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摘要
目的:探讨自然光暴露对单眼远视离焦幼年恒河猴正常和
准分子激光角膜切削术(ＰＲＫ)损伤后角膜组织潜在的光
损伤作用ꎮ
方法:选取 １２ 只 ２ 月龄恒河猴ꎬ行右眼 ＰＲＫꎬ矫正度数为
－４.０Ｄꎬ制作单眼远视离焦近视动物模型ꎮ 幼猴体质量和
性别均衡配对后分为两组:人工照明组(ＡＬ 组ꎬｎ＝ ６)和自
然光组(ＮＬ 组ꎬｎ＝ ６)ꎮ 两组幼猴饲养于同一人工照明条
件室内饲养环境ꎬＮＬ 组幼猴每天 ９∶ ００ ~ １１∶ ００ 和 １５∶ ００ ~
１７ ∶ ００于室外随单笼接受自然光照射ꎮ ＰＲＫ 术后裂隙灯
检查比较两组 ＰＲＫ 眼角膜愈合及 ｈａｚｅ 形成情况ꎻＰＲＫ 术
后 ５０ｄꎬ每组各取 ４ 只幼猴双眼泪液ꎬ采用蛋白质芯片法
检测泪液 １１ 种细胞因子含量ꎮ ＰＲＫ 术后 １８０ｄ 取角膜组
织ꎬ分别行病理组织学检查组织结构变化ꎻ免疫组织化学
法检测 ＴＧＦ－β１ 和 α－ＳＭＡ 表达ꎻＴＵＮＥＬ 法检测细胞凋亡
以及采用羟胺法和硫代巴比妥酸法分别测定角膜上皮细
胞 ＳＯＤ 和 ＭＤＡ 含量ꎮ
结果:ＰＲＫ 术后 ＮＬ 组 ＰＲＫ 眼出现一过性 ｈａｚｅꎬ术后 ４０ｄ
两组 ｈａｚｅ 分级评估有差异(Ｐ＝ ０.０１５)ꎮ ＰＲＫ 术后 ５０ｄꎬ两
组 ＰＲＫ 眼泪液 ＥＧＦ 和 ＴＧＦ－β１ 含量均有差异(Ｐ ＝ ０.０４５、
０.０３８)ꎬ两组间对侧眼均无差异(Ｐ>０.０５)ꎻ且 ＡＬ 组、ＮＬ
组组内泪液 ＴＧＦ－β１ 水平有差异(Ｐ＝ ０.００３、０.０３６)ꎮ 术后
１８０ｄꎬ两组双眼角膜组织形态学一致ꎻ角膜组织内各层偶
见细胞凋亡染色ꎬ且无明显 ＴＧＦ－β１ 和 α－ＳＭＡ 表达ꎻ两组
ＰＲＫ 眼和对侧眼角膜上皮细胞 ＳＯＤ 活力和 ＭＤＡ 含量均
无差异(Ｐ>０.０５)ꎮ
结论:自然光照射量可加剧幼猴 ＰＲＫ 术后角膜组织修复
反应ꎬ但远期未对角膜组织造成不可逆病理组织学改变ꎬ
对正常的幼猴角膜组织无明显光损伤作用ꎮ
关键词:恒河猴ꎻ自然光ꎻ近视ꎻ光损伤ꎻ细胞凋亡ꎻ准分子
激光角膜切削术
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１Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ ｔｈｅ Ｔｈｉｒｄ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ
Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ ５１０１５０ꎬ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ
Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２Ｚｈｏｎｇｓｈａｎ Ｏｐｈｔｈａｌｍｉｃ Ｃｅｎｔｅｒꎬ Ｓｕｎ Ｙａｔ － Ｓｅｎ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ ５１００６０ꎬ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａꎻ
３Ｈａｉｎａｎ Ｅｙｅ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｚｈｏｎｇｓｈａｎ Ｏｐｈｔｈａｌｍｉｃ Ｃｅｎｔｅｒꎬ Ｓｕｎ Ｙａｔ－Ｓｅｎ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｈａｉｋｏｕ ５７０３１１ꎬ Ｈａｉｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｔｏ: Ｘｉｎｇ － Ｗｕ Ｚｈｏｎｇ. Ｈａｉｎａｎ Ｅｙｅ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ
Ｚｈｏｎｇｓｈａｎ Ｏｐｈｔｈａｌｍｉｃ Ｃｅｎｔｅｒꎬ Ｓｕｎ Ｙａｔ － Ｓｅｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｈａｉｋｏｕ
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ｉｎｔｏ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ: ＡＬ ｇｒｏｕｐ (ｎ ＝ ６) ａｎｄ ＮＬ ｇｒｏｕｐ (ｎ ＝ ６) .
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ｌｉｇｈｔｉｎｇ(ｏｕｔｄｏｏｒ) ｆｏｒ ４ｈ ｐｅｒ ｄａｙ (９∶ ００－ １１∶ ００ ａｎｄ １５∶ ００－
１７ ∶ ００)ꎬ ａｎｄ ｔｏ ｉｎｄｏｏｒ ｌｉｇｈｔｉｎｇ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒｅｓｔ ｏｆ ｔｈｅ ｌｉｇｈｔ
ｐｈａｓｅ. Ｃｏｒｎｅａｌ ｈａｚｉｎｅｓｓ ａｆｔｅｒ ＰＲＫ ｗａｓ ａｓｓｅｓｓｅｄ
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ＰＲＫꎬ ｔｅａｒ ｆｌｕｉｄｓ ｏｆ ｂｏｔｈ ｅｙｅｓ ｆｒｏｍ ８ ｍｏｎｋｅｙｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｗｏ
ｇｒｏｕｐｓ ( ４ ａｎｉｍａｌｓ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ) ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ａｎｄ
ａｎａｌｙｚｅｄ ｆｏｒ １１ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｕｓｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ
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ｉｎｆａｎｔ ｒｈｅｓｕｓ ｍｏｎｋｅｙｓꎬ ｂｕｔ ｉｔ ｃｏｕｌｄ ａｇｇｒａｖａｔｅ ｔｈｅ ｃｏｒｎｅａｌ
ｔｉｓｓｕｅ ｒｅｐａｉｒ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｒａｎｓｉｅｎｔｌｙ ｐｏｓｔ－ＰＲＫ.
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(８):１２８１－１２８７

０引言
近视发病率近年全球性攀升ꎬ其发病呈低龄化和严重

化趋势[１]ꎮ 尽管近视的发病机制至今未能明确ꎬ但大部分
学者认为它是屈光发育期异常视觉经历导致的屈光发育
异常ꎮ 流行病学研究证实增加户外活动时间是防控青少
年近视的独立保护因素[２－５]ꎬ每周增加 １ｈ 日光下户外活
动ꎬ近视发生风险下降 ２％ꎮ 比较户外与室内环境的视觉
因素ꎬ自然光暴露是两者区别之一ꎮ 我们前期实验结果表
明每天自然光暴露 ３ｈ 可延缓幼年恒河猴远视性光学离焦
近视的发展ꎬ而且幼年期自然光暴露经历也有利于维持双
眼的正视化[６]ꎮ 因此自然光可作为保护因素在近视防控
加以利用ꎮ 然而ꎬ流行病学调查指出长期自然光暴露与翼
状胬肉、慢性结膜炎、复发性单纯疱疹病毒性角膜炎等多
种眼表疾病的发病率相关[７－８]ꎮ 大量实验研究也证实自
然光中的多种光学成分及自然光的高辐射强度特性可破
坏眼部组织正常生理状态ꎬ造成光损伤[９－１０]ꎮ 为此ꎬ明确
自然光对眼组织存在光损害ꎬ尽可能在防控近视和避免眼
组织光损伤之间取得平衡ꎬ是制定合理近视防治措施的重
要内容ꎮ 本实验比较不同光照条件下幼年恒河猴泪液多
种细胞因子表达量ꎬ角膜组织形态学改变、细胞凋亡状况
及细胞氧化应激代谢产物含量ꎬ了解自然光是否在影响屈
光系统发育的同时对眼表组织存在光损伤危险ꎬ为制定安
全有效的近视防控手段提供更全面科学的实验数据和理
论依据ꎮ
１材料和方法
１ １材料
１ １ １实验动物　 ２ 月龄健康幼年恒河猴 １２ 只购于广东
蓝岛生物技术有限公司ꎬ雌性 ２ 只ꎬ雄性 １０ 只ꎮ 依体质量
和性别配对后ꎬ随机分为两组:人工照明组(ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｌｉｇｈｔ
ｇｒｏｕｐꎬＡＬ 组ꎬｎ＝ ６ 只)和自然光组(ｎａｔｕｒａｌ ｌｉｇｈｔ ｇｒｏｕｐꎬＮＬ
组ꎬｎ＝ ６ 只)ꎮ 本实验获中山大学中山眼科中心动物实验
伦理委员会审核批准(批准号:２０１４－０６９)ꎮ
１ １ ２ 主 要 试 剂 　 ＱＡＨ － ＣＵＳＴ 蛋 白 芯 片 试 剂 盒
(ＲａｙＢｉｏｔｅｃｈ)ꎬ蛋白定量测试盒(南京建成生物工程研究
所)、ＳＯＤ 测定试剂盒(南京建成生物工程研究所)、ＭＤＡ
测试试剂盒 (南京建成生物工程研究所)ꎬ Ｉｎ Ｓｉｔｕ Ｃｅｌｌ
Ｄｅａｔｈ ＴＭＲ Ｔｕｎｅｌ 试剂盒 ( Ｒｏｃｈｅ)ꎬＤＡＰＩ 染剂 ( Ｓｉｇｍａ)ꎬ

ＧＴＶｉｓｉｏｎＴＭ Ⅲ通用型免疫组化试剂(ＤＡＫＯ)ꎬＴＧＦ－β 抗
体(ａｂ５３１６９ꎬ Ａｂｃａｍ)ꎬα－ＳＭＡ 抗体(ａｂ１８１４７ꎬＡｂｃａｍ)ꎮ
１ ２方法
１ ２ １实验设计　 １２ 只幼猴均采用本课题组准分子激光
角膜切削术(ｐｈｏｔｏｒｅｆｒａｃｔｉｖｅ ｋｅｒａｔｅｃｔｏｍｙꎬＰＲＫ)制作单眼远
视离焦动物模型[１１－１２]ꎬ统一选择右眼为手术眼(ＰＲＫ 眼)ꎬ
矫正度数为－４ ０Ｄꎬ切削直径为 ５ ０ｍｍꎬ左眼为对照眼ꎮ
所有手术操作均由同一经验丰富准分子激光医师实施ꎮ
单眼 ＰＲＫ 术后 １０ｄ 开始动物分组处理ꎬ１２ｈ ∶ １２ｈ 光照周
期ꎬ照明 时 间 为 ８ ∶ ００ ~ ２０ ∶ ００ꎬ 光 源 为 荧 光 日 光 灯
(ＹＫ２８ＲＲ１６ꎬ２８Ｗꎬ６５００Ｋ)ꎮ ＡＬ 组幼猴始终室内饲养ꎬＮＬ
组幼猴除雨天外ꎬ每天随笼放置室外接受自然光照射 ４ｈ
(９∶ ００~１１∶ ００ 和 １５∶ ００~１７∶ ００)ꎬ照度计每天分别于 ９∶ ００、
１０∶ ００、１１∶ ００、１５∶ ００、１６∶ ００ 和 １７∶ ００ 测量幼猴双眼连线平
面光照强度ꎬ范围 １３２０ ~ ２４３８０Ｌｘꎬ其中 ６０％以上监测时
间点光照度高于 １０ ０００Ｌｘꎮ 其余时间与 ＡＬ 组饲养于同一
动物房ꎬ实验时长共 １８０ｄꎮ
１ ２ ２幼猴 ｈａｚｅ分级比较　 于 ＰＲＫ 术后 ３ｍｏ 内每 １０ｄ １
次ꎬ术后 ３~６ｍｏ 内 ２０~３０ｄ １ 次裂隙灯显微镜检查所有实
验幼猴术眼ꎬ按 １９９０ 年 Ｆａｎｔｅｓ 分级标准[１３]评估并记录
角膜 ｈａｚｅ 情况ꎬ比较不同时间点两组分级组成ꎮ
１ ２ ３泪液多因子蛋白质芯片检测　 每组随机选 ４ 只幼
猴ꎬ于 ＰＲＫ 术后 ５０ｄ 戊巴比妥钠静脉全身麻醉下用毛细
管虹吸收集双眼泪液行多因子蛋白芯片检测ꎬ每眼收集总
量不少于 １０μＬꎬ标记离心后－８０℃冰箱冷冻保存备用ꎮ 按
Ｒａｙ Ｂｉｏｔｅｃｈ 公司 ＱＡＨ－ＣＵＳＴ 蛋白芯片试剂盒操作检测泪
液多种因子含量ꎬ包括:神经生长因子(ｎｅｒｖｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬ
ＮＧＦ)、表皮生长因子(ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬＥＧＦ)、γ－干
扰素( ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ － γꎬ ＩＦＮ － γ)、白介素 － １ ( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ － １ꎬ
ＩＬ－１)、白介素 － １７ ( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ － １７ꎬ ＩＬ － １７)、白介素 － ６
(ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ － ６ꎬ ＩＬ － ６ )、 白 介 素 － ２３ ( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ － ２３ꎬ
ＩＬ－２３)、淋巴管内皮透明质酸受体 － １ ( ｌｙｍｐｈａｔｉｃ ｖｅｓｓｅｌ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬ ＬＹＶＥ － １)、转化生长因子 － β１
(ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ－ｂｅｔａ１ꎬＴＧＦ－β１ )、肿瘤坏死因
子－α(ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ－αꎬＴＮＦ－α )和血管内皮生长因
子(ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬＶＥＧＦ)ꎮ
１ ２ ４角膜病理组织及免疫组化检查 　 ＰＲＫ 术后 １８０ｄꎬ
戊巴比妥钠静脉注射过量麻醉处死两组幼猴ꎬ取 １ / ２ 双眼
角膜组织、肾脏及眼外肌组织ꎮ ４％多聚甲醛固定液固定ꎬ
常规石蜡包埋切片ꎬＨＥ 染色ꎬ光学显微镜拍照对比组织
结构ꎮ
１ ２ ５角膜免疫组织学检查　 组织切片常规脱蜡ꎬ抗原修
复ꎬ３％过氧化氢避光孵育ꎮ ５０μＬ 一抗稀释液 ( Ａｎｔｉ －
ＴＧＦ－β１抗体 １∶ ２００ꎻＡｎｔｉ－α－ＳＭＡ 抗体 １∶ ８０)于组织上ꎬ室
温孵育 ６０ｍｉｎꎬＰＢＳ 漂洗ꎮ ５０μＬ Ａ 液(ＧＴＶｉｓｉｏｎＴＭⅢ抗鼠
兔通用型免疫组化检测试剂盒内标记有辣根过氧化物酶
和抗兔及抗小鼠免疫球蛋白的多聚体分子)于组织上ꎬ室
温孵育 ３０ｍｉｎꎬＰＢＳ 漂洗ꎮ 滴加显色剂 ＤＡＢ 工作液 ５０μＬꎬ
室温孵育ꎬ光镜下控制显色ꎬ蒸馏水冲洗终止显色ꎮ 苏木
精复染ꎬ常规脱水透明ꎬ中性树脂封片ꎮ
１ ２ ６幼猴角膜 ＴＵＮＥＬ 细胞凋亡检测 　 取组织石蜡切
片ꎬ常规脱蜡、复水ꎬＰＢＳ 漂洗ꎮ 组织切片浸入 ２０μｇ / ｍＬ
蛋白酶 Ｋ Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ 工作液中重组 ＤＮａｓｅⅠ溶于 ５０ｍｍｏｌ / Ｌ
ｐＨ７ ５ 的 Ｔｒｉｓ－ＨＣｌꎬ２５℃处理 １０ｍｉｎꎬ制作阳性对照样品ꎮ
按说明书配制 ＴＵＮＥＬ 反应混合液ꎬ每个组织样本滴加
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　 　表 １　 两组术后不同时间 ＰＲＫ眼 ｈａｚｅ分级比较 例

组别
２０ｄ

≤０ ５ 级 ≥１ 级

３０ｄ
≤０ ５ 级 ≥１ 级

４０ｄ
≤０ ５ 级 ≥１ 级

５０ｄ
≤０ ５ 级 ≥１ 级

６０ｄ
≤０ ５ 级 ≥１ 级

ＡＬ 组 ６ ０ ６ ０ ６ ０ ６ ０ ６ ０
ＮＬ 组 ６ ０ ３ ３ １ ５ ２ ４ ５ １

　 　 　
Ｐ １ ０ １８２ ０ ０１５ ０ ０６１ １

表 ２　 术后 ５０ｄ两组双眼泪液因子浓度情况 (ｎ＝ ４ꎬｘ±ｓꎬｐｇ / ｍＬ)

指标
ＰＲＫ 眼(ＯＤ)

ＡＬ 组 ＮＬ 组
ｔ Ｐ

对侧眼(ＯＳ)
ＡＬ 组 ＮＬ 组

ｔ Ｐ

ＮＧＦ ０ １４４±０ １７１ ０ １５８±０ ２１ －０ １８４ ０ ８６１ ０ １６９±０ １９ ３ ４０±５ ６６ －０ ９８８ ０ ３７９
ＥＧＦ １１９ ０±４２ ０９ ５５ ９３±２６ ７１ ２ ５３３ ０ ０４５ ８４ ６２±２３ １５ ４０ ５０±１９ ９１ ２ ５０２ ０ ０６７
ＩＦＮ ５９ ４５±５７ ３１ １０３ ６５±７６ ０８ －１ ００２ ０ ３５５ ２４ ２６±１１ ２２ ４７ ５５±２２ ６２ －１ ５９８ ０ １８５
ＩＬ－１ ８ ４８±６ ６８ ６ ６±５ ６８ ０ ４２０ ０ ６８９ ５ ２１±１３ ６ １０ ４４±２ ７４ －２ ９６７ ０ ０６１
ＩＬ－１７ １７ ４６±２７ ３２ ７ ６７±９ ２９ ０ ６７８ ０ ５２３ ０ ８１±１ １４ ２ ２５±２ ０３ －１ ０１２ ０ ３６９
ＩＬ－６ ９６ ０１±８ １１ ９３ ０９±７３ ４９ ０ ０７９ ０ ９４０ ４１５ ３２±６１２ ８１ １６７ ２８±１０２ ３８ ０ ６９１ ０ ５２７
ＩＬ－２３ ７９ ４０±５８ １５ １１４ ５１±２６ ０１ －１ ２５９ ０ ２５５ ５５ ２９±４８ ３１ ３５ ０５±３１ ７２ ０ ６０７ ０ ５７７
ＬＹＶＥ－１ ２００ ７１±１２３ ０６ １７６ ０８±１３３ ５ ０ ２７１ ０ ７９５ ２１１ １３±６７ ３４ １６８ ８３±４４ ８４ ０ ９０９ ０ ４１５
ＴＧＦ－β１ １１０６ ４７±１４６ ２１ １５９６ ５１±３４１ ３９ －２ ６４２ ０ ０３８ ６４１ ０９±１６４ ７２ ７１６ ３９±１９６ ６３ －０ ５０８ ０ ６３８
ＴＮＦ－ａ ５２ ０７±５５ ２６ ４６ ０２±３４ ５９ ０ １８５ ０ ８５９ １９ １２±１８ ０３ １８ ８１±３ ４６ ０ ０３０ ０ ９７８
ＶＥＧＦ ２２６４ ８８±９０３ ８５ １９３７ ２０±１１５５ ８ ０ ４４７ ０ ６７１ ３６２５ ６５±５８４ ５５ ２３０８ ５９±７８７ ９６ ２ ３２３ ０ ０８１

５０μＬ ＴＵＮＥＬ 反应混合液ꎬ３７℃ 避光湿盒中反应 ６０ｍｉｎꎬ
ＰＢＳ 漂洗ꎮ ５ｍｇ / ｍＬ ＤＡＰＩ 核酸染液ꎬ滴 ５０μＬ 于样本ꎬ避
光作用 １５ｍｉｎꎬＰＢＳ 漂洗ꎮ ５０μＬ 抗荧光淬灭封片剂ꎬ盖玻
片封片ꎬ荧光显微镜检测信号ꎮ
１ ２ ７ 幼猴角膜上皮组织丙二醛和超氧化物歧化酶测定
　 室温平衡保存于－８０℃冰箱的角膜组织样本ꎬ小圆刀片
刮除角膜上皮组织ꎬ电子天平称重ꎬ１∶ ９ 与 ４℃生理盐水混
合冰上机械匀浆ꎬ２５００ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ｍｉｎꎬ去上清液混合生
理盐水稀释成 ０ ５％角膜上皮组织匀浆ꎮ 按蛋白定量测定
说明书指引考马斯亮蓝法ꎬ波长 ５９５ｎｍꎬ测 ＯＤ 值ꎬ按公式
计算待测定蛋白浓度ꎮ 按丙二醛(ＭＤＡ)测试盒(ＴＢＡ 法)
说明书配制试剂ꎬ按操作步骤ꎬ波长 ５３２ｎｍ 测 ＯＤ 值ꎬ按公
式计算组织 ＭＤＡ 含量ꎮ 按超氧化物歧化酶(ＳＯＤ)测定试
剂盒(ＷＳＴ－１ 法)说明书配制试剂ꎬ波长 ４５０ｎｍ 测 ＯＤ 值ꎬ
按公式计算 ＳＯＤ 活力ꎮ

统计学分析:采用统计学软件 ＳＰＳＳ１９ ０ 进行统计学
分析ꎮ 两组不同时间点 ｈａｚｅ 分级比较采用 Ｆｉｓｈｅｒ 确切概

率法ꎮ 两组泪液细胞因子、ＭＤＡ 和 ＳＯＤ 计量资料以 ｘ±ｓ
表示ꎬ均符合正态分布则采用独立样本 ｔ 检验ꎬ同组双眼
数据比较采用配对 ｔ 检验ꎮ Ｐ<０ ０５ 为差异具有统计学
意义ꎮ
２结果
２ １幼猴 ＰＲＫ眼 ｈａｚｅ分级比较　 两组幼猴 ＰＲＫ 术后 ４ｄ
内术眼角膜上皮均完全愈合ꎮ 实验观察期间ꎬＡＬ 组幼猴
术眼全程无明显肉眼可见 ｈａｚｅ 形成ꎬ即 ｈａｚｅ 分级为 ０ ５
级及以下ꎬ５０ｄ 仅 ２ 只幼猴 ｈａｚｅ 为 ０ ５ 级ꎬ其余角膜均透
明ꎻ而 ＮＬ 组幼猴术后 ３０ ~ ７０ｄ 术眼发生不同程度 ｈａｚｅꎬ
０ ５ 级~２级不等ꎬ术后 ４０ ~ ５０ｄ 达高峰ꎬ此后逐渐减轻ꎬ
７０ｄ 后基本消退ꎮ 两组 ｈａｚｅ 分级评估于 ４０ｄ 差异具有统
计学意义(Ｐ<０ ０５)ꎬ其余时间点无显著性差异ꎬ见表 １ꎮ
２ ２泪液多因子蛋白质芯片检测结果　 采用多因子蛋白
质芯片检测 ＰＲＫ 术后 ５０ｄ 两组幼猴双眼泪液 １１ 种细胞
因子表达量ꎬ各细胞因子在幼猴泪液中有不同程度的表

达ꎬ见表 ２ꎮ 分析结果发现 ＡＬ 组与 ＮＬ 两组间 ＰＲＫ 眼泪
液 ＥＧＦ 和 ＴＧＦ － β１ 含量差异均具有统计学意义 ( Ｐ <
０ ０５)ꎬ进一步比较组内双眼泪液 ＥＧＦ 含量无显著性差异
(ＡＬ 组:ｔ＝ １.８１９ꎬＰ＝ ０.１６６ꎻＮＬ 组:ｔ ＝ １.４２８ꎬＰ ＝ ０.２４９)ꎬ见
图 １Ａꎮ ＴＧＦ－β１ 的组内双眼泪液表达量则差异有统计学
意义(ＡＬ 组: ｔ ＝ ８. ７５７ꎬＰ ＝ ０. ００３ꎻＮＬ 组: ｔ ＝ ３. ６２０ꎬＰ ＝
０ ０３６)ꎬ见图 １Ｂꎮ 其余各细胞因子表达量组间和组内比
较均无统计学差异ꎬ见表 ２ꎮ
２ ３角膜免疫组织化学检查 　 光照实验结束时(ＰＲＫ 术
后 １８０ｄ)ꎬ两组双眼角膜全层组织 ＴＧＦ－β１ 和 α－ＳＭＡ 免
疫组织化学染色均为阴性ꎬ随机取两组幼猴肾脏组织为
ＴＧＦ－β１ 阳性对照ꎬ取两组幼猴前臂肌肉组织为 α－ＳＭＡ
阳性对照ꎬ排除角膜组织假阴性结果可能ꎮ 结果表明术后
１８０ｄꎬ两组 ＰＲＫ 眼全层角膜组织无明显 ＴＧＦ－β１(图 ２)和
α－ＳＭＡ 表达(图 ３)ꎬ与对侧眼一致ꎮ
２ ４角膜病理组织学检查　 实验结束时 ＡＬ 组与 ＮＬ 组角
膜病理组织学检查结果基本一致ꎬＮＬ 组 ＰＲＫ 眼除前弹力
层缺失外ꎬ其余各层组织与两组对侧眼结构一致ꎮ 角膜上
皮细胞完整ꎬ形态规则ꎬ排列整齐ꎬ细胞间连接紧密ꎬ细胞
层数约 ５~６ 层ꎻ角膜基质层纤维排列规整ꎬ其中散在角膜
细胞ꎬ未见炎症细胞浸润及典型成纤维细胞ꎻ角膜内皮细
胞单层排列整齐ꎬ细胞间连接紧密(图 ４)ꎮ
２ ５角膜组织 ＴＵＮＥＬ检测结果 　 光照实验结束时ꎬ两组
双眼角膜全层组织偶见散在阳性染色细胞ꎬ两组间无明显
差异ꎬ组间 ＰＲＫ 眼与对侧眼阳性染色亦无明显差异
(图 ５)ꎮ 经 ＤＮａｓｅⅠ处理同组角膜组织切片为阳性对照ꎬ
结果示角膜上皮细胞层、基质层及内皮细胞层可见明显阳
性染色(图 ５Ｄ)ꎬ排除实验结果假阴性可能ꎮ
２ ６幼猴角膜上皮组织 ＭＤＡ 和 ＳＯＤ 活力测定 　 两组
ＰＲＫ 眼和对侧眼角膜上皮细胞 ＳＯＤ 活力和 ＭＤＡ 含量差
异均无统计学意义( ＰＲＫ 眼:ＭＤＡ: ｔ ＝ ０ ５０４ꎬＰ ＝ ０ ６３２ꎻ
ＳＯＤ:ｔ＝ －０ ４２９ꎬＰ ＝ ０ ６８３ꎻ对侧眼:ＭＤＡ:ｔ ＝ －１ １６１ꎬＰ ＝
０ ２９７ꎻＳＯＤ:ｔ＝ －０ ３８８ꎬＰ＝ ０ ７１１)ꎬ见表 ３ꎮ
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图 １　 两组组内泪液 ＥＧＦ 和 ＴＧＦ－β１ 比较 　 Ａ:组内 ＥＧＦ 比较:ＡＬ 组: ｔ ＝ １ ８１９ꎬＰ ＝ ０ １６６ꎻＮＬ 组: ｔ ＝ １ ４２８ꎬＰ ＝ ０ ２４９ꎻＢ:组内
ＴＧＦ－β１比较:ＡＬ 组:ｔ＝ ８ ７５７ꎬＰ＝ ０ ００３ꎻＮＬ 组:ｔ＝ ３ ６２０ꎬＰ＝ ０ ０３６ꎻａＰ<０ ０５ ＰＲＫ 眼 ｖｓ 对侧眼ꎮ

图 ２　 幼猴角膜组织及肾脏组织 ＴＧＦ－β１ 免疫组织化学染色 (×４００) 　 Ａ:ＡＬ 组 ＰＲＫ 眼角膜组织ꎻＢ:ＡＬ 组对侧眼角膜组织ꎻＣ:ＮＬ
组 ＰＲＫ 眼角膜组织ꎻＤ:ＮＬ 组对侧眼角膜组织ꎻＥ:阳性对照幼猴肾脏组织ꎬ箭头所示为细胞浆内棕色阳性染色ꎮ

图 ３　 幼猴角膜组织和肌肉组织 α－ＳＭＡ免疫组织化学染色(×４００)　 Ａ:ＡＬ 组 ＰＲＫ 眼角膜组织ꎻＢ:ＡＬ 组对照眼角膜组织ꎻＣ:ＮＬ 组
ＰＲＫ 眼角膜组织ꎻＤ:ＮＬ 组对侧眼角膜组织ꎻＥ:阳性对照幼猴肌肉组织ꎬ箭头所示为细胞浆内棕色阳性染色ꎮ

图 ４　 两组双眼角膜病理组织学检查ꎬ均为角膜全层切片(×２００)　 Ａ:ＮＬ 组 ＰＲＫ 眼ꎻＢ:ＮＬ 组对侧眼ꎻＣ:ＡＬ 组对侧眼ꎮ

图 ５　 两组双眼角膜组织 ＴＵＮＥＬ染色(×２００)　 Ａ:ＡＬ 组 ＰＲＫ 眼ꎻＢ:ＡＬ 组对侧眼ꎻＣ:ＮＬ 组 ＰＲＫ 眼ꎻＤ:ＮＬ 组对侧眼ꎻＥ:阳性对照ꎮ
箭头所示为散在阳性染色ꎮ
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表 ３　 两组角膜上皮组织 ＭＤＡ含量及 ＳＯＤ活力比较 (ｎ＝ ６ꎬｘ±ｓ)

指标
ＰＲＫ 眼

ＡＬ 组 ＮＬ 组
ｔ Ｐ

对侧眼

ＡＬ 组 ＮＬ 组
ｔ Ｐ

ＭＤＡ 含量(ｎｍｏｌ / ｍｇｐｒｏｔ) ３ ４５±０ ５２ ３ ２４±０ ６６ ０ ５０４ ０ ６３２ ２ ９７±０ ６１ ３ ３８±０ ３８ －１ １６１ ０ ２９７
ＳＯＤ 活力(Ｕ / ｍｇｐｒｏｔ) ４０ ４８±６ ８２ ４２ ６０±７ １７ －０ ４２９ ０ ６８３ ４０ １６±５ ２２ ４１ ３８±３ ４６ －０ ３８８ ０ ７１１

３讨论
大量研究已证实增加户外活动时间是预防近视发生

发展的保护因素ꎬ屈光发育期自然光暴露时间越长ꎬ近视
风险越低[４ꎬ １４－１５]ꎮ 另一方面ꎬ过度自然光暴露可引起眼部
组织的光损伤ꎬ其损伤程度取决于光源波长、光照强度、作
用时间和组织生物学特性、代谢状态ꎮ 以紫外光为例ꎬ自
然光中 ９０％的紫外光被角膜上皮组织选择性吸收ꎬ其光
损伤的靶组织为角膜ꎮ 鼠、兔和恒河猴的动物实验已证实
一定累积量的紫外线辐射可造成以细胞凋亡为主ꎬ伴炎症
细胞浸润的组织病理学改变ꎮ 进一步分子生物学发病机
制研究表明ꎬ光化学损伤是角膜光损伤的主要原因ꎬ即足
够能量的光子破坏组织细胞的 ＤＮＡ、ＲＮＡ 或蛋白质结构ꎬ
最终造成靶细胞凋亡[１０ꎬ １６－１７]ꎮ 其中由光化学氧化应激产
生的大量自由基、与凋亡相关的多种细胞因子失衡及信号
通路改变被认为参与或介导了眼组织光损伤的细胞凋
亡[１８]ꎮ 因此ꎬ在利用自然光防控近视的研究中ꎬ其安全性
应引起足够重视ꎮ

本研究自然光照射时间为每天 ４ｈꎬ共 １７０ｄꎬ观察自然
光暴露对屈光发育期幼猴正常角膜组织的影响ꎮ 实验早
期光照 ５０ｄꎬＡＬ 组与 ＮＬ 组对照眼的泪液 １１ 种因子含量
分析均无统计学差异ꎬ提示自然光照射未引起正常眼表多
种炎症、修复、免疫相关细胞因子改变ꎮ 光照 １７０ｄ 实验结
果显示两组角膜组织学结构未见明显差异ꎬＴＵＮＥＬ 法检
测组织凋亡细胞数量两组无明显差异ꎬ提示本研究的自然
光辐射量并未引起角膜特征性的光损伤组织病理学改变
及凋亡细胞数量增多ꎮ 检测角膜上皮组织在氧化应激过
程中重要的脂质过氧化产物 ＭＤＡꎬ以间接反映细胞氧化
损伤的程度ꎮ 两组 ＭＤＡ 含量差异无统计学意义ꎬ提示自
然光并未增加角膜上皮细胞氧化损伤的程度ꎮ 分析原因
可能与以下两个方面有关:(１)组织代谢状态:正常眼部
组织含有多种抗氧化物ꎬ如:抗坏血酸、维生素 Ｅ、谷胱甘
肽、过氧化氢酶、ＳＯＤ、谷胱甘肽还原酶和过氧化酶等ꎬ可
一定程度上抵御光化学氧化应激损伤ꎮ 当抗氧化物抗氧
化能力不足以清除氧化应激自由基产物时ꎬ组织即发生光
损伤改变ꎬ而组织抗氧化能力随年龄增加而降低[１９]ꎮ 本
研究实验对象为 ２ ~ ８ 月龄的幼年恒河猴ꎬ尽管未进行不
同年龄组恒河猴角膜上皮组织抗氧化酶活性的比较ꎬ但根
据其他文献报道结果推测幼猴角膜上皮代谢功能旺盛ꎬ抗
氧化物储备充足ꎬ能及时清除自然光照射产生的细胞内脂
质氧化产物ꎬ可能是本研究最终角膜组织维持正常形态结
构的原因之一ꎮ (２)辐射能量:日常生活中户外活动所接
受的自然光辐射能量与所处纬度、海拔高度、季节、日时
段、周围环境、 地面情况及是否有日照防护 措 施 有
关[２０－２１]ꎮ Ｚｉｇｍａｎ 等研究结果显示全年 ＵＶＢ 最强辐射量
出现在夏季中午 １１∶ ００~１∶ ００ 之间ꎬ北纬 ４０ 度 ７ 月中午每
小时 ＵＶＢ 地面辐射量可高达 １ １Ｊ / ｃｍ２[２０]ꎮ 但因为辐射

量可被各种大气成分和周围环境植被和各种建筑物吸收
和反射ꎬ而且在非直视太阳的情况下眼球组织有眼睑保
护ꎬ实际上仅 １７％ ~ ３０％地面紫外辐射量可影响角膜组
织ꎬ因此实际组织辐射量远较地面辐射理论值低ꎮ 本实验
观察历时 １７０ｄꎬ选择上午 ９ ∶ ００ ~ １１ ∶ ００ 和下午 １５ ∶ ００ ~
１７ ∶ ００两个时间段进行自然光照射ꎬ避开光照辐射最强时
间段ꎻ而且猴笼及周围绿色植被、建筑物也可一定程度降
低辐射量ꎬ动态测量光照度发现仅个别时间点光照度高于
２００００Ｌｘꎬ远低于夏日中午阳光直射 ６００００~ ７００００Ｌｘ 的光
照强度ꎮ 研究表明ꎬ相同辐射量的照射光ꎬ照射时间越长ꎬ
光损伤的可能性越小ꎮ Ｓｌｉｎｅｙ 等指出每天 ８ｈ 紫外线辐射
总量为 ０ ３ｍＪ / ｃｍ２是角膜的安全辐射量ꎬ不会引起角膜组
织光损伤性病理改变[２２]ꎮ 而 Ｃｅｊｋａ 等[２３] 使用波长 ３１２ｎｍ
紫外线光源ꎬ每天照射 ２ ５ｍｉｎꎬ共 ４ｄ 可达紫外线辐射总
量为 ０ ２５ｍＪ / ｃｍ２ꎬ能引起兔眼角膜组织明显水肿增厚ꎬ该
辐射量相当于在紫外线辐射最强的夏日午间ꎬ人眼直视太
阳 ２ ５６ｈ 角膜所接受的紫外线辐射总量ꎮ 可见ꎬ角膜组织
光损伤实验研究中使用的照射光辐射能量远高于人们日
常生活进行的户外活动中所接受的自然光辐射能量ꎮ 本
研究干预措施与现实情况更为接近ꎬ较低的辐射能量可能
是角膜未出现光损伤改变的另一原因ꎮ

除正常角膜组织外ꎬ本研究通过幼猴 ＰＲＫ 模型ꎬ观察
长期自然光暴露对角膜创伤愈合过程的影响ꎮ 研究表明ꎬ
ＰＲＫ 手术损伤后的角膜上皮细胞合成并分泌与炎症反
应、细胞增殖、细胞转化和细胞外基质沉积等一系列修复
相关的细胞因子ꎬ其中包括 ＥＧＦ、 ＩＬ － １、 ＩＬ － ６、 ＴＧＦ、
ＴＮＦ－α、ＩＦＮ－γ、ＮＧＦ 等ꎮ 复杂的细胞因子网络及其相互
之间的级联反应介导角膜上皮－基质相互作用ꎬ诱发并加
重角膜基质细胞凋亡ꎬ激活伤口附近的角膜基质细胞增
殖、移行ꎬ进而使其转化为肌成纤维细胞ꎬ合成细胞外基质
以完成修复反应[２４－２５]ꎮ 细胞凋亡水平越高ꎬ后续角膜组
织修复反应越剧烈ꎬ临床表现为程度更为严重的角膜 ｈａｚｅ
和屈光回退ꎮ 因此动态评估术后角膜 ｈａｚｅ 程度并检测组
织中的各种细胞因子含量和细胞凋亡数量可从不同角度
反映角膜组织损伤修复的状态ꎮ 本研究 ＡＬ 组幼猴全过
程无肉眼可见 ｈａｚｅ 形成ꎬ组织修复反应轻ꎬ５０ｄ 仅 ２ 只幼
猴发生 ０.５ 级 ｈａｚｅꎬ与 Ｚｈｏｎｇ 等[１１－１２]研究结果相符ꎮ 而 ＮＬ
组在术后 ３０ ~ ５０ｄ 出现一过性 ｈａｚｅ 形成ꎬ尽管未见 ３ ~ ４
级严重 ｈａｚｅ 发生ꎬ但术后 ４０ｄ 的 ｈａｚｅ 分级两组间仍有显
著性差异ꎬ至术后 ７０ｄ ＮＬ 组 ｈａｚｅ 才基本消退ꎬ两组 ｈａｚｅ
程度和消退时间的差别提示本研究的自然光照射量可能
加重了 ＰＲＫ 术后修复反应并延长修复反应时间ꎬ其结论
与 Ｎａｇｙ 等[２６]研究相近ꎮ

进一步检测术后 ５０ｄ 泪液 １１ 种细胞因子含量ꎬ其中
仅 ＴＧＦ－β１ 表达水平两组组内 ＰＲＫ 眼均较对侧眼高ꎬ而
且两组 ＰＲＫ 眼间也有显著性差异ꎬＮＬ 组高于 ＡＬ 组ꎮ
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ＴＧＦ－β１ 是 ＰＲＫ 术后角膜基质层修复最重要的细胞因子ꎬ
在 ＰＲＫ 术后的角膜上皮细胞、基质细胞、成纤维细胞中的
表达增加ꎬ可诱导角膜细胞向肌成纤维细胞转型ꎬ促使胶
原合成ꎬ加速伤口愈合ꎮ 组织修复程度越严重ꎬＴＧＦ－β１
水平越高ꎬ与 ｈａｚｅ 分级正相关[２７]ꎮ 本研究 ＮＬ 组 ４０ ~ ５０ｄ
为 ｈａｚｅ 形成高峰ꎬＴＧＦ－β１ 泪液表达水平两组间和组内双
眼间均有显著性差异ꎬ提示 ＰＲＫ 术后 ５０ｄꎬ角膜组织处于
组织修复反应期ꎬ自然光照射通过增加 ＴＧＦ－β１ 表达水平

加剧组织修复反应程度ꎮ 如前所述ꎬ角膜组织吸收大部分
自然光紫外线成分(波长 ２９５ ~ ４００ｎｍ)ꎬ其中中波长紫外
线 ＵＶＢ 对角膜组织最具危害ꎬ高强度的 ＵＶＢ 可引起角膜

上皮急性损伤ꎬ如电光性眼炎ꎻ长波长紫外线 ＵＶＡ 组织损
伤阈值较高但可长期积累ꎬ有慢性光损伤的风险ꎮ 研究表
明ꎬ细胞凋亡是光损伤的主要病理改变ꎬ鉴于细胞凋亡与

ＰＲＫ 术后组织修复反应的密切关系ꎬ我们推测自然光照
射增加了角膜组织细胞凋亡的程度ꎬ引起修复相关细胞因
子表达增加ꎬ从而加重了组织修复反应程度ꎮ 此外ꎬ两组

ＰＲＫ 眼泪液 ＥＧＦ 表达量差异有统计学意义ꎬ但两组组内
双眼间表达量无显著性差异ꎮ ＥＧＦ 是维持角膜上皮细胞
稳定性的主要细胞因子ꎬ临床上观察 ＰＲＫ 术后早期 ＥＧＦ
表达量升高ꎬ术后 １ｍｏ 泪液 ＥＧＦ 分泌量与术前无明显差
异[２８]ꎬ原因可能是 ＰＲＫ 术后组织损伤程度轻ꎬ不足以引

起长期泪液 ＥＧＦ 含量的明显改变ꎬ与本研究两组组内双
眼结果相符ꎻ而 ＡＬ 组 ＰＲＫ 眼泪液 ＥＧＦ 表达量高于 ＮＬ
组ꎬ有研究提示 ＥＧＦ 与 ＴＧＦ－β 在组织的表达量往往有相
反的变化趋势[２９]ꎬ这一现象是否与细胞因子间的相互作

用有关ꎬ还有待进一步研究验证ꎮ 而其他与炎症和免疫相
关的多种因子两组间未见明显差异ꎬ则提示 ＰＲＫ 术后 ５０ｄ
自然光照射并未加重角膜组织的炎症反应ꎮ

在实验结束时(ＰＲＫ 术后 １８０ｄ)ꎬ两组 ＰＲＫ 眼角膜组
织结构病理学特征基本一致ꎬ组织内未见明显纤维修复细
胞因子 ＴＧＦ－β１ 及成纤维细胞标志物 α－ＳＭＡ 阳性表达ꎬ
两组 ＰＲＫ 眼凋亡细胞数量与对照眼均无明显差异ꎬ均表
明 ＰＲＫ 术后 １８０ｄ 角膜组织修复已完成ꎬ且自然光照射量
并未引起不可逆的角膜组织结构改变ꎮ 从另一角度说明

本研究中的自然光紫外线辐射量虽能加重 ＰＲＫ 术后角膜
损伤修复活动期的反应程度ꎬ但对修复反应也已完成的角
膜组织无明显光损伤作用ꎮ

综上所述ꎬ本研究所采用的自然光照射在延缓幼年恒
河猴近视发生的同时ꎬ对正常的幼猴角膜组织无明显光损
伤作用ꎮ 该自然光辐射量可加剧幼年恒河猴 ＰＲＫ 术后修

复早期的角膜组织修复反应ꎬ但远期未对角膜组织造成不
可逆损伤ꎮ
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２０１８ 眼科期刊学术影响力指数(ＣＩ)排名及分区

本刊讯　 由中国科学文献计量评价研究中心和清华大学图书馆联合研制、«中国学术期刊(光盘版)»电子杂

志社出版的 ２０１８«中国学术期刊影响因子年报»于 ２０１８ 年 １０ 月 ２５ 日在北京会议中心隆重发布ꎮ «年报»发布了

反映学术期刊影响力的综合评价指标———学术期刊影响力指数(Ａｃａｄｅｍｉｃ Ｊｏｕｒｎａｌ Ｃｌｏｕｔ Ｉｎｄｅｘꎬ简介 ＣＩ)ꎮ ＣＩ 是反

映一组期刊中各刊影响力大小的综合指标ꎮ «年报»分区选择“影响力指数(ＣＩ)”这一综合指标为依据ꎬ对每个学

科期刊按影响力指数(ＣＩ)降序排列ꎬ依次按期刊数量平均划分为 ４ 个区ꎬ即 Ｑ１、Ｑ２、Ｑ３、Ｑ４ꎮ Ｑ１ 区为本学科 ＣＩ 指

数排名前 ２５％的期刊ꎮ 该指标可以更客观地反映期刊的学术影响力水平在本学科刊群中的相对位置ꎮ

２０１８眼科期刊学术影响力指数(ＣＩ)排名及分区

排名 刊名 影响指数(ＣＩ) 分区

１ 中华眼科杂志 ８３４.１３４ Ｑ１
２ 眼科新进展 ６９０.５７８ Ｑ１
３ 中华眼底病杂志 ６２８.９６４ Ｑ１
４ 国际眼科杂志中文版 ５６９.５１７ Ｑ１
５ 中华实验眼科杂志 ５２３.４９１ Ｑ２
６ 临床眼科杂志 ３５０.７６１ Ｑ２
７ 中国眼耳鼻喉杂志 ３２４.３８８ Ｑ２
８ 中国中医眼科杂志 ２７５.９０３ Ｑ３
９ 中华眼视光学和视觉科学杂志 ２３３.９９８ Ｑ３
１０ 中华眼科医学杂志(电子版) ２２８.３９６ Ｑ３
１１ 眼科 １９６.２９８ Ｑ３
１２ 中华眼外伤职业眼病杂志 １９５.５７３ Ｑ３
１３ 中国斜视与小儿眼科杂志 １６９.６１９ Ｑ４
１４ 眼科学报 １５０.４３５ Ｑ４
１５ 国际眼科纵览 １１０.９１３ Ｑ４
１６ 实用防盲技术 ４１.８０５ Ｑ４

摘编自 ２０１８ 版«中国学术期刊影响因子年报»
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