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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨石斛酚抑制碱烧伤大鼠角膜新生血管( corneal
 

neovascularization,CNV)的作用。 方法
 

构建 SD大鼠角膜碱烧伤模型,随机分成正常对照组、模型对照组、低浓度石斛酚组、高浓度石斛酚组、阿柏西普组,
每组各 10只。 低浓度石斛酚组、高浓度石斛酚组、阿柏西普组分别于伤后第 1 天结膜下注射 2. 5

 

mg / 0. 05
 

mL、
5

 

mg / 0. 05
 

mL石斛酚,2
 

mg / 0. 05
 

mL阿柏西普。 伤后第 3、7、14天,观察并计算角膜新生血管占全角膜面积的百分
比、角膜混浊评分并测量角膜厚度。 碱烧伤第 14天,处死全部大鼠,通过苏木素-伊红(HE)染色和免疫组化观察角
膜组织中 VEGF和 CD34蛋白表达水平,以及通过 ELISA 检测各组 VEGF、IL-1β、TNF-α 的蛋白含量。 结果　 碱烧
伤后第 7、14天,低浓度石斛酚组、高浓度石斛酚组、阿柏西普组角膜新生血管面积占全角膜面积百分比均显著低
于模型对照组(所有 P

  

<
  

0. 05)。 碱烧伤后第 14 天,高浓度石斛酚组角膜混浊评分显著小于模型对照组(P
  

<
  

0. 05),模型对照组、低浓度石斛酚组角膜厚度均显著高于正常对照组(所有 P
  

<
  

0. 001)。 但是,高浓度石斛酚组、
阿柏西普组角膜厚度与正常对照组相比较,均无显著性差异(所有 P

  

>
  

0. 05)。 此外,低浓度石斛酚组、高浓度石斛
酚组、阿柏西普组角膜组织中 VEGF、IL-1β、TNF-α蛋白表达均显著低于模型对照组(所有 P

  

<
  

0. 01)。 结论　 结膜
下注射石斛酚对碱烧伤大鼠角膜新生血管有抑制作用,并能促进角膜水肿的吸收。
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【Abstract】　 Objective　 To
 

investigate
 

the
 

inhibition
 

of
 

gigantol
 

on
 

corneal
 

neovascularization
 

( CNV)
 

in
 

rats
 

after
 

corneal
 

alkali
 

burn.
 

Methods　 Animal
 

models
 

of
 

corneal
 

alkali
 

burn
 

were
 

made
 

with
 

SD
 

rats,
 

which
 

were
 

divided
 

into
 

normal
 

control
 

group,
 

model
 

control
 

group,
 

low-concentration
 

gigantol
 

group,
 

high-concentration
 

gigantol
 

group
 

and
 

aflibercept
 

group,
 

with
 

10
 

rats
 

in
 

each
 

group.
 

The
 

rats
 

in
 

low-concentration
 

gigantol
 

group,
 

high-concentration
 

gigantol
 

group
 

and
 

aflibercept
 

group
 

were
 

treated
 

with
 

2. 5
 

mg / 0. 05
 

mL
 

gigantol,
 

5
 

mg / 0. 05
 

mL
 

gigantol,
 

and
 

2
 

mg / 0. 05
 

mL
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aflibercept
 

by
 

subconjunctival
 

injection
 

after
 

modeling.
 

The
 

CNV,
 

corneal
 

opacity
 

score,
 

and
 

thickness
 

of
 

the
 

cornea
 

were
 

observed
 

and
 

compared
 

on
 

the
 

3rd,
 

7th,
 

and
 

14th
 

days
 

after
 

alkali
 

burn.
 

The
 

ratio
 

of
 

CNV
 

area
 

to
 

corneal
 

area
 

was
 

calculated.
 

On
 

the
 

14th
 

day,
 

all
 

rats
 

were
 

sacrificed.
 

Hematoxylin
 

and
 

eosin
 

staining
 

and
 

immunohistochemistry
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

CD34
 

and
 

VEGF.
 

The
 

protein
 

expression
 

of
 

VEGF,
 

IL-1β,
 

and
 

TNF-α
 

was
 

detected
 

by
 

ELISA.
 

Results　 On
 

the
 

7th
 

and
 

14th
 

days
 

after
 

alkali
 

burn,
 

the
 

percentages
 

of
 

CNV
 

to
 

total
 

corneal
 

area
 

in
 

low-concentration
 

gigantol
 

group,
 

high-concentration
 

gigantol
 

group
 

and
 

aflibercept
 

group
 

were
 

significantly
 

smaller
 

than
 

those
 

in
 

model
 

control
 

group
 

(all
 

P
  

<
  

0. 05).
 

On
 

the
 

14th
 

day,
 

the
 

corneal
 

opacity
 

score
 

was
 

lower
 

in
 

high-concentration
 

gigantol
 

group
 

than
 

model
 

control
 

group
 

(P
  

<
  

0. 05).
 

The
 

corneal
 

thickness
 

in
 

model
 

control
 

group
 

and
 

low-concentration
 

gigantol
 

group
 

were
 

significantly
 

greater
 

than
 

that
 

in
 

normal
 

control
 

group
 

( all
 

P
  

<
  

0. 001).
 

However,
 

the
 

corneal
 

thickness
 

in
 

high-
concentration

 

gigantol
 

group
 

and
 

aflibercept
 

group
 

were
 

not
 

significantly
 

different
 

from
 

that
 

in
 

normal
 

control
 

group
 

(all
 

P
  

>
  

0. 05).
 

In
 

addition,
 

the
 

protein
 

expression
 

of
 

VEGF,
 

IL-1β,
 

and
 

TNF-α
 

in
 

corneal
 

tissues
 

in
 

low-concentration
 

gigantol
 

group,
 

high-concentration
 

gigantol
 

group
 

and
 

aflibercept
 

group
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

model
 

control
 

group
 

(all
 

P
  

<
  

0. 01).
 

Conclusions　 Gigantol
 

administration
 

by
 

subconjunctival
 

injection
 

can
 

inhibit
 

the
 

formation
 

of
 

CNV
 

in
 

rats
 

after
 

alkali
 

burn
 

and
 

promote
 

absorption
 

of
 

the
 

corneal
 

edema.
【Keywords】　 gigantol;

 

aflibercept;
 

alkali
 

burn;
 

corneal
 

neovascularization;
 

VEGF
Conflicts

 

of
 

Interest:
 

The
 

authors
 

declare
 

no
 

conflict
 

of
 

interest.

　 　 角膜碱性烧伤是临床常见的眼部外伤,可引起
角膜上皮脱落、角膜云翳或斑翳的形成,甚至角膜
新生血管( corneal

 

neovascularization,CNV)的形成,
导致角膜透明度下降,影响患者的视功能,严重者
还将导致角膜溃疡或角膜穿孔。 在角膜损伤以及
修复的病理过程中,CNV 发挥着重要的作用,抑制
CNV的产生是预后的关键。 研究证实,血管内皮生
长因子( vascular

 

endothelial
 

growth
 

factor,VEGF)在
CNV形成的过程中起到了非常重要的作用,可以促
进血管内皮细胞迁移、增殖,诱导新生血管形成,应
用抗 VEGF药物可以有效抑制 CNV 的形成[1] 。 石
斛酚是一种从石斛中提取出的联苄类化合物,能抑
制 VEGF表达,减少视网膜新生血管的形成[2-3] ,但
石斛酚对角膜新生血管的研究尚未有报道。 本研
究通过结膜下注射不同剂量的石斛酚,观察其对碱
烧伤诱导的 CNV模型的抑制作用,为角膜碱烧伤的
治疗提供进一步的参考依据。

1　 材料与方法
 

1. 1　 材料
1. 1. 1　 实验动物
选用 50只 6

  

~
  

8周龄 SPF 级 SD 雄性大鼠,体
重 200

  

~
  

220
 

g,购于上海吉辉实验动物饲养有限公
司【SCXK(沪)2022-0009】。 昼夜各半循环照明,相
对湿度 40%

  

~
 

60%,温度控制在 22
  

~
  

25
 

℃ ,饲养
于上海市公共卫生临床中心动物实验室 【 SYXK
(沪)2020-0019】。 本研究已在上海市公卫临床中
心获得动物伦理审查批准(2023-A044-01号)。

1. 1. 2　 主要试剂与仪器
石斛酚(成都普思生物科技有限公司),阿柏西

普眼内注射液(EYLEA,拜耳公司,德国),VEGF、IL-
1β、TNF-α

 

ELISA检测试剂盒(上海优选生物科技
有限公司),VEGF 抗体、CD34 抗体、山羊抗兔 IgG、
山羊抗小鼠 IgG(武汉赛维尔生物科技有限公司)。
裂隙灯显微镜照相系统(Topcon

 

SL-D7,日本),光学
相关断层扫描仪(蔡司 Cirrus-HD

 

4000,德国)。
1. 2　 方法
1. 2. 1　 制作大鼠角膜碱烧伤动物模型
造模前,通过裂隙灯显微镜检查大鼠角膜等眼

前节结构正常,排除眼前节及眼附属器病变。 将大
鼠随机分为正常对照组、模型对照组、低浓度石斛
酚组、高浓度石斛酚组、阿柏西普组,每组各 10 只,
取每组大鼠的右眼构建角膜碱烧伤模型。 麻醉成
功后,在 1

 

mol / L
 

NaOH溶液中浸泡直径 3
 

mm的圆
形滤纸片,持续 1

 

min,然后将滤纸片蘸去多余的液
体,放置于大鼠角膜中央部位烧灼 30

 

s,然后快速用
生理盐水冲洗角膜和结膜囊 1

 

min,以去除残留的
NaOH溶液。 裂隙灯下观察见角膜中央明显混浊水
肿,周边角膜隐约透见前房和虹膜即为造模成功。
排除角膜感染、角膜穿孔和前房严重积血的大鼠。
1. 2. 2　 药物干预
低浓度石斛酚组、高浓度石斛酚组、阿柏西普

组于造模后当日结膜下注射药物进行干预,距角膜
缘 1

 

mm处分 4个象限进行注射。 低浓度石斛酚组
结膜下注射石斛酚 2. 5

 

mg / 0. 05
 

mL,高浓度石斛酚
组结膜下注射石斛酚 5

 

mg / 0. 05
 

mL,阿柏西普组结

748
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膜下注射阿柏西普 2
 

mg / 0. 05
 

mL。 4组大鼠于造模
当日开始给予左氧氟沙星滴眼液滴眼每日 3 次,预
防感染。
1. 2. 3　 角膜拍照和计算 CNV面积
每组大鼠于碱烧伤后第 3、7、14天麻醉后,通过

裂隙灯显微镜观察 CNV生长范围、角膜水肿程度以
及前房有无出血等情况并进行拍照。 通过 Image

 

J
 

1. 53 t软件计算角膜新生血管面积占全角膜面积百
分比。
1. 2. 4　 角膜混浊评分
裂隙灯显微镜下观察角膜混浊程度并评分,参

照 Holland角膜混浊评分标准[4] :0分:角膜透明,前
房内虹膜和瞳孔清晰可见;1 分:角膜轻度混浊,可
见虹膜纹理和瞳孔;2 分:角膜混浊较重,虹膜纹理
不清;3分:角膜混浊明显,虹膜纹理不清,但隐约可
见瞳孔;4分:角膜完全混浊,虹膜和瞳孔看不清。
1. 2. 5　 角膜厚度测量
每组大鼠分别于碱烧伤后第 3、7、14天麻醉后,

使用眼前段相干光断层扫描仪进行水平扫描,测量
角膜中央厚度。
1. 2. 6　 苏木素-伊红 ( HE)染色与免疫组织化学
检测

 

于造模后第 14天,将大鼠处死后,取完整角膜,
用无菌剪刀沿角膜中央将角膜平均剪成两份:一份
角膜标本保存在-80

 

℃冰箱中行 ELISA 备用;另一
份角膜标本在 4%多聚甲醛溶液中浸泡固定 24

 

h,
取出后石蜡包埋,石蜡块 4

 

μm 厚度进行切片,HE
染色观察角膜组织各层结构。 切片脱蜡至水,抗原
修复,置于 3%

 

H2O2 溶液,室温孵育 25
 

min,水洗 3
次,分别滴加一抗( VEGF

 

1 ∶ 400、CD34
 

1 ∶ 50),
4

 

℃孵育过夜,分别滴加二抗(山羊抗兔 IgG、山羊
抗小鼠 IgG),室温孵育 30

 

min,DAB显色,复染细胞
核,脱水封片,于高倍显微镜下观察切片并拍照。
1. 2. 7　 ELISA
将保存在- 80

 

℃冰箱中的角膜组织标本通过
ELISA测定 VEGF、IL-1β、TNF-α蛋白含量。 将角膜
组织进行剪碎,裂解后研磨离心,取上清液置于 Ep
管中,按照 ELISA 试剂盒的操作说明书来进行
ELISA检测,用酶标仪在 450

 

nm波长下测定吸光度
值,计算样品浓度。
1. 3　 统计学分析
用 SPSS

 

26. 0统计软件进行数据分析及处理,
检验均设置检验水准 α 为 0. 05。 服从正态分布且

方差齐性数据用平均值
  

±
  

标准差( 􀭰x
  

±
  

s)表示,反之
则用中位数(下四分位数

  

~
  

上四分位数)[M(Q25
  

~
  

75)]的方式进行描述。 首先对各个评价指标按分组
情况进行数据组间分布的正态性检验,然后采用单因
素方差分析(One-way

 

ANOVA)方法进行多组间数据
比较,若方差齐性,则通过 LSD 方法进行两组间比
较;若方差不齐,则使用 Tamhane’s

 

T2检验进行两组
间事后检验。 以 P

 

<
 

0. 05为有统计学意义。

2　 结果
2. 1　 裂隙灯显微镜下观察 CNV
通过裂隙灯显微镜观察 CNV,正常对照组大鼠

角膜透明、无 CNV生长,角膜缘血管无扩张,前房和
虹膜清晰可见。 大鼠角膜碱烧伤后第 3 天,模型对
照组、低浓度石斛酚组、高浓度石斛酚组、阿柏西普
组均可见角膜基质水肿混浊明显,角巩膜缘处可见
血管充血扩张,模型对照组、低浓度石斛酚组可见
少许新生血管呈毛刷状生长。 碱烧伤后第 7 天,模
型对照组、低浓度石斛酚组、高浓度石斛酚组、阿柏
西普组均可见角膜新生血管,由角膜缘向角膜中间
蔓延,模型对照组、低浓度石斛酚组新生血管生长
致密,高浓度石斛酚组、阿柏西普组新生血管相对
较稀疏,且生长缓慢;模型对照组 3例大鼠出现前房
积血。 碱烧伤后第 14天,模型对照组新生血管面积
较广泛,CNV 生长致密,部分 CNV 长入角膜瞳孔
区,角膜依旧混浊,虹膜、前房不清;高浓度石斛酚
组、阿柏西普组新生血管分布稀疏,角膜轻度水肿,
虹膜可见;低浓度石斛酚组较高浓度石斛酚组、阿
柏西普组新生血管的长度、范围以及数量均略重
(见图 1)。
2. 2　 CNV面积占全角膜面积的百分比
应用 Image

 

J
 

1. 53 t
 

软件分别于碱烧伤后第 3、
7、14天,测量各组 CNV 面积和全角膜面积,并计算
两者的比率,结果如表 1 所示:碱烧伤后第 3 天,高
浓度石斛酚组、阿柏西普组 CNV面积百分比均显著
小于模型对照组(所有 P

  

<
  

0. 01);碱烧伤后第 7
天,低浓度石斛酚组、高浓度石斛酚组、阿柏西普组
CNV面积百分比均显著小于模型对照组(所有 P

  

<
  

0. 05);碱烧伤后第 14 天,低浓度石斛酚组、高浓度
石斛酚组、阿柏西普组 CNV面积百分比均显著小于
模型对照组(所有 P

  

<
  

0. 01)。 低浓度石斛酚组、高
浓度石斛酚组、阿柏西普组之间 CNV面积百分比相
比较均不具有显著性差异(所有 P

  

>
  

0. 05)。
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图 1　 大鼠角膜碱烧伤后 CNV情况
Figure

 

1　 CNV
 

after
 

corneal
 

alkali
 

burn
 

in
 

rats

表 1　 碱烧伤大鼠 CNV占全角膜百分比( 􀭰x
 

±
  

s,n
  

=
  

10)
Table

 

1　 Percentage
 

of
 

CNV
 

to
 

total
 

cornea
 

after
 

alkali
 

burn
 

in
 

rats( 􀭰x
 

±
  

s,n
  

=
  

10)
组别

Groups
第 3天
3rd

 

day
第 7天
7th

 

day
第 14天
14th

 

day

模型对照组
Model

 

control
 

group 17. 70
  

±
  

4. 57 25. 61
  

±
  

11. 42 33. 57
  

±
  

18. 85

低浓度石斛酚组
Low-concentration

 

gigantol
 

group 13. 78
  

±
  

5. 11 14. 75
  

±
  

12. 11∗ 16. 33
  

±
  

10. 43∗∗

高浓度石斛酚组
High-concentration

 

gigantol
 

group 9. 69
  

±
  

5. 11∗∗ 11. 30
  

±
  

3. 75∗∗ 10. 93
  

±
  

5. 97∗∗∗

阿柏西普组
Aflibercept

 

group 9. 16
  

±
  

2. 76∗∗ 12. 57
  

±
  

5. 19∗∗ 11. 80
  

±
  

9. 40∗∗∗

注:与模型对照组相比,∗P
  

<
  

0. 05,∗∗P
  

<
  

0. 01,∗∗∗P
  

<
  

0. 001。 (下表同)
Note.

 

Compared
 

with
 

model
 

control
 

group,
 ∗P

  

<
  

0. 05,
 ∗∗P

  

<
  

0. 01,∗∗∗P
  

<
  

0. 001. (The
 

same
 

in
 

the
 

following
 

tables)

2. 3　 角膜混浊评分
碱烧伤后第 3天和第 7天,模型对照组、低浓度

石斛酚组、高浓度石斛酚组、阿柏西普组各组间角
膜混浊评分相比较均不具有显著性差异 ( P

  

>
  

0. 05);碱烧伤后第 14 天,高浓度石斛酚组角膜混
浊评分显著低于模型对照组(P

  

<
  

0. 05)(见表 2)。
2. 4　 OCT测量角膜厚度
通过 OCT测量各组大鼠不同时间点的角膜厚

度见图 2。 碱烧伤后第 3天,模型对照组、低浓度石
斛酚组、高浓度石斛酚组、阿柏西普组角膜厚度均
显著高于正常对照组(所有 P

  

<
  

0. 001);碱烧伤后
第 7天,模型对照组、低浓度石斛酚组、高浓度石斛
酚组、阿柏西普组角膜厚度均显著高于正常对照组
(所有 P

  

<
  

0. 001),高浓度石斛酚组、阿柏西普组角
膜厚度均显著小于模型对照组(所有 P

  

<
  

0. 01);碱

烧伤后第 14天,模型对照组、低浓度石斛酚组角膜
厚度均显著高于正常对照组(所有 P

  

<
  

0. 001);高
浓度石斛酚组、阿柏西普组角膜厚度与正常对照组
均不具有显著性差异(所有 P

  

>
  

0. 05);高浓度石斛
酚组、阿柏西普组角膜厚度显著均小于模型对照组
(所有 P

  

<
  

0. 001)(表 3)。
2. 5　 常规病理切片观察

 

正常对照组大鼠角膜透明,各层结构清晰完
整,HE染色未见角膜新生血管长入。 碱烧伤后第
14天,模型对照组可见角膜层间较多新生血管,管
腔内粘附较多红细胞,并可见大量炎性细胞浸润;
低浓度石斛酚组可见角膜基质散在炎性细胞浸润

及新生血管;高浓度石斛酚组、阿柏西普组可见角
膜各层结构尚规则,基质层水肿较轻,层间可见少
量炎性细胞浸润,新生血管较少(见图 3)。
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表 2　 碱烧伤大鼠角膜混浊评分( 􀭰x
 

±
  

s,n
  

=
  

10)
Table

 

2　 Corneal
 

copity
 

score
 

after
 

alkali
 

burn
 

in
 

rats( 􀭰x
 

±
  

s,n
  

=
  

10)

组别
Groups

第 3天
3rd

 

day
第 7天
7th

 

day
第 14天
14th

 

day

模型对照组
Model

 

control
 

group 2. 30
  

±
  

0. 48 2. 90
  

±
  

0. 74 3. 10
  

±
  

0. 88

低浓度石斛酚组
Low-concentration

 

gigantol
 

group 2. 20
  

±
  

0. 42 2. 60
  

±
  

0. 70 2. 40
  

±
  

0. 97

高浓度石斛酚组
High-concentration

 

gigantol
 

group 2. 30
  

±
  

0. 48 2. 40
  

±
  

0. 97
 

2. 10
  

±
  

1. 10∗

阿柏西普组
Aflibercept

 

group 2. 40
  

±
  

0. 52 2. 70
  

±
  

0. 82 2. 20
  

±
  

1. 03

图 2　 大鼠角膜碱烧伤后角膜厚度
Figure

 

2　 Corneal
 

thicknes
 

after
 

corneal
 

alkali
 

burn
 

in
 

rats

表 3　 碱烧伤大鼠不同时间点角膜厚度( 􀭰x
 

±
  

s,n
  

=
  

10,
 

μm)
Table

 

3　 Corneal
 

thickness
 

at
 

different
 

time
 

points
 

after
 

alkali
 

burn( 􀭰x
 

±
  

s,n
  

=
  

10,
 

μm)

组别
Groups

第 3天
3rd

 

day
第 7天
7th

 

day
第 14天
14th

 

day

正常对照组
Normal

 

control
 

group 129. 60
  

±
  

7. 11 129. 60
  

±
  

7. 11 129. 60
  

±
  

7. 11

模型对照组
Model

 

control
 

group 336. 80
  

±
  

19. 12### 182. 00
  

±
  

20. 68###
 

149. 20
  

±
  

10. 16###

低浓度石斛酚组
Low-concentration

 

gigantol
 

group
 313. 60

  

±
  

42. 00###
 

177. 20
  

±
  

13. 73### 144. 80
  

±
  

9. 58###

高浓度石斛酚组
High-concentration

 

gigantol
 

group 318. 80
  

±
  

25. 16###
 

156. 80
  

±
  

11. 12###∗∗∗ 134. 40
  

±
  

5. 40∗∗∗

阿柏西普组
Aflibercept

 

group 326. 80
  

±
  

29. 52### 160. 40
  

±
  

12. 29###∗∗ 135. 20
  

±
  

8. 39∗∗∗

注:与正常对照组相比,###P
  

<
  

0. 001。 (下表同)
Note.

 

Compared
 

with
 

normal
 

control
 

group,
 ###P

  

<
  

0. 001.
 

(The
 

same
 

in
 

the
 

following
 

tables)
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图 3　 碱烧伤后第 14天角膜组织 HE染色图
Figure

 

3　 HE
 

staining
 

of
 

corneal
 

tissues
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group
 

on
 

14th
 

day
 

after
 

alkali
 

burn

2. 6　 免疫组化检测角膜组织中 VEGF 与 CD34 蛋
白的表达

正常对照组大鼠 VEGF蛋白在角膜上皮细胞胞
质呈弱阳性表达,CD34 蛋白在角膜上皮层、角膜基
质层均表达不明显。 碱烧伤第 14 天,模型对照组、
低浓度石斛酚组、高浓度石斛酚组、阿柏西普组角
膜组织中 VEGF 蛋白和 CD34 蛋白均表达增强,呈
棕黄色或棕褐色颗粒分布。 VEGF 蛋白主要定位于
角膜上皮细胞、基质层炎症细胞胞质以及新生血管
管壁,CD34蛋白主要定位于角膜基质层新生血管

图 4　 角膜碱烧伤后第 14天角膜组织中 VEGF与
 

CD34蛋白表达
Figure

 

4　 Expression
 

of
 

VEGF
 

and
 

CD34
 

protein
 

in
 

the
 

corneal
 

tissues
 

on
 

14th
 

day
 

after
 

corneal
 

alkali
 

burn

内皮细胞,呈强阳性表达,角膜上皮细胞胞质以及
炎症细胞呈阳性表达。 其中模型对照组 VEGF 和
CD34蛋白表达最强,CNV 致密,染色面积广泛;低

浓度石斛酚组 CNV 较多,VEGF 和
 

CD34 蛋白表达
较强,但与模型对照组相比略低;高浓度石斛酚组、
阿柏西普组可见较稀疏的 CNV,VEGF 和 CD34蛋白
表达与模型对照组和低浓度石斛酚组相比明显偏低

(图 4)。
2. 7　 ELISA检测各组大鼠角膜组织中 VEGF、IL-
1β、TNF-α蛋白含量
碱烧伤后第 14 天,通过 ELISA 检测各组碱烧

伤大鼠角膜组织中 VEGF、IL-1β、TNF-α 蛋白含量。
结果如下:模型对照组、低浓度石斛酚组、高浓度石
斛酚组、阿柏西普组角膜中 VEGF、IL-1β、TNF-α 蛋
白表达均显著高于正常对照组(所有 P

  

<
  

0. 01),低
浓度石斛酚组、高浓度石斛酚组、阿柏西普组角膜
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中 VEGF、IL-1β、TNF-α蛋白表达均显著低于模型对
照组(所有 P

  

<
  

0. 01)(表 4)。
2. 8　 VEGF、IL-1β、TNF-α蛋白表达与 CNV、角膜
混浊评分和角膜厚度的相关性分析

将角膜组织中 VEGF、IL-1β、TNF-α蛋白表达量
与 CNV、角膜混浊评分和角膜厚度分别进行 Pearson
相关分析后显示:VEGF与 CNV 呈显著正相关( r

  

=
  

0. 530,P
  

<
  

0. 001),与角膜混浊评分无显著相关

( r
  

=
  

0. 037,P
  

=
  

0. 823),与角膜厚度呈显著正相关
( r

  

=
 

0. 484,P
  

=
  

0. 002);IL-1β与 CNV呈显著正相
关( r

  

=
  

0. 468,P
  

=
  

0. 002),与角膜混浊评分无显著
相关( r

  

=
  

0. 236,P
  

=
  

0. 143),与角膜厚度呈显著正
相关( r

  

=
  

0. 383,P
  

=
  

0. 015);TNF-α 与 CNV 呈显
著正相关( r

  

=
  

0. 434,P
  

=
  

0. 005),与角膜混浊评分
呈显著正相关( r

  

=
  

0. 455,P
  

=
  

0. 003),与角膜厚度
呈显著正相关( r

  

=
  

0. 502,P
  

=
  

0. 001)。

表 4　 碱烧伤大鼠角膜组织中 VEGF、IL-1β、TNF-α的蛋白含量( 􀭰x
 

±
  

s,n
  

=
  

10,pg / mL)
Table

 

4　 Protein
 

levels
 

of
 

VEGF,
 

IL-1β,
 

and
 

TNF-α
 

in
 

corneal
 

tissues
 

of
 

alkali
 

burned
 

rats( 􀭰x
 

±
 

s,n
  

=
  

10,pg / mL)
组别

Groups
VEGF蛋白

VEGF
 

protein
IL-1β蛋白

IL-1β
 

protein
TNF-α蛋白

TNF-α
 

protein

正常对照组
Normal

 

control
 

group 99. 43
  

±
  

8. 90 71. 89
  

±
  

7. 79 170. 40
  

±
  

12. 74

模型对照组
Model

 

control
 

group 180. 68
  

±
  

13. 58### 128. 80
  

±
  

14. 52### 304. 61
  

±
  

17. 28###

低浓度石斛酚组
Low-concentration

 

gigantol
 

group 162. 76
  

±
  

9. 93###∗∗∗ 105. 91
  

±
  

8. 57###∗∗ 269. 87
  

±
  

11. 23###∗∗∗

高浓度石斛酚组
High-concentration

 

gigantol
 

group 141. 17
  

±
  

12. 74###∗∗∗ 88. 99
  

±
  

8. 30###∗∗∗ 237. 92
  

±
  

18. 73###∗∗∗

阿柏西普组
Aflibercept

 

group 135. 13
  

±
  

13. 32##∗∗∗
 

87. 81
  

±
  

10. 75###∗∗∗ 242. 95
  

±
  

18. 74###∗∗∗

注:与正常对照组相比,##P
  

<
  

0. 01。
Note.

 

Compared
 

with
 

normal
 

control
 

group,
 ##P

  

<
  

0. 01.

3　 讨论
在角膜损伤愈合过程中,坏死的细胞会释放各

种内源性因子,趋化炎症细胞迅速迁移进入受损的
组织,进而产生过度的免疫炎症反应,导致角膜新
生血管形成、基质纤维化、角膜溃疡等不良后果的
发生[5-6] 。 IL-1β在炎症反应早期即可合成和释放,
可以趋化多种炎症细胞来发挥作用,与碱烧伤后角
膜炎症反应呈正相关[7-9] 。 TNF-α 是一种主要由激
活的巨噬细胞、单核细胞分泌的多能性炎症因子,
在角膜烧伤反应中可以增加炎症细胞因子的水平,
加重炎症反应,引起角膜组织进行性坏死、导致角
膜溃疡的发生[10-11] 。 徐小芹[12]发现碱烧伤组大鼠

角膜和房水中 IL-1、TNF-α 的蛋白表达量均显著高
于对照组。 张雷等[13]也发现碱烧伤模型组大鼠房

水中 IL-1、TNF-α的蛋白表达量均显著高于正常对
照组。 在本实验中,碱烧伤后第 14 天角膜组织中
IL-1β、TNF-α的表达明显升高,进一步证实了 IL-
1β、TNF-α在碱烧伤后角膜炎症反应中发挥了重要
作用。 同时,多种细胞生长因子在角膜损伤及修复
过程中也起到了重要作用,如成纤维细胞生长因子
(fibroblast

 

growth
 

factor,FGF)、VEGF、转化生长因子

(transforming
 

growth
 

factors,TGF)等,可促进角膜上
皮细胞的迁移、增殖,加速角膜上皮修复、角膜基质
纤维化,但同时还可以促进 CNV 的形成[14-16] ,尤其
是 VEGF在 CNV的形成过程中起到了至为关键的
作用。 VEGF是血小板源性生长因子基因家族的成
员,通过与内皮细胞表面受体 VEGFR-1、VEGFR-2
结合,激活细胞内酪氨酸激酶,触发一系列的信号
通路,引起角膜缘血管扩张、血管渗透性增强,促使
血管内皮细胞迁移至角膜基质中并繁殖,导致新生
血管形成[17-19] 。 既往研究已证实,在角膜碱烧伤后
新生血管的发生、发展中, VEGF 发挥了重要作
用[20-21] 。 本实验中,碱烧伤后 14

 

d角膜组织高表达
VEGF,且与角膜新生血管面积呈正相关。 CD34 是
由糖蛋白组成的抗原,被认为是重复性好、稳定性
高、较理想的血管内皮标记物,主要表达于微血管
的内皮细胞内,是新生血管计数的良好指标[22-23] 。
张慧等[24]报道,碱烧伤后第 14 天,角膜中 CD34 表
达增加。 在本研究中,碱烧伤后第 14 天,通过免疫
组化检查结果发现,与正常对照组角膜相比较,模
型对照组、低浓度石斛酚组、高浓度石斛酚组、阿柏
西普组角膜中的 CD34染色增加,表达增强,与张慧
等[24]研究结果相似。
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石斛是我国传统珍贵药材,具有益气养阴、清
热明目等功效。 石斛酚是一种从石斛中提取出的
酚类化合物,具有抗炎、抗氧化、调节免疫、抗肿瘤
等生物活性[25] ,此外,石斛酚对视网膜新生血管也
有抑制作用。 张梅等[2]发现石斛酚通过抑制醛糖

还原酶(aldose
 

reductase,AR)通路和氧化应激反应,
从而抑制视网膜 VEGF的表达,减少新生血管形成。
YU等[26]研究亦发现石斛酚能减少视网膜新生血管

的生成,考虑与石斛酚通过阻断 Erk1 / 2介导的视网
膜内皮细胞和小胶质细胞中 HIF1α 的激活,降低
VEGF表达,抑制了 VEGFR2 受体及其下游信号通
路的激活有关。 阿柏西普是一种同源二聚体糖蛋
白,不仅结合 VEGF-A,还可以结合血小板源性生长
因子( platelet-derived

 

growth
 

factor,PDGF),因此具
有较强的抑制新生血管形成的功能,且生物活性持
久[27-28] ,临床广泛应用于老年性黄斑变性、糖尿病
性视网膜病变、视网膜静脉阻塞等眼底疾病的治
疗[29] 。 本实验中,观察到在角膜碱烧伤后第 14 天,
ELISA和免疫组化检测均发现:与正常对照组相比,
模型对照组、低浓度石斛酚组、高浓度石斛酚组、阿
柏西普组角膜组织中 VEGF 蛋白均表达明显增强,
其中低浓度石斛酚组、高浓度石斛酚组和阿柏西普
组 VEGF蛋白阳性表达较模型对照组偏低,而且,碱
烧伤第 3、7、14 天,低浓度石斛酚组、高浓度石斛酚
组、阿柏西普组 CNV面积百分比均显著小于模型对
照组,证明结膜下分别注射石斛酚和阿柏西普均能
够降低 VEGF的表达,抑制 CNV的形成,因此,在碱
烧伤角膜修复过程中,抑制 VEGF 表达是抑制新生
血管生成的关键所在。
相干光断层扫描( optical

 

coherence
 

tomography,
OCT)是一种非接触的光学诊断技术,可用于活体眼
组织显微结构观察,临床多应用于眼底黄斑和视盘
等相关疾病的诊断,除此之外,OCT 在眼前节疾病
中的应用越来越广泛,如观察圆锥角膜、角膜移植、
屈光手术中角膜瓣、干眼等。 前期研究发现,通过
OCT观察眼化学伤治疗前后角膜厚度的变化,可以
清晰、直观地显示角膜水肿消退、瘢痕化形成的过
程[30-31] 。 在本实验中,通过 OCT 测量碱烧伤大鼠
在不同时间点的角膜厚度,结果发现在碱烧伤后第
3天各组角膜明显水肿、厚度增加,碱烧伤第 7 天各
组角膜水肿较前减轻,碱烧伤第 14天,模型对照组、
低浓度石斛酚组角膜较正常对照组角膜增厚,表明
仍存在不同程度角膜水肿,高浓度石斛酚组、阿柏

西普组角膜厚度与正常对照组无显著性差异。 而
且碱烧伤第 14天,高浓度石斛酚组的角膜混浊评分
也显著低于模型对照组,因此,石斛酚和阿柏西普
在抑制角膜新生血管形成的同时,还减轻了角膜水
肿的程度,促进了角膜混浊的减退,对角膜损伤的
修复产生了积极促进作用,推测可能的机制是由于
这两种药物通过抑制 IL-1、TNF-α的表达,激活角膜
内的 Na

 +
 

/ K
 +

  

ATP 酶的“泵”功能,促使角膜基质的
水分泵入前房;同时,这两种药物抑制了角膜新生
血管的生成,导致毛细血管渗透性降低,从而减少
了角膜基质内液体的积聚。
角膜碱烧伤后,抑制角膜新生血管的生成是预

后的关键。 在本研究中,首次通过结膜下注射石斛
酚观察碱烧伤后 CNV及炎症因子的表达,证实石斛
酚与经典抗 VEGF 药物阿柏西普具有相当的效果,
均可以减少碱烧伤引起的 CNV的面积,促进角膜水
肿的吸收,且高浓度石斛酚较低浓度石斛酚具有更
好的效果,这为探索碱烧伤提供了新的治疗方法和
思路,但石斛酚最佳的有效浓度以及是否呈剂量依
赖性仍需进一步的研究。 同时,通过 OCT观察角膜
厚度、角膜水肿在不同实验阶段的变化,为探索碱
烧伤预后提供了更合理、更方便、更无创的检测
手段。
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