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蓝光诱导大鼠视网膜色素上皮细胞复制衰老 

柯屹峰 陈松 郝瑞 

【摘要】 目的 探讨蓝光光照强度、时问与大 鼠视网膜色素上皮(RPE)细胞复制衰老的关系。方法 

将 36只 鼠龄 12～14周的 Wistar大 鼠置于悬有波长为(450±10)nm 的医用蓝光灯管的 自制光照架中。随 

机分为 4组 ，每组 9只大 鼠，1组 ：无光照对照组 ；2组 ：自然光照组 ；3组 ：500 lx光照组 ；4组 ：1000 lx光 照 

组。每组按照照射时间再分为 1、2、3个月组 3个亚组，分别在 1、2、3个月时行 lo％水合氯醛腹腔注射麻醉 

后取出眼球，将右眼球行石蜡切片，苏木精一伊红(HE)染色；左眼球行冰冻切片，采用衰老相关 p半乳糖苷 

酶(SA_ Ga1)染色方法观察 RPE细胞染色阳性情况 。采用 SPSS 11．5统计软件对结果数 据进 行统计学分 

析。结果 不同光照强度组 、不同光照时间组大鼠 RPE细胞 SA一13-Gal染色 阳性细胞个数差异有统计学 意 

义(F一510．309，55．016；P一0．000)；组 问两两 比较 ，除 1组与 2组之间差异无统计 学意义外 (P一0．154)， 

其它各组之 间差异均有统计学意义(P一0．000)。在单一光照强度 条件 下，除 1组大 鼠 RPE细胞 SA一口一Gal 

染色 阳性细胞个数差异无统计学意义外 (P一0．897)，其余 各组差异均有统计 学意义(P<O．01)；在单一 时 

间条件下，各组差异均有统计学意义(P一0．000)。结论 同一蓝光光照强度下 ，随着 时间的增加大 鼠视 网 

膜 RPE细胞逐渐出现复制衰老改变 ；同一时间条件下，随光照强度增加 大 鼠视 网膜 RPE细胞也逐 渐出现 

复制衰老改变。 

【关键词】 光刺激／副作用； 色素上皮，眼 细胞学； 细胞衰老／生理学； 动物实验 
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[Abstract] Objective To investigate the relationship between exposure intensity and illumination time 

of blue light and replicative senescence of rat retinal pigment epithelial(RPE)cells．Methods Thirty-six 

12-14 weeks Wistar rats were kept in the cage with a blue—light bulb r(4504-_l0)nm]，and were randomly 

divided into four groups(no light，nature light，500 lx 1ight and 1000 lx light illumination)，each has nine 

rats．The rats in each group were further divided into three subgroups according to illumination time(one 

month，two months or three months)．Eyeballs were collected after intraperitoneal injection of 10 chloral 

hydrate．The right eye of each rat was embedded in paraffin and sectioned for hematoxylin—eosin (HE) 

staining。while frozen sections of the left eye were stained for the senescence—associated 8一galactosidase(SA 

- Ga1)．The data were analyzed by SPSS1 1．5 statistical software．Results The amounts of SA—B-Gal 

positive RPE cells were significantly different between all groups under the same illumination time 1 7(P一 

0．000)，and between al1 subgroups of different illumination time with same exposure intensity (P< 0．01) 

except for the control group(no light)．Conclusion Blue-light can induce replicative senescence in rat RPE 

cells in an intensity and time—dependent manner． 

[Key words] Photoc stimulation／adverse effects； Pigment epithelium of eye／cytology； 

Cel1 aging／physiology； Anima1 experimentation 

细胞作为生物体基本的结构和功能单位，有其特 

定的遗传寿命期，随着遗传和环境信息的双重调控而 

不断发生衰老和死亡 ，这是生物体发育 中的一种 自然 
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现象Ⅲ。老年性黄斑变性 (AMD)是老年人致盲的重 

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)有着许多相似之处，视网膜光损伤的 

动物模型是研究视网膜变性类疾病的良好模型_2]，对 

其深人的研究可以为这些疾病的临床治疗提供良好的 

参考。研究发现，位于可见光边缘 的蓝光视网膜敏感 

度明显高于可见光中的红光和绿光，可造成视网膜色 

素上皮(RPE)细胞的衰老损伤 ]。为此 ，我们 以蓝光 
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作为光源 ，用不 同光照强度 、光 照时间诱 导大 鼠 RPE 

细胞发生生物学改变 ，探讨蓝光光照强度和时 间与复 

制衰老之间的关系 ，现将结果报道如下。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

36只鼠龄 14～16周 的健康成年 Wistar大鼠，雌 

雄不限，体重 200~400 g，军事医学科学院动物中心提 

供。经直接检眼镜及裂隙灯显微镜检查无 眼部疾病。 

自然昼夜光线照明，室 内通风 良好 ，相对湿度 40 ～ 

7O ，温度 24~26℃。20 W 医用蓝光灯管(天津市英 

泽科技有限公司)、TES1330A光照度仪(台湾泰仕光 

学仪器股份有限公司)、1900型恒温冷冻切 片机 (德 国 

Leica公 司)、RM2255型全 自动切片机(德 国 Leica公 

司)、HI1220型烤片机 (德 国 I eica公 司)、BX50型荧 

光显微镜(日本 Olympus公司)、10 水合氯醛 (天津 

市化学试剂三厂)、4 多聚 甲醛 (天津市化学 试剂三 

厂)、蔗糖(天津市化学试剂 三厂)、冰 冻切片机 (德 国 

I eica公司)、组织冰冻切片(OCT)包埋液 (美 国 Sigma 

公司)、衰老相关 G半乳糖苷酶(SA—p—Ga1)染色试剂盒 

(碧云天生物技术研究所)、核固红染色液(武汉博士德 

生物公司)。 

自制两个体积为 70 cm×50 cm×50 cm 的铁丝笼 

作为光照笼。光照笼内悬挂 1个小 的铁丝饲养笼，在 

光照笼和饲养笼之间根据不同光照强度悬挂相应数量 

的波长为(450±10)nm 的医用蓝光灯管。500 lx光 

照笼悬挂 3只 20 W 医用蓝光灯管 ，用光 照度计检测 

使饲善笼内光照强度为(500±100)lx；1000 lx光照笼 

悬挂 5只 20 w 医用蓝光灯管，使饲饕笼 内的光照强 

度为(1000±200)lx。光照笼外套一黑色遮光罩避免 

外界 自然光线 的影响。 

1．2 方法 

将 36只 Wistar大 鼠随机分为 4组 ，每组各 9只 

大鼠。1组 ：无光照对照组；2组 ：自然光照组 ，光照度 

为(50±10)lx；3组 ：500 lx光照组，光照强度 (500± 

100)lx；4组 ：1000 lx光照组 ，光照强度 (1000±200) 

1x。3组和 4组每天连续光照 12 h，从 2O点至 8点。 

每组再按照射时间分为 1、2、3个月组 3个亚组，分别 

在 1、2、3个 月 时腹 腔 注 射 10 水 合 氯 醛 麻 醉，按 

3．5 ml／kg，在大鼠眼球的 12点球结膜处用苦味酸 、5— 

0黑色缝线作标记 ，迅速摘 除眼球 ，包括球后 视神经 

2 mm。取眼球后断颈处死 ，左眼球行石蜡切 片及苏木 

精一伊红(HE)染色，右眼球行冰冻切片及 SA一 一Gal免 

疫组织化学染色。 
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将固定好的大鼠眼球组织进行梯度脱水后浸蜡包 

埋 。用石蜡切片机做连续切片后 ，行 HE染色 ：(1)将 

烤干的切片依次放人二 甲苯 I、Ⅱ中，脱醋各 10 min； 

(2)移入无水酒 精、95 酒精 、80 酒精 、7O 酒精、蒸 

馏水 中，各 5 min；(3)浸人苏木素染液 中 5～7 min，自 

来水漂洗 1～2 min；(4)1 盐酸酒精中分化 3～5 S，蒸 

馏水漂洗 3～5 S，1 氨水 中蓝化 3～5 S，蒸馏水中浸 

片，水洗 2次，每次 3～5 S；(5)浸入伊红溶液 中染色 

2～5 min；(6)放入 80 、95 、无水酒精 中，每次 20～ 

30 S，脱水时间按染色颜色深浅酌情增减 ；(7)放人 1：1 

无水酒精二 甲苯、二 甲苯 I、Ⅱ中，各溶液 中停 留 1～ 

5 min。待二甲苯稍干燥后 ，用中性树胶封片，光学显微 

镜观察切片染色情况。 

参照文献[43的实验方法，对右眼球行冰冻切片及 

SA—B—Gal组织化学染 色。用显微剪沿角膜缘将 角膜 

剪下后 ，浸入 4℃条件下含 4 多聚甲醛的磷酸盐缓冲 

液(PBS)中 16 h，延长 的多聚 甲醛 固定是为 了阻止孵 

育时酶扩散到组织外。对组织进行脱水 固定 ，用 OCT 

包埋液包埋切 片，切片厚度为 10扯m。用新鲜配置的 

SA—J3一Gal染色液进行染色，核固红复染 ，用荧光显微 

镜观察 RPE细胞染色情况 。每只眼球选取 3张完整 

视 网膜结构 SA一0一Gal染色切片，每张切片随机选取 10 

个视野 ，计数每个视野中阳性细胞 的个数。以细胞核 

红染、周 围细胞质呈淡蓝染色为阳性细胞。计数时不 

论染色深浅 ，能辨认 出细胞核和细胞质并符合前述表 

现都计数为阳性细胞。 

所有数据采用 SPSS 11．5统计软件处理 ，实验数 

据以均数±标准差 (z±s)表示 。单一光照组或单一时 

间点数据采用单 因素方差分析 ，不 同光照组不 同时间 

点数据采用双因素方差分析，组问两两 比较采用 SNK 

检验 ，P<0．05为差异有统计学意义。 

2 结果 

光学显微镜观察发现，1、2组大 鼠视 网膜光感受 

器细胞 内外节形态规整 ，内外核层细胞核染色深紫，染 

色均匀，RPE细胞核呈淡紫色 ，扁椭圆形 ，边界清晰， 

染色均匀(图 1)。3组大鼠视网膜细胞结构层次紊乱， 

视网膜外层组织萎缩变薄，包括视杆视锥细胞消失，外 

核层变薄，数目减少，外丛状层变薄消失，使得外核层 

与内核层细胞呈并行排列。RPE细胞肿胀变圆，染色 

变淡 ，数量未见减少(图 2)。4组大鼠视网膜可见视杆 

视锥细胞大部分消失 ，RPE细胞肿胀成球形 ，染色变 

淡 ，数量未见减少。 

光学 显 微 镜 观 察 发 现，1组 染 色 切 片 未 见 

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?
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S A 一

口
一 G a l 阳 性 染 色 细 胞 ；2 组 3 个 月 亚 组 染 色 切 片 可

见 少 量 S A —

p
— G a l 阳 性 染 色 细 胞 ( 图 3 ) ；3

、 4 组 染 色 切

片 均 可 见 S A —

B
— G a l 阳 性 染 色 细 胞 ( 图 4 ～ 6 ) 。 随 着 蓝

光 照 射 时 问 的 延 长 ， 视 网 膜 R P E 细 胞 层 染 色 阳 性 细 胞

逐 渐 增 多 ， 而 视 网 膜 内 外 核 层 、 内 外 从 状 层 、 神 经 纤 维

层 均 未 见 阳 性 染 色 细 胞 。

双 因 素 方 差 分 析 显 示 ， 不 同 光 照 强 度 组 及 不 同 光

照 时 间 组 大 鼠 R P E 细 胞 S A —

13
一 G a l 染 色 阳 性 细 胞 个 数

差 异 有 统 计 学 意 义 ( F 一 5 1 0 ． 3 0 9 ， 5 5 ． 0 1 6 ；P 一 0 ． 0 0 0 ) ；

S N K 法 两 两 比 较 发 现 ， 1 、 2 组 之 间 大 鼠 R P E 细 胞

S A —

G
— G a l 染 色 阳 性 细 胞 个 数 差 异 无 统 计 学 意 义 ( P 一

0 ． 1 5 4 ) ， 其 它 各 组 之 问 差 异 均 有 统 计 学 意 义 ( P 一

0 ． 0 0 0 ) 。 单 一 光 照 强 度 条 件 下 ， 除 1 组 大 鼠 R P E 细 胞

S A —

B
— G a l 染 色 阳 性 细 胞 个 数 差 异 无 统 计 学 意 义 外

( P = = = 0 ． 8 9 7 ) ， 其 余 各 组 差 异 均 有 统 计 学 意 义 ( P <

0 ． 0 1 ) ；两 两 比 较 发 现 ， 1 组 1 个 月 与 2 个 月 、 2 个 月 与

3 个 月 组 之 间 、 2 组 1 个 月 与 2 个 月 组 之 间 大 鼠 R P E

细 胞 S A 一

0
一 G a l 染 色 阳 性 细 胞 个 数 差 异 无 统 计 学 意 义

( P 一 0 ． 6 8 7 ， 1 ．0 0 0 ， 0 ． 4 0 6 ) ， 其 余 各 组 之 间 差 异 均 有 统

计 学 意 义 ( P < 0 ． 0 1 ) 。 单 一 光 照 时 间 条 件 下 ， 各 组 问

差 异 均 有 统 计 学 意 义 ( P 一 0 ． 0 0 0 ) ；两 两 比 较 发 现 ， 各

时 间 点 1 组 与 2 组 问 大 鼠 R P E 细 胞 S A —

B — O a l 染 色 阳

性 细 胞 个 数 差 异 无 统 计 学 意 义 ( P 一 0 ． 7 6 7 ， 0 ． 4 9 4 ，

0 ． 0 7 9 ) ， 其 余 各 组 之 间 差 异 均 有 统 计 学 意 义 ( P <

0 ． 0 1 ) ( 表 1 ) 。
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表 1 大 鼠 R P E 细 胞 S A —

G
— G a l 染 色 阳 性 细 胞 个 数 ( j 4 -

s ， 个 )

3 讨 论

复 制 衰 老 是 指 细 胞 株 在 有 限 次 数 的 细 胞 分 裂 后 丧

失 合 成 D N A 及 有 丝 分 裂 的 能 力 ， 最 后 导 致 丧 失 增 生

能 力 ， 但 仍 能 维 持 基 本 代 谢 过 程 的 现 象 ‘⋯
。 除 了 最 早

发 现 的 人 类 二 倍 体 成 纤 维 细 胞 ， 现 已 知 许 多 其 他 类 型

的 人 类 细 胞 也 存 在 复 制 衰 老 现 象 ， 如 表 皮 角 质 、 平 滑

肌 、 品 状 体 上 皮 、 神 经 胶 质 、 内 皮 细 胞 等 ‘。J
。

从 1 9 9 5 年 D i m r i 等 ¨¨
首 次 提 出 体 内 鉴 别 衰 老 细

胞 的 生 物 学 标 志 S A 一

口G a l 的 存 在 至 今 2 0 余 年 ， 大 部

分 研 究 集 中 在 体 外 培 养 的 细 胞 上 ， 对 体 内 环 境 中 复 制

衰 老 细 胞 的 研 究 较 少 ， 而 体 外 培 养 条 件 与 体 内 生 理 环

境 有 很 大 的 差 别 ， 体 外 细 胞 培 养 处 于 一 个 氧 应 激 的 环

境 。 相 反 ， 作 为 多 细 胞 生 物 整 体 ， 体 内 细 胞 表 现 出 群 体

行 为 ， 细 胞 与 细 胞 问 发 生 着 复 杂 的 相 互 影 响 ， 如 激 素 调

控 、 免 疫 调 控 以 及 凋 亡 。 因 此 ， 以 体 外 细 胞 复 制 衰 老 来

推 论 生 物 的 整 体 衰 老 机 制 很 容 易 引 起 以 偏 概 全 。 K u r z

等
" 0 发 现 纤 维 原 细 胞 的 增 生 能 力 与 物 种 本 身 最 大 的 寿

命 有 关 ， 寿 命 1 0 0 岁 的 细 胞 能 在 衰 老 前 传 代 1 3 0 多 次 ，

③ ④

图 1 1 组 大 鼠 R I 】E 细 胞 光 学 显 微 镜 像 。 町 见 正 常 扁 平 的 R P E

细 胞 ( 黑 箭 ) ， R I ’E 细 胞 核 呈 淡 紫 色 ， 扁 椭 圆 形 ， 边 界 清 晰 ． 染 色

均 匀 H E × 4 () (】 图 2 3 组 大 鼠 R P E 细 胞 光 学 品 微 镜 像 。
Hr

见 肿 胀 的 R P E 细 胞 ( 黑 箭 ) ， 视 杆 视 雒 细 胞 消 失 ． R P E 细 胞 肿 胀

变 圆 ， 染 色 变 淡 H E × 4 0 0 图 3 2 组 3 个 月 亚 组 大 鼠 R P E

细 胞 光 学 显 微 镜 像 。 可 她 S A 8 G a l 染 色 阳 性 细 胞 ( 黑 箭 ) 免

疫 组 织 化 学 染 色 × 4 0 0 图 4 3 组 2 个 月 亚 组 大 鼠 R P E 细 胞

光 学 显 微 镜 像 。 红 染 的 R P E 细 胞 核 周 围 可 见 蓝 染 的 颗 粒 状 物
( 黑 箭 ) 免 疫 组 织 化 学 染 色 × 1 0 0 0 图 5 4 组 2 个 月 眶 组 大

鼠 R P E 细 胞 光 学 硅 微 镜 像 。 R P E 细 胞 层 可 见 大 量 免 疫 组 织 化

学 染 色 阳 性 细 胞 ， 视 网 膜 其 余 各 层 均 阴 性 免 疫 组 织 化 学 染 色

× 4 0 0 图 6 4 组 3 个 月 亚 组 大 鼠 R P E 细 胞 光 学 显 微 镜 像 。

R P E 细 胞 层 可 见 大 量 免 疫 组 织 化 学 染 色 阳 性 细 胞 ． 视 网 膜 其 余

各 层 均 阴 性 免 疫 组 织 化 学 染 色 × 4 0 0
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而寿命 3年的老鼠细胞 只能培养 10代 。Utz等 研究 

表明复制衰老细胞在老龄动物体 内存 在 的比例大 于 

15 。Mishima等_9 用改进后的SA一8一Gal染色方法在 

不同年龄猕猴眼的冰冻切片中也发现衰老细胞随年龄 

累积的现象 。这为我们进一步研究体 内 RPE细胞 复 

制衰老现象提供 了依据 。 

研究发现 400～500 nm蓝光波长具有较高的能量 

及较强的组织穿透能力，对于生物光敏基团也有着较 

强的作用 ，且 已证实 RPE细胞是在这个波长段的视 网 

膜损伤的基本位点[1 。我们运用 SA一8一Gal组织化 

学方法证实 了采用波长 440~460 nm蓝光照射诱导出 

了大鼠视网膜 RPE细胞的复制衰老，证实了复制衰老 

在大鼠体内环境中存在 。同时经过统计学分析证实复 

制衰老的 RPE细胞呈时间和光照强度相关性改变 ，复 

制衰老细胞逐渐增 多，且伴有形态的改变 。这种形态 

学改变可能受蛋 白糖基化终产物、氧化应激等 因素 的 

影响。直得注意的结果还有，在 2组经过 3个月 的时 

间，正常 RPE细胞也出现了复制衰老的表现，且差异 

有统计学意义，这可以说明，在 自然光照条件下 ，随着 

时间的延续 ，复制衰老现象也能出现 。我们还注意到 

在 4组光照 3个月后 ，视网膜视锥视杆细胞层 已经消 

失殆尽 ，而 RPE细胞数量没有 明显改变 ，只表现为肿 

胀的细胞衰老表现 。因而我们认为蓝光照射视网膜能 

直接伤害视锥视杆细胞 ，使之死亡 ，而并不能直接伤害 

RPE细胞 ，但可使其产生衰老表现 ，RPE细胞这种表 

现可能是视锥视杆细胞死亡后的继发改变 ，其机制 尚 

需进一步研究 。 

本实验采用大 鼠为实验对象 ，证实蓝光可诱 导大 

鼠 RPE细胞复制衰老 ，且呈光照强度和时间依赖性 ， 

这为进一步研究眼部复制衰老现象提供了一个可行的 

动物模型。本实验采用独特设计 的光照架 ，使光照强 

度及时间易于控制 ，同时使动物适合长期生活，适宜进 
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行长期光照，且安全有效。为了减少 因样本数量带来 

的偏差，我们对每只鼠眼取 3O个显微镜下视野计数阳 

性细胞 ，以减少误差。但本研究 中使用的 SA—G—Gal生 

物标记染色法可受到衰老组织 中永生化细胞的诱导 ， 

甚至在某些条件下可以逆转 ，故在体 内组织染色时可 

能 会 对 我 们 的 结 果 带 来 一 定 的 干 扰 ]。Wei， 

Sedivyl1 认为 SA一8一Gal阳性培养细胞应该进一步检 

测 BrdU 标记指数 ，才能更准确鉴定 复制 衰老表现。 

本研究 自制的光照架列举了 2个典型的光照强度点而 

非一个连续的光照强度，尚无法确定蓝光诱导复制衰 

老 的阈值如何，因而体 内细胞复制衰老的生物学特性 

仍需进一步研究。 
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