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缝线诱导大鼠角膜血管新生过程中环氧化酶2和基质金属蛋白酶2的表达★ 
张  静，陆晓和，张  妍，李  祥，钟彦彦，张海峰 

Expressions of cyclooxygenase-2 and matrix metalloproteinase-2 in suture-induced corneal 
neovascularization in rats    

Zhang Jing, Lu Xiao-he, Zhang Yan, Li Xiang, Zhong Yan-yan, Zhang Hai-feng 

Abstract 
 
BACKGROUND: Studies has demonstrated that cyclooxygenase-2 (COX-2) and matrix metalloproteinase-2 (MMP-2) may play an 
important role in corneal neovascularization (CNV), but their mechanisms and interactions remain unclear.    
OBJECTIVE: To investigate the expressions of COX-2 and MMP-2 in suture-induced CNV, and to analyze the interaction between 
COX-2 and MMP-2, additionally, to explore the mechanisms of CNV.   
METHODS: The models of CNV were induced by corneal stitch. The development of CNV was monitored daily under slit-lamp 
microscope. The expressions of COX-2 and MMP-2 and levels of COX-2 and MMP-2 mRNA in CNV were detected by 
immunohistochemistry and reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) at days 1, 4, 7, 14 and 21 after operation, 
and their correlations were analyzed.  
RESULTS AND CONCLUSION: New vessels appeared near corneal limbus and grew towards into transparent cornea at 3-4 
days after stitching. The stitch sites were edematous. The neovascular thrived and edema increased at 7 days. The neovascular 
reached to stitch sites at 14 days, and then vascular net formed. Then vessels gradually became thinner at 21 days. 
Immunochemistry and RT-PCR demonstrated: the positive expressions of COX-2 and MMP-2 in CNV localized in inflammatory 
cells and endothelial cells of neovascularization progressed gradually after stitching, and involved the entire cornea at the 7 day 
post-treatment. After 7 days the expression decreased following the decrease of inflammatory cells. The expression of COX-2 was 
correlative with MMP-2 positively (r=0.981, P < 0.05). All results demonstrated that in inflammation-associated corneal 
angiogenesis, expression of COX-2 and MMP-2 progressed and closely related to the angiogenesis. 
 
Zhang J, Lu XH, Zhang Y, Li X, Zhong YY, Zhang HF. Expressions of cyclooxygenase-2 and matrix metalloproteinase-2 in 
suture-induced corneal neovascularization in rats. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2010;14(15): 
2714-2717.     [http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
 
背景：研究表明环氧化酶 2和基质金属蛋白酶 2在角膜新生血管的发生中起重要作用，但其具体机制及相互关系仍不明确。 
目的：观察环氧化酶 2和基质金属蛋白酶 2在缝线法诱导的大鼠角膜新生血管中的表达，并分析其相关性，探讨角膜新生血
管形成的有关机制。 
方法：采用缝线法建立 SD 大鼠角膜新生血管模型，术后每日裂隙灯观察角膜新生血管的生长情况，并于 1，4，7，14，        
21 d取材，行免疫组化及 RT-PCR检测环氧化酶 2和基质金属蛋白酶 2蛋白的分布及二者 mRNA的相对表达量，并进行相
关性分析。 
结果与结论：角膜缝线后三四天可见明显从角膜缘伸入角膜的毛刷状小血管，垂直角膜缘切线方向，角膜缝线处水肿；7 d
角膜新生血管生长旺盛，角膜水肿继续加重，14 d新生血管延伸到达或超过缝线位置，分支密集并互相吻合形成袢状血管；
21 d角膜新生血管变细。免疫组化及 RT-PCR显示环氧化酶 2和基质金属蛋白酶 2于缝线后表达逐渐增加，7 d 达高峰，
以后随炎症细胞的减少而减弱，主要分布于炎症细胞胞质及新生血管内皮细胞，两种因子的表达在角膜新生血管中具有正相

关性(r=0.981, P < 0.05)。证实炎症相关的角膜新生血管中环氧化酶 2和基质金属蛋白酶 2的表达增加，并且与新生血管的
发生、发展密切相关。 
关键词：角膜新生血管；环氧化酶 2；基质金属蛋白酶 2；眼科组织工程；大鼠 
doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2010.15.013 
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0  引言 
 
角膜新生血管形成是一个复杂的病理过

程，目前认为白细胞介素、细胞黏附分子、环

氧化酶、基质金属蛋白酶、血管生成素、各种

生长因子等多种因素参与了角膜新生血管的形

成和演进
[1]
。缝线诱导的角膜新生血管发生主要

机制是炎症反应，在炎性递质诱导新生血管的

过程中环氧化酶2(cyclooxygenase 2，COX-2)

起关键作用
[2]
。COX-2是前列腺素合成过程中

的重要限速酶，在大多数正常组织中检测不到，

而在细胞因子、生长因子、癌基因及促肿瘤剂

等多种刺激下表达上调，参与炎症反应、细胞

增殖及分化过程
[3]
。近年来研究发现COX-2在

肿瘤新生血管形成中起重要作用
 [4]
。而在角膜

角膜新生血管中，Kenyon等[5]
研究显示诱导酶

COX-2在角膜新生血管组织中大量表达。 
基质金属蛋白酶(matrix metalloproteinases，

MMPs)是一族能降解细胞外基质成分和基底膜
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的含锌蛋白酶
[6]
，通常以酶原的形式存在，激活后能酶

解蛋白，破坏局部组织结构、诱导新生血管形成，其中

MMP-2被认为与角膜新生血管的形成有密切关系[7]
。实

验发现COX-2、MMP-2表达水平在角膜新生血管中明
显升高，本文应用免疫组化及RT-PCR检测COX-2、
MMP-2在角膜新生血管中的分布及表达，探讨其在角膜
新生血管形成中的作用及二者间的相互关系，进一步研

究角膜新生血管的发生机制。 
 
1  材料和方法 

 
设计：随机对照动物实验。 
时间及地点：实验于2008-04/10在南方医科大学珠

江医院中心实验室完成。 
材料： 
实验动物：选用SPF级SD大鼠(雌雄兼备)37只，体

质量170~220 g，由南方医科大学实验动物中心提供(许
可证号：SCXK粤2008-0002)。实验过程中对动物处置
方法符合动物伦理学要求

[8]
。 

试剂和仪器： 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
方法： 
实验分组：将37只SD大鼠适应性喂养1周后开始实

验，按随机数字法分为空白对照组3只和模型组34只。
空白对照组不做任何处理，模型组随机选取6眼用于角
膜新生血管生长的动态观察，其余用于标本取材。 

大鼠角膜新生血管模型的建立：大鼠术前禁食，腹腔

注射3.5~4.0 mL水合氯醛溶液(100 g/L)，双眼均为术
眼，盐酸丁卡因和复方托吡卡胺滴眼液术前点眼各3次，
进行表面麻醉和散瞳。术前常规消毒，庆大霉素生理盐

水冲洗结膜囊。常规无菌操作。在手术显微镜下用10-0
带铲针尼龙丝线距角膜缘约2 mm穿过角膜基质层等间
距间断缝合3针(11点、12点、1点3个钟点位置)，跨度
约2 mm，深达2/3角膜基质层，缝线在角膜表面留线头
约1 mm，术毕，球结膜下注射庆大霉素，涂金霉素眼
膏以防止感染。若有缝线脱落，及时原位补缝

[9]
。  

术后用药及临床观察：术后术眼每天给予氯霉素点眼，

3次/d，共2周。自术后第1天起每天裂隙灯下观察术眼
角膜新生血管生长情况。由于手术等原因造成感染、前

房出血、前房积脓、缝线局部水肿糜烂严重者、缝线脱

失>2次者视为角膜新生血管失败模型，不列为统计范
围，并及时补充实验动物。 

取材及免疫组化切片制备：术后1，4，7，14，21 d
各随机取3只(6眼)大鼠，麻醉后立即摘除眼球，取完整
角膜(带完整角膜缘)，沿角膜中心一分为二，立即置于
40 g/L多聚甲醛溶液固定、脱水，常规石蜡包埋，行病
理检查。取第4，7天标本做病理检查同时行免疫组织化
学检测COX-2、MMP-2的表达。按即用型SABC试剂盒
进行抗体标记，DAB显色，最后用苏木精复染。以试剂
盒中未染色的已知阳性对照片与被测标本同时染色作

阳性对照，阴性对照以PBS缓冲液取代一抗，用DAB显
色。两种标记物均以细胞膜呈棕黄色染色者为阳性细

胞，显微镜下观察COX-2、MMP-2在大鼠角膜的表达部
位及强度并照相。 

角膜组织中COX-2、MMP-2 mRNA表达检测：分别取正

常角膜及模型组1，4，7，14，21 d角膜，用RT-PCR
法检测植片中COX-2、MMP-2 mRNA的表达。用TRIzol
提取总RNA。根据反转录聚合酶链反应试剂盒说明进行
反转录-聚合酶链反应。特异引物对由广州杰特伟生物

科技有限公司合成，以GAPDH为内参照。 
引物序列： 

 
 
 
 

 
 
 
 
 

聚合酶链反应扩增：采用标准的三步法，COX-2、
MMP-2：95 ℃预变性5 min，95 ℃变性45 s，56 ℃退
火45 s，72 ℃延伸20 s，共40个循环。反应在iQ5 (美国
Bio-Rad)荧光定量PCR仪上进行，72~95 ℃缓慢升温，
产生GAPDH和COX-2、MMP-2熔解曲线。重复2次。 

实时荧光定量PCR：结果采用仪器自带的BioRad.iQ5 
软件进行分析，观察扩增曲线和熔解曲线，以GAPDH
为内参基因，对cDNA的含量进行相对定量分析，计算
样本待测基因与GAPDH表达差异倍数。 
主要观察指标：角膜新生血管生长情况及COX-2、

MMP-2在正常角膜及角膜新生血管中的分布及相对表
达量。 
设计、实施、评估者：设计为第一、二作者，实施

和评估为全部作者，均经过正规培训，实验过程未采用

盲法评估。 
统计学分析：由第一作者用SPSS 13.0统计软件进

试剂及仪器 来源 

抗大鼠 MMP-2多克隆抗体， 
免疫组化试剂盒  
抗大鼠 COX-2单克隆抗体  
First Strand cDNA Synthesis Kit 
ABI: (Cat.No. 4369016) Primer 
手术显微镜  
显微手术器械  
10/0 带铲针尼龙线，裂隙灯显微镜

武汉博士德公司 
 
美国 SANTA公司 
Fermentas (Cat. No. #K1622 ) 
invitrogen 
美国 Leica-M841 
苏州明仁医疗器械厂 
德国 ZEISS 

内参 GAPDH (110 bp)： 
上游引物：5’CTC CCA TTC CTC CAC CTT TG 3’、  
下游引物：3’CCA CCA CCC TGT TGC TGT AG 5’。 

 
COX-2 (146 bp)： 
上游引物：5’GTG TGA GTG GTA GCC AGC AA 3’、  
下游引物：3’CCC ACA GGA GGA TCT GAA AA 5’。 

    
MMP-2 (146 bp): 
上游引物：5’GAA ACC GTG GAT GAT GCT TT 3’、 
下游引物：3’CCA TCA AAC GGG TAT CCA TC 5’。 
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行数据分析，结果以x
_

±s表示，各时间点COX-2、MMP-2
表达量比较用单向方差分析；两者相关性用Spearman
相关分析检验，P < 0.05为差异有显著性意义。 

   
2  结果 

 
2.1  实验动物数量分析  33只SD大鼠进入结果分析，
因缝线处局部感染、前房出血、脱线＞2次者导致模型
失败8眼，排除在外，余无脱失。 
2.2  裂隙灯显微镜观察结果及角膜新生血管生长的动
态观察  角膜缝线后1 d未见明显角膜新生血管，缝线
处角膜缘血管扩张充血，角膜缝线处水肿隆起明显；4 d
可见明显从角膜缘伸向角膜生长的毛刷状小血管、角膜

水肿范围扩大；7 d新生血管密度均匀、垂直于角膜缘
向缝线方向延伸、角膜水肿继续加重；14 d新生血管延
伸到达或超过缝线位置，分支密集并互相吻合形成袢状

血管网；21 d新生血管逐渐萎缩变细呈线状。                
2.3  病理组织学及免疫组化检测结果   

病理组织学结果： 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
免疫组化检测结果：正常SD大鼠角膜仅上皮层微弱表

达COX-2，MMP-2几乎无表达，见图1。 
 
    
 
 
 
 
 
 
 
    
 
 

模型组缝线后4 d，COX-2、MMP-2在角膜上皮层、
基质层炎性细胞中表达增强，见图2a，b。缝线后7 d，
炎性细胞、新生血管内皮细胞均染色阳性，表现为细胞

胞浆或胞膜呈棕黄色粗大颗粒，见图2c，d。7 d后表达
减弱，COX-2、MMP-2的表达在缝线后开始升高，7 d
达高峰，随后开始回落。COX-2和MMP-2在角膜新生血
管中的含量均随天数增加逐渐增多，且表达部位一致。 

 
    
 
 
 
 
 
 
 
    
 
 
 
    
 
 
 
 
 
 
 

2.4  COX-2、MMP-2 mRNA在模型组角膜中的表达  
以模型组各时间点大鼠角膜目的基因与GAPDH基因循
环数表达差异倍数代表COX-2、MMP-2 mRNA的相对
表达量，Pearson相关检验显示，模型组COX-2 mRNA
表达与MMP-2 mRNA表达呈正相关 (r=0.981，P < 
0.05)。见表1。COX-2及MMP-2在各样品中扩增后的熔
解曲线见图3，4。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

表 1  角膜样本 COX-2、MMP-2 mRNA在术后不同时间点的 
表达差异倍数 

Table 1  Fold differential expressions of corneal 
cyclooxygenase-2 (COX-2) and matrix 
metalloproteinase-2 (MMP-2) mRNA at different time 
points after operation                    (x

_

±s, n=3) 

r = 0.981, P < 0.05 

Time (d) COX-2 mRNA MMP-2 mRNA 

1 
4 
7 

14 
21 

3.55±0.54 
19.56±8.35 
64.71±11.74 
43.67±17.67 
19.69±2.64 

0.15±0.08 
0.92±0.05 
3.21±0.43 
1.68±0.50 
1.10±0.29 

空白对照组： 

角膜较薄，角膜组织结构正常，可见角膜上皮层、前弹力层(与
基底细胞层紧贴)、基质层、后弹力层、内皮层排列整齐，正常
角膜透明无水肿、无混浊、无新生血管及淋巴细胞等炎性细胞

浸润。 
 
模型组： 

术后 1 d可见少量的炎性细胞浸润， 
术后 4 d可见炎性细胞浸润增多(淋巴细胞、多形核白细胞、巨
噬细胞、少数中性粒细胞)，少量新生血管形成，位于上皮细胞
层及前基质层。 
术后 7 d角膜基质层可见大量的新生血管，管腔大，有浆细胞、
淋巴细胞及成纤维细胞浸润，炎症反应较重，在角膜缘与缝线

间的角膜基质层中可见大量的内皮细胞，腔内充满红细胞。 
术后 14 d可见基质层内有部分血管腔，周围有成纤维细胞聚集。
术后 21 d血管腔塌陷，基质层内胶原纤维也明显增多。 

Figure 1  Immunohistochemical expressions of 
cyclooxygenase-2 and matrix metalloproteinase-2 in 
the normal cornea (SP, ×400) 

图 1  空白对照组正常角膜组织中 COX-2和 MMP-2免疫组 
织化学表达(SP，x400) 

a: Cyclooxygenase-2  b: Matrix metalloproteinase-2 

a: Cyclooxygenase-2 at 4 days 
after stitching    

b: Matrix metalloproteinase-2 at  
4 days after stitching

Figure 2  Immunohistochemical expressions of corneal 
cyclooxygenase-2 and matrix metalloproteinase-2 at 
4 and 7 days after stitching (SP, × 400) 

图 2  模型组角膜缝线后第 4，7天角膜 COX-2和 MMP-2 
免疫组织化学表达(SP，x400) 

c: Cyclooxygenase-2 at 7 days 
after stitching    

d: Matrix metalloproteinase-2 at 7 
days after stitching    
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3  讨论 

 
近来的研究表明COX-2促进角膜新生血管的可能

机制：①可能与其催化花生四烯酸生成的前列腺素诱

导组织生成血管内皮生长因子有关
[10]
。②可能与其催

化花生四烯酸生成的前列腺素产物诱导MMP-2的产生
及活性增加有关，另外大肠癌、乳腺癌细胞转染COX-2
也可增加MMP-2的活性 [11]

。Amico等 [12]
发现创伤后

COX-2在角膜全层表达明显增加，尤其在上皮层占主要
地位。本实验应用免疫组化方法及RT-PCR研究了
COX-2在角膜新生血管模型中表达及分布，结果显示
COX-2表达在缝线后第4天迅速提高，7 d达高峰，14 d
已下降，第21天仍有表达，其表达主要分布在浸润的炎
症细胞及新生血管的内皮细胞的胞质。 
唐维强等

[13]
研究显示MMP-2在新生血管角膜的酶

谱中可区分出72 ku的MMP-2酶原和62 ku的活性酶，而
在正常角膜主要以酶原形式存在，检测不到活性酶。

MMP-2酶原在新生血管角膜的含量明显高于正常角膜。
Kvanta等 [14]

研究了炎症相关大鼠角膜新生血管模型

MMP-2、MMP-9和血管内皮生长因子的作用，结果表
明MMP-2表达增强并主要在炎性细胞浸润的新生血管
形成区域表达。本实验发现，在正常角膜组织中MMP-2 
mRNA微量表达，而在角膜新生血管中则有不同程度的
过表达，随着新生血管的发生发展，MMP-2 mRNA水
平呈现先增高后降低的趋势，其表达部位与趋势与

COX-2相一致。 
在肿瘤MMP-2异常表达的调控因素中，COX-2对

MMP-2表达的上调作用越来越受到人们的关注[15]
。Pan 

等
[16]
通过COX-2抑制剂抑制COX-2转录直接抑制

MMP-2基因转录和蛋白表达。在角膜新生血管中是否也
这种联系呢?本实验结果显示：缝线后的角膜组织中，
COX-2和MMP-2随炎症反应的加重逐渐上调表达，且两
种蛋白的表达部位高度一致，主要在浸润的炎症细胞和

新生血管内皮细胞的细胞质，相关分析显示两者呈显著

正相关。提示两者之间在角膜新生血管可能存在一定的

协同关系，COX-2可能通过直接或间接的方式(如bcl-2、
血管内皮生长因子、uPA等)上调MMP-2合成并与其相互
协同促使角膜新生血管生成，但关于COX-2与MMP-2
是如何相互协同促使角膜新生血管生成的具体机制有

待进一步研究，同时为进一步探索应用选择性COX-2抑
制剂防治角膜新生血管相关眼病提供了理论依据。 
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Figure 3  Melting curves of cyclooxygenase-2 mRNA in 
different corneal samples 

图 3  COX-2在各样品中扩增后的熔解曲线 

Figure 4  Melting curves of matrix metalloproteinase-2 
mRNA in different corneal samples 

图 4  MMP-2在各样品中扩增后的熔解曲线 
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