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软坚散结中药对子宫内膜异位症
模型小鼠内膜黏附因子的影响
俞而慨 程明军 王宜生 李大金 邹琴娣 徐丛剑

（复旦大学附属妇产科医院中西医结合科，上海市方斜路419号，200011）

［摘 要］ 目的 观察软坚散结中药对子宫内膜异位症模型小鼠异位内膜黏附的影响。 方法 用增强型绿色荧光蛋白（ EGFP）转
基因和野生型C57BL／6J 小鼠建立子宫内膜异位症模型，中药组给予软坚散结中药灌胃，空白组、模型对照组（对照组）则给予等量的
生理盐水灌胃，2周后成像并比较两组小鼠荧光表达的强弱；流式细胞术检测异位病灶的凋亡情况；Western blot 和实时定量 PCR
等技术对异位内膜的细胞间黏附分子1（ ICAM-1）和透明质酸受体CD44进行检测。 结果 镜下可见模型小鼠肠管间、腹壁下、肝小
叶下或脾周形成绿色团块状或星点状内膜异位病灶，中药组异位灶体积及荧光表达强度明显低于对照组（ P＜0.05） ，中药组和对照
组异位内膜细胞的凋亡率与空白组差异有统计学意义（ 均P＜0.01） ，且中药组高于对照组（ P＜0.05） ；中药组CD44、ICAM-1蛋白
和mRNA 表达显著低于模型对照组（均P＜0.01） 。对照组、中药组的CD44和ICAM-1mRNA 表达量分别是空白组的16.34、2.75和
1.53、1.19倍。 结论 软坚散结中药可抑制子宫内膜异位症模型小鼠异位内膜病灶的产生，这种作用可能是通过降低黏附因子
ICAM-1、CD44的表达而实现的。
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Effect of Herbs Softening and Resolving Masses on the Adhesion Factors of Endometrium of Endometriesis Model Mice
YU Erkai，CHENG M injun，WANG Yisheng，et al．
（ Obstetr ical and Gynecological H osp ital of Fudan Univ ersity，Shanghai200011）
ABSTRACT Objective  T o evaluate the effect of herbal medicines w ith the functions to soften and resolve masses of ectopic
endometrium of mouse model of endometriosis．Methods T he enhanced green fluorescent protein （ EGFP） transgenic and w ild-
type C57BL／6J mice w ere used to establish the mouse model of endometriosis．For the herb group，the herbal medicine w as
administered by gavage．For the control and blank groups，the same amount saline w as given by gavage．T w o w eeks later，all
model mice w ere sacrificed and optical density of fluorescence of ectopic endometrium w as calculated for comparison．T he ectopic
endometrium，uterus and ovaries w ere examined histologically and FCM analysis w as performed to access cell apoptosis，Western
blot and Real-t ime PCR was performed to access the expression of ICAM-1and CD44in the ectopic endometrium．Results Under
fluorescent microscope，the green cake-like or punctiform ectopic endometrium w ere found betw een the intestines，under abdominal
w all or under hepatic lobules or around spleen in the model mice．T he volume and optical density of fluorescence of ectopic
endometrium of the herb group w ere significantly low er than those of the control group （ P ＜0．05） ，the cell apoptosis of the herb
group and the control group w as significantly different from that of the blank group （ P ＜0．01） ，and the herb group w as also
higher than the control group （ P＜0．05） ．T he expression of CD44，ICAM-1and mRNA in the herb group w as significantly low er
than that of the control group （ P ＜0．01） ．T he expression of CD44，ICAM-1and mRNA of the control and the herb group w as
16．34and2．75，and1．53and1．19times respectively of the blank group．Conclusion T he herbs w ith the functions to soften and
resolve masses exert a grow th-inhibitory effect on ectopic endometrium of model mice．It is may be realized by inhibit ing the
expression of CD44and ICAM-1．
Key Words Endometriosis；Softening and resolving masses；ICAM-1；CD44
  盆腔子宫内膜异位症的发病机制有多种学说，以
1921年 Sampson 提出的“经血逆流种植”学说最为经
典。 细胞间黏附分子1（ ICAM-1） 、透明质酸受体CD44
等在逆流入腹腔的内膜细胞异位生长中起到重要作

用［1］。本实验利用绿色荧光蛋白（ EGFP）转基因小鼠同

系异体子宫内膜腹腔注射诱发模型，采用Western blot
和实时定量 PCR 等技术对ICAM-1、CD44进行检测，
探讨软坚散结中药在小鼠异位内膜与腹膜黏附过程中

对黏附因子 ICAM-1、CD44的作用。
1 材料与方法
1.1 动物

6～8周龄未交配健康雌性增强型绿色荧光蛋白
（ EGFP）转基因C57BL／6J 小鼠购于南京大学模式动物
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遗传研究中心（许可证号：FC*K 苏2005-002） ，体重18
～20g；同周龄雌性未交配野生型 C57BL／6J 小鼠由中
国科学院上海生命科学院实验动物中心提供（许可证
号：SYXK 沪2004－0011） ，体重18～20g。 实验期间所
有动物均在中国科学院上海生命科学院实验动物中心

SPF 级环境中饲养，采用上海斯莱克实验动物有限责
任公司提供的标准饲料。 实验前适应性喂养2周。
1.2 药物和试剂

软坚散结中药（主要成分为血竭、三七、薏苡仁等）
由江苏康缘药业股份有限公司代为加工制成含生药量

0.2g／ml 的无菌煎剂，密封，4℃保存。 ICAM-1、CD44
引物由上海生工生物工程技术服务有限公司合成；
Annxin-VPI 双染试剂盒 （ Becton Dickinson） ；蛋白抽
提RIPA 试剂盒（上海申能博彩生物科技公司） ；兔抗
CD44（ 武汉博士德公司） ；兔抗 CD54（ Protein T ech
Group） ；鼠抗β-actin（ Protein T ech Group） ；DAB显色
试剂盒（北京中杉金桥公司） ；总RNA 抽提试剂TRIzol
试剂（ M olecular research center ） ；cDNA 合成试剂盒
Revert AidTMFirst Strand cDNA Synthesis Kit
（ Fermentas ） ；SYBR Green Real time PCR Master
M ix 试剂盒（ T OYOBO） 。
1.3 主要仪器

流式细胞仪（ Becton Dickinson） ；紫外分光光度计
Quantity Ⅱ （ Phamarcia Beckman ） ；Olympus SZX16
荧光体视镜；ABI 7000实时定量 PCR 仪 （ Applied
Biosystems） 。
1.4 动物造模、分组及处理

参照文献［2］，处死6～8周龄EGFP 转基因C57BL／
6J小鼠，无菌条件下开腹切取荧光小鼠子宫，剥除子宫
肌层，将内膜剪碎后置于DMEM ／F12培养液中。 以12
号无菌针头将子宫内膜组织悬液以1∶2的比例（即供
体鼠与受体鼠的比例为1∶2）于左侧鼠蹊部注射于同
周龄野生型C57BL／6J受体鼠腹腔。 将模型鼠随机分为
中药组和对照组，每组10只，另设5只小鼠作为空白组
（ 左侧鼠蹊部仅注射等量培养液） 中药组按照生药量
3g／kg 每日灌胃0.3ml（按临床用药剂量，以成人60kg
与小鼠的体重折算系数9.01折算成小鼠用量［3］） ；对照
组及空白组5只小鼠每日灌胃等量无菌生理盐水，两
周后所有小鼠取材。
1.5 荧光定量分析及病理检测

处死小鼠后，于Olympus SZX16荧光体视镜下观
察异位病灶生长情况，进行荧光成像。 用 Image
ProPlus7.0软件计量各视野荧光光密度（ OD）值，将所
有视野OD 值相加即得总OD 值；分析比较各组小鼠的

荧光表达强弱。
于镜下分别取异位病灶、子宫和卵巢放入4％多聚

甲醛液中固定，常规脱水，石蜡包埋，切片厚5μm，HE
染色，显微镜下观察。
1.6 流式细胞检测细胞凋亡

荧光体视镜下取各组小鼠异位病灶及所附着的腹

膜组织（空白组取部分正常腹膜组织） ，眼科剪刀剪碎，
边剪边 PBS 冲洗，尼龙网过滤，收集细胞。 2000r／min
离心5min，弃上清，PBS 洗2次。按Annxin-VPI双染试
剂盒说明进行其余步骤。 70％冷乙醇固定后PBS 洗2
次，加入RNA 酶0.1mg／ml37℃孵育30min，50mg／L
的碘化丙啶 （ PI ） 1ml，染色30min，上机检测。 用
CELLQUEST 和ModFIT LT for Macv1.01软件分析
细胞凋亡。
1.7 Western blot 检测

按 RIPA 试剂盒说明抽提并测定总蛋白浓度，取
50μg 总蛋白与上样液混合，上样前煮沸3分钟。 制备
10％聚丙烯酰胺凝胶，上样、电泳、转膜、封闭。 在硝酸
纤维膜上滴加 CD44（1∶100） 、ICAM-1（1∶100） 、β-
actin（1∶1000）一抗4℃孵育过夜。 洗膜后滴加辣根过
氧化物酶标记的二抗37℃孵育1h，DAB显色。 扫描图
片，Image Pro Plus7.0软件分析条带灰度值，经内参β-
actin 校正后进行统计学分析。
1.8 实时定量PCR 检测

按 照 Molecular research center 提 供 TRizol
reagent 的操作步骤抽提总RNA，紫外分光光度计测得
总RNA OD260／280在1.8～2.0之间，用超纯水调整
RNA 浓度到 lμg／μl。 取cDNA 样品2μl，上下游引物各
0.8μl （10μM ） ，SYBR Green Realtime PCR Master 混
合液10μl，蒸馏水补足到20μl的反应体系。引物序列为
ICAM-1：5’-AATGCCAGCTCGGAGGATCAC-3’（上
游） ，5’-GCCGAGGACCATACAGCACGT-3’（下游） ；
CD44：5’-GCAGCCAACCACACAGGAGTAT-3’ （ 上
游） ，5’-TCGAAGGAATTGGGTAGGTCTGT-3’ （ 下
游 ） ；Β-Actin：5’-AGGCCCAGAGCAAGAGAGGTA
TC-3’ （ 上游 ） ，5’-CGCAGCTCATTGTAGAAGGTG
TG-3’（下游） 。反应参数：95℃预变性60s，40个扩增循
环，每循环95℃变性15s，60℃复性60s。 反应结束后由
实时定量 PCR 仪根据反应过程中产生的荧光信号进
行数据处理得出Ct 值。 本次实验采用实时荧光定量
PCR 的相对定量法，以β-actin 作为内参照，同时以空
白组作为基准，空白组／对照或软坚散结组细胞RNA
的表达量表示成空白组细胞的 n 倍。 N ＝2－△△Ct；
△△Ct＝对照或软坚散结组△Ct－空白组△Ct＝（ Ct
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对照或软坚散结组－Ct 对照或软坚散结组β-actin） －
（ Ct 空白组－Ct 空白组β-actin） 。 每次反应均做5个
复孔。
1.9 统计学方法

采用SPSS13.0统计软件进行统计分析，计量数据
用均数±标准差（ x±s） 表示，组间差异用两个独立样
本 t 检验，组间率的比较采用u检验。
2 结果
2.1 各组子宫内膜异位病灶的荧光量比较

造模后各组分别灌胃2周，处死小鼠并开腹，置于
荧光体视镜下可见异位种植的子宫内膜于腹壁下、肠
管间、肝小叶下或脾周形成绿色团块状或星点状内膜
异位病灶。 对照组病灶体积较大，荧光表达较强，而中
药组病灶体积较小，荧光强度亦较弱。 表1示，对各组
模型小鼠的平均荧光强度进行分析，发现对照组的荧
光强度较强，而中药组平均荧光强度明显较对照组弱，
差异具有统计学意义（ P＜0.01） 。
2.2 各组小鼠异位病灶凋亡率比较

对照组、中药组与空白组的小鼠异位病灶及所附
着的腹膜组织凋亡率差异均具有统计学意义 （ P ＜
0.01） ，且中药组与对照组的差异有统计学意义（ P＜
0.05） ，见表1。
表1 各组小鼠异位灶的荧光OD 值和凋亡率比较（ x±s）
组别 鼠数 荧光OD 值 凋亡率（ ％）
空白组 5 － 2.71±0.94
对照组 10 29109.27±15081.91 24.07±5.30△
中药组 10 9637.93±2489.54** 32.82±5.07*△

  注：与对照组比较，*P＜0.05，**P＜0.01；与空白组比较，△P
＜0.01
2.3 各组小鼠异位病灶 CD44、ICAM-1蛋白表达的
比较

表2示，中药组CD44、ICAM-1蛋白表达显著低于
对照组（ P＜0.01） 。

表2 小鼠异位内膜CD44、ICAM-1蛋白和
  mRNA 表达量比较（ x±s）

组别 鼠数
CD44／actin

蛋白表达 mRNA
ICAM-1／actin
蛋白表达 mRNA

对照组 10 1.7±0.4 4.03±0.30 2.5±0.3 2.31±0.43
中药组 100.2±0.1* 1.46±0.41* 0.7±0.2* 1.95±0.64*

  注：与对照组比较，*P＜0.01
2.4 各组小鼠异位病灶 CD44、ICAM-1mRNA 表达
的比较

表2示，中药组 CD44、ICAM-1mRNA 表达显著
低于对照组（ P＜0.01） 。 以2－△△Ct计算CD44、ICAM-1
mRNA 表达量 （ 空白组为1） ，对照组、中药组的

CD44mRNA 表达量分别是空白组的16.34、2.75倍；
对照组、中药组的 ICAM-1mRNA 表达量分别是空白
组的1.53、1.19倍。
3 讨论

子宫内膜异位症发病机理至今不十分清楚，本研
究由于采用EGFP 转基因小鼠子宫内膜同系异体腹腔
注射诱发模型，开腹后可在荧光体视镜下观察，病灶由
于表达GFP 蛋白而被激发出绿色荧光，发现病灶更敏
感，并且成像后可通过活体成像分析系统对病灶的荧
光表达进行量化分析，可直接比较病灶荧光表达的OD
值，大大减弱了结果分析过程中主观因素的干扰，使得
实验结果更加准确、客观。

Braun 等［4］通过子宫内膜异位症模型显示异位内

膜细胞先天具有抗凋亡、消除免疫和利用免疫反应建
立异位灶的能力。Gebel等［5］亦证实异位内膜自发凋亡

率显著降低，说明异位内膜对凋亡的反应性下降，这可
能是异位内膜细胞异位种植的主要原因之一。 本研究
中由于空白组所取的是正常腹膜组织，而对照组和中
药组为异位内膜及其附着腹膜组织，实验时间为2周，
可能异位内膜尚处于黏附、侵袭期，还未有血管新生，
故异位内膜凋亡率高。 而中药组的异位内膜凋亡率高
于对照组，提示中药有诱导其凋亡的作用，组方中的薏
苡仁亦有文献报道其提取物能诱导肿瘤细胞的凋

亡［6］。
子宫内膜异位症的病因中“经血逆流学说”被广泛

接受，近来研究表明内膜要成功地异位种植，“黏附、侵
袭和血管新生”是三个必不可少的环节，而内膜组织异
位生长的首要步骤是通过一系列位于细胞表面的细胞

黏附分子所介导内膜细胞与种植部位的黏附，作为调
节细胞间黏附的重要相关因子ICAM-1、透明质酸受体
CD44等起到重要作用。 ICAM-1是含有505个氨基酸
的跨膜糖蛋白，属于免疫球蛋白超家族，存在于许多细
胞的表面和细胞外基质，包括子宫内膜腺上皮和间质
细胞，介导细胞－细胞、细胞－基质之间的黏附［7］。 有
研究提示［8］，ICAM-1在异位内膜种植初期，使异位病
灶逃避免疫监视中起重要作用。 在腹膜子宫内膜异位
症中，表面看似无异常的腹膜细胞中存在着 ICAM-1
的高表达［9］，说明 ICAM-1在内异症形成的早期阶段
参与逆流子宫内膜细胞的黏附和种植起重要作用。
CD44是一种细胞表面跨膜糖蛋白分子，参与细胞与细
胞、细胞与基质之间的特异性黏附，调节细胞的增殖与
移动。 在卵巢癌腹膜种植的体外实验［10］表明，腹膜种
植灶的肿瘤细胞显示出明显地与腹膜间皮结合的能

力，这种能力可被CD44s 抗体所阻断；而从腹水得到的

·71·中医杂志2009年1月第50卷第1期 Journal of T radit ional Chinese M edicine，2008，Vol．50，No．1 



肿瘤细胞，其CD44s 表达阴性，与间皮的结合能力也很
弱。张觇宇等［11］研究显示，异位内膜表达CD44明显高
于在位内膜和正常人，认为异位内膜CD44的高表达增
加了异位子宫内膜上皮细胞的游动性，导致异位病灶
的广泛播散。 本研究结果显示，软坚散结中药能降低
CD44、ICAM-1的表达，起到减少异位内膜黏附的作
用。

以上结果显示，软坚散结中药在子宫内膜异位症
模型小鼠异位内膜的早期黏附中，通过降低异位内膜
组织CD44、ICAM-1的表达以及诱导异位内膜组织的
凋亡，明显降低了异位内膜的黏附和生长。
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中国中医科学院针灸研究所北京国际针灸培训中心（国内培训部）
招 生 简 章

北京国际针灸培训中心自1975年创办以来，已经发展成为一所在全球享有盛誉的权威培训机构。 中心一直以面向世界
普及中医针灸知识为宗旨，为完成世界卫生组织“完善针灸培训方法，为世界各国医生提供培训”的任务而努力工作。 30多年
来，培训中心已为世界上100多个国家和地区的上万名医务工作者提供了中医针灸、推拿、中药、气功等方面的培训。

全国高级针灸进修班 学费：2260元。2009年3月6日～3月19日。 此班为著名中医针灸专家临床经验传授班，属于国
家级I 类中医药继续教育项目，授予12学分。将主要讲授有关中风、类风湿、头痛、运动肌损伤、呼吸系、消化系、神经系、妇科、
皮科等疾病治疗经验、验方效穴的临床介绍及火针、头针、耳针、眼针等多种针法临床应用和操作技巧。所聘专家，均为从事中
医针灸临床30余年，知识渊博，技艺精湛，闻名中外的著名专家、名医。 将邀请中国工程院院士、中国针灸学会高级顾问程莘
农教授；中国针灸学会高级顾问、“三通法”创始人、北京针灸学会会长贺普仁教授；中国针灸学会高级顾问田从豁教授；及王
岱、张士杰、金伯华、周德安、王居易、张世雄、李定忠、王本显、蒋达树、卢鼎厚、金嫣丽、王京喜、吴中朝、杨威、杨金生、彭增福
等数十名著名专家亲自授课，表演手法、传授特技、答疑解惑。 通过学习，学员的医术均有显著提高，并成为当地针灸骨干。 持
本班结业证书上岗、出国均有效。

全国高级推拿进修班及高级按摩师资格取证班 学费2280元。2009年3月20日～4月2日。 本着使学员学到和掌握更
丰富、更全面的推拿、按摩理论知识和技能，顺利通过考核，优先竞争上岗的办学宗旨，将高级推拿进修班与高级按摩师取证
班合二为一，我校重视理论联系实际，突出名师指导下的操练，使学员打下扎实的技术功底，练就一身过硬的技术本领，通过
多期培训，考试通过率达99％，此班将邀请著名骨伤推拿专家臧福科、赵永刚等数位教授亲自授课和指导操练。 学习班结束
后，考核通过颁发国家高级按摩师资格证书及中国中医科学院针灸研究所北京国际针灸培训中心结业证书。 该班请提前报
名，报名时务必将身份证复印件，蓝底彩色2寸照片二张寄到中心。

全国高级影像诊断进修班 学费：1680元。 2009年4月4日～9日。
全国实用针灸、推拿（初级）进修班 学费：1200元。 2009年2月25日～3月6日。
联系地址：北京市东直门内南小街16号中国中医科学院针灸研究所北京国际针灸培训中心，邮编：100700，电话／传真：

010－84049008，64014411转2781，手机短信：13391675516，13671280701，联系人：赵长龙，欢迎咨询并索取2009年招生简章。
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