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摘 要：【目的】研究催产素受体（OTR）在反复种植失败（RIF）妇女的“种植窗”时期子宫内膜组织中的表达及

其与RIF的关系，并了解正常妇女月经周期子宫内膜催产素受体的表达。【方法】采用免疫组化法和RT-PCR法检

测OTR在正常妇女月经周期增殖早、中、晚期和分泌早、中、晚期子宫内膜组织及RIF妇女分泌中期子宫内膜组织

的表达情况，其中正常妇女分泌中期 10例，其他 5个时期各 3例；RIF妇女分泌中期 10例。【结果】RIF妇女组子宫内

膜组织分泌中期OTR蛋白质和mRNA显著高于正常妇女组（P < 0.05）。正常妇女月经周期子宫内膜组织存在OTR/
OTR mRNA的周期性表达。【结论】RIF妇女“种植窗”时期子宫内膜OTR/OTR mRNA高表达可能与RIF发生相关。
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Abstract：【Objective】To investigate the expression of endometrial oxytocin receptor（OTR）during the implantation
window in women with repeated implantation failure（RIF）and its relationship with RIF，and to describe the characteristic
of endometrial OTR of normal women during the menstrual cycle.【Methods】Immunohistochemistry and RT-PCR were per⁃
formed on the endometrial tissue from early，middle，late proliferation and secretion phase of normal women，as well as
middle secretion phase of women suffering from RIF to detect the endometrial OTR expression. Ten samples of the middle
secretion phase and 5 samples of the other phases each of normal women were obtained. Ten samples of RIF women were
obtained during the middle secretion phase.【Results】The OTR protein and mRNA expression of RIF patients was signifi⁃
cantly higher than that of normal women in middle secretion phase（P < 0.05）. There was cyclic expression of OTR/OTR
mRNA of the endometrial tissue of normal women.【Conclusion】The high expression of OTR/OTR mRNA during the im⁃

收稿日期：2020-02-26
基金项目：国家自然科学基金（201201201412）；广东省科技计划项目（200704201003）；广东省医学科研基金（A2020575）
作者简介：夏婷婷，硕士研究生，主治医师，研究方向：反复种植失败的诊治，E-mail：xiatting@mail.sysu.edu.cn；李洁，通信作者，教

授，主任医师，研究方向：卵巢功能调控和胚胎种植，E-mail：13719332136@139.com；欧建平，通信作者，主任医师，研究方

向：生殖医学和反复种植失败，E-mail：1356048116@qq.com

中山大学学报（医学科学版）

JOURNAL OF SUN YAT⁃SEN UNIVERSITY（MEDICAL SCIENCES）
第41卷 第4期
2020年 7月

Vol.41 No.4
July 2020



中山大学学报（医学科学版） 第41卷

plantation widow might participate in the occurrence of RIF.
Key words：repeated implantation failure；oxytocin receptor；endometrium

［J SUN Yat⁃sen Univ（Med Sci），2020，41（4）：589-595］

在过去 40年，体外受精（in vitro fertilization-
embryo transfer，IVF）和胚胎培养技术得到飞速发

展，胚胎种植率目前可高达 50%以上［1］。然而仍有

10%左右的患者在进行 IVF治疗后经历反复种植

失败（repeated implantation failure，RIF）［2］。某些专

家认为移植优质胚胎至少 3个新鲜或冷冻周期仍

未能成功种植定义为RIF［2］。种植失败可能是由于

子宫内膜容受性下降，胚胎缺陷或者混合因素［3］。

允许胚胎种植的理想宫腔条件需要合适的子宫内

膜状态，充足的子宫血供和缺少过度的子宫收

缩［4］。比如，之前有研究报道胚胎移植时子宫过度

收缩可能会导致胚胎从宫腔内排出，这也许是RIF
的一个重要原因［5］。根据上述研究，我们推测子宫

过度收缩可能通过降低子宫内膜容受性从而导致

RIF。子宫收缩活动主要受多种生理物质如性激

素、神经垂体激素、神经递质、前列腺素和催产素

（oxytocin，OT）的高度调控［6］。因此，这些物质的表

达水平失调或子宫对这些物质的异常反应可能导

致子宫异常收缩。在这些物质中，OT被认为是最

有效的促子宫收缩激素之一，其受体广泛表达于子

宫肌层和子宫内膜，且越来越受到生殖医生的重

视。大量研究［4，7-9］表明，抑制催产素受体（oxytocin
receptor，OTR）可改善胚胎移植（embryo transfer，
ET）期间子宫的容受性，提高RIF患者 IVF治疗的

成功率，提示OTR可能是治疗RIF的潜在靶点［5］。

然而其他一些研究［10-11］表明，OTR拮抗剂未能提高

IVF患者的活产率。此外，我们之前的研究［12］也表明

在体外受精-胚胎移植（in vitro fertilization-embryo
transfer，IVF-ET）周期中，RIF患者的血清OT水平

没有显著升高。总之，OT/OTR虽然在调节子宫收

缩方面起着重要作用，但其与胚胎着床失败的关

系仍存在争议。事实上，OT对子宫收缩的影响

不仅取决于血清水平，OTR的表达状态会直接影

响子宫对 OT敏感性［13］。因此，仅根据血清 OT水

平来确定体外受精患者是否应用 OTR拮抗剂是

不合理的，这也许能解释为什么OTR拮抗剂在改

善 IVF生育结局方面的结论不一致。显然，为了

提高胚胎植入的成功率，生殖医生在决定用 OTR

拮抗剂治疗 IVF患者时必须同时考虑 OT和 OTR
的表达水平。故而阐明 OTR在 RIF患者“种植

窗”时期子宫内膜的表达非常关键。目前暂时没

有对 RIF患者“种植窗”时期子宫内膜 OTR表达

的研究报道，本研究首次选择 RIF妇女和正常妇

女作为研究对象，测定正常妇女月经周期和 RIF
妇女”种植窗”时期子宫内膜OTR的表达，希望探

讨 OTR在子宫内膜组织月经周期的表达规律及

其与RIF的关系。

1 材料与方法

1.1 研究对象

选择 2010年 10月至 2016年 8月在中山大学

附属第一医院和附属第三医院生殖中心进行助孕

治疗的妇女 35名，年龄范围 24~43岁。入选标准：

月经周期规则，基础内分泌正常。排除标准：子宫

肌瘤、腺肌瘤及内膜息肉、盆腔炎症、宫腔粘连、子

宫内膜增殖症等病变，3个月内未使用过激素治

疗。其中已自然生育，因输卵管阻塞或男方因素

导致继发不孕要求再生育的女性志愿者 25名；反

复种植失败妇女 10名。本研究获中山大学附属

第三医院伦理委员会批准，已取得患者知情同意。

1.2 研究方法

1.2.1 取 材 根据月经周期天数，采用经阴道超

声监测卵泡发育，结合血、尿促黄体激素（luteiniz⁃
ing hormone，LH）测定，分别于卵泡早、中晚期和黄

体早、中晚期进行微创组织活检，获取子宫前、后壁

内膜组织约0.3 g作为实验材料。部分子宫内膜组织

经 40 g/L多聚甲醛固定用于制备组织切片，部分

行病理组织学检查以确定子宫内膜的组织时相，共

分为 6个时期：增殖早期（early proliferation phase，
EPP）、增殖中期（middle proliferation phase，MPP）、

增殖晚期（late proliferation phase，LPP）、分泌早

期（early secretory phase，ESP）、分泌中期（middle
secretory phase，MSP）和 分 泌 晚 期（late secretory
phase，LSP），部分直接冻存于液氮，备用于提取总

RNA样品。本研究中 35例患者各取材 1次，正常
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妇女组 25例共 6个时间点，其中 5个时期（EPP、
MPP、LPP、ESP、LSP）各 3例患者，MSP有 10例患者

进行了取材，反复种植失败组 10例患者均于MSP
各取材 1次。本研究采用组织活检法获取子宫内

膜组织，其方法的可靠性已在我们前期报道中证

实［14］。此外，分泌中期为胚胎种植的最佳时期，即

“种植窗”时期，因此我们选择RIF妇女分泌中期子

宫内膜组织进行活检并检测OTR表达水平。

1.2.2 免疫组化检测OTR 脱蜡前，将组织石蜡切

片室温中放置 60 min。石蜡组织切片用二甲苯脱

腊浸泡 3次，每次 10 min；无水乙醇中浸泡 2次，每

次 5 min；95％的乙醇中浸泡 5 min；75％的乙醇中

浸泡 5 min；PBS冲洗 3次，每次 5 min；3%H2O2浸泡

切片，室温静置 25 min，以消除内源性过氧化物酶

活性，蒸馏水洗 2次，每次 2 min；柠檬酸盐微波热

修复，高温档至液体沸腾后，换至中低温档 10 min，
自然冷却；PBS洗 3次，每次 5 min；滴加正常牛血清

封闭液，室温 50 min，甩去多余液体；滴加OTR多克

隆抗体 30 μL（浓度 1∶100，ab 13051，abcam），4 ℃
过夜；过夜后在室温复温 45 min；PBS洗 3次，每次

5 min；滴加EnVisionTMDetection Kit中的二抗，室温

孵育 45 min；PBS洗 3次，每次 5 min，DAB显色 12 s；
苏木精复染 15 s，自来水冲洗 10 min；梯度酒精脱

水、二甲苯透明、中性树胶封固、镜检。每张切片

400倍镜下随机拍取5个不重叠视野，子宫内膜OTR
蛋白阳性表达表现为黄色或棕黄色颗粒。应用

Image Pro Plus 5. 0分析软件对各视野进行分析，测

量出目标蛋白在组织中的光密度，然后计算积分光

密度（integrated optical density，IOD）值，各切片中目

标蛋白平均 IOD值的大小表示OTR表达的强弱。

1.2.3 RT-PCR检测 OTR mRNA 液氮中取出样

品，立即于研钵中利用液氮研磨子宫内膜组织使其

呈粉末状，移入 1.5 mL离心管并加入 1 mL Trizol，
吹打混合；加入 0.2 mL氯仿，剧烈振荡 15 s，室温放

置 3 min；12 000×g，4 ℃离心 15 min。样品分为 3
层：底层为黄色有机相，上层为无色水相和一个中

间层。将上层水相转移到新的 1.5 mL 离心管中，

加入 0.5 mL异丙醇，轻轻混匀，室温放置 10 min；
12 000×g，4℃离心 10 min，可见白色沉淀，弃上清；

加入用DEPC水配制的 75℅乙醇 1 mL，震荡混合，

7 500×g、4 ℃离心5 min，弃上清；室温放置干燥RNA
沉淀，大约在空气中晾 5~10 min。加入 25~30 μL
无 RNase的水，用枪头吸打几次，55 ℃~60 ℃放置

10 min使 RNA溶解，每份样品取 1 μL用于检测

RNA浓度，其余储存于- 80 ℃备用。取 1 μL RNA
溶液加去离子水 49 μL稀释 50倍，设定核酸/蛋白

测定仪的相应参数，以去离子水空白管调零，在仪

器上直接读取 RNA浓度和纯度的数值。所读取

的RNA样品OD260/OD280比值在 1.8~2.0之间。利用

M-MLV First Strand和 Premix Taq＋试剂盒进行RT-
PCR半定量分析，PCR反应条件如下：94 ℃ 5 min，
为第一步，1个循环；94 ℃ 30 s，53 ℃ 30 s，72 ℃
45 s，为第二步，35个循环；72 ℃ 10 min，为第三

步，1个循环。配制 1.5％的琼脂糖凝胶，PCR反应

结束后跑电泳，恒压 85 V，约 45 min。凝胶自动成

像分析软件系统处理扫描电泳结果。

1.3 统计学分析

全部数据用M（P25~P75）表示，应用 SPSS 20.0软
件进行统计学处理，数据呈正态分布且方差齐的数

据采用 t检验，不服从正态分布的计量资料采用秩

和检验。服从正态分布且方差齐性的多组计量资

料比较采用方差分析法，方差分析中两两比较采用

Bonferroni法，方差不齐时采用秩和检验。双侧检

验，P < 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 正常和RIF妇女基本特征及MSP期子宫内膜

OTR及OTR mRNA表达

共采集正常和RIF妇女分泌中期子宫内膜组

织各 10例，两组基本特征如年龄，BMI，基础 FSH，

LH和E2差异无统计学意义（P > 0.05；表 1）。通过

免疫组织化学实验，应用 Image Pro Plus 5. 0分析

软件进行分析，比较RIF和正常妇女分泌中期OTR
蛋白质的表达，发现分泌中期OTR蛋白质在RIF组
的表达水平明显高于正常妇女组的表达水平，差异

有统计学意义（P < 0.05；表 1，图 1）。通过RT-PCR
实验，比较 RIF妇女和正常妇女分泌中期 OTR
mRNA的表达，发现分泌中期mRNA在RIF组的表

达水平明显高于正常妇女组的表达水平，差异有统

计学意义（P < 0.05；表1，图2）。

2.2 OTR 在子宫内膜组织的定位表达

2.2.1 月经周期子宫内膜组织学比较 共采集正

常妇女增殖早、中、晚期和分泌早、中、晚期子宫内

膜组织各 3例，组织学分析显示卵泡发育及排卵时

期与子宫内膜组织学分期符合，提示标本来源于卵

591



中山大学学报（医学科学版） 第41卷

泡和子宫内膜发育同步的妇女。

2.2.2 子宫内膜组织OTR的免疫组化二步法定位

表达 免疫组织化学结果显示OTR在正常妇女月

经周期增殖早、中、晚期和分泌早、中、晚期子宫内

膜组织均有表达，OTR表达主要定位于胞浆，在上

皮细胞中表达更强（图3）。

2.3 正常月经周期子宫内膜组织 OTR 及 OTR

mRNA表达

OTR 蛋白质在 EPP、MPP、LPP、ESP、MSP和

LSP 表达差异无统计学意义（P > 0.05）。OTR
mRNA在 EPP、MPP、LPP、ESP、MSP和 LSP表达差

异无统计学意义（P > 0.05）。正常妇女在体子宫内

膜 OTR及 OTR mRNA在增殖期呈上升趋势，分泌

期呈下降趋势，增值晚期达到峰值（表2，图3，4）。

3 讨 论

我们的研究显示RIF妇女子宫内膜组织分泌

中期OTR蛋白质和mRNA显著高于正常妇女。正

常妇女月经周期子宫内膜存在OTR的周期性表达

在增殖期呈上升趋势，分泌期呈下降趋势，增殖晚

期达到峰值。

3.1 OTR与RIF的关系

研究显示子宫内膜容受性降低，胚胎缺陷和其

他因素共同导致RIF［3］。既往研究报道［5］有三分之

一的超促排卵患者在胚胎移植前可观察到子宫收

缩加强。胚胎移植时子宫收缩频率高的患者妊娠

率和种植率显著低于子宫收缩频率低的患者，并发

表1 正常和RIF妇女基本特征及MSP期子宫内膜OTR表达的比较

Table 1 Clinical characteristics，OTR proteins and OTR mRNA in normal women and RIF women ［M（P25~P75）］

Average age/years
BMI
Baseline FSH/（U/L）
Baseline LH/（U/L）
Baseline E2/（pg/mL）
OTR proteins
OTR mRNA

Data was presented by the median（P25~P75）. BMI：body mass index；FSH：follicle stimulating hormone；LH：luteinizing hormone；E2：
estradiol；OTR：oxytocin receptor.

Normal（n = 10）
31.00（29.75~33.00）
20.23（18.98~22.28）
4.87（3.97~6.92）
2.81（2.47~4.40）
38.50（22.75~40.25）
0.15（0.12~0.18）
0.47（0.43~0.52）

RIF（n = 10）
33.50（32.25~35.00）
21.23（20.45~21.89）
5.91（4.61~7.23）
2.41（1.86~3.52）
44.00（36.50~53.50）
0.20（0.16~0.32）
0.56（0.48~0.59）

Z

-1.33
-0.345
-1.083
1.168
-1.934
-2.517
-2.297

P

0.199
0.734
0.293
0.258
0.069
0.022
0.034

MSP: Middle secretory phase; RIF: repeated implantation failure
图2 正常和RIF妇女分泌中期子宫内膜

OTR mRNA表达

Fig.2 Expression of OTR mRNA in the endometrium of
RIF women and normal women in MSP

OTR: oxytocin receptor；MSP: Middle secretory phase; RIF:
repeated implantation failure. The expression of OTR was positive by
yellow-brown staining. A：endometrial tissue of MSP from normal
women, ×400; B: endometrial tissue of MSP from RIF women, ×400.
图1 不同组别患者分泌中期子宫内膜组织OTR免疫组织

化学染色

Fig.1 Representative immunohistochemical staining
of OTR in endometrial tissues of MSP in different group
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现妊娠率和种植率与子宫收缩频率呈负相关，可能

是由于子宫收缩活动增加导致胚胎排出［15］。基于

上述研究，我们推测子宫收缩频率增加可能会导致

IVF-ET治疗中发生RIF。
OTR属于 G蛋白偶联受体超家族，受受体表

达、受体脱敏和OT局部浓度变化的调节，OTR激活

可触发许多信号事件从而刺激收缩［16］。由于 OT/

表2 正常月经周期子宫内膜组织OTR及OTR mRNA
表达

Table 2 Expression of OTR and OTR mRNA in en⁃
dometrium of normal women during menstrual cycle

［M（P25~P75），n=3］
Groups
EPP
MPP
LPP
ESP
MSP
LSP
H
P

Data was presented by the M（P25~P75）. EPP：early prolifer⁃
ation phase；MPP：middle proliferation phase；LPP：late prolif⁃
eration phase；ESP：early secretory phase；MSP：middle secre⁃
tory phase；LSP：late secretory phase；OTR：oxytocin receptor.
Differences among the six groups were analyzed by Kruskal-Wal⁃
lis test.

OTR
0.14（0.11~0.14）
0.12（0.10~0.16）
0.35（0.31~0.36）
0.22（0.19~0.23）
0.16（0.14~0.17）
0.09（0.08~0.16）

10.169
0.071

OTR mRNA
0.46（0.45~0.49）
0.51（0.49~0.57）
0.62（0.62~0.68）
0.57（0.54~0.58）
0.46（0.45~0.47）
0.48（0.44~0.52）

10.554
0.061

EPP: early proliferation phase; MPP: middle proliferation phase;
LPP: late proliferation phase; ESP: early secretory phase; MSP: middle
secretory phase; LSP: late secretory phase.
图 4 正常月经周期中子宫内膜组织OTR mRNA表达

Fig.4 Expression of OTR mRNA in the endometrium of
normal women during the menstrual cycle

EPP：early proliferation phase；MPP：middle proliferation phase；LPP：late proliferation phase；ESP：early secretory phase；MSP：middle se⁃
cretory phase；LSP：late secretory phase. The expression of OTR was positive by yellow-brown staining. The expression of OTR was mainly located in
the cytoplasm of endometrial epithelial cells and stromal cells in the proliferative and secretory phases of normal women. A：endometrial tissue of EPP
from normal women，×400；B：endometrial tissue of MPP from normal women，×400；C：endometrial tissue of LPP from normal women，×400；D：en⁃
dometrial tissue of ESP from normal women，×400；E：endometrial tissue of MSP from normal women，×400；F：endometrial tissue of LSP from nor⁃
mal women，×400.

图3 正常月经周期子宫内膜OTR免疫组织化学染色

Fig.3 Representative IHC staining of OTR in the endometrium of normal women during the menstrual cycle
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OTR在诱导子宫收缩中起重要作用，OTR拮抗剂

能够抑制催产素诱导的子宫收缩［17］。近期较多关

于OTR拮抗剂能否提高RIF患者的妊娠率的研究。

Pierzynski［4］首次报道了一位 RIF患者在胚胎移植

前通过B超监测到高频率子宫收缩，使用OTR拮抗

剂后收缩频率下降，后成功获得妊娠并活产的案

例，Lan［9］的研究也显示在激素替代冷冻周期使用

OTR拮抗剂有可能让RIF患者获益。首个旨在探

讨 OTR拮抗剂是否改善 IVF-ET后临床妊娠率的

前瞻性、随机、安慰剂对照的临床研究［18］同样表明

ET前使用OTR拮抗剂治疗可有效改善种植率。近

年一项荟萃分析［19］的结论同样认为OTR拮抗剂能

提高RIF患者的种植率，临床妊娠率和活产率。尽

管这些观察结果很有趣，但目前大多数生殖科并不

常规使用OTR治疗RIF。一项多中心、随机、双盲的

研究［10］显示在ET期间使用OTR拮抗剂并不能提高

妊娠率和种植率。然而，这项研究仅移植卵裂期胚

胎，没有测量子宫收缩频率和强度，研究人群也不

能代表RIF妇女。本研究组前期研究［12］提示反复

种植失败患者和正常妇女血清OT水平没有统计学

差异。可惜的是，这项研究并没有报道RIF患者“种

植窗”时期子宫内膜组织OTR的表达。如前所述，

OT及其受体在调节子宫收缩程度中起着关键作

用，且子宫上有功能性OTR表达［13，20］。子宫收缩的频

率和强度取决于OT与子宫OT受体的结合。本研究

对自然周期分泌中期正常妇女和反复种植失败妇

女的子宫内膜OTR表达进行了检测，结果提示RIF
妇女组子宫内膜组织分泌中期OTR蛋白质和mRNA
显著高于正常妇女组。RIF患者“种植窗”时期子

宫内膜组织OTR高表达可能通过与OT相互作用，

增强子宫内膜收缩强度和频率，影响子宫内膜容受

性，从而影响RIF的发生。因此我们的结果进一步

支持OTR拮抗剂可以用于治疗RIF妇女的观点。

3.2 OTR/OTR mRNA在月经周期的表达变化

Dawood等［21］对正常月经妇女围”种植窗”时期

子宫内膜组织通过免疫组织化学方法对OTR进行

定位分析，发现OTR主要在腺上皮细胞表达，在间

质细胞有少量表达，这与本研究的结果一致。亦有

研究报道OTR在子宫内膜腺上皮表达；在排卵期，

即月经第 14天，OTR mRNA表达量最高；在分泌晚

期，OTR的含量很低；在子宫内膜间质细胞没有发

现 OTR的信号［22］。与该研究相同的是，本研究结

果显示子宫内膜OTR及OTR mRNA表达在增殖期

有上升趋势，分泌期有下降趋势，增值晚期达到峰

值。与该研究不一致的是，本研究通过免疫组织化

学的方法和 IPP分析软件对OTR在子宫内膜的表

达进行定位和半定量研究，结果提示增殖期和分泌

期子宫内膜上皮和间质细胞均存在OTR表达，但

在上皮细胞的表达更强。这可能是由于后一项研

究与本研究使用的实验试剂和方法不同导致的。

3.3 子宫OTR/OTR mRNA表达的调节

有文献［23］报道雌二醇上调人子宫OTR基因的

表达水平。IVF-ET治疗周期中，控制性超排卵带

来了高水平雌激素，并持续整个种植窗时期，这可

能会导致子宫内膜分泌中期OTR表达异常增高，

从而影响胚胎种植。本研究检测的是自然周期

OTR和OTR mRNA的表达水平，结果显示LPP子宫

内膜OTR表达显著高于其他时期，可能与月经周

期中LPP血清E2表达水平最高有关。

本研究的主要目的是了解RIF妇女子宫内膜

OTR的表达，因此我们并没有监测子宫内膜收缩

性；由于受到 IVF治疗周期取内膜进行活检的限

制，本研究所选取的内膜均是在自然周期，因此我

们选取月经周期规则生育力正常和有RIF史的妇

女；子宫内膜活检是一种有创的检查，导致本研究

样本量较小。

综上，我们的研究数据表明正常妇女月经周期

子宫内膜组织存在OTR的周期性表达，在增殖期

有上升趋势，分泌期有下降趋势，增值晚期达到峰

值。我们的实验结果显示RIF患者子宫内膜“种植

窗”时期OTR高表达可能与RIF发生相关，具体的

因果关系需要进一步探讨。本研究提示胚胎移植

时应用OTR拮抗剂可能成为RIF的治疗新策略，未

来需要更多的研究来对此进一步地证实。
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