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Abstract
誗 AIM: To observe the expression of erythropoietin
(EPO ) on the corneal of rabbit and evaluate the
inhibition effect of EPO siRNA on corneal
neovascularization (CNV) .
誗METHODS: Totally 22 healthy rabbits were randomly
divided into 2 groups, which were experimental group
and normal control group. Both eyes of rabbits in
experimental group were chosen to establish corneal
neovascularization model by alkali burn. The
morphologic change of corneal was observed with slit
lamp microscope and the area of CNV was calculated
every day. After alkali burn, the right eye of the
experimental group was accepted EPO siRNA injection
under the conjunctiva, and the left eye was assigned to
be experimental control group. The corneal with CNV
was collected for immunohistochemistry at 3d, 7d, 14d,
21d after alkali burn, and the expression of EPO was
measured.
誗RESULTS: CNV began growing at the 3d after alkali
burn in experimental group, and it was vigorous growing
at 7d - 14d period. The result of immunohistochemistry
shows that the expression of EPO increased after the
operation. Compared with experimental group, the rabbits
who were treated by EPO siRNA was found with less

neovascularization on their corneal, and the expression of
EPO decreased. There were statistical significance between
the two group at different time(P<0.05).
誗CONCLUSION: EPO is likely to play an important role
on CNV growth, and EPO siRNA can inhibit the growth
of CNV by restraining the expression of EPO.
誗 KEYWORDS: siRNA; corneal neovascularization;
erythropoietin; rabbit
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摘要
目的:评估促红细胞生成素( erythropoietin,EPO)在兔角
膜新生血管发病机制中的作用,并观察促红细胞生成素
小干扰 RNA(siRNA)对角膜新生血管的抑制作用。
方法:健康新西兰白兔 22 只,随机分为实验组及正常对
照组,实验组兔双眼行碱烧伤法建立角膜新生血管模型,
造模后每日裂隙灯检查角膜形态学改变并计算新生血管
面积,同时自造模当日起右眼每日结膜下注射 siRNA 1U
组成 siRNA 治疗组,左眼以 control siRNA 为实验对照组,
分别于术后 3、7、14、21d 取角膜组织行免疫组化染色,观
察 EPO 的表达情况。
结果:实验组最早于碱烧伤后 3d 可见 CNV 长入,7 ~ 14d
生长最为旺盛,免疫组织化学染色见随碱烧伤时间延长,
角膜 EPO 的表达逐渐增加;siRNA 治疗后 CNV 延迟长
入,面积较实验对照组明显减小,炎性细胞浸润减轻,且
角膜中 EPO 的表达较前者明显降低,差异有统计学意义
(P<0. 05)。
结论:EPO 可能在 CNV 的发生发展中发挥重要作用,碱
烧伤后 siRNA 的早期干预可能通过影响 EPO 的表达而
抑制 CNV 的生长。
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0 引言
摇 摇 角膜新生血管(corneal neovascularization,CNV)是多
种眼部疾病的常见并发症,也是常见的致盲眼病之一。
对于其发生机制的研究认为,创伤后组织的缺血缺氧及
炎症反应是 CNV 发生的始动因素之一,进而机体反应所产
生的各种细胞因子所形成的网络精确地调控着 CNV 的发生
发展。 近年研究发现,促红细胞生成素(erythropoietin,EPO)
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图 1摇 实验对照组碱烧伤后 3d可见散在新生血管芽长入。
图 2摇 实验对照组碱烧伤后 14d,新生血管长入约 6mm,血管排列整齐,可见少量分支吻合。
图 3摇 siRNA治疗组碱烧伤后 14d,新生血管长入约 4mm。

在血管内皮细胞上有表达,提示 EPO 可能具有促进新生
血管形成的作用[1]。 为进一步发现 EPO 在 CNV 发生中
的作用,并评估以其为“靶点冶的治疗方向的有效性,我们
制备了兔 CNV 模型,并以促红细胞生成素小干扰 RNA
(siRNA)治疗,进一步探索 CNV 发生的部分机制,为临床
CNV 的治疗提供方向。
1 材料和方法
1. 1 材料摇 健康新西兰白兔 22 只,裂隙灯显微镜检查双
眼无疾患。 随机选取分为实验组(20 只 40 眼)和正常对
照组(2 只 4 眼),实验组双眼行角膜碱烧伤诱导新生血管
生长。
1. 2 方法
1. 2. 1 模型制备[2] 摇 氯胺酮 50mg / kg 和异丙嗪 25mg / kg
按 1颐1 比例混合,背部皮下注射全身麻醉,爱尔凯因点眼 3
次表面麻醉。 棉片清除结膜囊液体,直径 2 ~ 2. 5mm 的圆
形滤纸片浸入 1mol / L NaOH 溶液 1min 后,待滤纸片达饱
和后置于兔右眼角膜中央 10s,取下滤纸,用 0. 9%生理盐
水冲洗角膜及结膜囊 1min;实验组兔左眼用 0. 9%生理盐
水代替 1mol / L NaOH 溶液做自身对照,碱烧伤后 3d 每日
滴抗生素眼药水及眼膏预防感染。 自造模当日起右眼每
日 6颐00 位结膜下注射 siRNA 1U,组成 siRNA 治疗组,左眼
以 control siRNA 为实验对照组。
1. 2. 2 角膜新生血管的模型观察 摇 碱烧伤后 21d 内,每天
裂隙灯显微镜观察角膜形态学改变。 CNV 出现后,每天用游
标卡尺测量自角膜缘长出的新生血管长度。 每次测量时以连
续弯曲度小、朝向角膜中心生长的最长血管的垂直长度为准,
并按照 Robert 电脑数字公式[3] S =C / 12伊3郾 14伊[r2 -(r-l)2],
计算 CNV 面积。 其中 C 为新生血管累及角膜的圆周钟点
数,r 为角膜半径(兔角膜半径约为 7mm),l 为角膜新生血
管从角膜缘深入角膜的长度。
1. 2. 3 siRNA 的制备及筛选 摇 为了有效抑制 EPO 的表
达,设计并合成的小干扰 RNA 由武汉市巴菲儿生物公司
设计并合成。 根据人类基因库(NCBI,GENE BANK)中人
EPO 基因的 mRNA 序列设计化学合成 2 对靶向 EPO
siRNA: SiEPO1 正 义 链 ( 5蒺 - 3蒺 ) GGUACAUCU
UAGAGGCCAAdTdT, 反 义 链 ( 3蒺 - 5蒺 )
dTdTCCAUGUAGAAUCUCCGGUU;SiEPO2 正义链(5蒺-3蒺)
AAAAGAAUGGAGGUGGAAGAAdTdT, 反 义 链 ( 3蒺 - 5蒺 )
dTdTUUUUCUUACCUCCACCUUCUU,并 设 立 阴 性 对 照。
采用脂质体转染的方法转染 NIH3T3 细胞(武汉市巴菲儿
生物公司,转染浓度为 100nmol / L),通过 RT-PCR 技术检
测 EPO siRNA 对细胞内 EPO mRNA 表达的抑制效果。 根

据公式:EPO 表达抑制效率=(空白对照细胞灰度值-转染
sIRNA 细胞灰度值) / 空白对照细胞灰度值伊100% ,计算
EPO siRNA 对细胞中 EPO 表达的抑制效率,其中 siEPO2
对 EPO mRNA 抑制效率最高,抑制效率达到了 79% ,而被
选为治疗所用。 实验组造模后每日结膜下注射 siRNA
2滋L,对侧眼注射 control siRNA 2滋L。 观察角膜新生血管
抑制情况。
1. 2. 4 角膜组织 HE 染色及免疫组织化学检查 摇 分别于
碱烧伤后 3、7、14、21d 各时间点取 5 只兔(每组 5 眼),处
死后取带 1mm 宽巩膜的角膜后,取新生血管生长侧 2 / 3
角膜组织,福尔马林固定,常规脱水、透明、浸蜡、包埋,切
片,切片厚度为 4滋m,展片。 烤片 1h 后,置 37益恒温箱内
干燥过夜。 HE 染色观察角膜组织的基本形态,SP 法行免
疫组化染色:石蜡切片常规脱蜡至水、封酶、用 TBS 将兔
抗 EPO 一抗按 1颐70 倍稀释,血清封闭,滴加一抗,滴加辣
根过氧化物酶标记的二抗,滴加辣根过氧化物酶标记的链
霉素卵白素(TBS 稀释)、DAB 显色、苏木素染色 8min,依
次脱水、透明、封片。 显微镜观察。
1. 2. 5 结果判定摇 以组织内出现棕黄色颗粒为阳性判断
标准。 按照染色程度的深浅可分为 5 级:-级,细胞核和细
胞间质不着色;+级,标本内绝大多数细胞可疑阳性,少部
分细胞(<10% )可辨别为阳性;++级,标本内大部分阳性
细胞呈清楚可辨的棕黄色,但未达到+++级那么鲜艳;++
+级,细胞染色典型,呈鲜艳的棕色;++++级,超过 10% 阳
性细胞染色成棕黑色。 随机选择视野拍照记录。
摇 摇 统计学分析:数据资料用 SPSS20. 0 统计软件包处理。
计量资料以 軃x依s 表示,两组间及各时间点的比较采用重
复测量数据的方法分析,同一时间点的组间用独立样本 t
检验,不同时间点之间比较采用 LSD-t 检验。 等级资料采
用 Wilcoxon 秩和检验。 相关性分析采用 Spearman 相关分
析,以 P<0. 05 为差异有统计学意义。
2 结果
2. 1 角膜形态学观察摇 实验对照组最早于第 3d 见新生血
管芽(图 1),平均长出时间为 4. 20依1. 17d,7d 生长达角膜
缘内 3mm 左右,出现分枝状吻合,14d 达角膜缘内 6mm
(图 2),此后生长速度减慢;21d 达角膜中央,CNV 单支管径
变粗,血管分枝交织成网各时间点差异有统计学意义(F =
3郾 156,P=0. 020)。 siRNA 治疗组造模后 7d CNV 长出,平均
7. 86依1. 62d,14d 达 4mm(图 3),以后 CNV 生长速度减慢,
21d 达 5mm,比实验对照组 CNV 的长度明显变短(F =
4郾 985,P=0. 01)及面积显著减小(F=5. 301,P=0. 009)。
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图 4摇 正常对照组兔角膜组织 HE染色,各层组织排列整齐(伊200)。
图 5摇 实验对照组角膜上皮细胞内可见 EPO 呈阳性表达增强(伊400)。
图 6摇 实验组 14d(siRAN治疗组),上皮细胞及内皮细胞面的 EPO 表达较对照组明显减轻(伊200)。

表1摇 两组碱烧伤后不同时间点 CNV面积比较(軃x依s,mm2,n=5)

组别
碱烧伤

3d 7d 14d 21d
siRNA 治疗组 0. 00依0. 00 5. 43依1. 12a 13. 16依2. 01a 16. 61依1. 24a

实验对照组 0. 00依0. 00 10. 20依1. 17a 17. 13依1. 29a 22. 80依1. 26a

注:aP<0. 05 vs 碱烧伤 3d。

表2摇 三组碱烧伤后不同时间点角膜全层的 EPO表达阳性情况

组别
碱烧伤

4d 7d 14d 21d
实验对照组 + ~ ++ ++ ~ +++ +++ ~ ++++ +++
siRNA 治疗组 + + ~ ++ ++ ++
正常对照组 - ~ + - ~ + - ~ + - ~ +

注: 因为是等级资料,不能做均数统计,所以表格中“ - ~ +冶表
示正常对照组中 IL-1茁 的表达有“ -冶和“ +冶两种情况存在。
Wilcoxon 秩和检验进行各组之间的比较。

组间 t 检验:同一时间点,siRNA 治疗组 CNV 的面积明显
小于实验对照组,差异有统计学意义(P<0. 05,表 1)。
2. 2 HE染色观察角膜形态学变化和免疫组化检测角膜组
织 EPO 的表达 摇 HE 染色可见角膜全层结构清晰(图 4)。
正常对照组:角膜上皮层及内皮层有极微量 EPO 的表达。 实
验对照组:碱烧伤后 3、7、14、21d,角膜上皮细胞、内皮细胞及
新生血管内皮细胞中 EPO 的阳性表达逐渐增强,14d 时表达
最强(图 5),21d 时较前减弱。 siRNA 治疗组:EPO 的表达程
度较实验对照组明显减弱(图 6,表 2)。 Wilcoxon 秩和检验
及 Spearman 相关分析提示:EPO 的表达在 siRNA 治疗组
与实验对照组间存在统计学差异( 字2 = 5. 105,P = 0郾 039)。
且其表达量与 CNV 面积正相关( r=0. 876,P<0. 01)。
3 讨论
摇 摇 新生血管可改变角膜的“相对免疫赦免冶状态,导致
视力下降甚至失明,但迄今为止,其确切的发病机制仍不
完全清楚。 近年来,研究认为,各种参与血管生成因子的
激活与相互调控作用可能在其中发挥着重要作用[4-6]。
研究发现,EPO 是贫血及缺氧时的一种应答反应,作为血
管内皮细胞的分裂原展现出与 VEGF 相当的促血管生成
潜力,其在各种组织新生血管发生中发挥着重要作
用[7-8]。 早产儿视网膜病变、增殖性糖尿病性视网膜病
变、翼状胬肉等疾病发生时 EPO 水平增高[9-11],提示 EPO
可能与病理性眼部血管生成有关[12]。
摇 摇 对于 EPO 在眼部新生血管发生中的作用,主要集中

在视网膜新生血管的研究[13],而其是否在各种原因引起
的角膜缺血缺氧所致新生血管的发病中同样发挥着重要
作用,目前尚未见相关的报道。 为进一步明确 EPO 在角
膜新生血管发生中的作用,我们通过碱烧伤法诱导兔角膜
新生血管形成,并通过免疫组化法检测 CNV 组织中 EPO
的表达情况。 结果发现,正常兔角膜上皮层及内皮层有极
微量 EPO 的表达。 而碱烧伤后 3、7、14、21d,角膜上皮细
胞、内皮细胞及新生血管内皮细胞中 EPO 的阳性表达逐
渐增强,14d 时表达最强,21d 时较前减弱,且 EPO 的表达
量与 CNV 面积正相关。 结合既往的研究结果,我们推测,
角膜碱烧伤后,角膜血管网栓塞,形成缺血缺氧微环境,从
而刺激 EPO 的表达,促进血管新生,损伤后 7d 各种原因
所致组织缺氧达高峰,同时 EPO 的表达最强,此后随着组
织各种代偿机制的启动,角膜缺氧状态改善,EPO 的表达
减弱,CNV 生长减慢,并逐渐出现部分退化。 EPO 与 CNV
在时间上的一致性说明 EPO 可能与 CNV 的生长密切相
关。 这进一步验证了罗灵等[12]的研究结果。 但其促血管
新生的具体机制及相关因子的表达还需进一步研究。
摇 摇 在角膜新生血管发生的部分机制日渐清晰后,针对于
CNV 的治疗方法也日新月异。 目前对于 CNV 的不同发生
机制,其治疗主要有抗炎[14] 和抑制新生血管生长因子[15]

两个主要方向。 糖皮质激素作为传统用药副作用大,贝伐
单抗等抗 VEGF 药物还未获批正式应用于角膜疾病的治
疗,因此我们仍然期待寻找不同途径抑制 CNV 生长的新
方法。 为进一步确认 EPO 在抗新生血管生长中的作用,
因此我们通过以 EPO 为“靶点冶制备的促红细胞生成素小
干扰 RNA(siRNA)特异性阻断 EPO 的表达,从而观察其
对 CNV 的影响。 结果发现:碱烧伤后,经 siRNA 早期干预
的实验眼,通过特异性阻断 EPO 的表达,从而影响其相关
细胞因子的表达,从而发挥抑制 CNV 的目的,差异具有统
计学意义。 因此我们认为,针对 EPO 的药物可能为临床
CNV 的治疗提供新的方向。
摇 摇 综上所述,我们的研究首次报道在角膜新生血管组织
EPO 表达增加,EPO siRNA 可以抑制 EPO 的表达,减小
CNV 的面积。 这些结果进一步证实 EPO 在角膜新生血管
的形成机制中起一定的作用。 且 EPO 为靶点的治疗可能
成为治疗角膜新生血管疾病的新方法。 然而,EPO 在角膜
新生血管中的具体作用机制,以及 EPO siRNA 在人体中
的应用还需要进一步研究。
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