
欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁
欁

欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁
欁

氉

氉氉

氉

引文格式：王群，姜严明，赵杰，侯宝杰，吕明，黄一飞．血管内皮生长因子靶向抗体对大鼠角膜碱烧伤后新生血管抑
制作用的研究［Ｊ］．眼科新进展，２０１７，３７（１１）：１０１０１０１４．ｄｏｉ：１０．１３３８９／ｊ．ｃｎｋｉ．ｒａｏ．２０１７．０２５６ 【实验研究】

血管内皮生长因子靶向抗体对大鼠角膜碱烧伤后新生血管抑制

作用的研究△

王群　姜严明　赵杰　侯宝杰　吕明　
欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞
欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁

欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁

欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁

氉

氉氉
氉

黄一飞

作者简介：王群，女，１９８４年１１月出
生，山东人，博士，主治医师。主要

研究方向：新生血管性眼病和眼外

伤。Ｅｍａｉｌ：１３９１１６０７７２８＠ １３９．
ｃｏｍ；ＯＲＣＩＤ：０００００００２２５１７９３５６
作者简介：姜严明，女，１９７５年９月
出生，辽宁人，博士，主治医师。主

要研究方向：眼表疾病和屈光。Ｅ
ｍａｉｌ：ｊｉａｎｇｙａｎｍｉｎｇ＠ｙｅａｈ．ｎｅｔ；ＯＲ
ＣＩＤ：０００００００２１４２６４５９８
注：王群和姜严明同为第一作者！

ＡｂｏｕｔＷＡＮＧＱｕｎ：Ｆｅｍａｌｅ，ｂｏｒｎｉｎ
Ｎｏｖｅｍｂｅｒ，１９８４．Ｅｍａｉｌ：１３９１１６０７７２８＠
１３９．ｃｏｍ；ＯＲＣＩＤ：０００００００２２５１７
９３５６
ＡｂｏｕｔＪＩＡＮＧ ＹａｎＭｉｎｇ：Ｆｅｍａｌｅ，
ｂｏｒｎｉｎＳｅｐｔｅｍｂｅｒ，１９７５．Ｅｍａｉｌ：ｊｉａｎ
ｇｙａｎｍｉｎｇ＠ｙｅａｈ．ｎｅｔ；ＯＲＣＩＤ：００００
０００２１４２６４５９８

收稿日期：２０１７０５１６
修回日期：２０１７０７２０
本文编辑：盛丽娜
△基金项目：武警总医院院内课题

（编号：ｗｚ２０１５０１１）
作者单位：１０００３９　北京市，武警总
医院眼科（王群，赵杰，侯宝杰）；

１０００８８　北京市，火箭军总医院眼
科（姜严明）；１０００８６　北京市，军事
医学科学院（吕明）；１０００５３　北京
市，解放军总医院眼科（黄一飞）

通讯作者：黄一飞，Ｅｍａｉｌ：３０１ｙｋ＠
ｓｉｎａ．ｃｏｍ；ＯＲＣＩＤ：０００００００２１０７８
２５１５
Ｒｅｃｅｉｖｅｄｄａｔｅ：Ｍａｙ１６，２０１７
Ａｃｃｅｐｔｅｄｄａｔｅ：Ｊｕｌ２０，２０１７
Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎｉｔｅｍ：ＩｎｔｒａｈｏｓｐｉｔａｌＰｒｏｊｅｃｔ
ｏｆＧｅｎｅｒａｌＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＣＡＰＦ（Ｎｏ：
ｗｚ２０１５０１１）
ＦｒｏｍｔｈｅＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＯｐｈｔｈａｌｍｏｌｏ
ｇｙ，ＧｅｎｅｒａｌＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＣＡＰＦ（ＷＡＮＧ
Ｑｕｎ，ＺＨＡＯＪｉｅ，ＨＯＵＢａｏＪｉｅ），Ｂｅｉ
ｊｉｎｇ１０００３９，Ｃｈｉｎａ；Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆ
Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙ，ＧｅｎｅｒａｌＨｏｓｐｉｔａｌｏｆ
ＰＬＡ ＲｏｃｋｅｔＦｏｒｃｅ（ＪＩＡＮＧ Ｙａｎ
Ｍｉｎｇ），Ｂｅｉｊｉｎｇ１０００８８，Ｃｈｉｎａ；Ａｃａｄｅ
ｍｙｏｆＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ（ＬＶ
Ｍｉｎｇ），Ｂｅｉｊｉｎｇ１０００８６，Ｃｈｉｎａ；Ｄｅ
ｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＯｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙ，Ｇｅｎｅｒａｌ
ＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＰＬＡ（ＨＵＡＮＧＹｉＦｅｉ），
Ｂｅｉｊｉｎｇ１０００５３，Ｃｈｉｎａ
Ｒｅｓｐｏｎｓｉｂｌｅａｕｔｈｏｒ：ＨＵＡＮＧＹｉＦｅｉ，
Ｅｍａｉｌ：３０１ｙｋ＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ；ＯＲＣＩＤ：
０００００００２１０７８２５１５

Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｓｏｆａｎｔｉｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ（ＶＥＧＦ）ａｎｔｉｂｏｄｙＭＩＬ６０ｏｎａｌｋａｌｉｉｎｄｕｃｅｄｃｏｒ
ｎｅａｌａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓｉｎｒａｔｓ
ＷＡＮＧ Ｑｕｎ，ＪＩＡＮＧ ＹａｎＭｉｎｇ，ＺＨＡＯ Ｊｉｅ，ＨＯＵ ＢａｏＪｉｅ，ＬＶ Ｍｉｎｇ，
ＨＵＡＮＧＹｉＦｅｉ
【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ；ＭＩＬ６０；ｃｏｒｎｅａｌｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａ
ｔｉｏｎ；ａｌｋａｌｉｃａｕｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ
【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｉｃａｃｙｏｆａｎａｎｔｉｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ（ＶＥＧＦ） ａｎｔｉｂｏｄｙ，ＭＩＬ６０，ｉｎ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｃｏｒｎｅａｌｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ
（ＣｏＮＶ）ｆｏｒｍａｔｉｏｎｉｎａｒａｔｍｏｄｅｌｏｆａｌｋａｌｉｃａｕｔｅｒｉｚａｔｉｏｎａｎｄｉｔｓｉｎｖｏｌｖｅｄｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ．
Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＲａｔＣｏＮＶｍｏｄｅｌｉｎｄｕｃｅｄｂｙａｌｋａｌｉｂｕｒｎｗａｓｆｏｕｎｄｅｄｉｎｔｈｅｒｉｇｈｔｅｙｅｓ，ａｎｄ
ｔｈｅｎ７２ｃａｓｅｓｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅｓｕｂｃｏｎｊｕｎｃｔｉｖａｌ
ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆｍｅｄｉｃｉｎｅｎｅｘｔｄａｙａｆｔｅｒｔｈｅｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔｏｆｔｈｉｓｍｏｄｅｌ：２５
ｍｇ·ｍＬ－１ＭＩＬ６０ｇｒｏｕｐ，ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅｇｒｏｕｐ，ＭＩＬ６０ｓｏｌｖｅｎｔｇｒｏｕｐａｎｄＮａＣｌｇｒｏｕｐ．
ＴｈｅｎＣｏＮＶｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄｆｏｒｒｅｃｏｒｄｉｎｇｔｈｅｉｔｓｌｅｎｇｔｈａｎｄｔｈｅｉｎｖｏｌｖｅｄａｒｅａｕｓｉｎｇｄｉｇｉｔａｌ
ｐｈｏｔｏｇｒａｐｈ．Ｎｅｘｔｔｈｅｒａｔｓｗｅｒｅｓａｃｒｉｆｉｃｅｄｏｎｄａｙ７，１４，２１ａｎｄ２８，ｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙｔｈｅｃｏｌｌｅｃ
ｔｉｏｎｏｆｒａｔｓ’ｃｏｒｎｅａｆｏｒＨＥａｎｄｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇｔｏａｎａｌｙｚｅｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘ
ｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＶＥＧＦ，ＶＥＧＦｒｅｃｅｐｔｏｒ１（ＶＥＧＦＲ１），ＶＥＧＦＲ２ａｎｄｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｅｐｔｉｄ
ａｓｅ９（ＭＭＰ９）．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ａｔｅａｃｈｔｉｍｅｐｏｉｎｔ，ｔｈｅａｒｅａａｎｄｌｅｎｇｔｈｏｆＣｏＮＶｉｎｔｈｅ２５
ｍｇ·ｍＬ－１ＭＩＬ６０ａｎｄｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｅｓｓｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅ
ＭＩＬ６０ｓｏｌｖｅｎｔａｎｄＮａＣｌｇｒｏｕｐ，ａｎｄｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（ａｌｌＰ＜
０．０１），ａｎｄ２５ｍｇ·ｍＬ－１ＭＩＬ６０ｇｒｏｕｐｈａｄｔｈｅｓｉｍｉｌａｒＣｏＮＶａｒｅａａｎｄｌｅｎｇｔｈｗｉｔｈｔｈｅ
ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅｇｒｏｕｐ（ａｌｌＰ＞０．０５）．Ｍｏｒｅｏｖｅｒ，ＨＥａｎｄｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇ
ｓｈｏｗｅｄｔｈａｔＭＩＬ６０ｃｏｕｌｄｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＶＥＧＦ，ＶＥＧＦＲ１，ＶＥＧＦＲ２
ａｎｄＭＭＰ９，ｗｈｉｃｈｃｏｕｌｄｅｘｐｌａｉｎｉｔｓｅｆｆｅｃｔｉｖｅａｎｔｉａｎｇｉｏｇｅｎｉｃａｃｔｉｖｉｔｙ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　
ＳｕｂｃｏｎｊｕｎｃｔｉｖａｌａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆＭＩＬ６０ｃａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｈｉｂｉｔｃｏｒｎｅａｌｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａ
ｔｉｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎａｎｄａｌｌｅｖｉａｔｅｔｈｅｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｉｎｒａｔｓｓｕｆｆｅｒｅｄｆｒｏｍａｌｋａｌｉｂｕｒｎ．

【中图分类号】　Ｒ７７２．２
【关键词】　血管内皮生长因子；ＭＩＬ６０；角膜新生血管；碱烧伤
【摘要】　目的　通过对角膜碱烧伤大鼠模型结膜下注射 ＶＥＧＦ靶向抗体 ＭＩＬ６０，观察其
对角膜新生血管（ｃｏｒｎｅａｌｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ，ＣｏＮＶ）生长的影响，初步探讨 ＭＩＬ６０抑制大鼠
ＣｏＮＶ生长的基本作用机制。方法　建立碱烧伤诱导的 ＳＤ大鼠 ＣｏＮＶ模型（右眼造模），
根据碱烧伤后第１天结膜下注射的药物不同将７２只大鼠随机分为：２５ｍｇ·ｍＬ－１ＭＩＬ６０
组、地塞米松组、ＭＩＬ６０溶剂组和 ＮａＣｌ组。观察并记录 ＣｏＮＶ生长情况及角膜的形态变
化，通过软件分析ＣｏＮＶ的长度及累及面积。碱烧伤后第３天、第７天、第１４天、第２１天
和第２８天分别处死动物，取角膜组织行ＨＥ染色和免疫组织化学染色，同时检测角膜中血
管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）、ＶＥＧＦ受体１（ＶＥＧＦｒｅｃｅｐｔｏｒ１，
ＶＥＧＦＲ１）、ＶＥＧＦＲ２和基质金属蛋白酶９（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ９，ＭＭＰ９）蛋白的表达。
结果　在各个时间点，与ＭＩＬ６０溶剂组和 ＮａＣｌ组比较，地塞米松组、２５ｍｇ·ｍＬ－１ＭＩＬ６０
组ＣｏＮＶ面积和长度显著减少，差异均具有统计学意义（均为 Ｐ＜０．０１）；２５ｍｇ·ｍＬ－１

ＭＩＬ６０组的ＣｏＮＶ长度和面积与地塞米松组相当（均为Ｐ＞０．０５）。同时，ＭＩＬ６０还能有效
降低角膜组织中ＶＥＧＦ、ＶＥＧＦＲ１、ＶＥＧＦＲ２以及ＭＭＰ９蛋白的表达。结论　ＭＩＬ６０能显
著抑制角膜碱烧伤后ＣｏＮＶ的生长，并且还能减轻碱烧伤引起的炎症反应。

·０１０１· 　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｙｋｘｊｚ．ｃｏｍ
眼科新进展　２０１７年１１月　第３７卷　第１１期
ＲｅｃＡｄｖＯｐｈｔｈａｌｍｏｌ　Ｖｏｌ．３７Ｎｏ．１１Ｎｏｖｅｍｂｅｒ２０１７



　　血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）是目前已知的促新生血管形成相关因
子中最主要的因子之一，它在新生血管发生和发展

过程中都发挥着重要作用。研究发现，ＶＥＧＦ在角膜
新生血管（ｃｏｒｎｅａｌｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ，ＣｏＮＶ）的形成
过程中也发挥重要作用［１］。在碱烧伤诱导的 ＣｏＮＶ
动物模型中，ＶＥＧＦ和 ＣｏＮＶ的发生、发展密切相
关［２］。降低ＶＥＧＦ的表达，能够有效抑制 ＣｏＮＶ的
生长［３］。近１０ａ来，大量的动物实验和临床研究都
已证实通过ＶＥＧＦ靶向治疗 ＣｏＮＶ可以取得很好的
疗效。我们既往的体外实验已经较全面地评价了

ＶＥＧＦ靶向抗体ＭＩＬ６０的生物学特性，ＭＩＬ６０不仅可
以与ＶＥＧＦ进行高特异性和亲和力的结合，还能有
效抑制ＶＥＧＦ诱导的人脐静脉内皮细胞的增殖［４］。

本研究将进一步探讨结膜下注射ＭＩＬ６０对角膜碱烧
伤大鼠模型ＣｏＮＶ的影响。

１　材料与方法

１．１　实验动物　军事医学科学院实验动物中心提
供的清洁型健康６～８周雄性ＳＤ大鼠，体质量１００～
２００ｇ。实验动物及实验中所使用的各项条件均符合
国家科学技术委员会的《实验动物管理条例》。

１．２　方法
１．２．１　建立大鼠 ＣｏＮＶ模型　所有大鼠均经过眼
科裂隙灯显微镜和间接眼底镜检查，排除眼部疾病。

以右眼为实验眼；左眼为空白对照眼，不做处理。１００
ｇ·Ｌ－１水合氯醛（３．５ｍＬ·ｋｇ－１）腹腔注射麻醉大鼠。
奥布卡因滴眼液滴眼３次表面麻醉。开睑器开右眼
睑，用棉签去除结膜囊内多余液体。将直径３ｍｍ的
圆形Ｗｈａｔｍａｎ３号滤纸用１０μＬ１ｍｏｌ·Ｌ－１的ＮａＯＨ
溶液浸泡３０ｓ，然后放置于角膜中央４０ｓ，随即用４０
ｍＬ９ｇ·Ｌ－１ＮａＣｌ冲洗角膜和结膜囊６０ｓ。处理后可
见大鼠角膜中央形成边界清楚的圆形白色烧伤区域。

最后结膜囊涂红霉素眼膏预防感染。

１．２．２　造模成功的评定标准　碱烧伤后第１天，裂
隙灯显微镜下观察到大鼠的角膜缘血管充盈扩张，

中央角膜可见灰白色圆形烧伤区，烧伤区角膜水肿、

混浊，隐约可见虹膜，即可确认为中度碱烧伤模型造

模成功。如果在实验过程中发生角膜感染或角膜穿

孔，则被剔除，及时补充大鼠，重新造模。

１．２．３　动物分组及处理　根据随机数字表法，在碱
烧伤后第１天，将７２只造模成功的大鼠随机分为４
组：ＭＩＬ６０溶剂组、２５ｍｇ·ｍＬ－１ＭＩＬ６０组、地塞米松
组和ＮａＣｌ组，分别给予一次性结膜下注射００５ｍＬ
ＭＩＬ６０溶剂、２５ｍｇ·ｍＬ－１ＭＩＬ６０、５０ｍｇ·ｍＬ－１地塞
米松和９ｇ·Ｌ－１ＮａＣｌ，每组各１８只。
１．２．４　ＣｏＮＶ的观察和记录　分别在碱烧伤后第３
天、第７天、第１４天、第２１天和第２８天通过裂隙灯
显微镜观察并照相，记录大鼠角膜病变进展情况。

通过计算机软件进行 ＣｏＮＶ的长度和生长面积分

析。ＣｏＮＶ生长面积按公式 Ｓ＝Ｃ／１２×３．１４×［ｒ２－
（ｒ－ｌ）２］计算。其中Ｃ代表角膜新生血管累及角膜
的圆周钟点数，ｒ为大鼠角膜半径，ｌ为 ＣｏＮＶ从角膜
缘生长入角膜的长度。

１．３　标本的取材和处理
１．３．１　组织病理标本的制作与观察　分别在碱烧
伤后第３天、第７天、第１４天、第２１天和第２８天每
组各处死３只大鼠，取大鼠患眼角膜组织，放置于４０
ｇ·Ｌ－１多聚甲醛溶液中固定。取第１４天角膜组织
行ＨＥ染色及免疫组织化学染色。
１．３．２　免疫组织化学染色　对碱烧伤后第１４天角
膜组织行免疫组织化学染色。ＶＥＧＦ一抗（Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ，美国），ＭＭＰ９一抗、ＶＥＧＦ受体１（ＶＥＧＦｒｅ
ｃｅｐｔｏｒ１，ＶＥＧＦＲ１；Ａｂｃａｍ，美国），ＶＥＧＦＲ２（ＬｉｆｅＳ
ｐａｎＢｉｏＳｃｉｅｎｃｅｓ，美国），二抗（ＥＭＤＭｉｌｌｉｐｏｒｅ，美国）。
免疫组织化学染色结果的判定：ＶＥＧＦ在细胞浆内表
达，其阳性反应呈黄色或棕黄色。ＶＥＧＦＲ１、ＶＥＧ
ＦＲ２表达阳性以细胞质或细胞膜中出现棕黄色颗粒
为判定标准。基质金属蛋白酶９（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｅｐ
ｔｉｄａｓｅ９，ＭＭＰ９）以细胞浆和（或）细胞膜中出现棕
色或者黄色颗粒为表达阳性。

１．４　统计学分析　使用 ＩＢＭＳＰＳＳ（ＩＢＭＳＰＳＳ，芝加
哥，ＩＬ）软件进行数据统计学分析。实验中的计量资
料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示；多组间数据比较采
用完全随机设计资料和随机区组资料的方差分析；

多个样本均数间每两个均数比较应用 ＳＮＫｑ检验。
两组比较应用ｔ检验。Ｐ＜０．０５认为差异具有统计
学意义。

２　结果

２．１　裂隙灯显微镜观察和软件分析结果　碱烧伤
后第１天，裂隙灯下见大鼠右眼结膜混合充血，中央
烧伤区的角膜灰白水肿，角膜缘血管网明显扩张，但

未见有新生血管生长（图１２）。分组处理后，在碱烧
伤后第３天，裂隙灯下见大鼠角巩膜缘血管扩张较
前明显加重，局部可发现新生血管芽自角巩膜缘血

管环处长出，已侵入透明角膜，但各处理组的 ＣｏＮＶ
生长范围并不均匀，血管长度也不相同；与 ＮａＣｌ组
和ＭＩＬ６０溶剂组比较，地塞米松组、２５ｍｇ·ｍＬ－１

ＭＩＬ６０组的ＣｏＮＶ长度和侵入面积明显减少，差异均
具有统计学意义（均为 Ｐ＜００１），但 ＮａＣｌ组和
ＭＩＬ６０溶剂组之间、地塞米松组和 ２５ｍｇ·ｍＬ－１

ＭＩＬ６０组之间的差异均无统计学意义（均为 Ｐ＞
００５）。碱烧伤后第 ７天，大鼠 ＣｏＮＶ生长迅速，明
显变长，且新生血管的顶端分叉更加明显，血管浓

密，部分血管交织成网状，已侵入透明角膜的新生血

管继续向中央生长延伸，累及角膜的范围变大；各组

之间的 ＣｏＮＶ密度和管径有明显差异。ＮａＣｌ组和
ＭＩＬ６０溶剂组的ＣｏＮＶ扩张明显，血管浓密且生长较
快，累及角膜范围大；２５ｍｇ·ｍＬ－１ ＭＩＬ６０组的
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ＣｏＮＶ在形态上明显较地塞米松组生长稀疏，管径较
小，而且刚刚开始出现血管顶端的分叉现象；

２５ｍｇ·ｍＬ－１ＭＩＬ６０组和地塞米松组的 ＣｏＮＶ长度
和累及面积明显少于ＮａＣｌ组和ＭＩＬ６０溶剂组（均为
Ｐ＜００１），ＮａＣｌ组和ＭＩＬ６０溶剂组之间以及地塞米
松组与２５ｍｇ·Ｌ－１ＭＩＬ６０组之间ＣｏＮＶ长度和面积
差异均无统计学意义（均为Ｐ＞０．０５）。碱烧伤后第
１４天，裂隙灯下见 ＣｏＮＶ呈垂柳状从四周向中心生
长，生长速度明显减慢；地塞米松组和２５ｍｇ·Ｌ－１

ＭＩＬ６０组ＣｏＮＶ长度和累及面积仍明显少于 ＮａＣｌ组
和ＭＩＬ６０溶剂组，差异均具有统计学意义（均为 Ｐ＜
０．０１）。碱烧伤后第２１天和第２８天，各组仍有部分
ＣｏＮＶ继续生长，但生长缓慢，部分原来粗大的 ＣｏＮＶ
管径开始变细；分别与ＮａＣｌ组和ＭＩＬ６０溶剂组比较，
地塞米松组和２５ｍｇ·Ｌ－１ＭＩＬ６０组ＣｏＮＶ长度和累
及面积明显减少，差异均具有统计学意义（均为 Ｐ＜
００１），同时，地塞米松组与２５ｍｇ·Ｌ－１ＭＩＬ６０组比
较，差异亦具有统计学意义（Ｐ＜０．０５；见图１图３）。

图１　碱烧伤后大鼠ＣｏＮＶ的生长情况，黑色虚线表示ＣｏＮＶ的边界。图２　碱烧伤后各个时间点大鼠ＣｏＮＶ的长度。与 ＭＩＬ６０溶剂组和
ＮａＣｌ组相比，Ｐ＜０．０１。图３　碱烧伤后各个时间点大鼠ＣｏＮＶ的累及面积。与ＭＩＬ６０溶剂组和ＮａＣｌ组相比，Ｐ＜０．０１

２．２　角膜组织的ＨＥ染色结果　碱烧伤后第１４天
ＨＥ染色结果示，ＮａＣｌ组和 ＭＩＬ６０溶剂组大鼠角膜
仍有水肿，角膜上皮层增厚，但相对完整；角膜基质

层的胶原纤维排列疏松紊乱，角膜上皮层和基质层

及内皮细胞层皆可见炎症细胞浸润；角膜上皮下和

基质层可见大量新生血管，血管管腔直径较大，管腔

内可见成熟红细胞。与 ＮａＣｌ组和 ＭＩＬ６０溶剂组比
较，地塞米松组和２５ｍｇ·ｍＬ－１ＭＩＬ６０组角膜基质
新生血管数量明显减少，管径较小（图４）。

图４　角膜组织ＨＥ染色结果（箭头示ＣｏＮＶ，其内部分可见成熟
红细胞）。Ａ：ＮａＣｌ组；Ｂ：ＭＩＬ６０溶剂组；Ｃ：２５ｍｇ·ｍＬ－１ＭＩＬ６０
组；Ｄ：地塞米松组

２．３　角膜组织的免疫组织化学染色结果
２．３．１　ＣｏＮＶ密度　碱烧伤后第１４天免疫组织化
学染色结果示，与 ＮａＣｌ组和 ＭＩＬ６０溶剂组相比较，
地塞米松组和２５ｍｇ·ｍＬ－１ＭＩＬ６０组的 ＣｏＮＶ密度
明显较低（图５）。说明ＭＩＬ６０和地塞米松均能有效
抑制ＣｏＮＶ的生长。

图５　碱烧伤后第１４天角膜组织的免疫组织化学染色示 ＣｏＮＶ
密度。Ａ：ＮａＣｌ组；Ｂ：ＭＩＬ６０溶剂组；Ｃ：２５ｍｇ·ｍＬ－１ＭＩＬ６０组；
Ｄ：地塞米松组

２．３．２　各因子蛋白表达　在正常大鼠角膜中
ＶＥＧＦ、ＶＥＧＦＲ１、ＶＥＧＦＲ２和 ＭＭＰ９微量表达或者
不表达。碱烧伤后角膜组织中ＶＥＧＦ表达明显增多。
碱烧伤后第１４天免疫组织化学染色结果示：ＮａＣｌ组
和ＭＩＬ６０溶剂组的角膜全层都可见ＶＥＧＦ、ＶＥＧＦＲ１、
ＶＥＧＦＲ２和ＭＭＰ９阳性表达，尤其在角膜基质新生
血管附近细胞的细胞浆中和浅基质层附近呈弥漫性

强阳性表达。与 ＮａＣｌ组和 ＭＩＬ６０溶剂组比较，地塞
米松组和２５ｍｇ·ｍＬ－１ＭＩＬ６０组上述因子的蛋白表
达明显减弱（图６图９）。

３　讨论

ＣｏＮＶ的发病机制有多种学说，最主要的有低氧
诱导学说、炎症学说和血管形成相关因子失衡学说

等［５７］。其中血管形成相关因子失衡学说是目前研

究的热点。ＣｏＮＶ的形成是一个复杂的生物学过程，
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图６　碱烧伤后第１４天各组ＶＥＧＦ蛋白表达（×２０）。Ａ：ＮａＣｌ组；Ｂ：ＭＩＬ６０溶剂组；Ｃ：２５ｍｇ·ｍＬ－１ＭＩＬ６０组；Ｄ：地塞米松组。图７　碱烧
伤后第１４天各组ＶＥＧＦＲ１蛋白表达（×２０）。Ａ：ＮａＣｌ组；Ｂ：ＭＩＬ６０溶剂组；Ｃ：２５ｍｇ·ｍＬ－１ＭＩＬ６０组；Ｄ：地塞米松组。图８　碱烧伤后第
１４天各组 ＶＥＧＦＲ２的蛋白表达（×２０）。Ａ：ＮａＣｌ组；Ｂ：ＭＩＬ６０溶剂组；Ｃ：２５ｍｇ·ｍＬ－１ＭＩＬ６０组；Ｄ：地塞米松组。图９　碱烧伤后第１４天
各组ＭＭＰ９的蛋白表达（×２０）。Ａ：ＮａＣｌ组；Ｂ：ＭＩＬ６０溶剂组；Ｃ：２５ｍｇ·ｍＬ－１ＭＩＬ６０组；Ｄ：地塞米松组

该过程包括毛细血管内皮下基底膜的降解，内皮细

胞增殖、迁移、管状形成和新的血管基底膜的形成

等［８］，大量的血管形成相关因子、细胞外基质和炎症

因子等参与其中。ＶＥＧＦ作为目前研究发现的最重
要的促血管形成因子，在 ＣｏＮＶ的形成过程中发挥
重要作用。本研究主要探讨了 ＶＥＧＦ靶向抗体
ＭＩＬ６０对碱烧伤诱导的大鼠ＣｏＮＶ的抑制作用。

通过碱烧伤诱导 ＣｏＮＶ形成的动物模型已被广
泛应用于ＣｏＮＶ发生机制的研究中。本研究的结果
显示，在碱烧伤后第３－７天，大鼠 ＣｏＮＶ处于初生
期，生长相对缓慢，但第７－１４天 ＣｏＮＶ的生长速度
明显加快，累及的面积也显著增加，并在第２１天达
到高峰。在碱烧伤后第２１－２８天，ＣｏＮＶ进入生长
晚期，生长速度明显减慢，而且部分 ＣｏＮＶ的管径开
始变细，尤其是一些小的 ＣｏＮＶ开始萎缩，这可能与
碱烧伤后不同阶段角膜组织内 ＶＥＧＦ的含量发生改
变有密切的关系。同时我们还发现，在各个观察时间

点２５ｍｇ·ｍＬ－１ＭＩＬ６０组的ＣｏＮＶ长度和累及面积均
明显小于ＮａＣｌ组和ＭＩＬ６０溶剂组。免疫组织化学染
色结果也证实，碱烧伤后第１４天２５ｍｇ·ｍＬ－１ＭＩＬ６０
组角膜组织中 ＶＥＧＦ的蛋白表达水平明显低于上述
两个对照组。这与ＭＩＬ６０能与ＶＥＧＦ直接结合，从而
降低了游离ＶＥＧＦ的含量，阻止ＶＥＧＦ与血管内皮细
胞表面的ＶＥＧＦ受体结合，进而抑制下游信号通路，达
到抑制ＣｏＮＶ的形成有密切的关系。

ＶＥＧＦ的生理学效应是通过与内皮细胞上两个
酪氨酸激酶受体 ＶＥＧＦＲ２和 ＶＥＧＦＲ１高亲和力的
结合来实现的。ＶＥＧＦ通过与血管内皮细胞表面的
ＶＥＧＦＲ２受体结合激活下游信号，促进新生血管的
形成；而目前对于 ＶＥＧＦ和 ＶＥＧＦＲ１结合后的具体
作用尚不是很清楚［９］。有研究发现，ＶＥＧＦＲ１和
ＶＥＧＦ的亲和力是 ＶＥＧＦ和 ＶＥＧＦＲ２亲和力的 １０
倍，曾被认为是抗血管形成因子［１０］，但近几年研究

发现，ＶＥＧＦＲ１具有促血管生长作用，它可以显著促
进内皮细胞的迁移和血管形成。Ｋａｐｐａｓ等［１１］发现

ＶＥＧＦＲ１不仅参与调节ＶＥＧＦＲ２信号通路，并且可
以调节血管内皮细胞的定向迁移和血管分叉的形

成。还有研究发现 ＶＥＧＦＲ１可能是通过激活 ＰＬＣγ
和ＰＩ３Ｋ的酪氨酸磷酸化来放大 ＶＥＧＦ引起的促血
管形成反应［１２］。Ｌｅｅ等［１３］发现 ＰＴＫ７可能在 ＶＥＧ
ＦＲ１引起的促血管形成信号传递过程中发挥重要作
用。本研究中我们发现，ＶＥＧＦＲ１和 ＶＥＧＦＲ２与
ＶＥＧＦ的表达具有很强的一致性，这也证实了 ＶＥＧＦ
的两种受体在血管发育过程中及血管通透性的调节

中发挥着协调作用［１４１５］。同时我们还发现，ＭＩＬ６０
不仅能显著抑制 ＣｏＮＶ生成过程中 ＶＥＧＦ蛋白的表
达，还能抑制ＶＥＧＦＲ１和ＶＥＧＦＲ２蛋白的表达。免
疫组织化学的结果表明，ＶＥＧＦＲ１、ＶＥＧＦＲ２和
ＶＥＧＦ蛋白表达的部位基本一致。碱烧伤后第 １４
天，２５ｍｇ·ｍＬ－１ＭＩＬ６０组的 ＶＥＧＦ、ＶＥＧＦＲ１和
ＶＥＧＦＲ２蛋白表达均显著低于对照组。这说明
ＭＩＬ６０不仅能中和 ＶＥＧＦ，而且还能下调 ＶＥＧＦＲ的
表达，从而进一步降低ＶＥＧＦ与ＶＥＧＦＲ结合反应的
发生，减少ＶＥＧＦ和ＶＥＧＦＲ结合后信号转导和效应
蛋白的合成，最终抑制ＣｏＮＶ的形成。

在ＣｏＮＶ的形成过程中，除了内皮细胞增殖，其
他重要的步骤是细胞外基质和基底膜的降解，以及

管状形成后基底膜的二次形成。在新生血管形成过

程中，内皮细胞要穿过细胞外基质和基质外纤维支

架，而细胞外基质的降解要依赖纤溶酶原纤溶酶系
统、组织蛋白酶和 ＭＭＰｓ等的作用，其中 ＭＭＰｓ发挥
主要作用。ＭＭＰｓ是肽链内切酶家族，可以由多种细
胞分泌；激活的 ＭＭＰｓ能对细胞外基质中不同分子
结构的成分进行降解。ＭＭＰｓ常以无活性酶原形式
存在于正常角膜组织中，在化学、物理和各种不同病

理情况下ＭＭＰｓ均可以被激活。发生角膜病变的过
程中，角膜细胞分泌的蛋白水解酶中有９５％以上是
ＭＭＰｓ［１６］。通常情况下，组织内的ＭＭＰｓ及其抑制剂
能够保持相对平衡状态，但在病理状态下，如 ＣｏＮＶ
形成过程中，细胞外基质被过度破坏，该平衡就被打
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破，ＭＭＰｓ表达增加，从而发挥重要作用［１７］。ＭＭＰ９
作为参与调节 ＣｏＮＶ形成过程中的主要因子之一，
其通过调节角膜细胞外基质来影响细胞和细胞之

间、细胞和基质之间的信号传递，从而调节细胞分

化、黏附、迁移、损伤修复和组织重塑，促进 ＣｏＮＶ的
生成。Ｃｅｊｋａ等［１８］在间充质干细胞治疗兔角膜碱烧

伤的研究中发现，干细胞可以有效降低 ＭＭＰ９和
ＶＥＧＦ的表达，二者表达存在一定协同性。同时，
ＭＭＰ９与ＶＥＧＦ之间也存在协同作用，即 ＭＭＰ９能
促进ＶＥＧＦ的释放，而 ＶＥＧＦ也能促进血管内皮细
胞分泌 ＭＭＰ９［１９２１］。借助活化巨噬细胞来诱导
ＣｏＮＶ生成的研究中发现 ＶＥＧＦ和 ＭＭＰ９均明显上
调［１３］。将成纤维细胞生长因子２缓释药片植入鼠
板层角膜诱发 ＣｏＮＶ的研究中，不仅发现 ＭＭＰ９的
表达增加，而且ＭＭＰ９的增加程度与新生血管的生
长程度一致。抑制ＭＭＰ９的活性，可以减小 ＭＭＰ９
降解细胞外基质的作用从而降低新生血管的发生

率［２２］。在本研究中，我们发现碱烧伤后第 ３天
ＭＭＰ９表达最强，给予ＭＩＬ６０治疗后ＭＭＰ９的表达
水平明显低于对照组。

综上所述，本研究证实ＭＩＬ６０能有效抑制角膜碱
烧伤后ＣｏＮＶ的形成并减轻炎症反应。其早期的抗
ＣｏＮＶ形成效果和抗炎作用与地塞米松相当，有望成
为抗ＣｏＮＶ治疗过程中的一种新的选择。但最佳的给
药途径和给药剂量等问题仍有待于进一步研究。
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