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$$$摘要%$背景$单纯疱疹病毒性角膜炎)SPQ*可诱导发生角膜新生血管和炎症反应#传统的治疗药物

为阿昔洛韦)CIU*#研究已证实贝伐单抗具有抑制新生血管的作用#但其是否对 SPQ发挥治疗作用值得研

究($目的$研究贝伐单抗对小鼠 SPQ角膜瘢痕和新生血管的抑制作用($方法$利用体外培养并感染的

U5D+细胞生产单纯疱疹病毒'型)SPUB:*#以无血清 7X%X培养基于冰上对 SPUB: 进行 :" 倍梯度稀释后制

备成 SPUB: 液( 选用 POe级雄性 2 k# 周龄 IA;cZ<2 小鼠 !"" 只#用 "g2 m)滴度为 :r:";
空斑形成单位

)Ole* <&)的 SPUB: 行小鼠角膜基质注射以制备 SPQ模型#将模型眼分为单纯 CIU注射组&CIUu贝伐单抗

注射组和生理盐水注射组#按照分组分别于感染后 A&#&:: 和 :W . 选择角膜混浊评分为 : 分的模型眼结膜下

注射 A" m0CIU&A" m0CIUuA m)贝伐单抗和 A m)生理盐水( 此外采用紫外线照射均有轻度新生血管和瘢痕

的 2 只模型小鼠双眼诱导 SPQ复发#于复发后 "&!&W 和 2 . 行 A m)贝伐单抗)!A &0<&)*右眼结膜下注射#左

眼结膜下注射 A m)生理盐水( 于造模后 A&;&::&:W 和 :; . 以及复发的 "&!&W 和 2 . 行小鼠角膜裂隙灯显微

镜检查并用角膜知觉测量仪行中央角膜敏感度检测'制备角膜铺片#采用免疫荧光检测法检测角膜中 I73:

和 #( N,F,)(/ 荧光表达以评估角膜新生血管和角膜神经纤维分布'采用 9&'05T软件测定角膜新生血管面积

和瘢痕面积($结果$SPQ成模率达 #"m以上#造模后 ; . 和复发后 ! . 角膜混浊最重#造模后 :A . 和复发后

! . 角膜新生血管面积最大( 造模后模型眼中央角膜敏感度逐渐降低#于造模后 @ . 下降到最低( CIUu贝伐

单抗注射组角膜病变面积小于单纯 CIU注射组#CIUu贝伐单抗注射组小鼠中央角膜敏感度为 AgA"h"g;:#

明显高于生理盐水注射组的 "gA"h:gW:#差异有统计学意义)!a\!g3@;#:a"g"!@*( CIUu贝伐单抗注射组

小鼠角膜病变面积增长率为):2;g:"hA!gA3*m#低于生理盐水注射组的)3:!g3"h;Wg:#*m#差异有统计学意

义)!a\:g@@!#:a"g"W2*( 实时荧光定量 OIf显示造模后 ; .#模型眼角膜及同侧三叉神经节)N[*中胸苷

激酶)NQ*和感染细胞蛋白B!;)9IOB!;*&fVC相对表达量均较高#造模后 WA . 明显下降#诱导复发后 ! . NQ

&fVC和 9IOB!; &fVC均再次升高#复发后 ; . 表达量降至最低( 造模后 WA . 同侧 N[中均可见 ZCN&fVC

表达量达峰值#诱导复发后 ! . 相对表达量下降#复发后 ; . 相对表达量再次升高#差异均有统计学意义)均

:i"g":*( 角膜铺片结果显示#造模后生理盐水注射组小鼠较正常对照小鼠角膜新生血管明显增加#角膜神

经纤维明显减少#单纯 CIU注射组和 CIUu贝伐单抗注射组小鼠角膜新生血管少于生理盐水注射组#CIUu

贝伐单抗注射组小鼠角膜神经纤维较生理盐水组注射组和单纯 CIU注射组均增加($结论$贝伐单抗结膜

下注射可抑制 SPQ模型小鼠角膜新生血管生成和瘢痕形成#与 CIU联合应用时二者有协同作用($

$关键词%$疱疹病毒性角膜炎' 单纯疱疹病毒'型' 贝伐单抗' 角膜新生血管<药物疗法' 紫外线'

复发' 动物模型' 近交系 IA;cZ小鼠
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c5L'=(*,&'F (?'/ '/0(+05/5?(?(/-(F(6+DK-(=- -'?6-5'F()(6E6+?)+K6-50D+K6- +H=+D/5')/5+L'?=,)'D(*'6(+/4

S+K5L5D#K-56-5DF5L'=(*,&'F G)'E6D5'6(/05HH5=6?+/ SPQ(?K+D6- ?6,.(/04$?4@+#)&<+$N-(??6,.E'665&G65. 6+

?6,.E6-55HH5=6?+HF5L'=(*,&'F +/ =+D/5')5?(+/ (/ &+,?5&+.5)?+HSPQ4$A+)*"-%$N-5?+),6(+/ =+/6'(/(/0

-5DG5??(&G)5ML(D,?6EG5B: )SPUB: * +HX=jD'5?6D'(/ K'?(/.,=5. FE=,)6,D5. '/. (/H5=6(+,?U5D+=5))?'/.

GD5G'D5. FE65/B6(&5??65G .(),6(+/ K(6- HD55B?5D,&7X%X#'/. G)'J,5'??'EK'?,?5. 6+.565=66-5L(D')6(65D?4SPUB:

+H:r:"; G)'J,5BH+D&(/0,/(6)Oel* (/ "g2 m)K'?(/>5=65. (/6+6-5=+D/5')?6D+&'+H2 6+#BK55jB+). POe&')5

IA;cZ<2 &(=5,?(/0'&(=D+)(65D?ED(/056+5?6'F)(?- )'65/6SPQ&+,?5&+.5)?4N-5&+.5)?K5D55M'&(/5. ,/.5D6-5

?)(6)'&G &(=D+?=+G5'6.'EA#;#::#:W '/. :; 'H65D&+.5)(/0'?K5))'?.'E"#!#W '/. 2 'H65DD5=,DD5/=5#'/. 6-5

=5/6D')=+D/5'6+,=- ?5/?(6(L(6EK'?D5=+D.5.4N-5&+.5)?K5D5.(L(.5. (/6+CIUB(/>5=65. 0D+,G#CIUuF5L'=(*,&'FB

(/>5=65. 0D+,G '/. /+D&')?')(/5B(/>5=65. 0D+,G# '/. A m)/+D&')?')(/5K(6- A" m0CIU# A" m0CIUuA m)

F5L'=(*,&'F +D:" m)/+D&')?')(/5K'??,F=+/>,/=6(L'))E(/>5=65. '==+D.(/06+0D+,G(/0(/ W 5E5?+H5'=- 0D+,G#

D5?G5=6(L5)E4NK5)L5&+.5)5E5?K5D55MG+?5. 6+,)6D'L(+)56) lU*Bc 6+(/.,=56-5D5=,DD5/6SPQ4I+D/5')

K-+)5&+,/6?K5D5GD5G'D5. '6.'E@ 'H65D&+.5)(/0H+D6-5'??5??&5/6+H=+D/5')/5+L'?=,)'D(*'6(+/ '/. /5DL5H(F5D

.(?6D(F,6(+/ FE (&&,/+H),+D5?=5/=5 '??'E +HI73: '/. #( N,F,)(/ '/6(F+.(5?4N-5 'D5'? +H =+D/5')

/5+L'?=,)'D(*'6(+/ '/. ?='DD(/0K5D5&5'?,D5. K(6- 9&'05T?+H6K'D54N-5=-'/05D'65+H)5?(+/ K'?=')=,)'65. '/.

.5?=D(F5. '?'D'6(++H)5?(+/ ?(*5'6.'E# K(6- .'E" 'H65D(/.,=6(+/ D5=,DD5/=54$B+%$.)%$N-5&+.5)(/0?,==5??

D'65K'?+L5D#"m#'/. '))(/H5=65. &(=5?-+K5. )'65/6G5D(+. '6.'EWA 'H65D&+.5)(/04I+D/5')+G'=(H(='6(+/ K'?6-5

&+?6?5D(+,?'6.'E; 'H65D&+.5)(/0'/. .'E! 'H65DD5=,DD5/=5#'/. 6-5)'D05?6=+D/5')/5+L'?=,)'D'D5'K'??55/ '6

.'E:A 'H65D&+.5)(/0'/. '6.'E! 'H65DD5=,DD5/=5#'/. 6-5=5/6D')=+D/5'6+,=- ?5/?(6(L(6EK'?6-5K+D?6'6.'E@

'H65D(/(6(')(/H5=6(+/4N-5&5'/ =+D/5'))5?(+/ 'D5'K'?3g3W# &&! (/ 6-5CIUuF5L'=(*,&'FB(/>5=65. 0D+,G#K-(=-

K'??&'))5D6-'/ 3g@3" &&! (/ 6-5CIUB(/>5=65. 0D+,G )!a\!g3"@#:a"g"!:*4N-5=5/6D')=+D/5')?5/?(6(L(6E(/

6-5CIUuF5L'=(*,&'FB(/>5=65. 0D+,G K'??(0/(H(='/6)E-(0-5D6-'/ 6-'6(/ 6-5/+D&')?')(/5B(/>5=65. 0D+,G )AgA"h

"g;: L5D?,?"gA"h:gW:#!a\!g3@;#:a"g"!@*4N-5(/=D5'?5D'65+H=+D/5'))5?(+/ 'D5'(/ 6-5CIUuF5L'=(*,&'FB

(/>5=65. 0D+,G K'?5L(.5/6)E)+K5D6-'/ 6-'6(/ 6-5/+D&')?')(/5B(/>5=65. 0D+,G )- :2;g:" hA!gA3 .m L5D?,?

-3:!g3"h;Wg:# .m#!a\:g@@!#:a"g"W2 *4C66-5;6- .'E'H65D&+.5)(/0#6-5D5)'6(L55MGD5??(/0)5L5)?+H

6-E&(.(/5j(/'?5)NQ* '/. (/H5=65.B=5))GD+65(/B!; )9IOB!;* &fVC(/ 6-5=+D/5')6(??,5'/. 6D(05&(/')0'/0)(+/

K5D5?(0/(H(='/6)E(/=D5'?5. '6.'E; '/. D5.,=5. '6.'EWA 'H65D&+.5)(/0#'/. 6-5H'=6+D?D'(?5. '0'(/ '6.'E! '/.

D56D5'65. '6.'E; 'H65D(/.,=6(+/ +HD5=,DD5/=549/ '..(6(+/#6-55MGD5??(+/ +HZCN&fVCG5'j5. '6.'EWA 'H65D

&+.5)(/0'/. D5.,=5. 0D'.,'))E'6.'E! 'H65DD5=,DD5/=5,/6()'/5K(/=D5'?(/0G5'j '6.'E; 'H65DD5=,DD5/=5)'))'6

:i"g":*49&&,/+H),+D5?=5/=5?-+K5. 6-'6=+&G'D5. K(6- 6-5/+D&')?')(/5B(/>5=65. 0D+,G#6-5=+D/5')/5KL5??5)?

K5D5)5??5/5. '/. =+D/5')/5L5DH(F5D?K5D5(/=D5'?5. (/ 6-5CIUB(/>5=65. 0D+,G '/. CIUuF5L'=(*,&'FB(/>5=65.

0D+,G4$ C"'#.$%&"'%$ N-5=+&F(/'6(+/ +HF5L'=(*,&'F K(6- CIU ='/ (/-(F(6=+D/5')/5+L'?=,)'D(*'6(+/ '/.

?='DD(/0(/ SPQ&(=5#'/. F5L'=(*,&'F 5M-(F(6?'?E/5D0(?6(=5HH5=6K(6- CIU(/ &'/'05&5/6+HSPQ4$

!7+/ 8"5-%"6Q5D'6(6(?# -5DG56(=' S5DG5??(&G)5ML(D,?6EG5B:' c5L'=(*,&'F' I+D/5')/5+L'?=,)'D(*'6(+/<

.D,06-5D'GE' l)6D'L(+)56D'E?' f5=,DD5/=5' 7(?5'?5&+.5)?# '/(&')' X(=5# (/FD5. IA;cZ

!$'-15"(52," V'6(+/')V'6,D')P=(5/=5e+,/.'6(+/ +HI-(/')#:A;"#!"*

$$单纯疱疹病毒'型 ) -5DG5??(&G)5ML(D,?6EG5B:#
SPUB:*引起的单纯疱疹病毒性角膜炎) -5DG5??(&G)5M
j5D'6(6(?#SPQ* 是导致中青年患者盲的常见眼病之
一

-:. ( SPQ过程中常致角膜新生血管生成#其机制尚
未完全阐明( 新生血管的管壁结构不完整#炎症因子
可透过新生血管管壁引起炎症反应过程( 此外#血管
内 皮 生 长 因 子 ) L'?=,)'D5/.+6-5)(')0D+K6- H'=6+D#
U%[e*是重要的促新生血管生长因子#其 W 种异构体
均可与血管内皮细胞表面的酪氨酸激酶受体结合#促
进血管内皮细胞的分裂和迁移

-!. ( 正常角膜无血管#

可表达 U%[e可溶性受体 :)?+),F)5U%[eD5=5G6+D:#
?U%[efB:*#后者与 U%[e结合并使 U%[e失活#从而
参与角膜无血管状态和免疫赦免状态的维持

-3. #而
SPUB: 感染使角膜中的 ?U%[efB: 持续性减少 -W. #易
引起新生血管#破坏角膜的免疫赦免状态( 此外#
SPUB: 7VC是 N+))样受体 @ ) N+)))(j5D5=5G6+D@#
NZf@*配体#可诱导眼部新生血管生成 -A. ( 研究发现
SPUB: 感染小鼠角膜后角膜上皮和基质中 U%[e
&fVC及其蛋白表达均升高#利用 U%[e受体B:#即
H&?相关的酪氨酸激酶 :)H&?D5)'65. 6ED+?(/5j(/'?5:#
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e)6B:*前 3 个 90区和 90[: 的 e=段嵌合受体可对 SPQ
早期新生血管的生成和角膜瘢痕的形成发挥抑制作

用#提示抗 U%[e药物的应用可作为 SPQ的辅助治疗
方法( 贝伐单抗是一种人源化的重组 90[: 抗 U%[e
单克隆抗体#于 !""W 年在美国批准上市用于肿瘤新生
血管的治疗#在中国广泛用于眼部新生血管性疾病的
治疗

-2\#. #但是目前尚无研究证据表明贝伐单抗对
SPQ引起的角膜新生血管生成具有抑制作用( 阿昔
洛韦)'=(=)+L(D#CIU*对 SPUB: 具有抑制作用#但贝伐
单抗与 CIU在治疗 SPQ过程中是否具有协同作用尚
不清楚( 本研究拟探讨贝伐单抗对复发型 SPQ角膜
新生血管的抑制作用及其联合应用对初发型 SPQ角
膜新生血管和瘢痕形成的抑制作用(

96材料与方法

9496材料
949496实验动物及 SPUB:$POe级雄性 2 k# 周龄
IA;cZ<2 小鼠 !"" 只-购自济南朋悦实验动物繁育有
限公司#实验动物许可证号" PIYQ)鲁 * !":W"""; .(
X=QD'5株 SPUB: 由 7D4S'DL5EX4eD(5.&'/ 馈赠( 本
研究经山东省眼科研究所实验动物伦理委员会批准(
实验动物的喂养和使用遵循 CfU8声明(
9494:6主要试剂及仪器6低糖 7X%X培养基)美国
P(0&'公司*'贝伐单抗)规格":"" &0<W &)#药品注册
证号" P!":!""2# * )瑞士罗氏公司 *' CIU)规格"
"g!A 0<瓶#国药准字 S!""3W"3W* )国药集团容生制药
有限公司*'fVC小提取试剂盒 )德国 XCIS%f%̂ B
VC[%Z公司*'逆转录 OIf试剂盒)大连宝生物工程
有限公司*'荧光定量 OIf染料试剂盒) ĉ cf[D55/*
)北京 天 根 生 化 科 技 有 限 公 司 *' 藻 红 蛋 白 ) OB
G-E=+5DE6-D(/#O%*荧光标记大鼠抗小鼠 I73: 单克隆
抗体)货号"AA33;3* )美国 c7公司*'C)5M'e),+DW##
标记兔抗小鼠#( N,F,)(/ 多克隆抗体)Cc:A;"#CW*
)美 国 X())(G+D5公 司 *( 逆 转 录 OIf 仪 ) 德 国
%GG5/.+DH公司*'荧光定量 OIf仪)上海拜力生物科
技有限公司*':" m)微量进样针)瑞士哈美顿博纳图
斯股份公司*'裂隙灯显微镜)c_@"" 型#瑞士 SCC[B
PNf%9N公司*'%8P 2""7照相机)日本 I'/+/ 公司*'
PW 解剖显微镜)德国 %̀9PP 公司*'%#"" 荧光显微镜
)日本 V(j+/ 公司*'I+=-56和 c+//56角膜知觉测量仪
)美国 f(=-&+/. 公司*(
94:6方法
94:496SPUB: 的生产及滴度测定$利用体外培养并
感染的 U5D+细胞来生产 SPUB:#采用反复冻融并离心

取上清的方法收集病毒( 以无血清 7X%X培养基于
冰上对 SPUB: 进行 :" 倍梯度稀释'将 U5D+细胞接种
至 :! 孔板中#用无钙镁 OcP 漂洗 : 次#立即添加
!"" m)梯度稀释的含 SPUB: 的培养液#3; n孵育 : -'
无钙镁 OcP 漂洗 : 次#每孔加入以 : &)! 倍低糖
7X%X培养基与质量分数 :g!m低熔点琼脂糖 : ]:混
和的混合液#继续培养 W# -#计数空斑#以空斑形成单
位)G)'J,5BH+D&(/0,/(6#Oel* <&)来确定病毒滴度(
94:4:6小鼠 SPQ模型的建立及分组$采用腹腔内注
射 :"" &0<j0氯胺酮和 :!gA &0<j0氯丙嗪的方法麻醉
小鼠#于解剖显微镜下以微量进样针将 "g2 m):r:";

Oel<&)的 SPUB: 溶液自角膜 !""" 至 3""" 位近周边
部注射进小鼠双眼角膜基质以建立 SPQ模型#注射后
连续观察小鼠角膜形态变化并拍照#参照文献-@.中
角膜混浊评分标准和新生血管评分标准进行评分#采
用角膜知觉测量仪测量模型眼角膜中央敏感度( 以
I+=-56和 c+//56角膜知觉测量仪垂直轻触角膜中央#
测量过程中避免触及睫毛及角膜周边#否则视为无效
测量( 每个敏感度数值轻触 A 次#有 : 次有瞬反射即
为能感觉到( 计数麻醉和病毒感染致死的小鼠数量和成
模眼数( 小鼠角膜进入感染潜伏状态后#以 3"" &T<=&!

的中波紫外线照射小鼠模型眼角膜诱导 SPQ复发#选
择 2 只初发小鼠双侧角膜有轻度瘢痕和新生血管)角
膜混浊评分为 : 分*的模型眼进行研究( 建模后 A .
裂隙灯显微镜下检查模型眼#分别于建模后 A&#&::&
:W . 生理盐水注射组结膜下注射 :" m)生理盐水#单
纯 CIU注射组小鼠结膜下注射 A m):" &0<&)CIU溶
液uA m)生理盐水#CIUu贝伐单抗注射组小鼠结膜下
注射 A m):" &0<&)CIUuA m)贝伐单抗(
94:4;6实时荧光定量 OIf法检测造模后不同时间点
小鼠角膜和三叉神经中相关基因的相对表达量$分别
于造模后 ; .&造模后 WA .&复发后 ! . 和复发后 ; . 采
用过量麻醉法各处死 W 只小鼠#各收集 W 只模型眼角
膜和同侧三叉神经节)6D(05&')0'/0)(+/#N[*以抽提总
fVC#逆转录为 =7VC( 荧光定量 OIf引物序列"
[CO7S上游序列为 A 2B[CN[IIIIICN[NNN[N[CNB
32# 下游序列为 A 2B[[ICN[[CIN[N[[NICN[C[B
32( 感染细胞蛋白B!; )(/H5=65.B=5))GD+65(/B!;#9IOB
!;*上游序列为 A 2BI[[[IIN[CNI[CCCNIINCB3 2#
下游序列为 A 2B[CICI[CINI[CCICINIINB3 2( 胸
苷激 酶 ) 6-E&(.(/5 j(/'?5# NQ* 上 游 序 列 为 A 2B
CC[[NI[[I[[[CN[C[B3 2# 下 游 序 列 为 A 2B
I[[II[I[I[CNCIB32( 潜伏相关转录子 ))'65/=EB
'??+=('65. 6D'/?=D(G6#ZCN*上游序列为 A 2B[ICNC[C
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[C[IIC[[ICICCCCB32#下游序列为 A 2BCI[NCIN
IICC[CC[[ICN[N[B32( 荧光定量 OIf反应体系
:" m)# 包括 !gA 倍 f5')X'?65DX(M<P ĉf ?+),6(+/
WgA m)&=7VC:g" m)&正反向引物各 "g3 m)和 ..S! 8
3g@ m)( 反应条件为 @A n预变性 :" ?'@A n变性 :A ?#
2" n延伸 : &(/#共 WA 个循环( 以 [CO7S为内参照#
采用 !\%%I6

法计算 9IO!;&NQ和 ZCN&fVC的相对表
达量(
94:4F6贝伐单抗对潜伏状态小鼠 SPQ的干预研究$
任意选取 2 只潜伏状态 SPQ模型小鼠#分别于复发后
"&!&W 和 2 . 常规麻醉下右眼结膜下注射 A m)贝伐单
抗)!A &0<&)*作为贝伐单抗组#左眼结膜下注射 A m)
生理盐水作为对照组#观察双眼角膜情况并拍照( 计
算复发后 # . 角膜病变面积与复发后 " . 角膜病变面
积的比率作为角膜病变面积增长率(
94:4H6免疫荧光染色法观察各组初发小鼠角膜中血
管的分布6分别于药物注射后 A&;&::&:W 和 :; . 在
裂隙灯显微镜下检查角膜反应并拍照#于药物注射后
@ . 检测各组小鼠中央角膜敏感度#然后采用过量麻醉
法处死小鼠#每组取 3 只小鼠眼球用质量分数 !m多
聚甲醛固定 !" &(/#分离获取角膜组织制备成角膜铺
片#!m多聚甲醛固定 W" &(/#将角膜于 !" &&+)<Z
%7NC中)用 OcP 配制*3; n浸泡 :g" k:gA -#再以质
量分数 :"m ND(6+/ 透化角膜 :g" k:gA -#添加体积分
数 Am牛血清清蛋白封闭#W n过夜'然后分别滴加 O%
标记的大鼠抗小鼠 I73: 单克隆抗体): ]!""*和 C)5M'
e),+DW## 标记兔抗小鼠 #( N,F,)(/ 多克隆抗体
): ]!""*#W n孵育过夜'以 NcP 洗 # 次#每次 :" &(/#
封片#荧光显微镜下观察小鼠角膜中血管和神经分布(
以 9&'05T软件的自由选择功能选中并测量角膜瘢痕u
新生血管膜面积(
94;6统计学方法

采用 POPP !!g" 统计学软件行统计分析( 本研究
中小鼠角膜症状评分&小鼠角膜病变变化率及小鼠中
央角膜敏感度的数据资料以大量测量后平均数 )趋
势*进行表达#造模后不同时间角膜症状评分&小鼠角
膜病变变化率及小鼠中央角膜敏感度及不同药物作用

后 SPQ模型眼角膜瘢痕及新生血管变化的差异比较
采用 QD,?j')Bb'))(?检验#检验水准 "a"g"A( SPUB:
相关基因 NQ&9IOB!; 和 ZCN&fVC在成模小鼠眼角
膜和同侧N[中相对表达量的数据资料经b检验呈正
态分布#以 Vh0进行表达#NQ和 9IOB!; &fVC相对表
达量的组间均数经 Z5L5/5检验方差不齐)Da!3g3A##
:a"g"""'DaWg"!##:a"g"!2*#ZCN&fVC相对表达

量组间均数方差齐)Da"g!2A#:a"g#A"*( 生理盐水
注射组&单纯 CIU注射组和 CIUu贝伐单抗注射组小
鼠角膜及 N[中 NQ&9IOB!; 和 ZCN&fVC造模后不同
时间的差异比较采用两因素方差分析#NQ和 9IOB!;
&fVC相对表达量多重比较采用 N'&-'/5R?N! 检验#
ZCN&fVC相对表达量的多重比较采用 ZP7B2检验#
检验水准 "a"g"A(

:6结果

:496小鼠 SPQ模型的特点
:49496造模小鼠成模率及眼部症状6造模后 ; . 内
!"" 只小鼠共存活 :;A 只#存活率为 #"m k@"m#造模
后 ; . 存活的小鼠中 :2@ 只出现典型的 SPQ症状#表
现为角膜混浊和新生血管#成模率为 #"m( 模型眼造
模后第 ! 天可出现典型的 SPQ角膜混浊体征#造模后
第 ; 天角膜混浊评分最高#为 3g2#以后逐渐下降#造
模后第 :A 天角膜混浊评分为 3g"#至造模后第 WA 天
角膜混浊评分最低#为 :g!( 此外#模型眼诱导复发后
角膜混浊评分升高#复发后第 : 天角膜混浊评分为
!g2#复发后第 ! 天角膜混浊评分最高#为 3g##以后逐
渐下降#复发后第 @ 天角膜混浊评分为 :g2#至复发后
第 @ 天角膜混浊评分最低#为 :gA( 造模后角膜新生
血管较角膜混浊出现晚 : k! .#造模后 ; . 角膜新生
血管明显#新生血管评分为 !gW#至造模后 :A . 逐渐加
重#新生血管评分最高#为 3g@#活动期新生血管充盈
呈鲜红色#可见树枝样分支#造模后 WA . 新生血管逐
渐消退#呈暗红色#血管变细#分枝不明显#新生血管评
分为 :g;'复发后 : . 新生血管评分为 !g@#复发后 3 .
新生血管最明显#新生血管评分为 Wg:#复发后 ; . 和
复发后 @ . 新生血管消退至最轻#呈暗红色#血管变
细#分枝不明显#新生血管评分均为 !g:( 小鼠模型眼
在造模后 3&@&:3 和 WA . 中央角膜敏感度分别为
Ag3AW&Wg!WW&Wg@#3 和 Ag"WW( 随着造模后时间的延
长#中央角膜敏感度逐渐减低#造模后第 @ 天中央角膜
敏感度最低#此后逐渐升高#造模后 :3 kWA . 中央角
膜敏感度仍缓慢升高(
:494:6SPUB: 相关基因 NQ&9IOB!; 和 ZCN在成模小
鼠眼角膜和同侧 N[中的表达$造模后 ; .&造模后
WA .&复发后 ! . 和复发后 ; . 模型鼠角膜中NQ&fVC
相对表达量分别为 :#gA#h!g23&Ag:2h"gW!&33g!"h
Ag": 和 !g#"h"g33#9IOB!; &fVC相对表达量分别为
3:g:@h3gW"&Wg33h"gAW&!!g@Wh:g2" 和 !g#!h"g!!'
同侧 N[中 NQ &fVC相对表达量分别为 :!g;2 h
"g2;&3gW@h"g!2&::g"Ah!g3@ 和 :g#:h"g32#9IOB!;
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&fVC相对表达量分别为 :3g!2h:g:"&!g@W h"g@@&
:"g"Wh:g3; 和 !g"!h:g"A#ZCN&fVC相对表达量分
别为 :!g3!hAg:A&3 33:g""h;!!g3"&!3Wg2"hW:gA; 和
: #:!g""h!:;g;"( 造模后 WA . 大鼠角膜和同侧 N[

中 NQ&fVC和 9IOB!; &fVC相对表达量均明显低于
造模后 ; . 和复发后 ! .#差异均有统计学意义)均 :i
"g"A*#复发后 ; . 大鼠角膜和同侧 N[中 NQ&fVC

和 9IOB!; &fVC相对表达量均明显低于复发后 ! .#

差异均有统计学意义)均 :i"g"A*( 造模后 WA . 大鼠
N[中 ZCN&fVC相对表达量明显高于造模后 ; . 和
复发后 ! .#差异均有统计学意义)均 :i"g"A*'复发
后 ; . 大鼠 N[中 ZCN&fVC相对表达量明显高于复
发后 ! .#差异均有统计学意义)均 :i"g"A*(
:4:6贝伐单抗注射对复发 SPQ模型眼角膜瘢痕和新
生血管生成的抑制作用
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贝伐单抗注射
复发前 复发后8d

生理盐水注射
复发前 复发后8d

图 96贝伐单抗注射眼与生理盐水注射眼复发前后角膜症状的比较
模型鼠贝伐单抗注射眼和生理盐水注射眼复发前角膜均近似透明'
复发后 # . 贝伐单抗注射眼角膜轻度混浊#上方少量新生血管#生理
盐水注射眼可见粗大角膜新生血管#个别眼角膜出现明显混浊

复发前贝伐单抗注射眼和生理盐水注射眼角膜近

似透明'复发后 # .#贝伐单抗注射眼角膜瘢痕和新生
血管均轻于生理盐水注射眼)图 :*( 复发 SPQ模型
鼠 CIUu贝伐单抗注射组小鼠角膜病变面积增长率为

):2;g:"hA!gA3*m#低于生理盐水注射组的)3:!g3"h
;Wg:#*m#差异有统计学意义 ) !a\:g@@!# :a
"g"W2*( 将前述 2 只小鼠 :! 只眼的瘢痕增大率排序
后#左眼病变面积增长率显著大于右眼病变面积增长
率#差异有统计学意义):i"g"A*)图 !*(
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图 :6小鼠角膜新生
血管及瘢痕面积的变

化率比较$!a\:g@@!#
:a"g"W2)b()=+M+/ 符
号秩检验#左右眼均
(a2*$f6复发后
$

:4;6各组 SPQ模型眼角膜瘢痕及新生血管变化

造
模
后

5
d

造
模
后

14
d

造
模
后

5
d

造
模
后

14
d

造
模
后

5
d

造
模
后

14
d

A

B

C
图 ;6造模后 H -和 9F -单纯 3CZ注射组&3CZ[贝伐单抗注射组
和生理盐水注射组小鼠各眼角膜病变面积$C6单纯 CIU注射组$
造模后 :W . 角膜病变面积较大$c6CIUu贝伐单抗注射组$角膜病
变面积小于单纯 CIU注射组$I6生理盐水注射组$角膜病变面积
明显大于单纯 CIU治疗组和 CIUu贝伐单抗治疗组

各组小鼠造模后 :W .#角膜瘢痕和新生血管面积
稳定#单纯 CIU注射组的角膜病变面积较大#CIUu贝
伐单抗注射组角膜病变面积小于单纯 CIU注射组#生
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理盐水注射组角膜病变面积明显大于单纯 CIU注射
组和 CIUu贝伐单抗注射组)图 3*( CIUu贝伐单抗
注射组小鼠 SPQ角膜病变面积明显小于单纯 CIU注
射组( 造模后 @ .#生理盐水注射组&单纯 CIU注射组
和 CIUu贝伐单抗注射组小鼠角膜中央敏感度值分别
为 "gA"h:g""&Ag;Ah"gA" 和 AgA"h"gA##总体比较差
异有统计学意义)#! a#g3A;#:a"g":A*#CIUu贝伐单
抗注射组小鼠角膜敏感度明显高于生理盐水注射组#
差异有统计学意义)!a\!g3@;#:a"g"!@*#CIUu贝
伐单抗注射组与单纯 CIU注射组间小鼠角膜中央敏
感度比较差异无统计学意义):a:g"""*)图 W*(
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图 F6各组小鼠造模后第
组 天角膜中央敏感度的比
较$与生理盐水注射组

比较#':i"g"A )QD,?j')B
b'))(?检 验# ( aW * $
CIU"阿昔洛韦

$

:4F6各组小鼠角膜血管和神经纤维的变化
正常角膜无血管#造模后生理盐水注射组小鼠角

膜出现大量的新生血管#单纯 CIU注射组和 CIUu贝
伐单抗注射组小鼠角膜新生血管少于生理盐水注射组

)图 A*( 正常角膜分布有感觉神经纤维#造模后生理
盐水注射组角膜神经纤维最少#CIUu贝伐单抗注射组
小鼠角膜神经纤维较单纯 CIU注射组多)图 2*(

5C 5D5B5A

6C 6D6B6A

图 H6各组小鼠角膜新生血管变化)O%r:"*$C"正常小鼠角膜无新生血管$c"生理盐水注射组小鼠角
膜可见大量新生血管$I"单纯 CIU注射组小鼠新生血管明显少于生理盐水注射组$7"CIUu贝伐单抗
组小鼠角膜新生血管较生理盐水注射组明显减少$图 U6各组小鼠角膜神经纤维数量变化 )C)5M'e),+D
W## r:"*$C"正常小鼠角膜布满神经纤维$c"生理盐水注射组小鼠角膜神经纤维明显减少$I"单纯
CIU注射组小鼠神经纤维较生理盐水注射组增加$7"CIUu贝伐单抗组小鼠角膜神经纤维明显多于生理
盐水组和单纯 CIU注射组

;6讨论

大量观察小鼠角膜症状并评分后#初发感染期为
在小鼠角膜症状最重的感染后的第 ; 天)小鼠角膜症
状最严重时期*和活动性炎症基本结束进入潜伏的感
染后第 WA 天 )活动性炎症基本结束进入潜伏的时
期*#复发感染期为在小鼠角膜症状最严重的复发后
第 ! 天)小鼠角膜症状最严重时期*和活动性炎症基
本结束再次进入潜伏的复发后第 ; 天)活动性炎症基
本结束进入潜伏的时期*(

本研究采用角膜基质注射法成功建立了复发型小

鼠 SPQ模型( 与划线法比较#基质注射法建立复发型
小鼠 SPQ模型具有以下特点"病毒用量少#约为划线
法的 :<:""#且基质注射法操作熟练后比划线法机械
损伤小#更接近自然感染过程( 但是划线法在国内外
应用广泛

A:"\:!. #基质注射法有相当的操作难度( 兔
SPQ模型有自发性复发的倾向#小鼠 SPQ模型极少出
现自发性复发#因而被广泛使用 A:3. (

虽然 -̀5/0等 A:W.
研究发现在初发小鼠 SPQ模型

中抗 U%[e治疗可减轻初发模型的角膜新生血管和角
膜混浊#但未研究抗 U%[e药物对复发性病变角膜新
生血管和角膜瘢痕的抑制作用#且研究中所使用的抗
体为自制抗 U%[e抗体#而非临床用药( Q(&等 A:A.

研

究也发现#利用小干扰 fVC抑制 U%[e药物作用途径
的基因表达可减少角膜新生血管( 贝伐单抗为临床用
药#有必要研究其对复发性小鼠 SPQ模型角膜新生血
管和瘢痕形成的作用( 角膜新生血管影响角膜透明性

且加重炎症反应#但炎症反
应 对 SPUB: 有 清 除 作

用
A:2\:@. #因此本研究观察贝

伐单抗与 CIU联合治疗是
否有协同作用#发现单纯应
用贝伐单抗可减轻复发小

鼠 SPQ模型的角膜新生血
管和瘢痕#与 CIU联合应
用可 显 著 减 轻 初 发 小 鼠

SPQ模型的角膜新生血管
和瘢痕(

研究表明#U%[e有神
经细胞保护作用

A!". #本研究
中贝伐单抗治疗后未发现

贝伐单抗和 CIU联合应用
比 CIU单纯应用角膜神经
纤维密度明显减少#可能与
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角膜水肿等症状减轻并减少了对角膜神经轴突的影响

有关#此外本研究中还证实造模后 :" . 复发型小鼠
SPQ模型的角膜神经纤维消失 -!:. (

具有血管系统的活体组织对损伤因子所发生的防

御反应为炎症#血管反应是炎症过程的中心环节( 引
起角膜新生血管的因子较多#包括U%[e&白细胞介素B
:; 和 SPUB: 7VC-W#!!\!3. #而抗 U%[e药物治疗只是多
种减轻 SPQ炎症反应的辅助方法中的一种#可为 SPQ
的深入研究提供参考(
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