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!!$摘要%!背景!脉络膜新生血管+TWV,是多种眼底病变共同的病理基础#虽然以往有多种方法进行治

疗#但均有其缺点& 研究表明#塞来昔布可以治疗实验性 TWV#而寻求塞来昔布新的剂型和给药途径可为临

床上研发治疗 TWV疾病的缓释药物提供依据&!目的!评价体外释放实验中塞来昔布Y聚乳酸Y羟基醋酸共

聚物微球+T%_=a_eA=d],的缓释性能及其玻璃体腔注射后对实验性 TWV的抑制作用&!方法!采用扫描电

子显微镜观察 T%_=a_eA=d] 的形态#用激光粒度分析仪测量其粒径#应用高效液相色谱法+ â_T,测定其载

药量及体外释放情况& 选取 9< 只雄性棕色挪威+PW,大鼠#用氪激光光凝法建立大鼠右眼 TWV模型#将模型

眼按照随机数字表法随机分为 T%_=a_eA=d] 组'塞来昔布组'空白 a_eA组和 aP] 组#每组 / 只大鼠& 根据

分组的不同#大鼠玻璃体腔分别注射 S !)含塞来昔布 2<# !&5):_a_eA微球'S# !&5):_塞来昔布'空白

a_eA微球及 #?#" &5):_aP]& 于玻璃体腔注射后 "> @#采用荧光素眼底血管造影 +jjA,法观察各组大鼠

TWV生成情况#7TM测量各组视网膜脉络膜纤维血管增生+jVa,厚度#制备视网膜色素上皮+ à%,Y脉络膜Y

巩膜复合物标本#光学显微镜下观察各组大鼠 jVa的形态结构& 分别于玻璃体腔注射后 9 @'<S @#采用逆转录

aT̀ + M̀=aT̀ ,法测定并比较各组大鼠激光斑区域血管内皮生长因子+V%ej,&̀ WA和环氧合酶 <+T7f=<,&̀ WA

的相对表达量+ ò,&!结果!T%_=a_eA=d] 的平均粒径为< >19?/ ,&#平均载药量为 9?99Q#体外释放可持

续 >$ @#累积释放百分率为 S#?/"Q& 玻璃体腔注射后 T%_=a_eA=d] 在玻璃体中呈团状& 注射后 "> @#7TM

测量显示空白 a_eA组'aP] 组'塞来昔布组和 T%_=a_eA=d] 组平均 jVa厚度值分别为 +/>?19l>?1> ,'

+/S?$1l>?9<,'+9"?##l>?99,'+$#?>>l2?#",!&#其中空白 a_eA组和 aP] 组大鼠平均 jVa厚度值均明显

高于 T%_=a_eA=d] 组和塞来昔布组#差异均有统计学意义+均 Om#?#",#T%_=a_eA=d] 组平均 jVa厚度值

明显低于塞来昔布组#差异有统计学意义+Om#?#",& jjA晚期可见空白 a_eA组和 aP] 组视网膜光凝斑区

大量荧光素渗漏#呈强荧光#而塞来昔布组和 T%_=a_eA=d] 组荧光素渗漏量少& 光学显微镜下视网膜光凝

区中空白 a_eA组和 aP] 组纤维血管组织较塞来昔布组和 T%_=a_eA=d] 组厚& 玻璃体腔注射后 9 @ 及 <S @

空白 a_eA组大鼠 à%=脉络膜Y巩膜标本中 T7f=< &̀ WA和 V%ej&̀ WA的 ò值均明显高于塞来昔布组和

T%_=a_eA=d] 组#差异均有统计学意义+均 Om#?#",(玻璃体腔注射后 9 @ 塞来昔布组大鼠 à%=脉络膜Y巩膜

标本中 T7f=< &̀ WA ò值明显低于 T%_=a_eA=d] 组#而注射后 <S @ 塞来昔布组 T7f=< &̀ WA和 V%ej

&̀ WA ò值均明显高于 T%_=a_eA=d] 组#差异均有统计学意义+均 Om#?#",&!结论!T%_=a_eA=d] 形态

规则#粒径均匀#体外实验有良好的缓释效果(大鼠玻璃体注射 T%_=a_eA=d] 后能抑制实验性 TWV#其抑制

作用较塞来昔布更持久& !
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!2-#*1+$*"3C+$DE1&%',3TF5H5(@'),D5L'*4+)'H(N'E(5, +TWV, (*'45&&5, B'EF5)5.(4')C'*(*5G&',I

54+)'HG+,@+*@(*D'*D*3]5&DEHD'E(,.&DEF5@*'HDBH5LD@ E5CDDGGD4E(LD5, TWVC+EEFDHDD-(*EEFD(H5K, *F5HE'.D*3

TD)D45-(C 4', (,F(C(ED-BDH(&D,E'),D5LD*4+)'H(N'E(5,3]+*E'(,D@ HD)D'*D@H+.5G4D)D45-(C ',@ 'BB)(4'E(5, 'BBH5'4F

4', 5GGDH'C'*(*G5HEFDEFDH'BI5GTWV3!F-G)$*"H)!MF(**E+@IK'*E5DL')+'EDEFD*+*E'(,D@ HD)D'*D'C()(EI5G

4D)D45-(C=B5)I)'4E(@D=45=.)I45)(@D&(4H5*BFDHD+T%_=a_eA=d], )# D)18*',@ (E*(,F(C(E5HI'C()(EI5, D-BDH(&D,E')

TWV)# D)D*3! I)*0&,#! T%_=a_eA=d] K'*BHDB'HD@ CI D̂CD(dD@(4')s,(LDH*(EI',@ D-'&(,D@ +,@DHEFD

*4',,(,.D)D4EH5, &(4H5*45BD3MFD*(ND5GT%_=a_eA=d] K'*&D'*+HD@ CI_'*DHa'HE(4)D](NDA,')INDH3MFD@H+.=

)5'@(,.)# D)18*HD)D'*(,.K'*&5,(E5HD@ CIF(.F BDHG5H&',4D)(c+(@ 4FH5&'E5.H'BF + â_T,3%-BDH(&D,E')TWVK'*

(,@+4D@ CI)'*DHBF5E545'.+)'E(5, 5GHDE(,'(, EFDH(.FEDID*5G9< &')DCH5K, W5HK'I+PW, H'E*',@ EFD, KDHD

H',@5&(ND@ (,E5EFDT%_=a_eA=d] .H5+B#4D)D45-(C .H5+B#C)',J a_eA.H5+B ',@ aP] .H5+B3T%_=a_eA=d] K(EF

2<# !&5):_ 4D)D45-(C# S# !&5):_ 4D)D45-(C# C)',J a_eA &(4H5*BFDHD**5)+E(5, ',@ #?#" &5):_ aP] K'*

(,EH'L(EHD'))I(,;D4ED@ *DB'H'ED)I'445H@(,.E5EFD.H5+B(,.3TWV K'*'**D**D@ CIG+,@+*G)+5HD*4D(, ',.(5.H'BFI

+jjA, 5, EFD">EF @'I'GEDH(,;D4E(5,3MFDG(CH5L'*4+)'HBH5)(GDH'E(5, +jVa, EF(4J,D**'EBF5E545'.+)'E(5, *B5E*K'*

&D'*+HD@ CI 7TM3MFD HDE(,')B(.&D,EDB(EFD)(+& + à%,=4F5H5(@=*4)DH' *D4E(5,* KDHD BHDB'HD@ G5HEFD

F(*E5B'EF5)5.(4')D-'&(,'E(5, 5GjVa37, EFD9EF ',@ <SEF @'I'GEDH(,EH'L(EHD')(,;D4E(5,#EFDHD)'E(LDD-BHD**(5, )DLD)*

5GV%ej&̀ WA',@ T7f=< &̀ WA(, EFDBF5E545'.+)'E(5, 'HD'KDHD@DED4ED@ CIHDLDH*DEH',*4H(BE(5, aT̀ + M̀=

aT̀ ,3MFD+*D',@ GDD@(,.5GEFDD-BDH(&D,E')',(&')*KDHDG5))5KD@ CIEFDÀ V7*E'ED&D,E3!;)#%.*#!T%_=

a_eA=d] *F5KD@ EFD*BFDH(4')*F'BDK(EF EFD&D', *(ND5G< >19?/ ,&',@ EFD@H+.=)5'@(,.5G9?99Q ',@ EFD@H+.=

HD)D'*DH'ED5GS#?/"Q )# D)18*G5H>$ @'I*38EBHD*D,ED@ EFD45,EH5))'C)DHD)D'*D4F'H'4EDH(*E(4*3T%_=a_eA=d]

'..)5&DH'ED@ (, L(EHD5+*C5@I'GEDH(,;D4E(5,37, EFD">EF @'I'GEDH(,EH'L(EHD')(,;D4E(5,#EFD&D', jVaEF(4J,D**D*

KDHD+/>?19l>?1>,#+/S?$1l>?9<,#+9"?##l>?99,#+$#?>>l2?#", !&(, EFDC)',J a_eA&(4H5*BFDHD*.H5+B#

aP] .H5+B# 4D)D45-(C .H5+B ',@ T%_=a_eA=d] .H5+B# HD*BD4E(LD)I# *F5K(,.*(.,(G(4',E(,4HD'*D*(, &D', jVa

EF(4J,D**(, EFDC)',J a_eA&(4H5*BFDHD*.H5+B ',@ aP] .H5+B 45&B'HD@ K(EF EFD4D)D45-(C .H5+B ',@ T%_=a_eA=

d] .H5+B +'))'EOm#?#",#',@ EFDT%_=a_eA=d] .H5+B 'BBD'HD@ ')5KDH&D', jVaEF(4J,D**L')+DEF', EFD

4D)D45-(C .H5+B +Om#?#",3jjAHDLD')D@ ')'H.D,+&CDH5G*EH5,.FIBDHG)+5HD*4D,4D*'EEFDBF5E545'.+)'E(5, 'HD'(,

EFDH'EDID*5GEFDC)',J a_eA&(4H5*BFDHD*.H5+B ',@ aP] .H5+B(KF()D5,)IKD'J FIBDHG)+5HD*4D,4D*KDHD*DD, (,

EFD4D)D45-(C .H5+B ',@ T%_=a_eA=d] .H5+B3̂ (*E5B'EF5)5.(4')D-'&(,'E(5,*LDH(G(D@ EFD*'&DHD*+)E*(, EFDjVa

EF(4J,D**E57TM(&'.D3MFDHD)'E(LDD-BHD**(5, )DLD)*5GT7f=< &̀ WA',@ V%ej&̀ WA(, EFD̀ a%=4F5H5(@=*4)DH'

KDHD'))*(.,(G(4',E)ID)DL'ED@ (, EFDC)',J a_eA&(4H5*BFDHD*.H5+B 45&B'HD@ K(EF EFD4D)D45-(C .H5+B ',@ T%_=

a_eA=d] .H5+B C5EF 5, EFD9EF ',@ <SEF @'I'GEDH(,EH'L(EHD')(,;D4E(5, +'))'EOm#?#",37, EFD9EF @'I'GEDH

(,;D4E(5,#EFDHD)'E(LDD-BHD**(5, )DLD)*5GT7f=< &̀ WAKDHD)5KDH5, EFD9EF @'I',@ EFDHD)'E(LDD-BHD**(5, )DLD)*5G

T7f=< &̀ WA',@ V%ej&̀ WAKDHDF(.FDH5, EFD<SEF @'I(, EFD4D)D45-(C .H5+B (, 45&B'H(*5, K(EF EFDT%_=

a_eA=d] .H5+B +'))'EOm#?#",3!?&'$.%#"&'#!T%_=a_eA=d]*'HDDLD, (, *(NDK(EF EFD*BFDH(4')*F'BD',@

45,EH5))'C)DHD)D'*D4F'H'4EDH(*E(4*)# D)18*3T%_=a_eA=d] 4', (,F(C(ED-BDH(&D,E')TWV ',@ K'*&5HD@+H'C)D

DGGD4E(LDEF', 4D)D45-(C 'GEDH(,EH'L(EHD')(,;D4E(5,3!

!4)5 6&1,#"3TD)D45-(C( a5)I)'4E(@D=45=.)I45)(@D( ]+*E'(,D@=HD)D'*D&(4H5B'HE(4)D*( TF5H5(@'),D5L'*4+)'H(N'E(5,

J%',/1&E1+<" dD@(4')]4(D,4D D̀*D'H4F kDIaH5;D4E(, D̂CD(aH5L(,4D+<#"<##1/,

!!脉 络膜新生血管 + 4F5H5(@'),D5L'*4+)'H(N'E(5,#
TWV,是来自脉络膜血管的增生性改变#其病理过程为
异常生长的脉络膜毛细血管突破 PH+4F 膜#增生并穿
透视网膜色素上皮+HDE(,')B(.&D,EDB(EFD)(+&# à%,层
至视网膜神经上皮层下#易出血机化形成瘢痕组织#影
响视功能& 目前#临床上治疗 TWV的方法包括药物'
激光和手术#但存在着复发率高'费用高'效果不明显
等缺点& 近年来的研究表明#选择性环氧合酶 <

+4I4)55-I.D,'*D=<#T7f=<,抑制剂塞来昔布能够抑制
实验性 TWV)"Y2* #但 TWV的发生和发展是一个缓慢的
动态过程#血液中的游离药物无法长时间在病灶区维
持有效的药物浓度& 聚乳酸Y羟基乙酸共聚物 + B5)I
)'4E(@D=.)I45)(@D'4(@#a_eA,是一种合成的生物可降解
高分子物质#已广泛用于缓控释系统的骨架材料#但尚
未用于塞来昔布=a_eA微球的制备和应用& 本研究
中制备新的药物剂型塞来昔布=a_eA微球+4D)D45-(C
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a_eA&(4H5*BFDHD#T%_=a_eA=d] , #并进一步评价
T%_=a_eA=d] 的缓释特性及其抑制实验性 TWV的
效果&

73材料与方法

7373材料
737373实验动物39< 只清洁级健康雄性棕色挪威
+ CH5K, W5HK'I#PW,大鼠 +北京维通利华实验动物技
术有限公司提供,#体质量 <## R<$# .#双眼经裂隙灯
显微镜'间接检眼镜检查正常& 实验动物的使用及喂
养均遵循 À V7声明&
73738 3 主要试剂及仪器 3 塞来昔布 +纯度为
//?S#Q#武汉远启医药化工有限公司,(a_eA+相对
分子质量为 "$ ####山东省医疗器械研究所 ,(T%_=
a_eA=d]'空白 a_eA微球+河北医科大学药剂教研室
自制,(MH(N5)试剂 +美国 8,L(EH5.D, 公司,& 粒度分析
仪+美国 PH55JF'LD, 公司,(]=2$##W扫描电子显微镜
+日本 (̂E'4F(公司,(_'C A))(',4D&5@D)$## 高效液相
色谱仪+美国 A]8公司,(7TM仪'眼底血管造影仪+德
国 D̂(@D)CDH.公司,(切片机 +德国 _D(4'公司,(光学
显微镜+日本 7)I&B+*公司,(92## 型实时荧光定量
aT̀ 仪 +美国 AP8公司,($>"9`型冷冻高速离心机
+德国 %BBD,@5HG公司,&
7383方法
738373T%_=a_eA=d] 的形态学观察及粒径测定!采
用扫描电子显微镜观察 T%_=a_eA=d] 的形态#用粒
度分析仪测量其粒径&
738383T%_=a_eA=d] 载药量的测定!+",塞来昔布
储备液"精确称量 $# &.塞来昔布置于 $# &)量瓶中#
用三氯甲烷和甲醇按体积比 " [>/ 进行溶解并定容#
质量浓度为 " &.:&)& +<,塞来昔布对照液"取质量浓
度为 " &.:&)塞来昔布储备液 #?< &)#置于 $ &)量瓶
中#用甲醇定容#质量浓度为 ># !.:&)& +2,测载药量
供试溶液"精确称量 T%_=a_eA=d] <# &.#置于 $# &)
量瓶中#用三氯甲烷和甲醇按 " [>/ 的容积比溶解并
定容#待测& 分别取质量浓度为 ># !.:&)塞来昔布对
照液 < &)及测载药量的供试溶液 < &)#用孔径 #?<< !&
的一次性滤过器过滤#注入进样瓶中#用高效液相色谱
法+F(.F BDHG5H&',4D)(c+(@ 4FH5&'E5.H'BFI# â_T,重复
检测 2 次#取平均值#计算载药量& 载药量q微球中含
药量:微球总量Z"##Q&
738393动态膜透析法检测 T%_=a_eA=d] 的体外释
放!精确称取 T%_=a_eA=d] ># &.#置于透析袋内#加
入 $ &)B^9?> aP] 溶液+含质量分数 #?$Q MKDD,=<#,#

扎紧两端后将透析袋置于 "## &)aP] 释放介质+含质
量分数 #?#<Q叠氮钠和 #?$QMKDD,=<#,的具塞三角
瓶中#在+29?#l#?$,X空气恒温摇床上以 "## H:&(,
速度振荡#分别于 "'2'$'9'"#'"$'<#'<$'2#'>#'>$ @
定时从袋外释放介质中取出 < &)#同时立即补加等量
新鲜介质#采用 â_T进行检测&
7383: 3玻璃体腔注射药物的配制及消毒3配制
#?#" &5):_aP]+含质量分数 #?$QMKDD,=<#,#高温高
压灭菌后备用(原料药塞来昔布用 aP] 配制成浓度为
S# !&5):_的溶液#用一次性滤器无菌过滤后密封于
无菌小瓶中备用(T%_=a_eA=d] 及等量空白 a_eA微
球经 &射线消毒后分别用 aP] 配制成溶液#其中 T%_=
a_eA=d] 中含塞来昔布 2<# !&5):_#密封于无菌小瓶
中备用&
7383Q3动物模型的建立及分组3大鼠腹腔内注射质
量分数 "#Q水合氯醛溶液+2?$ &):J.,行全身麻醉#复
方托吡卡胺滴眼液扩瞳#医用透明质酸钠凝胶点眼#眼
前放置盖玻片#裂隙灯显微镜下用 1>9 ,&氪激光于距
离视盘 "?$ R<?# 视盘直径+ @(*4@('&DEDH#66,处等距
离光凝 S R"# 个点#功率为 "$# &O#光斑直径为
$# !&#曝光时间为 $# &*& 光凝后局部视网膜有气泡
产生或伴有轻度出血+有时伴有轻响,者为击破 PH+4F
膜的标志#记为有效光凝点& 按随机数字表法将大鼠
分为 > 个组#T%_=a_eA=d] 组 "S 只大鼠右眼玻璃体
腔注入 T%_=a_eA=d] 2<# !&5):_(塞来昔布组 "S 只
大鼠右眼玻璃体腔注入塞来昔布 S# !&5):_(空白
a_eA组 "S 只大鼠#右眼玻璃体腔注入空白 a_eA微
球(aP] 组 "S 只大鼠右眼玻璃体腔注入 #?#" &5):_
aP]&
7383R3药物的玻璃体腔注射3将 PW大鼠用 "#Q水
合氯醛+#?2$ &):"## .,腹腔内注射麻醉#然后将其固
定于操作台#模型眼用质量分数 #?$Q盐酸丙美卡因
滴眼液点眼行表面麻醉#手术显微镜直视下用 " &)注
射器针头在角膜缘后 #?$ &&处穿刺+靠近大鼠耳侧
偏上方,#然后用 $# !)微量注射器根据 "3<3$ 分组信
息抽取已配制的相应药物溶液 S !)沿穿刺口处朝向
视盘方向注入玻璃体腔#此时可见眼球轻度膨大#术毕
局部涂氧氟沙星眼膏&
7383S37TM和荧光素眼底血管造影检查!玻璃体腔
注药后 "> @ 大鼠麻醉及扩瞳方法同 "3<3$#模型眼行
7TM检查#测量各组大鼠纤维血管增生 +G(CH5L'*4+)'H
BH5)(GDH'E(5,#jVa,厚度#然后大鼠腹腔内注射质量分
数 "#Q荧光素钠注射液 #?$ &):J.行荧光素眼底血管
造影 +G+,@+*G)+5HD*4D(, ',.(5.H'BFI#jjA,检查#观察
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各组大鼠 TWV的形成情况&
7383T3视网膜组织病理学检查3大鼠行 jjA后 1 F#
待荧光素大部分从大鼠体内代谢#分别取各组中 > 只
大鼠#腹腔内注射过量水合氯醛法处死#立即摘取模型
眼眼球#置于甲醛Y冰醋酸Y乙醇混合固定液中#固定
>S R9< F#经梯度乙醇脱水#石蜡包埋#修整蜡块#标本
矢状位 > !&厚连续切片#低倍镜下反复观察对比#选
取明确血管化的激光斑连续切片中的最大 jVa膜切
片+即 jVa膜逐渐增大然后又逐渐减小的拐点处的数
张切片,进行烤片#组织切片脱蜡#常规苏木精Y伊红
染色#封片#光学显微镜下观察&
7383U 3 M̀=aT̀ 法测定 à%=脉络膜Y巩膜标本中
T7f=< &̀ WA和血管内皮生长因子 &̀ WA的表达!
+",标本制作!分别于玻璃体腔注射后 9 @ 和 <S @#每
个时间点各组分别取 PW大鼠 9 只实验眼#剪开角膜#
去除眼前节及玻璃体#小心制作 à%=脉络膜Y巩膜标
本#迅速放入液氮中#然后转到YS# X冰箱中保存备
用& +<,总 ẀA的提取!取约 "# &.组织于 "?$ &)冰
浴离心管中#加入 " &)MH(N5)液#用匀浆器迅速将其研
磨成匀浆& 加入 <## !)氯仿#剧烈振荡 2# *#于冰上静
置 $ &(,& > X条件下#离心半径 "# 4&#"< ### H:&(,
离心 "$ &(,#取上层水相 $## !)移至另一 "?$ &)离心
管中#加入等容积异丙醇#颠倒混匀#室温静置 "# &(,&
> X条件下"< ### H:&(, 离心 "# &(,#弃上清#加入体积
分数 9$Q乙醇 " &)#轻轻混匀& > X条件下9 $## H:&(, 离
心 $ &(,#吸净上清液#于室温下晾干#加入 <$ !)6%aT
处理的去离子水溶解及沉淀#YS# X保存备用& +2,
ẀA的纯度及完整性检测!取 ẀA溶液 $ !)#经质量
分数 <Q琼脂糖凝胶电泳检测#明显可见 <S]'"S] 条
带#且 <S] 为 "S] 条带灰度值的 < 倍#$] 条带较暗且
弥散#表明 ẀA降解较少#完整性较好& 用 9$1 型紫
外分光光度计测定波长为 <1# ,&和 <S# ,&处的吸光
度+[,#[<1# :[<S#比值在 "?S R<?##表明所提取的 ẀA
蛋白污染少#纯度较高#可用于后续的逆转录反应&
+>,逆转录反应!逆转录反应体系总体积为 <# !)#包
括< 倍%] "# !)#%] " !)#随机引物 " !)# ẀA模板
S !)&逆转录反应条件"<$ X孵育 "# &(,#>< X孵育
$# &(,#S$ X孵育 $ &(,& 逆转录完成后用 @@ <̂7稀释
<# 倍#Y<# X保存备用& +$ , ]bP̀ eHDD, 荧光定量
aT̀ 检测引物序列"T7f=< 上游引物"$ 1=MMTAATT
AeTAeMMTTAeMAMT=21#下游引物"$1=ATAAAeMeA
eTAAeMTTeMe=2 1( 血 管 内 皮 生 长 因 子 + L'*4+)'H
D,@5EFD)(').H5KEF G'4E5H#V%ej,上游引物"$ 1=AMTMM
TAAeTTeMTTMeMe=21#下游引物"$1=TAMTMTMTTMA

MeMeTMeeT=21( eAa6̂ 上游引物" $ 1=MeAATeee
AAeTMTATMe=2 1# 下 游 引 物" $ 1=eTMMTATTATT
MMTMMeAMeMT=21& aT̀ 反应体系总体积为 <# !)#包
括逆转录产物 S !)#< 倍d'*EDHd(-"# !)#上下游引物
各 " !)& /$ X预变性 "# &(,(/$ X变性 "$ *#$S X退火
<# *#9< X延伸 <9 *#进行 ># 个循环& 在每个循环延伸
步骤收集荧光信号#以 eAa6̂ 作为内参照#采用
<Y%%TM

法 分 析 目 的 基 因 的 相 对 表 达 量 + HD)'ED@
c+',E(E'E(5,# ò,&
7393统计学方法

采用 ]a]] "23# 统计学软件+美国 ]a]] 公司,进
行统计分析& 本研究中测量指标的数据资料经
]F'B(H'=O()J 检验呈正态分布#以 Hl0表示#组间均数
经 _DLD,D检验方差齐& 采用完全随机分组 > 水平实
验设计#T%_=a_eA=d] 组'塞来昔布组'空白 a_eA
组和 aP] 组间大鼠平均 jVa厚度值的总体差异比较
均采用单因素方差分析#组间多重比较采用 ]WkU\
检验& 各组大鼠在玻璃体腔注射后 9 @'<S @ à%=脉
络膜Y巩膜标本中 T7f=< &̀ WA和 V%ej&̀ WA的
ò值总体差异比较采用析因设计两因素方差分析#
多重比较采用 ]WkU\检验& Om#?#$ 为差异有统计
学意义&

83结果

8373T%_=a_eA=d] 的形态及粒径
扫描电子显微镜下 T%_=a_eA=d] 呈球形#大小

均匀#表面光滑#分散性好+图 ",& 粒度分析仪测量其
粒径为 < >21?1 R< $"$?# ,&#平均 < >19?/ ,&&

图 73扫描电子显微镜下
?=NB@NO2BI>的 形 态
+Z" $##,!T%_=a_eA=d]
呈球形#大小均匀#表面光
滑#分散性好

8383T%_=a_eA=d] 的载药量及体外释放
â_T测定 2 次塞来昔布对照液的平均峰面积为

2 #/2 91<#2 批 T%_=a_eA=d] 供试液的峰面积分别为
< >2# 99<' < 291 "#$ 和 < >#2 >>## 载 药 量 分 别 为
9?S1Q'9?1SQ和 9?99Q& T%_=a_eA=d] 载药量稳
定#平均载药量为 9?99Q#体外释放 >$ @#累积释放百
分率为 S#?/"Q#缓释作用明显+图 <#2,& 运用常用
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的零级释药模型'一级释药模型' (̂.+4F(模型对微球
的累积释放数据进行拟合#符合 (̂.+4F(模型#方程为
Tq"<?9$1$" :<p<?"11 $#8q#?/$9 <#其中 T为释放度#
$为释放时间&
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图 83塞来昔布的 U@N?色谱图!A"质量浓度 ># !.:&)塞来昔布
对照液!P"T%_=a_eA=d] 供试溶液
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图 93?=NB@NO2B
I>中塞来昔布的
体外释放曲线 !
体外释放 >$ @#药
物累积释放百分

率为 S#?/"Q# 缓
释作用明显

8393各组大鼠实验眼 7TM视网膜脉络膜厚度的改变
玻璃体腔注射后 "> @#距视盘 "?$ R<?# 66视网

膜层间可见梭形高反射区#即为 jVa膜 +图 >,#各组
之间大 鼠 平 均 jVa厚 度 值 差 异 有 统 计 学 意 义
+Yq<2/?2<#Om#?#",#其中空白 a_eA组和 aP] 组间
大 鼠 平 均 jVa厚 度 值 的 差 异 无 统 计 学 意 义
+Ot#?#$,#但明显高于塞来昔布组和 T%_=a_eA=d]

组#差异均有统计学意义+均 Om#?#",#T%_=a_eA=d]

组大鼠平均 jVa厚度值低于塞来昔布组#差异有统计
学意义+Om#?#",+表 ",&

BA

C D

图 :3各组大鼠视网膜 F?M图像!A"aP] 组中 PW大鼠 jVa膜厚
度为 "#1 !&+箭头,!P"空白 a_eA组中 PW大鼠 jVa膜厚度为
SS !&+箭头,!T"T%_=a_eA=d] 组中 PW大鼠 jVa膜厚度为 $" !&
+箭头,!6"塞来昔布组中 PW大鼠 jVa膜厚度为 9< !&+箭头,

表 73各组大鼠视网膜平均 JW@厚度值比较+&L'#!<,

组别 眼数 厚度值

空白 a_eA组 > />?19l>?1>
aP] 组 > /S?$1l>?9<

塞来昔布组 > 9"?##l>?99'C

T%_=a_eA=d] 组 > $#?>>l2?#"'C4

Y <2/?2<
O m#?#"

!注"与空白 a_eA组比较#'Om#?#"(与 aP] 组比较#COm#?#"(与塞来

昔布组比较#4Om#?#"+单因素方差分析#]Wk=\检验,!jVa"纤维血管

增生(a_eA"聚乳酸Y羟基乙酸共聚物(T%_=a_eA=d]"塞来昔布=a_eA

微球

83:3各组大鼠视网膜 jjA表现
jjA晚期#空白 a_eA组和 aP] 组大鼠实验眼视

网膜光凝斑处出现明显的荧光素渗漏#呈高荧光#而塞
来昔布组和 T%_=a_eA=d] 组大鼠实验眼视网膜光凝
斑荧光素渗漏较少#jjA后期可见轻度强荧光#但荧光
强度明显弱于空白 a_eA组和 aP] 组+图 $,&

BA

C D
图 Q3各组大鼠视网膜 JJ2图像!A"空白 a_eA组视网膜光凝斑
荧光素渗漏明显#呈强荧光!P"aP] 组视网膜光凝斑荧光素渗漏明
显#呈强的高荧光!T"塞来昔布组视网膜光凝斑荧光素部分渗漏#
呈弱荧光!6"T%_=a_eA=d] 组视网膜光凝斑荧光素部分渗漏#呈弱
荧光

83Q3各组大鼠实验眼的视网膜组织病理学表现
光学显微镜下可见激光光凝处内层视网膜凹陷#

部分区域内核层'外核层消失#视网膜各层结构排列紊
乱#光感受器层消失# à%层和 PH+4F 膜破裂#色素脱
失或大量增生#jVa膜中可见 à%细胞'成纤维细胞
和巨噬细胞及新生毛细血管管腔内的红细胞& 空白
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a_eA组和 aP] 组大鼠视网膜光凝区中纤维血管较塞
来昔布组和 T%_=a_eA=d] 组明显增多& 空白 a_eA
组和 aP] 组大鼠实验眼 jVa较塞来昔布组和 T%_=
a_eA=d] 组明显增厚+图 1,&

A B

E

C D
图 R3玻璃体腔注射后 7: ,各
组大鼠视网膜激光斑组织病理

学表现+ %̂Z>##,!A"正常大
鼠视网膜结构!P"空白 a_eA
组大鼠视网膜激光斑纤维血管

增生明显# jVa较厚 +双向箭
头, #可见新生毛细血管 +蓝色
箭头, ' à%细胞 +黄色箭头 , '
成纤维细胞 +绿色箭头,和巨噬
细胞+紫色箭头,!T"aP] 组大

鼠视网膜激光斑纤维血管增生明显#jVa较厚+双向箭头, #可见新
生毛细血管+蓝色箭头, ' à%细胞 +黄色箭头, '成纤维细胞 +绿色
箭头,和巨噬细胞+紫色箭头,!6"T%_=a_eA=d] 组大鼠激光斑纤
维血管增生程度较低#jVa厚度较空白 a_eA组和 aP] 组薄+双向
箭头,!%"塞来昔布组大鼠激光斑 jVa亦薄于空白 a_eA组和 aP]
组+双向箭头,

83R3T7f=< &̀ WA和 V%ej&̀ WA在各组大鼠 à%=
脉络膜Y巩膜标本中的表达

> 个组大鼠在不同检测时间点 T7f=< &̀ WA ò
值总体差异比较均有统计学意义 +Y分组 q"##?29#
Om#?#"(Y时间 q1$?S2#Om#?#",#并且药物和时间两因
素间存在交互作用+Y交互作用 q<1?</#Om#?#",& 玻璃
体腔注射后 9 @#T%_=a_eA=d] 组和塞来昔布组大鼠
T7f=< &̀ WA ò值明显低于空白a_eA组和aP] 组#
差异均有统计学意义+均 Om#?#",#塞来昔布组大鼠
T7f=< &̀ WA ò值明显低于 T%_=a_eA=d] 组#差异
有统计学意义+Om#?#",(玻璃体腔注射后 <S @#塞来
昔布组 T7f=< &̀ WA ò值明显高于 T%_=a_eA=d]
组#低于空白 a_eA组#差异均有统计学意义 +均

Om#?#",#但 与 aP] 组 比 较 差 异 无 统 计 学 意 义
+Ot#?#$,&> 个组间大鼠 V%ej&̀ WA ò值总体比
较差异有统计学意义+Y分组 q1<?2<#Om#?#",#不同时
间点大鼠 V%ej&̀ WA ò值的总体差异无统计学意
义+Y时间 q2?<##Ot#?#$,#并且药物和时间两因素存
在交互作用 +Y交互作用 q/?/$#Om#?#",&玻璃体腔注射
后 9 @#塞来昔布组与 T%_=a_eA=d] 组 V%ej&̀ WA
ò值比较差异无统计学意义+Ot#?#$,#但其 ò值
明显低于空白 a_eA组和 aP] 组#差异均有统计学
+均 Om#?#" ,#玻璃体腔注射后 <S @#塞来昔布组
V%ej&̀ WA ò值明显高于 T%_=a_eA=d] 组#差异
有统计学意义+Om#?#",+表 <#2,&

表 83各组大鼠玻璃体腔注射后不同时间点 ;@=B脉络膜X巩膜中
?FYB8 <;K2表达的 ;Z值+&L',

组别 样本量
不同时间点 T7f=< &̀ WA的 ò值

注射后 9 @ 注射后 <S @

空白 a_eA组 9 "?1Sl#?#/ "?/"l#?"$
aP] 组 9 "?$Sl#?2> "?9$l#?"2

塞来昔布组 9 #?>"l#?"S'C "?$Sl#?<1'

T%_=a_eA=d] 组 9 #?9>l#?"#'C4 #?9/l#?#/'C4

!注"Y分组 q"##?29#Om#?#"(Y时间 q1$?S2#Om#?#"(Y交互作用 q<1?</#

Om#?#"3与各自的空白 a_eA组比较#'Om#?#"(与各自的 aP] 组比较#
COm#?#"(与各自的塞来昔布组比较#4Om#?#"+析因设计两因素方差分

析#]Wk=\检验,! à%"视网膜色素上皮(T7f"环氧合酶( ò"相对表

达量(a_eA"聚乳酸Y羟基醋酸共聚物(T%_=a_eA=d]"塞来昔布Y聚乳

酸Y羟基醋酸共聚物微球

表 93各组大鼠玻璃体腔注射后不同时间点 ;@=B脉络膜X巩膜中
W=OJ<;K2的 ;Z值+&L',

组别 样本量
不同时间点 V%ej=&̀ WA的 ò值

注射后 9 @ 注射后 <S @

空白 a_eA组 9 "?/$l#?2# <?"Sl#?2#
aP] 组 9 <?#"l#?$< <?#>l#?""

塞来昔布组 9 #?9"l#?<$'C "?$2l#?>>'C

T%_=a_eA=d] 组 9 #?/>l#?<#'C #?>1l#?<#'C4

!注"Y分组 q1<?2<#Om#?#"(Y时间 q2?<##Ot#?#$(Y交互作用 q/?/$#

Om#?#"3与各自的空白 a_eA组比较#'Om#?#"(与各自的 aP] 组比较#
COm#?#"(与各自的塞来昔布组比较#4Om#?#"+析因设计两因素方差分

析#]Wk=\检验,! à%"视网膜色素上皮(V%ej"血管内皮生长因子(

ò"相对表达量(a_eA"聚乳酸Y羟基醋酸共聚物(T%_=a_eA=d]"塞来

昔布Y聚乳酸Y羟基醋酸共聚物微球

93讨论

由于血Y眼屏障的存在#全身给药和眼外局部给
药治疗 TWV均很难在眼内达到有效药物浓度#或因用
药的剂量大而导致全身毒性作用和不良反应的发生&
玻璃体腔给药是最有效的给药途径#但有白内障'眼内

!>/>! 中华实验眼科杂志 <#"1 年 1 月第 2> 卷第 1 期!TF(, U%-B 7BFEF')&5)#U+,D<#"1#V5)32>#W531

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



炎和视网膜脱离的风险#且因药物半衰期短#玻璃体腔
给药常需反复多次注射& 因此#寻找安全'有效'药效
持久的玻璃体腔给药方法是临床研究热点&

a_eA是一种生物可降解的合成高分子材料#具
有质量稳定'生物相容性好'生物降解速度可控且降解
产物毒性低和良好的可塑性等优点#广泛用作缓控释
系统的骨架材料

)>Y$* & 本研究中采用 a_eA作为载体#
制备了T%_=a_eA=d]#并观察其形态'粒径'载药量'体外
释放情况#结果证明T%_=a_eA=d] 与原料药塞来昔布相
比具有明显的缓释效果&

杨秀梅等
)1*
研究证明#PW大鼠视网膜光凝后 2 @

光斑处会有内皮细胞增生#TWV于 9 @ 开始形成#"> @
达高峰#因此本研究中选择造模注药后 "> @ 评价各组
TWV生成情况'厚度及病理结构的变化& 大多数研究
通过计算光凝区 TWV生成率或测量病理连续切片中
jVa厚度的方法评价 TWV生成情况 )9Y/* & 由于以上
方法主观性强#不能完全客观地评价 TWV的变化#因
此本研究中采用 jjA和病理切片的方法从形态学上
评价各组 TWV生成情况和病理结构的不同#用 7TM
测量 jVa厚度值#从而客观量化评价 TWV厚度的不
同#结果显示 7TM测量 T%_=a_eA=d] 组和塞来昔布
组 jVa平均厚度低于空白 a_eA组和 aP] 组& jjA
晚期图像显示塞来昔布组和 T%_=a_eA=d] 组视网膜
光凝斑荧光素渗漏得到抑制& 组织病理学观察显示#
视网膜光凝区中空白 a_eA组和 aP] 组 jVa程度明
显高于塞来昔布组和 T%_=a_eA=d] 组& 以上结果充
分说明玻璃体腔注射 T%_=a_eA=d] 或塞来昔布能够
有效抑制 TWV生成&

以往研究表明#V%ej&̀ WA和 T7f=< &̀ WA在
TWV造模后 9 @ 均能有效表达 )"#Y""* #考虑到塞来昔布
和塞来昔布=a_eA缓释微球在玻璃体腔中代谢的时效
性#本研究中选择在造模注药后 9 @'<S @#通过 M̀=
aT̀ 法测定各组 V%ej&̀ WA和 T7f=< &̀ WA表达
的不同#以进一步评价其在抑制 TWV方面的效果&

M̀=aT̀ 测定结果显示#造模注药后 9 @#T%_=
a_eA=d] 组和塞来昔布组均能抑制 T7f=< &̀ WA和
V%ej&̀ WA的表达#至造模注药后 <S @#T%_=a_eA=
d] 组仍能够抑制 T7f=< &̀ WA和 V%ej&̀ WA的表
达#塞来昔布组仅能部分抑制 V%ej&̀ WA的表达#未
能抑制 T7f=< &̀ WA的表达& 说明原料药塞来昔布在
玻璃体腔中 <S @ 已经部分代谢#不能达到有效浓度#而
T%_=a_eA=d] 仍能维持有效浓度#抑制 TWV的生成&

本实验结果表明#T%_=a_eA=d] 能够抑制实验性
TWV形成#并且比塞来昔布作用时间更持久& 玻璃体

腔注射 T%_=a_eA=d] 有望成为一种理想的防治 TWV
的新方法& 本研究的不足之处是 T%_=a_eA=d] 组和
塞来昔布组中塞来昔布净含量不同#若 < 个组剂量相
同#由于 T%_=a_eA=d] 药物释放缓慢#疗效将不明
确& 有关 T%_=a_eA=d] 中塞来昔布的适宜含量尚待
进一步研究&
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