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宫内给药对晚孕大鼠细菌性宫内感染 

胎盘炎症与滋养细胞凋亡的影响 

程 浩，刘 建，兰 易，邹妹丽，甘晓玲 

(重庆医科大学附属第二医院妇产科，重庆 40HDO10) 

【摘 要】目的：探讨头孢曲松钠羊膜腔内给药对大肠埃希菌所致宫内感染的晚孕sD大鼠胎盘组织炎症反应和滋养细胞凋亡 

的影响。方法：妊娠 15 d的 sD孕鼠 36只，随机分成 4组 ，分别为羊膜腔内给药(IuA)组、对照(Iuc)组和母 鼠静脉给药(IvA) 

组 、对照(IVc)组，每组 9只。(1)妊娠第 15 d，所有孕鼠一侧宫角行 10m个 ／L大肠埃希菌菌液 0．2 ml接种。(2)妊娠第 16 d，IuA 

组和Iuc组，分别于接种侧各羊膜腔内注射头孢曲松钠和等体积的生理盐水 ，IVA组和 Ivc组，母鼠尾静脉分别注射头孢曲松 

钠和等体积的生理盐水。(3)自妊娠第 l7 d起 ，每组每天随机处死 3只，其接种侧宫角顶端 3个胎囊胎盘行 HE染色组织切片， 

光学显微镜下比较 Naeye分期分级 ，随机抽取其一 TuNEL法 FITC标记胎盘凋亡细胞后作半定量分析。结果：羊膜腔内穿刺总 

体和各天的给药组轻度炎症率高于对照组，母鼠静脉途径总体和第 2、3 d，给药组轻度炎症率高于对照组(P<0．05)。轻度炎症率 

在两个给药组和其给药后 1 d时，羊膜腔内组较母鼠静脉组为高( ：0．05)。给药组滋养细胞凋亡强度明显低于其对照组(JF，<0．05)。 

IuA组给药后第 1、3 d，凋亡强度较 IVA组低(尸l<0．05)。结论 ：单次头孢曲松钠给药治疗晚孕 sD大鼠大肠埃希菌宫内感染，羊 

膜腔内较母鼠静脉途径能更迅速地减轻胎盘的炎症反应和抑制滋养细胞凋亡 ，以改善妊娠结局。 
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EffeCt Of adminiStratiOn by amniOCenteSiS On ChO riOamniOnitiS and rOphOblaStS 

apOptOsis jn late pregnant rats with intrauterine infeCtiOn by E cOIi 

CHENG H∞ ．et al 

L D印 ， D6 把 cs帆d Gy舢cofogy， Secon Z 8d日。 ， 

。 d c e ) 

【Abstmcts】O￡ ec 2 ：To explore the e饪 ct 0f ceftia)(one sodium administer℃d by amniocentesis on chorioamnionitis and trophoblast 

apoptopsis in treatment of intrauterine in ction with Escherichia c0li(E coli)in late pregnant SD rats． le ， 口 ： 36 SD pregnan 

mts r 15 days weI_e randomly divided into fnur gIDups(9 in each)，intmuterine admistration(IUA)group and contml(IuC)group， 

matemal intraVen0us injecti0n(IVA)gmup and contml(IVC)gmup． 0．2 m1 E coli suspension at a d0se 0f 1 0 0几 was inoculated 

int0 one hom of utems of each mt【)丌 15一day 0f pregnancy． 0n the 16一day 0f pregnancy，each gestational sac in in0culation 

side 0f rats in IUA gmup and IUC gmup was ven ceftriaxone sodium or appmpriate volume of isotonic Na chloride(NS)by 

amniocentesis， and each rat in IVA gmup and IVC gmup was 舀ven ce佑axone sodium or appmpriate volume 0f isotonic NS 

intmvenously． Fmm the 17th day，3 rats in each gmup were sacrificed rand0m1y and respectively everyday． The top 3 sacs in 

inoculation side of each rat were detected，placenta and membmne was get f0r hist0l0gic a1 analysis with light micmscope by HE 

staining to c0mpare Naeye’s stage and grade 0f chorioamni0nitis． One of the t0p 3 sacs in in0culation side 0f each rat was 

mnd0mly sekcted． nle 印 opt0sis of tmphoblasts was semiquantitatively analyzed by TUNEL staining． s 括：The mild 

chori0amnionitis rates were higher in total aJ1d each day administmtion gmup 0f amni0centesis mute， in t0ta1 and late 2 days 

administration gmup of intravenous mute，and in t0|丑l and 1st day amniocentesis mute gmup of tw0 administration gmups(P<0． 

05)．The apopt0sis level of tmph0blasts in administmtion gmups was l0wer than in contrlnl gmups(．尸<0．05)．The level was l0wer 

in IUA group t}lan in IVA group on the 1st and 3rd after ad mjnistrati【)n(尸<0．05)． 咒c 0 ： Ceffriax0ne sodium adminis— 

tered with a sin e dose by amniocentesis c0mpared wi山 matemal intmvenous injection is the more eff ctive treatment f0r in— 

tmuterine in ction with E c0li in late pregnant SD mts，which releases ch0ri0amnionitis more quickl suppresses and postpones 
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妊 娠 晚 期 由 于 各 种 原 因 使 得 病 原 微 生 物 进 入

羊 膜 腔 引起 羊 水 、 胎 膜 及 胎 盘 的感 染 称 为羊 膜 腔 感

染综 合征 ( I n f e c t i o n s y n d r o m e o f a m n i o t i c c a v i t y ， I —

A I S ) ， 它 是 导 致 胎 膜 早 破 、 早 产 等 不 良妊 娠 结 局 的

重 要 原 因 。 引起 I A I S 的病原 微 生 物 很 复杂 ， 大 肠 杆

菌 ( E s c h e r i c h i a c o l i )是 最 常 见 的 需 氧 菌 之 一

。 本 实

验建立 了 晚孕 S D 大 鼠 E c o l i 宫 内感染模 型 ， 通 过 母

体 静 脉 和 羊 膜 腔 内给 予 头 孢 曲松 钠 ， 比 较 两 者 绒 毛

膜 羊膜 炎病 理 分期 分级 及 胎 盘 滋 养 细 胞 凋 亡 强 度 ，

观 察羊膜腔 内给药对 I A I S 的治疗作用 。

1 材 料 与 方 法

1 ． 1 实验 动 物 及 主 要 试 剂

所 有 动物 由本校 实验 动物 中心 提 供 。 选择 S P F 级孕 15 d

s D 雌 鼠 3 6 只 ， 质量 ( 3 0 0 ± 1 0 )g ， 清 洁喂 养 。 取 E e o l i 标准 菌

株 ( A T C C 2 5 9 2 2 菌株 )接 种 于 L B 平 板 上 ， 3 7 ℃ 培 养 1 6 ～ J 8 h ，

挑 取 单 个 菌 落接种 于 L B 培养液 中 ， 3 7 ℃ ， 6 0 r ／m i n 细菌摇 床

过 夜 稀 释 至 10 m 个 ，I J 后 使 用 。 实 验使 用 注 射 用 头 孢 曲松 钠

( 山东 鲁抗 医 药股 份 有 限 公 司 ， 1 ． 0 g／支 o F I T C 标 记 T U N E L

细胞 凋 亡 原 位 检 测 试 剂 盒 于 凯基 生 物公 司 购进 。

1 ． 2 方 法

1 ． 2 ． 1 实 验 动 物 分 组 及 处 理 3 6 只 孕 鼠 随 机 分 为 4 组 ， 分

别 为 羊 膜 腔 内给 药 ( I U A ) 组 、 对 照 ( I U C ) 组 和 母 鼠静 脉 给 药

( I V A )组 、 对 照 ( I V C )组 ， 每组 9 只 ， 根 据 国 内外 的报 道 ⋯ ：饼：结

合实验 需 要 ， 所 有孕 鼠于 妊娠 第 1 5 d 一 侧 宫角两 胎 囊 间隙接

种 1 0
10 个 几 大肠 埃 希 菌菌液 0 ． 2 fn l 建立 接 种 后 I d 的 S D 大

鼠宫 内感 染模 型 ， 妊 娠 第 1 6 d 给 药 。 I U A 组 、 I U C 组 ：开 腹 行

接 种 侧 胎囊 穿刺 ， 各胎囊注 射 2 0 m g ／m l 头孢 曲松 钠 生 理 盐 水

溶 液 2 m g ／胎 、 生 理 盐 水 0 ． 1 m j 后 关 腹 ；I V A 组 、 I V C 组 ：各 孕

鼠尾 静 脉 注 射 10 0 m g ／m l 头 孢 曲松 钠 生 理 盐 水 溶液 ( 6 0 m g ／

只 ) 、 生 理 盐 水 0 ． 6 m l 。 所 有孕 鼠接种 、 穿刺 、 给药 、 采 集标本 均

采用 无 菌 术 ， 术 前 术后 清洁 喂养 ， 无 饮 食控制 。 分 别 于 给药 后

l 、 2 、 3 d ， 每 天 每组 随 机 处 死 3 只取 材 。

1 ． 2 ． 2 标本 采 集 拉 断颈 髓 处 死 孕 鼠 ， 取 接 种侧 宫 角 顶 端 三

个 胎囊 的 胎 盘 胎 膜 组 织 分 别 置 于 4 ％ 多 聚 甲 醛 液 固 定 后 ， 经

脱水 、 透 明 、 浸蜡 、 包 埋 后 切 片 。

1 ． 2 3 指标 观 察

1 ． 2 ． 3 ． 1 绒 毛 膜 羊 膜炎分 期分级 石 蜡 切 片 H E 染 色后 光镜

观 察 ， 参照 N a e y e 标 准 四
， 按 白细 胞 侵 润 的 深度 、 数 量 对 胎 盘

胎 膜组 织 炎症 程 度进 行 分期 、 分级 ： I 期 ：中性 粒 细胞 侵 润 较

少 、 散 在 ， 几 乎 全 部 局 限 于 绒 毛 膜 板 下 纤 维 蛋 白沉 积 物 内 ， 或

胎膜 的蜕膜 层 ； Ⅱ期 ：中性粒 细胞 侵润 增 多 ， 并延 伸至 绒 毛 膜

组 织 内或绒毛 膜板 组 织 及 其胎儿 血 管 ， 但 未进 入 羊膜 ；Ⅲ 期 ：

中性 粒 细胞 已 广泛 侵 润 蜕 膜 、 绒毛 膜 ， 并达 羊 膜 。 在 十分严重

的病 例 ， 中性 粒 细胞 覆 盖 羊膜表 面 ， 提示 羊 膜 腔 已 有 脓毒症 。

I 级 ： 中性 白细 胞 < 10 ／H P F ； I／级 ： 中性 白细 胞 数 在 1 1 ～ 3 0 ／

H P F ；m 级 ：中性 白细 胞 > 3 0 ／H P F 。 N a e y e 分期 和 分级 越 低 ， 绒

毛 膜 羊膜 炎 的严 重 程 度 越 轻 ， 故 本 实验 将 I 期 和 ( 或 ) I 级 视

为轻度炎症 。

1 ． 2 ． 3 ． 2 胎 盘 滋 养 细 胞 凋 亡 强 度 随机 抽 取 各 鼠 3 个 胎 囊

之 一 的胎 盘 组 织 切 片 T U N E L 法 原 位 检 测 凋 亡 的 滋 养 细 胞 ，

F I T C 标 记 ， 荧光 显 微 镜 高倍 镜 ( 1 0 × 4 0 )4 9 0 n m 波 长下 ， 随机

选 择 5 个 染 色 适 中 的 视 野 进 行 拍 照 ， 所 有 图 片 应 用 I m —

a g e — P r o P l u s 5 ． 0 型 病 理 影 像 多媒 体 图 文 操 作 系统 测 其 阳性

反 应 部位 的平均 荧光 强 度值 ，进 行 定 量 分 析 。

1 ． 3 统 计 学方 法

采 用 S P S S l 3 ． 0 统 计 软 件 进 行 x
。

检 验 、 F i s h e r 确 切 概 率

法 、 方差 分 析 和 q 检验 。

2 结 果

2 ． 1 给 药途 径 对 绒 毛 膜 羊膜 炎 分 期 分 级 的 影 响

I U A 组 和 I U C 组 ， I V A 组 和 I V C 组 相 比 ， 其轻度 炎症 率均

为前 者 高 于 后 者 (P < 0 ． 0 5 ) ， 羊膜 腔 内穿 刺 后 各 天 的给 药组 轻

度炎症率高于 对 照组 ， 母 鼠静脉途径 给药后第 2 、 3 d ， 给药组 轻

度炎症率高于 对 照组 (P < 0 ．0 5 o 轻度炎症率在两 个给药组 和 其

给药后 1 d 日寸，羊膜腔 内组 较母 鼠静脉组 为高(P < 0 ．0 5 )(表 l o

2 ． 2 给 药途 径 对 胎 盘 滋 养 细 胞 凋 亡 的 影 响

各 组 滋 养 细 胞 T U N E L 法 检 测 凋 亡 均 呈 阳性 反 应 结 果

( 如 图 1 、 表 2 所 示 ) 。 给 药 组 凋 亡 强 度 明显 低 于 其 对 照 组

( P < O． 0 5 ) 。 I U A 组 绐 药 后 第 1 、 3 d ， 凋 亡 水 平 较 『v A 组 低

( P < 0 ． 0 5 ) ， 而 两 个 给 药 组 给 药 后 第 2 d (P > O． 0 5 ) 以 及 两 个 对 照

组 给药后第 2 、 3 a (e > o ． 0 5 ) ， 凋 亡 强 度 无 明显 差 异 。 各组 给药后

第 1 、 2 、 3 d ， 凋亡 水 平呈 增 高态势 ( 网 2 ) ， 但 I U A 组 给 药 后 第

表 2 各 组 胎 盘 凋 亡 细 胞 平 均 荧 光 强 度 值 (X

～

~ S )

组 别 兰望茎垄堡垦堕
I d 2 d 3 d

I U A 组

I U C 组

I V A 组

I V C 组

0 ． 0 7 9 2 ± 0 ． 0 2 8 6 0 ． 1 2 7 9 ± 0 ． 0 3 2 4
“

0 ． 1 3 3 1 ± 0 ． 0 3 2 6 a

0 ． 2 5 8 0 ± 0 0 2 7 5
“ 0 ． 2 8 1 2 ± 0 ． 0 2 9 2 0 ． 3 3 9 7 ± 0 ． 0 3 3 8

0 ． 1 2 5 8 ± 0 ． 0 3 l 7 0 ． 1 3 l 8 ± 0 ． 0 2 6 3
‘

0 ． 2 0 7 1 土 0 ． 0 1 7 4
“

O ． 2 1 5 2 ± 0 ． 0 3 8 l 0 ． 2 6 5 2 ± 0 ． 0 2 6 4 0 ． 3 2 3 2 土 0 ． 0 4 5 0

注 a ． 与 I U A 组 2 d 比较 ， P > 0 ． 0 5 ；

c ． 与 I V C 组 2 d 比 较 ，
P > 0 ． 0 5 ；

1) ． 与 I V A 组 2 d 比较 ，
P > 0 ． 0 5

d ． 与 I V C 组 3 d 比 较 ，
P > 0 ． 0 5

图 1 荧光 显 微 镜 观 察 胎 盘 凋 亡 细 胞 阳 性表 达

( F IT C 一

‘

FU N E L x 4 0 0 )
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a

：与相同给药途径对照组比较 0．05；n：不同给药途径给药组比较 P<O．O5 

3 d较第 2d( 0．O5)、IvA组给药后第 2d较第 1 d增幅不明 

显(尸>O．05)。 

3 讨 论 

长期以来，临床上采用母体 口服、肌肉和静脉途径使用 

抗生素对细菌性绒毛膜羊膜炎进行治疗 ，以期预防早产和 

改善妊娠结局。我们的实验采用单次头孢曲松钠羊膜腔内与 

母鼠静脉给药进行比较 ，发现上述两种途径均能有效的抑制 

细菌生长和减轻胎盘炎症反应。不同的是，羊膜腔内途径抑 

制细菌生长和减轻胎盘炎症反应的速度较母体静脉途径要 

快，在给药后 1 d，其作用明显强于后者。我们推测，这与两种 

途径羊水中药物即时和峰值浓度有关。羊膜腔内给药可以避 

开胎盘屏障，羊水中的药物浓度瞬时增高至峰值 ，并可通过 

扩散 、转运以及羊膜的析出等方式达胎盘 ，抑制宫内大肠埃 

希菌的生长和繁殖，从而减轻感染带来的炎症反应。母鼠静 

脉给药后 ，药物须通过胎盘屏障才能进入羊水 ，加之头孢曲 

松钠与母鼠血浆蛋白结合和肾脏、胆道的排泄，使其进入胎 

囊相对缓慢，羊水药物浓度即时值和峰值均低于羊膜腔内给 

药，对细菌生长的抑制和炎症的控制能力也有所减弱。 

已有大量研究表明，细菌性绒毛膜羊膜炎可影响滋养细 

胞一氧化氮 】代谢，刺激 TNF一仅、IL一6、8等细胞因子合成分 

泌 、基质金属蛋白酶表达增加f7】，并可诱导细胞膜 Fas表达 ， 

同时羊水中的核小体p】和Fas等[· (平也有所增高，因此可诱 

导和促进滋养细胞的凋亡的发生。头孢曲松钠的抗菌作用使 

得给药组滋养细胞凋亡较对照组呈抑制状态 ，而局部药物浓 

度的差异是导致两给药组凋亡差异的根本原因，较高的瞬时 

药物浓度为导致给药后第 1 d，IuA组较 IVA组滋养细胞凋 

亡强度低的原因。由于羊膜腔穿刺的操作 ，luC组较 IVC组 

给药后 1 d凋亡水平高 ，但第 2、3 d无明显差异 ，提示羊膜腔 

内穿刺对胎盘滋养细胞凋亡无明显影响。此外 ，滋养细胞的 

成熟和老化还随着妊娠进展，故抗菌治疗不能完全逆转其凋 

亡，而是延缓和抑制细菌性感染诱导的炎性凋亡，整个凋亡 

水平呈现逐步升高的态势。 

羊膜腔途径给药作为侵入性操作尚未被临床常规采用， 

近年来仅用于胎儿宫内换血治疗和引产，宫内操作的风险使 

其研究和应用滞后，但羊膜腔内给药有绕过胎盘屏障直接进 

入羊水之优势，国内也已有羊膜腔内注射氨基酸治疗胎儿宫 

内生长受限的报道_l1]。本研究提示，单次头孢曲松钠给药治 

疗晚孕 sD大鼠大肠埃希菌宫内感染，羊膜腔内较母鼠静脉途 

径更为有效，其能更迅速地减轻胎盘的炎症反应且抑制和延 

缓炎症诱导的胎盘滋养细胞凋亡，以改善妊娠结局。同时，与 

母体给药比较，羊膜腔内给药剂量更小，用药更为经济。我们 

相信 ，随着研究的不断深入和穿刺操作的规范熟练，羊膜腔 

途径不仅可以作为宫内感染的给药方式 ，也将为胎儿其他疾 

病的药物治疗提供新的路径。 
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