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  摘 要:目的 探讨子宫内膜增生大鼠模型的建立方法和评价体系。方法 SD雌性大鼠60只,随机平均

分为假手术组(A组)、去势组(B组)、雌激素负荷组(C组)、去势联合雌激素负荷组(D组)。B组和D组大鼠摘

除双侧卵巢后第3天起分别以0.15
 

mL/100
 

g
 

肌内注射高压灭菌麻油和1
 

mg/mL以高压灭菌麻油稀释的苯

甲酸雌二醇注射液;C组仅以同剂量肌肉注射1
 

mg/mL以高压灭菌麻油稀释的苯甲酸雌二醇注射液;A组仅

行开关大鼠腹部手术,同法同剂量注射高压灭菌麻油;均隔1天1次,共14次。采用吉姆萨阴道涂片染色法剔

除B、D组有角化现象的大鼠。在末次注射24
 

h后,处死各组大鼠采集血清、子宫,采用ELISA检测血清中雌

激素(E2)、泌乳素(prol)、孕激素(P)、黄体生成素(LH)和卵泡刺激素(FSH)水平,HE染色法观察子宫形态、内

膜厚度和面积。结果 与A组比较:B组大鼠prol、LH和FSH明显升高,而E2、P明显降低;C组大鼠E2、LH
和FSH明显升高(P<0.05),而P明显降低(P<0.05);D组大鼠prol、LH和FSH明显升高(P<0.05),而

E2、P明显降低(P<0.05)。B、C、D
 

3组大鼠均出现了明显的子宫内膜萎缩,腺体增多,肌层变薄,肌纤维排列

紊乱的现象,C组和D组子宫内膜可见嗜酸性粒细胞浸润。结论 采用去势法、雌激素负荷法及两者联合的方

法均可较好地诱导子宫内膜腺体增生大鼠模型;采用雌激素负荷法和去势联合雌激素负荷所建立的模型具有

子宫内膜炎性增厚的特征。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

establishment
 

method
 

and
 

evaluation
 

system
 

of
 

endometrial
 

hyperpla-
sia

 

rats
 

model.Methods Sixty
 

female
 

SD
 

rats
 

were
 

randomly
 

and
 

evently
 

divided
 

into
 

the
 

sham-operation
 

group(A),ovariectomized
 

group(B),estrogen-loaded
 

group(C)
 

and
 

ovariectomized
 

combined
 

estrogen-loaded
 

group(D).The
 

rats
 

in
 

the
 

group
 

B
 

and
 

D
 

began
 

to
 

be
 

injected
 

with
 

high-pressure
 

sterilized
 

sesame
 

oil(0.15
 

mL/100
 

g)
 

and
 

high-pressure
 

sterilized
 

sesame
 

oil
 

diluted
 

estradiol
 

benzoate
 

injection(1
 

mg/mL)respectively
 

from
 

3
 

d
 

after
 

bilateral
 

ovariectomy.The
 

rats
 

in
 

the
 

group
 

C
 

were
 

only
 

injected
 

with
 

the
 

same
 

dose
 

of
 

1
 

mg/

mL
 

estradiol
 

benzoate
 

injection
 

diluted
 

with
 

high
 

pressure
 

sterilized
 

sesame
 

oil.The
  

rats
 

in
 

the
 

group
 

A
 

only
 

underwent
 

the
 

open
 

and
 

close
 

abdominal
 

operation,and
 

were
 

injected
 

by
 

the
 

same
 

dose
 

of
 

high-pressure
 

steri-
lized

 

sesame
 

oil.All
 

groups
 

were
 

injected
 

once
 

every
 

other
 

day
 

for
 

14
 

times.The
 

rats
 

with
 

hyperkeratosis
 

in
 

the
 

group
 

B
 

and
 

D
 

were
 

eliminated
 

by
 

adopting
 

the
 

GIEMSA
 

vaginal
 

smear
 

staining
 

method.At
 

24
 

h
 

after
 

the
 

last
 

injection,the
 

rats
 

in
 

each
 

group
 

were
 

killed
 

and
 

the
 

serum
 

and
 

uterus
 

were
 

collected.The
 

levels
 

of
 

serum
 

estrogen(E2),prolactin(prol),progesterone(P),lutropin
 

alfa
 

(LH)
 

and
 

follitropin
 

beta(FSH)
 

were
 

measured
 

by
 

ELISA,and
 

the
 

uterine
 

morphology,endometrial
 

thickness
 

and
 

area
 

were
 

observed
 

by
 

HE
 

staining.Results
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 Compared
 

with
 

the
 

group
 

A,the
 

levels
 

of
 

serum
 

prol,LH
 

and
 

FSH
 

in
 

the
 

group
 

B
 

were
 

significantly
 

in-
creased,while

 

the
 

levels
 

of
 

E2
 

and
 

P
 

were
 

significantly
 

decreased;
 

the
 

levels
 

of
 

E2,LH
 

and
 

FSH
 

in
 

the
 

group
 

C
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P<0.05),but
 

the
 

P
 

level
 

was
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.05);
 

the
 

levels
 

of
 

prol,LH
 

and
 

FSH
 

in
 

the
 

group
 

D
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P<0.05),while
 

the
 

levels
 

of
 

E2
 

and
 

P
 

were
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.05).In
 

the
 

group
 

B,C
 

and
 

D,there
 

were
 

obvious
 

atrophy
 

of
 

endometrium,in-
crease

 

of
 

glands,thinning
 

of
 

myometrium
 

and
 

disorder
 

of
 

muscle
 

fiber
 

arrangement.The
 

eosinophilic
 

leuko-
cyte

 

infiltration
 

was
 

observed
 

in
 

the
 

group
 

C
 

and
 

D.Conclusion The
 

methods
 

of
 

ovariectomy,estrogen
 

load-
ing

 

and
 

their
 

combination
 

all
 

can
 

better
 

induce
 

the
 

hyperplasia
 

of
 

endometrial
 

glands
 

in
 

rats.The
 

models
 

es-
tablished

 

by
 

adopting
 

the
 

estrogen
 

loading
 

and
 

ovariectomy
 

combined
 

with
 

estrogen
 

loading
 

methods
 

all
 

have
 

the
 

characteristics
 

of
 

endometritis
 

thickening.
Key

 

words:endometrial
 

hyperplasia; castrate; estrogrn
 

load; estradiol
 

benzoate; morphology
 

of
 

uterus

  子宫内膜增生症(EH)是一种临床上妇科常见疾

病,其发病是由于受到多种因素刺激,导致机体内雌

激素增加,而无相应的孕激素拮抗作用,从而促使子

宫内膜腺体增生、腺体间质比例失调、腺体的数量增

多和腺体扩大,产生子宫内膜增厚等一系列病理改

变[1-2],常分为不典型增生和无不典型增生两类[3],该
疾病对患者的身心健康和日常生活带来了极大的危

害[4]。目前认为EH与体内雌激素变化关系密切,抑
制雌激素分泌的药物都可能导致子宫内膜增生甚至

癌变[5]。

EH动物模型主要是通过去势法、雌激素负荷法

或者两者联合的方法来建立,但缺乏较为客观的评价

体系[6]。本研究拟以上述3种方法建立EH 的大鼠

模型,并从子宫病理组织形态和血清中相关激素[雌
激素(E2)、泌乳素(prol)、孕激素(P)、黄体生成素

(LH)和卵泡刺激素(FSH)]水平进行评价和分析,为
子宫内膜增生动物模型的建立和评价提供参考。

1 材料与方法

1.1 实验动物 SPF级SD雌性大鼠60只,6周龄,
体质量(180±18)g,均购于三峡大学实验动物中心,
许可证号:SCXK(鄂)2017-0012,饲养环境20~26

 

℃,湿度50%~60%,自然通风,自由进食、进水。

1.2 药物与试剂 高压灭菌大豆油(供注射用,浙江

田雨山药用油有限公司);苯甲酸雌二醇注射液(剂
量:2

 

mL∶4
 

mg,10支/盒,杭州动物药品厂,批号:

190422);左炔诺孕酮(剂量:0.75
 

mg×2片/盒,华润

紫山竹药业 有 限 公 司,批 号:43190405);大 鼠 E2、

prol、P、LH的ELISA试剂盒均购于上海哈灵生物科

技有限公司;大鼠FSH
 

ELISA试剂盒购于上海信凡

生物科技有限公司。

1.3 主要实验仪器 5810R高速冷冻离心机(德国

Eppendorf公司);酶标定量测定仪(德国Thermo公

司);Milli-Q超纯水机(贝莱美生物科技有限公司);

智能程控生物组织自动脱水机(型号:TC-120,泰维科

技实业股份有限公司);生物组织自动包埋机(型号:

TB-718E,泰维科技实业股份有限公司);轮转式切片

机(型号:R139,泰维科技实业股份有限公司);摊片机

(型号:TK-218Ⅱ,泰维科技实业股份有限公司);显微

镜(日本Nikon);海尔立式超低温冰箱。

1.4 方法

1.4.1 实验动物分组、造模 将60只大鼠随机分为

假手术组(A组)、去势组(B组)、雌激素负荷组(C组)
和去势联合雌激素负荷组(D组),每组15只。所有

大鼠在造模前3
 

d行腹部备皮,进行手术前禁食不禁

水12
 

h。B组和D组大鼠采用10%水合氯醛以0.3
 

mL/kg的剂量腹腔注射麻醉,仰卧位固定,腹部行侧

横切口,找到卵巢组织,用手术线结扎后摘除双侧卵

巢,分层缝合切口;A组同法在腹部行切口后切除卵

巢周围组织与双侧卵巢质量相近的脂肪组织;术后大

鼠给予腹腔注射青霉素钠注射液8万单位,连续注射

3
 

d。C组、B组与D组大鼠以0.15
 

mL/100
 

g的剂量

肌肉注射1
 

mg/mL高压灭菌麻油稀释的苯甲酸雌二

醇注射液混合液,共14次;A组术后同法等剂量注射

高压灭菌麻油,共14次。

1.4.2 模型的评价与筛选 在给药后第10天开始,
隔1天1次,连续20

 

d取B组和D组大鼠阴道分泌

物进行阴道涂片后用吉姆萨溶液染色,并于镜下观察

大鼠阴道上皮角化情况,剔除角化者。最终,筛选 A
组大鼠15只、B组大鼠14只,C组大鼠15只,D组大

鼠14只。

1.4.3 指标检测

1.4.3.1 各组大鼠子宫指数测定 末次给药后第2
天,每组随机选取大鼠6只,称重并记录体质量,麻醉

后取腹主动脉血,离心分离血清,置于冰箱保存备用。
迅速取下各组大鼠完整子宫,并精密称子宫湿重(g),
根据公式(子宫指数=子宫湿重/大鼠体质量)计算子
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宫指数。

1.4.3.2 HE染色观察各组大鼠子宫病理情况 将

取出的子宫以4%多聚甲醛固定液固定48
 

h,截取Y
型子宫交叉处横截面子宫组织,常规脱水、浸蜡、包
埋、切片后进行 HE染色,并固定封片。每组选取染

色效果佳、组织较完整的切片2张,在40倍和100倍

镜下分别在子宫内膜四边视野采集图片各3张。采

用Image
 

J
 

1.51软件进行图像分析,观察子宫内膜

形态。

1.4.3.3 ELISA检测其血清中性激素水平 取上述

1.4.3.1中的待测血清,根据试剂盒上的说明书进行

操作,检测血清中E2、prol、P、LH和FSH的水平。

1.5 统计学处理 采用SPSS19.0统计学软件进行

数据处理,计量资料以x±s表示,两组间比较采用t
检验,以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 各组大鼠子宫形态学指标测定 各组大鼠子宫

形态学指标测定结果见表1。与A组比较:B组大鼠

子宫指数、内膜厚度和内膜面积均明显下降(P<
0.05);C组和D组子宫指数、内膜厚度均明显增加

(P<0.05),内膜面积明显下降(P<0.05),且C组各

指标改变更为明显(P<0.05)。
表1  各组大鼠子宫形态学指标测定结果(n=6,x±s)

组别 子宫指数(mg/g) 内膜厚度(μm) 内膜面积(mm2)

A组 2.10±0.14 255.03±54.36 366.16±43.11

B组 0.65±0.10a 216.65±30.11a 160.64±16.07a

C组 8.48±1.16ab 426.33±37.98ab 135.66±11.97ab

D组 7.48±0.57ab 368.59±43.60abc 182.37±9.66ac

  注:与 A组比较,aP<0.05;与B组比较,bP<0.05;与 C组比

较,cP<0.05。

2.2 各组大鼠子宫病理切片观察 A组大鼠子宫肌

纤维细长,内环外纵,排列规则,内膜上皮细胞和腺上

皮细胞呈高柱形,腺体排列较密集,腺腔大小不等,细
胞底部可见分泌空泡,肌层纤维形态规则,浆膜层较

光滑(图1A、图2A);B组大鼠子宫体积明显缩小,子
宫内膜明显萎缩,腺体细胞多为低柱状,腺体明显增

多且拥挤,肌层变薄,肌纤维排列较紊乱,浆膜层萎

缩,不光滑(图1B、图2B);C组肉眼可见部分大鼠子

宫出现明显的积水、淤血和大小不一的脓肿,显微镜

下可见内膜上皮细胞和腺上皮细胞呈低柱状,腺体呈

单层或复层柱状,较A组数量明显增多且拥挤,偶见

脓肿形成,大部分大鼠子宫内膜有明显的嗜酸性粒细

胞浸润,肌层纤维轻度肥大,排列稍紊乱,浆膜层萎

缩,不光滑(图1C、图2C);D组大鼠子宫体积明显增

大,偶见积水和淤血,未见脓肿,显微镜下可见内膜细

胞和腺上皮细胞呈低柱状,偶见假复层现象,腺体呈

单层或复层柱状,数量明显增多,内膜层有明显的嗜

酸性粒细胞浸润,肌层排列较整齐(图1D、图2D)。
 

2.3 各组大鼠血清性激素水平比较 与A组比较:

B组大鼠prol、LH 和FSH 明显升高(P<0.05),而
E2、P明显降低(P<0.05);C组大鼠E2、LH和FSH
明显升高(P<0.05),而P明显降低(P<0.05);D组

大鼠prol、LH和FSH明显升高(P<0.05),而E2、P
明显降低(P<0.05)。与B组比较:C组大鼠prol、

LH明显升高(P<0.05),FSH明显降低(P<0.05);

D组大鼠E2及LH明显升高(P<0.05),其他指标差

异无统计学意义(P>0.05)。与C组比较:D组大鼠

E2及prol明显降低(P<0.05),P明显增加(P<
0.05),其他指标差异无统计学意义(P>0.05)。见

表2。

  注:A为A组;B为B组;C为C组;D为D组。

图1  各组大鼠子宫形态观察(HE染色,×40)

  注:A为A组;B为B组;C为C组;D为D组。

图2  各组大鼠子宫形态观察(HE染色,×100)
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表2  各组大鼠血清激素水平测定结果(n=6,x±s)

组别 E2(pg/mL) prol(pg/mL) P(ng/mL) LH(mIU/mL) FSH(mIU/mL)

A组 113.23±3.12 1.09±0.08 9.58±1.04 1.32±0.29 2.12±0.08

B组 36.89±5.09a 2.08±0.47a 3.32±0.17a 2.61±0.17a 3.47±0.10a

C组 192.35±11.68ab 3.11±0.09ab 1.27±0.08ab 4.08±0.65ab 3.19±0.21ab

D组 86.24±9.18abc 2.32±0.52ac 2.72±0.91ac 3.44±0.41ab 3.22±0.33a

  注:与A组比较,aP<0.05;与B组比较,bP<0.05;与C组比较,cP<0.05。

3 讨  论

  子宫内膜是哺乳类动物体内对雌激素最为敏感

的组织,正常情况下,卵巢周期性地分泌雌激素,维持

正常的月经周期;病理情况下,在来源于体外或体内

的雌激素持续性地过度刺激下,且无孕酮对抗,子宫

内膜发生突破性或撤退性出血、两种类型混合性出

血,进而引起子宫内膜增生、间质血管以及腺体扩张、
炎细胞浸润、子宫脏器系数下降等一系列病理改

变[7-8]。本研究结果表明,采用去势法、雌激素负荷法

和去势联合雌激素负荷法均可引起子宫内膜增生病

理改变,如水肿和少量上皮细胞变性和坏死,孕激素

均处于较低水平,提示这3种方法均可建立子宫内膜

增生的大鼠模型。
雌激素孕激素维持在一定的水平对于女性建立

正常月经周期十分重要,也是女性性成熟和生殖的重

要标志。在性激素作用下,子宫内膜发生周期性脱

落、生成,因此检测性激素的水平,是目前妇科疾病临

床与实验研究的重要手段,一方面可以了解性激素在

体内的周期性变化规律,另一方面对于寻找EH 发

生、发展的原因,寻求合适的治疗方法具有重要意

义[9]。有研究发现,雌激素诱导的子宫内膜增生大鼠

模型出现了腺体的数量明显减少,上皮细胞和腺体增

生,子宫内膜厚度和内径明显升高等病理改变[10],与
本研究结果相似。

 

张丽萍等[11]以高效孕激素治疗

EH,通过检测患者子宫内膜组织中TRIM22在治疗

前后的表达情况,表明孕激素可以升高TRIM22的表

达,抑制子宫内膜腺体的增殖,从而可以治疗EH。本

研究发现,所建立的这3种模型prol、LH和FSH的

分泌量均明显增加,E2和P均明显下降(C组有外源

性雌激素的干扰),提示本研究所建立的这3种模型

也可应用于子宫内膜增生所致不孕症的相关研究。
此外,从研究结果上看,雌激素负荷法和去势联

合雌激素负荷法所建立的子宫内膜增生大鼠模型的

子宫指数明显增大,其原因可能与子宫内膜炎性浸润

引起的水肿有关,提示采用这两种方法所建立的模型

可能具有子宫内膜炎的特征。
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