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Abstract
誗AIM:To compare the concentration of Bevacizumab in
serum and vitreous after bevacizumab administered by
retrobulbar Tenon capsule perfusion and intravitreal
injection in eyeballs of rabbits and observe the
fluorescence of retinal, and to investigate the intraocular
permeability of bevacizumab after retrobulbar Tenon
capsule perfusion feasibility of extraocular administration
route.
誗METHODS: Twenty healthy adult New Zealand rabbits
were used in the study. The rabbits were randomly
divided into two groups, group A received single
administration of 1. 25mg bevacizumab ( 1. 25mg/
0郾 05mL) by intravitreal injection, group B received single
administration of 5mg bevacizumab ( 5mg/ 0. 2mL) by
retrobulbar Tenon capsule perfusion. Bevacizumab

concentrations in serum and vitreous were determined
by double antibody sandwich Elisa at 1 and 3d after
administration. The changes of bevacizumab
concentrations in serum and vitreous of two groups were
compared, and the fluorescence of retinal was observed
by laser confocal microscope.
誗 RESULTS: One day after administration, intravitreal
concentrations of bevacizumab in vitreous of group A
and B were 254. 40 依 13. 65 and 1. 60 依 0. 32滋g / mL
respectively. Concentrations of bevacizumab in serum of
group A and B were 0. 55 依 0. 15 and 0. 63 依 0. 05滋g / mL
respectively. The changes of bevacizumab
concentrations in serum between two groups did not
vary significantly ( t = 1. 168, P = 0. 277 ) . At 3d after
administration, concentrations of bevacizumab in vitre-
ous of group A and B were 236. 80 依 8. 70 and 1. 40 依
0郾 23滋g / mL respectively. Concentrations of bevacizumab
in serum of group A and B were 0. 66 依 0郾 17滋g / mL and
0郾 64 依 0. 14滋g / mL respectively. The changes of
bevacizumab concentrations in serum between two
groups did not vary significantly ( t = 0. 207, P = 0. 841) .
For two administration routes, the fluorescence
distribution of retina layers could be clearly detected.
誗CONCLUSION: At 1 and 3d after intravitreal injection,
intravitreal concentrations of bevacizumab of group A is
much higher than that of group B. Intravitreal injection of
bevacizumab is the more effective route of administration
for intraocular tissue. But retrobulbar Tenon capsule
perfusion can also achieve the minimum concentration
which can completely blocks VEGF activity (> 500ng/ mL),
and can remain for at least three days. Both intravitreal
injection and retrobulbar Tenon capsule perfusion of
bevacizumab results in high serum concentration, and
the change of bevacizumab concentration in serum
between two groups does not vary significantly. In both
administration routes, the fluorescence distribution of
retina layers can be clearly detected, and both two
dosing ways can work on each layer of retina.
誗KEYWORDS:bevacizumab; rabbit eye; vitreous cavity;
Tenon capsule; injection; serum; drug concentration
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摘要

目的:比较兔眼球后 Tenon 囊下灌注和玻璃体腔注射

bevacizumab 后 玻 璃 体 和 血 清 中 的 浓 度, 并 观 察

bevacizumab 视网膜荧光显影,探讨 bevacizumab 球后

Tenon 囊下灌注的眼内通透性和眼外给药途径的可行性。
方法:实验用健康成年新西兰兔 20 只,随机分为 A 组和

B 组, A 组 均 单 眼 接 受 单 次 玻 璃 体 腔 注 射 1. 25mg
bevacizumab(1. 25mg / 0. 05mL),B 组均单眼单次 Tenon 囊

下灌注 5mg bevacizumab(5mg / 0. 2mL)。 1、3d 后抽取玻

璃体和血液,使用双抗体夹心 Elisa 检测玻璃体和血清中

bevacizumab 药物浓度,比较两组中玻璃体和血清内

bevacizumab 浓度差异,并通过激光共聚焦观察视网膜免

疫荧光。
结果:给药 1d 后,A 组和 B 组玻璃体腔内 bevacizumab 药

物浓度分别为 254. 40依13. 65、1. 60依0. 32滋g / mL。 A 组和

B 组血清内 bevacizumab 药物浓度分别为 0. 55 依0. 15、
0郾 63依0. 05滋g / mL,两组血清 bevacizumab 浓度比较差异

无统计学意义( t=1. 168,P=0. 277)。 给药 3d 后,A 组和

B 组玻璃体腔内 bevacizumab 药物浓度分别为 236. 80 依
8郾 70、1. 40依0. 23滋g / mL,A 组和 B 组血清内 bevacizumab
药物浓度分别为 0. 66依0. 17、0. 64依0. 14滋g / mL,两组血清

内 bevacizumab 浓度比较差异无统计学意义( t =0. 207,P =
0. 841),两种给药方式视网膜各层荧光分布均能明显显现。
结论:给药 1、3d 后玻璃体腔注药组在玻璃体腔内

bevacizumab 药物浓度要明显高于 Tenon 囊下灌注组,玻
璃体腔内注射是较为有效的给药途径,而球后 Tenon 囊

下灌注也能使 bevacizumab 进入玻璃体腔而且达到完全

抑制 VEGF 活动所需的浓度( >500ng / mL),并能至少持

续 3d 以上,两种给药方法在血清中均能检测到较高浓度

的 bevacizumab,且两者浓度差异无统计学意义 ( P >
0郾 05),两种给药方式视网膜各层荧光分布均能明显显

现,提示两种给药方式药物均能作用于视网膜各层。
关键词:Bevacizumab;兔眼;玻璃体腔;Tenon 囊;注射;血
清;药物浓度
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0 引言

摇 摇 Bevacizumab 是全长的人源化的 VEGF 单克隆抗体,
分子量为 149kD,于 2004-02 获得美国 FDA 批准用于治

疗晚期结、直肠癌。 虽然目前还未通过美国 FDA 批准用

于眼科临床,但是该药在大量治疗各种新生血管性眼病

的研究中都已显示出明显的疗效[1-2],美国国立眼科研究

所、美国国立卫生研究院和英国卫生局已经宣布资助

bevacizumab 用于治疗年龄相关性黄斑变性的芋期临床

研究。 Bevacizumab 在眼科临床使用中一般采用玻璃体

腔注射给药方法,此种给药方式可能会产生很多并发症,

如眼内出血、视网膜脱离、白内障形成、眼内感染等,危害

严重,且该药需反复注射,风险极高。 经 Tenon 囊灌注主

要依靠药物对后极部巩膜的穿透而治疗眼底病,几乎无

任何风险,可以频繁注射。 已有实验证明,结膜下注射

bevacizumab 在眼前段可以检测到足够的药物浓度,但比

眼内注射浓度要低[3]。 而结膜下注射主要靠前部巩膜吸

收进入眼内治疗眼前段疾病。
1 材料和方法

1. 1 材料摇 健康新西兰白兔 20 只(宁波大学实验动物中

心提供),体质量 3 ~ 3. 5kg,经过手持式裂隙灯和眼底镜

检查排除眼部疾病。 离心机:Kendro Multifuge 3s。 酶标

仪:BR680。 激光共聚焦:LSM710 zeiss。 血清和玻璃体液

用 1滋g / mL rabbit anti - human IgG (H +L) ( Affini Pure,
Catalog No:309-005-082,Jackson Immuno Research, West
Grove,PA) 作为抗体, Elisa 试剂 盒 ( Protein Detector,
Catalog No:54 - 62 - 10;Kirkegaard & Perry Laboratories,
Inc,Gaithersburg,MD),可以检测的最低浓度为 0. 1ng / mL。
1. 2 方法

1. 2. 1 Bevacizumab 的注射摇 新西兰白兔 20 只随机分

成两组,每组 10 只,A 组均单眼接受单次玻璃体腔注射

1. 25mg bevacizumab(1. 25mg / 0. 05mL),其中 5 只于 24h
后,另 外 5 只 于 72h 后 取 血 液 和 玻 璃 体 液, 检 测

bevacizumab 药物浓度;制作视网膜冰冻切片,激光共聚

焦观察 bevacizumab 免疫荧光。 B 组均单眼单次 Tenon 囊

下灌注 5mg bevacizumab(5mg / 0. 2mL),其中 5 只于 24h
后,另 外 5 只 于 72h 后 取 血 液 和 玻 璃 体 液, 检 测

bevacizumab 药物浓度,制作视网膜冰冻切片。 注射操作

步骤:使用 20g / L 戊巴比妥钠(20 ~ 30mg / kg)耳缘静脉推

注麻醉,局部滴 4g / L 盐酸奥布卡因滴眼液表面麻醉,单
眼常规 2. 5%聚维酮碘冲洗结膜囊后用 50mL 生理盐水

冲洗干净,铺巾。 A 组使用 1mL 注射器自 12颐00 位,距离

角巩膜缘后约 3mm 处进针入玻璃体腔,进针深度约

5mm。 B 组在颞上方 11颐30 位角巩膜缘后约 2mm 处剪开

球结膜和 Tenon 囊,切口长约 1mm,暴露出巩膜,把弯曲

成弧形的钝性针头(泪道冲洗针头自制)沿巩膜面进入

赤道后部注药,注射完成后结膜囊内涂红霉素眼膏。
1. 2. 2 酶联免疫法测定 bevacizumab 的浓度摇 使用 20g / L
戊巴比妥钠(20 ~ 30mg / kg)耳缘静脉推注麻醉,颈动脉

取 5mL 血液,放置 1h,7 200r / min 离心,去上清液,立即保

存于-80益冰箱中,待用。 使用过量 20g / L 戊巴比妥钠耳

缘静脉推注处死兔子,取出眼球,取 2mL 玻璃体液,立即

保存在-80益冰箱中,待用。 血清和玻璃体液用 1滋g / mL
兔抗人 IgG(H+L)作为抗体,根据 Elisa 试剂盒说明进行

操作,可以检测的最低浓度为 0. 1ng / mL。
1. 2. 3 眼球冰冻切片激光共聚焦显影摇 先将整个眼球取

出来,4%多聚甲醛固定,30% 蔗糖脱水,包埋,然后冰冻

切片,荧光标记选用 1. 0mg / mL DyLight 488 兔抗人 IgG
(H+L)。
摇 摇 统计学分析:数据分析采用 SPSS 11. 5 进行,计量资
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料采用 軃x依s 表示,两组血清 bevacizumab 浓度的比较采用

成组资料的 t 检验和配对样本 t 检验,以 P<0. 05 为差异

有统计学意义。
2 结果

2. 1 两种给药方法玻璃体腔药物浓度比较摇 给药 1d 后,
检测玻璃体腔内 bevacizumab 药物浓度,A 组(玻璃体腔

注药组)为 254. 40依13. 65滋g / mL,B 组(Tenon 囊下灌注

组)为 1. 60依0. 32滋g / mL。 给药 3d 后,检测玻璃体腔内

bevacizumab 药物浓度,A 组(玻璃体腔注药组)为 236. 80依
8郾 70滋g / mL,B 组(Tenon 囊下灌注组)为 1. 40依0郾 23滋g / mL。
玻璃体腔给药 1d 和 3d 后,玻璃体腔内药物浓度要明显

高于 Tenon 囊下灌注( tA = 41. 576,P = 0. 000;tB = 59郾 665,
P=0. 000)。
2. 2 两种给药方法血清药物浓度比较摇 给药 1d 后,检测

血清内 bevacizumab 药物浓度,A 组(玻璃体腔注药组)为
0. 55 依0. 15滋g / mL,B 组( Tenon 囊下灌注组) 为 0. 63 依
0郾 05滋g / mL。 给药 3d 后,检测血清内 bevacizumab 药物

浓度,A 组(玻璃体腔注药组)为 0. 66依0. 17滋g / mL,B 组

(Tenon 囊下灌注组)为 0. 64依0. 14滋g / mL。 在给药 1d 后

两种给药方法血清内 bevacizumab 浓度比较无统计学意

义( t=1. 168,P=0. 277),给药 3d 后两种给药方法血清内

bevacizumab 浓度比较无统计学意义 ( t = 0. 207, P =
0郾 841)。
2. 3 两种给药方式视网膜显微共聚焦结果摇 从图 1 显示

情况可以看出,两种给药方式 bevacizumab 药物均能在视

网膜各层组织中显影。
3 讨论

摇 摇 经 Tenon 囊下灌注是眼科经典的给药途径,主要用

于眼后段疾病的治疗,依靠药物对巩膜的穿透性而达眼

内发挥药效。 应用 Tenon 囊下灌注几乎无任何风险,可
以频繁注射,非常适合用于抗 VEGF 药物、激素等需要重

复注射的治疗。 另外,有一些情况不宜眼内注射或需要

补充治疗的,如硅油充填术后、白内障或者因角膜原因等

屈光介质不清、严重玻璃体视网膜增生并广泛视网膜脱

离者,还有对眼内注射不接受或有恐惧感的患者均是非

常合适的替代治疗方法。 一系列研究表明,曲安奈德不

仅在眼内注射可取得较好的效果,在巩膜外应用也显示

了良好的治疗眼后段病变的作用[4-6],巩膜组织由胶原纤

维与黏多糖交织而成,含水量达 70% ,使许多水溶性的

药物得以通过,屏障作用主要受药物分子量和分子大小

影响。 有研究报道巩膜可使分子量为 150kD 的免疫球蛋

白通过,兔眼与人眼巩膜对药物的屏障作用无差异[7]。
而玻璃体给药穿透视网膜的屏障来自内界膜,内界膜对

通过 的 物 质 的 分 子 量 要 求 不 超 过 70kD 大 小[8]。
Bevacizumab 是全长的人源化的 VEGF 单克隆抗体,分子

量为 149kD,因此可以看出 bevacizumab 穿透巩膜进入眼

内从理论上来看应该是可行的。
摇 摇 Tenon 囊下灌注有效性分析:实际的 bevacizumab 在

人的活体眼内组织有效治疗浓度尚不明确,且人眼和兔

眼结构上也有许多的区别。 有研究表明,浓度 22ng / mL

图 1摇 两种给药方式视网膜显微共聚焦图片摇 A:Tenon 囊下灌

注注射 1d 后视网膜荧光;B:玻璃体腔注药 1d 后视网膜荧光。

的 bevacizumab 可以抑制半数的 VEGF 诱导的内皮生长,
而要完全抑制 VEGF 的活动,包括 VEGF 诱导的内皮生

长、迁移、高通透性,则至少需要 500ng / mL[9]。 本次研究

结果显示,玻璃体腔给药后达到眼内玻璃体浓度要明显

高于球后 Tenon 囊下灌注法,因本次研究仅选择 1d 和 3d
两个时间点,因此无法完整反映整个药代动力学变化。
但是本次研究提示以下两点:(1)玻璃体腔注射给药是

较为有效的眼内给药途径,能够达到较高的玻璃体腔药

物浓度;(2)两种给药方法的 bevacizumab 眼内浓度均高

于 500ng / mL 有效浓度。
摇 摇 Tenon 囊下灌注安全性分析:有些报道显示局部应用

bevacizumab 后会产生一些全身的副作用[10-12]。 这些副

作用包括系统性高血压、血管栓塞性疾病和死亡等,这些

副作用和 bevacizumab 静脉使用治疗癌症的全身副作用

相同[13-14]。 本次研究显示:在给药 1d 后两种给药方法血

清内 bevacizumab 浓度比较无统计学差异( t = 1. 168,P =
0郾 277),给药 3d 后两种给药方法血清内 bevacizumab 浓

度比较无统计学差异( t = 0. 207,P = 0. 841)。 提示玻璃

体腔注射给药和在 Tenon 囊下灌注在引起全身副作用上

并无显著区别。
摇 摇 总 之, 本 实 验 通 过 初 步 进 行 Tenon 囊 下 灌 注

bevacizumab 的眼内通透性研究,初步了解了 Tenon 囊下

灌注可以获得较高的眼内治疗浓度( >500ng / mL),且和

玻璃体腔注射给药常规方法相比,在引起全身副作用上

并无显著区别,探索应用更安全且有效的眼外给药途径,
来替代有致盲风险的眼内注射治疗眼后段新生血管性疾

病,简化治疗程序,减少治疗费用,扩大使用范围及适应
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证,更易被患者接受,造福更多患者。 通过巩膜的缓释装

置可减少注射次数,使患者长期维持有用视力,避免致

盲,从而减轻家庭与社会负担,节约了资源。 因此对这一

给药途径的可行性和安全性作进一步评价,有重要的理

论价值和临床指导意义。 一旦适用于临床,会产生很大

的经济效益和社会效益。
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美国《生物医学检索系统》(PubMed)
2014 年收录的中国眼科期刊及篇数

摇 摇 美国《生物医学检索系统》(PubMed)2014 年收录中国期刊总数 130 种,其中大陆 109 种,台湾 15 种,香港

6 种,总计入库 25986 篇。 收录中国眼科期刊 3 种,包括 International Journal of Ophthalmology 入库 198 篇,《中

华眼科杂志》入库 145 篇及 Eye Science 入库 47 篇。
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