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铁死亡机制与蓝光引发小鼠视网膜光损伤病理变化的联系

任铭心1,黄宗亮1,梁宇1,刘俊杰1,王剑锋2

(1.蚌埠医学院临床医学院,安徽 蚌埠 233000;

2.蚌埠医学院第一附属医院,安徽 蚌埠 233000)

摘 要:目的 探究铁死亡机制与蓝光引发小鼠视网膜光损伤病理变化的联系。方法 将40只SPF级雄性C37小鼠

随机分为4组,每组10只。自制蓝光光照箱,建立小鼠视网膜光损伤模型,检测小鼠血清丙二醛(MDA)含量,绘制ROC
曲线评估血清 MDA含量预测视网膜光损伤中铁死亡脂质过氧化发生的效能。取各组小鼠视网膜 HE染色后显微镜下

观察,免疫组织化学方法检测视网膜Bcl-2蛋白含量。FerrDb数据库获取铁死亡相关基因,GeneCards数据库获取视网

膜光损伤相关基因,绘制Venn图,进行GO与KEGG富集分析。结果 接受蓝光照射的小鼠血清中 MDA含量升高(P
<0.05),曲线下面积(AUC)为0.990。视网膜组织总厚度和IPL、INL、ONL、PRL厚度均减小(P<0.05),Bcl-2蛋白含

量降低。筛选得到铁死亡与视网膜光损伤相关基因17个,GO富集分析得到170个条目,KEGG富集分析得到80条通

路。结论 蓝光可对小鼠视网膜造成光损伤,其可能是通过铁死亡脂质过氧化途径。
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Theconnectionbetweenferroptosismechanismsandpathological
changesinretinalphotodamageinducedbybluelightinmice

RenMingxin1,HuangZongliang1,LiangYu1,LiuJunjie1,WangJianfeng2

(1.SchoolofClinicalMedicine,BengbuMedicalCollege,Bengbu233000,Anhui,China;

2.TheFirstAffiliatedHospitalofBengbuMedicalCollege,Bengbu233000,Anhui,China)

  Abstract: Objective Toinvestigatetheconnectionbetweenferroptosismechanismsandpathological
changesinretinalphotodamageinducedbybluelightinmice. Methods FortySPF-grademaleC37micewere
randomlydividedinto4groupswith10miceineachgroup.Theself-madebluelightboxeswereusedtoestab-
lishmouseretinalphotodamagemodels.Serummalondialdehyde(MDA)contentwasdetectedandROCcurve
wasdrawntoevaluatetheefficacyofMDAcontentinpredictingtheoccurrenceofferroptosislipidperoxidation
inretinalphotodamage.TheretinalofmiceineachgroupwasobservedundermicroscopeafterHEstaining,

andthecontentofBcl-2proteininretinawasmeasuredbyimmunohistochemicalmethod.FerrDbdatabasewas
usedtoobtainferroptosis-relatedgenesandGeneCardsdatabasetoobtainretinalphotodamagerelatedgenes,

andVenndiagramswereplottedforGOandKEGGenrichmentanalysis. Results ThecontentofMDAinse-
rumofmiceexposedtobluelightwasincreased(P<0.05),andtheareaunderthecurve(AUC)was0.990.
ThetotalretinaltissuethicknessandthethicknessofIPL,INL,ONL,andPRLwerereduced(P<0.05),

andtheBcl-2proteincontentwasdecreased.Seventeengenesrelatedtoferroptosisandretinalphotodamage
werescreenedout,170entrieswereobtainedfromGOenrichmentanalysis,and80pathwayswereobtained
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fromKEGGenrichmentanalysis. Conclusion Bluelightmaycausephotodamagetomouseretinathrough
ferroptosislipidperoxidationpathway.
  Keywords: ferroptosis;retina;eyedamage;bluelight

  超过视网膜耐受限度的光照会引发一定的视网膜

损伤,早在1966年 NOELLW K等[1]已经通过对大

鼠光照的动物实验证实了光会损伤视网膜。在光照引

发的视网膜光损伤的3种方式中光化学损伤最普遍。
铁死亡(ferroptosis)是一种新发现的调节性细胞死

亡,其显著特征为脂质过氧化发生和铁积累[2]。蓝光

是波长在400~500nm之间的一部分可见光,它波长

较短,具有较高的能量,可穿透晶状体直达视网膜。过

度暴露在蓝光下会导致光感受器的损失、脂质过氧化

和细胞凋亡,这提示在蓝光引导的视网膜光损伤中可

能有铁死亡的参与[3-4]。除此之外,视网膜光损伤与年

龄相 关 性 黄 斑 变 性(age-relatedmaculardegenera-
tion,AMD)和视网膜色素变性(retinitispigmentosa,

RP)两种眼科最为常见的视网膜退行性疾病的发生率

以及疾病进展过程密切相关[5-6],其具体机制尚不清

楚。因此,本研究通过蓝光光照构建小鼠视网膜光损

伤模型与生物信息学方法探究铁死亡机制与蓝光引发

小鼠视网膜光损伤病理变化的联系,为上述类型疾病

的临床治疗提供可能的理论依据。

1 材料与方法

1.1 实验动物 40只5~6周龄健康雄性C37小鼠,
购自于合肥庐阳区义东生物用品经营部,小鼠饲养于

安徽省立医院动物实验中心动物房内。动物房内通风

良好,温度范围为20 ℃~25 ℃,相对湿度50%~
60%,屏障环境等级为SPF级。小鼠使用标准饲料喂

养,自由饮水进食,鼠房内照明光源为LED日光灯,光
照强度为(400±20)lux,昼夜明暗交替节律设定为12
h∶12h。全部小鼠在适应性饲养7d后方开始实验。

1.2 主要试剂与仪器 丙二醛(MDA)测定试剂盒

(上海碧云天生物技术有限公司)、4%多聚甲醛组织固

定液、磷酸盐缓冲液(0.01M,PBS)、兔抗鼠Bcl-2多克

隆 抗 体 (上 海 碧 云 天 生 物 技 术 有 限 公 司,货 号:

AB112);蓝光光照箱(自制)、暗适应箱(自制)、酶标仪

(赛默飞世尔科技有限公司,MuitiskanMK3)、光学显

微镜[奥林巴斯(中国)有限公司,OLYMPUSCX43]、
光照 度 计 (标 智 GM1010)、石 蜡 切 片 机 (LEICA
BIOCUT)、组织包埋机(LEICAArcadiaH+C)、472
nmLED蓝光灯带(11.52W/M 深圳市纳图照明科技

有限公司)。

1.3 动物分组与光损伤模型的制备

1.3.1 动物分组 将40只小鼠按照随机数表法分为

4组(n=10):正常对照组、标准强度时长组、长时长

组、强光照组。

1.3.2 光损伤模型的制备 自制1种暗适应箱,3种

蓝光光损伤箱,箱体大小为70cm×50cm×50cm,箱
体材质不透光。将LED蓝光灯带固定至光损伤箱箱

体各面,使光损伤箱各方向光照强度基本相同,暗适应

箱不安装LED蓝光灯带。3种光损伤箱的蓝光灯带

总长度和总面积不完全相同,使其中两种使用光照度

计(标智 GM1010)测量箱内平均光照强度为(800±
50)lux,另外一种为(2000±100)lux。所有实验小

鼠在自制暗适应箱内暗适应24h后进行实验。正常

对照组小鼠仍在鼠房正常日光灯光照环境下饲养,光
强度为(400±20)lux,照射时长设定为6h/d。标准

强度时长组小鼠放入光照强度为(800±50)lux的光

损伤箱内,照射时长设定为6h/d,总蓝光光照时长为

42h。长时长组小鼠的光损伤箱平均光照强度为(800
±50)lux,但照射时长设定为9h/d,即总蓝光光照时

长为63h。强光照组小鼠则使用平均光照强度为(2
000±100)lux的光照箱,蓝光光照时长为6h/d,总光

照时长42h。所有小鼠光照完成后均放入自制不透

光暗适应箱,在暗适应下小鼠瞳孔会发生散大,有利于

光损伤进一步发生。

1.4 指标测定与方法

1.4.1 小鼠血清内 MDA 含量的测定 将规格为

0.45mm×100mm的毛细管进行抗凝处理后对所有

小鼠施行眼眶后静脉丛采血,采血前在小鼠眼眶周围

注射局部麻醉剂麻醉。所取血液使用低温台式离心机

进行离心,温度设定为4℃,转速设定为10000r/

min,时间设定为10min。离心完成后取血清,使用

TBA法对小鼠血清内 MDA含量进行测定。所有操

作步骤均按照试剂盒说明书严格执行。

1.4.2 视网膜标本制备与形态学 观察颈椎脱臼法

处死小鼠后,取小鼠另一侧未施行采血操作眼球,放置

于4%多聚甲醛溶液中固定20min,随后于PBS液浸

泡环境中在显微镜下用角膜剪沿角巩膜缘处剪开,去
除小鼠眼玻璃体,用镊子剥离出完整视网膜。剥离下

的视网膜组织平铺于培养皿中,平铺过程中注意将视

网膜尽量展平。加入4%多聚甲醛溶液至浸没视网

膜,盖紧培养皿后置于4℃恒温冰箱中过夜[7]。第2
天脱水透明,完成后用透明石蜡沿矢状位水平包埋组

织。对石蜡进行切片,切片厚度设定为5μm。烤片

30min后进行HE染色并脱水封片,40×10倍光学显

微镜下观察拍摄。运用CaseViewer观察视网膜细胞
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形态并测量数据。

1.4.3 免疫组织化学检测 用于检测Bcl-2表达的

石蜡切片于58℃烤箱中烘片脱蜡至水化,PBS液冲

洗3次×3min。每张切片加入3%H2O2 孵育10
min,以阻断内源性过氧化物酶活性,孵育完成后用

PBS液冲洗。去除PBS液后以Bcl-2兔抗鼠多克隆抗

体为一抗4℃孵育过夜,二抗37℃孵育1.5h,PBS洗

3×3min。DAB显色3~5min,苏木素复染,中性树

胶封片镜检。光镜下观察拍照,应用ImageJ软件比较

Bcl-2蛋白表达变化。

1.5 统计学方法 所得数据均使用SPSS26.0软件

进行统计与分析,对于连续变量使用(췍x±s)表示。计

量资料行正态分布检验(S-W Test)和方差齐性检验

(Levene’sTest)后对组间数据进行单因素方差分析

(One-wayANOVA)。所得结果以P <0.05为差异

有统计学意义。采用单因素Logistic回归分析后,绘
制受试工作者曲线(receiveroperatingcharacteristic
curve,ROC)分析 MDA含量在预测小鼠视网膜光损

伤中的效能,获得曲线下面积(areaunderthecure,

AUC)判断预测的优劣。

1.6 视网膜光损伤中铁死亡潜在靶点筛选与分析 
FerrDb[8]数据库获取铁死亡相关基因,GeneCards[9]

数据库获取视网膜光损伤相关基因。绘制Venn图筛

选视网膜光损伤中铁死亡潜在靶点,使用DAVID[10]

数据库对筛选出基因进行GO与KEGG富集分析,选
取GO富集分析前10位条目与KEGG富集分析前20
条通路绘制条形图与气泡图。

2 结果

2.1 MDA含量检测结果 与正常对照组相比,接受

LED蓝光灯带照射的小鼠血清内的脂质氧化产物

MDA含量均有显著增加,差异有统计学意义(P <
0.05)。与标准强度时长组相比,长时长组、强光照组

小鼠的血清 MDA含量也有着显著的增加,差异有统

计学意义(P<0.05)。强光照组小鼠血清中MDA的

含量比长时长组小鼠同样显著增加,差异有统计学意

义(P<0.05),见表1、图1。

表1 各组小鼠血清中 MDA含量

组别 n MDA/(μmol·L-1)

正常对照组 10 9.76±2.94
标准强度时长组 10 20.45±4.48a

长时长组 10 28.09±4.60ab

强光照组 10 33.69±5.22abc

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示;②与正常对照组比

较,a:P<0.05;与标准强度时长组比较,b:P<0.05;与长时

长组比较,c:P<0.05。

注:与正常对照组比较,a:P<0.05;与标准强度时长

组比较,b:P<0.05;与长时长组比较,c:P<0.05。

图1 实验组与对照组比较的误差条形图

2.2 MDA预测视网膜光损伤的ROC曲线 MDA
对于视网膜光损伤具有较高的预测价值(P<0.05),
其曲线下面积(AUC)为0.990(95%CI:0.968~
1.000),最佳截断值为16.46μmol/L,见图2。

图2 MDA预测小鼠视网膜光损伤的ROC曲线

2.3 视网膜形态学结构变化 正常对照组小鼠的视

网膜HE染色结果显示,视网膜的内节和外节细胞排

列基本致密和整齐,形态没有明显损伤。内丛状层

(innerplexiformlayer,IPL)细胞比内核层(innernu-
clearlayer,INL)细胞层数少,染色比外核层(outer
nuclearlayer,ONL)细胞浅,厚度较薄,其他各层细胞

之间分界线也较为明显。标准强度时长组、长时长组、
强光照组小鼠的视网膜各细胞层细胞均出现不同程度

的损伤,细胞密度明显下降。部分细胞表现出细胞质

嗜酸性变、核固缩、核碎裂、核溶解,其中以INL、ONL
细胞较为明显,见图3。将所有取得的小鼠视网膜的
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总厚度、IPL、INL、ONL、感光细胞层(photoreceptor
layer,PRL)厚度数据测量记录后,运用SPSS26.0软

件分析后得出结果。结果显示,3组接受蓝光光照小

鼠的视网膜总厚度、IPL、INL、ONL、PRL厚度均比正

常对照组小鼠变薄(P <0.05)。与标准强度时长组

小鼠相比,长时长组小鼠的视网膜总厚度、INL与

ONL厚度较薄(P<0.05),而IPL和PRL厚度没有

明显差别。强光照组小鼠的视网膜总厚度和IPL、

INL厚度与长时长组相比也变薄(P <0.05),但

ONL与PRL厚度没有明显改变,见表2。

注:GCL.神经节细胞层;IPL.内丛状层;INL.内核层;

OPL.外丛状层;ONL.外核层;PRL.感光细胞层

图3 不同光照条件组别小鼠视网膜石蜡切片(HE,400×)

                表2 不同光照条件组小鼠视网膜及各细胞层厚度统计        单位:μm

组别 n 总厚度 IPL INL ONL PRL

正常对照组 10 203.76±5.17 45.65±2.33 35.66±3.08 51.73±2.80 30.29±2.00
标准强度时长组 10 163.79±8.30a 38.37±2.61a 33.03±3.76a 49.76±4.24 22.09±3.11a

长时长组 10 151.25±4.39ab 37.44±4.39a 25.29±2.57ab 45.62±2.06ab 19.96±1.84a

强光照组 10 140.40±3.75abc 30.87±2.36abc 22.17±1.57abc 42.07±3.07ab 21.24±1.47a

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示;②与正常对照组比较,a:P<0.05;与标准强度时长组比较,b:P<0.05;与长时长组比

较,c:P<0.05。

2.4 免疫组织化学检测结果 Bcl-2阳性表达位于视

网膜各层细胞细胞质内,表现为特异性棕黄色细颗粒

状染色。正常对照组、标准强度时长组、长时长组、强
光照组表达Bcl-2的平均光密度值分别为0.187±
0.006、0.148±0.007、0.103±0.006、0.115±0.039。
在正常对照组中可见细胞棕黄色浓染,而接受不同程

度蓝光照射小鼠的视网膜Bcl-2的表达量均有不同程

度降低,细胞棕黄色浓染相对较浅,见图4。

注:A.标准强度时长组;B.长时长组;

C.强光照组;D.正常对照组。

图4 各组小鼠视网膜中Bcl-2的表达(免疫组化,400×)

2.5 潜在基因靶点筛选结果 通过FerrDb数据库获

取259个铁死亡基因靶点,GeneCards数据库筛选获

取146个视网膜光损伤基因靶点,利用 Venny2.1在

线工具将铁死亡与视网膜光损伤基因靶点取交集,绘
制Venn图,获得17个潜在相关基因靶点,见图5。

图5 铁死亡与视网膜光损伤潜在基因靶点交集Venn图

2.6 GO基因功能与KEGG通路富集分析结果 运

用DAVID数据库对17个靶点KEGG富集分析后获

得80条通路,主要涉及脂质与动脉粥样硬化(lipidand
atherosclerosis)、流体剪切应力与动脉粥样硬化(fluid
shearstressandatherosclerosis)、内分泌耐药(endo-
crineresistance)等。使用自制R包对前20位通路绘

制气泡图,见图6。GO富集分析后得到相关条目170
条,生物学过程主要涉及凋亡过程的负调控(negative
regulationofapoptoticprocess)、活性氧代谢过程的正

向调控(positiveregulationofreactiveoxygenspecies
metabolicprocess)等。细胞定位主要包括复杂大分子

(macromolecularcomplex)、细胞核(nucleus)等。分

子功能主要涉及蛋白质结合(proteinbinding)、酶结合
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(enzymebinding)等。使用自制R包对前10位条目

绘制柱状图,见图7。

图6 视网膜光损伤中铁死亡潜

在基因靶点KEGG通路分析

图7 视网膜光损伤中铁死亡潜在基

因靶点GO生物富集分析

3 讨论

在组成可见光的光谱中,蓝光成分对人眼的影响

最为明显[11]。蓝光参与的视网膜光损伤机制主要包

括氧化应激反应、线粒体凋亡、炎性细胞凋亡、线粒体

凋亡和DNA损伤等[12]。本实验采用模拟蓝光灯照射

制作SPF级小鼠的光照损伤模型来探究蓝光引发小

鼠视网膜光损伤的病理变化和铁死亡脂质过氧化机

制。目前学术界没有公认的光损伤模型造模方法,多
数学者采用循环及暗适应的方式对实验动物进行处

理,一 定 时 间 的 暗 适 应 被 认 为 可 使 光 损 伤 更 易 发

生[13]。不同学者使用的光照强度从850~10000lux
不等,较强的光照强度一般被用来制作视网膜急性光

损伤模型[14]。

在本研究中小鼠视网膜光损伤主要表现为总厚度

与INL、IPL、ONL、PRL各层厚度减少和细胞损伤与

密度降低。在 HE染色中,强光照组的小鼠视网膜

INL与ONL细胞损伤较严重,但仅增加光照时长时,
小鼠视网膜的PRL厚度减少明显。有新证据表明,蓝
光的光毒性还通过氧化应激和炎症反应损害眼表[15],
这提示不同的光照强度和时间对眼各部位组织的损伤

效果和针对性可能不同,对各种视网膜疾病发生的影

响也不同。另有研究结果显示,虽然蓝光会对视网膜

造成明显光损伤,但其在调节松果体褪黑素的分泌从

而介导人类生物钟的生成与调节方面却有重要作

用[16-17]。

Bcl-2是一种抑制凋亡基因,其在视网膜光损伤导

致的细胞凋亡与维持细胞内各种细胞器的稳定尤其是

线粒体中起着重要作用[18]。免疫组织化学方法检测

发现,接受蓝光光照的小鼠视网膜细胞中Bcl-2蛋白会

不同程度降低,从而导致细胞发生凋亡。这可能是因

为视网膜组织中含有丰富的线粒体,线粒体的色素光

谱吸收峰值与蓝光类似,在蓝光照射下较易发生自由

基和脂质介导的过氧化,而Bcl-2蛋白又主要分布于线

粒体膜上所导致的[19]。在光化学 Ham损伤中[20],视
网膜的损伤与视网膜色素上皮(retinalpigmentepithe-
lium,RPE)细胞中黑色素、脂褐素等的含量变化有紧

密联系。以往研究发现,钙和镁等金属离子在糖尿病

导致的视网膜细胞凋亡中起重要作用[21],但铁在视网

膜的视觉光导级联中同样不可或缺。有研究表示,铁
死亡可能在视网膜光感受器(photoreceptor,PR)的不

可逆损伤中起到十分重要的作用,而PR的损伤变性

是AMD等疾病的显著表现[22]。其中,负责从脉络膜

中向PR传递葡萄糖等营养物质的视网膜色素上皮细

胞(retinalpigmentepitheliumcells,RPECs)可能是铁

死亡发生的主要细胞[23]。MDA是细胞膜脂质过氧化

(lipidperoxidation,LPO)最主要的产物之一,通过小

鼠血清内其含量的高低,可判断小鼠视网膜发生铁死

亡与脂质过氧化损伤的严重程度。通过ROC曲线可

知,将 MDA作为预测小鼠视网膜光损伤中铁死亡脂

质过氧化发生的指标是十分可靠的。当小鼠血清内

MDA含量达到16.46μmol/L时,认为小鼠视网膜发

生铁死亡脂质过氧化的可能性较大。
对筛选出的铁死亡与视网膜光损伤的17个相关

基因靶点进行GO与KEGG分析后,发现其生物功能

主要涉及凋亡过程的负调控、活性氧代谢过程的正向

调控、蛋白质结合、酶结合等。信号通路主要涉及脂质

与动脉粥样硬化、内分泌耐药、MAPK 信号通路等。
其中,凋亡过程的负调控在铁死亡介导的其他疾病如

特发性心肌病中被多次提及[24],但在视网膜光损伤中
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暂未得到深入研究。同时,脂质与动脉粥样硬化被认

为是以视网膜光损伤为高危因素的 AMD的表现之

一[25]。而铁依赖的脂质过氧化显著影响动脉粥样斑

块的稳定性,其代谢产物 MDA修饰的低密度脂蛋白

又可 引 发 相 关 免 疫 过 程,影 响 动 脉 粥 样 硬 化 的 发

展[26]。ZENGSX等[27]发现,将维持视网膜光感受器

健康的 Müller细胞中的 MAPK信号通路抑制后,可
以显著缓解 Müller细胞胶质增生与视网膜光感受器

变性。
综上所述,蓝光可导致小鼠视网膜发生光损伤,使

其出现组织形态改变,细胞损伤和凋亡,并且其损伤程

度随着蓝光照射的时长和强度的增加而增加。在视网

膜光损伤小鼠血清中 MDA含量显著上升,提示铁死

亡可能在视网膜光损伤中起到重要作用。生物信息学

分析显示铁死亡在视网膜光损伤中的作用方式是多基

因、多靶点、多通路的,且很可能与AMD、RP等视网膜

疾病的发生密切相关。
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