
论著

【收稿日期】2004 - 03 - 17 ;【修回日期】2004 - 06 - 18

【作者简介】邓德勇 (1973 - ) , 男 , 籍贯江西高安 , 硕士 , 主要从

事增殖性视网膜病变防治的基础与临床研究。

高浓度氧诱导增殖性视网膜病变动物模型的构建及判断

邓德勇1 , 韩丽荣2 , 吴丹巍3 , 夏风华2 , 彭亚军4 , 孔 　屹4

(11 武警浙江总队医院眼科 , 浙江嘉兴 314000 ; 21 上海和平眼科医院 , 上海 201104 ; 31 上海中医药大学附属岳

阳医院眼科 , 上海 200003 ; 41 第二军医大学附属长海医院眼科 , 上海 210003)

摘 　要 : 　【目的】探讨一种经济实用的增殖性视网膜病变动物模型的构建及判断方法。【方法】将鼠龄为 2 d 的

SD 幼鼠 20 只随机分为对照组和实验组 , 实验组动物置于 80 %高浓度氧环境中饲养 10 d 后转至自然空气中继续

饲养 , 而对照组动物则一直置于自然空气中饲养。在鼠龄 20 d 时无痛处死幼鼠 , 取眼球作病理切片 , 计数其视

网膜新生血管芽细胞核 , 比较分析其结果。【结果】实验组视网膜新生血管芽细胞核数目达到 (19111 ±1517)

个 , 远远高于对照组的 (3712 ±2315) 个 , 二者存在着非常显著的差别 ( P < 0101) 。【结论】高浓度氧能短时间

内有效诱导 SD 新生幼鼠视网膜新血管芽的生长 , 成功构建增殖性视网膜病变动物模型 ; 病理组织切片是一个经

济有效的判断增殖性视网膜病变构建成功与否的方法。
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Build and evaluation of the oxygen2induced proliferative retinopatby models
Deng De2yong , Han Li2rong , Wu Dan2wei , Xia Feng2hua , Peng Ya2Jun , Kong2yi ( Department of Ophthalmology ,

Zhejiang Provincal Corps Hospital , Chinese People′s Armed Police Force , Jiaxing　314000 , China)

Abstract: 【Objective】To explore economical and useful measures to build and evaluate proliferative retinopathy model.

【Methods】Twenty postnatal 2 days SD newborn rats were randomized to experimental group and control group. The animals of

experimental group were raised in hyperoxic enviroment for ten days and then to room air for seven days as well as that of control

group were in room air all the time. The eyeballs were enucleated and fixed by formaldehyde at postnatal 20 days and then cross2
sectioned and stained with hematoxylin and eosin (HE) . The nuclei of proliferative retinal vessels were counted through the cross2
sections. 【Results】The average nuclei of the new vessels of experimental group were statistically higher than that of control group

(19111 ±1517) vs (3712 ±2315) . 【Conclusion】Hyperoxia can induce neovascularization successfully in newborn rats and lead

to proliferative retinopathy. Pathological cross2sections are also effective and economical assessment methods for reinal neovascu2
larization and proliferative retinopathy.
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　　新生血管增殖性视网膜病变随着糖尿病及心血

管疾病发病率的升高而呈增加趋势 , 成为危害中青

年视力的重要原因 , 是目前眼科研究的重要方向和

热点。合理而经济实用的动物疾病模型将为此提供

有效的研究对象 , 有利于进行相关的实验研究和临

床治疗研究。本实验以通过采用高浓度混合氧饲养

新生大鼠构建增殖性视网膜病变模型 , 应用病理组

织切片直接计数视网膜新生血管芽细胞核数目 , 来

判断疾病模型构建的成功与否。

1 　材料与方法

111 　实验材料

11111 　SD 新生幼鼠 : 由中国科学院上海分院实验

动物中心提供。

11112 　氮氧混合气 : 80 %氧气和 20 %氮气充分混

匀而成 , 由上海海军医学研究所高压氧中心提供 ,
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使用前确保静置 48 h 以上。

11113 　密闭饲养容器 : 用于饲养动物 , 由 100cm ×

60cm ×50cm 的鱼缸改造而成 , 顶盖改为磨砂玻璃 ,

于顶盖上钻两个直径为 215 cm 的孔 , 用带玻璃管

的橡皮塞塞住 , 玻璃管供氧气导入及残余气体排

出。

11114 　病理切片机及光学显微镜镜 : 由上海第二

军医大学附属长海医院眼科病理室提供 , 用于眼球

病理标本切片的制作与观察。

11115 　硅橡胶 : 用于保持容器内的干燥。

112 　实验分组及动物饲养

11211 　实验分组 : 选取鼠龄 2d、带母鼠的 SD 新

生幼鼠 20 只 , 分实验组和对照组。

11212 　动物饲养和处理 : 实验组动物置于密闭饲

养容器中 , 经橡皮塞的玻璃管导入上述氮氧混合

气 , 气体流量为 215 L/ min , 容器中放入足量的食

物、水及用以保持容器干燥的硅橡胶。饲养时每日

连续供给混合气体 23 h 后将动物置于自然空气环

境中饲养 1 h。动物饲养条件 : 温度 ( 2210 ±

210) ℃, 湿度保持在 (5010 ±1010) %范围 , 光照

时间为 1210 h/ d , 光照强度小于 300 lux。按此法持

续饲养 10 d 后将动物移入自然空气环境中继续饲

养 1 w ; 对照组动物一直于自然空气环境中饲养 ,

饲养条件同上。在鼠龄 20 d 时 , 乙醚吸入麻醉后

处死动物 , 取眼球制作病理切片。

11213 　病理切片的制作与观察 : 将所取得的幼鼠

眼球用 7 号针头于角膜部刺穿一小孔 , 多聚甲醛固

定 24 h , 常规病理连续切片 , 切片厚 6μm , HE 染

色。随机取 30 片经过视神经乳头的连续切片 , 用

光学显微镜观察 , 寻找突破视网膜内界膜并与内界

膜有直接联系的新生血后芽 (玻璃体腔中孤立的血

管除外) , 计数其细胞核数。

113 　结果分析与统计学处理 　

采用双盲法。实验结果用均数 ±标准差 ( �x ±

s) 表示 , 样本均数采用 t 检验作统计学分析。

2 　结 　果

经高浓度氧处理过的实验组 SD 幼鼠视网膜出

现大量的新生血管芽 , 其细胞核计数高达 (19111

±1517) 个 , 而对照组则未见有明显的新生血管芽

生长 , 大多数眼球表现为无视网膜新生血管生长 ,

平均细胞核计数仅为 (3712 ±2315) 个 , 二者存在

着非常显著的差别 ( P < 0101) 。

3 　讨 　论

增殖性视网膜病变是一组严重的致盲性视网膜

病变 , 包括早产地视网膜病变、糖尿病视网膜病

变、视网膜静脉阻塞及视网膜静脉周围炎等。经济

实用又符合增殖性机网膜病变发展规律的动物模型

将为广大眼科同仁对增殖性视网膜病变进行更深更

广的研究提供可靠的实验对象。

研究表明 , 尽管增殖性视网膜病变的致病原因

多种多样 , 但都与局部视网膜组织缺血缺氧、促血

管生长因子产生过多以及血管内皮细胞和视网膜色

素上皮细胞相应受体表达增多密切相关 1 ～4 。本研

究中实验组 SD 幼鼠视网膜新生血管芽明显多于对

照组 , 表明有明显的视网膜新生血管芽形成 , 提示

高浓度氧饲养后相对的缺氧状态可以引起明显的新

生血管形成 , 动物模型的构建获得成功。此法构建

增殖性视网膜病变模型的可能机制是在高浓度氧环

境中因氧分压较高而能满足视网膜发育的需要 , 使

得血管的发育延缓。当缺氧时 , 视网膜组织供氧不

足 , 诱导视网膜色素上皮细胞及血管内皮细胞

VEGF等血管生长因子的表达 , 促视网膜血管发育

并诱导视网膜新生血管增殖 5 ,6 。本动物模型的构

建是通过相对的缺氧所引起 , 符合临床常见增殖性

视网膜病变的发病过程。高浓度氧易获得 , 可以避

免药物等其他因素的干扰 , 同时 , 构建周期短 , 可

以相同条件下大批量的构建 , 有利于消除模型构建

条件的差异 , 使不同实验组间的对照更具可比性。

既往的增殖性视网膜病变动物模型种类较多 ,

有糖尿病视网膜病变动物模型、视网膜静脉阻塞动

物模型及早产儿视网膜病变动物模型等。对于糖尿

病视网膜病变来说 , 通过高精饲料饲养或注射 STZ

诱导 7 的糖尿病现网膜病变动物模型更为合理 , 但

动物造模周期长 , 饲养过程中动物死亡率高 , 费用

也非常昂贵。而激光光凝视网膜静脉血管造成的视

网膜静脉阻塞模型 8 , 与视网膜静脉阻塞患者的疾

病发展过程非常类似 , 是静脉阻塞实验与临床研究

的最佳动物模型 , 因需较大的动物才能施行激光光

凝术 , 而术后需较长时间才能产生视网膜新生血

管 , 使得实验费用大增 , 不利于大范围实验研究的
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开展。另外 , 激光光凝的程度受很多因素的影响 ,

很难完全保证一致 , 使实验个体间产生较大的差

异。

对于增殖性视网膜病变模型是否构建成功 , 最

为有效的方法是视网膜铺片 , 直接观察视网膜新生

血管的形成并测量视网膜新生血管的长度 , 但此法

使得视网膜标本只能一次使用 , 不利于进一步研究

的开展 , 如免疫组织化学测定。而文献报道的静脉

内注射墨水或荧光素等方法 9 , 是能够较好显示视

网膜内血管生长情况的方法 , 荧光素注射法能动态

观察视网膜血管变化 , 有利于动态研究疾病的发展

过程 , 但因此法需要通过裂隙灯等工具观察或照

相 , 需要使用较大的动物 (如猪、狗及猫等) , 而

应用墨水者则可能因墨水的存在 , 使实验结果受到

干扰。本研究应用的通过病理组织切片计数视网膜

新生血管芽细胞核的方法 , 可以有效判断有无视网

膜新生血管芽形成 , 明确增殖性视网膜病变动物模

型构建是否成功 , 可以定量分析视网膜新生血管芽

情况 , 可以量化分析药物干预的效果及进行相关的

病理研究 10 ; 另外 , 本法亦有利于同一组标本进

行多因素研究 , 而使实验材料得到充分利用 , 降低

实验成本。但受组织切片技术和染色技术影响较

大 , 可能产生一定的人为干扰。

综上所述 , 应用高浓度氧造成的相对缺氧能够

成功构建 SD 新生幼鼠增殖性视网膜病变模型 , 而

视网膜组织病理切片计数视网膜新生血管芽细胞核

数也是判断增殖性视网膜病变模型的构建成功与否

的有效方法。
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