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Abstract
誗AIM: To study the effect of different concentration of
Verapamil (Ver) on Ca2+ of guinea pig retinal pigment
epithelial (RPE) cells in vitro and compare the changes
of Ca2+ with or without Ver under different forms of light.
誗METHODS: Ten two - week - old healthy guinea pigs
were chosen and RPE cells were cultured in vitro. Cells
were divided into Ver treated and untreated groups, then
each group further divided into 4 groups: focused light
group, defocused light group, parallel light group and
control group. The first three groups were exposed to
the focused light, defocused light (2 forms of light were
transformed from parallel light by passing through
different lens) and the parallel light respectively, and
control group was removed from exposure of light. After
exposed to different forms of light, the fluorescence
intensity of intracellular Ca2+ were detected by laser
scanning confocal microscope ( LSCM ) immediately.
Cool white light was used as light source. Cells were
exposed to light with same spot diameter and degree of
irradiation level (at 300 LUX) for 30 minutes respectively.
Horizontal temperature of cells changed between 36. 5益-

37. 2益. There was no natural light interference. In order
to avoid the impaction of refraction of liquid, most of the
medium were siphoned off before irradiation. The data
were analysed by SPSS 13. 0 statistical software,
completely randomized design ANOVA and Pearson
linear correlation analysis were used as statistical
methods. The forms-effect relations were explored.
誗RESULTS: Treated with Ver for 12 hours, the apoptosis
rates of RPE cells in 20, 40, 80mg/ L concentration group
had no significant difference compared with control
group (P>0. 05) . Ver could reduce the Ca2+ fluorescence
intensity of RPE cell,and there was significantly statistical
difference in 80mg/ L group ( P < 0郾 05 ) . The Ca2+

fluorescence intensity of focused group of no Ver treated
part was significantly higher than other groups, had
significant differences compared with the other groups
(P<0. 05) . After added 80mg/ L Ver on the RPE cells for
12 hours, exposure to light did not significantly increase
the Ca2+ fluorescence intensity, there was no significant
difference among the 4 groups (P >0. 05) .
誗 CONCLUSION: Focused light can significantly
stimulate the concentration of intracellular Ca2+ of RPE
cells. Ver above a certain concentration can induce
apoptosis of RPE cells; 80mg/ L Ver can effectively reduce
intracellular Ca2+ fluorescence intensity under the premise
of not leading to apoptosis of RPE cells. Different forms
of light have no effect on the Ca2+ fluorescence intensity
of RPE cells after treated with Ver (80mg/ L) for 12 hours.
誗KEYWORDS: light exposure; focused light; defocused
light; retinal pigment epithelium; Ca2+; laser scanning
confocal microscope
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摘要
目的:探讨不同浓度维拉帕米(verapamil,Ver)对体外培
养豚鼠视网膜色素上皮( retinal pigment epithelium,RPE)
细胞内 Ca2+浓度的影响,并比较有无 Ver 作用下经不同
形式光照后 RPE 细胞内 Ca2+浓度的变化。
方法:2 周龄幼年健康豚鼠 10 只,体外培养 RPE 细胞,传
代、鉴定后,将细胞分为 Ver 处理组和未处理组,Ver 处理
组加入 80mg / L Ver 作用 12h。 两组均进一步分为聚焦光
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(均为将平行光经透镜转化)和平行光照
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射,空白对照组不接受照射。 于照射后立即采用激光扫
描共焦显微镜( laser scanning confocal microscopy,LSCM)
测定细胞内 Ca2+荧光强度,分析不同光照形式与效应的
关系。 统计学方法采用单因素方差分析。
结果:Ver 作用于 RPE 细胞 12h 后,20,40,80mg / L 组的
细胞凋亡情况与空白对照组相比均无统计学意义(P>
0郾 05),Ver 可降低 RPE 细胞内 Ca2+荧光强度,浓度为 20,
40,80mg / L 时分别降低了 10. 36% ,24郾 54% ,58. 05% ,仅
80mg / L 组与无光照组相比差异有统计学意义 ( P <
0郾 05)。 未加 Ver 对 RPE 细胞进行光照,聚焦光组的 Ca2+

荧光强度较其他各组明显升高,离焦光组的荧光强度也
较高,组间比较有统计学差异(P<0郾 05)。 加入 80mg / L
Ver 对 RPE 细胞作用 12h 后再进行光照,光照各组 Ca2+

荧光强度没有明显提高,组间比较没有统计学差异(P>
0. 05)。
结论:超过一定浓度的 Ver 可诱导 RPE 细胞凋亡,80mg / L
可在不引起 RPE 细胞凋亡的前提下有效降低细胞内
Ca2+荧光强度;不同光照形式对豚鼠 RPE 细胞内 Ca2+有
明显刺激作用,聚焦光影响最大;不同光照形式对 Ver 处
理的 RPE 细胞内的 Ca2+荧光强度无明显作用。
关键词:光照;聚焦光;离焦光;视网膜色素上皮细胞;钙
离子;激光扫描共聚焦显微镜
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0 引言
摇 摇 目前常用的近视模型是给动物戴负镜片造成透镜诱
导性近视,而不同的有色光如绿光、红光也可诱导出近
视[1]。 不正确的光刺激或视觉信号输入会调控相关细胞
因子及神经递质的分泌,干扰正视化过程,影响眼球和视
觉系统发育,导致近视[2]。 对于正视眼来说,负镜片造成
的离焦光线或者绿光、红光落在视网膜上的实际是一个
弥散光斑,不是清晰的物像。 那么视网膜感受到的到底
是这种不同的光线形式还是有色光本身的颜色? 又是对
视网膜的哪一部分起作用? RPE 层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[3]。 RPE 细胞内 Ca2+浓度可调节其生长因子分泌、吞
噬作用、离子交换和水分子转运等功能。 仝春梅等[4] 发
现豚鼠透镜诱导性近视眼中,视网膜前、后极部 RPE 细
胞内 Ca2+浓度升高,提示 Ca2+参与了豚鼠透镜诱导性近
视的发生。 本实验采用聚焦光和离焦光对 RPE 细胞进
行照射,探讨不同光照形式对豚鼠 RPE 细胞内 Ca2+浓度
的影响。
1 材料和方法
1. 1 材料
1. 1. 1 实验动物及分组摇 2 周龄已脱离母乳喂养的健康
幼年豚鼠 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。
取生长良好的第 3 ~ 5 代细胞,分为 Ver 处理部分和未处
理部分,两部分均进一步分为聚焦光组、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. 1. 2 主要仪器和试剂摇 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;3. 5cm 一次性玻底培养
皿,美国 Corning 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 蛋白检测试剂盒(免疫组化),北京博奥森生
物技术有限公司;盐酸维拉帕米注射液,北京双鹤药业股
份有限公司;Fluo-3 / AM 荧光探针,美国 Sigma 公司。
1. 2 方法
1. 2. 1 豚鼠 RPE 细胞培养、传代、鉴定 摇 分离豚鼠 RPE
细胞,以 2伊105个 / mL 密度接种于六孔板,在 37益,50mL / L
CO2及饱和湿度培养箱中培养,2 ~ 3d 换液 1 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。
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
300Lx,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 4000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 MTT 比色法测定 Ver 作用后的 RPE 细胞凋亡率
摇 Ver 可诱导 RPE 细胞凋亡,因此需筛选出可有效降低
RPE 细胞内 Ca2+浓度而又不会导致细胞凋亡的浓度。 将
融合的第 3 ~ 5 代细胞,制成 5伊104 个 / mL 单细胞悬液,
以每孔 200滋L 接种于 96 孔板中。 待细胞贴壁,吸掉旧培
养基,加入含 20mL / L 胎牛血清的 DMEM 稀释的 Ver
200滋L,终浓度分别为 20,40,80,120,160mg / L,无光照组
只加入 20mL / L 胎牛血清 DMEM,振荡 5min,使其充分混
匀。 每组均设 3 个平行孔。 呈色:继续培养至加药后
12h,每孔加入 MTT 溶液(5g / L)10滋L,振荡混匀,37益,
50mL / L CO2 培养箱孵育 4h,小心吸弃孔内培养上清液,
每孔加入 150滋L 二甲基亚砜(DMSO),震荡 5min,使结晶
充分溶解。 比色:选择 570nm 波长,在酶联免疫检测仪上
测定各孔吸光度(A)值,记录结果。 每一实验重复 3 次,
取平均值。 数据分析:细胞凋亡率(% )= (空白对照组
A-处理组 A) / 无光照组 A伊100% 。
1. 2. 4 LSCM 测定 RPE细胞内 Ca2+荧光强度摇 在 1. 2. 3
的基础上,进一步检测未使 RPE 细胞出现明显凋亡的浓
度组细胞内 Ca2+荧光强度,具体方法:用 D-Hanks 液漂洗
细胞 3 次,将 Fluo-3 / AM 用 D-Hanks 液稀释为终浓度
25滋mol / L,加入 F-127 使其终浓度为 2%,在 37益,50mL / L
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图 1摇 Ver作用 12h后 RPE细胞的凋亡(伊200) 摇 A: 空白对照组;B: 20mg / L;C: 40mg / L;D: 80mg / L; E: 120mg / L; F: 160mg / L。

CO2培养箱中孵育 45min,荧光染色后再用 D-Hanks 液漂

洗 3 次,充分洗去未负载的 fluo - 3 / AM,加入 1mL D -
Hanks 液防止干片,上机检测荧光。 LSCM 激发波长为

488nm,发射波长为 525nm,光学物镜倍数为 20 倍,油镜倍

数为 63 倍。 随机选择 5 个视野扫描细胞内的荧光强度,
每组重复 3 次。 利用 LSCM 所配备的数据与图像处理软

件,计算出整个细胞荧光强度的相对值。 选择既未使 RPE
细胞出现明显凋亡而细胞内 Ca2+荧光强度又已出现显著

降低的浓度用于光照前 RPE 细胞的处理。 将第 3 ~ 5 代

培养的 RPE 细胞,按 1 伊105 个 / mL 接种于玻底直径为

20mm 的玻底培养皿,待细胞贴壁后用换用 10mL / L 胎牛

血清的培养基。 将细胞分为两部分,一部分加入 Ver(浓
度为上述步骤筛选出的结果)作用 12h。 12h 后两部分细

胞均分为聚焦光组、离焦光组、平行光组和无光照组。 照

射后立即测定 RPE 细胞内 Ca2+荧光强度。
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,结果记录为均数依标准

差(軃x依s)。 组间差异行完全随机单因素方差分析,多重比

较采用 SNK-q 法。 取检验水准 琢=0. 05。
2 结果

2. 1 Ver 作用后的 RPE 细胞凋亡率摇 不同浓度的 Ver 对
RPE 细胞的抑制具有剂量依赖效应,作用于 RPE 细胞 12h
后,20,40,80mg / L 组在镜下观察有极少量细胞凋亡(图 1),
细胞凋亡率呈很平缓的上升趋势,但与空白对照组相比差

异均没有统计学意义(P>0. 05,图 2),当浓度达 120mg / L
以上时,细胞凋亡率急剧上升,120mg / L 和 160mg / L 组分

别达到 59. 36%和 93. 05% ,与空白对照组相比差异有统

计学意义,160mg / L 组在镜下只能观察到个别活细胞(P<
0. 05)。
2.2不同浓度 Ver对 RPE细胞内 Ca2+强度的影响摇 在 2. 1
的结果上,只需检测 20,40,80mg / L Ver 对 RPE 细胞内

Ca2+荧光强度的影响。 RPE 细胞负载荧光后基本保持细

胞原有形态,细胞内可见绿色均匀荧光,胞核轮廓清晰,荧

图 2摇 Ver作用 12h后 RPE细胞的凋亡率。

图 3摇 Ver作用 12h后 RPE细胞内 Ca2+荧光强度。

光比胞质强。 Ca2+浓度越高,荧光强度越大。 加入 Ver 可
降低 RPE 细胞内 Ca2+荧光强度,浓度为 20,40,80mg / L 时

分别降低 10. 36% ,24. 54% ,48. 05% ,差异有统计学意义

(P<0. 05;图 3,4)。 故 80mg / L Ver 可有效降低 RPE 细胞

内 Ca2+浓度而又不会导致细胞的明显凋亡,用于下一步光

照前对 Ver 组 RPE 细胞进行处理。
2. 3 不同光照形式对 RPE细胞内 Ca2+强度的影响摇 未加

Ver 对 RPE 细胞进行光照,聚焦光组的 Ca2+荧光强度较其

他各组明显升高,离焦光组的荧光强度也较高,组间差异

有统计学差异(P<0. 05,图 5,表 1)。 加入 80mg / L Ver 对
RPE 细胞作用 12h 后再进行光照,光照各组荧光强度没有

明显提高,组间差异没有统计学意义(P>0. 05,图 5,表 1)。
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图 4摇 Ver作用 1h后 RPE细胞内 Ca2+的荧光强度(伊1000) 摇 A: 空白对照组;B: 20mg / L;C: 40mg / L;D: 80mg / L。

图 5摇 不同光照形式对 RPE细胞内 Ca2+强度的影响(伊1000) 摇 淤:未加 Ver;于:Ver 组;A:空白对照组;B:聚焦光组;C:离焦光组;
D:平行光组。

表 1摇 比较有无 Ver作用下不同光照形式对豚鼠视网膜色素上

皮细胞内 Ca2+的影响 軃x依s

分组
Ca2+荧光强度

未加 Ver 组 Ver 组

空白对照组 559. 23依78. 19 305. 76依19. 66
聚焦光组 1057. 21依129. 52a 353. 71依25. 45c

离焦光组 705. 10依72. 86c 363. 04依66. 57c

平行光组 620. 72依80. 36c 348. 04依39. 76c

摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇
F 28. 413 1. 851
P 0. 000 0. 179

aP<0. 05,cP>0. 05 vs 空白对照组。

3 讨论
3. 1 RPE细胞的感光能力摇 传统上认为,只有视锥细胞、
视杆细胞能够感光、参与成像,而近年来,随着名为黑视素
(melanopsin)的新型视蛋白的分离,人们发现视网膜内还
有其它的光感受器存在。 黑视素于 1998 年由 Provencio
等[5]在两栖动物非洲蟾具有光敏特性的皮肤黑色素细胞
中首次被克隆,也存在于多种脊椎动物的视网膜中。 随后
的几年中发现黑视素在哺乳动物的部分视网膜神经节细
胞(retinal ganglion cells,RGCs)中表达,这部分 RGC 又称
为内在光敏性视网膜神经节细胞(intrinsically photosensitive
retinal ganglion cells,ipRGCs) [6,7]。 但近几年,黑视素也在
视网膜的其他部分如 RPE 细胞和视锥细胞中检测到[8,9]。
摇 摇 利用重组黑视素测得的吸光度峰值约为 480nm,相当
于蓝光范围(470 ~ 475nm) [10],而纯化黑视素的吸光度峰
值为 420nm[11]。 通过对黑视素肽链的分析,发现与 G 蛋
白偶联受体有极大的同源性,属于 G 蛋白偶联受体超家
族,与已知的直接感光视蛋白也有结构上的高度相似,认

为其可能也是一种功能性感光视蛋白。 黑视素通过吸收
光量子参与多种视觉和非视觉光感受功能,包括调整生物
钟、瞳孔收缩、影响昼夜光周期和生理以及调节视觉成像
系统等[12]。 Melyan 等[13] 把人黑视素转导入无感光性能
的小鼠 Neuro-2a 细胞株中,结果使该细胞获得了光敏感
性,从另一角度证明了黑视素是感光视素。 黑视素是双稳
态色素,可以为 11-顺视黄醛和全反视黄醛提供生色团,
这一过程主要在 RPE 细胞中发生,不需要 G 蛋白介导,因
此 Peirson 等推论,RPE 细胞能够表达黑视素,说明它可能
既具有光感受功能,又可有色素再生功能,而细胞内是否
有合适的信号转导蛋白决定其将发挥哪一种作用[8]。
摇 摇 黑视素可与 Gq 蛋白作用,从而激活磷脂酶 C-茁,引
起三磷酸肌醇和甘油二酯生成增多,最终导致细胞膜上
cGMP 门控的阳离子通道开放,Na+及部分 Ca2+内流,引发

细胞去极化,同时调节细胞内储存 Ca2+的释放[14]。
3. 2 RPE细胞内 Ca2+浓度变化的意义摇 Ca2+作为重要的
第二信使对 RPE 细胞的功能是必不可少的。 当 RPE 细胞
受到刺激时,胞浆内游离 Ca2+ 浓度升高,把外源信号(激
素、光、重力、温度等)转变成胞内信号。 RPE 细胞上有多
种选择性钙通道,其中典型的 L 型和 T 型电压门控性 Ca2+

通道均有表达。
摇 摇 钙通道阻滞剂主要是指对 L-型电压门控性 Ca2+通道
具有阻断作用的药物。 Ver 是一种可靠的慢钙通道阻滞
剂,可选择性阻断 Ca2+向细胞内移动,使细胞内 Ca2+浓度
降低,已经证实 RPE 细胞上这种典型的 L 型电压门控性
Ca2+通道对 Ver 敏感[15]。
摇 摇 Smith-Thomas 等[16]和李劲等[17]均报道 Ver 作用超过
一定浓度或者一定时间可诱导体外培养 RPE 细胞的凋
亡,这是由于降低 RPE 细胞内 Ca2+浓度而抑制了 RPE 细
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胞的增殖。 参考以往的结果[18],本实验设计 20,40,80,
120,160mg / L 五个浓度组,对 RPE 细胞作用 12h 后测定其
细胞凋亡率及细胞内 Ca2+浓度变化,发现 80mg / L 组可在
不引起 RPE 细胞凋亡的情况下有效降低细胞内 Ca2+荧光
强度,因此最终选择用 80mg / L 在光照前对 RPE 细胞进行
预处理。
3. 3 不同光照形式对 RPE细胞内 Ca2+浓度的影响摇 本实
验观察到未加 Ver 对 RPE 细胞进行光照时,聚焦光组的
Ca2+荧光强度较其他各组明显升高,当利用 Ver 对 RPE 细
胞进行阻滞后,尽管给予细胞不同形式的光照刺激,由于
Ca2+通道活性尚未恢复, Ca2+无法进入细胞内,各组荧光
强度未表现出显著变化。
摇 摇 本实验中,聚焦光和离焦光在同等面积的情况下,光
量子数是相同的,唯一存在区别的是光线经过聚焦或离焦
后在 RPE 细胞上的清晰程度,即存在边缘效应(红色边
缘 / 绿色边缘),而这是视锥细胞的感受功能之一,目前尚
无证据说明 RPE 细胞可以感受边缘效应。 然而随着黑视
素在 RPE 细胞和视锥细胞中的发现,我们认为这可能与
黑视素的功能有关。
摇 摇 Giesbers 等[19]曾报道,通过将黑视素的 C-末端与增
强的黄色荧光蛋白融合(enhanced yellow fluorescent protein,
eYFP),观察到人 RPE 细胞株 D407 和人胚肾细胞株
HEK293 在暗淡的 650nm 红光照射下,细胞内 Ca2+浓度出现
快速而短暂的升高,而预先补充 11-顺视黄醛和全反视黄醛
可以增强这一反应,该实验的结果至少说明,黑视素能吸收
光并开启细胞中的一个化学反应链,引起电势反应。
摇 摇 我们推测,聚焦光照射后引起 RPE 细胞内 Ca2+浓度
升高的可能机制是:RPE 细胞中的黑视素感受到聚焦光
带来的边缘效应后,通过与相应的受体蛋白作用,将信号
逐级传递,最终导致细胞膜上的阳离子通道开放,部分
Ca2+内流,细胞发生去极化,同时细胞内 Ca2+的释放又进
一步刺激细胞膜上的 Ca2+通道打开,使更多的 Ca2+进入细
胞内,直至发生进一步的生理、生化效应。
摇 摇 本实验在光照后立刻测定 RPE 细胞内 Ca2+ 荧光强
度,只能反应早期 Ca2+的变化,这种变化究竟是一过性的、
很快就恢复原始水平,还是持续性的,需要进一步动态的
观察,而 RPE 细胞内 Ca2+浓度升高引发的下游效应是什
么,也需要我们深入研究。
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