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可见光照对培养的人视网膜色素上皮
细胞凋亡的影响

周咏东　严密　张军军

　　【摘要】　目的　研究可见光照对培养的人视网膜色素上皮 ( r etinal pigment epithelium, RPE)细胞凋

亡的影响。　方法　以白色荧光灯为光源 ,用 500 lx、 ( 2 000± 500) lx及 ( 3 400± 200) lx不同光照强度 ,按

不同的光照时间 (无光照、 6、 12、 24 h )照射培养的人 RPE细胞。 利用终末脱氧核糖核苷酸转移酶介导的原

位缺口末端标记 ( terminal deoxynucleotidy l tr ansfe rase m edia ted dUT P nick end labelling , TUN EL)、荧光

素标 记 的连 接素 V /碘 化丙 锭 ( Annexin V-fluor escein iso thiocyana te / Propidium iodium , Annexin

V-FITC /P I)双染色流式细胞测定、相差倒置显微镜等手段观察 RPE细胞凋亡 (分为光照后 6、 12、 24、 36 h

组 )。　结果　可观察到 RPE细胞出现两种死亡形式 ,凋亡与坏死。 ( 1)低于一定阈值 ( 500 lx )的光照对细

胞损伤较轻 ,细胞凋亡及坏死随光照强度的增加而增加。 ( 2)在较短的光照时间 ( 6 h和 12 h)内 ,细胞死亡

的增加以凋亡为主 ;随着光照时间的延长 ,细胞坏死逐渐明显。 ( 3)随着光照后培养时间的延长 ,细胞凋亡

明显增加 (P < 0. 05)。光照后 6、 12、 24 h的损伤改变以凋亡为主 ,但随时间的延长 ,凋亡继发性坏死的增加

显著。光照后 36 h,细胞的坏死数显著增高 (P < 0. 01)。　结论　可见光超过一定照度 ( 500 lx )可导致培养

的人 RPE细胞凋亡及坏死的显著增加 ,其损伤程度为光照强度及时间依赖性。 较低光照强度及较短光照

时间主要诱导细胞凋亡 ,反之则导致细胞坏死。
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The ef fect of visible light on apoptosis of cultured human retinal pigment epithelium cells　 Z HOU Yong-
dong , YAN Mi , Z HAN G Junjun. Department of Ophthalmology ,West China Hospital of Sichuan Univer-

sity , Cheng du 610041, China

【Abstract】　 Objective　 To observ e the effect o f visible light on apoptosis o f cultur ed human retinal

pigment epithelium ( RPE) cells.　Methods　 Being the light sour ce, 500lx , ( 2 000± 500) lx and ( 3 400±
200) lx co ld white light w ere used. The dura tion o f expo sure wa s 0, 6, 12 and 24 hour s r espectiv ely. Apop-
to sis w as detected by terminal deoxynucleo tidyl transfera se mediated d UTP nick end labelling , Annexin

V-fluno rescein isothio cyanate /Pr opidium iodium labelling and flow cytometr y.　 Results　 Apopto sis and

necro sis wer e found in cultured h uman RPE cells which w ere exposed to visible light. ( 1) A significant in-

crease in apopto tic and necro tic percentag es w as consistent w ith a higher ligh t intensity. ( 2) Apoptosis w as
the main r esponse to shor ter ( 6 h and 12 h) exposure duration, while necro sis w as more pr onounced cor re-

la ted to th e pro longa tion of post-expo sur e culture (P < 0. 05) , and th e longer the po st-exposure period

w as, the mo re apopto tic nec rosis w ere seen. Thir ty-six hour s af ter expo sure the necr otic percentag es were

mo re pronounced (P < 0. 01) .　 Conclusions　 Visible light ( > 500 lx ) increases the propo r tion o f apopto-
sis and necr osis o f human RPE cells in vi tro. Th e ex tent is rela ted to expo sur e intensity and dura tion. It

demonstra tes tha t the lower intensity and the sho rte r dur ation o f expo sur e to light are , the more pro-

nounced apopto tic pe rcentages ar e observ ed, otherwise necr osis.
【Key words】　W ounds and injur es;　 Pho tic stimula tion;　 Pigment epithelium, eye;　 Cell death

　　视网膜色素上皮 ( RPE)细胞在维护视网膜正常生

理功能方面 ,具有非常重要的作用。 它的损伤、变性可

以影响光感受器细胞的代谢和功能 ,导致视网膜功能

异常而致视力丧失。视网膜细胞和 RPE细胞可被过量

光照损伤
[1-3]
。在以往用可见光照射培养的人 RPE细
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胞的光损伤模型中 ,主要观察的是 RPE细胞的坏

死 [1 ] ,并未对其凋亡情况进行描述。本实验应用不同光

照强度和时间 ,建立培养的人 RPE细胞的可见光损伤

模型 ,主要观察凋亡的发生 ,以进一步揭示可见光损伤

培养的人 RPE细胞的分子机制。

1　材料和方法

1. 1　材料
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培养的人 RPE细胞: 来源于 6个不同人的 RPE

细胞系。

主要仪器和试剂: 光照采用 Phi lips公司的 8 W

白色荧光灯 ,光照度计为上海光电研究所生产的

ST-Ⅲ型 ,流式细胞仪为美国 Coulter公司的 EPICS

ELT TE ESP 型。 Dulbecco 改 良 Eag le 培 养 基

( Dulbecco′s modi fied Eag le′s m edium , DM EM ) (高

糖 )及胎牛血清 ( fetal bov ine serum, FBS)均为美国

Gibco公司生产 ,鼠抗人角蛋白抗体为丹麦 DAKO公

司产品 , SP试剂盒为美国 Zymed公司产品 ,并选用了

德国 Boeringer M annheim公司的 In Situ Cell Death

Detection Kit ,以及法国 Immunotech公司的 Annex-

in V-FI TC Kit。

1. 2　方法

人 RPE细胞的培养及传代、鉴定: 12个供体眼球

来自意外死亡的 6名健康成年人 ,于死亡后 12 h内在

无菌条件下进行 RPE的分离培养 ,参照文献 [ 1]报道

的方法。 2～ 5代细胞用于实验。

培养的人 RPE细胞光照处理: 将 RPE细胞培养

于 6孔板、 12孔板中 ,或直接培养于 2 cm× 2 cm预处

理过的玻片上。 当细胞近铺满时 ,以白色荧光灯作光

源 ,分别作如下光照模型: ( 1)分别用 500 lx 及

( 2 000± 500)、 ( 3 400± 200) lx不同光照强度照射

RPE细胞 6 h, 光照结束后 24 h终止培养。 ( 2 )

( 2 000± 500) lx光照 ,光照时间分为 6、 12、 24 h,均于

光照结束后 24 h终止培养。 ( 3) ( 2 000± 500) lx光照 6

h,细胞培养终止时间分为:光照结束后 6、 12、 24、 36 h。

以上每一实验平行组 ,为同一细胞系的同一代。阴

性对照均为无光照组 ,在其它组光照时 ,用黑色不透光

布遮盖培养板 ,仍在同一孵箱内培养。光照时 ,培养细

胞水平面的温度变化在 36. 5～ 37. 5℃之间。在光照处

理过程中 ,用相差倒置显微镜观察细胞情况。

终末脱氧核糖核苷酸转移酶介导的原位缺口末端

标记 ( TUN EL)染色: 按上述光照处理准备 RPE细胞

爬片 ( 2 cm× 2 cm ) ;在室温下浸泡于 0. 1% Tri ton

X-100( 0. 1%枸橼酸钠稀释 )的渗透溶液中 5 min;滴

加 TUNEL反应混合液每片 50μl, 37℃ ,湿盒孵育 60

min;滴加 Converter-AP(碱性磷酸酶转化剂 )每片 50

μl, 37℃ , 30 min; [以上每步骤之间用磷酸盐平衡液

( phosphate ba lanced solution, PBS)洗 3 min, 3次 ]滴

加 NBT /BCIP(四氮唑蓝 /5-溴 -4-氯-3-吲哚酚磷酸 -4-

甲苯胺盐 ) ( 1∶ 50,用底物缓冲液稀释 ) ,室温下放置约

10 min;流水洗-自然干燥-封片 ,或流水洗-核红复染-

干燥-封片。 TUN EL染色阳性对照片为 DNaseⅠ

1 mg /m l作用 10 min;阴性对照为反应液中不加末端

脱氧核苷酰转移酶 ( terminal deoxynucleo tidy l t rans-

fera se)。

流式细胞仪检测: 荧光素标记的连接素 V /磺化丙

碇 ( Annexin V-FITC /PI)染色按试剂盒说明书进行。

用蒸馏水将结合缓冲液稀释 10倍 ;将 250μg PI溶于

1 m l稀释的结合缓冲液中。 消化收集 RPE细胞 , 4℃

500 r /min,离心 5 min后 ,用冰冷的 PBS( pH7. 4)洗 2

次。弃掉上清液 ,重悬细胞于冰冷的结合缓冲液 (调整

细胞浓度为 1× 105～ 1× 106 /ml )。操作均于冰上进行。

加 5μl稀释了的 Annexin V-FITC和 5μl溶解了的 PI

于 490μl细胞悬液中 ,轻柔混匀。 避光于冰上孵育 10

min。用流式细胞仪进行检测分析 ,打印结果。

统计学处理: 应用 SPSS统计软件 ( 10. 0版 )处理。

采用单因素方差分析 ( F检验 ) ,为双侧检验 ,检验水准

α= 0. 05。

2　结果

2. 1　 TUNEL结果

光镜下 , TUN EL染色阳性细胞的细胞核被染成紫

色 ;核固红复染后略呈紫红色 ,阴性细胞核复染后呈粉

红色。 可见细胞膜完整 ,细胞核浓缩边聚成新月体或帽

状体 (图 1)。将 TUNEL染色阳性细胞放于倒置显微镜

下观察 ,见这些细胞表现为体积缩小变圆 ,折光性改变 ,

细胞周围出现透亮圈 ,细胞核碎裂成数个 ,细胞膜出泡

(图 2)。 光照加强和光照时间延长 , TUN EL染色阳性

细胞增多 ,光照后 12 h或更久 ,凋亡细胞明显增加。

2. 2　 Annex in V-FI TC /PI双染流式细胞检测结果

流式细胞仪检测将每组测试细胞区分为坏死、凋

亡继发性坏死、凋亡及正常活细胞四个细胞亚群 ,见

图 3。根据对这四个细胞亚群的数据分析 ,分别得出以

下结果:

　　 ( 1)光照强度与 RPE细胞损伤的关系: 根据检测

到的荧光得出 4种 RPE细胞亚群 ,分别比较不同光照

强度组之间各细胞亚群的差异。 500 lx光照组的细胞

凋亡及坏死程度与无光照组之间差异无显著性的意义

( P> 0. 05) ,但存活细胞数差异有显著性的意义 ( P <

0. 05)。 ( 2 000± 500) lx光照组和 ( 3 400± 200) lx光

照组细胞坏死及凋亡的程度与无光照和 500 lx光照

组之间差异均有显著性的意义 ( P < 0. 01)。 并且

( 2 000± 500) lx光照组和 ( 3 400± 200) lx光照组之

间差异亦有显著性的意义 ( P < 0. 01) ,见表 1。

　　 ( 2)光照时间与 RPE细胞损伤的关系: 分别比较

不同光照时间组之间各 RPE细胞亚群的差异。 ( 2 000±
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图 1　光镜观察光照后 RPE细胞像。 T UN EL染色阳性核呈典型新月状 (黑箭 ) T UN EL染色 ,核红复染　× 200　图 2　相差倒置显
微镜观察光照后的 RPE细胞像。 TUNEL阳性细胞胞膜完整 ,胞核分裂为 3块 ,出泡 (黑箭 ) TUNEL染色 ,未复染　× 400　图 3　
Annexin V -FITC /PI双染流式细胞检测打印结果。横坐标和纵坐标分别为检测到的 Annexin V和 PI荧光强度的 log值。并依此将所
测细胞分为 4个象限 ,即亚群。分别为象限 1( Q1):代表坏死或机械性损伤的细胞 ( Annexin- / PI+ ) ;象限 2( Q2):代表凋亡继发性坏
死细胞 ( Annexin+ /PI+ ) ;象限 3( Q3):代表正常活细胞 ( Annexin- /PI- ) ;象限 4( Q4):代表凋亡细胞 ( An nexin+ PI- )
Fig. 1　 The RPE cells w hich ex posed to ligh t w ere observed by ligh t microscope. Th e TUN EL posi tive nuclei ( black arrow )
TUNE L, Fast　× 200　 Fig. 2　 The cel ls w hich expos ed to ligh t w ere observ ed by phase-con tras t microscope. T UNEL posi tive cell ,
sh ow ed th ree b rok en part s of the n ucleus and membrane blebbing ( black arrow ) TUN EL　× 400　 Fig. 3　 Pres entation of th e f low
cy tomet ric result of analyzing cells w ith Annexin V-FITC and PI. X and Y axis are log value of intensi ty of Annexin V and PI. Fluo-
res cence respectiv ely. Four phenotypes: Quad rant 1( Q1) indicates necrotic and m ech anical d amaged cel ls ( Annexin- /PI+ ) ; Quad-
rant 2( Q2) indicates the s econdary necrot ic cell s( Annexin+ /PI+ ) ; Quad ran t 3( Q3) indicates th e viab le cell s ( Annexin- / PI- ) ;
Quadrant 4( Q4) indicates the apoptotic cells ( Annexin+ /PI- )

500) lx的光照 ,无论是 6、 12 h还是 24 h照射 ,均对细

胞构成明显损伤。 6 h光照组与无光照组比较 ,细胞凋

亡差异有显著性的意义 ( P < 0. 01) ,而细胞坏死的差

异无显著性的意义 ( P> 0. 05)。 12 h和 24 h光照组无

论是细胞凋亡还是坏死均与对照组差异有显著性的意

义 ( P < 0. 05)。12 h光照组与 6 h光照组比较 ,只有细

胞凋亡差异有显著性的意义 ( P < 0. 05) ,而细胞的坏

死差异无显著性的意义 ( P> 0. 05)。 24 h光照组与 6 h

光照组相比 ,细胞凋亡及坏死差异均有显著性的意义

( P < 0. 05)。 12 h光照组与 24 h光照组之间凋亡差异

无显著性的意义 (P> 0. 05) ,但细胞坏死却表现出明

显差异 ( P < 0. 05) ,见表 2。

表 1　光照强度与 RPE细胞损伤的关系 ( x-± s)

光照强度
( lx )

RPE细胞

Q1 Q2 Q3 Q4 Q2+ Q4
F值 P值

无光照 0. 60± 0. 360 3. 17± 0. 68 95. 93± 0. 861, 2 0. 27± 0. 12 3. 47± 0. 61 38. 22 < 0. 01
500 1. 57± 0. 512 6. 13± 0. 932 91. 67± 1. 532 0. 63± 0. 15 6. 43± 0. 51 30. 36 < 0. 01
2 000± 500 4. 27± 1. 102 11. 00± 2. 181, 2 82. 73± 2. 412 2. 00± 0. 50 13. 00± 2. 651, 2 105. 97 < 0. 01
3 400± 200 7. 00± 1. 001, 2 16. 20± 2. 621, 2 75. 00± 1. 002 1. 80± 1. 56 18. 00± 2. 001, 2 　 3. 13 > 0. 05

注: Q1:坏死或机械性损伤的细胞 ; Q2:凋亡继发性坏死细胞 ; Q3:正常活细胞 ; Q4:凋亡细胞 ; Q2+ Q4的值作为凋亡细胞的总数。表中数据为上述各
类细胞占每次所检测细胞总数的百分数值。上标“ 1”标示组与无光照组比较 ,差异有显著性的意义 ( P < 0. 01)。上标“ 2”标示的这几组之间比较 ,差
异均有显著性的意义 ( P < 0. 05)。 各组间 Q2+ Q4值比较 F= 44. 07, P < 0. 01

表 2　光照时间与 RPE细胞损伤的关系 ( x-± s)

光照时间
(h )

RPE细胞

Q1 Q2 Q3 Q4 Q2+ Q4
F值 P值

无光照 0. 33± 0. 153 2. 37± 0. 75 96. 90± 0. 463 0. 40± 0. 26 2. 77± 0. 50 16. 23 < 0. 01

6 6. 57± 3. 994 9. 17± 2. 471, 4 82. 43± 2. 553 1. 83± 0. 763 11. 00± 2. 651, 2 24. 00 < 0. 01
12 9. 33± 4. 513 12. 27± 2. 051 76. 00± 3. 613 2. 40± 0. 53 14. 67± 1. 531, 2 53. 90 < 0. 01
24 19. 67± 3. 213, 4 13. 33± 1. 151, 4 62. 67± 5. 03 4. 33± 2. 081, 3 17. 67± 2. 081, 2 6. 05 < 0. 05

注: Q1、 Q2、 Q3、 Q4、 Q2+ Q4及数值的含义与表 1相同。上标“ 1”表示 6、 12、 24 h组与无光照组比较 ,差异均有显著性的意义 (P < 0. 05)。上标“ 2”表
示 12、 24 h组与 6 h组比较 ,差异均有显著性的意义 ( P < 0. 05)。上标“ 3”所标示的这几组之间差异均有显著性的意义 ( P < 0. 05)。上标“ 4”表示
24 h组与 6 h组比较 ,差异有显著性的意义 (P < 0. 01)。 各组间 Q2+ Q4值比较 F= 35. 80, P < 0. 01

表 3　 ( 2 000± 500) lx光照后不同时间 RPE细胞的损伤 (x-± s)

光照后
时间 ( h )

RPE细胞

Q1 Q2 Q3 Q4 Q2+ Q4
F值 P值

6 2. 13± 1. 622 4. 70± 0. 95 92. 67± 2. 52 0. 50± 0. 30 5. 20± 1. 221 10. 50 < 0. 01
12 5. 33± 2. 082 7. 30± 0. 761, 3 85. 67± 2. 081, 3 1. 70± 0. 261 9. 00± 1. 001 72. 93 < 0. 01
24 5. 73± 3. 702 10. 17± 0. 851, 3 80. 63± 2. 351, 3 3. 47± 0. 711, 3 13. 63± 1. 561 53. 87 < 0. 01

36 12. 33± 0. 58 15. 00± 1. 001, 3 67. 33± 3. 061, 3 5. 33± 1. 531, 3 20. 33± 2. 521 17. 82 < 0. 01

注: Q1、 Q2、 Q3、 Q4、 Q2+ Q4及数值的含义与表 1相同。上标“ 1”所标示的这些组之间差异均有显著性意义 ( P < 0. 05)。上标“ 2” 标示组与光照后 36
h组之间差异有显著性的意义 ( P < 0. 01)。上标“ 3”标示组与 6 h组之间差异有显著性的意义 (P < 0. 05)。各组间 Q2+ Q4值比较 F= 45. 33, P <
0. 01
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　　 ( 3) ( 2 000± 500) lx光照后不同时间段 RPE细

胞的损伤:分别比较光照后不同时间组之间各 RPE细

胞亚群的差异。随着光照后时间的延长 ,细胞凋亡程度

发生明显的改变 ( P < 0. 05)。光照后 36 h,细胞的坏死

数显著增高 ( P < 0. 01)。而 6、 12、 24 h组的损伤改变以

凋亡为主 ,细胞坏死增加不明显 (P> 0. 05) ,但随着时

间的延长 ,凋亡继发性坏死的增加显著 ,见表 3。

3　讨论

本实验结果表明 ,在 500 lx的较低光照强度下 ,

培养的人 RPE细胞已开始出现轻度的损伤 ,随着光照

强度的增加 , RPE细胞凋亡和坏死亦显著增加 ,细胞

发生凋亡的总数明显超过细胞坏死。 在同等强度的光

照下 , RPE细胞的损伤表现为光照时间依赖性。 在较

短时间内 ( 6、 12 h) ,主要以凋亡的增加而加重损伤 ;更

长时间 ( 24 h)的照射 ,使细胞损伤加重 ,以坏死为主要

增加形式。 光照后早期 ( 6、 12、 24 h)通过凋亡增加 ,而

损伤的细胞比例大 , 36 h后则细胞坏死增加明显。 另

一方面 ,光照强度和时间增加 ,则细胞发生坏死以及凋

亡后继发性坏死的比例增加明显。说明细胞可由凋亡

发生继发性细胞坏死 ( secondary necrosis)或称细胞凋

亡性坏死 ( apoptotic necrosis)
[4 ]

,二者的分界线在某

些情况下仍不十分明显 ,细胞凋亡在一定情况下可转

化为细胞坏死。总的来说 ,本实验模型的结果使我们可

以推测 ,在日常环境 ,光的中低强度辐射下 ,接受光照

的相对强弱和时间 ,是决定人眼的视网膜及 RPE细胞

是否受到损伤的重要因素。 强光照及明显延长的辐射

时间 ,带来的视网膜灼伤中细胞坏死为其主要机制。而

如老年性黄斑变性等与可见光长期照射有关的慢性眼

疾 [5-7 ] ,其眼底细胞的损伤可能主要通过凋亡的死亡形

式 ,或由凋亡走向坏死。当然包括一些未知的个体差异

等因素 ,决定了个体发病的风险。
志谢:四川大学华西医院内科实验室　强欧、黄颂敏、任敏及肿瘤

生物治疗中心的雷松等老师给予了大力的帮助。
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·消息·

2002玻璃体视网膜国际研讨会暨玻璃体视网膜手术

国家级继续医学教育学习班通知

　　复旦大学附属眼耳鼻喉科医院玻璃体视网膜疾病中心将于 2002年 11月 3～ 4日在上海举办 2002玻璃体视网膜国际研讨会 ,

届时有 5位来自美国、日本的著名玻璃体视网膜专家 ,以及国内的多位权威教授研讨该领域的最新进展议题 : CNV的多种治疗方

式 ( PDT , TT T,黄斑转位手术等 )、视网膜感染性疾病、高速玻璃体切割机、人工角膜 ( TKP)、人工视网膜等。 研讨会后将举办第 13

届全国玻璃体视网膜手术临床继续医学教育学习班。 学习班由王文吉教授、陈钦元教授等全国知名的眼科专家授课 ,主要内容有

PDR,外伤性玻璃体视网膜病变 ,黄斑病变 ,病毒性眼底病变等的玻璃体手术治疗技巧及最新进展 ,并有机会亲临现场观摩专家手

术或协助手术。 学习班将组织疑难病例讨论 ,欢迎学员自带病例资料。 学习班结束后统一颁发国家级继续医学教育学分证明及证

书 ,欢迎全国眼科医师报名参加。凡学习班学员均可免费参加此次国际研讨会。学费 600元 (包括讲义 ) ,学习班可协助安排食宿 (亦

可自理 )。 报名时请用正楷书写报名者的姓名、性别、年龄、职称、工作单位、邮政编码及详细通信地址、联系电话 ,于 2002年 9月 31

日前寄至: 上海市汾阳路 83号 ,复旦大学附属眼耳鼻喉科医院眼科　邵秋珍收 ,邮编 200031　联系电话:陆萍 , ( 021) 643177134-

706;赵培泉 , 1360795361　传真: 021-64377151,陆萍收　 E-mail: dekang26@ yahoo. com。
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