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摘要
目的:探索制作可以自动控制氧浓度的小鼠饲养箱的可行
性ꎬ为制作早产儿视网膜病变模型提供帮助ꎮ
方法:用粘合剂将有机玻璃粘合成透明密闭玻璃箱ꎬ前面
设置开口便于放入和取出饲养小鼠的笼子ꎬ侧面设通风
口ꎬＫＹ－２Ｆ 型数字显示控氧仪置于玻璃箱顶部ꎬ其氧气探
头和通过电磁阀的送气管从玻璃箱顶部接入箱内ꎬ连接控
氧仪和电磁阀ꎬ用视网膜铺片和 ＨＥ 染色两种方法验证造

模效果ꎮ
结果:氧箱饲养的 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 新生小鼠第 １７ｄ 视网膜形成
无灌注区并有新生血管生成ꎬＨＥ 染色示视网膜新生血管
突破内界膜ꎮ
结论:本方法制作的可控制氧浓度的小鼠饲养箱简单易

做、效果可靠ꎮ
关键词:早产儿视网膜病变ꎻ动物模型ꎻ新生血管
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０引言
自从 １９９４ 年 Ｓｍｉｔｈ 等[１] 将 早 产 儿 视 网 膜 病 变

(ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ ｏｆ ｐｒｅｍａｔｕｒｉｔｙꎬ ＲＯＰ)小鼠动物模型标准化以
来ꎬ涌现出了许多以该模型为载体的 ＲＯＰ 相关基础研究ꎬ
为深入认识和更好防治 ＲＯＰ 起了很大推动作用[２－５]ꎮ 在
制作 ＲＯＰ 小鼠模型时ꎬ如何保持新生小鼠稳定持续暴露

在 ７５％±２％的氧浓度是实验成败的关键ꎬ我们在实验过
程中自行研制了一种简单实用的氧浓度可控制小鼠饲养
箱(专利号:ＺＬ ２０１０ ２ ０６４７６９５􀆰 Ｘ􀆰 )ꎬ效果显著ꎬ性能稳
定ꎬ现报告如下ꎮ
１材料和方法
１􀆰 １材料　 数字显示控氧仪(ＫＹ－２Ｆ 型ꎬ常州恒隆仪器有
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图 １　 氧浓度可控制小鼠饲养箱模式图ꎮ

图 ２　 氧浓度可控制小鼠饲养箱内面观 ꎮ

限公司)、电磁阀(２Ｗ－０２５－０８ꎬ中国德力西控股集团有限
公司)、有机玻璃(５ｍｍꎬ西安久力恒亚克力制品有限公
司)、有机玻璃粘合剂(三氯甲烷ꎬ湖南恒隆石油化工有限
公司)、氧气减压器(ＹＱＹ－３４２ꎬ上海减压器厂)ꎮ
１􀆰 ２方法　 (１)用玻璃胶粘合制作有机玻璃饲养箱ꎬ正
面开口ꎬ供饲养小鼠的笼子出入ꎬ开口的周围凿旋转螺
丝孔ꎬ便于固定封口的密封盖ꎬ侧面有通风口ꎬ通风口处
安装一个阀门ꎬ控制通风口大小ꎬ平衡饲养箱内外压力ꎮ
(２)从顶部向饲养箱内接入 ＫＹ－２Ｆ 型数字显示控氧仪
的氧气探头和输送氧气的送气管ꎬ送气管由电磁阀控
制ꎮ (３)连接测氧仪和电磁阀ꎮ (４)通过测氧仪上的参
数设置按钮ꎬ设定测氧仪正常范围为 ７４％ ~ ７６％ꎬ当氧
分压低于 ７４％时ꎬ测氧仪发出指令ꎬ报警器发出报警
声ꎬ同时电磁阀开放ꎬ开始向饲养箱里输入氧气ꎬ当氧
分压高于 ７６％时ꎬ测氧仪发出指令ꎬ报警器发出报警
声ꎬ同时电磁阀关闭ꎬ停止输入氧气ꎬ最终维持氧分压
在 ７４％ ~ ７６％ (图 １、２) ꎮ
１􀆰 ２.１鉴定方法　 将出生第 ７ｄ Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 小鼠连同母鼠以
窝为单位分成两组ꎬ每组 ６ 只ꎬ一组在正常环境中饲养
１０ｄꎬ另一组放于高氧箱内连续饲养 ５ｄꎬ再在正常环境中
饲养 ５ｄꎮ 第 １７ｄ 每组 ３ 只新生小鼠用氯胺酮(６０ｍｇ / ｋｇꎬ
北京双鹤药业股份有限公司)和赛拉嗪(１８ｍｇ / ｋｇꎬ吉林省
方正动物药业有限责任公司)麻醉新生小鼠ꎬ剪开左侧肋
骨ꎬ暴露心脏ꎬ向左心室内注射荧光素标记的高分子量右
旋糖酐(５０ｍｇ / ｍＬꎬＳｉｇｍａ)ꎬ解剖出眼球ꎬ避光在 ４％多聚甲
醛(博士德生物工程有限公司)固定 ２４ｈ 后解剖出视网
膜ꎬ平铺固定在载玻片上ꎬ荧光显微镜观察照相ꎮ 第 １７ｄ
每组另外 ３ 只新生小鼠视网膜做 ＨＥ 染色ꎬ具体方法为新
生小鼠麻醉后解剖出眼球(不暴露心脏)ꎬ４％多聚甲醛
(博士德生物工程有限公司)固定 ２４ｈ 后ꎬ石蜡包埋切片ꎬ
ＨＥ 染色观察玻璃体腔视网膜新生血管生成情况ꎮ
１􀆰 ２.２视网膜新生血管量化　 在高氧条件下ꎬ未发育成熟

图 ３　 视网膜分区模式图(相邻分区线的距离相同)ꎮ

图 ４　 正常新生小鼠第 １７ｄ 视网膜铺片(结合荧光素的高分子
量右旋糖酐心脏灌注):视网膜无灌注区和新生血管生成(×４)ꎮ

图 ５　 高氧条件下第 １７ｄ 新生小鼠视网膜铺片(结合荧光素的
高分子量右旋糖酐心脏灌注):视网膜血管大片无灌注区和新生
血管生成(×４)ꎮ

的新生小鼠视网膜ꎬ在血管化过程中生成了病理性新生血
管、新生血管芽和新生血管突[６－８]ꎮ 尽管这些新生血管芽
和新生血管突可能分布不一致ꎬ但是如果将视网膜用不同
半径的同心圆分成四个区(以视盘为中心ꎬ分别以视盘到
视网膜边缘距离的 １ / ４、２ / ４、３ / ４ 和 ４ / ４ 为半径画圆ꎬ将视
网膜分成Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ四个区)ꎬ通过计数不同区的新生
血管芽和新生血管突ꎬ可以反映氧诱导视网膜病变的严重
程度[９](图 ３)ꎮ
２结果
２􀆰 １视网膜铺片　 第 １７ｄ 正常环境中饲养的 ３ 只 Ｃ５７ＢＬ /
６Ｊ 新生小鼠视网膜大血管走形正常ꎬ无迂曲扩张ꎬ小血管
分布均匀ꎬ无无灌注区和新生血管生成ꎬ而高氧组 ３ 只
Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 新生小鼠视网膜大血管迂曲扩张ꎬ小血管分布
不均匀ꎬ后极部视网膜大片无灌注区形成ꎬ周围大量新生
血管生成(图 ４、５)ꎮ
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图 ６　 视网膜无灌注区与全部视网膜面积的比值:正常氧条件
下新生小鼠视网膜无无灌注区形成ꎬ而高氧条件下新生小鼠视
网膜无灌注区面积为 ３３. ０７％ꎮ

图 ７　 视网膜新生血管突在视网膜不同区域的分布:正常氧条
件下新生小鼠视网膜没有新生血管突生成ꎬ而高氧条件下新生
小鼠视网膜大量新生血管突生成ꎬ且主要位于 ＩＩ 和 ＩＩＩ区ꎮ

图 ８　 视网膜新生血管丛在视网膜不同区域的分布:正常氧条

件下新生小鼠视网膜没有新生血管丛生成ꎬ而高氧条件下新生
小鼠视网膜大量新生血管丛生成ꎬ且主要位于 ＩＩ 和 ＩＩＩ区ꎮ

２􀆰 ２视网膜新生血管量化分析　 正常 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 新生小鼠
在第 １７ｄ 已经完成视网膜血管化ꎬ无无灌注区、视网膜新
生血管突和新生血管丛生成ꎬ而经过高氧环境诱导的
Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 新生小鼠ꎬ第 １７ｄ 视网膜中央大片无灌注区生
成(３３􀆰 ０７％)ꎬ并有新生血管突和新生血管丛生成ꎬ且主要
聚集在Ⅱ区(４０􀆰 ２７％)和Ⅲ区(４４􀆰 ９７％)ꎬ而Ⅰ区(４􀆰 ３６％)
和Ⅳ区(１０􀆰 ４０％)较少(图 ６~８)ꎮ
２􀆰 ３视网膜切片比较　 正常环境中饲养的 ３ 只 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ
新生小鼠ꎬ第 １７ｄ 视网膜结构规整ꎬ内界膜完整ꎬ神经节细
胞层为单层细胞结构ꎬ主要由神经节细胞核组成ꎬ血管结
构可见ꎬ但是少且排列整齐(图 ９)ꎻ饲养箱内高氧诱导的
Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 新生小鼠ꎬ第 １７ｄ 视网膜神经纤维层结构紊乱ꎬ
内界膜不完整ꎬ为长入的新生血管破坏ꎬ部分增生的血管
内皮细胞长入玻璃体腔ꎬ形成管腔样结构ꎬ由于血管内皮
等细胞的增生ꎬ单层的细胞结构变为多层ꎬ并且排列不规
则(图 １０)ꎮ
３讨论

目前国内从事 ＲＯＰ 基础研究很多ꎬ制作该动物模型
时建立高氧环境常有以下几种方法:(１)给小鼠饲养箱内
间断人工充氧ꎬ用测氧仪间断测定饲养箱内氧浓度ꎻ(２)
用高压氧舱饲养小鼠ꎻ(３)购置进口控氧仪(ＰＲＯ－ＯＸ １１０

图 ９　 正常新生小鼠第 １７ｄ 视网膜 ＨＥ 染色: 视网膜内界膜完
整ꎬ没有新生血管长入(×１００)ꎮ

图 １０　 高氧诱导后第 １７ｄ新生小鼠视网膜ꎬ视网膜内界膜不规
整ꎬ新生血管突视网膜内界膜规整ꎬ无新生血管突破(ＨＥ 染色×
１００)ꎮ

ｃｈａｍｂｅｒ ｏｘｙｇｅｎ ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｒꎬ Ｂｉｏｓｐｈｅｒｉｘ Ｌｔｄꎬ Ｒｅｄｆｉｅｌｄꎬ ＮＹ)ꎮ
这些方法存在很多现实问题ꎬ测氧仪间断测量饲养箱内氧
浓度ꎬ很难保持饲养箱内氧浓度稳定ꎬ费时费力ꎬ还容易影
响实验结果稳定性ꎻ进口控氧仪控氧性好ꎬ但是价格昂贵ꎬ
一般研究人员很难有充足的实验经费购买这种设备ꎻ高压
氧舱控氧效果理想ꎬ但是专门为动物实验购买这种昂贵仪
器的可能性更小ꎬ同时维持仪器正常运转的费用高昂ꎬ专
门借用可能性也不大ꎮ 基于上述原因ꎬ研制氧浓度可控性
好、价格实惠的小鼠饲养箱ꎬ对成功制作 ＲＯＰ 动物模型具
有明显实用价值ꎮ

ＫＹ－２Ｆ 数字显示控氧仪由氧电极、放大器、模拟比较
器和报警器四部分组成ꎬ其中氧电极以铂金为阴极ꎬ氯化
银为阳极ꎬ并以聚四氟乙烯为渗透隔离膜ꎬ气体中的氧气
可以透过薄膜到达阴极ꎬ在 ６５０ｍＶ 的极化电压下发生化
学反应ꎬ并快速达到平衡ꎬ同时产生一个极限扩散电流ꎬ此
电流大小与气体中的氧分压成正比ꎬ因此可以感受周围环
境中的氧分压变化ꎮ 产生的电流一部分通过显示屏ꎬ显示
所测气体的氧气含量ꎬ另一部分通过模拟比较器推动继电
器ꎬ当氧气含量超过设定值时仪器发出声光报警ꎬ同时向
电磁阀输出电流ꎮ

电磁阀是利用电磁感应原理ꎬ控制阀门开启或关闭的
自动化基础元件ꎬ在本研究中ꎬ它可以调整氧气瓶向饲养
箱里输送氧气的流量和速度ꎬ当数字控氧仪产生的电流流
入电磁阀里面的线圈时ꎬ由于电磁感应产生电磁力ꎬ当电
磁力大于电磁阀里弹簧对动铁芯的阻力时ꎬ动铁芯克服弹
力ꎬ和静铁芯直接吸和ꎬ阀门被打开ꎬ氧气进入氧箱ꎬ当数
字控氧仪没有电流流入电磁阀线圈时ꎬ线圈不能产生电磁
力ꎬ动铁芯在弹簧的弹力作用下离开静铁芯ꎬ阀门关闭ꎬ氧
气不再进入饲养箱ꎮ

有机玻璃饲养箱是根据有机玻璃对气体压力耐受程
度和便于观察而采用的ꎬ并参考小鼠饲养笼的尺寸设计饲

８０１１

国际眼科杂志　 ２０１９ 年 ７ 月　 第 １９ 卷　 第 ７ 期　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
电话:０２９￣８２２４５１７２　 　 ８５２６３９４０　 电子信箱:ＩＪＯ.２０００＠ １６３.ｃｏｍ



养箱的体积、出入口和通风口ꎬ最后用有机玻璃胶粘合而
成ꎮ 有机玻璃饲养箱接口密封处无氧气漏出ꎬ侧面透气孔
可以有效平衡饲养箱内外压力ꎬ避免饲养箱因箱内压力过
高而爆裂ꎬ顶部接入的控氧仪探头可以灵敏及时的感知饲
养箱内氧分压ꎬ并通过报警器上的显示器显示出来ꎬ同时
控氧仪还可以通过电磁阀ꎬ及时调控氧气管的开放和闭
合ꎬ最终使饲养箱内氧浓度稳定在设定范围ꎮ

ＫＹ－２Ｆ 数字显示控氧仪、电磁阀和有机玻璃的合理
组合ꎬ得到氧气浓度可以控制的小鼠饲养箱ꎬ通过与标准
测氧仪的比较ꎬ发现饲养箱上的测氧仪可以准确测量饲养
箱内氧分压ꎬ并及时将电信号发送给报警装置和电磁阀ꎬ
始终维持饲养箱里氧分压在需要范围内ꎬ为顺利进行试
验、消除误差和结果稳定奠定了基础ꎬ这也被以后的实验
结果所证实ꎮ

我们应用自己设计的氧浓度可控制小鼠饲养箱ꎬ按
照文献建议的方法[１ꎬ９] ꎬ６ 只在氧箱内饲养的 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ
新生小鼠ꎬ第 １７ｄ 视网膜全部诱导出了新生血管(３ 只新
生小鼠视网膜做 ＨＥ 染色ꎬ３ 只新生小鼠视网膜做铺
片)ꎬ而在正常环境中饲养的新生小鼠第 １７ｄ 视网膜完
全血管化ꎬ并且没有新生血管生成ꎬ并已有相关论文
发表[１０－１２] ꎮ

总之ꎬ该装置设计合理ꎬ控制饲养箱内氧分压快速准
确ꎬ相关部件全部国产ꎬ价格不贵ꎬ维修方便ꎬ既解决了间
断测氧的繁琐和不能维持饲养箱内氧分压始终在 ７５％左
右的缺点ꎬ又避免了购买高压氧舱和早产儿暖箱的高昂费
用ꎬ既满足了本研究需要ꎬ又可在其它相关研究使用ꎬ具有
一定推广价值ꎮ
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ｍｏｄｅｌ. Ｇｒａｅｆｅｓ Ａｒｃｈ Ｃｌｉｎ Ｅｘｐ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ ２００９ꎻ ２４７(９):１２０５－１２１１
１０ Ｚｈａｎｇ Ｈꎬ Ｗａｎｇ Ｘꎬ Ｘｕ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. １７β－ｅｓｔｒａｄｉｏｌ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ ｏｘｙｇｅｎ－
ｉｎｄｕｃｅｄ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ ｉｎ ｔｈｅ ｅａｒｌｙ ｈｙｐｅｒｏｘｉｃ ｐｈａｓｅ. Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ Ｒｅｓ
Ｃｏｍｍｕｎ ２０１５ꎻ４５７ (４): ７００－７０５
１１ Ｚｈａｎｇ ＨＢꎬ Ｓｕｎ ＮＸꎬ Ｌｉａｎｇ ＨＣꎬ ｅｔ ａｌ. １７ － Ａｌｐｈａ － ｅｓｔｒａｄｉｏｌ
ａｍｅｌｉｏｒａｔｉｎｇ ｏｘｙｇｅｎ － ｉｎｄｕｃｅｄ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ ｉｎ ａ ｍｕｒｉｎｅ ｍｏｄｅｌ. Ｊｐｎ Ｊ
Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ ２０１２ꎻ５６(４): ４０７－４１５
１２ Ｚｈａｎｇ ＨＢꎬ Ｓｕｎ ＮＸꎬ Ｌｉａｎｇ ＨＣꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ
１７ｂｅｔａ－ｅｓｔｒａｄｉｏｌ ｏｎ ｏｘｙｇｅｎ－ｉｎｄｕｃｅｄ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ ａｎｄ ｉｔｓ ｒｅｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｍａｌｏｎｄｉａｄｅｈｙｄｅ. Ｊ Ｂｉｏｍｅｄ Ｒｅｓ ２０１０ꎻ２４(２):１３８－１４４
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Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.１９ꎬ Ｎｏ.７ Ｊｕｌ. ２０１９　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２６３９４０　 Ｅｍａｉｌ:ＩＪＯ.２０００＠１６３.ｃｏｍ




