
１型糖尿病小鼠模型构建及胰岛 Ｂ细胞中胰岛素表
达

张　璞，李容誽，李一欣，李占淳，梁文妹

（贵阳医学院 组织学与胚胎学教研室，贵州 贵阳　５５０００４）

［摘　要］目的：构建１型糖尿病（Ｔ１ＤＭ）小鼠模型，研究Ｔ１ＤＭ小鼠胰岛Ｂ细胞表达胰岛素（Ｉｎｓ）及血清 Ｉｎｓ
水平的变化。方法：正常雄性Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠１０４只，随机分为实验组、盐水对照组和正常对照组；模型的诱导
采用连续多次小剂量链脲佐菌素给药法（ＭＬＤＳＴＺ）制作 Ｔ１ＤＭ小鼠模型；分别于注射后第３、７、１０、１４、２１及２８
天检测小鼠的空腹血糖、体重，取血清及胰腺组织，应用免疫组织化学ＳＡＢＣ单染法观察胰岛Ｂ细胞Ｉｎｓ表达，图
像分析、形态计量法检测Ｉｎｓ阳性细胞平均灰度值、计算面数密度（ＮＡ），酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）检测血清 Ｉｎｓ
水平。结果：与正常及盐水对照组比较，实验组小鼠第１０天以后出现明显的多饮、多尿、活动减少等典型糖尿
病（ＤＭ）表现，空腹血糖水平从实验第１４天开始明显升高，以第２８天组最高，差异有统计学意义（Ｐ＜００１）；实
验组小鼠胰岛面积有所减小。胰岛Ｉｎｓ阳性细胞在实验第１０、１４及２１天组染色加深，免疫反应强度增强，平均灰
度值降低，差异有统计学意义（Ｐ＜００１）；ＮＡ从第７天开始减小，呈逐渐下降趋势，与正常及盐水对照组比较，差异
有统计学意义（Ｐ＜００１）；实验组小鼠与对照组相比，血清Ｉｎｓ浓度从实验第７天后均处于较低水平。结论：Ｔ１ＤＭ
模型小鼠胰岛面积减小，胰岛Ｂ细胞数量减少，合成和分泌Ｉｎｓ总量减少且表达下调，血清Ｉｎｓ水平下降。
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　　糖尿病（ｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓ，ＤＭ）是一个世界范
围内的健康问题，其中１型糖尿病（ｔｙｐｅ１ｄｉａｂｅｔｅｓ
ｍｅｌｌｉｔｕｓ，Ｔ１ＤＭ）临床症状较严重且多累及年轻人，
其患病率也以２％～５％的速度增长［１］。目前普遍

认为Ｔ１ＤＭ是Ｔ细胞介导的胰岛 Ｂ细胞选择性被
破坏的自身免疫性疾病，但该病及其并发症的病

因、发病机理尚未完全阐明，预防和治疗措施仍不

完善。胰岛Ａ、Ｂ细胞是机体内控制血糖动态平衡
的主要细胞。两种细胞的协同作用能保持血糖水

平处于动态平衡。迄今为止，相关文献中鲜见

Ｔ１ＤＭ期间胰岛Ａ、Ｂ细胞形态与功能改变的相关
报道。链脲佐菌素（ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ，ＳＴＺ）是诱发动
物糖尿病模型的化学诱导剂，一次大剂量或多次小

剂量腹腔或静脉注射均可制备 Ｔ１ＤＭ模型［２］。小

剂量多次注射 ＳＴＺ（ｍｕｌｔｉｐｌｅｌｏｗｄｏｓｅｏｆｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏ
ｃｉｎ，ＭＬＤＳＴＺ）诱导 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠发生 Ｔ１ＤＭ，更
加贴近人类 Ｔ１ＤＭ的发病进程［３－６］。本实验通过

建立理想的 Ｔ１ＤＭ小鼠模型，应用免疫组织化学
ＳＡＢＣ单染法、图像分析、形态计量法及酶联免疫
吸附法（ＥＬＩＳＡ）等，对胰岛素（Ｉｎｓｕｌｉｎ，Ｉｎｓ）阳性细
胞形态及血清Ｉｎｓ浓度进行检测，为 Ｔ１ＤＭ的发病
机制和临床治疗提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　动物及分组　正常６～８周龄雄性Ｃ５７ＢＬ／
６Ｊ小鼠１０４只（１６～２６ｇ／只），由贵阳医学院实验
动物中心提供。按随机原则分为实验组（ｅｘｐｅｒｉ
ｍｅｎｔｇｒｏｕｐ，ＥＧ）４８只、盐水对照组（ｓａｌｉｎｅｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ，ＳＣＧ）４８只及正常对照组（ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ，ＮＣＧ）８只。实验组和盐水对照组又按时间点
分为第３、７、１０、１４、２１及２８天６个小组，每组８只。
１１２　Ｔ１ＤＭ小鼠模型 ［３］　１０４只雄性Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小
鼠常规适应性喂养１周后，实验组小鼠连续５ｄ腹
腔注射 ＳＴＺ溶液（美国 Ｓｉｇｍａ公司，４０ｍｇ／ｋｇ），

１次／ｄ，用００１ｍｍｏｌ／Ｌ柠檬酸盐缓冲液中（ｐＨ４５）
配制；盐水对照组按体重腹腔注射与实验组相当

剂量的生理盐水，连续５次，１次／ｄ；正常对照组
不作处理。所有动物均自由饮水、进食。实验过

程中观察小鼠一般状态、饮水、进食、尿量和活动

等情况。

１１３　取材及标本制备　分别在注射后第３、７、
１０、１４、２１及２８天于小鼠尾尖取血测其空腹血糖
（血糖仪及血糖试纸由强生医疗器械有限公司提

供）并记录体重，按上述时间点麻醉动物，眼球取

血，静置６０ｍｉｎ后分离血清，保存于 －８０℃，用于
ＥＬＩＳＡ法测定；取胰腺组织，４％多聚甲醛固定，常
规石蜡包埋，制成４μｍ厚连续切片，每例３张切
片，切片间隔５６μｍ。
１２　观察指标
１２１　胰岛 Ｉｎｓ免疫反应阳性细胞检测　用
ＳＡＢＣ法检测胰岛 Ｉｎｓ免疫反应阳性细胞（Ｉｎｓ
ＩＲ）。主要步骤为：切片常规脱蜡至水，甲醇Ｈ２Ｏ２
封闭１０ｍｉｎ，正常山羊血清（１∶５０）室温下封闭
２０ｍｉｎ，依次滴加豚鼠Ｉｎｓ抗血清，工作浓度１∶４００
（海军总医院提供），４℃孵育过夜，羊抗兔ＩｇＧ（１∶
１００）３７℃孵育２０ｍｉｎ，ＳＡＢＣ复合物（１∶１００）３７℃
孵育２０ｍｉｎ，ＤＡＢＨ２Ｏ２液显色，苏木精复染细胞
核，中性树胶封片。以 ＰＢＳ缓冲液代替特异性抗
血清建立方法对照。

１２２　ＩｎｓＩＲ细胞灰度值、胰岛面积、有核 ＩｎｓＩＲ
细胞数、面数密度（ＮＡ）　随机选取实验组和盐水
对照组 ６个时间点小鼠各 ５只，正常对照组取 ５
只，每只动物计数５个胰岛，在４０×物镜下，用Ｂｉｏ
Ｍｉａｓ图像分析系统（四川大学）检测ＩｎｓＩＲ细胞的
平均灰度值；用 ＱＷＩＮＬＩＴＥ图像分析系统（ＬＥＩＣＡ
公司）测胰岛面积、有核 ＩｎｓＩＲ细胞数。以胰岛组
织作为参照系，按下列公式求ＮＡ（个／４０００μｍ

２）

ＮＡ＝Ｎｘ／Ａｒ
ＮＡ为面数密度，Ｎｘ为计数有核阳性细胞总

数，Ａｒ为计数胰岛组织的总面积。
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１２３　血清 Ｉｎｓ　使用 ＭｏｕｓｅｉｎｓｕｌｉｎＥＬＩＳＡ试剂
盒（美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司提供）并按说明书进行操作
（在本院中心实验室进行），用酶标仪（芬兰雷勃公

司）测定血清Ｉｎｓ含量 （μｇ／Ｌ）。
１３　统计学方法

所有数据采用 ＳＰＳＳ１１５统计软件包进行单
因素方差分析，数据用均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，
Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果
２１　小鼠一般状况

与正常及盐水对照组相比，在注射ＳＴＺ第７天
开始，实验组小鼠出现多尿现象但未出现饮水量的

增加，第１０天开始出现明显的多尿、多饮、活动减
少等典型的 ＤＭ临床表现。３组各时间点空腹体
重比较差异无统计学意义（Ｐ＞００５），见表１。

表１　各组小鼠不同时间点空腹体重（ｇ，ｘ±ｓ）
Ｔａｂ．１　Ｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｆａｓｔｉｎｇｗｅｉｇｈｔｓｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ

组别
小鼠体重 （ｇ）

第３天 第７天 第１０天 第１４天 第２１天 第２８天
ＮＣＧ ２２１０±１２５ ２２１０±１２５ ２２１０±１２５ ２２１０±１２５ ２２１０±１２５ ２２１０±１２５
ＳＣＧ ２１００±０３３ １９３８±０８９ ２０５０±０８７ ２０００±０８９ ２１７５±１０１ ２１８９±０７３
ＥＧ ２１１３±０３０ １９５０±０５０ ２０２２±０６２ ２０３０±０７２ ２１００±０８７ ２１７８±０７２

２２　空腹血糖
各组小鼠空腹血糖检测结果见图１。与正常

及盐水对照组比较，在注射ＳＴＺ后短期内（１０ｄ之
内）实验组小鼠的血糖升高不明显，差异无统计学

（１）与ＮＣＧ和ＳＣＧ比较，Ｐ
!

００１

图１　各组小鼠不同时间点空腹血糖水平
Ｆｉｇ．１　Ｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｆａｓｔｉｎｇｂｌｏｏｄｇｌｕｃｏｓｅｌｅｖｅｌｓ
ｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ

意义（Ｐ＞００５）；从第１４天开始实验组小鼠的血
糖明显升高，差异有统计学意义（Ｐ＜００１），且随
实验时程延长呈进行性升高，以第２８天时间最高。
２３　胰岛Ｂ细胞
２３１　免疫组织化学观察　光镜下，与正常及盐
水对照组比较，实验组小鼠在注射ＳＴＺ第３天开始
胰岛面积明显变小（图２Ａ－Ｈ）。经 ＤＡＢＨ２Ｏ２液
显色，可见小鼠胰岛Ｂ细胞Ｉｎｓ免疫反应阳性产物
呈棕黄至棕黑色细颗粒状，存在于胞质内。正常小

鼠胰岛Ｂ细胞主要分布于胰岛中央，细胞呈椭圆
形，三角形或不规则形，排列成条索状（图 ２Ａ）。
与正常对照组比较，盐水对照组未见明显区别（图

２Ｂ）；实验第１０、１４及２１天时间实验组 Ｂ细胞免
疫染色强度较正常及盐水对照组明显增强（图２Ｃ
－Ｈ）。

Ａ正常组，Ｂ盐水组，Ｃ－Ｈ分别为实验第３、７、１０、１４、２１及２８天时间组

图２　Ｉｎｓ阳性细胞 （ＳＡＢＣ，×４００）
Ｆｉｇ．２　Ｉｎｓｕｌｉｎｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
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２３２　Ｉｎｓ阳性细胞　各组小鼠胰岛 Ｉｎｓ阳性细
胞平均灰度值见表２。正常对照组与盐水对照组
胰岛 Ｉｎｓ阳性细胞的平均灰度值差异无统计学意
义（Ｐ＞００５），盐水对照组各时间点的平均灰度
值差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。实验组小鼠胰

岛 Ｉｎｓ阳性细胞在第 ３、７及 ２８天时间组平均灰
度值无明显变化，差异无统计学意义（Ｐ＞００５），
但在第 １０、１４及 ２１天时间组显著降低（Ｐ＜
００１）。图像分析结果与同期形态学观察基本一
致。

表２　小鼠胰岛Ｉｎｓ阳性细胞的平均灰度值（ｘ±ｓ）
Ｔａｂ．２　ＴｈｅｍｅａｎｇｒｅｙｖａｌｕｅｓｏｆＩｎｓＩＲｃｅｌｌｉｎｉｓｌｅｔｓｏｆｒａｔｓ

组别
Ｉｎｓ阳性细胞平均灰度值

第３天 第７天 第１０天 第１４天 第２１天 第２８天
ＮＣＧ ９８１８±１０５ ９８１８±１０５ ９８１８±１０５（１） ９８１８±１０５（１） ９８１８±１０５（１） ９８１８±１０５
ＳＣＧ ９９４５±０７４ １０２７０±１４０ １０２１９±１８８（１） １０２７９±２４０（１） ９９７５±１４３（１） １０１６８±１３１
ＥＧ １０１８４±１８１ ９９６０±２１３ ８４６６±１１５ ８６７６±１２８ ８７３５±０８７ ９８２８±１４７

（１）与ＥＧ组比较，Ｐ
!

００１

２３３　Ｉｎｓ阳性细胞 ＮＡ　各组小鼠胰岛 Ｉｎｓ阳性
细胞ＮＡ的变化见图３。盐水对照组与正常对照组

（１）与ＮＣＧ和ＳＣＧ比较，Ｐ
!

００１

图３　小鼠胰岛Ｂ细胞面数密度 （ｘ±ｓ，４０００μｍ２）
Ｆｉｇ．３　Ｎｕｍｅｒｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙｏｎａｒｅａｏｆ

Ｂｃｅｌｌｉｎｍｏｕｓｅｉｓｌｅｔｓ

胰岛Ｉｎｓ阳性细胞的 ＮＡ比较，差异无统计学意义
（Ｐ

"

００５）；盐水对照组各时间点比较，差异无统
计学意义（Ｐ

"

００５）；实验组第７天开始胰岛 Ｉｎｓ
阳性细胞的 ＮＡ减小，与正常及盐水对照组比较，
差异有统计学意义（Ｐ

!

００１），呈逐渐下降趋势，
尤以第２８天时最低。
２４　血清Ｉｎｓ

用ＥＬＩＳＡ法检测各组小鼠血清Ｉｎｓ。盐水对照
组与正常对照组小鼠血清 Ｉｎｓ测定值差异无统计
学意义（Ｐ＞００５）；与正常及盐水对照组比较，实
验组小鼠血清 Ｉｎｓ测定值从第７天开始降低。结
果见表３。

表３　各组小鼠不同时间点血清Ｉｎｓ水平
Ｔａｂ．３　Ｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｅｒｕｍｉｎｓｕｌｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ

组别
血清Ｉｎｓ（μｇ／Ｌ）

第３天 第７天 第１０天 第１４天 第２１天 第２８天
ＮＣＧ ０７２±０２３ ０７２±０２３ ０７２±０２３ ０７２±０２３ ０７２±０２３ ０７２±０２３
ＳＣＧ ０６７±００７ ０６９±０２５ ０７６±０２３ ０７３±０１８ ０７５±０１０ ０６５±００８
ＥＧ ０６４±００８ ０４４±００４ ０４４±００６ ０４２±００２ ０４４±００３ ０４５±００４

３　讨论

目前普遍认为 Ｔ１ＤＭ是 Ｔ淋巴细胞介导的胰
岛Ｂ细胞选择性被破坏的自身免疫性疾病，为研
究ＤＭ的发病机理以及如何治疗 ＤＭ，建立相应的
动物模型已成为人类研究ＤＭ的重要手段之一，常
用的ＤＭ动物模型有实验性 ＤＭ动物模型和自发
性ＤＭ动物模型［７］。自发性 ＤＭ动物模型更接近
人类ＤＭ的自然起病及发展，但因实验动物价格昂
贵，来源和饲养困难，实验周期长等而难以广泛应

用［８］。诱导动物发生 ＤＭ的药物很多，如 ＳＴＺ、四
氧嘧啶、灭鼠优、双硫腙等，其中 ＳＴＺ对实验动物
的胰岛Ｂ细胞具有高度选择性的毒性作用，导致
胰岛功能衰竭，且对机体组织毒性相对较小，动物

存活率高，造模长期稳定性好等，是目前国内外普

遍用于制备ＤＭ动物模型的药物［７］。Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小
鼠是近交系小鼠，因其实验结果精度高、可比性好、

应激反应均一等优点受到较多的应用［９－１０］。本实

验采用 ＭＬＤＳＴＺ的方法诱导雄性 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠
发生Ｔ１ＤＭ，在实验中对各组小鼠进行了观察。与
正常及盐水对照组相比，在注射 ＳＴＺ后７ｄ开始，
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实验组小鼠出现多尿现象但未出现饮水量的增加，

１０ｄ开始，出现明显的多尿、多饮、活动减少等典
型的ＤＭ临床表现。实验组小鼠的血糖从１４ｄ开
始显著升高，大于 ＤＭ成模标准１１１ｍｍｏｌ／Ｌ［１１］，
且随实验时程延长，血糖呈进行性升高，提示造模

成功。

胰岛 Ｂ细胞分泌功能缺陷致 Ｉｎｓ不足引起血
糖升高成为ＤＭ发病的必要条件，而Ｂ细胞功能衰
竭又可驱动 ＤＭ的病情进展［１２］。血清 Ｉｎｓ含量的
测定是评价ＤＭ病人胰岛 Ｂ细胞功能的常用临床
指标。Ｔ１ＤＭ患者由于胰岛 Ｂ细胞遭致破坏，Ｉｎｓ
释放试验常表现为 Ｉｎｓ分泌绝对缺乏［１３］。本实验

检测血清Ｉｎｓ结果表明，从７ｄ开始，血清 Ｉｎｓ浓度
降低，提示实验组小鼠胰岛Ｂ细胞分泌 Ｉｎｓ总量减
少；免疫组化结果显示，实验组胰岛面积减小，胰岛

Ｉｎｓ阳性细胞的ＮＡ在７ｄ以后减少，呈逐渐下降趋
势，以２８ｄ时最低。但实验组小鼠胰岛Ｉｎｓ阳性细
胞的免疫染色强度在１０ｄ、１４ｄ、２１ｄ时间组增强，
平均灰度值显著降低，则表明在此期间胰岛内未被

破坏的Ｂ细胞中 Ｉｎｓ分泌增多。本文分析这主要
是由于采用小剂量多次注射ＳＴＺ，在Ｔ１ＤＭ初期仅
破坏部分胰岛 Ｂ细胞，其他未被破坏的胰岛 Ｂ细
胞的代偿反应，通过增加分泌 Ｉｎｓ来适应机体的需
要，所以在造模早期（３～１０ｄ）血糖的升高并不明
显。随着胰岛 Ｂ细胞进一步被破坏，细胞进行性
减少，最终分泌Ｉｎｓ的功能减弱甚至丧失，Ｉｎｓ表达
下调。

免疫耐受的破坏和 Ｔｈ１／Ｔｈ２失调是 Ｔ１ＤＭ发
病的重要环节［１４，１５］，Ｉｎｓ是一种广泛调节细胞功能
的激素，研究显示Ｉｎｓ对Ｔｈ１和Ｔｈ２的表达具有调
节作用［１６］。体外培养研究显示：较高浓度的Ｉｎｓ抑
制Ｔｈ１类细胞因子分泌、增加 Ｔｈ２类细胞因子分
泌，Ｔｈ１／Ｔｈ２平衡向Ｔｈ２方向倾斜；反之，低水平或
者缺乏Ｉｎｓ，Ｔｈ１／Ｔｈ２平衡向 Ｔｈ１方向倾斜［１７］。本

文分析，在 Ｔ１ＤＭ期间，由于 Ｉｎｓ分泌减少，表达下
调，有可能 Ｔｈ２细胞的分化受到抑制，不能抵抗
Ｔｈ１细胞对胰岛Ｂ细胞的免疫杀伤，最终阻止不了
Ｔ１ＤＭ的发生发展；另一方面表明从胰岛Ｂ细胞损
伤到糖尿病发作经过一定的时间，胰岛受到的损害

是一个渐进发生、逐步加重的过程，早期血糖升高

也不明显。但目前仍不清楚 Ｉｎｓ如何参与和调节
Ｔｈ１和Ｔｈ２淋巴细胞分化的过程［１８］。

综上所述，Ｔ１ＤＭ发生时，实验组胰岛面积有
所减小；胰岛 Ｉｎｓ阳性细胞数量减少，合成和分泌

Ｉｎｓ总量减少，Ｉｎｓ表达下调，血清Ｉｎｓ水平下降。
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患者向城市医院流动，一方面，推动了大医院

轮番扩张，以适应不断增加的患者就医需求，解决

所谓的“看病难”问题，但反而加剧了“看病贵”问

题；另一方面，基层医院则由于工作量逐年减少，人

才流失，技术萎缩，生存发展困难，从而进一步促使

居民就诊向大医院集中，反过来又加剧了“看病

难”问题。可见，这两方面共同作用的结果是恶性

循环：“医疗资源配置不合理一病人就医流向不合

理一加剧卫生资源的不合理配置一居民看病既不

方便也不经济”［３］。患者向大医院流动，使得本应

“保基本”的新农合资金被“劫贫济富”，影响基层

医疗机构发展和新农合资金使用效率［４］。可见，

患者向大医院流动不符合医改的目的。

综上所述，贵州省医改的目标远未实现，无论

是医疗保障制度、基本药物制度等制度建设，还是

基层医疗机构的能力建设方面都还有许多工作要

做。建议：（１）进一步加强乡镇卫生院等基层医疗
机构的能力建设，特别是以全科医生为主的人才队

伍建设，提高其医疗服务质量和水平。可采取鼓励

建立“县－乡－村”和“省－市－县”等纵向医疗集
团，快速解决基层医疗卫生机构能力不足的问题；

允许城市医务人员到乡、村等基层医疗卫生机构进

行多点执业，快速解决基层医疗机构人力资源不

足，人员专业素质低的问题。（２）建立分级诊疗制
度，进一步完善医疗保障制度和基本药物制度，使

各项制度相互衔接，引导患者向基层流动。（３）尽
快出台鼓励举办非公立医疗机构的相关政策［５］，

鼓励高品质非公立医院，尤其是专科医院的建立，

满足群众多层次医疗服务需求。
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