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【实验研究 】

角膜碱烧伤后 VEGF与新生血管渗漏
性的相关性实验研究△

赵　伟　蒋爱华　刘祖国

Exp e r im en ta l s tudy on co r re la t ion of
V EG F w ith co rnea l neovascu la r p e rm eab il2
ity af te r a lka li bu rn

ZHAO W e i, J IAN G A i2H u a, L IU Zu 2G u o
【K e y w o r d s】　vascu la r endo the lia l g row th fac to r; neovascu la riza tion; p e rm eab ility;

ra t

【A b s t r a c t】　O b j e c t iv e 　To inves tiga te the changes of neovascu la r p e rm eab ility,

and exp lo re the effec t of vascu la r endo the lia l g row th fac to r (VEG F ) on it af te r a lka li

bu rn. M e t h o d s 　 The ra t m ode l of a lka li bu rn induced co rnea l neovascu la riza tion
(CNV) w as cons truc ted. N eovascu la r p e rm eab ility w as m easu red by Evans b lue m e thod

a t 1 day, 2 days, 3 days, 5 days, 7 days and 10 days afte r su rge ry, resp ec tive ly. Exp ress ion

of vascu la r endo the lia l g row th fac to r (VEG F) w as eva lua ted us ing rea l tim e PCR. N o rm a l

co rneas w e re trea ted as con tro l g roup. R e s u l t s　Co rnea l neovascu la r p e rm eab ility ra te

w as (1. 14 ±0. 17) m g·L - 1 ·mm - 2 , (0. 24 ±0. 08) m g·L - 1 ·mm - 2 , ( 0. 29 ±0. 16) m g·
L - 1 ·mm - 2 , (0. 14 ±0. 10) m g·L - 1 ·mm - 2 , (0. 09 ±0. 06) m g·L - 1 ·mm - 2 and (0. 05 ±
0104) m g·L - 1 ·mm - 2 a t 1 day, 2 days, 3 days, 5 days, 7 days and 10 days afte r su rge ry

resp ec tive ly, w he reas no rm a l con tro l w as 0 m g·L - 1 ·mm - 2. The VEGF exp ress ion w as
(7. 01 ±1. 99) ×106 cop y·μg - 1 RNA, (1. 01 ±0. 59) ×106 cop y·μg - 1 RNA, (2. 43 ±0. 43) ×
106 cop y·μg - 1 RNA, (0. 99 ±1. 31) ×106 cop y·μg - 1 RNA, ( 0. 95 ±0. 03) ×106 cop y·
μg - 1 RNA and ( 0. 17 ±0. 15 ) ×106 cop y·μg - 1 RNA resp ec tive ly on the above m en2
tioned p e r tim e p o in t. The exp ress ion of VEG F of co rneas a t 7 days and 10 days w e re

dec reased s ign if ican tly com p a red w ith tha t of no rm a l co rneas, w hose exp ress ion w as
(1109 ±0. 31) ×106 cop y·μg - 1 ( P7 d = 0. 011, P10 d = 0. 006) . The co rre la tion coeff ic iency

be tw een VEG F and neovascu la r p e rm eab ility ra te w as 0. 866 ( P < 0. 01) . C o n c lu s io n s

VEG F p lays a key ro le in regu la ting the neovascu la r p e rm eab ility af te r a lka li bu rn.

W he reas a t the la te s tage of a lka li bu rn, it is d iff icu lt to exp la in the neovascu la r hyp e r2
p e rm eab ility w ith VEG F, w h ich sugges ts tha t o the r fac to rs m ay have effec ts on inh ib i2
tion of neovascu la r p e rm eab ility.

[ Rec Adv O phtha lm ol 2009; 29( 1) :18220]
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【摘要 】　目的 　研究大鼠角膜碱烧伤后新生血管渗透率的变化并探讨血管内皮细胞生长

因子 ( vascular endothelial growth factor, VEGF)对渗透率的影响。方法 　建立大鼠角膜碱烧伤模型 ,于术后 1 d、2 d、3 d、5 d、7 d、10

d伊文兰示踪法检测新生血管渗透率 , PCR法检测角膜组织中 VEGF2RNA的表达。以正常大鼠角膜作为对照。结果 　正常及碱
烧伤后 1 d、2 d、3 d、5 d、7 d、10 d大鼠角膜新生血管渗透率依次为 0 mg·L - 1 ·mm - 2 , (1. 14 ±0. 17) mg·L - 1 ·mm - 2 , (0124 ±
0108) mg·L - 1 ·mm - 2 , (0. 29 ±0. 16) mg·L - 1 ·mm - 2 , (0. 14 ±0. 10) mg·L - 1 ·mm - 2 , ( 0. 09 ±0106) mg·L - 1 ·mm - 2和 (0. 05 ±
0104) mg·L - 1 ·mm - 2 ;角膜组织中 VEGF2RNA水平依次为 (1. 09 ±0. 31) ×106 拷贝 ·μg- 1总 RNA, (7. 01 ±1199) ×106 拷贝 ·
μg- 1总 RNA, (1. 01 ±0. 59) ×106 拷贝·μg- 1总 RNA, (2. 43 ±0. 43) ×106 拷贝 ·μg- 1总 RNA, (0. 99 ±1. 31) ×106 拷贝 ·μg- 1总
RNA, (0. 95 ±0. 03) ×106 拷贝 ·μg- 1总 RNA和 (0. 17 ±0. 15) ×106 拷贝 ·μg- 1总 RNA,其中 7 d和 10 d的 VEGF2RNA低于
正常水平 ( P7 = 0. 011, P10 = 0. 006)。经 Pearson相关分析 ,新生血管渗透率和 VEGF2RNA水平呈正相关改变 ( r = 01866, P <

0101)。结论 　VEGF在新生血管渗漏的调节机制中起着重要作用 ;大鼠角膜碱烧伤后期 ,新生血管渗漏性增高难以应用 VEGF

机制进行解释的现象 ,提示可能存在其他的新生血管渗漏调节机制。
[眼科新进展 　2009; 29 (1) : 18220 ]
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　　新生血管的出现总是伴有渗漏性增高的特点。
发生于眼部的新生血管性疾病 ,如早产儿视网膜病
变、糖尿病视网膜病变、年龄相关性黄斑变性等 ,因
血浆成分渗漏引起黄斑水肿 ,视网膜增生、出血和脱
离 ,使其分别成为发达国家中导致幼儿、成人和老年
患者视力丧失的主要原因。血管内皮细胞生长因子
( vascular endothelial growth factor, VEGF)是一种作
用很强的内皮细胞有丝分裂原 ,在体内可促进新生
血管的形成 ,同时它也可以引起血管渗漏性的增强 ,

其致血管渗漏作用是组胺的 5万倍 [ 1 ]。本研究拟通
过大鼠角膜碱烧伤的模型 ,采用伊文兰示踪法检测
角膜新生血管 ( corneal neovascularization, CNV )渗透
率 ,实时定量 PCR法检测碱烧伤后不同时间 VEGF

在角膜组织中的表达 ,以探讨碱烧伤后 CNV的渗漏
性和 VEGF的相关关系。

1　材料与方法

1. 1　动物模型与分组 　健康成年 SPF级 SD大鼠
39只 ,体质量 160 g,雌性 ,裂隙灯显微镜下检查无眼
前节病变。所有动物的饲养及处死均遵照视觉与眼
科学研究协会的眼科研究实验动物管理条例进行。
按照 1 mL·kg- 1体质量腹腔注射氯胺酮和氯丙嗪
1: 1混合液 ,眼部滴用丁卡因麻醉。剪除第 3眼睑 ,

吸干结膜囊内多余液体 , 1 mol·L
- 1

NaOH 250μL

加入统一规格直径为 4 mm自制的涂药器 ,使其达饱
和状态。将涂药器置于角膜中央 30 s,取下立即用
30 mL无菌生理盐水冲洗角膜及结膜囊 ,术后氧氟
沙星眼液每天 3次滴眼。按角膜碱烧伤后 1 d、2 d、3

d、5 d、7 d及 10 d随机分成 6组 ,每组各 6只 ( 6

眼 ) ,正常大鼠角膜 3只 (6眼 )作为对照。
1. 2　裂隙灯观察 　分别于术后 1 d、2 d、3 d、5 d、7

d、10 d,用裂隙灯显微镜观察大鼠角膜、结膜及前房
情况 ,伴有前房出血的眼除外。每次均测量自角膜
缘长出的新生血管长度和钟点数。计算 CNV生长

面积 A
[ 2 ]

, A =Σ
n

i = 1
3. 141 6 ×C i ×[ R

2
- (R - L ) 2

] /12,

其中 C为 CNV累及角膜的圆周钟点数 , L为 CNV从
角膜缘伸入角膜的长度 , R为角膜半径 ,本实验中随
机选取 10只大鼠检测角膜直径为 7 mm,故 R 值为
3. 5 mm。
1. 3　伊文兰示踪　将 SD大鼠用氯胺酮和氯丙嗪 1: 1

混合液按 1 mL ·kg
- 1体质量行腹腔麻醉。30 g·

L - 1的伊文兰溶液按 2. 5 mL·kg- 1体质量经股静脉
注射。2 h后剪开大鼠胸腔 , PBS 60 mL经左心室灌
注 ,压力为 16 kPa。取出眼球 ,沿角膜缘全周剪下透
明角膜 ,置入装有 150μL甲酰胺的试管中 , 70 ℃水
浴锅内温育 18 h。离心后取 100μL上清液 ,应用分
光光度计检测 630 nm光密度值。根据标准曲线和
方程计算样品的伊文兰浓度 ,结果以μg·mL - 1表示。
用 CNV面积校正伊文兰浓度 ,即为新生血管渗透率 ,

以 mg·L
- 1 ·mm

- 2表示。
1. 4　实时定量 PCR检测角膜组织中 VEGF2RNA
的表达 　分别于碱烧伤后 1 d、2 d、3 d、5 d、7 d、10 d

处死 6只 SD大鼠 ,另外取 3只未手术大鼠 (6只角膜 )

作为正常对照。沿角膜缘剪下透明角膜 ,置于 - 80 ℃
冰箱内保存。Trizol一步法提取角膜组织中总 RNA,

每种样品在紫外分光光度计上测定波长为 260 nm时
的吸光度值进行 RNA样品鉴定。按公式 :浓度 ( g·
L

- 1 ) =OD260 ×稀释倍数 ×0. 04计算 RNA浓度。采
用 20μL逆转录反应体系 ,反应条件为 37 ℃ 1 h,

95 ℃ 3 s。50μL荧光定量 PCR反应体系 ,反应条件
为 93 ℃ 2 m in, 93 ℃ 45 s, 55 ℃ 1 m in,共 40个循
环。VEGF引物和探针设计所用软件为 Primer ex2
p ress 210软件 ,序列如下 :上游引物 : 5’2TCC TGT

GTG CCC CTA ATG C23’,下游引物 : 5’2ACG CAC

TCC AGG GCT TCA T23’,探针 : 5’2FAM 2TGT GCG

GGC TGC TGC AAT2TAMRA23’。反应结束后 ,由电
脑自动分析并计算结果。结果按 B =拷贝数 ·μg

- 1

cDNA进行分析。考虑到各个样本总 RNA浓度的差
异 ,最终结果按下列公式换算 : A (拷贝数 ·μg- 1总
RNA) =B (拷贝数 ·μg- 1 cDNA) ÷OD260 ×5 /6。
1. 5　统计学分析 　采用 SPSS 11. 0软件进行统计学
分析。实验结果以均数 ±标准差表示 ,对伊文兰渗
透率和 VEGF2RNA 表达采用 Pearson 相关分析 ,

VEGF2RNA在不同时间点的表达采用 One2way ANO2
VA检验。以 P < 0. 05为差异为统计学意义。

2　结果

2. 1　大鼠 CNV的生长情况 　碱烧伤后 1 d角膜缘
血管环扩张充血 ;碱烧伤后 2 d,充血的血管环向透
明角膜方向延长 , CNV面积为 ( 13. 90 ±2. 09) mm2 ;

碱烧伤后 3 d新生血管芽呈毛刷状自角膜缘血管网
伸出长入透明角膜区 , CNV 面积为 ( 19. 19 ±2142)

mm2 ;碱烧伤后 5 d, CNV面积增长最快 ,为 (27108 ±
4167) mm2 ,新生血管主干和分支形成树枝状结构 ;

烧伤后 7 d, CNV继续延长 ,面积最大 ,为 ( 27176 ±
7176) mm

2
,部分血管末端形成吻合 ,其后 CNV面积

逐渐减少 ;碱烧伤后 10 d面积为 ( 23. 32 ±10. 97 )

mm
2

,新生血管交织呈网状 ,主干纤细、分支稀疏 ,新
生血管逐渐消退。
2. 2　大鼠 CNV渗透率的动态改变 　正常角膜无伊
文兰渗漏 ,碱烧伤后 1 d渗透率显著增高 ,并达到峰
值 (1. 14 ±0. 17) mg·L

- 1 ·mm
- 2

;碱烧伤后 2 d渗
透率迅速下降为 ( 0. 24 ±0. 08 ) mg·L

- 1 ·mm
- 2

;
3 d轻微回升为 (0. 29 ±0. 16) mg·L - 1 ·mm - 2 ;以后随
时间延长 ,伊文兰渗透率逐渐下降 , 5 d为 (0114 ±0110)

mg·L
- 1 ·mm

- 2、7 d为 ( 0. 09 ±0. 06 ) mg·L
- 1 ·

mm
- 2、10 d为 (0. 05 ±0. 04) mg·L

- 1 ·mm
- 2。

2. 3　碱烧伤后大鼠角膜中 VEGF的表达 　正常大
鼠角膜组织中有少量的 VEGF 表达 ,为 ( 1. 09 ±

·91·
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0131) ×10
6 拷贝 ·μg

- 1总 RNA。碱烧伤后 1 d,角
膜组织中 VEGF表达达到高峰 ,为 ( 7. 01 ±1. 99) ×
106 拷贝 ·μg- 1总 RNA ,是正常角膜的 6. 4倍 ; 2 d

时迅速下降至接近正常水平 ,为 (1. 01 ±0. 59) ×10
6

拷贝 ·μg
- 1总 RNA; 3 d VEGF表达回升 ,为 (2. 43 ±

0. 43) ×106 拷贝 ·μg- 1总 RNA,是正常角膜的 2. 2

倍 ; 5 d VEGF表达再次下降至正常水平 ,为 (0. 99 ±
1. 31) ×10

6 拷贝 ·μg
- 1总 RNA;以后 VEGF表达继

续降低 , 7 d为 ( 0. 95 ±0. 03 ) ×10
6 拷贝 ·μg

- 1总
RNA , 10 d为 ( 0. 17 ±0. 15 ) ×106 拷贝 ·μg- 1总
RNA。经单因素方差分析碱烧伤后 1 d与 3 d大鼠
角膜 VEGF表达高于正常角膜 ( P1 = 0. 014 < 0. 05;

P3 = 0. 003 < 0. 05) ,碱烧伤后 7 d与 10 d大鼠角膜
VEGF表达低于正常角膜 ( P7 = 0. 011 < 0. 05; P10 =

0. 006 < 0. 05)。
在 Pearson相关分析中 ,大鼠角膜碱烧伤后新生

血管渗透率与角膜组织中 VEGF2RNA表达呈正相关
改变 ( r = 0. 866, P < 0. 01)。

3　讨论

为探讨角膜碱烧伤后新生血管渗漏与 VEGF是
否具有相关性 ,本实验采用伊文兰示踪法检测 CNV

在碱烧伤后不同时间的渗透率 ,实时定量 PCR法检
测 VEGF在角膜组织中的表达 ,并对 2组数据进行
统计学分析。结果显示 :新生血管渗透率也在角膜
碱烧伤后升高 ,并于 1 d达到高峰 ,以后随时间的延
长逐渐下降 ,通过对 2者进行相关分析发现呈显著
正相关改变。该结果与以往对血管渗漏性的研究报
道一致 [ 3 ]。此外 ,动物实验证实应用 VEGF受体阻
断剂或抑制 VEGF2VEGFR途径下游某些激酶活性
都可有效地降低血管渗漏现象 [ 425 ]。由此 ,我们有理
由认为 , VEGF是引起大鼠角膜碱烧伤后新生血管渗
漏性增高的主要因素之一。VEGF影响血管渗漏性
的作用机制可能通过以下方面来实现 :诱导内皮细
胞胞浆中窗孔形成 ,促使小分子溶质穿透 [ 6 ]

;使细胞
膜内陷形成囊泡 ,并互相融合从管腔膜延伸至基底
膜 ,使生物大分子漏出 [ 728 ]

;通过 VEGFR22途径阻断
缝隙连接中信号的传递 ,破坏内皮细胞间紧密连接
等方式增强血管渗漏 [ 9 ]。

与此同时 ,本研究还发现 :自大鼠角膜碱烧伤后
5 d起 , VEGF表达已恢复正常水平 ,此后 VEGF继续
下降并低于正常水平 ,而新生血管渗透率仍高于烧
伤前。一项通过对兔脑池内注射灭活肺炎球菌诱发
脑膜炎的实验也显示 [ 10 ]

:虽然脑脊液内 VEGF含量
的升高与脑组织含水量呈正相关改变 ,但用 VEGF

中和抗体阻断其活性后 ,脑水肿程度未减轻 ,血脑屏
障功能的破坏未得到改善。对该现象的解释有以下
几种可能 :大鼠角膜碱烧伤后除 VEGF外尚有其他
炎症因子 (如 : TNF2α, NO,MMP等 )参与新生血管渗
漏的调节 ;新生血管的成熟程度、周细胞与血管内皮
细胞的相互作用影响着渗漏性的变化 [ 11 ]。

综上所述 ,本研究通过建立碱烧伤诱导的大鼠
CNV模型 ,并检测碱烧伤后 CNV渗透率和 VEGF在
角膜组织中的表达 ,发现新生血管的屏障功能随时
间延长逐渐完善 , VEGF在新生血管渗漏的调节机制
中起着重要作用。VEGF可能成为治疗新生血管渗
漏性增高的靶点 ,通过阻断 VEGF的合成及其生物
学活性 ,达到治疗新生血管渗漏的目的 ;另外 ,在角
膜碱烧伤后期 ,新生血管渗漏难以应用 VEGF机制
进行解释的现象 ,为进一步探讨调节新生血管渗漏
的其他机制提供了理论依据。
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