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!!(摘要)!氧诱导视网膜病变"67@$模型已在猫#小鼠#大鼠#家兔#犬和斑马鱼等动物上建立'对视网膜

新生血管发生机制和治疗的研究起到了重要作用* 67@动物模型具有模拟人类早产儿视网膜病变"@6T$#增

生性糖尿病视网膜病变"T5@$部分病理生理过程的效应'可为人类视网膜新生血管性疾病的防治提供重要

依据* 随着转基因技术的广泛应用'67@动物模型具备了更大的应用价值* 尽管如此'这些 67@动物模型都

不够完美'无法完整体现人类 @6T的病理生理过程'因此仍需要更加广泛和深入的探索*
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!!视网膜新生血管通常表现为视网膜血管突破内界膜长入

玻璃体腔
+", * 病理性视网膜新生血管的主要原因是视网膜缺

血缺氧'这一类缺血性视网膜疾病包括早产儿视网膜病变

",IK)/.F(KMN.QF,I'(KP,)KN'@6T$#增生性糖尿病视网膜病变

"F,.*)QI,(K)JI+)(LIK)4,IK)/.F(KMN'T5@$和视网膜中央静脉阻塞

"4I/K,(*,IK)/(*JI)/ .44*P;)./'[@̂ 6$等 +%a$, * 高氧之所以会导

致视网膜病变'主要是因为早产儿视网膜血管尚未发育完全'

高氧暴露抑制了视网膜正常血管的生长'使得视网膜出现了氧

供应不足的无灌注区'诱发新生血管因子的释放'形成病理性

新生血管'这一系列的异常均严重影响了视网膜的发育和功

能'最终导致视网膜病变 +=, * 高氧对血管生长的抑制作用已被

广泛用于建立缺血性视网膜病变动物模型'目前氧诱导视网膜

病变".-NOI/>)/+P4I+ ,IK)/.F(KMN'67@$动物模型成为研究病理

性新生血管的常用实验模型
+1, * 67@动物模型可以模拟 @6T

以及 T5@等临床病变'为缺血性视网膜病变的研究及眼部新

生血管的治疗提供了重大帮助
+1a8, * "<=$ 年 R;MK./ 等 +?,

成功

利用猫成功建立了 67@模型'此后又有许多研究在小鼠#大鼠#

家兔#猫#犬和斑马鱼等动物上建立 67@模型 +?a"%, * 本文主要

就这些 67@动物模型进行综述*

A9小鼠

目前应用最为广泛的 67@动物模型是 \')KM 等 +<,
在 "<<$

年建立的小鼠 67@模型'许多关于眼部新生血管的分子生物学

和遗传学的信息均来源于该模型
+"2a"$, * 出生后小鼠的视网膜

血管才开始发育'伴随着玻璃体血管的退化'"% 日龄"T.;K/(K(*

+(N"%'T"%$时视网膜浅层血管逐步发育完全 +1'"=, * 经典 67@

小鼠模型将 T8[=8Yg91]小鼠置于体积分数 8=B6%的高氧环

境中饲养 = +'至 T"% 后放回正常氧环境'T"8 时发现小鼠视网

膜出现明显的新生血管'T%= 时新生血管基本退化"图 "$*

自 "<<$ 年 \')KM+<,
建立经典 67@小鼠模型后'67@模型不

断地改进和完善'%##< 年 [.//.,等 +"=,
给出了较为完善的 67@

模型标准化方案'对 67@模型进行了质量控制* 其要点如下&

""$小鼠最好来自于 2 窝以上'以避免生物多样性造成的偏倚%

理想化的方案是对照组和实验组的小鼠同时处于造模状态*
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图 A9小鼠 :M=流程图!T8 小鼠置于 8=B6%的密闭氧箱中饲养5高

氧暴露抑制了小鼠正常视网膜血管的发育5导致中央区血管闭塞5
T"% 时置于正常氧环境中继续饲养5此时小鼠视网膜处于缺血缺氧
状态5诱发新生血管形成5T"8 时新生血管形成达到高峰5然后开始
退化5T%= 时新生血管基本退化完全

"%$由于高氧毒性对哺乳的母鼠造成影响5因此可采取母鼠交

替喂养的方式5避免母鼠死亡#停止哺乳和食仔等情况的发生*

"2$一笼小鼠在 "# 只以上时5可能出现小鼠生长受限和新生血

管表型异常的情况5因此5T"8 时5应该选择体质量在 1 O以上

的小鼠进行实验*

该模型的主要优势在于小鼠的遗传学背景明晰5通过转基

因技术可以直接研究不同基因与病理性新生血管的关系5其他

的优势还包括表型的重复性高5模型稳定性和一致性高5成本

相对较低5而且新生血管的面积可以进行定量分析等 +=5"25"=, *

小鼠视网膜新生血管的定量分析目前主要采用病理切片苏木

精a伊红染色5计数突破内界膜的新生血管内皮细胞核"图 %$5

以及全视网膜铺片免疫荧光染色5定量分析新生血管团簇的面

积"图 2$* 该小鼠 67@模型的缺点在于高氧主要抑制了视网

膜中央血管的发育5而不是周围血管5该特点与 @6T的新生血

管形成存在差异
+"1, %而且 67@小鼠模型也未能发现后期视网

膜脱离* 尽管如此5该模型已能较好地模拟缺血性新生血管形

成
+", * 因此小鼠 67@模型在抗新生血管药物治疗的研究中发

挥重要作用
+"25"8, *
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图 B9:M=小鼠视网膜
病理切片 "X&h%##5标
尺G=# ''$ !T"8 时小
鼠视网膜出现突破内界

膜的新生血管内皮细胞

核"黑色箭头 $ 5采用定
量方法可对新生血管的

程度进行分析
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图 C9小鼠全视网膜铺片荧光染色"M.(#,%'$)4D$!T"8 小鼠视网膜
中央区可见大面积无灌注区形成5无灌注区和血管区之间形成大量
新生血管簇5呈强荧光染色!Rmh$#5标尺G=## ''!Ymh"##5标尺G
"## ''

B9大鼠

与小鼠 67@模型持续暴露于高氧环境不同5大鼠 67@模型

采用的是高氧a低氧循环交替暴露的方式 +"?a"<, * 大鼠 67@模

型的优势在于新生血管表型与人类 @6T相似5主要是其周边

血管生长受到高氧抑制5脱离高氧环境后5视网膜新生血管的

形成主要出现在视网膜中周部的血管区和无血管区的交界

处
+%#, * 尽管小鼠 67@模型视网膜新生血管也出现在血管区和

无血管区交界处5但是主要是中央区的视网膜血管发生

闭塞
+"=, *

早期报道的 67@大鼠模型由于稳定性和一致性欠缺而未

被应用
+%"a%%, * 而 TI// 等 +%2,

在新生大鼠上成功建立了较为稳

定的 67@模型5该模型采用持续性的高氧暴露5可获得实质性

的血管抑制效果5但是新生血管形成作用并不稳定* 出生后大

鼠采用每 %$ 小时体积分数 ?#B与 $#B氧循环交替暴露的方

案5"$ 日龄时回到正常氧环境5虽然导致的视网膜血管闭塞减

少5但约 1%B的大鼠视网膜产生了新生血管 +%$a%1, * 这些报道

也说明除了无灌注区形成外5还有其他因素诱发了新生血管的

形成5并对氧体积分数越高则新生血管越多的观点提出了质

疑* 随后 TI// 等 +%$,
又采用了 =#B与 "#B氧交替暴露的方案5

有趣的是5该方案对血管生长阻碍的抑制作用更加明显5新生

血管发生率更高5且新生血管程度更重*

尽管不同的给氧方案造成的新生血管存在差异5但是其结

果均与人类 @6T的新生血管形成较为相似* 合适的氧暴露方

案可以造成视网膜浅表血管和深层血管的发育延缓5从而出现

周边无血管区5回到正常氧环境后5无灌注区和血管区之间可

形成新生血管簇5报道显示一些实验方案中可能出现小部分视

网膜发生视网膜脱离的情况
+"?5%=a%1, * 大鼠 67@模型亦被用于

眼部新生血管的分子生物学基础研究和抗新生血管药物的临

床前期研究
+%8, *

C9家兔

R;MK./+%?,
将家兔放在 ?#B D<#B的氧环境下饲养 <1 M5发

现家兔视网膜血管经历完全闭塞#部分闭塞#回退的过程 +%<, *

该模型的特点是高氧暴露导致了家兔视网膜神经元的损

伤
+%<, * 尽管血管退化后新生血管的正常化并不完全5家兔 67@

模型也未能发现视网膜脱离现象
+?, * 由于 67@家兔模型很难

成功诱发新生血管形成5目前该模型的应用很少5而其主要的

研究价值在于模拟高氧导致视网膜血管关闭之后出现视网膜

水肿的情况
+%<a2#, *

D9猫

新生猫的视网膜发育水平相当于 %? 周的胎儿5猫的视网

膜血管于出生后 2 周左右才发育完全5类似于人类早产儿出生

后视网膜未发育成熟的状态5因此可用来模拟 @6T的疾病

过程
+""52", *

R;MK./ 等 +?,
在 "<=$ 年报道了新生猫 67@模型5这也是最

早的 67@动物模型之一5之后也被不少研究应用* 该模型将新
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表 A9:M=动物模型

动物 哺乳动物 成年 常用氧体积分数 模型成功率 定量方法 发生机制 视网膜脱离

小鼠 是 否 8=B 接近 "##B 切片9铺片 缺血 否

大鼠 是 否 =#B9"#B交替 接近 "##B 切片9铺片 缺血a再灌注 是

家兔 是 否 ?#B D<#B 未知 切片9铺片 缺血 否

猫 是 否 8#B D?#B 接近 "##B 切片9铺片 缺血 否

犬 是 否 <=B D"##B 接近 "##B 切片9铺片 缺血 是

斑马鱼 否 是 "#B氧饱和度 接近 "##B 切片9铺片 缺血 否

生猫暴露于 8#B D?#B的氧环境中 <1 M'然后回到正常氧环境

中'猫视网膜血管的变化主要分为 2 个阶段'首先是高氧导致

血管的关闭和闭塞'然后是低氧诱发的新生血管形成'最后是

在细胞和分子作用机制下血管的正常化和缺氧的解除
+2%, * 尽

管 67@猫模型也无法诱发出视网膜脱离现象'但是后期猫视网

膜血管的完整性和结构并不能完全恢复正常'新生血管的退化

需要持续几个月的时间* 而高氧暴露后将猫放置于低氧环境
"k%"B6% $中'所导致的视网膜病变更加严重'进一步说明低

氧在缺血性视网膜病变中的作用
+22, *

将新生猫暴露于高氧环境中'导致较大血管的生长抑制和

毛细血管的闭塞萎缩* 回到正常氧环境后'视网膜处于缺血缺

氧状态'导致内层视网膜缺氧细胞释放血管内皮生长因子
"J(;4P*(,I/+.KMI*)(*O,.SKM Q(4K.,' &̂dr$等促新生血管因子'从

而导致异常的视网膜内新生血管和玻璃体腔新生血管的形

成
+2$, * 该模型的缺点在于猫不宜大批量饲养'繁殖周期长'难

度大'成本较高'且该模型无视网膜动静脉旁路形成'与人类
@6T急性期的病变有一定差异 +22, '故其动物实验的应用受到

限制'目前较少用于科研领域*

E9犬

幼犬的视网膜血管发育与人类的视网膜血管发育有诸多

类似之处* 与猫不同'犬的视网膜在出生时发育成熟度更高'

并且出生后的发育更快
+2=, * c4gI.+ 等 +"",

建立犬 67@模型'发

现极高氧体积分数暴露 " M 后即出现视网膜毛细血管抑制'

%$ M达到高峰'动静脉于 2 + 后发生关闭'犬视网膜对高氧的反

应性与猫较类似* 另一项研究将新生犬暴露于 <=B D"##B的

氧环境下 $ +'然后放回正常氧环境'犬视网膜出现视网膜褶皱

折叠和玻璃体内新生血管膜形成'并认为犬 67@模型是研究人

类视网膜病变的最佳模型之一'因其诱发视网膜瘢痕和视网膜

脱离的概率较高
+21, * 不过'犬也有自发性视网膜脱离和遗传

性视网膜褶皱的情况出现'而且'@6T患儿发生视网膜脱离的

比例也较低
+28, *

c4gI.+ 等 +2?,
利用犬 67@模型'发现血管内皮生长因子受

体 %" &̂dr,I4IFK.,%' &̂dr@%$与正常初始发育的视网膜血管

关联性较弱'而在高氧诱发的视网膜新生血管中呈现强表达*

抗 &̂dr@% 抗体治疗对于正常血管的生长不存在影响'而对新

生血管的抑制效果明显
+2?, * 该研究也为抗新生血管药物'如

阿柏西普"RQ*)LI,4IFK$的临床应用提供了依据 +2<, *

F9斑马鱼

过去数十年'斑马鱼常被作为脊椎动物模

型研究人类疾病'其优势在于实验操作简便'

给药方便'以及顺从性好等'其次'斑马鱼在

基因 筛 查 和 转 基 因 技 术 应 用 方 面 也 很

成熟
+$#a$%, *

!![(.等 +$2,
在 %##? 年报道了一个很有趣

的视网膜新生血管模型'该模型采用了成年

斑马鱼'并且通过低氧诱导的方式实现* 造

模的具体方法是将氮气直接灌入密闭的水缸中* 成年的斑马

鱼首先放在正常氧分压的水中'8% M 后逐步将氧饱和度降至

"#B'2 D"= + 维持该低氧条件'在第 "% 天时发现视网膜新生

血管达到最高水平
+"2, * 该模型的特点是直接采用低氧条件诱

发斑马鱼视网膜新生血管形成'并且通过口服抗新生血管药物

证实 &̂dr在低氧诱发的新生血管中的作用 +"%, * 最近 eP

等
+$$,
也报道了利用斑马鱼胚胎制作低氧诱发的视网膜新生血

管模型'该模型也被认为可以较好地模拟 @6T*

斑马鱼模型的优势和特点在于
+"%'$2a$$, &""$与人类视网膜

病变有着高度相关性'斑马鱼与人类视网膜血管有共通之处*

"%$简单快速的实验操作* "2$设备成本低* "$$可采用口服

给药的方式进行抗新生血管药物的研究* "=$更容易获得伦理

学上的批准* "1$可以研究病理性血管的形成及其分子生物学

机制'尤其可以模拟成年动物的视网膜病变*

I9展望

67@模型不但能较好地模拟人类 @6T'也有越来越多的研

究利用 67@模型模拟 T5@的特殊病理变化'因为 T5@的病理

过程与 67@具有共通之处* 简言之'T5@发生过程中'视网膜

微血管损伤导致视网膜缺氧'血管异常患者阶段出现不成熟的

血管长入玻璃体腔'引起出血和纤维血管膜形成并可能牵拉视

网膜
+1, *

虽然 67@动物模型已经研究了很多年'并在小鼠#大鼠#家

兔#猫#犬#斑马鱼等动物上建立 "表 "$* 然而'这些模型都并

不完美'猫和小鼠的血管抑制区域和新生血管形式与人类并不

一致'且不发生视网膜脱离'但小鼠稳定的遗传背景使其在转

基因技术的研究中发挥重要作用* 大鼠的新生血管形成与人

@6T最为接近'但其表型与小鼠相比较难控制'且遗传学背景

没有小鼠明晰* 家兔 67@模型诱发新生血管的成功率较低'目

前已较少应用* 犬的视网膜血管发育虽然与人类有类似之处'

但其成本高'难以大批量建模'应用转基因技术也限制了犬

67@模型的应用* 斑马鱼低氧诱导模型是近些年的新发现'但

其并非哺乳类动物模型* 而且'多数 67@动物模型采用的高氧

体积分数与临床应用并不完全符合* 此外'67@动物模型还需

要更多安全性和有效性的研究'并在更大型的动物身上建立重

复性较高的模型* 未来抗新生血管治疗的方向应该是选择性

地抑制病理性新生血管形成'而不影响正常血管的生长'这对

视网膜新生血管性疾病的治疗'尤其是 @6T的治疗非常关键*

因此'67@动物模型的建立和视网膜新生血管的发生机制和治

疗还需要更加广泛和深入的研究*
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