
中国中西医结合消化杂志 2022年

ChinJIntegrTradWestMedDig 30卷6期

·论著-实验研究·

引用本文:王翼天,陈婷,薛红,等.乳糖不耐受肝郁脾虚证模型的建立和评价[J].中国中西医结合消化杂志,2022,30
(6):394-401.DOI:10.3969/j.issn.1671-038X.2022.06.03.

乳糖不耐受肝郁脾虚证模型的建立和评价∗

王翼天1　陈婷1　薛红1　马金鑫1　王凤云1　唐旭东1

∗基金项目:国家自然科学基金面上项目(No:81973838,No:82074420)
1中国中医科学院西苑医院脾胃科(北京,100091)
通信作者:唐旭东,E-mail:txdly@sina.com.cn

　　[摘要]　目的:建立和评价乳糖不耐受并符合肝郁脾虚证证侯特点的病证结合动物模型。方法:实验1:大
鼠随机分为对照(Con)组、高FODMAPs(FOD)组、高乳糖(Lac)组、避水应激(WAS)组、高 FODMAPs+避水应

激(FOD+WAS)组、高乳糖+避水应激(Lac+WAS)组。避水应激每天2h,连续10d;高 FODMAPs同期给予

10% FODMAPs饲料13d;高乳糖同期给予高剂量乳糖(5.25g/kg)灌胃13d。对行为学、体重、进食等指标进行

一般情况观察,并对粪便颗粒数、蔗糖水偏好、AWR评分等进行检测,苏木精-伊红染色结肠组织,Elisa测定结肠

5-HT、SERT、TPH1水平。实验2:应激因素改为束缚加夹尾应激,大鼠随机分为对照组、高FODMAPs组、束缚

夹尾组、高FODMAPs+束缚夹尾组。束缚每日2h,夹尾20min,休息10min后,再次夹20min,连续10d,余同

实验1。观察一般情况、粪便颗粒数、蔗糖水偏好、AWR评分。结果:与Con组相比,FOD组及 WAS组粪便颗粒

数升高(P<0.05),疼痛阈值下降(P<0.05);FOD+WAS组相较于FOD、WAS组粪便颗粒数升高(P<0.05),
疼痛阈值下降(P<0.05);Lac组相较于Con组,Lac+WAS组相较于 WAS组差异无统计学意义。糖水偏好率:

WAS、FOD+WAS、Lac+WAS组相较于Con组显著降低,余组间差异无统计学意义。Elisa:FOD+WAS组相

较于Con组,5-HT、TPH1显著升高,SERT显著降低(P<0.01)。FOD+WAS组相较于FOD组,5-HT显著升

高(P<0.05);相较于 WAS组,5-HT、TPH1显著升高,SERT显著降低(P<0.01)。实验2结果与实验1趋势

一致。结论:高FODMAPs饮食叠加避水应激可以成功建立乳糖不耐受肝郁脾虚证模型,叠加组存在结肠5-HT
合成升高及再摄取障碍。
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Abstract　Objective:Toestablishandevaluatelactoseintolerancemodelwithliverdepressionandspleendefi-
ciencysyndrome.Methods:Experiment1:Ratswererandomlydividedintocontrolgroup,highFODMAPsgroup
(FODgroup),highlactosegroup(Lacgroup),wateravoidancestressgroup(WASgroup),highFODMAPs+
wateravoidancestressgroup(FOD+ WASgroup),Highlactose+wateravoidancestressgroup(Lac+ WAS
group).Wateravoidancestresswasperformed2hoursadayfor10consecutivedays.HighFODMAPsweregiven
10% FODMAPsfeedfor13days,andhighlactosewasgivenhighdoseoflactose(5.25g/kg)bygavagefor13
days.Behavior,bodyweight,eatingandotherindicatorswereobservedingeneral,andthenumberoffecalparti-
cles,sucrosewaterpreference,andAWRscoreweredetected,colontissuewasstainedwithHE,andthelevelsof
5-HT,SERT,andTPH1incolonweredeterminedbyElisa.Experiment2:Thestressfactorwaschangedtore-
straintandtailclippingstress,andtheratswererandomlydividedintocontrolgroup,highFODMAPsgroup,re-
straint-tailclipgroup,highFODMAPs+restraint-tailclipgroup.Restrainingstresswasperformedfor2hours;

Tailclippingstresswasperformedfor20minutes,andaftera10-minuterest,itwasclippedagainfor20minutes
for10consecutivedays.Therestwasthesameasexperimentone.Thegeneralcondition,thenumberoffecal
particles,thepreferenceforsucrosewater,andtheAWRscorewereobserved.Results:Comparedwiththecon-
trolgroup,thenumberoffecalparticlesintheFODgroupandtheWASgroupincreased(P<0.05),thepain
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thresholddecreased(P<0.05);Lacwasnotsignificantlydifferentfromthecontrolgroup,andLac+WASgroup
wasnotsignificantlydifferentfromtheWASgroup.Sucrosewaterpreferencerate:WAS,FOD+WAS,Lac+
WASgroupsweresignificantlylowerthanthoseofthecontrolgroup,andtherewasnosignificantdifferencebe-
tweentheremaininggroups.ELisa:Comparedwiththecontrolgroup,FOD+WASgroupsignificantlyincreased
5-HTandTPH1andsignificantlydecreasedSERT(P<0.01).ComparedwiththeFODgroup,theFOD+WAS
grouphadasignificantincreasein5-HT(P<0.05).ComparedwiththeWASgroup,5-HTandTPH1weresig-
nificantlyincreased,andSERTwassignificantlydecreased(P<0.01).Theresultsofexperiment2wereconsist-
entwiththetrendofexperiment1.Conclusion:Themodeloflactoseintolerancewithliverdepressionandspleen
deficiencysyndromecouldbesuccessfullyestablishedbyhighFODMAPsdietcombinedwithwateravoidance
stress,andthesuperimposedfactorsinducecolonic5-HTsynthesisandreuptakedisorder.

Keywords　lactoseintolerance;liverdepressionandspleendeficiencysyndrome;highFODMAPsdiet;water
avoidancestress;disease-syndromecombinationmodel

　　乳糖不耐受症(lactoseintolerance,LI)是指乳

糖吸收不良(lactosemalabsorption,LM)的人群在

摄入乳糖后出现的腹部及全身症状,如腹痛、腹胀

和腹泻,少数患者会出现头痛、恶心等。乳糖是短

链可发酵类碳水化合物(fermentableoligosaccha-
rides disaccharides monosaccharides polyols,
FODMAPs)中的一种,它们可以通过类似的机制

引起症状。LI占总体食物不耐受人群的69%,居
于首位,其中又有56.6%同时合并多种食物不耐

受,严重影响患者的生活质量[1]。对 LI机制的研

究不仅为探究饮食诱发功能性肠道症状的机制,而
且为人类膳食营养以及生活方式提供科学见解。
内脏高敏感是乳糖不耐受的重要病理机制,临床研

究表明:LI患者存在更高的焦虑抑郁状态以及内

脏高敏感,特别在服用低、中剂量(500mL以内牛

奶)的乳糖后,患者表现出的不耐受情况多因内脏

高敏感所致[2]。5-羟色胺(5-hydroxytryptamine,
5-HT)是调节胃肠运动及感觉的重要神经递质,乳
糖在结肠中发酵产生的短链脂肪酸(short-chain
fattyacids,SCFA)可以诱导结肠5-HT的合成[3],
实验表明,高乳糖腹泻大鼠结肠5-HT 含量升高,
下游5-HT3R、5-HT4R表达升高[4],表明5-HT与

食物诱发的腹痛、腹泻症状密切相关。
乳糖不耐受属中医“腹痛、泄泻”范畴,其病机

主要为肝郁不舒,横犯脾胃,致脾气亏虚,不能运化

水谷,发而为食后腹痛、腹泻的症状,中医调和肝脾

法在调理乳糖不耐受消化道症状及情志不舒方面

具有独到的优势。建立并规范乳糖不耐受肝郁脾

虚证模型对于阐明乳糖不耐受症状诱发机制以及

调和肝脾治法的作用机制有重要意义。既往研究

证实,应激叠加理化因素致泻(如醋酸、番泻叶灌

胃)的方法可以建立肝郁脾虚证模型,表现为体重

下降、腹泻、内脏敏感性增高、快感缺失、D-木糖吸

收率降低等,但该方法存在一定毒副作用[5]。为了

更好地契合临床疾病危险因素及证候病因,本研究

采用饮食及压力双因素造模法,选取高乳糖灌胃、
高FODMAPs饲料模拟患者高FODMAPs饮食危

险因素,选取避水应激、束缚加夹尾应激模拟焦虑

抑郁危险因素,两两组合进行比较,旨在探索一种

更好模拟临床乳糖不耐受内脏高敏感及符合中医

肝郁脾虚证证候特点的病证结合模型。现报道

如下。
1　材料与方法

1.1　实验材料

动物:Wistar雄性大鼠,体重 (180±20)g,
SPF级,由斯贝福(北京)生物技术有限公司提供,
许可证号:SCXK(京)2019-0010。动物饲养于中国

中医科学院西苑医院SPF级动物实验中心,实验

室合格证号:SYXK,(京)2015-0011。动物房内光

照周期为 12h/12h,温度 22~25℃,相对湿度

60%,自由饮用过滤水,动物在适应性饲养7d后

使用。所有实验经过中国中医科学院西苑医院动

物管理委员会批准(No:2020XLC014)。
1.2　主要试剂与仪器

饲料基础配方和10%高FODMAPs饲料配方

见表1[6],购自北京科奥协力公司。乳糖粉由我院

制剂室制备,配置溶液为动物饮用水,药物浓度为

5.25g/mL,5-HT(#J30019)、色 氨 酸 羟 化 酶

(tryptophanhydroxylase1,TPH1)(#35137)、
5-羟色胺再摄取转运体 (serotoninreuptaketrans-
porter,SERT)(#30022)试剂盒均购自黄石市艾

恩斯生物科技有限公司。水环境站立箱(110cm×
60cm×40cm)箱体,箱中设置1个小平台,平台直

径8cm,高 10cm(自制),平台周边注水,水深

8cm 不致淹没平台,水温保持(20±2)℃。束缚装

置采用动物固定装置配合尼龙绳(自制),夹尾采用

塑料长尾夹。低温高速冷冻离心机,BECKMAN;
MultiSkan3酶标仪,Thermo;DM2500显微镜、超
薄切片机,Leica;脱水机、包埋机、冻台,武汉俊杰

电子有限公司。
1.3　实验方法

1.3.1　动物分组　实验1:对动物进行称重后,应
用SPSS24.0进行随机分组,将60只大鼠随机分

为6组,分别为对照(Con)组、高乳糖灌胃(Lac)
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组、高FODMAPs(FOD)组、避水应激(WAS)组、
高乳糖灌胃+避水应激(Lac+WAS)组、高 FOD-
MAPs+避水应激(FOD+WAS)组。实验2:24只

大鼠随机分为4组,分别为对照(Con)组、高FOD-
MAPs(FOD)组、束 缚 夹 尾 (CRS)组、高 FOD-
MAPs+束缚夹尾(FOD+CRS)组。

表1　对照及高FODMAPs饲料配方 g

成分
AIN-93G
标准配方

高FODMAPs
配方

酪蛋白 4.0000 4.0000
胱氨酸 0.0600 0.0600
乳糖 0 0.6956(3.5%)

果糖 0 0.6956(3.5%)

低聚果糖 0 0.5962(3.0%)

玉米淀粉 7.9500(40.0%)5.9625(30.0%)

麦芽糖糊精 3.0400 3.0400
蔗糖 2.0000 2.0000
纤维素 1.0000 1.0000
豆油 1.0000 1.0000
酒石酸氢胆碱 0.0500 0.0500
AIN矿物质混合物 0.7000 0.7000
AIN维生素混合物 0.2000 0.2000
BHT 0.0028 0.0028
合计 20.0028 20.0028

　　注:AIN为美国营养学会(AmericanInstituteofNutri-
tion);BHT为二丁基羟基甲苯;()内数字为构成比例。

1.3.2　造模方法　避水应激[7]:在研究第1天开

始,每日8~14时分3批进行实验。将大鼠单独放

置于注水后的试验水箱中央的平台2h,Con组大

鼠放置在同种水箱的中央平台上,水箱中不注入

水。每批实验大鼠造模结束后对水箱清洁、换水后

再放入下一批大鼠,避免气味、粪便遗留物等对大

鼠造成干扰。造模周期10d。束缚+夹尾[8]:每日

8~12时分批进行夹尾应激,将动物每2只为一组

放入饲养箱中,采用塑料长尾夹夹住动物尾巴中下

1/3处,大鼠因剧烈疼痛会引起打斗,夹尾20min,
取下夹子休息10min,再继续夹20min,夹子夹力

不至于损伤鼠尾;Con组每日放入笼中不夹尾。每

日14~18时分批进行束缚应激,大鼠放入自制固

定器中固定前上肢、胸腹部2h,造模周期10d。高

乳糖灌胃:药物浓度根据人体质量换算法,临床研

究中,在一次性服用50g乳糖(约1L牛奶中乳糖

含量)后,97%的受试者出现乳糖不耐受情况[9],可
以被视为人体最大耐受量,换算至大鼠灌胃量为

5.25g/(kg·d);Lac组和Lac+WAS组在每日进

入平台前进行高乳糖灌胃,其余各组灌胃等体积的

饮用水。高 FODMAPs饮食:FOD 组和 FOD+
WAS组喂食高FODMAPs配方纯饲料,其余各组

喂食标准配方纯饲料。在应激造模结束后再灌胃

或饲料喂养3d,进行行为学实验并取材。
1.3.3　行为学实验　粪便颗粒数检测:在大鼠水

平台造模首小时、夹尾造模期间记录装置内大鼠粪

便颗粒数,共计1h。造模结束后(第14天),将大

鼠单独放入空饲养箱中,再统计1次粪便颗粒数。
腹 壁 回 撤 反 射 (abdominal withdrawlreflex,
AWR)评分:每组选6只大鼠,在造模结束后,采用

结直肠扩张法(colorectaldistension,CRD)导致的

AWR测定大鼠的内脏敏感性。大鼠麻醉后,将涂

有甘油的球囊导管注水后插入大鼠直肠中,球囊距

肛门约1cm 并固定,球囊另一端连接注射器,待大

鼠苏醒10~15 min后,分别采用0.2、0.4、0.6、
0.8mL水柱压力进行结直肠扩张,实验操作员随

机囊内快速注水(3s内达目标压力,维持20s),刺
激间隔4~5min。为实现检测的准确性,每个压力

梯度值重复测量2次,记录员采用 AWR评分用于

评价大鼠内脏感觉功能。评分标准:0分:对扩张

无明显反应;1分:除开始刺激时小鼠头部摇晃外,
直肠刺激过程中小鼠腹壁无明显收缩等反应;2
分:刺激过程中小鼠出现轻微腹肌收缩,但腹部未

抬起;3分:刺激过程中小鼠腹肌收缩强烈,腹部可

离开平台并抬起;4分:刺激过程中小鼠腹肌出现

最强烈收缩,身体呈弓状和骨盆离开平台并且抬

起。疼痛阈值:大鼠放松5min后,操作者持续缓

慢向球囊内注水,记录员记录观察到小鼠腹部抬起

时的水柱压力值为疼痛阈值,重复进行2次取均

值,每次间隔4min。
1.3.4　糖水偏好实验　大鼠实验前单笼饲养,放
置2个水瓶,一个含有纯水,另一个含有1%的蔗糖

溶液,持续48h,在24h时将水瓶交换位置。在测

试前6h取出2个瓶,然后让每只大鼠自由饮用纯

水和蔗糖水1h,在30min时交换瓶的位置。在测

试前后称重瓶子,蔗糖偏好率为蔗糖水消耗量除以

纯水和蔗糖水的总消耗量。
1.3.5　Elisa检测　各组随机选取5只,截取近端

结肠,将结肠组织按重量(mg)∶体积(μL)=1∶9
的比例加入9倍体积的生理盐水,冰水浴条件下机

械匀浆,制备成10%的匀浆液,2500~3000r/min,
离心10min,取上层清液进行测定。实验操作参照

试剂盒说明书进行,于波长450nm 的酶标仪上读

取测定 OD值;采用Excel进行标曲绘制及计算浓

度值。每项指标重复3次,剔除异常值,最终结果

取平均值。
1.3.6　苏木精-伊红染色　切片置于蒸馏水中洗

涤10min,苏木精染色液染色 5 min,弱酸分化

1min,氨水返蓝处理2min,伊红染液染色5min,
95%~100%梯度酒精脱水,二甲苯透明1min,2
次;中性树脂封固,光学显微镜下观察。
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1.4　统计学方法

使用SPSS24.0进行统计分析,数据符合正态

分布和方差齐性的,数据以 ■X±S 表示,多组资料

采用单因素方差分析(One-wayANOVA),组间两

两检验采用 LSD检验;若数据不符合正态分布或

方差不齐,多组资料采用非参数检验 (Kruskal-
wallis检验),2组资料采用 Mann-WhitneyU 检

验。以P<0.05为差异有统计学意义。
2　结果

2.1　一般体征、体重、粪便颗粒数及 AWR评分

与 Con 组 相 比,WAS、FOD+ WAS、Lac+
WAS组出现弓背、毛发稀少、精神萎靡情况;FOD、
FOD+WAS组盲肠明显增大,进食量组间比较差

异无统计学意义。组间体重比较:与 Con组相比,
WAS、FOD+WAS、Lac+WAS组首日造模体重

明显下降,之后开始升高,但与同时间 Con组比较

体重明显降低(P<0.01),FOD、Lac组比较差异

无统计学意义(图1a)。
粪便颗粒数比较:在造模前统计各组大鼠1h

粪便颗粒数均为0~2颗。造模首日各组大鼠粪便

颗粒均显著升高,与 Con组比较,Lac组差异无统

计学意义,其余4组均显著增加(P<0.05),FOD

+WAS组[(14.00±1.15)颗]显著高于 FOD 组

[(6.50±0.96)颗]、WAS组[(11.17±1.34)颗]及
Con组[(3.83±0.69)颗](P<0.01),但 Lac+
WAS组与 WAS组差异无统计学意义(图1b)。随

着造模次数的增加,各组粪便颗粒数均呈下降趋

势,Con组大鼠回复至0~2颗水平,造模结束后

FOD+ WAS 组 [(5.00±0.82)颗]仍 显 著 高 于

FOD组 [(1.83±0.37)颗]、WAS 组 [(3.50±
0.50)颗]及Con组[(1.17±0.69)颗](P<0.01)。

AWR评分是评估大鼠内脏敏感性的指标,通
过评估不同压力下的 AWR评分及疼痛阈值,结果

发现,FOD、Lac组相较于 Con组差异无统计学意

义,FOD+WAS组在0.2、0.4mL水柱压力下评

分显著高于 FOD 组和 WAS 组 (P <0.05),在

0.6mL水柱压力显著高于 FOD 组(P<0.05);
Lac+WAS组相较于 WAS组均差异无统计学意

义(图 1c)。疼 痛 阈 值 评 分 结 果 显 示,FOD 组、
WAS组及FOD+WAS组相较于Con组阈值显著

降低(P<0.05),FOD+ WAS 组阈值显著低于

FOD组及 WAS组(P<0.05);Lac组相较于 Con
组,Lac+WAS组相较于 WAS组差异无统计学意

义(图1d、表2)。

1a:造模期间大鼠体重增长率;1b:粪便颗粒数变化;1c:各压力下 AWR评分;1d:疼痛阈值。
图1　实验1各组大鼠一般体征、体重、粪便颗粒数及AWR评分比较

2.2　蔗糖水偏好实验

采用蔗糖水偏好实验探究大鼠快感缺失情况,
结果表明,与Con组相比,FOD组及Lac组差异无

统计学意义,WAS、FOD+WAS及 Lac+WAS组

显著降低,但3组间差异无统计学意义。见图2。
鉴于高乳糖未能诱发内脏高敏感,在后续实验中我

们未对其进一步检测。

·793·王翼天,等.乳糖不耐受肝郁脾虚证模型的建立和评价第6期 　



表2　疼痛阈值比较 ■X±S

组别 只数 疼痛阈值/mL
Con组 6 0.73±0.08
Lac组 6 0.72±0.07
FOD组 6 0.62±0.061)

WAS组 6 0.38±0.011)

Lac+WAS组 6 0.39±0.16
FOD+WAS组 6 0.22±0.011)2)3)

　　与 Con组比较,1)P<0.05;与 FOD 组 比 较,2)P<
0.05;与 WAS组比较,3)P<0.05。

图2　实验1各组大鼠蔗糖水偏好结果

2.3　苏木精-伊红染色及嗜酸性粒细胞计数

对结肠组织进行苏木精-伊红染色。10倍和

40 倍 放 大 结 果 显 示,Con、FOD、WAS、FOD+

WAS4个组结构完整,无明显糜烂及破溃,表明高

FODMAPs饮食及 WAS并未对结肠黏膜造成器

质性损伤。在 WAS、FOD+WAS组中发现嗜酸性

粒细胞增多现象,每个样本选取3个400倍视野下

对嗜酸性粒细胞进行计数。结果表明,WAS组及

FOD+WAS组相较于 Con组嗜酸性粒细胞明显

增多(P<0.01),且FOD+WAS组显著高于 WAS
组(P<0.01)。见表3、图3。
2.4　5-HT、TPH1、SERT表达

为探究模型组5-HT 合成、再摄取的功能变

化,我们检测了5-HT、TPH1、SERT 的表达。结

果表明,与 Con组比较,FOD 组5-HT 显著升高,
SERT显著降低(P<0.01),WAS组5-HT显著升

高(P <0.05),叠加组 5-HT、TPH1 显著升高,
SERT显著降低(P<0.01)。叠加组相较于 FOD
组,5-HT显著升高(P<0.05),相较于 WAS组,5-
HT、TPH1 显 著 升 高,SERT 显 著 降 低 (P <
0.01)。见表4、图4。

表3　400倍视野下嗜酸性粒细胞个数 ■X±S

组别 只数 数量/个

Con组 9 3.78±0.79
FOD组 9 4.56±0.96
WAS组 9 8.44±1.071)

FOD+WAS组 9 10.78±1.471)2)3)

　　与 Con组比较,1)P<0.01;与 FOD 组 比 较,2)P<
0.01;与 WAS组比较,3)P<0.01。

图3　实验1其余4组大鼠结肠苏木精-伊红染色结果及嗜酸性粒细胞个数

表4　实验1其余4组大鼠5-HT、SERT、TPH1组间比较 ng/g,■X±S

组别 5-HT SERT TPH1
Con组 22.97±5.28 2439.23±200.09 1.26±0.11
FOD组 32.20±2.892) 1881.29±211.382) 1.40±0.13
WAS组 30.77±3.511) 2217.89±257.37 1.21±0.08
FOD+WAS组 39.41±5.222)3)4) 1677.75±341.762)5) 1.50±0.122)5)

　　与Con组比较,1)P<0.05,2)P<0.01;与FOD组比较,3)P<0.05;与 WAS组比较,4)P<0.05,5)P<0.01。
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图4　实验1其余4组大鼠5-HT、SERT、TPH1组间差异柱状图

2.5　验证实验结果

为对上述结论进行验证,以及比较不同应激方

法的差异,我们将实验1中避水应激换用束缚+夹

尾应激,并进行模型评价。CRS组及 FOD+CRS
组相较于Con组,毛发稀疏,前期呈现易激惹状态,
后期活动度下降,因夹尾时打斗出现爪甲及皮肤破

损出血。体重结果显示,CRS组及 FOD+CRS组

相较于Con组体重明显下降(P<0.01),但2组间

差异无统计学意义。粪便颗粒数结果显示,FOD+
CRS组粪便颗粒数显著高于 FOD 组及 CRS组。
AWR评分结果显示,CRS组在各压力下疼痛评分

均显著高于 Con组(P<0.01),FOD+CRS组在

0.2mL水柱压力下,评分高于 CRS组,在各压力

下评分均显著高于 FOD 组;疼痛阈值结果,CRS
组显著低于 Con组(P<0.01),FOD+CRS组显

著低于CRS组及 FOD 组(P<0.01)。蔗糖水偏

好结果显示:CRS组相较于Con组显著降低,FOD
+CRS相 较 于 CRS 组 差 异 无 统 计 学 意 义。见

图5。
以上结果表明,将应激方式换为束缚+夹尾应

激后,叠加因素诱导的结肠运动亢进、内脏高敏感

仍显著高于单因素组。

5a:造模期间大鼠体重;5b:每小时粪便颗粒数变化;5c:AWR评分;5d:疼痛阈值;5e:糖水偏好实验。
图5　实验2各组大鼠结果比较

3　讨论

乳糖不耐受病理机制主要包括小肠消化障碍

和结肠代谢异常。正常人乳糖酶活性随着年龄增

长逐渐减弱甚至消失,这属于生理变化并非疾病,
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当过量乳糖进入结肠后被菌群异常代谢刺激肠壁,
则诱发乳糖不耐受症状[2]。临床研究表明,乳糖在

结肠发酵产生氢气量的升高与症状出现率呈显著

正相关,但是与症状严重程度相关性并不明显,而
焦虑、内脏高敏感与摄入20g乳糖后腹部症状出

现率及严重程度均呈正相关[9],内脏高敏感是诱发

乳糖不耐受症状的关键病理机制。啮齿类动物与

人乳糖酶生理变化一致,适合作为乳糖不耐受的研

究模型[10]。既往对乳糖不耐受的模型多采用高乳

糖诱发腹泻、轮状病毒感染诱发乳糖酶活性降低等

方法[11],可以模拟乳糖在小肠吸收不良的病理特

点,但对焦虑抑郁的临床特点及内脏高敏感病理改

变却无法体现。
本研究对压力及饮食因素进行组合建模,结果

显示,各组粪便颗粒数造模首日较基线明显升高,
这可能受到了灌胃操作、应激刺激及孤笼环境等因

素的影响。随着造模次数的增加,整体呈下降趋

势,对照组大鼠回复至基线水平,表明大鼠逐渐适

应环境,应激对排便的刺激效果也逐渐减弱,这与

其他研究结果[7]相似。在造模首日及结束后叠加

组粪便颗粒数仍显著高于单因素组及对照组,表明

模型组大鼠结肠蠕动亢进。AWR评分升高,疼痛

阈值、蔗糖水偏好率显著降低,表明内脏敏感性升

高,并伴有快感缺失。叠加因素造模更符合临床致

病病因,并且模拟了 LI患者焦虑抑郁及结肠高敏

感的临床特点。在实验中,高乳糖灌胃并未诱导大

鼠的内脏高敏感,高乳糖叠加避水应激与单纯应激

亦差异无统计学意义,这与一项小鼠的实验结

果[12]不符,考虑可能因为大鼠对乳糖消化吸收能

力不同所致。束缚夹尾应激与避水应激均可与高

FODMAPs饮食联合加重内脏高敏感,考虑到避水

应激在实验应用中更为广泛,我们最终选择避水应

激进行下一步研究。
中医肝郁脾虚证模型多选用中医学病因叠加

西药药理方法造模。肝郁多选用应激、脂多糖(li-
popolysaccharide,LPS)注射致急性抑郁等方法[5],
应激刺激符合情志致病的病因特点,并可单独诱导

肝郁证候,是造模肝郁证的首选方法。脾虚多选用

番泻叶、大黄等药物灌肠叠加饥饱失常等方法[13],
可模拟脾虚腹泻的临床特点,但存在一定副作用。
FODMAPs类食物在小肠难以完全分解,多进入结

肠发酵,产生气体及SCFAs,过量食用加重脾胃运

化负担,损伤脾胃,可诱发腹胀、腹痛、腹泻的症状,
与脾虚证证候特点相合,且高 FODMAPs饮食属

于 LI疾病危险因素。本实验选用高 FODMAPs
饮食叠加应激因素诱导,既符合临床肝郁脾虚证患

病病因,同时契合了焦虑抑郁、食后痛泻的证候特

点,避免了药物诱导腹痛腹泻的副作用。
最近的研究证实,高 FODMAPs饮食可以诱

导大 鼠 的 内 脏 高 敏 感,与 肠 黏 膜 炎 症 密 切 相

关[6,14]。本研究发现,高FODMAPs饮食可以加重

应激诱导的内脏高敏感,结肠苏木精-伊红染色结

果显示叠加组嗜酸性粒细胞增多,提示炎症水平升

高。临床研究表明,内脏高敏感患者结肠嗜酸性粒

细胞数量增高,其活化参与了食物不耐受症状的发

生[15],本研究病理结果契合临床患者无器质性病

变但存在低水平炎症的特点。
5-HT作为胃肠道的重要神经递质,其表达水

平的失调与内脏高敏感密切相关,既往研究表明,
高 FODMAPs饮 食 代 谢 产 物 SCFAs可 以 诱 导

TPH1上调,促进结肠5-HT 合成[3],黏膜炎症水

平升高可以抑制SERT 的合成并导致5-HT 再摄

取障碍[16]。本研究首次探究高FODMAPs饮食及

应激叠加因素对5-HT系统的影响,结果表明叠加

组存在5-HT的合成升高及再摄取障碍,这可能与

高FODMAPs饮食及肠道炎症水平升高相关,并
直接诱发肠蠕动亢进及内脏高敏感。实验研究证

实,5-HT信号通路是肝郁脾虚证重要生物学基础,
肝郁脾虚证患者血清5-HT 升高,与“脑-肠轴”功
能紊乱密切相关[17],多种调理肝脾复方可通过调

节5-HT水平进而缓解腹痛、腹泻症状[18]。本研究

结果示结肠5-HT、TPH1、SERT水平与其他肝郁

脾虚证模型[19-20]趋势相似。
综上所述,高 FODMAPs饮食叠加避水应激

较单因素诱导的内脏高敏感症状更加明显,表现为

大鼠精神萎靡、毛发稀疏、体重降低、快感缺失,肠
蠕动亢进及内脏敏感性增高,提示模型符合肝郁脾

虚的证候特点,同时造模条件亦符合证候病因及疾

病危险因素。进一步对病理机制探究发现叠加组

存在以嗜酸性粒细胞增多为特点的慢性炎症以及

结肠5-HT合成亢进及再摄取障碍,与肝郁脾虚证

生物学基础相契合。因此可以作为乳糖不耐受肝

郁脾虚证病证结合的优选模型。
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