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糖尿病下肢溃疡小鼠模型的建立与评价
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　 　 【摘要】 　 目的　 建立和评价糖尿病下肢溃疡小鼠模型ꎬ揭示糖尿病下肢溃疡小鼠手术肢血流和病理生理的

改变ꎬ初探其发病机制ꎬ为研究糖尿病外周血管病变提供基础和参考ꎮ 方法　 小鼠分为下肢缺血组、糖尿病组和糖

尿病下肢溃疡组ꎮ 糖尿病下肢溃疡和糖尿病组腹腔注射链脲佐菌素(ＳＴＺ)建立 １ 型糖尿病模型ꎮ 糖尿病下肢溃疡

和下肢缺血组ꎬ采用高位结扎股动脉、股静脉并断离股动脉的方法建立下肢缺血模型ꎻ糖尿病组仅做假手术处理ꎮ
术后第 ０、３、７、１４、２１ 天ꎬ用激光多普勒监测血流变化ꎬ观察肢体缺血坏死ꎮ 第 ２１ 天后 ＨＥ 切片观察组织形态变化ꎬ
分析血小板－内皮细胞粘附分子－１(ＰＥＣＡＭ￣１ / ＣＤ３１)及抗平滑肌抗体(ＳＭＡ)表达ꎮ 结果　 缺血术后ꎬ与下肢缺血

组小鼠比较ꎬ糖尿病下肢溃疡组体重显著下降ꎬ肢体坏死情况更严重ꎮ 术后ꎬ糖尿病下肢溃疡组和下肢缺血组小鼠

手术肢血流灌注下降明显ꎻ术后第 ３、７、１４ 天ꎬ糖尿病下肢溃疡组和下肢缺血组血流灌注逐渐恢复ꎻ第 ２１ 天ꎬ下肢缺

血组接近正常水平ꎬ而糖尿病下肢溃疡组略有下降ꎮ 糖尿病组无肢体坏死情况ꎬ血流灌注无明显变化ꎮ 糖尿病下

肢溃疡组和下肢缺血组小鼠手术肢腓肠肌组织有肌肉结构破坏和炎症浸润ꎬＣＤ３１ 表达明显增加ꎻ糖尿病下肢溃疡

组和糖尿病组 ＳＭＡ 有显著表达ꎬ而下肢缺血组表达不明显ꎮ 结论　 成功建立了糖尿病下肢溃疡小鼠模型ꎬ与下肢

缺血小鼠模型对比ꎬ该模型有明显的肢体坏死症状和血流灌注恢复障碍ꎮ 该模型可用于研究糖尿病血管病变发病

机制的研究以及治疗药物的筛选ꎮ
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　 　 糖尿病是继肿瘤、心血管疾病之后ꎬ严重威

胁人类健康的主要疾病之一ꎮ 因糖尿病引起的

外周血管病变( ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ａｒｔｅｒｉａｌ ｄｉｓｅａｓｅꎬＰＡＤ)是
正常人的 ２ ~ ４ 倍ꎬ可累及全身重要血管ꎬ导致

多种血管并发症ꎬ广泛影响着世界范围内的糖尿

病患者 [１] ꎮ 其中ꎬ糖尿病下肢血管病变在糖尿病

患者中约占 ２０％ꎬ常发展为严重下肢缺血ꎬ最终

伤口难愈合、坏疽ꎬ甚至导致截肢 [２] ꎮ 目前ꎬ临床

上对于糖尿病下肢血管病变仍面临巨大困难ꎬ迄
今也未发现特别有效的药物和治疗措施 [３] ꎬ当病

人足部发生坏疽时ꎬ截肢往往是患者和医生的唯

一办法ꎮ 模拟糖尿病并发外周血管疾病的动物

模型ꎬ对糖尿病血管疾病研究至关重要ꎮ 良好的

动物模型可以帮助我们探究疾病的发病机制ꎬ筛
选有效的治疗药物和措施ꎮ 本实验在糖尿病小

鼠模型的基础上建立下肢溃疡模型ꎬ用激光多普

勒监测血流变化ꎬ观察模型足部坏死情况和缺血

组织病理改变ꎮ 并与单纯下肢缺血模型相比较ꎬ
发现糖尿病下肢溃疡模型的特殊性ꎮ 为研究糖

尿病外周血管病变的发病机制和治疗措施提供

依据和基础ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级雄性 ＩＣＲ 小鼠ꎬ８ 周龄ꎬ体重(３５ ± ２)ｇꎬ
９０ 只ꎬ来源于上海斯莱克实验动物有限责任公司

【ＳＣＸＫ(沪) ２０１７－０００５】ꎮ 饲养于浙江大学医学院

附属第二医院实验动物中心屏障环境【ＳＹＸＫ(浙)
２０１５－００１０】ꎬ饲喂６０Ｃｏ 辐照全价营养颗粒饲料ꎬ温
度(２２ ± ２)℃ꎬ相对湿度 ５０％ ~ ７０％ꎬ１２ ｈ / １２ ｈ 明

暗交替ꎬ实验动物伦理批件号:浙医二院(２０１９ 年

度)第(０８５)号ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 试剂及仪器

链脲霉素(ＳＴＺꎬ上海生工生物工程股份有限公

司)ꎻＡｎｔｉ￣ＣＤ３１ 抗体 ( ａｂ２８３６４ꎬ ａｂｃａｍ)ꎻＡｎｔｉ￣ａｌｐｈａ
ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ Ａｃｔｉｎ 抗 体 ( ａｂ１２４９６４ꎬ ａｂｃａｍ )ꎻ
Ｐｅｒｉｓｃａｎ ＰＩＭ ＩＩ 激光多普勒血流成像仪扫描(瑞典

帕瑞医学科技有限公司)ꎻ滨松 ＮａｎｏＺｏｏｍｅｒ 数字病

理切片扫描仪(日本滨松)ꎻ罗氏卓越型血糖测试仪

(德国罗氏)ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 分组与造模

所有 ＩＣＲ 小鼠适应性饲养 １ 周后ꎬ随机分成 ３
组ꎬ每组 ３０ 只ꎬ即糖尿病下肢溃疡组、下肢缺血组和

糖尿病组ꎮ 糖尿病下肢溃疡组和糖尿病组小鼠建

立糖尿病模型ꎻ糖尿病下肢溃疡组和下肢缺血组小

鼠建立下肢缺血模型ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 小鼠糖尿病模型的建立

造模前ꎬ小鼠禁食不禁水 ８ ｈꎬ腹腔注射链脲佐

菌素(ＳＴＺ)溶于 ｐＨ ＝ ４􀆰 ５ 的柠檬酸缓冲液ꎬ连续给

药 ３ ｄꎬ 剂量分别为第一次 ８０ ｍｇ / ｋｇ、 第 二 次

６０ ｍｇ / ｋｇ、第三次 ８０ ｍｇ / ｋｇꎮ 继续饲养 １ 周后尾部

采血检测血糖(重复 ３ 次)ꎬ随机血糖 > １６ ｍｍｏｌ / Ｌ
或空腹血糖≧１１􀆰 １ ｍｍｏｌ / Ｌ 认定为糖尿病小鼠模型

成功ꎮ

９５
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１􀆰 ２􀆰 ３　 小鼠下肢缺血模型的建立

糖尿病模型建立成功后ꎬ糖尿病下肢溃疡组和

下肢缺血组小鼠采用高位结扎股动脉、股静脉并断

离股动脉的方法建立下肢缺血模型ꎬ糖尿病组小鼠

仅采用假手术处理ꎬ术后无动物死亡ꎮ
小鼠使用 ０􀆰 ３％戊巴比妥钠腹腔注射麻醉ꎬ剂

量为 ０􀆰 ２５ ｍＬ / １０ ｇꎬ待小鼠肌肉松弛ꎬ四肢无活动ꎬ
触碰胡须无反应时ꎬ将小鼠仰卧固定于手术台上ꎬ
用脱毛膏去除双下肢鼠毛ꎬ７５％酒精消毒皮肤ꎬ右下

肢为手术区ꎬ在体视显微镜下近卵圆窝处剪开皮

肤ꎬ暴露股动脉ꎬ分离伴行静脉和神经ꎬ用 ４ ~ ０ 丝

线结扎股动脉和静脉ꎬ在近膝关节处动脉分叉上端

也相应结扎血管ꎬ剥离血管ꎬ用眼科剪离断动脉ꎬ无
菌棉球按压止血 ５ ｍｉｎꎬ然后用 ６ ~ ０ 线缝合皮肤ꎬ
７５％酒精消毒一遍ꎬ俯卧置于 ３７℃恒温电热毯上保

温 ３０ ~ ６０ ｍｉｎ 至小鼠苏醒ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 指标观察和检测

(一)一般体征观察

动物分别于糖尿病造模前ꎬ下肢缺血手术前ꎬ
术后第 ７、１４、２１ 天称量体重ꎮ 手术后第 １４ 天ꎬ观察

小鼠肢体缺血情况ꎬ用以下评估参考分值来判断:
肤色、皮温未发生明显改变计 ０ 分ꎻ坏死局限于脚趾

计 １ 分ꎻ坏死局限于足背计 ２ 分ꎻ坏死局限于小腿计

３ 分ꎻ坏死范围波及大腿以上计 ４ 分ꎮ
(二)激光多普勒检测

激光多普勒血流成像仪分别于缺血手术术前ꎬ
术后第 ０、３、７、１４、２１ 天动态监测各组小鼠下肢血流

变化情况ꎬ取缺血部位平均灌注量 /正常部位平均

灌注量进行统计分析ꎮ
使用激光多普勒血流成像仪扫描ꎬ每只小鼠记

录约为 ２０ ｓꎮ 小鼠麻醉后放在 ３７℃恒温垫上保持

体温ꎬ并去除下肢新生鼠毛ꎬ待小鼠循环呼吸平稳

后仰卧固定于检测垫上ꎬ未手术左下肢为参照ꎬ计
算右下肢相对血流灌注情况ꎮ 检测完成后俯卧置

于 ３７℃ 恒温电热毯上保温 ３０ ~ ６０ ｍｉｎ 至小鼠

苏醒ꎮ
(三)组织取材

缺血手术第 ２１ 天ꎬ过量麻醉处死动物ꎬ取腓肠

肌ꎬ中性福尔马林固定、常规脱水、浸蜡、包埋、切
片ꎮ 进行 ＨＥ 染色ꎬＣＤ３１ 及 ＳＭＡ 免疫组化染色ꎮ
１􀆰 ３　 统计学分析

所有计量数据均用平均数±标准差(􀭰ｘ ± ｓ)表

示ꎬ采用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 统计软件进行 ＡＮＯＶＡ 单因素方

差分析ꎬ组间比较采用 ＬＳＤ 检验ꎬ以 Ｐ< ０􀆰 ０５ 表示

差异有显著性ꎮ

图 １　 糖尿病下肢溃疡组、糖尿病组和下肢缺血组

小鼠体重变化程度

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｈｉｎｄｌｉｍｂ
ｕｌｃｅｒ ｇｒｏｕｐꎬ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｈｉｎｄｌｉｍｂ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｇｒｏｕｐ

２　 结果

２􀆰 １　 一般体征与体重变化

糖尿病下肢溃疡组和糖尿病组小鼠在造模成

功后ꎬ能出现典型的“三高一低”糖尿病症状ꎮ 缺血

术后第 ２１ 天ꎬ糖尿病下肢溃疡组存活 ２８ 只ꎬ下肢缺

血组存活 ２７ 只ꎬ糖尿病组存活 ２９ 只ꎮ 如图 １ 所示ꎬ
注射 ＳＴＺ 后ꎬ糖尿病下肢溃疡组和糖尿病组体重略

有增加ꎬ但不明显ꎻ缺血术后 ７ ｄꎬ三组小鼠体重皆有

下降ꎬ糖尿病下肢溃疡组变化最大ꎻ术后第 １４ 天ꎬ三
组小鼠体重开始增长ꎬ下肢缺血小鼠体重增长最

快ꎻ术后第 ２１ 天ꎬ只有下肢缺血组小鼠体重继续增

长ꎬ其余两组都有不同程度体重下降ꎬ其中糖尿病

下肢缺血组下降更明显ꎬ甚至较缺血术后仍有很大

程度下降ꎮ
２􀆰 ２　 缺血下肢坏死评价

下肢缺血手术后第 １４ 天ꎬ小鼠缺血腿会发生

不同程度坏死(见图 ２)ꎬ并评价小鼠下肢缺血坏

死程度ꎬ标准如下:肤色、皮温未发生明显改变计 ０
分ꎻ坏死局限于脚趾计 １ 分ꎻ坏死局限于足背计 ２
分ꎻ坏死局限于小腿计 ３ 分ꎻ坏死范围波及大腿以

上计 ４ 分ꎮ
术后第 １４ 天ꎬ各组评分情况如表 １ 所示ꎮ 糖尿

病下肢溃疡组平均评分最高ꎬ单纯下肢缺血组次

之ꎬ糖尿病组接近于正常状态(见图 ３)ꎮ 糖尿病下

肢溃疡组小鼠多为 １ 分和 ２ 分ꎻ单纯下肢缺血小鼠

多为 ０ 分和 １ 分(见图 ４)ꎮ

０６
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图 ２　 小鼠缺血下肢坏死程度

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｈｉｎｄｌｉｍｂ ｉｎ ｍｉｃｅ

表 １　 糖尿病下肢溃疡组、糖尿病组和下肢缺血组小鼠坏死评分

Ｔａｂｌｅ １　 Ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｈｉｎｄｌｉｍｂ ｕｌｃｅｒ ｇｒｏｕｐꎬ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｈｉｎｄｌｉｍｂ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｇｒｏｕｐ
组别
Ｇｒｏｕｐｓ ｎ ０ 分

０ ｐｏｉｎｔ
１ 分

１ ｐｏｉｎｔ
２ 分

２ ｐｏｉｎｔ
３ 分

３ ｐｏｉｎｔ
４ 分

４ ｐｏｉｎｔ

糖尿病下肢溃疡组
Ｄｉａｂｅｔｉｃ ｈｉｎｄｌｉｍｂ ｕｌｃｅｒ ｇｒｏｕｐ ２８ ２ １４ ７ ３ ２

下肢缺血组
Ｈｉｎｄｌｉｍｂ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｇｒｏｕｐ ２７ １５ ８ ２ ２ ０

糖尿病组
Ｄｉａｂｅｔｉｃ ｇｒｏｕｐ ２９ ２７ ２ ０ ０ ０

图 ３　 糖尿病下肢溃疡组、糖尿病组和下肢缺血组

小鼠平均评分

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｍｅａｎ ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｈｉｎｄｌｉｍｂ ｕｌｃｅｒ
ｇｒｏｕｐꎬｄｉａｂｅｔｉｃ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｈｉｎｄｌｉｍｂ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｇｒｏｕｐ

图 ４　 糖尿病下肢溃疡组、糖尿病组和下肢缺血组小鼠评分分布

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｓｃｏｒｅｓ ｉｎｄｉａｂｅｔｉｃ ｈｉｎｄｌｉｍｂ ｕｌｃｅｒ ｇｒｏｕｐꎬ
ｄｉａｂｅｔｉｃ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｈｉｎｄｌｉｍｂ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｇｒｏｕｐ

１６
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２􀆰 ３　 下肢血流灌注变化监测结果

为了监测糖尿病下肢溃疡组、下肢缺血组和糖

尿病组小鼠在缺血手术前后下肢血流灌注变化ꎬ用
激光多普勒成像仪分别于术前ꎬ术后当天ꎬ术后第

３、７、１４、２１ 天ꎬ监测小鼠下肢的血流情况(见图 ５)ꎮ
由各时间点多普勒血流灌注变化可知ꎬ糖尿病组

小鼠下肢并未出现明显血流变化ꎻ下肢缺血组和糖尿

病下肢溃疡组小鼠ꎬ术后缺血肢血流明显减弱ꎬ说明下

肢缺血模型建立成功ꎮ 术后ꎬ缺血肢皆有不同程度的

恢复ꎮ 单纯下肢缺血小鼠组的程度明显优于糖尿病下

肢缺血组ꎮ 如图５ 所示ꎬ术后第１４ 天ꎬ下肢缺血组的血

流灌注已比较充分ꎬ第 ２１ 天几乎完全恢复ꎮ 而糖尿病

下肢溃疡组ꎬ术后第 ７、１４、２１ 天ꎬ恢复都不显著ꎬ甚至有

加重趋势ꎮ 用手术肢(右腿) /健全肢(左腿)的比率表

示缺血下肢的血流灌注比ꎬ如图 ６ 所示ꎬ术后糖尿病下

肢溃疡组和下肢缺血组的灌注比都明显下降ꎬ术后灌

注比都有显著恢复下肢缺血组略好于糖尿病下肢溃疡

组ꎮ 第１４ 天下肢缺血组灌注比继续恢复ꎬ第２１ 天接近

于正常ꎬ而糖尿病下肢缺血组灌注比却有明显下降ꎮ
糖尿病组全程灌注比几乎不发生变化ꎮ
２􀆰 ４　 缺血下肢组织病理改变

术后第 ２１ 天ꎬ取手术肢(右腿)腓肠肌 ＨＥ 染

色(图 ７Ａ):下肢缺血造模 ２１ ｄ 后ꎬ糖尿病下肢溃

疡组和下肢缺血组肌肉组织结构破坏ꎬ肌纤维呈

现出明显的间隙ꎬ有炎症细胞浸润ꎮ 其中ꎬ糖尿病

下肢溃疡组肌肉组织结构破坏更加严重ꎬ间隙更

明显ꎮ 而糖尿病组肌肉组织变化不明显ꎬ结构未

破坏ꎮ ＣＤ３１ 存在于内皮细胞内ꎬ可用于评估血管

新生ꎮ 如图 ７Ｂ 所示ꎬ糖尿病下肢溃疡组和下肢缺

血组肌肉组织中ꎬＣＤ３１ 表达明显ꎬ而糖尿病组几

乎没有表达ꎮ 如图 ７Ｃ 所示ꎬＳＭＡ 在糖尿病下肢溃

疡组和糖尿病组的肌肉组织都有显著的表达ꎬ而
下肢缺血缺血组表达不明显ꎬ提示 ＳＭＡ 的表达可

能与糖尿病相关ꎮ

图 ５　 糖尿病下肢溃疡组、糖尿病组和下肢缺血组小鼠血流变化

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｆｌｏｗ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｈｉｎｄｌｉｍｂ ｕｌｃｅｒ ｇｒｏｕｐꎬ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｈｉｎｄｌｉｍｂ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｇｒｏｕｐ
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图 ６　 糖尿病下肢溃疡组、糖尿病组和下肢缺血组

小鼠血流灌注比变化

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｒａｔｉｏ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｈｉｎｄｌｉｍｂ
ｕｌｃｅｒ ｇｒｏｕｐꎬ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｈｉｎｄｌｉｍｂ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｇｒｏｕｐ

图 ７　 糖尿病下肢缺血组、糖尿病组和下肢缺血组小鼠手术肢腓肠肌 ＨＥ 染色(Ａ)ꎬＣＤ３１(Ｂ)和 ＳＭＡ(Ｃ)表达

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ(Ａ)ꎬ ＣＤ３１(Ｂ) ａｎｄ ＳＭＡ(Ｃ) ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｇａｓｔｒｏｃｎｅｍｉｕｓ ｍｕｓｃｌｅ ｏｆ ｏｐｅｒａｔｅｄ ｌｉｍｂｓ ｏｆ
ｍｉｃｅ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｈｉｎｄｌｉｍｂ ｕｌｃｅｒ ｇｒｏｕｐꎬ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｈｉｎｄｌｉｍｂ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｇｒｏｕｐ

３　 讨论

糖 尿 病 外 周 血 管 病 变 ( ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ａｒｔｅｒｉａｌ
ｄｉｓｅａｓｅꎬＰＡＤ)是导致糖尿病足溃疡ꎬ下肢截肢的主

要原因ꎮ 糖尿病足作为糖尿病常见的难治性慢性

并发症之一ꎬ发病率高达 ２５％[４]ꎮ 目前ꎬ临床上

ＰＡＤ 的治疗有很大的局限性ꎬ外科旁路手术或血管

内介入无法处理糖尿病下肢广泛又弥漫性血管狭

窄、闭塞ꎮ 对于缺乏代偿性侧支的患者ꎬ采用任何

手段都难使血管再通[５]ꎮ 糖尿病血管病变的发病

机理复杂ꎬ确切的分子病因和发病机制仍未完全阐

明[６]ꎮ 因此ꎬ仍需进一步研究糖尿病外周血管病变

的机制ꎬ探索新的有效治疗方法ꎮ 建立可靠的由缺
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血引起的下肢溃疡动物模型是研究 ＰＡＤ 发病机制ꎬ
评价其治疗方法的基础ꎮ 目前ꎬ常用的动物模型可

分为模拟病理因素和模拟临床病征的动物模型两

大类[７]ꎮ 由于糖尿病动物自发病变形成足部溃疡

耗时较长ꎬ不确定因素大ꎬ因此人为的阻断下肢血

供从而造成缺血是构建下肢溃疡模型有效而可行

的方法之一ꎮ 小鼠下肢缺血模型造模方法有很多ꎬ
根据不同的需要ꎬ模型可分为暂时性缺血和永久性

缺血ꎮ 永久性缺血模型又可以分为结扎切除法和

缩窄栓塞法[８]ꎮ 本实验在前期的研究中发现采用

高位结扎股动脉、股静脉并断离股动脉的方法建立

下肢缺血模型ꎬ肢体缺血明显、稳定且持久ꎬ对小鼠

的创伤较小ꎮ 腹腔注射 ＳＴＺ 是常用的建立糖尿病

模型的方法ꎬ给药连续 ３ ｄ 后ꎬ小鼠便出现“三多一

少”的糖尿病典型症状ꎬ连续 ３ 次随机血糖 >１６ 或

空腹血糖≥１１􀆰 １ ｍｍｏｌ / Ｌ 认定为糖尿病小鼠模型

成功ꎮ
体重的变化可以反应小鼠的生理状况和缺血

恢复ꎮ 实验显示ꎬ糖尿病造模成功后ꎬ糖尿病小鼠

体重变化不明显ꎬ增幅略小于正常小鼠ꎮ 缺血术

后ꎬ小鼠体重都有显著下降ꎻ术后 ７ ｄꎬ各组小鼠体重

都有明显的回升ꎻ术后第 １４ 天ꎬ糖尿病下肢溃疡组

体重却有显著的降低ꎬ甚至较术后低值仍有下降ꎬ
而下肢缺血组体重逐渐恢复到正常水平ꎮ 显然糖

尿病下肢溃疡小鼠受到了糖尿病和下肢缺血的共

同影响ꎬ恢复较下肢缺血小鼠差ꎮ 这说明下肢缺血

能在短期内对小鼠造成损伤ꎬ但机体能在短时间内

自我修复ꎻ而糖尿病并发下肢缺血对小鼠的损伤更

大ꎬ短时间无法恢复ꎬ甚至可能造成二次损伤ꎮ
肢体坏死是缺血的严重病症表现ꎬ通常坏死和

溃疡也是同时存在的ꎮ 糖尿病下肢溃疡组小鼠缺

血肢基本都有不同程度的坏死ꎬ且多数坏死波及脚

掌以及脚掌以上ꎻ下肢缺血组多数已经复原ꎬ坏死

也仅限于脚趾ꎮ Ｋａｎｔ 等[９] 发现使用经典的抗炎、抗
氧化药物姜黄素能提高抗氧化酶和抗炎因子的水

平ꎬ在修复糖尿病溃疡上有较大应用前景ꎮ 我们也

在实验中发现ꎬ仅限于脚趾的溃疡是可以恢复的ꎬ
但溃疡坏死波及到脚掌及以上是很难恢复的ꎬ甚至

可能发生肢体坏死脱落ꎬ这可能与小鼠自身的抗炎

抗氧化能力有关ꎮ
持续肢体缺血的动物模型必须具备以下 ４ 个条

件[１０]:(１)出现一定程度的缺血ꎻ(２)缺血可以保持

一段时间ꎻ(３)缺血可以通过实验测得的数值所证

实ꎻ(４)缺血的肢体和正常的肢体可以进行比较ꎮ
多普勒血流监测结果显示ꎬ糖尿病下肢溃疡和下肢

缺血小鼠术后第 ０、３、７ 天缺血明显ꎻ术后第 １４、２１
天ꎬ下肢缺血小鼠血供趋于正常ꎬ而糖尿病下肢溃

疡小鼠仍明显可见血供不足ꎮ 这说明糖尿病下肢

溃疡小鼠缺血时间长ꎬ自体恢复差ꎬ该模型缺血明

显且稳定ꎮ 本实验用手术肢(右腿) /健全肢(左腿)
的比率显示血流变化ꎬ这样可以排除环境和动物个

体差异ꎮ 结果显示ꎬ缺血术后ꎬ糖尿病下肢溃疡组

和下肢缺血小鼠患肢血流都有显著的增加ꎬ可能是

机体对缺血的反应ꎬ是缺血肢侧支循环的重建和再

通ꎮ 术后第 １４、２１ 天ꎬ下肢缺血组血流继续恢复ꎬ并
接近正常状态ꎻ糖尿病下肢溃疡组却趋于平台期ꎬ
甚至有所恶化ꎮ 手术肢腓肠肌病理切片显示糖尿

病下肢溃疡组和下肢缺血组肌肉组织结构破坏ꎬ并
有炎症细胞浸润ꎬ糖尿病下肢溃疡组肌肉组织结构

破坏更严重ꎮ ＣＤ３１ 存在于内皮细胞内ꎬ用于评估

血管新生ꎮ 免疫组化结果显示糖尿病下肢溃疡组

和下肢缺血组肌肉组织都有 ＣＤ３１ 表达ꎬ下肢缺血

组 ＣＤ３１ 表达量高于糖尿病下肢溃疡组ꎬ说明糖尿

病可能阻碍了血管新生ꎮ 有研究表示[１１]:糖尿病导

致的外周血管病变会使局部缺血缺氧ꎬ血管内皮生

长因子(ＶＥＧＦ)表达量下降ꎬ造成伤口久治不愈ꎮ
ＳＭＡ 表达体现了平滑肌细胞的增殖ꎬ本实验显示ꎬ
ＳＭＡ 的表达和下肢缺血无明显相关ꎬ但与糖尿病有

密切关系ꎬ可能在糖尿病导致的外周血管病变中ꎬ
平滑肌细胞增殖阻碍了血管新生ꎬ进而影响侧支循

环的恢复ꎬ造成患肢继续缺血溃疡坏死ꎮ
糖尿病溃疡的发病是由血管病变、神经病变、

感染和其他多种致病因素综合作用的结果[１２]ꎮ 本

动物模型诱发糖尿病发生并继发下肢缺血ꎬ能很好

的模拟临床诱导自发性的糖尿病下肢溃疡、糖尿病

足ꎬ稳定而持久ꎮ 结合多普勒血流监测和坏死评

价ꎬ便于定量分析ꎬ可信度高ꎬ成模率较高ꎬ可以用

于糖尿病导致的外周血管病变、糖尿病足的发病机

制研究和治疗药物的筛选ꎮ 但本模型建立的是急

性下肢缺血ꎬ可能与临床糖尿病引起的慢性缺血造

成的糖尿病足有所区别ꎬ仍需要对模型进行改进使

之更贴近于临床ꎮ

４６
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[１０] 　 Ｐｕ ＬＱꎬ Ｊａｃｋｓｏｎ Ｓꎬ Ｌａｃｈａｐｅｌｌｅ ＫＪꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｐｅｒｓｉｓｔｅｎｔ ｈｉｎｄｌｉｍｂ

ｉｓｃｈｅｍｉａ ｍｏｄｅｌ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｂｂｉｔ [ Ｊ] . Ｊ Ｉｎｖｅｓｔ Ｓｕｒｇꎬ １９９４ꎬ ７(１):

４９－６０.

[１１] 　 Ｂｉｓｃｅｔｔｉ Ｆꎬ Ｓｔｒａｆａｃｅ Ｇꎬ Ｄｅ Ｃｒｉｓｔｏｆａｒｏ Ｒꎬ ｅｔ ａｌ. Ｈｉｇｈ￣ｍｏｂｉｌｉｔｙ

ｇｒｏｕｐ ｂｏｘ － １ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｆｔｅｒ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ

ｉｓｃｈｅｍｉａ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｔｈｏｕｇｈ ａ ＶＥＧＦ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ [Ｊ] .

Ｄｉａｂｅｔｅｓꎬ ２０１０ꎬ ５９(６): １４９６－１５０５.

[１２] 　 Ｆｏｒｓｙｔｈｅ ＲＯꎬ Ｈｉｎｃｈｌｉｆｆｅ ＲＪ. Ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ ｏｆ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ａｒｔｅｒｉａｌ

ｄｉｓｅａｓｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｆｏｏｔ [ Ｊ] . Ｊ Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃ Ｓｕｒｇ (Ｔｏｒｉｎｏ)ꎬ

２０１４ꎬ ５５(２ Ｓｕｐｐｌ １):１９５－２０６.

[收稿日期] 　 ２０１９－０８－１３

５６


