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【摘要】 目的 观察甲氨蝶呤（MTX）单用和联合米非司酮对假孕家兔输卵管的影响，为临床使用 MTX治疗对后续妊娠的潜在

影响提供实验理论基础，并探讨米非司酮治疗异位妊娠的可行性。 方法 50只雌性日本大耳白兔致假孕后采用随机数字表法分为

单用 MTX 1mg/kg组、单用 MTX 2mg/kg组、MTX 1mg/kg联合米非司酮组、MTX 2mg/kg联合米非司酮组和对照组 5组，每组 10只。

假孕后第 4天按照各自剂量一次性肌肉注射 MTX；联合用药两组另予米非司酮片灌胃（0.5mg/kg，早晚各 1次，共 3d）；对照组仅一次

性肌肉注射 0.9%氯化钠注射液 2ml。用药结束 1周后处死家兔，取一侧输卵管峡部行输卵管收缩功能检测，另一侧输卵管壶腹部行常

规形态学及雌激素受体（ER）、孕激素受体（PR）免疫组化检查。 结果 与对照组比较，各用药组输卵管收缩频率均增快，收缩幅度均

下降，差异均有统计学意义（均 P＜0.05）；与单用 MTX两组比较，联合用药两组输卵管收缩幅度均下降，差异均有统计学意义（均 P＜
0.05）。MTX 2mg/kg联合米非司酮组较对照组 ER、PR阳性表达率下降，差异均有统计学意义（均 P＜0.05）；其余各用药组与对照组比

较差异均无统计学意义（均 P＞0.05）。各用药组之间 ER、PR阳性表达率比较差异均无统计学意义（均 P＞0.05）。 结论 MTX和米

非司酮可引起输卵管收缩活动减弱及组织学损伤，一定剂量下可下调输卵管 ER、PR的表达，从而可使后续异位妊娠或不孕症的发生

概率增高；米非司酮可用于治疗异位妊娠的依据不足。

【关键词】 输卵管 甲氨蝶呤 米非司酮 雌激素受体 孕激素受体

Effects of methotrexate alone or in combination with mifepristone on oviducts in pseudopregnant rabbits WEI Wei, HUANG
Lingxiu, SONG Guanghui, et al. Department of Gynecology and Obstetrics, Sir Run Run Shaw Hospital, Zhejiang University School of
Medicine, Hangzhou 310016, China
【 Abstract】 Objective To investigate the effects of different doses of methotrexate(MTX) alone or combined with mife-

pristone on oviducts in pseudopregnant rabbits. Methods Fifty female Japanese white rabbits were randomly divided into 5

groups (10 in each group) after pseudopregnancy, namely MTX 1mg/kg group, MTX 2mg/kg group, MTX 1mg/kg combined with

mifepristone group, MTX 2mg/kg combined with mifepristone group and control group. Intramuscular MTX injection at the

respective dose on day 4 after fetation, mifepristone was given 0.5mg/kg twice a day for 3d, the control group was given

intramuscular injection of sodium chloride solution 2ml. After one week rabbits were sacrificed and one side isthmus of the

fallopian tube was taken for contractile function test. The other side ampulla of oviduct was taken for routine morphology and

immunohistochemical staining of estrogen receptor(ER) and progesterone receptor(PR) examination. Results Compared with

the control group, the contraction frequency increased and the contraction amplitude decreased in all drug treatment groups(all

P＜0.05). Compared with the MTX treatment alone groups, the contraction amplitude of MTX plus mifepristone groups was

decreased(all P＜0.05). The positive expression rate of ER and PR in the MTX 2mg/kg combined with mifepristone group was

decreased compared with the control group(both P＜0.05). There were no significant differences in expression of ER and PR

between other groups and control group (all P＞0.05) or among all drug treatment groups (all P＞0.05). Conclusion MTX and

mifepristone can decrease oviduct contraction and cause histological injury. At certain dose they can lower the expression of ER

and PR which may lead to the increased probability of subsequent ectopic pregnancy and infertility, which suggests that the evi-

dence for mifepristone in treatment of ectopic pregnancy may be not sufficient.
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异位妊娠是一种常见的妇科疾病。甲氨蝶呤

（methotrexate，MTX）作为一种抗有丝分裂活性的药物，
在异位妊娠早期保守治疗中效果显著。目前对 MTX的
研究一直偏向于异位妊娠保守治疗疗效和肿瘤化疗后

对卵巢、骨髓造血功能的损害上，对输卵管影响的研究

较少 [1]。米非司酮为孕激素受体（progestrone receptor，
PR）拮抗剂，主要通过抑制孕激素的作用改变子宫内膜
容受性以及抑制排卵而达到抗早孕和避孕的目的。临床

上 MTX联合米非司酮应用于异位妊娠的早期保守治疗
一直存在争议，其实际效果也有待商榷[2]。本研究从输卵
管收缩功能、形态学、雌激素受体（estrogen receptor，
ER）及 PR角度观察不同剂量 MTX单用和联合米非司
酮对假孕家兔输卵管的影响，为 MTX治疗对后续妊娠
的潜在影响提供实验理论基础，并探讨米非司酮治疗异

位妊娠的可行性。

1 材料和方法

1.1 实验动物 成年雌性日本大耳白兔 50 只，体重
（2.3依0.2）kg，月龄（4依0.3）个月，由浙江省实验动物中心
提供。普通实验动物条件下饲养，置于室温 25益，正常
的昼夜光照。

1.2 试剂及仪器 人尿促性腺激素（human menopausal
gonadotropin，HMG）针剂（75IU/支）、人绒毛膜促性腺激
素（human chorionic gonadotropin，HCG）针剂（1 000IU/
安瓿）购自丽珠集团丽珠制药厂。MTX针剂（100mg/支）
购自江苏恒瑞医药股份有限公司。米非司酮片（25mg/
片）购自浙江仙琚制药股份有限公司。兔抗人 ER及 PR
单克隆抗体购自北京中杉金桥生物技术公司。自制

Lock 缓冲液：18g 氯化钠，0.84g 氯化钾，48g 氯化钙，
0.3g碳酸氢钠，2g葡萄糖，用去离子水定容至 2 000ml，
pH=7.4。张力换能器（规格：0~10g）、微调固定器购自北
京新航兴业科贸有限公司。MedLab生物信号采集处理
系统（规格：四通道）购自南京美易科技有限公司。HSS-
1（B）型恒温浴槽购自成都仪器厂。SCM型双层麦氏浴
皿购自北京牧晨玻璃仪器公司。

1.3 方法

1.3.1 假孕家兔模型制备及给药方法 实验前制作假

孕模型 [3]，采用随机数字表法将 50 只家兔分为单用
MTX 1mg/kg组、单用 MTX 2mg/kg组、MTX 1mg/kg 联
合米非司酮组、MTX 2mg/kg联合米非司酮组和对照组
5组，每组 10只，于动情期肌肉注射 HMG 50IU/kg，24h
后再肌肉注射 HCG 100IU/kg。于致假孕后第 4天按照
各自剂量一次性肌肉注射 MTX；MTX联合米非司酮各

组另加喂米非司酮片（0.5mg/kg），研碎化水灌胃，早晚
各 1 次，共 3d；对照组仅一次性肌肉注射 0.9%氯化钠
注射液 2ml。
1.3.2 输卵管收缩功能检测 用药结束 1周后采用空
气栓塞法处死假孕家兔，立即剖腹。取一侧输卵管峡部

长约 1cm。张力换能器由微调固定器固定然后连接
MedLab生物信号采集处理系统。输卵管一端连接张力
换能器，一端固定于麦氏浴皿底部，加入 Lock缓冲液，
从底部通入空气，浴皿置于 37益恒温浴槽之中。静息状
态下先调零然后通过 MedLab系统观察输卵管收缩频
率及幅度变化，时间为 60min。收缩频率是从收缩记录
图上找出每次记录区间内的所有收缩波，单位为次/
30min；收缩幅度为每次收缩的最高点与最低点之间的
差值，单位为 mV。
1.3.3 输卵管常规病理检查 取另一侧输卵管壶腹部

用 10%甲醛固定，石蜡包埋，常规切片后 HE染色，在光
镜下观察各组形态学变化。

1.3.4 输卵管壶腹部组织 ER、PR表达检测 采用 SP
免疫组化二步法：切片脱蜡后高压修复，滴加过氧化氢

甲醇液阻断，室温孵育，滴加一抗 4益冰箱过夜；复温后
滴加二抗，DAB显色至显微镜下出现着色清晰、境界明
确的棕黄色阳性产物，冲洗后苏木素复染，PBS冲洗返
蓝；梯度乙醇脱水、二甲苯透明、中性树胶封片。结果判

断：ER、PR定位于细胞核，每张切片在 200倍光镜下观
察 5个视野，阳性细胞表达占 30%为（+），占 50%以上
为（+++），两者之间为（++），未见阳性细胞或只有极少
数阳性细胞为（-），以 PBS代替一抗作为阴性对照。ER、
PR表达阳性率=ER、PR表达（+++）例数/总例数伊100%。
1.4 统计学处理 采用 SPSS 19.0统计软件。计量资料
以 表示，组间比较采用单因素方差分析，两两比较采

用 LSD-t检验；计数资料组间比较采用 Fisher确切概率
法。P＜0.05为差异有统计学意义。
2 结果

2.1 实验动物一般情况 假孕家兔模型建立成功，无

一只死亡。与对照组相比，所有假孕家兔在 MTX、米非
司酮处理后的期间内均未观察到明显的异常行为，在实

验取材过程中，各组家兔输卵管大体解剖均未发现明显

的肉眼改变。

2.2 各组输卵管收缩功能比较 与对照组比较，各用

药组输卵管收缩频率均增快，收缩幅度均下降，差异均

有统计学意义（均 P＜0.05）；单用 MTX 两组输卵管收
缩频率和收缩幅度比较差异均无统计学意义（均 P＞
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0.05）；与单用 MTX两组比较，联合用药两组输卵管收
缩幅度均下降，差异均有统计学意义（均 P＜0.05），见表
1和图 1。

2.3 各组输卵管壶腹部组织形态学变化 光镜下可见

对照组输卵管黏膜纤毛及柱状上皮完整（图 2a）；单用
MTX 1mg/kg 组输卵管黏膜纤毛及间质轻度水肿（图

2b）；单用MTX 2mg/kg组输卵管黏膜水肿，可见少量炎性
细胞浸润（图 2c）；MTX 1mg/kg联合米非司酮组输卵管黏
膜纤毛及间质水肿，少量炎性细胞浸润（图 2d）；MTX
2mg/kg联合米非司酮组输卵管黏膜纤毛及间质水肿明
显，炎性细胞浸及全层，并见少量嗜酸性粒细胞（图 2e）。

表 1 各组输卵管收缩功能比较

组别

单用 MTX 1mg/kg组

单用 MTX 2mg/kg组

MTX 1mg/kg联合米非司酮组

MTX 2mg/kg联合米非司酮组

对照组

P值

n
10

10

10

10

10

频率（次 /30min）

25.32±0.85*

24.98±1.40*

26.05±1.28*

24.35±1.13*

20.66±1.53

＜0.05

幅度（mV）

0.96±0.36*

0.93±0.60*

0.85±0.29*△

0.83±0.02*▲

1.17±0.36

＜0.05

注：与对照组比较，*P＜0.05；与单用 MTX 1mg/kg组比较，△P＜
0.05；与单用 MTX 2mg/kg组比较，▲P＜0.05

图 1 各组输卵管收缩图形，每一个波为一次收缩活动（a：对照

组；b：MTX 1mg/kg 组；c：MTX 1mg/kg 联合米非司酮组；d：MTX

2mg/kg组；e：MTX 2mg/kg联合米非司酮组；收缩幅度以 mV表示，

每一格为 1.2mV）

a

b

d

c

e

图 2 各组输卵管壶腹部组织形态学变化（a：对照组；b：单用 MTX 1mg/kg组；c：单用 MTX 2mg/kg组；d：MTX 1mg/kg联合米非司酮组；

e：MTX 2mg/kg联合米非司酮组；HE染色，×100）

a b c

d e

2.4 各组输卵管壶腹部组织 ER 阳性表达率比较
MTX 2mg/kg联合米非司酮组较对照组 ER阳性表达率
下降，差异有统计学意义（P＜0.05）；其余各用药组与对
照组比较差异均无统计学意义（均 P＞0.05）。各用药组
之间 ER阳性表达率比较差异均无统计学意义（均 P＞
0.05），见表 2和图 猿（插页）。
2.5 各组输卵管壶腹部组织 PR 阳性表达率比较
MTX 2mg/kg联合米非司酮组较对照组 PR阳性表达率
下降，差异有统计学意义（P＜0.05）；其余各用药组与对
照组比较差异均无统计学意义（均 P＞0.05）。各用药组
之间 PR阳性表达率比较差异均无统计学意义（均 P＞

0.05），见表 3和图 源（插页）。
3 讨论

输卵管由外向内一共分 3层：浆膜层，平滑肌层（外

表 2 各组输卵管壶腹部组织 ER阳性表达率比较（只）

组别

单用 MTX 1mg/kg组

单用 MTX 2mg/kg组

MTX 1mg/kg联合米非司酮组

MTX 2mg/kg联合米非司酮组

对照组

n
10

10

10

10

10

-

3

4

3

3

0

+

2

3

3

4

3

++

3

2

2

3

2

+++

2

1

2

0

5
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表 3 各组输卵管壶腹部组织 PR阳性表达率比较（只）

组别

单用 MTX 1mg/kg组

单用 MTX 2mg/kg组

MTX 1mg/kg联合米非司酮组

MTX 2mg/kg联合米非司酮组

对照组

n
10

10

10

10

10

-

3

2

3

3

1

+

1

5

2

5

3

++

3

2

3

3

0

+++

3

1

2

0

6

层为纵肌层、内层为环肌层），黏膜层。输卵管黏膜上皮

为单层柱状上皮，主要包含了纤毛上皮细胞和无纤毛上

皮细胞，两者的比例以及两种细胞的高度与雌孕激素水

平有关。雌孕激素及肾上腺素的多重调节引起输卵管内

层平滑肌蠕动以及外层平滑肌纵向运动，两者的协同作

用引起黏膜层纤毛上皮细胞规律摆动，从而起到输送受

精卵的目的[4]。本实验因没有理想的异位妊娠动物模型，
故采用假孕家兔的输卵管作为研究模型，同时采用的药

物剂量与临床治疗剂量基本相符，因而也能取得较好的

一致性。

MTX为叶酸类似物，通过抑制二氢叶酸还原成四
氢叶酸，减少一碳单位形成，从而抑制 DNA的合成和细
胞能量代谢。临床常用于异位妊娠的保守治疗和肿瘤的

化疗。MTX治疗对卵巢及骨髓造血功能的损害已有深
入研究，但对后续妊娠的潜在影响尤其对输卵管的影响

研究甚少。有学者研究认为 MTX会导致线粒体溶解，胞
质空泡形成，纤毛的倒伏断裂，这在一定程度上可导致

不孕不育和异位妊娠[5-6]。低剂量下这种损伤在一定时
间内可以部分恢复，若剂量＞5mg/kg，这种损伤则无法
恢复[7]。本研究发现，注射 MTX后输卵管收缩频率加
快，收缩幅度下降，而剂量由 1mg/kg 增加至 2mg/kg 后
输卵管收缩活动并没有产生明显变化。这可能与 MTX
影响 DNA、RNA的合成从而影响蛋白（肌动蛋白、肌球
蛋白）的生成；损伤细胞诱发前列腺素释放以及炎症反

应促白三烯和前列腺素的合成从而刺激输卵管收缩频

率而抑制收缩活动有关[8-9]。另外 MTX在低剂量（1mg/
kg）时就会导致黏膜纤毛及间质水肿，炎性细胞浸润，这
种改变同 MTX的剂量呈相关性。在观察 MTX对输卵管
壶腹部组织 ER、PR阳性表达的影响时，笔者发现 MTX
1mg/kg 组、MTX 2mg/kg 组和 MTX 1mg/kg 联合米非司
酮与对照组 ER及 PR阳性表达率比较差异均无统计学
意义，这与本试验最初的设想以及其他学者的研究略有

出入，可能与样本量过少有关。

米非司酮为 PR拮抗剂，可竞争性结合 PR和肾上
腺素受体，通过拮抗孕激素改变子宫内膜容受性和抑制

排卵达到抗早孕及避孕的目的。目前对米非司酮的研究

偏向于抗孕激素治疗，如治疗子宫腺肌症、子宫肌瘤等，

而对输卵管本身的影响研究较少[10]。王莉芬等[11]报道米
非司酮在转录和翻译水平抑制 PR的合成，下调 ER含
量，在增生期和分泌期输卵管 ER、PR表达率相对较高，
妊娠期较非妊娠期表达明显下降。与子宫内膜相比，输

卵管部位 ER、PR表达更低[12-13]。本研究发现 MTX剂量
一定的情况下添加米非司酮后较单用 MTX输卵管收缩
频率无变化，但收缩幅度下降，并且可在组织学水平加

重 MTX 对输卵管组织的损伤。此外与对照组比较，
MTX 2mg/kg联合米非司酮组 ER、PR阳性表达率明显
降低，而 MTX 1mg/kg联合米非司酮组与对照组 ER、PR
阳性表达率比较差异均无统计学意义。由此提示 MTX
达到一定剂量（2mg/kg）时，其联合米非司酮的确可以下
调 ER、PR的表达。

综上所述，MTX可以对输卵管的活动产生一定的
抑制作用，并可以对输卵管组织学造成一定损伤，且这

种损伤与剂量呈相关性，而米非司酮可以增强 MTX的
上述作用。当 MTX达到一定剂量时，其联合米非司酮会
对输卵管 ER、PR 的表达起到抑制作用，在较低剂量
（1mg/kg）时，这种作用不明显。因而在临床使用 MTX治
疗异位妊娠或行肿瘤化疗时应尽可能减少剂量，因其可

能会增加后续异位妊娠或不孕症的发生概率。米非司酮

在治疗异位妊娠时，不但增加了 MTX对输卵管的损伤
及抑制，而且在输卵管部位抗孕激素、抗早孕的作用弱，

增加了内出血的风险，因而其辅助治疗异位妊娠的理论

依据不够充分，需慎重使用。
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