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Abstract
誗 AIM: To discuss the establishment of immediate
diabetic keratopathy animal model of C57BL / 6 mouse
induced by ahigh-fat and high-glucose diet.
誗METHODS: Diabetes mellitus was induced by a high-
fat and high - glucose diet in C57BL / 6 mouse. 1% rose
bengal was stained on the cornea to examine the
integrality of the corneal epithelium at 2 ~ 12mo after
completion of the model. Corneal epithelial wound
healing was observed using a vivo epithelial debridement
model which was dyed by sodium fluorescein. Corneal
morphology histology was examined by pathological
methods.
誗RESULTS: The high- fat and high-glucose diet C57BL/ 6
mouse in 2mo had showed general symptoms of
diabetes: polydipsia, polyphagia, polyuria, weight loss
etc. The model had a steady - state high glucose (逸
18mmol / L), also the weight was lower compared with
normal control mouse. 1% rose bengal corneal staining
had dot coloring at 2mo after completion of the model,
the stained area and extent were gradually increased
with the extension of the duration of diabetes, almost all
the cornea was stained at 12mo after completion of the

model. With the passage of time into a mold, the cornea
epithelial healing time become longer: 2mo was about
40h; 3mo was about 120h; 4, 6, 12mo was about 144h;
the coloboma were gradually increased at 12mo after
completion of the model, then the area was reduced
gradually until complete healing, the time was 96 ~ 120h,
showed repeating phenomenon.
誗CONCLUSION: The mouse were induced by high - fat
and high-glucose diet can be used as animal models of
diabetic keratopathy: the damage of epithelium for
corneal and delay healing on epithelium and other
symptoms.
誗 KEYWORDS: high fat; high glucose; diabetic
keratopathy; animals models
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摘要

目的:研究利用高脂联合高糖饲养 C57BL / 6 小鼠建立糖
尿病小鼠角膜病变模型。
方法:建立利用高脂联合高糖饲养 C57BL / 6 小鼠的糖尿
病模型,在成模 2 ~ 12mo 分别行 1% 虎红染色检查角膜

上皮完整性;角膜上皮刮除后,荧光素钠染色观察比较角
膜上皮的愈合速度;病理检测角膜的组织形态和结构的
变化。
结果:高脂联合高糖饲养 C57BL / 6 小鼠 2mo 左右逐渐表
现出糖尿病多饮、多食、多尿、体质量下降等典型症状,其
血糖稳定维持在较高水平(逸18mmol / L),体质量较正常
小鼠明显偏低。 虎红染色发现,成模 2mo 的小鼠角膜即
已出现点状着色,且随着病程的延长,染色面积和程度逐
渐加重,到成模 12mo 几乎呈全角膜着色。 在上皮愈合速
度方面,刮除角膜上皮后,成模 2mo 的小鼠角膜上皮在

40h 即完全愈合(与正常小鼠相似),成模 3mo 小鼠上皮
愈合时间为 120h,成模 4,6,12mo 上皮完全愈合的时间
为 144h 左右,其中成模 12mo 的小鼠在 96 ~ 120h 上皮缺
损的范围再次扩大,后逐渐缩小愈合,呈现反复现象。
结论:高脂联合高糖饲养诱导的糖尿病小鼠角膜,表现出

角膜上皮损害,角膜上皮损伤后延迟愈合等症状,说明其
可以作为研究糖尿病角膜病变的动物模型。
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0 引言
摇 摇 据不完全统计资料表明,目前全世界范围内的糖尿
病患者约有 2. 5 亿,由于糖尿病引起的并发症可以累及
全身各个系统和器官,糖尿病眼病是其一个主要并发症,
其发病率更是高达 50% [1]。 糖尿病性角膜病变(diabetic
keratopathy)最早于 1981 年 Schultz 教授等[2] 提出,其主
要临床表现为:浅层点状角膜炎,反复性角膜上皮剥脱糜
烂,持续性的上皮缺损[3,4],上皮再生愈合速度延迟,无菌
性角膜浅层溃疡[5],角膜大泡形成,泪液分泌减少,角膜
知觉减退[6,7]等。 近 10a 来,由于玻璃体切割手术和白内
障超声乳化手术的开展,术后糖尿病性角膜病变的并发
症被越来越多的临床医生重视,但是对其发生的病理机
制尚不明确,如能建立一个有效的糖尿病性角膜病变动
物模型,并在此模型基础上进行相关的后续研究具有重
要意义。
1 材料和方法
1. 1 材料
1. 1. 1 实验动物 摇 C57BL / 6 小鼠 100 只,雄性,2 ~ 4 周
龄,体质量 15 ~ 20g,购买自北京维通利华实验动物技术
有限公司。 实验小鼠于枣庄市妇幼保健院中心实验室动
物房饲养,明暗周期 12h(6颐00am ~ 6颐00pm),饲养间温度
保持在 25益左右,湿度在 50% 左右,小鼠均可以自由的
饮水和饮食,且均符合视觉与眼科学研究会 ( ARVO,
resoluton on the use of animals in Research)制定的科研动
物使用规范。
1. 1. 2 主要试剂及仪器摇 1%的虎红(枣庄市妇幼保健院
中心实验室自配);荧光素钠眼科检测试纸(天津晶明新
技术开发有限公司);裂隙灯显微镜(附带照相系统;日
本 TOPCON 公司);眼前节 OCT(美国 OPTOVUE 公司)。
1. 2 方法
1. 2. 1 糖尿病动物模型的制备 摇 按 AIN-76TM[8] 和 Luo
等[9]配方制成高脂联合高糖和普通饲料,见表 1。 把实
验小鼠随机分为两组,每组各 50 只:A 组普通饲料为对
照组,B 组高脂联合高糖饲料为实验组。
1. 2. 2 C57BL / 6 小鼠体质量和血糖的观察 摇 每 2wk 分
别称量小鼠的体质量和采取尾静脉切开取血快速测量小
鼠的血糖值(葡萄糖氧化酶法),并记录,比较两组小鼠
的体质量和血糖变化情况。
1. 2. 3 1%虎红染色角膜上皮损害检测摇 对高脂联合高
糖饲料实验组诱导成糖尿病模型的 C57BL / 6 小鼠和普
通饲料对照组的 C57BL / 6 小鼠,取成模 2,3,4,6,12mo 的
小鼠,用玻璃棒蘸取 1% 虎红点到小鼠的角膜上,并在带
有照相系统的裂隙灯显微镜下观察虎红的着色情况以及
比较两组的着色情况差异,并照相保存。
1. 2. 4 角膜上皮刮除愈合速度检测摇 对高脂联合高糖饲
料实验组诱导成糖尿病模型的 C57BL / 6 小鼠和普通饲
料对照组的 C57BL / 6 小鼠,在其成模 2,3,4,6,12mo 的时
候各取 10 只小鼠;给予盐酸氯胺酮和氯丙嗪混合麻醉剂
腹腔注射,待小鼠麻醉后在角膜上点一滴盐酸丙美卡因
滴眼液,用显微平镊轻轻夹持眼球,2mm 环钻轻压角膜使
其出现压痕;角膜去上皮刀沿着压痕刮除小鼠整个角膜
上皮;将刮除上皮的小鼠角膜用荧光素钠检测试纸染色,
裂隙灯显微镜钴蓝光观察上皮缺损范围,并照相保存;将
上述小鼠各取一只采取颈椎脱臼法处死,钝性分离眼球
入甲醛固定液固定 24 ~ 48h,同时取其胰腺和肾脏用甲

表 1摇 饲料配方 %
成分 普通饲料 高脂饲料

玉米油 4. 5 35. 5
酪蛋白 23 20
玉米淀粉 31. 9 34. 4
蔗糖 30. 3 0
纤维素 5. 3 5
混合维生素 1. 2 1. 2
混合无机盐 3. 7 3. 8
能量(kJ / 100g) 1594. 4 2247. 2

醛固定液固定;其余照完相的小鼠角膜氧氟沙星眼膏涂
眼;照相的时间为 24h 的间隔,直至角膜上皮全部愈合,
取眼球的时间为 0,1,2,3,5,7d(直至角膜愈合的时间),
每次照完相均给予氧氟沙星眼膏涂眼。
1. 2. 5 组织病理学检测摇 将上述标本放入自动脱水机行
梯度酒精脱水并石蜡包埋,自角膜缘开始连续切片,组织
切片厚度为 4滋m,取组织切片于烤箱中烤片 50min;将切
片置于 65益烤箱脱蜡液玉,域中脱蜡各 15min,室温下脱
蜡液芋脱蜡 15min,无水乙醇,95%乙醇,75%乙醇各 30s,
自来水浸洗数秒,苏木素染液中 10min,自来水浸润洗涤
数秒两次,1% 伊红染液中 5min,自来水浸洗数秒一次,
75%乙醇,95% 乙醇和无水乙醇各脱水 5s,空气干燥,中
性树胶封固,光学显微镜下观察照相。
1. 2. 6 前节 OCT 角膜厚度的检测 摇 取高脂联合高糖饲
料实验组小鼠和对照组小鼠,在成模 2,3,4,6,12mo 时各
取 5 只,暴露小鼠眼球,取角膜中央位置照相,用前节
OCT 系统自带分析软件自角膜上皮至角膜内皮测量中央
角膜厚度,比较两组小鼠角膜厚度的区别。
摇 摇 统计学分析:采用 SPSS 16. 0 统计学软件进行统计

分析。 实验测量指标的数据以 軃x依s 表示,高脂联合高糖
饲料实验组小鼠和正常对照组小鼠中央角膜厚度之间的
差异比较采用独立样本 t 检验。 P<0. 05 为差异有统计
学意义。
2 结果
2. 1 实验成模率以及一般项目的观察摇 高脂联合高糖饲
养至 8wk 其血糖大于 16. 7mmol / L 的造模成功率为
78% ,在实验的过程中实验组有 12 只死亡,正常对照组
仅死亡 1 只。 成模的 C57BL / 6 小鼠逐渐表现为多饮,多
食,多尿,毛发的光泽度下降,颜色偏黄,消瘦,活动度降
低,反应迟钝,抓持时排便反应明显以及抵抗力减弱,尤
其随着成模时间的推移上述的表现越来越明显,饲养间
出现糖尿病酮症酸中毒特有的烂苹果气味,且在 6mo 后
尾静脉取血测血糖的伤口出现溃烂。
2. 2 小鼠体质量 摇 高脂联合高糖诱导成糖尿病模型的
C57BL / 6 小鼠在 2mo 时较饲养前的体质量普遍增长,自
2mo 后其体质量则普遍下降,其体质量下降的趋势一直
持续到 12mo;然而普通饲料对照组的 C57BL / 6 小鼠与同
时期的实验组 C57BL / 6 小鼠相比其体质量表现为增长
趋势一直持续到 4mo,在 4 ~ 12mo 体质量表现为明显的
下降趋势,但是下降趋势较实验组不明显,详见图 1。
2. 3 小鼠血糖 摇 高脂联合高糖诱导成糖尿病模型的
C57BL / 6 小鼠采用尾静脉采血快速测血糖,2mo 时的平
均血糖水平 21依1. 1mmol / L,至 4mo 以后的血糖水平一
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摇 摇 摇 摇 摇
图 1摇 高脂高糖实验组和对照组小鼠在不同时间体质量曲线图。 摇 图 2摇 高脂高糖实验组和对照组小鼠在不同时间血糖曲线图。

图 3摇 高脂高糖实验组小鼠角膜不同时间点虎红染色摇 A:正常角膜几乎无虎红染色;B:高脂高糖 2mo 示轻微角膜着色;C:高脂高糖
3mo 示部分角膜虎红着色;D:高脂高糖 4mo 显示其着色较 3mo 明显较重;E:高脂高糖 6mo 示大部分角膜着色;F:高脂高糖 12mo 示几
乎全角膜虎红染色。

直维持在 16 依1. 4mmol / L 以上的稳定水平,但是在成模
3mo 时血糖的平均水平仅在 13. 1 依0. 9mmol / L,并且其血
糖的波动水平较大;6 ~ 12mo 的小鼠保持较高的血糖值,
平均在 20依2. 1mmol / L,并且血糖的波动水平趋于稳定。
同时较多的小鼠在测血糖时其血糖值在血糖仪上经常出
现“HI冶的爆表现象,尤其表现在 6mo 以后的血糖监测。
正常对照组的 C57BL / 6 小鼠其血糖值与同时期的实验组
小鼠相比血糖值最高值为 12. 4依0. 7mmol / L,并且血糖平
均水平在 8. 5依0. 6mmol / L,且血糖从实验前到 12mo 期间
波动水平很小,详见图 2。
2. 4 1%虎红染色摇 采用 1% 虎红对两组小鼠角膜进行染
色,高脂联合高糖小鼠在 2mo 时其角膜仅有轻微的虎红
着色,而在 3mo 的时候角膜着色较 2mo 时范围明显扩大
且着色比较重,在 4mo 时虎红的着色深度和范围较之前
出现一个非常明显的变化,到 12mo 时虎红染色几乎布满
整个角膜。 正常对照组 C57BL / 6 小鼠角膜虎红染色从实
验前到 8mo 都仅表现为轻微的着色,到第 10mo 时才表现
为弥漫性点状相对较重的着色,详见图 3。
2. 5 角膜上皮刮除愈合速度摇 高脂联合高糖组 2mo 的小
鼠刮除上皮后上皮愈合时间为 40h 左右,继续观察没有发
现角膜上皮的二次剥脱现象,同时期对照组角膜上皮在
48h 完全愈合;实验组 3mo 的小鼠刮除上皮后其上皮的愈

合时间在 120h;实验组 4,6mo 上皮完全愈合时间为 144h;
实验组 12mo 上皮愈合时间也为 144h,但在 96 ~ 120h 之
间上皮缺损的范围再次扩大,在 120 ~ 144h 上皮缺损范围
再次变小直至愈合,继续观察未发现上皮有剥脱的现象;
然而对于与同时期对照小鼠各时期角膜上皮愈合时间一
般在 48h 左右,无角膜上皮再次剥脱的现象;两组未刮除
角膜上皮小鼠在裂隙灯下观察角膜上皮都未发现自然剥
脱的现象,详见图 4,5。
2. 6 组织病理学检查摇 对照小鼠和实验组 2mo 的小鼠未
刮除角膜上皮的角膜各层结构排列整齐,结构清楚,角膜
上皮有 5 ~ 6 层细胞组成,上皮细胞的细胞质饱满着色均
匀,细胞核呈圆形,基质层排列紧密,上皮从基底细胞、棘
细胞到变平上皮细胞层次非常清楚;实验组 3mo 的 HE 染
色表现为角膜少量炎性细胞的浸润,上皮细胞排列规整,
基质层排列紧密;实验组 3,4,6,12mo 的角膜上皮细胞排
列疏松,细胞肿胀,出现水肿变性,细胞间隙增宽,细胞量
较正常的减少,角膜全层的水肿,部分炎性细胞的浸润,基
质层水肿,同时基质层粘多糖增多,胶原纤维增多增粗,排
列不规则疏松化。 实验组 2 ~ 12mo 的小鼠在刮除角膜上
皮后 24,48,72h 及愈合时的角膜表现为角膜基质层的疏
松水肿,大量的炎性细胞的浸润,新生长的上皮细胞不规
则,排列混乱,细胞间隙较大,详见图 6,7。
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图 4摇 高脂高糖实验组和对照组小鼠角膜上皮愈合对比。

图 5摇 高脂高糖实验组和对照组小鼠角膜上皮愈合时间曲线。

图 6摇 高脂高糖实验组和对照组小鼠角膜 HE 切片摇 A:正常角

膜组织;B:实验组 12mo 角膜可见上皮细胞层数减少,炎细胞浸

润,细胞水肿变性,基质层水肿,排列疏松化。

2. 7 前节 OCT 检查中央角膜厚度摇 高脂高糖实验组 2mo
的平均中央角膜厚度为 111. 5 依10. 4滋m,3mo 的厚度为
106. 8依12. 7滋m,4mo 的厚度为 108. 6依8. 9滋m,6mo 的厚度
为 113. 4依10. 3滋m,12mo 的厚度为 94. 6依11. 1滋m;对照组
的平均中央角膜厚度分别为 103. 5依8. 4,96. 3依8. 2,94. 6依
11. 1,98. 1依5. 9,102. 3依9. 9滋m,两组平均中央角膜厚度比
较差异没有统计学意义。
3 讨论

摇 摇 目前国内外对糖尿病动物模型的建立多采用链脲佐
菌素(Streptozocin,STZ)诱导,对于 STZ 大剂量(逸50mg / kg)
诱导主要表现类似人类的 1 型糖尿病,而采用 STZ 小剂量
(25 ~ 50mg / kg)注射联合高糖高脂饮食诱导为 2 型糖尿
病。 国外有采用先天基因缺陷鼠如:db / db 小鼠、ob / ob 小
鼠、Akita 小鼠以及 KK-Ay 小鼠等作为糖尿病动物模型进
行研究,在我国由于这些小鼠来源相当的困难且价格十分
的昂贵同时由于其自身的遗传因素在其发病的过程中起
到主导作用,与临床表现存在一定的差异,不利于实验研
究。 我们参照美国糖尿病并发症动物模型协会( animal
models of diabetes complications consortium, AMDCC:
http: / / www. amdcc. org) 的方法并加以改良,制作了本实
验的 C57BL / 6 小鼠糖尿病动物模型,该模型具有以下特
点:(1)具有糖尿病的一般体征;(2)高血糖;(3)角膜的改
变:泪液缺乏,角膜上皮缺损愈合速度慢,角膜上皮细胞水
肿变性,排列疏松,角膜上皮角质化等改变。
摇 摇 有研究表明[10],STZ 腹腔注射诱导糖尿病小鼠模型
其血糖值的变化与 STZ 注射的剂量存在依赖的关系,STZ
的剂量臆35mg / kg 时,STZ 仅对胰岛 茁 细胞有很轻微的损
伤作用,血糖值没有明显的变化,只有胰腺损伤超过 40%
时才会表现出高血糖症状;STZ 剂量逸45mg / kg 时,空腹
血糖水平从注射后 1 ~ 16wk 有逐渐升高的趋势。 但是同
样剂量的 STZ 腹腔注射,C57BL / 6 小鼠表现出不同程度的
高血糖症状,这可能与不同个体抗 STZ 损伤的能力有关,
这也说明遗传背景在糖尿病动物模型的制备过程中起着
重要作用,因此在造模的动物选择上尽量选择遗传背景一
致的小鼠,以达到获得较高且相似的造模成功率。 本实验
采用高脂联合高糖饲料饲养来诱导糖尿病成模率为
78% ,明显高于 AMDCC 报道 50% 的成模率,但是小于
Greg 等报道的 90% 的成模率,且在实验的过程中能维持
一个稳定的高血糖水平[11]。
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图 7摇 高脂高糖实验组小鼠角膜 HE切片摇 A:未刮除角膜上皮;B:刮除上皮后 24h;C:刮除上皮后 48h;D:刮除上皮后 72h;E:刮除上
皮后 96h;F:刮除上皮后 120h。

摇 摇 影响糖尿病患者角膜上皮损伤延迟愈合的因素有很
多,主要集中于角膜上皮基底膜的改变[12,13]。 角膜上皮
基底膜的改变主要表现为基底膜的变厚、变性[14],以及蛋
白成分的非酶糖基化作用的加强[15] 和糖基化终产物
(AGE)在基底膜上的沉积[16],Chikama 等[12] 用激光共焦
显微镜检查 2 型糖尿病患者角膜发现基底膜的反光较非
糖尿病患者基底膜反光明显增高。 目前对糖尿病患者角
膜上皮损伤延迟愈合的分子机制认为表皮生长因子受体
(EGFR)信号传导通路起着关键的作用[17-19],EGFR 被配
体激活后启动角膜上皮细胞内信号的传导,指导角膜上皮
细胞的迁移、黏附、增殖、分化、凋亡。 在使用西妥昔单抗
(Cetuximab,一种特异性针对 EGFR 的抑制剂)治疗癌症
的患者中有相当一部分的患者眼表出现异常包括:弥漫性
的点状角膜缺损、角膜糜烂以及溃疡性角膜炎等[20]。 高
血糖可减弱 EGFR 信号对角膜上皮损伤的应答以及同时
抑制 PI3-kinase / Akt(磷酯酰肌醇 3 位羟基激酶)通路的
应答,造成糖尿病角膜上皮损伤的延迟愈合。 角膜上皮细
胞间的连接(尤其是紧密连接)是维持角膜上皮完整性的
另一重要因素。 研究发现,部分严重的糖尿病患者角膜上皮
出现点状角膜缺损时由于上皮细胞的连接疏松稀疏造成[21]。
摇 摇 本实验研究表明,高脂联合高糖饲料饲养来诱导的糖
尿病小鼠角膜,表现出角膜上皮损害,角膜上皮损伤后延
迟愈合等症状,说明其可以作为研究糖尿病角膜病变的动
物模型。
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