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２型糖尿病大鼠周围神经病变模型的建立及相关指标检测
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　　摘　要：目的　建立２型糖尿病（Ｔ２ＤＭ）大鼠糖尿病周围神经病变模型，观察坐骨神经形态和功能变化。方法　雄性ＳＤ大

鼠４４只，分为普通饲料对照（ＮＣ）组、高脂饲料对照（ＨＣ）组和糖尿病（ＤＭ）组。高脂饲料喂养加小剂量链脲佐菌素（ＳＴＺ）注射诱

导２型糖尿病８周后神经电生理检测坐骨神经动作电位传导速度，电镜检测坐骨神经形态学变化。结果　诱导糖尿病８周后，部

分大鼠出现神经病变，坐骨神经动作电位传导速度显著降低（犘＜０．０５），并出现明显的脱髓鞘等病理变化。结论　高脂饮食结合

小剂量ＳＴＺ注射可复制发病过程近似人类Ｔ２ＤＭ、伴周围神经病变的大鼠模型，可用于相关病理研究。
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　　糖尿病（ＤＭ）是胰岛素分泌缺陷和（或）胰岛素作用缺陷

所引起以慢性高血糖伴碳水化合物、脂肪和蛋白质代谢障碍为

特征的代谢性疾病，发病率日趋升高［１４］。２型糖尿病（Ｔ２ＤＭ）

是最常见ＤＭ类型之一，发病与胰岛β细胞分泌胰岛素过多造

成体内高胰岛素血症，进而引起胰岛素抵抗有关。糖尿病周围

神经病变（ＤＰＮ）是ＤＭ 常见慢性并发症之一，可导致足部溃

疡、坏疽，甚至截肢，是非创伤性截肢的最常见病因。早期诊

断、治疗ＤＰＮ可降低溃疡和截肢发生率，提高患者生存率，改

善患者生活质量。然而在ＤＭ 早期，周围神经病变症状多不

明显，但患者神经功能可能已受损而出现异常的神经电生理表

现。建立理想的动物模型对深入研究ＤＰＮ具有十分重要的意

义，目前多采用ＤＭ 模型
［５６］。本实验采用链脲佐菌素（ＳＴＺ）

两步法联合高脂饲料诱导Ｔ２ＤＭ 及周围神经病变大鼠模型，

观察其坐骨神经动作电位传导功能缺陷及形态改变。

１　材料与方法

１．１　材料　清洁级雄性ＳＤ大鼠４４只，７周龄，体质量（１８６±

３９）ｇ；随机分为３组：正常对照（ＮＣ）组６只，普通饲料喂养；高

脂对照（ＨＣ）组８只，高脂饲料喂养；ＤＭ 组３０只，高脂饲料喂

养。ＳＤ大鼠、普通饲料和高脂饲料均由四川大学华西医学院

实验动物中心提供。

１．２　仪器与试剂　罗康全活力型血糖试纸和血糖仪（德国罗

氏），ＳＴＺ（美国Ｓｉｇｍａ），ｂＬ４２０Ｆ生物机能实验系统（成都泰

盟），Ｈ６００Ⅳ型射透电镜（日本日立）。

１．３　方法

１．３．１　Ｔ２ＤＭ动物模型的制作　饮食诱导ＩＲ和ＳＴＺ两步法

制作ＤＭ模型
［７８］。适应性喂养２周，高脂饲料喂养４周后

ＳＴＺ腹腔注射，剂量为２５ｍｇ／ｋｇ，２周后再次腹腔注射ＳＴＺ，

剂量为４０ｍｇ／ｋｇ；ＨＣ、ＮＣ组注射同等体积柠檬酸缓冲液。

７２ｈ后检测血糖，血糖不低于１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ为成模标准。

１．３．２　坐骨神经动作电位传导速度检测　造模成功８周后，

３．６％水合氯醛２ｍＬ／ｋｇ腹腔注射麻醉，剪开大鼠右后肢股二

头肌与半膜肌之间的皮肤，并沿两肌之间行钝性分离，暴露坐

骨神经，采用ＢＬ４２０Ｆ生物机能实验系统软件“肌肉神经实

验”中“神经干兴奋传导速度测定”模块检测坐骨神经干动作电

位传导速度。控制参数：波形软放大５ｍＶ，时间０．０１ｓ，Ｆ：５

ｋＨｚ。刺激参数包括模式：细电压，方式：单刺激，延时１００ｍｓ，

波宽１．００ｍｓ，波间隔１０，频率１０．０Ｈｚ，强度１．０００Ｖ。

１．３．３　坐骨神经形态学检测　大鼠麻醉处死，分离左侧坐骨

神经，３％戊二醛预固定，１％四氧化锇再固定，丙酮逐级脱水，

Ｅｐｏｎ８１２包埋，半薄切片光学定位，制超薄切片后醋酸铀及枸

橼酸铅双重染色，Ｈ６００Ⅳ型透射电镜观察，摄片。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件分析数据。计量

·１·国际检验医学杂志２０１３年１月第３４卷第１期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊａｎｕａｒｙ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１



资料以狓±狊表示，各组均数比较采用单因素方差分析，均数间

两两比较方差齐采用ＳＮＫ方法，方差不齐采用ＤｕｎｎｅｔｔＴ３方

法；显著性检验水准为α＝０．０５。

２　结　　果

２．１　一般状况　ＮＣ、ＨＣ组大鼠生长良好，体质量稳定增长，

与ＮＣ组相比，ＨＣ组大鼠体质量增长更快（犘＜０．０５）。ＤＭ

组大鼠在注射ＳＴＺ前（第６周）体质量亦增长较快，注射ＳＴＺ

后增长速度减慢，体质量接近ＮＣ组（犘＞０．０５），见表１。成模

大鼠摄食量、饮水量和尿量增加，尿膻味加重，逐渐出现毛失去

光泽、脱毛、活动减少等ＤＭ相关症状。

表１　　各组大鼠体质量变化（ｇ，狓±狊）

组别 第１周 第６周 第１６周

ＮＣ组 １８３±４０ ３２９±５２　 ４１８±４０　

ＨＣ组 ２１４±３２ ４０４±５０ ４９８±６６

ＤＭ组 １９８±４０ ３１９±４９ ４５２±４４　

　　：与ＮＣ组相同时间点比较，犘＜０．０５。

２．２　血糖测定结果　各组大鼠基础血糖水平（第１周）无统计

学差异（犘＞０．０５），注射ＳＴＺ后７２ｈ（第６周）直至实验结束

（第１６周），ＤＭ 组血糖水平高于 ＮＣ、ＨＣ组（犘＜０．０５），ＮＣ、

ＨＣ组间无统计学差异（犘＞０．０５），见表２。

表２　　各组大鼠血糖测定结果（ｍｍｏｌ／Ｌ，狓±狊）

组别 第１周 第６周 第１６周

ＮＣ组 ６．７５±０．３７ ６．５０±０．５４ ６．５５±１．１９

ＨＣ组 ６．６８±０．７３ ６．６６±１．０５ ６．５８±０．６５

ＤＭ组 ６．４８±０．８６ １９．９５±６．８０ １９．６４±６．０５

　　：与ＮＣ组相同时间点比较，犘＜０．０５。

２．３　ＤＭ、ＤＰＮ组大鼠成模率及死亡率　ＤＭ 组大鼠３０只，

因其他原因死亡２只，实际注射ＳＴＺ大鼠２８只。注射ＳＴＺ后

死亡４只，成模１４只，并发ＤＰＮ大鼠４只，ＤＭ 和ＤＰＮ成模

率及死亡率见表３。

表３　　ＤＭ、ＤＰＮ大鼠成模率及死亡率

组别 狀
注射ＳＴＺ

（狀）

死亡

（狀）

成模

（狀）

成模率

（％）

死亡率

（％）

ＤＭ组 ３０ ２８ ４ １４ ５８．３ １４．３

ＤＰＮ组 １４ １４ ０ ４ ２８．６ ０．０

２．４　坐骨神经动作电位传导速度检测结果　诱导８周后，

ＤＰＮ组大鼠坐骨神经干动作电位传导速度低于 ＮＣ组（犘＜

０．０５），而 ＨＣ组、ＤＭ组与ＮＣ组间无统计学差异（见图１）。

　　：与其他各组比较，犘＜０．０５。

图１　　各组大鼠坐骨神经干动作电位传导速度

２．５　电镜检查结果　ＮＣ组大鼠有髓神经纤维横断面可见神

经内膜毛细血管管腔规则，管壁较光滑，髓鞘结构完整，呈明暗

相间、同心圆的板层状结构，神经元轴索内电子密度均匀，有大

量神经丝、微管、微丝、线粒体、滑面内质网及小泡。ＤＭ、ＮＣ

组电镜下变化相似。ＤＰＮ组毛细血管内皮肿胀增生，有髓神

经纤维髓鞘高度增厚，板层分离、脱落，厚薄不一，呈波浪状或

梅花状，神经丝增多（见图２）。

　　Ａ：ＮＣ组；Ｂ：ＤＭ组；Ｃ：ＤＰＮ组。

图２　　各组大鼠坐骨神经电镜观察（×５０００）

３　讨　　论

ＤＭ发病率逐年递增，已成为仅次于肿瘤和心血管疾病的

第三大健康杀手［９］。２０１０年３月２５日杨文英教授等
［１０］发表

在《新英格兰杂志》的流行病学调查结果表明，中国２０岁以上

人群ＤＭ 总患病率为９．７％，ＤＭ 前期患病率为１５．５％。

Ｔ２ＤＭ是最常见的ＤＭ 类型，Ｔ２ＤＭ 研究是攻克ＤＭ 的必然

途径，而复制与人类疾病过程相似的Ｔ２ＤＭ 实验动物模型则

是进行Ｔ２ＤＭ研究的关键环节之一。

ＤＭ复制模型通常分为实验性、自发性、转基因和基因剔

除ＤＭ动物模型
［１１］。转基因和基因剔除动物模型构建方法仍

处于摸索阶段［１２］。自发性动物模型与人类病变特征比较相

似，应用价值较高，但因来源较少、价格昂贵、饲养及繁殖条件

要求严格而无法广泛应用［１３１４］。实验性糖尿病模型构建方法

包括胰腺切除术和化学诱导剂损伤胰岛细胞等，其中后者因操

作简单、快速，同时具有发病时间整齐及发病程度较一致的优

点而得到广泛应用［１５］。

ＳＴＺ是目前常用化学诱导剂之一。本实验采用ＳＴＺ两步

法配合高脂饲料诱导Ｔ２ＤＭ 模型，７２ｈ后检测空腹血糖均值

为１９．９５ｍｍｏｌ／Ｌ，大于１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ，成模率５８．８％，至实验

结束时平均血糖１９．６４ｍｍｏｌ／Ｌ，高于 ＮＣ、ＨＣ组（犘＜０．０５）。

经此方法诱导的ＤＭ大鼠症状典型，死亡率仅为１４．３％，说明

由该方法诱导的ＤＭ大鼠具有成模稳定、存活率高的特点，与

类似研究结果一致［１６１９］。

ＤＰＮ发病机制尚不清楚，普遍认为与高血糖密切相关。

本实验采用ＳＴＺ诱导的部分Ｔ２ＤＭ大鼠在８周时出现神经传

导速度降低伴严重的脱髓鞘病理变化，与类似研究结果一

致［２０２２］，说明ＳＴＺ诱导的ＤＭ 大鼠模型可进展为ＤＰＮ，可用

于ＤＰＮ相关实验研究。
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生［２４］。在本研究结果亦证实了该结论。洛汀新组与未处理组

ＴＧＦβ１ 表达水平差异有统计学意义（犘＜０．０５），说明洛汀新

有抑制肾组织表达ＴＧＦβ１ 的作用，但洛汀新组ＢＭＰ７水平

低于未处理组和肾衰康组（犘＜０．０５），提示洛汀新不能促进

ＢＭＰ７表达。

ＢＭＰ７是具有肾脏保护功能的细胞因子，能降低肾小球

滤过率、减轻尿蛋白、保护肾单位［５］。ＢＭＰ７表达减少也是

ＴＧＦβ１ 引起肾纤维化的一种重要机制
［６］。ＢＭＰ７主要通过

拮抗ＴＧＦβ１ 而避免肾组织纤维化，发挥保护肾脏的作用。

ＢＭＰ７在肾脏发生、发育及维持正常上皮功能中发挥重要作

用，肾组织ＢＭＰ７减少与肾小管间质纤维化的发生有关
［７１１］。

本研究中未处理组肾ＢＭＰ７水平低于对照组（犘＜０．０５），亦

说明慢性肾衰竭导致ＢＭＰ７水平降低。肾衰康组ＢＭＰ７水

平虽低于对照组，但明显高于未处理组及洛汀新组，提示肾衰

康可促进ＢＭＰ７表达。本研究结果显示洛汀新及肾衰康均可

降低肾衰竭模型小鼠ＢＵＮ、Ｃｒ及尿蛋白水平，但洛汀新作用

比肾衰康稍强，然而洛汀新仅可抑制 ＴＧＦβ１ 表达，而肾衰康

则不仅可抑制 ＴＧＦβ１ 表达，更可促进ＢＭＰ７表达。笔者既

往研究已证实肾衰康具有抗纤维化作用［１２］。本次研究进一步

证实肾衰康抗纤维化作用的机制与其抑制肾组织表达ＴＧＦβ１

和增强ＢＭＰ７表达有关。
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［２２］廖永锋，朋立超．糖尿病痛性周围神经病变大鼠脊髓小胶质细胞

Ｔｏｌｌ样受体３的变化［Ｊ］．中国临床医学，２０１１，１８（３）：２８４２８６．

（收稿日期：２０１２０７２８）
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