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机械和感染双重法建立中华田园犬宫腔粘连模型

阳 媛，毛艳华，王 佳，张应凤

（重庆医科大学附属大学城医院妇产科，重庆 401331）

【摘 要】目的：通过机械和感染双重法构建一个犬的宫腔粘连动物模型，并检测血管内皮因子（vascular endothelial growth fac－
tor，VEGF）、转化生长因子（transforming growth factor-β1，TGF-β1）的表达，评估其与宫腔粘连形成的关系，为下一步研究提供实
验平台。方法：选取 6只性发育成熟的健康雌性中华田园犬，所有建模前的犬的一小段右侧宫角组织作为对照组，建模后该部
位子宫角组织作为处理组。利用机械搔刮和感染双重法损伤右侧宫角内膜，于建模前后各收集一小段宫角标本，行 HE、Masson
染色及 SP法免疫组化，整理并统计分析。结果：处理组的内膜厚度[（2.325±0.399）cm]薄于对照组[（3.025±0.466）cm]，差异具
有统计学意义（P=0.050）；处理组的内膜腺体数目[（4.388±1.774）个]明显比对照组[（16.518±4.421）个]减少，差异具有统计学意
义（P=0.001）；处理组的子宫内膜纤维化面积比例（0.775±0.040）明显高于对照组（0.329±0.062），差异有统计学意义（P=
0.000）；处理组的子宫内膜中 VEGF（5.967±0.390）、TGF-β1（6.200±0.306）的表达量高于对照组（1.700±0.823）、（1.100±

0.361），差异均具有统计学意义（P=0.000，P=0.001）。结论：采用机械和感染双重法可以成功构建中华田园犬宫腔粘连的动物模
型，且 VEGF、TGF-β1的表达量升高可能与宫腔粘连的发生有关。
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Establishment of Chinese rural dog intrauterine adhesion model
by mechanical and infection double injury

Yang Yuan，Mao Yanhua，Wang Jia，Zhang Yingfeng
（Department of Gynaecology and Obstetrics，University Town Hospital of Chongqing Medical University）

【Abstract】Objective：To establish a stable animal model of intrauterine adhesion by mechanical and infection，to measure the expres－
sions of vascular endothelial growth factor（VEGF）and transforming growth factor-β1（TGF-β1）and to evaluate their relationship
with the formation of adhesion，in order to provide a experimental platform for the next research. Methods：The uterus from 6 healthy
mature female Chinese pastoral dogs were collected and divided into two groups：the treatment group and the control group. The right
uterine endometriums were collected and evaluated using HE staining，Masson’s stain and SP immunohistochemistry. Results：The
endometrial thickness of treatment group（2.325±0.399）was thinner than that（3.025±0.466）of control group；the number of en－
dometrial glands of treatment group（4.388±1.774）was significantly fewer than that（16.518±4.421）of control group；the endometri－
al fibrosis area（0.775±0.040）was significantly higher than that（0.329±0.062）of control group. The expression levels of VEGF
（5.967±0.390）and TGF-β1（6.200±0.306）in endometrium of treatment group were significantly higher than those（1.700±0.823）

and （1.100±0.361）in the control group. Conclusion：The animal model of intrauterine adhesions are constructed successfully by me－
chanical and infective method. The high expressions of VEGF and TGF-β1 may be closely related with the occurrence of intrauterine
adhesion.
【Key words】intrauterine adhesious；animal model；injury；infection；canidae
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宫腔粘连（intrauterine adhesions，IUA）也称阿
谢曼综合征（Asherman syndrome，AS），指各种因素
使子宫内膜基底层损伤后，在创伤愈合的过程中发

生纤维化病变，从而引起宫腔部分或全部粘连的现

象[1]。通常发生在刮宫术或任何子宫手术后，包括子
宫肌瘤切除术、腹腔镜成形术等，也可见于流产后
或剖宫产术后[2]。但大多数情况下与怀孕并发症，如
不完全流产、胎盘残留或产后出血刮除相关[3]。可导
致月经过少、痛经、闭经或不孕、反复流产等生殖内
分泌问题，严重影响广大女性患者的身心健康[4-6]。
近年来由于剖宫产术和子宫手术的增加，以及意识

的增强和更详细的诊断方法 [2]，IUA的发病率和检
出率不断上升，且其发病年龄呈年轻化趋势，已成

为女性继发性不孕的主要病因[7]。因此，本研究拟构
建接近人类 IUA的动物模型，进一步探讨 IUA的发
病机制及其治疗策略。

1 材料与方法

1.1 实验动物
选取性成熟的健康雌性中华田园犬 6只（重庆医科大学

动物中心提供），均为未产母犬，年龄 1~1.5岁，体质量 9~12
kg，随机编为 1~6号，所有犬单笼饲养，常规喂养，该实验方

案已通过重庆医科大学伦理委员会审核（20141230）。建模前
收集的宫角组织作为对照组，建模后 2个月的该处组织作为
处理组。

1.2 脂多糖棉线制备[8]

细菌脂多糖（lipopolysaccharide，LPS，Sigma 公司）溶于

PBS液中配成浓度为 10 mg/L的溶液，4 ℃冰箱保存备用。造
模前 24 h将约 40 cm的 3号医用无菌手术线浸泡在配好的
脂多糖溶液中。

1.3 诱导发情

6只犬分别给予 PMSG（购自 ProSpec公司，来源于Serum
of pregnant mares）肌内注射，250 IU/d，共 5 d，每天上午 9点
注射。观察母犬的行为、外阴变化以及阴道分泌物的情况，以

此判断犬是否发情。

1.4 造模的方法[8，12-13]

6只犬均在外阴肿胀且有血色分泌物的第 2~4 天进行
手术，按 35 mg/kg腹腔注射 3%的戊巴比妥钠麻醉。严格遵

守无菌原则，于犬的下腹正中部沿身体长轴方向纵行切开一

长约 10 cm 的切口，逐层分离组织，然后进入腹腔，推开膀
胱，暴露出子宫。在距宫体交界处 5 cm的右宫角横切开一

1 cm左右的切口，并在切口处剪一小段宫角组织（作为对照

组）。自该切口用自制的小刮勺向宫角远端搔刮右侧子宫腔

5圈，搔刮长度约 5 cm，停止搔刮。在宫腔内留置已制备好的

脂多糖棉线，缝合子宫，生理盐水冲洗腹腔，逐层缝合手术切

口。留置约 5 cm的棉线残端于腹部，48 h后轻拉尾丝，取出

宫腔内棉线，术后常规给予肌内注射青霉素 3 d。2个月后再

次诱导犬发情并在同样的条件下进行手术，开腹后于距离子

宫切口远端约 1.5 cm处剪下一小段子宫角组织（作为处理

组），术后缝合伤口，常规抗生素 3 d。

1.5 标本处理

将对照组及处理组的子宫组织标本（图 1）石蜡切片分

别进行 HE染色、Massoon染色及 SP法免疫组化染色。

1.6 观察指标及检测方法

HE染色 4倍镜下测量子宫内膜的厚度：每组做 3张切
片，每张切片选取上下左右 4个径线，分别测量子宫内膜的
厚度，再求其平均值；400倍镜下检测腺体的数量：每组做 3
张切片，每张切片随机选取 3个视野，计算每个视野下腺体
的数量，再求其平均值；Massoon染色在 400倍镜下随机选取
3个视野，计算每个视野下子宫内膜纤维化面积的比例为子
宫内膜间质纤维化总面积除以子宫内膜间质和腺体面积之

和，再求其平均值；转化生长因子（transforming growth factor-
β1，TGF-β1）（购于博奥森公司生产的兔抗犬 TGF-β1 多克
隆抗体，稀释比例 1∶100）和血管内皮因子（vascular endothe－
lial growth factor，VEGF）（购于博奥森公司生产的兔抗犬

VEGF多克隆抗体，稀释比例 1∶100）表达水平的检测：采用
石蜡切片免疫组化 SP法，按说明书操作（北京中杉金桥生物

图 1 建模前后子宫外观的变化

Fig.1 Changes in the appearance of the uterus before and after

modeling

A. 建模前

B. 建模后
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技术有限公司免疫组化试剂盒），用 PBS液代替一抗作阴性
对照。每张切片 400倍镜下随机选取 5个视野，将每个视野
下染色程度分值与染色范围分值相加求出积分值，再计算其

平均值。染色程度评判标准：阴性（0分）、弱阳性（1分）、中等
阳性（2分）、强阳性（3分）；染色范围评判标准：无阳性染色
区 （0 分）、1%~25%（1 分）、26%~50%（2 分）、51%~75%（3
分）、≥76%（4分）。

1.7 统计学处理
采用 SPSS 19.0软件进行统计学分析，各组数据用均数±
标准差（x±s）表示，两组样本采用配对 t检验，检验水准 α=
0.05。

2 结 果

子宫内膜的厚度处理组（建模后）薄于对照组（建模前），

差异具有统计学意义（P=0.050；图 2，表 1）。处理组的子宫内
膜腺腔囊性扩张、形态不规则、腺体数量明显减少，而对照组
的子宫内膜腺体数量多，且腺腔形态规则，差异有统计学意

义（P=0.001；图 3，表 1）。Masson染色观察宫腔表面覆盖有上
皮细胞，其下层的腺体减少，且有开口；间质纤维增多，有炎

性改变。子宫内膜纤维化面积比例高于对照组，差异具有统
计学意义（P=0.000；图 4，表 1）。通过免疫组化检测 TGF-β1、
VEGF在处理组的子宫内膜的表达水平明显高于对照组，差
异具有统计学意义（P=0.000，P=0.000；图 5，图 6，表 2）。

图 2 建模前后子宫内膜厚度的变化(4×)

Fig.2 Changes of endometrial thickness before and after

modeling(4×)

200 μm

A. 建模前

表 1 建模前后子宫内膜各指标的变化情况（n=6）

Tab.1 Changes of endometrial indexes before and after

modeling（n=6）

组别
子宫内膜厚度

（cm）

腺体的数目

（个）

子宫内膜纤维

面积比例

处理组

对照组

t 值

P 值

2.325±0.399

3.025±0.466

2.577

0.050

4.388±1.774

16.518±4.421

6.499

0.001

0.775±0.040

0.329±0.062

12.647

0.000

图 3 建模前后子宫腺体的变化(400×)

Fig.3 Changes of uterine glands before and after modeling

(400×)

A. 建模前 B. 建模后

B. 建模后

200 μm

A. 建模前 B. 建模后

图 4 建模前后子宫内膜纤维化变化(400×)

Fig.4 Changes of endometrial fibrosis before and

after modeling(400×)

图 5 建模前后 TGF-β1 表达水平的变化(400×)

Fig.5 Expressions of TGF-β1 before and after modeling

(400×)

A. 建模前 B. 建模后

图 6 建模前后VEGF表达水平的变化(400×)

Fig.6 Expressions of VEGF before and after modeling

(400×)

A. 建模前 B. 建模后
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3 讨 论

近年来，建立 IUA动物模型使用较多的动物是
小鼠 [9]、大鼠 [10-12]及新西兰大白兔 [8]，但其子宫均较

小，不易进行观察及手术操作，而且啮齿类动物无

月经周期，与人类差异较大。本实验采用雌性中华
田园犬作为实验对象进行研究，是因为其子宫内膜

具有增生和脱落的特点，类似于女性的月经周期。
2014 年曹兴凤等 [13]利用机械法建立了比格犬宫腔

粘连的动物模型。但有研究报道[8]，仅用机械损伤的

方法对子宫内膜上皮再生过程影响较小，不易成功

地建立稳定的 IUA模型。另外，人们发现 IUA是由
多种因素共同作用形成的[14]，其中创伤和感染被认

为是导致 IUA发生的两大主要高危因素[15]。本研究
采用刮宫和感染双重损伤法建立中华田园犬 IUA
模型，首先利用机械刮宫可以基本刮除子宫内膜，

使间质裸露。在术后立即放入 LPS棉线，2 d后取出
棉线，一方面脂多糖加重了炎症反应[8]，有助于瘢痕

修复，另一方面及时取出棉线不影响 IUA的形成。
因此，本实验不仅可以更好地模拟人类 IUA 的模
型，还可以构建更为理想、稳定的 IUA模型。然而，
由于本实验是小样本基础研究，共建模 6只，后期
仍需进一步加大实验动物量以提高实验结果的可

靠性、稳定性。
目前，对于 IUA模型是否成功建立，国际上并

没有公认的的标准。但大多数研究认为可以用子宫
内膜腺体数量的减少和子宫内膜纤维面积率的增

加来判断建模的成功。本研究结果显示建模后犬的
子宫内膜变薄、腺体减少、子宫内膜纤维化增多。由
此可确定本研究成功构建了中华田园犬 IUA的动
物模型。
随着对 IUA的深入研究，大量实验证实 IUA发
病可能与一些纤维化相关细胞因子的异常表达密

切相关。迄今为止，TGF-β是公认的经典的纤维化
反应的“启动因子”[16-17]。已发现的 TGF-β有 3种，
即 TGF-β1、TGF-β2、TGF-β3，其中以 TGF-β1的活
性最强[18]，该细胞因子可诱导成纤维细胞合成和收

缩细胞外基质。已有众多实验证实，构建的 IUA动
物模型 [13，19]或是 IUA 患者 [20-21]的子宫内膜组织中

TGF-β1的表达量增高。同样的，在前期临床实验中
也发现 IUA患者子宫内膜中 TGF-β1表达升高，且
随粘连严重程度增加[22]。组织创伤后愈合的一个关
键过程是血管新生，VEGF作为血管内皮细胞特异
性的有丝分裂原，在子宫组织中，其主要定位于子

宫内膜腺上皮的细胞质。有研究发现过表达的
VEGF在基因水平上可上调 TGF-β1，从而促进细胞
纤维化[23]。本次动物实验结果显示建模后犬子宫内
膜中 TGF-β1和 VEGF的表达水平均增高，说明 I－
UA的形成可能与 TGF-β1和 VEGF的异常表达有
关，这也从另一个层面证实了本次犬 IUA建模的成
功。此外，研究者们[24-25]发现子宫内膜的再生需要一

定数量的子宫内膜干细胞及适合的微环境。有文献
[26]报道：子宫内膜基层干细胞数量减少甚至缺失和

（或）功能受损，不足以很好支持子宫内膜腺上皮的

完全再生修复，使得内膜瘢痕化，最终形成 IUA。另
外，有研究发现 TGF-β1上调可能引起子宫内膜干
细胞错误诱导，从而导致 IUA的发生[19]。
目前，临床上针对 IUA的治疗尽管可恢复其宫

腔的形态，甚至部分患者的月经量得以增加或恢复，

但对子宫内膜再生、粘连复发及后续的不孕问题可
以做的还很少。近年来，羊膜移植在治疗 IUA中的
作用越来越受到关注[27-28]。本研究人员在重庆市已
率先于临床上开展了羊膜移植治疗 IUA的项目，发
现羊膜移植能有效改善 IUA 患者的再粘连、月经
等情况。但是羊膜在 IUA中作用尚不清楚，是否是
因为羊膜可改变 IUA患者的纤维化相关因子、子宫
内膜干细胞及其微环境？因此，有必要成功构建稳

定的 IUA动物模型，为之后的研究提供一个良好的
实验平台。
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