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琥珀散对人 MenSCs 植入式子宫内膜异位症裸鼠异位病灶及 Beclin1、
ZEB1表达的影响
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摘 要：目的  探究琥珀散对人经血源间充质干细胞（MenSCs）植入式子宫内膜异位症（EMT）裸鼠的异位病灶及Bcl-2同

源结构域蛋白抗体（Beclin1）、锌指E盒同源结合蛋白1（ZEB1）表达的影响。方法  将裸鼠随机分为对照组、模型组、地诺孕

素（0.001 g·kg−1）组和琥珀散（29 g·kg−1）组，每组 10只。从EMT患者及健康女性的月经血中提取MenSCs，并借助成脂、

成骨诱导分化鉴定其干细胞属性。将EMT MenSCs注射至裸鼠腹部皮下，制备EMT裸鼠模型，对照组植入正常人MenSCs。至第7天

每组随机抽取1只裸鼠，开腹观察异位病灶生长情况，并借助HE染色和人类白细胞抗原A（HLAA）免疫荧光法评价模型。自造模成功

连续给药21 d，末次给药后第2日取材，观测EMT异位病灶体积及血管分布；切取异位病灶组织，应用实时荧光定量PCR（qRT-PCR）、

Western blotting、免疫组织化学及免疫荧光技术分别测定组织中Beclin1与ZEB1在mRNA及蛋白水平的表达。结果  EMT源及正常

MenSCs为长梭形，呈辐射状向周边集落扩散，且经成脂、成骨诱导分化后均有脂滴、钙结节形成。造模7 d后，对照组未见异位病灶形

成，其余各组均有囊泡样病灶形成，且周围血管形成丰富，病理切片均可见子宫内膜腺体和间质，HLAA均阳性表达。与模型组

比较，琥珀散能显著缩小EMT裸鼠异位病灶体积（P＜0.001），改善周围血管分布。在mRNA 水平，与模型组比较，地诺

孕素组和琥珀散组 ZEB1 表达显著降低（P＜0.001），Beclin1表达显著升高（P＜0.001）。在蛋白水平，与模型组比较，

Western blotting 结果显示，地诺孕素组和琥珀散组 ZEB1 表达显著降低（P＜0.05），Beclin1 表达显著升高（P＜0.01、

0.001）；免疫组化结果显示，琥珀散组 Beclin1大量分布在异位内膜、腺腔以及腺上皮细胞与间质细胞的胞核及胞浆中，

Beclin1表达显著增加（P＜0.01）；免疫荧光结果显示，琥珀散组ZEB1蛋白在异位内膜、腺腔、腺上皮细胞及周围间质细

胞的胞核与胞浆中的分布均明显减少，地诺孕素组、琥珀散组ZEB1蛋白表达阳性率显著降低（P＜0.001）。结论  琥珀散可

能通过上调Beclin1、下调ZEB1表达，缩小EMT裸鼠异位病灶，改善周围血管分布。
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Abstract: Objective To explore the influence of Hupo Powder on the ectopic lesions and the expression of Beclin1 and ZEB1 in 

EMT nude mice implanted with human menstrual blood stromal cells (MenSCs). Methods Nude mice were randomly divided into 

control group, model group, dienogest (0.001 g·kg−1) group and Hupo Powder (29 g·kg−1) group, 10 mice in each group. MenSCs 
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were extracted from menstrual blood of EMT patients and healthy women, respectively, and identified by adipogenic and osteogenic 

differentiation. EMT MenSCs were sc into the abdomen of nude mice to prepare EMT nude mice model, and the control group was 

implanted with healthy MenSCs. On the 7th day, one nude mouse was randomly selected from each group, and the growth of ectopic 

lesions was observed. We then evaluated model by HE staining and human leukocyte antigen A (HLAA) immunofluorescence. Each 

group was administered continuously for 21 days since model had been prepared, and the ectopic lesions were collected on the 2nd 

day after the last administration. We observed the volume and blood vessel distribution of EMT ectopic lesions in each group. 

Beclin1 and ZEB1 mRNA and protein levels were detected by real-time quantitative PCR (qRT-PCR), Western blotting, 

immunohistochemistry and immunofluorescence. Results EMT-derived and normal MenSCs were long-fusiform, radially spreading 

to the surrounding colonies, and lipid droplets and calcium nodules were formed. After seven days of modeling, no ectopic lesion 

was found in the control group, while the other groups had vesicle-like lesions and abundant peripheral blood vessels. Endometrial 

glands and stroma were found in pathological sections, and HLAA was positively expressed. Compared with the model group, Hupo 

Powder could significantly reduce the volume of ectopic lesions in EMT nude mice (P < 0.001) and improve the distribution of 

peripheral blood vessels. At the mRNA level, the expression of ZEB1 was decreased in the dienogest group and the Hupo Powder 

group (P < 0.001), while the expression of Beclin1 was increased (P < 0.001). At the protein level, compared with model group, 

Western blotting results showed that the expression of ZEB1 in dinogestrel group and Hupo Powder group was significantly 

decreased (P < 0.05), while Beclin1 expression was significantly increased (P < 0.01, 0.001). Immunohistochemical results showed 

that Beclin1 in Hupo Powder group was distributed in ectopic intima, glandular cavity, nucleus and cytoplasm of glandular epithelial 

cells and stromal cells, and Beclin1 expression was significantly increased (P < 0.01). Immunofluorescence results showed that 

ZEB1 protein distribution in ectopic endometrium, glandular cavity, glandular epithelial cells and the cytoplasm of surrounding stromal 

cells was significantly decreased in the Hupo Powder group, and the positive rate of ZEB1 protein expression was significantly decreased 

in the dinorgestrel and Hupo Powder groups (P < 0.001). Conclusion Hupo Powder may reduce the ectopic lesions of EMT nude mice 

and improve the distribution of peripheral blood vessels by up-regulating Beclin1 and down-regulating the expression of ZEB1.

Key words: endometriosis; menstrual blood stromal cells (MenSCs); Hupo Powder; ectopic lesions; Beclin1; ZEB1

子宫内膜异位症（EMT）严重危害女性身心健

康，20%～50%的不孕症合并EMT，71%～87%的慢

性盆腔疼痛和EMT有关［1］，25%～75%有痛经症状

的青少年是 EMT 患者［2］。中医治疗 EMT 独具特

色，在病灶成因上，“寒凝血瘀成癥”是EMT异位病

灶形成的关键病机；在处方治疗上，具有“温经通

络、活血消癥”功效的琥珀散治疗 EMT 疗效确切。

琥珀散由醋三棱、醋莪术、赤芍、当归、牡丹皮、熟地

黄、肉桂、乌药、醋延胡索、北刘寄奴组成，可显著改

善EMT患者痛经、减少月经量、缩小异位病灶、降低

糖类抗原 125（CA125）水平［3］，还可通过平衡 Th1/

Th2，降低基质金属蛋白酶 2（MMP2）、肿瘤坏死因

子-α（TNF-α）、白细胞介素-6（IL-6）水平等改善局部

微环境，明显缩小EMT大鼠的异位病灶体积［4-7］。

上皮间质转化是促进EMT发生发展的重要机

制之一［8］。锌指E盒同源结合蛋白 1（ZEB1）是激活

上皮间质转化的核心转录因子［9］，其在EMT异位病

灶组织中高表达［10］，可作为表征EMT侵袭性的潜在

指标［11］。越来越多的研究发现激活自噬可以抑制

上皮间质转化［12-13］。 Bcl-2 同源结构域蛋白抗

体（Beclin1）是自噬的标志分子，“Beclin1/ZEB1”通

路是介导自噬调控上皮间质转化的关键通路［14-15］。

然而，尚未见到有关“Beclin1/ZEB1”通路参与EMT

发生发展的研究。本研究将探究EMT异位病灶中

Beclin1、ZEB1表达与分布情况以及琥珀散是否能影响

EMT异位病灶中Beclin1、ZEB1表达以缩小异位病灶。

在位内膜的分子生物学特点在EMT异位病灶

形成的“3A”模式中起重要作用，即“在位内膜决定

论”［16］。子宫内膜干细胞无限增殖、自我更新和分

化能力是EMT异位病灶形成的关键［17］。其病理机

制可简单概括为：子宫内膜干细胞黏附至邻近位

置，侵袭邻近组织，并在病灶中形成血管，使异位的

内膜组织形成、存活并增生［18］。然而，传统的造模

方式（将供体鼠的子宫内膜移植到受体鼠腹腔形成

异位病灶）采用的正常鼠子宫内膜不具备EMT的特

性，也无法排除动物与人的生物学差异［19-21］。因而，

亟需一种能客观模拟人EMT子宫内膜干细胞种植、

侵袭与血管生成进而形成异位病灶的动物模型。

近年来，借助免疫缺陷的BALB/cAnN裸鼠，将EMT

患者的子宫内膜组织［22］/细胞［23］植入裸鼠体内是

EMT动物模型制备的新方法。但其采用的组织/细

胞多源自EMT患者术中切取的异位病灶，无法反映

EMT在位内膜的固有属性。从月经血中提取的脱

落子宫内膜间充质干细胞（MenSCs）既能较好反映
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EMT在位内膜的生物学特性，又具备干细胞属性。

本研究借鉴上述方式 ，首次采用 EMT 患者的

MenSCs制备EMT裸鼠模型，以模拟人子宫内膜干

细胞异位种植、侵袭、血管形成进而生成异位病灶

组织的过程；并研究琥珀散对EMT裸鼠模型的作用

及机制。

1　材料

1.1　实验动物

雌性免疫缺陷（SCID）7 周龄小鼠（BALB/

cAnN）40只，体质量（19.91±1.06）g，购自北京维通

利华实验动物技术有限公司，实验动物生产许可证

号 SCXK（京）2021-0006。饲养于北京中医药研究

院动物实验室，实验操作经北京中医药大学学术委

员会实验动物伦理分委会审核批准（BUCM-4-2021-

42003-2131）。

1.2　药物及主要试剂

琥珀散配方颗粒（北京康仁堂药业有限公司

制 备）：醋 三 棱（货 号 22022661，含 4- 香 豆 酸

0.15～0.60 mg·g−1）、醋莪术（货号 22020251，含莪术

烯醇 1.5～7.0 mg·g−1）、赤芍（货号 22005791，含芍药

苷 29.0～80.0 mg·g−1）、当归（货号22040171，含阿魏

酸0.50～1.70 mg·g−1）、牡丹皮（货号 22037191，含芍药

苷和丹皮酚的总量 10.0～60.0 mg·g−1）、熟地黄（货

号 22031051，含地黄苷 D 0.70～2.70 mg·g−1）、肉

桂（货号 22034121，含桂皮醛 16.0～40.0 mg·g−1）、乌

药（货号22022991，含去甲异波尔定15.0～37.0 mg·g−1）、

醋延胡索（货号 21036611，含延胡索乙素 0.8～

5.0 mg·g−1）、北刘寄奴（货号 22013321，含木犀草素

0.9～3.2 mg·g−1、毛蕊花糖苷4.0～25.0 mg·g−1）。地诺

孕素片（Bayer Weimar GmbH und Co. KG，货号

H20180090，每片2 mg）。

淋巴细胞分离液（货号 LTS1077）购自 Thermo 

Fisher Scientific 公司；磷酸盐平衡生理盐水（PBS，

货 号 AQ10010）、DMEM/F12 培 养 基（ 货 号

AQ11330）、胎牛血清 FBS（货号 AQmv09900）和青/

链霉素（货号 AQ512）均购自北京翱擎生物科技有

限公司；成脂诱导培养基（货号 iCell-MSCYD-004）

和成骨诱导培养基（货号 iCell-MSCYD-002）均购自

赛百慷（上海）生物技术股份有限公司；茜素红（货号

C0140）和油红O染液（货号C0158S）均购自Beyotime 

Biotechnology公司；CELLSAVING 无血清细胞冻存

液（货号C40100）购自苏州新赛美生物科技有限公

司；一级抗体：Beclin1 一抗（货号 11306-1-AP）和

ZEB1一抗（货号 21544-1-AP）购自武汉三鹰生物技

术有限公司，GAPDH 一抗（货号 YM3029）购自

ImmunoWay Biotechnology公司；二级抗体：山羊抗

兔 IgG（H＋L）HRP 和山羊抗小鼠 IgG（H＋L）HRP

购自天德悦（北京）生物科技有限责任公司；TRIzol 

reagent 试剂盒购自 Thermo Fisher Scientific 公司；

cDNA 逆转录系统购自 Promega公司；SYBR Green 

Master Mix购自Life Technologies公司。

1.3　主要仪器

倒置相差显微镜购自 Olympus 公司；Fresco 低

温冷冻离心机和 MultiSkan3 酶标仪均购自 Thermo 

Fisher Scientific公司；Mini P-4电泳槽和湿转电泳槽

均购自北京凯元信瑞仪器有限公司；电泳仪购自

Bio-Rad公司。

2　方法

2.1　MenSCs 的提取、培养、传代、冻存、复苏与

鉴定

2.1.1　MenSCs的提取 从EMT患者与健康女性志

愿者的月经血中分别提取 EMT MenSCs 与正常

MenSCs。月经血取自 2020年 12月—2022年 4月就

诊于北京中医药大学第三附属医院妇科的寒凝血

瘀型EMT患者与健康女性志愿者。健康女性志愿

者为暂无妊娠计划的育龄期健康女性，寒凝血瘀型

EMT患者须符合如下纳排标准，纳入标准：①符合

西医诊断标准［24］，明确诊断为EMT的患者；②符合

中医证型诊断标准，属于中医“寒凝血瘀证”范

畴［25-26］；③18～48岁的非哺乳期及妊娠妇女，且治疗

期间无妊娠计划者；④1月内未接受任何治疗子宫

内膜异位症的药物，6个月内未使用激素类制剂；⑤

知情同意，所有纳入研究者均签署知情同意书，通

过伦理委员会讨论，志愿接受治疗、观察和各项检

查者（伦理审核编号BZYSY-2021KYKTPJ-12）。排

除标准：①合并生殖道畸形等妇科疾病、免疫系统、

肝肾功能异常等疾病者；②精神病患者，不能配合

治疗者。

使用月经杯采集经期第 2天的月经血（约5 mL），

取血后将月经杯中的经血移至 50 mL 无菌离心管

中，冰袋运输、4 ℃保存，并在 2 h内完成MenSCs分

离。经血以无菌 PBS等体积稀释，混匀；缓慢加入

淋巴细胞分离液上层，2 000 r·min−1离心 10 min，吸

取中间白膜层，再加入培养基反复漂洗离心细胞 2

次，最后加入含 10% 胎牛血清、100 g·L−1青/链霉素

的DMEM/F12培养基制成细胞悬液，以 1×105·mL−1

接种于培养瓶中，放入 37 ℃、5% CO2培养箱中培

养，72 h后换液，弃去未贴壁的细胞，之后每 3天全
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量换液1次。

2.1.2　 MenSCs 的传代 原代细胞汇合度达到

80%～90% 时，弃原培养基，用 PBS 冲洗 3 次，加入

0.25%胰蛋白酶 2 mL，放入 37 ℃温箱消化 1 min，显

微镜下观察细胞，弃消化液，加入含 10% 胎牛血清

的培养基终止消化，Pasteur吸管反复吹打直至细胞

从瓶底脱落，形成细胞悬液，以 1 500 r ·min−1 离

心 3 min，弃上清，加入含 10% 胎牛血清、100 g·L−1

青/链霉素的DMEM/F12培养基，轻轻吹打、重悬细

胞，按合适比例传代，依次标记为第 1代、第 2代等。

取2～4代细胞观察。

2.1.3　MenSCs的冻存与复苏 取生长状态良好且

汇合度达 80% 的细胞，胰蛋白酶消化制成细胞悬

液，离心弃上清，加入 1.2 mL无血清细胞冻存液，吹

打混匀移入冻存管中，置于−80 ℃冰箱/液氮罐中保

存。取出冻存管后，立即放入 37 ℃水浴锅中，轻轻

摇动使其在 1 min内融化，将细胞移入含大体积培

养基的离心管中混匀，1 500 r·min−1离心 3 min，弃去

上清液，加入适量培养基重悬细胞，移入培养瓶中

培养。

2.1.4　MenSCs 的鉴定 采用成脂、成骨诱导分化

鉴定MenSCs的间充质干细胞属性。取第2～4代对

数生长期细胞，将细胞以 3×104·cm−2的密度铺于预

先用 0.1%明胶铺被的 6孔板中，放于 37 ℃、5% CO2

孵箱内培养，每 3天换液 1次，直至细胞汇合度达到

100%，再继续培养细胞 3 d。将正常 MenSCs 和

EMT MenSCs分别进行成脂、成骨诱导实验（n＝3），

成脂诱导组弃原培养基，用成脂诱导培养基孵育，

成骨诱导组弃原培养基，用成骨诱导培养基孵育，2

个实验分别设置未诱导组，继续用原培养基孵育，

每 3天换液 1次，总诱导过程持续约 22 d。成脂诱导

分化结束后用油红O对细胞进行染色，成骨诱导分

化结束后进行茜素红染色，4组细胞均置于倒置相

差显微镜下观察并采集照片。

2.2　人MenSCs植入式EMT裸鼠模型制备与验证

制备 MenSCs 植入式 EMT 动物模型［ 27］。将

50 μL EMT MenSCs细胞悬液（1×107·mL−1）注射至

BALB/cAnN 雌性免疫缺陷小鼠的腹部皮下，可见

绿豆大小的皮丘鼓起。对照组注射等量的正常

MenSCs 细胞悬液。于注射后 1 周每组随机抽取 1

只裸鼠，开腹观察植入病灶及血管生成情况，分离

病灶组织，进行造模评价。评价方式包括：通过HE

染色病理切片观察异位病灶组织、细胞、血管形态；

免疫荧光法检测病灶人类白细胞抗原A（HLAA）以

明确组织来源为人 MenSCs，而非裸鼠。以病灶组

织中有人子宫内膜组织的腺体和间质存在为造模

成功标准。

2.3　分组及给药

琥珀散配方颗粒含醋三棱 10 g、醋莪术 10 g、

赤芍 10 g、当归 12 g、牡丹皮 9 g、熟地黄 9 g、肉

桂 10 g、乌药 15 g、醋延胡索 10 g、北刘寄奴 15 g，

使用去离子水配制琥珀散配方颗粒混悬液。

根据随机数字表将实验动物分为 4组：对照组、

模型组、地诺孕素（0.001 g·kg−1，临床等效剂量）组及

琥珀散（29 g·kg−1，临床等效剂量）组，每组 10只，适

应性饲养 1周后，行MenSCs腹部 sc造模，7 d后开始

给药，连续 ig 21 d。ig体积为 10 mL·kg−1，对照组和

模型组 ig给予0.9% NaCl溶液。

2.4　标本采集与处理

末次给药后第 2日，禁食 4～6 h，脱颈法处死，

立即冰上开腹，观察、测量异位病灶的大小及周围

血管分布，并采集照片，切取异位病灶组织。组织

标本分 3部分，一部分置于 5～10倍体积的 4%甲醛

固定液中，供后续免疫组化及免疫荧光检测，其余 2

部分立刻置于液氮中速冻，干冰运输，−80 ℃冰箱/

液氮罐中储存，供后续Western blotting及实时荧光

定量PCR（qRT-PCR）检测。

2.5　指标检测

2.5.1　观察并测量各组异位病灶组织的生长情况 

脱颈法处死后剖开各组小鼠的腹部皮下，观察异位

病灶的生长情况，包括异位病灶体积、数目、周围血

管分布等，并采集照片。使用游标卡尺测量异位病

灶的体积（长×宽×高，mm3）。

2.5.2　小鼠EMT异位病灶中Beclin1、ZEB1蛋白的

定位与表达检测 免疫组化检测各组Beclin1蛋白

定位与表达：制作石蜡包埋组织切片，烤片、脱蜡、

复水，胎牛血清封闭非特异性抗原，以 1∶100 滴加

Beclin1的一抗工作液，4 ℃湿盒过夜，复温 30 min，

除去一抗工作液，PBS 冲洗，滴加二抗 37 ℃孵

育 30 min，PBS冲洗后滴加DAB显色液，苏木精复

染细胞核，中性树胶封片。每组切片于光镜下拍摄

3 个视野（200×、400×），运用 Image J 分析获得

Beclin1吸光度值，采用Origin 2021绘制图表。

免疫荧光测定各组 ZEB1蛋白定位与表达：制

作石蜡切片，烤片、脱蜡、复水、抗原修复、封闭，滴

加按 1∶100稀释的ZEB1一抗工作液，放入 4 ℃湿盒

中过夜，次日复温 30 min，除去一抗工作液，PBS冲

洗 3次，按 1∶200比例配制滴加有荧光标记的 Goat 
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anti-Rabbit二抗工作液（注意避光），37 ℃孵育 2 h，

PBS 冲洗后用 DAPI 对细胞核染色，用抗荧光淬灭

封片剂封片。使用荧光显微镜对每组切片至少 3个

视野采集图像（200×、400×），通过 Image J分析获

得 ZEB1 阳性表达的平均荧光强度。运用 Origin 

2021绘制图表。

2.5.3　Western blotting 法检测小鼠 EMT 异位病灶

中 Beclin1、ZEB1蛋白水平 在液氮罐/−80 ℃冰箱

中取出各组冰冻的异位病灶标本，冰上剪碎，利用

RIPA组织裂解液裂解，按照Western blotting试剂盒

说明提取总蛋白。而后加入抽提试剂去除非蛋白

成分，离心、干燥，得到总蛋白，BCA方法检测蛋白

浓度。取等量蛋白样品进行 SDS-聚丙烯酰胺凝

胶（PAGE）电泳，蛋白质转移到硝酸纤维膜，30 mA

恒流，4 ℃转移，过夜；在 5%脱脂奶粉中封闭 1 h后，

加入Beclin1、ZEB1、GAPDH一抗，4 ℃过夜。加入

二抗，室温孵育 1 h。最后用ECL化学发光法检测，

X胶片曝光显影。使用 Image J分析各组相应蛋白

的灰度值，并计算相对表达量。运用Origin 2021绘

制柱状图。

2.5.4　 qRT-PCR 测 定 小 鼠 EMT 异 位 病 灶 中

Beclin1、ZEB1 mRNA 表达 将各组异位病灶组织

标本置于盛有液氮的研钵中研磨，使用 TRIzol 

reagent 试剂盒提取总 RNA。运用 cDNA 逆转录系

统和 SYBR Green Master Mix进行 Beclin1、ZEB1的

qRT-PCR。反应结束后绘制扩增曲线和熔解曲线，

GADPH作为内参基因对mRNA标准化，采用 2−△△Ct

法分析mRNA表达水平，通过Origin 2021绘制柱状

图。引物序列见表1。

2.6　统计分析

通过 IBM SPSS Statistics 21 进行统计分析，计

量资料以 x
—
±s表示，多组间差异比较采用单因素方

差分析，两两比较用LSD-t检验。

3　结果

3.1　MenSCs鉴定

如图 1-A所示，EMT MenSCs与正常MenSCs均

为长梭形，呈漩涡状或辐射状向周边集落扩散，符

合间充质干细胞的体外生长形态。EMT MenSCs生

长增殖更快 ，于 240 h 时即可铺满皿底 ，正常

MenSCs 在 288 h 时细胞融合度可达 95%。成脂诱

导油红O染色后，EMT与正常MenSCs均可见红色

表1　引物序列信息

Table 1　Details of primers sequences

基因

Beclin1

ZEB1

GAPDH

引物序列（5’→3’）

上游：CAGATGCGTTATGCCCAGA

下游：AGGTTGCATTAAAGACGTTGGT

上游：ACACGACCACAGATACGGC

下游：TGGGAGACACCAAACCAAC

上游：CACCCACTCCTCCACCTTTGA

下游：TCTCTCTTCCTCTTGTGCTCTTGC

产物大

小/bp

64

244

188

图1　正常MenSCs与EMT MenSCs的细胞形态（A）以及成脂（B）、成骨（C）细胞染色

Fig. 1　Cell morphology (A) and staining of lipogenic (B) and osteoblastic (C) cells of normal MenSCs and EMT MenSCs
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脂滴（图 1-B）；成骨诱导茜素红染色后 ，二者

MenSCs有钙结节（图 1-C）。未诱导组无脂滴和钙

结节形成（图1-B、C）。

3.2　EMT裸鼠模型评价

注射正常 MenSCs 的对照组腹部皮下光滑平

整，无异位病灶与血管形成。模型组、地诺孕素组

与琥珀散组均可见异位病灶形成，透明质硬，表面

有结缔组织覆盖，且周围血管形成丰富，至少有 3条

大血管与病灶相连，其大小均值为（4.40×3.03×

3.10）mm3。结果见图2。

3组的异位病灶组织切片HE染色（图 3）均可见

子宫内膜腺体和间质，腺体由高立方状腺上皮细胞

扩张形成，周围由梭形间质细胞紧密围绕。HLAA

免疫荧光结果显示（图 4），3组异位病灶组织中均有

HLAA（红色）阳性表达，说明裸鼠中形成的异位病

灶为人源，而非来自于裸鼠。

3.3　琥珀散对EMT裸鼠异位病灶的影响

基于上述结果，对照组未形成EMT异位病灶，

因而，本部分取材异位病灶的指标检测结果均只有

模型组、地诺孕素组与琥珀散组。如表 2所示，ig干

预21 d后，模型组异位病灶体积的均值为45.40 mm3，较

模型成功时（40.50 mm3）增大了 4.9 mm3。与模型组

比较，琥珀散与地诺孕素均显著缩小了异位病灶体

积（P＜0.001）。与地诺孕素组比较，琥珀散组异位

病灶体积更小（P＜0.05）。此外，地诺孕素组与琥珀

散组异位病灶的周围血管分布也明显减少（图5）。

3.4　琥珀散对 EMT 裸鼠异位病灶中 Beclin1、

ZEB1蛋白水平的影响

如图 6所示，与模型组比较，地诺孕素组和琥珀

散组异位病灶中ZEB1蛋白显著降低（P＜0.05），地

诺孕素组和琥珀散组异位病灶中Beclin1蛋白明显

升高（P＜0.01、0.001）。

表2　干预后3组异位病灶的体积比较（x
—

±s）

Table 2　Comparison of volumes of ectopic lesions in three groups after intervention (x
—

±s)

组别

模型（n＝8）

地诺孕素（n＝8）

琥珀散（n＝9）

剂量/（g·kg−1）

—

  0.001

29

长/mm

4.64±0.56

4.38±0.74

2.74±0.67

宽/mm

3.06±0.63

1.96±0.57

2.06±0.37

高/mm

3.25±0.39

1.56±0.25

1.32±0.20

异位病灶体积/mm3

45.40±8.59

13.74±6.31***

  7.69±3.02***#

与模型组比较：***P＜0.001；与地诺孕素组比较：#P＜0.05
***P < 0.001 vs control group； #P < 0.001 vs dinorgestrel group

 

 

 

 
模型             地诺孕素         琥珀散 29 g·kg−1 

图3　造模7 d后3组形成的异位病灶组织HE染色（×200）

Fig. 3　HE staining of ectopic lesions in three groups 7 d 

after model construction (×200)

 

 

 

 

模型 

 

 

 

 

 

地诺孕素 

 

 

 

 

 

琥珀散 

29 g·kg−1 

DAPI             HLAA             Merge 

图4　造模7 d后3组形成的异位病灶组织HLAA免疫荧光

结果（×200）

Fig. 4　HLAA immunofluorescence of ectopic lesions in 

three groups 7 d after model construction （×200）

 

 

 

 

对照                          模型 

地诺孕素                     琥珀散 29 g·kg−1 

红色矩形框中为EMT异位病灶

Red rectangular box shows EMT ectopic lesion

图2　造模7 d后各组形成的异位病灶组织及血管形成分布
Fig. 2　Ectopic lesions and vascular distributions in each 

group seven d after model construction
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3.5　琥珀散对 EMT 裸鼠异位病灶中 Beclin1、

ZEB1蛋白表达与定位的影响

Beclin1蛋白呈棕黄色，如图 7-A 所示，在 EMT

模型小鼠中，主要分布在异位内膜、腺腔、腺上皮细

胞胞浆中。地诺孕素、琥珀散干预后Beclin1蛋白在

异位内膜、腺腔、腺上皮细胞及周围间质细胞的胞

核与胞浆中均有表达，少数血管内皮细胞胞浆可见

染色。应用 Image J软件分析Beclin1蛋白阳性表达

的平均吸光度值，发现与模型组比较，琥珀散组EMT小

 

 

 

 

 

模型             地诺孕素         琥珀散 29 g·kg−1 

红色矩形框中为EMT异位病灶

Red rectangular box shows EMT ectopic lesion

图5　药物干预后3组异位病灶组织及血管分布

Fig. 5　Ectopic lesions and vascular distributions in three 

groups after intervention
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与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001
*P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs model group

图6　琥珀散对EMT小鼠异位病灶组织ZEB1、Beclin1蛋白表达的影响（x
—

±s，n=8）

Fig. 6　Effects of Hupo Powder on protein level of ZEB1and Beclin1 in ectopic lesions of EMT nude mice (x
—

±s, n=8)

A-干预后3组EMT小鼠异位病灶组织中Beclin1蛋白的免疫组化结果（×200）；B-干预后3组EMT小鼠异位病灶组织中ZEB1蛋白的免疫荧

光结果（×200）；与模型组比较：**P＜0.01  ***P＜0.001

A-Immunohistochemical results of Beclin1 protein in ectopic lesion tissue of EMT mice in three groups after intervention (×200); B-Immunofluores‐

cence results of ZEB1 protein in ectopic lesion tissue of EMT mice in three groups after intervention (×200);**P < 0.01  ***P < 0.001 vs model group

图 7　琥珀散对EMT小鼠异位病灶组织ZEB1、Beclin1蛋白表达及定位的影响（x
—

±s，n=8）
Fig. 7　Effects of Hupo Powder on protein expression and positions of ZEB1and Beclin1 in ectopic lesions of EMT nude 

mice (x
—

±s, n=8)
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鼠异位病灶组织中Beclin1表达显著增加（P＜0.01）。

如图 7-B所示，ZEB1呈红色荧光，细胞核显蓝

色荧光。模型组 EMT 异位病灶组织中 ZEB1 高表

达，大量分布在异位内膜、腺体细胞及周围间质细

胞的胞核与胞浆中；与模型组比较，地诺孕素干预

后，ZEB1 蛋白在腺上皮细胞与间质细胞的胞核及

胞浆中表达明显减少，在腺腔中可见阳性表达；琥

珀散干预后，ZEB1蛋白在异位内膜、腺腔、腺上皮

细胞及周围间质细胞的胞核与胞浆中的分布均明

显减少。通过 Image J 分析获得 ZEB1 阳性表达的

平均荧光强度，与模型组比较，地诺孕素组、琥珀散

组ZEB1蛋白表达阳性率显著降低（P＜0.001）。

3.6　琥珀散对 EMT 裸鼠异位病灶中 Beclin1、

ZEB1 mRNA水平的影响

如图 8所示，与模型组比较，地诺孕素和琥珀散

组 EMT 裸鼠异位病灶组织中 ZEB1 mRNA 水平均

显著下调（P＜0.001），Beclin1 mRNA 水平明显上

调（P＜0.001）。

4　讨论

EMT是指有生长功能的子宫内膜组织出现在

子宫腔被覆黏膜以外的身体其他部位而引起的病

证，其发病率高，呈年轻化趋势［28］。现行治疗主要

包括手术和药物治疗：外科手术通常只能缩小病

灶，抗子宫内膜异位症药物副作用明显，术后及停

药后极易复发，严重影响女性的身心健康［29-32］。中

医药在整体观与辨证论治原则指导下，对EMT的认

识与治疗具有一定优势。EMT属于中医“癥瘕”“痛

经”“不孕”等病症的范畴，“瘀阻胞宫冲任”是主要

病机，瘀血是主要病因，寒凝血瘀证多见［33-36］。琥珀

散是《医宗金鉴》中治疗“寒凝血瘀成癥”的重要方

剂，本课题组前期临床研究已证实［3］，琥珀散可明显

缓解痛经症状，降低糖类抗原 125（CA125）水平，缩

小异位囊肿体积。本研究尝试从动物实验角度进

一步验证琥珀散治疗 EMT 的疗效，探索其作用

机制。

从肿瘤研究领域中挖掘EMT的发病机制与药

物研发越来越成为EMT研究的潜在突破口。已有

研究报道“Beclin1/ZEB1”通路在癌细胞侵袭与转移

中的作用［15］，Beclin1下调能够通过激活富含A＋U

的RNA结合因子 1（AUF1），促进其与 ZEB1 mRNA

的 3’-UTR结合，进而上调并稳定 ZEB1的表达，导

致甲状腺癌细胞发生上皮间质转化，促进癌细胞的

侵袭与转移。在EMT研究中未见相关报道，但多项

研究指出Beclin1低表达、ZEB1高表达是EMT发病

进展的潜在标志指标［10-11，37-38］。在 EMT 中，是否也

存在Beclin1/ZEB1通路导致上皮间质转化，进而促

进EMT的发病进展，而中药琥珀散是否能通过该路

径调控上皮间质转化，以起到干预EMT的作用均未

见相关文献报道。

本研究采用EMT MenSCs植入造模，以模拟人

子宫内膜干细胞异位种植、侵袭、血管形成进而生

成异位病灶组织的过程，而且从月经血中提取的

MenSCs可较好反映在位内膜的生物学特性。该造

模方式成模时间短（约 1周），对实验动物创伤小，且

最后开腹取材时均可见异位病灶组织形成。

本研究首先从细胞形态、成脂及成骨诱导分

化，借助油红O和茜素红染色，鉴定从EMT患者及

健康女性月经血中分离提取的细胞是 MenSCs，具

有间充质干细胞的特性。而后将高密度的MenSCs

细胞悬液注射至裸鼠腹部皮下制备EMT模型，对照

组注射健康女性的MenSCs，模型组、地诺孕素组和

琥珀散组则注射EMT患者的MenSCs。结果显示，

至注射后第 7天，对照组并未观测到异位病灶，而其

他 3组均有囊泡样病灶组织形成，且经HE染色同时

可见子宫内膜的腺体和间质，并借助HLAA免疫荧

光明确组织来源为人，而非裸鼠。至此可说明EMT
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图8　琥珀散对EMT小鼠异位病灶组织ZEB1、Beclin1 

mRNA的影响（x
—

±s，n=8）
Fig. 8　Effects of Hupo Powder on mRNA level of ZEB1 

and Beclin1 in ectopic lesions of EMT nude mice (x
—

±s, n=8)
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裸鼠模型造模成功。而对照组在第 7天及连续给药

21 d后取材均未观测到异位病灶形成，其腹部皮下

光滑平整，且无血管生成。这可能与 EMT 及正常

MenSCs的增殖、侵袭及迁移能力相关，有待深入研

究。因而 ，本实验其后对异位病灶的观测及

Beclin1、ZEB1指标检测均无对照组结果。

本实验从异位病灶层面明确了琥珀散对 EMT

裸鼠模型的治疗作用。用药干预后，可以发现，与

模型组比较，地诺孕素组与琥珀散组的异位病灶体

积均明显缩小。与地诺孕素组比较，琥珀散组的异

位病灶体积最小，为7.69 mm3，较给药前（40.50 mm3）缩

小了 32.81 mm3。而未作干预的模型组异位病灶体

积则增长了 4.9 mm3（40.50 mm3→45.40 mm3）。此

外，模型组异位病灶周围血运丰富，与造模评价时

所示相似，至少有 3根较大血管形成。但是，用药后

周围血管分布明显改善，甚至肉眼观测不到病灶周

围的血管。该结果提示，琥珀散可明显缩小EMT裸

鼠异位病灶体积，改善病灶周围的血管形成与分

布，从组织层面反映了琥珀散治疗EMT的效果。

本实验进而由 Beclin1/ZEB1 通路切入 ，探

究“活血消癥”方琥珀散治疗EMT的微观作用机制。

观测指标为 Beclin1 与 ZEB1，检测样本为 3 组裸鼠

EMT 异 位 病 灶 组 织 ，检 测 方 式 包 括 Western 

blotting、免疫组化、免疫荧光与 qRT-PCR。Western 

blotting 从蛋白质水平定量分析琥珀散对 Beclin1、

ZEB1 的影响；免疫组化与免疫荧光进一步阐明琥

珀散对 Beclin1、ZEB1蛋白在异位病灶组织中定位

分布的影响，分别通过 Beclin1 平均吸光度值及

ZEB1 蛋白表达阳性率进行蛋白半定量分析，与

Western blotting 结果互相参考；qRT-PCR 法测定琥

珀散对各组 EMT 异位病灶组织中 Beclin1、ZEB1 

mRNA水平的影响。研究表明，4种方式的检测结

果趋势一致，与模型组比较，用药后Beclin1的蛋白

及 mRNA 水平均显著上调，ZEB1 则均显著下调。

在mRNA水平，下调ZEB1的效应情况是：地诺孕素＞琥

珀散；上调Beclin1的效应情况是：琥珀散＞地诺孕素。

Beclin1与ZEB1蛋白在异位病灶组织中的定位

也有相应的变化。在 EMT 模型组中，Beclin1 蛋白

主要存在于异位内膜、腺腔、腺上皮细胞胞浆中，地

诺孕素、琥珀散干预后，其分布范围扩大到异位内

膜、腺腔、腺上皮细胞及周围间质细胞的胞核与胞

浆中，且染色更深；在模型组中，ZEB1蛋白广泛、大

量分布在异位内膜、腺体细胞及周围间质细胞的胞

核与胞浆中，地诺孕素干预后，其在腺上皮细胞与

间质细胞的胞核与胞浆中明显减少，但在腺腔中可

见阳性表达，而琥珀散干预后，其在异位内膜、腺

腔、腺上皮细胞及间质细胞的胞核与胞浆中均明显

减少。

本研究发现，在组织层面，琥珀散能够缩小

EMT裸鼠异位病灶体积，改善周围血管分布；在微

观机制层面，琥珀散能够明显上调EMT裸鼠异位病

灶组织中Beclin1的表达，并扩大其分布范围，同时

下调 ZEB1的表达，并明显缩小组织定位范围。而

Beclin1上调、ZEB1下调是否会进一步影响EMT自

噬与上皮间质转化，有待进一步研究。
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