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!!$摘要%!目的!探究昼夜节律颠倒对角膜上皮创伤修复的影响&!方法!选取 " \] 周龄 ODAd5>" 雄性

小鼠 C$ 只"按照随机数字表法分为昼夜节律正常'5?(组和昼夜节律颠倒'?5(组& 置于昼夜节律箱中饲养

#- M"在小鼠角膜中央标记直径为 - ''的圆形区域"用高尔夫样刀刮除标记区域上皮层"分别使用荧光素钠)

苏木精Z伊红染色观察并记录角膜再上皮化过程& 使用 ?6<4)P48O标记抗鼠 5+"a抗体和 <&标记抗鼠

*+8O=抗体进行免疫荧光染色"每隔" ,观察角膜创伤后细胞分裂)中性粒细胞和 *+8细胞数量的动态变化"

直至W- ,&!结果!角膜上皮创伤后 $)")#-)#] 和-W , 5?组角膜上皮缺损面积百分比分别为 '#$$[$$$m

$[$$$(j)'%A["AAmD[-W%(j)'#W[CDCm#[A%C(j和'$[$$$m$[$$$(j"?5组角膜上皮缺损面积百分比分别

为'#$$[$$$m$[$$$(j)'#$[C"Am#[$"D(j)'#[C]Dm$[#$"(j和 '$[$$$m$[$$$(j"总体比较差异有统计学

意义'Sn-#%[A#]"Gn$[$$$(& 角膜上皮创伤前"?5组和 5?组角膜上皮层厚度分别为'%%[C]%m#[$AW(!'

和'%%[CC%m$[C$W(!'"差异无统计学意义'Ĝ $[$D(*角膜上皮损伤后-W ,"?5组角膜上皮厚度为'#C[WA%m

$[]D"(!'"明显大于 5?组'#A[W]Dm$[A#](!'"差异有统计学意义'Gi$[$D(& 苏木精Z伊红染色显示"创伤

-W ,后 - 个组小鼠角膜上皮细胞皆排列疏松)紊乱)形态不规则& 5?组角膜上皮主要为基底细胞"?5组除了

基底细胞外"还有少量扁平细胞& 角膜上皮创伤后 5?组和 ?5组上皮分裂细胞数量)中性粒细胞数量和 *+8

细胞数量总体比较"差异均有统计学意义'Gi$[$D(&!结论!昼夜节律颠倒可通过促进角膜上皮分裂细胞)

中性粒细胞和 *+8细胞募集高峰期提前"进而调节角膜上皮创伤修复过程&!

$关键词%!角膜* 昼夜节律颠倒* 创伤修复* 炎症反应
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$[$$$(j (GHF9S/J:M):K$ ,/J9"""#-"#] (:M -W ,/J9;04: ?5K9/JN"NF91F:H(KF/GH,F1/9:F(*FN)H,F*)(*MFGF1H)IF

(9F(SF9F'#$$[$$$m$[$$$(j"'#$[C"Am#[$"Dj(j"'#[C]Dm$[#$"(j (:M '$[$$$m$[$$$(j (GHF9S/J:M):K

$ ,/J9"""#-"#] (:M -W ,/J9;08,F,F(*):K9(HF): ?5K9/JN S(;,)K,F9H,(: H,(H): 5?K9/JN"S)H, (;)K:)G)1(:H

M)GGF9F:1FLFHSFF: H,F' 'Gi$[$D(06;S)H, H,FJ:):BJ9FM 1/9:F(*"H,)1R:F;;/G1/9:F(*FN)H,F*)J'S(;'%%[C]%m

#[$AW(!'): ?5K9/JN (:M '%%[CC%m$[C$W(!'5?K9/JN"S)H, :/;H(H);H)1(**+;)K:)G)1(:HM)GGF9F:1FLFHSFF: H,F'

' Ĝ $[$D(06GHF9-W ,/J9;"H,)1R:F;;/G1/9:F(*FN)H,F*)J'): ?5K9/JN S(;'#C[WA%m$[]D"(!'"(:M S(;'/9FH,(:

H,(H): 5?K9/JN +'#A[W]Dm$[A#](!',"S)H, (;)K:)G)1(:HM)GGF9F:1FLFHSFF: H,F' 'Gi$[$D(0<(9(GG): ;F1H)/: /G

S/J:MFM 1/9:F(*FN)H,F*)J'(GHF9-W ,/J9;L+,F'(H/Q+*): (:M F/;): ;H():):K;,/SFM H,(H1/9:F(*FN)H,F*)J' 1F**;

(99(:KFM *//;F*+(:M M);/9MF9*+(:M SF9F): )99FKJ*(9;,(NF): L/H, K9/JN;08,FFN)H,F*)J'SF9F'():*+L(;(*1F**;):
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H,F:J'LF9/G1F**M)I);)/:" :FJH9/N,)*;(:M 1/9:F(**)'LJ;*+81F**;): HS/K9/JN;SF9F;H(H);H)1(**+;)K:)G)1(:H
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!!角膜位于眼球前部"呈透明横椭圆形"提供大部分
屈光力& 角膜必须不断更新上皮细胞层"以此维持角
膜上皮的稳态"保持光滑的光学表面& 角膜上皮更新
通过细胞增生)迁移)分化)分层和凋亡等来实现"这一
过程损伤会打破角膜上皮的动态平衡"导致角膜上皮
缺损

+#, & 角膜损伤修复过程包括再上皮化)细胞增
生)炎症反应和细胞外基质重塑 W 个阶段& 角膜上皮
损伤的修复是眼球功能正常的保证"因此探究角膜损
伤修复的机制异常重要& 昼夜节律存在于生物体中"
也存在于器官"甚至细胞中& 激素分泌)新陈代谢)细
胞周期和睡眠>觉醒周期受昼夜节律调控 +-, & 昼夜节
律的维持受外部环境影响"其中光照>黑暗循环影响最
大

+%, & 角膜是视觉系统感受外界光线刺激过程中重
要的屈光装置之一& 视网膜昼夜节律钟是哺乳动物中
发现的首个超视交叉上核昼夜节律振荡器

+W, & 眼轴
长度)脉络膜厚度)眼压)视盘)角膜厚度及角膜上皮层
厚度变化均存在昼夜节律

+DZA, & 光照节律能改变大鼠
视网膜中时钟基因的表达

+], & 角膜具有生物钟功能"
昼夜节律能控制角膜厚度且对角膜的正常生长发育有

重要作用
+C, & 角膜上皮更新有日节律性 +#$, & 角膜上

皮损伤后"角膜缘血管发生急性炎症反应"中性粒细胞
通过细胞表面整合素被损伤部位的趋化因子吸引迅速

向创伤区聚集以杀灭病原体和清除坏死组织
+##, & 大

多数免疫细胞表达昼夜节律时钟基因"时钟基因作用
包括影响细胞因子)趋化因子和溶细胞因子的合成与
释放和控制免疫细胞向炎症或感染组织中迁移的速

度"影响损伤组织愈合 +#-, & 中性粒细胞的募集和存活
受昼夜节律严格控制

+#%, & 在不同时间点给予小鼠内
毒素'脂多糖(雾化吸入"肺脏中性粒细胞聚集数量及

高峰期不同
+#W, & 角膜 *+8细胞对角膜损伤后修复有

调节作用& *+8细胞在上皮层聚集有助于角膜创伤修
复"而在 *+8细胞缺陷小鼠模型中角膜上皮的创伤修
复显著延迟

+#D, & 猪血中 *+8细胞存在昼夜节律且黑
暗时段数量最多

+#", & 昼夜节律改变"会导致免疫紊
乱

+#-, & 基因突变或环境因素导致的昼夜节律失调会
导致多种疾病

+#A, & 持续光照或持续黑暗会延迟角膜
再上皮化并加剧炎症反应"抑制角膜修复 +#], & 目前"
昼夜节律颠倒对角膜创伤修复的影响鲜有报道& 本研
究中建立昼夜节律正常'#- , *)K,H>#- , M(9R"5?( >昼
夜节律颠倒'#- , M(9R>#- , M(9R"?5(小鼠角膜创伤修
复模型"研究昼夜节律颠倒对角膜修复的影响"为角膜
损伤的临床实践提供新的思路&

;8材料与方法

;0;8材料
;0;0;8实验动物82<P级 " \] 周龄雄性 ODAd5>" 小
鼠 C$ 只'广东省医学实验动物中心("均无眼病& 小
鼠饲养于'-Wm-(l动物房中#- M"自由饮水)进食& 本
研究中均严格遵循视觉眼科学研究学会声明和暨南大

学实验动物伦理委员会的有关规定'XYE6E-$$-E$#(&
;0;0<8主要试剂及仪器8苯巴比妥钠注射液'上海
碧云天生物技术有限公司 (*体积分数 #$j 89)H/:E
b#$$)<d2)牛血清白蛋白'L/I):F;F9J'(*LJ'):"d26(
'广州斯佳生物技术有限公司(*P48O标记抗鼠 5+"a
抗体'##EC""]E]-"美国 Fd)/;1)F:1F公司(*<&标记抗
鼠 *+ 8O=抗体'DD%#A]"美国 d?L)/;1)F:1F公司(& 高
尔夫样刀 '美国 611JH/'F公司(*2 "̀# 显微镜 '日本
@*+'NJ;公司(*正置荧光显微镜'日本 @*+'NJ;公司(&

!D#D!中华实验眼科杂志 -$#C 年 A 月第 %A 卷第 A 期!O,): X&QN @N,H,(*'/*"XJ*+-$#C"V/*0%A"Y/0A

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



;0<8方法
;0<0;8实验动物处理8按照随机数字表法分为 5?
组和 ?5组"置于可控制光照'%$$ *Q(及黑暗时间的节
律箱中"其中 5?组节律箱光照时间为 A#$$ \#C#$$"
黑暗时间为 #C#$$ \次日 A#$$*?5组节律箱黑暗时间
为 A#$$ \#C#$$"光照时间为 #C#$$ \次日 A#$$& 根据
F̀)HKFLF98)'F计时法"以光照起始时间A#$$记为 8̀$"
黑暗起始时间 #C#$$ 记为 8̀#-*O)91(M)(: 8)'F计时
法"A#$$ 记为 O8A"#C#$$ 记为 O8#C&
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图 ;8小鼠眼球组织病理学表现'f&kW(!沿平行于瞳孔Z视神经轴的方向切片!图 <8角膜细胞统计示意图'kW$(!6#角膜分裂细胞计数区
域'黄圈(!d#角膜中性粒细胞计数区域'绿圈(!O#*+8细胞计数区域'红圈(

;0<0<8角膜创伤模型建立8参照文献A#C,的方法"
按照 -D \D$ 'K>RK的剂量"大鼠腹腔内注射苯巴比妥
钠后"使用直径- ''的环钻标记角膜中央区域"采用
高尔夫样刀机械性刮除已标记的中央区角膜上皮细胞

层"避免伤及角膜基质层& 使用质量分数 -j荧光素
钠滴眼液点眼显示角膜上皮缺损区域& 创伤后$ ,开
始"每隔" ,拍照并记录角膜上皮缺损面积"直至角膜
再上皮化完成& 采用 6M/LF<,/H/;,/N O2D 软件统计
角膜上皮缺损面积& 创伤后$ ,的创伤面积为 #$$j"
后续各时间点上皮缺损面积与 $ ,创伤面积的比值
'j(为角膜创伤修复率& 所有小鼠角膜上皮创伤时
间均为 O8-$&
;0<0=8角膜整铺片及免疫荧光染色8参照文献A-$,
的方法& 颈椎脱臼法处死小鼠后"摘除眼球"置于体积
分数 -j甲醛溶液中固定W$ '):& <d2 浸泡"手术显微
镜下修剪)去除多余组织"保留完整角膜和角巩膜缘&
<d2 冲洗 % 次"每次D '):& 将角膜置于 -$$ '*质量分
数 -j d26中 #D '): 以封闭非特异性抗原"加入- !*
质量分数 #$j89)H/:Eb#$$"得到终体积分数 $[#j的
89)H/:Eb#$$>d26混合液& 透膜 #D '): 后"加入W !*抗
小鼠 P48O标记的 5+"a抗体和W !*<&标记的抗小鼠
*+ 8O=抗体"混匀后W l孵育过夜& <d2 洗涤 % 次"每
次 D '):& 角膜上皮朝上置于载玻片"用手术刀片将其
切成放射状 W 瓣平铺"滴加含 ?6<4的封片剂"盖玻

片"W l避光保存&
;0<0B8角膜上皮层厚度测量8参照文献A-$Z-#,的
方法"颈椎脱臼法处死小鼠后"摘取左侧眼球"置于固
定液W] ,& 梯度乙醇脱水后"石蜡包埋"沿视神经上下
方"从角膜顶点至球壁后极"平行于视神经矢状轴连续
厚D !'切片"行苏木精Z伊红染色'图 #(& 通过正置
荧光显微镜观察视神经孔)瞳孔"判断切片是否经角膜
损伤区中央"测量角膜中央上皮厚度&
;0<0C8小鼠角膜中性粒细胞)*+8细胞和分裂细胞的
计算!参照文献A--,的方法"从角膜缘到角膜中央分
成 D 个区"角膜中央定义为 D 区"往外依次为 W 区)%
区)- 区和 # 区'图 -6(& 每组选取 W \" 个角膜& 在 D
个区角膜中选取经角膜中央纵向和横向 - 条相互垂直
的径线"W$ 倍物镜下分别选取 C 个目标视野并拍照计
数"将总数作为角膜分裂细胞数目*W$ 倍物镜下在角
膜 W 区 W 个象限上任意选取 W 个目标视野'图 -d("对
视野内中性粒细胞拍照并计数"取其平均值作为中性
粒细胞募集数目*W$ 倍物镜下在四瓣角膜的角膜缘处
'# 区(任意选取 ] 个视野'图 -O(拍照并计数"取其平
均值作为 *+8细胞在角膜缘募集的最终数目&
;0=8统计学方法

采用 2<22 -#0$ 统计学软件'美国 4d3公司(进
行统计分析"采用 a9(N,<(M<9);' "0$ 软件 '美国
a9(N,E<(M 公司(进行数据处理& 本研究中计量资料
的数据经 g检验证实呈正态分布"以 'F(:m2?表示"
经 5FIF:F检验证实组间方差齐& ?5组与 5?组小鼠
角膜上皮创伤修复率的总体差异比较采用重复测量两

因素方差分析*?5组与 5?组角膜上皮分裂细胞)中
性粒细胞)*+8细胞数量的总体比较采用两因素方差
分析*角膜上皮厚度组间比较)各个时间点小鼠角膜创
伤修复率和细胞数量的两两比较采用独立样本 0检
验& Gi$[$D 为差异有统计学意义&

!"#D! 中华实验眼科杂志 -$#C 年 A 月第 %A 卷第 A 期!O,): X&QN @N,H,(*'/*"XJ*+-$#C"V/*0%A"Y/0A
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<8结果

<0;8各组小鼠角膜修复率的比较
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图 =8各组小鼠角膜创伤后再上皮化表现!5?组和 ?5组小鼠创伤后各时间点角膜创面荧光素钠染色表现!#m创伤后$ ,!-m创伤后#- ,!%m创
伤后#] ,!Wm创伤后-W ,!5?m昼夜节律正常*?5m昼夜节律颠倒!图 B8@G组和 G@组未创伤角膜及创伤后<B ,角膜中央上皮组织学表现'f&"
标尺n-$ !'(!未创伤角膜上皮细胞排列规则"角膜创伤后-W ,上皮细胞排列紊乱!6m未创伤 5?组!dm未创伤 ?5组!Om创伤后-W , 5?组!
?m创伤后-W , ?5组!5?m昼夜节律正常*?5m昼夜节律颠倒

角膜上皮创伤前"?5组和 5?组上皮层厚度分别
为'%%[C]%m#[$AW(!'和'%%[CC%m$[C$W(!'"差异无统
计学意义'0n$[$#W"Gn$[C]C(& 创伤后不同时间点 5?

组和 ?5组小鼠角膜修复率总体比较"差异均有统计学

意义'S组别 n-%C[--""Gi$[$$$ #*S时间 n" A]D[DA#"Gi
$[$$$ #("其中创伤后#- , ?5组角膜修复率显著小于
5?组"差异有统计学意义'0n#-[-%$"Gi$[$$$ #(*创伤
后#] ,"?5组角膜修复率显著小于 5?组"差异有统计
学意义'0n#A[%"$"Gi$[$$$ #( '图 %"表 #(& - 个组小
鼠角膜均在-W ,内顺利完成再上皮化过程&

表 ;8创伤后不同时间点 < 个组角膜创伤修复率
比较'"*'(O>G"R(

组别
样本

量

角膜创伤修复率

创伤后$ , 创伤后#- , 创伤后#] , 创伤后-W ,

5?组 D #$$[$$$m$[$$$ %A["AAmD[-W% #W[CDCm#[A%C $[$$$m$[$$$
?5组 D #$$[$$$m$[$$$ #$[C"Am#[$"D( #[C]Dm$[#$"( $[$$$m$[$$$

!注mS时间 n" A]D[DA#"Gi$[$$$ #*S组别 n-%C[--""Gi$[$$$ #*S交互作用 n

#W][D%-"Gi$[$$$ #0与 5?组比较"(Gi$[$D '两因素重复测量方差分

析"52?E0检验(!5?m昼夜节律正常*?5m昼夜节律颠倒

苏木精Z伊红染色结果显示"创伤后-W , - 个组小
鼠角膜上皮细胞皆排列疏松)紊乱)形态不规则& 5?

组角膜上皮覆盖 - \% 层细胞"主要为多角细胞和基底
细胞"细胞间隙较宽*?5组上皮层数为 % \W 层"除多
角细胞和基底细胞外"还有少量扁平细胞 '图 %?(&

损伤后-W ,"?5组角膜上皮厚度明显大于 5?组"差异
有统计学意义'0n%[DDA"Gn$[$#-('图 W"表 -(&

表 <8不同时间点 @G组和 G@组角膜上皮层厚度
比较'"*'(O>G"!"(

组别 样本量
角膜上皮层厚度

创伤后$ , 创伤后-W ,
5?组 D #$$[$$$m$[$$$ %A["AAmD[-W%
?5组 D #$$[$$$m$[$$$ #$[C"Am#[$"D(

!注m与 5?组比较"(Gi$[$D'独立样本 0检验(!5?m昼夜节律正常*

?5m昼夜节律颠倒

<0<8昼夜节律颠倒对角膜创伤后上皮分裂细胞的影响
创伤后不同时间点 - 个组角膜上皮分裂细胞数量

总体比较"差异均有统计学意义 'S分组 n-][%$C"Gn

$[$$$*S时间 n%$$[$WW"Gn$[$$$("其中 ?5组小鼠角
膜上皮分裂细胞数量在创伤后 ")#-)#])-W 和%$ ,明
显大于 ?5组"差异均有统计学意义 '0nD[$#A"Gn
$[$$-*0n%["#$"Gn$[$##*0nD[-"""Gn$[$$-*0n
#$[WWC"Gn$[$$$*0n-[A"A"Gn$[$%%(*?5组小鼠角
膜上皮分裂细胞数在创伤后%" ,明显小于 ?5组"差异
有统计学意义 '0n#$[-%#"Gn$[$$$(*创伤后W- ,"-

个组上皮分裂细胞数比较"差异无统计学意义 '0n
$[-#$"Gn$[]W$('图 D"表 %(&

25μm 25μm

DAPI DAPI

A B25μm 25μm

DAPI DAPI

A B
图 C8各组小鼠角膜创伤后不同时间点上皮分裂细胞的比较'?6<4"
标尺n-D !'(!5?组和 ?5组角膜创伤后#] ,角膜上皮分裂细胞染
色表现!6m昼夜节律正常组*dm昼夜节律颠倒组
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表 =8创伤后不同时间点 < 个组角膜上皮分裂细胞
数量比较'"*'(O>G"个(

组别
样本

量

不同时间点分裂细胞数量

" , #- , #] , -W , %$ , %" , W- ,
5?组 D #AmA ]CmC ###m## #]Wm#D -%$m#W -]%m#- #%Cm#"
?5组 D W$m"( ##$mA( #A-m-$( -]"m#-( -D]m#W( #]%m#D( #%"m#]

!注#S分组 n-][%$C"Gn$[$$$*S时间 n%$$[$WW"Gn$[$$$*S交互作用 n

W%[A$D"Gn$[$$$0与 5?组比较"(Gi$[$D'两因素多水平方差分析"独

立样本 0检验(!5?#昼夜节律正常*?5#昼夜节律颠倒

<0=8昼夜节律颠倒对角膜创伤后中性粒细胞数目的
影响

创伤后不同时间点 - 个组角膜中性粒细胞数量
总体比较"差异均有统计学意义 'S分组 n$[WCW"Gn
$[W]"*S时间 n-D"[#A-"Gn$[$$$ ( "其中 ?5组小鼠
角膜中性粒细胞数量在角膜创伤后#- ,和#] ,明显
大于 5?组"差异均有统计学意义 '0n"[D$D"Gn
$[$$#*0n##["#$"Gn$[$$$( *?5组小鼠角膜中性粒
细胞数量在创伤后 -W)%$)%" 和 W- ,明显小于 5?
组"差异均有统计学意义 '0nW[$]-"Gn$[$$"*0n
%[%-""Gn$[$#"*0nW[-A#"Gn$[$$D*0n][-A%"Gn
$[$$$( '图 ""表 W( &

25μm 25μm

Gr�1 Gr�1

A B25μm 25μm

Gr�1 Gr�1

A B

图 D8< 个组角膜创伤后中性粒细胞向角膜创伤区趋化动力学表现
'P48O"标尺n-D !'(!5?组和 ?5组在创伤#] ,后角膜 W 区中性粒
细胞染色表现!6#昼夜节律正常组*d#昼夜节律颠倒组

表 B8创伤后不同时间点 < 个组角膜中性粒细胞
数量比较'"*'(O>G"个(

组别
样本

量

不同时间点中性粒细胞数量

" , #- , #] , -W , %$ , %" , W- ,
5?组 D $m$ #]m" DWm] #D$m#$ #-Dm#W ADm C W]mA
?5组 D $m$ DWmC( #W"m#W( #-%m C( #$$m "( W%m#-( #"mW(

!注#S分组 n$[WCW"Gn$[W]"*S时间 n-D"[#A-"Gn$[$$$*S交互作用 n

DA[%CD"Gn$[$$$0与 5?组比较"(Gi$[$D'两因素多水平方差分析"独

立样本 0检验(!5?#昼夜节律正常*?5#昼夜节律颠倒

<0B8昼夜节律颠倒对角膜创伤后角膜缘 *+8细胞募
集的影响

创伤后不同时间点 - 个组角膜 *+8细胞数量比
较"差异均有统计学意义 'S分组 n#$[A%""Gn$[$$-*
S时间 nD%[##A"Gn$[$$$("其中 ?5组和 5?组小鼠角
膜缘 *+8细胞数量在创伤后" ,和#- ,比较"差异均无
统计学意义 ' 0n#[#A]" Gn$[-]%* 0n$["%]" Gn
$[DWA(*?5组小鼠角膜缘 *+8细胞数量在创伤后
#] ,)-W ,明显大于 5?组"差异均有统计学意义 '0n
W[CC$"Gn$[$$-*0n%[$#A"Gn$[$-%(*?5组和 5?组
小鼠角膜缘 *+8细胞数量在创伤后%" ,和W- ,比较"
差异均无统计学意义'0n$[]"""Gn$[W-$*0n$[CD$"
Gn$[%AC('图 A"表 D(&

25μm 25μm

GL3 GL3

A B25μm 25μm

GL3 GL3

A B

图 H8< 个组角膜创伤后 B#X细胞在角膜缘趋化动力学表现'<&"标
尺n-D !'(!5?组和 ?5组角膜创伤#] ,后角膜缘 *+8细胞染色表
现!6#昼夜节律正常*d#昼夜节律颠倒

表 C8创伤后不同时间点 < 个组角膜 B#X细胞
数量比较'"*'(O>G"个(

组别
样本

量

不同时间点 *+8细胞数量
" , #- , #] , -W , %$ , %" , W- ,

5?组 D --m% -Dm% -]m% %Dm- %]m% -Wm# --m-
?5组 D -Dm% -"m- %]m%( W$m-( %%m-( -Dm- -Wm%

!注#S分组 n#$[A%""Gn$[$$-*S时间 nD%[##A"Gn$[$$$*S交互作用 n

A[D$W"Gn$[$$$0与 5?组比较"(Gi$[$D '两因素多水平方差分析"独

立样本 0检验(!5?#昼夜节律正常*?5#昼夜节律颠倒

=8讨论

本研究中发现"小鼠角膜创伤后#- ,和#] ,角膜再

上皮化速度加快"创伤后-W ,角膜上皮厚度大于昼夜
节律正常组"上皮分裂细胞数量高峰期提前#- ,*小鼠
角膜创伤后中性粒细胞和 *+8细胞募集速度均加快"

且提前" ,达高峰& 角膜上皮创伤后的愈合有赖于角
膜再上皮化和角膜缘血管急性炎症反应& 角膜上皮缺
损后"角膜缘干细胞变形并迁移到创伤区域"增生"分
化成角膜上皮细胞

+-%, & 角膜上皮损伤引起边缘血管
的急性炎症反应"导致中性粒细胞向缺损区域趋化以
及 *+8细胞向角膜缘上皮层聚集 +#D, & 创伤后适度炎
症反应可促进创伤修复"炎症反应过度或不足对创伤

!]#D! 中华实验眼科杂志 -$#C 年 A 月第 %A 卷第 A 期!O,): X&QN @N,H,(*'/*"XJ*+-$#C"V/*0%A"Y/0A
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修复起阻碍作用
+-W, &

哺乳动物体有丝分裂指数和 ?Y6合成在许多细
胞中"如舌角化细胞等"均有昼夜节律变化 +-DZ-C, & 角
膜上皮细胞分裂在授光前后处于活跃状态"停止授光
前后处于静息状态

+%$, & 本研究中发现"O8# \O8#% 细
胞分裂活动相对活跃"O8## 细胞分裂活动达最大值"
O8#% \O8# 细胞分裂活动相对静止"O8-$ 分裂细胞数
量呈最小值& 不同时间创伤角膜"上皮分裂细胞数量
不同

+#], & 昼夜节律颠倒状态下分裂细胞节律与正常
角膜呈相反趋势& 本研究中选择 O8-$ 作为创伤时间
点"表明 ?5组角膜上皮创伤后分裂细胞增生高峰期
提前到来即分速率加快& 这可能是长期人为时差造成
角膜上皮细胞分裂节律产生相位差"导致 ?5组小鼠
角膜创伤修复速率在创伤后#- ,和#] ,大于昼夜节律
正常组& 中性粒细胞是固有免疫系统的一部分"是伤
后最早被招募至损伤部位的免疫细胞

+%#, & 中性粒细
胞的主要功能是产生抗菌肽)活性氧和蛋白酶来抵御
侵入的微生物"产生介质激活细胞"调节炎症反
应

+%-Z%%, & 此外"5)等 +#D"#C,
研究证实 *+8细胞通过产

生白细胞介素 '):HF9*FJR):"45(E#A6促进中性粒细胞
的募集"并产生生长因子和 45E-- 促进角膜上皮细胞
分裂增生& 研究表明"中性粒细胞表达时钟基因 +%W, &
本研究结果显示"?5后在 O8-$ 创伤角膜"角膜中性粒
细胞趋化聚集加快"聚集高峰期提前到来& 家猪外周血
中的 *+8细胞数量有明显昼夜节律性"具体表现为黑暗
阶段的 *+8细胞数量明显大于光照阶段+#", & 本研究中
发现"?5组角膜缘 *+8细胞聚集高峰期早于 5?组&
小鼠外周血循环中性粒细胞总数呈昼夜节律震荡"光照
开始后约D ,' 8̀D(达峰值"光照后#% ,出现低谷"而在
小鼠骨髓)肌肉和肝脏中"中性粒细胞数量在光照后
#% ,达高峰"创伤后#D ,出现低谷+#%, & 此外"小鼠外周
血中性粒细胞的吞噬作用呈昼夜节律震荡"中性粒细胞
吞噬作用在 O8% \O8W 达高峰"在 O8#$ \O8#" 呈低谷"
?5后小鼠外周血中性粒细胞噬菌作用明显下降+%DZ%", &
小鼠角膜缘中性粒细胞募集有节律性*不同时间创伤角
膜"中性粒细胞向创伤区的迁移动力学不同+#], &

综上所述"昼夜节律可影响上皮细胞的分裂速率
和角膜再上皮化过程*影响中性粒细胞向角膜缺损区
的趋化和角膜缘 *+8细胞的聚集"对角膜上皮创伤修
复有重要调节作用& 昼夜节律系统是如何协调角膜创
伤修复的各过程以及分子机制"仍需进一步研究&
利益冲突!所有作者均声明不存在任何利益冲突
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!!患者男"% 岁"主诉发现眯眼看东西半年余"于 -$#A 年 % 月
## 日来北京同仁医院就诊& 患儿足月产"否认吸氧史)家族史)

外伤史及全身病史& 眼部检查#因患儿不配合查未检查视力*

眼压右眼 #$[# ''fK'# ''fKn$[#%% R<(("左眼 #$[- ''fK*

双眼睑球结膜无充血*角膜清*前房中深*角膜下沉积物'Z(*房

水闪辉'Z(*双瞳孔等大等圆"直径约% ''"直接间接对光反

射'p(*双眼晶状体透明*双眼玻璃体透明& 眼底检查#视盘界

清"色橘红"杯盘比均为 $[%"视网膜血管分支及走行未见明显

异常& 右眼黄斑区可见一大小约# <?的卵黄样病灶"边界不

清"卵黄样物质部分吸收"黄斑中心凹光反射消失"视盘及周边

部视网膜未见明显异常 '图 #6(*左眼黄斑区视网膜深层有一

约#[D <?的卵圆形病灶"边界清"呈典型蛋黄样改变"周围有晕"

视盘及周边部视网膜未见明显异常'图 #d(& 相干光断层扫描
'/NH)1(*1/,F9F:1FH/'/K9(N,+"@O8(示#右眼黄斑区内节 ')::F9

;FK'F:H"42( >外节'/JHF9;FK'F:H"@2(萎缩性改变'图 -6(*左眼

黄斑区 42>@2 萎缩性改变"伴脉络膜萎缩斑"黄斑部厚度较正

常略小'图 -d(& 基因检测示携带复合杂合突变##07OYV- 10

%"]8̂ a*N05#-%=及 -07OYV- 10#W$]â O*N0aWA$=& 其父携

带杂合突变 -"其母携带杂合突变 #& - 名胞姐均携带杂合突变
-'图 %("但对其家属成员进行眼部检查时均未见异常& 因患者

配合度差"未给予荧光素眼底血管造影 ' GJ:MJ;G*J/9F;1F):

(:K)/K9(N,+"PP6()眼电图 'F*F1H9/E/1J*/K9('"&@a(及视网膜电

图'F*F1H9/9FH):/K9('"&=a(检查& 临床诊断#右眼常染色体隐性

遗传 dF;H病'(JH/;/'(*9F1F;;)IFLF;H9/N,):/N(H,+"6=d(%期"左

眼 6=d$期&

1B1A

2B2A

1B1A

2B2A

图 ;8患者彩色眼底照片!6#右眼!d#左眼!图 <8患者相干光断
层扫描检查图像!6#右眼黄斑区改变!d#左眼黄斑区改变
!

!!讨论#6=d是一种罕见的黄斑疾病"与 dF;H卵黄样黄斑营

养不良'dF;HI)HF**)G/9''(1J*(M+;H9/N,+"dV3?(和常染色体显

性遗传玻璃体视网膜脉络膜病统称为 dF;H'dF;H9/N,):/N(H,)F;(

病& 研究发现"@DN:= 基因突变可引起 dF;H病 +#, & 有关 O3̀ BC

!$-D! 中华实验眼科杂志 -$#C 年 A 月第 %A 卷第 A 期!O,): X&QN @N,H,(*'/*"XJ*+-$#C"V/*0%A"Y/0A

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?




