
1 青光眼简介

“青光眼（glaucoma）”这一术语源自希腊语

“glaukós”，指绿色或浅灰色的，因此又称为绿内障，

是一种常见的视网膜神经退行性疾病［1］。尽管该疾

病的病理生理学过程仍不完全明确，但其与眼压

（intraocular pressure，IOP）升高、视网膜神经节细胞

（retinal ganglion cell，RGC）死亡以及视神经轴突变

性的相关性已得到证实［2］。青光眼是世界范围内导
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致不可逆失明的主要原因，预计到 2040年，青光眼

患者将达到 1.118亿［3］。青光眼有几个已知的危险

因素，如眼压升高、家族史、高度近视以及心血管疾

病等，其中眼压升高是最重要的危险因素。然而，

在眼压正常或治疗后恢复正常眼压的青光眼患者

中，神经退行性变仍可能继续进展。神经损伤的发病

机制多种多样，包括谷氨酸所致的神经毒性、一氧化

氮以及神经炎症和神经保护调节的失衡等［4］。

鉴于此，青光眼一直是眼科疾病临床前和临床

研究中的热点和难点。青光眼临床前研究主要依

赖动物模型，利用动物模型模拟人类青光眼的发生

发展过程，研究其危险因素、发病机制，以促进抗青

光眼药物的开发和治疗手段的改进。按不同的分

类方法，当前青光眼动物模型可分为急性、慢性模

型，高眼压、正常眼压模型，体内、体外模型，以及自

发产生或诱导产生的模型等［5］。本文将介绍当前青

光眼动物模型建立的方法及在青光眼研究中的应

用，以期改进当前青光眼动物模型，并为新模型的

构建提供思路和启发。

2 青光眼动物模型

2.1 自发型青光眼动物模型

自发型青光眼动物模型是动物自发产生（遗

传）或者人为对其进行基因改造（转基因）得到的，

对青光眼临床前体内研究具有重要价值。遗传性

青光眼的发生常见于比格犬等多个犬种，其中比格

犬原发性青光眼是一种常染色体隐性遗传病，多在

9~18个月大时发病［6］。多个种属的转基因动物自发

型青光眼模型已得到广泛应用，包括犬、小鼠、鸡、

家兔等，其中以小鼠研究和应用最多。小鼠眼球在

多个方面与人眼相似、发育周期短、价廉，可以根据

造模需求进行青光眼相关致病基因的插入、敲除、

修饰等转基因操作，成为研究青光眼发病的分子机

制、遗传学因素及药物治疗机制等较为理想的动物

模型。但是小鼠眼球小，相关眼科检查和检测难度

较大，限制了小鼠青光眼模型的发展。DBA/2J小鼠

是背景信息最丰富的小鼠模型之一，与人类青光眼

有许多相似之处，作为一种年龄依赖性的遗传性高

眼压青光眼模型被广泛用于青光眼研究。其自发

出现前节异常（前房加深、角膜水肿等）、虹膜萎缩、

虹膜外周粘连和色素分散，导致眼压约从 8月龄开

始升高，具有典型的青光眼损伤特点，但不同小鼠

间RGC损伤的程度有很大差别［7-8］。有研究报道视

网膜中过表达Norrin的转基因小鼠（Pax6⁃Norrin）与

DBA/2J小鼠杂交得到DBA/2J/Pax6⁃Norrin小鼠，1岁
DBA/2J/Pax6⁃Norrin组小鼠的视神经轴突存活率明

显高于同窝DBA/2J组，该研究为青光眼治疗提供了

一个可能的新靶点［9］。转基因青光眼动物的主要优

点在于个体间眼压升高、视网膜和视神经损伤等方

面的反应更加一致，个体差异小。更重要的是，转

基因动物的使用有助于识别引起疾病的基因座之

间的相互作用。

除了自发型高眼压青光眼模型，自发的正常眼

压青光眼（normal tension glaucoma，NTG）小鼠模型

也有研究报道。谷氨酸/天冬氨酸转运体（glutamate/
aspartate transporter，GLAST）和兴奋性氨基酸载体 1
（excitatory amino acid carrier 1，EAAC1）的缺失可导

致RGC自发死亡和视神经退行性变，不伴随眼压升

高，病理过程与NTG类似。Harada等［7］总结了目前

已经建立的多种青光眼动物模型，包括GLAST敲除

小鼠、EAAC1敲除小鼠、视神经蛋白 E50K敲入小

鼠、DBA/2J小鼠和实验性诱导模型，并分析了各自

的优点和局限性。其中GLAST敲除小鼠、EAAC1敲
除小鼠和视神经蛋白 E50K敲入小鼠虽然发生了

RGC变性，但眼压表现正常，这些小鼠的视网膜变

性始于 3~5周龄，具有比人类青光眼预期更早更快

的时间进程。高眼压模型的研究结果对NTG也是有

用的，综合考虑NTG模型和高眼压模型治疗的结果

可能会促进针对非眼压因素的新治疗方法的开发。

2.2 诱导型青光眼动物模型

诱导型青光眼动物模型是通过一定诱因人为

诱导实验动物发生青光眼而得到的，是研究青光眼

发病机制及药理药效的重要手段。与自发型模型

相比，其优势在于，在同一只动物中提供了一个对

照眼，即一只眼睛接受诱导，另一只眼睛作为对照，

大大节省了动物使用量。为开展对照实验创造了

合适的条件，将解决自发型青光眼模型的发病时机

和疾病过程难以控制的问题。

2.2.1 眼压依赖性青光眼动物模型

眼压依赖性青光眼动物模型，即动物眼压随着

诱导因素的施加而升高，表现为高眼压，伴或不伴

有RGC凋亡、视神经轴突变性等视神经损害。由于

当前高眼压症的动物模型研究较少，本文所述眼压依

赖性青光眼动物模型仅指伴高眼压的青光眼动物模

型。眼压依赖性动物模型的建立方法多种多样，但目

前单个模型仅能模拟某一种类型青光眼的疾病表型，

或其表型某一方面的特点。因此，建立相似性高、标

准化、可重复、适用、可控、易行、经济的高眼压模型对
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青光眼基础及临床研究具有重要意义。

高眼压被认为是青光眼最主要的危险因素，大

多数的青光眼模型都是通过阻止房水排出而升高

眼压。房水处于动态循环中，它由睫状体的睫状突

上皮产生后到达后房，通过瞳孔进入前房，然后由

前房经小梁网进入Schlemm管，再经集液管和房水静

脉最后进入巩膜表层的睫状前静脉而回到血液循环，

为压力依赖性外流途径。另有少部分房水从葡萄膜

巩膜途径引流（占10%~20%）或经虹膜表面隐窝吸收

（微量），为非压力依赖性排出途径。房水循环通道任

一部位受阻，都将导致眼压升高［10］，因此模型建立的

关键部位主要为小梁网及上巩膜静脉［5］。

2.2.1.1 前房注射特定物质

通过向实验动物前房内注射一定量的特定物

质，增加房水外流阻力或者堵塞小梁网，从而减缓

或阻断房水流出，导致眼压升高。目前文献报道的

用于前房注射的物质包括透明质酸钠、甲基纤维

素、复方卡波姆、微球、水凝胶、自体血细胞、S⁃抗原

等。Yu等［11］通过向Sprague⁃Dawley大鼠前房单次注

射 7 μL由羧甲基透明质酸和聚乙二醇二丙烯酸酯

以 4∶1的比例预先混合而成的原位交联水凝胶，来

升高其眼压。并评估了与青光眼相关的重要视觉

功能变化、常见降眼压药物的降压效果以及原位交

联水凝胶前房注射对角膜内皮的安全性影响。闪

光 视 觉 诱 发 电 位（flash visual evoked potential，
FVEP）的 P1潜伏期和振幅变化表明该模型能有效

诱导视神经功能损害。除匹罗卡品的降压效果不

明显，其余所评估的药物均有效。第 2、4和 8周对

角膜内皮的组织学分析、TUNEL和CCK⁃8检测结果

与对照组相比无显著性差异。因此，认为前房单次

注射水凝胶对高眼压青光眼的建模有效，对多数常

用的降眼压药物有反应，且对角膜内皮无毒性。

Hazlewood等［12］向 3月龄C57BL/6J小鼠右眼前房注

射2 μL粒径为6 μm聚苯乙烯微球和1 μL透明质酸

钠，诱导眼压升高。从注射微球的当天，饲喂小鼠

含或不含替米沙坦的固体颗粒饲料。尽管两组小

鼠 IOP升高的幅度和持续时间相似，但相比替米沙

坦治疗小鼠，未喂食替米沙坦的小鼠视神经轴突的

变性率显著增加（49.00% vs. 0.58%），表明替米沙坦

具有一定的神经保护作用。

相对于聚苯乙烯或乳胶微球，可以定向吸引的

磁性微球和方便观察的荧光微球，因为具有注射后

可被定向吸引至房角，不会大量积聚于瞳孔区而影

响通过瞳孔的眼底检查和便于观察微球的分布位

置等优点，越来越多被应用。更为重要的是，使用

磁性微球时仅需要更少的注射次数即可实现眼压

持续升高，大大提高了实验结果的可靠性。Tribble
等［13］向 Brown Norway 大鼠前房单次注射 6~8 μL
（1.6×106个/μL）直径 4.5 μm的环氧树脂磁性微球，

并使用手持磁铁吸引使其堵塞房角，结果发现

Brown Norway大鼠磁性微球模型再现了人类青光眼

的许多临床相关特征，表现出与人类青光眼相似的

RGC退行性变、相一致的血管损害以及伴有高眼压

的眼球整体尺寸扩大。

2.2.1.2 类固醇诱导

高眼压是临床上眼科应用慢性类固醇药物治

疗时最常见的并发症，约 90%的青光眼患者和 30%
的疑似青光眼患者在使用类固醇制剂治疗4周后出

现了中度眼压升高。类固醇诱导的青光眼模型类

似于原发性开角型青光眼（primary open angle glau⁃
coma，POAG），患者小梁网的形态变化，房水流出受

阻。在一些动物模型中使用类固醇诱导小梁网变

性已被广泛报道，局部、全身和眼周等途径给予类

固醇制剂均可导致动物模型眼压升高［14］。Rybkin
等［15］总结了从啮齿类动物到灵长类动物的体外细

胞和器官培养以及体内动物模型，用于研究类固醇

诱导眼压升高在特定方面的优点和局限性，并提供

了这些模型系统用于理解类固醇诱导高眼压的例

子。尽管体外模型无法完全模拟体内的复杂性，但

它们对于了解类固醇诱导高眼压的分子机制，以及

筛选针对性的治疗药物都不可或缺。了解每种模

型的优点和局限性，对于选择最佳系统来解决问题

至关重要，将推动对类固醇诱导眼压升高的病理生

理学机制的理解。

2.2.1.3 激光光凝房水流出通道

通过激光单独或联合光凝小梁网、角膜缘静脉

丛和巩膜外血管等房水引流相关组织，减少房水流

出，可导致眼压升高。12~16周龄、体重 40~45 g的
雄性Swiss白化小鼠麻醉后，左眼接受二极管激光光

凝。激光束直接瞄准并发射到角巩膜缘和上巩膜静

脉，不透过任何透镜。激光光斑大小为50~100 μm，

照射时间 0.5 s，输出功率为 0.3 W，每只眼睛光凝

55~76处。光凝后第 1~3天，激光眼的眼压显著高

于对照眼，差异有统计学意义（P < 0.01）；第5天，眼

压开始下降，第7天接近对照眼眼压值［16］。为了探讨

激光诱发的高眼压对食蟹猴视锥细胞和视网膜厚度

的长期影响，Liu等［17］用氩激光光凝5只雄性食蟹猴

右眼，左眼作为对照眼。激光光斑大小50 μm，功率
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11.5 W，暴露时间 0.5 s，在小梁网中段光凝烧伤

60~150处。首次光凝 2周后，对眼压低于 30 mmHg
的食蟹猴，再对剩余的小梁网进行激光光凝。激光

眼反复给予激光光凝后，高眼压可维持数年。6年

后行光学相干断层扫描（optical coherence tomogra⁃
phy，OCT）和蓝色背景下红色闪光的视网膜电图

（electroretinogram，ERG）检查。结果显示，和对照眼

相比，激光眼视盘杯盘比增大；神经纤维层和神经

节细胞复合体明显变薄；明视负波 ERG的平均振

幅、平均最大圆锥框幅均显著降低。表明激光诱发

的长期高眼压影响了食蟹猴视锥细胞作为光感受

器的功能。

激光诱导的青光眼模型相对可靠、简单，是研

究青光眼视神经保护的一种很好的方法，但该方法

需要昂贵的设备和对操作人员专门的训练，需要多次

重复激光操作才能维持较长时间高眼压。不同物种

对激光能量的吸收也不同，使用时需要摸索激光参

数。此外，眼压升高的幅度和持续时间差别也很大，

也可能会引起前房积血和角膜水肿等眼部炎症［14］。

2.2.1.4 上巩膜静脉注射高渗生理盐水

将高渗生理盐水注入巩膜表面静脉使小梁网

硬化，房水流出阻力增加，可引起实验动物眼压升

高，其中最常使用的动物是大鼠。Morrison等［18］详述

了Brown Norway大鼠巩膜静脉注射操作的过程和技

巧，在眼睛的赤道部放置一个塑料环，塑料环留有一

个缺口便于注射目标静脉，同时阻塞所有引流的血

管，避免高渗生理盐水大量流失。尽量选择较大、分

支少的上巩膜静脉，将其仔细与巩膜分离后，插入一

个连接注射器的玻璃微针，缓慢注射 50 μL浓度为

1.5~2.5 mol/L的高渗盐水。盐水逆行进入 Schlemm
管并穿过小梁网进入眼睛，角膜周围血管丛变白、前

房加深，由此产生炎症和前房角、小梁网瘢痕。刚开始

眼压可能低于正常值，但随着房水生成恢复和前房角

瘢痕的形成，术后7~10 d眼压将开始高于正常水平。

除了包括操作所必需的设备和具体方法等注

射技术之外，大鼠品系的选择、高渗盐水的浓度范

围、眼压测量的时间和频率、眼压升高的峰值和持

续时间、视神经损伤模式等也有文献报道［19］。高渗

盐水模型依赖于房水流出的解剖结构，小梁网和前

房角产生瘢痕，房水流出梗阻导致眼压升高，这可

能会重现人类青光眼角膜、巩膜和视盘的应力和张

力的特征。此外，眼压升高的过程是渐进性的，仔

细规划和记录眼压，捕捉峰值和中度眼压，可减少

获得准确眼压病史的难度，而且可以获得良好的眼

压变化与神经损伤的相关性。因此，该模型可以被

用来研究压力诱发的视神经损伤机制，并评估潜在

的神经保护疗法。

2.2.1.5 激光、烧灼或结扎上巩膜静脉

房水从Schlemm管和集合管引流汇入上巩膜静

脉，然后进入静脉循环，因此，可以通过激光、烧灼

或结扎来封闭两条或多条上巩膜静脉，减少房水流

出，从而增加眼压。眼压升高的幅度取决于所封闭

的上巩膜静脉的数目。两种或两种以上的上巩膜

静脉封闭术会导致长期的眼压升高和 ERG改变。

一次烧灼上巩膜静脉的成功率为 36%~100%，可使

眼压持续升高10 d至24周，而联合上巩膜静脉结扎

术可使眼压持续升高6个月以上［20］。

激光光凝上巩膜静脉产生高眼压的原理与上

巩膜静脉烧灼法类似，烧灼法需烧灼 2~3 mm的上

巩膜静脉，烧灼范围较大；而激光可光凝1 mm以内

的上巩膜静脉，光凝范围较小，由于小鼠眼球小、巩

膜薄，使得激光光凝巩膜上静脉建立高眼压模型的

方法特别适用于小鼠［21］。Zhang等［22］比较了单纯巩膜

外静脉闭塞和合并2700角膜缘血管闭塞的5~8周龄

CD1小鼠激光光凝诱导眼压升高的差异。单纯或联

合激光光凝后，IOP在术后1~6 d内显著升高，在7 d
恢复到基线水平；前段OCT检查显示单纯或联合激

光前，房角粘连较少，角膜缘血管正常；单纯或联合

光凝后角膜厚度均明显增加，前房未检出炎性细

胞，视网膜神经纤维层（retinal nerve fiber layer，RN⁃
FL）厚度和RGC密度均显著降低。结果显示，单纯

激光巩膜外静脉和合并激光 2700角膜缘血管的两

种激光方法的检测结果无显著性差异。

2.2.1.6 环角巩膜缘缝合

环角巩膜缘缝合是一种简单、微创、经济有效

的方法，可诱导大鼠和小鼠高眼压，导致神经节细

胞损伤。升高眼压的机制可能是改变了虹膜根部、

睫状肌、脉络膜和巩膜间隙的生理功能，破坏了葡

萄膜巩膜流出途径。缝线压迫导致睫状肌内的间

距减小，巩膜突对房水的泵送减少，从而减少房水

流出。其他机制包括对巩膜内静脉和巩膜浅层静

脉丛的压迫，从而升高上巩膜静脉压，进而导致眼

压升高［23］。Long Evans大鼠和C57BL/6小鼠在全身

麻醉的情况下，分别用 7/0和 10/0尼龙缝合线在眼

球赤道部周围的结膜上进行环形缝合，不穿透巩

膜，打一个活结将缝合线系紧。通过调节活结的松

紧度，以达到目标眼压。大鼠的 IOP可维持稳定升

高至少8周，小鼠的 IOP可维持升高12周，同时暗视
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阈 值 反 应（positive Scotopic Threshold Response，
pSTR）、RNFL厚度和RGC密度降低。更为重要的

是，该模型可以在需要时拆除缝线，使眼压恢复到

基线值。眼压正常化可能有助于研究可逆及不可

逆RGC损伤的细胞和分子相关性机制［24］。有研究

比较了CD1小鼠激光光凝上巩膜静脉和角膜缘血

管、环角膜缘缝合所引起的 IOP和视网膜病变。根

据即刻眼压峰值的水平，环角膜缘缝合模型又分为

急性（>55 mmHg）和慢性（<55 mmHg）。激光组 IOP
在 5 h达到峰值，7 d内恢复正常。所有缝合组 IOP
最初即出现峰值并逐渐下降，但在第 7天时仍显著

升高。与慢性缝合模型相比，急性缝合模型在 7 d
内产生RNFL和RGC的快速丢失，这可能是由于缝

合后数小时内视网膜缺血再灌注所致。激光模型

介于急性和慢性缝合模型之间，RNFL和RGC损失

比急性缝合模型少，但明显多于慢性缝合模型。这

些结果提示，在应用环角膜缘缝合模型时，首先要

考虑初始眼压峰值，并根据不同的研究目的，合理

选择急性和慢性模型［25］。

2.2.2 眼压非依赖性青光眼动物模型

同样地，眼压非依赖性青光眼动物模型，即动

物眼压不随着诱导因素的施加而升高，表现为正常

眼压，但多伴有视神经损害。临床上单纯控制眼压

的治疗方法并不能完全阻止青光眼恶化，因此，直

接损伤视神经或视网膜的非眼压依赖性青光眼动

物模型也被广泛研究和应用，旨在解决和研究这些

特定的与压力无关的病理生理机制。在眼压未升

高的情况下，基于视网膜和视神经损伤的动物模型

在很大程度上是通过直接诱导眼结构损伤来实现

的。这些直接损伤模型与青光眼发生发展的进程

并不接近，然而却是研究青光眼发病所涉及的细

胞和分子机制以及研究神经保护策略的有用工

具。Pang等［26］全面总结了已经开发的啮齿类动物

眼压非依赖性动物模型，包括视神经横断或挤压

模型、视网膜缺血再灌注损伤模型、玻璃体注射兴

奋性毒性物质（如谷氨酸、N⁃甲基天冬氨酸、内皮

素⁃1等）诱导的RGC损伤模型等，并对视网膜缺血

再灌注模型建立的不同方法进行了详细介绍。

研究报道，眼压升高可诱导自体反应性T细胞

渗入视网膜，通过与表达热休克蛋白（heat shock
protein，HSP）的 RGC发生交叉反应而导致神经变

性，HSP被鉴定为与青光眼小鼠和人青光眼患者 T
细胞反应的靶抗原。此外，正常眼压青光眼患者的

HSP27和HSP60特异性 T细胞也增加，表明上述发

现可能与青光眼患者有关［27］。为了能够更准确地

分析人类青光眼患者的免疫反应改变，建立了一种

实验性自身免疫性青光眼模型。用HSP27、S100B
等抗原免疫该模型诱导青光眼样损伤，在眼压未改

变的情况下，大鼠表现出RGC损伤和丢失、视神经

退行性变［28-29］。

3 总结和展望

青光眼发病机制复杂，涉及多种因素。选择能

紧密代表人类青光眼特点的动物模型是将临床前

研究成功转化为临床实践的关键，本文从自发产生

和人为诱导以及眼压是否升高的角度，对常见的青

光眼动物模型进行了介绍。啮齿类动物应用最多，

家兔、非人灵长类、犬、小型猪、猫、斑马鱼也都有应

用。可以看出，目前可用的模型仅能确保视神经的

低至中度损伤，结果差异大，重复性差，甚至在同一

只动物的两只眼睛之间也是如此。模型建立大多

使用幼年动物，忽略了疾病的危险因素与患者年龄

的增加直接相关这一因素，可能会改变研究结果，

阻碍对疾病的认识和临床转化［30］。

理想的青光眼动物模型应能概括人类青光眼

的形态学、生化和病理生理改变，具有类似的生物

学机制以及对治疗药物有类似的反应。而当前的

青光眼动物模型远远达不到此要求，如何改进或开

发新的模型将是今后青光眼临床前研究的重点。

首先，需要精确、可重复、非麻醉和无创的眼压测量

方法，并进行实时监测。其次，CRISPR⁃Cas9技术、

干细胞技术、体外芯片模型等技术的应用将极大地

推动青光眼临床前研究。例如，利用CRISPR⁃Cas9
技术编辑某些疾病患者多能干细胞中突变的基因，

以中和突变，该项技术正被用于小鼠青光眼模型研

究［31］。最后，随着对青光眼发病机制的进一步了

解，临床技术的提高也将有助于青光眼的诊断和临

床分类，并应用到动物模型中去。
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