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!实验研究!

内质网应激对光照诱导的人视网膜色素上皮

细胞损伤的促进作用
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!!(摘要)!背景!视网膜色素上皮"?@)#细胞的光损伤模型是多种视网膜变性类疾病的研究工具'光诱

导 ?@)细胞损伤的主要病理基础是凋亡及炎症反应'但是内质网应激")?A#反应是否参与其病理机制的研

究国内外少有报道*!目的!探讨 )?A 对光损伤诱导的人 ?@)细胞凋亡的作用及其机制*!方法!体外培养

人 ?@)细胞株"B?@)>'=#'将培养的细胞分为正常对照组及光照 %%#%'" 和 "( / 组'各光照组在培养箱内以
"" $$$C2$$#-D的白色荧光灯光照细胞建立光损伤模型'正常对照组细胞在暗环境中培养且不给予光照射'筛

选实验最适光照时间* 将细胞分为正常对照组%光照组 "光照 '" /#和苯基丁酸 "(>@EB#预处理F光照组'

(>@EB预处理F光照组先用 )?A 抑制剂 (>@EB培养细胞 %$ *,0'然后光照细胞 '" /* 采用流式细胞仪检测各

组人 ?@)细胞的凋亡率和细胞内活性氧"?8A#的荧光强度$采用 )G9AB法检测各组细胞上清液中炎性因子

白细胞介素>'!"9G>'!#和肿瘤坏死因子>""HIJ>"#质量浓度$分别采用实时荧光定量 @K?和 LM<NMO0 P-6N法

检测人 ?@)细胞中 )?A 标志物活化转录因子>#"BHJ>##%K:增强结合蛋白同源蛋白"KQ8@#和细胞凋亡标志

物半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶>'""5+<R+<M>'"#*?IB及其蛋白的表达*!结果!光照后细胞形态呈长梭形改

变'边界不清'细胞质脱颗粒'细胞碎片增多'且随光照时间的延长而加重* 流式细胞仪检测发现'随光照时间

的延长'人 ?@)细胞内 ?8A 含量逐渐增加'细胞凋亡率逐渐升高'差异均有统计学意义"!S&#%T$$%''=T%$'

均"U$T$'#*)G9AB法检测发现'与正常对照组比较'光照后 # / 细胞上清液中 9G>'!和 HIJ>"质量浓度均明

显升高''" / 达峰* 实时荧光定量 @K?和 LM<NMO0 P-6N检测显示'与正常对照组比较'光照后人 ?@)细胞中
BHJ>#%KQ8@和 5+<R+<M>'" *?IB及其蛋白的相对表达量均明显升高'均于光照后 '" / 达峰或升高'故选择

光照 '" / 为最适光照时间作为后续研究* (>@EB预处理F光照组细胞中 BHJ>#%KQ8@和 5+<R+<M>'" *?IB的

相对表达量均明显低于光照组'差异均有统计学意义"!S"V'T#=%(&%TVV%%$VT(2'均 "U$T$'#$BHJ>#%KQ8@

和 5+<R+<M>'" 蛋白的相对表达量均明显低于光照组'差异均有统计学意义 "!S(&TV#%2&T=%%'$#T2='均
"U$T$'#$细胞凋亡率%细胞上清液中 9G>'!和 HIJ>"质量浓度均明显低于光照组'差异均有统计学意义

"!SVVT#(%"(2T(&%'$'T$''均 "U$T$'#*!结论!"" $$$C2$$#-D的光照可诱导人 ?@)细胞内 ?8A 增加'并

激活细胞的 )?A 反应'导致 ?@)细胞凋亡及炎症反应* )?A 抑制剂 (>@EB可抑制光损伤导致的 )?A 反应'

进而降低 ?@)细胞凋亡率并抑制炎症反应过程*!

(关键词)!氧化应激$ 光:不良作用$ 内质网:异常$ 眼色素上皮细胞:异常状态$ 细胞系$ 人$ 凋亡$

炎症
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"45)&/%(&#67%(81/*0+#6H/M-,1/NZ+*+1M*6ZM-6[OMN,0+-R,1*M0NMR,N/M-,\* "?@)# 5M--<,<+OM<M+O5/

Z,OM5N,60 6[OMN,0+-ZM1M0MO+N,60 Z,<M+<M<'+0Z ?@)5M--+R6RN6<,<,0Z\5MZ P]-,1/NZ+*+1M+0Z ,0[-+**+N,60 ,<+0

,*R6ON+0NR+N/6-61,5P+<,<6[-,1/N>,0Z\5MZ ?@)5M--Z+*+1M4Q6̂M_MO' /̂MN/MOM0Z6R-+<*,5OMN,5\-\*<NOM<<")?A#

R+N,5,R+NM<,0 -,1/N>,0Z\5MZ ?@)5M--Z+*+1M,<O+OM-]OMR6ONMZ4!95:"(&$;"!H/,<<N\Z]̂ +<N6MDR-6OMN/MM[[M5N<6[

)?A 60 -,1/N>,0Z\5MZ ?@)5M--Z+*+1M4!!"&2*#)!Q\*+0 ?@)5M---,0M"B?@)>'=# +̂<5\-N\OMZ'+0Z -,1/N

Z+*+1M*6ZM-<̂ MOM5OM+NMZ P],OO+Z,+N,01N/M5M--<[6O%>'#>''">+0Z "(>/6\O<̂ ,N/ /̂,NM[-\6OM<5M0N-+*R ,̂N/ N/M

,0NM0<,N]6["" $$$C2$$#-D[6ON/M<M-M5N,60 6[6RN,*+-,OO+Z,+N,01N,*M'+0Z N/M5M--<,0 N/M06O*+-560NO6-1O6\R M̂OM

5\-N\OMZ ,0 N/MZ+ÒM0_,O60*M0N4H/M5M--<̂ MOMZ,_,ZMZ ,0N606O*+-560NO6-1O6\R'-,1/NMDR6<\OM1O6\R +0Z (>R/M0]-P

\N]O,5+5,Z "(>@EB# ROMNOM+NMZF-,1/NMDR6<\OM1O6\R4H/M5M--<[O6*(>@EBROMNOM+NMZF-,1/NMDR6<\OM1O6\R M̂OM

5\-N\MZ [,O<N-] ,̂N/ (>@EB[6O%$ *,0\NM<+0Z [6--6̂MZ P]-,1/NMDR6<\OM[6O'" /6\O<4H/M+R6RN,<,<O+NM6[N/M5M--<

+0Z ,0NO+5M--\-+OOM+5N,_M6D]1M0 <RM5,M<"?8A# 560NM0N M̂OMZMNM5NMZ P][-6̂ 5]N6*MNO]$N/M5605M0NO+N,60<6[

,0NMO-M\`,0 '!"9G>'!# +0Z N\*6O0M5O6<,<[+5N6O>""HIJ>"# ,0 N/M5M--<\RMO0+N+0N̂ MOM+<<]MZ P])G9AB4H/M

OM-+N,_MMDROM<<,01-M_M-<6[+5N,_+N,01NO+0<5O,RN,60 [+5N6O# "BHJ>##'K:M0/+05MOP,0Z,01RO6NM,0 /6*6-616\<RO6NM,0

"KQ8@# +0Z 5+<R+<M>'" *?IB+0Z RO6NM,0 ,0 N/M5M--< M̂OMZMNM5NMZ P]OM+->N,*Ma\+0N,N+N,_M@K?+0Z LM<NMO0

P-6N'OM<RM5N,_M-]4!<")0-&)!H/M5\-N\OMZ 5M--<</6̂MZ +-601<R,0Z-M</+RM'N/MP6OZMÔ +<06N5-M+O'N/M5]N6R-+<*

+̂<ZM1O+0\-+N,60'+0Z N/M5M--[O+1*M0N<,05OM+<MZ4J-6̂ 5]N6*MNO]</6̂MZ N/+N56*R+OMZ ,̂N/ N/M06O*+-560NO6-

1O6\R'N/M?8A 560NM0N,0 N/M5M--<+0Z N/M+R6RN6<,<O+NM M̂OMM_,ZM0N-],05OM+<MZ ,̂N/ N/M-+R<M6[-,1/NMDR6<\OM

N,*M"!S&#%T$$'''=T%$'P6N/ +N"U$T$'#4)G9ABOM<\-N<</6̂MZ N/+NN/M5605M0NO+N,60<6[9G>'!+0Z HIJ>",0

N/M5M--<\RMO0+N+0N̂ MOM<,10,[,5+0N-]/,1/MO,0 N/M-,1/NMDR6<\OM#>/6\O1O6\R N/+0 N/6<M,0 N/M06O*+-560NO6-1O6\R

,̂N/ N/MRM+̀ _+-\M,0 N/M-,1/NMDR6<\OM'">/6\O1O6\R4K6*R+OMZ ,̂N/ N/M06O*+-560NO6-1O6\R' N/MOM-+N,_M

MDROM<<,60 -M_M-<6[BHJ>#'KQ8@+0Z 5+<R+<M>'" *?IB+0Z RO6NM,0 ,0 N/M5M--<̂ MOMM-M_+NMZ ,0 N/M-,1/NMDR6<\OM

1O6\R +0Z RM+̀MZ ,0 N/M-,1/NMDR6<\OM'">/6\O1O6\R490 +ZZ,N,60'N/MOM-+N,_MMDROM<<,60 -M_M-<6[BHJ># *?IB'

KQ8@*?IB+0Z 5+<R+<M>'" *?IB,0 N/M5M--<̂ MOM<,10,[,5+0N-]OMZ\5MZ ,0 (>@EBROMNOM+NMZF-,1/NMDR6<\OM1O6\R

56*R+OMZ ,̂N/ N/M-,1/NMDR6<\OM1O6\R "!S"V'T#='(&%TVV'%$VT(2'+--+N"U$T$'#'+0Z N/M,ORO6NM,0< M̂OM+-<6

<,10,[,5+0N-]OMZ\5MZ "!S(&TV#'2&T=%''$#T2='+--+N"U$T$'#4H/M+R6RN6<,<O+NM'5605M0NO+N,60<6[9G>'!+0Z

HIJ>",0 N/M5M--<\RMO0+N+0N̂ MOM<,10,[,5+0N-]OMZ\5MZ ,0 (>@EBROMNOM+NMZF-,1/NMDR6<\OM1O6\R 56*R+OMZ ,̂N/ N/M

-,1/NMDR6<\OM1O6\R "!SVVT#('"(2T(&''$'T$''+--+N"U$T$'#4!=*+(-0)$*+)!H/M-,1/NMDR6<\OM+N"" $$$C

2$$#-D,0Z\5M<,0NO+5M--\-+O?8A +55\*\-+N,60 +0Z +5N,_+NM<N/M)?A OM<R60<M' /̂,5/ OM<\-N<,0 +R6RN6<,<+0Z

,0[-+**+N6O]RO65M<<6[/\*+0 ?@)5M--<4(>@EB'+,0/,P,N6O6[)?A'5+0 <\RROM<<-,1/N>,0Z\5MZ )?A OM<R60<M+0Z

N/MOM[6OMOMZ\5M<N/M+R6RN6<,<O+NM+0Z ,0/,P,N<,0[-+**+N6O]RO65M<<4!

">"? @*/#)#6 8D,Z+N,_M <NOM<<$ G,1/N:+Z_MO<M M[[M5N<$ )0Z6R-+<*,5 OMN,5\-\*:R+N/6-61]$ @,1*M0N

MR,N/M-,\*6[M]M:R+N/6-61]$ KM---,0M$ Q\*+0$ BR6N6<,<$ 90[-+**+N,60

A0+#,/*1/%.& I+N,60+-I+N\O+-A5,M05MJ6\0Z+N,60 6[K/,0+" %$2&"$'$ #$ ?M<M+O5/ B̂ +OZ J\0Z [6O

8\N<N+0Z,01W6\01A5,M0N,<N<@O6;M5N,0 A/+0Z601@O6_,05M"EA"$'%WW$2'#$ b,01Z+6BRR-,5+N,60 E+<,5?M<M+O5/

@O6;M5N"'2>=>'>#V>;5/#

!!视网膜是视觉形成的重要结构'同时也容易受到
光的损伤* 研究表明'多种视网膜变性疾病与可见光
的长期照射有关'环境和人造光源也是视网膜光损伤
的潜在威胁

+'c", * 本研究组前期的研究发现'光照过
强对视网膜色素上皮层 "OMN,0+-R,1*M0NMR,N/M-,\*'
?@)#具有细胞毒性作用'可造成视网膜的光损伤 +%, *
近年来的基础研究结果显示'缺血c再灌注损伤%氧化
应激%钙稳态失调及紫外线等多种因素诱发的内质网
应激"M0Z6R-+<*,5OMN,5\-\*<NOM<<')?A#参与阿尔兹海
默病%帕金森病以及亨廷顿舞蹈病等多种神经变性类
疾病的过程

+(c2, ')?A 在 ?@)光损伤中可能发挥重要

作用
+#, '但其作用机制目前尚不清楚* 本研究探讨

?@)光损伤与 )?A 之间的关系'为视网膜光化学损伤
相关性视网膜变性类疾病的防治提供新的靶点及依据*

B6材料与方法

B4B6材料
成人 B?@)>'= 细胞株 "美国 BHKK细胞库 #$

7\-PM556改良 )+1-M培养基%新生牛血清%胰蛋白酶%
"'&>二氯氢化荧光素二乙酸酯 ""'&>Z,5/-6O6[\6OM<5,0
Z,+5MN+NM'7KJQ>7B#%EKB蛋白浓度检测试剂盒%A7A>
@Bd)%)G9AB试剂盒"南京碧云天生物技术公司#$兔
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抗人转录激活因子 # "+5N,_+N,01NO+0<5O,RN,60 [+5N6O#'
BHJ>## "抗体编号& BE#"(V( #% K:增 强 结 合 蛋 白
"M0/+05MOP,0Z,01RO6NM,0' )E@# 同源蛋白 " K:)E@
/6*6-616\<RO6NM,0' KQ8@# " 抗 体 编 号& +P''('= #%
5+<R+<M>'" 多克隆抗体 "抗体编号&+P''=$= # "美国
BP5+*公司#$苯基丁酸"(>R/M0]-P\N]O,5+5,Z'(>@EB#
"加拿大 A,1*+B-ZO,5/ 公司#$?9@B细胞裂解液"美国
KM--A,10+-,01HM5/06-61]公司#$活性氧测试盒 "南京
建成生物工程研究所#$B00MD,0 Y>J9HK凋亡检测试剂
盒"美国EM5N60 7,5̀,0<60 @/+Oe,01M0 公司#$实时荧光
定量 @K?试剂盒"德国 e+5/MOM]I+1M-公司#$逆转录
试剂盒及引物"大连宝生物有限公司#* V L 白色荧
光灯"荷兰 @/,-,R<公司#$AH>#型光照度计"上海光电
研究所 #$d\+_+)+<]K]NM流式细胞仪 "德国 eMO5̀
e,--,R6OM公司#$eD%$$$@型荧光定量 @K?仪 "美国
B1,-M0NANO+N+1M0M公司#*
B4C6方法
B4C4B6人 ?@)细胞的培养及光损伤细胞模型的建立
!人 ?@)细胞"B?@)>'= 细胞株#用 7e)e培养基在
体积分数 2f K8"%%& g恒温培养箱中进行培养'将生
长良好的人 ?@)第 % h2 代传代细胞接种于 # 孔板'
密度为 (i'$2 :孔'用正常培养液培养 (V / 吸出原培养
液* 将培养的人 ?@)细胞分为正常对照组和光照 %%
#%'" 和 "( / 组'各组细胞均用正常培养液继续培养'
待细胞铺满瓶底时各光照组细胞进行光照* 光照器放
在有自动调温功能的培养箱中'排除温度升高引起细
胞光热损伤的可能* 光照在培养箱内密闭进行'无自
然光干扰'光照时箱内温度为 %#T2 h%&T2 g* 以白色
荧光灯作为光源'光照强度为"" $$$C2$$#-D'光照后
'" / 继续培养细胞'分别于光照后 %%#%'" 和 "( / 终
止培养* 正常对照组细胞的处理参照文献 +& ,的方
法'用双层高压消毒锡纸包裹培养器皿'细胞放在同样
的孵箱中构成黑暗环境*
B4C4C6)?A 抑制剂的预处理!将培养的细胞分为正
常对照组%光照组"于光照后 '" / 终止培养#和 (>@EB
预处理F光照组 "更换含 '$ **6-:G的 (>@EB培养基
培养细胞 %$ *,0'然后再放入培养箱中光照处理'根据
上述实验中筛选的最适光照时间光照 '" /#*
B4C4D 6流式细胞仪检测各组细胞活性氧6釆用
7KJQ>7B法检测细胞内活性氧簇 " OM+5N,_M6D]1M0
<RM5,M<'?8A#含量* 光照不同时间后各光照组培养液
中加入 '$ $*6-:G7KJQ>7B* 各组细胞置于 %& g培
养箱中孵育细胞 %$ *,0'用 ' 倍 @EA 洗涤 " 次'用质量
分数 $T"2f胰蛋白酶消化细胞'加入培养基终止消

化'制成细胞悬液'离心半径为 &T& 5*'室温下' $$$ O:*,0
离心 2 *,0'用 ' 倍 @EA 洗涤 " 次'收集细胞'用流式细
胞仪检测细胞荧光强度*
B4C4E 6流式细胞仪检测人 ?@)细胞凋亡率!用
$T"2f胰蛋白酶消化各组培养的细胞'@EA 轻轻重悬
细胞并计数* 将细胞以 2i'$( :*-的密度收集于 '2 *-
离心管中离心'弃上清'加入 '=2 $-B00MD,0 Y>J9HK结
合液以轻轻重悬细胞$加入 2 $-B00MD,0Y>J9HK'轻轻
混匀'加入 '$ $-@9染色液轻轻混匀$避光'于 "$ h"2 g
条件下静置反应 "$ *,0'行流式细胞仪检测*
B4C4F6)G9AB法检测人 ?@)细胞中白细胞介素>'!
和肿瘤坏死因子>"的含量!在光照不同时间后收集
各组细胞上清液'按照试剂盒说明书进行操作'用自动
酶标分析仪在 (2$ 0*单波长下读取细胞中白细胞介
素",0NMO-M\`,0'9G#>'!和肿瘤坏死因子"N\*6O0M5O6<,<
[+5N6O'HIJ#>"吸光度"G值#'根据标准品 G值'应用
K\O_M)DRMON'4% 软件绘制标准曲线'分别计算细胞上
清液中 9G>'!和 HIJ>"的质量浓度*
B4C4G6实时荧光定量 @K?法检测目标基因的相对表
达量!按照分组在不同时间点收集细胞'按照试剂盒
说明提取各组细胞总 ?IB* 根据逆转录试剂盒说明
书对提取的 BHJ>#%5+<R+<M>'" 的 *?IB进行逆转录'
引物序列见表 '* @K?反应条件&=2 g预变性 '$ <$=2 g
变性 '2 <'#$ g退火 #$ <'共 2$ 个循环* 每个循环结
束后采集荧光信号'绘制熔解曲线'以 !>+5N,0 为内参
照'采用 "c%%KN

计算各目的基因的相对表达量* 实验重
复至少 % 次'取平均值*

表 B6目的基因引物序列

基因名称 探针引物序列"2->%- # 产物长度" PR#

GL!TD J&HKdKKHHHHBdHKKddHHKHH '=$
?&ddKHKKBHBddHKHdBKHKK

B>9" J&KHKdKHKHKKBdBHHKKBdHK '"2
?&KHHKBHdKdHHdKHHKKKB

A%?4%?)TKC J&dKKKHKBHKBHKHdKBBKBB "2'
?&HdKHHKBKKKKBKBdBHHKK

!T%A6$& J&ddKHdHBHHKKKKHKKBHKd '2(
?&KKBdHHddHBBKBBHdKKBHdH

!注&J&上游序列$?&下游序列$BHJ&活化转录因子$KQ8@&K:增强结

合蛋白同源蛋白$5+<R+<M&半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶

B4C4H6LM<NMO0 P6-N法检测各目的蛋白表达量!收集
各组细胞'用 ?9@B裂解液提取细胞总蛋白'EKB法检
测蛋白浓度'c&$ g保存备用* A7A>@Bd)电泳分离
蛋白样本'采用质量分数 2f积层胶和质量分数 '"f
分离胶'电转印法将电泳条带转移到 @Y7J膜'并以封

!V'V! 中华实验眼科杂志 "$'& 年 = 月第 %2 卷第 = 期!K/,0 X)DR 8R/N/+-*6-'AMRNM*PMO"$'&'Y6-4%2'I64=

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



闭液室温封闭 " /$分别加入各种特异性一抗工作液
"' j2$$#'( g过夜'用含 Ĥ MM0"$ 的 @EA 冲洗'加入
辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔二抗'%& g孵育 ' /*
)KG化学发光法显色'采用 H6\5/,01凝胶成像系统分
析条带灰度值'以 !>+5N,0 作为内参照* 实验重复至少
% 次'取平均值* 蛋白表达量S目的蛋白:!>+5N,0*
B4D6统计学方法

采用 A@AA "$4$ 统计学软件"美国 9Ee公司#进
行统计分析* 本研究中各检测指标的数据资料经 L
检验呈正态分布'均以 UC?表示'组间数据资料经
GM_M0M检验证实方差齐"均 "k$T$2#* 采用均衡分组
单因素干预多水平研究设计'正常对照组及光照 %%#%
'" 和 "( / 组间以及正常对照组%光照组和 (>@EB预处
理F光照组间人 ?@)细胞凋亡率%细胞上清液中 9G>'!

和HIJ>"质量浓度%细胞中 BHJ>#%KQ8@和 5+<R+<M>'"
*?IB及其蛋白相对表达量的总体差异比较均采用单
因素方差分析'组间多重比较采用 GA7>6检验* 采用
双尾检测法'"U$T$2 为差异有统计学意义*

C6结果

C4B6光损伤模型细胞的形态学表现
正常培养的 ?@)细胞呈多边形贴壁生长'边界清

晰'细胞质内均匀分布有色素颗粒'细胞融合时呈铺路
石样排列$光照 % / 细胞形态未见明显改变$光照 # /'
细胞呈长梭形改变'边界不清'细胞质内色素颗粒分布
不均'部分脱色素'失去铺路石样排列特性'且细胞碎
片增多$光照 '" /%"( / 细胞损伤随时间的延长逐渐加
重"图 '#*

正常对照组 3h 6h 12h 24h
光照后

图 B6光照不同时间人 <IJ细胞形态的变化"i'$$#!正常对照组中正常培养的人 ?@)>'= 细胞呈多边形'细胞质中含有色素颗粒$光照后 # / 组
细胞呈长梭形改变'边界不清'细胞质脱色素'且随光照时间延长而加重

C4C6各组细胞中 ?8A 含量
正常对照组及光照后 %%#%'" 和 "( / 组细胞内

?8A 含量分别为 2#T#=C'$T""%"%&T"2C""T2=%(=#T'%C
%VT"&%V'(T#=C(&T%2 和 ' "2&T2(C2#T'''总体比较差
异有统计学意义 "!S&#%T$$'"S$T$$#* 光照后 % /
组细胞内 ?8A 含量开始增加'光照后 #%'" 和 "( / 组细
胞内 ?8A 含量随着时间延长逐渐增加'均明显高于正
常对照组'差异均有统计学意义"均 "U$T$'#"图 "#*
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正常对照组

图 C6流式细胞仪检
测光照后不同时间组

人 <IJ细胞中 <9组
含量!随着光照时间
的延长'细胞内 ?8A
含量逐渐增加

C4D6各组 ?@)细胞的凋亡率
流式细胞仪检测显示'正常对照组及光照后 %%#%

'" 和 "( / 组细胞凋亡率分别为 " 2T'" C$T#$ #f%
"#T&%C$T=2#f%"''T("C"T2'#f%"'(T=&C'T#2#f
和 " "(T'$ C'T%" #f'总体比较差异有统计学意义
"!S''=T%$'"S$T$$#* 与正常对照组相比'光照后 % /
组细胞凋亡率轻度增加' 但差异无统计学意义
""k$T$2#'光照后 #%'" 和 "( / 组细胞凋亡率均明显
增加'差异均有统计学意义"均 "U$T$'#"图 %#*
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正常对照组 光照后6h组

光照后12h组 光照后24h组

图 D 6流式细胞仪
检测光照后不同时

间组人 <IJ细胞的
凋亡率6随着光照
时间的延长'细胞凋
亡率逐渐增加

!

C4E6各组 ?@)细胞上清液中 9G>'!和 HIJ>"质量浓
度变化

组='V组中华实验眼科杂志 "$'& 年 = 月第 %2 卷第 = 期!K/,0 X)DR 8R/N/+-*6-'AMRNM*PMO"$'&'Y6-4%2'I64=
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正常对照组及光照后 %%#%'" 和 "( / 组 ?@)细胞
上清液中 9G>'!质量浓度总体比较差异有统计学意义
"!S'V#T2&'"S$T$$#'其中与正常对照组和光照后 % /
组比较'光照后 #%'" 和 "( / 组细胞上清液中 9G>'!质
量浓度均明显升高'光照后 '" / 和 "( / 组细胞上清液
中 9G>'!质量浓度均明显高于光照后 # / 组'差异均有
统计学意义"均 "U$T$'#* 各组间人 ?@)细胞上清液
中 HIJ>"质量浓度的总体比较差异有统计学意义
"!S#"T'V'"S$T$$#'其中光照后 %%#%'" 和 "( / 组
细胞上清液中 HIJ>"质量浓度均明显高于正常对照
组'且随着光照时间的延长'细胞上清液中 HIJ>"质
量浓 度 均 逐 渐 增 加' 差 异 均 有 统 计 学 意 义 "均
"U$T$2#*光照后 "( / 组细胞上清液中 9G>'!和 HIJ>"
质量浓度较光照后 '" / 组均增加'但差异均无统计学意
义"均 "k$T$2#"表 "#*

表 C6各组人 <IJ细胞上清液中 LM3B!和
NOA3"质量浓度的比较"!P"'+1QM#

组别 样本量 9G>'! HIJ>"

正常对照组 2 "(T2#C(T%% %(T2'C(T(2

光照后 % / 组 2 %%T"(C2T"2 ("T#&C&T"'+

光照后 # / 组 2 =&T#VC&T&=+P V"T#&C=T$$+P

光照后 '" / 组 2 ''2T#VC=T##+P5 =#T(VC=TV&+P

光照后 "( / 组 2 '"(T=#C=TV%+P5 '$VT#&C'%T2#+P5

!值 'V#T2& #"T'V

"值 $T$$ $T$$

!注&与各自的正常对照组比较'+"U$T$'$与光照后 % / 组比较'P"U$T$'$与

光照后 # / 组比较'5"U$T$2"单因素方差分析'GA7>6检验#!?@)&视网膜色

素上皮$9G&白细胞介素$HIJ&肿瘤坏死因子

C4F6各组人 ?@)细胞 )?A 相关基因和蛋白表达量
变化

C4F4B6光照后不同时间组 )?A 相关基因 *?IB的表
达变化!实时荧光定量 @K?检测显示'正常对照组及
光照后 %%#%'" 和 "( / 组间 ?@)细胞中 BHJ>#%KQ8@
和 5+<R+<M>'" *?IB相对表达量的总体比较差异均有
统计学意义"!S'&VTV"%"&#T&'%'=2T'='均 "U$T$'#'
其中与正常对照组比较'BHJ># *?IB的表达在光照
后 % / 组开始增加'光照后 '" / 组表达达峰值'光照后
"( / 维持高表达'差异均有统计学意义"均 "U$T$2#$
KQ8@*?IB和 5+<R+<M>'" *?IB相对表达量在光照
后 % / 组均稍有增加'但与正常对照组比较差异均无
统计学意义"均 "k$T$2#'光照后 # / 组细胞中 KQ8@
*?IB和 5+<R+<M>'" *?IB相对表达量开始增加'光
照后 '" / 达峰'光照后 "( / 维持高表达'与正常对照

组比较差异均有统计学意义"均 "U$T$2#"表 %#*

表 D6各组人 <IJ中 4NA3G%=R9I
和 (%),%)"3BC .<O4相对表达量的比较"!P"#

组别 样本量 BHJ># *?IB KQ8@*?IB 5+<R+<M>'" *?IB

正常对照组 2 "T"#C$T'% 'T$$C$T$V 'T#VC$T''

光照后 % / 组 2 %T&(C$T"'+ 'T""C$T"% "T$2C$T'%

光照后 # / 组 2 (T"(C$T%"+P %T'"C$T%'+P (T$"C$T"(+P

光照后 '" / 组 2 #T%"C$T(2+P5 2T'%C$T""+P5 (T=2C$T%"+P5

光照后 "( / 组 2 #T(=C$T"=+P5 2T%#C$T"#+P5 2T$2C$T%&+P5

!值 '&VTV" "&#T&' '=2T'=

"值 $T$$ $T$$ $T$$

!注&与各自的正常对照组比较'+"U$T$'$与光照后 % / 组比较'
P"U$T$2$与光照后 # / 组比较'5"U$T$'"单因素方差分析'GA7>6检验#

?@)&视网膜色素上皮$BHJ&活化转录因子$KQ8@&K:增强结合蛋白同

源蛋白$5+<R+<M&半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶

C4F4C6不同时间组人 ?@)细胞中 )?A 相关蛋白的表
达变化!LM<NMO0 P-6N法检测显示'?@)细胞中 BHJ>#%
KQ8@和 5+<R+<M>'" 蛋白的表达条带随着光照时间的
延长均逐渐增强"图 (#* 正常对照组及光照后 %%#%
'" 和 "( / 组间 ?@)细胞内质网中 BHJ>#%KQ8@和
5+<R+<M>'" 蛋白相对表达量的总体比较差异均有统计
学意义"!S&'T&(%=&T#$%%&T'"'均 "U$T$'#'BHJ>#%
KQ8@和 5+<R+<M>'" 蛋白在正常对照组细胞内质网中
均呈弱表达'光照后随时间的延长'BHJ>#%KQ8@和
5+<R+<M>'" 蛋白相对表达量均逐渐增加* 与正常对照
组比较'光照后 % / 组细胞内质网内 BHJ>#%KQ8@和
5+<R+<M>'" 蛋白相对表达量均少量增加'但差异均无
统计学意义"均 "k$T$2#$光照后 # / 组细胞中 BHJ>#
蛋白的相对表达量明显增加'之后随光照时间的延长
细胞内质网中 BHJ># 蛋白相对表达量逐渐增加$
KQ8@及 5+<R+<M>'" 蛋白在光照后 '" / 和 "( / 组表达
量均明显高于光照后 # / 组'差异均有统计学意义"均
"U$T$'#"表 (#*

ATF�6

CHOP

caspase�12

β�actin

正常对照 3h 6h 12h 24h
光照后 图 E6S")&"/+5-*&

法 检 测 各 组 人

<IJ细胞内质网
中 4NA3G% =R9I
和 (%),%)"3BC 蛋白
表达 6 随着光照
时间的延长'各组
人 ?@)细胞内质

网中 BHJ>#%KQ8@和 5+<R+<M>'" 蛋白的表达条带均逐渐增强!BHJ&
活化转录因子$KQ8@&K:增强结合蛋白同源蛋白$5+<R+<M&半胱氨酸
天冬氨酸蛋白酶
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表 E6各组人 <IJ细胞中 4NA3G%=R9I
和 (%),%)"3BC 蛋白相对表达量的比较"!P"#

组别 样本量 BHJ># KQ8@ 5+<R+<M>'"

正常对照组 2 $T%&C$T$" $T"=C$T$" $T%'C$T$"

光照后 % / 组 2 $T%VC$T$% $T%2C$T$% $T%%C$T$"

光照后 # / 组 2 $T2&C$T$#+P $T(%C$T$#+ $T%(C$T$%+

光照后 '" / 组 2 $TV%C$T$=+P5 $TV'C$T$=+P5 $T(%C$T$2+P5

光照后 "( / 组 2 $TV#C$T$V+P5 $TV2C$T$&+P5 $T2&C$T$#+P5

!值 'T&( =&T#$ %&T'"
"值 $T$$ $T$$ $T$$

!注&与各自正常对照组比较'+"U$T$2$与光照后 % / 组比较'
P"U$T$'$与光照后 # / 组比较'5"U$T$' "单因素方差分析'GA7>6检

验#!?@)&视网膜色素上皮$BHJ&活化转录因子$KQ8@&K:增强结合蛋

白同源蛋白$5+<R+<M&半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶

C4G6)?A 抑制剂 (>@EB对光照诱导的 ?@)细胞损伤
的保护作用

C4G4B6(>@EB对光照诱导的 ?@)细胞 )?A 的抑制作
用!荧光定量 @K?法检测结果显示'光照后可引起人
?@)细胞中 BHJ>#%KQ8@和 5+<R+<M>'" *?IB的表达
上调'正常对照组%光照组和 (>@EB预处理F光照组人
?@)细胞中 BHJ>#%KQ8@和 5+<R+<M>'" *?IB相对表
达量总体比较差异均有统计学意义 "!S"V'T#=%
(&%TVV%%$VT(2'均 "U$T$'#'光照组人 ?@)细胞中
BHJ>#%KQ8@和 5+<R+<M>'" *?IB的相对表达量均明
显高于正常对照组和 (>@EB预处理F光照组'差异均
有统计学意义"均 "U$T$'#'(>@EB预处理F光照组间
人 ?@)细胞中 BHJ>#%KQ8@和 5+<R+<M>'" *?IB相
对表达量稍高于正常对照组'但差异均无统计学意义
"均 "k$T$2# "表 2#* LM<NMO0 P6-N法检测显示'各组
间人 ?@)细胞中 BHJ>#%KQ8@和 5+<R+<M>'" 蛋白表
达量明显不同'以光照组最高'组间总体比较差异均有
统计学意义"!S(&TV#%2&T=%%'$#T2='均 "U$T$'#'各
组间 ?@)细胞中 BHJ>#%KQ8@和 5+<R+<M>'" 蛋白表
达量变化趋势与其基因表达趋势相同"图 2'表 ##*

表 F6各组人 <IJ细胞中 4NA3G%=R9I
和 (%),%)"3BC .<O4相对表达量比较"!P"#

组别 样本量 BHJ># *?IB KQ8@*?IB 5+<R+<M>'" *?IB

正常对照组 2 "T%'C$T'" 'T$2C$T$= 'T#"C$T'"

光照组 2 #T($C$T("+ 2T""C$T%2+ (T=VC$T%%+

(>@EB预处理F光照组 2 "T#(C$T"= P 'T"#C$T"' P 'T&2C$T"% P

!值 "V'T#= (&%TVV %$VT(2
"值 $T$$ $T$$ $T$$

!注&与各自的正常对照组比较'+"U$T$'$与光照组比较'P"U$T$'"单

因素方差分析'7\00MNN6检验#!?@)&视网膜色素上皮$BHJ&活化转录

因子$KQ8@&K:增强结合蛋白同源蛋白$5+<R+<M&半胱氨酸天冬氨酸蛋

白酶$@EB&苯基丁酸

ATF�6

CHOP

caspase�12

β�actin

1 2 3
图 F 6S")&"/+5-*&法检
测各组人 <IJ细胞内质
网 中 4NA3G% =R9I 和

(%),%)"3BC 蛋白表达6光
照组人 ?@)细胞内质网
中 BHJ>#% KQ8@ 和

5+<R+<M>'" 蛋白表达条带
均强于正常对照组和 (>@EB预处理F光照组'光照组与 (>@EB预处
理F光照组间 BHJ>#%KQ8@和 5+<R+<M>'" 蛋白表达条带强度接近!
'&正常对照组!"&光照组!%&(>@EB预处理F光照组!BHJ&活化转
录因子$KQ8@&K:增强结合蛋白同源蛋白$5+<R+<M&半胱氨酸天冬氨
酸蛋白酶

表 G6各组人 <IJ细胞内质网中 4NA3G%=R9I
和 (%),%)"3BC 蛋白相对表达量比较"!P"#

组别 样本量 BHJ># KQ8@ 5+<R+<M>'"

正常对照组 2 $T(#C$T$2 $T%'C$T$% $T"VC$T$"

光照组 2 $TV#C$T$V+ $T#"C$T$#+ $T#=C$T$&+

(>@EB预处理F光照组 2 $T22C$T$& P $T%&C$T$2 P $T%(C$T$( P

!值 (&TV# 2&T=% '$#T2=

"值 $T$$ $T$$ $T$$

!注&与各自的正常对照组比较'+"U$T$'$与光照组比较'P"U$T$'"单

因素方差分析'GA7>6检验#!?@)&视网膜色素上皮$BHJ&活化转录因

子$KQ8@&K:增强结合蛋白同源蛋白$5+<R+<M&半胱氨酸天冬氨酸蛋白

酶$@EB&苯基丁酸

C4G4C6各组 ?@)细胞凋亡率比较!流式细胞仪检测
显示'正常对照组%光照组和 (>@EB预处理F光照组细
胞凋亡率分别为"2T"%C$T&%#f%"'2T$%C'T#=#f和
"#T#"C'T'& #f'组间总体比较差异有统计学意义
"!SVVT#('"U$T$'#* 与正常对照组和 (>@EB预处理F
光照组比较'光照组细胞凋亡率明显增加'差异均有统
计学意义"6S'&T($%'(T=%'均 "U$T$'#$(>@EB预处
理F光照组细胞凋亡率接近正常对照组'差异无统计
学意义"6S"T(#'"k$T$2#"图 ##*

100 101 102 103 104
100

101

102

103

104

FL4�H∷AnnexinAPC

FL
3�
H
∷
7�
AA

D

3.19% 5.11%

90.25% 1.25%

4�PBA预处理+光照组

100 101 102 103 104
100

101

102

103

104

FL4�H∷AnnexinAPC

FL
3�
H
∷
7�
AA

D

2.11% 4.28%

93.25% 0.329%

正常对照组

100 101 102 103 104
100

101

102

103

104

FL4�H∷AnnexinAPC

FL
3�
H
∷
7�
AA

D

2.16% 10.7%

85.41% 1.76%

光照组

图 G6流式细胞仪检测正常对照组%光照组及 E3I74预处理组光照
组人 <IJ细胞凋亡率!与正常对照组和 (>@EB预处理F光照组比
较'光照组细胞凋亡率均明显增加'差异均有统计学意义 "均 "U
$T$'# $(>@EB预处理F光照组细胞凋亡率接近正常对照组'差异无
统计学意义""k$T$2# "GA7>6检验#!@EB&苯基丁酸

C4G4D6各组人 ?@)细胞上清液中 9G>'!和 HIJ>"质
量浓度变化!)G9AB法检测显示'光照可导致 ?@)细
胞分泌炎性因子增加'正常对照组%光照组和 (>@EB

!'"V!中华实验眼科杂志 "$'& 年 = 月第 %2 卷第 = 期!K/,0 X)DR 8R/N/+-*6-'AMRNM*PMO"$'&'Y6-4%2'I64=

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



预处理F光照组细胞上清液中 9G>'!和 HIJ>"质量浓
度总体比较差异均有统计学意义"!S"(2T(&%'$'T$''
均 "U$T$'#'与正常对照组和 (>@EB预处理F光照组
比较'光照组人 ?@)细胞上清液中 9G>'!%HIJ>"质量
浓度明显增加'差异均有统计学意义 "均 "U$T$' #'
(>@EB预处理F光照组细胞上清液中 9G>'!和 HIJ>"
质量浓度稍高于正常对照组'但差异均无统计学意义
"均 "k$T$2#"表 &#*

表 H6各组人 <IJ细胞上清液中 LM3B!
和 NOA3"质量浓度比较"!P"'+1QM#

组别 样本量 9G>'! HIJ>"

正常对照组 2 "&T#%C(T%$! %VT"2C(T#$

光照组 2 '"$T%2C'$T&=+ =&T&VC=TV'+

(>@EB预处理F光照组 2 %2T""C2T"$P ((T"2C#T(=P

!值 "(2T(& '$'T$'
"值 $T$$ $T$$

!注&与各自的正常对照组比较'+"U$T$'$与光照组比较'P"U$T$'"单

因素方差分析'GA7>6检验#!?@)&视网膜色素上皮$9G&白细胞介素$

HIJ&肿瘤坏死因子$@EB&苯基丁酸

D6讨论

随着手机%计算机等电子产品在大众工作和生活
过程中的广泛应用和眼科光学诊疗器械的大量使用'
光照诱导视网膜损伤的风险逐渐增加* 研究发现'光
暴露所产生的光化学性损害所导致的视网膜组织病理

学改变与年龄相关性黄斑变性 "+1M>OM-+NMZ *+5\-+O
ZM1M0MO+N,60'Be7#相似 +', '且长期光照能诱导 ?@)细
胞或感光细胞的炎症反应和凋亡'造成视网膜'尤其是
黄斑部的光化学损伤'从而导致视网膜功能异常和视
力丧失

+V, '本研究也证实'光照后 # / 人 ?@)细胞凋亡
率及炎症因子的释放明显增加'细胞的损伤程度呈时
间依赖性*

内质网内稳态失调或功能紊乱可导致蛋白质的错

误折叠以及未折叠蛋白在腔内聚集引起内质网平衡紊

乱的状态称为 )?A* )?A 是细胞的一种自我保护性机
制'可提高细胞在有害因素下的生存能力'表现为蛋白
质合成减弱甚至暂时停滞%内质网伴侣蛋白表达上调
和细胞凋亡等' 这些表现包括未折叠蛋白反应
"\0[6-ZMZ RO6NM,0 OM<R60<M'l@?#%整合应激反应和内
质网相关性降解")?>+<<65,+NMZ ZM1*Z+N,60')?B7#之
间相互关联的动态过程中

+=, *
BHJ># 是真核细胞内质网膜上的&型跨膜蛋白'

由 #&$ 个氨基酸组成'有 BHJ>#"和 BHJ>! " 种构
型

+'$, * )?A 诱 导 BHJ># 与 葡 萄 糖 调 节 蛋 白 &V
"1-\56<MOM1\-+NMZ RO6NM,0 &V'd?@&V#解离后转运入高

尔基体'水解为活性片断'进而发挥自身活性* BHJ>#
裂解后运送到细胞核'在 )?B7和细胞凋亡中发挥重
要作用

+'', * 本研究中'光照后 # / 人 ?@)细胞中
BHJ># 蛋白表达量明显升高'可以认为是 )?A 开始启
动'但随着光化学损伤的进展'过度的 )?A 在调控
BHJ># 的同时损伤内质网的功能'BHJ># 诱导 )?A 基
因的转录'光照后 '" / )?A 启动激活的下游凋亡相关
调控因子 KQ8@+'",

表达升高'验证了文献 +'%,
报道的过

度 )?A 可诱导细胞中 KQ8@高表达'并导致细胞凋亡
的现象*

本研究中发现')?A 介导的凋亡信号通路启动后
可使 5+<R+<M>'" 定位于内质网的外膜* K+<R+<M>'" 是
)?A 进入凋亡途径的关键蛋白酶'产生于内质网'并仅
在 )?A 时被活化'因此 5+<R+<M>'" 是 )?A 介导凋亡途
径的特异分子

+'(, * 本研究发现'光照后 '" / 人 ?@)
细胞中 5+<R+<M>'" 蛋白的表达明显增加'这可能是
BHJ># 信号通路启动了 )?A 特有的下游凋亡信号分
子 5+<R+<M>'" 的激活所致 +'2, '总之长期过强的 )?A 可
以引起细胞凋亡

+'#, '同时本研究中应用 )?A 抑制剂
(>@EB预处理 ?@)后再对细胞光照 '" /'发现细胞中
BHJ>#%KQ8@和 5+<R+<M>'" 表达均明显低于单纯光照
的细胞'进一步证实 )?A 反应促进光照诱导的人 ?@)
细胞凋亡*

?@)细胞是人眼主要的炎症因子来源'调控局部
的炎症反应及血管生成* 9G>!和 HIJ>"是重要的促
炎因子'产生于炎症的起始阶段'并促使相关炎性细胞
分泌更多的促炎因子

+'&c'V, '这与本研究中发现的光照
后 # / 细胞上清液中 9G>!和 HIJ>"质量浓度即明显
增高的结果相符* 研究表明'炎症介质的表达水平与
)?A 程度呈正相关'未折叠蛋白反应和炎症中的信号
通路通过各种机制相互关联'包括 ?8A 的产生和激活
各种炎症因子的激活'从而导致细胞 )?A 反应和自由
基的相互促进'引发炎症过程及细胞凋亡 +'=, * 氧自由
基的增加是触发 )?A 的因素之一 +#, '大量活性氧自由
基的累积引起的氧化应激反应也可诱导光损伤后

?@)细胞的凋亡 +"$, '本研究中'光照刺激引发 ?8A 的
生成'诱导氧化应激反应'光照后 # / 细胞中 )?标志
物 BHJ># 的大幅增加启动 )?A 反应'表明光照刺激通
过氧化应激诱导 )?A 反应* 因此炎症介质的参与%氧
化应激反应与 )?A 反应共同参与光化学损伤过程'并
最终诱导 ?@)细胞凋亡*

综上所述'本研究从光损伤的角度探讨 )?A 反应
在人 ?@)细胞凋亡中的作用'一定程度上为视网膜光
损伤相关病变的病理改变及其机制提供了实验依据*

!""V! 中华实验眼科杂志 "$'& 年 = 月第 %2 卷第 = 期!K/,0 X)DR 8R/N/+-*6-'AMRNM*PMO"$'&'Y6-4%2'I64=
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本研究仅对白色荧光灯对 ?@)细胞的损害作用进行
研究'后续的相关工作将探讨不同波长的光线对 ?@)
的损伤作用'并进一步观察光损伤后 ?@)细胞的超微
结构和形态学改变'进一步验证本研究的结果*
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