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摘要：胎儿宫内发育迟缓(Intrauterine growth restriction，IUGR)是一种危害胎儿生存质量的严重并发症，病因复杂多样。胎盘功能紊乱是引起IUGR的主要原因之一，但是其发病机制和带来的影响还不清楚，治疗及预后较差。建立与人类临床病理特征相似的IUGR动物模型是研究其发病机制及寻求有效治疗方法的有效途径。本文主要介绍了建立IUGR模型的自然选择法、手术摘除子宫肉阜法、被动吸烟法、营养不良法、子宫动脉结扎法等方法及其效果。
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Abstract:Intrauterine growth restriction(IUGR) is the one important complications in the perinatal period, and associated with poor perinatal health outcomes. In animal fetuses, IUGR can be caused by factors that are of maternal, placental or fetal origin.The most common cause of IUGR is placental insufficiency. However, there is a range of issues that require further investigation or investigation in more than one models. The information collected different animal models of IUGR may contribute to investigating its pathogenesis and seeking effective ways. In this article, the authors review the experimental animal models of IUGR, including natural selection, the surgical ablation of the majority of endometrial caruncles, passive smoking, matemal undernutrition, ligation of an umbilical artery.
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引言
胎儿宫内发育迟缓(Intrauterine growth restriction，IUGR)是指出生体重低于同孕龄正常胎儿体重的第10百分位数[1]，是胎儿在子宫内的生长发育受到阻碍而引起的胎儿出生体重下降的现象，是多胎妊娠的常见并发征。在我国，IUGR发生率为2.75%~15.53%，围产儿死亡率较正常体重新生儿高4~6倍，存活者出生后生长发育迟缓。IUGR胎儿在子宫内会出现器官生长发育不对称、缺氧、酸血症、宫内死亡等现象，出生后出现代谢紊乱、脑室出血等症状，甚至与成年期的心血管病、糖尿病、肥胖等的发生有一定的关系[2]。

IUGR是围产期的主要并发症之一，病因多而复杂，胎盘功能紊乱[3](placental insufficiency)是最易引起IUGR的原因之一。有实验表明：在人类和动物的妊娠后期，影响胎儿生长发育的主要因素是胎盘向胎儿供应的营养物质和氧以及胎盘血流灌注量。赵惠[4]的研究显示：不明原因IUGR患者胎盘系数较对照组明显增加（0.179±0.036 VS 0.148±0.019），胎盘质量明显降低（420±68g VS 542±91g）。2006年，Wu等人[5]认为IUGR不仅会降低动物出生后的生长速度和饲料利用率，而且对动物生长后期的体组成、肉品质甚至整个繁育阶段的生育力造成负面影响。IUGR引起越来越多的动物繁殖工作者和生产实践者的关注。同时，建立与人类临床病理特征相似的IUGR动物模型以研究其发病机制及寻求有效的治疗方法就显得尤为重要。

1 IUGR的临床诊断与治疗

    诊断IUGR的一般临床方法有腹脐静脉穿刺、羊膜腔穿刺、多普勒血流测定、超声生物计量学检测等。多数研究以胎儿体重作为惟一预测IUGR的标准，但动态监测胎儿生长情况对预后的判断却更具有价值，并且把母体体重、产次及胎儿性别等也纳入诊断参考因素。

    羊水量是评估胎儿宫内安全性的一项重要指标。羊水量过少，则提示IUGR及死胎发生率增加。77%~83% IUGR孕妇的超声检查结果可见羊水量过少。子宫动脉多普勒血流测定[6]是在早孕和中孕期筛查早发型IUGR的较好方法，灵敏度分别为25%和75%，假阳性率为5%~10%。

目前，超声作为一种无创性的检查方法，是预测IUGR的一种主要手段。超声估计胎重（EFW）、头围（HC）、腹围（AC）或其他胎儿发育指数的生物计量学指标[7]，被广泛应用于IUGR的临床诊断。超声检测指标EFW或AC值小于同孕龄正常胎儿的第10个百分位，则提示可能IUGR[8]。其中，超声AC测量是EFW最准确的方法，灵敏度为72.9%~94.5%，特异度为50.6%~83.8%。

贺晶[9]提出了糖皮质激素治疗、肝素和乙酸水杨酸治疗、激素补充、抗氧化剂治疗、卧床休息、高压氧治疗、胎儿宫内感染治疗等治疗IUGR的方法。有文献[6]报道指出：羊膜腔内输注氨基酸、静脉营养、硫酸镁治疗等方法也可达到治疗IUGR的目的。2012年，Pandey Kira等[10]的研究显示：57.8%的IUGR孕妇患有高同型半胱氨酸血症，服用叶酸、维生素B6和维生素B12能有效的改善临床症状，并成功的提出了IUGR维生素治疗法。

2 模型动物的选择

目前，IUGR的实验动物模型有大鼠、小鼠、豚鼠、兔等啮齿类动物和羊、猪、牛等家养动物。理想的IUGR动物模型首先要求实验动物要与人具有较好的相似性，解剖和生理学特点尽可能与人类相似，可重复性好，便于检测评价，经济可行。

大鼠数量多，繁殖快，适应力强，怀孕时间短，造模成本较低，是科学实验最常用的动物。但是啮齿动物体型较小，生理结构和胎儿发育进程与人类有着较大的差异，当涉及胎盘功能不足引起的IUGR和胎盘形态学的研究时，该类模型就不恰当。2011年，Fung等人[11]用U-46619血栓素A(2)注射小鼠诱导发生IUGR，并引起母鼠产生妊娠高血压病。同年，Novitskaya T等人[12]用Cited1基因敲除的小鼠制造妊娠后期胎盘功能紊乱的IUGR模型，并探讨了Cited1基因在胎盘和胎儿的发育中的作用。
大鼠IUGR模型的研究利用最早，使用也最广泛，但是以羊、猪为IUGR模型比大鼠更有优势。母羊和羊羔在各生理阶段的发育和解剖学特点与人相似，其个体大小适宜于手术、解剖、采样、采血等实验操作，所获得的模型与人的相似。有些品种具有产羔数多、性成熟早的特点，容易获得IUGR个体和便于建立对照组。在我国，羔羊易人工饲养，饲料来源广泛，试验成本较低。但是制模所需要的时间较长，过程也比较繁琐。
2003，陈才勇[13]认为当需要的IUGR仔猪样本不大时，通常直接选择自然条件下产生的弱仔，该方法随机性强。另一种方法就是通过妊娠母猪限饲、子宫动脉结扎、被动吸烟、降低空气氧含量等方法来获得IUGR样本。

IUGR动物模型
3.1 自然选择法

    自然选择法是直接选用自然情况下产生的弱仔，通过统计学方法来确定IUGR胎仔。在孕龄相同的胎仔群体中，初生体重最轻的、低于平均体重10%的胎仔个体认为是IUGR仔。1982年，Royston建立了确定IUGR仔猪的另一种方法[13]，即把一窝仔猪按初生重从小到大排列在正态分布纸上绘制一条曲线，横坐标为仔猪的初生重，纵坐标为仔猪按体重排名位次与该窝产活仔数的比值。如果所有仔猪的体重分布正常，制成的图应为一条直线；如果某些仔猪过小或过大，它们的体重会偏离直线，体重低于整个直线的仔猪就是IUGR仔猪。

鉴于绝大多数IUGR胎儿都是在自然条件下产生的，没有受到手术、药物或是限食的作用，减少动物受到的伤害，增加了胎仔的出生率和存活率，所以自然状态下的IUGR胎仔更具有代表性。这种获得IUGR幼子的方法不仅适用于绵羊、猪等大型动物，也适合于小鼠、大鼠等啮齿动物。

3.2 手术摘除子宫肉阜模型

　　子宫肉阜是母体-胎儿界面唯一能与胎儿细胞直接接触的母体免疫系统。因此在摘除子宫肉阜之后，胎盘细胞的数目会下降，胎盘的生长和功能受到限制，并且阻碍了胎盘向胎儿氧和营养物质的运输。1964年，G. Alexander的研究[14]就表明出生体重和完整的子叶、胎儿子叶的重量是呈正相关的。胎儿的子叶数会随着羊的品种，母羊的配种，羊羔大小、产次、性别，外界环境和肉阜数目的变化而变化。2001年，Phillips等[15]通过手术去除妊娠期母羊子宫内膜的肉阜来限制胎盘的发育和功能，从而阻碍胚胎的正常生长发育。2007年，J. L. Morrison等的研究[16]表明：在交配期前手术摘除大部分的子宫肉阜可以诱导产生胎儿生长受限；出生后的胎儿出现长期缺氧、生长迟缓等现象，血浆中皮质醇浓度上升、心脏中单核心肌细胞比例上升等异常现象。

 　　在无菌的环境下麻醉母羊，打开母羊子宫，切除子叶表面的绒毛膜。尽可能地切掉肉蒂到子叶之间的肉阜，吸干子叶并计数、称重。双胞胎的左、右子宫角中的子叶则要分别处理。术后观察母羊的恢复情况，10周后母羊进入交配期[14-17]。

    绵羊的生理结构和胎儿的生长发育与人相似，能进行各种手术和植入导管进行检测，可以研究子宫内胎儿对短期或长期的胎盘功能不全的功能性应答。切除大部分的子宫肉阜破坏了胎盘的正常结构和功能，会导致母羊的怀孕率大大降低，增大实验难度；并且母羊经过手术之后要修养4d以上，增加实验成本。啮齿动物无法进行这样的手术，因为小鼠和大鼠等啮齿动物的个体较小，出生的幼子相对不成熟。
3.3 被动吸烟模型
吸烟能产生多种有毒物质，如氰化韧、CO、尼古丁等，它们通过降低胎盘血液灌注量及血液带氧能力，降低血氧饱和度，影响眙盘对营养物质和维生素的转运，进而影响胎盘和胎儿的发育，导制IUGR的发生。

张秀泉等[18]用被动吸烟法创制了IUGR兔模型，发现孕兔母体及其胎仔血浆游离氨基酸的浓度均明显下降。之后，用被动吸烟法制造了IUGR大鼠模型，成功率可达48.33%。尤昭玲等[19]在上述制模的基础上进行了改进，在被动吸烟的同时给大鼠饮酒，2ml/次/只，成功制作了IUGR大鼠模型，成功率高达51.0%。柯志勇[20]比较了被动吸烟法、更生霉素腹腔注射法、子宫动脉结扎法这三种制模方法，发现被动吸烟法获取存活的IUGR仔鼠数量最多，效果最好，更生霉素腹腔注射法次之，子宫动脉结扎法效果最差；IUGR的发生率分别为61.6%、42.2%、27.8%。

    将大鼠置于室温23~ 25°C、湿度55% ±5%、通风清洁的环境，饲道固定，给水充分。雌鼠阴道涂片，将动情期雌鼠与雄鼠合笼过夜，次晨取阴道生理盐水冲洗液镜检，发现精子者为妊娠第1 d。确定妊娠的第2d开始进行被动吸烟制模，方法为[20]：将孕鼠连笼置于特制的半封闭木箱中，侧面相对各留一通气口，将香烟点燃置箱中，每天分别于9am，12am，2pm，4pm进行一次，前10 d每次燃1支香烟，后10 d每次2支，共20 d，后待其自然分娩。孕鼠分娩后, 即称量鼠仔体重，部分仔鼠进行解剖称量脏重。

被动吸烟法较温和而持久, 效果较好。但是妊娠初期就进行吸烟制模，会影响大鼠孕卵着床，降低妊娠成功率，从而影响制模效果。在制模时，动物需要呆在一个特制的半封闭的控制室内，而绵羊活动所需要的空间大，吸烟的量也大，这就造成制模的不便，也造成成本加大，因此该模型不适用于绵羊。
3.4 子宫动脉结扎法

子宫动脉结扎法是通过减少子宫胎盘血液灌注，直接减少胎盘血液和氧的供应量，导致胎儿慢性缺血缺氧，最终形成IUGR，这与人类子宫胎盘灌注不足、血液循环异常导致IUGR的机制十分相似。

从1964年以后，子宫动脉结扎法开始被广泛推广应用，这种方法也称为Wigglesworth法。但是此种方法也存在着操作复杂繁琐、影响急剧、较完全的血液供应中断常使相应部位胎儿死于宫内而导致流产等缺点。Terry H等[21、22]采取的部分结扎方法也存在着结扎过紧则钢丝抽出后血流量大大减少，宫内死胎率很高，结扎过松则IUGR发生率较低的问题。因此，潘石蕾等[23]采用双侧子宫动静脉部分结扎法，建立了良好的IUGR动物模型。实验组大鼠体质量为(32±0.54)g，IUGR发生率为33.33%，胎鼠死亡率低，为4.94%；对照组大鼠体质量为(4.55±0.76)g，IUGR发生率为1.14%。此方法简化了手术操作，缩短了手术及麻醉时间，还减少了因子宫暴露于腹腔外时间过长对胎儿所造成的影响。

参照Terry Hagashi等的Wigglesworth 改良法，在妊娠108-119d时进行手术。麻醉后母羊取平卧位，固定四肢于手术台，暴露腹部皮肤，取下腹正中切口逐层进腹，暴露子宫，以温生理盐水纱布保护子宫，寻找到子宫脐动脉，在结扎处并行置一钢丝，一并结扎子宫动脉和钢丝，然后将钢丝轻轻抽出，远端动脉即可见血液充盈，但充盈程度不及近端。结扎单侧子宫动脉后关闭腹腔，这样就会在胎盘上造成一个局部的梗塞，并使胎盘的运输能力受到限制。大鼠子宫动脉结扎时间宜选在妊娠d17，在妊娠d14、d15结扎，胎仔死亡率、流产率都会增加；子宫动脉不能完全结扎，否则胎仔死亡率明显增高（达60-80%）。

    毛萌等人[24]认为动脉结扎法胎仔死亡率高，建立了短暂钳夹子宫卵巢动脉建立大鼠IUGR模型。钳夹组于孕17 d进行双侧子宫及卵巢动脉钳夹术30分钟，假手术组同期行剖腹、关腹术，但不钳夹子宫及卵巢动脉。结果发现：钳夹组胎仔、胎盘、肝脏重量明显低于假手术组(P< 0.001 )，脑重亦低于假手术组(P< 0.05 )，胎盘结构和功能出现明显异常。
3.5 营养不良模型

母体妊娠期间，减少母体的摄食量会减少母羊体重，从而限制了供给胎儿的营养物质，子宫和脐动脉的血流量减少，限制了胎盘的生长和功能，最终形成IUGR[25]。

低蛋白饮食和低能量饮食是建立IUGR营养不良动物模型的常用方法，以采用低蛋白质饮食法居多。2005年，刘彦慧等[26]用限食和饮酒的方法制得混合型IUGR大鼠模型。实验组孕鼠从妊娠第1d起直至妊娠结束，每日均给予对照组饲料的40%，从妊娠第7d起给孕鼠每日酒精灌胃( 0. 9 ml/ 100g )，并记录孕鼠每日体重的变化。结果发现：实验组胎鼠体重、胎盘重、肝重、脑重、身长、尾长明显低于对照组，IUGR发病率显著高于对照组（65.35%VS2.48%）。2010年，Rezzoug,F等人[28]用限食和被动吸烟的方法成功诱导不对称型IUGR。

    给母体喂食缺乏维生素B1的食物[28]，同时皮下注射维生素B1拮抗剂抗硫胺素可使妊娠动物出现选择性营养不良，从而表现出典型的维生素B1缺乏症状，导致胎儿发生IUGR。但是饥饿法难于掌握饥饿程度，选择性低蛋白法给实验配制饲料带来很多不便，营养水平难以控制；同时，不同的低营养水平、不同的限饲时间对IUGR的发生也有很大的影响。
3.6 其他制模方法
更生霉素[29、30]能与DNA形成化合物，选择性抑制RNA和蛋白质的合成，抑制细胞的增殖。因此，注射更生霉素将直接影响胎儿和胎盘中细胞的生长发育，引起胎盘功能不足，减少对胎儿营养物质的供给，导致IUGR的发生。该方法简单方便，仅需一次注射就可以完成，但是更生霉素毒性较大，有一定的副作用。

此外，研究人员还尝试使用其他一些方法，如热应激母羊模型、胎盘塞栓模型、缺氧模型等方法也受到科研人员的关注。每一个IUGR动物模型都能引起人IUGR的临床症状，也都有特定的优势和劣势，还需要继续研究并取得突破。

4 IUGR模型的应用

    IUGR动物模型在临床上和动物繁殖育种方面都有着积极地作用。在临床上，IUGR动物模型的建立对降低低出生体重儿出生和患病有重大意义，对判断胎儿生长迟缓是否存在以及严重程度有巨大的帮助。在此模型的基础上，采用羊膜腔穿刺、多普勒血流测定、超声生物计量学检测等方法，使医生了解胎儿、胎盘血流动力学特点及胎儿宫内发育情况，有利于采用适当的治疗和预测不良妊娠的结局，提高围产学质量。

IUGR对新生仔猪的适应能力和成活、产后生长、饲料利用率、体组成、肉质和运动性能等均存在长期的负面影响。通过对胎儿发育过程和模型的认识，探索IUGR发生机制，在发育关键阶段就开始采取提高家畜产后生长发育的措施，从而减少IUGR的发生。尤昭玲等[31]以孕晚期大鼠为实验对象，采用被动吸烟加饮酒的方法建立IUGR模型，探讨血管活性物质，如一氧化氮( NO) 、内皮素( ET ) 、血管紧张素等在大鼠IUGR发病中的作用。  

5 结束语 

    随着营养学、繁殖生理学、血管生物学等多学科交叉的创新研究的发展，对设计新的动物模型和家畜管理方案起着关键作用，这将会提高动物的生产效率和改善动物健康状况。但是，考虑到物种间存在着许多生物学因素的差异，我们需谨慎选择实验动物和造模方法，从而避免对人类IUGR的实验研究产生误导。
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