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新生血管性眼病实验模型的构建与评估
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［摘要］ 血管生成是一个复杂的过程，在生长发育、组织和器官再生及许多病理改变中起着重要作用。眼部病

理性的血管生成是新生血管性眼病的主要特征，会导致患者视力下降甚至失明。因此，新生血管性眼病的实验模型对

于研究抗血管生成治疗方法至关重要。本文综述了目前常用的研究新生血管性眼病的实验模型及其量化评估方法，

分析了不同实验模型的优点和局限性，有助于研究人员选择合适的实验模型。
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［ Abstract ］ Angiogenesis is a complex process playing important roles in growth and development, tissue and organ 
regeneration, and many pathological changes. Pathological angiogenesis in the eye is the main feature of neovascular eye 
diseases, which can lead to visual loss or even blindness. Therefore, experimental models of neovascular eye diseases are 
very important for the development of antiangiogenic therapy. This paper reviews the commonly used experimental models of 
neovascular eye diseases and their quantitative evaluation, and analyzes their advantages and limitations, helping researchers 
to choose the most appropriate models for their studies.
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血管生成是指从已经存在的血管中生长出新

的血管［1］。血管生成是一个复杂的过程，包括细胞

外基质的降解、内皮细胞的增殖与迁移以及血管

的芽生［2］。生理性的血管生成在生长发育、创面

愈合及维持器官正常功能等方面具有重要意义，然

而病理性的血管生成可导致多种疾病，如肿瘤、视

网膜病变、类风湿关节炎等［1-2］。眼部病理性的血

管生成是致盲性新生血管性眼病发生、发展过程

中的一个重要特征，常见于早产儿视网膜病变、糖

尿病性视网膜病变、新生血管性年龄相关性黄斑

变性、新生血管性青光眼和角膜新生血管等［3］。

在过去的 20 年里，针对新生血管性眼病的抗血管

内皮生长因子（vascular endothelial growth factor，

VEGF）药物的兴起彻底改变了患者的治疗模式，

挽救了数百万患者的视力［4］。新生血管性眼病实

验模型的构建与评估有助于对抗血管生成疗法的进

一步研究，为患者开发新型、耐受性好且经济负担

小的治疗策略。

目前新生血管性眼病实验模型主要有三大类，

即体外模型、离体模型、体内模型［5］。完美的实验

模型不仅在生理上应该是可靠的，在技术上也应该

是操作简单、成本低并易于精确量化［4］。体内实验

和体外实验均有各自的优势与局限性，体外实验通

常速度快、费用低、易量化，便于研究孤立的血管

生成步骤；而体内实验可以更真实地模拟血管生成

过程，但其应用更加复杂、费用更高，且因涉及多
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种细胞和试剂而可能会妨碍对预期效果的评估［6］。 
本文对目前常用的新生血管性眼病实验模型的构建

与评估方法和它们各自的优缺点进行综述，为研究

人员选择合适的实验模型提供帮助。

1 新生血管性眼病体外实验模型（细胞模型）

内皮细胞的增殖、迁移、代谢在血管生成中起

着关键作用，内皮细胞的功能研究是寻找治疗新生

血管性眼病治疗靶点的重要方法［7］。过去常用的是

牛视网膜内皮细胞，现在已经逐渐被人类内皮细胞

如人视网膜内皮细胞和人脐静脉内皮细胞取代［8］。

内皮细胞在组织器官中分布不均、存在表型差异，

且体外无法完美复制细胞生长的微环境，因此与体

内实验相比，体外实验的可信度降低［9］。更为重要

的是，在体外实验之后还应进行 1 次或多次体内实

验以验证体外实验的结果。根据近年的文献报道，

比较公认的用于新生血管性眼病体外实验模型（细

胞模型）研究的常用方法有细胞增殖实验、细胞迁

移实验、小管形成实验、球体出芽实验、细胞凋亡

实验、细胞黏附实验等。

1.1 细胞增殖实验 细胞增殖实验能直接且准确

地测量群体中活跃分裂细胞的数量，但不能评价血

管生成过程中每 1 个关键步骤。因此体外内皮细胞

增殖实验应与血管生成过程中迁移或形成阶段的其

他实验联合使用，以获得足够的信息。

1.1.1 细胞计数法 测量内皮细胞增殖最简单的方

法是直接计数。在这种方法中，内皮细胞于体外培

养，然后用有机染料（如锥虫蓝）标记并暴露于潜

在的血管生成剂［6］。这种模拟细胞增殖的量化评

估只需要 1 个血球计和 1 台光学显微镜，可通过电

子粒子计数器等细胞计数设备、荧光技术试剂盒

（如 CyQUANT® 细胞增殖分析试剂盒）和自动化

平台（如平板细胞仪）提高准确性和效率［5］。这

种方法的重复性较好，缺点是体内大部分内皮细胞

处于静止状态，而体外培养的细胞处于增殖状态。

1.1.2 比色法 比色法是利用细胞分裂过程中发生

的自然过程，使内皮细胞暴露于细胞代谢过程中可

以改变的生物分子中。由于生物分子被内皮细胞处

理后代谢的副产物将被留下，副产物的数量与内皮

细胞的数量成正比，可通过这些副产物的变化预测

内皮细胞数量的变化。最常用的是 MTT 比色法，

其检测原理为活细胞线粒体中的琥珀酸脱氢酶能使

外源性 MTT（分解前为黄色）还原为水不溶性的

蓝紫色结晶甲臜并沉积于细胞中。DMSO 能溶解

内皮细胞中的甲臜，然后用分光光度计检测其光密

度，间接反映内皮细胞的数量［10-11］。这种方法的灵

敏度高，缺点是不能确定内皮细胞的增殖是药物血

管生成的特异性作用还是由于血管生成无关的药物

代谢作用引起，这种方法也不能提供药物本身的细

胞毒性信息。

1.1.3 DNA 合成法 与比色法类似，DNA 合成法

也利用内皮细胞的活性检测细胞增殖。内皮细胞的

快速分裂需要母代 DNA 的复制，在合成子代 DNA
的过程中，3H- 胸腺嘧啶核苷（3H-TdR）或 5- 溴脱

氧尿嘧啶核苷（BrdU）可以作为一种测量细胞增

殖的方法［12］。具有放射性的 3H-TdR 被纳入新合

成的 DNA，可通过测量新形成 DNA 的放射性评估

新细胞的生长情况［12］。BrdU 是另一种胸腺嘧啶核

苷类似物，它也能够在细胞增殖时期代替胸腺嘧啶

（T）渗入正在复制的 DNA 分子，通过基于 BrdU
与 Apollo 荧光染料的特异性反应检测 DNA 复制活

性，检测 BrdU 标记便能准确地反映细胞的增殖情

况［13］。这种方法的准确性高，BrdU 无放射性使得

此法更加环保，缺点是检测 BrdU 时需要免疫组织

化学技术，成本较高。

1.2 细胞迁移实验 在细胞增殖和基底膜退化

后，内皮细胞从它们的起源处迁移。内皮细胞通过

基底膜的运动通常被称为“出芽”，是由于其附近

的化学信号促进或抑制血管生成活动而发生，本节

所述的实验主要侧重暴露于某些生物分子时内皮细

胞的运动。

1.2.1 细胞划痕实验 细胞划痕实验是一种测定细

胞迁移运动和修复能力的简捷方法。在细胞划痕实

验中，内皮细胞在体外培养皿或平板中生长，直到

细胞贴壁形成一个融合的单层。然后用微量枪头或

其他硬物在细胞生长的中央区域划线，去除中央部

分的细胞，再继续培养细胞至实验设定的时间，观

察周边细胞是否生长至中央划痕区。细胞移动的距

离、速度及移动面积等数据均可定量评估［6,14］。这

种方法相对简单，缺点是常需加入一些特定的生物

分子抑制其他细胞的增殖，此外由于细胞贴壁状态

的不一致及数据本身难以精确测量导致实验结果的

重复性较差。

1.2.2 Transwell 迁移实验 Transwell 迁移实验原
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理是将 Transwell 小室放入培养板中，小室内称上

室，培养板内称下室，上室内盛装上层培养液，下

室内盛装下层培养液，上下层培养液以滤过器相

隔。上室包含内皮细胞，下室包含用于检测血管生

成效应的生物分子，中央滤过器可促进细胞在 2 个

腔室之间的迁移。滤过器滤过孔直径约 3～8 μm，

在 24 h 内，内皮细胞会在化学刺激下发生迁移，染

色后可以计数通过滤过器的细胞数量［15-16］。这种

方法的实验速度快，对化学浓度的变化敏感，缺点

是涂有基质蛋白的过滤器通常比较昂贵，而且检测

系统维护困难。

1.2.3 吞噬运动轨迹测定实验 内皮细胞的迁移可

以用吞噬运动的轨迹进行定量，其原理是内皮细胞

被镀在金纳米颗粒覆盖的基底上，化学刺激会促进

或阻碍细胞的运动。由于金纳米颗粒的高通透性和

滞留效应，内皮细胞的运动将迫使胶体金被移到一

边或被细胞吸收，因此通过评估基底上的空白空间

可以推测内皮细胞迁移的方向和数量。一般来说，

吞噬运动轨迹测定是一种快速、定量、简便的细胞

运动测定方法，缺点是胶体金基质不能准确模拟细

胞外环境［17-18］。

1.3 小管形成实验 小管形成实验是研究血管生

成过程的常用方法，其原理是体外培养的内皮细胞

置于细胞外基质凝胶，在细胞因子和其他生长因子

的作用下，以基质凝胶为底物的内皮细胞形成小

管，培养一定时间后可以用立体显微镜结合软件统

计分析内皮细胞形成管腔网络的分枝点数量、 网
络总长度等血管生成特性指标［19-20］。这种方法的

细胞培养周期短、条件稳定且易于定量分析，缺点

是成胶体系的构建较为复杂，三维空间中分析小管

形成相对耗时。

1.4 球体出芽实验 球体出芽实验是评估胶原基

质中内皮细胞的出芽倾向，其原理是通过在悬吊液

滴中培养内皮细胞获得内皮球体，在生成球体后将

它们嵌入到含有内皮生长因子或特定类型细胞的胶

原基质中。促血管生成因子或共培养细胞的作用

可以通过量化内皮球上形成的血管芽数量进行评 
估［21］。这种方法比较简单，血管芽具有血管内皮

尖端细胞的多种形态特征，缺点是对培养条件要求

较高。

1.5 细胞凋亡实验 在体内，内皮细胞的凋亡与

新生血管的形成相互对立，血管生成抑制剂可以促

进内皮细胞凋亡［22］，因此可以通过测定内皮细胞

的凋亡评价特定生物分子的抗新生血管作用。

1.5.1 Annexin Ⅴ 实验 评价内皮细胞凋亡有多

种方法，最常用的方法是基于膜的改变，即利用

Annexin Ⅴ凋亡检测试剂盒进行细胞凋亡评价。在

正常细胞中，磷脂酰丝氨酸（phosphatidylserine，
PS）只分布在细胞膜脂质双层的内侧，在细胞发生

凋亡早期 PS 由脂膜内侧翻向外侧。Annexin Ⅴ 作
为一种磷脂结合蛋白，与 PS 有高度亲和力，经荧

光标记后可用于流式细胞术检测暴露的 PS［23］。这

种方法的灵敏度高，可检测单个凋亡细胞，缺点是

很难区分凋亡细胞和坏死细胞［24］。

1.5.2 TUNEL（TdT-mediated dUTP nick-end 
labeling）实验 DNA 片段化是细胞凋亡的典型特

征，TUNEL 实验的原理是在基因组 DNA 发生断裂

时，暴露的 DNA 3'-OH 可以在末端脱氧核苷酸转

移酶（terminal deoxynucleotidyl transferase，TdT） 
的催化下加上荧光素标记的脱氧尿嘧啶核苷三磷酸

（2’-deoxyuridine-5’-triphosphated，dUTP），从而 
可以通过荧光显微镜或流式细胞仪进行细胞凋亡检

测［24］。这种方法的灵敏度高、快速且方法简单，

缺点是会受到来自坏死细胞和 DNA 修复或基因转

录细胞的假阳性影响。

1.5.3 Caspase 活性检测实验 Caspase 全称为含半

胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶，是一组存在于细胞

质中具有类似结构的蛋白酶。一旦信号转导途径被

激活，Caspase 被活化，随后发生凋亡蛋白酶的级

联反应，降解细胞内的重要蛋白质，最终导致细胞

不可逆地走向凋亡。Caspase 的活化可通过蛋白质

印迹法、免疫沉淀、免疫组织化学染色等方法检 
测［25］。这种方法的实验速度快，节省时间，可对

凋亡细胞进行一致的定量，缺点是特异性较低。

1.6 细胞黏附实验 细胞黏附性是维持组织结构稳

定的基本条件，对细胞的增殖、分化有重要影响，

在血管生成过程中，细胞需要黏附形成新的毛细血

管。其原理是内皮细胞被放置在含有纤维连接蛋白

膜的孔中，使细胞黏附，培养一段时间后，用磷酸盐

缓冲液清洗以消除没有黏附的细胞。通过测量细胞

活性、荧光标记强度或显微镜计数对孔内残留的内

皮细胞进行定量分析［26-27］。这种方法可以研究细胞

黏附分子对血管生成的影响，缺点是不能排除细胞

与细胞之间黏附对细胞与基质之间黏附的影响。
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2 新生血管性眼病离体实验模型（组织模型）

离体视网膜新生血管模型又叫离体视网膜移

植模型，通过从 1 只动物的眼睛获取多个视网膜碎

片以减少实验所需动物的数量。其原理是将从小鼠

分离的视网膜碎片植入含有 VEGF 的三维纤维蛋白

凝胶中，3～4 d 后视网膜新生血管芽会长入纤维蛋

白凝胶，荧光显微镜下可观察到血管芽的数量、分

布、形态等［8］。这种方法的优点是在分离后的一

定时间内，视网膜组织能够在模拟环境中保持体内

部分功能，实验结果直观、可信度高，缺点是相关

实验操作复杂，离体培养的成活率难以保证［28］。

3 新生血管性眼病体内实验模型（动物模型）

体外和离体血管生成实验适用于对潜在的抗

血管生成分子进行快速和经济有效的筛选，体内实

验主要用于体外实验结果的进一步验证和关键机

制的分析，是眼部抗血管生成疗法临床前验证的金 
标准。

3.1 氧诱导视网膜病变（oxygen-induced retinopathy， 
OIR）动物模型 OIR 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［29］。其

主要原理是高氧暴露抑制了视网膜正常血管的生

长，引起视网膜出现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［30］。这种方法的优点是新生血

管容易诱导，并且易于对新生血管面积进行定量分

析，缺点是多数 OIR 动物模型采用的高氧体积分数

与临床应用并不完全符合。

3.2 脉络膜新生血管（choroidal neovascularization， 
CNV）动物模型 理想的 CNV 实验模型必须稳

定、高效和具有可复制性，并表现出与人类 CNV
病变相似的病理特征。激光诱导的 CNV 模型是使

用最广泛的模型之一，其主要原理是利用激光光凝

损伤外层视网膜，破坏 Bruch 膜，导致 CNV 的形

成，并渗透到视网膜下空间［31］，可通过荧光造影、

病理组织切片、免疫组织化学、透射电镜观察评价

CNV 的发生率。此种模型建立相对较快，重复性

好，缺点是每种激光应用的技术差异导致病变的大

小在动物之间甚至在同 1 只眼睛内常表现出较大的

差异［29］。

3.3 角膜新生血管模型 角膜是少数在正常情况下

完全没有血管的组织之一，为评价各种因素的促血

管生成和抗血管生成潜能提供了 1个独特的系统［32］。

3.3.1 碱烧伤模型 碱烧伤角膜新生血管模型已广

泛应用于大鼠、小鼠和兔［33］。其主要原理是用浸

润 NaOH 的滤纸片烧灼角膜（通常为 10～30 s），

然后用无菌生理盐水强烈清洗；新生血管从角膜缘

向碱烧伤部位生长，通常可在碱烧伤后 7～14 d 进

行评估［34］，血管生长的程度可以通过角膜上的血

管面积来量化。这种方法操作简单，与临床的相关

性强，缺点是碱烧伤后角膜组织的广泛损伤可能会

引发干扰血管生成的过程，如伤口愈合、上皮增生

和炎症［30］。

3.3.2 缝合损伤模型 缝线植入是另一种诱导角

膜新生血管形成的损伤模型［35］。其主要原理是在

距角膜缘 1.5 mm 的角膜基质中植入 1 条或多条尼

龙缝线，这些尼龙线结未被掩埋，丝线留在角膜基

质中并导致炎症和形成新生血管［32］。角膜新生血

管通常在术后 7～14 d 进行评估，新生血管从角膜

缘向缝合处生长［36］。缝合损伤模型与碱烧伤模型

的血管生长相似，但角膜淋巴管生成在缝合损伤模

型中更为明显，这可能是淋巴管生成研究的一个优 
势［37］，缺点是可能引起炎症反应，干扰血管生成。

3.3.3 角膜微囊模型 利用角膜微囊模型可以确定

各种生长因子、细胞和组织在血管生成过程中的作

用。其基本原理是将血管生成诱导剂（生长因子、

细胞悬液、肿瘤组织）诱导到显微镜下制作的角膜

基质微囊中，使角膜缘血管系统的新生血管向内生

长［35,38］，可通过荧光染色法量化血管穿透面积、

血管生长速度等。这种方法的优点是相对炎症反应

小和角膜水肿轻，缺点是反应变异性较大［35］。

4 结 语

新生血管性眼病是造成视力损害的主要原

因。尽管每种新生血管性眼病实验模型都有其独特

的特点、优势及局限性，但这些模型共同充当了探

索眼部病理性血管生成的实验工具，极大地促进了

对抗血管生成疗法的研究。为了更好地理解特定药

物、化合物、生物制剂或试验材料的抗血管生成作

用，进行多种体外实验是先决条件，同时应该开展

多种体内实验来验证体外实验结果。此外，微流体
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技术是血管生成的一种有效的生物学研究方法，对

眼部新生血管的基础研究有着重要意义，为抗血管

生成疗法的研究提供了新的重要技术补充［39-40］。
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