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实验动物 痛经动物模型制备和评价技术规范

1 范围

本文件规定了常见痛经大鼠和小鼠模型的制备和评价方法。

本文件规定了通过药物诱导、物理刺激、手术联合激素处理、假孕联合药物等方法建

立大鼠、小鼠痛经动物模型的制备与评价方法。

2 规范性引用文件

下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注明日期的引用文件，仅注日期的版本

适用于本文件。凡是不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。

GB/T 35823 实验动物 动物实验通用要求、GB/T 39760 实验动物 安乐死指南和GB/T

42011 实验动物 福利通则、GB/T 35892 实验动物福利伦理审查指南、依据 RB/T 173-2018

核心要点：包含通用评价指标、模型特异性指标、人道终点计划、再评估、安乐死处置全流

程，增补时可配套疼痛分级量表、体重下降阈值等量化标准。

3 术语和定义

以下术语和定义适用于本文件。

3.1

痛经 Dysmenorrhea

痛经是指与月经周期相关的下腹部痉挛性疼痛，为妇科最常见症状之一。其核心机制

为月经期子宫内膜释放过量前列腺素，引起子宫平滑肌强烈节律性收缩，并压迫肌层血管

致短暂缺血缺氧，进而刺激盆腔疼痛神经末梢，经神经传导至中枢而产生痛感。疼痛位于

耻骨上区域，可放射至腰骶部或大腿内侧，呈阵发性绞痛，强度各异，常始于经前或经期，

持续 48～72小时。临床分为原发性与继发性两类。

4 模型制备

4.1 冰水物理刺激联合皮下注射苯甲酸雌二醇和缩宫素诱导痛经大鼠模型

4.1.1实验原理

对大鼠进行冰水浴处理，模拟人体长期受寒邪侵袭的病理状态。辅以药物造模：苯甲

酸雌二醇可调节子宫状态，使子宫处于增殖期，显著提升子宫平滑肌对缩宫素的敏感性；

缩宫素可直接作用于子宫平滑肌，诱发子宫痉挛性收缩。二者协同作用，可引发子宫异常



2

收缩、局部缺血及炎性反应，诱导大鼠出现扭体、腹部收缩等痛经疼痛行为，成功构建寒

凝型痛经动物模型。该造模方法完美对应临床寒凝血瘀原发性痛经，模拟经期疼痛症状。

4.1.2实验材料

a）实验动物：选择雌性 SD大鼠。

b）实验仪器：1mL 注射器。

c）实验试剂：苯甲酸雌二醇注射液，缩宫素注射液。

4.1.3模型建立技术要求

取大鼠股部皮下给药：苯甲酸雌二醇给药方案为第 1、2 日 0.8 mg/kg，第 3-10 日 0.4

mg/kg，同步设置溶剂对照，给予等体积生理盐水连续皮下注射 10 d，模型组每天上午置

于冰水中 20 min。末次苯甲酸雌二醇给药 24 h 后，每只大鼠腹腔 / 皮下注射缩宫素 2 IU

完成造模处理，造模完成后检测相关指标。

注意事项及成模标准：注意冰水温度及其深度，防止冰浴后大鼠的死亡，注射缩宫素

后连续观察 30 min，大鼠扭体反应次数≥20次判定为模型制备成功。

4.2 手术摘除卵巢联合注射苯甲酸雌二醇+皮下插入黄体酮植入物+子宫角官腔注射芝麻油

诱导痛经小鼠模型

4.2.1实验原理

通过手术摘除卵巢去除动物内源性激素干扰，精准把控体内激素环境。随后采用

外源性雌孕激素序贯干预：注射苯甲酸雌二醇可促使子宫发育，使子宫处于增殖期状态，

提升子宫收缩潜能；皮下植入缓释黄体酮可模拟正常生理激素周期变化。最后结合宫腔异

物刺激诱发子宫局部炎症与异常收缩，多因素协同模拟痛经病理状态，可稳定构建痛经动

物模型。该造模方法包含内膜增殖→分泌→蜕膜化→激素撤退→内膜脱落、阴道出血全流

程，痛经伴随真实经期出血，与人类经期痛病理高度吻合。

4.2.2实验材料

a）实验动物：C57BL/6 雌性小鼠。

b）实验仪器：解剖用器械（直镊、弯镊、止血钳、组织剪、缝合针等）。

c）实验试剂：苯甲酸雌二醇、黄体酮、芝麻油。

4.2.3模型制备技术要求

取雌性小鼠行卵巢切除术：术前采用适宜麻醉剂进行麻醉（常用戊巴比妥钠，给药剂

量 50 mg/kg，腹腔注射；或异氟烷吸入麻醉，浓度 1.5%～2.0%），待小鼠角膜反射、痛觉
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反射消失，确认麻醉平稳后开展手术操作。常规消毒手术区域皮肤，逐层开腹暴露卵巢与

输卵管组织，于卵巢与输卵管交界处丝线结扎（规避输卵管、子宫损伤），结扎线外侧 0.5

cm 处完整摘除卵巢，止血确认无活动性出血后回纳子宫角至腹腔。术后待腹腔状态恢复，

股部皮下给予苯甲酸雌二醇干预，第 1、2 日给药剂量 0.8 mg/kg，第 3-7 日每日给药 0.4

mg/kg；苯甲酸雌二醇给药周期结束次日，皮下埋置黄体酮缓释植入物。黄体酮植入第 3

日，双侧子宫角注射无菌芝麻油 0.1 mL 完成造模处理。芝麻油注射后计时观察 30 min，

统计扭体反应次数并开展相关指标检测。同步对照处理操作：股部连续 10 天皮下给予等

体积生理盐水。术后即刻将小鼠置于恒温保温环境中复苏，避免低温应激；单笼隔离饲养，

保持饲养环境清洁、通风，温湿度适宜，避免拥挤、打斗造成术区损伤；术后连续 3 d预

防性给予适宜抗生素，规避切口及腹腔感染，自由摄食饮水。小鼠出现持续精神萎靡、拒

食拒水、体重大幅下降、手术切口严重感染溃烂、肢体活动障碍及濒死状态时，立即终止

实验并实施安乐死处理。

4.3 结扎雄鼠交配诱导假孕联合宫内注射芝麻油+皮下注射米非司酮诱导痛经小鼠模型

4.3.1实验原理

结扎雄鼠与雌鼠交配，通过交配刺激诱导雌性大鼠产生假孕状态，促使机体持续

分泌孕激素；皮下注射米非司酮可拮抗孕激素受体，阻断孕激素作用，造成孕激素撤退，

显著提升子宫对致痛、致收缩物质的敏感性。宫腔注射无菌芝麻油，可通过机械刺激与局

部炎症反应双重作用，促进子宫前列腺素释放，诱发子宫痉挛性收缩、放大疼痛反应，稳

定构建痛经动物模型。该造模方法无需去卵巢手术，雌、孕激素来自自身黄体分泌，激素

波动更贴近女性生理周期，适合 HPO 轴紊乱相关痛经研究。

4.3.2实验材料

a）实验动物：选择雌性 BALB/c小鼠。

b）实验仪器：1mL 注射器。

c）实验试剂：苯甲酸雌二醇注射液、芝麻油、米非司酮、花生油、缩宫素注射液。

4.3.3模型建立技术要求

模型组：假妊娠的第 4 天通过宫内注射 100 μl 芝麻油，假妊娠六天后，皮下注射 10mg

/kg 米非司酮在 5% 乙醇和 95%花生油中，对照组：同时注射相同体积的生理盐水。造模

结束后进行相关指标检测。

注意事项及成模标准：阴道外有明显出血说明造模成功。
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5 痛经动物模型模型评价技术要求

5.1 模型的一般症状观察要求

观察实验动物活动及呼吸情况，精神状态，毛发颜色，营养状态等，有无异常表现，

并及时记录大鼠体质量变化和患病或死亡情况。

5.2 模型的行为学检测

5.2.1扭体反应

大鼠取材前，除空白组外，对其余每组随机选取 6只进行腹腔注射缩宫素 2 IU/只，从

注射缩宫素开始计时，观察大鼠首次扭体时间及 30 min内的扭体次数，根据扭体反应判断

标准确定大鼠的扭体反应，具体为身体非对称性倾斜，倾向一侧，后肢延伸且后足爪背向

弯曲，整体躯体延展并伴随骨盆部位持续性的侧向扭转活动，腹部肌群收缩明显。这些症

状不仅包含有扭体反应的体征，还额外表现出体温下降引发的寒战、蜷缩、以减少热量散

失、呼吸功能减弱等表现。

结果判定：与对照组相比，模型组扭体次数明显增加（P＜0.05）。

5.3模型血清 PGE2、TXB2、6-keto-PGF1α、β-EP水平检测

腹主动脉取血，干燥管取血后置于 2-8℃冰箱静置 2 h，用台式高速离心机进行离心，

设置为 3500 rpm/min，离心 15 min取上清液，血清冻存至-40℃冰箱备用，用 ELISA检测

大鼠血清 TXB2、PGE2、6-keto-PGF1α、β-EP水平。

结果判定：与对照组相比，模型组血清 TXB2、PGE2水平明显升高（P＜0.05），

6-keto-PGF1α、β-EP水平明显降低（P＜0.05）。

5.4模型血液流变学检测

末次给药 2 h后，大鼠麻醉，腹主动脉取血，随机选取 6 只雌鼠，使用 SA-9000自动

血液流变测试仪分析系统检测各切变率下的全血黏度。

结果判定：与对照组相比，模型组高切变率（200 s-¹）、中切变率（50 s⁻¹）、低切变

率（1 s⁻¹）下的全血黏度均明显升高（P＜0.05）。

5.5模型子宫组织匀浆 PGF2α、PROG水平的检测

取大鼠子宫组织 0.1 g，加入 9倍量的生理盐水和研磨珠用超离心粉碎机进行组织匀浆，

研磨后用台式高速离心机进行离心，设置为 12000 rpm/min，离心 15 min 取上清液放置于

-40℃冰箱中备用。用 ELISA检测大鼠子宫组织匀浆 PGF2α、PROG水平。

结果判定：与对照组相比，模型组子宫匀浆中 PGF2α水平显著升高（P＜0.05），PROG

水平明显降低（P＜0.05）。
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5.6模型子宫组织形态的影响

取子宫组织，均选取单侧子宫中段完整子宫壁组织，避开子宫角、子宫颈及血管淤血、

机械损伤区域。其中大鼠选取距离子宫角 1.5cm、距离子宫颈 2cm的中段均质组织，小鼠

选取距离子宫角 0.8cm、距离子宫颈 1cm的中段组织，保证各组取材解剖位置统一，规避

部位差异引发的形态学检测偏差。用生理盐水清理，放置于多聚甲醛组织固定液中固定 24

h后，采用 HE染色，在显微镜下观察大鼠子宫组织形态变化。根据子宫病理分析方法[50]，

通过 Ridit检验分析，计算各组病理差异。

结果判定：空白组大鼠子宫内壁呈现平滑状态，固有层组织结构排列紧密，且未观测

到任何明显异常。模型组大鼠的子宫内膜出现水肿，上皮细胞有空泡样变性，子宫内的小

血管呈现出扩张并伴有充血的现象，且存在炎性细胞明显浸润。经 Ridit 检验分析，与空

白组比较，模型组大鼠子宫组织出现明显病理变化（P＜0.05）。

图 1 苯甲酸雌二醇联合缩宫素导致的大鼠痛经动物模型子宫组织 HE染色代表病理图

（HE 100×）

5.7模型卵巢、阴道、乳腺组织形态的影响

卵巢组织病理观察：取单侧完整卵巢组织制片观察，主要关注各级卵泡发育形态、卵

泡闭锁情况、黄体结构完整性，同时观察卵巢间质是否存在充血、炎性浸润及纤维化等异

常，评价模型对卵巢发育与内分泌功能的影响。

阴道组织病理观察：取阴道中段组织制片观察，重点观察阴道上皮厚度、分层及角化

状态，判断黏膜是否出现增生、萎缩、脱落及炎性浸润等病理改变，结合动情周期变化评

估模型对阴道黏膜结构与生殖周期节律的影响。

乳腺组织病理观察：取单侧腹股沟乳腺组织制片观察，主要观察乳腺腺泡、导管形态

结构，关注腺腔扩张、萎缩、上皮紊乱及炎性浸润等病变，同时观察间质增生、水肿等情

况，评估模型对乳腺组织结构的影响。
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5.8 模型的评价标准

本模型以大小鼠疼痛行为、躯体体态、自主活动、应激状态及消化功能为核心评价指

标，采用客观可量化、可重复的分级评分方式，结合扭体反应次数进行综合判定，客观评

价模型构建效果。

5.7.1 量化评价指标

共设置 5项核心评价指标，各项均采用 0～3分四级量化计分，总分 0～15分，分值越

高代表小鼠疼痛及躯体异常反应越显著，模型成型效果越好。具体量化标准如下：

（1）疼痛行为与牵涉反应：0分，无异常扭动、弓背、蜷缩行为；1分，偶发轻微疼痛相

关动作，发作稀疏；2分，阵发性痉挛、弓背、舔舐腰骶后肢，疼痛行为较频繁；3分，持

续躯体痉挛、僵直拘谨，疼痛牵涉反应强烈。

（2）腹部体态表现：0分，腹部柔软、体态自然舒展；1分，腹部轻微紧绷，无明显异常

体态；2分，下腹部膨隆紧绷，间断收腹蜷缩；3分，腹部僵硬，持续蜷缩收腹，腹部疼痛

体征显著。

（3）自主活动与精神状态：0分，行动敏捷、活动正常、精神状态良好；1分，活动轻度

减少，偶有静卧；2分，活动量明显下降，多数时间静卧蜷缩、精神偏弱；3分，几乎无自

主活动，精神萎靡、肢体乏力。

（4）躯体与环境应激状态：0分，毛发顺滑、肢端温热、状态平稳；1分，毛发略杂乱、

肢端微凉，轻度呆滞或躁动；2 分，毛发干枯蓬松、肢端偏凉，频繁震颤、焦躁不安；3

分，毛发脏乱倒伏、肢端冰凉，持续震颤、应激反应剧烈。

（5）消化与神经应答功能：0分，摄食饮水正常、粪便成形、对外界应答灵敏；1分，摄

食饮水略减、粪便偏软，应答轻度迟钝；2分，摄食饮水明显减少、出现稀便，应答迟缓、

偶有肢体僵直；3分，摄食饮水显著下降、腹泻明显，肢体瘫软、对外界应答微弱。

5.7.2 评价方法与成模判定标准

造模结束后即刻计时，在统一温湿度、光照、无噪音干扰的环境下，采用单笼独立方

式连续观察 30 min。依据上述量化标准对小鼠各项指标逐一计分，累加得到模型评价总分

（满分 15分）。

采用量化评分与扭体反应次数双重标准判定模型是否成型：总分≥8分且 30 min 内扭体次

数≥15次，判定小鼠痛经模型制备成功。其中 8～10分为轻度模型，11～13分为中度模型，

14～15分为重度模型。

6 动物福利保障
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动物实验应符合 GB/T 35892-2018 有关要求，并经过实验动物管理和使用委员会

（IACUC）审批。
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