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Abstract
誗 AIM: To test whether subconjunctival injection of
avastin could suppress corneal neovascularization
induced by alkali injury and study its mechanisms.
誗METHODS: Alkali injury was induced by application of
1mol / L NaOH to right eyes of New Zealand white rabbits
for 30 seconds ( n = 20 ) . All animals were randomly
assigned to A, B groups, each consisting of 10 eyes.
Group A received subjunctival injection of avastin after
alkali injury immediately in 2. 5mg dosage. Group B
received subconjuctival injection of normal salt.
Biomicroscopic neovascularization was observed on 3, 7,
14, 21 and 28 days. The average length, area and
inhibitory rate of corneal neovascularization (CNV) were
calculated respectively. Five rabbits were randomly killed
in each group on 7 and 28 days and the corneas were
taken for histopathological examination. Immunohistochemical
studies on the expression of VEGF in corneal paraffin
sections were also carried out.
誗RESULTS:The vessel meshworks of corneal limb were

dilated and congested on the 1st day, then
neovascularization (NV) began to invade cornea on 3 rd

day, and reached to its developmental peaks between 7
and 14 days, lastly, NV started to regress on 14-21 days
after alkali injury. Significant difference (P<0. 05) in the
area of NV, average length of NV and corneal edema
were found respectively between group A and B ( P <
0郾 05); the inhibitory rate of CNV ranges from 44. 2% to
55% in group A. There were slight epithelium and fiber
edema in group A,and disappeared in the late, the fiber
arranged straightly and less NV intruded into the central
cornea. Immunohistochemical studies indicated that the
expression of vascular endothelial growth factor (VEGF)
in group A was obvious lower compared to group B on 7
and 28 days.
誗CONCLUSION:Avastin suppresses corneal neovascu -
larization induced by alkali injury on rabbit eyes with
subconjunctival injection through decreasing expression
of VEGF.
誗KEYWORDS:avastin; corneal neovascularization; alkali
injury; vascular endothelium growth factor
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摘要

目的:观察结膜下注射 Avastin 对实验性兔眼角膜新生血

管(neovascularization,NV)的抑制作用,初步探讨作用机制。
方法:应用 5mm 直径的加样器 (末端附有棉片) 吸入

1mol / L NaOH 接触新西兰兔右眼(20 眼)中央角膜区烧

灼 30s,制作碱烧伤兔眼角膜 NV 模型。 将实验兔随机分

成 2 组,10 眼(A 组)碱烧伤后立即结膜下注射 Avastin
2郾 5mg;其余 10 眼为对照组(B 组),结膜下注射等量生理

盐水。 烧灼后次日每天裂隙灯观察角膜 NV、角膜水肿情

况,分别于 3,7,14,21,28d 裂隙灯照相并计算 NV 面积及

NV 抑制率。 伤后 7,28d 各组随即处死 5 只实验兔,取角
膜组织做石蜡切片行组织病理学检查及 VEGF 免疫组织

化学检测。
结果:两组兔眼伤后第 1d 角膜缘血管网明显扩张充血,
3d 时血管开始侵入角膜,7 ~ 14d 时 NV 达到高峰,14 ~
21d 后 NV 稳定并逐渐回退。 两组角膜 NV 长度、NV 面

积及角膜水肿程度存在差异(P<0. 05);A 组各时间点角

膜 NV 抑制率为 44. 2% ~ 55% 。 A 组角膜上皮及实质层

水肿较轻,NV 较少,后弹力层基本完整,VEGF 表达明显
弱于 B 组。
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结论:结膜下注射 Avastin 对碱烧伤诱导的兔眼角膜 NV
形成及生长具有明显的抑制作用,可能通过下调 VEGF
表达发挥作用。
关键词:Avastin;角膜新生血管;碱烧伤;血管内皮生长因子
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0 引言

摇 摇 角膜新生血管(neovascularization,NV)是多种眼表疾
病共同的病理转归特征。 大量的角膜 NV 不仅严重影响

视力,也是角膜移植术后排斥反应的高危因素,目前无理
想治疗 方 法。 近 年 研 究 显 示, 血 管 内 皮 生 长 因 子
(vascular endothelial growth factor,VEGF)在角膜 NV 形成

中发挥着重要作用[1]。 Bevacizumab(Avastin) 是单克隆

抗血管内皮生长因子 IgG1抗体,引入眼科领域后主要通

过玻璃体腔注射[2] 治疗脉络膜 NV、年龄相关性黄斑变

性、糖尿病、视网膜分支静脉阻塞等引起的黄斑水肿和视
网膜 NV 等眼底疾病,并取得了肯定的疗效。 Avastin 目

前在眼表 NV 的研究相对较少,现将结膜下注射 Avastin
抑制兔眼角膜 NV 的实验研究作下报告,为今后的临床

应用奠定基础。
1 材料和方法

1. 1 材料

1. 1. 1 实验动物及分组摇 健康新西兰大白兔 20 只,兔体
质量 2. 0 ~ 2. 5kg,雌雄兼用。 右眼为实验眼。 所有动物

由山东省医学检验动物中心提供。 随即分为 2 组:(1)A
组-实验组:碱烧伤后立即结膜下注射 Avastin 2. 5mg。
(2)B 组-对照组:结膜下注射等量生理盐水。
1. 1. 2 实验试剂 摇 APES 防脱片剂,抗山羊血清,即用型

兔抗人 VEGF,二步法染色试剂盒( EliVision plus Kit),
DAB 显色剂,以上试剂均为福州迈新生物技术开发有限
公司提供。
1. 2 方法

1. 2. 1 兔眼角膜新生血管模型制作摇 20 只实验兔用氯胺

酮及氯丙嗪肌肉注射诱导全身麻醉, 5g / L 丁卡因角膜表
面麻醉。 生理盐水充分冲洗结膜囊。 应用 5mm 直径的

加样器(末端附有棉片)吸入 1mol / L NaOH 接触右眼中
央角膜区烧灼 30s,随后用生理眼水冲洗,制作碱烧伤兔
眼角膜 NV 模型。
1. 2. 2 角膜新生血管长度、面积计算和角膜水肿评估 摇
伤后 1d 所有实验兔右眼滴妥布霉素眼药水,4 次 / d,晚
上涂妥布霉素眼膏。 连续观察 28d,每天裂隙灯观察角
膜及 NV 生长情况。 并在 3,7,14,21,28d 检测自角巩膜

缘长出的 NV 长度和 NV 累及角膜的圆周钟点数(角膜
NV 长度和 NV 累计的角膜圆周钟点范围均是计算 NV 面
积的指标)。 NV 长度计算:将角膜分成 4 个象限,分别测

量各象限内最长的一支血管长度。 角膜 NV 面积计算:
A=C / 12伊3. 1416[ r2-( r-l) 2] [3],其中 C 为 NV 累及角膜
的圆周钟点数,l 即所取的血管长度, 角膜半径 r = 7mm。
NV 总面积等于 4 个象限面积之和。 角膜 NV 抑制率为
对照组与治疗组 NV 平均面积之差除以对照组 NV 平均

表 1摇 不同时间各组兔角膜新生血管平均长度 (軃x依s,mm)
分组 3d 7d 14d 21d 28d
A 组 1. 12依0. 25 2. 08依0. 82 4. 22依1. 01 4. 36依1. 14 4. 34依1. 21
B 组 1. 86依0. 42 2. 78依0. 68 5. 64依0. 82 6. 13依1. 42 6. 64依1. 47

摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇
t 3. 0613 2. 0990 2. 6106 2. 0225 1. 6281
P 0. 0039 0. 0422 0. 0127 0. 0298 0. 0148

表 2摇 不同时间各组兔角膜新生血管面积 (軃x依s,mm2)
分组 3d 7d 14d 21d 28d
A 组 6. 4依1. 89 18. 2依6. 18 24. 4依11. 14 20. 5依7. 86 21. 2依7. 95
B 组 14. 2依4. 14 32. 6依13. 32 46. 8依10. 56 42. 1依12. 23 40. 8依11. 82

摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇
t 3. 7632 3. 4787 2. 8157 2. 4980 2. 1577
P 0. 0005 0. 0012 0. 0075 0. 0167 0. 0370

面积。 角膜水肿采用 Dickey[4] 分级标准,于上述时间点
记录角膜水肿情况。
1. 2. 3 取材摇 分别于烧伤后 7,28d 采用耳缘静脉栓塞法
随机处死各组 5 只实验兔,无菌条件下取其眼球放入
10%福尔马林溶液内固定 48h 以上,脱水。
1. 2. 4 角膜与组织病理学切片的制备 摇 石蜡包埋,切片
4滋m 厚。 石蜡切片进行苏木素-伊红(HE)染色,光学显
微镜下观察角膜各层的病理改变、NV 的形态和分布部位。
1. 2. 5 角膜切片免疫组织化学染色测定 VEGF 表达摇 取
上述标本的石蜡切片进行二甲苯脱蜡、常规系列梯度乙
醇清洗二甲苯、水化,所用一抗为兔抗人 VEGF,免疫组化
二步法染色技术进行操作:枸橼酸修复液,PBS 冲洗,加
正常山羊血清,置于 37益水浴温箱中,孵育后加 1 抗,分
别加 A 液和 B 液,PBS 冲洗后加 DAB 液,镜下观察组织
显色效果,自来水洗终止反应,Mayer 苏木素复染,自来水
冲洗 10min,树胶封片。 光学显微镜下观察 VEGF 表达强弱。
摇 摇 统计学分析:数据统计采用 SPSS 12. 0 统计软件包

进行处理。 计量资料以 軃x依s 表示,差异显著性采用重复
测量数据分析检验及 t 检验。 计数资料采用 CATMOD 模
块对具有重复测量的分等级反应变量进行分析,部分资
料采用 字2 检验。 取 琢=0. 05。
2 结果
2. 1 不同时间点两组兔角膜新生血管长度和面积与新生
血管抑制率摇 A 组:角膜 NV 细小稀疏,生长迟缓,烧伤
后 24h 内可见角膜缘血管网扩张充血,3d 时 NV 开始侵
入角膜,7 ~ 14d 达到生长高峰,NV 较少侵入角膜烧灼区
内,随后 NV 逐渐回退。 各时间点角膜 NV 的平均长度为
1. 12依0. 25 ~ 4. 36依1. 14mm,角膜 NV 面积为 6. 4依1. 89 ~
24. 4依11. 14mm2。 B 组:角膜 NV 粗大而长,较稠密,几乎
NV 均侵入烧灼区,其生长消退周期基本与 A 组一致,但
NV 持续时间延长,回退时间延迟。 各时间点角膜 NV 的
平均长度为 1. 86依0. 42 ~ 6. 64依1. 47mm,角膜 NV 面积为
14. 2依4. 14 ~ 46. 8依10. 56mm2。 各时间点两组角膜 NV 长
度见表 1,t 检验显示 3,7,14,21,28d 两组角膜 NV 平均
长度的差异均具有统计学意义(P<0. 05);重复测量数据
分析检验显示两组 NV 平均长度具有总体差异(P<0. 05)。
NV 面积见表 2,t 检验同时表明各时间点两组角膜 NV 面
积差异有统计学意义(P<0. 05);重复测量数据分析检验
显示两组 NV 面积有总体差异及组内 NV 面积的时间效
应差异均有统计学意义(P<0. 05)。 3,7,14,21,28d 角膜
NV 的抑制率为 55% ,44. 2% ,47. 9% ,51. 3% ,48% 。
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摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 图 1摇 治疗组与对照组角膜水肿比率图。

图 2摇 各组兔不同时间角膜新生血管形态学变化(HE伊400) 摇 A:A 组 7d;B:A 组 28d;C:B 组 7d;D:B 组 28d。

图 3摇 各组兔不同时间眼球中 VEGF的表达(免疫组化伊400) 摇 A:A 组 7d;B:A 组 28d;C:B 组 7d;D:B 组 28d。

2. 2 不同时间点两组兔角膜水肿程度比较摇 A 组:早期角

膜明显水肿,角膜 NV 生长稳定后,水肿逐渐消退,伴随着

NV 的回退,角膜水肿消失。 B 组:早期角膜明显水肿,角
膜 NV 生长稳定后始终伴随着一定程度的角膜水肿,后期

虽然减轻但角膜水肿消退明显延迟。 两组角膜水肿程度

构成比见图 1,CATMOD 模块分析两组间差别有统计学意

义(P<0. 05),同时组内角膜水肿的时间效应亦具有统计

学意义(P<0. 05)。
2. 3 各组兔不同时间角膜新生血管形态学变化摇 A 组:上
皮水肿轻,实质层水肿轻,晚期水肿消失,纤维排列相对整

齐,与上皮基本平行,CNV 较少侵入到中央区,后弹力层

与内皮完整(图 2)。 B 组:上皮及实质层水肿明显,晚期

仍不同程度水肿,纤维排列紊乱及断裂,CNV 较多并侵入

到中央区,后弹力层连续性中断(图 2)。
2. 4 VEGF 免疫组织化学染色摇 两组兔中 VEGF 均 7d 时

在上皮、角膜内皮细胞、血管内皮细胞阳性表达,第 28d 在

角膜上皮、内皮转为弱阳性表达,但 A 组表达强度明显低

于 B 组(图 3)。
3 讨论

摇 摇 自 2004 年 Avastin 作为抑制肿瘤血管生成的药物在

美国第一个获准上市以来,Avastin 随后在眼底 NV 性疾病

的研究非常活跃。 Lien 等 [5] 回顾分析表明,临床应用

Avastin 能抑制 VEGF 诱导的 NV 形成。 Hsu 等[6] 则证实

临床玻璃体腔多次注射 Avastin 可有效减轻视网膜分支静

脉阻塞引起的黄斑水肿。 Madhusudhana 等[7] 研究证明,
玻璃体腔注射 Avastin 能有效抑制湿性年龄相关性黄斑变

性的脉络膜 NV 形成,Mandal 等[8] 也证实玻璃体腔注射

Avastin 可抑制特发性中心凹下脉络膜 NV 生成。 总之玻

璃体腔注射 Avastin 在治疗脉络膜 NV、湿性年龄相关性黄

斑变性、糖尿病、视网膜分支静脉阻塞等引起的黄斑水肿

和视网膜 NV 等眼底疾病取得了肯定的疗效,并在 Coat蒺s
病及早产儿视网膜病变 NV 疾病的治疗方面取得了进展。
我们的实验采取碱烧伤后兔眼结膜下注射[9]1 次 Avastin
(2郾 5mg),连续观察 28d,A 组各时间点角膜 NV 的平均长

度为 1. 12依0. 25 ~ 4. 36依1. 14mm,NV 面积为 6. 4依1. 89 ~
24. 4依11. 14mm2,远低于 B 组角膜 NV 的平均长度 1. 86依
0. 42 ~ 6. 64 依 1. 47mm, NV 面积 14. 2 依 4. 14 ~ 46. 8 依
10郾 56mm2;A 组 NV 抑制率达到 44. 2% ~ 55% ,说明

Avastin 对于碱烧伤诱导的兔眼角膜 NV 形成及生长均有

明显的抑制作用。
摇 摇 角膜 NV 生成是一个极其复杂的生物学过程,需要内

皮细胞侵入、细胞外基质降解、细胞因子活化三个主要过

程,大量的血管生成调节因子参与其中。 关于 CNV 确切

的机制仍不完全十分清楚。 VEGF 是近年来备受人们广

泛关注的一类 NV 因子,已有研究表明[10] VEGF 的生物学

效应是通过内皮细胞表面的两个酪氨酸受体 Flt-1 和 KDR
来发挥作用的。 内皮细胞受到 VEGF 刺激数秒钟后,胞浆

内钙离子浓度升高 4 倍以上,并且发生有丝分裂。 Philipp
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等[11]发现在角膜 NV 生成中 VEGF 受体 Flt-1 和 Flk-1 均

明显增加。 角膜受伤时 VEGF 的超常表达使血管内皮细

胞分裂、增殖和迁移,毛细血管基底膜发生降解,形成新的

血管腔[12]。 160ng VEGF 即可诱导家鼠角膜 NV,并形成

毛细血管窗,从而增强血管通透性[13]。 本实验研究表明,
碱烧伤诱导的兔眼角膜 NV 7 ~ 14d 时 NV 达到高峰,14 ~
21d 后 NV 稳定并逐渐回退,对应的 VEGF 也是在 7d 时强

阳性表达,28d 时呈弱阳性表达,表明 VEGF 的表达强弱

与角膜 NV 的生长周期相吻合,充分说明 VEGF 在角膜

NV 形成与生长中发挥着重要作用。 结膜下注射 Avastin
不仅能抑制角膜 NV,角膜组织中的 VEGF 表达亦明显变

弱,说明 Avastin 能下调 VEGF 表达,通过抑制 VEGF 发挥

抗 NV 效应,但其确切靶点尚需进一步验证。 本研究还发

现结膜下注射 Avastin 研究组的角膜水肿程度较对照组

轻,我们推测,Avastin 除了下调 VEGF 外,还可能通过影响

炎症介质而阻止 NV 形成。
摇 摇 角膜 NV 形成的治疗目前仍是临床的难题,无论手

术、光动力学及激光治疗存在移植物排斥、NV 复发、损伤

周围正常组织的缺点。 Avastin 作为单克隆抗 VEGF IgG1

抗体,本研究证实其抑制角膜 NV 效果明显,没有发现明

显的眼局部副作用,无疑在角膜 NV 治疗上展示了良好的

应用前景,但有必要进一步探讨治疗的最佳量效关系。
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