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小鼠动物实验方法系列专题(四)

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。

Micro-CT辅助结肠造影在小鼠炎性肠病中的应用
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摘要      用DSS喂饲小鼠建立小鼠IBD模型, 在建模的第0、8、13 天分别用碘帕醇灌胃加腹

腔注射的方法造影并micro-CT扫描降结肠壁厚度, 结果第8天和第13天分别为0.4586±0.04 mm和

0.40325±0.03 mm, 显著(P<0.001)大于对照组(0.28±0.02 mm)。同时检测小鼠体重变化、临床评分、

结肠病理切片并评分, 发现结肠壁厚度变化趋势和常规指标一致。应用micro-CT辅助小鼠结肠造

影方法, 可以直观、动态、无创地对小鼠肠道进行影像学分析。
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专题介绍

计算机X射线断层扫描(computed tomography, 
CT)是70年代初放射诊断的一项重大突破[1], 通过X
射线对人体扫描, 经电子计算机处理而获得的重建

图像。在临床应用上有简便、安全、无痛、无创等

优点, 目前CT已经广泛应用于临床上。在现代生物

医学研究中, 根据替代(replacement)、减少(reduction)
和优化(refinement)的“3R”原则[2]要求研究人员尽

量采用小型实验动物, 并减少使用的动物数量。CT
可以无创地对动物疾病模型, 如肿瘤、炎症、骨骼

等进行研究, 因而符合这一要求。而目前医用CT因

为辐射剂量高、体积大、分辨率相对较低, 不适合

在实验大鼠或小鼠中应用。随着科技的发展, 显微

CT(micro-CT)的发明让小型实验动物CT检查成为

可能[3]。

炎性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)是以
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长期慢性腹泻为特点的一种慢性局限性肠道炎症, 
伴不同程度的全身症状, 病因复杂。IBD包括溃疡

性结肠炎(ulcerative colitis, UC)和克隆病(Crohn’s 
disease, CD), 临床上IBD具有特征性影像学变化: 结
肠壁增厚及特征性的“月晕征”[4], 提示粘膜水肿或

脂肪沉积。在西方国家UC的发病率是0.01%~0.02%, 
CD发病率为0.005%~0.01%, 在我国随着饮食方式的

西化, 发病率逐年提高, 近10年来报道病例数升高3
倍[5]。IBD严重影响人类健康。在IBD治疗药物的研

发中, 需要以动物模型来评价药物的疗效, 通常以体

重降低百分比、粪便、行为等指标做临床评分, 在
特定时间点处死动物后, 解剖取结肠及肠系膜淋巴

结等标本病理切片来评价疾病严重程度[6~8]。上述方

法无法直接在活体上动态观察结肠的病理变化, 有
一定的局限性。micro-CT的发明及应用使动态观察

活体小鼠IBD的炎症发展成为可能[3]。

由于结肠属于软组织, 与腹腔其他脏器密度接

近, 直接扫描在CT上无法分辨, 需要造影剂辅助, 本
研究应用临床常用的非离子型碘造影剂碘帕醇[9]予

小鼠灌胃加腹腔注射双重对比成功进行了结肠造

影。

1   材料与方法
1.1  试剂和仪器

分子量 36 000~50 000的右旋葡聚糖硫酸钠

(Dextran sodium sulfate, DSS)购自MP Biomedicals公
司, 应用时配成3%浓度; 戊巴比妥钠购自Sigma公司, 
使用时配成0.8%浓度; 碘帕醇注射液, 上海博莱科信

谊药业有限责任公司; micro-CT(eXplore Locus), GE 
Healthcare公司。

1.2  实验动物

健康野生型C57/BL6J小鼠16只, 均为雄性, 8周
龄, 体重23~28克。小鼠饲养在恒温(21℃~22℃)房间, 
每隔12 h光暗循环。实验期间小鼠自由进食标准鼠

粮。

1.3  IBD模型的建立

参照文献[10]报道的方法, 稍做改动, 建立IBD小

鼠模型: 随机将小鼠分两组, 每组8只: 实验组以3%
浓度DSS替代饮水喂饲5天, 每24 h更换一次DSS, 第
6天实验组小鼠恢复饮水; 对照组整个实验期间自由

饮水。IBD模型建立后, 在建模第0天、第8天及第

13天分别对小鼠进行临床评分。

1.4  micro-CT辅助结肠造影方法

在实验的第0天、第8天和第13天对小鼠分别进

行结肠造影, 造影前无需禁食。

结肠造影方法: 
(1) 用灌胃针向小鼠胃内灌入300 ml碘帕醇; 
(2) 以0.8%戊巴比妥钠溶液按0.1 ml/10 g体重腹腔注

射麻醉小鼠, 灌胃后1.5小时(对照组)和6小时(IBD实

验组), 通过X线透视(micro-CT附带功能)确认碘帕

醇已使结肠显影; 
(3) 腹腔注射200 ml碘帕醇, 并向各方向翻动小鼠数

次, 以使造影剂均匀分布在腹腔内; 
(4) micro-CT扫描腹腔, 扫描参数设置为80 kV peaks, 
450 mA, 0.045 mm effective pixel size, 15 min扫描总

时间。扫描结束后影像按0.0449×0.0449×0.0449 vox-
els(45 mm分辨率)进行图像重建, 在CT横截面上随机

取3个点, 使用GEHC micro view 2.2软件测量降结肠

肠壁厚度, 取平均值。

1.5  结肠标本的采集及分析

建模第13天micro-CT检查结束后, 记录体重, 将
小鼠处死, 解剖取出结肠组织, 用生理盐水冲洗肠内

粪便, 用滤纸将标本吸干。结肠有两个生理弯曲分

别为结肠脾曲和结肠肝曲, 将结肠分为3段: 升结肠、

横结肠和降结肠。截取整个降结肠, 测量其全长及

称重。然后将标本浸泡于中性甲醛中固定24 h, 并
进行切片及H&E染色。

1.6  数据的统计分析

用Origin 8.0软件 (Origin Lab公司 )进行统计分

析, 数据表示为均数±标准误, 使用One way ANOVA
方法统计并作图。

2   结果
2.1  炎性肠病小鼠模型的建立

实验组小鼠成功建立IBD小鼠模型, 从第6天开

始, 实验组小鼠体重明显下降, 第10天开始体重逐

渐恢复; 对照组小鼠在实验期间体重无下降。小鼠

体重变化曲线见图1A, 参照文献[11]的临床评分标准, 
稍作修改, 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, 分值

高低与炎症正相关。分别在第0天、第8天、第13天, 
对小鼠进行临床评分(图1B)。
2.2  micro-CT扫描

由于结肠内和腹腔内充满造影剂, 在micro-CT
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扫描时, 肠壁内外均被碘帕醇所包被, 肠壁呈低密

度造影, 可在横切面上见到清晰的环状肠壁影像(图
2A~图2C红色箭头所示), 根据其周围的解剖关系推

断图中所示为降结肠肠壁。实验第0天、第8天和第

13天的降结肠横截面micro-CT图分别见图2A~图2C, 
可见第8天肠壁增厚水肿显著, 第13天较第8天略有

图1　DSS诱导结肠炎评价

A: 小鼠实验期间体重变化曲线; B: 实验第0、8、13天IBD临床评分。(数据表示为均数±标准误, n=5, *P<0.01, **P<0.001, ***P<0.0001)。

Fig.1　Assessment of body weight and clinical score during DSS-induced colitis
A: body weight loss; B: clinical scores of colitis at day 0, day 8 and day 13. (Data expressed as means±SEM, n=5, *P<0.01, **P<0.001, ***P<0.0001).

图2　小鼠降结肠肠壁造影及对应病理组织切片

A~C: 给药后第0天、第8天、第13天micro-CT检测小鼠降结肠肠壁(红色箭头所示); D~I: 典型降结肠组织切片(D~F, 4×; G~I, 10×)。

Fig.2　Descending colon wall visualized by micro-CT and the relative histological sections
Red arrow indicates descending colon wall is depicted by micro-CT in the images at day 0 (A), day 8 (B), and day 13 (C) of colitis. Representative his-
tological sections from the same mice are shown (D~F, 4×; G~I, 10×).
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好转。用micro-CT对降结肠肠壁厚度进行测量(图3), 
发现与其临床表现(图1A和图1B)趋势一致。

2.3  降结肠组织切片分析及病理评分

第13天降结肠重量长度比见图4A, DSS组降结

肠单位长度重量显著高于对照组(P<0.001), 说明DSS
导致结肠壁增生肥厚。病理切片可见DSS给药第8天, 
降结肠黏膜下水肿, 降结肠腺体结构紊乱、消失, 黏

膜和黏膜下炎症细胞大量浸润(图2E和图2H); 第13
天黏膜下水肿、被破坏的腺体出现增生修复, 较第8
天略有好转(图2F和图2I)。对切片结果进行双盲法

病理评分, 该标准参考Obermeier等[12]报道的评分表

并稍作改动, 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, 
分值与炎症病变正相关。病理评分结果见图4B。

图3　Micro-CT测量降结肠厚度(mm)(数据表示为均数±标准误, n=5, *P<0.01)
Fig.3    Thickness of the descending colon wall calculated by micro-CT(mm)(data expressed as means±SEM, n=5, *P<0.01)

图4　降结肠重量长度比及病理评分

A: 降结肠重量长度比(g/cm); B: DSS给药后第0天、第8天、第13天病理评分。(数据表示为均数±标准误, ***P<0.0001)。

Fig.4　Weight/length and histological score of the descending colon
A: weight/length (g/cm) of the descending colon; B: histological score of the descending colon sections at day0, day8, day13 after treated by DSS. (Data 
expressed as means±SEM, ***P<0.0001).

3   讨论
IBD的发病机理尚未十分清楚, 可能与肠内菌

群和肠屏障的动态平衡被外界因素破坏有关[13]。本

文中用的DSS是一种去垢剂, 可以通过破坏肠上皮

细胞的方式来破坏肠屏障, 使肠道菌群进入粘膜下

层, 从而诱发肠道炎症[14]。此模型由于较好地模拟
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了人类溃疡性结肠炎(临床症状与病理), 在研究中

得到广泛应用[15,16]。在小鼠表型分析研究中经常需

要建立IBD疾病模型, 动态地在活体上观察结肠炎

症。在micro-CT发明之前一直难以做到[17]。影响体

重的因素很多, 作者在实验中观察到对于体重降低

百分比一致的小鼠, 其结肠炎症状态经常是不同的。

体重指标显然无法直接证明结肠的炎症程度。而

micro-CT的应用可以直观地并相对无创地对结肠的

形态学进行分析, 对于结肠炎症状态更敏感。

本文用DSS加入C57/BL6J小鼠饮水中喂饲建

立IBD模型, 并应用micro-CT来检测了结肠壁厚度。

因小鼠腹部脏器均为软组织, 密度相近, 直接使用

micro-CT扫描, 无法分辨其解剖结构, 必须辅助用造

影剂。在临床医学中, 通常使用的胃肠造影剂是硫

酸钡。国外已有研究者通过micro-CT研究小鼠结肠

炎, 其用的造影剂是硫酸钡(肠内)加腹腔注射静脉用

造影剂[17]。而作者在预实验中发现, 硫酸钡属于重

金属盐类, 在micro-CT成像时会出现条纹状伪影, 对
成像结果有极大干扰。而临床上可以通过增加辐射

剂量的方法来减少伪影。小鼠放射的致死剂量约为

6 Gy[18], micro-CT扫描一次的总辐射剂量为0.25 Gy, 
根据作者预实验发现无法减少金属伪影。另外辐射

对结肠炎是有一定影响的, 根据文献报道通过特定

装置低剂量(0.1 Gy~0.3 Gy)γ射线放疗可以减轻结肠

炎[19], 而高剂量(10 Gy)放疗会增加肠道氧化应激和

免疫反应[20], 而micro-CT检测是利用X射线进行扫

描, 产生的辐射剂量较小, 对肠道影响不大, 本文选

择3个有代表性的时间点对小鼠肠壁厚度进行监测。

目前, 已有商品化的小鼠专用造影剂, 价格昂贵, 每
只小鼠造影成本在千元左右[21], 无法在实验中大规

模使用。作者选用临床常用的非离子型造影剂碘帕

醇注射液来进行造影。碘帕醇为第二代水溶性、非

离子型、单体低渗性碘制剂, 血管壁及神经组织的

毒性低, 局部及全身耐受性好, 是一种安全有效的造

影剂, 被广泛应用于血管及腔内造影[9]。静脉注射

可迅速经肾脏代谢。灌胃加腹腔注射, 可以使肠壁

内外被造影剂包被而完全显影。前期预实验中, 作
者反复对实验组小鼠进行造影, 与对照组比较未发

现其诱发或加重结肠炎症, 其结肠壁厚度与对照组

无明显差异。在实验中需要注意IBD建模后小鼠胃

肠动力随IBD的严重程度增加而下降。故在CT扫描

之前需要先使用X光透视来确认造影剂已使结肠完

全显影, 根据作者前期的实验结果发现健康小鼠组

需要1.5 h左右而IBD组小鼠需要4 h~6 h不等的时间

(与炎症程度正相关)。micro-CT扫描结果的分析建

立在小鼠解剖学的基础上, 在比较肠壁厚度时, 需选

取相同的结肠段, 因人类溃疡性结肠炎主要发生在

乙状结肠及直肠, 在本文中选取的是降结肠。

在实验中, DSS组小鼠从给药的第6天开始体重

下降, 第10天体重最低, 后开始恢复(图1A), 与临床

评分结果基本一致(图1B)。给药的第8天及第13天从

micro-CT横截面上可见IBD组小鼠降结肠明显水肿

增厚(图2A~图2C), 且可以见到IBD特征性的“月晕

征”(图2B), 测量发现第8天实验组小鼠降结肠肠壁

厚度(0.4586±0.04 mm)和第13天(0.40325±0.03 mm)显
著(P<0.001)大于对照组小鼠(0.28±0.02 mm), 而第8
天和第13天之间无显著性差异(P>0.05)(图3)。组织

切片见第8天, 降结肠黏膜下水肿, 降结肠腺体结构

紊乱、消失, 黏膜和黏膜下炎症细胞大量浸润(图2E
和图2H); 第13天较第8天略有好转(图2F和图2I)。病

理评分来看实验组显著高于对照组(P<0.001)。可见

micro-CT对DSS诱导的结肠炎肠壁的动态变化具有

较好的诊断能力。在用不同品系小鼠建立IBD模型

时, 需要对建模效果进行检测, 既往研究者应用临床

症状(体重、便血、腹泻等)作为指标来衡量是否成功, 
本文提出一个更为直观的方法来动态研究结肠炎, 
该方法可以有效减少使用的动物数量。文中所示结

肠壁厚度与炎症的严重程度是正相关的, 下一步可

以建立相关数学模型来通过结肠壁厚度来评价或预

测结肠炎病变的严重程度。

综上所述, 本文介绍了一种检测肠壁厚度的方

法, 该方法具有价格低廉、无创、动态、直观等优点, 
可以有效观察正常小鼠和结肠炎小鼠肠壁, 对IBD
动物模型的评价有重要的意义, 该方法在相关药物

的研发中也有一定的应用价值。
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Monitoring Colitis Development in Mice by Micro-CT Colonography
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Abstract        To evaluate colon wall thickness noninvasively in the dextran sodium sulfate (DSS) induced 
mouse model of colitis, we performed micro-CT colonography. Mice were scanned by micro-CT at day 0, day 8 and 
day 13 after induction of colitis and calculated the colon wall thickness. Iopamidol was used by oral and intraperitoneal 
injection to show the colon wall. The value of the descending colon wall thickness were 0.4586±0.04 mm (day 8) and 
0.40325±0.03 mm (day 13) significantly (P<0.001) higher than the control group (0.28±0.02 mm). The related body 
weight loss, clinical score, histological section and score were consistent with the result of micro-CT. Thus, the results 
suggested that micro-CT can be used directly, consecutively and noninvasively in monitoring of the inflammatory 
response in mouse colitis in future studies.
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