
书书书

第二军医大学学报　２０１０年１０月第３１卷第１０期　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｊｓｍｍｕ．ｃｎ
ＡｃａｄｅｍｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｏｃｔ．２０１０，Ｖｏｌ．３１，Ｎｏ．１０

·１０５３　 ·

ＤＯＩ：１０．３７２４／ＳＰ．Ｊ．１００８．２０１０．０１０５３ ·论　著·

链脲佐菌素诱发性糖尿病大鼠早期视网膜病变模型的建立

高　玉１，吴晋晖２，柳　林２

１．解放军４１１医院眼科，上海２０００８１

２．第二军医大学长海医院眼科，上海２００４３３

　　［摘要］　目的　观察链脲佐菌素（ＳＴＺ）诱导糖尿病（ＤＭ）大鼠早期视网膜的形态学改变，评价该方法作为早期糖尿病视网
膜病变（ＤＲ）动物模型的可行性。方法　６４只体质量（１８０±２０）ｇ的雄性ＳＤ大鼠随机均分为ＣＯＮ组、ＤＭ组（ｎ＝３２），ＤＭ组按
６０ｍｇ／ｋｇ体质量腹腔注射１％ＳＴＺ１次建立ＤＭ大鼠模型；ＣＯＮ组腹腔注射等量柠檬酸缓冲液作为对照。注射前ＤＭ组、ＣＯＮ
组平均体质量、血糖水平差异均无统计学意义。ＤＭ成模后每周测量各组体质量、血糖等一般生理指标。成模后第１０周，各组随

机抽样对视网膜组织进行 ＨＥ染色、ＦＩＴＣｄｅｘｔｒａｎ灌注视网膜血管铺片及透射电镜超微结构观察。结果　ＳＴＺ腹腔注射诱导
ＤＭ成模率１００％。ＳＴＺ腹腔注射后，ＤＭ组体质量增加不明显，后期甚至有所减轻；ＣＯＮ组体质量逐步增长，１０周时ＤＭ组体质

量明显低于ＣＯＮ组 ［（１６９．９±２６．９）ｇｖｓ（４３９．２±２３．５）ｇ，Ｐ＜０．００１］。ＳＴＺ腹腔注射７２ｈ后，ＤＭ组血糖明显高于ＣＯＮ组

［（２６．６３±４．５４）ｍｍｏｌ／Ｌｖｓ（６．３７±０．４９）ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｐ＜０．００１］，至第１０周ＤＭ组血糖均＞１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ，ＣＯＮ组保持在５．６～７．４
ｍｍｏｌ／Ｌ。ＨＥ染色显示ＤＭ组大鼠视网膜毛细血管扩张，间质水肿；ＣＯＮ组视网膜未见明显异常。ＦＩＴＣＤｅｘｔｒａｎ灌注视网膜显

示ＤＭ组血管迂曲，管径不规则，未见毛细血管荧光渗漏、微血管瘤、视网膜无灌注区等；ＣＯＮ组血管管径均匀一致、分支自然流

畅。透射电镜下ＤＭ组视网膜超微结构的改变主要有：毛细血管基底膜增厚，内皮细胞指状突起，线粒体肿胀、嵴脱落、空泡样变，

周细胞线粒体肿胀、嵴脱落；内核层双极细胞线粒体肿胀、嵴脱落、空泡样变；感光细胞膜盘间隙增宽、数量减少；神经节细胞线粒

体肿胀、嵴脱落、空泡样变。ＣＯＮ组视网膜超微结构未见明显异常改变。结论　ＳＴＺ诱导的ＤＭ大鼠在病程１０周时即已出现
类似人类早期背景型糖尿病视网膜病变（ＢＤＲ）的相关形态学改变，可作为早期ＤＲ的动物模型以用于相关研究，且该方法简单经

济、用时较短、重复性好、成功率高。
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ｔｈｅｍｅｔｈｏｄｉｓｓｉｍｐｌｅ，ｅｃｏｎｏｍｉｃａｌ，ｑｕｉｃｋ，ｗｉｔｈｇｏｏｄｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙａｎｄｈｉｇｈｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｒａｔｅ．

　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓ；ｒｅｔｉｎａ；ａｎｉｍａｌｍｏｄｅｌ；ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ
［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１０，３１（１０）：１０５３１０５９］

　　糖尿病视网膜病变（ｄｉａｂｅｔｉｃｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ，ＤＲ）
是糖尿病（ｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓ，ＤＭ）最为常见和严重
的微血管并发症之一，是全世界导致视力缺损和失
明的第二大因素。８６％的１型 ＤＭ 失明患者及约

１／３的２型ＤＭ 失明患者因ＤＲ致盲［１］。目前，ＤＲ
发生的确切机制还不十分清楚，而作为研究该疾病
发生、发展规律和防治疗效机制等极为重要的工具
和手段———理想的ＤＲ动物模型仍处发展阶段。因
操作简单、发病迅速、血糖稳定、胰岛Ｂ细胞损伤特
异性高等优点，链脲佐菌素（ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ，ＳＴＺ）大
鼠腹腔注射是目前建立诱发性ＤＭ 动物模型较为常
用的方法。ＤＲ动物模型是在ＤＭ 动物模型基础上
发展而来的。有报道［２］采用２％ＳＴＺ一次性大剂量
腹腔注射造模，认为病程６个月以上时可作为类似
人类早期背景型糖尿病视网膜病变（ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄｄｉ
ａｂｅｔｉｃｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ，ＢＤＲ）的模型，但该方法耗时长、
饲养成本大、动物死亡率也较高。因此，本研究拟通
过观察１％ＳＴＺ诱导的ＤＭ 大鼠病程１０周时视网
膜的形态学改变，来评价其作为早期ＤＲ动物模型
的应用价值。

１　材料和方法

１．１　动物来源及分组　清洁级雄性成年Ｓｐｒａｇｕｅ
Ｄａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠６４只，体质量（１８０±２０）ｇ，由上海

ＳＩＰＰＲ／ＢＫ实验动物中心提供（购于第二军医大学实
验动物中心）。标准颗粒饲料（由第二军医大学实验
动物中心提供）饲养，自由饮水。自然昼夜光线照明，
室温１８～２２℃，相对湿度４０％～７０％，氨浓度小于２０
ｍｇ／Ｌ。适应性饲养７ｄ后随机分成实验组（ＤＭ组）３２
只和对照组（ＣＯＮ组）３２只。腹腔注射ＳＴＺ后大鼠单
独置于干净的塑料笼内，笼底铺以３～６ｃｍ锯木屑，每
日更换垫料。所有实验动物的使用均严格按照第二
军医大学动物伦理委员会的规定执行。

１．２　ＤＭ模型的建立　所有实验大鼠禁食１２ｈ，自由
饮水。柠檬酸缓冲液的配制方法为：称取柠檬酸２．１
ｇ加双蒸水至１００ｍｌ为Ａ液，称取柠檬酸三钠２．９４ｇ
加双蒸水至１００ｍｌ为Ｂ液；取Ａ液２８ｍｌ及Ｂ液２２
ｍｌ混合，混合液用双蒸水稀释至１００ｍｌ即为柠檬酸
缓冲液，测ｐＨ约４．５。将ＳＴＺ［Ｎ（ｍｅｔｈｙｌｎｉｔｒｏｓｏｃａｒ
ｂａｍｏｙｌ）αＤｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅ，分子式Ｃ８Ｈ１５Ｎ３Ｏ７，相对分
子质量２６５．２２，购于美国Ｓｉｇｍａ公司］按１％浓度溶解
于新鲜配制的柠檬酸缓冲液中，置于冰浴备用。实验
大鼠经电子天平称得体质量后，ＤＭ组按６０ｍｇ／ｋｇ体
质量用１ｍｌ注射器腹腔注射ＳＴＺ诱发糖尿病，ＣＯＮ
组按６０ｍｇ／ｋｇ体质量腹腔注射柠檬酸缓冲液。整个
过程无菌操作，１０ｍｉｎ内完成。注射后３０ｍｉｎ恢复进
食。７２ｈ后采尾血测量血糖，ＤＭ 组剔除血糖低于

１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ大鼠。

１．３　一般指标的测定　成模后每周测量实验大鼠
体质量１次。同时记录饮食、饮水量、精神状态等变
化情况。每周测量实验大鼠血糖１次。乙醇消毒实
验大鼠尾部皮肤，尾静脉取血，血糖仪（Ａｃｃｕｃｈｅｋ
ａｄｖａｎｇｔａｇｅⅡ血糖仪，德国Ｒｏｃｈｅ公司）测血糖。该
血糖仪检测范围为０．６～３３．３ｍｍｏｌ／Ｌ，显示“Ｌｏ”说
明测 定 值 低 于 仪 器 的 检 测 范 围，将 之 记 为

０．６ｍｍｏｌ／Ｌ；显示“Ｈｉ”说明测定值高于仪器的检测
范围，将之记为３３．３ｍｍｏｌ／Ｌ。每周测量实验大鼠
尿糖１次。尿糖＞，血糖≥１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ即认为

ＤＭ模型建立成功。

１．４　视网膜ＨＥ染色观察　成模１０周时，每组随机
抽取３只大鼠６眼行石蜡切片ＨＥ染色。１００ｇ／Ｌ水
合氯醛按０．３５ｍｌ／１００ｇ腹腔注射全身麻醉后，摘除
眼球，中央角膜穿刺一小口浸泡于中性甲醛中固定，

１２ｈ后充分水洗，沿角膜缘环形剪开眼球，去除眼前
节、玻璃体，将含视网膜的眼杯浸泡于中性甲醛中再
次固定２４ｈ。经乙醇常规脱水，二甲苯透明后浸蜡包
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埋，连续４～５μｍ厚的薄片用于ＨＥ染色。

１．５　视网膜血管铺片的制备　成模１０周时，每组
随机抽取３只大鼠同前法全麻后，取相对分子质量

２×１０６荧光素粉异硫氰酸葡聚糖荧光素（ＦＩＴＣｄｅｘ
ｔｒａｎ，美国Ｓｉｇｍａ公司）５０ｍｇ，溶于１ｍｌ磷酸盐缓冲
液（ＰＢＳ）中，直接左心室内注射。立即摘除眼球、４％
多聚甲醛固定，去除眼前节，完整游离视网膜组织。
将视网膜放射状切开４刀，平铺到载玻片上，滴上少
许中性树脂胶后，加盖玻片，荧光显微镜（ＡＨ２，日
本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）观察、拍片。

１．６　视网膜超薄切片的制备及透射电镜观察　成

模１０周时，每组随机抽取３只大鼠同前法全麻后，

摘除眼球，沿角膜缘环形剪开眼球，去除眼前节、玻

璃体，将含视网膜的眼杯放入２．５％戊二醛溶液４℃
固定２ｈ，０．１ｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液冲洗３次，１％四氧

化锇４℃固定２ｈ，０．１ｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液冲洗３次，

梯度乙醇、丙醇逐级脱水后，环氧树脂ＥＰＯＮ６１８浸

透包埋，聚合后作１μｍ半超薄切片，美蓝染色后光

学显微镜（ＳＺ６１，日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）下定位，瑞典

ＬＫＢⅠ型超薄切片机进行超薄切片５０～６０ｎｍ，３％
醋酸铀枸橼酸铅双染色后，透射电镜（ＣＭ１２０，荷兰

Ｐｈｉｌｉｐｓ公司）观察、拍片。

１．７　统计学处理　用ＳＰＳＳｖ１１．５版统计软件对相
关参数进行统计学分析。美国ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ专业图
像分析软件测定视网膜毛细血管基底膜厚度（ｒｅｔｉｎａｌ
ｃａｐｉｌｌａｒｙｂａｓｅｍｅｎｔｍｅｍｂｒａｎｅｔｈｉｃｋｎｅｓｓ，ＴＲＢＭ）。结果
以珔ｘ±ｓ表示，进行ｔ检验，检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　实验ＳＤ大鼠一般情况　ＣＯＮ组大鼠活跃好
动，每日饮水量、饮食量、尿量适中，毛色光滑、柔顺，
尾部圆润；ＤＭ 组大鼠成模后２周即出现多饮、多
食、多尿等症状，至后期消瘦萎靡，弓背蜷缩，毛色枯
黄、竖糙，尾部苍白。

２．２　体质量的变化　结果（图１Ａ）表明：注射前ＤＭ
组大鼠平均体质量为（１８７．５±５．４）ｇ，ＣＯＮ组平均为
（１８５．０±６．９）ｇ，二者间差异无统计学意义。ＳＴＺ腹
腔注射后，ＤＭ组体质量增加不明显，后期甚至有所减
轻；ＣＯＮ组体质量逐步增长。至１０周时，ＤＭ组平均
体质量为（１６９．９±２６．９）ｇ，ＣＯＮ组平均为（４３９．２±
２３．５）ｇ，约为ＤＭ组的２．６倍，二者间差异显著，具有
统计学意义（｜ｔ｜＝３２．８６２，Ｐ＜０．００１）。

２．３　血糖的变化　结果（图１Ｂ）表明：注射前ＤＭ
组大鼠平均血糖为（６．４９±０．６８）ｍｍｏｌ／Ｌ，ＣＯＮ组
平均为（６．６０±０．５９）ｍｍｏｌ／Ｌ，二者间差异无统计

学意义（｜ｔ｜＝０．６２１，Ｐ＞０．０５）。ＳＴＺ腹腔注射７２ｈ
后，ＤＭ 组平均血糖为（２６．６３±４．５４）ｍｍｏｌ／Ｌ，

ＣＯＮ组平均为（６．３７±０．４９）ｍｍｏｌ／Ｌ，二者间差异
显著，具有统计学意义（｜ｔ｜＝２５．３８６，Ｐ＜０．００１）。
至 １０ 周 时，ＤＭ 组 平 均 血 糖 为 （２４．８１ ±
４．８６）ｍｍｏｌ／Ｌ，ＣＯＮ 组 平 均 为 （６．４７±０．６０）

ｍｍｏｌ／Ｌ，二者间差异显著，具有统计学意义（｜ｔ｜＝
１２．５９４，Ｐ＜０．００１）。期间，ＤＭ 组血糖均＞１６．７
ｍｍｏｌ／Ｌ，ＣＯＮ组保持在５．６～７．４ｍｍｏｌ／Ｌ。

图１　ＤＭ组与ＣＯＮ组大鼠体质量（Ａ）、血糖（Ｂ）的变化

Ｆｉｇ１　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔ（Ａ）ａｎｄ

ｂｌｏｏｄｇｌｕｃｏｓｅｌｅｖｅｌｓ（Ｂ）ｏｆＣＯＮａｎｄＤＭｇｒｏｕｐｓ
Ｐ＜０．００１ｖｓＣＯＮｇｒｏｕｐ．ｎ＝３２，珚ｘ±ｓ

２．４　ＨＥ染色结果　结果（图２）表明：１０周时，

ＤＭ组大鼠视网膜毛细血管扩张、间质水肿；ＣＯＮ组
视网膜未见明显异常改变。

２．５　视网膜血管形态观察　１０周时，ＤＭ 组大鼠视
网膜血管迂曲，管径不规则，未见毛细血管荧光渗
漏、微血管瘤、视网膜无灌注区等（图３Ａ）；ＣＯＮ组
大鼠视网膜血管管径均匀一致、分支自然流畅（图

３Ｂ）。

２．６　透射电镜观察结果　１０周时，ＤＭ 组视网膜毛
细血管基底膜增厚；内皮细胞指状突起，吞饮泡增
多，线粒体肿胀、嵴脱落、空泡样变；周细胞线粒体肿
胀、嵴脱落、空泡样变（图４Ａ）；内核层双极细胞线粒
体肿胀、嵴脱落、空泡样变（图４Ｂ）；感光细胞外节膜
盘间隙增宽、数量减少（图４Ｃ）；神经节细胞线粒体
肿胀、嵴脱落、空泡样变（图４Ｄ）。ＣＯＮ组视网膜超
微结构未见明显异常改变（图４Ｅ～图４Ｈ）。
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图２　ＤＭ组（Ａ）和ＣＯＮ组（Ｂ）ＨＥ染色结果

Ｆｉｇ２　Ｌｉｇｈｔｐｈｏｔｏｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｓｏｆｒｅｔｉｎａｌｓｅｃｔｉｏｎｓ

ｏｆＤＭ （Ａ）ａｎｄＣＯＮ（Ｂ）ｇｒｏｕｐｓｂｙＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ
ＧＣＬ：Ｇａｎｇｌｉｏｎｃｅｌｌｌａｙｅｒ；ＩＰＬ：Ｉｎｎｅｒｐｌｅｘｉｆｏｒｍｌａｙｅｒ；ＩＮＬ：Ｉｎｎｅｒ

ｎｕｃｌｅａｒｌａｙｅｒ；ＯＰＬ：Ｏｕｔｅｒｐｌｅｘｉｆｏｒｍｌａｙｅｒ；ＯＮＬ：Ｏｕｔｅｒｎｕｃｌｅａｒｌａｙ

ｅｒ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

图３　ＤＭ组（Ａ）和ＣＯＮ组（Ｂ）视网膜血管形态观察

Ｆｉｇ３　ＲｅｔｉｎａｌｖｅｓｓｅｌｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｉｎＤＭ（Ａ）ａｎｄＣＯＮ（Ｂ）ｇｒｏｕｐｓ
ＦＩＴＣｄｅｘｔｒａｎｐｅｒｆｕｓｅｄｒｅｔｉｎａｓｓｈｏｗｉｎｇｖａｓｃｕｌａｒｔｏｒｔｕｏｓｉｔｙ，ｃａｌｉｂｅｒ

ｉｒｒｅｇｕｌａｒｉｔｙ，ｂｕｔｎｏｌｅａｋａｇｅ，ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒｔｕｍｏｒｏｒｒｅｔｉｎａｌｎｏｎｐｅｒ

ｆｕｓｉｏｎａｒｅａｉｎＤＭｇｒｏｕｐ（Ａ），ａｎｄｒｅｔｉｎａｌｖｅｓｓｅｌｄｉａｍｅｔｅｒｉｓｕｎｉｆｏｒｍ

ａｎｄｂｒａｎｃｈｉｎｇｉｓｎａｔｕｒａｌａｎｄｓｍｏｏｔｈｉｎＣＯＮｇｒｏｕｐ（Ｂ）．Ｏｒｉｇｉｎａｌ

ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

图４　ＤＭ组（Ａ～Ｄ）、ＣＯＮ组（Ｅ～Ｈ）透射电镜观察视网膜超微结构

Ｆｉｇ４　ＴＥＭｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆｒｅｔｉｎａｌｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｃｈａｎｇｅｓｉｎＤＭ （ＡＤ）ａｎｄＣＯＮｇｒｏｕｐｓ（ＥＨ）

ＴＥＭｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈｅｆｏｌｌｏｗｉｎｇｒｅｔｉｎａｌｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｃｈａｎｇｅｓｉｎｔｈｅＤＭｇｒｏｕｐ：ｔｈｉｃｋｅｒｃａｐｉｌｌａｒｙｂａｓｅｍｅｎｔｍｅｍｂｒａｎｅ，ｄｉｇｉｔａｔｉｏｎｏｆｃａｐｉｌｌａｒｙ

ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ，ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｓｗｅｌｌｉｎｇ，ｃｒｉｓｔａｅｄｉｓｒｕｐｔｉｏｎａｎｄｖａｃｕｏｌａｒｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｉｎｃａｐｉｌｌａｒｙｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ（Ａ，ｗｈｉｔｅａｒｒｏｗ），ｂｉｐｏｌａｒｃｅｌｌｓ
（Ｂ）ａｎｄｇａｎｇｌｉｏｎｃｅｌｌｓ（Ｃ）；ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｓｗｅｌｌｉｎｇａｎｄｃｒｉｓｔａｅｄｉｓｒｕｐｔｉｏｎｉｎｐｅｒｉｃｙｔｅｓ（Ａ，ｂｌａｃｋａｒｒｏｗ）；ａｎｄｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｍｅｍｂｒａｎｏｕｓｄｉｓｃｄｅ

ｃｒｅａｓｅｄａｎｄｔｈｅｇａｐｂｅｔｗｅｅｎｍｅｍｂｒａｎｏｕｓｄｉｓｃｗｉｄｅｎｅｄ（Ｄ）．Ｃａｐｉｌｌａｒｙｂａｓｅｍｅｎｔｍｅｍｂｒａｎｅ，ｃａｐｉｌｌａｒｙｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ，ｐｅｒｉｃｙｔｅｓ（Ｅ），ｂｉｐｏｌａｒｃｅｌｌｓ
（Ｆ），ｇａｎｇｌｉｏｎｃｅｌｌｓ（Ｇ），ａｎｄｍｅｍｂｒａｎｏｕｓｄｉｓｃ（Ｈ）ｏｆｔｈｅＣＯＮｇｒｏｕｐｈａｄｎｏｏｂｖｉｏｕｓａｂｎｏｒｍａｌｉｔｉｅｓ．Ｂａｒ＝０．５μｍ（Ａ，Ｅ）；Ｂａｒ＝１．０μｍ（Ｂ，Ｃ，

Ｄ，Ｆ，Ｇ，Ｈ）

２．７　视网膜毛细血管基底膜厚度的测量结果　美国

ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ专业图像分析软件测量视网膜毛细血
管基底膜厚度ＴＲＢＭ。ＤＭ组和ＣＯＮ组视网膜各６张
透射电镜图像，在同倍率条件下分别随机取５段

ＲＢＭ测距，结果为：ＤＭ 组平均 ＴＲＢＭ为（１４１．５４±
１５．６７）ｎｍ，ＣＯＮ组平均为（７４．０３±１４．３９）ｎｍ，二者间
差异显著，具有统计学意义（｜ｔ｜＝１３．７７２，Ｐ＜０．００１）。

３　讨　论

　　ＤＭ 动物模型主要分为自发性遗传性动物模

型、诱发性动物模型、转基因动物模型等。遗传性

ＤＭ动物模型易受环境或基因突变等因素影响，饲
养、繁殖条件要求严格，发病程度亦较难控制。随着
转基因技术的不断发展，更为接近人类ＤＭ 的转基
因ＤＭ动物模型也必然会大量出现。但目前，最为
常用的还是通过注射化学试剂、激素，接种病毒或手
术切除胰腺等方法建立诱发性ＤＭ 动物模型。ＳＴＺ
具有抗菌、抗肿瘤和致ＤＭ作用［３］，对机体组织毒性
相对较小，是建立诱发性ＤＭ 动物模型常用的一种
化学药物［４］。ＳＴＺ对实验动物胰岛Ｂ细胞具有高
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度选择性的毒性作用［５］，其诱导的ＤＭ 动物模型存
活率高，用药２４ｈ后即可出现持续高血糖，不引起
酸中毒，不升高血浆游离脂肪酸（ＦＦＡ），且所致ＤＭ
作用几乎不受饲养成分和营养状况的影响［６７］。大
剂量（一般为５０～６５ｍｇ／ｋｇ体质量

［３，５］）注射ＳＴＺ
时，由于直接引起胰岛Ｂ细胞的广泛破坏，可诱导出
接近人类１型ＤＭ的动物模型；而注射较少量ＳＴＺ，
则只能破坏部分胰岛Ｂ细胞的功能，造成外周组织
对胰岛素不敏感，若同时喂养高热量饲料，便可诱导
出病理、生理改变都接近人类２型ＤＭ的动物模型。

ＳＴＺ能使许多种属动物产生ＤＭ，而一般采用大鼠
或小鼠来制造动物模型。由于雌激素对血管具有保
护作用，选用雄性鼠建立ＤＭ 动物模型的成模率明
显高于雌性鼠［８］。本实验选用雄性ＳＤ大鼠按６０
ｍｇ／ｋｇ体质量剂量腹腔注射ＳＴＺ，实为诱发接近人
类１型ＤＭ 的大鼠模型。本实验共３２只大鼠腹腔
注射ＳＴＺ，７２ｈ后所有大鼠血糖＞１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ，建
模成功率１００％。至第１０周时，无血糖下降至小于

１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ大鼠，无死亡大鼠。

　　ＤＲ动物模型是在ＤＭ 动物模型基础上发展而
来的，但要得到与人类ＤＲ相同的动物模型却极其
困难。Ｋａｄｏｒ等［９］报道，用半乳糖食物长期饲养犬，

７４～８０个月后的５只中有１只；８４个月后的４只中
有１只半乳糖犬分别观察到视网膜前纤维血管膜等
增殖期糖尿病视网膜病变（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅｄｉａｂｅｔｉｃ
ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ，ＰＤＲ）样改变，其余７只犬均产生明显
类似人类ＢＤＲ的表现，包括微动脉瘤、无细胞毛细
血管、视网膜无灌注区及其他视网膜内微血管异常
（ｉｎｔｒａｒｅｔｉｎａｌｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒａｂｎｏｒｍａｌｉｔｉｅｓ，ＩＲＭＡ）。
尽管半乳糖血症的 ＤＲ动物模型可产生类似人类

ＤＲ在临床及组织学上所能观察到的所有视网膜改
变，但因所需时间较长加之种属及解剖学的差异，其
真正实用性受到一定限制。探寻一种经济实用、易
于饲养且更为接近人类ＤＲ的理想动物模型对于研
究ＤＲ是极为必要和关键的，而至目前相关研究尚
处于发展阶段。ＳＴＺ诱发的ＤＲ大鼠模型是目前比
较公认的经典模型，但视网膜毛细血管栓塞、无细胞
毛细血管及视网膜无灌注等在５个月左右时才能观
察到［１０］，微血管瘤的出现最早可能要到第３２周［１１］，
即使饲养到１２个月也很难发现有ＰＤＲ样改变［１０］。
鉴于此，本研究仅旨在建立类似人类早期ＢＤＲ的动
物模型。

　　人及动物的视网膜微循环内屏障是由视网膜毛
细血管中无孔的内皮细胞、连续的 ＲＢＭ 及无细胞
间隙的周细胞构成的血视网膜屏障（ｂｌｏｏｄｒｅｔｉｎａｌ
ｂａｒｒｉｅｒ，ＢＲＢ）。ＢＲＢ破坏和血管通透性增加是ＩＲ

ＭＡ的主要病理学基础［１２］，是糖尿病视网膜病变的
标志之一［１３１４］。周细胞及毛细血管内皮细胞的病
变、ＲＢＭ 的增厚和（或）损伤均会造成ＢＲＢ的结构
破坏和功能障碍。周细胞嵌于微血管基底膜，具有
调节毛细血管内皮细胞增殖，毛细血管通透性、稳定
性、血流动力学，以及新生血管生长等多种功能，与

ＤＲ的发生发展密切相关［１５２０］。ＤＲ时，周细胞数量
减少破坏了ＢＲＢ结构的完整，从一定程度上促进了
微血管瘤和新生血管的形成［２１］。卢艳等［２２］电镜观

察成模１个月的ＤＭ 大鼠视网膜，周细胞未见明显
病变；萧鸿等［２３］、孟旭霞等［２４］等在１个月时观察到
周细胞核膜轻微凹陷，异染色质聚集靠边，３个月时
周细胞线粒体肿胀、嵴消失，甚至空泡性变；Ｍｕｒａｔａ
等［１０］在ＤＭ成模３个月时观察到周细胞数量的减
少。于１０周ＤＭ大鼠，本研究观察到周细胞线粒体
肿胀、嵴脱落、空泡样变等病变。线粒体是真核细胞
进行氧化和能量转换的主要场所，细胞生命活动所
需能量的９５％来自线粒体。此外，它们在氨基酸与
血脂新陈代谢、血红素与铁硫群生物合成、细胞信号
与细胞凋亡等方面都起着极为重要和关键的作用。
正常情况下，细胞色素Ｃ（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ，ＣｙｔＣ）定
位于线粒体膜间隙，不能通过外膜［２５］。而在高糖环
境，局部微环境缺血、缺氧致使线粒体功能破坏、结
构损伤，ＣｙｔＣ从膜间隙进入细胞质，最终引发凋亡
蛋白酶Ｃａｓｐａｓｅ的级联反应导致细胞凋亡［２６２７］。另
外，本实验于ＤＭ大鼠成模１０周时还观察到视网膜
毛细血管内皮细胞的线粒体肿胀、嵴脱落和空泡样
变。有研究［２８］表明糖尿病视网膜血管通透性主要

通过血管内物质的跨细胞转运（细胞膜穴样凹陷、胞
质内囊泡、窗孔等）及穿细胞转运等途径。本实验透
射电镜观察到１０周时ＤＭ 组ＳＤ大鼠视网膜毛细
血管内皮细胞吞饮泡增多，可能正是此期视网膜毛
细血管通透性增加的一种形态学表现。实验所观察
到的ＲＢＭ增厚、内皮细胞指状突起等超微结构改
变，可导致血管通透性增加、血管腔狭窄及血流动力
学改变等，从而逐步造成ＩＲＭＡ。ＨＥ染色所观察
到视网膜毛细血管扩张、间质水肿等，可作为视网膜
超微结构改变在组织病理学上的佐证。

　　眼底荧光血管造影检查能发现视网膜微循环的
改变，对糖尿病视网膜病变的早期诊断和治疗很有
价值。若应用临床常用的造影剂———荧光素钠进行
大鼠视网膜实验观察，由于相对分子质量较低，行视
网膜固定铺片过程中既有大量荧光素渗透过血管

壁，使整个视网膜组织呈现弥散的绿色荧光，不能清
楚显示出正常和异常血管，且重复性差［２９］。本实验
采用相对分子质量较高的荧光素———ＦＩＴＣｄｅｘ
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ｔｒａｎ，因渗透异常血管壁的速度慢，在完成造影及随
后的视网膜固定铺片时可清晰地显示出正常和异常

视网膜血管完整的走行、形态。糖尿病视网膜病变
早期通常表现为视网膜毛细血管扩张、渗漏或闭塞；
静脉充盈扩张和迂曲。本研究经荧光显微镜观察

１０周ＤＭ大鼠视网膜，仅见静脉迂曲而未见毛细血
管荧光渗漏、微血管瘤、视网膜无灌注区等。Ｓａｓａｓｅ
等［３０］经荧光素灌注的视网膜铺片发现高血糖使自

发性２型糖尿病（ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｌｙｄｉａｂｅｔｉｃｔｏｒｉｉ，ＳＤＴ）
大鼠视网膜静脉扩张，毛细血管网迂曲；王玉粦
等［３１］观察６周ＳＴＺＤＭ Ｗｉｓｔａ大鼠ＦＩＴＣｄｅｘｔｒａｎ
灌注的视网膜，发现荧光素分布不均匀，局部不规则
变细，血管迂曲。二者均未报道有荧光渗漏、微血管
瘤、视网膜无灌注区等发现。未发现视网膜毛细血
管荧光渗漏、微血管瘤等ＩＲＭＡ，或许是因为发病尚
早、病程还短；视网膜静脉扩张、迂曲可能与由ＢＲＢ
破坏和血管通透性增加等所导致的血液黏度高、血
流动力学异常及高静脉压等多种因素有关，具体机
制仍有待进一步深入研究。

　　经典理论认为ＤＲ最基本的病理改变为微血管
病变［３２］，但经典理论无法解释ＤＭ 患者／动物模型
在出现ＤＲ特征性微血管改变之前既已存在的视功
能异常，究竟ＤＲ早期是血管病变在先还是神经病
变在先，目前尚无明确定论［３３］。Ｂａｒｂｅｒ等［３４］在

ＳＴＺ诱导的ＤＭ大鼠发病１个月时，于视网膜中检
测到神经细胞的凋亡明显增多；Ｍｕｒａｔａ等［１０］在ＤＭ
１个月时透射电镜观察到视网膜神经细胞的凋亡而
微血管未见任何改变；卢艳等［２２］电镜观察成模１个
月的ＤＭ大鼠，视网膜色素上皮层、微血管ＲＢＭ 和
周细胞无明显改变，但从外丛状层至神经纤维层均
有明显变化，表现为线粒体数目减少、肿胀、嵴变短、
消失和髓样变性等，并认为糖尿病早期大鼠在视网
膜微血管内皮细胞和ＲＢＭ 超微结构未见异常时神
经细胞已发生损害，神经细胞的损害可能是糖尿病
视网膜病变的早期表现。通过透射电镜，本研究观
察到１０周ＤＭ大鼠视网膜双极细胞及神经节细胞
线粒体肿胀、嵴脱落、空泡样变；感光细胞外节膜盘
间隙增宽、数量减少。上述结果与分析充分说明，１０
周ＤＭ组ＳＤ大鼠的视网膜即有ＤＲ典型的微血管
病变，也有相应的神经元病变。

　　关于ＳＤ大鼠ＲＢＭ超微结构的定量观察，庞东
渤等［３５］报道随着病程进展，ＲＢＭ 逐渐增厚，ＤＭ３
个月时 ＴＲＢＭ 为（２４５．５±１１．９）ｎｍ，６个月时为
（３１０．６±２８．０）ｎｍ；周水平等［３６］报道正常对照６个
月时为（０．１１３±０．００９）μｍ，９个月时为（０．１２２±
０．０２０）μｍ，１２个月时为（０．１３２±０．０１３）μｍ，ＤＭ６

个月时为（０．２５０±０．０１１）μｍ，９个月时为（０．３６６±
０．０２８）μｍ，１２个月时为（０．４２３±０．０２２）μｍ；魏玲
格等［３７］报道正常对照２周时（９７．４±１３．０）ｎｍ，１个
月时（８３．２±１９．５）ｎｍ，３个月时（２０３．５±１６．３）

ｎｍ，６个月时为（２３６．３±２０．７）ｎｍ，ＤＭ２周时为
（９７．６±９．６）ｎｍ，１个月时为（９７．６±１７．６）ｎｍ，

３个月时为（２４８．３±１４．２）ｎｍ，６个月时为（３１８．６±
２３．４）ｎｍ。而萧鸿等［２３］报道的 Ｗｉｓｔａｒ大鼠ＴＲＢＭ结
果为：正常对照（０．０７５±０．０２０）μｍ，ＤＭ１个月时
（０．０７７±０．０２８）μｍ，３个月时（０．１２６±０．０４８）μｍ，

６个月时（０．１５７±０．２６）μｍ；Ａｎｄｅｒｓｏｎ等
［３８］的研究

结果更为细化。本研究测量结果为ＳＤ大鼠正常对
照平均ＴＲＢＭ为（７４．０３±１４．３９）ｎｍ，ＤＭ１０周时平
均为（１４１．４４±１５．６８）ｎｍ。由于均是在二维图像上
测量多处毛细血管断面ＲＢＭ 厚度，也即将管状三
维结构的ＲＢＭ 仅以二维图像来对其定量，再加之
取材方向上可能发生的偏差，上述结果难言准确或
者说谁更为准确，但对“ＤＭ大鼠ＲＢＭ增厚”的结论
是一致的。

　　综上所述，ＳＴＺ诱导的ＤＭ大鼠１０周时视网膜
已出现类似早期ＤＲ微血管及神经元的相关病变，
具体表现为：（１）毛细血管基底膜增厚，内皮细胞指
状突起、吞饮泡增多，线粒体肿胀、嵴脱落、空泡样
变，周细胞线粒体肿胀、嵴脱落、空泡样变；（２）双极
细胞线粒体肿胀、嵴脱落、空泡样变；（３）神经节细胞
线粒体肿胀、嵴脱落、空泡样变；（４）视网膜感光细胞
外节膜盘数量减少、间隙增宽；（５）血管迂曲、毛细血
管扩张。因此，可以认为：１０周ＳＴＺＤＭＳＤ大鼠可
作为接近人类早期ＢＤＲ的动物模型以用于ＤＲ的
相关实验研究，并且该造模方法简单经济、用时较
短、重复性好、成模率高。
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