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2型糖尿病小鼠周围神经病变模型的建立及
皮下神经纤维密度的检测

浦江畔 唐佳雯 朱涛

  【摘要】 目的 建立2型糖尿病小鼠周围神经病变模型,并对该模型的皮下神经纤维密度

(intra-epidermalnervefiberdensity,IENFD)进行检测。方法 C57BL6雄性小鼠24只,随机分为四

组,每组6只:HS组采用高脂饲料喂养24周+链脲佐菌素STZ(120mg/kg)单次注射;H组采用

高脂饲料喂养24周+缓冲液注射;S组普通饲料喂养24周+STZ(120mg/kg)单次注射;C组普通

饲料喂养24周+缓冲液注射。四组小鼠均以24周为实验终点,测定随机血糖、胰岛素抵抗指数

(HOMA-IR)、机械痛阈和IENFD。结果 第24周时 HS组随机血糖、HOMA-IR明显高于 H、S、C
组(P<0.01),机械痛阈明显低于H、S、C组(P<0.05),IENFD明显低于S组和C组(P<0.05);H
组随机血糖、HOMA-IR明显高于 C组(P<0.01),机械痛阈与S组、C组差异无统计学意义,

IENFD与 HS组差异无统计学意义。结论 高脂饲料喂养联合中等剂量STZ成功建立了2型糖尿

病小鼠周围神经病变模型,小鼠皮下神经纤维密度明显下降。
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【Abstract】 Objective Toestablishmousemodeloftype2diabetesperipheralneuropathyand
measureitsintra-epidermalnervefiberdensity(IENFD).Methods MaleC57BL6mousewereran-
domlydividedintofourgroups:groupHS(n=6):high-fatdiet+singlestreptozotocinintraperitoneal
injection(120mg/kg);groupH (n=6):highfatdiet+bufferinjection;groupS(n=6):standard
chowdiet+singlestreptozotocinintraperitonealinjection(120mg/kg);groupC(n=6):standard
chowdiet+bufferinjection.The24thweekwastheendpointoftheexperiment,andrandomglucose,
homeostasismodelassessmentofinsulinresistance(HOMA-IR),mechanicalthreshold,andIENFD
weremeasured.Results GroupHShadsignificantlyhigherrandomglucoseandHOMA-IRthan
othergroups(P<0.01),hadsignificantlylowermechanicalthresholdthanothergroups(P<0.05),
hadsignificantlylowerIENFDthangroupsSandCat24thweek(P<0.05);groupHhadsignifi-
cantlyhigherrandomglucoseandHOMA-IRthangroupCat24thweek(P<0.01),hadnosignifi-
cantdifferenceinmechanicalthresholdcomparedwithgroupSandgroupC,andhadnosignificant
differenceinIENFDcomparedwithgroupHS.Conclusion Amousemodeloftype2diabetesperiph-
eralneuropathywassuccessfullyestablished,andtheIENFDwasfoundtobedecreasedsignificantly.
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  2型糖尿病是一种长期的代谢紊乱,主要表现

为高血糖,胰岛素抵抗以及胰岛β细胞的损伤,约
占糖尿病发病总人数的90%[1]。糖尿病患者中周

围神经病变的发病率约为30%~50%[2]。糖尿病

周 围 神 经 病 变 (diabeticperipheralneuropathy,

DPN)是由长期高血糖、相关代谢紊乱以及心血管

因素共同作用而导致的一种对称的、好发于远端肢

体的神经病变,可影响感觉、运动及自主神经。
已有多篇文献报道糖尿病模型动物可出现

DPN症状,当前2型糖尿病小鼠并发DPN的造模

方式主要有高脂饲料喂养联合链脲佐菌素诱导法,
单纯高脂饲料喂养法,以及转基因小鼠[3,4]。高脂

饲料联合低剂量(40~50mg/kg)链脲佐菌素STZ
连续诱导可导致胰腺β细胞缓慢丧失功能,更加接

近于人类2型糖尿病的发病过程,而且成本较低,
应用广泛。然而多项研究表明,低剂量STZ连续诱
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导不易诱发出周围神经病变[5~8]。
本研究对高脂饲料喂养联合中等剂量STZ诱

导的2型糖尿病小鼠的相关指标进行了分析,旨在

为研究人员提供一种有效的DPN模型。

材料与方法

实验动物与分组 本实验采用C57BL6雄性小

鼠(上海市第一人民医院实验动物中心)24只,8周

龄,体重22~24g,分为四组,每组6只。

DPN模 型 HS组:高脂饲料(D12492,含

60% 脂 肪,20% 碳 水 化 合 物,20% 蛋 白 质,

ResearchDiet,美国)喂养24周,并在第5周腹腔

单次注射STZ(Sigma,美国),剂量120mg/kg。H
组:高脂饲料持续喂养24周,并在第5周腹腔单次

注射与STZ等公斤体重的0.01mol/L柠檬酸缓冲

液。S组:普通饲料喂养24周,并在第5周单次腹

腔注射STZ,剂量120mg/kg。C组:普通饲料喂

养24周,并在第5周腹腔单次注射等公斤体重的

0.01mol/L柠檬酸缓冲液。四组小鼠均以24周为

实验终点[7,9,10]。
记录四组小鼠第4、8、12、16、20、24周的体重、

随机血糖浓度、血浆胰岛素浓度变化情况,口服葡

萄糖耐量试验(OGTT)后15、30、45、60、75、90、

105、120min的血糖浓度,以及第24周血甘油三

酯、胆固醇、高密度脂蛋白胆固醇(HDL)和低密度

脂蛋白胆固醇(LDL)浓度。C57BL6小鼠糖尿病诊

断标准为随机血糖>16.9mmol/L。
机械痛阈检测 将小鼠置于无底亚力克盒中,

盒下垫铁丝网。采用刺激强度为0.07~6g的纤毛

刺激针(NorthCoast,美国)从低到高依次对小鼠

后足底进行刺激,每个强度刺激5次,每次2~3s,
刺激间隔5min。5次中有3次以上引起疼痛反应

的最小刺激强度为该小鼠的机械痛阈。
胰岛素抵抗指数(HOMA-IR)的检测 所有小

鼠于第24周末处死,摘除眼球取血,测空腹血糖

和胰岛素浓度。采用ELISA法测血浆胰岛素浓度。

HOMA-IR公式:空腹血糖(mmol/L)×胰岛素

(μU/ml)/22.5。
免疫组织 化 学 小鼠脱颈处死后,用直径3

mm皮肤活检器钻取小鼠后足底皮肤,眼科剪剪下

包含表皮、真皮层的足底皮肤。将取下的标本浸入

2%碘酸盐-赖氨酸-多聚甲醛溶液16h后,再将其浸

入含30%蔗糖的PBS溶液脱水48h直至标本沉

底,脱水完毕后行冰冻切片。

标本 通 过 OCT 包 埋 后,使 用 冷 冻 切 片 机

(Leica,德国)进行切片,切片时刀片垂直于表皮,
切片厚度为30um。根据生物素免疫组化试剂盒

(中山金桥,国产)说明书上步骤进行PGP9.5(ab-
cam,英国)染色,显微镜下DAB(碧云天,国产)显
色3~5min,苏木精复染,中性树胶封片。

皮下神经纤维密度(intra-epidermalnervefiber
density,IENFD)的检测 将制作好的PGP9.5免

疫组化皮肤冰冻切片置于光学显微镜下观察。在

40×镜下通过软件(Motic,中国)计算出切片表皮长

度。400倍镜下计数由真皮发出穿过基底膜至表皮

层的神经纤维。穿过基底膜至表皮层分叉的神经

纤维计为1根;未穿过基底膜的神经纤维不作计数。

IENFD=切片的神经纤维数目/切片的表皮长度

(根/mm)。
统计分析 采用SPSS19.0软件处理,正态分

布计量数据以均数±标准差(x±s)表示,组间比较

采用单因素方差分析。P<0.05为差异有统计学

意义。

结  果

小鼠体重 8~24周 H组体重明显大于C组

(P<0.01);S组体重明显小于C组(P<0.01);HS
组与C组体重呈同步上升趋势,两组体重差异无统

计学意义(图1)。

注:与C组比较,aP<0.01

图1 四组小鼠体重变化的比较

随机血糖浓度 第0周及第4周四组随机血糖

浓度差异无统计学意义。HS组在第4周注射STZ
后血糖浓度逐步上升,第8~24周 HS组血糖浓度

明显高于C组(P<0.05)。第8周及第16~24周

H组血糖浓度明显高于S组、C组(P<0.01),但 H
组随机血糖浓度均<16.9mmol/L。第16~24周

HS组血糖浓度明显高于 H组(P<0.01)。S组与

C组血糖浓度差异无统计学意义(图2)。
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  注:与C组比较,aP<0.05,bP<0.01;与 H组比较,cP

<0.01

图2 四组小鼠随机血糖浓度变化的比较

OGTT HS组血糖浓度明显高于C组(P<
0.05)。H组血糖浓度在 OGTT后45、60、90、120
min明显高于C组(P<0.05)。HS组和 H组血糖

浓度在 OGTT后120min明显高于0min(P<
0.05)(图3)。

  注:与C组比较,aP<0.05,bP<0.01

图3 四组小鼠OGTT后血糖浓度的比较

血甘油三酯、胆固醇、HDL和LDL 第24周

四组血甘油三酯、LDL浓度差异无统计学意义;H
组血总胆固醇、HDL浓度明显高于 HS、S、C(P<
0.05)(表1)。

表1 四组小鼠第24周甘油三酯、总胆固醇、HDL和LDL的比较(mmol/L,x±s)

组别 只数 甘油三酯 总胆固醇 HDL LDL

HS组 6 1.15±0.84 2.93±0.93a 2.16±0.92b 0.24±0.32

H组 6 0.92±0.43 4.47±0.42 3.85±0.63 0.57±0.34

S组 6 1.08±0.60 3.20±0.44a 2.10±0.50b 0.29±0.34

C组 6 1.28±0.95 3.10±0.37a 2.57±0.30b 0.31±0.19

  注:与 H组比较,aP<0.05,bP<0.01

HOMA-IR 第4周H组血浆胰岛素浓度明显

高于C组(P<0.01),两组空腹血糖浓度差异无统

计学意义,H 组 HOMA-IR明显高于 C组(P<
0.01);第24周 HS组与 H 组血浆胰岛素、空腹血

糖浓度和 HOMA-IR均明显高于C组(P<0.05);

HS组空腹血糖浓度、HOMA-IR 明显高于 H 组

(P<0.01)(表2,3)。
机械痛阈 自第16周起 HS组机械痛阈明显

低于C组(P<0.05),H、S、C组差异无统计学意义

(图4)。

IENFD 用MOTIC软件沿着表皮长度画线测

量表皮长度,可见表皮真皮分界明显,真皮层有汗

腺分布(图5)。PGP9.5标记下可见小鼠足底受到

丰富的神经纤维支配,其中C组、S组皮下神经纤

维走形清晰,粗细均匀;H组、HS组皮下神经纤维

缩短,粗细不均(图6)。HS组与H组IENFD差异

无统计学意义。HS组IENFD明显低于S组和C
组(P<0.05)。S组与C组IENFD差异无统计学

意义(图7)。

讨  论

目前广泛使用的2型糖尿病小鼠模型主要分3
类。第1类是瘦素信号通路受损的转基因小鼠如

db/db,ob/ob型,这些小鼠第1个月即出现贪食发

胖,继而产生高血糖和高胰岛素的表现,也倾向于

发生 神 经 损 害,应 用 价 值 很 高,但 成 本 也 较

高[11,12]。第2类是单纯高脂饲料喂养,这种造模

方式可模拟长期的代谢紊乱,更注重于2型糖尿病

前期的研究[11]。第3类通过高脂饲喂养+链脲佐

菌素注射诱导糖尿病,通常采用高脂饲料喂养产生

胰岛素抵抗,继之连续腹腔注射小剂量STZ以升

高血糖,成本相对转基因小鼠较低[13]。小剂量

STZ虽可导致血糖逐步上升,Sullivan等[7]和Vin-
cent等[8]的研究却均未发现小剂量STZ腹腔注射

的糖尿病小鼠出现周围神经病变,而Gong等[14]采

用大剂量STZ(200mg/kg)腹腔注射的实验当中则

出现了机械痛阈的明显下降,这些结果提示周围神

经病变的发生可能与血糖升高的速度有关。本实

验结果显示,单纯给予小鼠高脂饲料并不能诱导出
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DPN模型,而是更偏向于Coppey等[10]报道的早期

糖尿病模型;高脂饲料联合STZ腹腔注射则成功诱

导出DPN模型,这种差别可能是由于注射STZ可

加速血糖上升,加速了周围神经病变的产生。

表2 H组和C组小鼠第4周血浆胰岛素、空腹血糖和

HOMA-IR的比较

组别 只数
血浆胰岛素

(μIU/ml)
空腹血糖

(mmol/L)
HOMA-IR

H组 12 9.79±1.00a 8.42±1.78 3.68±1.00a

C组 12 7.83±0.85 7.68±1.06 2.68±0.55

  注:与C组比较,aP<0.01

表3 四组小鼠第24周血浆胰岛素、空腹血糖浓度和

HOMA-IR的比较

组别 只数
血浆胰岛素

(μIU/ml)
空腹血糖

(mmol/L)
HOMA-IR

HS组 6 9.23±1.11a19.25±2.44bc 7.82±0.68bc

H组 6 10.35±1.23b 12.7±0.82b 5.83±0.72b

S组 6 7.88±0.35 7.15±1.15 2.51±0.44

C组 6 7.12±1.03 7.75±0.91 2.44±0.37

  注:与C组比较,aP<0.05,bP<0.01,与 H组比较,cP
<0.01

  注:与C组比较,aP<0.05

图4 四组小鼠0~24周机械痛阈变化的比较

皮下神经纤维是背根神经节小神经元的末端,
在穿越表皮-真皮屏障的同时失去了施旺细胞的包

绕,可通过对远端肢体的皮下神经纤维进行蛋白基

因产物9.5免疫组织化学染色观察并计算IENFD,
从而在早期诊断DPN[15]。Yorek等[16]发现,HFD
+低剂量STZ连续注射可导致IENFD出现下降;
本实验结果显示,高脂饲料联合中等剂量STZ单

次腹腔注射的小鼠出现了DPN症状的同时也可合

并IENFD下降,该方法与连续STZ注射相比更加

图5 四组小鼠足底皮肤PGP9.5免疫组织化学染色

(×40)

  注:细箭头示皮下神经纤维分布,粗箭头示真皮层神经丛

分布

图6 四组小鼠足底皮肤PGP9.5免疫组织化学染色

(×400)

  注:与 HS组比较,aP<0.05

图7 第24周四组小鼠IENFD的比较

简便。国内研究表明,IENFD可在糖尿病早期患者

当中出现下降[17,18],而本实验H组IENFD的下降

程度与其余三组相比均无统计学意义,其在不同的
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糖尿病动物模型当中的变化还有待进一步探讨,一

种可能的解释为IENFD 与 DPN 的严重程度相

关[15]。本实验中 H组机械痛阈下降并不显著,并

未表现出严重的DPN症状,因此IENFD并未降

低。另外,虽然 HS组与 H 组形态学均发生了改

变,但目前尚无一个统一的标准能够将描述性质的

形态学转化为定量指标,有待进一步探索。
本研究中小鼠模型仍有一定的局限性:(1)不

适用于需要收集大量血液样本的情况。(2)使用

STZ加速血糖浓度上升,跳过了2型糖尿病前期。
研究者应根据自身研究情况选择合适的动物模型。

综上所述,本实验通过高脂饲料喂养联合中等

剂量STZ成功建立了2型糖尿病周围神经病变小

鼠模型并且发现该模型中IENFD出现明显下降。
单纯高脂饲料喂养24周可制成早期糖尿病模型,
而在该模型中IENFD并未下降,可能与该组并未

表现出严重的DPN症状有关,具体原因有待进一

步探索。
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