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慢性胃食管反流病大鼠模型制备方法的探讨
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［摘要］　目的：探讨保留全胃的３种类型慢性胃食管反流病（ＧＥＲＤ）动物模型制备方法，以提高模型制备的质量及成功率。

方法：雄性ＳＤ大鼠，随机分为假手术（ＳＯ）对照组（ｎ＝２０）、十二指肠胃食管反流（ＤＧＥＲ）组（ｎ＝４７，食管胃十二指肠吻合术）、

单纯胃食管反流（ＧＥＲ）组（ｎ＝２０，幽门部分缝扎＋贲门肌切开术改行胃底食管吻合术）、十二指肠食管反流（ＤＥＲ）组（ｎ＝２１，

空肠食管吻合术改行胆总管开口远侧十二指肠与食管吻合术），分别制备保留全胃的３种类型ＧＥＲＤ动物模型。术后对动物

持续喂养观察及测量体质量，并对非预期死亡动物随即进行尸体解剖；存活动物分批于术后１、２、３、４个月处死进行食管病理

分析。结果：麻醉意外死亡３只。术后非预期死亡２６只（２４．１％），其中ＤＧＥＲ组死亡１８只（３８．３％），ＧＥＲ组１只（５％），

ＤＥＲ组死亡７只（３３．３％）。ＳＯ组中动物未见死亡。尸解分析死亡原因有梗阻、感染、窒息、出血、吻合口瘘和穿孔等。各模型

组存活动物均可见不同程度病变形成，且术后生存质量良好。结论：本研究所采用的保留全胃的３种类型慢性ＧＥＲＤ动物模

型制备方法，模型质量及病变形成率高，但术后动物死亡率亦较高。要制备符合研究需要的慢性ＧＥＲＤ动物模型，不但要选择

合理的术式以保证模型质量，还要采取一定措施预防术后并发症，降低非预期死亡率，以提高模型制备成功率。
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　　慢性胃食管反流病（ＧＥＲＤ）动物模型制备方法多种多

样，但要成功制备不同类型慢性ＧＥＲＤ动物模型，一方面术

式设计必须合理，另一方面还需注意术前、术中及术后诸多

因素的影响。国内外文献报道的ＧＥＲＤ模型制备方法［１～５］

大多需切除全胃，影响模型动物术后存活质量；部分仅能制

备急性模型，不符合ＧＥＲＤ病程迁延特点。本研究分别采用
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５种保留全胃的术式设计制备了３种不同类型慢性 ＧＥＲＤ
大鼠模型，总结并探讨了不同类型慢性 ＧＥＲＤ模型制备经

验。

１　材料和方法

１．１　实验动物　雄性 ＳＤ 大鼠１１１只，清洁级，体质量

（２１０±３０）ｇ，购于河北省实验动物中心［许可证号：ＳＣＸＫ
（冀）２００３１００３］。每笼３～５只，标准实验条件［室温（２３±

２）℃，湿度（５５±５）％］，颗粒饲料喂养。

１．２　实验条件及物品准备　所有手术均在清洁级动物手术

室内进行。实验人员穿消毒隔离服，戴无菌手套。备好电子

秤、手术台、无菌孔巾、７０无创尼龙缝线、麻醉剂（氯胺酮）、

消毒剂（碘伏）、手术器械（剪刀、镊子、手术刀）等。

１．３　实验方法　按研究需要对实验大鼠分别设计制备了３
种类型ＧＥＲＤ动物模型，并随机选择２０只作为假手术对照

组。术前禁食２４～３０ｈ，禁水１２ｈ。先用台式电子秤测量每

只大鼠体质重，以氯胺酮１００ｍｇ／ｋｇ腹腔注射麻醉成功后，

将动物以仰卧位置于手术台上，四肢及头部固定。胸腹部以

碘伏消毒，铺无菌孔巾。上腹正中开腹施行手术。吻合口选

用７０无创缝线全层密集缝合。术后禁食３０ｈ，自由进水。

术后密切观察动物饮食、排便及活动情况，每周测量体质量１
次。对死亡动物随即行尸体解剖，观察胸腹腔脏器大体改

变，以对其死因作出分析判断。存活动物分批于术后１、２、３、

４个月处死观察食管病理变化。

１．３．１　十二指肠胃食管反流（ｄｕｏｄｅｎｏｇａｓｔｒｏｅｓｏｐｈａｇｅａｌｒｅ

ｆｌｕｘ，ＤＧＥＲ）组　按Ｃｈｅｎ等［１］采用的食管胃十二指肠吻合

术（ｅｓｏｐｈａｇｏｇａｓｔｒｏｄｕｏｄｅｎａｌａｎａｓｔｏｍｏｓｉｓ，ＥＧＤＡ）制备模型共

４７只。于食管胃交接处和距幽门１ｃｍ十二指肠游离缘分别

沿长轴全层切开１．５ｃｍ，黏膜面相对将两者行侧侧吻合，保

留全胃，注意避免伤及胃腺区。

１．３．２　单纯胃食管反流（ｇａｓｔｒｏｅｓｏｐｈａｇｅａｌｒｅｆｌｕｘ，ＧＥＲ）组

　先按于强等［２］建立的酸性反流性食管炎大鼠模型改良制

备法行幽门部分缝扎＋贲门肌切开：用外径１．５５ｍｍ的金

属针穿刺入胃并通过幽门，结扎剩余幽门；贲门肌纵行切开

０．５ｃｍ。再改行食管下段与胃底吻合术：游离食管下段及胃

底穹隆部，分别于食管下段与胃底相对位置做１．０ｃｍ切口，

然后黏膜相对行侧侧吻合，保留全胃。造模２０只。

１．３．３　十二指肠食管反流（ｄｕｏｄｅｎｏｅｓｏｐｈａｇｅａｌｒｅｆｌｕｘ，ＤＥＲ）

组　先参照 Ｋｕｍａｇａｉ等［３］建立的食管胃空肠侧侧吻合术

制备十二指肠胃反流模型的方法，将其改良为空肠食管侧
侧吻合术制备十二指肠食管反流模型：于胃食管交界处食管

下段左侧壁和距Ｔｒｅｉｔｚ韧带３ｃｍ远侧空肠袢游离缘分别做

１．０ｃｍ切口，然后将食管空肠行侧侧吻合术，使十二指肠液

通过吻合口流回食管；后改行胆总管开口远侧十二指肠中段

与食管下段吻合术：游离食管下段及胆总管开口远侧十二指

肠，注意勿伤及胆管。将游离的十二指肠顺时针弯曲，于食

管下段右侧壁和十二指肠中段（距胆总管开口远侧２ｃｍ处）

游离缘分别做１．０ｃｍ切口，黏膜相对将两者侧侧吻合，保

留全胃。造模２１只。

１．３．４　假手术组（ｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎ，ＳＯ）组　常规麻醉开腹

后，仅游离食管下段、十二指肠及胃底，约１５ｍｉｎ后关腹。

共２０只。

１．４　统计学处理　采用ｔ检验和χ
２检验。

２　结　果

２．１　术后一般情况　各模型组术前平均体质量与对照组相

比无显著性差异；术后１周各组动物体质量均有增加，但各

模型组仍低于对照组（Ｐ＜０．０５或０．０１），其中又以ＤＥＲ组

和ＤＧＥＲ组更为显著（Ｐ＜０．０１）。手术后２～４周各组大鼠

饮食、活动基本恢复正常，ＧＥＲ组、ＤＧＥＲ组平均体质量增

加与对照组无明显差异，而ＤＥＲ组大鼠平均体质量增加显

著低于对照组（Ｐ＜０．０１，表１）。所有死亡动物死前营养状

态差，体毛无光泽，食少懒动，体质量不能恢复。

表１　各实验组大鼠术后体质量增加情况

Ｔａｂ１　Ｉｎｃｒｅａｓｅｏｆｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔｉｎａｌｌｇｒｏｕｐｓａｆｔｅｒｏｐｅｒａｔｉｏｎ
（珚ｘ±ｓ，ｍ／ｇ）

Ｇｒｏｕｐ Ｎ
Ｔｉｍｅｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｏｎ（ｔ／ｗｅｅｋ）

１ ２ ３ ４
ＧＥＲ １９ ２２．０±１３．９ ５７．１±１６．３ ８０．２±２１．５ ９９．８±２９．７
ＤＥＲ １４ １３．１±２３．５ ３９．６±３７．５ ５２．１±４８．６ ６２．４± ５５．６

ＤＧＥＲ ２９ １８．３±１７．９ ６５．３±３０．３ ９０．０±２２．３ １１８．８±３６．１
ＳＯ ２０ ３８．８±１５．５ ７４．１±２２．１ ９５．４±３１．６ １１１．５±３２．５

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓＳＯｇｒｏｕｐ；ＧＥＲ：Ｇａｓｔｒｏｅｓｏｐｈｅａｇｅａｌｒｅｆｌｕｘ；ＤＥＲ：Ｄｕｏｄｅｎｏｅｓｏｐｈａｇｅａｌｒｅｆｌｕｘ；ＤＧＥＲ：Ｄｕｏｄｅｎｏｇａｓｔｒｏｅｓｏｐｈａｇｅａｌ

ｒｅｆｌｕｘ；ＳＯ：Ｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎ

２．２　不同类型ＧＥＲＤ实验动物模型的死亡率　１１１只实验

大鼠除３只麻醉意外死亡外，其余１０８只于术后６周内非预

期死亡共２６只（２４．１％），其中ＤＧＥＲ组死亡１８只（３８．３％，

１８／４７）；ＧＥＲ 组死亡１只（５％，１／２０）；ＤＥＲ 组死亡７只

（３３．３％，７／２１）；ＳＯ组２０只动物术后无死亡。各模型的死

亡率以ＧＥＲ组最低（Ｐ＜０．０５）。

２．３　死因分析 尸检分析显示动物死亡原因有梗阻、感染、

窒息、出血、吻合口瘘和穿孔等。其中ＤＧＥＲ组大鼠术后２４

ｈ内死亡６只，３ｄ内死亡８只，３～７ｄ死亡４只；ＧＥＲ组仅１
只于术后２４ｈ内死亡，为腹腔化脓感染所致；ＤＥＲ组大鼠于
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术后２４ｈ内死亡３只，３ｄ内死亡２只（分别死于腹腔感染和

梗阻），３～７ｄ死亡１只（吻合口瘘），尚有１只于术后３９ｄ死

亡，尸检发现食管及胃腔内陈旧积血，食管下段可见溃疡形

成。

２．４　食管病理变化 术后１个月时除ＧＥＲ及ＤＧＥＲ组各１
只动物外，余各组动物均可见不同程度肉眼下病变，２个月时

除ＧＥＲ组１只外各模型组均可见较明显的食管黏膜病变，

此后随时间延长各组食管黏膜改变逐渐加重，并逐渐向上延

伸，尤以ＤＥＲ组为著（图１）。光镜下以淋巴细胞及少量嗜酸

性粒细胞和巨噬细胞浸润的慢性炎症为主，某些动物尚伴有

急性炎细胞浸润。食管上皮部分或全层缺损，底部覆以渗出

物及肉芽组织，并可见食管上皮层不同程度增厚，以基底层

及棘层细胞增生为主，乳头延长，并可见溃疡形成（图２），以

ＤＥＲ组为著。对照组均未见明显肉眼及组织学改变。

图１　食管病变大体观察

Ｆｉｇ１　Ｍａｃｒｏｓｐｅｃｉｍｅｎｏｆｅｓｏｐｈａｇｕｓｉｎ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｏｄｅｌｓａｔｔｈｅ４ｔｈｍｏｎｔｈ
Ａ：ＳＯ，ｎｏｒｍａｌｍｕｃｏｓａ；Ｂ：ＤＥＲ，ｍｕｃｏｓａｉｎｊｕｒｙｗａｓｓｅｖｅｒｅａｎｄｃｈａｒａｃ

ｔｅｒｉｚｅｄｂｙｅｒｏｓｉｖｅ，ｍｕｃｏｓａｌｓｌｏｕｇｈｉｎｇ，ｒｅａｃｔｉｖｅｈｙｐｅｒｅｍｉａ，ａｎｄｎｅｃｒｏ

ｓｉｓ；Ｃ：ＧＥＲ，ｅｓｏｐｈａｇｅａｌｍｕｃｏｓａｗｉｔｈｃｏｎｇｅｓｔｉｏｎａｎｄｅｄｅｍａ；Ｄ：ＤＧ

ＥＲ，ｍｕｃｏｓａｗｉｔｈｈａｅｍｏｒｒｈａｇｉａａｎｄｎｏｄｕｌｅ

图２　造模后食管病理变化：形成溃疡

Ｆｉｇ２　ＵｌｃｅｒａｔｉｏｎｗａｓｓｅｅｎｉｎＤＥＲｇｒｏｕｐｏｎ

ｔｈｅ４ｔｈｍｏｎｔｈａｆｔｅｒｏｐｅｒａｔｉｏｎ（２００×）

３　讨　论

　　理想的动物模型制备方法，一方面必须保证较高的存活

率和生存质量，方法应尽量简单易行；另一方面更要求病变

形成率高，并符合研究需要。两者缺一不可。本研究所采用

的保留全胃的３种类型慢性ＧＥＲＤ动物模型制备方法，术后

模型生存质量及病变形成率均较高，但死亡率亦较高。

３．１　死亡原因分析　慢性ＧＥＲＤ实验动物模型制备方法多

种多样，随术式不同术后死因报道不一。Ｃｈｅｎ等［１］报道食管

胃十二指肠吻合术后死因可能有麻醉、出血、吻合口缝线断

开或食管狭窄。Ｋｕｍａｇａｉ等［４］采用食管胃空肠侧侧吻合

术制备大鼠模型，术后死因主要为十二指肠内容物反流并发

症。王雯等［５，６］采用不同术式制备３种反流性食管炎模型，

大鼠死亡多见于围手术期内，其中单纯胃液反流组因手术方

式复杂，创伤较大且手术时间长，死亡率最高（３７．１％）。分

析术后主要死因包括腹腔感染（弥蔓性腹膜炎或脓肿）和肺

部感染，部分死于小肠出血坏死及吻合口出血。汪涛等［７］制

备胃十二指肠混合反流模型术后，观察动物主要死亡原因为

吻合口瘘、梗阻、肺部及腹腔感染。本研究观察发现：动物死

因包括消化道梗阻、胸腹腔感染、反流窒息、大出血、吻合口

瘘、胃壁穿孔等单一或综合因素。主要与下列因素有关。

３．１．１　模型制备术式　食管胃十二指肠吻合术式不失为一

种制备慢性 ＤＧＥＲ模型较成功的方法（８），但手术方法较复

杂，技术要求较高，术后死亡率亦较高。空肠食管侧侧吻合

术制备慢性ＤＥＲ模型，因肠袢与食管下端左侧壁吻合后易

于受胃底压迫（尤其于进食后）造成内容物输出受阻，而改行

胆总管开口远侧十二指肠中段与食管下段吻合术，避免了胃

底对肠袢的压迫，另外十二指肠采取顺钟向吻合有利于内容

物通过。但该术式难度较大，技术要求亦较高，故本组术后

动物死亡率仍较高，有待进一步探讨。

３．１．２　术中技巧及手术技能　同一术式术中采用技巧不

同，术后存活率不同。汪涛等［７］应用食管十二指肠吻合术探

讨建立反流性食管炎大鼠模型的最佳方案。结果认为全层

间断密集缝合是此模型最佳的吻合方式。大鼠内脏器官小，

对操作者手术技术及技巧要求较高。如ＤＥＲ组中死亡的动

物大多可见胃扩张而吻合口无梗阻，远段肠管空虚，可能与

肠管成角有关。肠管扭曲成角后易引起近端消化道梗阻，从

而使模型难以制备成功。

３．１．３　迷走神经损伤　本研究中所有术式均须游离食管下

段，可能损伤迷走神经。２６只术后死亡动物中大多有胃扩

张，除与手术技巧有关外，可能与迷走神经损伤致消化道动

力障碍亦有关。尤其在食管胃十二指肠吻合术后死亡大鼠，

大多胃肠普遍扩张，考虑均与迷走神经损伤致排空障碍有

关。

３．１．４　感染因素　术后死亡２６只中腹腔感染４只，除操作

因素外，可能与术前禁食时间不足，手术时胃肠腔内较多食

物残渣溢出造成腹腔污染有关。王雯等［５，６］认为肺部感染高

发可能是由食管反流所致。反流常导致呼吸系统损害［９］，尤

其当消化道梗阻伴大量胃肠内容物反流时极易并发吸入性

病变，如吸入性肺炎、胸腔感染，甚至窒息。本研究中死于消

化道梗阻动物中，大多死前均有呼吸困难，口鼻青紫，甚至口

鼻白沫外溢，２只可见并发胸腔感染。
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３．２　术后动物生存质量　体质量变化是反映动物营养状态

及生存质量的客观指标。本研究中实验动物手术前后体质

量检测结果表明，尽管术后较术前一度下降（可能与术中失

血及体液丢失有关），但１周后随着喂养时间延长各组存活

动物平均体质量逐渐增加。ＤＥＲ组大鼠术后平均体质量增

加低于对照组，可能与术中损伤较大或术后病变形成较重而

影响营养有关。其余两组动物体质量增加与对照组无显著

差异，提示保留全胃的造模方法有助于保证动物术后营养及

生存质量。

３．３　食管病变形成　３种类型模型组动物均有不同程度病

变形成，且随术后喂养时间延长病变程度逐渐加重，食管下

段病变向上段蔓延。尤以十二指肠液为主反流模型组显著，

与文献报道一致［６］，说明本研究中采用的保留全胃的慢性

ＧＥＲＤ模型制备方法设计合理。

　　综上所述，本研究所采用的３种类型慢性ＧＥＲＤ动物模

型制备方法，术中全部保留全胃，术后模型生存质量及病变

形成率均较高，符合ＧＥＲＤ自然病程。但模型制备术后动物

死亡率尚较高，为进一步提高 ＧＥＲＤ动物模型制备成功率，

应注意以下几点：（１）术前禁食时间不应少于２４ｈ（我们后来

将术前禁食时间延长至３０ｈ），否则若胃肠内食物残渣存留，

术中易造成腹腔污染，增加术后感染机会；（２）选择某些术式

制备ＧＥＲＤ动物模型，术中应注意避免消化道扭曲成角导致

术后梗阻；（３）游离食管下段时应谨慎操作，以免损伤迷走神

经；（４）若术中发现胃内食渣残留较多，腹腔污染较重，应于

关腹前以生理盐水充分冲洗后酌情给予抗生素预防感染。

（５）吻合口须缝合扎实，以免吻合口漏及出血；（６）手术中一

旦损伤大血管应及时有效结扎止血；（７）腹腔注射麻醉剂宜

选择左下腹为穿刺点。
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