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正常子宫内膜仅在一个极短的关键时期允许胚胎

植入，这一时期称为围着床期，此期是妊娠发生与启动

的关键时期［1］。近年来，巨噬细胞（macrophage, Mφ）在

胚胎植入中发挥的作用引起不少学者的关注。已有研

究报道：早孕妇女的子宫内膜分布有大量Mφ，主要分布

在蜕膜和螺旋动脉周围，此乃胚胎着床和蜕膜发生的部

位；且发现子宫内膜中Mφ的分布不平衡，非着床部位

Mφ占淋巴细胞的比例下降［2］。虽然Mφ在子宫中的动

态分布已有报道，但是Mφ与着床的相关性国内尚未见

研究报道。由于伦理学因素和技术的限制，人类围着床

期子宫内膜Mφ的研究难以深入开展。小鼠的胚胎着

床类型与人类一致，均属于表面着床模式，因此，我们利

用妊娠小鼠和假孕小鼠模型，观察子宫组织中Mφ的变

化特点以及Mφ在着床部位和非着床部位的分布差异，

探讨其在围着床期胚胎植入中的作用。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 试剂 大鼠抗小鼠F4/80抗体，PE标记的兔抗大
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摘要：目的 观察小鼠子宫中胚胎着床部位与非着床部位巨噬细胞（Macrophage, Mφ）的分布差异，探讨其在胚胎着床过程中的

作用。方法 取真孕（n=30）和假孕小鼠（n=30）子宫组织，选择30只妊娠小鼠模型作为实验组，同时选择30只假孕小鼠模型作为

对照组，在围着床期取两组小鼠子宫组织，采用免疫组化技术检测子宫组织中Mφ、诱导型一氧化氮合成酶（iNOS）、白血病抑制

因子（LIF）的分布，分析比较子宫组织中胚胎着床部位和非着床部位Mφ、iNOS和LIF的分布差异及相关性。结果 在小鼠子宫

组织中，观察到实验组Mφ在D4.5（雌鼠交配后次日晨阴道见栓为D0.5）前主要分布子宫内膜，D4.5后主要分布于子宫外膜，对

照组Mφ主要分布于子宫内膜；实验组 iNOS在D4.5前主要分布子宫内膜，D4.5后主要见于子宫肌膜和外膜，对照组 iNOS主要

位于子宫内膜，且实验组Mφ和 iNOS分布呈正相关。此外，实验组LIF显著表达于子宫内膜，对照组几乎不表达，二者间有统计

学差异（P<0.05）；着床部位Mφ、iNOS和LIF明显高于非着床部位，其中Mφ、LIF比较有统计学差异（P<0.05）。结论 围着床期

小鼠子宫组织中Mφ主要分布在子宫内膜及胚胎着床点，并伴有 iNOS和LIF的表达，提示Mφ在胚胎着床中可能发挥重要作用。
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Abstract: Objective To investigate the effect of macrophages on embryo implantation by observing the distribution of
macrophages in mouse uterine tissues during the peri-implantation period. Methods Uterine tissues were collected from
pregnant (n=30) and pseudopregnant mice (n=30) during the peri-implantation period. The distributions of macrophages,
iNOS and leukemia inhibitory factor (LIF) were determined by immunohistochemistry and the correlations of macrophages
with iNOS and LIF were analyzed. Results Macrophages were located mainly in the endometrium before D4.5 in the pregnant
rats with D0.5 defined as the morning when a vaginal plug was observed. After D4.5, the macrophages was significantly
reduced in number (P<0.05) in the endometrium and gradually migrated to the perimetrium. In the psudopregnant mice,
macrophages were located mainly in the endometrium. Before D4.5, iNOS-positive cells were detected mainly in the
endometrium and the myometrium in the pregnant rats and became significantly reduced on D4.5 (P<0.05); in the
pseudopregnant mice, the positive cells were mostly detected in the endometrium. Significant differences were found in the
distribution of the macrophages and LIF between the implantation and non-implantation sites (P=0.013). LIF was mostly
located in the endometrium in the pregnant mice but scarcely detected in the pseudopregnant mice. Conclusion Macrophages
are located mainly in the endometrium and the implantation site where iNOS and LIF are expressed, suggesting the important
role of macrophages in the determination of implantation.
Key words: peri-implantation period; uterine; macrophage; inductive nitric oxide synthetase; leukemia inhibitory factor
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鼠IgG（美国Santa Cruz 公司）；兔抗小鼠 iNOS抗体，羊

抗兔 IgG（武汉博士德生物有限公司）；人抗小鼠LIF抗

体，兔抗人 IgG；SABC试剂盒，DAB显色剂，内源性过

氧化物酶抑制剂，PBS，枸橼酸盐缓冲液，4%多聚甲醛。

1.1.2 实验动物 取性发育成熟的昆明小鼠，由南方医

科大学动物实验中心提供，自由饮水取食。雌鼠：6~8

周龄，体质量28±2 g；雄鼠：2~3月龄性成熟。

1.1.3 主要仪器 石蜡切片机、石蜡包埋机、生物组织烤

片机、恒温箱、光学显微镜、镊子、剪刀、解剖盘等解

剖用具。

1.2 方法

1.2.1 假孕小鼠模型的建立 昆明雄鼠全麻状态下，开

腹结扎双侧输精管，常规缝合，恢复后与动情期雌鼠

以 1∶1比例合笼，次日清晨发现阴道栓者记为D0.5，以

此类推，选取D1.5~D6.5小鼠作为对照组（n=30）。

1.2.2 妊娠小鼠模型的建立 昆明小鼠于动情期以雌雄

比例 1∶1 合笼，次日发现阴道栓者，记为 D0.5，选取

D1.5~D6.5小鼠作为实验组（n=30）。于午间12~14点

分别取两组小鼠，颈椎脱臼处死，开腹取“Y”型子宫，固

定于4%多聚甲醛液，常规石蜡包埋切片。

1.2.3 免疫组织化学法（SABC法） 石蜡标本连续切片，

厚度4 μm，每例标本连续10张切片后取1张，每例标本

取5张切片，之后进行SABC法染色（依据说明书操作），

每张切片随机取10个视野，在10×20倍镜下计数阳性

细胞，阳性细胞呈棕黄色或棕褐色颗粒。

1.3 统计学处理

应用SPSS13.0软件统计数据，计数结果用均数±标

准差表示，组间比较采用两样本t检验，两者相关性采用

两变量相关性分析，设双侧检验，P<0.05为差异有统计

学意义。

2 结果

2.1 妊娠组与假孕组小鼠子宫解剖形态和组织结构比较

解剖形态学观察可见：假孕组小鼠子宫细小，颜色

苍白或呈淡粉色，随妊娠天数（D1.5~D6.5）增加，小鼠子

宫未见明显变化；妊娠组小鼠子宫随妊娠天数增加，逐

渐充血增粗，表面水肿呈水样光泽，D4.5开始出现肉眼

可见的充血、红色串珠样的局部隆起（图1）。

组织学HE染色显示：假孕组子宫内膜可见明显的

腺体和基底细胞，D1.5~D6.5未见明显变化。实验组小

鼠子宫内膜呈分泌期改变，D1.5~D3.5子宫内膜上皮细

胞明显水肿，基质疏松，间质细胞少见蜕膜化；D4.5开始

子宫内膜进一步增厚，间质细胞明显蜕膜化，着床部位

可见胚胎结构，血管显著增生；非着床部位血管增生较

少，腺体相对密集（图2）。

2.2 小鼠子宫中F4/80-Mφ和iNOS的分布

SABC法DAB显色后可见F4/80-Mφ可分布于子

宫各层（图3），其中妊娠组子宫内膜Mφ数目在D1.5、

D4.5和D6.5低于假孕组，D2.5高于假孕组，差异均有统

计学意义（表1）。同时观察到妊娠组子宫肌膜的Mφ数

目D4.5和D6.5低于假孕组，D2.5高于假孕组，差异均

有统计学意义（表2）；妊娠组子宫外膜的Mφ数目D2.5、

D4.5、D5.5和D6.5均明显高于假孕组，差异有统计学意

义（表3）。此外，F4/80-Mφ在子宫的分布随着时间发生

明显改变，D4.5前主要分布于子宫内膜，D4.5后逐渐迁

移至子宫外膜。

图2 小鼠子宫组织着床点与非着床点HE染色
Fig.2 Histological changes of the uterus in early pregnancy (HE staining, original
magnification: ×200). A: Implantation sites; B: Non-implantation sites.

A B

图1 两组的小鼠子宫-解剖学形态
Fig.1 Anatomic morphology of the uterus in the two groups. A:
Control group (D4.5); B: Experimental group (D4.5).

着床点

着床旁

A B
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表1 子宫内膜F4/80-Mφ和iNOS的分布
Tab.1 Comparison of the number of F4/80 and iNOS staining in mouse endometrium during early pregnancy (Mean±SD)

Time

D1.5

D2.5

D3.5

D4.5

D5.5

D6.5

Contol group

F4/80

194.8±16.239

217.8±25.253

282.2±16.843

257.4±11.632

123.0±13.342

236.4±23.923

iNOS

56.6±4.561

31.4±2.302

45.6±3.847

45.6±4.615

40.2±3.033

45.4±4.393

Experimental goup

F4/80

131.0±15.604

344.6±66.410

285.4±51.428

101.4±18.38

97.6±39.956

96.9±23.685

iNOS

36.6±6.025

83.2±10.498

72.0±17.306

60.3±8.193

45.4±10.997

38.0±11.643

P

F4/80

0.000*

0.004*

0.898

0.000*

0.196

0.000*

iNOS

0.000*

0.000*

0.010*

0.003*

0.326

0.199

*P<0.05.

表2 子宫肌膜F4/80-Mφ和iNOS的分布
Tab.2 Comparison of the number of F4/80 and iNOS distribution in mouse myometrium during early pregnancy (Mean±SD)

Time

D1.5

D2.5

D3.5

D4.5

D5.5

D6.5

Control group

F4/80

94.0±6.671

65.8±6.221

132.2±16.589

113.8±8.228

66.0±7.969

116.8±12.112

iNOS

37.4±3.362

32.6±3.050

22.6±1.517

25.8±3.114

33.2±4.324

32.8±3.701

Experimental group

F4/80

80.6±22.645

139.8±52.997

148.6±30.900

58.8±22.330

79.6±14.462

93.6±16.514

iNOS

21.8±4.764

30.0±11.832

17.2±6.723

27.7±6.617

36.6±5.542

36.9±7.637

P

F4/80

0.240

0.015*

0.101

0.000*

0.075

0.016*

iNOS

0.000*

0.647

0.191

0.376

0.254

0.283

*P<0.05.

诱导型一氧化氮合成酶（iNOS）阳性细胞分布

于子宫各层，妊娠组子宫内膜 iNOS在D1.5明显低于

假孕组，D2.5、D3.5和D4.5高于假孕组，差异有统计

学意义（表 1）。子宫肌膜中 iNOS比较，妊娠组D1.5

显著低于假孕组，D4.5、D5.5、D6.5高于假孕组，无显

著性差异（表 2）。子宫外膜 iNOS比较，妊娠组D1.5

低于假孕组，D3.5-D6.5均高于假孕组，差异均有统计

学意义（表3）。此外，子宫中 iNOS数量于D4.5后明显

下降。

F4/80-Mφ与iNOS进行两变量相关性分析：围着床

期F4/80-Mφ与 iNOS之间存在正相关关系，r=0.565，P=

0.000。

A B C

D E F

图3 妊娠组小鼠子宫F4/80-Mφ随妊娠时间的变化
Fig.3 Change of macrophages in the mouse uterine during early pregnancy (SABC staining, original magnification: ×200).

D1.5 D3.5D2.5

D4.5 D5.5 D6.5
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2.3 着床部位与非着床部位Mφ的分布

既往研究认为小鼠同笼后D4.5是着床起始的时

间，故我们将滋养细胞粘附于内膜上皮（D4.5）为界，分

为两个阶段，即着床前阶段（D1.5~4.5）与着床后（D4.5~

6.5）阶段。D4.5~6.5 期间，观察发现小鼠子宫 F4/

80-Mφ、白血病抑制因子（LIF）在着床部位的数目显著

高于非着床部位，差异均有统计学意义（P<0.05）；iNOS

在着床部位的数量高于非着床部位，但差异无统计学意

义（P>0.05，表4）。且对F4/80-Mφ与LIF进行两变量相

关性分析，二者之间存在相关性（r=0.256，P=0.027）。

表3 子宫外膜F4/80-Mφ和iNOS的分布
Tab.3 Comparison of the number of F4/80 and iNOS distribution in mouse perimetrium during early pregnancy (Mean±SD)

Time

D1.5

D2.5

D3.5

D4.5

D5.5

D6.5

Control group

F4/80

66.2±5.805

62.0±6.964

112.4±10.015

78.8±7.855

69.4±6.580

80.6±6.618

iNOS

18.2±2.588

21.4±2.074

16.4±2.074

20.4±1.673

15.6±2.074

19.6±2.074

Experimental group

F4/80

75.2±8.228

92.0±26.945

130.2±32.98

99.4±18.851

118.3±25.906

119±14.530

iNOS

12.5±1.817

26.2±8.228

68.8±17.71

41.5±8.797

39.0±9.707

38.1±5.507

P

F4/80

0.081

0.043*

0.282

0.038*

0.001*

0.000*

iNOS

0.003*

0.242

0.000*

0.000*

0.000*

0.000*

*P<0.05.

表4 子宫内膜中F4/80-Mφ、iNOS和LIF在着床点和非着床点之间的比较
Tab.4 Comparison of the number of F4/80 staining cells, iNOS staining cells and LIF staining cells between
implantation sites and non-implantation sites (Mean±SD)

Group

F4/80-D4.5

F4/80-D5.5

F4/80-D6.5

iNOS-D4.5

iNOS-D5.5

iNOS-D6.5

LIF-D4.5

LIF-D5.5

LIF-D6.5

Implantation sites

95.47±26.183

112.40±26.824

111.73±19.919

43.80±18.321

43.00±8.670

41.13±7.549

440.20±116.367

133.20±65.366

82.40±33.193

non-implantation sites

81.60±30.061

84.60±31.534

94.60±19.751

42.53±12.939

37.67±7.807

34.20±7.876

124.60±46.377

53.40±27.772

40.60±16.876

P

0.041

0.034

0.021

0.867

0.155

0.268

0.000

0.000

0.017

3 讨论

近年来，Mφ作为体内一种重要的非特异性免疫细

胞，在胚胎植入中的作用引起越来越多学者的兴趣。

F4/80是小鼠成熟巨噬细胞表达的特异性抗原，其定位

于细胞膜［3-4］。激活的Mφ释放细胞因子如NO及血管内

皮生长因子（VEGF），可调节子宫内膜的周期性变化与

胚胎着床、妊娠过程。NO是一种重要的信使分子和生

物活性物质，半衰期较短，是目前已知双向调节血管新

生与发育最主要的细胞因子，而Mφ是体内NO合成、储

存与释放的重要来源［5］。内源性NO的生成是由左旋精

氨酸和分子氧在NOS催化下转化为L-羟基-精氨酸，再

经过进一步氧化生成稳定的NO和NO终产物［6］。iNOS

即巨噬细胞NOS，是在免疫或炎症刺激激活的巨噬细

胞中被诱导合成的。而着床被认为是一种类炎症反应［7］。

本研究发现，妊娠组小鼠的子宫解剖形态与组织学

均在D4.5发生明显改变，提示D4.5是小鼠胚胎着床起

始时间，也是局部血管生成高峰期，这种微环境是胚胎

着床、胎盘形成和妊娠维持的先决条件［8］。为了观察

Mφ在子宫中的变化，选择D1.5~D6.5小鼠为研究对象，

结果显示：妊娠组D2.5～D3.5为Mφ表达高峰，主要分

布在子宫内膜；D4.5~D6.5Mφ数量减少，主要分布于子

宫外膜层，此结果与De等［9］的研究结果一致，提示子宫

F4/80巨噬细胞在着床阶段迁移至子宫外膜层，远离着

床部位，利于减少对胚胎的免疫排斥作用［10］。

胚胎着床过程与子宫内膜的蜕膜化和血管的新生

密切相关，研究发现NO不但可以促进子宫内膜蜕膜

化、血管新生，而且通过增加血管的通透性促进血液循

环和营养物质之间的交换，影响胚胎的发育［11］。本研究

中发现妊娠组 iNOS表达量高于假孕组，主要集中在子

宫内膜层；且F4/80-Mφ与 iNOS之间存在正相关关系，

提示 iNOS可能在促进胚胎着床过程中发挥重要作用，

并且Mφ可能通过NOS作为下游信号分子，调控着床过

·· 368



http://www.j-smu.com J South Med Univ, 2015, 35(3): 365-369

程。Tan等［8］关于围着床期小鼠子宫巨噬细胞与内膜血

管生成关系的初步探讨中，进一步证实了此推测。

许多研究证实多种免疫细胞因子均参与胚胎着床

过程，LIF作为胚胎着床点的分子标记物，是已被证实的

介导胚泡着床的最关键细胞因子之一［12］。那么Mφ在胚

胎着床过程中，与LIF之间是否存在联系，对着床部位

的选择是否发挥作用？我们首先观察LIF在子宫的表

达情况，结果显示假孕组LIF微弱表达，几乎不表达；妊

娠组LIF高表达，在子宫内膜胚胎着床部位密集分布。

当对着床部位和非着床部位Mφ、iNOS和LIF的表达进

行比较，发现三者在着床部位的分布和表达均高于非着

床部位，且Mφ和LIF的表达趋势一致，二者间存在相关

性。因此，推测Mφ不仅仅是减少免疫排斥、促进胚胎着

床，还参与着床部位的选择过程，但是具体机制还需进

一步研究。

综上所述，着床前后，子宫Mφ在时间和空间上均

发生显著变化，提示Mφ在胚胎着床中发挥重要作用，通

过降低母胎免疫耐受、促进NO生成及血管新生，直接

或间接参与着床过程和着床位点的选择，但是相关机制

还需要进一步研究。
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