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Abstract
誗 AIM: Through intravitreal injection of celecoxib in
oxygen - induced retinopathy ( OIR ) rat model, to
investigate the effect and mechanism of celecoxib on
neovascularization of OIR.
誗METHODS: Ninety - six 7 - day - old SD rats were
randomly divided into 6 groups: Group Z:Normal group;
Group O: OIR ; Group A: OIR + vehicle control group;
Group B: OIR + 5滋g celecoxib group; group C: OIR +
20滋g celecoxib group; group D: OIR + 80滋g celecoxib
group. In addition to Z group in the normal
environment, the other groups were established the OIR
model. The neonatal rats were given intravitreal
injections of dimethyl sulfoxide ( DMSO ) and the
corresponding doses of celecoxib on the 12th day after
birth. The rats were sacrificed on day 17 after birth. HE
staining were employed to count the vascular endothelial
cells which were breakthrough within the internal limiting
membrane of retina. Immunohistochemistry staining
were utilized to probe the expression of VEGF protein.
誗RESULTS: HE staining showed that, the number of the
endothelial cells in the retina was 0. 44依0. 18, 30. 60依5. 36,
28. 05依4. 68, 19. 58依4. 58, 10. 13依1. 93, 7. 58依2. 68 in Group
Z, O, A, B, C and D. In addition to Group O and Group

A, there were significant differences between the two
groups ( P < 0. 05 ) . After treatment with celecoxib,
breakthrough of the internal limiting membrane of the
vascular endothelial cell nucleus was significantly
reduced, and positively correlated with the dose.
Immunohistochemical results showed, the expression of
VEGF protein in Group Z was negative, the expression
rate was 10%,the positive expression of VEGF protein in
Group A was higher than that in Group B, C and D, and
the positive rate was 86%, which was higher than that of
Group B, C and D, as 68%,42%, 30%.
誗CONCLUSION: Celecoxib can inhibit the OIR model of
rat retinal angiogenesis, and the effect of suppressing a
positive correlation with the dose, its action may inhibit
VEGF expression.
誗KEYWORDS:celecoxib; oxygen - induced retinopathy;
neovascularization; cyclooxygenase-2
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摘要
目的:通过对大鼠氧诱导视网膜病变 ( oxygen - induced
retinopathy,OIR)模型进行玻璃体腔注射塞来昔布,探讨
塞来昔布在 OIR 中对视网膜新生血管的作用及其机制。
方法:选取 7 天龄 SD 乳鼠 96 只随机分为 6 组:Z 组:正常
组;O 组:OIR 组;A 组:OIR+溶媒对照组;B 组:OIR+塞来
昔布 5滋g 组;C 组:OIR+塞来昔布 20滋g 组;D 组:OIR+塞
来昔布 80滋g 组。 除 Z 组在正常环境饲养外,其余各组乳
鼠均建立 OIR 模型。 乳鼠于生后第 12d 出氧箱后给予玻
璃体内注射二甲基亚砜(dimethyl sulfoxide, DMSO)及相
应剂量的塞来昔布,于生后第 17d 处死,做组织切片 HE
染色观察视网膜组织形态并计数突破内界膜的血管内皮
细胞核数,石蜡切片行免疫组化染色检测 VEGF 蛋白的
表达。
结果:HE 染色显示,Z 组、O 组、A 组、B 组、C 组、D 组突
破视网膜内界膜的血管内皮细胞核数分别为 0. 44 依
0郾 18、30. 60 依5. 36、28. 05 依4. 68、19. 58 依 4. 58、10. 13 依
1郾 93、7. 58依2. 68 个;除 O 组与 A 组外,各组间差异均有
统计学意义(P<0. 05),经塞来昔布治疗后,突破内界膜
的血管内皮细胞核明显减少,且与剂量正相关;免疫组化
结果显示,Z 组 VEGF 蛋白表达呈阴性,表达率为 10% ,
其余各组可见 VEGF 蛋白的阳性表达,O、A 组阳性表达
较高,阳性率分别为 90% 、86% ,表现为棕褐色颗粒或团
块,均高于 B、C、D 组,且三组的阳性表达依次减低为
68% 、42% 、30% 。
结论:塞来昔布能够有效抑制大鼠 OIR 模型视网膜新生
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血管的生长,且抑制效果与剂量正相关,其作用可能通过
抑制 VEGF 表达实现。
关键词:塞来昔布;氧诱导视网膜病变;新生血管;环氧化
酶-2
DOI:10. 3980 / j. issn. 1672-5123. 2017. 4. 11
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0 引言
摇 摇 早产儿视网膜病变( retinopathy of prematurity,ROP)
的发病率呈上升趋势,且随着世界医疗水平和围生医学
的不断提升,早产儿存活率特别是低体重、极低体重儿甚
至是超低出生体重儿的存活率明显增高,目前已成为世
界儿童致盲的主要原因,在发展中国家尤为明显[1-2]。 塞
来昔布是一种特异性的环氧化酶-2(Cyclooxygenase-2,
COX-2)抑制剂,具有胃肠道、血小板及肾功能等毒副作
用小的优点,在临床上用于治疗类风湿关节炎、骨关节炎
及家族性腺瘤息肉等疾病,在抑制新生血管病变方面有
研究报道[3-4]。 本实验通过选择氧诱导视网膜病变
(oxygen- induced retinopathy,OIR)的大鼠模型[5],模型中
视网膜血管病理改变与 ROP 的病理过程极度吻合,首次
对其玻璃体腔内注射不同剂量的塞来昔布,进而观察塞
来昔布对视网膜新生血管的抑制作用及其机制,为 ROP
的治疗提供新的理论依据。
1 材料和方法
1. 1 材料
1. 1. 1 实验动物摇 选取 7 天龄健康 SD 大鼠 96 只(新疆
医科大学动物中心提供,SPF 级),体质量 15g 左右,性别
不限,与哺乳母鼠共同饲养,所有动物均具有动物检疫合
格证,符合无眼部疾患的原则。 实验动物及饲养条件符
合国家科学技术委员会规定的《实验动物管理条例》
规则。
1. 1. 2 主要试剂和仪器摇 塞来昔布原料(湖北兴银河化
工公司,湖北武汉), VEGF ( vascular endothelial growth
factor,VEGF)抗体(武汉博士德生物工程有限公司,中
国),兔二步法试剂盒(北京中杉金桥生物技术有限公
司),数字测氧仪(杭州建德分析仪器二厂,中国), 微量
进样器(hamilton,美国),光学显微镜 (Olympus,日本)。
1. 2 方法
1. 2. 1 实验动物分组摇 7 天龄 SD 大鼠 96 只按随机原则
分为 6 组,每组 16 只,分别为: Z 组:正常组;O 组:OIR
组;A 组:OIR+溶媒对照组;B 组:OIR+塞来昔布 5滋g 组;C
组:OIR+塞来昔布 20滋g 组;D 组:OIR+塞来昔布 80滋g 组。
除 Z 组在正常环境饲养外,其余各组乳鼠均建立 OIR 模型。
1. 2. 2 OIR模型的建立摇 将鼠龄 7d 的 SD 乳鼠与哺乳母
鼠一起放置于密闭的玻璃箱内,容器内接入医用纯氧气,
氧气的流量控制 0. 75L / min 左右,使容器内氧分压保持
在 75% 依2% ,确保氧浓度的恒定,每日测量 6 次。 每天打
开玻璃箱更换鼠垫料、加食、换水及更换哺乳母鼠,控制时
间在 10min 以内。 高氧环境下饲养至 12d,玻璃体腔注射
不同剂量药物,然后放置正常环境中饲养到 17d,处死。
1. 2. 3 给药方法摇 将塞来昔布粉剂分别溶于二甲基亚砜
(Dimethyl sulfoxide,DMSO)中,配制成不同浓度的塞来昔
布液:1、4、16滋g / 滋L 。 A、B、C、D 组于生后第 12d 经腹腔
注射 10%水合氯醛(每 10g 0. 03mL)麻醉,复方托吡卡胺

散瞳双眼,氯霉素眼液术前滴眼、冲洗眼睛,距角巩膜缘
1mm 处垂直进针,玻璃体内分别注射 5滋L 的 DMSO 溶液
及 1、4、16滋g / 滋L 的塞来昔布溶液各 5滋L。 术后每日 3 次
氧氟沙星眼液点眼。
1. 2. 4 HE染色摇 至生后第 17d 时,各组随机取 8 只乳鼠
经 10% 水合氯醛腹腔注射过量麻醉至死,然后迅速取下
双眼眼球置于 40g / L 多聚甲醛中固定 50min,手术显微镜
下去除眼前节及部分眼内容物(保留视网膜的完整性),
置于 40g / L 多聚甲醛中固定 24h 后常规脱水,石蜡包埋,
平行于角膜至视盘矢状位的平面连续切片,贴片,厚度
5滋m,每个平面间隔 30滋m,每只眼球选 4 张切片用于检
查。 每组各随机抽取 16 张切片行 HE 染色,在显微镜下
计数突破视网膜内界膜的血管内皮细胞核数目(计数时
仅计数与内界膜有联系的血管内皮细胞核数)。
1. 2. 5 视网膜组织免疫组化染色摇 各组随机选取切片行
免疫组化染色用于检测 VEGF 的表达,60益烤箱中烤片;
脱蜡复水;3mL / L H2O2灭活过氧化物酶;抗原修复;山羊
血清封闭,倾去勿洗;滴加抗体 VEGF(1 颐100 稀释),4益
过夜;37益复温;二抗孵育(37益, 30min);DAB 显色,显
微镜下观察;苏木素复染;1% 盐酸乙醇分色;返蓝;脱水
透明封化;显微镜下观察并采集图像。 切片中观察 VEGF
阳性表达为细胞浆棕黄色染色,每组在高倍镜下随机选
取 50 个高倍视野,根据细胞染色深度及阳性细胞结果为
标准,阳性细胞数小于 25% 为阴性;25% ~ 50% 为弱阳
性;50% ~ 75%为阳性;大于 75% 为强阳性,按照此标准
统计其阳性率。
摇 摇 统计学分析:采用 SPSS19. 0 统计学软件进行统计学
处理,采用均数依标准差表示,突破视网膜内界膜的血管内
皮细胞核数目采用多样本均数比较的方差分析;两两组间
比较采用 LSD-t 检验。 P<0. 05 认为差异有统计学意义。
2 结果
2. 1 各组视网膜 HE染色情况摇 Z 组:无或极少有血管内
皮细胞突破视网膜内界膜,细胞排列规则;O 组:视网膜
可以看到大量血管内皮突破视网膜内界膜,形成管腔,各
层组织结构排列紊乱;A 组:大量血管内皮细胞突破视网
膜内界膜,部分形成管腔,细胞排列紊乱;B 组:突破内界
膜的细胞核稍减少,但仍有部分形成管腔;C 组:突破内
界膜的血管内皮细胞明显减少且无新生血管管腔形成;
D 组:少量血管内皮细胞突破内界膜,细胞排列规则。
2. 2 各组突破视网膜内界膜的血管内皮细胞核数目摇 Z
组、O 组、A 组、B 组、C 组、D 组突破视网膜内界膜的血管
内皮细胞核数分别为 0. 44 依 0. 18、30. 60依5. 36、28. 05依
4. 68、19. 58依4. 58、10. 13依1. 93、7. 58依2. 68 个,经统计学
处理分析,各组间差异有统计学意义(F = 167. 07,P <
0郾 01);进一步两两比较,除 O 组与 A 组间差异无统计学
意义(P= 0. 19),其余各组间比较差异均有统计学意义
(P<0. 05,图 1) 。
2. 3 各组免疫组织化学 VEGF 蛋白检测结果 摇 Z 组
VEGF 蛋白表达呈阴性,表达率为 10% ,O 组、A 组视网
膜各层组织结构紊乱,可见大量 VEGF 表达,呈棕黄色,
阳性表达率为 90% 、86% 。 B 组、C 组、D 组与 A 组相比,
VEGF 阳性表达降低,且染色区域及深度减少,且阳性表
达率依次为 68% 、42% 、30% (图 2)。
3 讨论
摇 摇 塞 来 昔 布 是 一 种 特 异 性 的 环 氧 化 酶 - 2
(Cyclooxygenase-2,COX-2)抑制剂。 有研究表明,塞来
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图 1摇 各组突破视网膜内界膜的血管内皮细胞核数目(HEX200)摇 Z:正常组;O:OIR 组(箭
头所示 OIR 组血管内皮细胞突破视网膜内界膜形成的管腔);A:OIR+溶媒对照组;B:OIR+
塞来昔布 5滋g 组;C:OIR+塞来昔布 20滋g 组;D:OIR+塞来昔布 80滋g 组。

图 2摇 各组免疫组织化学 VEGF检测结果(X400)摇 Z:正常组;O:OIR 组 A:OIR+溶媒
对照组;B:OIR+塞来昔布 5滋g 组;C:OIR+塞来昔布 20滋g 组;D:0IR+塞来昔布 80滋g 组。

昔布对部分肿瘤细胞有抑制生长的作用,如肺癌[6-7]、结
肠癌[8-9]及肝癌[10-11] 等肿瘤,在其组织标本中 COX-2 及
VEGF 表达均升高 ,且都与新生血管数量呈正相关,但应
用塞来昔布后,组织中 COX-2 及 VEGF 表达均降低,新生
血管数量减少,所以其作用与其抑制 VEGF 的表达进而抑
制其新生血管生成有关。
摇 摇 近些年来,塞来昔布在眼科动物模型中抑制新生血管
疾病方面也有研究报道。 Dong[12-13] 研究认为塞来昔布能
抑制大鼠角膜新生血管生长,可抑制 COX-2 和 VEGF 的

表达;Nassiri 等[14]研究发现,塞来昔布可降低糖尿病小鼠
模型的眼部视网膜新生血管的生长,其眼内 VEGF 表达下
降;Hao 等[15]实验结果表明,塞来昔布可抑制脉络膜新生
血管的生长,通过调控 COX-2 的表达进而降低 VEGF 的
表达水平,以上结果发现塞来昔布能够抑制眼部新生血管
的增生,其作用机制通过调控 VEGF 表达进而抑制新生血
管的生长。 本实验选择建立 OIR 模型,对模型进行玻璃
体腔注射塞来昔布,探讨塞来昔布在 OIR 模型中对视网
膜新生血管的抑制作用及其机制。 本实验玻璃体腔注射
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塞来昔布的药物浓度参考以往实验中运用玻璃体腔注射
塞来昔布的剂量,在此基础上进行探讨[16]。 通过本实验
发现,塞来昔布能够有效地抑制大鼠 OIR 模型中视网膜
新生血管的生长。 HE 染色证实高氧下的大鼠视网膜界
面毛糙,突破视网膜内界膜的内皮细胞核增多,形成管腔,
其内可见散落红细胞,视网膜各层排列紊乱,经玻璃体内
注射 3 个浓度梯度的塞来昔布之后,视网膜新生血管不同
程度减轻,组织结构紊乱程度降低,突破内界膜的内皮细
胞核数目减少,且突破内界膜的内皮细胞核数进行统计学
分析,说明各组之间有统计学差异,注射塞来昔布的浓度
越高新生血管受到抑制程度越大,视网膜组织结构恢复越
好,说明抑制效果呈剂量正相关;免疫组化同时证实暴露
于高氧的大鼠视网膜 VEGF 呈强阳性表达,经过玻璃体腔
注射 3 个浓度梯度的塞来昔布后 VEGF 表达依次减弱,并
且浓度越高抑制效果越明显,说明塞来昔布通过抑制
VEGF 的表达进而抑制视网膜新生血管的生长。
摇 摇 目前在国内,首次应用塞来昔布于 OIR 模型中抑制
视网膜新生血管的生长,通过 HE 染色可以较为直观地观
察视网膜新生血管生长的具体情况,免疫组化证实抑制视
网膜新生血管的部分机制,为进一步研究探讨 ROP 的治
疗提供理论依据,但如何调节 VEGF 的表达和是否具有统
计学意义,还需要进一步研究。 Yan 等[17] 研究认为,玻璃
体腔注射 DMSO 溶解的塞来昔布剂量在 3mg 以下是安全
无毒的,无明显的药物不良反应,且药物作用持续时间长,
可以减少眼内注射的次数。 本实验采用玻璃体内注射的
这种局部给药方法,具有操作简单、易于推广且缩短到达
有效药物浓度时间的优点,与全身用药相比可以减少用药
的剂量、血液中药物的浓度及减轻药物的毒副作用。 总
之,本实验研究结果表明,塞来昔布有抑制眼部视网膜新
生血管增生的作用,给眼部患有新生血管性疾病患者带来
新的治疗希望。
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