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兔角膜移植后房水中血管内皮生长因子及肿瘤坏死因子α表达与 

高压氧的影响*★ 

谢迎宾，王  强，雷宁玉，张  磊，任  莉 

 

Effects of hyperbaric oxygen on the expression of vascular endothelial growth factor and tumor 

necrosis factor alpha in the aqueous humour after penetrating keratoplasty in rabbits 
 
Xie Ying-bin, Wang Qiang, Lei Ning-yu, Zhang Lei, Ren Li 
 

文章亮点： 

高压氧可通过下调肿瘤坏死因子 α 和血管内皮生长因子的含量减少新生血管的形成，进而抑制角膜移植后排斥反应

的程度。 

Abstract 

BACKGROUND: Studies had demonstrated that vascular endothelial growth factor (VEGF) and tumor necrosis factor α 

(TNF-α) may play an important role in immunologic rejection after penetrating keratoplasty, but the interactions between 

hyperbaric oxygen, VEGF and TNF-α remains unclear． 

OBJECTIVE: To investigate the effects of hyperbaric oxygen on the expression of VEGF and TNF-α in the aqueous 

humour after penetrating keratoplasty, and to study the relationship between VEGF, TNF-α and cornea transplantation 

immunologic rejection.  

METHODS: We used the chicken to rabbit model of penetrating heterograft. Sixteen healthy New Zealand rabbits were 

randomly divided into two groups: control group and hyperbaric oxygen group. The rabbits in the hyperbaric oxygen 

group were treated with hyperbaric oxygen from the 1
st
 day to the 6

th
 day after operation, and the rabbits in the control 

group were not treated with hyperbaric oxygen. The level of VEGF and TNF-α were determined dynamically by enzyme 

linked immunosorbent assay on 3, 7, 14, and 28 days after surgery.  

RESULTS AND CONCLUSION: The TNF-α and VEGF expression could be seen in the aqueous humour of normal 

rabbits, and the levels were increased in early postoperative days, which had a significant difference statistically before 

and after surgery (P < 0.05). In the acute rejection period, at 14 days after transplantation, the quantity of TNF-α and 

VEGF reached their peak respectively, The content of TNF-α and VEGF in the hyperbaric oxygen group were obviously 

lower than those in the control group (P < 0.05). Hyperbaric oxygen can effectively reduce the level of VEGF and TNF-α 

and inhibit the immune response after keratoplasty. 

 

Xie YB, Wang Q, Lei NY, Zhang L, Ren L. Effects of hyperbaric oxygen on the expression of vascular endothelial growth 

factor and tumor necrosis factor alpha in the aqueous humour after penetrating keratoplasty in rabbits. Zhongguo Zuzhi 

Gongcheng Yanjiu. 2012;16(31): 5763-5767.     [http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 

摘要 

背景：血管内皮生长因子和肿瘤坏死因子 α 在角膜移植免疫反应中起重要作用，但二者与高压氧之间的关系尚不明

确。 

目的：探讨高压氧对角膜移植后房水中血管内皮生长因子及肿瘤坏死因子 α 表达的影响及其与角膜移植免疫反应的

关系。 

方法：分别以鸡、兔为供、受体建立异种异体穿透性角膜移植模型。将健康新西兰白兔 16 只随机分为 2 组，高压氧

组从手术当日至术后第 6 天行高压氧治疗，对照组未行高压氧治疗。分别于角膜移植后第 3，7，14，28 天抽取房

水，应用 ELISA 双抗体夹心法检测房水中肿瘤坏死因子 α 及血管内皮生长因子水平的变化。 

结果与结论：正常兔眼房水中均可检测到少量的肿瘤坏死因子 α 和血管内皮生长因子。移植后早期两组房水中肿瘤

坏死因子 α 和血管内皮生长因子水平即升高，与移植前比差异均有显著性意义(P < 0.05)。在移植后 14 d 左右急性

排斥反应期，肿瘤坏死因子 α 和血管内皮生长因子达最高值。高压氧组中肿瘤坏死因子 α 和血管内皮生长因子的水

平均明显低于对照组(P < 0.05)。结果表明高压氧可通过降低房水中肿瘤坏死因子 α 和血管内皮生长因子的含量，抑

制角膜移植后的免疫反应。 

 

关键词：血管内皮生长因子；肿瘤坏死因子 α；角膜移植；免疫排斥；高压氧 
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0  引言 

 

目前角膜移植是治疗各种严重角膜病最为有效的

方法，也是组织器官移植中成功率最高的手术。但免疫

排斥反应仍是角膜移植手术失败的主要原因，据报道，

穿透性角膜移植的排斥反应发生率仍占10%~30%
[1]
，尤

其在血管化、严重感染、大植片角膜移植、二次移植手

术等，免疫排斥反应发生率高达60%
[2]
。因此，积极探

索角膜移植免疫排斥反应的机制及干预方法对提高植

片的存活率和患者的视力水平具有重要的意义。 

肿瘤坏死因子α是1975年由Cars Well等首次提出

来的一种具有广泛生物学活性的免疫调节因子，与肿瘤

坏死因子受体相互作用发挥其广泛的生物学效应，参与

多种病理生理过程
[3-4]

。研究表明：肿瘤坏死因子α水平

变化与角膜移植排斥反应的发生密切相关，通过监测血

清中肿瘤坏死因子α水平变化可对排斥反应进行预测及

早期诊断。血管内皮生长因子是目前确定的一种最直接

的新生血管形成因子，其能特异性刺激血管内皮细胞增

殖及新生血管形成
[5]
，因而与角膜新生血管关系密切。 

高压氧疗法是指在高于大气压的环境中吸氧，使血

中氧的物理溶解和血氧含量增加，短时间内组织迅速获

得大量氧气。有研究表明，通过高压氧治疗可以有效地

提高眼部的氧浓度，使血液、泪液中的氧含量迅速增加，

随着研究的不断进展，高压氧正做为一种新的治疗手段

被用于抑制角膜新生血管。本实验以鸡-兔异种异体角

膜移植为实验模型
[6]
，检测移植后不同时期房水中血管

内皮生长因子和肿瘤坏死因子α水平，探讨其与角膜移

植排斥反应的关系，并观察高压氧环境对角膜移植后排

斥反应及房水中血管内皮生长因子和肿瘤坏死因子α的

影响，从而为临床抗角膜移植免疫排斥反应寻找新的方

法和依据。 

 

1  材料和方法 

 

设计：随机对照动物实验。 

时间及地点：实验于2011-04/07在滨州医学院附属

医院中心实验室完成。 

材料： 

实验动物：①受体：雄性健康新西兰白兔16只，四

五个月龄，体质量2.0~2.5 kg，购自济南西岭角养殖繁

育中心。②供体：本地农户庭院放养健壮公鸡，1岁龄

左右，体质量1.5~2.0 kg。 

主要仪器和试剂： 

 

 

 

 

 

 

 

实验方法： 

实验分组：将健康新西兰白兔16只随机分为2组：对

照组8只，高压氧组8只。 

角膜移植手术方法：公鸡宰杀后立即切下头部，生理

盐水冲洗污物，然后无菌操作下取出眼球，以1∶4 000

的庆大霉素生理盐水冲洗，再将鸡眼球置于生理盐水纱

垫上，使其角膜朝上，上面覆盖生理盐水纱垫形成湿房，

置于0~4 ℃冰箱中备用。新西兰白兔全部取右眼行角膜

移植术，左眼留觅食用。术前肌注氯胺酮50 mg/kg和氯

丙嗪25 mg/kg进行全麻，角膜表面麻醉用1%地卡因，

术前10 min点眼3次。全麻成功后用6-0丝线做术眼上下

直肌固定缝线，以15°一次性穿刺刀于颞侧角膜缘处斜

行穿刺入前房，注入适量玻璃酸钠以术中维持前房及术

后备用取房水，6 mm环钻切割制作植床，深度达角膜

2/3以上，穿刺刀穿透前房，角膜剪沿环钻切割线环形

仔细剪下角膜片，植床准备完毕。助手取纱布包裹鸡眼

球巩膜部分，适当加压以利钻取角膜植片，6 mm环钻

旋转切割制作植片，深度达角膜2/3以上，仔细剪下角

膜片，植片准备完毕。以10-0眼科尼龙线于12，6，3，

9点各固定一针，使植片展平，再继续缝合共12针，使

植片与植床紧密固定，注入林格氏液检查达水密状态。

球结膜下注射庆大霉素1×10
4
 U，涂1%阿托品眼膏+红

霉素眼膏，术毕。 

术后处理：术后给予0.25%氯霉素眼水滴眼，3次/d，

1%阿托品眼凝胶滴眼，1次/d，0.5%红霉素眼膏点眼，

1次/d。 

高压氧治疗方案：高压氧组从手术当日至术后第6天

行高压氧治疗。治疗时把兔放入实验用高压氧舱内(滨州

医学院附属医院高压氧科提供)，采用临床常规治疗方

法：用纯氧洗舱10 min，加压20 min至2个标准大气压，

氧体积分数为99.2%，稳压1 h，中间换气10 min，减压

20 min，2次/d。 

标本采集：分别于术后第3，7，14，28天由双人配

合按压新西兰兔在1%地卡因表面麻醉下用4.5号针头于

角膜缘穿刺口处抽取房水0.05~0.08 mL，置-70 ℃保存

仪器及试剂 来源 

肿瘤坏死因子 α、血管内皮生长因子 

酶联免疫吸附定量检测试剂盒 

酶标仪 

超低温冰箱 

5415R 高速离心机                               

华美生物工程公司 

 

美国 Bio-Rad 

上海精洪实验设备有限公司 

Eppendorf 公司 
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备检，穿刺口自行闭合。 

房水中血管内皮生长因子及肿瘤坏死因子α水平测定：

用酶链免疫吸附双抗体夹心法定量检测房水中血管内

皮生长因子和肿瘤坏死因子α水平的变化。 

临床观察：自移植后第1天开始，每日在裂隙灯下观

察角膜移植眼及健眼情况。排斥反应采用Larkin评分标

准
[7]
，即将角膜植片水肿、混浊及新生血管三项评分相

加之和为排斥反应指数。①植片浑浊0~4级：0级为完全

透明；1级为透明度轻度丢失；2级为透明度中度丢失，

可见虹膜血管；3级为虹膜血管窥不清，但瞳孔轮廓可

见；4级为瞳孔轮廓不清。②植片水肿0~2级：0级为无

水肿，1级为中度水肿，2级为伴有植片增厚的显著水肿。

③植片新生血管0~4级：0级为无新生血管；1级为新生

血管在任何象限伸入达到植片半径的25%，2级为新生

血管达到植片半径50%，3级为新生血管达到植片半径

的75%，4级为新生血管达到植片的中央。排斥反应指

数值< 5为植片存活，排斥反应指数≥5时，或植片浑浊

单项达到3时为排斥反应发生。 

统计学分析：研究数据采用SPSS for windows 8.0

软件进行分析，对数据的统计学处理采用t 检验，P < 

0.05为差异有显著性意义。 

 

2  结果 

 

2.1  角膜植片存活情况  两组14 d时的角膜植片水肿、

混浊、新生血管和排斥指数见表1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

两组均发生排斥反应，对照组移植后因植片感染导

致手术失败1眼，不列入统计结果。对照组移植后第5天

角膜开始水肿和混浊，以后则渐趋加重，出现明显的角

膜植片水肿、混浊、新生血管，平均在14 d左右植片可

见明显混浊、水肿、角膜后沉积物、房水混浊，并可见

上皮或内皮排斥线，至观察期末有4只兔角膜新生血管

长满植片，植片平均存活时间为(21.3±1.9) d；高压氧

组角膜排斥反应发生的时间、程度均较对照组明显减

轻，植片平均存活时间为(26.5±2.2) d。 

2.2  角膜新生血管情况  对照组移植后第1天见角膜

轻度水肿，角巩膜缘血管网轻度扩张充血，未见新生血

管生长；第3天可见角巩膜缘处开始有新生血管芽出现，

呈刷状，较稀疏；第7天见新生血管生长变长，朝向角

膜中央方向，较密集；第10天新生血管明显较前生长旺

盛，顶端开始分叉，并交织呈网状，血管较前增粗；至

排斥反应发生一直保持旺盛生长。高压氧组移植后第

1~3天均未见新生血管生长；第6天开始出现新生血管

芽，明显稀疏；第7天可见新生血管芽缓慢生长，仍较

稀疏；第11天新生血管开始较前变长，但明显较对照组

稀疏，血管呈半透明状；至观察期末均较对照组明显稀

疏、管径细、色淡。 

2.3  房水中血管内皮生长因子和肿瘤坏死因子α水平

的动态变化  正常兔眼房水中均可检测到少量血管内

皮生长因子和肿瘤坏死因子α，其质量浓度分别为

(147.81±26.17) ng/L，(30.77±5.96) ng/L。角膜移植后

早期两组房水中血管内皮生长因子和肿瘤坏死因子α水

平均升高，与正常对照组相比差异有非常显著性意义 

(P < 0.01)，其中对照组于移植后14 d左右排斥反应发生

前达最高水平，并在整个观察期内维持高水平，高压氧

组术后升高规律与对照组相同，但各时间点均较对照组

明显降低(P < 0.05)，见表2，3。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

角膜移植是多种严重角膜病的惟一选择，移植排斥

是角膜移植失败的最主要原因，尤其在二次移植或有

表 2  移植后不同时间各组房水肿瘤坏死因子 α 水平变化 
Table 2  The content of tumor necrosis factor α in the aqueous 

humor at different time points after transplantation  
(x

_

±s, ng/L) 

a
P < 0.05, vs. control group; HPO: hyperbaric oxygen 

Grou

p  

3 d 7 d 14 d 28 d 

Control  156.2516.36 223.2621.16 272.6125.34 265.3528.95 

HPO 136.6915.32
a
 178.4317.58

a
 223.0229.62

a
 219.2627.84

a
  

 

表 3  移植后不同时间各组房水血管内皮生长因子水平变化 
Table 3  The content of vascular endothelial growth factor in the 

aqueous humor at different time points after 
transplantation                        (x

_

±s, ng/L) 

a
P < 0.05, vs. control group; HPO: hyperbaric oxygen 

Group  3 d 7 d 14 d 28 d 

Control  592.5656.26 716.3265.26 1 124.25156.69 1 248.28142.35 

HPO 336.7641.68
a
 449.3565.39

a
 790.4969.63

a
 787.0598.30

a
 

 

表 1  移植后第 14 天角膜植片混浊、水肿、新生血管和排斥指
数的比较 

Table 1  Comparison of corneal opacity, edema, vascularization 
and rejection index in each group at 14 d 
post-operation                              (x

_

±s) 

a
P < 0.05, vs. control group; HPO: hyperbaric oxygen 

Group Edema Opacity Vascularization Rejection index 

Control 1.930.74 3.300.99 3.650.87 9.061.35 

HPO 1.070.67
a
 2.840.86

a
 2.550.46

a
 6.390.77
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新生血管生长的高危角膜移植中，其正常的免疫豁免

被破坏，排斥反应发生早而且严重。角膜移植排斥反

应的发生是一个多种因素共同参与的复杂过程，移植

后一两周是移植免疫反应最活跃的时期，若缺乏有效

的免疫抑制措施，机体免疫细胞必然大量致敏、增殖，

产生大量效应细胞和免疫因子，诱发排斥反应的发生。

糖皮质激素的应用使角膜移植的成功率显著提高，但

是，激素可以导致许多严重的并发症如感染、白内障、

青光眼、角膜变薄等是众所周知的。因此，积极研究

角膜移植排斥反应的发生机制，寻找安全可靠的干预

方法，对提高移植成功率，保护患者的视功能具有重

要的意义。 

角膜新生血管是与角膜损伤密切相关的病理现象。

新生血管的形成破坏了角膜的免疫赦免性
[8-10]

，使角膜

移植发生不同程度的排斥反应，是角膜移植失败的重要

原因。新生血管的形成是一个复杂的过程，与各种原因

引起的促新生血管生成因子和抑新生血管生成因子之

间的平衡失调有关。在多种促新生血管形成因子中血管

内皮生长因子起着核心作用
[11-13]

，房水中血管内皮生长

因子的表达情况能够反映角膜损伤的修复及进程，血管

内皮生长因子是目前确定的一种最直接的眼内新生血

管形成因子，其能特异性刺激血管内皮细胞增殖及新生

血管形成
[14]

，在新生血管的形成及免疫排斥反应中起着

重要作用。 

肿瘤坏死因子α是机体炎症反应时最早释放的细胞

因子之一，故各种角膜移植后所发生的非特异性炎症必

然伴随肿瘤坏死因子α的释放，而大量肿瘤坏死因子α又

可增加角膜组织中MHC-Ⅱ类抗原的表达，提高巨噬细

胞提取及呈递抗原的能力，同时激活T淋巴细胞并促进

其他各种细胞因子的释放，这样即可形成复杂的细胞因

子网络，从而诱发排斥反应的发生并加剧其反应程度。

同时，研究发现肿瘤坏死因子α与新生血管的形成也关

系密切，1987年Leihovich等
[15]

证实肿瘤坏死因子α可诱

发小鼠角膜新生血管的形成，而且肿瘤坏死因子α多克

隆抗体可完全阻断由活化的巨噬细胞所介导的新生血

管化过程，因而推论巨噬细胞所介导的新生血管化是由

其分泌的肿瘤坏死因子α所介导的。 

角膜的营养来自泪膜、房水及周围血管网，而房水

又构成了角膜内皮细胞的局部微环境，因而角膜移植排

斥反应的发生与房水中某些成分或物质的改变密切相

关。为此，本实验通过抽取兔角膜移植术后不同时段的

房水研究肿瘤坏死因子α和血管内皮生长因子水平的动

态变化，发现在角膜移植后早期肿瘤坏死因子α和血管

内皮生长因子的含量即有明显升高，且随时间延长含量

逐渐增高，平均在14 d左右免疫反应最强烈时达高峰，

之后在观察期内始终保持高水平。肿瘤坏死因子α和血

管内皮生长因子的升高与裂隙灯观察角膜植片的排斥

反应及新生血管的形成时间一致，说明肿瘤坏死因子α

和血管内皮生长因子水平的升高与角膜排斥反应的发

生密切相关。 

高压氧疗法是指在高于大气压的环境中吸氧，增

加了血中氧的物理溶解和血氧含量，使组织短时间内

迅速获得大量氧气，从而干预某些疾病的方法。随着

新生血管研究的不断进展，高压氧正做为一种新的治

疗手段被用于抑制角膜新生血管。目前，许多研究已

证实，缺氧是刺激血管内皮生长因子表达及新生血管

形成的最强因素
[16]

，高浓度氧可明显降低血管内皮生

长因子的表达水平
[17]

。通过高压氧治疗可以提高血氧

张力，增加血氧含量，增加组织的氧含量和氧储量。

有研究表明，高压氧可以有效地提高眼部的氧浓度，

使血液、泪液中的含氧量显著增加，从而使角膜及其

他眼组织短时间获得高浓度的氧进行有氧代谢，减少

新生血管形成。Edelman等
[18]

将角膜化学烧伤后的大

鼠置于体积分数70%氧和平衡氮气环境中，结果，高

浓度氧可明显抑制血管内皮生长因子蛋白的表达，显

著降低新生血管的密度。 

本实验中高压氧组的肿瘤坏死因子α和血管内皮生

长因子水平在各时间段的升高趋势与对照组相同，在2

周时达最高值，之后至28 d略有下降，但两组相比，高

压氧组各时间段均明显低于对照组，并且角膜新生血管

及植片的水肿及排斥反应程度均低于对照组，与房水中

肿瘤坏死因子α和血管内皮生长因子水平成正相关。该

实验结果与Edelman等
[19]

的研究基本相同，证实了高浓

度氧对新生血管的抑制作用。本实验结果证明高压氧可

通过下调肿瘤坏死因子α和血管内皮生长因子水平减少

新生血管的形成并进而抑制排斥反应的程度，可为临床

应用高压氧辅助治疗角膜移植术后新生血管及排斥反

应提供理论依据。但关于高压氧治疗的最佳方案、最佳

时机、持续时间、与其他方法的联合应用及是否有更理

想的给氧途径等问题尚待进一步研究。 
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