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小鼠急慢性结肠炎模型的建立及结肠上皮组织分离方法的探讨 *
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摘要 目的：采用葡聚糖硫酸钠(Dextran Sulfate Sodium，DSS)诱导小鼠急慢性结肠炎模型，并探讨小鼠结肠上皮组织分离技术的

可行性。方法：将 40只 8周龄 C57小鼠随机分为急性和慢性结肠炎模型 DSS组和急慢和性结肠炎对照组，每组 10只小鼠。急性

结肠炎模型：给予 C57小鼠 3% DSS自由饮水 7天，蒸馏水 3天；慢性结肠炎模型：给予 C57小鼠 2.5% DSS水 5天，换蒸馏水自

由饮水 7天，再给予 2.5% DSS水 5天后换蒸馏水水 7天，重复 3个循环，共 36天，对照组蒸馏水自由饮水。期间每天观察并记录

小鼠体重、便隐血、大便性状并评分。造模完成后对结肠组织行苏木素 -伊红(HE)染色评价有无组织学炎性损伤。小鼠肠上皮分离

采用运用机械涡旋的方法。结果：与对照组相比，小鼠急性结肠炎模型小鼠体重减轻明显(P<0.001)、便隐血阳性、大便性状发生改

变，结肠长度明显缩短(P<0.01)。小鼠慢性结肠炎模型小鼠体重随着 DSS和蒸馏水的交替出现下降和上升的变化趋势，HE染色提

示急性和慢性小鼠结肠炎模型结肠上皮发生急性和慢性的炎症伤；分离得到的肠上皮组织样本提取总蛋白证实蛋白未发生降解，

Actin和 GAPDH内参条带清晰。结论：小鼠急性和慢性结肠炎模型的建立成功，本实验采用的小鼠结肠上皮分离方法稳定可行。
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Establishment of Mouse Models of Acute and Chronic Colitis and a Method
for Colonic Epithelial Tissue Isolation in Mouse*

To establish acute colitis model and chronic colitis model in mice by using DSS and to explore the efficiency

of colonic epithelial isolation from colon of mice. Forty 8-week old C57 mice were randomly divided into four groups, the acute

and chronic colitis model groups and the acute and chronic colitis control groups. the acute colitis model of mice was given 3% DSS wa-

ter for 7 days and distilled water for 3 days ad libitum; chronic colitis model of mice were subjected to three cycles of DSS treatment, in

which each cycle consisted of 2.5% DSS for 5 days followed by a 7 day recovery period with distilled water. The control group were given

distilled water ad libitum. Body weight loss, stool consistency and the presence of occult/gross blood were assessed daily for each mouse,

Colonic tissues were evaluated by hematoxylin eosin (HE) staining. The use of the isolation of intestinal epithelium was established by

the methed of mechanical vortex. The acute colitis model exhibited progressive body weight loss(P<0.001), colon length shorter,

rectal bleeding and change of stool character, the chronic colitis model showed a curve of the mice body weight decreasing and rising

with giving DSS and then distilled water. And the Histological analysis by H&E staining suggested that the two groups of mice colitis

model mice had acute inflammatory and chronic inflammatory tissue injury; the quality of total protein from isolated colon epithelial tis-

sue was stable. Acute and chronic colitis model were established successfully in mice and the quality of total protein from

the isolated epithelial tissue of mice colon suggested that our method of epithelial isolation is stable and effective．

Dextran Sulfate Sodium; Acute colitis model; Chronic colitis model; Enterocyte isolation

前言

溃疡性结肠炎(Ulcerative colitis, UC)是属于炎症性肠病范

畴的一种慢性非特异性炎症，其发病与遗传、环境、微生物和免

疫等因素相关，但确切发病机制尚不清楚。目前，对 UC的研究

主要依赖于动物模型的建立，不同的针对溃疡性结肠炎的动物

模型已被报道[1,2]，包括基因修饰、化学诱导和免疫诱导等[3-5]，不

同的结肠炎模型有各自的特点，但都存在一定的局限性，并不

能完全模拟人类溃疡性结肠炎的发病过程。

葡聚糖硫酸钠(Dextran Sulfate Sodium, DSS)作为经典的诱
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导动物结肠炎的大分子，使用方法简单，表型稳定可靠，其引起

的肠道改变与溃疡性结肠炎相似，且重复性好[6]，通过调整 DSS

的给药条件可以模拟溃疡性结肠炎的急性进展和慢性缓解的

特点过程[7,8]。目前，针对结肠上皮细胞功能的研究主要依赖结

肠上皮细胞系，结肠上皮细胞分离是在动物水平研究肠上皮功

能的很好的研究手段，但是在结肠上皮分离过程中，容易出现

上皮组织分离不彻底、组织样本降解、失败率高等问题，极大地

限制了结肠上皮细胞分离技术的应用。因此，本研究主要探讨

了 DSS诱导建立急性和慢性小鼠结肠炎模型和小鼠结肠上皮

细胞分离的方法。

1 材料与方法

1.1 实验动物和饲养环境

8周龄 C57小鼠购于第四军医大学实验动物中心【SCXK

(军)2012-0007】(SPF级)，饲养在第四军医大学实验动物中心

【SCXK(军)2012-0023】(SPF级)，环境温度：22± 2摄氏度，相对

湿度：50%-60%，光照：12 h/12 h明暗交替。

1.2 主要实验试剂和器材

葡聚糖硫酸钠 (Dextran Sulfate Sodium, DSS)(Applichem，

货号：A2361)分子量：40000 g/mol，HBSS缓冲液(HyClone)，二

硫苏糖醇(DTT)(碧云天)，蛋白酶抑制剂(Millipore)，蛋白裂解液

RIPA(BioSharp)，0.9%生理盐水，10%多聚甲醛固定液，便隐血

试剂盒 (BASO)，旋涡仪(Thermo scientific)，15 mL 离心管，50

mL离心管，70 滋m滤器(FALCON)，磁力搅拌器，电子称，眼科

剪刀，眼科镊，棉签，一次性纸杯。

1.3 实验方法

将 40只 8周龄大小公鼠随机分为四组：急性结肠炎对照

组、急性结肠炎实验(DSS)组、慢性结肠炎对照组、慢性结肠炎

实验(DSS)给药组，每组 10只(5只 /笼)。通过将 DSS溶于蒸馏

水中供小鼠自由饮用的方式给药。按照实验分组，急性结肠炎

实验组小鼠给予 3%浓度的 DSS水饮用 7天后更换蒸馏水饮

用 3天，整个过程共计 10天。慢性结肠炎组配制 DSS浓度

2.5%给药 5天，更换为蒸馏水饮用 7天作为缓解期，第 13天再

次给予 2.5%DSS水 5天和蒸馏水 7天，给药和缓解期共重复 3

个次，共计 36天，构建慢性结肠炎模型。对照组给予蒸馏水，实

验组给药期间为防止 DSS水药效降低，需每 2 天配制新的

DSS水，对照组蒸馏水同样每 2天更换 1次。

1.4 损伤和炎症程度的评估

1.4.1 小鼠表型的观察 在急性和慢性小鼠结肠炎模型中，给

药当天记为第 0天，每天对小鼠进行称重，并且用便隐血试剂

盒测定小鼠便隐血情况、观察粪便性状、毛色和活动状态并记

录。将小鼠每天体重除以第 0天体重，得到小鼠每天的体重比，

绘制体重比变化曲线。除体重外每日测量和观察小鼠便隐血和

大便性状情况进行评分表 1，得出小鼠的炎症活动指数。

表 1 炎症活动指数评分表

Table 1 Inflammatory activity indexs

Stool consistency Score Stool consistency Score Body weight loss(%) Score

Occult blood(-) 0 Normal 0 0 0

Occult blood(+～+++) 1
soft with

well-formed pellets;
1 1-5 2

Occult blood(++++) no gross blood 2 soft without pellets 2 6-10 3

gross blood 3 diarrhea 3 10-15 4

Anus bleeding 4 >16

1.4.2 组织学损伤评估(HE) 脱颈处死小鼠后，沿肛门靠上纵

行解剖，轻柔分离整个结肠，上至回盲部近端，下至肛门(整段

结肠留取部分肛门外周组织作为远端起始标记)，分别量取对

照组和实验组结肠长度，取靠近肛门 0.5 cm处结肠约 0.8公

分，用预冷的生理盐水轻轻漂洗后，滤纸吸干水分，置于 10%多

聚甲醛溶液中过夜固定，石蜡包埋，切片并进行 HE染色。在显

微镜下观察结肠上皮及间质的组织学改变并拍照。

1.5 小鼠肠上皮分离方法

1.5.1 结肠组织准备 脱颈处死小鼠后解剖，取出整段结肠，

截取靠近回盲部 5 cm左右结肠，用眼科剪沿纵轴剖开，用预冷

的生理盐水充分漂洗，去除残留粪便，将结肠剪成等长的 3段。

1.5.2 分离液配制 将 HBSS缓冲液预冷处理后，加入 DTT

和 EDTA2Na配制成工作浓度分别为 1 mM和 15 mM的分离

液，并按照 1:500加入蛋白酶抑制剂，放置于冰上备用。

1.5.3 肠上皮细胞分离步骤 将准备好的结肠组织放于 10 mL

EP管中，加入 5 mL分离液，放置于涡旋仪上以最大功率充分

震荡涡旋 5 min，回收涡旋后含有肠绒毛和肠陷窝组织的分离

液至 15 mL离心管，并加入 5 mL新的分离液，再次涡旋 3 min

和 7 min，每次收集分离液并加入新的分离液，将 3次收集的上

清液约 15 mL使用 70 滋m滤器过滤，将装有滤液的离心管置于
4度离心机 1000× g离心 10 min，所得沉淀即为分离得到的上

皮组织包括微小绒毛和陷窝组织。将分离的产物置于 -80℃或

加入 RNAlater置于 -20 ℃下一步可进行上皮组织蛋白或 RNA

提取。分离上皮组织所用试剂器材均预冷处理，所有操作尽量

在冰上进行。

1.6 统计学处理

应用 SPSS19.0进行数据分析，数据用 x± s表示，组间两

两比较差异采用 t检验，以 P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 DSS处理小鼠后结肠炎表型观察

急性结肠炎模型组：通过小鼠饮用 DSS水后，第 1-2日体

重略有上升，BASO便隐血试纸检测结果阴性，第 3日后 DSS

给药组小鼠便隐血开始出现弱到中度阳性，大便稍便软但尚成
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形，第 4日 DSS水组小鼠开始出现半成型便和稀便。第 5日实

验组小鼠体重开始出现下降趋势，粪便带血，便隐血试剂盒检

测强阳性。实验开始第 7、8日实验组小鼠体重开始明显的下

降。将小鼠体重变化、便隐血、大便性状按炎症指数标准统计后

与对照组比较有统计学意义(图 1A和 1B)。DSS组小鼠结肠长

度较对照组明显缩短，差异有统计学意义(图 1C和 1D)。

慢性结肠炎模型组：在给予小鼠 DSS水后，小鼠体重在给

予 DSS后第 5日出现下降，下降幅度较急性组小，随着 DSS水

更换为正常蒸馏水后，小鼠体重开始恢复，整个实验过程小鼠

体重随着给药和蒸馏水交替出现曲线的波动，在每个实验循环

的末期，小鼠体重基本能恢复到实验前水平，实验发现在整个

实验过程中重复给予 DSS后小鼠体重下降幅度也越来越小，

对 DSS诱导存在一定的耐受(图 1E)。

图 1 DSS诱导小鼠急慢性结肠炎表型观察

Fig.1 The Phenotype of mice acute and chronic colitis induced by DSS. A: Body weights of mice in acute colitis model; B: Inflammatory index score of

mice acute colitis; C: Photographs of representative colons and ceca from mice acute colitis model; D: Colon length, measured at day 10 after DSS

treatment; E: Body weights of mice in chronic colitis model. n=10, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

2.2 DSS处理小鼠后组织病理学改变

急性肠炎模型组小鼠炎症反应明显，结肠黏膜有不同程度

的脱落坏死，腺体结构破坏严重，部分区域黏膜结构消失，炎性

细胞浸润明显，以中性粒细胞和淋巴细胞为主(图 2A)。

慢性结肠炎模型组，炎症反应相对较轻，结肠黏膜上皮有

轻度坏死脱落，除少部分上皮组织破坏明显外，腺体大体结构

完整，炎症细胞以淋巴细胞为主(图 2B)。

2.3 肠上皮分离效率验证

本次实验共使用 10周大小的 C57小鼠 6只。肉眼观察旋

涡后剩余小鼠结肠组织与未分离结肠组织相比，结肠肠粘膜绒

毛面基本消失，其他结肠组织结构未发生明显改变，提示已将

小鼠结肠上皮结构充分涡旋解离至分离液，接下来对分离得到

的上皮组织产物进行总蛋白提取，并通过Western blot检测内

参 Actin和 GAPDH，蛋白转膜后丽春红染色(NC膜)条带清晰，
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Actin和 GAPDH条带显影清楚无模糊和拖尾现象(图 3)，说明

蛋白质在分离过程中未发生降解，该分离小鼠肠上皮的方法可

行有效。

图 2 DSS诱导小鼠急慢性结肠炎结肠 HE染色

Fig.2 The HE staining of mouse acute and chronic colitis model induced by DSS.A: HE staining of colon from mice acute colitis model; B: HE staining of

colon from mice chronic colitis model. n=10

图 3 结肠上皮分离上皮组织蛋白检测

Fig.3 Total protein of isolated colon epithelial tissue was detected by Western blot. A: Total protein isolated from intestinal epithelial tissues was stained

by Ponceau; B: Protein expression of Actin and GAPDH in isolated intestinal epithelial tissue samples.

3 讨论

溃疡性结肠炎(UC)是一种病变部位主要位于结肠及直肠

的慢性肠道非特异性炎症，具有慢性迁延、反复发作及难治愈

的特点。越来越多的研究表明炎症性肠与结直肠癌的发生有很

大关系[9,10]。目前，UC的发病机制尚没有清楚的定论，越来越多

的研究证实其是在遗传、环境、微生物和免疫等多个因素下引

起的不受控的黏膜免疫反应[11-14]。以往研究认为包括溃疡性结
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肠炎在内的炎症性肠病聚集在西方人群，随着人们生活方式和

饮食习惯的改变，我国 UC的发病率也呈逐年上升和年轻化

趋势[15-19]。

葡聚糖硫酸钠(DSS)作为大分子在动物实验性结肠炎诱导

中使用非常广泛，诱导方法简单，实验成本低，并且成功率和重

复性都很高，DSS诱导的动物结肠组织损害与人 UC病变相似

度高，并且可以重复非要模拟人溃疡性结肠炎的急性和缓解过

程，因此被作为是诱导小鼠结肠炎模型的理想方法。但目前

DSS诱导引起结肠炎的机制还不是完全清楚，主要原因在于

DSS能够增加小鼠结肠上皮的通透性，大量菌群产物随着通透

性的增加进去上皮细胞，进而引发结肠组织强烈的炎症反应，

同时 DSS有抗凝作用，阻碍已损伤的结肠上皮组织愈合[20]，这

也能够解释小鼠在饮用含有 DSS的水后，会有不同程度的便

血且病情越重，便血也愈严重。有文献报道直接给予小鼠 DSS

水 7天，在第 7天结束实验[8]，在本 DSS诱导的小鼠急性和慢

性肠炎模型中，我们给予急性组小鼠 3%的 DSS水 7天后接下

来蒸馏水 3天，发现小鼠在饮用 DSS后的第 1-2日体重略有上

升，这与这可能饮用 DSS后炎症启动时肠上皮发生轻度水肿

有关。随着 DSS水继续饮用，小鼠开始出现不同程度的便血，

体重下降，在实验第 7天，DSS水转换为蒸馏水后小鼠体重下

降和症状加重仍在继续，这说明 DSS启动的炎症反应并不随

着 DSS的停药而立刻停止，这可能与损伤终止后需一定的时

间来进行组织修复有关。研究表明 DSS诱导小鼠结肠炎主要

是浓度依赖[21,22]，我们在研究中也发现 DSS浓度低于 2.5%诱导

的结肠炎症反应不明显，表型也不稳定，而 DSS浓度高于 2.5%

则会增加小鼠死亡率，我们发现 DSS停药后炎症仍能继续进

展一段时间候开始逐渐减轻，体重也逐渐恢复，在停药后第 5-6

天就能基本恢复到给药前水平，因此我们在小鼠慢性结肠炎模

型中选择 7天的时间段作为缓解期来模拟 UC发作和缓解的

持续慢性炎症过程，在该慢性模型中我们可以看到体重随着

DSS的给药和蒸馏水呈曲线变化，相比第 1个循环随后的给药

循环中小鼠体重下降幅度明显降低，之后实验组小鼠的重复给

药表现为对 DSS刺激的耐受，处死小鼠后除结肠肠管有轻微

的僵硬外，并未看到明显的结肠缩短。观察小鼠急慢性结肠炎

组小鼠的结肠的 HE染色发现，急性小鼠结肠模型对小鼠结肠

上皮的损伤主要以上皮结构的破坏为主，有大片的上皮组织脱

落，并且有大量的中性粒细胞和淋巴细胞浸润。慢性小鼠结肠

炎模型的 HE染色结果表现为上皮组织结构大体正常，上皮组

织结构有轻度的破坏，炎症细胞增多，以淋巴细胞为主。结合

UC在临床特点，该慢性模型更为符合人类 UC发病复发迁延

的特点。

溃疡性结肠炎是主要发生在结直肠黏膜的非特异性炎症

反应[23,24]，结肠上皮作为与肠腔环境中各种生物学信息交换的

第一个节点，也是第一个受累的组织，在溃疡性结肠炎疾病发

展中发挥着重要作用，因此直接分离结肠上皮组织来研究溃疡

性结肠炎发病机制比在整个肠管组织上能更好的发掘其潜在

机制。目前，肠上皮分离主要集中在原代细胞的分离[25]，对于直

接分离肠上皮用于研究的报道较少。本实验从分离效果来看，

用目前比较被认可的丽春红染色对总蛋白进行预染，看到蛋白

上下条带分界明显，提示蛋白没有降解，对内参蛋白 GAPDH

和 Actin显色结果清晰，未出现条带拖尾模糊，并且多个样本

重复，样本间总蛋白浓度没有太大差异，提示本研究报道的分

离小鼠结肠上皮的方法稳定可行。

总之，本研究从小鼠结肠炎模型构建和结肠上皮分离方法

上进行了探讨，急性和慢性结肠炎模型无论是表型还是组织病

理学改变都符合预期，同时解决了肠上皮细胞分离存在的样本

容易降解，分离效率不高的问题，为动物水平的实验研究提供

了参考。
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