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摘要　目的：比较基于母子分离、慢性束缚等不同精神心理应激建立ＩＢＳＤ大鼠模型的特征差异，探索建立ＩＢＳＤ大鼠模
型的理想方法。方法：将４０只新生期ＳＤ大鼠随机分为母子分离组和非母子分离组，每组２０只，母子分离组大鼠第２～１４
天每天与母鼠分离３ｈ，其余大鼠不分离。第９周，将非母子分离组随机分为正常组（Ｎ组）、慢性束缚组（Ｒ组），将母子分
离组随机分为单一母子分离组（Ｓ组）和联合应激组（ＳＲ组），每组１０只。Ｒ组和ＳＲ组大鼠采用自制束缚架进行制动束
缚应激，３ｈ／ｄ，连续３周，其余２组不予束缚。在束缚期的最后１周，Ｎ组大鼠予生理盐水灌胃，其余３组大鼠均予番泻叶
煎剂（０４５ｇ／ｍＬ）灌胃（４５ｇ／ｋｇ），连续７ｄ。检测评价４组大鼠成年期束缚应激前后内脏敏感性、大便积分、旷场行为
学，以及造模后血清５羟色胺水平、近端结肠常规病理、肥大细胞及嗜铬细胞数量。结果：１）内脏敏感性：束缚应激前，经
历母子分离应激组（Ｓ组、ＳＲ组）大鼠痛觉阈值明显低于非母子分离应激组（Ｎ组、Ｒ组）（Ｐ＜００５）；束缚应激后，Ｓ组和
ＳＲ组大鼠痛觉阈值显著低于Ｎ组（Ｐ＜００５），Ｒ组与 Ｎ组比较，差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。２）大便积分：Ｓ组、Ｒ组
及ＳＲ组大便积分均明显高于正常组（Ｐ＜００５），ＳＲ组明显高于 Ｒ组和 Ｓ组（Ｐ＜００５）。３）旷场行为学特征：束缚应激
前，Ｓ和ＳＲ组大鼠旷场穿格数有低于Ｎ和Ｒ组的趋势，但站立数均明显低于 Ｎ和 Ｒ组（Ｐ＜００５）；束缚应激后，Ｒ组、Ｓ
组、Ｒ组大鼠旷场穿格数及站立数均明显低于 Ｎ组（Ｐ＜００５），ＳＲ组穿格数明显低于 Ｓ组（Ｐ＜００５）。４）血清５ＨＴ水
平：Ｓ组和ＳＲ组大鼠血清５ＨＴ水平明显高于Ｎ组（Ｐ＜００５），Ｒ组与Ｎ组差异无统计学意义，ＳＲ组明显高于Ｓ组和Ｒ组
（Ｐ＜００５）。５）近端结肠病理及ＭＣ、ＥＣ数目：４组大鼠结肠病理未见异常。ＳＲ组大鼠近端结肠 ＭＣ数目明显多于 Ｎ组
（Ｐ＜００５），其余各组与Ｎ组差异无统计学意义。Ｓ组、Ｒ组及 ＳＲ组结肠嗜铬细胞数目均明显高于 Ｎ组（Ｐ＜００５），ＳＲ
组与Ｓ组和Ｒ组比较，差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。结论：基于母子分离联合慢性束缚应激及番泻叶灌胃可复制ＩＢＳＤ
大鼠模型，该模型具有内脏敏感性增高、排便异常和抑郁样行为特征。
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ＫｅｙＷｏｒｄｓ　Ｄｉａｒｒｈｅａｐｒｅｄｏｍｉｎａｎｔｒｒｉｔａｂｌｅｂｏｗｅｌｓｙｎｄｒｏｍｅ；Ｍｏｄｅｌｉｎｇｍｅｔｈｏｄｓ；Ｐｓｙｃｈｏｌｏｇｉｃａｌｓｔｒｅｓｓ；Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅｓｔｕｄｙ
中图分类号：Ｒ２８２；Ｒ３３２ 文献标识码：Ａ ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３－７２０２．２０１７．０９．０３５

　　肠易激综合征 （ＩｒｒｉｔａｂｌｅＢｏｗｅｌＳｙｎｄｒｏｍｅ，ＩＢＳ）
是一种以反复发作的腹痛，与排便相关或伴排便习

惯改变的功能性肠病［１］。根据排便习惯改变的主要

表现将ＩＢＳ分为 ＩＢＳ腹泻型 （ＩＢＳＤ）、ＩＢＳ便秘型
（ＩＢＳＣ）、ＩＢＳ混合型 （ＩＢＳＭ）和 ＩＢＳ不定型
（ＩＢＳＵ）。我国以 ＩＢＳＤ最多见，一项多中心的调
查研究显示符合罗马Ⅲ标准的 ＩＢＳＤ患者约占
６６３％［２］。ＩＢＳＤ的病因复杂，发病机制尚未完全
阐明，大量的研究表明早期不良生活事件和精神疾

病与ＩＢＳ的发病具有密切的关系［３４］。母子分离和

束缚应激作为２种不同的精神心理因素早已被用于
建立ＩＢＳ动物模型研究［５６］，这２种方法均可导致
实验大鼠内脏敏感性增高，排便异常。目前尚无公

认的ＩＢＳＤ动物模型，有研究采用病原体灌胃和化
学物质灌肠法造模模拟 ＩＢＳＤ［７８］，也有研究基于
内脏高敏感动物模型叠加致泻因素造模［９］。本研究

拟采用精神心理应激叠加致泻因素建立ＩＢＳＤ大鼠
模型，并比较分析不同精神心理应激造模方法的特

征和差异。

１　材料与方法
１１　材料
１１　动物　ＳＰＦ级ＳＤ孕鼠８只，孕期（１８±２）ｄ，购
自北京维通利华实验动物技术有限公司，合格证编

号：ＳＣＸＫ（京）２０１２０００１，选用新生雄性大鼠造模，
全部饲养于中国中医科学院西苑医院ＳＰＦ级实验动
物中心（室温２２～２５℃，相对湿度４５％～６０％，光照
周期１２ｈ／１２ｈ，自由进食、饮水）。
１１２　药物　番泻叶水煎剂（０４５ｇ生药／ｍＬ），由

中国中医科学院西苑医院制剂室统一制作。

１１３　试剂与仪器　５ＨＴＥＬＩＳＡ试剂盒，购至Ａｂ
ｎｏｖａ公司（货号：ＫＡ１８９４）；肥大细胞试剂盒，购至厦
门迈威生物科技有限公司（货号：ＭＴ０２２）；５ＨＴ即
用型抗体，购至北京中杉金桥生物技术有限公司（货

号：ＺＡ０２３１）；通用型二步法免疫组化检测试剂盒，
购至北京中杉金桥生物技术有限公司 （货号：ＰＶ
６０００）。参照文献［１０］自制直肠测压计，参照文

献［１１］自制Ｔ型大鼠束缚架和木质旷场箱 （长和宽

各１００ｃｍ、高４０ｃｍ，每列每行各画５个方格，中
央９个为中央格，外周１６个格称外周格）。Ｍｕｌｔｉ
ｓｋａｎＭＫ３酶标仪由 Ｔｈｅｒｍｏ公司生产。ＢＸ５１光学
显微镜和 ＢＸ４１图像采集系统均由日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公
司生产。

１２　方法
１２１　分组与模型制备　将新生期ＳＤ大鼠随机分
为非母子分离组和母子分离组，每组２０只。母子分
离组大鼠从出生后第２～１４天，每天与母鼠分离３
ｈ。非母子分离组不予分离。第９周，将非母子分离
组随机分为正常组（Ｎ组）和慢性束缚组（Ｒ组），将
母子分离组随机分为单一母子分离组（Ｓ组）和联合
应激组（ＳＲ组），每组１０只。参照文献［１１］采用自制

束缚架将Ｒ组和ＳＲ组大鼠每天制动束缚３ｈ，连续
３周，其余２组不予束缚。在束缚期第３周，正常组
给予生理盐水灌胃，其余各组给予番泻叶水煎剂

（０４５ｇ／ｍＬ）灌胃（１ｍＬ／１００ｇ），连续１周。
１２２　内脏敏感性的评价　参照文献［１０］，将 ＡＷＲ
评分＝３时的压力数作为疼痛阈值，于束缚应激前
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后分别采用自制直肠测压计检测４组大鼠的疼痛阈
值，评价其内脏敏感性。

１２３　大便评分　参照文献［１２］制定大便评分标

准：硬便１分，软便２分，不成形便３分，观察造模结
束后４组大鼠每天６ｈ内的大便情况，连续观察５
ｄ。
１２４　旷场行为学评价　在束缚应激前后采用自
制木质旷场箱观察４组大鼠的行为学特征。实验在
安静、四周无外界干扰并杜绝参照物的环境条件下

进行，旷场箱上方安置摄像头，操作者轻轻将大鼠放

入旷场箱的正中格内，开始同步录像，观察５ｍｉｎ内
大鼠活动情况。观察总穿格数（三爪以上跨入同一

格的次数）和站立次数（两前肢向上抬起离开箱底

面或攀伏在侧壁上以后腿支撑使身体竖立的次数）。

１２５　检测指标与方法　采用水合氯醛麻醉大鼠，
腹主动脉取血，于４℃ ２５００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，取
上清液分装至 ２ｍＬＥＰ管中，－２０℃冰箱保存备
用，采用ＥＬＩＳＡ法检测４组大鼠血清中５ＨＴ含量。
处死大鼠后，截取距盲肠３ｃｍ处的结肠组织，放入
１０％的中性甲醛溶液中固定，采用石蜡包埋切片，采
用苏木精伊红（ＨＥ）染色观察４组结肠组织中的常
规病理特征，采用甲苯胺蓝改良染色法观察肥大细

胞（ＭＣ）数目，采用５ＨＴ免疫组化法观察嗜铬细胞
（ＥＣ）数目，每组１０个样本，每个样本切片随机选３
个视野观察。

１３　统计学方法　采用 ＳＡＳ８０统计软件进行分
析，数据以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，若符合正态分
布且方差齐性，多组数据比较则采用参数统计的单

因素方差分析，两两比较采用 ＬＳＤ法；若数据呈偏
态分布或方差不齐，则采用非参数检验中的多个独

立样本ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓＨ检验，两两比较采用 ＳＮＫｑ
法进行统计处理，以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
２　结果
２１　内脏敏感性　在束缚应激前，与非母子分离应
激组（Ｎ组、Ｒ组）比较，母子分离组（Ｓ组、ＳＲ组）痛
觉阈值显著降低（Ｐ＜００５）。在束缚应激后，与 Ｎ
组比较，Ｓ组、ＳＲ２组痛觉阈值均显著降低（Ｐ＜

００５）；Ｒ组痛觉阈值有下降趋势，但差异无统计学
意义（Ｐ＞００５）。ＳＲ组痛觉阈值均显著低于 Ｒ组、
Ｓ组（Ｐ＜００５）。见表１。
２２　大便积分　造模期间，经母子分离应激大鼠成
年后大便频次和性状无明显变化，短期束缚应激可

使正常大鼠和母子分离大鼠的排便频次均明显增

加，束缚一周后大便频次逐渐减少至正常，但大便含

水量明显增加。经番泻叶灌胃可使４组大鼠出现急
性腹泻，出现水样便或不成形便，但随着药物作用的

消失，大便逐渐成形，含水量仍有增加。造模结束

后，与Ｎ组比较，Ｒ组、Ｓ组、ＳＲ组３组大鼠大便积
分均显著增高（Ｐ＜００５）。ＳＲ组大便积分显著高
于Ｒ组、Ｓ组（Ｐ＜００５）。见表２。
２３　旷场行为学　在束缚应激前，母子分离应激组
（Ｓ组、ＳＲ组）的穿格数较非母子分离应激组（Ｎ组、
Ｒ组）有减少趋势，但差异无统计学意义（Ｐ＞
００５）；母子分离应激组（Ｓ组、ＳＲ组）的站立数明显
低于非母子分离应激组（Ｎ、Ｒ组）（Ｐ＜００５），ＳＲ组
的站立数明显低于 Ｒ组（Ｐ＜００５），与 Ｓ组差异无
统计学意义（Ｐ＞００５）。在束缚应激结束后，与 Ｎ
组比较，Ｒ组、Ｓ组、ＳＲ３组的站立数及穿格数均显著
降低（Ｐ＜００５），ＳＲ组的穿格数明显低于Ｓ组（Ｐ＜
００５），与Ｒ组差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。ＳＲ
组的站立数与Ｒ组、Ｓ组差异均无统计学意义（Ｐ＞
００５）。见表３。
２４　血清５ＨＴ水平　与Ｎ组比较，Ｓ组及ＳＲ组血
清５ＨＴ水平显著升高（Ｐ＜００５），Ｒ组与之差异无
统计学意义（Ｐ＞００５）。ＳＲ组与Ｒ组、Ｓ组比较，血
清５ＨＴ水平均显著升高（Ｐ＜００５）。见表４。

表１　４组大鼠束缚应激前后的痛觉阈值（ｍｍＨｇ，ｎ＝１０）

组别 束缚应激前 束缚应激后

正常组（Ｎ组） ３４３３±１４９ ３９２０±３３１
慢性束缚组（Ｒ组） ３５８７±２７８ ３６６０±４５２
母子分离组（Ｓ组） ２９４７±１６６ ２８６０±１５０

联合应激组（ＳＲ组） ２９４０±１９８△ ２５４０±３１１△▲

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００５；与慢性束缚组比较，△Ｐ＜００５；

与母子分离组比较，▲Ｐ＜００５

表２　４组大鼠造模后每天６ｈ内的大便积分（分，ｎ＝１０）

组别 第１天 第２天 第３天 第４天 第５天 平均大便积分　　

正常组（Ｎ组） ５７ ５５ ５８ ５７ ６ ５７４±０１８
慢性束缚组（Ｒ组） ７４ ７３ ６７ ６８ ６ ６８４±０５６

母子分离组（Ｓ组） ７２ ７ ６９ ６３ ６５ ６７８±０３７

联合应激组（ＳＲ组） １０４ ９５ １０ ９４ ９１ ９６８±０５２△▲

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００５；与慢性束缚组比较，△Ｐ＜００５；与母子分离组比较，▲Ｐ＜００５
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表３　４组大鼠束缚应激前后旷场行为学结果（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组别
束缚应激前

穿格数 站立数

束缚应激后

穿格数 站立数

正常组（Ｎ组） ９２８０±１８０４ ２６３０±６１５ ７１９０±８８６ １０６０±１６５
慢性束缚组（Ｒ组） ８３９０±１２３８ ２４７０±４１６ ２２４０±５５４ ２６０±１２６

母子分离组（Ｓ组） ７６８０±１３９３ １８００±４８８ ３０８０±７８７ ４００±２５８

联合应激组（ＳＲ组） ７９００±１５４３ １８４０±７５５△ ２０３０±３４３▲ ２５０±１９０

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００５；与慢性束缚组比较，△Ｐ＜００５；与母子分离组比较，▲Ｐ＜００５

表４　４组大鼠血清５ＨＴ水平（ｎｇ／ｍＬ，珋ｘ±ｓ，ｎ＝８）

组别 ５ＨＴ

正常组（Ｎ组） ８８９５±２３９１
慢性束缚组（Ｒ组） １１１８６±５３２６
母子分离组（Ｓ组） １９３４７±３４００

联合应激组（ＳＲ组） ２９５８４±１０４２７△▲

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００５；与慢性束缚组比较，△Ｐ＜００５；

与母子分离组比较，▲Ｐ＜００５

图１　近端结肠组织病理（ＨＥ染色，×２００）
　　注：Ｎ为正常组；Ｒ为慢性束缚组；Ｓ为母子分离组；ＳＲ
为联合应激组

图２　近端结肠ＭＣ细胞甲苯胺蓝染色（×４００）
　　注：Ｎ正常组；Ｒ慢性束缚组；Ｓ母子分离组；ＳＲ联合应
激组

图３　近端结肠组织５－ＨＴ免疫组化染色（×２００）
　　注：Ｎ为正常组；Ｒ为慢性束缚组；Ｓ为母子分离组；ＳＲ
为联合应激组

２５　近端结肠病理及 ＭＣ、ＥＣ计数　结肠常规病
理显示：Ｎ组结肠无异常，Ｒ组、Ｓ组、ＳＲ组３组
结肠均有轻微充血，未见明显中性粒细胞浸润和间

质水肿。见图１。甲苯胺蓝改良染色结果显示：光
镜下ＭＣ胞质被染成紫红色，胞核呈蓝色，散布于
黏膜固有层、黏膜下层。见图２。与Ｎ组比较，ＳＲ
组大鼠近端结肠 ＭＣ数目增多 （Ｐ＜００５），与 Ｓ
组比较，差异无显著性意义。免疫组化染色显示：

ＥＣ分布于肠黏膜层，主要分布于肠腺腔内，细胞
呈椭圆形、星状、楔形或不规则形，细胞质着色。

见图３。与Ｎ组比较，Ｒ组、Ｓ组、ＳＲ组３组近端
结肠ＥＣ数目显著增多 （Ｐ＜００５），ＳＲ组与Ｒ组、
Ｓ组比较，差异无统计学意义 （Ｐ＞００５）。见
表５。

表５　４组大鼠近端结肠肥大细胞、嗜铬细胞计数
　　（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组别 结肠ＭＣ（×４００） 结肠ＥＣ（×２００）

正常组（Ｎ组） １００±１９８ ９９０±９０９
慢性束缚组（Ｒ组） １４０±１９４ １５６３±５６８

母子分离组（Ｓ组） １２３±１４８ １５０７±６３４

联合应激组（ＳＲ组） １４７±１０４ １６７７±５８１

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００５
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３　讨论
罗马Ⅳ标准规定 ＩＢＳＤ除具有腹痛症状外，超

过２５％的排便为Ｂｒｉｓｔｏｌ粪便性状６型或７型，且少
于２５％的排便 Ｂｒｉｓｔｏｌ粪便性状１型或２型。其病
理生理机制主要包括内脏敏感性增高、结肠动力增

强、肠上皮通透性增加、脑肠轴功能异常等等［１３１４］。

所以理想的ＩＢＳＤ大鼠模型应具备上述病理生理特
征。

本研究结果显示长期单一束缚应激（制动束

缚，每天３ｈ，连续２１ｄ）并不能提高实验大鼠的敏
感性，与文献报道慢性不可预知应激（７种刺激因
素，随机安排不重复，连续２１ｄ）可导致成年大鼠内
脏敏感性增高结果不同［１５］，可能与长期单一束缚应

激导致大鼠适应有关。早在１９８８年 Ｗｉｌｌｉａｍｓ等［５］

采用限制部分活动的急性束缚应激诱发排便异常的

大鼠模型模拟ＩＢＳ，该方法可促进结肠运动，增加排
便粒数，这种急性束缚应激同样可使实验大鼠内脏

敏感性增高［１６］。有研究比较了急性和慢性束缚应

激的差异，结果显示连续４ｄ的慢性束缚应激也可
提高大鼠的内脏敏感性，但低于急性束缚应激［１７］。

另有研究显示急性和慢性束缚应激对大鼠内脏敏感

性的影响是暂时的，急性束缚应激短暂提高大鼠血

浆促肾上腺皮质激素及皮质酮水平，而慢性束缚应

激可长期提高这些激素水平［１８］。

本研究结果显示母子分离应激可显著降低实验

大鼠的痛觉阈值，说明母子分离应激可提高大鼠的

内脏敏感性，与既往报道一致［６，１９］。本研究发现间

隔３周时间重复检测痛觉阈值，母子分离应激所致
大鼠内脏高敏感性依然存在，说明母子分离应激所

致内脏高敏感性大鼠模型持久稳定，重复性好。另

有研究［１０］报道新生期大鼠给予结直肠扩张或芥末

油灌肠，成年后内脏敏感性增高，较成年期给予相同

的应激所致内脏敏感性增高更明显。这与临床报道

早期不良事件与ＩＢＳ发病密切相关结果一致［３］。

本研究结果显示，新生期母子分离应激联合成

年期慢性束缚应激组大鼠痛觉阈值显著降低，低于

单一因素应激，说明精神心理因素联合应激可进一

步提高实验大鼠的内脏敏感性，该方法尚无研究报

道。

ＩＢＳＤ腹泻具有慢性、反复发作的特点，本研究
采用番泻叶灌胃可使大鼠出现急性腹泻，药效消失

后则大便转实，尚不能模拟理想的ＩＢＳＤ大便特征。
本研究结果显示基于不同的精神心理应激因素，采

用同样剂量的番泻叶灌胃也会使大鼠出现不同程度

的腹泻，联合应激组大鼠经番泻叶灌胃后，腹泻时间

延长、大便粒数增多，大便积分明显高于其他各组，

考虑可能与其内脏高敏感性增高和结肠转运速度加

快有关。

旷场实验是评价啮齿类实验动物运动功能和状

态焦虑的经典方法，其中水平运动（穿格数）反映了

动物的运动活性，垂直运动（站立数）反映了动物对

新鲜环境的好奇程度［２０］。本研究结果显示：慢性束

缚组、母子分离组及联合应激组大鼠旷场穿格数和

站立数均有不同程度的减少，说明精神心理应激导

致实验大鼠运动活性降低，对新鲜事物的好奇程度

也降低，符合焦虑抑郁样行为，与文献报道基本一

致［２１２２］。其中以慢性束缚应激对大鼠焦虑抑郁样

行为影响最大。

从结肠病理来看，各组结肠均未出现炎性反应

细胞浸润和间质水肿，符合功能性肠病的表现，说明

基于精神心理应激联合番泻叶灌胃所致大鼠腹泻符

合功能性肠病腹泻特征。

临床研究［２３２６］显示５ＨＴ与内脏敏感性具有密
切的关系，ＩＢＳＤ患者的血清和肠黏膜５ＨＴ水平升
高。本研究结果显示单一母子分离应激或母子分离

联合束缚应激均可提高大鼠血清５ＨＴ水平，与临
床研究报道一致。５ＨＴ作为自体活性物质，约
９０％合成和分布于肠嗜铬细胞。本研究结果显示，
母子分离组及联合应激组大鼠近端结肠组织中 ＥＣ
数目高于正常组，与临床研究报道一致。

多个研究［２７３０］表明ＩＢＳＤ患者结肠组织中肥大
细胞数目高于正常人，ＩＢＳ内脏敏感性增高与肥大
细胞脱颗粒具有密切的关系。本研究显示慢性束缚

应激、母子分离应激具有使大鼠结肠肥大细胞增加

的趋势，而两者联合可显著增加结肠肥大细胞数目，

与上述临床报道一致。

综上所述，新生期母子分离应激可使大鼠出现

持久稳定的内脏高敏感性和抑郁样行为；慢性束缚

应激对大鼠内脏敏感性无明显影响，但可使大鼠出

现明显的抑郁样行为，两者联合具有协同效应。基

于精神心理应激联合番泻叶灌胃可模拟ＩＢＳＤ的部
分病理生理特征，基于母子分离 ＋慢性束缚联合应
激法建立ＩＢＳＤ大鼠模型优于单一应激法。
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