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Abstract
誗AIM:To verify the safety application of MIL60 in the
treatment of corneal neovascularization both in vivo and
in vitro.
誗METHODS: We observed the biological characteristics
of human corneal epithelial cells. The cell proliferation
was analyzed using CCK-8 assay, which also used to test
the toxicity of MIL60 and the solvent on cultured human
corneal epithelial (HCE) . FACs was used to analyze the
apoptosis of HCE after treated with MIL60. Also we
evaluated the effect of subconjunctival injection of MIL60
on corneal epithelial healing model in normal rat and rats
with epithelium defect through slit lamp - microscopy,
Draize scores and histopathology way.
誗 RESULTS: The proliferation speed of HCE in three

groups was the same. MIL60 did no harm on the
proliferation of HCE and the apoptosis of HCE, and has
no effect on corneal epithelial healing and other parts of
the ocular in rats without inflammation cells infiltration.
誗CONCLUSION: When given subconjunctival injection,
Mil60 does no harm to the proliferation and apoptosis of
HCE, and is safe with ocular application.
誗 KEYWORDS: monoclonal antibody; safety;
subconjunctival injection
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摘要
目的:通过体外细胞实验和在体动物实验初步评价
MIL60 在眼局部应用的安全性。
方法:常规培养人角膜上皮细胞, CCK8 法体外检测
MIL60 抗体对角膜上皮细胞毒副作用。 流式细胞仪检测
MIL60 对角膜上皮细胞的凋亡影响。 正常 SD 大鼠结膜
下注射 MIL60 抗体,观察眼部反应情况,通过裂隙灯显微
镜检查、Draize 的评分系统和病理切片等,分析结膜和角
膜病理改变。 建立 SD 大鼠角膜上皮缺损模型,结膜下注
射 MIL60 抗体,观察角膜上皮愈合情况。
结果:MIL60 不影响角膜上皮细胞增殖,不促进角膜上皮
细胞的凋亡。 结膜下注射 MIL60 抗体后,大鼠角结膜和
眼部其他各组织形态正常,组织学检查显示结构正常,未
见炎症细胞浸润。 结膜下注射 MIL60 不影响角膜上皮
愈合。
结论:MIL60 结膜下应用安全性较好,不影响角膜上皮细
胞正常功能。
关键词:单克隆抗体;安全性;结膜下注射
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0 引言
角膜新生血管使角膜失去正常的透明性,导致视力

减退甚至致盲。 角膜新生血管还是造成角膜“免疫赦
免冶机制破坏的主要因素,是角膜移植术后发生免疫排斥
反应的常见高危因素。 如何抑制角膜新生血管生长是目
前角膜病和角膜移植排斥的研究热点。 目前抗新生血管
治疗大多着眼于干扰 VEGF 通路,其中研究最多的抗血
管生成因子靶向药物,大多数是以 VEGF 及其相应的酪
氨酸激酶受体作为药靶而设计的。 MIL60 是通过噬菌体
抗体库技术得到的新型单克隆抗体,能特异性地与 VEGF
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结合。 我们既往的实验已在体外较全面地评价了 MIL60
的生物学特性,MIL60 与 VEGF 能高特异性和亲和力地
结合,有效抑制 VEGF 诱导的人脐静脉内皮细胞的增
殖[1]。 研究表明,MIL60 可以有效抑制碱烧伤诱导的大
鼠角膜新生血管的生长[2]。 作为新型单克隆抗体药物的
评价,不仅需要评价药效学特性,更要评价该新药物眼局
部应用的毒副作用。 本实验将通过细胞增殖和细胞凋亡
的检测实验来评价 MIL60 是否对角膜上皮细胞存在毒副
作用,通过裂隙灯显微镜观察和病理学检测结膜下注射
MIL60 对大鼠角结膜组织是否存在毒副作用;并观察
MIL60 对大鼠角膜上皮愈合的影响。
1 材料和方法
1. 1 材料 摇 人角膜上皮细胞 ( human corneal epithelial,
HCE)细胞系由中山大学眼科馈赠。 36 只清洁型健康
6 ~ 8周龄雄性 SD 大鼠,体质量 100 ~ 200g,由军事医学科
学院实验动物中心提供。 实验动物和实验所使用的条件
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 MIL60 对 HCE细胞增殖和凋亡的影响
1. 2. 1. 1 HCE 细胞培养和传代 摇 将 HCE 细胞置于
37益、5% CO2 饱和湿度培养箱中,混合培养基 10mL
(KSFM 颐 DMEM / F12 =1颐1)培养。 随后每 2d 换液 1 次,每
天观察细胞生长情况。 待细胞生长至 80% ~ 90% 融合
时,传代培养。 倒置相差显微镜下观察 HCE 形态并拍照
记录。
1. 2. 1. 2 HCE细胞的鉴定摇 HCE 以 20 000 个 / 孔接种于
24 孔板,细胞贴壁后去上清,加入 1mL 4%多聚甲醛固定
15min。 加入 200滋L 0. 1% Triton-100 作用 20min,PBS 洗
去残余 Triton-100。 200滋L BSA 封闭 30min。 加入 100滋L
1颐200 稀释的 CK12 抗体,37益孵育 30min,室温孵育 1h。
PBS 漂洗 4 次。 加入 100滋L 1 颐 50 稀释的荧光标记的二
抗,室温避光孵育 30min。 PBS 漂洗 4 次。 荧光显微镜下
观察照相。
1. 2. 1. 3 CCK8 检测 MIL60 对 HCE 增殖的影响 摇 消化
重悬细胞,计数后调整 HCE 细胞密度为 1伊104个 / mL,按
每孔 100滋L 接种于 96 孔板,单纯培养基作空白对照,置
于 37益、5% CO2饱和湿度培养箱中。 细胞贴壁后分别更
换含 25mg / mL MIL60 和溶剂的培养液,继续原条件孵育
24、48、72h,然后用 CCK8 法测吸光度,分别观察各组细
胞生长情况。 按照 CCK8 试剂盒要求在每个待测孔中加
入 10滋L 检测试剂,置于 37益、5% CO2饱和湿度培养箱
中避光孵育 2h,培养液颜色由红色变成蓝色,用酶标仪
在 450nm 波 长 处 测 定 吸 光 度 ( A) 值, 参 比 波 长 为
650nm,计算每组 A 值的平均值。 每组设 3 个复孔,实
验重复 3 次。
1. 2. 1. 4 流式细胞仪检测 MIL60 对 HCE 凋亡的影响 摇
用不含胎牛血清的培养基培养 HCE 48h,随机分组:空白
对照组、溶剂组、25mg / mL MIL60、12. 5mg / mL MIL60 和
3. 125mg / mL MIL60 组。 培养 24h 观察细胞生长情况。
2. 5g / L 胰蛋白酶消化收集细胞,1 000r / min 离心 5min,
调整细胞浓度为 1伊106个 / mL。 各取 490滋L 细胞悬液加
入 5滋L FITC-Annexin V 及 5滋L PI(浓度 250滋g / mL),混
匀后置冰浴,暗室温育 10min,PBS 洗 2 遍,上机分析。 流

式细胞仪分析:光源为 488nm 氩离子激光器,FITC 受激
发后发绿色荧光,PI 发红色荧光,每份标本收集 10000 个
细胞,然后用软件进行分析。
1. 2. 2 大鼠结膜下注射 MIL60 后眼部组织的观察
1. 2. 2. 1 实验动物分组准备摇 将 36 只 SD 大鼠随机分为
25mg / mL MIL60 组、溶剂组和 0. 9% NaCl 组。 10% 水合
氯醛(3. 5mL / kg)腹腔注射麻醉,爱尔凯因滴眼液点右眼
2 次,麻醉充分后固定大鼠,手术显微镜下在大鼠右眼颞
上结膜下注射 0. 05mL 相应药物或溶液。
1. 2. 2. 2 常规检查摇 注射前和注射后第 1、3、7、14d,用裂
隙灯和直接眼底镜对所有大鼠的双眼进行检查,并进行
眼前节照相。 根据 Draize 等的评分系统进行改良后,在
该评分系统中,分别对角膜厚度、损伤面积、荧光素染色
和新生血管化情况进行评分,分别为 0 ~ 4 分,然后将各
分值进行相加,乘以 5 得到加权的角膜评分。 对房闪、虹
膜组织和瞳孔反射情况以及结膜充血、水肿和溃疡情况
进行评分[3]。 同时还需要观察其他的组织病变情况,如
角膜裂伤或眼球破裂等。
1. 2. 2. 3 病理学检查摇 球结膜注射后第 14d,处死大鼠并
取出眼球,用 4%多聚甲醛混合液固定。 然后梯度脱水、
包埋、切片,取结膜、角膜组织做 HE 染色,显微镜下观察
照相。
1. 2. 3 大鼠结膜下注射 MIL60 对角膜上皮愈合能力的
影响
1. 2. 3. 1 建立角膜上皮缺损动物模型摇 SD 大鼠 12 只麻
醉后用爱尔凯因滴眼液点右眼 2 次,麻醉充分后固定大
鼠,手术显微镜下用直径 3. 75mm 的环钻于右眼角膜中
央作浅表压痕,取同直径的 Whatman 3 号滤纸片浸于
20%酒精 20s 后,置于干燥滤纸 1s,然后放在角膜中央压
痕处并紧贴角膜 60s,用刀片刮去压痕内全部上皮,用荧
光素染色后呈均匀着色圆盘状上皮缺损区,即为造模成
功。 将 12 只大鼠随机分为 25mg / mL MIL60 组、溶剂组和
0. 9% NaCl 组。 建模成功后即刻右眼颞上结膜下注射
0郾 05mL 的相应溶液。
1. 2. 3. 2 角膜上皮缺损区域面积计算 摇 建模后分别于
12、24、36h 进行角膜荧光素染色,观察角膜上皮缺损修
复情况直至上皮基本愈合并照相。 通过裂隙灯显微镜
图像分析系统计算角膜上皮缺损面积并进行统计分
析。 设初始缺损面积为 1,其后各时间点与其相比得出
数值。

统计学分析:采用 IBM SPSS20. 0 软件进行统计学分

析。 实验数据中的计量资料以均值依标准差(軃x依s)表示。
样本均数经 Levene 检验证实方差齐,采用单因素方差分
析,各组间两两比较用 LSD-t 检验。 以 P<0. 05 为差异
有统计学意义。
2 结果
2. 1 MIL60 对 HCE细胞增殖和凋亡的影响变化
2. 1. 1 HCE细胞培养和鉴定摇 HCE 细胞呈三角形、短梭
形或不规则的多边形,生长较迅速,3d 长满呈铺路石样,
可复层生长,会发生接触抑制从而导致细胞迅速凋亡
(图 1A,B)。 免疫荧光结果示:细胞胞浆内见红色荧光,
即 CK12 表达阳性,胞核呈蓝色荧光,为 DAPI 核染
(图 1C),可确定为 HCE 细胞。
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图 1摇 HCE的培养与鉴定摇 A:HCE 细胞培养后 1d 倒置显微镜下观察(伊100),可见 HCE 呈短梭状、多边形;B:
HCE 培养 3d 后细胞呈三角形、短梭状;C:CK12 免疫荧光染色显微镜下观察(伊400),细胞胞浆可见红色荧光,即
CK12 表达阳性,胞核呈蓝色荧光,为 DAPI 核染,可确定为 HCE。

图 2摇 各组角膜上皮细胞形态变化(伊100)摇 A:MIL60 组;B:溶剂组;C:对照组。

表 1摇 各组角膜上皮细胞吸光度值比较 軃x依s

组别
培养时间

24h 48h 72h
MIL60 组 1. 10依0. 04a 1. 32依0. 07a 1. 46依0. 04a

溶剂组 1. 08依0. 09a 1. 29依0. 03a 1. 42依0. 03a

对照组 1. 12依0. 10 1. 33依0. 09 1. 45依0. 08

注:aP>0. 05 vs 对照组。

2.1. 2 CCK8法检测MIL60对 HCE增殖的影响摇 25mg / mL
MIL60 和溶剂处理 HCE 细胞后,在各个时间点细胞形态
未见明显变化,细胞状态良好,生长迅速,细胞形态规则,
细胞之间连接紧密,细胞贴壁性强,与对照组细胞未见明
显差异(图 2)。 细胞在不同溶液分组处理培养 24、48、72h
后,MIL60 和溶剂培养组的 HCE 细胞增殖和普通培养基
的细胞增殖无明显差别,各处理组分别和对照组进行对
比,差异无统计学意义(P>0. 05,表 1)。
2. 1. 3 Annexin V FITC / PI 法检测 MIL60 对 HCE 细胞凋
亡的影响 摇 25mg / mL MIL60 组、12. 5mg / mL MIL60 组、
3郾 125mg / mL MIL60 组、溶剂处理组和对照组相比,HCE
细胞发生凋亡的细胞数和比率比较,差异无统计学意义
(P>0. 05),即 25mg / mL MIL60 组、12. 5mg / mL MIL60 组、
3郾 125mg / mL MIL60 组和溶剂对 HCE 细胞无明显诱导凋
亡作用。 流式细胞术检测发现,对照组细胞培养 24h 后破
碎、坏死细胞的比率为 3. 3% ,凋亡细胞的比例为 2. 2% 依
0. 59% ;经过 25、12. 5、3. 125mg / mL MIL60 和溶剂对 HCE

细胞进行处理 24h 后,破碎、坏死细胞的比率未发生明显
变化,分别为 5. 6% 依 0. 48% 、3. 2% 依 0. 13% 、1. 8% 依
0郾 34% 、5. 0% 依0. 63% ;凋亡细胞比例未发生明显变化,
分别为 1. 1% 依0. 13% 、0. 4% 依0. 21% 、0. 3% 依0. 15% 、
0郾 7% 依0. 36% (图 3)。 重复 3 次实验均得到相同趋势
结果。
2. 2 大鼠结膜下注射 MIL60 后眼部组织的观察

2. 2. 1 裂隙灯和检眼镜检查摇 结膜下注射相应溶液后大

鼠右眼颞侧局部结膜隆起、稍苍白,注射后第 1d 结膜隆起

消退,注射部位和毗邻角结膜未见明显异常。 大鼠清醒

后,三组大鼠行为学无明显差异,未见明显瞬目或流泪等

症状。 结膜下注射后,裂隙灯显微镜观察所有鼠眼未发现

结膜下出血、坏死和角膜混浊水肿。 观察期内各组大鼠结

膜和巩膜未见充血、水肿和坏死,角膜保持透明,无水肿和

内皮皱褶。 前房无炎症反应,虹膜表面无渗出、出血和坏

死,瞳孔对光反射灵敏,晶状体透明。 直接检眼镜观察玻

璃体未见混浊,视网膜血管未见闭塞,视网膜平伏,未见渗

出及出血(图 4)。 三组大鼠结膜、角膜和虹膜 Draize 评分

分析后提示,差异无统计学意义(P>0. 05)。
2. 2. 2 病理学结果摇 光镜进行病理学观察,三组大鼠结

膜组织上皮完整,未见炎性细胞浸润。 角膜组织中各层

均结构清晰,上皮细胞排列整齐,前弹力层完整,基质纤

维排列规则,后弹力层完整,内皮细胞层连续,形态规整

(图 5)。
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图 3摇 流式细胞仪检测 MIL60 对 HCE 细胞凋亡的影响 摇 A:空白对照; B:25mg / mL MIL60 组; C:12. 5mg / mL MIL60 组;D:
3郾 125mg / mL MIL60 组;E:溶剂组。

图 4摇 三组大鼠结膜下注射 MIL60、溶剂和 0. 9% NaCl后的外观表现(眼部未见异常表现)摇 A:MIL60 组;B:溶
剂组;C:0. 9% NaCl 组。

图 5摇 三组大鼠分别结膜下注射 MIL60、溶剂和 0. 9% NaCl 后
第 14d角膜组织病理学检查(HE伊200) 摇 A:MIL60 组;B:溶剂
组;C:0. 9% NaCl 组。

2. 3 MIL60 结膜下注射对角膜上皮愈合的影响 摇 根据裂
隙灯观察和照相结果分析,在 12h 时 0. 9% NaCl 组、溶剂
组、MIL60 组的大鼠角膜上皮缺损面积分别为 7. 06 依
2郾 15、6. 91依2. 44、7. 14依1. 59mm2;24h 时 0. 9% NaCl 组、溶
剂组、MIL60 组的大鼠角膜上皮缺损面积分别为 3. 14 依

摇 摇

图 6摇 MIL60 结膜下注射对角膜上皮愈合的影响。

0郾 79、3. 20依1. 15、2. 97依1. 67mm2;24h 时 0. 9% NaCl 组、溶
剂组、MIL60 组的大鼠角膜上皮缺损面积皆为 0。 在各个
观察时间点的三组大鼠角膜上皮缺损面积比较,差异无统
计学意义(P>0. 05);各时间点的三组大鼠上皮缺损面积
与基线上皮缺损面积之比,组间差异无统计学意义(P>
0郾 05),说明 MIL60 和溶剂结膜下注射对角膜上皮愈合无
明显延迟作用(图 6)。
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3 讨论
高效低毒的眼用抗新生血管药物的研究开发,一直都

是防治眼部新生血管的重要课题。 药物在眼内产生毒副
作用通常是由功能性改变到亚微观形态学改变,再到微观
形态学改变,最后到肉眼可见的改变。

角膜是眼科局部用药吸收的主要途径,同时也是药物
毒性损伤的首要组织。 眼部局部用药对角膜的毒性研究
主要通过体外细胞模型、在体动物实验和临床观察进行评
价。 本实验中采用体外培养的 HCE 细胞作为体外模型,
观察了 MIL60 用药后 HCE 细胞的形态学变化,同时用
CCK8 法检测细胞的增殖能力,最终对比细胞凋亡率,一
定程度上以评价 MIL60 眼局部应用的药物毒性。 该方法
简单快捷、可重复性。

CCK-8(cell counting kit-8)法检测细胞增殖能力的
原理主要是:活细胞的线粒体脱氢酶转化的黄色结晶水溶
性高,并不需要裂解细胞就可以直接进行比色,该方法操
作便捷,准确性高,比 MTT 法灵敏度高,显色时间短,重复
性好,而且 CCK-8 检测过的细胞可重复利用[4-5]。 MIL60
和溶剂分别处理 HCE 细胞后,HCE 的细胞形态并未发生
显著变化。 CCK-8 法的检测结果显示,MIL60 和溶剂处
理后的 HCE 细胞增殖数、吸光度值与 0. 9% NaCl 对照组
无明显差异,即 MIL60 和溶剂对 HCE 的细胞增殖无明显
抑制作用。

检测细胞凋亡的方法有很多,比如 ELISA、AnnexinV-
FITC / PI、TUNEL 等方法。 ELISA 敏感性高、所需细胞数
少,无法检测凋亡细胞的绝对数量,且无法分辨凋亡细胞
的种类[6]。 TUNEL 特异性和敏感性高,对样品处理要求
高,操作复杂,而且只能检测凋亡中晚期的细胞[7]。
Annexin V-FITC / PI 法检测细胞凋亡原理是:细胞在凋亡
早期时,位于细胞膜内侧的磷脂酰丝氨酸(PS)从细胞膜
内侧外翻到细胞膜外侧;Annexin V 是一种钙依赖性磷脂
结合蛋白,能够特异性识别并结合到磷脂酰丝氨酸上。 通
过荧光素 FITC 将 Annexin V 进行标记,凋亡早期的细胞
在荧光显微镜下会发出绿色荧光;而碘化丙啶(propidine
iodide,PI)是一种核酸染料,它不能穿透正常细胞的细胞
膜,但可以穿透凋亡晚期和已死细胞的细胞核,与细胞核
DNA 嵌合,在荧光显微镜下发出红色荧光。 因此 Annexin
V-FITC 和 PI 联合使用,就可以通过流式细胞仪来检出不
同凋亡阶段的细胞,而且能够检测凋亡早期细胞,可以区
分凋亡和坏死[8-9]。 不同浓度的 MIL60 和溶剂处理细胞
后的细胞凋亡率和对照组的凋亡率间,差异无统计学意义
(P>0. 05)。 提示 MIL60 和溶剂对 HCE 的凋亡无明显促
进作用。

目前治疗角膜新生血管的抗体药物主要采用结膜下
注射的方式给药。 结膜下注射可降低点眼的泪液清除,增

加药物经角膜和非角膜途径在眼部的吸收,同时减少了基
质内注射、前房注射和玻璃体腔给药的风险和全身应用的
并发症,降低了毒副作用[10]。 结膜下给药后药物通过局
部血液循环进入角膜、前房,治疗效率高,因此结膜下给药
是单克隆抗体比较理想的给药方式。 MIL60 结膜下注射
后,结膜、角膜和眼内组织形态学上都未观察到和对照组
不一致的变化,病理切片显示组织结构正常,结膜上皮完
整,角膜上皮完整,基质胶原排列整齐,未见炎性细胞浸
润。 我们用大鼠角膜缺损模型来观察 MIL60 是否有延迟
角膜上皮愈合的作用。 MIL60 给药后,角膜上皮愈合未见
明显延迟,与对照组角膜缺损面积的差异无统计学意义
(P>0. 05)。

综上所述,MIL60 局部应用比较安全。 本实验初步分
析了 MIL60 的眼部用药安全性,后继需要进行一系列的
研究,系统探讨 MIL60 安全性,如检测不同浓度 MIL60 对
结膜上皮细胞和角膜上皮细胞的毒性作用,确定安全用药
浓度区间;对 MIL60 结膜下注射后的大鼠进行电生理检
查,了解 MIL60 是否对视网膜视神经功能产生影响;对
MIL60 结膜下注射后的眼内组织进行病理学检查,了解
MIL60 是否引起眼底组织的形态变化等。
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