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摘 要
: 【目的】观察强力霉素对鼠眼化学伤角膜新生血管形成的影响

。

【方法】取 SD 大鼠 42 只
,

制成眼碱

性化学伤模型
,

随机分为强力霉素治疗组与对照组
,

每组 21 只大鼠 (右眼 )
,

治疗组强力霉素 30 m留( kg
·

d) 灌 胃给

药
,

对照组等量生理盐水灌胃
。

裂隙灯观察角膜新生血管
、

角膜水肿
、

上皮缺损愈合及眼前段情况
,

分别于 3
、

7
、

14
、

2 1
、

2 8
、

35 d 裂隙灯照相并计算新生血管面积及新生血管抑制率
。

【结果】两组大鼠伤后第 1 天角膜缘血管网

扩张充血
,

3 d 时血管开始侵人角膜
,

7
一
14 d 时新生血管达到高峰

,

14
~
2 1 d 后新生血管逐渐回退 ; 两组角膜新生

血管长度
、

新生血管面积及角膜水肿程度存在差异 尸 < .0 0 5 ;) 各时间点角膜新生血管抑制率为 35
.

8% 一

53
.

3%
,

随

时间推移呈上升趋势
。

[结论】强力霉素能有效地抑制眼化学伤诱导的角膜新生血管形成
。
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角膜新生血管 (
n e o v a s e u l a ir z a ti o n ,

N v )是多种眼

表疾病如眼化学伤
、

热烧伤
、

感染性角膜病
、

非感

染性角膜病
、

角膜变性
、

严重干眼症的共同病理特

征
。

大量的角膜 N V 不仅严重影响视力
,

也是角膜

移植术后排斥反应的高危因素
,

手术失败率超过

90 % 以上 1I]
,

目前无理想治疗方法
。

近年研究显示
,

基质金属蛋白酶 (m
a t r ix m e t al l o p or te i n a s e s ,

M M P s )

在 NV 形成中发挥着重要作用 2[
一
用。

既往研究显示
,
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独立于抗菌活性之外
,

四环素类抗生素具有抑制

M M P s 降解 细 胞 外 基 质 的 功效
。

强 力 霉 素

(do xy cy icl en )是半合成的四环素类抗生素
,

是 目前

临床可应用的活性最强的 M M P s
抑制剂 l5]

。

iF l e 等161

报告强力霉素在体外抑制培养人脐静脉血管内皮

细胞 在血管内皮 生长因子 (
v a s e u l a r e n d o t h e l ia l

g or wt h af o ot r ,

v EG )F诱导下的微血管形成
,

为此我

们通过鼠眼化学伤模型观察强力霉素对化学伤诱

导角膜 N V 形成的影响
,

相关研究国内
、

外未见报
亡七
!习 。

1 材料和方法

1
.

1 实验对象与眼碱性化学伤动物模型的制作

健康清洁级雌性 S D 大鼠 42 只
,

体质量 18 0 -

200 9
,

所有动物由广东省医学检验动物中心提供
。

取 Wha mt an #3 滤纸
,

用角膜环钻取直径 3 m m 滤

纸片
。

将大鼠用氯胺酮及氯丙嗦诱导全身麻醉 :l( 1

等量混合 .0 3 m )L
,

将浸润 20
5
的 1 m ol 几 氢氧化

钠滤纸片置于鼠右眼角膜中央 4 0 5 ,

然后立即用

60 m L 生理盐水冲洗烧灼区及结膜囊 1 m in
。

1
.

2 分组与处理

随机将 鼠分成强力霉素治疗组及对照组
,

每

组 21 只
。

伤后 l d 实验鼠右眼开始滴妥布霉素眼

药水每天 4 次
,

每次 1 滴
,

晚上涂妥布霉素眼膏
。

将

常州制药厂制造的 l oo m留片的强力霉素片剂研

磨成粉剂溶于 or m L 注射用灭菌用水中
,

配置为

10 m岁m L 的强力霉素水溶液
,

治疗组按每天 30

m叭 g 的剂量灌胃给药
,

每天 1 次性灌胃强力霉素

水溶液 .0 5 4一 .0 6 m L
,

首剂加倍
。

连续治疗 35 d
。

对

照组每天分别灌胃等量的生理盐水
。

所有实验鼠

观察 35 d
,

每天裂隙灯观察角膜
、

前房
、

晶体等眼

前段情况
。

1
.

3 角膜新生血管的动态定且观察

为避免人为因素影响
,

动物模型制作
、

分组及

治疗由第一与第二作者实施
,

角膜 N v 长度
、

钟点

数
、

角膜上皮缺损区面积
、

角膜水肿程度由第 3 作

者观察
,

且观察者预先不知实验鼠组别
。

伤后 24 h 裂隙灯显微镜观察角膜 N V 生长情

况
,

并在 3
、

7
、

1 4
、

2 1
、

2 8
、

35 d 检测 自角巩膜缘长出

的 N V 长度和钟点数
,

并裂隙灯显微镜下摄影
。

NV

长度计算
: 以大鼠角膜 9 点到 3 点划一横线将角

膜分成上下两部分
,

再由 12 点到 6 点划一条线
,

这

两条线将角膜分成 4 个象限
:
鼻上

、

鼻下
、

颖上
、

颖

下
,

分别测量各象限内最长的一支血管长度
。

角膜

新生血管面积计算
: A = a 12 x3

.

14 16 尸
一
(卜 1)

2

]17]
,

其

中 C 为 N V 累及角膜的圆周钟点数
,

Z即所取的血

管长度
,

大鼠角膜半径 =r 3 m m
。

N V 总面积等于 4

个象限面积之和
。

角膜 N V 抑制率为对照组与治疗

组 NV 平均面积之差除以对照组 N V 平均面积
。

1
.

4 角膜上皮缺损

荧光素染色观察角膜上皮缺损区与持续时间
。

上皮缺损区的最大直径及其平分垂直径的乘积为

角膜上皮缺损面积
。

1
.

5 角膜水肿评估

角膜水肿采用 iD c k ey ls]分级标准
: O级

,

角膜透

明 ; l 级
,

角膜轻度雾状混浊 ; n 级
,

角膜混浊
,

但

前房结构清晰可见 ; l 级
,

混浊加重
,

前房观察困

难 ; W级
,

角膜严重混浊
,

前房不能窥见
。

分别于 3
、

7
、

一4
、

2 1
、

2 5
、

3 5 d 记录角膜水肿情况
。

1
.

6 统计学方法

数据统计运算采用 S AgS .0 统计软件包进行处

理
。

计量资料以无七 表示
,

差异显著性采用重复测

量数据分析检验及 t 检验
。

计数资料采用 C AT M O D

模块对具有重复测量的分等级反应变量进行分

析
。

部分资料采用犷检验
。

取 a = .0 05
。

2 结 果

2
.

1 角膜新生血管长度
、

面积及新生血管抑制率

强力霉素治疗组
:
烧灼区轻度混浊

,

炎性反应

轻
,

角膜 N V 细小
,

短而稀疏
,

多集中于上下方角膜

缘
,

且生长缓慢
,

烧伤后 24 h 内可见角膜缘血管网

扩张充血
,

第 3 天时 N V 开始侵人角膜
,

第 7一 14 天

达到生长旺盛期
,

N V 基本止于角膜烧灼区边缘
,

第 21 天开始 N v 开始回退 (图 I A
、

C
、

)E
。

各时间点

角膜 N V 的平均长度为 ( 0
.

34 士 .0 04 ) m m 至 l(
.

52 士

0
.

14 ) m m
,

角膜 N V 面积为 (6 士 3 ) m m Z
至 ( 1 1士 12 )

m m Z o

对照组
:
烧灼区混浊明显

,

炎性反应重
,

角膜

Nv 粗大而长
,

较稠密
,

生长较快
,

几乎覆盖整个角

膜
,

所有 N v 均长人烧灼区
,

其生长消退周期基本

与强力霉素治疗组一致
,

但 N V 持续时间延长
,

N V

回退时间延迟 (图 I B
、

D
、

)F
。

各时间点角膜 N V 的平

均长度为 (0
.

55 士0
.

05 )m m 至 ( 2
.

23 士0
.

2 5 )m m
,

角膜

N V 面积为 (9士 2 )m m Z

到2 2土 10 )m m Z 。
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各时间点两组角膜 N v 长度见表 1
,

重复测量

数据分析检验显示两组 N V 平均长度具有总体差

异 (凡 2 1
.

6 3
,

P< o众仄〕1 ) : t 检验显示 3
、

7
、

14
、

Z l d

两组角膜 N V 平均长度的差异具有显著性意义 (尸

< .0 05 )
,

28
、

35 d 两组 N V 长度存在差异
,

但不具

有统计学意义
。

Nv 面积及抑制率见表 2
,

重复测量

数据分析检验显示两组 N V 面积有总体差异及组

内 NV 面积的时间效应差异均有统计学意义 (=F
11

·

1 6
,

尸 < .0 0 1) ;检验同时表明各时间点两组角膜

N V 面积差异有统计学意义 (P< .0 05 )
。

各时间点角

膜 N v 的抑制率为 35
.

8 %
一
53 3 %

,

随时间推移呈

上升趋势
。

图 1 治疗组与对照组裂隙灯照片
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2 2士 10

2
.

82

0
.

咬刃 7 5

4 9
.

7 %

2 l d

1 1土 12

2 0士 1 1

2
.

50

0
.

0 16 7

4 9
.

1 %

35 d

1 1土 12

20士 10

2
.

49

0
.

0 16 9

53
.

3 %

习玫.766
0产, ,à

28 d

10士 12

20土 12

2
.

16

0
.

0 37 0

4 9
.

7 %

.2 2 角膜上皮缺损

两组角膜上皮缺损的程度与范围基本一致

伤后第 1天
,

鼠眼出现程度不同的角膜上皮缺损

区
,

面积为 (2 .6 9士.0 38 ) m而
,

伤后第 2 天
,

两组的
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角膜上皮缺损基本愈合
,

表现为弥漫散在的点状

上皮着色
,

无片状上皮缺损
。

点状着色于伤后 10 d

左右消失
。

.2 3 角膜水肿程度及其比较

强力霉素治疗组
:
烧伤早期角膜水肿明显

,

角

膜 Nv 生长稳定后
,

角膜水肿逐渐消退
,

伴随着 NV

的回退
,

角膜水肿消失
。

对照组
:
早期角膜水肿明显

,

角膜 N V 生长稳

定后始终伴随着一定程度的角膜水肿
,

后期虽然

减轻但角膜水肿消退明显延迟
。

各时间点两组角膜水肿程度构成 比见图 2
,

CA T M O D模块分析两组间差别有统计学意义 (P <

.0 05 )
,

同时组内角膜水肿的时间效应亦具有统计

学意义 (P < 0
·

0 5 )
。

F i g
.

2 T h e n gU er o 【r a t e o f e o r n e a l ed e m a
be t w ee n

t er a et d g or u P a n d e o n t r o l g
r o u P

.2 4 眼部其他改变

伤后 48 h 部分实验鼠开始出现前房积血
,

3
、

7
、

14
、

2 1
、

2 8
、

35 d 治疗组前房积血的发生率分别

为 33
.

3% ( 72/ l )
、

28
.

6% ( 6 /2 1 )
、

2 8
.

6% ( 6 / 2 1 )
、

2 8
.

6%

( 612 1 )
、

28
.

6% ( 62/ l )
、

23
.

8% ( 5 /2 1 ) ; 对照组的发生

率为 4 3
.

6% ( 9 /2 1 )
、

5 7
.

1% ( 12 /2 1 )
、

5 7
.

1% ( 12 /2 1 )
、

4 7
.

6% ( 102/ 1 )
、

5 2
.

4% ( 1 1/2 1 )
、

5 2
.

4 c,v ( 1 1 /2 1 )
。

犷 检

验各对应时间点两组前房积血发生率差异没有统

计学意义 (p > 0
.

05 )
。

治疗组最早于伤后 lZ d出现白内障
,

35 d 时

白内障发生率为 .4 8% l( /2 1 ;) 对照组则于伤后 16

d 就出现白内障
,

35 d 时白内障发生率为 1.4 3%

( 31 2 1 )
,

犷检验表明两组白内障发生率的差异没

有统计学意义 (P > .0 05 )
。

3 讨 论

抑制角膜新生血管形成是改善眼化学伤等眼

表疾病预后的主要途径
。

目前的手术
、

光动力学及

激光治疗存在移植物排斥
、

N V 复发
、

损伤周围正

常组织的缺点 ; 部分生物制剂在动物模型获得较

好疗效
,

但由于蛋白提纯及产量的限制目前尚未

能在临床应用 ; 某些药物如反应停全身应用能有

效地减少角膜 N V 形成
,

但毒副作用大
。

因此角膜

N V 形成仍是目前临床治疗的难题
。

角膜新生血管形成是一个极其复杂的生物学

过程
,

大量的血管形成调节因子
,

包括血管形成因

子
、

抗血管形成因子
、

细胞外基质
、

炎症介质等参

与其中
。

N V 形成需要内皮细胞侵人
、

细胞外基质

降解
、

细胞因子活化 3 个主要过程
,

M M sP 是重要

的调节因子
。

研究发现
:
角膜 NV 形成中角膜缘及

基质的 M M P
一

2
、

V EG F表达升高`;l0 侵人区血管内

皮细胞及基质成纤维细胞分泌 M M P
一

2 及 M M P
-

;9 M MP
一

9 和 M T
一

IM M P 基因敲除鼠血 管生成延

迟 110, ”
;l将成纤维细胞生长因子

一

2 ( F G F
一

2) 缓释药

片植入鼠角膜板层诱发血管生成
,

M M P
一

9 表达增

加
,

其增加程度与血管生成度相吻合
,

抑制 M M P
一

9

活性可降低角膜 N V 反应 I’ loz

四环素是人们早已熟悉的抗生素
,

临床应用

多年
,

由于可能影响胎儿及儿童牙和骨的生长发

育
,

其抗菌活性已被其他抗生素所取代
。

19 8 3 年

G ol ub 等首次报道四环素类具有抑制基质金属蛋

白酶降解胶原的功效 l”
·

’ 4]
,

它有较强的 z n +2
、

C+az 结

合能力
,

与 M M sP 酶活性中心的金属离子结合形

成鳌合物
,

消除了 M M sP 的催化活性位点
,

进而抑

制了 M M P s
降解胶原等细胞外基质`’习

。

强力霉素的

副作用与毒性在四环素类中最低
,

但结合锌离子

能力却最强
,

是 目前临床可应用的活性最强的

M M P s
抑制剂 l习。

目前国内外尚未见强力霉素抑制角膜 N V 的

报道
。

眼碱性化学伤诱导鼠眼角膜 N V 形成是研究

角膜 NV 形成机理及治疗的常用动物模型
。

本研究

新生血管长度
、

新生血管面积以及新生 血管抑制

率 3个指标提示强力霉素有效地抑制了鼠眼化学

伤后角膜新生血管形成
。

从新生血管抑制率来看
,

强力霉素对 N V 的抑制作用随用药时间延长而增

加
,

用药 14 d 后治疗作用趋于稳定
。

角膜组织透明

无血管
,

易于观察
,

是 N V 研究的良好模型
。

开展强

力霉素抑制角膜 Nv 研究
,

不仅为角膜 N V 的治疗

提供新的可行的治疗方法
,

并且将为肿瘤以及全

身其他血管性疾病的防治提供有益的帮助
。

强力霉素抑制角膜新生血管的作用机理是否



第 2期 梁 丹
,

等
.

强力霉素抑制鼠眼化学伤角膜新生血管形成 1 8 7

与调节 M M P s 的活性有关
,

尚待进一步研究证实
。

但本研究发现治疗组角膜水肿程度较对照组轻
,

我们推测
,

强力霉素除了调节 M M P s 酶活性外
,

还

可能通过影响炎症介质而阻止 N V 形成
。

19 49 年
,

co ga lln “ 提出正常角膜组织的紧密度是形成无血

管的原因
,

尽管后来更多的研究表明角膜 N v 形成

是多因素参与的复杂过程
,

但血管扩张
、

渗漏
、

炎

症介质的介人所导致的角膜水肿
、

组织疏松
,

在一

定程度上促进 N V 生长
。

本研究中无论治疗组或对

照组
,

实验鼠仅在伤后第 2 天出现角膜上皮缺损
,

此后上皮迅速修复
,

这可能与烧伤区域位于角膜

中央
,

角膜缘干细胞未受损伤有关
。

前房积血及白

内障与眼前段持续存在的炎症反应有关
,

虽然两

组前房积血与白内障发生率存在一定差异
,

但统

计学分析提示差异没有统计学意义
,

需进一步扩

大样本量观察
。

强力霉素抑制大鼠 M M P s
活性的有效口服剂

量为每天 5一 4 0 m g / k g 不等 l’ ;el 本研究按 30 m酬

( kg
·

d) 给药
,

抑制角膜 N V 效果明显 ;有必要通过

动物活体研究
,

进一步探讨治疗的量效关系及不

良反应
。

角膜新生血管形成是目前我国主要致盲眼病

之一
。

本研究在国内外首次报道强力霉素能有效

地抑制眼化学上诱导的角膜 N V 形成
,

目前我们正

在进行进一步体内外实验以揭示其作用机制
,

寻

找最佳治疗剂量
。

同时
,

我们还将探索局部用药的

可能性
。
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