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［通信作者］潘莹（１９７０—），女，博士，研究方向：妇产科学。 Ｅｍａｉｌ：ｐａｎｙｉｎｇ＠ ｘｘｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ；

孙永琨（１９８１—），女，博士，研究方向：创伤修复，再生医学与组织工程。 Ｅｍａｉｌ：ｓｕｎ＠ ｘｘｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ。
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胶原蛋白肽联合海藻酸钠通过下调
ＮＬＲＰ３ 炎症小体表达改善

小鼠宫腔粘连
程怡怡１，２，赵伟伟２，宋振峰２，童福雯２，３，刘刚４，张花１，施磊磊５，

郭志坤４，王现伟１，２，４，潘莹１∗，孙永琨１，２，４∗

（１． 新乡医学院第三附属医院，河南 新乡　 ４５３００３；２． 新乡医学院基础医学院，河南 新乡　 ４５３００３；
３． 新乡医学院三全学院，河南 新乡　 ４５３００３；４． 河南省医用组织再生重点实验室，河南 新乡　 ４５３００３；

５． 南通业盟新材料股份有限公司，江苏 南通　 ２２６０００）

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨胶原蛋白肽（ｃｏｌｌａｇｅｎ ｐｅｐｔｉｄｅ，ＣＰ）联合海藻酸钠（ｓｏｄｉｕｍ ａｌｇｉｎａｔｅ，ＳＡ）对子宫内膜损伤的

修复作用及机制。 方法　 将 ４８ 只 ＳＰＦ 级雌性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｎ 小鼠随机分为假手术组、模型组和治疗组，每组各 １６ 只。
模型组采用微创法经小鼠子宫颈向宫腔注射 ９５％乙醇造成子宫内膜损伤，制备小鼠宫腔粘连模型；假手术组向宫

腔注射 ０􀆰 ９％生理盐水；治疗组向宫腔注射 ９５％乙醇后给予宫腔注射 ＣＰ ＋ ＳＡ 混合液。 于造模 ７ ｄ 后每组分别取

８ 只小鼠采集样本用于各项检测。 ＨＥ 染色观察小鼠子宫组织病理形态学变化；改良 Ｍａｓｓｏｎ 三色染色观察子宫内

膜纤维化情况；Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测子宫组织中炎症因子 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８ 蛋白表达水平；ＥＬＩＳＡ 检

测小鼠血清中炎症因子 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８ 的表达。 各组剩余的 ８ 只小鼠按照雄雌比例为 １ ∶２合笼，记录各组小鼠妊娠数

量，于妊娠第 １４ 天处死妊娠小鼠，记录胚胎数量。 结果　 （１）与假手术组相比，模型组小鼠子宫内膜厚度变薄，子
宫内膜纤维化增加，并有炎症细胞浸润。 此外，模型组子宫组织中炎症因子 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８
蛋白表达水平以及血清中炎症因子 ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８ 水平均显著高于假手术组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 （２）与模型组相比，治疗

组小鼠子宫内膜损伤程度、子宫内膜纤维化程度及炎症细胞浸润均减轻；此外，治疗组子宫组织中炎症因子

ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８ 蛋白表达水平及血清中炎症因子 ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８ 水平均显著低于模型组（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。 （３）与假手术组相比，模型组小鼠生殖能力下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与模型组相比，治疗组小鼠生殖能力明显改善

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 结论　 ＣＰ 和 ＳＡ 联合应用可有效改善宫腔粘连模型小鼠子宫组织病理改变，减轻子宫内膜损伤、炎
症反应及纤维化程度，改善小鼠生殖能力，其作用机制可能与下调 ＮＬＲＰ３ 炎症小体表达有关，为 ＣＰ 和 ＳＡ 联合应

用治疗宫腔粘连提供可靠的实验依据。
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ｇｒｏｕｐ ｈａｄ ａ ｔｈｉｎｎｅｒ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ．
Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙ， ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ＮＬＲＰ３， ＡＳＣ， Ｃａｓｐａｓｅ⁃１， ＩＬ⁃１β， ａｎｄ ＩＬ⁃１８ ｉｎ
ｕｔｅｒｉｎｅ ｔｉｓｓｕｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ⁃１β ａｎｄ ＩＬ⁃１８ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｓｈａｍ
ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． （２） Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｗｅｄ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ
ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｉｎｊｕｒｙ， ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ， ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ． Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙ， ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ＮＬＲＰ３， ＡＳＣ， Ｃａｓｐａｓｅ⁃１， ＩＬ⁃１β， ａｎｄ ＩＬ⁃１８ ｉｎ ｕｔｅｒｉｎｅ ｔｉｓｓｕｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ⁃１β ａｎｄ ＩＬ⁃１８ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ
ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． （３） Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ
ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ
ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｍｐｒｏｖｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｃｏｍｂｉｎｅｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＰ ａｎｄ ＳＡ
ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｕｔｅｒｉｎｅ ｔｉｓｓｕｅ， ｒｅｄｕｃｅｄ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｉｎｊｕｒｙ， ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ａｎｄ
ｆｉｂｒｏｓｉｓ， ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｔｈｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｍｉｃｅ． Ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＮＬＲＰ３
ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ， ｗｈｉｃｈ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａ ｒｅｌｉａｂｌｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＰ ａｎｄ ＳＡ ｆｏｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｏｆ ｉｎｔｒａｕｔｅｒｉｎｅ ａｄｈｅｓｉｏｎ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｉｎｔｒａｕｔｅｒｉｎｅ ａｄｈｅｓｉｏｎｓ； ｃｏｌｌａｇｅｎ ｐｅｐｔｉｄｅ； ｓｏｄｉｕｍ ａｌｇｉｎａｔｅ； ＮＬＲＰ３ ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 育龄期女性子宫内膜在性激素的作用下经历

周期性的脱落、修复和再生，其中子宫内膜修复不

会形成瘢痕［１］。 然而当子宫内膜基底层损伤后易

导致子宫内膜修复障碍从而形成宫腔内粘连［２－３］。
宫腔粘连（ｉｎｔｒａｕｔｅｒｉｎｅ ａｄｈｅｓｉｏｎ，ＩＵＡ）是女性生殖系

统中常见的一种子宫内膜纤维化疾病，主要因子宫

内膜损伤或感染引起子宫内膜基底层损伤，诱发异

常的炎症反应，造成大量胶原纤维沉积在子宫腔

内，导致子宫内膜纤维化，主要表现为宫腔堵塞、盆
腔疼痛、月经紊乱、闭经、继发性不孕、妊娠异常等，
严重影响女性的身心健康［４－５］。 目前，尚缺乏有效

治疗 ＩＵＡ 的方法，因此有效预防 ＩＵＡ，减少 ＩＵＡ 并

发症，对提高 ＩＵＡ 患者的生活质量具有重要的临床

意义［６］。 ＮＬＲＰ３ 炎症小体是涉及免疫调节和炎症
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反应的蛋白质复合物，主要是由 ＮＬＲＰ３ 受体蛋白、
凋亡相关的斑点样蛋白（ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｓｐｅｃｋ⁃
ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ａ ＣＡＲＤ，ＡＳＣ）和效应蛋白半

胱氨酸的天冬氨酸酶⁃前体（Ｐｒｏ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃１）３ 种不同

类型的蛋白质组成，在机体免疫和疾病发生过程中

起到重要作用［７－８］。 研究发现 ＮＬＲＰ３ 炎症小体参

与肾、肝、肺等多器官纤维化的发生发展，而抑制

ＮＬＲＰ３ 炎症小体活化可减轻炎症反应和纤维化程

度［９－１１］。 然而，ＮＬＲＰ３ 炎症小体在 ＩＵＡ 中的作用尚

未见报道。 研究显示胶原蛋白肽（ｃｏｌｌａｇｅｎ ｐｅｐｔｉｄｅ，
ＣＰ）和海藻酸钠（ｓｏｄｉｕｍ ａｌｇｉｎａｔｅ，ＳＡ）具有抗炎、促
进创面的愈合等功能［１２－１４］，但其对 ＩＵＡ 的作用机制

还需要进一步的研究。 因此，本研究将 ＣＰ 和 ＳＡ 应

用于损伤后的小鼠子宫内膜，探讨其对 ＩＵＡ 形成的

影响，为临床防治 ＩＵＡ 提供新的治疗思路。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

４８ 只 ＳＰＦ 级性成熟且未交配雌性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｎ
小鼠，９ ～ １２ 周龄，体重 １９ ～ ２４ ｇ，购于河南斯克贝

斯生物科技股份有限公司动物实验中心 【 ＳＣＸＫ
（豫）２０２０－０００５】。 每笼 ５ 只，饲养环境：温度 ２０ ～
２６℃，湿度 ４０％ ～ ７０％，光照明暗时间为 １２ ｈ ／ １２ ｈ，
循环照明，饲养期间各组小鼠自由获取标准鼠食和

水，饲养于新乡医学院实验动物中心 ＳＰＦ 级环境

【ＳＹＸＫ（豫）２０２０－００１１】，常规适应 １ 周后用于实验。
实验中所涉及操作均符合新乡医学院第三附属医院

实验动物伦理学的相关要求（Ｋ２０２１⁃０３３⁃０１）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

胶原蛋白肽和海藻酸钠（南通业盟新材料股份

有限公司，中国），异氟烷（深圳市瑞沃德生命科技

有限公司，中国），多聚甲醛（国药集团化学试剂有

限公司，中国），ＨＥ 染色试剂盒（Ｂｅｙｏｔｉｍｅ，Ｃ１０５Ｓ，
中国），改良 Ｍａｓｓｏｎ 三色染色试剂盒 （ Ｓｏｌａｒｂｉｏ，
Ｇ１３４５，中国）， ＮＬＲＰ３ ／ ＮＡＬＰ３ （ Ａｄｉｐｏｇｅｎ， ＡＧ⁃２０Ｂ⁃
００１４⁃Ｃ１００，美国），ＡＳＣ（ＡＢｃｌｏｎａｌ，Ａ１１４３３，中国），
Ａｎｔｉ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃１（Ａｂｃａｍ，ａｂ１３８４８３，英国），Ａｎｔｉ⁃ＩＬ⁃１β
（Ａｂｃａｍ，ａｂ９７２２，英国），ＩＬ⁃１８（ＡＢｃｌｏｎａｌ，Ａ２０４７３，中
国），ＧＡＰＤＨ（Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ，６００４⁃１⁃ｌ，中国），β⁃Ａｃｔｉｎ
（Ｂｅｙｏｔｉｍｅ，ＡＦ５００３，中国），辣根酶标记山羊抗兔

（ＺＳＧＢ⁃ＢＩＯ，ＺＢ⁃２３０１，中国），辣根酶标记山羊抗小

鼠（ ＺＳＧＢ⁃ＢＩＯ，ＺＢ⁃２３０５，中国），小鼠 ＩＬ⁃１β ＥＬＩＳＡ

试剂盒（ＣＵＳＡＢＩＯ，ＣＳＢ⁃Ｅ０８０５４ｍ，中国），小鼠 ＩＬ⁃１８
ＥＬＩＳＡ 试 剂 盒 （ ＭＵＬＴＩ ＳＣＩＥＮＣＥＳ， ＥＫ２１８⁃９６， 中

国）。 小动物呼吸麻醉机（瑞沃德，中国），研究级正

置多功能显微镜（Ｎｉｋｏｎ ＮＩ⁃Ｕ，日本），小型垂直电泳

转印系统（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ，美国）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 小鼠 ＩＵＡ 模型的建立

本模型的构建以 ９５％乙醇作用于子宫内膜引

起子宫内膜化学性损伤、炎症反应及纤维化为基

础，构建稳定且有效的小鼠 ＩＵＡ 模型［１５－１６］。 选取正

常发情周期的小鼠，于动情期造模，操作步骤如下：
使用小动物呼吸麻醉机进行麻醉，令小鼠吸入 ２％
～ ３％浓度的异氟烷麻醉剂诱导麻醉后，将小鼠置于

小动物操作台上给予持续吸入 １􀆰 ５％ ～ ２􀆰 ５％异氟

烷维持麻醉，再使用连接注射器的灌胃针探查宫颈

口，经宫颈注入 ９５％乙醇直至观察到有乙醇从阴道

口流出，维持 １ ｍｉｎ，再经宫颈注射 ０􀆰 ９％生理盐水

２ ｍＬ 冲洗子宫腔内残余的乙醇。
１􀆰 ２􀆰 ２　 实验动物分组及处理

将 ４８ 只小鼠随机分为 ３ 组，分别为假手术组、
模型组和治疗组（ＣＰ ＋ ＳＡ），每组 １６ 只。 模型组按

上述方法经小鼠子宫颈宫腔注射 ９５％乙醇进行子

宫内膜损伤，制备 ＩＵＡ 模型。 假手术组经小鼠子宫

颈向宫腔注射 ０􀆰 ９％生理盐水。 治疗组（ＣＰ ＋ ＳＡ）
经小鼠子宫颈向宫腔注射 ９５％乙醇进行造模后再

向宫腔注射 ５％ＣＰ ＋ ２􀆰 ５％ＳＡ 混合液。 各组小鼠造

模后均饲予正常食物和水。
１􀆰 ２􀆰 ３　 样本取材及处理

造模 ７ ｄ 后每组随机取 ８ 只小鼠取材，采用 ２％
～ ３％异氟烷吸入麻醉，取血后，离心，取上层血清冻

存，用于 ＥＬＩＳＡ 实验。 取子宫组织，部分置于－８０℃
保存备用，用于蛋白含量测定；部分置入新鲜配置

的 ４％多聚甲醛液中固定，常规石蜡包埋切片，用于

后续组织形态学染色以及改良 Ｍａｓｓｏｎ 三色染色。
１􀆰 ２􀆰 ４　 生殖能力检测

剩余各组小鼠于造模 ７ ｄ 后按照雄鼠与雌鼠比

例１ ∶ ２于 ２０：００ 合笼，第 ２ 天 ８：００ 阴道涂片检查，以
显微镜下见精子记为妊娠第 １ 天，观察小鼠怀孕情

况，记录各组妊娠小鼠数量，于妊娠第 １４ 天处死妊

娠小鼠，记录胚胎数量。
１􀆰 ２􀆰 ５　 苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色观察子宫内膜形态

学变化

子宫组织切片常规脱蜡至水， 苏木素染色
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５ ｍｉｎ， 浸入流动自来水中冲洗约 １０ ｍｉｎ，伊红染色

１ ｍｉｎ， 脱水透明，中性树胶封固，随后在 １０ × ４ 倍

和 １０ × ２０ 倍显微镜下观察子宫内膜病理形态学变

化并拍照，用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件计数子宫内膜腺体数量。
１􀆰 ２􀆰 ６　 改良 Ｍａｓｓｏｎ 三色染色观察子宫内膜纤维化

程度

子宫组织切片常规脱蜡至水，切片入 Ｂｏｕｉｎ 液

媒染 ２ ｈ，天青石蓝染色 ２ ｍｉｎ，Ｍａｙｅｒ 苏木素染色

２ ｍｉｎ， 酸性乙醇分化液分化 １０ ｓ，磷钼酸溶液处理

１０ ｍｉｎ， 苯胺蓝染色 ５ ｍｉｎ，弱酸处理 ２ ｍｉｎ，脱水透

明，中性树胶封片后，在显微镜下观察子宫内膜纤

维化程度，１０ × ４ 倍和 １０ × ２０ 倍显微镜下拍照，用
Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析各组子宫内膜纤维化程度。

注：Ａ：ＨＥ 染色评估子宫组织形态学变化；Ｂ：用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 定量子宫内膜腺体数量；与假手术组相比，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１；与模型组相比，＃Ｐ ＜
０􀆰 ０５。 （下图同）

图 １　 子宫组织横切形态学观察

Ｎｏｔｅ． Ａ． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｕｔｅｒｉｎｅ ｔｉｓｓｕｅｓ． Ｂ． Ｉｍａｇｅ Ｊ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｑｕａｎｔｉｆｙ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ

ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｇｌａｎｄｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｖｅｒｓｅ ｓｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｕｔｅｒｉｎｅ ｔｉｓｓｕｅ

１􀆰 ２􀆰 ７ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测各组子宫组织 ＮＬＲＰ３、
ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８ 蛋白表达情况

将各组小鼠子宫组织匀浆后，提取蛋白后测定

蛋白浓度，依次进行配胶、上样、电泳、电转、封闭，
分别孵育对应的一抗和二抗，洗膜后在 Ａｚｕｒｅ 电化

学发光成像系统显影，用 Ｉｍａｇｅ⁃Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ 软件分析

计算目的蛋白及内参蛋白的灰度值。
１􀆰 ２􀆰 ８　 ＥＬＩＳＡ 检测血清 ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８ 的含量

取各组小鼠血清，严格按照 ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒

的操作流程，检测各组小鼠血清 ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８ 的含

量，以标准品浓度作纵坐标，以 ＯＤ 值作横坐标，作
标准曲线，计算各血清样本中所测指标的水平。
１􀆰 ３　 统计学分析

本研究数据以平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，采
用 Ｉｍａｇｅ Ｊ、 Ｉｍａｇｅ ｐｒｏ⁃ｐｌｕｓ 进行定量分析， 采用

ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０ 进行统计学分析作图。 多组间

数据比较采用单因素方差分析（Ｏｎｅ ｗａｙ⁃ＡＮＯＶＡ）
和多重比较检验进行分析。 以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示差异

具有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 小鼠子宫组织 ＨＥ 染色形态学观察

由图 １ 可见，与假手术组相比，模型组子宫内膜

变薄、破坏，子宫腔上皮消失，子宫内膜腺体数量减

少，差异具有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），并伴有较多炎性

细胞浸润。 与模型组相比，治疗组子宫内膜损伤程

度明显改善，子宫内膜厚度较前增加，炎性细胞浸

润减轻，子宫内膜腺体数量也相应增加，差异具有

显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
２􀆰 ２　 小鼠子宫组织改良 Ｍａｓｓｏｎ 三色染色结果

由图 ２ 可见，与假手术组相比，模型组显示子宫

组织内可见蓝染面积明显增加，提示胶原纤维增

多，差异具有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。 子宫内膜间质细

胞和胶原纤维排列紊乱，分布不均，且胶原纤维与

肌层粘连，子宫腔内炎性细胞浸润增多，提示小鼠

宫腔粘连造模成功。 与模型组相比，ＣＰ ＋ ＳＡ 治疗

组子宫组织内蓝染胶原纤维面积明显减少，差异具

有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。
２􀆰 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测小鼠子宫组织中 ＮＬＲＰ３、
ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８ 蛋白表达量

由图 ３ 可见，与假手术组相比，模型组小鼠子宫

组织 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８ 蛋白相对

表达量均明显升高，差异具有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１，

９９２１



中国实验动物学报 ２０２３ 年 １０ 月第 ３１ 卷第 １０ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２３，Ｖｏｌ． ３１， Ｎｏ． １０

注：Ａ：改良 Ｍａｓｓｏｎ 三色染色评估纤维化程度，胶原纤维被染成深蓝色，肌纤维被染成红色；Ｂ：用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 定量子宫内膜纤维化面积；与模

型组相比，＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。 （下图同）

图 ２　 子宫组织横切纤维程度观察

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｍｏｄｉｆｉｅｄ Ｍａｓｓｏｎ ｔｒｉ⁃ｃｏｌｏｒ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｓｓｅｓｓ ｔｈｅ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｆｉｂｒｏｓｉｓ． Ｔｈｅ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｆｉｂｅｒｓ ｗｅｒｅ ｄｙｅｄ ｂｌｕｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｕｓｃｌｅ ｆｉｂｅｒｓ ｗｅｒｅ

ｄｙｅｄ ｒｅｄ． Ｂ． Ｉｍａｇｅ Ｊ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｑｕａｎｔｉｆｙ ｔｈｅ ａｒｅａ ｏｆ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ００１． （ Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ
ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｔｒａｎｓｖｅｒｓｅ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎ ｕｔｅｒｉｎｅ ｔｉｓｓｕｅ

注：与假手术组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与模型组相比，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图同）

图 ３　 各组子宫组织 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８ 的蛋白表达

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ＮＬＲＰ３， ＡＳＣ， Ｃａｓｐａｓｅ⁃１， ＩＬ⁃１β ａｎｄ ＩＬ⁃１８ ｉｎ ｕｔｅｒｉｎｅ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

００３１
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Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ 或 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 与模型组相比，ＣＰ ＋ ＳＡ
治疗组小鼠子宫组织 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＩＬ⁃
１β、ＩＬ⁃１８ 蛋白相对表达量均明显降低，差异具有显

著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１ 或 Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
２􀆰 ４　 小鼠血清中 ＩＬ⁃１β和 ＩＬ⁃１８ 炎性因子分泌水

平的影响

由图 ４ 可见，与假手术组相比，模型组小鼠血清

中 ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８ 的水平均明显升高，差异具有显著

性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ 或 Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。 与模型组相比，治疗

组小鼠血清中 ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８ 的水平均明显降低，差
异具有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ 或 Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。
２􀆰 ５　 小鼠生殖能力检测

由图 ５ 可见，与假手术组相比，模型组小鼠妊娠

能力下降，子宫呈现不同程度受损，子宫内妊娠胚

胎数量也相应降低，差异具有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
与模型组相比，ＣＰ ＋ ＳＡ 治疗组小鼠妊娠能力改善，
子宫内妊娠胚胎数量明显升高，差异具有显著性

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。

注：Ａ：血清中 ＩＬ⁃１β 的分泌水平；Ｂ：血清中 ＩＬ⁃１８ 的分泌水平。

图 ４　 各组小鼠血清中 ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８ 的分泌水平

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｓｅｒｕｍ ＩＬ⁃１β ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ． Ｂ． Ｓｅｒｕｍ ＩＬ⁃１８ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ⁃１β ａｎｄ ＩＬ⁃１８ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

注：Ａ：小鼠妊娠数量；Ｂ：妊娠后胚胎数量量化图。

图 ５　 各组小鼠妊娠情况

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｒｅｇｎａｎｃｉｅｓ ｉｎ ｍｉｃｅ． Ｂ． Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｍａｐ ｏｆ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｅｍｂｒｙｏｓ ａｆｔｅｒ ｐｒｅｇｎａｎｃｙ．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｐｒｅｇｎａｎｃｙ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

３　 讨论

ＩＵＡ 是多种子宫手术或感染后的严重并发症，
最终引起子宫腔内异常纤维化。 患有 ＩＵＡ 的女性

可伴有因月经不调引起的周期性盆腔疼痛、月经过

少、闭经，甚至出现月经逆行导致子宫内膜异位症

的发生，还会出现不孕不育或反复流产，导致胎儿

宫内生长受限和胎盘植入［６，１７］。 目前在临床上对于

ＩＵＡ 的预防措施，主要包括术后宫腔内放置节育器、
子宫球囊支架、生物屏障、干细胞移植以及药物综

合治疗等［１８］。 其中生物屏障因其刺激性小、可降解

性、低毒性、低免疫原性等优点，在 ＩＵＡ 的防治中发

１０３１
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挥着重要作用。 ＣＰ 是从动物组织中提取的一种具

有抗氧化特性的生物活性肽，具有较高的营养价

值、良好的保湿性能、良好的生物相容性和生物降

解性等特性，可促进成纤维细胞的生长和透明质酸

的合成，减轻炎症反应，从而促进伤口的愈合，在制

药、保健和食品保鲜等方面应用广泛［１９－２０］。 ＳＡ 作

为一种从褐藻中获得的天然存在的阴离子多糖聚

合物，能与阳离子接触形成凝胶，在制药中得到了

广泛的应用。 因其具有低毒、低成本、良好的生物

相容性和生物降解性而成为创面敷料的首选

材料［１３，２１］。
因此，在本研究中，通过制备了一种由 ＣＰ 和

ＳＡ 组成的可注射混合液，作用于受损后的小鼠子宫

内膜，观察 ＣＰ 和 ＳＡ 联合应用对子宫内膜修复的影

响。 结果显示，与假手术组相比，模型组小鼠子宫

内膜明显受损，子宫内膜腺体数量减少，子宫内膜

呈现纤维化改变，符合临床 ＩＵＡ 特征。 与模型组相

比，ＣＰ 和 ＳＡ 治疗组小鼠子宫内膜损伤程度明显改

善，子宫内膜腺体数量明显增加，且子宫内膜纤维

化程度减轻。 提示 ＣＰ 和 ＳＡ 联合应用对 ＩＵＡ 的形

成有明显的改善作用。
以往研究表明，炎症反应与组织再生修复过程

密切相关，如皮肤再生修复、血管再生修复和神经

再生修复［２２－２４］。 多种生物材料，如 ＣＰ、ＳＡ 等，已被

证明能够调节伤口愈合中的炎症反应［１４，２５］。 胶原

蛋白肽混合物可通过降低炎症因子 ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８
的水平促进糖尿病小鼠的创面愈合［１４］。 载药 ＳＡ 水

凝胶可通过抑制巨噬细胞的聚集降低炎症反应［２６］。
本研究结果显示，ＣＰ 和 ＳＡ 联合应用可减少由 ９５％
乙醇诱导的 ＩＵＡ 所产生的炎症反应。

ＮＬＲＰ３ 炎症小体信号通路在炎症过程中发挥

重要作用。 ＮＬＲＰ３ 炎症小体是由 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ 和

Ｐｒｏ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 组成的多蛋白质复合体。 正常情况

下，ＮＬＲＰ３ 炎症小体处于抑制状态，当机体受到炎

症等刺激后，ＮＬＲＰ３ 与 ＡＳＣ 之间相互作用，ＡＳＣ 与

Ｐｒｏ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 之间相互作用，激活 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 诱导自

我切割，促进促炎症细胞因子的成熟和分泌，如 ＩＬ⁃
１β 和 ＩＬ⁃１８［２７］。 本研究显示，与假手术组相比，ＩＵＡ
模型小鼠子宫组织中 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＩＬ⁃１β
和 ＩＬ⁃１８ 蛋白表达水平显著升高，血清中 ＩＬ⁃１β 和

ＩＬ⁃１８ 的水平也显著升高。 与模型组相比，ＣＰ 和 ＳＡ
治疗组小鼠子宫组织中 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＩＬ⁃
１β 和 ＩＬ⁃１８ 蛋白表达水平不同程度降低，血清中 ＩＬ⁃

１β 和 ＩＬ⁃１８ 的水平也显著降低。 此外，还检测了造

模后小鼠的生殖能力，发现模型组小鼠妊娠数量及

妊娠后胚胎数量下降，而 ＣＰ 和 ＳＡ 治疗组小鼠妊娠

数量及妊娠后胚胎数量明显高于模型组，提示 ＣＰ
和 ＳＡ 联合应用可有效改善小鼠生殖能力。 以上研

究表明，ＣＰ 和 ＳＡ 联合应用明显抑制 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、
Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８ 的表达，提示 ＣＰ 和 ＳＡ 联

合应用可能通过抑制 ＮＬＲＰ３ 炎症小体，进而抑制了

ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８ 炎症因子的分泌，减轻了产生的炎症

级联反应，促进子宫内膜修复，从而提高小鼠生殖

能力。
综上所述，ＣＰ 和 ＳＡ 联合应用可有效抑制子宫

内膜损伤后的炎症反应，加速子宫内膜修复，改善

小鼠生殖能力。 其作用机制可能与下调 ＮＬＲＰ３ 炎

症小体表达有关。 ＣＰ 和 ＳＡ 联合应用有助于改善

受损后子宫内微环境，提高其在子宫内膜损伤中的

治疗效果，为预防 ＩＵＡ 的发生提供了一种新的

途径。
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［２２］ 　 Ｔｉａｎ Ｈ， Ｌｕ Ｙ， Ｓｈａｈ ＳＰ， ｅｔ ａｌ． Ａｕｔａｃｏｉｄ １４Ｓ， ２１Ｒ⁃ｄｉｈｙｄｒｏｘｙ⁃
ｄｏｃｏｓａｈｅｘａｅｎｏｉｃ ａｃｉｄ ｃｏｕｎｔｅｒａｃｔｓ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ ｏｆ
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｐｒｏｈｅａｌｉｎｇ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ［ Ｊ］ ． Ａｍ Ｊ Ｐａｔｈｏｌ， ２０１１， １７９
（４）： １７８０－１７９１．

［２３］ 　 Ｂａｂａ Ｎ， Ｗａｎｇ Ｆ， Ｉｉｚｕｋａ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｇｉｏｎａｌ
ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｃｏｒｄ ｂｌｏｏｄ
ｃｅｌｌ ｉｎｆｕｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｎｅｏｎａｔａｌ ｍｏｕｓｅ ｉｓｃｈｅｍｉａ⁃ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｂｒａｉｎ
ｉｎｊｕｒｙ ｍｏｄｅｌ ［Ｊ］ ． ＰＬｏＳ Ｏｎｅ， ２０１９， １４（９）： ｅ０２２１１１１．

［２４］ 　 Ｔａｏ Ｂ， Ｌｉｎ Ｃ， Ｑｉｎ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｆａｂｒｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｌａｔｉｎ⁃ｂａｓｅｄ ａｎｄ
Ｚｎ２＋ ⁃ｉｎｃｏｒｐｏｒａｔｅｄ ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ ｈｙｄｒｏｇｅｌ ｆｏｒ ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄ ｉｎｆｅｃｔｅｄ
ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ［Ｊ］ ． Ｍａｔｅｒ Ｔｏｄａｙ Ｂｉｏ， ２０２２， １３： １００２１６．

［２５］ 　 Ｒａｇｕｖａｒａｎ Ｒ， Ｍａｎｕｊａ ＢＫ， Ｃｈｏｐｒａ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｓｏｄｉｕｍ ａｌｇｉｎａｔｅ ａｎｄ
ｇｕｍ ａｃａｃｉａ ｈｙｄｒｏｇｅｌｓ ｏｆ ＺｎＯ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｓｈｏｗ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ
ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｃｅｌｌｓ ［ Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｂｉｏｌ Ｍａｃｒｏｍｏｌ， ２０１７， ９６：
１８５－１９１．

［２６］ 　 Ｗａｎｇ Ｘ， Ｇｕａｎ Ｓ， Ｚｈａｎｇ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ｂｅｎｌｙｓｔａ⁃ｌｏａｄｅｄ ｓｏｄｉｕｍ
ａｌｇｉｎａｔｅ ｈｙｄｒｏｇｅｌ ａｎｄ ｉｔｓ ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｉｎ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｓｋｉｎ ｃｅｌｌ
ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ． ＡＣＳ Ｏｍｅｇａ， ２０２０， ５
（１８）： １０３９５－１０４００．

［２７］ 　 Ｒａｔｈｉｎａｍ ＶＡＫ， Ｃｈａｎ ＦＫ． Ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ， ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ， ａｎｄ
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