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Abstract Objective Choroidal neovaseularization(CNV)is the main cause of blindness in over 50一years—old population．To 

establish an available CNV animal model is helpful for us to understand the pathogenesis and management of CNV．Purpose of 

present study was to observe the role of coagulation with different power of diode laser in laser—induced ehoroidal neovascularization 

model of Brown Norway(BN)rats． Methods Coagulation of810 nm diode laser(8—10 spots for each eye)was performed in 36 

male BN rats with the spot diameter 75 Ixm，shutter time 0．1 s，power 120 mW ，140 mW and 160 mW ，respectively，while 6 normal 

BN rats were used as contrast．CNV was evaluated by fondus examination，fundus fluorescein angiography(FFA)，indocyanine green 

angiography(ICGA)and light microscope on day 1，7，14，21，28 and 56 after photoc0agulati0n． Results CNV formed on the 7th 

day after ph0tocoagulati0n in 120 mW ，140 mW and 160 mW groups and reached the peak on the 21 st day according to FFA and 

ICGA manifestation．Incidence of CNV in 120 mW ，140 mW and 160 mW group was 51．3％ ，91．8％ ，88．3％ on FFA findings and 

51．3％ ，92．7％ ，93．7％ on ICGA findings，respectively．In 7 days after photocoagulation，inflammatory cells increased and CNV 

formed at the lesion．Ph0t0c0agulati0n plaque became thicker with pigment cells proliferating and migrating on 14 days．After that 

time，inflammatory cells decreased and more collagen fibers emerged．The CNV reminded till the 56th day after photoc0agulation． 

Conclusion CNV model of BN rats can be successfully created using the different power of diode laser(from 120 through 

160 mW)．CNV rate under the laser coagulation with 140 mW is higher，indicating that the power of 140 mW may be a suitable 

parameter for diode laser—induced choroidal neovascularization model of BN rats． 
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摘要 目的 观察不同能量的半导体激光对诱导棕色挪威(BN)大鼠脉络膜新生血管(CNV)形成的影响。 方法 

雄性 BN大 鼠 42只随机分组 ，将其 中的 36只根据激射激光 的功率不 同平均分为 3个实验组 ，其余 6只作为正常对照组。 

采用 810 nm半导体激光光凝 大鼠双眼视 网膜 ，光斑直径 75 I．Lm，曝光 时间 0．1 s，激光功率分别为 120、140和 160 mw ，于 

光凝后 1、7、14、21、28、56 d进行荧光素 眼底 血管 造影 (FFA)和吲哚菁 绿血管 造影 (ICGA)检查 ，随后 于每个 时 间点 每组 

各处死 2只大 鼠，摘除眼球 在光学 显微镜下 检查 CNV形 成情况 。 结果 不 同能量半导体 激光光凝 BN大 鼠视 网膜后 

7 d CNV开始形成 ，21 d达 高峰 ，此 时根 据 FFA和 ICGA计 算 的 3组 CNV的 成模 率 分别 为 51．3％ 、91．8％ 、88．3％ 及 

51．3％ 、92．7％ 、93．7％ ，56 d时 CNV有所减少 。光凝后 7 d可见 光凝 斑周围炎性细胞增多 ，CNV形成 ；14 d光凝斑增厚 ， 

色素 细胞 增生 、移行 ；21 d时 140 mW 及 160 mw 组 多数光凝斑增厚 ，可见 明显 CNV；随后 炎性 细胞减少 ，胶原纤维增 多 ， 

56 d时仍可见 CNV结构。 结论 功率分别为 120、140、160 mw 的 810 nm半导体激光均 能成 功诱 导 BN大 鼠形成 CNV， 

140 mw 组成模率高且受 干扰因素少 ，是建 立 BN大鼠 CNV模 型比较 理想的参数 。 
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脉 络 膜 新 生 血 管 ( c h o r o i d a l n e o v a s e u l a r i z a t i o n
，

C N V ) 可 发 生 于 年 龄 相 关 性 黄 斑 变 性 ( a g e — r e l a t e d

m a c u l a r d e g e n e r a t i o n
，

A M D ) 、 中 心 性 渗 出 性 脉 络 膜 视

网 膜 病 变 和 高 度 近 视 等 多 种 眼 底 疾 病 。 C N V 常 好 发

于 黄 斑 区 域 ， 大 多 为 来 自脉 络 膜 血 管 的 增 生 血 管 ， 能 破

坏 视 网 膜 色 素 上 皮 ( r e t i n a l p i g m e n t e p i t h e l i u m
，

R P E ) 和

感 觉 神 经 层 ， 导 致 视 力 严 重 受 损 ， 尤 其 是 A M D
， 已 经 成

为 西 方 发 达 国 家 5 5 岁 以 上 老 年 人 群 致 盲 的 首 要 原

因
” 。 。

。 建 立 便 捷 、 有 效 的 C N V 模 型 对 探 索 C N V 的

发 病 机 制 、 转 归 及 有 效 治 疗 具 有 重 要 意 义 。

1 材 料 与 方 法

1 ． 1 实 验 动 物

雄 性 棕 色 挪 威 ( B r o w n N o r w a y ，
B N ) 大 鼠 4 2 只 ， 体

重 ( 2 0 0 ± 2 0 ) g ， 由 北 京 维 通 利 华 动 物 实 验 有 限 公 司 提

供 。 实 验 前 所 有 大 鼠 双 眼 均 经 裂 隙 灯 显 微 镜 及 眼 底 检

查 ， 排 除 屈 光 介 质 和 眼 底 异 常 。

1 ． 2 实 验 方 法

1 ． 2 ． 1 视 网 膜 光 凝 4 2 只 B N 大 鼠 ， 随 机 数 字 表 法 将

动 物 随 机 分 组 ， 其 中 3 6 只 鼠 7 2 眼 等 分 为 3 个 实 验 组 ，

6 只 鼠作 为 对 照 组 。 经 3 ％ 戊 巴 比 妥 钠 ( 4 0 m g ／k g ) 腹

腔 注 射 麻 醉 ， 复 方 托 吡 卡 胺 滴 眼 液 充 分 散 瞳 后 ， 通 过 裂

隙 灯 和 三 面 镜 将 半 导 体 激 光 ( 波 长 8 1 0 n m ) 导 人 大 鼠

眼 内 ， 避 开 大 血 管 ， 准 确 聚 焦 ， 围 绕 视 盘 进 行 视 网 膜 光

凝 ， 每 只 眼 8 ～ 1 0 点 ；光 斑 直 径 7 5 tx m
， 曝 光 时 间 0 ． 1 S

，

激 光 功 率 分 别 为 1 2 0 、
1 4 0

、
1 6 0 m W 。

1 ． 2 ． 2 荧 光 素 眼 底 血 管 造 影 ( f u n d u s fl u o r e s c e i n

a n g i o g r a p h y ，
F F A ) 与 吲 哚 菁 绿 血 管 造 影 ( i n d o e y a n i n e

g r e e n a n g i o g r a p h y ，
I C G A ) 检 查 分 别 于 激 光 光 凝 后 1

、

7
、

1 4
、

2 1
、

2 8 、
5 6 d 对 B N 大 鼠 进 行 F F A 和 I C G A 检 查 ，

同 1 ． 2 ． 1 的 方 法 麻 醉 、 扩 瞳 后 ， 尾 静 脉 注 射

1 0 ％ 荧 光 素 钠 0 ． 2 m L ( 1 ． 0 m L ／k g ， 广 西 梧 州 制

药 股 份 有 限公 司 ) 和 吲 哚 菁 绿 0 ． 1 m L ( O． 5 m L ／k g ，

辽 阳 第 三 制 药 厂 ) ， 激 光 扫 描 检 眼 镜

( R o d e n s t o c k I n s t r u m e n t s ) 下 进 行 同 步 动 态 造 影

观 察 。

1 ． 2 ． 3 光 学 显 微 镜 检 查 经 上 述 检 查 后 各 组

分 别 给 予 过 量 3 ％ 戊 巴 比 妥 钠 随 机 处 死 B N 大

鼠 2 只 ， 迅 速 摘 取 眼 球 ， 置 于 固 定 液 中 ， 室 温 过

夜 ， 取 材 时 垂 直 于 角 膜 切 除 两 侧 眼 球 壁 各

1 m m
， 去 除 晶 状 体 ， 经 梯 度 乙 醇 脱 水 ， 石 蜡 包

埋 ， 矢 状 位 平 行 视 神 经 ， 垂 直 于 视 网 膜 连 续 切

片 ， 片 厚 4 ¨ m
， 选 取 有 激 光 斑 者 苏 木 精 一 伊 红

染 色 后 光 镜 观 察 。

2 结 果

2 ． 1 眼 底 观 察

B N 大 鼠 7 2 只 实 验 眼 ， 共 光 凝 6 7 2 点 ， 其 中 5 3 6 点

光 凝 时 有 气 泡 感 或 伴 有 轻 响 ， 占 7 9 ． 8 ％ 。
1 9 6 点 光 凝

后 见 不 同程 度 出 血 ， 多 数 为 局 限 的 视 网 膜 内 和 视 网 膜

下 出 血 ，
4 9 点 出 现 玻 璃 体 出 血 ， 均 出 现 于 1 6 0 m w 组 。

光 凝 后 1 d
， 激 光 部 位 视 网 膜 呈 白垩 色 ，

1 6 0 m W 组 部 分

位 点 受 出 血 影 响 眼 底 看 不 清 ；光 凝 后 7 d 见 视 网 膜 水

肿 ， 出 血 开 始 吸 收 ， 少 量 色 素 形 成 ；1 4 d 视 网 膜 水 肿 减

退 ， 出 血 有 较 明 显 吸 收 ；2 1 d 色 素 明 显 ， 瘢 痕 形 成 ， 大 部

分 出 血 吸 收 ， 未 吸 收 者 大 部 分 在 1 6 0 m W 组 中 ；5 6 d 时

可 见 激 光 瘢 痕 及 明 显 色 素 增 生 ，
1 6 0 m W 组 仍 有 出 血 ， 色

暗 红 。

2 ． 2 F F A 及 I C G A 表 现

光 凝 后 7 d
， 各 组 部 分 光 凝 点 轻 度 点 状 荧 光 素 渗

漏 ；1 4 d 时 荧 光 素 渗 漏 点 增 多 增 强 ；2 1 d 时 有 明 显 荧 光

素 渗 漏 的 光 凝 斑 数 达 到 高 峰 ， 典 型 者 早 期 即 呈 强 荧 光 ，

晚 期 继 续 扩 大 为 边 界 清 晰 的 高 荧 光 区 ( 图 1 ) ；2 8 d 时

荧 光 素 渗 漏 的 光 斑 数 量 和 程 度 基 本 稳 定 ；5 6 d 时 荧 光

素 渗 漏 数 及 渗 漏 范 围 较 前 有 所 减 少 。 I C G A 与 F F A 情

况 基 本 一 致 ( 图 2 ) 。 以 荧 光 素 渗 漏 作 为 C N V 成 功 标

志 ， 表 现 为 ： ( 1 ) 2 1 d C N V 成 模 率 最 高 ， 根 据 F F A 和

I C G A 计 算 的 3 组 C N V 成 模 率 分 别 为 5 1 ． 3 ％
、

9 1 ． 8 ％
、

8 8 ． 3 ％ 及 5 1 ． 3 ％ 、 9 2 ． 7 ％ 、 9 3 ． 7 ％ 。 ( 2 ) 1 4 0 m W 组 和

1 6 0 m w 组 C N V 成 模 率 明 显 高 于 1 2 0 m w 组 ， 但

1 4 0 m W 组 与 1 6 0 m W 组 间 差 异 不 大 。 ( 3 ) I C G A 与

F F A 基 本 一 致 ， 但 I C G A 计 算 的 C N V 成 模 率 略 高 于

F F A
， 以 1 6 0 m w 组 差 别 最 明 显 。 所 有 对 照 眼 F F A 及

I C G A 均 未 见 荧 光 素 渗 漏 。

图 1 B N 大 鼠 视 网 膜 光 凝 2 1 d
，

F F A 显 示 激 光 部 位 出 现 荧 光 渗 漏 ， 提 示 C N V 形

成 ( 光 斑 直 径 7 5 ¨ m ， 曝 光 时 间 0 ． 1 s
， 功 率 1 4 0 m W ) 图 2 B N 大 鼠 视 网 膜 光 凝

2 1 d ，
I C G A 显 示 光 凝 部 位 出 现 渗 漏 ， 提 示 C N V 形 成 ( 光 斑 直 径 7 5 Ix m

， 曝 光 时 间

0 ． 1 S
， 功 率 1 4 0 W )

F i g ． 1 I n 2 l d a y s a h e r r e t i n a l p h o t o c o a g u l a t i o n ( 7 5 Ix m ，
0 ． 1 S

，
1 4 0 m W ) i n B N r a t

，

fl u o r e s e e i n l e a k a g e a p p e a r e d i n t h e p h o t o c o a g u l a t i o n l e s i o n F i g ． 2 I n 2 1 d a y s a ft e r

r e t i n a l P h o t o c 0 。g u l a t i o n ( 7 5 斗m
，

0 ． 1 S
，

1 4 0 m w ) i n B N r a t
，

i n d o c y a n i n e g r e e n l e a k a g e

a p p e a r e d i n t h e l e s i o n
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2 ． 3 光 学 显 微 镜 检 查

光 凝 后 1 d 光 凝 斑 处 视 网 膜 结 构 紊 乱 ，
1 2 0 m w 组

大 部 分 B r u c h 膜 保 持 完 整 ，
1 4 0 m w 组 及 1 6 0 m w 组 则

大 部 分 可 见 B r u c h 膜 连 续 性 破 坏 ；7 d 可 见 光 凝 斑 周 围

视 网 膜 水 肿 ， 结 构 紊 乱 ， 炎 性 细 胞 增 多 ，
C N V 形 成 ；1 4 d

视 网 膜 水 肿 减 轻 ， 光 凝 斑 增 厚 ， 色 素 细 胞 增 生 、 移 行 ， 可

3 讨 论

见 C N V ；2 1 d 视 网 膜 下 光 凝 斑 局 部 仍 较 厚 ，
1 4 0 m w 组

及 1 6 0 m W 组 多 数 光 凝 斑 可 见 C N V 形 成 ( 图 3 ～ 5 ) ；

2 8 d 仍 可 见 C N V
， 炎 性 细 胞 较 少 ， 胶 原 纤 维 增 多 ；5 6 d

，

光 凝 斑 局 部 变 薄 ， 伴 少 量 炎 性 细 胞 及 大 量 胶 原 纤 维 ， 可

见 C N V 。 对 照 眼 的 视 网 膜 及 脉 络 膜 各 层 组 织 结 构 清

晰 、 完 整 。

C N V 动 物 模 型 是 研 究 C N V 发 生 、 发 展 及 防 治 的

重 要 手 段 ， 建 立 C N V 模 型 的 方 法 主 要 有 视 网 膜 下 注 射

生 长 因 子 等 药 物
一 ～

、 转 基 因 动 物
¨ ‘

以 及 激 光 光 凝 诱

导
∞ 一

。

等 。 尽 管 前 2 种 方 法 均 具 有 相 当 重 要 的 意 义 ，

但 由 于 制 备 技 术 难 度 较 大 、 费 用 高 ， 难 以 推 广 应 用 ， 目

前 应 用 较 多 的 方 法 仍 是 激 光 光 凝 诱 导 。

激 光 光 凝 诱 导 法 最 早 由 R y a n
曲 。

通 过 氩 离 子 激 光

光 凝 猴 视 网 膜 成 功 建 立 C N V 模 型 而 提 出 。 S h e n 等
“

经 过 改 进 ， 应 用 强 光 光 凝 猴 黄 斑 区 使 成 模 率 达 到

8 9 ％ 。 猴 的 视 网 膜 脉 络 膜 循 环 以 及 黄 斑 部 解 剖 与 人 类

极 其 相 似 ， 因 此 这 种 动 物 模 型 得 到 了 一 致 认 可 ， 但 由 于

来 源 有 限 且 价 格 昂 贵 ， 不 适 合 进 行 大 样 本 的 基 础 研 究 。

D o b i 等
旧 。

首 次 应 用 氩 离 子 激 光 光 凝 色 素 鼠 的 视 网 膜 ，

成 功 诱 导 了 C N V 。 同 时 ， 由 于 大 鼠 来 源 广 、 费 用 相 对

低 廉 ， 成 模 时 间 早 ， 成 模 率 高 、 持 续 时 间 长 且 操 作 方 便 ，

而 且 与 人 类 A M D 等 C N V 病 变 具 有 相 似 的 细 胞 成 分 和

病 理 过 程 ， 该 模 型 得 到 了 广 泛 应 用
一 “ ⋯

。 本 研 究 采 用

不 同 能 量 的 8 1 0 n m 半 导 体 激 光 器 光 凝 B N 大 鼠 视 网

膜 ， 探 讨 其 对 C N V 形 成 的 影 响 ， 从 而 为 选 择 理 想 的 造

模 参 数 提 供 基 础 依 据 。

本 实 验 结 果 显 示 ：激 光 能 量 越 大 ，
C N V 成 模 率 越

高 ， 且 形 成 C N V 的 部 位 光 凝 时 都 有 气 泡 感 或 伴 有 不 同

程 度 的 出 血 。 通 常 ， 影 响 激 光 诱 导 C N V 成 功 率 的 主 要

因 素 有 激 光 的 波 长 和 能 量 水 平 。 在 一 定 范 围 内 ， 随 着

激 光 波 长 的 增 加 ， 组 织 穿 透 能 力 增 强 ， 因 此 ， 半 导 体 激

光 较 短 波 长 激 光 如 氩 离 子 激 光 、 氪 离 子 激 光 等 能 更 多

地 作 用 于 脉 络 膜 组 织 ， 提 高 C N V 的 发 生 率 ；本 实 验 采

用 的 激 光 光 斑 直 径 、 曝 光 时 间 一 致 ， 功 率 分 别 为 1 2 0 、

1 4 0
、

1 6 0 m w
， 所 以 能 量 水 平 也 依 次 递 增 ， 能 量 较 高 的

1 4 0 m w 足 和 1 6 0 m w 组 较 低 能 量 1 2 0 m W 组 成 模 率 显

著 增 高 ，
2 1 d 时 均 达 到 9 0 ％ 以 上 ， 但 1 4 0 m w 和

1 6 0 m W 之 间 差 异 无 统 计 学 意 义 ， 说 明 激 光 能 量 升 高 到

一 定 水 平 ， 足 以 破 坏 B r u c h 膜 ， 升 高 能 量 对 提 高 C N V

发 生 率 无 明 显 作 用 。 激 光 诱 导 C N V 的 形 成 是 一 个 伴

有 炎 症 反 应 的 增 生 修 复 过 程 ， 适 当 的 高 能 量 激 光 直 接

破 坏 动 物 B r u c h 膜 ， 或 者 通 过 慢 性 细 胞 作 用 过 程 逐 渐

溶 解 B r u c h 膜 ， 同 时 局 部 中 性 粒 细 胞 、 巨 噬 细 胞 等 增

多 ，
R P E 细 胞 增 生 ， 释 放 出 多 种 细 胞 生 长 因 子 ， 如

V E G F
、

T G F
、

T N F 等 共 同 作 用 ， 促 进 受 损 的 脉 络 膜 血 管

组 织 增 生 形 成 C N V
p 。

。

另 外 ， 本 研 究 发 现 ： 实 验 中 F F A 与 I C G A 显 示

C N V 病 变 的 部 位 和 高 峰 时 间 基 本 一 致 ， 但 根 据 二 者 结
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果所统计的 CNV发生率存在差异。120 mw组无明显 

差异，140 1TIW 组和 160 mW 组中，ICGA显示 的发生率 

高于 FFA，尤以 160 InW 组最为明显 ，而 140 mw 组 在 

21 d前后差异较为显著。其原因可能是激光光凝时不 

同能量的激光导致的局部出血程度不一 ，随着能量 的 

增加 ，出血点和出血量均有所增加 ，其 中 49处玻璃体 

出血都发生在 160 mW 组。与荧光素钠相 比，吲哚菁 

绿与血红蛋白结合率高且最大吸收波长为红外波，因 

而对黑色素、出血 和渗 出物的穿透力更强。120 mW 

组出血点与出血量均较少，所 以 FFA与 ICGA差异不 

明显 ；140 mw组和 160 mw 组出血点相对较 多，特别 

是 160 mw组出血量大，吸收慢 ，因此 FFA检查时可能 

遮蔽了较弱小 的 CNV荧 光，而 ICGA并不受 出血影 

响 ，能比较清晰地显示早期较小 CNV或者是 FFA所 

不能显示的较大出血部位的 CNV；激光后较晚期 CNV 

渗漏范围缩小 ，且增 生的 RPE细胞可 能包绕新 生血 

管，加之 160 mW 组中较大出血 尚未能很好地吸收 ，同 

样可能造成荧光遮蔽，但不会影响 ICGA显影。 

徐建锋 等⋯ 应 用 532 Din倍 频 激光 (180 mW， 

75／xm，0．1 s)光凝 BN大鼠视网膜，发现光凝后 21 d CNV 

成模率达最高(70％)，并能稳定于 56 d。王康等 应 

用 810 nm半导体激光光凝 C57BL／6J小 鼠视网膜 ，所 

用参数为 180 mw，75 p．m，0．1 s，激光后 1周 ，CNV增 

生活跃，4周 时 CNV趋 向瘢痕 化。张励 等 通 过 

LUMENIS型多波长激光机 ，利用波长为 647 1113'1的氪 

激光 ，选择 3组不同能量 (激光功率分别为 700、500、 

360 mw；光 斑 直 径 和 曝光 时 间 均 分 别 为 50 m、 

0．05 s)的激光光凝青紫蓝兔，21 d时 CNV形成率最 

高，其中高能量组成模率较其他 2组高 。由此可见 ，使 

用不同类型的激光可在多种实验动物上诱导出 CNV， 

而 CNV出现及达到高峰的时机略有不 同。本研究显 

示 ，应用功率为 120、140、l60 mw 的 810 nlTl半导体激 

光均能成功诱导 BN大 鼠形成 CNV，其中 140 mw 组 

Chin Ophtha]Res，November 2009，Vo1．27，No．1 1 

和 160 mw组成模率高 ，由于 140 mW 组较 160 mW 组 

出血少 、易于吸收、对模型随访及以后的治疗造成的干 

扰因素少，是建立 BN大鼠 CNV模型比较理想的参 

数 ，可为 CNV相关研究提供另一种选择。 
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