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苏拉明对角膜碱烧伤新生血管抑制作用的研究 

马艳梅 刘晓坤 白 瑜 翁夷平 赵 平 

Inhibitory effects of suramin on corneal neovascularization after 

corneal alkali burn 
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Abstract 0bjective Corneal neovascularization is a main pathological change after corneal alkali burn．It has been 

determined that vascular endothelial growth factor(VEGF)and insulin—like growth factor—I(IGF-I)promote the formation of 

new blood vessel；while suramin can arrest the expression of many cytokins and further inhibit neovascularization．This study was 

to investigate the influence of suramin on corneal neovascularization(CNV)after alkali burn． Methods The ocular alkali burn 

model was created by putting the filter of NaOH at the central cornea for 1 min in 36 New Zerland white rabbits．The suramin 

drops was topically used in 1 6 models 4 times per day．Ch1oramphenIc0l eye drops was used at the same way in the control group 

(16 rabbits)．The other 16 normal New Zerland white rabbits were as blank control group．The corneal inflammation and CNV 

area was evaluated and calculated on the 1，4，7，14 days after operation under the slim—lamp．The expressions of VEGF and 

IGF—1 were detected by immunochemistry．The histological change in different groups was examined under the light and 

transmission electron microscope． Results The flammatory reaction and cornea edame were obviously slight in suramin group 

compared with Chloramphenlcol under the slim—lamp．The CNV area in suramin group was significantly smaller than that of 

Ch1ora phenlc0I group in 4，7，14 days after cautery(P<0．05—0．O1)．The area density value of VEGF in cornea was obviously 

reduced in suramin group and Chloramphenlc0l group compared with blank control group in 1，4，7 days after eautery(P<0．05— 

0．01)，and that in suramin group was lower than Chl0ramphenlc0l group in above time points(P<0．01)．The area density value 

0f IGF—I in cornea presented the similar outcome in various time after eautery．No obviously changes were found in the 

expressions of VEGF and IGF—I on the 14th day among 3 groups(P>0．05)．The abnormalities of organelle was more obvious in 

Chloramphenlcol group than the suramin group under the transmission electron microscope． Conclusion Suramin inhibit the 

corneal ne0vascularization after alkali burn by decreasing the levels of VEGF and IGF—I． 
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摘要 目的 研究苏拉明对碱烧伤角膜新生血管(CNV)及血管内皮生长因子(VEGF)、胰岛素样生长因子一I(IGF I) 

的影响 。 方法 新 西兰大白兔 48只 ，分为空 白组 、对照组 、苏拉明组 3组 ，每组 16只(32只眼 )。对照组 与治疗组制备 

角膜碱 烧伤模 型 ，术后分别给予氯霉素 、8 g／L苏拉 明滴 眼液点 眼。分别 于术后第 1、4、7、14 d观察新生血管情况 ，免疫组 

织化学法检测 VEGF、IGF—I的表达 。 结果 术后第 1 d各组无新生血 管生 长。第 4、7、14 d，空 白组未出现新生血管 ，对 

照组与治疗组可见 CNV，且治疗组比对照组新生血管面积小(P<0．O1)。第 1、4、7 d，对照组与治疗组 VEGF、IGF—I的 

表达均 比空 白组 升高 ，差异有统计学意义 (P<0．01)，治疗组 与对照组相 比，差异亦有统计学意义 (P<0．01)。第 14 d，3 

个组间比较差异无统计学意义(P>0．05)。 结论 VEGF、IGF—I参与 CNV形成，苏拉明通过降低角膜上皮中二者的表 

达 ，抑制角膜碱烧伤新生血管形成 。 
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角膜新生血管 (corneal ne0vascularization，CNV)常 

使角膜的透 明性丧失 而引起 严重视力 障碍 ，成为重要 

的致盲眼病之一。角膜 的化学烧伤 ，特别是碱烧伤容 



易诱导 CNV生成 。本实验拟将苏拉明用 于角膜碱 

烧伤新生血管模型，观察新生血管情况 ，并对血管内皮 

生长因子(vascular endothelial growth factor，VEGF)、胰 

岛素样生长因子一I(insulin—like growth factor—I，IGF—I)的 

表达进行分析 ，旨在研究二者与角膜碱烧伤后新生血 

管的关系，并探讨苏拉明对新生血管的抑制作用 ，以期 

为今后治疗 CNV提供实验依据。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 实验动物 选 用新西兰大 白兔 48只，体重 

2．0～2．5 kg，雌雄不限(河北 医科大学动物实验室提 

供)。将实验 动物分为空 白组 、对照组 、苏拉明组，每 

组 l6只(32只眼)。实验前裂隙灯显微镜检查双眼无 

眼前节病变。 

1．1．2 主要试剂 苏拉明(美国 Sigma公司)；鼠抗兔 

单克隆抗体 VEGF、IGF—I(北京中山生物技术有限公 

司)；羊抗鼠 IgG多克隆抗体(武汉博士德公司)。 

1．2 实验方法 

1．2．1 制备角膜碱烧伤模型 对照组与苏拉明组制备 

角膜 碱 烧 伤 模 型。氯 胺 酮 (50 mg／kg)和 异 丙 嗪 

(25 mg／kg)(1：1比例混合 )肌内注射麻醉 ，1．0％丁卡因 

点眼表面麻醉。开睑器开睑，棉签拭去眼表多余水分， 

将直径为 8．0 mm的单层滤纸片浸泡在 1 mol／L NaOH 

溶液中达饱和状态，吸水纸吸去多余溶液，置于兔双眼 

角膜中央 1 min，50 mL生理盐水充分冲洗眼表及结膜囊。 

1．2．2 用药方法 苏拉明组 自手术当 日起给予 8 g／L 

苏拉明滴眼液点眼，每 日4次，每次 1滴。对照组给予 

氯霉素滴眼液点眼，每 日4次，每次 1滴 ，至处死前。 

1．2．3 CNV的观察 、测量及面积计算 用裂隙灯显 

微镜术后第 1、4、7、14 d观察 CNV，并测量长度。每次 

测量以连续弯曲度小 、朝向角膜混浊 中心生长 的最长 

血管垂直长度为准。计算 CNV面积 S=C／12×3．14 

×[r 一(r一1) ]，c为新生血管累及角膜的圆周钟点， 

r 为角膜半径，l为新生血管从角膜缘长入角膜的长度。 

1．2．4 苏木精 一伊红染色 、免疫组织化学染色 各组 

分别于烧伤后第 1、4、7、14 d随机空气栓塞处死 4只 

白兔 ，迅速摘 除双侧 眼球 ，剪下带 1 1TIi~I1宽巩膜 的角 

膜，每个角膜 1／2固定于 4％ 多聚 甲醛溶液 中，置于 

0．01 mol／L PBS(pH 7．4)缓 冲液中浸泡 12 h，梯度乙 

醇脱水 ，二甲苯透明，常规 5 m厚石蜡切片。连续取 

3张相邻切片，分别用 于苏木精 一伊红染色 和 VEGF、 

IGF—I免疫组织化学染色。计算机图像分析仪采集 图 

像 ，Motic Med 6．0数码医学图像分析系统对 阳性反应 

部位进行面密度分析 ，以阳性细胞染色的平均面密度 

值表示抗原表达量 。 

1．2．5 透射 电镜样品制备 剩余 1／2角膜切成l mm 

固定于 4％戊二醛磷酸缓 冲液 ，0．01 mol／L PBS充分 

冲洗 ，1％ 四氧化锇 固定 2 h，0．01 mol／L PBS再次冲 

洗，梯度乙醇脱水。100％乙醇与丙酮 1：1混合液浸泡 

15 min，纯丙酮浸泡 30 min，丙酮与树脂 1：1及 1：3混合 

液各浸泡 15 rain，纯树脂浸透。环氧树脂 812、815包 

埋。瑞典 LKB 8800型超薄切片机 50 nm厚切片，醋酸 

铀和柠檬酸铅双重电子染色。日立 H600型透射电镜 

观察照相，加速电压为 80 000 V。 

1．3 统计学方法 

采用 SPSS 12．0统计学软件进行统计学分析。各 

种测试指标 数据均 以 ±s表示 ，苏拉 明组和对 照组 

CNV面积的比较采用独立样本 的 t检验 ，不同时间点 

苏拉明组 、对照组和空 白组 VEGF与 IGF．I半定量测 

定结果的总体 比较采用单因素方差分析 ，组间的两两 

比较采用 LSD—t检验。P<0．05为差异有统计学意义。 

2 结果 

2．1 裂隙灯显微镜观察 

术后对照组与苏拉明组各烧伤 区角膜水肿混浊。 

对照组第 1 d结膜充血明显 ，角膜缘处血管充盈 ，炎症反 

应明显；第 3 d角膜缘处出现新生血管芽，并向角膜中央 

迅速生长 ；第 7 d新生血管达烧伤区，角膜水肿混浊；第 

14 d新生血管管径减小 ，蔓延面积增加 ，密集分布，角膜 

水肿稍减轻。苏拉明组第 1 d结膜中度充血 ，角膜缘处 

血管稍充盈 ，炎症反应较轻 ；第 3 d角膜缘处部分区域有 

新生血管芽，生长较快；第7 d新生血管达烧伤区边缘， 

角膜水肿稍减轻 ；第 14 d新生血管管径减小 ，面积增 

加 ，分布疏松，角膜水肿明显好转。空白组未见改变。 

2．2 CNV面积 

术后第 l d各 组 均无 新生 血 管生 长。第 4、7、 

14 d，空白组未出现新生血管 ，对照组与苏拉明组均有 

CNV生长 ，苏拉明组 CNV面积较对照组减少，差异有 

统计学意义(Jp<0．01)(表 1)。 

表 1 角膜碱烧伤后 CNV面积比较 ( 4- ，nlm ) 

Table 1 Comparison 0f area of CNV in variOUS time afier cautery( ±s，mm2) 

Area of CNV in different time 

4th day 7th day 14th day 
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2 ． 3 角 膜 组 织 V E G F 与 I G F ． I 的 免 疫 组 织 化 学 分 析

2 ． 3 ． 1 角 膜 V E G F 的 表 达 空 白 组 V E G F 表 达 无 变

化 。 对 照 组 与 苏 拉 明 组 术 后 第 1 d 角 膜 缘 处 炎 性 细 胞

明 显 浸 润 ， 上 皮 层 V E G F 表 达 增 强 ( 图 1 ) 。 第 1
、

4
、

7 d
， 对 照 组 与 苏 拉 明 组 V E G F 表 达 较 空 白 组 均 增 强

( P < 0 ． 0 1 ) ， 但 苏 拉 明 组 较 对 照 组 减 少 ( P < 0 ． 0 1 ) 。

第 1 4 d
，

3 个 组 间 差 异 无 统 计 学 意 义 ( 表 2 ) 。

表 2 角 膜 碱 烧 伤 后 不 同 时 期 V E G F 面 密 度 值 比 较 ( i ± s )

T a b l e 2 C 0 m p a r i s o n 0 f a r e a d e n s i t y v a l u e o f V E G F j n c o r n e a

i n v a r i o u s t i m e a f t e r c a u t e r y ( i ± s )

Ar e a de n s j l v v a Iu e 0 f VE GF m di他 f e ⅡI l im 0

l s I da v 4 l h da v 7 Ih da v 14 l h da v

b
尸 < O． 0 5

，

。

P < O． 0 1 " s r e s p e c t i v e b l a n k c o n t r o l g r o u p ，

‘
P < 0 ． 0 1 伽

r 。印 e c t i V e C h l o r a m p h e n l c o l g r o u p ( 0 n e — w 。 y A N O V A
， L s D — t t e s t )

计 学 意 义 ( 表 3 ) 。

表 3 角 膜 碱 烧 伤 后 不 同 时 期 I G F - I 面 密 度 值 比 较 ( i ± s )

T a b l e 3 C 0 m p a r i s o n 0 f a r e a d e n s i t y v a l u e 0 f I G F — I i n

c o r n e a i n v a r i o u s t i m e a n e r c a u t e r y ( i ± s )

。

P < O． Ol 伽 r e 印 e c t i v e b l a n k c o n I r 【】l g m “ p ，

‘
Jp < O． 0 1 螂 r e 。p e c t i v e

c h l o r a m p h e n Ic o l g r 0 “ p ( O n e — w a y A N O V A
，

L s D 一 ￡ t e s t )

2 ． 4 透 射 电 镜 观 察

空 白组 可 见 角 膜 上 皮 层 游 离 面 微 绒 毛 较 多 ， 细 胞

间 隙 可 ， 细 胞 间 桥 粒 、 半 桥 粒 连 接 多 ， 核 旁 细 胞 质 内 线

粒 体 正 常 ， 粗 面 内质 网 无 扩 张 及 脱 颗 粒 现 象 ， 细 胞 器 数

量 多 。 对 照 组 可 见 角 膜 上 皮 层 游 离 面 微 绒 毛 明 显 减

图 1 角 膜 碱 烧 伤 后 第 4 d V E G F 免 疫 组 织 化 学 表 达 ( × 4 0 0 ) v E G F 在 对 照 组 及 苏 拉 明 组 角 膜 上 皮 层

明 显 表 达 ， 对 照 组 明 显 ， 苏 拉 明 组 稍 低 A ：空 白组 B ：对 照 组 c ：苏 拉 明 组

F i g ． 1 I m m u n o s t a i n i “ g 0 f t h e c o r n e a f o r V E G F o n t h e 4 t h d a y ( × 4 0 0 ) T h e V E G F h a s a s t I D n g e s t e 。 p r e s s i o n i n

c o r n e a l 。p i l h e l i u m i n c n f J t r ( 】I g r o u p a n d t h e n t h e s u r a m i “ g r o “ p ， a n d a w e a k e r e 。 p r e s s i o n 0 f V E G F i s s e e n i n b l a n k

g r o u p A ：b l a n k g r o u p B ：C h l o r a m p h e n l c o l g r o “ p C ：s u r a m i n g r 0 “ p

图 2 角 膜 碱 烧 伤 后 第 4 d I G F - I 免 疫 组 织 化 学 表 达 ( × 4 0 0 ) I G F — I 在 对 照 组 及 苏 拉 明 组 角 膜 上 皮

层 明 显 表 达 ， 对 照 组 明 显 ， 苏 拉 明 组 稍 低 A ：空 白 组 B ：对 照 组 C ：苏 拉 明 组

n g ． 2 I m m u n o s t a i n i “ g 。 f t h e c o m e a f b r I G F — 1 0 n t h e 4 t h d 。 y ( × 4 0 0 ) T h e e 。 p r e s s i o n 0 f I G F — I ．n c o r n e a l

。p i t h e l i u m s h o w s t h e h i g h e r i n t e n s | l y i n C h l o r a m p h e n l c o l g r 0 “ p a n d s u r a m i n g r 0 “ p a n d t h e n t h e b l a n k g r o u p A ：b l a n k

g r o u p B ：C h l o r a m p h e n l c 0 1 g r o u p C ：s u r a m i “ g r o u p

2 ． 3 ． 2 角 膜 I G F — I 的 表 达 空 白组 I G F — I 表 达 无 变

化 。 对 照 组 与 苏 拉 明 组 术 后 第 l d 角 膜 上 皮 层 I G F — I

表 达 开 始 增 强 ( 图 2 ) 。 第 1
、

4
、

7 d
， 对 照 组 与 苏 拉 明 组

I G F — I 表 达 较 空 白 组 均 增 强 ( P < 0 ． 0 1 ) ， 但 苏 拉 明 组

较 对 照 组 减 少 ( P < 0 ． 0 1 ) ；第 1 4 d
，

3 个 组 问 差 异 无 统

3 讨 论

少 ， 细 胞 间 隙 明 显 增 宽 ，

细 胞 间 桥 粒 、 半 桥 粒 连 接

明 显 减 少 ， 细 胞 质 内 可 见

大 量 椭 圆 形 大 小 不 等 的

空 泡 ， 核 旁 细 胞 质 内线 粒

体 大 部 分 嵴 和 膜 融 合 或

消 失 ， 粗 面 内质 网 显 著 扩

张 ， 脱 颗 粒 现 象 明 显 ， 核

旁 细 胞 质 水 肿 ， 细 胞 器 明

显 减 少 。 苏 拉 明 组 可 见

角 膜 上 皮 层 游 离 面 微 绒

毛 稍 减 少 ， 细 胞 间 隙 增

宽 ， 细 胞 间 桥 粒 、 半 桥 粒

连 接 稍 减 少 ， 细 胞 质 内 散

在 空 泡 ， 核 旁 细 胞 质 内 线

粒 体 部 分 嵴 和 膜 融 合 或

消 失 ， 粗 面 内 质 网 扩 张 ，

有 脱 颗 粒 现 象 ， 核 旁 细 胞

质 轻 度 水 肿 ， 细 胞 器 稍 减

少 ( 图 3 ) 。

C N V 是 与 角 膜 的 外 伤 、 炎 症 、 移 植 免 疫 排 斥 反 应

密 切 相 关 的 一 种 病 理 现 象
⋯

， 可 破 坏 角 膜 正 常 微 环

境 ， 使 其 丧 失 透 明性 ， 影 响 其 在 视 觉 成 像 中 的 作 用 ， 而

成 为 常 见 的 致 盲 眼 病 之 一

。 其 中碱 烧 伤 引 起 的 新 生 血
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图 3 透 射 电 镜 观 察 ( × 2 0 Oo o ) A ：空 白组 B ：对 照 组 c ：苏 拉 明 组

F i g 3 T h e u l t r a s t r u c t u r e e x a m i n a t i o n o f t h e c o r n e a l e p i t h e l i u m ( × 2 0 OOO ) T h e s t r u c t u r e o f

c o r n e a l e p i t h e l i a l c e l l s a r e a I m o s t n o r m a I i n b Ia n k g r o u p ，
a n d t h e m i I d c h a “ g e s 0 f c e l j u l a r o 。g a n s a r e

s e e n i n s u r a m i “ g r o “ p ，
a n d t h e s e a l t e r a t i o n s a r e m o r e s e v e r e i n C h l o r a m p h e l c 0 1 g r o u p A ： b l a n k

g r o u p B ：C h l o r a m p h e n l c o l g r o u p C ：s u r a m i “ g r o u p

管 与 视 力 丧 失 的 关 系 最 为 密 切 。

刘 祖 国 等
旧 0

认 为 c N V 的 形 成 是 损 伤 后 新 生 血 管

形 成 因 子 与 新 生 血 管 抑 制 因 子 平 衡 失 调 的 结 果 。

V E G F 是 目前 确 定 的 一 种 最 直 接 的 眼 球 内 新 生 血 管 形

成 因 子 。 它 通 过 内皮 细 胞 表 面 的 2 个 酪 氨 酸 受 体 F i t — l

和 F l k ． 1 发 挥 生 物 学 效 应
H j

。 角 膜 受 伤 后 V E G F 的 大

量 表 达 使 血 管 内皮 细 胞 分 裂 、 增 生 和 迁 移 ， 毛 细 血 管 基

底 膜 发 生 降 解 ， 形 成 新 生 血 管 腔
∞ 。

。 本 实 验 V E G F 变

化 过 程 与 角 膜 碱 烧 伤 后 新 生 血 管 增 生 的 形 态 学 过 程 相

一 致 。 后 者 分 为 3 个 时 期 ：碱 烧 伤 后 4 8 h 内 为 非 增 生

期 ， 出 现 角 膜 水 肿 和 混 浊 但 无 c N V ；第 3 ～ 4 d 为 血 管

增 生 期 ， 新 生 血 管 长 入 角 膜 ， 速 度 快 ；第 7 d 后 为 血 管

退 行 期 ，
C N V 逐 渐 退 行 吸 收

∞ 。
。

I C F 是 一 类 既 有 促 细 胞 分 化 和 增 生 活 性 ， 又 有 胰

岛 素 样 作 用 的 多 肽 。
I G F — I 能 使 毛 细 血 管 内 皮 细 胞 及

周 细 胞 合 成 D N A 的 能 力 增 加 ， 并 对 内 皮 细 胞 有 明 显 的

趋 化 作 用 ， 使 其 释 放 纤 维 蛋 白溶 酶 原 激 活 剂 ， 促 进 新 生

血 管 形 成
¨ 。

。 本 实 验 I G F — I 变 化 与 V E G F 相 一 致 ， 亦

与 角 膜 碱 烧 伤 后 新 生 血 管 增 生 相 关
¨ 。

。 此 变 化 可 能

是 由 于 上 皮 细 胞 I G F — I 通 过 P B - k i n a s e 通 路 上 调 H I F 一

1 d 水 平 ， 纤 维 原 细 胞 I G F — I 则 是 通 过 M A P - k i n a s e
、

M E K — l 通 路 上 调 H I F ． 1 o l 水 平 。 而 H l F 一 1 是 V E G F 基

因 上 游 的 重 要 表 达 调 控 因 子 ， 不 仅 可 促 进 V E G F 的 转

录 ， 还 可 增 加 V E G F m R N A 的 稳 定 性 ， 使 I G F — I 发 挥 促

进 新 生 血 管 生 长 的 作 用 。

苏 拉 明 ， 学 名 聚 硫 砜 萘 基 脲 ， 是 一 种 对 称 的 多 磺 酸

基 萘 脲 药 物 ， 于 1 9 1 7 年 发 现 并 应 用 于 治 疗 非 洲 锥 虫 病

及 丝 虫 病 ， 后 用 于 治 疗 肿 瘤 与 艾 滋 病 ， 其 药 物 作 用 机 制

主 要 有 以 下 几 点 ： ( 1 ) 抑 制 生 长 因 子 诱 导 的 钙 离 子 内

流 ；( 2 ) 抑 制 G T P 酶 的 活 性 ； ( 3 ) 抑 制 蛋 白 激 酶 c

( p r o t e i n k i n a s e C
，

P K c ) 的 作 用 ；( 4 ) 抑 制 生 长 因 子 与

受 体 结 合 ， 减 少 生 长 因 子 的 表 达 ， 并 能 干 扰 对 细 胞 增 生

起 关 键 作 用 的 生 长 因 子 的 自分 泌 和 旁 分 泌 ， 进 而 阻 止

多 种 生 长 因 子 刺 激 的 细 胞 增 生
⋯ ’

。

本 实 验 建 立 兔 角 膜 碱 烧 伤 后 的

新 生 血 管 模 型 ， 加 以 苏 拉 明 干 预 ， 通

过 观 察 证 实 了 苏拉 明 具 有 抑 制 V E G F

与 I G F — I 的 作 用 ， 从 而 对 c N V 起 抑

制 作 用 。 苏 拉 明 抑 制 V E G F 表 达 ， 主

要 是 抑 制 其 与 K D R 结 合 ， 机 制 可 能

是 苏 拉 明 封 闭 了 K D R 胞 外 类 免 疫 球

蛋 白 插 人 区 ， 抑 制 了 V E G F 诱 发 的

K D R 酪 氨 酸 激 酶 磷 酸 化 ， 从 而 阻 抑 了

通 过 K D R 的 信 号 传 导 途 径
‘⋯

。

。 苏

拉 明 对 C N V 的 抑 制 作 用 也 可 能 与 减 轻 氧 自 由 基 的 损

伤 有 关 ， 相 关 机 制 有 ： ( 1 ) 抑 制 c a
“

内 流 ， 目前 认 为 胞

浆 和 线 粒 体 钙 超 载 可 以 促 发 脂 质 过 氧 化 损 伤 ， 脂 质 过

氧 化 损 伤 又 促 进 钙 超 载 。 苏 拉 明 对 N a
’

／K
’

、
C a

“

、

H
’

一 A T P 酶 ， 以 及 补 体 系 统 有 抑 制 作 用 ， 能 降 低 新 生 血

管 细 胞 内 钙 浓 度 ， 从 而 减 弱 细 胞 内 钙 超 载 所 致 脂 质 过

氧 化 损 伤 ；( 2 ) 抑 制 G T P 酶 活 性 ， 抑 制 活 化 信 号 在 细 胞

内 传 导 、 巨 噬 细 胞 移 行 及 氧 自 由 基 释 放 ； ( 3 ) 抑 制

P K c
， 减 少 脂 质 过 氧 化 及 氧 自由 基 生 成 ， 使 血 管 活 性 物

质 生 成 减 少 ， 有 利 于 抑 制 c N V ；( 4 ) 抑 制 炎 性 介 质 的 合

成 与 释 放 ， 减 少 氧 自 由 基 生 成 ，
P K c 及 其 他 炎 性 介 质

和 血 管 内膜 细 胞 损 害 均 可 活 化 血 小 板 ， 释 放 氧 自 由 基

而 损 伤 角 膜 。

参 考 文 献

( 收 稿 ：2 0 0 8 — 0 7 一 1 2 修 回 ：2 0 0 9 一 0 2 — 2 5 )

( 本 文 编 辑 ：王 莉 红 )

i
2 3 4 5 6 7 8 9 O


