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早产儿视网膜病变动物模型的简易制备 

张 琴，韦 红 

(重庆医科大学附属儿童医院新生儿科 ，重庆 400010) 

【摘 要】目的：采用经济，简易的方法制备早产儿视网膜病变(Retinopathy of prematurity，ROP)的可量化动物模型。方法：新生 

鼠仔44只称重随机分为2组，实验组于出生后7d置于75％±1％氧箱内饲养5d然后回到正常空气饲养5d。对照组于正常环 

境饲养。ADP酶法视网膜铺片了解视网膜血管的改变，组织切片 HE染色计数突破视网膜内界膜的血管内皮细胞核数，免疫组 

化法观察视网膜各层血管内皮生长因子(Vascular endothelial growth factor，VEGF)的表达。结果：持续高浓度氧使鼠仔视网膜血 

管收缩变窄甚至闭塞，视网膜中央部大片无灌溉区，相对缺氧使视网膜大血管明显扩张、迂曲，大量结构异常的新生血管形成。 

实验组平均每个切面突破视网膜内界膜的内皮细胞核数为(32．800 0±0．767 8)个，对照组平均为(2．750 0±0．716 4)个，两者比 

较差异有显著性意义( l<O．O1)；对照组 VEGF染色较实验组减弱。结论：该模型可重复性强、稳定性高、可定量研究。是研究早产 

儿视网膜病新生血管发生机制及相关治疗的合适模型。 
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Preparation of a simple animal model of retinopathy of prematurity 

ZHANG Oin et al 

(Department of Neonatology， Children’ Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To prepare a quantified animal model of retinopathy of prematurity by economic and easy method． 

Methods：A total of 44 postnatal day 7 wistar rats were randomly assigned into 2 groups according to different oxygen 

inhalation concentration(n=22)．Experimental group was exposed to 75％ oxygen for 5 days，and them deprived of oxygen supply 

suddenly and exposured in air for 5 days．The Control group was exposed to room air in same experiment condition．Th e 

retinal vascular development and proliferation were evaluated by stretched preparation (ADPase stained retina)and eyeball 

cross—section．The expression of vascular endothelial growth factor(VEGF)was detected by immunohisto-chemical stain．Resu／ts： 

Th e central vessels became tortuous and constricted and the central avascular area increased in high-concentration oxygen 

environ—ment．But hypoxia environment made great vessels of retina broaden and abnormal curvature become obvious，neova— 

scularization Was seen in the Experimental group．The average numbers of neovascular nuclei which breakthrough limiting 

membrane of am phiblestrodes in the Experimental group and the Control group were 32．800 0±0．767 8 and 2．750 0±0．716 4 

respectively． Stain of VEGF Was weaker in the control group than in the treated group．Conclusion：Th e rat modle of 

retinopathy of prematurity has powerful repeatability，high constancy and can be used in quantitative study．It is a suitable mode 

to study the pathogenesis and therapy of retinopathy of prema—turity． 

【Key words】New vessels of retina；Neonatal rat；Disease mode 

ROP原称晶体后纤维增生症，是一种增殖性视 

网膜病变。其特征是早产儿视网膜血管发育异常， 

新生血管形成，纤维增殖及视网膜脱离，可导致包 

括终生失明在内的多种严重并发症。近年来由于新 

生儿重症监护病房医疗水平的不断提高，早产儿的 
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存活率明显提高，本病的发病率呈显著增加趋势， 

目前已成为世界范围内儿童致盲的主要原因，为了 

更好的对此病进行研究我们采用经济，简易的方法 

制备早产儿视网膜病变的可量化动物模型。 

1 材料和方法 

1．1 材料设备 

100％湿润医用纯氧气 由重庆医科大学儿童医院氧气科 
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提供 ，市售 50cm×30em×30cm半透明无毒硬塑料整理箱 ， 

容器的两端侧壁对角线位置分别打孔，一端接进气管 ，连氧 

气瓶；另一端接出气管，连于测氧仪。容器的侧壁中上部任一 

位置(最好距离进气口 10cm，以防打孔时塑料破裂和母鼠啃 

食)打孔放人饮水瓶的奶嘴，各管道连接 口以双面胶粘贴，箱 

盖与箱体连接处以透明胶粘贴，确保密闭。容器底铺钠石灰 

颗粒与木屑，保持容器内干燥：用瓷碗装入饲料置于箱内。 

1．2 实验动物及 分组 

同日出生的清洁级 7日龄 wistar鼠仔44只，雌雄不限， 

由各自母鼠哺乳 ，称重统一编号后随机分为实验组及对照组， 

每组 22只。由我院动物实验中心提供。 

1．3 模型的制备 

将实验组 7d wistar鼠仔及其哺乳母鼠置人密闭的氧箱 

内，接 100％湿润医用纯氧，调节气体流量 0．5～0．75L／min，每 

天 3次(9am，2pm，6pro)用测氧仪监测出气管中的氧浓度使 

其保持存(75±1)％；温度保持 22℃ ～25℃ ，湿度 50％～ 

70％。2d 1次更换箱内垫料、饲料及母鼠，开箱约0．5h 在此 

环境中饲养 5d后，从氧箱中取出，在常氧环境中饲养。对照 

组始终在常氧环境中饲养。 

1．4 视 网膜铺 片 

对照组与实验组分别于 12d，14d，17d取鼠仔各 4只进 

行视网膜铺片(ADP酶染色法 ) 具体方法：1％水合氯醛腹腔 

麻醉(1ml／kg)，断头取出眼球，眼科剪剪去除角膜，眼科镊夹 

住视神经根部，用小毛刷由视神经根部轻轻向前挤压，去除 

晶状体和玻璃体，剥离视网膜，固定于 4％多聚甲醛过夜，用 

Tris一马来酸缓冲液漂洗，置于 37℃反应液中孵育 15min，在 

10％硫化铵中反应 1rain，在光学显微镜下观察视网膜血管形 

态、分布及数量： 

1．5 视网膜组织切 片制作及观察 

于 17d将两组鼠仔各 10只颈椎脱臼处死，摘取眼球并 

编号。将眼球浸泡在 4％多聚甲醛固定液中，固定 48h后常规 

脱水，石蜡包埋，平行于角膜至视乳头的矢状位连续切片，贴 

片，厚度 4-6 m，每只眼球选取 20张切片(去掉有视神经的 

切面)用于检查。两组各随机抽取 20张苏木精 一伊红(HE) 

染色切片，在显微镜下计数突破视网膜内界膜的血管内皮细 

胞核数量，分别计算出两组的平均数 计数血管内皮细胞细 

胞核时仅计数与内界膜有联系的血管内皮细胞细胞核。 

1．6 VEGF的免疫组化检测 

从两组中各随机捕取 20张未经染色的切片，进行 VEGF 

免疫组化检测(SABC法 )，DAB显色 ，以细胞胞浆呈棕黄色 

为阳性，观察视网膜各层中 VEGF的表达。一抗由北京中杉 

金桥生物技术有限公司提供，二抗由武汉博士德生物工程有 

限公司提供。 

1．7 统计学分析 

所有数据以统计分析软件 SPSS10．0进行分析，数据以 

均数±标准差( ±s)表示，采用两组独立样本 t检验分析方 

法比较各组突破视网膜内界膜的血管内皮细胞核数 目。以 

P≤0．05为差异有显著性统计学意义： 

2 结 果 

2．1 两组视网膜血管形态和分布的改变 

2．1．1 对照组 12d时，视网膜血管自视盘发出，向 

四周呈放射状均匀分布，管径较粗，分支较少但结 

构清晰，周边部视网膜血管网结构尚未形成，可见 

到少量无灌注区(图 1、3)。14d时血管发育进一步 

成熟，分支良好，周边部视网膜血管网结构清晰，周 

边部无灌注区进一步减少，能分辨出深浅两层血管 

网(图2、4)。17d时血管基本成熟，可见两层血管网 

状结构通过螺旋形的交通动脉互相连接(图5)。 

2．1．2 实验组 12d时自视盘发出的大血管管径变 

细，分支减少，走行僵直，视网膜中央可见大片无灌 

注区，周边部仍可见部分小血管结构。14d时大血管 

明显扩张、迂曲，中央仍可见大片无灌注区，周边部 

血管密度增高，在视网膜中周部开始出现新生血管， 

但是这些血管结构紊乱(图 6)。17d时大血管更加 

扩张、迂曲，视网膜中周部有大量新生血管形成，血 

管密度更加增高，但这些新生血管网结构及分布极 

其紊乱，丧失了正常的放射状及多角形结构，而且 

浅层血管网及大部分深层血管网广泛闭塞。可见血 

管渗漏现象(图7、8)。 

2．2 视网膜新生血管内皮细胞核计数结果 

实验组鼠仔的每个切面均可见突破内界膜的 

内皮细胞核及新生血管断面 ，内界膜下的细胞增 

殖，排列紊乱(图 9)其突破视网膜内界膜的血管内 

皮细胞核数目为32．800 0±0．767 8个 ，对照组基本 

上未见突破内界膜的内皮细胞核，平均每张切片为 

2．750 0±0．716 4个，内界膜下的细胞也无明显增殖 

(图10)，两组比较差异有显著性意义(P<0．01)。 

2．3 VEGF的免疫组化检测 

视网膜切片中的棕黄色颗粒为 VEGF阳性表 

达。显微镜下观察，实验组和对照组均有 VEGF的 

棕黄色颗粒，对照组的阳性颗粒数量和强度均小于 

实验组(图 1 1)。实验组表达主要位于内丛状层和内 

核层毛细血管及内皮细胞的细胞质内(图 12)。用 

Image—Pro Plus Version 5．1软件对免疫组织化学染 

色结果进行分析。每张切片任意选取 3个高倍视野 

(×400)，测量细胞的平均光密度值(D)以表示阳性 

产物的强度。对照组 D为0．275±1．570；实验组 D 

为0．573 5±1．040 0，两者差异有显著性。 

3 讨 论 
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图 I 对照组 12 d 视网膜铺片 A DP 酶染色×4 0 0 图 2 对照组 14 d 视网膜铺片 A DP ~ x 4 0 0 图 3 对照组 12 d 视网膜铺片 A DP ~ x 4 0 0

图 4 对照组 14 d 视网膜铺片 A DP 酶染色×4 0 0 图 5 对照组 1 7 d 视网膜铺片 A D P ~ x 4 0 0 图 6 实验组 14 d 视网膜铺片 A D P ~ ． x 4 0 0

图 7 实验组 17 (1 视网膜铺片 A D P 酶染色×4 0 0 图 8 实验组 17 d 视网膜铺片 A D P ~ 0 0 图 9 实验 组 视 网膜 H E 染色 ×4 0 0

。

j

万
一

一

图 1 0 对 照 组 视 网膜 H E 染 色 ×4 0 0 图 l l 对照组视网膜 V E G F 免疫组化染色×4 0 0 图 12 实验组视网膜 V E GF 免疫组化染色×4 0 0

3 ． 1 R O P 动 物 模 型 的 制 作

在 胚 胎早 期视 网膜 没 有 血 管 ， 由玻 璃 体动 脉供

应 营养 。 胎龄 4 个 月 时 视 网 膜 血 管 由视 盘 开 始 发

育 ， 逐 渐 向周 边 发 展 。 胎 龄 8 个 月 时血 管发 育 到 达

鼻侧 周 边 部 分 ， 直 至 胎 儿 足 月 ， 视 网 膜 颞 侧 血 管 才

发 育成 熟 。 因此 ， 早 产婴 儿 其周 边 视 网膜 血 管 尚未

发 育 ， 存 在着 血 管 未发 育 区 域 。 这 是早 产儿 视 网 膜

病 的 发病 基 础 。 早 产 儿胎 龄 越 小 ， 视 网 膜 血 管 发 育

越 不 成熟 。 R O P 真正 的发 病 机 制 尚未 阐 明 ， 目前研

究认 为 R O P 的产生 与
“

相 对 缺 氧
”

有关 。 即使在 高浓

度 氧 环 境 中 ， 高氧却促使早 产儿 未发育成熟 的 视 网

膜 血 管 收缩 、 闭塞 ， 视 网膜 组 织 相 对 低 氧 ， 从而 引起

?
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一 系列细胞因子如：血管内皮生长因子 、色素细胞 

衍生因子等大量分泌，促使新生血管大量生成，导 

致 ROP[“。对 0～7d的小鼠玻璃体动脉消退和视网 

膜血管形成的研究表明，7d的小鼠视网膜血管发育 

最接近早产儿视网膜血管的特点【z惰这种小鼠置于 

高氧环境中会出现视网膜血管增生等类似与 ROP 

的表现，我们选择 7d龄 wistar新生鼠研究 ROP，是 

因为这种鼠具备的特性适合制备氧诱导的血管增 

生性视网膜病模型 。建立早产儿视网膜病变动物 

模型的关键是箱内的氧浓度是否稳定。预实验中我 

们发现氧浓度过低对新生血管的形成不利，而氧浓 

度过高 >80％则会使小鼠及哺乳母鼠的死亡率明显 

上升。同时箱内温度、湿度的控制也是影响小鼠存 

活的重要因素。本实验采用由市售整理箱改制成高 

氧箱，箱底铺钠石灰颗粒可保持干燥 ，使用透明胶 

密闭便于观察和换母鼠和饲料等物，且密闭性高。 

通过控制室内的温度和湿度间接控制箱内温度． 

3．2 视 网膜新生血管指标的量化 

由于正常的视网膜血管不会突破内界膜，故突 

破内界膜进入玻璃体腔的血管应视为新生血管 ， 

计数突破内界膜的内皮细胞核来反映视网膜血管 

的增殖具有科学性I 2l。HE染色可很好的显示视网膜 

结构和突破内界膜的血管内皮细胞核，使计数工作 

简便易行。为和玻璃体动脉内皮细胞核区别，我们 

仅计数与内界膜有联系的血管内皮细胞细胞核。视 

网膜铺片能直接反映视网膜血管的形态和分布，更 

加直观。视网膜 VEGF免疫组化的检测能半定量反 

映在高浓度氧环境中引起视网膜相对缺氧从而引 

起一系列细胞因子如 ：血管内皮生长因子大量分 

泌，促使新生血管大量生成。最后导致 ROP。 

此模型的建立简便经济，易于实施，结果稳定， 

可重复性强。是研究早产儿视网膜病新生血管发生 

机制及相关治疗的合适模型。 
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