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[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨糖尿病合并动脉粥样硬化小鼠模型建立的方法。 方法摇 8 周龄雄性载脂蛋白 E 基因敲除

(ApoE - / - )小鼠 46 只,随机分为对照组、高脂饮食组、链脲佐菌素低剂量组和高剂量组,链脲佐菌素低剂量组和高

剂量组分别腹腔注射链脲佐菌素 55 mg / kg(连续注射 5 天)、200 mg / kg(单次注射)。 2 月后测定空腹血糖、血脂、
主动脉根部斑块面积。 结果摇 链脲佐菌素高剂量组出现高死亡率,链脲佐菌素低剂量组血糖、血脂、粥样斑块面积

均高于对照组和高脂组(P < 0. 01),高脂组空腹血糖呈轻度升高(7. 78 依 0. 67 mmol / L)。 结论摇 以 ApoE - / - 小鼠为

基础小剂量多次腹腔注射链脲佐菌素是制备糖尿病合并动脉粥样硬化小鼠模型的理想方法,单纯高脂喂养

ApoE - / - 小鼠可以导致空腹血糖升高,大剂量单次腹腔内注射链脲佐菌素不宜用于该模型的建立。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To develop mouse model of diabetic atherosclerosis. 摇 摇 Methods摇 46 male 8鄄week鄄old apoli鄄
poprotein E knockout (ApoE - / - ) mice were randomly divided into control group, high鄄fat group, streptozotocin ( STZ)
low鄄dose group and high鄄dose group, low鄄dose group was treated with 5 daily intraperitoneal injections of STZ 55 mg / kg per
day, high鄄dose group was treated with intraperitoneal injection of STZ 200 mg / kg for once. 摇 After 2 months, all of the
mice were sacrificed and the blood samples were collected, the body weight, fasting blood glucose (FBG), total cholesterol
(TG), triglyceride (TC), low density lipoprotein (LDL), high density lipoprotein (HDL), the plaque area of aortic root
were detected. 摇 摇 Results 摇 High鄄dose group had unacceptable mortality, low鄄dose group got higher FBG, TG, TC,
LDL, HDL and more plaque area compared with control group and high鄄fat group (P < 0. 01), high鄄fat group got mildly el鄄
evated FGB (7. 78 依 0. 67 mmol / L). 摇 摇 Conclusions摇 ApoE - / - mice treated with 5 daily intraperitoneal injections of
STZ is an ideal mouse model of diabetic atherosclerosis, ApoE - / - mice supplied with high鄄fat diet got elevated fasting glu鄄
cose, and ApoE - / - mice treated with high鄄dose of STZ is not proper for the model.

摇 摇 随着人口老龄化及生活方式的改变,糖尿病患

病率逐年上升。 在糖尿病患者中,动脉粥样硬化性

疾病引起的死亡占总死亡率的 80% ,动脉粥样硬化

(atherosclerosis,As)是糖尿病患者中最多见的并发

症[1,2]。 目前糖尿病合并 As 的病因及其各种并发

症的发病机制尚未完全阐明,需深入研究,理想动

物模型的建立是实验研究的基础之一。

国内外文献报道的模型制备方法主要有三大

类,一是将糖尿病模型鼠与 As 模型鼠进行杂交[3];
二是以糖尿病模型为基础制备 As 模型[4鄄6];三是以

As 模型为基础制备糖尿病模型[3]。 第一类方法费

用高,而且受到实验动物繁殖许可的限制,大多数

实验室不宜使用。 第二类方法多采用对糖尿病鼠

喂养高脂饲料,其动脉粥样硬化的发生率和程度具
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有不确定性,难以把握和筛选。 第三类方法相对简

单可靠,本研究就第三类方法中包含的几种不同的

建模方式进行了观察和对比,以筛选出最佳的造模

方法。

1摇 材料和方法

1. 1摇 实验动物及试剂

摇 摇 8 周龄 SPF 级 ApoE - / - 雄性小鼠 46 只,购自北

京医科利昊生物科技有限公司,随机分为对照组 10
只、高脂组 8 只、STZ 低剂量组 16 只、STZ 高剂量组

12 只,平均体重 21. 3 g。 链脲佐菌素( streptozoto鄄
cin,STZ)购自 Sigma 公司,血糖仪及血糖试纸购自

罗氏公司,血脂测定使用奥林巴斯全自动生化分析

仪,基础饲料购自成都达硕生物科技有限公司,柠
檬酸缓冲液购自天津百浩生物科技有限公司。
1. 2摇 实验过程及方法

小鼠适应性喂养 1 周后,空腹 8 h,测基础体重

及空腹血糖。 对照组给予普通饲料;高脂组给予高

脂饲料(脂肪 21% 、胆固醇 0. 15% ) [7]。 STZ 用柠檬

酸缓冲液配置,冰上操作,现配现用,并注意避光,
配置好的液体用 0. 2 滋m 微孔过滤器过滤,腹腔注

射液体量为 0. 1 ~ 0. 2 mL,所有配置溶液在 15 min
内注 射 完 毕。 STZ 低 剂 量 组 空 腹 12 h 后 按

55 mg / kg的剂量腹腔内注射 STZ,连续注射 5 天[8]。
STZ 高剂量组空腹 12 h 后按 200 mg / kg 的剂量一次

性腹腔注射 STZ[9]。 注射 STZ 后注意补足饲料和

水,并短时间内喂 10% 葡萄糖水(1 周内),之后继

续喂养高脂饲料,每日更换垫料。
1. 3摇 观察指标检测

STZ 末次注射后于第 10 天、21 天测定空腹血

糖。 STZ 末次注射 2 月后空腹 8 h 测小鼠血糖,摘
眼球取血,全自动生化分析仪测定血脂,包括甘油

三酯( triglyceride,TC)、总胆固醇( total cholesterol,
TG)、高密度脂蛋白(high density lipoprotein,HDL)、
低密度脂蛋白( low density lipoprotein,LDL)。 取心

脏及升主动脉,对主动脉根部进行病理切片,行 HE
染色,使用 Image鄄Pro Plus 6. 0 图像分析软件对粥样

斑块进行面积测量。
1. 4摇 统计学方法

数据以 x 依 s 表示,计量资料采用单因素方差分

析,采用 LSD 法及 HSD 法等进行多重比较,P <
0郾 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2. 1摇 造模后症状

STZ 高剂量组在注射 STZ 后 1 天即出现了多饮

多食的症状,STZ 小剂量组在末次注射后 3 天出现

多饮多食。 STZ 小剂量组在末次注射后 1 周出现多

尿,而高脂组一直未出现明显的多尿。 成模后小鼠

毛色较对照组和高脂组差。 STZ 低剂量组在注射后

7 周部分出现血尿、少尿、全身水肿的症状。
2. 2摇 死亡情况

对照组及高脂组无死亡。 STZ 高剂量组在注射

STZ 后一周内死亡 8 只(死亡率 67% ),20 天死亡

11 只(死亡率 92% ),其中有 2 只发生了高血糖

(25. 6 和 33. 3 mmol / L),4 只发生了低血糖(1. 8、
1郾 6、1. 3 及 2. 8 mmol / L),其余 5 只发现时已经死

亡,未能检测血糖;最后一只在注射 STZ 后 57 天死

亡。 STZ 小 剂 量 组 共 死 亡 6 只 ( 总 体 死 亡 率

37郾 5% ),1 只在注射期间发生低血糖死亡,3 只在

末次注射后 10 天内出现高血糖死亡,2 只在注射后

第 7 周出现血尿、少尿、水肿等症状后死亡(图 1)。

图 1. 不同剂量 STZ 注射后生存曲线

Figure 1. Survival curve of different doses of STZ

2. 3摇 血糖情况

由于 STZ 高剂量组注射后小鼠大量死亡,未列入

统计。 STZ 低剂量组从第 10 天起,大部分小鼠出现

明显的高血糖,从 21 天起,所有小鼠出现明显高血

糖,且一直稳定在较高水平。 高脂组空腹血糖呈逐渐

升高趋势,到 60 天时达到 7. 78 mmol / L,按照空腹血

糖 >7 mmol / L 的标准,达到成模标准(表 1)。
2. 4摇 体重情况

各组基础体重无统计学差异;造模后 1 月,STZ
低剂量组和高脂组体重较对照组减轻,STZ 低剂量

组和高脂组间无差异;造模 2 个月后 STZ 低剂量组

体重较对照组和高脂组均明显减轻,高脂组体重较

对照组也明显减轻(表 2)。
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表 1. 腹腔注射 STZ 后各组空腹血糖(mmol / L)
Table 1. FBG after intraperitoneal injection of STZ in dif鄄
ferent groups

分组 0 天 10 天 21 天 60 天

对照组 4. 48 依 0. 23 4. 58 依 0. 32 4. 82 依 0. 21 5. 3 依 0. 22
高脂组 5. 00 依 0. 19 5. 54 依 0. 29 6. 10 依 0. 30a 7. 78 依 0. 67a

STZ 低
剂量组

4. 88 依 0. 15 15. 42 依 1. 70bc 25. 74 依 0. 89bc 25. 04 依 1. 67bc

a 为 P < 0. 05,b 为 P < 0. 01,与对照组比较;c 为 P < 0. 01,与高脂组

比较。

表 2. 各组体重变化(g)
Table 2. Changes of body weight in different groups

分组 基础体重 1 月体重 2 月体重

对照组 20. 86 依 0. 14 23. 94 依 0. 24 27. 41 依 0. 47
高脂组 20. 86 依 0. 16 21. 55 依 0. 41a 22. 54 依 0. 70a

STZ 低剂量组 21. 49 依 0. 19 21 依 0. 29a 19. 73 依 0. 57ab

a 为 P < 0. 01,与对照组比较;b 为 P < 0. 01,与高脂组比较。

2. 5摇 血脂水平

STZ 低剂量组血脂四项指标与对照组及高脂组

相比均明显升高,高脂组与对照组比较 TC、TG、LDL
均有明显升高(表 3)。

表 3. 各组血脂水平比较(mmol / L)
Table 3. Comparison of serum lipids in different groups

分组 TC TG HDL LDL

对照组 10. 65 依 0. 86 1. 17 依 0. 11 1. 61 依 0. 18 3. 20 依 0. 32
高脂组 19. 52 依 1. 96b 5. 53 依 1. 47a 2. 07 依 0. 18 7. 88 依 1. 11b

STZ 低
剂量组

38. 66 依 1. 39bc19. 36 依 1. 63bc17. 42 依 1. 52bc 25. 88 依 1. 88bc

a 为 P < 0. 05,b 为 P < 0. 01,与对照组比较;c 为 P < 0. 01,与高脂组

比较。

2. 6摇 主动脉根部斑块情况

各组小鼠主动脉根部均出现明显的粥样斑块。
对照组与高脂组间斑块面积大小无统计学差别。
STZ 低剂量组斑块面积明显增多(表 4 和图 2)。

表 4. 各组主动脉根部粥样斑块面积

Table 4. Aortic root atherosclerotic plaque area in different
groups

分组 斑块面积(mm2)
对照组 0. 24 依 0. 02
高脂组 0. 25 依 0. 02
STZ 低剂量组 0. 54 依 0. 03ab

a 为 P < 0. 01,与对照组比较;b 为 P < 0. 01,与高脂组比较。

图 2. 主动脉根部 HE 染色( 伊 40)
Figure 2. The picture of HE staining of the aortic root

3摇 讨摇 论

制备糖尿病合并 As 的模型国内外文献有所提

及,但并未对各种造模方法的效果、可行性进行过

对比,本研究首次对以 As 模型鼠为基础制备糖尿病

模型的几种方法进行了比较。
大剂量 STZ 单次腹腔注射制备糖尿病合并 As

的文献较少,文献中提到有两种方法:一是单次注

射 200 mg / kg,二是 100 ~ 125 mg / kg 连续两天注射。
为了避免第二次注射前的空腹 8 ~ 12 h 可能出现的

低血糖死亡,本研究采用了单次注射 200 mg / kg 的

方法。 小鼠在 1 周内死亡 92% ,其中有的发生低血

糖、有的发生高血糖,这在注射 STZ 后该如何喂养

小鼠出现了困难。 一般认为注射 STZ 后由于胰岛

的大量破坏,导致血清胰岛素猛增,小鼠易出现低

血糖,所以需要喂以糖水,但实验中我们发现有的

小鼠是出现了对高血糖的不耐受而死亡的,如果所

有小鼠均喂以糖水,有可能会导致一些小鼠更容易

出现高血糖而死亡。 针对出现低糖和高糖的小鼠

而给予的治疗措施(对于低血糖者给予糖水灌胃、
糖水腹腔注射,对于高血糖者给予盐水、胰岛素皮

下 /腹腔注射)在 STZ 高剂量组均未收到效果,考虑

可能存在两点原因:一是大剂量 STZ 对小鼠打击过

大;二是小鼠体型较小,相对大鼠而言不易施救。
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从死亡的情况看,大剂量单次注射的方法不易用于

糖尿病合并 As 模型的建立。
小剂量多次 STZ 腹腔注射制备的模型小鼠其

血糖升高明显且稳定,从末次腹腔注射第 10 天,血
糖明显升高,且在整个实验中维持在较高水平。 死

亡主要发生在两个阶段:一是造模期间,死亡主要

为低血糖和高血糖;二是成模后 7 周,死亡原因考虑

为糖尿病肾病、肾衰。 因为想了解造模后的自然病

理生理变化,在整个实验期间,我们对小鼠的血糖

没有任何的干预,任其升高,这增加了小鼠出现高

渗昏迷、酮症酸中毒、糖尿病肾病等严重的并发症

而出现死亡的概率。 所以,我们认为 37. 5% 的死亡

率是可以接受的。 考虑到 ApoE - / - 小鼠是基因敲除

鼠,而且世代居住在 SPF 级的环境中,其生存能力

相对于野生型小鼠会有明显下降,这可能是该组小

鼠死亡率高于用 STZ 制备单纯糖尿病模型死亡率

的原因[7,8]。 高脂组血糖呈缓慢升高趋势,本研究

中一直到 60 天才出现符合糖尿病标准的空腹血糖

( > 7 mmol / L),与文献[7]报道有一定差异。 该研究

中血糖升高不显著,周期长,但方法简便、安全。
有学者指出,高糖饮食干预的 ApoE - / - 小鼠符

合代谢综合征的表现而不会出现高血糖,高脂喂养

的 ApoE - / - 小鼠则符合 2 型糖尿病的表现[7]。 我们

在之前的预实验中,小剂量 STZ 连续腹腔注射后喂

以高糖高脂饮食(猪油 18% 、蔗糖 20% 、蛋黄 3% 、
基础饲料 59% ),小鼠全部死亡,考虑原因为高糖饮

食增加了小鼠因高糖而死亡的风险。
ApoE - / - 小鼠作为 As 模型,本身就会发生高脂

血症和动脉粥样斑块。 本研究中高脂组血脂和斑

块面积与对照组无显著差异,而 STZ 低剂量组血脂

显著升高,斑块面积也显著增加,是糖尿病合并 As
的理想模型。

糖尿病建模成功并无统一的血糖标准,有以空

腹 血 糖 > 7 mmol / L[4,5], 有 以 空 腹 血 糖 逸
13. 5 mmol / L[10],有以随机血糖 > 11. 1 mmol / L[11],
有以随机血糖 > 16. 7 mmol / L[12]。 本研究采用的是

空腹血糖 > 7 mmol / L 的标准,而事实上,STZ 低剂

量组在注射 STZ 10 天后, 小鼠空腹血糖均 >
11. 1 mmol / L,且稳定地处于较高水平。 根据 STZ
小剂量组的数据推测,如果适当减少 STZ 小剂量组

每日注射剂量,可能会在保证模型成功的前提下减

少死亡率, 本研究未对不同的剂量进行尝试,
55 mg / kg(连续注射 5 天)这种剂量是不是最小、最

安全的剂量,尚不清楚,我们会在后续的研究中进

一步观察。
以 ApoE - / - 小鼠为基础小剂量多次腹腔注射

STZ 是制备糖尿病合并 As 小鼠模型的理想方法;单
纯高脂喂养 ApoE - / - 小鼠可以导致空腹血糖的升

高,但升高幅度较小,周期长;大剂量单次腹腔内注

射 STZ 不宜用于糖尿病合并 As 小鼠模型的建立。
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