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脾肾阳虚型肠易激综合征大鼠模型的建立与评价
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摘要"目的"探讨脾肾阳虚型肠易激综合征#

)IJ

$
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$病证结合大鼠模型的建立方法% 方法"

7

周龄雄

性
JD

大鼠
&%

只"随机分为正常组
#"

只&模型组
#7

只和温肾健脾方组
#7

只"采用物理化学刺激共同作用

的方法"即全周期#

7

周$番泻叶灌胃联合
!

周冰醋酸灌肠
K

固定器束缚&

!

周球囊直肠刺激
K

夹尾刺激制备

大鼠模型"造模后温肾健脾方组以
#&

!

8% /G

#

L/

!

M

$温肾健脾方灌胃给药
!

周"模型组同期予等容量蒸馏水

灌胃"正常组无干预% 观察大鼠形态学表现和体重'比较排便粒数&粪便含水量&

IN>0134

分型"评估肠道敏感

性&肠道动力"并观察肠道黏膜病理组织学% 结果"与正常组比较"模型组精神萎靡"易激惹"体重无明显变

化#

O P"

!

"9

$"排便粒数明显增多#

O Q"

!

"9

$"粪便含水量增加#

O Q"

!

"9

$"

IN>0134

分型中
9

&

F

&

$

型明显增

多"肠道敏感性&肠道动力增加#

O Q"

!

"9

$'与模型组比较"温肾健脾方组动作较灵活"偶见烦躁"体重无明显

变化#

O P"

!

"9

$"排便粒数下降#

O Q"

!

"9

$"粪便含水量减少#

O Q"

!

"9

$"

IN>0134

分型向
7

型转化"肠道敏

感性&肠道动力下降#

O Q"

!

"9

$% 各组大鼠肠道黏膜病理组织学表现均未见明显异常% 结论"本物理化学

刺激共同作用的造模方法可作为制备脾肾阳虚证
)IJ

$

D

大鼠模型较理想的方法%

关键词"脾肾阳虚证'腹泻型肠易激综合征'病证结合'动物模型
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% 是以腹泻'腹痛为

症状基础"以症状反复'病程漫长'无器质性病变'精神

心理因素突出为特征"为临床治疗常见病( 笔者认为

本病以脾虚为基"以日久不愈'伤及肾阳为理"故以脾

肾阳虚证多见)

#

*

( 目前中西医相关实验研究较多"需

针对不同病机假说进行造模"而涉及中医证型的病证

结合模型研究较少"也缺乏相应的模型评价方法( 本

研究制备脾肾阳虚证
)IJ

$

D

大鼠模型"通过评价模型

的安全性及稳定性"总结病证结合模型的成功经验(

材料与方法

#

"实验动物"

JOa

级雄性
JD

大鼠
&%

只"

7

周

龄"体重$

$"

!

7%

%

!

!

&9

%

/

"由斯贝福实验动物科技有

限公司提供"许可证号#

J'[d

$京%

!"##

#

"""7

( 恒

温$约
!&

&

!9

'%饲养"光照和黑暗各
#! S

交替"自

由进食标准颗粒饲料及饮食( 本研究由北京中医药大

学伦理委员会批准"实验动物伦理号#

IZ',

#

7

#

!"#F"7#""#

#

!""!

(

!

"主要试剂及仪器"双腔带囊直径为
!

!

$ <<

的儿童型导尿管$

I=NM:?

公司%&水合氯醛#国药集团

化学试剂有限公司"批号#

!"#7"%!$

&福尔马林#北京

益利精细化学品有限公司"产品标准编号#

V]IG

京

""88

#

!"##

&

Z

$

*TE

!

9?'

!

!7^"#$!F

显微镜$

E)@<

$

`.0

公司%&

X,!!99

切片机$

Y:>C=

公司%&

^##!!_

烤

片机 $

Y:>C=

公司%&

;c49"^

脱水机 $

Y:>C=

公司%&

VO7"!6

电子天平$上海菁海仪器有限公司%&

-^I

#

!

$

YI

万能照相机$

E4@<`.0

公司%(

&

"温肾健脾方的制备"温肾健脾方药物由肉豆

蔻
#9 /

'补骨脂
&" /

'五味子
8 /

'吴茱萸
8 /

'党参

&" /

'白术
#9 /

'郁金
#% /

'生姜
! /

'大枣
! /

组成(

以上药物均购自中国中医科学院望京医院颗粒药房"

由四川新绿药业科技发展股份有限公司制备"经沸水

冲溶后置凉使用(

7

"分组及造模

7

!

#

"分组"共计
&%

只大鼠"适应性喂养
#

周

后"随机分为
&

组#正常组
#"

只'模型组
#7

只和温肾

健脾方组
#7

只(

7

!

!

"造模方法"以
-Y'S=:N ;D

等)

!

*的造模方

法为基础"同时予番泻叶灌胃联合夹尾刺激"即采用物

理化学刺激共同作用的方法制备内脏高敏并脾肾阳虚

型
)IJ

$

D

大鼠模型"具体操作方法如下#将石蜡润滑后

的连续硬膜外导管$直径
# <<

%经肛门插入距肛缘

&

&

9 C<

处"注入
"

!

9e

冰醋酸"将大鼠倒置"按住肛门

约
# <>B

"以防冰醋酸漏出"首次剂量从
"

!

! <Y

开始"

每
!

天增加
"

!

# <Y

"增加至
"

!

9 <Y

时"剂量保持

"

!

9 <Y

不变&同时以大鼠固定器束缚大鼠"时间从

"

!

9 S

逐渐加至
# S

"共持续
!

周( 后
!

周将一次性儿童

型导尿管球囊端石蜡润滑后插入大鼠距肛缘
!

&

& C<

处"另一端连接
9 <Y

注射器"每次注射器充气

#

!

9

&

!

!

" <Y

"进行球囊直肠刺激"间断持续
&

&

9 <>B

"

!

次
G

天"同时联合采用卵圆钳夹尾刺激"间断

持续
&

&

9 <>B

"

!

次
G

天( 在结肠注射冰醋酸'束缚'直

肠扩张联合夹尾刺激的同时"予
!" <YGL/

$

"

!

&

&

"

!

9 /G<Y

%番泻叶浓缩剂灌胃"每次
!

!

"

&

!

!

9 <YG

只"

#

次
G

天"持续灌胃
7

周( 造模结束后大鼠归笼"常

规饲养"自由饮食(

9

"干预方法"正常组正常饲养"无造模干预及治

疗&模型组及温肾健脾方组进行为期
7

周的造模( 造

模结束后"参照药理学实验动物给药量的换算公式

$

MI b M-

(

dIGd-

"

M- b

成人每天每
L/

用药量"

dI b"

!

$#

"

d- b"

!

##

为常数%"以成人
F" L/

每天

总药量
#&" /

计算"温肾健脾方组以
#&

!

8% /G

$

L/

!

M

%温肾健脾方灌胃给药"每日
!

次"每次
! <Y

"相当

于临床等效剂量&模型组同期予等容量蒸馏水灌胃(

连续灌胃
!

周(
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F

"观察比较模型安全性

F

!

#

"大鼠形态学表现"观察大鼠的被毛'活动'

精神状态"食量'大便性状'饮水量等(

F

!

!

"监测大鼠体重变化"实验开始后每周一
$

#

""-,

用电子秤称量大鼠体重"同时根据体重调整药

量( 测量第
"

'

#

'

!

'

&

'

7

'

9

'

F

周各组大鼠体重并进行

比较(

$

"观察模型疾病成模情况

$

!

#

"粪便情况"大鼠排便粒数'含水量及粪便

分型 $

IN>01340 1334 U3N< 0C=4:

"

IN>0134

分型%

)

7

*

(

分别于造模第
#7

天'造模第
!%

天及灌胃第
#7

天"在

笼内垫清洁滤纸"观察
%

#

""-,

#

#!

#

""-,

"

7 S

内大

鼠排便的粪点数"并称湿质量"然后置于通风处干燥放

置
!7 S

"再称干质量"计算粪便含水量
b

$湿质量 #干

质量%

G

湿质量 (

#""e

)

&

*

( 正常组同期观察( 并通过

粪便
IN>0134

分型进行大便性状评估(

$

!

!

"大鼠肠道敏感性评估"采用腹壁撤退反射

$

=RM3<>B=4 W>1S MN=W=4 N:U4:?

"

-+X

%评分)

9

*判断(

分别于造模前$第
"

周%'造模结束后$第
7

周%'治疗

结束后$第
F

周%

&

个时间点对各组大鼠进行
-+X

评

分( 具体方法如下#大鼠实验前
!7 S

禁食不禁水"在

&" /GY

戊巴比妥钠腹腔注射$

# <YGL/

%麻醉下"将涂

石蜡油的带气囊的
%a

导尿管经肛门插入$使气囊末

端插入肛门内
$

!

" C<

"在肛门外
#

!

" C<

处将其固定

在大鼠尾根部%后"将大鼠放入特制的透明塑料桶笼

内$

#% C<

(

9 C<

(

$ C<

%中"只能前后运动不能转

身"待大鼠适应环境
&" <>B

后开始实验( 每只大鼠

给予球囊扩张
&

次"容量分别为
#

!

"

'

#

!

9

'

!

!

" <Y

"每

次扩张持续
9 <>B

"间隔
&" 0

$以防肠道缺血%(

-+X

评分标准)

9

*

#

"

分"给予结直肠扩张刺激大鼠

情绪基本稳定&

#

分"给予刺激时变得不稳定"偶尔扭

动头部&

!

分"腹背部肌肉轻微收缩但腹部未抬离地

面&

&

分"腹背部肌肉较强烈收缩并把腹部抬离地面&

7

分"腹部肌肉强烈收缩"腹部呈弓形并把腹部
!

会

阴部抬离地面(

$

!

&

"大鼠肠道动力评估"采用直肠内玻璃小球

排出时间)

&

*评估( 取直径为
& <<

的玻璃小球沿肛

门放入距肛门
& C<

的直肠内"记录玻璃小球排出

时间(

$

!

7

"肠道黏膜病理组织学表现观察"造模结束

后"各组随机抽取
#

只大鼠"经
#"e

水合氯
"

$

"

!

7 <YG#"" /

%麻醉'腹主动脉取血"取距肛缘
% C<

以上的结肠组织"生理盐水冲洗"固定于
#"e

福尔马

林溶液"梯度酒精脱水"石蜡包埋"常规切片$

9 !

)%"

经苏木素#伊红$

S:<=13?@4>B=BM:30>B

"

^;

%染色"

观察其病理变化"验证造模是否成功(

%

"统计学方法"采用
JOJJ #%

!

"

进行分析(

计数资料采用
"

! 检验&计量资料用
?

%

0

表示"经正态

性检验"符合者采用
1

检验或方差分析"不符合者采用

非参数检验"并以中位数进行统计学描述(

O Q "

!

"9

为差异有统计学意义(

结""果

#

"各组大鼠形态学表现"造模开始前"各组大鼠

精神状态良好'活泼好动'皮毛洁白光泽"无异常躁动

及撕咬"排便正常成颗粒状( 初次造模时表现出惊吓'

紧张'大鼠之间打斗现象( 造模
!

周后大鼠警惕性高"

束缚时反抗'撕叫"灌肠时拱背炸毛"精神萎靡'烦躁"

偶见稀软便"食量减少&模型组
!

只大鼠死亡"根据大

鼠伤口考虑为打斗致死&温肾健脾方组
#

只大鼠于束

缚时死亡"考虑为窒息致死"余大鼠无死亡( 造模
7

周

后大鼠出现贴边畏惧'食量减少"排便显著增多'排出

含水分较多的湿软便"精神萎靡"肛门口粪便污染"大

鼠洗脸'舔足'理毛动作减少"皮毛晦暗发黄( 整个造

模过程正常组大鼠精神状态佳'反应灵敏"机敏好动'

毛色光滑"肛门口清洁"大便成干燥粒状(

给药
#

周后模型组大鼠神态倦怠"毛发散乱发黄'

活动明显减少"抓取过程中反抗力降低"多数时间蛰伏

在角落"排便较多"粪便稀软不成形&温肾健脾方组大

鼠动作较灵活'毛发色稍黯"叫声细小柔和"偶见紧张

对峙"烦躁易激怒情况明显减少"偶见颗粒状粪便"

!

只大鼠死亡"结合解剖考虑为灌胃不当致死&正常组

大鼠无明显改变"毛色光滑洁白"肛门口清洁"大便

成形( 给药
!

周后"模型组大鼠精神萎靡"抓力及反

抗减少"甚至停止挣扎"弓背静卧少动"偶见粪便成

形"多数为稀软便&温肾健脾方组大鼠动作较灵活'

毛色较对照组略浅"偶见烦躁"排便多数为颗粒状"

偶见软便&正常组大鼠无明显改变"毛色光滑洁白"

肛门口清洁"大便成形( 最后进入统计大鼠#正常组

#"

只"模型组
#!

只"温肾健脾方组
##

只(

!

"各组大鼠体重比较$表
#

%"整个实验期间"正

常组体重平稳上升"模型组及温肾健脾方组体重增加

幅度较小( 第
" f 7

周"

&

组大鼠体重比较差异无统

计学意义$

O P"

!

"9

%&第
9

'

F

周"模型组及温肾健脾方

组较正常组减轻$

O Q"

!

"9

%"模型组与温肾健脾方组

比较差异无统计学意义$

O P"

!

"9

%(
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表
#

$各组大鼠体重比较$$

/

"

?

%

0

%

组别
B

第
"

周 第
#

周 第
!

周 第
&

周 第
7

周 第
9

周 第
F

周

正常
#" $!

*

!7

%

7

*

$" #78

*

!F

%

$

*

%9 #8%

*

7#

%

F

*

%& !99

*

F%

%

#8

*

&$ &##

*

7&

%

#8

*

%F &$#

*

88

%

#9

*

#F 7"$

*

!7

%

#%

*

8!

模型
#! $#

*

7"

%

7

*

## #7$

*

"F

%

#&

*

89 #8"

*

8%

%

!"

*

&8 !98

*

%7

%

!$

*

$8 &"&

*

"9

%

!8

*

"%

&&&

*

&!

%

&#

*

&&

!

&$!

*

8!

%

&9

*

"9

!

温肾健脾方
## F$

*

%#

%

9

*

9F #&8

*

&!

%

%

*

%9 #%9

*

98

%

#"

*

9% !9"

*

%8

%

#&

*

98 &"9

*

&$

%

&#

*

$#

&&&

*

8$

%

!9

*

$&

!

&$"

*

9"

%

&F

*

8!

!

""注#与正常组同期比较"

!

O Q"

!

"9

""

&

"各组大鼠粪便情况比较$表
!

%"第
#

周
&

组

排便数量相当"

IN>0134

分型情况也较集中于
&

'

7

型"

经
"

! 检验显示差异无统计学意义$

"

!

b 7

!

%9

"

O b

"

!

8"

%&第
7

周
&

组排便粒数明显不同"模型组与温肾

健脾方组明显多于正常组"且
IN>0134

分型中
9

'

F

'

$

型粪便粒数明显增多$

"

!

b!#

!

#F

"

O b"

!

""

%&第
F

周

正常组'模型组大鼠排便粒数无明显变化"而温肾健脾

方组大鼠排便粒数明显下降"

IN>0134

分型也向
7

型转

化"差异有统计学意义$

"

!

b!"

!

%8F

"

O b"

!

"!

%(

表
!

$各组大鼠主要时间点
7 S

排便总数及

IN>0134

分型分布情况$粒%

组别
B

时间
IN>0134

分型

# ! & 7 9 F $

正常
#"

第
#

周
" 9 #! #9 7 # "

第
7

周
# 7 #" #9 # " #

第
F

周
" 9 #9 #! & " "

模型
#!

第
#

周
# F #$ #! 7 # "

第
7

周
" ! #& #& #9 % 9

第
F

周
# ! ## #7 #9 $ 7

温肾健脾方
##

第
#

周
# ! #F #9 & ! "

第
7

周
" & ## #& #& $ 7

第
F

周
# # #9 #$ 8 ! "

7

"各组大鼠主要时间点粪便含水量比较$表
&

%

&

组第
#

周粪便含水量相当"差异无统计学意义$

O P

"

!

"9

%"第
7

'

F

周模型组及温肾健脾方组较正常组增

加$

O Q "

!

"9

%&第
F

周温肾健脾方组较模型组减

少 $

O Q"

!

"9

%(

表
&

$各组大鼠主要时间点粪便含水量比较$$

/

"

?

%

0

%

组别
B

第
#

周 第
7

周 第
F

周

正常
#" #7

*

78

%

!

*

"& #7

*

&!

%

#

*

7 #&

*

8#

%

#

*

%9

模型
#! #7

*

!&

%

#

*

8&

!F

*

7!

%

$

*

%8

!

&"

*

!#

%

$

*

"7

!

温肾健脾
## #&

*

9#

%

!

*

!!

!F

*

79

%

9

*

"&

!

#$

*

&8

%

7

*

7&

!"

""注#与正常组比较"

!

O Q"

!

"9

&与模型组比较"

"

O Q"

!

"9

9

"各组大鼠肠道敏感性比较$表
7

%"第
#

周各

组之间比较差异均无统计学意义$

O P "

!

"9

%"第
7

周"容量加至
#

!

9 <Y

时模型组及温肾健脾方组较正

常组肠道敏感性增加$

O Q "

!

"9

%"但模型组与温肾

健脾方组之间差异不明显 $

O P "

!

"9

%"容量加至

! <Y

时"模型组与正常组及温肾健脾方组比较肠道

敏感性均无差异$

O P "

!

"9

%"温肾健脾方组较正常

组肠道敏感性增加 $

O Q "

!

"9

%&第
F

周容量为

#

!

" <Y

'

#

!

9 <Y

时各组之间肠道敏感性均无差异

$

O P"

!

"9

%"容量为
!

!

" <Y

时"模型组较正常组肠

道敏感性增加$

O Q "

!

"9

%"温肾健脾方组较模型组

肠道敏感性降低$

O Q"

!

"9

%(

表
7

$各组大鼠
-+X

评分比较"$分"

?

%

0

%

组别
B

时间
容量

#

*

" <Y #

*

9 <Y !

*

" <Y

正常
#"

第
#

周
#

*

#9

%

"

*

!$ #

*

8$

%

"

*

&8 !

*

9&

%

"

*

77

第
7

周
#

*

"!

%

"

*

!" #

*

%#

%

"

*

!9 !

*

F9

%

"

*

&9

第
F

周
#

*

#$

%

"

*

#8 !

*

"%

%

"

*

!8 !

*

F7

%

"

*

&8

模刑
#!

第
#

周
#

*

#$

%

"

*

!7 !

*

#"

%

"

*

7$ !

*

99

%

"

*

7F

第
7

周
#

*

!$

%

"

*

&9

!

*

!"

%

"

*

7&

!

!

*

$8

%

"

*

&9

第
F

周
#

*

&F

%

"

*

&! !

*

!&

%

"

*

9"

&

*

#7

%

"

*

77

!

温肾健脾方
##

第
#

周
#

*

"$

%

"

*

!% !

*

"%

%

"

*

!" !

*

$!

%

"

*

!"

第
7

周
#

*

!!

%

"

*

!9

!

*

!%

%

"

*

#8

!

&

*

"%

%

"

*

#9

!

第
F

周
#

*

!"

%

"

*

&7 !

*

#7

%

"

*

!$

!

*

%9

%

"

*

&!

"

""注#与正常组比较"

!

O Q"

!

"9

&与模型组比较"

"

O Q"

!

"9

F

"大鼠肠道动力评估$表
9

%"第
#

周'第
7

周各

组间比较"差异无统计学意义$

O P"

!

"9

%"第
F

周时"

模型组较正常组'温肾健脾方组肠道动力增加 $

O Q

"

!

"9

%"温肾健脾方组与正常组比较差异无统计学意

义$

O P"

!

"9

%(

表
9

$各组大鼠大鼠肠道动力评估$$

0

"

?

%

0

%

组别
B

第
#

周 第
7

周 第
F

周

正常
#" 8"

*

9"

%

97

*

!$ 8"

*

&"

%

99

*

%! 8&

*

&"

%

78

*

&"

模型
#! ##!

*

&&

%

$!

*

9! 8F

*

F$

%

%%

*

98

9&

*

#$

%

&!

*

#F

!

温肾健脾方
## 88

*

&F

%

F7

*

8$ #"&

*

&F

%

#!8

*

!

8%

*

#%

%

9!

*

8&

"

""注#与正常组比较"

!

O Q"

!

"9

&与模型组比较"

"

O Q"

!

"9

(

$

"各组大鼠肠道黏膜病理组织学表现$图
#

%

各组大鼠结肠组织及回盲部组织膜上皮表面微绒毛完

整"排列整齐"上皮细胞连接紧密"膜下血管正常"腺体

结构排列规则"偶见炎症细胞浸润"杯状细胞胞浆内富

含液颗粒( 未见充血水肿"无糜烂及溃疡( 肌层无

异常(

讨""论

顺应疾病发展的趋势'模拟最终的状态"是构建疾
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图
#

$各组大鼠肠道黏膜病理组织学表现$$

^;

" (

!""

%

病动物模型的要求"而保证建立可靠动物模型"决定了

后续实验的质量( 肠易激综合征的形成需经历慢性的

过程"目前已证实其发病与长期心理应激状态密切相

关)

F

*

( 而本病涉及心理诱因多样"包括抑郁'焦虑情

绪'竞争性活动'容易紧张'担忧'情绪起伏较大等)

$

*

(

所以"以多种行为学刺激共同'长时间作用更符合疾病

产生的过程(

中医认为"在本病慢性病程的演化过程中"患者由

肝郁脾虚的致病因素逐渐转化为脾肾阳虚的证候类

型)

#

*

( 临证中"无论是患者的证候分析"还是以温肾

健脾法以方测证"均证实了脾肾阳虚在
)IJ

$

D

病机中

的重要地位)

%

*

(

本次研究中动物模型的建立"综合考虑了证型和疾

病的特点( 鉴于目前国内关于脾肾阳虚证
)IJ

$

D

的造

模方式尚无统一标准"在本次造模中"参考临床患者由

肝郁脾虚的致病因素"因病情迁延"逐渐转化为脾肾阳

虚证为
)IJ

慢性疾病的机理"选取公认的)

7

"

8

*肝郁证造

模方式+++束缚和夹尾'脾虚证的造模方式+++番泻叶

灌胃"以及内脏高敏感的造模方式+++冰醋酸灌胃和球

囊扩张刺激"以延长造模周期'夹尾束缚的惊恐刺激复

合方式建立病证模型( 本法以大鼠固定束缚'夹尾刺激

联合直肠球囊扩张进行大鼠行为学应激"诱导肝郁因

素&以番泻叶灌胃'冰醋酸灌肠进行大鼠化学性刺激"模

拟脾虚因素)

#"

*

&以长周期'多种刺激模式'高频率模拟

病程演变&从中医致病因素分析"番泻叶苦寒'冰醋酸寒

凉"共奏泻热行滞之功"损伤胃肠阳气"日久及肾"符合

脾肾阳虚的证候要素( 从评价指标的结果分析#较正常

组大鼠"模型组大鼠精神状态较差"易激惹"灌胃操作时

挣扎明显"体重波动大"排便次数多"便质稀溏"肠道敏

感性及动力增加&温肾健脾方组大鼠服用温肾健脾方

耐受性好"经治疗后精神状态有所缓解"灌胃操作时挣

扎较少"体重波动较模型组缓和"排便次数减少'粪便

含水量减少"肠道敏感性及动力逐渐下降(

本实验操作方法简单"制备工具容易获得"机理明

确"模型安全性好"

)IJ

$

D

症状明确&经温肾健脾方治

疗后模型大鼠的症状及指标有所改善"确定为较理想

的病证结合模型制备方法( 综合评价"此法可用于制

备脾肾阳虚证
)IJ

$

D

大鼠模型(
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