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［摘要］　目的：观察Ｂｅｖａｃｉｚｕｍａｂ（Ａｖａｓｔｉｎ）球结膜下注射对兔眼角膜新生血管（ｃｏｒｎｅａｌｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ，ＣＮＶ）模型的治疗

作用。方法：新西兰大白兔４８只，随机分为正常对照组（Ａ组，３只）、模型组（Ｂ组，９只）和Ｂｅｖａｃｉｚｕｍａｂ（Ａｖａｓｔｉｎ）治疗组（Ｃ
组，３６只），Ｃ组又再次分为４组：１ｄ小剂量治疗组（Ｃ１组，９只），１ｄ大剂量治疗组（Ｃ２组，９只），１４ｄ小剂量治疗组（Ｃ３组，９
只），１４ｄ大剂量治疗组（Ｃ４组，９只）。Ｂ组和Ｃ组采用角膜缝线法制备ＣＮＶ模型，Ｃ组分别在相应时间点眼球结膜下注射

Ｂｅｖａｃｉｚｕｍａｂ（２５ｍｇ／ｍｌ），小剂量组０．１ｍｌ，大剂量组０．２ｍｌ。术后每天观察兔眼角膜ＣＮＶ生长情况并计算其面积，且于建模

后７、１４、２８ｄ分别拍照记录，免疫组化方法检测各组角膜组织中 ＶＥＧＦ的表达情况，ＥＬＩＳＡ法检测房水内 ＶＥＧＦ含量。结

果：ＣＮＶ生长情况：７、１４、２８ｄＣ１和Ｃ２组均较Ｂ组明显减轻（Ｐ＜０．０１），２８ｄ时Ｃ３、Ｃ４组较Ｂ组明显减轻（Ｐ＜０．０１）；２８ｄ
时Ｃ１组较Ｃ３组明显减轻（Ｐ＜０．０１），Ｃ２组较Ｃ４组明显减轻（Ｐ＜０．０１）。角膜组织中ＶＥＧＦ表达和房水中ＶＥＧＦ含量：Ｂ组

随时间推移逐渐增高，且与ＣＮＶ面积大小呈正相关（Ｐ＜０．０１）；７、１４、２８ｄ时，Ｃ１、Ｃ２组均低于Ｂ组（Ｐ＜０．０１）；２８ｄ时Ｃ３、Ｃ４
组均低于Ｂ组（Ｐ＜０．０１）；２８ｄ时Ｃ１组低于Ｃ３组（Ｐ＜０．０１），Ｃ２组低于Ｃ４组（Ｐ＜０．０１）。Ｃ１和Ｃ２组之间以及Ｃ３和Ｃ４组

之间在ＣＮＶ面积、角膜和房水中ＶＥＧＦ水平方面均无显著差异。结论：球结膜下注射Ｂｅｖａｃｉｚｕｍａｂ可抑制ＣＮＶ生长，且早

期用药比晚期用药疗效更加显著，Ｂｅｖａｃｉｚｕｍａｂ的作用可能与其下调角膜组织ＶＥＧＦ的表达及房水中的ＶＥＧＦ含量有关。
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　　 角膜 新 生 血 管 （ｃｏｒｎｅａｌｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ，

ＣＮＶ）是目前全球范围内主要的致盲眼病之一，也是
角膜移植排斥反应发生的高危因素。ＣＮＶ与感染、
外伤、角膜移植以及配戴角膜接触镜等因素有关。
许多生长因子参与了血管生成的生理调节，其中血
管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）是一种具有特异性促进血
管内皮细胞分裂的因子，在新生血管的形成过程中
发挥中心作用，其表达受炎性物质调节。实验证实，
兔角膜植入 ＶＥＧＦ 缓释剂可以促进 ＣＮＶ 的形
成［１］；在实验性新生血管模型中，发现角膜 ＶＥＧＦ
ｍＲＮＡ和蛋白的表达水平增加，而且ＶＥＧＦ受体的
表达水平也增加［２５］。而抗 ＶＥＧＦ多克隆抗体［２］或

ＶＥＧＦ拮抗剂以及抗 ＶＥＧＦ或其受体的小干扰

ＲＮＡ可以抑制动物ＣＮＶ［６９］的形成。

　　Ｂｅｖａｃｉｚｕｍａｂ（Ａｖａｓｔｉｎ）生物制剂是一种重组的
抗 ＶＥＧＦ 人源化单克隆抗体，可以同所有已知

ＶＥＧＦ异构体结合，并通过抑制其生物学活性间接
阻断 ＶＥＧＦ和其受体的结合而阻止血管渗漏和新
生血管的形成，近２年来被眼科专家尝试用于治疗
眼内新生血管疾病，短期已经显示出较好的安全性
和疗效［１０１３］。Ｂｅｖａｃｉｚｕｍａｂ对于眼新生血管性疾病
治疗效果明显，但有临床数据证明Ｂｅｖａｃｉｚｕｍａｂ作
用时间短，故其抑制新生血管的持续时间和用药的
间隔时间有待进一步研究。

　　本研究通过角膜缝线法制备兔角膜ＣＮＶ模型，
缝线后１ｄ和１４ｄ球结膜下分别注射不同剂量Ｂｅｖ
ａｃｉｚｕｍａｂ，观察ＣＮＶ生长情况，检测角膜组织及房
水中ＶＥＧＦ表达情况，旨在研究Ｂｅｖａｃｉｚｕｍａｂ球结
膜下注射用药对实验性兔角膜缝线新生血管模型的

治疗作用，以及不同剂量和时机干预对角膜 ＶＥＧＦ
的表达和ＣＮＶ的抑制情况，为临床治疗ＣＮＶ提供
理论依据和新的思路。

１　材料和方法

１．１　试剂　小鼠抗兔 ＶＥＧＦ单克隆抗体购自美国

Ｒ＆Ｄ公司，生物素标记山羊抗小鼠ＩｇＧ免疫组化染
色试剂盒与浓缩型 ＤＡＢ试剂盒购自上海西唐生物
科技有限公 司。Ｂｅｖａｃｉｚｕｍａｂ 购自美国 ＧＥＮＥ
ＴＥＣＨ公司（批号Ｂ９００３Ｂ０１），浓度为２５ｍｇ／ｍｌ。

１．２　动物及分组　成年新西兰大白兔４８只，体质

量２～３ｋｇ，购自上海松联实验动物养殖场，生产许
可证ＳＣＸＫ（沪２００７００１１），使用许可证ＳＹＸＫ（沪

２００８００５２）。雌雄不限，健康状况良好，用裂隙灯显
微镜检查兔眼角膜正常。随机分为３组：正常对照
组（组Ａ）３只，模型组（组Ｂ）９只，治疗组（组Ｃ）３６
只。治疗组再次分为１ｄ小剂量组（Ｃ１）、１ｄ大剂量
组（Ｃ２）各９只，１４ｄ小剂量组（Ｃ３）、１４ｄ大剂量组
（Ｃ４）各９只。

１．３　模型制作　选择左眼为实验眼，术前３０ｇ／Ｌ
戊巴比妥钠 （３０ｍｇ／ｋｇ）耳缘静脉注射麻醉，５ｇ／Ｌ
丁卡因滴眼液点左眼２次后，棉签吸除结膜囊液体。
术前常规消毒，无菌操作。手术由同一位有经验的
医师在显微镜（ＴａｋａＧｉＳＥＩＫＯ，ＯＭ１０）下进行，左
眼置开睑器，冲洗结膜囊，用６０尼龙手术缝线，距

３、６、９、１２点位角巩膜缘１ｍｍ 处分别作４针间断板
层缝线，深度约２／３角膜厚度，缝线穿过角膜基质层
的长度约３．０ｍｍ，在角膜表面留线头长约１．０ｍｍ。
针避免进入前房，术毕用氧氟沙星眼水、眼膏预防感
染。术后每日检查缝线有无脱落，若有脱落，及时补
缝。同一位点缝线脱落２次以上则剔除分析。角膜
缝线后２４ｈ起，由同一位医师每天用显微镜观察

ＣＮＶ生长情况，至各组出现ＣＮＶ后改为隔日观察，
术后７、１４、２８ｄ均测量自角膜缘长出的ＣＮＶ长度
和累及的圆周钟点数（显微镜下用钢尺和圆规测
量）。应用Ｒｏｂｅｒｔ计算机数学模型公式［１４］计算角膜

ＣＮＶ面积：Ａ＝Ｃ／１２×３．１４×［ｒ２－（ｒ－ｌ）２］，其中

Ｃ为ＣＮＶ累及角膜的圆周钟点数，ｌ即所取的血管
长度，兔角膜半径ｒ＝７ｍｍ。ＣＮＶ总面积等于４个
象限面积之和。分别于第７、１４、２８天记录ＣＮＶ长
度并画图计算面积。同时拍照记录 （ＣＡＮＯＮ，ｐｏｗ
ｅｒｓｈｏｔＡ６０）以作对照。治疗组中，Ｃ１和Ｃ２组在角
膜缝线后１ｄ、Ｃ３和Ｃ４组在角膜缝线后１４ｄ结膜下
分别注射０．１和０．２ｍｌＢｅｖａｃｉｚｕｍａｂ（２５ｍｇ／ｍｌ），
模型组（Ｂ组）在角膜缝线后１４ｄ结膜下注射平衡盐
溶液０．２ｍｌ。注射时４点位和１０点位距角膜缘２
ｍｍ各注射一半剂量。

１．４　检测指标　角膜缝线后第７、１４、２８天分别用
空气栓塞法处死各组实验兔，立即用无菌注射器分
别自左眼角膜缘９点位做前房穿刺，抽取房水约０．２
ｍｌ，以测定房水 ＶＥＧＦ含量；取新生血管生长侧角
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膜组织，切成２ｍｍ×４ｍｍ，用４０ｇ／Ｌ甲醛溶液固
定，行 ＨＥ及免疫组织化学染色。

１．５　免疫组织化学方法检测角膜组织中 ＶＥＧＦ的
表达　标本常规逐级脱水、透明、石蜡包埋，垂直于
角膜表面连续４μｍ切片３张，脱蜡、水化，每组中取
一张常规行 ＨＥ染色观察角膜形态学变化。角膜

ＶＥＧＦ免疫组化染色按试剂盒说明书进行，显微镜
观察。以组织内出现棕黄色颗粒为阳性判断标准。
每次染色时均用ＰＢＳ代替一抗作为阴性对照，阳性
对照为已知有ＶＥＧＦ蛋白表达的星形细胞瘤细胞。
按照染色程度的深浅分为５级［１５］：－，细胞核和细胞
间质不着色；＋，标本内绝大多数细胞可疑阳性，少
部分细胞（＜１０％）可辨别为阳性；，标本内大部分
阳性细胞呈清楚可辨的棕黄色，但未达到级那么鲜
艳；，细胞染色典型，呈鲜艳的棕色；，超过１０％阳
性细胞染色成棕黑色。随机选择视野拍照记录。

１．６　ＥＬＩＳＡ方法检测房水内ＶＥＧＦ表达　房水标本
用兔ＶＥＧＦＥＬＩＳＡ试剂盒检测其中ＶＥＧＦ蛋白的含
量变化，具体操作按试剂盒说明书进行。根据不同浓
度标准品所测的光密度（Ｄ４５０）值绘制标准曲线，在标
准曲线上以标本的Ｄ４５０值查出 ＶＥＧＦ含量，单位为

ｐｇ／ｍｌ。

１．７　统计学处理　实验数据用ＳＰＳＳ１５．０统计软
件行方差分析、相关性分析和 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ秩和检验，
以Ｐ＜０．０５认为有统计学差异。

２　结　果

２．１　ＣＮＶ生长情况　缝线后最早２ｄ可见角膜缘血
管环充血扩张，ＣＮＶ芽呈毛刷状长入透明的角膜，整齐
而密集；４～１４ｄ血管生长最为旺盛，其中７～１４ｄ为一
个生长高峰，新生血管密集，管径粗大，色鲜红；１４ｄ以
后血管继续生长但速度逐渐缓慢，２８ｄ时ＣＮＶ较粗大，
交织成网。治疗组中，Ｃ１和Ｃ２组ＣＮＶ出现较晚，７ｄ
后出现ＣＮＶ，稀疏、短小、生长缓慢，在相应时间点（即
建模后７、１４、２８ｄ）ＣＮＶ面积明显小于Ｂ组（Ｐ＜０．０１）。

Ｃ１和Ｃ２组ＣＮＶ出现时间和面积在不同时刻点无显著
差异。Ｃ３和Ｃ４组在缝线后２８ｄ（即用药后１４ｄ）ＣＮＶ
管径明显变细，变稀疏，颜色变浅，面积减退（２０±
５．５）％，Ｃ３和 Ｃ４组 ＣＮＶ面积明显小于Ｂ组（Ｐ＜
０．０１）。２８ｄ时Ｃ１组ＣＮＶ面积明显小于Ｃ３组（Ｐ＜
０．０１），Ｃ２组明显小于Ｃ４组（Ｐ＜０．０１），Ｃ３和Ｃ４组

ＣＮＶ面积在各时刻点无明显差异（图１，表１）。

２．２　角膜组织中ＶＥＧＦ的表达　正常兔角膜上皮
层、基质层和内皮层有ＶＥＧＦ的弱阳性表达。Ｂ组缝
线后７、１４ｄ，ＶＥＧＦ的阳性表达增强，其主要定位于角

膜上皮细胞、基质纤维细胞、角膜内皮细胞、浸润的炎
症细胞和新生的血管内皮细胞胞质内，ＣＮＶ管腔结构
较大、较密集。Ｃ１和Ｃ２组角膜炎症反应相对较轻，

ＣＮＶ管腔较细、较稀疏，角膜上皮细胞、基质层细胞、
内皮细胞、炎症细胞和新生血管内皮细胞中也存在

ＶＥＧＦ的表达，但它们的表达程度明显受到抑制（表

２）。角膜缝线后７、１４、２８ｄＣ１和Ｃ２组与Ｂ组角膜组
织中ＶＥＧＦ表达的阳性率均存在显著性差异（Ｐ＜
０．０５），而Ｃ１和Ｃ２组ＶＥＧＦ表达无明显差异。Ｃ３和

Ｃ４组缝线后２８ｄ（即用药后１４ｄ）角膜各层ＶＥＧＦ表
达明显减少，ＣＮＶ管腔变细、变稀疏，与Ｂ组间角膜组
织中ＶＥＧＦ表达的阳性率存在显著性差异（Ｐ＝
０．０３４），而Ｃ３和Ｃ４组之间无明显差异。２８ｄ时Ｃ１
组ＶＥＧＦ的阳性表达率低于Ｃ３组（Ｐ＝０．０２５），Ｃ２组

ＶＥＧＦ的 阳 性 表 达 率 低 于 Ｃ４ 组 （Ｐ＝０．０３４）。

Ｓｐｅａｒｍａｎ相关分析发现，角膜组织 ＶＥＧＦ 表达和

ＣＮＶ面积存在显著相关性（ｒ＝０．９２３，Ｐ＜０．０１）。

图１　角膜新生血管形态学特征

Ｆｉｇ１　ＣＮＶｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ
ＩｎｇｒｏｕｐＢ（ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ），ｃｏｒｎｅａｌｌｉｍｂｕｓｃｏｎｇｅｓｔｅｄａｔ７ｄ；ＣＮＶ

ｂｕｄｓｗｅｒｅｓｈｏｒｔ（Ａ）；ＣＮＶｂｅｃａｍｅｗｉｄｅａｎｄｍａｓｓｅｄａｔ１４ｄ（Ｂ）；ａｎｄ

ＣＮＶｃｏｎｇｅｓｔｅｄｗｅａｋｌｙａｔ２８ｄ，ｂｕｔｃｏｎｎｅｃｔｅｄｉｎｗｅｂ（Ｃ）．ＩｎｇｒｏｕｐＣ１

ａｎｄＣ２（１ｄｔｈｅｒａｐｙｇｒｏｕｐ）ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏＣＮＶａｔ７ｄ，ａｎｄｔｈｅＣＮＶ

ｗａｓｔｈｉｎａｔ１４ｄ（Ｄ：Ｃ１ｇｒｏｕｐ；Ｅ：Ｃ２ｇｒｏｕｐ）ａｎｄ２８ｄ（Ｆ：Ｃ１ｇｒｏｕｐ；Ｇ：

Ｃ２ｇｒｏｕｐ）．ＩｎｇｒｏｕｐＣ３ａｎｄＣ４（１４ｄｔｈｅｒａｐｙｇｒｏｕｐ），ＣＮＶｗｅａｋｅｎｅｄ

ａｔ２８ｄ（Ｈ：Ｃ３ｇｒｏｕｐ；Ｉ：Ｃ４ｇｒｏｕｐ）．ＡｒｒｏｗｓｓｈｏｗｅｄｔｈｅｗｅａｋＣＮＶ

ｔｈａｔｃｏｕｌｄｈａｒｄｌｙｂｅｄｅｔｅｃｔｅｄ

２．３　房水中ＶＥＧＦ的表达　正常兔眼房水中有一定
量的ＶＥＧＦ存在（表２）。Ｂ组术后房水中ＶＥＧＦ含量
逐渐增高。７、１４、２８ｄＣ１和Ｃ２组房水中ＶＥＧＦ含量



·９１０　　 · 第二军医大学学报　２００９年８月，第３０卷

均明显低于Ｂ组，差异具有显著性（Ｐ＜０．０１）。Ｃ１和

Ｃ２组间无差异。缝线后２８ｄ（即用药后１４ｄ）Ｃ３和

Ｃ４组房水中 ＶＥＧＦ含量低于Ｂ组（Ｐ＜０．０１），Ｃ３和

Ｃ４组间无差异。２８ｄＣ１组房水中ＶＥＧＦ含量低于

Ｃ３组（Ｐ＝０．００９），Ｃ２组房水中 ＶＥＧＦ含量低于Ｃ４

组（Ｐ＝０．００６）。Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析提示，房水中

ＶＥＧＦ的浓度与ＣＮＶ的面积明显正相关（ｒ＝０．８８５，

Ｐ＜０．０１）。Ｓｐｅａｒｍａｎ相关分析发现，角膜组织和房水
中ＶＥＧＦ表达存在显著相关性（ｒ＝０．９５３，Ｐ＜０．０１）。

表１　各组角膜ＣＮＶ面积及其所占角膜百分比

Ｔａｂ１　ＣＮＶａｒｅａｓａｎｄｔｈｅｉｒｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｔｏｃｏｒｎｅａｌｓｕｒｆａｃｅ
（珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ
７ｄａｆｔｅｒｏｐｅｒａｔｉｏｎ

ＡｒｅａＡ／ｍｍ２ Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ（％）
１４ｄａｆｔｅｒｏｐｅｒａｔｉｏｎ

ＡｒｅａＡ／ｍｍ２ Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ（％）
２８ｄａｆｔｅｒｏｐｅｒａｔｉｏｎ

ＡｒｅａＡ／ｍｍ２ Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ（％）

Ａ ３ 　　　０ 　　　０ 　　　０ 　　　０ 　　　０ 　　　０
Ｂ ９ １９．８８２±２．３０１ １２．９２±１．４９ ３４．８０１±３．００６ ２２．６１±１．９５ ３６．３０６±４．３９３ ２３．５８±２．８５
Ｃ

　　Ｃ１ ９ １．３１７±０．６８９△△ ８．５５±４．４７△△ １５．８１０±３．９６４△△ １０．２７±２．５８△△ １５．９３０±３．８９８△△ １０．３５±２．５３△△

　　Ｃ２ ９ １．３８２±０．７００▲▲ ８．９８±４．５５▲▲ １４．３１２±２．８３０▲▲ ９．３０±１．８４▲▲ １５．２８１±４．２２９▲▲ ９．９３±２．７５▲▲

　　Ｃ３ ９ １９．９６３±２．４６３ １３．０４±１．６８ ３５．４０５±４．０１１ ２３．０２±２．０２ ２８．６６２±３．４７９ １８．６２±２．２６

　　Ｃ４ ９ １８．９９７±３．５１１ １２．５１±１．６２ ３４．２１３±３．２０２ ２１．９２±２．１１ ２７．７６１±３．３４５ １８．０３±２．１７

　Ｐ＜０．０１ｖｓｇｒｏｕｐＢ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓｇｒｏｕｐＣ３；▲▲Ｐ＜０．０１ｖｓｇｒｏｕｐＣ４

表２　兔角膜全层和房水中ＶＥＧＦ的表达

Ｔａｂ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＶＥＧＦｉｎｃｏｒｎｅａａｎｄａｑｕｅｏｕｓｈｕｍｏｒｉｎｒａｂｂｉｔｓ

Ｇｒｏｕｐ
Ｃｏｒｎｅａ

７ｄ １４ｄ ２８ｄ
ｎ

Ａｑｕｅｏｕｓ［ρＢ／（ｐｇ·ｍｌ－１），珚ｘ±ｓ］

７ｄａｆｔｅｒｏｐｅｒａｔｉｏｎ １４ｄａｆｔｅｒｏｐｅｒａｔｉｏｎ ２８ｄａｆｔｅｒｏｐｅｒａｔｉｏｎ
Ａ －＋ －＋ －＋ ３ ４０．３８２± ６．８５９ ４０．３８２± ６．８５９ ４０．３８２± ６．８５９
Ｂ    ９ １０１．２０６±２０．０１１ １９４．０８０±２９．４９７ １７６．１０４±２４．３１１
Ｃ

　　Ｃ１ ＋ ＋ ＋ ９ ４５．１５０±１５．０９４△△ ７２．４４９±１５．４８７△△ ６６．４２８±５．９８６△△

　　Ｃ２ ＋ ＋ ＋ ９ ５１．４６９± ６．２４４▲▲ ７５．４２５± ７．６４１▲▲ ６３．２６８±１２．５１７▲▲

　　Ｃ３    ９ １０１．２０６±２０．０１１ １９４．０８０±２９．４９７ ９８．６７９±８．３１７

　　Ｃ４    ９ １０１．２０６±２０．０１１ １９４．０８０±２９．４９７ ９７．５１３±７．０２７

　Ｐ＜０．０１ｖｓｇｒｏｕｐＢ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓｇｒｏｕｐＣ３；▲▲Ｐ＜０．０１ｖｓｇｒｏｕｐＣ４

３　讨　论

　　正常人或动物角膜透明无血管，ＣＮＶ是与角膜
炎症密切相关的常见病理现象。ＶＥＧＦ在ＣＮＶ的
形成过程中起着中心调控作用，抑制ＶＥＧＦ是治疗
眼部新生血管的希望［１６］。本研究采用角膜缝线造
成兔角膜炎症，从而诱发ＣＮＶ。该模型本质上属于
物理方法造成炎症性ＣＮＶ动物模型，是研究炎症
性ＣＮＶ的调控机制，探索和评价其防治方法的理
想模型。Ｐｈｉｌｉｐｐ等［１７］研究显示，炎症时 ＶＥＧＦ在
角膜上皮、基质和内皮层中均有表达，尤其在角膜缘
血管和基质层新生血管内皮中有高表达。因此，我们
采用球结膜下注射以使药物能更好到达角膜缘血管

内皮细胞，而且球结膜下注射简单易行，并发症少。

　　本研究结果显示：在正常兔角膜组织上皮细胞
和内皮细胞胞质内均存在 ＶＥＧＦ的弱阳性表达，其
中以上皮细胞表达最明显，而角膜又得以维持透明

状态，提示正常角膜中可能存在某些抗血管形成因
子中和了 ＶＥＧＦ的诱发血管生成的作用［１８］。角膜
缝线后，房水中 ＶＥＧＦ蛋白的表达逐渐增高，并与
角膜中ＶＥＧＦ的表达及 ＣＮＶ的面积显著正相关。

ＶＥＧＦ在７～１４ｄ增长较快，此后增加趋势明显缓
和，与同期炎症细胞浸润及ＣＮＶ生长情况基本一
致。早期（缝线后１ｄ）使用Ｂｅｖａｃｉｚｕｍａｂ球结膜下
注射疗效显著，用药后７ｄ几乎未见角膜新生血管
生长，可能的原因是缝线后１ｄ使用Ｂｅｖａｃｉｚｕｍａｂ，
及时地降低了ＶＥＧＦ的水平，而球结膜下注射使药
物极易到达角膜炎症区。对Ｂｅｖａｃｉｚｕｍａｂ玻璃体腔
注射的药物代谢动力学研究认为，房水中Ｂｅｖａｃｉ
ｚｕｍａｂ的药物半衰期（ｔ１／２）为４．８８ｄ，第１天的早期
用药可以在角膜基质损伤修复的阶段达到最大药物

浓度［１９］。然而早期治疗组随访１４ｄ时发现了少量
的新生血管。可能的原因是Ｂｅｖａｃｉｚｕｍａｂ结膜下注
射弥散和吸收后只抑制了部分ＶＥＧＦ的活性，另外



第８期．章玉群，等．Ｂｅｖａｃｉｚｕｍａｂ（Ａｖａｓｔｉｎ）抑制兔眼角膜新生血管的实验研究 ·９１１　　 ·

可能有不被Ｂｅｖａｃｉｚｕｍａｂ抑制的其他因子也参与了
血管的生成。我们因此设想可以设计新的实验方
案，就是在第７天第２次结膜下注射（考虑到Ｂｅｖ
ａｃｉｚｕｍａｂ的药代动力学［１９］），希望可以进一步抑制
新生血管组织的形成。

　　对晚期（缝线后１４ｄ）治疗组的研究发现，Ｂｅｖ
ａｃｉｚｕｍａｂ对已生成的血管作用甚微，无论是血管长
度还是血管的管径，能肯定的是Ｂｅｖａｃｉｚｕｍａｂ对新
生的小血管作用明显。所以，晚治组在用药后虽然
血管面积减少了（２０±５．５）％，却主要是新生的小血
管的退缩。因此我们推测Ｂｅｖａｃｉｚｕｍａｂ对正在长的
血管和（或）刚长的新生血管有抑制作用，但对已经
长成的血管作用不明显。

　　Ｍａｎａｚａｎｏ等［２０］给予小鼠局部点用Ｂｅｖａｃｉｚｕｍ
ａｂ眼水（４ｍｇ／ｍｌ，２次／ｄ），７ｄ后角膜新生血管面
积扩展到３８．２％，与之相比，本实验采用 Ｂｅｖａｃｉ
ｚｕｍａｂ结膜下注射早治组显示了更有效的新生血管
抑制作用，７ｄ角膜新生血管面积几乎为０。这也许
是结膜下注射用药浓度较高（２５ｍｇ／ｍｌ）、药量较大
（０．１、０．２ｍｌ）的缘故。本研究发现０．１ｍｌ和０．２
ｍｌ结膜下注射对ＣＮＶ的抑制效果无显著差异，考
虑到药物可能的毒性，故我们推荐０．１ｍｌ注射。

　　总而言之，本研究证实结膜下注射Ｂｅｖａｃｉｚｕｍ
ａｂ治疗兔实验性角膜新生血管模型是有效的，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作用。角膜没有发现不良反
应，结膜下注射越早，效果越好越快。最近，Ｂｅｖａｃｉ
ｚｕｍａｂ有应用于临床的报道，有局部点药［２１］，也有
结膜下注射［２２］，尽管没有完全抑制ＣＮＶ，在这些病
例中角膜新生血管显著减少，这使得初期的短期随
访效果鼓舞人心。但结膜下注射Ｂｅｖａｃｉｚｕｍａｂ后药
物的吸收及其后在角膜中的浓度还没有测量资料，
需要进一步的药代动力学研究。我们需要更大规模
的临床研究以得出最理想的药物浓度和应用时间，
以得到最好的临床效果。
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ｍｉｄｅｉｓａｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．ＰｒｏｃＮａｔｌＡｃａｄＳｃｉ
ＵＳＡ，１９９４，９１：４０８２４０８５．

［１５］韩　静，闫小龙，韩泉洪，惠延年，王雨生，马吉献．兔角膜碱烧
伤后角膜和房水中 ＶＥＧＦ的表达［Ｊ］．眼科新进展，２００６，２６：

１０３１０４．
［１６］ＨｏｓｓｅｉｎｉＨ，ＮｅｊａｂａｔＭ．Ａｐｏｔｅｎｔｉａｌｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓｔｒａｔｅｇｙｆｏｒｉｎ

ｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｃｏｒｎｅａｌｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎｗｉｔｈｎｅｗａｎｔｉＶＥＧＦａ

ｇｅｎｔｓ［Ｊ］．ＭｅｄＨｙｐｏｔｈｅｓｅｓ，２００７，６８：７９９８０１．
［１７］ＰｈｉｌｉｐｐＷ，ＳｐｅｉｃｈｅｒＬ，ＨｕｍｐｅｌＣ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏ

ｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒａｎｄｉｔｓｒｅｃｅｐｔｏｒｓｉｎｉｎｆｌａｍｅｄａｎｄｖａｓｃｕｌａｒ
ｉｚｅｄｈｕｍａｎｃｏｒｎｅａｓ［Ｊ］．ＩｎｖｅｓｔＯｐｈｔｈａｌｍｏｌＶｉｓＳｃｉ，２０００，４１：

２５１４２５２２．
［１８］ＭａＤＨ，ＴｓａｉＲＪ，ＣｈｕＷＫ，ＫａｏＣＨ，ＣｈｅｎＪＫ．Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｖａｓ

ｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｓｉｓｉｎｃｕｌｔｕｒｅｓｂｙｌｉｍｂａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＩｎｖｅｓｔＯｐｈｔｈａｌｍｏｌＶｉｓＳｃｉ，１９９９，４０：１８２２１８２８．

［１９］ＢａｋｒｉＳＪ，ＳｎｙｄｅｒＭＲ，ＲｅｉｄＪＭ，ＰｕｌｉｄｏＪＳ，ＳｉｎｇｈＲＪ．Ｐｈａｒ
ｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓｏｆｉｎｔｒａｖｉｔｒｅａｌＢｅｖａｃｉｚｕｍａｂ（Ａｖａｓｔｉｎ）［Ｊ］．Ｏｐｈ
ｔｈａｌｍｏｌｏｇｙ，２００７，１１４：８５５８５９．

［２０］ＭａｎｚａｎｏＲＰ，ＰｅｙｍａｎＧＡ，ＫｈａｎＰ，ＣａｒｖｏｕｎｉｓＰＥ，Ｋｉｖｉｌｃｉｍ



·９１２　　 · 第二军医大学学报　２００９年８月，第３０卷

Ｍ，ＲｅｎＭ，ｅｔａｌ．Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｃｏｒｎｅａｌｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒ
ｉｓａｔｉｏｎｂｙＢｅｖａｃｉｚｕｍａｂ（Ａｖａｓｔｉｎ）［Ｊ］．ＢｒＪＯｐｈｔｈａｌｍｏｌ，２００７，

９１：８０４８０７．
［２１］ＤｅＳｔａｆｅｎｏＪＪ，ＫｉｍＴ．Ｔｏｐｉｃａｌｂｅｖａｃｉｚｕｍａｂｔｈｅｒａｐｙｆｏｒｃｏｒｎｅａｌ

ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＡｒｃｈＯｐｈｔｈａｌｍｏｌ，２００７，１２５：８３４８３６．

［２２］ＥｒｄｕｒｍｕｓＭ，ＴｏｔａｎＹ．Ｓｕｂｃｏｎｊｕｎｃｔｉｖａｌｂｅｖａｃｉｚｕｍａｂｆｏｒｃｏｒｎｅ
ａｌｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＧｒａｅｆｅｓＡｒｃｈＣｌｉｎＥｘｐＯｐｈｔｈａｌｍｏｌ，

２００７，２４５：１５７７１５７９．
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