
1 74 巾华眼底病杂志2005年 5月第 21卷第 3期 Chin J Ocul Fundus Dis，May 2005．Vol 21，No．3 

雌激素对视网膜血管渗漏的影响 

张红兵 张军军 马麟 张美霞 赵英杰 

· 实 验 研 究 · 

【摘要】 目的 探讨用去势方法研究雌激素影响眼部疾病的可行性以及雌激素对视网膜血管渗漏的 

影响。 方法 健康成熟的雌性 SD大鼠 22只，随机分为实验组和对照组。实验组雌性 SD大鼠用去势方 

法降低体内雌激素水平；对照组用假去势方法 ，不影响雌激素水平。手术效果用阴道上皮涂片方法证实。用 

光动力诱导方法建立视网膜静脉阻塞模型，用分光光度计测量视网膜伊文思蓝渗漏量。 结果 实验组大 

鼠 阴道上皮成熟值降低 明显 (f一21．008，P一0．000)，对照组 大鼠成熟值变化不 明显 (t一0．31 9，P一 

0．756)。实验组大鼠视网膜平均伊文思蓝渗漏量为(25．503 0±4．378 47)ng／mg。对照组大鼠视网膜平均 

伊文思蓝渗漏量为(1 7．830 0±4．265 69)ng／mg。2组之间差异有统计学意义(f一3．969 36，P一0．001)。 

结论 去势方法是研究雌激素在眼部疾病作用的可靠模型，雌激素水平降低时视网膜血管的渗漏增加。 
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[Abstract] Objective To explore the effect of estrogen on the permeability of retinal blood vessel 

by ovariectomy． M ethods Twenty—two healthy rats were divided into experimental and control group 

randomly．Estrogen level of rats decreased due to ovariectomy in the experimental group while stabilized 

by sham—ovariectomy in the control group．The results were confirmed by vaginal epithelium smearing
． 

Retinal vein occlusion was established by photodynamic method，and leakage of Evan’S blue in retina was 

determined by spectrophotometer． Results Mature value of vaginal epithelium decreased significantly in 

ovarlectomy rats(f一 21．008，P一 0．000)while not significantly in sham—ovariectomy ones (t一 0
． 319．P一 

0．756)；the mean leakage of Evans blue was(25．503 0±4．378 47)ng／mg in experimental group，and 

(17．830 0± 4．265 69)ng／mg in the control group，and the difference between the two groups is 

significant(f一 3．969 36，P一0．001)． Conclusion Ovariectomy is an useful method tO study the effect of 

estrogen on ocular diseases，and when estrogen level decreases，the permeability of retinal blood vessel 

1ncreases． 
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视网膜血管渗漏是许 多眼底疾病的特点，并严重 

影响视功能。目前该方面研究已经取得很大进展，但是 

尚不完善。近年研究发现雌激素除了一般生理作用外， 

对血管通透性也有明显调控作用口 。由于许多眼部疾 

病有明显的性别差异，最近研究发现雌激素受体在眼 

组织中有明显分布 ，因此我们设计了该实验，以探 

讨雌激素对视网膜血管渗漏的影响。 

l 材料和方法 

1．1 材料 

清洁级健康成熟雌性SD大鼠22只，体重200～ 
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250 g。速眠新(长春军需大学兽医研究所)，2 9／6虎红 

(上海试剂三厂)，伊文思蓝(中国医药集团上海试剂公 

司)，甲酰胺(美国Sigma公司)。 

1．2 实验方法 

1．2．1 降低雌激素水平模型的制作 符合标准的雌 

性 SD大鼠 22只，随机分为实验组和对照组，每组各 

11只大鼠：实验组采用去势方法，即切除大鼠两侧卵 

巢；对照组采用假去势方法，仅切除卵巢周围部分脂肪 

组织 。l周后阴道上皮涂片了解大鼠体内雌激素水 

平的变化 。 

1．2．2 光动力法建立视网膜静脉阻塞模型 川 尾 

静脉按 40 mg／kg的剂量注射 2 虎红后，固定于多波 

长眼底激光仪前特制的固定架上，以+78D前置镜，用 

黄绿色激光光凝视盘周围所有主要视网膜静脉。范围 
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为距视盘 1个视盘直径(PD)开始，长约 4 PD。激光参 

数为光斑直径 50 pm、能量 75 mw、曝光时间 0．2 S、击 

发点数 150～200点。大鼠苏醒后回笼饲养 

1．2．3 不同伊文思蓝浓度与净吸光度[』4．1同称光密 

度(0D)]值关系的测定 配制 25 t*g／I ～1 000 t*g／I 

不同浓度伊文思蓝的甲酰胺溶液，分别在分光光度计 

上测量 620 nm和 740 nm 的A值。 

1．2．4 视网膜伊文思蓝渗漏量的测定 所有大鼠均 

于 2周后速眠新肌肉注射麻醉，解剖暴露髂外静脉，血 

管内注射伊文思蓝(45 mg／kg)。120 min后剪开胸腔， 

结扎腹主动脉，左心室插管，灌注 37 C预热的生理盐 

水 250 ml，同时剪开右心耳，进行血管灌注 5 min。然 

后迅速摘除眼球，在 10 多聚甲醛中固定 10 min，分 

离视网膜。将视 网膜与 300 t*l甲酰胺在 70 C孵育 

18 h，然后在 4 C下以离心半径 28 cm、17 500 r／min 

下高速离心 120 min，取上清液 l00／,1，用分光光度计 

测量 620 nm和 740 nm波长的 值，二者差值×100 

一 净 值。根据伊文思蓝与净 值的关系，得到实际 

溶液中伊文思蓝浓度，用浓度乘以 300 t*l得出视网膜 

伊文思蓝渗漏量。吸除剩余溶液，剩余物质真空冷冻干 

燥5 h，用电子天平称出其重量，即为视网膜干重。最后 

用视网膜干重(mg)标化伊文思蓝(ng)渗漏量，结果表 

示为 ng／mg。 

1．3 统计学方法 

采用 SPSS1 1．0统计软件对伊文思蓝与净 值的 

关系进行直线回归分析；两样本均数的差别用 t检验 

分析，P<0．05为差异有统计学意义。 

2 结果 

2．1 手术情况 

去势和假去势手术顺利，术中无明显出血和死亡， 

术后无感染，平均手术时间 10～15 min。 

2．2 阴道上皮涂片结果 

正常大鼠阴道上皮涂片：细胞多边性 ，细胞浆均质 

红染，核固缩，着色不明显；去势手术后 1周 SD大鼠 

阴道上皮涂片：细胞大小和形状接近正常细胞，细胞浆 

淡染，核大，着色明显；假去势手术后 1周 SD大鼠阴 

道上皮涂片：细胞大小和形状与正常细胞相同，细胞浆 

均质红染，核固缩，着色不明显。记录方法用成熟值 

(MV)和成熟均数(MI)表示。对照组手术前 Mv平均 

值为 86．363 6±6．160 73，手术后 MV平均值为 

87．045 5±4．585 05，二者比较差异无统计学意义(￡一 

0．319，，J一0．756)。实 验 组 手 术 前 MV 平 均 值 

87．500 0±5．361 90，手术后 MV 平均值43．636 4± 

3．599 24，二者差异有显著统计学意义(￡一21．008， 

P一 0．000)。 

2．3 视网膜中央静脉阻塞模型 

22只眼在激光结束时即可见到静脉内有明显黑 

色血栓形成，部分栓子松动后其间静脉内无血液流动， 

远端静脉淤曲、扩张，周边视网膜散在小点片状出血。2 

周后眼底荧光血管造影显示：实验组和对照组 SD大 

鼠未激光光凝眼眼底无荧光素渗漏，激光光凝眼眼底 

均有荧光素渗漏，实验组视网膜荧光素渗漏(大片状渗 

漏)明显强于对照组(点状渗漏)。 

2．4 不同伊文思蓝浓度与净 值之间的关系 

实验测得不同伊文思蓝浓度在 620 nm和740 nm 

的 值，其差值×100一净 值。统计分析伊文思蓝浓 

度 与净 值之间呈高度直线相关(r一0．994，P一 

0．001)，为 Y一3．681E一03X+7．848E一02(Y表示 

净 A值，X表示伊文思蓝浓度)。 

2．5 2组视网膜伊文思蓝渗漏量及统计分析 

对 照组 伊文 思蓝平 均 渗漏 量为 (17．830 0--+- 

4．265 69)ng／kg，实验组 伊文思 蓝平 均渗漏量 为 

(25．503 0-+-4．378 47)ng／kg，二者差异有统计学意 

义(￡=3．969 36，P 0．001) 

3 讨论 

去势和假去势动物模型，作为研究雌激素作用的 

经典方法，在心血管、神经和骨科等专业广泛应用，并 

取得了显著成果⋯ ，但是对眼科还未见报道。本实验 

首次探讨了用该方法研究雌激素对眼部疾病作用的可 

行性，结果证实该手术简单易行。阴道上皮细胞角化程 

度主要受雌激素调控，血液雌激素水平明显降低时角 

化程度明显下降，在正常月经周期不同时间比较稳定， 

因此用阴道上皮涂片可以反应体内雌激素水平 。。 

本实验证实假去势大鼠手术前后 1周阴道上皮细胞角 

化程度无明显变化，而去势大鼠手术前后阴道上皮细 

胞角化程度改变明显，可以反应大鼠体内雌激素水平 

的变化。 

有文献 曾报道激光光凝血管从视盘旁开始，以 

2 PD为度，但 是这种方法栓塞静脉再通 的机率很 

大l 。为了防止再通的发生，我们将光凝的血管长度 

延伸到 4 PD，结果光凝的静脉全部形成栓塞，高于相 

关文献报道的成功率 90％(9／10) 。 

伊文思蓝是一种四钠重氮染料，进入血液后与血 

浆白蛋白以 10：1比例紧密结合，当视网膜血管通透性 

增加时，这种复合物就渗漏到血管外，通过测定视网膜 

伊文思蓝渗漏量，并用视网膜重量进行标化，就可以判 
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定视网膜血管的渗漏程度。该方法经过改进，实验结果 

更具有可比性m 。我们遵循上述原则，比较理想的测 

到了 2组视网膜伊文思蓝渗漏量。 

统计分析示 2组视网膜伊文思蓝渗漏量的差异有 

统计学意义(￡一3．969 36，P一0．001)，说明在大鼠视 

网膜静脉阻塞模型中，雌激素水平降低时，视网膜血管 

渗漏增加。这一方面与雌激素能够调控血管内皮生长 

因子的生成有关：视网膜静脉阻塞导致视网膜缺氧，血 

管内皮生长因子的基因表达上调，同时雌激素水平下 

降，其维持血管内皮生长因子水平相对稳定的能力降 

低，结果血管内皮生长因子生成增多，促进了新生血管 

的生成，导致荧光素渗漏增加_1。 。。；另一方面与雌激素 

调控一氧化氮(NO)基础释放有关：NO是一种重要的 

内皮源性血管舒张因子，能够扩张血管，抑制血管平滑 

肌细胞增生，抑制血小板聚集和阻止血细胞与血管内 

皮细胞粘附，生理条件下对维持血管正常扩张和通畅 

发挥重要作用，雌激素通过血管内皮细胞上的雌激素 

受体，调控 NO的基础释放，雌激素水平降低时这种调 

控作用减弱，NO的生成减少，使视网膜静脉阻塞更容 

易发生，加剧了视网膜静脉阻塞的程度~21 25]；另外，2 

种因素是否具有协同作用，有待进一步研究。 

志谢：中华眼底病杂志编辑部唐健老师在科研立题和论文撰写方 
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(本文编辑 ：朱敏) 

更正 本刊第 21卷第 1期 48页“实时荧光聚合酶链反应定量检测大鼠视网膜中转化生长因子 p1和 p2的表达”一文，作者沈 

炜、柳林、刘志勇的单位应为第二军医大学长海医院眼科 ，特此更正。 
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