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摘   要  

近视是目前全球范围内引发视觉损害的重要原因之一。北大国家发展研究院

数据统计显示：2012 年我国 5 岁以上罹患近视总人数在 4.5 亿左右，到 2020 年

近视患病人数约为 7 亿。寻求有效的近视防控措施一直是眼科领域研究热点，也

是“健康中国战略”中重要内容。近来，苏州宣嘉光电科技有限公司创新性研发

并应用“艾尔兴哺光仪”防控青少年近视进展取得了可喜的临床效果。临床研究数

据显示，应用重复低能量半导体红色激光（波长，650 nm；功率，2mW）照射可以有效

控制青少年近视的发展，压低近视度数增长的曲线。然而，长期应用半导体红色

激光进行眼部照射，其对视网膜安全性也一直是萦绕眼科医生与使用者心中的重

要问题。 

吉林大学白求恩第二医院眼科医院李光宇教授课题组围绕“艾尔兴哺光仪”

所使用的“650nm 红色半导体激光”对视网膜、视细胞的影响展开了系列实验研究。

课题研究主要以体外培养视细胞(661W)，以及 4-6 周龄 C57/BL 小鼠为研究对象，

并利用 450nm 蓝色半导体激光作为对比性研究，深入探究了长、短波长激光照

射，以及不同照射方式、照射功率对视网膜的影响。课题研究发现：①辐照度为

2.55mW/cm2
（发射功率约为 2mW）450nm 蓝色激光照射可以显著诱导视细胞光氧化

性损伤，导致视细胞死亡率显著上升；而相同功率 650nm 红色激光照射却未诱

导出显著视细胞损伤。②间断性重复性低功率（2mW）650nm 红色激光与 450nm

蓝色激光照射均未诱导出小鼠视网膜显著损伤。③连续性低功率（2mW）650nm

红色激光照射未诱导出小鼠视网膜显著损伤，而连续性低功率 450nm 蓝光照射

却可以造成小鼠视网膜显著损伤。④间断性重复性高功率（10mW） 650nm 红色

激光照射未诱导出小鼠视网膜显著损伤，而间断性重复性高功率 450nm 蓝色激

光照射却可以显著造成小鼠视网膜损伤。⑤连续性高功率（10mW）照射，650nm

红色激光与 450nm 蓝色激光均可诱导出小鼠视网膜损伤，但 450nm 蓝色激光连

续照射造成视网膜损伤更显著。据此，通过对课题实验结果分析，现可以得出如

下研究结论：1. 不同波长光照对视网膜影响具有差异性，相同照射方式与照射剂

量下短波长蓝光较长波长红光对视网膜损伤严重。2. 单次光照对视网膜损伤具

有能量依赖性，随着光照功率的增加对视网膜所造成的损伤逐渐加重。3. 单次光



照对视网膜损伤具有时间依赖性，随着单次光照时长的增加对视网膜所造成的损

伤逐渐显著；在总照射时长相同情况下，间断重复性照射较连续性照射安全。 

基于以上研究结果，结合 “艾尔兴哺光仪” 现有临床应用方式，我们提出进

一步优化策略：1.在技术条件允许情况下，可以进行个体化照射功率设置；在确

保治疗有效性的前题下可以个体化设定较低的照射功率和剂量；2. 在确保治疗

有效性的前题下，可以进一步缩短照射时长或尝试增加照射频次而缩短照射时长。 



正   文 
 

近视是目前在全球范围内引发视觉损害的重要原因之一。2013 年澳大利亚

华柏恩视觉研究中心的一项全球眼健康和视觉保健报告指出：至 2020 年，世界

上将有三分之一的人（25 亿）罹患近视。 2016 年发表在眼科权威国际期刊

《Ophthalmology》的一项研究报告预测：至 2050 年，将有 49.8%世界人口（47 

亿）罹患近视，而其中 9.8%近视患者（9 亿）将转变为高度近视。世界卫生组织

（WHO）2018 年公布的研究报告显示，中国近视患者达 6 亿人，青少年近视率

持续居世界第 1 位。北大国家发展研究院的《国民视觉健康报告》显示，2012 年

我国 5 岁以上人群中，罹患近视的总人数在 4.5 亿左右，若没有有效的政策干预，

至 2020 年，我国近视患病人数约为 7 亿。随着时代的发展，近视人数不断的增

多，近视问题已经越来越影响人们的生活，特别是发展成为病理性高度近视后会

诱发出系列的眼部并发症，严重威胁视觉健康。 

多年来，研究人员一直在不断探索近视的发生与发展进程。诸多研究结果证

明，眼正视化阶段的视觉体验对屈光系统发育发挥重要作用。视觉信息构成视觉

体验。光，则是各种视觉信息的共同载体。此外，多种重要的神经递质在近视的

发生发展过程中亦起着重要作用。视网膜中多巴胺的合成和代谢具有光依赖性，

受到周围环境亮度、时间和空间的影响。视网膜多巴胺的含量变化呈现昼夜节律

性，即日间含量较高，夜间含量较低。研究表明多巴胺作为视网膜上光调节释放

的神经递质可提高日间视网膜功能，通过光和视觉信号抑制眼球的生长。故青少

年增加户外活动，增加日光照射时长对青少年近视的防控发挥积极作用。近年来，

苏州宣嘉光电科技有限公司研发的“艾尔兴哺光仪”在很大程度上填补了国内外

近视防控中光生物调节作用的空白。临床研究数据显示，重复应用“艾尔兴哺光

仪”（波长为 650 nm 的红色半导体激光，功率为 2mW）照射每次 3 分钟，每天两次可以有

效控制青少年近视的发展，压低近视度数增长的曲线。 

但应用红色半导体激光长期对眼部照射，其安全性也一直是眼科医生与使用

者所关心的重要问题。吉林大学白求恩第二医院眼科医院李光宇教授课题组围绕



“艾尔兴哺光仪”所使用的“650nm 红色半导体激光”对视网膜、视细胞的影响展

开了系列的体内、外实验研究实验。 

具体研究方案如下：体外细胞实验，采用视网膜感光细胞（661W 细胞株）

为研究对象，体内实验选取 4-6 周龄 C57/BL 小鼠为实验对象，对其眼部进行光

照。光照装置为“艾尔兴哺光仪”光源，即波长为 650nm 半导体红色激光，发射功

率模拟临床使用功率为 2mW（光照直径为 10mm，辐照度为功率/光照面积=2.55mW/cm2）。另

外，应用相同功率而波长为 450nm 的蓝色半导体激光进行对照性研究。体内、

外实验分为三组：非光照对照组，红光照射处理组，蓝光照射处理组。此外，研

究中也通过改变不同照射功率及照射方式，深入探讨比较了长、短波长光照对视

网膜的影响。 

  



一．细胞实验研究方法 

1. 光感受器细胞（661W）培养 

661W 细胞系永生化小鼠视网膜神经细胞，其 SV40-T 抗原表达受编码人

视网膜受体结合蛋白基因启动子控制。661W 细胞具有类锥状感光细胞的结构和

生化特性，被广泛应用于体外感光细胞相关的实验研究中。 

661W 细胞培养基为添加 10% 胎牛血清、100 U/ml 青霉素和 100 mg/ml 链

霉素的 DMEM 培养基，置于 37 ºC、5% CO2细胞培养箱中培养。每 2 天换液 1

次，细胞融合达到 80-90%时传代。 

细胞传代方法：清除培养基后，PBS 冲洗 2 遍，用 0.25%胰酶于细胞培养箱

中消化 5分钟，加入新鲜完全培养基终止消化。将细胞悬液置入离心管中 1000rpm

离心 5 分钟，弃上清后重悬细胞，细胞按照 1：3 比例进行传代。 

 

2. 细胞实验分组 

非光照正常对照组：待细胞生长至 75%的密度后用新鲜完全培养基换液，置

于正常细胞培养箱中避光培养。红光照射处理组：待细胞生长至 75%的密度后用

新鲜完全培养基换液，置于 650nm 红色激光光照（辐照度为 2.55mW/cm2）细胞

孵箱中培养于指定时间。蓝光照射处理组：待细胞生长至 75%的密度后用新鲜完

全培养基换液，置于 450nm 蓝色激光（辐照度为 2.55mW/cm2）光照细胞孵箱中

培养于指定时间。 

  

A. 650nm 红色激光孵箱系统 B.450nm 蓝色激光孵箱系统 



3．细胞活性测定（CCK8 检测法） 

将 661W 细胞接种于 96 孔板中，培养 24h 后根据上述 2 的方法进行分组培

养，红色激光照射处理组与蓝色激光照射处理组给予相同的辐照度 2.55mW/cm2

光照照射，照射时长分别为 15min、30min、60min、120min，然后休息 12 小时

后，更换培养基并于 100μl 培养基中加入 10μl CCK8 试剂，在细胞培养箱内继续

孵育 1-4 小时后行细胞活性测定。CCK8 溶液含有水溶性四唑盐，在电子载体存

在的情况下，四唑盐被细胞脱氢酶还原为可溶于组织培养基的橙色甲醛产物。产

生的甲醛的产量与活细胞的代谢活性成正比，并通过 460 nm 的吸光度来测量。

根据测得的吸光度值（OD 值）来判断细胞活性，即 OD 值越大表示细胞活性越

强。将结果导入 GraphPad Prism 6 软件计算出 IC50 值并绘制量-效反应曲线。 

 

4．细胞存活/死亡检测（ PI/Hoechst 染色法） 

将 661W 细胞接种于 96 孔板中，24h 后根据上述 2 的方法进行分组培养,48h

后弃去各组的培养基,应用 PI/Hoechst 双染检测细胞的存活率，首先将 10μl 

Hoechst 33258 染料（2μg/ml）稀释液加入不同细胞组的 96 孔板中，37℃避光孵

育 30min，然后每孔加入 10μl PI（5μg/ml）在相同条件下染色 10min。使用倒置

显微镜观察并拍摄照片，并使用 ImageJ 软件（v1.51，NIH，美国）对照片进行

分析统计。 

 

5. 细胞内活性氧簇（ROS）检测 

活性氧荧光探针（DCFH-DA）用新鲜无血清培养基配制，其终浓度为 10μM。

将 661W 细胞接种于 96 孔板，按照 2 的方法进行分组培养，48h 后弃去各组的

培养基，将 100μl 配制好的含有探针的培养基加入待测孔。置于细胞培养箱避光

孵育 20 分钟。弃去含 DCFH-DA 的培养基，用新鲜的无血清培养基清洗 2 次。

置于倒置荧光显微镜下观察，拍照保存，使用 Image J 软件分析荧光强度。 

  



6．细胞免疫荧光染色 

（1）将 661W 细胞接种于 96 孔板中，培养 24h 后根据上述 2 的方法进行

分组处理后，弃尽培养基，用 PBS 轻轻洗涤 1 遍。 

（2）加入 4%多聚甲醛，室温固定 20 分钟。 

（3）摇床上 PBS 洗 3 次，每次 5 分钟。 

（4）加入 0.2% Triton X-100，室温打孔 10 分钟。 

（5）摇床上 PBS 洗 3 次，每次 5 分钟。 

（6）加入使用 PBS 现配的 3%BSA，室温封闭 20 分钟，吸出后用 PBS 轻

柔清洗。 

（7）加入使用 PBS 配制的一抗工作液，在 4℃冰箱中过夜孵育（一抗稀释

浓度为：8-OHdG 1:50）。 

（8）摇床上 PBS 洗 3 次，每次 5 分钟。 

（9）加入使用 PBS 配制的荧光二抗工作液，室温孵育 30 分钟（二抗稀释

浓度为：Dylight488 1:200）。 

（10）摇床上 PBS 洗 3 次，每次 5 分钟。 

（11）加入 DAPI 溶液（1:2），室温孵育 15 分钟。 

（12）摇床上 PBS 洗 3 次，每次 5 分钟。 

（13）置于荧光显微镜下观察拍照. 

  



二．细胞实验研究结果 

1． 650nm 红色\450nm 蓝色激光照射对感光细胞（661W）活性影响 

如图 1 所示，661W 细胞接受相同辐照度（2.55mW/cm2）蓝色和红色激光照

射不同时长后，利用 CCK8 测定细胞活性。结果显示：红色激光连续照射 15min、

30min、1 小时可以使细胞活性显著升高，且连续照射 2 小时细胞活性较非光照

对照组未见明显下降；而相同辐照度的蓝色激光照射除在 30min 时细胞活性略

有升高外，连续照射 2 小时可以导致细胞活性较非光照对照组显著降低。（平均

值±标准差，* p<0.05）   

 

 

图 1. 红色、蓝色激光照射对感光细胞（661W）活性的影响 

2．650nm 红色\450nm 蓝色激光照射导致感光细胞死亡检测 

利用 Hochest-PI 染色可以检测细胞死亡情况。如图 2 所示，红色激光连续照

射 48 小时后，与非光照正常对照组相比，细胞死亡未见明显增加；而蓝色激光

照射组细胞死亡明显增加（平均值±标准差，ns 无统计学差异，*P<0.05）。 



 

图 2. 红色、蓝色激光照射导致感光细胞死亡检测 

 

3. 650nm 红色\450nm 蓝色激光照射对感光细胞内氧化应激水平影响 

光氧化性损伤是光诱导视网膜、视细胞损伤的早期反应。发生氧化应激反应

时，细胞内会产生大量的 ROS，因此通过应用 DCFH-DA 对活性氧簇染色可以评

估细胞的氧化应激水平，细胞内 ROS 产量越多，DCFH-DA 绿色荧光越强。如图

3 所示，红色激光照射 48h 后，与非光照正常对照组细胞相比未见显著绿色荧光

增加。而蓝色激光照射 48h 后，661W 细胞内绿色荧光强度明显增强。（平均值

±标准差，ns 无统计学差异，*P<0.05） 



 

图 3. 红色、蓝色激光照射对感光细胞内氧化应激水平的影响 

 



4．650nm 红色\450nm 蓝色激光照射诱导感光细胞 DNA 损伤情况 

8-OHdG 是细胞内 DNA 发生氧化性损伤的标志物。当细胞内出现氧化应激

损伤时，会诱导鸟苷酸转化为 8-OHdG，通过检测细胞内 8-OHdG 含量可以反应

出细胞内 DNA 发生氧化性损伤的情况。如图 4 所示，红色激光照射 48h 后与非

光照正常对照组细胞相比，未见显著 8-OHdG 绿色荧光增加；而蓝色激光照射

48h 后，661W 细胞内 8-OHdG 绿色荧光强度明显增强。（平均值±标准差，ns 无

统计学差异，*P<0.05） 

 

 

图 4. 红色、蓝色激光照射诱导感光细胞 DNA 损伤的情况 

 

  



三、动物实验研究方法 

1. 实验动物 

C57BL/6J 小鼠存活率高且眼部结构富含色素，较白化性动物更接近于人眼

视网膜结构。本研究选取 4-6 周龄生长期 C57BL/6J 小鼠为实验动物研究对象，

小鼠购于吉林大学（长春）动物中心。饲养室内温度维持在 21–23℃并保持 12h

光/暗照明循环，小鼠均可自由饮水和进食。所有的动物实验都是根据“视觉和眼

科研究协会”关于“在眼和视觉研究中动物实验声明”框架下执行，且得到吉林

大学第二医院伦理委员会的批准。 

2. 低功率间断光照处理方案与动物实验分组(2mW) 

将小鼠分为 3 组：非光照正常对照组（n=15）； 650nm 红色激光（发射功率

2mW,辐照度为 2.55 mW/cm2）光照组（ n=15）；450nm 蓝色激光（发射功率 2mW,辐照度为

2.55 mW/cm2）光照组（ n=15）。 

用 1%阿托品滴眼液散瞳，吸入性异氟烷气体麻醉。非光照正常对照组（常

规散瞳+麻醉）；红色激光光照组：红色激光照射 3 分钟，休息半小时，照射 3

分钟为一循环，一天照射 6 个循环共十二次，共照射 10 天 （相当于“艾尔兴哺

光仪”每次 3 分钟每天照射两次，2 个月的总照射剂量）。蓝色激光光照组：蓝色

激光照射 3 分钟，休息半小时，照射 3 分钟为一循环，一天照射 6 个循环共十二

次，共照射 10 天（与红色激光光照强度剂量相同）。 

光照后，继续在动物室内正常光/暗循环环境下喂养。待实验结束后，通过腹

腔注射过量戊巴比妥钠（Sigma-Aldrich，USA）对小鼠施行安乐死，摘除眼球行

相应分析。 

3. 低功率连续光照处理方案与动物实验分组(2mW) 

将小鼠分为 3 组：非光照正常对照组（n=15）； 650nm 红色激光（发射功率

2mW,辐照度为 2.55 mW/cm2）光照组（ n=15）；450nm 蓝色激光（发射功率 2mW,辐照度为

2.55 mW/cm2）光照组（ n=15）。 

用 1%阿托品滴眼液散瞳，吸入性异氟烷气体麻醉。非光照正常对照组（常

规散瞳+麻醉）；红色激光光照组：红色激光连续照射 6 小时，共照射 1 天，照

射总剂量与间断照射（照射 3 分钟，休息半小时，照射 3 分钟为一循环，一天照



射 6 个循环共十二次，共照射 10 天）总剂量相同。相当于“艾尔兴哺光仪”现实

应用中 2 个月的照射总剂量。蓝色激光光照组：蓝色激光连续照射 6 小时，共照

射 1 天，照射总能量与间断照射（照射 3 分钟，休息半小时，照射 3 分钟为一循

环，一天照射 6 个循环共十二次，共照射 10 天）总剂量相同。 

光照后，继续在动物室内正常光/暗循环环境下喂养。待实验结束后，通过腹

腔注射过量戊巴比妥钠（Sigma-Aldrich，USA）对小鼠施行安乐死，摘除眼球行

相应分析。 

4. 高功率间断光照处理方案与动物实验分组(10mW) 

将小鼠分为 3 组：非光照正常对照组（n=15）； 650nm 红色激光（发射功率

10mw，辐照度为 12.7mW/cm2）光照组（ n=15)；450nm 蓝色激光（发射功率 10mw，辐照度为

12.7mW/cm2）光照组（ n=15)。 

用 1%阿托品滴眼液扩张瞳孔，吸入性异氟烷气体麻醉。非光照正常对照组

（常规散瞳+麻醉）；红色激光光照组：红色激光照射 3 分钟，休息半小时，照

射 3 分钟为一循环，一天照射 6 个循环共十二次，共照射 10 天 （单次照射剂量

显著高于“艾尔兴哺光仪”）。蓝色激光光照组：蓝色激光照射 3 分钟，休息半小

时，照射 3 分钟为一循环，一天照射 6 个循环共十二次，共照射 10 天（与红色

激光光照强度剂量相同）。 

光照后，继续在动物室内正常光/暗循环环境下喂养。待实验结束后，通过腹

腔注射过量戊巴比妥钠（Sigma-Aldrich，USA）对小鼠施行安乐死，摘除眼球行

相应分析。 

5. 高功率连续光照处理方案与动物实验分组（10mW） 

将小鼠分为 3 组：非光照正常对照组（n=15）； 650nm 红色激光（发射功率

10mw，辐照度为 12.7mW/cm2）光照组（ n=15）；450nm 蓝色激光（发射功率 10mw，辐照度

为 12.7mW/cm2）光照组（ n=15）。 

用 1%阿托品滴眼液扩张瞳孔，吸入性异氟烷气体麻醉。非光照正常对照组

（常规散瞳+麻醉）；红色激光光照组：红色激光连续照射 6 小时，共照射 1 天，

照射总剂量与间断照射（照射 3 分钟，休息半小时，照射 3 分钟为一循环，一天

照射 6 个循环共十二次，共照射 10 天）总剂量相同，光照功率显著高于“艾尔兴

哺光仪”的照射功率。蓝色激光光照组：蓝色激光连续照射 6 小时，共照射 1 天，



照射总剂量与间断照射（照射 3 分钟，休息半小时，照射 3 分钟为一循环，一天

照射 6 个循环共十二次，共照射 10 天）总剂量相同。 

6. 视网膜组织蛋白样本提取、蛋白浓度测定及 Western Blot 检测 

6.1 视网膜组织蛋白样本提取 

取出小鼠眼球后浸入生理盐水中，沿角巩膜缘分离角膜，去除虹膜、晶状

体、玻璃体，完整分离出视网膜。将视网膜组织转移至含有 80μl RIPA 蛋白裂解

液的 1.5ml EP 管中，超声粉碎 3–4 次，每次 1–2 秒，于冰上裂解 30 分钟。13300rpm

离心 5 分钟后吸取并保留上清液，即为蛋白样品。取 5μl 蛋白样品用于浓度测定，

余样品加入四分之一体积的 5×蛋白上样缓冲液，100℃恒温金属浴中振荡 10 分

钟，-20℃保存备用。 

6.2 蛋白浓度测定 

使用 BCA 蛋白浓度试剂盒测定蛋白浓度。按照使用说明书，根据样本数量

按比例混匀一定体积的工作液（A 液：B 液=50：1）。96 孔板每孔中加入 200μl 

的工作液和 5μl 的样品或者标准品。将标准品进行梯度稀释用于绘制标准曲线。

每个样品重复两次，将孔板放置于酶标仪中振荡 10 秒混匀，37℃孵育 30 分钟，

测定 594nm 处的吸光度。最后根据绘制好的标准曲线，计算样品蛋白浓度。 

6.3 Western Blot 检测 

根据目的蛋白分子量，按照 SDS-PAGE 凝胶配制试剂盒的使用说明配置相

应浓度的 SDS 凝胶，每个样品上样量为总蛋白 10µg，蛋白 Marker 的上样体积为

5µl。上样完成后，80V 恒压电泳用以分离蛋白质。待样品全部跑至分离胶时，将

电压调至 120V，继续 120V 恒压电泳至目的蛋白得到充分的分离。取出凝胶，泡

至预冷的转膜液中备用。裁剪出适当大小的 PVDF 膜并用甲醇活化。将凝胶、

PVDF 膜、滤纸与海绵排列整齐置于转膜夹中，接下来 80V 恒压电转 1 小时。取

出 PVDF 膜，封闭液室温封闭 1 小时以上。TBST 洗膜 2 次，每次 2 分钟；4℃

过夜孵育一抗工作液（采用 TBST 稀释，一抗稀释浓度分别为：β-actin 1:10000，

Rhodopsin 1:1000 ）；TBST 洗膜 3 次，每次 5 分钟。加入 HRP 标记的相应二抗

工作液（采用封闭液稀释，稀释浓度均为 1:8000），于摇床上室温孵育 1h。TBST



洗膜 3 次，每次 5 分钟。最后加入适量 ECL 发光液于显影仪中捕获图像。应用

ImageJ 软件计算蛋白条带灰度值分析比较蛋白表达情况。 

 

7. 小鼠视网膜取材与冰冻切片制备 

（1）采用腹腔注射戊巴比妥钠的方式麻醉小鼠，用带线外科缝针（宁波医

用针有限公司，中国宁波）在每只眼睛 12 点位进行标记后。采用腹腔注射过量

戊巴比妥钠的方式对不同分组小鼠施行安乐死，摘除眼球。 

（2）摘取的眼球，经 PBS 冲洗后，在显微镜下剪除眼球周围结缔组织。 

（3）先在包埋盒中放入部分 OCT 胶，将修剪后的眼球放入 OCT 胶中，缝

线位置放到右侧，再放入 OCT 胶将包埋盒填满，将包埋块放入温度降至-20℃的

冰冻切片机中。 

（4）将立方块安置在底座于样品头上，缝线位置放到右侧，在-20℃下进行

冰冻切片。 

（5）用粘附载玻片的粘附面迅速、平整地粘贴切片，维持组织结构完整性。

制备好的切片在-20℃冰箱中保存备用。 

 

8. 视网膜冰冻切片免疫荧光染色 

（1）冰冻切片取出后置于加过水的免疫组化湿盒中，室温复温，在载玻片

上滴加 4%多聚甲醛，室温固定 15 分钟。 

（2）摇床上 PBS 洗 3 次，每次 5 分钟。洗去组织周围多余的 OCT 胶。 

（3）待切片接近自然风干时，用免疫组化笔在组织周围画圈以圈出整个组

织。在圈中滴加封闭液，室温封闭 1 小时。注意所加液体不可太多以致溢出圆圈

范围。 

（4）用 PBS 轻轻冲洗切片，待切片接近自然风干时，在圈中滴加使用 PBS

配制的一抗工作液，在 4℃冰箱中过夜孵育（一抗稀释浓度为：Rhodopsin 1:200）。 

（5）摇床上 PBS 洗 3 次，每次 5 分钟。 

（6）加入使用 PBS 配制的荧光二抗工作液，室温孵育 1 小时（二抗稀释浓

度为：Dylight 488 1:400）。 

（7）待切片接近自然风干时，在组织上滴加抗荧光衰减封片剂，加盖盖玻

片，在盖玻片边缘涂抹指甲油用于固定盖玻片。切片可放在-20℃冰箱中保存。 



（8）置于荧光显微镜下观察拍照。 

 

9. 视网膜组织切片 HE 染色分析 

采用腹腔注射过量戊巴比妥钠的方式对不同分组小鼠施行安乐死，用带线外

科缝针（宁波医用针有限公司，中国宁波）在每只眼睛 12 点位进行标记后，摘

除眼球。将眼球置于 FAS 眼球固定液常温固定 24 小时。弃掉 FAS 眼球固定液

后，用 PBS 漂洗 2 遍。将眼球进行程序性脱水：65%乙醇 15 分钟，70%乙醇 15

分钟，80%乙醇 15 分钟，90%乙醇 15 分钟，95%乙醇 15 分钟，100%乙醇 15 分

钟，100%乙醇 1 个小时 ，二甲苯 I 30 分钟，二甲苯 II 30 分钟，石蜡 I 45 分

钟，石蜡 II 45 分钟，石蜡 III 45 分钟。脱水结束后，将眼球置于包埋模具中，缝

线位置为 12 点钟，根据左右眼，包埋冷却。包埋完成后置于切片机切片，于视

神经处切片保留，每张 3μm，连续切 6 张， HE 染色观察。显微镜下观察拍照，

使用 Image J 软件测量外核层厚度。 

 

10．小鼠视网膜透射电镜观察 

将小鼠眼球去除前部角膜、晶状体及玻璃体，制成“眼杯”，于 2.5%戊二醛固

定液中 4℃过夜；PBS 缓冲液 4℃漂洗 4 小时以上，换 5 次漂洗液,1%锇酸固定 2

小时，漂洗 5 分钟；50%、70%、80%、90%乙醇系列脱水，各 10 分钟，90%丙

酮 10 分钟，用干燥剂处理过的纯丙酮处理 3 次，每次 10 分钟；按浓度梯度包埋

浸透，丙酮：环氧树脂包埋剂=1:1 浸透 1 小时，丙酮：环氧树脂包埋剂=1:3 浸透

3 小时，纯包埋剂浸透 1 小时，最后用新配制的纯包埋剂于胶囊内包埋标本；于

烤箱中 35℃过夜，65℃ 24 小时；用超薄切片机切片，醋酸铀饱和水溶液染后再

用枸橼酸铅染色，透射电镜观察拍照。 

 

11. 统计学分析 

本节研究中涉及的实验至少重复 3 次，实验结果为均数±标准差，应用单因

素方差分析法进行统计学分析， *P<0.05 认为具有统计学意义。 

  



四、低功率间断重复性照射动物实验研究结果(2mW) 

1． 650nm 红色\450nm 蓝色激光间断照射对小鼠视网膜组织结构的

影响 

经功率 2mW 红、蓝色激光间断重复光照射处理后，取出小鼠眼球并行石蜡

切片 HE 染色，通过软件测量视网膜厚度。如图 5 所示，与非光照对照组视网膜

组织结构相比较，650nm 红色激光及 450nm 蓝色激光间断照射均未导致视网膜

各层厚度显著变薄，以及外核层结构紊乱（结果显示为平均值±标准差）。 

      

 

 

 

图 5.红、蓝色激光间断照射对小鼠视网膜组织结构的影响 

2. 650nm 红色\450nm 蓝色激光间断照射对小鼠视网膜组织超微结构

影响 

   经功率 2mW 红、蓝色激光间断重复光照射处理后，将小鼠视网膜组织取出

行电镜分析，如图 6 所示，与非光照正常对照组相比，红色激光照射及蓝色激光



照射均未导致视网膜光感受器超微结构出现显著变化；                                    

  

 

图 6.红、蓝色激光间断照射对小鼠视网膜组织超微结构的影响 

3. 650nm 红色\450n 蓝色激光间断照射对小鼠视细胞 Rhodopsin 表

达影响 

Rhodopsin 是视杆细胞中表达的视蛋白，其常作为蛋白标志物反应视网膜视

细胞损伤程度，rhodopsin 含量的下降标志视杆细胞的损伤或数量的减少。如图 7

所示，与非光照正常对照组相比，视网膜冰冻切片 rhodopsin 染色与 Western Blot

分析显示功率 2mW 红、蓝色激光间断光照射均未导致视网膜光感受器中

rhodopsin 含量的减少。 

 

图 7.红、蓝色激光间断照射对小鼠视细胞 Rhodopsin 表达影响 



4. 650nm 红色\450n 蓝色激光间断照射对小鼠视网膜功能影响 

经红、蓝激光间断重复照射后将小鼠行视觉电生理 ERG 分析。如图 8 所示，

与非光照正常对照组相比，红色激光间断重复照射未导致 ERG 各波幅降低，蓝

色激光间断重复照射后 ERG 中 b 波幅值略显降低，但未具有显著统计意义。 

 

图 8.红色、蓝色激光间断照射对小鼠视功能影响 

五、低功率连续照射动物实验研究结果(2mW) 

1．650nm 红色\450nm 蓝色激光连续照射对小鼠视网膜组织结构影

响 

经功率 2mW 红、蓝激光连续照射处理后，取出小鼠眼球并行石蜡切片 HE

染色，通过软件测量视网膜厚度。如图 9 所示，650nm 红色激光连续照射未导致

视网膜厚度变薄，外核层紊乱；而 450nm 蓝色激光连续照射后视网膜厚度显著

变薄，外核层细胞排列结构紊乱（结果显示为平均值±标准差）。 



 

 

图 9. 红、蓝色激光连续照射对小鼠视网膜组织结构的影响 

 

                         

2. 650nm 红色\450n 蓝色激光连续照射对小鼠视网膜组织超微结构影

响 

将红光蓝光（功率 2mW）连续照射后小鼠视网膜组织取出行电镜分析。如

图 10 所示，与非光照正常对照组相比，红色激光连续光照射未导致视网膜光感

受器超微结构出现显著变化，视细胞外节盘膜排列规则工整；而蓝色激光连续光

照射造成视网膜光感受器超微结构出现显著变化，视细胞外节盘膜排列紊乱，断

裂。 



 

图 10.红、蓝色激光连续照射对小鼠视网膜组织超微结构的影响 

3. 650nm 红色\450nm 蓝色激光连续照射对小鼠视细胞 Rhodopsin 影

响 

如图 11.A 所示，与非光照正常对照组相比，视网膜冰冻切片 rhodopsin 染色

显示红色激光连续照射未导致视网膜光感受器中 rhodopsin 含量的显著减少；此

外，Western blot 检测亦未发现视网膜光感受器中 rhodopsin 含量的减少。而蓝色

激光连续光照射可以导致视网膜光感受器中 rhodopsin 含量的显著减少；此外，

Western blot检测亦发现视网膜光感受器中 rhodopsin含量的显著减少（图 11.B）。 

 

图 11.红、蓝色激光连续照射对小鼠视细胞内 Rhodopsin 表达影响 



4. 650nm 红色\450nm 蓝色激光连续照射对小鼠视网膜功能影响 

经 2mW 红、蓝激光连续照射后将小鼠行视觉电生理 ERG 检测分析。如图

12 所示，与非光照正常对照组相比，红色激光连续照射未导致视网膜功能改变；

而蓝色激光连续照射导致 ERG 中 b 波幅值显著下降，提示蓝色激光连续照射可

以造成视网膜功能降低。 

 

图 12.红、蓝色激光连续照射对小鼠视功能影响 

六、高功率间断照射动物实验结果（10mw） 

1. 650nm 红色\450nm 蓝色激光间断照射对小鼠视网膜组织结构影

响 

经 10mW 红光、蓝光间断照射处理后，取出小鼠眼球并行石蜡切片 HE 染色，

通过软件测量视网膜厚度。如图 13 所示，光镜下 10mW 650nm 红色激光及 450nm 

蓝色激光间断照射均未导致视网膜结构显著变化，视网膜厚度均未发现显著变薄

（结果显示为平均值±标准差）。                          



 

 

图 13 红、蓝色激光间断照射对小鼠视网膜组织结构的影响 

2. 650nm 红色\450nm 蓝色激光间断照射对小鼠视网膜组织超微结

构的影响 

经 10mW 红、蓝激光间断照射处理后，将小鼠视网膜组织取出行电镜分析。

如图 14 所示，与非光照正常对照组相比，10mW 650nm 红色激光间断照射未导

致视网膜光感受器超微结构出现显著变化，视细胞外节盘膜排列规则工整；而

10mW 450nm 蓝色激光间断照射却造成了视网膜光感受器超微结构出现显著变

化，视细胞外节盘膜出现排列紊乱与断裂。                 

 
图 14.红、蓝色激光间断照射对小鼠视网膜组织超微结构的影响 



3. 650nm红色\450nm蓝色激光间断照射对小鼠视细胞Rhodopsin影

响 

   经 10mW 红、蓝激光间断照射处理后，应用免疫荧光与 Western blot 检测小

鼠视网膜中 rhodopsin 表达情况。如图 15A 所示，与非光照正常对照组相比，视

网膜冰冻切片 rhodopsin 免疫荧光染色显示 10mW 红、蓝激光间断照射均未导致

视网膜光感受器中 rhodopsin 含量的减少。此外，Western blot 检测亦未发现视网

膜光感受器中 rhodopsin 含量的减少。 

 

图 15.红、蓝色激光间断照射对小鼠视细胞内 Rhodopsin 表达影响 

 

4. 650nm 红色\450nm 蓝色激光间断照射对小鼠视网膜功能影响 

经 10mW 红、蓝激光间断照射处理后将小鼠行视觉电生理 ERG 检测分析。

如图 16 所示，与正常对照组相比，10mW 红色激光间断照射未导致小鼠视网膜

电图的显著改变，而 10mW 红色激光间断照射却造成小鼠视网膜电图 b 波幅值

显著降低，提示视网膜功能下降。                          

 

  



 

图 16.红、蓝色激光间断照射对小鼠视功能影响 

七、高功率连续照射动物实验结果 (10mw) 

1. 650nm 红色\450nm 蓝色激光连续照射对小鼠视网膜组织结构的

影响 

经 10mW 红、蓝激光连续照射处理后，取出小鼠眼球并行石蜡切片 HE 染色，

通过软件测量视网膜厚度。如图 17 所示，10mW 650nm 红色激光照射未导致视

网膜厚度变薄，外核层紊乱；而 10mW 450nm 蓝色激光连续照射后视网膜厚度

出现显著变薄，外核层细胞排列结构紊乱（结果显示为平均值±标准差）。 

  



 

 

 

 

图 17 红、蓝色激光连续照射对小鼠视网膜组织结构的影响 

 

2. 650nm 红色\450nm 蓝色激光连续照射对小鼠视网膜组织超微结构

的影响 

经 10mW 红、蓝激光连续照射处理后，将小鼠视网膜组织取出行电镜分析。

如图 18 所示，与非光照正常对照组相比，10mW 红色激光连续照射未导致视网

膜光感受器超微结构出现显著变化，视细胞外节盘膜排列规则工整；而 10mW 蓝

色激光连续光照射可以显著导致视网膜光感受器超微结构变化，表现为视细胞外

节盘膜排列紊乱，断裂。 



 

图 18.红、蓝色激光连续照射对小鼠视网膜组织超微结构的影响 

 

3．650nm 红色\450nm 蓝色激光连续照射对小鼠视细胞 Rhodopsin 影

响 

经 10mW 红、蓝激光连续照射处理后，应用免疫荧光与 Western blot 检测小

鼠视网膜中 rhodopsin 表达情况。如图 19A 所示，与非光照正常对照组相比，视

网膜冰冻切片 rhodopsin 免疫荧光染色显示 10mW 红、蓝色激光连续照射均可导

致视网膜光感受器中 rhodopsin 含量的显著减少；此外，Western blot 检测亦发现

10mW 红、蓝色激光连续照射后视网膜中 rhodopsin 含量显著下降（图 19.B）。    



 

图 19.红、蓝色激光连续照射对小鼠视细胞内 Rhodopsin 表达影响 

                            

4. 650nm 红色\450nm 蓝色激光连续照射对小鼠视网膜功能影响 

经 10mW 红、蓝激光连续照射处理后，将小鼠行视觉电生理 ERG 检测分析。

如图 20 所示，与正常对照组相比，10mW 红色激光连续照射未导致小鼠视网膜

电图的显著改变，而 10mW 蓝色激光连续照射却造成小鼠视网膜电图 b 波幅值

显著降低。 



 

图 20.红、蓝色激光连续照射对小鼠视功能影响 

 

八、实验结果总结与课题研究结论 

本课题通过应用 650nm 红色激光与 450nm 蓝色激光对照研究，深入探讨了

低功率光照与高功率光照对视网膜损伤的情况，同时也分析了短时间间断重复照

射与长时间连续照射的不同照射方式对视网膜影响的差异。现将课题实验结果总

结如下： 

1、发射功率约为 2mW（辐照度为 2.55mW/cm2）450nm 蓝色激光照射可以显著诱导视

细胞光氧化性损伤，导致细胞死亡率显著上升，而相同功率 650nm 红色激光照

射却未见显著的视细胞损伤。 

2、间断性重复性低功率（2mW）650nm 红色激光与 450nm 蓝色激光照射均未诱

导出小鼠视网膜显著损伤。 



3、连续性低功率（2mW）650nm 红色激光照射未诱导出小鼠视网膜显著损伤，

而低功率 450nm 蓝光连续性照射可以造成小鼠视网膜显著损伤。 

4、间断性重复性高功率（10mW） 650nm 红色激光照射未诱导出小鼠视网膜显

著损伤，而间断性重复性高功率 450nm 蓝色激光照射可以显著造成小鼠视网膜

损伤。 

5、连续性高功率（10mW）照射，650nm 红色激光与 450nm 蓝色激光均可诱导

出小鼠视网膜损伤，但 450nm 蓝色激光连续照射造成视网膜损伤更显著。 

据此，通过对课题实验结果分析，现可以得出如下研究结论： 

1. 不同波长光照对视网膜影响具有差异性，在相同照射方式与照射剂量下短波

长蓝光较长波长红光对视网膜损伤严重。 

2. 单次光照对视网膜损伤具有能量依赖性，随着光照功率的增加对视网膜所造

成的损伤逐渐加重。 

3. 单次光照对视网膜损伤具有时间依赖性，随着单次光照时长的增加对视网膜

所造成的损伤逐渐显著；在总照射时长相同情况下，间断重复性照射较连续性照

射安全。 

 

九、研究讨论 

目前在国外多个科研团队应用红光针对眼科不同疾病进行治疗研究工作，并

提出了“光生物调节治疗”的方案及概念。如澳大利亚国立大学 Riccardo Natoli 教

授研究发现 670nm 红光可以显著治疗早产儿视网膜病变，降低视网膜新生血管

形成与牵拉性视网膜脱离[1]；美国克利夫兰医学院 Johnny Tang 教授发现近红外

光可以有效改善糖尿病性视网膜病变视网膜渗出形成，并推荐为可以成为性价比

很高的治疗方案[2]；英国牛津大学 Neville Osborne 团队得出与我们研究相似的

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?sort=date&size=100&term=Natoli+R&cauthor_id=23951291
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?sort=date&size=100&term=Tang+J&cauthor_id=24682183
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?sort=date&size=100&term=Osborne+NN&cauthor_id=26928988


结果，他们发现在体外实验中红光具有保护性，可以帮助视网膜神经细胞抵御对

多种刺激损伤[3]。近来，有关应用红光防控近视进展的研究报导越来越多，如美

国休斯顿大学视光研究院Earl Smith教授研究发现窄带红光刺激可以导致幼年猴

子眼轴生长缩短，出现远视变化趋势[4]。何明光教授团队应用 650nm 半导体红

色激光（一天照射 2 次，一次三分钟，每周照射 5 次）治疗儿童近视，临床研究

结果表明持续重复低强度红色激光在延缓近视发展方面具有良好的治疗效果且

无治疗相关的不良反应发生[5, 6] 。眼睛是人身体唯一可以感受光线刺激的器官，

光线刺激也可以对人眼发育造成影响，合理利用光生物调节治疗作用对我国目前

严重青少年近视状况可以发挥四两拨千斤的防控效果。然而。长时间过量光辐射

会导致视网膜光损伤，因此在应用光生物调节作用治疗眼部疾病时，光辐射对视

网膜所造成的损伤需要高度重视。在可见光谱中红光是波长最长的可见光，光子

所携带的能量较小。根据我们本课题的研究结果，发现相同照射剂量下，蓝色激

光较红色激光照射对视网膜损伤严重，不同照射方式所诱导的视网膜损伤也具有

显著差异。基于本课题研究结果，结合现有的“艾尔兴哺光仪”临床治疗方案，

我们提出进一步优化策略：1.在技术条件允许情况下，可以进行个体化照射功率

设置；在确保治疗有效性的前题下可以个体化设定较低的照射功率和剂量；2. 在

确保治疗有效性的前题下，可以进一步缩短照射时长或尝试增加照射频次而缩短

照射时长。 

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Smith%20EL%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=26447984
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