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PEDF抑制大鼠角膜移植术后新生血管作用的实验研究 

王巧玲，周善璧，陈 曦，张盟辉 

(重庆医科大学附属第一医院眼科，重庆 400016) 

【摘 要1目的：探讨局部应用色素上皮细胞衍生因子(pigment epithelium derived factor，PEDF)滴眼液抑制角膜移植术后角膜 

新生血管 (comeal neovascularization，CNV)的作用及其可能机制。方法：建立大鼠同种异体间穿透性角膜移植模型，术后把 72只 

大鼠随机平均分为实验组(1OnM的PEDF眼液)和对照组(赋形剂滴眼液)。对术眼角膜用裂隙灯显微镜观察和照相，定量分析 

角膜新生血管面积，术后 1w，2w，3w，1月，2月，3月，每个组随机处死 6只动物，取其角膜标本进行免疫组化染色和透射电镜观 

察。结果：实验组角膜新生血管面积较对照组在术后 1w，2w，3w，1月，2月显著减少(P<O．O1或 P<O．05)。结论：局部应用 PEDF 

滴眼液可以抑制角膜移植术后角膜新生血管生长。 
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Experimental study on inhibitory effects of PEDF on rat corneaI 

neOVasCuIa rizatiOn after penetrating keratoplasty 

WANG Qiaoling,et 

(Department ofOphthalmology,the First Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objectve：To evaluate the effects of pigment epithelium derived factor(PEDF)eyedrops in inhibiting corneal neovasculariza— 

lion(CNV) by topical installition on the rat model undergoing penetrating keratoplasty and to investigate its possible mechanism and its 

clinical significance．Methods：Penetrating karatopl&sty were proformed orthotopically from Wistar rats to SD rat’ recipients
． 72 SD rats 

were randomly assigned to two groups—experimental group and control group， after transplantation． Experimental group was treated with 

PEDF eyedrops and control group was treated with escipient eyedrops．CNV was observed by the slitlamp biomicroscope examination
．
The 

area of CNV was caculated quantitatively． 6 animals in both groups were killed respectively at the 1 st week
， 2nd week， 3rd week， 1 st 

month， 2nd month and 3rd month postoperatively． PEDF expression was examined by immunohistochemistry and corneal untrastructural 

morphology was observed by TEM．Results：Th e area of CNV was decreased at 1 week，2 weeks，3 weeks，1 month and 2 months posta— 

peratively (P<O．O1 or P<O．05)． Significantly increased PEDF expression was also observed in the experimental group by immunohisto— 

chemistry staining，as compared with the control group．Conclusion：Topical application of PEDF eye drop can prevent v&scular growth of 

corneal allografts． 

【Key words】Pigment epithelium derived factor；Penetrating keratoplasty；Corneal neovascularization 

近年来研究表明，PEDF具有高效广谱的抗新 

生血管诱导因子作用，被视为最有效的细胞内新生 

血管抑制因子之一【11。我们建立大鼠穿透性角膜移 

植(penetrating karatoplasty，PKP)动物模型，研究局 

部应用 PEDF对角膜移植术后 CNV的抑制作用。从 

而为I临床角膜移植术后治疗新生血管和免疫排斥 

反应的防治提供新的思路和依据。 

作者介绍：王巧玲(1978一 )，女，住院医师，硕士生 

主要研究方向：角膜病及眼表疾病。 

基金项目：重庆市：P-tk&~ 目(编号：o3—2—097)。 

1 材料和方法 

1．1 买验 动物 

健康清洁级 sD大鼠72只为受体 ，Wistar大鼠 36只为 

供体。供受体均为雌性 ，体重 200 250g，鼠龄 2～3个月。受 

体动物右眼接受角膜移植，供体双眼取材后处死。实验动物 

购 自第三军医大学大坪医院动物中心。 

1．2 主要试 剂 

重组人 PEDF购 自美国 CHEMICON公司，使用时由重 

庆医科大学附属第一医院药剂科配制为浓度为 1Onmol／L的 
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PEDFfl~液。山羊抗大 鼠PEDF多克隆抗体购自美国 Santa 

Cruz公司。托百士眼液由爱尔康医药有限公司提供。 

1．3 手术方法 

手术方法参照 Williams和 Coster方法 。供体提供双眼 

角膜，受体均选择右眼手术。供体、受体术前 20min以 l％阿 

托品滴眼液和 0．5％托品酰胺滴眼液散瞳，10％水合氯醛 

3ml／kg腹腔内注射麻醉加眼局部 0-4％倍乐喜表面麻醉后 ， 

术前消毒，常规无菌操作，在手术显微镜下进行。首先于供体 

角膜钻取直径为 3．5mm植片，置于培养皿中并用粘弹剂保护 

植片备用。于受体右眼，用直径为 3．0mm的环钻钻受体植床， 

植床植片间用 lO／O无损伤缝线作间断缝合 8针。线结暴露 

不包埋。然后前房注射平衡液以形成前房。术毕散瞳，结膜下 

注射庆大霉素0．1ml，结膜囊内涂红霉素眼膏。5／0丝线缝合 

睑缘 l针，并于术后第 l天拆除。术后不拆线。 

1．4 实验动物分组及术后用药 

72只术后的SD大鼠随机分成对照组和实验组 2组 ，每 

组 36只。手术后 1w，2w，3w，1月，2月，3月，每个组随机处死 

6只动物。手术后对照组和实验组均用托百士眼液 ，4次，天， 

2滴 ／次，用药 1w；对照组用赋形剂滴眼液 ，实验组用 

lOnmol／1的 PEDF眼液滴眼，4次 ／天 ，2滴 ／次，用药至取标 

本。 

1．5 定量分析 CNV 

术后每天用裂隙灯显微镜观察、照相。并计算角膜新生 

血管面积 (A)，按 Robert电脑数学模型公式：A=C／I2 X 

3．1416[r2一(r—1) ]，其中 C为角膜新生血管网宽度的圆 

周钟点数，r为角膜半径，l为角膜新生血管长度，每次测量以 

长入角膜新生血管的垂直长度为准l引。 

1．6 免疫组化染色及图像分析检测 

每组各时间段随机抽取并处死 6只动物，取其完整角膜 

(连角膜缘)，置于 4％多聚甲醛溶液固定，常规石腊包埋 ，切 

成 5 m切片。采用 SABC法染色。免疫组化计算机图像分析 

由重庆医科大学超微病理计算机分析中心提供。方法如下： 

每组取 5张切片，每张切片随机取 3~5个视野 (400倍 )做 

图像分析，计算 5张切片的平均光密度 ，以此作为此组的阳 

性细胞的平均光密度，用 (E--+S)表示。 

1．7 电镜标本的制作与观察 

分别将角膜移植术后 1w、2w、3w、1月、2月 、3月的实 

验组和对照组的大鼠角膜随机取2只，把每个角膜片的一 

半 (另一半 4％多聚甲醛溶液固定 ，常规石腊包埋备用 )切 

成 lmm X lmm X lmm大小，立即放入 2．5％戊二醛溶液固 

定送检，再经 1％的锇酸固定 ，乙醇梯度脱水，浸透 ，环氧树 

脂包埋，在超薄切片机下切片后染色，将切片浸入醋酸双氧 

铀中，蒸馏水漂洗三次后浸泡于铅染液 ，透射电镜下观察并 

照相。 

1．8 统计学处理 

计量资料以均数 4-标准差(E~S)表示，采用成组设计两 

样本均数的t检验。P<0．05为差异有显著性。 

2 结 果 

2．1 CNV生长动态观察 

对照组新生血管一般术后 4～6天出现，并很 

快进入植片周边 ，1个月时所有鼠眼全角膜新生血 

管。而实验组一般术后 6～8天出现，生长速度较 

慢，血管稀疏 ，1个月左右部分新生血管则开始退 

化。 

2．2 定量分析 CNV 

对照组和实验组在术后 1w、2w、3w、1月及 2月 

时，新生血管面积比较，经统计学分析差异有高度显 

著性(P<0．01或 P<0．05)；但 3月时差异无显著性， 

这是新生血管退化的结果 (见表 1)。 

表 1 角膜移植术后各组新生血管生长面积 ±s,mm2) 

2．3 角膜 PEDF表达水平 

PEDF在大鼠正常角膜的角膜上皮、内皮都有 

表达，基质层染色为阴性。术后不同时期上皮与内 

皮表达均呈阳性，基质层浸润的炎性细胞胞浆和部 

分新生血管内皮细胞也有表达。术后早期对照组和 

实验组表达均呈增强趋势，但两组对比没有明显的 

统计学差异(P>0．05)，在约 3w时对照组表达开始 

呈下降趋势，实验组保持较强表达一段时间后也开 

始下降。在 2w、3w、1月及 2月实验组 PEDF的表达 

高于对照组 (P<0．05或 P<0．01)；3个月时，两组 

PEDF表达差别无明显统计学差异 (详见表 2)。结 

果显示，角膜移植早期 PEDF表达可呈一定程度增 

强趋势，随后呈下降趋势。 

2．4 角膜超微结构的改变 

术后 1周时，对照组可见小的新生血管及大量 

的中性粒细胞及淋巴细胞等浸润，实验组也可见较 

小的新生血管及相对少量的炎细胞浸润；术后 2w 

时，对照组角膜上皮细胞增生，基质中可见大量的 
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