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子宫内膜异位症（内异症）是发生在生育年龄妇女

的常见病，生存素(survivin)是迄今发现作用最强的凋亡

抑制因子，研究表明其在内异症的发病中起着重要

作用［1-3］。我们前期研究发现慢病毒介导靶向 survivin

基因的短发夹状RNA(以下简称LV-shRNA)在体外、体

内能诱导异位内膜细胞凋亡，抑制裸鼠皮下异位病灶的

生长［4-7］。本研究通过观察LV-shRNA对人子宫内膜在

裸鼠腹腔内种植及生长的影响，探讨其对内异症发生、

发展的预防效果。

1 材料与方法

1.1 子宫内膜组织标本的选择与收集

选取珠江医院妇产科行手术治疗的内异症患者8

例，手术前3个月未接受激素治疗。于术时或子宫离体

后立即刮取子宫内膜组织，洗去血块和粘液，将标本剪

成0.5 mm3碎块，装入含双抗的冰磷酸盐缓冲液中备

用。标本的采集均经患者的知情同意。

1.2 裸鼠

购自中山大学动物实验中心的BALB/c雌性裸鼠，

6~7周龄，体质量18~20 g，SPF级标准化环境饲养。

1.3 主要试剂

LV-shRNA自行构建［4］。阴性对照空载慢病毒由上

海吉凯基因化学公司提供。兔抗人 survivin多克隆抗
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摘要：目的 研究慢病毒介导生存素(survivin)基因特异性短发夹状RNA(shRNA) 对人子宫内膜在裸鼠腹腔种植生长的影响。

方法 将45只裸鼠随机分为实验组、阴性对照组及空白对照组，每组15只，将子宫内膜异位症患者在位内膜注射入裸鼠腹腔，同

时将survivin-shRNA慢病毒、空载慢病毒及磷酸盐缓冲液分别注射至3组裸鼠腹腔内，2周后观察各组子宫内膜种植成功率，光

镜下观察异位病灶的形态学特点，免疫组化方法检测各组病灶中 survivin的表达水平。结果 实验组子宫内膜种植成功率

（26.67%）明显低于阴性对照组（73.33%）及空白对照组（80%，P<0.01）；实验组成活的异位内膜腺体发育不良，间质伴有不同程

度的坏死；该组病灶中survivin蛋白表达亦明显下降，与两对照组比较差异有显著性（P<0.001）。结论 慢病毒介导survivin基因

特异性shRNA能够通过靶向沉默survivin基因明显抑制人子宫内膜在裸鼠腹腔中的种植生长。
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Abstract: Objective To investigate the inhibitory effect of lentiviral vector-mediated short hairpin RNA targeting survivin
(LV-survivin shRNA) on the growth of human endometrium xenograft in the abdominal cavity of nude mice. Methods The
endometrium xenografts from 8 women with endometriosis were injected into the peritoneal cavities of 45 nude mice. The
mice were then randomly assigned to receive intraperitoneal injection of LV-survivin shRNA, pGCL-NC-GFP (negative
control) or PBS (blank control). Two weeks later, the number and morphometry of endometriotic lesions were quantified and
the expression of survivin protein were detected by immunohistochemistry. Results The formation of endometriotic lesions
was significantly suppressed in mice receiving LV-survivin shRNA injection as compared with those in the two control groups
(P<0.001). The mice in LV-survivin-shRNA group showed significantly down-regulated expression levels of survivin protein
compared with those in the negative and blank control groups, presenting also necrosis in the endometriosis-like lesions in
microscopic observation. Conclusion Lentiviral vector-mediated shRNA can effectively inhibit the expression of survivin in
human endometrium xengrafts and suppress the formation and growth of endometriotic lesions in the abdominal cavities of
nude mice.
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1.4 分组及处理

将45只裸鼠随机分为实验组、阴性对照组和空白

对照组，每组15只。取裸鼠下腹部为手术部位，碘酒、

酒精消毒后，18G针头吸取含内膜碎屑的培养液，以裸

鼠腹部脐下正中为穿刺点，确信未伤及腹部脏器，每只

裸鼠注入1 ml。同时，实验组、阴性对照组和空白对照

组分别给予腹腔注射LV-shRNA稀释液、空载慢病毒稀

释液和磷酸盐缓冲液1 ml。术后分笼饲养，注意卫生及

保暖，加强营养及喂水。注射后第15天，断颈法处死裸

鼠，切开腹壁，全面检视腹腔，剥离出异位内膜病灶，以

10%甲醛固定，常规石蜡包埋。部分行HE 染色，光镜下

观察病灶组织学形态，其余部分行免疫组化检测。

1.5 子宫内膜种植成功判断标准［8］

肉眼观种植病灶直径≥2 mm，表面被结缔组织覆

盖并有血管形成；病理证实种植病灶中可见子宫内膜腺

上皮细胞、腺体和间质的生长。

1.6 免疫组化检测Survivin蛋白表达

收集各组异位病灶组织，制作石腊切片，采用免疫

组化检测Survivin。具体方法参考文献［9］进行。

1.7 统计学处理

用SPSS13.3统计软件处理，计量资料以均数±标准

差表示，采用单向方差分析，如方差齐，多重比较采用

SNK分析；如方差不齐，Welch法校正后采用Dunnett's

T3分析。计数资料采用χ2检验。检验水准均为α=0.05。

2 结果

2.1 人子宫内膜异位种植成功率及种植病灶的病理

检查

病灶多位于盆腹腔的腹壁、肠系膜及肠管表面, 大

小约3.0 mm3，呈隆起的小囊状，表面可见小血管爬行；

实验组、阴性对照组及空白对照组子宫内膜异位种植成

功的例数分别为4 例（26.67%）、11 例（73.33%）和12 例

（80.00%），3 组种植成功率差异有显著性意义（χ2=

10.556, P=0.005）。其中实验组存活率最低，明显低于

其他两组。

2.2 裸鼠腹腔种植病灶的病理学形态特点

HE染色后光镜下观察，阴性对照组和空白对照组

可见异位子宫内膜生长良好，可以看到完整的腺体及间

质结构；实验组可见异位内膜明显减少，细胞稀疏，腺体

萎缩，部分结构不完整，间质伴有不同程度的坏死（图1）。

2.3 腹腔种植病灶survivin的表达

所有腹腔种植病灶中均可检测到survivin的表达，

蛋白表达的阳性颗粒主要位于腺上皮细胞的胞浆及胞

核内，也可见于少数内膜间质细胞中（图2）。实验组

survivin蛋白表达强度最低，明显低于两对照组（P<

0.001）；阴性对照组与空白对照组比较，survivin蛋白的

表达强度差异无统计学意义（P>0.05，表1）。

图2 免疫组化检测病灶内survivin蛋白的表达
Fig.2 Expression of survivin protein in the endometrotic lesions (Original magnification: ×400). A: Blank control group; B: Negative
control group; C: LV-survivin shRNA group.

A B C
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图1 裸鼠腹腔异位种植内膜病理改变
Fig.1 Pathological examination of the endometrotic lesions in nude mice (HE staining, original magnification: ×200). A: Blank control
group; B: Negative control group; C: LV-survivin shRNA group.
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3 讨论

研究表明，异位子宫内膜细胞抗凋亡能力的增强是

内异症发生和发展的重要因素［10-12］。Survivin作为一种

关键性的凋亡抑制因子，在内异症异位内膜及在位内膜

组织中表达增强促进了内异症的发生和发展［1-3］。本课

题组已开展了关于抑制Survivin 基因表达治疗内异症

的研究，在前期实验中已成功构建了LV-shRNA［3］，体外

实验表明，该慢病毒能够明显促进异位内膜细胞凋亡、

抑制细胞的增殖［5］。同时，LV-shRNA可明显抑制内异

症鸡胚绒毛尿囊膜模型的血管生成及异位种植灶生

长［6］。另外，为进一步明确LV-shRNA对内异症的体内

治疗效果，我们建立了皮下种植的裸鼠内异症模型，结

果显示该慢病毒的局部应用能够有效地抑制裸鼠皮下

种植异位内膜病灶的生长［7］。

裸鼠内异症模型的异位病灶可以建立在腹腔、腹部

或背部皮下［13-14］，但人类内异症病灶最常见于盆腹腔，自

发的皮下内异症相对少见，腹腔种植模型更能体现移植

物在宿主体内的自然生长过程，更好地体现腹腔内环境

的变化。因此，本研究通过观察LV-shRNA对人子宫内膜

在裸鼠腹腔内种植生长的影响，探讨其对内异症发生发

展的预防效果。实验结果发现慢病毒介导shRNA通过

靶向抑制Survivin基因的表达，明显抑制子宫内膜在裸

鼠腹腔内的种植生长，大大降低子宫内膜的种植成功

率，且存活的异位病灶亦存在不同程度的发育不良或坏

死，而其他两组没发现类似现象，间接表明Survivin基因

参与调控了子宫内膜的异位种植，通过靶向抑制Survivin

的表达即有可能延缓和预防内异症的发生发展。

本课题对LV-shRNA预防内异症的有效性进行了

初步的评估，但其远期疗效以及对机体器官功能的影响

尚不清楚，有待进一步研究。
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表1 各组裸鼠腹腔种植病灶survivin蛋白表达的比较
Tab.1 Expression of survivin protein in the endometrotic lesions
(Mean±SD)

Group

LV-survivin shRNA

Negative control

Blank control

n

4

11

12

Survivin protein

0.087±0.022

0.307±0.039

0.327±0.038
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