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　　摘　要：目的　观察兔玻璃体腔注射鼠神经生长因子（ｍＮＧＦ）的安全性及其在视网膜组织的分布。方法　兔玻璃体腔注射

临床剂型ｍＮＧＦ３０μｇ／１００μＬ后１、７、３０ｄ进行行为学观察、裂隙灯眼前节检查、眼底检查、眼部Ｂ超及组织病理学检查，确定其

使用安全性。玻璃体腔注射该剂量标记后的１２５ＩＮＧＦ１５、３０ｍｉｎ，１、３、６、８、１２、２４、４８ｈ，观察视网膜药物峰浓度及达峰时间。结

果　兔眼玻璃体腔注射ｍＮＧＦ后，眼前节及眼底均未见明显损伤及炎性反应，眼部Ｂ超及组织 ＨＥ染色未见明显眼组织结构异

常。视网膜药物含量可于注射后３ｈ达峰值（１１８．３２±１８．７４）％ＩＤ／ｇ，为眼部各组织中最高。结论　玻璃体腔注射ｍＮＧＦ是安全

的，玻璃体腔注射ｍＮＧＦ能够迅速在视网膜组织中聚集，达到较高药物浓度。
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　　从小鼠颌下腺提取的肌内注射剂型鼠神经生长因子

（ｍＮＧＦ）是国家的Ⅰ类新药，临床上已将其应用于包括视神经

损伤在内的神经损伤修复，并有望用于眼底疾病特别是视网膜

色素变性（ＲＰ）的治疗研究
［１３］，而药物能否在靶组织达到有效

药物浓度是治疗的关键，由于其肌内注射的给药方式限制了达

到眼部的药物浓度，必要的眼部浓度维持需要全身给予大剂量

药物，增加了发生不良反应的风险［４５］。因此，采用眼局部用药

如玻璃体腔注射可能成为 ｍＮＧＦ治疗ＲＰ的方法
［６］。但全身

应用的肌内注射型药物 ｍＮＧＦ玻璃体腔注射后眼内的安全性

如何，玻璃体腔注射 ｍＮＧＦ后，药物能否迅速聚集于视网膜等

问题，目前尚不清楚，极大地限制了 ｍＮＧＦ治疗ＲＰ的应用前

景。因此本研究观察了临床剂型ｍＮＧＦ（即小鼠颌下腺提取的

肌内注射剂型ｍＮＧＦ）兔眼玻璃体腔注射的安全性，并在此基础

上，观察了该浓度 ｍＮＧＦ视网膜组织药物分布情况，为其后期

临床研究奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　实验动物　成年健康灰兔，雌雄不限，２００～３００ｋｇ，第

三军医大学实验动物中心提供，动物饲养及实验操作在第三军

医大学实验动物中心进行。

１．１．２　实验材料　ｍＮＧＦ（北京舒泰神药业有限公司，纯度为

９８％，国药准字Ｓ２００６００２３３０μｇ／瓶），ＮＧＦ２．５Ｓ冻干粉（以色

列 Ａｌｏｍｏｎｅｌａｂｓ，行１２５Ｉ标记用药），１２５Ｉ（第三军医大学核医学

实验室提供），复方托吡卡胺滴眼液（日本参天制药株式会社），

０．４％奥布卡因滴眼液（日本参天制药株式会社），其他均为国

产分析纯试剂。

１．２　方法

１．２．１　动物分组及实验设计　（１）兔眼玻璃体腔注射 ｍＮＧＦ

安全性评估的动物分组：取成年健康灰兔６只，分２组，每组３

只６眼，ＮＧＦ组：玻璃体腔注射３０μｇ／１００μＬｍＮＧＦ，对照组：

玻璃体腔注射０．９％生理盐水１００μＬ。于玻璃体腔注药后１、

７、３０ｄ分别行行为学观察，裂隙灯观察角膜清亮度、前房清亮

程度、晶体透明度，眼Ｂ超检查玻璃体清亮程度，直接眼底镜

观察眼底视网膜情况，并于３０ｄ时处死动物，取眼球行冰冻切

片苏木精伊红（ＨＥ）染色；（２）兔眼局部注射ＮＧＦ后眼内药物

分布的动物分组：取成年健康灰兔２７只，玻璃体腔注射３０μｇ／

１００μＬ
１２５ＩＮＧＦ。于注药后１５、３０ｍｉｎ，１、３、６、８、１２、２４、４８ｈ

处死动物，分别取眼内容物房水、玻璃体，眼球内壁组织虹膜睫

状体、视网膜、脉络膜，眼球外壁组织角膜、巩膜进行１２５ＩＮＧＦ

的检测，每个时间点３只动物６眼。观察视网膜药物峰浓度及
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达峰时间。

１．２．２　
１２５ＩＮＧＦ的标记、鉴定和检测　１２５ＩＮＧＦ的标记、鉴

定：采用氯胺Ｔ法进行１２５ＩＮＧＦ的标记（由第三军医大学核医

学实验室协助）［７］。标记物鉴定结果：标记率为５０，放化纯度：

９５％，比活度为２．２９４×１０１５Ｂｑ／ｋｇ，放射性活度为１．１５４×１０
７

Ｂｑ。药物配制比例为８∶１００；
１２５ＩＮＧＦ的检测：液体取１００

μＬ，固体称质量，置于称质量后的放射免疫管中，于γ计数器

上进行计数，以各组织各时间点１２５ＩＮＧＦ 的百分剂量率

（％ＩＤ／ｇ＝样本γ计数／标准液γ计数／样本重量×１００％）代

表组织中ＮＧＦ的含量。

１．２．３　玻璃体腔注射 ｍＮＧＦ方法　玻璃体腔注射：称质量

后，５％水合氯醛溶液８ｍＬ／ｋｇ腹腔注射麻醉，复方托吡卡胺

滴眼液滴眼散瞳，０．４％奥布卡因滴眼液进行表面麻醉，于上方

角巩膜缘处透明角膜区隧道穿刺抽出房水约５０μＬ，于上方角

巩膜缘后３ｍｍ隧道穿刺垂直巩膜进针，刺入玻璃体腔，经散

大的瞳孔明确针尖在玻璃体腔后，缓慢注入药液１００μＬ，棉签

按压进针处，抽出针头，观察眼压及眼部血管充盈情况，给予氯

霉素滴眼液点眼预防感染。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计分析，计量

资料用狓±狊表示，采用独立样本狋检验，检验水准α＝０．０５，以

犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　兔眼玻璃体腔注射ｍＮＧＦ后眼部安全性评估

２．１．１　行为学观察　玻璃体腔注射后第１天两组动物均不喜

睁眼，第２天好转，无抓挠眼部情况。注射前后观察兔觅食正

常、活动灵活、体质量增加，未发现任何异常行为及症状。

　　Ａ，Ｂ，Ｃ：ＮＧＦ组１、７、３０ｄ眼前节情况；Ｄ，Ｅ，Ｆ：对照组１、７、３０ｄ眼前节情况。

图１　　玻璃体腔注射
１２５ＩＮＧＦ后裂隙灯检查眼前节情况（×１６）

　　Ａ，Ｂ，Ｃ：ＮＧＦ组１、７、３０ｄ眼底情况；Ｄ，Ｅ，Ｆ：对照组１、７、３０ｄ眼底情况。

图２　　玻璃体腔注射
１２５ＩＮＧＦ后眼底检查结果
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　　Ａ，Ｂ，Ｃ：ＮＧＦ组１、７、３０ｄ眼部Ｂ超结果；Ｄ，Ｅ，Ｆ：对照组１、７、３０ｄ眼部Ｂ超结果。

图３　　两组动物玻璃体腔注射后眼部Ｂ超检查结果

２．１．２　眼前节检查　各组行玻璃体注射后１、７、３０ｄ，裂隙灯

检查角膜均清亮透明，前房清亮，晶体透明，玻璃体透明，未见

明显炎性反应，见图１。

２．１．３　眼底检查　视网膜未见出血，渗出，水肿，视网膜血管

走行正常，视乳头无出血水肿，颜色正常，见图２。

２．１．４　眼部Ｂ超检查　两组动物行玻璃体注射后１、７、３０ｄ

玻璃体腔未见明显炎性混浊，视网膜未见脱离等并发症，见

图３。

２．１．５　ＨＥ染色组织病理学检查　术后３０ｄ治疗兔眼视网膜

ＨＥ染色观察各层组织形态结构清晰，排列整齐，无炎性细胞

浸润等异常表现，见图４。

　　Ａ：ＮＧＦ组；Ｂ：对照组。

图４　　两组动物玻璃体腔注射３０ｄ时视网膜 ＨＥ染色结果

图５　　玻璃体腔注射
１２５ＩＮＧＦ后兔眼视网膜组织

药物含量变化趋势

２．２　玻璃体腔注射
１２５ＩＮＧＦ后视网膜组织药物含量变化趋势

　眼局部注射
１２５ＩＮＧＦ后４８ｈ内，视网膜药物浓度趋势呈正

态曲线分布。其达峰值时间为 ３ｈ，峰值可达（１１８．３２±

１８．７４）％ＩＤ／ｇ，见图５。

　　
：犘＜０．０１，与视网膜组比较。

图６　　玻璃体腔注射后兔眼各组织中
１２５ＩＮＧＦ

含量峰值（％ＩＤ／ｇ）

　　
：犘＜０．０５，：犘＜０．０１，与视网膜组比较。

图７　　玻璃体腔注射后３０ｍｉｎ兔眼各组织中
１２５ＩＮＧＦ含量（％ＩＤ／ｇ）

２．３　玻璃体腔注射后眼内组织药物浓度峰值以视网膜为最高
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　玻璃体腔注射后眼部各组织药物峰值如图６所示，除玻璃体

内因直接注射１２５ＩＮＧＦ而导致很高药物浓度外，视网膜组织所

获得药物含量为最高，能够保证眼视网膜获得治疗作用的药物

浓度。兔眼各组织中１２５ＩＮＧＦ达峰时间：房水、角膜、巩膜、虹

膜睫状体、脉络膜、视网膜各为３、６、６、３、３、３ｈ，可以看出视网

膜达峰时间也较快，并在注射后３０ｍｉｎ内即可达到远高于其

他眼内组织的浓度，见图７。

３　讨　　论

目前临床上应用的 ｍＮＧＦ主要通过肌内注射的方式给

药，而改变给药途径，通过眼玻璃体腔注射，在不增加给药总量

的基础上提高视网膜获取的药物浓度，可能成为治疗ＲＰ的有

效方法，为了证实其可行性，本实验在动物体内观察了玻璃体

腔注射的使用安全性及注射后药物能否在靶组织视网膜聚集，

为下一步的有效性研究及临床试验提供参考数据。

本研究首先观察了ｍＮＧＦ经玻璃体腔注射后兔眼内各组

织可能存在的损伤情况，确定其使用安全性，在临床使用的肌

内注射剂型 ｍＮＧＦ中，目前能够获得的最大使用浓度为３０

μｇ／１００μＬ。因此，本研究采用此浓度来进行临床前眼内组织

安全性检测。药物对眼的损伤可分为直接接触和药物全身性

吸收所引起的两大类［８］，前者取决于药物的性质、剂量、使用时

间等，是实验观察的重点，由于本药是国家批准的一类新药，故

未再对后者进行观察。研究发现，注射后整个实验阶段的３０ｄ

内，动物行为学上未见抓眼、流泪、分泌物增多等异常举动和反

应，表明眼局部注射药物未对兔眼部造成明显的刺激。眼是由

一系列透光及感光组织组成的视觉器官，如果药物造成眼部组

织损伤，往往会呈现出透光度和感光度的改变，如角膜染色沉

着、刺激性炎症，晶体浑浊，视网膜化学物质，以及色素沉着、水

肿、出血、渗出，甚至视乳头水肿等形态学改变［８］。为了深入了

解眼内各组织在注射药物后的反应，本研究通过裂隙灯、眼底

镜、眼部Ｂ超等方法观察了角膜、前房、晶体、玻璃体及视网膜

等眼内结构的整体情况，全面监测药物对眼内组织可能造成的

任何损伤，结果显示，玻璃体腔注射 ｍＮＧＦ后，角膜透明，前房

清亮，晶体透明，玻璃体透明，视网膜颜色正常，未见视网膜脱

离、出血、渗出及视乳头水肿等异常现象。这表明３０μｇ／

１００μＬ肌内注射型 ｍＮＧＦ经玻璃体腔注射使用后，未造成眼

部组织的药物性损伤。此外，为了进一步确定药物对视网膜的

组织层次是否存在影响，本研究通过冰冻切片 ＨＥ染色对视网

膜各层组织进行病理学观察，结果显示，视网膜各层组织结构

清晰，排列整齐，无炎症细胞浸润等异常病理改变。上述结果

表明，玻璃体腔注射浓度为３０μｇ／１００μＬ的ｍＮＧＦ是安全的。

眼局部给药的目的是希望药物能够在眼内靶组织中达到

理想的药物浓度，玻璃体腔注射是否能成为有效治疗ＲＰ的方

法，关键在于药物能否迅速到达视网膜组织并获得较高的药物

浓度。因此本研究进一步检测了玻璃体腔注射１２５ＩＮＧＦ后视

网膜组织药物含量及分布趋势。结果发现玻璃体腔注射１２５Ｉ

ＮＧＦ后，视网膜在注射后３０ｍｉｎ内即可获得远高于眼内其他

各组织的药物浓度，并迅速在３ｈ内达峰值，而且视网膜所获

得的药物浓度峰值在眼内各组织中是最高的，这说明玻璃体腔

注射ＮＧＦ能够在视网膜组织快速聚集，相比肌内注射是一种

更理想的眼部给药方法。这可能与其注射后的弥散路径及

ＮＧＦ药物性质有关。本研究发现玻璃体腔注射１２５ＩＮＧＦ３０

ｍｉｎ后，药物已经开始向房水及眼球内壁组织弥散，并且在各

组织药物达峰值时的分布趋势由大到小为视网膜，脉络膜，虹

膜睫状体，巩膜，角膜，房水，表明１２５ＩＮＧＦ主要通过眼后节路

径即视网膜脉络膜巩膜路径进行弥散，相比前节的房水、角

膜等组织来说，位于眼后节的视网膜更容易获得较多的药物渗

入［９１１］。此外，ＮＧＦ为水溶性药物，存在于眼周血管与视网膜

之间的血视网膜屏障，阻止水溶性药物弥散出眼外，将药物局

限在视网膜组织中，延长了药物在眼内壁停留的时间［１２１４］。

其次，玻璃体腔注射１２５ＩＮＧＦ后药物直达兔眼，而视网膜与玻

璃体紧密相接，水溶性的１２５ＩＮＧＦ可直接透过玻璃体向视网膜

弥散，因而能在视网膜获得高水平１２５ＩＮＧＦ含量
［１４１５］。

综上所述，玻璃体腔注射浓度为３０μｇ／１００μＬ的 ｍＮＧＦ

未对眼内组织造成损伤，且玻璃体强注射 ｍＮＧＦ方法能够迅

速在视网膜组织中达到较高的药物浓度，是ｍＮＧＦ治疗ＲＰ可

行的眼局部治疗方法。
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