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【实验研究】

巨噬细胞在小鼠氧诱导视网膜新生血管形成中的作用△
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【关键词】　巨噬细胞；视网膜新生血管；氧诱导视网膜病变
【摘要】　目的　探讨巨噬细胞对小鼠氧诱导视网膜病变（ｏｘｙｇｅｎｉｎｄｕｃｅｄｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ，ＯＩＲ）形成的影响。方法　将新生Ｃ５７ＢＬ／
６Ｊ小鼠随机分为３组，分别为常氧对照组、ＯＩＲ模型组以及清除巨噬细胞的 ＯＩＲ组。将后两组小鼠于生后第７天（Ｐ７）至 Ｐ１２
置于体积分数（７５±２）％高氧氧箱中以诱导ＯＩＲ。清除巨噬细胞的ＯＩＲ组小鼠于Ｐ９、Ｐ１１、Ｐ１３和Ｐ１５接受腹腔注射氯膦酸二钠
脂质体４次以清除全身单核巨噬细胞，ＯＩＲ模型组小鼠则于上述４个时间点接受腹腔注射ＰＢＳ脂质体。三组小鼠均于Ｐ１７时
取右眼行视网膜铺片和Ｌｅｃｔｉｎ染色，观察视网膜出血及血管生长情况；取左眼行视网膜切片和 ＨＥ染色，观察视网膜组织病理
学变化。结果　与常氧对照组相比，ＯＩＲ模型组小鼠视网膜存在出血现象，清除巨噬细胞的ＯＩＲ组出血有所减轻。ＯＩＲ模型组
小鼠视网膜血管形态呈异常增殖的团簇状，走行迂曲，而清除巨噬细胞的 ＯＩＲ组小鼠视网膜新生血管异常形态减轻。与 ＯＩＲ
模型组相比，清除巨噬细胞的ＯＩＲ小鼠视网膜无血管区及新生血管区面积均显著减小［（１７．１９±０．５８）％、（１０．３８±０．５３）％，
ｔａ＝８．６８０，Ｐ＜０．０１；（４．６０±０．１５）％、（２．５１±０．１３）％，ｔｎ＝１０．８３，Ｐ＜０．０１］，突破内界膜新生血管内皮细胞核数目明显减少
（１８．５０±０．８５、７．１７±０．４８；ｔ＝１１．６６，Ｐ＜０．０１）。结论　清除巨噬细胞可减轻小鼠ＯＩＲ严重程度，提示巨噬细胞对视网膜新生
血管形成具有促进作用。

　　视网膜新生血管是许多致盲性眼病共有的病理
学特征，如早产儿视网膜病变、糖尿病视网膜病变和

视网膜中央静脉阻塞等，也是逐渐造成视网膜水肿、

出血、渗出及晚期牵拉性视网膜脱离的重要因素［１］。

氧诱导视网膜病变（ｏｘｙｇｅｎｉｎｄｕｃｅｄｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ，ＯＩＲ）

模型可较好地模拟视网膜新生血管的病理变化［２］。

有研究表明，巨噬细胞作为炎症反应中心环节，可能

参与调控视网膜新生血管的形成［３］。为了更好地研

究巨噬细胞在视网膜新生血管形成中的作用，本研

究通过建立小鼠 ＯＩＲ模型，采用全身清除巨噬细胞
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的方法，结合视网膜铺片、染色及视网膜病理组织学

技术，观察ＯＩＲ的形态学变化，探讨巨噬细胞在视网
膜新生血管发生中的作用。

１　材料与方法

１．１　实验动物与分组　新生Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠３窝，每
窝取６只，共１８只３６眼（随机取２窝为ＯＩＲ组共１２
只，另１窝为常氧对照组共６只），每窝小鼠与母鼠同
笼饲养。饲养温度为（２５±１）℃，湿度为５９％～６１％，
每天光照与黑暗时间各１２ｈ，由专人管理。动物饲养
与使用均遵照视觉与眼科研究协会制定的科研动物

使用规范。ＯＩＲ组２窝１２只新生小鼠再随机分为
ＯＩＲ模型组和清除巨噬细胞的ＯＩＲ组，每组各６只。
１．２　小鼠 ＯＩＲ模型的建立　ＯＩＲ组 ２窝新生
Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠于生后第７天（Ｐ７）至 Ｐ１２与母鼠共
同置于体积分数（７５±２）％高氧氧箱中饲养，于 Ｐ１２
返回正常空气中。常氧对照组小鼠则始终置于正常

空气中饲养。

１．３　给药方式与剂量　清除巨噬细胞的 ＯＩＲ组：
ＯＩＲ小鼠于 Ｐ９、Ｐ１１、Ｐ１３和 Ｐ１５接受腹腔注射氯膦
酸二钠脂质体（ｃｌｏｄｒｏｎａｔｅｌｉｐｏｓｏｍｅｓ）４次，按 １０
ｍＬ·ｋｇ－１剂量注射，以清除小鼠全身单核巨噬细
胞；ＯＩＲ模型组：ＯＩＲ小鼠于上述４个时间点接受腹
腔注射 ＰＢＳ脂质体（ＰＢＳｌｉｐｏｓｏｍｅｓ），按 １００ｍＬ·
ｋｇ－１剂量注射。
１．４　小鼠视网膜铺片Ｌｅｃｔｉｎ染色及图像分析　ＯＩＲ
组和常氧对照组小鼠均于Ｐ１７腹腔注射过量麻醉药
物处死，摘除右眼、标记方向。将眼球置于 ４０ｇ·
Ｌ－１多聚甲醛中固定２ｈ，去除角膜、晶状体和残留玻
璃体；从角巩膜缘处将视网膜与外层巩膜、脉络膜分

离并置于封闭液（５０ｇ·Ｌ－１ＢＳＡ、１０ｇ·Ｌ－１Ｔｒｉｔｏｎ
Ｘ１００溶于 ＰＢＳ）中，室温９～１２ｈ。将视网膜置于
Ｌｅｃｔｉｎ１（ＧＳＬＩＢ４血管标记物；１１００溶于 ＰＢＳ；
Ｖｅｃｔｏｒ，美国）中１２ｈ，４℃避光。ＰＢＳ洗３次后从４
个方向径向剪开视网膜，内层向上行铺片，体积分数

５０％甘油封片。荧光显微镜（ＢＸ５１；Ｏｌｙｍｐｕｓ；日本）
下观察视网膜表层血管病理变化，重点观察后极部

无血管区及视网膜中周部新生血管区情况。采用

ＰｈｏｔｏｓｈｏｐＣＳ３软件对所拍摄的视网膜局部荧光图像
进行融合、重建，得到完整的视网膜铺片图。根据

Ｃｏｎｎｏｒ等［６］所发表的方案，统计每张完整视网膜铺

片图的无血管区、新生血管区及整个视网膜像素值，

计算百分比进行分析。光学显微镜下观察视网膜出

血严重程度。将清除巨噬细胞的ＯＩＲ组与常氧对照
组、ＯＩＲ模型组铺片进行对比分析。
１．５　小鼠视网膜病理切片检查　按上述方法处死
Ｐ１７小鼠并摘除其左眼、标记方向。将眼球置于眼球
固定液中固定４８～７２ｈ，去除角膜和晶状体；依次梯度
酒精脱水、二甲苯透明、浸蜡包埋。修整蜡块，做眼球

矢状轴向连续切片，厚４～５μｍ，每隔３０μｍ选取１张

切片。每个标本选取６个切片（不包含视神经）行常
规ＨＥ染色。脱蜡，苏木精、伊红染色，梯度酒精脱水，
二甲苯透明，中性树胶封片［４］。光学显微镜下观察视

网膜组织病理学变化，重点分析突破内界膜新生血管

内皮细胞数目情况。６个切片内界膜前内皮细胞核数
平均值代表每个标本中突破内界膜新生血管内皮细

胞核数。将清除巨噬细胞的 ＯＩＲ组与常氧对照组、
ＯＩＲ模型组结果进行对比，并结合上述铺片结果进行
分析。

１．６　统计学分析　采用ＳＰＳＳ１７．０统计学软件进行
统计分析，以均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）描述计量资料。
清除巨噬细胞的ＯＩＲ组与ＯＩＲ模型组比较采用 ｔ检
验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　巨噬细胞对 ＯＩＲ小鼠视网膜出血及血管形态
的影响　Ｐ１７时，常氧对照组小鼠视网膜未见出血
现象。ＯＩＲ模型组小鼠视网膜可见大片出血，在检
测的６只眼球中，有５眼可观察到出血灶，多位于视
网膜中周部。使用光学显微镜进行铺片时，还可观

察到玻璃体内出血。清除巨噬细胞的ＯＩＲ组小鼠可
见散在的视网膜出血，未见玻璃体内出血（图１）。

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｉｍａｇｅｓｏｆｒｅｔｉｎａｌｆｌａｔｍｏｕｎｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
（×４０）．Ｔｈｅｒｅｔｉｎａｌｈｅｍｏｒｒｈａｇｅｐｌａｑｕｅｓｗｅｒｅｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙｒｅｄａｒ
ｒｏｗｈｅａｄ．Ａ：Ｎｏｒｍｏｘｉｃｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＯＩＲｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＯＩＲ
ｇｒｏｕｐｗｉｔｈｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓｄｅｐｌｅｔｅｄ　各组小鼠视网膜铺片图（×
４０），红色箭头示出血斑点。Ａ：常氧对照组；Ｂ：ＯＩＲ模型组；Ｃ：
清除巨噬细胞的ＯＩＲ组

视网膜铺片Ｌｅｃｔｉｎ染色高倍镜下观察到，Ｐ１７时
常氧对照组小鼠视网膜血管走行清晰、形态正常；

ＯＩＲ模型组小鼠视网膜上出现大量迂曲、呈簇状分
布的新生血管及大片无血管区；清除巨噬细胞的

ＯＩＲ组小鼠视网膜未见明显无血管区，但存在走行
迂曲、呈团簇状分布的形态异常血管（图２）。
２．２　巨噬细胞对 ＯＩＲ小鼠视网膜无血管区面积和
新生血管数目的影响　Ｐ１７时视网膜铺片 Ｌｅｃｔｉｎ染
色显示，常氧对照组小鼠视网膜血管走行正常，从后

极部到周边部均有血流灌注；ＯＩＲ模型组小鼠后极
部视网膜存在大片无血管区，在中周部观察到大量

视网膜新生血管簇，呈强荧光；清除巨噬细胞的 ＯＩＲ
组小鼠后极部视网膜也可观察到无血管区，在血管

化无血管化交界处可见少量呈强荧光的视网膜新
生血管簇（图３）。统计学分析显示，全身清除巨噬
细胞后，Ｐ１７时 ＯＩＲ小鼠视网膜无血管区及新生血
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管区面积均明显减少（ｔａ＝８．６８０，Ｐ＜０．０１；ｔｎ＝
１０８３，Ｐ＜０．０１；见表１）。

Ｐ１７时视网膜切片ＨＥ染色结果显示，常氧对照
组小鼠视网膜组织各层结构排列整齐，内界膜完整；

ＯＩＲ模型组小鼠视网膜上可观察到大量突破内界膜
的新生血管内皮细胞，为（１８．５０±０．８５）个；在清除
巨噬细胞的ＯＩＲ组小鼠中，突破内界膜的新生血管
内皮细胞核数明显减少，为（７．１７±０．４８）个，差异有
统计学意义（ｔ＝１１．６６，Ｐ＜０．０１；见图４）。

表１　ＯＩＲ小鼠 Ｐ１７视网膜无血管区、新生血管区
像素百分比
Ｔａｂｌｅ１　Ｐｉｘｅｌｖａｌｕｅｒａｔｉｏｏｆｒｅｔｉｎａｌａｖａｓｃｕｌａｒａｒｅａａｎｄｎｅｏ
ｖａｓｃｕｌａｒａｒｅａａｔＰ１７ｉｎＯＩＲｍｉｃｅ （珋ｘ±ｓ）
Ｇｒｏｕｐ ｎ Ａｖａｓｃｕｌａｒａｒｅａ／％ Ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒａｒｅａ／％
ＯＩＲ１７／ＰＢＳｌｉｐ ６ １７．１９±０．５８　 ４．６０±０．１５
ＯＩＲ１７／ｃｌｏｄｒｏｎａｔｅｌｉｐ ６ １０．３８±０．５３ ２．５１±０．１３

Ｎｏｔｅ：ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＯＩＲｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０．０１

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＲｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｉｍａｇｅｓｏｆｒｅｔｉｎａｌｆｌａｔｍｏｕｎｔｓｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈＬｅｃｔｉｎｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（×２００）．Ｔｈｅｒｅｔｉｎａｌａｖａｓｃｕｌａｒａｒｅａａｎｄａｂｎｏｒｍａｌｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒ
ｔｕｆｔｓｗｅｒｅｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙｗｈｉｔｅａｒｒｏｗａｎｄｗｈｉｔｅａｒｒｏｗｈｅａｄ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ａ：Ｎｏｒｍｏｘｉｃｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＯＩＲｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＯＩＲｇｒｏｕｐｗｉｔｈｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ
ｄｅｐｌｅｔｅｄ　各组小鼠视网膜铺片Ｌｅｃｔｉｎ染色图（×２００），白色箭头示无血管区，白色箭头异常新生血管簇。Ａ：常氧对照组；Ｂ：ＯＩＲ模型组；Ｃ：
清除巨噬细胞的ＯＩＲ组

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＲｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｉｍａｇｅｓｏｆｒｅｔｉｎａｌｆｌａｔｍｏｕｎｔｓｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈＬｅｃｔｉｎｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（×４０）．Ａ：Ｎｏｒｍｏｘｉｃｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＯＩＲｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：
ＯＩＲｇｒｏｕｐｗｉｔｈｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓｄｅｐｌｅｔｅｄ；Ｄ：Ｔｈｅａｖａｓｃｕｌａｒｒｅｔｉｎａａｎｄｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｔｕｆｔｓｉｎ（Ｂ）ｗｅｒｅｈｉｇｈｌｉｇｈｔｅｄｉｎｗｈｉｔｅａｎｄｇｒｅｅｎ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｅ：Ｔｈｅ
ａｖａｓｃｕｌａｒｒｅｔｉｎａａｎｄｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｔｕｆｔｓｉｎ（Ｃ）ｗｅｒｅｈｉｇｈｌｉｇｈｔｅｄｉｎｗｈｉｔｅａｎｄｇｒｅｅｎ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ　各组小鼠视网膜铺片Ｌｅｃｔｉｎ染色图（×４０）。Ａ：常
氧对照组；Ｂ：ＯＩＲ模型组；Ｃ：清除巨噬细胞的ＯＩＲ组；Ｄ：用白色和绿色分别显示图 Ｂ中的无血管区和新生血管簇；Ｅ：用白色和绿色分别显
示图Ｃ中的无血管区和新生血管簇

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＲｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｉｍａｇｅｓｏｆｒｅｔｉｎａｌｃｒｏｓｓｓｅｃｔｉｏｎｓｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈＨ＆Ｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（×４００）．Ｔｈｅｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｃｅｌｌｎｕｃｌｅｉａｎｔｅｒｉｏｒｔｏｔｈｅｒｅｔｉｎａｌ
ｉｎｔｅｒｎａｌｌｉｍｉｔｉｎｇｍｅｍｂｒａｎｅｗｅｒｅｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙｂｌａｃｋａｒｒｏｗｈｅａｄａｂｏｖｅ．Ａ：Ｎｏｒｍｏｘｉｃｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＯＩＲｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＯＩＲｇｒｏｕｐｗｉｔｈｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ
ｄｅｐｌｅｔｅｄ　各组小鼠视网膜切片ＨＥ染色图（×４００），黑色箭头示突破内界膜的新生血管。Ａ：常氧对照组；Ｂ：ＯＩＲ模型组；Ｃ：清除巨噬细胞
的ＯＩＲ组

３　讨论

一般认为，巨噬细胞是机体固有免疫和获得性

免疫反应的关键调节者，在炎症反应中发挥重要作

用，是宿主防御的第一道防线。除了这些众所周知

的功能外，巨噬细胞在维持机体内稳态方面也发挥
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着重要作用，其可参与血管形成、组织创伤修复、组

织重建和肿瘤形成等［７］。既往研究表明，清除巨噬

细胞可明显减少血管生成，相反，特异性趋化巨噬细

胞则可促进组织血管生成［８９］。具体到视网膜新生

血管形成方面，缺血缺氧一直是其形成的基本原因，

然而近年来研究发现多种因素，如炎症、氧化应激、

凋亡等均参与了其形成过程，且巨噬细胞在这些因

素中扮演着多种角色［３，１０１１］。在视网膜应激状态下，

血液、睫状体、玻璃体、脉络膜、视神经处的单核巨
噬细胞能很快移行到受损处视网膜，发挥其促进或

抑制新生血管形成的功能［１２１４］。本研究旨在探究巨

噬细胞在氧诱导视网膜新生血管形成中的作用。

Ｍｉｃｈａｅｌ等［１１］认为参与视网膜新生血管形成的

巨噬细胞并非局部增殖，而是由血液来源的。因此

本研究采用腹腔注射氯膦酸二钠脂质体的方法，以

清除小鼠全身巨噬细胞。该药物可被巨噬细胞特异

性摄取，通过吞噬作用介导其在巨噬细胞内的毒素

释放，从而诱发巨噬细胞特异性凋亡，而不会对其他

细胞如血管内皮细胞等造成毒副作用。该药物注射

后，外周血和组织中的巨噬细胞数目会明显减少，并

持续２４～４８ｈ，是清除单核巨噬细胞安全有效的方
法［１４１６］。本研究结果也显示，腹腔注射４次氯膦酸
二钠脂质体后，小鼠全身（脾脏免疫荧光染色）及视

网膜局部Ｆ４／８０阳性巨噬细胞数目减少，视网膜Ｆ４／
８０ｍＲＮＡ表达下降，视网膜局部巨噬细胞清除率达
（７９．５３±１．０２）％。

本研究观察到，与常氧对照组和 ＯＩＲ模型组相
比，清除巨噬细胞的 ＯＩＲ组小鼠视网膜无血管区和
新生血管簇显著减少、异常血管形态减轻、视网膜出

血不明显、未见玻璃体内出血等，表明清除全身巨噬

细胞后小鼠ＯＩＲ减轻，提示巨噬细胞在视网膜新生
血管形成中具有促血管形成的作用。分析其机制为

巨噬细胞可能通过多种途径促进视网膜新生血管形

成，包括其释放促血管形成细胞因子影响血管生

成［１３］，通过与视网膜其他细胞相互作用促进血管生

成祖细胞参与血管发生［１５，１７］，或其自身直接参与构

成新生血管等［１８］。

本研究结果证实，巨噬细胞对氧诱导视网膜新

生血管形成具有促进作用，这一结果有利于深入理

解炎症在视网膜新生血管性疾病中的作用，对揭示

视网膜新生血管性疾病的发病机理、发现干预新靶

点具有重要的理论和现实意义。
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