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蓝光诱导体外培养的人视网膜色素上皮 

细胞凋亡 

蔡善君 严密 张军军 

· 实 验 研 究 · 

【摘要】 目的 观察蓝光光照对体 外培养的人视 网膜色素 上皮(RPE)细胞凋亡的影响 。 方 法 用 

蓝光照 射体 外培养 的人 RPE细胞 ，分为 3组 ，A组 ：不 同光照 强度 ；B组 ：同一光照强度 ，不 同光照时 间；C 

组 ：同一光 照强 度和光 照时间 ，不同细胞培养终 止时间 。利用末端脱氧核 酸转 移酶介导的原位缺 口末端标 

记 (TUNEL)、荧光素标记 的连 接素 V／碘 化吡啶(Annexin V—FITC／PI)双染流式 细胞检测 、透射 电子显微 

镜等手段观察细胞凋亡 。 结 果 FUNEI 染色阳性 细胞的体积缩小变圆 ，细胞核浓缩 ，边聚成新月形或帽 

状 ，细胞核碎裂 成数个，细胞膜 出胞 。透射 电子显 微镜观察发现 细胞 内线粒体肿胀 ，线粒体 内膜嵴 消失；粗 

面内质网扩张；溶酶体增加 内含代谢产物。A组低于一定阈值[(500±1O0)lx]的蓝光光照对 RPE细胞损 

伤较轻 ，细胞凋亡及坏死随光照强度的增强而增加 ；B组 随着光照时间延长 ，RPE细胞凋亡数 量没有增加 ， 

而细胞坏死逐渐增加 ；C组光照后 6、1 2 h，损 伤以细胞凋亡 为主，但随着光 照时间延长 ，凋 亡继发坏死细胞 

和坏死 细胞 明显增加 。 结论 蓝光照射可 引起体外培养 的人 RPE细胞损伤 ，损伤形式有凋亡 、凋 亡继 发 

坏 死及坏死 ；损伤程度呈光照强度和光照时间依赖性 。 

【关键词】 眼损 伤； 色素上皮 ，眼 ； 细胞死亡 ； 光刺激 ； l临床实验室技术 
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[Abstract] Objective I'o observe the effect of blue light on apoptosis of cultured human retinal 

pigment epithelial(RPE)cells in vitro． M ethods Human RPE cells were exposed to blue light，and the 

cells were divided into 3 groups：group A ，with various intensity of illumination；group B：with same 

intensity but different time of illum ination；group C：with same intensity and time of illumination but 

different finish time of the culture．The apoptosis of RPE cells was observed by TdT—dUTP terminal nick— 

end labeling (TUNEl )and annexin V fluoresein isothiocvanate (FFI、C)／propidium iodide (PI)flow 

cytometry， and transmission electron microscopy． Results Fhe positive cells stained by TUNEI 

shrinked and turned round，whose nuclei concentrated and congregated like the crescent or hat．Cracked 

nuclei and membrane bleb were found． Swollen mitochondrial，disappeared inner limiting mem brane of 

mitochondria， and dilation of the rough endoplasmic reticulum with metabolite were observed by 

transm ission electronmicroscopy． In group A ，mild damage of RPE cells was found when the threshold 

value of the intensitY of illumination was less than (500± 1 O0)lx，and the apoptosis and necrosis of RPE 

cells aggravated as the intensity of illumination increased： in group B． as the time of illumination 

extended，the number of apoptotic RPE celIs didn t increase while the necrosis increased；in group C，6 

and 1 2 hours after illumination．apoptosis of cells was the main injury。while apoptosis with necrosis was 

found and necrotic cells increased as the time of illum ination was prolonged． Conclusions I1lumination 

with blue light may cause damages of human RPE cells in vitro，with the modalities of apoptosis，apoptotic 

necrosis and necrosis．The extent of in ury is dependent on intensitY and duration of the illumination． 

[Key words] Eye injuries； Pigment epithelium of eye； Cell death； Photic stimulation； 

Clinical laboratory techniques 

众所 周知 ，老年性黄斑变性 (AMD)足老年 人致 
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盲的重要 眼疾 ，而视网膜光损 伤的病理过程 与 AMD 

及视网膜色素变性(RP)有许多相似之处 ，视网膜光损 

伤是研究视网膜变性类疾病 的良好 动物模型 ，对其 

深入的研究可以为这些疾病的临床治疗提供 良好的参 
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Annexin V—FITC／PI染打印结果分为 4个象限 ， 

即 4个 细 胞 亚 群 ，象 限 1(Q1)代 表 凋 亡 细 胞 

(Annexin+／PI一)；象限 2(Q2)代表凋亡继发坏死细 

胞 (Annexin+／PI+ )；象 限 3(Q3)代表 正常 活细 胞 

(Annexin一／PI一)；象限 4(Q4)代表坏死或机械损伤 

的细胞 (Annexin一／PI+)(图 6)。 

图 6 Annexin V FITC／I I双染流 式细 胞检测打 印结果 。 

依次将细胞分为 4个象限．即 4个细胞亚群．象限 1(Q1)代 

表凋亡细胞(Annexin+／PI )；象限 2(Q2)代表凋亡继发 

坏死细胞 (Annexin+／PI+)；象限 3(Q3)代表正常活细胞 

(Annexin ／PI )；象限4(Q4)代表坏死或机械损伤的细 

胞(Annexin一／f)1+) 

Fig．6 Results of the flow cytomitry of analyzing cells 

with Annexin V FITC and PI．Four phenotvpes：quadrant 

1 (Q1)indicates the apoptotic cells (Annexin+ ／PI )： 

quadrailt 2 (Q2) indicates the apoptotic necrotic cells 

(Annexin+／PI )；quadrant 3(Q3)lndicates the viable 
cells (Annexin～／PI )；(|uadrant 4 (Q4)indicates the 

neerotic or mechanica1 damaged cells(Annexin ／PI+ ) 

A组 中，光照强度为(500+1O0)lx时的细胞凋亡 

及凋亡继发性坏死程度与无光照组之间差异无统计学 

意 义(P>0．05)；光照强度 为(2 000±500)、(3 000± 

500)lx时均较无光照组有所增加 ，差异有统计学意义 

(P<0．05)；光照强度为(2 000±500)、(3 000±500) 

lx时较(500±100)lx时有所增加 ，差异有统计学意义 

(P<0．05)(表 1)。 

B组 中，在 (2 0004-_500)lx的光 照强度下 ，光 照 

6、12 h组与无光照组 比较 ，凋亡 细胞 数增加 ，差异有 

统计学意义( <0．05)；而光照 24 h组与无光照组 比 

较 ，差异无统计学意义(P>0．05)。光照 6 h组与无光 

照组坏死或机械性损伤细胞 比较 ，差异无统计学意义 

(P>0．05)，而光照 12及 24 h组与无光照组 比较有所 

增加，差异有统计学意义 (P<0．05)。光照 12及 24 h 

组与光照 6 h组比较，无论是凋亡细胞数、坏死或机械 

性损伤细胞数均有所增加 ，差异均有统计学意义(P< 

0．05)。12 h光照组与 24 h光照组比较 ，凋亡细胞数差 

异无统计学意义( >0．05)；而凋亡继 发坏死细胞数、 

坏 死或 机械 性损 伤细 胞数 的差 异 均有统 计 学意 义 

( <0．05)(表 2)。 

C组 中，随着光照后培养 时间的延 长，RPE细胞 

凋亡数逐渐增加 ( <0．05)，但光照后 36 h细胞凋亡 

数 并无增加 (P>0．05)，而坏死或机械性损伤细胞数 

量明显增加 ( <0．05)。光照后 6、12 h组的损伤以细 

胞凋亡为主，细胞坏死数量增加不明显，但随着时间延 

长。凋亡继发坏死细胞和坏死细胞明显增加(表 3)。 

3 讨论 

RPE细胞对维护视 网膜 的正常结构和功能有着 

重要 的作用。有研究表明，在视 网膜光损 伤过程 中， 

RPE细胞 的改变最早 发生 ，光感 受器 的改变 为继 发 

表 1 光照强度与 RPE细胞损伤 的关 系(j±5) 

表 2 光照时间与 RPE细胞损伤的关 系( ± ) 

． ．
注：：与尤光照组比较，差异有统计学意义(， <o．05)； 光照后12、24 h组与光照后6 h组比较，差异有统计学意义(，)<o．05)； 光照后24 h组 

与光照后 12 h组 比较 ，差异统计学 意义( <0．05)。Q1组I"1比较 F=71．952，P一0．001；Q2组间 比较 F一204
．

1 63，P一0．000；Q3组 间 比较 F ‘ 

184·804，P一0．000；Q4组问比较 F一39．754，P一0．002(表中数据为各类细胞 占总细胞的百分值) 
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表 3 (2 ooo~500)Ix光照后不 同时间 RPE细胞 的损伤 ( ± ) 

387 

注： 与无光照组比较，差异有统计学意义(，】<0．05)； 光照结束后 12、24、36 h组与光照结束后 6 h组比较，差异有统计学意义(，】<0．05)； 光 

照结束后 24、36 h组 光照结束后 】2 h组比较，差异有统计学意义(，】<0．05)； 一光照结束后 36 h组与光照结束后 24 h组比较，差异有统计学意义 

(，J<0．05)。Q1组间比较 F一45．560，I 0．000；Q2组问 比较 ’一4．299， 一0．032；Q3组 间比较 ’一17．020，P一0．000；Q4组问 比较 ’一7．473， 

P一0．006(表中数据为各类细胞 占总细胞的百分值) 

性_5]。RPE细胞 内含有黑色素和脂褐素，脂褐 素是 由 

RPE细胞吞噬光感受器细胞外节盘膜 的代谢 产物形 

成 ，可以产生 自发荧光，用蓝光可以激发脂褐素发出荧 

光，容易建立人 RPE细胞光损伤模型。另外蓝光的波 

长为 470～490 nm，可以明确引起人 RPE细胞损伤的 

波长。因此 ，蓝光诱导视网膜细胞损害已广泛用于体外 

和体内视网膜变性 的研究 ]。我们也选用蓝光作为光 

源，观察蓝光对人 RPE细胞的损害。 

我们用不同强度蓝光；同一光照强度 ，不同光照时 

间；同一光照强度和光照时间，不同细胞培养终止时间 

对人 RPE细胞进行处理。结果表明 ，低于一定阈值的 

光照对 RPE细胞损伤较轻 ，细胞凋亡及坏死随光照强 

度的增强而增加。光照 6、12 h后 ，RPE细胞损伤以细 

胞凋亡为主 ，随着光照时间延长 ，RPE细胞凋亡数量 

没有 增加 ，而细 胞坏 死 逐渐 增加 ，『大J此 ，在 (2 000± 

500)lx光照强度光照 6 h，光照后 12 h为诱导体外培 

养的人 RPE细胞凋亡的最佳条件。我们发现 ，蓝光照 

射可引起体外培养的人 RPE细胞损伤，损伤形式有凋 

亡 、凋亡继发性坏死及坏死 ，三者之 间既有 区别 ，也有 

联系，随着光照强度增加 ；相同光照强度和光照时间， 

光照后时间延长，人 RPE细胞可由凋亡转化为凋亡继 

发性坏死 ，最后转化为坏死 。 

推测 Annexin V—FITC与 PI双染，流式细胞检测 

到的凋 亡 细胞 为 凋亡 早 期细 胞 Annexin V(+)PI 

(一)，凋亡继发性坏死细胞为凋亡晚期细胞 Annexin 

V(+)PI(+)，它既具有凋亡细胞 的特征 Annexin V 

(+)，又具有坏死细胞的特点 PI(+)。周咏东等 把 

凋亡细胞和凋亡继发性坏死细胞作为凋亡细胞的总数 

进行探讨 ，即把凋亡继发性坏死细胞纳入凋亡细胞类。 

该研究把凋亡继发性坏死细胞作为单独一类细胞，探 

讨在不同处理条件下它的变化规律，(2 000±500)lx 

光照强度光照 12 h，光照后 24 h为诱导体外培养的人 

RPE细胞凋亡继发性坏死的最佳条件。 

正 常情况下磷脂酰丝氨酸(PS)位于细胞膜 内侧 ， 

在细胞凋亡时转至细胞膜外表面，这一改变被认为是 

特导性 的，并 且可 作 为凋亡 细胞 表 面改 变 的标 记。 

Annexin V 对 PS具 有 高 度 亲 和 力 ，荧 光 标 记 的 

Annexin V—FITC与细胞表现 PS结合 ，用流式细胞仪 

进行检测 ，可 以观察凋亡过程中细胞膜 PS的表面化。 

结合 Pl染色进行双参数检测能区分正常细胞、凋亡细 

胞、凋亡继发性坏死细胞及坏死细胞。透射电子显微镜 

观察凋亡细胞的超微结构，发现线粒体肿胀、内膜嵴消 

失，为进一步证 明蓝光照射诱导 RPE细胞凋亡过程中 

是否发生 了线粒体膜通透性转运奠定了形态学基础。 

志谢 ：感谢 四川 大学 华西医院肿瘤 生物治疗 中心 毛咏秋老师及移 

植免疫实验室李胜富老师给 f-的大 力帮助 
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