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原花青素通过 ＡＭＰＫ / Ｗｎｔ / β－ｃａｔｅｎｉｎ 通路调节形觉剥夺
性近视豚鼠视网膜自噬作用

刘及福１ꎬ杨笑天１ꎬ２ꎬ郑波汶１ꎬ叶　 辰１ꎬ方美琪１

引用:刘及福ꎬ杨笑天ꎬ郑波汶ꎬ等. 原花青素通过 ＡＭＰＫ / Ｗｎｔ /
β－ｃａｔｅｎｉｎ通路调节形觉剥夺性近视豚鼠视网膜自噬作用. 国际
眼科杂志ꎬ ２０２５ꎬ２５(１２):１９０６－１９１３.

基金项目:佳木斯大学科学技术重点项目 ( Ｎｏ. ＪＭＳＵＳＫＺＸ －
ＺＤ００５)
作者单位:１ (１５４００７) 中国黑龙江省佳木斯市ꎬ佳木斯大学ꎻ
２(１５４００７)中国黑龙江省佳木斯市ꎬ佳木斯大学第一附属医院
眼科
作者简介:刘及福ꎬ男ꎬ在读硕士研究生ꎬ研究方向:近视预防及
临床研究ꎮ
通讯作者:杨笑天ꎬ女ꎬ副主任医师ꎬ硕士研究生导师ꎬ研究方向:
眼底病及斜视基础及临床研究. ９４９６６３１１９＠ ｑｑ.ｃｏｍ
收稿日期: ２０２５－０５－２３ 　 　 修回日期: ２０２５－１０－２４

摘要
目的:探究原花青素通过 ＡＭＰＫ / Ｗｎｔ / β－ｃａｔｅｎｉｎ 通路对形
觉剥夺性近视豚鼠视网膜自噬与凋亡的调控作用ꎮ
方法:将 ５０ 只豚鼠随机分为正常对照组、近视模型组、原花
青素低、中、高剂量组(２５、５０、１００ ｍｇ / ｋｇ)ꎬ采用带状光检影
镜与 Ａ 超测量右眼屈光度与眼轴长度ꎬＨＥ 染色观察视网
膜病理变化ꎮ 免疫组化检测视网膜中ｐ－ＡＭＰＫ、ｐ－ｍＴＯＲ
表达ꎬ免疫荧光检测视网膜中 ｐ６２、ＬＣ３ 表达ꎬＴＵＮＥＬ 染色
检测视网膜细胞凋亡情况ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测视网膜中
ＡＭＰＫ / Ｗｎｔ / β－ｃａｔｅｎｉｎ 通路、自噬相关蛋白(ｐ６２、Ｂｅｃｌｉｎ１、
ＬＣ３－ ＩＩ / ＬＣ３ － Ｉ)、凋亡相关蛋白 ( Ｂａｘ、 Ｂｃｌ－２、 Ｃｌｅａｖｅｄ －
Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ３)表达情况ꎮ
结果:与正常对照组相比ꎬ近视模型组屈光度显著降低ꎬ眼
轴长度显著增加(均 Ｐ<０.０５)ꎻ视网膜细胞排列稀疏且厚
度变薄ꎬ视网膜中 ｐ－ＡＭＰＫ 显著降低ꎬｐ－ｍＴＯＲ 显著增加
(均 Ｐ<０.０５)ꎬＡＭＰＫ－Ｗｎｔ / β－ｃａｔｅｎｉｎ 通路被抑制ꎻｐ６２ 显
著增加、ＬＣ３ 显著降低(均 Ｐ<０.０５)ꎬ自噬被抑制ꎻＢａｘ 与
Ｃｌｅａｖｅｄ－Ｃａｓｐａｓｅ３ 显著增加、Ｂｃｌ－２ 显著降低ꎬ细胞凋亡显
著增加(均 Ｐ<０.０５)ꎮ 与近视模型组相比ꎬ原花青素各剂
量组均可显著抑制屈光度降低与眼轴长度增加(均 Ｐ<
０.０５)ꎬ恢复视网膜细胞排列与厚度ꎬ激活 ＡＭＰＫ / Ｗｎｔ / β－
ｃａｔｅｎｉｎ 通路ꎬ显著增加 ｐ－ＡＭＰＫ 表达ꎬ抑制 ｐ－ｍＴＯＲ 表达
(均 Ｐ<０.０５)ꎻ显著抑制 ｐ６２ 表达ꎬ增加 Ｂｅｃｌｉｎ１ 与 ＬＣ３－ＩＩ /
ＬＣ３－Ｉ 表达(均 Ｐ<０.０５)ꎬ激活视网膜自噬ꎻ显著抑制 Ｂａｘ
与 Ｃｌｅａｖｅｄ－Ｃａｓｐａｓｅ３ 表达ꎬ增加 Ｂｃｌ－２ 表达(均 Ｐ<０.０５)ꎬ
抑制视网膜细胞凋亡ꎮ
结论:原花青素通过激活 ＡＭＰＫ/ Ｗｎｔ / β－ｃａｔｅｎｉｎ 通路增强视
网膜自噬ꎬ抑制视网膜细胞凋亡ꎬ预防或缓解近视的发生ꎮ
关键词:原花青素ꎻ形觉剥夺性近视ꎻ ＡＭＰＫ / Ｗｎｔ / β －
ｃａｔｅｎｉｎ 通路ꎻ视网膜自噬与凋亡
ＤＯＩ:１０.３９８０ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７２－５１２３.２０２５.１２.０２

Ｐｒｏａｎｔｈｏｃｙａｎｉｄｉｎｓ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｒｅｔｉｎａｌ
ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｉｎ ｆｏｒｍ － ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ ｍｙｏｐｉｃ
ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ＡＭＰＫ / Ｗｎｔ / β －
ｃａｔｅｎｉｎ ｐａｔｈｗａｙ

Ｌｉｕ Ｊｉｆｕ１ꎬ Ｙａｎｇ Ｘｉａｏｔｉａｎ１ꎬ２ꎬ Ｚｈｅｎｇ Ｂｏｗｅｎ１ꎬ Ｙｅ
Ｃｈｅｎ１ꎬ Ｆａｎｇ Ｍｅｉｑｉ１

Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｉｔｅｍ:Ｋｅｙ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｊｉａｍｕｓｉ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ (Ｎｏ.ＪＭＳＵＳＫＺＸ－ＺＤ００５)
１Ｊｉａｍｕｓｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｊｉａｍｕｓｉ １５４００７ꎬ Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ
Ｃｈｉｎａꎻ ２Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ
Ｊｉａｍｕｓｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｊｉａｍｕｓｉ １５４００７ꎬ Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｔｏ: Ｙａｎｇ Ｘｉａｏｔｉａｎ. Ｊｉａｍｕｓｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｊｉａｍｕｓｉ
１５４００７ꎬ Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａꎻ Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ
Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｊｉａｍｕｓｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ
Ｊｉａｍｕｓｉ １５４００７ꎬ Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ. ９４９６６３１１９ ＠
ｑｑ.ｃｏｍ
Ｒｅｃｅｉｖｅｄ:２０２５－０５－２３　 　 Ａｃｃｅｐｔｅｄ:２０２５－１０－２４

Ａｂｓｔｒａｃｔ
• ＡＩＭ: Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ
ｐｒｏａｎｔｈｏｃｙａｎｉｄｉｎｓ ｏｎ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｒｅｔｉｎａｓ ｏｆ ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇｓ ｗｉｔｈ ｆｏｒｍ－ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ ｍｙｏｐｉａ ｖｉａ
ｔｈｅ ＡＭＰＫ / Ｗｎｔ / β－ｃａｔｅｎｉｎ ｐａｔｈｗａｙ.
•ＭＥＴＨＯＤＳ:Ｆｉｆｔｙ ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ
ａ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ａ ｍｙｏｐｉａ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ａｎｄ ｌｏｗ－
ｄｏｓｅꎬ ｍｅｄｉｕｍ－ｄｏｓｅꎬ ａｎｄ ｈｉｇｈ－ ｄｏｓｅ ｐｒｏａｎｔｈｏｃｙａｎｉｄｉｎｓ
ｇｒｏｕｐｓ ( ２５ꎬ ５０ ａｎｄ １００ ｍｇ/ ｋｇ) . Ｒｅｆｒａｃｔｉｖｅ ｐｏｗｅｒ ａｎｄ
ａｘｉａｌ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｒｉｇｈｔ ｅｙｅ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｕｓｉｎｇ ａ
ｒｅｔｉｎｏｓｃｏｐｅ ａｎｄ Ａ － ｓｃａｎ ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ. Ｒｅｔｉｎａｌ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ
ｃｈａｎｇｅｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｖｉａ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ.
Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｐ －ＡＭＰＫ ａｎｄ ｐ －ｍＴＯＲ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｔｉｎａ. Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ
ｐ６２ ａｎｄ ＬＣ３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ. ＴＵＮＥＬ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｒｅｔｉｎａｌ
ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｅｘａｍｉｎｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ＡＭＰＫ / Ｗｎｔ / β－ｃａｔｅｎｉｎ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ
ａｕｔｏｐｈａｇｙ (ｐ６２ꎬ Ｂｅｃｌｉｎ１ꎬ ＬＣ３－ ＩＩ / ＬＣ３－ Ｉ)ꎬ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ－
ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ( Ｂａｘꎬ Ｂｃｌ － ２ꎬ Ｃｌｅａｖｅｄ － Ｃａｓｐａｓｅ３ꎬ
Ｃａｓｐａｓｅ３) ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｔｉｎａ.
• ＲＥＳＵＬＴＳ: Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ
ｍｙｏｐｉａ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｗｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ
ｒｅｆｒａｃｔｉｖｅ ｐｏｗｅｒ ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ａｘｉａｌ ｌｅｎｇｔｈ
(ｂｏｔｈ Ｐ < ０.０５)ꎻ ｒｅｔｉｎａｌ ｃｅｌｌ ａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔ ｂｅｃａｍｅ ｓｐａｒｓｅ
ａｎｄ ｒｅｔｉｎａｌ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ ｔｈｉｎｎｅｄ. Ｔｈｅ ｐ－ＡＭＰＫ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｒｅｔｉｎａ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄꎬ ｗｈｉｌｅ ｐ －ｍＴＯＲ ｌｅｖｅｌｓ
ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ( ｂｏｔｈ Ｐ < ０. ０５)ꎬ ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ
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ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＡＭＰＫ －Ｗｎｔ / β － ｃａｔｅｎｉｎ ｐａｔｈｗａｙ. Ｔｈｅ
ｐ６２ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｅｌｅｖａｔｅｄ ａｎｄ ＬＣ３ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ (ｂｏｔｈ Ｐ<０.０５)ꎬ ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ
ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙ. Ｂａｘ ａｎｄ Ｃｌｅａｖｅｄ － Ｃａｓｐａｓｅ３ ｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎬ ｗｈｉｌｅ Ｂｃｌ － ２ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄꎬ ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
(ｂｏｔｈ Ｐ<０.０５) . Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｙｏｐｉａ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ
ａｌｌ ｐｒｏａｎｔｈｏｃｙａｎｉｄｉｎｓ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ
ｒｅｆｒａｃｔｉｖｅ ｅｒｒｏｒ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ａｘｉａｌ ｌｅｎｇｔｈ ｇｒｏｗｔｈ (ｂｏｔｈ
Ｐ< ０. ０５)ꎬ ｒｅｓｔｏｒｅｄ ｒｅｔｉｎａｌ ｃｅｌｌ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ａｎｄ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓꎬ
ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｔｈｅ ＡＭＰＫ / Ｗｎｔ / β－ｃａｔｅｎｉｎ ｐａｔｈｗａｙꎬ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｐ－ＡＭＰＫ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬ ａｎｄ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄ ｐ－ｍＴＯＲ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ( ａｌｌ Ｐ < ０. ０５)ꎻ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄ ｐ６２
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ Ｂｅｃｌｉｎ１ ａｎｄ ＬＣ３ － ＩＩ / ＬＣ３ － Ｉ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ( ｂｏｔｈ Ｐ < ０. ０５ )ꎬ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｒｅｔｉｎａｌ
ａｕｔｏｐｈａｇｙꎻ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄ Ｂａｘ ａｎｄ Ｃｌｅａｖｅｄ －
Ｃａｓｐａｓｅ３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ Ｂｃｌ － ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ (ｂｏｔｈ
Ｐ<０.０５)ꎬ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｒｅｔｉｎａｌ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ.
• ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: Ｐｒｏａｎｔｈｏｃｙａｎｉｄｉｎｓ ｅｎｈａｎｃｅ ｒｅｔｉｎａｌ
ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｂｙ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｔｈｅ ＡＭＰＫ / Ｗｎｔ / β － ｃａｔｅｎｉｎ
ｐａｔｈｗａｙꎬ ｔｈｅｒｅｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｒｅｔｉｎａｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ
ｐｒｅｖｅｎｔｉｎｇ ｏｒ ａｌｌｅｖｉａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｏｎｓｅｔ ｏｆ ｍｙｏｐｉａ.
• ＫＥＹＷＯＲＤＳ: ｐｒｏａｎｔｈｏｃｙａｎｉｄｉｎｓꎻ ｆｏｒｍ － ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ
ｍｙｏｐｉａꎻ ＡＭＰＫ － Ｗｎｔ / β － ｃａｔｅｎｉｎ ｐａｔｈｗａｙꎻ ｒｅｔｉｎａｌ
ａｕｔｏｐｈａｇｙ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
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ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ＡＭＰＫ / Ｗｎｔ / β－ｃａｔｅｎｉｎ ｐａｔｈｗａｙ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ(Ｉｎｔ
Ｅｙｅ Ｓｃｉ)ꎬ ２０２５ꎬ２５(１２):１９０６－１９１３.

０引言
全球近视发病率逐年上升ꎬ预计 ２０５０ 年ꎬ近视患者将

占总人口的 ５０％左右ꎬ其发病机制与预防是国际研究的
热点问题之一[１]ꎮ 我国是人口大国ꎬ近视已成为我国重点
关注的公共卫生问题ꎮ 随着自媒体与信息时代的来临ꎬ高
度近视人群已逐渐年轻化ꎬ高度近视可导致视网膜裂孔、
脱离、黄斑出血等视网膜病变ꎬ是常见的致盲原因之一[２]ꎮ
近视尚未有明确的治疗方法ꎬ一般通过矫正与手术进行干
预ꎬ因此ꎬ寻求一种预防或延缓近视发生的药物一直是近
视防控的热点和难点[３]ꎮ

近视引发的视网膜病变主要与炎症、氧化应激、能量
代谢异常、自噬等有关[４]ꎮ 视网膜的结构和生理功能与近
视密不可分ꎬ其中自噬是维持视网膜能量与物质供应的关
键ꎮ 正常水平的自噬可促进细胞代谢产物的合成ꎬ维持视
网膜神经传递与光传导的正常运转ꎬ同时抑制氧化应激避
免视网膜色素上皮细胞异常凋亡[５]ꎮ 自噬水平下降可破
坏细胞内稳态ꎬ调控下游凋亡蛋白表达ꎬ促进视网膜细胞
凋亡ꎬ导致视网膜结构与功能受损ꎬ进一步加重近视的发
生[６]ꎮ 腺苷 ５􀆳 －单磷酸激活的蛋白激酶 ( ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ５􀆳 －
ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ－ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅꎬＡＭＰＫ)是调节能量
代谢的重要激酶ꎬ参与调控多种信号通路转导ꎮ ＡＭＰＫ /
Ｗｎｔ / β－ｃａｔｅｎｉｎ 通路是调控自噬的关键通路之一ꎬＡＭＰＫ
通过磷酸化调节下游 Ｗｎｔ 与 β－连锁蛋白(β－ｃａｔｅｎｉｎ)表
达ꎬβ－ｃａｔｅｎｉｎ 通过调控雷帕霉素靶蛋白(ｍａｍｍａｌｉａｎ ｔａｒｇｅｔ
ｏｆ ｒａｐａｍｙｃｉｎꎬｍＴＯＲ)活性来调节自噬水平[７－８]ꎮ ｍＴＯＲ 是

自噬发生时的核心蛋白ꎬ可调节微管相关蛋白轻链 ３
(ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ １Ａ / １Ｂ ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎ ３ꎬＬＣ３)、
肌球蛋白样 ＢＣＬ２ 结合蛋白 ( ｂｃｌ２ － ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ
Ｂｅｃｌｉｎ１)、泛素结合蛋白 ｐ６２ ( ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ － ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｐ６２ꎬｐ６２)等自噬关键蛋白[９]ꎮ 自噬水平的变化会引起凋
亡相关蛋白的表达异常ꎬ诱导细胞凋亡[１０]ꎮ 调控 ＡＭＰＫ /
Ｗｎｔ / β－ｃａｔｅｎｉｎ 通路调节视网膜细胞自噬水平可能是预防
或缓解近视发生的关键途径之一ꎮ

原花青素属于多酚化合物ꎬ广泛存在于果蔬与植物
中ꎬ具有抗氧化、抗炎、抗肿瘤、增强免疫功能、改善视觉健
康等作用[１１]ꎮ Ｌｉｕ 等[１２] 发现原花青素可减少衰老细胞
(ｓｅｎｅｓｃｅｎｔ ｃｅｌｌｓꎬ ＳｎＣｓ ) 积 累 与 衰 老 相 关 分 泌 表 型
(ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｓｅｃｒｅｔｏｒｙ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅꎬＳＡＳＰ)因子的
分泌ꎬ改善衰老小鼠视网膜的结构和功能损伤ꎮ Ｌｉ 等[１３]

研究表明ꎬ葡萄籽原花青素可调节氧化应激和线粒体功
能ꎬ保护小鼠视网膜神经损伤ꎮ 沙棘花青素可通过减轻氧
化损伤保护神经系统缓解大鼠视网膜损伤[１４]ꎮ 花青素也
可提高夜间视力ꎬ并被用作改善视力健康的补充剂[１５]ꎮ
原花青素保护近视及视网膜损伤的机制鲜有报道ꎬ因此本
课题通过建立形觉剥夺性近视模型ꎬ探究原花青素能否激
活 ＡＭＰＫ－Ｗｎｔ / β－ｃａｔｅｎｉｎ 通路提高视网膜自噬水平ꎬ抑制
视网膜细胞凋亡ꎬ缓解或预防近视导致的视觉功能受损ꎬ
阐明原花青素缓解近视的作用机制ꎬ为近视的防治提供新
的思路与实验基础ꎮ
１材料和方法
１.１材料
１.１.１动物　 ２ 周龄清洁级健康雄性花色豚鼠 ５０ 只ꎬ购自
哈尔滨市双城区新兴镇见林养殖场ꎬ体质量 １２０±１０ ｇꎬ实
验豚鼠无眼部疾病ꎬ饲养于佳木斯大学动物中心ꎬ室温
２２±３ ℃ꎬ昼夜交替光照ꎬ自由饮食ꎮ 生产许可证编号:
ＳＣＸＫ(黑)２０２１－００１ꎬ本研究符合佳木斯大学实验动物伦
理审查(伦理审查编号:２０２５１０)ꎮ
１.１.２主要试剂与药品　 原花青素(上海源叶生物科技有
限公司)ꎻ复方托吡卡胺滴眼液(日本参天制药株式会
社)ꎻ盐酸丙美卡因(南京瑞年百思特制药有限公司)ꎻ
ＡＭＰＫ、ｐ －ＡＭＰＫ、Ｗｎｔ、β － ｃａｔｅｎｉｎ、ｍＴＯＲ、ｐ －ｍＴＯＲ 一抗
(上海亲科生物有限公司)ꎻｐ６２、Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３、Ｂａｘ、Ｂｃｌ－２、
Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃｌｅａｖｅｄ－Ｃａｓｐａｓｅ３、β－ａｃｔｉｎ 一抗(武汉爱博泰克
生物科技有限公司)ꎻＴＵＮＥＬ 凋亡检测试剂盒(瑞士 Ｒｏｃｈｅ
公司)ꎻ苏木素伊红染色试剂盒(大连美仑生物技术公
司)ꎻ柠檬酸钠抗原修复液(北京索莱宝科技有限公司)ꎻ
ＤＡＢ 显色试剂盒(北京索莱宝科技有限公司)ꎻＭａｋｅｒ(美
国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司)ꎻＰＶＤＦ 膜(美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司)ꎻ飞克特
超敏 ＥＣＬ 发光液(大连美仑生物技术公司)ꎻ其余试剂均
为分析纯ꎮ
１.１.３仪器　 ＹＺ２４ 带状光检影镜(苏州六六视觉医疗器械
有限公司)ꎻＫＮ－１８００ 眼科 Ａ 超(上海寰熙医疗器械有限
公司)ꎻＴＧＬ－１６Ｍ 高速冷冻离心机(长沙平凡仪器仪表有
限公司)ꎻＳｙｎｅｒｇｙ ＨＴ 全自动多功能酶标仪(美国 ＢｉｏＴｅｋ
公司)ꎻＲＭ２０１６ 型切片机(德国 Ｌｅｉｃａ 公司)ꎻＣＫＸ３１ 光学
显微镜(日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司)ꎻＤＭ１４００ 荧光显微镜(日本
Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司)ꎻＤＭ４０００Ｂ 图像采集信号分析系统(德国
Ｌｅｉｃａ 公司)ꎬＶＥ－１８０ 型垂直电泳仪(上海天能科技有限
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公司)ꎬＴａｎｏｎ－５２００Ｍｕｌｔｉ 凝胶成像系统(上海天能科技有
限公司)ꎻＩｍａｇｅ－Ｊ 图像分析软件(美国 Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ
ｏｆ Ｈｅａｌｔｈ)ꎮ
１.２方法
１.２.１动物造模及给药 　 豚鼠 ５０ 只采用随机数字法分为
正常对照组、近视模型组、原花青素低、中、高剂量组(２５、
５０、１００ ｍｇ / ｋｇ)ꎬ每组 １０ 只ꎮ 除对照组外ꎬ均采用半透明
眼罩遮盖右眼诱导形觉剥夺性近视模型ꎬ每天早晚检查眼
罩配戴情况与眼部健康状态ꎮ 在造模前开始灌胃给予相
应剂量的原花青素进行干预ꎬ对照组与近视模型组给予相
同体积生理盐水灌胃ꎬ每天 １ 次ꎬ持续 ６ ｗｋꎮ 实验结束后
使用 ３％戊巴比妥钠处死豚鼠ꎬ取右眼球组织分别保存于
４％多聚甲醛与液氮中备用ꎮ
１.２.２ 屈光度与眼轴长度检测　 屈光度检测前使用 ５％复
方托吡卡胺滴眼液散瞳ꎬ每 ５ ｍｉｎ １ 次ꎬ共 ４ 次ꎮ 眼轴长度
检测前使用 １％盐酸丙美卡因麻醉眼部表面ꎬ以角膜前顶
点到视网膜前表面的距离为眼轴长度ꎬＡ 超参数设置:前
房、玻璃体腔、晶状体的传播速度分别为 １ ５５７、１ ５４０、
１ ７２３ ｍ / ｓꎮ 由同一位有经验的验光师使用带状光检影与
Ａ 超ꎬ分别于造模前与造模 ６ ｗｋ 对豚鼠右眼屈光度与眼
轴长度进行测量ꎬ每只右眼重复测量 ３ 次取平均值ꎮ
１.２.３ ＨＥ染色　 取 ４％多聚甲醛中固定保存的眼球组织ꎬ
进行梯度乙醇脱水、透明ꎬ石蜡包埋ꎬ切片(５ μｍ)ꎮ 按说
明书步骤进行苏木素染色 １０ ｍｉｎꎬ流水冲洗后ꎬ伊红染色
５ ｍｉｎꎬ冲洗后ꎬ进行脱水ꎬ二甲苯透明ꎬ封片ꎬ显微镜观察
各组豚鼠视网膜组织病理变化ꎬ使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析全
视网膜厚度、内核层厚度、外核层厚度ꎮ
１.２.４免疫组化　 眼球组织切片经脱蜡水化后ꎬ加入柠檬
酸钠抗原修复液ꎬ微波加热 ５ ｍｉｎꎬ４ 次ꎮ ３％Ｈ２Ｏ２阻断过
氧化酶ꎬ５％的 ＢＳＡ 封闭 ３０ ｍｉｎꎬ滴加 ｐ－ＡＭＰＫ 与 ｐ－ｍＴＯＲ
一抗( １ ∶ １００)ꎬ４ ℃ 下孵育过夜ꎬ滴加二抗ꎬ３７ ℃ 孵育
３０ ｍｉｎꎬＤＡＢ 显色后经苏木素染核ꎬ脱水透明后封片ꎬ光学
显微 镜 下 拍 照ꎬ 采 用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软 件 分 析 豚 鼠 视 网 膜
ｐ－ＡＭＰＫ与 ｐ－ｍＴＯＲ 相对光密度ꎮ
１.２.５免疫荧光检测豚鼠视网膜 ｐ６２ 与 ＬＣ３ 表达 　 按上
述免疫组化方法进行常规组织切片处理ꎬ加入 ｐ６２ 与 ＬＣ３
一抗(１∶ ５０)ꎬ４ ℃过夜ꎻ滴加荧光标记二抗ꎬ３７ ℃避光孵
育 １ ｈꎬ滴加 ＤＡＰＩ 染核ꎬ３７ ℃避光孵育 １５ ｍｉｎꎬ加入抗荧
光淬灭剂ꎬ封片ꎬ荧光显微镜采集图像ꎬＩｍａｇｅ Ｊ 软件分析
ｐ６２ 与 ＬＣ３ 相对荧光强度ꎮ
１.２.６ ＴＵＮＥＬ染色　 使用 ＴＵＮＥＬ 染色检测豚鼠视网膜细
胞凋亡情况ꎬ取眼球组织切片常规脱蜡、水化、洗涤后ꎬ用
ＰＢＳ 稀释 Ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ Ｋ 工作液ꎬ使其终浓度为 ２０ μｇ / ｍＬꎮ
每个切片滴加 １００ μＬ 的 Ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ Ｋ 于 ３７ ℃孵育 １０ ｍｉｎ
进行通透ꎮ 避光配置 ＴＵＮＥＬ 染色工作液滴加于切片上ꎬ
３７ ℃ 孵育 ３０ ｍｉｎꎬ ＤＡＰＩ 复染细胞核ꎬ室温避光反应
１０ ｍｉｎꎬ加入抗荧光淬灭剂ꎬ封片ꎬ荧光显微镜拍摄ꎬ通过
Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析计算细胞凋亡率ꎮ
１.２.７ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ　 使用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 技术检测豚鼠视网
膜中 ＡＭＰＫ / Ｗｎｔ / β－ｃａｔｅｎｉｎ 通路、自噬蛋白、凋亡蛋白表
达情况ꎬ取液氮中眼球分离出视网膜组织ꎬ按说明书比例
加入 ＲＩＰＡ 裂解液ꎬ冰上均匀研磨后ꎬ超声破碎 ３ 次ꎬ０ ℃
静置 ３０ ｍｉｎꎬ低温 １２ ５００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ 后取上清液ꎬ
ＢＣＡ 测定蛋白含量ꎬ计算每孔上样量为 １５ μｇꎮ 进行 ＳＤＳ－

ＰＡＧＥ 电泳ꎬ电压 １００ Ｖꎬ电泳 １２０ ｍｉｎ 后转移至 ＰＶＤＦ 膜
上ꎬ５％ＢＳＡ 于 ３７ ℃ 封闭 １ ｈꎬ按说明书稀释比例滴加
ＡＭＰＫ、ｐ －ＡＭＰＫ、Ｗｎｔ、β － ｃａｔｅｎｉｎ、ｍＴＯＲ、ｐ －ｍＴＯＲ、ｐ６２、
Ｂｅｃｌｉｎ１、 ＬＣ３、 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ － ２、 Ｃａｓｐａｓｅ３、 Ｃｌｅａｖｅｄ － Ｃａｓｐａｓｅ３、
β－ａｃｔｉｎ一抗ꎬ孵育过夜后回收一抗ꎬＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次ꎬ滴加
对应二抗(１∶ １００００)ꎬ３７ ℃摇床孵育 １ ｈꎬＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次ꎬ
ＥＣＬ 显影ꎻ每组随机选取 ３ 个样本进行检测ꎬ采用软件
Ｉｍａｇｅ Ｊ 对条带进行光密度分析ꎮ

统计学分析:用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９.０ 软件进行统计分
析ꎮ 所有数据均为计量资料ꎬ表示为平均值 ±标准差

(􀭰ｘ±ｓ)ꎬ两组间比较采用 Ｓｔｕｄｅｎｔ􀆳ｓ ｔ 检验ꎬ多组间采用单因
素方差分析(Ｏｎｅ －Ｗａｙ ＡＮＯＶＡ)ꎬ多组间存在差异ꎬ采用
ＬＳＤ－ｔ 检验进行两两比较ꎬＰ<０.０５ 为差异具有统计学意义ꎮ
２结果
２.１ 各组豚鼠屈光度与眼轴长度比较 　 造模前各组豚鼠
屈光度与眼轴长度差异无统计学意义(均 Ｐ>０.０５)ꎬ见
表 １ꎮ 造模 ６ ｗｋ 后ꎬ与正常对照组相比ꎬ近视模型组豚鼠
屈光度显著下降(Ｐ<０.０５)ꎬ眼轴长度显著增加(Ｐ<０.０５)ꎬ
表明近视模型造模成功ꎮ 与近视模型组相比ꎬ原花青素各
剂量组均可显著抑制近视模型的屈光度下降与眼轴长度
增加(均 Ｐ<０.０５)ꎬ减轻近视程度ꎬ其中原花青素高剂量组
抑制效果更为明显ꎮ
２.２ ＨＥ 染色分析各组豚鼠视网膜病理变化　 正常对照组
豚鼠视网膜组织结构清晰ꎬ排列整齐ꎬ未见明显病变ꎮ 与
正常对照组相比ꎬ近视模型组视网膜组织结构出现异常ꎬ
全视网膜、内核层、外核层厚度均显著变薄(均 Ｐ<０.０５)ꎬ
且伴随水肿与细胞核肿大ꎮ 原花青素各剂量组豚鼠视网
膜结构层次趋于正常ꎬ组织结构排列有序ꎬ有效抑制视网
膜厚度变薄(均 Ｐ<０.０５)ꎬ组织水肿减轻ꎬ其中原花青素高
剂量组效果最为显著ꎬ见表 ２ꎬ图 １ꎮ
２.３ 各组豚鼠视网膜 ｐ－ＡＭＰＫ 和 ｐ－ｍＴＯＲ 免疫组化及
ＡＭＰＫ / Ｗｎｔ / β－ｃａｔｅｎｉｎ通路比较　 免疫组化结果见表 ３ꎬ
图 ２ＡꎬＢꎬｐ－ＡＭＰＫ 与 ｐ－ｍＴＯＲ 阳性表达主要集中在视网
膜细胞质与细胞核中(图 ２ 中箭头所示)ꎮ 与正常对照组
相比ꎬ近视模型组视网膜细胞中 ｐ－ＡＭＰＫ 阳性表达显著
降低ꎬｐ－ｍＴＯＲ 阳性表达显著增加(均 Ｐ<０.０５)ꎻ与近视模
型组相比ꎬ原花青素各剂量组均可显著增加 ｐ－ＡＭＰＫ 阳
性表达ꎬ抑制 ｐ－ｍＴＯＲ 阳性表达(均 Ｐ<０.０５)ꎬ其中原花青
素高剂量组效果最为显著ꎮ 进一步对 ＡＭＰＫ / Ｗｎｔ / β －
ｃａｔｅｎｉｎ 通路检测ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果见图 ２Ｃꎬ表 ４ꎬ与对照
组相比ꎬ近视模型组中 ｐ－ＡＭＰＫ / ＡＭＰＫ、Ｗｎｔ、β－ｃａｔｅｎｉｎ 蛋
白表达显著降低(均 Ｐ<０.０５)ꎬｐ－ｍＴＯＲ / ｍＴＯＲ 蛋白表达显
著增加(均 Ｐ<０.０５)ꎬ表明模型中 ＡＭＰＫ / Ｗｎｔ / β－ｃａｔｅｎｉｎ 通
路被抑制ꎻ与近视模型组相比ꎬ原花青素各剂量组均可显著
激活 ＡＭＰＫ / Ｗｎｔ / β－ｃａｔｅｎｉｎ 通路(均 Ｐ<０.０５)ꎬ原花青素高
剂量组激活作用优于原花青素低、中剂量组(均 Ｐ<０.０５)ꎮ
２.４ 原花青素对近视豚鼠视网膜自噬的影响 　 免疫荧光
结果见表 ５ꎬ图 ３ＡꎬＢꎬｐ６２ 阳性表达主要集中在视网膜细
胞质与细胞核中ꎬＬＣ３ 阳性表达主要集中在视网膜细胞质
中(图 ３ 中箭头所示)ꎮ 与正常对照组相比ꎬ近视模型组
视网膜细胞中 ｐ６２ 阳性表达显著增加ꎬＬＣ３ 阳性表达显著
降低ꎻ与近视模型组相比ꎬ原花青素各剂量组均可显著抑
制 ｐ６２ 阳性表达ꎬ增加 ＬＣ３ 阳性表达(Ｐ<０.０５)ꎬ其中原花
青素高剂量组效果最为显著ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果见图 ３Ｃꎬ
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表 ６ꎬ与正常对照组相比ꎬ近视模型组视网膜中 ｐ６２ 蛋白
显著增加ꎬＢｅｃｌｉｎ１ 与 ＬＣ３－ＩＩ / ＬＣ３－Ｉ 蛋白显著降低(均 Ｐ<
０.０５)ꎬ表明近视豚鼠视网膜自噬水平降低ꎮ 与近视模型

组相比ꎬ原花青素各剂量组均可显著逆转这一变化(均 Ｐ<
０.０５)ꎬ增加视网膜自噬水平ꎬ其中原花青素高剂量组效果
优于原花青素低、中剂量组(均 Ｐ<０.０５)ꎮ

图 １　 各组豚鼠视网膜 ＨＥ染色结果　 图中黑色箭头表示视网膜层ꎮ

表 １　 各组豚鼠屈光度与眼轴长度比较 (ｎ＝ ８ꎬ􀭰ｘ±ｓ)

组别
屈光度(Ｄ)

造模前 造模 ６ ｗｋ
眼轴长度(ｍｍ)

造模前 造模 ６ ｗｋ
正常对照组 ３.６６±０.０８ １.５６±０.１９ ７.３６±０.１８ ７.７１±０.１６
近视模型组 ３.６１±０.１４ －２.４８±０.２９ａ ７.３９±０.１３ ８.２６±０.１４ａ

原花青素低剂量组 ３.５９±０.１６ －１.７３±０.１１ａꎬｃ ７.３８±０.１６ ８.０９±０.２２ａ

原花青素中剂量组 ３.６２±０.１１ －０.６７±０.１５ａꎬｃꎬｅ ７.３３±０.２４ ７.８６±０.１４ａꎬｃ

原花青素高剂量组 ３.６５±０.１２ －０.２９±０.０７ａꎬｃꎬｅꎬｇ ７.３６±０.１９ ７.８２±０.１７ａꎬｃ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ ０.１６ ２２１.８０ ０.１１ ５.９６
Ｐ ０.９５ <０.００１ ０.９７ ０.０１０

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ 正常对照组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ 近视模型组ꎻｅＰ<０.０５ ｖｓ 原花青素低剂量组ꎻｇＰ<０.０５ ｖｓ 原花青素中剂量组ꎮ

表 ２　 各组豚鼠视网膜组织全视网膜和内核层及外核层厚度比较 (ｎ＝ ３ꎬ􀭰ｘ±ｓꎬμｍ)
组别 全视网膜厚度 内核层厚度 外核层厚度

正常对照组 ２５７.５４±５.４２ ４４.１４±３.５２ ５５.７４±３.１９
近视模型组 １２９.３５±６.０４ａ ２５.２１±３.９９ａ ３４.２４±３.３５ａ

原花青素低剂量组 １５４.４６±３.６８ａꎬｃ ２７.４６±３.５２ａꎬｃ ３７.６２±３.８７ａꎬｃ

原花青素中剂量组 ２１６.３７±９.６４ａꎬｃꎬｅ ３５.４１±３.１２ａꎬｃꎬｅ ４６.６７±５.７７ｃꎬｅ

原花青素高剂量组 ２３６.８１±６.１３ａꎬｃꎬｅꎬｇ ３７.２９±３.８３ｃꎬｅꎬｇ ５０.０３±７.５６ｃꎬｅꎬｇ

Ｆ １１.９６ １３.３７ ９.２４
Ｐ <０.００１ <０.００１ ０.００２

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ 正常对照组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ 近视模型组ꎻｅＰ<０.０５ ｖｓ 原花青素低剂量组ꎻｇＰ<０.０５ ｖｓ 原花青素中剂量组ꎮ

表 ３　 各组豚鼠视网膜 ｐ－ＡＭＰＫ和 ｐ－ｍＴＯＲ免疫组化相对光密度分析 (ｎ＝ ３ꎬ􀭰ｘ±ｓ)
组别 ｐ－ＡＭＰＫ 相对光密度 ｐ－ｍＴＯＲ 相对光密度

正常对照组 ０.９７±０.０３ ０.９８±０.１１
近视模型组 ０.２９±０.０５ａ １.６８±０.０７ａ

原花青素低剂量组 ０.３９±０.０４ａꎬｃ １.４４±０.０９ａꎬｃ

原花青素中剂量组 ０.５５±０.０４ａꎬｃꎬｅ １.３２±０.１０ａꎬｃꎬｅ

原花青素高剂量组 ０.６７±０.０５ａꎬｃꎬｅꎬｇ １.１１±０.０６ｃꎬｅꎬｇ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ １００.６１ ２６.１５
Ｐ <０.００１ <０.００１

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ 正常对照组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ 近视模型组ꎻｅＰ<０.０５ ｖｓ 原花青素低剂量组ꎻｇＰ<０.０５ ｖｓ 原花青素中剂量组ꎮ
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２.５原花青素对近视豚鼠视网膜凋亡的影响 　 ＴＵＮＥＬ 染
色与 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果见表 ７ꎬ图 ４ꎬＴＵＮＥＬ 染色阳性表达
为绿色荧光ꎬ主要表达在细胞核中(图 ４ 中箭头所示)ꎬ阳
性表达代表细胞凋亡程度ꎮ 与正常对照组相比ꎬ近视模型
组视网膜 ＴＵＮＥＬ 阳性表达增加ꎬ细胞凋亡率升高(Ｐ <
０.０５)ꎬＢａｘ 与 Ｃｌｅａｖｅｄ－Ｃａｓｐａｓｅ３ / Ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达增加ꎬ

Ｂｃｌ－２ 蛋白降低(均 Ｐ<０.０５)ꎻ表明近视豚鼠视网膜凋亡
损失加重ꎮ 与近视模型组相比ꎬ原花青素各剂量组均可显
著抑制 ＴＵＮＥＬ 阳性表达ꎬ抑制 Ｂａｘ 与 Ｃｌｅａｖｅｄ－Ｃａｓｐａｓｅ３ /
Ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达ꎬ增加 Ｂｃｌ－２ 蛋白表达(均 Ｐ<０.０５)ꎬ降
低视网膜凋亡水平ꎮ 其中原花青素高剂量组抑制视网膜
细胞凋亡效果优于原花青素低、中剂量组(均 Ｐ<０.０５)ꎮ

图 ２　 各组豚鼠视网膜中 ｐ－ＡＭＰＫ及 ｐ－ｍＴＯＲ免疫组化及 ＡＭＰＫ / Ｗｎｔ / β－ｃａｔｅｎｉｎ通路比较　 Ａ:各组豚鼠视网膜 ｐ－ＡＭＰＫ 免疫组
化结果ꎻＢ:各组豚鼠视网膜 ｐ－ｍＴＯＲ 免疫组化结果ꎻＣ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测视网膜 ＡＭＰＫ / Ｗｎｔ / β－ｃａｔｅｎｉｎ 通路表达ꎮ 图中黑色箭
头表示 ｐ－ＡＭＰＫ 与 ｐ－ｍＴＯＲ 阳性表达ꎮ

表 ４　 各组豚鼠视网膜 ＡＭＰＫ / Ｗｎｔ / β－ｃａｔｅｎｉｎ通路蛋白相对表达量 (ｎ＝ ３ꎬ􀭰ｘ±ｓ)
组别 ｐ－ＡＭＰＫ / ＡＭＰＫ Ｗｎｔ / β－ａｃｔｉｎ β－ｃａｔｅｎｉｎ / β－ａｃｔｉｎ ｐ－ｍＴＯＲ / ｍＴＯＲ
正常对照组 ０.８１±０.０５ ０.８３±０.１２ ０.６６±０.０６ ０.４１±０.０４
近视模型组 ０.３１±０.０４ａ ０.５１±０.０５ａ ０.２２±０.０６ａ ０.９９±０.０９ａ

原花青素低剂量组 ０.４６±０.０５ａꎬｃ ０.５７±０.０７ａ ０.４５±０.０４ａꎬｃ ０.８１±０.０６ａꎬｃ

原花青素中剂量组 ０.５７±０.０７ａꎬｃꎬｅ ０.６８±０.０３ｃꎬｅ ０.５２±０.０８ｃꎬｅ ０.５６±０.０５ｃꎬｅ

原花青素高剂量组 ０.６３±０.０９ａꎬｃꎬｅꎬｇ ０.７６±０.０４ｃꎬｅꎬｇ ０.６１±０.０８ｃꎬｅꎬｇ ０.４３±０.０７ｃꎬｅꎬｇ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ ２４.４２ １１.９８ １９.３３ ４２.３８
Ｐ <０.００１ <０.００１ <０.００１ <０.００１

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ 正常对照组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ 近视模型组ꎻｅＰ<０.０５ ｖｓ 原花青素低剂量组ꎻｇＰ<０.０５ ｖｓ 原花青素中剂量组ꎮ

表 ５　 各组豚鼠视网膜中 ｐ６２ 和 ＬＣ３ 免疫荧光相对荧光强度分析 　 (ｎ＝ ３ꎬ􀭰ｘ±ｓ)
组别 ｐ６２ 相对荧光强度 ＬＣ３ 相对荧光强度

正常对照组 １.０１±０.０７ ０.９９±０.１２
近视模型组 ２.９１±０.２７ａ ０.２３±０.０４ａ

原花青素低剂量组 ２.０５±０.１９ａꎬｃ ０.３０±０.０５ａꎬｃ

原花青素中剂量组 １.６８±０.０９ａꎬｃꎬｅ ０.４８±０.０４ａꎬｃꎬｅ

原花青素高剂量组 １.２３±０.１１ｃꎬｅꎬｇ ０.６１±０.０６ａꎬｃꎬｅꎬｇ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ ７９.３３ ５６.３４
Ｐ <０.００１ <０.００１

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ 正常对照组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ 近视模型组ꎻｅＰ<０.０５ ｖｓ 原花青素低剂量组ꎻｇＰ<０.０５ ｖｓ 原花青素中剂量组ꎮ
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图 ３　 各组豚鼠视网膜中 ｐ６２ 及 ＬＣ３ 免疫荧光及自噬相关蛋白检测 　 Ａ:视网膜 ｐ６２ 免疫荧光结果ꎻＢ:视网膜 ＬＣ３ 免疫荧光结果ꎻ
Ｃ:Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测视网膜自噬相关蛋白表达ꎻ图中白色箭头表示集中在视网膜细胞核与细胞质中的 ｐ６２ 阳性表达及 ＬＣ３ 阳
性表达ꎮ

表 ６　 各组豚鼠视网膜中自噬相关蛋白相对表达量 (ｎ＝ ３ꎬ􀭰ｘ±ｓ)
组别 ｐ６２ / β－ａｃｔｉｎ Ｂｅｃｌｉｎ１ / β－ａｃｔｉｎ ＬＣ３－ＩＩ / ＬＣ３－Ｉ
正常对照组 ０.２１±０.０５ １.０８±０.１３ １.０１±０.０７
近视模型组 ０.７４±０.０６ａ ０.２６±０.０５ａ ０.５３±０.０２ａ

原花青素低剂量组 ０.５８±０.０６ａꎬｃ ０.４６±０.０４ａꎬｃ ０.７１±０.０７ａꎬｃ

原花青素中剂量组 ０.４４±０.０５ａꎬｃꎬｅ ０.５７±０.０４ａꎬｃꎬｅ ０.８９±０.０９ｃꎬｅ

原花青素高剂量组 ０.２６±０.０７ｃꎬｅꎬｇ ０.７７±０.０５ａꎬｃꎬｅꎬｇ １.３３±０.１２ａꎬｃꎬｅꎬｇ

　 　
Ｆ ３６.５１ ５９.４０ ４５.２３
Ｐ <０.００１ <０.００１ ０.００１

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ 正常对照组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ 近视模型组ꎻｅＰ<０.０５ ｖｓ 原花青素低剂量组ꎻｇＰ<０.０５ ｖｓ 原花青素中剂量组ꎮ

表 ７　 各组豚鼠视网膜中细胞凋亡率及凋亡相关蛋白相对表达量 (ｎ＝ ３ꎬ􀭰ｘ±ｓ)
组别 细胞凋亡率(％) Ｂａｘ / β－ａｃｔｉｎ Ｂｃｌ－２ / β－ａｃｔｉｎ Ｃｌｅａｖｅｄ－Ｃａｓｐａｓｅ３ / Ｃａｓｐａｓｅ３
正常对照组 ４.２２±０.９９ ０.４９±０.０８ ０.８１±０.０７ ０.１５±０.０２
近视模型组 １８.４２±３.１１ａ １.０８±０.１２ａ ０.２７±０.０４ａ １.０６±０.１７ａ

原花青素低剂量组 １３.４２±２.１５ａꎬｃ ０.９８±０.１０ａꎬｃ ０.３９±０.０５ａꎬｃ ０.７１±０.０３ａꎬｃ

原花青素中剂量组 ７.６３±１.２１ａꎬｃꎬｅ ０.７８±０.０６ａꎬｃꎬｅ ０.５４±０.０４ａꎬｃꎬｅ ０.５８±０.０９ａꎬｃꎬｅ

原花青素高剂量组 ６.３２±１.０３ｃꎬｅꎬｇ ０.５９±０.０４ｃꎬｅꎬｇ ０.６５±０.０４ａꎬｃꎬｅꎬｇ ０.２１±０.０５ｃꎬｅꎬｇ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ ２８.５４ ２３.９１ ４９.７５ ４５.８８
Ｐ <０.００１ <０.００１ <０.００１ <０.００１

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ 正常对照组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ 近视模型组ꎻｅＰ<０.０５ ｖｓ 原花青素低剂量组ꎻｇＰ<０.０５ ｖｓ 原花青素中剂量组ꎮ
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图 ４　 各组豚鼠视网膜中 ＴＵＮＥＬ染色及凋亡相关蛋白检测结果　 Ａ:ＴＵＮＥＬ 染色结果ꎬ白色箭头表示细胞核中 ＴＵＮＥＬ 染色阳性表
达ꎻＢ:Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测凋亡相关蛋白表达ꎮ

３讨论
近视是由种族、环境、遗传等多种因素导致屈光不正

与眼轴增长的眼部疾病ꎬ视网膜的结构和功能与近视的发
展密切相关ꎬ高度近视是引发一系列视网膜病变的主要原
因[１６]ꎮ 自噬是一种调节细胞内物质平衡的机制ꎬ视网膜
依赖自噬功能维持正常的结构和生理功能ꎬ多数学者认为
近视的发病机制与炎症、氧化应激、能量代谢异常及自噬
等有关ꎬ自噬参与多种视网膜疾病的调节ꎬ有效的调节自
噬水平可能是延缓近视的有效途径之一[１７]ꎮ

原花青素是一类天然的抗氧化剂ꎬ具有良好的改善视
觉健康作用ꎮ 鉴于此ꎬ本研究通过半透明眼罩建立豚鼠形
觉剥夺性近视模型ꎬ给予原花青素进行干预ꎬ探究其具体
保护近视的作用途径ꎮ 结果发现ꎬ在近视豚鼠视网膜中
ＡＭＰＫ / Ｗｎｔ / β－ｃａｔｅｎｉｎ 通路被抑制ꎬｍＴＯＲ 磷酸化水平升
高ꎬ抑制下游自噬蛋白表达ꎬ具体表现为 ＬＣ３－ＩＩ / ＬＣ３－Ｉ 比
值降低ꎬＢｅｃｌｉｎ１ 蛋白表达下降ꎬｐ６２ 蛋白表达升高ꎬ视网膜
自噬水平下降ꎮ 同时凋亡相关蛋白被激活ꎬ Ｂａｘ 与
Ｃｌｅａｖｅｄ－Ｃａｓｐａｓｅ３ / Ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达增加ꎬＢｃｌ－２ 蛋白降
低ꎬ导致视网膜细胞凋亡损伤加重ꎮ 既往的研究表明ꎬ高
水平的自噬是维持视觉系统兴奋的关键ꎬ同时也为视网膜
提供必须的能量与物质需求[１８]ꎮ 自噬是一个多环节的调
控过程ꎬ受上游调节因子 ｍＴＯＲ 与 ＡＭＰＫ 调控ꎬＡＭＰＫ 通
过磷酸化调控 ＡＭＰＫ / Ｗｎｔ / β － ｃａｔｅｎｉｎ 通路中的 Ｗｎｔ 与
β－ｃａｔｅｎｉｎ蛋白活性ꎬβ－ｃａｔｅｎｉｎ 可调节 ｍＴＯＲ 的磷酸化水
平ꎬｍＴＯＲ 磷酸化后通过调控下游自噬相关蛋白 ＬＣ３、
Ｂｅｃｌｉｎ１、ｐ６２ 等调节自噬水平[１９]ꎮ ＬＣ３ 是反映自噬水平的
标志物ꎬ自噬水平升高时ꎬ表现为 ＬＣ３－ＩＩ / ＬＣ３－Ｉ 比值增
大ꎬ反之则降低[２０]ꎮ Ｂｅｃｌｉｎ１ 蛋白反映自噬的诱导水平ꎬ
Ｂｅｃｌｉｎ１ 表达与诱导自噬的水平呈正相关[２１]ꎮ 自噬激活后
优先降解 ｐ６２ 蛋白ꎬ其表达量与自噬水平呈负相关[２２]ꎮ
在近视中自噬与细胞凋亡相互影响ꎬ低水平的自噬可诱导
凋亡相关蛋白(Ｂａｘ、Ｂｃｌ－２、Ｃａｓｐａｓｅ３)表达异常ꎬ引起视网

膜受损或凋亡ꎬ破坏视网膜正常结构与生理功能ꎬ加重近
视的发展[２３]ꎮ 本研究发现ꎬ原花青素可有效地抑制近视
豚鼠屈光度降低与眼轴增长ꎬ改善视网膜变薄与结构排列
紊乱等病理变化ꎬ降低近视发生的风险ꎮ 原花青素可有效
激活 ＡＭＰＫ / Ｗｎｔ / β－ｃａｔｅｎｉｎ 通路ꎬ增加 ｐ－ＡＭＰＫ / ＡＭＰＫ、
Ｗｎｔ、β－ｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达ꎬ抑制 ｐ－ｍＴＯＲ / ｍＴＯＲ 蛋白表达ꎬ
提高 ＬＣ３－ＩＩ / ＬＣ３－Ｉ 比值ꎬ增加视网膜自噬水平ꎬ抑制凋亡
蛋白表达ꎬ减轻视网膜细胞凋亡损伤ꎬ发挥保护视网膜结
构与功能的作用ꎮ 此外ꎬ原花青素低剂量组(２５ ｍｇ / ｋｇ)对
近视豚鼠的保护作用并不显著ꎬ而原花青素高剂量组
(１００ ｍｇ / ｋｇ)具有良好的改善视网膜自噬与损伤作用ꎬ提
示原花青素保护视网膜损伤ꎬ延缓近视发生的作用存在
一定的剂量依赖性ꎮ 本研究结果与先前的研究理论一
致ꎬ有效激活自噬可改善视网膜神经退行性疾病、视网
膜炎性反应、视网膜感光细胞凋亡等[２４] ꎮ 原花青素可提
高自噬水平保护视网膜损伤ꎬ同时明确了原花青素主要
通过激活 ＡＭＰＫ / Ｗｎｔ / β－ｃａｔｅｎｉｎ 通路提高自噬水平ꎬ抑
制凋亡相关蛋白表达ꎬ保护视网膜损伤ꎬ干预近视的发
展ꎮ 相对先前的研究ꎬ本研究补充说明了原花青素保护
近视的作用机制与途径[２５] ꎮ 本研究仍存在一定的局限
性ꎬ体内实验发现原花青素可通过激活自噬延缓近视的
发展ꎬ但其临床应用的转化潜力、稳定性、安全性还有待
进一步验证ꎮ 同时原花青素激活 ＡＭＰＫ / Ｗｎｔ / β－ｃａｔｅｎｉｎ
通路的靶点有待完善ꎬ因此未来的研究可通过体外细胞
实验对潜在靶点进行验证ꎬ完善其作用机制ꎮ 此外ꎬ近
视发病机制复杂ꎬ原花青素能否通过其它途径改善近视
有待进一步探究ꎮ

综上所述ꎬ原花青素通过激活 ＡＭＰＫ / Ｗｎｔ / β－ｃａｔｅｎｉｎ
通路提高视网膜自噬水平ꎬ进一步减轻视网膜细胞损
伤ꎬ改善视网膜结构与生理功能ꎬ发挥延缓与预防近视
发生的作用ꎬ为临床防控近视的发展提供实验基础与理
论依据ꎮ
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