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束缚⁃应激联合辣素灌胃建立大鼠腹泻型肠易
激综合征模型及评价
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　 　 【摘要】 　 目的　 基于观察大鼠症状学、组织病理学、内脏敏感性、肥大细胞活化、自噬、Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 及 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃２
等相关指标变化，评价束缚⁃应激联合辣素灌胃建立一种新的腹泻型肠易激综合征（ｄｉａｒｒｈｅａ⁃ｐｒｅｄｏｍｉｎａｎｔ ｉｒｒｉｔａｂｌｅ
ｂｏｗｅｌ ｓｙｎｄｒｏｍｅ，Ｄ⁃ＩＢＳ）模型研究。 方法　 清洁级雄性 ＳＤ 大鼠 ４０ 只，按体重分为正常组、模型 Ｉ 组、模型 ＩＩ 组及模

型 ＩＩＩ 组，每组 １０ 只。 模型组均采用束缚⁃夹尾应激联合辣素（Ｉ 组 ０􀆰 １２５％ 、ＩＩ 组 ０􀆰 ２５０％ 、ＩＩＩ 组 ０􀆰 ５００％ ）灌胃制备

Ｄ⁃ＩＢＳ 模型，正常组予等剂量生理盐水灌胃处理，连续 ２ 周。 分别应用 Ｐｏｗｅｒ ｌａｂ 仪检测大鼠腹壁收缩次数及弓背

次数变化，肥大细胞染色液（醛品红⁃橙黄 Ｇ 法）检测肥大细胞活化情况，采用光镜、电镜检测大鼠结肠组织病理学

及其自噬变化，应用免疫组化 ＳＡＢＣ 法检测大鼠结肠黏膜 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 及 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃２ 表达变化。 结果　 模型 ＩＩＩ 组大鼠全

部死亡，模型 ＩＩ 组大鼠大便次数增多，内脏敏感性阈值降低，与正常组及模型 Ｉ 组比较，差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；
各组大鼠结肠黏膜、黏膜上皮绒毛及腺体形态正常，未见黏膜下血管扩张及弥漫性炎症浸润改变；正常组除外，模
型 Ｉ 组、ＩＩ 组大鼠结肠组织黏膜间质或黏膜下层可见类圆形紫红至深紫色染色点，提示肥大细胞表达增多；模型 ＩＩ
组大鼠结肠肠上皮细胞自噬、Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 及 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃２ 表达明显增多，与正常组及模型 Ｉ 组相比，差异有显著性（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。 结论　 束缚⁃应激联合 ０􀆰 ２５％辣素灌胃建立的大鼠 Ｄ⁃ＩＢＳ 模型以腹泻增多、内脏高敏感、肥大细胞表达增

高、肠上皮细胞自噬增加、肠黏膜屏障破坏等表现为特点，与人 ＩＢＳ 较为相似，该方法简单易行，值得推广应用。
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ｄｉｓｒｕｐｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｕｃｏｓａｌ ｂａｒｒｉｅｒ． Ｔｈｉｓ ｍｏｄｅｌ ｉｓ ｓｉｍｐｌｅ ｔｏ ｓｅｔ ｕｐ ａｎｄ ｓｈｏｗｓ ｓｉｍｉｌａｒ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｉｒｒｉｔａｂｌｅ
ｂｏｗｅｌ ｓｙｎｄｒｏｍｅ． Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ， ｉｔ ｉｓ ｗｏｒｔｈｙ ｏｆ ｐｏｐｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｉｒｒｉｔａｂｌｅ ｂｏｗｅｌ ｓｙｎｄｒｏｍｅ； Ｒｅｓｔｒａｉｎｔ ｓｔｒｅｓｓ； Ｃａｐｓａｉｃｉｎ； Ｖｉｓｃｅｒａｌ ｈｙｐｅｒｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ； Ａｕｔｏｐｈａｇｙ

　 　 肠易激综合征（ｉｒｒｉｔａｂｌｅ ｂｏｗｅｌ ｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＩＢＳ）作
为消化科常见病、多发病，约占门诊就诊患者 ３０％
以上，耗费大量医疗资源，并严重影响患者生活质

量而备受重视。 ＩＢＳ 尽管病因不明，但是研究发现

食物不耐受、小肠细菌过度生长、炎症感染、精神因

素及幼年不良刺激等与 ＩＢＳ 发病密切相关，其中内

脏高敏感、胃肠运动紊乱以及脑肠互动被认为是

ＩＢＳ 的主要发病机制［１， ２］。 “脑⁃肠⁃菌群轴”尤其是

最近研究发现肠上皮细胞通透性增加及肠黏膜屏

障破坏在 ＩＢＳ 发病中占据重要地位［３， ４］。 课题组从

上述思路出发，拟通过应用辣素刺激肠道敏感性增

高，导致肠道处于弱炎症状态，又加以束缚⁃应激精

神刺激，联合多因素建立 ＩＢＳ 模型，通过检测大鼠肠

道病理生理学变化、大鼠内脏敏感性、肥大细胞活

化、自噬及其相关基因 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 和紧密连接蛋白

Ｃｌａｕｄｉｎ⁃２ 表达等综合评估该模型。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

清洁级雄性 ５ 周龄 ＳＤ 大鼠 ４０ 只，体重（１８０ ±
２０）ｇ，购自广西医科大学实验动物中心【ＳＣＸＫ（桂）
２０１４⁃０００２】。 饲养于广西中医药大学实验动物中心

【ＳＹＸＫ（桂）２０１４⁃００１１】，恒温（２３ ± ２）℃、恒湿（５０
± １０）％ 、昼夜循环（１２ ｈ ／ １２ ｈ）条件下适应性喂养

１ 周后，再开始正式分组实验。 大鼠组织取材于广

西中医药大学实验动物中心实验设施内进行，并按

实验动物使用的 ３Ｒ 原则给予人道的关怀。
１􀆰 ２　 试剂与仪器

ＨＥ 染色试剂，电镜固定液，液氮，购自广西博

仁生物试剂公司，Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、Ｃｌａｕｄｉｎ⁃２ 一抗购自美国

Ｒ＆Ｄ 公司（货号分别为 ＡＦ５２９５、ＲＤＣ００７８），辣素

（ ｃａｐｓａｉｃｉｎ ） 购 自 美 国 Ｓｉｇｍａ 公 司 （ 货 号 ＭＳＤＳ
３６０３７６），醛品红⁃橙黄 Ｇ 染色液购自上海钰森生物

试剂公司，自动包埋机，莱卡自动切片机（Ｌｅｉｃａ ＲＭ⁃
２２６５），倒置相差显微镜（德国蔡司 ＬＳＭ⁃８００），Ｈ⁃
６００ 透射电镜 （日本⁃Ｈｉｔａｃｈｉ 公司）、 ＰｏｗｅｒＬａｂ 仪

（ＭＬ⁃７８０ 上海埃德仪器贸易公司）均由广西中医药

大学实验中心提供。
１􀆰 ３　 方法

１􀆰 ３􀆰 １　 模型制备

清洁级雄性 ＳＤ 大鼠 ４０ 只，适应性喂养 １ 周，采
用随机数字表法，按体重随机分为正常组、模型Ⅰ
组、模型Ⅱ组及模型Ⅲ组，每组 １０ 只。 第 ２ 周起，模
型组均采用辣素灌胃联合束缚⁃夹尾应激制备 Ｄ⁃ＩＢＳ

２ 中国比较医学杂志 ２０１７ 年 ３ 月第 ２７ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｒｃｈ ２０１７，Ｖｏｌ． ２７． Ｎｏ． ３



模型，每天上午 １０ 点分别予模型Ⅰ组 ０􀆰 １２５％ 辣

素、Ⅱ组 ０􀆰 ２５％ 辣素及Ⅲ组 ０􀆰 ５０％ 辣素灌胃，给药

体积为 ２ ｍＬ ／ １００ ｇ，灌胃后 ６０ ｍｉｎ 予金属夹夹尾，
每次 ３０ ｍｉｎ，连续刺激，１ 次 ／日；下午 ３ 点予宽胶带

绑住前爪及后爪，每次 ３０ ｍｉｎ，１ 次 ／日，连续 ２ 周；
正常组予等剂量生理盐水灌胃处理，连续 ２ 周。 第

３ 周末禁食不禁水 １２ ｈ，在 １０％水合氯醛 ０􀆰 ３３ ｍＬ ／
１００ ｇ 腹腔麻醉处死所有大鼠，截取 ３ ～ ５ ｃｍ 的结肠

组织，沿肠系膜纵轴剪开，用生理盐水冲洗干净后，
分瓶存储备测。
１􀆰 ３􀆰 ２　 指标检测

（１）ＩＢＳ 大鼠结肠组织病理学检测

采用 ＨＥ 染色法检测各组大鼠结肠组织病理学

改变，具体步骤严格按说明操作，在光镜下观察标

本病理学改变并摄片。
（２）ＩＢＳ 大鼠内脏敏感性检测

第 ２ 周末造模结束后，第 ３ 周起，参照文献报

道［５］， （ １ ） 采 取 直 肠 球 囊 扩 张 法 （ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ
ｄｉｓｔｅｎｓｉｏｎ，ＣＲＤ），观察引起大鼠腹部抬起以及背部

拱起 的 容 量 阈 值， 评 估 大 鼠 腹 部 回 撤 反 射

（ａｂｄｏｍｉｎａｌ ｗｉｔｈｄｒａｗ ｒｅｆｌｅｘ，ＡＷＲ）。 （２）应用 Ｐｏｗｅｒ
Ｌａｂ 仪检测腹壁收缩幅度，判断大鼠腹壁紧张度，综
合评估内脏敏感性。

（３）ＩＢＳ 大鼠结肠肥大细胞活化检测

采用醛品红⁃橙黄 Ｇ 法检测结肠组织肥大细胞

阳性表达，具体步骤严格按试剂盒说明操作。 在普

通光镜下观察结肠的病理组织学改变情况并摄片，
随机选取 ５ 个 ４００ 倍视野进行肥大细胞计数。

（４）ＩＢＳ 大鼠结肠上皮细胞自噬变化

采用 Ｈ⁃６００ 透射电镜检测各组大鼠结肠上皮细

胞自噬变化，以及结肠黏膜组织超微结构特点，具
体实验委托广州蓝吉生物技术有限公司完成。

（５）ＩＢＳ 大鼠结肠 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 和 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃２ 表达

采用免疫组化 ＳＡＢＣ 法检测各组大鼠结肠

Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 和 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃２ 表达变化（购自美国 Ｒ＆Ｄ 公

司，货号分别为 ＡＦ５２９５、ＲＤＣ００７８），具体步骤严格

按试剂盒说明操作，借助 Ｉｍａｇｅ Ｐｒｏ⁃Ｐｌｕｓ ６􀆰 ０ 软件分

析结果，以细胞呈棕褐色染色为阳性结果，对照组

采用 ＰＢＳ 代替一抗。
１􀆰 ４　 统计学分析

应用 ＳＰＳＳ １８􀆰 ０ 统计软件，所有实验数据用均

数 ± 标准差（ ｘ－ ± ｓ ）表示，符合正态分布资料采用

单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ）检验；若为非正态分布资

料采用秩和检验来比较两组间差异，以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５
为差异有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 大鼠一般情况变化

正常组大鼠体重呈自然生长大便正常，耗食量

正常；模型 ＩＩＩ 组大鼠在灌胃辣素后 ２ ｄ 内全部死亡

（死因不详），模型 Ｉ 组大便偏烂，模型 ＩＩ 组大鼠腹

泻较明显，肛门较污秽，毛发稀疏，耗食量下降，拱
背蜷卧、萎靡少动、喜欢扎推，但体重未见明显下降。
２􀆰 ２　 ＩＢＳ 大鼠结肠组织病理学变化

光镜下可观察到各组大鼠结肠组织黏膜完整

及排列正常的黏膜上皮绒毛，未见黏膜下血管扩张

及弥漫性炎症浸润改变，腺体结构、排列正常。 说

明模型 Ｉ 组、ＩＩ 组大鼠结肠均不存在器质性病变，符
合 ＩＢＳ 模型表现（见图 １）。
２􀆰 ３　 ＩＢＳ 大鼠内脏敏感性检测

２􀆰 ３􀆰 １　 大鼠腹部回缩反射

正常组引起大鼠腹部抬高容量阈值为（０􀆰 ６６ ±
０􀆰 ０７） ｍＬ，背部拱起的扩张容量阈值为 （１􀆰 ０６ ±
０􀆰 １５） ｍＬ； 模型 Ｉ 组腹部抬高容量阈值为（０􀆰 ３７ ±
０􀆰 ０３） ｍＬ，背部拱起阈值为和（０􀆰 ５８ ± ０􀆰 ０５） ｍＬ；模
型 ＩＩ 组腹部抬高容量阈值为（０􀆰 ３２ ± ０􀆰 ０２） ｍＬ，背
部拱起阈值为和（０􀆰 ４５ ± ０􀆰 ０６） ｍＬ（见表 １）。
２􀆰 ３􀆰 ２　 大鼠腹壁紧张度

向球囊充气前，大鼠腹壁外斜肌未见肌电活动，５
ｍｉｎ 记录期间可记录到较小幅度的腹壁收缩反应，考
虑与大鼠身体移动有关。 在 ０􀆰 ３ ｍＬ 容量时，正常组

未见明显腹壁收缩；模型 Ｉ 组腹壁收缩数目达（１􀆰 ６７
±０􀆰 ２２）次 ／ ５ ｍｉｎ， 差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；模型Ⅱ
组腹壁收缩数目达（２􀆰 ６７ ± ０􀆰 ２４）次 ／ ５ ｍｉｎ；０􀆰 ６ ｍＬ
扩张容量下，模型 Ｉ 组及 ＩＩ 组腹壁收缩活动均显著增

高正常组，收缩数目达（７􀆰 ５７ ± １􀆰 ３０）次 ／ ５ ｍｉｎ（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）；１􀆰 ２ ｍＬ 扩张容量下各组大鼠的腹壁收缩数目

差异无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）（见表 ２）。
２􀆰 ４　 ＩＢＳ 大鼠结肠肥大细胞活化比较

镜下见正常组大鼠结肠组织为淡黄色，偶见紫

红染色点，模型 Ｉ 组和模型 ＩＩ 组大鼠结肠黏膜间质

和黏膜下层可见多个类圆形紫红至深紫色染色点，
尤以模型Ⅱ组较多，提示肥大细胞阳性表达增高、
数目增多（见图 ２）。
２􀆰 ５　 ＩＢＳ 大鼠结肠肠上皮细胞自噬比较

在透射电镜下可见正常组存在数个自噬体，考

３中国比较医学杂志 ２０１７ 年 ３ 月第 ２７ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｒｃｈ ２０１７，Ｖｏｌ． ２７． Ｎｏ． ３



虑为正常生理现象；模型组可见线粒体、内质网片

段等损伤的细胞器膨胀变性，其周围出现空泡状双

层膜样、胞浆物质结构完整的自噬囊泡，亦可见单

层膜样含有不同程度降解的胞浆成分的降解自噬

囊泡，其中模型Ⅱ组较多，并且与模型Ⅰ组有差异

（见图 ３）。

表 １　 大鼠腹部回缩反射腹部撤离反射评分比较

（ｎ ＝ １０， ｘ－ ± ｓ， ｍＬ）
Ｔａｂ． １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａｂｄｏｍｉｎａｌ ｒｅｔｒａｃｔｉｏｎ ｒｅｆｌｅｘ ａｎｄ

ａｂｄｏｍｉｎａｌ ｗｉｔｈｄｒａｗａｌ ｒｅｆｌｅｘ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

腹部抬高阈值 ／ ｍＬ
Ａｂｄｏｍｉｎａｌ ｅｌｅｖａｔｉｏｎ

ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ

弓背阈值 ／ ｍＬ
Ｃａｍｐｏｎｏｔｕｓ
ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ

正常组
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ６６ ± ０􀆰 ０７ １􀆰 ０６ ± ０􀆰 １５

模型Ⅰ组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ｉ ０􀆰 ３７ ± ０􀆰 ０３∗ ０􀆰 ５８ ± ０􀆰 ０５∗

模型Ⅱ组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ＩＩ ０􀆰 ３２ ± ０􀆰 ０２▲ ０􀆰 ４５ ± ０􀆰 ０６▲

注：模型组与正常组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；▲Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｖｓ． ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５； ▲Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

表 ２　 不同浓度下大鼠腹壁紧张度评分比较

（ｎ ＝ １０， ｘ－ ± ｓ）
Ｔａｂ． ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａｂｄｏｍｉｎａｌ ｗａｌｌ ｔｅｎｓｉｏｎ ｓｃｏｒｅｓ ｉｎ ｔｈｅ

ｒａｔｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｃａｐｓａｉｃｉｎ
组别
Ｇｒｏｕｐｓ ０􀆰 ３ ｍＬ ０􀆰 ６ ｍＬ １􀆰 ２ ｍＬ

正常组
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ４９ ± ０􀆰 １１ ２􀆰 ７７ ± ０􀆰 ９４ １５􀆰 ５７ ± １􀆰 ３２

模型Ⅰ组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ｉ １􀆰 ６７ ± ０􀆰 ２２∗ ５􀆰 ２７ ± １􀆰 １０∗ １６􀆰 ３７ ± １􀆰 ４０∗

模型Ⅱ组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ＩＩ ２􀆰 ７５ ± ０􀆰 ２４▲ ７􀆰 ５７ ± １􀆰 ３０▲ １９􀆰 ５８ ± １􀆰 ４５▲

注：模型组与正常组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；▲Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｖｓ． ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５； ▲Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

２􀆰 ６　 ＩＢＳ 大鼠结肠 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 和 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃２ 表达分布

阳性比较

Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 是评估自噬活化的重要指标，Ｃｌａｕｄｉｎ⁃
２ 蛋白是组成紧密连接的蛋白之一，模型组 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１
及 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃２ 表达（棕褐色染色为阳性）均高于正常

组，其中模型 ＩＩ 组高于 Ｉ 组，差异有显著性（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）（见表 ３，图 ４ － ５）。

注：Ａ 为正常组；Ｂ 为模型 Ｉ 组；Ｃ 为模型 ＩＩ 组。 大鼠结肠组织黏膜完整及排列正常的黏膜上皮绒毛，
未见黏膜下血管扩张及弥漫性炎症浸润改变。 （ × ２０， ４ μｍ）

图 １　 各组大鼠结肠组织病理学变化

Ｎｏｔｅ． Ａ： Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ； Ｂ： Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ｉ； Ｃ： Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ＩＩ． Ｔｈｅ ｒａｔ ｃｏｌｏｎｉｃ ｍｕｃｏｓａ ｉｓ ｉｎｔａｃｔ， ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｖｉｌｌｉ ａｒｅ
ｒｅｇｕｌａｒｌｙ ａｒｒａｎｇｅｄ， ａｎｄ ｎｏ ｓｕｂｍｕｃｏｓａｌ ｖａｓｏｄｉｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｉｆｆｕｓｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ａｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ．

Ｆｉｇ． １　 Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｌｏｎｉｃ ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

注： Ａ：正常组；Ｂ：模 Ｉ 组；Ｃ：模型 ＩＩ 组。 肥大细胞阳性染色阳性呈紫红色。 （ × ２０， ４ μｍ）

图 ２　 各组大鼠结肠肥大细胞活化

Ｎｏｔｅ． Ａ： ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； Ｂ： Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ｉ； Ｃ： Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ＩＩ． Ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｍａｓｔ ｃｅｌｌｓ ａｒｅ ｓｔａｉｎｅｄ ｐｕｒｐｌｅ．

Ｆｉｇ． ２　 Ｍａｓｔ ｃｅｌｌ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｌｏｎ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
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注：Ａ 为正常组，自噬作用不明显，细胞内可见数个自噬体；Ｂ 为模型 Ｉ 组，自噬作用不甚明显，细胞内可见多个自噬体；
Ｃ 为模型 ＩＩ 组，自噬作用明显，细胞内可见大量自噬体。 （ × １０ ０００，ｂａｒ ＝ ５００ ｎｍ）

图 ３　 各组大鼠结肠上皮细胞自噬变化

Ｎｏｔｅ． Ａ： Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． Ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｉｓ ｎｏｔ ｏｂｖｉｏｕｓ， ｓｅｖｅｒａｌ ａｕｔｏｐｈａｇｏｓｏｍｅｓ ｃａｎ ｂｅ ｓｅｅｎ； Ｂ： Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ｉ． Ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｉｓ ｎｏｔ ｖｅｒｙ ｏｂｖｉｏｕｓ，
ａ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｏｓｏｍｅｓ ｃａｎ ｂｅ ｓｅｅｎ； Ｃ： Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ＩＩ． Ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｉｓ ｏｂｖｉｏｕｓ， ａｎｄ ｎｕｍｅｒｏｕｓ ａｕｔｏｐｈａｇｏｓｏｍｅｓ ｃａｎ ｂｅ ｓｅｅｎ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌ．

Ｆｉｇ． ３　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｌｏｎｉｃ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

注：Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 阳性染色以细胞核染呈棕褐色为主，Ａ：正常组，黏膜层见少许棕褐色阳性染色；Ｂ：模型 Ｉ 组，黏膜层见较多棕褐色阳性染色，以
细胞膜及细胞核为主；Ｃ：模型 ＩＩ 组，黏膜层见较多棕褐色阳性染色，以细胞膜及细胞核为主。 （ × ２０，ｂａｒ ＝ ４ μｍ）

图 ４　 各组大鼠结肠 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 阳性表达

Ｎｏｔｅ． Ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ ｉｎ ｃｅｌｌ ｎｕｃｌｅｉ ａｒｅ ｓｔａｉｎｅｄ ｂｒｏｗｎ ｃｏｌｏｒ． Ａ： Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． Ｓｐａｒｓｅ ｂｒｏｗｎ ｓｐｏｔｓ ｃａｎ ｂｅ ｓｅｅｎ ｉｎ ｔｈｅ ｍｕｃｏｓａｌ
ｌａｙｅｒ． Ｂ： Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ Ｉ． Ｍｏｒｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｂｒｏｗｎ⁃ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｓ ｐｒｅｓｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｍｕｃｏｓａｌ ｌａｙｅｒ， ｍａｉｎｌｙ， ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ａｎｄ ｎｕｃｌｅｉ． Ｃ： Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ＩＩ．
Ｍｕｃｈ ｍｏｒｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｂｒｏｗｎ⁃ｓｔａｉｎｅｄ ｃｅｌｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｉ ｃａｎ ｂｅ ｓｅｅｎ ｉｎ ｔｈｅ ｍｕｃｏｓａｌ ｌａｙｅｒ．

Ｆｉｇ． ４　 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｌｏｎ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

注：Ｃｌａｕｄｉｎ⁃２ 阳性染色以细胞核染呈棕褐色为主，Ａ：正常组黏膜层见少许棕褐色阳性染色；Ｂ：模型Ⅰ组黏膜层见较多棕褐色阳性染色，以
细胞膜及细胞核为主；Ｃ：模型Ⅱ组黏膜层见较多棕褐色阳性染色，以细胞膜及细胞核为主。 （ × ２０，ｂａｒ ＝ ４ μｍ）

图 ５　 各组大鼠结肠 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃２ 表达

Ｎｏｔｅ． Ｃｌａｕｄｉｎ⁃２ ｉｓ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｓｔａｉｎｅｄ ｂｒｏｗｎ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｎｕｃｌｅｉ． Ａ： Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． Ａ ｆｅｗ ｂｒｏｗｎ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ ｍｕｃｏｓａｌ ｌａｙｅｒ． Ｂ： Ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ
Ｉ． Ｍｏｒｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｂｒｏｗｎ⁃ｓｔａｉｎｅｄ ｃｅｌｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ａｎｄ ｎｕｃｌｅｉ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｌｏｎ ｍｕｃｏｓａ． Ｃ： Ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ ＩＩ． Ｍｕｃｈ ｍｏｒｅ ｂｒｏｗｎ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｃｅｌｌ
ｍｅｍｂｒａｎｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｕｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｕｃｏｓａ．

Ｆｉｇ． ５　 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｃｌａｕｄｉｎ⁃２ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｌｏｎ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
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表 ３　 各组大鼠 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 和 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃２ 表达阳性分布面积比较（ｎ ＝ １０ μｍ２， ｘ－ ± ｓ）
Ｔａｂ． ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ ａｎｄ Ｃｌａｕｄｉｎ⁃２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

正常组 Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ １１２􀆰 ４１ ± ３０． ２５ ３２１􀆰 ２６ ± １１０． ６５
模型Ⅰ组 ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ Ｉ ６７４􀆰 ３１ ± １１０． ４７∗ １０４２􀆰 ２８ ± １４０． ４６∗

模型Ⅱ组 ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ ＩＩ ９７６􀆰 ５６ ± ９０． ５９∗ １１３５􀆰 ３１ ± １６７． １１∗

注：正常组与模型组相比，模型 Ｉ 组与模型 ＩＩ 组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ ｖｓ． ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ， ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ Ｉ ｖｓ． ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ ＩＩ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

３　 讨论

ＩＢＳ 是由多种因素共同作用引起的功能性肠道

疾病，可能和结肠收缩的增强、推进运动的加大、基
础电节律的改变等有关，有文献研究证实束缚⁃应激

可以抑制大鼠小肠的转运，但促进结肠活动，导致

排便次数增加。 晚近研究证实肠上皮细胞通透性

增加及肠黏膜屏障破坏是 ＩＢＳ 重要的病理生理变

化。 尤其是食物不耐受、过敏原刺激以及炎症感染

后 ＩＢＳ 发生与上述机理密切相关。 肥大细胞广泛分

布于皮肤及内脏粘膜下的微血管周围。 分泌多种

细胞因子，参与免疫调节 （ ＴＢ 细胞，ＡＰＣ 细胞活

化）。 表达 ＭＨＣ 分子，Ｂ７ 分子，具有 ＡＰＣ 功能。 表

达大量的 ＩｇＥ Ｆｃ 受体，释放过敏介质，具有弱吞噬

功能，和血液的嗜碱粒细胞同样，具有强嗜碱性颗

粒的组织细胞。 肥大细胞在弱炎症刺激下、食物抗

原不耐受及心理应激因素作用下，可能通过大量释

放 ５⁃ＨＴ，局部改变肠黏膜通透性、刺激肠道蠕动，是
破坏肠黏膜屏障的关键因素，通过血脑屏障后使得

大脑不断发出神经冲动指令，破坏肠道敏感性阈

值，从而与腹痛、腹泻等症状相关［６］。 本研究结果

亦发现模型组大鼠内脏敏感性增高，伴见黏膜层及

黏膜下层肥大细胞活化数目增加，说明肥大细胞活

化在 ＩＢＳ 发病中可能占据重要地位。
辣素（ ｃａｐｓａｉｃｉｎ，ＣＡＰ）是从辣椒中提取的一种

天然呈辣的香草酰胺类植物碱，小剂量辣素具有保

护黏膜作用；当超过适应性保护剂量达到 ５０ ｍｇ ／ ｋｇ
时，则可引起传入神经纤维变性、坏死，甚至神经元

细胞损伤等“去神经”作用［７］。 本研究中模型 Ｉ 组、
ＩＩ 组及 ＩＩＩ 组分别予 ０􀆰 １２５％ 、０􀆰 ２５％ 、０􀆰 ５０％ 辣素

灌胃，结果模型 ＩＩＩ 组大鼠全部死亡（具体死因不

明，可能与辣素剂量相关，但缺乏相应证据佐证）。
同时，研究发现模型 Ｉ 组及 ＩＩ 组大鼠内脏敏感性增

高，腹泻明显，肛门污秽，说明辣素具有刺激肠道蠕

动，损伤神经元细胞作用。
肠上皮细胞是肠黏膜屏障的主体，它与细胞间

紧密连接等是肠黏膜屏障功能的主要决定者。
Ｃｌａｕｄｉｎ⁃２ 蛋白是组成紧密连接的蛋白之一，在肠炎

的活动期表达活跃，可增加某些阳离子通过，被称

为孔形成（ｐｏｒｅｆｏｒｍｉｎｇ）蛋白，亦被认为是肠炎导致

腹泻的分子学机制之一［８］。 当机体受到外源刺激

时细胞即做出适应性反应，上调紧密连接蛋白的表

达，以保护肠黏膜屏障。 自噬作为机体的一种自稳

机制，可以清除细胞内氧化应激产物、受损细胞器

以及细菌、内毒素等物质，减少肠道过度炎症反应

及肠道损伤。 有研究表明［９］，脓毒症大鼠肠上皮细

胞自噬活性较高，早期炎症反应明显，随着病程进

展自噬被抑制。 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 是自噬体形成过程中的一

个必需分子，依赖于 Ｂｅｃｌｉｎ１⁃ＰＩ３ＫＣ ３ 复合体，促进

吞噬泡的聚集与组装，参与自噬体的形成［１０］。 因

此，Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 被认为是自噬活化的重要标志。 Ｂｅｃｌｉｎ⁃
１ 也是自噬重要的调节分子，可能是调控自噬 ／凋亡

互反馈作用的交汇点，参与调节 Ｖｐｓ⁃３４，促进形成

Ｂｅｃｌｉｎ１⁃Ｖｐｓ３４⁃Ｖｐｓ１５ 核心复合物，诱导自噬的发

生［１１，１２］。 若自噬受抑制，细胞内氧化应激产物、受
损细胞器等物质不能够及时清除，会使细胞内环境

紊乱，肠上皮细胞功能受损［１３ － １５］。 此外，研究者用

伤寒 沙 门 氏 菌 感 染 小 鼠， 发 现 自 噬 相 关 基 因

Ａｔｇ１６Ｌ１ 缺陷的小鼠炎症比正常小鼠严重，且出现

肠道细菌易位。 表明自噬参与炎症反应，可防止肠

道细菌易位所致的全身感染［１６，１７］。 本研究结果中，
模型 Ｉ 组及 ＩＩ 组自噬体数量及 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 和 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃２
阳性表达均比正常组增多，其中模型Ⅱ组最为明

显，与各组比较差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 由此推

测模型组大鼠存在肠上皮细胞自噬增加，肠黏膜通

透性增加，肠黏膜屏障破坏的组织学变化，该变化

与 ＩＢＳ⁃Ｄ 发病相关。
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的研究［Ｊ］ ． 肠外与肠内营养， ２０１４， ２１（６）： ３６８ － ３７６．
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〔修回日期〕２０１６ － ０７ － １５

·专家问答·

问：小鼠和大鼠灌胃的注意事项

答：１． 小鼠灌胃时注意事项：
·左手的拇指和食指抓住小鼠的两耳和颈背部皮肤，不要用力过大，以免勒住气管窒息死亡。 将小鼠置

于左手心中，拉直身体，小指按住尾巴，要保持小鼠的头部、颈部和身体呈一直线，竖直位，头向上，方便灌胃

针头进入。
·如果一次抓的不是很好，需要重新抓，不要逞强进行下一步操作，否则不仅灌胃针插不进去反而造成

食道损伤。
·灌胃时，动作一定要轻柔，从小鼠口角进入，防止损伤食道。 压住舌头，抵住上颚，灌胃针顺着上腭轻

轻向内推进，进入食管后会有一个落空感（一般插入 ２ ｃｍ 即可）。
２． 大鼠灌胃注意事项：
·大鼠抓取方法基本与小鼠相同，但大鼠较凶猛，为防止咬伤，可戴帆布手套抓取。
·大鼠体型较大，灌胃时关键是左手需把大鼠头部固定好，不能让其随意摆动，其他操作基本同小鼠（灌

胃器插入 ３ ｃｍ 左右）。

（感谢中国医学科学院医学实验动物研究所李彦红的解答）
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