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摘　要　为观察氟维司群对雌激素效应的作用及其对靶器官中雌激素受体表达的影响，以未成熟小鼠为实验模型，随机分
成正常对照组、氟维司群（５００μｇ／ｋｇ，ｉｐ）组、１７β雌二醇组（１００μｇ／ｋｇ，ｉｇ）和１７β雌二醇 ＋氟维司群（１００μｇ／ｋｇ＋５００μｇ／
ｋｇ）４组，给药７ｄ后麻醉取小鼠的子宫和阴道，ＨＥ染色法观察其组织形态学变化、免疫组织化学和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术检测
其雌激素受体α（ＥＲα）和雌激素受体β（ＥＲβ）表达的情况。结果显示，氟维司群可明显影响未成熟小鼠子宫和阴道的生长
发育和雌激素受体的表达，同时可显著抑制１７β雌二醇的促未成熟小鼠子宫、阴道生长发育以及促雌激素受体表达的作
用。提示氟维司群具有抗雌激素样作用，其机制可能与下调靶器官雌激素受体表达有关。
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第４７卷第２期 曲亚坤，等：氟维司群对未成熟小鼠子宫和阴道雌激素受体表达的影响

　　氟维司群（ｆｕｌｖｅｓｔｒａｎｔ，ＩＣＩ）是一种类固醇抗雌
激素药物，其化学结构与雌二醇类似，为１７β雌二
醇（ｅｓｔｒａｄｉｏｌ，Ｅ２）的烷基胺类似物

［１］，但无雌激素样

作用。临床上作为一类雌激素受体（ｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐ
ｔｏｒｓ，ＥＲｓ）下调剂广泛用于乳腺癌的治疗，在缺乏雌
激素的情况下，较大程度地延缓肿瘤的生长，对于

ＥＲｓ阳性晚期乳腺癌患者具有良好疗效［２］。ＩＣＩ可
以克服第一代选择性雌激素受体拮抗剂他莫西芬治

疗乳腺癌过程中导致患者发生子宫内膜癌的缺

点［３－４］，而其对生殖系统的作用及机制的研究报道

较少，多直接用于雌激素样作用受体机制实验研究

的工具药，未见其对实验动物的生殖靶器官子宫和

阴道的形态及ＥＲｓ的分布及表达影响的系统报道。
本实验通过未成熟小鼠模型，观察ＩＣＩ对小鼠子宫、
阴道形态学及ＥＲｓ的作用，并探讨其相关机制。

!

　材　料

１１　药品与试剂
１７β雌二醇（美国 Ｓｉｇｍａ公司）；氟维司群（上

海瀚香生物科技有限公司）；伊红染液、苏木精染

液（北京中杉金桥生物技术有限公司）；两步法免

疫组化试剂盒、二氨基联苯胺（ＤＡＢ）显色试剂盒
（武汉博士德生物工程有限公司）；兔抗鼠 ＥＲα抗
体、ＥＲβ抗体（北京盛世中方生物技术有限公司）；
ＥＣＬ发光剂（北京普利莱基因技术有限公司）；其
他试剂均为国产分析纯。

１２　仪　器
ＢＭＪ１生物组织包埋机、ＱＰＪＣ轮转式切片

机、ＺＰＪ１Ａ展片机、ＫＰＪ１Ａ烤片机（天津天利航空
机电有限公司）；ＢＸ６０光学显微镜（美国 Ｏｌｙｍｐｕｓ
公司）；电泳仪（美国 ＢｉｏＲａｄ公司）；凝胶成像仪
（法国ＶｉｌｂｅｒＬｏｕｒｍａｔ公司）。
１３　动　物

昆明种小鼠，雌性，出生２１ｄ，体重（９～１２）ｇ，
购自中国军事医学科学院，动物许可证号 ＳＹＸＫ
（军）２０１２０００４。实验期间饲养在二级动物室，室
温（２５±１）℃，所有动物实验均符合动物伦理委员
会标准。

$

　方　法

２１　分组及给药
健康雌性未成熟小鼠４０只，随机分为４组：对

照组、ＩＣＩ组、Ｅ２组、Ｅ２＋ＩＣＩ组，每组１０只。ＩＣＩ组
５００μｇ／ｋｇＩＣＩ混悬液腹腔注射给药，Ｅ２组１００μｇ／
ｋｇＥ２混悬液灌胃给药，Ｅ２＋ＩＣＩ组同时给 ＩＣＩ及
Ｅ２，两种药物给药中间间隔０５ｈ，对照组给予等量
的蒸馏水及生理盐水灌胃和腹腔注射，每天１次，
连续７ｄ。处死前禁食１２ｈ。
２２　取　材

小鼠末次给药后２４ｈ，称重，麻醉，脱颈处死后
迅速剖腹摘取子宫和阴道。左侧子宫角、宫颈近端

阴道部分放入１０％的甲醛溶液中固定，供形态学
观察和免疫组织化学检测；右侧子宫角、宫颈远端

阴道部分立即置于－８０℃冰箱冷藏，等待 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测［５］。

２３　组织形态学观察
子宫和阴道组织经 １０％甲醛溶液固定 ４８ｈ

后，流水冲洗３０ｍｉｎ，进行脱水和石蜡包埋并切片，
进行 ＨＥ染色，中性快干胶封片，在光学显微镜下
进行组织形态学检查［５］。

２４　免疫组织化学染色
按“２３”项下方法制备组织切片，脱蜡水化，

３％双氧水封闭，微波修复至室温后血清封闭，滴加
兔抗鼠ＥＲα／ＥＲβ多克隆抗体（１∶２０稀释），４℃过
夜后，用两步法免疫组化试剂盒、ＤＡＢ显色试剂盒
进行ＥＲα／ＥＲβ免疫组织化学染色。显微镜下观
察显色效果，约２ｍｉｎ至棕黄色时用蒸馏水充分洗
涤中止反应，脱水后中性快干胶封片，在光学显微

镜下进行免疫组织化学检查［５］。

２５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＥＲｓ蛋白
子宫、阴道组织用 ＲＩＰＡ试剂（５０～１００ｍｇ组

织，加裂解液５００～１０００μＬ）提取蛋白，制备１２％
ＳＤＳ聚丙烯酰胺分离胶和５％堆积胶，电泳后湿转
至ＰＶＤＦ膜上。５％（ＴＢＳＴ稀释）脱脂奶粉室温振
荡封闭２ｈ后一抗ＥＲα（１∶２００）或 ＥＲβ（１∶１０００）
或ＧＡＰＤＨ（１∶１０００）４℃过夜。恢复室温后 ＴＢＳＴ
洗膜，用辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔 ＩｇＧ（１∶
５０００）孵育２ｈ，洗膜后加入 ＥＣＬ反应１ｍｉｎ，采用
凝胶成像系统观察印迹结果，以蛋白条带灰度代表

蛋白表达量，最终以目的蛋白与 ＧＡＰＤＨ的比值来
评价蛋白表达水平［５］。

２６　统计方法
数据用 珋ｘ±ｓ表示，组间比较用单因素方差分

析，采用 ＳＰＳＳ１６０软件进行统计分析，Ｐ＜００５
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表示有显著性差异。

%

　结　果

３１　ＩＣＩ对未成熟小鼠靶器官组织形态学的影响
组织切片（图１）显示，对照组为正常发育的小

鼠，子宫形态表现为宫腔大，子宫内膜上皮为呈单

层正方形状，子宫内膜间质紧密，少见腺体，与对照

组比较，ＩＣＩ组子宫体积明显变小，子宫内膜变薄，
内膜上皮细胞多为单细胞紧密排列，几乎不见腺

体；Ｅ２组宫腔变大，子宫内膜明显加厚，腺体丰富；
与Ｅ２组比较，Ｅ２＋ＩＣＩ组子宫体积明显变小，子宫
内膜变薄，腺体数目明显减少。

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｆｕｌｖｅｓｔｒａｎｔ（ＩＣＩ）ｏｎｔｈｅｈｉｓｔｏｌｏｇｙｏｆｕｔｅｒｕｓａｎｄ
ｖａｇｉｎａｉｎｔｈｅｉｍｍａｔｕｒｅｍｉｃｅ（×２００）
Ｅ２：Ｅｓｔｒａｄｉｏｌ

对照组的阴道组织上皮由１～２层鳞状上皮组
成，具有角化细胞层，与对照组比较，ＩＣＩ组阴道萎
缩，阴道上皮细胞层变薄，角化程度降低；Ｅ２组阴
道上皮角化明显，鳞状上皮细胞层增厚明显；与 Ｅ２
组比较，Ｅ２＋ＩＣＩ组阴道明显萎缩，阴道上皮细胞
层数减少。

３２　ＩＣＩ对未成熟小鼠靶器官 ＥＲ亚型分布的
影响

免疫组化结果（图２）显示，对照组的 ＥＲα主
要表达在子宫内膜、腺上皮细胞和子宫间质中，

ＥＲβ主要分布在子宫内膜和腺上皮细胞中；ＩＣＩ组
子宫ＥＲα、ＥＲβ阳性表达相对减弱，腔上皮及腺上
皮阳性细胞较少，内膜间质中基本无阳性表达；Ｅ２
组ＥＲα、ＥＲβ在小鼠子宫内膜上皮和腺上皮细胞、
内膜间质细胞中阳性表达均很明显，其中 ＥＲβ稍
弱于ＥＲα（与对照组比较，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）；与
Ｅ２组比较，Ｅ２＋ＩＣＩ组 ＥＲα、ＥＲβ在腔上皮和腺上
皮表达均明显减弱（与 Ｅ２组相比，Ｐ＜００１，Ｐ＜
０００１）。

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＥｆｆｅｃｔｓａｎｄｒｅｌａｔｉｖｅｍｅａｎｄｅｎｓｉｔｏｍｅｔｅｒｏｆＩＣＩｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｎｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒｓ（ＥＲｓ）ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｕｔｅｒｕｓ（Ａ，Ｃ）ａｎｄｖａｇｉｎａ（Ｂ，Ｄ）（×
４００）（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１ｖｓＥ２ｇｒｏｕｐ

　　如图２所示，ＥＲα、ＥＲβ在对照组阴道中主要
分布在阴道鳞状上皮细胞、角化上皮、基质纤维细

胞和平滑肌细胞中，其中以鳞状上皮细胞中表达最

强；ＩＣＩ组 ＥＲα、ＥＲβ表达均不明显；Ｅ２组 ＥＲα、
ＥＲβ在阴道鳞状上皮细胞、基质纤维细胞、平滑肌
细胞及胞浆中均有表达，都以鳞状上皮细胞中表达

２１２
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最强，其中ＥＲβ稍弱于 ＥＲα（与对照组比较，Ｐ＜
００１，Ｐ＜０００１）；与 Ｅ２组比较，Ｅ２＋ＩＣＩ组 ＥＲα、
ＥＲβ在上述细胞中表达均明显降低（与 Ｅ２组相
比，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）。
３３　ＩＣＩ对未成熟小鼠靶器官 ＥＲ亚型表达的
影响

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果（图 ３）显示子宫、阴道的

ＥＲα表达均高于 ＥＲβ。与对照组相比，ＩＣＩ组子
宫、阴道 ＥＲα、ＥＲβ表达均明显下降，ＥＲα的效果
更加明显，Ｅ２组子宫、阴道 ＥＲα、ＥＲβ蛋白表达均
显著上升（与对照组比较，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）；与
Ｅ２组比较，Ｅ２＋ＩＣＩ组的表达显著降低（与Ｅ２组相
比，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１），并下调子宫 ＥＲα与 ＥＲβ
的比值。

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＥｆｆｅｃｔｓａｎｄｒｅｌａｔｉｖｅｍｅａｎｄｅｎｓｉｔｏｍｅｔｅｒｏｆＩＣＩｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＥＲｓａｔｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｉｎｕｔｅｒｕｓ（Ａ，Ｃ）ａｎｄｖａｇｉｎａ（Ｂ，Ｄ）ｉｎｔｈｅｉｍｍａｔｕｒｅ
ｍｉｃｅ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１ｖｓＥ２ｇｒｏｕｐ

&

　讨　论

乳腺癌是妇女最常见的恶性肿瘤之一，第一代

选择性雌激素受体拮抗剂他莫西芬对乳腺癌晚期

治疗具有较好的疗效，但弱的拟雌激素样作用会导

致妇女子宫内膜癌的发生，使其在乳腺癌的早期预

防中产生局限性。完全雌激素受体拮抗剂 ＩＣＩ不
仅对于他莫昔芬及芳香化酶抑制剂治疗失败的乳

腺癌患者有一定疗效，而且安全性较好［６］，没有子

宫内膜癌的风险，且较少出现短暂性阴道出血副作

用、未见诸如阴道干涩和性欲变化等报道［１］。本

研究以未成熟小鼠作为研究对象，使用临床等效剂

量的ＩＣＩ给药１周，观察其对靶器官子宫、阴道形
态学影响，并探讨其作用机制。

ＨＥ染色结果显示 ＩＣＩ给药１周后小鼠子宫、
阴道明显萎缩，体内正常的雌激素生理效应被抑

制，同时 ＩＣＩ抑制 Ｅ２对小鼠靶器官生长发育的促

进作用，提示ＩＣＩ对子宫和阴道具有较好的抗雌激
素效应。

免疫组化及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，ＩＣＩ显著降
低小鼠子宫、阴道上皮细胞和内膜细胞等 ＥＲｓ阳
性的表达，同时显著下调 Ｅ２对子宫阴道 ＥＲｓ的增
加作用，且对ＥＲα的下调作用高于ＥＲβ。提示ＩＣＩ
对子宫阴道的抑制作用可能主要是由 ＥＲα所
介导。

雌激素对ＥＲｓ阳性的妇科肿瘤的发生发展具
有重要作用［７］，ＩＣＩ可与雌激素竞争性与 ＥＲｓ结
合，亲和力与Ｅ２相似，抑制体内的雌激素效应

［８］，

从而降低对妇科肿瘤细胞的促增殖作用。ＩＣＩ作
为雌激素受体拮抗药，使激素受体上的转录活性区

域ＡＦ１和ＡＦ２均失活，加速了ＥＲｓ功能的丧失［９］，

并且可下调 ＥＲｓ。ＥＲα在妇科肿瘤的发生发展过
程中扮演着重要的角色，同时在生殖系统的分布及

功能调控中也起主导作用［１０］。本实验中，ＩＣＩ下调
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生殖靶器官ＥＲα的研究结果间接验证了干预ＥＲα
途径可能是ＩＣＩ治疗妇科肿瘤的机制之一，也是其
发挥治疗作用而不引起子宫内膜癌及阴道副作用

的可能机制。

近年来，绝大部分对ＩＣＩ的研究报道均以转移
性或芳香化酶抑制剂耐药性的乳腺癌为切入点，通

过临床观察或体内外实验研究，对其临床作用进行

阐述。如姜航等［１１］对曾接受过芳香化酶抑制剂治

疗的复发转移性乳腺癌患者的临床疗效进行研究

中，发现 ＩＣＩ是治疗失败后可选择的重要治疗手
段。吴梅红等［１２］分析了对芳香化酶抑制剂耐药的

晚期ＬｕｍｉｎａｌＢ型（ＨＥＲ２阳性）乳腺癌患者，认为
ＩＣＩ联合曲妥珠单抗可能是较好的治疗方案。
Ａｇｒａｗａｌ等［１３］通过对临床晚期乳腺癌患者样本进

行生物学效应研究，发现 Ｋｉ６７具有作为生物标志
物的潜力，从而预测了 ＩＣＩ的治疗结果。而
ＱｕｅｎｅｌＴｕｅｕｘ等［１４］以绝经后乳腺癌患者为研究对

象，证明阿那曲唑和ＩＣＩ群均有效且耐受性良好。
本实验研究表明，ＩＣＩ对未成熟小鼠的子宫和

阴道的生长发育具有明显的抑制作用，且能拮抗

Ｅ２对未成熟小鼠靶器官促增殖作用，推测 ＥＲα是
其发挥抑制子宫阴道过度增殖的作用靶点，也是抑

制激素依赖型肿瘤的途径之一。本研究结果将为

ＩＣＩ在临床上用于妇科肿瘤治疗的安全性评估提
供依据。
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［１２］ＷｕＭＨ，ＷａｎｇＭ，ＷａｎｇＷ，ｅｔａｌ．Ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｏｆｆｕｌｖｅｓｔｒａｎｔａｎｄ

ｔｒａｓｔｕｚｕｍａｂｆｏｒｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆＬｕｍｉｎａｌＢ（ＨＥＲ２ｐｏｓｉｔｉｖｅ）

ａｄｖａｎｃｅｄｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｓａｆｔｅｒｐｒｉｏｒａｒｏｍａｔａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ［Ｊ］．Ｃｈｉｎ

ＣｌｉｎＯｎｃｏｌ（临床肿瘤学杂志），２０１４，６（１９）：５１２－５１５

［１３］ＡｇｒａｗａｌＡ，ＲｏｂｅｒｔｓｏｎＪＦ，ＣｈｅｕｎｇＫＬ，ｅｔａｌ．Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｅｆｆｅｃｔｓｏｆ

ｆｕｌｖｅｓｔｒａｎｔｏｎｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒｐｏｓｉｔｉｖｅｈｕｍａｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ：

ｓｈｏｒｔ，ｍｅｄｉｕｍａｎｄｌｏｎｇｔｅｒｍｅｆｆｅｃｔｓｂａｓｅｄｏｎｓｅｑｕｅｎｔｉａｌｂｉｏｐｓｉｅｓ

［Ｊ］．ＩｎｔＪＣａｎｃｅｒ，２０１６，１３８（１）：１４６－１５９

［１４］ＱｕｅｎｅｌＴｕｅｕｘＮ，ＤｅｂｌｅｄＭ，ＲｕｄｅｗｉｃｚＪ，ｅｔａｌ．Ｃｌｉｎｉｃａｌａｎｄ

ｇｅｎｏｍｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆａｒａｎｄｏｍｉｓｅｄｐｈａｓｅＩＩｓｔｕｄｙｅｖａｌｕａｔｉｎｇａｎａｓ

ｔｒｏｚｏｌｅａｎｄｆｕｌｖｅｓｔｒａｎｔｉｎｐｏｓｔｍｅｎｏｐａｕｓａｌｐａｔｉｅｎｔｓｔｒｅａｔｅｄｆｏｒｌａｒｇｅ

ｏｐｅｒａｂｌｅｏｒｌｏｃａｌｌｙａｄｖａｎｃｅｄｈｏｒｍｏｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒｐｏｓｉｔｉｖｅｂｒｅａｓｔ

ｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＢｒｉｔＪＣａｎｃｅｒ，２０１５，１１３（４）：５８５－５９４

４１２




