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溃疡性结肠炎湿热证动物模型的建立与评价

张泽丹1 王凤云2  张佳琪2 许 琳1 马金鑫2，3 唐旭东4

摘要  目的 建立并评价病证结合溃疡性结肠炎（UC）湿热证小鼠模型。方法 84 只 c57bl/6j 雄
性小鼠，随机分为正常组、疾病模型组、双因素造模组、多因素造模组，每组 21 只。正常组采用普

通饲料喂养，自由饮水；疾病模型组采用 3% 葡聚糖硫酸钠溶液（DSS）自由饮用 7 天，普通饲料喂

养；双因素造模组在疾病模型组基础上叠加 14 天高脂饲料喂养；多因素造模组在双因素造模组基础上

叠加每日 8 h 的气候箱放置，共 14 天。在造模期间，每日观察小鼠的证候学评价指标（一般情况、体

重、饮水量、腹泻评分），在 DSS 溶液饮用第 3、5、7 天观察各组小鼠疾病评价指标 [疾病活动指数

评分（DAI）、结肠长度、重量、脾重 ]，并分别用酶联免疫法（ELISA）、酶联免疫组织化学染色法、

HE 染色方法观察炎症性指标 [白细胞介素 -6（IL-6）、白细胞介素 -10（IL-10）、小鼠肿瘤坏死因子 -α
（TNF-α）、血清钙卫蛋白（SC）、C 反应蛋白（CRP）]、黏膜屏障指标 [咬合蛋白（Occludin）、闭锁

小带蛋白（ZO-1）、β- 连环蛋白（β-catenin）、钙黏附蛋白（E-cadherin）]和组织病理学变化，进行

病证结合的模型评价。结果 DSS 溶液自由饮用叠加高脂饮食和气候箱 5 天后，多因素造模组与正常

组和疾病模型组比较，一般情况较差，饮水量增加，腹泻评分升高、DAI 评分升高、结肠长度缩短、结

肠重量减轻、脾重增加，IL-6 升高、IL-10 下降、SC 升高、CRP 升高，β-catenin 表达水平降低（均

P<0.05）。HE 染色可见结肠黏膜上皮破损，腺体排列紊乱甚至消失，杯状细胞明显减少，固有层中有

大量炎性细胞浸润。双因素造模组存活率为 85.71%，多因素造模组存活率为 90.47%。结论 DSS 溶

液自由饮用叠加高脂饮食和气候箱可构建病证结合 UC 湿热证小鼠模型，DSS 溶液自由饮用叠加高脂

饮食和气候箱 5 天为构建该模型较理想的方法。
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ABSTRACT Objective To establish and evaluate the mouse model of ulcerative colitis （UC） with damp-
heat syndrome. Methods Totally 84 c57bl/6j male mice were randomly divided into normal group， disease 
model group， two-factor model group， multi-factor model group， 21 in each group. Mice in the normal group 
were fed with common forage and free to drink water. Mice in the disease model group were fed with 3% dextran 
sulfate sodium salt （DSS）  solution freely and fed with common forage for 7 successive days. Mice in the two-
factor model group were fed with high-fat forage for 14 days on the basis of the disease model group. Mice in 
the multi-factor model group were put in a daily 8-h artificial climate box on the basis of the two-factor model 
group for 14 successive days. During the modeling period， the syndrome evaluation indices （general state， body 

• 基础研究 •



• •67 中国中西医结合杂志 2022 年 1 月第 42 卷第 1 期 CJITWM，January 2022，Vol. 42，No. 1

中
国
中
西
医
结
合
杂
志

中
国
中
西
医
结
合
杂
志

中
国
中
西
医
结
合
杂
志

中
国
中
西
医
结
合
杂
志

中
国
中
西
医
结
合
杂
志

溃疡性结肠炎（ulcerative colitis，UC）是一种

具体发病机制尚不明确的慢性炎症性疾病，临床表现

明显，治疗难度大，为终身性疾病 [1]，临床上活动期

常见 UC 湿热证患者 [2,3]。为深入探究湿热证 UC 的

发病机制及中医药治疗的作用机制，成熟的动物模型

必不可少，但国内外目前针对 UC 湿热证的动物模型

研究较少，并且尚无统一的建立标准与评价体系。本

研究拟从病证结合角度研究 UC 湿热证，以临床表现

为基础，结合证候特征复制 UC 湿热证，建立 UC 湿

热证动物模型，并从病证结合角度对模型进行评价，

为 UC 湿热证动物模型的建立与评价提供实验依据。

材料与方法

1 动 物 c57bl/6j 雄 性 小 鼠 84 只， 体 重

（20±2）g，鼠龄 6~8 周，由斯贝福（北京）生物

技术有限公司提供，许可证号：SCXK（京）2019-
0010，合格证号：110324201102701983。于中国中

医科学院西苑医院 SPF 级动物实验中心饲养，室

温 22~25 ℃， 光 照 周 期 为 12 h/12 h， 相 对 湿 度

为 50%~60%，颗粒饲料喂养，自由饮水。本实验

经中国中医科学院西苑医院医学伦理委员会审批

（No.2019XLC003-2）。

2 饲料 使用由北京科奥协力饲料有限公司提

供的普通饲料和高脂饲料（D12492 高脂饲料配比：

60% 脂肪热量，5.24 kCal/g，含豆油、猪油、酪蛋白、

玉米淀粉、麦芽糊精、蔗糖、复合维生素等）。

3 主要试剂及仪器 葡聚糖硫酸钠（dextran 
sulfate sodium salt，DSS）（MP，Biomedicals，美国， 
货号：0216011080）。人尿粪隐血测试盒（联苯胺

法）（南京建成，货号：C027-1-1）。小鼠肿瘤坏死因

子 -α（tumor necrosis factor-α，TNF-α） 酶 联 免

疫吸附测定（enzyme-linked immunosorbent assay， 
ELISA）试剂盒（Biotech，货号：EIA-3634）。小鼠

白细胞介素 -6（interleukin- 6，IL-6） ELISA 试剂盒

（Biotech， 货 号：EIA-3418）。 小 鼠 白 细 胞 介 素 -10
（interleukin-10，IL-10） ELISA 试 剂 盒（Abcam，

货 号：Ab270216）。 小 鼠 C 反 应 蛋 白（c-reaction 
protein，CRP） ELISA 试 剂 盒（BIOSH， 货 号：

20051）。 小 鼠 血 清 钙 卫 蛋 白（serum calprotectin，

SC）ELISA 试 剂 盒（BIOSH， 货 号：21326）。 
闭锁小带蛋白（ZO-1）免疫组化试剂盒（Servicebio，

货 号：GB111981）。 咬 合 蛋 白（occludin） 免

疫 组 化 试 剂 盒（Proteintech， 货 号：27260-1-
AP）。 钙 黏 附 蛋 白（E-cadherin） 免 疫 组 化 试 剂

盒（Servicebio， 货 号：EM0502）。β- 连 环 蛋 白

（β-catenin）免疫组化试剂盒（Servicebio，货号：

ET1601-5）。自制湿热气候箱： 温度为（32±2）℃， 
相 对 湿 度 为 95%。 高 速 冷 冻 离 心 机（ 大 龙， 型

号：D3024R）， 电 子 天 平（Gilson， 型 号：Cubis® 
MSA224S-000-DA）， 电 子 秤（ 上 海 浦 春， 型 号：

weight， drinking water， diarrhea score） were observed every day. The disease evaluation indices [disease activity 
index （DAI）， colon length， weight， spleen weight] were observed at day 3， 5， and 7 after taking DSS solution. 
Inflammatory indices [IL-6， IL-10， tumor necrosis factor α （TNF-α）， serum calprotectin （SC）， C reactive protein 

（CRP）]， mucosal barrier indices （Occludin， ZO-1， β-catenin ，E-cadherin）， and histopathological changes were 
observed by ELISA， enzyme-linked immunohistochemical staining， and HE staining， respectively. The disease 
syndrome combined model evaluation was performed. Results After 5 days of free drinking of DSS solution 
combined with high-fat diet and climate box， as compared with the normal group and the disease model group， 
the general condition became worse， water intake increased， diarrhea score increased， DAI score increased， 
colon length was shortened， colon weight decreased， spleen weight increased， IL-6 increased， IL-10 decreased， 
SC increased， CRP increased， β-catenin decreased in the multi-factor model group （all P<0.05）. HE staining 
showed that the epithelium of the colonic mucosa was damaged， the glands were disorderly arranged or even 
disappeared， the goblet cells were significantly reduced， and a large number of inflammatory cells infiltrated in the 
lamina propria. The survival rate was 85.71% in the two-factor model group and 90.47% in the multi-factor model 
group. Conclusions Free drinking of DSS solution combined with high-fat diet and climate box constructed a 
mouse model of UC with damp-heat syndrome. Five days of free drinking of DSS solution combined with high-fat 
diet and climate box was the ideal method to construct this model.

KEYWORDS ulcerative colitis； damp-heat syndrome； ulcerative colitis damp-heat syndrome； animal 
model； dextran sodium sulfate；
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JE3001），酶标仪（BioTeK，型号：Epoch）。

4 动物分组与造模方法 适应性喂养 7 天后，

于第 8 天进行称重，借助 SPSS 软件根据小鼠体重

进行随机分组，共分为：正常组、疾病模型组、双因

素造模组、多因素造模组，每组各 21 只。各组小鼠

体重比较差异无统计学意义（P>0.05）。

UC 湿热证病证结合小鼠模型的建立主要分为两

个步骤：证候模型建立和疾病模型建立，共计 14 天。

步骤一：证候模型的建立。双因素造模组和多

因素造模组小鼠通过内因湿热或内外因湿热相结合

方式进行干预。具体方法为：双因素造模组和多因素

造模组小鼠采用特殊高脂饲料饲养，共 14 天；多因

素造模组小鼠在高脂饲料喂养同时每天放入温度为

（32±2）℃、相对湿度为 95% 的人工气候造模箱中

8 h，放置时间为 8：00-12：00 和 14：00-18：00，共

14 天。

步骤二：疾病模型的建立。疾病模型组、双因素

造模组和多因素造模组采用 DSS 自由饮用的方式进

行造模，参照文献 [5]。具体方法为：疾病模型组小

鼠自由饮用 3% 的 DSS 溶液，共 7 天，期间以普通

饲料饲养；双因素造模组和多因素造模组在使用高脂

饲料喂养 7 天后，将正常饮水换为 3% 的 DSS 溶液，

共 7 天。

正常组采用普通饲料饲养，正常饮水。

5 检测指标及方法

5.1 证候学评价指标

5.1.1 一般情况 造模期间，每日观察小鼠的

外观、毛发整洁度和光亮度、精神状态及活动状态等。

5.1.2 体重测定 用电子秤测量小鼠体重，于

造模开始后的每天上午 9：00 进行。

5.1.3 饮水量测定 每日上午 8：30 用量筒测

量给予小鼠一定量的水，并于隔日同时间测量剩余水

量，两者差值与小鼠数量相比得出每只小鼠的日平均

饮水量。

5.1.4 腹泻评分计算 每日观察小鼠的大便情

况并进行评分，评分标准为：正常 0 分，松散 1 分，

腹泻 3 分。

5.2 疾病评价指标

5.2.1 DAI 评分计算 每日在观察小鼠的大便

性状后，利用邻联甲苯胺法测定小鼠便潜血情况，并

结合体重变化进行小鼠疾病活动指数评分（disease 
activity index，DAI），评分标准见表 1[4]。

5.2.2 结肠长度、重量及脾重测量 在 DSS 溶

液饮用第 3、5、7 天后分批次取材，摘眼球取血后，

使用颈椎脱臼法处死小鼠，立即取胃至肛门段肠组

织，清理附着组织后，测量结肠长度，在测量完成后，

去除胃部，将剩余肠组织在生理盐水中反复清洗至洁

净，放置于滤纸上吸干多余水分，测量结肠重量。另

取脾脏进行称重。

5.3 炎症性指标 取血后将血液静置 2 h 再进行

离心，取上层血清分装于 EP 管，迅速置于 -80 ℃冰

箱保存。样本检测使用 ELISA 法进行，测定小鼠血

清中 SC、CRP 表达水平和结肠组织中 IL-6、IL-10、 
TNF-α 表 达 水 平， 具 体 操 作 按 照 小 鼠 IL-6 ELISA 
Kit、IL-10 ELISA  Kit、TNF-α ELISA  Kit、SC 
ELISA Kit、CRP ELISA Kit 说明书进行。

5.4 HE 染色 将结肠组织固定在倍于标本体积

10 倍以上的 4% 的多聚甲醛固定液中，继而进行石

蜡包埋切块，染色后，用高倍显微镜进行图像采集，

每张切片随机对 3 个视野（×200）拍照，观察组织

病理学改变。

5.5 黏 膜 屏 障 指 标 采 用 酶 联 免 疫 组 织 化

学 染 色 法 测 定 小 鼠 结 肠 组 织 中 Occludin、ZO-1、

β-catenin、E-cadherin 表达量。使用石蜡包埋标本，

连续切片厚度，随后严格按照小鼠 Occludin、ZO-1、

β-catenin、E-cadherin 免疫组化试剂盒说明书进行

操作。染色后用高倍显微镜进行图像采集，每张切片

随即对 3 个视野（×200）拍照，利用 Image J 软件

分析阳性区域平均光密度值。

6 统计学方法 采用 SPSS 26.0 统计软件对

实验结果及数据进行分析。对各组数据进行正态性

检验和方差齐性分析，若数据符合正态分布，则采

用多样本单因素方差分析，用 LSD 模型进行两两比

较，数据以 x–±s 表示；若数据呈非正态分布且不满

足方差齐性的条件，即采用 k 个独立样本的非参数

检验，数据以 M（IQR）表示。P<0.05 为差异有统

计学意义。

结  果

1 证候评价指标

1.1 各组小鼠一般情况比较 正常组小鼠一般

表 1 DAI 评分

症状 0 分 1 分 2 分 3 分 4 分

体重下降分数（%） 0 1~5 5~10 10~15 >15

大便性状 正常 松散 - 腹泻 -

便隐血 便血阴性 便血阳性 - 肉眼血便 -

  注：正常为成型大便；松散为不黏附于肛门的半成形大便；腹泻为
可黏附于肛门的稀水样大便
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情况良好，皮毛洁净光泽，行动灵敏，大小便正常，

无明显气味。疾病模型组、双因素造模组、多因素造

模组小鼠存在不同程度反应迟钝，蜷卧懒动，喜贴边

或扎堆聚集，肛门污秽；双因素造模组、多因素造模

组小鼠同时伴有毛发油亮，尿色深黄，大便臭秽。多

因素造模组小鼠在第 3 天开始出现黏液血便，第 5 
天全部出现脓血便，疾病模型组则在第 5 天开始出

现血便。非预期死亡小鼠共 5 只，其中双因素造模组

3 只，存活率 85.71%；多因素造模组 2 只，存活率

90.47%。

1.2 各组小鼠体重比较（表 2） 在造模期间，

正常组小鼠体重呈逐渐增加的趋势，疾病模型组、双

因素造模组、多因素造模组小鼠体重则呈现先增加

后降低的趋势。在 DSS 溶液饮用第 6 天开始，双因

素造模组和多因素造模组小鼠体重较正常组显著降低

（P<0.05），且多因素造模组小鼠体重显著低于疾病

模型组（P<0.05）。

1.3 各组小鼠饮水量比较（表 3） 双因素造模组

和多因素造模组在 DSS 溶液饮用第 1~4 天，饮水量

显著高于正常组（P<0.05）和疾病模型组（P<0.05 ， 
P<0.01），且多因素造模组饮水量明显高于双因素造

模组（P<0.01）；至第 6 天，疾病模型组和双因素造

模组饮水量显著低于正常组（P<0.05）；第 7 天时，

多因素造模组饮水量显著低于正常组（P<0.01）。

1.4 各组小鼠腹泻评分比较（表 4） 疾病模型

组、双因素造模组和多因素造模组腹泻评分均呈逐

渐升高的趋势。在第 3 天开始，双因素造模组和多

因素造模组腹泻评分显著高于正常组（P<0.01）；至

第 4 天，多因素造模组腹泻评分显著高于疾病模型组

（P<0.01）；至第 5 天，双因素造模组腹泻评分高于

疾病模型组（P<0.05）；至第 7 天，疾病模型组腹泻

评分开始高于正常组（P<0.01）。

2 疾病评价指标

2.1 各组小鼠 DAI 评分比较（表 5） 疾病模型

组、双因素造模组和多因素造模组 DAI 评分均呈逐

渐升高的趋势。至第 5 天，双因素造模组和多因素

造模组 DAI 评分高于正常组与疾病模型组（P<0.01，

P<0.05）；至第 7 天，疾病模型组 DAI 评分始高于正

常组（P<0.01）。

2.2 各组小鼠结肠长度、重量及脾重比较（表

6） 疾病模型组、双因素造模组和多因素造模组结

肠长度均呈逐渐降低的趋势。第 3 天开始，其余三

组结肠长度明显短于正常组（P<0.01）；且双因素造

模组和多因素造模组结肠长度明显短于疾病模型组

表 2 各组小鼠体重比较  （g，x–±s ）
组别 初始体重 第 1 天 第 2 天 第 3 天 第 4 天 第 5 天 第 6 天 第 7 天

正常 20.08±0.55 22.06±1.14 21.79±1.12 22.07±1.10 22.27±1.17 22.45±1.27 22.16±1.25 22.86±2.05

疾病模型 19.94±0.59 22.50±0.87 22.63±0.82 22.90±0.95 22.72±0.93 22.26±0.89 22.02±0.96 21.47±0.93

双因素造模 19.90±0.65 23.38±1.42 23.50±2.66 22.78±1.44 22.36±1.71 21.24±2.54 20.45±1.52 19.16±1.57 

多因素造模 19.97±0.59 22.53±1.06 22.95±2.32 22.50±1.21 22.50±1.30 21.79±1.48 20.29±1.86 △ 19.03±1.85 △

  注：与正常组比较，  P<0.05；与疾病模型组比较，△P<0.05；第 1~3 天各组动物数均为 21 只，第 4~5 天各组动物数均为 14 只，第 6~7 天正

常组、疾病模型组为 7 只，双因素造模组为 4 只，多因素造模组为 5 只（表 3~5 同）

表 3 各组小鼠饮水量比较 （mL，x–±s ）
组别       第 1 天     第 2 天    第 3 天    第 4 天    第 5 天   第 6 天   第 7 天

正常 3.56±0.49 3.62±0.25 3.57±0.37 3.50±0.39 3.67±0.30 4.30±0.36 4.30±0.43

疾病模型 3.28±0.27 3.45±0.56 3.82±0.27 3.45±0.27 3.45±0.50 3.23±0.63 2.87±0.17

双因素造模 5.27±0.32 △△ 5.27±0.45 △△ 5.00±0.00 △△ 4.62±0.32 △ 3.87±0.12 2.91±0.58 2.26±0.32

多因素造模 7.31±1.10 △△▲ 7.35±0.85 △△▲ 7.45±0.92 △△▲ 6.87±0.57 △△▲ 6.32±0.78 △△▲ 4.77±0.86 △△▲ 2.94±0.38

  注：与正常组比较，  P<0.05，   P<0.01；与疾病模型组比较，△P<0.05，△△P<0.01；与双因素造模组比较，▲P<0.01

表 4 各组小鼠腹泻评分比较（x–±s ）
组别       第 1 天       第 2 天       第 3 天       第 4 天      第 5 天       第 6 天       第 7 天

正常 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

疾病模型 0.00±0.00 0.00±0.00 0.13±0.16 0.11±0.33 0.36±0.50 0.86±0.88 1.50±1.35

双因素造模 0.00±0.00 0.20±0.69 1.00±1.02 1.48±1.30 1.95±1.43 △ 2.52±0.94 △△ 3.00±0.00

多因素造模 0.00±0.00 0.07±0.14 1.11±1.24 2.17±1.26 △△ 2.50±1.09 △△ 2.82±0.55 △△ 3.00±0.00

  注：与正常组比较，   P<0.01；与疾病模型组比较，△P<0.05，△△P<0.01
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高于正常组和疾病模型组（P<0.05，P<0.01）；至第

5 天起，多因素造模组脾重高于正常组和疾病模型组

（P<0.01）。

3 各组炎症性指标比较（表 7） 疾病模型组、 
双因素造模组和多因素造模组 IL-6 表达水平均呈逐

渐增高的趋势。至第 5 天，疾病模型组、双因素造模

组和多因素造模组 IL-6 水平高于正常组（P<0.05）， 
且双因素造模组、多因素造模组 IL-6 水平高于疾病

模型组（P<0.01）；至第 7 天，其余三组 IL-6 水平仍

高于正常组（P<0.01）。

疾病模型组、双因素造模组和多因素造模组

IL-10 表达水平均呈逐渐下降的趋势。在第 5 天，双

因素造模组、多因素造模组 IL-10 水平低于正常组和

疾病模型组（均 P<0.05）；至第 7 天，疾病模型组

IL-10 水平低于正常组（P<0.05），且多因素造模组

IL-10 水平明显低于疾病模型组（P<0.05）。

在 第 3 天， 疾 病 模 型 组、 双 因 素 造 模 组 和

多 因 素 造 模 组 血 清 中 SC、CRP 含 量 高 于 正 常 组 
（P<0.01），且疾病模型组 SC、CRP 含量高于多因素

造模组（P<0.05），同时 CRP 含量显著高于双因素

造模组（P<0.05）；在第 5 天开始，疾病模型组 SC
含量高于双因素造模组（P<0.01），且双因素造模组

（P<0.05，P<0.01）。疾病模型组、双因素造模组和

多因素造模组结肠重量均呈逐渐降低的趋势。在第 3
天开始，双因素造模组和多因素造模组结肠重量低于

正常组和疾病模型组（P<0.05，P<0.01）。在第 5 天

开始，疾病模型组结肠重量低于正常组（P<0.01）。

疾病模型组、双因素造模组和多因素造模组脾重均呈

逐渐增高的趋势。在第 3 天起，双因素造模组脾重

表 5 各组小鼠 DAI 评分 [M（IQR）]
组别 第 1 天 第 2 天 第 3 天 第 4 天 第 5 天 第 6 天 第 7 天

正常 0 0 0 0 0 0 0

疾病模型 0.17（0.00） 0.00（0.00） 0.33（0.00） 0.67（0.00） 0.67（1.00） 1.00（1.00） 2.00（2.00）  

双因素造模 0.17（0.00） 0.33（0.00） 0.33（1.00） 1.00（1.00） 2.00（2.00）  △ 2.33（1.00）  △ 2.50（1.00）  

多因素造模 0.00（0.00） 0.33（0.00） 0.33（1.00） 1.33（1.00） 2.67（1.00）  △ 2.67（1.00）  △ 2.67（0.00）  

  注：与正常组比较，  P<0.01；与疾病模型组比较，△P<0.05

表 6 各组小鼠结肠长度、重量及脾重比较 （x–±s ）
组别 时间 n 结肠长度（cm）结肠重量（g） 脾重（g）

正常 第 3 天 7 7.76±0.20 0.14±0.03 0.05±0.01

第 5 天 7 7.56±0.37 0.17±0.01 0.04±0.005

第 7 天 7 7.58±0.42 0.19±0.03 0.06±0.01

疾病模型 第 3 天 7 6.43±0.69 0.14±0.01 0.05±0.008

第 5 天 7 5.83±0.53 0.14±0.02 0.05±0.01

第 7 天 7 5.74±0.76 0.13±0.01 0.06±0.02

双因素造模第 3 天 7 5.65±0.48 △ 0.10±0.02 △△ 0.08±0.02 △

第 5 天 7 4.98±0.51 △△ 0.08±0.01 △△ 0.09±0.01 △

第 7 天 4 4.92±0.40 △△ 0.08±0.01 △△ 0.09±0.01 △

多因素造模第 3 天 7 5.76±0.68 △ 0.11±0.01 △△ 0.06±0.01

第 5 天 7 4.80±0.36 △△ 0.09±0.01 △△ 0.1±0.04 △△

第 7 天 5 4.76±0.35 △△ 0.08±0.00 △△ 0.1±0.03 △△

  注：与正常组比较， P<0.05， P<0.01； 与疾病模型组比较，
△P<0.05，△△P<0.01

表 7 各组小鼠 IL-6、IL-10、TNF-α、SC、CRP 表达水平比较 （x–±s ）
组别 时间 n IL-6（pg/mL） IL-10（pg/mL） TNF-α（pg/mL） SC（ng/mL） CRP（ng/mL）

正常 第 3 天 5     2.18±2.03 94.27±17.21   7.46±0.67 163.41±22.13 90.53±18.68

第 5 天 5     2.47±1.98 97.31±11.32   8.01±4.65 152.41±31.69 89.54±19.74

第 7 天 5     2.55±1.58 96.27±16.63   7.99±5.86 157.16±18.67 81.64±19.22

疾病模型 第 3 天 5     2.68±2.35 91.23±14.84 10.14±5.85 272.23±19.81      173.36±6.58

第 5 天 5   43.42±27.89 91.84±5.76 16.00±10.04 335.72±20.43      220.64±14.79

第 7 天 5 121.76±32.68  82.11±4.28 21.22±7.48 339.22±26.86      225.95±12.28

双因素造模 第 3 天 5   25.26±9.80 85.06±13.06 10.37±6.01 254.31±31.86      148.89±19.22 △△

第 5 天 5 106.29±39.60  △ 82.46±7.55 △ 11.72±10.27   247.39±29.46 △△      143.91±14.46 △△

第 7 天 4 135.29±63.91  80.87±2.66 20.64±17.57 224.40±40.72 △△      145.63±10.72 △△

多因素造模 第 3 天 5   26.43±10.15 86.11±10.29 14.75±3.44 222.39±37.82 △△      147.76±13.55 △△

第 5 天 5 127.33±28.91  △ 85.47±4.58 △ 17.88±8.04 199.40±28.91 △△▲      148.97±7.36 △△

第 7 天 5 145.44±53.22  75.41±4.75 △ 20.84±4.32 161.29±24.33 △△▲▲      151.25±11.67 △△

  注：与正常组比较，  P<0.05，   P<0.01；与疾病模型组比较，△P<0.05，△△P<0.01；与双因素造模组比较，▲P<0.05，▲▲P<0.01
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SC 含量高于多因素造模组（P<0.05）；多因素造模

组 TNF-α 表达水平高于正常组（P<0.05）；至第 7 天，

疾病模型组和双因素造模组 TNF-α 表达水平高于正

常组（P<0.05）。

4 各组小鼠远端结肠组织病理结果（图 1） 正

常组小鼠结肠组织肉眼可见结肠表面光滑，血管纹理

清晰，肠腔内无脓血样分泌物，结肠黏膜上皮完整，

无充血、水肿。HE 染色下黏膜结构完好，腺体和杯

状细胞排列整齐，无变性、脱落坏死。疾病模型组、

双因素造模组和多因素造模组肠内胀气，肠壁薄而质

脆易破裂，局部质地变硬，有瘢痕形成，肠腔狭窄内

有脓血样便，黏膜上散在糜烂、溃疡。HE 染色可见

结肠黏膜上皮破损，腺体排列紊乱甚至消失，杯状细

胞明显减少，固有层中有大量炎性细胞浸润。

  注：箭头指示黏膜糜烂、炎性细胞浸润

图 1 各组小鼠远端结肠组织病理结果

（HE，×200，bar=50 wm）

正常组 疾病模型组 双因素造模组 多因素造模组

D3

D5

D7

5 各组黏膜屏障指标比较

5.1 各组小鼠 Occludin 表达水平比较（图 2， 
表 8） 在 第 5 天 开 始， 双 因 素 造 模 组、 多 因 素

  注：箭头指示为 Occludin 阳性表达

图 2 各组小鼠远端结肠 Occludin 免疫组化结果（×200）

正常组         疾病模型组     双因素造模组   多因素造模组

D3

D5

D7

表 8 各组小鼠 Occludin、ZO-1、β-catenin、E-cadherin 表达水平比较 （x–±s  ）
组别 时间 n Occludin ZO-1 β-catenin E-cadherin

正常 第 3 天 5 0.37±0.00 0.31±0.00 0.19±0.00 0.20±0.00

第 5 天 5 0.37±0.00 0.30±0.00 0.20±0.00 0.20±0.00

第 7 天 5 0.37±0.00 0.29±0.01 0.19±0.00 0.19±0.00

疾病模型 第 3 天 5 0.37±0.00 0.29±0.04 0.18±0.00 0.18±0.00

第 5 天 5 0.35±0. 00 0.28±0. 00 0.18±0. 01 0.17±0. 01

第 7 天 5 0.33±0.00  0.26±0.00  0.17±0.01  0.16±0.01  

双因素造模 第 3 天 5 0.36±0.01 0.28±0.01 0.17±0.00  0.19±0.00

第 5 天 5 0.34±0.00  0.27±0.01  0.16±0.01   △ 0.16±0.02   

第 7 天 4 0.29±0.00   0.25±0.01   0.15±0.00   △△ 0.15±0.00   

多因素造模 第 3 天 5 0.35±0.01 0.28±0.00 0.18±0.01 0.18±0.01

第 5 天 5 0.31±0.00   0.26±0.00   0.16±0.01   △△ 0.16±0.00   

第 7 天 5 0.28±0.00   △ 0.24±0.00   0.16±0.00   0.15±0.00   

  注：与正常组比较，  P<0.05，   P<0.01；与疾病模型组比较，△P<0.05，△△P<0.01

造 模 组 的 Occludin 表 达 量 低 于 正 常 组（P<0.05，

P<0.01）；至第 7 天，疾病模型组 Occludin 表达量低

于正常组（P<0.05），并且多因素造模组 Occludin 低

于疾病模型组（P<0.05）。

5.2 各组小鼠 ZO-1 表达水平比较（图 3，表 8）  
在第 5 天开始，双因素造模组、多因素造模组 ZO-1
表达量低于正常组（P<0.05，P<0.01）；至第 7 天，

疾病模型组 Occludin 表达量低于正常组（P<0.05）。

正常组 疾病模型组 双因素造模组 多因素造模组

D3

D5

D7

  注：箭头指示为 ZO-1 阳性表达

图 3 各组小鼠远端结肠 ZO-1 免疫组化结果（×200）
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在模型评价方法上，针对证候学评价，本研究从

小鼠外观、精神状态、体重、饮水量、腹泻评分等方

面进行观察，发现多因素造模组小鼠反应迟钝，蜷卧

懒动，尿色深黄，大便臭秽，3 天即可出现黏液脓血

便，而体重和饮水量则呈现先升高后下降的趋势，表

明高脂饮食和气候箱前期可以导致湿热发生，造成湿

热证候。

在疾病评价方面，从结肠长度、结肠重量、脾重、

DAI 评分、结肠组织外观及病理学表现进行评估，实

验结果显示，多因素造模组小鼠结肠长度明显缩短，

重量减轻，脾重增加，DAI 评分升高。有研究证明，

相较于健康人群，UC 患者结肠缩短 [9]。脾脏是人体

重要的免疫器官之一，脾肿大是免疫系统异常激活的

一个重要标志。HE 染色可见各模型组结肠黏膜上皮

破损，腺体排列紊乱甚至消失，杯状细胞明显减少，

固有层中有大量炎性细胞浸润，以多因素造模组最为

明显，表明疾病造模成功。

本研究选取 IL-6、IL-10、TNF-α、SC 和 CRP
作为炎症评价指标。IL-6 是由免疫细胞在急、慢性炎

症中分泌的一种中枢细胞因子 [10]，能够促进 Th17 细

胞分化，抑制 Treg 细胞，导致 Th17/Treg 细胞比例

失衡 [11]。IL-10 主要由 Th2 细胞释放，可以抑制炎性

趋化因子的释放 [12]，也可抑制抗原呈递，减轻黏膜

炎症，在肠道免疫中具有关键作用 [13]。相关研究证明，

UC 患者血清中 IL-10 表达明显减少 [14]。TNF-α 是

一种具有重要生物活性的炎症物质，可与肿瘤坏死因

子受体 -1 结合，促进炎性因子产生，诱发机体的炎

症反应 [15-17 ]。SC 是一种与钙、锌相结合的蛋白，在

机体内广泛分布 [18]。炎症和感染时 SC 含量升高，因

此通过测定血液中 SC 的浓度可以判断炎症的存在，

并能在一定程度上反映疾病的严重程度 [19]。CRP 是

临床检测炎症的常用指标，可以准确地反映组织损

伤以及炎症程度 [20]，用来判断 UC 的肠道炎症活动

度。在湿热证 UC 患者中，CRP 的升高明显高于其

他证型的 UC 患者，因此，CRP 可以作为特异性强、

敏感度高并且与湿热证候相关的客观量化指标 [21, 22 ]。 
本研究发现多因素造模组在造模第 5 天后，IL-6、

TNF-α、CRP 表达水平升高，同时 IL-10 表达水平

降低，表明 DSS 自由饮用叠加高脂饮食和气候箱可

以成功复制 UC 湿热证模型。

肠道屏障具有特异选择性，可以阻止外源性抗原

对机体的损害，维持机体内环境稳定。上皮屏障是肠

黏膜屏障最重要的防线 [ 23-25 ]。跨膜蛋白 Occludin 可

以借助外环结构封闭相邻细胞旁间隙，有效维持肠道

正常组 疾病模型组 双因素造模组 多因素造模组

D3

D5

D7

  注：箭头指示为 β-catenin 阳性表达

图 4 各组小鼠远端结肠 β-catenin 免疫组化结果（×200）

正常组 疾病模型组 双因素造模组 多因素造模组

D3

D5

D7

  注：箭头指示为 E-cadherin 阳性表达

图 5 各组小鼠远端结肠 E-cadherin 免疫组化结果（×200）

5.4 各组小鼠 E-cadherin 表达水平比较（图 5， 
表 8）  在第 5 天开始，双因素造模组、多因素造

模组 E-cadherin 表达量低于正常组（P<0.01）；至

第 7 天，疾病模型组 E-cadherin 表达量低于正常组

（P<0.05）。

5.3 各组小鼠 β-catenin 表达水平比较（图 4，

表 8） 在第 3 天，双因素造模组 β-catenin 表达量

低于正常组（P<0.05）；至第 5 天，多因素造模组

β-catenin 表达量低于正常组（P<0.01），且双因素

造模组、多因素造模组 β-catenin 表达均低于疾病

模型组（P<0.05，P<0.01）；至第 7 天，疾病模型组

β-catenin 表达量低于正常组（P<0.05）。

 
讨  论

DSS 模 型 是 由 Okayasu I[5] 在 1990 年 所 提

出，为 UC 造模中最常用的方法 [ 6,7 ]。采用分子量为 
5 kD、浓度为 3% 的 DSS 溶液，饮用 7 天，即可成

功诱导 UC 急性期模型 [8]。湿热证动物模型多依据内

外湿相结合的原则进行造模，而具体的造模要素和评

价标准尚未统一。中医学认为湿邪内外相引，脾胃内

伤可致水湿泛滥，复感外在湿热之邪，便会造成湿

热。本研究前期查阅了大量有关 UC 动物模型建立的

文献，最终选用 c57bl/6j 小鼠，按照 3%DSS 自由饮

用加高脂饮食及气候箱复合法建立湿热型 UC 小鼠模

型，以使中医证型和西医疾病有机结合。
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黏膜屏障的完整性，并且，对紧密连接 （tight junction， 
TJ）的形成具有一定的信号介导作用 [26，27 ]。胞质附着

蛋白 ZO-1 作为一种关键的 TJP，可以与 Occludin 结

合而形成稳定的连接结构 [28,  29]。E-cadherin 在钙离子

参与下可以介导同种亲和性细胞间的黏附，维持肠黏

膜屏障 [30，31]。β-catenin 是一种多效性胞浆蛋白，能

增加同型细胞间黏附功能，是重要的细胞骨架成分 [32]。

在本研究中，疾病模型组、双因素造模组、多因素造

模组 Occludin、ZO-1、β-catenin、E-cadherin 表达

水平逐渐下降，多因素造模组、双因素造模组于第 5
天显示出统计学差异，疾病模型组则在第 7 天显示出

差异。各组指标表达水平变化表明 DSS 溶液自由饮

用可导致细胞间紧密连接降低，叠加高脂饮食和气候

箱后可加重 Occludin、ZO-1、β-catenin、E-cadherin
表达的减少。

综上所述，本研究通过 3% DSS 溶液自由饮用

叠加内外湿因素建立了 UC 湿热证小鼠模型，从证

候学指标、疾病评价指标、炎症性指标和黏膜屏障

指标 4 个方面进行评估，证实 DSS 溶液叠加高脂饮

食和气候箱的病证结合动物模型符合 UC 湿热证的

病因病机和临床特点，并且造模方式简洁易于复制，

为较理想的病证结合模型制备方法。对“病证结合”

相关理论的阐释和中药研究具有积极意义，也有利

于指导临床实践。

利益冲突：无。
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