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小鼠动物实验方法系列专题(三)

小鼠是生命科学研究和医学研究的重要模式生物。随着小鼠基因组测序计划的完成, 国际上明显加速

了在这方面研究的投入和部署。从2005年起, 美国、欧盟、加拿大等批准了一系列重大科学计划, 开展基因

工程小鼠的大规模研制, 这些项目包括美国国立卫生院的小鼠基因剔除计划(KOMP, http://www.nih.gov/sci-
ence/models/mouse/knockout)、欧盟第七框架的欧洲小鼠条件性剔除计划(EuCOMM, http://www.eucomm.org)
和加拿大的北美小鼠条件性剔除计划(NorCOMM, http://norcomm.phenogenomics.ca/index.htm)等。中国也在

2006年由科技部立项、上海南方模式生物研究中心牵头启动了中国的小鼠条件性基因敲除计划, 该计划支

持了国内几十个高校和研究所150种条件性基因敲除小鼠模型的建立。随着这些研究计划的快速进展, 大量

基因工程小鼠模型成为科学界的共同资源, 这将对功能基因组和人类疾病治疗的机制以及新药的研发产生

重大而深远的影响。为帮助读者能更好地利用这些小鼠资源开展研究, 我们将从本期开始以专栏形式陆续

刊登介绍小鼠动物实验技术的文章, 也欢迎读者能够踊跃投稿, 把自己手头正在做的小鼠动物实验技术方法

和心得体会介绍给大家, 一起来分享实验过程中的得失和快乐。
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摘要      2,4,6-三硝基苯磺酸(TNBS)诱导的小鼠结肠炎模型是研究人类炎性肠病(inflammatory 
bowl disease, IBD)的主要手段之一, 但在实际应用中, 常用的C57/BL品系小鼠却对TNBS有较高耐

受性, 不易建模。本文主要介绍一种可以有效诱导C57/BL6小鼠TNBS结肠炎的方法, 并对疾病评

价指标进行了具体的描述。对基因工程小鼠IBD模型的研究具有重要意义。
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专题介绍

炎性肠病(inflammatory bowel disease, IBD) 是
一类严重影响人们生活质量的慢性疾病, 根据其病

理特征可分为克罗恩氏病(Crohn’s disease, CD) 和溃

疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC) [1]。目前对IBD的

病理机制尚不完全清楚, 但通过对实验诱导的动物

肠炎模型的研究, 研究者发现, IBD可能与肠道共生

菌群[2]、炎性因子[3]、环境以及遗传有关。肠道内

菌群分布的改变以及黏膜免疫系统对其识别作用的

变化, 都可能是IBD发病的原因[4,5]。免疫学分析显示: 

多种免疫细胞[6,7]及其分泌的细胞因子[8,9]参与调控

IBD, 而NF-κB[10,11]可能是这种调控的上游通路, 这
为新药研发提供了潜在靶点[12]。此外心理压力和焦

虑也会加重IBD的症状[13]。

三硝基苯磺酸(TNBS)诱导的结肠炎模型, 是研



238 · 专题介绍 ·

究IBD最常用的鼠类模型之一。模型最早由Morris
等[14]于1989年在大鼠上建立, 而后又于1995年在小

鼠[15]上成功诱导。模型以直肠给药的方式, 将TNBS
与酒精的混合物灌入动物结肠中诱导炎症。其中酒

精用来破坏肠黏膜屏障, 从而使TNBS能够进入肠

壁, 并与肠道细菌和机体自身蛋白作用形成抗原, 诱
导免疫致敏反应。模型建立后, 实验动物会出现精

神萎靡、体重减轻、腹泻、便血、肠壁增厚等症状。

其免疫反应以TH1型反应为主, 表现为细胞因子如

肿瘤抑制因子α (TNF-α)、干扰素γ (IFN-γ)、白介素

12 (IL-12)等分泌水平上调[16]。

TNBS诱导的结肠炎模型是一种急性的炎症

模型, 具有操作简单、造模快、成本低、重建性好

等优点。然而该模型对小鼠品系要求较高, 已知

BALB/c和SJL/J小鼠的模型的敏感性较好, 而C57/
BL品系则对TNBS耐受[16,17], 不易建模。由于目前多

数研究用基因工程小鼠是C57/BL背景, 因此建立一

套能在C57/BL6小鼠中有效诱导TNBS结肠炎的方

法, 对IBD研究具有重要意义。以下介绍一种可以

有效诱导C57/BL6小鼠产生结肠炎表型的建模方法, 
并对模型临床评分和病理评分标准进行具体描述。

1   材料与方法
1.1  试剂和仪器

TNBS致敏液: 浓度为1 mol/L的TNBS (Sigma公
司)水溶液、水、无水乙醇按体积比3.5: 11.5: 15混合, 
制成含3.5%TNBS的50%酒精溶液; 麻醉剂: 戊巴比

妥钠(Sigma公司)按照质量体积比配成1%溶液; 磷酸

盐缓冲液(phosphate buffer solution, PBS); 10%中性

甲醛固定液; 便隐血检测试纸(珠海贝索生物技术有

限公司); 小鼠灌肠(胃)针头及100 μl微量注射器(上
海玻利鸽工贸有限公司)。

1.2  实验动物

9周龄健康雄性C57/BL6小鼠12只, 体重20~26 g, 
随机分成两组, 每组6只。小鼠饲养在恒温(21~22℃)
房间, 12 h光暗循环。

1.3  模型建立及评价

1.3.1    动物准备        实验动物在诱导模型前, 先适

应饲养环境一周。

1.3.2    肠炎诱导        戊巴比妥钠按照体重0.01 ml/g, 
腹腔注射麻醉小鼠。用连有灌肠针的微量注射器抽

取TNBS致敏液60 μl, 小心的将针头探入小鼠肛门

内, 深至3~4 cm, 过程中避免碰伤肠壁, 缓缓推入药

液。对照组给予相同体积的50%酒精溶液, 灌肠完

毕后缓慢拔出针头。为确保致敏液与肠道充分作用, 
将小鼠头朝下, 固定在一个45º角倾斜的平面上, 静
置30 min。间隔1 h后, 再进行一次同样的给药操作。

小鼠苏醒后, 将小鼠放回笼中。

1.3.3    临床观察        每天记录小鼠体重两次, 取平

均值。并采集小鼠新鲜粪便, 按照表1标准, 对小鼠

进行双盲法临床评分。该标准参考并适当改进了

Cooper等[18]所采用的评分方法。具体评分由粪便粘

稠度、便血、体重下降三部分组成, 每项最高4分, 
总分范围在0~12之间。

1.3.4    炎症标本采集及分析        建模后第4天, 将小

鼠颈椎脱臼处死, 取结肠组织, 用PBS将肠内容物冲

洗干净。记录结肠长度及重量。截取横结肠中段

1 cm, 浸泡于中性甲醛固定24 h, 并进行切片及H&E
染色。结肠及周围组织结构见图1。

对切片结果按照表2标准进行双盲法病理评

分。该标准参考并适当改进了Obermeier等[19]的评

分方法, 其具体评分由黏膜破坏和炎症细胞浸润两

部分组成, 每项最高4分, 总分范围在0~8之间。

以下通过一组实例解释模型的组织学评分方

表1　临床评分标准

Table 1　Clinical scoring standard
粪便粘稠度 便血 体重下降

Stool consistency Fecal blood Body weight loss
0: Normal 0: No bleeding 0: None
1: Wet stools  1: 0~5% weight loss

2: Soft stools with sticking surface 2: Slight bleeding 2: 5%~10% weight loss
3: Loose stools 3: Moderate bleeding 3: 10%~15% weight loss
4: Watery diarrhea 4: Severe bleeding  4: More than 15% weight loss
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法。结肠切片的组织学结构(图2J)分为黏膜层(mu-
cous layer)、黏膜固有层(lamina propria)、黏膜下层

(submucosa)和黏膜肌层(muscularis mucosa)。其中

黏膜层由很多管状的隐窝(crypts)结构组成, 隐窝内

又含有大量分泌粘液的杯状细胞(goblet cells)。隐

窝和杯状细胞结构的完整性对黏膜功能的维持具有

重要作用。正常的结肠组织(图2A~图2C), 其隐窝结

构完整, 杯状细胞未见破坏, 少量炎性细胞位于隐窝

周围; 而中度炎症(图2D~图2F)则表现为大量炎症细

胞浸润到隐窝和黏膜固有层, 并伴有明显的杯状细

胞破坏消失; 当炎症发展到重度(图2G~图2I)时, 其
隐窝和杯状细胞结构已基本消失, 大量炎症细胞浸

润, 黏膜下层出现严重的水肿。

2   结果
TNBS给药后, C57/BL6小鼠出现了持续的体重

下降, 这与文献报道一致, 而酒精对照组小鼠, 只在

灌肠后第1天体重略有下降, 之后便很快恢复到正常

水平(图3A)。临床观察显示, TNBS组小鼠给药后出

现精神萎靡、虚弱消瘦、活动性降低、毛发杂乱等

表现; 并伴有粪便稀稠症状, 便隐血检测结果为阳

性。实验组与对照组整体临床评分在第4天差异达

到最大(图3B)。建模后第4天断颈处死小鼠, 观察结

肠组织表观形态: 酒精对照组小鼠结肠形态正常、

有弹性; TNBS组肠壁则有明显的僵硬、增厚、充血

等现象, 严重者局部肠道出现溃疡糜烂等症状。结

肠称重结果表明: 实验组小鼠单位长度结肠重量大

图1　结肠周围组织示意图

Fig.1　Schematic diagram of the organizations surrounding colon

表2　组织病理学评分标准

Table 2　Histopathology scoring standard
粘膜层损伤 炎症细胞浸润

Mucous membrane damage Infiltration of inflammatory cells
0: None 0: None
1: Minimal loss of goblet cells 1: Infiltration around crypt bases
2: Extensive loss of goblet cells 2: Moderate Infiltration to lamina propria and crypt bases
3: Minimal loss of crypts and extensive loss of goblet cells 3: Infiltration in muscularis mucosa with slight edema
4: Extensive loss of crypts and goblet cells 4: Extensive infiltration of submucosa with severe edema
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图2　组织学评分实例

轻度(A、B、C) 、中度(D、E、F) 、重度(G、H、I)IBD小鼠结肠组织H&E染色结果以及肠切片组织病理学结构示意图。标尺=100 mm。

Fig.2　Examples for histological scoring
H&E strained colon sections of slight (A, B, C), moderate (D, E, F), severe (G, H, I) colitis and the schematic diagram of the histopathology structure of 
colon slice. Bar=100 mm.
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图3　TNBS 给药诱导C57/BL6小鼠产生结肠炎

3.5% TNBS(溶于50%酒精)通过直肠给药的方式诱导C57/BL6小鼠结肠炎, 对照组只给50%酒精, 模型诱导后观察小鼠体重变化(A)及临床评分

(B), 第4天处死小鼠, 取结肠组织, 测量其重量和长度, 计算出单位长度的重量(C)。对结肠进行H&E染色(E), 并对切片结果进行病理学评分(D)。
数据以mean±SEM表示, n=5, *P<0.01, **P<0.005, ***P<0.0001。

Fig. 3　Administration of TNBS induced colitis in C57/BL6 mice
Colitis in C57/BL6 mice was induced by rectally administration of 3.5% TNBS in 50% ethanol, and mice treated with 50% ethanol were used as con-
trols. Body weight changes (A) and clinical scores (B) were recorded daily. Mice were sacrificed at the 4th day after TNBS administration. Colons were 
collected to measure the weight and length, which were used to calculate the weight of unit length of colon (C). Colon was stained with H&E (E), on 
which histological scoring (D) was performed. Data are mean±SEM, n=5, *P<0.01, **P<0.005, ***P<0.0001.
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于对照组小鼠, 说明建模后, 小鼠肠壁出现水肿增厚

(图3C)。对两组小鼠横结肠切片H&E染色结果分析

显示: 对照组小鼠隐窝结构完整, 杯状细胞形态和数

目正常, 少量炎性细胞位于黏膜固有层和隐窝基部; 
实验组小鼠肠壁增厚明显, 隐窝结构大面积破坏, 同
时大量炎症细胞浸润到粘膜层和黏膜下层, 造成杯

状细胞破坏、消失和肠壁水肿(图3E), 对应的病理

评分结果也表明两组之间存在统计学差异。

统计学分析采用双样品t检验法, 各组数据以

mean±SEM表示, 当P<0.01时, 认为两组样品之间有

统计意义的差异。

3   讨论
TNBS诱导的小鼠结肠炎模型是研究人类IBD

的重要手段, 被广泛地应用于IBD致病机理的研究、

细胞因子间相互作用、抗炎药物开发[20,21]等领域。

然而由于TNBS耐受的原因, 该模型在以C57/BL为
背景的基因工程小鼠中的应用受到很大限制。因此, 
建立一套可以在C57/BL品系下实现TNBS诱导小鼠

结肠炎模型的方法, 对于研究基因与IBD的关系具

有重要的应用意义。

传统的TNBS诱导结肠炎模型主要应用于

BALB/c和SJL/J小鼠中, 建模方法采用2.5% TNBS溶
于50%酒精, 通过直肠给药方式注入小鼠肠道, 给药

后倒悬小鼠1 min左右以确保药液和小鼠肠道充分

接触。诱导结肠炎后的小鼠会出现持续的消瘦、精

神萎靡、腹泻并伴有便血等症状, 病理分析表现为

黏膜结构破坏、炎症细胞浸润、肠壁增厚水肿等

现象。相对于BALB/c和SJL/J品系, C57/BL6小鼠对

TNBS更加耐受, 笔者预实验发现, 传统的方法并不

能有效的诱导C57/BL6小鼠产生结肠炎症。小鼠造

模期间未出现体重持续下降以及腹泻等现象, 病理

切片分析也未发现有明显炎症表现。

本实验方法通过提高TNBS的给药浓度并延

长其与肠道的作用时间, 有效诱导C57/BL6小鼠产

生结肠炎。实验结果表明: 小鼠出现了体重持续下

降、腹泻、便隐血等症状; H&E病理切片结果也显

示出隐窝结构破坏、炎症细胞浸润及肠壁水肿增

厚, 这与文献报道的模型表型一致。为提高模型成

功率, 以下几点需要注意: (1)本实验采用TNBS浓度

为3.5%, 但在具体实验中, 小鼠在年龄、性别、基因

(基因工程小鼠)上存在差异, 导致TNBS最佳诱导浓

度可能不同, 因此实验前应先进行预实验, 确定合适

的浓度条件。(2)常规的模型诱导方法采用的是一次

给药的方式, 但在灌肠给药过程中, 小鼠受刺激排便

导致大量药液随粪便流出, 这对实验效果影响较大。

采用两次给药的方式, 先排空肠道内粪便, 第二次给

药TNBS与肠道的作用时间就更长, 模型诱导成功率

更高。(3)灌肠时动作要轻缓, 不要扎破肠壁, 以免造

成不必要的死亡, 影响实验数据准确性。(4)小鼠麻

醉期间要控制好实验环境温度, 最好准备一块37℃
热板, 帮助保持小鼠体温, 防止小鼠因体温下降导致

死亡。

综上所述, 本文介绍了有效诱导C57/BL6小鼠

TNBS结肠炎模型的方法, 该方法对基因工程小鼠

IBD模型的研究具有重要意义。
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A modified Method to Induce Colitis Model by TNBS in C57/BL6 
Mice Strain

Zhen-Ze Liu1, Hui-Min Yan2, Wei-Gang Wang1*
(1School of Life Science and Technology, Tongji University, Shanghai 200092, China; 

2Shanghai Research Center for Model Organisms, Shanghai 201203, China)

Abstract        Mice colitis model induced by 2,4,6-trinitrobenzene sulfonic acid is one of the most common 
method used for human IBD (inflammatory bowl disease) research. However, it is difficult to induce colitis in C57/
BL mice strain for its tolerance to TNBS. In this article, we introduced an effective method for inducing colitis 
model in C57/BL6 mice, and described the details of evaluation index for IBD degree. The establishment of the 
method for inducing colitis model by TNBS in C57/BL6 mice will make a significant contribution to research in 
IBD with genetic engineering mouse.
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