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Abstract Objective The inhibitory effects of avastin on new blood vessels in nonproliferation diabetic retinopathy，age- 

related macular degeneration and neovaseular glaucoma have been demonstrated．But only seldom report of avastin on corneal 

neovascularization(CNV)was seen．Present study was to evaluate the effect of topical bevacizumab(avastin)on experimental 

corneal neovascularization in mice． M ethods Thirty eyes of 30 Balb／c mice were chemically cauterized by applying a 2 mm— 

diameter filter paper soaked 1 mol／L NaOH solution at the central cornea for 40 s．All animals were randomly assigned to five 

groups，including 1 mg／mL，3 mg／mL and 5 mg／mL bevacizumab eye drops group respectively，l mg／mL dexamethasone sodium 

phosphate eye drops group(positive contro1)and normal saline solution group(negative contro1)．The drug was topically utilized 

twice per day．CNV was examined under the slim lamp on the 3rd，7th and 14th day after alkali burn．Animals were killed on the 

14th day after alkali burn．Area of CNV was calculated in terms of pixels on digital photographs．The use of animals followed the 

Regulations for the Administration of Affair Concerning Experimental Animals by State Science and Technology Commission． 

Results No significant difference was found in the grade of corneal injury among five groups(F=0．20 1，P=0．935)．The area 

of neovascularization at the cornea surface was(37．11 4-3．17)％ in 1 mg／mL bevacizumab group，(29．75 4-3．56)％ in 

3 mg／mL bevacizumab group，(18．76±2．55)％ in 5 mg／mL bevacizumab group，(20．91±2．75)％ in dexamethasone group 

and(41．65±2．11)％ in normal saline group，showing a significant difference among groups(F=71．687，P=0．000)with the 

further comparative decline in 5 mg／mL bevacizumab group compared with other groups(P<0．0 1)． Conclusion The topical 

use of bevacizumab(avastin)inhibits alkali burn—induced CNV in mice． 

Key words bevacizumab： corneal ne0vaseularizati0n： ocular alkali burn 

摘要 目的 评价 贝伐单抗 (avastin)局部应用对小 鼠角膜新生 血管 (CNV)的抑制 作用 。 方法 通过碱烧 伤建立 

CNV模 型 ，将 30只 Balb／c小 鼠随机分成 5组 ，A组贝伐单抗 1 mg／mL每 13点眼 2次 ；B组 贝伐单抗 3 mg／mL每 日点眼 2 

次 ；c组贝伐单抗 5 rng／mL每 日点眼 2次 ；D组 0．1％地塞米松每 日点眼 2次 ；E组生理盐水每 日点 眼 2次。分别于术后 

3、7、14 d观察 CNV情况并拍照 。术后第 14天 ，处死 全部小 鼠，行 CNV内皮细胞荧光标 记 ，计算 CNV所 占全角膜面积 的 

比例 。 结果 各 组 CNV面 积为 A组 (37．11 4-3．17)％ 、B组 (29．75±3．56)％ 、C组 (18．76±2．55)％ 、D组 (20．91 

2．75)％ ，E组 (41．65±2．11)％ 。各组小 鼠 CNV面积依次 为 c组 <D组 <B组 <A组 <E组 ，C组 同 A、B、E组 比较差异 

均有统计学意义 (P<0．01)，c组 与 D组 比较差异无统计学 意义(P=0．694)。 结论 局部应用贝伐单抗对 小 鼠角膜化 

学烧伤后 的 CNV有抑制作用 。 
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角膜新生血管(corneal neovascularization，CNV)是 

与角膜炎症 、外伤及免疫反应密切相关的常见病理现 

象 。CNV常因出血 、渗出及继 发纤 维化等并发症发生 
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而严重影 响患者视力 ；同时由于 CNV破坏了角膜正常 

微环境而使前房相关免疫偏离消失 ，从而显 著增加 了 

角膜移植 术后排斥反应 的发生 。血管 内皮 生长因子 

(vascular endothelial growth factor，VEGF)是促进 CNV 

生长 的关 键 因子 之 一 ‘，其 单 克 隆抗 体 贝伐 单 抗 

(avastin)凭借其抑制肿瘤血管 的作用 已获 FDA批 准 



用于治疗结肠直肠肿瘤 ，该药玻璃体腔 内注射对眼内 

新生血管有显著抑制作用 ，特别是对非增生型糖尿病 

视网膜病变 (proliferative diabetic retionpathy，PDR)、年 

龄相关性黄斑 变性 (age—related maeular degeneration， 

AMD)及新生血管性青 光眼的治疗取得 了 良好的疗 

效 j。但该药尚未应用于 CNV的预防及治疗。本研 

究通过建立小 鼠碱烧伤 CNV模型评价局部应用 贝伐 

单抗对 CNV的抑制作用。 

1 材料与方法 

1．1 实验动物及分组 

健康成年雄性 Balb／c小 鼠 只，体重 18—20 g。 

购 自复旦大学医学院实验动物 中心 ，符合 同家医用动 

物使用标准。将小鼠按顺序进行编号并用随机数字表 

法随机分为 5组 ，每组 6只。实验组 ：A组建立角膜碱 

烧伤模型后 贝伐单抗 1 mg／mL进行治疗 ；B组建立角 

膜碱烧伤模型后贝伐单抗 3 mg／mL进行治疗 ；C组建 

立角膜碱烧 伤模型后 贝伐单抗 5 mg／mL进行治疗。 

对照组：D组建立角膜碱烧伤模型后 0．1％地塞米松 

进行治疗；E组角膜碱烧伤后生理盐水进行治疗。 

1．2 角膜碱烧伤动物模型制备 

所有小鼠建立角膜碱烧伤模型。碱烧伤前 3 d，双 

眼点 0．3％妥布霉素滴眼液 ，每 日2次 ，裂隙灯检查双 

眼附 属 器 和 眼前 段 ，排 除眼 部 病 变。盐 酸 氯 胺 酮 

(100 mg／kg)腹腔注射诱导全身麻醉 ，术前倍诺喜滴眼 

液行眼表局部麻醉 ，将充分浸润 I mol／L NaOH溶液的 

圆形滤纸片(直径 2 IIIn1)置于干燥滤纸上 l S，蘸去多 

余碱溶液，显微镜下将滤纸片置于小 鼠右眼角膜中央 

烧灼40 S，然后用 60 mL生理盐水冲洗 1 min，伤后 1 d 

实验眼点 0．3％妥布霉素滴眼液 ，每 日2次。 

1．3 干预方法 

各组小鼠均于造模当天开始点眼。贝伐单抗无菌条 

件下用生理盐水分别稀释成质量浓度为 1、3、5 mg／mL 

的滴眼液 ，4℃冰箱保存，分别给予 A、B、c组小鼠进 

行干预治疗 ，每 日2次点眼。D组给予 0．1％地塞水 

松滴眼液、E组给予生理盐水溶液 ，每 日2次点眼。 

1．4 CNV观察与测量 

1．4．1 裂隙灯显微镜观察 建模后第 3、7、14天分别 

用裂隙灯显微镜 观察小鼠角膜 CNV生长情况。并在 

7 d时裂隙灯下行角膜烧伤程度分级 ，依据烧伤后 

角膜水疱及隆起高度 ，将角膜烧伤程度分为 4级 ：0级 

为未见水疱；1级为轻微隆起于角膜表面的小水疱；2级 

为中度隆起于角膜表面的中等大小水疱；3级为大水疱。 

1．4．2 CD31免疫荧光染色 建模后第 14天 ，颈椎脱 

臼处死所 有 小 鼠，取 带 1 mm 宽 巩膜 的全 角膜 ，于 

100％丙酮中固定 20 min，PBS冲洗后 ，加人大鼠抗小 

鼠 CD31(1：50)，兔抗大 鼠 NG2(1：400)，4℃孵育过 

夜。PBS 充 分 冲 洗 后 ，加 入 羊 抗 大 鼠 IgG-FITC 

(1：100)和 羊 抗 兔 IgG—Cy3(1：200)。室 温 孵 育 

20 min，PBS冲洗后 ，将标本置 于载玻片上 ，透 明树脂 

封片。荧光显 微镜 下观察并拍照 ，用 NIH Image1．62 

软件分析 CNV，计算新生血管面积百分比。 

1．5 统 计学 方法 

采用 SPSS l3．0统计学软件进行统计学处理。计 

量资料以 ±S表示，各组数据资料经 Levene检验方差 

齐。5个组角膜烧伤分级的比较、各组 CNV百分数均 

值的比较均采用单 素方差分析 ，进一步组间的两两 

比较采用 LSD—t检验。P<0．05为差异有统计学意义。 

2 结果 

建模后第 7天 ，裂隙灯下观察各组实验小鼠角膜 

烧伤分级均 ≥1级。各组小鼠角膜烧伤分级均数为：A 

组(2．2±0．8)、B组 (2．2±0．8)、C组 (1．8±0．8)、D 

组(2．0±0．6)、E组(2．0±0．7)，各组差异无统计学 

意义(F=0．201，P=0．935)(表 1)。建模后第 3、7、14 

天 ，裂隙灯显微镜观察各组小 鼠均无角膜穿孔 ，前房积 

血情况发生 。碱烧伤后 3 d，各组均开始有 CNV长入， 

A组与 E组的 CNV长入角膜烧灼区，CNV粗而密集； 

B组的 CNV较短 ，『『f【管未到达烧灼区，末梢血管有交 

联 ；C组与 D组仅见 CNV芽长出且血管芽细小稀疏色 

淡 ；A、B、C、E组角膜水肿明显 ，无法窥清瞳孑L，中央角 

膜上皮缺损 较大，角膜溃疡深达前基质层，D组角膜 

混浊水肿较轻 ，隐约可见瞳孔 ，但角膜上皮缺损 区大， 

角膜溃疡明显，达前基质层。 

表 1 各组小鼠的角膜 烧伤程度 与 CNV 

面积百分 比的 比较 (x±S) 

of neo、ascular area in different groups( ±s) 

Group Corneal burning grade CNV area percentage(％ ) 

P <0 0 l 2’s respective 5 mg／mL bevacizumab group f One-way ANOVA 

LSI)一t test) 
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碱 烧 伤 后 7 d
，

A 组 与 E 组 的 C N V 生 长 达 高 峰 ， 血

管 粗 大 密 集 ， 交 织 成 网 ；B
、

C 、
D 组 的 C N V 增 长 较 缓

慢 ， 血 管 稀 疏 且 较 细 。

碱 烧 伤 后 1 4 d
，

A 组 与 E 组 的 C N V 达 角 膜 中 央 ，

血 管 密 集 粗 大 ；B 组 与 D 组 的 C N V 细 小 ， 周 边 大 部 分

C N V 退 化 ， 留 有 粗 大 血 管 ；C 组 角 膜 水 肿 明 显 ， 血 管 多

数 尚 未 达 角 膜 中 央 ， 周 边 部 分 细 小 C N V 有 所 退 化 ， 血

管 细 小 、 色 淡 、 稀 疏 。 除 D 组 外 ， 其 余 各 组 角 膜 上 皮 已

9 8 5 �

修 复 ， 角 膜 表 面 光 滑 ，
D 组 部 分 中 央 角 膜 变 薄 ( 图 5 ) 。

各 组 C N V 面 积 百 分 比 ：A 组 ( 3 7 ． 1 1 ± 3 ． 17 ) ％ 、
B 组

( 2 9 ． 7 5 ± 3 ． 5 6 ) ％
、

C 组 ( 1 8 ． 7 6 ± 2 ． 5 5 ) ％
、

D 组 ( 2 0 ． 9 1 ±

2 ． 7 5 ) ％ 、
E 组 ( 4 1 ． 6 5 ± 2 ． 1 1 ) ％ 。 各 组 小 鼠 C N V 面 积 大

小 依 次 为 C 组 < D 组 < B 组 < A 组 < E 组 ( 图 6
，

7 ) ；C 组

与 A
、

B 、 E 组 差 异 均 有 统 计 学 意 义 ( t = 一 1 1 ． 0 2 5
，

一 6 ． 1 5 5
，

一 1 6 ． 9 6 2 ；P < 0 ． 0 1 ) ， C 组 与 D 组 比 较 差 异 无 统 计 学

意 义 ( t = 一 1 ． 4 0 7
，

P = 0 ． 1 9 0 ) ( 表 1 ) 。

图 1 1 m g ／m L b e v a c i z u m a b 组 小 鼠 碱 烧 伤 后 C N V A ：造 模 后 3 d B ：造 模 后 7 d C ：造 模 后 1 4 d

F i g 1 T h e C N V a ft e r a l k a l i b u r n i n 1 m g ／m L b e v a c i z u m a b g r o u p A ：3 d a y s a ft e r b u r n B ：7 d a y s a ft e r b u r n C ： 1 4 d a y s a f t e r b u r n

矿
蕾

图 2 3 m g ／m L b e v a c i z u m a b 组 小 鼠 碱 烧 伤 后 C N V A ：造 模 后 3 d B ：造 模 后 7 d C ：造 模 后 1 4 d

F i g ． 2 T h e C N V a f t e r a l k a l i b u r n i n 3 m g ／m l 。 b e v a e i z u m a b g r o u p A ：3 d a y s a f t e r b u r n B ：7 d a y s a ft e r b u r n C ：1 4 d a y s a ft e r b u r n

图 3 5 m g ／m L b e v a c i z u m a b 组 小 鼠 碱 烧 伤 后 C N V A

F i g ． 3 T h e C N V a ft e r a l k a l i b u r n i n 5 m g ／m L b e v a c i z u m a b g r o u p

造 模 后 3 d B ：造 模 后 7 d C ：造 模 后 1 4 d

A ：3 d a y s a ft e r b u r n B ：7 d a y s a f t e r b u r n



1 ％ 地 塞 米 松 滴 眼 组 小 鼠 碱 烧 伤 后 C N V A ：造 模 后 3 d B ：造 模 后 7 d C ：造 模 后 1 4 d

e C N V a f t e r a l k a l i b u r n i n 0 ． 1 ％ d e x a m e t h a s o n e g r o u p A ：3 d a y s a f t e r b u r n B ：7 d a y s a f t e r b u r n C ：1 4 d a y s a f t e r b u n

理 盐 水 滴 眼 组 小 鼠 碱 烧 伤 后 C N V A ：造 模 后 3 d B ：造 模 后 7 d C ：造 模 后 1 4 d

e C N V a f t e r a l k a l i b u r n i n n o r m a l s a l i n e s o l u t i o n g r o u p A ：3 d a y s a ft e r b u r n B ：7 d a y s a ft e r b u r n C ：1 4 d a y s a f t e r b u r n
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图 6 C D 3 1 在 C N V 中 表

达 的 免 疫 荧 光 染 色 ( × 4 0 )

A ： 造 模 后 1 4 d 1 m g ／m L

b e v a c i z u m a b 组 角 膜 荧 光 染 色

B ： 造 模 后 1 4 d 3 m g ／m L

b e v a c i z u m a b 组 角 膜 荧 光 染 色

c ： 造 模 后 1 4 d 5 m g ／m L

b e v a c i z u m a b 组 角 膜 荧 光 染 色

D ：造 模 后 14 d 应 用 0 l ％ 地 塞

米 松 组 角 膜 荧 光 染 色 E ： 造

立用 生 理 盐 水 组 角 膜 荧 光 染 色

h e e x p r e s s i o n o f C D 3 1 i n C N V ( × 4 0 ) A ： I m m u n o fl u o r e s c e n c e s t a i n i n g i n 1 m g／m L

l b g r o u p i n 1 4 d a y s a ft e r e x p e r i m e n t B ： I m m u n o fl u o r e s e e n e e s t a i n i n g i n 3 m g ／m L

l b g r o u p i n 1 4 d a y s a ft e r e x p e r i m e n t C ： l m m u n o f l u o r e s c e n c e s t a i n i n g i n 5 m g ／m L

l b g r o u p i n 1 4 d a y s a f t e r e x p e r i m e n t D ：I m m u n o f l u o r e s c e n c e s t a i n i n g i n 0 ． 1 ％ d e x a m e t h a s o n e

P i n 1 4 d a y s a ft e r e x p e r i m e n t E ： I m m u n o fl u o r e s c e n c e s t a i n i n g i n n o r n l a l s a l i n e s o l u t i o n g r o u p

a ft e r e x p e r i m e n t

角 膜 病 、 角 膜 变 性 及 严 重 干 眼 症

的 共 同 病 理 特 征 。 大 量 的 C N V

不 仅 可 降 低 角 膜 透 明 性 严 重 影 响

视 力 ， 也 是 角 膜 移 植 术 后 排 斥 反

应 的 高 危 因 素 。 寻 找 安 全 、 有 效

的 C N V 治 疗 措 施 是 近 年 来 研 究

的 热 点 。 临 床 上 主 要 通 过 局 部 或

全 身 应 用 激 素 抑 制 炎 症 反 应 ， 间

接 抑 制 血 管 刺 激 因 子 的 表 达 ， 从

而 减 少 新 生 血 管 的 生 成 。 但 其 效

果 并 不 理 想 ， 且 有 增 加 感 染 和 导

致 角 膜 溶 解 的 风 险 。 目 前 ， 几 种

以 重 要 促 血 管 生 长 因 子 V E G F 为

靶 点 的 新 型 抗 C N V 药 物 已 进 行

了 少 量 动 物 实 验 ， 包 括 用 重 组 腺

病 毒 介 导 的 V E G F 反 义 核 苷 酸

( r A A V — a V E G F l 6 5 ) 抑 制 V E G F

生 成
旧 。

， 或 用 质 粒 转 导 的
“

胞 内 受

体 ( i n t r a c e p t o r s )
”

中 和 细 胞 生 成 的

V E G F 从 而 减 少 其 释 放
” 。

。 这 些

干 预 措 施 虽 在 动 物 实 验 中 有 效 抑 制 C N V
， 但 均 未 经 过

r

是 多 种 眼 表 疾 病 如 化 学 伤 、 热 烧 伤 、 感 染 性 临 床 试 验 ， 对 人 体 的 安 全 性 和 有 效 性 不 能 确 定 ， 且 制 剂

一
√

√

?
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制作过程繁复 ，存在提纯精度不足和产量的限制 ，临床 

应用尚需长期、大量的实践和检验 。 

贝伐单抗则是通过美 国食 品药 品管 理局 (FDA) 

审批上市的治疗药物 ，其在抑制肿瘤新生血管的全身 

用药和抑制眼底新生血管的局部用药中均显示出安全 

性和有效性。该药是将 鼠 VEGF单克隆抗体的抗原互 

补决定区架构于人 IgG框架中的重组人源性 VEGF单 

克隆抗体 ，可与其所有异构体发生高亲和力结合并 阻 

止其结合于血管内皮受体 ，从而阻断其发挥促 血管生 

成作用 。近期 Bock等 通过建立小 鼠 CNV模 型 

观察到 ，5 mg／mL贝伐单抗滴眼液应用 5 d后 CNV较 

生理盐水对照组减少 了 20％(P<0．01)，使该药 的抗 

CNV作用初步得到肯定 ，但该药物理想的治疗质量浓 

度、其与常规治疗效果的异同尚未确定 。 

本研究发现各实验组 CNV均少于空 白对照组 ，证 

实局部 应用 贝伐 单抗 能够 抑制 CNV生 长。且 其 对 

CNV的抑制作用是剂量依赖型的 ，碱烧伤后局部应用 

高质量浓度 的贝伐单抗 能够有效抑制新生血管形成。 

Manzano等 报道局部应用 4 mg／mL的贝伐单抗能有 

效抑制 小 鼠的 CNV，治疗 组 的 CNV较 对 照组 减少 

40％。但局部应用贝伐单抗不能完全抑制 CNV，因为 

除了 VEGF以外 ，还有 其他 因子参 与新 生血 管 的形 

成 ，仅仅抑制 单一 因子不 能完全 抑制新 生血管 生 

长 。但是 ，将贝伐单抗与一些常规的治疗方法结合 ，可 

抑制 CNV，提高患者的视力预后 。 

目前临床上常用糖皮 质激素治疗 CNV。本次 实 

验选用地塞米松作为阳性对照 ，A组 、B组抑制新生血 

管的效果弱于 D组 (P<0．01)，C组与 D组 比较差异 

无统计学意义(P=0．694)。但糖 皮质激素可能延缓 

角膜上皮的修复 ，导致溃疡形成 ，甚至角膜穿孔 ” 。 

本研究发现局 部应 用地塞米松 的角膜 上皮修复不理 

想 ，溃疡难 以愈合 ，并且可导致青光 眼 、白内障 

等并发症的风险。而本研究中未观察到贝伐单抗 的局 

部并发症 ，各治疗组的病理结果也未发现角膜组织学 

改变。其对角结膜的不良反应仍有待进一步研究 。此 

外 ，贝伐单抗与常规的治疗方法结合的疗 效有待进一 

步观察。 

本研究结果显示 ，高质量浓度 的贝伐单抗局部应 

用能够有效抑制小 鼠 CNV。但局部应 用高质量浓度 

贝伐单抗组的小鼠较其他各组有明显 的角膜混浊 ，推 

测其可能的原因：(1)生理盐水稀释贝伐单抗制成滴 
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眼液 ，可能该滴眼液渗透压较低 ，造成角膜水肿。(2) 

贝伐单抗本身是否对角膜有不 良反应，局部应用造成 

角膜组织水肿 ，其可能原因有待于进一步研究 。 
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