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%实验研究%

负透镜诱导豚鼠离焦性近视眼视网膜组织中

补体 A%<和 A( 的表达
高婷婷!阳雪!龙琴

!!&摘要'!背景!高度近视严重危害视功能$探究其发病机制有助于疾病的预防和治疗$是眼科领域的重
要研究方向之一( 补体系统参与病理性近视的发生和发展$但近视眼视网膜中补体成分的变化研究较少(!
目的!观察负透镜诱导豚鼠离焦性近视发生时视网膜组织中补体 A%< 和 A( 表达的变化(!方法! 将 %3 只
出生 ( B 的有色豚鼠按随机数字表法分为正常对照组和透镜诱导组$透镜诱导组豚鼠的左眼用C%& "聚甲基
丙烯酸甲酯"DEEF#镜片缝合在眼周皮肤 G 周以诱导近视眼模型$作为透镜诱导眼$右眼用平光 DEEF以同
样的方法进行缝合作为对侧对照眼$正常对照组的右眼作为正常对照眼( 诱导后 G 周测量各组豚鼠的屈光
度$过量麻醉法处死豚鼠并分离视网膜$采用 HI1@IJ2 =9:@法检测各组豚鼠视网膜中A%< 和 A( 蛋白的表达(!
结果!实验后 G 周$透镜诱导眼)正常对照眼和对侧对照眼平均等效球镜屈光度" K8#分别为"C%L3%M&L)%#)
"N3LG*M&L)5#和"N%L)5M&L5&#"$( 个组间比较差异有统计学意义"!O5%L55$"O&L*4#$正常对照眼与对侧
对照组间豚鼠的平均 K8差异无统计学意义"#O3L*3$"O&L&7#$而透镜诱导眼豚鼠的平均 K8明显高于对侧
对照眼$差异有统计学意义"#O%&L43$"P&L&%#*透镜诱导眼)对侧对照眼和正常对照眼视网膜组织中 A%< 和
A( 蛋白的表达量明显不同$差异均有统计学意义"A%<!!O7L7%&$"O&L&&(*A(!!O%GLG4&$"P&L&&%#$其中
透镜诱导眼视网膜中 A( 和 A%< 蛋白表达明显高于对侧对照眼$差异均有统计学意义"A%<!#OGL%G$"O&L&%*
A(!#OGL)%$"O&L&&5#$而对侧对照眼视网膜中 A%< 和 A( 蛋白表达与正常对照眼间差异均无统计学意义
"A%<!#O%L*%$"O&L3)*A(!#O3L73$"O&L&)#(!结论!离焦性近视发生过程中存在视网膜组织的补体活化
状态$补体过度活化可能参与近视的发生(!
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!!近视包括单纯性近视和病理性近视$中国中小学
近视的发病率分别为 3(L)Ga和 3&L7%a$有逐年升高
的趋势

+%, ( 近视的发生与遗传背景和环境因素有

关
+3, $但其确切的发病机制仍在不断的探索和完善过

程中( 本课题组既往的研究发现$病理性近视患者血
清补体成分 A( 和总补体 AQ5& 水平升高$血清补体
A( 水平是病 理 性 近 视 患 者 发 生 脉 络 膜 新 生 血
管",?:J:0B.92I:V.1,T9.J0b.@0:2$Â ]#的主要危险因素
之一$提示补体系统参与病理性近视的发病机制 +(, (
近视动物模型为人类近视的病因和发病机制研究提供

了极有价值的途径( 研究证实$在视觉发育的过程中
人为干扰正常的视觉反馈可改变动物的正视化进程$
从而诱导近视的发生

+G, $在这一进程中$视网膜成为
接受异常视觉信号的首要环节$并通过释放或改变某
些化学物质$最终导致近视的发生 +GC*, ( 本研究观察
负透镜诱导豚鼠离焦性近视发生时视网膜组织中补体

A%< 和 A( 表达的变化$旨在进一步探讨近视发生与补
体系统的相关性(

1>材料与方法

1'1>材料
出生 ( B 的健康雌性有色豚鼠 "短毛英国种# %3

只$体质量 )& c4& ;"中国医学科学院动物研究所提
供#$在自然照明环境下饲养( 实验动物的管理和使
用遵照动物伦理学要求(

C%&L&& "聚甲基丙烯酸甲酯"S:9R-I@?R9-I@?.,JR9.@I$
DEEF#镜片"直径为 %%L5& --$内弧曲率为 4L*% --$
外弧曲率为 35L&( --#)平光 DEEF镜片"北京京德
嘉润贸易公司 #*兔抗小鼠补体 A%< 单克隆抗体
".=)%4G&#)兔抗小鼠补体 A( 单克隆抗体".=%%7)%#
"英国 F=,.-公司#*羊抗兔 $;̀ 抗体"&)G6%5%*$美国
dDe公司#*增强化学发光"I2?.2,IB ,?I-09T-02I1,I2,I$
8Ae#检测试剂盒 "美国 F-IJ1?.- D?.J-.,0.f0:@I,?
公司#(

1'F>方法
1'F'1>豚鼠离焦性近视模型的建立>将 %3 只豚鼠按
随机数字表法分为透镜诱导组 " ) O*#和正常对照眼
组")O*#( 透镜诱导豚鼠左眼配戴C%&L&& "DEEF
镜片 G 周作为近视诱导眼组$右眼为以同样的方法佩
戴平光 DEEF镜片作为对侧对照眼组( 透镜诱导组
豚鼠所佩戴的 3 种 DEEF镜片外形无法区分$分别标
记$操作者不被告知佩戴镜片的具体屈光度( 操作者
在乙醚局部麻醉下剪除豚鼠眼眶周围的体毛$对眼睑
及眼周皮肤消毒后用 56& 缝线通过透镜边缘预设孔将
DEEF镜片缝合于豚鼠眼周皮肤( 研究期间发现缝线
断裂或镜片脱落时及时重新缝合( 正常对照组豚鼠不
进行任何处理(
1'F'F>豚鼠屈光度的检测>豚鼠戴镜 G 周时用质量
分数 &L5a 托吡卡胺滴眼液点眼 G 次$每次间隔
%& -02$在睫状肌麻痹的状态下行带状光检影验光(
验光结果用等效球镜屈光度"1S?IJ0,.9I<T0V.9I2@$K8#
"球镜屈光度加 %+3 散光度#表示$正常对照组豚鼠的
右眼作为正常对照眼(
1'F'4>HI1@IJ2 =9:@法检测豚鼠视网膜中 A%< 和 A(
的表达量!豚鼠戴镜后 G 周经腹腔注射致死剂量的苯
巴比妥钠注射剂处死豚鼠$立即摘除双侧眼球$用显微
剪沿角巩膜缘 %L5 --剪开$去除角膜)晶状体)玻璃
体及锯齿缘$保留视网膜组织$放入研钵中$在液氮冷
冻状态下研磨成粉末$将粉末移入 %L5 -9离心管中$
加入 % -9裂解液"7 -:9+e尿素)质量分数 GaAQFDK
&L&G ;)质量分数 %a"WW#重悬$振幅 3%a超声振荡
*& 1$然后%G &&& g* %( &&& J+-02 离心 %& -02$上清液
转入 %L5 -9离心管$G h冰箱保存( 将 5 倍上样缓冲
液"质量分数 3aK"K)SQ*L7 的 7& --:9+eWJ016QA9)
体积分数 %5a甘油)体积分数 &L%a溴酚兰#与相同体
积总蛋白混合后以沸水加热 5 -02$质量分数 %5a聚
丙烯酰胺凝胶进行 K"K6DF̀ 8电泳$电泳后将凝胶中
的蛋白质经半干转移至硝酸纤维膜 %L5 ?$将转移后的
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硝酸纤维膜置于 () h封闭液中封闭 3 ?$DfKW漂洗
3 c( 次后在膜上分别滴加兔抗小鼠 A%<"% i5&#或抗
A("% i5&#抗体$G h反应 %3 ?$用 DfK 洗膜后加入辣
根过氧化物酶标记的羊抗兔 $;̀ 抗体"% i5 &&&#$室温
摇床孵育 % ?$再次洗膜后用 8Ae法显影$用兔抗小鼠
F̀D"Q"% i3&&#作为内参照$将 A%< 或 A( 条带的吸
光度"D#值与相应内参照 F̀D"QD值的比值作为目
的蛋白在豚鼠视网膜中的表达量(
1'4>统计学方法

采用 KDKK %%L5 和 J̀.S?D.B DJ01-5 统计学软件
进行统计分析( 本研究测量指标的数据资料以 PMC表
示$采用单因素干预随机分组三水平实验设计$正常对
照眼组)透镜诱导眼组和对侧对照眼组屈光度的总体
差异比较采用单因素方差分析$组间的多重比较采用
K d̂6#检验*视网膜组织中 A%< 和 A( 蛋白的表达量
组间均数经 eIVI2I检验方差齐"A%<!"O&L54*A(!"O
&L%G #$( 个组间总体差异比较采用单因素方差分析$
组间多重比较采用 K d̂6#检验( "P&L&5 为差异有统
计学意义(

F>结果

F'1>离焦性近视动物模型的诱导情况
戴镜后 G 周$正常对照眼平均屈光度为"N3LG*M

&L)5#"$透镜诱导眼的平均屈光度为"C%L3%M&L)%#"$
对侧对照眼的 K8屈光度为"N%L)5M&L5&#"$( 个组间
比较差异有统计学意义"!O5%L55$"O&L*4#$其中透镜
诱导眼豚鼠的近视度高于对侧对照眼"3L4*M&L7*#"$
3 个组间的差异有统计学意义"#O%&L43$"P&L&%#$而
正常对照眼组与对侧对照眼组间豚鼠的平均屈光度差

异无统计学意义"#O3L*3$"O&L&7#"表 %#(

表 1>戴镜后 G 周透镜诱导眼组和正常对照眼组的
屈光度)012和 04 的表达

组别 )
屈光度""#

PMC

A%< 蛋白表达

PMC 45a AQ

A( 蛋白表达

PMC 45aAQ

透镜诱导眼组 * C%L3%M&L)%. &L*3M&L%&. &L%3C%L%3 %L%4M&L(&. &L3GC3L%(
对侧对照组眼 * N%L)5M&L5& &L(*M&L3& &L&)C&L*5 &L73M&L%3 &L%*C%LG7
正常对照眼组 * N3LG*M&L)5 &L3*M&L%( &L&5C&LG) &L*&M&L&* &L%3C%L&7
! 5%L55& 7L7%& 7L7%& %GLG4&
" P&L&&% &L&&( &L&&( P&L&&%

!注!与各自的对侧对照眼组比较$."P&L&5 "单因素方差分析$K d̂6#

检验#!A$!可信区间

F'F>各组豚鼠视网膜组织中 A%< 和 A( 蛋白的表达
量比较

K"K6DF̀ 8电泳结果显示$A%< 与抗体反应后显
示出的条带相对分子质量为3* &&&$A( 显示出的条带
相对分子质量为%7) &&&( 戴镜后 G 周透镜诱导眼)对
侧对照眼和正常对照眼豚鼠视网膜组织中 A%< 和 A(
蛋白的表达量明显不同$差异均有统计学意义"A%<!
!O7L7%&$"O&L&&(*A(!!O%GLG4&$"P&L&&%#$其中
透镜诱导眼组豚鼠视网膜组织中 A( 和 A%< 表达明显
高于对侧对照眼组 "A%<!#OGL%G$"O&L&%*A(!#O
GL)%$"O&L&&5#$而对侧对照眼组视网膜组织中 A%<
和 A( 蛋白表达与正常对照眼组间差异均无统计学意
义"A%<!#O%L*%$"O&L3)*A(!#O3L73$"O&L&) #
"图 %$表 %#(

B

186000

37000

C3

GAPDH

透镜诱导眼 对侧对照眼 正常对照眼

A

C1q

GAPDH

透镜诱导眼 对侧对照眼 正常对照眼

26000

37000

图 1>0%&.%$)=-(.法检测的各组豚鼠眼视网膜中目的蛋白表达的
电泳图!F!A%< 蛋白在豚鼠视网膜中的表达!f!A( 蛋白在豚鼠视
网膜中的表达! F̀D"Q!甘油醛6(6磷酸脱氢酶

4>讨论

本研究探讨了近视发生过程中视网膜组织是否存

在补体系统的活化状态$结果显示豚鼠负透镜诱导离
焦性近视发生时存在视网膜组织中补体 A%< 和补体
A( 的表达升高$进一步提示近视发生和发展过程中存
在补体系统的参与(

高度近视与人类白细胞抗原 " ?T-.2 9ITZ:,R@I
.2@0;I2$QeF#6"jf% 相关 +)C7, $QeF是一种强抗原系
统$具有免疫识别与调控功能$多种与 QeF相关的疾
病均表现为自身免疫性疾病$如 J̀.VI1病)重症肌无
力)多发性硬化症等 +4C%&, ( 此外$国外文献报道病理性
近视患者存在血清中循环免疫复合物含量的增高以及

抗胶原抗体的阳性
+4$%%, $因此推测近视可能是一种免

疫介导的胶原代谢紊乱性疾病$研究发现的病理性近
视血清补体成分增高的状态支持这一假设

+(, ( 在机
体内影响免疫状态的因素中$炎症往往是最常见)最重
要的原因( 补体系统作为机体内重要的生物反应系
统$参与体内多种病理生理过程$是炎症反应的中心环
节( 正常情况下$补体以非活性形式存在$激活后可发
挥作用$体内存在 ( 条补体激活途径!经典途径)补体
旁路途径和凝集素途径

+%3, ( A( 是体内最丰富的补体
蛋白$对于 A( 分子的裂解是补体活化的中心事件$所
有 ( 条途径均涉及 A($干预 A( 活化可在一定程度上
影响疾病的发展

+%(, ( 补体 A%< 是补体经典激活途径
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的初始蛋白$除启动经典激活途径外$通过 A%< 蛋白
分子的胶原样区域调节成纤维细胞与细胞外基质的黏

附功能是其主要功能之一
+%(C%5, ( 本研究发现$离焦性

近视眼视网膜中补体 A%< 和 A( 蛋白表达的升高不仅
进一步支持近视发生与补体系统活化的相关性$而且
初步提示补体经典激活途径的参与(

补体系统由 (& 余种蛋白分子所组成$与体内存在
精细而复杂的各种机制相互作用( 大量研究表明$许
多补体成分均可影响基质金属蛋白酶的水平

+%*C%), $而
基质金属蛋白酶系统的失衡已被证实与近视的发生密

切相关$是后巩膜扩张)眼轴延长最重要的蛋白酶系统
之一

+%7, ( 与细胞外基质和基质金属蛋白酶系统失衡
有关的全身性疾病$如冠心病)系统性红斑狼疮等以及
多种眼部疾病$如年龄相关性黄斑变性)青光眼等经研
究与补体系统作用也具有明显的相关性

+%4C3&, ( 除了
基质金属蛋白酶系统$多种生长因子$如碱性成纤维细
胞生长因子)转化生长因子等同样被证明与近视发生
明显相关$与基质金属蛋白酶系统一起$被称为-近视
信使.$而补体系统对上述因子同样具有调控作用 +3%, (
在视觉发育的过程中$视网膜接受异常视觉干扰刺激
后发生局部微环境改变$导致补体系统活化$进一步影
响基质金属蛋白系统的功能$从而导致近视发生(

本研究结果提示$豚鼠离焦性近视眼视网膜组织
中存在补体的活化状态和补体经典激活通路的参与$
但本研究仍存在不足( 首先$本研究为透镜诱导的离
焦性近视动物模型$为消除透镜缝合产生局部炎症反
应所可能导致的包括补体系统等炎性因子的改变这一

混杂因素$设计了 ( 个组进行比较$即透镜诱导眼)自
身对照眼和正常对照眼$结果显示对侧对照眼和正常
对照眼视网膜组织中 A( 蛋白表达水平差异虽无统计
学意义$但存在差异趋势$由于本研究样本量较小$存
在随机误差$如增加样本量$不排除出现差异有统计学
意义的可能$同时也提示本研究透镜缝合及愈合过程
中存在局部补体系统参与的炎症反应上调现象*其次$
本研究仅为蛋白水平的检测$所测蛋白仅涉及补体系
统中的 3 种成分$时间点为近视已经形成之后$尚不能
明确补体系统的活化是近视发生的原因或结果( 因此
应在此基础上加大样本量$采用动态观测手段$观察实
验性近视模型不同时间点的补体水平$同时增加相关
-近视信使.的检测$从而探讨近视发生时补体活化的
上游和下游调控机制(
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