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Abstract
誗AIM: To investigate the inhibition of the recombinant
human endostatin adenavirus ( Ad - Es ) on the
experimental choroidal neovascularization(CNV) models
by intravitreous injection.
誗METHODS: Experimental CNV models were induced by
semiconductor laser in 30 male Brown Norway(BN) rats
and randomly divided into 3 groups with 10 rats in each
group. At 21d after photocoagulation, the single
administration group were given intravitreous injection
with Ad - Es 0. 01mL; the repeated administration group
were given intravitreous injection with Ad-Es 0. 01mL and
a repeated injection 7d later; the saline control group
were given intravitreous injection with saline 0. 01mL. At
7d after final administration, the leakage of fundus
fluorescein angiography ( FFA) was observed. Various
CNV areas were measured by using laser confocal
microscopy of choroidal flatmount method. Pathology
and ultrastructure were observed with light microscopy,
the expressions of CD105 were measured by
immunohistochemistry.
誗 RESULTS: The leakage of CNV of the administration
group abviously decreased as compared with those in the
saline group, the leakage of repeated administration
group decreased compared with that of single

administration group ( P < 0. 05 ) . Laser confocal
microscope quantitative CNV analysis showed that CNV
area of the administration group was significantly smaller
than that of control group, the area of repeated
administration group was smaller than that of single
administration group ( P < 0. 05 ) . Under the light
microscope, the vascular endothelial cell number and
quantity of the administration group were significantly
lower than that of the control group, the cell number of
repeated administration group was lower than that of
single administration group. CD105 expression of the
administration group was significantly weaker than that in
the saline group; the expression of repeated
administration group was weaker than that of single
administration group.
誗 CONCLUSION: Ad - Es can effectively inhibit
semiconductor laser induced CNV in BN rats, and the
inhibition effect of repeated administration group is better
than that of single administration group. It may be a
useful new method in the treatment of CNV.
誗 KEYWORDS: choroidal neovascularization; animal
model; endostatin; adenovirus
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摘要
目的:探讨人血管内皮抑素腺病毒注射液(Ad-Es)玻璃体
注射对半导体激光诱导的 BN(Brown Norway)大鼠脉络膜
新生血管(choroidal neovascularization,CNV)的抑制作用。
方法: 雄性 BN 大鼠 30 只,右眼眼底采用激光光凝建立
CNV 模型,按随机数字表法分为三组:单次给药组、重复
给药组及生理盐水对照组。 光凝后 21d,单次给药组玻璃
体腔内注射 Ad-Es 0. 01mL;重复给药组玻璃体腔内注射
Ad-Es 0. 01mL,并于 1wk 后重复给药;生理盐水对照组玻
璃体腔内注射生理盐水 0. 01mL。 观察各组末次给药后
7d 荧光眼底血管造影荧光素渗漏情况,应用激光共焦显
微镜下脉络膜血管平铺法测量各组 CNV 面积,光镜下观
察组织细胞学变化,免疫组织化学检测 CNV 组织中
CD105 的表达。
结果:FFA 造影显示给药组渗漏发生率明显低于生理盐水
对照组,重复给药组渗漏发生率低于单次给药组,差异均
有统计学意义(P<0. 05);激光共焦显微镜下 CNV 定量分
析显示给药组 CNV 面积显著低于对照组,重复给药组
CNV 面积低于单次给药组,差异均有统计学意义 (P <

7301

Int Eye Sci, Vol. 17, No. 6, Jun. 2017摇 摇 http: / / ies. ijo. cn
Tel:029鄄82245172摇 85263940摇 摇 Email:IJO. 2000@163. com



0郾 05)。 光镜下光凝部位新生血管内皮细胞数,给药组明
显低于对照组,重复给药组低于单次给药组;CNV 组织中
CD105 的表达,给药组明显低于生理盐水组,重复给药组
低于单次给药组。
结论:Ad-Es 可以有效抑制动物模型的 CNV 生成,重复给
药组抑制效果优于单次给药组,为治疗 CNV 提供了一种
可能的新途径。
关键词:脉络膜新生血管;动物模型;内皮抑素;腺病毒
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0 引言
脉络膜新生血管(choroidal neovascularization,CNV)是

湿 性 年 龄 相 关 性 黄 斑 变 性 ( age - related macular
degeneration,ARMD)的病理基础和视功能损害的关键因
素[1]。 脉络膜新生血管缺乏正常血管的组织结构,因而会
造成所在部位的水肿、渗漏等病理性改变,进而引起疾病
发生[2]。 如何有效地抑制 CNV 内皮细胞的异常增殖,已
经成为控制 CNV 的新靶点。 当前一些用于肿瘤的化疗
药,如 ranibizumab 和 bevacizumab 能有效地治疗眼部的
CNV,提高视力。 内皮抑素是一种特异性血管内皮生长抑
制因子,具有很强的血管生成抑制作用,人血管内皮抑素
腺病毒注射液( recombinant human endostatin adenavirus,
Ad-Es)是以腺病毒作为载体携带内皮抑素基因在体内表
达和作用的制剂,是首个进入临床研究的新型抗肿瘤基因
治疗药物。 本研究采用 Ad-Es 玻璃体腔注射,观察对半
导体激光诱导的 BN( Brown Norway) 大鼠 CNV 的抑制
作用。
1 材料和方法
1. 1 材料摇 SPF 级 6 ~ 8 周龄雄性 Brown Norway(BN)大鼠
30 只,体质量 200 ~ 220g,购于北京维通利华实验动物技
术有限公司(实验动物质量合格证:SCXK2012 -0001)。
眼科检查确认屈光介质及眼底检查均正常,取右眼为实验
眼,符合动物保护条例。 Ad-Es 注射液(广州达博生物制
品有限公司,含Ad-Es 1伊1012VP 病毒颗粒 / mL / 支)、复方
托吡卡胺滴眼液(日本参天株式会社)、荧光素钠注射液
(美国爱尔康公司)、半导体激光机(法国光太)、激光扫描
共焦眼底血管造影机 ( HRT域,德国海德堡公司)、鼠
CD105 单克隆抗体(美国 NeoMarkers 公司)、SP 免疫组化
试剂盒为福州迈新公司产品。
1. 2 方法
1. 2. 1 CNV 模型建立 摇 BN 大鼠采用氯胺酮腹腔注射
(5mg / kg)麻醉,右眼滴复方托吡卡胺滴眼液散瞳后,放置
于 810nm 半导体激光机前,选择激光波长为 810nm,光斑
100滋m,曝光时间 0. 1s,调整激光功率在 100 ~ 150mW,将
瞄准光斑聚焦在视网膜上,通过裂隙灯间接眼底镜,对距
离视盘 1. 5 ~ 2. 0 个视盘直径处视网膜进行光凝,每只眼
光凝 10 次,光凝后光斑反应为芋级,颜色呈浓白色,光凝
后有气泡表明击穿 Bruch 膜。
1. 2. 2 实验动物分组及给药摇 BN 大鼠(30 只)CNV 模型,
按随机数字表法分为 3 组,每组 10 只。 单次给药组:激光
光凝后 21d,右眼玻璃体腔内注射 Ad-Es 0. 01mL。 重复

摇 摇表 1摇 各组大鼠荧光造影渗漏比较 眼

组别 眼数 无明显渗漏 轻度渗漏 中度渗漏 重度渗漏

单次给药组 10 1 5 4 0
重复给药组 10 3 6 1 0
生理盐水对照组 10 0 0 3 7

给药组:激光光凝后 21d,右眼玻璃体腔内注射 Ad -Es
0郾 01mL,1wk 后重复玻璃体腔内注射 Ad-Es 0. 01mL。 生
理盐水组:激光光凝后 21d,右眼玻璃体腔内注射生理盐
水 0. 01mL。
1. 2. 3 荧光素眼底血管造影观察 CNV 荧光渗漏摇 各组于
给药前及给药后第 7d, 腹腔内注 射 10% 荧 光 素 钠
0. 5mL / kg,行荧光造影,采用激光扫描共焦海德堡眼底造
影机判断 CNV 形成情况,以静脉晚期(注入荧光素钠后
500 ~ 600s)荧光素渗漏程度进行评分。 0:无渗漏;1:轻微
渗漏;2:中度渗漏;3:剧烈渗漏。
1. 2. 4 脉络膜血管平铺法激光共焦显微镜下 CNV 面积
测定摇 于给药后 7d 行荧光造影后,每组各取动物 4 只
(4 眼)行 CNV 面积测量。 麻醉大鼠后快速分离暴露两侧
颈总动脉,血管灌注异硫氰酸荧光素-右旋糖酐( FITC-
dextran)1mL,摘除眼球,于 4% 多聚甲醛液中固定 1h,沿
赤道部打开眼球,去除眼前节,用毛笔去除视网膜神经上
皮,做 4 ~ 6 条放射状切口,使眼杯平铺于含液体介质的载
玻片,巩膜面朝下。 利用激光共焦显微镜进行观察和测
量,以 488nm 激光激发样品,收集 530nm 荧光信号,观察
CNV 形态并测定 CNV 区域面积,计算机采集的数字图像
经 confocal assistant 转换后由 Photoshop 6. 0 编辑排版,
CNV 面积采用 Laserpix 软件(美国 Bio-Rad 公司产品)进
行自动测量。
1. 2. 5 视网膜病理 HE 染色观察各组光凝部位血管数量
及内皮细胞变化摇 每组各取动物 6 只(6 眼),于给药后 7d
行荧光造影后,摘除眼球,立即固定于 4益、4% 多聚甲醛
PBS 液,石蜡包埋,4滋m 连续切片,HE 染色。 每组各取 10
张切片,每张病理切片分别对 3 个视野进行观察。
1. 2. 6 应用免疫细胞化学标志 CD105 识别血管内皮细胞
摇 从各组随机抽取 20 张 4滋m 石蜡切片,采用 SP 法染色,
以血管内皮细胞胞质中见棕黄色或棕褐色颗粒为阳性,用
缓冲液替代一抗作为阴性对照,检测各组大鼠 CNV 组织
中 CD105 的表达变化。

统计学分析:采用 SPSS20. 0 统计学软件进行数据分

析,计量数据用均数依标准差(軃x依s)表示,各组之间的构成

比比较采用 字2检验,CNV 面积比较采用单因素方差分析
(one-way ANOVA),组间两两比较采用 SNK-q 检验。 以
P<0. 05 为差异有统计学意义。
2 结果
2. 1 各组给药后 7d 时 FFA 荧光渗漏情况 摇 正常大鼠
FFA:视网膜血管以视盘为中心呈放射状,脉络膜血管呈
网状分布。 在给药前造影,造模眼均出现强荧光渗漏,光
凝斑中 CNV 阳性部位动脉早期出现血管性强荧光,且造
影后期荧光素持续增强扩散的高荧光区(图 1)。 给药后
7d,每组 10 眼行荧光造影,结果见表 1。 经统计学检验,
三组差异有统计学意义(P<0. 05),单次给药组和重复给
药组渗漏的发生率明显低于生理盐水对照组,重复给药组
渗漏发生率低于单次给药组。
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摇 摇 摇 摇 图 1摇 大鼠视网膜血管荧光造影摇 A:轻度渗漏;B:中度渗漏;C:重度渗漏。

摇 摇 摇 摇 图 2摇 各组大鼠视网膜形态学变化(HE伊400)摇 A:生理盐水对照组;B:单次给药组;C:重复给药组。

摇 摇 摇 摇 图 3摇 各组大鼠视网膜 CD105 的表达(SP伊400)摇 A:生理盐水对照组;B:单次给药组;C:重复给药组。

2. 2 各组大鼠 CNV面积定量分析摇 FITC-右旋糖酐标记
CNV,激光共聚焦显微镜下 CNV 呈网状高荧光斑,测量出
CNV 面积。 单次给药组 CNV 面积 20 709 依1 321滋m2,重
复给药组 CNV 面积 7 980 依1 424滋m2,生理盐水对照组
CNV 面积 45 667依1 744滋m2,通过 SNK-q 统计方法进行两
两比较,结果显示:给药后 7d,玻璃体腔注射单次给药组
和重复给药组 CNV 的平均面积明显低于生理盐水组,差
异均具有统计学意义(P<0. 05)。 且单次给药组和重复给
药组 CNV 平均面积的组间差异亦有统计学意义 ( P <
0郾 05)。
2. 3 各组大鼠光凝部位血管数量及内皮细胞变化 摇 给药
后 7d,光镜观察各组光凝部位血管数量及内皮细胞。 生
理盐水对照组(图 2A)激光斑处内外核层细胞排列失去正
常形态,视网膜内屏障破坏,RPE 色素呈现不规则增殖或
脱失,Bruch 膜破裂,可见大量炎症细胞聚集,脉络膜显著
增厚,脉络膜毛细血管层可见大量内皮细胞和新生血管形
成;单次给药组(图 2B)光凝区纤维血管形成较少,可见炎
性细胞浸润;重复给药组(图 2C)内皮细胞和新生血管形

成最少,各层组织结构清晰、较完整。
2. 4 各组大鼠 CNV 组织中 CD105 的表达变化 摇 生理盐
水对照组光凝斑部位血管内皮细胞胞质中见大量棕黄色
颗粒,在单次给药组及重复给药组光凝斑部位棕黄色颗粒
表达量明显降低,重复给药组表达量更低(图 3)。 生理盐
水对照组样本内 CD105 的表达量为 1 时,其余各组的相
对表达量见图 4。 采用 SNK-q 法两两比较计算,各组之间
差异均具有统计学意义(P<0. 05)。
3 讨论

CNV 是许多眼部疾病如 ARMD、病理性近视、眼底血
管样条纹、外伤性脉络膜破裂、弓形体脉络膜视网膜炎和
小柳原田综合症的常见并发症[3],是多种眼部疾病的重要
病理改变,最终导致视力丧失,生活质量下降[4]。 近年来,
随着人们对 CNV 发病机制和病理变化有了更加深入的认
识,新生血管形成抑制剂为预防 CNV 形成及防止复发带
来了希望,已成为基础研究和临床研究的热点[5]。

CNV 的 形 成 与 视 网 膜 色 素 上 皮 ( retinal pigment
epithelium,RPE)-Bruch 膜-脉络膜毛细血管复合体的完
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摇 摇 摇 图 4摇 各组大鼠 CD105 的相对表达量。

整性受损有关。 由于 RPE 的老化,使其吞噬降解感光细
胞外端脱落物的能力下降,沉积于 Bruch 膜表面的脂质
物作为外来抗原引发免疫反应,引起 Bruch 膜增厚、破裂
以及变性,使来自于脉络膜的毛细血管经 Bruch 膜入
侵[6] 。 脉络膜新生血管的形成包括了血管内皮细胞活
化,细胞外基质的降解,内皮细胞的移行和增殖,血管基
底膜被覆,血管腔形成以及周围纤维组织增生等多个病
理过程。

机体内有促血管新生因子以及血管新生抑制因子,它
们共同调节着血管新生的过程。 血管内皮生长因子
(vascular endothelial growth factor,VEGF)与色素上皮衍生
因子(pigment epithelium-derived factor,PEDF)之间的平衡
破坏,VEGF 的过量表达导致 CNV 发生。 VEGF 的生物学
特性是促进血管内皮细胞增殖,然而一旦过量表达则会导
致血管通透性增加,促进血管内皮细胞增殖、迁移,从而诱
导血管新生。 CNV 形成与其他多种疾病新生血管形成过
程大致相同,与肿瘤血管具有相同的组织结构特征,血管
壁具有高通透性,极易引起出血和渗出。 目前,许多抗肿
瘤新生血管药物也用于眼部 CNV 的治疗。 以雷珠单抗为
代表的抗 VEGF 药物已经成为 CNV 的一线治疗药物,但
存在效率低、长期用药后疗效降低、停药后复发以及对萎
缩型 AMD 无效等缺点。 近年开创的基因疗法在脉络膜新
生血管的治疗上又提供了一个新的治疗手段。

内皮抑制素( endostatin,ES)是 1997 年 O蒺Reilly 等[7]

从小鼠血管内皮细胞瘤(EOMA)中分离和提纯出来的一
种内源性血管生成抑制剂,是一种较血管生长抑制素更强
的特异性血管新生抑制剂[8]。 内皮抑制素能特异性地抑
制血管内皮细胞的增殖和迁移,诱导内皮细胞的凋亡。 但
在临床治疗中 ES 产生作用所需的量很大,需反复多次注
射,价格昂贵。 同时 ES 的性质不稳定,其活性蛋白难以获
得。 通过腺病毒载体转导内皮抑素基因,使其转染后在眼
部细胞中长期稳定高效地表达,可以有效地弥补蛋白治疗
的缺点。 同时因血-眼屏障存在,眼球和全身循环相对独
立,可以直接作用于 CNV,减少影响眼外器官的机会。 其
在眼局部的治疗效果最大,对全身的副作用最小,这是基
因治疗眼部疾病的优势之一[9]。

目前,基因治疗常用的载体多为病毒载体[9],腺病毒
载体为临床基因治疗的首选载体,应用最为广泛。 其优点
在于腺病毒载体宿主范围广,可以快速感染哺乳动物细
胞,对人体致病性低,能有效进行增殖,滴度高,与人类基

因同源,且可以携带较大的 DNA 片段[10]。 目前研究表
明,RPE 细胞、视网膜血管内皮细胞、周皮细胞、Muller 细
胞均能作为转染的靶细胞[11],RPE 细胞是治疗眼内新生
血管性疾病非常合适的靶细胞。

Ad-Es 是以腺病毒作为载体携带内皮抑素基因在体
内表达和作用的制剂,是首个进入临床研究的新型抗肿瘤
基因治疗药物。 该制剂导入人体后,可直接表达大量的活
性内皮抑素蛋白,其单位活性优于原核细胞表达系统。 另
外,其产生的内皮抑素结构更接近于人生理性的内皮抑
素,因此不良反应轻。 目前已在临床应用于乳腺癌、肝癌、
鼻咽癌等肿瘤的治疗[12-15]。 本研究根据肿瘤治疗的给药
方式,采取单次给药和重复给药,观察对眼部新生血管的
抑制作用。 本研究中,我们采用 810nm 半导体激光制造
BN 大鼠的 CNV 模型。 激光介导的造模方式简单低廉,易
于操作,成模率高,激光功率从 100 ~ 500mW 都有报
道[16-17]。 CNV 模型的实验动物主要有猴、兔、鼠等。 兔的
眼底血循环结构与人类有较大的差异,以猴为代表的灵长
目类动物视网膜、脉络膜循环以及黄斑解剖与人类相似,
但动物来源有限,费用高。 于是鼠成为目前诱导 CNV 模
型应用最广泛的实验动物。 小鼠眼球小,操作要求更高,
BN 大鼠的视网膜和色素成分与人极其相似,是制作 CNV
模型的理想动物[18-20]。 我们的结果表明,光凝后 21d 荧
光素眼底血管造影( fundus fluorescence angiography,FFA)
显示 CNV 形成且稳定,成模率高,是一种可靠、安全、有效
的方法。

抗 VEGF 药物玻璃体腔内注射是一种安全有效的干
预手段[21],广泛应用于临床和动物研究。 研究显示,
CD105 参与血管生成[22],特异性表达于处于增生状态的
新生血管内皮细胞上,且仅表达于增生的小血管,在大血
管为弱阳性及阴性表达,正常组织的血管内皮细胞上无表
达[22]。 选择 CD105 作为观察和检测新生血管的判定指标
更为准确,优于峪因子,CD105 与用于标记内皮细胞的峪
因子在组织的分布一致,但正常视网膜脉络膜组织也有峪
因子的表达,干扰实验结果。

本研究结果显示,各组 FFA 晚期图像荧光素渗漏,激
光共焦显微镜下观察 CNV 面积,组织病理学观察及
CD105 表达均表明,实验组较对照组对 CNV 有抑制作用,
重复给药组有更强的抑制效果。 研究表明,内皮抑素对脉
络膜新生血管有明显的抑制作用[23-24],我们认为本实验
采用较少的眼内注射次数同样达到或优于内皮抑素对
CNV 的抑制效果,但尚缺乏对基因表达内皮抑素蛋白的
测定,缺乏与内皮抑素注射的对比研究,缺乏与已应用于
临床的雷珠单抗和康柏西普药物对比研究,并且也未比较
玻璃体注射与球周注射不同方式的治疗效果,还需进一步
实验来完善。

本研究结果说明,Ad-Es 可以有效地抑制 CNV 的发
生,两种给药方式中采用重复给药方式对 CNV 有更强的
抑制作用,Ad-Es 有希望应用于眼科 CNV 的基因治疗。
同时对其长期疗效、给药途径、剂量、毒副作用等方面尚需
进行进一步实验研究。
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