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两种方法清除大鼠子宫内膜巨噬细胞的比较研究
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　 　 【摘要】 　 目的　 通过比较氯膦酸二钠脂质体不同给药途径的作用差异，探索更有效的大鼠子宫内膜巨噬细

胞清除方法。 方法　 雌性 ８ 周龄 ＳＤ 大鼠随机分为单侧对照组（左侧宫腔注射磷酸缓冲盐脂质体 １００ μＬ）、单侧清

除组（右侧宫腔注射氯膦酸二钠脂质体 １００ μＬ）、双侧对照组（双侧宫腔注射磷酸缓冲盐脂质体 １００ μＬ）、双侧清除

组（双侧宫腔注射氯膦酸二钠脂质体 １００ μＬ）、全身对照组（尾静脉注射磷酸缓冲盐脂质体 ５００ μＬ）和全身清除组

（尾静脉注射氯膦酸二钠脂质体 ５００ μＬ）。 注射后 ４８ ｈ，获取组织样本。 采用 ＨＥ 染色观察子宫、卵巢组织形态结

构，免疫组化观察子宫、卵巢组织中巨噬细胞阳性表达，流式细胞术检测子宫、卵巢组织中巨噬细胞数量的变化。
结果　 各组大鼠子宫、卵巢组织结构与形态并无明显差异。 免疫组化法结果显示，与对照组相比，单侧及双侧清除

组中子宫巨噬细胞阳性表达明显降低（Ｐ＜０􀆰 ００１），卵巢巨噬细胞阳性表达无影响（Ｐ＞０􀆰 ０５），全身清除组子宫和卵

巢组织中巨噬细胞阳性表达均减少（Ｐ＜０􀆰 ０１，Ｐ＜０􀆰 ０１）；与单侧及双侧清除组相比，全身清除对卵巢组织中巨噬细

胞阳性表达的影响更大（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 流式细胞术检测显示，与对照组相比，各清除组均能有效降低子宫组织中巨噬

细胞百分比（Ｐ＜０􀆰 ００１，Ｐ＜０􀆰 ００１，Ｐ＜０􀆰 ０５），与全身清除组相比，单侧及双侧清除组子宫内膜巨噬细胞清除效果更好

（Ｐ＜０􀆰 ０５，Ｐ＜０􀆰 ０５）；各清除组卵巢组织中巨噬细胞数量与对照组相比均有所下降，其中全身清除组巨噬细胞数目

减少最明显（Ｐ＜０􀆰 ０５），单侧及双侧清除组与对照组相比差异无统计学意义（Ｐ＞０􀆰 ０５）。 结论　 局部宫腔注射氯膦

酸二钠脂质体清除子宫巨噬细胞的方式优于尾静脉注射，并可避免其对卵巢巨噬细胞的影响，是建立理想的子宫

局部巨噬细胞清除模型的最佳方法。
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ｔｈｅ ｕｎｉｌａｔｅｒａｌ ａｎｄ ｂｉｌａｔｅｒａｌ ｃｌｅａｒａｎｃｅ ｇｒｏｕｐｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ＞０􀆰 ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｌｏｃａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｌｏｄｒｏｎａｔｅ
ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ ｗａｓ ｍｏｒｅ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｔｈａｎ ｃａｕｄａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｆｏｒ ｃｌｅａｒｉｎｇ ｕｔｅｒｉｎｅ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ， ａｎｄ ｔｈｅ ｉｍｐａｃｔ ｏｎ ｏｖａｒｉａｎ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ
ｗａｓ ｌａｒｇｅｌｙ ａｖｏｉｄｅｄ． Ｔｈｕｓ ｌｏｃａｌ ｃｌｏｄｒｏｎａｔｅ ｌｉｐｏｓｏｍｅ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｉｓ ａｎ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｉｎｇ ａ ｌｏｃａｌ ｕｔｅｒｉｎｅ
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｃｌｅａｒａｎｃｅ ｍｏｄｅｌ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ； ｉｎｔｒａｕｔｅｒｉｎｅ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ； ｃｌｏｄｒｏｎａｔｅ ｌｉｐｏｓｏｍｅ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 巨噬细胞是月经周期中参与子宫内膜修复和

再生的关键异质性细胞群。 既往研究表明，巨噬细

胞在子宫内膜重构中起着重要作用，与蜕膜化和正

常妊娠的建立与维持有关，有助于妊娠期间的组织

重塑，并在月经期间清除子宫内膜碎片，介导子宫

内膜组织的修复、再生和生长［１－２］。 巨噬细胞呈现

较强的可塑性，可在不同微环境刺激和信号下极

化，并产生促炎和抑炎两种功能表型［３］。 巨噬细胞

极化和功能异常与子宫内膜异位症［４］、宫腔粘

连［５］、子宫内膜癌［６］以及不良妊娠结局［７］ 等病变的

发生密切相关。 针对调控巨噬细胞极化，改变内膜

病理进程及疾病预后，已成为未来临床开展免疫治

疗的可能靶点之一。 氯膦酸二钠脂质体（ｃｌｏｄｒｏｎａｔｅ
ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ，ＣＬ）利用巨噬细胞的内吞机制，将氯膦酸

二钠带入细胞内，其达到一定浓度时，可引发巨噬

细胞的凋亡［８］。 研究表明，ＣＬ 可通过静脉注射、腹
腔注射、鼻腔内注射等多途径，去除骨髓、肺、肝、肿
瘤等组织中的巨噬细胞［９－１２］，但不同给药方式的清

除效果略有差异，目前对不同注射途径清除巨噬细

胞的效率研究较少。 有学者通过宫腔注射 ＣＬ 观察

子宫巨噬细胞清除后对胚胎着床的影响［１３］，但其研

究只采用了宫腔局部注射的单一途径，对不同注射

途径的清除效率和作用差异并未做过多探讨。 本研

究中，笔者在雌性 ＳＤ 大鼠的动情期，分别采用宫腔内

局部注射和尾静脉注射 ＣＬ 两种方法，观察不同注射

途径清除子宫内膜巨噬细胞的效果，为后期相关研究

提供更加合理高效的宫腔巨噬细胞清除方法。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

　 　 ８ 周龄 ＳＰＦ 级健康雌性 ＳＤ 大鼠，体重（２００±
２０） ｇ，由上海必凯科翼生物科技有限公司提供

［ＳＣＸＫ（沪）２０２３－０００９］。 动物实验操作及饲养均

在南京中医药大学实验动物中心进行［ＳＹＸＫ（苏）
２０２３－００７７］。 每笼 ５ 只大鼠，昼夜节律各 １２ ｈ，室
温 ２０～２６ ℃，湿度 ５０％～６０％，自由摄食饮水。 本实

验对动物的处理均遵照中华人民共和国科学技术

部 ２００６ 年颁布的《关于善待实验动物的指导性意

见》， 并 获 南 京 中 医 药 大 学 伦 理 委 员 会 批 准

（２０２３０７Ａ０１２），严格按实验动物使用的 ３Ｒ 原则给

予人道关怀。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 氯膦酸二钠脂质体（上海翌圣生物科技股份有

限公司，４０３３７ＥＳ０８，生产批号：Ｃ３１０３０７０），浓度为 ５
ｍｇ ／ ｍＬ；ＨＥ 染色试剂盒（北京兰杰柯科技有限公

司，ＢＬ７００Ａ，生产批号：２３１１４８７０）；即用型 ＳＡＢＣ 免

疫组化试剂盒 （武汉博士德生物工程有限公司，
ＳＡ１０２２，生产批号：１８Ｂ２１Ｆ２０Ｂ０１２２）；组化用 ＣＤ６８
抗体（武汉三鹰生物技术有限公司，２５７４７⁃１⁃ＡＰ，生
产批号：００１０７０８３）；ＡＰＣ 标记抗大鼠 ＣＤ４５ 流式抗
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体（杭州联科生物技术有限公司，Ｆ３１０４５０３，生产批

号：Ａ２０８４３）；ＦＩＴＣ 标记抗大鼠 ＣＤ６８ 流式抗体（美
国 ｅｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ 公 司， ＭＡ５⁃２８２６２， 生 产 批 号：
ＸＬ３７７４７６６）；破膜固定液试剂盒（美国 ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ 公

司，４２６８０３，生产批号：Ｂ３５５８８９）。
小动物吸入式气体麻醉机（深圳瑞沃德生命科

技有限公司，Ｒ５５０ＩＰ）；全自动组织包埋机（日本樱

花公司，ＴＥＣ５）；全封闭组织脱水机（德国徕卡仪器

有限公司，ＨｉｓｔｏＣｏｒｅ ＰＥＡＲＬ）；石蜡切片机（德国徕

卡仪器有限公司，ＲＭ２１４５）；光学显微镜（德国徕卡

仪器有限公司，ＤＭｉ８）；多色分析型流式细胞仪（美
国碧迪公司，ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 实验动物分组　
　 　 大鼠适应性饲养 ７ ｄ 后，每天上午 ９：００ ～ １０：００
进行阴道脱落细胞涂片并观察其动情周期，选取有

２ 个连续正常动情周期的雌鼠进行实验。 将 ４８ 只

雌性 ＳＤ 大鼠按随机数字表法随机分为单侧对照

组、单侧清除组、双侧对照组、双侧清除组、全身对

照组和全身清除组，共 ６ 组，每组 ８ 只。
１􀆰 ３􀆰 ２　 脂质体注射　
　 　 取动情期雌性 ＳＤ 大鼠，异氟烷充分麻醉后固

定，宫腔注射组逐层分离腹部组织，暴露子宫。 单

侧清除组从右侧子宫近卵巢侧子宫角部向阴道端，
使用微量注射器向宫腔内缓慢注入 １００ μＬ ＣＬ。 单

侧对照组向左侧宫腔内注射等体积的包裹有磷酸

盐缓冲液的脂质体（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒ ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ，ＰＬ）。
双侧清除组大鼠两侧子宫均注射 ＣＬ 各 １００ μＬ，双
侧对照组向双侧宫腔内注射等体积 ＰＬ。 全身清除

组从尾静脉注射 ５００ μＬ ＣＬ，全身对照组从尾静脉

注射 ５００ μＬ ＰＬ。 注射剂量依据既往研究中局部注

射和静脉注射的用量［１０，１４］。 注射完毕后缝合并消

毒皮肤，待大鼠恢复神志后，送返动物房。
１􀆰 ３􀆰 ３　 ＨＥ 染色　
　 　 每组中选择 ５ 只大鼠用于形态学观察。 注射

４８ ｈ 后，处死大鼠，获得子宫及卵巢组织。 一部分

组织于 ４％多聚甲醛中固定，石蜡包埋、切片，厚度

为 ６ μｍ。 每只大鼠随机选取两张切片脱蜡至水，苏
木素染色 ３ ｍｉｎ，水洗 ２ ｓ，１％盐酸酒精分化 １ ｓ，流
水冲洗 １０ ｍｉｎ，伊红染色 ３ ｍｉｎ，８５％乙醇、９０％乙

醇、９５％乙醇各脱水 １５ ｓ，无水乙醇脱水 ３ ｍｉｎ × ２
次，二甲苯透明 ３ ｍｉｎ×２ 次，中性树胶封固。 每张切

片随机选取 ５ 个低倍镜视野，光学显微镜下观察各

组大鼠子宫、卵巢基本形态。
１􀆰 ３􀆰 ４　 免疫组织化学染色　
　 　 包埋、切片步骤同 ＨＥ 染色。 每只大鼠随机选

取两张石蜡切片脱蜡至水，３％Ｈ２Ｏ２ 溶液孵育 １０
ｍｉｎ 以消除内源性过氧化物酶活性，ＰＢＳ 冲洗 ５ ｍｉｎ
×３ 次后，加入枸橼酸盐缓冲液进行抗原修复，加热

沸腾后自然冷却至室温，ＰＢＳ 浸泡切片 １０ ｍｉｎ，组织

表面滴加 ５％ ＢＳＡ 后，置于 ３７ ℃孵育箱内封闭 ３０
ｍｉｎ，加入 ＣＤ６８ 抗体（１ ∶ １５００）置于 ４ ℃过夜；次日

３７ ℃孵育复温 ３０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 冲洗 ５ ｍｉｎ×３ 次后滴加

二抗（１ ∶ ３００），３７ ℃孵育 ３０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 冲洗 ５ ｍｉｎ×３
次后滴加 ＳＡＢＣ，３７ ℃孵育 ３０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 冲洗 ５ ｍｉｎ×
４ 次后滴加 ＤＡＢ 显色剂，显色充分后蒸馏水浸没终

止反应，苏木素复染、梯度乙醇脱水，中性树胶封片

固定。 光学显微镜下观察，每张切片随机选取 ５ 个

高倍镜视野，棕黄色颗粒为 ＣＤ６８ 阳性表达，Ｉｍａｇｅ Ｊ
图像处理软件计算目标蛋白平均光密度值（ｍｅａｎ
ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ，ＭＯＤ），此值反映目标蛋白表达量。
１􀆰 ３􀆰 ５　 流式细胞术检测巨噬细胞百分比　
　 　 每组中选择 ８ 只大鼠用来观察计算组织中的巨

噬细胞百分比。 取材后，采用机械酶联合消化法制

备单细胞悬液。 Ｈａｎｋ’ ｓ 液冲洗新鲜子宫和卵巢组

织后，分别剪成 ｌ ～２ ｍｍ３ 的小块，置于 ５ ｍＬ 消化液

（１６４０ 培养基＋０􀆰 １％ Ⅳ型胶原蛋白酶＋０􀆰 １％透明

质酸酶＋２５ μｇ ／ ｍＬ ＤＮａｓｅ１）中，在 ３７ ℃下消化 １ ｈ，
充分研磨组织后，用含 ２％ ＦＢＳ 的 １６４０ 培养基冲

洗，收集各组消化液离心 ５ ｍｉｎ，转速 １５００ ｒ ／ ｍｉｎ。
离心后弃上清，细胞沉淀用 ＰＢＳ 重悬后，先进行细

胞膜表面抗体 ＣＤ４５⁃ＡＰＣ 染色，之后破膜、固定再行

ＣＤ６８⁃ＦＩＴＣ 染色，染色均在 ４ ℃环境下避光孵育 ２０
ｍｉｎ。 之后用流式细胞仪进行检测。 两种注射途径的

清除效率＝（单侧对照组－单侧清除组） ／单侧对照组。
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 应用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０ 和 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 软件统

计并分析数据。 符合正态分布的计量资料用平均

数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）表示。 采用单因素方差分析，方差

齐采用最小显著性差异检验，方差不齐采用 Ｄｕｎｎｅｔｔ’
ｓ Ｔ３ 检验。 以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 氯膦酸二钠脂质体对各组大鼠子宫、卵巢组织

形态的影响

　 　 ＨＥ 染色结果显示，各组大鼠子宫内膜的结构
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并无明显差异，组织中腺体、血管等结构完整，宫腔

通畅，无明显出血、炎性渗出和粘连等异常情况（图
１Ａ）；各组大鼠卵巢组织中各级卵泡结构正常，卵巢

未见明显充血、水肿（图 １Ｂ）。

２􀆰 ２　 氯膦酸二钠脂质体对各组大鼠子宫、卵巢组织

ＣＤ６８ 蛋白表达的影响

　 　 如图 ２ 免疫组织化学染色结果显示，正常情况

下，巨噬细胞主要分布在子宫内膜腺体周围及上皮

注：Ａ：大鼠子宫组织 ＨＥ 染色；Ｂ：大鼠卵巢组织 ＨＥ 染色。

图 １　 大鼠子宫及卵巢组织 ＨＥ 染色

Ｎｏｔｅ． Ａ， ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｒａｔ ｕｔｅｒｉｎｅ ｔｉｓｓｕｅ． Ｂ， ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｒａｔ ｏｖａｒｙ ｔｉｓｓｕｅ．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｒａｔｓ ｕｔｅｒｕｓ ａｎｄ ｏｖａｒｙ

注：Ａ：大鼠子宫 ＣＤ６８ 免疫组织化学染色，图中箭头所示棕黄色或棕褐色颗粒为阳性表达；Ｂ：大鼠子宫组织 ＣＤ６８ 阳性表达的比较；Ｃ：大鼠

卵巢组织 ＣＤ６８ 免疫组织化学染色，图中箭头所示棕黄色或棕褐色颗粒为阳性表达；Ｄ：大鼠卵巢组织 ＣＤ６８ 阳性表达的比较。 与对照组相

比，∗∗Ｐ＜０． ０１，∗∗∗Ｐ＜０． ００１；与全身清除组相比，＃Ｐ＜０． ０５。

图 ２　 大鼠子宫及卵巢组织中 ＣＤ６８ 阳性表达（ｎ＝ ５，􀭰ｘ±ｓ）
Ｎｏｔｅ． Ａ， ＣＤ６８ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｒａｔｓ ｕｔｅｒｕｓ． Ｔｈｅ ｂｒｏｗｎ⁃ｙｅｌｌｏｗ ｏｒ ｂｒｏｗｎ⁃ｂｒｏｗｎ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｓｈｏｗｎ ｂｙ ａｒｒｏｗｓ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｇｕｒｅ ａｒｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ． Ｂ， Ｈｉｓｔｏｇｒａｍ ｓｈｏｗｓ ｔｈｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＣＤ６８ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｕｔｅｒｕｓ ｏｆ ｒａｔｓ． Ｃ， ＣＤ６８ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｒａｔｓ ｏｖａｒｙ． Ｔｈｅ
ｂｒｏｗｎ⁃ｙｅｌｌｏｗ ｏｒ ｂｒｏｗｎ⁃ｂｒｏｗｎ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｓｈｏｗｎ ｂｙ ａｒｒｏｗｓ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｇｕｒｅ ａｒｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ． Ｄ， Ｈｉｓｔｏｇｒａｍ ｓｈｏｗｓ ｔｈｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＣＤ６８ ｐｏｓｉｔｉｖｅ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｏｖａｒｙ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＰＬ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０． ０１， ∗∗∗Ｐ＜０． ００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｗｈｏｌｅ⁃ｂｏｄｙ ＣＬ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０． ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＤ６８ ｉｎ ｒａｔｓ ｕｔｅｒｕｓ ａｎｄ ｏｖａｒｙ
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组织中，少量分布在间质组织。 与对照组相比，单
侧清除组、双侧清除组及全身清除组子宫内膜组织

中阳性细胞棕黄色颗粒沉积的含量均有所下降（Ｐ＜
０􀆰 ００１，Ｐ＜０􀆰 ００１，Ｐ＜０􀆰 ０１）。 各清除组间子宫组织

巨噬细胞阳性表达差异均无统计学意义（Ｐ＞０􀆰 ０５，Ｐ
＞０􀆰 ０５，Ｐ＞０􀆰 ０５）。

注：Ａ：流式细胞计数检测子宫组织 ＣＤ４５＋ＣＤ６８＋Ｍφ 相对计数；Ｂ：流式细胞计数检测卵巢组织 ＣＤ４５＋ＣＤ６８＋Ｍφ 相对计数；Ｃ：各组大鼠子宫

组织 ＣＤ４５＋ＣＤ６８＋Ｍφ 计数的比较；Ｄ：各组大鼠卵巢组织 ＣＤ４５＋ＣＤ６８＋Ｍφ 计数的比较。 与对照组相比，∗Ｐ＜０． ０５，∗∗∗Ｐ＜０． ００１；与全身清

除组相比，＃Ｐ＜０． ０５。

图 ３　 大鼠子宫及卵巢组织 ＣＤ４５＋ＣＤ６８＋巨噬细胞计数百分比（ｎ＝ ８，􀭰ｘ±ｓ）
Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｃｏｕｎｔｓ ｏｆ ＣＤ４５＋ＣＤ６８＋Ｍφ ｉｎ ｔｈｅ ｕｔｅｒｕｓ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ＦＡＣＳ． Ｂ， Ｃｏｕｎｔｓ ｏｆ ＣＤ４５＋ＣＤ６８＋Ｍφ ｉｎ ｔｈｅ ｏｖａｒｙ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ＦＡＣＳ．

Ｃ， Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＣＤ４５＋ＣＤ６８＋Ｍφ ｃｏｕｎｔ ｉｎ ｕｔｅｒｉｎｅ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ． Ｄ， Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＣＤ４５＋ＣＤ６８＋Ｍφ ｃｏｕｎｔ ｉｎ ｏｖａｒｉａｎ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ

ｔｈｅ ＰＬ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０． ０５， ∗∗∗Ｐ＜０． ００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｗｈｏｌｅ⁃ｂｏｄｙ ＣＬ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０． ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 ＣＤ４５＋ＣＤ６８＋ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｃｏｕｎｔ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｉｎ ｒａｔｓ ｕｔｅｒｕｓ ａｎｄ ｏｖａｒｙ

　 　 卵巢组织中的巨噬细胞主要分布在基质及血

管周围。 与对照组相比，单侧及双侧清除组大鼠卵

巢组织中的巨噬细胞表达无明显变化（Ｐ＞０􀆰 ０５，Ｐ＞
０􀆰 ０５），但全身清除组卵巢中的阳性细胞棕黄色颗

粒沉积的含量明显减少，差异具有统计学意义（Ｐ＜
０􀆰 ０１）。 与局部单侧或双侧清除组相比，全身清除

对卵巢组织中巨噬细胞表达的影响更大（Ｐ＜０􀆰 ０５，Ｐ
＜０􀆰 ０５），单侧清除组与双侧清除组相比差异无统计

学意义（Ｐ＞０􀆰 ０５）。

２􀆰 ３　 氯膦酸二钠脂质体对各组大鼠子宫、卵巢组织

中巨噬细胞清除效果的影响

　 　 流式细胞术结果发现（图 ３Ａ、３Ｃ），与对照组相

比，单侧清除组、双侧清除组和双侧清除组均能有

效降低子宫组织中巨噬细胞百分比（Ｐ＜０􀆰 ００１，Ｐ＜
０􀆰 ００１，Ｐ＜０􀆰 ０５）。 经进一步计算得知，单侧清除组

较单侧对照组子宫巨噬细胞占比下降了 ４９􀆰 ６％，双
侧清除组比双侧对照组子宫巨噬细胞占比降低

５４􀆰 ７％，全身清除组子宫巨噬细胞占比较全身对照

组下降了 ２９􀆰 ０％。 与全身清除组相比，宫腔单侧清

除组和双侧清除组的清除效果更好，差异具有统计

学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５，Ｐ＜０􀆰 ０５），单侧清除组与双侧清除

组间差异无统计学意义（Ｐ＞０􀆰 ０５）。
本研究同时检测了各组大鼠卵巢组织巨噬细

胞的数量，结果显示（图 ３Ｂ、３Ｄ），与对照组相比，通
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过宫腔及尾静脉注射 ＣＬ 后，卵巢中的巨噬细胞数

量均有一定程度的减少，其中全身清除组卵巢组织

中巨 噬 细 胞 数 目 减 少 的 最 为 明 显， 占 比 下 降

４４􀆰 ３％，差异具有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 单侧清除

组和双侧清除组卵巢组织中巨噬细胞占比依次下

降了 １２％、１５􀆰 ８％，与对照组相比，差异无统计学意

义（Ｐ＞０􀆰 ０５，Ｐ＞０􀆰 ０５）。 其余各清除组间相比，差异

均无统计学意义（Ｐ＞０􀆰 ０５，Ｐ＞０􀆰 ０５，Ｐ＞０􀆰 ０５）。

３　 讨论

　 　 巨噬细胞是子宫内膜中主要的免疫细胞之一，
在女性整个生殖周期发挥多种重要作用。 他在子

宫内膜内的位置、表型和数量也随月经周期的变化

而变化［１５］。 生理状态下，巨噬细胞发挥吞噬作用，
清除子宫内膜碎片，产生多种生长因子，促进子宫

内膜组织的修复和再生。 未怀孕时，巨噬细胞少量

存在于子宫内膜中，受精后和怀孕期间内膜中巨噬

细胞的数量增加，并大量存在于蜕膜组织中［１６］。 早

期妊娠阶段，除了局部免疫功能外，巨噬细胞可以

通过促进螺旋动脉重塑、调节滋养层植入和血管生

成，影响胎盘发育［１７－１８］。 此外，巨噬细胞在分娩前

流入子宫肌层和蜕膜，并支持子宫收缩、胎儿排出、
胎盘排出和子宫复旧［１９－２０］。 然而，高水平活化的巨

噬细胞通常会导致不良的妊娠结局，如流产、先兆

子痫等［２１－２２］。 相关临床研究也发现，宫腔粘连患者

子宫内膜活检组织中，活化增多的 Ｍ１ 型巨噬细胞

通过产生促纤维化介质，促使子宫内膜基质细胞向

肌成纤维细胞分化，导致子宫内膜间质被纤维组织

取代［２３］。 鉴于巨噬细胞在子宫内膜中的重要作用，
进一步明确其参与子宫内膜功能调控的作用机制，
对探索内膜病变可能的治疗靶点至关重要。

有研究在小鼠结扎冠状动脉左前降支后注射

白喉毒素消除巨噬细胞，建立巨噬细胞消除的心肌

梗死模型，进而探究巨噬细胞在心梗过程中的作

用［２４］。 但研究发现，心梗模型建立后，白喉毒素并

不能显著清除巨噬细胞，在增加给药频率和浓度

后，虽清除效果提高，但成活小鼠生存状态极差，无
法用于后续实验。 本研究中采用的氯膦酸二钠脂

质体是将游离的氯膦酸二钠包裹进膦脂双分子层

的水相中形成的氯膦酸盐脂质体，当 ＣＬ 进入体内

后，特异性地被巨噬细胞吞噬，在巨噬细胞溶酶体

膦脂酶的作用下，释放溶解在脂质体水相中的氯膦

酸二钠，并累积在细胞质内。 当其达到一定浓度时

可以诱导巨噬细胞凋亡，从而起到清除巨噬细胞的

作用。 该药物靶向巨噬细胞产生一定的清除作用，
不会对动物个体造成任何毒副作用［８］。 目前 ＣＬ 的

注射途径多样，使用剂量不一，得到的清除效果有

所差异。 选择何种有效且简便的注射方式，在节省

实验用药成本的同时，便于开展后续研究，是目前

尚待解决的问题。 本研究尝试用局部注射和全身

注射两种给药途径清除子宫内膜巨噬细胞，采用组

织形态学、免疫组化法和流式细胞术等实验技术，
多角度比较二者的清除效果和差异，力求寻找一种

更为有效的巨噬细胞清除方法。
在本研究中，为了更好地避免大鼠个体间差异

及手术操作产生的实验误差，利用 ＳＤ 大鼠双角子

宫这一特性，实验同时设立了宫腔单侧注射组，以
另一侧子宫注射 ＰＬ 作为 ＣＬ 注射的自身对照。 此

外，考虑到尾静脉注射 ＣＬ 对全身其他脏器的影响，
且卵巢和子宫同为生殖系统的脏器，故选择同时观

察使用巨噬细胞清除剂后，卵巢组织中巨噬细胞是

否发生变化。 组织形态学结果显示，无论是局部宫

腔注射还是全身静脉注射 ＣＬ，均对大鼠子宫和卵巢

的形态、结构无影响，可进一步开展后续实验。
ＣＤ６８ 是一种在巨噬细胞中高表达的跨膜糖蛋

白，他在巨噬细胞侵入和黏附捕获病原体、细胞垃

圾等过程中发挥作用。 此外，ＣＤ６８ 还参与巨噬细

胞分化、调节细胞外基质降解、调节免疫反应等生

物学过程［２５］。 为了观察使用巨噬细胞清除剂后，巨
噬细胞在子宫和卵巢组织中的分布与变化，本研究

采用免疫组化检测 ＣＤ６８ 蛋白在组织中的阳性表

达。 结果显示，巨噬细胞标志物 ＣＤ６８ 阳性表达主

要分布在子宫内膜腺体周围及上皮组织中，少量分

布在间质组织，而在卵巢中主要分布在基质及血管

周围。 局部和全身注射 ＣＬ 均能减少子宫中 ＣＤ６８
蛋白的表达，此外，全身清除组卵巢中 ＣＤ６８ 的表达

也有所下降。 但宫腔注射 ＣＬ 对卵巢中的 ＣＤ６８ 蛋

白表达无明显影响，这与宫腔局部注射的 ＣＬ 无法

通过输卵管到达卵巢，继而不能有效作用于卵巢中

的巨噬细胞有关。
为了更准确地表明组织中巨噬细胞的清除效

率，本研究将各组大鼠子宫、卵巢组织分别制备为

单细胞悬液后进行 ＣＤ６８ 和 ＣＤ４５ 双阳性染色，通过

流式细胞仪计数组织中巨噬细胞的百分比。 结果
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显示单侧、双侧清除组子宫巨噬细胞百分比较单

侧、双侧对照组依次下降了 ４９􀆰 ６％、５４􀆰 ７％，全身清

除组巨噬细胞较全身对照组巨噬细胞占比降低

２９􀆰 ０％。 与全身清除组相比，宫腔直接注射 ＣＬ 的清

除效果更好。 虽然全身清除组通过尾静脉注射 ＣＬ
也能起到一定的子宫巨噬细胞清除作用，但同时该

组卵巢组织中的巨噬细胞占比也下降了 ４４􀆰 ３％。
有研究尝试使用注射白喉毒素以敲除全身巨噬细

胞，来研究巨噬细胞在妊娠早期的重要作用。 结果

发现卵巢巨噬细胞被敲除后，严重影响卵巢排卵功

能并造成孕激素分泌的失调，在妊娠早期巨噬细胞

耗竭还会导致胚胎着床停止［２６］。 本研究结果也表

明，相对于全身清除而言，局部清除对大鼠卵巢组

织中的巨噬细胞影响更小，也可排除由于卵巢原因

导致的变量影响后续研究。
综上，本研究表明，将氯膦酸二钠脂质体局部

作用于子宫，可有效减少子宫巨噬细胞的数量，并
可避免其对卵巢巨噬细胞的影响，不会进一步影响

子宫正常的形态和功能。 此外，局部注射相较于全

身注射也可大大减少 ＣＬ 的用量，有效节约实验用

药成本，是建立理想的子宫局部巨噬细胞清除模型

的最佳方法。
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