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''$摘要%'随着电子设备的普及与环境光污染现象的日趋严重"视网膜光辐照引起的损伤及其对视网膜

色素变性)年龄相关性黄斑变性等疾病的致病作用逐渐被关注( 光N视网膜组织反应类型以光热反应及光化

学反应为主"其中可见光产生的光化学反应与视网膜疾病关系密切( 光辐照参数包括光辐照波长)辐照能量

及辐照时间等"不同参数下光辐照对视网膜细胞的作用还可能受多种外界因素影响( 较多视网膜光辐照细胞

实验模型建立以研究光辐照"尤其是蓝光对视网膜色素上皮细胞)光感受器细胞及神经细胞损伤的机制( 光

辐照会导致视网膜各细胞氧化应激)内质网应激及线粒体损伤激活自噬调控细胞凋亡( 炎性小体激活及外泌

体也参与调控光辐照对视网膜色素上皮细胞的损伤( 也有研究探讨不同波长光源对细胞的潜在治疗作用(

本文从光N视网膜组织反应类型)生物学研究中常用的光辐照参数"以及视网膜色素上皮细胞光辐照模型)视

网膜光感受器细胞光辐照模型)视网膜神经节细胞光辐照模型等方面就视网膜光辐照的实验模型"探讨不同

模型间细胞及光辐照参数的差异(

$关键词%'视网膜色素上皮* 光感受器细胞* 视网膜神经节细胞* 光辐照* 体外研究模型
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''人眼视网膜作为外界光线接收以及视觉形成的关键组织"

与光有着密不可分的联系( 有规律的光照对生物昼夜节律的

维持十分关键
+(, "而过量光照射又容易发生急慢性视网膜光损

伤"包括视网膜灼烧)视网膜变性等 +<N>, *对于某些眼病"光又是

一种重要的治疗工具"如眼底激光光凝治疗)光动力治疗视网

膜新生血管等
+INJ, ( 深入了解光与视网膜之间的相互关系可以

指导医生在医疗过程中避免潜在的光组织损伤"更好地利用光

学技术造福人类( 视网膜组织对不同类型不同程度光暴露的

反应差别很大且分子生物机制复杂"建立可靠的细胞模型开展

研究是关键的第一步( 本文通过回顾近年国内外文献"在光N

组织反应类型的基础上总结视网膜细胞光辐照实验研究模型"

为视网膜光损伤研究和光生物安全评估选择合适的体外模型

提供参考(

A9光V视网膜组织反应类型

视网膜光辐照程度与人眼屈光介质对不同波长光线的吸

收情况有关( 人眼主要屈光介质为角膜)房水)晶状体)玻璃体

等( 其中"角膜可吸收 +)) 5-以下几乎全部紫外线*随着年龄

增长"晶状体对光的阻过性增强"+) 岁以后的晶状体基本吸收
+))h>)) 5-波长范围的紫外线*眼内屈光介质基本不吸收可

见光抵达视网膜( 视网膜内含有大量的能吸收光线的色素"包

括黑色素)血红素)脂褐质)视紫红质等"这些吸光物质&即光敏

物质'对不同波长)不同强度的光线的吸收程度以及产生的反

应也各不相同( 光N组织反应类型主要有光热反应与光化学反

应"其中光化学反应在视网膜光暴露的细胞模型中研究较多(

光敏物质吸收光子后可被激发为单价态"不稳定的单价态分子

迅速转化形成三价态"此过程称为光化学反应( 光化学反应过

程中产生大量活性氧和自由基离子等物质"并激活一系列分子

信号"引起炎症反应)促进血管生长因子释放等"当活性氧产物

持续堆积超出视网膜本身的抗氧化能力时可激活凋亡通路)引

起细胞损伤和血管破坏等
+*NG, (

对光N视网膜相互关系的深入研究对理解疾病的发生机制

和指导临床治疗具有重要意义( 临床上"光动力治疗眼底新生

血管即是运用了光化学反应原理"经血液循环聚集到脉络膜新

生血管处的光敏物质"经特定波长激光激发后产生大量自由

基"直接破坏异常的血管组织"促进血栓形成"使新生血管闭塞

并最终萎缩( 大量实验研究发现视网膜变性疾病的发生和发

展与可见光中 >))h>G) 5-蓝光介导的氧化应激和光化学损伤

密切相关
+KN((, (

B9生物学研究中常用的光辐照参数

光辐照参数存在光辐照波长)光辐照方式)光辐照能量及

光辐照时间等的区别(

B:A'光辐照波长

常见的光源有日光)白炽灯)#,&灯及激光"其中 #,&灯及

激光在医学应用上较多( 实验研究中"日光及白炽灯常作为混

合光模拟日常环境光"日光波长为 <))h() ))) 5-"其中紫外波

段&小于 >)) 5-'和红外波段&大于 *J) 5-'大部分被人眼屈光

系统吸收"而能够到达视网膜的可见光 & >)) h*J) 5-'中以
>))hI)) 5-范围的蓝光能量最高( 总体而言"环境光一般能

量较低"常用于研究长期环境光暴露对视网膜的影响或光对生

物节律调节的作用*单波长的 #,&灯及激光能量较高"常用于

研究特定波长光源对视网膜造成的分子生物学影响以及不同

能量视网膜单波长光暴露后的组织变化( 一般来说"光暴露后

依照视网膜损伤与否还可定义为阈下光暴露和阈上光暴露(

研究提示"阈下光暴露"如低强度光照等具有促进视网膜细胞

增生的作用"相关实验以在体研究居多 +(<N(+, ( &.56等 +(>,
将

Zb",Q(K 细胞暴露于 )FKKG -fP7-<
的 J+I 5-激光下不同时

间"发现能量达到 G _P7-<
时细胞增生明显且 b̂Z#D"等视网

膜色素上皮&Y2B/5.0V/6-25B2V/BT20/9-"b",'细胞功能蛋白表达

上调(

B:B'光辐照方式

光照方式不同也影响视网膜组织对光的反应情况( 光照

方式分为连续光照)间歇光照和脉冲光照( 连续光照一般用于

观察急性视网膜损伤"间歇光照一般用于观察慢性视网膜损

伤"脉冲光照方式多见于将激光作为治疗工具"侧重指导精准

治疗异常组织的同时避免激发视网膜损伤(

B:C'光辐照能量

常用于评价光照程度的物理量有光照度和能量密度"其中

能量密度L辐射照度i光照时间( 能量密度在光学中可等价于

通量( 光照度与辐射照度属于类似的物理量"前者用于描述可

见光范围光波在单位面积上的光照能量"而辐射照度则更加通

用"反映电磁波的辐照强度( 研究环境光对视网膜的影响一般

选择光照度和光照时间评价光暴露程度"当观察特定波长光暴

露对视网膜的生物学影响时"辐射照度和能量密度则是 < 个常

用的参数(

B:D'光辐照时间

在光辐照实验模型研究中"光辐照时间为常用变量( T̂25

等
+(I,
采用 >JI 5-蓝光 < I)) 0?照射 JJ(f细胞 >h<> T"可见

细胞内活性氧生成及细胞凋亡呈时间依赖性( 光辐照时间与

光辐照能量具有密切联系( 固定光辐照参数后"光辐照能量与

光辐照时间呈正比"即光辐照时间的长短可反映光辐照能量的

大小( 光辐照对视网膜细胞的影响除取决于辐照光的波长)光

辐照方式)光辐照能量及光辐照时间等因素外"还与视网膜的

暗适应状态)视网膜受辐照的部位)年龄)种族)体温)肤色)营

养状态)晶状体)全身情况和药物)动物种属等因素有重要关

系
+(JN(*, (

C9视网膜光辐照细胞模型

视网膜内不同细胞共同参与维持其正常功能运转( b",

细胞起到了营养)支持视网膜组织的作用*光感受器细胞吸收

光能后完成光电转换过程"对视觉形成起到重要作用*视网膜

神经细胞参与构成视觉通路"同时也参与人体昼夜节律的形

成
+(G, ( 研究者已构建不同类型的视网膜光辐照模型以探寻相

关分子机制(

C:A'b",细胞光辐照模型
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人源性 b",细胞相较于动物源性 b",细胞对于各种病变

的模拟更具有代表性"Zb",Q(K 细胞系表达 b",特异标记抗原

b̂Z#D"及 b",JI"同时相比其他人源 b",细胞系"如 &>)*

等"具有正常的二倍体细胞核型 +(K, "故被广泛用于细胞水平研

究( b",细胞损伤及功能失调被认为是年龄相关性黄斑变性

发病机制中的重要环节之一
+<), "表现为脂褐质的沉积( Z<,是

脂褐素主要的荧光载体成分"暴露于一定波长 &特别是 >>) h

I)) 5-蓝光'光线下可发生异构化"并产生自由基"造成细胞膜

和细胞内溶酶体膜的损伤"从而导致 b",细胞的损害和死

亡
+<(, (

单纯光照 b",细胞一般用于模拟光辐照对于正常人眼

b",细胞的影响 +<<N<+, ( e;95 等 +<>,
将 Zb",Q(K 细胞分别暴露

于 >)))><) 和 >+IFG 5-蓝光不同时间"发现 >)) 5-蓝光光照

密度大于 (J _P7-<
时即可导致细胞活力明显下降( b",细胞

吞噬体外合成的 Z<,后接受蓝光照射则是一种比较常用的

b",细胞损伤模型"主要用于模拟视网膜变性相关疾病( 光辐

照首先可引起 b",细胞形态改变( 研究表明"在 >J) 5-蓝光

(I) 0?照射后 (< T"b",细胞即出现明显皱缩 +<I, ( 更多研究基

于 b",细胞光辐照模型探讨 b",细胞光损伤的分子机制( 诸

多研究证实"光辐照可引起 b",细胞氧化应激反应导致细胞损

伤"表现为细胞屏障功能破坏及细胞凋亡数目增加 +<JN<*, ( 光辐

照同时可以诱导 b",细胞内质网应激并激活细胞自噬过程(

\256等 +<G,
用 > ))) 0?蓝光&>J) 5-'照射吞噬 Z<,的 Zb",Q(K

细胞 <) -/5"照射结束后 (< T 观察到内质网应激及自噬标志物

表达上调*在蓝光照射组中抑制 %b"*G 表达可抑制自噬激活"

加入自噬抑制剂可缓解内质网应激并减轻细胞凋亡"提示自噬

可能负反馈调节内质网应激"从而在蓝光辐照 b",损伤模型中

起到保护性作用( 此外"近年研究证实蓝光辐照可导致 b",细

胞内溶酶体通透性增加
+<K, *过量蓝光辐照可造成 b",细胞溶

酶体酶释放"从而激活 a#b"+ 炎性小体"证实炎性小体参与蓝

光辐照诱导的 b",细胞损伤 ++), ( lT.56等 ++(,
采用 >GG 5-蓝

光照射 Zb",Q(K 细胞"(*F<G _P7-<
辐照能量下提取到 b",细

胞分泌的外泌体并加入到正常培养的 b",细胞中"可观察到活

性氧生成及 a#b"+ 炎性小体的激活"提示外泌体参与蓝光辐照

引起的 b",细胞炎性小体激活( 研究发现"间充质干细胞来源

的细胞外囊泡可以减轻蓝光造成的视网膜损伤
++<, *作为细胞外

囊泡的一个亚群"外泌体在光辐照引起的 b",细胞损伤中的具

体作用仍有待更多研究( 近年来有研究关注 -/7Y;baZ在 Z$&

模型中对 b",细胞自噬及炎性小体激活的调控作用 +++N+>, *

-/7Y;baZ及更多表观遗传在 b",光辐照模型中的作用还有待

进一步阐述(

值得注意的是"Zb",Q(K 细胞在传代过程中其细胞表型存

在丢失可能"需要通过改变培养条件使 Zb",Q(K 细胞系适当分

化"从而恢复表型 ++I, ( 采用原代培养 b",细胞则不存在表型

丢失的问题( $.Y/2等 ++J,
将猪眼 b",原代细胞暴露于不同波

长蓝光下&JhG( _P7-<'"发现在 >(Ih>II 5-下细胞失活数量

及氧自由基产生均达到峰值"提示该波段蓝光暴露的视网膜毒

性最大*同时发现 J+) 5-红光 & G( _P7-< '照射 b",细胞后未

产生明显氧化应激反应及细胞线粒体损伤"提示该波长红光暴

露的视网膜毒性比蓝光小( 采用原代细胞建立模型对技术操

作要求较高"同时不同来源原代细胞存在个体差异"可能降低

光暴露模型实验结果的可重复性(

b",细胞光辐照研究模型很多"但是不同研究间采取的光

源和光照参数差距较大"这与实验条件差异以及研究目的不同

有关( 制备封闭的光照装置有利于监测和变更光源及能量等

参数"进一步提高细胞研究模型的可靠性与稳定性 ++*N+G, ( 庄宏

等
++K,
和李丹丹等

+>),
将细胞培养箱改造为蓝光照射培养箱以建

立光损伤模型"该方法能够保证培养箱内各处光照能量参数一

致"适合研究环境光辐照对视网膜细胞的影响和分子机制(

C:B'视网膜光感受器细胞光辐照模型

持续强光照射可使光感受器细胞死亡"导致视网膜变性"

影响视力并最终可能致盲
+>(N><, ( 实验研究中目前应用较多的

是鼠视网膜光感受器细胞系 &以 JJ(f 细胞为代表 '( A;56

等
+>+,
采用 ( I)) 0?白光照射 JJ(f细胞后 (h+ @ 可诱发氧化应

激或内质网应激相关的自噬过程"抑制 ,bd通路可削弱自噬并

减轻光照引起的 JJ(f细胞死亡( #/等 +>>,
研究发现通过激活

Z$"d通路抑制自噬可以减轻过量光照引起的 JJ(f细胞损伤"

与 b",细胞光辐照研究中自噬具有的保护作用不同"提示自噬

在光辐照诱导视网膜损伤过程中对不同细胞可能具有不同或双

向调节作用( =;2等 +>I,
将 >J> 5-#,&蓝光&GF< _P7-< '光源置

于细胞培养皿下方"照射 JJ(f细胞 J T 即发现细胞内短波视

蛋白聚集及 ZC\> 表达上调"提示蓝光辐照可能通过激活内质

网应激介导 JJ(f细胞的损伤和凋亡( 除此之外"蓝光辐照也

可引起 JJ(f细胞发生铁死亡等其他细胞死亡方式 +>J, ( 目前

光感受器细胞光辐照模型中还存在许多局限性"如 =;2等 +>I,
研

究的光辐照装置中"光源穿过培养器皿后抵达细胞"存在中间

材料对光能量的传递和吸收"因此实际抵达细胞的光照参数无

法精确检测*多数研究采用的 JJ(f细胞仅具备视锥细胞的形

态及特点"无法反映光辐照后视杆细胞的变化( 研究证实"携

带 "QKD基因的非洲爪蟾蝌蚪接受周期性光照时其视杆细胞可

迅速出现变性
+>*, "因此 D;77T2Y;等 +>G,

采用 () -S脉冲暗闪烁

白光&总能量 JFJ>i()NK _P7-< '照射从携带 "QKD基因的非洲

爪蟾蝌蚪视网膜中提取的视杆细胞 J) -/5"通过单光子反应分

析技术发现视杆细胞光反应幅度下降"反应时间延长"提示光

照引起视网膜色素变性初期可能首先影响视杆细胞的光传导

功能( 此外"也有提取牛视网膜视杆细胞外节段建立光辐照模

型的研究
+>K, *近期"$.T.B;等 +I),

通过化学重编程技术将皮肤成

纤维细胞改造为感光细胞&基因表达与视杆细胞类似'"并将其

移植到视杆细胞变性小鼠视网膜中"发现可部分恢复小鼠瞳孔

反射和视功能"可尝试将该方法用于视杆细胞光辐照模型的研

究( 最近也有研究在光损伤小鼠模型中发现"白光辐照可导致

小鼠染色质可及性下降"常染色质减少和异染色质丰度增加引

起转录和翻译失调"从而导致光感受器细胞凋亡和炎症反应

性胶质增生
+ I(, ( 由此可见"表观遗传在视网膜光辐照及光照

模拟的 Z$&模型中可能起到重要调控作用"有待更进一步的

研究(
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C:C'视网膜神经节细胞光辐照模型

视网膜神经节细胞&Y2B/5.06.560/;5 7200S"b%̂ '作为重要的

视网膜神经细胞"其光辐照模型常用于研究青光眼及视网膜变

性类疾病中 b%̂ 损伤
+I<NI>, ( &20=0-;QZ69.@;等 +II,

采用 >JIh

>*I 5-蓝光 <I) 0?照射 b%̂ QI 细胞&鼠源 b%̂ '"光照后 G T 出

现活性氧的产生增多及 b!"(P+ 蛋白上调且在光照 >G T 后达到

峰值"并同步出现细胞计数减少"提示蓝光可通过线粒体应激

途径激活坏死性凋亡通路使神经节细胞出现程序性死亡( 也

有研究者总结了光辐照诱导 b%̂ QI 细胞损伤的机制"光辐照可

诱导 b%̂ QI 细胞氧化应激及线粒体应激导致细胞凋亡或坏死

性凋亡
+IJ, ( 然而"b%̂ QI 细胞系是否能代表 b%̂ 受到了研究

者的质疑( <)(+ 年"dY/ST5.-;;YBT4等 +I*,
通过细胞遗传学检测)

核型分析及染色体检测等方法已证实 b%̂ QI 细胞并非 b%̂ 来

源"而实际可能是感光细胞 JJ(f 细胞系( 进而" <)(> 年

Z0QEW./@/等 +IG,
研究认为"b%̂ QI 细胞系在建立之初可能已经

被 JJ(f细胞污染"表现出类似 JJ(f细胞的特征 +IG, "提出采

取 b%̂ QI 细胞模拟 b%̂ 的研究思路需要谨慎考虑( 有研究使

用星形环孢菌素诱导分化 b%̂ QI 细胞使其更接近神经细

胞
+IK, ( 更多研究者则选择其他更可靠的细胞系开展研究( #/

等
+J),
选择 b<G 细胞制备 b%̂ 的光辐照模型"通过 >I) 5-蓝光

( ))) 0?照射 <> T 研究其对 b%̂ 线粒体的影响( 此外" T̂25

等
+J(,
将鼠原代 b%̂ 分别暴露于 ( I)) 0?蓝光和白光下 < T"在

蓝光辐照组检测到 &aZ双链断裂"表现为典型的光损伤状态(

然而"由于上述模型使用的光照能量较高)光源参数不够标准

化"因此"在稳定重复造模方面参考价值有限"同时不适合观察

不同程度光损伤对细胞的影响情况( 鉴于 b%̂ QI 细胞系可能

存在的明显问题"选择原代细胞或直接在动物模型上开展光辐

照对视网膜神经细胞结构功能的影响可能是更好的选择(

D9展望

大量证据表明"环境光污染)职业激光暴露等均可能引起

视网膜光辐照损伤"有可恢复的阈下光辐照损伤"也有长期或

强烈光暴露导致的阈上光辐照损伤引起不可逆的视网膜病理

损害"如年龄相关性黄斑变性等( 光暴露对眼部的影响受到广

泛关注"传统光动力治疗)新近的视网膜微脉冲激光治疗等也

大量开展"这些研究都需要选择合适的视网膜光辐照细胞模

型"从而进一步了解光N视网膜细胞的相互关系"探讨光辐照作

用于视网膜各细胞的分子机制"为进一步拓展或优化现有眼科

激光与光子临床诊疗技术提供实验依据(
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