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中 文 摘 要 ： 短波長的光對視網膜有害，而感光細胞死亡是視網膜退化的主要特
徵。雖然目前已有許多關於強光及視網膜的相關實驗，然而要將這
些研究進行比較並統整出結論是相當困難的，有許多因子會對實驗
結果造成干擾，例如環境因素、光裝置的來源及設置或動物品系與
性別間的差異。因此為了確實比較短期和長期光照後視網膜的形態
變化，本實驗將C57BL/6小鼠曝露於市售LED燈，並使用不同性別和
兩種不同週齡的實驗動物（8週齡和36週齡），且分別使用於兩種不
同LED燈光曝條件（1000 lux照射45天、4500lux照射7天）。檢測
rhodopsin、opsin-1、ZO-1、N-Cadherin、Iba-1、PAX6、GFAP和
PCNA蛋白於視網膜組織中表現量或細胞型態的變化。本實驗觀察到
，較低強度但長時間LED曝露會導致錐狀細胞嚴重退化，並破壞感光
細胞和Müller cell之間的tight junctions和adherens
junctions。此外，在1000 lux、長時間LED光照組中也檢測到活化
的microglia和Müller cell。更甚的是，和相同光照條件下、與年
齡/性別匹配的小鼠相比，雌性及老年小鼠的視網膜退化的病程進展
更為快速。因此由本實驗可得知，不同條件的LED光照條件會導致視
網膜損傷的起始位置不同，由柱狀細胞開始或由錐狀細胞開始的損
傷會引發後續視網膜退化的疾病進展和訊息途徑不同。

中文關鍵詞： 視網膜、感光細胞、LED、神經膠質細胞

英 文 摘 要 ： Short wavelengths of light are harmful to the retina, and
photoreceptor cell death is a major feature of retinal
degeneration. Although many experiments investigated the
detrimental effect of glare on retina, it still has been
difficult to draw conclusions due to many interfering
factors, such as environmental circumstances, the source
and setting of light emission, and/or and the differences
between animal strains and sex. To study the morphological
changes of the retina after short-term and long-term
illumination, C57BL/6 mice with both genders and different
ages (8 weeks and 36 weeks) were exposed to commercially
available LED lights (1000 lux irradiation for 45 days,
4500 lux irradiation for 7 days). Cell morphology was
examined by histological analysis and the changes of
rhodopsin, opsin-1, ZO-1, N-Cadherin, Iba-1, PAX6, GFAP and
PCNA proteins in retinal tissue were also studied by
immunohistochemistry. The results demonstrated that lower-
intensity but prolonged LED exposure caused severe
degeneration of cone cells and disruption of tight
junctions and adherent junctions between photoreceptor
cells and Müller cells. In addition, activated microglia
and Müller cells were also detected in the 1000 lux, long-
term LED illumination group. Furthermore, the course of
retinal degeneration progressed more rapidly in female and
older mice than in age/sex-matched mice under the same
light conditions. Therefore, it can be known from this
experiment that different LED lighting conditions will lead



to different starting locations of retinal damage, and
damage starting from columnar cells or starting from cone
cells will lead to different disease progression and
pathways of subsequent retinal degeneration.

英文關鍵詞： Retina, Photoreceptors, LED, Glial cells
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中文摘要 

短波長的光對視網膜有害，而感光細胞死亡是視網膜退化的主要特徵。雖然目前已有許多關於強光及

視網膜的相關實驗，然而要將這些研究進行比較並統整出結論是相當困難的，有許多因子會對實驗結

果造成干擾，例如環境因素、光裝置的來源及設置或動物品系與性別間的差異。因此為了確實比較短

期和長期光照後視網膜的形態變化，本實驗將 C57BL/6 小鼠曝露於市售 LED 燈，並使用不同性別和兩

種不同週齡的實驗動物（8週齡和 36週齡），且分別使用於兩種不同 LED燈光曝條件（1000 lux照射

45 天、4500lux 照射 7 天）。檢測 rhodopsin、opsin-1、ZO-1、N-Cadherin、Iba-1、PAX6、GFAP 和

PCNA蛋白於視網膜組織中表現量或細胞型態的變化。本實驗觀察到，較低強度但長時間 LED曝露會導

致錐狀細胞嚴重退化，並破壞感光細胞和 Müller cell 之間的 tight junctions 和 adherens 

junctions。此外，在 1000 lux、長時間 LED光照組中也檢測到活化的 microglia和 Müller cell。更

甚的是，和相同光照條件下、與年齡/性別匹配的小鼠相比，雌性及老年小鼠的視網膜退化的病程進展

更為快速。因此由本實驗可得知，不同條件的 LED 光照條件會導致視網膜損傷的起始位置不同，由柱

狀細胞開始或由錐狀細胞開始的損傷會引發後續視網膜退化的疾病進展和訊息途徑不同。 

 

關鍵詞:視網膜、感光細胞、LED、神經膠質細胞 

 

Abstract 

Short wavelengths of light are harmful to the retina, and photoreceptor cell death is a major feature of retinal 

degeneration. Although many experiments investigated the detrimental effect of glare on retina, it still has 

been difficult to draw conclusions due to many interfering factors, such as environmental circumstances, the 

source and setting of light emission, and/or and the differences between animal strains and sex. To study the 

morphological changes of the retina after short-term and long-term illumination, C57BL/6 mice with both 

genders and different ages (8 weeks and 36 weeks) were exposed to commercially available LED lights (1000 

lux irradiation for 45 days, 4500 lux irradiation for 7 days). Cell morphology was examined by histological 

analysis and the changes of rhodopsin, opsin-1, ZO-1, N-Cadherin, Iba-1, PAX6, GFAP and PCNA proteins in 

retinal tissue were also studied by immunohistochemistry. The results demonstrated that lower-intensity but 

prolonged LED exposure caused severe degeneration of cone cells and disruption of tight junctions and 

adherent junctions between photoreceptor cells and Müller cells. In addition, activated microglia and Müller 

cells were also detected in the 1000 lux, long-term LED illumination group. Furthermore, the course of retinal 

degeneration progressed more rapidly in female and older mice than in age/sex-matched mice under the same 

light conditions. Therefore, it can be known from this experiment that different LED lighting conditions will 

lead to different starting locations of retinal damage, and damage starting from columnar cells or starting from 

cone cells will lead to different disease progression and pathways of subsequent retinal degeneration.  

 

Keywords: Retina, Photoreceptors, LED, Glial cells 
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報告內容 

 

報告內容 

 

     

前言及研究目的 

 

    全球約有 2億 8000萬人口患有中度或重度的視覺問題以及失明的問題，而在這些視覺受損的患者

中，有 65%視力受損的患者及 82%的失明人口，其年齡範圍為 50 歲以上，此外，在綜合分析中，更得

到女性失明人口占總失明人口的比例高達三分之二[1]，顯示出性別及年齡是影響視覺功能的高風險因

子；近年來越來越多研究指出，雌激素在視網膜的健康維持上扮演重要角色，且不同性別間視網膜的

結構是存在差異的，因此本計畫將著重探討在不同性別的狀況下，是否會造成視網膜受光線傷害時，

男性和女性視網膜的結構及功能的變化也有所差異。 

 

    過去視網膜相關實驗中，經常僅針對單一性別的動物進行觀察，或是在臨床研究中並沒有將性別

差異列入考量，造成實驗結果所反應的僅為某一性別的病理特徵，而在本計畫中預計觀察在停經前的

母鼠和同年齡之公鼠相比，是否會因雌激素的保護作用，而造成停經前的母鼠其視網膜受光傷害的損

傷程度較低? 

     

    同樣年齡的健康動物或人體中，女性的視網膜結構和男性相比是比較薄的，並且視網膜中感光細

胞數量、以及 ERG 的振幅在女性的視網膜中也都低於男性；然而目前的研究結果普遍認為，雌激素因

為具有抗氧化效果而對視網膜具保護效果，因此本計畫期望知道，在女性視網膜功能、結構先天差於

男性的前提之下，是否有機會透過雌激素的作用，彌補女性視網膜的先天不足，使強光刺激的狀況下，

女性視網膜的受損程度比男性低。 

 

    雌激素的抗氧化能力有助於視網膜健康的維持，因此在本計畫中預計觀察停經後的母鼠，是否會

因為雌激素的不足而使視網膜所受的光傷害比停經前的母鼠來得重?以及和同週齡的公鼠相比，母鼠確

實會因雌激素不足而使視網膜光傷害加劇? 

 

    大多數的研究都認為雌激素對視網膜具有保護作用，並且觀察到卵巢移除或停經後母鼠確實在視

網膜的結構及功能和雌激素分泌充足的個體相比明顯衰退，然而目前現有的研究並沒有比較停經前、

後的母鼠，在接收同樣條件的光現刺激後，其視網膜受損的程度或是視網膜中主要受損的細胞是否也

會有所差異? 

 

    男性和女性的視網膜結構原本就存在先天上的差異，而從本計畫中我們期望透過組織學的方式，

比較同樣年齡的公鼠和母鼠受光照傷害時，會不會因視網膜上賀爾蒙接受器的數量、或賀爾蒙濃度的

不同，而造成視網膜中細胞受損的主要位置也有所不同。 

 

    有鑑於現代人使用 3C產品的頻率及使用時間大幅增加，在本計畫中我們利用長時間但低強度的光

線暴露模擬現代人的用眼習慣，並比較此方式的光刺激傷害和短時間高強度的光刺激相比，何者對視

網膜造成的傷害會更嚴重，此外透過此計畫也將可比較不同性別及年齡層的動物所受視網膜損傷的程
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度、及細胞型態是否不同，並釐清視網膜傷害的差異是否會受賀爾蒙濃度不同所影響。 

 

 

 

文獻探討 

 

視網膜的結構及視網膜色素上皮、感光細胞的主要功能 

視網膜位於眼球的後半部，其功能之一是將眼睛所接收到的光線轉換成電位訊號，並透過

amaricine cell、horizontal cell、ganglion cell等視神經細胞將電位訊號送至大腦以產生影像，

其中感光細胞(photoreceptor)及視網膜色素上皮(retinal pigment epithelium, RPE)是視網膜中參

與視覺循環的主要場所(圖一)。 

在脊椎動物中，視網膜色素上皮是位於脈絡膜(choroidal)及感光細胞之間的單層細胞，因此視網

膜色素上皮會作為血液-視網膜屏障(blood retina barrier)，將視網膜和大腦間隔開，避免血液中蛋

白質及小分子物質進入視網膜內部空間，並保護視網膜避免受血壓波動和血液成分所造成的影響[2]，

此外視網膜色素上皮也具有維持眼睛正常免疫系統及分泌生長激素、酵素、傳遞養分和離子等功能；

在營養素代謝方面，視網膜色素上皮具有能和血液中視網醇結合蛋白(retinol binding protein)結合

的特殊接受器，此接受器位於脈絡膜和色素上皮細胞表面，能幫助視網膜由血管中擷取新的視網醇(維

生素 A 的生物利用形式)，以調節維生素 A 代謝和視覺循環的進行、維持感光細胞的功能[3]。而脊椎

動物的感光細胞可分為柱狀細胞(cone cell)及錐狀細胞(rod cell)兩類；桿狀細胞的外觀為細長的桿

狀形，而錐狀細胞的外觀則是呈圓錐型結構；由於柱狀細胞及錐狀細胞所搭載的視覺色素不同，柱狀

細胞上的視覺色素為 rhodopsin，能吸收由單一光子所發出的訊號，對於光線較敏感，主要負責低光

源下的視覺；錐狀細胞上的視覺色素則為 opsin pigment，則是調控日間的視覺，對於光線的敏感度

較低，且依對色素光譜敏感度的不同而區分成三類，分別是負責接收短波長光線(藍色)的 S-cone、中

波長(綠色)的 M-cone 以及長波長(紅色)的 L-cone，因此相較於柱狀細胞而言，色彩敏感度較高(圖

二)[4]。 

 

圖一 視網膜的結構及光線在視網膜中的行進方向 

    脊椎動物的視網膜是位於眼球的後半部，外來光線會經由角膜、水晶體並進入視網膜中，並抵達

視網膜的最外層-視網膜色素上皮(retinal pigment epithelium, RPE)；眼睛所接收到的光線會在視

網膜色素上皮及感光細胞中經視覺循環，將原先的光子轉換成電位訊號，再透過視網膜中其他神經細

胞，將電位訊號傳遞到大腦，以形成影像。 
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圖二 感光細胞(photoreceptor)的種類及分布位置 

    感光細胞的頂部會和視網膜色素上皮相接，底部則是和視網膜中的神經細胞相連；人類的感光細

胞可分為兩大類：柱狀細胞(rod cell)及錐狀細胞(cone cell)，柱狀細胞主要負責低光源下的視覺，

而錐狀細胞則對色彩敏感，並可依所吸收到的光線波長不同而分成 S-、M-及 L-cone 三種。 
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不同生理性別之間視網膜存在先天差異 

    在過去許多動物實驗或臨床觀察中經常只使用單一生理性別的受測者進行研究，卻沒有考慮因性

別不同而造成的生理差異，或是將與生理性別相交的因子，如：荷爾蒙的狀態納入考量。然而近年來

不論是在動物實驗或臨床研究報告中皆觀察到，不同生理性別之間，其視網膜的結構、功能及基因表

現也會有所差異。 

女性的視網膜厚度比男性薄 

    視網膜光學斷層掃描儀(Optical Coherence Tomography, OCT)在臨床上經常用於檢測黃斑部、視

網膜、視神經切面，藉以診斷視網膜的健康狀態。在 Mehreen 等人的臨床報告中，利用 OCT 對受試者

視網膜黃斑部進行分析，在排除掉有視網膜或脈絡膜疾病相關病史、以及正在接受眼睛相關治療的受

試者後，共有 220名受試者納入試驗，作者針對不同區域的黃斑部進行觀察，並調整年齡影響因子後，

發現不論是在中央凹(fovea)或是距中央凹 3mm及 6mm處，男性受試者的黃斑部厚度皆顯著比女性受試

者的黃斑部還要厚(圖三)[5]。在另一篇人體研究中，同樣分析了 126位無任何視覺不適症狀受試者的

視網膜厚度，並且從 OCT 檢測結果中看到，男性受試者的整體黃斑部厚度是顯著大於女性受試者的

[6]；另外，在 Wong 等人的實驗結果中，則是比較了男女之間整個視網膜的厚度差異：男性視網膜在

距 視 網 膜 中 心 1mm 處 的 平 均 厚 度 為 203 ± 23 μ m ， 顯 著 高 於 女 性 的 視 網 膜 厚 度 的

189±20μm(p=0.001)[7]。而透過上述幾篇健康成人視網膜或黃斑部厚度的分析結果可以明確得知，生

理性別男性和女性的視網膜在先天上就存在差異，且女性的視網膜會比男性的視網膜薄。 

    當知道不同性別間視網膜厚度的差異後，我們試圖了解不同厚度的視網膜到底會不會對視網膜健

康產生影響，而經文獻搜尋後，我們找到 Poh 等人所發表的最新臨床研究，此篇研究中分析了健康個

體的黃斑部厚度和視網膜健康的相關性，並觀察到視網膜中央或黃斑部週邊區域的厚度較厚者，在視

力檢測或視覺敏感度相關功能的表現都比黃斑部厚度薄者還要好[8]。因此可由此結果推論，女性可能

會因平均視網膜或黃斑部厚度薄，而造成女性在視覺功能上比男性差。 
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圖三 成年女性的視網膜厚度比男性薄 

    由 OCT的立體 3D圖中可看出，相較於成年男性，女性的視網膜不論是在中央凹或視網膜各個方位，

其厚度皆明顯比男性薄。 

 

在視網膜退化的動物模型中，雌性小鼠的視網膜功能及細胞型態比雄性小鼠差，且和年齡的增加呈正

相關 

    視網膜電位圖(electroretinograpthy, ERG)是藉由測量視網膜內的細胞對光系刺激的反應後所

產生的一連串電位反應，來判斷視網膜功能的正常與否，實驗時會透過集波器所收集視網膜受光線刺

激後產生的電位波型，若偵測到波形振幅越大，表示視網膜對光線刺激的反應較強，屬功能較健全的

視網膜(圖四)。 

    實驗中，作者利用 ERG偵測不同強度的光線刺激下視網膜對光的反應，在出生後的第 25天時，觀

察到兩個現象(1)相同強度的光線刺激時，母鼠所偵測到的振幅有小於公鼠的趨勢(2)在低光源下，母

鼠對光線刺激的反應極小，且顯著低於公鼠(圖五)。更進一步分析不同年齡的小鼠，同樣會觀察到，

在 ERG 測驗中，母鼠對光線的反應所產生的振幅和同年齡公鼠相比是比較小的，且隨年齡的增加，母

鼠受光線刺激後產生的振幅也會逐漸變小，顯示出母鼠對光線反應會隨著年齡增加而逐漸變得不敏感

(圖六)；此外在組織切片中也明顯看到，同樣年齡的母鼠和公鼠相比，母鼠的感光細胞數量確實是比

公鼠少(圖七)，因此從功能及組織學的角度上，此研究報告雙重確認不同性別的動物在視網膜上所存

在的差異[9]。 



 8 

 

圖四 視網膜電位圖的波型及其所代表的意義 

    健康的視網膜在接受光線刺激後可透過集波器接收到兩個主要波型，一個振幅較小、開口向上的

a波(如紅色曲線所示)，a波主要反應視網膜中感光細胞受光線刺激所產生的變化；而跟隨 a波之後的

為一個振幅較大、開口向下的正向波：b 波(如藍色曲線所示)，而 b 波所代表的則是視網膜神經層中

的細胞接收到感光細胞訊號後，所反應出的訊號強弱。 

 

圖五 低光源下，母鼠對光線刺激的反應較不敏感 

    在低光源下，母鼠(藍色波型)和公鼠相比對光線刺激的反應不敏感，其 b 波震幅顯著小於公鼠，

除低光源刺激外，在高強度的光線刺激下，母鼠對光線刺激的反應也同樣有小於公鼠的趨勢。 
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圖六 母鼠視網膜功能衰退的程度隨年齡增加而變得更加明顯 

    以同樣強度的光線刺激進行 ERG 試驗時，不同年齡層的母鼠其 ERG b 波的振幅皆有小於公鼠的趨

勢，且 rd10 小鼠在出生後第 39天(P39)及第 46天(P46)時，其母鼠 b 波震幅顯著小於公鼠。 

 

圖七 rd10母鼠在出生後第 39天時，錐狀細胞數量明顯少於公鼠 

    以免疫螢光染色法標定 M-opsin(錐狀細胞之一)，觀察到在出生後第 39天時，rd10母鼠的錐狀細

胞數量(紅色訊號，以白色箭頭指出)明顯比同年齡的公鼠少；此外，ONL及 INL中的藍色訊號(黃色虛

線框出)為視網膜中神經細胞核，其在母鼠視網膜中的排列和公鼠相比較為鬆散。 
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停經或年齡較大的雌性大鼠，其視網膜功能及視網膜結構皆比同樣年齡的雄性大鼠差 

    在研究報告中，作者利用視網膜電位圖及組織切片等方法，對不同性別及年齡大鼠的視網膜功能

及視網膜結構進行分析，由 ERG 的波形圖及統計圖可以明顯看到，同樣都是雌性大鼠，停經前和停經

後相比，停經前母鼠的 ERG 振幅顯著大於停經後的組別，除此之外，若不同性別間互相比較，在停經

之前，雌性大鼠的視網膜功能會比同年齡的公鼠好；然而在更年期(停經)後，雌性老鼠的視網膜功能

會急劇下降，並且明顯比同年齡的公鼠差。 

    在文獻中，作者也將視網膜分層並分別比較不同年齡及性別間視網膜厚度的差異，並從趨勢圖中

觀察到，在停經期後，雌性大鼠的感光細胞核層(ONL)、內叢狀層(IPL)的厚度會明顯下降，且會顯著

低於同年齡的公鼠(圖八)，而此組織學的結果和 ERG 結果相符，再次證實雌性大鼠在停經後會出現視

網膜厚度變薄的狀況，並伴隨視網膜功能的衰退，使其受光線刺激後所產生的電位反應變差[10]。 

 

圖八 停經後的母鼠其視網膜 ONL 和 IPL會比同週齡公鼠薄 

    公鼠和母鼠在壯年時期的視網膜各層厚度並沒有明顯差異(P60 和 P100)，甚至母鼠的視網膜會略

厚於同年齡公鼠；但母鼠在停經後(P300)，其視網膜厚度會急遽下降，造成視網膜厚度比同週齡公鼠

薄，其中又以 ONL及 IPL層差距最為明顯。 

女性在感光細胞功能相關基因的表現量遠低於男性 

    生理性別的不同除了會影響視網膜的結構及功能外，從先前的實驗報告中得知，視網膜中的基因

表現量也會受生理性別所影響，而基因是指一段攜帶有遺傳訊息的 DNA 序列，能控制生物個體的性狀

表現；在研究中，作者對 33顆人類眼睛進行基因分析，並觀察到男性在視覺功能相關基因的表現量有

高於女性的趨勢，且在這些基因中，共有七組和感光細胞功能相關的基因在男性視網膜中的表現量是

女性視網膜中的 1.5倍，這表示女性的感光細胞功能在先天上和男性相比相對較弱[11]。 
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賀爾蒙濃度的差異會影響視網膜的健康 

    眼睛在過去很長一段時間被認為是屬於不受性別差異所影響的組織，但近年來研究發現，視網膜

除了會自行利用膽固醇合成雌激素(estrogen)外，也存在許多性類固醇賀爾蒙接受器(sex steroid 

hormone receptor)[12]，因此造就兩性在視網膜解剖構造或病理生理學上有非常大的差異。 

雌激素對視網膜的保護作用 

    文獻中利用 661 W 細胞株(小鼠感光細胞)進行實驗，並於細胞培養液中添加 5µM 麩胺酸以誘導細

胞株產生神經毒性傷害，發現若額外給予小鼠感光細胞雌二醇(estradiol)將有利於感光細胞對抗神經

毒性，而達到保護神經的效果[13]。此外在動物實驗中，作者利用卵巢移除手術的方式，使雌性小鼠

無法分泌足夠的雌激素，並透過 ERG 的檢測視網膜功能，發現卵巢移除的小鼠其視網膜的功能明顯下

降，且視網膜中凋亡細胞的數量會大量增加(圖九)，但若給與卵巢移除之小鼠額外補充 17β

-estradiol(雌激素之一)，可以看到此組別的小鼠視網膜的功能會有恢復的趨勢，且凋亡的細胞數量

也明顯減少，此實驗結果表明額外補充雌激素能幫助維持雌激素缺乏小鼠的視網膜功能及細胞型態

[14]。在另一項動物實驗中，研究者則是利用穿透式電子顯微鏡觀察老年公鼠、母鼠及卵巢摘除的中

年母鼠之間視網膜的型態，從電顯圖片中可看到，雖然老年公鼠及母鼠都有觀察到視網膜退化，但缺

乏雌激素的老年母鼠之視網膜和公鼠相比是比較薄的，且視網膜色素上皮下的沉積物也更多，除此之

外在布克氏膜中也看到，老年母鼠有較多的膠原蛋白碎片累積在其中，且也有來自脈絡膜微血管的內

皮細胞侵入(cell invasion)現象，而這很可能是由於脈絡膜微血管新生所導致(圖十)；除此之外，摘

除卵巢的母鼠和未摘除卵巢的同年齡母鼠相比，除了布克氏膜的厚度明顯增厚外，視網膜損傷的嚴重

程度也更為明顯，但這些在摘除卵巢之母鼠上所觀察到的視網膜損傷，在額外補充雌激素後皆能獲得

改善[15]。 

 

圖九 在補充雌激素後，有助於改善卵巢移除小鼠的視網膜細胞凋亡 

    母鼠在卵巢移除之後，若給予雌激素治療，能顯著減少視網膜中凋亡細胞的數量(黃色箭頭所指的

為細胞凋亡的訊號)，並且減少視網膜的萎縮程度。 
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圖十 穿透式電子顯微鏡下，老年母鼠和公鼠的視網膜比較 

   老年母鼠除了在視網膜色素上皮下的沉積物和公鼠相比是比較多(黃色虛線下)之外，老年母鼠的布

克氏膜中也看到許多膠原蛋白碎片(如黑色星號所示)，同時觀察到布克氏膜中有來自脈絡模微血管的

內皮細胞侵入(cell invasion)(如紅色箭頭所示)。 

     

    除動物實驗外，在臨床研究中也同樣證實雌激素的補充有助於改善停經後婦女的視網膜損傷。在

一項大型人體試驗中，有 3968名停經後女性被納入研究，其中有 578名受試者已接受口服雌激素的治

療一年以上，而這些受試者和其餘未接受雌激素療法的停經後婦女相比，其視網膜神經纖維層的受損

程度明顯較低，除此之外，這些此研究也發現，這些正接受雌激素療法的婦女們眼睛相關疾病的病程

進展也會比未接受雌激素療法的受試者輕微[16]，此結果再次證明雌激素對維持視網膜結構是有幫助

的。 

 

強光照射會造成感光細胞及視網膜色素上皮受損 

感光細胞長度縮短 

    感光細胞是視網膜中最直接受光線所影響的細胞，研究指出，當眼睛暴露於過量的強光下，例如

以藍光為主要組成的 LED燈下，會造成感光細胞的 outer segment 長度變短、感光細胞的 DNA結構受

到破壞，以及感光細胞凋亡。 

    在正常情況下，為了避免過多的有毒物質累積，感光細胞每日都會進行更新，並代謝老廢的 outer 

segment，每日約有 10%的 outer segment會被更新並自感光細胞上剝離，並且在 outer segment底部

合成新的 outer segment 結構，用以置換受光氧化傷害的部分，使感光細胞的長度保持一定，以維持

感光細胞功能的正常運行；然而在 Williams等人的動物實驗中觀察到，在高強度的光線照射下，會使

感光細胞 outer segment 所受的光傷害增加，造成老廢需淘汰的 outer segment 數量變多[17]，而當

老廢的 outer segment量大於感光細胞 outer segment的合成速度時，就會導致 outer segment長度

變短，並使感光細胞的功能受到影響[18](圖十一)。 

    除此之外研究中也看到，若將大鼠暴露於強光下 1 小時，就會造成部分感光細胞的細胞核中染色

質出現濃縮，而在暴露於強光下 24小時後，大多數的感光細胞的染色質會有濃縮的現象，並使 DNA雙

股結構裂解、形成 DNA 片斷[19]。在更進一步的研究中，作者比較在照射過量藍光時，感光細胞的變

化，並發現感光細胞在吸收藍光後，會使感光細胞中的 AP-1轉錄因子被活化，進而加速感光細胞被動

的程序性死亡，導致視網膜後續光化學傷害的嚴重程度增加[20]。 
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圖十一 過量光線刺激會導致感光細胞 outer segment 長度變短 

    在一般狀況下，感光細胞 outer segment的汰換速率會和新合成 outer segment 的速率相近，以

維持感光細胞的長度；但若處於其光環境下，會造成老舊的 outer segment 數量大幅增加並超過新合

成 outer segment 的數量，造成感光細胞長度變短，而影響感光細胞的功能。 

  

 

研究方法 

 

動物 

所有野生型 C57BL/6 小鼠均購買自 BioLasco Taiwan Co. Ltd（Taipei, Taiwan）並均飼養於中山醫

學大學動物中心，動物實驗遵循中山醫科大學 IACUC指南（核准邊號：2521，核准日期：2021年 8月

27 日），動物飼育於定溫及濕度固定環境下，並維持 12 小時的光照/黑暗循環，溫度控制於 25±1℃，

濕度保持在 55±5%，動物為自由飲食及飲水。 

 

LED 燈架設及實驗分組 

為了比較不同性別和年齡之間的光誘導視網膜損傷，本研究使用了兩種性別的 8 週齡和 36 週齡小

鼠，小鼠會再隨機分配成兩種不同強度的 LED光照條件，簡而言之，本研究共分成 8組實驗組別進

行實驗（圖十二）。較低光照強度組設定為每天曝露於 1000 lux、連續 45天，每日照射 12小時；

高強度光照組別則為連續 7天、每天接受 1小時、4500 lux的光照。LED燈的光波長高峰值為 450

±10nm，LED燈條架設於籠子四周，並使用光譜儀（SRI-PL-6000 +；Optimum Optoelectronics Corp.，

Chubei City，Taiwan）進行檢測，測量籠子四個角落的光能量以確保光照條件的穩定。 

    本計畫以 C57BL/6 品系小鼠進行實驗，實驗分八組進行，共含 3 個不同變相，分別為 A.公鼠

及母鼠 B.低光源長週期(1000 lux 照 45 天)及強光源短週期(4000 lux 照 7 天)以及 C.停經前(6
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週齡)及停經後(36週齡)。 

    實驗項目中，以視網膜電位圖、瞳孔反射檢測視網膜的功能，並以組織切片染色 H&E stain觀

察視網膜組織結構是否完整，及免疫螢光染色標定視網膜色素上皮細胞、感光細胞和視網膜神經細

胞，觀察視網膜中細胞型態是否發生改變，並以 TUNEL偵測視網膜中的凋亡細胞；最後利用 ELISA

及西方墨點法，定量不同組別之間，其雌激素、睪固酮和相關賀爾蒙接受器的表現量差異(圖十二)。 

 

圖十二 實驗流程圖 

 

組織病理學分析，蘇木紫-伊紅(Hematoxylin and Eosin, H&E)染色和免疫螢光染色 

組織玻片經脫蠟和復水後，會利用 H&E 染色進行組織病理學檢查，並計算以下參數：（1）感光細胞層

厚度；(2)ONL厚度；(3)INL厚度。測量方式為分別計算視神經兩側，鼻側及顳側的視網膜厚度，每相

距距 200 μm 為一個測量點，使用顯微鏡對每個組織切片進行拍攝，並使用專用軟體計算視網膜各層

厚度。 

免疫螢光染色中，同樣先將視網膜切片脫蠟和復水後，將切片放入裝有檸檬酸鹽緩衝液的 coplin jar

中，以微波加熱的方式將玻片及緩衝液加熱至沸點，加熱時間為 30分鐘，以利抗原修復，加熱完成後

以冷自來水清洗玻片並在室溫下浸入 5% H2 O2溶液 10 分鐘以滅活內源性過氧化物酶，之後，同樣再用

自來水洗滌兩次，並將玻片在室溫下浸泡於 1% blocking buffer 中 20 分鐘，並於每片玻玻片上滴上

100μl 一抗(以 1% blocking buffer 稀釋)，並於在 4 ℃環境放置過夜。一抗孵育完成後的玻片先以

TBS 清洗 3 次，每次 10 分鐘以完整去除一抗，接著將玻片滴上 100μl 二抗，於室溫下孵育 2 小時候

以 TBS 清洗三次。最後，將玻片風乾並以含 Dapi 的封片膠進行封片以便後續檢測。 

 

 

結果 

 

LED 燈會造成感光細胞流失及視網膜細胞固縮 

研究表明，LED 燈可能會損害視網膜細胞[3]。為了研究不同類型的 LED光照對視網膜的影響，我們以

兩種不同強度及時間的 LED 光照動物模型進行實驗。在 H&E 染色的視網膜石蠟切片中，年輕小鼠在暴
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露於低強度 LED 燈後，感光細胞的 outer segment 呈整齊排列(圖十三)。而老年小鼠在暴露於相同條

件的 LED燈後，感光細胞 outer segment變得鬆散且雜亂，而雌性小鼠的 outer segment間的縫隙又

比雄性小鼠來得大，此外我們也觀察到，在低強度 LED 光照組別中，視網膜神經節細胞 (RGC) 出現

液泡變性(vacuolar degeneration)。而高強度 LED光照同樣會造成感光細胞 outer segment的大量流

失，且其感光細胞退化的程度和低 LED 光照組、但性別年齡一致的小鼠相比，會觀察到更大和更鬆散

的 outer segment 間的縫隙。此外，在高強度光照的母鼠視網膜外叢狀層(outer plexiform 

layer,OPL)、內叢狀層(inner plexiform layer, IPL)和神經節層(ganglion cell layer, GCL)上有

明顯固縮的細胞核，但在公鼠中則較少觀察到此現象。 

 

 

圖十三 各組別之視網膜 H&E 染色結果 

在 1000 lux LED 光照組別中，不論性別及動物年齡，於神經節細胞層(ganglion cell layer, GCL)

層皆觀察到明顯的神經節細胞液泡變性(vacuolar degeneration)(黑色箭頭)，而於兩種光照條件的母

鼠中，則容易看到視網膜中出現細胞核固縮(黃色箭頭)。 

 

曝露於不同 LED傷害模式下，柱狀細胞及錐狀細胞的細胞型態會有所差異 

使用 rhodopsin及 opsin-1(M-opsin)抗體進行免疫染色來檢測各組別的柱狀細胞和錐狀細胞。一般而

言，在正常視網膜中 rhodopsin 及 M-opsin 主要分別表現於柱狀細胞和錐狀細胞的 outer segment。

經 1000 lux LED 燈照射 45 天後，兩種性別的年輕小鼠柱狀細胞 outer segment 均觀察到 rhodopsin

排列密集且整齊(圖十四)。相比之下，錐狀細胞則異常表現，M-opsin 在健康狀態會呈現典型的細長

結構，然而 1000 lux組別的 M-opsin型態變得不規則甚至萎縮，而在相同光照條件下的老年小鼠組中，

柱狀細胞 outer segment流失且排列紊亂，甚至在 OPL中也觀察有部分 rhodopsin表現，此結果表示

柱狀細胞可能出現錯誤定位(mislocalization)的狀況;而在 1000 lux光照條件下年老小鼠的錐狀細胞

也表現出顯著的形態差異，錐狀細胞 outer segment 呈寬卵形，且部分錐狀細胞的延伸方向從垂直轉

變為水平延伸。 

感光細胞的細胞形態在高強度 LED光照組別中有別於低強度光照，由免疫螢光染色結果中觀察到(圖十

五)，高強度光照組別的 M-opsin 表現仍保持正常的細長外觀，且在所有 4500 lux 光照組中，無論是

年輕小鼠還是老年小鼠，錐狀細胞 outer segment 的數量和密度都較高；然而曝露於高強度 LED 燈似

乎對柱狀細胞的影響大於錐狀細胞，在年輕的小鼠中，rhodopsin 被破壞並聚縮，且部分 rhodopsin
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會被錯誤定位到 ONL 或 OPL，此現象於高強度光照的年老小鼠中更為明顯，感光細胞層除了出現大範

圍的 rhodopsin聚縮外，柱狀細胞 outer segment明顯斷裂且從 ONL到 INL都出現 rhodopsin 碎片，

因此推測在強烈的 LED光照射下，柱狀細胞的退化會先於錐狀細胞。 

 

 

圖十四 在 1000 lux 的 LED光照組中，錐狀細胞退化為主要特徵。從 opsin-1訊號中看到，錐狀細胞

多聚縮成較短的卵圓狀，而已 rhodopsin 檢測柱狀細胞 outer segment，年輕組別的 rhodopsin 訊號

為整齊排列，而年老組別 rhodopsin間則出現縫隙(白色箭頭)且有少許 rhodopsin碎片。 



 17 

 

圖十五 高強度、短時間的 LED燈主要使柱狀細胞受損。年輕及年老組別的小鼠，其 opsin-1呈現典型

健康狀態的短棒結構，而 rhodopsin所標定的柱狀細胞中，年輕組別 rhodopsin間出現小縫隙(白色粗

箭頭)，年老組別除 rhodopsin 間有明顯縫隙外，於視網膜其他層有顯著 rhodopsin 碎片散佈(白色細

箭頭)。 

 

細胞連接的結構表現變化可能導因於不同的光照條件 

先前的實驗中觀察到不同 LED 光照條件會造成柱狀細胞或錐狀細胞的損傷順序有所差異(圖十六)，接

著本實驗檢查了感光細胞 inner segment 的起始位置與相鄰的 Müller glia end feet 之間的細胞連

接完整性，一般而言視網膜 outer limiting layer (OLM)區域的 tight junctions 處會有 ZO-1 蛋白

及 adhesion molecules，例如 N-Cadherin 蛋白表現。在 1000 lux LED 光照條件下，兩種性別的年

輕小鼠視網膜中，ZO-1 和 N-cadherin 皆於 OLM 處形成不連續的斷線表現（白色箭頭），此外在 OPL

中也觀察到有少數 ZO-1 和 N-cadherin 的點狀表現；而在相同光傷害模式但年老小鼠的視網膜中，則

發現與年輕小鼠相比，OLM的損害更為嚴重，老年母鼠的 ZO-1間出現較大的間隙，且在 OLM中幾乎檢

測不到 N-Cadherin的 adherens junction，而在年老公鼠的視網膜中，ZO-1和 N-Cadherin的整體表

現趨勢與年老母鼠的趨勢相似，年老公鼠的視網膜 OLM處仍可偵測到 N-Cadherin訊號，但表現量顯著

降低，此外低強度 LED光照組別中，於 OPL及 IPL觀察到有 ZO-1
+
和 N-cadherin

+
點狀訊號出現

 
，在年
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老母鼠視網膜的 OPL 及 IPL 中有部分較大的點狀 ZO-1 及 N-cadherin 表現，且部分訊號為 ZO-1 及

N-Cadherin 重疊；與此同時，年老公鼠的 OPL 及 IPL 也檢測到強烈的點狀 ZO-1 訊號，且在年老公鼠

的點狀 ZO-1、N-Cadherin1u 表現量更高。 

同樣檢測 4500 lux LED光照組別的視網膜中 ZO-1及 N-Cadherin表現(圖十七)，在年輕小鼠的視網膜

中，ZO-1 在 OLM 處會呈一條連續的線狀表現，雖然同樣有少許 ZO-1
+
的點狀訊號表現於視網膜，但在

OPL和 IPL並無觀察到明顯的大面積 ZO-1斑塊狀訊號；然而在年輕小鼠、4500 lux光傷害的視網膜中，

N-Cadherin的免疫色訊號於 OLM 處呈不連續線狀且支離破碎，並且此組別中在 OPL和 IPL也檢測到了

點狀 N-Cadherin 訊號且這些訊號會與 ZO-1 共同表現。在此強光照射的年老小鼠視網膜中，OLM 區域

中 ZO-1和 N-Cadherin皆呈不連續的片段化表現，並在 OPL和 IPL上除了有部分 ZO-1 與 N-Cadherin

點狀訊號的共同表現外，ZO-1 免疫螢光訊號也呈斑點狀的密集聚集在 IPL 和 GCL 上，而 N-cadherin

除了與 ZO-1共定位外，也在 OPL上也有部分大面積斑塊表現。感光細胞 inner segment和 Müller cell 

end feet間的細胞連接對感光細胞的結構完整性至關重要，除此之外 ZO-1和 N-cadherin也與視網膜

中其他神經細胞的連接蛋白或緊密粘附有關，因此，ZO-1 和 N-Cadherin 在兩種不同光照模式的表現

特徵不同，也可能歸因於視網膜受 LED光損傷所造成的視網膜膜細胞損傷順序差異。 

 

 

圖十六 長時間較低強度的 LED光照會使細胞連結的結構受到破壞。ZO-1及 N-Cadherin分別標定於感

光細胞與 Müller cell間的 tight junction及 adherens junction，低強度、長時間的 LED光照會使

細胞間連結呈現片斷狀(白色箭頭所示)。 
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圖十七 短時間高強度的 LED燈會使年老老鼠的細胞連結受損。年輕小鼠暴露於高強度 LED燈下，並不

會對感光細胞和 Müller cell間的結構造成明顯破壞，然而在老化小鼠中，高強度 LED燈卻會使 ZO-1

及 N-Cadherin 的表現量下降並呈現斷斷續續的型態。 

 

 

討論 

 

本實驗在控制總光能量的前提下調整小鼠所曝露的 LED 燈的光照強度和時間，觀察到不同的光照模式

會導致柱狀細胞和錐狀細胞退化順序也有所不同。許多研究表明強光會導致視網膜損傷，感光細胞中

的 rhodopsin 會吸收收光子，而過多的光子進入感光細胞後會產生光毒性並促使感光細胞凋亡[18]，

其中短波長的光所產生 ROS 的能力更強[19]，其所造成的感光細胞損傷比白光和綠光更為嚴重[20] 

[21]，除此之外，視網膜損傷的嚴重程度還受光照強度、曝光時間、年齡、性別、晝夜節律等因素所

影響[4]，在視網膜中，光導致的視網膜退化過程起始於 rhodopsin對光子的吸收，並活化後續一系列

的 phototransduction cascade 並產生氧化壓力[22]。柱狀細胞的 outer segment 縮短或感光細胞死

亡是光誘導視網膜損傷模型中常提到的特徵，然而，Contín 等人的研究中提到，視網膜損傷的機制和

細胞形態差異可能受光照條件或光照時呈所影響[4]，在本研究中，曝露在相對較低強度的 LED後，視

網膜中的錐狀細胞除了變得畸形外，部分錐狀細胞的延伸方向也由原先的垂直於視網膜變成水平延

伸，這種形態變化類似於 RPE65 
-/-
或 LRAT 

-/-
轉基因小鼠，在 RPE65 

-/-
小鼠模型中，錐狀細胞的視蛋白

會因為從 inner segment到 outer segment的運輸受阻，而導致視錐蛋白的錯誤運輸(mistrafficking)

和積累[23]。此外，在 RPE65 
-/-
小鼠視網膜中觀察到的錐視蛋白的 mRNA表現量顯著下降，而 rhodopsin 

mRNA 表顯則無明顯改變[24]。Zhang 等人的實驗中也發現，在 RPE65 
-/-
和 LRAT 

-/-
動物模型中，

apo-rhodopsin 運輸正常且退化進程緩慢，但錐狀細胞的退化就相當迅速[25]，這些研究和本研究有



 20 

相似的結果，在 1000 lux LED 組別中，錐狀細胞的退化速度比柱狀細胞更快。Retinoid isomerase 

(RPE65)和 lecithin-retinol acyltransferase (LRAT)會參與視網膜色素上皮(retinal pigment 

epithelium, RPE)中的 11-cis retinal循環，當此兩種酵素突變時會導致視覺週期中斷。研究報告指

出 11-cis retinal 缺乏會引發視錐蛋白不正常聚集和 cone-opsin 降解，且 11-cis retinal 對於

cone-opsin 的構成是必需的並且能促進視蛋白的穩定性[25]，早期給予 11-cis retinal 有助於改善

視錐細胞的流失[24]，從這個角度上來說，我們推測此研究中所觀察到 1000 lux LED光照所導致的錐

狀細胞型態異常，部分原因可能源於 RPE 功能障礙所導致，並進一步影響視覺循環的運行。事實上文

獻中也確實在 in vitro and in vivo 中看到 LED 或藍光會透過氧化壓力增加而進一步導致 RPE 細胞

死亡[1][26]，且細胞形態分析上也確實顯示 LED 或藍光會使 RPE 增厚及混亂排列[27] 。 

 

在相對低強度的 LED 光照組別中，透過 ZO-1及 N-Cadherin檢測觀察到 OLM的完整性會受到破壞，顯

示感光細胞和 Müller cell間的連接受到降解，OLM中包含 tight junction和 adherens junction，

有助於細胞結構和屏障功能的維持[28]。因此，OLM 中 ZO-1呈不連續的線狀表現可能與感光器的流失

有關，此現象也同樣於其他視網膜退化動物膜中被觀察到[29]，此外在本研究中，於 OPL 和 IPL 中也

檢測到 ZO-1的異位表現，並且此 ZO-1異位表現會隨著強 LED光的增強和年齡的增加而上升，推測此

現象可能與連接蛋白的轉移有關，由原先 Müller cell 與感光細胞的連接處轉移到 Müller cell 與其

他視網膜細胞之間的連接處[30]。此外，先前的研究中提到在視網膜變退化中，錐狀細胞的重排

(rearranegement)也與 ZO-1 蛋白有關，柱狀細胞死亡後，錐狀細胞也會逐漸流失並同時觸發 Müller 

cell合成中間絲，並會觀察到 Müller cell會傾向於與錐狀細胞形成纖維化密封(fibrotic sealing)，

而此過程中會向上調節 ZO-1蛋白並參與關鍵作用[31]-[33]。因此我們認為，在 1000 lux組別中所觀

察到較明顯 ZO-1的異位表現，除了感光細胞與 Müller cell間連接的改變外，可能也和錐狀細胞的重

新排列有關。而在OPL和 IPL中所觀察到的N-Cadherin表現則可能與神經源性簇(neurogenic clusters)

的形成有關，當 N-cadherin 向下調節時，會抑制 Müller glia- derived progenitor cell 的遷移及

神經元再生[34]，因此我們認為，ZO-1 及 N-Cadherin 在兩種不同的 LED 光損傷模式中的表現差異，

也是因視網膜損傷起始位置不同所導致後續細胞的修復機制的差異所造成。 

 

活化也會使 Müller cell 對視網膜氧化壓力產生一系列級聯反應，包含 Müller cell 本身會出現分子

和結構改變，即 gliosis，包括中間絲的形成（GFAP、Vimentin 和 Nestin）的向上調節、細胞肥大

(cellular hypertrophy)和 ERK1/2 訊息傳遞路徑的活化[48] [49]，如同 microglia，Müller cell

的活化也會對視網膜神經元有雙向作用，細胞保護和細胞毒性。在視網膜損傷早期階段，Müller cell

的 gliosis 會釋放神經保護因子並維持神經元功能已延長神經元存活時間[48]，然而，若長時間處於

gliosis狀態，則會增加促發炎細胞因子的分泌，並導致細胞異常增殖，使視網膜神經元損傷加劇[48]。

在我們的結果中，除了年輕小鼠的高強度 LED光照組外，其餘實驗組皆觀察到 GFAP大量表現，從 OPL

到 GCL皆可偵測到 GFAP，我們認為，較低強度但較長時間的 LED光照會導致視網膜處於慢性光毒性和

發炎狀態，從而導致 microglia的持續活化，以及 microglia的持續活化反向誘導 Müller cell長時

間處於 gliosis的狀態，也確實於 1000lux LED 組別中偵測到較高的 GFAP 表現。 
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