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Abstract
誗AIM: To investigate the natural course and adverse
event of branch retinal vein occlusion (BRVO) rat model
induced by laser photochemical method.
誗METHODS: Thirty SD ( Sprague Dawley) rats were
administrated Bangladesh via tail vein. Then 532nm laser
(80mW, 100滋m and 100ms) was performed on retinal

vein secondary bifurcation of bitamporal optic disk for 50
spots. Electroretinogram ( ERG ), fundus fluorescein
angiography ( FFA ), optical coherence tomography
(OCT ) and fundus ( fluorescein ) photograph were
applied on 1, 3, 5, 7, 10, 14 and 21d after BRVO model
constructed. Two rats were sacrificed, respectively, on
1, 5 and 21d after photocoagulation to carry on HE
(Hematoxylin - Eosin stain ) and VEGF - 琢 ( vascular
endothelial growth factor - 琢 ) immumohistochemical
staining.
誗RESULTS: There were three rats died, three rats with
severe retinal detachment for excessive bleeding, one rat
with retinal sunken, and one rat with cataract. FFA and
fundus ( fluorescein ) photograph showed that the
successful BRVO rat model was 73% ( 22 / 30 ) . It was
found that the near- end photocoagulation vein became
coarse, far - end became diminution on 1d and the
photocoagulation vein total recanalization was on 3- 7d.
ERG showed the amplification of b wave ( dark -
adaptation 3. 0 response) decreased to 0. 694 依 0. 042 of
control eyes and on 5-7d decreased to rock bottom about
0. 487 依 0. 064 of control eyes. Then it increased all the
time to 0. 708依0. 0465 of control eyes on 21d. OCT and HE
staining found that retinal ganglion cells and outer
nuclear layer became edema on 1d in vivo and in vitro. It
was observed that the thickness of retina on
photocoagulation vein (0滋m or 250滋m) decreased from
5d and there were 3 - 4 layer cells in ONL on 21d. The
expression of VEGF - 琢 at injured site were significantly
more than control eyes on 1d and there were no
significant difference on 5d; But the expression of VEGF-
琢 were slightly less than control eyes on 21d.
誗CONCLUSION: Photochemical method was a feasible
method to establish BRVO rat model. The evolution and
development of the BRVO model could partly mimic
human BRVO phenomenon. At the same time, it should
be improved to increase the successful model rate.
誗 KEYWORDS: branch retinal vein occlusion;
photochemical method; natural course; adverse event;
vascular endothelial growth factor-琢
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摘要
目的:观察光化学法构建视网膜分支静脉阻塞( branch
retinal vein occlusion, BRVO)大鼠模型的自然病程和不
良事件。
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方法:选取 30 只 SD(Sprague Dawley)大鼠尾静脉注射孟
加拉红 1min 后,532nm 激光(80mW,100滋m,100ms)于视
盘颞侧视网膜静脉二级分叉处进行单光点光凝 50 点建
立 BRVO 模型。 分别于 1、3、5、7、10、14 和 21d 检测全视
野视网膜电图(electroretinogram, ERG)、荧光素眼底血管
造影( fundus fluorescein angiography, FFA)和相干光断层
扫描(optical coherence tomography, OCT)。 于 1、5 和 21d
各时间点随机处死 2 只大鼠行 HE 病理和血管内皮生长
因子-琢(vascular endothelial growth factor-琢, VEGF-琢)免
疫组化染色。
结果:光凝后,3 只大鼠死亡,3 只严重出血导致视网膜大
部分脱离,1 只出现视网膜凹陷,1 只白内障。 FFA 和眼
底(荧光)彩照发现 BRVO 大鼠模型造模成功率为 73%
(22 / 30),1d 时近端变粗,远端变细,3 ~ 7d 光凝血管完全
再通。 ERG 示光凝 1d 后暗适应 3郾 0 反应 b 波降低至正
常眼的 0郾 694依0郾 042 倍,5 ~ 7d 下降至最低点约为正常
眼 0郾 487依0郾 064 倍,之后开始上升,21d 上升至初始值
0郾 708依0郾 0465 倍。 OCT 和 HE 病理切片分别于在体和离
体水平发现第 1d 视网膜节细胞层和外核层水肿,3 ~ 5d
水肿消失且激光光凝点视网膜附近 250滋m 外核层开始
凋亡变薄,到 21d 外核层变薄只剩 3 ~ 4 层细胞。 免疫组
化发现激光光凝部位 VEGF-琢 第 1d 表达水平大于光凝
前,第 5d 光凝处 VEGF-琢 表达量无明显差异,21d 光凝
处 VEGF-琢 表达略低于光凝前。
结论: 激光光凝制作 BRVO 模型是一种切实可行的方
法,其疾病的演变和发展可以部分模拟人体 BRVO 的进
程。 同时由于造模成功率较低以及激光光凝相关并发症
较多,在实际使用中有待进一步改进方法。
关键词:视网膜分支静脉阻塞;光化学法;自然病程;不良
事件;血管内皮生长因子-琢
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0 引言
视网膜静脉阻塞( retinal vein occlusion, RVO)是仅

次于糖尿病性视网膜血管病变的血管性疾病,按照阻塞
部位的不同可以分为视网膜分支静脉阻塞(branch retinal
vein occlusion, BRVO)和视网膜中央静脉阻塞( central
retinal vein occlusion,CRVO)。 由于 CRVO 发病急,治疗
时间窗非常窄,往往治疗效果不显著;而 BRVO 的治疗时
间窗较宽,预后与治疗息息相关,BRVO 患者及时治疗预
后好的可以恢复正常,预后差的可能会严重影响视网膜
功能甚至失明,所以早期发现并选择合适的治疗方法就
尤为重要。 我国调查研究显示,BRVO 发病率远高于
CRVO[1]。 所以构建成熟的 BRVO 大鼠模型并进一步研
究疾病进展及相关机制对于临床指导治疗及判断预后起
到重要作用。 对于 BRVO 模型,研究者尝试用物理方法
外科干预视网膜静脉、局部凝血酶注射等方法制备,但是
由于其创伤较大、全身严重不良反应重以及阻塞静脉不
可控等因素未能取得很好的应用。 近年来,随着激光技
术的进步,光化学法被用于制作 BRVO 模型,其原理是利

用激光激发光敏剂后产生的热效应阻塞血管[2],具有成
功率高、创伤小、损伤精确可视化等优点,但是眼底形态
和功能的变化却少有报道,同时关于不良事件以及模型
病情进展研究甚少。 本文通过全视野视网膜电生理图
(electroretinogram, ERG)、荧光素眼底血管造影( fundus
fluorescein angiography, FFA) 、眼底彩照、相干光断层扫
描( optical coherence tomography, OCT)、HE 病理染色和
VEGF-琢 免疫组化染色对 BRVO 模型的疾病进展和相关
机制及可能发生的不良事件进行报道。
1 材料和方法
1郾 1 材料
1郾 1郾 1 实验动物摇 健康成年雄性 SD 大鼠 30 只,体质量
200 ~ 250g,大鼠购买于第四军医大学动物实验中心(动
物许可证:2014270138S)。 所有大鼠均饲养于 23益 依
3益,湿度 60% 依5% ,12h(亮) / 12h(暗)的环境中,自由
进食进水。 实验开始前使用经裂隙灯显微镜和眼底相机
排除大鼠双眼屈光介质以及眼底异常。 动物实验符合空
军军医大学动物伦理委员会标准。
1郾 1郾 2 实验试剂及主要设备 摇 主要试剂:孟加拉红钠盐
(成都艾科达试剂有限公司,201611201),戊巴比妥钠
(Merck,德国),速眠新注射液(吉林兽用药品厂),荧光
素钠注射液(广州白云山明兴制药有限公司,151001),
VEGF-琢 小鼠单克隆抗体(Abcam,美国,ab1316)。 主要
设备:滤过器(Puradisc,英国),眼底照相及相干光断层扫
描仪 ( Optoprobe, 北 京 夏 禹 ), 眼 底 荧 光 造 影 设 备
(HRAplus 域, 德 国 海 德 堡 ), 全 视 野 视 网 膜 电 图 仪
(ROLAND,德国),量子芯片多波长激光仪 ( VISION
ONE,美国),光学显微镜(Olympus-BX41,日本)。
1郾 2 方法
1郾 2郾 1 建立模型摇 孟加拉红钠盐用生理盐水配制,质量
浓度为 50mg / mL,经 0郾 22滋m 无菌滤膜过滤,4益 避光保
存。 右眼为实验眼,左眼为正常对照眼。 1% 戊巴比妥钠
3mg / kg 和 100%速眠新 0郾 5 ~ 0郾 8mL / kg 腹腔注射麻醉,
右眼经托吡卡胺滴眼液充分扩瞳。 尾静脉注射孟加拉红
50mg / kg,1min 待孟加拉红循环至视网膜静脉后放置角
膜接触三面镜。 显微镜下于视盘颞侧第一个视网膜静脉
主干分叉处进行 532nm 激光光凝,光凝能量 80mW,光斑
大小 100滋m,持续时间 100ms,单点光凝 50 点(先光凝 25
点,30s 后再光凝 25 点)。 50 点后,镜下观察光凝血管变
黑和血流停滞。
1郾 2郾 2 观察指标
1郾 2郾 2郾 1 ERG摇 视网膜电生理检查于光凝前(0d)和光
凝后第 1、3、5、7、10、14 和 21d 麻醉 12 只大鼠后(方法同
前),托吡卡胺散瞳,根据本实验室已经建立的标准化方
法[3],实验项目为国际电生理标准 5 项:暗适应 0郾 01 反
应,暗适应 3郾 0 反应,震荡电位 Ops 反应,明适应 3郾 0 反
应,Fliker 反应。 其中暗适应 3郾 0 反应代表了部分视锥细
胞和大部分视杆细胞的综合功能,可以反应视网膜的整
体功能,因此实验中我们采用暗适应 3郾 0 来统计分析视
网膜的整体功能。 其中统计指标为暗适应 3郾 0 反应 b 波
振幅(从波谷到波峰的垂直距离)和 b 波峰时值(刺激点
到达到最大振幅所用时间)。
1郾 2郾 2郾 2 FFA摇 荧光素钠血管造影于光凝后第 1、3、7、

208

国际眼科杂志摇 2018 年 5 月摇 第 18 卷摇 第 5 期摇 摇 http: / / ies. ijo. cn
电话:029鄄82245172摇 摇 85263940摇 摇 电子信箱:IJO. 2000@ 163. com



摇 摇

图 1摇 不同时间点暗适应 3郾 0 反应摇 A:b 波振幅;B:b 波峰时值。

10、14 和 21d 麻醉大鼠 6 只后(方法同前)实施,托吡卡胺
散瞳,10%荧光素钠(2mL / kg)腹腔注射。 调整焦距和亮
度,待荧光素钠循环至眼底,以视盘和激光光凝点为中心
进行荧光素钠血管造影检查,观察眼底视网膜静脉阻塞、
侧枝循环建立以及损伤血管再通情况。
1郾 2郾 2郾 3 眼底(荧光)彩照和 OCT 摇 眼底(荧光)彩照和
OCT 检查于光凝后第 1、3、5、7、10、14 和 21d 麻醉大鼠 12
只后(方法同前),托吡卡胺散瞳,以视盘和激光光凝点为
中心进行 OCT 观察。 之后再行眼底拍照,在视盘区域和
激光光凝损伤区域观察眼底的变化情况;之后行尾静脉注
射 1%荧光素钠(5mL / kg)进行眼底荧光彩照检查,观察眼
底视网膜静脉阻塞情况。 利用 OCT 测量软件(optoprobe,
version 2郾 0),测量目标阻塞静脉及其颞侧 250滋m 处视网
膜整体及各层厚度。
1郾 2郾 2郾 4 HE病理染色摇 光凝 1、5、21d 后,每个时间点随
机取 2 只大鼠,待大鼠深麻醉后,剪开右心耳,左心室心脏
灌注 4%甲醛 200mL,立即取出双侧眼球并用墨汁标记颞
侧,放入专用的眼球固定液中固定 24h(4益),摘除晶状体
和角膜。 按照实验室常规方法脱水包埋制作石蜡包块,于
标记侧做 5 张 4滋m 切片。 HE 常规染色,光学显微镜下观
察。 统计视网膜外核层细胞层数以及神经节细胞的密度。
1郾 2郾 2郾 5 VEGF-琢免疫组化摇 光凝第 1、5、21d 后,于每个
时间点选取 2 张 4滋m 切片。 二甲苯脱蜡后,柠檬酸-柠檬
酸钠抗原热修复 5min(微波炉中火 5min,冷却后,高火
5min),3%H2O2灭活内源性过氧化氢酶 10min,5% BSA 室
温封闭 2h,小鼠单克隆抗体 VEGF-琢(1 颐 200)4益孵育过
夜,PBS 洗涤 3伊5min,山羊抗小鼠二抗(1 颐 500)室温孵育
2h,DAB 显色 5min,苏木精复染细胞核 15min,充分冲洗,
梯度酒精脱水,二甲苯通透,中性树脂封片,之后于光学显
微镜下观察黄褐色沉积。

统计学分析:采用 SPSS19郾 0 软件进行统计学分析,计
量资料以 軃x依s 表示。 不同时间点的统计学分析采用重复
测量数据的方差分析,各时间点差异的两两比较采用
LSD-t检验,检验水准定为 琢=0郾 05。
2 结果
2郾 1 造模情况摇 本研究共选取 30 只 SD 大鼠,其中激光后
死亡 3 只,大约死于光凝后 1 ~ 2h。 3 只视网膜眼底出血
严重,造成视网膜大部分脱离;1 只出现视网膜凹陷;1 只
出现白内障。 FFA 和眼底(荧光)彩照发现 BRVO 大鼠模
型造模成功率为 73% (22 / 30)。
2郾 2 ERG 改变摇 如图 1 所示,光凝后暗适应 3郾 0 反应 b 波
振幅降低至正常眼的 0郾 694依0郾 042 倍,5 ~ 7d 下降至最低

点约为正常眼的 0郾 487 依0郾 064 倍,之后开始上升,21d 上
升至初始值的 0郾 708依0郾 0465 倍。 而暗适应 3郾 0 反应 b 波
的峰时值前 5d 一直延长,约为正常眼的 1郾 068依0郾 031 倍,
其后开始恢复,最终 21d 时基本恢复正常水平。
2郾 3 FFA 改变 摇 FFA 发现光凝后血管成功阻塞,1d 时近
端变粗,远端变细,光凝处局部无灌注;3d 时血管开始再
通,同时无灌注区缩小,损伤部位血管有荧光素钠着染,同
时光凝血管的主支和分支变细。 一般 5d 光凝血管就完全
再通,其出血发生最多的时间为 5 ~ 7d 血管开始再通的时
候(图 2)。
2郾 4 眼底(荧光)彩照和 OCT 改变 摇 眼底(荧光)彩照结
果提示和 FFA 相类似。 OCT 发现光凝 1d 后视网膜节细
胞层,内丛状层和外核层水肿,有 5 只 BRVO 大鼠有轻度
视网膜脱离,血管结构均有一定程度紊乱。 3 ~ 5d 水肿减
少同时伴随 BRVO 处视网膜及其附近 250滋m 外核层开始
凋亡变薄,到 21d 时 BRVO 处外核层变薄甚至消失。 损伤
血管区域和距离损伤血管 250滋m 视网膜整体厚度于光凝
后 1d 水肿增厚,3 ~ 5d 视网膜厚度开始减少至:BRVO 处
视网膜厚度 132郾 3 依11郾 28滋m;BRVO 颞侧 250滋m 视网膜
厚度 145郾 4依18郾 36滋m,之后保持稳定,见图 3。
2郾 5 HE病理改变摇 HE 病理切片发现第 1d 视网膜神经节
细胞层和内丛状层严重水肿,内核层和外核层也有轻度水
肿。 同时伴有视网膜结构的紊乱,外核层和内核层均有血
管的异常长入。 5d 时视网膜尤其是外核层开始变薄,同
时节细胞密度也减少,21d 时视网膜外核层显著变薄,仅
剩 3 ~ 4 层细胞,内核层无明显变化,神经节细胞密度降
低。 采用重复测量数据方差分析,我们发现外核层细胞层
数在不同观测时间点差异有统计学意义(F = 78郾 1,P =
0郾 003);不同时间点视网膜外核层细胞层数量小于光凝
前视网膜外核层细胞层数量(18郾 5依1郾 2 层),差异均有统
计学意义 ( t0d vs 1d = 5郾 409, P0d vs 1d < 0郾 01; t0d vs 5d = 14郾 14,
P0d vs 5d<0郾 01;t0d vs 21d = 18郾 86,P0d vs 21d <0郾 01)。 神经节细胞
密度在不同观测时间点差异也有统计学意义(F = 96郾 1,
P=0郾 002),不同观测时间点视网膜神经节细胞密度均小
于正常对照视网膜神经节细胞密度 (0d,1000 依 120
个 / mm2),差异均有统计学意义( t0d vs 1d = 3郾 789,P0d vs 1d <
0郾 01;t0d vs 5d = 5郾 057,P0d vs 5d <0郾 01; t0d vs 21d = 5郾 309,P0d vs 21d <
0郾 01),见图 4。
2郾 6 免疫组化改变摇 免疫组化染色示 VEGF-琢 主要表达
于视网膜神经节细胞层、内丛状层、外界膜以及视网膜感
光细胞层外节等位置。 激光光凝部位视网膜神经节细胞层
和外界膜处 VEGF-琢 1d 时表达增加;5d 光凝处 VEGF-琢
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摇 摇

图 2摇 视网膜荧光素钠血管造影表现摇 A:1d;B:3d;C:5d;D:7d;E:10d;F:14d;G:21d。

图 3摇 眼底(荧光)彩照和 OCT 结果摇 A:眼底彩照;B:眼底荧光彩照;C:OCT 典型图;D:BRVO 处视网膜厚度变化;E:BRVO 颞侧
250滋m 视网膜厚度变化。

表达水平和光凝前相似;21d 光凝处 VEGF-琢 表达略低于
光凝前(图 5)。
3 讨论

本研究成功构建了 BRVO 大鼠模型,通过 FFA、眼底
(荧光)眼底彩照和 OCT 检测证实了 BRVO 大鼠模型造模
成功。 同时研究了 BRVO 模型大鼠的不良事件以及阻塞
血管相关进展情况,发现阻塞血管再通以及损伤视网膜无
灌注区的变化趋势,同时于在体和离体水平观察了视网膜

的相关核层和整体厚度变化,发现损伤后阻塞血管处视网
膜短暂水肿过后随之而来的是感光细胞层和视网膜整体
的凋亡变薄,且受影响的区域为阻塞血管回流的区域。 同
时免疫组化染色发现了 VEGF-琢 在视网膜静脉阻塞之后
短时间内先急速增加而后开始下降的一个趋势。 这些发
现对于更加全面地认识 BRVO 大鼠模型提供了一些重要
的信息。

BRVO 模型的建立在历史上有过很多尝试,有外科手
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图 4摇 HE染色结果摇 A:视网膜 HE 染色典型结果(伊400);B:外核层细胞层数变化;C:视网膜节细胞密度;aP<0郾 05 vs 0d。

图 5摇 VEGF-琢免疫组化染色典型图(伊400)。

术法、凝血酶法等一系列方法,但都由于造模成功率低未
得到广泛应用[4]。 1987 年,Nanda 等[5]首先利用氙光灯激
发孟加拉红制作成功兔 BRVO 模型,这种方法被称为光化
学法,它利用光敏剂吸收特定波长激光的能量,损伤内皮
细胞,引发激光光凝区域发生内皮细胞相关的血小板级联
放大反应导致血栓形成[6]。 但是具体操作起来,仍有一定
难度和问题:(1)光凝血管位置和血管大小的选择,我们
选择了视网膜中心静脉第一个分叉处,这样减少了光凝过
程中由于操作出现的稳定性问题;同时选择了相对较细的
分支血管,太粗由于血流速度快易自发性快速再通,太细
光凝 50 点会导致血管外膜和血管周围视网膜的损伤。
(2)光凝点数量的选择,太多容易造成出血,太少会导致
血栓很快被溶解导致再通造模失败。 我们利用孟加拉红
尾静脉注射,1min 后待其循环至视网膜静脉进行先光凝
25 点左右,待其血液停滞血管变黑;然后等 30s 左右再补
足激光光凝点至 50 点;(3)操作人员的稳定性,包括激光
操作人员和扶大鼠眼睛的人员,对团队的配合和协作有较
高要求。

关于光化学法制备 BRVO 大鼠模型,国内外均有报
道,但是一直以来没有标准的造模参数[7-13]。 本实验采用
532nm 激光(80mW,200ms,100滋m)成功制作出了视网膜

单分支静脉阻塞的模型。 现将此模型的优缺点阐述如下:
优点:(1)造模方法简单,可以批量制作;(2)造模方法参
数清楚,阻塞目标静脉可视可控,模型均一可控;(3)全身
不良反应相对较少。 缺点:(1)光凝后大鼠死亡率约为
20% ~ 30% ,眼球局部急性反应耐受不良,可能与光凝所
致的疼痛导致的心律失常有关;(2) 该模型不能模拟
BRVO 发生的基础性疾病和危险因素,同时 BRVO 模型大
鼠在 3 ~ 5d 会有自发性再通,尤其是光凝血管为大血管的
时候,再通时间更早;(3)人体的 BRVO 更多的是一种长
期基础病引发的眼部血管并发症,持续时间更久,往往是
多部位发病,而不仅仅是眼科的血管阻塞反应,所以这种
光化学法造模只是模拟出了结果,却不能模拟出疾病的病
因;(4)临床上常用激光治疗 BRVO,可以抑制新生血管所
致的黄斑水肿以及远视力下降,而我们这里用激光制作
BRVO 模型,就不能排除激光本身对于 BRVO 的治疗作
用[14];同时,激光的热效应也会导致相应位置视网膜外核
层发生凋亡,会对实验结果造成一定影响。

目前,关于 BRVO 的治疗方法非常有限,比较公认的
有效方法为抗 VEGF-琢 和糖皮质激素植入物[15],其中以
抗 VEGF-琢 类药物效果显著且副作用少[16]。 但是也有部
分患者使用抗 VEGF-琢 以后,虽然黄斑水肿有效遏制了,
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但是视网膜的总体功能却没有得到恢复,且无灌注区也没
有有效减小[17-18],另外还有部分患者对抗 VEGF-琢 治疗
不敏感, 因此, 抗 VEGF - 琢 治疗 效 果 与 多 种 因 素 有
关[19-20]。 我们对 BRVO 模型进行 VEGF-琢 免疫组化染色
发现,激光光凝阻塞静脉处早期有大量 VEGF-琢,但是其
持续时间却是比较短暂,往往是 1 ~ 3d,到后期静脉阻塞
处 VEGF-琢 反而是有所降低的,这对于后期在阻塞位置
建立侧枝循环恢复周围视网膜血供反而是不利的。 这可
能与 VEGF-琢 的多功能有关,参与了早期的炎症应激反
应和后期的有效侧枝循环的建立[21]。 所以我们认为部分
BRVO 患者使用抗 VEGF-琢 效果不佳可能是由于没有在
静脉阻塞的早期使用。 同时我们也发现激光光凝静脉 5d
后,视网膜外核层和内核层会有新生血管长入,使得视网
膜结构紊乱。 我们认为这可能也与静脉阻塞诱导所致的
VEGF-琢 过量分泌有关,静脉阻塞导致的细胞缺血缺氧使
得细胞能量代谢紊乱,细胞水肿渗出诱导 VEGF-琢 分泌,
而视网膜外核层和内核层内可能会由于 VEGF-琢 的浓度
诱导,会长入新生血管,这样导致视网膜三级神经传递的
部分环节出现问题,所以对于视网膜功能的恢复是不
利的。

综上,我们分析了 BRVO 大鼠模型建立过程中的细节
问题,对 BRVO 的优缺点以及以模型为基础对 BRVO 的发
展过程及分子机制进行了探讨。 我们认为光化学法制作
BRVO 模型是一种切实可行的方法,其疾病的演变和发展
可以部分模拟人体 BRVO 的进程。 同时由于造模成功率
较低以及激光光凝相关并发症较多,在实际使用中有待进
一步改进方法。 下一步模拟一种慢性的长期的 BRVO 模
型将是我们探索的重点。
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