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  [摘要] 目的 探索C57Bl/6J品系小鼠能否通过高脂高糖饮食联合链脲佐菌素(STZ)构建糖尿病肾病

(DN)动物模型。方法 选取3周龄(12~15
 

g)C57Bl/6J小鼠(3周龄组)、5周龄(18~22
 

g)C57Bl/6J小鼠(5
周龄组)各12只,将两组小鼠分为实验组和对照组,实验组给予高脂高糖饮食,对照组给予普通饮食;实验组采

用高脂高糖饲养8周,淘汰肥胖耐受小鼠,然后按50
 

mg/kg剂量连续5
 

d腹腔注射STZ,分析各组小鼠体重、
空腹血糖、口服葡萄糖耐量试验(OGTT)、尿蛋白、肾脏病理等指标。结果 3周龄组小鼠高脂高糖8周后未诱

导出肥胖;5周龄组小鼠高脂高糖饲养8周后60%的小鼠出现肥胖,肥胖小鼠OGTT与对照组比较,差异有统

计学意义(P<0.05)。注射STZ
 

2周后小鼠血糖进一步升高,并出现多饮、多食、多尿症状;注射STZ
 

8周后小

鼠尿蛋白检测为阴性,肾脏病理未出现明显异常。结论 5周龄C57Bl/6J小鼠经高脂高糖饮食后能诱导出肥

胖并可建立早期糖尿病模型,经STZ诱导2周后可建立中期糖尿病模型,但该系小鼠难以通过高脂高糖饮食联

合STZ构建出DN模型。
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  [Abstract] Objective To
 

investigate
 

whether
 

C57Bl/6J
 

strain
 

mice
 

can
 

constructing
 

the
 

animal
 

model
 

of
 

diabetic
 

nephropathy(DN)
 

by
 

high-fat
 

and
 

high-sugar
 

diet
 

combined
 

with
 

streptozotocin
 

(STZ).Methods 
The

 

3-week-old
 

(12-15
 

g)
 

and
 

5-week-old
 

(18-22
 

g)
 

C57Bl/6J
 

mice
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

3-week-old
 

group
 

and
 

5-week-old
 

group
 

respectively,12
 

cases
 

in
 

each
 

group.
 

The
 

two
 

groups
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

experiment
 

group
 

and
 

control
 

group.The
 

experiment
 

group
 

was
 

fed
 

with
 

high-fat
 

and
 

high-sugar
 

diet,while
 

the
 

control
 

group
 

was
 

given
 

the
 

common
 

diet.The
 

experiment
 

group
 

adopted
 

the
 

high-fat
 

and
 

high-sugar
 

diet
 

for
 

8
 

weeks
 

and
 

the
 

obesity-tolerant
 

mice
 

were
 

eliminated.Then
 

STZ
 

was
 

intraperitoneally
 

injected
 

according
 

to
 

a
 

dose
 

of
 

50
 

mg/kg
 

for
 

5
 

d.Then
 

the
 

indicators
 

such
 

as
 

the
 

body
 

weight,fasting
 

blood
 

glucose,OGTT
 

test,urine
 

pro-
tein

 

and
 

renal
 

pathology
 

in
 

each
 

group
 

were
 

analyzed.Results Obesity
 

was
 

not
 

induced
 

in
 

the
 

3-week-old
 

group
 

after
 

feeding
 

by
 

8-week
 

high
 

fat
 

and
 

high
 

glucose.In
 

the
 

5-week-old
 

group,60%
 

of
 

the
 

mice
 

appeared
 

obese
 

after
 

feeding
 

by
 

8-week
 

high-fat
 

and
 

high-sugar
 

diet,and
 

OGTT
 

had
 

statistical
 

difference
 

between
 

the
 

obese
 

mice
 

and
 

the
 

control
 

group
 

(P<0.01).After
 

2
 

weeks
 

of
 

STZ
 

injection,the
 

blood
 

glucose
 

of
 

the
 

mice
 

was
 

further
 

increased
 

and
 

the
 

symptoms
 

of
 

polyuria,polydipsia
 

and
 

hyperphagia
 

appeared.After
 

8
 

weeks
 

of
 

STZ
 

injection,

61 重庆医学2022年1月第51卷第1期

* 基金项目:云南省万人计划名医专项(云财社[2019]70号)。 作者简介:李想(1995—),在读硕士研究生,住院医师,主要从事糖尿病肾

病、慢性肾脏病等基础及临床研究。 △ 通信作者,E-mail:1402202854@qq.com。



the
 

urine
 

protein
 

of
 

mice
 

was
 

negative
 

and
 

there
 

was
 

no
 

obvious
 

abnormality
 

in
 

renal
 

pathology.Conclusion 
Obesity

 

can
 

be
 

induced
 

and
 

early
 

diabetic
 

model
 

can
 

be
 

established
 

in
 

5-week-old
 

C57Bl/6J
 

mice
 

after
 

feeding
 

by
 

high-fat
 

and
 

high-sugar
 

diet.After
 

2
 

weeks
 

of
 

STZ
 

induction,the
 

medium-term
 

diabetic
 

model
 

can
 

be
 

estab-
lished,but

 

it
 

is
 

difficult
 

for
 

this
 

strain
 

of
 

mice
 

to
 

establish
 

a
 

DN
 

model
 

through
 

high-fat
 

and
 

high-sugar
 

diet
 

combined
 

with
 

STZ.
[Key

 

words] diabetes;diabetic
 

nephropathy;mouse;animal
 

model

  国际糖尿病联盟发布的糖尿病地图集显示,2017
年全球约有4.51亿糖尿病患者,并估计2045年这一

数字将达到6.93亿人[1]。目前,全球糖尿病发病人

数的增加主要在发展中国家,尤其是印度和中国,其
患病率分别排在第1、2位。根据世界卫生组织预测,
2025年我国预计将有1.4亿2型糖尿病患者[2]。随

着人们生活水平的提高及人们饮食习惯的改变,肥胖

人群逐年上升,肥胖症与2型糖尿病并存的肥胖相关

的2型糖尿病的患病率也逐年上升,并且肥胖相关的

2型糖尿病的致病机制较常规2型糖尿病更加复

杂[3]。同时糖尿病并发症随糖尿病发生率上升也随

之升高,其中糖尿病肾病(diabetic
 

nephropathy,DN)
是糖尿病最常见的微血管并发症,也是最常见的慢性

肾脏病,并且是导致终末期肾脏病的主要原因之

一[4]。糖尿病及其并发症———DN发病率逐年升高,
已成为世界关注的全球公共卫生问题。一项对全国

慢性肾脏病住院患者的调查结果显示,DN住院人数

逐年升高,现已成为慢性肾脏病住院患者人数最多的

病种[5]。近年来,DN的发病率呈上升趋势,归因于

DN的社会医疗负担越来越重[6]。目前,对DN的治

疗主要以控制体重、血糖、血压,以及调脂等对症处

理[7],然而现有的治疗手段并不能完全阻断 DN 进

展,寻找新的发病机制及治疗靶点至关重要。
构建良好的DN模型是研究DN的基础。目前,

对DN的模型构建方法有多种,化学诱导法为常用的

动物模型构建方法,以化学药物———四氢嘧啶或链脲

佐菌素(streptozocin,STZ)破坏动物胰岛细胞,模拟

糖尿病胰岛素缺乏及血糖升高的病理表现,以构建糖

尿病及糖尿病并发症的动物模型[8]。影响模型成功

的因素很多,其中小鼠品系及小鼠年龄的选择对造模

的影响十分重要[9-10]。目前,化学诱导法常用的动物

模型为SD大鼠和 Wistar大鼠[10],其造模成本较高,
而实验室最常用的C57小鼠被认为具有相对的天然

DN抵抗[11]。本研究探索具有相对 DN抵抗的C57
小鼠能否通过常规高脂高糖饮食联合化学诱导法构

建比较符合肥胖相关的2型糖尿病并发症DN发病

机制的小鼠模型,现报道如下。
1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物

选取无特定病原体级雄性C57Bl/6J小鼠,3周龄

(12~15
 

g)、5周龄(18~22
 

g)各12只(昆明理工大学

动物中心)。
1.1.2 试剂与仪器

STZ购自美国Sigma公司,高脂高糖饲料(猪油

28%、蔗糖10%、全脂奶粉10%,其余均为维持饲料

成分)购自江苏协同生物公司,Masson三色染色试剂

盒购自北京索莱宝科技有限公司,糖原PAS染色试

剂盒购自北京索莱宝科技有限公司;柠檬酸缓冲液

(国产)、无水葡萄糖(国产)、尿蛋白试纸(优利特)、血
糖试纸(罗氏)等。包括光学双目显微镜(江南)、石蜡

切片机(Leica
 

RM2235)、血糖仪(罗氏)、小鼠灌胃器

(国产)等。
1.2 方法

1.2.1 动物模型的建立

将3周龄、5周龄小鼠分为实验组和对照组,实验

组给予高脂高糖饮食,对照组给予普通饮食。实验前

对所有小鼠进行空腹血糖测量,入组小鼠要求空腹血

糖小于7
 

mmol/L,排除先天存在血糖异常小鼠。实

验组以高脂高糖饲料饲养8周,定期测量小鼠体重,
排除体重不达标小鼠,以体重大于或等于对照组为筛

选标准,体重未达标者提示对肥胖诱导耐受或不敏

感,将其淘汰。高脂高糖饮食喂养8周后测量小鼠体

重,淘汰肥胖诱导耐受小鼠,测定小鼠空腹血糖,进行

口服葡萄糖耐量试验(oral
 

glucose
 

tolerance
 

test,
OGTT),恢复高脂高糖饮食1

 

d后实验组小鼠禁食

16
 

h,以每天50
 

mg/kg注射STZ,STZ为0.1%柠檬

酸缓冲液(pH
 

4~5)配制的0.5%STZ注射液,采用

白天禁食,夜晚注射的方式,连续注射5
 

d,末次注射2
周后测量空腹血糖,空腹血糖大于16

 

mmol/L认为

中期糖尿病模型构建成功,继续饲养8周采用尿蛋白

试纸检测小鼠尿蛋白,然后麻醉下灌流处死小鼠,解
剖并取小鼠肾脏进行石蜡切片并染色进行肾脏病理

学观察,如出现显著蛋白尿及肾脏病理改变认为DN
模型构建成功。
1.2.2 血糖测量

使用罗氏血糖仪及血糖试纸,将小鼠固定,用采

血针扎入小鼠尾静脉,取尾静脉血进行血糖检测。
1.2.3 OGTT

试验前将小鼠夜间空腹12
 

h,测量空腹血糖,然后

将20%葡糖糖溶液以2
 

g/kg剂量采用小鼠灌胃器进行

灌胃,分别于灌胃后30
 

min、2
 

h时测量静脉血糖。
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1.2.4 尿蛋白检测

应用尿蛋白检测试纸采用压迫膀胱方法,在小鼠

膀胱充盈时压迫膀胱取小鼠尿液,并滴浸于蛋白测定

试纸上,通过标准比色条分析检测结果。
1.2.5 病理检查

小鼠在麻醉状态下灌流取肾脏,放入多聚甲醛中

固定,经固定组织、脱水、石蜡包埋等步骤,最后用石

蜡切片机制作石蜡切片,厚度2
 

μm。使用过碘酸希

夫(PAS)染色及 Masson三色染色试剂盒,按试剂盒

说明书中步骤对切片进行染色,观察肾脏肾小球、基
底膜和系膜基质等病理改变。
1.3 统计学处理

采用SPSS26.0统计软件进行数据分析,计量资

料以x±s 表示,应用Prism8.0软件进行统计图制

作,组间比较采用t检验。以P<0.05为差异有统计

学意义。
2 结  果

2.1 体重变化

2.1.1 3周龄小鼠

实验组小鼠高脂高糖饮食饲养8周后体重与对

照组比较,差异无统计学意义(P>0.05),见图1。对

照组小鼠体重略大于实验组,实验组小鼠均未达筛选

标准,3周龄小鼠未诱导出肥胖。

图1  3周龄小鼠实验组与对照组体重比较

2.1.2 5周龄小鼠

实验组小鼠饲养8周后体重未达标2只,未诱导

出肥胖,将其淘汰;其余4只小鼠体重增加明显,成功

诱导出肥胖。实验组肥胖小鼠体重与对照组比较,差
异有统计学意义(P<0.05),见图2。

2.2 饲养8周后5周龄小鼠血糖变化

5周龄小鼠实验组高脂高糖饲养8周后空腹血糖

明显大于对照组,OGTT在灌胃后30
 

min时血糖与

对照组比较,差异无统计学意义(P>0.05),空腹血

糖、餐后2
 

h血糖与对照组比较,差异有统计学意义

(P<0.05),实验组小鼠出现早期糖尿病表现,见
图3。

  a:P<0.05,与对照组比较。

图2  5周龄小鼠实验组与对照组体重比较

图3  5周龄小鼠实验组饲养8周后OGTT与对照组比较

2.3 注射STZ后血糖及症状改变

STZ末次注射2周后实验组小鼠空腹血糖大于

16
 

mmol/L,并出现明显多饮、多食、多尿现象,出现

进展期及中期糖尿病表现。
2.4 尿蛋白测定

末次注射STZ
 

8周后小鼠尿蛋白试纸测定结果

为阴性,未出现明显蛋白尿。
2.5 肾脏病理学观察

与对照组比较,实验组小鼠肾脏肾小球、基底膜

和系膜基质等病理结构无明显改变,见图4。

  A、C:实验组;B、D:对照组;A、B:Masson三色染色;C、D:PAS染色。

图4  肾脏病理学观察(400×)
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3 讨  论

  2型糖尿病为主要的糖尿病类型,其中胰岛素抵

抗在2型糖尿病的发生、发展中具有重要作用,在肥

胖相关的2型糖尿病中脂肪过度堆积导致体内代偿

性分泌胰岛素,过度的胰岛素分泌从而出现胰岛素抵

抗[12];长期高脂高糖饮食、过量高脂高糖食物的摄入

损伤胰岛细胞,从而出现糖尿病,长期糖尿病微环境

导致肾脏屏障受损及肾脏基底膜增厚并出现肾小球

硬化等严重肾脏并发症[13-14];本研究利用以上原理构

建了肥胖相关糖尿病及DN模型。
本研究结果显示,3周龄小鼠难以诱导出肥胖,其

原因可能为过早给予高脂高糖饮食,此时小鼠对高脂

高糖饮食的消化、吸收能力并未健全,难以诱导出肥

胖;5周龄小鼠对高脂高糖饮食敏感,可以较好地诱导

出肥胖,并且在高脂高糖饲养8周后空腹血糖、OG-
TT均与对照组出现了差异,小鼠出现早期糖尿病表

现,早期糖尿病模型建立成功,成模率为60%;STZ注

射2周后小鼠血糖升高显著(>16
 

mmol/L),并且出

现明显多饮、多食、多尿表现,糖尿病病情进一步加

重,中期糖尿病模型建立成功,成模率为60%。而并

发症———DN模型并未构建成功,STZ注射8周后小

鼠尿蛋白阴性,且肾脏未见明显病理改变,提示未诱

导出DN,DN模型构建失败。
本研究结果提示,C57Bl/6J品系小鼠对高脂高糖

饮食较为敏感,可以通过高脂高糖饮食构建早期2型

糖尿病模型,并且可以联合STZ注射构建进展期及中

期2型糖尿病模型,但该品系小鼠通过高脂高糖饮食

联合STZ注射难以诱导出DN模型。
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