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摘要
目的:通过建立 ＢＡＬＢ / ｃ 与 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠视网膜光损伤模
型ꎬ研究 １７β－雌二醇(１７β－ｅｓｔｒａｄｉｏｌꎬ Ｅ２)的视网膜神经保
护作用ꎬ为成功构建 Ｅ２ 抗视网膜光损伤模型提供实验
数据ꎮ
方法:成年雌性 ＢＡＬＢ / ｃ、Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠各 ４０ ~ ４５ 只ꎬ实验
分组如下:正常对照组ꎬ去势手术对照组ꎬ去势光照组(小
鼠去势手术 １４ｄ 后进行持续 １００００ｌｘ 白光光照刺激 ４、８、
１２、１６、２４ｈ 组)ꎬ玻璃体腔注射假手术组ꎬ生理盐水组和
Ｅ２ 预处理组(去势手术 １４ｄ 后暗适应 ２４ｈ 后分别行玻璃
体腔注射 ２μＬ 生理盐水或 １０－５ ｍｏｌ / Ｌ Ｅ２)ꎬ每组各 ６ 只ꎮ
通过石蜡切片 ＨＥ 染色、ＴＵＮＥＬ 染色、视网膜电图检测视
网膜形态及功能变化ꎮ
结果:去势光损组视网膜内核层 / 外核层厚度从白光
１００００ｌｘ 光照 ４ｈ 组开始显著减小ꎻ玻璃体腔注射 Ｅ２ 预处
理可显著抑制两种品系小鼠视网膜各层细胞的凋亡(Ｐ<
０.０１)以及 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠视网膜电图检测中最大混合反
应 ａ 波和 ｂ 波波幅的下降(Ｐ<０.０５)ꎮ
结论:相同光照条件对两种品系小鼠光损敏感性存在差
异ꎻＥ２ 对 ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠无论是视网膜形态学及功能学上
都产生了保护作用ꎬ而对 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠功能学保护作用
显著ꎮ
关键词:视网膜光损伤模型ꎻＢＡＬＢ / ｃ 小鼠ꎻＣ５７ＢＬ / ６ 小
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０引言

随着电子产品使用频率增加和照明设备的多样化普

及ꎬ长时间光照射所引起的视网膜光损伤( ｌｉｇｈｔ－ｉｎｄｕｃｅｄ
ｒｅｔｉｎａｌ ｄａｍａｇｅꎬＬＩＲＤ)不断发生ꎮ 目前ꎬＬＩＲＤ 具体的发病

机制尚未系统阐述ꎮ 研究表明ꎬ过量光照造成的光损伤可

介导线粒体裂变导致活性氧 ( ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓꎬ
ＲＯＳ)大量产生、小胶质细胞活化以及 ＮＬＲＰ３ 炎性小体形

成ꎬ造成视网膜结构改变和视觉功能损伤[１]ꎮ 年龄相关性

黄斑变性( ａｇｅ－ｒｅｌａｔｅｄ ｍａｃｕｌａｒ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎꎬ ＡＲＭＤ)是临

床上常见的视网膜神经退行性疾病ꎬ大多数情况下表现为

萎缩性 ＡＲＭＤꎬ其特征主要为视网膜色素上皮 ( ｒｅｔｉｎａｌ
ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍꎬ ＲＰＥ)细胞和光感受器细胞的缓慢变

性ꎻ另外一部分表现为新生血管性 ＡＲＭＤꎬ其特征是脉络

膜新生血管(ｃｈｏｒｏｉｄａｌ ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎꎬＣＮＶ)导致视网膜

脱离和失明[２]ꎮ 光损伤的病理过程与 ＡＲＭＤ 及视网膜色

素变性等疾病存在较多相似之处ꎬ所以对 ＬＩＲＤ 作用及其

机制的深入研究有着重要的临床和理论价值ꎮ 考虑到临

床试验的限制性以及药物诱导神经退行性模型的不稳定

性ꎬ目前各类研究中常通过构建大鼠 ＬＩＲＤ 模型用以研究

神经退行性疾病的发生机制和治疗方法ꎮ 不同品系大鼠

的视网膜对光照损伤的敏感性不同ꎮ １７β－雌二醇(１７β－
ｅｓｔｒａｄｉｏｌꎬ Ｅ２)是人体内循环最丰富也是活性最强的雌激

素ꎬ被认为是中枢神经系统的神经保护剂ꎮ 目前大量的相

关研究均观察到 Ｅ２ 在视网膜中的神经保护作用ꎬ但具体

分子机制有待研究ꎮ 本实验采用成年雌性去势 ＢＡＬＢ / ｃ
与 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠构建 ＬＩＲＤ 模型ꎬ探究小鼠 ＬＩＲＤ 模型的

构建条件ꎬ比较两种常见的具有代表性的品系小鼠视网膜

对光照损伤的差异ꎬ为成功构建小鼠 ＬＩＲＤ 模型提供实验

数据ꎬ并在上述两种小鼠品系光损动物模型的基础上ꎬ进
一步通过 Ｅ２ 玻璃体腔注射预处理建立 Ｅ２ 抗视网膜光照

诱导的氧化应激(ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓꎬ ＯＳ)损伤的保护模型ꎬ为
后续深入开展 Ｅ２ 抗视网膜光照诱导的 ＯＳ 损伤的神经保

护作用机制的研究奠定基础ꎮ
１材料和方法

１.１ 材料 　 每批次实验根据具体实验分组所需小鼠的数

量选择正常成年雌性 ８ 周龄 ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠和 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小

鼠各 ４０~４５ 只(购于西安交通大学医学部 ＳＰＦ 级实验动

物中心)ꎮ 观察所有小鼠体型适中ꎬ精神状态良好ꎬ眼球

正常无晶状体混浊ꎬ排除角膜炎、白内障等眼部疾病后将

纳入实验的各品系正常小鼠随机 分 组ꎬ 每 组 ６ 只ꎮ
ＢＡＬＢ / ｃ小鼠 ＬＩＲＤ 模型实验分组如下:正常组 ( ｎｏｒｍａｌ
ｃｏｎｔｒｏｌꎬ ＮＣ)ꎬ去势手术对照组 ( ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｉｚｅｄ ｃｏｎｔｒｏｌꎬ
ＯＣ)ꎬ去势光损组( ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｉｚｅｄ ｌｉｇｈｔꎬ Ｏ－Ｌｉｇｈｔ)ꎻ根据光

照时间分为:去势光照 ４ｈ 组(Ｏ－ｌｉｇｈｔ ４ｈ)ꎬ去势光照 ８ｈ 组

(Ｏ－ｌｉｇｈｔ ８ｈ)ꎬ去势光照 １２ｈ 组(Ｏ－ｌｉｇｈｔ １２ｈ)ꎬ去势光照

１６ｈ 组(Ｏ－ｌｉｇｈｔ １６ｈ)ꎮ Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠 ＬＩＲＤ 模型实验分组

如下:正常组ꎬ去势手术对照组ꎬ去势光照 ４ｈ 组ꎬ去势光照

８ｈ 组ꎬ去势光照 １２ｈ 组ꎬ去势光照 １６ｈ 组ꎬ去势光照 ２４ｈ
组ꎮ Ｅ２ 预保护实验分组如下:正常组ꎬ去势手术对照组ꎬ
去势光损组:小鼠去势手术 １４ｄ 后进行持续 １００００ｌｘ 白光

光照刺激 １２ｈꎬ假手术对照( ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｉｚｅｄ ｌｉｇｈｔｄａｍａｇｅｄ －
ｓｈａｍｅｃｏｎｔｒｏｌꎬ ＯＩ－Ｓｈａｍｅ)组:去势手术 １４ｄ 后暗适应 ２４ｈ
后行玻璃体腔注射假手术ꎬ生理盐水组 ( ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｉｚｅｄ
ｌｉｇｈｔｄａｍａｇｅｄ－ｓａｌｉｎｅ ｉｎｔｒａｖｉｔｒｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎꎬ ＯＩ－Ｓａｌｉｎｅ):去势

手术后暗适应 ２４ｈ 再行玻璃体腔注射 ２μＬ 生理盐水ꎬＥ２
预处 理 组 ( ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｉｚｅｄ ｌｉｇｈｔ ｄａｍａｇｅｄ － Ｅ２ ｉｎｔｒａｖｉｔｒｅａｌ
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎꎬ ＯＩ－Ｅ２):去势手术后暗适应 ２４ｈ 再行玻璃体腔

注射 １０－５ｍｏｌ / Ｌ Ｅ２ ２μＬꎮ 本实验所涉及的动物处理过程

得到西安医学院动物伦理委员会批准ꎬ并符合公认的研究

动物伦理标准和视觉与眼科学研究协会关于动物使用的

声明ꎮ
１.２方法

１.２.１去势手术　 去势组小鼠异氟烷气体麻醉后进行摘除

卵巢的去势手术ꎮ 小鼠背部髋关节连线上一指ꎬ于背部后

正中线旁左右ꎬ备皮ꎬ充分暴露手术视野ꎬ在无菌条件下ꎬ
向下做纵行切口约 ０.５ ~ １ｃｍꎬ依次剪开皮肤ꎬ筋膜层ꎬ肌
肉ꎬ找到卵巢后ꎬ在子宫末端与卵巢之间手术线结扎后将

卵巢全部切除ꎬ缝合肌肉层和皮肤ꎬ消毒清理手术切口ꎮ
术后将小鼠置于无菌垫料笼内ꎬ并在小鼠身下垫无菌棉纱

布保温ꎬ防止小鼠在麻醉中失温死亡ꎮ 在温暖干净通风处

待苏醒ꎮ 术后 ３ｄ 密切观察皮肤切口及小鼠精神状态及进

食进水情况ꎬ预防感染ꎮ 待小鼠苏醒能正常活动后转入饲

养单元饲养 ２ｗｋꎬ充分代谢体内残余雌激素ꎮ
１.２.２建立光损模型　 本实验所采用的光损实验装置为本

实验小组依照严格的设计标准进行研发ꎬ并已获批实用新

型专利证书( ＺＬ ２０１８ ２ １０６８６９３. ８)ꎮ 光照强度范围为

１０００~１００００ｌｘꎮ 光源采用三基色 ＬＥＤ 灯ꎬ光线直接照射

在装置底部ꎬ可分为 ８ 档对光照强度进行调节ꎮ 本实验采

用 １００００ｌｘ 照度ꎮ 实验小鼠可在实验装置动物笼内自由

饮食、活动ꎬ通过实验装置外部温度调节及装置内部通风

设施以保持光照刺激期间装置内温度维持在 ２４℃ꎮ 光照

刺激实验前将小鼠放入暗室中暗适应 ２４ｈꎬ以增强小鼠视

网膜对光照刺激的敏感性ꎬ之后根据实验分组进行不同时

间的光照刺激ꎬ光照刺激实验结束后立即将小鼠放入暗室

中暗恢复 ２４ｈꎬ进行后续实验检测ꎬ比较不同光照持续时

间条件下视网膜形态及功能的变化情况ꎬ选择最佳的光损

实验条件ꎮ
１.２.３玻璃体腔给药　 选择正常成年雌性 ８ 周龄 ＢＡＬＢ / ｃ
小鼠和 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠ꎬ除对照组以外小鼠均行去势手术

后进行玻璃体腔给药ꎮ 去势实验小鼠在暗适应 ２４ｈ 后ꎬ腹
腔注射氯胺酮(１２０ｍｇ / ｋｇ)和甲苯噻嗪(６ｍｇ / ｋｇ)进行深度

麻醉ꎮ 我们之前的实验证实 １０－５ｍｏｌ / Ｌ Ｅ２ 可有效预防神

经细胞凋亡[３]ꎬ故按照实验分组分别进行玻璃体腔注射

２μＬ １０－５ｍｏｌ / Ｌ Ｅ２、２μＬ 生理盐水以及构建假手术对照ꎮ
具体操作方法如下:手术镊分离小鼠眼睑ꎬ固定并使眼球

突出ꎬ眼球表皮滴加表面麻醉剂盐酸奥布卡因滴眼液ꎬ以
颞侧虹膜边缘外 １ ~ ２ｍｍ 为进针点ꎬ斜行 ４５ 度进针约

２ｍｍꎬ进针后有明显落空感ꎬ观察并确定微量注射器针尖

进入玻璃体腔后注射ꎮ 玻璃体腔给药在暗室中红光照射

下进行ꎬ以保持暗适应ꎮ
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１.２.４视网膜电图检测 　 小鼠光照刺激结束后ꎬ暗恢复

２４ｈ 后立即进行视网膜电图(ｅｌｅｃｔｒｏｒｅｔｉｎｏｇｒａｍꎬＥＲＧ)检测ꎬ
根据小鼠体质量腹腔注射戊巴比妥钠(国药集团化学试

剂有限公司)与速眠新Ⅱ注射液(军事医学科学院军事

兽医研究所试制)进行深度麻醉与肌松ꎮ 待小鼠麻醉后

在小鼠眼球表面滴加复方托吡卡胺滴眼液ꎬ作用 ５ｍｉｎ
以充分扩瞳ꎬ滴加表面麻醉剂盐酸奥布卡因ꎬ以便检测

操作ꎮ 将小鼠放于检测台上ꎬ检测一侧的眼球充分暴露

正对光源ꎬ另一侧贴黑色胶布ꎬ避免光源影响ꎬ放置角膜

电极ꎬ尾电极和颊电极ꎬ待波形稳定后依次进行 ＥＲＧ 五

项基本反应检测ꎬ检测完毕后检测对侧眼球ꎮ 整个过程

均在暗室中进行ꎬ采用仪器为 ＲＥＴＩ－ ｓｃａｎ 系统( Ｒｏｌａｎｄ
Ｃｏｎｓｕｌｔ) ꎮ
１.２.５制作石蜡切片　 完成 ＥＲＧ 检测后将小鼠正常饲养

７ｄꎬ心内注射大剂量麻醉剂处死小鼠ꎬ摘取左眼眼球制作

标本ꎮ 每个眼球在角膜 １２∶ ００ 方向ꎬ距角巩膜缘约 １ｍｍ
处使用纹身液做标记ꎬ采用对软组织破坏小的固定液(冰
醋酸∶生理盐水 ∶ ４０％甲醛 ∶ ７５％乙醇 ＝ １∶ ２∶ ７∶ １０)固定眼

球ꎬ常规脱水、透明、包埋ꎬ将事先标记好视神经乳头的

蜡块修切整齐ꎬ将蜡块按正确方向放置于石蜡切片机

上ꎬ从视神经乳头鼻侧区开始切片ꎬ设置切片厚度为

１０μｍꎬ随时在显微镜下进行观察切片进展情况ꎬ待蜡块

切面接近视神经乳头处时ꎬ调整切片厚度为 ４μｍꎬ显微

镜下观察切割过视神经乳头进入颞侧区开始ꎬ连续切取

石蜡切片 １５ 张ꎮ
１.２.６ ＨＥ染色　 取 ５ 张组织切片充分干燥后进行 ＨＥ 染

色ꎬ显微镜下观察比较视网膜乳头部附近各层细胞的结构

变化ꎬ对距乳头部不同距离处(每次间隔 ５μｍ)的内外核

层厚度进行测量ꎬ取 ５ 张切片的平均值ꎬ累计 ６ 个独立重

复样本后对结果进行统计学分析ꎮ

１.２.７ ＴＵＮＥＬ检测　 眼球石蜡切片于烘箱干烤脱蜡后ꎬ按
照 ＴＵＮＥＬ 染色试剂盒(南京凯基生物科技发展有限公

司)流程说明进行染色ꎬ显微镜下选择距视神经乳头相同

距离的视网膜部位ꎬ观察比较光损伤后不同品系大鼠视网

膜阳性染色细胞分布情况ꎬ并分别统计比较阳性染色细

胞数ꎮ
统计学分析:采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ７.０ａ 软件程序进行

数据分析ꎮ 多组间差异检验采用 ＡＮＯＶＡ 分析ꎬ结合

Ｔｕｋｅｙ 检验进行两组分析ꎬＰ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ
２结果

２.１正常组 ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠与 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠视网膜组织形

态比较 　 正常组 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠视网膜内核层 ( ｉｎｎｅｒ
ｎｕｃｌｅａｒ ｌａｙｅｒꎬ ＩＮＬ)与外核层(ｏｕｔｅｒ ｎｕｃｌｅａｒ ｌａｙｅｒꎬ ＯＮＬ)厚
度均显著小于 ＢＡＬＢ / ｃꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎬ
见图 １ꎮ 说明正常生理条件下ꎬＣ５７ＢＬ / ６ 与 ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠

视网膜 ＩＮＬ 与 ＯＮＬ 厚度自身存在显著差异ꎮ
２.２不同光照时间下 ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠视网膜组织形态变化

１０ ０００ｌｘ白光照射刺激 ４~１６ｈ 的 ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠各组视网膜

ＩＮＬ、ＯＮＬ 厚度均较正常对照组显著减小ꎬ差异均有统计

学意义(Ｐ<０.０１)ꎬ见图 ２ꎮ 说明从 １００００ｌｘ 白光照射刺激

４ｈ 开始ꎬ即可造成 ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠视网膜组织损伤ꎬ特别是

光损 １２ｈ 以后视网膜损伤尤为严重ꎬＯＮＬ 细胞几乎完全消

失ꎬＩＮＬ 界限显著缩小ꎬＯＮＬ 的损伤较 ＩＮＬ 更为敏感ꎮ
２.３不同光照时间下 Ｃ５７ＢＬ / ６小鼠视网膜组织形态变化

与正常对照组相比ꎬ去势光照各组中 １００００ｌｘ 白光照射刺

激 ４~２４ｈ ＯＮＬ 厚度变化并不显著ꎬ但 ＩＮＬ 厚度显著降低ꎬ
差异均有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎬ见图 ３ꎮ 说明在相同的光

照损伤刺激条件下ꎬＣ５７ＢＬ / ６ 小鼠视网膜 ＩＮＬ 由于富含三

类重要的神经元ꎬ即视锥视杆细胞、双极细胞和神经节细

胞ꎬ所以对光损条件较 ＯＮＬ 更为敏感ꎮ

图 １　 正常组 ＢＡＬＢ / ｃ与 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠视网膜 ＨＥ染色和视网膜厚度蛛网统计图　 Ａ:ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠ꎻＢ:Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠ꎻＣ:ＯＮＬ 厚度

蛛网统计图ꎻＤ:ＩＮＬ 厚度蛛网统计图ꎮ
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图 ２　 不同光照时间下 ＢＡＬＢ / ｃ小鼠视网膜 ＨＥ 染色和视网膜厚度蛛网统计图　 Ａ:正常组ꎻＢ:去势手术对照组ꎻＣ:去势光照 ４ｈ 组ꎻ
Ｄ:去势光照 ８ｈ 组ꎻＥ:去势光照 １２ｈ 组ꎻＦ:去势光照 １６ｈ 组ꎻＧ:ＯＮＬ 厚度蛛网统计图ꎻＨ:ＩＮＬ 厚度蛛网统计图ꎮ

图 ３　 不同光照时间下 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠视网膜 ＨＥ染色和视网膜厚度蛛网统计图　 Ａ:正常组ꎻＢ:去势手术对照组ꎻＣ:去势光照 ４ｈ 组ꎻ
Ｄ:去势光照 ８ｈ 组ꎻＥ:去势光照 １２ｈ 组ꎻＦ:去势光照 １６ｈ 组ꎻＧ:去势光照 ２４ｈꎻＨ:ＯＮＬ 厚度蛛网统计图ꎻＩ:ＩＮＬ 厚度蛛网统计图ꎮ

２.４ Ｅ２ 玻璃体腔注射预处理下光损 ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠视网膜
组织形态变化　 与去势光照 １２ｈ 组相比ꎬＥ２ 预处理组小
鼠视网膜 ＩＮＬ、ＯＮＬ 厚度显著升高ꎬ差异均有统计学意义
(Ｐ<０.０１)ꎬ见图 ４ꎬ进而说明 Ｅ２ 预处理可显著抑制光损导
致的 ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠视网膜 ＯＮＬ 及 ＩＮＬ 厚度的减小ꎮ
２.５ Ｅ２玻璃体腔注射预处理下光损 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠视网
膜组织形态变化 　 与正常组相比去 势 光 照 １２ｈ 组

Ｃ５７ＢＬ / ６小鼠视网膜 ＯＮＬ、ＩＮＬ 厚度显著减小ꎬ差异均有统
计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ而 Ｅ２ 预处理组与去势光照 １２ｈ 组相
比可增加 ＯＮＬ 及 ＩＮＬ 厚度但差异无统计学意义 ( Ｐ >
０.０５)ꎬ见图 ５ꎮ 实验结果表明ꎬ形态学上 Ｅ２ 抗 Ｃ５７ＢＬ / ６
小鼠视网膜细胞光损的作用表现并不显著ꎮ
２.６ Ｅ２玻璃体腔注射预处理下光损 ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠视网膜
功能学变化　 与去势手术对照组相比ꎬ光损 １２ｈ 后 ＢＡＬＢ / ｃ
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图 ４　 玻璃体腔给药预处理后光损 ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠视网膜 ＨＥ 染色和视网膜厚度蛛网统计图　 Ａ:正常组ꎻＢ:去势手术对照组ꎻＣ:去势

光照 １２ｈ 组ꎻＤ:假手术对照组ꎻＥ:生理盐水组ꎻＦ:Ｅ２ 预处理组ꎻＧ:ＯＮＬ 厚度蛛网统计图ꎻＨ:ＩＮＬ 厚度蛛网统计图ꎮ

图 ５　 玻璃体腔给药预处理后光损 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠视网膜 ＨＥ染色和视网膜厚度蛛网统计图　 Ａ:正常组ꎻＢ:去势手术对照组ꎻＣ:去势

光照 １２ｈ 组ꎻＤ:假手术对照组ꎻＥ:生理盐水组ꎻＦ:Ｅ２ 预处理组ꎻＧ:ＯＮＬ 厚度蛛网统计图ꎻＨ:ＩＮＬ 厚度蛛网统计图ꎮ

小鼠内外层显著出现凋亡阳性染色ꎬ差异有统计学意义

(Ｐ<０.０１)ꎬ与去势光照 １２ｈ 组相比ꎬＥ２ 预处理组阳性细胞

凋亡百分比显著下降ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎬ见
图 ６ꎮ 说明 Ｅ２ 可显著抑制由光损导致的 ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠视网

膜细胞凋亡ꎮ
２.７ Ｅ２玻璃体腔注射预处理下光损 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠视网

膜功能学变化 　 与去势手术对照组相比ꎬ光损 １２ｈ 后

ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠内外层出现凋亡阳性染色ꎬ差异有统计学意

义(Ｐ<０.０１)ꎻ与去势光照 １２ｈ 组相比ꎬＥ２ 预处理组阳性细

胞凋亡百分比显著下降ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎬ见

图 ７ꎮ 说明 Ｅ２ 可显著抑制由光损导致的 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠视

网膜细胞的凋亡ꎮ
２.８ Ｅ２玻璃体腔注射预处理下光损 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠的功

能保护作用　 在 １００００ｌｘ 光照 １２ｈ 后对正常 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠

并不会产生显著作用ꎬ对去势光损小鼠均使得最大混合反

应 ａ 波波谱及 ｂ 波波幅显著下降ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<
０.０５)ꎬ见图 ８ꎮ
３讨论

不同光源以及光照强度、持续时间对光损动物模型建

立产生着重要影响ꎮ 频率高、能量大的蓝光是光损模型构
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图 ６　 玻璃体腔给药预处理后光损 ＢＡＬＢ / ｃ小鼠视网膜 ＴＵＮＥＬ染色　 Ａ:正常组ꎻＢ:去势手术对照组ꎻＣ:去势光照 １２ｈ 组ꎻＤ:假手术

对照组ꎻＥ:生理盐水组ꎻＦ:Ｅ２ 预处理组ꎻＧ:视网膜凋亡阳性细胞染色统计图ꎮ ｂＰ<０.０１ ｖｓ 去势手术对照组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ 去势光照

１２ｈ 组ꎮ

图 ７　 不同玻璃体腔给药预处理后光损 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠视网膜 ＴＵＮＥＬ 染色 　 Ａ:正常组ꎻＢ:去势手术对照组ꎻＣ:去势光照 １２ｈ 组ꎻ
Ｄ:假手术对照组ꎻＥ:生理盐水组ꎻＦ:Ｅ２ 预处理组ꎻＧ:视网膜凋亡阳性细胞染色统计图ꎮｂＰ<０.０１ ｖｓ 去势手术对照组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ 去势

光照 １２ｈ 组ꎮ

图 ８　 玻璃体腔给药预处理后光损 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠视网膜 ＥＲＧ 检测　 Ａ:成年雌性去势 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠玻璃体腔给药预处理后光损下

视网膜 ＥＲＧ 检测图ꎻＢ:ＥＲＧ 检测中最大混合反应 ａ 波振幅统计图ꎻＣ:ＥＲＧ 检测中最大混合反应 ｂ 波振幅统计图ꎮｂＰ<０.０１ ｖｓ 去势手

术对照组ꎻｃＰ<０.０５ꎬｄＰ<０.０１ｖｓ 去势光照 １２ｈ 组ꎮ

建的良好选择ꎮ 研究表明ꎬ蓝色 ＬＥＤ 光源构建光损伤效

率明显优于正常白光ꎬ而且蓝光可诱导视锥感光细胞凋

亡ꎬ并改变视紫红质定位[４]ꎮ 同时过度暴露于蓝光下可通

过增加细胞内铁离子浓度诱导 ＲＰＥ 细胞氧化应激平衡的
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破坏以及脂质氧化物的沉积ꎬ进而造成细胞铁死亡发

生[５]ꎮ 白光可反应多种混合光的综合作用以及具有模拟

日光对视网膜损伤的特点ꎬ被大部分学者采用ꎮ 在光照强

度以及时间的选择上ꎬ大多数学者采用 ４０００ ~ ５０００ｌｘꎬ且
短时间进行强光照射可构建急性光损模型ꎮ 研究表明采

用短暂强光条件造成的光损伤可诱导血管内皮生长因子

上调ꎬ促进 ＣＮＶ 生长进而促进进行性视网膜变性的发展ꎬ
这也表明急性光损伤模型可能将专门用作新生血管性

ＡＲＭＤ 的 模 型[６]ꎮ 基 于 上 述 因 素ꎬ 我 们 的 实 验 采 用

１００００ｌｘ 白光并发现照射 １２ｈ 及以上能构建相对稳定的

ＬＩＲＤ 模型ꎮ
基于哺乳类实验动物来源广泛的便捷性ꎬ目前动物模

型构建主要以大鼠、小鼠为主ꎮ 大鼠视网膜的背中央区被

认为与人类视网膜黄斑区功能类似ꎬ与年龄相关的视网膜

病存在密切联系ꎮ ＳＤ 大鼠光损伤的敏感性最强ꎬ在构建

ＬＩＲＤ 模型被广泛应用ꎮ 小鼠在光损模型应用上主要包括

ＢＡＬＢ / ｃ、Ｃ５７ＢＬ / ６ 以及其他特异性基因敲除小鼠ꎮ 我们

的实验对 ＢＡＬＢ / ｃ、Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠同时进行 ＬＩＲＤ 模型构

建ꎬ分别观察两种不同品系小鼠在不同光照强度下视网膜

结构和功能的变化ꎮ Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠为非白化鼠ꎬ视网膜存

在 ＲＰＥ 细胞ꎮ Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠可表达 ＲＰＥ６５(４５０Ｍｅｔ)的耐

光变体ꎬ对光诱导损伤具有一定的抵抗能力ꎬ更接近人类

对光损的敏感性ꎮ 研究表明 ＲＰＥ 细胞既可以向光感受器

运输营养物质ꎬ如 ω－３ 脂肪酸、葡萄糖和视黄醇ꎬ也可将

特定离子、水和代谢终产物从视网膜下间隙输送到脉络膜

血管ꎬ在维持视网膜正常代谢中起到了不可或缺的作

用[７]ꎮ 同时 ＲＰＥ 细胞中含有大量的对光损伤敏感的物质

如线粒体和不饱和脂肪酸ꎬ过量光照可造成 ＯＳ 失衡并产

生活性氧自由基导致感光细胞外段解体、内节线粒体肿胀

变性ꎬ进一步加快了 ＲＰＥ 细胞的凋亡[８]ꎮ ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠为

白化鼠ꎬ视网膜没有 ＲＰＥ 细胞ꎬ不能直观地反应光照对人

视网膜的损害ꎮ 此外ꎬＣ５７ＢＬ / ６ 与 ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠的光感受

器损失率存在显著差异ꎬ在整个成年期 ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠中发

生视杆细胞的丢失更多ꎬＣ５７ＢＬ / ６ 小鼠视网膜形态和功能

在成年后期将保持稳定[９]ꎮ 故我们的实验选取抗光损能

力更强、更接近人体正常眼球结构的 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠来构

建 ＬＩＲＤ 模型ꎮ
Ｅ２ 是中枢神经系统中一种强抗氧化剂ꎬ已在各种神

经元细胞和中枢神经系统疾病的动物模型中显示出对神

经退 行 性 疾 病 具 有 保 护 作 用ꎬ 包 括 阿 尔 茨 海 默 病

(Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ􀆳ｓ ｄｉｓｅａｓｅꎬＡＤ)和帕金森病[１０]ꎮ Ｅ２ 通过增强大

脑中调节认知功能的不同区域的棘突生成来改善啮齿动

物的海马形态、可塑性和记忆功能[１１]ꎬ这可能会成为干预

甚至逆转 ＡＤ 中神经变性的途径之一ꎮ 视网膜富含神经

元ꎬ可作为神经系统的外延器官之一来研究 Ｅ２ 的神经保

护作用ꎮ 研究表明ꎬＥ２ 可以显著抑制光诱导的大鼠视网

膜 ＲＰＥ 细胞损伤ꎬ也可通过抑制 ｔｏｌｌ 样受体 ２ 介导的炎症

反应从而保护视网膜神经细胞免受 ＯＳ 破坏[１２]ꎮ ＯＳ 是许

多视网膜疾病的重要致病因素ꎬ在体光诱导损伤时 ＯＳ 在

ＬＩＲＤ 模型建立中起重要作用[１３]ꎮ 抗氧化剂的干预成为

防止 ＬＩＲＤ 病情加重的重要措施之一ꎮ Ｅ２ 在视网膜细胞

中可发挥显著的抗氧化作用ꎬ通过减少 ＲＯＳ 的产生来阻

止 ＯＳ 诱导的视网膜神经元、ＲＰＥ 细胞和人晶状体上皮细

胞的凋亡ꎬ延缓视网膜变性的发生发展[１４－１５]ꎮ 此外ꎬ研究

表明 Ｅ２ 预处理对蓝光诱导的 ＲＤ 和 Ｈ２Ｏ２诱导的氧化应

激具有显著的保护作用ꎬ这种保护作用可能通过减少视网

膜细胞凋亡和增加自噬来实现[１６]ꎮ 这些发现表明 Ｅ２ 及

其结构功能类似物具有良好的药物研发前景进而治疗视

网膜神经退行性疾病ꎮ 本研究中ꎬ我们发现白光照射可导

致视网膜形态严重破坏ꎬ２μＬ １０－５ｍｏｌ / Ｌ Ｅ２ 预处理可以显

著抑制 ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠光感受器损害和 ＯＮＬ 厚度减少以及

抑制视网膜细胞的凋亡ꎬ同时在 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠中形态学

上 Ｅ２ 并未表现出显著的预保护作用ꎬ但可显著抑制视网

膜功能障碍ꎬ主要体现在显著减少视网膜凋亡细胞的比例

和显著抑制最大混合反应 ａ、ｂ 波的下降ꎮ ａ 波主要反映

视网膜光感受器的功能ꎬ对视杆细胞较为敏感ꎬ而 ｂ 波来

自视网膜 ＩＮＬ 的电活动ꎬ与视网膜双极细胞有密切关

系[１７]ꎮ 实验结果说明 Ｅ２ 对于抗光照诱导的 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小

鼠视网膜 ＯＳ 损伤具有重要的神经细胞功能的保护作用ꎮ
分析原因:(１)可能是因为 ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠相对于 Ｃ５７ＢＬ / ６
小鼠在相同的光损条件刺激下ꎬ经历了更为剧烈的损伤ꎬ
各组比较时 Ｅ２ 保护作用的显著性更容易突显ꎻ(２)可能

是由于品系的差异ꎬＥ２ 对 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠视网膜保护作用

在形态学改变相对于 ＥＲＧ 等功能学改变更加滞后ꎬ光损

７ｄ 后形态学上尚未累积到显著变化ꎮ
综上所述ꎬ不同品系小鼠对光损造成视网膜损伤的敏

感性存在一定差异ꎬ通过相同条件下对两种不同品系小鼠

光损模型建立对比发现ꎬＢＡＬＢ / ｃ 小鼠 ＯＮＬ 层对光损更敏

感ꎬ而 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠 ＩＮＬ 层对光损更敏感ꎬ采用 Ｃ５７ＢＬ / ６
小鼠品系造模更能模拟人正常眼球视网膜的光照损伤过

程ꎬ对大多数光照损伤和视网膜病变更具有代表性ꎮ 此外

Ｅ２ 的玻璃体腔预处理对视网膜功能的保护作用显著ꎬ深
入研究其保护作用机制将为临床抗视网膜及中枢神经系

统退行性疾病的治疗药物研发提供重要的实验数据ꎮ
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３ Ｍｏ ＭＳꎬ Ｌｉ ＨＢꎬ Ｗａｎｇ ＢＹꎬ ｅｔ ａｌ. ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ ａｎｄ ＮＦ－κＢ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ
ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｉｎｔｒａｖｉｔｒｅａｌ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ １７β－ｅｓｔｒａｄｉｏｌ: ｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｔｈｅ ｒａｔ ｒｅｔｉｎａ ｆｒｏｍ ｌｉｇｈｔ－ｉｎｄｕｃｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ. Ｎｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅ ２０１３ꎻ２２８:１－１２
４ Ｎａｋａｍｕｒａ Ｍꎬ Ｋｕｓｅ Ｙꎬ Ｔｓｕｒｕｍａ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ Ｉｎｖｏｌｖｅｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ
Ｏｘｉｄａｔｉｖｅ Ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ Ｍｕｒｉｎｅ Ｂｌｕｅ ＬＥＤ Ｌｉｇｈｔ － Ｉｎｄｕｃｅｄ Ｒｅｔｉｎａｌ Ｄａｍａｇｅ
Ｍｏｄｅｌ. Ｂｉｏｌ Ｐｈａｒｍ Ｂｕｌｌ ２０１７ꎻ４０(８):１２１９－１２２５
５ 徐翌华ꎬ 徐丽ꎬ 蒋晶晶ꎬ 等. 蓝光诱导视网膜色素上皮细胞铁死亡

的机制研究. 国际眼科杂志 ２０２３ꎻ２３(４):５４６－５５０
６ Ｔｉｓｉ Ａꎬ Ｐａｒｅｔｅ Ｇꎬ Ｆｌａｔｉ Ｖꎬ ｅｔ ａｌ. Ｕｐ － ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏ － ａｎｇｉｏｇｅｎｉｃ
ｐａｔｈｗａｙｓ ａｎｄ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ｂｙ ａｎ ａｃｕｔｅ ｒｅｔｉｎａｌ ｌｉｇｈｔ
ｄａｍａｇｅ. Ｓｃｉ Ｒｅｐ ２０２０ꎻ１０(１):６３７６
７ Ｂｈｕｔｔｏ Ｉꎬ Ｌｕｔｔｙ Ｇ. Ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇ ａｇｅ － ｒｅｌａｔｅｄ ｍａｃｕｌａｒ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ
( ＡＭＤ ): ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｐｈｏｔｏｒｅｃｅｐｔｏｒ / ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ
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Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.２３ꎬ Ｎｏ.１０ Ｏｃｔ. ２０２３　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２０５９０６　 Ｅｍａｉｌ:ＩＪＯ.２０００＠１６３.ｃｏｍ



ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ / Ｂｒｕｃｈ􀆳ｓ ｍｅｍｂｒａｎｅ / ｃｈｏｒｉｏｃａｐｉｌｌａｒｉｓ ｃｏｍｐｌｅｘ. Ｍｏｌ Ａｓｐｅｃｔｓ Ｍｅｄ
２０１２ꎻ３３(４):２９５－３１７
８ Ａｌａｉｍｏ Ａꎬ Ｌｉñａｒｅｓ ＧＧꎬ Ｂｕｊｊａｍｅｒ ＪＭꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｏｆ ｂｌｕｅ ｌｅｄ ｌｉｇｈｔ
ａｎｄ Ａ２Ｅ ｉｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｔｏ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｄｙｎａｍｉｃｓ ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ ｉｎ ＡＲＰＥ－
１９ ｃｅｌｌｓ: ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ａｇｅ－ｒｅｌａｔｅｄ ｍａｃｕｌａｒ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ. Ａｒｃｈ Ｔｏｘｉｃｏｌ
２０１９ꎻ９３(５):１４０１－１４１５
９ Ｂｒａｖｏ－Ｎｕｅｖｏ Ａꎬ Ｗａｌｓｈ Ｎꎬ Ｓｔｏｎｅ Ｊ. Ｐｈｏｔｏｒｅｃｅｐｔｏｒ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｌｏｓｓ ｏｆ ｒｅｔｉｎａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ Ｃ５７ＢＬ / ６－Ｃ２Ｊ ｍｏｕｓｅ. Ｉｎｖｅｓｔ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ Ｖｉｓ
Ｓｃｉ ２００４ꎻ４５(６):２００５－２０１２
１０ Ｓａｈａｂ－Ｎｅｇａｈ Ｓꎬ Ｈａｊａｌｉ Ｖꎬ Ｍｏｒａｄｉ ＨＲꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ Ｉｍｐａｃｔ ｏｆ Ｅｓｔｒａｄｉｏｌ
ｏｎ Ｎｅｕｒｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ Ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ Ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｉｎ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ􀆳ｓ Ｄｉｓｅａｓｅ. Ｃｅｌｌ Ｍｏｌ
Ｎｅｕｒｏｂｉｏｌ ２０２０ꎻ４０(３):２８３－２９９
１１ Ｆｒｉｃｋ ＫＭ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇ ｔｈｅ ｍｅｍｏｒｙ－ｅｎｈａｎｃｉｎｇ
ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｓｔｒａｄｉｏｌ. Ｈｏｒｍ Ｂｅｈａｖ ２０１５ꎻ７４:４－１８
１２ Ｌｉ ＨＢꎬ Ｚｈｕ ＣＨꎬ Ｗａｎｇ ＢＹꎬ ｅｔ ａｌ. １７β－Ｅｓｔｒａｄｉｏｌ Ｐｒｏｔｅｃｔｓ ｔｈｅ Ｒｅｔｉｎａｌ
Ｎｅｒｖｅ Ｃｅｌｌｓ Ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇ ＴＬＲ２ Ｍｅｄｉａｔｅｄ Ｉｍｍｕｎｅ － Ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ

Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｆｒｏｍ Ｏｘｉｄａｔｉｖｅ Ｓｔｒｅｓｓ Ｉｎｓｕｌｔ Ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｏｆ ＰＩ３Ｋ. Ｊ Ｍｏｌ
Ｎｅｕｒｏｓｃｉ ２０１６ꎻ６０(２):１９５－２０４
１３ Ｄｉｎｇ Ｙꎬ Ａｒｅｄｏ Ｂꎬ Ｚｈｏｎｇ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ ｔｏ ｆｕｎｄｕｓ
ｃａｍｅｒａ－ｄｅｌｉｖｅｒｅｄ ｌｉｇｈｔ－ｉｎｄｕｃｅｄ ｒｅｔｉｎａｌ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ ｄｅｆｉｃｉｅｎｔ ｉｎ
ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ. Ｅｘｐ Ｅｙｅ Ｒｅｓ ２０１７ꎻ１５９:５８－６８
１４ Ｇｉｄｄａｂａｓａｐｐａ Ａꎬ Ｂａｕｌｅｒ Ｍꎬ Ｙｅｐｕｒｕ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. １７－β ｅｓｔｒａｄｉｏｌ ｐｒｏｔｅｃｔｓ
ＡＲＰＥ－１９ ｃｅｌｌｓ ｆｒｏｍ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ－β. Ｉｎｖｅｓｔ
Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ Ｖｉｓ Ｓｃｉ ２０１０ꎻ５１(１０):５２７８－５２８７
１５ 陈颖ꎬ 康刚劲ꎬ 王妍茜ꎬ 等. １７β－雌二醇对人晶状体上皮细胞的

保护作用与细胞焦亡的相关性研究. 国际眼科杂志 ２０２１ꎻ２１(１０):
１６８０－１６８５
１６ Ｗｅｉ ＱＱꎬ Ｌｉａｎｇ ＸＷꎬ Ｐｅｎｇ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. １７β － ｅｓｔｒａｄｉｏｌ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ
ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ｂｌｕｅ ｌｉｇｈｔ － ｅｍｉｔｔｉｎｇ ｄｉｏｄｅ － ｉｎｄｕｃｅｄ ｒｅｔｉｎａｌ
ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｂｙ ｄｅｃｒｅａｓｉｎｇ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｅｎｈａｎｃｉｎｇ ａｕｔｏｐｈａｇｙ. Ｄｒｕｇ Ｄｅｓ
Ｄｅｖｅｌ Ｔｈｅｒ ２０１８ꎻ１２:２７１５－２７３０
１７ Ｃｒｅｅｌ ＤＪ. Ｅｌｅｃｔｒｏｒｅｔｉｎｏｇｒａｍｓ. Ｈａｎｄｂ Ｃｌｉｎ Ｎｅｕｒｏｌ ２０１９ꎻ１６０:４８１－４９３
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