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【实验研究】

光预适应对小鼠视网膜光感受器细胞光损伤的保护作用△
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作者简介：董淑倩，女，１９８３年９月
出生，博士，主治医师。研究方向：

脉络膜、视网膜及玻璃体相关疾病。
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【摘要】　目的　探讨光预适应对视网膜光感受器细胞光损伤的保护作用及其机制。方法
　４２只小鼠随机分为正常对照组、光损伤组、光预适应＋光损伤组和光预适应组。光损伤
组采用４０００Ｌｕｘ白色冷光源对ＢＡＬＢ／ｃ小鼠进行４ｈ持续照射；光预适应＋光损伤组先采
用６００Ｌｕｘ白色冷光源与黑暗（１２ｈ／１２ｈ）交替环境下饲养６ｄ，然后采用４０００Ｌｕｘ白色冷
光源持续照射４ｈ；光预适应组仅采用６００Ｌｕｘ白色冷光源与黑暗（１２ｈ／１２ｈ）交替环境下

饲养不同时间（２ｄ、４ｄ和６ｄ）。正常对照组、光损伤组和光预适应 ＋光损伤组分别采用闪光视网膜电图（ｆｌａｓｈｅｌｅｃｔｒｏｒｅｔｉｎｏ
ｇｒａｍ，ＦＥＲＧ）和组织病理学检查检测视网膜光感受器细胞的功能和形态学变化。光预适应组运用实时荧光定量ＰＣＲ法检测预
适应对小鼠视网膜中白血病抑制因子（ｌｅｕｋｅｍｉａｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｆａｃｔｏｒ，ＬＩＦ）ｍＲＮＡ相对表达水平的影响；运用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测光预
适应对信号转导子和转录激活因子３（ＳＴＡＴ３）蛋白磷酸化水平的影响。结果　ＦＥＲＧ检查结果显示，与正常对照组相比，光损
伤组暗适应ＥＲＧａ波振幅下降，差异有统计学意义（Ｐ＝０．０００）；与光损伤组相比，光预适应＋光损伤组暗适应ＥＲＧａ波振幅显
著增加，差异有统计学意义（Ｐ＝０．０００）。组织病理学检查结果显示，与正常对照组相比，光损伤组小鼠视网膜外核层细胞核数
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量明显减少，差异有统计学意义（Ｐ＝０．０００）；与光损伤组相比，光预适应＋光损伤组外核层细胞核数量明显增多，差异有统计学
意义（Ｐ＝０．０００）。实时荧光定量ＰＣＲ检测结果显示，光预适应显著增加ＬＩＦｍＲＮＡ的相对表达量，且呈时间依赖性（Ｆ＝１２８．７７６，
Ｐ＝０．０００）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，光预适应显著增加ＳＴＡＴ３蛋白磷酸化的相对表达量，且呈时间依赖性（Ｆ＝７３．４９３，Ｐ＝
００００）。结论　光预适应对视网膜光感受器细胞光损伤具有保护作用，其可能通过激活ＬＩＦ／ＳＴＡＴ３信号通道发挥作用。
【关键词】　光预适应；光感受器；白血病抑制因子；光损伤
【中图分类号】　Ｒ７７４．１

　　光是视觉系统进化和发育的动力，功能正常的
视网膜可感受外界光线形成视觉图像；但是，当光线

的光强度、光照时间等超过了视网膜的承受力，将会

造成视网膜光损伤，最终导致光感受器细胞死亡，继

而引起患者视力不可逆性损害。大量流行病学和实

验研究表明，长期接受强光照射是视网膜退行性病

变的高危因素，强光照射引起的视网膜光损伤被作

为研究视网膜退行性疾病主要的模型系统［１］。视网

膜具有内源性自我保护机制，运用非致死性刺激作

为预适应可以增加视网膜对致死强度刺激的抵抗能

力［２］。本研究通过建立小鼠光损伤动物模型来模拟

视网膜光感受器细胞退行性病变，采用中度光照射

作为预刺激，研究光预适应是否对视网膜光感受器

细胞光损伤起保护作用及其可能的机制。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　选用健康清洁级 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠
４２只，５～６周龄，体质量１５～１８ｇ，雌雄兼用，排除
眼部疾患。实验动物的使用遵循 ＡＲＶＯ声明。所有
小鼠饲养温度维持在（２３±１）℃，小鼠可自由获得食
物和饮水，不限制活动。

１．１．２　主要试剂及仪器　生物显微镜（日本奥利巴
斯株式会社）；视网膜电图仪（美国 Ｄｉａｇｎｏｓｙｓ公司）；
实时荧光定量ＰＣＲ试剂盒ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ
（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）；ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＩＩ染料法荧
光定量试剂盒（大连宝生物公司）；兔抗小鼠兔多克隆

ＳＴＡＴ３蛋白抗体、兔抗小鼠兔多克隆ｐＴｙｒ７０５ＳＴＡＴ３
蛋白抗体（美国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司）。
１．２　方法
１．２．１　动物模型的建立
１．２．１．１　实验分组　４２只小鼠随机分为正常对照
组（１２只）、光损伤组（６只）、光预适应 ＋光损伤组
（６只）和光预适应组（１８只）。其中正常对照组中６
只（１２眼）小鼠行闪光视网膜电图（ｆｌａｓｈｅｌｅｃｔｒｏｒｅｔｉ
ｎｏｇｒａｍ，ＦＥＲＧ）和组织病理学检查，另外６只（１２眼）
小鼠分别行实时荧光定量 ＰＣＲ检测６眼和 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ法检测６眼；１８只光预适应组小鼠根据光预适
应时间分为２ｄ组（６只）、４ｄ组（６只）和６ｄ组（６
只），各亚组小鼠分别行荧光定量 ＰＣＲ检测（６眼）
和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测（６眼）。
１．２．１．２　小鼠视网膜光损伤模型的建立　ＢＡＬＢ／ｃ
小鼠暗适应１２ｈ，托品酰胺滴眼液滴眼散大瞳孔后
放置于自制木质的光照箱中，光强度维持在 ４０００

Ｌｕｘ进行４ｈ持续照射。光照后置小鼠于暗环境下
饲养８ｈ后移至正常光照环境下（光／暗：１２ｈ／１２ｈ，
光照强度约为６０Ｌｕｘ），常规饲养５ｄ后行 ＦＥＲＧ功
能学检测和视网膜组织病理学检查。

１．２．１．３　小鼠视网膜光预适应　光预适应组小鼠在
正常光照环境下（光／暗：１２ｈ／１２ｈ，光照强度约为６０
Ｌｕｘ）常规饲养７ｄ后进行光预适应（光／暗：１２ｈ／１２
ｈ，光照强度约为６００Ｌｕｘ），于光预适应后２ｄ、４ｄ和６
ｄ分别提取小鼠视网膜总ＲＮＡ和蛋白行实时荧光定
量ＰＣＲ检测和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测。光预适应＋光损
伤组小鼠在光预适应（光／暗：１２ｈ／１２ｈ，光照强度约
为６００Ｌｕｘ）后６ｄ，进行４０００Ｌｕｘ持续照射４ｈ，后置
小鼠于暗环境下饲养８ｈ后移至正常光照环境下（光／
暗：１２ｈ／１２ｈ，光照强度约为６０Ｌｕｘ），常规饲养５ｄ后
行ＦＥＲＧ功能学检测和视网膜组织病理学检查。
１．２．２　ＦＥＲＧ检测视网膜光感受器细胞功能学变
化　小鼠先置于暗室内进行暗适应１２～１６ｈ，暗适
应 ＥＲＧ在暗室内微弱的红光下进行。小鼠称体质
量后用甲苯噻嗪（２０ｍｇ·ｋｇ－１）和氯胺酮（４０ｍｇ·
ｋｇ－１）腹腔注射麻醉，托品酰胺眼液滴眼散大瞳孔后
将小鼠放置在３７℃的加热垫上，４ｇ·Ｌ－１倍诺喜眼
液双眼表面麻醉。黄金参考电极和接地电极插入小

鼠脸颊结膜面和尾部，双眼角膜中央安放自制环状

黄金丝电极。暗适应 ＥＲＧ给予 ０．００１ｃｄ·ｓ－１·
ｍ－２、０．０１０ｃｄ·ｓ－１·ｍ－２、１．０００ｃｄ·ｓ－１·ｍ－２、
１００．０００ｃｄ·ｓ－１·ｍ－２、２００．０００ｃｄ·ｓ－１·ｍ－２、
４００．０００ｃｄ·ｓ－１·ｍ－２６种不同强度的单次白光全
视野闪烁刺激检测视网膜光感受器细胞的功能。操

作时每种刺激按仪器设置多次重复测量。记录暗适

应ＥＲＧａ波振幅。
１．２．３　小鼠视网膜的组织病理学检查　颈椎脱臼法
处死各组小鼠后摘除眼球，放入４０ｇ·Ｌ－１多聚甲醛
中固定２４ｈ，逐级乙醇脱水，二甲苯透明，沿视神经矢
状轴以颞侧向下包埋眼球。常规脱蜡后制备视网膜

切片，切片厚５μｍ，置于预处理的防脱载玻片上，用苏
木精伊红（ＨＥ）染色。光学显微镜下对外核层光感受
器细胞的数量进行计数。计数方法：视盘为中心，以

０．４８ｍｍ的间隔向上方和下方视网膜各数４列。
１．２．４　实时荧光定量ＰＣＲ检测小鼠视网膜中白血
病抑制因子 ｍＲＮＡ的相对表达水平　颈椎脱臼法
处死小鼠后剥离视网膜，用 Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取总 ＲＮＡ，
并用紫外分光光度计法定量。行逆转录反应合成

ｃＤＮＡ，以其为模板进行实时荧光定量 ＰＣＲ。根据
ＧｅｎＢａｎｋ中ＬＩＦ基因序列设计引物。ＬＩＦ引物序列：
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上游 引 物：５’ＴＧＡＧＡＴＧＣＡＧＧＧＡＴＴＧＴＧＣＣＣＴＴＡ
３’、下游引物：５’ＡＡＡＴＧＡＡＧＡＧＡＧＣＡＴＴＧＧＣＧＣＴ
ＧＣ３’，长度１８７ｂｐ。ＰＣＲ反应条件：９５℃预变性１０
ｍｉｎ，９５℃变性３０ｓ，６０℃退火３０ｓ，共循环４０次。
溶解曲线温度６５～９５℃。对小鼠视网膜中白血病
抑制因子（ｌｅｕｋｅｍｉａｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｆａｃｔｏｒ，ＬＩＦ）ｍＲＮＡ相对
表达量进行计算。

１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测小鼠视网膜 ＳＴＡＴ３蛋
白磷酸化水平　颈椎脱臼法处死小鼠后剥离视网
膜，提取蛋白质。孵育信号转导子和转录激活因子３
（ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ３，
ＳＴＡＴ３）及其磷酸化蛋白（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓ
ｄｕｃｅｒａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ３，ｐＳＴＡＴ３）的一抗
抗体后进行辣根过氧化物酶标记的二抗孵育，然后

进行显色、显影、定影。采用Ｂａｎｄｓｃａｎ５．０软件分析
条带的吸光度（Ａ）值。ｐＳＴＡＴ３蛋白相对表达量 ＝
ｐＳＴＡＴ３蛋白Ａ值／ＳＴＡＴ３蛋白Ａ值。
１．３　统计学方法　实验数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用
ＳＰＳＳ１６．０统计软件包进行统计学分析。正常对照
组、光损伤组和光预适应 ＋光损伤组三组间暗适应
ＥＲＧａ波、视网膜外核层细胞核数量以及组间 ＬＩＦ
ｍＲＮＡ和 ｐＳＴＡＴ３蛋白相对表达量的比较采用方差
分析对均数进行比较，各组两两之间的差异采用

ＬＳＤｔ检验。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　光预适应对小鼠视网膜光感受器细胞功能的
影响　暗适应 ＥＲＧ检查结果显示，６种不同强度光

刺激下，三组间 ａ波振幅差异有统计学意义（Ｆ＝
１９５５３，Ｐ＝０．０００）。与正常对照组相比，光损伤组
ａ波振幅下降，差异有统计学意义（Ｐ＝０．０００）；与光
损伤组相比，光预适应 ＋光损伤组 ａ波振幅显著增
加，差异有统计学意义（Ｐ＝０．０００），见图１。

图１　三组间ａ波振幅比较。与正常对照组相比，ａＰ＜０．０５；与
光损伤组相比，ｂＰ＜０．０５

２．２　光预适应对小鼠视网膜光感受器细胞组织病
理学的影响　组织病理学检查结果显示（图２），三
组间细胞核数量比较差异有统计学意义（Ｆ＝
１４９４５，Ｐ＝０．００５）。与正常对照组［（７７．９６±６２１）
个］相比，光损伤组视网膜外核层每列细胞核数量

［（４６．５３±６０９）个］明显减少，即外核层变薄，差异有
统计学意义（Ｐ＝０．０００）。与光损伤组相比，光预适应＋
光损伤组外核层每列细胞核数量［（６９．１８±８．２６）个］
明显增多，差异有统计学意义（Ｐ＝０．０００），见图３。

图２　小鼠视网膜组织病理学检查结果（ＨＥ染色，×４０）。Ａ：正常对照组；Ｂ：光损伤组；Ｃ：光预适应＋光损伤组。ＯＮＬ：视网膜外核层

２．３　光预适应对 ＬＩＦｍＲＮＡ相对表达量的影响　
实时荧光定量ＰＣＲ检测结果显示，光预适应显著增
加ＬＩＦｍＲＮＡ的相对表达量，且呈时间依赖性（Ｆ＝
１２８．７７６，Ｐ＝０．０００），见图４。与正常对照组相比，
光预适应６ｄ时 ＬＩＦｍＲＮＡ的相对表达量增加１５７
倍（Ｐ＝０．０００）。
２．４　光预适应对 ｐＳＴＡＴ３蛋白相对表达量的影响
　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，光预适应可显著增加
ｐＳＴＡＴ３蛋白的相对表达量，且呈时间依赖性（Ｆ＝
７３．４９３，Ｐ＝０．０００），见图５。与正常对照组相比，光
预适应６ｄ时ｐＳＴＡＴ３蛋白的相对表达量增加１５倍

（ｔ＝２４．２４９，Ｐ＝０．０００）。

３　讨论

年龄相关性黄斑变性、视网膜色素变性等视网

膜退行性病变是严重影响人类视功能的重要疾病，

目前其发病率有明显上升趋势。视网膜退行性病变

与视网膜光感受器细胞的损伤及凋亡密切相关，目

前尚无有效的治疗方法［３］。已有实验证明高强度的

光照可能会引起视网膜光感受器细胞的凋亡，加快

视网膜退行性疾病的进展。因此，本研究采用４０００
Ｌｕｘ白色冷光源对 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠进行４ｈ持续照射

·４１４· 　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｙｋｘｊｚ．ｃｏｍ
眼 科新进展　２０１８年５月　第３８卷　第５期
ＲｅｃＡｄｖＯｐｈｔｈａｌｍｏｌ　Ｖｏｌ．３８Ｎｏ．５Ｍａｙ２０１８



图３　视网膜外核层每列光感受器细胞核数量

图４　实时荧光定量ＰＣＲ检测ＬＩＦｍＲＮＡ相对表达量的分析图。
与正常对照组相比，ａＰ＜０．０５

图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｐＳＴＡＴ３蛋白相对表达量的分析图。Ａ：
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果代表性图形；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ灰度值扫描分析
图。与正常对照组相比，ａＰ＜０．０５

制作小鼠视网膜光损伤模型来模拟视网膜变性，并

探讨光预适应对视网膜光感受器细胞光损伤的作用

及其机制。

有研究发现，机体预先经受一次或多次非致死

性刺激后可获得对更严重致死性损伤的耐受性，多

数学者发现这种内源性保护现象广泛存在于肝、

脑、肾等多种组织和器官［４］。还有学者发现低氧预

刺激可增加视网膜对致死强度光刺激和缺血刺激

的抵抗能力，其机制尚不明确，可能通过反应性上

调各种保护因子，激活大量的受体和信号通道而延

迟光感受器细胞的凋亡［２，５］。本研究采用６００Ｌｕｘ
光强度作为光预刺激，研究中等强度光预适应对视

网膜光感受器细胞光损伤的作用。本研究发现，光

预适应对视网膜光感受器细胞光损伤的功能和形

态均具有保护作用，而且光预适应可显著增加 ＬＩＦ
ｍＲＮＡ和 ｐＳＴＡＴ３蛋白的相对表达量，且均呈时间
依赖性。

ＬＩＦ是白细胞介素６（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６，ＩＬ６）家族中
的一员，其相对分子质量为 ２００００，最早因能抑制
Ｍ１髓系白血病细胞增殖以及诱导其向巨噬细胞分
化而得名。外源性ＬＩＦ呈剂量依赖性保护视网膜的
功能和形态，在光损伤和遗传性视网膜退行性病变

动物模型中ＬＩＦ均表达上调；基因敲除ＬＩＦ极大加速
了遗传性视网膜退行性病变动物模型视杆细胞的凋

亡［６］。ＬＩＦ通过白血病抑制因子受体（ｌｅｕｋｅｍｉａｉｎ
ｈｉｂｉｔｏｒｙｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＬＩＦＲ）和糖蛋白１３０（ｇｌｙｃｏｐｒｏ
ｔｅｉｎ１３０，ｇｐ１３０）异构杂合受体发挥生物学作用［７］。

视网膜光损伤动物模型中已明确证实 ＬＩＦＲ／ｇｐ１３０
复合体的保护系统仅有Ｊａｋ／ＳＴＡＴ３信号转导通路参
与其中［８］。我们前期体外实验发现，在正常和氧化

损伤条件下，外源性 ＬＩＦ均可激活光感受器视锥细
胞株（６６１Ｗ细胞）ＳＴＡＴ３信号通路，呈浓度和时间依
赖性。运用 ＳＴＡＴ３特异性阻断剂 Ｓ３Ｉ２０１阻断
ＳＴＡＴ３信号通路，可显著削弱ＬＩＦ对６６１Ｗ细胞的保
护作用，这表明 ＬＩＦ／ＳＴＡＴ３信号通道对６６１Ｗ细胞
具有直接保护作用［９１０］。本研究通过体内实验也发

现，光损伤条件下，中等强度光预刺激可激活视网膜

ＬＩＦ／ＳＴＡＴ３信号通道。
综上所述，中等强度光预刺激对视网膜光感受

器细胞光损伤具有保护作用，可能通过激活 ＬＩＦ／
ＳＴＡＴ３信号通路而发挥其作用。这一结果为预防视
网膜退行性病变及相关治疗手段的研发开辟了新的

思路。
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治疗或预防 ＤＲ的报道尚少。因此，本研究采用基
因沉默技术抑制ＨＭＧＢ１的表达，观察其能否减轻或
逆转ＤＲ的发生发展。

ＲＮＡ干扰是转录后基因沉默的有力工具，是研
究基因功能的新方法［１５１６］。本研究中采用基因沉默

的方法，将 ＨＭＧＢ１ｓｉＲＮＡ转染入 ＨＲＥＣｓ中，抑制
ＨＭＧＢ１的蛋白表达，以观察其对ＨＲＥＣｓ的影响。

本研究发现，高糖可导致 ＨＲＥＣｓ细胞凋亡，呈
明显的时间和剂量依赖性，这也与一些学者的研究

相似［１７１８］。而 ＨＭＧＢ１ｓｉＲＮＡ可以逆转高糖环境下
的ＨＲＥＣｓ细胞凋亡。在流式细胞仪检测的结果中，
我们发现ＨＭＧＢ１ｓｉＲＮＡ只能抑制细胞凋亡的早期
阶段，对坏死的细胞没有太大的影响。这些有待于

今后的实验进一步研究。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果表
明，ＨＭＧＢ１ｓｉＲＮＡ可以降低 ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３蛋白
的表达，增加 Ｂｃｌ２蛋白表达。这表明 ＨＭＧＢ１ｓｉＲ
ＮＡ的抗凋亡作用是通过抑制ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３蛋白
和促进Ｂｃｌ２蛋白的表达实现的。

当然，本研究也存在一些不足之处，主要为我们

模拟的是体外实验部分，ＨＭＧＢ１ｓｉＲＮＡ在体内是否
能发挥同样的作用尚不十分清楚，需要在今后的实

验中进一步验证。综上，本研究结果表明，ＨＭＧＢ１
在ＤＲ的发生发展中起着重要的作用，ＨＭＧＢ１ｓｉＲ
ＮＡ的基因治疗可能是ＤＲ的一个新的治疗策略。
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