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TGF-β1 联合 TNBS 诱导 Crohn 病肠纤维化模型
王宝偲，陶庆松，嵇振岭，郑宇

（东南大学附属中大医院  普通外科，江苏 南京 210009）

                                                                                                                                                                                                                                                                                 

摘   要 目的：观察转化生长因子 β1（TGF-β1）联合 2，4，6- 三硝基苯磺酸（TNBS）诱导大鼠 Crohn 病

（CD）肠纤维化模型的效果。

方法：将 SD 大鼠 30 只随机分为模型组（20 只）和对照组（10 只）。模型组大鼠予距肛门 8 cm 处

注入 1 mL 含有 TNBS 及 99% 乙醇，24 h 后于距肛门 4 cm 处灌入 500 μL 含携带 TGF-β1 的腺病毒

载体（1×109 pfu/mL 滴度）的 PBS；对照组大鼠不做处理。观察大鼠造模后的一般情况、行活动度

评分（DAI），造模后 12 d 处死大鼠，取大鼠结肠组织，行大体病理与组织病理学观察，并评分。

结果：模型组大鼠于造模后第 2 天，出现腹泻、血便、脓血便等症状，第 4 天达到高峰，然后渐渐

好转，对照组大鼠精神状态、进食及活动如常；模型组第 4、8、12 天的 DAI 值明显高于对照组（均

P<0.05）；模型组大鼠体质量在诱导后第 4~5 天明显下降，此后体质量缓慢增加，对照组大鼠的体

质量则持续增加，实验结束时模型组大鼠的体质量增幅明显小于对照组（P<0.05）。模型组结肠明

显充血水肿、溃疡形成，镜下可见明显的纤维化病变，对照组结肠未见明显异常，模型组的大体病

理评分及组织病理评分均明显高于对照组（均 P<0.05）。

结论：TGF-β1 联合 TNBS 制作大鼠 CD 肠纤维化模型，方法简单、重复性好、模拟效果佳。

                                                  [ 中国普通外科杂志 , 2014, 23(9):1276-1280]
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Crohn 病（CD） 是 一 种 原 因 不 明 的 非 特 异 性

胃肠道慢性炎症性疾病 [1]。患者的肠道透壁性慢性

炎症可导致肠道产生大量细胞外基质沉积，从而引

起瘢痕收缩式狭窄 [2]。目前 CD 肠道纤维化机制尚

不明确且临床尚无有效的治疗方案 , 药物治疗的效

果仍不理想 [3]。为了研究及发病机制及治疗方法，

适宜的动物模型不可或缺。CD 动物模型有多种建

立方法，其中以 Morris 等 [4] 在 1989 年首先提出的

2，4，6- 三 硝 基 苯 磺 酸（TNBS）/ 乙 醇 法 应 用 最

为广泛。该模型具有制作简单、可重复性好和价廉

的 优 点。 但 是 该 模 型 只 是 结 肠 炎 症 模 型， 对 于 模

拟 CD 慢性炎症所致纤维化的现象并不典型。因此

2005 年 由 Vallance 等 [5] 通 过 TGF-β1 联 合 TNBS

诱导制作了小鼠 CD 肠纤维化模型，结果模拟出小

鼠 CD 慢性炎症与肠纤维化的特点。本研究参照文

献，设计了类似 SD 大鼠模型，并从病理学的角度

去验证该模型是否具备 CD 的特征。

1　材料与方法

1.1  实验材料

1.1.1  实验动物　雌雄各半未育 SD 大鼠 30 只，

体 质 量 200~220 g， 随 机 分 为 对 照 组 10 只 及 模 型

组 20 只。由南京市江宁区青龙山动物实验中心提

供。分笼饲养于东南大学医学院动物实验中心。

1.1.2  主 要 试 剂 与 仪 器　TNBS 水 溶 液， 购 自

Sigma-Aldrich 公 司。 携 带 TGF-β1 的 腺 病 毒 载

体（Adeno-TGF-β1）， 购 自 上 海 卓 康。 其 他 试

剂 如 未 特 殊 说 明 均 购 自 Sigma 公 司。 自 动 脱 水 机
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（LEICA ASP300，Leica 公司）；包埋机（LEICA 

EG1140H，Leica 公 司 ）； 石 蜡 切 片 机（LEICA 

RM21459，Leica 公司）；染色（脱蜡）机（LEICA 

AUTO STAINER XL，Leica 公司）等。

1.2  实验方法

1.2.1  建模　所有大鼠在实验前禁食 48 h（不禁

水），2% 戊巴比妥钠 30 mg/kg 腹腔注射麻醉。模

型 组 大 鼠 注 射 器 接 塑 胶 管， 把 塑 胶 管 插 至 大 鼠 脾

曲结肠，顶端距肛门约 8 cm，将 TNBS/ 乙醇混合

液 1 mL（内含 TNBS 30 mg 与 99% 乙醇 0.4 mL）

灌入结肠内。整个灌注过程维持 5 s。拔出塑胶管

后， 保 持 大 鼠 倒 立 位 30 s。 让 大 鼠 恢 复 24 h， 然

后距肛门 4 cm 处灌入 500 μL 含 1×109 pfu/mL 滴

度 Adeno-TGF-β1 的 PBS（pH7.4）。造模后自由

进食和饮水。对照组大鼠不做任何处理，自由进食

和饮水。

1.2.2  模型评价　⑴ 大鼠 DAI 评分：每天观察动

物的精神状态、进食、活动和大便等情况并称量体

质 量， 并 单 独 对 各 组 大 鼠 体 质 量 变 化 情 况 进 行 测

定和比较。同时测定各组大鼠大便性状和潜血（采

用 邻 联 苯 胺 +H2O2 法 测 定 ） 情 况， 根 据 Murano 

等 [6] 制定的标准对大鼠进行 DAI（disease activity 

index） 评 分（ 表 1），DAI=（ 体 质 量 下 降 分 数 +

大便性状分数 + 便血分数）/3，得出每组大鼠平均

DAI 得 分， 以 评 估 各 组 大 鼠 的 疾 病 活 动 情 况。 第

12 天处死实验动物。

表 1 疾病活动评分（DAI 评分）
评分 体质量下降（%） 大便性状 大便潜血 / 肉眼血便

0 （-） 正常 正常（-/-）
1 1~5 — —
2 6~10 松散 潜血阳性（+/-）
3 11~15 — —
4 >15 稀便 肉眼血便（+/+）

⑵ 病理学评价：12 d 后处死大鼠，取材。断

颈 处 死 大 鼠 后， 立 即 剖 取 结 肠， 肉 眼 观 察 结 肠 黏

膜损伤程度并做大体病理评分。据 McCafferty 等 [7]

提出的评分方法（表 2），对不同的病变程度，各

项 指 标 对 应 于 不 同 的 分 值， 各 项 分 值 相 加 即 为 大

体 病 理 的 评 分 分 值， 反 映 了 大 体 病 理 病 变 的 严 重

程 度， 总 分 越 高 表 明 大 体 病 理 的 病 变 越 重。 如 发

现 病 变 在 病 变 边 缘 处 取 材， 如 果 没 有 病 变 则 在 降

结肠取材，其余在横结肠和距肛门 1 cm 处各取组

织一块（约 100 mg），对每块组织进行石蜡包埋，

切片后组织病理观察并评分，每只大鼠有 3 块组织，

根据 Neurath 等 [8] 提出的评分标准（表 3），通过

光学显微镜观察肠黏膜炎症及纤维化的严重程度，

不同程度的炎症对应不同的分值，进行组织病理学

评分，取其均值。

表 2　大体组织学积分
　　参数 分值
粘连
　无 0
　轻度（结肠与周围组织易分离） 1
　中度 2
　重度 3
穿孔
　无 0
　有 1
坏死
　无 0
　轻度 1
　中度 2
　重度 3
　严重（两处或两处以上发生坏死或坏死 >1 cm） 4
溃疡
　正常外观　 0
　局部充血，无溃疡 1
　溃疡无充血或肠壁增厚 2
　溃疡伴一处炎症 3
　溃疡伴一处以上炎症或溃疡病变 >1 cm 4
水肿
　无 0
　有 1
巨结肠
　无 0
　有 1

表 3　病理学评分
　　组织病理表现 分值
无炎症表现 0
炎症程度很低 1
低程度粒细胞原性炎症 2
高程度粒细胞原性炎症，血管高密度分布，肠壁

增厚
3

炎症细胞透壁浸润，杯状细胞消失，血管高密度
分布，肠壁增厚

4

1.3  统计学处理

采用 SPSS 13.0 统计分析软件；计量资料用均

数 ± 标 准 差（x±s） 表 示； 两 组 间 大 鼠 体 质 量 变

化 值 分 析 采 用 团 体 t 检 验， 两 组 间 DAI 评 分、 大

体病理、组织病理积分采用 Wilcoxon 秩和检验，

计 数 资 料 单 因 素 分 析 用 χ2 检 验，P<0.05 为 差 异

有统计学意义。
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2　结　果

2.1  大鼠一般情况

模 型 组 大 鼠 在 诱 导 当 天 即 出 现 精 神 萎 靡、懒

动、厌食等表现。第 2 天开始出现腹泻，大便次数

增多，且多为不成形稀便并有血便，可见黏液或脓

点，动物毛发失去光泽，局部皮肤炎症损害。上述

症状逐渐加重，约在第 4 天达到高峰，第 8 天开始

好转，但仍有毛色无光泽和脱毛现象。死亡情况：

第 3 天死亡 2 只，第 4、6、7 天分别死亡 1 只。实

验结束时模型组剩 15 只。对照组大鼠精神状态、进

食及活动如常。第 9 天死亡 1 只，实验结束时剩 9 只。

对于存活的大鼠每日记录 DAI 值，对第 4、8、

12 天的 DAI 值进行统计学分析。

表 4　两组 DAI 评分比较
组别 第 4 天 第 8 天 第 12 天

模型组 2.29±0.35 2.07±0.60 2.08±0.50
对照组 0.15±0.30 0.07±0.22 0.07±0.22

P 0.00 0.00 0.00

2.2  体质量变化

模 型 组 大 鼠 体 质 量 在 诱 导 后 第 4~5 天 下 降 最

为 明 显，此 后 体 质 量 缓 慢 增 加，至 第 8~9 天 时 恢

复至诱导前体质量。对照组大鼠的体质量在整个实

验过程中一直持续增加（图 1）。模型组大鼠实验

后的平 均 体 质 量 增 加 百 分比为（5.78±2.33）%，

对 照 组 大 鼠 实 验 后 的 平 均 体 质 量 增 加 百 分 比 为

（13.48±3.46）%。实验结束时模型组大鼠的体质

量增幅小于对照组，差异有统计学意义（P<0.05）。
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图 1　两组大鼠体质量变化曲线

2.3  结肠大体病理观察及评分

模型组大鼠结肠明显充血水肿，部分大鼠结肠

扩张明显，肠壁和周围组织粘连，距肛门 8 cm 范

围内有较大的溃疡病灶，病灶处有假膜样物覆盖、

肠壁增厚，病变呈节段性分布。而对照组大鼠结肠

的黏膜皱襞纹理清晰，未见充血水肿、糜烂及溃疡

等病理改变（图 2）。模型组大鼠大体病理积分明

显 高 于 对 照 组 大 鼠（5.87±1.76 vs. 0.22±0.44，

P<0.05）。

2.4  组织病理观察及评分

模 型 组 组 织 病 理 观 察 可 见 有 溃 疡 及 不同 程 度

灶 性 糜 烂 形 成，肠 道 全 层 增 厚，黏 膜 充 血，黏 膜

层、黏膜下层及肌层内可见中性粒细胞、巨噬细胞

及 嗜 酸 性 粒 细 胞 浸 润。结 肠 黏 膜 下 和 浆 膜 层 可 见

胶 原 蛋 白 沉 淀，溃 疡 边 缘 腺 体 增 生 或 呈 不 典 型 增

生，腺体破坏，腺管扭曲，杯状细胞减少。而对照

组 病 理 切 片 观 察 见 结 肠 结 构 清 晰，黏 膜 及 黏 膜 下

层均无损伤。上皮完整，未见充血、水肿或糜烂，

无 溃 疡 形 成，固 有 层 未 见 明 显 胶 原 蛋 白 沉 淀，杯

状细胞丰富，腺管结构正常，无明显炎症细胞浸润 

（图 3）。模型组大鼠组织病理评分明显高于对照

组大鼠（1.93±0.80 vs. 0.22±0.44，P<0.05）。

图 2　结肠大体病理学观察　　A：对照组；B：模型组

A B



王宝偲，等：TGF-β1联合 TNBS诱导Crohn病肠纤维化模型第 9 期 1279

© 版权归中国普通外科杂志所有 http://www.zpwz.net

3　讨　论

TNBS 诱导模型，属于免疫致敏模型，其机制

是乙醇破坏肠黏膜屏障后，TNBS 或 DNBS 与组织

蛋 白 的 赖 氨 酸 τ- 氨 基 团 结 合 形 成 完 全 抗 原， 使

T 淋巴细胞致敏，与半抗原结合的动物自身细胞被

破坏，导致肠黏膜发生迟发性变态反应，从而造成

肠 黏 膜 的 损 伤， 导 致 肠 道 炎 症 的 发 生。 此 模 型 伴

有 INF-γ 和 IL-2 明 显 增 高， 表 明 属 于 Th-1 型 免

疫反应，更类似人 CD。从而近些年，TNBS/ 乙醇

模型被广泛用于筛选治疗 CD 的新方法和临床新药

的开发及研究其作用机制 [9]。TNBS 造模法操作简

单、经济实用、重现性好、造模时间短、病变持续

时间较长，体现急性炎症向慢性转化的动态过程，

是一种经典的动物模型，缺点是缺乏特征性急性期

表现，对于模拟 CD 肠纤维化的现象并不典型，且

动物死亡率高 [10]。

TGF-β 是一种多效细胞因子，有很强的抗炎

作 用 也 促 进 纤 维 化 形 成。 其 中 的 TGF-β1 不 但 参

与细胞周期的调控，血管及胚胎的形成，诱导细胞

凋亡及免疫调节等过程 , 同时还参与细胞外基质的

分泌和发育分化等过程。在以细胞外基质异常增多

和 过 度 沉 积 为 主 要 病 理 过 程 的 肠 纤 维 化 疾 病 的 进

展 中，TGF-β1 起 着 关 键 调 节 作 用 [11]。 正 常 表 达

时能抑制炎症反应和细胞增殖、调节细胞的生长、

分化和免疫功能而起正面作用 [12]；而过度表达则

起推进肠纤维化进程的负作用 [13]。TGF-β 及其受

体在 CD 患者肠壁组织及狭窄肠段处分离、培养的

间质细胞中均过度表达，TGF-β 刺激狭窄处成纤

维细胞等间质细胞过度增殖，增强间质细胞收缩能

力并增强其合成及识别胶原的能力，诱导其表型变

异，刺激其生长活性而转化为肌成纤维母细胞 [14]。

体内外实验均证实纤维化肠壁组织中 TGF-β 表达

较 正 常 肠 壁 组 织 显 著 增 高， 其 持 续 过 度 表 达 导 致

肠 道 中 细 胞 外 基 质（extracellular matrix，ECM）

的积聚、重塑 [15]。肠壁黏膜中的 TGF-β 不仅可以

直 接 刺 激 黏 膜 层、 黏 膜 下 层、 固 有 层 间 质 细 胞 对

纤 维 连 接 蛋 白（fibronectin，FN），I，III，IV，

V，VI 等多型胶原的 mRNA 表达增高 [16]，而且刺

激 肠 间 质 细 胞 过 度 表 达 黏 附 分 子 及 结 缔 组 织 生 长

因 子（conjunctive tissue growth factor，CTGF）

等促纤维化因子 [17-18]；还可通过抑制胶原酶和蛋

白 酶 如 MMP 的 产 生， 以 及 促 进 组 织 抑 制 因 子 如

基 质 金 属 蛋 白 酶 组 织 抑 制 剂（tissue inhibitor of 

metalloproteinase，TIMP）的生成使 ECM 降解减少，

从而导致大量的 ECM 沉积于肠壁，最终形成纤维

化，甚至狭窄 [19-20]。

通过 TGF-β1 联合 TNBS 诱导制作出的模型，

具有的慢性肠道透壁性损害和增殖性炎症特点，这

些特点与 CD 肠纤维化病理过程极为相近，可成功

图 3　结肠组织病理学观察　　A：对照组（HE×40）；B：对照组（HE×200）；C：模型组（明显黏膜溃疡，HE×40）；
D：模型组（黏膜下纤维化形成，HE×100）；E：模型组（明显肠纤维化，HE×200）；F：模型组（肠黏膜上皮糜烂，
HE×100）

A B C

D E F
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模拟出 CD 慢性炎症与肠纤维化。

本 实 验 中， 在 TNBS/TGF-β1 灌 肠 诱 导 当 天

模 型 组 大 鼠 即 出 现 精 神 萎 靡、 活 动 减 少、 厌 食 等

表现。第 2 天开始大便次数增多，且多为不成形稀

便并有血便。上述症状逐渐加重，约在第 4 天达到

高峰，第 8 天开始好转。20 只模型组大鼠在实验

结束时死亡 5 只。而对照组精神状态、进食及活动

如常，在实验结束时死亡 1 只。对第 4、8、12 天

的 DAI 值进行比较，可见模型组较对照组 DAI 评

分 明 显 升 高。 在 体 质 量 变 化 方 面， 模 型 组 大 鼠 体

质 量 在 诱 导 后 第 4~5 天 下 降 最 为 明 显， 此 后 体 质

量缓慢增加，至第 8~9 天时恢复至诱导前体质量。

对 照 组 大 鼠 的 体 质 量 在 整 个 实 验 过 程 中 一 直 持 续

增加，至第 12 天达最大体质量。对模型组和对照

组大鼠实验后的平均体质量增加百分比进行比较，

可 得 出 实 验 结 束 时 模 型 组 大 鼠 的 体 质 量 增 幅 显 著

小于对照组。

从大体病理上看，模型组大鼠结肠充血水肿，

部 分 大 鼠 结 肠 扩 张 明 显， 肠 壁 和 周 围 组 织 粘 连 明

显，距肛门 8 cm 范围内有较大的溃疡病灶，病灶

处有假膜样物覆盖、肠壁增厚，病变呈节段性分布，

可见狭窄肠段。光镜下见模型组大鼠结肠黏膜下层

及肌层可见纤维化明显。而对照组大鼠结肠从大体

病理上看，结肠黏膜皱襞纹理清晰，未见充血水肿、

糜烂及溃疡等病理改变。光镜下观察，对照组结肠

结构清晰，黏膜及黏膜下层均无损伤。对两组大鼠

大体病理评分及组织病理评分进统计分析，均证实

了模型成功。

综上所述，本实验采用的 TGF-β1 联合 TNBS

成功诱导建立制作了 CD 肠纤维化模型。有望成为

研究 CD 肠纤维化发病机制的可靠动物模型。
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