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人源异种皮下注射移植法建立子宫内膜异位症
纤维化裸鼠模型的评价
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　 　 【摘要】 　 目的　 评估人源子宫内膜异位症纤维化裸鼠模型建立的可行性，确定子宫内膜间充质干细胞是否

参与诱导子宫内膜异位症纤维化。 方法　 收集人源子宫内膜标本 ４ 例，采用皮下注射的方式 １ ∶ ３ 移植到 １２ 只

ＢＡＢＬ ／ ｃ 裸鼠体内。 记录病灶皮表形态及体积变化，移植后第 １５ 天处死裸鼠，观察病灶形态及其与腹壁周围粘连

情况，ＨＥ 染色评判造模结果，Ｍａｓｓｏｎ 染色评定纤维化程度，免疫荧光追踪子宫内膜间充质干细胞在子宫内膜异位

症纤维化进程中的作用。 结果　 裸鼠异位病灶体积随时间增长，呈局限性、囊泡样改变，与腹壁粘连紧密，镜下可

见子宫内膜样腺体、胶原纤维沉积，造模成功率为 ８３􀆰 ４％，造模后病灶胶原纤维容积分数显著升高（Ｐ＜０􀆰 ０１），共聚

焦成像提示子宫内膜间充质干细胞（ＳＵＳＤ２＋）可在体内向肌成纤维细胞（α⁃ＳＭＡ＋ ）分化。 结论　 人源异种皮下注

射移植的方法建立的裸鼠模型符合子宫内膜异位症纤维化的病变特点，操作简单，可行性高，此外体内观察到子宫

内膜间充质干细胞参与诱导子宫内膜异位症纤维化形成，为进一步探究其发病机制提供较好的模型参考。
【关键词】 　 子宫内膜异位症；动物模型；异种移植；纤维化；ＢＡＢＬ ／ ｃ 裸鼠；子宫内膜间充质干细胞
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　 　 子宫内膜异位症（ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｏｓｉｓ，ＥＭＳ）指子宫内

膜腺体及间质生长在子宫腔以外的部位［１］，因其具

有恶性肿瘤过度增殖和侵袭的特性，被称为“良性

癌” ［２］，困扰着 １０％～１５％的育龄期女性［３］。 纤维化

是其固有的病理学特征［４］，广泛的纤维化是引起

ＥＭＳ 患者盆腔粘连、疼痛、不孕的主要原因［５］。
ＥＭＳ 纤维化的发病机制尚未阐明，现有研究发现子

宫内膜间充质干细胞（ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓ，ｅＭＳＣｓ）与 ＥＭＳ 纤维化进程密切相关［６］，重复

的腹腔镜监测限制了临床实施对照实验的可能，因
此构建可靠的动物模型参考尤为重要。 本研究尝

试采用皮下注射移植人源子宫内膜组织的方法建

立 ＥＭＳ 纤维化裸鼠模型，评估该模型建立的可能

性，在此基础上体内追踪 ｅＭＳＣｓ 的命运，为进一步

探究 ＥＭＳ 纤维化的发病机制、药物治疗提供可信的

体内研究基础。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

　 　 雌性 ＳＰＦ 级 ＢＡＢＬ ／ ｃ 裸鼠 １２ 只，６ 周龄，体重

１８～２２ ｇ。 购于扬州大学比较医学中心［ＳＣＸＫ（苏）
２０２２－０００９］。 在江苏省中医药研究院动物中心进

行实验［ＳＹＸＫ（苏）２０２１－００２５］，本实验遵循 ３Ｒ 原

则，通过江苏省中医药研究院动物实验伦理审查

（ＡＥＷＣ⁃２０２２１１１２５⁃２５０）。
１􀆰 １􀆰 ２　 标本

　 　 造模所用子宫内膜组织选自 ２０２３ 年 ３ 月，因子

宫肌瘤等良性病变在江苏省中西医结合医院行宫

腔镜下诊断性刮宫术的患者，共 ４ 例。 患者年龄 ２３
～４８ 岁，手术前 ６ 个月内未使用激素类药物、未放置

宫内避孕装置，２ 例患者宫内物术后病理提示为增

生期子宫内膜，２ 例为分泌期子宫内膜。 标本获取

已通过江苏省中西医结合医院伦理委员会批准

（２０２３⁃ＬＷＫＹＺ⁃０１６）。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培养基（武汉普诺赛生命科技有限

公司，ＰＭ１５０３１６）；通用型组织固定液（武汉塞维尔

生物科技有限公司，Ｇ１１０１⁃５００ＭＬ）；磷酸盐缓冲液

（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ，江苏凯基生物技术

股份有限公司， ＫＧＢ５００１）；青霉素 －链霉素溶液

（Ｇｉｂｃｏ，美国，１５０７００６３）；α －平滑肌肌动蛋白（ α⁃
ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎ，α⁃ＳＭＡ）抗体（爱必信（上海）生
物科技有限公司，ａｂｓ１３０６２１）；ＳＵＳＤ２（Ｓｕｓｈｉ ｄｏｍａｉｎ
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ２）抗体（Ｓｉｇｍａ，美国，ＨＰＡ００４１１７）。

１３００ 系列 ＩＩ 级 Ａ２ 型生物安全柜（赛默飞世尔

（苏州）仪器有限公司，１３７４）；电子称量仪（常熟市

双杰 测 试 仪 器 厂， ＪＪ３００ ）； 脱 水 机 （ ＤＩＡＰＡＴＨ，
Ｄｏｎａｔｅｌｌｏ）；包埋机 （武汉俊杰电子有限公司， ＪＢ⁃
Ｐ５）； 病 理 切 片 机 （ 上 海 徕 卡 仪 器 有 限 公 司，
ＲＭ２０１６）；冻台（武汉俊杰电子有限公司，ＪＢ⁃Ｌ５）；
组织摊片机（浙江省金华市科迪仪器设备有限公

司，ＫＤ⁃Ｐ）；光学显微镜（奥林巴斯（中国）有限公

司，ＣＫＸ４１）；眼科剪、眼科镊（山东新华医疗器械股

份有限公司）；２０ ｍＬ 一次性使用侧孔无菌溶药注射

器、１ ｍＬ 一次性使用无菌注射器（山东威高集团医

用高分子制品股份有限公司）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 标本获取与处理

　 　 取自宫腔镜下诊刮术的人源子宫内膜由经验

丰富的妇科医师留足临床病理送检的部分后收取

实验用途。 将搔刮的内膜组织 １ ／ ４ 用于固定和石蜡

切片制作，剩余置于 １×青霉素－链霉素溶液中，冰盒

转移至生物安全柜处理。 将标本按照患者来源依
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次编号为 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ，同一患者来源的内膜组织用预

冷的 ＰＢＳ 漂洗 ３ 次后称量并记录重量，内膜组织来

源临床资料及漂洗后内膜组织重量见表 １，眼科剪

将其分剪成约为 ４ ｍｍ２ 大小的碎片，１０ ～ １２ 块为一

组，置于 ０􀆰 ３ ｍＬ 的 ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培养基中混合，冰盒

转移混悬液至动物房准备接种，标本处理过程控制

在 ３０ ｍｉｎ 内。

表 １　 人子宫内膜组织来源临床资料
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｄａｔａ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ｆｏｕｒ ｃａｓｅｓ

组织来源
编号
Ｔｉｓｓｕｅ
ｎｕｍｂｅｒ

年龄 ／ 岁
Ａｇｅ ／ ｙｅａｒ

病理类型
Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｉｎｄｉｎｇｓ

漂洗后子宫内膜
组织重量 ／ ｇ

Ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ
ｗｅｉｇｈｔ ａｆｔｅｒ ｒｉｎｓｉｎｇ

Ａ ４２
子宫内膜增殖期改变
Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ
ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｕｍ

０􀆰 ２６

Ｂ ４６ 子宫内膜分泌期改变
Ｓｅｃｒｅｔｏｒｙ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｕｍ ０􀆰 ２４

Ｃ ４８ 子宫内膜分泌期改变
Ｓｅｃｒｅｔｏｒｙ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｕｍ ０􀆰 ２４

Ｄ ２３
子宫内膜增殖期改变
Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ
ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｕｍ

０􀆰 ２５

１􀆰 ３􀆰 ２　 皮下注射成模

　 　 选取裸鼠腹正中线与右下乳头连线中点为进

针点，右侧腋下与侧腹壁之间血供丰富处为种植

点；用 １ ｍＬ 针筒吸取含有内膜组织碎片的混悬液，
连接 ２０ ｍＬ 侧孔注射器针头，吸取前均匀吹打，完全

吸取组织碎片后排尽空气；左手握抓裸鼠背部皮

肤，保持裸鼠头稍低，进针点局部皮肤消毒，针尖开

口向上，右手持注射器斜 ３０°进针突破进针点皮下

后，斜 ５°推针至种植点，回抽无血后将内膜组织缓

慢注入；消毒棉签按压进针点，待进针点无液体组

织流出轻放回笼，１ 例内膜组织标本造 ３ 只裸鼠。
标本获取与处理、皮下注射成模流程如下（图 １）。
１􀆰 ３􀆰 ３　 病灶取材

　 　 造模当日记为 Ｄ０，Ｄ１５ 颈椎脱臼法处死裸鼠，
消毒腹部皮肤，持眼科剪沿腹中线剪开皮肤，镊子

钝性分离暴露异位病灶生长处，剥离异位病灶，ＰＢＳ
漂洗后 ４ ℃固定于通用型组织固定液，２４ ｈ 后梯度

脱水、石蜡切片备用。
１􀆰 ３􀆰 ４　 观察指标

　 　 裸鼠一般状态及病灶形态肉眼观：自 Ｄ０ 起每

日观察饮食、饮水情况、有无异常活动等，记录每日

裸鼠皮表病灶位置、形状、外观，Ｄ１５ 暴露病灶观察

其与腹壁粘连情况、表面有无毛细血管覆盖；病灶

注：Ａ：宫腔镜下搔刮内膜组织；Ｂ：内膜组织漂洗；Ｃ：制成内

膜碎片混悬液；Ｄ、Ｅ：皮下推送移植物；Ｆ：病灶测量。

图 １　 人源子宫内膜异位症纤维化裸鼠模型建立

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｈｙｓｔｅｒｏｓｃｏｐｉｃ ｓｃｒａｔｃｈｉｎｇ ｏｆ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ． Ｂ，
Ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｒｉｎｓｉｎｇ． Ｃ， Ｍａｋｉｎｇ ａｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｄｅｂｒｉｓ
ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ． Ｄ ／ Ｅ， Ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｐｕｓｈ ｇｒａｆｔｓ． Ｆ， Ｌｅｓｉｏｎ
ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ａ ｎｕｄｅ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ
ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｏｓｉｓ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｏｒｉｇｉｎ

体积测量：Ｄ１ 起用游标卡尺测量皮表病灶的最大直

径（Ｌ）与最大横径（Ｗ），后每隔 １ ｄ 测量 １ 次，参照

公式 Ｖ＝ ０􀆰 ５２×Ｌ×Ｗ２ 计算体积，绘制体积生长曲线；
镜下组织学改变：将造模后异位病灶及相对应的造

模前内膜标本切片进行 ＨＥ 染色，比较造模前、后组

织形态改变；纤维化程度评估：将切片进行 Ｍａｓｓｏｎ
染色，镜下观察胶原纤维沉积情况，随机截取镜下

（×１００）３ 个视野，用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件对图像进行分析，
比较胶原容积分数（ｃｏｌｌａｇｅｎ ｖｏｌｕｍｅ ｆｒａｃｔｉｏｎ，ＣＶＦ），
即胶原阳性面积与组织总面积的比值；免疫荧光染

色：将切片进行免疫荧光染色，ＤＡＰＩ 标记的细胞核，
采用 ＳＵＳＤ２ 标记子宫内膜间充质干细胞，α⁃ＳＭＡ 标

记肌成纤维细胞，比较二者共定位情况。
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 使用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ５ 软件对实验数据进行

统计分析，正态分布的计量数据以平均数±标准差

（􀭰ｘ±ｓ）进行统计描述，均数间两两比较采用独立样

本 ｔ 检验，多组间比较使用双因素方差分析，Ｔｕｋｅｙ
法进行多重比较检验，以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异具有统计

学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 裸鼠模型建立情况

２􀆰 １􀆰 １　 裸鼠模型的一般观察及成模率

　 　 造模前裸鼠饮食、饮水量正常，反应迅速，状态
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活跃，无异常活动；造模后病灶逐渐增大，Ｄ１０ 起各

模型裸鼠出现舔舐、搔抓病灶周围皮肤现象的异常

活动，状态活跃，兴奋多动，其可能与异位病灶增

大、刺激局部神经传导引发疼痛等有关。 １２ 只裸鼠

注射部位无感染表现、无死亡，其中组织来源 Ｃ 组

有 ２ 只裸鼠的病灶缩小，呈质硬结节改变，后证实造

模失败，可能与该组织来源患者的年纪过大 （ ４８
岁）、内膜的生长活力差有关，造模成功率为 ８３􀆰 ４％
（１０ ／ １２）。

注：Ａ：不同时间下皮表的病灶形态；Ｂ：Ｄ１５ 暴露皮肤后病灶形态。

图 ２　 病灶形态肉眼观

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｌｅｓｉｏｎ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｎ ｔｈｅ ｓｋｉｎ ｓｕｒｆａｃｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅｓ． Ｂ， Ｌｅｓｉｏｎ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｆｔｅｒ ｓｋｉｎ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ａｔ Ｄ１５．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｌｅｓｉｏｎ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｂｙ ｎａｋｅｄ ｅｙｅｓ

注：Ａ：局限病灶形成时间频率分布直方图；Ｂ：囊泡样病灶形成时间频率分布直方图。

图 ３　 特征性病灶形成时间的频率分布直方图

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｈｉｓｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｍｉｔｅｄ ｌｅｓｉｏｎ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ． Ｂ， Ｈｉｓｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｖｅｓｉｃｕｌａｒ ｌｅｓｉｏｎ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｈｉｓｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｌｅｓｉｏｎ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ

２􀆰 １􀆰 ２　 病灶形态肉眼观

　 　 Ｄ０～Ｄ１ 移植部位充满混悬液体，范围弥漫；Ｄ２

～Ｄ４ 液体逐渐被吸收，病灶范围局限，位置下移；Ｄ５
～Ｄ７ 囊泡样异位病灶形成，皮表可见不规则的椭圆

形凸起，透光良好；囊泡样病灶形成后，异位病灶体

积缓慢增长；Ｄ１５ 病灶凸起明显，皮表隐约可见病灶

周围细小血管，暴露皮肤后，可见内含澄清液体的

单个囊泡样病灶，与腹壁、皮下粘连紧密，周围可见

呈灰白色的结缔组织增生，病灶的表面覆有丰富毛

细血管（图 ２）。 弥漫转局限与囊泡样改变是异位病

灶形成过程中最具特征性的两个标志，模型裸鼠多

在 Ｄ３ 时形成局限病灶，囊泡样病灶多在 Ｄ５ 时出现

（图 ３）。
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２􀆰 ２　 病灶体积变化

　 　 图中黄色区域所示，造模后混悬液液体逐渐被

吸收，病灶局限，造模成功的组织来源 Ａ、Ｂ、Ｄ 裸鼠

病灶体积在 Ｄ３ 时达到谷值，与病灶形态肉眼观察

相符；图中橙色区域所示，组织来源 Ｃ 裸鼠病灶体

积随时间缩小，在 Ｄ９、Ｄ１３ 时小于组织来源 Ｂ、Ｄ 裸

鼠病灶，差异有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５），Ｄ１５ 时差异

显著（Ｐ＜０􀆰 ０１），ＨＥ 染色评判该组织来源裸鼠中仅

有 １ 只造模成功，以上提示成功的裸鼠模型病灶随

时间增长，其体积的连续测量可直观反映造模结果

（图 ４）。

图 ５　 造模前、后组织学对比

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇ

２􀆰 ３　 镜下组织学改变

　 　 造模前留存的组织标本具有典型的子宫内膜

腺体和间质结构，腺上皮呈柱状排列，核下可见空

泡，腺体数目多，形态较为规则，基本无毛细血管及

纤维结缔组织增生，或间质较致密，腺体呈增殖期

改变；或腺体呈分泌期改变，间质较疏松，与常规病

理结果相符。 造模后异位病灶腺体丰富，呈不典型

增生改变，形态不规则，囊泡增大，或见单个囊泡，
其内覆扁平或矮柱状腺上皮，间质厚薄不一，间质

邻近有较多毛细血管，纤维组织增生明显（图 ５）。
２􀆰 ４　 纤维化程度评估

　 　 Ｍａｓｓｏｎ 染色后，造模前内膜组织细胞形态正

注：Ａ：病灶体积变化曲线。 Ｄ９、Ｄ１３、Ｄ１５ 时，与组织来源 Ｃ 裸

鼠病灶体积相比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；Ｂ：红色虚线所圈区域

依次为 Ｄ１５ 时组织来源 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ 裸鼠的皮表病灶。

图 ４　 病灶体积变化

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｌｅｓｉｏｎ ｖｏｌｕｍｅ ｃｈａｎｇｅ ｃｕｒｖｅ． Ａｔ Ｄ９， Ｄ１３， ａｎｄ Ｄ１５，
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｖｏｌｕｍｅ ｏｆ ｌｅｓｉｏｎｓ ｉｎ ｔｉｓｓｕｅ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ Ｃ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ，
∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｂ， Ａｒｅａ ｃｉｒｃｌｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｒｅｄ ｄｏｔｔｅｄ ｌｉｎｅ ｉｓ
ｔｈｅ ｓｋｉｎ ｓｕｒｆａｃｅ ｌｅｓｉｏｎｓ ｏｆ ｔｉｓｓｕｅ ｓｏｕｒｃｅｓ Ａ， Ｂ， Ｃ， ａｎｄ Ｄ ｎｕｄｅ
ｍｉｃｅ ａｔ Ｄ１５．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｌｅｓｉｏｎ ｖｏｌｕｍｅ ｃｈａｎｇｅ
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常，蓝色胶原纤维偶见；而造模后病灶切片镜下可

见大量胶原纤维聚集，增大的囊泡内可见少许胶原

纤维沉积。 造模后病灶组织的胶原纤维容积分数

显著升高（Ｐ＜０􀆰 ０１），差异有统计学意义（图 ６）。
２􀆰 ５　 共聚焦成像结果

　 　 共聚焦成像结果显示，用于造模的人源子宫内

膜中，呈绿色的 ＳＵＳＤ２ 整齐地表达于血管周，较少

见到呈红色的 α⁃ＳＭＡ，二者无明显共定位；而造模

后，异位病灶中 ｅＭＳＣｓ 表达明显增多，并伴随着与

α⁃ＳＭＡ 的共定位表达广泛存在（图 ７），表明 ｅＭＳＣｓ
在 ＥＭＳ 纤维化病灶形成过程中向肌成纤维细胞

分化。

注：Ａ：造模前、后胶原纤维分布；Ｂ：造模前、后胶原容积分数。 与造模前相比，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 造模前、造模后 Ｍａｓｓｏｎ 染色与 ＣＶＦ
Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｆｉｂｅｒｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇ． Ｂ， Ｃｏｌｌａｇｅｎ ｖｏｌｕｍｅ ｆｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ

ｂｅｆｏｒｅ ｍｏｄｅｌｉｎｇ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｍａｓｓｏｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ＣＶＦ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇ

图 ７　 造模前、后免疫荧光染色对比

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇ
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３　 讨论

　 　 纤维化是 ＥＭＳ 主要的病理组织学特征，多由肌

成纤维细胞过度沉积细胞外基质形成［７－８］，抑制纤

维化是目前治疗 ＥＭＳ 的潜在策略［９－１０］。 现有报道

表明 ｅＭＳＣｓ 可以通过向肌成纤维细胞分化［１１－１２］ 或

旁分泌途径［６］，参与 ＥＭＳ 纤维化的进程，然而其研

究多缺乏相应的体内验证，因而适宜的动物模型构

建可为体外深层次分子机制研究提供印证，是 ＥＭＳ
纤维化发病机制及治疗药物研究的重要载体。 为

了确定 ｅＭＳＣｓ 在 ＥＭＳ 纤维化进程中的诱导作用，本
实验在成功探索人源 ＥＭＳ 纤维化裸鼠模型的基础

上，利用 ＳＵＳＤ２（ｅＭＳＣｓ 的标记物）、α⁃ＳＭＡ（肌成纤

维细胞的标记物）对组织切片进行双染色，共聚焦

成像结果显示，造模后异位病灶中 ｅＭＳＣｓ 表达明显

增多，并伴随着与 α⁃ＳＭＡ 的共定位表达广泛存在，
表明在人源 ＥＭＳ 纤维化裸鼠体内，ｅＭＳＣｓ（ＳＵＳＤ２＋）
可以向肌成纤维细胞（α⁃ＳＭＡ＋）分化。

在既往的动物模型探索中，非人灵长类动物虽

具备自发形成 ＥＭＳ 纤维化的条件［１３］，但因成本高

昂、造模成功率低等无法普及［１４］。 啮齿类动物成本

低廉、造模可行性高被广泛应用于 ＥＭＳ 动物模型构

建［１５］，同源异体移植将供体大鼠或小鼠的子宫（包
含子宫肌层和子宫内膜）通过腹膜缝合、腹腔注射

或皮下注射的方式植入受体大鼠或小鼠体内诱发

ＥＭＳ 纤维化；人源异种移植解决了同源内膜移植物

在种属起源、生化特性方面与人类异位病灶间存在

差异的问题［１６］，ＢＡＬＢ ／ ｃ 裸鼠是理想的人源子宫内

膜组织植入受体，Ｇｒüｍｍｅｒ 等［１７］ 研究显示造模后 ２
ｄ 种植内膜发生附着，第 ４ ～ ７ 天即可在移植灶处观

察到血管内生，病灶可在腹膜内维持 ４ 周。
基于此，本实验采用人源异种皮下注射移植的

方法建立 ＥＭＳ 纤维化裸鼠模型。 首先，在移植内膜

类型及处理方式选择上，研究提示子宫内膜所处的

月经周期对异位病变的影响无显著性差异［１８］，使用

新鲜的、未经体外培养的子宫内膜组织可明显提高

病灶粘附率［１７］，本实验利用腔镜可视化的条件，由
高年资妇产科医师取材，再经术后病理筛除病变的

内膜，确保裸鼠异位病灶保留人源组织的形态特征

与生长侵袭活力；其次在移植方法的选择上，腹腔

种植法［１４］须经麻醉、腹部切口手术、缝合等步骤，操
作耗时长，裸鼠术后感染风险高；腹腔注射法造模

后，受肠管蠕动的影响种植部位散在，不利于异位

病灶的定量评估，本实验选用皮下注射的方式，操
作简便，节省了麻醉及缝合等步骤，缩短造模时间；
此外，研究提示宿主的雌激素水平［１７］、外源性激素

的补充［１９］及所处动情周期［２０］ 不影响异位病灶的形

成及移植结果，故本研究造模前不予裸鼠去势或动

情周期的统一，造模后也不予裸鼠外源性雌激素的

补充。
移植后异位病灶体积增大、肉眼观察到内含澄

清液体的类圆形囊状结构是评定模型成功的重要

标准［２１］，囊泡样异位病灶的形成符合 ＥＭＳ 诊断中

“异位包块”的核心特征，本实验中移植的人源子宫

内膜碎片随时间定植、增长，在裸鼠体表即可观察

异位病灶形态及生长情况，较为直观，而移植灶逐

渐缩小至质硬结节，可用于初步判定造模结局。
ＥＭＳ 镜下病理诊断应至少包含以下三项中的两

项［１］：（１）子宫内膜基质细胞；（２）子宫内膜上皮细

胞；（３）子宫内膜样组织内部或周围具有慢性出血

征象。 本实验对裸鼠异位病灶切片进行 ＨＥ 染色，
镜下观察到子宫内膜样腺体和间质即判定为造模

成功。 Ｍａｓｓｏｎ 染色是评估纤维化程度的重要依据，
常用于纤维化相关研究［２２］，本实验发现与移植前留

存的内膜标本相比，模型移植灶 Ｍａｓｓｏｎ 染色后镜下

可见大量蓝色胶原纤维沉积，胶原纤维容积分数升

高明显，提示移植后人源子宫内膜在受体裸鼠体内

形成异位病灶的同时发生纤维化，符合 ＥＭＳ 病变特

点。 该模型的建立，使体内追踪 ｅＭＳＣｓ 命运成为可

能，共聚焦成像提示 ｅＭＳＣｓ（ＳＵＳＤ２＋）可以在体内向

肌成纤维细胞（α⁃ＳＭＡ＋ ）分化，这一发现验证了此

前相关的体外研究［１１－１２］，因而在此基础上探究其深

入的病理机制、开发 ＥＭＳ 纤维化临床诊断的新型标

志物、筛选治疗该病的有效药物是今后的新方向，
以期为 ＥＭＳ 纤维化患者提供个体化治疗。 与此同

时，观察到模型裸鼠存在舔舐、搔抓腹部等异常活

动，可能与移植后异位病灶生长刺激局部神经传导

引发疼痛有关，为在此模型基础上探索 ＥＭＳ 疼痛模

型提供借鉴。
综上所述，本实验采用皮下注射移植的方式将

人源子宫内膜组织注射到裸鼠体内，成功建立 ＥＭＳ
纤维化裸鼠模型，操作简便；通过对异位病灶皮表

观察与体积测量初步评估造模成效，镜下组织学观

察、纤维化程度评估以判定造模结果，可行性高；成
功验证 ｅＭＳＣｓ 在体内可以通过向肌成纤维细胞分

化从而诱导 ＥＭＳ 纤维化形成，为从抑制纤维化角度
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治疗 ＥＭＳ、探索 ＥＭＳ 纤维化发病机制提供较好的模

型基础。 然而，裸鼠作为免疫缺陷小鼠，其作为造

模受体限制了该模型在免疫、炎症等相关领域的研

究［２３］；此外，皮下移植的术式尚不能替代“逃逸”的
子宫内膜碎片组织在盆腹腔中自由粘附、侵袭和血

管生成的全过程，忽略了盆腹腔微环境在 ＥＭＳ 纤维

化致病过程中的作用。
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