
虫草素对碱烧伤诱导大鼠角膜新生血管的抑制作

用

程文武１，柳　蔚２，江　萍３，张汉武１，席祖莲１，訾世莉１

（１．宜昌市夷陵医院，湖北 宜昌　４４３１００；２．三峡大学 生物与制药学院，湖北 宜昌　４４３０００；３．宜昌市中心医院，湖北 宜昌　４４３０００）

［摘　要］目的：研究虫草素对大鼠角膜新生血管的作用及其对角膜组织血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）和其受体
ＶＥＧＦＲ２表达的影响。方法：４８只ＳＤ大鼠右眼采用１ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠（ＮａＯＨ）角膜贴纸方法灼伤角膜制备角膜
新生血管模型，造模后隔日随机给予生理盐水０．１ｍＬ（模型对照组）、地塞米松０．６ｍｇ／ｋｇ（阳性对照组）、虫草素
４ｍｇ／ｋｇ（高剂量组）、虫草素２ｍｇ／ｋ（低剂量组）球结膜下注射，每组１２只，另取４只未造模大鼠对侧健康眼球
为正常对照组；于造模成功后第４、８及１４天时分次处死大鼠取角膜组织，ＨＥ染色观察各组大鼠角膜组织学改
变，测量各组角膜新生血管面积，夹心法ＥＬＩＳＡ检测角膜ＶＥＧＦ的表达，ＳＰ法检测ＶＥＧＦＲ２的表达。结果：４８只
模型大鼠右眼角膜烧灼区域呈灰白色混浊，与正常对照组比较，造模后各组角膜均有新生血管生成，提示造模成

功；与正常对照组比较，高剂量组和造模第８天后的低剂量组角膜新生血管生长面积较小，高剂量组角膜组织中
ＶＥＧＦ、ＶＥＧＦＲ２表达减少，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；与高剂量组比较，低剂量组角膜新生血管生长面积
更大，且ＶＥＧＦ、ＶＥＧＦＲ２表达较多，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论：较大剂量虫草素能有效抑制 ＮａＯＨ
所致大鼠角膜新生血管的形成，其机制可能与虫草素抑制灼伤角膜组织中ＶＥＧＦ表达有关。
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　　角膜新生血管性疾病是眼科的常见疾病，各种
角膜炎症、化学性烧伤、异物存留等均可致角膜新

生血管形成。新生血管是病理性血管组织，易导致

炎症、出血而致角膜混浊，最终导致视力下降，严重

者可致盲。角膜新生血管性疾病目前尚缺乏有效

的治疗手段，主要治疗措施为使用糖皮质激素及免

疫抑制剂。本实验以碱烧伤法制作角膜新生血管

模型，以虫草素作为干预药物，研究其对角膜新生

血管的抑制作用。

１　材料与方法

１１　材料和实验动物
虫草素对照品，含量≥９８％，购自中科院成都

生物研究所。ＳＰＦ级健康ＳＤ大鼠５２只，三峡大学
动物实验中心提供，体重２６０～３２０ｇ，雌雄各半。
经裂隙灯检查无眼前节病变。

１２　方法
１２１　虫草素的配制　分别称取虫草素对照品
６０ｍｇ、３０ｍｇ，各用５ｍＬ注射用水稀释，加热至５０～
６０℃溶解，配制后用１ｍＬ无菌ＥＰ管分装备用。
１２２　大鼠角膜新生血管模型制备　４８只 ＳＤ大
鼠，采用２０％乌拉坦５～１０ｍＬ／ｋｇ腹腔注射麻醉，
并用０４％奥布卡因滴眼液对大鼠右侧眼球表面
进行麻醉，开睑后用蘸有１ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠溶液的
直径３ｍｍ的圆形滤纸贴附于右眼角膜中央，烧灼
４０ｓ后用生理盐水连续冲洗１ｍｉｎ，对发生严重前
房积血、角膜感染、角膜穿孔及烧伤区偏位等情况

的大鼠予以剔除，术毕以抗生素眼膏涂眼［１－２］。观

察大鼠右眼角膜，烧灼区域呈灰白色混浊，可确认

模型复制成功。

１２３　分组　４８只模型大鼠随机分为模型对照
组、阳性对照组、高剂量组及低剂量组，每组１２只，

分别于造模后隔日给予生理盐水０１ｍＬ、地塞米
松０６ｍｇ／ｋｇ、虫草素４ｍｇ／ｋｇ及虫草素２ｍｇ／ｋｇ
球结膜下注射。４只未造模大鼠左侧健康眼球为
正常对照组。

１２４　标本采集与处理　分别于造模后第４、８及
１４天，各组随机取４只大鼠采用断头法处死，摘除
眼球，尽量于无菌条件下剪取角膜组织以及约

１ｍｍ宽角膜缘组织。造模后各组角膜组织分为３
等分，其一用多聚甲醛固定，用于ＨＥ染色；其二于
－７０℃低温保存，用于 ＥＬＩＳＡ检测；其三用１０％
甲醛固定，用于免疫组化检测。

１２５　角膜组织病理学检查　角膜组织自固定液
取出后，经脱蜡、染色、脱水、透明和封固等步骤，行

ＨＥ染色，４００×显微镜下观察，分析角膜组织的病
理形态。

１２６　角膜新生血管面积　造模后在各个取材
时，于麻醉后在手术显微镜下用游标卡尺测量大鼠

角膜新生血管的长度，并计算新生血管的面积。角

膜新生血管面积（Ｓ）＝Ｃ／１２×３１４１６［ｒ２－（ｒ－
ｌ）２］，Ｃ代表新生血管累及角膜圆周的钟点数，ｌ代
表新生血管的长度，ｒ代表角膜半径［３］。

１２７　角膜组织中 ＶＥＧＦ和 ＶＥＧＦ２的表达　称
量０００３ｇ角膜组织，经研钵研磨匀浆后装入 ＥＰ
管，４℃，５０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，收集上清液。夹
心法ＥＬＩＳＡ检测ＶＥＧＦ的表达。免疫组化ＳＰ法检
测角膜组织中 ＶＥＧＦＲ２的表达，角膜标本经１０％
甲醛固定，酒精梯度脱水，石蜡包埋切片、脱蜡至

水，再经孵育、滴加一抗、二抗、三抗、显色、复染、封

片等步骤，于高倍显微镜下观察ＶＥＧＦＲ２的表达。
１３　统计学方法

采用ＳＰＳＳ１８０统计软件包进行数据统计，总
体均数间比较采用单因素方差分析，各组均数间两

两比较采用ｑ检验。
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２　结果

２１　角膜组织病理学改变
与正常对照组相比，各造模组大鼠初期均出

现角膜上皮糜烂剥脱，浅实质层溃疡水肿，透明度

下降，溃疡愈合过程中新生血管自角膜缘逐步长入

实质层，并随时间推移新生血管长度逐步增加，透

明度部分恢复。造模后各组均见角膜实质层细胞

水肿，层间疏松，层间空泡形成，大量淋巴细胞浸

润；初发新生血管由单层内皮细胞构成，内皮细胞

间隙较宽，后期新生血管逐渐形成管腔结构，内皮

细胞外由平滑肌细胞构成管壁，随时间延长新生血

管呈进行性生长。见图１。
２２　角膜新生血管面积

各模型组大鼠角膜新生血管均于造模后第

３～４天开始生长，随时间延长呈进行性生长。与
模型对照组相比，高剂量组和造模８ｄ后的低剂
量组大鼠角膜新生血管生长面积较小，差异具有统

计学意义（Ｐ＜００５）；与高剂量组比较，低剂量组
大鼠新生血管生长面积更大，差异具有统计学意义

（Ｐ＜００５）。见表１、图２。

表１　各模型组大鼠造模后角膜新生血管面积（ｘ±ｓ）
Ｔａｂ．１　ＣＮＶａｒｅａｓｏｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄａｙｓａｆｔｅｒａｌｋａｌｉｂｕｒｎ

组别
造模后角膜新生血管面积（ｍｍ２）

第４天 第８天 第１４天

模型对照组 １２０５±０７１ １６３７±１６５ ２０７７±１６７
阳性对照组 ７９２±１０６（１） １２３２±０９１（１） １３８３±１３８（１）

高剂量组 ８０７±０９０（１） １２５６±０７８（１） １５１４±０８８（１）

低剂量组 ９７４±２０３（２） １４５５±１１１（１）（２） １７９３±１３６（１）（２）

（１）与模型对照组比较，Ｐ＜００５；（２）与高剂量组比较，Ｐ＜００５

２３　角膜组织中ＶＥＧＦ和ＶＥＧＦＲ２表达
造模后第４、８和１４天，模型对照组比较，高剂

量组 ＶＥＧＦ、ＶＥＧＦＲ２的表达减少，差异具有统计
学意义（Ｐ＜００５），低剂量组 ＶＥＧＦ有减少趋势。

与高剂量组比较，低剂量组 ＶＥＧＦ、ＶＥＧＦＲ２表达
水平升高，差异具有统计学意义（Ｐ＜００５）。见表
２、表３。图３可见 ＶＥＧＦＲ２主要表达于血管内皮
细胞。

表２　各模型组大鼠角膜ＶＥＧＦ的表达（ｘ±ｓ）
Ｔａｂ．２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＶＥＧＦｉｎｃｏｒｎｅａｌｏｆａｌｌｇｒｏｕｐｓ

组别
造模后角膜ＶＥＧＦ表达（ｎｇ／Ｌ）

第４天 第８天 第１４天

模型对照组 １５４１９±８３２ １８７７９±９７６ ２１０２８±９８３
阳性对照组 ８７７１±６６５（１） １０２４４±６２１（１） １２９５０±９１５（１）

高剂量组 ７９２８±６３６（１） １１２８３±５３４（１） １２２５１±５８６（１）

低剂量组 １６３３３±５９１（２） １３５６９±９２４（１）（２） １９８１６±９６３（２）

（１）与模型对照组比较，Ｐ＜００５；（２）与高剂量组比较，Ｐ＜００５

表３　各模型组大鼠造模后角膜ＶＥＧＦＲ２的表达（ｘ±ｓ）
Ｔａｂ．３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＶＥＧＦＲ２ｉｎｃｏｒｎｅａｏｆａｌｌｇｒｏｕｐｓ

组别
造模后角膜ＶＥＧＦ表达（ｎｇ／Ｌ）

第４天 第８天 第１４天

模型对照组 ２１５４±３０４ ３６２７±３７０ ４９２９±４５７
阳性对照组 １３５５±２１８（１） ２２６６±３２５（１） ３２２４±３３３（１）

高剂量组 １４５４±１６２（１） ２６８２±３３９（１） ３９１５±１２７（１）

低剂量组 ２０５９±２２６（２） ３２５７±２４６（２） ４９７７±２６２（２）

（１）与模型对照组比较，Ｐ＜００５；（２）与高剂量组比较，Ｐ＜００５
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３　讨论

正常角膜无血管，这为眼球屈光系统的透明性

提供了基础。角膜新生血管的发生，改变了角膜的

透明性，长期的新生血管性疾病最终导致角膜透明

性下降，进而视力下降，甚至失明。眼球是新生血

管性疾病高发器官。新生血管的诱导因子有

ＶＲＧＦ、成纤维细胞生长因子（ＦＧＦ）、转化生长因子
（ＴＧＦ）、白细胞介素（ＩＬ）等，在众多血管生成因子
当中，ＶＥＧＦ是公认主要的诱导血管生成的物质，

它能强烈地促使血管内皮有丝分裂和新生血管形

成［４］。ＶＥＧＦ通过与下游的ＶＥＧＦＲ受体结合而发
生作用，目前已经发现并克隆出来的ＶＥＧＦ受体主
要有 ＶＥＧＦＲ１（Ｆｌｔ－１），ＶＥＧＦＲ２（Ｆｌｋ／ＫＤＲ）和
ＶＥＧＦＲ３（Ｆｌｔ－３）３种，ＶＥＧＦＲ２是 ＶＥＧＦ通路中
的的主要功能受体［５－６］。朱小丽等［７］研究表明，虫

草素能够抑制高糖培养的恒河猴脉络膜 －视网膜
血管内皮细胞新生血管的发生。另有研究表明，虫

草素能够抑制人脐静脉内皮细胞的增值和鸡胚绒

毛尿囊膜的血管生成［７－８］。以往研究曾使用过蛹

虫草提取物为干预药物，观察其对化学烧伤引起的

图１　正常对照组和各模型组大鼠角膜组织病理学检查（造模后第１４天，ＨＥ，×４００）
Ｆｉｇ．１　Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐａｔｔｈｅ１４ｔｈｄａｙａｆｔｅｒａｌｋａｌｉｂｕｒｎ

图２　各模型组大鼠造模后第１４天时新生血管生长情况
Ｆｉｇ．２　Ｇｒｏｗｔｈｃｏｎｄｉｔｉｏｎｏｆｎｅｗｖｅｓｓｅｌｓｏｆｍｏｄｅｌｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

图３　各模型组大鼠角膜组织ＶＥＧＦＲ２的表达 （造模后第１４天，ＳＰ，×４００）
Ｆｉｇ．３　ＶＥＧＦＲ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｏｒｎｅａｉｎａｌｌｇｒｏｕｐｓ

角膜新生血管的抑制作用，实验结果显示，蛹虫草

提取物能够在一定程度上抑制新生血管的生

长［９］。本实验采用蛹虫草提取物成分之一虫草素

单体作为干预药物，观察其对角膜新生血管的抑制

效应，检测 ＶＥＧＦ通路中 ＶＥＧＦ及 ＶＥＧＦＲ２的表

达，结果显示，虫草素对角膜新生血管具有一定的

抑制效应，能够延缓角膜新生血管的生长，虫草素

是蛹虫草提取物的有效成分之一，其抑制效应与剂

量相关，是蛹虫草提取物的有效成分之一［１０－１１］。

本研究免疫组化染色结果显示，ＶＥＧＦＲ２主要位于
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血管内皮，与文献报道一致［１２－１３］。综上所述，虫草

素能抑制碱烧伤所致大鼠角膜新生血管的形成，抑

制角膜组织中ＶＥＧＦ的传导通路可能是其抑制新生
血管生长的主要机制之一，其抑制作用与剂量有关。
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毅

（上接第３０７页）
机制介导参与的，缺血时间越长，脑细胞最终会走

向凋亡，此后任何治疗不会有效，不会改善其任何

功能［１２］。大多数学者认为：脑缺血半暗带存在的

时间大致为缺血后３～６ｈ，所以临床常在６ｈ内溶
栓治疗脑梗死；多数学者认为脑缺血半暗带在缺血

后２４ｈ以内仍存在，甚至时间可推后至缺血后
４８ｈ［１３］。综上所述，因脑缺血再灌注导致的ＶＤ，治
疗上应抢在出现不可逆的损伤之前，一旦确诊，要采

用尽快治疗的原则，否则治疗效果将大大降低。
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