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雌激素替代治疗对去卵巢雌性大鼠萘性白内障晶状体上皮细胞

凋亡相关蛋白Ｂｃｌ２和Ｂａｘ表达的影响


康刚劲，李平华

（重庆医科大学附属第一医院眼科　４０００１６）

　　摘　要：目的　观察雌二醇及雌二醇联合孕酮对去卵巢雌性大鼠萘性白内障晶状体上皮细胞凋亡相关蛋白Ｂｃｌ２和Ｂａｘ表

达的影响。方法　将３２只健康成年雌性ＳＤ大鼠随机分为４组，即对照组、卵巢切除组、雌二醇组（卵巢切除加雌二醇替代治疗

组）、雌二醇加孕酮组（卵巢切除加雌二醇和孕酮替代治疗组）。术后２周各组均用萘混悬液灌胃并行裂隙灯显微镜检查，观察各

组大鼠晶状体变化；灌胃６周后处死大鼠，采用放射免疫法检测血清中雌二醇和孕酮浓度，免疫组化（ＳＰ）法观察晶状体上皮细胞

（ＬＥＣｓ）中凋亡相关蛋白Ｂｃｌ２和Ｂａｘ的表达。结果　雌二醇组、雌二醇加孕酮组以及对照组晶状体浑浊程度较卵巢切除组轻，出

现时间晚；雌二醇组和雌二醇加孕酮组血清雌二醇与孕酮水平接近对照组（犘＞０．０５）；除卵巢切除组外，３组间Ｂｃｌ２蛋白和Ｂａｘ

蛋白表达差异无统计学意义（犘＞０．０５）；卵巢切除组血清雌二醇与孕酮水平显著低于其余３组（犘＜０．０１），Ｂｃｌ２蛋白表达阳性率

较其余３组低，Ｂａｘ蛋白表达阳性率则较其余３组高（犘＜０．０５）。结论　抑制晶状体上皮细胞凋亡可能是雌二醇对萘处理去卵

巢雌性大鼠晶状体保护作用的机制之一；雌二醇可能通过下调Ｂａｘ蛋白表达和上调Ｂｃｌ２蛋白表达抑制ＬＥＣｓ的凋亡而阻止晶状

体混浊。
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　　越来越多的研究显示，雌激素除了具有促进女性生殖系统

发育、维持女性性征等作用外，还具有促进细胞增殖、分化，保

护细胞，抑制细胞凋亡，或促进某些细胞凋亡的作用。人体内

自然存在的３种雌激素中，雌二醇（ｅｓｔｒａｄｉｏｌ，Ｅ２）活性最强，临

床上常单独或联合孕激素用于各种原因所致的雌激素缺乏症，

如原发性卵巢发育异常、卵巢切除术后及绝经后等的替代治

疗，以及女性骨质疏松、心血管疾病等的辅助治疗。

世界各地不同时期流行病学及大样本病例调查发现，绝经

后接受激素替代治疗的女性白内障患病率低于未使用者及同

龄男性，对多种类型白内障有保护作用［１２］。此后的实验研究
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结果也提供了进一步的依据，表明雌激素对晶状体具有保护作

用，可维持晶状体透明性，防止晶状体混浊，抑制多种类型白内

障的发生［３４］。以往对雌激素晶状体保护作用的研究主要集

中在其抗氧化方面，而雌激素与晶状体上皮细胞（ｌｅｎｓｅｐｉｔｈｅｌｉ

ａｌｃｅｌｌｓ，ＬＥＣｓ）凋亡关系的研究才刚刚开始起步，对于雌激素

是否具有抗凋亡作用及抗凋亡作用途径和作用机制尚不明确。

本研究根据临床上雌激素替代治疗（ｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔ

ｔｈｅｒａｐｙ，ＥＲＴ）的两种常用治疗方案，观察Ｅ２及其联合孕酮对

去卵巢雌性大鼠萘性白内障ＬＥＣｓ中凋亡相关蛋白Ｂｃｌ２、Ｂａｘ

表达的影响，从凋亡角度探寻雌激素对晶状体的保护作用及可

能的机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物　健康成年雌性ＳＤ大鼠３２只由第三军医大

学大坪医院野战外科研究所动物中心提供，体质量０．２０～

０．２５ｋｇ，随机分为对照组 、卵巢切除组、Ｅ２组以及 Ｅ２加孕

酮组。

１．２　试剂与器材

１．２．１　试剂　苯甲酸Ｅ２注射液 （上海通用药业股份有限公

司），黄体酮注射液（浙江仙琚制药股份有限公司），萘（上海远

航试剂厂），Ｅ２放免试剂盒、孕酮放免试剂盒（天津德普生物技

术和医学产品有限公司），一抗为兔抗鼠 Ｂｃｌ２和兔抗鼠Ｂａｘ

（武汉博士德生物工程有限公司），即用型羊抗兔ＳＰ试剂盒

（北京中山生物技术有限公司）等。

１．２．２　器材　超薄切片机（ＬＫＢＶ，德国）和数码裂隙灯显微

镜（ＳＬＭ３，重庆康华科技有限公司）等。

１．３　实验方法

１．３．１　大鼠卵巢切除方法　速眠新麻醉后，卵巢切除组、Ｅ２

组、Ｅ２加孕酮组分别作经双侧脊柱旁纵形腹部皮肤切口行双

侧卵巢切除术，对照组采用相同切口仅行双侧腹膜切开及少量

脂肪切除。

１．３．２　给药方法　术后２周起，４组大鼠均用浓度为３００ｇ／Ｌ

萘混悬液１．６６ｍＬ／ｋｇ灌胃，２次／周；Ｅ２组隔日１次肌注苯甲

酸Ｅ２注射液，每次０．０２５ｍｇ／ｋｇ，Ｅ２加孕酮组隔日１次肌注苯

甲酸Ｅ２注射液０．０２５ｍｇ／ｋｇ和黄体酮注射液０．００５ｍｇ／ｋｇ；

对照组及卵巢切除组隔日１次肌注灭菌注射用水０．１ｍＬ／ｋｇ。

各组大鼠均给药６周。

１．３．３　裂隙灯显微镜观察　每周１次托吡卡胺散瞳检查各组

大鼠晶状体混浊情况并照相记录。

１．３．４　免疫组化方法　给药６周后以颈椎脱臼法处死大鼠，

迅速取出眼球固定，常规石蜡包埋，组织切片；每例标本取切片

６张，分为２组，每组３张，２周内检测。染色：石蜡切片常规脱

蜡至水，Ｈ２Ｏ２ 孵育；高温高压修复；滴加正常山羊血清封闭

液；滴加一抗工作液（１∶５０）４℃过夜；加生物素标记二抗；滴

加辣根酶标记链酶卵白素工作液，３７℃孵育１５ｍｉｎ；ＤＡＢ显

色；苏木素轻度复染，盐酸乙醇分色，自来水冲洗，烘干，透明，

封片；显微镜下观察并照相。阴性对照以ＰＢＳ液代替一抗孵

育切片，其余操作同上；阳性对照为已知阳性片。结果判定：

Ｂｃｌ２、Ｂａｘ阳性着色细胞为胞浆呈棕黄色，随机选取５个高倍

视野，计数５０个细胞，计阳性细胞数，计算其百分率。

１．３．５　Ｅ２、孕酮浓度检测　取出大鼠眼球标本后立即经伤口

处收集静脉血，１周内用放射免疫试剂盒检测Ｅ２、孕酮浓度。

１．４　统计学方法　所有实验数据均以狓±狊表示，运用

ＳＰＳＳ１１．５统计软件进行分析，采用方差分析、ＳＮＫ法（狇检验）

进行组间均数两两比较，用Ｐｅａｒｓｏｎ卡方进行组间阳性率比

较，以Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　裂隙灯显微镜检查　各组在不同时期有不同数量大鼠出

现单眼或双眼晶状体变化。卵巢切除组在用药４～５周时４只

大鼠（６眼）相继出现晶状体前囊细点状混浊，赤道前浅皮质密

集空泡和水裂，以后病变稳定，至实验结束前未见明显变化；其

他各组在用药第６周时发现有晶状体改变，其中对照组１只（２

眼）、Ｅ２组２只（３眼）、Ｅ２加孕酮组１只（１眼），表现为少量浅

皮质空泡或水裂，未见有晶状体前囊细点状混浊，除卵巢切除

组外，３组间晶状体混浊程度无明显差异。

２．２　Ｂｃｌ２、Ｂａｘ蛋白在各组大鼠ＬＥＣｓ的表达

图１　　对照组大鼠ＬＥＣｓ中Ｂｃｌ２蛋白的表达（１０×４０）

图２　　Ｅ２组大鼠ＬＥＣｓ中Ｂｃｌ２蛋白的表达（１０×４０）

图３　　Ｅ２加孕酮组大鼠ＬＥＣｓ中Ｂｃｌ２蛋白的

表达（１０×４０）

２．２．１　Ｂｃｌ２蛋白的表达　Ｅ２组、Ｅ２加孕酮组及对照组之间

表达阳性率比较差异无统计学意义，卵巢切除组Ｂｃｌ２表达阳
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性率较其他３组下降（犘＜０．０５），见表１、图１～４。

２．２．２　Ｂａｘ的表达　卵巢切除组Ｂａｘ表达阳性率较其他３组

高（犘＜０．０５），见表１、图５～８。Ｅ２组、Ｅ２加孕酮组及对照组

之间表达阳性率比较差异无统计学意义。

图４　　卵巢切除组大鼠ＬＥＣｓ中Ｂｃｌ２蛋白的表达（１０×４０）

图５　　对照组大鼠ＬＥＣｓ中Ｂａｘ蛋白的表达（１０×４０）

图６　　Ｅ２组大鼠ＬＥＣｓ中Ｂａｘ蛋白的表达（１０×４０）

表１　　各组大鼠ＬＥＣｓ中Ｂｃｌ２、Ｂａｘ蛋白的

　　表达（％，狓±狊，狀＝８）

组别 Ｂｃｌ２蛋白 Ｂａｘ蛋白

对照组 ２６．６６±７．８７ １４．６７±８．９１

Ｅ２组 ２３．３３±７．６６ １９．６７±６．７４

Ｅ２加孕酮组 ２５．００±６．７８ １８．３３±８．０４

卵巢切除组 １６．３３±１１．０６Δ＃※ ２９．００±１２．８９※★

　　与对照组比较，：犘＜０．０５；与Ｅ２组比较，＃：犘＜０．０１，※：犘＜

０．０５；与Ｅ２加孕酮组比较，Δ：犘＜０．０１，★：犘＜０．０５。

２．３　各组大鼠血清Ｅ２和孕酮水平比较　卵巢切除组血清Ｅ２

与孕酮水平显著低于对照组（犘＜０．０１），补充Ｅ２与孕酮后的

Ｅ２组及Ｅ２加孕酮组血清Ｅ２水平接近于对照组，Ｅ２组及Ｅ２

加孕酮组血清Ｅ２水平差异无统计学意义，见表２。

图７　　Ｅ２加孕酮组大鼠ＬＥＣｓ中Ｂａｘ蛋白的

表达（１０×４０）

图８　　卵巢切除组大鼠ＬＥＣｓ中Ｂａｘ蛋白的表达（１０×４０）

表２　　各组大鼠血清Ｅ２和孕酮水平

　　（ｎｇ／ｍＬ，狓±狊，狀＝８）

组别 Ｅ２ 孕酮

对照组 １０１５．６７±７９．１２ ２１．２５±７．５４

Ｅ２组 ９７０．６３±１０４．４１ ７．９８±４．１８★

Ｅ２加孕酮组 ９２５．３５±１１２．５４ １８．２４±５．６

卵巢切除组 ２１０．８２±８６．６３＃★６．２３±２．７９★

　　与对照组比较，：犘＜０．０１；与Ｅ２组比较，＃：犘＜０．０１；与Ｅ２加

孕酮组比较，★：犘＜０．０５。

３　讨　　论

在雌激素对晶状体的保护作用研究中，抗氧化作用已被多

项研究证实［５６］，但除抗氧化外是否还存在其他作用机制？近

年来较多研究已初步显示雌激素还具有抑制包括眼部组织在

内的多种细胞凋亡的作用。但对于雌激素与ＬＥＣｓ凋亡之间

关系的研究甚少，并在雌激素是否影响ＬＥＣｓ凋亡、雌激素抗

凋亡途径及机制等方面尚存在争议［７］。

ＬＥＣｓ凋亡与白内障的形成密切相关。Ｌｉ等
［８］最早提出，

氧化损伤所致ＬＥＣｓ凋亡是白内障形成的早期事件，是人类和

所有脊椎动物非先天性白内障形成的共同的细胞学基础。氧

化损伤与ＬＥＣｓ凋亡关系密切，是诱发晶状体上皮细胞凋亡的

一个重要因素，线粒体对氧化损伤尤其敏感，其结构和功能障

碍是晶状体上皮细胞凋亡的中心事件。在氧化应激作用下，线

粒体内膜的相对不通透性消失，膜电位瓦解，细胞色素Ｃ释

放，促使Ｃａｓｐａｓｅ９的激活，进而激活下游的Ｃａｓｐａｓｅ，引起细

胞凋亡。萘性白内障模型建立的生化机制之一为萘对动物氧
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化应力的影响，萘经消化道吸收进入动物体内后，在眼内生成

１，２二羟萘，该化合物自动氧化为１，２萘醌后与晶状体中多种

成分如ＶｉｔＣ、辅酶、巯基化物、氨基酸及蛋白质等发生氧化还

原反应，反应中消耗房水中 ＶｉｔＣ，降低房水中氧的浓度，并生

成大量的 Ｈ２Ｏ２，使实验动物细胞内活性氧升高，氧化损伤晶

状体细胞膜脂质造成实验性的白内障模型［９１０］。

ＬＥＣｓ的凋亡属线粒体水平上的细胞死亡，起始是通过

Ｂｃｌ２家族的成员所调节的。Ｂｃｌ２家族是目前已知与细胞凋

亡有关的基因中与氧化关系最密切的基因，在凋亡的线粒体途

径中发挥着重要作用。Ｂｃｌ２编码的基因蛋白是跨膜蛋白，位

于线粒体膜、核膜及胞浆内质网膜上。Ｂｃｌ２家族蛋白的主要

功能是参与线粒体凋亡通路的调节，在过氧化氢诱导的ＬＥＣｓ

凋亡过程中扮演了重要的角色［１１］。而各家族成员对凋亡过程

发挥着不同的作用：Ｂｃｌ２和ｂｃｌＸ抑制细胞凋亡，而Ｂａｘ与

Ｂａｄ则促进细胞凋亡。Ｂｃｌ２与Ｂａｘ形成异源二聚体而发挥作

用，二者之间的比例可调节细胞凋亡的发生。它们能改变线粒

体巯基的氧化还原状态来控制其膜电位从而控制细胞凋亡；还

能直接控制线粒体膜的通透性，从而调节线粒体释放促凋亡因

子（凋亡蛋白前体）［１２１３］。此外，Ｂｃｌ２可能是线粒体ＰＴ孔道的

组成成分，它在较高ｐＨ条件下能形成离子通道，而Ｂａｘ则能

在较广泛的ｐＨ范围内形成孔道，允许一些离子和小分子如细

胞色素Ｃ等穿过线粒体膜，进入细胞质，从而引起细胞凋亡，

而Ｂｃｌ２能封闭Ｂａｘ形成孔道的活性，使一些小分子不能自由

通透，从而保护细胞免于凋亡；Ｂｃｌ２还能将凋亡蛋白前体等定

位至线粒体膜上，使其不能发挥致凋亡作用［１４］。

本研究建立去卵巢雌性大鼠萘性白内障模型，观察了Ｅ２

及Ｅ２联合孕酮对不同雌激素水平大鼠晶状体浑浊程度及凋

亡相关蛋白Ｂｃｌ２、Ｂａｘ表达的影响。血清Ｅ２与孕酮水平接近

的Ｅ２组、Ｅ２加孕酮组及对照组３组间晶状体浑浊程度相似，

混浊出现晚，混浊程度较轻，Ｂｃｌ２、Ｂａｘ表达无明显差异；而在

血清Ｅ２与孕酮显著低下的卵巢切除组中，晶状体浑浊出现

早，程度较重，Ｂｃｌ２表达阳性率较其他３组低，Ｂａｘ表达阳性

率则较其他３组高。此结果显示，Ｅ２可影响雌性去卵巢萘性

白内障大鼠ＬＥＣｓ凋亡相关蛋白Ｂｃｌ２、Ｂａｘ表达；雌激素水平

下降时，补充外源性的雌激素可以提高凋亡抑制蛋白Ｂｃｌ２表

达阳性率，降低凋亡促进蛋白Ｂａｘ的表达阳性率，从而抑制

ＬＥＣｓ的凋亡。作者推测，Ｅ２可能通过上调Ｂｃｌ２蛋白表达、

下调Ｂａｘ蛋白表达、使Ｂｃｌ２／Ｂａｘ比值升高、阻止ＰＴ孔的开放

等途径，从而抑制细胞色素Ｃ释放到胞浆中，阻止Ｃａｓｐａｓｅ９

及下游Ｃａｓｐａｓｅ的激活，抑制ＬＥＣｓ凋亡，发挥对晶状体的保

护作用。本研究中发现，Ｅ２联合适量的孕激素对ＬＥＣｓ中Ｂｃｌ

２、Ｂａｘ表达没有明显影响，推测临床上常用的雌孕激素联合替

代治疗方案不影响雌激素的抗凋亡作用。

本研究显示，抑制ＬＥＣｓ凋亡可能是Ｅ２对萘处理去卵巢

雌性大鼠晶状体保护作用的机制之一；Ｅ２可能通过下调Ｂａｘ

蛋白表达和上调Ｂｃｌ２蛋白表达抑制ＬＥＣｓ的凋亡阻止晶状体

混浊。但雌激素抑制ＬＥＣｓ凋亡的机制是复杂的，雌激素通过

怎样的信号传导方式和途径调控凋亡相关蛋白，凋亡相关蛋白

之间怎样相互作用，雌激素对ＬＥＣｓ抗凋亡作用与抗氧化作用

之间的关系以及长期使用雌激素替代治疗的有关风险评价等

均有待进一步的深入研究。
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ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｃｈａｉｎｂｉｏｇｅｎｅｓｉｓｂｙｅｓｔｒｏｇｅｎｓ／

ｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒｓａｎｄ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ，ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌａｎｄ

ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｉｍＢｉｏｐｈｙｓＡｃｔａ，

２００９，１７９３（１０）：１５４０．

［８］ＬｉＷＣ，ＫｕｓｚａｋＪＲ，ＤｕｎｎＫ，ｅｔａｌ．Ｌｅｎｓｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌａｐ

ｏｐｔｏｓｉｓａｐｐｅａｒｓｔｏｂｅａｃｏｍｍｏｎｃｅｌｌｕｌａｒｂａｓｉｓｆｏｒｎｏｎｃｏｎ

ｇｅｎｉｔａｌｃａｔａｒａｃｔｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｉｎｈｕｍａｎｓａｎｄａｎｉｍａｌｓ［Ｊ］．Ｊ

ＣｅｌｌＢｉｏｌ，１９９５，１３０（１）：１６９．

［９］ 李凤鸣．眼科全书［Ｍ］．北京：人民卫生出版社，１９９６：

１５７２．

［１０］ｖａｎＨｅｙｎｉｎｇｅｎＲ，ＰｉｒｉｅＡ．Ｔｈｅｍｅｔａｂｌｉｓｍｏｆｎａｐｈｔｈａｌｅｎｅ

ａｎｄｉｔｓｔｏｘｉｃｅｆｆｅｃｔｏｎｔｈｅｅｙｅ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｅｍＪ，１９６７，１０２：

８４２．

［１１］ＹａｏＫ，ＹｅＰ，ＺｈａｎｇＬ，ｅｔａｌ．Ｅｐｉｇａｌｌｏｃａｔｅｃｈｉｎｇａｌｌａｔｅｐｒｏ

ｔｅｃｔｓａｇａｉｎｓｔｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓｉｎｄｕｃｅｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｄｅ

ｐｅｎｄｅｎｔａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｈｕｍａｎｌｅｎｓｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｍｏｌ

Ｖｉｓ，２００８，１４：２１７．

［１２］ＺａｍｚａｍｉＮ，ＫｒｏｅｍｅｒＧ．Ｔｈｅｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉｏｎｉｎａｐｏｐｔｏｓｉｓ：

ｈｏｗＰａｎｄｏｒａ′ｓｂｏｘｏｐｅｎｓ［Ｊ］．ＮａｔＲｅｖ ＭｏｌＣｅｌｌＢｉｏｌ，

２００１，２（１）：６７．

［１３］ＺａｍｚａｍｉＮ，ＬａｒｏｃｈｅｔｔｅＮ，ＫｒｏｅｍｅｒＧ．Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｐｅｒ

ｍｅａｂｉｌｉｔｙｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｉｎａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｎｅｃｒｏｓｉｓ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ

ＤｅａｔｈＤｉｆｆｅｒ，２００５，１２：１４７８．

［１４］ＢｅｈｒｅｎｓＴＷ，ＭｕｅｌｌｅｒＤＬ．Ｂｃｌｘａｎｄｔｈｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｓｕｒ

ｖｉｖａｌｉｎｔｈｅｉｍｍｕｎｅｓｙｓｔｅｍ［Ｊ］．ＩｍｍｕｎｏｌＲｅｓ，１９９７，１６

（２）：１４９．

（收稿日期：２０１００５０５　修回日期：２０１００６０８）

４６５２ 重庆医学２０１０年１０月第３９卷第１９期




