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Abstract
誗AIM: To investigate the effects of different forms of
light on the expression of TGF- 茁2 of guinea pig retinal
pigment epithelial (RPE) cells.
誗METHODS: Ten two weeks old healthy guinea pigs,
RPE cells were cultured conventionally and divided into
four groups: focused light group, defocused light group,
parallel light group and the control group. The first three
groups were exposed to the focused light, defocused
light (passed though lens from parallel light) and the
parallel light, the control group was untreated. The level
of the expression of TGF- 茁2 protein and TGF- 茁2 mRNA
was measured by immunocytochemistry and real - time
fluorescence quantitative chain reaction 24 hours after
light exposure and the pattern - effect relations were
explored. The data were analyzed by means of analysis
of variance (ANOVA) .
誗RESULTS: The level of both TGF-茁2 protein and TGF-茁2

mRNA were significantly increased in the focused light
exposed group compared with the other groups,
followed with the defocused group (P<0. 05) .

誗CONCLUSION: It was suggested that different forms of
light can affect the expression of TGF - 茁2 in guinea pig
RPE cells, and was most obvious in the focused light
exposed group.
誗KEYWORDS: light exposure; focused light; defocused
light; retinal pigment epithelium cells; transforming
growth factor 茁2; real-time quantitative PCR
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摘要
目的:探讨不同光照形式对豚鼠视网膜色素上皮( retinal
pigment epithelium, RPE) 细胞表达转化生长因子 - 茁2

(transforming growth factor 茁2,TGF-茁2)的影响。
方法:幼年健康豚鼠(2 周龄)10 只,体外培养 RPE 细胞,
传代、鉴定后,将细胞分为聚焦光组、离焦光组、平行光组
和空白对照组,前 3 组分别接受聚焦光、离焦光(均为将
平行光经透镜转化)和平行光照射,空白对照组不接受照
射。 于照射后 24h 采用免疫细胞化学法、实时荧光定量
PCR 法( real - time fluorescence quantitative PCR, RTFQ-
PCR)检测细胞中 TGF-茁2及 TGF-茁2 mRNA 的表达,分析
不同光照形式与效应的关系。
结果:免疫细胞化学法显示各组 TGF-茁2表达均为阳性,
病理 VISTA 图像分析软件测量单位面积中平均光密度
(optical density,OD) 值进行半定量分析,聚焦光组明显
高于其它各组,组间比较有统计学差异(F = 11. 08,P<
0郾 05);RTFQ-PCR 法显示,聚焦光组 TGF-茁2mRNA 表达
水平较其它各组明显增加,组间比较有统计学差异(F =
133. 01,P<0. 05)。
结论:不同形式光线可影响豚鼠 RPE 细胞 TGF-茁2表达,
以聚焦光最明显。
关键词:光照;聚焦光;离焦光;视网膜色素上皮细胞;转
化生长因子-茁2;实时荧光定量 PCR
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0 引言
摇 摇 近视是目前世界上发病率最高的眼病之一,随着人
类文明的进步,近视的发病率呈不断上升的趋势,发病年
龄也趋向低龄化。 近视的发病机制是目前眼科领域的研
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究热点。 最新调查表明,中国小学生近视发生率为 13. 7%,
中学生为 42. 9% ,而大学生中近视发生率达 69. 7% [1]。
青少年近视以单纯轴性近视为主,如果能阻止眼轴延长
就可以防止青少年近视的发生。
摇 摇 视网膜是与近视的发生密切相关的眼组织之一,其
色素上皮(retinal pigment epithelium,RPE)细胞可自分泌
多种细胞因子和生长因子,与近视相关的有碱性成纤维
细胞生长因子((basic fibroblast growth factor,bFGF)、肝
细胞生长因子(hepatocyte growth factor, HGF)和转化生
长因子 茁2( transforming growth factor-茁2,TGF-茁2 )

[2] 等。
对近视动物模型的研究结果显示,在近视发生时 TGF-茁2

含量升高而 bFGF 含量下降[3],TGF-茁2被认为是近视信
号传导途径中的启动因子。 研究表明,不同波长的有色
光[4,5]、闪烁光[6]可诱导动物近视的形成,不同波长的色
光对体外培养的人胚 RPE 细胞的分泌功能也有影响,在
不同波长的色光照射下,其分泌的 bFGF 和 TGF-茁 随时
间的波动曲线不一样[7];各种有色光线下培养 24h 后
RPE 细胞中 TGF-茁 mRNA 的表达量不同。 本实验设计
采用聚焦光线和离焦光线对 RPE 细胞进行照射,观察不
同的光照形式对 RPE 细胞分泌产生的影响。
1 材料和方法
1. 1 材料摇 已脱离母乳喂养的健康幼年豚鼠(2 周龄)10
只,雌雄不限,由河北医科大学实验动物养殖场提供。 取
出眼球分离 RPE 细胞,培养、传代、鉴定。 主要仪器和试
剂:超净工作台, 北京六一仪器厂;倒置相差显微镜
(XDS - 1B), 重庆光学 仪 器 厂; 光 学 显 微 镜, 日 本
Olympus 公司;SD200 型冷光深部手术灯, 中国上海医疗
器械股份有限公司;DE-3351 数位式照度计, 中国台北
得益工业仪器有限公司;PCR System(ABI7300), 美国 PE
公司;DMEM 培养基,美国 Gibco 公司;小牛血清、胎牛血
清,杭州四季青生物工程材料有限公司;域型胶原酶、胰
蛋白酶,美国 Sigma 公司;兔抗鼠 keratin ( 角蛋白)、
Vimentin(波形蛋白)、Desmin(肌动蛋白)、S-100 免疫组
化试剂盒,北京博奥森生物技术有限公司;抗兔 TGF-茁2

免疫组化试剂盒,北京博奥森生物技术有限公司;RTFQ-
PCR 试剂盒,美国 Promega 公司。
1. 2 方法
1. 2. 1 豚鼠 RPE 细胞培养和传代与鉴定 摇 采用酶消化
法分离豚鼠 RPE 细胞,以 2伊105 / mL 密度接种于 6 孔板,
在 37益,50mL / L CO2及饱和湿度培养箱中培养,2 ~ 3d 换
液一次,细胞接近融合时按 1颐2 或 1颐3 传代。 细胞鉴定角
蛋白阳性。 取生长良好的第 3 ~ 5 代细胞,分为聚焦光
组、离焦光组、平行光组和空白对照组,前三组分别接受
不同形式的光线照射。
1. 2. 2 RPE 细胞光照模型 摇 自制一个大小为 10cm 伊
15cm伊16. 7cm 的长方形木盒作为光照器,顶部开 3 个圆
孔,其中两个直径为 6cm,大小与球镜片一致,另外一个
圆孔直径为 3cm。 用 SD200 型冷光深部手术灯进行悬
照。 将屈光度分别为+3. 00D,+9. 00D 的球镜片放置于
直径 6cm 圆孔上,平行光通过镜片后焦点分别形成于细
胞下方和细胞上方,落到细胞上的光线即为聚焦光和离
焦光,其正下方分别放置聚焦光组、离焦光组细胞。 直径
3cm 圆孔上无球镜片,下方放置平行光组细胞。 空白对
照组不接受光照。 光线经过镜片后在细胞水平上形成的

光斑直径均为 3cm,同一水平面的光照强度相同,为
300Lux,照射时间均为 30min。 光照在暗室中进行,无自
然光干扰,光照器内壁涂黑避免光线反射,光照前各组细
胞吸掉大部分培养基以避免液体折光的影响。 光源发出
的光线色温为 4000K依500K,低于自然光的 4800K,不会
由于产热而干扰实验结果。 光照器置于敞开的水浴箱
中,使光照期间同一水平温度变化在 36. 5益 ~37. 2益之间。
1.2. 3免疫组化检测 RPE细胞中 TGF-茁2的表达摇 第 3 ~
5 代 RPE 细胞按 1伊105接种于预置在培养皿中的盖玻片

上,待细胞贴壁后换用含 10mL / L 胎牛血清的培养液。
将细胞分为聚焦光组、离焦光组、平行光组和空白对照
组,前三组分别接受聚焦光、离焦光和平行光照射。 照射
后加入培养基继续培养,24h 后取出玻片 4%多聚甲醛室
温固定 20min,冲洗、晾干。 按试剂盒提供步骤进行标本

染色,一抗为抗 TGF-茁2,阴性对照组用 PBS 代替一抗。
DAB 显色,中性树脂封片,显微镜观察。 胞质呈棕黄色染

色者为 TGF-茁2表达阳性细胞。 用病理 VISTA 图像分析
软件测量单位面积中阳性颗粒平均光密度值 ( optical
density,OD),OD 值越大说明阳性程度越强。
1.2. 4实时荧光定量 PCR 检测 RPE 细胞 TGF-茁2mRNA
的表达摇 将第 3 ~ 5 代 RPE 细胞按 1伊109 接种于玻底直

径为 2cm 的玻底培养皿上,照射后 24h 采集细胞。 采用
Trizol 一步法提取细胞总 RNA。 用 756 型紫外分光光度
计测 量 OD260 / OD280 比 值, 检 测 RNA 的 纯 度。 根 据

Genebank 上查到的豚鼠 TGF-茁2 基因组全序列设计引

物:(1) TGF-茁2 引物序列:上游:5蒺 -CCCAGAGTGGTTGT
CCTTTGA-3蒺;下游:5蒺-GCGGAGCGTGTTATCTTTGCT-3蒺;
(2)内参 GAPDH 引物序列:上游:5蒺-TGAACGGGAAGCT
CACTGG- 3蒺;下游:5蒺 - GCTTCACCACCTTCTTGATG - 3蒺;
PCR 热循环参数:96益 4min,然后三步反应:94益 30s,
58益 30s,72益 30s,进行 40 个循环,于每个循环第 3 步
(72益 30s)收集荧光信号。 扩增完毕后,进入结果分析
界面,PCR 仪自动生成荧光值曲线图。 以 GAPDH 为内参

照基因,与对照组相比,将 CT值进行转换得到目的基因
表达的相对定量( relative quantification,RQ)值,将 RQ 值
用于统计分析。
摇 摇 统计学分析:采用 SPSS 13. 0 统计软件对数据进行

统计分析。 各组数据均为计量资料,以均数依标准差(軃x依s)
表示。 组间差异行完全随机单因素方差分析,取检验水
准 琢=0. 05。
2 结果

2. 1 细胞培养及鉴定结果 摇 原代培养:刚分离下的豚鼠
RPE 细胞为圆形,胞体透亮,含一定量黑色素颗粒,镜下
看不清胞核。 48 ~ 72h 细胞开始贴壁,伸出伪足,变成扁
平不规则多角形或梭形,可见清晰透明的圆形细胞核
(图 1),5 ~ 6d 迅速分裂增殖,约 7 ~ 9d 细胞基本单层融
合(图 2)。 传代细胞生长活跃 4 ~ 6d 后达融合状态。
RPE 细胞在体外不能合成黑色素颗粒,随着传代次数的
增加,胞浆内的黑色素颗粒逐渐减少,4 ~ 5 代细胞内无
明显的色素颗粒。 传代培养 :传代接种细胞密度为

1伊105 / mL,约 4h 左右贴壁,按 1颐2 传代,4 ~ 6d 传代一次。
细胞免疫组织化学法鉴定显示,RPE 细胞 Keratin 染色强
阳性(图 3),胞浆内可见棕黄色阳性反应产物。
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图 1摇 刚贴壁的 RPE细胞(伊200)。

图 2摇 融合的 RPE细胞(伊400)。

图 3摇 免疫组化染色鉴定 RPE细胞(伊400) 摇 A:Keratin(++);
B:Vimentin(+);C:Desmin(-);D:S-100(-)。

2.2免疫细胞化学测定 RPE细胞中 TGF-茁2的表达摇 RPE
细胞胞浆和胞核均有 TGF-茁2表达(图 4)。 经图像分析,
聚焦光组、离焦光组、平行光组和空白对照组的 OD 值分
别为 0. 38依0. 01,0. 36依0. 00,0. 34依0. 02 和 0. 34依0. 01,
差异有统计学意义(F = 11. 08,P <0. 05),光照形式对
TGF-茁2的表达有影响,其中聚焦光组 OD 值明显高于其
它,其次为离焦光组。 多重比较结果显示,平行光组和空
白对照组 TGF-茁2 的表达变化无明显统计学意义(P >
0郾 05)。
2. 3 RTFQ-PCR 测定 RPE 细胞 TGF-茁2 mRNA 的
表达 摇 RPE 细胞总 RNA 经 10g / L 琼脂糖凝胶电泳,28S
和 18S 条带清晰,28S 颐18S抑2颐1,5S 条带较弱、且弥散,表
明所提取的 RNA 完整,无明显降解。 OD260 / OD280 >1. 8,在
1. 8 ~ 2. 0 之间,表明提取的 RNA 纯度较高,污染很少,可
用于后续反转录反应(图 5)。 聚焦光组、离焦光组、平行
光组和空白对照组 RPE 细胞 TGF-茁2 mRNA 表达量的
RQ 值分别是 4. 58依0. 19,2. 34依0. 16,1. 78依0. 09 和 0. 92依
0. 05,组间比较有显著统计学差异(F = 133. 01,P<0. 05,
图 6)。

图 4摇 各组 RPE细胞 TGF-茁2的表达摇 A:聚焦光组;B 离焦光
组;C 平行光组;D 空白对照组。

图 5摇 RPE细胞总 RNA凝胶电泳图。

图 6摇 各组 RPE细胞 TGF-茁2 mRNA 表达荧光曲线图。

3 讨论
3. 1 RPE细胞及 TGF-茁2的特性摇 RPE 层位于视网膜神
经上皮层之后、脉络膜之前,由胚胎视泡的神经外胚层细
胞高度分化而来的单层 RPE 细胞排列组成,在维持神经
视网膜功能及保持视力方面有着至关重要的功能[8]。
RPE 细胞的主要作用有:(1)吞噬作用:吞噬光感受器细
胞外节膜盘,保证视觉细胞外节的更新及维持正常视觉;
(2)转运作用:传递光感受器进行新陈代谢所需的物质,
从脉络膜毛细血管向光感受器转运液体、盐及代谢物质;
(3)保证视网膜成像:RPE 细胞中的色素颗粒可减少来
自巩膜的反射光,捕捉光传导过程中未被光感受器的光
子,防止光的散射和反射,使视网膜成像清晰;(4)分泌作
用:分泌多种生物活性物质,包括神经递质、激素、生长因
子[9],影响眼球的生长和发育、维持眼内的免疫状态。
摇 摇 多数学者认为,在近视形成的过程中,近视信号首先
作用于 RPE 细胞,产生近视相关因子,通过与相应受体
结合,作用于视网膜、脉络膜及巩膜的效应细胞,调控巩
膜的生长代谢状态,控制近视的发生、发展[10]。 在 RPE
细胞分泌的众多生物活性因子中,TGF-茁2是目前研究较
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多的近视相关因子之一。 Seko 等[2] 发现 TGF-茁2在形觉
剥夺性近视眼的 RPE、脉络膜和巩膜上明显增高。 因此
本实验以 RPE 细胞为实验对象,观察不同光照形式对
RPE 细胞分泌 TGF-茁2的影响。
3. 2 光照与近视的关系 摇 脊椎动物刚出生时,眼球处于
远视状态。 伴随眼球的生长,屈光状态发生改变。 正视
化被认为是在外界视觉环境的刺激下,角膜和晶状体的
折射力及其他屈光介质积极与眼轴长度协调发展的过
程。 长期大量的近距离工作,神经递质如多巴胺、血管活
性肠肽、胰高血糖素的异常分泌以及不正确的光刺激会
干扰正视化过程,导致近视[11]。 不正确的视觉信号输入
是影响眼球和视觉系统发育的关键因素[12]。 陈冬红[7]

用照度相同、波长分别为 772,590 和 480nm 的单色光照
射体外培养的人胚 RPE 细胞 24 ~ 96h,光照组 RPE 细胞
的生长速度均较对照组缓慢,其中蓝光组细胞生长最慢,
认为可能是由于不同色光的能量不同而造成的。 照射后
不同时间 TGF-茁2和 bFGF 的分泌量也是不同的,蓝光照
射组 TGF-茁2和 bFGF 表达量最低,说明不同色光可直接
影响 RPE 细胞的分泌。 本实验设计用聚焦光线和离焦
光线对 RPE 细胞进行照射,观察不同的光照形式是否也
会对 RPE 细胞的分泌产生影响。
3. 3 相关实验条件的选择摇 目前在光照体外培养 RPE 细
胞的研究中,多是观察光照对 RPE 细胞的光损伤,所用
光照度较大,而在不损伤 RPE 细胞的情况下观察光照对
RPE 细胞分泌影响的研究较少,且多用不同波长的有色
光。 本实验通过体外培养幼年豚鼠 RPE 细胞,采用较低
照度的可见光及较短的照射时间,观察光照对体外 RPE
细胞的分泌影响。
摇 摇 周咏东等[13]发现照度为 500Lux 的可见光已经可以
造成 RPE 细胞的轻度损伤,超过 500Lux 后,RPE 细胞的
凋亡和坏死显著增加,因此本实验的照度至少应该是在
500Lux 以下。 而国家规定,书写、阅读时写字台台面的照
度应在 300 ~ 500Lux,说明人类在近距离用眼时局部环境
照度是 300 ~ 500Lux,那么进入人眼的照度会是多少? 崔
浩等[14]以照度计评测兔眼组织的通光性能,结果表明新
鲜离体角膜和晶状体的光衰减率加起来平均约为 40% 。
如果以这一衰减率计算的话,300 ~ 500Lux 的光照透过眼
组织进入眼内、落到视网膜上至少是 180 ~ 300Lux。 因此
本实验将 300Lux 作为光照度水平,更接近活体 RPE 细胞
在近距离用眼时所接受的照度,又能保证不会损伤 RPE
细胞。 光照是在培养箱外进行,由于还要继续培养,离开
培养箱的时间不宜过长,因此本实验将光照时间定为 30min。
3. 4 本实验的发现 摇 免疫细胞化学结果显示,空白对照
组 RPE 细胞的胞核和胞浆均有 TGF-茁2表达,RT-PCR 结
果中,空白对照组也检测到 TGF-茁2 mRNA 的表达,再次
证实 RPE 细胞能分泌 TGF-茁2。 接受不同形式光照后,
免疫细胞化学发现,TGF-茁2的表达是聚焦光组>离焦光

组>平行光组 =空白对照组,而 RTFQ-PCR 检测 TGF-茁2

mRNA 的表达是聚焦光组>离焦光组>平行光组>空白对
照组,两种检测方法的结果具有一致性,均表明聚焦光组
和离焦光组的促进作用较其它各组明显,说明光线在
RPE 细胞上的不同聚焦状态能对其分泌产生影响。
摇 摇 近视相关因子已经发现了若干种,得到诸多研究证
实的主要有 TGF-茁2,bFGF 和 HGF,而远视相关因子目前
尚未见报道。 我们推测,光学离焦在影响屈光状态发展
时,是否具有相同的启动因子,只是由于其浓度变化的不
同而信号传导通路不同,从而对眼球的生长发育产生了
截然相反的影响。 另外,光线在 RPE 细胞上的聚焦形式
对其分泌活动产生影响,是否说明 RPE 细胞对光线的入
射角度很敏感,这些推测都有待于进一步研究证实。 本
实验初步探讨了不同光照形式对体外培养豚鼠 RPE 细
胞的分泌影响,只对 TGF-茁2进行了研究,对其它近视相
关因子是否也会产生影响,还有待于进一步研究。
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