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摘要

目的：探讨外源性雌激素对大鼠视网膜缺血再灌注损伤的

保护作用机制及对Ｂｃｌ２和Ｂａｘ蛋白表达的影响。
方法：雄性ＳＤ大鼠７２只随机分为正常组（Ｎ，ｎ＝８），单纯
缺血再灌注组（ＩＲ，ｎ＝３２），苯甲酸雌二醇处理组（Ｅ２＋ＩＲ，
ｎ＝３２）。其中后两组又分为再灌注后６，２４，４８和７２ｈ组
（每组８只）。通过前房灌注加压法建立大鼠视网膜缺血
再灌注模型。常规ＨＥ染色观察视网膜组织形态变化，免
疫组织化学方法检测Ｂｃｌ２和Ｂａｘ蛋白的表达。
结果：Ｅ２＋ＩＲ组视网膜组织损害程度在各时间点较 ＩＲ组
好转。ＩＲ组Ｂａｘ蛋白在６ｈ时已经开始表达，２４ｈ达高峰，
４８ｈ表达开始下降，７２ｈ仍有部分表达；而Ｅ２＋ＩＲ组 Ｂａｘ蛋
白的表达在各时间点上较 ＩＲ组明显下调（Ｐ＜０．０１）；ＩＲ
组Ｂｃｌ２蛋白的表达在再灌注６ｈ时表达量最多，随时间延
续表达量逐渐减少；Ｂｃｌ２蛋白的表达在各时间点上较 ＩＲ
组明显上调（Ｐ＜０．０１）。
结论：缺血再灌注损伤损害了视网膜组织结构。Ｂｃｌ２和
Ｂａｘ参与了视网膜缺血再灌注损伤的调控，苯甲酸雌二醇
可上调Ｂｃｌ２的表达，下调Ｂａｘ的表达，保护视网膜组织。
关键词：苯甲酸雌二醇；缺血再灌注；Ｂｃｌ２；Ｂａｘ
ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７２５１２３．２０１２．０６．１０

吕建红，张琦．苯甲酸雌二醇对大鼠ＲＩＲＩ后Ｂｃｌ２和Ｂａｘ表达的
影响．国际眼科杂志２０１２；１２（６）：１０４８１０５０

０引言
　　视网膜缺血再灌注损伤（ｒｅｔｉｎａｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ
ｉｎｊｕｒｙ，ＲＩＲＩ）是目前临床上的一种常见眼病，可见于视网
膜中央动静脉及分支动静脉栓塞、青光眼、视神经病变的

治疗及各种眼科手术等过程中，患者在视网膜缺血再通

后，视力反而进一步下降。ＲＩＲＩ的病理机制是多方面的：
白细胞和炎症因子的大量浸润［１］、兴奋性氨基酸的释

放［２］、氧自由基产生过多［３］、神经节细胞内钙离子内流增

加增强［４］及基因调控失调引起的细胞凋亡［５］等多种因素

导致视网膜组织损伤。其中 Ｂｃｌ２被认为是凋亡抑制基
因，Ｂａｘ被认为是促凋亡基因，两者与细胞凋亡存在密切
关系［６］。苯甲酸雌二醇作为刺激素制剂，曾在临床一些学

科被用作激素替代疗法，大量实验提示雌激素对脑组织、

肝组织、肠及心肌等组织缺血再灌注损伤（ＩＲＩ）具有一定
的保护作用［７１０］。而目前国内外关于雌激素对 ＲＩＲＩ的保

８４０１

国际眼科杂志　 ２０１２年６月　第１２卷　第６期　 ｗｗｗ．ｉｅｓ．ｎｅｔ．ｃｎ
电话：０２９８２２４５１７２　　８２２１０９５６　　电子信箱：ＩＪＯ．２０００＠１６３．ｃｏｍ



护作用方面的研究却报道很少，因此研究雌激素对 ＲＩＲＩ
的作用具有重要的现实意义，这在眼科科研方面也引起了

广泛的关注。本实验应用苯甲酸雌二醇对大鼠进行处理

后，再通过前房灌注加压法制备大鼠ＲＩＲＩ模型，探讨其保
护作用的可能机制。

１材料和方法
１．１材料　成年雄性 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠７２只（辽
宁医学院动物饲养中心提供），体质量１８０～２５０ｇ，裂隙灯
检查无眼前节病变。饲养于普通环境中，实验过程中正常

饮食、饮水。主要试剂：０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ缓冲液（ＮａＣｌ
８０ｇ，ＫＣｌ０．２ｇ，Ｎａ２ＨＰＯ４１．４４ｇ，ＫＨ２ＰＯ４０．２４ｇ，加蒸馏水
至１０００ｍＬ）；０．２ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液（甲液：０．２ｍｏｌ／Ｌ
Ｎａ２ＨＰＯ４溶液：Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ７．１６４ｇ，加蒸馏水至
１００ｍＬ；乙液：０．２ｍｏｌ／ＬＮａＨ２ＰＯ４溶液：ＮａＨ２ＰＯ４·２Ｈ２Ｏ
３１２ｇ，加蒸馏水至１００ｍＬ；最后以甲液８１ｍＬ＋乙液１９ｍＬ＝
１００ｍＬ磷酸盐缓冲液）。兔抗鼠 Ｂａｘ和 Ｂｃｌ２单克隆抗体
均购于北京中杉生物工程有限公司。

１．２方法
１．２．１动物分组　大鼠 ７２只随机分为 ３组：正常组（８
只），单纯缺血再灌注组（ＩＲ，３２只），苯甲酸雌二醇处理组
（Ｅ２＋ＩＲ，３２只）。后两组又分别分为再灌注６，２４，４８和
７２ｈ组，每组８只。随机取１眼为实验眼。
１．２．２视网膜缺血再灌注模型的制备　正常组：不做任何
处理；Ｅ２＋ＩＲ组于再灌注前７ｄ，按２００μｇ／ｋｇ大鼠体质量的
剂量肌注苯甲酸雌二醇注射液，１次／ｄ。然后与 ＩＲ组同
时制备ＩＲ模型。据参考文献［１１］通过前房加压灌注法制

备ＲＩＲＩ模型，具体方法：大鼠称质量后以１００ｇ／Ｌ水合氯
醛溶液３ｍＬ／ｋｇｉｐ麻醉。麻醉满意后，将大鼠俯卧位固定
于鼠台上，随机选１眼造模，复方托吡卡胺滴眼液散瞳，盐
酸丙美卡因滴眼液表面麻醉，将连有９ｇ／Ｌ生理盐水注射
液的４号半头皮针从大鼠颞侧角巩膜缘刺入前房，针头斜
面向上固定于同侧耳际。缓慢升高输液瓶至与实验眼垂

直距离约为１５０ｃｍ（眼压约１１０ｍｍＨｇ）处，此时实验大鼠
的球结膜及虹膜迅速变白，直接检眼镜观察大鼠视网膜，

视网膜苍白，血供完全被阻断。６０ｍｉｎ后，缓慢降低输液
瓶高度至与实验眼水平位置。关闭输液器，拔出针头，此

时大鼠的球结膜及虹膜颜色迅速恢复正常，视网膜呈橘红

色，说明视网膜血供恢复，即为造模成功。实验过程中给

予盐酸洛美沙星滴眼液点眼，以保持角膜湿润和预防感

染；术后结膜囊内给予盐酸洛美沙星滴眼液和氧氟沙星眼

膏，清醒后回笼。

１．２．３实验的取材和固定与切片　分别于再灌注后６，２４，
４８和７２ｈ各时间点取各组造模大鼠８只、正常大鼠２只，
灌流处死。取眼球经固定、乙醇脱水、透明、包埋，连续切

片，贴于预先用多聚赖氨酸处理好的载玻片上，用于 ＨＥ
染色和免疫组织化学染色。

１．２．４ＨＥ染色观察视网膜组织病理学变化　取制备的切
片脱蜡，乙醇梯度复水，苏木素染色，自来水冲洗除掉多余

染色剂，分化，自来水再冲洗，伊红复染，乙醇梯度脱水，二

甲苯透明，中性树脂封片。光学显微镜下观察视网膜组织

结构的变化情况。

１．２．５免疫组织化学法检测视网膜中 Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ蛋白
的表达　采用ＳＡＢＣ免疫组织化学染色法测定，具体操作：

表１　大鼠视网膜缺血再灌注损伤后Ｂａｘ蛋白的表达 珋ｘ±ｓ
时间点 ｎ（只） ＩＲ组 Ｅ２＋ＩＲ组 ｔ Ｐ
６ｈ ８ １７．９２±２．３６ ２０．２６±１．０２ ２．５７４ ０．０２０
２４ｈ ８ ３１．８６±１．７８ ５０．３８±３．０１１４．９８００．０００
４８ｈ ８ ２０．０８±３．１２ ２９．９７±２．４２ ７．０８５ ０．０００
７２ｈ ８ １６．７５±２．４７ ２０．２３±１．５６ ３．３６９ ０．００２

切片常规脱蜡，热抗原修复，滴加一抗（Ｂｃｌ２抗体浓度为
１∶１００；Ｂａｘ抗体浓度为１∶５０），４℃结合抗原过夜。滴加生
物素化山羊抗兔 ＩｇＧ，３７℃水浴３０ｍｉｎ。滴加 ＳＡＢＣ，３７℃
水浴３０ｍｉｎ。ＤＡＢ显色。经苏木素轻度复染、乙醇脱水、
二甲苯透明、中性树脂封片。光学显微镜下观察 （阴性对

照：以ＰＢＳ代替一抗，其余不变）。每只眼球取一张切片，
每张切片取４个视野（面积为０．２ｍｍ×０．２ｍｍ），采用细胞
图像分析系统进行分析。在４０×１０倍光学显微镜下进行
病理组织形态观察。免疫组织化学结果：计数单位视野内

阳性细胞数，胞膜或胞浆中出现黄色或棕褐色颗粒为

阳性细胞。

　　统计学分析：使用 ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行处理，计
量资料采用均数±标准差表示，两组样本均数的比较采用
ｔ检验。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义，Ｐ＜０．０１为差异有
显著统计学意义。

２结果
２．１视网膜组织病理学变化　正常组大鼠视网膜组织层
次清晰；视网膜神经节细胞（ｒｅｔｉｎａｌｇａｎｇｌｉｏｎｃｅｌｌｓ，ＲＧＣ）呈
单层密集排列，细胞核较大；内核层（ｉｎｎｅｒｎｕｃｌｅａｒｌａｙｅｒ，
ＩＮＬ）由 ３～５层细胞构成；外核层（ｏｕｔｅｒｎｕｃｌｅａｒｌａｙｅｒ，
ＯＮＬ）组织较厚，约由 ８～１０层细胞构成，排列紧密。ＩＲ
组与正常组进行比较：再灌注６ｈ时视网膜已轻度水肿，
ＲＧＣ层和ＩＮＬ层结构疏松，但尚整齐，内丛状层（ｉｎｔｅｒｎａｌ
ｐｌｅｘｉｆｏｒｍｌａｙｅｒ，ＩＰＬ）增厚；２４ｈ时视网膜水肿加剧，各层组
织排列疏松，神经节细胞层（ｇａｎｇｌｉｏｎｃｅｌｌｌａｙｅｒ，ＧＣＬ）和
ＩＮＬ层空泡样变性明显，ＲＧＣ数目明显减少，ＩＮＬ层细胞
排列不整齐，细胞丢失，ＯＮＬ层变化不大，内外丛状层增
厚明显；再灌注４８ｈ时，视网膜水肿减轻，各层结构疏松，
ＩＮＬ层变薄；７２ｈ时视网膜结构基本恢复，ＧＣＬ和ＩＮＬ层细
胞缺失，外核层变化不大。Ｅ２＋ＩＲ组与 ＩＲ组比较：各层组
织损害变化趋势相似，但神经节细胞数减少程度、各层细

胞损害程度及整个视网膜厚度的变化均减轻。

２．２视网膜中Ｂｃｌ２和Ｂａｘ蛋白的表达
２．２．１视网膜中Ｂａｘ蛋白的表达　正常组视网膜组织未
见阳性表达。ＩＲ组再灌注６ｈ视网膜组织可见阳性表达，
主要位于ＧＣＬ层；再灌注２４ｈ时表达量达高峰，主要位于
ＧＣＬ层、ＩＮＬ层和 ＩＰＬ层，ＯＮＬ层可见少量表达，４８ｈ时表
达减少，７２ｈ仍可见有阳性表达。Ｅ２＋ＩＲ组在各个时间点
上阳性细胞数较ＩＲ组均增多，两组各时点比较差异均有
统计学意义（Ｐ＜０．０５，表１）。
２．２．２视网膜中Ｂｃｌ２蛋白的表达　正常组视网膜组织未
见阳性表达。ＩＲ组再灌注６ｈ视网膜组织可见大量阳性
表达，随时间的延续表达量下降。Ｅ２＋ＩＲ组 Ｂｃｌ２的表达
随时间的延续表达量上调，且在各个时间点上阳性细胞数

较ＩＲ组均增多，染色较深，两组各时间点比较差异均有统
计学意义（Ｐ＜０．０５，表２）。

９４０１

ＩｎｔＥｙｅＳｃｉ，Ｖｏｌ．１２，Ｎｏ．６，Ｊｕｎ．２０１２　 ｗｗｗ．ｉｅｓ．ｎｅｔ．ｃｎ
Ｔｅｌ：０２９８２２４５１７２　８２２１０９５６　 Ｅｍａｉｌ：ＩＪＯ．２０００＠１６３．ｃｏｍ



表２　大鼠视网膜缺血再灌注损伤后Ｂｃｌ２蛋白的表达 珋ｘ±ｓ
时间点 ｎ（只） ＩＲ组 Ｅ２＋ＩＲ组 ｔ Ｐ
６ｈ ８ ３８．８５±１．０３ ４４．２４±１．２０ ３．４１５ ０．００４
２４ｈ ８ ３０．１４±１．０６ ４５．５８±１．２２ ９．５６１ ０．０００
４８ｈ ８ ２０．２５±０．９９ ４８．１８±０．８５２１．２９５０．０００
７２ｈ ８ １８．９７±０．７７ ４９．３６±０．６５３０．２４７０．０００

３讨论
　　视网膜中央动脉为视网膜血供的终末动脉，极易缺
血、缺氧，并可迅速导致视网膜严重损伤，使其功能和结构

发生明显改变。而视网膜的这种缺血性损伤在临床上又

比较常见，并且严重影响着患者的视功能，本实验通过前

房灌注加压法造成再灌注损伤动物模型，此法简单，易于

掌控，光学显微镜下观察视网膜组织形态随再灌注时间的

推移而发生的变化情况：正常组大鼠视网膜组织结构层次

清晰，排列紧凑；而ＩＲ组视网膜组织随再灌注时间的推移
细胞排列开始紊乱，且各层出现不同程度的水肿，空泡样

变性，４８ｈ后视网膜组织结构逐渐恢复，水肿也减轻；Ｅ２＋ＩＲ
组视网膜组织形态较ＩＲ组有不同程度的改善，水肿程度、
空泡样变性和细胞丢失均减轻，此实验结果为雌激素对

ＲＩＲＩ起保护作用提供了形态学依据。
　　视网膜组织细胞的死亡被认为包括坏死和凋亡两种
方式，而细胞凋亡被认为是细胞的程序性死亡，是细胞对

机体中激素水平等内环境稳态发生改变而作出的反应，被

认为是ＲＩＲＩ后神经细胞损伤的主要方式。细胞凋亡是多
种因素共同作用的结果，如缺血缺氧、氧自由基的形成、钙

离子超载、多种细胞因子等，其中Ｂｃｌ２和Ｂａｘ被认为参与
了细胞凋亡的发生，而 Ｂａｘ作为促凋亡基因被激活后，破
坏细胞骨架中蛋白质，致使凋亡发生［１２１４］。本实验使用

免疫组织化学方法检测：正常大鼠视网膜组织各层未见明

显的Ｂａｘ蛋白的表达，在 ＩＲ组其表达趋势随时间的延长
而增加，２４ｈ表达达高峰，４８ｈ后表达渐下调，Ｅ２＋ＩＲ组Ｂａｘ
蛋白的表达变化趋势相似于ＩＲ组，但在２４和４８ｈ时较ＩＲ
组明显下调，两组比较有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。免疫组
织化学方法还检测到 Ｂｃｌ２蛋白的表达，其表达随时间的
延长而减少，在Ｅ２＋ＩＲ组该蛋白的表达在各时间点较 ＩＲ
组明显上调，两组比较有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。上述结
果表明苯甲酸雌二醇能减轻大鼠 ＲＩＲＩ，使 Ｂａｘ蛋白的表
达下调，Ｂｃｌ２蛋白的表达上调。
　　总之，苯甲酸雌二醇可减轻ＲＩＲＩ所致的视网膜水肿，
减轻视网膜组织损伤，细胞凋亡抑制基因 Ｂｃｌ２的表达上

调和促凋亡基因 Ｂａｘ表达下调可能是其重要机制之一。
但苯甲酸雌二醇的给药剂量、给药途径、给药时间、药物毒

性反应等多项问题仍需进一步的实验研究。
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ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎｔｈａｔｂｌｏｃｋｓｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｃｅｌｌｄｅａｔｈ．
Ｎａｔｕｒｅ１９９０；３４８（６２９９）：３３４３３６
１３ＯｌｔｖａｌＺＮ，ＭｉｌｌｍａｎＣＬ，ＫｏｒｓｍｅｙｅｒＳＪ．Ｂｃｌ２ｈｅｔｅｒｏｄｉｍｅｒｉｚｅｓｉｎｖｉｖｏ
ｗｉｔｈａｃｏｎｓｅｒｖｅｄｈｏｍｏｌｏｇ，Ｂａｘ，ｔｈａｔａｃｃｅｌｅｒａｔｅｓｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｃｅｌｌｄｅａｔｈ．
Ｃｅｌｌ１９９３；７４（４）：６０９６１９
１４ＡＩｋａｙｅｄＮＪ，ＧｏｔｏＳ，ＳｕｇｏＮ，ｅｔａｌ．ＥｓｔｒｏｇｅｎａｎｄＢｃｌ２ｇｅｎｅｉｎｄｕｃｔｉｏｎ
ａｎｄｅｆｆｅｃｔｏｆｔｒａｎｓｇｅｎｅｉｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓｔｒｏｋｅ．ＪＮｅｕｒｏｓｃｉ２００１；２１
（１９）：７５４３
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