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摘要
目的:初步建立非肥胖性糖尿病(ＮＯＤ)小鼠蒸发过强型
干眼模型ꎬ通过研究小鼠眼表组织病理变化ꎬ初步探讨其
作为糖尿病性干眼模型的可行性ꎮ
方法:选取 ４０ 只雌性 ＮＯＤ 小鼠ꎬＮＯＤ 小鼠自发糖尿病为
实验组ꎬ同时选取未自发糖尿病的 ＮＯＤ 小鼠作为正常对
照组ꎮ 实验组 ＮＯＤ 小鼠置于 ４０％以下湿度环境ꎬ每天皮
下注射 ０􀆰 ５ｍｇ / ０􀆰 ２ｍＬ 氢溴酸菪胺ꎬ并置于可控干燥箱中ꎬ
每天通风 １２ｈꎬ制作蒸发过强型干眼模型ꎮ 在造模后的第
１、７、１０、１４ｄ 采用酚红棉线实验测量泪液分泌量ꎬＰＡＳ 染
色检查结膜杯状细胞形态和数目ꎻ在造模后的第 １０ｄꎬ进
行角膜组织苏木精染色检测角膜上皮变化情况ꎮ
结果:实验组 ＮＯＤ 小鼠泪液分泌量随造模时间而逐渐降
低ꎬ正常对照组未有明显变化ꎮ 实验组的结膜杯状细胞体
积变大ꎬ在造模后的第 １ｄꎬ杯状细胞密度较正常对照组减
少(Ｐ＝ ０􀆰 ００８)ꎬ从造模后第 ７ｄ 开始ꎬ随时间延长ꎬ实验组
杯状细胞数量逐渐减少ꎬ且较同一时间点正常对照组显著
减少(均 Ｐ<０􀆰 ００１)ꎮ 此外ꎬ观察两组第 １０ｄ 的角膜上皮情
况ꎬ实验组 ＮＯＤ 小鼠角膜上皮层变薄ꎬ部分角膜上皮细胞
变性、基底细胞水肿ꎮ
结论:初步建立了 ＮＯＤ 小鼠干眼模型ꎬ其眼表变化与临床
上干眼症表现类似ꎮ
关键词:ＮＯＤ 小鼠ꎻ糖尿病ꎻ干眼症ꎻ蒸发过强型干眼模
型ꎻ结膜杯状细胞
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０引言
糖尿病是一种复杂的慢性全身性疾病ꎬ是 ２０ ~ ７４ 岁

人群中最常见的主要致盲原因之一ꎬ已成为发展中国家和
发达国家日益严重的公共社会问题[１－２]ꎮ 糖尿病可引起
多种眼部并发症ꎬ如糖尿病性视网膜病变、糖尿病性角膜
病变、代谢性白内障等ꎬ其中糖尿病引起的干眼症问题占
１５％~３３％ꎬ近几年成为研究热点[３]ꎮ 干眼症发病机制复
杂ꎬ选择合适的动物模型是实验研究的关键ꎮ 非肥胖性糖
尿病(ｎｏｎ－ｏｂｅｓｅ ｄｉａｂｅｔｉｃꎬＮＯＤ)小鼠类似人类 １ 型糖尿病
发病特征[４－５]ꎬ因其可自发糖尿病ꎬ常作为自身免疫性糖
尿病小鼠模型ꎬ用来研究糖尿病相关并发症ꎬ如糖尿病肾
病等ꎮ 而国内未见将其作为糖尿病性干眼模型的报道ꎬ本
研究初步探讨 ＮＯＤ 小鼠作为糖尿病性干眼模型的可行
性ꎬ并就其眼表变化情况进行初步讨论ꎬ为以后糖尿病性
干眼的研究奠定基础ꎮ
１材料和方法
１􀆰 １材料　 选取 ４０ 只清洁级雌性 ＮＯＤ / ＬｔＪ 小鼠ꎬ均购自
美国 Ｊａｃｋｓｏｎ 实验室ꎮ 鼠龄 １２ｗｋꎬ体质量 ２０ ~ ２５ｇꎬ无特定
病原体ꎬ恒温 ２２℃、湿度 ５５％环境下正常进食饲养ꎮ 该实
验严格遵循动物实验中实验动物保护和伦理学要求ꎮ
１􀆰 ２方法
１􀆰 ２􀆰 １ ＮＯＤ 小鼠糖尿病模型的建立　 鼠龄 １２ｗｋ 开始每
周检测尿糖 ２ 次ꎬ发现尿糖强阳性后用血糖仪测血糖ꎬ连
续 ２ 次血糖≥１６􀆰 ７ｍｍｏｌ / Ｌ 诊断为糖尿病ꎮ ＮＯＤ 小鼠被诊
断为糖尿病作为实验组ꎬ同时选用未自发糖尿病的同龄
ＮＯＤ 小鼠作为正常对照组ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２ ＮＯＤ 小鼠糖尿病性干眼模型的建立 　 将实验组
ＮＯＤ 小 鼠 置 于 ４０％ 以 下 湿 度 环 境ꎬ 每 天 皮 下 注 射
０􀆰 ５ｍｇ / ０􀆰 ２ｍＬ氢溴酸菪胺ꎬ并置于可控干燥箱中ꎬ每天通
风 １２ｈꎬ制作蒸发过强型干眼模型ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３实验分组　 ＮＯＤ 小鼠随机分为 ２ 组:(１)正常对照
组:２０ 只未自发糖尿病的 ＮＯＤ 小鼠ꎮ (２)实验组:干眼 １ｄ
组:５ 只糖尿病性干眼模型复制成功后第 １ｄ 组ꎻ干眼 ７ｄ
组:５ 只糖尿病性干眼模型复制成功后第 ７ｄ 组ꎻ干眼 １０ｄ
组:５ 只糖尿病性干眼模型复制成功后第 １０ｄ 组ꎻ干眼 １４ｄ
组:５ 只糖尿病性干眼模型复制成功后第 １４ｄ 组ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４ 泪液分泌测定　 采用酚红棉线试验测量两组小鼠
泪液的分泌量ꎬ不同时间点各选用 ５ 只小鼠ꎬ分别选取右
眼进行测定ꎮ 在裂隙灯下ꎬ用眼科显微镊夹酚红棉线ꎬ置
于小鼠下结膜囊中外 １ / ３ꎬ６０ｓ 后取出ꎬ显微镜采用游标卡
尺观察棉线湿润长度ꎬ读数精确到 ０􀆰 ２ｍｍꎬ泪液分泌 <
５􀆰 ０ｍｍ 为低分泌ꎮ 每组检查后记录数据ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５结膜印迹细胞学检查 　 不同时间点每组各选取 ５
只小鼠ꎬ用颈椎脱臼法处死ꎮ 用硝酸纤维膜印取每只小鼠
的右眼结膜ꎬ将其贴于载玻片上并固定ꎬ进行过碘酸雪夫
(ｐｅｒｉｏｄｉｃ ａｃｉｄ－ＳｃｈｉｆｆꎬＰＡＳ)染色ꎬ使用透明液(１０％乙醇 ∶
冰醋酸＝ ７∶ ３ 体积比)对纤维膜进行透明ꎬ载片镜检观察结
膜上皮细胞和杯状细胞改变情况ꎬ计数穹窿结膜杯状细胞
数目ꎮ 镜检、计数由同一专业人员进行ꎬ采用单盲法ꎮ

图 １　 小鼠糖尿病性干眼模型组和正常对照组的不同时间点泪

液分泌量　 Ｂａｓｅｌｉｎｅ:ＮＯＤ 小鼠形成糖尿病干眼模型前的泪液分

泌量值ꎮ

１􀆰 ２􀆰 ６角膜组织病理学检查　 颈椎脱臼法处死小鼠ꎬ每组
各选取 ５ 只小鼠ꎬ取右眼角膜并经中央切开ꎬ投入 ４％多聚
甲醛固定ꎮ 常规石蜡包埋切片ꎬ采用苏木精染色检查ꎬ观
察角膜上皮变化情况ꎮ

统计学分析:使用 ＳＰＳＳ２１􀆰 ０ 统计学软件进行数据分

析ꎮ 所有数据以 􀭰ｘ±ｓ 表示ꎬ各组间不同时间指标差异比
较采用重复测量数据的方差分析ꎬ各组的时间差异比较采
用 ＬＳＤ－ｔ 检验ꎬ各时间点的组间差异比较采用独立样本 ｔ
检验ꎮ 以 Ｐ<０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义ꎮ
２结果
２􀆰 １各组小鼠泪液分泌结果　 正常对照组与实验组在第
１、７、１０、１４ｄ 时的泪液分泌量情况见表 １ 和图 １ꎮ 对两个
实验因素“分组”“时间”以及分组和时间的交互作用进行
分析ꎬ差异有统计学意义(Ｆ组间 ＝ ９２３３􀆰 ７９ꎬＦ时间 ＝ ６２６􀆰 ４２ꎬ
Ｆ组间×时间 ＝ ６２８􀆰 １６ꎬ均 Ｐ<０􀆰 ００１)ꎮ 在造模后的第 １、７、１０、
１４ｄꎬ泪液分泌量较正常对照组均减少ꎬ差异均有统计学意
义(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎬ且从造模后第 １ｄ 开始ꎬ随造模时间延长ꎬ
实验组的泪液分泌量随时间而逐渐减少ꎬ于 １４ｄ 时泪液分
泌量达到最低ꎬ而正常对照组在不同时间点的泪液分泌量
未有明显变化ꎮ
２􀆰 ２各组小鼠结膜印迹细胞学检查结果　 正常对照组的
ＮＯＤ 小鼠结膜细胞小而圆ꎬ数量多ꎬ连接紧密ꎬ杯状细胞
核圆ꎬ胞质易辨认ꎬ上皮细胞与杯状细胞比约 １ ∶ １ 以上ꎮ
建立糖尿病性干眼模型第 １ｄꎬ结膜细胞变大ꎬ细胞间距较
正常对照组增大ꎬ核浆比减小ꎬ杯状细胞数量明显减少ꎬ
上皮细胞与杯状细胞比约 ２∶ １ 以上ꎮ 第 ７ｄꎬ杯状细胞数
量极少ꎬ核质比率 ＝ １ / ５ꎮ 第 １０ｄꎬ结膜细胞鳞状化生化
占结膜细胞 １ / ２ꎮ 第 １４ｄ 结膜细胞呈重度鳞状化生化
(图 ２)ꎮ
２.３ 各组小鼠结膜杯状细胞密度比较 　 对两个实验因素
“分组”“时间”以及分组和时间的交互作用进行分析ꎬ差
异有统计学意义(Ｆ组间 ＝ ４０８􀆰 １５ꎬＦ时间 ＝ ３８􀆰 ５７ꎬＦ组间×时间 ＝
１４􀆰 ６２ꎬ均 Ｐ<０􀆰 ００１ꎬ表 ２)ꎮ 在造模后的第 １、７、１０、１４ｄꎬ杯
状细胞密度较正常对照组均减少ꎬ差异均有统计学意义
(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎻ从造模后第 １ｄ 开始ꎬ随造模时间延长ꎬ实验
组杯状细胞数量逐渐减少ꎻ而正常对照组在不同时间点的
杯状细胞数量未有明显变化ꎮ
２􀆰 ４各组小鼠角膜苏木精染色结果　 正常对照组和糖尿
病性干眼模型第 １０ｄ 组角膜病理切片见图 ３ꎮ 正常对照
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图 ２　 各组小鼠结膜印迹细胞学检查(过碘酸－希夫染色×２００)　 Ａ:正常对照组ꎻＢ:干眼 １ｄ 组ꎻＣ:干眼 ７ｄ 组ꎻＤ:干眼 １０ｄ 组ꎻＥ:干眼

１４ｄ 组ꎮ

图 ３　 各组小鼠角膜病理切片(苏木精染色×２００)　 Ａ:正常对照组ꎻＢ:干眼 １０ｄ 组ꎮ

表 １　 两组小鼠在不同时间点的泪液分泌量比较 (􀭰ｘ±ｓꎬｍｍ)
分组 基础值 第 １ｄ 第 ７ｄ 第 １０ｄ 第 １４ｄ
正常对照组 ６􀆰 ６２±０􀆰 ０７ ６􀆰 ５０±０􀆰 ０９ ６􀆰 ５８±０􀆰 １０ ６􀆰 ４９±０􀆰 ０５ ６􀆰 ６８±０􀆰 １０
实验组 ６􀆰 ４８±０􀆰 ２１ ３􀆰 ８２±０􀆰 ０７ａ ２􀆰 ５２±０􀆰 ０８ａ ３􀆰 ２６±０􀆰 １５ａ ２􀆰 ２２±０􀆰 ０５ａ

ｔ １􀆰 ３９７ ５１􀆰 ４８１ ７４􀆰 ７５１ ４６􀆰 ４７６ ９０􀆰 １０６
Ｐ ０􀆰 ２００ <０􀆰 ００１ <０􀆰 ００１ <０􀆰 ００１ <０􀆰 ００１

注:基础值:ＮＯＤ 小鼠形成糖尿病干眼模型前的泪液分泌量值ꎻａＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ 同一时间点对照组ꎮ

表 ２　 各组小鼠结膜杯状细胞密度比较 (􀭰ｘ±ｓꎬ个 / ｃｍ２)
分组 第 １ｄ 第 ７ｄ 第 １０ｄ 第 １４ｄ
正常对照组 ２２０􀆰 ４７±１１􀆰 ４８ ２０４􀆰 ５７±１５􀆰 ９９ １９７􀆰 ４８±１５􀆰 ７３ ２０４􀆰 ３７±１０􀆰 ８１
实验组 １８２􀆰 ８４±２１􀆰 １０ａ １２３􀆰 ９８±４􀆰 ４６ａ ９２􀆰 ４１±５􀆰 ２０ａ １０５􀆰 ０１±５􀆰 ６１ａ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
ｔ ３􀆰 ５０４ １０􀆰 ８５４ １４􀆰 １７９ １８􀆰 ２４１
Ｐ ０􀆰 ００８ <０􀆰 ００１ <０􀆰 ００１ <０􀆰 ００１

注:ａＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ 同一时间点对照组ꎮ

组角膜病理切片可见 ５ 层角膜上皮细胞ꎬ形态清晰、排列
紧密ꎮ 实验组角膜上皮层变薄ꎬ部分上皮细胞变性ꎬ部分
基底细胞水肿ꎮ
３讨论

糖尿病引起的并发症可累及全身各个系统及器官ꎬ其
中糖尿病相关性眼病是其中一个主要并发症[６]ꎬ包括糖尿
病性视网膜病变、糖尿病性角膜病变、代谢性白内障等ꎮ
近年来ꎬ糖尿病并发的干眼症问题因其对眼表的损害可造
成视力下降而引起广泛关注[７]ꎮ 动物模型实验是进行糖

尿病性干眼研究必不可少的环节ꎬ选择合适的动物模型是
实验研究的关键ꎮ 目前ꎬ国内 １ 型糖尿病及相关并发症的
研究大多采用左脲链霉素( ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｃｉｎꎬＳＴＺ)诱导的糖尿
病动物模型ꎬ但该模型并没有完全模拟出 １ 型糖尿病发病
的免疫机制ꎬ且常有自愈倾向ꎬ不利于长期观察ꎮ 而 ＮＯＤ
小鼠是一种广泛使用的研究 １ 型糖尿病的动物模型[８]ꎬ其
自发性糖尿病发病率较高ꎬ且雌性小鼠更易患病ꎮ

干眼症发病机制复杂ꎬ主要包括泪膜不稳定、泪液渗
透压升高、眼表炎症和损害以及神经感觉异常[９]ꎬ根据病
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因不同可分为泪液分泌不足型干眼和蒸发过强型干眼ꎮ
ＮＯＤ 小鼠因其器官特异性自身免疫的特性可使泪腺发生
自身免疫性病变[１０]ꎬ使得 ＮＯＤ 小鼠成为研究干眼症的合
适模型ꎮ 然而ꎬＮＯＤ 小鼠是否适合建立糖尿病性干眼模
型ꎬ在国内未曾报道ꎮ 本实验选取雌性 ＮＯＤ / ＬｔＪ 品系小
鼠(均购自美国 Ｊａｃｋｓｏｎ 实验室)ꎬ将实验组小鼠置于 ４０％
以下湿度环境ꎬ每天皮下注射 ０􀆰 ５ｍｇ / ０􀆰 ２ｍＬ 氢溴酸菪胺ꎬ
并置于可控干燥箱中ꎬ每天通风 １２ｈꎬ制作蒸发过强型干
眼模型ꎬ这也符合临床干眼症发病的病理生理过程ꎮ

本研究中ꎬ通过对两组 ＮＯＤ 小鼠进行泪液分泌量测
定、结膜印迹细胞学形态检查、结膜杯状细胞密度数测定
和角膜病理切片染色ꎬ比较两组小鼠的眼表情况ꎬ以初步
探讨 ＮＯＤ 小鼠作为糖尿病性干眼模型的可行性ꎮ 本实验
采用酚红棉线测量泪液分泌量ꎬ结果显示实验组 ＮＯＤ 小
鼠的泪液分泌量在不同时间点较正常对照组减少ꎬ并且从
建立糖尿病性干眼模型的第 １~１４ｄꎬ实验组泪液分泌量逐
渐减少并达到最低值ꎬ由此可知实验组小鼠泪液分泌量随
造模时间逐渐减少ꎮ 有研究表明ꎬ泪膜稳定性可受角结膜
细胞成分、结膜炎症状态与增生情况所影响[１１]ꎬ并且结膜
杯状细胞具有维持眼表稳定性等作用ꎬ当结膜杯状细胞密
度降低时ꎬ引起眼表黏蛋白分泌减少ꎬ泪膜稳定性与功能
性也就变差[１２]ꎬ是反映眼表健康的重要指标ꎮ 本实验采
用 ＰＡＳ 染色方法对两组小鼠结膜杯状细胞进行检查与计
数ꎬ结果发现正常对照组小鼠结膜细胞小而圆ꎬ数量多ꎬ连
接紧密ꎬ杯状细胞核圆ꎬ胞质易辨认ꎬ实验组结膜杯状细胞
数量不断减少、体积变大ꎬ结膜细胞不断向鳞状上皮化生ꎮ
在不同时间点ꎬ实验组小鼠结膜杯状细胞数量较正常对照
组均减少ꎮ 我们还发现ꎬ从造模第 １ｄ 开始ꎬ实验组杯状
细胞密度随着造模时间而逐渐降低ꎬ而正常对照组在不
同时间点上未有明显变化ꎮ 可见 ＮＯＤ 小鼠建立蒸发过
强型干眼模型ꎬ可表现为眼表泪液分泌量减少ꎬ结膜杯
状细胞数目减少ꎬ结膜细胞变大且鳞状上皮化ꎬ而杯状
细胞密度随着造模时间逐渐减低的原因可能与干眼的
严重程度有关ꎮ

有研究发现[１３]ꎬ干眼症患者角膜上皮厚度是变薄的ꎬ
同时当泪液分泌不足或者眼表蒸发过强时可导致泪膜厚
度降低ꎮ 本实验采用苏木精染色观察角膜病理组织切片ꎬ
结果显示实验组小鼠角膜上皮层变薄ꎬ部分上皮细胞变
性ꎬ部分基底细胞水肿ꎬ这些发现与临床上干眼症表现是
一致的[１４]ꎮ 由此我们可推测ꎬＮＯＤ 小鼠眼表损害不断加
重使其角膜上皮完整性被不断破坏ꎬ而临床上角膜上皮点
状着色可能与其有关ꎮ

综上所述ꎬ本实验初步建立了 ＮＯＤ 小鼠干眼模型ꎬ该
模型可操作性强、重复性好ꎬ采用泪液分泌量测定、结膜组
织 ＰＡＳ 染色、角膜上皮苏木精染色等方法显示ꎬ其眼表变
化与临床上干眼症表现类似ꎮ 但本研究仍有不足之处ꎬ所
选取小鼠样本少ꎬ且本实验模型仅是初步建立ꎬ其可行性
与科学性还需有大量实验去验证ꎮ
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