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人子宫内膜异位症的可示踪裸鼠模型构建#
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#摘要$

!

目的
!

运用异体移植动物模型及活体成像技术!构建人子宫内膜异位症的可示踪裸鼠模型%

方法
!

采集人子宫在位内膜组织!制成悬液%应用慢病毒载体将荧光素酶和红色荧光蛋白基因转入内膜组织

并培养
0/2

!将等体积的悬液"分成
'

组-

@

组已转染的内膜组织!

Q

组未转染的内膜组织!

H

组等体积的

R_W_

.

Z$1

培养基$注射到
Q@\Q

.

H

雌性裸鼠腹腔内!运用活体成像仪监测异位病灶的发展情况%

1/!

后分

离异位病灶!运用苏木素
.

伊红"

JW

$染色和免疫组织化学鉴定异位病灶的来源并分析成模情况%结果
!

已成功

转染内膜组织的裸鼠在活体成像仪监测下显示!异位病灶的荧光信号在种植后第
-

天至第
$0

天减小"

!

&

%&%$

$#第
$0

天到第
1/

天增大"

!

&

%&%;

$%

JW

染色和免疫组织化学显示异位病灶均来自于人子宫内膜组织%

结论
!

人子宫内膜异位症的可示踪裸鼠模型构建成功%

#关键词$

!

子宫内膜异位症#可示踪#裸鼠#模型!动物

#中图法分类号$
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子宫内膜异位症#以下简称)内异症*$是指子宫

内膜组织出现在子宫体以外的部位%其治疗方式主要

有手术及药物治疗%其中药物治疗只能对症治疗而不

能去除异位的内膜细胞%而手术治疗有较高的复发

率+

$

,

'因此%如何提高内异症的临床治疗效果是迫切

需要解决的问题'目前国内外已建立的内异症动物

模型都存在一定的缺陷+

1

,

%限制了基础研究成果向临

床转化的可能性'本文将内异症患者的在位子宫内

膜制成组织悬液%应用慢病毒载体将荧光素酶和红色

荧光蛋白基因转入子宫内膜组织%并注射到裸鼠腹腔

内%以构建可示踪的内异症裸鼠模型%为内异症的发

病机制和新治疗药物的筛选及药理药效学研究提供

坚实的实验基础'

!

!

材料与方法

!&!

!

实验材料
!

子宫内膜组织均来自本院因卵巢巧

克力囊肿合并子宫肌瘤行全子宫切除术的在位子宫

内膜%所有患者术前
'

个月内均未接受激素类药物治

疗%既往未合并其他内&外科疾病&免疫性及其他恶性
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重庆医学
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年
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疾病(

')

只无特殊病原体#

AGZ

$级
)

!

/

周龄
Q@\Q

"

H

雌性裸鼠购自中山大学动物实验中心%体质量

#

$)g0

$

D

(

\̂ .KZG.\C6

购自上海汉恒生物有限公

司%

R.\C6#E7<#,

购自美国
[":!O#"

公司(小鼠抗人波

形蛋白单克隆抗体
.-

#

.̂-

$&小鼠抗人细胞角蛋白单

克隆抗体
.$/

#

Ha.$/

$均购自美国
A9,39H<C]

公司(小

鼠抗人单克隆抗体
.HR'0

#

HR'0

$购自广州创科伟生

物科技有限公司'

!&"
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方法

!&"&!

!

子宫内膜组织采集及体外病毒转染
!

用磷酸

盐缓冲液#

GQA

$漂洗新鲜收集的内膜组织并将其剪碎

为糊状悬液'将其分为等体积的
@

&

Q

两组%分别接

种于无菌六孔板内%每孔加入含有
1%L

胎牛血清和

%&%%1;

+

D

"

8\$-

,

.

雌二醇#

W

1

$的
R_W_

"

Z$1

培养

基
18\

%

@

组每孔加入含有终浓度
;

+

D

"

8\G":

S

.

O<7,7

滴度为
$c$%

/

IX

"

8\

的
\̂ .KZG.\C6

%并于体

外转染
102

(

Q

组加入等体积的培养基'两组均置入

'-h;L HM

1

培养箱培养%

102

后将两组子宫内膜

组织培养液均换成含有
1%L

胎牛血清和
%&%%1;

+

D

"

8\W

1

的
R_W_

"

Z$1

培养基
18\

%培养
0/2

后在荧光显微镜下观察子宫内膜组织块的荧光表达

情况'

!&"&"

!

构建动物模型
!

将裸鼠等数量分为
@

&

Q

&

H'

组%每组
$1

只'

'

组中每只裸鼠分别于腹腔内一次性

注射等体积的已转染的组织块悬液&未转染的组织块

悬液和
R_W_

"

Z$1

培养基'注射后参考文献+

'

,肌

内注射
W

1

#

%&%1

+

D

"

!

$'种植后每隔
-

天
$

次在活体

成像仪下监测异位病灶的发展情况'

!&"&#

!

异位病灶的采集及形态和来源鉴定
!

于建模

后第
1/

天颈椎脱臼处死裸鼠%剖腹观察异位病灶的

生长情况并分离异位病灶'异位病灶分离后分别放

入装有
0L

多聚甲醛溶液的离心管中固定%并分别按

试剂盒操作说明行苏木素
.

伊红#

JW

$染色及免疫组

织化学鉴定'若
JW

染色病灶中有子宫内膜腺体组

织&间质细胞及新生血管形成%且免疫组织化学鉴定

子宫内膜腺体组织和间质细胞均来源于人类%则提示

裸鼠内异症模型建模成功+

0

,

'

!&#

!

统计学处理
!

采用
AGAA$'&%

统计软件进行统

计分析%计量资料以
)gH

表示%秩和检验比较异位病

灶荧光信号
KMI

值的差异性'检验水准
%

b%&%;

%以

!

&

%&%;

为差异有统计学意义'

"

!

结
!!

果

"&!

!

体外
\̂ .KZG.\C6

转染情况及鉴定
!

#

$

$

@

组

子宫内膜组织体外培养至
0/2

在荧光显微镜下观察

示!子宫内膜组织块红色荧光蛋白表达明亮%细胞阳

性数率多#图
$H

$(其快速冰冻切片可见典型的腺体

结构#图
$R

$'#

1

$

JW

染色结果显示!

@

组和
Q

组的

子宫内膜组织块均保持着完整的子宫内膜腺体结构

#图
$@

&

Q

$'

!!

@

!

@

组组织(

Q

!

Q

组组织(

H

!

@

组组织块(

R

!

@

组快速冰冻切片

图
$

!!

子宫内膜组织转染情况%

JW

&

c1%%

'

"&"

!

活体成像仪监测异位病灶

"&"&!

!

活体成像仪下异位病灶的荧光信号
KMI

表

达
!

各组裸鼠在整个生长周期中%生长状况良好%实

验中未发现裸鼠感染和#或$死亡等情况'

@

组
$$

只

裸鼠在活体成像下均能检测到腹腔异位病灶发出的

荧光信号(其中
$

只裸鼠于造模后第
1$

&

1/

天均未检

测到异位病灶的荧光信号'动态检测到异位病灶发

出荧光信号
KMI

值由第
-

天至第
$0

天先变小%由第

$0

天至第
1/

天逐渐增大'而
Q

组和
H

组均未检测

到异位病灶荧光信号#图
1

$'

图
1

!!

活体成像仪下异位病灶荧光信号
KMI

表达

"&"&"

!

腹腔内异位病灶发出荧光信号
KMI

值
!

异位

病灶发出荧光信号的
KMI

值先减小后增大!第
-

&

$0

&

1$

&

1/

天 分别为#

-&%%/g$&%10

$

c$%

)

&#

0&')'g

$$$$

重庆医学
1%$(

年
0

月第
0/

卷第
-

期



%&-'$

$

c$%

)

&#

;&$$'g%&)()

$

c$%

)

&#

)&'0g%&-$'

$

c

$%

)

%第
-

天至第
$0

天%荧光信号
KMI

值先减小%差异

有统计学意义#

!

&

%&%$

$(第
$0

天至第
1/

天%

KMI

值

增大%差异有统计学意义#

!

&

%&%;

$%见图
'

&

0

'

图
'

!!

异位病灶
KMI

值趋势的曲线图

!!

#

!

!

&

%&%;

(

-

!

!

&

%&%$

(

(b$'

图
0

!!

异位病灶
KMI

值的比较

"&"&#

!

剖腹后裸鼠腹腔内异位病灶形成情况
!

#

$

$

@

组中腹腔内连续检测到荧光信号的裸鼠剖腹后肉眼

均可见透明紫色囊肿或白色硬结#图
;@

白色单箭头

所指$%未见其他游离病灶'异位病灶周围可见丰富

血管形成或点状出血%囊内积聚暗红黏稠液体#图
;Q

白色双箭头所指$'大部分异位病灶黏附于肠系膜&

膀胱旁脂肪垫等处%且与周围组织存在轻度粘连'另

外
$

只于第
1$

&

1/

天均未能检测到荧光信号的裸鼠

剖腹后未见任何异位病灶%提示该个体造模失败'

#

1

$

Q

组中所有裸鼠腹腔内均可见透明紫色囊肿或白

色硬结#图
;H

白色单箭头所指$%未见游离病灶'异

位病灶周围可见丰富血管形成%囊内积聚清亮液体'

大部分异位病灶黏附于肠系膜&膀胱旁脂肪垫等处%

且与周围组织存在轻度粘连#图
;R

白色双箭头所

指$%

H

组未见明显异位病灶'

"&"&$

!

异位病灶
JW

染色及免疫组织化学鉴定结

果
!

#

$

$

@

&

Q

两组裸鼠的每个异位病灶均可见典型的

内膜腺体结构%血管增殖丰富%未侵入腺泡腔'其组

织学形态特征和人原发内异症的表现极为相似%无明

显病理学改变%且两组的形态学结构未见明显异常

#图
)@

&

Q

$'#

1

$

@

组和
Q

组裸鼠腹腔中种植成功的

异位病灶%间质细胞质&腺上皮细胞质&血管内皮细胞

质分别被
.̂-

&

Ha.$/

&

HR'0

染成棕黑色#见图
)H

!

J

$'证明了移植的子宫内膜组织并未改变子宫内膜

组织细胞的特异性蛋白表达%确定异位病灶组织与人

类的子宫内膜组织同源%提示了可示踪内异症动物模

型建模成功'

!!

@

&

Q

!

@

组裸鼠(

H

&

R

!

Q

组裸鼠

图
;

!!

@

组和
Q

组异位病灶

!!

@

&

Q

!裸鼠的异位病灶组织形态#

JW

$(

H

&

R

!

Ha.$/

表达水平#免

疫组织化学$(

W

&

Z

!

.̂-

表达水平#免疫组织化学$(

[

&

J

!

HR'0

表达水

平#免疫组织化学$

图
)

!!

@

)

Q

两组异位病灶
JW

染色及免疫

组织化学鉴定%

c1%%

'

"&"&%

!

各组异位病灶成模率
!

@

组异位病灶成模率

为
($&)-L

%

Q

组异位病灶成模率为
$%%&%%L

%

H

组未

见任何异位病灶'

1$$$

重庆医学
1%$(

年
0

月第
0/

卷第
-

期
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讨
!!

论

!!

内异症可引起痛经&性交痛&不孕等症状+

;

,

%迄今

为止其发病机制仍不明确'由于伦理学方面的约束%

动物模型已成为研究发病机制和治疗方法的主要途

径'动物模型可分为灵长类和啮齿类动物%其中灵长

类动物具有成模率低&费用昂贵等问题%限制其在研

究中的应用'而啮齿类动物具有费用低廉&易于繁殖

等优点%因此可用于内异症的发病机制及治疗等方面

的研究+

)

,

'

目前应用的啮齿类内异症动物模型有大鼠自体

移植模型和免疫缺陷小鼠异体移植模型'大鼠自体

移植模型虽然存在很多优点如易于生长&移植物无自

身免疫抵抗等+

-./

,

%但移植物本身来源于实验动物%与

人类的种属差异性较大%实验结果不能直接应用于人

类'在免疫缺陷小鼠异体移植模型中%人子宫内膜被

直接种植于小鼠腹腔内%移植的内膜组织保留原来的

组织形态和生化特性%可以在动物体内研究人子宫内

膜的侵袭演变过程'

[KW@̂ WA

等+

(

,和
B@_@[@.

>@

等+

$%

,将人子宫内膜组织碎片或子宫内膜细胞悬

液%注射到裸鼠的腹腔中成功构建内异症病灶'

@[.

MA>IYIA

等+

$$

,通过把卵巢巧克力囊肿患者的囊内组

织和在位内膜的组织碎片%注射到
AHIR

小鼠的腹腔

内%成功构建内异症病灶'

JW

等+

$1

,将人子宫内膜细

胞注射到裸鼠身上%成功构建内异症病灶%成模率高

达
/%L

'

以往在内异症病灶发展的研究中%常根据在特定

时间进行开腹探查后所得的异位病灶体积&大小等来

评价病灶发展情况+

$'.$0

,

'该方法缺乏对同一病灶准

确&实时的监控%不能明确区分病灶与周围组织%需在

不同的时间点牺牲实验动物+

$;

,

'近年来%活体无创观

察方法备受关注'其原理是应用病毒载体将荧光素

酶或荧光蛋白基因转入子宫内膜细胞或组织%把已转

染的细胞或组织种植于实验动物身上%运用活体成像

仪即可监测异位病灶的位置及其大小+

$)

,

'

ZWKKW.

KM

等+

$-

,成功建立了内异症小鼠模型%通过无创监测

来研究内异症病灶早期的生长和进展情况'

?@Y[

等+

$/

,将含有红色荧光蛋白基因的腺病毒转染内膜细

胞%然后将其注射于裸鼠皮下或腹腔内%通过荧光扫

描成像系统监测病灶的生长情况'本实验方法灵敏

度高&特异性强%能实时监测活体动物病灶的动态变

化%避免了处死动物带来的实验损耗%以及只能单次

对同一个体进行病灶生长情况评估等缺点%具有不可

比拟的优越性+

$(

,

'

本实验中
JW

染色及免疫组织化学结果证明了

移植的内膜组织并未改变其特异性蛋白表达%确定异

位病灶组织与人子宫内膜组织同源%与
TJ@M

等+

1%

,

报道相符'而通过活体成像系统监测到的异位病灶

荧光信号
KMI

值先减小后增大%与
AMJY[WY

等+

1$

,

和
[KMM>JXIA

等+

11

,报道相符'可示踪的内异症

裸鼠模型造模成功'

与以往的大鼠自体移植法建模及有创测量法相

比%本方法采取人的子宫内膜组织建立模型%减少了

因物种差异带来的结果偏差(使用无创的监测手段%

减少实验动物损耗%可连续&实时&准确地观察病灶的

生长情况'本研究通过建立可靠&重复性强&可示踪

的内异症动物模型%为研究内异症提供坚实的研究平

台%可广泛应用于临床前内异症新药疗效测试及内异

症的发生机制研究'
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