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%实验研究%

改良的氧诱导小鼠视网膜病变模型及其评价

刘爱华!孙靖!张红

!!&摘要'!背景!视网膜新生血管是多种视网膜血管病变的共同病理改变$探讨其发病机制对临床治疗
有重要意义( 氧诱导视网膜病变"#$G#模型是研究视网膜新生血管性疾病常用的动物模型$但在实际造模过
程中存在动物死亡率高)成模率低且不稳定等缺点(!目的!对传统的 #$G造模方法进行改良$建立方法简
单)模型稳定)成模率高的小鼠 #$G模型(!方法!将 <& 只 HI8级 % 周龄 ;5)JK+*9小鼠按随机数字表法随
机分为正常对照组和 #$G组$每组 =& 只( 正常对照组新生鼠与哺乳母鼠共同在正常空气环境下饲养$#$G组
小鼠于出生后 3 天"I3#每 3 窝合笼饲养至鼠龄 I) 时( 将 3 窝 I) 小鼠与 % 只母鼠放入含体积分数 <&L氧的
氧氮混合气体的氧箱中饲养 5 M$然后放回至正常空气环境中饲养$另 % 母鼠在正常室内空气中饲养$每日更
换放入氧箱的母鼠$评价指标包括成模率)母鼠死亡率和幼鼠成活率( #$G组和正常对照组分别取 I%3)I%=)
I%))I3% 小鼠各 %& 只( 5 只小鼠行心脏异硫氰酸葡聚糖"8$@;#荧光素与质量分数 =L多聚甲醛的 IJH 混合
液灌注$制备视网膜铺片$评估各组小鼠视网膜血管分布( 5 只小鼠双眼行组织病理学检查$计算视网膜中突
破内界膜的血管内皮细胞核数目(!结果!正常对照组母鼠和幼鼠成活率为 %&&L( #$G组 3 只母鼠出氧箱
后死亡$幼鼠生长情况良好$母鼠成活率为 <5N)L$幼鼠成活率为 %&&L*所有 #$G组小鼠均出现视网膜新生
血管$造模成功率为 %&&L( 视网膜铺片显示$正常对照组 I%= 小鼠视网膜血管由视盘向四周均匀分布$视网
膜血管发育基本成熟( #$G组 I%3 小鼠视网膜后极部出现无灌注区*I%= 小鼠视网膜后极部可见大片无灌注
区$周边部出现新生血管*I%) 小鼠视网膜血管区与无血管区交界处可见大量新生血管形成和荧光素渗漏*
I3% 小鼠视网膜周边部可见少量无灌注区$新生血管明显减少( 正常对照组各鼠龄小鼠视网膜内界膜连续)
平整$仅少数切片中出现突破内界膜的血管内皮细胞核*#$G组 I%3 小鼠少量血管内皮细胞突破内界膜$I%)
小鼠血管内皮细胞核数达到高峰$I3% 小鼠仅见少数突破内界膜的血管内皮细胞核( #$G组 I%=)I%))I3% 小
鼠视网膜突破内界膜的内皮细胞核数分别为"%%N==O3N&%#)"(%N3=O%N5&#和"4N3(O%N%3# +切片$明显高于
正常对照组相应鼠龄小鼠的 " &N3) O&N%= #) " &N(& O&N%% # 和 " &N(3 O&N%* # +切片$差异均有统计学意义
"!P=)N4&)*%N(&)=&N)&$均 "Q&N&5#(!结论!采用母鼠交换)<&L的氧氮混合气体环境喂养及幼鼠合笼喂养
建立 #$G模型的方法操作简单$造模期间母鼠死亡率低$能构建出稳定)典型的小鼠视网膜新生血管模型(!
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!!糖尿病视网膜病变)视网膜中央静脉阻塞)早产儿
视网膜病变等多种疾病均能引起视网膜新生血管$视
网膜新生血管是众多视网膜病变疾病的共同病理改

变$是致盲的主要原因之一( 随着对视网膜新生血管
发病机制研究的逐渐深入$建立简单)稳定)重复性好
的视网膜新生血管动物模型显得越来越重要( 目前有
许多建立视网膜新生血管动物模型的方法$如电凝法)
光凝法)转基因法)氧诱导法以及二氧化碳中毒
法

+%a=, $采用剖宫产方式取出幼鼠导致视网膜缺血反
应的方法更接近人类早产儿视网膜病变的自然病理过

程
+5, ( 氧 诱 导 视 网 膜 新 生 血 管 " DZWEB2602MA,BM

TBR02DX.RCW$#$G#模型最早由 H-0RC 等 +*,
提出$是研究

视网膜新生血管性疾病常用的动物模型
+)a<, ( 理论上

小鼠遗传背景明确$#$G模型视网膜新生血管发生率
高$但在实际造模过程中常存在动物死亡率高)成模率
低且不稳定等缺点( 本研究中对传统的 #$G模型的
方法进行改良$以期建立一个稳定的 #$G造模方法(

B9材料与方法

B'B9实验动物
健康 HI8级母鼠由中国人民解放军军事医学科

学院实验动物中心提供$并由天津医科大学公共卫生
学院动物中心扩大繁殖健康 % 周龄 ;5)JK+*9幼鼠 <&
只( 所有实验动物的使用)饲养和处死过程均遵循
G̀̂ #声明$本研究经天津医科大学实验动物伦理委

员会批准(
B'C9方法
B'C'B9氧箱的制备9取有机玻璃容器自制密闭氧箱$
利用双面胶和透明胶将自制氧箱密闭$然后利用蜡烛的
燃烧将氧箱内变为近似真空状态$氧箱顶部为进气孔$
经塑料管导入含体积分数 <&L氧气的氧氮混合气体$气
体流量控制在 &N5& b&N)5 K+-02$控制氧箱内氧气体积
分数为 )5LO3L( 氧箱中间放置有孔塑料板( 氧箱底
部放置足量的食物)水及用以保持容器干燥的钠石灰颗
粒( 幼鼠置于氧箱底部$母鼠可以在有孔塑料板上下自
由活动( 控制室温"3(O3#c$自然光照明"图 %#(

图 B9自制氧箱

B'C'C9#$G模型的建立及分组!按照随机数字表法
将幼鼠随机分成正常对照组和 #$G组$每组各 =& 只$
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正常对照组新生鼠与母鼠共同置于正常空气环境中饲

养( #$G组小鼠于出生后 3 M" XD1R2.R.?3 M.W1$I3#时
每 3 窝合笼饲养至 I)$将 % 只母鼠及 3 窝 I) 小鼠放
入氧箱饲养 5 M$另 % 只母鼠在室内空气中饲养$每日
打开氧箱更换垫料)加食)换水$并交换母鼠$然后将箱
内的 I%3 小鼠放回正常空气中由 3 只母鼠共同喂养(
#$G组和正常对照组分别取 I%3)I%=)I%))I3% 小鼠
各 %& 只$5 只荧光素心脏灌注$制备视网膜铺片$5 只
组织病理学检查$计算视网膜中突破内界膜的血管内
皮细胞核数目(
B'C'D9荧光素灌注视网膜铺片的制备9幼鼠称重后
乙醚麻醉并固定四肢$打开胸腔$暴露心脏$将相对分
子质量为 3 &&& &&& 的异硫氰酸葡聚糖 " Y?ADTB1,B02
01DRC0D,W.2.RB$8$@;#荧光素溶液 % -?"5& -E+-?#与质
量分数 =L多聚甲醛的 IJH 混合$取 % -?灌注左心室
后立即摘除眼球$=L多聚甲醛固定 (& -02( 解剖显微
镜下沿角巩膜缘切开眼球$娩出晶状体并去除玻璃体$
沿角巩膜缘小心剥离视网膜和脉络膜( 以视盘为中心
将视网膜放射状切为 = 瓣$置入 =L多聚甲醛中固定
%3 C$然后将视网膜平铺于载玻片上$滴少量中性树脂
胶后加盖玻片$荧光显微镜下观察并拍照(
B'C'E9幼鼠眼球标本的组织病理学检测9颈椎脱臼
法处死小鼠后摘除眼球$置于 =L多聚甲醛溶液中固
定 3= C( 石蜡包埋$沿平行于角膜至视盘的矢状位切
片$厚度为 * !-( 自切至视神经处的切片开始连续切
片$每隔 * 张切片选取 % 张$每只眼球标本取 5 张切
片$常规脱蜡及梯度乙醇脱水$进行苏木精a伊红染
色$每张切片取 %& 个 =& 倍视野$光学显微镜下计数突
破视网膜内界膜的血管内皮细胞核数目$统计平均每
只眼球每张切片突破内界膜的血管内皮细胞核数( 仅
计数与内界膜有紧密联系的血管内皮细胞核$玻璃体
腔内其他与内界膜无联系的血管内皮细胞核不计数(
B'D9统计学方法

采用 HIHH %3'& 统计学软件进行统计分析( 本研
究中测量指标的数据资料经 dD?-DEDTDS6H-0T2DS检验
呈正态分布$以 IO;表示( 正常对照组与 #$G组不同
鼠龄小鼠视网膜中突破内界膜的血管内皮细胞核数的

总体差异比较采用区组设计两因素方差分析$多重比
较采用 KH"6!检验( "Q&N&5 为差异有统计学意义(

C9结果

C'B9实验鼠的一般情况
正常对照组母鼠和幼鼠生长情况良好$未出现死

亡现象$母鼠和幼鼠成活率为 %&&L( #$G组 3 只母鼠

出氧箱后死亡$幼鼠生长情况良好$母鼠成活率为
<5N)L$幼鼠成活率为 %&&L$肉眼未发现其他系统性
病变( 眼底镜检查 #$G组幼鼠均出现视网膜血管增
生$造模成功率为 %&&L(
C'C9各组幼鼠视网膜铺片的表现

正常对照组I%3 鼠视网膜铺片中可见视网膜血管
从视盘发出$向四周呈放射状分布$视网膜周边仍有无
血管区"图 3 #̀ ( I%= 小鼠视网膜血管由视盘向四周
均匀分布$伸至视网膜周边部$视网膜血管发育接近成
熟"图 3J#( #$G组 I%3 小鼠视网膜血管收缩)变细$

部分血管扭曲$视网膜后极部可见无灌注区"图 3;#*
I%= 小鼠视网膜后极部可见大片无灌注区$周边部新
生血管密度增加"图 3"#*I%) 小鼠视网膜血管区与无
血管区交界处出现大量新生血管$可见荧光素渗漏
"图 3>#*I3% 小鼠视网膜周边部可见少量无灌注区$

新生血管明显减少"图 38#(

A B

C D

E F

图 C9正常对照组和 <F>模型组小鼠视网膜铺片"8$@;e=&#! !̀正
常对照组 I%3 小鼠可见网膜周边部存在无灌注区!J!正常对照组
I%= 小鼠视网膜血管由视盘向四周均匀分布!;!#$G组 I%3 小鼠视
网膜血管变细$部分血管扭曲$视网膜后极部存在无灌注区!"!#$G
组 I%= 小鼠视网膜后极部大片无灌注区$周边部有大量新生血管!
>!#$G组 I%) 小鼠视网膜血管区与无血管区的交界处可见大量新
生血管和荧光素渗漏!8!#$G组 I3% 小鼠视网膜周边部可见少量无
灌注区$新生血管明显减少
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C'D9小鼠视网膜血管的形态学表现
正常对照组小鼠内界膜平滑$仅在少数切片中见

到突破内界膜的血管内皮细胞核 "图 ( #̀ ( #$G组
I%3 幼鼠很少见到血管内皮细胞突破内界膜"图 (J#$
I%= 幼鼠突破内界膜的血管内皮细胞核数量明显增
多$可见新生血管"图 (;#$I%) 幼鼠突破内界膜的血
管内皮细胞核数量达到高峰"图 ("#$I3% 幼鼠仅见少
数突破内界膜的血管内皮细胞核"图 (>#(

A B

C D

E

图 D9正常对照组和 <F>组小

鼠视网膜组织病理学检查"[>

e=&&#! !̀正常对照组视网膜

内界膜平滑!J!#$G组 I%3 幼

鼠可见少数血管内皮细胞核突

破内界膜"黑箭头#!;!#$G组

I%= 幼鼠可见较多血管内皮细

胞核突破内界膜 "黑箭头#及新生血管管腔 "绿箭头#!"!#$G组

I%) 幼鼠突破内界膜的血管内皮细胞核"黑箭头#数达峰!>!#$G组

I3% 幼鼠仅见少数突破内界膜的血管内皮细胞核"黑箭头#

C'E9各组小鼠突破视网膜内界膜血管内皮细胞核计
数的比较

不同组间幼鼠突破视网膜内界膜的血管内皮细

胞核计数的总体比较差异有统计学意义 "J分组 P
4=N&)$"P&N&&# ( 各组不同鼠龄间幼鼠突破视网膜
内界膜的血管内皮细胞核计数的总体比较差异有统

计学意义"J鼠龄 P3=N5%$"P&N&&# ( #$G组 I%3 小鼠
突破视网膜内界膜的血管内皮细胞核数多于正常对

照组$但差异无统计学意义"!P(N=5$"f&N&5# $#$G
组 I%=)I%) 和 I3% 小鼠突破视网膜内界膜的血管内
皮细胞核数明显多于正常对照组$差异均有统计学
意义"!P=)N4&)*%N(&)=&N)&$均 "Q&N&5# "表 %# (

表 B9各组不同鼠龄小鼠视网膜中突破视网膜内界膜
内皮细胞核计数的比较"!G"$个H切片#

组别 样本量
不同鼠龄血管内皮细胞核计数

I%3 I%= I%) I3%

正常对照组 %& &N35O&N%3 &N3)O&N%= &N(&O&N%% &N(3O&N%*
#$G组 %& &N(4O&N%= %%N==O3N&%.\ (%N3=O%N5&.\ 4N3(O%N%3.\

!注!J分组 P4=N&)$"P&N&&*J鼠龄 P3=N5%$"P&N&&N与各自鼠龄正常对

照组比较$."Q&N&5*与 #$G组内 I%3 小鼠比较$\ "Q&N&5 "两因素方差

分析$KH"6!检验#!#$G!氧诱导视网膜病变

D9讨论

建立良好的 #$G动物模型是研究视网膜新生血
管形成机制的有用工具$理想的动物模型应该重复性
好)经济)易量化$且其病理过程接近人视网膜新生血
管形成的自然病程$电凝和光凝诱导法制作视网膜新
生血管形成模型只能在较大的动物才能实现$转基因
小鼠视网膜新生血管模型制作过程比较复杂$而采取
幼鼠发育过程中的 #$G模型不存在上述缺陷$且更接
近人的自然病程( I) 小鼠视网膜血管尚未发育成熟$
采用高浓度氧吸入可刺激其视网膜血管产生可逆性的

痉挛性改变$持续高氧吸入可造成小血管闭塞及视网
膜无灌注区( 当将生长至I%3 的小鼠放回正常空气中
饲养时$可使小鼠视网膜处于相对缺氧状态$造成视网
膜缺血)缺氧状态$仅 3 M 即可在视网膜无灌注区与灌
注区的交界处诱发新生血管( 该方法制作的模型很好
地模拟了人早产儿视网膜病变的发生过程$且与糖尿
病视网膜病变)视网膜静脉阻塞等引起的新生血管也
有许多相似之处$而且制作方法简单$成模周期短$可
用于多种视网膜新生血管形成的研究( 然而$该模型
常存在表现不稳定)成模率低等缺点$已有学者对该造
模方法进行改良

+4a%&, (
正常 ;5)JK+*9小鼠的视网膜血管在出生后 3 周

内开始发育并成熟$新生 ;5)JK+*9小鼠视网膜血管
的发育阶段相当于人类 = b5 个月胎儿的表现$I) 小
鼠玻璃体动脉退化最明显$视网膜血管发育程度最低$
最接近人类早产儿视网膜血管的特点$因此 ;5)JK+*9
新生小鼠适于 #$G造模(

传统的小鼠 #$G模型的建立方法是采用 %&&L纯
氧输入氧箱$通过不断调整氧分压来制作缺氧模型$同
时将母鼠同小鼠一起放入氧箱内饲养 5 M( 但在我们
的预实验发现$母鼠对高氧和相对缺氧的耐受能力差$
母鼠的死亡可间接降低成模率( 既往报道显示$传统
的 #$G造模过程中母鼠的成活率为 (&L b*&L+%$*a), $
还有一部分母鼠在出氧箱后死亡$故 %&&L氧气输入
和连续在氧箱内喂养是导致母鼠死亡及模型成功率低
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的原因$因此我们对该方法进行如下改进!"%#将出生
后 3 M 的幼鼠每 3 窝合笼饲养$将 I) 幼鼠与 % 只母鼠
放入氧箱$另 % 只母鼠在正常室内空气中饲养$每日更
换放入氧箱的母鼠$将 I%3 幼鼠放回正常空气环境中
时与 3 只母鼠共同饲养( "3 #依据预试验结果选定
<&L的氧氮混合气体$以维持氧箱内氧气浓度的平稳(
本研究的结果证明$采用这种改良的方法后大部分母
鼠均能耐受$有效降低了母鼠的死亡率$提高了造模成
功率和模型的稳定性(

人视网膜)脉络膜新生血管可通过荧光素眼底血
管造影术和吲哚菁绿脉络膜造影术进行动态观察$但
该方法并不适用于小型动物( 计算突破视网膜内界膜
的血管内皮细胞核数量$是定量评价 #$G模型的金标
准

+%%, $因此苏木精a伊红染色)视网膜铺片)免疫组织
化学染色等是评价动物模型视网膜缺血缺氧程度的主

要方法
+%3, ( 用视网膜铺片容易观察视网膜血管发育

及新生血管的形态$能直接反映视网膜血管变化的形
态及分布$高分子质量荧光素视网膜血管造影方法简
便快捷)重复性好)血管显影清晰完全$可反映包括新
生血管丛在内的所有视网膜血管$是观察视网膜血管
的较好方法( 本研究中成功建立了 #$G模型$并使用
上述定性和定量方法进行评价$证实改良的 #$G模型
提高了成模率$降低了母鼠死亡的风险$同时缩短了成
模时间$且能产生典型的视网膜新生血管$是理想的模
拟人类视网膜新生血管疾病的动物模型$为今后进一
步的研究奠定了基础(
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消!息

.睑缘炎与睑板腺功能障碍/一书出版

!!由孙旭光教授为主编$洪晶教授)晏晓明教授)赵少贞教授和王智崇教授为副主编的.睑缘炎与睑板腺功能障碍/一书即将发
行( 该书由人民卫生出版社出版$全书分为基础篇和临床篇两大部分$共有 ) 个章节$内容涉及睑缘及睑板腺的基础知识$并对睑
缘炎)蠕形螨睑缘炎)睑缘炎相关角结膜病变)睑板腺功能障碍及与其相关的干眼的诊治进行了详尽的论述( 该书临床篇的每个章
节中均提供了典型病例$章节的结尾著有相关疾病的诊治要点( 全书图文并茂$包含相关疾病图片约 %5& 幅$希望能够对广大眼科
工作者的临床及基础研究有所帮助(

.睑缘炎与睑板腺功能障碍/一书在全国各大新华书店)医药书店)当当网)卓越亚马逊网均有销售( 读者也可登录人民卫生出
版社网站 " CRRX!++VVV'X-XC',D-#$或联系人民卫生出版社销售部人员购买( 联系电话!%(4%&**<5(5*&%& a54)<)33*+&%& a
54)<)&)=(

"邓世靖#
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