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Abstract
誗AIM: To explore the modulation effects of 17-茁 estradiol
( E2 ) and tamoxifen ( TAM ) in chronic intraocular
hypertension mouse model.
誗METHODS: We performed anterior chamber injection of
magnetic beads to induced chronic ocular hypertension
models. Adult C57BL / 6 male mice were used in the
experiments and randomly divided into four groups:
control, Beads group, E2 group and E2+TAM group. The
intraocular pressure ( IOP) were measured by Tonolab
tonometer. Central retinal thickness was evaluated by HE
staining. Brn3a as a specific marker of retinal ganglion
cells ( RGCs ), were stained and counted by
immunohistochemistry ( IHC ) staining. Glial fibrillary
acidic protein ( GFAP ) as a marker of proliferation of
astrocytes, was quantified using western blotting.
誗RESULTS: The IOP level was significantly elevated after
anterior chamber injection of magnetic beads compared to
control group (P<0. 05), while in E2 and E2+TAM group,
the IOP levels were reduced (P < 0. 05 vs Beads group),
especially in E2+TAM group in 2wk. The RGCs happened

to degenerated in Beads group after 2wk, while the effects
were reversed by E2+TAM (P<0. 05) . The central retinal
thickness showed no significant statistical difference
among the four groups after 2wk ( P > 0. 05 ) . The
expression level of GFAP increased caused via beads
injection, however, decreased in E2 and E2 +TAM group
(P<0. 05) .
誗CONCLUSION: E2 and E2 + TAM could both effectively
decrease the IOP level in chronic intraocular hypertension
mouse model, increase the survival of RGCs from high
intraocular pressure, suppress expression of GFAP, which
indicated neuroprotective effects of E2 and TAM in
glaucoma through an anti-inflammatory effects.
誗KEYWORDS:17 - beta estradiol; tamoxifen; intraocular
hypertension; retinal ganglion cells; neuroprotection
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摘要
目的:探讨 17-茁 雌二醇(17-茁-estradiol,E2)和他莫昔芬
(tamoxifen,TAM)在慢性高眼压小鼠模型中的调节作用。
方法:通过前房注射磁珠堵塞房角构建小鼠慢性高眼压模
型。 将 C57BL / 6 成年小鼠随机分为对照组、Beads 组、E2
组和 E2 + TAM 组。 采 用 眼 压 计 监 测 各 组 眼 内 压
(intraocular pressure, IOP)的变化;HE 染色观察并测量中
央视网膜厚度;Brn3a 免疫组织化学染色观察并计数存活
的视 网 膜 神 经 节 细 胞 ( retinal ganglion cells, RGCs );
Western blot 法检测视网膜中胶质纤维酸性蛋白 ( glial
fibrillary acidic protein,GFAP)的表达。
结果:造模后 2wk 内,Beads 组小鼠平均眼压显著高于对
照组,而 E2 组和 E2+TAM 组眼压均明显低于 Beads 组,差
异均有统计学意义(P<0郾 05),且 E2+TAM 组小鼠平均眼
压较 E2 组更低。 造模 2wk 后, Beads 组小鼠视网膜
RGCs 数量较对照组显著减少( P<0郾 05),而皮下注射
E2+TAM可明显抑制该现象。 造模 2wk 后,各组小鼠中
央视网膜厚度比较,差异无统计学意义 ( P > 0郾 05 )。
Western blot 结果显示,Beads 组小鼠视网膜 GFAP 蛋白
表达量升高,注射 E2 和 E2 +TAM 后,GFAP 蛋白表达量
显著下降(P<0郾 05)。
结论:皮下注射 E2 和 E2+TAM 均能降低慢性高眼压模型
小鼠眼内压,增加 RGCs 存活数量,且降低视网膜 GFAP 蛋
白表达量,表明 E2 和 TAM 在青光眼的发生发展过程中具
有一定的保护作用。
关键词:17-茁 雌二醇;他莫昔芬;高眼压;视网膜神经节细
胞;神经保护
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0 引言
眼压作为青光眼发生发展最主要且可调节的因素,一

直备受关注。 研究显示,对于早期原发性开角型青光眼患
者,眼压每降低 1mmHg,疾病进展风险将会下降 10% [1]。
同时,未进入更年期的女性比同龄已进入更年期的女性眼
压低 1郾 5 ~ 2mmHg[2-3],提示眼压与雌激素间可能存在密
切联系。 17-茁 雌二醇(17-茁-estradiol,E2)作为机体内雌
激素的主要生物活性形式,一直是科研工作中研究的热
点。 本研究通过建立小鼠慢性高眼压模型,同时给予小鼠
皮下注射 E2 或雌激素受体调节剂他莫昔芬( tamoxifen,
TAM),以期探索 E2 及 TAM 对慢性高眼压小鼠模型的
影响。
1 材料和方法
1郾 1 材料
1郾 1郾 1 实验动物摇 成年雄性 C57BL / 6 小鼠(6 ~ 8 周龄)32
只,由湖北动物实验中心提供。 随机分为 4 组:(1)对照
组:双眼前房注射 3滋L 磷酸盐缓冲液(phosphate buffered
saline,PBS) +皮下注射 0郾 5mL 生理盐水;(2)Beads 组:双
眼前房注射 3滋L 磁珠+皮下注射生理盐水 0郾 5mL;(3)E2
组:双眼前房注射 3滋L 磁珠 +皮下注射 E2 (10滋g / mL)
0郾 2mL;(4)E2+TAM 组:双眼前房注射 3滋L 磁珠+皮下注射
E2(10滋g / mL)0郾 2mL+皮下注射 TAM(0郾 1mg / mL)0郾 5mL。
1郾 1郾 2 试剂及仪器 摇 磁珠(Corpuscular),30mg / mL,直径
10滋m;17-茁 雌二醇(上海紫一试剂);他莫昔芬(Tocris);
Brn3a 抗体(山羊来源,Santa Cruz),GAPDH 抗体(兔来源,
谷歌生物), 胶质纤维酸性蛋白 ( glial fibrillary acidic
protein,GFAP)抗体(兔来源,DAKO),IF-594 标记的二抗
(驴抗山羊 IgG, Jackson),HRP 标记的二抗 (山羊抗兔
IgG,谷歌生物);荧光显微镜(Olympus);共聚焦显微镜
(FV1000,Olympus);TonoLab 眼压计(Tiolat)。
1郾 2 方法
1郾 2郾 1 小鼠慢性高眼压模型建立摇 异氟烷持续吸入麻醉
小鼠后,碘伏消毒小鼠术眼周围皮肤。 混匀磁珠,用连接
33G 穿刺针头的 Hamilton 微量注射器吸入 3滋L 磁珠,沿角
膜缘进针,穿刺入前房,避免刺伤虹膜及角膜内皮。 放出
少许房水后,将磁珠注入前房。 用小磁块在穿刺口对侧进
行吸引,避免拔出针头时磁珠溢出。 针头拔出后,用小磁
块吸引磁珠,将其均匀分布在房角周围。 术毕,涂抗生素
眼膏。 对照组双眼前房注入 3滋L PBS 缓冲液。 造模后第
2d 开始测量眼内压,若造模后眼内压稳定大于造模前
5mmHg 且持续 2wk 即认为造模成功[4]。
1郾 2郾 2 皮下注射摇 高眼压模型造模后,E2 组和 E2+TAM
组分别颈部皮下注入 10滋g / mL E2 0郾 2mL 和10滋g / mL E2
0郾 2mL+0郾 1mg / mL TAM 0郾 5mL,对照组和 Beads 组分别皮
下注入 0郾 5mL 生理盐水。 连续注射 2wk。 皮下注射均于
每日 8颐00 ~ 10颐00 进行,在眼压测量之后完成。
1郾 2郾 3 眼压测量摇 固定小鼠,在 TonoLab 眼压计中选择小
鼠模式,置入一次性测量探针。 测量眼压计手柄与地面垂
直,测量探针垂直于小鼠角膜中央。 每眼连续测量 6 次后

系统会自动显示该 6 次测量的平均值,以该平均值记为测
量一次的有效眼压值。 每眼测得 3 次有效眼压值,并记
录。 眼压测量在每日 8颐00 ~ 10颐 00 进行,在皮下注射前完
成。 眼压测量均由同一位实验者完成。
1郾 2郾 4 视网膜切片 HE 染色测量中央视网膜厚度 摇 造模
2wk 后,每组取 2 只小鼠,共摘除 4 只眼球,PBS 漂洗后于
4%多聚甲醛中固定 24h。 石蜡包埋,沿平行于视神经的
矢状轴切片,厚度为 5滋m。 苏木素-伊红染色,封片后显
微镜下观察,取包含视神经在内的中央视网膜进行测量。
每只眼球选取 3 张包含视神经的视网膜切片,测量以视神
经为中心、200滋m 范围内的中央视网膜厚度。
1郾 2郾 5 全视网膜铺片计数神经节细胞摇 造模 2wk 后,每组
取 2 只小鼠,共摘除 4 只眼球,PBS 中漂洗后于 4%多聚甲
醛中固定 40min。 去除眼前节、晶状体及脉络膜,分离视
网膜。 将视网膜转移入 5% BSA-T 中室温封闭 2h,PBS
漂洗后,Brn3a 一抗(山羊来源,1颐 200)4益孵育过夜。 PBS
漂洗 3 次,5min / 次,驴抗山羊 IgG 二抗(1 颐 400)室温孵育
2h,PBS 漂洗 3 次,5min / 次。 在显微镜下,将视网膜剪成
四叶草形状,加入封片剂固定封片[5]。 荧光显微镜下
(伊400)以视盘为中心向 4 个瓣方向移动,分别于距离视
盘 1、1郾 5mm 处拍照,每片视网膜共计 8 张图片。 该视网
膜平均视网膜神经节细胞( retinal ganglion cells,RGCs)计
数=8 张图片总视网膜神经节细胞数 / 8 张图片总面积。
1郾 2郾 6 Western blot 检测视网膜 GFAP 蛋白的表达 摇 造
模 2wk 后,每组取 4 只小鼠,共摘除 8 只眼球,迅速冰上分
离视网膜后加入裂解液,低温超声裂解视网膜。 BCA 法
测定总蛋白浓度。 SDS-PAGE 电泳时每孔蛋白上样量为
30滋g,后转入 NC 膜。 5% BSA 室温封闭 2h,TBST 漂洗,
GFAP 一抗(兔来源,1 颐 2000)孵育,摇床 4益 过夜。 TBST
漂洗 3 次,10min / 次,HRP 标记的山羊抗兔二抗(1颐 4000)
室温孵育 2h。 TBST 漂洗 3 次,10min / 次,暗室中 ECL 液
显影,胶片曝光。 Image J 软件分析蛋白条带,GFAP 蛋白
相对表达量=GFAP 曝光 A 值 / GAPDH 曝光 A 值。 GAPDH
为内参蛋白。

统计学分析:Graphpad Prism 5郾 0 软件进行统计学分

析。 计量资料采用均数依标准差(軃x依s)表示,多组间比较
采用单因素方差分析,组间两两比较采用 SNK-q 检验。
P<0郾 05 表示差异有统计学意义。
2 结果
2郾 1 E2 和 TAM 对眼内压的影响 摇 观察造模后 2wk 内小
鼠眼压曲线可知,前房磁珠注射后,由于大量磁珠堵塞房
角,造成房水回流不畅,导致造模后 2wk 内 Beads 组小鼠
平均眼压(16郾 34依3郾 122mmHg)明显高于对照组(10郾 38依
0郾 839mmHg),差异有统计学意义(P<0郾 001),表明小鼠慢
性高眼压模型建立成功;而 E2 组和 E2+TAM 组小鼠平均
眼压 ( 12郾 77 依 2郾 053mmHg 和 11郾 73 依 1郾 96mmHg) 均 较
Beads 组显著下降(P<0郾 001);但两组间比较,差异无统计
学意义(P>0郾 05),见图 1。
2郾 2 E2 和 TAM 对视网膜厚度的影响 摇 HE 染色结果表
明,造模 2wk 后,各组小鼠视网膜结构未见明显异常,各层
细胞排列较为规整,仅 Beads 组小鼠视网膜神经节细胞层
见部分 RGCs 排列中断区,见图 2A。 中央视网膜厚度测量
结果表明,与对照组(170郾 2依1郾 43滋m)相比,Beads 组视网
膜厚度(159郾 0依4郾 27滋m)略有下降,E2 组(170郾 1依1郾 49滋m)
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摇 摇

图 1摇 各组小鼠眼内压变化情况摇 A:造模后 2wk 内各组小鼠眼压变化曲线(0d 表示造模前);B:造模后 2wk 内各组小鼠平均眼压值
比较;F=11郾 24,P=0郾 025;bP<0郾 01 vs 对照组;dP<0郾 01 vs Beads 组。

图 2摇 各组视网膜厚度变化摇 A:各组中央视网膜 HE 染色结果(伊400);B:各组平均中央视网膜厚度的比较。

及 E2+TAM 组(168郾 5依4郾 22滋m)视网膜厚度较 Beads 组略
有增加,但各组视网膜厚度比较,差异无统计学意义(F =
2郾 853,P>0郾 05),见图 2B。
2郾 3 E2 和 TAM 对视网膜神经节细胞的影响摇 免疫荧光
组织化学染色结果显示,造模 2wk 后,各组视网膜 RGCs
计数差异有统计学意义(F = 5郾 562,P = 0郾 023)。 Beads
组视 网 膜 RGCs 计 数 ( 3579 依 192郾 5 / mm2 ) 较 对 照 组
(4146依236郾 8 / mm2)显著减低(P<0郾 05); E2 组(3867依
416郾 8 / mm2)和 E2 +TAM 组 (4323 依 157郾 3 / mm2 ) 视网膜
RGCs 计数较 Beads 组有所升高,其中 E2+TAM 组和 Beads
组相比,差异有统计学意义(P<0郾 05),见图 3。
2郾 4 E2 和 TAM 对 GFAP 蛋白表达的影响摇 Western blot
检测结果显示,将对照组 GFAP 蛋白相对表达量定为 1,
Beads 组、E2 组、E2+TAM 组 GFAP 蛋白相对表达量分别
为 1郾 139依0郾 142、0郾 722 依0郾 301、0郾 494 依0郾 043,各组 GFAP
蛋白表达量比较差异有统计学意义 ( F = 8郾 944, P =
0郾 012),其中 Beads 组分别与 E2 组和 E2+TAM 组比较,差
异均有统计学意义(P<0郾 05),但 E2 组与 E2+TAM 组比
较,差异无统计学意义(P>0郾 05),见图 4。

3 讨论
青光眼作为全球第二大致盲性眼病,是由于各种原因

所致的 RGCs 及其轴突不断丢失,从而形成的缓慢进展的
神经变性疾病,其最主要的危险因素是眼压升高。 E2 作
为机体内雌激素的主要生物活性形式,参与了众多生理病
理过程。 近年研究发现,经典的雌激素受体 琢(ER-琢)和
茁(ER-茁)在眼内血管、视网膜、脉络膜中均有表达[6]。 在
许多相关的临床研究中发现雌激素与眼压间存在密切关
系,Mayo 研究发现,43 岁前进入更年期的女性比 43 岁后
进入更年期的女性发生原发性开角型青光眼的风险高
1郾 6 倍[7]。 另有研究发现,针对更年期后的女性单纯给予
雌激素治疗时,双眼眼压均有 0郾 5 ~ 0郾 6mmHg 下降,与安
慰剂组比较有统计学差异[8]。 动物实验也发现,E2 具有
降低眼压,保护视网膜的作用[9-11]。 TAM 是一种选择性
雌激素受体调节剂(SERM),在不同的组织中具有类似或
拮抗雌激素的效应。 其在骨骼组织中表现为类似雌激素
效应,故应用于绝经后骨质疏松症的替代治疗,但在子宫
内膜、乳腺等组织中却起到拮抗雌激素的效应[12],能够抑
制子宫内膜上皮细胞和乳腺细胞的增生,因而在乳腺癌的
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图 3摇 各组视网膜铺片 RGCs计数摇 A:各组视网膜铺片 Brn3a 免疫荧光组织化学染色结果(伊400);B:各组铺片 RGCs 计数结果。aP<
0郾 05 vs 对照组,cP<0郾 05 vs Beads 组。

图 4摇 各组视网膜 GFAP蛋白表达情况摇 A:各组视网膜 GFAP
蛋白 Western blot 检测结果;B:各组视网膜 GFAP 蛋白表达量;
aP<0郾 05 vs 对照组;cP<0郾 05 vs Beads 组。

临床治疗中广泛应用。 此外,TAM 也可不通过雌激素受
体发挥作用,在中枢神经系统的研究中,TAM 可通过阻断
星形胶质细胞上的体积调节性阴离子通道抑制损伤后胶
质细胞的增殖活化,达到神经保护作用[13]。

M俟ller 细胞是脊椎动物视网膜上最主要的一类胶质
细胞[14-15],贯穿视网膜全层。 视网膜受到持久性应激损
伤后,M俟ller 细胞会去成熟转变为分化状态[16],并通过释
放某些毒性细胞因子如一氧化氮(NO)、肿瘤坏死因子
(TNF-琢)、氧自由基等诱发神经元的凋亡或死亡。 GFAP
作为 M俟ller 细胞激活最敏感的指标[17-18],在检测 M俟ller
细胞激活水平中起到很好的指示作用。 本研究通过检测
各组小鼠视网膜中 GFAP 蛋白的表达观察 M俟ller 细胞增
殖活化状态。

本研究中,为避免雌性小鼠体内内源性雌激素对研
究结果的干扰,选择机体内雌激素含量较少的成年雄性
小鼠作为研究对象,通过前房注射磁珠堵塞房角,影响
房水回流,能够较稳定且有效地致小鼠眼内压升高。 有
研究认为,小鼠慢性高眼压模型建立 3wk 后才会引起视
网膜 RGCs 数量显著减少[4] ;但我们前期研究发现,模型
建立 2wk 后即可在一定程度引起 RGCs 数量减少,故本
研究选择造模后 2wk 进行观察。 本研究发现,皮下注射
外源性 E2 能够显著降低高眼压模型小鼠眼内压,增加
RGCs 数量,降低 GFAP 蛋白的表达;但各组中央视网膜
厚度并未发生明显变化,其原因可能是 2wk 的造模时间
过短,还不足以造成视网膜厚度出现明显变化。 同时,
本研究发现 E2 所致的视网膜保护作用并不能被 TAM
拮抗,反而 E2 联合 TAM 后这一保护作用更为明显。 分
析可能的机制包括:(1) TAM 作为选择性雌激素受体调
节剂,在视网膜中发挥了雌激素的类似效应。 但既往关
于糖尿病视网膜病变的研究发现,E2 能有效减少 RGCs
的凋亡,该过程可以被 TAM 阻断[19] 。 (2) E2 对视网膜
的保护作用主要通过 ER-茁 实现。 体外培养视网膜色
素上皮细胞( retinal pigment epithelium,RPE)进行研究发
现,给予氧化应激刺激时,E2 能够通过激活 ER-茁发挥
RPE 细胞保护作用,该作用可被雌激素受体拮抗剂 ICI
182,780(ER-琢 和 ER-茁)和 THC(ER-茁)阻断,但 TAM
(ER-琢)并不能阻断该效果[20] ,故认为 E2 的保护作用
主要是通过 ER-茁 实现的。 (3)TAM 通过激活雌激素新
型膜受体 GPER1 发挥视网膜保护作用。 研究发现,通
过外源性基因沉默对 TAM 耐药的乳腺癌细胞新型雌激
素受体 GPER1 蛋白表达后,TAM 刺激细胞增殖的作用
减弱,表明 TAM 可能是通过激活该细胞新型雌激素受
体 GPER1 而起作用[21] 。 此外,本课题组的前期研究证
实,视网膜中确实有 GPER1 的表达[22] 。 而 TAM 作为
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GPER1 的激动剂可能通过快速非基因调节通路激活细
胞内的相关信号通路,起到视网膜保护作用。 (4) TAM
不通过雌激素受体而单独起作用。 在中枢神经系统的
研究发现,TAM 可通过阻断星形胶质细胞上的体积调节
性阴离子通道抑制损伤后胶质细胞的增殖活化,达到神
经保护作用[13] 。

综上所述,E2 能够减轻眼内压增高带来的视网膜损
伤,TAM 并不能阻断 E2 的这一保护作用,反而与 E2 具有
协同效应,具体原因和机制仍需进一步探索。
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