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［［摘 要］］   目的目的：：探讨慢性避水应激 （WAS） 法建立肠易激综合征 （IBS） 大鼠模型的方法，并评

价其可行性。方法方法：：30 只雄性清洁型 Wistar 大鼠，随机分为对照组 （n=10） 和模型组 （n=20），模

型组大鼠每日采用 WAS 法诱导 1 h，连续干预造模 10 d；对照组大鼠不进行任何干预。造模结束后，

观察并记录 2 组大鼠一般情况和体质量，采用高架十字迷宫 （EPM） 实验检测 2 组大鼠进入开放臂次

数 （OE） 百分率和进入开放臂时间 （OT） 百分率，腹壁撤回反射 （AWR） 实验检测 2 组大鼠内脏敏

感性，心电图检查 2 组大鼠心率变异性 （HRV），腹外斜肌肌电图 （EMG） 检测 2 组大鼠结直肠痛敏

阈值，多通道生理信号记录仪检测 2 组大鼠结肠慢波频率。结果结果：：2 组大鼠在整个造模期间均无死亡

情况，造模结束后，模型组大鼠均伴有精神状态欠佳、自主活动减少、少动、皮毛散乱且无光泽、易

激惹和肛门口不净等情况；对照组大鼠精神状态、自主活动、皮毛和肛周无明显变化。与对照组比

较，模型组大鼠体质量明显降低 （P<0. 05）。EPM 实验，与对照组比较，模型组大鼠 OE 百分率和

OT 百分率均明显降低 （P<0. 01）。AWR 实验，模型组中 AWR 半定量评分≥3 分大鼠共 12 只，内脏

痛大鼠模型造模成功率为 60%。与对照组比较，模型组大鼠低频信号 （LF） 和 LF/高频信号 （HF） 比

值均明显升高 （P<0. 01），HF 明显降低 （P<0. 05）。EMG 法，与对照组比较，模型组大鼠结肠痛

敏阈值明显降低 （P<0. 01），结肠慢波频率明显升高 （P<0. 01）。结论结论：：采用 WAS 法建立 IBS 大鼠

模型，大鼠行为及精神情绪改变、内脏敏感性升高、结肠慢波频率加快和自主神经系统平衡性紊乱，

WAS 法可作为一种有效的造模方式，用于观察和评价 IBS 治疗的相关药物及干预方法。
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ABSTRACT  Objective：To discuss the method for establishing the rat models of irritable bowel syndrome 
（IBS） by chronic water avoidance stress （WAS） method， and to evaluate its feasibility.  Methods： Thirty 
male Wistar rats were randomly divided into  control group （n=10） and  model group （n=20）.  The rats 
in model group were induced by WAS method for 1 h everyday， lasting  for 10 consecutive days； the rats in 
control group underwent no interventions.  After modeling， the general conditions and body weights of the 
rats in two groups were observed and recorded.  The elevated plus maze （EPM） test was used to detect the 
percentages of the number of open arm entries （OE） and the time spent in open arms （OT） of the rats in 
two groups；the abdominal withdrawal reflex （AWR） test was used to assess the visceral sensitivity of the 
rats in two groups； electrocardiography was used to detect the heart rate variability （HRV） of the rats in 
two groups； electromyography （EMG） of the external oblique muscle was used to detect the colorectal 
pain sensitivity thresholds of the rats in two groups； multi-channel physiological signal recorder was used 
to monitor the slow wave frequency of the colon of the rats in two groups.  Results：There were no death 
rats in both groups during the modeling period.  After modeling， the rats in model group exhibited poor 
mental status， reduced spontaneous activity， hypoactivity， disordered and dull fur， irritability， and unclean 
anal areas； whereas， the rats in control group showed no significant changes in the mental state， 
spontaneous activity， fur， and perianal area.  Compared with control group， the body weight of the rats  in  
model group was significantly decreased （P<0. 05）.  The EPM test results showed that compared with  
control group， the OE percentage and OT percentage of the rats  in  model group were significantly 
decreased （P<0. 01）.  The AWR test results showed that 12 rats in model group scored ≥3 points， 
indicating that  the successful rate in creating the visceral pain models was 60%.  Compared with control 
group， the low frequency （LF） signals and the ratio of LF/high frequency （HF） of the rats in model group 
were significantly increased （P<0. 01）， and the HF was significantly decreased （P<0. 05）.  The EMG 
results showed that compared with control group， the coloretal pain sensitivity threshold of the colon of the 
rats in  model group was significantly decreased （P<0. 01）， and the slow wave frequency of the colon was 
significantly increased （P<0. 01）.  Conclusion：The WAS method for establishing  the rat model of IBS 
effectively demonstrates the changes in behavior and mental state， increased the  visceral sensitivity， 
accelerated colonic slow wave frequency， and autonomic nervous system imbalance； the WAS method can 
serve as an effective modeling approach for observing and evaluating the related drugs and interventions on  
treatment of  IBS.
KEYWORDS Irritable bowel syndrome； Ethology； Visceral hypersensitivity； Colonic function；
Autonomic nervous system balance

肠 易 激 综 合 征 （irritable bowel syndrome，
IBS） 是临床常见慢性胃肠道功能紊乱疾病，发病

原因可能与肠动力异常、内脏感知异常和精神心理

刺激等有关。临床主要表现为腹痛、大便性状和排

便习惯改变等肠道症状，并伴有心悸、头痛、抑郁

和焦虑等肠外表现及精神症状［1-2］。 IBS 的发病机

制尚未完全阐明，但越来越多的证据［3-5］ 表明 IBS
是一种生物 -心理 -社会障碍，与抑郁或焦虑共病。

IBS 病因和病理过程较为复杂，且临床治疗无特效

药物，近年来开展了大量基础性研究，而基础研究

的实验结果在较大程度上取决于动物病理模型的复

制。IBS 是生物学、心理学和社会学等多因素及多

学科之间复杂的相互作用所致，目前 IBS 动物模型

的建立多采用 2 种或多种因素联合制备，多因素的

造模方法能够更多地模拟 IBS 的临床表现及其他发

病因素［6-7］，但 IBS 动物模型建立过程中模拟刺激
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致病因素的数量有待进一步实验验证。应激反应分

为急性和慢性应激，急性应激由于仅对结肠动力和

感觉等部分症状进行描述，无法模拟 IBS 临床患者

症状表现的慢性过程，因此应用较少［8-9］。慢性避

水应激 （water avoidance stress，WAS） 造模方法

为自然致病因素诱导，重复性较好且简单易行。本

研究模拟 IBS 患者临床症状建立大鼠 IBS 模型，阐

明 IBS 的发病机制，为 IBS 干预治疗的药物和方法

研究提供实验依据。

1 材料与方法  

1. 1　　 实 验 动 物实 验 动 物 、、主 要 试 剂 和 仪 器主 要 试 剂 和 仪 器　　 雄性清洁级

Wistar 大鼠 30 只，体质量 （200±20） g，购自济

南朋悦实验动物繁育有限公司，动物生产许可证

号：SCXK （鲁） 2019-0003。于清洁级实验室中饲

养，保持室内安静，室内温度为 （22±2） ℃，室内

相对湿度为  35%~40%，12 h/12 h 昼夜节律循环，

黑夜时间水和食物均可自由摄取。实验开始前，大

鼠于标准实验环境中适应性饲养 7 d，不予任何刺

激。本实验获得实验动物福利伦理审查委员会批准

（批准号：SDUTCM20200620001）。戊巴比妥钠购

自合肥巴斯夫生物科技有限公司，液体石蜡购自生

工生物工程（上海）股份有限公司，甘油购自上海北

诺生物科技有限公司，75% 乙醇购自山东利尔康医

疗科技股份有限公司，生理盐水购自山东鲁抗辰欣药

业有限公司。高架十字迷宫 （elevated plus maze，
EPM） 购自上海欣软信息科技有限公司，华佗牌针

灸针购自苏州医疗用品厂有限公司，1. 5 mL针头购

自北京天厚医疗器械有限公司，Powerlab 实验数据

采集分析系统购自澳大利亚 AD Instruments 公司。

1. 2　　实验动物分组和造模实验动物分组和造模　　实验按照随机化分组

原 则 ， 将 大 鼠 分 为 对 照 组 （n=10） 和 模 型 组

（n=20）。模型组大鼠采用 WAS 法［10］，实验设备

由透明收纳箱（50 cm×35 cm×30 cm）和自制铁盒平

台（18 cm×10 cm×7 cm） 组成，铁盒放置于收纳

箱中间底部，向透明收纳箱注入室温水 （22 ℃± 
2 ℃），注入水的高度距离铁盒平台 1 cm，将大鼠

放置于铁盒平台上避水应激 1 h，连续干预造模 10 d，
干预造模时间为每日上午 8：00~9：00；对照组大

鼠置于无水观察箱内，不做任何干预。见图 1。
1. 3　　检测检测 2 组大鼠一般情况和体质量组大鼠一般情况和体质量　　WAS 法造

模过程中，每日观察大鼠的精神和自主活动、皮毛

色情况及大鼠应对外界刺激的反应等一般情况。每

日上午 7：00 检测所有大鼠体质量并记录。

1. 4　　 EPM 实 验 检 测实 验 检 测 2 组 大 鼠 进 入 开 放 臂 次 数组 大 鼠 进 入 开 放 臂 次 数

（（open arm entry，，OE））百 分 率 和 进 入 开 放 臂 时 间百 分 率 和 进 入 开 放 臂 时 间

（（open arm time，，OT））百分率百分率　　造模前和造模结束

后，对每只大鼠进行 EPM 实验。实验开始前，需

抚摸大鼠 2~3 min，减少抓握带来的应激。实验开

始时，需手持大鼠，使其背对实验人员，将其放置

在开臂和闭臂的结合处中心区域，使大鼠面对开放

臂，且同一实验所有大鼠需要面对同一开放臂。放

置好大鼠后，实验人员迅速远离，大鼠进入 EPM
的同时，另一名实验人员观察视频，记录 5 min 内

大鼠在 EPM 内的活动情况。检测指标： ① OE；

② OT；③进入闭臂次数 （close arm entry，CE）；

④ 进入闭臂时间 （close  arm time，  CT）。  计算

OE 百分率和 OT 百分率。OE=OE/（OE+CE）×
100%；OT=OT/ （OT+CT） ×100%。

1. 5　　腹壁撤回反射腹壁撤回反射（（abdominal withdrawal reflex，，

AWR））实验检测实验检测 2 组大鼠内脏敏感性组大鼠内脏敏感性　　大鼠行为学

实验结束后第 2 天，对模型组大鼠进行 AWR 半定

量评分［11］。实验开始前，为了减少大鼠粪便形成，

大鼠禁食不禁水 12 h，用自制的球囊在石蜡润滑后

经导管缓慢置入直肠，深度为 6~7 cm。大鼠置于

透明并内部空间相对狭窄的观察箱，导管另一端使

用三通管分别连接血压计和注射器，待大鼠在透明

箱内适应并平静后，通过注射器缓慢向气囊注入空

气 ， 给 予 大 鼠 直 肠 恒 压 40 mmHg （1 mmHg=
0. 133 kPa） 刺激，观察大鼠行为反应情况，间隔

5 min 后给予下一次刺激；每次刺激强度重复 3 次，

取平均值计算 AWR 评分。AWR 评分≥3 分判定大

鼠内脏痛模型制备成功。

按照参考文献［11］中 AWR评分标准：对结肠

扩张刺激无行为反应，评为 0 分；给予刺激后大鼠

A B

A： Control group； B： Model group.
图图 1　　WAS 法诱导法诱导 IBS 大鼠模型大鼠模型

Fig. 1　　IBS rat model induced by WAS method
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有动作停顿并见短暂的头部运动行为，评为 1 分；

刺激期间大鼠有腹部肌肉的收缩，评为 2 分；刺激

期间大鼠有腹部抬起行为，评为 3 分；刺激期间大

鼠身体拱起，并抬起盆腔和阴囊者，评为 4 分。

1. 6　　心电图检查心电图检查 2 组大鼠心率变异性组大鼠心率变异性（（heart rate 

variability，，HRV））　　AWR 评分后次日对 2 组大鼠进

行心电图检查。大鼠腹腔注射 1% 戊巴比妥钠进行

轻度麻醉，待大鼠麻醉后将其取仰卧位，将大鼠固

定在手术台上，采用 1 寸针灸针分别插入双下肢和

右上肢皮下，再将心电图电极连接对应针灸针，待

心电图波形稳定后，采用 Powerlab 系统记录大鼠

标准Ⅱ导联的心电图，并分析 2 组大鼠 HRV 中低

频信号 （low frequency， LF） 和高频信号 （high 
frequency，HF） 特征。

1. 7　　腹外斜肌肌电图腹外斜肌肌电图（（electromyography，，EMG））检检

测测 2 组大鼠结直肠痛敏阈值组大鼠结直肠痛敏阈值　　心电图检查完成后，

沿大鼠腹正中线与髂前上棘连线处进行常规消毒，

剪刀行纵向切口剪开皮肤并剥离开皮下脂肪，完全

暴露腹直肌。将 2 根电极丝植入到距腹正中线

1. 5 cm处。再将气囊经大鼠肛门插入 6~7 cm处，固

定大鼠尾部和导管。向气囊缓慢注气后，通过置于

腹直肌的 2 根电极引出肌电信号，通过放大器和

AD 信号转换器连接电脑 Powerlab 数据采集分析系

统，观察并记录 2 组大鼠结直肠痛敏阈值。腹直肌

结直肠扩张刺激时腹直肌放电明显增加，大鼠腹部

肌肉收缩，标记此时结直肠扩张压力值即为结直肠

痛敏阈值 （mmHg）。

1. 8　多通道生理信号记录仪检验　多通道生理信号记录仪检验 2 组大鼠结肠慢组大鼠结肠慢

波频率波频率　　EMG 法检测结束后，大鼠深度麻醉，剪

开腹部肌肉，暴露盲肠部，在距大鼠盲肠 1~2 cm处，

即近端结肠植入一对平行电极，使结肠段的 2 根

电极相距  3~5 mm，  2 根电极丝连接多通道生理

信号记录仪，结肠慢波波形稳定  30 min 后，连续

记录  2 h。  采用  Powerlab 数据采集分析系统，  每
3 min 为一个时间段，分析  2 组大鼠结肠慢波频率

（次·min－1）。

1. 9　　统计学分析统计学分析　　采用 GraphPad Prism 9. 0 软件

进行统计学分析并绘制图像。2 组大鼠 OT 百分率、

结肠慢波频率和 HRV 中 LF 均符合正态分布且方差

齐，以
-
x±s表示，2 组间样本均数比较采用两独立

样本 t检验；2 组大鼠 OE 百分率、结肠痛敏阈值、

HRV 中 HF 和 LF/HF 比值符合正态分布但方差不

齐，以中位数 （四分位数）［M（P25，P75）］ 表

示，2 组间比较采用非参数检验。以 P<0. 05 为差

异有统计学意义。

2 结  果  

2. 1　　2 组大鼠一般情况和体质量组大鼠一般情况和体质量　　2 组大鼠在整个

造模期间均无死亡情况，造模前 2 组大鼠精神状态

良好，自主活动较好，毛色光亮，口眼爪甲和肛周

较为清洁。造模结束后，模型组大鼠均伴有精神状

态欠佳、自主活动减少、少动、皮毛散乱且无光

泽、易激惹和肛门口不净等情况；对照组大鼠精神

状态、自主活动、皮毛和肛周无明显变化。

造模结束后，与对照组 （253. 3 g±6. 47 g） 比

较，模型组大鼠体质量 （243. 8 g±6. 91 g） 明显降

低 （P<0. 05）。

2. 2　　2 组大鼠组大鼠 OE 百分率和百分率和 OT 百分率百分率　　与对照组

（46. 18%±3. 49% 和 43. 28%±5. 56%） 比较，模

型组大鼠 OE百分率（19. 41%±10. 90%）和 OT百

分率 （18. 03%±3. 58%） 均明显降低 （P<0. 01）。

见图 2。

2. 3　　2 组大鼠内脏敏感性和组大鼠内脏敏感性和 HRV　　模型组中 AWR
半定量评分≥3 分大鼠共 12 只，内脏痛大鼠模型造

模成功率为 60%。与对照组比较，模型组大鼠

HRV 中 LF 和 LF/HF 比值均明显升高 （P<0. 01），

HF 明显降低 （P<0. 05）。见表 1。

Horizontal

Vertical

Horizontal

Vertical

A B

A： Control  group；  B： Model  group. Vertical： Open  arm； 
Horizontal： Close arm.

图图 2　　2 组大鼠组大鼠 EPM 轨迹图轨迹图

Fig. 2　　Trajectory map of EPM of rats in two groups

表表 1　　2 组大鼠组大鼠 HRV

TabTab..   11　　HRV of rats in two groups HRV of rats in two groups (n=6，-x±s）

Group
Control
Model

LF（η/%）

1.81±0.47
2.89±0.50**

HF（η/%）

69.79±15.05
46.65±2.65*

LF/HF
0.02±0.01
0.06±0.01**

*P<0.05， **P<0.01 compared with control group.
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2. 4　　 2 组 大 鼠 结 直 肠 痛 敏 阈 值组 大 鼠 结 直 肠 痛 敏 阈 值　　 与 对 照 组

（114. 70 mmHg±15. 68 mmHg） 比较，模型组大

鼠结肠痛敏阈值 （63. 00 mmHg±5. 60 mmHg） 明

显降低 （P<0. 01）。见图 3。

2. 5　　2 组大鼠结肠慢波频率组大鼠结肠慢波频率　　与对照组 ［（8. 34±
1. 86） min－1］ 比较，模型组大鼠结肠节律发生紊

乱，结肠慢波频率 ［（12. 02±1. 06） min－1］ 明显

升高 （P<0. 01）。

3 讨  论  

IBS 动物模型是分别以中枢 （社会和心理因

素） 和外周 （感染和肠道炎症） 为靶点制备的动物

模型，包括结直肠扩张刺激模型、慢性束缚应激模

型、母婴分离刺激模型、理化刺激模型、食物过敏

模型、多因素精神刺激模型和转基因模型等［12-13］。

在多种造模方法中，单因素或多因素联合制备均存

在优势和不足，与 IBS 患者真实的临床过程和结肠

的病理特征存在一定差异［14］。有研究［15-16］ 采用

WAS 法制备 IBS 动物模型，仅从神经生物学角度

分析 IBS 动物模型结肠运动和感觉异常的原因。何

苏月等［17］ 研究发现： WAS 诱导  IBS 大鼠模型，

大鼠结肠组织中机械门控 Piezo1 离子通道被激活，

导致 IBS 模型大鼠结肠运动和感觉异常。余光等［18］

研究发现：WAS 法诱导大鼠  10 d 后，IBS 模型大

鼠血清 P 物质 （substance P，SP） 水平和结肠肌层

结 肠 神 经 激 肽/速 激 肽 1 受 体 （neurokinin 1 
receptor，NK1R） 表达均存在异常，引起结肠动力

的改变。

IBS 患者临床症状包括内脏敏感性和肠道功能

异常，同时也伴有精神心理的异常，三者之间存在

复杂的病理生理学关系［19-20］。 IBS 的形成过程中，

长期心理应激状态与 IBS 的发生发展密切相关。

EPM 可用于评估动物内在心理、外在情绪和行为，

多数研究［21-22］ 采用 OT 百分率和 OE 百分率作为焦

虑动物模型是否制备成功的评价指标。本研究结果

显示：WAS 实验后， IBS 模型大鼠 OT 百分率和

OE 百分率明显降低，活跃程度降低，情绪心理行

为发生改变，与 IBS 临床中患者伴有情绪异常的症

状相似。

本研究采用结直肠扩张刺激时的 AWR 半定量

评分及结肠痛敏阈值作为对建立的 IBS 大鼠模型内

脏敏感性评价的核心指标。结直肠扩张刺激有助于

评估内脏敏感性，在基础实验中被广泛应用［23-24］。

但由于 AWR 半定量评分具有主观性，因此采用

EMG 法检测大鼠结肠痛敏阈值，可以更加客观地

评估大鼠内脏敏感性［25］。本研究结果显示：模型

组大鼠结肠痛敏阈值明显降低，表明 WAS 法可以

诱导 IBS 大鼠模型内脏敏感性升高，即痛觉过敏，

符合 IBS 患者临床伴有腹部疼痛或腹部不适等

症状。

研究［26］ 显示：胃肠道动力紊乱与慢波电脉冲

异常有关。慢波是相对比较规律的一种周期性电活

动，可作为一项电生理客观指标反映结肠功能异

常［27］。本研究结果显示：模型组大鼠结肠收缩频

率发生异常，平均周期慢波频率明显升高，表明造

模后的大鼠结肠慢波存在节律紊乱或者肠道收缩不

        A B
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A: Control group； B： Model group.
图图 3　　2 组大鼠结直肠扩张刺激期腹直肌放电图组大鼠结直肠扩张刺激期腹直肌放电图

Fig. 3　　Discharge diagram of rectus abdominis of rats in two groups during colorectal dilation stimulation phase
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协调，符合临床上 IBS 患者肠道功能异常的症状。

HRV 是临床上评价自主神经功能的重要指标，

其中 LF 主要反映交感神经的兴奋性，HF 反映迷

走神经的活性，LF/HF 比值反映自主神经之间的

平衡性［28-29］。本研究结果显示：与对照组比较，模

型组大鼠 HRV 中 LF 和 LF/HF 比值均明显升高，

HF 明显降低，表明 WAS 法可使大鼠的自主神经

系统平衡性受到破坏，符合临床 IBS 患者伴有自主

神经紊乱症状。

本研究探讨 WAS 诱导 IBS 模型的评价方法，

从 IBS 模型大鼠行为学、内脏痛敏、结肠运动功能

和心率频域的角度进行评估。提示 WAS 诱导大鼠

伴有心理情绪异常、内脏敏感增加、结肠慢波频率

升高和自主神经功能紊乱等情况，与现代医学临床

中 IBS 患者的发病因素及部分症状的表现相似。目

前 现 代 医 学 基 础 研 究 关 于 动 物 造 模 的 方 法 中 ，

WAS 法造模的致病因素更接近于临床上 IBS 患者

的自然致病因素，造模成功率较高，并且具有造模

方法操作简单、节约时间、较高拟合度和模型安全

性好等特点，适用于现代医学基础研究中动物模型

的建立，可用于观察和评价相关药物的作用。该造

模方法存在不足之处：一方面未能与已有单纯评价

同类型模型的研究进行比较；另一方面 IBS 动物模

型无法完全符合中医实验研究中病症结合动物模型

的条件。目前国内研究［30-31］表明：病症结合动物模

型的建立更应该强调整体影响因素和注重疾病证型

形成的自然状态，而非简单地将现代医学病理与传

统医学病因模型相结合。因此，建立相对成熟和稳

定性好的病症结合动物模型且具有规范的中医辨证

标准的动物模型评价体系，不仅有助于传统医学对

IBS 在生物细胞及分子水平机制的深入研究，同时

又能真正地为传统医学研究和临床应用提供真实可

靠的实验依据［32］。

综上所述，采用 WAS 法建立 IBS 大鼠模型，

大鼠行为及精神情绪改变、内脏敏感性升高、结肠

慢波频率加快和自主神经系统平衡性紊乱，WAS法

可作为一种有效的造模方式，用于观察和评价 IBS
治疗的相关药物及干预方法。
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