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Rho/ROCK 激酶信号通路在大鼠
宫腔粘连中的作用

黄博，李隽，董兰，钟亚娟，程静，黄志欣
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摘要 ：目的   复制宫腔粘连大鼠模型，探讨 Rho/ROCK 信号通路相关蛋白的表达及其在宫腔粘连中的

作用机制。方法   SD 大鼠宫腔注入 0.5 ml 95% 乙醇，复制宫腔粘连模型 ；对照组注入等量生理盐水。术后

15 d 观察两组子宫内膜形态学变化，免疫组织化学法检测子宫内膜角蛋白、波形蛋白、Rho（RhoA、RhoB、

RhoC）、Rho 激酶（ROCKI、ROCKII）及 TGF-β1 表达。结果  与对照组比较，模型组大鼠子宫内膜厚度变 

薄（P <0.05）；两组腺体数目比较，模型组腺体数目减少（P <0.05）；两组角蛋白比较，模型组表达下降（P <0.05）；

两组波形蛋白比较，差异无统计学意义（P >0.05）；两组大鼠子宫内膜 RhoA、RhoB、RhoC、ROCKI、

ROCKII 的表达比较，差异有统计学意义（P <0.05），模型组均高于对照组 ；模型组大鼠子宫内膜 TGF-β1

的表达高于对照组（P <0.05）。结论  注射无水乙醇可复制稳定的大鼠宫腔粘连动物模型，其 Rho/ROCK 信

号通路处于激活状态，TGF-β1 通过激活 Rho/ROCK 信号通路促使子宫内膜损伤后组织纤维化，参与宫腔

粘连的发生、发展。
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Role of Rho/ROCK kinase signaling pathway in
uterine adhesion in rats

Bo Huang, Jun Li, Lan Dong, Ya-juan Zhong, Jing Cheng, Zhi-xin Huang
(Department of Gynecology and Obstetrics, Renmin Hospital of Wuhan University, 

Wuhan, Hubei 430060, China)

Abstract:  Objective  To observe the expression of Rho/ROCK signaling pathway related proteins and 
explore its mechanism of action in intrauterine adhesion.  Methods  Rats were injected with anhydrous ethanol 
into uterine cavity to establish the model of uterine cavity adhesion. The control group was injected with the same 
amount of normal saline. Morphological changes of endometrium in the two groups were observed two weeks after 
surgery. The expression of keratin, vimentin, Rho (RhoA, RhoB, RhoC), Rho kinase (ROCKI, ROCKII) and TGF-
beta 1 in the endometrium were detected by immunohistochemistry.  Results  Compared with the control group, the 
endometrium of the model group was thinner (P < 0.05); the glands were decreased (P < 0.05);  the keratin expression 
was decreased (P < 0.05); and there was no significant difference in vimentin (P > 0.05). In the model group, the 
expression of RhoA, RhoB, RhoC, ROCKI, ROCKII and TGF-beta 1 in endometrium of rats were higher than those 
in the control group with statistically significant differences (P < 0.05).  Conclusion  Injection of anhydrous ethanol 
can establish a stable animal model of intrauterine adhesion in rats. The Rho/ROCK signal pathway is activated. 
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宫腔粘连又称 Asherman 综合征，是由多种病因导

致子宫内膜基底层脱落或受损后出现的子宫内膜纤维

化并形成粘连带，导致宫腔部分或全部闭锁。其主要

临床表现为月经异常（可为经量减少或继发性闭经），

周期性下腹痛，继发不孕及异常妊娠（包括复发性流

产、胎死宫内及胎盘异常）等 [1-2]，严重影响育龄女性

的身体健康和生活质量。近年来，宫腔粘连的发病率

越来越高，其发病机制及防治方法仍是妇科生殖领域

研究的难题。针对宫腔粘连的治疗主要是宫腔镜直视

下分离粘连并术后放置宫内节育器、球囊支架等，可

以辅以防粘连材料 [3-5] 及雌激素治疗。宫腔粘连最重

要的治疗策略就是抑制子宫内膜纤维化，促进子宫内

膜的再生和功能恢复，目前对其作用机制研究较少，故

治疗上一直无突破。因此，探索宫腔粘连的发病机制，

并寻求有效的靶点阻断子宫内膜纤维化，促进子宫内

膜的再生修复是临床工作者共同面临的一大挑战。

相关研究已证实 [6-9]，Rho/ROCK 信号通路能够调

控细胞增殖，参与组织损伤修复和再生，如肝纤维化、

原发性高血压肾纤维化、肺纤维化等，提示该信号通

路在组织纤维化进程中具有重要作用。Rho 蛋白为

Ras 蛋白超家族成员之一，包括 RhoA、RhoB 和 RhoC 

3 种分子，Rho 通过与鸟苷三磷酸（GTP）结合，触发

下游激酶级联反应而发挥多种生物学功能 [10]。ROCK

又称 Rho 激酶，是目前功能研究最为详细的 Rho 下游

靶效应分子 [11]，有 ROCKI 与 ROCKII 2 种亚型，ROCK

接受 Rho 传导的活化信号，使多个氨基酸位点被磷酸

化而激活，从而介导下游的一系列磷酸化 / 脱磷酸反

应 [12]。Rho/ROCK 信号通路活化可使肌球蛋白轻链磷

酸 酶（myosin light chain phosphatase, MLCP） 上 的 肌

球蛋白轻链（myosin light chain, MLC）亚单位磷酸化，

MLCP 活性降低，从而阻碍 MLC 脱磷酸化，提高成纤

维细胞内 MLC 磷酸化水平，增加肌球蛋白和肌动蛋

白交联 [13]，进而诱导细胞骨架重组、细胞迁移和应力

纤维形成，参与组织纤维化病变。本研究采用宫腔注

射 95% 无水乙醇复制大鼠宫腔粘连模型 [14]，并分析宫

腔粘连大鼠模型子宫内膜组织中 Rho/ROCK 信号通路

相关蛋白的表达与宫腔粘连及 TGF-β1 表达的关系，

探讨其可能的作用机制，为预防宫腔粘连及术后复发

提供理论依据。

1   材料与方法

1.1    试剂及仪器

苏木精 - 伊红染液（HE）（珠海贝索公司），二

抗试剂盒（北京中杉金桥公司），Vimentin、Keratin、

TGF-β1、RhoA、RhoC、ROCKI、ROCKII 抗体（英国

Abcam 公司），RhoB（北京博奥森公司）。光学显微镜（日

本 Olympus 公司，IX73 型），明美显微数码测量分析系

统（广州明美光电技术有限公司）。

1.2    实验动物

健康 SD 清洁级雌性大鼠 32 只（国家实验动物

种子中心上海分中心暨上海斯莱克实验动物有限责任

公司），体重 250 ～ 270 g，9 周龄左右。实验中对动

物的处置符合医学伦理学标准。

1.3    方法

1.3.1    大鼠宫腔粘连模型的复制    随机将大鼠分为模

型组和对照组，每组 16 只。两组大鼠均正常饮水及

进食。模型组大鼠按 350 mg/kg 10% 水合氯醛麻醉，

光照维持体温（37.0±0.5）℃。无菌手术切开腹壁，

打开腹腔，缓慢挑出“Y”型子宫，动脉夹夹闭每侧

子宫上下两端，在子宫最下端入针，注射 0.5 ml 95%

乙醇，3 min 后吸出乙醇，生理盐水冲洗 2 遍，切口创

面覆盖湿纱布。恢复正常子宫解剖位置，再用生理盐

水冲洗腹腔后逐层关腹。术后 3 d 肌内注射青霉素预

防感染。对照组大鼠阴道插管，宫腔灌注等量生理盐

水。每天观察大鼠进食、排便及精神状况。

1.3.2    大鼠子宫解剖形态的观察    模型复制后第 15 天，

两组大鼠体重无明显差异，恢复良好。处死所有大鼠，

手术取两组大鼠子宫，经 10% 甲醛固定，石蜡切片，

HE 染色，观察子宫形态学变化。采用明美显微数码测

量分析系统测量子宫内膜厚度，每张图片选取 3 个位

置量取，取平均值，不同样本选取的位置尽量一致 ；

同时在光学显微镜下，每组随机选取 5 个切片，每个

切片随机选取 6 个视野进行腺体计数，取平均值。

1.3.3      免疫组织化学 SP 法检测大鼠子宫内膜组织中

角蛋白、波形蛋白、Rho/ROCK 信号通路相关蛋白

及 TGF-β1 的表达    以上石蜡切片标本脱蜡水化，3%

过氧化氢 H2O2 阻断内源性过氧化物酶，进行抗原修

By activating the Rho/ROCK signal pathway, TGF- beta 1 promotes  tissue fibrosis after endometrial  injury and 
participates in the occurrence and development of intrauterine adhesion.

Keywords:  intrauterine adhesion; Rho/ROCK kinase signaling pathway; pathogenesis
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复，室温下非免疫羊血清封闭 20 min，吸去多余血清，

滴加适当稀释的第一抗体，4℃过夜。加二抗，37℃温

箱中培育 0.5 h。滴加链霉素抗生物素蛋白 - 过氧化

物酶溶液，37℃温箱中培育 0.5 h。以上各步骤结束后

均用磷酸盐缓冲液（PBS）冲洗 3 次，5 min/ 次。滴

加新鲜配制的 DAB 溶液，自来水冲洗，苏木精复染、

脱水、封片。用已知阳性片作阳性对照，用 PBS 代替

第一抗体作阴性对照。

1.3.4      结果判断    子宫内膜上皮细胞中有黄色或棕

黄色颗粒为阳性细胞，先低倍镜后高倍镜，每张切片

选取 5 个阳性视野，采用 Image-Pro-Plus 软件分析累

积光密度（IOD）值和平均光密度（AOD）值，计算

TGF-β1 及 Rho/ROCK 信号通路相关蛋白表达水平。

1.4    统计学方法

数据分析采用 GraphPad Prism 8.0 软件统计，计量 

资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，比较用 t 检验，P < 

0.05 为差异有统计学意义。

2    结果

2.1    大鼠的子宫形态

复 制 模 型 后 第 15 天， 模 型 组 大 鼠“Y” 形 子

宫变得粗细不均，不顺滑，韧性变差 ；对照组大鼠

子宫腔形态规则，结构完整，分为内膜层、肌层和

外膜层，子宫内膜呈单层柱状上皮结构，覆盖宫腔

表面，子宫内膜腺体丰富，呈椭圆形或圆形，主要

位于黏膜下层和基底层（见图 1）。模型组子宫腔

变小，子宫内膜变薄，子宫内膜厚度为（211.283± 

47.059）μm，与对照组（455.979±58.824）μm 比较， 

差异有统计学意义（t =15.567，P =0.003）；模型组子宫

内膜结构松散甚至坏死，未见明显波浪形，部分上皮内

膜缺失，连续性中断，组织开始纤维化粘连，子宫内膜

腺体萎缩，腺体数目为（1.333±0.308）个，与对照组

（5.667±1.385）个比较，差异有统计学意义（t =11.256，

P =0.003），模型组腺体数目减少（见图 2）。

2.2    大鼠子宫内膜组织角蛋白及波形蛋白的表达 

对照组子宫内膜的柱状上皮细胞呈棕黄色颗粒，

可见分布均匀的角蛋白，而模型组阳性着色很少 ；对

照组角蛋白表达量为（0.033±0.003），模型组角蛋白

表达量为（0.004±0.001），两组比较，采用 t 检验，差

异有统计学意义（t =71.155，P =0.000），模型组中角

蛋白表达下降。波形蛋白呈棕黄色颗粒，沉积于子宫

内膜间质的基质细胞和内皮细胞中，对照组表达量为

（0.040±0.012），模型组表达量为（0.029±0.003），两组

比较，差异无统计学意义（t =1.167，P =0.071）。见图 3。

2.3    大鼠子宫内膜组织中 TGF-β1 的表达

对照组和模型组 TGF-β1 蛋白的表达量分别为

B

A：两组大鼠子宫内膜和腺体形态（HE 染色 ×200）；B：两

组大鼠子宫内膜厚度和腺体数目的变化。

图 2    两组大鼠子宫内膜和腺体的变化

A

B

A：两组大鼠的子宫形态；B：两组大鼠子宫内膜组织病理图    

（HE 染色 ×40）

图 1    两组大鼠子宫的形态学和组织学变化
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2.4    大鼠子宫内膜组织中 Rho/ROCK 信号通路相
关蛋白的表达

两 组 大 鼠 子 宫 内 膜 的 RhoA、RhoB、RhoC、

ROCKI、ROCKII 表达量比较，差异有统计学意义（P < 

0.05），模型组子宫内膜 RhoA、RhoB、RhoC、ROCKI、

ROCKII 的表达均升高。见表 1 和图 5 ～ 9。

（0.003±0.000）和（0.013±0.001），两组比较，差异

有统计学意义（t =59.450，P =0.000），模型组 TGF-β1

表达升高。见图 4。

B

A：两组角蛋白及波形蛋白的表达（免疫组织化学染色 × 

400）；B：两组角蛋白及波形蛋白表达量的比较。

图 3    两组大鼠子宫内膜组织角蛋白及波形蛋白的表达
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A：两组 TGF-β1 蛋白的表达（免疫组织化学染色 ×400）；B：

两组 TGF-β1 蛋白比较。

图 4    两组大鼠子宫内膜组织 TGF-β1 的表达
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表 1    两组大鼠 RhoA、RhoB、RhoC、ROCKI、ROCKII 表达量比较    （x±s）

组别 RhoA RhoB RhoC ROCKI ROCKII

模型组 0.014±0.001 0.018±0.001 0.028±0.006 0.026±0.003 0.003±0.001

对照组 0.023±0.002 0.004±0.002 0.012±0.001 0.013±0.002 0.001±0.000

t 值 43.368 63.570 58.958 28.452 69.093

P 值 0.001 0.000 0.000 0.002 0.000

图 5    大鼠子宫内膜组织 RhoA 的表达 

（免疫组织化学染色 ×400）

图 6    大鼠子宫内膜组织 RhoB 的表达 

（免疫组织化学染色 ×400）
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3    讨论

子宫内膜纤维化和子宫内膜再生障碍是宫腔粘

连形成的关键 [15]。有效的子宫内膜损伤动物模型是研

究该类疾病发生、发展和治疗反应等不可或缺的支撑

条件 [16]。本研究大鼠模型复制成功后，模型组大鼠子

宫变得粗细不均，不顺滑，韧性变差 ；子宫腔变小，

子宫内膜明显变薄 ；腺体萎缩、数目减少。故注射无

水乙醇可复制稳定的大鼠宫腔粘连动物模型。角蛋白

作为子宫内膜上皮细胞标志物，会随组织膜纤维化程

度的增加而减少 [17]，本研究结果也显示，宫腔粘连模

型组中角蛋白表达下降。波形蛋白作为间质细胞标志

物，在子宫内膜受损初期，基质细胞明显减少时表达

下降，随着损伤的修复，子宫内膜上皮发生间充质转

化，波形蛋白表达逐渐增加，表明波形蛋白可能参与

了组织修复及纤维化，本实验中，两组波形蛋白的表

达无差异，考虑与子宫内膜腺上皮损伤修复及纤维化

程度有关。

研究认为 [18-19]，上皮 - 间质转化是宫腔粘连的可

图 8    大鼠子宫内膜组织 ROCKI 的表达 

（免疫组织化学染色 ×400）

图 7    大鼠子宫内膜组织 RhoC 的表达 

（免疫组织化学染色 ×400）

图 9    大鼠子宫内膜组织 ROCKII 的表达 

（免疫组织化学染色 ×400）
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能发病机制之一，子宫内膜基底层损伤后，上皮细胞

再生障碍，其向间质细胞转化并获得迁移能力，导致成

纤维细胞不断增殖及细胞外基质（extracellular matrix, 

ECM）过度沉积，同时子宫内膜增生受到抑制，内膜组

织逐渐被纤维结缔组织取代，出现内膜纤维化，进而

导致宫腔组织粘连。TGF-β1 蛋白主要表达于子宫内

膜腺上皮细胞和间质细胞的细胞质中，是最主要的促

纤维形成细胞因子，通过结合成纤维细胞膜上特异性

受体而发挥作用。在正常的生理条件下，成纤维细胞

释放的纤维蛋白原和纤维蛋白溶解处于动态平衡，但

在病理条件下，TGF-β1 通过刺激 ECM 的合成，从而

诱导合成纤溶酶原活化因子抑制（PAI-1）和金属蛋

白酶组织抑制因子（TIMP），进而抑制基质金属蛋白酶

（MMPS）的表达和活性，进一步导致 ECM 合成和降解

紊乱，使 ECM 沉积。ECM 大量堆积在子宫内膜中，内

膜中结缔组织逐渐生成，最终导致纤维化，形成宫腔粘

连 [20]。国内外研究结果显示，TGF-β1 子宫内膜的高表

达与宫腔粘连的发生、发展关系密切，并随宫腔粘连

疾病严重程度的加重而升高 [21-22]。本研究也显示，模型

组大鼠子宫内膜中 TGF-β1 表达高于对照组，TGF-β1

参与大鼠宫腔粘连的形成。

近年来，Rho/ROCKI 信号通路在组织器官纤维化

发生发展过程中的作用已受到广泛关注。已有研究表

明，TGF-β1 通过激活 RhoA 诱导腹膜纤维化病变 [23] ； 

TGF-β1 能够直接在转录水平上诱导 RhoB[24] 及 RhoC[25] 

的表达。TGF-β1 也可通过激活 ROCK 导致组织纤维

化病变 [26-27]。TGF-β1 通过激活 Rho/ROCK 信号通路

诱导晶状体上皮细胞的上皮 - 间质转化 [28]，诱导尿道

瘢痕成纤维细胞纤维化 [29] 病变及心房重构 [30]。有文

献报道，激活 ROCKI 可促进子宫内膜纤维化 [31]。上

述一系列研究表明，Rho/ROCK 是 TGF-β1 重要的下

游信号通路，也是其促组织纤维化的重要分子机制。

但 TGF-β1 和 Rho/ROCKI 信号通路在子宫内膜纤维

化进程中的作用尚未见报道。本研究显示，模型组大

鼠子宫内膜的 Rho（RhoA、RhoB、RhoC）、Rho 激酶

（ROCKI、ROCKII）及 TGF-β1 的表达高于对照组，

推测 TGF-β1 可能通过激活 Rho/ROCK 信号通路促

使子宫内膜损伤后组织纤维化，导致宫腔粘连。Rho/

ROCK 信号通路很有可能成为新的、有前景的治疗靶

点，也为临床治疗宫腔粘连提供合理有效的方法。
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