
各种原因导致的薄型子宫内膜是生殖医生临

床上经常遇到的难题, 其治疗目的就是要促进子
宫内膜再生、修复, 增加子宫内膜厚度, 但目前药

物治疗方法效果较差. 这促使我们探索新的有效
方法, 如进行干细胞动员或干细胞移植等, 那么
建立一种薄型内膜的动物模型显得尤为重要. 目
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大鼠薄型子宫内膜模型的建立和鉴定

高 红, 赵 静, 李艳萍*

(中南大学 湘雅医院 妇产科 生殖医学中心, 中国湖南 长沙 410008)

摘 要: 为探索宫腔注入无水乙醇建立薄型子宫内膜模型的可行性, 将 25只大鼠分 3组: 对照组(宫腔注入生
理盐水), 5分钟组(宫腔注入无水乙醇并贮留 5 min), 10分钟组(宫腔注入无水乙醇并贮留 10 min), 经测量子宫
内膜变薄者为造模组, 5分钟组有 14个子宫内膜变薄, 10分钟组无一例纳入造模组. 免疫组织化学检测角蛋
白尧波形蛋白尧血管内皮生长因子(vascular endothelial growth factor, VEGF)尧雌激素受体 琢(estrogen related recep鄄
tor alpha, ER琢)的表达. 结果发现 5分钟组造模组与对照组单位内膜面积中角蛋白面积尧单位间质面积中波形
蛋白面积和子宫内膜中 VEGF平均光密度差异有统计学意义 (P<0.05), 造模组与对照组子宫内膜 ER琢组织学
积分无差异(P>0.05). 表明宫腔注入无水乙醇并贮留 5 min可以成功建立薄型子宫内膜模型, 成功率为 70%.
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Establishment and Identification of Rat Thin Endometrium Model
GAO Hong, ZHAO Jing, LI Yan鄄ping*

(Reproductive Medical Center, Xiangya Hospital, Central South University, Changsha 410008, Hunan, China)

Abstract: To explore a novel method to establish a thin endometrium by injecting ethanol into the uterine
cavity of rat. Twenty鄄five female SD rats were divided into three groups: control group (physiological saline
were injected into cavities and kept for 5 min), 5 minutes group (95% ethanol was injected and kept for 5
min) and 10 minutes group (95% ethanol was injected and kept for 10 min). The endometria which were
thin鄄ner than that of the control group would be taken as a new group鄄model group, the others were control
group. Observe endometrial morphology by hematoxylin鄄eosin staining (HE) and analyze the growth of the
epithelial and stroma cells, VEGF and ER琢 expression by immunohistochemical staining method. Fourteen
u鄄terine endometria thinned in 5 minutes group and the endometrial layers even all uterine layers of 16 uteri
were necrosed in 10 minutes group. All endometria were characterized by poor regrowth in model group.
Compared with control group, the cytokeratin and the vimentin area per unit endometrium area was less (P<
0.05); VEGF expressed lower in ndometrium (P<0.05); the expression of ER琢 was the same (P>0.05) between
two groups. A rat model of thin endometrium was successfully established when 95% ethyl alcohol was kept
in uterine cavities for 5 min, and the success rate was 70%.
Key words: thin endometrium; ethyl alcohol; rat model; poor regrowth

（Life Science Research，2011，15（5）：426耀431）
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前国内外有氟化物、电磁波、光动力对大鼠子宫内

膜损伤和热对小鼠子宫内膜损伤的报道[1~4], 但由
于损伤过度或不足而未形成薄型内膜. 临床上我
们常常利用无水乙醇的脱水和蛋白质变性作用损

伤异位子宫内膜来治疗子宫内膜异位囊肿. 在此,
我们首次尝试以无水乙醇作为损伤内膜的介质,
建立大鼠薄型内膜模型, 并鉴定模型是否成立.
1 材料与方法

1.1 实验动物来源

性成熟未交配雌性 Sprague鄄Dawley(SD)大鼠
25 只, 重 220~250 g, 鼠龄 10 周左右, 由中南大
学实验动物中心提供. 实验动物根据宫腔注射药
物不同随机分为两组: 对照组 5只 (10个子宫)和
实验组 20只(40个子宫). 实验组根据 95%无水乙
醇宫腔贮留时间不同分为: 5 分钟组和 10 分钟
组, 各 10只大鼠 (20个子宫). 造模经过两个动情
周期后, 若实验组子宫内膜厚度与对照组相比无
变化或者子宫内膜层完全坏死, 则造模失败; 若
子宫内膜变薄, 则定义为造模组.
1.2 主要试剂

95%无水乙醇 ; 苏木素和伊红染液 ; 一抗
(Pan鄄cytokeratin: sc鄄15367, 美国 Santa Cruz 公司 ;
ER琢: sc鄄543, 美国 Santa Cruz 公司 ; Monoclonal
anti鄄vimentin: V鄄6630, 美国 Sigma 公司 ; VEGF
antibody: ab1316, 英国 Abcam 公司); 兔二步法免
疫组化试剂盒和小鼠超敏二步法免疫组化试剂盒

(北京中杉金桥生物公司); DAB.
1.3 动物模型的建立

每日上午 8: 00做大鼠阴道涂片检查, 确定动
情周期. 取动情期大鼠, 麻醉、固定、备皮、常规消
毒, 从尿道口上端约 3 cm处正中纵向切开皮肤
约 2~3 cm, 逐层分离进入腹腔, 在膀胱后方找到
子宫, 呈“V”型, 在其下端汇合处用血管夹夹住.
用无齿镊将一侧子宫拉直, 子宫周围垫有无菌纱
布. 在宫角下 0.5 cm处以 1 mL针管沿子宫长轴
进入宫腔, 注入液体, 见子宫膨隆且针孔处无明
显液体流出(注入液体约 0.3 mL), 即停止注药, 保
持针头在宫腔内, 为保证宫腔的充盈状态, 2 min
后再次缓慢注药, 如此重复, 使液体在宫腔贮留
一定时间. 对照组宫腔注入生理盐水共约 0.5 mL,
贮留 5 min, 实验组宫腔注入 95%无水乙醇, 分别
贮留 5 min(用量约 0.5 mL)和 10 min(用量约 0.8
mL), 取出针头. 另一侧子宫操作如上. 反复冲洗

腹腔, 用棉垫将冲洗液吸干, 恢复子宫解剖位置,
逐层关腹. 术后连续观察 3 个动情周期, 择第 3
个动情周期的动情期, 开腹取子宫, 观察子宫大
体标本, 并纵行剖开部分子宫暴露宫腔观察, 后
浸入 10%福尔马林中固定待查.
1.4 动物模型的鉴定

1.4.1 形态学观察

常规 HE染色后, 在光镜下观察 HE染色后
子宫各层厚度变化、腺体和血管分布情况、腔上皮

或者腺上皮细胞形态学变化 . 采用 Leica qwin
plus图像处理软件测量子宫内膜厚度.
1.4.2 上皮细胞和间质中细胞生长情况

角蛋白属于结构蛋白并特异性表达于上皮细

胞, 呈网状分布整个胞质中, 因此单位内膜面积
中角蛋白的面积变化可以表示上皮细胞面积的变

化, 从而反映上皮细胞生长情况; 同样, 单位间质
面积中波形蛋白的面积也可以反映间质中细胞

(基质细胞和少量内皮细胞)的生长情况. 角蛋白、
波形蛋白的免疫组织化学染色分别按照兔二步法

免疫组化试剂盒和小鼠超敏二步法免疫组化试剂

盒说明进行.
1.4.3 VEGF表达

VEGF的免疫组织化学染色按照小鼠超敏二
步法免疫组化试剂盒说明进行. 其半定量采用平
均光密度法 : 平均光密度 (AOD average optica
density)=IOD (integrated optica density) 累积光密
度辕area.
1.4.4 ER琢表达

ER琢免疫组织化学染色分别按照兔二步法
免疫组化试剂盒说明进行, 半定量分析采用组织
化学评分(H鄄score)法. 即以胞核或胞浆出现棕黄
色颗粒为阳性, 每张切片在细胞密集区选择 5个
高倍镜视野(伊400), 每个视野计数 100个细胞. 计
算公式为: H鄄score=移Pi (i+1). Pi代表同一着色程

度的细胞占的比例, 范围 0耀100豫, i代表着色强
度, 1为纠正系数. 按镜下着色深浅分为 0耀3分:
0 分为未见棕黄色颗粒; 1分为出现较浅的棕黄
色颗粒; 2分为棕黄色颗粒清晰; 3分为有明显的
棕黄色颗粒.
1.4.5 统计学分析

采用 SPSS16.0 统计软件及 Excel 软件处理.
计量资料结果用均数依标准差 (x依 s) 表示, 采用 t
检验. P值为双侧概率, 检验水准 匮=0.05.
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图 1 三组大鼠子宫在体和离体大体标本
(A) 左侧子宫注入 95%无水乙醇; (B) 造模两个动情周期后, 两组子宫大体标本; (C) 造模两个动情周期后 10分钟组子宫
的大体标本; (D) 造模两个动情周期后对照组子宫的纵向剖面; (E) 造模两个动情周期后造模组子宫的纵向剖面; (F) 造模
两个动情周期后 10分钟组子宫的纵向剖面.
Fig.1 Specimen morphology in vivo and ex vivo
(A) The left uterus was injected with 95% ethanol; (B) The morphology of the specimen ex vivo two estrous cycles after model鄄
ing; (C) The morphology of specimen in 10 min group two estrous cycles after modeling; (D) Longitudinal profile of uteri in con鄄
trol group two estrous cycles after modeling; (E) Longitudinal profile of uteri in model group two estrous cycles after modeling;
(F) Longitudinal profile of uteri in 10 min group.

2 结果

2.1 大鼠子宫造模术后的结果统计

造模术后经过两个动情周期, 5分钟组中(表
1), 1只大鼠死亡, 4个子宫的内膜厚度恢复至正
常, 造模失败. 14个子宫的内膜变薄 (表 2), 我们
把内膜变薄的 14个子宫归为造模组. 10分钟组
中, 大鼠子宫内膜层甚至子宫全层坏死, 造模失
败(表 1).

2.2 在体和离体子宫大体标本观察

大鼠为双子宫双宫颈, 呈“V”型. 注入 95%无
水乙醇后子宫颜色变白, 质地变硬, 未注药侧子
宫呈深粉红色, 有弹性 (图 1A). 两个动情周期后,
取出子宫观察: 对照组子宫形态规则, 粗细均匀;
造膜组子宫颜色稍黄, 形态欠规则, 粗细不等, 穿
刺位置稍膨大(图 1B); 10分钟组子宫形态不规则,
粗细明显不等, 有的部位膨大如袋状, 表面可见
出血坏死区域 (图 1C). 沿纵轴将子宫剖开观察,
对照组子宫壁厚, 宫腔平整, 皱壁明显可见 (图
1D); 造模组子宫壁较薄且不均匀, 宫腔凹凸不平,
未见明显皱壁 (图 1E). 10分钟组子宫壁更薄, 宫
腔光滑, 并可见出血坏死区域(图 1F).

表 1 3组大鼠子宫造模术后结果比较
Table 1 Comparison of the results after modeling

among three groups

Results Control group 5 min group 10 min group
Rats 5 10 10
Dead rats 0 1 2
All rats’uteri 0 18 16
Normal uteri 10 4 0
Uteri with thin endometrium 0 14 0
Uteri with all layers necrosed 0 0 9
Uteri with endometria necrosed 0 0 7
Uteri with intrauterine adhesions 0 0 0
Abdominal adhesions Mild Moderate Serious

注: 两组比较差异有统计学意义(P约0.01).
Notes: There is significant difference between two groups(P约0.01).

表 2 造模组和对照组大鼠子宫内膜厚度比较
Table 2 Comparison of the endometrium thickness

between the two groups
Groups No.of uteri endometrum thickness/滋m
Model group 14 234.6依48.1
Control group 10 764.1依100.2

A

D E

B C

F

Model group
Control group
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2.3 大鼠子宫内膜 HE染色结果观察
与对照组(图 2A、C) 相比, 造模组子宫壁全层

均变薄, 子宫内膜层 ( )较肌层( )更明显, 且未
见明显波浪形; 腺体( )稀疏, 部分腺腔膨大成囊
状, 腺上皮( )及内膜表面上皮呈低柱、立方甚至
扁平状; 间质中部分区域轻度水肿; 子宫内膜中

大部分区域血管( )稀疏, 部分区域血管密集并可
见管腔膨大(图 2B、D). 10分钟组子宫内膜层大部
分为无细胞结构区域, 仅存少数细胞结构轮廓,
浅肌层甚至子宫全层坏死, 部分深肌层血管扩张,
内可见血栓形成( )(图 2E、F).

图 2 3组大鼠子宫组织 HE染色光镜观察
(A) 对照组宫内膜和肌层的 HE染色后的形态学观察(伊50); (B) 模型组宫内膜和肌层的 HE染色后的形态学观察(伊50); (C)
对照组子宫内膜 HE染色后的形态学观察(伊200); (D) 造模组子宫内膜 HE染色后的形态学观察(伊200); (E) 10分钟组光镜
下子宫内膜和肌层 HE染色后的形态学观察(伊50); (F) 10分钟组光镜下子宫内膜和肌层 HE染色后的形态学观察(伊200).
其中, 野 冶代表子宫内膜层; 野 冶代表肌层; 野 冶代表腺体; 野 冶代表腺上皮细胞; 野 冶代表血管; 野 冶代表血栓.
Fig.2 The observation of rats爷 endometrial morphology after HE Staining under microscopy in the three groups
(A) The morphology of endometrial and muscular layers by HE staining in the control group (伊50); (B) The morphology of en鄄
dometrial and muscular layers by HE staining in the model group(伊50); (C) The morphology of endometrial and muscular layers
by HE staining in the control group(伊200); (D) The morphology of endometrial and muscular layers by HE staining in the model
group (伊200); (E) The morphology of endometrial and muscular layers by HE staining in the 10 minutes group (伊50); (F) The
morphology of endometrial and muscular layers by HE staining in the 10 min group(伊200 times). 野 冶 endometrial layer; 野 冶
muscular layer; 野 冶 glands; 野 冶 luminal epithelium; 野 冶 vessels; 野 冶 thrombosis.

A B C

D E F

2.4 上皮细胞和间质中细胞再生长情况

角蛋白和波形蛋白分别表达于子宫内膜上皮

细胞的胞浆和间质中细胞 (基质细胞和少量的血
管内皮细胞)胞浆中. 造模组单位内膜面积中角蛋
白面积和单位间质面积中波形蛋白面积均小于对

照组, 差异有统计学意义, P约0.05(表 3).

2.5 VEGF和 ER琢表达情况
VEGF主要表达于子宫内膜上皮细胞胞浆中,

ER琢主要表达于子宫内膜上皮细胞的胞核和胞
浆中, 胞核表达多于胞浆. 造模组子宫内膜 VEGF
平均光密度低于对照组, 差异有统计学意义 (P约
0.05), 但 ER琢组织学积分(H鄄score)稍低于对照组,
差异无统计学意义(P >0.05)(表 4).
3 讨论

本实验中所选择的动物是 SD大鼠. 在预实验
中, 我们曾选用过 C57小鼠, 由于其具有嗜酒精
性, 95%、85%、75%无水乙醇约 0.1 mL注入子宫
后, 小鼠全部死亡, 考虑继续降低酒精浓度则可
能达不到损伤效果, 且小鼠个体小, 子宫较小, 无注:两组比较差异有统计学意义(P约0.05).

Notes: There is significant difference between two groups(P<0.05).

表 3 两组大鼠单位内膜面积中角蛋白面积和单位间质面
积中波形蛋白面积比较
Table 3 Comparsion of the cytokeratin area and vi鄄
mentin area between the two groups
Groups No.of uteri Cytokeratin area/(%) Vimentin area /(%)
Model group 14 11.46依2.40 8.30依2.84
Control group 10 17.82依2.28 13.62依3.18

翌

翌

翌
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表 4 两组大鼠子宫内膜 VEGF平均光密度和 ER琢组织

学积分比较
Table 4 Comparison of the expression of AOD of VEGF

and H鄄score of ER琢 between the two groups
Groups No.of uteri AOD of VEGF H鄄score of ER琢
Model group 14 0.033依0.005 3 3.12依0.07
Control group 10 0.054依0.008 4 3.20依0.12
P 约0.05 >0.05
注: P<0.05, 有统计学差异.
Notes: There is significant difference when P<0.05.

水乙醇的用量难以控制, 遂我们将实验动物改为
SD大鼠.

在造模过程中, 我们首先探索形成薄型内膜
所需的无水乙醇剂量及作用时间. Hsieh[5]和 Noma[6]

等多位学者发现对于子宫内膜异位囊肿患者, 穿
刺抽出内容物后, 相对于 95%无水乙醇灌洗囊腔
0耀10 min, 95%无水乙醇囊腔贮留逸10 min时囊
肿复发率明显降低. 国内多位研究者[7, 8]分别报道
宫腔内注入 95%无水乙醇 5耀10 mL, 重复 2~3次,
共保留 15~30 min, 可以治疗功能失调性子宫出
血、子宫内膜增殖症等因素引起的子宫内膜异常

出血. 多数患者出血停止, 月经恢复, 少数患者闭
经. 由于种属差异, 大鼠子宫较人类小, 子宫内膜
也较薄, 考虑减少 95%无水乙醇的时间和用量.
本实验中, 贮留 5 min的大鼠大部分子宫内膜变
薄; 贮留 10 min的大鼠子宫内膜甚至全层出血坏
死. 这说明子宫内膜损伤程度与 95%无水乙醇作
用时间和用量有关. 可以根据本实验的结果适当
调整 95%无水乙醇的作用时间和剂量, 使模型制
作成功率更高. 其次, 临床上清宫术后常常引起
宫腔粘连, 而本实验中未见明显宫腔粘连形成,
分析原因, 可能是动情期大鼠宫腔存在分泌液,
加上宫腔内注入的无水乙醇, 宫腔变大; 受无水
乙醇细胞脱水、蛋白质凝固作用而坏死的子宫内

膜像是形成一层保护膜, 使创面相互接触减少;
大鼠动情周期较短, 仅 4~5 d, 内膜修复及时, 进
一步减少粘连的发生. 最后, 手术操作时注意避
免无水乙醇溢出流入腹腔, 否则可导致: 大网膜
及腹腔脏器严重粘连; 无水乙醇损伤卵巢, 引起
卵巢分泌性激素减少, 不再支持内膜生长, 使薄
型内膜形成原因不明; 上述情况均可导致大鼠不
孕, 不利于后续研究的分析.

本实验在造模经过两个动情周期后, 镜下观
察处于动情期的造模组大鼠子宫内膜厚度明显小

于对照组, 符合子宫内膜薄的特点[9, 10]. Yoel. Shu原

faro[11] 提出刮宫术对于子宫内膜损伤程度可能从
形成薄且无反应的内膜到 Asherman综合征不等.
而在 Asherman综合症中, 子宫内膜的特点为生长
受限. 本实验中, 子宫壁全层明显变薄, 子宫内膜
层较肌层更明显, 且未见明显波浪形; 腺体稀疏,
部分腺腔膨大成囊状, 腺上皮及内膜表面上皮呈
低柱、立方甚至扁平状. 血管减少, 部分管腔膨大.
这些病理学表现均符合内膜生长受限的特点[12].

本实验中, 造模组单位内膜面积中角蛋白面
积和单位间质面积中波形蛋白面积均小于对照

组, 提示造模组子宫内膜上皮细胞、间质中的细
胞再生长受限, 与 Miwa等[13]提出黄体中期薄型子
宫内膜中腺上皮细胞生长受限结论一致. 子宫内
膜组织的再生、修复主要包括子宫内膜上皮细胞、

间质中的细胞(包括基质细胞和少量的内皮细胞)
再生、修复. 早在 1978年就有学者[14]提出子宫内
膜的修复是通过子宫内膜干细胞介导的. 造模组
形成薄型内膜, 可能与残存的子宫内膜干细胞不
能完全修复子宫内膜有关 . 本实验中 , 造模组
VEGF表达量低于对照组,这与 Miwa[13]和周晓曦[15]

的结论一致. VEGF是一种极强的血管生成促进因
子, 而血管生成主要的意义是促进子宫内膜增殖
和修复. 薄型内膜的产生可能是由 VEGF不足引
起. 本实验发现 ER琢在造模组大鼠子宫内膜中表
达稍低, 但差异无统计学意义. 这与 Ohno[16]、Kim
[17] 等大部分研究一致, 但袁瑞[18] 研究显示薄型内
膜中 ER琢表达降低. ER琢是子宫中占优势的 ER
亚型, 在介导雌激素对子宫内膜的生长、增殖作
用中起主导作用. ER琢在薄型内膜中的表达降低
的结论在传统理论上是行得通的, 而本实验和大
部分研究发现 ER琢在薄型内膜中的表达与正常
内膜无差异, 其原因不明, 具体机制仍需我们进
一步研究.

因此, 造模组大鼠子宫内膜生长受限的形态
学特点、上皮细胞、间质中细胞生长受限的特点和

VEGF表达量降低均可以推断薄型内膜大鼠模型
成功建立, 为后续的干细胞宫腔移植方面的实验
性治疗研究奠定实验动物基础.
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