ｈ２Ｏ２室温孵育 ２５ｍｉｎ阻断内源
性过氧化物酶，体积分数 ３％ＢＳＡ室温封闭 ３０
ｍｉｎ。滴加一抗５０μＬ，湿盒内４℃孵育过夜。ＰＢＳ
洗涤５ｍｉｎ×３次，切片稍甩干后滴加与一抗相应
种属的二抗（ＨＲＰ标记）５０μＬ，室温孵育 ５０ｍｉｎ，
ＰＢＳ洗涤 ５ｍｉｎ×３次，滴加 ＳＡＢＣ，室温 ３０ｍｉｎ。
ＰＢＳ洗涤５ｍｉｎ×５次，滴加 ＤＡＢ显色液，显微镜下
控制显色时间，阳性为棕黄色，蒸馏水冲洗切片终

止显色。苏木紫复染，脱水封片，显微镜镜检。对

阳性细胞率和阳性表达强度予以量化评分，即免疫

组织化学评分（ＩＨＳ）。表达水平 ＝染色强度评
分 ×阳性细胞比评分。具体方法如下：每组随机选
取切片３张，在每张切片上随机选３个视野，免疫

组织化学染色强度计分：０分判为阴性，１分判为弱
阳性，２分判为中度阳性，３分判为强阳性。阳性细
胞所占百分比计分：无阳性细胞为０分，阳性细胞
占１％ ～１０％为 １分，１１％ ～５０％为 ２分，５１％ ～
８０％为３分，８１％ ～１００％为 ４分。取各组平均数
作为该蛋白表达的统计数据。应用 ＨＩＳ评分可代
表 ｃａｓｐａｓｅ３蛋白在视网膜细胞中的表达水平。
１．４　ＴＵＮＥＬ检测　将视网膜石蜡切片进行脱蜡处
理。室温下将１ｇ·Ｌ－１ＴｒｉｔｏｎＸ１００和１ｇ·Ｌ－１柠檬
酸钠溶液滴加于切片的标本区域通透８ｍｉｎ，充分洗
涤后室温下静置３０ｍｉｎ。按每张切片５０μＬ的使用
量配制ＴＵＮＥＬ反应液，滴加于切片后湿盒孵育 ６０
ｍｉｎ，阴性对照切片则滴加ＰＢＳ溶液。滴加体积分数
３％甲醇双氧水溶液，避光阻断１５ｍｉｎ，ＰＢＳ溶液充
分洗涤后用体积分数２０％山羊血清封闭２０ｍｉｎ。每
张切片滴加适量过氧化氢酶溶液，３７℃避光孵育３０
ｍｉｎ，ＰＢＳ充分洗涤。滴加新配制的 ＤＡＢ溶液，于显
微镜下掌握显色时间，苏木紫复染，脱水封片，显微

镜镜检。细胞核棕黄染色者即为阳性细胞。

１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　配制裂解液并研磨视网膜
组织，ＢＣＡ法测定蛋白浓度，每例样品取４０μｇ总蛋
白经ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后转至ＰＶＤＦ膜上，封闭液室温
封闭１ｈ，除去封闭液后加入稀释的兔抗人ｃａｓｐａｓｅ３
后４℃过夜，洗涤后加入稀释好的ＨＰＲ抗兔抗体溶
液中室温孵育３０ｍｉｎ，经 ＴＢＳＴ洗涤后在 ＥＣＬ混合
液中反应后于暗室曝光显影。以 ＧＡＰＤＨ蛋白为上
样量参照。使用 ＡｌｐｈａＥａｓｅＦＣ软件处理系统对目标
条带的灰度值进行分析。

１．６　统计学方法　本研究统计学处理采用 ＳＰＳＳ
１９．０统计软件进行分析。计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，配
对ｔ检验分析小鼠双眼屈光度数及眼轴长度，组间比
较采用方差分析；Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　早期光暴露对小鼠屈光状态的影响　正常小
鼠屈光度的变化过程为自远视逐渐向正视或近视发

展。Ｐ６开睑组于６ｄ龄接受提前光照，与自身对照
左眼相比，诱导形成了相对近视；Ｐ１０开睑组右眼于
１０ｄ龄接受光照，也形成了相对近视；而自然开睑组
右眼无相对近视形成；三组间相对近视屈光度比较，

差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，见表１）。

表１　各组小鼠双眼屈光度测量比较 （珋ｘ±ｓ）
组别 ｎ 右眼（φ／Ｄ） 左眼（φ／Ｄ） 相对近视（φ／Ｄ） ｔ值 Ｐ值
Ｐ６开睑组 ２０ ３１．４０±０．２５ ３８．９５±０．３６ －７．５５±０．１５ １８．４２ ＜０．０１
Ｐ１０开睑组 ２０ ３３．８６±０．２７ ３９．１１±０．３２ －５．２５±０．１０ １４．２５ ＜０．０１
自然开睑组 ２０ ３９．１０±０．３５ ３９．１６±０．２２ － ０．３２ ＞０．０５

２．２　各组小鼠眼轴长度的比较　Ｐ６开睑组小鼠右眼
的眼轴长度与自身对照左眼比较差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）；Ｐ１０开睑组小鼠右眼眼轴长度与左眼比
较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；自然开睑组双眼眼
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轴长度比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５，见表２）。

表２　各组小鼠双眼眼轴长度的比较 （珋ｘ±ｓ）
组别 ｎ 右眼眼轴（ｌ／ｍｍ）左眼眼轴（ｌ／ｍｍ） ｔ值 Ｐ值

Ｐ６开睑组 ２０ ２．４９±０．０８ ２．５４±０．０７ ２．５６７＜０．０５

Ｐ１０开睑组 ２０ ２．５１±０．０３ ２．５５±０．０５ １．９８０＜０．０５

自然开睑组 ２０ ２．５８±０．０４ ２．５９±０．０２ １．３０８＞０．０５

２．３　Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白免疫组织化学定量分析　免疫
组织化学染色观察到Ｐ６开睑组、Ｐ１０开睑组小鼠视网
膜中ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达明显增强，呈棕黄色，主要表
达于视网膜内核层细胞和神经节细胞层，表达部位主

要为胞浆，余少量表达于胞核。自然开睑组视网膜

ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达不明显。ｃａｓｐａｓｅ３蛋白在Ｐ６开睑
组、Ｐ１０开睑组和自然开睑组视网膜中的表达逐渐降
低，ＨＩＳ评分分别为４．８８９分、２．８８９分和０．４４４分，差

异有统计学意义（Ｐ＜００５，见图１）。
２．４　ＴＵＮＥＬ结果　Ｐ６开睑组小鼠右眼视网膜可
见较多棕黄色凋亡阳性细胞核，主要表达于神经节

细胞层，内核层也可见少量表达。Ｐ１０开睑组小鼠
右眼视网膜神经节细胞层和内核层可见少量凋亡阳

性细胞核表达。自然开睑组小鼠右眼仅见神经节细

胞层个别阳性细胞核（图２）。
２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的表达水平，结果显示Ｐ６开睑组、Ｐ１０
开睑组及自然开睑组 ｃａｓｐａｓｅ３／ＧＡＰＤＨ灰度值比分
别为５２．７０％、３５．７６％和２２．５０％，表达水平呈逐渐
下降趋势，差异有显著统计学意义（Ｐ＜０．０１）。而三
组左眼视网膜中 ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的表达量比较，差异
无统计学意义（Ｐ＞００５，见图３）。

图１　Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白免疫组织化学染色结果（×４００）。Ａ：Ｐ６开睑组；Ｂ：Ｐ１０开睑组；Ｃ：自然开睑组

图２　ＴＵＮＥＬ法检测各组小鼠视网膜细胞的凋亡情况（×４００）。Ａ：Ｐ６开睑组；Ｂ：Ｐ１０开睑组；Ｃ：自然开睑组

３　讨论

早产是致使儿童视觉系统发育异常及多种相关

眼病发生的高危因素。研究证实，无论有无早产儿

视网膜病变的病史，早产儿近视的发生率均明显高

于足月儿，且正视化过程也呈提前化趋势［１４］。对于

早产儿来说，眼球的屈光发育受多种因素影响，除先

天遗传因素外，外环境中适宜的视觉刺激也尤为重

要。本研究通过控制小鼠提早接受光照的时间，发

现提前光照环境对小鼠的屈光度产生影响。

已有研究显示，Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠出生后双眼闭
合，视网膜各层结构分化发育尚不成熟，直至１４ｄ龄
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图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的表达量

自然睁眼时视网膜形态结构及血管发育才基本完

善，其视网膜生后发育阶段的特点与人早产儿视网

膜发育过程相似［５６］。因此我们利用此特点，于小鼠

正常睁眼前人工开启眼睑，使小鼠眼球接受提前光

照［７］。本研究中提前接受光照的小鼠均形成了较高

的相对近视，不同时期提前光照所致近视的屈光度

数也有明显差异，表现为日龄越小、越早睁眼的小鼠

形成的相对近视屈光度数越高，Ｐ６开睑组小鼠其右
眼屈光度为（３１．４０±０．２５）Ｄ，与自身对照左眼相
比，形成了（－７．５５±０．１５）Ｄ的相对近视。Ｐ１０开
睑组也诱导形成了（－５．２５±０．１０）Ｄ的相对近视。
正常日龄下自然睁眼的小鼠双眼屈光度无明显变

化，这也与早产儿近视发病的流行病学调查结果相

符合，表现为出生体质量越小、胎龄越小的早产儿，

近视发病率及程度也越高。本实验结果显示，开睑

越早形成的相对近视越高，说明不同时期的视网膜

对于光照的敏感性有所差异，由于近视眼的形成过

程涉及多种复杂生物信号的调控，我们推测光照其

自身属性参数可能作为某种促进或调控因素作用于

眼球，影响某些因子的分泌，产生网状分子生物学作

用，推动形成了近视的发生。

９０年代ＸＵ等［８］在病理性近视发病机制的研究

中，曾提出细胞凋亡可能是发生机制之一。此后研

究者在多种实验性近视动物模型眼中均反映近视与

视网膜细胞异常凋亡具有密切相关性，以视网膜光

感受器细胞、外核层、内核层及神经节细胞层多见凋

亡发生［９１０］，超微结构下表现为不同程度的细胞膜

异常收缩破裂、线粒体肿胀、染色质不规则聚集等凋

亡特征。细胞凋亡是一种由细胞内基因编码调控的

主动自杀过程，在凋亡的执行和效应过程中，ｃａｓｐａｓ
ｅｓ介导的级联反应起着关键性作用，当效应ｃａｓｐａｓｅｓ
被激活后，细胞内的靶物质被快速大量水解，诱导细

胞发生不可逆的死亡。其中 ｃａｓｐａｓｅｓ３是多种凋亡
途径下游中执行死亡程序的关键蛋白酶，又被称作

“杀手蛋白”，不仅反映细胞的凋亡水平，还反映凋亡

启动因素的存在［１１］。本研究利用 ＴＵＮＥＬ技术，在
Ｐ６开睑组和 Ｐ１０开睑组小鼠右眼中均检测到视网
膜细胞的异常凋亡，主要分布在神经节细胞层和内

核层，而自然开睑组视网膜凋亡细胞不明显，说明当

视网膜提前接受光照刺激，早产小鼠近视眼形成过

程中伴随着视网膜的异常细胞凋亡现象。

本实验通过免疫组织化学染色发现，在 Ｐ６开睑
组和Ｐ１０开睑组小鼠视网膜组织中ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表

达明显增强，呈棕黄色，主要表达于视网膜内核层细

胞和神经节细胞层，免疫组织化学评分值均明显高

于自然开睑组，差异有统计学意义。这与 ＴＵＮＥＬ检
测结果中显示的视网膜细胞凋亡位置相吻合。同

样，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，Ｐ６开睑组和 Ｐ１０开
睑组小鼠视网膜中 ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达上调，明显高
于自然开睑组，表现为小鼠接受提前光照的时间越

早，ｃａｓｐａｓｅ３的表达量越高。说明 ｃａｓｐａｓｅ３蛋白在
早产近视小鼠模型近视眼视网膜细胞凋亡中扮演重

要角色。提前光照刺激小鼠近视形成过程中，视网

膜中ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达量明显增加，导致神经节细
胞层和内核层细胞发生凋亡损伤，凋亡机理可能与

ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达上调有关。以往在探讨近视发生
与细胞凋亡关系的研究中，多以形觉剥夺性近视和

离焦性近视研究为主。毛俊峰等［１２］发现在形觉剥

夺性近视眼视网膜中 ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的活性增加、表
达量上调，内核层和外核层细胞发生明显凋亡，

ｃａｓｐａｓｅ３蛋白参与凋亡的发生。刘双珍等［１３］进一

步向形觉剥夺性近视眼玻璃体内注射 ｃａｓｐａｓｅ３抑
制剂ＡｃＤＥＶＤＣＨＯ，可使鸡缝合眼视网膜细胞的凋
亡率下降，ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的活性和表达也呈下调趋
势，并且随着 ＡｃＤＥＶＤＣＨＯ剂量增大，抑制视网膜
细胞凋亡的作用也明显增强，表明抑制凋亡“杀手蛋

白”ｃａｓｐａｓｅ３的表达可有效改善和减少视网膜细胞
的凋亡，为实验性近视的研究提供了基础实验依据

和治疗的新思路，但对于保护早产儿视网膜细胞是

否有效仍待更加深入的研究。

综上所述，提前光照刺激方法可建立早产近视

模型，同时提前开睑小鼠视网膜 ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达
量明显增加，在神经节细胞层和内核层均可观察到

细胞的凋亡损伤，提示 ｃａｓｐａｓｅ３的高表达可能是促
进早产近视小鼠视网膜细胞凋亡的原因之一。但是

否存在除过早接受光照刺激外的其他因素作用于眼

球，调控和推动着屈光向近视发展；同时早期视网膜

部分细胞的凋亡是近视形成的伴随因素还是结果尚

不十分清楚。今后将针对早产儿近视的具体分子机

制进一步深入研究。
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会导致神经营养因子的表达下调，包括脑源性神经

营养因子和神经生长因子［１１］。此外，神经生长因子

还可调节轴突生长和突触活动，但具体机制不清［５］。

本研究发现糖尿病状态下，视网膜突触素表达明显

降低，进而说明突触活动已受抑制，因而突触数量明

显降低。应用神经生长因子治疗后，氧化应激程度

降低，突触素表达上升。这提示神经生长因子可能

通过抑制氧化应激提高了视网膜突触数量。

综上所述，本研究发现神经生长因子可通过降

低糖尿病视网膜氧化应激，抑制视网膜细胞凋亡，恢

复视网膜突触数量。提示神经生长因子可能通过氧

化应激途径参与糖尿病视网膜突触可塑性的变化。

这一发现对研究糖尿病视网膜病变的发病机制提供

了新的方向。但因糖尿病视网膜病变发病机制复

杂，神经生长因子对糖尿病视网膜病变的作用可能

涉及众多途径，因此神经生长因子对糖尿病视网膜

突触可塑性的影响及机制仍需进一步深入探讨。
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