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Abstract
誗AIM: To compare the inhibitory effects of PEDF and
Avastin on alkali - induced corneal neovascularization
(CNV) of rat.
誗METHODS: Thirty eyes of 30 SD rats were chemically
cauterized by applying a 3mm - diameter filter paper
soaked 1mol / L NaOH solution at the central cornea for 40
seconds. All animals were randomly assigned to five
groups: group A, the PEDF drops was used the day after
cauterization; group B, the PEDF drops was used the third
day after cauterization; group C, the Avastin drops was
used the day after cauterization; group D, the Avastin
drops was used the third day after cauterization; group E,
normal saline solution drops was used the day after
cauterization ( control group) . All the eye drops were
applied 10滋L every time and 4 times per day. The growth
of CNV was observed by slit lamp microscope and the
area of CNV was calculated. Expression of VEGF and
CD31 was detected by immunohistochemistry on the
twelfth day after experiment.
誗RESULTS: On the twelfth day, the area of CNV in group
A was smaller than that of group B, C (P< 0. 01) . There
was no significant difference in terms of CNV areas

between group B and D (P= 0. 215) and between group C
and D (P = 0. 058) . Immunohistochemistry revealed that
the expression of VEGF and CD31 was little in group A and
massive in group E. In group B, C and D, expression of
VEGF and CD31 was more than that of group A.
誗CONCLUSION: Topical application of PEDF and Avastin
can inhibit alkali - induced CNV, moreover PEDF is
superior to Avastin if applied early after cauterization.
誗 KEYWORDS: corneal neovascularization; PEDF; Avastin;
ocular alkaliburn
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摘要
目的:比较局部应用 PEDF 与 Avastin 对大鼠碱烧伤角膜
新生血管(CNV)的作用。
方法:建立碱烧伤诱导大鼠 CNV 模型,将 30 只 SD 大鼠随
机分为 5 组:A 组于烧伤当日开始给予 10滋g / mL PEDF 点
眼;B 组于烧伤后第 3d 开始给予 10滋g / mL PEDF 点眼;C
组于烧伤当日开始给予 5mg / mL Avastin 点眼;D 组于烧伤
后第 3d 开始给予 5mg / mL Avastin 点眼;E 组于烧伤当日
开始使用生理盐水点眼,均每日 4 次,每次 10滋L。 裂隙灯
显微镜观察 CNV 情况并计算各组 CNV 的面积,采用免疫
组织化学染色观察 VEGF 和 CD31 的表达。
结果:第 12d 时,A 组 CNV 面积小于 B 组和 C 组,差异有
统计学意义(P<0. 01);B,C 组与 D 组相比,差异无统计学
意义(P = 0. 215,0. 058)。 免疫组织化学检测 VEGF 及
CD31 示 A 组 VEGF 及 CD31 表达较弱,B,C,D 组表达增
多,E 组表达显著增强。
结论:局部应用 Avastin 及 PEDF 均能抑制大鼠角膜化学
伤后的 CNV。 烧伤后早期使用 PEDF 效果优于 Avastin。
关键词:角膜新生血管;PEDF;Avastin;角膜碱烧伤
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0 引言
摇 摇 角膜的无血管化是角膜完全透明的重要因素之一,感
染、炎症、外伤、变性以及角膜缘干细胞的丢失均会导致角
膜新生血管(corneal neovascularization,CNV)的形成[1],导
致角膜透明性降低,造成严重的视觉障碍。 许多研究表
明,血管生成刺激因子如血管内皮生长因子 ( vascular
endothelial growth factor,VEGF)与血管生成抑制因子如色
素上皮衍生因子(pigment epithelium derived factor,PEDF)
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之间平衡的破坏是导致新生血管发生的主要原因[2]。 目
前,对于新生血管性疾病的治疗着眼于恢复双方的平衡,
一方面可以削弱血管新生刺激因素,另一方面可加强血管
新生抑制因素[3]。 PEDF 是一种内源性的新生血管抑制

剂,它直接作用于新生血管的血管内皮细胞从而发挥抑制

新生血管的作用[4];贝伐单抗 ( Bevacizumab),商品名

Avastin,是一种抗 VEGF 人源化单克隆抗体,可以间接阻
断 VEGF 和其受体的结合从而发挥作用[5]。 已有的动物

实验表明,两种因子均有抑制 CNV 的作用,本实验旨在比

较两种药物作用于 CNV 的效果,发现两种药物抑制 CNV
作用的特点。
1 材料和方法

1. 1 材料摇 (1)实验动物:健康雌性 SD 大鼠 30 只(南方
医科大学动物实验中心提供),雌性,体质量 180 ~ 220g,
鼠龄 6 ~ 8wk。 将实验动物随机分为 5 组,每组 6 只。 所
有动物均选择右眼作为实验眼,左眼作为正常对照眼,实
验前用裂隙灯显微镜检查排除双眼眼前节病变,实验动物

及使用条件均符合《实验动物管理条例》(国家科学技术
委员会颁布)。 (2)主要试剂:重组人 PEDF(美国 PeproTech
公司),Avastin(美国 Roche 公司),一抗:兔抗鼠 VEGF 抗
体(英国 abcam 公司),小鼠抗大鼠 CD31(美国 novus 公
司),二抗:辣根酶标记山羊抗兔 IgG(北京中杉金桥),抗
兔 / 鼠通用型免疫组化检测试剂盒(丹麦 DAKO 公司)。
1. 2 方法

1. 2. 1 建立角膜碱烧伤模型摇 10% 水合氯醛按 3. 5mL / kg
腹腔注射麻醉,氯霉素滴眼液冲洗右眼后,滴 0. 5% 爱尔
凯因 3 次行表面麻醉,吸干结膜囊液体,将直径为 3mm 的

圆形滤纸片在 1mol / L 的 NaOH 溶液中充分浸泡 20s,取出
滤纸,置于干燥滤纸上 1s 吸去多余液体,贴于角膜中央烧

灼 30s,移除滤纸后立即用 50mL 生理盐水冲洗结膜囊
60s,局部应用氯霉素滴眼液预防感染,每日 2 次,共用 7d。
1. 2. 2 干预方法及实验分组摇 A 组于烧伤当天开始点用

PEDF 滴眼液(无菌条件下用生理盐水稀释成 10滋g / mL[6],
4益冰箱保存),B 组于烧伤后第 3d 使用 PEDF 滴眼液,C
组于烧伤当天开始使用 Avastin 滴眼液(无菌条件下用生

理盐水稀释成 5mg / mL[7],分装成 0. 5mL 小瓶保存于-20益
备用),D 组于烧伤后第 3d 使用 Avastin 滴眼液, E 组于烧
伤当日使用生理盐水滴眼,均每日 4 次,每次 10滋L。
1. 2. 3 角膜新生血管的观察摇 从烧伤后第 1d 开始,每日

用裂隙灯显微镜观察 CNV 生长情况,于第 7d 行角膜烧伤

程度分级[8],并于第 12d 照相并测量 CNV 长度和计算
CNV 面积。 烧伤程度分级:依据烧伤后角膜水泡及隆起

高度分为 0 级(未见水泡,没有隆起于角膜表面),1 级(小
水泡,轻微隆起于角膜表面), 2 级(中等大小水泡,中度

隆起于角膜表面),3 级(大水泡,高度隆起于角膜表面)。
CNV 长度测量及面积计算:用分规尺测量从角巩膜缘与
角膜缘切线垂直生长的新生血管长度,测量时,以连续弯

曲度最小,朝向角膜中心生长最长为准,CNV 面积依据
Robert 电脑公式计算:S=C / 12伊3. 14伊[ r2-( r-l) 2],其中 C
为新生血管累及的角膜圆周钟点数,r 为角膜半径,l 为新

生血管生长长度。
1. 2. 4 组织病理学检查摇 烧伤后第 12d,断颈处死所有大
鼠,迅速摘除眼球,沿角膜缘剪下角膜组织,置于 4% 多聚

甲醛溶液中固定,石蜡包埋后做 4滋m 连续切片,取其中一
份,常规苏木精-伊红染色,中性树胶封片,光学显微镜下
观察并拍照。
1. 2. 5 免疫组织化学检测 VEGF 和 CD31 表达摇 各取一
份切片分别行 VEGF 和 CD31 免疫组织化学染色。 二甲苯
脱蜡,3%过氧化氢室温湿盒孵育 10min,柠檬酸抗原修复
液加热修复,10%正常山羊血清室温湿盒封闭 30min。 一
抗 4益孵育过夜,二抗室温下孵育 30min。 DAB 显色,苏木
素复染、水洗、返蓝。 乙醇梯度脱水,二甲苯透明,中性树
胶封片,光镜下观察并拍照。 VEGF 工作液稀释比例
1颐2000,CD31 工作液稀释比例 1颐800。 以 PBS 代替一抗作
为阴性对照。 结果分析:以细胞膜和 / 或细胞质出现棕黄
色或棕褐色颗粒为阳性细胞。
摇 摇 统计学分析:采用 SPSS 13. 0 统计学软件进行分析,
各组测试指标以 軃x依s 表示。 5 个组角膜烧伤分级的比较
采用 Kruskal-Wallis H 检验、各组 CNV 面积的比较采用单
因素方差分析, 进一步组间的两两比较采用 LSD-t 检验。
P<0. 01 为差异有统计学意义。
2 结果

2. 1 大鼠角膜烧伤程度分级摇 烧伤后第 7d,裂隙灯下观察
各组实验大鼠角膜烧伤分级均逸1 级,各组大鼠角膜烧伤
分级均数为:A 组 2. 00依0. 89,B 组 1. 83依0. 41,C 组 2. 17依
0. 41,D 组 1. 83依0. 75,E 组 2. 17依0. 75,各组差异无统计
学意义(字2 =1. 824,P=0. 768)。
2. 2 CNV 的观察摇 碱烧伤后 24h,角膜缘血管网充盈,角
膜中央浑浊水肿;第 3d,A,C 组新生血管相对稀疏,长势
较缓;B,D,E 组新生血管芽深入角膜缘,新生血管密集,
在角膜上方呈刷状迅速生长。 第 12d 时 A 组新生血管未
达烧灼区,血管细小,色淡,稀疏;B,C,D 组新生血管较
短,血管刚达烧灼区,末梢血管有交联,血管较细小;E 组
新生血管接近角膜中央,血管密集,粗大;空白对照眼未见
改变(图 1)。
2.3各组 CNV新生血管面积摇 A 组 13. 18依0. 61mm2,B 组
16. 03 依 0. 48mm2, C 组 15. 82 依 0. 50mm2, D 组 16. 42 依
0郾 44mm2,E 组 31. 95依0. 55mm2。 A 组与 B,C 组相比,差
异有统计学意义( t = -2. 850,-2. 633;P<0. 01);B 组与 D
组相比,差异无统计学意义( t = -0. 383,P = 0. 215);C 组
与 D 组相比,差异无统计学意义( t = -0. 600,P = 0. 058);
A,B,C,D 组分别与 E 组相比,差异有统计学意义(P<0. 01)。
2. 4 组织病理学观察摇 A 组新生血管少,管腔小且较为稀
疏,炎症细胞浸润少,角膜组织结构趋于整齐;B,C,D 组
新生血管增多,未见大量炎性细胞浸润,角膜组织结构相
对整齐;E 组角膜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,角膜组织结构紊乱(图 2)。
2. 5 VEGF 和 CD31 免疫组织化学分析 摇 正常对照眼无
新生血管,VEGF 在角膜上皮层有微弱的表达;A 组新生
血管稀少,VEGF 在角膜上皮及基质层少量表达;B,C,D
组新生血管密度增高,VEGF 表达增多;E 组新生血管密集
而粗大,角膜上皮和基质层可见 VEGF 大量表达,主要分
布于上皮全层和新生血管区域(图 3)。 正常对照眼未见
CD31 阳性表达;A 组第表达较弱;B,C,D 组表达增强;E
组可见 CD31 大量表达,主要分布于新生血管区域(图 4)。
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摇 摇 摇 图 1摇 大鼠角膜碱烧伤后第 12d CNV观察摇 A:A 组;B:B 组;C:C 组;D:D 组 E:E 组;F:空白对照眼。

摇 摇 摇 图 2摇 实验第 12d角膜组织苏木精-伊红染色(伊400) 摇 A:A 组;B:B 组;C:C 组;D:D 组 E:E 组;F:空白对照眼。

摇 摇 摇 图 3摇 实验第 12d 角膜组织 VEGF 免疫组化染色(伊400) 摇 A:A 组;B:B 组;C:C 组;D:D 组;E:E 组;F:不加一抗的
摇 摇 摇 阴性对照。

732

Int Eye Sci, Vol. 13, No. 2, Feb. 2013摇 www. ies. net. cn
Tel:029鄄82245172摇 82210956摇 Email:IJO. 2000@163. com



摇 摇 图 4摇 实验第 12d角膜组织 CD31 免疫组化染色(伊400) 摇 A:A 组;B:B 组;C:C 组;D:D 组;E:E 组;F:不加一抗的阴性对照。

3 讨论

摇 摇 PEDF 是丝氨酸蛋白酶抑制剂家族中的非抑制性成

员,由单基因编码,是相对分子质量为 50000 的糖蛋白,存
在于所有的脊椎动物中,在不同物种间高度保守。 它是一

种多功能蛋白,已证实的功能包括神经营养、亲神经元性、
神经保护、胶质抑制、抗肿瘤、抗新生血管和抗血管渗漏。
在抗新生血管方面,PEDF 是已知的最强的内源性血管抑

制因子,是“加强血管新生抑制因素冶 最主要的方式,它在

正常人眼组织中高表达,被认作是维持角膜、玻璃体无血

管的关键因素[9]。 PEDF 抑制新生血管的机制目前尚未

明确,可能机制有:抑制血管内皮细胞增生、移行,诱导血

管内皮细胞凋亡,下调 VEGF 表达,减少血管渗漏及控制

炎症反应[10-14]。 Avastin 是抗 VEGF 重组单克隆抗体,可
与 VEGF-A 的所有亚型结合, 从而阻止其与 VEGFR 结

合,进而阻断 VEGF 的信号转导通路,是“削弱血管新生刺

激因素冶最主要的方式。 有研究表明,在体外培养人真皮

内皮细胞时,在低浓度(0. 5 ~ 10滋g / mL)的情况下,PEDF
可以抑制内皮细胞的迁移和血管形成;但在高浓度(25 ~
50滋g / mL)的情况下,PEDF 则表现出刺激内皮细胞迁移并

分泌 VEGF 的作用[15],且 Petersen 等[6] 报道 PEDF 在人血

浆中浓度大约为 5 ~ 10滋g / mL,此浓度便可有抑制眼部异

常血管的生长。 据 Yoeruek 等[16] 报道,在浓度为 5mg / mL
时,Avastin 对体外培养的角膜细胞无明显的细胞毒性作

用;且有动物实验表明[17],短期局部应用 5mg / mL Avastin
对大鼠角膜上皮缺损愈合速率和正常角膜结构无影响。
在抑制大鼠碱烧伤新生血管的实验中[18],5mg / mL 浓度

Avastin 对新生血管的抑制作用优于 3mg / mL 及 1mg / mL。
因此,可以认为 10滋g / mL 的 PEDF 和 5mg / mL 浓度 Avastin
是其局部应用较为理想的浓度。
摇 摇 VEGF 是一种血管生成的刺激因子,新生血管的形成

与 VEGF 的过度表达密切相关。 CD31 是血管内皮细胞的

标志物,正常角膜无血管,没有 CD31 表达,因此它的表达

水平可以反映新生血管的数量。 在本实验中,与 E 组相

比,A,B,C,D 组 CNV 面积显著减小,差异有统计学意义

(P<0. 01),且免疫组化染色示 VEGF 和 CD31 的表达明显

减弱。 A 组 CNV 面积小于 B 组和 C 组,差异有统计学意

义(P<0. 01),苏木精-伊红染色和免疫组化染色结果显示

A 组新生血管较 B 组和 C 组稀少,VEGF 和 CD31 的表达

也较弱;B 组和 C 组 CNV 面积分别与 D 组比较,差异无统

计学意义(P>0. 01),苏木精-伊红染色和免疫组化染色结

果未见明显差异。 因此,本实验表明,大鼠角膜碱烧伤后

局部应用 10滋g / mL 的 PEDF 和 5mg / mL 的 Avastin 均有抑

制 CNV 的作用。 对于 PEDF,烧伤后当日使用对 CNV 的

抑制效果优于 3d 后使用;对于 Avastin,烧伤后当日使用对

CNV 的抑制作用与 3d 使用比较效果相当,这与 Barros
等[19]的研究结果相似。 烧伤后早期使用,PEDF 效果优于

Avastin;3d 后使用,PEDF 效果与 Avastin 比较无明显差

异。 推测可能的原因是 PEDF 可以通过不同的机制实现

抗新生血管的作用[5],而 Avastin 仅通过抑制 VEGF 与其

受体结合这一条路来抑制新生血管,但本实验观察到,碱
烧伤后 3d 使用 PEDF 和 Avastin 效果相当,可能的原因是

Avastin 不仅可以抑制新生血管的产生,且可使已诱发的

CNV 减退,而 PEDF 对已产生的新生血管作用较弱或无效

果。 章玉群等[20]采用角膜线法制备兔眼 CNV 模型, 分别

于伤后 1d 和 14d 球结膜下注射 Avastin,1d 治疗组显示了

显著的血管抑制作用, 而 14d 治疗组也有一定的血管回

退现象,但治疗效果远差于 1d 治疗组,通过上述实验结

果, 推测 Avastin 对正在生长的新生血管和刚生长的新生

血管有抑制作用,对已经长成的血管抑制作用不明显,本
实验 Avastin 在碱烧伤后 3d 使用,属于新生血管增殖期的

早期阶段[21],故此时使用 Avastin 也对其有较好的抑制

作用。
摇 摇 PEDF 和 Avastin 的局部应用均是治疗 CNV 研究的热

点,许多实验采用结膜下注射 Avastin,与滴眼相比,有报

832

国际眼科杂志摇 2013 年 2 月摇 第 13 卷摇 第 2 期摇 www. ies. net. cn
电话:029鄄82245172摇 摇 82210956摇 摇 电子信箱:IJO. 2000@ 163. com



道称两种用药方法无差异[22],有报道称结膜下注射效果

优于滴眼[23],因 PEDF 半衰期并不确定,仅有报道其半衰

期较短[5],高频率反复结膜下注射副作用较大,故本实验

采用滴眼的方法。 对于两种药物对 CNV 的作用特点,尚
需进一步探讨,以期寻求更好的治疗 CNV 的药物。
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