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　 　 【摘要】 　
 

作为合适的分子遗传操作哺乳动物模型,啮齿类动物凭借其多方面的优点,已被广泛应用于眼病

的实验模型中。 近年来在先前定性评估视觉方法的基础上,学者又提出了多种量化动物视觉的新方法。 本文将探

讨动物视觉电生理检测方法及其在啮齿类实验动物模型中的应用。
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【Abstract】　
 

Because
 

of
 

their
 

multiple
 

advantages
 

as
 

mammalian
 

models
 

for
 

molecular
 

genetic
 

manipulation,
 

rodents
 

have
 

been
 

widely
 

used
 

for
 

experimental
 

models
 

of
 

eye
 

diseases.
 

In
 

recent
 

years,
 

scholars
 

have
 

proposed
 

a
 

variety
 

of
 

new
 

method
  

to
 

quantify
 

animal
 

vision
 

based
 

on
 

previous
 

qualitative
 

method.
 

In
 

this
 

paper,
 

we
 

discuss
 

the
 

detection
 

method
  

used
 

in
 

animal
 

visual
 

electrophysiology
 

and
 

their
 

application
 

in
 

rodent
 

models.
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　 　 与人类相同,啮齿类动物属于哺乳纲中的一

目,但后者种类更多、分布范围更广,包含大鼠、小
鼠、豚鼠等常见的实验动物。 以鼠为例,每只鼠的

视网膜上约有 640 万个视杆细胞和 18 万个视锥细

胞,视杆细胞大约是视锥细胞的 35 倍[1] 。 虽然视杆

细胞和视锥细胞外节堆叠的盘状膜上均充满视觉

色素,但视杆细胞主要参与暗视觉以及黑白视觉的

形成,视锥细胞主要参与明视觉以及彩色视觉的形

成[2] 。 鼠视网膜以视杆细胞为主,决定了其夜间活

动的习惯,虽然空间分辨能力差,但有较高的光敏

度。 此外,鼠视网膜因具有明确的神经元亚型和独

特的回路,易于实现针对神经元回路功能的电生理

测量[3] 。
因与人类视觉系统的明显差异,即视锥细胞低
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丰度和黄斑缺失的特征,啮齿类动物并不适用于多

数人类视网膜疾病模型,如以进行性视锥细胞光感

受器丧失为特征的黄斑退行性变[4] 。 因此,啮齿类

动物曾被长期排斥在主流的视觉研究实验动物之

外。 然而,随着视觉系统研究逐渐向微观领域进

展,啮齿类动物作为合适的分子遗传操作哺乳动物

模型逐渐得以广泛应用[5] 。 同时,凭借对啮齿类动

物正常视觉行为的逐步认知及其在价格、繁殖、伦
理上的优点,如今的啮齿类动物已被广泛应用于眼

病的实验模型中[6-7] 。 因此,了解啮齿类动物的视

觉检测方法很有必要。
在相当长一段时间内,由于缺少对于啮齿类动

物视觉的定量测试手段,视觉测量一直未能在相关

研究中获得广泛应用。 近来随着啮齿类动物在视

觉研究领域热度的升高,视觉定量检测技术已经取

得了显著的进展,现在已有多种方法能够量化动物

的视觉[8-9] 。 其中一种方法便是电生理视觉测试,
在刺激动物视觉时通过记录电信号以评估视觉。
这种方式不易受到外界无关因素干扰,具有较高的

准确性[10] 。 本文将从电生理学的角度探讨动物视

觉测试方法及其在啮齿类实验动物模型中的应用,
以期帮助研究人员能够更加有效地进行此类实验

动物的视觉测量。

1　 视网膜电图

视网膜电图( electroretinogram,ERG) 是来自视

网膜的大量电响应,由短暂的闪光引起。 通常使用

有源电极(与球结膜接触)和参考电极(在外眦处)
进行 ERG 记录;有源电极也可以是金箔电极或 HK-
loop 电极[11] 。 Dewar 等[12]于 1873 年首次报道了人

类 ERG 的测量,该方法将电极放置于球结膜或下眼

睑上,从角膜表面记录视网膜电图。 在一般的 ERG
实验中,仅分析 a 波和 b 波的振幅与周期。 在径向

取向的视网膜细胞中形成的电流容易被远端角膜

电极记录;相反,在水平取向的视网膜细胞中形成

的电流互相抵消后可忽略不计。
1. 1　 传统视网膜电图

传统视网膜电图可分为图形视网 膜 电 图

(pattern
 

electroretinogram,PERG) [13] 、闪光视网膜电

图(flash
 

electroretinogram,FERG) [14] 与全域视网膜

电图(full-field
 

electroretinogram,ffERG) [14]等多种方

式。 PERG 起源于 Riggs 等[15] 提出的条纹交替思

想,这种方法是记录受试者在恒定亮度下对图案的

对比度变化产生的一种 ERG,采用的图形视觉刺激

通常是光栅或棋盘格。 该方法可用于评估小鼠特

别是患视神经疾病小鼠的视觉表型,其非侵入性的

特点有利于记录视网膜神经节细胞活性的连续变

化[16] 。 Riggs 等[17] 指出散射在视网膜大周边区域

的光变化的可能性很小以及倍频的必要性是在使

用 PERG 时容易忽视的点。
FERG 则采用闪光刺激,通过视网膜振荡电位

等指标,客观反映视网膜的形态、功能、内层血液循

环等的变化[18] 。 Cheng 等[19] 使用 BTBR 小鼠作为

特发性孤独症谱系障碍动物模型,通过 ffERG 评估

视网膜刺激,发现主要在视锥通路中的光感受器功

能受损和基于视网膜的改变。
1. 2　 多焦视网膜电图

多焦视网膜电图 ( multifocal
 

electroretinogram,
mfERG)则是在明适应的情况下,同时在不同部位用

黑白对比度变化的图形刺激视网膜,并同步开展检

测,以直观地显示视网膜各环形部位的电生理反

应[20] 。 Sutter 等[21] 较早报道了 mfERG 技术,与其

他 ERG 相比,该方法可用于同时准确、定量检测不

同视网膜区域受到刺激后产生的电反应,已被广泛

用于研究视网膜的各种病理或功能变化。 Chan[22]

认为 mfERG 可能可以用于评估青光眼损伤,波形变

化中的 N / P 比可能助于解释视网膜功能的不同,因
为 mfERG 中的负谷( N)和正峰( P)与双极细胞和

非双极细胞的关闭有关,但具体机制有待研究。 基

于此假设,Chan 等[23] 利用 mfERG 来记录 Sprague-
Dawley 大鼠的 N1 幅值与 P1 幅值的比值变化(N / P
值)的变化来反映视网膜功能,以检验不同频率下

电针刺激的治疗效果。
mfERG 中的响应分析是评估视觉系统非线性

功能的重要方法,分析一阶和二阶响应可以反映出

视觉系统非线性的不同响应。 Hood 等[24] 研究发现

正常猴子的一阶响应中存在振荡小波,如果在动物

模型中神经节细胞层被河豚毒素损伤,则这些小波

减少,故提出低对比度刺激下的一阶响应可能是记

录神经节细胞反应的更好方法。

2　 视觉诱发电位

视觉诱发电位(visual
 

evoked
 

potential,VEP)是

在以一定形式刺激视网膜的前提下,从大脑枕叶皮

层中提取的电生理信号。 Adrian 等[25] 1934 年首次

从枕部头皮记录到的背景脑电图中的 VEP 波形。
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VEP 方法可以对啮齿类动物的视觉通路功能

进行评估,可采用侵入性或是非侵入性的测量。 在

啮齿类动物中,VEP 可以从位于初级视觉皮层(皮

下电极)上方的颅骨表面,皮层表面(如螺旋电极)
或是皮层内部(局部场电位电极)进行记录,目前已

经采用皮下插入针电极或颅骨植入螺钉测量小鼠

的视觉诱发电位[26] 。 但是,这些方法会受电极数量

的限制,无法同时测量整个颅骨的 VEP 分布。 另

外,在重复实验中针电极的位置难以保持一致,并
且植入的螺钉需要侵入性操作。 新的薄膜电极阵

列方法可以部分克服以上的局限性,全面测量啮齿

类动物的脑电图活动和绘制颅骨 VEP 分布图[27] 。
同时啮齿类动物的 VEP 记录通常是在全身麻醉的

情况下进行, 而常用麻醉剂会改变 VEP 反应。
Charng 等[28]研究出新的平台,通过在视觉皮层硬膜

外植入电极测量 VEP,实现了手术后 4 周内的稳定

可重复不受麻醉混淆,以评估实验室和临床环境中

视网膜和视觉通路的完整性。
2. 1　 图形视觉诱发电位

图形 视 觉 诱 发 电 位 ( pattern
 

visual
 

evoked
 

potential,PVEP)是一种经典的视觉诱发电位方法,
常见的刺激手段有棋盘方格图形与光栅刺激,已被

广泛用于测量野生型和突变型小鼠的视敏度和对

比度阈值[29] 。 Braha 等[30] 研究中,将 PVEP 用于评

估 BALB / c 和 B6 小鼠视网膜和皮质水平的视力,采
用的策略是从峰到谷测量 PVEP 和噪声振幅,随后

将所有小鼠的 PVEP 振幅绘制为空间频率的函数,
用于评估小鼠的视觉水平。 尽管 PVEP 结果具有较

好的有效性和客观性,但由于实验操作的复杂度,
迄今为止在啮齿类动物的视觉研究实验中很少使

用 PVEP 记录。
2. 2　 闪光视觉诱发电位

闪 光 视 觉 诱 发 电 位 ( flash
 

visual
 

evoked
 

potential,FVEP) 作为另外一种视觉诱发电位的方

法,采用闪光来刺激,虽然也可用于评估啮齿类动

物的视觉[31] ,但相较于 PVEP,其在不同个体间的

差异度较大,故用于视觉通路评估的情况较为局

限,包括注视不良或介质透明度低下[32] 。 因此

Alamusi 等[33] 根据普遍接受的方案[34] ,对 64 次响

应闪光的重复记录进行汇总,沿着连续时间点多点

分析, 避免了因大鼠个体差异而带来的影响。
Alamusi 等[33]证明了用标准玻璃体手术植入遗传性

视网膜色素变性大鼠视网膜下腔的光电染料偶联

聚乙烯薄膜 OUReP TM 可诱导 FVEP,即 OUReP TM 可

以起到视网膜假体的作用。 Chen 等[35] 利用 FVEP
观察小鼠慢性高眼压术后的视神经功能。 其使用

闪光刺激器,采用单刺激模式,将记录电极置于小

鼠的枕骨结节头皮下,并将参比电极放置在鼻子下

方,将接地电极放置在乳突下,使用双通道记录方

法进行 FVEP 检查,以此评估视神经功能。

3　 视觉反应

电生理学是视觉通路的客观功能测试,与成像

方法相比,它显示了神经细胞对视觉过程的贡献,
可以检测视觉功能障碍的位置。 在考虑电生理学

之前,应使用狭窄隔膜排除视力丧失的简单视觉原

因,摆动手电筒测试或视野检查也应进行[36] 。 视觉

反应检查常见的方法有以下 3 种。
3. 1　 暗视阈值反应

暗视 阈 值 反 应 ( scotopic
 

threshold
 

response,
STR)是眼睛在完全适应黑暗环境后,通过低于 a 波

和 b 波阈值的弱光刺激产生的潜伏期长、振幅小的

ERG 波形,主要反映三阶神经元的功能[37] ,已广泛

用于高眼压的研究中[38-39] 。 STR 最早由 Sieving
等[37]于猫近端视网膜实验中报道。 Saszik 等[40] 将

DTL 纤维电极放在 C57 / BL6 小鼠的双眼上记录

ERG,为测试闪光和适应背景比双极细胞成分更敏

感的近端视网膜起源的 ERG 成分提供了小鼠暗适

应 ERG 的“阈值”负和正(b 波)响应。 这些数据支

持在近端视网膜功能研究中使用小鼠 ERG。 P􀆧rez
等[41]利用 STR 与视网膜神经节细胞丢失等形态变

化的相关性,以此评估 DBA / 2J 小鼠视网膜内部的

功能变化。 步骤是分析小鼠对低强度光刺激的

STR。 测量从基线到正偏转峰值之间的正暗视阈值

响应(pSTR),并测量从基线到 pSTR 后的负偏转峰

值之间的负暗视阈值响应( nSTR)。 其中,pSTR 指

标对眼压早期变化具有较高的灵敏度[42] 。
3. 2　 暗视负向反应

暗视 负 向 反 应 ( scotopic
 

negative
 

response,
scotopic

 

NR)是在-2. 0
 

~
 

0. 4
 

LU 的闪光强度下,大
约在 200

 

ms 出现在 b 波之后的负波形。 Li 等[43] 利

用视网膜电图记录与视网膜神经节细胞损失的数

量等变化的相关性,以此来评估 Sprague-Dawley 大

鼠视网膜内部功能的变化。 步骤是用激光光凝术

诱发单侧高眼压后,在 8 周的时间内监测眼压并计

算视网膜神经节细胞损失的数量。 在大鼠暗适应
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之后,在激光处理前和处理后第 5 周和第 8 周测量

PERG。 分析 STR,scotopic
 

NR,a 波和 b 波的变化。
其中 scotopic

 

NR 降低,由此 Li 等[43] 认为 scotopic
 

NR 可能与代表视网膜内部活动的一部分明视负向

反应相似。 期望在对暗视负向反应的起源进行更

多研究之后,scotopic
 

NR 能够成为研究视网膜内部

变化的另一个有用参数。
3. 3　 明视负向反应

明视 负 向 反 应 ( photopic
 

negative
 

response,
PhNR)是由 Viswanathan 等[44]首次发现的 b 波之后

独立的角膜负电位。 PhNR 信号直接来源于视网膜

神经节细胞的峰值活性或通过无长突细胞或神经

胶质细胞的介导。
在啮齿类动物等的研究表明,视神经横断[45] 、

视网膜内信号传导的药物阻断[46] 以及与视网膜神

经节细胞丢失相关的因素诱发的高眼压,与 PhNR
振幅降低相关。 此外,当视觉敏感性损失很小时

PhNR 仍然会降低,因此其有望成为早期发现眼部

病变的手段[47] 。 Niyadurupola 等[48] 发现降低眼压

可以改善青光眼和高眼压症患者的 PhNR 振幅,这
表明 PhNR 可以作为视网膜功能的可逆测量手段。
Chrysostomou 等[49] 利用小鼠模型研究 PhNR,通过

测试正常小鼠视网膜对急性眼内压升高等内部视

网膜特异性损伤的敏感性,比较了由压力引起的

PhNR 变化与由源自视网膜的其他 ERG 反应引起

的 PhNR 变化,以期在小鼠和人类研究中建立视网

膜内部情况的评价标准。

4　 总结

作为一种大多数情况下为非侵入性的方法,视
觉电生理学测量可以多次、重复、连续定量测量啮

齿类动物的视觉,实现对视功能进行长期动态监

测,且该方法较为精细,能间接观测到实验动物微

细的视神经变化。 但是,从脑电图信号获取 VEP 等

信息需要受过专业训练,且需要谨慎认真地辨别从

而排除无关信号对实验结果的干扰。 尽管如此,实
验动物的大多数视觉变化是由光感受器水平的损

害引起的,采用常规 ERG 即可测量。 因此,视觉电

生理检测同样适用于啮齿类动物常规的视觉检测。
展望未来,电生理学测量手段还有待进一步发展。
在条件允许的情况下,依照实验需求,可以将多种

测量方法结合起来对啮齿类动物的视觉进行全面、
细致的评估。
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