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!!$摘要% !目的!探讨形觉剥夺性近视 )R5̀ * 豚鼠视网膜中 '/W去甲基化酶 W*Oc同源蛋白 +

)WS]cf+*表达变化及其参与近视的作用机制&!方法!采用随机数字表法将 $# 只健康 TYR级 $ 周龄三色

豚鼠分为正常对照组和实验组#每组 %+ 只& 实验组中眼罩遮盖右眼作为 R5̀ 组#暴露左眼为自身对照组& 分

别于实验前及实验 %'"'$ 和 < 周时进行豚鼠眼生物学参数测量& 采用带状光检影镜测量屈光度#采用 W型超声

仪测量眼轴长度& 实验 < 周#通过免疫组织化学染色和免疫荧光染色检测 WS]cf+ 在豚鼠视网膜中的表达分

布& 采用实时荧光定量 YU[和 ^?@D?=: E*3D法检测豚鼠视网膜中 WS]cf+ '[PW和蛋白表达情况&!结果!与

正常对照组和自身对照组相比#实验 "'$ 和 < 周#R5̀ 组豚鼠近视屈光度明显增加#眼轴显著增长#差异均有

统计学意义)均Lj#g##%*& 免疫组织化学染色和免疫荧光染色显示#WS]cf+ 分布在视网膜神经纤维层'视

锥视杆细胞层和视网膜色素上皮)[Y&*层#其中以神经纤维层和 [Y&层为主& 正常对照组'自身对照组和
R5̀ 组豚鼠 WS]cf+ 蛋白相对荧光强度值分别为 %g###h#g"#<'#g.,<h#g#,/ 和 #g+,%h#g#+$#R5̀ 组视网

膜中 WS]cf+ 蛋白荧光强度值明显小于正常对照组和自身对照组#差异均有统计学意义 )/i<g#/-#

Li#g##/(/i+g%,/#Li#g#%<*& 造模后 < 周#R5̀ 组豚鼠视网膜中 WS]cf+ '[PW和蛋白相对表达量明显

低于正常对照组和自身对照组#差异均有统计学意义)均Lj#g#%*&!结论!R5̀ 组豚鼠视网膜中 '/W去甲

基化酶 WS]cf+ 表达下降#WS]cf+ 及相关 '/W甲基化修饰可能参与了近视的发生和发展&!

$关键词%!近视( 豚鼠( W*Oc同源蛋白 +# [PW去甲基酶( '/W甲基化( 发病机制
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!!近年来#近视发病率持续上升并呈现低龄化'高度
化趋势#已成为重要的公共卫生问题& 高度近视可能
导致近视性黄斑病变'视网膜变性及后巩膜葡萄肿等
一系列眼底病变的形成和进展#给个人和社会带来沉
重负担

+ %Z", & 近视是一种受遗传因素'环境因素及遗
传与环境交互作用影响的多因素复杂疾病#目前仍无
法完全揭示其发生和发展机制& 针对近视的表观遗传
学研究逐渐进入人们视野#5PW甲基化'非编码 [PW
调控'组蛋白修饰及 '[PW修饰等遗传作用已被证实
与近视及其并发症相关

+ $, & 作为表观遗传学的一部
分#[PW甲基化修饰也发挥重要作用& 动态可逆的
P/ 甲基腺苷 )P/ '?DI>*(A?:):?#'/W*修饰是真核生
物 '[PW修饰中非常广泛和重要的一类#在细胞通信
中发挥关键作用#对细胞生物学过程具有显著调控作
用#包括 [PW稳定'翻译'降解'昼夜节律调控'能量稳
态和代谢等

+ <Z,, & '/W甲基化修饰主要通过甲基转移
酶) &̀HHS$' &̀HHS%< 和 ^HWY*'去甲基化酶+W*Oc
同源蛋白 +)W*OcI3'3*3L+#WS]cf+*和 RH6,和结合
蛋白)4Hf5R%'4Hf5R" 和 4Hf5R$*这 $ 类调节因子
参与协调完成& 关于 '/W甲基化修饰的研究#在肿瘤
和代谢性疾病方面已有报道

+ ,Z., & 眼部疾病中#'/W
甲基化修饰被证实与角膜新生血管'白内障'青光眼'
脉络膜疾病'视网膜疾病和眼部肿瘤等相关 + -Z%%, & 最
近关于高度近视眼核性白内障的研究发现#晶状体前
囊膜中包括 WS]cf+ 在内的 '/W甲基化修饰相关酶
可能通过改变下游基因甲基化状态和调节细胞外基质

的组成来促进高度近视的病理状态
+ %", & 也有研究通

过豚鼠近视模型发现#维持脉络膜血管功能的关键因
子 D[R;"" 通过介导 '/W修饰调节脉络膜血管功能和
巩膜氧供来参与调节近视进展

+ %$, & 这些研究证实了
'/W甲基化修饰可能与近视的发生和发展相关& 本
研究通过建立豚鼠形觉剥夺性近视 )C3=';A?F=)K(D)3:
'>3F)(#R5̀ *模型#检测 '/W去甲基化酶 WS]cf+ 的
表达及定位#并探索 WS]cf+ 及其相关的 '/W甲基化
修饰在近视发生和发展中的作用&

95材料与方法

919!材料
91919!实验动物!选取健康 $ 周龄 TYR级三色雄性
豚鼠 $# 只#由川北医学院实验动物中心提供+许可证
号"T4p])川*"#%.;#,/,#体质量 %$#\%+# L& 所有豚
鼠均饲养于 TYR级实验室#温度 ) "+h"*n#湿度为
/#m#光照强度约为 $## *M#每日光照8黑暗时间为
%" I8%" I)光照时间为 ."##0"#"##*& 豚鼠的喂养及
操作完全遵循1视觉和眼科动物研究声明2原则#研究
方案经川北医学院伦理委员会审核批准 )批文号"
"#"$#.,*&
9191:!主要试剂及仪器!复方托吡卡胺滴眼液'盐酸
奥布卡因滴眼液)日本参天制药株式会社*(H=)Q3*)上
海碧云天生物技术有限公司*(逆转录及 YU[试剂盒
)日本 H(]([(公司 *(兔抗 WS]cf+ 多克隆抗体
)%/.$,;%;WY*'山羊抗兔 +-< 荧光二抗 ) TW###%$;<#
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武汉三鹰生物技术有限公司*(兔抗 bWY5f单克隆抗
体)&H%/#%;<#杭州华安生物技术有限公司*(5WY7溶
液)北京索莱宝科技有限公司*& U):?@2(: W8c型超
声检查仪)法国光太公司*(4d"<c带状光检影镜)苏
州六六视觉科技股份有限公司*(实时荧光定量 YU[
仪)法国 [32I?公司*(酶标仪)美国 3̀*?2B*(=5?K)2?@
公司*(全自动凝胶成像图像分析仪 )法国 X)*E?=公
司*(显微镜)德国 S?)2(公司*&
91:!方法
91:19!实验动物分组处理!采用随机数字表法将豚鼠
分为正常对照组和 R5̀ 组#每组 %+ 只& 正常对照组双
眼不做任何处理(R5̀ 组豚鼠右眼采用半透明乳胶气

球连续遮盖 < 周#左眼不予任何处理设为自身对照组&
91:1:!眼生物学参数的测量!参照文献+%<Z%+,#分
别于实验前及实验 %'"'$ 和 < 周行豚鼠屈光度和眼轴
长度测量& 采用复方托吡卡胺滴眼液充分扩瞳#于暗
室行带状光检影测量屈光度#换算为等效球镜度& 采
用盐酸奥布卡因滴眼液进行豚鼠角膜表面麻醉后#采
用 W型超声仪测量眼轴长度#即前房深度'晶状体厚
度和玻璃体腔长度三者之和& 测量时仪器探头垂直接
触角膜平面并对准瞳孔中心#取较理想的波形& 每眼
测量 + 次#选择重复性较好的 $ 次取平均值&
91:1;!免疫组织化学染色和免疫荧光染色检测视网
膜 WS]cf+ 蛋白表达分布!造模结束后#每组任取 +
只豚鼠#过量七氟烷深度麻醉后采用断颈法处死#立即
摘取眼球#依次固定'包埋和切片& 经二甲苯和梯度乙
醇脱蜡#微波炉抗原修复和 $m f"6" 去除内源性过氧

化物酶#待牛血清白蛋白封闭后滴加 WS]cf+ 一抗
)% _"+#*< n孵育过夜& 次日滴加二抗)% _%##*孵育
% I#依次经 5Wc显色'苏木素染液染核'盐酸乙醇分
化'梯度乙醇脱水'二甲苯透明#树脂封片& 风干后采
集图像& 对于免疫荧光染色的组织切片同样用
WS]cf+ 抗体 ) % _"+# * 孵育过夜# +-< 荧光二抗
)% _%##*$, n孵育 % I#经过 5WY7染核#充分洗涤后
封片#于荧光显微镜下观察& 采用 7'(L?V软件分析目
的蛋白荧光强度&
91:1D!实时荧光定量 YU[法检测 WS]cf+ '[PW表
达水平!造模结束后#每组豚鼠任取 < 只#摘取眼球#
剥离视网膜组织& 采用常规 H=)Q3*法提取视网膜总
[PW#按照逆转录试剂盒制备 25PW& 以 25PW为模
板#按照 YU[试剂盒说明书进行实时荧光定量 YU[&
反应条件"-+ n预变性 $# @(-+ n变性 + @#+- n退火
$# @#," n延伸 "# @#共 <# 个循环& 引物由生工生物
工程)上海*股份有限公司合成#序列如下"WS]cf+

正向引物为 +l;WbbbbWWbUbHbWUHbHbU;$l#反向引
物为 + l;bbbHbUWHUHWWHUHHbHUHHUU;$ l( bWY5f
正向引物为 +l;bbHWHHUUHHUHHUUUbHbU;$l#反向引
物为 +l;UUWWWHUUbHHUWUHUUbW;$l& 以 bWY5f为
内参#采用 "Z$$UD

法计算目的基因相对表达量&
91:1K!^?@D?=: E*3D法检测视网膜 WS]cf+ 蛋白表
达!造模结束后#每组各取 / 只豚鼠#剥离出视网膜样
本剪碎#加裂解混合液匀浆提取蛋白& 采用 cUW试剂
盒进行蛋白定量#取蛋白上清与缓冲液混匀#金属浴变
性备用& 采用 T5T;YWb&凝胶恒压电泳#通过湿转法
转膜#经 +m脱脂奶粉室温摇床封闭膜 %g+ I#洗涤& 分
别加入 WS]cf+ 一抗)% _" ###*和 bWY5f)% _< ###*
< n孵育过夜#次日洗涤后用二抗)% _< ###*室温孵育
%g+ I#洗涤后显影& 采用 7'(L?V软件分析条带灰度
值& WS]cf+ 蛋白相对表达量iWS]cf+ 蛋白条带灰
度值8bWY5f蛋白条带灰度值&
91;!统计学方法

采用 TYTT "/1# 统计学软件进行统计分析& 计量
资料数据经 TI(F)=3;̂ )*O 检验证实服从或接近正态分
布#以 Rh)表示& R5̀ 组与正常对照组'R5̀ 组与自

身对照组不同时间点屈光度和眼轴长度比较均采用重

复测量两因素方差分析#多重比较采用 ST5;/检验&
R5̀ 组与正常对照组豚鼠视网膜 WS]cf+ '[PW和
蛋白相对表达量及荧光信号强度比较采用独立样本 /
检验(R5̀ 组与自身对照组参数比较采用配对 /检验&
Lj#g#+ 为差异有统计学意义&

:5结果

:19!各组豚鼠不同时间点屈光度和眼轴长度比较
实验前豚鼠均呈远视状态#眼轴较短& 正常对照

组与 R5̀ 组豚鼠不同时间点屈光度和眼轴长度总体

比较#差异均有统计学意义)屈光度";组别 i%$,g,$.#
Lj#g##%(;时间 i$</g%#-#Lj#g##%1眼轴长度";组别 i
</g+",#Lj#g##%(;时间 i<".g#/"#Lj#g##%*#其中与
正常对照组相比#实验 "'$ 和 < 周#R5̀ 组豚鼠近视

屈光度明显增加#眼轴显著增长#差异均有统计学意义
)均Lj#g##%* )表 %#"*& 自身对照组与 R5̀ 组豚鼠

不同时间点屈光度和眼轴长度总体比较#差异均有统
计学意义 )屈光度";组别 i%#,g/#%#Lj#g##%(;时间 i
"+-g"#+#Lj#g##%1眼轴长度";组别 i$/g%,<#Lj#g##%(
;时间 i"--g-",#Lj#g##%*#其中与自身对照组相比#实
验 "'$ 和 < 周#R5̀ 组豚鼠近视屈光度明显加深#眼
轴明显增长#差异均有统计学意义 )均 Lj#g##% *
)表 $#<*&

!,%$!中华实验眼科杂志 "#"< 年 < 月第 <" 卷第 < 期!UI): V&MF 6FIDI(*'3*#WF=)*"#"<#X3*1<"#P31<
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表 95正常对照组与 8HA 组不同时间点豚鼠屈光度比较)!J"#H*
I*40)95C#$+*"&/#'#1,&#+%)"*%,&11)")'%%&$)+#&'%/4)%7))''#"$*0.#'%"#0("#-+*',8HA ("#-+)!J"#H*

组别 眼数 实验前 实验 % 周 实验 " 周 实验 $ 周 实验 < 周

正常对照组 %+ $g/"+h#g/"/ $g$%$h#g<-# $g$$$h#g<$% $g%"+h#g<</ $g#"%h#g<,#

R5̀ 组 %+ $g<%,h#g+./ "g-%,h#g+-- #g-,"h#g.,-( Z%g<<<h#g-//( Z"g-<<h#g+-,(

!注";组别 i%$,g,$.#Lj#g##%(;时间 i$</g%#-#Lj#g##%(;交互作用 i"++g#",#Lj#g##%1与相应时间点正常对照组比较#(Lj#g##%)重复测量两因素
方差分析#ST5;/检验*!R5̀ "形觉剥夺性近视
!P3D?";L=3BF i%$,g,$.#Lj#g##%(;D)'?i$</g%#-#Lj#g##%(;):D?=(2D)3: i"++g#",#Lj#g##%1U3'F(=?A J)DI :3='(*23:D=3*L=3BF (D23==?@F3:A):LD)'?

F3):D@#(Lj#g##% )HJ3;J(>=?F?(D?A '?(@B=?@WP6XW#ST5;/D?@D*!R5̀ "C3=';A?F=)K(D)3: '>3F)(

表 :5正常对照组与 8HA 组不同时间点豚鼠眼轴长度比较)!J"#$$*
I*40):5C#$+*"&/#'#1*F&*00)'(%=*%,&11)")'%%&$)+#&'%/4)%7))''#"$*0.#'%"#0("#-+*',8HA ("#-+)!J"#$$*

组别 眼数 实验前 实验 % 周 实验 " 周 实验 $ 周 实验 < 周

正常对照组 %+ ,g+",h#g#-% ,g/<"h#g%#$ ,g,%<h#g%%% ,g,/%h#g#// ,g.<-h#g#<+

R5̀ 组 %+ ,g+$<h#g%#/ ,g/-"h#g#-% ,g-+#h#g#,/( .g%<#h#g#.#( .g$%-h#g#.<(

!注";组别 i</g+",#Lj#g##%(;时间 i<".g#/"#Lj#g##%(;交互作用 i.-g#,.#Lj#g##%g与相应时间点正常对照组比较#(Lj#g##%)重复测量两因素方
差分析#ST5;/检验*!R5̀ "形觉剥夺性近视
!P3D?";L=3BF i</g+",#Lj#g##%(;D)'?i<".g#/"#Lj#g##%(;):D?=(2D)3: i.-g#,.#Lj#g##%1U3'F(=?A J)DI :3='(*23:D=3*L=3BF (D23==?@F3:A):LD)'?F3):D@#
(Lj#g##% )HJ3;J(>=?F?(D?A '?(@B=?@WP6XW#ST5;/D?@D*!R5̀ "C3=';A?F=)K(D)3: '>3F)(

表 ;5自身对照组与 8HA 组不同时间点豚鼠屈光度比较)!J"#H*
I*40);5C#$+*"&/#'#1,&#+%)"*%,&11)")'%%&$)+#&'%/4)%7))'/)01P.#'%"#0("#-+*',8HA ("#-+)!J"#H*

组别 眼数 实验前 实验 % 周 实验 " 周 实验 $ 周 实验 < 周

自身对照组 %+ $g++/h#g+", $g$.-h#g/#% $g%$-h#g+/% $g#".h#g<,+ "g//,h#g$,+

R5̀ 组 %+ $g<%,h#g+./ "g-%,h#g+-- #g-,"h#g.,-( Z%g<<<h#g-//( Z"g-<<h#g+-,(

!注";组别 i%#,g/#%#Lj#g##%(;时间 i"+-g"#+#Lj#g##%(;交互作用 i%+-g$,<#Lj#g##%1与相应时间点自身对照组比较#(Lj#g##%)重复测量两因素
方差分析#ST5;/检验*!R5̀ "形觉剥夺性近视
!P3D?";L=3BF i%#,g/#%#Lj#g##%(;D)'?i"+-g"#+#Lj#g##%(;):D?=(2D)3: i%+-g$,<#Lj#g##%1U3'F(=?A J)DI @?*C;23:D=3*L=3BF (D23==?@F3:A):LD)'?F3):D@#
(Lj#g##% )HJ3;J(>=?F?(D?A '?(@B=?@WP6XW#ST5;/D?@D*!R5̀ "C3=';A?F=)K(D)3: '>3F)(

表 D5自身对照组与 8HA 组不同时间点豚鼠眼轴长度比较)!J"#$$*
I*40)D5C#$+*"&/#'#1*F&*00)'(%=*%,&11)")'%%&$)+#&'%/4)%7))'/)01P.#'%"#0("#-+*',8HA ("#-+)!J"#$$*

组别 眼数 实验前 实验 % 周 实验 " 周 实验 $ 周 实验 < 周

自身对照组 %+ ,g+$#h#g%%. ,g/</h#g+$# ,g,""h#g,-+ ,g.#%h#g%%+ ,g.-.h#g#/"

R5̀ 组 %+ ,g+$<h#g%#/ ,g/-"h#g#-% ,g-+#h#g#,/( .g%<#h#g#.#( .g$%-h#g#.<(

!注";组别 i$/g%,<#Lj#g##%(;时间 i"--g-",#Lj#g##%(;交互作用 i</g%-+#Lj#g##%1与相应时间点自身对照组比较#(Lj#g##%)重复测量两因素方
差分析#ST5;/检验*!R5̀ "形觉剥夺性近视
!P3D?";L=3BF i$/g%,<#Lj#g##%(;D)'?i"--g-",#Lj#g##%(;):D?=(2D)3: i</g%-+#Lj#g##%1U3'F(=?A J)DI @?*C;23:D=3*L=3BF (D23==?@F3:A):LD)'?F3):D@#
(Lj#g##% )HJ3;J(>=?F?(D?A '?(@B=?@WP6XW#ST5;/D?@D*!R5̀ "C3=';A?F=)K(D)3: '>3F)(

:1:!各组视网膜 WS]cf+ 蛋白表达定位及荧光强度
比较

免疫 组 织 化 学 染 色 和 免 疫 荧 光 染 色 显 示#
WS]cf+ 分布在视网膜神经纤维层'视锥视杆细胞层
和视网膜色素上皮 )=?D):(*F)L'?:D?F)DI?*)B'#[Y&*
层#其中以神经纤维层和 [Y&层为主& 正常对照组'

自身对照组和 R5̀ 组豚鼠视网膜 WS]cf+ 蛋白相
对荧光强度值分别为 %g###h#g"#<'#g.,<h#g#,/ 和
#g+,%h#g#+$#R5̀ 组视网膜 WS]cf+ 蛋白荧光强
度值均小于正常对照组和自身对照组#差异均有统
计学意义 )/i<g#/-#Li#g##/(/i+g%,/#Li#g#%<*
)图 %#"* &

!.%$! 中华实验眼科杂志 "#"< 年 < 月第 <" 卷第 < 期!UI): V&MF 6FIDI(*'3*#WF=)*"#"<#X3*1<"#P31<
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100μm

自身对照组 FDM组正常对照组
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100μm 100μm

图 95各组视网膜 3M6NOK 免疫组织化学染色m5Wco"###标尺i%## #'*!WS]cf+m箭头*分
布在视网膜神经纤维层'视锥视杆细胞层和 [Y&层(与正常对照组和自身对照组比较#R5̀ 组豚

鼠视网膜上 WS]cf+ 蛋白染色程度较低!R5̀ "形觉剥夺性近视(PRS"神经纤维层(bUS"神经节
细胞层(7YS"内丛状层(7PS"内核层(6YS"外丛状层(6PS"外核层(7T86T"光感受器内节8外节段(
[Y&"视网膜色素上皮
8&(-")9 5 E$$-'#=&/%#.=)$&.*0/%*&'&'( #13M6NOK +"#%)&' &' ")%&'* &' ,&11)")'%("#-+/
m5Wco"###@2(*?E(=i%## #'*!WS]cf+ m(==3J@* J(@?MF=?@@?A ): DI?=?D):(*:?=K?C)E?=*(>?=#
=3A823:?FI3D3=?2?FD3=2?**@(:A [Y&*(>?=1U3'F(=?A J)DI DI?:3='(*23:D=3*L=3BF (:A @?*C;23:D=3*
L=3BF#DI?@D():):L):D?:@)D>3CDI?F=3D?): J(@J?(O?=): R5̀ L=3BF!R5̀ "C3=';A?F=)K(D)3: '>3F)((
PRS" :?=K?C)E?=*(>?=(bUS"L(:L*)3: 2?***(>?=(7YS")::?=F*?M)C3=' *(>?=(7PS")::?=:B2*?(=*(>?=(
6YS"3BD?=F*?M)C3=' *(>?=( 6PS" 3BD?=:B2*?(=*(>?=( 7T86T" )::?=(:A 3BD?=@?L'?:D@3CDI?
FI3D3=?2?FD3=([Y&"=?D):(*F)L'?:D?F)DI?*)B'
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图 :5各组视网膜 3M6NOK 免疫荧光染色及荧光强度比较!W"视网膜 WS]cf+ 免疫荧光染色
mo"###标尺i%## #'*!WS]cf+m箭头*主要在视网膜神经纤维层和 [Y&层表达#呈红色荧光
mU3=(S)D?+-<* #细胞核呈蓝色荧光m5WY7* #R5̀ 组豚鼠视网膜 WS]cf+ 蛋白荧光信号弱于正常
对照组和自身对照组!c%"R5̀ 组与正常对照组荧光强度比较!与正常对照组比较#(Lj#g#%
m独立样本 /检验##i+*!c""R5̀ 组与自身对照组荧光强度比较!与自身对照组比较#(Lj#g#+
m配对 /检验##i+*!5WY7"<l#/;二脒基;";苯基吲哚(WS]cf+"W*Oc同源蛋白 +(R5̀ "形觉剥夺
性近视(PRS"神经纤维层(bUS"神经节细胞层(7YS"内丛状层(7PS"内核层(6YS"外丛状层(6PS"
外核层(7T86T"光感受器内节8外节段([Y&"视网膜色素上皮
8&(-"):5E$$-'#10-#")/.)'.)/%*&'&'( #13M6NOK &'")%&'* *',.#$+*"&/#'#110-#")/.)'.)
&'%)'/&%2 4)%7))',&11)")'%("#-+/5W"WS]cf+ )''B:3C*B3=?@2?:2?@D():):L): DI?=?D):(mo"###
@2(*?E(=i%## #'*!WS]cf+ F=3D?): m(==3J@* ): =?A mU3=(S)D?+-<* J(@?MF=?@@?A '():*>): DI?
=?D):(*:?=K?C)E?=*(>?=(:A [Y&*(>?=#(:A :B2*?)J?=?@I3J: ): E*B?m5WY7*1WS]cf+ F=3D?):
C*B3=?@2?:2?):D?:@)D>J(@J?(O?=): R5̀ L=3BF DI(: ): :3='(*23:D=3*(:A @?*C;23:D=3*L=3BF@!
c%"U3'F(=)@3: 3CWS]cf+ C*B3=?@2?:2?):D?:@)D>E?DJ??: R5̀ L=3BF (:A :3='(*23:D=3*L=3BF !
U3'F(=?A J)DI :3='(*23:D=3*L=3BF#(Lj#g#% m7:A?F?:A?:D@('F*?@/;D?@D##i+*!c""U3'F(=)@3: 3C
WS]cf+ C*B3=?@2?:2?):D?:@)D>E?DJ??: R5̀ L=3BF (:A @?*C;23:D=3*L=3BF!U3'F(=?A J)DI @?*C;23:D=3*
L=3BF#(Lj#g#+ mY()=?A /;D?@D##i+*!5WY7"<l#/;A)(')A):3;";FI?:>*):A3*?(WS]cf+"W*OcI3'3*3L
+(R5̀ "C3=';A?F=)K(D)3: '>3F)((PRS":?=K?C)E?=*(>?=(bUS"L(:L*)3: 2?***(>?=(7YS")::?=F*?M)C3='
*(>?=(7PS")::?=:B2*?(=*(>?=(6YS"3BD?=F*?M)C3=' *(>?=(6PS"3BD?=:B2*?(=*(>?=(7T86T")::?=(:A
3BD?=@?L'?:D@3CDI?FI3D3=?2?FD3=([Y&"=?D):(*F)L'?:D?F)DI?*)B'

:1;!各组 WS]cf+ '[PW相对
表达量比较

造模后 < 周#正常对照组'自
身对照组和 R5̀ 组豚鼠视网膜

中 WS]cf+ '[PW相对表达量分
别为 %g#./h#g%%<'#g-/,h#g#<+
和 #g/.<h#g#.+#R5̀ 组豚鼠视

网膜中 WS]cf+ '[PW相对表达
量明显低于正常对照组和自身对

照组# 差 异 均 有 统 计 学 意 义
m/i<g../#Li#g##.(/i%%g/+##
Li#g##,*m图 $*&
:1D!各组 WS]cf+ 蛋白相对表
达量比较

R5̀ 组视网膜 WS]cf+ 蛋
白表达条带强度明显弱于正常对

照组和自身对照组& 造模后 <
周#正常对照组'自身对照组和
R5̀ 组豚鼠视网膜 WS]cf+ 蛋白
相对表达量分别为 %g###h#g"#"'
#g-,$ h#g%/$ 和 #g/#" h#g%+$#
R5̀ 组视网膜 WS]cf+ 蛋白相对
表达量较正常对照组和自身对照

组均明显下降#差异均有统计学意
义 m/i$g+%##Li#g##.(/i<g/-$#
Li#g##-*m图 <*&

;5讨论

豚鼠因其屈光状态和正视化

机制与人类相似#且对形觉剥夺
高度敏感#近年来常被作为实验
动物近视模型

+ %/, & 本研究通过
眼罩遮盖诱导豚鼠近视形成#与
正常对照组和自身对照组相比#
随遮盖时间的延长 R5̀ 组豚鼠

向近视方向发展且近视程度逐渐

加深#同时伴有眼轴长度明显增
长#与姜波等 + %,,

的研究结果类

似& 本研究结果显示#R5̀ 组豚

鼠视网膜中 '/W去甲基化酶
WS]cf+ 表达下调#提示 WS]cf+
及其相关的 '/W甲基化修饰可
能在豚鼠近视发生和发展过程中

发挥重要作用&

!-%$!中华实验眼科杂志 "#"< 年 < 月第 <" 卷第 < 期!UI): V&MF 6FIDI(*'3*#WF=)*"#"<#X3*1<"#P31<
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图 D5各组视网膜 3M6NOK 蛋白表达比较!W量各组 WS]cf+ 蛋白表达电泳图!正常对照组和自
身对照组 WS]cf+ 蛋白表达条带均强于 R5̀ 组!c%量R5̀ 组与正常对照组 WS]cf+ 蛋白相对表
达量比较!与正常对照组比较#(Lj#g#% )独立样本 /检验##i/*!c"量R5̀ 组与自身对照组

WS]cf+ 蛋白相对表达量比较!与自身对照组比较#(Lj#g#%)配对 /检验##i/*!R5̀ 量形觉剥
夺性近视(WS]cf+量W*Oc同源蛋白 +(bWY5f量甘油醛;$;磷酸脱氢酶
8&(-")D 5 C#$+*"&/#'#13M6NOK +"#%)&')F+")//&#'&'")%&'* 4)%7))',&11)")'%("#-+/5
W量&*?2D=3FI3=?D3L=('3CWS]cf+ F=3D?): ?MF=?@@)3:! HI?WS]cf+ F=3D?): ?MF=?@@)3: E(:A@J?=?
@D=3:L?=): DI?:3='(*23:D=3*L=3BF (:A @?*C;23:D=3*L=3BF DI(: ): R5̀ L=3BF! c%量U3'F(=)@3: 3C
WS]cf+ F=3D?): ?MF=?@@)3: E?DJ??: R5̀ L=3BF (:A :3='(*23:D=3*L=3BF ! U3'F(=?A J)DI :3='(*
23:D=3*L=3BF# (Lj#g#% ) 7:A?F?:A?:D@('F*?@/;D?@D# #i/ * ! c"量 U3'F(=)@3: 3CWS]cf+ F=3D?):
?MF=?@@)3: E?DJ??: R5̀ L=3BF (:A @?*C;23:D=3*L=3BF ! U3'F(=?A J)DI @?*C;23:D=3*L=3BF# (Lj#g#%
) Y()=?A /;D?@D# #i/ * ! R5̀ 量 C3=';A?F=)K(D)3: '>3F)(( WS]cf+量 W*Oc I3'3*3L +( bWY5f量
L*>2?=(*A?I>A?;$;FI3@FI(D?A?I>A=3L?:(@?
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图 ;5各组视网膜 3M6NOK $B量3相对表达量比较!W量R5̀ 组与

正常对照组视网膜 WS]cf+ '[PW相对表达量比较!与正常对照
组比较#(Lj#g#%)独立样本 /检验##i<*!c量R5̀ 组与自身对照组

视网膜 WS]cf+ '[PW相对表达量比较!与自身对照组比较#
(Lj#g#%)配对样本 /检验# #i<* ! WS]cf+量W*Oc同源蛋白 +(
R5̀ 量形觉剥夺性近视
8&(-"); 5 C#$+*"&/#'#13M6NOK $B量3 )F+")//&#'&'")%&'*
4)%7))' ,&11)")'% ("#-+/! W量 U3'F(=)@3: 3CWS]cf+ '[PW
?MF=?@@)3: E?DJ??: R5̀ L=3BF (:A :3='(*23:D=3*L=3BF ! U3'F(=?A
J)DI :3='(*23:D=3*L=3BF# (Lj#g#% ) 7:A?F?:A?:D@('F*?@/;D?@D#
#i<*!c量 U3'F(=)@3: 3CWS]cf+ '[PW ?MF=?@@)3: E?DJ??: R5̀
L=3BF (:A @?*C;23:D=3*L=3BF ! U3'F(=?A J)DI @?*C;23:D=3*L=3BF#
(Lj#g#% )Y()=?A @('F*?@/;D?@D# #i<* !WS]cf+量W*OcI3'3*3L+(
R5̀ 量C3=';A?F=)K(D)3: '>3F)(

\%Ô 9D 基因位于 %, 号染色体#是一种依赖 R?"r

和 %;酮戊二酸的核酸氧化酶& WS]cf+ 是 '/W甲基
化修饰中去甲基化酶中的一员#主要对已发生 '/W甲
基化的 [PW碱基发挥去甲基化修饰作用& '/W甲基
化修饰位点集中于终止密码子和 $l非翻译区#在转录
后水平调节 [PW& 研究表明#'/W甲基化可以修饰包
括 '[PW'')[PW'2)=2[PW和 S:2[PW在内的多种
[PW#从而在各种生理和病理过程中发挥重要作用+%., &
已有研究证实#'/W甲基化修饰与哺乳动物的胚胎发育
有关#对视网膜的发育起保护作用#并且参与了视力'视
紫红质代谢和视觉适应等正常功能的维持

+%-, &
既往研究证实#'/W甲基化修饰与近视相关 + $, &

S)B 等 + %$,
研究发现#D[R;"" 是参与近视进展过程中调

节脉络膜血管功能的关键因子#在实验性近视中表达
下调#由此引起视网膜和巩膜缺氧与营养供应不足#同
时伴随脉络膜的 '/W修饰水平升高& 通过玻璃体腔

注射D[R;"" 激动剂后#发现D[R;"" 可保护脉络膜血管
功能#抑制缺氧诱导的巩膜细胞外基质重塑#最终延缓
近视进展#这一过程主要是通过 D[R;"" 抑制 &̀HHS$
介导的 '/W修饰来实现& ^?: 等 + %",

对比分析了单纯

核性白内障和高度近视核性白内障患者晶状体前囊膜

中 '/W甲基化水平#发现二者 '/W甲基化修饰水平
存在显著差异#后者晶状体前囊膜中 '/W甲基化修饰
相关酶的表达水平异常#进一步通过功能富集分析显
示差异甲基化基因在调节细胞外基质重塑途径中富

集& 因此#'/W甲基化修饰可能是通过调节其编码蛋
白进而影响细胞外基质重塑#改变眼球解剖结构来影
响屈光发育状态&

TB: 等+"#,
研究发现#WS]cf+ 可通过其去甲基化活

性维持 [Y&层结构和功能正常#腺病毒 WS]cf+ 过表
达处理后的小鼠视力受损& 研究
已证实#视网膜 [Y&层可分泌多
种神经递质和生长因子#通过视网
膜Z脉络膜Z巩膜信号级联调控离
子稳态和代谢物质转运#进而在近
视的发生和发展中发挥重要作

用
+"%, & 本研究发现#WS]cf+ 蛋

白主要在豚鼠视网膜神经纤维层

和 [Y&层表达#R5̀ 组豚鼠视网

膜上WS]cf+ 表达下调#其表达变
化可能与屈光发育之间存在一定

关联& 一方面#可能与巩膜重塑有
关#高度近视病理状态下#包括
WS]cf+ 在内的 '/W甲基化修饰

相关酶动态失衡#利用 ?̀[7Y;@?G 技术发现这些异常表
达的酶通过调控下游靶标 '/W修饰水平影响蛋白编
码#并最终调控细胞外基质组成成分+%", & 另一方面#
dI(:L等+"",

研究表明 \%Ô 9D 是缺氧诱导因子 %%
)I>F3M)():AB2)E*?C(2D3=;%%#f7R;%%*的下游靶基因#可
与其启动子区结合调节转录& 作为重要的转录因子#
f7R;%%对低氧反应中的基因表达发挥重要的调节作
用& 近视动物视网膜'脉络膜和巩膜上f7R;%%转录和
翻译水平均上调

+ "$Z"+, & 这些发现提示 \%Ô 9D 基因
参与近视的调控作用#可能与 f7R;%%信号有关& 此
外#\%Ô 9D 基因对近视的调控也可能与调控昼夜节
律有关& 研究已证实#昼夜节律紊乱可能通过多巴胺
和褪黑素异常分泌'眼轴长度和脉络膜厚度昼夜节律
的破坏等途径导致眼球生长或近视发展

+ "/, & L5TB 是
经典核心昼夜节律基因之一#在控制哺乳动物昼夜节
律'细胞周期和 5PW损伤反应中发挥着关键作用&

!#"$! 中华实验眼科杂志 "#"< 年 < 月第 <" 卷第 < 期!UI): V&MF 6FIDI(*'3*#WF=)*"#"<#X3*1<"#P31<



fmx_T3RoZXJNaXJyb3Jz

^(:L等 + ",,
研究观察到正常小鼠视网膜上 Y&[% 节律

性表达#且与 -核心.时钟基因 C.4B 相一致& 而 bB3
等

+ /,
通过 [PW;@?G 和 '/W;@?G 分析将 Y&[% 鉴定为

WS]cf+ 介导的 '/W甲基化修饰的下游靶标#因此两
者之间存在一定关联& 关于 WS]cf+ 在近视发生和
发展中的确切作用机制还需进一步研究&

本研究结果提示#'/W去甲基化酶 WS]cf+ 表达
于豚鼠视网膜组织中#且 R5̀ 眼视网膜中 WS]cf+
蛋白表达下调#WS]cf+ 蛋白主要在豚鼠视网膜神经
纤维层和 [Y&层表达#推测 WS]cf+ 及相关的甲基化
修饰可能与近视的发生和发展之间存在一定的联系&
WS]cf+ 可能是近视调控过程中重要的信号分子#但
其具体调控机制尚待进一步探索&
利益冲突!所有作者均声明不存在任何利益冲突
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