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!!$摘要%!背景!视网膜光损伤可造成视网膜色素上皮 (?W&)细胞损伤#是影响年龄相关性黄斑变性
(ZX3)发生和发展的重要因素之一' 研究表明#组织因子(_Y)在氧化损伤的 ?W&细胞中和 ZX3患者的脉
络膜新生血管(P@T)中呈高表达#推测抑制 _Y可预防 ?W&细胞的损伤以及抑制 P@T'!目的!观察 _Y靶
向肽(_Y>_W)对蓝光诱导的人 ?W&细胞损伤的保护作用'!方法!体外分离和培养人 ?W&细胞并分为空白
对照组&蓝光照射组和 _Y>_W组' 空白对照组细胞在常规条件下进行处理*蓝光照射组细胞用辐照强度为
(% #̂l# =̂)'V72';

的蓝光照射 /; G 建立蓝光损伤细胞模型*_Y>_W组先分别用不同浓度(/#&/##&/=#&;##&
"## #',*7J)_Y>_W培养细胞 ;% G#再用蓝光照射 /; G' 采用 PPa>$ 法检测各组细胞的存活率*分别在普通倒
置显微镜和透射电子显微镜下观察 ?W&细胞的形态和超微结构变化*采用 R,B2G9C染色法检测各组细胞的凋
亡情况*采用 VB9CB-: A*,C法检测各组细胞中 _Y蛋白和相关凋亡蛋白 A(+和 A2*>; 的表达'!结果!不同浓度
_Y>_W组间 ?W&细胞存活率比较#差异无统计学意义 (Ij; /̂=#Jj# /̂/)' 空白对照组&蓝光照射组和
/=# #',*7J_Y>_W组细胞存活率分别为 (/## #̂l# #̂#)U&(%" 6̂<l0 =̂=)U和 (0" %̂=l" =̂6)U#/=# #',*7J
_Y>_W组细胞存活率较蓝光照射组明显增加#差异有统计学意义(Jj# #̂#)#以 /=# #',*7J_Y>_W为后续实验
的最适浓度' 光学显微镜下和透射电子显微镜下显示#蓝光照射组有较多皱缩&变形&悬浮细胞#可见细胞微
绒毛数量减少#部分线粒体嵴断裂和缺失以及细胞空泡样变性#而 /=# #',*7J_Y>_W组异常形态的细胞较
少#细胞绒毛结构较完整#细胞质中空泡样结构改变和线粒体损伤改变明显减轻' 空白对照组&蓝光照射组和
/=# #',*7J_Y>_W组细胞凋亡率分别为(# <̂$l# /̂<)U&(< <̂$l# $̂;)U和(= 6̂"l# $̂$)U#组间总体比较差
异有统计学差异(Ij;#0 /̂$#Jj# #̂#)#其中 /=# #',*7J_Y>_W组细胞凋亡率明显低于蓝光照射组#差异有统
计学意义(Jk# #̂=)' 与空白对照组相比#蓝光照射组细胞中 A(+蛋白和 _Y蛋白的相对表达量明显增加#A2*>;
蛋白的相对表达量显著下降#差异均有统计学意义(均 Jk# #̂=)*与蓝光照射组相比#/=# #',*7J_Y>_W组细
胞中 A(+蛋白和 _Y蛋白的相对表达量均明显下降#而 A2*>; 蛋白的相对表达量明显增加#差异均有统计学意
义(均 Jk# #̂=)'!结论!_Y>_W预处理后可减少蓝光损伤的人 ?W&细胞的凋亡及增加细胞的存活率#从而
对蓝光诱导的人 ?W&细胞损伤发挥保护作用#其作用机制可能与 _Y>_W抑制 _Y介导的 A(+7A2*>; 凋亡通路
有关'!
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!40*,2"',"5E"'F&2)1%-5J)IGC>):FD2BF -BC):(*F('(IB-B9D*C9): CGBF('(IB,L-BC):*H)I'B:CBH)CGB*)(*
(?W&) 2B**9(:F CGB-BL,-B(LLB2C9CGBH(CG,IB:B9)9(:F FBKB*,H'B:C,L(IB>-B*(CBF '(2D*(-FBIB:B-(C),: (ZX3)1
OCDF)B99G,MBF CG(CC)99DBL(2C,-( _Y) )9,KB-B+H-B99BF ): ,+)F(C)KBF('(IBF ?W& 2B**9(:F CGB2G,-,)F(*
:B,K(92D*(-)c(C),: (P@T) ,LZX3#9HB2D*(C):ICG(CCGB9DHH-B99),: ,L_Y2(: H-BKB:CCGBF('(IB,L?W&2B**9(:F
):G)A)CP@T1!G0H+',$D+!_G)99CDFEM(92,:FD2CBF C,,A9B-KBCGBH-,CB2C)KBBLLB2C9,L_YC(-IBC):IHBHC)FB(_Y>
_W)#(:BMF-DI,L(DC,*,I,D99E:CGB9)9#,: GD'(: ?W&>2B**9):FD2BF AEA*DB*)IGC1!I+,C)-*!RD'(: ?W&2B**9
MB-B)9,*(CBF L-,'F,:,-BEB(:F 2D*CD-BF1PD*CD-BF 2B**9MB-BF)K)FBF ):C,A*(:N 2,:C-,*I-,DH#',FB*I-,DH (:F _Y>
_WC-B(CBF I-,DH1J)IGC>):FD2BF ?W&2B**F('(IB',FB*M(9B9C(A*)9GBF AEB+H,9D-):ICGB2B**9): CGBA*DB*)IGC,L
(% #̂l# =̂)'V72'; L,-/; G,D-9): CGB',FB*I-,DH#(:F F)LLB-B:C2,:2B:C-(C),:9(/##/###/=##;###"## #',*7J)
,L_Y>_WMB-B(FFBF ):C,CGB'BF)D'C,H-BC-B(CCGB2B**9L,-;% G,D-9(:F CGB: B+H,9BF CGB2B**9C,CGBA*DB*)IGCL,-
/; G,D-9): CGB_Y>_WI-,DH91_GB2B**K)(A)*)CEM(9FBCB-'):BF AEPPa>$ (99(E1_GB',-HG,*,IE(:F D*C-(9C-D2CD-B):
CGB2B**9MB-B,A9B-KBF D:FB-CGB):KB-CBF ')2-,92,HB(:F C-(:9')99),: B*B2C-,: ')2-,92,HB1_GB(H,HC,9)9,LCGB2B**9
M(9(99(EBF AER,B2G9C9C():):I1_GBB+H-B99),:9,L_Y(:F (H,HC,9)9>-B*(CBF H-,CB): A(+# A2*>; ): CGB2B**9MB-B
FBCB-'):BF AEVB9CB-: A*,C1!:+*1(,*!PPa>$ (99(E9G,MBF CG(CCGB-BM(9:,9)I:)L)2(:CF)LLB-B:2B): CGB2B**
K)(A)*)CE(',:IA*(:N 2,:C-,*I-,DH (:F F)LLB-B:C2,:2B:C-(C),:9_Y>_WI-,DH9(Ij; /̂=#Jj# /̂/)1_GB2B**9D-K)K(*
-(CB,LA*(:N 2,:C-,*I-,DH#',FB*I-,DH (:F /=# #',*7J_Y>_WI-,DH M(9(/## #̂l# #̂#)U#(%" 6̂<l0 =̂=)U (:F
(0" %̂=l" =̂6)U#(:F CGB9D-K)(*-(CBM(9):2-B(9BF ): CGB/=# #',*7J_Y>_WI-,DH 2,'H(-BF M)CG CGB',FB*I-,DH
(Jj# #̂#)#(:F /=# #',*7JM(9FBCB'):BF (9(,HC)'(*2,:2B:C-(C),: ,L_Y>_W1Z*,C,L9G-):N(IB#FBL,-'(C),:#
9D9HB:9),: 2B**9MB-BB+G)A)CBF D:FB-CGB,HC)2(*')2-,92,HB# (:F FB2-B(9B,L')2-,K)**)9C-D2CD-B# -DHCD-B,L
')C,2G,:F-)(*2-)9C(B(:F K(2D,*(-FBIB:B-(C),: ,LCGB2B**9MB-BL,D:F ): CGB',FB*I-,DH#(:F CGBF('(IB,LCGB2B**9
MB-BBK)FB:C*E*)IGCB:BF ): CGB/=# #',*7J_Y>_WI-,DH1_GB(H,HC,9)9-(CB,LCGB2B**9MB-B(# <̂$ l# /̂< )U#
(< <̂$l# $̂;)U (:F (= 6̂"l# $̂$)U ): CGBA*(:N I-,DH#',FB*I-,DH (:F /=# #',*7J_Y>_WI-,DH#-B9HB2C)KB*E#
M)CG (9)I:)L)2(:CF)LLB-B:2B(',:ICGBI-,DH9(Ij;#0 /̂$#Jj# #̂#)#(:F CGB(H,HC,9)9-(CB,LCGB2B**9): CGB
/=# #',*7J_Y>_WI-,DH M(99)I:)L)2(:C*E*,MB-CG(: CG(C): CGB',FB*I-,DH (Jk# #̂=)1P,'H(-BF M)CG CGBA*(:N
2,:C-,*I-,DH#CGB-B*(C)KBB+H-B99),: ,LA(+(:F _YM(9,AK),D9*E):2-B(9BF (:F CG(C,LA2*>; M(9FB2-B(9BF ): CGB
',FB*I-,DH*MG)*BCGBB+H-B99),: ,LA(+(:F _YM(9*,MB-#(:F CG(C,LA2*>; M(9G)IGB-): CGB/=# #',*7J_Y>_W
I-,DH 2,'H(-BF M)CG CGB',FB*I-,DH ((**(CJk# #̂= )1! J)%'(1*$)%*! W-BC-B(C),: ,L_Y>_W2(: *B99B: 2B**
(H,HC,9)9(:F ):2-B(9B2B**9D-K)K(*-(CB(:F CGB-BL,-BH*(E9(H-,CB2C)KB-,*BC,A*DB*)IGC>):FD2BF GD'(: ?W&2B**9
H,99)A*EAE):G)A)C):IA(+7A2*>; (H,HC,C)2H(CGM(E9'BF)(CBF AE_Y1!

!6+# 7)2-*"5_)99DBL(2C,-* RD'(:* ?BC):(*H)I'B:CBH)CGB*)D'7'BC(A,*)9'* &H)CGB*)(*2B**97-(F)(C),:
BLLB2C9* J)IGC* ZH,HC,9)9

K1%-32)&2"." ?B9B(-2G YD:F ,LWG(-'(2BDC)2(*O,2)BCE,LQD(:IF,:IW-,K):2B(;#/=?J#%)* O2)B:2B(:F
_B2G:,*,IEW-,8B2C,LQD(:IcG,D P)CE( ;#/%S%/###"= )* W-,8B2C,LCGB_G)-F ZLL)*)(CBF R,9H)C(*,LQD(:IcG,D
XBF)2(*f:)KB-9)CE(;#/"d#0)

!!年 龄 相 关 性 黄 斑 变 性 ( (IB>-B*(CBF '(2D*(-
FBIB:B-(C),:#ZX3)是导致老年人视力丧失#甚至致盲
的一种退行性眼病

+/, ' 目前多数学者认为视网膜色
素上皮(-BC):(*H)I'B:CBH)CGB*)D'#?W&)细胞结构及功
能的破坏参与 ZX3疾病的形成#?W&与 [-D2G 膜构成
的血\视网膜屏障的破坏也是导致 ZX3进展的重要
因素

+;, ' 流行病学资料显示#长期暴露于高强度紫外
线或蓝光可引起 ZX3&OC(-I(-FC病&视网膜色素上皮
炎及视网膜色素变性等眼病

+", ' 我们在前期研究中
也发现#蓝光通过氧化应激损伤途径激活 A(+7A2*>; 凋
亡通路#导致 ?W&细胞损伤#甚至凋亡 +%, ' 虽然目前
对于 ZX3的发病机制和病因仍未明确#但越来越多
的研究证实组织因子 (C)99DBL(2C,-#_Y)#即凝血因子
+#在 ZX3 患 者 的 脉 络 膜 新 生 血 管 ( 2G,-,)F(*

:B,K(92D*(-)c(C),:#P@T)中呈高表达#阻止 _Y的表达
也可抑制和破坏 P@T的形成#促进 ZX3好转 +=, ' 此

外#ZX3患者氧化应激诱导的 ?W&细胞和光感受器
凋亡时 _Y的表达增强 +0, ' 但是目前尚无抑制 _Y的

药物用于 ZX3的防治' 本研究在前期研究的基础
上#用自主筛选的 _Y靶向肽(_YC(-IBC):IHBHC)FB#_Y>
_W)干预蓝光损伤的 ?W&细胞#探讨 _Y>_W对氧化损
伤 ?W&细胞的保护作用及相关机制#从而为其用于
ZX3的防治提供理论依据'

85材料与方法

8185材料

新鲜人供体眼球 (广州军区广州总医院提供)*
_Y>_W(航空总医院普外科饶本强教授提供)*澳洲胎
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牛血清&3X&X7Y/; 培养基&青链霉素双抗&胰蛋白酶
(美国 Q)A2,公司)*细胞计数试剂盒>$ (2B**2,D:C):I
N)C>$#PPa>$) (日本同仁公司)*R,B2G9C试剂盒(上海
碧云天公司)*鼠抗兔 _Y单克隆抗体 ((A/=/6%$#/ `
/ ###)(美国 ZA2('公司)*兔抗人 A(+单克隆抗体( w
;66;#/ /̀ ###)&A2*>; 单克隆抗体(w;$60#/ /̀ ###)&
鼠抗兔 (>(2C): 单克隆抗体( w%<6##/ /̀ ###)&辣根过
氧化物酶标记的山羊抗兔二抗(w6#6%#/ ;̀ ###)(美国
PO_公司)*山羊抗鼠 5IQ(PV#/#;#/ ;̀ ### ) (北京
PV[54公司 )' 多功能酶标仪&细胞培养箱 (美国
_GB-',公司)*J&3蓝光光源 (参数"主波峰 %=/ :'#
色纯度 # <̂$;#中山共炫光电科技有限公司 )*,6#>
/;/ 普通倒置显微镜 (日本 4*E'HD9公司)*S&X/%##
透射电子显微镜(日本电子株式会社)*X):)2GB')";#
化学发光仪(北京赛智创业科技有限公司)'
81;5方法
81;185人 ?W&细胞的分离和培养!根据前期实验#
将普通细胞培养箱改造成蓝光照射细胞培养箱#使蓝
光辐照强度达到(% #̂l# =̂)'V72';' 无菌条件下将
离体新鲜眼球在含体积分数 /U青链霉素双抗的 W[O
中浸泡 / G#取出用 W[O 冲洗后沿角巩膜缘后 " ''处
环形剪开巩膜#去除玻璃体及视网膜组织#W[O 洗 "
遍#视杯中加入质量分数 /U胰蛋白酶室温消化 / G#
用含体积分数 /#U胎牛血清&/U青链霉素双抗溶液
的 3X&X7Y/; 培养液终止消化#离心半径 = 2'#
/ ### -7'):离心 /# '):#接种于 ;= 2';

的培养瓶并置

于"6 m&体积分数 =UP4;培养箱中孵育 " F 后进行正
常换液传代培养'
81;1;5PPa>$ 法检测 _Y>_W对人 ?W&细胞的毒性作
用!把生长至对数生长期的细胞消化重悬后#按照 =n
/#% 7'*的密度接种于 <0 孔板#待细胞生长融合成单
层时弃培养液#加入含不同浓度 ( /#&/##&/=#&;##&
"## #',*7J)_Y>_W的培养液孵育#每孔 /## #*#同时
设置空白对照孔和空白孔#其中空白对照孔的细胞按
常规培养法进行培养#不添加任何药物#空白孔不含药
物和细胞' 放入普通培养箱中孵育 ;% G#弃去原培养
液' 将培养液和 PPa>$ 溶液按 /# /̀的比例混匀#每孔
加入 //# #*混合液#将培养板在孵育箱中避光孵育
; G#用酶标仪测定波长 %=# :'处的吸光度(H)值' 细
胞存活率j(实验孔 H%=#值\空白孔 H%=#值) 7(空白对
照孔 H%=#值\空白孔 H%=#值)n/##U'
81;1=5PPa>$ 法检测 _Y>_W最适作用浓度!在 <0 孔
板中接种细胞悬液 (细胞密度为 = n/#% 7'*#每孔
/## #*)#待细胞长成单层时弃去培养液#实验孔用含

不同浓度 (/#&/##&/=#&;##&"## #',*7J)_Y>_W的培
养液孵育#同时设置空白对照孔和空白孔#放入普通培
养箱中孵育 ;% G 后#移入蓝光培养箱照射 /; G#弃去
原培养液' 检测方法同 /1;1;'
81;1>5倒置显微镜下观察人 ?W&细胞的形态学改变
!将人 ?W&细胞接种到 /; 孔板#细胞覆盖 6#U ]
$#U时弃培养液#分别用普通培养液和含 /=# #,'*7J
_Y>_W的培养液培养 ;% G#然后放入蓝光培养箱中照
射 /; G#倒置显微镜下观察蓝光照射组和 /=# #',*7J
_Y>_W组细胞的形态改变'
81;1?5透射电子显微镜下观察人 ?W&细胞超微结构
的变化!各组人 ?W&细胞用胰蛋白酶进行消化#离心
半径 = 2'#/ ### -7'): 离心 = '):#弃上清#收集细胞于
/ =̂ '*&W管#先后用质量分数 ; =̂U戊二醛溶液及质
量分数 /U锇酸溶液 % m固定#梯度丙酮 (体积分数
=#U&6#U&<#U&/##U)脱水#环氧树脂包埋#半薄切
片定位#以醋酸铀和枸橼酸铅双重染色#透射电子显微
镜下观察人 ?W&细胞超微结构的变化'
81;1@5R,B2G9C染色法检测人 ?W&细胞凋亡率!将
人 ?W&细胞接种于 0 孔板培养并蓝光照射后弃去培
养液#加入质量分数 %U多聚甲醛固定液 # =̂ '*#静置
固定 /# '):#弃去固定液#W[O 洗 ; 次#加入 # =̂ '*
R,B2G9C染色液避光染色 /= '):#去染色液#W[O 洗 ;
次#弃 W[O#室温下晾干#荧光显微镜下观察结果并拍
照' 细胞核固缩呈亮蓝色为凋亡细胞' 每组随机选取
0 个视野#统计 R,B2G9C染色阳性细胞个数#计算细胞
凋亡率' 细胞凋亡率 (U)j(凋亡细胞数7视野内总
细胞数)n/##U' 重复实验 = 次'
81;1B5VB9CB-: A*,C法检测人 ?W&细胞中 _Y&A(+和
A2*>; 蛋白的表达!取各组人 ?W&细胞#弃培养液#
W[O 洗涤后加入细胞裂解液刮取细胞#冰上裂解#蛋白
定量#质量分数 /#U O3O>WZQ&蛋白电泳&转膜#滴加
脱脂奶粉封闭液#置于摇床上 ; G*加入相应一抗 % m
孵育过夜*加入相应二抗 "6 m孵育 / G#&PJ发光&曝片'
81=5统计学方法

采用 OWOO ;/1# 统计学软件进行统计分析' 本研
究各检测指标的数据资料经 V检验证实呈正态分布#
以 Cl5表示#各组均数经 JBKB:B检验方差齐' 采用随
机分组单因素干预多水平研究设计#空白对照组&蓝光
照射组和不同浓度 _Y>_W组间细胞增生值的总体差异
比较 以 及 空 白 对 照 组& 蓝 光 照 射 组 和 _Y>_W组
(/=# #',*7J)细胞凋亡率#细胞中 A(+&A2*>; 和 _Y蛋
白相对表达量的总体差异比较均采用单因素方差分

析#组间多重比较均采用 JO3>6检验' Jk# #̂= 为差异
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有统计学意义'

;5结果

;185各组 ?W&细胞的存活率比较
;18185PPa>$ 法检测 _Y>_W对 ?W&细胞的毒性作用
!不同浓度 _Y>_W作用 ?W&细胞后 H%=#值和细胞存活

率见表 /' 测定结果以空白对照组细胞存活率为
/## #̂U' 不同浓度 _Y>_W作用于 ?W&细胞后#各组
间细胞存活率比较差异无统计学意义 (Ij; /̂=#Jj
# /̂/)(表 /)'

表 85各组 :!M细胞存活率的比较(!T")

组别 样本量 H%=#值 存活率(U)

空白组 < # /̂%l# #̂/ \

空白对照组 < # 0̂$l# #̂/ /## #̂#l# #̂#
/# #',*7J_Y>_W组 < # 0̂$l# #̂" /#/ /̂0l= 0̂6
/## #',*7J_Y>_W组 < # 0̂<l# #̂; /#; "̂%l% 6̂;
/=# #',*7J_Y>_W组 < # 6̂#l# #̂" /#% %̂#l% $̂0
;## #',*7J_Y>_W组 < # 0̂0l# #̂" <6 ;̂=l% $̂=
"## #',*7J_Y>_W组 < # 0̂=l# #̂" <0 "̂%l= $̂%
I值 ; /̂=
J值 # /̂/

!注"?W&"视网膜色素上皮*_Y>_W"组织因子靶向肽 (单因素方差分

析#JO3>6检验)!\"未计算

;181;5_Y>_W作用于 ?W&细胞的最适浓度!空白对
照组细胞存活率为(/## #̂l# #̂#)U#蓝光照射组细胞
存活 率 为 ( %" 6̂< l0 =̂= )U# /#& /##& /=#& ;##&
"## #',*7J_Y>_W组细胞存活率分别为 ( =6 ;̂% l
6 $̂<)U&(=< <̂6l% 6̂")U&(0" %̂=l" =̂6)U&(=$ $̂$l
= =̂<)U和(== <̂=l; $̂#)U#各组细胞存活率的总体
比较差异有统计学意义(Ij< /̂0#Jj# #̂#)#其中蓝
光照射组细胞存活率明显低于空白对照组#差异有统
计学意义 (Jj# #̂# )' 与蓝光照射组相比#各浓度
_Y>_W组细胞存活率均明显升高#差异均有统计学意
义 (Jj# #̂/& # #̂#& # #̂#& # #̂#& # #̂# )' /=# #',*7J
_Y>_W组细胞的存活率最高#可作为构建 _Y>_W保护
模型#进行后续实验(图 /)'
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图 85JJ6）Q 法检测
各组 :!M细胞的存
活率! Ij< /̂0#Jj
# #̂#1与空白对照组

比较#(Jk# #̂/*与蓝

光损伤组 比较#(Jk
# #̂=(单因素方差分析#JO3>6检验)!/"空白对照组!;"蓝光照射
组!""/# #',*7J_Y>_W组!%"/## #',*7J_Y>_W组!="/=# #',*7J
_Y>_W组!0";## #',*7J_Y>_W组!6""## #',*7J_Y>_W组!?W&"
视网膜色素上皮

;1;5各组人 ?W&细胞的形态学变化
;1;185各组细胞的组织形态学变化5光学显微镜下
空白对照组细胞呈梭形或多边形#单层贴壁生长#形态
清晰(图 ;Z)' 蓝光照射组较多细胞皱缩&变圆#悬浮
细胞明显增多(图 ;[)' /=# #',*7J_Y>_W组少许细
胞皱缩&变圆#悬浮细胞较蓝光照射组明显减少(图 ;P)'

A B

C

100μm 100μm

100μm

图 ;5普通倒置显微镜下各组
细胞形态变化 ( n;###标尺 j
/## #')!Z"空白对照组细胞
呈梭形#单层贴壁生长#形态清
晰(蓝箭头)!["蓝光照射组部
分细胞皱缩&变圆#悬浮细胞明
显增多(红箭头)!P"/=# #',*7J
_Y>_W组少许细胞皱缩&变圆

(蓝箭头) #悬浮细胞较蓝光照射组明显减少(红箭头)
!

;1;1;5人 ?W&细胞超微结构变化!透射电子显微镜
下可见空白对照组细胞形态正常#细胞间连接紧密#周
边游离端见较多微绒毛#细胞膜及核膜完整#核仁明
显#核染色质较均匀#细胞质中线粒体&内质网等细胞
器未见明显异常' 蓝光照射组细胞形态出现明显改
变#微绒毛减少&脱落#核染色质固缩&浓染#细胞质中
大量空泡样结构形成#线粒体减少#部分线粒体嵴断
裂&缺失' /=# #',*7J_Y>_W组细胞超微结构损害减
轻#微绒毛较少#空泡样结构改变明显减少#线粒体等
改变明显减轻(图 ")'
;1=5各组蓝光诱导的人 ?W&细胞凋亡

荧光显微镜下可见空白对照组细胞核形态规则#
均匀淡染呈淡蓝色*凋亡的细胞可见细胞核皱缩#边界
不光滑#呈强荧光点' 空白对照组仅见极少数凋亡形
态的细胞核(图 %Z)#蓝光照射组可见较多亮染的凋
亡细胞(图 %[)#/=# #',*7J_Y>_W组的凋亡细胞较蓝
光照射组明显减少(图 %P)' 空白对照组&蓝光照射组
和 /=# #',*7J_Y>_W组细胞凋亡率分别为 ( # <̂$ l
# /̂<)U&(< <̂$l# $̂;)U和 (= 6̂"l# $̂$)U#总体比
较差异有统计学意义(Ij;#0 /̂$#Jj# #̂#)#其中蓝
光照射组和 /=# #',*7J_Y>_W组细胞凋亡率均明显
高于空白对照组#/=# #',*7J_Y>_W组细胞凋亡率明
显低于蓝光照射组#差异均有统计学意义 (均 Jk
# #̂=)(图 %3)'
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A B C2μm 2μm 2μm

D E F1μm 1μm1μm

图 =5透射电子显微镜下各组 :!M细胞的超微结构变化!Zm空白
对照组细胞之间紧密连接#周边游离端见较多微绒毛#细胞膜及核
膜完整#核仁明显#核染色质较均匀(n= ####标尺j; #')![m蓝光
照射组微绒毛减少&脱落#核染色质固缩&浓染#细胞质中大量空泡
样结构形成#线粒体减少(n= ####标尺j; #')!Pm/=# #',*7J_Y>
_W组超微结构损害减轻#微绒毛较少#空泡样结构改变明显减少
(n= ####标尺j; #')!3m空白对照组细胞超微结构显示细胞质中
线粒体&内质网等细胞器未见明显异常(n;# ####标尺j/ #')!&m
蓝光损伤组细胞超微结构显示部分线粒体嵴断裂&缺失(n;# ####标
尺j/ #')!Ym/=# #',*7J_Y>_W组细胞超微结构显示线粒体断裂&
缺失等改变明显减轻(n;# ####标尺j/ #')
!
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图 >5各组 !:M细胞凋亡过程中细胞核的形态和凋亡变化!
(R,B2G9Cn;###标尺j;## #')!Zm空白对照组细胞核形态规则#均
匀淡染#呈淡蓝色(白箭头)![m蓝光照射组可见大量凋亡细胞#细
胞核皱缩#边界不光滑#呈强荧光点(红箭头)!Pm/=# #',*7J_Y>_W
组凋亡细胞较蓝光照射组明显减少(红箭头)!3m各组 W?&细胞凋

亡率的量化比较!Ij;#0 /̂$#Jj# #̂#1与空白对照组比较#(Jk

# #̂=*与蓝光照射组比较#A Jk# #̂= (单因素方差分析#JO3>6检验#
'j=)!/m空白对照组!;m蓝光照射组!"m/=# #',*7J_Y>_W组!
?W&m视网膜色素上皮
!

;1>5各组人 ?W&细胞中 _Y蛋白&凋亡相关蛋白 A(+

和 A2*>; 的表达变化
与空白对照组相比#蓝光照射组细胞中 A(+蛋白

和 _Y蛋白的表达明显增强#A2*>; 蛋白的表达明显减
弱(图 = )' 空白对照组&蓝光照射组和 /=# #',*7J
_Y>_W组 ?W&细胞中 _Y蛋白&A(+和 A2*>; 相对表达

量的总体比较#差异均有统计学意义 (Ij06 0̂6&
/#0 "̂0&/%; %̂0#均 Jj# #̂# )#与蓝光照射组相比#
/=# #',*7J_Y>_W组细胞中 A(+蛋白和 _Y蛋白的表
达量均不同程度下降#而 A2*>; 蛋白的表达量明显增
加#差异均有统计学意义(均 Jk# #̂=)(表 ;)'

β�actin

bcl�2

bax

TF 47000
26000

20000

42000

空白对照组 蓝光对照组 150μmol/L
TF�TP组

图 ?5量+*,+2%0(),法检
测各组 :!M细胞中 WK
蛋白及凋亡相关蛋白 0"S
和 0'(）; 的表达!_Y>_Wm
组织因子靶向肽
!

表 ;5各组 :!M细胞中目的蛋白相对表达量的比较(!T")

组别 样本量 A(+ A2*>; _Y

空白对照组 " # 6̂%l# #̂0 / #̂6l# #̂0 # "̂<l# #̂6

蓝光照射组 " / "̂=l# #̂0( # %̂6l# #̂"( # <̂=l# #̂6(

/=# #',*7J_Y>_W组 " # $̂6l# #̂% A # =̂$l# #̂% A # =̂%l# #̂% A

I值 /#0 "̂0 /%; %̂0 06 0̂6
J值 # #̂# # #̂# # #̂#

!注m与各自的空白对照组比较#(Jk# #̂=*与各自的蓝光照射组比较#
AJk# #̂=(单因素方差分析#JO3>6检验 ) ! ?W&m视网膜色素上皮*

_Y>_Wm组织因子靶向肽

=5讨论

?W&细胞不仅具有转运营养成分&吞噬和降解感
光细胞外段&视色素转运和储存&清除自由基等功能#
而且可与 [-D2G 膜共同构成血\视网膜屏障#在维持视
网膜神经纤维层内环境稳定方面发挥重要作用#这对
视网膜自平衡及视觉维持具有重要意义

组6, ' 研究证
实#?W&细胞形态及功能的改变是 ZX3发生和发展
过程中的重要影响因素之一#从早期 ?W&细胞的形态
学改变&色素变化&细胞内脂褐素的堆积到晚期 ?W&
细胞间的紧密连接受损等都在 ZX3疾病的进程中发
挥重要作用

组$\/#, ' 流行病学资料显示#紫外线或蓝光
的暴露程度与 ZX3的发生呈正相关 组//, ' 研究表明#
蓝光因其特有的高能量&可穿透性等特点#极易引起视
网膜#尤其是黄斑部的氧化损伤#从而导致光化学损
伤

组/;, ' 因此本实验在前期研究的基础上#利用蓝光诱
导 ?W&细胞氧化损伤模型#发现当 ?W&细胞在特定
辐照强度的蓝光培养箱内照射后 /; G#细胞形态结构
以及亚细胞结构出现明显改变#如微绒毛减少和脱落&
核染色质固缩和浓染&细胞质中大量空泡样结构形成&
线粒体减少&部分线粒体嵴断裂和缺失'

_Y是由 ;0" 个氨基酸组成的单链跨膜糖蛋白#相
对分子质量为 %6 ####其既能激活外源性凝血级联反
应而发挥促凝血作用#又能经蛋白酶活化受体介导信
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号转导而发挥非凝血作用#参与炎症&细胞凋亡&细胞
迁移及病理性新生血管的形成

+/", ' 有研究发现#氧化
应激和炎症反应可以诱导 _Y高表达于凋亡的 ?W&细
胞和光感受器中#而且高表达的 _Y本身也可以加剧
炎症反应并促进活性氧的产生

+/%, ' _Y>_W是梁绮雯
等

+/=,
运用受体\细胞序贯筛选法获得的新型药物#对

_Y具有高度亲和力#并成功靶向抑制 _Y的高表达'
本实验中发现该药物对 ?W&细胞的生长无毒性作用#
且对蓝光诱导的 ?W&细胞损伤具有保护作用#而且当
_Y>_W浓度达到 /=# #',*7J时#?W&细胞的存活率最高'

细胞凋亡是为维持内环境稳定&由基因控制的细
胞自主的有序死亡' 细胞凋亡是一个主动过程#它涉
及一系列蛋白的激活&表达以及调控等 +/0, ' [2*>; 家
族在细胞凋亡中扮演重要角色#其中 [$C基因是 A2*>;
家族的一员

+/6, ' 研究表明#A(+允许一些离子和小分
子穿过线粒体膜进入细胞质#从而引起细胞凋亡#而
A2*>; 的作用正好相反#它能封闭 A(+形成的孔道的活
性#使一些小分子不能自由通透#从而抑制细胞凋
亡

+/$\/<, ' 我们在前期的研究中发现#将 ?W&细胞置
入辐照强度为(% #̂l# =̂)'V72';

蓝光培养箱后 /; G
可引起大量活性氧的产生#激活 A(+7A2*>; 凋亡信号通
路#进而发生瀑布式的氧化应激反应#最终导致 ?W&
细胞凋亡

+;#, ' 本实验中发现#蓝光照射 ?W&细胞后
A(+蛋白&_Y蛋白表达水平均显著升高#A2*>; 蛋白的
表达水平下降#而经 /=# #',*7J_Y>_W预处理的细胞
中 A(+蛋白&_Y蛋白表达水平下降#A2*>; 蛋白表达水
平升高#表明 _Y>_W在一定程度上可抑制蓝光诱导的
?W&细胞凋亡' 此外#光学显微镜下细胞形态结构和
透射电子显微镜下亚细胞结构均提示#_Y>_W预处理
可明显改善蓝光诱导的 ?W&细胞损伤#表明 _Y>_W对
氧化损伤的 ?W&细胞有一定的保护作用'

综上所述#本研究认为 _Y>_W对蓝光诱导的人
?W&细胞有保护作用#其机制可能与 _Y>_W抑制 _Y
介导的 A(+7A2*>; 凋亡通路有关#本研究有助于了解
ZX3形成的原因#对我们防治蓝光造成的职业性损伤
也具有重大意义' 我们进一步的研究将从细胞水平和
动物实验水平深入探讨 _Y>_W对 ?W&细胞损伤的保
护作用及机制'
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!病例报告!

小梁切除术后角膜后弹力层大范围脱离自发复位一例

杨骁!陈元芝!党光福
;=#;## 济南市明水眼科医院!泰山医学院眼视光学临床学院

通信作者"杨骁#&'()*"9GD)A):IEDB#6;"./0"12,'

345"/#1"60#72'(181)99:1;#<=>#/0#1;#/61#61##6

!!患者#女#00 岁#;#/= 年 % 月因右眼突然胀痛伴同侧头痛&

恶心&呕吐半月余至济南市明水眼科医院就诊' 眼部检查"视

力右眼光感#左眼 # =̂*眼压右眼 %# ''RI(/ ''RIj# /̂"" NW()#

左眼 /= ''RI*右眼结膜混合充血#角膜雾状水肿#基质混浊&

水肿#后弹力层皱褶#前房浅#虹膜萎缩#瞳孔欠圆#直径约

= ''#对光反射消失#晶状体混浊#眼底窥不清*左眼前房浅#晶

状体混浊#其余眼前节大致正常#视盘边界清&颜色正常#其余

窥不清' [型超声示双眼玻璃体轻度混浊*角膜内皮细胞参数

右眼测不出#左眼角膜内皮细胞密度(2B**FB:9)CE#P3)为 ; "%%

个7''; #细胞面积变异系数 (2,>BLL)B:C,LK(-)(C),:#PT)为 ;;'

Z型超声示右眼眼轴长度为 ;; /̂/ ''#前房深度为 ; "̂# ''#

晶状体厚度为 = #̂# ''*左眼眼轴长度为 ;/ $̂$ ''#前房深度

为 ; ;̂" ''#晶状体厚度为 % <̂6 ''' 既往患精神分裂症 ;#

年#口服利培酮口腔崩解片治疗*帕金森病/ 年#口服多巴丝肼

胶囊&盐酸本海索片治疗#目前病情尚稳定' 临床诊断"双眼急

性闭角型青光眼(右眼急性发作期&左眼临床前期)*双眼年龄

相关性白内障*精神分裂症*帕金森病' 入院后药物降眼压不

能缓解#遂行右眼前房穿刺#眼压降低后角膜中央区上皮水肿#

基质混浊#内皮皱褶#提示长期高眼压内皮损伤严重' 给予多

次右眼前房放液后眼压仍控制不佳#; F 后行右眼小梁切除术#

手术顺利#术中未发现异常' 术后第 / 天结膜滤泡弥散#全角

膜混浊&水肿#前房略浅#眼压指测正常' 行眼前节 4P_检查发

现右眼角膜后弹力层重度脱离#部分脱离接近于虹膜晶状体面

(图 /)#考虑小梁切除术后角膜后弹力层脱离#给予后弹力层

手术复位#术中前房注入黏弹剂及无菌空气' ; F 后行眼前节

4P_检查见右眼全角膜后弹力层基本复位(图 ;)' 为避免左

眼青光眼急性发作#建议患者行左眼 dZQ激光周边虹膜切除

术治疗#患者拒绝#要求出院' 出院后 6 F 首次复诊时发现右眼

角膜混浊&水肿#行眼前节 4P_检查发现右眼角膜后弹力层再

次脱离#程度较手术复位前轻(图 ")#建议患者再次行手术复

位' 患者及家属拒绝#后失去联系' ;#/= 年 /; 月患者因左眼

急性闭角型青光眼再次入院' 检查发现右眼角膜透明(图 %)#

行眼前节 4P_检查见右眼角膜后弹力层正常(图 =)#考虑右眼

角膜后弹力层自发性复位' 复查角膜内皮镜"右眼 P3为 / #";

个7''; #PT为 ;#'

讨论"后弹力层是角膜内皮细胞的基底膜#位于基质层和

内皮细胞之间#是一层有弹性&无结构&对化学物质和病理损害

抵抗力强的透明薄膜#损伤后可以再生' 由于后弹力层与基质

层之间的黏附较为疏松#遇外力容易分离*中重度脱离可导致

角膜水肿&混浊#影响角膜屈光功能#严重者可引起角膜内皮失

代偿' 引起角膜后弹力层脱离的原因有许多#如手术&浅前房&

角膜内皮功能不良等
+/, #其中手术源性角膜后弹力层脱离常见

于白内障术后#也见于其他眼科手术#如周边虹膜切除术&小梁

切除术&全板层角膜移植术&穿透角膜移植术&玻璃体切割手术

等术后
+;\6, ' 随着小梁切除术的普及和改良术式的应用#手术

并发症较前减少#但角膜后弹力层脱离仍是术后严重并发症之

一#一旦发现需尽快治疗#以恢复患者的视功能' O('DB*9+$,首

次系统性报告了角膜后弹力层脱离#随后他又报道了 " 例周边

虹膜切除术后出现角膜后弹力层脱离'

结合文献分析本例患者发生角膜后弹力层脱离原因如

下
+"#=#<, "(/)患者高龄#术前眼压长期处在较高的状态#角膜水

肿时间长#后弹力层与基质层间组织相对疏松#层间黏附力下

降*(;)眼压未降至正常#导致术中刀口切开后压力骤降#角膜

组织结构松弛#发生脱离*(")小梁切除术内切口靠前#导致后

弹力层脱离*(%)全身状况差#不能行全身麻醉手术#帕金森病

致术中患者频繁抖动不能自控#浅前房致角膜辅助穿刺口内口

小于外口#弯针头注水加深前房时误入角膜层间导致脱离'

角膜后弹力层脱离的预后取决于脱离的范围&程度以及合

适的处理' 临床上一旦出现角膜后弹力层脱离#可运用眼前节

4P_评估后弹力层脱离的范围和程度#小范围的脱离可在术后

一段时间内自行复位而无需手术治疗
+/#, ' 研究发现若脱离的

角膜后弹力层无皮瓣或卷边#也可以自发复位 +//\/%, ' 考虑由

于角膜内皮层接受来自房水的糖分&氧气及其他营养物质#脱

离的角膜后弹力层7内皮层复合体在前房可保持功能的稳定

性' 因此经过一段时间的自发复位后#仍可检测出角膜内皮细

胞数量' 若脱离范围较大#同时伴有皮瓣或卷边#则极有可能

无法自发复位#需手术治疗' 复位的手术方式包括前房注入无

菌空气&惰性气体&黏弹剂等#或者行角膜后弹力层缝合术&角
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