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基于数据挖掘的角膜新生血管动物模型应用特点分析

赵日开， 杨卉妍， 刘莹， 蒋鑫， 苗明三*

（河南中医药大学  中医药科学院，郑州  450046）

［摘要］ 目的：通过总结角膜新生血管（CNV）动物模型的造模特点，为建立理想的 CNV 动物模型提供参考依据。方法：

该文以“角膜新生血管”为主题词在中国知网、万方数据、中华医学期刊全文数据库及 PubMed 数据库进行检索，筛选出 2013—

2023 年中有关 CNV 动物实验的相关文献，通过 Excel 2021 表格建立数据库，对其实验动物品系、性别、造模方法、检测指标、应

用 类 别 等 内 容 进 行 整 理 ，分 析 CNV 动 物 模 型 的 模 型 特 点 。 结果：经 过 对 比 分 析 发 现 造 模 时 的 动 物 品 系 以 SD 大 鼠（87 次 、

29.49%），新西兰白兔（52 次、17.63%）为主；动物性别推荐单一性别，目前以雄性为主；药效验证和机制研究的造模方法均以碱

烧伤法居多；指标检测方式包括表观指标观察、组织病理学检测、免疫组化（IHC）、蛋白免疫印迹法（Western blot）及多种聚合

酶链式反应（PCR）检测为主；检测指标包括表观指征、角膜组织病理、CNV 调控相关指标等。结论：模型复制推荐碱烧伤法诱

导的 SD 大鼠 CNV 模型，指标主要选择 CNV 的生长情况、角膜组织病理检测及血管内皮生长因子（VEGF）相关检测，依照需求

增 选 角 膜 表 观 指 征 及 血 管 内 皮 细 胞 生 长 因 子 受 体 2（VEGFR2）、碱 性 成 纤 维 细 胞 生 长 因 子（bFGF）、分 泌 粒 蛋 白Ⅲ（Scg3）等

CNV 调控相关基础指标。临床治疗 CNV 用药以抗炎药物与抗 VEGF 药物为主，缺乏中医药应用，模型的完善需要增加中医证

候要素。
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Application of Animal Models of Corneal Neovascularization Based on Data Mining
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（Academy of Chinese Medical Sciences，  Henan University of Chinese Medicine，

Zhengzhou 450046，  China）

［［Abstract］］  Objective：： To provide a reference for the establishment of an ideal corneal 

neovascularization （CNV） animal model by summarizing the modeling characteristics of CNV animal models. 

Method：： With "CVN" as the theme word， this paper searched the China National Knowledge Infrastructure 

（CNKI）， Wanfang， Chinese medical journals full-text database， and PubMed database and screened out 

relevant literature on CNV animal experiments from 2013 to 2023. The database was established by Excel 2021， 

and the experimental animal strain， gender， modeling method， detection index， and application category were 

sorted out. The characteristics of the CNV animal model were analyzed. Result：： After comparative analysis， it 

was found that the animal strains were Sprague-Dawley rats （87 times， 29.49%） and New Zealand white rabbits 

（52 times， 17.63%）. Male animals were recommended. Most modeling methods for efficacy verification and 

mechanism studies were the alkali burn method. Index detection methods included apparent index observation， 
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histopathological detection， immunohistochemistry （IHC）， Western blot， and various polymerase chain reaction 

（PCR） tests. Detection indexes included apparent indication， corneal histopathology， CNV regulation， etc. 

Conclusion：： The CNV model of SD rats induced by the alkali burn method is recommended for model 

replication， and the indexes are mainly selected from the growth of CNV， corneal histopathological test， and 

vascular endothelial growth factor （VEGF）-related test. In addition， according to the demand， the corneal 

apparent indication and the basic indexes related to the regulation of CNV， such as vascular endothelial growth 

factor receptor 2 （VEGFR2）， basic fibroblast growth factor （bFGF）， and secretogranin Ⅲ  （Scg3） are also 

selected. Clinical treatment of CNV relies on anti-inflammatory drugs and anti-VEGF drugs， and there is a lack 

of application of traditional Chinese medicine （TCM）， so the model needs to be improved by adding elements of 

TCM syndromes.

［［Keywords］］ corneal neovascularization； data mining； animal model； application analysis； traditional 

Chinese medicine syndrome elements

角 膜 新 生 血 管（CNV）是 一 种 严 重 的 角 膜 病 理

改 变 ，感 染 性 角 膜 炎 、免 疫 疾 病 、角 膜 创 伤 、碱 损 伤

或 隐 形 眼 镜 磨 损 导 致 的 眼 损 伤 和 缺 氧 等 会 使 新 血

管 从 角 膜 缘 生 长 ，导 致 新 生 血 管 形 成 ，影 响 角 膜 的

透 明 度 ，严 重 者 可 造 成 失 明［1-2］。 每 年 CNV 的 发 病

人数超过 140 万，患者中视力受损甚至失明的比例

高 达 57.4%［3］。 目 前 对 于 CNV 的 治 疗 集 中 在 引 起

CNV 的病因及生理病理过程上，已有研究证实炎症

是 CNV 的 核 心 机 制 ，而 传 统 的 手 术 治 疗 如 血 管 闭

塞 、眼 表 重 建 等 可 能 会 诱 发 手 术 部 位 炎 症 ，因 此 临

床 中 应 用 较 多 的 手 段 是 使 用 皮 质 类 固 醇 或 者 其 他

抗 炎 药 物［4］。 CNV 的 形 成 是 由 多 种 影 响 因 素 共 同

作用的结果，当前 CNV 治疗药物的研发多数处于仅

设想或者体内体外实验研究阶段，尤其在中医药领

域 更 是 大 片 空 白 ，因 此 建 立 符 合 临 床 疾 病 特 点 的

CNV 动物模型对研究其发生机制，探索药物治疗方

式 具 有 非 常 重 要 的 意 义 。 本 文 通 过 数 据 挖 掘 对

CNV 动 物 实 验 相 关 文 献 进 行 分 析 ，整 理 各 种 CNV

动 物 模 型 的 造 模 方 法 、检 测 指 标 等 内 容 ，为 建 立 更

加理想的角膜新生血管动物模型提供文献依据。

1 资料与方法

1.1　数据来源     以“角膜新生血管”为关键词检索

中 国 知 网 、万 方 数 据 及 中 华 医 学 期 刊 全 文 数 据 库 ，

以“corneal neovascularization”为 关 键 词 检 索

PubMed 数据库，时间限定为 2013—2023 年，共检索

到 2 350 篇期刊文献。

1.2　纳入标准     明确说明造模为 CNV 模型的实验

研 究 文 献 ，筛 选 造 模 方 法 完 整 及 实 验 过 程 清 晰 的

文章。

1.3　排除标准     排除造模方法不全的文献；排除会

议、报纸、硕博士论文、综述、临床观察文献；排除单

纯体外细胞实验。

1.4　数据处理     筛选得到符合条件的实验研究文

献 284 篇，将文献中实验动物品系、性别、造模方法、

检测指标、应用类别等录入 Excel 2021 进行总结处

理，创建 CNV 模型数据库。

2 结果

2.1　 动 物 品 系 应 用 情 况     将 录 入 的 284 篇 实 验 文

献中实验动物分类统计，整理得出 26 个品系，累计

频 数 295 次 。 从 统 计 结 果 看 CNV 模 型 动 物 主 体 为

大 小 鼠 与 实 验 兔 ，其 中 造 模 使 用 最 多 的 动 物 是 SD

大鼠（87 次、29.49%），使用占比超过 10% 的有新西

兰 白 兔（52 次 、17.63%）、C57BL/6 小 鼠（43 次 、

14.58%）及 BALB/c 小 鼠（37 次 、12.54%），详

见表 1。

2.2　 实 验 动 物 性 别 分 布     将 284 篇 实 验 文 献 所 涉

及实验动物性别分类统计，得到性别记录共 199 例，

其 中 雄 性 96 例（48%）、雌 性 43 例（22%）、雌 雄 不 限

35 例（18%）、雌 雄 兼 有 16 例（8%）、雌 雄 各 半 9 例

（4%），此外还有 85 篇文献没有记录性别使用情况，

综合判断雌雄性别不是模型复制的主要影响因素。

2.3　造模方法     

2.3.1　 CNV 造 模 方 法 分 类     在 全 部 录 入 的 284 篇

文献中，共用到 14 种造模方法，其中碱烧伤法的使

用 频 率 最 高（182 次 、63.64%），其 次 是 角 膜 缝 线 法

（56 次 、19.58%）。 两 种 造 模 方 法 诱 导 的 CNV 模 型

属于炎症性模型。CNV 造模方法分类见表 2。

2.3.2　CNV 高频造模方法     CNV 造模以碱烧伤法

及角膜缝线法为主，其中碱烧伤法诱导效果的影响

因 素 主 要 包 括 氢 氧 化 钠（NaOH）浓 度 、作 用 于 角 膜

的位置及作用时间；角膜缝线法诱导效果的影响因

素包括缝线型号选择、缝合方式、缝合技巧、缝线深
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度及跨度、线头长短等［5］。从统计数据来看，碱烧伤

法使用 1 mol∙L-1 NaOH 的频率最高，作用部位以角

膜中央为主，大小鼠高频灼烧时长是 40、30 s，实验

兔高频灼烧时长是 30 s，具体统计数据见增强出版

附加材料。角膜缝线法影响因素多，受实验动物品

系影响大，造模手术操作细节实例见表 3。

2.4　 检 测 指 标     将 录 入 的 284 篇 文 献 中 的 全 部 指

标依据检测方法分类统计，其中同一组织被不同方

法检测不同指标，如角膜组织既检测病理又做免疫

组 化 ，需 分 别 统 计［12］；若 同 一 组 织 被 相 同 方 法 同 时

检 测 多 个 指 标 ，则 归 纳 于 一 类［13］，如 酶 联 免 疫 吸 附

测 定 法（ELISA）检 测 房 水 中 血 管 内 皮 生 长 因 子

（VEGF）、骨桥蛋白（OPN）活性蛋白含量，统归于生

化指标，同一实验只记录 1 次。统计结果表明，284

篇 实 验 文 献 包 含 15 种 指 标 类 型 ，累 计 频 数 713 次 ，

应用较多的是 CNV 生长情况（201 次）、角膜组织病

理 学 检 测（127 次）、免 疫 组 化（IHC）（88 次）等 。 现

筛选出频数≥2 次的检测方法，总计有 9 种，具体检测

指标分布情况见表 4。

2.5　模型应用分析     现阶段 CNV 模型主要应用于

药 效 验 证 及 机 制 研 究 2 个 方 向 ，录 入 的 284 篇 实 验

研究文献中，含有机制研究内容的有 190 篇，包含药

效 验 证 的 有 178 篇 ，还 有 14 篇 主 题 为 模 型 构 建 ，

CNV 模型实际研究中的应用占比见增强出版附加

材料。从图中可以直观的看出，无论是用于药效验

证还是在机制研究中，碱烧伤法诱导的 CNV 模型使

用频率远远超出其他方法。

3 结果与分析

角 膜 新 生 血 管 是 严 重 的 角 膜 病 理 改 变 ，中 医

“五轮学说”中角膜是黑睛，CNV 可归属于中医“混

睛 障 ”范 畴 。 该 病 首 载 于《审 视 瑶 函》［14］“ 此 症 谓 漫

珠 ，皆 一 色 之 障 ，世 之 患 者 最 多 ，有 赤 白 二 症 ，赤 者

嫌其多赤脉，白者畏其光滑”，《医宗金鉴·眼科心法

要 诀》中 认 为 本 病 由“ 肝 脏 毒 风 与 瘀 血 上 凝 所 致 ”，

黑睛属肝，肝胆热毒炽盛，上攻黑睛，故黑睛深层混

浊，肿胀增厚，白睛混赤；因热致瘀，火郁经脉，新生

赤脉进入黑睛，形成翳障［15］。中医治疗 CNV 以“明

表 1　角膜新生血管模型动物品系分类

Table 1　Classification of animal strains of corneal neovascular model

品系

SD 大鼠

新西兰白兔

C57BL/6 小鼠

BALB/c 小鼠

Wistar 大鼠

家兔

日本大耳兔

KM 小鼠

荷兰兔

miR-497（KO）小鼠

miR-497（TG）小鼠

TRPV4-null（ko）小鼠

AIP1（ko）小鼠

频数/次

87

52

43

37

28

11

8

7

3

2

2

1

1

占比/%

29.49

17.63

14.58

12.54

9.49

3.73

2.71

2.37

1.02

0.68

0.68

0.34

0.34

品系

TNF-Rp55d 小鼠

TNF-RP75d 小鼠

Dp71-null 小鼠

Nox57（ko）小鼠

S69PR70（ko）小鼠

ICR 小鼠

BCL-10-/-小鼠

WT FVB 小鼠

Flk1：myr-mCherry 小鼠

伊朗兔

RAP1（ko）小鼠

金吉拉杂种灰兔

VEGFR2-luc-KI 转基因荧光标记小鼠

频数/次

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

占比/%

0.34

0.34

0.34

0.34

0.34

0.34

0.34

0.34

0.34

0.34

0.34

0.34

0.34

表 2　CNV 造模方法分类

Table 2　Classification of CNV molding methods

分类

物理方法诱导

化学方法诱导

免疫原性

角膜囊袋法

其他方法

方法

角膜缝线法

热烧伤

激光诱导

紫外线（UVB）照射

角膜清创术

碱烧伤

硝酸银/钾烧伤

百草枯烧伤

硫芥子气（SM）烧伤

酸烧伤

角膜移植术

微囊袋植入法

角膜注射单纯疱疹病毒

角膜注射金黄色葡萄球菌

频数/次

56

6

1

1

1

182

23

2

1

1

2

8

1

1

频率/%

19.58

2.10

0.35

0.35

0.35

63.64

8.03

0.70

0.35

0.35

0.70

2.80

0.35

0.35
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目退翳”为主，现代医学治疗以药物、手术及基因疗

法为主。CNV 的发生发展机制尚不明确，因此需要

进 一 步 的 动 物 实 验 研 究 筛 选 治 疗 药 物 并 探 究 疾 病

发生机制及药物作用机制。

3.1　模型动物选择     大小鼠与实验兔是目前 CNV

模 型 实 验 动 物 的 主 体 ，应 用 多 ，模 型 稳 定 ，重 复 性

好；实验兔的角膜比鼠类厚，同时体型、眼球较大更

便 于 手 术 操 作 及 观 察 ，但 是 经 济 成 本 高；大 小 鼠 的

优 势 在 于 繁 殖 时 间 短 、经 济 成 本 低 ，可 以 大 量 购 入

同时进行多个方向的研究；依统计数据实验动物性

别不是主要的模型复制影响因素，但是为减轻人工

饲 养 成 本 ，推 荐 单 一 性 别 的 实 验 动 物 。 从 统 计 数

据、经济成本、手术操作难易程度综合考虑，首要推

荐 SD 大鼠作为 CNV 模型的实验动物。若需要做一

些较高难度操作，或者对角膜表观指征观察的要求

较高，则推荐新西兰兔。

3.2　造模方法选择     目前应用最多的 CNV 造模方

法是碱烧伤法，碱烧伤角膜组织早期以局部强烈的

炎症为特征，过度的炎症细胞激活、聚集、浸润和细

胞因子表达，调控 CNV 生成。碱烧伤法的优势在于

操作简便，造模成功率高，模型一致性好，同时模型

不 会 引 起 角 膜 穿 孔 ，不 会 影 响 新 生 血 管 的 测 定 ，角

膜 组 织 可 以 更 好 的 保 存 ，有 利 于 免 疫 荧 光 中 着

色［16］。角膜缝线法诱导 CNV 同样属于炎症性模型。

表 3　角膜缝线法诱导 CNV 模型实际手术操作举例

Table 3　Examples of actual surgical procedures of corneal suture induced CNV model

实验动物

C57BL/6 小鼠［6］

KM 小鼠［7］

新西兰白兔［8］

家兔［9］

SD 大鼠［10］

SD 大鼠［11］

缝线型号

11-0 尼龙缝线

11-0 尼龙缝线

8-0 尼龙缝线

8-0 尼龙缝线

10-0 号尼龙缝线

10-0 号尼龙缝线

进针位置及方向

    外 点 在 角 膜 边 缘 ，内 点 在 角 膜 中

心，与角膜缘等距

    角膜缘与角膜中心之间的中点进

针，近角膜缘处出针

距角膜缘 2.0 mm

距角膜上缘 2.0 mm

    距 角 膜 缘 略 小 于 1.0 mm 处（圆 规

定位）向瞳孔中心方向进针

    距离瞳孔中心 1.5 mm 处向角膜缘

方向进针

缝合操作

    中 央 角 膜 用 直 径 为 2 mm 的 环 钻 标 记 ，并 将 3 条

11-0 尼龙缝合线放置在基质内位置

间断缝合 3 针，两针间隔 120 度

    2 点钟位、4 点钟位、6 点钟位、8 点钟位、10 点钟位

和 12 点钟位处“8 字”缝合

1 点钟位、11 点钟位、12 点钟位处间断缝合 3 针

    3 点钟位、6 点钟位、9 点钟位、12 点钟位处间断缝

合 4 针

1 点、11 点、12 点钟位处间断缝合 3 针

缝合深度

角膜基质层

角膜基质下

角膜基质浅层

1/2~2/3角膜厚度

角膜基质层

角膜基质层

表 4　检测指标分类及分布

Table 4　Classification and distribution of test indicators

检测手段

CNV 生长情况观察

角膜组织病理学检测

免疫组化（IHC）

蛋白免疫印迹法

生化指标

免疫荧光（IF）

角膜表观情况观察

    实时荧光定量聚合酶链

式反应（Real-time PCR）
    逆转录聚合酶链式反应

（RT-PCR）

检测指标

CNV 长度、CNV 面积计算

苏木素-伊红（HE）染色观察各组角膜组织形态学变化

    VEGF、血小板 -内皮细胞黏附分子 31（CD31）、血管内皮细胞生长因子受体 2（VEGFR2）、基质金属

蛋白酶-2/9（MMP-2、MMP-9）、血管细胞黏附分子-1（VCAM-1）、促红细胞生成素（EPO）等蛋白表达

    Raf/MEK/细胞外调节蛋白激酶（ERK）等通路相关因子表达：Raf 蛋白激酶、ERK1、ERK2、p38 丝裂

原 活 化 蛋 白 激 酶（p38 MAPK）；角 膜 组 织 中 血 管 内 皮 生 长 因 子 VEGFA/VEGFB、趋 化 因 子 受 体

CXCR4、神 经 生 长 因 子（NGF）、分 泌 粒 蛋 白Ⅲ（Scg3）、MMP-9、血 管 内 皮 细 胞 生 长 因 子 受 体 Flk-1/

VEGFR2 等蛋白表达

    血液中白细胞介素 -6（IL-6）、肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）、VEGF 含量；房水中 VEGF、OPN、TNF-α等

含量；角膜组织中碱性成纤维细胞生长因子（bFGF）、VEGF、TNF-α、白细胞介素-10（IL-10）、细胞间黏

附分子-1（ICAM-1）、转化生长因子-β1 亚型（TGF-β1）等蛋白表达

    新 生 血 管 侵 入 面 积；全 角 膜 铺 片 免 疫 荧 光 检 测 CD31、α - 平 滑 肌 肌 动 蛋 白（α -SMA）、磷 酸 化

（p）-ERK1/2、p-p38 MAPK 表达

水肿、浑浊程度，炎症反应，角膜上皮愈合情况

    角膜组织中 VEGF、CXCR4、诱导型一氧化氮合酶（iNOS）、精氨酸酶-1（Arg-1）、血管内皮生长因子

受体 Flt-1/Flk-1/VEGFR2、血小板反应蛋白-1（TSP-1）、缺氧诱导因子-1α（HIF-1α）等 mRNA 表达

    角 膜 组 织 中 PI3K/Akt/mTOR 信 号 通 路 因 子 mRNA 表 达 ：4EBP1/P70S6K、磷 脂 酰 肌 醇 3- 激 酶

（PI3K）、蛋白激酶 B（Akt）；色素上皮衍生因子（PEDF）、VEGF、EPO、MMP-2 等 mRNA 表达

频数/次

201

127

88

73

50

47

46

43

38
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缝 线 早 期 炎 症 因 子 释 放 ，促 进 花 生 四 烯 酸 代 谢 、内

皮 细 胞 有 丝 分 裂 ，VEGF 表 达 增 加 ，加 速 CNV 形

成［17］。与碱烧伤法相比，角膜缝线法的优势在于新

生血管沿缝线两侧呈局限性生长，未累及角膜其他

时钟方位；或沿缝合方向垂直角膜缘呈束状或从状

向心性生长，形态较规则，便于观察和测量［5，18］。但

是角膜缝线法各手术环节影响因素较多，造模效果

受施术者缝合技巧熟练度影响，因此在实际使用频

率上不如碱烧伤法。综上得出 CNV 模型推荐复制

方法见表 5。

3.3　模型指标的建立     模型指标的选择建立在实

验研究内容的基础上。统计发现，CNV 模型主要应

用 于 药 效 验 证 与 机 制 研 究 2 部 分 。 单 纯 的 CNV 药

效 验 证 ，通 过 表 观 指 征 、角 膜 组 织 病 理 即 可 直 观 的

判断出受试药物是否有效。表观指征以 CNV 生长

情况为主，包括 CNV 长度测量及面积计算。炎症是

CNV 的核心机制［19-20］，因此也可以选择加入角膜水

肿 、浑 浊 程 度 ，炎 症 指 数 等 炎 症 相 关 表 观 指 标 。 组

织 病 理 检 测 是 疾 病 诊 断 的 金 指 标 。 部 分 药 效 实 验

会 加 入 血 清 、房 水 生 化 指 标 ，如 血 液 IL-6、TNF-α、

VEGF 含量和房水 VEGF、OPN 含量等来辅助判断。

作 用 机 制 一 般 在 药 效 验 证 基 础 上 增 加 生 化 检

测、免疫组化、Western blot 及各种 PCR 检测方法测

定 相 关 蛋 白 及 mRNA 表 达 来 完 善 研 究 内 容 。 将

CNV 数 据 库 中 重 复 出 现 的 蛋 白 、生 物 因 子 、mRNA

指标总结分析，可分为 3 部分。第一部分指标基于

新生血管形成调控相关的各个环节，包括内皮细胞

渗透性增加、血管基底膜和 ECM 崩解、内皮细胞出

芽、内皮细胞增殖等［21］，这部分指标也是 CNV 机制

研 究 的 基 础 指 标 。 角 膜 血 管 生 成 是 由 于 缺 氧 或 炎

症 细 胞 释 放 促 血 管 生 成 因 子 ，例 如 bFGF、VEGF 和

其他几种趋化因子［3］。VEGF 是血管生成的主要调

节 因 子 ，在 血 管 新 生 中 起 着 举 足 轻 重 的 作 用 ，是

CNV 实验研究中的黄金指标［21］，VEGFR2 被认为是

主 要 的 VEGF 受 体 ，介 导 VEGF 对 血 管 内 皮 细 胞 的

增殖作用，研究表明，VEGF/VEGFR2 信号通路是角

膜新生血管形成的关键［22］。血管生长因子 Scg3 和

VEGF 作 用 相 似 ，也 参 与 诱 导 CNV 形 成 ，Scg3 抗 体

可以抑制角膜碱烧伤后的炎症反应，从而抑制 CNV

的 生 成［23-25］。 抗 血 管 生 成 因 子 PEDF 与 VEGF 之 间

动 态 平 衡 失 调 ，是 新 生 血 管 初 生 的 重 要 原 因［26］。

MMP-2、MMP-9 通过参与Ⅳ型胶原的降解，易化血

管内皮细胞的迁移，是新生血管形成的一个重要环

节［27］，而 MMP-2 及 MMP-9 的表达与炎症细胞聚集

相 关［28-29］。 IL-6 和 TNF-α是 促 炎 因 子 ，在 角 膜 炎 期

间过度表达，会诱导血管生成［21］。 iNOS 是 NO 合成

表 5　CNV 模型推荐复制方法

Table 5　Recommended replication methods for CNV model

造模方法

碱烧伤法

角膜缝线法

实验动物

SD 大鼠

新西兰兔

SD 大鼠

新西兰兔

操作方法

    用 1% 戊巴比妥钠以 45 mg∙kg-1 剂量腹腔麻醉（其他麻醉亦可），实验眼滴

0.4% 盐酸奥布卡因滴眼液表面麻醉。将直径 3 mm 的滤纸浸于 1 mol·L-1 的

氢氧化钠溶液中充分浸润，置于干燥滤纸上蘸去多余的碱液，均匀贴于眼角

膜 中 央 40 s 后 弃 去 滤 纸 ，立 即 用 生 理 盐 水 冲 洗 被 烧 伤 角 膜 表 面 及 结 膜 囊

1 min

    将实验兔置于固定架固定，采用盐酸氯胺酮注射液（25 mg∙kg-1）与盐酸异

丙嗪注射液（25 mg∙kg-1）按 1∶1 的比例混合后，以 2 mL∙kg-1 体质量剂量对实

验兔进行全身麻醉（其他麻醉亦可），0.4% 盐酸奥布卡因滴眼液眼球表面麻

醉。待兔呼吸平稳后，将直径 6 mm 的滤纸浸于 1 mol∙L-1 的氢氧化钠溶液

中充分浸润，置于干燥滤纸上蘸去多余的碱液，均匀贴于兔眼角膜中央 30 s

后弃去滤纸，立即用生理盐水冲洗被烧伤角膜表面及结膜囊 1 min

    用 1% 戊 巴 比 妥 钠 腹 腔 注 射 诱 导 全 身 麻 醉（其 他 麻 醉 亦 可），实 验 眼 滴

0.4% 盐 酸 奥 布 卡 因 滴 眼 液 角 膜 表 面 麻 醉 。 无 菌 操 作 ，在 手 术 显 微 镜 下 用

10-0 号尼龙线铲针穿过角膜基质层间断缝合 4 针（3 点、6 点、9 点、12 点 4 个

钟点位置），自距离角膜缘 2.0 mm（圆规定位）向瞳孔中心方向进针

    将实验兔置于固定架固定，采用盐酸氯胺酮注射液（25 mg∙kg-1）与盐酸异

丙嗪注射液（25 mg∙kg-1）按 1∶1 的比例混合后，以 2 mL∙kg-1 体质量剂量对实

验兔进行全身麻醉（其他麻醉亦可），0.4% 盐酸奥布卡因滴眼液眼球表面麻

醉。无菌操作，在手术显微镜下置开睑器，冲洗结膜囊，8-0 尼龙缝线，距角

膜缘 2 mm 处作 3 针间断板层缝线（分别于 11 点、12 点、1 点 3 个钟点位置），

针脚深度约 1/2~2/3 角膜厚度，线节暴露出

术后处理

    术 后 给 予 左 氧 氟 沙 星 滴 眼 液 滴 眼

3 次/d（或抗生素眼膏），连续 3 d，防止

感染

    术 后 给 予 左 氧 氟 沙 星 滴 眼 液 滴 眼

3 次/d（或抗生素眼膏），连续 3 d。同时

检查（手电筒照射）缝线有无脱落，若有

脱落、及时原位或原进针点旁补缝，同一

位点缝线 2次以上脱落则剔除分析
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的关键酶，在角膜上皮和内皮中含量丰富，在炎症、

外 伤 等 刺 激 下 ，iNOS mRNA 翻 译 产 生 NO 促 进

CNV 生 成［30］。 CD31 特 异 性 表 达 于 血 管 内 皮 细 胞

中，相对于其他内皮细胞标记，CD31 更能精确反映

血 管 数 量［31］。 基 于 纳 米 技 术 的 新 型 眼 纳 米 系 统

（ONS），例如脂质体，纳米颗粒（NPs），聚合物胶束，

纳米乳液/微乳液，树枝状聚合物等，以上述调控指

标为基础，研究优化眼渗透和生物利用率且药物保

留时间较长的纳米载体，这是当前 CNV 治疗最热门

的研究领域［32］。

第二部分基于新型抗 VEGF 药物开发的研究中

抑 制 VEGF 信 号 通 路 的 各 个 步 骤［33］。 研 究 发 现

CXCR7 能促进 IL-8、VEGF 等促血管生成因子的表

达［34］ 。 CXCL12/CXCR4 通 路 可 协 同 VEGF-A/

VEGFR-1 通 路 调 节 角 膜 新 生 血 管 生 成［5］。 ERK1/2

和 p38 是 VEGF 信号转导的 2 个主要下游蛋白［35］，研

究发现双氢青蒿素（DHA）可以降低 ERK1/2、p38 的

磷酸化，进而抑制 CNV 形成［36］。第三部分基于基因

的抗血管生成治疗策略［37］。MiR-200b 可通过调控

PIK3CA/Akt 通 路 抑 制 大 鼠 角 膜 血 管 新 生［8］；miR-

322（424）-5P 可能通过激活 VEGF 及 Raf/MEK/ERK

通路促进角膜新生血管的形成［38］。miR-497 可抑制

碱烧伤诱导的角膜炎症反应，通过靶向 STAT3 抑制

炎 症 信 号 通 路 的 激 活 ，进 而 抑 制 CNV 的 发 生 和 发

展［39］。 基 因 疗 法 还 包 括 通 过 siRNA 下 调 或 降 解

mRNA 的 新 策 略 ，如 siVEGFA 沉 默 VEGFA 表 达 来

抑制 CNV［40］。这两部分同样属于当前 CNV 现代临

床研究的主流发展方向。

3.4　CNV 模型与中医药证候评价     当前 CNV 模型

的造模方法属于现代医学疾病动物模型的范畴，用

于中医药的药效机制研究，尚缺乏中医临床证候的

部分。中医理论中，肝开窍于目，角膜为黑睛，在脏

属 肝 ，碱 烧 伤 、角 膜 缝 线 法 等 造 模 方 法 构 建 的 炎 症

性 CNV 模型，其表现出的局部充血、浸润、浑浊等炎

症 表 现 及 实 验 动 物 表 现 的 烦 躁 、不 安 等 症 候 群 ，可

归 属 于 肝 火 上 炎 证 范 畴 。 当 前 临 床 上 用 中 药 复 方

或者单味中药直接治疗 CNV 的报道很少，明确报道

的 动 物 实 验 研 究 仅 有 中 药 复 方 葛 根 退 赤 汤 与 中 药

密 蒙 花 。 葛 根 退 赤 汤 以“ 清 热 抑 木 ”法 起 到 清 热 退

赤、活血明目的作用；密蒙花味甘，性微寒，归肝经，

有 清 热 泻 火 、明 目 退 翳 的 功 效 ，研 究 发 现 二 者 可 通

过 抑 制 VEGFA 的 表 达 ，进 而 抑 制 由 碱 烧 伤 法 构 建

的 大 小 鼠 CNV 模 型 新 生 血 管 的 生 成［41-42］。 从 葛 根

退 赤 汤 及 密 蒙 花 的 主 治 功 效 上 分 析 可 以 佐 证 碱 烧

伤法构建的 CNV 模型属于肝火上炎证。其他造模

方 法 的 中 医 药 证 候 评 价 还 需 要 通 过 中 医 四 诊“ 望 、

闻 、问 、切 ”综 合 判 断 ，即 在 动 物 模 型 复 制 中“ 望 ”实

验动物毛发色泽、稀疏程度，反应敏捷度、舌下络脉

等指标；“闻”实验动物叫声是否孱弱、狂躁，大小便

及自身气味是否异常等指标；“问”是对动物进行观

察 ，如 对 患 处 的 舔 舐；“ 切 ”对 应 实 验 动 物 脉 搏 、心

率、体治疗、腹围等指标［43］。

4 结论与展望

炎症是 CNV 的核心机制，碱烧伤法与角膜缝线

法诱导的炎症性 CNV 模型能够满足当前大部分的

科研需求。综合统计数据，优先推荐碱烧伤法诱导

的 SD 大鼠 CNV 模型，如果对于角膜临床观察要求

较 高 则 可 以 选 择 角 膜 缝 线 法 及 新 西 兰 兔 。 指 标 的

选择需要依据研究方向：CNV 的生长情况、角膜组

织 病 理 检 测 及 VEGF 为 首 选 指 标 ，推 荐 全 部 选 取；
VEGFR2、FGF-2、Scg3、PEDF、CD31 等 新 生 血 管 调

控相关指标为重要指标，根据前期实验或假设猜想

优先选取；其余指标择需选取。指标检测方法包括

ELISA、 IHC、 Western blot、 RT-PCR、 Real-time 

PCR 等。

《银海精微》［44］记载密蒙花“味甘入肝经。去目

中赤脉眵泪，能明目”，表明密蒙花的抗血管生成作

用；《本 草 纲 目》［45］记 载 杏 仁“同 古 钱 埋 之 ，化 水 ，点

目中赤脉”；《本草汇言》［46］记载“用白豆仁……目中

赤 脉 白 翳 ，不 因 于 暴 病 寒 风 ，而 因 于 久 眼 血 虚 血 热

者，皆不可犯”，说明白豆蔻可治疗血虚血热型新生

血管；《得配本草》［47］记载玄精石“得生甘草，治目中

赤 脉 ”；《原 机 启 微》［48］收 载 处 方 龙 脑 黄 连 膏 ，主 治

“目中赤脉如火，溜热炙人，眼眶破烂，畏日羞明，眵

多 眊 矂 ”。 这 些 单 味 中 药 或 中 药 复 方 配 伍 ，说 明 中

医药对 CNV 有着直观的治疗作用。黑睛属肝，凡清

肝 、疏 肝 、平 肝 之 药 皆 可 退 翳 。 除 上 述 古 籍 记 载 对

CNV 有治疗效果的单药或处方外，还有许多从药性

分析上判断对 CNV 有效的中药，如鲜车前草，性味

甘 寒 ，可 入 肝 经 ，《普 济 方》［49］记 载“ 用 车 前 草 自 然

汁 ，调 朴 硝 末 ，卧 时 涂 眼 胞 上 ，明 早 水 洗 去 ”可 治 一

切眼疾。综上说明中医药在 CNV 的治疗方面有着

巨大的发展潜力和发展空间，因此探索构建中医药

病证结合的动物模型也是目前 CNV 模型发展的重

要 方 向 。 动 物 模 型 的 发 展 完 善 一 定 是 以 服 务 临 床

为导向的，能够稳定复制与人 CNV 临床疾病特点相

符的角膜新生血管模型是研究的最终目的。

本文通过对 CNV 实验研究文献学习整理，总结
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了 当 前 CNV 模 型 的 应 用 特 点 ，旨 在 为 完 善 CNV 模

型进而推动临床 CNV 发展提供文献依据。
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