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Abstract
誗 AIM: To research the morphological and fuctional
change of human retinal pigment epithelium ( RPE )
induced by mobile phone screen light in vitro and the
mRNA express of apoptotic inhibitor B - cell lymphoma
(Bcl-2), Bcl2-Associated X(Bax) and apoptotic actuators
Caspase-3 in different groups.
誗METHODS: Cultured human RPE cells were divided into
different group in random. According to the time of
exposing, the four groups were 3h group, 6h group, 12h
group and no light - exposed group. Cells of different
groups were exposed to the opening mobile phone that
was kept high-light brightness and playing on the colorful
picture on silent mode. The morphological and functional
change of RPE was quantified after exposed by HE
staining, TUNEL staining, MTT, and use the technology
of polymerase chain reaction (PCR) to detect the mRNA
express of apoptotic inhibitor Bcl - 2, Bax and apoptotic
actuators Caspase-3 in different groups.
誗RESULTS: The different was not statistically significant
(P>0. 05) in the way of HE staining, TUNEL staining and
MTT. The expression of Bcl - 2, Bax and Capase - 3
intracellular was no difference statistically significant in
3h, 6h group to no exposure group on the way of PCR
(P>0. 05) . But as the time of exposed increased to 12h,
the expression of apoptotic inhibitor Bcl- 2 decreased, at
the same time the expression of apoptotic actuators Bax

and Caspase - 3 increased, and the different was
statistically significant (P<0. 05) .
誗CONCLUSION: The human RPE would be injured under
the constantly high - light brightness of mobile phone
screen as the man-made light source.
誗KEYWORDS:retinal pigment epithelium; mobile phone;
apoptosis; light-injured
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摘要
目的:观察手机光照刺激体外培养人视网膜色素上皮细胞
(retinal pigment epithelium;RPE)后形态及 B 细胞淋巴瘤 /
白血病-2(Bcl-2)、Bcl2-Associated X(Bax)、半胱天冬酶-3
(Caspase-3)的 mRNA 表达变化。
方法:将体外培养的人 RPE 细胞随机分成 4 组,根据 RPE
细胞光照时间长短分为照射 3h 光照组、6h 光照组、12h 光
照组和 0h 光照组。 在特制的培养箱内,将智能手机屏幕
开到最大亮度(200依20Lx)做为光源,持续静音情况下循
环播放彩色图片。 然后应用苏木精-伊红(HE)染色法,
末端脱氧核糖核酸转移酶介导的原位缺口末端标记
(TUNEL)染色,四甲基偶氮唑盐微量酶反应比色(MTT)
法观察各实验组 RPE 细胞形态学改变,并运用聚合酶链
反应(PCR)技术检测各组细胞中 Bcl -2、Bax、Caspase-3
的 mRNA 表达变化。
结果:用 HE 染色、TUNEL 染色、MTT 法观察发现各光照
组 RPE 细胞形态学无明显改变,差异均无统计学意义(P>
0郾 05)。 应用 PCR 技术检测发现 RPE 细胞在光照刺激 3h
光照组和 6h 光照组,细胞内的 Bcl-2、Bax、Caspase-3 的
mRNA 表达与 0h 光照组的差异均无统计学意义 ( P >
0郾 05)。 但随着光照时间持续延长(12h),细胞内的 Bcl-2
表达下调,Bax、Caspase-3 表达水平均上升,差异均有统计
学意义(P<0郾 05)。
结论:手机屏幕等作为人造光源在长期持续高亮度照射下
会引起体外培养人视网膜色素上皮细胞的损伤。
关键词:视网膜色素上皮;手机屏幕;细胞凋亡;光损伤
DOI:10. 3980 / j. issn. 1672-5123. 2018. 7. 05

引用:周劲,谢娇,雷杰,等. 手机光照刺激对视网膜色素上皮细
胞的影响. 国际眼科杂志 2018;18(7):1188-1191

0 引言
临床研究表明,强光可导致视网膜损伤。 年龄相关性

黄斑变性(ARMD)、视网膜色素变性(RP)等眼底疾病已
被证实与视网膜光损伤有关[1]。 近年随着电脑、手机、
IPAD 等电子产品的蓬勃发展,特别是智能手机的普及,人
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表 1摇 PCR引物序列

引物名称 上游引物序列 下游引物序列 片段长度(bp)
GAPDH 5蒺-GCAAGTTCAACGGCACAG-3蒺 5蒺-GCCAGTAGACTCCACGACA-3蒺 140
Bcl-2 5蒺-GACTTCTCCCGCCGCTAC-3蒺 5蒺-CACCAGGGCCAAACTGAGCAG-3蒺 211
Bax 5蒺-TGGGCTCCACACTGGACTTC-3蒺 5蒺-TCTTCCAGATGGTGAGTGAGGC-3蒺 242
Caspase-3 5蒺-TGGAACAAATGGACCTGTTGACC-3蒺 5蒺-AGGACTCAAATTCTGTTGCCACC-3蒺 276

们的生活、学习、工作越来越离不开这些电子产品。 而这

些电子产品的视频终端(显示器、手机屏幕等)作为人造

光源对视网膜是否有损害? 损害的程度有多大? 屏幕的

亮度、时间、距离等是否与视网膜的损害有关? 均是未知

数。 视网膜色素上皮是眼底吸收光线的主要部位,它的损

伤可以影响到光感受器细胞的代谢与功能。 本研究通过

智能手机动态播放图片,持续对视网膜色素上皮细胞进行

光刺激后,观察视网膜色素上皮细胞的变化,了解手机屏

幕这种人造光源是否对视网膜色素上皮细胞有光损害及

造成损害的机制。
1 材料和方法

1郾 1 材料 摇 人视网膜色素上皮细胞株 ARPE-19 (美国

ATCC 公司),胎牛血清(FBS,美国 Thermo 公司),胰蛋白

酶(美国 Thermo 公司),MTT 细胞增殖及细胞毒性检测试

剂盒(武汉博士德公司),磷酸盐缓冲(PBS)溶液,Trizol 试
剂(美国 Invitrogen 公司),细胞凋亡检测试剂盒(武汉博

士德公司),逆转录聚合酶链反应试剂盒(大连 TaKaRa 公

司),数字式照度计 MS6610(深圳华谊仪表有限公司),酶
联免疫检测仪(芬兰 Thermo 公司),智能手机(华为 7D-
501u)。
1郾 2 方法

1郾 2郾 1 RPE 细胞的培养 摇 采 用 含 20% 胎 牛 血 清,
100U / mL青霉素和 100滋g / mL 链霉素的 DMEM / F12 细胞

培养液,在 5% CO2、37益 细胞培养箱中培养 ARPE-19。
待细胞生长融合铺满后,用 0郾 25% 胰蛋白酶消化,按

1 颐2 ~ 1颐4 进行传代,取第 8 ~ 12 代生长良好的传代细胞

用于实验。 将同代细胞随机分为无光照组(0h 光照组)和
光照组(3h 光照组、6h 光照组、12h 光照组)。
1郾 2郾 2 实验分组 摇 选择常见智能手机一部 (华为 7D -
501u,TFT 材质 7 英寸电容屏),作为光源置于培养箱顶

部,手机亮度开关调到最大,并根据数字式照度计的测量

数值,挑选手机播放的彩色图片,使手机屏幕光照度均衡

地控制在一个最大范围(200依20Lx)之内,静音情况下循

环播放此特定彩色图片,直落式照射,光源与细胞之间距

离为 20cm,各光照组分别接受 3、6、12h 持续不间断光照

射。 光照在培养箱内密闭进行,无自然光干扰,温度

36郾 5益 ~ 37郾 2益。 同时无光照组(0h 组)以锡纸包裹避光

在同一培养箱培养 12h。 所有光照组在停止光照后,继续

避光在同一培养箱内培养。 各组培养时间均为 12h。 各

组之间除了光照时间不同外,其余各项培养指标均一致。
1郾 2郾 3 RPE 细胞 HE 染色和 TUNEL 染色 摇 HE 染色:取
出细胞爬片,PBS 洗 3 次;浸入 95% 乙醇固定 20min;PBS
洗 2 次,每次 1min;苏木素染液染色 3min;冲洗后,伊红染

液染色 1min;浸洗;晾干,封片;光学显微镜下拍照。

TUNEL 染色:将经过实验处理的细胞爬片,自然晾干,4%
多聚甲醛室温固定 15 ~ 30min,加封闭液,室温孵育

10min。 PBS 漂洗后加透膜液,室温孵育 30min。 玻片干

后,将按照说明书制备好的 TUNEL 反应混合液滴加于标

本上,50滋L / 片,在 37益暗湿盒中避光孵育 60min。 玻片干

后加 50滋L converter-POD 于标本上,同样在 37益暗湿盒中

避光孵育 30min。 以上步骤间 PBS 洗涤 3 次,每次 3min。
再在细胞组织处加 50 ~ 100滋L DAB 底物,15益 ~ 25益避

光孵育 10min。 冲洗,染核,脱水,封片。 用荧光显微镜进

行计数并拍照。 荧光显微镜下凋亡的细胞呈红色荧光,细
胞核呈蓝色荧光。
1郾 2郾 4 MTT 法检测视网膜色素上皮细胞活力摇 将培养的

RPE 细胞接种于 96 孔板,按照分组分别进行实验处理后,
在 5% CO2,37益 孵育 24h;每孔加入 20滋L MTT 溶液

(5mg / mL,即 0郾 5% MTT),继续培养 4h;终止培养,小心吸

去孔内培养液;每孔加入 150滋L 二甲基亚砜,低速振荡

10min;酶联免疫检测仪测定各孔在 570nm 的吸光度 A(即
光密度 OD)值。 测定出各组视网膜色素上皮细胞活力。
1郾 2郾 5 PCR技术检测 Bcl-2、Bax、Caspase-3 的表达 摇
利用 Trizol 试剂提取 ARPE-19 细胞总 RNA,经逆转录合

成 cDNA 后,以 GAPDH 作为内参,采用 PCR 检测细胞中

Bcl-2、Bax、Caspase-3 的 mRNA 表达(表 1)。 使用 Primer
Premier 5郾 0 软 件 设 计 引 物。 Invitrogen Biotechnology
Co郾 LTD 中国公司合成;反应条件:95益预变性 1min,95益
变性 15s,58益 退火 20s,72益 延伸 20s,重复 40 个循环,
72益末段延伸 5min。 采用 2-吟吟CT 法进行相对定量分析。
各标本重复检测 3 次后取其平均值。
摇 摇 统计学分析:采用 SPSS24郾 0 统计软件行统计学分析,
上述各组实验均重复 3 次,数据以均数依标准差(軃x依s)表
示。 多组间比较采用单因素方差分析。 多组总体均数有

差异时,组间两两比较采用 LSD-t 检验。 方差不齐时采用

近似 F 检验。 P<0郾 05 为差异有统计学意义。
2 结果

2郾 1 HE 染色 摇 倒置相差显微镜观察发现,光照(3、6、
12h)组与对照组(0h)相比,其细胞均呈扁平梭形,细胞质

内有少量颗粒,细胞无色透明,形态结构未见明显变化,细
胞质内色素颗粒无明显减少,未见明显细胞核固缩、核碎

裂、核溶解以及细胞凝固、坏死等热损伤改变(图 1)。
2郾 2 TUNEL染色摇 荧光显微镜下观察到对照组(0h)与光

照组(3、6、12h) 之间视网膜色素上皮(凋亡)细胞无明显

变化(图 2)。
2郾 3 MTT 法测细胞活力 摇 MTT 法检测结果显示,光照射

(3h、6h、12h)组 OD570nm值与无光照(0h)组 OD570nm值组间

比较,差异均无统计学意义(F=1郾 576,P=0郾 234,图 3)。
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图 1摇 ARPE-19 细胞倒置相差显微镜像(伊200)摇 A:0h 光照组;B:3h 光照组;C:6h 光照组;D:12h 光照组。

图 2摇 荧光显微镜下凋亡的细胞呈红色荧光,细胞核呈蓝色荧光(伊200)摇 A:0h 光照组;B:3h 光照组;C:6h 光照组;D:12h 光照组。

表 2摇 同一手机不同光照时间下 Bcl-2、Bax、Caspase-3 的 mRNA相对表达量及 Bcl-2 / Bax比较 軃x依s
组别 Bcl-2 Bax Bcl-2 / Bax Caspase-3
0h 光照组 1郾 014依0郾 013 0郾 977依0郾 021 1郾 037依0郾 023 1郾 024依0郾 027
3h 光照组 1郾 040依0郾 042 0郾 943依0郾 056 1郾 102依0郾 048 1郾 059依0郾 026
6h 光照组 0郾 921依0郾 062 1郾 048依0郾 070 0郾 878依0郾 066 1郾 073依0郾 069
12h 光照组 0郾 922依0郾 036a 1郾 139依0郾 083a 0郾 809依0郾 062 1郾 162依0郾 065a

注:aP<0郾 05 vs 0h 光照组。

图 3摇 同一手机不同光照时间下 RPE细胞活力。

图 4摇 同一手机不同光照时间下 Bcl-2 的 mRNA 表达 摇 aP<
0郾 05 vs 0h 光照组。

2郾 4 RT-PCR 检测结果 摇 所有标本均检测到内参基因
GAPDH 的稳定表达,证实逆转录所得产物 cDNA 的完整
性和 PCR 反应成功。
2郾 4郾 1 各组 Bcl-2 的 mRNA 表达比较 摇 光照组(3h、6h、
12h)与无光照(0h)组 Bcl-2 的 mRNA 表达,经组间比较,
组间差异有统计学意义(F=6郾 391,P=0郾 016)。 各组间再
进行两两比较,无光照(0h)组与光照(3h、6h) 组(P =

0郾 478、0郾 052),光照(3h)组与光照(6h、12h) 组(P = 0郾 09、
0郾 09),光照(6h) 组与光照(12h)组(P = 0郾 963)比较,差异
均无统计学意义(P>0郾 05)。 而光照(12h)组与无光照(0h)
组比较,差异有统计学意义(P = 0郾 029)。 提示光照 12h 后
Bcl-2 基因的表达降低,细胞凋亡水平增加,与对照(0h)
组比较,差异有统计学意义(P<0郾 05,图 4),见表 2。
2郾 4郾 2 各组 Bax 的 mRNA 表达比较 摇 光照组(3h、6h、
12h)与无光照(0h)组 Bax 的 mRNA 表达,经组间比较,组
间差异有统计学意义(F=5郾 924,P=0郾 020)。 各组间再进
行两两比较,无光照 (0h) 组与光照 (3h、6h) 组 ( P =
0郾 519、0郾 195),光照 (3h) 组与光照 (6h、12h) 组 ( P =
0郾 07、0郾 05),光照(6h) 组与光照(12h)组(P = 0郾 109)比
较,差异均无统计学意义(P>0郾 05)。 光照(12h)组与无
光照(0h)组比较,差异有统计学意义(P = 0郾 012)。 提示
光照 12h 后 Bax 基因的表达升高,细胞凋亡水平增加,与对
照(0h)组比较,差异有统计学意义(P<0郾 05,图 5),同时观
察到 Bcl-2 / Bax 的比值随光照时间延长逐渐下降(表 2)。
2郾 4郾 3 各组 Caspase -3 的 mRNA 表达比较 摇 光照组
(3h、6h、12h)与无光照(0h)组 Caspase-3 的 mRNA 表达,
经组间比较,组间差异有统计学意义 ( F = 3郾 963,P =
0郾 043)。 各组间再进行两两比较,无光照(0h)组与光照
(3h、6h) 组(P = 0郾 420、0郾 273),光照(3h)组与光照 (6h、
12h) 组(P = 0郾 751、0郾 59),光照(6h) 组与光照(12h)组
(P=0郾 273)比较,差异均无统计学意义(P>0郾 05)。 光照
(12h)组与无光照(0h)组比较,差异有统计学意义(P =
0郾 011)。 提示光照 12h 后 Caspase-3 基因的表达升高,细
胞凋亡水平增加,与对照(0h)组比较,差异有统计学意义
(P<0郾 05,图 6),见表 2。
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图5摇 同一手机不同光照时间下 Bax的mRNA表达摇 aP<0郾 05 vs
0h 光照组。

图 6摇 同一手机不同光照时间下 Caspase-3 的 mRNA表达
aP<0郾 05 vs 0h 光照组。

3 讨论
光对视网膜的损害包括 3 种方式:热灼伤、机械伤、光

化学伤[2]。 其中光化学伤占视网膜光损伤的主要部分。
它可以导致生物膜组织的损伤(细胞凋亡),使视网膜形
态学、生化方面发生变化,造成视网膜的结构和功能不可
逆的损伤[3]。

视网膜色素上皮( retinal pigment epithelium,RPE)位
于视网膜的最外层,是一些视网膜疾病中最早受损伤的靶
组织[4]。 相关研究的临床资料提示,视网膜的光化学损伤
主要有两种细胞参与,即光感受器细胞及视网膜色素上皮
(RPE)细胞,在大多数哺乳动物,最敏感部分是 RPE 细
胞[5]。 也就是各种原因引起的视网膜光化学损伤,均可导
致视网膜色素上皮(RPE)变性、损伤。 它的损伤、变性可
以影响光感受器细胞的代谢和功能,最终导致视网膜功能
异常而致视力丧失[6]。 因此,我们选用 RPE 细胞作为研究
对象。 本研究结果显示:手机屏幕分别照射体外培养人
RPE 细胞 3、6、12h 后。 用 HE 染色、TUNEL 法、MTT 法检
测 RPE 细胞形态及功能,未见明显细胞核固缩、核碎裂、
核溶解等细胞坏死性死亡的特征性改变,也未见光照前后
细胞活力的明显改变。 可能原因在于手机屏幕的光照强
度(200依20Lx)不是很高,对 RPE 细胞的光损伤并不是很
明显,不能立即显现出视网膜细胞的死亡。

临床研究表明,凋亡是 RPE 细胞损伤的主要机制。
参与了多种视网膜疾病的发生、发展过程,其中包括年龄
相关性黄斑变性、视网膜色素变性和视网膜光损伤等[7]。
Caspase-3 参与细胞凋亡并发挥着重要作用,它是细胞凋
亡的执行蛋白。 细胞的凋亡受到细胞内凋亡蛋白的调控,
Bcl-2 与 Bax 是两种凋亡调节蛋白,互为配体。 它们既可
促进细胞凋亡的发生,也可抑制凋亡[8]。 即 Bcl -2 的升
高,抑制了细胞色素 C 自线粒体释放到胞质,阻止细胞色
素 C 对 Caspase-3 的蛋白酶激活,从而抑制细胞的凋亡,
Bax 升高则会加速细胞的凋亡。 因此二者的比值能够很
好地体现出细胞凋亡的程度,Bcl-2 占优时细胞存活,Bax
占优时细胞凋亡。

本实验观察到,体外培养人 RPE 细胞在手机屏幕光
照刺激 3、6h 后,细胞内的 Bcl-2、Bax、Caspase-3 基因的表
达与光照前比较差异无统计学意义。 但在光照 12h 后,细
胞内的 Bcl-2、Bax、Caspase-3 出现了相应的改变。 Bcl-2
表达水平下调,Bax 表达水平上升,Bcl-2 / Bax 比值降低,
Caspase-3 被激活,表达水平上升。

视网膜细胞对光照射具有一定程度的耐受能力。 但
光损伤具有积累效应,损伤程度呈光照时间依赖性,光照
时间越长,细胞损伤越严重[9]。 本实验也印证了这一点,
RPE 细胞在手机屏幕光照刺激 3、6h 后,细胞内的 Bcl-2、
Bax、Caspase-3 的 mRNA 表达与光照前无明显变化。 但
随着光照时间持续不间断延长(12h)后,虽然在细胞层面
没有显现出视网膜细胞的死亡,但细胞内的凋亡抑制蛋白
Bcl-2 表达水平下调、凋亡促进蛋白 Bax、凋亡的执行蛋白
Caspase-3 表达上升,Bcl-2 / Bax 比值进行性降低,提示出
现了细胞凋亡的趋势,进入了细胞凋亡的早期。 由于我们
是根据人们使用手机的习惯,设定持续不间断光照时间分
别为 3、6、12h。 也许更长时间持续照射(持续不间断光照
时间超过 12h,但这种情况在日常生活中应该很少),细胞
凋亡现象会更明显。

手机屏幕的光照强度与手机的亮度虽然不是同一概
念,但它们之间呈正相关。 即手机亮度越亮,手机屏幕的
光照强度越大。 综上所述,视频终端(显示器、手机屏幕
等)作为人造光源在长期持续高亮度(高光照强度)照射
下是会对视网膜色素上皮细胞带来损害的。 而 RPE 的损
伤可以影响光感受器细胞的代谢和功能,最终导致视网膜
功能异常。

本研究采用的体外培养 ARPE-19 细胞是人 RPE 细
胞自然形成的细胞系,与正常生理状态下的细胞存在着差
异[10],同时部分损伤的视网膜细胞也存在停用手机屏幕照
射后功能有所恢复的可能。 所以下一步需建立动物模型
来进行活体研究,以了解手机屏幕这种人造光源对活体视
网膜功能的损害具体情况。
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