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氧诱导视网膜病变小鼠模型的研究进展

赵子畅，赵世红

第二军医大学长海医院眼科，上海２００４３３

　　［摘要］　视网膜新生血管性疾病是一类严重的致盲性疾病，构建与之相关的动物模型是进行该疾病机制研究的重

要基础，有利于在临床中更好地预防、诊断和治疗。氧诱导视网膜病变小鼠模型是目前研究视网膜新生血管性疾病最

常用的动物模型，此模型构建过程与人类早产儿视网膜新生血管病变的发生、发展极为相似，具有制作方法简单、重复

性好等优点。本文重点阐述氧诱导视网膜病变小鼠模型的构建方法及原理，模型相关细胞因子的作用，模型构建的影

响因素如动物品种、氧气的百分含量、高氧对母鼠的影响、产后体质量增加量、光照暴露等，并简要介绍模型中常用的量

化评估方法，为研究人员准确、有效地构建和评估氧诱导视网膜病变小鼠模型提供帮助。
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　 　 早 产 儿 视 网 膜 病 变 （ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ ｏｆ

ｐｒｅｍａｔｕｒｉｔｙ，ＲＯＰ）是发生于新生早产儿的血管增生

性视网膜病变，病理表现为视网膜组织缺氧、视网膜

新生血管（ｒｅｔｉｎａｌｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ，ＲＮＶ）形成、纤

维增生等［１］。２０世纪５０年代，大量临床研究发现

高浓度给氧可以明显改善早产儿呼吸状况，因此早

产儿的补充氧气疗法在当时广泛应用，但ＲＯＰ的发

病率也在逐年增加［２］。自此，研究人员开始尝试将

氧气与ＲＯＰ联系在一起，探索构建各种动物模型以

了解ＲＯＰ及ＲＮＶ的发生机制。Ｓｍｉｔｈ等
［３］在１９９４

年首先成功构建氧诱导视网膜病变（ｏｘｙｇｅｎｉｎｄｕｃｅｄ

ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ，ＯＩＲ）小鼠模型，通过数年的改进和完

善后该模型不仅构建方法简单、重复性好、成功率

高，而且与电凝法、药物诱导法、转基因法、光凝法

等［４５］其他方法相比，其视网膜病变过程更接近人类

ＲＯＰ新生血管的发生过程，故被广泛应用。
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１　犗犐犚小鼠模型的构建方法及原理

将出生后第７天（Ｐ７）的小鼠与哺乳母鼠一起放

置于密闭氧箱中，氧浓度维持在７５％±２％；哺乳５ｄ

后将第１２天（Ｐ１２）小鼠与哺乳母鼠放回室内标准环

境下饲养（氧浓度２１％），饲养５ｄ后即小鼠出生后

第１７天（Ｐ１７）时模型构建结束
［３］。小鼠玻璃体血管

和视网膜血管的发育存在一种相反的关系，即玻璃

体血管在刚出生时存在，但随时间延长逐渐退化，而

视网膜血管在出生时基本不存在，但在出生后第

１周内逐渐生长。根据此生理现象，研究人员发现

小鼠在Ｐ７时玻璃体血管的退化程度最大，视网膜血

管的发育程度最低，随后易出现可视化的新生血管，

同时可减少玻璃体血管造成的干扰，因此形成了最

佳造模时间［６］。ＲＯＰ可分为两个典型的发展阶段：

不成熟血管闭塞阶段和新生血管病理性增生阶

段［６］。在此模型中，第一个阶段从Ｐ７到Ｐ１２，此阶

段未成熟的视网膜血管经历退化。大多数的血管闭

塞出现在高氧暴露下的第一个４８ｈ，有观点认为这

是机体为维持正常氧浓度发生的可逆性血管痉挛收

缩［７］。在第９天可观察到最早的血管再生长，此时

小鼠仍处于高氧环境，这可能是发育中的视网膜因

丢失大量血管故而需要增加营养的反应。Ｐ１２到

Ｐ１７为第二阶段，Ｐ１２时将小鼠转移至室内正常空

气环境中，此时血管闭塞区域相对缺氧刺激促血管

生成因子产生，从而形成ＲＮＶ，这是ＯＩＲ模型第二

阶段的标志，也是导致视力障碍最主要的原因。新

生血管在Ｐ１２开始发育，第１４天（Ｐ１４）快速增生，到

Ｐ１７时达最高峰
［３，７］。随着血管不断修复，促血管生

成因子不断减少，Ｐ１７时新生血管开始消退，第２５

天（Ｐ２５）时几乎完全消退被正常血管系统替代
［８］。

通常，使用第８天（Ｐ８）至Ｐ１２的视网膜评估第一阶

段，即视网膜血管闭塞阶段；Ｐ１７的视网膜用于第二

阶段新生血管形成的检测。

２　犗犐犚小鼠模型相关细胞因子作用

大量研究证实血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒ

ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）的表达对于ＯＩＲ

模型中正常视网膜血管发育和新生血管异常增生至

关重要。高氧会抑制ＯＩＲ小鼠模型中ＶＥＧＦ产生，

从而抑制血管生长导致初期不成熟血管消退，当小

鼠重新回到正常空气环境中时中央视网膜相对缺氧

会上调ＶＥＧＦ水平，从而促进病理性新生血管的增

生［１，７，９］。进一步研究发现ＶＥＧＦ只是ＯＩＲ模型中

所涉及到的许多血管生长因子之一，外源性促红细

胞生成素（ｅｒｙｔｈｒｏｐｏｉｅｔｉｎ，ＥＰＯ）、类胰岛素生长因子

１及其受体（ｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ１／ｒｅｃｅｐｔｏｒ，

ＩＧＦ１／ＩＧＦ１Ｒ）、ω３多不饱和脂肪酸等细胞因子也

有明显作用［１０］。有研究表明，在ＯＩＲ新生血管病理

性增生阶段用ｓｉＲＮＡ敲低犈犘犗表达可减少新生血

管形成，表明该阶段高水平ＥＰＯ促进病理性视网膜

血管生成［１１］；用ＩＧＦ１Ｒ抑制剂抑制ＩＧＦ１活性可

减少ＲＮＶ形成，加速生理血管再生，改善视网膜功

能，而这与ＶＥＧＦ水平无关，可能是通过调节基质

金 属 蛋 白 酶 ２ （ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ２，

ＭＭＰ２）发挥作用
［１２］。细胞色素Ｐ４５０ＣＹＰ２Ｃ８

ω３长链多不饱和脂肪酸代谢产物可增加小鼠病理

性ＲＮＶ形成，因此ＣＹＰ２Ｃ８可能影响了ＲＮＶ形

成中异常脂代谢途径［１３］。

３　犗犐犚小鼠模型构建的影响因素

３．１　动物种类　２０世纪５０年代，许多ＯＩＲ模型的

研究并没有特定的动物种类，学者们尝试用猫、家

兔、犬、大鼠、小鼠等动物构建ＯＩＲ模型，因小鼠具

有体型小、繁殖快、易饲养、品种多、遗传背景详尽等

优点逐渐脱颖而出。目前常使用的小鼠品种为具有

较低眼部先天性变异率的Ｃ５７ＢＬ／６小鼠。随着对

血管再生的深入研究和基因技术的进步，不同品种

小鼠的眼部血管再生对外源性血管生成因子、炎症

因子和血管系统的反应具有较大的遗传异质性［１４］。

Ｃ５７ＢＬ／６小鼠较ＢＡＬＢ／ｃＪ小鼠有更强的视网膜感

受器对氧分压的易感性［１５］，而与１２９Ｓ３／ＳｙＩＭ小鼠

相比具有较低的血管生成水平［１６］。为减少小鼠品

种因素对实验结果的干扰，小鼠应从指定供应商的

相同品种中进行筛选，且实验应包括同种体内对照

和多个同窝抽样等，以使年龄和遗传异质性最小化。

转基因小鼠研究的实验组和对照组小鼠也应有相同

的遗传背景。

３．２　氧气的百分含量　ＯＩＲ模型构建的高氧环境

是模拟人类早产儿出生时的环境暴露，氧箱内氧气

百分含量的选择是影响造模成功与否的关键因素。

早前，有些组织对于引发视网膜病变的氧气浓度的

阈值见解不一，研究表明，随着氧浓度增加血管的增

生性反应相应增加，较低的氧浓度（低于７５％）下小

鼠无明显的血管闭塞和新生血管性反应［３］，但若氧

浓度超过８０％视网膜血管的增生性反应增加的幅

度相对较小，哺乳期母鼠和幼崽的死亡率骤升，加大

了实验难度［１７］，因此，选择７５％的氧浓度作为基本

实验条件，不仅可使小鼠视网膜产生一致的血管增

生性反应也可减少动物消耗。

３．３　高氧对哺乳期母鼠的影响　高氧毒性是ＯＩＲ

小鼠模型的主要问题。早期ＯＩＲ小鼠模型实验报
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道哺乳期母鼠对高氧环境耐受能力低于其幼崽［６］，

高氧不仅会影响母鼠的哺乳行为和生育能力，严重

时还可使母鼠肺部中毒而死亡。因此，在造模期间

适当替换母鼠十分重要。此外，我们在实验中观察

到哺乳期母鼠暴露于高氧后不能再多产地繁殖，因

此不应用于育种目的，并且在高氧环境和正常氧环

境下频繁处理饲养笼易引起母鼠吞食其幼崽。由于

小鼠幼崽在刚出生的２１ｄ内依赖母鼠乳汁汲取营

养，所以母鼠或替代母鼠的生理健康和精神行为正

常对于小鼠幼崽的存活至关重要（结果未发表）。据

报道，构建ＯＩＲ小鼠模型时，将每日持续高氧暴露

改为２２ｈ高氧暴露＋２ｈ常氧暴露，可最大限度降

低高氧对母鼠的不利影响［１７］。近期我们在改良实

验中发现２只母鼠１２ｈ交替哺乳可显著改善母鼠

的营养水平，并降低母鼠死亡和吞食小鼠的发生率，

较６ｈ交替哺乳相比既节省人力也提高了效率（结

果未发表）。

３．４　产后体质量增加量（ｐｏｓｔｎａｔａｌｗｅｉｇｈｔｇａｉｎ，

ＰＷＧ）　产后体质量增加量是新生儿营养状况的指

标之一。近年来，监测ＰＷＧ和ＩＧＦ１已成为预测

ＲＯＰ的可靠方法
［１８１９］。因此，ＰＷＧ也引起了许多

动物建模者的关注。Ｖａｎｈａｅｓｅｂｒｏｕｃｋ等
［２０］发现来

自大窝的小鼠具有较低的体质量且存在更严重的

ＲＮＶ病变，同时强调了幼崽数量对出生后小鼠生长

和营养状况的重要性。Ｓｔａｈｌ等
［２１］研究发现与中等

ＰＷＧ（５～７．５ｇ）和较高ＰＷＧ（＞７．５ｇ）的幼崽相

比，较低ＰＷＧ（＜５ｇ）的幼崽具有明显延长的血管

闭塞和新生血管阶段，随后他们探究了替代母鼠和

幼崽的数量对ＰＷＧ的影响，结果发现通过第一阶

段额外替代母鼠的使用和减少幼崽数量可提高幼崽

的ＰＷＧ，改善其营养状况。此外，我们在ＯＩＲ造模

中发现体质量较小的小鼠对于麻醉药耐受能力差、

死亡率较高，严重影响后续玻璃体内注射等干预实

验的开展（结果未发表）。因此，记录幼崽数量是ＯＩＲ

小鼠模型构建中十分重要的环节，因为其可以显著影

响ＯＩＲ小鼠的ＰＷＧ和视网膜病变程度。目前有学

者建议将一窝小鼠的数量限制为８只以保证每只小

鼠达到较佳的营养状况，记录所有ＯＩＲ实验中的体质

量数据，并在Ｐ１７时剔除体质量低于６ｇ的小鼠
［６］，以

确保比较时使用的小鼠体质量基本一致。

３．５　光照暴露　早期ＯＩＲ研究发现，暴露于第一

阶段高氧的小鼠在黑暗中比在光照中生成更多的新

生血管，这种差异可能是由于夜间视网膜较高的代

谢需求所致。进一步研究证实暗环境下视网膜光感

受器中的视杆细胞代谢旺盛，耗氧量大，加速了病理

性新生血管的发展［２２］。在照明环境中视锥细胞的

活动可显著抑制视杆细胞的活动，从而减少了视网

膜的耗氧量，在一定程度上减少了促新生血管生成

因子的释放，进而抑制了ＲＮＶ的生成
［２３］。Ｎａｔｏｌｉ

等［２４］研究发现，ＯＩＲ小鼠模型在构建期间暴露于

６７０ｎｍ红光可减少ＯＩＲ小鼠血视网膜屏障破坏、

血管闭塞和视网膜血管分支形成，并显著减轻肺损

害。因此，可以推断与昼夜节律有关的光照暴露可

能对ＯＩＲ发挥着重要作用，在同一时间开始实验和

样品收集对减少这种因素所造成的潜在变异十分

重要。

４　犗犐犚小鼠模型的评估

近年来荧光标记外源性凝集素染色法、荧光素

异 硫 氰 酸 葡 聚 糖 （ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ

ｄｅｘｔｒａｎ，ＦＩＴＣｄｅｘｔｒａｎ）灌注法、ＣＤ３１抗体玻璃体

腔注射法的出现大大提高了小鼠视网膜中血管的可

视化［２５２６］。Ｌｉ等
［２７］研究表明达到视网膜染色相同

效果的情况下，ＦＩＴＣｄｅｘｔｒａｎ眶后注射法比心脏灌

注法节约了更多的ＦＩＴＣｄｅｘｔｒａｎ，操作程序也更为

简单，同时他们用此方法观察了第２天（Ｐ２）、Ｐ８和

Ｐ１７正常小鼠中视网膜血管的荧光染色，结果表明

ＦＩＴＣｄｅｘｔｒａｎ的眶后注射可适用于所有年龄段的

小鼠。通过免疫荧光标记血管内皮特异性抗原

ＣＤ３１可显著标记ＲＮＶ的分布和无血管区域。值

得注意的是，与正常血管相比ＣＤ３１能更明显地标

记出病理性ＲＮＶ，并且几乎不存在ＦＩＴＣｄｅｘｔｒａｎ

心脏灌注法因视网膜病理性新生血管不完全吻合的

微血管腔所造成的“盲区”［２６］，因此提高了ＲＮＶ量

化的准确度。Ｌｉａｎｇ等
［２６］研究表明，西非单豆凝集

素（犌狉犻犳犳狅狀犻犪狊犻犿狆犾犻犮犻犳狅犾犻犪ｌｅｃｔｉｎ，ＧＳＬ）染色的冷

冻切片可以清楚地显示ＯＩＲ小鼠视网膜深部和浅

表毛细血管床的新生血管簇，ＧＳＬ结合于内皮细胞

的表面可短时间内在视网膜中清楚地鉴别出病理性

新生血管，与过碘酸希夫（ｐｅｒｉｏｄｉｃａｃｉｄＳｃｈｉｆｆ，ＰＡＳ）

或苏木精伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染色的切片

中计数穿透内界膜的细胞核数，比较发现ＧＳＬ染色

方法更加客观有效。在ＯＩＲ动物模型中眼底荧光素

血管造影术（ｆｕｎｄｕｓｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎａｎｇｉｏｇｒａｐｈｙ，ＦＦＡ）相

比于前面所提及的染色技术，其优势是可以在活体中

进行动态观察减少了动物损耗，但因其对动物大小和

操作技术的要求过高，故而在ＯＩＲ小鼠模型中运用较

少。此外，病理性新生血管与正常血管具有较高对比

度，加上ＩｍａｇｅＰｒｏ○
Ｒ

Ｐｌｕｓ软件的自动识别功能、Ａｄｏｂｅ

Ｐｈｏｔｏｓｈｏｐ软件的图像跟踪和像素计算，可对ＯＩＲ小

鼠模型视网膜结果进行综合详细的定量评估，增加实

验数据的准确性和客观性［２８］。
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５　小结和展望

目前ＯＩＲ小鼠模型已被广泛接受并应用于研

究ＲＮＶ形成的分子机制、病理生理和靶向治疗中，

如 ＣＤ３４
［２９］、白 细 胞 介 素 １２（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１２，

ＩＬ１２）
［３０］等分子在病理性ＲＮＶ形成中的作用研究

等。此外，关于此模型氧化应激的作用也进行了大

量研究［３１３２］，内源性和人工合成的抗氧化剂在抗

ＯＩＲ中可能起关键作用
［１７］。β肾上腺素能受体活性

的调节可改变 ＯＩＲ中的血管生成活性
［３３］。Ｋｉｍ

等［３４］发现自然免疫的主要组成部分即补体替代途

径可在不损坏正常视网膜血管系统的情况下协助清

除病理性的新生血管，且这一作用不受ＶＥＧＦ的影

响。正常情况下视网膜血管表达的补体抑制因子会

阻碍病理性新生血管的清除，而在ＯＩＲ第二阶段即

病理性新生血管形成阶段补体抑制因子的水平发生

了下调，因此研究人员认为病理性的新生血管可能

会被补体替代途径定向消除。未来随着免疫染色和

遗传操作技术的进步，在ＯＩＲ小鼠模型的基础上，

可能会建立新的血管增生性视网膜病变动物模型，

如ＲＮＶ病变斑马鱼模型的发展
［３５３６］。但是，目前

ＯＩＲ小鼠模型的地位是不可替代的，其为研究许多

眼部疾病的新生血管生成、神经炎症和探索新治疗

策略奠定了坚实基础。
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