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【摘要】　目的　探讨雷珠单抗对角膜新生血管（ｃｏｒｎｅａｌｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ，ＣＮＶ）的抑
制作用以及对血管生成相关ｍｉＲＮＡｓ表达的影响。方法　取２４只ＳＤ大鼠随机分为
３组，左眼角膜缝线法制备ＣＮＶ模型后分为模型组和治疗组（结膜下注射１０ｇ·Ｌ－１

雷珠单抗注射液），每组各８只，剩余８只作为空白组。术后第８天评估大鼠ＣＮＶ长
度及面积，行组织病理学检查及 ＣＤ３１免疫荧光染色。检索基因芯片与生物信息学
数据库，选择血管生成相关的ｍｉＲＮＡｓ，实时荧光定量ＰＣＲ验证各组ＶＥＧＦＡ及ｍｉＲ
ＮＡｓ的表达。采用生物信息学方法分析 ｍｉＲＮＡ靶基因富集通路。结果　治疗组大
鼠ＣＮＶ长度、面积均小于模型组，差异均有统计学意义（均为Ｐ＜０．０１）。ＨＥ染色显
示，治疗组大鼠角膜仅有少量新生血管及炎症细胞，模型组大鼠角膜中出现大量新生

血管且各层均可见炎症细胞。ＣＤ３１免疫荧光染色显示，模型组及治疗组中角膜均可
见ＤＡＰＩ阳性染色，ＣＤ３１主要在基质层表达，形成环形管腔结构。模型组 ＣＤ３１染色
阳性的每个视野微血管数为（９．８３±１．８５）个（４００倍），治疗组中每个视野微血管数
为（４．５８±１．３８）个，３组角膜微血管数差异有统计学意义（Ｆ＝１６３．６５，Ｐ＜０．０１）。治
疗组ＶＥＧＦＡｍＲＮＡ表达水平低于模型组，ｍｉＲ１５ｂ、ｍｉＲ１６、ｍｉＲ２９ｃ表达水平均高
于模型组，差异均有统计学意义（均为 Ｐ＜０．０１）。差异 ｍｉＲＮＡｓ的靶基因主要富集
于血管生成、蛋白结合等通路。结论　结膜下注射雷珠单抗能抑制大鼠 ＣＮＶ，降低
ＶＥＧＦＡ表达并改变相关ｍｉＲＮＡｓ表达水平。
【关键词】　角膜新生血管；雷珠单抗；ｍｉｃｒｏＲＮＡ
【中图分类号】　Ｒ７７２．２

　　角膜透明是屈光及视路通畅的关键。角膜新生
血管（ｃｏｒｎｅａｌｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ，ＣＮＶ）可破坏角膜正
常结构，促进炎症反应，增强移植物与受体免疫系统

的联系，并能诱导严重免疫反应［１］。ＶＥＧＦ是一种促
血管生成因子，ＶＥＧＦＡ是其最重要的亚型，与 ＣＮＶ
发生发展密切相关［２］。雷珠单抗是第二代抗 ＶＥＧＦ
药物，亲和力强并能结合 ＶＥＧＦＡ所有异构体，在眼
底新生血管疾病的治疗中效果显著，安全稳定［３］。

尽管研究表明雷珠单抗可用于治疗 ＣＮＶ，但尚未大
规模用于临床。ｍｉＲＮＡｓ是转录后调节因子，通过调
节靶基因的表达，驱动或抑制血管新生、氧化应激、

免疫应答等级联反应［４］。近年来多项研究发现，

ＣＮＶ形成后，其组织内多个 ｍｉＲＮＡｓ及其靶基因的
表达发生改变［５６］。本研究探讨雷珠单抗对 ＣＮＶ的

抑制作用以及对 ＶＥＧＦＡ和血管生成相关 ｍｉＲＮＡｓ
表达的影响。

１　材料与方法　

１．１　实验动物及分组　选取２４只 ＳＰＦ级 ＳＤ大鼠
（南方医科大学动物实验中心），雄性，８～１０周龄，
体质量（２１０±１０）ｇ，可自由摄食、饮水。实验前检查
双眼，排除眼部结构异常的动物。采用随机数字表

法分为 ３组；取 １６只大鼠用左眼角膜缝线法制备
ＣＮＶ模型后分为模型组和治疗组（结膜下注射 １０
ｇ·Ｌ－１雷珠单抗注射液），每组各８只，剩余８只作
为空白组。本实验遵循广东省实验动物管理条例，

并取得南方医科大学伦理委员会批准。

１．２　主要试剂及仪器　雷珠单抗注射液（瑞士诺华
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制药公司），左氧氟沙星滴眼液（日本 Ｓａｎｔｅｎ公司），
１００尼龙线（美国Ａｌｃｏｎ公司），免疫荧光抗体（英国
Ａｂｃａｍ公司），总ＲＮＡ抽提试剂、ＲＮＡ逆转录试剂盒
及实时荧光定量ＰＣＲ试剂盒（日本Ｔａｋａｒａ公司），苏
木素伊红染色试剂（中国碧云天生物公司）。手术
显微镜及共聚焦显微镜（德国 Ｌｅｉｃａ公司）。本研究
引物由广州擎科生物公司设计合成。

１．３　手术方法　所有动物适应性喂养 １周，术前
３ｄ以左氧氟沙星滴眼液每天滴眼３次，用戊巴比妥
钠按１．５ｍＬ·ｋｇ－１腹腔注射诱导全身麻醉，盐酸丁
卡因滴眼液滴眼３次进行表面麻醉，络合碘消毒眼
周，生理盐水冲洗术眼。在显微镜直视下用３．０ｍｍ
环钻在角膜中央做轻压迹，１００无损伤缝线自压痕
处向角膜缘方向进针，穿过角膜基质层，跨度约１０
ｍｍ，等距间断缝合３处（１１００、１２００和１００钟
位），打双结后留置１．０ｍｍ不包埋线头。模型组建
模后除每天用抗生素滴眼外不予任何处理。治疗组

于建模后第１、３、５、７天结膜下注射０．０５ｍＬ雷珠单
抗注射液，注射位置为１２００钟位近角膜缘处，术
后滴抗生素眼液预防感染。术后每天在裂隙灯下检

查缝线在位情况，如果发现脱落，及时补针，若缝线

再次脱落，或出现角膜感染、穿孔则剔除并及时补充

动物。

１．４　ＣＮＶ长度及面积的测量　术后８ｄ随机抽取
６只大鼠用裂隙灯显微镜数字图像处理系统散瞳后
对左眼进行照相，用游标卡尺测量与角膜缘垂直生

长的最长新生血管及分布的范围，应用 Ｒｏｂｅｒｔ公式
Ｓ＝Ｃ×３．１４１６［ｒ２－（ｒ－ｌ）２］／１２，求出大鼠 ＣＮＶ面
积［７］。Ｃ、ｒ、ｌ分别代表新生血管侵及角膜圆周钟点
数、大鼠角膜半径、角膜最长垂直血管的长度。

１．５　角膜组织病理学检查　各组随机抽取３只大
鼠，采用过量麻醉剂处死后摘除眼球，４０ｇ·Ｌ－１多聚
甲醛溶液固定２４ｈ，梯度酒精脱水处理，浸蜡，制成
石蜡组织块后垂直于眼轴方向切片，厚度５μｍ，进
行ＨＥ染色，镜检照相。
１．６　ＣＤ３１免疫荧光染色　将切片脱蜡后进行抗原
修复，用体积分数１０％驴血清室温孵育 ３０ｍｉｎ后
移去血清，滴加稀释后的兔抗大鼠 ＣＤ３１一抗，４℃
孵育过夜。ＴＢＳＴ反复冲洗３次，每次３ｍｉｎ。随后
滴加 ＦＩＴＣ标记的驴抗兔 ＩｇＧ，室温避光孵育 １ｈ，
ＴＢＳＴ冲洗３次，ＤＡＰＩ避光孵育３０ｍｉｎ。ＴＢＳＴ洗３
次，每次５ｍｉｎ，以防荧光淬灭剂封片，激光共聚焦
显微镜下扫描后观察及拍照。参照文献［８］，随机
选取各组４００倍镜下４个视野，计算血管数、血管
密度平均值。

１．７　目标ｍｉＲＮＡ选择与靶基因预测及生物信息学
分析　检索大鼠ＣＮＶ芯片相关文献［９］，应用４个基
于不同算法的生物信息学数据库 ｍｉＲＷａｌｋ、Ｔａｒ
ｇｅｔＳｃａｎ、ｍｉＲＤＢ、ｍｉＲＴａｒＢａｓｅ，选出与血管生成通路关
系密切的８个 ｍｉＲＮＡｓ纳入研究。通过数据库预测

其靶基因，选取３个及以上数据库中能预测到的靶
基因行ＧＯ和ＫＥＧＧＰａｔｈｗａｙ分析。
１．８　实时定量ＰＣＲ检测　各组用过量麻醉剂处死
５只大鼠，沿角膜缘完整取下带１．０ｍｍ巩膜的角
膜，分离虹膜，修剪边缘并用生理盐水冲洗。按 Ｔｒ
ｉｚｏｌ法提取总 ＲＮＡ，测定浓度和纯度，取 ４５０ｎｇ
ＲＮＡ分别按照 ｍｉＲＮＡ及 ｍＲＮＡ逆转录试剂盒说
明书获得 ｃＤＮＡ。使用ＳＹＢＲＧＲＥＥＮ法进行ｃＤＮＡ
扩增：９５℃预变性３０ｓ，９５℃变性５ｓ，６０℃退火
３２ｓ，总计４０个循环。采用２－△△Ｃｔ法计算目的基因
的相 对 表 达 量。ＰＣＲ引 物 序 列：ｍｉＲ１５ｂ：３’
ＣＣＧＣＧＣＧＴＡＧＣＡＧＣＡＣＡＴＣＡＴＧＧＴＴＴＡＣＡ５’， ｍｉＲ
１６：３’ＧＣＧＣＧＴＡＧＣＡＧＣＡＣＧＴＡＡＡＴＡＴＴＧＧＣＧ５’，
ｍｉＲ２９ｃ：３’ＣＧＣＧＣＧＴＡＧＣＡＣＣＡＴＴＴＧＡＡＡＴＣＧＧＴＴＡ
５’，ｍｉＲ１２６：３’ＡＴＴＡＴＴＡＣＴＴＴＴＧＧＴＡＣＧＣＧ５’，ｍｉＲ
１９５：３’ＣＧＣＧＣＧＴＡＧＣＡＧＣＡＣＡＧＡＡＡＴＡＴＴＧＧＣ５’，
ｍｉＲ２１０：３’ＣＴＧＴＧＣＧＴＧＴＧＡＣＡＧＣＧＧ５’，ｍｉＲ３２２：
３’ＣＡＧＣＡＧＣＡＡＴＴＣＡＴＧＴＴＴＴＧＧ５’，ｍｉＲ４９７：３’
ＣＡＧＣＡＣＡＣＴＧＴＧＧＴＴＴＧＴＡ５’，ＶＥＧＦＡ上游引物为
３’ＣＣＡＧＧＡＧＴＡＣＣＣＣＧＡＴＧＡＧＡＴ５’、下游引物为
３’ＴＣＣＡＧＧＧＣＴＴＣＡＴＣＡＴＴＧＣ５’，ＧＡＰＤＨ上游引物
为３’ＴＣＴＣＴＧＣＴＣＣＴＣＣＣＴＧＴＴＣＴＡ５’、下游引物为
３’ＡＡＧＡＧＡＡＧＧＣＡＧＣＣＣＴＧＧＴＡＡ５’，Ｕ６上游引物为
３’ＧＧＡＡＣＧＡＴＡＣＡＧＡＧＡＡＧＡＴＴＡＧＣ５’、下游引物为
３’ＴＧＧＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧ５’。ＶＥＧＦＡ 内
参选用ＧＡＰＤＨ，ｍｉＲＮＡ内参选用Ｕ６校正。
１．９　统计学分析　本研究数据采用ＳＰＳＳ２０．０统计
学软件进行统计与分析。采用单因素方差分析比较

各组ＣＮＶ长度、面积和 ｍＲＮＡ及 ｍｉＲＮＡ相对表达
量，组间两两比较采用 ＬＳＤ检验。方差不齐时进行
Ｗｅｌｃｈ法校正，ＤｕｎｎｅｔｔＴ３法进行比较。检验水准：
α＝０．０５。

２　结果　

２．１　术后各组大鼠ＣＮＶ形态和ＣＮＶ长度、面积检
测结果　术后第８天，空白组大鼠角膜缘血管无充
血扩张，未见新生血管生长（图１Ａ）；模型组术后第２
天角膜缝线周围轻度水肿，角膜缘血管变粗，术后第

４～５天向心性蔓延，生长快速，至术后第８天时见大
鼠角膜血管粗大密集，交汇成血管网，大部分超过缝

线处，范围集中在４个钟点位（图１Ｂ）；治疗组大鼠
角膜术后第３天缝线处水肿，角膜缘血管芽状生长，
术后第８天少量血管超过缝线，分布范围局限在３
个钟点位（图 １Ｃ）。治疗组大鼠 ＣＮＶ长度为
（１．８２±０．１６）ｍｍ，明显小于模型组 ＣＮＶ长度
（２．２４±０．２１）ｍｍ；治疗组 ＣＮＶ面积为（７．４１±
０５８）ｍｍ２，明显小于模型组 ＣＮＶ面积（９．５２±
０４５）ｍｍ２；两组ＣＮＶ长度以及 ＣＮＶ面积差异均有
统计学意义（均为Ｐ＜０．０１）。
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图１　术后第８天各组大鼠ＣＮＶ形态　Ａ：空白组；
Ｂ：模型组；Ｃ：治疗组

２．２　术后第８天各组大鼠角膜组织 ＨＥ染色　空
白组大鼠角膜无水肿，结构正常，未见新生血管及炎

症细胞（图２Ａ）。模型组大鼠角膜水肿，各层均可见
炎症细胞，大量新生血管和空泡集中于基质层，其内

可见大量红细胞，结构紊乱（图２Ｂ）。治疗组大鼠角
膜轻度水肿，基质层血管、空泡较模型组稀疏，仅见

少量炎症细胞浸润（图２Ｃ）。
２．３　术后第８天各组大鼠角膜 ＣＤ３１免疫荧光染
色结果　空白组角膜中可见ＤＡＰＩ阳性染色（蓝色荧

图２　术后第８天各组大鼠角膜组织 ＨＥ染色（×
２００）　Ａ：空白组；Ｂ：模型组；Ｃ：治疗组；箭头示新生血管管
腔内出现红细胞

光），未见ＣＤ３１信号。模型组及治疗组中角膜均可
见ＤＡＰＩ阳性染色，ＣＤ３１（绿色荧光）主要在基质层
表达，形成环形管腔结构。模型组ＣＤ３１染色阳性的
每个视野微血管数为（９．８３±１．８５）个（４００倍），治
疗组中每个视野微血管数为（４．５８±１．３８）个，３组
角膜微血管数差异有统计学意义（Ｆ＝１６３．６５，Ｐ＜
０．０１）（见图３）。

图３　术后第８天各组大鼠角膜ＣＤ３１免疫荧光染色结果（×４００）　Ａ：空白组；Ｂ：模型组；Ｃ：治疗组；Ｄ：各组微血
管数，与模型组相比，Ｐ＜０．０１；与空白组相比，＃＃Ｐ＜０．０１

２．４　术后第８天各组大鼠角膜血管生成相关基因
相对表达量　术后第８天，治疗组大鼠角膜中 ｍｉＲ
１５ｂ、ｍｉＲ１６、ｍｉＲ２９ｃｍＲＮＡ的相对表达量高于模型
组，ＶＥＧＦＡｍＲＮＡ相对表达量低于模型组，差异均
有统计学意义（均为Ｐ＜０．０１）；与空白组相比，模型
组及治疗组中 ｍｉＲ１２６、ｍｉＲ２１０、ｍｉＲ３２２的表达显
著上调，差异均有统计学意义（均为Ｐ＜０．０１），而模
型组及治疗组组间差异均无统计学意义（均为 Ｐ＞
０．０５）。三组间 ｍｉＲ１９５、ｍｉＲ４９７的相对表达量比
较，差异均无统计学意义（均为Ｐ＞０．０５）（见图４）。
２．５　ｍｉＲＮＡ靶基因预测和功能分析　为进一步了
解以上差异表达ｍｉＲＮＡｓ潜在的生物学功能，利用数
据库对差异ｍｉＲＮＡｓ的靶基因进行生物信息学分析。
３个及以上数据库均能预测到 ｍｉＲ１５ｂ、ｍｉＲ１６、
ｍｉＲ２９ｃ的靶基因分别有１８７个、１２０个和１个。ＧＯ
分析结果显示，其靶基因富集于细胞代谢过程、蛋白

质结合、酶结合等。与血管生成有关的条目有

ＭＡＰＫ级联激活、血管重构等。ＫＥＧＧ通路富集分析
结果显示，靶基因富集于黏着斑通路、ｍＴＯＲ信号通

路、ＴＮＦ信号通路等。与血管生成相关的通路呈现
明显富集，如 ｍＴＯＲ信号通路、ＶＥＧＦ信号通路、
Ｐ１３ＫＡｋｔ信号通路等。

图４　术后第８天各组大鼠角膜 ＶＥＧＦ及血管生
成相关ｍｉＲＮＡｓ相对表达量　与模型组相比，Ｐ＜
０．０１；与空白组相比，＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１
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３　讨论

ＣＮＶ严重威胁视力，如不及时治疗，会导致角膜
水肿、瘢痕形成、脂质及蛋白质沉积，破坏角膜正常

的结构。目前，我国有大约４００万因角膜病而致盲
的患者［１０］。尽管有许多抑制ＣＮＶ的策略，而彻底治
愈角膜盲的方法仅有角膜移植，但是 ＣＮＶ会抑制角
膜“免疫赦免”状态，极大地降低角膜移植术后植片

的存活率及视力预后［１１］。因此，抑制ＣＮＶ生长是预
防角膜盲的重要策略。目前研究认为ＶＥＧＦ是ＣＮＶ
形成的关键因素。角膜基质内置线可引起角膜炎

症、缺氧，触发 ＶＥＧＦ释放，引起病理性 ＣＮＶ。大鼠
角膜基质置线后第５－７天血管生长速率最快，术后
１０ｄ左右开始出现消退，与碱烧伤诱导的 ＣＮＶ相
比，生长范围更稳定，重复性好。本研究选择缝线法

建立ＣＮＶ模型，术后第８天评价药物治疗效果。此
外，ＣＤ３１高表达于血管内皮细胞膜，通过分泌活性
物质参与血管生成，能可靠直观地显示新生血管的

数量和密度［１２］。本研究通过对比ＣＤ３１表达发现治
疗组角膜微血管数明显低于模型组，表明结膜下注

射雷珠单抗对大鼠 ＣＮＶ生长的进程具有减缓和抑
制作用。Ｊｏａｃｈｉｍ等［１３］对人、鼠ＶＥＧＦ蛋白进行斑点
印迹杂交证明，雷珠单抗对大鼠的 ＶＥＧＦＡ具有亲
和力。另有研究发现，雷珠单抗能抑制人淋巴内皮

细胞及血管内皮细胞增殖，减少角膜血管及淋巴管

生成，调控小鼠ＣＮＶ的生成［１４］。

基因表达异常能导致新生血管发生发展，ｍｉＲ
ＮＡｓ通过介导ＶＥＧＦ等关键蛋白来调节血管内皮细
胞生理病理过程，参与血管生成级联反应［１５］。研究

发现，药物可通 ｍｉＲＮＡｍＲＮＡ网络来调控其靶基因
表达水平［１６］。近期研究表明，雷珠单抗能改变视网

膜血管内皮细胞ｍｉＲＮＡ的表达谱［１７］，但尚不清楚雷

珠单抗是否可以通过调控 ｍｉＲＮＡ来影响 ＣＮＶ的生
成。因此，我们选取８个与血管生成相关的 ｍｉＲＮＡｓ
进行实时定量ＰＣＲ，结果显示治疗组与模型组相比，
ＶＥＧＦ的表达降低且部分 ｍｉＲＮＡｓ的表达水平也发
生改变。由此推测，雷珠单抗可能通过调节 ｍｉＲＮＡｓ
表达来调控ＶＥＧＦ表达，从而影响ＣＮＶ的形成。

研究发现，过表达 ｍｉＲ１５ｂ能抑制小鼠的动脉
发生和血管生成，荧光素酶实验证实蛋白激酶是

ｍｉＲ１５ｂ５ｐ的靶基因［１８］。ｍｉＲ２９ｃ在心血管疾病和
肿瘤中具有重要作用，如鼻咽癌［１９］、胃癌［２０］及宫颈

癌［２１］等。ｍｉＲ１２６有双向血管调节作用，可促进内
皮祖细胞迁移并形成血管，从而提高内皮祖细胞存

活率并增加毛细血管密度［２２］，而在视网膜组织中，

其类似物通过下调早产小鼠视网膜病变模型中视网

膜ｐ３８ＭＡＰＫ和细胞外调节蛋白激酶，减少视网膜
新生血管［２３］。ｍｉＲ２１０是“缺氧敏感型”ｍｉＲＮＡ，过
表达ｍｉＲ２１０可减少小鼠心肌梗死后心肌细胞死
亡，促进梗死灶血管再生［２４］。

为进一步明确差异ｍｉＲＮＡｓ的作用，我们对差异
ｍｉＲＮＡｓ的靶基因进行生物信息学分析，结果显示其
靶基因富集于多条与新生血管及炎症相关的通路。

在此基础上我们推测，其可能通过改变 ｍｉＲＮＡ生物
学功能影响多条血管生成相关通路从而抑制缝线诱

导的ＣＮＶ的形成。
综上所述，结膜下注射雷珠单抗能抑制大鼠

ＣＮＶ，降低 ＶＥＧＦＡ表达并改变相关 ｍｉＲＮＡｓ表达
水平。
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Ｔｈａｌｉｄｏｍｉｄｅｉｓａｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．ＰｒｏｃＮａｔｌ
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ＥＲＮＧ，ＨＡＮＳＪＵＥＲＧＥＮＡ，ｅｔａｌ．Ｉｍｐａｃｔｏｆａｎｇｉｏｇｅｎｉｃａｃｔｉ
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ｃｒｏＲＮＡ１２６ｉｎｈｉｂｉｔｓｉｓｃｈｅｍｉａｉｎｄｕｃｅｄｒｅｔｉｎａｌｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒ
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