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,,"摘要#,背景,研究已证实蓝光照射可导致视网膜色素上皮细胞$01V%凋亡'但其机制目前尚不完全

清楚(,目的,探讨线粒体凋亡通路是否参与蓝光照射诱导体外培养的人 01V细胞凋亡过程(,方法,分离

新鲜的供体视网膜'对人 01V细胞进行原代培养和传代'用角蛋白单克隆抗体行细胞鉴定( 将体外培养的人

01V细胞分为无光照组&单纯光照组&光照r硝苯地平组&光照r钙磷酸结合蛋白 C$4"&;)5723* C%组&光照r佛

波酯$1.-%组( 光照组细胞用$Q KKKjHKK%&?的蓝光照射人 01V细胞 N )'然后继续培养 QY ) 后终止( 采用

_%72%8* :&52法比较两个组间 01V细胞中凋亡相关调控因子 :"?&:4&9Q&:4&9?&的相对表达'以评价蓝光照射对

01V细胞凋亡的影响( 光照r硝苯地平组&光照r4"&;)5723* C组&光照r1.-组细胞在蓝光照射前 F ) 分别在

培养基中加入相应药物'然后以$Q KKKjHKK%&?的蓝光照射人 01V细胞 N )'并继续培养 QY )'采用 _%72%8*

:&52法检测 H 个组细胞中 4"7;"7%9R 蛋白表达量的变化'观察钙通道和蛋白激酶 C$1]C%通路对 01V细胞线粒

体的影响(,结果,培养的细胞生长良好'细胞质内充满色素颗粒'呈铺路石样排列'对角蛋白呈阳性反应(

无光照组和单纯光照组均可见 :"?&:4&9Q 及 :4&9?&蛋白条带'相对分子质量分别为 QL KKK&QN KKK 和 LK KKK(

与无光照组比较'单纯光照组 :"?&:4&9Q 和 :4&9?&蛋白表达相对值$@%下降'差异均有统计学意义$/kGYbYKR'

9kKbKFQ)/kMbHMH'9kKbKKQ)/kNbKNZ'9kKbKKY%( 与无光照组比较'单纯光照组&光照r4"&;)5723* C组&光

照r1.-组细胞中 4"7;"7%9R 蛋白表达均升高'差异均有统计学意义$9kKbKKH&KbKKQ&KbKKK%'而光照r硝苯

地平组与无光照组比较差异无统计学意义$9kKbFRF%( 与单纯光照组比较'光照r1.-组 4"7;"7%9R 蛋白表

达升高'差异有统计学意义$9kKbKKH%)而光照r硝苯地平组及光照r4"&;)5723* C组 4"7;"7%9R 蛋白表达差异

均无统计学意义$9kKbKHM&KbNYL%(,结论,蓝光致体外培养的人01V细胞凋亡'同时细胞中 4"7;"7%9R 表达

增强'凋亡抑制基因 ]7&KJ 及 ]7&KE&表达下降'凋亡促进基因 ]"E蛋白表达增强( 线粒体凋亡通路参与蓝光照

射致 01V细胞凋亡的过程)1]C通路可能参与了蓝光导致的人 01V细胞凋亡(,

"关键词#,蓝光) 光损伤) 视网膜色素上皮) 凋亡) 线粒体) 半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶) 蛋白激酶 C)

细胞培养
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,,视网膜色素上皮$8%23*"&;3+#%*2%;32)%&3$#'01V%
细胞凋亡是多种视网膜疾病的共同病理机制'可见光
及紫外线可以对 01V细胞产生光化学损伤'尤其是光
谱中的蓝光

+F, ( 按照启动酶活性信号的起源'细胞凋
亡分为线粒体途径&死亡受体途径及内质网途径 +Q, '
以往的研究已证实适度的蓝光照射导致体外培养的人

01V细胞凋亡'并发现线粒体呼吸酶'如细胞色素 C
氧化酶异常

+L, '但其通过何种机制导致 01V细胞损
伤'由哪条信号转导通路介导目前尚不清楚( 本研究
中探讨线粒体凋亡通路是否参与蓝光照射诱导的人

01V细胞凋亡过程及其机制(

51材料与方法

5'51材料
5'5'51细胞来源1人 01V细胞来源于意外死亡的 L
名健康成年男性'年龄 QH tLH 岁'死亡后 FQ ) 内取
材( 对 01V细胞进行原代培养和传代'第 L tN 代细
胞用于实验'每组平行对照实验均在同一细胞系同一
代中进行( 细胞取材和实验程序符合贵州省人体试验
委员会制定的伦理道德标准(
5'5'61主要试剂及仪器1TC-蛋白浓度测定试剂盒
$上海捷瑞有限公司%)鼠抗人 4"7;"7%9R 抗体$RHKZ%&
兔抗人 :4&9?&抗体$QMNY%&兔抗人 :"?抗体$QMMQ%&兔

抗人 :4&9Q 抗体$QZMK%&羊抗鼠抗体$MKK%&羊抗兔抗
体$ZKK%$美国 C!B公司%)"9"423*$美国 !"*2"C8$W公
司%)0J1-裂解液$上海碧云天公司%)彩色预染蛋白
质相对分子质量标准 $加拿大 c%8#%*2"7公司 %)
/.V.OcFQ 培养基 $美国 a3:45公司%)硝苯地平&佛
波酯$;)58:5&#<8372"2%"4%2"2%'1.-%&钙磷酸结合蛋白
C$4"&;)5723* C% $德国 !3+#"公司%( 电泳仪 $美国
T358"6 公司%)酶标仪 $美国 B)%8#5公司%)f射线片
$上海锐珂医疗器材公司%)CIQ培养箱 $美国 C!B公
司%)超净工作台$江苏苏净集团%)CfYK0cYKK 倒置相
差显微镜 $日本奥林巴斯公司%)自动显微照相装置
$日本奥林巴斯公司%)QK _医用蓝光灯管$江西英华
科技有限公司%(
5'61方法
5'6'51人 01V细胞的体外培养,无菌条件下分离
01V细胞'从睫状体平坦部$角膜缘后 H tN ##%环行剪
开眼球'弃去眼前节'显微镜下去除玻璃体及视网膜神
经上皮'制成眼杯( 用质量分数 KbQHh胰蛋白酶和质量
分数 KbKQh V/B-进行消化'以 HoFKY

个O#&细胞密度
接种入培养瓶'加完全培养液+含质量分数 QKh小牛血
清&青链霉素 FKK UO#&$商品单位%&KbL #+O#&谷氨酰
胺,'置于 LM n&体积分数 HhCIQ孵箱内培养( 待细
胞生长至融合状态后常规传代'取 L tN 代细胞用于实

!MF!中华实验眼科杂志 QKFH 年 F 月第 LL 卷第 F 期,C)3* [V?; I;)2)"&#5&'["*$"8<QKFH'\5&'LL'E5'F

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



验( 锥虫蓝染色法测定01V细胞的活力均在 RKh以上(
5'6'61培养细胞的免疫组织化学法鉴定1用预冷丙
酮固定细胞爬片 FK #3*( 用角蛋白单克隆抗体行细胞
鉴定'一抗用 F eL KKK 稀释的鼠抗人角蛋白抗体'二抗
用生物素标记羊抗小鼠 J+a'滴加辣根酶标记链霉卵
白素工作液'/-T显色'充分冲洗脱水'封片'拍照(
5'6'71实验分组及人 01V细胞光照处理,将培养的
细胞分为 H 个组*无光照组&单纯光照组&光照r硝苯
地平组&光照r4"&;)5723* C组和光照r1.-组'其中硝
苯地平为钙通道抑制剂' 4"&;)5723* C为蛋白激酶
C$;852%3* d3*"7%C'1]C%抑制剂'1.-为 1]C激动
剂( 采用波长为 $YHK jQK % *#&光照强度为 $Q KKK j
HKK%&?的蓝光照射 01V细胞 N )'然后继续培养 QY )(
硝苯地平浓度为 FK !#5&Ô'4"&;)5723* C和 1.-浓度
均为 FKK !#5&Ô'均在光照前 F ) 加入培养基(
5'6':1_%72%8* :&52法检测 01V细胞内 :"?& :4&9Q&
:4&9?&&4"7;"7%9R 的蛋白表达,0J1-裂解提取 01V细
胞总蛋白'行蛋白定量检测'变性'上样'电泳'转至聚
偏氟乙烯膜'质量分数 Hh脱脂奶粉封闭'加入相应抗
体$一抗&二抗用 Fh脱脂奶粉稀释'一抗效价比为 F e
LKK'二抗效价比为 F eF KKK%'曝光洗片'胶片扫描后用
3;@3*LQ 图像分析软件分析结果'测定波长为 YHK *#
细胞的吸光度$@%读数'内参基因为 !K"7/6*'各凋亡调
控因子的相对表达量为目的基因 @值Z!K"7/6* @值'每

个检测指标样本量为 L(
5'71统计学方法

采用 !1!! FZ'K $HKZNZRQ'!1!! 中国析数软件上
海有限公司%统计软件进行统计分析( 本研究的测量
数据指标经 _检验呈正态分布'以 Ej8进行描述'组
间均数经 %̂=%*%检验方差齐( 蓝光照射后对 01V细
胞凋亡的影响采用均衡分组单因素干预两水平实验设

计'无光照组与单纯光照组间细胞中 :"?&:4&9Q&:4&9?&
蛋白表达量$@值%的差异比较采用独立样本 /检验'
检验水准 "kKbKH( 关于钙离子和 1]C通路对光照射
后细胞凋亡的影响评价采用均衡分组单因素多水平实

验设计'H 个组间细胞中 4"7;"7%9R 蛋白量$@值%表达
的差异比较采用单因素方差分析'组间两两比较采用
!E]9_检验'检验水准 "kKbKH(

61结果

6'51体外培养人 01V细胞的形态特点
培养的细胞生长良好'细胞生长接近融合状态后

进行传代( 原代 01V细胞生长旺盛'细胞质内充满色
素颗粒( 细胞接近融合状态时细胞呈六角形或多边
形'呈铺路石样排列( 传代后细胞由多角形变为梭形&
椭圆形或不规则形'细胞质内色素颗粒逐渐减少 $图
F%'培养的人 01V细胞对角蛋白呈阳性反应'细胞质
呈棕褐色染色$图 Q%(

1B1A 2
图 51原代 9RP细胞及第 : 代 9RP细胞$oQKK%,-*原代培养的 01V细胞,T*第 Y 代 01V细胞,图 61体外培养的人 9RP细胞免疫化学染色
$/-ToQKK%,01V细胞对角蛋白呈阳性反应'细胞质呈棕褐色染色

6'61单纯光照组与无光照组 01V细胞中 :"?&:4&9Q
及 :4&9?&蛋白的表达变化

无光照组和单纯光照组细胞分别在相对分子质量

QL KKK&QN KKK 及 LK KKK 处见 :"?&:4&9Q 及 :4&9?&蛋白
的反应条带$图 L%( 与无光照组比较'单纯光照组细
胞中 :"?蛋白的表达量增加'而 :4&9Q 及 :4&9?&蛋白表
达量下降'差异均有统计学意义 $/kGYbYKR'9k
KbKFQ)/kMbHMH'9kKbKKQ)/kNbKNZ'9kKbKKY%( 单
纯光照组细胞中 :"?O:4&9Q 及 :"?O:4&9?&值均明显大于

无光照组'差异均有统计学意义$/kHbKMN'9kKbKKQ)
/kYbKQL'9kKbKKF%$表 F%(

表 51各组 9RP细胞中各凋亡调控因子的变化$'W(')值%

组别 样本量 :"? :4&9Q :4&9?& :"?O:4&9Q :"?O:4&9?&

无光照组 L KbLKZjKbKMF KbMFQjKbKNY KbZQZjKbFFF KbYLFjKbMHM KbLMMjKbFKQ
光照组 L KbNKYjKbKRQ KbLMYjKbKYY KbYKZjKbKYY FbNFMjFbFMZ FbYZKjFbFMY
/ GYbYKR MbHMH NbKNZ HbKMN YbKQL
9 KbKFQ KbKKQ KbKKY KbKKQ KbKKF

,注*01V*视网膜色素上皮$独立样本 /检验%

!ZF! 中华实验眼科杂志 QKFH 年 F 月第 LL 卷第 F 期,C)3* [V?; I;)2)"&#5&'["*$"8<QKFH'\5&'LL'E5'F

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



bax

bcl�2

bcl�xl

β�actin 42000

30000

26000

23000

无光照组 单纯光照组

图 71组'#$'&0B%$检测无光照组与单纯光照组

0(K&0-BL6 和 0-BLKB的相对表达量

6'71各组 01V细胞中 4"7;"7%9R 蛋白表达的变化
无光照组和单纯光照组在相对分子质量 LM KKK&

LH KKK 处均可见 4"7;"7%9R 蛋白表达条带$图 Y%( 与
无光照组比较'单纯光照组&光照r4"&;)5723* C组&光
照r1.-组 4"7;"7%9R 蛋白表达均升高'差异均有统计
学意义$9kKbKKH&KbKKQ&KbKKK%'而光照r硝苯地平
组与无光照组比较差异无统计学意义 $9kKbFRF %(
与单纯光照组比较'光照r1.-组 4"7;"7%9R 蛋白表达
升高'差异有统计学意义$9kKbKKH%)而光照r硝苯地
平组及光照r4"&;)5723* C组4"7;"7%9R 蛋白表达差异均
无统计学意义$9kKbKHM&KbNYL%$表 Q%(

1 2 3 4 5

前体caspase�9

caspase�9
caspase�9

β�actin

48000
37000
35000

42000

图 :1组'#$'.&0B%$检测各组 9RP细胞 -(#A(#'L0 表达,F*无光照
组,Q*单纯光照组,L*光照r硝苯地平组,Y*光照r4"&;)5723* C组
H*光照r1.-组

表 61各组 9RP细胞中 -(#A(#'L0 蛋白表达量的变化$'W(')值%

组别 样本量 4"7;"7%9RO"9"423*

无光照组 L KbKKK YRjKbKKK KZ
单纯光照组 L KbKZF RQjKbKLL ZY"

光照r硝苯地平组 L KbKLQ NMjKbKKM LM"

光照r4"&;)5723* C组 L KbKRQ ZZjKbKYZ KF"

光照r1.-组 L KbFNY KYjKbKQK RZ":

Y FYbZNZ
9 lKbKKF

,注*与无光照组比较'"9lKbKH)与单纯光照组比较':9lKbKH$单因素

方差分析'!E]9_检验%,01V*视网膜色素上皮)4"&;)5723* C*钙磷酸结

合蛋白 C)1.-*佛波酯

71讨论

研究证实'适度的光照时间及光照强度可造成
01V细胞凋亡的形态学改变&线粒体膜电位及细胞色

素 C异常 +L, ( 细胞色素 C是线粒体起源的细胞凋亡
信号'当凋亡信号传至线粒体时'引起细胞色素 C释
放'在 -B1O脱氧 -B1作用下'细胞色素 C与前体
4"7;"7%9R 及凋亡蛋白酶激活因子结合'形成凋亡体'
进而激活 4"7;"7%9R'4"7;"7%9R 再以级联放大的方式激
活下游的效应酶 4"7;"7%9L'导致细胞凋亡 +Y, ( 1%84)%
等

+H,
在光致人视网膜光感受器凋亡损伤模型中发现

4"7;"7%9L 表达增加( (%36"* 等 +N,
用紫外光照射乳腺

癌细胞'发现细胞线粒体形态及功能变化( 我们的前
期研究结果提示'蓝光照射可能通过线粒体途径致体
外培养的人 01V细胞凋亡 +MGZ, '因此本研究用$Q KKKj
HKK%&?的蓝光照射体外培养 01V细胞的方法建立人
01V细胞蓝光损伤模型'研究线粒体凋亡途径是否参
与蓝光诱导的人 01V细胞损伤'以及 C"Qr91]C信号
转导通路是否介导这个过程( 我们的前期研究也提
示'蓝光照射可通过钙通道和 1]C两个通路使 01V
细胞的细胞质内 C"Qr

质量浓度升高
+Z, '因此本研究分

组时选择硝苯地平组&光照r4"&;)5723* C组及光照r
1.-组'旨在明确钙通道和 1]C通路对 01V细胞线
粒体的影响(

47&KJ 和 ]"E是目前已知线粒体通路凋亡调控过
程中功能对立的一对重要的调控基因'它们的表达量
及相对比例对细胞凋亡有重要影响( T"?在细胞内高
表达时'细胞对死亡信号的反应性增强'启动凋亡)而
:4&9Q 高表达时'对抗其诱导凋亡的作用'使细胞存活
期延长

+R, ( .%6%"837等 +FK,
认为 :4&9Q 家族中 :4&9?&的

表达下降'将减弱其与 :"?的相互作用'导致 :"?表达
增加'最终引起细胞死亡( 1%84)%等 +H,

研究发现'在光
损伤致线粒体凋亡途径中 4"7;"7%79R 扮演了重要的角
色( 陈雪芳等 +FF,

研究发现'在紫外线照射后晶状体上
皮细 胞 4"7;"7%9L 及 4"7;"7%9R 的 活 性 明 显 增 强'
4"7;"7%通路参与氧化损伤的病理生理过程'诱导并促
进了晶状体上皮细胞的凋亡( 本研究显示'蓝光照射
01V细胞后'前体 4"7;"7%9R 裂解为相对分子质量分别
为 LM KKK 和 LH KKK 两个蛋白条带'分别对各组 LM KKK
条带灰度值及两个条带平均灰度值进行比较'其表达
量非 常 接 近( 本 研 究 结 果 还 显 示' 单 纯 光 照 组
4"7;"7%9R 蛋白表达量明显高于无光照组'但光照r硝
苯地平组与无光照组之间比较 4"7;"7%9R 蛋白表达量
无明显差异'推测蓝光照射致体外培养人 01V细胞的
细胞质内 C"Qr

质量浓度升高'细胞外 C"Qr
通过钙通道

内流可能为主导因素'而激活蛋白激酶为次要因素'与
其他研究结果吻合

+M, ( 为了进一步验证线粒体通路
是否参与蓝光致 01V细胞凋亡'本研究中选择 :4&9Q

!RF!中华实验眼科杂志 QKFH 年 F 月第 LL 卷第 F 期,C)3* [V?; I;)2)"&#5&'["*$"8<QKFH'\5&'LL'E5'F

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



家族最具有代表性的促凋亡 :"?和抑凋亡 :4&9Q&:4&9?&
进行研究'发现与无光照组比较'单纯光照组 :"?蛋白
表达&:"?O:4&9Q 及 :"?O:4&9?&值增加'与 ()"*+等 +FQ,

的报道相似(
我们前期的研究显示'采用$Q KKKjHKK%&?蓝光光

照 01V细胞 N )'继续培养后 QY ) 细胞内 C"Qr
较无光

照组荧光强度增高
+NGM, '因此进一步观察 01V细胞凋

亡过程中 4"7;"7%9R 的变化( !32"3&5等 +FL,
研究显示'

1]C的表达可引起细胞色素 C的释放和 :4&9?&抗凋亡
蛋白水平下调'从而发挥其促凋亡作用( 本研究参照
文献+FY,及预实验结果'蓝光照射前 F ) 分别应用钙
通道阻断剂硝苯地平&1]C激动剂 1.-及 1]C抑制
剂 4"&;)5723* C预处理 01V细胞'然后检测 4"7;"7%9R
蛋白表达的变化'结果显示光照r1.-组 4"7;"7%9R 蛋
白表达高于光照r4"&;)5723* C组及单纯光照组'提示
蓝光光照及 1]C的活性增强促进了 4"7;"7%9R 蛋白的
表达'推测 C"Qr91]C信号通路在蓝光照射诱导体外培
养的人 01V细胞凋亡过程中起到一定作用(
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本刊对论文中统计学方法描述的要求

,,本刊投稿论文中如有量化测试指标时须有统计学处理的内容'并应在方法部分提供统计学方法的描述( 实验中反应变量为单
变量时'请提供测量指标数据资料的性质$如定量数据资料及定性数据资料的表达方式%&样本均数正态分布检验的名称及方差齐
性检验的名称&实验设计方法及与之相匹配的统计学设计方法$如自身配对设计&成组设计&交叉设计&析因设计&正交设计等%&与
统计学设计相应的统计方法名称$如配对 /检验&独立样本 /检验'重复测试的方差分析等%以及检验标准( 选择方差分析统计学设
计时'应根据单因素或多因素设计选择正确的方法'不宜简单套用单因素方差分析( 经正态分布检验或方差齐性检验不能满足条
件的数据资料应采用非参数检验( 定性数据资料应根据与实验设计相匹配的统计学方法'不宜简单套用 #Q检验( 实验中反应变量
为双变量时'应根据实验设计正确选择简单直线相关分析&回归分析或其他'不宜简单套用直线相关分析( 统计学的检验标准请提
供为双侧性检验或单侧性检验( 论文结果部分的统计学处理内容可用相应的图表表达(

统计学符号的著录执行 aTLLHZGFRZQ.统计学名词及符号/的有关规定'统计学量值符号一律采用斜体'如样本的算术平均数

用英文小写 Ej8$中位数仍用 =%)标准差用英文小写 8)标准误用英文小写 8E)/检验用英文小写 /)Y检验用英文大写 Y)卡方检验用
希文小写 #Q )相关系数用英文小写 .)确定系数用 QQ '自由度用希文小写 $)概率用英文大写 9(

统计结果的解释和表达采用对比组或比较对象之间的差异有统计学意义的描述方法'而不用对比组之间的差异具有显著性
$或极显著性%的描述( 论文结果部分需提供统计学量值和相应的概率值 $如*/kGHbZZ'9kKbKK)#Q kYbLZ'9lKbKH)YkKbLR'
9kKbLM)_kFKbNR'9lKbKF 等%'如不能提供统计学量值时'概率值应用原值而不用不等式的形式( 当涉及总体参数'如总体均数&
总体率等时'在给出显著性检验结果的同时'请给出 RHh可信区间(

$本刊编辑部%

!KQ! 中华实验眼科杂志 QKFH 年 F 月第 LL 卷第 F 期,C)3* [V?; I;)2)"&#5&'["*$"8<QKFH'\5&'LL'E5'F
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