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Abstract
誗AIM: To study the effect of diallyl trisulfide (DATS) on
experimental corneal neovascularization ( CNV ) in rats
induced by corneal suture and detect the expression of
vascular endothelial growth factor (VEGF) and p-AKT in
rats cornea.
誗METHODS: The rat model of corneal neovascularization
( CNV ) was induced by corneal suture. Rats were
randomly divided into Group A: physiological saline
control group containing DMSO ( 10 rats ); Group B:
25滋mol / L DATS treatment group ( 10 rats); Group C:
50滋mol / L DATS treatment group ( 10 rats); Group D:
100滋mol / L DATS treatment group ( 10 rats); Group E:
200滋mol / L DATS treatment group ( 10 rats ) . The
occurrence and development of CNV were observed by
slit- lamp microscope at 7d after suture, and the area of
CNV were calculated. Two weeks later, HE staining was
used to observe the pathological organization form of
each cornea, and RT-PCR and Western blot were used to
detect the expression of VEGF mRNA and protein
expression of VEGF and p-AKT between each groups.
誗RESULTS: The blood vessel area of Group C, D and E
was compared with that of Group A, the difference was
statistically significant (P<0. 05); HE slice showed corneal
edema, angiogenesis and inflammation infiltration
situation gradually reduced comparing with the Group A,
with the increase of concentration of DATS. RT - PCR
showed the expression of VEGF mRNA in Group B, C, D,

and E decreased compared with the Group A, and the
difference was statistically significant (P<0. 05) . Western-
blot showed that the expressions of VEGF and p-AKT in
Group B, C, D and E decreased gradually compared with
those in Group A, and the difference was statistically
significant (P<0. 05) .
誗 CONCLUSION: DATS can inhibit corneal
neovascularization of the rats induced by suture. Its
mechanism may be associated with suppression of VEGF
secretion, down - regulation of VEGF and inactivation of
p-AKT.
誗KEYWORDS: corneal neovascularization; allicin; diallyl
trisulfide; vascular endothelial growth factor; p -
AKT; stitches
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摘要
目的:探讨二烯丙基三硫化物(diallyl trisulfide,DATS)抑
制 缝 线 诱 导 的 大 鼠 角 膜 新 生 血 管 ( corneal
neovascularization,CNV)的生长情况,检测大鼠新生血管
化角膜中 VEGF、p-AKT 的表达量,初步探讨其抑制 CNV
的可能机制。
方法:缝线法诱导大鼠 CNV 模型,随机分为 A 组:含
DMSO 的生理盐水对照组(10 只);B 组:25滋mol / L DATS
治疗组(10 只);C 组:50滋mol / L DATS 治疗组(10 只);D
组:100滋mol / L DATS 治疗组 (10 只); E 组:200滋mol / L
DATS 治疗组(10 只)。 缝线后第 7d 裂隙灯下观察各组
CNV 的生长情况并计算面积。 缝线后第 14d 取各组大鼠
角膜组织行 HE 染色,光镜下观察各组角膜病理组织形
态,并采用 RT-PCR 法检测 VEGF mRNA 的表达情况,
Western-blot 法检测 VEGF、p-AKT 蛋白表达情况。
结果:C、D、E 组的 CNV 面积分别与 A 组比较,差异均有
统计学意义(P<0郾 05)。 HE 切片显示,与 A 组相比,B、C、
D 组角膜水肿、新生血管、炎症细胞浸润情况逐渐减轻。
与 A 组相比,B、C、D、E 组的 VEGF mRNA 的表达水平均
降低,差异均有统计学意义(P<0郾 05)。 与 A 组相比,C、
D、E 组的 VEGF、p-AKT 蛋白的表达逐渐下降,差异均有
统计学意义(P<0郾 05)。
结论:DATS 能够抑制缝线诱导的大鼠 CNV 的形成,其
机制可能与抑制 VEGF 的表达及使得 p-AKT 的失活
有关。
关键词:角膜新生血管;大蒜素;DATS;VEGF; p - AKT;
缝线
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0 引言
二烯丙基三硫化物(diallyl trisulfide,DATS)是从大蒜

球茎中分离出的,是大蒜抗癌活性成分有机硫化物中的一
种脂溶性成分,具有多种生物活性作用,如抗真菌、抗细
菌、降压、降酯、防治动脉粥样硬化、预防和治疗肿瘤。 目
前对 DATS 抗新生血管作用的研究还仅限于对肿瘤新生
血管和人脐带静脉内皮细胞的抑制作用,而其对角膜新生
血管是否有抑制作用目前在国内外尚未见报道。 鉴于此,
本文旨在探讨 DATS 是否对缝线诱导的大鼠角膜新生血
管(corneal neovascularization,CNV)有抑制作用,并初步探
讨其机制,为开发价廉质优的防治 CNV 的新药提供理论
依据。
1 材料和方法
1郾 1 材料
1郾 1郾 1 实验动物摇 健康的 SPF 级 SD 雌性成年大鼠 60 只,
体质量 150 ~ 200g,购于我院动物实验中心,动物合格证
号 DK0503-0031。 实验前均通过裂隙灯显微镜检查眼前
节,排除前房穿孔、晶状体损伤脱位、玻璃体出血、虹膜出
血粘连等。 所有实验动物的使用、饲养及处死均按照视觉
及眼科学研究协会的有关规定和我院《实验动物管理及
使用指南》进行。
1郾 1郾 2 主要试剂 摇 SYBR Green / Flourescein qPCR Master
Mix(2伊)(Fermentas 公司);Ex Taq TM (TAKARA 公司);
DL2000 DNA Marker(TAKARA 公司);丙烯酰胺、甲叉双
丙烯酰胺(AMRESCO 公司);磷酸酶抑制剂、PMSF、RIPA
裂解液、BCA 蛋白浓度测定试剂盒(碧云天公司);PVDF
膜(Millipore 公司);茁-actin 抗体(武汉博士德生物工程公
司);血管内皮生长因子(vascular endothelial growth factor,
VEGF) 抗体 ( Bioworld 公司);磷酸化蛋白激酶 B 抗体
(p-AKT 抗体)(Bioworld 公司);HRP 标记羊抗兔二抗(武
汉博士德生物工程公司);ECL 底物液 (Thermo 公司);X 光
胶片(柯达公司);显影定影试剂盒(武汉巴菲尔生物公司)。
1郾 2 方法
1郾 2郾 1 CNV模型制作和分组 摇 所有动物均采用双眼造
模。 术前剪去大鼠睫毛,腹腔注射戊巴比妥钠注射液
(0郾 2mL / 100g)进行全身麻醉,丁卡因滴眼液表面麻醉,眼
周 75% 乙醇消毒,铺孔巾,参照王皓等[7] 的缝线法构建
CNV 动物模型。 将 CNV 大鼠模型随机分为 A、B、C、D、E
五组,每组 10 只。 A 组:给予含 DMSO 的生理盐水滴眼
液;B 组:给予含 25滋mol / L DATS 滴眼液;C 组:给予含
50滋mol / L DATS 滴眼液;D 组:给予含 100滋mol / L DATS 滴
眼液;E 组:给予含 200滋mol / L DATS 滴眼液。 用药持续
14d,每天 1 次。
1郾 2郾 2 CNV 面积测量 摇 所有大鼠均于缝线后第 1d 开始
每日行裂隙灯显微镜检查,并于缝线后第 7d 照相,测量和
计算 CNV 面积。 测量时以连续弯曲度小、朝向角膜中央
生长的最长血管为准,根据公式 A = C / 12 伊3郾 1416 伊[ r2 -
(r-l) 2]计算 CNV 的生长面积(A),其中 C 为 CNV 累及角
膜的圆周钟点数,l 为 CNV 从角巩膜缘深入角膜的长度,r
为角膜半径,约为 3郾 75mm。
1郾 2郾 3 病理组织学检测 摇 缝线后第 14d,各组取 4 只 SD
大鼠采用腹腔注射过量戊巴比妥钠致麻醉过量死亡后,沿

角膜缘剪下完整角膜(带角巩膜缘),置于 40g / L 多聚甲
醛溶液中于 4益固定 12h 后将角膜沿中心一分为二继续
固定 12h。 常规脱水,石蜡包埋,做 4滋m 连续切片。 石蜡
切片脱蜡,行苏木精-伊红染色检测。 显微镜下观察并照
相记录。
1郾 2郾 4 RT-PCR检测角膜组织中 VEGF mRNA的表达摇
引物由江苏南京金斯瑞生物科技有限公司设计合成。
VEGF 上游引物:5蒺-AAGGAGGAGGGCAGAATCAT-3蒺;下
游引物:5蒺-ATCTGCATGGTGATGTTGGA-3蒺,扩增片段大
小 226bp。 茁 - actin 为 内 参 基 因, 上 游 引 物: 5蒺 -
CACGATGGAGGGGCCGGACTCATC - 3蒺; 下 游 引 物: 5蒺 -
TAAAGACCTCTATGCCAACACAGT - 3蒺, 扩 增 片 段 大 小
240bp。 缝线后第 14d 取角膜组织,采用 Trizol 法提取角膜
组织总 RNA,按照逆转录试剂盒说明书进行反转录,得到
cDNA,然后进行实时荧光定量 PCR 检测 VEGF 的基因表
达。 采用 2-吟吟Ct法分析目的基因的相对表达量。 实验重
复 3 次。
1郾 2郾 5 Western blot 法检测角膜组织中 VEGF 和 p-AKT
的表达摇 缝线后第 14d 取角膜组织,预冷的 PBS 缓冲液
充分洗涤 2 ~ 3 次至无血色,加入预冷的裂解液(3mL / g),
剪碎标本,冰浴下匀浆器进行匀浆后在冰上孵育 30min,
每隔 5min 注射器抽吸 1 ~ 2 次,使之充分混匀。 4益离心
30min,12000r / min。 取上清,分装后于-80益低温冰箱中
保存备用。 采用 BCA 法检测蛋白浓度。 将电泳装置电压
设定为 70V,当染料前沿进入分离胶后,电压提高至
110V,继续电泳,直到溴酚蓝到分离胶底部,停止电泳。
200mA,转膜 120min。 含 5% 脱脂奶粉的 TBST(封闭液)
封闭 2h。 孵育一抗,4益,过夜。 TBST 洗膜。 孵育二抗,
室温,2h。 TBST 洗膜。 ECL 显色,曝光。 用 PerkinElmer
凝胶成像系统对 X 线胶片进行拍摄。 以目标条带与
茁-actin的灰度比值作为目的蛋白的相对表达量。 实验重
复 3 次。

统计学分析:应用 SPSS17郾 0 统计软件进行数据分析。
计量资料采用均数依标准差(軃x依s)表示,均数的两两比较
用 LSD-t 检验。 P<0郾 05 表示差异有统计学意义。
2 结果
2郾 1 角膜新生血管生长情况摇 术后第 7d,裂隙灯观察发现
各组角膜新生血管增生均明显增加,血管浓密,部分血管
交织呈网状。 A 组较 B、C 组新生血管增生明显,管径粗
大,角膜中央混浊、水肿;D、E 组的新生血管较 A、B、C 组
细小,色淡,稀疏(图 1)。 B 组的新生血管面积(15郾 36 依
0郾 46mm2)与 A 组(15郾 71依0郾 36mm2)比较,差异无统计学
意义( t = 1郾 89,P = 0郾 37 ); C、 D、 E 组的新生血管面积
(14郾 90依0郾 09、12郾 40 依0郾 47、9郾 52 依0郾 44mm2 )分别与 A 组
比较,差异均有统计学意义( t = 6郾 91、17郾 68、34郾 43,P =
0郾 022、0郾 009、0郾 001)。
2郾 2 组织病理学检测摇 术后第 14d,A 组角膜组织结构紊
乱,角膜水肿较明显,基质层见大量新生血管,管腔大且密
集,血管腔内可见较多成熟的红细胞,周围大量炎性细胞
浸润(图 2A)。 B 组角膜有轻度水肿,基质层可见新生血
管及炎症细胞浸润,但较 A 组少,管腔内可见成熟的红细
胞(图 2B)。 C 组角膜组织结构清晰,无明显水肿,基质层
内有新生血管,血管腔内可见少许的红细胞,炎症细胞浸
润较 A、B 组轻(图 2C)。 D 组角膜组织结构清晰,排列整
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摇 摇

图 1摇 术后第 7d各组大鼠角膜新生血管生长情况摇 A:给予含 DMSO 的生理盐水滴眼液;B:给予含 25滋mol / L DATS 滴眼液;C:给予
含 50滋mol / L DATS 滴眼液;D:给予含 100滋mol / L DATS 滴眼液;E:给予含 200滋mol / L DATS 滴眼液。

图 2摇 术后 14d大鼠角膜组织病理切片(HE伊200)摇 A:给予含 DMSO 的生理盐水滴眼液;B:给予含 25滋mol / L DATS 滴眼液;C:给予
含 50滋mol / L DATS 滴眼液;D:给予含 100滋mol / L DATS 滴眼液;E:给予含 200滋mol / L DATS 滴眼液。

图 3摇 术后第 14d各组大鼠角膜 VEGF 和 p-AKT 蛋白表达摇
A:给予含 DMSO 的生理盐水滴眼液;B:给予含 25滋mol / L DATS
滴眼液;C:给予含 50滋mol / L DATS 滴眼液;D:给予含 100滋mol / L
DATS 滴眼液;E:给予含 200滋mol / L DATS 滴眼液。

齐,无水肿,基质层可见较少的新生血管,血管腔细小,炎
症细胞浸润明显减少(图 2D)。 E 组角膜上皮有轻度水
肿,角膜组织结构排列稍紊乱,基质层可见较少的新生血
管,炎症细胞浸润较 D 组增多(图 2E)。
2郾 3 角膜组织中 VEGF mRNA 的表达摇 RT-PCR 法检测
结果显示,术后第 14d,A、B、C、D、E 组各组大鼠角膜组织
中 VEGF mRNA 的相对表达量分别为 1郾 00 依0郾 01、0郾 85 依
0郾 22、0郾 72依0郾 11、0郾 62 依0郾 04、0郾 58 依0郾 09。 与 A 组比较,
B、C、D、E 组 VEGF mRNA 的表达水平均降低,差异均有
统计学意义 ( t = 2郾 25、 8郾 02、 29郾 14、 14郾 66, P = 0郾 044、
0郾 011、0郾 001、0郾 004)。
2郾 4 角膜组织中 VEGF 和 p-AKT 蛋白表达摇 Western blot
法检测结果表明,术后第 14d,各组大鼠角膜组织中 VEGF
蛋白的表达量分别为 0郾 41依0郾 06、0郾 36依0郾 07、0郾 29依0郾 06、
0郾 21依0郾 04、0郾 19 依0郾 03,B、C、D、E 组分别与 A 组比较,
VEGF 的表达量均降低,差异均有统计学意义( t = 2郾 36、
4郾 40、8郾 77、10郾 37,P = 0郾 046、0郾 038、0郾 013、0郾 001)。 各组
大鼠角膜组织中 p - AKT 蛋白的表达量分别为 0郾 41 依
0郾 03、0郾 42 依 0郾 05、0郾 36 依 0郾 04、0郾 34 依 0郾 05、0郾 29 依 0郾 06,

C、D、E 组分别与 A 组比较,p-AKT 的表达量均降低,差异
均有统计学意义( t = 2郾 19、3郾 78、7郾 24,P = 0郾 047、0郾 041、
0郾 015),B 组与 A 组比较差异无统计学意义( t = 0郾 41,P =
0郾 867),见图 3。
3 讨论

CNV 动物模型的成功建立是研究 CNV 调控机制和评
价其防治方法的重要手段。 常用的酸碱化学烧灼法,操作
简单,取材方便,可以较好地诱导 CNV 模型,但存在烧灼
深度及范围不能较好控制等问题[1]。 研究显示,缝线法较
碱烧伤法能够更容易控制角膜新生血管生长的方向、范
围、长度、深度,便于观察和测量。 角膜囊袋植入法诱导的
CNV 模型,血管生长定向性好,且个体间差异性小,但存
在对器械要求高、药物配制及包埋过程较为复杂等不利因
素[2]。 大鼠 CNV 模型具有经济、易操作、重复性好等优
点,成为目前研究中应用最普遍的动物模型。 缝线法诱导
CNV 模型的制作较简单,并且经济实惠,因此,本实验选
择缝线法诱导大鼠 CNV 的产生。 本实验建立的大鼠 CNV
模型形成的时间、生长方向及生长速度等结果均较好。

越来越多的研究证实,CNV 伴随 VEGF 的过度表达。
有学者通过机械除去角膜和角膜缘上皮,诱导 CNV 模型
中发现:正常角膜组织中 VEGF mRNA 呈低水平表达,
CNV 模型 VEGF mRNA 表达显著增高达 10 倍以上[3]。 也
有相关学者同样证实了 CNV 的出现会伴随 VEGF mRNA
和蛋白水平明显增高,且 VEGF 中和抗体能有效地抑制
CNV 的形成[4]。 Akt 是一种由 480 个氨基酸残基组成的
蛋白激酶,又称丝氨酸 / 苏氨酸蛋白激酶,它能够与含有
RXRXX(S / T)氨基酸序列(R 代表精氨酸;X 代表任何氨
基酸;S / T 为丝氨酸 / 苏氨酸)的底物结合,使其磷酸化,从
而发挥生物学功能。 目前发现 3 种 Akt 家族成员:Akt1 /
PKBa、Akt2 / PKBb 和 Akt3 / PKBg。 Akt 是 PI3K 的主要下
游效应分子之一,PI3K-Akt 信号通路的激活与多种肿瘤
如乳腺癌、前列腺癌、结直肠癌、肝癌、卵巢癌及淋巴瘤的
发生密切相关。 我们知道,肿瘤的生长和转移与新生血管
密切相关,肿瘤生长到一定程度时,就必须依靠新生血管
来维持生长。 在 PI3K-Akt 信号通路激活过程中,PI3K 活
化产生重要的第二信使 PIP3,它能够活化 Akt,从而促进
肿瘤血管形成,具体机制为:活化的 Akt 使得内皮型一氧
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化氮合酶(eNOS)磷酸化,使之处于激活状态,产生 NO,通
过 NO 来刺激血管舒张和血管形成[5]。 另外,有研究发
现,PI3K / AKT 信号通路通过多种途径使得低氧诱导因子
(HIF-1琢)的表达上调。 缺氧状态下,HIF-1琢 可与 VEGF
启动子结合,促进 VEGF mRNA 的转录,从而促进肿瘤血
管形成[6-7]。 国内学者[8] 在研究 PI3K-Akt 信号通路与胃
腺癌中 HIF-l琢 和 VEGF 表达的关系时发现,大部分肿瘤
组织中可检测到 p - Akt 表达,使用 PI3K 通路抑制剂
LY294002 后检测到 p -Akt、VEGF 水平下降。 由此可推
出,VEGF 可通过自身和活化 PI3K-Akt 信号通路 2 种方
式来促进血管生成。

DATS 亦称为大蒜新素,是一种从百合科植物大蒜的
鳞茎中提取的有机硫化合物。 大量研究表明 DATS 能够
降血脂、降血压、降血糖,调节免疫力,发挥抗衰老、抗感染
及抗肿瘤等多重功效[9]。 流行病学及实验研究证实,
DATS 能明显抑制血液系统肿瘤和实体肿瘤[10-11]。 DATS
能够使前列腺癌细胞的凋亡相关分子如 caspase-3、Bcl-2
的表达减少,阻滞前列腺癌细胞 G2 / M 期,促进细胞凋亡,
从而减弱其增殖能力。 DATS 还可通过降低基质金属蛋
白酶(MMP)-2、-7、-9 的表达和活性,降低结肠癌细胞侵
袭转移能力。 有学者在观察 DATS 对人肝癌细胞 VEGF
mRNA 表达的影响的研究中发现,与对照组相比,用药组
VEGF mRNA 表达水平降低约 66郾 36% (P<0郾 05) [12]。 有
研究证实,20mg / L 的 DATS 可显著抑制人乳腺癌高转移
细胞株 MDA-MB-231 细胞的侵袭能力,其侵袭抑制率为
33郾 27% ,并认为其机制可能与降低肿瘤细胞的 MMP-2、
-9和 VEGF 有关[13]。 Gao 等[14] 亦证实 DATS 可下调
VEGF mRNA 的表达,从而抑制结肠癌细胞的浸润和转
移。 由此可知,DATS 可以通过下调 VEGF 的表达,从而抑
制肿瘤效应。 Xiao 等[15]研究认为,DATS 抑制血管内皮细
胞的增殖及 VEGF 的表达下降,可能与 AKT 蛋白激酶失
活有关。 有趣的是,我们的体内实验结果亦进一步证实了
这一观点,我们的研究结果发现,与对照组相比,随着
DATS 药物浓度的逐渐增大,对大鼠 CNV 的抑制能力越
强,对 CNV 面积、HE 切片的观察均证实这点。 RT-PCR
检测 VEGF mRNA 结果发现与对照组相比,VEGF mRNA
的表达下降呈剂量依赖性。 Western blot 检测发现,与对
照组相比,VEGF、p-AKT 表达均随药物浓度的升高而降
低。 由此我们初步认为,DATS 能够抑制缝线诱导的大鼠
CNV 的形成,其机制可能与下调 VEGF 及 p-AKT 有关。
更有趣的是,我们发现,100、200滋mol / L 的 DATS 对大鼠
CNV 均有较好的抑制作用,但病例检测发现,200滋mol / L
的 DATS 对大鼠角膜组织的损伤较大,因此推测,可能大

鼠角膜能够承受的药物浓度应该小于 200滋mol / L。
综上所述,本文研究发现,DATS 能够抑制缝线诱导

的大鼠 CNV 的形成,其机制可能与下调 VEGF 和 p-AKT
有关。 DATS 是一种天然化合物,且能够将来源广泛、物
美价廉、低毒性、多靶点治疗等优点完美结合,有望成为预
防及治疗 CNV 的潜在的理想药物。
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