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!!&摘要'!目的!探讨昼夜节律变化对视黄酸相关孤儿受体"FIFB#表达量及 FIFB激动剂 WF=:>H 对角
膜上皮创伤修复的影响(!方法!选取 W3[级 J_H 周龄 ;K>b48J 雌性小鼠 99H 只%采用随机数表法将其中
=H: 只小鼠分为昼夜节律正常组)全昼组)全夜组)昼夜颠倒 =9 N 组和昼夜颠倒 < 周组%每组 <J 只( 将剩余
YH 只小鼠采用随机数表法随机分为磷酸盐缓冲液"3bW#对照组和 WF=:>H 组%每组 9Y 只( 按照分组%将小鼠
置于可控制光照"光照强度 <:: &*#及黑暗时间的节律箱中%其中昼夜节律正常组)3bW 对照组和 WF=:>H 组节
律箱的光照时间为 >$::_=L$::%黑暗时间为 =L$::_次日 >$::( 根据 X.%EA.R.DV%#.计时法%以开始光照时间
>$:: 记为 XV:%以关闭光照时间 =L$:: 记为 XV=9( 采用实时荧光定量 3;F法检测昼夜节律正常组)全夜组)
全昼组)昼夜颠倒 =9 N 组和昼夜颠倒 < 周组 XV=)XVK)XVL)XV=<)XV=>)XV9= 各时间点 FIF(和 FIF)#FGT
相对表达量( 3bW 对照组和 WF=:>H 组采用高尔夫样刀建立小鼠角膜上皮损伤模型并按照分组情况用相应试
剂点眼%每隔 J N 给药 = 次( 采用 T/OR.3NOEOBNOM ;;9:=L 软件测量角膜上皮缺损面积%计算并比较 9 个组角
膜上皮缺损率( 分析昼夜节律正常组)全昼组)全夜组)昼夜颠倒 =9 N 组和昼夜颠倒 < 周组小鼠角膜上皮
FIF(和 FIF)#FGT相对表达量与 3bW 对照组和 WF=:>H 组角膜上皮缺损率的相关性( 采用全角膜铺片
及免疫荧光染色法观察角膜上皮修复情况%计算并比较 3bW 对照组和 WF=:>H 组小鼠角膜上皮分裂细胞数
量(!结果!与昼夜节律正常组比较%全昼组)全夜组)昼夜颠倒 =9 N 组和昼夜颠倒 < 周组小鼠 FIF(8
FIF)#FGT相对表达量整体呈减少趋势( 造模后不同时间点 3bW 对照组和 WF=:>H 组小鼠角膜上皮缺损率
总体比较差异有统计学意义"H

组别
o>Y@:=%1t:@::=*H

时间
oK =>=@YH%1t:@::=#%其中造模后 =9 N WF=:>H 组

角膜上皮缺损率显著低于 3bW 对照组%差异有统计学意义"1t:@:K#( 角膜组织中 FIF(和 FIF)#FGT相
对表达量与小鼠角膜上皮缺损率均呈中度正相关"*o:@J=Y):@K<>%均 1t:@:=#*FIF(#FGT相对表达量与
角膜上皮缺损率变化量的直线回归方程为 go<<@=K<î Y<@:K9"Ho9:@KH%1t:@::=#%FIF)#FGT相对表达
量与角膜上皮缺损率变化量的直线回归方程为 go9@>JYî =@<JY"Ho=<@==%1t:@::=#( 造模后不同时间点
WF=:>H 组和 3bW 对照组小鼠角膜上皮分裂细胞数量总体比较差异有统计学意义 "H

分组
o=J:@KK%1t:@::=*

H
时间

oH<@K>%1t:@::=#%其中造模后 9Y)<:)<J N WF=:>H 组分裂细胞数目显著少于 3bW 对照组%差异均有统计
学意义"均 1t:@:K#( !结论!昼夜节律变化使小鼠角膜中 FIF(和 FIF)#FGT表达减少%WF=:>H 可通过促
进角膜上皮 FIF(和 FIF)#FGT的表达使小鼠角膜上皮分裂细胞数量减少%抑制角膜创伤后的修复过程(!
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/$Da E%#.0O,&/ R.0O1EDO&&./-VN.&%ANEE%#.OPEN.1OD#$&0%D0$/%$1 DN(EN#ADO,M%EN.3bW 0O1EDO&ADO,M $1/ EN.
WF=:>H ADO,M %1 EN.&%ANERO*?$BPDO#>$:: EO=L$::%$1/ EN./$Da E%#.?$BPDO#=L$:: EO>$:: EN.1.*E/$(-
T00OD/%1AEOEN.X.%EA.R.DV%#.#.ENO/%EN.BE$DE%1AE%#.OP&%ANE$E>$:: ?$BD.0OD/./ $BXV:%$1/ EN.E%#.OP0&OB%1A
&%ANE$E=L$:: ?$BD.0OD/./ $BXV=9-F.$&CE%#.P&,OD.B0.10.Q,$1E%E$E%S.MO&(#.D$B.0N$%1 D.$0E%O1 ?$B,B./ EO/.E.0E
EN.D.&$E%S..*MD.BB%O1 &.S.&BOPFIF($1/ FIF)#FGT$EXV=%XVK%XVL%XV=<%XV=>%XV9= %1 EN.P%S.ADO,MB-21
EN.3bW 0O1EDO&ADO,M $1/ WF=:>H ADO,M%$AO&PC&%a.a1%P.?$B,B./ EO.BE$R&%BN EN.#O,B.0OD1.$&.M%EN.&%$&%1),D(
#O/.&%$1/ EN.#O/.&.(.B?.D.$/#%1%BE.D./ ?%EN /D,ABO10..S.D(J NO,DB$00OD/%1AEOEN.ADO,M%1A-VN.0OD1.$&
.M%EN.&%$&/.P.0E$D.$?$B#.$B,D./ ?%EN T/OR.3NOEOBNOM ;;9:=L BOPE?$D.%$1/ EN.0OD1.$&.M%EN.&%$&/.P.0ED$E.?$B
0$&0,&$E./ $1/ 0O#M$D./ R.E?..1 EN.E?OADO,MB-VN.0ODD.&$E%O1 R.E?..1 EN.D.&$E%S..*MD.BB%O1 &.S.&BOPFIF($1/
FIF)#FGT%1 #%0.0OD1.$&.M%EN.&%,#OPEN.P%S.ADO,MB$1/ 0OD1.$&.M%EN.&%$&/.P.0ED$E.%1 EN.3bW 0O1EDO&ADO,M
$1/ WF=:>H ADO,M ?$B$1$&('./-VN.0OD1.$&.M%EN.&%,# D.M$%D?$BORB.DS./ R(?NO&.0OD1.$BMD.$/%1A$1/
%##,1OP&,OD.B0.10.BE$%1%1A%$1/ EN.1,#R.DOP0OD1.$&.M%EN.&%$&/%S%/%1A0.&&B%1 EN.3bW 0O1EDO&ADO,M $1/ EN.
WF=:>H ADO,M ?$B0$&0,&$E./ $1/ 0O#M$D./-VN.,B.$1/ 0$D.OP$1%#$&B0O#M&%./ ?%EN EN.TF\IBE$E.#.1E-VN%B
BE,/(MDOEO0O&?$B$MMDOS./ R(EN.4$ROD$EOD(T1%#$&"EN%0B;O##%EE..OPZ%1$1 c1%S.DB%E("GO-ZGCTC9::9C:=#-!
I&)-/()!;O#M$D./ ?%EN EN.1OD#$&0%D0$/%$1 DN(EN#ADO,M%EN.D.&$E%S..*MD.BB%O1 &.S.&BOPFIF(8FIF)#FGT%1
EN.P,&&C/$(ADO,M%P,&&C1%ANEADO,M% =9CNO,DD.S.DB./ 0%D/%$1 DN(EN(# ADO,M $1/ <C?..a D.S.DB./ 0%D/%$1 DN(EN(#
ADO,M BNO?./ $1 OS.D$&&/.0D.$B%1AED.1/-VN.D.?$B$BE$E%BE%0$&&(B%A1%P%0$1E/%PP.D.10.%1 EN.0OD1.$&.M%EN.&%$&/.P.0E
D$E.R.E?..1 EN.3bW 0O1EDO&ADO,M $1/ EN.WF=:>H ADO,M $E/%PP.D.1EE%#.MO%1EB$PE.D#O/.&%1A"HADO,M o>Y@:=%
1t:@::=*HE%#.oK =>=@YH%1t:@::=#-V?.&S.NO,DB$PE.D#O/.&%1A%EN.0OD1.$&.M%EN.&%$&/.P.0ED$E.%1 EN.WF=:>H
ADO,M ?$BB%A1%P%0$1E&(&O?.DEN$1 EN$E%1 EN.3bW 0O1EDO&ADO,M%$1/ EN./%PP.D.10.?$BBE$E%BE%0$&&(B%A1%P%0$1E
"1t:@:K#-VN.D.&$E%S..*MD.BB%O1 &.S.&BOPFIF($1/ FIF)#FGT%1 0OD1.$&E%BB,.?$B#O/.D$E.&(MOB%E%S.&(
0ODD.&$E./ ?%EN EN.0OD1.$&.M%EN.&%$&/.P.0ED$E.%1 #%0."*o:@J=Y%:@K<>*ROEN $E1t:@:=#*VN.D.AD.BB%O1 .Q,$E%O1
OPEN.BED$%ANE&%1.R.E?..1 EN.D.&$E%S..*MD.BB%O1 &.S.&OPFIF(#FGT$1/ EN.0N$1A.%1 0OD1.$&.M%EN.&%$&/.P.0E
D$E.?$Bgo<<@=K<i Ŷ<@:K9 "Ho9:@KH%1t:@::=#%$1/ EN.&%1.$DD.AD.BB%O1 .Q,$E%O1 R.E?..1 EN.D.&$E%S.
.*MD.BB%O1 &.S.&OP FIF)#FGT $1/ EN.0N$1A.OP0OD1.$&.M%EN.&%$&/.P.0ED$E.?$B go9@>JYî =@<JY
"Ho=<@==%1t:@::=#-VN.D.?$B$B%A1%P%0$1EOS.D$&&/%PP.D.10.%1 EN.1,#R.DOP0OD1.$&.M%EN.&%$&/%S%/%1A0.&&B$E
S$D%O,BE%#.MO%1EBPO&&O?%1A#O/.&%1AR.E?..1 EN.3bW 0O1EDO&ADO,M $1/ EN.WF=:>H ADO,M "HADO,M o=J:@KK%
1t:@::=*HE%#.oH<-K>%1t:@::=#-VN.1,#R.DOP/%S%/%1A0.&&B%1 EN.WF=:>H ADO,M ?$BB%A1%P%0$1E&(&.BBEN$1 EN$E
%1 EN.3bW 0O1EDO&ADO,M $E9Y%<:%$1/ <J NO,DBPO&&O?%1A#O/.&%1A%$1/ EN./%PP.D.10.B?.D.BE$E%BE%0$&&(B%A1%P%0$1E
"$&&$E1t:@:K#-!O+,*/-).+,)!;%D0$/%$1 DN(EN#0N$1A.BD./,0.EN..*MD.BB%O1 OPFIF($1/ FIF)#FGT%1
EN.#O,B.0OD1.$-WF=:>H 0$1 MDO#OE.EN..*MD.BB%O1 OPFIF($1/ FIF)#FGT%1 0OD1.$&.M%EN.&%,#EO/.0D.$B.
EN.1,#R.DOP#O,B.0OD1.$&.M%EN.&%$&/%S%/%1A0.&&B%$1/ %1N%R%EEN.D.M$%D$PE.D0OD1.$&ED$,#$-

":&7 ;+'0)#9;OD1.$* ;%D0$/%$1 DN(EN#* `O,1/ N.$&%1A* WF=:>H* ;&O0a A.1.
<-,0%'+1'64$ G$E%O1$&G$E,D$&W0%.10.[O,1/$E%O1 OP;N%1$"H=>>:LJ9% H=>::H:H#* VN.5./%0$&W0%.10.

$1/ V.0N1O&OA(F.B.$D0N [,1/ OP6,$1A/O1A6D$1E"T9:9:<=H#
7I2$=:-<>J:80#$-)-01==KLHLC9:9:===>C::>>H

!!角膜上皮细胞通过不断更新的方式来保持角膜上
皮的稳态%角膜上皮细胞更新节律异常会造成角膜上
皮稳态的失衡%引起角膜上皮缺损 - =. ( 角膜损伤的修
复是一个复杂的过程%主要过程为创口区域炎症反应
的触发引起炎症细胞从角膜缘周围血管渗出%清除损
伤区域的坏死组织%并伴随着炎症反应的消退%使基底
细胞重塑角膜基质( 视黄酸相关孤儿受体 "D.E%1O%0
$0%/CD.&$E./ ODMN$1 D.0.MEODB%FIFB#由FIF()FIF$和
FIF)< 个成员组成%分布在全身各个部位%在生理节
律调节)新陈代谢紊乱)炎症发生以及免疫系统调节等
生理病理过程中扮演重要角色( 8O8基因转录具有
节律性%当小鼠 FIF(缺失时%会扰乱生物钟基因
R>92J 的调控%引起昼夜节律的异常 - 9. ( 相关研究表
明%小鼠缺乏 FIF(8FIF)可显著降低 !*7J)R>92J)
8%GZ'*:!和 1%*M 等时钟基因的活性 - <. ( FIFB激动剂

WF=:>H 能够合成 FIF(8)%提高 FIF(和 FIF)FGT
的表达活性%促使 FIF(8FIF)与目的基因启动子上
的 FIF调控元件 "FIFD.BMO1B..&.#.1E%FIF"#结
合%刺激 FIF(8FIF)目的基因的表达 - Y. ( 昼夜节律
是生命适应内部环境周期变化演变而来的内在计时机

制%其中环境对机体的节律性改变最大的机制是光照8
黑暗循环%在维持细胞活动"如激素分泌)细胞增生和
细胞内代谢等#的转化及有序性和协同性方面发挥重
要作用( 研究表明%不同的光照条件下角膜上皮的有
丝分裂能力会发生明显改变%影响角膜创伤修复的能
力

- K >̂. ( 可见光的光子会破坏 7GT和细胞膜)线粒体
等细胞器%并通过产生活性氧和破坏细胞色素而影响
细胞的呼吸作用

- H L̂. ( 研究发现昼夜节律对角膜的正
常生长发育和角膜厚度变化具有较大影响

- =:. %角膜上
皮的更新具有日节律性

- >. %光照节律也能够引起大鼠
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视网膜中时钟基因的表达发生改变
- ==. ( 越来越多的

证据表明%许多疾病的发生与基因突变或环境因素引
起的昼夜节律改变密切相关

- =9. %FIF(8FIF)在角
膜)大脑)胸腺)肝脏和肺脏等多种组织中均有表达%目
前关于 FIF(8FIF)的相关研究主要聚焦于各种癌
症)脑部及淋巴细胞发育的研究%而 FIF(8FIF)对
角膜影响的相关研究较少( 本研究拟探讨 WF=:>H 对
角膜上皮修复的动力学影响%观察不同昼夜节律下
FIF(8FIF)表达量的动态变化及 WF=:>H 作用下角
膜创伤修复动力学以及分裂细胞的动态变化%为
WF=:>H 对角膜上皮细胞创伤修复的调控及其影响因
素的研究提供新的实验依据(

>9材料与方法

>->!材料
>->->!实验动物!选取 W3[级健康无眼疾雌性 J_H
周龄 ;K>b48J 小鼠 999 只"购于广东省医学实验动物
中心#%饲养于" 9Ym9#n)W3[级动物房中%饲养过程
中自由进食( 本研究严格遵循美国视觉与眼科学研究
协会制定的 TF\I声明%经暨南大学实验动物伦理委
员会审核批准"批文号$ZGCTC9::9C:=#(
>->-!!主要试剂及仪器!WF=:>H"=9YJK9KCJ:CL# "美
国 5./;N.#"*MD.BB公司#*磷酸盐缓冲液 " MNOBMN$E.
R,PP.D./ B$&%1.%3bW# "广州瑞泰生物科技有限公司#*
FGTB%#M&.总 FGT提取试剂盒"北京天根生化科技有
限公司#*体积分数 =:] VD%EO1Ci=::)水合氯醛)荧光
素钠)牛血清白蛋白 " ROS%1.B.D,#$&R,#%1%bWT# "广
州斯佳生物技术有限公司#*Y/%JC二脒基C9C苯基吲哚
"Y/%JC/%$#%/%1OC9CMN.1(&%1/O&.%7T32#染液"上海碧云
天生物试剂公司 #*F.S.DVD$T0.Q3;FFV试剂盒)
WgbF6D..1 5$BE.D5%*"日本 b%OCVO(ORO公司#*引物
"美国 VN.D#O[%BN.D公司#( 实时荧光定量 3;F仪)
梯度 3;F仪"美国 b%OCF$/ 公司#*高尔夫样刀"美国
T00,EO#.公司#*WXJ= 体式显微镜)正置荧光显微镜
"日本 I&(#M,B公司#(
>-!!方法
>-!->!小鼠分组及干预!根据小鼠饲养室接受的光
照节律不同%采用随机数表法将 =H: 只小鼠分为昼夜
节律正常组)全昼组)全夜组)昼夜颠倒 =9 N 组)昼夜
颠倒 < 周组%每组 <J 只*根据接受的干预不同%采用随
机数表法将 YH 只小鼠角膜损伤模型分为 WF=:>H 组和
3bW 对照组%每组 9Y 只( 各组小鼠造模前均置于可控
制光照"光照强度 <:: &*#及黑暗时间的节律箱中%其
中昼夜节律正常组)3bW 对照组和 WF=:>H 组节律箱

的连续光照时间为 >$ :: _=L$ ::%连续黑暗时间为
=L$::_次日 >$::*昼夜颠倒 =9 N 组光干预节律时间
相反*昼夜颠倒 < 周组黑暗8光照模式同昼夜颠倒
=9 N 组%但连续 < 周*全昼组为连续 9Y N 光照状态*全
夜组为连续 9Y N 黑暗状态( WF=:>H 组和 3bW 对照组
于角膜上皮损伤及修复模型造模后 : N 分别采用
WF=:>H 溶液和 3bW 每隔 J N 点眼 = 次%持续至造模后
YH N( 根据 X.%EA.R.DV%#.计时法%以开始光照时间
>$:: 记为 XV:%以关闭光照时间 =L$:: 记为 XV=9(
>-!-!!实时荧光定量 3;F法测定角膜中 FIF(和
FIF)#FGT表达量!采用颈椎脱臼法将不同光干预
节律组小鼠处死%每组各时间点"XV=)XVK)XVL)XV=<)
XV=>)XV9=#获取 < 只小鼠%双眼含带角膜缘的完整角
膜( 采用 FGTB%#M&.总 FGT提取试剂盒提取总
FGT%通过 F.S.DVD$T0.Q3;FFV试剂盒合成 07GT%
总反应体系为 <: %&%反应条件为$<< n 9: #%1%LJ n
> #%1%< n < #%1%置于 9̂: n保存备用( 采用 WgbF
6D..1 5$BE.D5%*在 TMM&%./ b%OB(BE.#B>L::UV实时
3;F系统中进行定量 3;F%分别以小鼠 FIF(和
FIF)为引物%8O8!正向引物序列为 K /CV;T6;T
6T6;TTV6;;T;;VT;C</%反向引物序列为 K/CV66T
;TV;;6T;;TTT;VV6T;C</*8O8"正向引物序列为
K/C;TT6V;TV;V66;TV;;T;VT;66C</%反向引物序
列为 K/C6;66;V66VV;66V;TTV66C<*以 6T37U为
内 参% .@16K 正 向 引 物 序 列 为 K /C6TT66T;
T;V6T6;TT6T6C</%反向引物序列为 K/CV6;T6;6
TT;VVVTVV6TV6C</( 热循环方案为$LK n K=: B%
J: n =K B%>9 n =K B( 采用 9 *̂*;E

法计算各组不同时

间点 FIF(和 FIF)#FGT相对表达量(
>-!-B!角膜上皮损伤及修复模型的建立!3bW 对照
组和 WF=:>H 组各选取 < 只小鼠%参照文献-=<.中的
方法%小鼠腹腔内注射质量分数 =:]水合氯醛":@:K_
:@= #&#进行全身麻醉%在解剖台用直径 :@9 0#的环
钻标记小鼠双眼角膜中央区域%采用高尔夫样刀机械
性刮除标记区域的角膜上皮( 采用质量分数 9]荧光
素钠点眼评估角膜上皮缺损面积( 造模后即刻": N#
开始%每隔 Y N 采用 T/OR.3NOEOBNOM ;;9:=L 软件测
量角膜上皮缺损面积%直至角膜完全上皮化( 计算并
比较 9 个组小鼠角膜上皮缺损率( 角膜上皮缺损率o

造模后某时间点上皮缺损面积8造模后 : N 角膜缺损
面积s=::]( 造模后 : N 角膜上皮缺损率为 =::](
>-!-E!全角膜铺片及免疫荧光染色法观察角膜上皮
基底细胞分裂数!分别于造模后 =9)=H)9Y)<:)<J)Y9
和 YH N 采用颈椎脱臼法处死 3bW 对照组和 WF=:>H

!:9=! 中华实验眼科杂志 9:99 年 9 月第 Y: 卷第 9 期!;N%1 Z"*M IMNEN$&#O&%[.RD,$D(9:99%\O&-Y:%GO-9
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组小鼠各 < 只%摘取双侧眼球%体积分数 9]甲醛溶液
中固定 Y:_J: #%1( 在 3bW 中取出含角膜缘的完整角
膜( 用调速摇床振荡器将角膜上皮置于 3bW 中清洗
< 次%每次 K #%1%置于质量分数 9] bWT溶液 9:: #&
中封闭 =K #%1%用手术刀片将角膜上皮分为中央相连
的 Y 个瓣%角膜上皮面朝上呈放射状置于载玻片上%滴
加含有 7T32的封片剂%盖上盖玻片%Y n避光保存(
正置荧光显微镜下观察角膜上皮分裂细胞%7T32染色
细胞的细胞质呈亮蓝色%细胞核为白色%未分裂的角膜
上皮基底细胞呈圆形或椭圆形%分裂细胞呈哑铃状(
>-!-G!小鼠角膜分区及上皮分裂细胞计数!根据文
献-=Y.的方法对角膜进行分区"图 =#%从角膜缘到角
膜中央共将角膜分为 K 个区%在 K 个区的角膜中选取
经角膜中央的纵向和横向 9 条相互垂直的径线%荧光
显微镜下在其横向径线和纵向径线分别均匀选取 L 个
目标视野进行观察并拍照%评估分裂细胞的增生及迁
移情况%各视野分裂细胞之和作为完整角膜的分裂细
胞数%对 3bW 对照组和 WF=:>H 组小鼠角膜上皮分裂
细胞数量进行比较(

图 >9角膜分裂细胞计数分区示意图
<.1-'&>9F*2&46(.*0.61'64 +3*+',&6/P+,.,1

>-B!统计学方法
采用 W3WW 9=-: 统计学软件 "美国 2b5公司#和

6D$MN3$/ 3D%B#J-: 软件 "美国 6D$MNM$/ WOPE?$D.公
司#进行统计学分析和统计图绘制( 本研究测试指标
的计量资料经 WN$M%DOC̀ %&a 检验证实呈正态分布%以
(m&表示%组间数据经 4.S.1.检验方差齐( 各组不同
时间点小鼠角膜上皮 FIF(和 FIF)#FGT相对表
达量及分裂细胞数量总体差异比较均采用两因素方差

分析%多重比较采用 V,a.(检验( 3bW 对照组与
WF=:>H 组造模后不同时间点角膜上皮缺损率的总体

差异比较采用两因素方差分析%多重比较采用 4W7C+
检验( 昼夜节律正常组)全昼组)全夜组)昼夜颠倒
=9 N 组和昼夜颠倒 < 周组小鼠角膜上皮 FIF(和
FIF)#FGT相对表达量与角膜上皮缺损率的关联评
估采用 3.$DBO1 线性相关分析%各组小鼠角膜上皮
FIF(和 FIF)#FGT相对表达量与角膜上皮缺损率
变化值关系分析采用一元线性回归分析( 1t:@:K 为
差异有统计学意义(

!9结果

!->!各组不同时间点小鼠角膜 FIF(和 FIF)#FGT
相对表达量比较

昼夜节律正常组)全昼组)全夜组)昼夜颠倒 =9 N
组和 昼 夜 颠 倒 < 周 组 不 同 时 间 点 小 鼠 角 膜
FIF(#FGT相对表达量总体比较差异均有统计学意
义"H分组 o=Y<@9H%1t:@::=*H时间 o<:@==%1t:@::=#%
其中与昼夜节律正常组比较%全夜组小鼠在 XVK)XVL)
XV=< 和 XV=> 角膜中 FIF(#FGT相对表达量均显著
降低% 全 昼 组 小 鼠 在 XVK) XVL 和 XV=< 角 膜 中
FIF(#FGT相对表达量均显著降低%昼夜颠倒 =9 N
组 FIF(#FGT相对表达量在 XVL)XV=< 和 XV=> 均
显著降低%昼夜颠倒 < 周组 FIF(#FGT相对表达量
在 XVL)XV=<)XV=> 和 XV9= 均显著降低%差异均有统
计学意义"均 1t:@:K#"表 =#(

昼夜节律正常组)全昼组)全夜组)昼夜颠倒 =9 N
组和 昼 夜 颠 倒 < 周 组 不 同 时 间 点 小 鼠 角 膜
FIF)#FGT相对表达量总体比较差异均有统计学意
义"H分组 oL=@9>%1t:@::=*H时间 oJJ@<Y%1t:@::=#%其
中与昼夜节律正常组比较%全夜组和全昼组小鼠角膜
FIF)#FGT相对表达量在 XV=<)XV=>)XV9= 均显著
降低%昼夜颠倒 =9 N 组 FIF)#FGT相对表达量在
XV=< 和 XV=> 均 显 著 降 低% 昼 夜 颠 倒 < 周 组
FIF)#FGT相对表达量在 XVL)XV=<)XV=> 和 XV9=
均显著降低%在 XVK 显著增加%差异均有统计学意义
"均1t:@:=#"表 9#(
!-!!3bW 对照组与 WF=:>H 组小鼠角膜上皮缺损率
比较

随着造模后时间的延长%WF=:>H 组和 3bW 对照
组小鼠角膜上皮荧光素染色面积逐渐缩小%造模后
YH N 角膜染色消失%角膜上皮光滑( 造模后 =9 N
WF=:>H 组小鼠角膜上皮荧光素染色面积小于 3bW 对
照组%造模后 9Y N 9 个组角膜上皮染色面积接近
"图 9#( 造模后 =9 N%WF=:>H 组角膜上皮缺损面积明
显小于3bW对照组 (造模后不同时间点3bW对照组

!=9=!中华实验眼科杂志 9:99 年 9 月第 Y: 卷第 9 期!;N%1 Z"*M IMNEN$&#O&%[.RD,$D(9:99%\O&-Y:%GO-9
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图 !9@VF对照组和 FI>"T^ 组造模后各时间点角膜荧光素染色面积变化!随着造模后时间的
延长h9 个组小鼠角膜荧光素染色面积均逐渐缩小h造模后 =9 N WF=:>H 组小鼠角膜荧光素染色
面积小于 3bW 对照组h造模后 YH N 9 个组角膜荧光素染色均消失!3bW$磷酸盐缓冲液*
WF=:>H$视黄酸受体相关孤儿受体激动剂
<.1-'&!9O+4%6'.)+,+3*+',&6/3/-+'&)*&.,)(6.,.,1 6'&6 6(L6'.+-)(.4&%+.,()5&(;&&,(2&@VF
*+,('+/1'+-%6,0FI>"T^ 1'+-%!VN.0OD1.$&P&,OD.B0.%1 BE$%1%1A$D.$?$BAD$/,$&&(BND,1a %1 EN.E?O
ADO,MBOS.DE%#.-VN.0OD1.$&P&,OD.B0.%1 BE$%1%1A$D.$?$BB#$&&.D%1 EN.WF=:>H ADO,M 0O#M$D./ ?%EN EN.
3bW 0O1EDO&ADO,M $E=9 NO,DB$PE.D#O/.&%1A-VN.0OD1.$B?.D.0&.$D$EYH NO,DB$PE.D#O/.&%1A%1 ROEN
ADO,MB!3bW$MNOBMN$E.R,PP.D./ B$&%1.*WF=:>H$D.E%1O%0$0%/ D.0.MEODCD.&$E./ ODMN$1BD.0.MEOD$AO1%BE

表 >9各组不同时间点小鼠角膜中 IMI!4I_8相对表达量比较"(]##
S65/&>9O+4%6'.)+,+3(2&'&/6(.L&&$%'&)).+,/&L&/+3IMI!4I_8.,4+-)&

*+',&6 6(L6'.+-)(.4&%+.,()64+,1 0.33&'&,(1'+-%)"(]##

组别 样本量
不同时间点 FIF(#FGT相对表达量

XV= XVK XVL XV=< XV=> XV9=

昼夜节律正常组 J 9@Y<m:@:H 9@J<m:@9H >@Y:m=@9> Y@Y:m=@:Y Y@J>m=@<= 9@H<m:@L>

全夜组 J :@JJm:@:9 :@<Ym:@YK$ 9@<Km:@KL$ :@JLm:@:>$ =@:>m:@9H$ 9@==m:@H9

全昼组 J 9@=Lm:@=9 =@=9m:@=H$ =@Y<m:@=H$ :@L<m:@9K$ <@<<m:@LL 9@L>m:@J:

昼夜颠倒 =9 N 组 J =@KLm:@KK 9@9Ym:@<K <@><m:@9=$ 9@=Lm:@9<$ 9@<>m:@KK$ =@>=m:@=Y

昼夜颠倒 < 周组 J :@LJm:@=L =@:Km:@9Y :@99m:@9=$ :@L=m:@YL$ =@:Lm:@:=$ :@=<m:@:<$

!注$H分组 o=Y<@9Hh1t:@::=*H时间 o<:@==h1t:@::=-与各自时间点昼夜节律正常组比较h$1t:@:K
"两因素方差分析hV,a.(检验#!FIF$视黄酸相关孤儿受体
!GOE.$HADO,M o=Y<@9Hh1t:@::=*HE%#.o<:@==h1t:@::=-;O#M$D./ ?%EN EN.1OD#$&0%D0$/%$1 DN(EN#

ADO,M $E0ODD.BMO1/%1AE%#.MO%1EBh$1t:@:K "V?OC?$(TGI\ThV,a.(E.BE# FIF$D.E%1O%0$0%/CD.&$E./
ODMN$1 D.0.MEOD

表 !9各组不同时间点小鼠角膜中 IMI"4I_8相对表达量比较"(]##
S65/&!9O+4%6'.)+,+3(2&'&/6(.L&&$%'&)).+,/&L&/+3IMI"4I_8.,4+-)&

*+',&6 6(L6'.+-)(.4&%+.,()64+,1 0.33&'&,(1'+-%)"(]##

组别 样本量
不同时间点FIF)#FGT相对表达量

XV= XVK XVL XV=< XV=> XV9=

昼夜节律正常组 J =K@L>m=@HH >@99m=@:< =:@:Ym=@<H 9=@9<m<@9= 9L@J:m9@H9 9<@>=m:@K<

全夜组 J =<@L=m=@H9 Y@K9m:@L> H@KLm=@<Y =:@Y>mK@9=$ =<@==m9@=9$ 9@==m:@KJ$

全昼组 J J@9Lm<@K= =:@H:m=@JY ==@HJm=@J< K@::m=@LH$ =:@:Hm<@=>$ =:@==m=@:K$

昼夜颠倒 =9 N 组 J =<@9Jm=@:L K@LKm=@<: =9@L=m9@HY =K@=9m=@:H$ =H@KKmK@KH$ 9:@KYm9@JK

昼夜颠倒 < 周组 J >@L:m=@=< =>@J:m:@JL$ 9@<:m:@<>$ 9@9Hm:@K=$ 9@KLm=@J9$ K@::m:@=>$

!注$H分组 oL=@9>h1t:@::=*H时间 oJJ@<Yh1t:@::=-与各自时间点昼夜节律正常组比较h$1t:@:K
"两因素方差分析hV,a.(检验#!FIF$视黄酸相关孤儿受体
!GOE.$HADO,M oL=@9>h1t:@::=*HE%#.oJJ@<Yh1t:@::=-;O#M$D./ ?%EN EN.1OD#$&0%D0$/%$1 DN(EN#

ADO,M $E0ODD.BMO1/%1AE%#.MO%1EBh$1t:@:K "V?OC?$(TGI\ThV,a.(E.BE#!FIF$D.E%1O%0$0%/CD.&$E./
ODMN$1 D.0.MEOD

与 WF=:>H 组小鼠角膜角膜上皮
缺损率总体比较差异均有统计学

意义 " H分组 o>Y@:=h 1t:@::=*
H时间 oK =>=@YHh1t:@::=#h其中
造模后 =9 N WF=:>H 组角膜上皮
角膜缺损率明显低于 3bW 对照
组h差 异 有 统 计 学 意 义 " 1t
:@:K#*造模后 =H N 和 9Y Nh9 个
组角膜上皮角膜缺损率比较差异

均无统计学意义 "均 1w:@:K #
"表 <#(
!-B !小鼠角膜上皮缺损率与
FIF(和 FIF)#FGT相对表达
量的关联性

FIF(和 FIF)#FGT相对
表达量与小鼠角膜上皮缺损率均

呈中度正相关 "*o:@J=Y):@K<>h
均 1t:@:=#( FIF(#FGT相对
表达量是小鼠角膜上皮缺损率

高的主要影响因素h其对角膜上
皮缺损率的影响量约为 <H]h线
性回 归 方 程 为 go<<@=K<i^
Y<@:K9 "Ho9:@KHh1t:@::= # *
FIF)#FGT相对表达量对小鼠
角膜上皮缺损率的影响量约为

9L]h 线 性 回 归 方 程 为 go
9@>JYi ^ =@<JY " Ho=<@==h
1t:@::=# "图 <# (
!-E!WF=:>H 组与 3bW 对照组小
鼠角膜上皮分裂细胞数量比较

7T32染色后荧光显微镜下
可见角膜上皮基底细胞的细胞

质呈亮蓝色h细胞核呈白色( 未
分裂的细胞呈圆或椭圆性h分裂
细胞呈哑铃状 "图 Y # ( 造模后
不同时间点 WF=:>H 组与 3bW 对
照组小鼠角膜上皮分裂细胞数

量总体比较差异有统计学意义

"H分组 o=J:@KKh1t:@::=*H时间 o
H<@K>h 1t:@::= #h 其中造模后
9Y)<:)<J N WF=:>H 组分裂细胞
数目显著少于 3bW 对照组h差异
均有统计学意义 "均 1t:@:K #
"表 Y#(
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BA

角
膜

上
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缺
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率（
%
）

RORα表达量 RORγ表达量
8.0 12.0 16.0 20.0 24.0 28.0 32.0

角
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上
皮

缺
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率（
%
）
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10
0

R2=0.289

1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10
0

R2=0.377

图 B9IMI!和 IMI"4I_8相对表达量与角膜上皮缺损率的关联分析73.$DBO1 线性相关分析%
一元线性回归分析%$o<J#!T$FIF(#FGT表达量与角膜上皮缺损率呈中度正相关7*o:@J=Y%
1t:@:=# %其对角膜上皮缺损率的影响约为 <H]789 o:@<>>#!b$FIF)#FGT表达量与角膜上
皮缺损率呈中度正相关 7*o:@K<>%1t:@:= # %其对角膜上皮缺损率的影响约为 9L]789 o
:@9HL#!FIF$视黄酸相关孤儿受体
<.1-'&B 9 8))+*.6(.+, 6,6/7).)+3'&/6(.L&&$%'&)).+, +3IMI!% IMI"4I_8 6,0 *+',&6/
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表 B9@VF对照组和 FI>"T^ 组小鼠角膜创伤后
不同时间点角膜上皮缺损率比较7(]#%`#

S65/&B9O+4%6'.)+,+3*+',&6/&%.(2&/.6/0&3&*('6(&6(0.33&'&,((.4&%+.,()
5&(;&&,@VF*+,('+/1'+-%6,0FI>"T^ 1'+-%7(]#%`#

组别 样本量
创伤后不同时间点角膜上皮缺损率

: N =9 N =H N

3bW 对照组 J =::@:::m:@::: YK@>=>m=@L:9 9:@=99m<@Y9=

WF=:>H 组 J =::@:::m:@::: 9K@LL>m9@LJL$ =L@==Hm<@9>:

!注$H组别 o>Y@:=%1t:@::=*H时间 oK =>=@YH%1t:@::=-与 3bW 对照组比较%$1t:@:K7两因素方差
分析%4W7C+检验#!3bW$磷酸盐缓冲液*WF=:>H$视黄酸受体相关孤儿受体激动剂
!GOE.$HADO,M o>Y@:=%1t:@::=*HE%#.oK =>=@YH%1t:@::=-;O#M$D./ ?%EN EN.3bW 0O1EDO&ADO,M%
$1t:@:K 7V?OC?$(TGI\T%4W7C+E.BE#!3bW$MNOBMN$E.R,PP.D./ B$&%1.*WF=:>H$D.E%1O%0$0%/ D.0.MEODC
D.&$E./ ODMN$1 D.0.MEOD$AO1%BE

25μm BA 25μm

图 E9造模后 BH 2@VF对照组与 FI>"T^ 组小鼠角膜上皮基底细胞
分裂细胞数比较77T32sY:%标尺o9K %##!完整角膜上皮基底细
胞呈圆或椭圆形7红箭头# %分裂的细胞呈哑铃状7白箭头#!WF=:>H
组角膜上皮分裂细胞数明显少于 3bW 对照组!T$3bW 对照组!
b$WF=:>H 组
<.1-'&E9O+4%6'.)+,+3(2&,-45&'+34+-)&*+',&6/&%.(2&/.6/
4.(+(.**&//)5&(;&&,(2&@VF*+,('+/1'+-%6,0FI>"T^ 1'+-%6(BH
2+-')63(&'*+',&6/('6-46 77T32sY:% R$Do9K %## !VN.1OD#$&
0.&&B7D./ $DDO?# ?.D.DO,1/ ODOS$&%$1/ EN.#%EOE%00.&&7?N%E.$DDO?#
?$B/,#RR.&&C&%a.-VN.1,#R.DOP#%EOE%00.&&B?$B&.BB%1 EN.WF=:>H
ADO,M 0O#M$D./ ?%EN EN.3bW 0O1EDO&ADO,M!T$3bW 0O1EDO&ADO,M!
b$WF=:>H ADO,M

B9讨论

研究表明%FIF(8FIF)的
缺乏会引起组织中时钟基因

!*7Jm R>92Jm '[:)[m 8%GZ'*:!
和 1%*M 的峰值表达水平显著降
低

- =K. ( 时钟基因的表达受环境
的调控%其中主要的环境因子
为光周期( 光线从视网膜直接
投 射 传 送 到 视 交 叉 上 核

7B,MD$0N%$B#$E%01,0&.,B% W;G#%
W;G再将节律信号传送至其他器
官%发挥组织生物钟同步化的作
用

- =J. %生物钟是由 Y 个时钟基因
!2,<\mR>92Jm1%*M 和 !*7组成的
正负调节所调控%这一回路是+转
录 翻̂译 逆̂转录,机制构成的反
馈环路

- =>. ( 有研究表明%当小鼠
受到连续光照或处于 =9 N 时差
反应的条件下时%通过昼夜节律
控制去甲肾上腺素分泌%交感神
经系统会明显改变造血干细胞向

外周血的昼夜节律释放
- =H. ( 考

虑到角膜上皮有丝分裂中的昼夜

节律变化%推测调控时钟基因的
FIF(8FIF)可能在一天中的
不同时间存在差异表达%并且
它们的表达量可能受环境明暗

周期变化的调节%进而影响动
物的生理病理过程( 本研究采用实时荧光定量
3;F法测定正常昼夜节律下 9Y N 内小鼠角膜中
FIF(8FIF)#FGT表达量的动态变化%发现与正常
昼夜节律比较%在 9Y N 持续光照或黑暗条件下小鼠角
膜中 FIF(8FIF)#FGT表达量呈下降趋势%说明
FIF(8FIF)#FGT表达量会受到小鼠昼夜节律的影
响( 在连续 9Y N 的黑暗或光照模拟状态下%小鼠由于
生物钟节律的紊乱%角膜中 FIF(8FIF)#FGT的表
达量在某些时间段发生异常变化( 为了验证小鼠角膜
中 FIF(8FIF)#FGT的表达量是否与生物钟紊乱有
关%本研究又设立了昼夜颠倒 =9 N 组和昼夜颠倒 < 周
组对上述结论进行验证%发现当小鼠昼夜节律与正常
小鼠完全颠倒时%小鼠角膜中 FIF(8FIF)#FGT表
达量同样呈降低趋势%且随时间的延长该效应越明显(
相关研究表明%FIF(8FIF)对于机体昼夜节律的调控

!<9=!中华实验眼科杂志 9:99 年 9 月第 Y: 卷第 9 期!;N%1 Z"*M IMNEN$&#O&%[.RD,$D(9:99%\O&-Y:%GO-9
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表 E9各组小鼠角膜创伤后不同时间点分裂细胞数量比较"(]#%个[角膜#
S65/&E9O+4%6'.)+,+3(2&,-45&'+34.(+(.**&//)6(L6'.+-)(.4&%+.,()

5&(;&&,(2&(;+ 1'+-%)"(]#%%*)[*+',&6#

组别 样本量
创伤后不同时间点分裂细胞数量

=9 N =H N 9Y N <: N <J N Y9 N YH N

3bW 对照组 J <Hm> <<mH =9Hm< =K:m9J 99=m<= H:m9= <:mL

WF=:>H 组 J 9Km9 K9m< K<m9$ >Ym=:$ >Km=<$ Y<m 9 9Lm<

!注$H分组 o=J:@KK%1t:@::=*H时间 oH<@K>%1t:@::=-与 3bW 对照组比较%$1t:@::="两因
素方差分析%4W7C+检验#!3bW$磷酸盐缓冲液*WF=:>H$视黄酸受体相关孤儿受体激动剂
!GOE.$HADO,M o=J:@KK%1t:@::=*HE%#.oH<@K>%1t:@::=-;O#M$D./ ?%EN EN.3bW 0O1EDO&ADO,M%
$1t:@::= "V?OC?$(TGI\T%4W7C+E.BE#!3bW$MNOBMN$E.R,PP.D./ B$&%1.*WF=:>H$D.E%1O%0$0%/
D.0.MEODCD.&$E./ ODMN$1 D.0.MEOD$AO1%BE

具有重要作用%FIF(对机体节律性的调控主要是由
:>92J 基因通过与 FIF"位点结合而调控基因转录%
而 R>92J 基因是生物节律体系中的重要因子%其含量
随着时间的变化不断呈现规律性的增长和消退%其中
FIF(能激活 R>92J 基因%而 F"\C"Fb(的作用则相
反%与 FIF(竞争性地结合 FIF"位点%从而抑制或
激活 R>92J 基因的转录 - =L. ( 对斑马鱼的研究中也同
样说明%斑马鱼的 1%*M 基因可通过与 FIF(结合增强
:>92J:基因的表达 - 9:. (

根据相关研究%斑马鱼肠道细胞分裂具有节律
性

- 9=. %角膜缘的干细胞也同样具有节律性%且对创伤
十分敏感%角膜上皮细胞受到损伤时%基底细胞会迅速
进行分裂以补足损伤区域%以完成再分化过程( 研究
表明%小鼠角膜创伤后 =9 N 和 =H N 角膜再上皮化速
度加快%角膜上皮分裂细胞的正常节律受到睡眠颠倒
的影响而发生改变

- 99. ( 本研究中通过 WF=:>H 的作用
对小鼠角膜创伤模型进行恢复实验%在创伤修复过程
中应用 WF=:>H 点眼%但与 3bW 对照组比较总体恢复
时间无明显变化%而给药后的小鼠角膜上皮分裂细胞
数明显少于 3bW 对照组%这也许意味着 FIF(8FIF)
的增多具有抑制创伤修复的作用( 根据相关研究%时
钟基因在细胞分化生长方面具有重要作用%如 1%*基
因具有抑制细胞生长和抑制肿瘤的功能%1%*M 基因
的缺失会引起小鼠异常的细胞凋亡和癌症的发生%
也会导致细胞分裂的错误发生%使正常的细胞分裂
过程受到干扰

- 9< 9̂Y. ( 因此根据本研究结果我们推
测%WF=:>H 点眼后%小鼠角膜中 FIF(8FIF)的表
达量增多%阻碍了小鼠角膜上皮分裂细胞的分化%可
能 是 由 于 大 量 外 源 性 FIF(8FIF)的 侵 入% 使
FIF(8FIF)调控的基因表达发生改变%如 FIF)通
过 FIF"对 R?@4J 基因的表达过剩%同时 8O8!和
1%*M 基因的大量结合%引起 1%*M 基因减少%使时钟基
因无法正常表达(

角膜创伤修复的目的是促进角膜

上皮修复过程%并使阻碍角膜创伤的因
素降到最低( 有效阻断影响角膜创伤
修复过程的不良因素可最大程度地促

进角膜创伤的修复过程%并减轻其所造
成的不良反应发生风险( 本研究全昼
组小鼠的持续光照可产生焦躁情绪%引
起应激反应%对实验结果可能造成一定
误差( 但本研究仍然提示%正常昼夜节
律的扰乱加速了角膜创伤修复的过程%
其原因可能是机体对外界昼夜周期的

变化发生反应%导致 FIF(8FIF)的表达量下降%促
进了角膜上皮细胞的分裂过程( 角膜作为视觉系统
重要的屈光介质之一%与外界直接接触发生损伤的
风险极大%因此了解与角膜创伤修复相关调节因子
的昼夜节律变化对角膜创伤修复的防治具有重要意

义( 本研究针对 WF=:>H 是否对角膜创伤修复产生
影响这一问题%通 过 昼 夜 节 律 的 改 变 对 角 膜 中
FIF(8FIF)的表达量进行分析%分别从组织和细胞
水平研究 FIF(8FIF)激动剂 WF=:>H 对角膜上皮
细胞分化的影响%阐释 WF=:>H 在角膜创伤修复中的
作用机制%为角膜创伤修复的临床防治提供新的理
论基础(

综上所述%FIF(8FIF)激动剂 WF=:>H 对角膜创
伤修复的过程能够产生调节作用( 光线不规律照射破
坏了小鼠正常昼夜节律%激活 F"\C"Fb(与 FIF(竞
争性结合 FIF"位点的活性%从而抑制或激活 R>92J
基因 的 转 录% 进 而 使 小 鼠 角 膜 中 FIF( 和

FIF)#FGT的表达量下降%而 WF=:>H 通过促进角膜
上皮 FIF(和 FIF)的表达%使小鼠角膜上皮分裂细
胞数目下降%抑制角膜创伤后修复( WF=:>H 对时钟基
因作用的机制仍需进一步研究(
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瑞秀复"眼科用生物羊膜#!广州瑞泰生物科技有限公司33封二

尼目克司"醋甲唑胺片#!杭州仟源保灵药业有限公司33前插页

沃丽汀"卵磷脂络合碘片#!广东泰恩康医药股份有限公司33前插页

同息通"曲安奈德注射液#!广东省医药进出口公司珠海公司33后插页

递法明片!惠州市百吉瑞医药有限公司33后插页
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迈达科技!天津迈达科技股份有限公司33封底
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