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Abstract
誗 AIM: To study the effects of estrogen on the
expression of matrix metalloproteinases-1 (MMP-1) and
tissue inhibitor of matrix metalloproteinase-1 (TIMP-1) in
lacrimal gland of ovariectomized rat.
誗METHODS:A total of 60 female rats were examined for
the expression of MMP-1 and TIMP-1 protein in lacrimal
gland through S玉t measurement together with Western-
blot and RT-PCR methods.
誗RESULTS:There was significant reduction in S玉t and
increase in the protein expression of MMP1, TIMP1 and
mRNA after ovariectomy conducted on rats (P < 0. 05) .
After estrogen treatment, there was significant reduction
in S玉t and increase in the expression of MMP1, TIMP1
and mRNA as compared with before treatment (P<0郾 05).

誗CONCLUSION: Estrogen must be applied cautiously to
treat xerophthalmia following menopause because
estrogen can up regulate the expressions of MMP-1 and
TIMP - 1 and can aggravate the decrease of lacrimal
secretion.
誗KEYWORDS:xerophthalmia; matrix metalloproteinases-1;
tissue inhibitor of matrix metalloproteinase-1; Western-
blot; real-time PCR
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摘要
目的:探讨雌激素对去势雌鼠泪腺中 MMP1 和 TIMP1 表
达的影响。
方法:采用 Western-blot 和 RT- PCR 的方法检测 60 只雌
鼠泪腺中 MMP1 和 TIMP1 的表达情况,并进行 S玉 t
检测。
结果:雌鼠去势后 S玉t 显著缩短,MMP1 和 TIMP1 蛋白、
mRNA 表达均显著增高(P<0. 05);给予雌激素后,S玉t
比给药前显著缩短,MMP1 和 TIMP1 蛋白、mRNA 表达较
给药前均显著增高(P<0. 05)。
结论:雌激素上调 MMP1 和 TIMP1 表达,而且可以加重泪
液分泌的减少,所以临床需慎用雌激素治疗绝经后干
眼症。
关键词:干眼症;基质金属蛋白酶-1;基质金属蛋白酶组
织抑制剂-1;蛋白印迹;实时定量 PCR
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0 引言
摇 摇 干眼症是眼科常见疾病之一。 从临床上看,免疫炎
症反应、细胞凋亡、性激素水平变化是其发生发展的主要
原因。 流行病学调查显示,老年妇女干眼症患病率高达
40% ,提示干眼病的发生可能与绝经期妇女卵巢功能减
退、雌激素水平降低有关[1]。 性激素在许多组织中调节
基质金属蛋白酶-1(matrix metalloproteinases-1,MMP-1)
和基质金属蛋白酶组织抑制剂 - 1 ( tissue inhibitor of
matrix metalloproteinase-1,TIMP-1)的合成,然而在泪腺
中雌激素怎样影响 MMP-1 和 TIMP-1 的表达,以及其表
达与干眼之间的相关性却不清楚,是否可以使用雌激素
治疗绝经期干眼症仍有争议,本文对此进行了研究。
1 材料和方法
1. 1 材料摇 SD 雌性大鼠 60 只,购于第四军医大学实验动
物中心,常规室温饲养。
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摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 表 1摇 不同时间点各组 S玉t 测量值 (軃x依s,mm / 5min)
分组 造模前 造模后 1mo 造模后 3mo 造模后 5mo 给药后 6wk
A 组 7. 62依0. 44 7. 64依0. 66 7. 63依0. 94 7. 61依0. 76 7. 59依0. 88
B 组 7. 56依0. 60a 5. 27依0. 84e 3. 57依0. 61e 2. 31依0. 63e 2. 11依0. 47e

C 组 7. 59依0. 66a,c 5. 26依0. 93c,e 3. 62依0. 64c,e 摇 2. 38依0. 66c,e 1. 15依0. 51e,g

摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 aP>0. 05 vs A 组;cP>0. 05 vs B 组;eP<0. 05 vs A 组;gP<0. 05 vs B 组。

1. 2 方法

1. 2. 1 动物分组摇 将 60 只 SD 雌性大鼠随机分为对照组

和实验组(去卵巢组),对照组 20 只设为 A 组,只切除腹

腔内部分脂肪组织;实验组大鼠分 B 和 C 两组,各 20 只,
均切除双侧卵巢,8wk 后采取颈椎脱臼法处死大鼠。
1. 2. 2 动物模型的建立摇 实验组两组大鼠均用 6%水合氯

醛 200mg / kg 腹腔注射麻醉,剃去腹部鼠毛,25g / L 碘酊及

700mL / L 乙醇消毒,做腹正中切口,打开腹腔后沿输卵管

寻找淡红色黄豆大卵巢,切除双侧卵巢后分层关腹。 建模

5mo 后 B 组注射生理盐水,C 组予苯甲酸雌二醇 200滋g / kg
皮下注射每 3d 一次,A 组不予任何干预。 此操作后 6wk
处死所有大鼠,立刻摘取大鼠泪腺。 部分用 4% 多聚甲醛

和 4%戊二醛固定,部分置液氮中保存。
1. 2. 3 S玉t 测定摇 所有实验动物分别于建模前和建模后

1,2,3,4,5mo 及给药后 6wk 行泪液分泌量( Schirmer玉
test,S玉t)测定。 根据 Fujihara 等[2] 报道采用改良的 S玉t
方法 测 量: 将 测 试 滤 纸 裁 成 1mm 伊 17mm, 一 端 折 弯

2郾 5mm,置于大鼠下睑外侧 1 / 3 结膜囊内,其余部分悬垂

于皮肤表面,5min 后观察试纸湿润长度。
1. 2. 4 Western-blot 检测雌鼠泪腺中 MMP1 和 TIMP1 蛋

白的表达摇 标本离体后立即去除坏死组织,并抽提蛋白,
测浓度后-70益冻存备用。 灌制十二烷基硫酸钠( sodium
dodecylsulfate,SDS) -聚丙烯酰胺分离胶和积层胶后,加
Tris-甘氨酸电泳缓冲液,拔去梳子后加样。 每孔加样

25滋L,第一泳道加入预染低分子质量标准分子质量蛋白。
起始电压 8V/ cm,样品进入分离胶后提至 15V/ cm。 待电泳

完毕后蛋白转印于硝酸纤维素膜上,脱脂奶粉封闭膜,加
入 MMP1 / TIMP1 抗体(1颐500), 4益过夜,洗膜,分别加入

IgG,反应 1h。 洗膜后加入 DAB 显色。 蛋白的检测均以

PBS 替代一抗作为阴性对照,以 茁-actin 作为阳性对照,将
每一个样本的条带灰度值与相应 茁-actin 的条带灰度值

相比。
1. 2. 5 RT-PCR检测雌鼠泪腺中MMP1 和 TIMP1 mRNA
的表达摇 取 100mg 组织标本置于灭菌匀浆器中,加入 1mL
预冷的 Trizol 后充分研磨,然后将液体移入 1郾 5mL 离心

管,4益 12000r / min 离心 15min,取上清液,加入 1 / 5 体积

氯仿,混匀后室温静置 5min,4益 12000r / min 离心 15min,
将上层液体小心移至新的 1. 5mL 离心管中,加等体积异丙

醇,混匀后室温静置 15min,4益 12 000r / min 离心 15min,弃
上清液,加 1mL 750mL / L 乙醇后混匀,4益 12000g 离心

10min,弃上清液,室温干燥 5min,管底白色沉淀即所得总

RNA。 cDNA 模板的制备根据 Fermentas 反转录试剂盒说

明,将 2mg 总 RNA 反转录为 cDNA,-20益冰箱保存备用。
引 物 设 计: MMP - 1 上 游: 5 - CGACTCTAGAAACA

CAAGAGCAAGA-3,下游:5-AAGGTTAGCTTACTGTCACA
CGCTT-3;TIMP-1 上游:5 -ATCCTGTTGTTGCTGTGGCTG
ATAG-3,下游:5 -TGCTGGGTGGTAACTCTTTATTTCA-3;
茁-actin 上游:5-GGTGGTTATGACTTTGGTTAC-3,下游:5-
CAGGCGTGATGGCTTATTTGT- 3。 PCR 反应体系 25mL,
包括 SYBR GreenI 12. 5mL,ROXI 10. 5mL,10mmol / L 的上

下游引物各 0. 5mL,cDNA 模板 0. 5mL,补充灭菌 ddH2 O
至 25mL。 反应条件:95益 10s,95益 5s,55益 34s,72益
1min,共 40 个循环。 加样时,按照 ABI 7500 Real Time 仪

器说明书,每一样本和基因同时做一个相同的复孔,输出

数据为两者的平均值,统计时采用目的基因与 茁-actin 的

比值即相对定量值(relative quantitation,RQ)进行比较。
摇 摇 统计学分析:对所得数据采用 SPSS 16. 0 统计软件行

统计分析,统计数据用 軃x依s 表示。 成组设计的两均数比

较采用配对样本 t 检验,多组间比较采用单因素方差分

析,组间两两比较采用 LSD- t 检验,两变量间相关性用

Spearman 等级相关分析。 以 P <0. 05 为差异有统计学

意义。
2 结果

2. 1 S玉t 结果摇 两实验组动物在建模后 1mo 测 S玉t 结果

即开始下降,到 3mo 时较建模前均下降 50% ,且与建模前

比较有统计学差异( tB = 22. 23,P<0. 05; tC = 22. 43,P <
0郾 05);给药 6wk 后实验 C 组 S玉t 较 B 组缩短,两者比较

有统计学差异( t = 5. 47,P<0. 05);而且 C 组与给药前比

有统计学差异( t=7. 49,P<0. 05,表 1)。
2. 2 雌鼠泪腺中 MMP1 和 TIMP1 蛋白的表达摇 去卵巢雌

鼠给药 6wk 后,各组 MMP -1 比较有统计学差异 ( F =
40郾 01,P<0. 05);B 组表达高于 A 组,两组间有统计学差

异( t=11. 69,P<0. 05);C 组高于 B 组,两组间有统计学差

异( t=2. 85,P<0. 05)。 各组 TIMP-1 比较有统计学差异

(F=129. 36,P<0. 05);B 组表达高于 A 组,两组间有统计

学差异( t=8. 63,P<0. 05);C 组高于 B 组,两组间有统计

学差异( t=9. 27,P<0. 05,图 1,表 2)。 MMP-1 和 TIMP-1
之间呈正相关( rs =0. 745,P<0. 05)。
2. 3 雌鼠泪腺中MMP1 和 TIMP1 mRNA的表达摇 去卵巢

雌鼠给药 6wk 后,各组 MMP-1mRNA 比较有统计学差异

(F=65. 83,P<0. 05)。 B 组表达高于 A 组,两组间有统计

学差异( t=14. 36,P<0. 05);C 组高于 B 组,两组间有统计

学差异( t=3. 90,P<0. 05);各组 TIMP-1mRNA 比较有统

计学差异(F=94. 35,P<0. 05)。 B 组表达高于 A 组,两组

间有统计学差异( t = 11. 69,P <0. 05);C 组高于 B 组,两
组间有统计学差异( t=5. 16,P<0. 05,图 2,表 3)。 MMP-1
mRNA 和 TIMP-1 mRNA 之间呈正相关(rs =0. 59,P<0. 05)。
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图 1摇 雌鼠泪腺中 MMP1 和 TIMP1 蛋白的表达。

图 2摇 雌鼠泪腺中 MMP-1 和 TIMP-1 mRNA的表达。

表 2摇 雌鼠泪腺中 MMP-1 和 TIMP-1 蛋白的表达 軃x依s
分组 MMP-1 TIMP-1
A 组 0. 25依0. 09 0. 26依0. 12
B 组 0. 52依0. 07a 0. 51依0. 09a

C 组 0. 69依0. 23a,c 0. 79依0. 09a,c

aP<0. 05 vs A 组;cP<0. 05 vs B 组。

表 3摇 雌鼠泪腺中 MMP-1 和 TIMP-1 mRNA的表达 軃x依s
分组 MMP-1 TIMP-1
A 组 0. 36依0. 07 0. 37依0. 05
B 组 0. 59依0. 09a 0. 57依0. 06a

C 组 0. 76依0. 15a,c 0. 76依0. 13a, c

aP< 0. 05 vs A 组;cP<0. 05 vs B 组。

3 讨论

摇 摇 干眼的发病机制比较复杂,老年女性的内分泌变化是

干眼发生的重要因素。 然而是由于性激素的过剩还是不

足,和 / 或雌、雄激素之间的不平衡影响发病尚存在争议。
已证实女性在性成熟前卵巢功能丧失(如卵巢因病切

除),表现出一定程度的眼表损害和干眼症状明显重于对

照组[3]。 Mathers 等[4] 发现绝经前妇女,血清睾酮水平与

泪液量呈负相关,而雌激素水平与之呈正相关;在绝经后

的妇女,这种关系相反,即高睾酮水平与泪液量增加相关,
高雌激素水平与泪液量减少相关。 亦有研究表明,雌激素

在一定程度上能影响泪腺功能, 其机制尚 不 清 楚,
Wickham 等[5]已检测到在泪腺及睑板腺中存在雌激素受

体,推理雌激素通过其受体对它们的功能产生影响。
Suzuki 等[6]报道应用 17茁-雌二醇 6h 和 / 或 24h 后,即可

观察到人角膜上皮细胞中促炎细胞因子和基质金属蛋白

酶(MMPs)表达增加,提示雌激素可能在干眼的眼表炎症

中起作用。
摇 摇 有研究表明,MMPs 与干眼症有非常密切的关系[7,8],
在 NRTN 基因完全缺失的小鼠模型中,其角膜上皮及泪液

中 MMPs 的质量浓度明显高于含 NRTN 基因的小鼠。 已

证实性激素在许多细胞中调节 MMPs,干燥综合征(Sj觟ren

syndrome,SS)患者泪液和唾液中 MMPs 均增加[9,10],泪腺

炎症诱导的兔干眼模型泪腺和角膜中 MMPs 同样升

高[9,11],推测 MMPs 可能是干眼发病的密切因素。 MMPs
的表达受蛋白因子、性激素、神经激素、细胞间相互作用和

细胞转化等多种因素的调节。 MMPs 家族均是锌和钙依

赖的酶,目前发现有 20 多种亚型,但其结构及作用机制相

似,他们既参与组织重建,又可引起细胞外基质功能紊乱

或崩解。 其中分布于眼部的 MMPs 家族成员主要有 4 种,
包括间质胶原酶(MMP-1)、明胶酶 A(MMP-2)、间质溶

解素(MMP-3)与明胶酶 B(MMP-9)。 MMPs 可降解几乎

全部细胞外基质(extracelluar matrix,ECM)成分并能激活

其他 MMPs,形成瀑布效应。 TIMPs 是 MMPs 的特异性抑

制物,可在转录水平上调节 MMPs 表达,通过其氨基末端

决定簇与 MMPs 以 1颐1 的比例形成 MMP- TIMP 复合体,
从而阻断 MMPs 与底物结合。 在机体内,活化的 MMPs 与

TIMPs 间保持动态平衡,平衡的打破将导致组织细胞的

ECM 的沉积与降解,并影响细胞的移行、黏附和浸润[12]。
MMP-1 属于胶原酶亚族,是第一个被定性的基质金属蛋

白酶,可切割玉,域,芋,峪,愈型胶原及明胶、可聚蛋白多

糖等,在域型胶原的降解中起着关键的作用[13],而且其他

许多 MMPs 亚型对域型胶原的降解均需要通过它起作用,
被视为降解胶原的起始酶和限速酶。 MMP-1 无胞内贮

存,受刺激后由细胞临时合成释放,故在正常休眠组织中

MMP-1 表达量极少,一般难以检测,但在病理情况下如创

伤愈合、修复或重塑过程中,MMP - 1 表达量增加[14]。
MMP-1 主要表达于成纤维细胞、角质细胞、内皮细胞、单
核巨噬细胞、成骨细胞和软骨细胞,Gaton 等[15] 研究发现,
人睫状肌、虹膜、巩膜、角膜内皮细胞和睫状体非色素上皮

细胞均有 MMP-1 的表达。 MMP-1 和 TIMP-1 在维护

ECM 稳态及其代谢过程起着极其重要的作用。
摇 摇 本研究采用 Western - blot 方法检测雌激素作用下

MMP-1 蛋白在去卵巢雌鼠泪腺中含量的变化,同时检测

了其抑制剂 TIMP-1 蛋白的变化。 并且为了解 MMP-1 和

TIMP-1 在转录水平的调控,应用 RT-PCR 技术检测

MMP-1mRNA 和 TIMP-1mRNA 水平。 两种实验方法的结

果均显示:去卵巢雌鼠泪腺中 MMP-1 和 TIMP-1 表达较

正常组增加;雌激素干预 6wk 后泪腺中 MMP-1 和 TIMP-1
表达较去卵巢雌鼠组也有显著增加。 这些结果显示卵巢

摘除后 MMP-1 和 TIMP-1 总的趋势是上调,而且雌激素

的单独使用可更显著上调去卵巢雌鼠泪腺中 MMP-2 与

TIMP-2 的表达。 同时,去卵巢雌鼠泪腺中 S玉t 表达术后

较术前下降 50%;雌激素治疗组给药 6wk 后泪腺中 S玉t 表
达较给药前显著缩短。 分析机制可能是:由于雌鼠去势后

单纯增加雌激素,或雌、雄激素的比例失调,可引起泪腺释

放细胞因子和炎症介质,促进 MMPs 的合成与活化,从而

导致 MMPs 及 TIMPs 表达增高,而雌激素通过上调 MMP-
1 的表达导致泪腺萎缩,泪液分泌减少。 但因本实验中未

能研究雄激素对去势雌鼠干眼症的影响,故这一分析尚需

要进一步实验的证实。 基础研究已证实,雌激素在其它组

织中也能促进 MMPs 的表达和活性,如肾小球系膜细

胞[16]、人色素上皮细胞[17]、角膜上皮细胞[6]。 在不同的
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SS 鼠模型中也是如此[9,11],因此我们认为 MMP - 1 和

TIMP-1 可能也是本病的发病机制。 TIMP-1 既能与酶原

形式的 MMP-1 结合,也能与活化的 MMP-1 结合使其失

活,从而在维持各种生理状态下 ECM 的沉积和降解的平

衡中起关键作用。 在本实验中发现 TIMP-1 随 MMP-1 的

表达增高而增高,两者有明显正相关性,亦证实了这一点。
但 MMP-1 和 TIMP-1 的蛋白水平与各自的 mRNA 水平未

发现有类似的相关性,这种基因和蛋白的表达不一致说

明,在雌鼠去势模拟的绝经模型中,雌激素的干预尽管可

以促进两种因子 mRNA 的表达上调,但可能还有其他因

素参与影响 MMP-1 和 TIMPs 蛋白的翻译过程,从而干扰

了免疫炎症反应和组织修复。
摇 摇 综上所述,在绝经期,MMP-1 和 TIMP-1 可能参与了

干眼症的发病,而雌激素能加重泪腺萎缩,泪液分泌减少,
建议临床医生使用雌激素治疗绝经后干眼症时应该慎重。
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