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雄激素疗法对去势雌性大鼠泪膜稳定性的

改善作用
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..#摘要$.背景.绝经期女性干眼的发病率明显高于男性"提示性激素在干眼的发病过程中可能发挥一

定的作用"绝经期女性应用雌激素时干眼症状加重也提示雄激素可能参与干眼病程' 雄激素的应用是否可以

减轻干眼症状正在受到关注'.目的.探讨雄激素对去卵巢雌鼠泪液及泪膜稳定性的影响"探讨雄激素维持

泪膜稳定性的可能作用机制'.方法.清洁级 P 月龄雌性性成熟 &$68"3大鼠 2V 只按照随机数字表法分为正

常对照组(假手术组(去势模型组和丙酸睾丸酮组"去势模型组和丙酸睾丸酮组大鼠行双侧卵巢摘除术以制备

去势模型"造模后 U 周始丙酸睾丸酮组大鼠按 P Q̀U 7,R̂,剂量肌内注射丙酸睾丸酮"每 P 天 N 次"持续 / 周"

而假手术组大鼠仅切除腹内脂肪组织而不摘除卵巢' 于丙酸睾丸酮组大鼠给药后 / 周时测定各组大鼠血清

雄激素质量浓度"检测并比较各组大鼠 X?*$37+3试验'% X'8&(泪膜破裂时间%KcG&结果' 于丙酸睾丸酮组

大鼠给药前及给药后 / 周时各组过量麻醉法任意处死 NO 只大鼠"制备结膜和角膜组织切片"行角膜结膜免疫

荧光染色"检测各组大鼠结膜表面 Jc)UB)的阳性表达)采用扫描电子显微镜检测角膜细胞表面的超微结构

改变' 实验动物的使用和喂养遵循南方医科大学实验动物管理细则"并通过南方医科大学实验动物伦理委员

会审核批准'.结果.去势模型组大鼠血清睾丸酮质量浓度为%N V̀PpO ǸS& ',R7:"X'8值为%P /̀PpO S̀/&77R

U 7$'"KcG值为%P Q̀PpO P̀V&6"分别低于正常对照组的%S Ù/pO Ǹ2& ',R7:(%Q 2̀QpO /̀/&77RU 7$' 和%T ÙQp

O Q̀/&6"差异均有统计学意义%均 !qO ÒOO&)而丙酸睾丸酮组大鼠血清睾丸酮质量浓度为%P P̀VpO S̀2& ',R7:"

X'8值为%/ P̀QpO 2̀U&77RU 7$'"KcG值为%Q Ù2pO ÙU&6"均明显高于去势模型组"差异均有统计学意义%均

!qO ÒOO&' 去势模型组大鼠结膜组织中 Jc)UB)阳性染色强度明显较正常对照组减弱"呈线状或点状着

色"丙酸睾丸酮组大鼠结膜中 Jc)UB)阳性染色明显强于去势模型组大鼠' 正常对照组及假手术组大鼠角

膜细胞表面微绒毛较长"排列规则"细胞新陈代谢的裂孔结构正常"去势模型组大鼠角膜细胞表面微绒毛短

小"排列紊乱"细胞新陈代谢裂孔消失"而丙酸睾丸酮组大鼠角膜细胞表面微绒毛排列较去势模型组规则"细

胞新陈代谢裂孔较去势模型组增多"但仍少于正常对照组'.结论.去势模型大鼠的泪液分泌减少及泪膜不

稳定可能与血清雄激素水平下降有关"给予全身雄激素疗法能改善泪液分泌及泪膜稳定性"减少眼表组织损害'.

#关键词$.干眼R治疗) 泪液R分泌) 卵巢切除术) 雄激素R药物疗法) 动物模型) &$68"3大鼠) 雌性
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..干眼是常见眼病"发病机制复杂"目前认为主要与
细胞凋亡(炎症(神经调节异常和性激素水平失调等因
素有关' 流行病学研究证实"女性干眼的发病率明显
高于同年龄段男性

+N, "因此"已有采用雌激素替代疗
法治疗干眼者"但是对其疗效的评价存在争议 +SZ2, '

在女性绝经期"雄激素合成大幅下降 +U, "提示雄激素
与干眼有关' 本研究中探讨雄性激素的应用对去势雌
性性成熟&$68"3大鼠泪液稳定性的影响及可能的作用
机制"为干眼的预防及新药开发提供理论依据'

=9材料与方法

=>=9材料
=>=>=9实验动物9健康清洁级 P 月龄雌性性成熟
&$68"3大鼠 2V 只"体质量 SPO _S/O ,"由南方医科大
学动物中心提供' 正常昼夜交替采光"生活环境温度
维持在 SN x)' 实验动物的使用遵循南方医科大学实
验动物管理细则"并通过南方医科大学实验动物伦理
委员会审核批准'
=>=>>9主要试剂及仪器9鼠抗鼠 Jc)UB)单克隆抗
体%"4NNPPU"美国 B4?"7公司&' 泪膜分泌试验试纸
%天津晶明新技术开发有限公司&)JV2N 型眼科手术

显微镜 %德国 -+$?"公司 &) 裂隙灯生物显微镜(
B1$5835' 研究型显微镜(显微摄影装置 %德国 e+$66公
司&)双目光学显微镜(显微照相机 %日本 L:<7=96公
司&)YL]B型超薄切片机%瑞典 -gK公司&)X(USO 型
扫描电子显微镜%日本日立公司&)真彩色病理图像分
析系统%北京航空航天大学&'
=>>9方法
=>>>=9动物模型的建立及分组9将实验动物按照随
机数字表法随机分为正常对照组(假手术组(去势模型
组和丙酸睾丸酮组"其中去势模型组和丙酸睾丸酮组
大鼠腹腔内注射体积分数 NOd水合氯醛溶液%S 7:R̂,&
行全身麻醉' 剃去腹部鼠毛"局部消毒"无菌条件下行
腹部正中线切口"沿输卵管寻找并切除双侧卵巢建立
去势动物模型"止血后分层缝合腹膜(肌肉层及皮肤"
切口表面涂 O Ùd红霉素眼膏"每只大鼠肌内注射青霉素
CO Ǹ 7:预防感染"每天 N次"连续注射 P %' 造模后 U个
月"丙酸睾丸酮组大鼠按P Q̀U 7,R̂,剂量肌内注射丙酸
睾丸酮"每 P 天 N 次"持续 / 周' 假手术组大鼠打开腹
腔后切除部分脂肪"不切除卵巢"其他处理同造模
大鼠'
=>>>>9放射免疫法检查血清睾丸酮质量浓度9待丙
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酸睾丸酮组大鼠给药后 / 周时"经心脏穿刺采血' 在
全身麻醉下常规消毒皮肤"用 U 7:注射器针头紧贴剑
突下呈 POx斜行向上进针刺入皮下并穿过横膈膜"继
续斜行进针 P ?7"可感到针管轻微搏动"抽取 S _P 7:
心脏血液后轻按心脏搏动处' 采集血液静置 PO 7$'"
离心半径 Q Ù ?7"P OOO 3R7$' 离心 U 7$'"取上清液"用
放射免疫法检查血清睾丸酮质量浓度'
=>>>?9干眼相关检查.%N&X?*$37+3试验'%X?*$37+3'
8+68"X'8&检查按照 a9F$*"3"等 +/,

的方法"将 N 77u
NQ 77的滤纸一端折弯 S Ù 77"置于下睑外侧 NRP 结
膜囊内"其余部分悬垂于下睑皮肤表面"闭眼 N 7$'"测
量滤纸浸湿的长度%不包括反折处&' %S&泪膜破裂时
间%43+"̂ 9= 8$7+"KcG&测定用消毒玻璃棒蘸荧光素钠
涂抹于大鼠下方结膜囊内"裂隙灯显微镜下用钴蓝光
观察大鼠瞬目后荧光素钠在泪膜中出现的第一个黑斑

所需时间' 上述检查均重复 P 次"取平均值'
=>>>@9免疫荧光染色法检测结膜表面 Jc)UB)的表
达.分别于去势手术后 U 个月(药物注射前及注射后
/ 周过量麻醉法任意处死各组 S 只大鼠"立即摘除术
眼"剪取完整角膜及结膜"沿角膜中心将角膜及结膜平
均分成 S 份"其中一份球结膜组织用 L)G包埋剂包
埋"ZSO s冷冻 PO 7$'"用冰冻切片机行连续 U %7厚
切片"贴于多聚赖氨酸包被的硅化载玻片上"室温下自
然风干 NO 7$'"然后以冰丙酮固定 PO 7$'"免疫荧光组
织化学染色法检测 Jc)UB)在结膜中的表达量'
=>>>A9扫描电子显微镜下观察大鼠角膜表面超微结
构9另一份眼表快速浸于质量分数 S Ùd的戊二醛溶
液中"2 s固定 S2 *"经锇酸后固定(梯度乙醇脱水(临
界点干燥(铂金包埋后在扫描电子显微镜下观察'
=>?9统计学方法

采用 X0XX N/ Ò 统计学软件进行统计分析' 本研
究中测量指标的数据资料经 g(X 检验证实呈正态分
布"以#p7表示"K"388:+8检验证实组间方差齐' 采用完
全随机分组单因素干预四水平实验设计"正常对照组(
假手术组(去势模型组和丙酸睾丸酮组大鼠血清睾丸
酮质量浓度(X'8检查和 KcG结果的差异比较均采用
单因素方差分析"多重比较采用 -X!(&检验' 采用双
尾检测法"!tO ÒU 为差异有统计学意义'

>9结果

>>=9各组大鼠血清雄激素质量浓度比较
丙酸睾丸酮组大鼠给药 / 周时"正常对照组(假手

术组(去势模型组及丙酸睾丸酮组大鼠血清睾丸酮质
量浓度总体比较差异有统计学意义%NqN22 P̀2T"!q

O ÒOO&"其中正常对照组(假手术组和丙酸睾丸酮组
大鼠血清睾丸酮质量浓度均明显高于去势模型组大

鼠"差异均有统计学意义%均 !qO ÒOO&"丙酸睾丸酮
组大鼠血清睾丸酮质量浓度明显高于正常对照组和假

手术组大鼠"差异均有统计学意义%均!tO ÒN&%表 N&'

表 =9各组大鼠血清睾丸酮质量浓度%#Q%"",R23&

组别 样本量 血清睾丸酮质量浓度

正常对照组 NS S Ù/pO Ǹ2"4

假手术组 NS S Ù2pO S̀O"4

去势模型组 NS N V̀PpO ǸS

丙酸睾丸酮组 NS P P̀VpO S̀2"

N N22 P̀2T

! O ÒOO

.注*与去势模型组比较""!tO ÒN)与丙酸睾丸酮组比较"4!tO ÒN%单

因素方差分析"-X!(&检验&

>>>9各组大鼠 X'8值的比较
正常对照组(假手术组(去势模型组和丙酸睾丸酮

组间大鼠 X'8值的总体比较差异有统计学意义%Nq
NVO Q̀SU"!qO ÒOO&"其中去势模型组大鼠 X'8值明
显低于正常对照组(假手术组和丙酸睾丸酮组"差异均
有统计学意义%均 !qO ÒOO&"但正常对照组(假手术
组和丙酸睾丸酮组间大鼠 X'8值的差异均无统计学
意义%均 !oO ÒU&%表 S&'

表 >9各组大鼠 B#)值的比较%#Q%"22RA 2+"&

组别 样本量 X'8

正常对照组 NS Q 2̀QpO /̀/"

假手术组 NS Q 2̀SpO 2̀O"

去势模型组 NS P /̀PpO S̀/

丙酸睾丸酮组 NS / P̀QpO 2̀U"

N NVO Q̀SU

! O ÒOO

.注*与去势模型组比较""!tO ÒN %单因素方差分析"-X!(&检验&.

X'8*X?*$37+3试验'

>>?9各组大鼠 KcG检测值的比较
2 个组间大鼠KcG检测值的总体比较差异有统计

学意义%NqS/N ÙVV"!qO ÒOO&"其中去势模型组大
鼠 KcG明显短于正常对照组(假手术组和丙酸睾丸酮
组"差异均有统计学意义%均 !qO ÒOO&"但正常对照
组(假手术组和丙酸睾丸酮组间大鼠 KcG值的差异均
无统计学意义%均 !oO ÒU&%表 P&'
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表 ?9各组间大鼠 :CP的比较%#Q%"(&

组别 样本量 KcG

正常对照组 NS T ÙQpO Q̀/"

假手术组 NS T T̀2pO /̀V"

去势模型组 NS P Q̀PpO P̀V

丙酸睾丸酮组 NS Q Ù2pO ÙU"

N S/N ÙVV
! O ÒOO

.注*与去势模型组比较""!tO ÒN %单因素方差分析"-X!(&检验&.

KcG*泪膜破裂时间

>>@9各组大鼠结膜组织中 Jc)UB)的阳性表达
去势后用药前可见正常对照组和假手术组的

Jc)UB)阳性区域饱满"密度高"形状规则"去势模型

组和丙酸睾丸酮组 Jc)UB)阳性区域明显减少"呈零
星线状或点状着色' 用药 / 周后丙酸睾丸酮组
Jc)UB)阳性区较用药前及去势模型组增多"但总体
着色强度仍弱于正常对照组和假手术组%图 N&'
>>A9各组大鼠角膜组织表面的超微结构

正常对照组和假手术组大鼠角膜表面表现为微绒

毛较长"密集"排列规则"代表细胞新陈代谢的裂孔形
态正常"去势模型组角膜表面微绒毛明显减少"可见微
绒毛短小"倒伏"排列紊乱"细胞新陈代谢裂孔完全消
失' 丙酸睾丸酮组微绒毛排列较去势模型组规则"但
代表细胞新陈代谢的裂孔较正常对照组仍少"较去势
模型组明显增多%图 S&'

A B C D

E F G H

50μm 50μm 50μm 50μm

50μm 50μm 50μm 50μm

图 =9免疫荧光染色法检测各组大鼠眼表组织中 DCJA!J的表达%标尺qUO %7"uSOO&.B*丙酸睾丸酮注射前正常对照组可见结膜组织中大量
Jc)UB)的阳性表达"呈红色荧光%箭头&.K*丙酸睾丸酮注射前假手术组可见结膜组织中大量 Jc)UB)的阳性表达%箭头&.)*丙酸睾丸酮注
射前去势模型组大鼠结膜组织中 Jc)UB)的表达明显减弱"呈点状m线状荧光%箭头&.!*丙酸睾丸酮注射前丙酸睾丸酮组大鼠结膜组织中
Jc)UB)的表达明显减弱%箭头&.I*丙酸睾丸酮注射后 / 周正常对照组结膜组织中 Jc)UB)的阳性表达%箭头&.a*丙酸睾丸酮注射后 / 周假
手术组结膜组织中 Jc)UB)的阳性表达%箭头&.C*丙酸睾丸酮注射后 / 周去势模型组结膜组织中 Jc)UB)的阳性表达%箭头&.H*丙酸睾丸
酮注射后 / 周丙酸睾丸酮组结膜组织中 Jc)UB)的阳性表达较用药前%!&及去势模型组%C&增多"但总体着色仍弱于正常对照组%I&及假手术
组%a& %箭头&

A B C D
图 >9扫描电子显微镜下大鼠眼表组织超微结构%uNO OOO&.B*正常对照组大鼠眼表微绒毛形态正常%黑箭头& "可见新陈代谢的裂孔%白箭头&
K*假手术组大鼠眼表组织超微结构接近正常对照组"可见清晰的微绒毛%黑箭头&和裂孔%白箭头&.)*去势模型组大鼠眼表细胞微绒毛短小%黑
箭头& "新陈代谢裂孔消失.!*丙酸睾丸酮组大鼠眼表细胞微绒毛%黑箭头&长于去势模型组"但短于正常对照组和假手术组"可见细胞新陈代谢
裂孔%白箭头&

?9讨论

流行病学调查证实"干眼多发生于老龄女性m长期
配戴角膜接触镜者或行性激素替代治疗的患者

+N, "性
激素的改变增加一些眼表疾病发生的风险

+QZV, '
J"8*+36等 +T,

研究发现"绝经期女性性激素水平的下降
后泪液产生减少' G"$<7等 +NO,

对正常人和 XFy,3+' 综
合征患者体内雌激素和催乳素水平进行比较"发现
XFy,3+' 综合征患者血清雌激素和催乳素水平增加'

其他研究也显示使用性激素替代疗法的女性"特别是
单独应用雌激素者"更可能引发干眼 +NN, "性激素水平
的变化可能是引起围绝经期妇女干眼的重要原因之

一
+NSZN2, ' 然而"干眼究竟是由于雌激素不足还是雄激

素的缺乏"或雌激素与雄激素之间的不平衡所引起目
前尚有争议' 本研究中利用性成熟&$68"3雌鼠的去势
模型模拟老年女性人群绝经状态"发现去势后大鼠血
清中雄激素质量浓度降低"而采用雄激素替代疗法可
回复到正常'
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研究发现"在鼠(兔及人的泪腺(睑板腺(结膜和角
膜中存在雄激素受体%"'%35,+' 3+?+=853"BD&"雄激素
与受体结合后刺激转化生长因子("的合成"降低泪腺
中白细胞介素(N"和肿瘤坏死因子(!的水平"发挥免
疫抑制作用"有效保护泪腺免于发生炎症反应"加速细
胞的新陈代谢

+NUZN/, ' 本研究中证实雄激素替代疗法
能增加大鼠的泪液分泌量并延长 KcG"有助于维持泪
膜的稳定性"提示雄激素可能与雌激素共同调节人体
泪腺及睑板腺的形态和分泌功能'

干眼是一系列眼表病变的综合眼部表现"其本质
是由任何原因引起的泪液质和量的异常导致泪膜稳定

性下降而引起的眼部不适"因此泪膜稳定性在维持眼
表健康方面具有重要作用' 泪膜稳定性的维持依赖于
黏蛋白与正常角膜结膜上皮的微绒毛及多糖类物质的

紧密结合"使泪液水液层及脂质层均匀分布其上' 近
期的研究发现"在非眼部组织或器官中"BD可与
"(?"8+'$'形成 BDR"(?"8+'$' 复合体"影响 BD通路的
靶基因 X>:C 等的表达"并调节 &'8经典通路的生物
学作用

+NQ, ' 关于雄激素对黏蛋白表达调节的研究主
要集中在乳腺癌和前列腺癌方面"K*9:"'$等 +NV,

的研

究显示黏蛋白(N 的表达呈 BD剂量依赖性"进而影响
细胞之间的黏附"参与癌细胞的转移等生物学行为'
使用雄激素孵育前列腺癌细胞株 0)(P 后"黏蛋白(N
7DYB表达增加 +NT, "说明雄激素与黏蛋白表达密切相
关

+SO, ' 本研究中发现"雄激素替代疗法可以改变去势
大鼠眼表黏蛋白表达降低的状态"并改善眼表微绒毛
的形态"促进眼表组织的新陈代谢' 角膜结膜表面具
有疏水性"如无黏蛋白"或者角膜结膜上皮细胞微绒毛
功能异常"水液就只能呈滴状附着于眼表"即使泪液分
泌正常"也会出现干眼症状' 本研究中"雄激素通过改
善黏蛋白的表达及眼表微绒毛的形态及功能而有效维

持泪膜稳定性"延长泪膜在眼表的破裂时间'
综上所述"女性绝经期干眼发病率较高的原因可

能与体内雄激素水平下降引起的泪液量的减少及泪膜

稳定性下降有关"雄激素能够促进泪液分泌"并通过调
节眼表黏蛋白的表达而影响其微绒毛的形态"维持泪
膜稳定性"减少眼表组织损害'
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