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无创法与开腹法建立宫内节育器避孕大鼠模型腹腔冲洗液中TNF-α、TGF-β、ICAM-1的变化

师  伟1  ，李自发2 ， 岳恒学2  ，徐  丽3
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【摘要】 目的  分析宫内节育器（intrauterine device，IUD）避孕大鼠模型无创法（经阴道—宫颈途径）与开腹法建模腹腔冲洗液中肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、转化生长因子-β（TGF-β）、细胞间粘附分子-1（ICAM-1）的变化，初步评价成模效果。方法  选择已生育SD雌性大鼠50只，随机分为无创组、开腹组、无创假手术组、开腹假手术组、空白对照组，每组10只；无创组、开腹组分别采用无创法（经阴道—宫颈）和开腹法（经腹腔—子宫）置入单侧宫腔含铜IUD，假手术组置入IUD后立即取出，造模后第16天，检测各组大鼠腹腔冲洗液TNF-α、TGF-β、ICAM-1浓度，并观察子宫内膜病理学改变。结果  与空白对照组比较，无创组、开腹组、开腹假手术组TNF-α浓度均明显升高（所有P<0.05），开腹组TNF-α浓度升高最明显，达到极显著水平（P<0.01），亦显著高于无创组TNF-α浓度（P<0.01）。与空白对照组比较，开腹组、开腹假手术组TGF-β浓度均明显升高（P<0.05），开腹组TGF-β浓度升高最明显，达到极显著水平（P<0.01），亦显著高于无创组TGF-β浓度（P<0.01）。各组ICAM-1浓度，组间差异则无显著性（P>0.05）。无创组、开腹组子宫内膜均存在上皮缺损,炎细胞浸润、充血水肿伴增生，血管腔扩大并散在血栓，开腹组IUD置入侧的病理损伤更为明显。结论  模拟临床IUD放置的无创式造模法，较之传统的开腹法，能够明显降低IUD避孕大鼠模型非造模目的的腹腔干扰因素刺激，可能更能反映临床IUD避孕过程。
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Changes of TNF-α, TGF-β, and ICAM-1 in the peritoneal lavage fluid from IUD-contraceptive rat models established by non-invasive modeling and laparotomy modeling
SHI Wei1，LI Zi-Fa2，YUE Heng-Xue2，XU Li3
（1. Affiliated Hospital of Shandong University of Taditional Chinese Medicine，Jinan 250011, China；2. Shandong University of Traditional Chinese Medicine，Shandong 250355；3. Affiliated Provincial Hospital of Shandong University, Jinan 250021）
【Abstract】 Objective  To analyze the levels of TNF-α, TGF-β and ICAM-1 in peritoneal lavage fluid of IUD contraceptive rat models established by non-invasive modeling and laparotomy modeling．Methods  Fifty female SD multiparous rats were randomly assigned into non-invasive, laparotomy, non-invasive control, laparotomy control, and blank control groups, 10 rat in each group. Copper-intrauterine device (IUD) was placed into the unilateral uterine of rat in the noninvasive group through vagina-cervix (non-invasive) way and that of invasive group via laparotomy. The rats were also operated in the non-invasive control and laparotomy control groups but without IUD placing．The concentrations of TNF-α, TGF-β, and ICAM-1 in the peritoneal lavage fluid and pathological change of endometrium were examined at 16 days after modeling. Results The TNF-α of non-invasive group, laparotomy group, and laparotomy sham operation group were significantly higher than that in the blank control group (P<0.05). It was highest in the laparotomy group, and was significantly higher than that of the non-invasive group (P<0.01). Compared with the non-invasive control group, the level of TNF-α was significantly higher in the laparotomy group and laparotomy sham operation group (P<0.01 or P<0.05). It was highest in the laparotomy group, and was significantly higher than that of the non-invasive group (P<0.01). The concentrations of ICAM-1 in all groups had no significant differences between each other (P>0.05). There were epithelial defect, congestion, inflammatory cell infiltration, edema and hyperplasia, vascular dilatation and scattered thrombi in the endometrium of non-invasive grop and laparotomy group, but were more extensive in the endometrium of IUD placement side in the laparotomy group. Conclusions Compared with the conventional laparotomy IUD placement，the rat models with non-invasive IUD placement show significantly reduced peritoneal irritation, and may better reflect the clinical process of IUD contraception in women.
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我国是宫内节育器（intrauterine device，IUD）使用最多的国家，占全世界IUD避孕人数的80%，占我国妇女避孕措施的39.1%[1-2]，但其月经量多、经期延长、腹痛等副反应，发生率达20%-50% [3]，因临床标本取材困难，尚不能完全明确其发病及干预机理，开发符合临床特征的IUD避孕动物模型将是有效解决途径。目前均采用开腹法建立IUD动物模型[4-7]，与临床经“阴道—宫颈”非创伤性放置IUD避孕法差异较大，易造成腹腔损伤及非IUD避孕机理的子宫内膜损伤，可能会对IUD避孕动物成模效果产生干扰。本研究以无创式置入大鼠宫腔含铜IUD，通过分析能反映炎症和增生修复调控的TNF-α、TGF-β和ICAM-1指标及子宫内膜病理学改变，考察两种IUD避孕动物模型的非成模因素，尝试建立更符合临床特征的IUD避孕大鼠模型。
1  材料和方法
1.1  实验动物及实验环境

选取SPF级12周龄已生育SD大鼠，50只，体重（220±20）g，由山东中医药大学实验动物中心提供，SCXK(鲁)2011 0005。实验大鼠分笼饲养于山东中医药大学实验动物中心，SYXK(鲁)20110019，温度控制在20-26°C、12 h光照、相对湿度40%~70%，自由饮水，标准普通饲料进食。，
1.1.1大鼠含铜IUD的制备[8]:横截面直径0.3 mm聚乙烯塑料棒，购自安徽省潜山县源潭万隆制刷厂；工业电线紫铜丝（含铜99.8%），横截面直径0.1 mm，购自山东阳谷新日辉电缆有限公司；7个“0”的不可吸收手术缝合线，购自山东博达医疗用品有限公司。将塑料棒、紫铜丝、手术线分别剪为35 mm、40 mm、100 mm的规格，在每根塑料棒表面，缠绕6股铜丝螺旋固定，塑料棒前端预留5mm未缠铜丝、后端将手术线打结连接于塑料棒；用于无创式放置的IUD，在塑料棒前端的铜丝未缠绕区，反向打折5 mm，呈钩状。两种IUD制备完成后，均置于2%戊二醛浸泡消毒24 h，生理盐水冲洗备用。（图1）
1.1.2无创式IUD放置器械的制备[9]:采用临床一次性使用的硬腰麻联合包，包括不锈钢穿刺套管（简称套管，长80 mm、外径2 mm、内径1.5 mm），标记刻度的塑料导丝（简称导丝，长150 mm、横截面直径1 mm），不锈钢推芯（简称推芯，长90 mm，横截面直径0.5 mm），均购自广州市一辉医疗器械有限公司。取2根不锈钢穿刺套管，剪切首尾并焊接延长至12 cm并保持焊接口通畅，将穿刺端打磨平滑；取2根不锈钢推芯，剪切首尾并粘接延长至13 cm且打磨粘结点光滑，将其穿刺端沿纵轴方向压平0.5 mm并纵向剪开呈“Y”型，修剪2个分叉外侧面呈流线型。以上器械均置于2%戊二醛浸泡消毒24 h，生理盐水冲洗备用。（图2、3）
1.2仪器与试剂
TNF-α、TGF-β、ICAM-1酶联免疫检测试剂盒（上海博蕴生物科技有限公司）；352型酶标仪（芬兰Labsystems Multiskan MS）；超低温冰箱725（美国Thermo Forma公司）；大鼠固定式自照明阴道窥器（自制，图4）[8]，以碘伏全面擦洗表面消毒9次备用；鼻腔异物钳、眼科剪、组织剪、血管钳、缝合针、不可吸收手术缝合线（3个“0”）、洞巾布料，均购自山东博达医疗用品有限公司，高温高压消毒备用（120°C、96 kPa持续15 min）；2%戊二醛浸泡消毒液、碘伏消毒液、戊巴比妥钠（生理盐水配制0.3%浓度）、无菌手套及棉球，均购自江西草珊瑚药业有限公司；青霉素、甲硝唑注射液（河南省海天动物药业有限公司）。
1.3 动物实验

1.3.1动物分组:按照随机数字表，将50只大鼠分为无创组、开腹组、无创假手术组、开腹假手术组、空白对照组，每组10只，无创组采用经阴道—宫颈的无创造模法、开腹组采用经腹腔—子宫的开腹造模法，分别于大鼠一侧宫腔内置入IUD，假手术组均置入IUD后立即取出，空白对照组自然饲养，不施加干预措施。
1.3.2造模方法:无创式造模法（图5,见彩插   ）：大鼠按30 mg/kg的戊巴比妥钠腹腔麻醉后，仰卧位固定，碘伏消毒阴道、鼠尾及下腹部1/3面积共三遍；戴无菌手套后，以大鼠固定式自照明阴道窥器暴露宫颈并碘伏消毒，鼻腔异物钳牵拉宫颈，由宫颈口置入导丝，直至明显阻挡感（约进入宫颈口8~9 cm）；由导丝尾部套入套管前端，入宫颈口后出现阻力感，持续置入套管（约进入宫颈口7~8 cm），至明显阻挡感后，将鼻腔异物钳、套管尾部相对固定，完整撤出导丝；在推芯前端分叉处挂IUD钩状结构，由套管尾口平行同步置入推芯和IUD至有阻碍感，再快速推入推芯剩余部分，直至套管与推芯尾部相触；依次缓慢撤出推芯、套管，牵拉外露于宫颈口的IUD尾端丝线至有明显拮抗回缩感后，于宫颈口1 cm处剪断IUD尾端丝线，撤出鼻腔异物钳及阴道窥器。开腹造模法[4-7]：大鼠麻醉仰卧位固后，备皮消毒下腹2/3面积，取耻骨上中线1 cm，做纵形切口1.5~2 cm[10]，经腹探及子宫联合并暴露一侧子宫，于近卵巢侧1.5 cm处做子宫纵行切口2 mm打开宫腔，向阴道方向置入IUD（无钩），以IUD尾部丝线打结，将IUD固定于宫壁并缝合宫壁，无菌生理盐水冲洗腹腔，注入甲硝唑注射液2 mL，依次关腹。无创造模假手术法：无创式造模术完毕时，持续牵拉IUD尾部丝线，回缩感突然消失后，经宫颈—阴道口拽出IUD。开腹造模假手术法：开腹造模手术中，沿阴道方向置入宫腔IUD后立即取出，依次关闭宫腔、腹腔。以上各组造模后，均肌注青霉素2万单位，连续3 d。
	[image: image1.jpg]



	[image: image2.jpg]




	图1 大鼠节育器（无创、开腹）
Fig. 1 rat IUD (non-invasive method, open-abdominal method)
	图2 套管、推芯、导丝及节育器
Fig. 2  Casing、push core、guide wire and a non-invasive IUD
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	图3  套管和推芯前端
Fig. 3 Front end of the casing and push core
	图4  大鼠阴道窥器
Fig. 4 Rat vaginal speculum


1.3.3标本取材和指标观察方法:造模后16 d，戊巴比妥钠过量麻醉处死大鼠，开腹用生理盐水5 mL反复冲洗宫旁组织及腹腔，5 mL注射器收集腹腔冲洗液后，-30°C以下冰箱保存，酶联免疫吸附法检测TNF-α、TGF-β、ICAM-1的浓度。取IUD放置侧子宫，置入4%中性甲醛，常规HE染色后观察病理学改变。
1.3.4统计方法:数据均采用SPSS 17.0软件包进行统计学分析，以均数±标准差（
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±

c

）表示。组间比较采用方差分析法检验，各组间两两比较用q检验完成。以P<0.01或P<0.05为差异进行统计检验。

2　结果

2.1各组大鼠腹腔冲洗液TNF-α、TGF-β、ICAM-1浓度检测结果（表1）
表1  各组大鼠腹腔冲洗液TNF­α、TGF-β、ICAM-1的浓度（
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±s）
Tab. 1 Concentration of TNF­α, TGF-β, and ICAM-1 in the peritoneal lavage fluid kn the rats of each group
	组别

Groups
	数量
Total number
	TNF-α（ng/L）
	TGF-β（ng/L）
	ICAM-1（ng/L）

	无创组

Non-invasive group
	10
	123.22±39.6※▲＃＃
	321.54±115.43＃＃
	3.05±0.92

	开腹组

Laparotomy group
	10
	200.26±42 ※※△△
	465.28±63.59※※▲△
	3.08±1.26

	无创假手术组

Non-invasive control group
	10
	101.25±11.48▲▲
	308.38±63.69
	3.33±1.11

	开腹假手术组

Laparotomy control group
	10
	184.88±30.34※※
	367.55±41.33※
	2.97±1.04

	空白对照组

Blank control group
	10
	82.08±19.83
	262.45±60.82
	2.71±0.61


注：与空白对照组比较，※P<0.05，※※P<0.01；与开腹假手术组比较，▲P<0.05，▲▲P<.01；与无创假手术组比较，△P<.05，△△P<.01；与开腹组比较，﹟﹟P<001。
Note：Compared with the blank control group，※P＜0.05，※※P＜0.01；Compared with the laparotomy control group，▲P<0.05，▲▲P<0.01；Compared with the non-invasive control group，△P<0.05，△△P<0.01；Compared with the laparotomy group，﹟﹟P<0.01。
结果显示，与空白对照组比较，无创假手术组TNF-α浓度无显著性变化（P>0.05），无创组、开腹组、开腹假手术组TNF-α浓度均明显升高（所有P<0.05）；其中，开腹组TNF-α浓度升高最明显，达到极显著水平（P<0.01），亦显著高于无创组TNF-α浓度（P<0.01）。与空白对照组比较，无创组、无创假手术组TGF-β浓度无显著性变化（P>0.05），开腹组、开腹假手术组TGF-β浓度均明显升高（P<0.05）；其中，开腹组TGF-β浓度升高最明显，达到极显著水平（P<0.01），亦显著高于无创组TGF-β浓度（P<0.01）。各组ICAM-1浓度，组间差异则无显著性（P>0.05）。
3.2各组大鼠子宫组织病理学改变
无创组、开腹组子宫内膜，均出现上皮明显缺损和炎细胞浸润，可见局部内膜组织充血水肿伴增生，血管腔扩大，以小静脉扩张、瘀血明显,散在血栓，其中，开腹组子宫内膜充血水肿更为明显，在IUD置入端尤为典型。无创假手术组的子宫内膜上皮完整，散见极少量白细胞，血管丰富且结构清晰。开腹假手术组表现为子宫内膜上皮基本完整, 腺上皮轻度增生伴散发白细胞浸润，以IUD放置部位明显，血管丰富且结构清晰完整。空白对照组的子宫内膜上皮完整,血管丰富、结构清晰，与大鼠正常子宫内膜病理学观察的文献报道相一致[11] （图6-10,见彩插    ）。
4 讨论
月经异常、腹痛和腰骶疼痛是IUD节育措施副反应，发病机制与子宫内膜和血管形态学、前列腺素失衡和纤溶系统异常等子宫局部病变密切相关[12-16]，研究取材主要是临床内膜活检、月经血等，但标本获取较困难、定位不稳定，而通过建立IUD避孕动物模型，可能有效弥补这一问题。
目前主要采用开腹法建立IUD动物模型，经子宫壁直接将IUD置入大鼠宫腔并缝扎固定[4-7]。有学者报道，在开腹直视下，经阴道—宫颈途径将IUD置入宫腔，依靠IUD的自身弹力固定于宫腔内[17]，不损伤内生殖器官，更符合临床避孕过程。对于动物模型使用的IUD，目前主要将临床IUD直接用于实验动物，或对其含铜及药物结构进行修剪后用于动物模型[18-19]。本研究考虑IUD避孕动物模型的建立，应满足两个条件，一是要设计符合实验动物自身生殖特点的IUD，包括铜表面积大小和IUD适应宫腔形态及其覆盖面积；二是应符合临床IUD的放置过程，减少和降低开腹法损伤对指标测定的影响。
本研究设计大鼠IUD依据临床IUD结构，以弹性塑料为载体，加装释放铜离子的铜丝，模拟临床吉妮固定型IUD的工作原理，设计IUD前端钩状，将其锚定挂于宫壁；按照人与大鼠的子宫内膜比例换算，人宫腔表面积为2 535 mm2（宫腔体积5 mL、倒置等腰三角形、宫腔深度7~8 cm、宫颈管长度2.5 cm），大鼠单侧子宫腔面积为1 41.3 mm2（宫腔圆柱形、横截面直径约1 mm、长4~5 cm），同时考虑啮齿类动物生殖力强于灵长类，大鼠单子宫每孕次胚胎数平均4~6个，至少为灵长类5倍，确定大鼠IUD所需铜丝为24 cm，即6根4 cm长铜丝。本研究使用大鼠自照明阴道窥器、设计导丝引导和IUD尾丝回拉固定等操作，经“阴道—宫颈”无创盲法放置IUD，较之开腹法造模，与临床IUD的放置过程更相符。腹腔冲洗液相关炎症粘连指标检测显示，造模后，大鼠腹腔冲洗液TNF-α、TGF-β浓度均有升高，但开腹造模法TNF-α、TGF-β浓度比空白对照组和无创法造模组升高明显（P<0.01）。子宫组织病理学观察提示，无创法造模避免了因开腹入路途径引发的非造模损伤因素，子宫内膜组织及血管的病理损伤较轻。
TNF-α作为活化单核-巨噬细胞产生的一种重要细胞因子，是感染性疾病和炎症反应的标志性指标，能刺激血管内皮细胞表达粘附分子、刺激单核-巨噬细胞和其他细胞分泌趋化性细胞因子，引起白细胞在炎症部位聚集，促进炎症反应[20]。TGF-β是一大类多功能细胞生长增殖调节蛋白，对伤口的愈合非常重要，通过促使成纤维细胞和巨噬细胞募集、促进血管生成、刺激胶原产生和下调基质金属蛋白酶活性、增加基质金属蛋白酶抑制剂活性，对瘫痕形成起关键作用，在急性炎症及伤口愈合发挥重要作用[21]，其过分表达可导致过度的瘢痕增生和纤维化，与胶原形成关系密切[22]。ICAM-1属于细胞粘附分子免疫球蛋白超家族，具有重要的细胞粘附作用，各类炎性介质及细菌感染均可以上调ICAM-1表达[23]。本研究的两种造模法均引起腹腔冲洗液TNF-α、TGF-β、ICAM-1升高，表现出腹腔产生炎症刺激及其增生粘连趋势，但无创组TNF-α、TGF-β显著低于开腹组，表明无创法对腹腔刺激作用更小，引起的成模以外炎症干扰因素的发生程度更低，这可能因改进了IUD避孕大鼠模型的造模方法，采用了经阴道宫颈置入IUD途径的无创法，该法的成模效果应更能反映临床的IUD避孕过程，是更贴近的反映IUD出血等副反应发病机制的成模方法。
本研究在IUD避孕大鼠模型的考评中，将进一步分析宫腔冲洗液检测标本，围绕IUD副反应发生机制，对比和分析无创法IUD避孕大鼠模型的成模效果，分析IUD出血副反应相关理化指标，开展更为全面的IUD避孕大鼠模型评价，为研究IUD节育措施副反应发病机制和防治机理提供更符合临床IUD避孕过程的实验动物模型。
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