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足底电击法诱导大鼠内脏高敏感模型的建立和评价
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(1. 上海中医药大学,上海　 201203; 2. 上海中医药大学附属龙华医院消化科,上海　 200032; 3. 上海中医

药大学脾胃病研究所,上海　 200032)

　 　 【摘要】 　 目的　 通过足底电击建立大鼠内脏高敏感动物模型,并评价其有效性和优势。 方法　 将雌性 SD 大

鼠随机分为正常对照(NC)组、足底电击(FSS)组和避水应激(WAS)组。 NC 组每天放入模拟应激箱中 1 h 不予刺

激;FSS 组每天置于电击箱中 1 h,给予电击刺激,刺激电压为 40 V,刺激频率为 20 次 / min,每次 1 s,共 5 min;WAS
组每天给予 1 h 避水应激;造模期为 10 d。 观察记录大鼠一般情况和排便情况,用腹壁回缩反射(AWR)检测内脏

敏感性,用 ELISA 法检测血清 CRF、ACTH、CORT、5-HT 浓度和结肠组织 5-HT 浓度。 结果　 (1) FSS 组大鼠的内脏

敏感性明显高于 WAS 组和 NC 组(P< 0. 05),结肠黏膜无明显病理性损伤。 (2) FSS 组大鼠血清 CRF、ACTH、
CORT、5-HT 浓度和结肠组织 5-HT 浓度均较 WAS 组和 NC 组明显升高(P< 0. 05)。 (3) FSS 组大鼠排便量明显高

于 WAS 组和 NC 组(P< 0. 05),其粪便含水量明显高于 NC 组(P< 0. 05),而且其大鼠排便量和粪便含水量数值稳

定。 结论　 足底电击造模法可建立大鼠内脏高敏感模型且优于避水应激法。
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【Abstract】　 Objective　 To establish and evaluate a new rat model of visceral hypersensitivity (VH) induced by
electric footshock. Methods　 Female SD rats were divided randomly into the normal control (NC) group, footshock stress
(FSS) group, and water avoidance stress (WAS) group. The NC rats were placed in a footshock stress box for 1 h every
day without stimulation. The FSS rats were placed in a footshock stress box for 1 h every day and stimulated by electric
shock (U= 40 v, t = 1 s, f = 20 times / min) for 5 min, and WAS rats were placed in a WAS box for 1 h every day. All
groups were treated for consecutive 10 days. The general status and defecation status of the rats were recorded every other
day. Visceral sensitivity was evaluated with abdominal withdrawal reflex (AWR) test. The serum concentrations of CRF,
ACTH, CORT, and 5-HT and the colonic concentration of 5-HT were measured by ELISA. Results　 1) Compared with the
WAS and NC rats, the visceral sensitivity of FSS rats was significantly increased (P<0. 05). There were no significant
pathological manifestations in the colons of FSS or WAS rats. ( 2) Compared with the WAS and NC rats, the serum
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concentrations of CRF, ACTH, CORT, and 5-HT and the colonic concentration of 5-HT were all significantly increased in
the FSS rats (P<0. 05). (3) The defecation quantity of FSS rats was significantly greater than those of WAS and NC rats
(P<0. 05). The water content of the feces of FSS rats was significantly higher than that of NC rats (P< 0. 05). The
defecation quantity and water content in the feces of FSS rats were stable during the experiment. Conclusions　 FSS is an
optimal method for establishing a rat model of VH and is superior to water avoidance stress.

【Keywords】　 visceral hypersensitivity; footshock; animal model; rat
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　 　 肠易激综合征(irritable bowel syndrome,IBS)是
一种常见的功能性肠病,主要表现为腹痛伴有排便

习惯和大便性状的改变,并缺少足以解释其症状的

肠道结构改变和生化异常[1]。 IBS 的发病机制尚未

完全明了。 目前认为,包括在生活早期遭受创伤[2]

和恐惧、焦虑、紧张等负面心理因素[3] 在内的各种

应激作用于脑肠轴[4],可引起神经、内分泌、肠道动

力和内脏敏 感 性 的 异 常[5]。 其 中 内 脏 高 敏 感

(visceral hypersensitivity,VH)是引起 IBS 临床症状

的重要病理生理机制之一[6]。 因此,用应激方法建

立 VH 模型,对于进一步探索 IBS 发病机制和研发

治疗 IBS 的药物具有重要意义。 但是,现有的应激

方法如避水、束缚、母婴分离等,存在刺激可控性

差、容易产生应激耐受、个体差异大等缺陷,影响研

究的结果。 足底电击是建立大鼠焦虑、抑郁模型常

用的一种应激刺激[7-8],具有可量化和稳定的特点。
而焦虑、抑郁也是引起 VH 的重要因素。 因此,本研

究尝试采用足底电击应激法建立大鼠 VH 的模型,
并与经典的避水应激法相比较,以期建立一种简便

而有效的 VH 造模方法,为相关研究提供更多的模

型选择。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

清洁级雌性 SD 大鼠 24 只,体重 160 ~ 180 g,
购于上海斯莱克实验动物有限责任公司 【 SCXK
(沪)2017-0005】。 大鼠饲养于上海中医药大学动

物实验中心 【 SYXK(沪) 2014 - 0008】,温度 20 ~
26℃,湿度 40% ~ 70%,自由进水进食,适应性饲养

3 d 后开始造模实验。 所有实验经上海中医药大学

伦理委员会审批【SZY201712005】,操作均符合实验

动物伦理要求。
1. 1. 2　 仪器和试剂

大鼠 ELISA 检测试剂盒:促肾上腺皮质激素释

放因子 ( corticotrophin-releasing factor, CRF),货号

mL037302;促肾上腺皮质激素( adrenocorticotrophic
hormone, ACTH ), 货 号 mL002875; 皮 质 酮

(corticosterone,CORT),货号 mL002893;五羟色胺

(5-hydroxytryptamine,5-HT),货号 mL028308,均购

自上海酶联生物。 避水应激箱、恒压电击箱、压力

检测气囊均为自制。
1. 2　 方法

将实验大鼠随机分为正常对照(normal control,
NC)组、足底电击( foot shock stress,FSS)组和避水

应激(water avoidance stress,WAS)组,每组 8 只,合
笼饲养。 NC 组大鼠每日放入足底电击箱内 1 h,不
予刺激。 FSS 组和 WAS 组分别置于足底电击箱和

避水应激箱予以相应刺激。
1. 2. 1　 避水应激　

参考 Bradesi 等[9]文献中的方法,装置为避水应

激箱(45 cm × 25 cm × 25 cm),箱体中央设置一岛

型方台(10 cm × 8 cm × 8 cm),箱体注入室温水

(25℃),水面距平台表面下 1 cm,大鼠放置于方台

上,每天 1 h,连续 10 d。
1. 2. 2　 足底电击

造模装置为足底电击箱,大小与避水应激箱

相同,在电击箱底部平行铺设直径 2. 0 mm 的不锈

钢丝,钢丝长度超出箱底两侧各 3. 0 cm,钢丝间隔

0. 5 cm,以大鼠足趾可同时接触相邻的至少 2 条钢

丝为准,绝缘固定。 将不相邻的钢丝分别在两端

用导丝连接,一端串联自复位开关( LA38 按钮式

自锁点动开关,深圳汇君科技有限公司),接入可

控硅电子恒压器(WBT.4000 W,上海稳伏电器有

限公司)负极,另一端串联 15 W 白炽灯(E27 型钨

丝灯,佛山电器照明股份有限公司,常温电阻 R1 =
100 Ω,发热电阻 R2 = 3200 Ω),接入恒压器正极。
将大鼠置于电击箱中自由活动 1 h,后接通电源,
施加足底电击刺激。 具体操作如下:刺激电压为

40 V,刺激频率为 20 次 / min,每次 1 s,共 5 min。
为消除昼夜节律影响,刺激时间固定于每天 8:
00—10:00 进行,连续 10 d。
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1. 2. 3　 排便量和粪便含水量检测

造模期间隔日采集大鼠在应激箱 1 h 内的粪

便,记录颗粒数并称重,质量记为 M1。 然后置于

70℃烘箱内烘烤 6 h,再次称干重,质量记为 M2。 粪

便含水量计算公式为:
粪便含水量=(M1-M2) / M1×100%

1. 2. 4　 直肠扩张气囊组装

将 8 号儿童导尿管顶端剪除,在剪口处加热使

其钝化,将定制的橡胶气囊套于导尿管顶部,0 号手

术线扎紧。 导尿管用三通阀与 50 mL 注射器和便携

式血压计的导气管相连,连接处严格密封。 用注射

器推注空气,观察记录气囊形变的压力值为 P 0,注
射器刻度值 N0。
1. 2. 5　 腹壁回缩反射(abdominal withdrawal reflex)
测定

造模结束后第 1 天,大鼠禁食 12 h,将直肠扩

张气囊用石蜡油润滑,轻柔插入肛门,末端距肛门

约 1 cm,用胶布将导尿管固定于鼠尾根部。 将大

鼠置入透明有机玻璃盒中,适应 10 min 后,用注射

器以 2 mL / s 速度向气囊内注气。 当注射器刻度接

近 N0 时推注速度降为 0. 5 mL / s,同时观察大鼠腹

壁。 当腹部肌肉收缩时,标记为疼痛压力阈值。
所得压力值减去球囊形变压力 P 0 为真实压力阈

值。 每只大鼠重复操作 3 次,每次操作间隔2 min,
取平均值。

1. 2. 6　 动物取材

在造模第 4 天、第 7 天、第 10 天以及造模结束

后第 1 天,待大鼠于造模箱内应激 1 h 后,分别抽取

尾静脉血 0. 5 mL 置于 1. 5 mL 离心管中。 所有血液

标本 4℃静置过夜后,3000 r / min 匀速离心 15 min,
取血清备用,用于血清 CRF、ACTH、CORT、5-HT 等

检测。 造模结束后第 1 天尾静脉取血后,用 2%戊

巴比妥钠腹腔注射麻醉大鼠,颈椎脱臼处死。 剖

腹,剪取距肛门 5 cm 以上的结肠组织 4 cm,沿肠系

膜纵向剖开,用磷酸盐缓冲液漂洗,分成 2 等分,一
段置入 4%甲醛溶液中固定,用于病理检查;另一段

称量 50 mg,匀浆后用于 ELISA 检测肠组织 5-HT。
1. 3　 统计学方法

采用 SPSS 21 进行统计分析,数据以均数±标准

差( 􀭰x ± s )表示。 三组间单一数据比较采用方差分

析,三组间不同时间点多个数据比较采用单因素重

复测量方差分析,组间两两比较采取 SNK-q 检验。
对于不符合正态分布或方差不齐的数据,采用非参

数检验。 P< 0. 05 为差异有显著性。

2　 结果

2. 1　 大鼠一般行为和体重比较

造模期间各组大鼠毛发光泽浓密,饮食及体重

增加稳定。 三组大鼠体重比较见表 1,差异无显著

性(P> 0. 05)。 NC 组大鼠活动自如,FSS 组和 WAS
组大鼠受水环境和电击应激环境影响,均表现出精

神紧张,活动谨慎及异常排便等应激行为。

表 1　 大鼠体重变化(g, 􀭰x ± s, n= 8)
Table 1　 Changes of body weight in the rats (g, 􀭰x ± s, n= 8)

组别
Groups

第 1 天
Day 1

第 3 天
Day 3

第 5 天
Day 5

第 7 天
Day 7

第 10 天
Day 10

对照组 NC 169. 7 ± 4. 1 186. 4 ± 6. 2 193. 0 ± 6. 0 202. 4 ± 9. 4 213. 8 ± 11. 1

电击组 FSS 169. 1 ± 5. 5 180. 3 ± 11. 7 183. 1 ± 10. 6 192. 3 ± 14. 6 200. 0 ± 15. 8

避水组 WAS 172. 9 ± 8. 1 185. 2 ± 10. 8 188. 5 ± 12. 4 195. 6 ± 16. 3 203. 0 ± 17. 8

注:三组间体重比较采用重复测量方差分析。
Note. Repeated measures. ANOVA is used to compare the changes of body weight among the three groups.

2. 2　 粪便颗粒数和含水量比较

造模期间大鼠排便颗粒数和粪便含水量结果

见表 2 和表 3。 FSS 组和 WAS 组大鼠经过应激刺激

后,排便量明显增多,组间比较,差异有显著性(P<
0. 05)。 NC 组大鼠对应激箱环境能较好地适应,粪
便颗粒数稳定,组内不同时间点比较,差异无显著

性(P> 0. 05)。 WAS 组组内不同时间点比较,粪便

颗粒数逐渐减少,差异有显著性(P< 0. 05),在相同

时间点避水组与正常组比较,从第 7 天起排便量相

当,差异无显著性(P> 0. 05)。 FSS 组排便颗粒数

和粪便含水量增加明显而稳定,组内比较差异无显

著性(P> 0. 05),排便颗粒数在相同时间点与 NC 组

和 WAS 组比较,差异有显著性(P< 0. 05)。 WAS 组

因排便颗粒沾水,无法有效获取粪便及测量其含

水量。
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表 2　 大鼠排便颗粒数比较( 􀭰x ± s, n= 8)
Table 2　 Comparison of the number of stool particles (n) in the rats ( 􀭰x ± s, n= 8)

组别
Groups

第 1 天
Day 1

第 3 天
Day 3

第 5 天
Day 5

第 7 天
Day 7

第 10 天
Day 10

对照组 NC 2. 3 ± 1. 5 2. 2 ± 1. 2 2. 3 ± 0. 8 2. 5 ± 1. 4 2. 7 ± 0. 8
电击组 FSS 2. 5 ± 1. 4 7. 8 ± 1. 9∗ 8. 0 ± 1. 1∗# 8. 0 ± 1. 7∗# 8. 7 ± 1. 7∗#

避水组 WAS 7. 3 ± 1. 2∗ 6. 5 ± 0. 8∗ 4. 0 ± 0. 9∗ 3. 0 ± 0. 9 2. 8 ± 0. 8
注:与正常对照组比较,∗P< 0. 05;与避水应激组比较,#P< 0. 05。 (下表同)
Note. Compared with the NC group,∗P< 0. 05. Compared with the WAS group,#P< 0. 05.(The same in the following tables.)

表 3　 大鼠粪便含水量(%)比较( 􀭰x ± s, n= 8)
Table 3　 Comparison of water content(%)in feces of the rats( 􀭰x ± s, n= 8)

组别
Groups

第 1 天
Day 1

第 3 天
Day 3

第 5 天
Day 5

第 7 天
Day 7

第 10 天
Day 10

对照组 NC 49. 7 ± 1. 7 46. 4 ± 2. 5 49. 0 ± 2. 5 46. 4 ± 3. 8 44. 9 ± 4. 0

电击组 FSS 47. 9 ± 2. 3 65. 2 ± 4. 4∗ 68. 5 ± 5. 0∗ 65. 6 ± 6. 6∗ 69. 6 ± 3. 9∗

避水组 WAS / / / / /

2. 3　 大鼠直肠疼痛压力阈值比较

造模结束后第 1 天,检测大鼠直肠敏感性。 用

自制气囊刺激直肠诱发腹壁回缩反射,记录引起腹

部肌肉收缩的气囊压力值,减去气囊形变压力 P 0,

作为疼痛压力阈值。 结果 FSS 组与 WAS 组的大鼠

疼痛阈值较正常组均明显降低,差异有显著性

(120. 0 ± 7. 6 mmHg vs.160± 2. 1 mmHg; 148. 3 ±

11. 7 mmHg vs. 160. 2 ± 2. 1 mmHg, P< 0. 05),且

FSS 组比 WAS 组的降低更为明显,存在显著性差异

(120. 0 ± 7. 6 mmHg vs. 148. 3 ± 11. 7 mmHg, P<

0. 05)。

2. 4　 大鼠血清 CRF、ACTH 和 CORT 浓度比较

大鼠经过应激刺激后,分别在第 4 天、第 7 天、
第 10 天检测其血清中 CRF、ACTH 及 CORT 激素浓

度,结果见表 4。 WAS 组和 FSS 组大鼠血清 CRF、
ACTH 和 CORT 在造模第 4、第 7 和第 10 天均较 NC
组明显升高,差异有显著性(P< 0. 05)。 WAS 组大

鼠血清 CRF、ACTH、CORT 浓度在第 4 天升高明显,
后逐渐降低,并从 7 d 起稳定在一定水平,与第 10
天比较差异无显著性 ( P > 0. 05)。 FSS 组血清

CRF、ACTH 浓度逐渐升高,第 7 天起稳定在较高浓

度,与第 10 天比较,差异无显著性(P> 0. 05),但
CORT 浓度持续升高,第 4 天、第 7 天、第 10 天差异

均有显著性(P< 0. 05)。
表 4　 大鼠血清 CRF(pg / mL)、ACTH(pg / mL)和 CORT(ng / mL)浓度比较( 􀭰x ±s,n= 8)

Table 4　 Comparison of serum concentrations of CRF, ACTH and CORT in the rats ( 􀭰x ±s,n= 8)

组别
Groups

第 4 天
Day 4

第 7 天
Day 7

第 10 天
Day 10

CRF ACTH CORT CRF ACTH CORT CRF ACTH CORT
对照组 NC 249. 8±8. 7 19. 9±1. 0 6. 6±0. 3 237. 7±11. 4 19. 3±0. 2 6. 9±0. 2 217. 5±10. 8 18. 6±0. 3 6. 8±0. 4

电击组 FSS 293. 7±8. 6∗ 24. 2±0. 4∗ 9. 2±0. 4∗ 340. 4±4. 9∗# 25. 7±0. 3∗# 10. 7±0. 3∗# 340. 1±5. 1∗# 26. 1±0. 9∗# 11. 6±0. 3∗#

避水组 WAS 289. 3±9. 1∗ 22. 6±0. 6∗ 8. 9±0. 2∗ 274. 6±8. 4∗ 21. 3±0. 3∗ 8. 3±0. 3∗ 277. 3±10. 5∗ 21. 2±0. 4∗ 8. 4±0. 4∗

2. 5　 大鼠血清和组织 5-HT 浓度比较

造模结束后第 1 天,检测大鼠血清和结肠组织

中 5-HT 浓度,结果见表 5。 与 NC 组比较,FSS 组和

WAS 组大鼠血清和组织 5-HT 浓度均明显升高,差
异有显著性(P< 0. 05)。 FSS 组 5-HT 浓度较 WAS
组升高明显,差异有显著性(P< 0. 05)。
2. 6　 结肠黏膜病理表现

三组大鼠结肠黏膜 HE 染色均未见明显结构异

常和炎性细胞浸润,可排除模型动物存在肠道炎症

和肠黏膜损伤。 (见图 1)

表 5　 大鼠血清和结肠组织 5-HT(ng / mL)
浓度比较( 􀭰x± s, n= 8)

Table 5　 Comparison of 5-HT (ng / mL) concentration in
serum and colon tissue of the rats ( 􀭰x ± s, n= 8)
组别
Groups

结肠
Colon

血清
Serum

对照组 NC 10. 1 ± 0. 6 9. 1 ± 0. 4
电击组 FSS 14. 9 ± 0. 5∗# 13. 1 ± 0. 5∗#

避水组 WAS 13. 7 ± 0. 8∗ 12. 4 ± 0. 4∗

3　 讨论

应激诱导法如避水应激[10]、束缚应激[11]、母婴
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图 1　 各组大鼠结肠黏膜组织切片(伊红-苏木素染色)
Figure 1　 Histopathological changes of colon tissue in different groups of the rats (HE staining)

分离[12]等通过人为的生理或心理刺激,间接诱导出

肠道痛阈降低等 VH 表现。 这些造模方法所建立的

VH 模型符合应激可以诱导或者加重 VH 症状的

IBS 病理生理机制,且所建立模型的肠道无病理性

损伤,因此一直作为经典的造模方法被应用于 IBS
内脏高敏感性的研究中[13-14]。 但是这些应激方法

尚存在一些不足之处:如母婴分离法,幼鼠在成年

后体长和体重等均一性差,导致其内脏敏感性也存

在较大的差异;又如避水应激法,随着应激延长,大
鼠会对其产生耐受。 还有研究采用不可预知性慢

性应激刺激干预大鼠,以求避免应激耐受,但是实

验过程复杂,可操作性低[15]。
本研究采用足底电击作为应激刺激构建 VH 模

型。 将大鼠放置于特制的足底电击箱内,大鼠足趾

作为导体形成回路,电击发生后大鼠跳起,电路瞬

间断开。 如果大鼠不能躲避,则白炽灯亮起,灯丝

发热后电阻迅速增加,电击笼内电压降至安全范

围,可使大鼠避免发生电击损伤。 实验中的电击条

件参照了有关文献[7,16]的报道。 在足底电击造模期

间大鼠足底皮肤微红,1 h 左右可恢复正常,无明显

皮损、肿胀等电击伤,符合实验动物福利的 3R 原

则。 在造模结束后检测大鼠结肠黏膜并未出现病

理损伤表现。 本研究中内脏敏感性的评价采取常

用的直肠扩张法[6]。 造模结束后直肠扩张刺激引

发大鼠疼痛的压力阈值明显低于正常对照组。 与

经典的避水应激法相比,足底电击法模型大鼠肠道

疼痛压力阈值降低存在更好的一致性,其指标参数

能更好地反映大鼠的 VH。
本研究还观察到,在避水应激法造模中,部分

大鼠多次落水后对溺水的恐惧感骤减,大鼠的排便

数会随造模天数的增加而逐渐减少。 避水应激法

造模大鼠从第 5 天起排便粒数明显减少,到第 10 天

已接近于正常组。 而足底电击法造模大鼠 3 d 后可

出现排便粒数增多和粪便含水量增加,明显高于正

常对照组,而且这一现象可稳定持续到造模结束,
更符合 IBS 大便性状和排便习惯改变的临床特点。

目前认为,应激引起的 VH 可能与下丘脑-垂体-
肾上腺轴( hypothalamic-pituitary-adrenal axis,HPA)
密切相关。 大脑中枢接收应激刺激信号,引起下丘

脑分泌 CRF,CRF 通过垂体束的门脉系统进入脑垂

体前叶,引起 ACTH 的分泌,ACTH 由血液循环运送

至肾上腺皮质,引起糖皮质激素的释放[17]。 啮齿类

动物 的 糖 皮 质 激 素 主 要 成 分 是 CORT。 有 研

究[ 18-19]表明 CRF 和 CORT 可分别激活中枢及外周

的 CRF 受体和糖皮质激素受体,直接引起 VH。 因

此 CRF、ACTH、CORT 等可作为评价大鼠应激水平

的重要指标。 本研究在造模期间动态检测了各组

大鼠血清中 CRF、ACTH、CORT 等指标,结果显示避

水和足底电击两种造模方法均可升高这些指标的

血清浓度。 但避水组各指标均一性较差,部分结果

在造模结束时已接近正常值,提示大鼠对其应激存

在一定的耐受。 电击组各指标的升高较避水组和

正常对照组持久且稳定,不存在应激耐受现象。
5-HT 是一种与 VH 形成密切相关的单胺类神

经递质。 其约 90%由肠嗜铬细胞( enterochromaffin
cells,EC)合成,并以旁分泌形式进入肠黏膜中。 5-
HT 既可激活肠道初级神经元,引起肠道蠕动和分

泌活动的增强,也可兴奋内脏传入神经,进而引起

下游降钙素基因相关肽、P 物质等多种神经活性物

质的释放,使传入中枢的化学信号异常,引起不适

感受,在 IBS 内脏高敏感性形成过程中发挥重要作

用[20]。 因此,5-HT 也是目前研究 IBS 治疗药物的

重要靶点之一[21]。 本研究检测了各组大鼠结肠和

血清中 5-HT 浓度,发现模型大鼠结肠组织和血清

中 5-HT 浓度明显升高,且与内脏敏感性升高一致,
与目前已知的研究结果相吻合。 应激如何引起 EC
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释放 5-HT 仍未知。 但已有研究[22]发现,EC 表面存

在肾上腺素受体 α2 A,激活后可引起 5-HT 的释放。
应激是否通过增加肾上腺素的释放,进而刺激 EC
分泌 5-HT,最终引起 VH,可能是以后研究的新

方向。
综上所述,足底电击具有很好的可控性,可成

功诱导模型大鼠 VH,模型参数均一性和稳定性好,
造模成功率高,不易出现应激耐受,并可诱导大鼠

排便量和粪便含水量的稳定增加。 该应激造模法

为研究应激、VH 和 IBS 之间的联系提供了新的造

模选择。
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