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不同剂量戊酸雌二醇防治大鼠宫腔粘连的作用研究

王 显，何援利，蔡慧华，李慧娟，胡海燕，任旭雯，陈思萍，张冬梅
（南方医科大学珠江医院妇产科，广州 510282）

【摘 要】目的：研究不同剂量的戊酸雌二醇（estradiol valerate，E2V）对大鼠宫腔粘连（intrauterine adhesions，IUA）的防治效果。
方法：将 48只 8~10周龄健康雌性 SD大鼠随机分为 8组：空白对照组、实验对照组、3个雌激素预防组（低、中、高剂量）、3个雌
激素治疗组（低、中、高剂量）。收集各组大鼠子宫组织，HE染色观察子宫内膜腺体，MASSON染色观察子宫内膜纤维化程度，免
疫组化法检测子宫内膜转化生长因子-β1（transforming growth factor-β1，TGF-β1）、基质金属蛋白酶-9（matrix metalloproteinase-
9，MMP-9）、雌激素受体-α（estrogen receptor-α，ER-α）的表达水平。结果：与实验对照组相比，3个雌激素预防组大鼠的子宫内
膜腺体计数增多（P值均为 0.000）、纤维化面积降低（P 低雌 A 组=0.013，P 中雌 A 组=0.021，P 高雌 A 组=0.003），差异均有统计学意义，3个
雌激素治疗组大鼠的子宫内膜腺体计数（P 低雌 B 组=0.536，P 中雌 B 组=0.536，P 高雌 B 组=1.000）及纤维化面积（P值均为 1.000）与实验
对照组相比均无显著性差异；6个雌激素组的子宫内膜 TGF-β1表达水平均降低（P值均为 0.000），其中中、高剂量组均低于低
剂量组（P值分别为 0.003及 0.002），而中、高剂量 2组相比无差异（P=0.842）；6个雌激素组子宫内膜 MMP-9表达水平均升高
（P值均为 0.000），中、高剂量组均高于低剂量组（P值均为 0.000），而中、高剂量 2组相比无差异（P=0.379）；6个雌激素组子宫
内膜 ER-α表达水平均有升高（P值均为 0.000），中、高剂量组均高于低剂量组（P值均为 0.000），而中、高剂量 2组相比无差异
（P=0.513）。结论：在大鼠 IUA建模早期应用雌激素，可显示较好疗效，但 ER-α饱和后，其疗效不随剂量增加而增强；在建模完
成后应用雌激素，治疗效果欠佳，考虑是否与单一治疗有关，如能增加其他治疗方法也许能增强疗效。
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Effects of different doses of estradiol valerate on intrauterine adhesion in rats
Wang Xian，He Yuanli，Cai Huihua，Li Huijuan，Hu Haiyan，Ren Xuwen，Chen Siping，Zhang Dongmei
（Department of Obstetrics and Gynecology，Zhujiang Hospital，Southern Medical University）

【Abstract】Objective：To evaluate the prevention and treatment effect of estrodiol valerate on rats intrauterine adhesion. Methods：
Forty-eight 8-10 weeks old female SD rats were randomized into 8 groups，6 rats per group：blank control group，experimental control
group，three prevention estrogen groups（low dose，medium dose，high dose），three treatment estrogen groups（low dose，medium dose，
high dose）. The uteri were collected. Number of endometrial glands was tested by HE staining；degree of endometrial fobrosis was
evaluated by Masson staining，and the endometrial expressions of transforming growth factor-β1（TGF-β1），matrix metalloproteinase-
9（MMP-9）and estrogen receptor-α（ER-α）were detected by immunohistochemistry. Results：In three prevention estrogen groups，
endometrial glands increased（the P values were all 0.000），endometrial fibrosis area ratio decreased（the P values were：Plow group A=
0.013，Pmedium group A=0.021，Phigh group A=0.003 respectively），with statistically significant differences. In three treatment estrogen groups，
endometrial glands（P values were：Plow group B=0.536，Pmedium group B=0.536，Phigh group B=1.000）and endometrial fibrosis area ratio（the P values
were all 1.000）had no improvement compared with those of experimental control group. TGF-β1 expression level was much lower
in 6 estrogen groups than in experimental control group（the P values were all 0 .000）；lower in medium dose and high dose
estrogen group than in of low dose estrogen group（the P values were 0.003 and 0.002 respectively）；there was no significant difference
between high dose group and medium dose group（P=0.842）. MMP-9 expression level was much higher in 6 estrogen groups than in
experimental control group（the P values were 0.000），higher in medium dose and high dose estrogen group than in low dose
group（P=0.000，P=0.379）. ER-α expression level was much higher in 6 estrogen groups than in experimental control group（the P
values were all 0.000），higher in medium dose and high dose estrogen group than in low dose group（the P values were 0.000），
there was no significant difference between high dose group and medium dose group（P=0.513）. Conclusion：Estrodiol valerate can

prevent rat intrauterine adhesion. The prevention effect is not
enhanced with the increase of the dose after the saturation of
ER-α. Separate application of E2V to treat IUA is helpless，
comprehensive treatment like TCRA is needed.
【Key words】intrauterine adhesion；fibrosis；estradiol valerate；
estrogen receptor-α
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宫腔粘连（intrauterine adhesions，IUA）是指由
于创伤、感染、炎症反应等因素导致子宫内膜损伤
后纤维化增生过度，进而导致子宫失去原有生理功

能的一种纤维化性疾病。宫腔镜下宫腔粘连分离术
（transcervical resection of adhesion，TCRA）是临床主
要的治疗方法，但重度粘连分离术后的复发率高[1]，

妊娠成功率则更低。因此各国学者尝试通过术后辅
助治疗来改善 IUA的疗效。TCRA术后应用雌激素
预防粘连复发、促进内膜修复这一举措在世界范围
已成为共识[2-3]，但雌激素剂量的应用尚存在争议，
部分临床试验显示，TCRA术后服用大剂量雌激素
对预防 IUA的复发、术后月经恢复和提高妊娠率等
均具有显著疗效[4-5]，但也有研究结果显示 TCRA术
后服用大剂量雌激素反而会加重 IUA程度[6]。雌激
素对机体有着多方面的重要的调节作用，其作用依
赖于雌激素受体（estrogen receptors，ERs）的介导，而
雌激素受体-α（estrogen receptor-α，ER-α）常见表
达于子宫内膜组织中，因此本文选择 ER-α作为观
察雌激素作用的指标之一。宫腔粘连病理表现与纤
维化疾病相同[7]，因此国内外众多研究者将宫腔粘

连作为纤维化性疾病研究，与纤维化疾病相关的细

胞因子众多，转化生长因子-β1（transforming growth
factor-β1，TGF-β1）、基质金属蛋白酶-9（matrix met－
alloproteinase-9，MMP-9）是纤维化疾病研究比较广
泛的细胞因子，因此本课题选择该两者作为观察雌

激素治疗大鼠宫腔粘连的效果评价辅助指标。
本研究采用本团队自创的机械和感染双重损

伤法构建 SD大鼠 IUA模型[8-9]。再予以不同剂量的
戊酸雌二醇（estradiol valerate，E2V）在不同时期应用
于 IUA模型，通过观察子宫内膜纤维化面积比，子
宫内膜腺体计数，子宫内膜TGF-β1、MMP-9及ER-
α 的表达，来评估雌激素对 IUA 的预防及治疗效
果，为雌激素应用于临床 IUA的治疗提供科学的理
论依据。

1 材料与方法

1.1 实验动物
采用 8~10周龄成年雌性 SD大鼠（大鼠购于南方医科大

学动物实验中心），SPF级，体质量 250~300 g。室温（23±2）℃，
环境湿度控制在 45%~55%，光照时间 12 h，自由摄水，适应
性饲养 7 d。
1.2 主要仪器及试剂
戊酸雌二醇购于德国拜耳公司；细菌脂多糖（LPS）购于
美国 Sigma 公司；水合氯醛购于南方医科大学珠江医院；
MASSON染色试剂盒购于中国江苏凯基公司；TGF-β1多克

隆抗体购于美国 Bio-Rad公司；MMP-9多克隆抗体购于英
国 Abcam公司；多聚甲醛购于中国武汉博士德公司；显微镜
为日本奥林巴斯公司。
1.3 实验分组
将 48只 8~10周龄成年雌性 SD大鼠随机分为 8个组，
每组 6只大鼠（大鼠为“Y”字型双子宫，每组共 12个子宫）。
1.3.1 空白对照组 不构建 IUA模型，不行 E2V灌胃处理，
仅灌胃生理盐水作为对照。
1.3.2 实验对照组 构建大鼠 IUA模型，造模后不行 E2V灌
胃处理，仅灌胃生理盐水作为对照。
1.3.3 3个雌激素预防组（高、中、低剂量）分别为低雌 A组、
中雌 A组、高雌 A组 在行 IUA造模当天开始行 E2V灌胃处
理（宫腔粘连尚未形成时），灌胃剂量分别为 0.206、0.514、
1.028 mg/（kg·d）。
1.3.4 3个雌激素治疗组（高、中、低剂量）分别为低雌 B组、
中雌 B组、高雌 B组 在行 IUA造模后第 9天开始 E2V灌
胃处理（宫腔粘连形成后），灌胃剂量分别为 0.206、0.514、
1.028 mg/（kg·d）。
1.4 构建大鼠宫腔粘连模型
造模方法采用刮宫加感染双重损伤法[8-9]，将 10号医用

无菌手术线浸泡于 6 mg/L 的脂多糖生理盐水中，4 ℃放置
24 h备用。大鼠麻醉方法采用 10%水合氯醛 0.35 mL/100 g
大鼠腹腔注射，麻醉成功后，严格无菌操作，切开大鼠下腹

部，暴露大鼠子宫，于宫颈上方约 5 mm处作纵行切口，长度
约 4 mm，采用自制大鼠宫腔刮勺经宫颈上方切口对大鼠行
刮宫术，待宫腔四壁出现粗糙感时停止刮宫。将制作好的脂
多糖棉线置入已行刮宫术的宫腔，在腹壁留一定长度的尾丝

以便下一步取出棉线。生理盐水冲洗腹腔，缝合大鼠腹壁。
24 h后取出脂多糖棉线，9 d后即可形成稳定的大鼠宫腔粘
连模型。本课题组前期研究已经通过解剖及病理证实了宫腔
粘连的模型成功。
1.5 雌激素的剂量换算

E2V的灌胃剂量按照动物实验等效剂量换算法换算[10]，

以上低、中、高 3种 E2V的灌胃剂量分别相当于 60 kg成年
女性的 E2V口服剂量 2、5、10 mg/d。临床应用 E2V的治疗时
限一般为 2~3个月经周期[7]，造模当日和造模后 9 d分别给
予 E2V灌胃的时间均选择持续 24 d，为大鼠生理周期的 4~6
个周期，保证 E2V作用时间足够。
1.6 实验流程
空白对照组、实验对照组和 3个雌激素 A组大鼠分别于
实验第 24天处死，收集双侧子宫组织；3个雌激素 B组于造
模第 9天开始灌胃，24 d后（即实验第 33天）处死，收集双侧
子宫组织。进行 HE染色观察子宫内膜腺体，MASSON染色
观察子宫内膜纤维化程度，免疫组化法检测子宫内膜 TGF-
β1、MMP-9、ER-α的表达水平。
1.7 统计分析
采用 SPSS 20.0统计软件进行统计学分析，所有实验数
据均用均数±标准差（x±s）表示，多组间整体比较采用单因
素方差分析，各组间两两比较：符合方差齐性，则采用 LSD-t
法；若不符合方差齐性，则采用 Tamhane’s T3检验。两组间
的均值比较采用独立样本 t检验。检验水准 α=0.05。

379— —



重庆医科大学学报 2017年第 42卷第 4期（Journal of Chongqing Medical University 2017.Vol.42 No.4）

2 结 果

2.1 各组大鼠子宫内膜纤维化面积比结果
各组大鼠纤维化面积比结果比较采用单因素方差分析，

各组纤维化面积比方差不齐（F=3.820，P=0.013）。采用Welch
法检测（F=230.634，P=0.000）。各组间的多重比较采用 Dun－
nett’s T3方法检验。
与空白对照组相比，经过 IUA造模处理的各组大鼠子宫
内膜纤维化面积比明显升高，差异具有显著性，各组比较的

P值分别为：P 实验对照组=0.001，P 低雌 A 组=0.000，P 中雌 A 组=0.043，
P 高雌 A 组=0.006，P 低雌 B 组=0.000，P 中雌 B 组=0.039，P 高雌 B 组=
0.025。与实验对照组比较，3个雌激素 A组显著降低，各组比
较的 P值分别为：P 低雌 A 组=0.013，P 中雌 A 组=0.021，P 高雌 A 组=
0.003，3个雌激素 B组无显著性差异，各组比较的 P值分别
为 P 低雌 B 组=1.000，P 中雌 B 组=1.000，P 高雌 B 组=1.000。3个雌激
素 A组的组间比较，与低雌 A组相比，中雌 A组和高雌 A组
显著降低 （P<0.05）；中雌 A组与高雌 A组相比差异无显著
性，P=0.988。3个雌激素 B组的组间比较，差异无显著性，均
为 P=1.000（表 1，图 1）。

2.2 各组大鼠子宫内膜腺体计数结果

各组大鼠子宫内膜腺体计数结果比较采用单因素方差

分析，方差齐性（F=0.250，P=0.965）。整体比较各组腺体计数

结果具有统计学差异（F=53.586，P=0.000）。

与空白对照组相比，经过 IUA造模的各组子宫内膜腺体

计数明显减少（P<0.05）。3个雌激素 A组明显高于实验对照

组（P<0.05）；3个雌激素 B组与实验对照组相比无统计学差异

（P值分别为 0.536、0.536、1.000）。3个雌激素 A组的组间两

两比较，中雌 A组和高雌 A组明显高于低雌 A组（P<0.05）；

中雌 A组和高雌 A组相比无统计学差异（P=0.224）。3个雌

激素 B 组的组间两两比较，中雌 B 组和高雌 B 组与低雌 B
组差异无统计学意义（P值分别为 0.224、0.536）；中雌 B组和

高雌 B组比较亦无统计学差异（P=0.536），见表 1，图 2。

2.3 各组大鼠子宫内膜 TGF-β1表达结果

各组大鼠子宫内膜 TGF-β1表达水平采用单因素方差分

析，方差不齐（F=6.594，P=0.001），采用 Welch 法检测（F=

26.353，P=0.000）。采用 Dunnett’s T3法进行各组间的两两比

较。

与空白对照组相比，IUA造模各实验组子宫内膜 TGF-

β1表达水平明显升高（P＝0.000）。6个雌激素组大鼠的表达

水平较实验对照组明显降低（P＝0.000）。3个雌激素 A组的

组间比较，与低雌 A组相比，中雌 A组、高雌 A组表达量明

显降低（P值分别为 0.003、0.002）；中雌 A组与高雌A组相比

无统计学差异（P=0.842）；3个雌激素 B组的组间比较，中雌

B组、高雌 B组的表达水平较低雌 B组明显降低（P值分别

为0.001、0.002），中雌 B 组与高雌 B 组相比无统计学差异

（P=0.918）；灌胃相同剂量的 E2V实验组的组间比较，低雌 A
组与 B组、中雌 A组与 B组、高雌 A组与 B组的表达水平无

统计学差异（P值分别为 0.747、0.984、0.778），见表 2。

2.4 各组大鼠子宫内膜 MMP-9表达结果

各组大鼠子宫内膜 MMP-9表达结果比较采用单因素方

图 1 Masson 染色图片(400×)

Fig.1 Masson staining of each group(400×)

表 1 各组大鼠子宫内膜腺体计数及纤维化面积比(n=12）
Tab.1 Number of endometrial glands and fibrotic percentage in

each group(n=12）

分 组 纤维化面积比（%） 腺体计数（个）

空白对照组

实验对照组

低雌A组

中雌A组

高雌A组

低雌 B组

中雌 B组

高雌 B组

合 计

F值
P值

24.22±0.02
95.19±0.03
62.37±0.02a

42.07±0.01ab

44.49±0.02ab

92.96±0.03
90.92±0.06
93.49±0.06
68.21±0.27
230.634

0.000

8.67±0.58
1.67±0.58
4.33±0.58a

6.33±0.58ab

5.67±0.58ab

1.33±0.58
2.00±1.00
1.67±0.58
3.96±2.67
53.586

0.000

注：a，与实验对照组相比，P<0.05；b：与低雌A组相比，P<0.05

A. 空白对照组 B. 低雌 A组 C. 中雌 A组 D. 高雌 A组

E. 实验对照组 F. 低雌 B组 G. 中雌 B组 H. 高雌 B组
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差分析，方差齐性（F=1.446，P=0.255）。整体比较各组间MMP-

9表达情况，具有统计学差异（F=92.510，P=0.000）。各组间两

两比较采用 LSD-t法分析。

空白对照组与实验对照组无统计学差异（P=0.672）；分

别与空白对照组及实验对照组相比，6个雌激素组子宫内膜

MMP-9表达水平均明显升高，P值均为 0.000。中雌 A组、高

雌 A组明显高于低雌 A组，P值均为 0.000；中雌 A组与高雌

A组相比结果无统计学差异（P=0.379）；中雌 B 组和高雌 B
组明显高于低雌 B组，P值均为 0.000，中雌 B组与高雌 B组

比较无统计学差异（P=0.550）。灌胃相同剂量的 E2V组间比

较，低雌 A组与 B组、中雌 A组与 B组、高雌 A组与 B组均

无统计学差异（P值分别为 0.893、0.421、0.279），见表 2。

2.5 各组大鼠子宫内膜 ER-α表达结果

各组大鼠子宫内膜 ER-α的表达结果采用单因素方差

分析，方差齐性（F=2.204，P=0.090）。整体比较各组大鼠子宫

内膜 ER-α表达水平，具有统计学差异（F=138.359，P=0.090）。

各组间比较采用 LSD－t法分析。

各造模组与空白对照组比较明显降低（P值均为0.000）。

6个雌激素组与实验对照组比较明显升高（P值均为 0.000）。

中雌 A组和高雌 A组较低雌 A组明显升高（P值均为0.000），

中雌 A组和高雌 A组比较无统计学差异（P=0.513）；中雌 B
组和高雌 B组较低雌 B组明显升高（P值均为0.000），中雌 B
组和高雌 B组间比较无统计学差异（P=0.536）；灌胃相同 E2V
剂量的组间比较，低雌 A组和 B组、中雌 A组和 B组、高雌

A组与 B组均无统计学差异（P值分别为 0.359、0.378、0.359），

见表 2。

3 讨 论

ERs是一组广泛表达于细胞内外的蛋白质，扩
散到细胞核的雌激素与其结合后引发基因调控机

制，调节下游基因的转录。现有的研究结果显示ER-
α对部分纤维化性疾病具有保护性作用，国外学者
的研究显示 ER-α的表达与肝脏纤维化呈负相关，
17β-E2可通过 ER-α的介导预防心肌纤维化[11]。目
前关于 ER-α在IUA中的研究尚不深入，为数不多
的国内研究结果也存在争议[12-13]。本研究中，经过
IUA 造模后的各实验组与空白对照组相比，ER-α
均明显下降。灌胃 E2V后 6个实验组的子宫内膜
ER-α表达水平均升高，其中灌胃中、高剂量较低剂

表 2 各组大鼠子宫内膜 TGF-β1、MMP-9、ER-α
表达水平结果(n=12）

Tab.2 Rats endometrial expression level of TGF-β1,MMP-9,

ER-α in each group(n=12）

分 组 TGF-β MMP-9 ER-α
空白对照组

实验对照组

低雌A组

中雌A组

高雌A组

低雌 B组

中雌 B组

高雌 B组

合 计

F值

P值

0.023 7±0.002 9

0.101 8±0.018 9

0.068 4±0.006 2a

0.045 7±0.003 0ab

0.044 4±0.002 2ab

0.070 5±0.005 6a

0.045 6±0.004 0ab

0.046 3±0.005 0ab

0.055 8±0.023 6

26.353

0.000

0.022 0±0.009 3

0.020 0±0.003 2

0.044 8±0.003 6a

0.089 6±0.006 0ab

0.093 8±0.006 6ab

0.045 4±0.003 6a

0.085 8±0.005 3ab

0.008 6±0.005 4ab

0.061 3±0.030 5

92.510

0.000

0.251 5±0.019 0

0.023 3±0.009 3

0.089 3±0.002 3a

0.146 5±0.009 9ab

0.151 9±0.006 5ab

0.081 8±0.002 2a

0.139 2±0.005 9ab

0.144 3±0.011 7ab

0.128 5±0.064 3

138.359

0.000

注：a，与实验对照组相比，P<0.05；b：与低雌 A 组和（或）低雌 B 组

相比，P<0.05

图 2 HE染色图片(400×)

Fig.2 HE staining of each group(400×)

A. 空白对照组 B. 低雌 A组 C. 中雌 A组 D. 高雌 A组

E. 实验对照组 F. 低雌 B组 G. 中雌 B组 H. 高雌 B组

381— —



重庆医科大学学报 2017年第 42卷第 4期（Journal of Chongqing Medical University 2017.Vol.42 No.4）

量的 ER-α表达水平高，但中、高剂量相比又无差
异；相同剂量在不同时期用药的结果无显著差异。
说明在大鼠 IUA造模早期和成模后的不同时期应
用雌激素，均有提高ER-α的作用，但 ER-α饱和
后，其疗效不随剂量增加而增强，具体机制还有待后

续的研究证实。
TGF-β1是一种多效能生长因子，是最常见、研
究最深入的促纤维化形成因子，研究显示雌激素可

通过降解 Smad2/3蛋白从而抑制 TGF-β1信号通路
发挥作用[14]。在肝纤维化、纤维性海绵体炎、糖尿病
肾病的发生发展过程中，雌激素均通过抑制 TGF-
β1信号通路而起到治疗作用。本研究中 3个雌激素
A组随着 E2V剂量的增加，子宫内膜 TGF-β1表达
水平明显降低，纤维化程度减轻，腺体计数增加，可

能与雌激素通过抑制 TGF-β1信号通路减轻了宫腔
纤维化有关。3个雌激素 B组亦随着 E2V剂量的增
加，TGF-β1表达亦明显降低，但子宫内膜纤维化程
度及腺体计数并未好转，考虑是否 IUA成模后再仅
单纯应用雌激素治疗则效果欠佳。
基质金属蛋白酶类（MMPs）家族是一组需要金
属元素催化、分解细胞外基质的蛋白酶，可降解已
形成的纤维化组织[15]。Yin等[16]证实在孕期高雌状态

下，MMP-2、MMP-9 高表达可起到抑制宫缩等作
用。然而人工流产、产后刮宫等操作均伴随体内 E2

的骤降，可能导致 MMP-2、MMP-9急剧下降，在子
宫内膜的修复中，降解纤维化的细胞因子缺乏，促

纤维化的细胞因子占主导地位，从而使宫腔过度纤

维化，瘢痕形成，导致 IUA的发生。本实验中 3个雌
激素 A组的大鼠子宫内膜 MMP-9随着 E2V 剂量
的增加，表达水平增高，子宫内膜纤维化面积比显

著降低，腺体计数显著增加，说明造模同时应用E2V
可减轻 IUA程度。3个雌激素 B组，随 E2V剂量的
增加，MMP-9表达水平虽升高，但子宫内膜纤维化面
积比、腺体计数并无改善，表明 IUA成模后再仅应
用 E2V治疗，治疗效果不太明显。
临床标准的宫腔粘连治疗方法是：宫腔粘连分

离术+物理隔离宫腔，术后辅助应用雌激素制剂[7]，

本研究由于大鼠宫腔小，无法进行宫腔粘连分离术，

所以成模后的治疗无法完全模拟临床，其治疗作用

欠佳的结果，考虑是否与仅仅单纯应用雌激素治疗

有关，如增加其他方法综合治疗是否能增强疗效还

有待今后的研究证实。
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