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!!$摘要%!目的!探讨 C2#D% 在角膜新生血管中的表达及其定位&!方法!= 周龄 ?YB级健康雄性 ?2大
鼠 "$ 只"采用随机数字表法将 "$ 只大鼠随机分为碱烧伤后 # K 组'碱烧伤后 5 K 组'碱烧伤后 6 K 组'碱烧伤
后 #D K 组和正常对照组"每组 #$ 只& 采用 V(3Q碱烧伤法构建角膜新生血管模型"裂隙灯显微镜下观察碱烧
伤后不同时间点角膜新生血管面积"随后制备角膜组织切片"采用逆转录 YCX法检测 C2#D% 'XV>的表达"
FG9-GJ/ I*,-法检测 C2#D% 蛋白的表达"采用免疫组织化学染色检测角膜组织中 C2#D% 的表达和定位&!
结果!碱烧伤后 5 K 裂隙灯显微镜下可观察到角膜新生血管"碱烧伤后 6 K 角膜新生血管形成达高峰"随后逐渐
消退& 碱烧伤后 #'5'6 和 #D K 组角膜新生血管面积分别为*# ;̀m$ 6̀+'*#$ 5̀m# #̀+'*:; %̀m: D̀+和*## =̀m
# $̀+'': "整体比较差异有统计学意义*Nk%"$ ;̀6%"Jk$ $̀$$+"其中碱烧伤后 6 K 组角膜新生血管面积最大"碱
烧伤后 #'5 和 #D K 组与碱烧伤后 6 K 组比较"差异均有统计学意义*'kd55 :̀;5'd:$ D̀6"':$ 6̀DD"均 Jk$ $̀$$+&
碱烧伤后 #'5'6 和 #D K 组 C2#D% 'XV>的相对表达量分别为 $ 5̀m$ #̀'# #̀m$ :̀'5 "̀m$ D̀ 和 # 5̀m$ 5̀"各组蛋白
的相对表达量分别为 $ :̀m$ #̀'# D̀m$ :̀'D #̀m$ "̀ 和 # 5̀m$ :̀"各组间整体比较差异均有统计学意义 *Nk
# #6% ;̀:$"Jk$ $̀$$,Nk:55 #̀:6"Jk$ $̀$$+"其中碱烧伤后 6 K 组 C2#D% 'XV>和蛋白的相对表达量均最高"碱
烧伤后 #'5 和 #D K 组与碱烧伤后 6 K 组比较"差异均有统计学意义*'XV>#'kd"= #̀$;'d55 6̀:"'5# $̀$%"均 Jk
$ $̀$$,蛋白#'kd"; =̀65'd5= 6̀%:'5; #̀"5"均 Jk$ $̀$$+& 免疫组织化学染色结果显示"C2#D% 于碱烧伤后 6 K 在
角膜新生血管内皮细胞中高表达"形成管腔结构"而碱烧伤后 #D K 在成熟的角膜新生血管中仅有微量 C2#D% 表
达&!结论!C2#D% 与角膜新生血管形成关系密切"有希望作为抗新生血管治疗新的靶点&!
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!!新生血管形成是一个复杂的病理生理过程"包括
血管内皮细胞的分化'成熟'增生'迁移和管腔形成等&

正常情况下"角膜透明无血管"周围血管终止于角膜
缘& 在感染'外伤'缺氧'炎症等病理情况下"血管内皮
细胞降解细胞外基质"增生"迁移"以出芽方式由角膜
缘向角膜基质内生长"形成角膜新生血管 -#. & 角膜新
生血管形成已经成为严重威胁患者视力的一个重要因

素"甚至最终可致盲"目前其发病机制仍不完全清楚&
C2#D% 是近年发现的一种单链跨膜糖蛋白"属于 4H基
因超家族成员& 目前研究表明"C2#D% 是一种新的肿
瘤血管标志分子"在肿瘤新生血管中特异表达"并参与
肿瘤血管的生成"而在角膜新生血管研究领域"尚缺乏
C2#D% 相关研究& 本研究中拟探讨 C2#D% 在角膜新
生血管中的表达及定位"为进一步研究角膜新生血管
的发病机制提供实验基础&

94材料与方法

9.94材料
9.9.94实验动物及分组4= 周龄 ?YB级健康雄性 ?2

大鼠 "$ 只购自上海中科院斯莱克动物中心"体质量
#"$ :̂$$ H& 采用随机数字表法将 "$ 只大鼠随机分
为碱烧伤后 # K 组'碱烧伤后 5 K 组'碱烧伤后 6 K 组'

碱烧伤后 #D K 组和正常对照组"每组 #$ 只& 实验动
物的使用遵循 >X\3声明& 本研究通过徐州医科大
学实验动物伦理委员会批准*批准号#:$#%$#:+&
9.9.;4主要试剂4引物由宝生物工程*大连+有限公
司合成,水合氯醛 *天津市光复精细化工研究所 +,
UX4T,*提取液 *美国 4/O)-J,HG/ 公司 +, 2>Y4*美国
\G1-,J公司+,B(9-XGK 染色试剂盒'山羊抗兔 >Y试剂
盒*美国 ?)H'(公司+,蛋白 _(JaGJ*立陶宛 BGJ'G/-(9

公司+,多聚甲醛*上海生物工程有限公司+,兔抗大鼠
C2#D% 单克隆抗体*英国 >I1('公司+&
9.;4方法
9.;.94角膜碱烧伤新生血管模型的构建4取 ?2大
鼠 D$ 只"用质量分数 #$]水合氯醛腹腔内注射进行
麻醉& 将直径约 5 ''的滤纸片浸泡在 # ',*7bV(3Q

溶液中 #" 9"饱和后置于 ?2大鼠左眼中央角膜 D" 9"
之后用 #$ '*生理盐水冲洗眼球"清除残留的 V(3Q&

正常对照组不做任何处理& 碱烧伤后 #'5'6'#D K 分

别行裂隙灯显微镜检查"随后处死各组大鼠"每组各取
D 只大鼠角膜组织提取 'XV>"D 只大鼠角膜组织提取
蛋白"并摘取 : 只大鼠眼球行组织病理学检查&
9.;.;4角膜新生血管面积评估4利用裂隙灯显微镜
每天观察角膜新生血管形成情况"采用V4Q4'(HG[软
件对新生血管面积行图像分析& 在每个时间点标记新
生血管生长情况& 并用数码相机照相"测量长入角膜
的新生血管长度& 每次测量以连续弯曲度小'朝向角
膜混浊中心生长的最长血管的垂直长度为准& 计算角
膜新生血管生长面积"公式为 ? kC7#:n5 #̀D# %n-J: d
*Jd*+ :."其中 ? 为角膜新生血管生长面积"C为新生
血管累及角膜的圆周钟点"J为角膜半径"*为角膜新
生血管从角膜缘深入角膜的长度

-:. &
9.;.<4逆转录 YCX法检测角膜组织中 C2#D% 'XV>
的表达!使用剪刀沿角膜缘内侧完整剪取整个角膜组
织"使用 UX4T,*XV>提取液抽提角膜组织总 XV>"使
用 2V(9G试剂盒清除残留的 2V>后逆转录成 12V>&

应用 C2#D% 受体引物扩增相应基因"C2#D% 上游引物
为 " 1<CCCUC>>CCCC>CUUC>CU><5 1" 下游引物为
"1<C>CCUUCCUCUCCUUUZCUZ<5 1,!<(1-)/ 上游引物
为 " 1<C>>CCUUCUUZC>ZCUCCUC<5 1" 下游引物为
"1<C>ZUCCZCCU>Z>>ZC>UUU<51& 质量分数 # "̀]
琼脂糖凝胶电泳扩增产物"&E染色"凝胶成像仪拍照&

使用 4'(HG[软件分析其条带灰度值& 以 !<(1-)/ 为内
参"计算 'XV>相对表达量&
9.;.=4FG9-GJ/ I*,-法检测角膜组织中 C2#D% 蛋白的
表达!使用剪刀沿角膜缘内侧完整剪取整个角膜组
织"用组织裂解液裂解角膜组织后"离心取上清"用
EC>蛋白定量试剂盒测定蛋白总量& 取正常角膜及
碱烧伤后 #'5'6'#D K 角膜样本各 #" %H"按 D c#加入上
样缓冲液"#$$ l变性 5 ')/& 在 D l'非还原状态下行
质量分数 #$] ?2?<Y>Z&#:$ \电泳 : +"将蛋白质转
移至硝酸纤维素滤膜上 ##$ '>作用 : +"封闭液*# 倍
UE? "$ $̀$ '*"URGG/ $ :̀" '*"脱脂奶粉 : "̀ H+室温下
封闭硝酸纤维素滤膜的非特异性免疫球蛋白结合位点

# +"将滤膜与兔抗鼠 C2#D% 单克隆抗体一抗*# c=$$
稀释于封闭液+孵育"D l振摇过夜"UE?U缓冲液*#$

倍 UE? #" $̀$ '*"蒸馏水 #5" $̀$ '*"URGG/ $ #̀" '*+冲
洗滤膜 5 次"将滤膜转移至 QXY标记山羊抗兔 4HZ二
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抗*# c=$$ 稀释于封闭液+中室温孵育 # +& UE?U缓冲
液再次冲洗滤膜"用 &Cb发光试剂与硝酸纤维素膜作
用 5 ')/"在暗室内曝光"h射线显影& 所得条带经凝
胶成像分析系统分析得到的灰度值"以 !<(1-)/ 为内
参"计算蛋白相对表达量&
9.;.H4免疫组织化学法检测角膜组织中 C2#D% 的表
达分布!角膜组织标本经 D]多聚甲醛固定"常规石
蜡包埋& 行 D %'厚连续切片"二甲苯脱蜡"梯度乙醇
水化& # 倍 YE? 缓冲液洗 5 次"每次 5 "̂ ')/& 每片
载玻片上的一个标本用划圈笔划圈后滴加一滴 Q:3:

组织封闭液"室温孵育 D$ ')/& QXY阻断液室温孵育
# +"倾去 QXY阻断液"# 倍 YE? 缓冲液洗涤 5 次"每次
5 "̂ ')/& 滴入用 #]E?>配制好的兔抗大鼠 C2#D%
单克隆抗体*# c:$$+"D l湿房中孵育过夜& 置于常温
下"复温 :$ ')/ 后"倾去一抗"YE? 浸洗 5 次"每次
" ')/& 加入羊抗兔碱性磷酸酶免疫聚合物二抗"D l
湿房中孵育 : +& 倾去二抗"YE? 浸洗 5 次"每次" ')/&
加 >Y<B(9-XGK 工作液"显微镜下观察"当出现明显的
红色显色反应时"双蒸水冲洗终止显色反应& YE? 浸
洗 5 次"每次 " ')/& 用 2>Y4染细胞核 " ')/ 后封片
*甘油与 YE? 等容积混合+"显微照相系统下观察"并
拍照储存&
9.<4统计学方法

采用 ?Y?? #= $̀ 统计学软件进行统计分析& 本研
究检测指标的数据资料经 ?+(M)J,<F)*a 检验证实呈正
态分布"以 Km9表示"经 bGOG/G检验证实各组间样本
均数方差齐& 碱烧伤后不同观察时间点角膜新生血管
面积的差异比较以及蛋白''XV>在角膜中表达的灰
度值差异比较均采用单因素方差分析"两两比较采用
b?2<'检验& Jj$ $̀" 为差异有统计学意义&

;4结果

;.94角膜碱烧伤后不同时间点新生血管形成比较
碱烧伤后 # K"角膜基质混浊"球结膜充血"角膜组

织几乎无新生血管长入,碱烧伤后 5 K"可见新生血管
由角膜缘长入角膜,碱烧伤后 6 K"角膜新生血管的形
成达高峰,碱烧伤后 #D K"新生血管逐渐消退"角膜混
浊减轻"部分新生血管可长期稳定保留& 碱烧伤后 #'
5'6 和 #D K 组角膜新生血管面积分别为*# ;̀m$ 6̀+'
*#$ 5̀m# #̀+'*:; %̀m: D̀+和*## =̀m# $̀+'':"整体比
较差异有统计学意义 *Nk%"$ ;̀6%"Jk$ $̀$$+,其中
碱烧伤后 6 K 组角膜新生血管面积最大"碱烧伤后 # K
组'碱烧伤后 5 K 组'碱烧伤后 #D K 组与碱烧伤后 6 K
组比较"差异均有统计学意义*'kd55 :̀;5'd:$ D̀6"'

:$ 6̀DD"均 Jk$ $̀$$+"其余各组之间两两比较差异均
无统计学意义*均 Jo$ $̀"+*图 #+&
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图 94碱烧伤
后不 同 时 间

点角 膜 新 生

血管 形 成 情

况! >组碱烧
伤后 # K 组裂
隙灯 显 微 镜

下可 见 角 膜

尚无 新 生 血

管形成!E组碱烧伤后 5 K 组裂隙灯显微镜下可见新生血管开始长入
角膜!C组碱烧伤后 6 K 组裂隙灯显微镜下可见角膜新生血管形成达
高峰!2组碱烧伤后 #D K 组裂隙灯显微镜下可见角膜新生血管逐渐
消退!&组碱烧伤后不同时间点角膜新生血管面积的量化比较!与

碱烧伤后 6 K 组比较"(Jj$ $̀"*单因素方差分析"b?2<'检验"#k#$+
!

;.;4逆转录 YCX及 FG9-GJ/ I*,-检测 C2#D% 在角膜
组织中的表达

逆转录 YCX结果显示"正常角膜基本无 C2#D% 表
达"碱烧伤后 # K 角膜组织中仅有微量 C2#D% 'XV>
表达"碱烧伤后 5 K 表达量逐渐增多"碱烧伤后 6 K 达峰
值"碱烧伤后 #D K 明显降低& 碱烧伤后 # K 组'碱烧伤
后 5 K 组'碱 烧 伤 后 6 K 组 和 碱 烧 伤 后 #D K 组
C2#D% 'XV>的相对表达量分别为 $ 5̀m$ #̀'# #̀m$ :̀'
5 "̀m$ D̀ 和 # 5̀m$ 5̀"各组间整体比较差异有统计学
意义*Nk# #6% ;̀:$"Jk$ $̀$$+& 其中碱烧伤后 6 K 组
C2#D% 'XV>的相对表达量最高"碱烧伤后 # K 组'碱
烧伤后 5 K 组'碱烧伤后 #D K 组 C2#D% 'XV>的相对
表达量与碱烧伤后 6 K 组比较"差异均有统计学意义
*'kd"= #̀$;'d55 6̀:"'5# $̀$%"均 Jk$ $̀$$+"其他各
组之间两两比较差异均无统计学意义*均 Jo$ $̀"+&

FG9-GJ/ I*,-检测结果显示"角膜组织中 C2#D% 蛋
白的表达水平与 'XV>的变化曲线基本一致& 碱烧
伤后 # K 组'碱烧伤后 5 K 组'碱烧伤后 6 K 组和碱烧伤
后 #D K 组 C2#D% 蛋白的相对表达量分别为 $ :̀m$ #̀'

!=;"! 中华实验眼科杂志 :$#= 年 = 月第 5% 卷第 = 期!C+)/ [&PM 3M+-+(*',*">NHN9-:$#="\,*.5%"V,.=

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



# D̀m$ :̀'D #̀m$ "̀ 和 # 5̀m$ :̀"各组间整体比较差异
有统计学意义*Nk:55 #̀:6"Jk$ $̀$$+& 其中碱烧伤
后 6 K 组 C2#D% 蛋白的相对表达量最高"碱烧伤后 # K
组'碱烧伤后 5 K 组'碱烧伤后 #D K 组与碱烧伤后 6 K
组比较"差异均有统计学意义*'kd"; =̀65'd5= 6̀%:'
5; #̀"5"均 Jk$ $̀$$+"其他各组之间两两比较差异均
无统计学意义*均 Jo$ $̀"+*图 :+&
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图 ;46#-'#%)3$,'及逆转录 m>@法检测 >̂ 9=I 蛋白和 2@]!在
碱烧伤后不同时间点的表达比较!>5FG9-GJ/ I*,-检测的凝胶成像
图片!E5逆转录 YCX检测结果!C5碱烧伤后不同时间点 C2#D% 蛋

白相对表达量的比较!与碱烧伤后 6 K 组比较"(Jj$ $̀"*单因素方
差分析"b?2<'检验"#kD+!25碱烧伤后不同时间点 C2#D% 'XV>

相对表达量的比较!与碱烧伤后6 K组比较"(Jj$ $̀"*单因素方差分
析"b?2<'检验"#kD+!#5正常角膜!:5碱烧伤后 # K!55碱烧伤后
5 K!D5碱烧伤后6 K!"5碱烧伤后 #D K
!

;.<4免疫组织化学法检测 C2#D% 表达的定位
角膜免疫组织化学结果显示"碱烧伤后 5 K"临近

角膜缘处角膜基质内可见 C2#D% 染色阳性细胞"围绕
成管腔结构"红细胞数量较少,碱烧伤 6 K"角膜基质内
可见大量 C2#D% 染色阳性细胞"细胞基质围成大小不
一的管腔结构"管腔形态不规则"红细胞部分位于管腔
中"部分渗漏于管腔外"提示此时血管尚未成熟"通透
性较强& 红色荧光与细胞核融合后提示 C2#D% 染色
阳性细胞为血管内皮细胞,碱烧伤后 #D K"数个血管内
皮细胞包绕形成管腔结构"红细胞无渗漏现象"C2#D%

仅有微弱表达*图 5+&

<4讨论

新生血管可破坏角膜免疫赦免"继发角膜水肿'混

浊"从而影响视力"甚至致盲 -5dD. & 角膜新生血管模型
是研究角膜以及眼部其他部位新生血管病理过程和发

病因素的重要工具
-". & 新生血管的发病机制至今尚

未完全清楚"传统观点认为新生血管形成是促血管生
成因子和抑制血管生成因子失衡的结果"血管内皮生
长因子 *O(91N*(JG/K,-+G*)(*HJ,R-+ L(1-,J"\&ZB+在其
中可能发挥关键作用"但多种细胞因子之间的相互作

BA

C D

E F

BA

C D

E F

图 <4免疫组织化学法检测 >̂ 9=I 的表达定位 *!mB8&-'@#0"
!̂m:"F=11+!>5碱烧伤后 5 K"角膜缘内侧见少量 C2#D% 染色阳性
血管内皮细胞"围成大小不一的管腔结构!E5碱烧伤后 5 K 核染色
后融合图片"可见 C2#D% 表达于血管内皮细胞!C5碱烧伤后 6 K 角
膜基质内可见大量 C2#D% 染色阳性血管内皮细胞"围成管腔结构
*黑色箭头+ "红细胞渗漏于管腔之外!25碱烧伤后 6 K 核染色后融
合图片"可见血管内皮细胞上 C2#D% 荧光强度较碱烧伤后 5 K 明显
增加!&5碱烧伤后 #D K"C2#D% 仅有微弱表达!B5碱烧伤后 #D K 核
染色后融合图片"可见数个血管内皮细胞共同组成成熟管腔结构"
C2#D% 仅有微弱表达*白色箭头+
!

用尚不明确
-%d6. &

C2#D% 属于免疫球蛋白超家族成员"是一个细胞
间或细胞与间质间的黏附分子"首先在恶性黑色素瘤
中报道高表达"并且是其预后不良的指标 -=d;. & 最新
的研究认为"C2#D% 不仅在不同的癌细胞中高表达"同
时也表达于血管内皮细胞"是肿瘤血管生成的重要因
素

-#$d##. & 体内外试验均显示"C2#D% 的特异性抗体
'>I>>;= 有显著抑制肿瘤内血管新生的作用"并抑制
人脐静脉内皮细胞的增生和迁移

-#:. & W(/H等 -#5.
通过

敲除内皮细胞 C2#D% XV>的研究证明其可促进内皮
细胞的黏附'增生和迁移&

本研究中采用碱烧伤诱导的角膜新生血管模型"
在角膜新生血管形成过程中观察 C2#D% 的表达情况"
结果显示 C2#D% 的表达与新生血管的发生和发展基
本一致"免疫组织化学染色显示该细胞因子仅表达于
早期的新生血管内皮细胞"在碱烧伤后 #D K"成熟的血
管管腔中几乎不表达 C2#D%& 在角膜新生血管生成早

!;;"!中华实验眼科杂志 :$#= 年 = 月第 5% 卷第 = 期!C+)/ [&PM 3M+-+(*',*">NHN9-:$#="\,*.5%"V,.=
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期"血管内皮细胞的增生'迁移最为活跃"提示 C2#D%
在角膜新生血管的管腔形成'血管内皮细胞黏附中可
能发挥重要作用&

C2#D% 在血管生成中的作用机制尚不清楚& 有报
道称 C2#D% 是 M5=74WW7核因子 * /N1*G(JL(1-,J"VB+<
&E信号通路活化必不可少的因子"并上调 VB<&E下
游的促血管生成素"包括白细胞介素<='\&ZB'细胞间
黏附分子<# 和基质金属蛋白酶<;"从而参与肿瘤微血
管的形成

-#D. & 同时"有研究发现肿瘤分泌物中的
\&ZB能促进 C2#D% 的二聚化"C2#D% 二聚化介导了
\&ZB诱导的信号转导及血管生成 -#". "近期有报道显
示 C2#D% 可 以 作 为 \&ZBX: 的 共 受 体 -#%. " 提 示
C2#D% 和 \&ZB信号通路之间可能存在相互调节的关
系"但其具体的调节机制尚需进一步探讨&

综上所述"本研究结果显示 C2#D% 与角膜新生血
管形成关系密切"C2#D% 可能成为抗新生血管治疗新
的靶点&
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*本文编辑#刘艳+

!病例报告!

男性双眼脉络膜骨瘤一例

刘溢

:#D$$$ 无锡"南通大学第三附属医院眼科

通信作者#刘溢"&'()*##D6#;5=;";0gg.1,'

234##$.56%$71'(.8.)99/.:$;"<$#%$.:$#=.$=.$$%

!!患者"男":; 岁"以右眼视力下降 5 K 为主诉就诊& 患者全

身无其他疾病"平时无不良嗜好"无遗传病等家族史& 视力右眼

$ #̀""矫正无助"左眼 $ %̀"矫正视力 # $̀,双眼外眼及眼前段未见

明显异常,非接触式眼压计测量眼压"右眼 #% ''QH*# ''QHk

$ #̀55 aY(+"左眼 #" ''QH& 彩色眼底照相示"扩瞳见双眼后极

部视网膜黄白色地图状病灶"直径约 % Y2n6 Y2"边界欠清"与周

边视网膜色泽差异大"右眼黄斑区小片状出血*图 #+& 光相干

断层扫描*,M-)1(*1,+GJG/1G-,',HJ(M+S"3CU+示右眼黄斑中心

凹下方神经上皮层浅脱离"伴液性暗区"上方黄斑区脉络膜隆

起伴高信号"4?73? 层次结构反射不清*图 :+& 眼眶 CU检查示

双侧眼球后部视盘周围新月形弧状高密度钙化影 *图 5+& 眼

部 E型超声检查示双眼后极部球壁欠平整" 局部增厚"见弧形
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