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##'摘要(#目的#观察康柏西普对兔碱烧伤诱导角膜新生血管"NWV#*新生淋巴管生成的作用)#方法#

DD 只 ! :̀ MG成年雄性新西兰大白兔按照随机数字表法分为康柏西普注射组 B 只*雷珠单抗注射组 B 只*生理

盐水对照组 B 只*模型对照组 B 只和正常对照组 ; 只) 以左眼为实验眼%采用碱烧伤方法制作炎症性 NWV动

物模型%直径 ; %%的滤纸片浸润 9 %1(<PW&>O%放至角膜中央烧灼 :" +) 造模后第 9 天%康柏西普注射组球

结膜下注射康柏西普 "Y9 %(<9 %G%雷珠单抗注射组同法注射雷珠单抗 "Y9 %(<9 %G%生理盐水对照组同法注射
"Y9 %(质量分数 "YBb W&N(溶液%模型对照组碱烧伤后不做任何处理%正常对照组不行碱烧伤和球结膜下注

射药物处理) 分别于造模后第 D*.*9D 和 !9 天计算 NWV面积%每组耳缘静脉空气栓塞处死一定数量动物%抽

取房水%检测血管内皮生长因子"V$\T#&取角膜组织行苏木精X伊红染色%进行组织病理学检查&免疫组织化

学检测淋巴管内皮透明质酸受体C9"PhV$C9#含量)#结果#造模后第 D 天%康柏西普注射组*雷珠单抗注射

组*生理盐水对照组和模型对照组新生血管芽长入角膜边缘%角膜水肿减轻&第 . 天%康柏西普注射组*雷珠单

抗注射组新生血管较生理盐水对照组*模型对照组稀疏) 造模后第 D 天可见各造模组角膜上皮细胞增多%上

皮层存在空泡%基质内大量炎性细胞%上皮层下可见小的血管腔) 造模后第 . 天%新生血管浸润浅层基质%基

质内有大量炎性细胞) 造模后第 9D 天%康柏西普注射组 NWV面积为"9AY!"lBY9/#%%!%小于雷珠单抗注射组的
"!;Y!9lAY9.#%%!%差异有统计学意义"Sn"Y"A#&康柏西普注射组 V$\T质量浓度为".Y.Al/YA/# EG<%(%低于

雷珠单抗注射组的"9/YB;l!Y9.#EG<%(%差异有统计学意义"Sn"Y"A#) 正常对照组角膜组织无淋巴管生长%

无 PhV$C9 阳性细胞) 造模后第 D 天%康柏西普注射组*雷珠单抗注射组*生理盐水对照组和模型对照组角膜

组织中出现新生淋巴管%与新生血管平行生长) 造模后第 . 天%康柏西普注射组*雷珠单抗注射组角膜新生淋

巴管计数分别为"DY::l"YA;#个和"DY/.l"YA;#个%少于生理盐水对照组的"9"Y/.l"YA;#个和模型对照组的
"9!Y::l"YA;#个%差异均有统计学意义"均 Sn"Y"A#)#结论#碱烧伤后早期球结膜下注射康柏西普能有效

抑制 NWV*新生淋巴管%其抑制作用可能与降低 V$\T的质量浓度密切相关)#

'关键词(#角膜新生血管& 角膜新生淋巴管& 康柏西普& 雷珠单抗& 血管内皮生长因子
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!67&*)0+*"8J71%+*#I%8J1'7K*+2'G&2*2,*K&(-*1H4178*54*E2'7 *LE*5'%*72&(4157*&(7*K&+4-(&5'S&2'17

"NWV# &7I (F%E,&7G'1G*7*+'+'7 5&88'2%1I*(3#K%*",/&#T152FCH1-5&I-(2W*)g*&(&7I 5&88'2+)*5*5&7I1%(F

I'K'I*I '721&4178*54*E2'7@*42*I G51-E " B 5&88'2+#%&5&7'8'S-%&8 '7@*42*I G51-E " B 5&88'2+#%&715%&(+&('7*

417251(G51-E "B 5&88'2+#%&%1I*(417251(G51-E " B 5&88'2+# &7I &715%&(417251(G51-E " ; 5&88'2+# 8F5&7I1%

7-%8*52&8(*%*2,1I%2&M*2,*(*H2*F*+&+2,**LE*5'%*72&(*F*3R,&2%&7 H'(2*5E&E*5+" ; %% '7 I'&%*2*5# )*5*

+1&M*I '7 9 %1(<PW&>O+1(-2'17 &7I 2,*7 &EE('*I 17 2,*%'II(*+-5H&4*1H2,*4157*&H15:" +*417I+3>7 I&F9+2

&H2*5&(M&('8-57'7G%2,**F*+'7 2,*4178*54*E2'7@*42*I G51-E )*5*25*&2*I )'2, "Y9 %(<9 %G1H4178*54*E2%2,**F*+'7

2,*5&7'8'S-%&8 '7@*42*I G51-E )*5*25*&2*I )'2, "Y9 %(<9 %G1H5&7'8'S-%&8%2,**F*+'7 2,*715%&(+&('7*417251(

G51-E )*5*25*&2*I )'2, "Y9 %("YBb W&N(%2,**F*+'7 2,*%1I*(417251(G51-E @-+25*4*'K*I &(M&('8-57'7G%&7I 2,*
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*F*+'7 2,*715%&(417251(G51-E 5*4*'K*I 7*'2,*5&(M&('8-57+715+-8417@-742'K&('7@*42'17 &7FI5-G+3̂((5&88'2+)*5*

%17'215*I I&'(F&H2*5&(M&('8-57'7G3='G'2&(E'42-5*+)*5*2&M*7 17 I&FD2,%.2,%9D2, &7I !92, &H2*5%1I*('7G3?%&G*

&7&(F+'+)&+E*5H15%*I 17 2,*&5*&1H7*1K&+4-(&5'S&2'17%&&+4*52&'7 7-%8*51H5&88'2+)*5*M'((*I 5*+E*42'K*(F3

Q̂-*1-+,-%15)&+41((*42*I H152,*4174*725&2'17 1HK&+4-(&5*7I12,*('&(G51)2, H&4215"V$\T# &++&F3N157*&(

+E*4'%*7+)*5*&7&(FS*I 8F,'+21E&2,1(1G'4&((F&7I '%%-71,'+214,*%'4&(+2&'7'7G1H(F%E,&2'4*7I12,*('&(4*((+,F&(-517'4

&4'I 5*4*E2159"PhV$C9#3J,*-+*&7I 4&5*1H2,*&7'%&(+41%E('*I )'2, 2,*a2&2*%*721H2,*̂ ++14'&2'17 H15[*+*&54,

'7 V'+'17 &7I >E,2,&(%1(1GF" [̂V>#3#L%&-2*&#>7 2,*D2, I&F&H2*5&(M&('8-57'7G%2,*7*1K&+4-(&5'S&2'17 8-I+

G5*)'7212,**IG*1H2,*4157*&'7 2,*4178*54*E2'7@*42*I G51-E%2,*5&7'8'S-%&8 '7@*42*I G51-E%2,*715%&(+&('7*

417251(G51-E &7I 2,*%1I*(417251(G51-E%&7I 2,*4157*&(*I*%&I*45*&+*I3>7 I&F.2,%2,*7*1K&+4-(&5'S&2'17 1H2,*

4178*54*E2'7@*42*I G51-E &7I 2,*5&7'8'S-%&8 '7@*42*I G51-E )&+(*++2,&7 2,&21H2,*715%&(+&('7*417251(G51-E &7I

2,*%1I*(417251(G51-E&>7 I&FD2, &H2*5&(M&('8-57'7G%4157*&(*E'2,*('&(4*((+)*5*'745*&+*I%K&4-1(*+)*5*H1-7I

'7 2,**E'2,*('-%%&(&5G*7-%8*51H'7H(&%%&215F4*((+)*5*H1-7I '7 2,*%&25'L%&7I +%&((K&+4-(&5(-%*7+)*5*+**7

8*(1)2,**E'2,*('-%3>7 I&F.2, &H2*5%1I*('7G%7*1K&+4-(&5'S&2'17 '7H'(25&2*I 2,*+,&((1)%&25'L)'2, &(&5G*7-%8*5

1H'7H(&%%&215F4*((+3a-5H&4*&5*&+1H'7I-4*I NWV'7 4178*54*E2'7@*42*I G51-E )*5*"9AY!"lBY9/#%%!%),'4,

)*5*+'G7'H'4&72(F(*++2,&7 2,1+*'7 5&7'8'S-%&8 '7@*42*I G51-E "+!;Y!9lAY9.,%%!# 17 I&F9D2, "Sn"Y"A#3J,*

4174*725&2'17 1HV$\T'7 2,*4178*54*E2'7@*42*I G51-E )&+".Y.Al/YA/# EG<%(%),'4, )&++'G7'H'4&72(F(1)*52,&7

2,&2'7 2,*5&7'8'S-%&8 '7@*42*I G51-E "+9/YB;l!Y9.,EG<%(17 I&F9D2, "Sn"Y"A#3J,*715%&(417251(G51-E ,&I

71(F%E,&2'4G51)2, '7 2,*4157*&(2'++-*&7I 71PhV$C9 E1+'2'K*E&52'4(*+3>7 I&FD2, &H2*52,*&(M'(8-57'7G%4157*&(

(F%E,&2'4K*++*(+&EE*&5*I '7 2,*4157*&(2'++-*1H2,*4178*54*E2'7@*42*I G51-E%2,*5&7'8'S-%&8 '7@*42*I G51-E%2,*

715%&(+&('7*417251(G51-E &7I 2,*%1I*(417251(G51-E%),'4, G5*)'7 E&5&((*()'2, 2,*7*1K&+4-(&5'S&2'173PF%E,&2'4

K*++*(+41-72'7G'7 2,*4178*54*E2'7@*42*I G51-E &7I 5&7'8'S-%&8 '7@*42*I G51-E )*5*DY::l"YA; &7I DY/.l"YA; 17

I&F.2, &7I 9D2,%),'4, )*5*5*I-4*I +'G7'H'4&72(F41%E&5*I )'2, 715%&(+&('7*417251(G51-E "9"Y/.l"YA;# &7I 2,*

%1I*(417251(G51-E " 9!Y::l"YA;# "&((&2Sn"Y"A#3#!,$+2-&#,$&#$&5(F+-8417@-742'K&(&I%'7'+25&2'17 1H

4178*54*E2%&F+-44*++H-((F'7,'8'2&(M&('C'7I-4*I 4157*&(7*1K&+4-(&5'S&2'17 &7I 4157*&((F%E,&7G'1G*7*+'+'7 &(M&('

8-57'7G&7'%&(%1I*(3J,*'7,'8'2*HH*42'+5*(&2*I )'2, 2,*5*I-4*+1HV$\T(*K*(+3

!9%3 :,)/&"8N157*&(7*1K&+4-(&5'S&2'17& N157*&((F%E,&7G'1G*7*+'+& N178*54*E2& [&7'8'S-%&8& V&+4-(&5

*7I12,*('&(G51)2, H&4215
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##正常角膜处于无血管状态%以维持其透明性) 透
明角膜对维持视功能至关重要) 在感染*外伤*免疫反
应*移植排斥反应等病理条件下%毛细血管由角膜缘向
角膜内生长%进入角膜周边部 9 !̀ %%以上即为角膜
新生血管 "4157*&(7*1K&+4-(&5'S&2'17%NWV#) NWV破
坏角膜正常微环境%改变了眼前节免疫赦免状态%是角
膜移植排斥反应的高危因素) NWV结构较脆弱%易渗
漏%常因出血*渗出及继发纤维化等致盲) 抗血管内皮
生长因子"K&+4-(&5*7I12,*('&(G51)2, H&4215%V$\T#药
物在治疗 NWV的动物实验以及临床研究中也取得良
好的疗效

+9X!, ) 康柏西普由血管内皮生长因子受体 9

"K&+4-(&5*7I12,*('&(G51)2, H&42155*4*E2159%V$\T[C9#

细胞 外 与 V$\T结 合 的 免 疫 球 蛋 白 样 区 域 !%
V$\T[C! 免疫球蛋白样区域 :*D 以及人类免疫球蛋
白的 T4部分组合而成%能与 V$\TĈ 所有亚型*
V$\TCZ及胎盘生长因子高亲和力结合 + :, ) 康柏西普

增加了 V$\T[C! 细胞外免疫球蛋白样区域 D 的表达)

V$\T[C! 细胞外免疫球蛋白样区域 D 是形成受体二
聚所必需的结构%且能提高 V$\T与受体结合的比
率

+ D, %因此康柏西普与 V$\T有更高的亲和力%且作用

时间更长) NWV与新生淋巴管生长既相互独立%又彼
此关联) 抗 V$\T药物对 NWV作用的相关研究较多%

但其应用对新生淋巴管作用的研究甚少) 本研究中采
用碱烧伤法建立炎症性 NWV动物模型%观察康柏西普
对 NWV和新生淋巴管生成的作用)

;8材料与方法

;3;#材料
;3;3;#实验动物#DD 只 ! :̀ MG成年雄性新西兰大
白兔由新华医院动物房统一采购) 健康状况良好%兔
角膜正常%分笼饲养%正常饮食) 实验动物的喂养和使
用遵循美国视觉与眼科学研究协会制定的 [̂V>声
明"eO$NCTC!"!"C"9!#)
;3;34#主要试剂及仪器#9" %G<"Y! %(康柏西普"成
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都康弘公司#&9" %G<"Y! %(雷珠单抗 "瑞士诺华公
司#&兔 V$\T$P?a^试剂盒"PaCTD!9;%美国 P'H*aE&7
Z'1a4'*74*+公司#&鼠抗兔淋巴管内皮细胞透明质酸
受 体C9 " (F%E,&2'4 *7I12,*('&(4*((+ ,F&(-517'4 &4'I
5*4*E2159%PhV$C9#"抗体编号$9DB.9%英国 8̂4&%公
司#&皮肤黏膜消毒液 "杭州朗索医用消毒剂有限公
司#&盐酸氯胺酮"宁德古田药业有限公司#&盐酸丙美
卡因滴眼液"美国 (̂417 公司#&质量分数 "YAb氧氟沙
星滴眼液"日本参天制药株式会社#&质量分数 "YBb
氯化钠溶液"济宁圣鲁制药有限公司#&氢氧化钠*苏
木素染色液*二甲苯*无水乙醇*一抗稀释液*二抗稀释
液*羊抗鼠 ?G\单克隆抗体*]Za*牛血清白蛋白"武汉
谷歌生物技术有限公司#) 滤纸"苏州吴合经贸有限
公司#&盖玻片 "武汉谷歌生物技术有限公司#&=_?C
:"""Z激光电子显微镜"德国 P*'4&公司#&手术显微
镜"日本 >E217 公司#)
;34#方法
;343;#NWV动物模型的构建#DD 只成年雄性新西兰
大白兔%采用随机数字表法随机选取 :/ 只%选取左眼
为实 验 眼% 按 照 9 %(<MG的 剂 量 耳 缘 静 脉 注 射
! G<"Y9 P盐酸氯胺酮全身麻醉后%将已消毒的直径
; %%的滤纸片浸泡于 9 %1(<P氢氧化钠溶液中 9" +
后%将滤纸片放于家兔角膜中央 "距角巩膜缘 9 `
! %%#处%:" +后取出滤纸片%"YBb W&N(溶液持续冲
洗角膜及结膜囊 9 %'7) 造模后左氧氟沙星滴眼液点
眼%每天 D 次)
;3434#实验分组及给药#将 :/ 只造模成功的新西兰
大白兔采用随机数字表法分为康柏西普注射组 B 只*
雷珠单抗注射组 B 只*生理盐水对照组 B 只和模型对
照组 B 只%另取 ; 只未造模新西兰大白兔作为正常对
照组) 造模后第 9 天%康柏西普注射组球结膜下注射
康柏西普 "Y9 %(%雷珠单抗注射组球结膜下注射雷珠
单抗 "Y9 %(%生理盐水对照组球结膜下注射 "YBbW&N(
溶液 "Y9 %(%模型对照组碱烧伤后不做任何处理%正常
对照组不做碱烧伤*球结膜下注射药物处理)
;343<#各组 NWV观察及面积计算#造模后第 9 天起
每天观察 NWV生长情况%于造模后第 9*D*.*9D 和 !9
天进行 NWV拍照%计算 NWV的面积%面积计算公式
acN<9!s:Y9D9 / +5! X"5X(# ! ,%其中 a 为面积%N为
NWV面积占角膜周长的钟点数%5是角膜半径%(为新
生血管长度"以角膜缘侵入的朝向受损角膜中心生长
且连续弯曲度数小的最长新生血管为准#%应用 ?%&G*
]51](-+软件计算新生血管区域及半径)
;343=#各组房水V$\T质量浓度测定#造模后第 D*.*

9D和 !9 天康柏西普注射组*雷珠单抗注射组*生理盐水
对照组*模型对照组采用投币法随机抽取 : 只实验%正
常对照组抽取 ! 只实验兔) 9 %(注射器透明角膜入路
平行瞳孔缘刺入前房抽取前房水 9"" %(%置于 9 %($]
管内%X;" p冰箱保存%根据 $P?a^试剂盒说明书检测
V$\T质量浓度) 每孔加 9"" %(稀释样本*标准液%
:. p下孵育 9 ,) 吸除溶液%每孔加 9"" %(检测试剂
%̂:. p孵育 9 ,) 吸除溶液%清洗 : 次) 每孔加 9"" %(
检测试剂 Z%:. p孵育 :" %'7) 吸除溶液%清洗 A 次)
每孔加 B" %(显色液%:. p孵育 9" !̀" %'7) 每孔加
A" %(终止液) 立即测定波长 DA" 7%处各孔吸光度"0#
值%绘制标本曲线%得出 VT\T的最终质量浓度)
;343>#各组角膜组织病理学检查#造模后 D*. 和 9D
天%康柏西普注射组*雷珠单抗注射组*生理盐水对照
和模型对照组耳缘静脉推注 !" %(空气各处死 ! 只实
验兔&第 !9 天康柏西普注射组*雷珠单抗注射组*生理
盐水对照和模型对照组各处死 : 只实验兔) 正常对照
组每个时间点各处死 ! 只实验兔) 沿角巩膜缘外 9`
! %%迅速取下角膜组织%切取新生血管生长的组织%
放入甲醛溶液中固定%依次经过脱水*透明*石蜡包埋*
A %%厚连续切片%光学显微镜下观察组织结构并拍
照) 每张切片高倍镜下任意选择 A 个视野%观察炎性
细胞的分布和密度以及 NWV管腔数量和浸润情况)

各组取角膜石蜡切片脱蜡入水%抗原修复%]Za 漂
洗%封闭液封闭 /" %'7%加鼠抗兔 PhV$C9 一抗%完全
覆盖组织%D p湿盒孵育过夜) ]Za 冲洗 : 次%每次
A %'7%加适量羊抗鼠 ?G\二抗%完全覆盖组织%孵育
/" %'7) ]Za 冲洗 : 次%每次 A %'7%常规显色%充分漂
洗%苏木素复染%乙醇分化脱水%二甲苯透明%中性树脂
封片) 光学显微镜下观察 PhV$C9 表达情况并拍照)
每个时间点选取 ! 张切片%每张切片高倍镜下任意选取
A 个视野%计数棕色完整管腔数目%取其平均值作为角
膜新生淋巴管计数"(F%E,&2'4K*++*(+41-72'7G%PVN#)
;3<#统计学方法

采用 a]aa !9Y" 统计学软件进行统计分析) NWV
面积*房水中 V$\T质量浓度*PVN经 R检验证实符
合正态分布%以 %*&7la=表示) 各组不同时间点 NWV
面积*V$\T质量浓度*PVN比较采用两因素方差分
析%组间多重比较采用 J-M*F检验) Sn"Y"A 为差异有
统计学意义)

48结果

43;#造模后 NWV动态变化及分布
造模后第 9 天%碱烧伤区域角膜组织灰白色水肿%
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康柏西普注射组 雷珠单抗注射组 生理盐水对照组 模型对照组

第
1天

第
4天

第
7天

第
14

天
第

21
天

康柏西普注射组 雷珠单抗注射组 生理盐水对照组 模型对照组

第
1天

第
4天

第
7天

第
14

天
第

21
天

图 ;8造模后不同时间点各组 !N天生长情况#造模后第 9 天%碱烧伤区域角膜组织灰白色水肿%角巩膜缘血管
扩张&造模后第 D 天%D 个组新生血管芽长入角膜边缘%角膜水肿减轻&造模后第 . 天%康柏西普注射组*雷珠单
抗注射组新生血管较生理盐水对照组*模型对照组稀疏&造模后第 9D 天%康柏西普注射组新生血管较雷珠单抗
注射组*生理盐水对照组*模型对照组短小&造模后第 !9 天%各组 NWV超过碱烧伤区域半径%主干血管粗大%分
支血管细小且颜色浅

M#G-)%;8C"%!N天0*/#FF%)%$**#.%(,#$*&0F*%)02V02#7-)$#$G#>7 2,*H'5+2I&F&H2*5&(M&('8-57'7G%2,*4157*&(
2'++-*'7 2,*&(M&('C8-57*I &5*&+,1)*I G5&F*I*%&%&7I 2,*K*++*(+&22,*4157*&(+4(*5&%&5G'7 )*5*I'(&2*I3>7 2,*D2,
I&F&(M&('8-57'7G%2,*7*1K&+4-(&5'S&2'17 8-I+1H2,*H1-5G51-E+G5*)'7212,**IG*1H2,*4157*&%&7I 4157*&(*I*%&
I*45*&+*I3>7 2,*.2, I&F&(M&('8-57'7G% 7*1K&+4-(&5'S&2'17 '7 2,*4178*54*E2'7@*42*I G51-E &7I 2,*5&7'8'S-%&8
'7@*42*I G51-E )&+(*++2,&7 2,&2'7 2,*715%&(+&('7*417251(G51-E &7I 2,*%1I*(417251(G51-E3>7 2,*9D2, I&F&H2*5
&(M&('8-57'7G%2,*7*1K&+4-(&5'S&2'17 '7 2,*4178*54*E2'7@*42*I G51-E )&++,152*52,&7 2,&2'7 2,*5&7'8'S-%&8 '7@*42*I
G51-E%2,*715%&(+&('7*417251(G51-E &7I 2,*%1I*(417251(G51-E3>7 2,*!9+2I&F&(M&('8-57'7G%2,*7*1K&+4-(&5'S&2'17
'7 *&4, G51-E )&+(&5G*52,&7 2,*5&I'-+1H2,*&(M&('8-57 &5*&

角巩膜缘血管扩张%
充血明显%见少量黄
色分泌物&造模后第 D
天%康柏西普注射组*
雷珠单抗注射组*生
理盐水对照组和模型

对照组新生血管芽长

入角膜边缘%角膜水
肿减轻&造模后第 .
天%新生血管呈毛刷
状%血管细%血管末梢
可及碱烧伤区边缘%
角膜水肿消退%康柏
西普注射组*雷珠单
抗注射组新生血管较

生理盐水对照组*模
型对照组稀疏&造模
后第 9D 天%NWV长入
碱烧伤区域%康柏西
普注射组新生血管较

雷珠单抗注射组*生
理盐水对照组*模型
对照组短小&造模后
第 !9 天各组 NWV长
入碱烧伤区域%主干
血管粗大%分支血管细
小且颜色浅"图 9#)
434#各组角膜组织
病理学表现

正常对照组角膜

组织结构清晰%结构完
整%无血管及炎性细胞
浸润 "图 !#) 造模后
第 D 天可见各造模组
角膜上皮细胞增多%上
皮层存在空泡%基质内
大量炎性细胞%上皮层
下可见小的血管腔)
造模后第 . 天%新生血
管浸润浅层基质%基质
内有大量炎性细胞) 造模后第 9D 天%生理盐水对照组
与模型对照组基质内可见大量新生血管腔%内含大量红
细胞) 造模后第 !9 天%生理盐水对照组与模型对照组
碱烧伤区域角膜基质结构紊乱%新生血管管腔集中在中

层基质%数量较第 9D 天减少%康柏西普注射组与雷珠单
抗注射组角膜组织结构基本趋于正常"图 :#)
43<#不同时间点各组 NWV面积比较

正常对照组未见 NWV) 不同时间点康柏西普注
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图 48正常对照组角膜组织病理学表现 mO$%标尺cA" %%##角膜
组织结构清晰%结构完整%无血管及炎性细胞浸润
M#G-)%48!,)$%02"#&*,(0*",2,G#+02F#$/#$G&#$*"%$,).02+,$*),2
G),-(mO$% 8&5cA" %%# #J,*5*)*5*4(*&5&7I '72&424157*&(2'++-*
)'2,1-28(11I K*++*(+&7I '7H(&%%&215F4*(('7H'(25&2'17

50μm 50μm 50μm50μm

50μm50μm50μm50μm

50μm50μm50μm50μm

50μm 50μm 50μm 50μm

康柏西普注射组 雷珠单抗注射组 生理盐水对照组 模型对照组

第
4天

第
7天

第
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天
第

21
天

50μm 50μm 50μm50μm

50μm50μm50μm50μm

50μm50μm50μm50μm

50μm 50μm 50μm 50μm

康柏西普注射组 雷珠单抗注射组 生理盐水对照组 模型对照组

第
4天

第
7天

第
14

天
第

21
天

图 <8造模后不同时间点各组角膜组织病理学表现mO$%标尺cA" %%##造模后第 D 天%角膜上皮细胞增
多%上皮层存在空泡%基质内大量炎性细胞浸润#上皮层下可见小的血管腔天造模后第 . 天%新生血管浸
润浅层基质%基质内可见大量炎性细胞天造模后第 9D 天%生理盐水对照组与模型对照组基质内可见大量
新生血管腔天造模后第 !9 天%生理盐水对照组与模型对照组碱烧伤区域角膜基质结构紊乱%新生血管管
腔集中于中层基质%康柏西普注射组与雷珠单抗注射组角膜组织结构基本趋于正常
M#G-)%<8U#&*,(0*",2,G#+02F#$/#$G&,F+,)$%0 0F*%)02V02#7-)$#$G 0*I0)#,-&*#.%(,#$*&0.,$G /#FF%)%$*
G),-(&mO$%8&5cA" %%##>7 2,*D2, I&F&H2*5&(M&('8-57'7G%4157*&(*E'2,*('&(4*((+)*5*'745*&+*I%K&4-1(*+
)*5*H1-7I '7 2,**E'2,*('-%%&(&5G*7-%8*51H'7H(&%%&215F4*((+)*5*H1-7I '7 2,*%&25'L%&7I +%&((K&+4-(&5
(-%*7 )*5*+**7 8*(1)2,**E'2,*('-%天>7 2,*.2, I&F&H2*5&(M&('8-57'7G%7*)8(11I K*++*(+'7H'(25&2*I 2,*+,&((1)
%&25'L%),'4, 4172&'7*I &(&5G*7-%8*51H'7H(&%%&215F4*((+天>7 2,*9D2, I&F&H2*5&(M&('8-57'7G%2,*5*)*5*&
(&5G*7-%8*51H7*)8(11I K*++*(+'7 2,*%&25'L1H715%&(+&('7*417251(G51-E &7I %1I*(G51-E天>7 2,*!92, I&F
&H2*5&(M&('8-57'7G%4157*&(+251%&(+25-42-5*I'+15I*5'7 2,*&(M&('C8-57*I &5*&)&+H1-7I '7 2,*+&('7*417251(
G51-E &7I %1I*(417251(G51-E%&7I 2,*7*1K&+4-(&5'S&2'17 (-%*7 )&+4174*725&2*I '7 2,*%'II(*+251%&3J,*
4157*&(2'++-*+25-42-5*1H2,*4178*54*E2'7@*42*I G51-E &7I 2,*5&7'8'S-%&8 '7@*42*I G51-E )&+8&+'4&((F715%&(

射组*雷珠单抗注射组*生理盐水对照组*模型对照组
和正常对照组 NWV面积总体比较%差异均有统计学意
义mR分组 c9.YD""%Sn"Y"9天R时间 c/Y/AD%Sn"Y"9#) 造模
后第 . 天%康柏西普注射组*雷珠单抗注射组 NWV面积
小于生理盐水对照组和模型对照组%差异均有统计学意
义m均 Sn"Y"9#天造模后第 9D 天%康柏西普注射组 NWV
面积小于雷珠单抗注射组*生理盐水对照组和模型对照
组%差异均有统计学意义m均 Sn"Y"A#%雷珠单抗注射组
新生血管面积小于生理盐水对照组和模型对照组%差异
均有统计学意义m均 Sn"Y"A#m表 9#)
43=#造模后不同时间点各组 V$\T质量浓度比较

不同时间点康柏西普注射组*雷珠单抗注射组*生
理盐水对照组*模型对照组和正常对照组 V$\T质量
浓度总体比较%差异均有统计学意义mR分组 c9;Y/A!%
Sn"Y"9天R时间 c!"Y/:;%Sn"Y"9#) 造模后第 D 天%康

柏西普注射组*雷珠单抗注
射组*生理盐水对照组和模
型对照组 V$\T质量浓度均
高于正常对照组%差异均有
统计学意义m均 Sn"Y"A#天造
模后第 . 天%康柏西普注射
组和雷珠单抗注射组房水

V$\T质量浓度低于生理盐
水对照组和模型对照组%差
异均有统计学意义 m均 Sn
"Y"A#天造模后第 9D 天%康柏
西普注射组房水 V$\T质量
浓度低于雷珠单抗注射组*
生理盐水对照组和模型对照

组%差异均有统计学意义m均
Sn"Y"A#天造模后第 !9 天%
康柏西普注射组和雷珠单抗

注射组房水 V$\T质量浓度
低于生理盐水对照组和模型

对照组%差异均有统计学意
义m均 Sn"Y"A#m表 !#)
43>#造模后不同时间点各组
角膜组织 PhV$C9表达比较

正常对照组角膜组织无

淋巴管生长%无 PhV$C9 阳
性颗粒m图 D#) 造模后第 D
天%康柏西普注射组*雷珠单
抗注射组*生理盐水对照组
和模型对照组角膜组织中出
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表 ;8造模后不同时间点各组 !N天面积比较".%0$QRS%..4#
C072%;8!,.(0)#&,$,F!N天0)%0 0.,$G /#FF%)%$*

G),-(&0*I0)#,-&*#.%(,#$*&0F*%).,/%2#$G ".%0$QRS%..4#

组别 样本量

造模后不同时间点 NWV面积

第 D 天 第 . 天 第 9D 天 第 !9 天

康柏西普注射组 : :YBDlAY!D .YA"lDY//&8 9AY!"lBY9/&84 !.YB;l/YAD

雷珠单抗注射组 : :Y/Al!YD: .Y"9l!Y;.&8 !;Y!9lAY9.&8 A:YA:l9/Y"B

生理盐水对照组 : DY!:lDY"A !!Y/9lAYBA D:Y/:l;YA; /9YDBl!;YD/

模型对照组 : DY;;l9YD9 !:Y;/l/Y/" D/Y;Dl:Y"D ."Y/Dl.Y.B

#注$R分组 c9.YD""%Sn"Y"9&R时间 c/Y/AD%Sn"Y"93#与各自时间点模型对照组比

较%&Sn"Y"A&与各自时间点生理盐水对照组比较%8Sn"Y"A&与各自时间点雷珠单抗
注射组比较%4Sn"Y"A "两因素方差分析%J-M*F检验##NWV$角膜新生血管
#W12*$RG51-E c9.YD""%Sn"Y"9&R2'%*c/Y/AD%Sn"Y"93#N1%E&5*I )'2, 2,*%1I*(

417251(G51-E &22,*5*+E*42'K*2'%*E1'72+%&Sn"Y"A&41%E&5*I )'2, 2,*715%&(+&('7*
417251(G51-E &22,*5*+E*42'K*2'%*E1'72+%8Sn"Y"A&41%E&5*I )'2, 2,*5&7'8'S-%&8 G51-E
&22,*5*+E*42'K*2'%*E1'72+%4Sn"Y"A "2)1C)&F Ŵ>V̂ %J-M*F2*+2# #NWV$4157*&(
7*1K&+4-(&5'S&2'17

表 48造模后不同时间点各组房水中 天H\M质量浓度比较".%0$QRS%(GY.2#
C072%48!,.(0)#&,$,F天H\M+,$+%$*)0*#,$#$*"%0]-%,-&

"-.,)0.,$G /#FF%)%$*G),-(&0*I0)#,-&*#.%
(,#$*&0F*%).,/%2#$G".%0$QRS%(GY.2#

组别 样本量

造模后不同时间点房水中 V$\T质量浓度

第 D 天 第 . 天 第 9D 天 第 !9 天

康柏西普注射组 : 9DYBAl"YD9& 9:Y!"l!Y.;&8 .Y.Al/YA/84 9"Y9:l"Y;/8

雷珠单抗注射组 : 9/YA/l9Y:B& 9:YA"lDY";&8 9/YB;l!Y9.& 9/Y!Bl:YA.&

生理盐水对照组 : 9/Y/AlBY!A& 9BY//l:YDA& !:Y9!lAYB/& !/Y!.l"Y.:&

模型对照组 : 9:Y9;l!Y/9& 9;Y:"l9YB.& !!Y"9l.Y".& !BY"Bl9"Y9B&

正常对照组 ! :YD.l"YD" :YD.l"YD" :YD.l"YD" :YD.l"YD"

#注$R分组 c9;Y/A!%Sn"Y"9&R时间 c!"Y/:;%Sn"Y"93#与各自时间点正常对照组比较%&Sn

"Y"A&与各自时间点生理盐水对照组比较%8Sn"Y"A&与各自时间点雷珠单抗注射组比
较%4Sn"Y"A"两因素方差分析%J-M*F检验##V$\T$血管内皮生长因子
#W12*$RG51-E c9;Y/A!%Sn"Y"9&R2'%*c!"Y/:;%Sn"Y"93#N1%E&5*I )'2, 2,*715%&(417251(

G51-E &2*&4, 2'%*E1'72%&Sn"Y"A&41%E&5*I )'2, 2,*715%&(+&('7*417251(G51-E &2*&4, 2'%*
E1'72%8Sn"Y"A&41%E&5*I )'2, 2,*5&7'8'S-%&8 '7@*42'17 G51-E &2*&4, 2'%*E1'72%4Sn"Y"A
"2)1C)&F̂ W>V̂ %J-M*F2*+2##V$\T$K&+4-(&5*7I12,*('&(G51)2, H&4215

50μm50μm

图 =8正常对照组Xm天HE;免疫组织化学表现"=̂ Z%标尺cA" %%##角膜
组织层次清晰%基质内无PhV$C9阳性细胞
M#G-)%=8Z..-$,2,+02#D0*#,$,F+,)$%0 Xm天HE; #$*"%$,).02+,$*),2
G),-("=̂ Z%8&5cA" %%##N157*&(2'++-*+,1)*I 4(*&54157*&((&F*5+%&7I
2,*5*)&+71PhV$C9 E1+'2'K*4*((+'7 4157*&(%&25'L

现新生淋巴管%与新生血管平行生长&造模后
第 . 天%PVN增加&造模后第 9D 天%PVN达高
峰&造模后第 !9 天%PVN减少%淋巴管腔增粗
"图 A#)

造模后第 . 天%康柏西普注射组和雷珠单
抗注射组 PVN小于生理盐水对照组和模型对
照组%差异均有统计学意义"均 Sn"Y"A#&造模
后第 9D 天%康柏西普注射组和雷珠单抗注射
组 PVN小于生理盐水对照组和模型对照组%
差异均有统计学意义"均 Sn"Y"A#) 康柏西普
注射组与雷珠单抗注射组*生理盐水对照组与
模型对照组 PVN比较%差异均无统计学意义
"均 Sq"Y"A#"表 :#)

<8讨论

NWV和新生淋巴管在角膜以及眼部的生
理及病理过程中发挥重要作用) 生理状态下
角膜无血管和淋巴管%保持角膜的透明性及相
对免疫赦免状态) 病理状态下 NWV向反应区
域输送炎性因子%导致炎症瀑布反应%新生淋
巴管输送抗原到达淋巴结%引起抗原抗体反
应%产生的抗体到达炎症反应区域%促进炎症
反应) 此外%新生淋巴管又能降低局部炎性细
胞的渗透%降低局部炎症反应%促进伤口愈
合

+ A, ) 在角膜移植过程中新生淋巴管主导免
疫排斥%降低移植成功率)

研究表明%靶向 V$\T药物能有效抑制新
生血管生长%且安全性较好%其作用机制与
V$\T质量浓度降低有关 + /XB, ) 本研究中发
现%球结膜下注射康柏西普或雷珠单抗均能有
效减少 NWV的面积%本研究中检测房水 V$\T
质量浓度%因为房水中 V$\T质量浓度低于碱

烧伤角膜组织中 V$\T质量浓度 + 9", %故所测得的
V$\T质量浓度较低)

NWV肉眼可见%活体易于比较血管生长的变化%
应用角膜组织中血小板内皮细胞黏附分子 N=C:9 对
血管内皮细胞进行标记可间接反映 NWV的生长情况&
而淋巴管肉眼不可见%所以对角膜新生淋巴管的研究
滞后于NWV) 随着淋巴管标志物PhV$C9 和V$\T[C:
的出现%角膜新生淋巴管的研究飞速发展) 本研究中
引入淋巴管的特异标志物来检测碱烧伤动物模型中角

膜组织内新生淋巴管的生长趋势
+ 99, )

经典观点认为%V$\T通过与 V$\T[C! 结合主要
促进新生血管的生长%V$\T与 V[\T[C: 结合促进新
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图 >8造模后各组兔眼角膜组织中 Xm天HE; 表达及分布天 =̂ Zs9""%标尺cA" %%##造模后第 D 天%各组
角膜组织中出现 PhV$C9 阳性标记的淋巴管&造模后第 . 天%各组角膜组织 PhV$C9 阳性表达增加&造模
后第 9D 天 PhV$C9 阳性表达达到高峰&造模后第 !9 天%各组角膜组织 PhV$C9 阳性表达降低
M#G-)%> 8 Z..-$,2,+02#D0*#,$ ,FXm天HE; ,F+,)$%0 0F*%)02V02#7-)$#$G 0*/#FF%)%$**#.%(,#$*&
天 =̂ Zs9""%8&5cA" %%##PhV$C9 E1+'2'K*(F%E,&2'4K*++*(+&EE*&5*I '7 2,*4157*&(2'++-*+1H*&4, G51-E 17
2,*D2, I&F&H2*5&(M&('8-57'7G&PhV$C9 E1+'2'K**LE5*++'17 '745*&+*I '7 2,*4157*&(2'++-*+1H*&4, G51-E 17 2,*
.2, I&F&7I E*&M*I 17 2,*9D2, I&F&PhV$C9 E1+'2'K**LE5*++'17 I*45*&+*I '7 2,*4157*&(2'++-*+1H*&4, G51-E 17
2,*!92, I&F

表 <8不同时间点各组兔眼角膜组织中 X天!比较天.%0$QRS#
C072%<8!,.(0)#&,$,FX天!0.,$G /#FF%)%$*

G),-(&0*I0)#,-&*#.%(,#$*&天.%0$QRS#

组别 样本量
不同时间点角膜组织中 PVN

第 D 天 第 . 天 第 9D 天 第 !9 天

康柏西普注射组 9" :Y::l"YA; DY::l"YA;&8 .Y""l9Y""&8 DY::l"YA.

雷珠单抗注射组 9" :Y::l"YA; DY/.l"YA;&8 /Y::l"YA.&8 AY""l9Y""

生理盐水对照组 9" :Y/.l"YA; 9"Y/.l"YA; 9:Y/.l!Y;B /Y""l!Y""

模型对照组 9" :Y::l"YA; 9!Y::l"YA; 9/Y/.l9Y9A /Y""l!Y""

#注$R分组 c!"YD9!%Sc"Y"""&R时间 c9;Y;9:%Sc"Y"""3#与各自时间点模型对照

组比较%&Sn"Y"A&与各自时间点生理盐水对照组比较%8Sn"Y"A天两因素方差分析%
J-M*F检验##PVN$新生淋巴管计数
#W12*$RG51-E c!"YD9!%Sc"Y"""&R2'%*c9;Y;9:%Sc"Y"""3# N1%E&5*I )'2, 2,*

%1I*(417251(G51-E &2*&4, 2'%*E1'72%&Sn"Y"A&41%E&5*I )'2, 2,*715%&(+&('7*417251(
G51-E &2*&4, 2'%*E1'72%8Sn"Y"A 天2)1C)&F Ŵ>V̂ %J-M*F2*+2# # PVN$(F%E,&2'4
K*++*(+41-72'7G

生淋巴管的生长) 在对 NWV
和角膜新生淋巴管的研究中

发现%巨噬细胞系统使 V$\T
与 V$\T[ 的 作 用 更 加 复
杂

+9!, ) 角膜组织中 V$\T[C:
的特异性配体促进角膜新生

淋巴管的生长%也能激活巨
噬细胞系统%被激活的巨噬
细胞系统可分泌 V$\TĈ%促
进 NWV 生 长 + 9:, ) 研 究 显
示% V$\TĈ 可以趋化巨噬

细胞%聚集的巨噬细胞可分
泌 V$\TCN和 V$\TC=%促进
角膜新生淋巴管生长

+ 9D, )
研究发现%雷珠单抗也有抑
制角 膜 新 生 淋 巴 管 的 作

用
+ 9A, ) 本研究中发现碱烧

伤后角膜新生淋巴管与 NWV
平行生长%碱烧伤后第 D 天
角膜组织已有新生淋巴管生

长%碱烧伤后第 9D 天 PVN达
高峰%第 !9 天新生淋巴管开
始消退%PVN减少) 碱烧伤
诱导 NWV模型动物早期天碱
烧伤后第 9 天#球结膜下注
射康柏西普*雷珠单抗均能
在一定程度上有效抑制角膜

新生淋巴管生长)
本研究结果显示%早期

应用天碱烧伤术后第 9 天球
结膜下注射#康柏西普与雷珠单抗%对 NWV均
具有抑制作用%但 ! 种靶向 V$\T药物都不能
完全消除 NWV和新生淋巴管的生长) 我们之
所以选择碱烧伤术后第 9 天应用康柏西普%是
因为早期应用贝伐单抗和雷珠单抗能取得较好

的抑制 NWV的效果 + 9"%9/, ) Ŝ&5+ 9.,研究指出%
在角膜损伤愈合过程中%早期应用抗 V$\T药
物在角膜组织中可得到抗 V$\T药物高质量浓
度聚集) 在这一时期%角膜基质细胞增生%转化
为成纤维细胞%向角膜损伤区域移动*聚集%同
时分泌大量 V$\T等生长因子 + 9;, ) 小血管或
血管少的 NWV患者应用贝伐单抗后新生血管
的萎缩尤为显著%但作用时间短暂 + 9BX!", ) 早期
结膜下注射贝伐单抗*雷珠单抗能显著抑制
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NWV%而晚期 NWV被周细胞及平滑肌覆盖成为成熟血
管%结膜下注射贝伐单抗失去了抑制 NWV的作
用

+ 9"%!9, )
雷珠单抗*贝伐单抗和哌加他尼在抑制 NWV方面

各有优劣) 9 %G<"Y9 %(雷珠单抗能 够有效抑制
NWV+!!X!D, %本研究中选取 9 %G<"Y9 %(雷珠单抗作为阳
性对照组) 本研究中还发现碱烧伤后第 9 天%球结膜
下注射 9 次康柏西普或雷珠单抗%其降低 V$\T质量
浓度的作用可维持 !9 I%与以往研究结果一致 + 9", )

综上所述%康柏西普早期球结膜下注射能有效抑
制碱烧伤诱导 NWV以及角膜新生淋巴管生长) 本研
究尚存在不足之处%缺乏糖皮质激素类药物对照实验
组&碱烧伤后引起的角膜水肿*不透明性是导致观察数
据发生偏移的重要因素&免疫组织化学无表达以及低
表达的现象与角膜组织样本取样位置不准确有关&由
于分组较多%各组实验动物数量较少%后续需要增加实
验动物数量) 为了提高治疗的有效性%联合用药*9 次
高剂量注射以及多次注射有可能成为治疗 NWV*角膜
新生淋巴管更好的选择

+ !A, %康柏西普的有效性和作用
强度与药物浓度以及用药时间间隔和追加方案相互间

的关系有待进一步研究阐明)
利益冲突#所有作者均声明不存在任何利益冲突
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