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乙酸灌肠联合束缚夹尾应激诱导肝郁
脾虚型腹泻型肠易激综合征

大鼠模型的制备
赖碧玉１，洪梦颖１，李兴２，何永嘉１，陈瑶１，李新伍１，石佳１，田子寒１，

李丹２，聂晶３，佘畅２∗

（１． 湖南中医药大学研究生院，长沙　 ４１０２０８；２． 长沙市中医医院（长沙市第八医院）针灸康复科，
长沙　 ４１０１００；３． 中南大学，长沙　 ４１００８３）

　 　 【摘要】 　 目的 　 建立理想的大鼠肝郁脾虚型腹泻型肠易激综合征 （ ｄｉａｒｒｈｅａ ｐｒｅｄｏｍｉｎａｎｔ ｉｒｒｉｔａｂｌｅ ｂｏｗｅｌ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＩＢＳ⁃Ｄ）的造模方法，为 ＩＢＳ⁃Ｄ 伴焦虑抑郁状态的临床研究提供动物模型基础。 方法　 本研究共用 ６０ 只

大鼠：（１）首先将 ２０ 只大鼠随机分为空白组、３％乙酸灌肠组、４％乙酸灌肠组、５％乙酸灌肠组，造模及观察期结束

后，通过腹泻相关指数、结肠病理组织学等观察不同造模浓度引起的腹泻状态及结肠损伤程度。 （２）评估出较优造

模浓度后，将另外 ４０ 只大鼠随机分为对照组（ａ 组）、单纯乙酸灌肠组（ｂ 组）、乙酸 ＋ 束缚组（ｃ 组）、乙酸 ＋ 束缚 ＋
夹尾组（ｄ 组），分别予以不同干预，共干预 ８ ｄ。 干预结束后对大鼠一般情况、腹泻相关指数、旷场实验（ｏｐｅｎ⁃ｆｉｅｌｄ
ｔｅｓｔ，ＯＦＴ）评分、结肠病理组织学等指标进行评价。 结果　 （１）与空白组比较，４％乙酸灌肠组干预后第 １ ～ ３ 天粪

便性状评分升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），干预后第 ４ ～ ７ 天粪便性状评分逐渐降低，１ 周后，与空白组相比，粪便性状评分无

显著性差异（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５），体重相对较低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），粪便含水量升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）；与空白组相比，５％乙酸灌肠组体

重较低（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），粪便性状评分、粪便含水量、腹泻指数升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；３％乙酸灌肠组与空白组相比，无显著

性差异（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 结肠病理组织显示，与空白组相比，４％乙酸灌肠组黏膜结构完整，有少量炎症细胞浸润，病理

组织评分无显著性差异（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５），５％乙酸灌肠组有中量⁃大量炎症细胞浸润，病理组织评分升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
（２）与 ａ 组比较，ｂ 组体重较低（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），粪便性状评分、粪便含水量、腹泻指数升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），与 ａ 组及 ｂ 组

比较，ｃ 组和 ｄ 组，体重较低（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），粪便性状评分、粪便含水量、腹泻指数升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），结肠运转时间减

少（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与 ｃ 组相比，ｄ 组粪便含水量较高（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。 在 ＯＦＴ 评分方面，与 ａ 组及 ｂ 组相比，ｃ 组及 ｄ 组

ＯＦＴ 评分在总距离、站立次数、直立次数均减少（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；与 ｃ 组相比，ｄ 组在 ＯＦＴ 评分总距离、站立次数、直立次

数均减少（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结肠病理组织显示，４ 组黏膜结构均完整，有不同程度的炎症细胞浸润，病理组织评分上，与
ａ 组及 ｂ 组相比，ｃ 组和 ｄ 组较高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结论　 ４％乙酸浓度为 ＩＢＳ⁃Ｄ 造模适宜浓度，叠加束缚后，能更好地

模拟 ＩＢＳ⁃Ｄ 腹泻、内脏高敏感特征性状态，叠加夹尾后能成功制备出肝郁脾虚型 ＩＢＳ⁃Ｄ 模型。
【关键词】 　 腹泻型肠易激综合征；４％乙酸灌肠；慢性束缚；夹尾应激；造模
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ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｔｈｅ ５％ ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ ｅｎｅｍａ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）， ｔｈｅ ｆｅｃａｌ ｔｒａｉｔ ｓｃｏｒｅ ａｎｄ ｄｉａｒｒｈｅａ ｉｎｄｅｘ ｗｅｒｅ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｆｏｕｎｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ３％ ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ ｅｎｅｍａ ａｎｄ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐｓ． Ｔｈｅ
ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｏｌｏｎ ｔｉｓｓｕｅ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｍｕｃｏｓａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ ４％ ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ ｅｎｅｍａ
ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｗｉｔｈ ａ ｓｍａｌｌ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｓｃｏｒｅ ｓｈｏｗｅｄ ｎｏ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）， ｗｈｅｒｅａｓ ｔｈｅ ５％ ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ ｅｎｅｍａ ｈａｄ ａ ｍｅｄｉｕｍ ｔｏ ｌａｒｇｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ
ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｓｃｏｒｅ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． （２） Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｇｒｏｕｐ ａ， ｇｒｏｕｐ ｂ ｈａｄ ｌｏｗｅｒ
ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ （Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）， ａｎｄ ｈｉｇｈｅｒ ｆｅｃａｌ ｔｒａｉｔ ｓｃｏｒｅ， ｆｅｃａｌ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ ｄｉａｒｒｈｅａ ｉｎｄｅｘ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ａ ａｎｄ ｂ ｇｒｏｕｐｓ， ｔｈｅ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｃ ａｎｄ ｄ ｇｒｏｕｐｓ ｗａｓ ｌｏｗｅｒ （Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）， ｔｈｅ ｆｅｃａｌ ｔｒａｉｔｓ ｓｃｏｒｅ， ｆｅｃａｌ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ，
ａｎｄ ｄｉａｒｒｈｅａ ｉｎｄｅｘ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｌｏｎ ｒｕｎｎｉｎｇ ｔｉｍｅ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ｇｒｏｕｐ ｃ， Ｆｅｃａｌ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ｄ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ （Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）． Ｉｎ ｔｈｅ ＯＦＴ ｓｃｏｒｅ， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ａ ａｎｄ ｂ ｇｒｏｕｐｓ， ｔｈｅ
ＯＦＴ ｄｉｓｔａｎｃｅ， ｓｔａｎｄｉｎｇ ｔｉｍｅｓ， ａｎｄ ｕｐｒｉｇｈｔ ｔｉｍｅｓ ｉｎ ｃ ａｎｄ ｄ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｌｏｗｅｒ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃ， ｔｈｅ ＯＦＴ
ｄｉｓｔａｎｃｅ， ｓｔａｎｄｉｎｇ ｔｉｍｅｓ， ａｎｄ ｕｐｒｉｇｈｔ ｔｉｍｅｓ ｉｎ ｄ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｌｏｗｅｒ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｔｈｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｃｏｌｏｎ ｓｈｏｗｅｄ
ｔｈａｔ ｔｈｅ ｍｕｃｏｓａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ ｗａｓ ｃｏｍｐｌｅｔｅ， ａｎｄ ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｇｒｅｅｓ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ．
Ｔｈｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ ｇｒｏｕｐｓ ｃ ａｎｄ ｄ ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｇｒｏｕｐｓ ａ ａｎｄ ｂ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｔｈｅ
４％ ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｉｓ ａｐｐｒｏｐｒｉａｔｅ ｆｏｒ ＩＢＳ⁃Ｄ ｍｏｄｅｌｉｎｇ． Ａｆｔｅｒ ｓｕｐｅｒｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｂｉｎｄｉｎｇ， ｔｈｅ ＩＢＳ⁃Ｄ ｄｉａｒｒｈｅａ ａｎｄ
ｉｎｔｅｒｎａｌ ｈｙｐｅｒｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｓｔａｔｅ ｃａｎ ｂｅ ｂｅｔｔｅｒ ｓｉｍｕｌａｔｅｄ． Ａｆｔｅｒ ｓｕｐｅｒｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｔａｉｌ ｃｌｉｐ， ｔｈｅ ＩＢＳ⁃Ｄ ｍｏｄｅｌ ｏｆ
ｌｉｖｅｒ ｓｔａｇｎａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｐｌｅｅｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｃａｎ ｂｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】 　 ｄｉａｒｒｈｅａｌ ｐｒｅｄｏｍｉｎａｎｔ ｉｒｒｉｔａｂｌｅ ｂｏｗｅｌ ｓｙｎｄｒｏｍｅ； ４％ ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ ｅｎｅｍａ； ｃｈｒｏｎｉｃ ｂｏｎｄａｇｅ； ｔａｉｌ⁃
ｃｌａｍｐｉｎｇ ｓｔｒｅｓｓ； ｍｏｌｄｉｎｇ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 腹泻型肠易激综合征 （ ｄｉａｒｒｈｅａ ｐｒｅｄｏｍｉｎａｎｔ
ｉｒｒｉｔａｂｌｅ ｂｏｗｅｌ ｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＩＢＳ⁃Ｄ）是以反复发作的腹

痛、腹泻为主要特征的临床常见功能性疾病［１］。 建

立符合临床特征的动物模型是动物实验的基础，也
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是探索发病机制和治疗方案的重要一环。 乙酸灌

肠联合慢性束缚在 ＩＢＳ⁃Ｄ 造模中应用广泛，可以较

好地模拟 ＩＢＳ⁃Ｄ 腹泻症状及内脏高敏感状态［２］，但
当药物剂量、浓度难以统一或者束缚刺激阈值及周

期未达到时，难以稳定诱导 ＩＢＳ⁃Ｄ 模型［３］，而现有文

献研究尚无统一标准，因此对此进行探索完善十分

重要。 另外除腹泻和高敏感状态外，目前在临床

上，ＩＢＳ⁃Ｄ 患者常伴有焦虑、抑郁等情志方面的改

变，肝郁脾虚型 ＩＢＳ⁃Ｄ 最为常见，因此建立符合肝郁

脾虚型 ＩＢＳ⁃Ｄ 模型值得探索［４］。 有研究发现，夹尾

应激常被应用于肝郁造模中［５］。 本研究在乙酸灌

肠基础上，同时联合束缚、夹尾等应激方法诱导肝

郁脾虚型 ＩＢＳ⁃Ｄ 模型，探讨各项具体操作、存在问题

及应对方法，为建立客观、可靠且重复性好的肝郁

脾虚型 ＩＢＳ⁃Ｄ 模型提供思路。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

６ ～ ８ 周龄 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠共 ６０ 只，体重

２１０ ± １０ ｇ，购自湖南斯莱克景达实验动物有限公司

【ＳＣＸＫ（湘） ２０１９ － ０００４】。 饲养环境：温度 ２０ ～
２５ ℃， 湿度 ５０％ ～ ７０％，自由饮食饮水，昼夜交替

１２ ｈ ／ １２ ｈ，饲养于湖南斯莱克景达实验动物基地

【ＳＹＸＫ（湘）２０１９－００１７】，本实验研究经长沙市中医

医院 （长沙市第八医院） 伦理委员会批准 （ ２０１９
００５），并按实验动物使用的 ３Ｒ 原则给予人道关怀。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

石蜡油（２０１９１００２，５００ ± ２５ ｍＬ，武邑炎威医疗

科技有限公司）；磷酸缓冲生理盐水 （ Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｂｕｆｆｅｒ ｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）（ＭＡ００１５⁃Ｎｏｖ⁃０５Ｈ，每瓶 ５００ ｍＬ，
大连美仑）；异氟烷（兽药字 ０３１２１７０１５，河北金达福

药业 有 限 公 司 ）； 苏 木 素⁃伊 红 （ ＨＥ ） 染 色 液

（Ｓ１９１００３，武汉市皮诺飞生物科技有限公司）；乙酸

（ １００００２１８ ）、 无 水 乙 醇 （ １０００９２２８ ）、 中 性 树 胶

（ １０００４１６０ ）、 二 甲 苯 （ １００２３４１８ ）、 正 丁 醇

（１０００５２１８）均购自国药集团化学试剂有限公司。
电热鼓风干燥箱（１０１Ａ⁃３，上海光地仪器设备

有限公司）；脱水机（ ＪＴ⁃１２Ｓ，武汉俊杰电子有限公

司）；包埋机（ＪＢ⁃Ｌ５，武汉俊杰电子有限公司）；切片

机 （ ＲＭ２０１６， 德 国 Ｌｅｉｃａ ）； 显 微 镜 （ Ｅ１００， 日 本

Ｎｉｋｏｎ）；扫描仪（Ｐａｎｎｏｒａｍｉｃ ＳＣＡＮ Ⅱ，济南丹吉尔

电子有限公司）。

１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 阶段（１）构建 ＩＢＳ⁃Ｄ 模型，对不同乙酸灌肠

浓度进行观察

选用 ２０ 只 ＳＤ 大鼠，适应性饲养 ７ ｄ 后随机分

为空白组、３％乙酸灌肠组、４％乙酸灌肠组、５％乙酸

灌肠组，每组 ５ 只。 操作：第 １ 天分组进行乙酸灌

肠，灌肠前禁食不禁水 ８ ｈ，使用透明束缚笼将大鼠

固定，在大鼠肛门处涂抹石蜡润滑后插入硅胶管

（连有注射器），于约距肛门 ８ ｃｍ 处，向内注入不同

浓度乙酸 １ ｍＬ，按组分别予以 ３％乙酸灌肠（乙酸

３ ｍＬ ＋ ０􀆰 ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ ９７ ｍＬ）、４％乙酸灌肠（乙酸

４ ｍＬ ＋ ０􀆰 ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ ９６ ｍＬ）、５％乙酸灌肠（乙酸

５ ｍＬ ＋ ０􀆰 ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ ９５ ｍＬ），３ 组分别灌肠后，
轻柔缓慢将导尿管拔出，并压迫大鼠肛门后将其尾

巴抬高 ６０ ｓ，后用 ０􀆰 ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ １ ｍＬ 冲洗结肠，
放回笼中自由活动进食水，观察 １ 周。 １ 周后评估

出适宜的乙酸灌肠浓度进行 ＩＢＳ⁃Ｄ 造模。
１􀆰 ２􀆰 ２　 阶段（２）构建 ＩＢＳ⁃Ｄ 模型，对不同应激造模

因素观察

选用 ４０ 只 ＳＤ 大鼠，适应性饲养 ７ ｄ 后随机分

为对照组（ａ 组）、４％乙酸灌肠组（ｂ 组）、４％乙酸灌

肠 ＋ 束缚组（ｃ 组）、４％乙酸灌肠 ＋ 束缚 ＋ 夹尾组

（ｄ 组）。 ｂ 组操作：分别于第 １、５ 天进行 ４％乙酸灌

肠，具体同阶段（１）灌肠操作，除灌肠期外其他时间

大鼠自由进食及活动；ｃ 组操作：第 １、５ 天进行 ４％
乙酸灌肠，于非灌肠日将大鼠每日束缚 １ ｈ（放置于

自制束缚笼，限制大鼠的肢体但不影响呼吸）；ｄ 组

操作：第 １、５ 天进行 ４％乙酸灌肠，除灌肠外的时间

大鼠每天束缚 １ ｈ，在束缚 １ ｈ 后，于大鼠尾端 ３ ～ ５
ｃｍ 处使用夹子夹持其尾巴 ５ ｍｉｎ，以上操作结束后

将大鼠放回笼内任其自由活动。 ４ 组干预总时长皆

为 ８ ｄ。 造模第 ８ 天进行模型评价，以大鼠一般状态

变化、粪便性状评分、粪便含水量及腹泻指数高于

空白组为造模成功标准［６］。 对照组于第 １、５ 天予

０􀆰 ９％氯化钠溶液灌肠，灌肠操作同阶段（１）灌肠

操作。
１􀆰 ２􀆰 ３　 取材

两阶段分别在干预结束后和观察结束后，使各

组大鼠吸入流速 ０􀆰 ７ Ｌ ／ ｍｉｎ、浓度 １􀆰 ５％的异氟烷麻

醉，处死后打开腹腔，于距大鼠肛门 ６ ｃｍ 处取其结

肠 ５ ｃｍ，纵向剖开结肠并采用 ＰＢＳ 清洗，之后放入

４％多聚甲醛中固定，用于结肠组织形态及病理

观察。

９１３



中国实验动物学报 ２０２４ 年 ３ 月第 ３２ 卷第 ３ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｍａｒｃｈ ２０２４，Ｖｏｌ． ３２， Ｎｏ． ３

１􀆰 ２􀆰 ４　 观察指标及方法

（１）一般状态及粪便性状评分：实验过程中每

天记录各组大鼠的一般状况（体重、精神、皮毛色

泽、活动度、反应力、存活情况、排便情况），每日记

录大鼠粪便性状评分。 采用 Ｂｒｉｓｔｏｌ 粪便性状评分

标准［７］：１ 分：坚果状、分散的硬块；２ 分：团块状、成
型正常；３ 分：香肠状、表面有裂缝；４ 分：香肠状、表
面光滑柔软；５ 分：团块状、软且边缘清楚；６ 分：糊状

或泥浆状、边缘模糊不清；７ 分：水样便、无固状物。
（２）粪便含水量及腹泻指数：粪便含水量：两阶

段干预结束时（阶段（１）为灌肠后 １ 周，阶段（２）为
干预第 ８ 天），分别收取大鼠新鲜粪便，记录电子秤

所称此时的重量，为粪便湿重。 然后将粪便放入烘

干箱，烘干至粪便重量稳定不变，此为粪便干重。
粪便含水量 ＝ ［（湿重 － 干重）÷ 湿重］ × １００％［８］。
于同一时间点记录大鼠的粪便粒数及稀便数（污迹

数）后，计算大鼠腹泻指数，腹泻指数 ＝ ［稀便数 ÷
（粪便粒数 ＋ 稀便数）］ × 平均稀便级。 稀便级：按
照稀便直径分为四级： ＜ １ ｃｍ 为一级，１ ～ ２ ｃｍ 为

二级，２ ～ ３ ｃｍ 为三级， ＞ ３ ｃｍ 为四级。 平均稀便

级 ＝ 稀便级数总和 ÷ 稀便数［９］。
（３）结肠运转时间：阶段（２）干预结束后（第 ８

天），大鼠麻醉后，将直径 ３ ｍｍ 玻璃小球放入大鼠

直肠（距离肛门 ３ ｃｍ）内。 待大鼠苏醒后，使其放在

铺有干净滤纸的笼内，任其自由进食。 自大鼠苏醒

后开始计时，记录排出玻璃小球的时间［１０］。
（４）旷场实验评分：阶段（２）干预结束后（第 ８

天）将大鼠放入自制旷场箱中，自制旷场箱用木板做

成，箱体高约 ４０ ｃｍ，将底面边长为 １００ ｃｍ 的正方形

平均划分为 ２５ 个方格，大鼠于实验环境中适应 １０
ｍｉｎ 后放入矿场箱正中方格内，观察并记录 ５ ｍｉｎ 内

大鼠经过交叉点次数、直立次数及总运动距离［５］。
（５）结肠粘膜屏障完整性评价及病理学评分：

两阶段干预结束后，将取得的结肠放入多聚甲醛固

定液中固定，进行包埋、脱水、切片、染色，光镜下观

察并进行结肠病理组织评价炎症分级。 结肠病理

损伤程度评分［１１］：炎性细胞浸润：固有层无或少量

炎性细胞浸润：０ ～ １ 分；固有层大量炎性细胞浸

润：２ ～ ３ 分；固有层大量炎性细胞且延伸至黏膜下

层：４ ～ ５ 分；炎性细胞沿黏膜下层透壁扩展：６ ～ ７
分。 组织结构的完整性：损伤小，组织结构完整，肠
壁正常无增厚：０ ～ １ 分；隐窝脓肿，隐窝炎，肠壁增

厚，占整个视野的 ２ ／ ５ ∶２ ～ ３ 分；隐窝结构改变，隐

窝缺失，肠壁增厚，占整个视野的 ３ ／ ５ ∶４ ～ ５ 分；ＵＣ
结构改变，黏膜层大量细胞坏死，肠壁增厚，占整个

视野的 ４ ／ ５ 或充满整个视野：６ ～ ７ 分。 结肠组织

病理损伤评分 ＝ （炎性细胞浸润 ＋ 组织结构的完

整性） ／ ２。
１􀆰 ３　 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 统计软件进行数据分析，先进

行正态分布检验，呈正态分布的数据采用平均值 ±
标准差（􀭰ｘ ± ｓ），方差齐时，多组间比较采用单因素

方差分析，两两比较采用 ＬＳＤ 法；方差不齐时多组

间采用 Ｇａｍｅｓ⁃Ｈｏｗｅｌｌ 分析，两两比较采用 Ｄｕｎｎｅｔｔ’ｓ
Ｔ 检验。 数据不符合正态分布时，则采用非参数检

验。 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 阶段（１）不同乙酸浓度造模大鼠情况

２􀆰 １􀆰 １　 一般状态、体重及粪便性状评分比较

干预 １ 周后，空白组一般情况良好，精神状态良

好、反应灵敏、活动度正常、皮毛光泽、粪便成型。
与空白组相比，３％乙酸灌肠组一般情况良好，仅有

部分大鼠在灌肠当天及第 １ 天出现腹泻症状，其后

粪便成型，体重与空白组无显著性差异（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）；
４％乙酸灌肠组精神较萎靡、反应力下降、活动度减

少，在灌肠后 １ ～ ３ ｄ 出现不同程度的腹泻，水样、
糊样便，与空白组相比，第 １ ～ ３ 天粪便性状评分升

高（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），但第 ４ 天开始总体各项情况趋向恢

复正常，粪便成型，体重增长幅度较大，粪便性状评

分降低，１ 周后，粪便性状评分与空白组无显著性差

异（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）；５％乙酸灌肠组皮毛无光泽、精神萎

靡、反应力明显下降、活动度差，体重 １ 周内有下降

现象，总体增长缓慢，与空白组相比，具有显著性差

异（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），粪便性状评分升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 见

图 １。
２􀆰 １􀆰 ２　 粪便含水量、腹泻指数比较

干预 １ 周后，与空白组比较，４％乙酸灌肠组及

５％乙酸灌肠组粪便含水量增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），５％乙

酸灌肠组腹泻指数升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），３％乙酸灌肠

组与空白组无显著性差异（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 见图 ２。
２􀆰 １􀆰 ３　 结肠病理组织学观察

１ 周后解剖肉眼结肠观察，空白组及 ３％乙酸灌

肠组结肠无明显变化，４％乙酸灌肠组结肠轻度充

血，５％乙酸灌肠组结肠明显充血，个别有糜烂现象。
光镜下结肠病理观察，空白组及 ３％乙酸灌肠

０２３
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注：与空白组相比，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１；与 ３％乙酸灌肠组相比，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ００１；与 ４％乙酸灌肠组相比，＆Ｐ

＜ ０􀆰 ０５，＆＆＆Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。 （下图同）

图 １　 阶段（１）各组大鼠体重及粪便性状评分比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ３％ ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ ｅｎｅｍａ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ ＜

０􀆰 ０１， ＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ４％ ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ ｅｎｅｍａ ｇｒｏｕｐ， ＆Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ＆＆＆Ｐ ＜ ０􀆰 ００１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｓｔａｇｅ（１）ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｆｅｃａｌ ｔｒａｉｔｓ ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）

注：与 ４％乙酸灌肠组相比，＆＆Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图同）

图 ２　 阶段（１）各组大鼠粪便含水量、腹泻指数比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ４％ ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ ｅｎｅｍａ ｇｒｏｕｐ， ＆＆Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｓｔａｇｅ（１）ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｆｅｃａｌ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ ｄｉａｒｒｈｅａ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）

组两组结肠黏膜上皮较完整，细胞排列规整，未见

肠黏膜上皮细胞坏死脱落，固有层腺体亦无萎缩，
黏膜下层未见明显改变，间质无水肿。 ４％乙酸灌肠

组轻度炎症，黏膜上皮细胞排列欠规则，轻度间质

水肿，固有层腺体稍萎缩，有少量炎性细胞浸润；５％
乙酸灌肠组固有层中量到大量中性粒细胞浸润，黏
膜上皮细胞坏死脱落，固有层腺体萎缩减少，间质

中度⁃重度水肿，其病理组织损伤评分高于其他 ３ 组

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）（见图 ３）。 综合各组指标及结肠病理，
４％乙酸灌肠组可出现较持续性的腹泻，且无器质性

损伤，为适宜浓度。 另外通过观察 ４％乙酸灌肠组

腹泻状态只能持续 ３ ｄ 左右，因此后续对于灌肠频

次进行测定，发现每 ３ ｄ 灌肠 １ 次为理想灌肠频次，

且结直肠组织无器质性改变。
２􀆰 ２　 阶段（２）叠加应激因素造模大鼠情况

２􀆰 ２􀆰 １　 一般状态、体重及粪便性状评分比较

阶段（２）干预结束后（第 ８ 天），ａ 组一般情况

良好，精神状态良好，反应灵敏，活动度正常，皮毛

光泽，粪便成型。 ｂ 组一般情况良好，反应较灵敏，
活动度正常，体重较 ａ 组降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），粪便大

部分成型，粪便性状评分与 ａ 组相比，具有显著性差

异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与 ａ 组及 ｂ 组相比，ｃ 组及 ｄ 组体重

降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），粪便性状评分升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。
见图 ４。
２􀆰 ２􀆰 ２　 粪便含水量、腹泻指数及结肠运转时间比较

阶段（２）干预结束后（第 ８ 天），与 ａ 组相比，ｂ

１２３
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注：蓝色箭头：黏膜上皮细胞排列欠规则；橙色箭头：间质水肿；黑色箭头：炎细胞浸润。

图 ３　 阶段（１）各组结肠组织 ＨＥ 染色及组织病理评分比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）
Ｎｏｔｅ． Ｂｌｕｅ ａｒｒｏｗ． Ｉｒｒｅｇｕｌａｒ ａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔ ｏｆ ｍｕｃｏｓａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ． Ｏｒａｎｇｅ ａｒｒｏｗ． Ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｅｄｅｍａ． Ｂｌａｃｋ ａｒｒｏｗ． Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｓｔａｇｅ（１）ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃ ｓｃｏｒｅ ｏｆ ｃｏｌｏｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗｅｒｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ａｍｏｎｇ ａｌｌ ｇｒｏｕｐｓ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）

注：与 ａ 组相比，●●Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，●●●Ｐ ＜ ０􀆰 ００１；与 ｂ 组相比，■■■Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。 （下图同）

图 ４　 阶段（２）各组大鼠体重、粪便性状评分比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ａ ｇｒｏｕｐ， ●●Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ●●●Ｐ ＜ ０􀆰 ００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｂ ｇｒｏｕｐ， ■■■Ｐ ＜ ０􀆰 ００１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｓｔａｇｅ（２）ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｆｅｃａｌ ｔｒａｉｔｓ ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）

组的粪便含水量、腹泻指数升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），结肠

运转时间减少（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；与 ａ 组及 ｂ 组比较，ｃ 组

和 ｄ 组的粪便含水量升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），腹泻指数升

高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），结肠运转时间减少（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与 ｃ
组相比，ｄ 组的粪便含水量较高（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。 见

图 ５。
２􀆰 ２􀆰 ３　 旷场实验（ＯＦＴ）评分比较

阶段（２）干预结束后（第 ８ 天），与 ａ 组相比，
ｂ 组旷场实验总距离、站立次数、直立次数均减少

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与 ａ 组及 ｂ 组相比，ｃ 组及 ｄ 组旷场实

验距离、站立次数、直立次数均减少（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 与

ｃ 组相比，ｄ 组旷场实验距离、站立次数、直立次数均

减少（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 见表 １。
２􀆰 ２􀆰 ４　 结肠病理组织学观察

４ 组结肠黏膜上皮均完整，ａ 组细胞排列规整，
黏膜及黏膜下层未见明显改变，但其余 ３ 组均有不

同程度的炎症细胞浸润。 与 ａ 组相比，ｃ 组、ｄ 组其

病理组织损伤评分较高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 见图 ６。

２２３
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注：与 ａ 组相比，●Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与 ｂ 组相比，■■Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与 ｃ 组相比，▲▲▲Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。 （下图 ／ 表同）

图 ５　 阶段（２）各组大鼠粪便含水量、腹泻指数、结肠运转时间比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ａ ｇｒｏｕｐ， ●Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｂ ｇｒｏｕｐ， ■■Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃ ｇｒｏｕｐ， ▲▲▲Ｐ ＜ ０􀆰 ００１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ
ｆｉｇｕｒｅｓ ａｎｄ ｔａｂｌｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｓｔａｇｅ（２）ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｆｅｃａｌ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ， ｄｉａｒｒｈｅａ ｉｎｄｅｘ ａｎｄ ｃｏｌｏｎ ｒｕｎｎｉｎｇ ｔｉｍｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）

表 １　 阶段（２）各组大鼠旷场实验各指标比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｔａｇｅ（２）ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｉｎｄｅｘｅｓ ｉｎ ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

ＯＦＴ 总距离 ／ ｃｍ
ＯＦＴ ｔｏｔａｌ ｄｉｓｔａｎｃｅ ／ ｃｍ

ＯＦＴ 交叉点 ／ 个
ＯＦＴ ｉｎｔｅｒｓｅｃｔｉｏｎｓ ／ ｐｃｓ

ＯＦＴ 直立次数 ／ 次
ＯＦＴ ｕｐｒｉｇｈｔ ｔｉｍｅｓ ／ ｔｉｍｅｓ

ａ 组 ａ ｇｒｏｕｐ ４１􀆰 ８０ ± ６􀆰 ４０　 １５􀆰 ５０ ± ３􀆰 ２０　 ２８􀆰 ７０ ± ６􀆰 ７１　

ｂ 组 ｂ ｇｒｏｕｐ ３２􀆰 ８０ ± ５􀆰 ８０●● ８􀆰 ５０ ± ２􀆰 １２●● ２３􀆰 ７０ ± ４􀆰 ５４●●

ｃ 组 ｃ ｇｒｏｕｐ ２２􀆰 ５０ ± ３􀆰 ４３●●■ ７􀆰 ２０ ± １􀆰 ９８●●■ １７􀆰 ４０ ± ３􀆰 １６●●■

ｄ 组 ｄ ｇｒｏｕｐ １６􀆰 ５０ ± ４􀆰 ５５●●■▲ ４􀆰 ５０ ± ２􀆰 ９１●●■▲ １１􀆰 ４０ ± ３􀆰 ３０●●■▲

注：与 ｂ 组相比，■Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与 ｃ 组相比，▲Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 （下图 ／ 表同）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｂ ｇｒｏｕｐ， ■Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃ ｇｒｏｕｐ， ▲Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ ａｎｄ ｔａｂｌｅｓ）

注：蓝色箭头：黏膜上皮细胞排列欠规则；橙色箭头：间质水肿；黑色箭头：炎细胞浸润。

图 ６　 阶段（２）各组结肠组织 ＨＥ 染色及组织病理评分比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）
Ｎｏｔｅ． Ｂｌｕｅ ａｒｒｏｗ． Ｉｒｒｅｇｕｌａｒ ａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔ ｏｆ ｍｕｃｏｓａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ． Ｏｒａｎｇｅ ａｒｒｏｗ． Ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｅｄｅｍａ． Ｂｌａｃｋ ａｒｒｏｗ． Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｓｔａｇｅ（２）ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃ ｓｃｏｒｅ ｏｆ ｃｏｌｏｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗｅｒｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ａｍｏｎｇ ａｌｌ ｇｒｏｕｐｓ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）

３　 讨论

ＩＢＳ 是临床上最常见的功能性胃肠病之一，我

国普通人群 ＩＢＳ 总体患病率为 １􀆰 ４％ ～ １１􀆰 ５％［１］。
其中 ＩＢＳ⁃Ｄ 发病率最高［１２］。 ＩＢＳ⁃Ｄ 的发病机制并未

完全阐明，目前研究表明，多与脑肠互动异常、胃肠
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动力异常、内脏高敏感性、肠道微生物失调、胃肠道

感染与低度炎症、肠黏膜通透性增加等因素相

关［１３］。 其中，内脏高敏感性在制备动物模型时，也
常作为 ＩＢＳ⁃Ｄ 的特征性指标［３，１４］。

ＩＢＳ⁃Ｄ 动物模型的造模方法包括母婴分离法、
束缚应激、番泻叶灌胃、化学物质刺激、理化因素刺

激等［１５］，虽然造模方法多样且各有优点，但造模操

作复杂、周期长、成本高，因而存在很多的局限性。
而乙酸灌肠相对而言操作简单、造模周期短、成本

较低，在模拟肠道功能性腹泻及肠道低度炎症方面

较有优势，并且对肠道黏膜的通透性、肠道动力以

及高敏感性也有影响，因此被广泛应用于 ＩＢＳ⁃Ｄ 模

型的研究［１６－１７］。 另外许多研究表明［３，１８－１９］，应用多

因素联合法制备 ＩＢＳ⁃Ｄ 动物模型比较成熟，也较为

接近临床的典型表现，其中常将乙酸灌肠与束缚应

激联合造模，两者在复制动物模型内脏高敏感性及

功能性腹泻方面较为成功［２，１６］。
另外，近年来发现，ＩＢＳ⁃Ｄ 患者中，除胃肠道症

状外，多伴有精神心理问题，其中高发生率的焦虑

抑郁状态已成为 ＩＢＳ 的显著危险因素［２０－２１］。 ＩＢＳ⁃Ｄ
在传统医学中也属于“郁证”范畴［２２－２３］。 精神心理

障碍易影响肠道动力，诱发内脏高敏感，引发肠道

低度炎症，并且引起肠道菌群的改变［２４］。 因此，肝
郁脾虚证成为临床上 ＩＢＳ⁃Ｄ 多发的证型［２５］。 本研

究加入了夹尾应激这一诱导肝郁状态的方法［５，２６］。
采用乙酸灌肠、束缚、夹尾 ３ 者联合诱导 ＩＢＳ⁃Ｄ 大鼠

模型，观察总结实验中各方面的问题，探索脾虚肝

郁型 ＩＢＳ⁃Ｄ 模型的较优造模方式，为后期相关研究

奠定实验基础。
３􀆰 １　 不同浓度的乙酸灌肠后大鼠临床指标的差异

基于文献研究发现，乙酸灌肠制备腹泻型肠易

激综合征模型时，应用浓度 ３％ ～ ５％［２，１５，２７］，因此

本实验前期设立空白组、３％乙酸灌肠组、４％乙酸灌

肠组、５％乙酸灌肠组，通过对大鼠的一般情况、粪便

性状评分、稀便次数及腹泻指数等观察，发现 ４％浓

度的乙酸符合 ＩＢＳ⁃Ｄ 的临床特点，可引起大鼠功能

性腹泻症状。 有研究表明，过低乙酸浓度腹泻症状

不明显且不能维持内脏高敏感，过高则易使大鼠结

肠组织粘连甚至死亡［１８］，这与本研究中低浓度 ３％
引起腹泻症状不明显，较高浓度 ５％则引起结肠病

理中重度炎症甚至黏膜充血坏死的结果相符。
除浓度这一关键造模因素外，动物种类、试剂

用量、试剂停留肠道时间、灌肠频次等与造模也密

切相关。 在浓度探索过程中，对以下 ３ 个方面进行

了文献梳理及实验观察：（１）模型动物选择：有研究

结果显示，在 ＩＢＳ 动物模型中，ＳＤ 雄性成年大鼠为

常用实验动物［１９］。 雄性大鼠相比于雌性大鼠可减

少激素对实验结果的影响，成年大鼠体型相对完

善，耐受程度较好，死亡率较低［２８］。 （２）乙酸试剂

应用：文献研究中乙酸灌肠常用量为 １ ～ １􀆰 ５ ｍＬ，
停留肠道的时间为 ３０ ～ ６０ ｓ，结束后采用 ＰＢＳ 或磷

酸盐等稀释并冲洗［６，２９］。 因此，本实验采用 １ ｍＬ
４％乙酸灌肠，停留肠道 ６０ ｓ 后使用 ＰＢＳ 冲洗，与既

往的研究报道一致。 （３）灌肠频次：既往研究［２，３０］

认为采用连续灌肠与不连续灌肠对造模结果有差

别，不连续灌肠往往要结合其他应激方法才能引起

持续性腹泻，连续灌肠引起腹泻明显，但频繁灌肠

可能对大鼠肠道黏膜产生机械性损害及药物过度

刺激，本研究中的联合实验过程中采用了每隔 ３ ｄ
进行一次灌肠，结果显示可引起较稳定腹泻症状，
避免了过往研究中不连续灌肠的腹泻不持续性，以
及连续灌肠对肠道黏膜的损害。
３􀆰 ２　 束缚方法之间的差异

近年来，常采用应激反应联合其他方法制备

ＩＢＳ⁃Ｄ 动物模型，例如束缚、夹尾、昼夜颠倒、强光及

闪烁灯照射、电击、声波刺激等多种方法联合交

替［３１］，但许多方法实行难度大，难以统一且重复性

差。 而慢性束缚应激方法相对简单，个体差异性可

控，成功率高，常作为主要的造模变量［１８］。 束缚操

作方面，有使用软带、纤维绳、网状绷带等进行捆绑

束缚，但软带、绳子等会引起大鼠挫折应激，绷带则

弹性过大，易挣脱达不到束缚刺激量［１８，３２］。 在对多

种束缚装置及材料实验后，本实验中最终创新采用

３５０ ｍＬ 的矿泉水空瓶进行束缚，该装置瓶口符合大

鼠头颈部大小，可供呼吸的同时起到束缚作用，瓶
身与大鼠身体相合，瓶底剪开后呈半开口，用胶带

将大鼠固定，防止挣脱，整个设计达到束缚要求，可
引起应激，且装置简单、操作便易。

束缚时长及频次方面，本实验除乙酸和夹尾

外，每天束缚 １ ｈ，持续 １ 周。 在 ＨＯＵ 等［６］建立的经

典 ＩＢＳ⁃Ｄ 大鼠模型中，发现急性束缚 １ ｈ，大鼠结肠

运动增强，大肠加速排空，排便量增加［３０］。 近年来

的实验中，束缚时长有 １ ～ ３ ｈ 的不同，频次有每天

１ ～ ２ 次的差别［３０，３３－３５］。 但研究发现当时长与频次

增加，刺激量并不会增加，大鼠反而容易对环境适

应，从而达不到应激目的，也耗费时间和人力［３６］。

４２３
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因此，本实验中，考虑束缚还结合了乙酸、夹尾，采
用束缚时长 １ ｈ，非乙酸灌肠期间即加入束缚，最少

持续 １ 周，模型稳定，达到标准成果，用时短，可操作

性强。
３􀆰 ３　 夹尾在肝郁模型中的应用

中医认为 ＩＢＳ⁃Ｄ 的病因与情志密切相关，病机

主要为肝气疏泄失职，气郁太过则犯脾，继则脾失

运化而致泄泻［３］，肝脾脾虚型 ＩＢＳ⁃Ｄ 为临床最常见。
在肝郁模型中，有研究发现，夹尾法（１３􀆰 ２５％）和束

缚法（１２􀆰 ０４％）是最常用的情志刺激造模法［２３］。 束

缚法可使大鼠的学习记忆减退，表现出焦虑、抑郁

状态，与临床肝郁脾虚患者很相似［３７］。 而夹尾刺激

作为在肝郁造模中选择最多的方法，所产生的应激

可使下丘脑⁃垂体⁃肾上腺轴（ ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｉｃ⁃ｐｉｔｕｉｔａｒｙ⁃
ａｄｒｅｎａｌ ａｘｉｓ，ＨＰＡ） 兴奋增高，并出现焦虑抑郁情

况［３８］。 而本实验中，将两者结合，每日束缚 １ ｈ 后

夹尾 ５ ｍｉｎ，既可使内脏敏感性增高又是肝郁证造模

的方法［２１］。 其中夹尾时长选择 ５ ｍｉｎ，除考虑叠加

了束缚这一致郁因素，也避免了长时间高强度夹尾

引起大鼠过于激怒不安，以及对胃黏膜及尾部皮肤

刺激过度产生炎症［３９］。
３􀆰 ４　 模型评价指标

在既往研究中，对于肝郁脾虚型 ＩＢＳ⁃Ｄ，研究者

主要从 ３ 个方面进行评价［３，２３］：（１）一般状态观察：
皮毛、反映度、心理状态；（２）肝郁症状，常参考内脏

敏感性增加、糖水偏爱度增加，高架十字迷宫、旷场

实验水平等实验观察指标；（３）脾虚症状评价：饮食

减少，体重增长不明显，大便不成型等状态，大便频

次、腹泻指数等指标进行脾虚症状的评价［４０－４１］。 而

本实验所采用的指标与既往报道［４２］ 一致，对大鼠一

般状态进行观察，脾虚腹泻状态选择了粪便性状评

分、粪便含水量、稀便率及腹泻指数等，稀便率和腹

泻指数被认为是腹泻评价的金指标，内脏高敏感状

态采用结肠运转时间进行评定，内脏敏感性越高，
结肠运转时间越短，肝郁状态则用旷场实验进行了

观察，大鼠运动总距离及直立次数可以反应大鼠的

兴奋或抑郁程度［５］。 结果显示，乙酸联合束缚夹尾

的腹泻指征以及肝郁指征最为明显，且与其他组有

差异，这与既往研究［４１］中束缚夹尾可引起肝郁症状

一致，也说明采用的指标较为合理。

４　 小结

本次实验证实了此造模方案的可行性，同时对

灌肠浓度、频次、束缚方法、材料、时长、夹尾方式进

行了探讨，探索出可行性强、成功率较高的肝郁脾

虚型 ＩＢＳ⁃Ｄ 动物造模方案。 既往研究报道中也表

明，乙酸灌肠联合心理应激（慢性束缚应激、夹尾刺

激）是最常用的造模方法，符合肝郁久犯脾，可致脾

虚的情志致病的方法［２３］；也有研究表明，此造模方

法可表现出内脏敏感性、抑郁和肝郁脾虚等多种特

征［４１］，其中乙酸灌肠能模拟 ＩＢＳ⁃Ｄ 腹痛及腹泻症

状，夹尾及束缚应激可以造成大鼠内脏高敏性，且
能模拟肝郁脾虚证型症状，因此，此联合方法可模

拟临床肝郁脾虚型 ＩＢＳ⁃Ｄ 的典型特征。
本研究也存在一些不足之处：首先 ＩＢＳ⁃Ｄ 临床

诊断要求症状至少出现 ６ 月，近 ３ 月内每月至少有

３ ｄ 出现症状［４３］，而动物造模的观察周期不足，无法

判断造模结束后的腹泻状态，是否会引起长期持续

规律发作的腹泻，因此在观察时长上可以进一步延

长；其次，在肝郁脾虚型模型评价上，对于肝郁方面

的评价，除旷场实验、强迫游泳、糖水实验外，可以

结合一些理化指征，如 ５⁃ＨＴ、木糖醇等去评价，尽可

能更加客观［５］；最后，在 ＩＢＳ⁃Ｄ 中医证型制备方面尚

不成熟，缺乏客观的评价标准，除肝郁脾虚证型外，
对于其他证型方面也需要进一步研究和探索。

综上所述，４％乙酸浓度为 ＩＢＳ⁃Ｄ 造模适宜浓

度，叠加束缚后，能更好地模拟 ＩＢＳ⁃Ｄ 腹泻、内脏高

敏感特征性状态，当叠加夹尾后，不仅腹泻和内脏

高敏感状态更加稳定，还能诱导出明显的焦虑抑郁

状态，更符合目前 ＩＢＳ⁃Ｄ 的临床状态。
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