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盆腔脏器脱垂动物模型的建立与适用性评价
严晓ꎬ覃彩芳ꎬ李青先ꎬ秦玲ꎬ许文娟ꎬ樊伯珍∗

(上海中医药大学附属普陀医院妇产科ꎬ上海　 ２０００６２)

　 　 【摘要】 　 目的　 建立能反映盆腔脏器脱垂患者骶韧带相似病理变化的大鼠动物模型ꎬ探讨增加产伤的强度

和模拟绝经对大鼠骶韧带组织病理的影响ꎬ为进一步研究提供实验基础ꎮ 方法　 选取成年 ＳＰＦ 级体重约 ３００ ｇ ＳＤ
雌性大鼠 ６０ 只ꎬ其中 ４５ 只为无生育史的ꎬ采取随机数字表法分为空白对照组(Ａ)ꎬ模拟绝经组(Ｂ)ꎬ模拟产伤 ＋ 模

拟绝经组(Ｃ)ꎬ另 １５ 只连续分娩过 ３ 次的为产伤 ＋ 模拟产伤 ＋ 模拟绝经组(Ｄ)ꎮ Ａ 组正常饮水进食ꎬＢ 组行双卵

巢切除术ꎬＣ 组予以模拟产伤操作及行双侧卵巢切除手术模拟绝经ꎬＤ 组在连续分娩 ３ 次的基础上模拟产伤 ２ 次后

行双侧卵巢切除模拟绝经ꎬ术后均常规饲养 ８ ~ １０ 周ꎮ 各组随机取 ８ 只ꎬ观察各组大鼠生殖器外观、生殖道裂孔变

化ꎻ采用免疫组化法观察评价阴道前壁 Ｉ 型和 ＩＩＩ 型胶原蛋白(ＣＯＬ１Ａ１、ＣＯＬ３Ａ１)、转化生长因子 β￣３(ＴＧＦβ￣３)积分

光密度变化ꎮ 采用 ＲＴ￣ＰＣＲ 法测定骶韧带组织 ＣＯＬ１Ａ１、ＣＯＬ３Ａ１、ＴＧＦβ￣３ ｍＲＮＡ 表达水平ꎮ 结果　 造模后ꎬＤ 组大

鼠阴道裂孔的直径超过对照组大于 ２ ｍｍꎬ各组大鼠没有明显的脱垂表型ꎬＤ 组表现出轻度的会阴体异常ꎻＤ 组大鼠

阴道前壁 ＣＯＬ１Ａ１ 的表达显著低于 Ａ 组(Ｐ< ０ ０５)ꎬＴＧＦβ￣３ 相对表达量与 Ａ 组相比 Ｃ、Ｄ 组均显著高于 Ａ 组(Ｐ<
０ ０５)ꎻＤ 组大鼠骶韧带 ＣＯＬＩＡ１、ＣＯＬ３Ａ１ 的表达显著低于 Ａ 组(Ｐ< ０ ０５)ꎬＴＧＦβ￣３ 相对表达量与 Ａ 组相比 Ｃ、Ｄ 组

均显著高于 Ａ 组(Ｐ< ０ ０５)ꎮ 结论　 造模后的大鼠模型其生殖器脱垂表型不显著ꎬ如以表型变化为研究内容的研

究本模型的制作并不合适ꎻ本模型能作为研究 ＰＯＰ 骶韧带病理生理变化的动物模型ꎬ但不能确定人类和大鼠骶韧

带的机械性能是否具有相似性ꎬ需结合各类动物各自的优缺点和需解决的实际研究问题选择最合适的动物模型ꎮ
【关键词】 　 盆腔脏器脱垂ꎻ骶韧带ꎻ阴道前壁ꎻ胶原蛋白ꎻ大鼠动物模型
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ｓａｃｒａｌ ｌｉｇａｍｅｎｔ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ｄ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ａ (Ｐ< ０ ０５). Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＧＦβ￣３ ｉｎ
ｇｒｏｕｐ Ｃ ａｎｄ ｇｒｏｕｐ Ｄ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ａ (Ｐ< ０ ０５). Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ
ｔｈｅ ｍｏｄｅｌꎬ ｔｈｅ ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ ｏｕｔｃｏｍｅｓ ｏｆ ｐｅｌｖｉｃ ｏｒｇａｎ ｐｒｏｌａｐｓｅ ｗａｓ ｎｏｔ ｎｏｔａｂｌｅ. Ｔｈｉｓ ｍｏｄｅｌ ｉｓ ｎｏｔ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ
ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ ｃｈａｎｇｅｓ. Ｔｈｉｓ ｍｏｄｅｌ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ａｓ ａｎ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｃｒａｌ
ｌｉｇａｍｅｎｔ ｏｆ ｐｅｌｖｉｃ ｏｒｇａｎ ｐｒｏｌａｐｓｅꎬ ｂｕｔ ｉｔ ｃａｎｎｏｔ ｂｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｗｈｅｔｈｅｒ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｃｒａｌ ｌｉｇａｍｅｎｔ ｏｆ
ｈｕｍａｎ ａｎｄ ｒａｔ ａｒｅ ｓｉｍｉｌａｒ. Ｉｔ ｉｓ ｎｅｃｅｓｓａｒｙ ｔｏ ｃｏｍｂｉｎｅ ｔｈｅ ａｄｖａｎｔａｇｅｓ ａｎｄ ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ａｎｉｍａｌｓ ａｎｄ ｔｈｅ ａｃｔｕａｌ
ｉｓｓｕｅ ｔｏ ｂｅ ｒｅｓｏｌｖｅｄ ｔｏ ｓｅｌｅｃｔ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｓｕｉｔａｂｌｅ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｆｏｒ ｒｅｓｅａｒｃｈ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｐｅｌｖｉｃ ｏｒｇａｎ ｐｒｏｌａｐｓｅｄꎻ ｓａｃｒｕｍ ｌｉｇａｍｅｎｔꎻ ａｎｔｅｒｉｏｒ ｖａｇｉｎａｌ ｗａｌｌꎻ ｃｏｌｌａｇｅｎꎻ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ: Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ.

　 　 盆腔脏器脱垂(ｐｅｌｖｉｃ ｏｒｇａｎ ｐｒｏｌａｐｓｅꎬＰＯＰ)在中

老年女性中常见ꎬ除排尿等障碍及局部溃疡感染严

重外很少会导致患者死亡ꎬ但显著影响女性的生活

质量ꎮ 它是一个病程长、治疗及研究等方面具有复

杂性的疾病ꎮ 文献认为阴道分娩、绝经、年老、肥胖

等均是 ＰＯＰ 发生的高危因素[１－２]ꎬ但相关发病机理

的基础研究及各种临床治疗效果的病理生理机制

仍不清ꎬ这些基础研究及探讨离不开稳定的动物模

型的建立ꎮ 因此ꎬ如何制作合适的 ＰＯＰ 动物模型对

于加深对其病因学和进展的认识以及研究有效的

预防和治疗策略有重要意义ꎮ 本研究通过模拟妊

娠难产产生的脏器支撑组织损伤和模拟绝经制备

ＰＯＰ 大鼠模型ꎬ并结合文献试图通过对模型大鼠生

殖器表型ꎬ阴道前壁及子宫骶韧带组织中胶原蛋白

含量变化的观察ꎬ来初步探讨 ＰＯＰ 疾病动物模型制

作的动物选择、制作的动物模型的适用性以及研究

中存在的问题ꎬ为不断完善 ＰＯＰ 疾病动物模型制作

提供研究积累ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 材料

１ １ １　 实验动物

６ 月龄 ＳＰＦ 级雌性成年 ＳＤ 大鼠 ６０ 只ꎬ体重约

３００ ｇꎬ均已连续分娩过 ３ 次ꎬ另取同级别同龄无生

育 ＳＤ 大鼠为对照ꎬ由上海斯莱克实验动物有限责

任公司提供【ＳＣＸＫ(沪)２０１７－０００５】ꎬ饲养于沪北实

验动物中心【ＳＹＸＫ(沪)２０１８－００３４】ꎮ 饲养环境:昼
夜各半循环照明ꎬ湿度 ５０％ ~ ６０％ꎬ温度控制在

２１ ~ ２４℃ꎮ 所有操作均符合实验伦理学要求(批
号:ＴＪＨＢＬＡＣ￣２０１９－０２６)ꎮ
１ １ ２　 试剂与仪器

ＲＮＡ 抽提试剂盒ꎬ美国 ｚｙｍ 公司生产ꎮ 裂解

液、逆转录试剂盒、荧光定量聚合酶链反应试剂盒ꎬ
日本 ＴａＫａＲａ 株式会社生产ꎮ 离心机 ( Ｔｈｅｒｍｏꎬ美
国)ꎬＰＣＲ 基因扩增仪(Ｂｉｏ￣Ｒａｄꎬ美国)ꎬ实时 ＰＣＲ 扩

增仪(Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｒｍｓꎬ美国)ꎮ
１ ２　 方法

１ ２ １　 动物分组与模型制备

根据参考文献进行造模[３－５]ꎮ 取无生育史的 ４５
只成年 ＳＤ 雌性大鼠采用随机数字表法分为 ３ 组ꎬ
每组各 １５ 只ꎮ Ａ 组为正常空白对照组ꎬ自由进食饮

水饲养 １２ 周ꎻＢ 组为模拟绝经组ꎬ入组后常规饲养 ２
周后单纯双侧卵巢切除ꎬ术后饲养 １０ 周ꎻＣ 组为模

拟产伤及绝经组ꎬ入组时即将大鼠腹腔注射麻醉ꎬ
取俯卧位固定ꎬ将 ６Ｆ 弗莱氏导尿管插入阴道中约

３ ｃｍꎬ并往气囊中注入生理盐水 ３ ｍＬ 撑开阴道ꎬ用

９６６
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１－０号丝线将导尿管八字缝合于阴道口ꎬ将大鼠固

定ꎬ取耻骨联合位于桌缘使导尿管下垂ꎬ给 ３００ ｇ 拉

力维持 ４ ｈ 后取出ꎬ常规饲养 ２ 周后行双侧卵巢切

除ꎬ术后常规饲养 １０ 周ꎻＤ 组为增加模拟产伤强度

组ꎬ取与上述各组入组研究时同龄的 １５ 只已连续分

娩过 ３ 次的 ＳＤ 大鼠ꎬ同 Ｃ 组模拟产伤操作 １ 次后

间隔 ２ 周再行上述操作 １ 次ꎬ常规饲养 ２ 周后行双

卵巢切除术ꎬ常规饲养 ８ 周ꎮ
１ ２ ２　 标本采集及处理

各组随机取 ８ 只ꎬ测量观察各组大鼠实验前后

外阴表现和生殖道裂孔直径的差异ꎬ并采用颈椎脱

臼法将大鼠处死后ꎬ仰卧固定ꎬ打开盆腹腔ꎬ取出阴

道前壁组织置于 ４％多聚甲醛溶液内固定 ４８ ｈꎬ脱
水ꎬ石蜡包埋ꎬ待切片ꎻ取出大鼠骶韧带组织ꎬ置于

液氮内备用ꎮ
１ ２ ３　 阴道前壁组织 ＣＯＬ１Ａ１ꎬＣＯＬ３Ａ１ꎬＴＧＦβ￣３
表达水平的检测

免疫组化方法检测:常规固定ꎬ脱水ꎬ脱蜡后ꎬ
以免疫组化法检测阴道前壁组织中 ＣＯＬ１Ａ１ꎬ
ＣＯＬ３Ａ１ꎬＴＧＦβ￣３ 的表达ꎮ 大鼠阴道前壁组织切片

脱蜡ꎬ水化后ꎬ枸橼酸盐缓冲液热修复抗原ꎬ加入抗

ＣＯＬ１Ａ１ꎬＣＯＬ３Ａ１ꎬＴＧＦβ￣３ 一抗(１ ∶ １００)ꎬ４℃ 湿盒

内孵育过夜ꎮ ＰＢＳ 缓冲液冲洗 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎ 后ꎬ
加入二抗孵育ꎬ显色ꎬ复染后ꎬ以显微镜观察染色情

况ꎬ拍摄图片ꎬＨＩＳ 模式下ꎬ选取棕色或棕褐色阳性

表达区域ꎬ以 Ｉｍａｇｅ ｐｒｏ ｐｌｕｓ ６ ０ 图像分析系统计算

积分光密度ꎬ每张切片取 ５ 个视野的光密度的平均

值作为该切片的积分光密度值ꎮ
１ ２ ４　 骶韧带组织 ＣＯＬ１Ａ１ꎬＣＯＬ３Ａ１ꎬＴＧＦβ￣３ 表

达水平的检测

ＲＴ￣ＰＣＲ 方法检测:取各组样本ꎬ用 ＴＲＩｚｏｌ 裂解

液和美国 ｚｙｍｏ 公司生产的 ＲＮＡ 抽提试剂盒提取总

ＲＮＡꎬ测总 ＲＮＡ 浓度和纯度ꎬ－８０℃ 保存备用ꎮ 将

１ μｇ的总 ＲＮＡ 根据 ＴａＫａＲａ 的逆转录试剂盒行

ｃＤＮＡ 逆转录ꎬ按照 ＴａＫａＲａ 荧光定量聚合酶链反应

试剂盒操作步骤进行 ＰＣＲ 反应ꎻＰＣＲ 反应在 Ｒｅａｌ
ｔｉｍｅ ＰＣＲ 扩增仪上进行ꎬ反应条件: ９５℃ꎬ ３０ ｓꎬ
９５℃ꎬ５ ｓꎬ６０℃ꎬ３４ ｓꎬ共 ４５ 个循环ꎮ ＣＯＬ１Ａ１(上游

５′￣ＧＧＴＧＡＧＡＣＡＧＧＣＧＡＡＣＡＡＧＧＴＧ￣３′ꎬ 下 游 ５′￣
ＧＣＣＡＧＧＡＧＡＧＣＣＡＧＧＡＧＧＡＣ￣３′)ꎬ ＣＯＬ３Ａ１ ( 上 游

５′￣ＡＣＴＴＣＴＧＧＴＣＣＴＣＣＴＧＧＴＣＴＧＣ￣３′ꎬ 下 游 ５′￣
ＣＧＣＣＴＧＧＣＴＣＡＣＣＣＴＴＴＴＣＡＣ￣３′)ꎬ ＴＧＦＣＴＧ ( 上 游

５′￣ＣＴＧＧＣＴＣＡＣＣＣＴＣＡＴＡＣＣＴ￣３′ꎬ 下 游 ５′￣

ＣＴＧＧＣＴＣＡＣＣＣＴＣＡＴＡＣＣＴ￣３′)的引物ꎬ由上海生工

生物工程有限公司设计合成ꎮ 各个基因的表达采

用 ２－△△ＣＴ方法进行定量分析ꎮ
１ ３　 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ ２１ ０ 统计软件进行正态性和方差齐

性检验ꎬ计量资料采用平均值 ± 标准差(ｘ ± ｓ)表

示ꎬ两组间比较采用团体 ｔ 检验ꎬ多组间比较采用单

因素方差分析ꎬ两两比较采用 ＬＳＤ￣ｔ 检验ꎮ Ｐ< ０ ０５
为差异具有统计学意义ꎮ

２　 结果

２ １　 各组大鼠外阴脱垂表型变化

与对照组 Ａ 相比ꎬＣ、Ｄ 组大鼠阴道裂孔的直径

均超过 Ａ 组大于 ２ ｍｍꎻＣ、Ｄ 组与 Ａ 组之间阴道裂

孔直径差异具有显著性 [( １ ４０３ ± ０ ３４３) 相对

(０ ４１９ ± ０ １００)](Ｐ< ０ ０５)、[(１ ６０９ ± ０ １６０)相
对(０ ４１９ ± ０ １００)](Ｐ< ０ ０５)ꎮ 各组大鼠没有明

显的脱垂表型ꎬＤ 组表现出轻度的会阴体异常ꎮ
２ ２　 各组大鼠阴道前壁组织 ＣＯＬ１Ａ１、ＣＯＬ３Ａ１
和 ＴＧＦβ￣３免疫组化积分光密度比较

２ ２ １　 与 Ａ 组比较

阴道前壁组织 ＣＯＬ１Ａ１ 的相对表达量 Ｂ 组和 Ａ
组差异无显著性ꎬＣ 组有下降趋势ꎬ但差异无显著

性ꎬＤ 组显著低于 Ａ 组(Ｐ< ０ ０５)ꎻＣＯＬ３Ａ１ 的相对

表达量各组大鼠均表现为下降趋势ꎬＣ、Ｄ 组均显著

低于 Ａ 组(Ｐ< ０ ０５)ꎮ ＴＧＦβ￣３ 相对表达量与 Ａ 组

相比均呈上升趋势ꎬＢ 组与 Ａ 组间差异无显著性ꎬ
Ｃ、Ｄ 组均显著高于 Ａ 组(Ｐ< ０ ０５)(表 １)ꎮ
２ ２ ２　 组间比较

ＣＯＬ１Ａ１ 的相对表达量随着损伤强度的增加各

组间有依次下降趋势ꎬ但差异无显著性ꎮ ＣＯＬ３Ａ１
的相对表达量 Ｃ 组较 Ｂ 组、Ｄ 组较 Ｃ 组均呈显著下

降(Ｐ< ０ ０５)ꎮ ＴＧＦβ￣３ 相对表达量随着损伤强度

的增加 Ｃ 组较 Ｂ 组、Ｄ 组较 Ｃ 组均显著上升(Ｐ<
０ ０５)(表 １)ꎮ
２ ３　 各组大鼠骶韧带组织 ＣＯＬ１Ａ１、ＣＯＬ３Ａ１ 和

ＴＧＦβ￣３表达水平比较

２ ３ １　 与 Ａ 组比较

骶韧带组织 ＣＯＬ１Ａ１、ＣＯＬ３Ａ１ 相对表达量均呈

下降趋势ꎬ其中 Ｂ、Ｃ 组与 Ａ 组相比差异均无显著性ꎬ
Ｄ 组显著低于 Ａ 组(Ｐ< ０ ０５)ꎮ ＴＧＦβ￣３ 相对表达量

与 Ａ 组相比均呈上升趋势ꎬＢ 组与 Ａ 组间差异无显

著性ꎬＣ、Ｄ 组均显著高于 Ａ 组(Ｐ< ０ ０５)(表 ２)ꎮ

０７６
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２ ３ ２　 组间比较

ＣＯＬ１Ａ１、ＣＯＬ３Ａ１ 的相对表达量随着损伤强度

的增加 Ｃ 组较 Ｂ 组呈现下降趋势ꎬ但差异无显著性ꎬ

Ｄ 组较 Ｃ 组呈显著下降(Ｐ< ０ ０５)ꎻＴＧＦβ￣３ 相对表达

量随着损伤强度的增加 Ｃ 组较 Ｂ 组虽差异无显著

性ꎬ但有上升趋势ꎬＤ 组较 Ｃ 组显著上升(Ｐ< ０ ０５)ꎮ

表 １　 各组大鼠阴道前壁组织 ＣＯＬ１Ａ１、ＣＯＬ３Ａ１、ＴＧＦβ￣３ 免疫组化积分光密度( ｘ ± ｓ)
Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｎｔｅｇｒａｌ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ＣＯＬ１Ａ１ꎬＣＯＬ３Ａ１ ａｎｄ ＴＧＦβ￣３

ｉｎ ａｎｔｅｒｉｏｒ ｖａｇｉｎａｌ ｗａｌｌ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ( ｘ ± ｓ)
组别 Ｇｒｏｕｐｓ ＣＯＬ１Ａ１ ＣＯＬ３Ａ１ ＴＧＦβ￣３
Ａ 组 Ｇｒｏｕｐ Ａ ５１２００ ± １４４５９ １７２００５ ± ２０７９ ８４７３３ ± ６０５４
Ｂ 组 Ｇｒｏｕｐ Ｂ ５３３３６ ± １２７４４ １６８５３９ ± １９５７ ８４９９１ ± ６１６１
Ｃ 组 Ｇｒｏｕｐ Ｃ ５００６５ ± １４１２５ １３５６２３ ± ５４０７☆△ ９０９３２ ± １１４６☆△

Ｄ 组 Ｇｒｏｕｐ Ｄ ４４１４６ ± ９５６８☆ 　 １０３２６８ ± ４３８７☆□ 　 １０７５９７ ± ４４０６☆□

Ｆ ０ ７４８ ５８６ １６５ ３８ ７４３
Ｐ ０ ５３３ < ０ ０５ < ０ ０５

注:与 Ａ 组比较ꎬ☆Ｐ< ０ ０５ꎻ与 Ｂ 组比较ꎬ△Ｐ< ０ ０５ꎻ与 Ｃ 组比较ꎬ□Ｐ< ０ ０５ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｇｒｏｕｐ Ａꎬ☆Ｐ< ０ ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｇｒｏｕｐ Ｂꎬ△Ｐ< ０ ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｇｒｏｕｐ Ｃꎬ□Ｐ< ０ ０５.

表 ２　 各组大鼠骶韧带组织 ＣＯＬ１Ａ１、ＣＯＬ３Ａ１、ＴＧＦβ￣３ 表达水平( ｘ ± ｓ)
Ｔａｂｌｅ ２　 ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＣＯＬ１Ａ１ꎬ ＣＯＬ３Ａ１ ａｎｄ ＴＧＦβ￣３ ｉｎ ｓａｃｒａｌ ｌｉｇａｍｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ( ｘ ± ｓ)

组别 Ｇｒｏｕｐｓ ＣＯＬ１Ａ１ ＣＯＬ３Ａ１ ＴＧＦβ￣３
Ａ 组 Ｇｒｏｕｐ Ａ １ ００ ± ０ ０２ １ ００ ± ０ ０５ １ ００ ± ０ ０６
Ｂ 组 Ｇｒｏｕｐ Ｂ ０ ９９ ± ０ ０２ ０ ９９ ± ０ ０４ ０ ９９ ± ０ ０７
Ｃ 组 Ｇｒｏｕｐ Ｃ ０ ９６ ± ０ ０４ ０ ９７ ± ０ ０２ １ ２２ ± ０ １３☆

Ｄ 组 Ｇｒｏｕｐ Ｄ ０ ５０ ± ０ ０８☆□ ０ ５４ ± ０ ０３☆□ １ ６５ ± ０ ０６☆□

Ｆ ２９７ ２５７ ３２７ ９ １２２ ３３
Ｐ < ０ ０５ < ０ ０５ < ０ ０５

注:与 Ａ 组比较ꎬ☆Ｐ< ０ ０５ꎻ与 Ｃ 组比较ꎬ□Ｐ< ０ ０５ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｇｒｏｕｐ Ａꎬ☆Ｐ< ０ ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｇｒｏｕｐ Ｃꎬ□Ｐ< ０ ０５.

３　 讨论

女性盆腔脏器维持正常位置依赖于子宫骶韧

带等盆底支撑组织良好的解剖完整性、组织构成及

其正常功能[６]ꎮ 各种原因损伤的不能自愈的盆底

局部解剖上的完整性常常可借助现代不断完善的

外科手术而加以解决ꎮ 而在组织学上ꎬ胶原蛋白 Ｉ
型和 ＩＩＩ 型(ＣＯＬ１Ａ１、ＣＯＬ３Ａ１)在阴道壁及子宫骶

韧带的支持功能中扮演了重要的角色ꎬ近年来的研

究提示ꎬ胶原蛋白含量减少引起这类支撑组织生物

力学特征的改变是导致 ＰＯＰ 发生的重要原因[７－１１]ꎮ
ＰＯＰ 疾病的形成过程缓慢ꎬ但多有前期引起盆底组

织的急性损伤ꎬ这种急性损伤常常伴有一个自我修

复的过程ꎬＴＧＦβ￣３ 是参与创伤愈合修复反应的生长

因子ꎬ能在转录、转录后及翻译水平等多环节增加

胶原蛋白的合成[１２－１４]ꎮ 在探讨 ＰＯＰ 疾病的形成过

程及各种治疗措施疗效的基础研究中ꎬ离不开选择

合适的 ＰＯＰ 动物模型的制作以及评价指标ꎮ 目前

尚没有一种固定的 ＰＯＰ 动物模型能为这类研究使

用ꎮ 现有的模型多集中在对压力性尿失禁大鼠动

物模型的制作ꎬ而这种模型是否适用于因骶韧带为

主引起的 ＰＯＰ 疾病的基础研究中尚缺少文献支持ꎮ
本研究采用大鼠造模前后生殖器表型及阴道壁和

骶韧带中胶原蛋白及 ＴＧＦβ￣３ 的变化来评估其可靠

性ꎬ以供该类研究制模参考ꎮ
现有制作 ＰＯＰ 模型的动物选择主要有小鼠、大

鼠、羊、兔子、灵长类动物和猪等ꎮ 虽然大型动物如

羊和灵长类动物(恒河猴等)等因为其与人类最接

近的解剖和组织结构、病理生理、激素水平而被认

为是 ＰＯＰ 最理想的制模动物ꎬ但存在生命周期长、
研究费用高、研究场地限制等方面的困难[１５]ꎮ 啮齿

类动物如大鼠虽可能因为存在与人类解剖上的差

异ꎬ但具有容易获得、生命周期较短、数量多、经济

等优点ꎮ 有研究提示大鼠的阴道壁结构特征及支

持组织与人类相似[１６]ꎻ妊娠及刚阴道分娩后的大鼠

阴道壁线性刚度明显下降ꎬ且是可逆的ꎬ４ 周后可恢

复至正常[１７]ꎻ大鼠手术绝经模型因绝经大鼠阴道壁

胶原蛋白呈下降趋势[１８] 可作为研究 ＰＯＰ 的模型ꎮ
但骶韧带中这些结构成分的变化如何文献报告尚

少ꎮ 近年来ꎬ有两个在其他物种中有关骶韧带的组

织学方面的研究为 ＰＯＰ 骶韧带研究的动物模型打

下基础ꎬＧｒｕｂｅｒ 等[１９]发现猪具有与人类相似的骶韧

１７６
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带组织成分ꎬ适量而丰富的胶原蛋白和平滑肌ꎬ可
以作为 ＰＯＰ 研究的动物模型ꎮ Ｉｗａｎａｇａ 等[２０] 做了

一个人类、大鼠、小鼠骶韧带组织学方面的比较研

究ꎬ提示比起小鼠ꎬ人类和大鼠的骶韧带有更为相

似的胶原和平滑肌含量ꎬ且大鼠骶韧带样本较小鼠

大ꎬ虽然小鼠有基因敲除后其表型与人类临床相似

的优点ꎬ但仍认为大鼠是一个 ＰＯＰ 骶韧带相关研究

更适合且经济的动物模型来源ꎮ 考虑到猪作为大

型动物在饲养场地、操作等方面的困难ꎬ我们选取

大鼠作为研究 ＰＯＰ 骶韧带组织变化的模型无论从

哪个角度判断均较为合适ꎮ
目前压力性尿失禁大鼠模型是在模拟产伤的

基础上联合双侧卵巢切除法ꎬ因为这些方法模拟了

妊娠难产和绝经ꎬ这符合压力性尿失禁的重要发病

因素ꎮ 也同样被认为是 ＰＯＰ 患者的主要发病原因ꎬ
这种经典的方法为大家所应用ꎮ 但研究表明由于

大鼠特殊的盆底解剖特点ꎬ目前尚无自发性的 ＰＯＰ
方面的数据ꎮ 同时妊娠和阴道分娩对于大鼠盆底

支持组织生物力特征的影响存在自我修复ꎬ而雌激

素减退对于盆底组织的影响也是个漫长的过程ꎬ选
择适时的研究指标检测时机是判断造模成功与否

的关键ꎮ 研究表明大鼠在分娩后 ４ 周[１７]ꎬ盆底支持

组织可恢复至正常水平ꎬ而手术导致的绝经状态始

于双侧卵巢切除后 １５ ｄꎬ之后雌激素水平会显著下

降[２１]ꎮ 所以本实验中我们增加密产因素ꎬ每次分娩

结束即开始下一次妊娠ꎬ且在前一次产伤的短期内

即二周时再行产伤模拟操作ꎬ第 ２ 次模拟产伤 ２ 周

后即行双卵巢切除术ꎬ以增加产伤强度ꎬ术后再常

规饲养动物 ８ ~ １０ 周ꎬ以增加模型的稳定性及可重

复性ꎮ
动物模型中盆腔脏器脱垂的客观表型ꎬ有一个

准确且可重复的量化系统是非常重要的ꎮ 这样的

分级系统在大型动物模型如松鼠猴和狒狒的研究

中已被使用[２２－２３]ꎮ 在基因敲除的小鼠脱垂模型中

也有一 套 盆 腔 器 官 脱 垂 量 化 ( ＭＯＰＱ) 分 级 系

统[２４－２５]ꎬ这套分级系统中ꎬ０ 级和 １ 级被定义为无脱

垂表现ꎻ２ 级或 ３ 级是中到重度脱垂ꎻ４ 级就是严重

脱垂了ꎮ 小鼠的脱垂牵涉到了一个会阴体的向外

膨隆ꎬ而人类的脱垂是通过 ＰＯＰ￣Ｑ 分级系统客观评

估其外化表型ꎮ 本研究结果提示采用本方法制作

的大鼠模型没有明显的脱垂表型ꎬＤ 组表现出了一

个轻度的会阴体异常ꎬ其生殖道裂孔较 Ａ 组相比增

加超过 ２ ｍｍꎮ 但其表型特征表现为 １ 级ꎬ如以表型

变化为研究内容的研究本模型的制作并不合适ꎮ
另一方面ꎬ模型制作后其重要支撑组织中的组

织成分变化为相关研究提供客观的观察指标ꎬ本研

究中我们用免疫组化的方法测定 Ｉ 型和 ＩＩＩ 型胶原

蛋白在各组大鼠阴道前壁中的表达来协同判断

ＰＯＰ 模型造模成功与否ꎬ提示大鼠阴道壁以 ＩＩＩ 型

胶原蛋白为主ꎬ这与既往研究一致[２６]ꎮ 随着损伤强

度的增加ꎬ与 Ａ 组相比ꎬ各组 ＩＩＩ 型胶原蛋白的表达

均表现出了下降趋势ꎬ其中 Ｄ 组的 ＩＩＩ 型胶原蛋白

的表达与 Ａ 组相比存在着显著性下降ꎬ这与人类中

ＰＯＰ 患者与非 ＰＯＰ 患者阴道壁中胶原含量有相似

的变化[１０ꎬ２７－２８]ꎬ进一步说明了 Ｄ 组可以作为研究

ＰＯＰ 疾病病理生理机制的模型ꎮ 另外ꎬ大鼠阴道前

壁 ＴＧＦβ￣３ 的表达较 Ａ 组的变化也都能进一步验

证ꎮ 同样ꎬ我们使用 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法分析了骶韧带中 Ｉ
型和 ＩＩＩ 型胶原蛋白的含量ꎬ随着损伤强度的增加ꎬ
与 Ａ 组相比ꎬ各组骶韧带 Ｉ 型和 ＩＩＩ 型胶原蛋白的表

达有依次下降趋势ꎬ其中 Ｄ 组骶韧带 Ｉ 型和 ＩＩＩ 型胶

原蛋白的表达较 Ａ 组均表现为显著性下降 (Ｐ <
０ ０５)ꎮ ＴＧＦβ￣３ 在骶韧带中的表达随着损伤强度

的增加也呈上升趋势ꎬ这可能是机体在损伤时的一

种应急修复代偿机制ꎬ这也与 ＰＯＰ 患者骶韧带组织

中 Ｉ 型和 ＩＩＩ 型胶原蛋白以及 ＴＧＦβ￣３ 与非 ＰＯＰ 正

常对照组相比时有着相似的变化[１４ꎬ２９－３２]ꎬ说明 Ｄ 组

可以作为研究 ＰＯＰ 骶韧带病理生理变化的动物模

型ꎮ 本组模型没有脱垂表型可能与大鼠特殊的不

同于人类的解剖有关ꎬ就像敲除了 Ｈｏｘａ１１ 基因的小

鼠与人类 ＰＯＰ 患者一样表现出一个下降的胶原蛋

白的表达ꎬ但是同样没有脱垂的表现[３３－３５]ꎮ
不难看出ꎬ随着损伤强度的增加能得到我们预

期的能作为研究 ＰＯＰ 骶韧带病理生理变化的大鼠

模型ꎬ且大鼠作为动物模型具有数量多、费用较低、
生命周期短等优点ꎬ但制作经过是一个耗时耗力的

过程ꎬ麻醉次数多ꎬ且需要开腹手术ꎬ有麻醉意外、
出血、感染等风险ꎬ大鼠死亡率高ꎬ造模成功率在

７０％左右ꎬ我们在制模入组时大鼠的量大于最后检

测标本的数量ꎬ就是基于以上风险考虑的ꎮ 另外疾

病的研究不局限于组织学方面的探索ꎬ还包括功能

方面的研究ꎬ骶韧带因其机械性能在盆底脏器正常

位置的支持方面起着非常重要的作用ꎬ仅仅骶韧带

的组织成分的研究不能确定人类和其他物种的骶

韧带的机械性能具有相似性ꎬ而这恰恰是对 ＰＯＰ 机

制研究是必须的ꎬ啮齿类因其骶韧带组织样本的大

２７６
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小而限制了其机械性研究ꎬ这就决定了使用这类动

物模型研究的相对局限性ꎮ
综上所述ꎬ我们认识到没有研究 ＰＯＰ 的动物模

型是完美的ꎬ很多模型可以模拟人类的某个特征ꎬ
比如组织、解剖或是激素ꎬ但没有哪个动物模型能

同时代表所有的特征ꎮ 所以对各类动物行一个彻

底的解剖、组织学和盆底韧带等的组成及功能方面

的研究ꎬ结合他们各自的优缺点和需解决的实际研

究问题ꎬ从而选择最合适的动物模型开展相关研

究ꎮ 而本研究采用增加模拟产伤强度的基础上联

合双侧卵巢切除法制作的大鼠模型ꎬ至少可以作为

探索与 ＰＯＰ 骶韧带组织胶原变化相关的病理生理

变化的动物模型ꎮ
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