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小鼠模型
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［摘要］　目的　通过幽门半结扎+前胃部分结扎术，结合术后饮食干预来开发一种改进的小鼠

胃食管反流病（gastroesophageal reflux disease，GERD）模型。方法　48只C57BL/6J小鼠随机均分为

4组：假手术 2周组、造模 2周组、假手术 7周组与造模 7周组。造模组小鼠接受前胃部分结扎术+幽门

半结扎术，术后予以高脂饲料及营养果冻喂养；假手术组仅行开关腹，术后予以常规饮食。术后记录

小鼠体重变化与存活率，并于造模后 2周与 7周采集食管组织，通过苏木精-伊红染色法（HE染色）进

行病理学观察以鉴定胃食管反流，并分析造模成功率。采用逆转录实时荧光定量PCR与酶联免疫吸

附试验分析炎症特征。使用GraphPad Prism软件进行统计分析。结果　造模 2周、7周组造模成功率

分别为 83. 3%和 66. 7%（P＜0. 05）。与假手术组相比，造模 2周后C57BL/6J小鼠食管壁增粗，HE染

色可见基底细胞增生和炎症细胞浸润；逆转录实时荧光定量PCR与酶联免疫吸附试验结果显示造模

后M1型巨噬细胞相关因子和标志物白细胞介素-6、单核细胞趋化蛋白-1、CD80、CD86等表达显著增

加（P＜0. 05），而 M2型巨噬细胞相关炎症因子和标志物白细胞介素-10、CD163、CD206表达显著降

低（P＜0. 05）。结论　相比于传统模型，该方法的造模成功率更高而小鼠存活率相仿，且拥有与人胃

酸反流引起的GERD相似的病理特征和M1型巨噬细胞浸润为主的炎症特征，将是GERD的分子病

理生理和临床药物开发研究的理想模型。
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［Abstract］ Objective　To establish an improved mouse model of gastroesophageal reflux disease 
（GERD） by combining partial pyloric and forestomach ligation with postoperative dietary intervention.
Methods　A total of 48 C57BL/6J mice were randomly assigned to four groups： 2-week sham， 2-week 
model， 7-week sham， and 7-week model.  Model groups underwent partial ligation at the pylorus 
（pyloric semi-ligation） and forestomach， followed by a high-fat diet and postoperative nutritional gel.  
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Sham groups received laparotomy only and standard chow.  Body weight and survival were monitored.  
At 2 and 7 weeks， esophagi were harvested for hematoxylin – eosin （HE） histology to assess reflux 
esophagitis， and model induction success was calculated.  Inflammatory profiles were evaluated by 
quantitative real-time PCR （qRT-PCR） and enzyme-linked immunosorbent assay （ELISA）.  Statistical 
analyses were performed in GraphPad Prism. Results　Successful model induction rates were 83. 3% at 
2 weeks and 66. 7% at 7 weeks （P<0. 05）.  Compared with shams， model mice exhibited esophageal 
wall thickening， basal cell hyperplasia， and inflammatory cell infiltration on HE staining.  qRT-PCR and 
ELISA demonstrated significantly increased expression of M1 macrophage– associated mediators and 
markers （e. g. ， interleukin-6］， monocyte chemoattractant protein 1， cluster of differentiation 80 
［CD80］， CD86） and decreased expression of M2-associated mediators and markers （e. g. ， interleukin-
10， CD163， CD206） in model mice （all P<0. 05）. Conclusion　 This combined surgical-dietary 
approach induces robust reflux esophagitis while maintaining acceptable survival.  The model 
recapitulates key pathological features of human acid-reflux-related GERD， including M1-predominant 
inflammation， and provides a practical platform for mechanistic studies and preclinical therapeutic 
evaluation.

［Key words］ Gastroesophageal reflux disease； Reflux esophagitis； Mouse model； Animal model

胃食管反流病（gastroesophageal reflux disease，
GERD）是一种由反流物逆流进入食管引起的上消

化道疾病，近年来患病率持续上升，对全球医疗保

健事业构成重大挑战［1］。尽管有研究发现GERD可

能与炎症反应相关［2］，但目前发病机制尚不明确，治

疗选择也十分有限［3］。当前临床治疗以质子泵抑制

剂为主流方案，但仅能使部分病人获益［4］；而外科胃

底折叠术虽能有效控制反流，却面临手术创伤大、

术后吞咽困难等并发症风险［5］。这种治疗困境凸显

了研发新型疗法的紧迫性，而建立可靠的动物模型

将成为突破现有治疗瓶颈的关键研究工具。尽管

已经报道了大鼠［6-8］、小鼠［9］、狗［10］和狒狒［11］等诸多的

GERD、巴雷特食管和食管腺癌动物模型，但考虑到

成本和反流效果，目前GERD相关模型仍以大鼠为

主［12］。然而小鼠在基因组学、分子机制以及相应的

研究试剂和药物分子上都与人类有着很多共同点，

且成本低廉、基因组学数据完善，仍是最具潜力的

GERD模型。

目前小鼠常见的 GERD 模型大体上可以分为

手术和非手术模型（包括基因改造、胃酸灌注、饮食

控制等）。考虑到实用性和临床模拟性，手术诱导

的反流可能是最佳方法［13］。但是既往的手术模型

如食管分离和食管空肠吻合（侧侧）［14］、食管胃空肠

吻合术（侧侧）［9］等不仅操作难度高，且反流率仅为

40%～52%，同时面临小鼠术后早期死亡问题，难以

广泛应用。对此，我们参考了 Omura 等［6］提出的大

鼠部分幽门结扎+前胃结扎术，改良并结合饮食干

预成功诱导了小鼠 GERD 模型。新模型不仅更易

操作，成功率更高，而且表现出与人 GERD 活检标

本类似的病理改变和炎症反应，是进一步研究

GERD的发病机制和药物筛选的可靠模型。

材料与方法

一、材料

（一）实验动物

使用 8～10 周龄、体重（20. 0±3. 0）g 的雌/雄
性 C57BL/6J 小鼠，均购自同济大学实验动物中

心。动物饲养在标准条件［温度：（20±2）°C，湿度：

（50±5）%，12 h 光照-黑暗循环，自由获取食物和

水］的 Plexiglas 实验箱（25 cm×25 cm×15 cm）中。

本实验涉及动物操作程序获得同济大学附属东方

医院医学伦理委员会批准（审批号：2022研预审第

〔254〕号）。

（二）主要试剂与仪器

总RNA提取剂、第一链 cDNA合成试剂盒、2×
RT-qPCR预混液购自中国武汉ELK Biotechnology
公司（货号分别为 EP013、EQ003、EQ001）；PBS 溶

液、BCA蛋白浓度测定试剂盒购自中国武汉阿斯本

生物技术有限公司（货号分别为AS1044、AS1086）；
鼠 CD163酶联免疫吸附试验（ELISA）试剂盒购自

中国武汉华美生物工程有限公司（货号：CSB-
EL004882MO）；鼠单核细胞趋化蛋白-1 ELISA 试

剂盒购自中国上海安迪生物科技公司（货号：

MJE00B）；鼠 CD86 ELISA 试 剂 盒 、鼠 CD206 
ELISA 试剂盒购自英国 abbexa 公司（货号分别为

abx585784、abx154405）；鼠 CD80 ELISA试剂盒、鼠

白细胞介素 -10（IL-10） ELISA 试剂盒、鼠 IL-6 
ELISA 试剂盒购自中国武汉云克隆科技股份有限

公 司（ 货 号 分 别 为 SEB386Mu、SEA056Mu、
SEA079Mu）；PCR 仪（Life technologies，StepOne™ 
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Real-Time PCR），酶标仪（Molecular，Cmax plus）。
二、造模方法

48只C57BL/6J小鼠随机区组法分为 4组（每组

12只）：假手术 2周组、假手术 7周组、造模 2周组、造

模 7周组。造模组依据以下手术联合术后饮食干预

建立 GERD 模型；假手术组仅做开关腹，且术后予

以正常饮食。

（一）手术造模具体步骤

小鼠术前 24 h 常规禁食不禁水；采用腹腔注

射 80 mg/kg 氯胺酮和甲苯噻嗪 12 mg/kg 麻醉；

脱毛膏除去手术区域毛发；眼用润滑眼膏预防干

燥；加温垫防止小鼠术中失温；聚维酮碘消毒皮

肤。操作步如下（图 1）：a. 从剑突指向肛门方

向，上部正中切约 2 cm 的切口，沿中线打开腹膜，

暴露腹腔脏器；b. 暴露小鼠胃体、十二指肠、前

胃、食管，游离网膜，注意尽量避开血管；c. 4-0 丝

线小圆针紧贴肠壁穿过系膜绕幽门一周后备用；

d. 寻找前胃与胃体结合部，靠近前胃大弯侧穿

刺，导丝引导下留置软管，软管外直径为 2. 0 
mm，幽门部使用 4-0 丝线打结固定；e. 撤去留置

软管，前胃穿刺口 4-0 丝线“8”字缝合；f. 2-0 丝线

结扎前胃 1/2，避免损伤胃食管结合部；g. 生理盐

水冲洗腹腔，清除血液和胃内容物，丝线缝合腹

部切口。

（二）造模组术后饮食

术后 0～4 d，糊状高脂饮食+添加微量元素的

糖盐水喂养；术后 5～14 d，糊状高脂饮食+小鼠专

用营养果冻隔天+添加微量元素的糖盐水喂养；术

后第 15 天开始，普通饮食+小鼠专用营养果冻隔

天+添加微量元素的糖盐水喂养。

三、组织采集及处理

术前 1 d 及术后每日早 9：00观察小鼠，称重并

去除死亡小鼠，解剖分析小鼠死因。术后 2周及术

后 7 周采用 CO2窒息法处死相应组小鼠并收集食

管。小鼠处死后操作：远端配重 0. 2 g小砝码，自胃

食管结合部起取食管 13. 00 mm，对半环周切开，一

半沿中线纵切后固定在 10% 福尔马林液中 24 h 并

包埋于石蜡，将包埋的组织块切成 4 μm切片备后续

实验；另一半标本环切后于–80 ℃冰箱中保存。

四、建模成功标准

由胃肠道病理学家对石蜡标本进行镜下评估，

满足以下任意一项标准即可判定 GERD 建模成

图1　胃食管反流病小鼠造模步骤手术示意图
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功：（1）上皮层基底细胞增生超过 3层；（2）固有层乳

头延长超过上皮层厚度 2/3；（3）黏膜炎性细胞浸

润。反流评分标规则如下：同一高倍视野下，上述

诊断标准满足任意 1条为 1分，评分总和计为该切

片反流评分。

五、观察指标

组织学形态观察：将取出的标本置于 10%福尔

马林液中 24 h 并包埋在石蜡中。将包埋的组织块

切成 4 μm 切片。采用苏木精-伊红染色法（HE 染

色），显微镜下观察组织形态学改变及炎症细胞浸

润情况。采用免疫组织化学染色检测造模后不同

时间段小鼠食管CD86与CD206表达情况。

逆 转 录 实 时 荧 光 定 量 PCR（RT-qPCR）与

ELISA：环周小鼠食管组织取 1/2量经酶消化，提取

RNA 并逆转录后，采用 Life technologies 公司的

StepOne™ Real-Time PCR 仪完成 qPCR，每个样品

均作 3 个复孔，使用 EnTurbo™ SYBR Green PCR 
SuperMix 试 剂 盒 进 行（ELK Biotechnology，
EQ001）；剩余环周小鼠食管组织取材后，快速冻于

液氮或-80 ℃保存，按照ELISA试剂盒说明书操作。

六、统计学方法

统计学处理采用 GraphPad Prism10. 0软件，计

量资料以 x±s表示，满足正态分布与方差齐性检验

数据采用单因素方差分析和 t 检验，不满足正态分

布与方差齐性检验数据采用多个独立样本非参数

秩和检验；计数资料采用“例（%）”表示，比较采用 χ2

检验，以P＜0. 05为差异有统计学意义。

结 果

一、建模结果

造模 2 周组和造模 7 周组小鼠存活率分别为

83. 3%（10/12）和 75. 0%（9/12）；GERD发生率分别

为 100%（10/10）和 88. 9%（8/9）。根据建模成功标

准进行评定，造模成功率=GERD 发生数/12×
100%。造模 2周组和造模 7周组造模成功率分别为

83. 3%（10/12）和 66. 7%（8/12）。与已有模型对

比［9，15-16］，本研究造模成功率更高而存活率相仿。

造模 2周组术后第 3天和第 9天各出现 1只小鼠

死亡；造模 7周组术后第 1周死亡 2只，第 2周死亡 1
只。小鼠的生存分析显示，造模后小鼠死亡存在明

显的高风险期，主要集中在术后第 1周（图 2A）。分

析死因发现，80%（4/5）的小鼠死于术后早期营养不

良。事实上，造模后小鼠体重也呈现出明显的时间

变化规律，造模后前 4 d体重快速下降，而后逐渐上

升，提示早期营养干预的重要性（图 2B）。
小鼠食管大体标本还显示，与假手术 2周组相

比，造模 2周组小鼠食管局部增粗，而造模 7周组则

与假手术 7周组相似（图 2C），提示GERD形成早期

可能存在炎性水肿。此外，造模 2周组和造模 7周

组的小鼠反流评分均显著高于同期假手术组（P＜
0. 05）（图 2D），这与文献报道中人的 GERD 病理结

果一致［2，17］。

二、HE染色结果

与假手术 2周组相比，造模 2周组小鼠食管的

病理特征包括：基底层明显增厚（10/10）、黏膜下层

以中性粒细胞和巨噬细胞为主的炎症细胞浸润（3/
10）。造模 7周组的小鼠食管则主要表现为基底细

胞增厚。见图 3。
三、GERD小鼠炎症特征

进一步研究了造模 14 d 后 GERD 食管组织的

细胞和分子特征。免疫组织化学结果显示（图 4A），

造模后小鼠食管存在明显的巨噬细胞浸润，且以

CD86 为特征的 M1 型巨噬细胞表达略高于以

CD206为特征的M2型巨噬细胞。此外，造模后 1～
10 d小鼠食管巨噬细胞浸润逐渐增强，此后逐渐缓

解（图 4B），提示巨噬细胞主要参与 GERD 早期发

病。进一步的RT-qPCR和ELISA结果也显示造模

后浸润的巨噬细胞高表达CD80和CD86，IL-6和单

核细胞趋化因子 -1 等促炎因子，而清道夫受体

（CD163、CD206）和 IL-10等抑炎因子表达降低（图

4C、4D），这与免疫组化结果一致。说明在 GERD
发生时，可能存在巨噬细胞表型的转变。

这些结果都说明我们的模型可以很好地模拟

了人GERD的发生发展，且相比于文献报道的手术

方式，该GERD模型表现出更长的生存期和更高的

反流率。

讨 论

目前关于小鼠反流模型相关研究很少，多数人

使用食管胃空肠吻合术或胃切除术+食管空肠吻

合术构建［9，15-16］，不仅操作复杂，且面临着严重的术

后早期死亡问题，造模成功率仅为 40%～52%。本

模型通过限制胃内容物的流动来增加胃内的压力，

促使内容物反流，不仅更符合人类GERD的病理生

理过程，且操作简单、成本低廉。本研究中造模 2周
和造模 7周的造模成功率分别达 83. 3% 和 66. 7%，

均显著高于已有文献报道的 GERD 模型；同时，凭

借幽门限制可调节的优势，可以产生不同反流程度
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图2　小鼠胃食管反流病建模结果　A. 造模 2周和 7周组小鼠生存曲线；B. 造模 2周组小鼠体重变化；C. 食管大体标本展示；

D. 小鼠食管反流评分（aP＜0. 000 1，bP＜0. 01）

图3　小鼠食管苏木精-伊红染色结果（以上每张切片取自不同小鼠）　A. 造模 2周组与假手术 2周组小鼠HE染色代表切片；

B. 造模 7周组及假手术 7周组小鼠HE染色代表切片
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的GERD模型，拥有进一步开发的前景。

事实上，以往GERD模型小鼠早期死亡的原因

主要有两点：一是手术创伤大，而小鼠手术耐受力

差；二是“改道”手术带来的术后营养不良。这两点

在以往的手术模型中几乎难以避免，而本模型通过

提出新的术式，从一开始就规避了这两点。此外，

本模型首次将小鼠术后饮食视为影响造模效果（包

括反流率及存活率）的独立因素，不仅利用饮食干

预进一步提高了造模小鼠的存活率，且通过高脂和

胶状饮食提高了 GERD 的发生率。虽然造模成功

率显著高于以往文献报道的小鼠GERD模型，但通

过数据分析我们发现，本模型影响造模成功率的主

要原因仍是造模后小鼠的早期死亡，其死因分别为

营养不良（4/5）和静脉回流受阻（1/5），后者可以通

过轻柔及仔细的手术操作避免，而前者则需要更精

细的饮食管理。事实上，尽管 Omura 等［6］的研究已

经表明慢性高脂肪饮食可通过脂质组重塑诱导小

鼠反流性食管炎及巴雷特食管的发生。不过，该类

研究相对较少，且考虑到动物饮食的多样性，探究

不同饮食搭配对 GERD 的影响仍是今后研究的重

要课题。

巨噬细胞是先天免疫细胞的关键组成部分，本

研究发现造模后小鼠食管组织中会出现巨噬细胞

浸润，且以 M1型巨噬细胞为主。这提示巨噬细胞

可能对食管组织发育、稳态和GERD的发生起重要

作用。事实上，最近的研究已经证实而 M1型巨噬

细胞可能通过一氧化氮、诱导型一氧化氮合酶、环

氧化酶-2和肿瘤坏死因子-α 等炎症因子的产生促

进胃酸诱导的食管组织损伤，抑制 M1型巨噬细胞

则可以缓解反流性食管炎［18］；考虑到其具有显著的

可塑性［19］，我们推测在GERD发生发展过程中巨噬

细胞表型可能存在动态转变，但是具体的动态变化

及分子机制需进一步通过单细胞核糖核酸测序及

单细胞空间转录组学分析明确。

尽管本模型可以很好地反映胃蛋白酶和胃内

容物引起的酸性反流，且可以表现出与人食管类似

的炎症反应，但因术式的限制无法模拟胆汁、十二

指肠液、小肠液等引起的碱性反流。此外，尽管小

鼠拥有类似于人类的复层鳞状上皮，但不存在黏膜

下层［20］，且本身并无自发反流，这些组织结构的不

同可能导致其与人类GERD模拟度的差异。

总之，我们的 GERD 模型首次将部分幽门结

扎+部分前胃结扎术应用到 C57BL/6J 小鼠，并结

合饮食诱导，创造了一种新的操作简单、存活率高、

反流效果稳定的小鼠 GERD 模型，加之 C57BL/6J
小鼠有完整的基因组数据，将为GERD发病机制的

深入研究和临床药物的筛选提供帮助。
利益冲突 所有作者均声明不存在利益冲突
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