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慢性束缚肠道应激损伤小鼠模型的构建与评价
郑建华，陈菁青，董巧燕，法云智∗，邱业峰∗

（军事医学研究院实验动物中心，北京　 １０００７１）

　 　 【摘要】 　 目的　 结合社会心理应激导致炎症性肠病、肠易激综合征等一系列疾病的特点，建立实验性慢性束

缚小鼠肠道应激损伤模型，为探讨慢性束缚应激诱导胃肠病的致病机制以及防治措施奠定基础。 方法　 １８ 只雄性

ＳＰＦ 级 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠，适应 ７ ｄ 后，根据体重按随机数字表法分为 ２ 组，对照组及慢性束缚应激组。 对小鼠进行束缚

应激，每天 ３ ｈ，连续束缚 １４ ｄ，建立肠道损伤模型。 通过观察体重、肠道组织病理形态变化、检测紧密连接蛋白表

达、肠上皮细胞凋亡以及炎症细胞因子 ｍＲＮＡ 表达水平等指标对模型进行评价。 结果　 慢性束缚应激 １４ ｄ，小鼠

表现为体重减轻，十二指肠绒毛高度变短、隐窝结构异常、绒毛 ／隐窝比下降；结肠黏膜炎性细胞浸润、隐窝结构不

规则。 蛋白免疫印迹、免疫组化和免疫荧光染色结果显示，慢性束缚应激后小鼠十二指肠和结肠紧密连接蛋白

Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、Ｃｌａｕｄｉｎ⁃１ 表达显著下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；肠上皮细胞凋亡蛋白 Ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的表达显著增加（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。 此外，肠道炎症因子和趋化因子 ｍＲＮＡ 表达结果显示，慢性束缚应激 １４ ｄ 显著提高了小鼠十二指肠 ＩＬ⁃１β、
ＩＬ⁃６、ＭＣＰ⁃１、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１０ 基因的表达（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；慢性束缚应激 １４ ｄ 显著提高了小鼠结肠 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、ＭＣＰ⁃１ 的表

达（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。 结论　 利用小鼠行为限制装置对小鼠连续束缚 １４ ｄ，导致应激小鼠肠道组织结构异常、肠屏障功

能障碍、肠上皮细胞凋亡，引发肠道炎症反应，表明慢性束缚应激肠道损伤小鼠模型构建成功。
【关键词】 　 慢性束缚应激；肠道应激损伤；肠道屏障；模型评价；细胞凋亡；炎症反应

【中图分类号】 Ｑ９５－３３　 　 【文献标志码】 Ａ　 　 【文章编号】 １００５⁃４８４７ （２０２４） ０２⁃０１９０⁃１２

Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ
ｒｅｓｔｒａｉｎｔ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎｊｕｒｙ

ＺＨＥＮＧ Ｊｉａｎｈｕａ， ＣＨＥＮ Ｊｉｎｇｑｉｎｇ， ＤＯＮＧ Ｑｉａｏｙａｎ， ＦＡ Ｙｕｎｚｈｉ∗， ＱＩＵ Ｙｅｆｅｎｇ∗

（Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ａｎｉｍａｌ Ｃｅｎｔｅｒ ｏｆ ｔｈｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｍｉｌｉｔａｒｙ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， Ｂｅｉｊｉｎｇ １０００７１， Ｃｈｉｎａ）
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＱＩＵ Ｙｅｆｅｎｇ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｑｉｕｙｅｆｅｎｇ２００１＠ １６３． ｃｏｍ； ＦＡ Ｙｕｎｚｈｉ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｆｙｚｃ２００４＠ １６３． ｃｏｍ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｇｉｖｅｎ ｔｈａｔ ｐｓｙｃｈｏｓｏｃｉａｌ ｓｔｒｅｓｓ ｃａｎ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅ ｔｏ ａ ｓｅｒｉｅｓ ｏｆ ｄｉｓｅａｓｅｓ， ｓｕｃｈ ａｓ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｂｏｗｅｌ ｄｉｓｅａｓｅ ａｎｄ ｉｒｒｉｔａｂｌｅ ｂｏｗｅｌ ｓｙｎｄｒｏｍｅ， ｗｅ ａｉｍｅｄ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｃｈｒｏｎｉｃ ｒｅｓｔｒａｉｎｔ ｍｏｕｓｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｓｔｒｅｓｓ
ｉｎｊｕｒｙ ｍｏｄｅｌ ａｓ ａ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｅｘｐｌｏｒｉｎｇ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ ｒｅｓｔｒａｉｎｔ ｓｔｒｅｓｓ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｄｉｓｅａｓｅｓ，
ａｎｄ ｆｏｒ ｄｅｖｅｌｏｐｉｎｇ ｐｒｅｖｅｎｔｉｖｅ ａｎｄ ｃｕｒａｔｉｖｅ ｍｅａｓｕｒｅｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｅｉｇｈｔｅｅｎ ｍａｌｅ ＳＰＦ⁃ｇｒａｄｅ ＢＡＬＢ ／ ｃ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ａｃｃｌｉｍａｔｉｚｅｄ
ｆｏｒ ７ ｄａｙｓ ａｎｄ ｔｈｅｎ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ａ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ａ ｃｈｒｏｎｉｃ ｒｅｓｔｒａｉｎｔ ｓｔｒｅｓｓ ｇｒｏｕｐ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ， ｕｓｉｎｇ ａ
ｒａｎｄｏｍｉｚｅｄ ｎｕｍｅｒｉｃａｌ ｔａｂｌｅ ｍｅｔｈｏｄ． Ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｓｕｂｊｅｃｔｅｄ ｔｏ ｒｅｓｔｒａｉｎｔ ｓｔｒｅｓｓ ｆｏｒ ３ ｈｏｕｒｓ ｐｅｒ ｄａｙ ｆｏｒ １４ ｄａｙｓ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ
ａｎ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｉｎｊｕｒｙ ｍｏｄｅｌ． Ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｂｙ ｏｂｓｅｒｖｉｎｇ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ， ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ
ｈｉｓｔｏｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ， ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎｓ， ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ， ａｎｄ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ



中国实验动物学报 ２０２４ 年 ２ 月第 ３２ 卷第 ２ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２４，Ｖｏｌ． ３２， Ｎｏ． ２

ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ａｆｔｅｒ １４ ｄａｙｓ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ ｒｅｓｔｒａｉｎｔ ｓｔｒｅｓｓ， ｍｏｄｅｌ ｍｉｃｅ ｓｈｏｗｅｄ ｗｅｉｇｈｔ ｌｏｓｓ， ｓｈｏｒｔｅｎｅｄ
ｄｕｏｄｅｎａｌ ｖｉｌｌｕｓ ｈｅｉｇｈｔ， ａｂｎｏｒｍａｌ ｃｒｙｐｔ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ， ａ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｖｉｌｌｕｓ ／ ｃｒｙｐｔ ｒａｔｉｏ， ｃｏｌｏｎｉｃ ｍｕｃｏｓａｌ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ
ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｉｒｒｅｇｕｌａｒ ｃｒｙｐｔ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ． Ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｍｍｕｎｏｂｌｏｔｔｉｎｇ， ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ， ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄｕｏｄｅｎａｌ ａｎｄ ｃｏｌｏｎｉｃ ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎｓ Ｏｃｃｌｕｄｉｎ ａｎｄ Ｃｌａｕｄｉｎ⁃１ ｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ ｃｈｒｏｎｉｃ ｒｅｓｔｒａｉｎｔ ｓｔｒｅｓｓ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ｗｈｉｌｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｉｎ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｒｅｇａｒｄｉｎｇ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅｓ， ｃｈｒｏｎｉｃ ｒｅｓｔｒａｉｎｔ ｓｔｒｅｓｓ ｆｏｒ １４ ｄａｙｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｇｅｎｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ （ ＩＬ） ⁃１β， ＩＬ⁃６， ｍｏｎｏｃｙｔｅ ｃｈｅｍｏａｔｔｒａｃｔａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃１ （ＭＣＰ⁃１）， ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α，
ａｎｄ ＩＬ⁃１０ ｉｎ ｔｈｅ ｄｕｏｄｅｎｕｍ ｏｆ ｍｉｃｅ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ⁃１β， ＩＬ⁃６， ａｎｄ
ＭＣＰ⁃１ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｌｏｎ （Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｔｈｅ ｕｓｅ ｏｆ ａ ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｄｅｖｉｃｅ ｔｏ ｒｅｓｔｒａｉｎ ｍｉｃｅ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓｌｙ
ｆｏｒ １４ ｄａｙｓ ｌｅｄ ｔｏ ａｂｎｏｒｍａｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ， ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｂａｒｒｉｅｒ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ， ａｎｄ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ，
ａｎｄ ｔｒｉｇｇｅｒｅｄ ａｎ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｒｅｓｓｅｄ ｍｉｃｅ， ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ａ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ
ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｉｎｊｕｒｙ ｂｙ ｃｈｒｏｎｉｃ ｒｅｓｔｒａｉｎｔ ｓｔｒｅｓｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】 　 ｃｈｒｏｎｉｃ ｒｅｓｔｒａｉｎｔ ｓｔｒｅｓｓ； ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎｊｕｒｙ； ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｂａｒｒｉｅｒ； ｍｏｄｅｌ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ； ａｐｏｐｔｏｓｉｓ；
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 随着生活节奏的加快，人们在工作、生活和教

育方面所承受的压力也在不断增加［１］。 应激反应

是机体受到内外环境刺激时产生的非特异性反

应［２］，参与肠易激综合征、功能性胃肠病、焦虑及抑

郁等诸多身心疾病的发生发展［３］，对部队作战能力

生成和维持构成了重大威胁，是非战斗减员的主要

原因［４－５］。 有调查研究表明，２５％的美国人口受到

高水平的压力，而 ５０％的参与者报告在过去一年中

经历了重大的压力事件［６］，我国成人抑郁障碍终生

患病率高达 ６􀆰 ８％［７］。 据报道，慢性应激源不仅是

重度抑郁症（ｍａｊｏｒ ｄｅｐｒｅｓｓｉｖｅ ｄｉｓｏｒｄｅｒ，ＭＤＤ）等精神

疾病，也包括溃疡性结肠炎（ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅ ｃｏｌｉｔｉｓ，ＵＣ）和
克罗恩病（Ｃｒｏｈｎ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ，ＣＤ）等肠道疾病的危险

因素。 临床报告显示，胃肠道症状可能使抑郁症复

杂化，抑郁症患者胃肠道疾病恶化的风险更高［８］，
胃肠道疾病的风险增加，可能会导致精神障碍，如
抑郁和焦虑、精神分裂症、痴呆和自闭症等［９］。 此

外，应激在诱发心血管疾病、脑损伤、皮肤和胃肠道

疾病中的作用先前已被记载［１０］。 长期应激可能导

致免疫功能下降、糖尿病、冠心病、肾衰竭和高血压

等疾病的发生［１１］，应激在功能性腹胀、肠易激综合

征 （ ｉｒｒｉｔａｂｌｅ ｂｏｗｅｌ ｓｙｎｄｒｏｍｅ， ＩＢＳ ）、 炎 症 性 肠 病

（ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｂｏｗｅｌ ｄｉｓｅａｓｅ，ＩＢＤ）等肠道疾病发展

中起关键作用［１２－１４］。 ＩＢＳ 是全科医生最常遇到的胃

肠道疾病之一［１５］，各国普通人群肠易激综合征患病

率差异较大，大洋洲国家为 １１％ ～ １７％，非洲国家

为 １０％，亚洲国家为 ５％ ～ １０％，此外，有研究表明

我国 ＩＢＳ 患病率为 １􀆰 ４％ ～ １１􀆰 ５％［１６－１８］。 应激是机

体在生存竞争中的一种本能的防御机制，但长期慢

性应激则会引起全身多系统多部位病理表现［１９－２０］。
束缚应激最初是由 Ｂｏｎｆｉｌｓ 在 １９９３ 年提出

的［２１］，在许多研究中，其已被广泛用于模拟心理应

激［６，２１］。 有研究表明，持续数周的束缚应激刺激可

导致实验动物的大脑异常、肠道功能障碍和生态失

调［９］。 肠屏障的破坏可导致肠通透性增加、肠道微

生物群组成的变化和炎症增加，这种肠道内稳态的

失调可以促进癌的发生［２２－２３］。 此外，越来越多的证

据表明，束缚应激损伤肠道并引起如 ＩＢＤ、ＩＢＳ 等疾

病［６］。 慢性束缚应激（ ｃｈｒｏｎｉｃ ｒｅｓｔｒａｉｎｔ ｓｔｒｅｓｓ，ＣＲＳ）
导致肠损伤的发病机制复杂，目前尚不清楚。 ＩＢＤ
是一种慢性致残性胃肠道疾病，目前认为是由过度

活跃的免疫系统攻击胃肠道引起，导致溃疡和炎

症。 然而，束缚应激诱导 ＩＢＤ 的发病机制尚不清

楚［６］，一种可能的解释是肠屏障损伤，即应激源可

能会损伤肠道屏障，导致细菌移位和局部或全身炎

症反应等后果［１０，２４］。 免疫调节功能障碍在炎症性

肠病等慢性炎症性疾病的发病机制中起着重要作

用，但其潜在的机制仍不清楚［２５］。
目前能够复制精神心理应激的动物模型中，较

为成熟的是 ＣＲＳ 模型，以往研究表明，ＣＲＳ 对动物

脑、心脏、肝、肾、胃肠等的损伤有加重作用，能够引

起多器官功能障碍综合征（ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｏｒｇａｎ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＭＯＤＳ） ［１０－１１，２６］。 ＣＲＳ 是一种生理应激

源，主要用于神经科学研究，如建立大鼠或小鼠的

抑郁模型，慢性束缚应激动物模型在研究抑郁症方

面日趋成熟，然而，ＣＲＳ 诱导肠屏障损伤研究较少。
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已有研究证明，束缚 ４ ｈ、１ ｄ 或 ４ ｄ 血浆皮质酮水平

显著上升，炎症因子及紧密连接蛋白未见显著性差

异［２７－２８］，而长时间束缚应激导致胃肠破坏和肠粘膜

通透性增加［１０，２１，２９］，ＣＲＳ 可影响大鼠的肠道屏障功

能，如粘液损伤和肠道通透性增加、细菌过度生长

和营养物质渗漏［３０］。 然而，目前对 ＣＲＳ 条件下肠

道损伤的了解还不够全面。 多数 ＣＲＳ 相关研究中，
着重于抑郁症模型构建研究，肠道损伤评价指标单

一，聚焦于肠损伤的研究较少，因此，需要一种应激

强度足够、肠应激损伤明显的小鼠慢性束缚肠应激

损伤动物模型，为慢性肠道疾病发病机制的进一步

研究奠定实验基础。 本研究中，利用小鼠行为限制

装置对小鼠进行束缚应激，每天 ３ ｈ，连续束缚 １４ ｄ，
构建慢性束缚应激肠道损伤小鼠模型，并对造模结

果进行评价。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

１８ 只雄性 ７ 周龄 ＳＰＦ 级 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠，体重 ２１
～ ２３ ｇ，购自北京维通利华实验动物技术有限公司

【ＳＣＸＫ（京）２０２１－０００６】。 所有小鼠饲养于本单位

实验动物中心 ＳＰＦ 级屏障环境中【ＳＹＸＫ（军）２０２２－
００２２】，恒温在 ２３ ± ２ ℃，相对湿度 ４０％ ～ ６０％，明
暗交替时间 １２ ｈ ／ １２ ｈ，自由采食和饮水。 所有器

材、垫料、饲料等均在使用前进行高压灭菌处理。
所有实验操作符合动物福利伦理，并通过军事医学

研究院实验动物管理与使用委员会批准（ ＩＡＣＵＣ⁃
ＤＷＺＸ⁃２０２２⁃０４９）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ＴＲＩｇｅｎｔ 试剂盒（货号：ＭＦ０３４⁃０５）与 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ
Ｍｉｘ（货号：ＭＦ７８７⁃０１）均购自北京聚合美生物科技

有限公司；逆转录试剂盒 （货号： ＲＲ０４７Ａ） 购自

ＴａＫａＲａ ＢＩＯ；基因引物由生工生物工程（上海）股份

有限公司合成；ＨＥ 染液套装（货号：Ｇ１００３）、ＥＤＴＡ
（ＰＨ９􀆰 ０）抗原修复液（货号：Ｇ１２０３）、组织自发荧光

淬灭剂（货号：Ｇ１２２１）、抗荧光淬灭封片剂（货号：
Ｇ１４０１）、ＤＡＰＩ 染色试剂（货号：Ｇ１０１２）、牛血清白

蛋白 ＢＳＡ （货号：ＧＣ３０５０１０）、ＣＹ３ 标记山羊抗兔

ＩｇＧ（货号：ＧＢ１１１４０２）购自武汉塞维尔生物科技有

限公司；Ｏｃｃｌｕｄｉｎ（货号：＃９１１３１）、Ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３
（货号：＃９６６１）抗体购于 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公

司；Ｃｌａｕｄｉｎ⁃１ 抗体（货号：３７⁃４９００）购于 Ｉｎｖｔｒｏｇｅｎ 公

司；ＺＯ⁃１（货号：２１７７３⁃１⁃ＡＰ） 抗体购于 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ
公司；ＥＣＬ 超敏发光液（加强型）（货号：ＨＸＰ１８６８），
ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒（货号：ＬＯＴ：ＨＸ３５１６９１）均购

于北京华兴博创基因技术有限公司；β⁃ａｃｔｉｎ（货号：
ａｂ８２２７）抗体购于 ａｂｃａｍ；ＤＡＢ 显色试剂盒（２０Ｘ）
（货号：ＺＬＩ⁃９０１８）、酶标山羊抗兔 ＩｇＧ 聚合物（货号：
ＰＶ⁃６００１）购于北京中杉金桥生物技术有限公司。

实时荧光定量 ＰＣＲ 仪（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ ＣＦＸ９６ Ｔｏｕｃｈ
Ｒｅａｌ⁃Ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ Ｓｙｓｔｅｍ，Ｃ１０００ ＴｏｕｃｈＴＭ；美
国）；组织匀浆机（Ｒｏｃｈｅ ＭａｇＮＡＬｙｓｅｒ Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ，＃
０３３５８９６８００１； 德 国 ）； 核 酸 蛋 白 定 量 仪

（ＮａｎｏＰｈｏｔｏｍｅｔｅ，Ｎ５０⁃Ｔｏｕｃ；德国）；标准规格酶标仪

（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ， ＃ １６８１１３０； 美 国 ）； 全 波 长 酶 标 仪

（ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ ＡＢＳ ｐｌｕｓ；美国）；ＣｈｅｍｉＤｏｃ 成像系统

（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ，ＣｈｅｍｉＤｏｃ Ｉｍａｇｉｎｇ Ｓｙｓｔｅｍ；美国）；病理石

蜡切片机（Ｌｅｉｃａ，ＲＭ２０１６；德国）；组织包埋机（武汉

俊杰电子有限公司，ＪＢ⁃Ｌ５；中国）；显微镜以及成像

系统（Ｎｉｋｏｎ，ＮＩＫＯＮ ＤＳ⁃Ｕ３；日本）；明场，荧光 ＦＩＳＨ
数字病理扫描仪（Ｌｅｉｃａ，Ａｐｅｒｉｏ ＶＥＲＳＡ；德国）；正置

光学显微镜（Ｎｉｋｏｎ，Ｎｉｋｏｎ Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｅ１００；日本）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 分组

所有实验小鼠适应性饲养 １ 周后，采用随机数

字表法，将小鼠分为对照组（Ｃｔｒｌ ｇｒｏｕｐ）和慢性束缚

应激组（ＣＲＳ ｇｒｏｕｐ），每组 ９ 只，对照组和慢性束缚

应激组小鼠均饲养于实验动物中心屏障环境中，在
每天 ９：００ ～ １２：００ 将慢性束缚应激组小鼠置于自

制行为限制装置中束缚 ３ ｈ，持续 １４ ｄ。
１􀆰 ２􀆰 ２　 组织样本采集

实验结束后，小鼠禁食 ６ ｈ，称重后用 １％戊巴

比妥钠，按照 ５ μＬ ／ ｇ 小鼠体重剂量腹腔注射进行麻

醉，并断颈处死。 解剖后分别采集小鼠十二指肠和

结肠组织置于预冷的 ＰＢＳ 缓冲液中冲洗，用滤纸吸

干水分，置于液氮冷冻，转移至－８０ ℃保存，用于后

续分子指标的检测。 另剪取一小块十二指肠和结

肠置于 ４％多聚甲醛中固定 ２４ ｈ，生理盐水洗涤 ３
次，保存于 ７０％乙醇用于后续的组织切片制作。 为

减少个体差异，采集的各类组织均选择固定部位。
１􀆰 ２􀆰 ３　 组织切片及 ＨＥ 染色

将固定好的组织进行梯度 ７５％、８５％、９０％、
９５％、１００％乙醇脱水，二甲苯透明、浸蜡与包埋，切
片（厚度 ５ μｍ）、粘片与烘片。 并进行苏木素⁃伊红

（ＨＥ）染色，镜下观察拍照，用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件测量十
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二指肠绒毛长度，隐窝深度，并根据评分标准对结

肠病理切片进行评分，病理组织学评分见表 １［３１］。

表 １　 病理组织学评分表

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐａｔｈｏｈｉｓｔｏｌｏｇｙ ｓｃｏｒｅ ｓｈｅｅｔ

评分
Ｓｃｏｒｅ

溃疡 ／ 个
Ｕｌｃｅｒｓ ／
ｎｕｍｂｅｒ

上皮细胞变化
Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｃｈａｎｇｅｓ

炎性浸润
Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｅ

淋巴结 ／ 个
Ｌｙｍｐｈ ｎｏｄｅｓ ／

ｎｕｍｂｅｒ

０ ０ 正常
Ｎｏｒｍａｌ

无
Ｎｏｎｅ ０

１ １ 杯状细胞缺失
Ｇｏｂｌｅｔ ｃｅｌｌｓ ｄｅｌｅｔｉｏｎ

隐窝周围浸润
Ｐｅｒｉ⁃ｃｒｙｐｔｉｃ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ １

２ ２ 杯状细胞大面积缺失
Ｌａｒｇｅ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｏｆ ｇｏｂｌｅｔ ｃｅｌｌｓ

黏膜肌层出现浸润
Ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｕｓｃｕｌａｒ ｌａｙｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ｍｕｃｏｓａ ２

３ ３ 隐窝缺失
Ｃｒｙｐｔ ｄｅｌｅｔｉｏｎ

黏膜肌层普通浸润，黏膜增厚
Ｇｅｎｅｒａｌｉｚｅｄ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｕｓｃｕｌａｒ ｌａｙｅｒ
ｏｆ ｔｈｅ ｍｕｃｏｓａ ｗｉｔｈ ｔｈｉｃｋｅｎｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｍｕｃｏｓａ

３

４ ＞ ３ 隐窝大面积缺失或息肉再生
Ｌａｒｇｅ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｏｆ ｃｒｙｐｔ ｏｒ ｐｏｌｙｐ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

黏膜下层浸润
Ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｕｂｍｕｃｏｓａｌ ｌａｙｅｒ ４

表 ２　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 引物序列表

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｌｉｓｔ ｏｆ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒｓ
基因
Ｇｅｎｅ

上游引物（５’→３’）
Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ（５’→３’）

下游引物（５’→３’）
Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ（５’→３’）

β⁃ａｃｔｉｎ ＧＧＣＴＧＴＡＴＴＣＣＣＣＴＣＣＡＴＣＧ ＣＣＡＧＴＴＧＧＴＡＡＣＡＡＴＧＣＣＡＴＧＴ
ＩＬ⁃１β ＧＣＡＡＣＴＧＴＴＣＣＴＧＡＡＣＴＣＡＡＣＴ ＡＴＣＴＴＴＴＧＧＧＧＴＣＣＧＴＣＡＡＣＴ
ＴＮＦ⁃α ＣＣＴＧＴＡＧＣＣＣＡＣＧＴＣＧＴＡＧ ＧＧＧＡＧＴＡＧＡＣＡＡＧＧＴＡＣＡＡＣＣＣ
ＩＬ⁃６ ＴＡＧＴＣＣＴＴＣＣＴＡＣＣＣＣＡＡＴＴＴＣＣ ＴＴＧＧＴＣＣＴＴＡＧＣＣＡＣＴＣＣＴＴＣ

ＭＣＰ⁃１ ＴＡＡＡＡＡＣＣＴＧＧＡＴＣＧＧＡＡＣＣＡＡＡ ＧＣＡＴＴＡＧＣＴＴＣＡＧＡＴＴＴＡＣＧＧＧＴ
ＩＬ⁃１０ ＡＧＣＣＴＴＡＴＣＧＧＡＡＡＴＧＡＴＣＣＡＧＴ ＧＧＣＣＴＴＧＴＡＧＡＣＡＣＣＴＴＧＧＴ

１􀆰 ２􀆰 ４　 ＲＮＡ 提取及反转录

将约 ５０ ｍｇ 组织加入 １ ｍＬ ＴＲＩｐｕｒｅ 后低温匀浆

裂解，加入 ２００ μＬ 氯仿震荡 １５ ｓ，室温静置 １０ ｍｉｎ；
４ ℃， １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，取上层含 ＲＮＡ 的

水相 ５００ μＬ 加入 ５００ μＬ（等体积）异丙醇，颠倒混

匀，并于室温静置 １０ ｍｉｎ，进行 ＲＮＡ 沉淀；４ ℃，
１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，弃上清，用 １ ｍＬ ０􀆰 １％
（ｖ ／ ｖ）ＤＥＰＣ 水配制的 ７５％乙醇洗涤 ＲＮＡ 沉淀，该
步骤重复 ２ 次以提高 ＲＮＡ 的质量；４ ℃，１２ ０００ ｒ ／
ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，弃上清，室温干燥 １ ～ ２ ｍｉｎ，ＤＥＰＣ
水溶解 ＲＮＡ，使用 ＮａｎｏＰｈｏｔｏｍｅｔｅｒ⁃Ｎ５０⁃Ｔｏｕｃｈ 分光

光度计对 ＲＮＡ 浓度和质量测定并记录，根据反转录

试剂盒说明书的方法，取 ２ μｇ 总 ＲＮＡ，在去除基因

组 ＤＮＡ 后，进行逆转录反应得到 ｃＤＮＡ。
１􀆰 ２􀆰 ５　 实时荧光定量聚合酶链式反应分析

实时定量聚合酶链式反应使用 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ 染

料法，反应体系 １２􀆰 ５ μＬ，循环参数包括 ９５ ℃变性

３０ ｓ，１ 个循环；９５ ℃变性 ５ ｓ，６０ ℃退火 ３０ ｓ，扩增

４０ 个循环，应用熔解曲线程序进行连续荧光测量。
以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参基因，使用 ２－ΔΔＣｔ 进行计算目标基

因的相对表达水平，引物序列见表 ２。

１􀆰 ２􀆰 ６　 蛋白免疫印迹分析

使用 ＲＩＰＡ ｂｕｆｆｅｒ 加入蛋白酶和磷酸酶抑制剂

后，提取小鼠十二指肠、结肠总蛋白，用 ＢＣＡ 蛋白定

量试剂盒测得蛋白浓度，每个样本取 ３０ μｇ 总蛋白

加入蛋白上样缓冲液，１００ ℃煮沸变性后上样，恒压

１２０ Ｖ， 电泳 １ ｈ 分离不同分子量蛋白质，恒流 ２００
ｍＡ，湿转 ６０ ｍｉｎ 将 ＳＤＳ⁃聚丙烯酰胺凝胶上的蛋白

转移到 ＰＶＤＦ 膜上。 封闭液室温封闭 １ ｈ 后，一抗

４ ℃ 孵育过夜（β⁃ａｃｔｉｎ 抗体的稀释比为 １ ∶ ５０００，其
他抗体稀释比均为 １ ∶ ２０００），ＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次，每次

６ ｍｉｎ，加入 ＨＲＰ 标记的山羊抗兔 ＩｇＧ（抗体稀释比

均为 １ ∶ ５０００），室温孵育 １􀆰 ５ ｈ，ＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次，每
次 ６ ｍｉｎ，后用 ＥＣＬ 超敏发光液显影曝光拍照，将得

到的目的蛋白条带用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件进行光密度分析

并统计灰度值。
１􀆰 ２􀆰 ７　 免疫荧光染色

石蜡切片脱蜡，用 ＥＤＴＡ 抗原修复液 （ ｐＨ ＝
８􀆰 ０）中火 ８ ｍｉｎ，停火 ８ ｍｉｎ，中低火 ７ ｍｉｎ 进行修

复。 自然冷却后脱色摇床上晃动洗涤 ３ 次，每次

５ ｍｉｎ， ３％ ＢＳＡ 封闭 ３０ ｍｉｎ，滴加一抗湿盒内 ４ ℃
孵育过夜，晃动洗涤 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ，滴加二抗，避
光室温孵育 ５０ ｍｉｎ，ＤＡＰＩ 避光室温孵育 １０ ｍｉｎ 复

染细胞核，淬灭组织自发荧光。 抗荧光淬灭封片剂
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封片，采集图像：ＤＡＰＩ 激发波长 ３３０ ～ ３８０ ｎｍ，发射

波长 ４２０ ｎｍ；使用 Ｎｉｋｏ 正置荧光显微镜对结果进行

观察和拍照。
１􀆰 ２􀆰 ８　 免疫组化

将结肠、十二指肠组织石蜡切片充分脱蜡，
１００％、９５％、９０％、８０％、７０％梯度乙醇依次复水，切
片浸泡在柠檬酸盐缓冲液中微波加热修复，３％过氧

化氢稀释液消除内源性过氧化物酶的活性；羊血清

封闭液 ３７ ℃孵育 ３０ ｍｉｎ，一抗 ４ ℃过夜孵育，ＰＢＳ
洗涤，滴加二抗 ３７ ℃温箱孵育 ３０ ｍｉｎ；ＰＢＳ 洗涤，
ＤＡＢ 显色及苏木精复染，脱水后中性树脂封片保存

拍照。
１􀆰 ３　 统计学分析

数值用平均值 ± 标准误差（􀭰ｘ ± ｓ􀭰ｘ）表示，统计

分析用 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 软件进行，组间的比较分析用配

对 ｔ 检验进行检验，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异具有显著性。
使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ０ 绘图。

图 ２　 慢性束缚应激对小鼠十二指肠黏膜形态的影响（ＨＥ 染色，ｎ ＝ ３）
Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ ｒｅｓｔｒａｉｎｔ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ ｄｕｏｄｅｎａｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｉｎ ｍｉｃｅ （ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ， ｎ ＝ ３）

２　 结果

２􀆰 １　 慢性束缚应激对体重及肠道组织病理学变化

的影响

与对照组相比，慢性束缚应激显著降低了小鼠

体重（Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１）（见图 １），这与先前的研究结果

一致［３１－３３］。 苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色结果发现，慢性

束缚应激小鼠十二指肠绒毛均出现缩短和脱落现

象（图 ２Ａ），绒毛高度显著缩短，绒毛高度与隐窝深

度比值均显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１）（图 ２Ｂ ～ ２Ｄ）；此
外，与对照组相比，慢性束缚应激小鼠结肠表现出

结肠黏膜炎性细胞浸润、隐窝结构异常的现象，病
　 　 　 　 　 　

注：与对照组相比，∗∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１。

图 １　 慢性束缚应激对小鼠体重变化的

影响（􀭰ｘ ± ｓ􀭰ｘ，ｎ ＝ ９）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｔｒｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ
ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅ）

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ ｒｅｓｔｒａｉｎｔ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ ｂｏｄｙ
ｗｅｉｇｈｔ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｍｉｃｅ （􀭰ｘ ± ｓ􀭰ｘ，ｎ ＝ ９）
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理组织学评分显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），出现一定程度

的病理损伤（图 ３）。

注：与对照组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 （下图同）

图 ３　 慢性束缚应激对小鼠结肠形态的影响（ＨＥ 染色，ｎ ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｔｒｌ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ ｒｅｓｔｒａｉｎｔ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ ｃｏｌｏｎｉｃ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｉｎ ｍｉｃｅ （ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ， ｎ ＝ ３）

注：与对照组相比，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

图 ４　 慢性束缚应激对小鼠十二指肠紧密连接蛋白表达的影响（ｎ ＝ ４）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｔｒｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ ｒｅｓｔｒａｉｎｔ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｄｕｏｄｅｎａｌ ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｍｉｃｅ （ｎ ＝ ４）

２􀆰 ２　 慢性束缚应激对肠道紧密连接蛋白表达的

影响

为探究慢性束缚应激对肠道屏障功能的影响，
测定了肠道组织代表性紧密连接蛋白的表达。 如

图 ４ 所示，慢性束缚应激显著降低小鼠十二指肠紧

密连接蛋白 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、Ｃｌａｕｄｉｎ⁃１ 的表达（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
免疫荧光结果显示，慢性束缚应激能降低十二指肠

组织紧密连接蛋白 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 的原位表达（图 ５）。 如

图 ６ 所示，慢性束缚应激显著降低小鼠结肠紧密连

接蛋白 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 的表达（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。

２􀆰 ３　 慢性束缚应激对肠道组织炎性细胞因子表达

的影响

为探究慢性束缚应激对肠道炎症反应的影响，
测定了具有代表性的炎性细胞因子和趋化因子。
慢性束缚应激显著提高小鼠十二指肠炎性细胞因

子和趋化因 子 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、 ＭＣＰ⁃１、 ＩＬ⁃１０
ｍＲＮＡ 的表达（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）（图 ７Ａ）。 慢性束缚应激

显著提高小鼠结肠炎性细胞因子和趋化因子 ＩＬ⁃１β、
ＩＬ⁃６、ＭＣＰ⁃１ ｍＲＮＡ 的表达（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）（图 ７Ｂ）。
２􀆰 ４　 慢性束缚应激诱导肠上皮细胞的凋亡

如图 ８，为了观察肠上皮细胞凋亡情况，通过免

疫组化，观察到慢性束缚应激小鼠十二指肠上皮细
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注：免疫荧光法检测小鼠十二指肠组织紧密连接蛋白 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ；ＤＡＰＩ 染出来的细胞核在激发光下为蓝色，阳性表达为 ＣＹ３ 荧光素标记

的红光。

图 ５　 慢性束缚应激对小鼠十二指肠紧密连接蛋白 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 表达的影响（ｎ ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｓｓａｙ ｆｏｒ ｍｏｕｓｅ ｄｕｏｄｅｎａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｏｃｃｌｕｄｉｎ． ＤＡＰＩ⁃ｓｔａｉｎｅｄ ｎｕｃｌｅｉ ａｒｅ ｂｌｕｅ ｉｎ ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ ｌｉｇｈｔ ａｎｄ
ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ａｓ ＣＹ３ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ⁃ｌａｂｅｌｅｄ ｒｅｄ．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｄｕｏｄｅｎｕｍ ｒｅｓｔｒａｉｎｔ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｏｌｏｎｉｃ ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｏｃｃｌｕｄｉｎ ｉｎ ｍｉｃｅ （ｎ ＝ ３）

图 ６　 慢性束缚应激对小鼠结肠紧密连接蛋白表达的影响（ｎ ＝ ４）
Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ ｒｅｓｔｒａｉｎｔ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｏｌｏｎｉｃ ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｍｉｃｅ （ｎ ＝ ４）
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注：与对照组相比，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。

图 ７　 慢性束缚应激对小鼠十二指肠和结肠炎性细胞因子基因表达的影响（ｎ ＝ ６）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｔｒｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ ｒｅｓｔｒａｉｎｔ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｄｕｏｄｅｎｕｍ
ａｎｄ ｃｏｌｏｎ ｏｆ ｍｉｃｅ （ｎ ＝ ６）

胞凋亡增加；免疫组化结果显示，慢性束缚应激能

够显 著 增 加 小 鼠 十 二 指 肠 凋 亡 蛋 白 Ｃｌｅａｖｅｄ⁃
Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的表达（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） （图 ８Ａ，８Ｂ）。 慢性束

缚应 激 能 够 增 加 小 鼠 结 肠 凋 亡 蛋 白 Ｃｌｅａｖｅｄ⁃
Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的表达趋势（图 ８Ｃ，８Ｄ）。

３　 讨论

本研究结合社会心理应激导致 ＩＢＤ、ＩＢＳ 等一系

列疾病的特点，模拟社会心理应激环境，建立了 ＣＲＳ
小鼠肠道应激损伤模型，并观察到该模型小鼠肠组

织出现病理损伤，导致肠屏障功能障碍，主要表现

为十二指肠绒毛脱落、绒毛高度缩短、绒毛高度 ／隐
窝深度比值降低、肠绒毛受损，以及肠组织紧密连

接蛋白的表达水平降低等。 ＣＲＳ 促使肠上皮细胞

凋亡相关蛋白增加。 此外，通过对 ＣＲＳ 小鼠肠道炎

症水平的监测，发现 ＣＲＳ 可导致肠道组织炎性细胞

因子表达升高，炎性细胞浸润，出现一定程度的炎

症反应。
ＣＲＳ 与多种胃肠道疾病的发病机制有关［１９－２０］。

有研究表明，社会心理应激改变了大脑和肠道之间

的相互作用，并可能加剧一系列疾病，包括 ＩＢＤ 和

ＩＢＳ［３０，３４］。 环境（束缚应激）因素是 ＩＢＤ 发作的关键

触发因素［３０］，这种现象所涉及的机制尚未完全阐

明。 临床和实验研究的证据表明，心理应激对肠道

敏感性、蠕动性、分泌和通透性有显著影响［３０，３４］。
ＩＢＳ 是一种应激敏感性疾病，同时也是一种慢性疾

病，严重降低患者的生活质量和工作效率，据报道，
ＩＢＳ 影响 ７％ ～ ２１％的普通人群［３４－３６］。 在大多数患

者中，ＩＢＳ 是一种慢性复发性疾病，其症状可能随时

间而变化。 一项系统回顾显示，在对临床 ＩＢＳ 患者

的长期随访中，２％ ～ １８％恶化，３０％ ～ ５０％不变，
１２％ ～ ３８％改善［３６］。 在 ＩＢＳ 的动物模型和患者中，
慢性应激会破坏胃肠动力，增加内脏疼痛感知，并
损害肠道屏障功能。 慢性应激可通过升高血浆糖

皮质激素水平，改变肠⁃脑轴调节，促进促炎细胞因

子的产生，从而改变胃肠、认知和情绪通路［２３］。
紧密连接（ ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎ， ＴＪ）的存在保证了半

透性屏障的功能，ＴＪ 在维持肠道通透性中起关键作

用［２４］，而 ＴＪ 蛋白是粘膜屏障的重要部分［３７］。 本研

究结果与猜想的一致，在 ＣＲＳ 小鼠模型中，小鼠十

二指肠和结肠组织均出现紧密连接蛋白 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ
的表达显著降低，十二指肠 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃１ 的表达显著降
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图 ８　 慢性束缚应激对小鼠十二指肠、结肠促凋亡蛋白 Ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表达的影响（ｎ ＝ ３）
Ｆｉｇｕｒｅ ８　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ ｒｅｓｔｒａｉｎｔ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏ⁃ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃３

ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｄｕｏｄｅｎｕｍ ａｎｄ ｃｏｌｏｎ （ｎ ＝ ３）

低。 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃１、ＺＯ⁃１ 和 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 是肠组织 ＴＪ 的重

要结构蛋白，其表达增加可降低肠通透性并保护肠

屏障［２３］。 应激可导致肠道屏障功能丧失、肠道通透

性增加［３８］。 ＣＲＳ 可以模拟 ＩＢＳ 患者腹泻症状、内脏

超敏反应、肠粘膜屏障通透性降低、免疫调节功能

障碍和生态失调的病理状态［１３，２３］。 本研究中，发现

１４ ｄ ＣＲＳ 也可导致小鼠的肠粘膜以及肠屏障损伤，
具体表现为十二指肠绒毛高度变短、隐窝结构异

常、绒毛 ／隐窝比下降；结肠黏膜出现炎性细胞浸

润，隐窝结构不规则。 此外，肠道是机体营养吸收

的主要场所，肠屏障受损、功能障碍会影响营养物

质的消化吸收，伴随身体不适厌食，这可能是小鼠

暴露于 ＣＲＳ 引起体重减轻的原因［３９］。 有研究表

明，ＣＲＳ 处理后小鼠的体重减轻以及食物摄入减

少［３０，３３，４０］，ＣＲＳ 和慢性不可预知温和应激（ ｃｈｒｏｎｉｃ
ｕｎｐｒｅｄｉｃｔａｂｌｅ ｍｉｌｄ ｓｔｒｅｓｓ， ＣＵＭＳ）联合处理 ３ 周后，
小鼠的摄食量明显减少，体重减轻［４１］。 在本研究中

也发现 ＣＲＳ 模型小鼠体重出现了显著的降低。
束缚应激可诱导结肠炎动物模型中炎症的发

展，对 ＩＢＤ 啮齿动物模型的研究揭示了应激对肠道
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炎症的显著影响［２０］。 通过大量的研究发现，应激与

肠道炎症和黏膜屏障损伤密切相关［４２］。 束缚应激

加重实验性结肠炎小鼠中结肠粘膜损伤的程度，慢
性应激可驱动原发性肠道炎症，ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 显著

上调［３６］，且有研究表明束缚应激升高血浆 ＩＬ⁃６ 水

平［４３］。 此外，慢性应激可通过引发炎症反应中涉及

的组分（如 ＴＮＦ⁃α）的产生而改变紧密连接蛋白表

达［３０］。 束缚应激使结肠组织中 ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α 水

平升高，ＩＬ⁃５、ＩＬ⁃１０ 和 ＩＬ⁃２２ 水平降低，暴露于束缚

应激的小鼠炎性细胞因子 ｉＮＯＳ、ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃１β 的

表达水平显著增加［６］。 本研究发现，ＣＲＳ 能够显著

提高小鼠十二指肠和结肠炎性细胞因子及炎症标

志物 基 因 的 表 达， 研 究 结 果 与 前 期 报 道 一

致［６，３０，３６，４３］。 虽然已经证明束缚应激会加重肠道炎

症，但其分子机制仍不清楚。 有研究表明，氧化应

激是 ＩＢＤ 的病因之一［１０］，束缚应激可在大鼠中诱导

全身性氧化损伤［２０］，慢性应激和高基础水平的应激

激素都会导致外周疾病的发展，如肠道炎症［１１，４４］。
ＩＬ⁃１β 是一种由巨噬细胞分泌的促炎细胞因子，与
其他促炎细胞因子（如 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃６）协同作用，以
诱导 ＩＢＤ 炎症，研究发现，ＩＬ⁃１０ 缺陷小鼠在自发性

结肠炎发病前 ＩＬ⁃１β 分泌增加［４５］。 慢性束缚应激

后基因表达显著上升的 ＴＮＦ⁃α 是一种重要的促炎

因子，ＴＮＦ⁃α 作为肿瘤坏死因子（ＴＮＦ）核心家族成

员，是肠道上皮细胞增殖和凋亡的主要促炎因子，
同时也是 ＩＢＤ 中重要的调节因子［３０］。 严重的炎症

反应过程不仅可促使肠道出现较为明显的应激损

伤，还会对动物长期的机体性能产生影响。
细胞凋亡可诱导上皮屏障损伤，肠上皮细胞凋

亡是引起肠屏障功能障碍和免疫紊乱的重要机

制［４６］。 细胞凋亡是一种免疫沉默形式的细胞死亡，
是抑制肠道进一步炎症的重要过程，且肠上皮细胞

易受坏死性凋亡的影响［４７］。 束缚应激可通过多种

损伤途径损伤肠道，增加氧化应激，加重纤维化，增
强炎症，甚至促进细胞凋亡［１１］。 Ｃａｓｐａｓｅ ３ 是细胞

凋亡过程中最主要的终末剪切酶，能被凋亡信号活

化，对凋亡相关蛋白进行专一性切割，从而失去抗

凋亡活性，转变为促凋亡蛋白［４８－５０］。 有研究表明，
应激诱导的妊娠猪中观察到肠组织中 Ｃｌｅａｖｅｄ⁃
Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 水平的显著增加，束缚应激后，妊娠猪肠

道细胞增殖与凋亡的平衡被打破，束缚应激诱导妊

娠猪肠道组织中 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表达相应增加，表明细胞

凋亡增加损害了妊娠猪的肠粘膜屏障［１］。 高果糖

可加重束缚应激对肠粘膜屏障的损伤，降低肠道消

化吸收能力，导致潘氏细胞缺陷，抑制抗菌肽的表

达，增加肠道细胞凋亡［５１］，氧化损伤诱导和触发细

胞凋亡可引起分子损伤［５２］。 此外，束缚应激诱导小

鼠十二指肠上皮细胞的凋亡性细胞死亡，Ｃｌｅａｖｅｄ⁃
Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 阳性细胞显著增加［９］。 本研究结果发现，
ＣＲＳ 小鼠模型肠道 Ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的蛋白水平显

著增加。 以上结果提示，激活凋亡信号通路，促进

肠道上皮细胞的凋亡，是 ＣＲＳ 引起肠道屏障功能障

碍的可能原因之一。
ＣＲＳ 作为一种非损伤性刺激，既能较好地模拟

人类产生应激及其导致身心疾病的过程，也能够适

应应激状态由急性转入慢性的发展趋势［５３］。 已构

建的模型中，急性和慢性束缚实验有时间强度和束

缚强度不同，时间强度有每天 １、２、３、６ ｈ 等，应激强

度 的 选 择 有 连 续 １、 ３、 ７、 １４、 ２１ 和 ２８ ｄ
等［１０，２１，３０，４０－４１］。 有研究证明，束缚 ４ ｈ、１ ｄ 或 ４ ｄ 血

浆皮质酮水平显著上升，炎症因子及紧密连接蛋白

未见显著性差异［２７－２８］，而长时间束缚应激导致胃肠

破坏和肠粘膜通透性增加［１０，２１，２９］。 此外，研究表明

长期束缚应激（＞ １４ ｄ）多数用于构建 ＭＤＤ 相关动

物模型［８，３８，４１，５４］，且长期 ＣＲＳ 后机体产生了适应机

制［１５，５５］，而多数研究的 ＣＲＳ 模型缺少评价或肠道损

伤的评价指标单一，聚焦于肠损伤的研究较少，且
缺乏合适的动物模型一直是研究肠道疾病损伤机

制的障碍。 因此，需要一种应激强度足够、肠应激

损伤明显的动物模型。 构建小鼠慢性束缚肠应激

损伤动物模型，通过一系列指标的检测，结果显示，
ＣＲＳ 可导致应激小鼠肠道组织结构异常、肠屏障功

能障碍、肠上皮细胞凋亡，引发肠道炎症反应，提示

ＣＲＳ 肠道损伤小鼠模型构建成功，但具体致病机制

有待进一步深入揭示。
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