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Abstract 

·AlM ：To observe corneaI neovascuIarization (CNV) 

induced by slow release of bFGF m icropellets for the 

treatment of bullOUS keratopathy． 

·M ETHODS：The m odeI of bullOUS keratopathy was bu_lt 

by perfusing anterior chamber with 0．5g／L benzalkonium 

bromide solution． And then im plant bFGF slow release 

micropellets to cornea propria of lagophthalmos with 

affection in order to induce CNV．Observe the degree of 

corneaI edem a and corneaI bullous． 

· RESULTS： Four weeks after implanting bFGF slow 

release m icropellets to cornea propria，the central corneal 

thickness of the cornea was 2．61±0．25(CT)，corneal 

edema score was 0．and CNV score was 0．The bubble 

presented absorbability changes． 

·CONCLUSION：The im plantation of bFGF slow release 

micropellets to cornea propria in rabbit with bulIous 

keratopathy can rapidly induce CNV． Moreover， the 

clinical sym ptoms of pathological cornea relieve gradually 

following with the growth of CNV． Therefore． the 

experimentaI method may provide another kind of idea 

and method for the treatment of bulIous keratopathy． 

·KEYW ORDS：bullous keratopathy；corneal new vessels； 

basic fibroblast growth factor 

Zhang HL，Ma X，Wang Q，et
．

a1．Experimental study of treatment 

of bullous keratopathy by corneal neovasculafization induced by slow 

release of bFGF micropellets in rabbit．／ntJOphthMmol(G~oji Yanke 

Zazhi 2009；9(10)：1861—1864 

摘要 

目的：观察 bFGF诱导角膜新生血管形成，对兔大泡性角 

膜病变的治疗作用。 

方法：采用0．5g／L苯扎溴铵溶液 (BAKB)前房灌注复制 

兔大泡性角膜病变模型。然后将 bFGF缓释微囊颗粒植 

入病变兔眼的角膜基质层 间，诱导角膜新生血管 生长 ， 

观察随角膜新生血管 的形成 ，病变角膜水肿及 大泡 的 

改变。 

结果 ：在微囊颗粒植入后 4wk病变角膜 中央厚度 2．61± 

0．25(CT)，角膜水肿度评分 0分，角膜新生血管评分 0 

分 ，病变大泡呈吸收性改变。 

结论 ：大泡性角膜病变动物模型角膜基质层间植入 bFGF 

缓释微囊颗粒，能够较为迅速的诱导角膜新生血管形成。 

同时 ，伴随 CNV的生长，病变角膜 的临床症状逐渐缓解。 

因此，该实验方法可能为大泡性角膜病变的治疗提供了另 
一 种思路和方法。 

关键词 ：大泡性角膜病变；角膜新生血管 ；碱性成纤维细胞 

生长因子 
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0引言 

大泡性角膜病变(bullous keratopathy，BK)是角膜内皮 

细胞功能失代偿的晚期表现。系指角膜上皮及实质层长 

期持续水肿，致使角膜上皮和上皮下形成水泡，它并非是 

单独的疾病，而是由多种眼病引起的。随着白内障摘除和 

人工晶状体植入技术的广泛开展以及新 的内眼手术方法 

的探讨和应用，大泡性角膜病变呈逐渐增多的趋势 。 

我们采用碱性成纤维细胞生长因子(bFGF)缓释微囊颗 

粒角膜层间植入诱发角膜血管化 的方法来消除水肿，依 

靠新生血管来 吸收角膜 内过 多的水份，从而减轻临床 

症状。 

1材料和方法 

1．1材料 健康成年新西兰白兔 30只，雌雄不限，体质量 

2～2．5kg，眼部经裂隙灯检查 ，屈光间质透明。饲养温度 
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表 1 免眼bFGF缓释微囊颗粒植入后中央角膜厚度 ( ±S，CT) 

20℃ ～25oC，自动摄食和饮水，昼夜 自然光照，由大连医科 

大学实验动物中心提供。手术显微镜 (ASOM一3C中科 院 

成都科奥达光 电技术有限公 司)，照相裂隙灯显 微镜 

(YZ5E I成都六六视觉医疗器械有限公司)，光学显微镜 

(BX41 Olympus杭州诺丁科学器材有限公司)，超净工 

作台(Boxun上海博讯实业有限公司医疗设备厂)，三蒸 

水蒸馏器 (PL512302 Pall Corp，Germany)，恒温水 浴箱 

(GB1 1241—89 北 京 医 疗 设 备 厂 )。bFGF(SIGMA— 

ALDRICH，USA)，吸收性明胶海绵(金陵药业股份有限 

公司南京金陵制药厂)，0．5g／L苯扎溴铵溶液 (北京海 

德润制药有限公司)，PBS(北京中杉金桥生物技术有限 

公司)。 

1．2方法 取实验用新西兰白兔 ，盐酸氯胺酮 30mg／kg和 

地西泮 3rag／kg im麻醉。随机 1眼盐酸奥布卡因滴眼液 

眼表麻醉后分别在角膜缘 10：00～12：00位前房穿刺， 

0．5#L苯扎溴铵溶液3mL自10：O0位穿刺口灌注，2：O0 

位引流，共40s；之后用生理盐水 10mL冲洗前房，共60s；阿 

托品和金霉素眼膏涂眼。术后氯霉素眼液滴眼4次／d 。 

在光学显微镜下用无菌显微剪将 医用明胶海绵片剪成 

1mm×1mm×0．5mm的小片，浸人 4oC PBS缓冲液过夜 

后，用无菌滤纸将水份吸干。滴加500mg／L PBS bFGF l L 

于明胶海绵小片上(对照组明胶海绵小片上只滴加 PBS 

缓冲液)，完全吸收后置于超净台内干燥 48h。将此小丸 

浸入 20 L琼脂糖溶液包裹后取出再置于超净台内干燥 

48h备用 ‘。 。实验组每个小丸含 bFGF 500mL，对照组不 

含 bFGF。将成功制成大泡性角膜病变模型的新西兰白兔 

30只，于模型建立的2wk随机分为3组，每组 10兔 10眼， 

即空白组，对照组，实验组。实验组兔患眼植入含 bFGF 

的缓释微囊，对照组植入不含 bFGF的微囊。所有步骤均 

在无菌条件下进行。盐酸氯胺酮30mg／kg和地西泮3m kg 

im注射麻醉；盐酸奥布卡因滴眼液眼表麻醉。角膜 中央 

做长约3mm的横行切口，深达 1／2角膜厚度 ，用2ram宽巩 

膜隧道刀向大泡病变明显处角巩膜缘方向做潜行隧道，隧 

道顶端距角巩膜缘 3mm处停止，用显微镜将 bFGF缓释微 

囊植入隧道顶端 。术毕眼裂涂阿托品和金霉素眼膏。 

术后滴氯霉素眼液 4次／d，每周裂隙灯下观察眼表情况并 

评分，于术后 4wk处死实验兔。观察：(1)角膜 中央厚 

度 ，固定裂隙灯显微镜的裂隙宽度及光线投射角度，以 

正常兔角膜厚度为标准(记为 lCT)，观察不同时问段各组 

角膜中央厚度；(2)角膜水肿度 ，无水肿记为 0分 ，基质 

轻度水肿增厚记为 1分 ，弥漫基质水肿记为 2分，出现上 

皮小水泡记为3分，大泡性角膜病变记为4分；(3)角膜新 

生血管 ，0分：无新生血管；1分：新生血管位于角膜缘内 

2ram；2分：新生血管位于角膜周边 ，≤1／2象限；3分：新 

生血管 >2分标准。 

统计学分析：数据采用 SPSS 11．5统计软件进行统计 

学处理。计量资料以 元-4-S表示，采用方差分析；计数资 

料采用非参秩和检验。P<0．05具有统计学差异。 
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表2 免眼角膜水肿度和新生血管评分分析 n 

2结 果 

2．1I临床观察 BAKB灌注后 24h内，所有角膜明显水肿 

混浊；4d角膜大泡出现 ，2wk时角膜大泡较多，混浊明显 ， 

虹膜纹理不可见，呈现典型大泡性角膜病变表现(图 1A， 

B)。实验组 bFGF缓释微囊角膜层间植入平均4±0．81d 

可见新生血管开始从 角巩膜缘长出，并向植人物方向伸 

展，且血管成束生长，逐渐包绕植人物，新生血管范围局 

限，约 10d时血管生长最为密集，以后数天无明显变化 ，观 

察至第 4wk仍无明显生长或 自行消退的趋势(图 1 C，D)。 

随着角膜新生血管 (CNV)的形成 ，病变角膜水肿逐渐 

减轻，混浊程度逐渐降低，病变大泡呈吸收性改变。空 

白组与对照组微囊植人前后角膜病变无明显变化(图 

1 E，F)。 

2．2角膜中央厚度 植入前(即 BAKB灌注后 2wk)，各组 

中央角膜厚度比较，无统计学差异(尸：0．607，尸=0．752， 

P=0．842)；植入后 1，2，4wk，空白组与对照组中央角膜厚 

度比较仍然无统计学差 异(P=0．733，P：0．815，P= 

0．755)，实验组与空白组和对照组中央角膜厚度比较具有 

明显的统计学差异(P=0．000)。同时，实验组植入 bFGF 

缓释微囊颗粒后1，2，4wk自身比较，植入1wk时与植入2， 

4wk时比较，中央角膜厚度有统计学差异(P=0．000，P= 

0．000，表 1)。而植人 2wk时与4wk时中央角膜厚度比较 

无统计学差异(P=0．695，图 1D—F)。 

2．3角膜水肿度 植入 bFGF缓释微囊颗粒前各组角膜 

水肿度评分均为4分，植入微囊颗粒后 4wk，空白组与对 

照组角膜水肿度 比较无统计学差异，实验组与空白组和 

对照组角膜水肿度 比较具有 明显的统计学差异 (P= 

0．000)。同时实验组 自身 A，B，C比较 ，A与 B和 C角 

膜水肿度比较有统计学差异 (P=0．000，P=0．000，表 

2)，B和 C角膜 水 肿 度 比较 没 有统 计 学 差 异 (P= 

0．851。图 1 D—F)。 

2．4角膜新生血管 植入微囊颗粒后 4wk，空白组与对照 

组角膜新生血管比较无统计学差异 ，实验组与空白组和对 

照组角膜新生 血管 比较具有明显 的统计学差异 (P= 

0．000)。实验组 自身 A，B，c比较 ，A与 B和 c角膜新生 

血管 比较有统计学差异(P=0．000，P=0．000，表 2)， 

B和 C角膜新牛 管比较无统计学差异(1冈D—F)。 
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图 1 兔 眼 角膜 图 片 A ：正 常免 眼 角 膜 ；B ：微 囊 植 入 前 ；C ：微 囊 植 入 l d ；D ：实 验 组 微 囊 植 入 4 w k ；E ：空 白组 微 囊 植 入 4 w k ；F ：对 照 组

微 囊 植 入 4 w k

3 讨 论

大 泡 性 角膜 病 变 的 发 生 主 要 在 于 角 膜 内 皮 细 胞 广 泛

损 害 后 ， 角 膜 内皮 功 能 失 代 偿 ， 造 成 角 膜 上 皮 下 形 成 水 泡 。

因 为 角膜 上 皮 层 的 神 经 极 为 丰 富 ， 角 膜 感 觉 异 常 灵 敏 ， 所

以 受 到 水 肿 的 强 烈 刺 激 后 ， 会 出 现 严 重 的 畏 光 、 流 泪 、 眼 痛

等 刺激 症 状
¨⋯

。 基 于 上 述 发 病 机 制 ， 解 决 的 根 本 办 法 应

是 恢 复 其 角 膜 内 皮 功 能 。 穿 透 性 角 膜 移 植 ( p e n e t r a t i n g

k e r a t o p l a s t y ，
P K P ) 是 一 种 有 效 的 治 疗 方 法

⋯ ’
“ 。

， 它 能 从

根 本 上 消 除 角 膜 内皮 失 衡 的 病 因 ， 对 眼 压 正 常 、 光 定 位 良

好 的 患 者 ， 穿 透 性 角 膜 移 植 具 有 缓 解 疼 痛 ， 改 善 视 功 能 和

恢 复 正 常 眼 表 结 构 等 特 点 ， 是 目前 治 疗 大 泡 性 角 膜 病 变 的

首 选 方 案 。 但 是 ， 对 于 那 些 眼 外 伤 或 多 次 内 眼 手 术 后 眼 前

节 破 坏 严 重 ， 或 伴 有 继 发 性 青 光 眼 的 患 者 来 说 ， 其 视 功 能

己 无 法 恢 复 ， 因 此 穿 透 性 角 膜 移植 己 非 首 选 。 为解 除 这 部

分 患 者 的痛 苦 ， 人 们 在 不 断 寻 求 其 它 方 法 。 兔 角 膜 内皮 细

胞 损 伤 后 且 有 较 强 再 生 能 力 ， 但 苯 扎 溴 铵 溶 液 前 房 灌 注 后

可 完 全 破 坏 角 膜 内皮 细 胞 ， 观 察 6 to o 角 膜 仍 水 肿 ， 内 皮 细

胞 缺 损 明显
” ⋯

。 本 动 物 模 型 在 M a u r i c e 的 基 础 上 进 行 改

进 ， 使 重 复性 更 好 ， 易 于 标 准 化 。 空 白组 4 w k 时 角 膜 仍 明

显 水 肿 、 可 见 大 泡 ， 基 本 符合 大 泡 性 角 膜 病 变 的 临 床 改 变 ，

为 实 验 观 察 提 供 了 模 型 基 础 。 我 们 通 过 b F G F 缓 释 微 囊

颗 粒 兔 眼 角 膜 基 质 层 间 植 入 ， 诱 导 角 膜 新 生 血 管 形 成 治 疗

1 8 6 3



国际眼科杂志 2009年 10月 

电话 ：029-82245172 83085628 

第9卷 第 10期 WWW．IJO．cn 

电子信箱：UO．2000@163．corn 

大泡性角膜病变。术后观察，随着角膜新生血管的形成， 

病变角膜水肿减轻 ，透明度增加 ，病变大泡呈吸收性改变。 

除角膜新生血管外 ，无虹膜新生血管、眼压增高等不 良反 

应 。bFGF是包含 146个氨基酸的具有复杂功能的单 

链肽，在一系列体外实验中，被证实具有对血管内皮细胞 

分化、增生 、迁移和趋化的作用。Vogten等 的体外实验 

表明：bFGF诱导微血管内皮细胞产生大量的纤维蛋白溶 

酶原激活剂(t．PA)，在血管生成早期起中心作用，t-PA将 

纤维蛋白溶解酶原转化成具有酶活性的纤维蛋白溶解酶， 

后者又可以激活胶原酶，溶解新生血管起始缘的基膜 ，并 

导致内皮细胞进入三维的胶原基质，形成新的毛细血管 

芽。由此可见，bFGF在诱导新生血管形成的过程中起重 

要作用。明胶海绵长期以来一直应用于外科临床，用来止 

血和促进创口愈合，近年来常常出现在血管生成的研究领 

域。明胶海绵与 bFGF组合在一起为血管生成提供了生 

长因子的储备库和血管内皮细胞的生长支架。明胶海绵 

能够维持其形状和大小不变约 4wk ；琼脂糖的包裹则 

使得 bFGF能够缓慢地释放到微环境中，持续作用。其中 

琼脂糖不含任何生长因子和细胞外基质成分，因此对病变 

角膜不产生任何治疗作用。 

综合上述因素，我们推测 ：bFGF缓释微囊诱导产生角 

膜新生血管形成能够成功治疗大泡性角膜病变的原因主 

要有 3种：(1)随着角膜新生血管的形成 ，血管内的修复 

生长因子与炎症因子一起被带到角膜 ，提高了角膜局部的 

抗感染能力，有利于炎症反应的消退和水肿的减轻；(2) 

角膜内长时间堆积的代谢产物和病变大泡内的水分 ，也可 

以通过这些新生血管进行吸收，进而运输到肝脏等部位代 

谢掉，起到一个生物泵的作用；(3)角膜的血管化过程，本 

身就是角膜基质纤维结缔组织增生的过程，这种增生过程 

能够产生良好的屏障作用，达到阻止水份向前渗透至角膜 

上皮下，从而阻止了大泡的形成或使角膜大泡痊愈，不再 

复发，进而缓解了临床症状。所以说该研究方法可能是治 

疗部分大泡性角膜病变眼的一种新的理想技术，其临床应 

用将是我们下一步的研究计划。 
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