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摘要　目的　观察并分析应激性腹泻型肠易激综合征（ＩＢＳＤ）模型小鼠血清和肠黏膜趋化素水平与肠黏膜炎症是否具有相
关性。方法　１２８只雌性 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠利用随机数字表进行随机分组，设 ＩＢＳＤ组和对照组各 ６４只，急性束缚应激法
（ＷＲＳ）构建应激性ＩＢＳＤ动物模型，酶联免疫吸附实验检测小鼠血清和肠黏膜趋化素水平，苏木精 －伊红（ＨＥ）染色观察结
肠黏膜炎症，结肠组织Ｇｅｂｏｅｓ评分评估结肠黏膜炎症的严重程度。结果　ＩＢＳＤ组小鼠血清趋化素浓度升高且在实验第１周
达到峰值（ｔ＝６５３８，Ｐ＜０００１），肠黏膜趋化素浓度升高且在实验第４周达到峰值（ｔ＝８１０４，Ｐ＜０００１）；实验第１周 ＩＢＳＤ
小鼠结肠黏膜开始出现炎性反应，以第５周最为显著（Ｐ＜００５），Ｇｅｂｏｅｓ评分（１７５±０５０）ｖｓ（０５５±０５２）。结论　应激性
ＩＢＳＤ小鼠血清及肠黏膜趋化素水平的升高与肠道黏膜炎症的严重程度呈时序性关联，推测血清和肠黏膜趋化素水平升高与
肠黏膜炎症的发生和进展具有相关性。
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１５２９９９１３９５２＠１６３．ｃｏｍ

　　目前，全球肠易激综合征（ｉｒｒｉｔａｂｌｅｂｏｗｅｌｓｙｎ
ｄｒｏｍｅ，ＩＢＳ）患病率约为 １０％ ～２０％，以腹泻型
ＩＢＳ（ｄｉａｒｒｈｅａｐｒｅｄｏｍｉｎａｎｔＩＢＳ，ＩＢＳＤ）为主要亚型，
占比约 ３１％ ～４８％［１－２］。由于缺乏有效治愈手

段，患者症状易反复，生活质量等方面受到很大影

响。ＩＢＳ病因复杂，发病机制并不明确。研究［３－４］

表明，ＩＢＳＤ患者肠黏膜存在低度炎症并伴活化淋
巴细胞增加，而炎症是导致内脏高敏感性和肠道运

动异常的重要因素之一，内脏高敏感性在疼痛感知

和腹部不适中发挥关键作用，即肠黏膜慢性炎症是

ＩＢＳＤ患者出现腹痛、便意频繁的病理基础。
　　近年来，脂肪因子趋化素（ｃｈｅｍｅｒｉｎ）作为一种
具有广泛靶点的促炎因子而引起关注。有临床研

究［５］提示 ＩＢＳＤ患者血清趋化素水平明显增高，但
未进一步分析趋化素水平升高与ＩＢＳＤ患者肠黏膜
炎症的相关性。该实验采用急性束缚应激法（ｗｉｒｅ
ｒｅｓｔｒａｉｎｔｓｔｒｅｓｓ，ＷＲＳ）构建应激性 ＩＢＳＤ动物模型，

观察血清和肠黏膜中趋化素水平变化，分析其与肠

黏膜炎症是否具有相关性，为后期开展趋化素在

ＩＢＳＤ肠黏膜炎症发生发展中的作用及相关机制的
研究奠定基础。

１　材料与方法

１．１　实验动物　１２８只雌性健康Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠，６
～８周龄，体质量１６～１８ｇ，购自河南斯克贝斯生物
科技股份有限公司，合格证号：ＳＣＸＫ（豫），２０２０－
０００５。饲养于石河子大学药学院动物实验中心，室
温控制在（２２±２）℃，湿度为４０％ ～６０％，均自由
摄食及饮水。该实验通过石河子大学第一附属医院

动物实验伦理审查，批准号：Ａ２０２３２４３０１。
１．２　实验分组　将实验小鼠常规饲养１周后称重，
按体质量进行编号，设ＩＢＳＤ组和对照组，利用随机
数字表进行随机分组，每组６４只。共设定８个观察
时间节点，小鼠分组后为实验第０周，实验开始后１
周标记为实验第１周，依次记录至第７周，其中实验
第１～２周为构建动物模型期。在每个时间节点按
小鼠体质量编号，利用随机数字表选择８只小鼠作
为本时间节点的观察对象进行处理，获得实验标本。

整个实验进程中无小鼠死亡。

１．３　实验组织标本获取
１．３．１　血清标本　小鼠禁食１２ｈ，戊巴比妥钠腹腔
麻醉后行眼球摘除术，眼眶取血０５ｍＬ，血液样本
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４℃ 冰箱静置２ｈ离心取血清，分装，保存于 －８０
℃超低温冰箱，用于小鼠血清趋化素水平分析。
１．３．２　肠黏膜组织标本和肠道黏液标本　获取血
液标本后，立即解剖小鼠，打开腹腔，沿肠系膜剖开

结肠组织，留取近肛门端１ｃｍ的远端结肠０５ｃｍ
作为病理组织标本，生理盐水清洗肠道内容物，滤纸

吸干结肠表面水分，冰板上平铺展开，盖玻片轻刮取

肠黏液，移液枪将肠黏液置于含１％ ＦＢＳ不含钙镁
的Ｈａｎｋｓ缓冲液中，吹打混匀，４℃冰箱静置２ｈ，然
后４℃、４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液分装后
保存于－８０℃超低温冰箱，用于小鼠肠黏液层趋化
素水平分析。

１．３．３　病理组织标本　将留取的病理组织标本置
于１０％中性福尔马林固定２４ｈ，切片后 ＨＥ染色，
行组织病理学观察。

１．４　实验方法
１．４．１　ＷＲＳ法制备应激性 ＩＢＳＤ小鼠模型　参考
本课题组既往实验方法［３］进行操作。戊巴比妥钠

轻度麻醉小鼠后，用纸胶带包裹束缚小鼠前肩、前上

肢及胸背部，限制小鼠梳理面部及头颈部，但不控制

其活动，约２～５ｍｉｎ后小鼠苏醒并在笼中自由走
动、自由进食及饮水。每日束缚１次，每次束缚时间
２ｈ，共持续１４ｄ。正常对照组小鼠同期腹腔注射等
体积生理盐水。

１．４．２　评估小鼠模型　参考本课题组既往实验［３］

进行操作。观察小鼠一般情况、粪便隐血、粪便含水

量、体质量、肠道传输功能（结肠钢珠排出实验）、结

肠组织病理学改变，评估小鼠模型制备情况。

１．４．３　结肠组织病理学　１０％中性福尔马林溶液
固定结肠组织，常规取材、脱水、包埋、切片，苏木精

－伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎｓｔａｉｎｉｎｇ，ＨＥ）染色。光学

显微镜下观察结肠黏膜炎症情况，根据 Ｇｅｂｏｅｓ评分
标准［６］评估结肠组织炎症情况。

１．４．４　趋化素水平检测　利用小鼠趋化素酶联免
疫吸附测定试剂盒（购自上海将来实业股份有限公

司）检测血清和肠黏膜趋化素浓度。

１．５　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ２６０软件进行统计
处理，小鼠粪便含水量、体质量、结肠病理组织学

Ｇｅｂｏｅｓ评分、血清和肠趋化素浓度用均数 ±标准差
（珋ｘ±ｓ）描述，小鼠肠道传输功能的小鼠钢珠排出时
间用中位数（四分位距）描述。对计量资料，两样本

均数比较采用ｔ检验或Ｗｉｌｃｏｘｏｎ秩和检验，Ｐ＜００５
为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　两组小鼠粪便含水量、体质量及肠道传输功能
比较　与对照组比较：ＩＢＳＤ组小鼠在实验开始后
第１～７周粪便含水量均升高，差异均有统计学意义
（Ｐ＜００５），在第３周的粪便含水量达到高峰，见图
１Ａ；ＩＢＳＤ组小鼠体质量缓慢上升，在实验第２～４
周低于同期对照组小鼠，在实验第５～７周与对照组
小鼠相当，见图１Ｂ。在实验第０周前，ＩＢＳＤ组小鼠
小钢珠排出的时间与对照组小鼠相当，差异无统计

学意义（Ｚ＝－１５７０，Ｐ＝０１１６）；实验第 ２周后，
ＩＢＳＤ组小鼠排出小钢球的时间较对照组时间减
少，差异有统计学意义（Ｚ＝－４９０５，Ｐ＜０００１）。
提示ＩＢＳＤ组小鼠肠道传输速度增快。见图１Ｃ。
２．２　两组小鼠结肠组织病理学改变及Ｇｅｂｏｅｓ评分
对比　光学显微镜观察小鼠远端结肠，对照组小鼠
结肠表面上皮完整，腺体排列规则，无溃疡，黏膜下

无充血、水肿，偶可见少量炎性淋巴细胞，Ｇｅｂｏｅｓ评
分（０５５±０５２）。实验第１～３周ＩＢＳＤ组小鼠结

图１　ＩＢＳＤ小鼠与正常小鼠粪便含水量、体质量、肠道传输功能随时间变化趋势的对比
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图２　小鼠远端结肠组织ＨＥ染色结果（×２００）及Ｇｅｂｏｅｓ评分

Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ（×２００）ａｎｄＧｅｂｏｅｓｓｃｏｒｅｏｆｄｉｓｔａｌｃｏｌｏｎｔｉｓｓｕｅｉｎｃｏｎｔｒｏｌｍｉｃｅａｎｄＩＢＳＤｍｉｃｅ
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ｓｃｏｒｅ．

肠上皮完整，腺体排列规则，无溃疡，结肠黏膜层有

炎性淋巴细胞出现，两组小鼠 Ｇｅｂｏｅｓ评分差异无统
计学意义；实验第４～７周，ＩＢＳＤ小鼠结肠黏膜层
淋巴细胞增加，Ｇｅｂｏｅｓ评分较对照组升高，差异有
统计学意义（Ｐ＜００５），其中在实验第５周，ＩＢＳＤ
小鼠黏膜层淋巴细胞明显增多、聚集，有少许散在中

性粒细胞，Ｇｅｂｏｅｓ评分（１７５±０５０）达最高。见
图２。
２．３　两组小鼠血清趋化素浓度变化　实验第０周，
两组小鼠血清趋化素浓度相当，差异无统计学意义。

与对照组比较，ＩＢＳＤ组小鼠血清趋化素浓度升高，
且在第１周达到顶峰（ｔ＝６５３８，Ｐ＜０００１），在第２
～５周缓慢下降但较对照组小鼠仍升高（均 Ｐ＜
００５）；在第 ６、７周，较对照组变化不明显（Ｐ＞
００５）。见图３。

图３　两组小鼠血清趋化素浓度变化及随时间变化趋势

Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅｃｈａｎｇｅｓｏｆｓｅｒｕｍｃｈｅｍｅｒｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎｔｗｏ

ｇｒｏｕｐｓｏｆｍｉｃｅａｎｄｔｈｅｔｒｅｎｄｗｉｔｈｔｉｍｅｗａｓｓｈｏｗｎ

　　Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

２．４　两组肠黏膜趋化素浓度变化比较　实验第０
周，两组小鼠肠黏膜趋化素浓度相当，差异无统计学

意义。与对照组比较：实验第１～４周ＩＢＳＤ组小鼠
肠黏膜趋化素浓度升高，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５），且 ＩＢＳＤ组小鼠肠黏膜趋化素浓度波动上
升，第４周达到顶峰（ｔ＝８１０４，Ｐ＜０００１）；实验第
５～７周ＩＢＳＤ组小鼠肠黏膜趋化素浓度较高但差
异无统计学意义。见图４。

图４　两组小鼠肠黏膜趋化素浓度比较及随时间变化趋势

Ｆｉｇ．４　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃｈｅｍｅｒｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｍｕｃｏｓａ

ｏｆｔｗｏｇｒｏｕｐｓｏｆｍｉｃｅａｎｄｉｔｓｃｈａｎｇｅｔｒｅｎｄｗｉｔｈｔｉｍｅｗａｓｓｈｏｗｎ

　　Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

３　讨论

　　近年来，ＩＢＳ发病率逐年增加，不仅给患者的生
活质量和心理健康带来危害，且加重了社会经济负

担。根据罗马ＩＶ标准［２］，ＩＢＳ分为腹泻型、便秘型、
混合型和不定型四个临床亚型，其中，ＩＢＳＤ为主要
亚型，故本实验选择 ＩＢＳＤ为研究亚型。ＩＢＳ发病
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机制复杂，除与肠道通透性改变、心理社会因素、微

生物群生态失调等有关外，脑 －肠轴失调及内脏高
敏感性亦参与 ＩＢＳ的发病［７－９］。目前普遍认为，肠

慢性低度炎症是 ＩＢＳＤ主要病理生理学机制之
一［３－４］，但炎症的启动机制不明。

　　ＩＢＳＤ动物模型的制备方法多种，既往研究［３］

已证实ＷＲＳ法构建ＩＢＳＤ动物模型方法简单、模型
稳定、且肠道黏膜产生低度炎症但并不造成溃疡的

形成，模型小鼠表现出肠道传输功能亢进、内脏敏感

性增高，能较好地模拟生物 －社会 －心理因素在人
类应激性ＩＢＳＤ发生中的影响。因此，本研究选用
ＷＲＳ法制备的 ＩＢＳＤ动物模型。通过评估小鼠的
精神状态改变、体质量、粪便含水量、肠道传输功能

级组织病理学改变，证实本次ＷＲＳ法构建的应激性
ＩＢＳＤ动物模型成功。
　　趋化素是一种由脂肪组织分泌的调节脂肪分化
的脂肪因子，可通过调节组织特异性免疫应答和代

谢而发挥趋化、免疫调节作用，在肺、肝脏和结肠均

表达［１０－１１］。大量研究［１２－１３］表明，局部或循环趋化

素水平升高与多种疾病的慢性炎症状态密切相关，

如２型糖尿病、动脉粥样硬化等。近年临床研
究［１４－１５］表明，血清趋化素表达不仅在炎症性肠病

（克罗恩病和溃疡性结肠炎）患者中显著升高，在

ＩＢＳＤ患者中亦显著升高［５］，推测趋化素可能参与

了ＩＢＳＤ肠慢性低度炎症的发生，有待研究进一步
确认。

　　本实验结果显示，实验第１～２周，ＩＢＳＤ小鼠
血清趋化素水平达到顶峰，肠黏膜趋化素水平同时

呈轻度升高，肠黏膜层呈轻度炎症反应，以淋巴炎性

细胞为主；实验第４周，ＩＢＳＤ小鼠血清趋化素水平
有所下降而肠黏膜趋化素水平明显升高并达到峰

值，肠黏膜炎症反应明显加重（Ｇｅｂｏｅｓ评分增加），
出现淋巴炎性细胞聚集，提示应激性 ＩＢＳＤ小鼠血
清趋化素水平变化、肠黏膜趋化素水平变化及肠黏

膜炎症变化有时序性关联。Ｂａｒａｍｅｔａｌ［５］的临床研
究表明趋化素与ＩＢＳ患者临床症状严重程度和心理
因素有显著相关性。本实验研究结果与其临床研究

结论相一致。

　　综上所述，心理应激可能通过上调血清和肠黏
膜趋化素表达水平，进而参与 ＩＢＳＤ肠黏膜炎症的
发生发展过程。但其具体机制仍需通过后续研究进

一步验证。
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（ＤｅｐｔｏｆＧｅｎｅｒａｌＰｒａｃｔｉｃｅ，ＴｈｅＦｉｒｓｔＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＳｈｉｈｅｚｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈｉｈｅｚｉ　８３２０００）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｏｆｃｈｅｍｅｒｉｎｌｅｖｅｌｓｉｎｔｈｅｓｅｒｕｍａｎｄｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｍｕｃｏｓａｌｗｉｔｈｉｎ
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ｗａｓ（１７５±０５０）ｖｓ（０５５±０５２）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｔｈｅｒｅｉｓａｔｅｍｐｏｒａｌｓｅｑｕｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｅｌｅｖａｔｉｏｎｏｆｓｅｒｕｍ
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