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【实验研究】
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【摘要】　目的　研究氢气水（Ｈ２水）滴眼对大鼠碱烧伤诱导角膜新生血管（ｃｏｒｎｅａｌｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ，ＣＮＶ）的抑制作用并探讨
Ｈ２水抑制ＣＮＶ的机制。方法　ＳＰＦ级 ＳＤ大鼠４８只４８眼，成功建立碱烧伤诱导 ＣＮＶ模型，随机分为空白组、对照组和治疗
组。治疗组给予１．６×１０－６Ｈ２水滴眼，对照组给予妥布霉素地塞米松眼液滴眼，空白组不做任何处理。分别在模型建立后第１
天、第３天、第７天、第１４天测量ＣＮＶ长度，计算ＣＮＶ面积。碱烧伤后第１４天深麻醉下取大鼠角膜及房水，免疫组织化学染色
法检测角膜组织中ＰＥＤＦ蛋白表达，ＲＴＰＣＲ法检测角膜组织中ＰＥＤＦｍＲＮＡ表达，ＥＬＩＳＡ检测房水内ＴＮＦα蛋白表达。结果　
角膜碱烧伤后第３天、第７天、第１４天，治疗组新生血管面积分别为（３．２６±１．８２）ｍｍ２、（８．５９±３．９８）ｍｍ２和（３．２４±２．３４）
ｍｍ２；对照组分别为（４．２７±２．６８）ｍｍ２、（６．４４±４．６７）ｍｍ２和（１５．９８±４．７５）ｍｍ２；空白组分别为（９．４９±２．７９）ｍｍ２、（１７．７１±
４．０６）ｍｍ２和（２５．３５±１．４０）ｍｍ２。碱烧伤后第３天、７天和１４天，治疗组和对照组均小于空白组，差异均有显著统计学意义
（均为Ｐ＜０．０１）；碱烧伤后第３天和第７天，治疗组与对照组差异均无统计学意义（均为Ｐ＞０．０５）；碱烧伤后第１４天治疗组明
显小于对照组，差异具有显著统计学意义（Ｐ＜０．０１）。碱烧伤后第１４天，免疫组织化学染色结果显示，治疗组角膜上皮层
ＰＥＤＦ蛋白表达较对照组和空白组明显增强，基质层新生血管极少；ＲＴＰＣＲ检测结果显示，治疗组 ＰＥＤＦｍＲＮＡ表达明显高于
对照组和空白组，差异均有显著统计学意义（均为Ｐ＜００１）；ＥＬＩＳＡ检测结果显示，治疗组房水中ＴＮＦα蛋白含量明显低于对
照组与空白组，差异均有显著统计学意义（均为Ｐ＜０．０１）。结论　１．６×１０－６Ｈ２水滴眼能有效抑制大鼠碱烧伤诱导的ＣＮＶ。
【关键词】　氢气水；角膜新生血管；色素上皮衍生因子；肿瘤坏死因子α
【中图分类号】　Ｒ７７２．２
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　　角膜是眼屈光间质的重要组成部分，它的无血
管状态是维持角膜透明性的重要因素。但在严重的

化学烧伤、炎症、感染、缺氧等损伤下，会产生角膜新

生血管（ｃｏｒｎｅａｌｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ，ＣＮＶ），不仅可导
致免疫性角膜病的发生，也是角膜移植手术后发生

免疫排斥反应的高危因素，且 ＣＮＶ常因出血渗出及
继发纤维化等导致角膜失去正常的透明性，引起视

力减退甚至失明。在发达国家，新生血管性眼病是

致盲性疾病的首要原因。在发展中国家，眼外伤尤

其是眼部化学伤及热烫伤极其常见，发病率远高于

欧美等发达国家。尽管目前治疗方法很多，但仍缺

乏十分理想的治疗药物。最新的基础和临床研究揭

示氢气水（Ｈ２水）是细胞和器官重要的生理性调节
因子。已有研究表明，Ｈ２水对眼病的治疗

［１］如视网

膜新生血管病变、糖尿病视网膜病变、视网膜缺血
再灌注损伤、化学烧伤及光损伤等方面都有新进展。

本实验主要研究Ｈ２水对大鼠碱烧伤诱导的 ＣＮＶ的
抑制作用，探讨在Ｈ２水干预条件下肿瘤坏死因子α
（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦα）及色素上皮衍生因
子（ｐｉｇｍｅｎｔｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍｄｅｒｉｖｅｄｆａｃｔｏｒ，ＰＥＤＦ）的变化。

１　材料与方法

１．１　实验动物、药物和试剂　ＳＰＦ级健康成年 ＳＤ
大鼠４８只（４８眼），均为右眼，雄性，体质量（２００±
２０）ｇ，购自新疆维吾尔自治区实验动物研究中心。
１６×１０－６Ｈ２水（北京活力氢源生物科技有限公
司），妥布霉素地塞米松滴眼液（典必殊，美国爱尔康

公司比利时分公司），水合氯醛（天津化学试剂厂），

Ｔｒｉｚｏｌ核酸蛋白提取试剂（美国 ＬｉｆｅＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司），ｃＤＮＡ合成试剂盒（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｅｒｍｅｎｔａｓ公
司），荧光定量ＰＣＲ试剂盒（德国Ｑｉａｇｅｎ公司），免疫
组织化学ＡｎｔｉＰＥＤＦ抗体（美国 Ａｂｃａｍ公司），大鼠
ＴＮＦαＥＬＩＳＡ试剂盒（伊莱瑞特生物科技有限公
司）。

１．２　方法
１．２．１　碱烧伤诱导 ＣＮＶ模型　健康成年大鼠，称
体质量后采用１００ｇ·Ｌ－１水合氯醛（３ｍＬ·ｋｇ－１）腹
腔注射麻醉，麻醉起效，托吡卡胺滴眼液散瞳，眼前

段裂隙灯照相，排除眼前段病变。奥布卡因滴眼液

滴眼３次行表面麻醉，吸干眼表，夹取统一规格直径
３ｍｍ单层滤纸，将４μＬ的１ｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＯＨ溶液滴
于滤纸 ９０ｓ，使其达饱和状态，吸除结膜囊多余液
体，将滤纸片置于大鼠角膜中央，计时４０ｓ，取下，立
即用３０ｍＬ生理盐水冲洗结膜囊。模型成功标准：
角膜基质层水肿、混浊明显，虹膜隐约可见。排除碱

烧伤后发生角膜感染、穿孔和前房严重积血的大鼠。

４８只大鼠建模成功。
１．２．２　实验分组和给药方法　碱烧伤诱导 ＣＮＶ模
型４８眼，随机分为治疗组、对照组和空白组，每组各
１６眼。治疗组给予１．６×１０－６Ｈ２水滴眼；对照组给

予妥布霉素地塞米松眼液滴眼，均为每次 １滴（约
１０μＬ），每天４次，连续给药１４ｄ。空白组不做任何
处理。

１．２．３　ＣＮＶ面积计算及定量分析　分别于碱烧伤
后第１天、第３天、第７天、第１４天散瞳，采用裂隙灯
显微镜数字图像处理系统，对右眼进行观察并照相。

根据照片测量并记录新生血管长度：以大鼠角膜缘

９～３点钟位划一横线，再由１２～６点钟位划垂直线，
这两条线将角膜分为４个象限，采用 ＤｉｇｉｍｉｚｅＩｍａｇｅ
Ａｎａｌｙｓｉｓ软件测量各象限内最长的一支血管长度（以
连续且弯曲度小、并与角膜缘切线垂直的新生血管

长度为准）。计算 ＣＮＶ面积：根据 Ｒｏｂｅｒｔ公式 Ｓ＝
Ｃ／１２×３．１４１６×［ｒ２－（ｒ－ｌ）２］，其中 Ｓ为 ＣＮＶ面
积，Ｃ为 ＣＮＶ网的跨圆周钟点数，ｒ为角膜半径约
３ｍｍ，ｌ为新生血管长度。
１．２．４　免疫组织化学染色检测 ＰＥＤＦ蛋白表达　
碱烧伤后第１４天，深麻醉无菌条件下沿角膜缘剪下
角膜组织，置４０ｇ·Ｌ－１多聚甲醛中固定，石蜡包埋。
垂直于角膜表面连续５μｍ切片。采用ＳＰ法检测角
膜组织中ＰＥＤＦ蛋白的表达。常规脱蜡，ＥＤＴＡ抗原
修复（ｐＨ＝８．０），９５℃修复 １５ｍｉｎ，体积分数 ３％
Ｈ２Ｏ２阻断内源性过氧化物酶。滴加山羊血清室温
封闭，滴加 ＰＥＤＦ单克隆抗体一抗（１２００），室温孵
育２．５ｈ，滴加生物素标记的二抗和ＳＰ溶液，ＤＡＢ显
色，苏木素复染，脱水透明后中性树胶封片，光学显

微镜下观察并拍片。染色结果判断：以细胞膜和

（或）细胞质出现棕黄色颗粒为阳性细胞。以正常角

膜组织ＰＥＤＦ表达为阴性对照。
１．２．５　ＲＴＰＣＲ检测 ＰＥＤＦｍＲＮＡ表达　碱烧伤
后第１４天，深麻醉无菌条件下沿角膜缘剪下角膜组
织，Ｔｒｉｚｏｌ法提取总 ＲＮＡ，１０ｇ·Ｌ－１琼脂糖凝胶电
泳，凝胶成像仪下观察目的条带，可明显观察到１８Ｓ
和２８Ｓ两条带，２８Ｓ大约是１８Ｓ的两倍宽。将５μＬ
总ＲＮＡ反转录成 ｃＤＮＡ后扩增。ＰＣＲ反应条件为
９５℃ ２ｍｉｎ，９５℃ ５ｓ，６０℃ ３１ｓ。ＰＥＤＦ和 βａｃｔｉｎ
均为４０个循环。利用荧光信号的变化实时检测
ＰＣＲ扩增反应中每一个循环扩增产物的变化，通过
Ｃｔ值对起始模板进行相对定量分析。
１．２．６　酶联免疫吸附实验检测房水中 ＴＮＦα含量
　碱烧伤后第１４天，深麻醉无菌条件下抽取房水。
加样：分别设空白孔、标准孔、待测样品孔。空白孔

加样品稀释液１００μＬ，余孔分别加标准品和待测样
品１００μＬ，３７℃孵育９０ｍｉｎ。包被抗体：弃去液体，
甩干，每孔加入生物素化抗体工作液１００μＬ，酶标板
加上覆膜，３７℃温育１ｈ；弃去孔内液体，甩干，洗板
３次，每次浸泡１～２ｍｉｎ，大约每孔３５０μＬ，甩干并
在吸水纸上轻拍将孔内液体拍干；每孔加酶结合物

工作液１００μＬ，加上覆膜，３７℃温育３０ｍｉｎ，弃去孔
内液体，甩干，洗板 ５次。显色：每孔加底物溶液
（ＴＭＢ）９０μＬ，酶标板加上覆膜 ３７℃避光孵育 １５
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ｍｉｎ左右，当标准孔出现明显梯度时即可终止，每孔
加终止液５０μＬ，终止反应，此时蓝色立转黄色。检
测：酶标仪在４５０ｎｍ波长测量各孔吸光度（Ａ）值。
１．３　统计学方法　采用ＳＰＳＳ１７．０统计学软件分析
数据，所有数据均以均数±标准差表示，三组不同时
间点ＣＮＶ面积、ＰＥＤＦｍＲＮＡ表达和 ＴＮＦα表达比
较采用单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ）。Ｐ＜０．０５为差
异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＣＮＶ观察结果　碱烧伤后第１天，各组可见
角巩膜缘血管网扩张，未见新生血管芽生长，角膜上

皮部分融解，基质层水肿均较重，瞳孔视不清。碱烧

伤后第３天，各组均见新生血管芽由角膜缘向角膜
中央区生长。空白组可见 ＣＮＶ生长密集，长而粗，
呈毛刷状，已形成新生血管网，但未达角膜中央区，

累及面积达到１／２～１，角膜水肿明显，中央区上皮缺
失；对照组与治疗组仅可见新生血管芽，短而细，生

长稀疏，但对照组角膜上皮中央区缺失面积较大（图

１）。碱烧伤后第７天，空白组 ＣＮＶ生长达到高峰，
密集粗乱，交织成网，角膜上皮已基本愈合；对照组

与治疗组血管生长缓慢，稀疏，较细，治疗组角膜上

皮已基本愈合，对照组部分角膜中央可见溃疡面（图

２）。碱烧伤后第１４天，空白组新生血管已达角膜中
央，粗大且密集；对照组可见周边小血管有退化趋

势，仍有较多粗大血管，累及面积达１／２以上，部分
角膜中央区变薄，２例穿孔；治疗组周边细小血管已
退化，其余血管短而稀疏，色淡（图３）。

图１　大鼠角膜碱烧伤后第３天ＣＮＶ照片。Ａ、Ｂ、Ｃ分别为空白
组、对照组和治疗组

三组不同时间点 ＣＮＶ面积比较情况见表１，碱
烧伤后第３天、第７天和第１４天，治疗组和对照组
均小于空白组，差异均有显著统计学意义（均为 Ｐ＜
０．０１）；碱烧伤后第３天、第７天，治疗组与对照组差
异均无统计学意义（均为 Ｐ＞０．０５）；碱烧伤后第１４
天，治疗组明显小于对照组，差异具有显著统计学意

义（Ｐ＜００１）。
２．２　免疫组织化学染色检测 ＰＥＤＦ蛋白表达　碱
烧伤后第１４天，ＨＥ常规染色结果显示，空白组见角
膜上皮下炎细胞浸润（图４Ａ），伴有大量弥漫性血管
增生，可见成熟的新生血管，血管腔内可见大量红细

胞；对照组（图４Ｂ）见部分角膜上皮缺失，肉芽组织

形成，上皮下炎细胞浸润，可见较多增生的血管，局

灶区域血管密集，血管腔内见大量红细胞；治疗组

（图４Ｃ）见角膜上皮下少许炎细胞浸润，可见极少散
在的增生血管，伴有纤维增生，上皮修复。免疫组织

化学染色结果显示：治疗组 ＰＥＤＦ蛋白表达于角膜
上皮全层，细胞浆浓度明显增加，呈棕褐色，上皮下

见较多血管，血管内皮细胞染色加深，呈棕褐色；对

照组 ＰＥＤＦ蛋白在角膜上皮表达增多，呈棕黄色，细
胞浆含量增加，内皮层及新生血管内皮细胞中也有

表达；空白组 ＰＥＤＦ蛋白在角膜上皮及血管内皮中
有少量表达（图５）。

图２　大鼠角膜碱烧伤后第７天ＣＮＶ照片。Ａ、Ｂ、Ｃ分别为空白
组、对照组和治疗组

图３　大鼠角膜碱烧伤后第１４天 ＣＮＶ照片。Ａ、Ｂ、Ｃ分别为空
白组、对照组和治疗组

表１　大鼠角膜碱烧伤后不同时间点３组ＣＮＶ面积
（珋ｘ±ｓ）

组别
ＣＮＶ面积／ｍｍ２

第３天 第７天 第１４天

空白组 ９．４９±２．７９ １７．７１±４．０６ ２５．３５±１．４０

对照组 ４．２７±２．６８ ６．４４±４．６７ １５．９８±４．７５

治疗组 ３．２６±１．８２ ８．５９±３．９８ ３．２４±２．３４

２．３　ＲＴＰＣＲ检测角膜 ＰＥＤＦｍＲＮＡ表达　ＲＴ
ＰＣＲ检测角膜组织中 ＰＥＤＦｍＲＮＡ结果显示，碱烧
伤后第１４天，治疗组角膜组织中 ＰＥＤＦｍＲＮＡ表达
量为０．６８±０．１８，对照组为０．４７±０．１０，空白组为
０．２２±０．４７，治疗组明显高于对照组和空白组，差异
均有统计学意义（均为Ｐ＜０．０１）。
２．４　酶联免疫吸附实验测定房水中 ＴＮＦα表达　
ＥＬＩＳＡ法检测房水中 ＴＮＦα蛋白含量结果显示，碱
烧伤后第１４天，治疗组房水中 ＴＮＦα蛋白含量为
（２４．０９±６．０２）ｎｇ·Ｌ－１，对照组为（３８．８８±４．３６）
ｎｇ·Ｌ－１，空白组为（５８．５５±１３．２５）ｎｇ·Ｌ－１，治疗组
明显低于对照组与空白组，差异均有显著统计学意

义（均为Ｐ＜０．０１）。
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图４　大鼠角膜碱烧伤第１４天常规ＨＥ染色。Ａ：空白组；Ｂ：对照组；Ｃ：治疗组

图５　大鼠角膜碱烧伤后第１４天免疫组织化学染色检测ＰＥＤＦ蛋白表达。Ａ：空白组；Ｂ：对照组；Ｃ：治疗组

３　讨论

碱烧伤诱导的 ＣＮＶ是许多细胞因子参与并相
互作用的一个复杂过程［２］。一方面，体内高活性分

子如活性氧自由基和活性氮自由基产生过多，氧化

程度超出氧化物的清除，氧化系统和抗氧化系统失

衡，使一系列促炎症因子、细胞因子和趋化因子的释

放，导致 ＣＮＶ形成；另一方面，碱离解成羟自由基
（ＯＨ－）和阳离子。羟基离子与组织内的脂肪结合，
起皂化作用使组织软化，蛋白质溶解，碱性物质继续

向深部扩散，穿透角膜基质进入眼内，导致一系列严

重眼内改变。目前已经证实的主要因素包括［３］：血

管内皮细胞生长因子、炎症因子、ＴＮＦα、基质金属蛋
白酶（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ，ＭＭＰｓ）、ＰＥＤＦ等。因
此深入研究各因子之间的关系对 ＣＮＶ的预防和治
疗有重要意义。

Ｈ２水具有抗炎症
［４］

!

抗氧化［５］、抗凋亡［６］等作

用［７］。其机制一方面与 ＯＨ－和过氧亚硝基阴离子
（ＯＮＯＯ－）反应发挥选择性抗氧化作用；另一方面通
过调控炎症因子如白细胞介素和ＴＮＦα等起到抗炎
作用。Ｈ２水还具有相对分子质量小、水溶性和脂溶性
良好、可通过自由扩散穿透细胞膜到达线粒体等靶向

细胞器的优势。Ｋｕｂｏｔａ等［８］通过制作大鼠碱烧伤诱

导的ＣＮＶ模型，发现 Ｈ２水可以抑制 ＮＦκＢ信号通

路，减少ＯＨ－生成 Ｈ２Ｏ２，抑制脂质过氧化。碱烧伤
后立即用浓度为（０５～０６）×１０－６Ｈ２水灌洗眼球表
面３０ｍｉｎ，对照组使用 ＰＢＳ，结果表明，使用 Ｈ２水的
ＣＮＶ面积和ＶＥＧＦ表达水平明显低于对照组。有学
者［９］又发现，Ｈ２水可以预防白内障超声乳化手术诱导
的氧化应激角膜内皮损伤。游玉霞等［１０］研究发现Ｈ２
水对缝线诱导的ＣＮＶ有抑制作用。

本研究采用了碱烧伤诱导的 ＣＮＶ模型，与缝线
诱导的ＣＮＶ模型相比，其机制上复杂的化学因素与
单纯的物理性刺激仍存在不同。本研究通过 Ｈ２水
滴眼，每次１滴（约１０μＬ），每天４次，连续给药１４
ｄ。对照组选取妥布霉素地塞米松滴眼液，分别在碱
烧伤后第１天、第３天、第７天和１４天观察 ＣＮＶ生
长面积，结果显示，治疗组和对照组在各时间点均较

空白组明显减少，差异均有统计学意义（均为 Ｐ＜
００１）；碱烧伤后第３天，治疗组 ＣＮＶ面积虽小于对
照组，但差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；碱烧伤后第
７天，治疗组ＣＮＶ面积稍大于对照组，差异无统计学
意义（Ｐ＞０．０５）。考虑为虽然 Ｈ２水发挥了抑制
ＣＮＶ的作用，但与对照组相比，短期效果差异尚无统
计学意义。在碱烧伤诱导的 ＣＮＶ初期，两种药物没
有明显差异，但随着用药时间的延长，碱烧伤后第１４
天，治疗组 ＣＮＶ面积明显小于对照组，表现出良好
的抑制作用，两组差异有显著统计学意义（Ｐ＜
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００１）。并且本研究检测了角膜及房水中ＰＥＤＦｍＲ
ＮＡ及ＴＮＦα蛋白表达，碱烧伤后第１４天，治疗组角
膜组织中ＰＥＤＦｍＲＮＡ含量明显高于对照组和空白
组，差异均有显著统计学意义（均为 Ｐ＜０．０１）。治
疗组房水中ＴＮＦα蛋白含量明显低于对照组与空白
组，差异均有显著统计学意义（均为 Ｐ＜０．０１）。因
此，Ｈ２水滴眼对大鼠碱烧伤诱导的ＣＮＶ具有抑制作
用，可能通过调控炎症因子 ＴＮＦα，继而提高 ＰＥＤＦ
表达量，抑制新生血管，ＰＥＤＦ是已知的最强的内源
性血管抑制因子，具有高效性。且 ＰＥＤＦ的抑制作
用只针对新生血管，对健康的血管无害、安全。它在

正常人眼组织中高表达，被认为是维持角膜、玻璃体

无血管的关键因素［１１］。Ｙａｍａｇｉｓｈｉ等［１２］研究发现

ＴＮＦα能使细胞内活性氧自由基的产生明显增加，
并诱导白细胞介素６的产生，进而下调能抑制内皮
细胞生长和迁移的ＰＥＤＦｍＲＮＡ表达。

本研究中 Ｈ２水浓度为１．６×１０
－６，未见眼前节

及全身毒性反应，但对照组在治疗过程中出现２例
角膜穿孔。因此，Ｈ２水在治疗碱烧伤诱导的ＣＮＶ在
烧伤后的炎症期与非炎症期均有一定抑制作用，且

远期治疗效果较激素类明显增强。长期使用激素类

药物可导致眼压升高、机会性感染，诱发后囊膜下白

内障、角膜穿孔等。抗 ＶＥＧＦ药物也是当前国内外
治疗新生血管研究的热点。然而，此类药物只对症

治疗而非病因治疗，且作用时间短，需反复多次注

射，不仅增加了注射导致的并发症几率，也加重了患

者经济负担。Ｈ２水是自然元素，获取方便且价格低
廉，对人体无明显毒副作用，本研究虽样本量较小，

但对未来临床治疗ＣＮＶ提供了一种崭新的策略。
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