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摘要 为研究GnRHa主动免疫对绵羊子宫FSHR表达与分布及子宫发育的作用,探讨GnRHa调节生殖

功能的机制,将42只5~6月龄母绵羊(Ovisaries)随机分为6组(n=7)。EG-Ⅰ、EG-Ⅱ和EG-Ⅲ动物分别皮下

注射阿拉瑞林(alarelin)抗原200、300和400μg,0d和14d各1次;EG-Ⅳ和EG-Ⅴ动物皮下注射alarelin抗原

200μg和300μg,0、7、14和21d各1次;对照组皮下注射药物溶媒,0d和14d各1次。于70d在颈动脉放血

处死绵羊,无菌切取两侧子宫角。免疫组织化学SP法染色并进行图像分析,光学显微镜和电子显微镜分别观察

子宫显微和超微结构变化。Westernblot分析FSHR蛋白表达。结果发现各试验组FSHR蛋白表达量随着

alarelin免疫剂量和次数的增多而逐渐增加。EG-Ⅲ和EG-Ⅴ极显著高于对照组(P<0.01)。FSHR主要分布于

子宫内膜细胞和子宫腺上 皮 细 胞 的 胞 质 和 胞 核;EG-Ⅰ、EG-Ⅱ和 EG-Ⅲ灰 度 值 逐 渐 升 高,EG-Ⅲ和 EG-V
(P<0.01)显著高于CG,证明alarelin主动免疫能增强子宫FSHR的分布与表达,加大注射剂量和次数作用更

明显。EG-I、EG-Ⅱ和EG-Ⅲ的子宫质量、UWT和EET均变小,EG-Ⅲ和EG-Ⅴ显著小于对照组(P<0.05)。试

验组出现不同程度的子宫壁和上皮变薄,细胞胞质减少,腺体数量减少,腺腔缩小,平滑肌细胞及核均变小。线

粒体和线粒体嵴减少,微绒毛变短,以EG-Ⅲ最明显。结果表明,Alarelin主动免疫母羊能增强子宫FSHR的分

布与蛋白表达,使子宫超微和超微结构明显改变,抑制子宫发育,尤其是子宫内膜的生长显著受阻。
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  促性腺激素释放激素(gonadotropinreleasing
hormone,GnRH)可促进促黄体生成素(LH)和促

卵泡刺激素(FSH)的合成与释放,对生殖功能具有

非常重要的作用[1]。然而,天然 GnRH 含量极微,
很难提纯得到,许多学者提出可用合成的GnRH类

似物(GnRHanalogues,GnRH-A)来替代[2]。Gn-
RH-A包括 GnRH 激动剂和 GnRH 拮抗剂,Gn-
RH-A的生物活性比天然GnRH 强时称为GnRH
激动剂(GnRHagonist,GnRHa),反之称为GnRH
拮抗剂(GnRHantagonist,GnRHant)[3]。GnRH-
A与GnRH受体(GnRHR)的结合力比天然GnRH
增强100~200倍。阿拉瑞林(alarelin)是一种Gn-
RHa,其药效为天然 GnRH 的15倍[4]。临床上

GnRH-A主要用于促排卵、治疗卵巢功能异常引起

的不育症、子宫内膜异位症及子宫肌瘤等和提高妊

娠率[5]。给动物注射GnRHa后可以提高发情期受

胎率、缩短产后发情时间、提高家畜超排效果和产仔

率[6],但高剂量和持续给予 GnRHa则可抑制排卵

并阻断发情周期,引起抗生育作用[7]。有研究表明,

GnRH激动剂能显著抑制子宫生长,皮下注射3.75
mgGnRHa(每周1次)可使子宫容积减少36%(12
周)和45% (24周)[8-9]。然而,Jasonni等[10]认为

亮丙瑞林(3.75mg)不会减小子宫腔。因此,Gn-
RHa的作用效果究竟如何? 不同给药剂量、途径和

时间对不同年龄动物的影响有何异同? 尤其是Gn-
RHa免疫注射后卵巢、子宫的组织学结构是否发生

改变? 是否影响性腺组织中生殖激素受体的分布与

表达? 目前针对这些问题的研究报道甚少,作用机

制不清[11-12]。鉴于此,笔者在前期研究[13-15]的基础

上,进行了本试验,以期为深入研究 GnRHa免疫

调节 生 殖 功 能 的 机 制 及 其 合 理 应 用 提 供 理 论

依据。
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1 材料与方法

1.1 主要仪器、软件及试剂

TQ16-W型高 速 离 心 机(长 沙 湘 仪),Rayto-
6000型酶标仪(Rayto公司),电子天平(Sartorius
产),莱卡显微镜(Leicacompany,Germany),JEM-
1230投射电镜(JEOL,Japan)。ImageAnalyst1.0
图像分析软件,MoticimaglesPlus2.0分析软件。

醋酸阿拉瑞林(alarelin),二氨基苯联胺(dia-
minobenzidine,DAB)染色液(瑞士Fluka公司);第
一抗体为兔抗羊GnRHR多克隆抗体(美国Sigma
公司);第二抗体为 HRP标记的兔抗羊IgG抗体

(博大泰克,BioDev-Tech公司生产),0.1mL/支;
聚偏二氟乙烯膜(PVDF膜,上海辉普公司);β-ac-
tin多克隆抗体(美国Sigma公司);正常羊血清(武
汉博士德生物工程有限公司生产)。
1.2 试验动物与抗原注射方法

5~6月龄健康绵羊(小尾寒羊与甘肃省榆中

县本地羊杂交的 F1代)42只,体质量(24.21±
2.51)kg,随 机 均 分 为6组(n=7),分 别 标 记 为

EG-Ⅰ、EG-Ⅱ、EG-Ⅲ、EG-Ⅳ、EG-Ⅴ和 CG(对 照

组),经检验组间和组内均无显著差异。alarelin抗

原的制备方法参见文献[14]。

EG-Ⅰ、EG-Ⅱ和EG-Ⅲ分别皮下注射alarelin
抗原200、300和400μg,0d和14d各1次;EG-Ⅳ
和EG-Ⅴ分别皮下注射alarelin抗原200、300μg,

0、7、14和21d各1次,共4次;对照组皮下注射

药物溶媒,0d和14d各1次。
1.3 样本采集与处理

分别在0、7、14、21、28、35、45、60和70d颈静

脉采血。每次采血前动物禁食12h,采集的血样

(采血管内无抗凝剂)立即以2500~3000r/min
离心10~15min,分离血清,-20℃保存。并于

70d时经颈动脉放血处死,无菌采集垂体、两侧子

宫角及卵巢,用电子天平立即称质量。常规方法

制作光学显微镜和电镜切片。
1.4 Western blot 检测 FSHR

取冻存于-80℃冰箱中的子宫组织样本1g,
置于1mLRIPA裂解液裂解组织(500μLRIPA+
500μLPMSF,Phenylmethanesulfonylfluoride苯

甲基磺酰氟)提取细胞总蛋白,BCA法测定蛋白浓

度,并取50μg蛋白样品进行SDS-PAGE[16]。将

电泳后的蛋白转移至聚偏二氟乙烯膜(polyvinyli-
denefluoride,PVDF膜)上,4℃封闭过夜,用1∶
200的FSHR兔多克隆抗体和1∶1000β-actin兔

多克隆抗体孵育,室温轻摇180min,再用TBS洗

涤3次(10min/次)后,再用辣根过氧化物酶标记

的兔抗羊IgG(1∶2000)室温孵育120min,TBS
洗涤3次,每次15min。洗膜后加入免疫印迹化

学发光试剂(ECL),显影、洗片、晾干。蛋白质印

迹结果均经过多次重复。用凝胶图像分析仪扫描

照片。用QuantityOne软件(美国Bio-RAD公司)
分析每个条带的灰度值,灰度值为扫描条带的积

分光 密 度(integralopticaldensity,IOD)[16]。以

FSHR条带的灰度值与β-actin条带灰度值之比值

表示组织中FSHR的相对含量[16]。
1.5 FSHR 免疫组织化学

1)免疫组织化学染色(SP法)。主要过程为脱

蜡、水化、PBS漂洗、滴加一抗和二抗、DAB显色、
苏木精复染等。另设阴性对照组,即用正常羊血

清取代第一抗体,其他各步骤均相同。

2)免疫组织化学结果评定方法。在细胞膜、
细胞质或细胞核有浅棕黄色至棕褐色颗粒分布即

为FSHR免疫反应阳性。阳性反应强度的评定分

为:浅棕黄色为弱阳性,棕色为中等阳性,棕褐色

为强阳性。每只羊选5张切片,分别在×100和×
400镜下观察。

3)免疫组化图像分析。选择染色清晰和结构

完整的视野在×100和×400下拍照。每只羊选4
张切片,每片5个视野(计20个点视野,每组共测

定140个视野),用ImageAnalyst1.0软件测定灰

度值。
1.6 组织切片观察与显微图像分析

用Leica光学显微镜和JEM-1230电镜分别观

察子宫的显微结构和超微结构变化,并拍照。每

只羊选4张切片,每片5个视野(计20个点视野,
每组共140个视野),用 MoticimaglesPlus2.0软

件分别测量子宫壁厚(UWT)和子宫内膜厚(EET),
并分析FSHR表达与子宫发育指标的相关性。
1.7 数据处理

用SPSS18.0统计软件分析数据,以平均值±
标准差(X±SD)表示,并通过χ2 检验、单因子方差

分析(TukeyHSD)进行显著性检验。P<0.05和

P<0.01分别代表差异显著和极显著。
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2 结果与分析

2.1 子宫 FSHR 蛋白的表达

用 Westernblot分析各组母羊子宫中FSHR
蛋白的表达量,与对照组比较,各试验组FSHR蛋

白表达量随着alarelin免疫剂量和次数的增多而逐

渐增加(图1)。EG-Ⅲ和EG-Ⅴ极显著地高于对照

组 (P<0.01)。这表明alarelin主动免疫能明显促

进子宫FSHR蛋白的表达,其作用与抗原的免疫剂

量和次数相关。

* 表示与对照组比较时,差异显著 (P<0.05);**表示与对照

组比较时,差异极显著(P<0.01)。*indicatesthedifferencewas

significant(P<0.05)whencomparedtothecontrolgroup(CG).

**indicatesthedifferencewashighlysignificant(P<0.01)

whencomparedtothecontrolgroup(CG).

图1 FSHR蛋白在子宫中的表达

Fig.1 ExpressionofFSHRproteinintheuteriof

ewesfollowingimmunitywithalarelin

2.2 子宫 FSHR 免疫组化定位与染色强度

子宫组织免疫组化切片观察结果显示,绵羊子

宫中均有棕 黄 色 至 棕 褐 色FSHR阳 性 染 色 细 胞

(图2,×100),FSHR阳性染色主要分布于子宫内

膜细胞和子宫腺上皮细胞的胞质和胞核,但各组的

染色强度不同,以EG-Ⅲ和EG-Ⅴ阳性染色最为明

显。阴性对照组均为FSHR免疫染色阴性。

EG-Ⅰ。子宫腺上皮细胞FSHR染色呈中等阳

性,着色较均匀;子宫内膜细胞呈弱阳性(图2-A)。

EG-Ⅱ。FSHR染色呈中等阳性,胞质呈中等阳

性,着色均匀(图2-B)。

EG-Ⅲ。子宫内膜上皮细胞和子宫腺上皮细胞

FSHR染色均匀,呈强阳性染色,细胞核也呈棕黄色

(图2-C)。

EG-Ⅳ。FSHR阳性染色见于子宫内膜上皮细

胞和子宫腺上皮细胞,呈中等阳性(图2-D)。

EG-Ⅴ。子宫内膜上皮细胞和子宫腺上皮细胞呈

FSHR弱阳性;子宫内膜细胞呈弱阳性(图2-E)。
对照组(CG)。子宫内膜细胞和腺上皮细胞胞

核和胞质呈FSHR中等阳性(图2-F)。
染色强度分析表明,对照组的灰度值为160.2±

10.2,各免疫组的灰度值依注射剂量和次数逐渐升

高,EG-Ⅰ~EG-Ⅴ的灰度值分别为169.3±12.4、

186.5±11.8、195.9±11.6、178.8±13.7 和

198.9±12.9。EG-Ⅲ和EG-Ⅴ灰度值显著高于CG
(P<0.01)。灰度值越大,染色强度越高,FSHR的

表达量越高。表明alarelin免疫可以增强子宫中

FSHR的染色强度和表达,加大免疫剂量和注射次

数,作用更明显。

 A、B、C、D、E和F分别代表EG-Ⅰ、EG-Ⅱ、EG-Ⅲ、EG-Ⅳ,EG-Ⅴ和对照组。A,B,C,D,EandFrepresentEG-Ⅰ,EG-Ⅱ,EG-Ⅲ,EG-

Ⅳ、EG-Ⅴandcontrolgroup,respectively.

图2 FSHR在绵羊子宫中的分布

Fig.2 ImmunohistochemicallabelingforFSHRinuteriofewes
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2.3 子宫组织学结构变化

对照组(CG)子宫内膜上皮完整,为单层柱状上

皮,基质细胞增生,基层和浆膜层完整;子宫腺上皮

细胞核靠近基底部,腺管较直,腺腔规整,腺腔内无

分泌物,螺旋动脉有增生。与对照组相比,EG-Ⅰ子

宫管腔轻度缩小,子宫壁略变薄,内膜变薄,内膜上

皮细胞的胞质轻度减少,子宫腺增生弯曲,腔内有皱

褶。其他与对照组相同。EG-Ⅱ子宫切面减小,子
宫管壁变薄,内膜皱襞减少,上皮变薄,细胞胞质减

少;平滑肌细胞变小;子宫腺管腔缩小,皱褶变小。

EG-Ⅲ的子宫壁明显变薄,子宫腺数量减少,腺腔明

显缩小,上皮变薄,细胞胞质减少,内膜皱襞基本消

失;平滑肌细胞及核均变小;子宫腺腺管皱褶明显减

少。EG-Ⅳ子宫管腔轻度缩小,子宫壁和子宫内膜

变薄;子宫腺腔减小,皱褶轻度减少,腔内有较多分

泌物。EG-Ⅴ子宫管壁变薄,子宫内膜变薄,内膜皱

襞减少;子宫腺管腔缩小,腔内有分泌物,平滑肌细

胞变小。
以上结果表明,给绵羊注射alarelin抗原抑制

了子宫发育,而且注射剂量越大,抑制作用越明显。
2.4 子宫超微结构变化

EG-Ⅰ。与对照组比较,腺上皮柱状细胞排列

整齐,细胞器丰富,有散在糖原颗粒和空泡,高尔基

复合体不发达;线粒体丰富,微绒毛短小,绒毛清晰

变长,染色质细疏(图3-A)。

EG-Ⅱ。腺上皮柱状细胞结构清晰,染色质较

细疏,可见散在糖原颗粒及含有空泡的次级溶酶体,
线粒体、线粒体嵴和粗面内质网略少,个别细胞核膜

内陷,微绒毛短小(图3-B)。

EG-Ⅲ。柱状上皮细胞排列无明显规则,多为

分泌细胞,细胞膜与核膜清晰、结构完整;胞质内细

胞器较少,线粒体和线粒体嵴减少,微绒毛变短,未
见糖原颗粒聚集(图3-C)。

EG-Ⅳ。胞质内细胞器丰富,染色质细疏,内含

少量糖原颗粒和空泡,线粒体轻度扩张,微绒毛短小

(图3-D)。

EG-Ⅴ。子宫腺体明显变小,腔体狭窄,柱状上

皮细胞变矮萎缩,细胞未见分裂,染色质细疏,细胞

器较少,可见较多的空泡,线粒体减少,未见线粒体

嵴、微绒毛及糖原斑,核膜部分凹陷(图3-E)。
对照组(CG)。上皮内为分泌细胞,腺上皮柱状

细胞排列规整,细胞器丰富,可见散在糖原颗粒以及

分泌颗粒和少量空泡;线粒体和线粒体嵴结构明显,
绒毛清晰,核膜完整,核仁明显(图3-F)。

以上结果表明,alarelin抗原免疫母羊可以使子

宫超微结构发生明显改变,主要是腺上皮柱状细胞

及细胞器减少,胞质变稀疏,线粒体和微绒毛变小,
进而抑制子宫发育。

 A、B、C、D、E和F分别代表EG-Ⅰ、EG-Ⅱ、EG-Ⅲ、EG-Ⅳ,EG-Ⅴ和对照组 A,B,C,D,EandFrepresentEG-Ⅰ,EG-Ⅱ,EG-Ⅲ,EG-
Ⅳ、EG-Ⅴandcontrolgroup,respectively;图中PO:初级卵母细胞,FC:卵泡细胞,N:细胞核,Nu:核仁,M:线粒体PO:Primaryoocyte,

FC:Follicularcell,N:Nucleus,Nu:Nucleous,M:Mitochondrion.
图3 绵羊子宫超微结构观察

Fig.3 Ultrastructureobservationofuteriunderelectronmicroscopeinewes
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2.5 子宫质量、子宫壁厚与内膜上皮细胞纵径测定值

  与对照组相比,各试验组子宫质量、子宫壁厚度

和子宫内膜上皮细胞厚度均变小,EG-Ⅲ和EG-Ⅴ

显著小于对照组(P<0.05)。表明alarelin可抑制

子宫各层的发育,尤其是子宫内膜的发育显著受阻

(P<0.01)。具体数据见表1。
表1 子宫质量、子宫壁厚及内膜上皮细胞纵径测定值1)

Table1 Measurementsofuterineweights,UWTandEET

组别 Group
左子宫质量/g

Leftuteri

右子宫质量/g

Rightuteri

子宫壁厚度/μm

UWT

子宫内膜厚度/μm

EET
EG-Ⅰ 4.30±0.41a 4.35±0.96a 563.1±30.9a 75.7±6.0a

EG-Ⅱ 4.05±0.33a 4.07±0.97a 537.8±36.2a 70.9±9.5a

EG-Ⅲ 3.76±0.92b 3.71±0.46b 521.2±32.0b 52.9±7.5c

EG-Ⅳ 4.09±0.83a 4.05±0.68a 528.1±47.8b 48.5±8.4c

EG-Ⅴ 3.60±0.89b 3.49±0.95b 517.1±72.4b 47.4±7.9c

CG 4.51±0.76a 4.59±0.65a 571.15±36.9a 77.8±9.7a

 1)在400倍放大镜下观察。UWT:子宫壁厚度;EET:内膜上皮细胞厚度。同行数据不同字母表示差异显著。Theslicewereob-
servedunderopticalmicroscope(×400).UWT:Uterinewallthickness;EET:Endometrialepitheliumthickness.Thedifferentletter

afterthedataofthesamerowshowssignificantdifference.

  综 上 所 述,阿 拉 瑞 林 主 动 免 疫 能 增 强 子 宫

FSHR的分布与FSHR蛋白的表达,使子宫显微和

超微结构明显改变,抑制子宫发育,尤其是子宫内膜

的生长显著受阻。

3 讨 论

3.1 GnRHa 对 FSHR 表达的作用

有研究者认为FSHR分布于包括子宫和卵巢

在内的多种组织中[17-18]。然而,尚不清楚绵羊子宫

中是否有FSHR的分布。较大剂量的GnRHa可以

增加鸭[19]和绵羊[20]FSHR的表达水平,但是对鱼

类的作用相反[21]。阿拉瑞林(alarelin)是否有相同

作用未见报道[22-23]。本研究结果证实子宫组织中有

FSHR分布,主要见于子宫内膜细胞和子宫腺上皮

细胞的胞质和胞核,alarelin免疫可以增强FSHR
的阳性细胞的染色强度,同时FSHR蛋白的表达亦

增加,加大剂量和注射次数,作用更明显,即alarelin
主动免疫能增强子宫FSHR的分布与表达,这些结

果与Lopot等[20]的报道及笔者前期对母兔的研究

结果一致[24]。其作用机制有待深入研究。
3.2 GnRHa 对子宫发育的作用

已有报道认为GnRHa可以明显影响子宫的生

长发育[25],尤其是子宫腔和子宫腺腔明显变小,子
宫内膜 变 薄[26-27]和 子 宫 动 脉 搏 动 指 数 增 加[28]。

Friedman等[9]的临床试验表明皮下注射3.75mg
的GnRHa,用药后12周和24周子宫体积分别缩小

36%和45%。然而,另有报道认为GnRHa的用药

剂量和时间与子宫缩小的程度没有定量关系[11,29]。
本研究表明,阿拉瑞林免疫后的绵羊子宫质量显著

减小,子宫壁厚度(UWT)和子宫内膜厚度(EET)均
变小,且随着免疫剂量和次数增加,这种作用更明

显。这与笔者对母兔的研究结果[30]和Zeng等[31]

对猪的研究报道结果相似,而与 Gorbman等[29]的

结果不一致。
3.3 GnRHa 对子宫显微和超微结构的影响

关于不同剂量GnRH和GnRH-A对人与动物

子宫组织形态学作用的报道较少,更无定量的描

述[32]。有研究显示,GnRHa还可直接抑制子宫内

膜的增生,GnRHa的副作用主要与其引起的低雌

激素血症有关[33-34]。本试验结果与此相似,这可能

是alarelin主动免疫增加了FSHR在子宫的分布与

蛋白的表达,增强了FSHR与FSH的结合,也可能

与GnRH 改变了生殖激素的分泌有关[35],从而强

化了alarelin的作用。这些结果是否与动物品种及

发育状态有关仍需深入探讨。
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Effectsofalarelinactiveimmunity
onFSHRexpressionanduterinedevelopmentinewes
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Abstract Theexperimentwasundertakentoevaluatetheeffectsofactiveimmunizationagainstthe
gonadotropinreleasinghormoneagonist(GnRHa)ontheexpressionandimmuno-localizationofFSHRin
uteri,aswellasuterinedevelopmentintheewes.Fortytwoewes(Ovisaries),five-to-sixmonthsold,

wererandomlyassignedintosixgroups(n=7).TheanimalsintheexperimentalgroupsEG-Ⅰ,EG-Ⅱ
andEG-Ⅲ weresubcutaneouslyinjectedwith200μg,300μgand400μgalarelinantigenstwice(onday
0and14),respectively,ingroupsEG-ⅣandEG-Ⅴweresubcutaneouslyinjectedwith200μgand300μg
alarelinantigensfourtimes(onday0,7,14and21),respectivelyandincontrolgroup(CG)wereinjec-
tedsubcutaneouslywith2.0mLsolventtwice(onday0and7).Thesamplesoftheuterinehornsof
eachewewerecollectedasepticallyonday70afterkilledbybloodlettingfromcarotid.TheFSHRdistri-
butionintheuteriwasstudiedbythemethodsofImmunohistochemistrySP(streptomycesavidin-per-
oxidase)andimageanalysis,themirostructureandultrastructurechangesoftheuteriwereobservedun-
dertheopticalandelectronmicroscope,respectivelyandtheexpressionofFSHRwasdetectedbyWest-
ernblot.TheresultsshowedthattheexpressionofFSHRincreasedwiththeincreasingofalarelindose
andinjectiontimesandtheexpressionlevelsofFSHRinEG-ⅢandEG-Ⅴweresignificantlyhigherthan
(P<0.01)inCG.TheFSHRwerepredominantlyconcentratedinthecytoplasmandnucleioftheuter-
ineendometrialcellsandglandularepitheliumcells.ThegrayvaluesofmicroscopyimagesinEG-Ⅰ,EG-
ⅡandEG-Ⅲ increasedgraduallyandweresignificantlyhigherinEG-Ⅲ andEG-Ⅴ thaninCG
(P<0.01).Theuterineweights,endometrialepitheliumthickness(EET)anduterinewallthickness
(UWT)inallexperimentalgroupsreducedandweresignificantlylowerinEG-ⅢandEG-ⅤthaninCG
(P<0.05).Theuterinecavitiesandglandularlumenvolumesnarrowed,andtheuterinewallbecame
clearlythinnerinallexperimentalgroups.Thequantitiesofmitochondriaandmitochondriacristaesde-
creasedandthemicrovillibecameshorter,especiallyinEG-Ⅲ.Inconclusion,alarelinactiveimmunityen-
hanceddistributionofFSHR,promotedtheexpressionofFSHRproteinintheuterioftheewes,changed
themirostructureandultrastructureoftheuteri,inhibitedtheuterinedevelopmentofewes,andespecial-
lysuppressedthegrowthofuterineendometrium.

Keywords alarelin;FSHreceptor;proteinexpression;histostructure;uterus;ewe
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