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子宫内膜异位症是一种严重影响妇女身心健康的

常见、良性病变，但却有侵袭、种植和复发等恶性行为。

研究表明，异位子宫内膜细胞抗凋亡能力的增强及新生

血管的形成是导致子宫内膜异位症发生和发展的关

键［1-2］。survivin 是凋亡抑制蛋白家族中的新成员，是迄

今发现最强的凋亡抑制因子，能抑制细胞凋亡，促进细

胞增殖，并参与血管生成［3-5］。近年研究发现survivin在

子宫内膜异位症的发生、发展中起着重要作用［6-8］。本研

究建立鸡胚绒毛尿囊膜（chick embryo chorioallantocic

membrane, CAM）子宫内膜异位症模型，观测慢病毒介

导的靶向survivin基因的短发夹状RNA (shRNA)对异

位接种后内膜的生长行为及新生血管的形成的影响，为

子宫内膜异位症的靶向治疗提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 材料来源

1.1.1 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子宫内膜异位症患者10例，年龄
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摘要：目的 研究慢病毒介导生存素基因特异性短发夹状RNA(shRNA) 对子宫内膜异位症异位内膜生长及新生血管形成的影

响。方法 建立鸡胚绒毛尿囊膜(CAM)子宫内膜异位症模型，随机分成单纯接种组、shRNA慢病毒组、空载慢病毒组和空白载体

组，每组30只。通过Image-proplus软件测量新生血管面积与鸡胚尿囊膜面积比(VA/CAM) 评价沉默survivin基因对CAM血管

生成的影响，TUNEL检测异位内膜细胞凋亡，组织病理学观察异位内膜病灶生长行为。结果 shRNA慢病毒处理组种植内膜

存活率最低，该组VA/CAM明显低于单纯接种组、空载慢病毒组和空白载体组（P<0.001），后 3组间比较无显著性差异（P>

0.05）。shRNA慢病毒处理组种植内膜细胞凋亡率明显高于其他3组（P<0.05），另3组间比较无显著性差异（P>0.05）。shRNA

慢病毒处理组病灶在光镜下可见腺体结构不完整，间质伴有不同程度的坏死。结论 慢病毒介导survivin基因特异性shRNA能

够显著抑制人子宫内膜异位症种植CAM模型的新生血管形成，抑制子宫内膜在CAM上的种植生长。
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Abstract: Objective To investigate the inhibitory effect of lentiviral vector-mediated short hairpin RNA targeting survivin
(LV-survivin shRNA) on angiogenesis and growth of endometriosis-like lesions in chick en embryo chorioallantoic membrane.
Methods Eutopic endometrium from women with endometriosis was transplanted onto the non-vascular region of (CAM),
where LV-survivin shRNA was delivered subsequently. The angiogenesis and the growth of endometriosis-like lesions in the
CAM model were evaluated. Results The angiogenesis and formation of endometriosis-like lesions were significantly
suppressed in the CAM model by treatment with LV-survivin shRNA in comparison with those in the untreated CAM models
and models treated with empty LV or DMEM (P<0.001). LV-survivin shRNA also caused a significantly higher cell apoptotic
rate in the endometriosis-like lesions than the other treatments (P<0.001) and induced necrosis in the lesions. Conclusion
LV-survivin shRNA can effectively inhibit angiogenesis induced by the eutopic endometrium and markedly suppress the
formation of endometriosis-like lesions in the CAM model.
Key words: survivin; short hairpin RNA; endometriosis; lentivirus; chicken embryo chorioallantoic membrane
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（35±8）岁，月经规律，无其他内分泌、免疫和代谢性疾

病，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，小部分组织用甲醛溶液固

定，行常规病理检查。术后病理证实为子宫内膜异位

症，分泌期子宫内膜。余大部分组织标本用无菌D-

hanks液漂洗3次，洗去血块和粘液，将标本剪成1 mm×

1 mm×1 mm，装入盛有100 U/ml 青霉素和100 μg/ml

链霉素的冰D-hanks液中备用。标本的采集均经患者

的知情同意。

1.1.2 鸡胚 选用7日龄德国沙伊鸡种鸡胚，质量约(48±

5) g。由华南农业大学实验动物禽场提供。

1.1.3 主要试剂 Survivin-shRNA 慢病毒表达载体自

行构建［10］。阴性对照空载慢病毒由上海吉凯基因化学

公司提供。末端脱氧核苷酸转移酶介导的脱氧尿苷三

磷酸标记法( TUNEL)细胞凋亡原位检测试剂盒购自南

京凯基生物科技发展有限公司。

1.2 方法

1.2.1 鸡胚的制备 鸡胚购回实验室后即以1‰温新洁

尔灭溶液清洗，移至超净台，在照蛋器指示下距胚头右

下方1.5 cm 处做标记，用碘酒、酒精消毒后，以标记处

为中心开出一个1.0 cm×1.0 cm的小窗，滴加2滴生理

盐水使CAM下塌，与卵壳膜分离，去除卵壳膜，暴露

CAM，制成假气室，用无菌贴膜封口，窗口朝上，放入温

度37.8 ℃、相对湿度60%的孵箱中孵育备用。

1.2.2 子宫内膜接种与实验分组 开窗后第1天，鸡胚随

机分成单纯接种组、shRNA慢病毒组、空载慢病毒组和

空白载体组，每组30只。单纯接种组将1 mm×1 mm×

1 mm的子宫内膜组织接种至CAM相对无血管区，用无

菌贴膜封口；后3组均先将1 mm×1 mm×1 mm子宫内

膜碎片接种至CAM相对无血管区，用无菌贴膜封口，

24 h后再以2 mm×2 mm×2 mm无菌明胶海绵碎片为载

体，shRNA慢病毒组、空载慢病毒组分别选用浓度为

8×108 TU/ml 的 survivin-shRNA 慢病毒 4 μl 和 2×109

TU/ml 的空载慢病毒 1.6 μl 用无血清 DMEM 培养液

稀释至20 μl，滴加于无菌明胶海绵上，贴附于鸡胚种

植内膜处。空白载体组于明胶海绵上滴加无血清

DMEM 培养液20 μl。经上述处理后将鸡胚放入温度

37.8 ℃，相对湿度60%的孵箱中继续孵育，每天翻蛋2

次，共孵育7 d。

1.2.3 血管生成定量分析方法 接种7 d后所有鸡胚揭

去贴膜，向假气室内加入等量甲醇、丙酮配成的固定液，

固定15 min，剪下3 cm×3 cm的CAM，平铺于滤纸上，

在自然光线下，用数码相机采用近距离模式原位拍照。

保存图像文件，用计算机图像处理系统 Image-Pro Plus

6.0读入保存的图像，进行数据收集。分别计算以载体

为中心直径1 cm区域内新生血管面积与该区域鸡胚尿

囊膜面积比(VA /CAM)。根据下列公式计算血管抑制

率(Inhibition rate, IR)。IR=(1-接种后shRNA慢病毒处

理组血管面积/接种后空载慢病毒处理组血管面积)×

100%。

1.2.4 种植的内膜组织收集及组织形态学观察 将

CAM上种植成功的子宫内膜组织固定于 4%多聚甲

醛液中，常规石蜡包埋、4 μm连续切片，HE染色，光镜

观察。

1.2.5 TUNEL法检测细胞凋亡 具体操作按照TUNEL

试剂盒说明书进行，凋亡细胞胞核呈黄色到棕色着色，

非凋亡细胞胞核着蓝紫色。光镜下随机取6个高倍视

野计算细胞凋亡率，即凋亡细胞数占细胞总数的比值。

1.3 统计学分析

应用SPSS13. 0 统计软件行进行数据分析，计量资

料采用均数±标准差表示，采用单向方差分析，如方差齐，

组间多重比较采用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 各组鸡胚模型中子宫内膜组织的种植成功率

各组鸡胚中子宫内膜组织的种植成功率差异有显

著性意义（χ2=14.316，P=0.003），shRNA慢病毒组种植

内膜存活率最低（表1）。

2.2 Survivin-shRNA慢病毒对子宫内膜异位症病灶血

管生成的影响

单纯接种组、空载慢病毒组及空白载体组的种植灶

周围见丰富的血管网生成，以病灶为中心呈放射状生

长，形成血管“辐辏”现象（图1A~C）。shRNA慢病毒组

的种植灶周围的CAM血管生成明显受抑，新生血管稀

分组

单纯接种组

shRNA慢病毒组

空载满病毒组

空白载体组

种植成功标本数 (n)

24

11

20

22

成功率 (%)

80.00

36.67

66.67

73.33

VA/CAM比值 (%)

24.84±4.90*

5.62±1.68

23.31±2.63*

25.19±3.01*

凋亡率 (% )

8.74±2.81*

35.49±7.45

10.61±2.56*

9.35±2.08*

表1各组鸡胚中子宫内膜组织的种植成功率、VA/CAM比值、细胞凋亡率
Tab.1 Transplantation achievement ratio, VA/CAM, and apoptotic rate in the endometrium in the CAM model (n=30)

与shRNA慢病毒组, *P<0.001

··996



彭冬先,等.慢病毒介导 shRNA沉默 survivin基因对鸡胚绒毛尿囊膜子宫内膜异位症模型的影响第7期

疏，结构模糊，分布无规律，颜色变浅、苍白（图 1D）。

shRNA 慢病毒组的 VA/CAM 明显低于其余 3 组（P<

0.001），血管生成抑制率达75.89%。而其余3组之间比

较差异则无统计学意义（P>0.05，表1）。

2.3 Survivin-shRNA慢病毒对子宫内膜异位症病灶细

胞凋亡的影响

TUNEL检测结果显示，shRNA慢病毒组种植内膜

细胞凋亡明显增多，可见大量细胞核染为棕黄色或棕褐

色的凋亡细胞，腺上皮和间质中都存在凋亡，见图2D。

而单纯种植组、空载慢病毒组及空白载体组种植内膜中

可见少许凋亡细胞，见图2 A~C。经方差分析显示，4组

种植内膜细胞凋亡率比较差异显著（F=91.754，P<

0.001），shRNA慢病毒组的细胞凋亡率显著高于单纯接

种组、空载慢病毒组及空白载体组(P<0.001)，而后3组

间两两比较均无显著性差异（P均>0.05，表1）。

2.4 种植内膜的组织学检测

接种存活的子宫内膜组织标本行组织切片HE染

色，光镜下均可见子宫内膜腺体和间质细胞。单纯接种

组、空载慢病毒组及空白载体组的子宫内膜间质和腺体

结构较为完整（图3A~C）；而shRNA慢病毒组子宫内膜

腺体结构不完整，间质伴有不同程度的坏死（图3D）。

3 讨论

子宫内膜异位症发病机制不清，但普遍认为异位

内膜细胞抗凋亡能力的增强及新生血管的形成是子

宫内膜异位症发生的基本条件［1-2］。因此，促进细胞凋

亡和阻断新生血管的形成是防治子宫内膜异位症的

有效策略。survivin 作为凋亡抑制蛋白家族的特殊成

员，它能通过多种途径抑制细胞凋亡，促进细胞的转

化与增殖，同时在病理性新生血管形成过程中起重要

作用。研究发现［6-7］survivin在正常内膜的增生期无表

达，分泌晚期有微弱表达。而子宫内膜异位症患者的

在位内膜、异位内膜中 survivin 呈高表达，均显著高于

正常内膜，并且异位内膜的 survivin 表达也显著高于

在位内膜。Watanabe 等［8］研究发现，survivin 表达水

平升高导致异位内膜细胞抗凋亡能力明显增强，能抵

抗凋亡诱导剂星状孢子素对异位内膜细胞的攻击。

以上结果表明，survivin高表达在子宫内膜异位症发

病中起着极其重要的作用。survivin可能通过抑制细

胞凋亡、促进细胞增殖、并参与血管生成等多种功能

及途径共同参与了子宫内膜异位症发生及发展。因

此，survivin基因可能成为治疗子宫内膜异位症的理

想靶点。我们前期体外实验研究表明，慢病毒介导靶

向 survivin基因的 shRNA能明显抑制异位内膜细胞

生长及诱导细胞凋亡［9-10］。关于靶向抑制 survivin基

因后能否抑制子宫内膜异位症的新生血管形成，尚未

见相关文献报道。

CAM是目前研究血管形成与抗血管形成的较为理

D

图1 shRNA对异位病灶CAM血管生成的影响
A: 单纯接种组; B: 空载慢病毒组; C: 空白载体组; D: shRNA 慢病毒组

Fig.1 Effect of lentiviral vector-mediated short hairpin RNA on vascularization of
chick embryo chorioallantoic membrane.

A B

C
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想的体内模型之一［11-12］，它因实验成本低廉、操作简便、

实验周期短、结果直观等优点而得到广泛应用。自21

世纪初 Maas［13］成功构建鸡胚子宫内膜异位症模型开

始，随后不少学者已将CAM子宫内膜异位症模型应用

于相关研究中［14］。在受精鸡蛋孵育第6~9天是CAM毛

细血管生成的旺盛阶段，同时，机体免疫系统尚未完全

C D

图2 TUNEL法检测异位内膜细胞的凋亡
A: 单纯接种组; B: 空载慢病毒组; C: 空白载体组; D: shRNA慢病毒组

Fig.2 Apoptotic rates of ectopic endometrial cells tested by TUNEL assay (Original magnification: ×400).

A B

C D

图3 异位种植内膜病理改变
A: 单纯接种组; B: 空载慢病毒组; C: 空白载体组; D: shRNA慢病毒组

Fig.3 Endometriotic lesions in the CAM models (HE staining, original magnification: ×400).

A B
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建立，此阶段对异物几乎不产生排斥反应。因此，本实

验采用孵育第8天的鸡胚种植子宫内膜组织，单纯接种

组种植成功率达80%，与文献［15］报道相似。

我们在前期研究中已成功构建靶向 survivin基因

的shRNA慢病毒载体，体外感染人异位内膜细胞后可

有效抑制survivin 基因的表达。本研究观察慢病毒介

导靶向survivin基因的shRNA对内膜组织接种于CAM

上的生长行为及CAM新生血管形成的影响。实验结果

表明，接种人子宫内膜异位症在位内膜后，鸡胚新生血

管生成明显增强，呈“ 辐辏”状分布。而靶向沉默

survivin基因后，明显抑制了内膜异位种植灶周围的新

生血管形成。另外，通过检测CAM上种植成功的内膜

组织病理及细胞凋亡率发现，靶向 survivin 基因的

shRNA能明显促进种植内膜组织中的细胞凋亡，内膜

间质和腺体结构的完整性亦不同程度地受到破坏。由

于以上两种原因，明显降低了实验组子宫内膜组织的种

植成功率。本研究结果表明慢病毒介导shRNA可以通

过促进异位内膜细胞凋亡及抑制种植灶周围新生血管

形成等多种途径达到抑制异位种植灶生长的目的。该

结果提示靶向抑制 survivin基因在子宫内膜异位症的

防治中具有潜在的价值。

综上所述，本研究初步发现慢病毒介导的靶向

survivin基因的shRNA在体外可明显抑制子宫内膜异

位症CAM模型的血管生成及异位种植灶生长，但靶向

survivin基因的shRNA在子宫内膜异位症动物模型体

内的抗血管生成作用及抑制异位病灶生长的效果，以及

其抗子宫内膜异位症血管生成的机制均有待于进一步

研究和确证。
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