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作者简介:邢春涛ꎬ男ꎬ在读硕士研究生ꎬ主治医师ꎬ研究方向:视
网膜疾病ꎮ
通讯作者:李蓉ꎬ女ꎬ毕业于第四军医大学ꎬ博士ꎬ主任医师ꎬ教
授ꎬ眼科主任ꎬ五官科教研室主任ꎬ宁夏医科大学硕士研究生导
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摘要
目的:对小鼠伊文思蓝静脉推注联合视网膜铺片的技术进
行优化ꎬ以提高视网膜铺片染色实验的准确性和可重
复性ꎮ
方法:Ｃ５７ＢＬ / ６ 雄性小鼠尾静脉注射 １０ｇ / Ｌ(１％)伊文思
蓝 ０.３ｍＬ 后体内分别循环 １０、２０ｍｉｎꎬ处死后摘取眼球ꎬ４％
多聚甲醛分别固定 ２０、４０、６０ｍｉｎꎬ将不同体内循环时间及
不同组织固定时间对于视网膜血管的走形、分布及渗漏的
影响进行了优化比较ꎮ 尾静脉注射失败后ꎬ通过腹腔注射
１％伊文思蓝 ０.３ｍＬꎬ体内循环 ３ｈꎬ固定 ６０ｍｉｎ 进行补救ꎬ
观察视网膜血管的走形、分布及渗漏ꎮ 同时将尾静脉注射
后视网膜血管的走形、分布及渗漏与腹腔注射后的结果进
行效果比较ꎬ确定最佳的体内循环时间以及视网膜铺片的
条件ꎮ
结果:尾静脉注射后ꎬ与体内循环 ２０ｍｉｎꎬ固定 ２０ 或 ４０ｍｉｎ
条件下视网膜血管情况相比ꎬ伊文思蓝体内循环 １０ｍｉｎꎬ
固定 ６０ｍｉｎꎬ视网膜血管走行、血管分支清楚ꎬ血管渗漏较
少ꎮ 尾静脉注射失败后ꎬ腹腔注射补救措施结果显示视网
膜血管走行、各级血管形态清晰ꎮ 腹腔注射伊文思蓝体内
循环 ３ｈ 与尾静脉注射伊文思蓝体内循环 １０ｍｉｎ 相比ꎬ视
网膜血管的走形、分布的效果无明显差别ꎮ
结论:优化伊文思蓝静脉推注联合视网膜铺片的技术ꎬ可
提高视网膜铺片染色实验的准确性和可重复性ꎬ为相关视
网膜血管病变的研究提供借鉴方法ꎮ
关键词:视网膜铺片ꎻ伊文思蓝ꎻ血管造影ꎻ眼球固定ꎻ静脉
注射ꎻ腹腔注射
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０引言

在眼科研究中ꎬ小鼠模型是广泛应用的实验动物之

一ꎬ常用于研究各种眼部疾病的发病机制以及新型治疗方

法的筛选[１－３]ꎮ 然而ꎬ由于小鼠眼球较小ꎬ活体实验很难

对其进行视网膜血管观察ꎬ因此需要使用其他技术来观察

小鼠视网膜血管的变化ꎮ 常见的小鼠视网膜血管观察技

术包括荧光素标记[４－５]、光学相干断层扫描血管造影[６－７]、
荧光素血管造影[８－９] 等方法ꎬ静脉伊文思蓝推注联合视网

膜铺片是研究视网膜血管性疾病的常用技术方法[１０－１１]ꎮ
该方法可以清楚地观察到视网膜血管的走形、分布及渗漏

情况[１２－１３]ꎬ还能够对无灌注区的视网膜面积进行估

算[１４－１５]ꎬ且具有成本低、易操作、高灵敏度等特点ꎮ 但在

视网膜铺片染色过程中ꎬ由于伊文思蓝注射后在体内循环

时间、小鼠眼球在 ４％多聚甲醛固定液中的固定时间、视
网膜铺片所用的时间等存在差异ꎬ加之使用的封片剂种类

不同等技术问题ꎬ均会对实验结果的分析比较产生影响ꎮ
因此ꎬ为了获得更好的实验结果ꎬ本实验中我们对上述问

题进行了比较分析ꎬ并总结了视网膜铺片染色的实验技

巧ꎬ优化了实验方案ꎬ以期为视网膜血管性疾病的相关研

究提供更为准确、可靠的实验技术支持ꎮ
１材料和方法

１.１材料　 Ｃ５７ＢＬ / ６ 雄性 １７ 周龄小鼠 ３０ 只ꎬ购自西安交

通大学实验动物中心ꎮ 所有动物实验部分均由陕西省缺

血性心血管疾病重点实验室伦理委员会审核并批准

(ＳＱＸＺＤＳＹＳ２０２２０１)ꎮ １％伊文思蓝溶液:０.３ｇ 伊文思蓝

(Ｅｖａｎｓ ｂｌｕｅꎬ美国 Ｓｉｇｍａ 公司)溶于 ３０ｍＬ 生理盐水中ꎬ震
荡溶解ꎬ过滤ꎬ４℃低温避光保存ꎬ使用前取适量ꎬ且需水浴

预热至 ３７℃备用ꎮ ４％组织固定液(陕西中晖赫彩生物医

药公司)ꎬ抗荧光淬灭剂(索莱宝生物科技有限公司)ꎬ体
视显微镜(ＳＺ２－ＩＬＳＴꎬ日本 ＯＬＹＭＰＵＳ 公司)ꎬ倒置荧光显

微镜(ＩＸＴ３ꎬ日本 ＯＬＹＭＰＵＳ 公司)ꎬ小鼠尾注静脉显像仪

(ＺＨ－ＸＱꎬ原阳振华教学仪器公司)ꎬ１５°眼科手术穿刺刀

(南京易乐医疗器械有限公司)ꎬ显微弹簧剪、显微有齿镊

(瑞沃德生命科技有限公司)等ꎮ
１.２方法

１.２.１尾静脉注射　 将小鼠置于自制小鼠固定器中ꎬ肉眼

找到小鼠相对较粗的尾静脉ꎬ再用小鼠尾注静脉显像仪找

到该静脉粗细均匀的部位ꎬ用 １ｍＬ 注射器(斜面朝上)与
尾部呈 １５°角穿刺进针ꎬ当注射器斜面基本完全没入尾

部ꎬ将注射器尾部下压ꎬ尽量使其与鼠尾平行ꎬ同时向前行

针ꎬ此时会有明显的无阻力感[１６]ꎮ 当针进入血管约 １ / ４ ~
１ / ３ 时ꎬ推注 １％伊文思蓝溶液 ０.３ｍＬꎬ注射后立即可见小

鼠通体变为蓝色ꎬ尤其是口唇、耳、爪等裸露部位ꎬ表明该

操作成功ꎮ 分别于 １０ｍｉｎ(２６ 眼)、２０ｍｉｎ(６ 眼)后处死小

鼠[１７－１８]ꎮ 当鼠尾静脉注射失败时ꎬ给予小鼠腹腔注射 １％
伊文思蓝溶液 ０.３ｍＬꎬ分别在腹腔注射后 １、２、３ｈ 观察小

鼠体表颜色ꎬ发现在 ３ｈ 小鼠体表颜色与静脉注射 １０ｍｉｎ
最接近ꎬ因此ꎬ当尾静脉注射失败时ꎬ可以给予小鼠 １％伊

文思蓝溶液 ０. ３ｍＬ 腹腔注射后循环 ３ｈ 的补救方法

(８ 眼)ꎬ见图 １ꎮ
１.２.２视网膜铺片　 小鼠处死后立即摘取双侧眼球ꎬ去除

眼球后部肌肉及结缔组织等眼球附属组织ꎬ置于 ４％多聚

甲醛固定液中进行固定ꎬ分别固定 ２０ｍｉｎ(１０ 眼)、４０ｍｉｎ
(１０ 眼)、６０ｍｉｎ(２０ 眼)后ꎬ在体视显微镜下用 １５°眼科手

术穿刺刀在角巩膜缘处做穿刺口(图 ２Ａ)ꎬ用显微弹簧剪

从穿刺口沿角巩膜缘剪开(图 ２Ｂ)ꎬ去除角膜、虹膜、晶状

体、玻璃体ꎬ将眼杯以视神经为中心ꎬ放射状均匀剪开ꎬ分
为 ４ 部分(图 ２Ｃ)ꎬ巩膜面朝上置于载玻片上ꎬ剪去视神经

及巩膜与视神经移形处ꎬ使视网膜与葡萄膜完全脱离ꎬ去
除巩膜、葡萄膜及视网膜上残留的色素组织ꎬ将视网膜平

铺于载玻片上ꎬ滴 １ ~ ２ 滴抗荧光淬灭剂ꎬ立即盖上盖玻

片ꎬ置于倒置荧光显微镜下ꎬ通过绿色荧光进行拍照ꎮ
１.２.３渗漏点计数　 使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件计数每高倍视野下

(ＨＰＦ)视网膜荧光渗漏ꎬ其中片状渗漏仅记录 １ 次ꎮ
统计学分析:采用 ＳＰＳＳ１７. ０ 软件进行分析ꎬ使用

ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ 软件进行绘图ꎮ 数据以均数 ±标准差

(ｘ±ｓ)表示ꎬ采用单因素方差分析比较多组间差异ꎬ多组

间两两比较采用 ＬＳＤ－ｔ 检验ꎮ Ｐ<０.０５ 认为差异有统计学

意义ꎮ
２结果

２.１ 尾静脉注射与腹腔注射对比 　 当鼠尾静脉注射伊文

思蓝溶液成功后ꎬ可见小鼠口唇爪等皮肤裸露部位即刻明

显变蓝ꎬ此为伊文思蓝注射成功的标志ꎮ 当鼠尾静脉注射

失败时ꎬ给予小鼠 １％伊文思蓝溶液 ０.３ｍＬ 腹腔注射循环

３ｈ 后ꎬ小鼠的外观颜色对比无明显区别(图 ３)ꎬ且运用此
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图 １　 实验流程图ꎮ

图 ２　 视网膜剥离过程示意图　 Ａ:在体视显微镜下用 １５°眼科手术穿刺刀在角巩膜缘处做穿刺口ꎻＢ:用显微弹簧剪从穿刺口沿角巩

膜缘剪开ꎻＣ:剥离的眼组织ꎮ

两种伊文思蓝注射方法制作的视网膜铺片ꎬ在荧光显微镜

下观察可见血管走形及显影清晰程度无明显区别(图 ４)ꎮ
２.２ 伊文思蓝体内循环时间的影响 　 当尾静脉注射伊文

思蓝成功后ꎬ体内循环 １０ｍｉｎ 与 ２０ｍｉｎ 相比ꎬ循环 １０ｍｉｎ
取材时ꎬ视网膜荧光拍照:血管外组织无荧光着色ꎬ血管与

周围组织荧光对比明显ꎬ血管形态、走形清晰(图 ５Ａ、Ｄ)ꎮ
循环 ２０ｍｉｎ 取材时ꎬ视网膜荧光拍照:血管外组织明显着

色ꎬ血管与周围组织荧光对比不强烈ꎬ血管形态、走形欠清

晰(图 ５Ｂ、Ｅ)ꎮ 若尾静脉注射伊文思蓝失败后ꎬ要立即进

行腹腔注射进行补救ꎬ若尾静脉注射失败后与腹腔注射间

隔时间过长或过夜ꎬ视网膜组织会出现过染(图 ５Ｃ、Ｆ)ꎮ
２.３ 组织固定时间的影响 　 ４％多聚甲醛固定小鼠眼球

２０、４０、６０ｍｉｎ 对比ꎬ固定 ６０ｍｉｎ[１９] 时小鼠视网膜与葡萄膜

脱离更加完全ꎬ可以减少因不完全脱离进行操作造成的视

网膜损伤ꎮ 固定 ２０ｍｉｎ 时ꎬ荧光显微镜下可见视网膜血管

形态模糊不清ꎬ荧光渗漏明显(图 ６Ａ)ꎻ高倍镜下可见ꎬ血
管走形不连续ꎬ背景荧光不均匀ꎬ无法形成很好的观察

(图 ６Ｄ)ꎮ 固定 ４０ｍｉｎ 时ꎬ低倍镜下可见视网膜血管形态

明显清晰ꎬ虽仍存在荧光渗漏ꎬ但明显减少(图 ６Ｂ)ꎻ高倍

镜下可见血管走形清晰、连续ꎬ背景荧光偶见不均匀

(图 ６Ｅ)ꎮ 固定 ６０ｍｉｎ 时ꎬ低倍镜下可见视网膜血管形态

十分清晰(图 ６Ｃ)ꎻ高倍镜下可见血管走形清晰连续ꎬ背景

荧光均匀ꎬ偶见荧光渗漏ꎬ可以清晰明确地进行观察

(图 ６Ｆ)ꎬ组织固定 ２０ｍｉｎ 进行操作时ꎬ视网膜出现荧光渗

漏个数明显高于固定 ４０、６０ｍｉｎ(图 ７)ꎮ
３讨论

视网膜石蜡切片 ＨＥ 染色及视网膜铺片是研究视网

膜血管性疾病的常用技术方法[１０ꎬ２０]ꎮ 伊文思蓝注射联合

视网膜铺片是研究视网膜血管形态和血管渗漏的常用方

法[２１－２２]ꎬ该方法能够清晰显示视网膜内整体的血管走形、
形态及渗漏情况ꎮ 通过查阅文献发现小鼠体内伊文思蓝

溶液不同的注入方式、不同的体内循环时间ꎬ以及不同的

组织固定时间均可影响视网膜铺片染色实验的准确性和

可重复性ꎬ不利于研究者进行实验ꎮ 故本研究对当前伊文

思蓝注射联合视网膜铺片技术进行了系统地归纳总结以

及优化ꎮ 我们采用尾静脉注射的方式注入小鼠体内 １％
伊文思蓝溶液 ０.３ｍＬꎬ与之前文献报道的心脏灌注法、上
腔静脉穿刺灌注法相比优势在于以下 ３ 个方面:(１)小鼠

不需要进行麻醉ꎬ绝对避免了因麻醉造成的意外事

件[２３－２４]ꎮ (２)尾静脉注射与心脏灌注及上腔静脉灌注相

比ꎬ小鼠尾静脉注射不需要打开小鼠胸腔或者颈部皮肤ꎬ
直接通过尾静脉进行注射ꎬ明显减少操作时间ꎬ操作更加
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图 ３　 正常小鼠、伊文思蓝尾静脉注射、伊文思蓝腹腔注射三者体表颜色对比　 尾静脉注射及腹腔注射伊文思蓝后小鼠口鼻、爪、耳
变蓝ꎬ且两者外观无明显区别ꎮ

图 ４　 伊文思蓝尾静脉注射与腹腔注射两者视网膜成像对比　 血管走形及显影清晰程度无明显区别ꎮ Ａ、Ｂ:５００μｍꎻＣ、Ｄ:２００μｍꎮ

简便ꎮ (３)若尾静脉注射失败ꎬ可以通过立即进行腹腔注

射来补救实验ꎮ 通过分析本实验结果发现ꎬ腹腔注射方法

虽然简单易操作ꎬ但是需要体内循环 ３ｈ 才能与尾静脉注

射体内循环 １０ｍｉｎ 体表染色程度相近ꎬ其时间成本过高ꎬ
大大延长实验时间ꎮ 文献显示通过上腔静脉推注 ２％伊

文思蓝ꎬ体内循环 ５ｍｉｎ[１０]ꎬ视网膜血管形态清晰ꎮ 由于伊

文思蓝有一定毒性以及参考伊文思蓝使用说明ꎬ本实验通

过尾静脉注射 １％伊文思蓝溶液观察视网膜血管形态ꎬ结
果显示 １％伊文思蓝溶液体内循环 １０ｍｉｎ 时ꎬ视网膜血管

形态清晰ꎬ视网膜血管外组织无荧光着色ꎬ血管与周围组

织对比更加明显ꎮ 由于组织固定时间[２５] 及环境温度[２６]

均可影响眼球固定效果ꎬ通过查阅文献我们分别观察了眼

球固定 ２０、４０、６０ｍｉｎ 对实验结果的影响ꎬ对比发现ꎬ室温

１６℃条件下ꎬ眼球固定 ２０ｍｉｎ 时ꎬ视网膜与葡萄膜黏连较
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图 ５　 伊文思蓝体内循环时间的影响　 Ａ:血管外组织无荧光着色ꎬ血管与周围组织荧光对比清晰ꎻＢ:血管外组织明显着色ꎬ血管与周

围组织荧光对比不明显ꎻＣ:背景荧光过强ꎬ仅能看到大血管走形ꎻＤ:血管形态、走形清晰ꎻＥ:血管形态模糊ꎬ走形观察不清晰ꎻＦ:背景

荧光过强ꎬ血管网形态模糊ꎬ血管与周围组织无法形成对比ꎮ

图 ６　 组织固定时间的影响　 Ａ:血管走形模糊不清ꎬ荧光渗漏明显ꎻＢ:血管走形可以观察ꎬ仍存在少量荧光渗漏ꎻＣ:血管走形清晰ꎬ
无荧光遮挡ꎻＤ:血管形态模糊ꎬ背景荧光形成遮挡ꎻＥ:血管形态较为清晰、连续ꎬ背景荧光偶见遮挡ꎻＦ:血管形态清晰连续ꎬ背景荧光

均匀ꎮ 白箭头示荧光渗漏ꎮ

图 ７　 组织固定 ２０、４０、６０ｍｉｎ 视网膜荧光渗漏的差异 　 ｂＰ<
０.０１ ｖｓ 组织固定 ２０ｍｉｎꎮ

为紧密ꎬ在剥离时会对视网膜组织造成较大面积的损伤ꎬ
严重影响实验结果ꎻ固定 ４０ｍｉｎ 时ꎬ视网膜与葡萄膜存在

少量黏连ꎬ且黏连紧密程度明显降低ꎬ剥离黏连处时仍存

在损伤视网膜的风险ꎻ固定 ６０ｍｉｎ 时ꎬ视网膜近乎完全脱

离ꎬ减少因视网膜与葡萄膜黏连紧密ꎬ剥离视网膜组织造

成的组织损伤ꎮ 本研究为清晰地观察视网膜血管形态和

血管渗漏提供了一种简便的、稳定的、重复性高的操作

技术ꎮ

将实验中的技巧与心得进行总结与分析:(１)尾静脉

注射 １％伊文思蓝 ０.３ｍＬ 成功后ꎬ要严格把控 １０ｍｉｎ 的循

环时间ꎬ及时处死小鼠进行眼球固定ꎬ循环时间过长ꎬ会出
现血管周边组织着色ꎮ (２)尾静脉注射伊文思蓝失败后ꎬ
立即进行腹腔注射进行补救ꎬ腹腔注射 １％ 伊文思蓝

０.３ｍＬ循环 ３ｈ 与尾静脉注射 １％伊文思蓝 ０. ３ｍＬ 循环
１０ｍｉｎ 相比ꎬ体表染色程度相近且荧光显微镜下视网膜血

管形态、走形、血管周边组织着色情况大致相同ꎮ 如若尾

静脉注射失败后间隔较长时间再进行腹腔注射ꎬ视网膜组
织会出现过染ꎬ将无法对视网膜血管进行观察ꎮ (３)眼球

在进行 ４％多聚甲醛固定前ꎬ要先剪除眼外肌及筋膜等组

织ꎬ充分暴露眼球外壁ꎬ确保眼球可以充分固定ꎮ 小鼠眼
球固定时ꎬ在室温 １６℃情况下ꎬ以 ５０~ ６０ｍｉｎ 为宜ꎬ此时视

网膜与葡萄膜基本完全脱离ꎬ可以有效避免实验者手动脱

离对于视网膜造成的损伤ꎮ 室温不同ꎬ固定的时间应当适
当延长或缩短ꎮ (４)眼杯制作成功后ꎬ要观察切缘是否残

存视网膜移形部位ꎬ因移形部位是视网膜与葡萄膜结合紧

密部位ꎬ因此在最大程度保存视网膜组织的同时ꎬ尽量将
视网膜移形部位剪除干净ꎬ避免在铺片过程中牵扯视网膜

组织ꎮ (５)视神经处同样是视网膜与周围组织黏连紧密

处ꎬ此处尽量将视神经平齐视网膜剪除ꎬ降低视网膜黏连
程度ꎬ同时保证视网膜组织及视盘的完整性ꎮ (６)将眼杯

７９０１

Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.２３ꎬ Ｎｏ.７ Ｊｕｌ. ２０２３　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２０５９０６　 Ｅｍａｉｌ:ＩＪＯ.２０００＠１６３.ｃｏｍ



以视盘为中心ꎬ放射状剪开 ４ 处ꎬ剪开深度以眼杯边缘至

视盘总长的 ２ / ３ 为宜ꎬ过于接近视盘ꎬ操作时容易造成视

网膜组织撕裂损伤ꎬ剪开过于接近眼杯边缘ꎬ容易造成视

网膜边缘卷曲ꎬ不易展片ꎮ (７)切忌先将视网膜剥离ꎬ再
转移至载玻片上进行铺片ꎮ 单纯视网膜很难在载玻片上

展片成功ꎬ且在转移过程中极易损伤视网膜组织ꎮ 应将整

个眼杯转移至载玻片上进行展片ꎮ (８)将剪好的眼杯在

载玻片上进行展片时ꎬ应将视网膜面朝下ꎬ滴 １ ~ ２ 滴无菌

ＰＢＳ 溶液或生理盐水可防止视网膜组织干裂ꎬ同时有助于

展片的顺利进行ꎮ (９)封片前用吸水纸吸取多余水分ꎬ滴
１~２ 滴抗荧光淬灭剂ꎬ立即盖上盖玻片并进行荧光显微镜

下拍照ꎬ时间过长视网膜组织会发生固缩ꎮ
小鼠伊文思蓝静脉推注联合视网膜铺片技术是一种

用于研究小鼠视网膜血管结构和功能的方法[２７－２８]ꎮ 该方

法的优点包括可以同时观察视网膜血管的形态及渗漏情

况ꎬ并且能够研究视网膜血管性疾病相关病理变化和发展

动态ꎮ 另外ꎬ和其他检测方法相比ꎬ静脉推注技术不需要

特殊设备和操作技能ꎬ其操作简单ꎬ成本低廉[２９－３０]ꎮ
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