
前 言 随着发光二极管（Light Emitting Diode, LED）的

普及，光生物安全性受到越来越多关注［1］。常规白光

LED凭借高光效、节能、寿命长、可塑性强等特点，几

乎适用于各种生活场合和视频终端［2］；但因高能量短

波蓝光（400~500 nm）为激发光源，使其成为当下视

网 膜 光 化 学 损 伤（Retinal Photochemical Damage,

RPD）的主要原因之一［3］。如今的照明行业以太阳光

作为评估光源质量的基准，太阳光的光谱连续、强度

均匀，适合人眼的正常发育和昼夜节律，当下提倡的
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【摘要】目的：观察类太阳光谱发光二极管（LED）和常规白光LED对小鼠来源视锥细胞（661W）内质网应激的影响。方

法：将661W细胞分为无光照对照组（NC组）、3 000 lux类太阳光谱LED照射6~24 h组（SL组）、3 000 lux常规白光LED照

射 6~24 h 组（CL 组）。采用光学显微镜观察细胞状态，CCK-8 检测细胞活力，实时荧光定量 PCR（RT-qPCR）和 Western

blot 检测内质网应激PERK通路相关基因和蛋白表达水平。结果：与NC组相比，光照组细胞死亡率随时间递增，细胞活

力值均明显降低（P<0.05），SL组细胞损伤程度轻于CL组；CL照射后ATF4和CHOP的mRNA水平和ATF4蛋白水平增加

（P<0.01）；GRP78/Bip的mRNA和蛋白水平在CL-6 h组增加（P<0.01）后下降；而SL-24 h组增加了ATF4的蛋白表达水平

（P<0.05）。结论：常规白光LED可导致内质网应激，引起视锥细胞光损伤，类太阳光谱LED引起的反应明显减轻。
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Abstract: Objective To investigate the endoplasmic reticulum (ER) stress in mouse cone cells (661W cells) exposed to sun-like

spectral LED and conventional white LED.Methods 661W cells were divided into normal control group (NC) for cell culture in

darkness, SL groups for 3 000 lux sun-like spectral LED exposure for 6-24 h, and CL groups for 3 000 lux conventional white LED

exposure for 6-24 h. Cell state was observed using optical microscopy, and CCK-8 assay was used to detect cell viability. The ER

stress-related genes and protein expression levels were detected with real-time fluorescence quantification PCR (RT-qPCR) and

Western blot. Results Compared with that in NC group, the rate of cell death in LED exposure groups was increased with time,

and the cell viability was decreased significantly (P<0.05), but the cell damages were lighter in SL groups than in CL groups. CL

exposure increased the expression levels of ATF4 mRNA, CHOP mRNA and ATF4 protein (P<0.01). The expression levels of

GRP78/Bip mRNA and protein were significantly increased in CL-6 h group (P<0.01), and then decreased significantly. SL-24 h

group improved the expression levels of ATF4 protein (P<0.05). Conclusion Conventional white LED can result in ER stress and

induce cone cell damage, but the responses caused by sun-like spectral LED is significantly reduced.
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预防近视需要每天白天户外活动也表明阳光对眼睛

的发育至关重要［4-5］。类太阳光谱LED是模拟太阳光

谱的新型LED，增强了光谱的连续性和完整性，最重

要的是它增加了绿色波段和红色波段（500~700 nm）

的强度，解决了常规白光 LED 中“富蓝化”问题［6］。

前期研究已证明相较常规白光 LED，类太阳光谱

LED 照射缓解了大鼠泪腺中炎症因子的生成，较好

地控制了大鼠干眼的形成［7］。有研究发现纯蓝光

LED 可诱导小鼠来源视锥细胞（661W）中短波视蛋

白的聚集而导致内质网应激途径PERK通路的激活，

最终介导细胞凋亡，说明内质网应激在 RPD 中起重

要作用［8］。但目前 RPD 的机制尚不明确，不同光谱

LED照射与内质网应激之间的关系仍少有研究。本

研究拟使用 3 000 lux照度的类太阳光谱LED和常规

白光 LED 照射 661W 细胞构建 RPD 模型，进一步比

较类太阳光谱LED和常规白光LED照射对 661W细

胞内质网应激的影响。

1 材料与方法

1.1 实验分组

将 661W细胞（上海奥陆生物有限公司，中国）加

入 到 含 体 积 分 数 为 10% 的 胎 牛 血 清（Cegrogen,

Germany）的高糖 DMEM（Sigma-Aldrich, USA）培养

基中，置于含体积分数 5% CO2、37 ℃培养箱中正常

培养。选取传代 24 h后状态良好的指数生长期细胞

进行研究。细胞分组如下：常规避光培养 48 h组（NC

组）、3 000 lux类太阳光谱LED照射 6~24 h组（SL-6 h

组、SL-9 h 组、SL-12 h 组、SL-24 h 组）和 3 000 lux 常

规白光 LED 6~24 h组（CL-6 h组、CL-9 h组、CL-12 h

组、CL-24 h组），分别在相应时间点进行光照，光照结

束后统一收集细胞进行实验。NC 组和光照组细胞

均来自同一培养基，以消除任何预先存在的偏差。

1.2 检测类太阳光谱LED和常规白光LED的光谱分布

8 W的类太阳光谱LED和常规白光LED［9］（泉州

阳光流光电科技有限公司）悬挂于距离细胞培养皿

上方 20 cm 左右处，使用光谱测色仪（杭州虹普光色

科技有限公司）对细胞培养皿底部水平面所接受到

的LED进行光谱分布和光照度的测量。

1.3 光学显微镜观察各组细胞状态

将细胞以每孔 3×105的密度接种于 6 cm 培养皿

中，NC组用锡箔纸覆盖避光培养，实验结束后，利用

光学显微镜（Olympus, 型号 CKX53, Japan）在 10×目

镜和 10×物镜的组合下，分别观察 NC组以及光照 6、

12、24 h后的细胞状态并拍照。

1.4 CCK-8检测各组细胞活力

将细胞以每孔 3×104/mL 的密度接种于 96 孔板

中，每组设置 3个复孔。在含体积分数 5% CO2、37 ℃

培养箱下温育 24 h后，更换新培养基，并将细胞分别

暴露于 3 000 lux类太阳光谱LED和常规白光LED下

6、9、12和 24 h以及锡箔纸避光培养NC组细胞 24 h。

光照结束后，向每孔中加入 10 μL CCK-8（ApexBio

Technology, USA）溶液，在培养箱中避光培养 2 h，用

酶标仪（MultiskanTM GO, Thermo Fisher Scientific,

USA）测定450 nm处的吸光度，计算细胞活力值。

1.5 RT-qPCR 检测各组细胞内质网应激 PERK 通路

相关基因表达水平

661W细胞以每孔 3×105个细胞的密度接种于直

径6 cm的培养皿中。分别照射6、12和24 h以及锡箔

纸避光培养 24 h 后，通过 Trizol 试剂（Sigma-Aldrich,

USA）提取细胞中的 RNA，Hieff qPCR SYBR Green

Master Mix 试 剂 盒 反 转 录 成 cDNA（Yeasen

Biotechnology Co., Ltd., China），用 7500 Real-time

PCR System（Applied Biosystems, USA）检测各组细

胞中 ATF4、GRP78/Bip 和 CHOP 的 mRNA 表达。内

参采用 β -actin，反应条件如下：3 min、95 ℃，5 s、

95 ℃，退火 1 min、60 ℃，重复 40次。用 2-△△Ct法进行

分析，引物序列见表1。

基因名

GRP78/Bip (Mouse)

ATF4 (Mouse)

CHOP (Mouse)

β-actin (Mouse)

for

rev

for

rev

for

rev

for

rev

顺序（5'→3'）

TGGCATAAACCCCGATGAGG

GTGGGTACCACAGTGTTCCT

GCAAGGAGGATGCCTTTTC

GTTTCCAGGTCATCCATTCG

CTGGAAGCCTGGTATGAGGAT

CAGGGTCAAGAGTAGTGAAGGT

GAGCGCAAGTACTCTGTGTG

AACGCAGCTCAGTAACAGTC

长度/bp

20

20

19

20

21

22

20

20

表1 RT-qPCR引物序列

Table 1 Primer sequences for RT-qPCR analysis
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1.6 Western blot检测各组细胞内质网应激 PERK通

路相关蛋白表达水平

661W细胞以每孔 3×105个细胞的密度接种于直

径6 cm的培养皿中。分别照射6、12和24 h以及锡箔

纸避光培养 24 h后，提取各组细胞总蛋白，BCA蛋白

质测定试剂盒测定总蛋白浓度，100 ℃煮沸变性后的

蛋白质样本用十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳

分离，然后转移到 PVDF 膜（Immobilon-P；Millipore,

Germany）上并用脱脂奶封闭，使用ATF4（1：500；Bioss,

China）、GRP78/Bip（1：500；NOVUS, USA）、β -actin

（1：5 000；Bioss, China）一抗溶液 4 ℃摇床孵育过夜，

TBST清洗 5次。使用山羊抗兔二抗和山羊抗鼠二抗

溶液室温摇床 1 h，TBST 清洗 5 次，ECL 发光液显影

曝光，保存条带并用 Image J软件分析灰度值。

1.7 统计学分析

采用 SPSS 23.0 和 GraphPad Prism 8.0 软件进行

统计学分析。符合正态分布的计量资料采用均数±

标准差表示，所有实验至少重复 3次，多组间的比较

采用单因素方差分析，组间的两两比较使用最小显

著性差异法检验，P<0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 LED光谱分布检测结果

LED光谱分布如图 1所示。常规白光 LED灯的

光谱分布连续，但是在 400~500 nm 的蓝光波段具有

极高的能量分布；类太阳光谱LED的光谱连续性强，

完整性接近自然光，同时较前者降低了蓝光峰值，提

高了 500~700 nm 绿光和红光波段的峰值，各种色彩

的饱和度强，均匀性高。光照组培养皿水平面接受

到的灯光照度约为3 000 lux。
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a：常规白光LED光谱图 b：类太阳光谱LED光谱图

图1 常规白光LED和类太阳光谱LED的光谱图

Figure 1 Spectra of conventional white LED and sun-like spectral LED

峰值波长：520.0 nm 能量：4.329 μW∙cm-2∙nm-1峰值波长：450.0 nm 能量：8.670 μW∙cm-2∙nm-1

2.2 各组细胞光学显微镜下形态观察

如图 2所示，661W细胞在正常培养 48 h后，状态

良好，细胞核居中，细胞体细长呈梭形，贴附在培养

皿底部（图 2a及图 2e）；LED 照射 6 h后，两组细胞无

明显改变（图 2b及图 2f）。类太阳光谱LED照射 12 h

后，细胞呈轻度的稀疏（图2c）；24 h后，细胞间隙进一

步增加，可见触角的缩短（图 2d）。常规白光 LED 照

射 12 h后，细胞稀疏程度严重（图 2g），24 h后出现了

大量的死亡脱落细胞或膜残骸中的碎片漂浮在培养

基中，细胞核呈圆锯齿状、气泡状，触角消失（图2h）。

2.3 各组细胞活力值测定结果

CCK-8 细胞活力值见图 3。常规白光 LED 对

661W 细胞的生长抑制明显比类太阳光谱 LED 更严

重，与NC组相比，抑制增殖程度随时间递增，从光照

6 h开始，差异便有统计学意义（P<0.05），其中CL-24 h

组降低细胞活力至约 30%。类太阳光谱LED在每个

时间点的细胞活力皆比常规白光 LED 的活力值高，

SL-24 h组的细胞活力值约 50%，与 CL-24 h组相比，

差异有统计学意义（P<0.05）。

2.4 各组细胞内质网应激相关基因GRP78/Bip、ATF4

和CHOP的mRNA表达结果

使用 RT-qPCR 测量照射不同时间后 661W 细胞

中内质网应激相关基因mRNA的表达见图 4。与NC

组细胞相比，常规白光 LED使细胞中 ATF4和 CHOP

的 mRNA 表达随时间递增，在照射 24 h 后显著增加

（P<0.05），且与 SL-24 h组相比差异均有统计学意义

（P<0.05）；CL-6 h组GRP78/Bip的mRNA水平显著增

加（P<0.05），且与 SL-6 h组相比，差异有统计学意义

（P<0.05），但 12 h和 24 h下降至NC组水平。而类太

阳光谱LED仅增加了SL-12 h组ATF4的mRNA表达

水平（P<0.05），其他组别的 mRNA 表达皆无统计学

意义的改变。
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2.5 各组细胞内质网应激相关基因 GRP78/Bip 和

ATF4的蛋白表达结果

采用 Western blot 实验研究各组 661W 细胞中

GRP78/Bip和ATF4的蛋白表达水平，见图5a。CL-6 h

组GRP78/Bip蛋白表达水平略有上升，与SL-6 h组相

比有统计学意义（P<0.05），但 CL-12 h 组和 CL-24 h

组的 GRP78/Bip 蛋白表达水平均显著下降（P<0.05）

（图 5b）；同时，ATF4蛋白表达在CL-12 h组显著增加

（P<0.05），与SL-12 h组相比差异具有统计学意义（P<0.05），

之后在 CL-24 h 组达到峰值（P<0.05）（图 5c），这与

mRNA的表达趋势一致。而类太阳光谱LED没有改

h

图2 各组 661W 细胞状态图（×100）
Figure 2 State of the 661W cells in each group (×100)

a：NC（SL-0 h）组；b：SL-6 h组；c：SL-12 h组；d：SL-24 h组；e：NC（CL-0 h）组；f：CL-6 h组；g：CL-12 h组；h：CL-24 h组
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Figure 3 Cell viability in each group
与NC组比较，&P<0.0001，*P<0.05，**P<0.01；与CL-9 h

组比较，#P<0.05；与CL-24 h组比较，##P<0.01
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图4 GRP78/Bip、ATF4 和CHOP的mRNA表达水平

Figure 4 mRNA expression levels of GRP78/Bip, ATF4, and CHOP
与NC组比较，*P<0.05，**P<0.01，****P<0.0001；与CL-6 h组比较，&P<0.05；与CL-24 h组比较，#P<0.05
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变 GRP78/Bip 蛋白的表达水平，ATF4 蛋白的表达水

平仅在SL-24 h组有所增加（P<0.05），并且与CL-24 h

组相比，差异也具有统计学意义（P<0.05）。

3 讨 论

眼睛是感受光线的第一门户，取决于视网膜上

的视锥细胞和视杆细胞的光激活［10］。光视觉健康是

照明的最基本要求，过度曝光在一定条件的光线下

会导致严重的RPD，造成视网膜退行性变，老年性黄

斑变性等疾病而危害视力［11］。现已发现两种RPD模

式：一种为 Noell型损伤，该种损伤的光照强度较低，

所需光照时间较长；另一种称为 Ham型损伤，也称为
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蓝光型损伤，其光毒性高峰在 440 nm，其光照强度较

大，所需光照时间也较短［12-13］。根据光照强度分级标

准，本研究选取高强度 3000 lux短期照射小鼠来源视

锥细胞661W以构建RPD模型。

光学显微镜镜下结果和CCK-8细胞活力值显示

光照后细胞形态改变明显、死亡细胞和脱落细胞增

加、活力值随时间递减，表明 RPD 模型构建成功，常

规白光LED和类太阳光谱LED在一定程度的照射强

度下具有相应的光毒性。相较于照射 24 h后细胞活

力值仅有约 30% 的 CL-24 h 组，SL-24 h 的细胞活力

值约 50%，提示死亡率下降，类太阳光谱 LED 对

661W的损伤作用明显轻于常规白光LED。

常规白光LED芯片的发光峰值波长为465 nm的蓝

光，刚好处于最易对视网膜产生光化学损伤的波段［14-15］。

有研究曾报道纯蓝光LED照射661W细胞的损伤和内

质网应激密切相关［16］。内质网是细胞加工蛋白质和储

存Ca+的场所，对应外界应激非常敏感，内质网应激常

发生于多种如帕金森病、阿尔茨海默病等神经退行性

疾病中［17-18］。内质网伴侣GRP78/Bip过表达预示内质

网应激启动了未折叠蛋白反应（Unfolded Protein

Response, UPR）以维持蛋白质的稳态，促进细胞的存

活［19］。PERK通路是内质网应激信号通路之一，其中的

ATF4是内质网应激诱导的细胞凋亡的重要介质，CHOP

是内质网应激诱导的增强子结合蛋白家族的关键成员，

可通过ATF4途径升高以介导细胞凋亡［20-21］。

本研究通过 RT-qPCR 以及 Western blot 实验，发

现常规 LED 高光照强度照射 661W 细胞 6 h 后，

GRP78/Bip 的 mRNA 表达水平增高（*P=0.027 5），而

12 h后GRP78/Bip蛋白水平随时间递减（*P=0.020 8，

**P=0.009 4）。这些结果可能支持前期研究，即UPR

包括两个阶段，早期 UPR 可以抑制内质网应激和恢

复内质网稳态，晚期 UPR 由于过于严重而不能恢复

内质网稳态便导致细胞凋亡［22-23］。本研究证明了

3 000 lux 常规白光 LED 照射 6 h 便激发了内质网应

激 UPR反应，GRP78/Bip的表达水平增加；随着照射

时间的增加，强烈及持久的照射刺激导致了细胞自

我适应的失败，GRP78/Bip 的表达水平下降。其次，

研究发现常规 LED 照射 6 h 后，ATF4 和 CHOP 基因

和蛋白无明显改变，ATF4的 mRNA以及蛋白水平在

照射 12 h 后增加；在照射 24 h 后，ATF4 和 CHOP 的

mRNA以及蛋白水平达到顶峰（**P<0.01），进一步提

示常规 LED 高光照强度照射造成了 661W 细胞晚期

UPR 的发生，激活 PERK 通路，细胞损伤严重。在使

用类太阳光谱 LED 照射后，上述指标均有不同程度

的降低。与无光照 NC 组相比，除了 SL-12 h 组增加

了 ATF4 的 mRNA 表达水平（*P=0.015 1），SL-24 h 组

增加了 ATF4 的蛋白表达水平外（*P=0.042 1），没有

其他有意义的统计学改变，ATF4增高的发生皆较常

规白光 LED 照射组迟缓。因此，类太阳光谱 LED 可

以很好地阻止内质网应激以保护 661W 细胞。Qu

等［24］研究发现，670 nm 红光 LED 具有保护因光辐射

而损伤的大鼠视网膜细胞的作用。英国伦敦大学最

~78kD
~48kD
~42kD

图5 661W细胞GRP78/Bip、ATF4蛋白表达结果

Figure 5 GRP78/Bip protein and ATF4 protein expression levels in 661W cells
与NC组比较，*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001，****P<0.001；与CL-6 h组比较，&P<0.05；与CL-12 h组比较，@P<0.05；与CL-24 h组比较，#P<0.05
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新研究发现每天盯着深红色的光观看 3 min 即可明

显改善视力下降的问题，部分人视锥细胞的灵敏度

甚至提升 20%［25］。由此推测，类太阳光谱 LED 通过

平衡各部分光的比例，增加绿色和红色波段的光峰

值，不仅解决了常规LED“富蓝化”问题，还可能通过

红绿波段的光保护视锥细胞，这有待进一步的研究。

作为当下照明热点，类太阳光谱 LED 相较于常

规白光LED，在高强度照明条件下，可能阻止内质网

应激，缓解细胞压力，保护 661W 细胞免受光损伤。

本研究为新型LED光源的优化及照明标准改良提供

一定程度的实验依据。
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