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##'摘要(#目的#观察 /A" 7%半导体激光"功率 ! %R#照射以视锥细胞为主的鸡视网膜后是否存在慢性

光损伤%探讨该波段激光对视网膜的安全性)#方法#采用随机数字表法将 /" 只自然光线下饲养 9 个月的小

鸡分为正常对照组*照射 :C%'7 组*照射 /C%'7 组和照射 :"C%'7 组%每组 9A 只) 采用 /A" 7%激光并按照分组

不同各组小鸡双眼每日接受不同时间的激光照射) 分别于激光照射后 9 个月"! 月龄鸡#*: 个月"D 月龄鸡#

和 / 个月". 月龄鸡#各组任选 A 只进行活体光相干断层扫描">NJ#检查%测定鸡的相对视网膜面积&采用过

量麻醉法处死并制备视网膜切片%行苏木精X伊红染色和 JjW$P染色%分别观察各组鸡视网膜面积变化和视

细胞凋亡情况&实验眼制备视网膜匀浆%分别采用 JẐ 法和 WZJ法检测鸡视网膜中丙二醛质量摩尔浓度和

超氧化物歧化酶"a>=#比活性&采用 R*+2*57 8(12法检测鸡视网膜中 P<_视蛋白和视紫红质蛋白的表达)#

结果#! 月龄时鸡照射 :"C%'7 组视网膜中丙二醛质量摩尔浓度高于正常对照组%差异有统计学意义 "Sn

"Y"A#%D 月龄时激光照射 /C%'7 组和照射 :"C%'7 组丙二醛质量摩尔浓度均高于正常对照组%差异均有统计学

意义"Sc"Y"!/*"Y"":#%. 月龄时所有激光照射组鸡视网膜中丙二醛质量摩尔浓度均高于正常对照组%差异

均有统计学意义"Sc"Y":;*"Y":!*n"Y"9#) . 月龄时激光照射 :"C%'7 组鸡视网膜中 a>=比活性和视紫红质

蛋白相对表达量均低于正常对照组+ a>=$"9D"Y!"lAYBB# " 7%1(<+!%G#与"9/"YA.l:Y9:# " 7%1(<+!%G#&视

紫红质蛋白$"Y:B!l"Y"/A 与 "YA//l"Y".!,%差异均有统计学意义"均 Sn"Y"A#) >NJ检查显示%照射 :C%'7

组*照射 /C%'7 组和照射 :"C%'7 组 / 个月内鸡视网膜相对面积及形态与正常对照组相比无明显差别&组织病

理学检查显示各照射组鸡视网膜厚度均接近正常对照组%JjW$P染色显示各组鸡视网膜细胞排列整齐%未发

现 JjW$P阳性染色细胞)#结论#实验鸡眼接受 /A" 7%半导体激光照射时%用 ! %R的功率每日照射 / %'7

持续 / 个月不引起明显光损伤&每日照射 :" %'7 持续 / 个月引起视网膜中自由基含量增高和视紫红质减少%

提示存在光损伤)#

'关键词(#光<不良作用& 视网膜& 激光<治疗用途& 红光& 氧化应激& 凋亡& 鸡
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##红光对生物组织具有抗炎*增加线粒体电子链传
递等生物调节作用%在促进伤口修复*组织细胞再生*

改善血液循环方面具有良好作用%近年来主要用于治
疗周围神经损伤*慢性疼痛和减轻视网膜*视神经损伤
等

+9X:, ) 临床上采用的红光治疗波段多为 /:" .̀"" 7%%

发光二极管或激光均有相似的治疗作用
+ DXA, ) 激光作

为一种特殊光线具有亮度高*单色性*方向性好的特
点%对一些局部病灶%如黄斑区病变可发挥精确治疗作
用%但目前关于低功率激光治疗时对视网膜光照的安
全性尚未完全明确) 低功率激光光照短期内人眼无明
显光损伤表现%但长期光照的安全性研究仍缺乏) 视
网膜光损伤主要表现为光化学损伤*机械损伤和光热
损伤

+ /, ) 光化学损伤早期主要表现在视网膜光感受

器外节和视网膜色素上皮"5*2'7&(E'G%*72*E'2,*('-%%
[]$#细胞%其发生与自由基氧化损伤有密切关系) 正
常情况下%感光细胞外节盘膜中含有高水平的长链不
饱和脂肪酸%对氧化反应很敏感%外界持续光照会增加
感光细胞中自由基含量%这些自由基会与盘膜*线粒体
和内质网中的多价不饱和脂肪酸结合使其发生过氧化

反应%导致生物功能异常) 脂质过氧化物中的醛类化

合物%如丙二醛%也具有细胞毒性%可与细胞内蛋白*核
酸等含氮化合物发生交联使其丧失功能%长期自由基
氧化损伤最终导致细胞功能异常%引起细胞凋亡 + .X;, )

采用 : %R的 /A" 7%半导体激光对豚鼠视网膜连续
照射 9 个月可引起轻度光损伤%其主要机制为 T&+蛋
白表达轻度增加*线粒体功能异常和外层视网膜感光
细胞凋亡

+ B, ) 本研究观察长期低功率激光照射后鸡

视网膜是否产生光化学损伤%评估该波段激光用于视
网膜黄斑区病变治疗的安全性)

;8材料与方法

;3;#材料
;3;3;#实验动物#自然光线下饲养 9 个月的雄性来
亨鸡 /" 只"购自安阳顺弘孵化厂#由安阳市眼科重点
实验室动物房用鸡颗粒饲料和自来水饲养%饲养温度
为 !" !̀A p%湿度为 D"b .̀"b%饲养环境为自然光)

实验动物的使用和喂养遵循国家科学技术委员会颁布

的0实验动物管理条例1)
;3;34#主要试剂及仪器#兔抗 P<_视蛋白多克隆抗
体"一抗# "工作浓度 9 d9 """# "i99:;"%北京百奥莱
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博有限责任公司#&鼠抗视紫红质多克隆抗体"一抗#
" 8̂:!"D/%工作浓度 9 d: """# "英国 8̂4&%公司#&羊
抗兔二抗 " "̂!";%工作浓度 9 d9 """#*羊抗鼠二抗
" "̂9B!%工作浓度 9 d9 """#*丙二醛检测试剂盒*超氧
化物歧化酶"+-E*51L'I*I'+%-2&+*%a>=#检测试剂盒*
JjW$P法细胞凋亡检测试剂盒* =̂ ]?细胞染色液*
ZN̂ 法蛋白浓度测定试剂盒"上海碧云天生物技术有
限责任公司#&内参蛋白 !C2-8-('7" T̂."9"%工作浓度
9 d: """#"美国 ĤH'7'2FZ'1+4'*74*+公司#) /A" 7%半
导体激光机 "本研究组自制 #&光相干断层扫描仪
"1E2'4&(41,*5*74*21%1G5&E,F%>NJ#"德国O*'I*(8*5G*5
公司#)
;34#方法
;343;#实验动物分组#采用随机数字表余数分组法
将 /" 只来亨鸡随机分为正常对照组*照射 :C%'7 组*
照射 /C%'7 组和照射 :"C%'7 组%每组 9A 只%按照分组
双眼每天接受相应时间的激光照射%其余时间自然光
线下饲养)
;3434#激光照射#小鸡为站立位%用纱布缠绕鸡的双
腿和躯干以固定实验动物%用实验铁架台的试管钳轻
夹鸡颈部以固定头部) 由于小鸡存在薄膜样第三眼
睑%可短暂闭合避免角膜干燥%因此双面胶纸粘合鸡下
睑%以免实验中闭合眼睑) /A" 7%半导体激光机照射
功率为 ! %R%双眼照射%光源距离照射眼 9" 4%%照射
光斑直径为 9 4%)
;343<#>NJ检测鸡相对视网膜面积#采用 >NJ测量
仪分别于激光照射后 9*: 和 / 个月活体状态下行实验
眼视网膜厚度和视网膜形态检查) 固定头部%双眼分
别进行 >NJ扫描%分辨率为 A %%) 选取机器自带神
经纤维层厚度测量模式的环形扫描%>NJ可清晰显示
全层视网膜和部分脉络膜形态) 为避免图片像素不同
引起的测量误差%各图片通过对左下角的固定长度标
尺进行像素矫正%图像用 ?%&G*U软件进行分析和处
理%将图片调节为 ; 8'2%计算 >NJ影像显示的所有神
经纤维层与 []$层之间区域的相对视网膜面积) 相
对视网膜面积c测量区域像素值<标尺长度像素值)
;343=#鸡视网膜组织病理学检查#每组任意选取 A
只鸡%采用质量分数 9"b水合氯醛腹腔内过量麻醉法
处死%摘出左眼立即在冰台上沿眼球赤道部切开%剥离
后极部视网膜%去除玻璃体和色素膜) 用质量分数
Db多聚甲醛固定 !D ,%梯度乙醇脱水%二甲苯透明%石
蜡包埋%行 : %%厚切片) 每间隔 : 张片取 9 张行苏木
精X伊红染色%每个样品取 : 张切片) 光学显微镜下
观察视网膜组织形态)

;343>#JjW$P法测定鸡视网膜细胞凋亡#采用
JjW$P细胞凋亡原位检测试剂盒%将制备的石蜡切片
用二甲苯浸泡 9" %'7%反复脱蜡 : 次%用梯度乙醇置换
二甲苯%蒸馏水浸泡 ! %'7%蛋白酶 i :. p 消化
9A %'7%JZa 冲洗%滴加 T?JN荧光标记的检测液%湿盒
内 :. p避光孵育 ! ,%JZa 冲洗%=̂ ]?复染细胞核%封
片%荧光显微镜下观察并拍照)
;343? #JẐ 法和 WZJ法测定鸡视网膜组织中丙二醛
质量摩尔浓度和 a>=比活性#于冰台上取鸡右眼后极
部视网膜%超声粉碎后制备成质量分数 9"b视网膜匀
浆%低温离心机离心半径 9A 4%% : A"" 5<%'7 离心
9A %'7%取上清液备用) "9#JẐ 法测定视网膜中丙二

醛质量摩尔浓度#取制备好的上清液 "Y9 %(%加入丙二
醛检测试剂混匀%BA p水浴 :" %'7%: A"" 5<%'7 离心
9" %'7%取上清%计算波长 A:! 7%处比色浓度) "!#WZJ
法测定视网膜中 a>=比活性#取部分制备好的 9"b视
网膜匀浆上清液%JZa 稀释至 9b后取 D" %(%加入检测
试剂混匀%:. p水浴 D" %'7%加入显色剂 9" %'7%计算波
长 AA" 7%处比色浓度) ":#ZN̂ 法测定 9b视网膜匀浆
上清液蛋白质量浓度#取 9b视网膜匀浆上清液 A" %(
于孔板中%加入 ZN̂ 工作液%:. p放置 :" %'7%于波长
A/! 7%处比色计算上清液蛋白质量浓度)
;343@#R*+2*57 8(12法测定视网膜中P<_视蛋白和视
紫红质含量#取 9"b视网膜匀浆%9" """ 5<%'7 离心
:" %'7) 根据蛋白质量浓度调整上样浓度%加入上样
缓冲液%混匀后于 9"" p水浴 A %'7%取混合样品液
!" %(上样电泳%调节电压至 ;" V&当溴酚蓝指示剂离
开浓缩胶后%调节电压至 9!" V%待溴酚蓝达凝胶末端
时停止电泳) 依次将滤纸*胶*]V=T膜放入转膜仪
中%调节电流 9"" %̂ %转膜 D" %'7) 用质量分数 Ab脱
脂奶粉封闭孵育 D ,%JZaJ洗膜 : 次%将 ]V=T膜置入
一抗中 D p过夜%JZaJ洗膜 : 次%加入相应二抗%:. p
孵育 ! ,%光化学法显影摄片%采用 ?%&G*U软件对图像
进行灰度分析) 以 !C2-8-('7 为内参%计算 P<_视蛋
白和视紫红质条带与内参条带的相对灰度值) 目的蛋
白相对表达量c目的蛋白灰度值<!C2-8-('7 灰度值)
;3<#统计学方法

采用 a]aa !"Y" 统计学软件"美国 ?Z_公司#进
行统计分析) 计量资料数据经 R检验呈正态分布%以
%*&7la=表示%组间数据经 P*K*7*检验证实方差齐)
采用随机分组单因素干预四水平研究设计%正常对照
组*照射 :C%'7 组*照射 /C%'7 组和照射 :"C%'7 组间各
检测指标总体差异比较均采用单因素方差分析%组间
两两比较采用 =-77*22C&检验) 检验标准 !c"Y"A)

!A.A!中华实验眼科杂志 !"!" 年 . 月第 :; 卷第 . 期#N,'7 U$LE >E,2,&(%1(%U-(F!"!"%V1(3:;%W13.
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48结果

43;#各组鸡视网膜 >NJ表现及相对视网膜面积比较
随着小鸡自身发育和生长%鸡视网膜厚度逐渐增

加) 正常对照组鸡视网膜层间结构清晰%照射 :C%'7
组*照射 /C%'7 组和照射 :"C%'7 组未见明显的视网膜

层间结构缺失和模糊"图 9#%照射后 !*D*. 月龄鸡相
对视网膜面积测量发现%同月龄内正常对照组*照射
:C%'7 组*照射 /C%'7 组和照射 :"C%'7 组间视网膜相
对面积总体比较差异均无统计学意义 " ! 月龄$Rc
9Y"//%Sc"Y:.9&D 月龄$Rc"Y;A"%Sc"YD./&. 月龄$
Rc"Y;9.%Sc"YA":#"表 9#)

7月
龄

2月
龄

4月
龄

正常对照组 照射3�min组 照射6�min组 照射30�min组

7月
龄

2月
龄

4月
龄

正常对照组 照射3�min组 照射6�min组 照射30�min组

图 ;8J!C测定各组鸡相对视网膜面积变化#各月龄鸡视网膜"箭头#面积随着鸡生长发育而逐渐增加%但同月龄鸡照射不同时间组间视网膜面
积大小无明显差别

M#G-)%;8L%*#$020)%0 ,F/#FF%)%$*0G%&,F+"#+V%$73 J!C0.,$G I0)#,-&G),-(&#[*2'7&(&5*&"&551)# )&+'745*&+*I )'2, 2,*G51)2, 1H2,*
4,'4M*7%&7I 2,*5*)&+71+'G7'H'4&72&8715%&('7 5*2'7&(&5*&&%17GI'HH*5*72(&+*5'55&I'&2'17 G51-E+

表 ;8各组鸡相对视网膜面积比较".%0$QRS#
C072%;8!,.(0)#&,$,F)%20*#I%)%*#$020)%0 #$/#FF%)%$*

0G%&,F+"#+V%$0.,$G I0)#,-&G),-(&".%0$QRS#

组别 样本量

不同月龄时相对视网膜面积

! 月龄 D 月龄 . 月龄

正常对照组 A 9.Y/.l9YDB !!YD"l9Y:D !!YA;l9Y9.

照射 :C%'7 组 A 9.Y/:l9YD. !9YBAl9Y9B !!Y/;l"Y."

照射 /C%'7 组 A 9;Y";l9Y!: !9Y/Al9YDA !!Y:;l"Y.:

照射 :"C%'7 组 A 9;YD;l9Y.. !9Y//l"Y;: !9YBDl"YA"

R值 9Y"// "Y;A" "Y;9.

S值 "Y:.9 "YD./ "YA":

#注$"单因素方差分析#

#W12*$"17*C)&F Ŵ>V̂ #

434#各组鸡视网膜组织病理学表现
各组鸡视网膜层次结构清楚%光感受器内外节排

列整齐%未见明显视网膜细胞结构紊乱*碎裂*缺失和
边界模糊"图 !#)

43<#各组鸡视网膜细胞凋亡表现
正常对照组鸡视网膜各层未见 JjW$P阳性染色

细胞%照射 :C%'7 组*照射 /C%'7 组和照射 :"C%'7 组鸡
视网膜各层细胞核染色清晰%未见明显核固缩*核溶解
现象%各层细胞核区域未见明显 JjW$P阳性染色%下
方视蛋白可见绿色自发荧光"图 :#)
43=#各组鸡视网膜丙二醛质量摩尔浓度比较

! 月龄鸡各组视网膜中丙二醛质量摩尔浓度总体
比较差异有统计学意义"Rc:Y/A!%Sc"Y":A#%与正
常对照组比较%照射 :C%'7 组和照射 /C%'7 组鸡视网
膜中丙二醛质量摩尔浓度均升高%但差异均无统计学
意义"Sc"Y9"A*"Y"A.#%照射 :"C%'7 组鸡视网膜中丙
二醛质量摩尔浓度较正常对照组明显升高%差异有统
计学意义"Sc"Y"9B#) D 月龄鸡各组视网膜中丙二醛
质量摩尔浓度总体比较差异有统计学意义"RcAY.;D%
Sc"Y"".#%与正常对照组比较%照射 :C%'7 组鸡视网
膜中丙二醛质量摩尔浓度升高% 但差异无统计学意义

组/.A组 中华实验眼科杂志 !"!" 年 . 月第 :; 卷第 . 期#N,'7 U$LE >E,2,&(%1(%U-(F!"!"%V1(3:;%W13.
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50μm 50μm 50μm 50μm

50μm50μm50μm50μm

50μm 50μm 50μm 50μm

7月
龄

2月
龄

4月
龄

正常对照组 照射3�min组 照射6�min组 照射30�min组

50μm 50μm 50μm 50μm

50μm50μm50μm50μm

50μm 50μm 50μm 50μm

7月
龄

2月
龄

4月
龄

正常对照组 照射3�min组 照射6�min组 照射30�min组

图 48各组鸡视网膜组织病理学表现组O$sD""%标尺cA" %%##不同月龄鸡各照射组视网膜组织结构排列整
齐%均未见异常
M#G-)%48C"%)%*#$02"#&*,(0*",2,G3 #$/#FF%)%$*0G%&,F+"#+V%$0.,$G I0)#,-&G),-(&组O$sD""%8&5cA" %%#
W118K'1-+E&2,1(1G'4&(4,&7G*+)&+H1-7I '7 4,'4M*7 5*2'7&+&%17GK&5'1-+G51-E+

30μm 30μm 30μm 30μm

30μm 30μm 30μm 30μm

30μm 30μm 30μm 30μm

7月
龄

2月
龄

4月
龄

正常对照组 照射3�min组 照射6�min组 照射30�min组

30μm 30μm 30μm 30μm

30μm 30μm 30μm 30μm

30μm 30μm 30μm 30μm

7月
龄

2月
龄

4月
龄

正常对照组 照射3�min组 照射6�min组 照射30�min组

图 <8各组 C组NHX免疫荧光染色表现组 >̂ ]?sD""%标尺c:" %%##可见各层细胞核呈蓝色荧光组 =̂ ]?#和视
蛋白的自发绿色荧光) 上层稀疏的蓝色荧光为神经节细胞核%中间密度较高的蓝色荧光为双极细胞核%下层
锥形的蓝色荧光为感光细胞核%各层细胞均未见 JjW$P阳性染色
M#G-)%<8C组NHX#..-$,F2-,)%&+%$+%&*0#$#$G 0.,$G I0)#,-&G),-(&#组 >̂ ]?sD""%8&5c:" %%##J,*4*((
7-4(*-++,1)*I 8(-*H(-15*+4*74*组 =̂ ]?# &7I 5*2'7&(&-21H(-15*+4*74*+,1)*I &G5**7 H(-15*+4*74*3W1JjW$P
E1+'2'K*4*(()&+H1-7I &%17GK&5'1-+G51-E+3J,*G&7G('17 4*((7-4(*')*5*'7 2,*21E (&F*5%8'E1(&54*((7-4(*')*5*'7
2,*%'II(*(&F*5)'2, 2,*,'G,*5I*7+'2F%&7I E,1215*4*E2157-4(*')*5*'7 2,*(1)*5(&F*5

组Sc"Y"B9#%照射 /C%'7 组和照射 :"C%'7 组鸡视网膜
中丙二醛质量摩尔浓度明显高于正常对照组%差异均
有统计学意义组Sc"Y"!/*"Y"":#) . 月龄鸡各组视网

膜中丙二醛质量摩尔浓

度总体比较差异有统计

学意义 组Rc:9Y9A:%Sn
"Y"9#%照射 :C%'7 组*照
射 /C%'7 组 和 照 射

:"C%'7 组鸡视网膜中丙
二醛质量摩尔浓度均高

于正常对照组%差异均有
统计学意义 组Sc"Y":;*
"Y":!*n"Y"9#组表 !#)
43>#各组鸡视网膜中
a>=比活性比较

! 月龄*D 月龄鸡各
组视网膜中 a>=比活性
总体比较差异均无统计

学意义 组Rc9Y"./%Sc
"Y:;.& Rc"YA9:% Sc
"Y/.B#%. 月龄鸡各组视
网膜中 a>=比活性总体
比较差异有统计学意义

组Rc::Y!9A%Sn"Y"9#%
其中照射 :C%'7 组和照
射 /C%'7 组鸡视网膜中
a>=比活性与正常对照
组比较差异均无统计学

意义组Sc"YA.D*"Y/".#%
照射 :"C%'7 组鸡视网膜
中 a>=比活性明显低于
正常对照组%差异有统
计学 意 义 组 Sn"Y"9 #
组表 :#)
43? # 各组鸡视 网 膜
P<_视蛋白和视紫红质
蛋白相对表达量比较

照射 :C%'7 组*照射
/C%'7 组和照射 :"C%'7
组 ! 月龄和 D 月龄鸡视
网膜中 P<_视蛋白和视
紫红质蛋白表达条带强

度与正常对照组均比较

接近%. 月龄鸡各光照组
视网膜中 P<_视蛋白表达强度与正常对照组接近%照
射 :C%'7 组和照射 /C%'7 组鸡视网膜中视紫红质蛋白
表达强度与正常对照组接近%照射 :"C%'7 组鸡视网膜

!..A!中华实验眼科杂志 !"!" 年 . 月第 :; 卷第 . 期#N,'7 U$LE >E,2,&(%1(%U-(F!"!"%V1(3:;%W13.
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表 48各组鸡视网膜组织中
丙二醛质量摩尔浓度比较".%0$QRS%$.,2Y.G#

C072%48!,.(0)#&,$,F.02,$/#02/%"3/%+,$*%$*#$+"#+V%$
)%*#$0 0.,$G I0)#,-&G),-(&".%0$QRS%$.,2Y.G #

组别 样本量
不同月龄鸡视网膜丙二醛质量摩尔浓度

! 月龄 D 月龄 . 月龄

正常对照组 A ..Y9!l!Y;/ .BY;9l!YA; .AY9;l :Y.;

照射 :C%'7 组 A ;!Y!/l:Y.; ;:Y..l!Y.! ;AY!:l !Y""&

照射 /C%'7 组 A ;:Y":l:Y;9 ;DY;Bl!Y"9& ;AYA!l :YD9&

照射 :"C%'7 组 A ;DY:!lDY9B& ;/Y;:l:YDB&9"BY:!l9"Y!D&

R值 :Y/A! AY.;D :9Y9A:
S值 "Y":A "Y"". n"Y"9

#注$与正常对照组比较%&Sn"Y"A "单因素方差分析%=-77*22C&检验#
# W12*$ N1%E&5*I )'2, 2,*715%&(417251(G51-E%&Sn"Y"A " 17*C)&F
Ŵ>V̂ %=-77*22C&2*+2#

表 <8各组鸡视网膜组织中 RJS
比活性比较+.%0$QRS%$.,2Y" &$.G#,

C072%<8!,.(0)#&,$,FRJS0+*#I#*3 #$+"#+V%$)%*#$0
0.,$G I0)#,-&G),-(&+.%0$QRS%$.,2Y" &$.G#,

组别 样本量
不同月龄鸡视网膜中 a>=比活性

! 月龄 D 月龄 . 月龄

正常对照组 A 9AAYB:lAY:. 9A.Y;BlDY;/ 9/"YA.l:Y9:

照射 :C%'7 组 A 9ADYB/lDY"; 9/"Y!9l/YD/ 9/:YABlDYD!

照射 /C%'7 组 A 9A:Y"9l.Y"B 9ABYADl:Y!. 9/:YDAl:Y:!

照射 :"C%'7 组 A 9A;YB/lDY:! 9/9YDDl:Y"D 9D"Y!"lAYBB&

R值 9Y"./ "YA9: ::Y!9A

S值 "Y:;. "Y/.B n"Y"9

#注$与正常对照组比较%&Sn"Y"A "单因素方差分析%=-77*22C&检验#
a>=$超氧化物歧化酶
# W12*$ N1%E&5*I )'2, 2,*715%&(417251(G51-E%&Sn"Y"A " 17*C)&F
Ŵ>V̂ %=-77*22C&2*+2##a>=$+-E*51L'I*I'+%-2&+*

中视紫红质蛋白条带较正常对照组变窄"图 D#) ! 月
龄鸡各组视网膜中 P<_视蛋白和视紫红质蛋白相对
表达量总体比较差异均无统计学意义"Rc"Y9/A%Sc
"YB9B&Rc"Y/99%Sc"Y/9.#&D 月龄鸡各组视网膜中
P<_视蛋白和视紫红质蛋白相对表达量总体比较差
异均无统计学意义 "Rc9YA!:%Sc"Y!D.&Rc9Y:/A%
Sc"Y!;B#&. 月龄鸡各组视网膜中 P<_视蛋白相对
表达量总体比较差异无统计学意义 "Rc"Y:::%Sc
"Y;"!#%视紫红质蛋白相对表达量总体比较差异有统
计学意义"Rc.Y;D"%Sc"Y""!#%其中照射 :C%'7 组*
照射 /C%'7 组与正常对照组比较%差异均无统计学意
义"Sc"Y.!/*"YAAB#%照射 :"C%'7 组视网膜中视紫红
质蛋白相对表达量低于正常对照组%差异有统计学意
义"Sc"Y""9#"表 D#)

L/M视蛋白

α�Tubulin
视紫红质

L/M视蛋白

α�Tubulin
视紫红质

L/M视蛋白

α�Tubulin
视紫红质

1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
2月龄 4月龄 7月龄

BA C

L/M视蛋白

α�Tubulin
视紫红质

L/M视蛋白

α�Tubulin
视紫红质

L/M视蛋白

α�Tubulin
视紫红质

1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
2月龄 4月龄 7月龄

BA C
图 =8各组鸡视网膜 XYK视蛋白和视紫红质蛋白表达#! 月龄和 D
月龄鸡各组视网膜中 P<_视蛋白和视紫红质蛋白表达强度接近%.
月龄鸡照射 :"C%'7 组视网膜中视紫红质表达条带强度减弱#9$正
常对照组#!$照射 :C%'7 组#:$照射 /C%'7 组#D$照射 :"C%'7 组 #
$̂! 月龄#Z$D 月龄#N$. 月龄

M#G-)%=8!,.(0)#&,$,FXYK ,(&#$0$/)",/,(&#$%'()%&&#,$#$
+"#+V%$)%*#$0 0.,$G I0)#,-&G),-(&#J,**LE5*++'17 8&7I+1HP<_
1E+'7 &7I 5,1I1E+'7 )*5*+'%'(&5'7 !C%172, &7I DC%172, 1(I 4,'4M*7
&%17GI'HH*5*72'55&I'&2'17 G51-E+3J,*8&7I '72*7+'2F1H5,1I1E+'7 )&+
)*&M*7*I '7 .C%172, 1(I 4,'4M*7 1H'55&I'&2'17 :" %'7 G51-E#9$715%&(
417251(G51-E#!$'55&I'&2'17 :C%'7 G51-E#:$'55&I'&2'17 /C%'7 G51-E#
D$'55&I'&2'17 :"C%'7 G51-E

表 =8各组鸡视网膜中 XYK 视蛋白和视紫红质蛋白相对表达量比较".%0$QRS#
C072%=8!,.(0)#&,$,F)%20*#I%(),*%#$%'()%&&#,$,FXYK ,(&#$0$/)",/,(&#$#$+"#+V%$)%*#$0 0.,$G I0)#,-&G),-(&".%0$QRS#

组别 样本量

不同月龄鸡视网膜中各种蛋白相对表达量

! 月龄 D 月龄 . 月龄

视蛋白 视紫红质 视蛋白 视紫红质 视蛋白 视紫红质

正常对照组 A "Y.A!l"Y"D" "Y:.;l"Y":9 "Y.DDl"Y"AD "YDADl"Y".! "Y/ADl"Y":A "YA//l"Y".!

照射 :C%'7 组 A "Y./Dl"Y"D; "Y:/"l"Y"D9 "Y//"l"Y":; "YD!;l"Y":: "Y/:Dl"Y"// "YA:!l"Y"DA

照射 /C%'7 组 A "Y./"l"Y":" "Y:;/l"Y":D "Y.""l"Y"BD "YD.!l"Y":: "Y//Dl"Y"A! "YA!!l"Y"/D

照射 :"C%'7 组 A "Y.A"l"Y"!! "Y:;Dl"Y"!B "Y/./l"Y"// "YD9/l"Y"DD "Y/A/l"Y":B "Y:B!l"Y"/A&

R值 "Y9/A "Y/99 9YA!: 9Y:/A "Y::: .Y;D"

S值 "YB9B "Y/9. "Y!D. "Y!;B "Y;"! "3""!

#注$与正常对照组比较%&Sn"Y"A"单因素方差分析%=-77*22C&检验#
#W12*$N1%E&5*I )'2, 2,*715%&(417251(G51-E %&Sn"Y"A " 17*C)&F Ŵ>V̂ %=-77*22C&2*+2#

<8讨论

常用的视网膜光损伤实验动物为大鼠%大鼠视网
膜主要以视杆细胞为主%视锥细胞仅占 9b%无类似于
人黄斑区的视锥细胞聚集区域%并且大鼠的视锥细胞

仅分为中波长敏感视锥细胞" A"; 7%#和短波长敏感
视锥细胞":/" 7%#%与人的感光波段相差较大) 鸡视
网膜以视锥细胞为主%约占视网膜感光细胞的 ;"b%
并且鸡视锥细胞根据视蛋白吸收波长不同分为多种视

锥细胞%即吸收峰值为 A.9 7%的长波长视锥细胞*吸
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收峰值为 A"; 7%的中波长视椎细胞和吸收峰值为
DAA 7%的短波长视椎细胞%视杆细胞视紫红质吸收峰
值为 A": 7%%与人视锥视杆细胞的吸收峰值相近) 鸡
视网膜层间无血管%与人眼黄斑区类似%是较理想的模
拟人眼黄斑区的动物模型

+ 9"X9!, %因此本研究中选取鸡
视网膜作为实验对象) 国内外红光生物调节针对眼部
组织的实验中采用的波长集中在 /:" .̀"" 7%%单次照
射能量为 "Y9 ;̀Y" U<4%!+ 9X!%D%9:, ) W&21('等 + 9D,

采用

/." 7%的发光二极管"光源能量为 / U<4%! #%发现每
天照射鼠眼 / %'7 视网膜的视觉功能明显优于非照射
组) 前期研究中分别用 !*:*D 和 A %R功率的 /A" 7%
半导体激光每天照射豚鼠眼 / %'7%功率": %R的光
源照射 9 个月各组均出现不同程度的光损伤 + B, ) 本研
究中 : 个实验组用 ! %R 的激光照射鸡眼 :* / 和
:" %'7%对应 的 照 射 能 量 分 别 为 "YDAB* "YB9. 和
DYA;/ U<4%!%均在有效治疗能量范围内) 光损伤与选
择的功率*照射时间和光线波长均有关) 在瞬时功率
为 !." %R<4%!

时%白光瞬时照射便可出现光损伤症
状

+ 9, %用于眼部生物调节的光源功率远低于该标准)
相对于短波长光源来说%红光较难产生光损伤%但并不
代表低功率红光是安全的%尤其在慢性光化学损伤方
面) 研究发现%光化学损伤的发生机制与自由基产生
过多密切相关%其中丙二醛含量和 a>=比活性是反映
细胞内自由基平衡的常用指标

+ 9AX9., %丙二醛含量反映
细胞内自由基的含量%a>=比活性反映细胞内清除自
由基的能力) 生理状态下%细胞内自由基的生成和清
除处于动态平衡状态%该平衡的破坏导致大量自由基
生成%过多的自由基与细胞内的脂质膜*蛋白*碱基等
结合%影响细胞的生物功能%诱导细胞凋亡) 慢性光化
学损伤引起自由基增多的原因包括细胞器的功能异

常*脂褐素的过度光降解*视觉循环中间产物的堆积
等) 研究表明%在视网膜感光细胞中视杆细胞较视锥
细胞更易出现光损伤%可能与视杆细胞中负责视觉循
环的限速酶活性较视锥细胞中低很多有关%接受等量
光照的视杆细胞中更易堆积视黄醛二聚体和中间产

物
+ 9/%9;X9B, ) 视网膜光损伤早期表现主要集中在锥杆

细胞和其外节盘膜%其表现包括 =Ŵ 损伤和染色体浓

缩*视蛋白降解*钙代谢异常和多不饱和脂肪酸在光感
受器外节段的过氧化) 视蛋白作为视锥细胞和视杆细
胞外节段的重要蛋白%其含量变化可以反映细胞的早
期损伤

+ 9", )
本研究中发现%激光照射 :" %'7 后 9 个月时%! 月

龄鸡视网膜中丙二醛含量较正常对照组升高%各组
a>=比活性无明显差异%说明接受额外的激光照射造

成了自由基的生成增多%但并未出现 a>=的过度消
耗%自由基可能为一过性增多%组织中仍可保持自由基
产生和清除间的平衡) 激光照射 /C%'7 和 :"C%'7 组 :
个月时%D 月龄鸡视网膜中丙二醛含量较正常对照组
明显升高%各组 a>=比活性无明显差异%光照 / 个月
时%激光照射 :C%'7*/C%'7*:"C%'7 组 . 月龄鸡视网膜
中丙二醛含量均较正常对照组明显升高%其中以照射
:"C%'7 组增加幅度更大%a>=比活性在照射 :"C%'7 组
较正常对照组明显降低%提示每天激光光照 :" %'7 持
续 / 个月时视网膜出现了自由基清除平衡的破坏) 本
研究中发现%/A" 7%激光照射鸡视网膜产生的自由基
随时间延长有一定的积累效应%且单次照射时间越长%
累积效应越明显%这可能与短时视蛋白消耗过多而产
生的中间产物过多无法及时代谢有关%一方面这些产
物可以直接造成类似自由基损伤%如视黄醛二聚体与
脂质膜结合%另一方面这些中间产物通过盘膜脱离被
[]$细胞吞噬%最终在溶酶体中形成脂褐素%并在日
后的光降解中释放自由基和醛类碎片%进一步损伤组
织细胞%本研究中观察到的自由基累积效应也许也源
自脂褐素的堆积) 本研究中还发现%不同光照时间后
不同月龄鸡视网膜中 P<_视蛋白含量无明显变化%而
! 月龄和 D 月龄鸡视网膜中视紫红质蛋白表达也无明
显变化%但激光照射 :"C%'7 组 . 月龄鸡视网膜中视紫
红质蛋白表达较正常对照组明显降低%提示视锥细胞
在经过 / 个月的照射后仍无明显的外节盘膜损伤%而
视杆细胞接受每天 :" %'7 的照射并持续 / 个月时出
现了一定的外节盘膜损伤和视色素的降解) 光感受器
外节盘膜每天的新生和脱落可以使自由基损伤暂时得

到修复%但当自由基损伤到视细胞内节时则影响线粒
体和内质网的功能%引起外节盘膜和视蛋白的合成异
常%反映出视网膜开始发生不可逆光损伤) 本研究中
通过 / 个月的观察%发现使用低功率激光对鸡视网膜
进行照射%虽然短期内仅表现为视网膜自由基的增多%
提示自由基损伤可能仅局限在视网膜感光细胞外节%
但是随着自由基的积累效应和长期的光照刺激%这一
损伤可能会逐渐累及周边组织%引起感光细胞内节细
胞器的损伤) 本研究中采用 >NJ来检测活体鸡视网
膜相对面积%相较于视网膜的组织病理学检查%>NJ
的测量更加精准%避免了切片角度引起的组织斜切或
者组织拉伸等造成的误差) 本研究中 >NJ*视网膜组
织病理学和 JjW$P检测均未发现明显视网膜面积和
形态的异常%一方面说明可能慢性光损伤并未造成细
胞凋亡的程度%另一方面可能由于鸡视网膜主要以视
锥细胞为主%而少量的视杆细胞出现初期的光损伤对
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组织学和影像学表现影响不大)
本研究中用 ! %R功率的 /A" 7%激光照射鸡视

网膜并进行 / 个月的观察%发现每天照射 :" %'7 持续
/ 个月时发生视杆细胞光损伤%出现视网膜自由基代
谢平衡的破坏和视紫红质含量下降%后者提示视杆细
胞的光化学损伤可能已影响到内节盘膜%为不可逆损
伤的开始) 虽然持续每天 : %'7 照射和 / %'7 照射在 /
个月内暂时无明显的不可逆损伤表现%但由于可能存
在自由基产生的慢性积累效应%延长观察时间有可能
会发现持续的自由基损伤) 本实验结果为 /A" 7%激
光用于临床治疗的安全阈值提供了参考依据) 本研究
尚未观察视网膜的超微结构改变%此外尚未对其他一
些光损伤相关蛋白的表达变化进行检测%并且受实验
样本量的限制%本研究的结果仍待进一步验证)
利益冲突#所有作者均声明不存在利益冲突
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博士伦治疗用绷带镜#山东博士伦福瑞达制药有限公司22前插页
海德堡超清 >NĴ re#北京高视远望科技有限责任公司!!前插页

沃丽汀"卵磷脂络合碘片##广东泰恩康医药股份有限公司22前插页
灵光复方樟柳碱注射液#华润紫竹药业有限公司22封三

迈达科技#天津迈达科技股份有限公司22 封底
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