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,,!摘要",目的,探讨光照强度对光学离焦性近视豚鼠的眼生物学参数!视网膜结构及巩膜组织光蛋白

聚糖#!"#$%&'$和基质金属蛋白酶*+#(()*+$表达水平的影响& 方法,选择健康 . 周龄豚鼠 6- 只%雌雄不限&

采用凹透镜诱导方法构建右眼光学离焦性低中度近视豚鼠模型%从造模成功的 :; 只豚鼠中随机选取 2- 只分

为0组!=组!>组和?组%每组/@只& 0组每日置于室外充足阳光下. A%平均光照度2- --- !"B'=组每日置于

室外阴凉处 . A%平均光照度 /- --- !"B'>组每日置于室内北窗处 . A%平均光照度 + --- !"B'?组每日室内正常

饲养%平均光照度 .-- !"B& 其余时间统一室内饲养%平均光照度 .-- !"B%正常摄食饮水%持续光照处理 2 个月&

比较各组豚鼠眼生物学参数#眼轴长度!屈光度$%观察视网膜病理和超微结构%并检测巩膜组织 !"#$%&' 和

(()*+ 表达水平& 结果,与光照前比较%光照 / 个月!. 个月及 2 个月时各组屈光度有不同程度增加'0组光

照 . 个月!2 个月%=组!>组和?组光照 / 个月!. 个月及 2 个月时眼轴长度有不同程度增长%差异有统计学

意义#!C-D-@$& 光照 /个月时%0组和=组屈光度!眼轴长度低于?组'光照 .个月!2个月时%0组屈光度!眼

轴长度低于=组!>组和?组%=组屈光度!眼轴长度低于 ?组%差异有统计学意义#!C-D-@$& 0组和 =组

凋亡细胞数量少于>组!?组%且0组凋亡细胞数量少于=组%差异有统计学意义#!C-D-@$& 0组和=组视

网膜结构损伤程度较>组!?组轻%且0组损伤程度较=组轻& 光照 2 个月后%与>组!?组比较%0组和=组

的!"#$%&'表达水平较高%(()*+表达水平较低%且0组!"#$%&'表达水平高于=组%(()*+表达水平低于=组%差

异有统计学意义#!C-D-@$& 结论,室外高强度光照能促使豚鼠巩膜组织中 !"#$%&' 表达上调%(()*+ 表达

下调%稳固巩膜结构%具有减缓眼轴增长和近视进展的作用&
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,,近视已成为全球公共卫生问题%近年来%其发病

呈低龄化%且高度近视发病率呈增长趋势%不仅影响

患者日常生活%而且会增加眼底病变风险%是致盲的

主要危险因素之一(/*+)

& 因此%在各级医疗卫生机构

全面开展近视的科学防控工作迫在眉睫& 研究表明%

光照不足和#或$户外活动减少与近视的发生!发展

有密切关系%户外高强度光照可能具有延缓眼轴增

长%控制近视进展的作用(.)

%但高强度光照延缓近视

进展的效果和具体机制尚不清楚& 据报道%巩膜细胞

外基质#KBNM&%K!!"!&M#&NM$B%3>($合成与降解失调可

引起巩膜组织重塑%巩膜进行性变薄%眼轴增长%最终

导致近视进展(;)

& 本研究通过透镜诱导方法构建

光学离焦性近视豚鼠模型%模拟人眼近视的发展过

程%旨在观察不同光照强度对近视豚鼠眼生物学参

数!视网膜结构以及巩膜胶原合成与降解的标志物

光蛋白聚糖#!"#$%&'$和基质金属蛋白酶*+##&NM$B

#KN&!!9LM9NK$'&IK*+%(()*+$表达水平的影响&

C:材料与方法

CDC:实验动物:选择健康英国种三色豚鼠 6- 只%

.周龄%雌雄不限%体重 /6- \+/- R%购自北京维通利

华实验动物技术有限公司& 将豚鼠饲养于透明塑料

笼内%设置温度 +/ \+; ]%相对湿度 ;-^ \2-^%

光照度 .-- !"B%每 /+ A昼夜交替& 所有豚鼠自由饮

水摄食%给予富含维生素的饲料%并补充新鲜蔬菜&

本研究获秦皇岛市第一医院医学伦理委员会批准#批

号"_+-++-/+6$&

CD9:主要试剂与仪器,#/$主要试剂"过碘酸雪夫染

液!末端标记法#NKM#$'&!4K9BP'"%!K9N$4P!NM&'IOKM&IK*

#K4$&NK4 4 J̀)'$%T K'4 !&QK!$'R%J̀W3[$细胞凋亡

试剂盒!EU)0裂解液!电化学发光试剂购自北京索莱

宝科技有限公司& JM$Z9!试剂购自美国 _$R#&公司&

!"#$%&'!(()*+及甘油醛*.*磷酸脱氢酶#R!P%KM&!4KAP4K*

.*LA9ILA&NK4KAP4M9RK'&IK%a0)?b$引物由生工生物

工程#上海$股份有限公司合成& 逆转录试剂盒!_c=E

aMKK'荧光染料试剂盒购自上海罗氏制药有限公司&

兔抗!"#$%&'!兔抗 (()*+!鼠抗
!

*&%N$' 蛋白一抗购

自美国0Q%&#公司& 过氧化物酶标记的山羊抗兔G鼠

URa蛋白二抗购自上海泽叶生物科技有限公司& #+$主

要仪器"眼科0型超声仪购自法国光太公司& =d@.型

正置荧光显微镜购自日本奥林巴斯公司& bJ::-- 型

透射电子显微镜购自日本日立公司& 实时荧光定量

聚合酶链式反应#L9!P#KM&IK%A&$' MK&%N$9'%)>E$仪

购自美国=$9E&4公司&

CDE:光学离焦性近视豚鼠模型的建立(@)

,采用凹

透镜诱导方法"用 /- 寸白色不透明气球套住豚鼠头

部%裁剪露出豚鼠左眼!口鼻!耳朵%将F/-D- ?透镜

*:1+*

,,中国临床新医学,+-+; 年,. 月,第 /: 卷,第 . 期



固定于右眼处%制成诱导头套%所有豚鼠佩戴该头套

造模%左眼暴露不戴镜作自身对照%共诱导 . \@ 周&

每日检查头套 +次%避免移位或脱落& 定期测定豚鼠

右眼屈光度& 同批次 6-只豚鼠造模%有 :; 只屈光度

符合要求# F/ \F; ?$%成功率为1+D@-^%随机选取

2-只模型豚鼠进行后续实验&

CDF:实验动物分组与处理:将模型豚鼠随机分为

0组!=组!>组!?组%每组 /@ 只& 0组每日置于室

外充足阳光下 . A%平均光照度 2- --- !"B'=组每日

置于室外阴凉处 . A%平均光照度 /- --- !"B'>组每

日置于室内北窗处 . A%平均光照度 + --- !"B'?组

每日室内正常饲养%平均光照度 .-- !"B& 其余时间

统一室内饲养%平均光照度 .-- !"B%正常摄食饮水%

持续光照处理 2 个月后%每组随机选取 /- 只豚鼠进

行后续实验& 实验中未出现豚鼠死亡&

CDG:屈光度与眼轴测量,分别于光照前%以及光照

后 /个月!.个月!2个月进行屈光度与眼轴测量& 用

复方托吡卡胺滴眼液#参天制药株式会社$滴眼 .次%

/滴G次%待完全散瞳后%采用带状光检影验光测量右

眼屈光度& 采用眼科0型超声仪测量豚鼠右眼眼轴长

度%用盐酸奥布卡因滴眼液#参天制药株式会社$滴眼

.次%/滴G次%设置前房传播速度为 / @@: #GI%玻璃体

传播速度为 / @;- #GI%晶状体传播速度为 / :+. #GI%

将探头置于角膜顶点测量眼轴长度(2)

&

CDH:显微镜观察视网膜病理变化,光照处理 2 个月

后%脱颈处死豚鼠%摘取右眼球#带有部分视神经$%沿

视神经纵向切眼球%去除内容物%经固定!脱水!透明!

浸蜡包埋后%取后极部黄斑区附近组织制成 ;

"

#石

蜡切片%进行 J̀W3[细胞凋亡染色%荧光显微镜下

观察视网膜病理变化#空泡样改变!水肿等$&

CDI:透射电子显微镜观察视网膜超微结构:光照

处理 2个月后%脱颈处死豚鼠%摘取右眼球%置于 .^

戊二醛溶液中固定 . A%沿后极部切出宽度为/ \+ ##

的长条%.^戊二醛溶液再固定 + A%/^四氧化锇避

光固定 1- #$'%再经脱水!浸透!包埋%铀铅双重染色

后%透射电子显微镜下观察视网膜超微结构&

CDJ:实时荧光定量)>E法检测巩膜组织中!"#$%&'

和(()*+ #EW0相对表达量,光照处理 2 个月后%

脱颈处死豚鼠%摘取右眼球%取后极部巩膜组织%采用

JM$Z9!法提取总 EW0%应用逆转录试剂盒将其逆转

录为 %?W0%并以 %?W0为模板进行实时荧光定量

)>E扩增& 引物序列见表 /& 扩增条件"1@ ] 2- I%

1@ ] /@ I%@6 ] .- I%:+ ] @ #$'%共 ;- 个循环&

以a0)?b为内参%通过+

F

!!

>N法计算!"#$%&'和(()*+

#EW0相对表达量&

表 /,引物序列

引物名称 引物序列

!"#$%&' 上游引物 @e*a>>JJJa0a00JaJ00>aa0J*.e

下游引物 @e*>JJaJ0aaa0>JJJaaa0a>*.e

(()*+ 上游引物 @e*0aa0>0>>>J>00a00a0Ja>*.e

下游引物 @e*a>aaaa000a00aJJaJ0aJJ*.e

a0)?b 上游引物 @e*0a00aa>Jaaaa>J>0JJJa*.e

下游引物 @e*0a00aa>Jaaaa>J>0JJJa*.e

CDK:蛋白印迹法检测巩膜组织中!"#$%&' 和(()*+

蛋白相对表达量,光照处理 2 个月后%脱颈处死豚

鼠%摘取右眼球%取后极部巩膜组织%应用EU)0裂解

液提取总蛋白%测定浓度后%上样!电泳!电转%用 @^

脱脂牛奶封闭 + A%再加入兔抗 !"#$%&'#/f/ @--$!

兔抗(()*+#/f+ ---$!鼠抗
!

*&%N$'#/f/ ---$一

抗%; ]孵育过夜%洗膜后%再加入过氧化物酶标记

的山羊抗兔G鼠URa蛋白二抗#/f6 ---$%.: ]孵育

.- #$'%最后滴加发光液显影%扫描各蛋白条带灰度

值& 以
!

*&%N$' 为内参计算 !"#$%&' 和 (()*+ 蛋白

的相对表达量&

CDCL:统计学方法:应用 _)__ +;D- 统计软件进行

数据分析& 符合正态分布的计量资料以均数g标准

差#

"

GgC$表示%多组间比较采用单因素方差分析%组

间两两比较采用 [_?*<检验& !C-D-@ 为差异有统

计学意义&

9:结果

9DC:四组豚鼠光照前后屈光度比较,光照前%各组

豚鼠屈光度比较差异无统计学意义#!h-D-@$& 与

光照前比较%光照 /个月!.个月及 2个月时各组屈光

度有不同程度增加#!C-D-@$& 光照 / 个月时%0组

和=组屈光度低于?组'光照 . 个月!2 个月时%0组

屈光度低于=组!>组和?组%=组屈光度低于?组%

差异有统计学意义#!C-D-@$%见表 +&

9D9:四组豚鼠光照前后眼轴长度比较,光照前%各组

豚鼠眼轴长度比较差异无统计学意义#!h-D-@$& 与

光照前比较%0组光照 . 个月!2 个月%=组!>组和

?组光照 /个月!. 个月及 2 个月时眼轴长度有不同

程度增长#!C-D-@$& 光照 / 个月时%0组和=组眼

轴长度低于?组'光照 . 个月!2 个月时%0组眼轴长

度低于=组!>组和?组%=组眼轴长度低于?组%差

异有统计学意义#!C-D-@$%见表 .&
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表 +,四组豚鼠光照前后屈光度比较!"

"

GgC#$?%

组,别 只数 光照前 / 个月 . 个月 2 个月

0组 /- F+D@/ g-D:+

F+D6. g-D2@

&4

F.D.2 g-D1.

&Q%4

F.D16 g-D62

&Q%4

=组 /- F+D@+ g-D:6

F.D-@ g-D1/

&4

F.D6@ g/D-;

&4

F;D6+ g-D16

&4

>组 /- F+D;2 g-D21

F.D/1 g-D1:

&

F;D-: g-D62

&

F@D+; g-D1/

&

?组 /- F+D2; g-D:@

F.D+@ g/D-.

&

F;D/+ g-D1@

&

F@D;@ g-D61

&

,注""组间 i;D:2;%!组间 i-D--.'"时间 i@.D;61%!时间 C-D--/'"组间j时间 i-D1.6%!组间j时间 i-D;1@& 与同组光照前比较%

&

!C-D-@'与同时间

=组比较%

Q

!C-D-@'与同时间>组比较%

%

!C-D-@'与同时间?组比较%

4

!C-D-@

表 .,四组豚鼠光照前后眼轴长度比较!"

"

GgC#$##%

组,别 只数 光照前 / 个月 . 个月 2 个月

0组 /- 1D+6 g-D.+

1D.. g-D;/

4

1D;. g-D.1

&Q%4

1D@- g-D./

&Q%4

=组 /- 1D.+ g-D;-

1D;+ g-D.;

&4

1D@1 g-D;@

&4

1D62 g-D+6

&4

>组 /- 1D.; g-D.@

1D@+ g-D;+

&

1D:@ g-D;/

&

/-D-+ g-D;;

&

?组 /- 1D.. g-D+1

1D@/ g-D.:

&

1D:. g-D.6

&

/-D-@ g-D.1

&

,注""组间 i;D:.:%!组间 i-D--;'"时间 i/@D6+6%!时间 C-D--/'"组间j时间 i-D262%!组间j时间 i-D:+-& 与同组光照前比较%

&

!C-D-@'与同时间

=组比较%

Q

!C-D-@'与同时间>组比较%

%

!C-D-@'与同时间?组比较%

4

!C-D-@

9DE:四组豚鼠光照后视网膜病理和超微结构情况

光照 2 个月后%J̀W3[染色结果显示%各组豚鼠视

网膜的神经节细胞层!内外核层及光感受器细胞层

均有不同程度的细胞凋亡%可见散在未染色细胞!核

裂解细胞!染色质浓缩边缘化& 高倍镜视野下0组!

=组!>组和?组视网膜凋亡细胞数量分别为#:D.- g

/D.1$个! #/@D;- g.D+@$个! #.;D6- g@D22$个!

#.:D+- g@D/;$个& 0组和 =组凋亡细胞数量少于

>组!?组#0组 SI>组%<i/;D2-/%!C-D--/'0组 SI

?组%<i/@D6:@%!C-D--/'=组 SI>组%<i/-D.--%

!C-D--/'=组 SI?组%<i//D@:;%!C-D--/$%且

0组凋亡细胞数量少于=组#<i;D.-/%!C-D--/$&

透射电子显微镜显示%局部视网膜出现线粒体肿胀

伴空泡样改变%微小皱褶和囊肿& 0组和 =组视网

膜结构损伤程度较 >组!?组轻%且 0组损伤程度

较=组轻%见图 /&

黑色箭头示黄棕色细胞为凋亡细胞'蓝色箭头示空泡样改变'红色箭头示水肿

图 /,四组豚鼠光照后视网膜形态病理所见"J̀W3[染色j;--$透射电子显微镜j+ ---#

9DF:四组豚鼠光照后巩膜组织中!"#$%&' 和(()*+

表达水平比较,光照 2个月后%与>组!?组比较%0组

和=组的!"#$%&'表达水平较高%(()*+ 表达水平较

低%且0组!"#$%&'表达水平高于=组%(()*+表达水

平低于=组%差异有统计学意义#!C-D-@$%见图 +&
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#

巩膜组织中!"#$%&'和(()*+ #EW0相对表达量比较& 各组!"#$%&' #EW0相对表达量比较%"i+1.D@2@%!C-D--/'各组(()*+ #EW0

相对表达量比较%"i1.D@.-%!C-D--/&

$

巩膜组织中!"#$%&'和(()*+蛋白相对表达量比较& 各组!"#$%&'蛋白相对表达量比较%"i@@D1:;%

!C-D--/'各组(()*+ 蛋白相对表达量比较%"i.@D.6@%!C-D--/& 与=组比较%

&

!C-D-@'与>组比较%

Q

!C-D-@'与?组比较%

%

!C-D-@

图 +,四组豚鼠光照后巩膜组织中!"#$%&'和(()*+ 表达水平图

E:讨论

EDC:豚鼠常被用于建立近视动物模型%因其眼球解

剖结构!功能及正视化机制与人类相似%便于测量眼

生物学参数(2)

& 近视的诱导方法主要有形觉剥夺性

诱导和光学离焦性诱导%而豚鼠对光学离焦性诱导更

为敏感(:)

& 本研究采用凹透镜诱导光学离焦性近视

豚鼠模型%结果显示%佩戴凹透镜诱导 . \@周后%豚鼠

开始出现不同程度的近视%屈光度范围为F/ \F; ?%

与既往研究结果一致(6)

&

ED9:近视的发生发展与环境因素密切相关%尤其是

青少年近视%其中光暴露是影响眼球屈光发育的重

要因素之一%光照强度!波长!时间!节律等因素均可

产生影响(1)

& 临床观察发现%长期暴露于低强度光

照环境会引发视疲劳%增加儿童近视风险%而高强度

光照可延缓近视度数的增长(/-)

& 有研究认为%儿童

每日在光照度
#

/- --- !"B的自然光照环境下 . A%

可有效预防近视(//*/+)

& 朱秋蓉和刘陇黔(/.)的研究

显示%高强度光照刺激视网膜产生多巴胺等信号因

子%信号因子通过作用视网膜相应位点!周边部视网

膜!脉络膜或传递到巩膜等方式发挥调控作用%控制

眼轴增长%减缓近视进展& 本研究也观察到类似结

果%将近视豚鼠每日置于不同光照强度环境下 . A%

发现室外高强度光照可减缓近视进展%室内环境无

干预效果&

EDE:眼轴过度增长会导致视网膜扩张%结构紊乱%

功能下降& 本研究通过 J̀W3[细胞凋亡染色和透射

电子显微镜观察视网膜结构变化%光照 2 个月后%各

组豚鼠视网膜均伴有细胞凋亡表现%并出现不同程度

的层次排列紊乱%组织间隙增大%线粒体胞质内空泡

样改变%内!外核层细胞核固缩等结构变化以及细胞

数量减少%局部视网膜出现微小皱褶和囊肿%0组视

网膜凋亡细胞数量最少%病理损伤程度最轻& 可见

室外高强度光照可抑制眼轴增长%减缓近视进展%防

止高度近视及视网膜病变的发生&

EDF:巩膜成纤维细胞和3>(的重塑与眼轴增长密

切相关& 巩膜的主要功能是维持眼球形状和完整性%

若3>(降解增多!合成减少%将引起巩膜变薄!巩膜

3>(重塑%促进眼轴增长(/;)

& !"#$%&' 是调节胶原

纤维生成的因子%在巩膜组织中高表达%通过连接胶

原分子调节胶原纤维直径%促进3>(的形成%增强巩

膜结构的稳定性%减缓眼轴增长%控制近视进展(/@)

&

(()*+是调节3>(重塑的主要酶类%其高表达是增

加巩膜3>(降解的主要原因%巩膜3>(重塑导致巩

膜组织结构发生改变%诱导近视发生(/2)

& 有研究显

示%!"#$%&'基因突变可影响碱性成纤维细胞生长因

子和转化生长因子
!

+

表达%改变巩膜组织的 3>(

代谢%从而参与近视的发生发展(/:)

& 李佳贤等(/6)研

究报道%下调(()*+ 表达%可降低豚鼠近视屈光度%

延缓眼轴增长%对形觉剥夺性近视的进展有干预作

用& 本研究发现%室外高强度光照组!"#$%&' 表达上

调%(()*+表达下调%而室内低强度光照组对!"#$%&'

和(()*+ 的表达无明显影响%表明室外高强度光照

有助于抑制巩膜重塑%延缓眼轴过快增长%从而减缓

近视进展速度&

综上所述%室外高强度光照可上调近视豚鼠巩膜

组织中!"#$%&'表达%下调(()*+ 表达%间接调节胶

原纤维合成与分解的平衡%防止巩膜过度重塑%从而

控制眼轴增长%减缓近视进展%减轻视网膜病理损伤

程度%可间接证实合理户外活动对控制近视进展具

有积极作用%但本研究仅针对近视豚鼠模型进行对

比分析%只能说明具有相关性%能否在儿童和青少年

近视患者中也表现出类似效果%仍需要进一步研究&
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