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C57BL/6小鼠形觉剥夺性近视视网膜

Pax6的表达及其启动子区域

CpG 岛甲基化的改变

王晓静 陈阿银 刘懋 赵福新 黄芙蓉 周翔天

【摘要】 目的 研究

C57BL/6

小鼠形觉剥夺性近视形成和恢复期视网膜

Pax6 mRNA

表达及其

启动子区域

CpG

岛甲基化水平的变化情况。 方法 实验研究。 采用单眼形觉剥夺（

MD

）建立

C57BL/6

小鼠近视动物模型和恢复期动物模型，将入选的小鼠按随机数字表法分为：

MD 4

周实验组（

12

只）、

同龄对照组（

12

只）；

MD 4

周再恢复

1

周实验组（

6

只）、同龄对照组（

NC

，

6

只）。 实验前后分别用红

外偏心摄影验光仪检测小鼠眼球的屈光状态，光学相干断层扫描（

OCT

）检测小鼠的眼轴长度和玻璃

体腔深度。

RT鄄PCR

检测视网膜

Pax6 mRNA

表达水平；用硫化测序聚合酶链式反应（

BSP

）检测

C57BL/6

小鼠视网膜

Pax6

启动子区

CpG

岛甲基化水平。 实验组形觉剥夺眼（

MD鄄T

）与对侧眼（

MD鄄C

）比较采用

配对

t

检验，不同组小鼠比较采用独立样本

t

检验。 结果

MD 4

周后，

MD鄄T

屈光度

[

（

-3.27±0.52

）

D]

与

MD鄄C[

（

1.13±1.17

）

D]

（

t=-12.726

，

P<0.01

）、

NC[

（

1.65±1.69

）

D]

（

t=-6.832

，

P<0.01

）相比明显向近视方向

漂移。

MD 4

周再恢复

1

周后，实验性近视完全恢复。

MD 4

周后，

MD鄄T

相对定量值（

0.495±0.247

）相比

MD鄄C

（

1.011±0.477

）（

t=-3.16

，

P<0.05

）、

NC

（

1.071±0.401

）（

t=-2.99

，

P<0.05

）

Pax6 mRNA

表达水平明

显下降；而恢复

1

周后

Pax6 mRNA

表达水平恢复到正常对照水平。

MD 4

周后，

MD鄄T Pax6

启动子区

CpG

岛甲基化水平与

MD鄄C

、

NC

比较，差异无统计学意义。 结论 形觉剥夺性近视

C57BL/6

小鼠视网

膜

Pax6 mRNA

表达明显下降，启动子区

CpG

岛的甲基化水平无明显变化，提示近视形成可能和

Pax6

的下降相关，但这一改变可能不是由视网膜

Pax6

启动子区

CpG

岛的甲基化变化引起。

【关键词】 近视； 视网膜；

Pax6

；

DNA

甲基化；

CpG

岛； 小鼠
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【

Abstract

】

Objective To investigate the changes in refraction and ocular biometric parameters

in monocular form-deprivation myopia

，

and to investigate whether myopia development is associated

with changes in the retinal levels of Pax6 messenger RNA

（

mRNA

）

and the DNA methylation state

in cytosine-phosphate-guanine

（

CpG

）

sites in the Pax6 promoter. Methods Experimental study.

A diffuser lens was worn over one eye of one group of C57BL/6 mice for 4 weeks to establish a

monocular form deprivation

（

MD

）

myopia model

，

and another group wore a diffuser lens for 4 weeks

，

then the goggles were removed for 1 week to build a recovery model. A total of 36 C57BL/6 mice

（

postnatal day 21

）

were randomly assigned to the MD group

（

n=12

），

a normal control

（

NC

）

group

（

n=12

）；

and MD recovery group

（

n=6

），

a corresponding control group

（

n=6

）

. Ocular biometry was

determined in mice by an EIR

（

eccentric infrared photorefractor

）

and OCT

（

optical coherence

tomography

）

. The Pax6 mRNA level in the retina was determined by real-time PCR

，

and the Pax6

methylation state was observed by bisulfite DNA sequencing. Data were analyzed using paired t test or

independent t test. Results After 4 weeks of form deprivation

，

a significant myopic shift had been

·论著/近视研究·
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近视是一种常见的屈光不正，在美国人群中其

发病率达

33%

[1]

， 而在一些东亚国家其发病率甚至

高达

70%

[2]

，且发生年龄日趋提前。 目前普遍认为近

视受遗传因素和环境因素共同调控

[3]

，但其确切发

病机制尚未完全明了。

其中环境因素所引起的近视， 本身不会导致基

因序列发生改变，这种不影响基因序列但可产生可

遗传的改变可能是由于表观遗传所致。 而

DNA

甲

基化是表观遗传学的重要形式

[4]

。 在形觉剥夺性近

视动物模型

C57BL/6

小鼠近视形成过程中，

COL1α1

mRNA

水平下降并且

COL1α1

启动子区的

DNA

甲

基化状态与

Ⅰ

型胶原表达下降密切相关

[5]

，提示诱

导近视形成过程中存在着

DNA

甲基化现象。

在人类，

Pax6

基因突变会导致各种眼部畸形

[6-7]

。

一些研究表明

Pax6

与近视相关

[8-10]

。 然而，

Simpson

等

[11]

在大量种群研究中发现，

Pax6

基因与单纯性近

视无明显关联性。 对小鸡、 恒河猴动物近视动物模

型进行研究表明，近视形成过程中视网膜

Pax6

表达

发生了相应的变化

[12-13]

。 由此推测在近视的发生发

展过程中可能存在

Pax6

表达的改变。因此本研究将

以形觉剥夺性近视小鼠为模型，研究视网膜

Pax6

在

近视形成过程中表达是否发生改变及其是否与

DNA

甲基化水平改变相关。

1

对象与方法

1.1

对象

本研究使用的

21

日龄雄性

C57BL/6

小鼠均由

温州医科大学实验动物中心

[SYXK

（浙）

2014鄄0006]

提供， 并通过温州医科大学伦理委员会同意， 遵循

ARVO

（

The Association for Research in Vision and

Ophthalmology

） 关于眼科和视觉研究中对动物的处

理原则。饲养条件按照国际要求的标准实验室条件：

控制室温在

20~26℃

，日光灯照明控制在

250~300 lx

且装配有自动定时装置（

12/12 h

光照

/

黑暗环境），

小鼠在正常饲养环境下能够自由摄食、进水。

1.2

方法

1.2.1

眼生物参数的测量

21

日龄雄性近交系

C57BL/6

小鼠

36

只，按随机数字表法分为：

①

单眼

形觉剥夺（

monocular visual deprivation

，

MD

；剥夺眼

为

MD鄄T

，对侧眼为

MD鄄C

）

4

周实验组（

12

只）；

②

同

龄对照组（

12

只，

NC

）；

③MD 4

周再恢复

1

周实验

组（

6

只）；

④

相对恢复

1

周组的同龄对照组（

6

只）。

实验前后分别用本实验室自行搭建的红外偏心

验光仪

[14]

测量小鼠眼球的屈光状态，采用自行搭建

的

OCT

[15]

测量眼球生物学参数，包括眼前节、玻璃体

腔深度和眼轴长度等。

1.2.2

小鼠视网膜取材 采用颈椎脱臼法将小鼠迅

速处死，立即用弯镊迅速将眼球取出（尽量少带出肌

肉组织），用剪刀和镊子在显微镜下仔细去除球外筋

膜及肌肉组织。沿角巩膜缘处剪开眼球，迅速分离出

视网膜， 每只眼的视网膜作为

1

个样本放入

EP

管

中，上述操作过程均在手术显微镜下进行。 用于

MD 4

周

mRNA

水平检测、甲基化水平检测的样本

量均为

6

眼； 用于

MD 4

周再恢复

1

周

mRNA

水平

检测的样本量也为

6

眼。

1.2.3

实时聚合酶链反应（

Real鄄time PCR

）检测

1.2.3.1

引物设计及合成 小鼠

Pax6

基因序列由

NCBI

（

National Center for Biotechnology Information

）

获取，并用

Primer Express 5.0

（

Applied Biosystems

，

英国）软件设计定量引物。 引物序列见表

1

。

1.2.3.2

视网膜

RNA

提取和逆转录

譹訛

将加有

500 滋l Trizol

的视网膜组织利用

Retsch

高通量组

织研磨仪研磨至组织完全磨碎；

譺訛

加入氯仿

100 滋l

（

1/5 Trizol

体积）；

譻訛

混匀后离心 ，吸取上清液至

新

EP

管中；

譼訛

加异丙醇沉淀

RNA

；

譽訛

轻轻混匀 ，

-20 ℃

冰箱放置过夜使

RNA

充分沉淀；

譾訛

过夜后离

心，弃异丙醇；

譿訛

加

75%

乙醇清洗后离心，吸干乙

醇 ；

讀訛

加 焦 碳 酸 二 乙 酯 （

diethyl pyrocarbonate

，

induced in the treated eyes

（

MD-T

） （

-3.27±0.52 D

）

compared to the contralateral eyes

（

MD-C

）

（

1.13±1.17 D

） （

t=-12.726

，

P<0.01

）

and normal control eyes

（

NC

） （

1.65±1.69 D

） （

t=-6.832

，

P<0.01

）

.

Pax6 mRNA in the MD-T eyes

（

0.495±0.247

）

decreased significantly compared to the MD-C eyes

（

1.011±0.477

） （

t=-3.16

，

P<0.05

）

and the NC eyes

（

1.071±0.401

） （

t=-2.99

，

P＜0.05

）

. One week

after the removal of the diffuser lenses

，

Pax6 mRNA expression in recovery eyes had been fully

restored to levels in the control eyes. The methylation percentage in CpG sites of the Pax6 promoter

in the MD-T eyes was not significantly different compared to MD-C and NC eyes. Conclusion

Monocular form deprivation myopia can be induced in C57BL/6 mice. Retinal Pax6 mRNA was

reduced in the MD-T eyes compared to MD-C and NC eyes

，

but the changes in Pax6 mRNA may

not be caused by DNA methylation of the CpG island in the promoter region of Pax6.

【

Key words

】

Myopia

；

Retina

；

Pax6

；

DNA methylation

；

CpG island

；

Mice
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基因 序列

Pax6

上游引物：

5′鄄CTGAGGAACCAGAGAAGACAGG鄄3′

下游引物：

5′鄄CATGGAACCTGATGTGAAGGAGG鄄3′

18S

上游引物：

5′鄄CGGACACGGACAGGATTGAC鄄3′

下游引物：

5′鄄TGCCAGAGTCTCGTTCGTTATC鄄3′

DEPC

）处理过并经高压灭菌的超纯水溶解

RNA

。 取

1 μl

提取液，检测

A260/A280

比值及浓度。 每个样

本取

900 ng

进行反转录合成

cDNA

。

Real鄄time PCR

检测条件：

50 ℃ 2 min

，

95 ℃ 10 min

，然后

40

个循

环，

95℃ 15 s

，

60℃ 1 min

。 扩增结束后，进行熔解

曲线分析，单峰

Tm

判断为

PCR

扩增的单一性。

1.2.4

硫化测序

PCR

（

BSP

）

1.2.4.1 CpG

岛预测 使用

NCBI

基因库查找

Pax6

启动子及部分第一外显子区序列，预测软件：

Methyl

Primer Express v1.0

，预测结果发现有

2

个

CpG

岛。

引物序列见表

2

。

1.2.4.2 DNA

提取和亚硫酸氢盐处理 采用酚

鄄

氯

仿法抽提

C57BL/6

小鼠视网膜基因组

DNA

， 紫外

线分光光度仪测量视网膜基因组

DNA

纯度及浓度，

确保

OD

值

260/280

在

1.6～1.9

之间。 用

EZ DNA

Methylation

TM

Kit

（

Zymo Research

，

USA

）对视网膜基

因组

DNA

进行重亚硫酸氢钠修饰， 修饰后的

DNA

用设计好的

Pax6

引物在

Hotstart

酶（

promega

）作用

下进行

PCR

反应，

PCR

反应结束后在每管中加入

0.5 μl

普通

Takara

酶

72℃

， 延伸

10 min

。 取

5 μl

PCR

产物进行琼脂糖凝胶电泳，观察是否扩增出特

异性产物。

1.2.4.3

克隆和测序

PCR

产物采用

QIAquick

PCR Purification Kit

（

Qiagen

）试剂盒进行纯化回收，

采用

Invitrogen

公司的

One Shot TOP10 Chemically

Competent E. coli

试剂盒进行

T

载体连接， 将连接

产物转化至含氨苄的培养板上，进行蓝白斑筛选。挑

取白色菌落进行菌落

PCR

鉴定， 挑选鉴定后的阳

性菌落

28～30

个摇菌后送菌液测序。

1.2.4.4

多序列比对和数据分析 利用

DNAMAN

软件对测序结果进行比对分析。 每个样本各

CpG

位

点

CpG

二核苷酸的甲基化状态用 “甲基化比例”来

表示。

1.3

统计学方法

实验研究。 利用

SPSS 19.0

软件对结果进行统

计学分析 ，

MD鄄T

与

MD鄄C

相比采用配对

t

检验 ，

MD鄄T

和

MD鄄C

与

NC

相比采用独立样本

t

检验。 以

P<0.05

为差异有统计学意义。

2

结果

2.1

实验前后眼屈光度和各生物学参数的变化

实验前，

NC

、

MD鄄C

、

MD鄄T

的平均屈光度数分别

是（

-3.20±1.41

）

D

、（

-2.96±2.03

）

D

、（

-3.44±1.64

）

D

，

实验前屈光度差异均无统计学意义。

MD 4

周后，剥

夺眼向近视方向漂移 ，

MD 鄄T

平均屈光度数为

（

-3.27±0.52

）

D

， 相比

MD-C

偏向近视约

4.50 D

，

MD鄄T

与

MD鄄C

（

t=-12.726

，

P<0.01

）及

NC

（

t=-6.832

，

P<0.01

）相比均产生明显近视；

MD 4

周去遮盖

1

周

后，

MD鄄T

近视屈光度完全恢复。同时，实验前

MD

组

与

NC

组眼轴长度及玻璃体腔深度差异无统计学意

义，

MD 4

周后

MD鄄T

眼轴及玻璃体腔深度与

MD鄄C

和

NC

相比有延长但差异无统计学意义，去遮盖后

1

周各组间的眼轴和玻璃体腔也没有明显变化，各

实验组间差异无统计学意义。 见表

3

。

2.2

形觉剥夺性近视形成及恢复期

Pax6 mRNA

表

达情况

在

MD 4

周后，

MD鄄T

组视网膜的

Pax6 mRNA

水平与

NC

组相比下降了

46%

（

t=-2.99

，

P<0.05

），与

MD鄄C

相比下降了

49%

（

t=-3.16

，

P<0.05

）；

MD鄄C

组

与

NC

组相比差异无统计学意义。 而在

MD 4

周再恢

表

1

小鼠

Pax6

及内参

18S

基因引物序列

表

2 Pax6

基因硫化测序

PCR

引物序列

基因 序列

上游引物：

5′鄄AGGATGGAGGAGTTAGATTTTG鄄3′

下游引物：

5′鄄AATTCCCACACTTCTCAAAAC鄄3′

上游引物：

5′鄄TTGGGAAAGTTAATTTGAGGTT鄄3′

下游引物：

5′鄄CCAACTTTCTACCAAACCTTTT鄄3′

Pax6鄄1

Pax6鄄1

Pax6鄄2

Pax6鄄2

时间 组别

屈光度

（

6

眼，

D

）

眼轴长度

（

mm

）

玻璃体腔深度

（

mm

）

NC 1.65±1.69

2.814±0.038

（

4

眼）

0.656±0.019

（

4

眼）

MD 4

周

MD鄄C 1.13±1.17

2.817±0.037

（

5

眼）

0.660±0.031

（

5

眼）

MD鄄T -3.27±0.52

ab

2.830±0.039

（

5

眼）

0.656±0.007

（

5

眼）

NC 0.13±1.50

2.814±0.051

（

4

眼）

0.640±0.005

（

4

眼）

MD 4

周

+

恢复

1

周

MD鄄C 0.05±0.56

2.830±0.027

（

5

眼）

0.642±0.012

（

5

眼）

MD鄄T 0.42±0.57

2.856±0.040

（

5

眼）

0.652±0.015

（

5

眼）

表

3

对照小鼠（

NC

）及形觉剥夺小鼠对侧眼（

MD鄄C

）及剥夺

眼（

MD鄄T

）的屈光度及眼球生物学参数（

x±s

）

注：与

NC

相比，

a

P<0.01

；与

MD鄄C

相比，

b

P<0.01
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NC

为对照小鼠眼；

MD鄄C

为形觉剥夺小鼠对侧眼；

MD鄄T

为剥夺眼。

y

轴表示

CG

位点在基因中的具体位置： 以

Pax6

基因转录本起始位

点为

0

，负数表示转录起始位点上游，正数表示转录起始位点下游

图

1

形觉剥夺

4

周各组视网膜

Pax6

基因启动子区域

CpG

二核苷

酸甲基化比例（

6

眼）

复

1

周后，

MD鄄T

组

Pax6 mRNA

水平上调， 与

MD鄄C

组及

NC

基本一致，差异无统计学意义（见表

4

）。

2.3 BSP

结果

经过

4

周的形觉剥夺，

MD

组、

NC

组启动子区

域各个

CpG

位点的甲基化比例均未发现有统计学

意义的改变（见图

1

）。

CpG

位点总的甲基化比例各

组间也无统计学意义的改变。

3

讨论

近视形成过程中局部视网膜机制

[16]

已形成共识，

该学说认为近视形成过程中眼轴的延长及巩膜变薄

可能是受局部视网膜信息调控的结果。

Pax

基因家

族的共同特点为含有配对盒基元序列，而

Pax6

作为

眼发育的关键基因，

1991

年被发现与先天性无虹膜

症有关

[17]

，这是

Pax6

首次被证实与眼部疾病相关。

在随后的研究中发现， 小鼠及人不同发育阶段视网

膜中均有

Pax6

的表达

[18-19]

。

Bhat

等

[12]

对小鸡进行形

觉剥夺

2

周后发现， 实验眼视网膜

Pax6 mRNA

水

平相对于对照眼有升高趋势，但差异无统计学意义。

Zhong

等

[13]

发现在负镜片诱导的恒河猴近视模型中，

处理眼

Pax6

表达水平较对侧眼有升高，并且差异有

统计学意义。我们推测

Pax6

可能通过视网膜机制参

与近视的发生发展， 其表达在近视形成过程中可能

会发生变化。 本研究发现

C57BL/6

小鼠形觉剥夺近

视动物模型剥夺眼视网膜

Pax6 mRNA

表达较对侧

眼及对照眼均有明显降低，这与先前实验性近视模型

小鸡及恒河猴实验结果不同。 可以归因于以下

2

点：

①

小鸡正常眼球发育过程中视网膜

Pax6 mRNA

表达呈现出明显的两级分布现象（出生后

3 d

至

17 d

视网膜

Pax6 mRNA

迅速减少，而出生后

17 d

至

31 d

又开始缓慢增加 ）， 而小鼠视网膜

Pax6

mRNA

在胚胎

18 d

达到最大，出生后开始减少直至

稳定

[17]

；

②

恒河猴近视动物模型是采用负镜片诱导

的方式， 而本实验采用单眼形觉剥夺的方式诱导近

视，

2

种不同处理方式制作的动物模型其近视发病

机制不同

[20]

。

本研究采用单眼形觉剥夺方法建立近视动物模

型，实验前后对小鼠进行屈光、眼轴的测量。 屈光结

果显示，

MD鄄T

与

MD鄄C

和

NC

相比明显向近视方向

漂移，

MD鄄T

与

NC

比较有统计学差异，

MD鄄C

与

NC

组相比无明显变化， 这一结果与之前研究一致

[5

，

21]

。

同样采用形觉剥夺诱导近视，有研究表明屈光改变

近

5.0 D

，测出眼轴相对延长

30 μm

，差异均有统计

学意义

[22]

；而

Barathi

等

[21]

研究显示眼轴改变

50 μm

而屈光无变化。 本实验结果显示屈光改变约

4.5 D

，测

出眼轴相对延长

16 μm

， 但由于小鼠个体差异较大，

而本实验样本数量相对较少， 无法得到一个明确的

结论。

生物体中细胞生物信息的表达是受遗传因素及

表观遗传因素所调控的。 前者为生命活动所需的蛋

白质提供了核苷酸序列， 而后者则为遗传信息的表

达传递准确的时间及空间定位信息， 以确保基因的

时间 组别

Pax6

相对定量值

NC 1.071±0.401

MD 4

周

MD鄄C 1.011±0.477

MD鄄T 0.495±0.247

ab

NC 1.068±0.424

MD 4

周

+

恢复

1

周

MD鄄C 1.043±0.601

MD鄄T 1.163±0.763

表

4

对照小鼠（

NC

）形觉剥夺小鼠对侧眼（

MD鄄C

）、剥夺眼

（

MD鄄T

）

Pax6 mRNA

相对定量值（均为

6

眼，

x±s

）

注：与

NC

组相比，

a

P<0.05

；与

MD鄄C

组相比，

b

P<0.05
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表达在时间及空间上的有序性。

DNA

甲基化作为

表观遗传学的研究热点之一，在实验性近视动物模

型中

Zhou

等

[5]

经研究发现 ，近视形成过程中巩膜

COL1α1

基因启动子区甲基化状态发生了明显变

化。 矫诗明等

[23]

对小鼠近视动物模型巩膜

COL1α2

基因启动子区甲基化状态研究发现， 其启动子区甲

基化状态未发生变化。 本实验对实验性近视动物模

型视网膜

Pax6

启动子区

CpG

岛甲基化进行研究并

没有发现在近视形成过程中甲基化水平的改变。 通

过本研究排除了

DNA

甲基化对视网膜

Pax6

基因在

近视形成过程中的调控作用， 但尚不能排除其他表

观遗传（如组蛋白修饰、非编码

RNA

等）调控的可

能，因此仍有待进一步研究，为近视形成机制研究提

供了新的表观遗传方面的研究方向。
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