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戊酸雌二醇对去势大鼠阴道雌激素受体亚型 !、"表达的影响

连* 艳，杨* 鹰，谢荣凯，韩* 静，刘* 萍，林桂兰* * （第三军医大学新桥医院妇产科，重庆 %"""+)）

* * 摘* 要：目的* 通过研究戊酸雌二醇对去势大鼠阴道雌激素受体（,-./01,2 /,3,4.0/，56）亚型 !、"表达的调节，探讨
雌激素受体亚型与绝经期泌尿生殖道萎缩的相关性。方法* % 月龄 78雌性大鼠 ’" 只，分为正常组、假手术组、去势组、药
物干预组，每组 &" 只。药物组大鼠于术后 % 周每天戊酸雌二醇灌胃给药，其余 + 组给予等量生理盐水灌胃。’ 周后处死
大鼠，分离摘取阴道进行 56!、56"免疫组织化学染色及 96:;半定量 6<#=>6检测。结果* #56!、56"在正常阴道鳞
状上皮细胞、基质纤维细胞、血管内皮细胞、平滑肌细胞核及细胞质中均有表达，以阴道鳞状上皮细胞表达最强，且 56"
较 56!表达弱（! ? "@ "$）。$去势组 56!较正常组、假手术组表达减弱（! ? "@ "$），56"表达减弱更为明显（! ? "@ "!）。
%药物干预组 56!表达较去势组明显增强（! ? "@ "$），与正常组、假手术组比较无显著差异（! A "@ "$），56"表达无明显
增强。结论 * 56!是大鼠阴道优势表达的雌激素受体亚型；去势后阴道 56 亚型表达下调，以 56" 明显；戊酸雌二醇可
明显上调去势大鼠阴道 56!的表达，但不上调 56"的表达。
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* * 雌激素及其受体参与雌性生殖器官生理功能的调
节。目前认为更年期女性常见的泌尿生殖道萎缩症状

与低雌激素水平有关［!］，但临床使用雌激素替代治疗

（,-./01,2 /,4OF3,9,2. .V,/F4T，56<）并不能缓解患者
所有的症状。故有学者提出雌激素受体（ ,-./01,2 /,#
3,4.0/，56）亚型 !、" 的表达变化可能与之相关［&］。
我们通过观察 56!、56" 在正常、去势和戊酸雌二醇
药物治疗后大鼠阴道的组织学定位及表达水平，比较
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两者在介导雌激素生理作用方面的异同，初步探讨雌

激素受体亚型与生殖道萎缩症状的相关性。

!" 材料与方法

!" !# 建立动物模型及动物取材
# # $ 月龄 %&大鼠［第三军医大学实验动物中心提供，生产许
可证 %’()（渝）*++,+++-］.+ 只，体质量 -*+ / -0+ 1，实验期间
动物饲养于二级动物室，温度 *0 2左右。分为正常组、假手术
组、去势组、药物干预组，每组 *+ 只。去势组，切除双侧卵巢，
术后每天逐只进行阴道上皮角化检查，连续 0 3，观察阴道上皮
角化细胞无周期性变化，以证明去势成功；假手术组，打开腹

腔重复手术步骤但不切除卵巢；药物干预组，于术后 $ 周给予
戊酸雌二醇（!" * 41 5 61）生理盐水悬浊液灌胃给药。其余 -
组给予等量生理盐水灌胃，! 次 5 3，. 周后速眠新!注射液
+" - 47 5 61 肌肉注射麻醉，腹部正中切口进腹，分离摘取阴道，
将其与周围脂肪组织完全剥离，称湿质量。$8多聚甲醛固定
9 :，常规石蜡包埋切片进行免疫组织化学检测，另取新鲜阴道
组织液氮冻存。

!" *# 免疫组化染色及定量分析
# # 采用 %;<法（%<;=++! 试剂盒由北京中杉金桥生物技术有
限公司提供）进行免疫组织化学检测，石蜡切片脱蜡至水后入

枸橼酸盐缓冲液微波修复抗原，然后严格按试剂盒说明书进行

操作。对照实验用已知的 >? 阳性的乳腺癌组织作阳性对照，
用 <@%代替一抗作阴性对照。细胞核、细胞质出现棕黄色颗粒
者为阳性细胞。应用 A<<（ A4B1C <DE <7FG 9" +，H%I）图像分析
系统进行半定量分析，每张切片选取 0 个有代表性的高倍视野
（ J *++），计数阳染细胞及全部细胞，并计算染色指数，即 0 个
高倍视野中阳性细胞数与全部细胞数的比率。

!" -# 半定量 ?K;<’?方法检测
!" -" !# 总 ?LI的提取# # 选取 -+ 41 新鲜阴道进行组织匀
浆，按 KDMNE7试剂盒（美国 AOPMQDE1CO 公司提供）说明书提取总
?LI。
!" -" *# 引物设计与合成# # 借助计算机引物设计软件 <DM4CD
<DC4MCD 0" + 设计，选择 ";BRQMO 作为内参照。引物序列为#
>?$：上游 0S;KTIIT’I’IIT’TK’ITITI;-S，下游 0S;’T;
KIT’’IT’II’IKTK’II;-S，产物长度为 0+! UV；%>?"：上游
0S;KT’’IIK’IK’T’K’’K’KI;-S，下游 0S;’T’’TTKK’KKTK’;
KIKTTK;-S，产物长度 -!, UV；&内参 ";BRQMO：上游 0S;KK’’IT;
’’KK’’KK’’KTT;-S，下游 0S;KKT’T’K’ITTITTIT’IIK;-S，
产物长度为 **$ UV。以上引物均由上海生物工程有限公司合
成纯化。

!" -" -# ?K;<’?检测# # ?K;<’? 试剂盒由 KB)B?B 宝生物工
程（大连）有限公司提供。按试剂盒说明书提供的方法反转录

成R&LI。阴性对照用去离子水作模板。<’? 反应体系：!+ J
<’? @FWWCD 0 ’7，3LK<（!+ 44E7 5 X）* ’7，Y1’7* - ’7，上下游引
物各 +" 0 ’7，!"# 酶（0 H 5’7）+" 0 ’7，R&LI 模板 $ ’7，加无
?LBGC水到反应总体积 0+ ’7。<’? 循环参数为 =$ 2预变性
0 4MO；然后 =$ 2 ! 4MO，0, 2（>?" 为 9+ 2）-+ G，,* 2
! 4MO，共扩增 -+ 个循环；最后 ,* 2延伸 !+ 4MO。
!" -" $# 电泳及分析# # 取 !+ ’7 <’? 扩增产物于含核酸染色

剂的 *8琼脂糖凝胶中，=+ Z电泳 -+ 4MO，TC7 &ER *+++ 型凝胶
成像系统（美国 @ME;?B3 公司）观察结果并照相，所有标本 ?K;
<’?扩增产物均出现 **$ UV 的 ";BRQMO 扩增条带，证实逆转录
所得 R&LI的完整性和 <’? 反应成功。利用 @ME;?B3 凝胶成
像系统成像，[FBOQMQ\ ]OC 图像分析软件扫描分析电泳条带吸
光度。

!" $# 统计学处理
# # 数据采用 !$ ^ %表示，采用 %<%% !-" + 进行统计分析。两组
间比较采用完全随机设计资料 %QF3COQ’G &检验，多组间比较采
用完全随机设计资料的单因素方差分析和 %L)检验。

#" 结果

*" !# 阴道大体观察结果
# # 大体上看，去势组阴道明显萎缩，体积小于正常组和假手
术组，且湿质量最轻，仅有正常组、假手术组和药物组的 ! 5 $ 左
右，去势组与其他 - 组比较差异有统计学意义（’ _ +" +!）。假
手术组、药物组与正常组间无明显差异（’ ‘ +" +0），见表 !。

表 !" $ 组大鼠阴道湿质量、雌激素受体亚型染色指数
比较（( a *+，!$ ^ %）

组别 阴道湿质量（1） >?$ >?"

正常组 +" +.0 ^ +" +!.B +" -!= ^ +" +9*B +" +=* ^ +" +-!B

假手术组 +" +=* ^ +" +*,B +" *=0 ^ +" !+*U +" +9, ^ +" +*$U

去势组 +" +*- ^ +" ++9 +" !.$ ^ +" +$$ +" +*+ ^ +" ++9

药物组 +" +=+ ^ +" +!-B +" -!* ^ +" +,$B +" +-! ^ +" ++.

B：’ _ +" +!，U：’ _ +" +0，与去势组比较

*" *# 阴道 b>染色结果
# # 正常组、假手术组阴道壁较厚，黏膜可见特征性皱褶结构，
表面覆有复层鳞状上皮，去势组大鼠阴道壁变薄、黏膜上皮明

显萎缩；给予雌激素后，大鼠阴道壁有轻度增厚，黏膜上皮大

至恢复正常水平。见图 !。

*" -# >?$、>?"免疫组化检测结果
# # 细胞核、细胞质染成棕黄色颗粒者为阳性细胞。在 >?$
免疫组化切片中，棕黄色颗粒可位于细胞核和细胞质内；在

>?"免疫组化切片中，棕黄色颗粒主要位于细胞质内。#
>?$、>?"在正常组、假手术组阴道鳞状上皮细胞、基质纤维细
胞、血管内皮细胞、平滑肌细胞核及细胞质中均有表达，以阴道

鳞状上皮细胞表达最强，但 >?" 较 >?$ 表达弱（’ _ +" +0）。
%去势后 >?$表达水平较正常组、假手术组下降（’ _ +" +0），
以 >?"表达水平下降更为明显（’ _ +" +!）。&药物干预组
>?$表达较去势组明显增强（’ _ +" +0），与正常组、假手术组
比较无显著差异（’ ‘ +" +0）。>?" 未见明显表达。正常组和
假手术组 >?$、>?" 的表达强度和分布无明显差异（ ’ ‘
+c +0），见图 *、-，表 !。
*" $# >?$、>?" 4?LI半定量 ?K;<’?检测结果
# # $ 组大鼠阴道均检测到 >?$ 4?LI 和 >?" 4?LI 的表
达，见图 $。半定量分析显示正常组、假手术和药物组阴道 >?$
4?LI表达水平明显高于去势组（’ _ +" +!）；>?" 4?LI在各
组阴道表达变化趋势与 >?$ 4?LI 一致，但表达水平较 >?$
4?LI低（’ _ +" +0）。
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第 ! 期" 连" 艳，等#戊酸雌二醇对去势大鼠阴道雌激素受体亚型 !、"表达的影响"

!! !" !# !$
$：正常组；%：假手术组；&：去势组；’：药物组
图 !" 大鼠阴道壁病理观察"（() *+,,）

!! !" !# !$
$：正常组；%：假手术组；&：去势组；’：药物组
图 #" $%!在大鼠阴道的表达"（-./ * +,,）

!! !" !# !$
$：正常组；%：假手术组；&：去势组；’：药物组
图 &" $%"在大鼠阴道的表达"（-./ * +,,）

! " # $ %

" &’’ ()!
" ’’’ ()!

&’’ ()!
$’’ ()!
#’’ ()!
"’’ ()!

"*+#!（&’" ()）
"*+#"（$", ()）
""#-./01（##% ()）

0：标准；1：正常组；+：假手术组；2：去势组；3：药物组

图 ’" $%!、$%" (%)* %+,-.%检测结果

&" 讨论

" " 女性绝经后体内的雌激素水平明显下降，生殖内
分泌系统发生改变，出现子宫、阴道泌尿生殖器官的萎

缩。目前，)45 在临床上得到了广泛应用，在一定程
度上缓解了由泌尿生殖器官萎缩所引发的阴道干涩、

黏膜抵抗感染能力下降等症状。但绝经期妇女压力性

尿失禁（-67）的发病率较高［+］，有研究认为可能与雌
激素水平下降造成女性泌尿生殖道支撑组织萎缩和张

力减退有关［2］。阴道壁组织是支撑尿道和膀胱底的

重要组织结构，过度松弛常可造成 -67，然而 )45的临
床疗效并不理想。

" " 目前采用摘除卵巢大鼠模型已经有绝经期骨质疏
松大鼠模型［3］，以及用于研究有雌激素样作用药物的

去势大鼠模型［8］。本实验采用去势大鼠模型模拟绝

经期妇女生殖器萎缩现象，观察 )4!、)4" 在大鼠阴
道的组织学定位及表达水平的差异，初步探讨了其与

泌尿生殖道萎缩症状的相关性。

" " 本研究表明，大鼠阴道组织各类细胞均有 )4! 和
)4"的表达，但在各类细胞中的表达水平不同。其中
以鳞状上皮细胞表达阳性率最高，基质纤维细胞次之，

血管内皮细胞和平滑肌细胞中两种受体表达均较弱，

且发现 )4! 为优势表达的雌激素受体亚型，这表明
)4!和 )4"的表达存在一定的组织及细胞分布的特
异性。9:;<=>?等［@，A］认为 )4! 和 )4" 在不同组织器
官中分布不同及相应 B4C$ 表达有差异；两种受体亚
型的表达水平不同是造成雌激素作用组织特异性的物

质基础，故阴道各类细胞 )4! 和 )4" 表达的差异可
能与其介导雌激素生理作用相关。

" " 本研究结果还显示，大鼠去势后由于雌激素水平
降低，阴道壁变薄、黏膜上皮明显萎缩，同时 )4!、)4"
在阴道各类细胞中的表达也明显下降，)4" 几乎不表
达。临床研究也发现绝经后妇女阴道 )4! 和 )4"
B4C$表达均显著下降［@］，表明 )4 亚型在促进性腺

A!A



成熟，维持女性生殖器官功能方面具有重要作用。戊

酸雌二醇药物治疗，可使阴道黏膜上皮增厚，并明显上

调 !"!在去势大鼠阴道黏膜上皮细胞的表达，提示外
源性雌激素对阴道黏膜上皮细胞的增殖分化作用主要

由 !"!所介导［#］，但对 !""的表达上调作用甚微。
$ $ 综上所述，正常情况下，雌激素是通过 !"! 和
!""多位点作用于多种细胞调节阴道的生理机能，而
去势后大鼠阴道的雌激素作用位点明显减少，雌激素

主要通过 !"!呈单一位点作用于阴道黏膜上皮细胞
发挥生理作用。目前认为 !"! 和 !"" 介导不同的生
物效应。%&’()*等［+］认为 !"两种亚型可分别或相互
聚合成同质（!! ,-. ""）或异质二聚体（!"），组织对
雌激素的反应可能就取决于 !" 总量以及两种 !" 亚
型各自的表达水平和形成的同质或异质二聚体的比

例。因此我们推测，绝经期妇女雌激素水平下降，可造

成阴道组织各种细胞 !" 亚型表达的下降或缺失；
!"/后 !"! 表达上调和 !"" 表达继续缺失，引起二
聚体的比例发生改变，从而影响了雌激素生理作用的

发挥，并可能造成绝经期妇女泌尿生殖道支撑组织萎

缩和张力减退，引发 012，其机制有待深入研究。
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!" 讨论

$ $ 根据 LMMO 年中华医学会风湿病学分会发布的 00 指南［3］，
(00诊断主要依据口、眼部症状体征、唇腺组织学检查、涎腺功
能受损及抗 008、抗 00Y 抗体阳性。但由于 (00 可累及多系
统、多器官，包括涎腺、泪腺、关节、血液、皮肤、肾、肝等，其临床

表现往往复杂多样，极易造成漏诊或误诊。据报道［L］，我国

(00患者中以口干、眼干为首发症状的分别占 RM^和 XM^左
右，而抗 008及抗 00Y抗体的阳性率也仅在 NM^左右，相当一
部分患者以非特征性的关节肿痛、雷诺现象、肾小管酸中毒或

肝损害为首发症状，因此 (00的诊断必须在全面分析病情的基
础上作出综合判断。本例患者由肾小管酸中毒导致严重代谢

性骨病，对基础病造成了混淆和掩盖，导致临床一度误诊。事

实上，经过我们仔细询问病史，患者在发病早期曾有口干、眼干

症状。在掌握这一线索后，我们及时行唇腺黏膜及肾组织活

检，最终得出了 (00的诊断。
$ $ (00发生时肾小球、肾小管间质均可受损，表现为系膜增生、
球性或节段性硬化、肾小管萎缩、间质淋巴细胞浸润、纤维化等，

部分患者可有小动脉纤维素样坏死。本病例肾小球及肾小管间

质病变均较重，废弃肾小球较多，可能为病程较长所致。(00 肾
脏损害以远端肾小管受损最突出，因此临床常有肾小管性酸中

毒及尿浓缩功能障碍等表现。由于肾小管损伤，尿钙重吸收减

少，患者尚可出现高钙尿、肾钙化、结石、血钙降低等情况［O］。本

病例正是在肾小管间质慢性损害的基础上，继发了严重的肾小

管性酸中毒和代谢性骨病。对于这类患者，除了针对 (00 给予
激素或免疫抑制剂治疗外，纠正酸中毒、强化补钙及促进骨质矿

化亦十分重要。我们在给予口服醋酸泼尼松的同时，通过每日

静注葡萄糖酸钙、甘油二磷酸，以及口服钙剂及枸橼酸合剂，使

患者血钙在 O .内快速上升到正常水平，再给予降钙素冲击促进
骨质矿化，患者 L周后病情即获明显缓解，可下床活动。
$ $ 总之，(00不典型病例可能无明显口干、眼干症状，抗 008、
抗 00Y抗体亦可能为阴性，及时行组织学活检，在排除其他疾
病的前提下，有助于本病的诊断。(00肾损害继发骨软化、骨质
疏松时，激素使用并非禁忌，在强化钙磷补充的前提下，使用激

素不会加重骨病变，反而有助于迅速控制病情发展。
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