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Abstract
誗AIM: To evaluate the effect of inhibition of 99Tc-MDP
on experimental corneal neovascularization in rats.
誗METHODS: Chemical cauterization of the cornea was
performed by touching alkali. Twenty - four healthy SD
rats were divided randomly into two equal groups:
experimental group underwent i. p. injection of 99Tc -
MDP everyday until 14 th day after alkali burn. Control
group underwent i. p. injection of normal saline as
control. Rats were examined for detection of the first
signs of neovascularization. 21 days later, lengths of
neovascular and total corneal neovascularization area
were assessed.
誗RESULTS: The time of neovascularization in experimental
group was 6. 25依1. 93 days, the control group was 5. 83依
1. 86 days, and there was no statistically significant
difference(P = 0. 30) . The lengths of neovascular were
1郾 74依0. 33mm and 2. 82依0. 25mm in two groups and the
difference was statistically significant. The total
neovascularization area was 17. 3依3. 26mm2, 24. 8依5. 10mm2

respectively and the difference between the two groups
was statistically significant (P<0. 01) .
誗CONCLUSION: 99Tc - MDP has a significant effect on
inhibition of alkali burn-induced corneal neovascularization.
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rat; inhibition
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摘要

目的:探讨99Tc-MDP 对碱烧伤性大鼠角膜新生血管生成

的抑制作用。
方法:采用碱烧伤法制备角膜新生血管模型,24 只健康

SD 大鼠随机分成两组,实验组予以腹腔注射99Tc-MDP,
每天 1 次,至模型建立后 14d。 对照组以等体积的生理盐

水腹腔注射。 观察新生血管形成时间、第 21d 时角膜新

生血管长度和新生血管面积。
结果:实验组新生血管长入的时间为 6. 25依1. 93d,对照

组长入时间为 5. 83 依 1. 86d,差异无统计学意义 ( P =
0郾 30)。 新生血管长度实验组为 1. 74 依0. 33mm,对照组

为 2. 82 依 0. 25mm;新生血管的面积实验组为 17. 3 依
3郾 26mm2,对照组为 24. 8 依5. 10mm2,两者之间差异均有

统计学意义(P<0. 01)。
结论:使用99Tc-MDP 可以有效抑制碱烧伤引起的角膜新

生血管的生成。
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0 引言

摇 摇 角膜新生血管的产生降低了角膜透明性,严重影响

视力,而且是角膜移植术后发生角膜免疫排斥反应的高

危因素,新生血管还常导致组织瘢痕化和持续性炎症,是
临床上最常见、治疗最棘手的致盲性眼科疾病之一[1] 。
99Tc-MDP 是我国拥有自主产权的两个核素性药物之一,
已经被证实临床上对于类风湿、强制性脊柱炎等炎性疾

病有明确作用,并广泛应用于临床。99 Tc-MDP 是一种人

工微量元素锝[ 99Tc]与亚甲基二膦酸(MDP)的螫合物,
是一种核素药物。 其中99Tc 是放射性药物,但因其半衰

期极长,其发射的 茁 射线的能量极低,故对人体完全无

害[2]。 其作用机制包括清除自由基、抑制白细胞介素-1
表达、减少白细胞趋化、降低基质蛋白酶活性等。 本研究

应用此药物治疗碱烧伤引起的角膜新生血管,此前未见

报道,现报告如下。
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1 材料和方法

1. 1 材料 摇 健康的 SD 大鼠共 24 只,雌雄不限,体质量

200g 左右,全部购自中山大学实验动物中心。
1. 2 方法

1. 2. 1 99Tc-MDP的配制摇 99Tc-MDP 注射液由 A 剂和 B
剂组成,其中 A 剂每瓶 5mL,内含高锝[ 99Tc](0. 05滋g)酸
钠注射液;B 剂为白色冻干粉,内含亚甲基二膦酸盐

5mg,氯化亚锡 0. 5mg。 为了确保药物的有效期,应在

2益 ~ 8益(冰箱中)保存,使用前从低温处取出,再室温

下放置 20min 左右,使其自然升温到室温(20益左右),然
后按无菌操作,将 A 剂注入 B 剂,充分振摇 1min 以上,使
A 剂与 B 剂充分反应螯合即生成锝[ 99Tc]亚甲基二膦酸

盐螯合物,再静置 5min 后即可使用[2]。
1. 2. 2 动物模型的制作 摇 SD 大鼠用 100g / L 水合氯醛

(3 ~ 3. 5mL / kg )腹腔注射麻醉,1mol / L 氢氧化钠溶液倒

入培养皿中,将直径 3mm 的圆形滤纸片浸入其中达饱

和,蘸去表面多余的液体。 大鼠行爱尔凯因滴眼液表面

麻醉,棉签拭干结膜囊后,镊子夹取滤纸片贴敷角膜中

央,计时 30s 后迅速取下,生理盐水充分冲洗结膜囊,可
见角膜中央圆形白色烧灼区,阿托品眼膏涂眼,模型制作

完毕[3]。
1. 2. 3 实验分组摇 24 只大鼠随机平均分成两组,每组 12
只,均采用上述方法制作左眼碱烧伤模型。 A 组实验组

腹腔注射 99Tc-MDP,每天 1 次,至模型建立后 14d;B 组

为对照组,以等体积的生理盐水腹腔注射。 实验组的剂

量均以高锝[ 99 Tc]为标准,即每盒药物为 0. 05滋g,按照

0. 01滋g / (kg·d)予以实验组腹腔注射。
1. 2. 4 观察指标摇 分别于造模后每天观察角膜新生血管

情况,记录角膜新生血管发生时间,并于 21d 时测量最长

的新生血管长度、新生血管面积并照相[4]。 新生血管的

面积按照公式:S=C / 12伊3. 1416伊[ r2 -( r-l) 2],C 为新生

血管区的占整个角膜的圆周钟点数,r = 3mm(大鼠角膜

半径),l 为新生血管长度(选择最长,走形最直的) [1]。
摇 摇 统计学分析:采用 SPSS 11. 5 软件,计量资料采用 軃x依s
表示,行两组独立样本 t 检验,P<0. 05 为差异有统计学

意义。
2 结果

摇 摇 两组动物经碱烧伤后,均角膜水肿,中央上皮脱落,
角膜缘血管网扩张,逐渐有新生血管长入。 至第 21d
时,实验组角膜血管稀疏,未长入角膜中央烧伤区,部
分角膜钟点未见新生血管。 而对照组新生血管浓密迂

曲,基本长入角膜中央,且 360毅角膜均有新生血管长入

(图 1)。 实验组新生血管长入的时间为 6. 25依1. 93d,对
照组长入时间为 5. 83依1. 86d,在延迟新生血管长入时间

方面两组间差异没有统计学意义(P>0. 05),新生血管长

度实验组为 1. 74依0. 33mm,对照组为 2. 82依0. 25mm,两
者之间差异有统计学意义(P<0. 05)。 新生血管的面积

实验组为 17. 3依3. 26mm2,对照组为 24. 8依5. 10mm2,两者

之间差异有统计学意义 ( P < 0. 05,表 1)。 通过使用
99Tc-MDP,可以明显抑制碱烧伤后角膜新生血管的长度

和面积。

表 1摇 实验组与对照组造模后第 21d时角膜新生血管结果 軃x依s
指标 实验组 对照组 P

新生血管面积(mm2) 17. 3依3. 26 24. 8依5. 10 <0. 01

最长新生血管长度(mm) 1. 74依0. 33 2. 82依0. 25 <0. 01

最早出现新生血管时间(d) 6. 25依1. 93 5. 83依1. 86 0. 30

图 1摇 实验组与对照组造模后 21d时角膜新生血管照相摇 A:实
验组;B:对照组。

3 讨论

摇 摇 各种原因引起的角膜新生血管,破坏了角膜的透明

性,可以严重影响视力,甚至失明。 目前对于外伤以及很

多情况下,怎样去抑制新生血管是眼科医生的一个挑战。
临床上近几年对角膜新生血管治疗的研究大量出现,包
括肝素、环孢素 A、非甾体抗炎药、贝伐单抗、激素、光动

力治疗等。 但目前这些治疗效果不是很理想,仍然需要

更多的研究改进角膜新生血管的治疗。 激素目前似乎是

最好的治疗实验性角膜新生血管的药物,并且是临床上

阻止角膜新生血管产生的主要药物,其作用机制主要是

直接作用于新生血管的内皮细胞以及间接作用于可能刺

激新生血管生长的附近组织的细胞[5]。 但同时激素的副

作用比较大,可以阻止基质层的修复,甚至造成角膜穿

孔。 贝伐单抗是一种 VEGF(血管内皮生长因子)的单克

隆抗体,被用于临床上治疗脉络膜新生血管的新药,已有

大量的研究可以证实抗 VEGF 药物可以治疗角膜新生血

管,但是有研究表明能减少角膜神经修复不利于伤口的

愈合,而且治疗费用昂贵[3,6-8]。 目前使用光动力治疗能
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有效地抑制角膜新生血管,但是长效作用没有得到证实,
并且反复治疗,此治疗方法成本昂贵,限制了在临床上的

应用[9]。
摇 摇 我们的目的是寻找一种简单有效的治疗角膜新生血

管的药物。99Tc-MDP 已经被证实临床上对于许多炎性疾

病如类风湿关节炎等疗效明确[10],并有报道用于甲亢伴

浸润性突眼和兔实验性葡萄膜炎[11-14],取得了较好的效

果。 Lai 等[2]首次使用云克治疗脉络膜新生血管,发现
99Tc-MDP 可以在不同的浓度抑制脉络膜新生血管的产

生。 他们的结论中,99Tc-MDP 可以有效抑制脉络膜新生

血管形成过程的 VEGF 和 MMPs(基质金属蛋白酶)的表

达,并通过这种机制抑制新生血管的表达。 而大量研究

表明,VEGF 和 MMPs 也参与到了角膜新生血管形成当

中,从理论上来说,99 Tc-MDP 有抑制角膜新生血管发生

的可能,所以尝试去验证我们的设想。
摇 摇 我们选择碱烧伤角膜新生血管模型去证实该药物的

作用,从我们的结果中可以看出,使用99 Tc-MDP 后可以

有效地抑制角膜新生血管的长入,两组间新生血管面积

的差异有统计学意义。 实验组新生血管的面积、长度均

小于对照组,使用药物后,碱烧伤引起的新生血管面积减

少了 30%以上。 我们认为,99Tc-MDP 抑制角膜新生血管

主要是与他的抗炎等作用机制有关。99Tc-MDP 作用机制

包括清除自由基、抑制 IL-1(白细胞介素-1)表达、减少

白细胞趋化、降低基质蛋白酶活性,并且可以抑制

VEGF / MMPs 的表达 [2,9] 。 从我们的结果可以看出,
99Tc-MDP 治疗角膜新生血管是有效的,并可能通过对角

膜 MMPs 和 VEGF 的影响从而抑制碱烧伤引起的角膜新

生血管的产生。 我们的结果中,在延迟新生血管生成方

面,99Tc-MDP 没有明显的作用。 这可能是多个方面的原

因引起的,如腹腔注射导致药物有效浓度不足、角膜新生

血管产生机制复杂[15]等,这也是我们需要进一步研究明

确的目标。
摇 摇 我们的研究仅仅从碱烧伤引起角膜新生血管的角度

去观察99Tc-MDP 的作用,有一定的局限性。 仍然需要对

其相关作用机制和药物对角膜安全性行进一步研究。
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