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糖尿病大血管病变小鼠模型研究进展
杨燕1,陈正涛1,肖华胜3,高泓1,2∗,谢春光1,2∗

(1. 成都中医药大学附属医院,成都　 610075;2. 代谢性疾病中医药调控四川省重点实验室,
成都　 610075;3. 上海伯豪生物技术有限公司,上海　 201203)

　 　 【摘要】 　 动物模型广泛应用于研究疾病的发病机制及药物干预的安全性、疗效、作用机制等研究。 选择和

制备符合疾病发病规律的动物模型是开展实验研究的基础和前提。 糖尿病大血管病变的特征为广泛且进展迅速

的血管壁动脉粥样硬化,小鼠是动脉粥样硬化实验研究中运用最广泛的动物。 本文基于最新研究结果根据 1 型和

2 型糖尿病的特征、糖尿病动脉粥样硬化斑块发展规律以及相关评估技术对糖尿病动脉粥样硬化小鼠模型进行系

统性综述。
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【Abstract】 　 Animal models are widely used to study the pathogenesis of diseases and the safety, efficacy, and
mechanisms of drug treatments. The selection and preparation of animal models that conform to the law of disease incidence
are the basis and premise of experimental research. Diabetes macroangiopathy is characterized by extensive and rapidly
progressing atherosclerosis of vascular walls. Mice are the most widely used experimental animals in atherosclerosis research.
On the basis of the current research information and in accordance with the characteristics of type 1 and 2 diabetes, the
development of diabetic atherosclerotic plaques, and the current monitoring technologies, this article systematically reviews
diabetic atherosclerosis mouse models.
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　 　 1 型糖尿病( type 1 diabetes mellitus,T1DM)是

一种以胰岛素分泌绝对缺乏为主要表现的慢性自

身免疫性疾病[1],具有显著的遗传倾向[2]。 胰岛

β 细胞进行性破坏是 T1DM 胰岛素分泌绝对缺乏和

血糖升高的关键。 2 型糖尿病 ( type 2 diabetes
mellitus,T2DM)的核心发病机制为多因素诱导的胰

岛素抵抗( insulin resistance, IR) 和胰岛素分泌障

碍[3-4]。 我国 T2DM 患病人数已达 1. 144 亿[5],其
中约 50%患者合并大血管病变[6]。 在糖尿病患者

中,因 大 血 管 病 变 造 成 的 死 亡 率 约 为 65% ~
75%[7]。 糖尿病大血管病变的特征性病理表现为动

脉粥样硬化( atherosclerosis,AS),糖尿病加速动脉

粥样硬化及斑块不稳定性[8]。 高血糖、血糖波动、
血脂异常、炎症等是糖尿病动脉粥样硬化的危险因

素,但其对糖尿病动脉粥样硬化的单独贡献程度尚

不明确。
研究糖尿病动脉粥样硬化的动物模型包括

猴、兔、狗、猪、斑马鱼、小鼠、大鼠等。 猴和猪虽然

可以产生自发性动脉粥样硬化是较理想的血管病

变实验动物,但由于购买困难、饲养成本高,难以

推广[9-10] 。 小鼠与人类基因组相似,共同拥有

95%的蛋白质编码基因[11] ,能模拟人类重要的病

理生理特征及类似地疾病特征。 随着基因工程技

术的发展,啮齿类动物是糖尿病血管疾病研究中

最可复制、最有效和最优选的动物模型[9] 。 在动

脉粥样硬化的研究中,小鼠是使用数量最多、最广

泛的动物[12] 。 因此本文就糖尿病动脉粥样硬化小

鼠模型分类、构建、各自特点及相关实验技术进行

详细论述。

1　 人类糖尿病动脉粥样硬化特征

遗传、不良饮食习惯、超重、肥胖、久坐的生活

方式、缺乏体育锻炼等因素均为人类糖尿病的发病

诱因。 高血糖是 T1DM 和 T2DM 的重要特征,高血

糖通过修饰蛋白质等大分子物质形成晚期糖化终

产物(advanced glycation end-products,AGEs),AGEs
与其受体(receptor for AGE,RAGE)的相互作用驱动

炎症 /氧化应激途径,从而引发分子、细胞和血管损

伤[13]。 高血糖还通过影响一氧化氮合酶 3( nitric
oxide synthase enzyme3,NOS3) 解偶联导致氧化应

激,降低一氧化氮(nitrix oxide,NO)生物利用度,损
害血管内皮功能诱导血管壁动脉粥样硬化[14]。 在

连续性血糖监测研究中发现,即使血糖控制良好的

糖尿病患者仍然有 50%的时间处于高血糖状态,特
别是餐后高血糖,这与斑块易损性增加相关[15]。 研

究发现,短暂的间歇性高血糖( transient intermittent
hyperglycemia,TIH)通过促进骨髓生成引起单核细

胞增多从而加速动脉粥样硬化[16]。
糖尿病大多伴随着以甘油三酯 ( triglyceride,

TG)升高、高密度脂蛋白( high density lipoprotein,
HDL)降低和低密度脂蛋白( low density lipoprotein,
LDL)结构改变为特征的血脂异常,导致更严重的动

脉粥样硬化病变[17]。 特别是餐后血脂清除率下降

和小密度低密度脂蛋白颗粒 ( small dense LDL,
sdLDL)与动脉粥样硬化更加密切。 在活性氧的作

用下,LDL 被氧化为氧化型低密度脂蛋(oxidizedlow-
density lipoprotein,oxLDL)。 oxLDL 通过巨噬细胞清

道夫受体,沉积于巨噬细胞内部,形成动脉粥样硬

化特异性泡沫细胞[18]。 血管内膜下泡沫细胞形成

被认为是血管动脉粥样硬化早期标志。 人类糖尿

病动脉粥样硬化病理进展呈现出一定的规律性:早
期内膜下泡沫细胞沉积,表现为血管壁脂肪条纹形

成;随后,血管内皮细胞和平滑肌细胞向成纤维细

胞等间质细胞转分化;成纤维细胞等间质细胞构成

纤维斑块,覆盖脂质条纹并进一步形成粥样斑块。
随着病情进展,斑块内部存在出血、坏死、钙化等复

合病变,炎症浸润、血管微环境变化、纤维帽变薄加

剧动脉粥样硬化斑块不稳定性,使斑块破裂、血栓

栓塞从而发生急性心、脑血管事件。

2　 小鼠与人类糖尿病动脉粥样硬化的
差异

　 　 小鼠由于缺乏胆固醇酯转移蛋白,会导致具有

动脉粥样硬化保护作用的高密度脂蛋白 ( high
density lipoprotein,HDL)水平升高,使其不容易发生

动脉粥样硬化病变[19]。 目前,通常使用敲除载脂蛋

白 E(apolipoprotein E,ApoE)或低密度脂蛋白受体

(low-density lipoprotein receptor,LDLR)基因以弥补

小鼠异于人类的血脂代谢特征,从而建立小鼠动脉

粥样硬化模型。 ApoE 基因敲除(ApoE- / -)小鼠表现

出明显的高脂血症,与野生型小鼠相比,其血浆胆

固醇脂升高约 5 倍[20],动脉粥样硬化进展也更迅

速,联合高脂饮食(high-fat diet,HFD)喂养 10 ~ 14
周时主动脉窦即出现复杂的纤维斑块[21]。 与

ApoE- / -小鼠模型相比,LDLR 敲除(LDLR- / -)小鼠

模型更能反应人类家族性高胆固醇血症特征,且更
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容易表现出肥胖和胰岛素抵抗[21]。
尽管小鼠的使用非常广泛、相关研究报道丰

富,但仍然与人类动脉粥样硬化存在差异。 目前尚

无能够完全再现人类动脉粥样硬化特性的完美动

物模型[22]。 人类与小鼠在影响动脉粥样硬化部位

的心血管解剖和血流动力学方面存在差异。 人类

动脉粥样硬化主要发生在冠状动脉、颈动脉和外周

血管。 而小鼠动脉粥样硬化损伤则通常发生于主

动脉窦和主动脉弓,冠状动脉中很少形成动脉粥样

硬化斑块[23]。 与人类相比,动脉粥样硬化小鼠血管

内炎症更高,靶向炎症治疗途径有更明显的抗小鼠

动脉粥样硬化作用。 最重要的是,小鼠通常不会出

现自发性斑块破裂、出血及心梗、中风等急性血管

事件。

3　 糖尿病动脉粥样硬化早期小鼠模型

3. 1　 T1DM 动脉粥样硬化小鼠模型

ApoE- / - 小 鼠 联 合 使 用 链 脲 佐 菌 素

( streptozotocin, STZ) 诱导 T1DM 动脉粥样硬化。
STZ 是一种胰岛细胞毒素,通过葡萄糖转运蛋白 2
(glucose transporter 2,GLUT-2)进入并破坏胰岛 β
细胞,从而导致高血糖[24]。 在 ApoE- / - 小鼠中采用

多次低剂量 STZ 注射(40 mg / (kg·d),每天 1 次,连
续 5 d)诱导慢性胰岛炎和胰岛素缺乏,这种方式比

单次大剂量 STZ 诱导的高血糖模型更接近人类胰

岛素缺乏和 T1DM[25]。 这是因为 GLIT-2 也在肾小

管上皮细胞和肝细胞中表达,大剂量 STZ 注射可能

会导致肝、肾副作用[26]。
STZ 诱导的糖尿病 ApoE- / - 小鼠模型是研究

T1DM 动脉粥样硬化的首选模型[27]。 与非糖尿病

小鼠相比,STZ 诱导的糖尿病 ApoE- / -小鼠胆固醇增

加 2 倍,10 ~ 20 周时斑块形成增加 3 ~ 6 倍,并在

主动脉窦和主动脉弓内观察到早期离散病变;随
后,胸主动脉和腹主动脉区域也可观察到病变。 然

而,STZ 诱导的糖尿病 ApoE- / -小鼠对罗格列酮、共
轭亚油酸(conjugated linoleic acid,CLA)等抗动脉粥

样硬化治疗不敏感[28]。
糖尿病动脉粥样硬化的另一个特征是高血糖。

小鼠的遗传特征决定其组织中醛糖还原酶( aldose
reductase,AR)表达水平较低,对高血糖的危害有抵

抗力,从而不容易出现糖尿病动脉粥样硬化[29]。 为

了突出高血糖对动脉粥样硬化的贡献程度,在 STZ
诱导糖尿病的 ApoE- / -小鼠中过表达人醛糖还原酶

(human aldose reductase,hAR),通过引起内皮细胞

功能障碍加速动脉粥样硬化的发生[30]。 在 STZ 诱

导糖尿病的 LDLR- / -小鼠中过表达 hAR,与 STZ 诱

导糖尿病的 LDLR- / -小鼠相比,LDLR- / -(hAR)小鼠

动脉粥样硬化病变大小增加 2 倍[31]。 因此该模型

适用于观察高糖及控糖在糖尿病动脉粥样硬化中

的作用及机制。
携带胰岛素 2 基因常染色体显性遗传突变的自

发性 T1DM 秋田小鼠与 ApoE- / - 或 LDLR- / - 小鼠杂

交产生的 Akita ApoE- / -或 Akita LDLR- / -小鼠是研究

T1DM 动脉粥样硬化的另一个理想模型。 在 Akita
ApoE- / - 或 Akita LDLR- / - 小鼠中, 4 ~ 5 周出现

T1DM,胆固醇和总甘油三酯显著升高,25 周时动脉

粥样硬化病变增加约 3 倍[32-33],且雄性小鼠比雌性

小鼠血管损伤更显著[32]。 这与雄性小鼠动脉粥样

硬化增加与病变部位炎症细胞的增加有关[33]。 因

此,这是研究性别差异与动脉粥样硬化关系的良好

动物模型。
使用 C57BL / 6J 背景上的 LDLR- / - 小鼠与携带

Ins2 基 因 ( Cys96Tyr ) 中 显 性 突 变 的 秋 田 小 鼠

(Ins2Akita)杂交产生 Ins2AkitaLDLR- / -小鼠,该小鼠参与

脂质稳态和炎症的多个基因表达异常,出现严重高

血糖、葡萄糖耐量受损和高血脂。 动脉粥样硬化加

速发展,20 周龄时雄性小鼠主动脉动脉粥样硬化面

积增加 224%,雌性小鼠增加 30%,是研究 T1DM 动

脉粥样硬化的十分有前途的动物模型[34]。
非肥胖糖尿病( non obese diabetic,NOD)小鼠

能识别人类 T1DM 发病中关键的遗传和环境因

素,在 T1DM 研究中有着十分重要的意义[35] 。 为

了研究自身免疫背景在动脉粥样硬化中的作用,
在 NOD 小鼠中敲除 ApoE 或 LDLR 基因,从而制备

出 NOD ApoE- / - 和 NOD LDLR- / - 小 鼠。 NOD
ApoE- / -或 NOD LDLR- / - 小鼠表现出高脂血症、促
炎性单核细胞集聚但并不足以出现动脉粥样硬

化[36] 。 与单独的 ApoE- / - 或 LDLR- / - 基因敲除相

比,在 HFD 喂养的 NOD 小鼠中双重敲除 ApoE- / -

和 LDLR- / -基因小鼠表现出更严重的动脉粥样硬

化病变[36] 。 在这种模型中小鼠主动脉因斑块而缩

小了 60%以上,出现阻塞性冠状动脉粥样硬化和

心肌梗死,同时伴有胰岛破坏和高脂血症。 更适

于研究自身免疫背景下的严重糖尿病动脉粥样硬

化病变。
STZ 是糖尿病的重要诱导剂,同样广泛用于糖
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尿病血管病变动物模型诱导。 在使用 STZ 诱导

T2DM 时通常加用烟酰胺或尼古丁胺以保护胰岛

β 细胞过度损害,从而制备胰岛素缺乏的 T2DM 模

型。 其特点为稳定、中度的高血糖,β 细胞功能损

失约 60% [37] 。 在 HFD 喂养的小鼠中使用适量

STZ 能诱导 IR 的 T2DM 模型,这是用于研究人类

糖尿病并发症的适宜模型。 需注意,STZ 是不稳定

的不溶物质,在使用时应先将 STZ 与柠檬酸缓冲

液溶解 15 ~ 20 min,并在 5 min 内完成注射[25] 。
其次,STZ 具有致癌性,在使用时实验人员应注意

防护。 最后,雌性动物对 STZ 不敏感,在使用 STZ
制备糖尿病模型时应选用更敏感的雄性动物,而
不是盲目地增加 STZ 的剂量,因为这会造成肝肾

副作用,见表 1。

表 1　 T1DM 动脉粥样硬化早期小鼠模型特征

Table 1　 Characteristics of the T1DM mouse model of early atherosclerosis
模型类别
Model type

方法
Methods

饮食
Diet

特点
Characteristic

优势
Advantages

不足
Disadvantages

ApoE- / -小
鼠[24-28]

ApoE- / -

mice[24-28]

ApoE- / - 小鼠 + STZ ( 40
mg / kg)1 d 一次,连续注
射 5 d
ApoE- / - mice were
injected with STZ (40 mg /
kg) once a day for 5 d

正常饮食
Normal diet

符合 T1DM 病特征;血脂升高
2 倍;10 ~ 20 周时斑块形成
增加 3 ~ 6 倍
Accord with that characteristics
of T1DM; Blood lipid increased
by 2 times; Plaque shape at 10
~ 20 weeks Increase by 3 ~
6 times

模拟 T1DM 早期
动 脉 粥 样 硬 化
Simulate early
atherosclerosis
of T1DM

对药物干预不敏感
Insensitive to drug
intervention

ApoE- / - ( hAR )
小鼠[30]

ApoE- / -(hAR)
mice[30]

在 ApoE 敲除( ApoE- / - )
背景下表达 hAR;+ STZ
(50 mg / kg) 1 d 一次,连
续注射 5 d
Expressing hAR in the
context of ApoE knockout
+ STZ ( 50 mg / kg ) was
injected once a day for 5 d

-

符合 T1DM 特征;伴高脂血
症; 动脉粥样硬化加速
Meet the characteristics of
T1DM; With hyperlipidemia;
Acceleration of atherosclerosis

模拟高血糖引起
的 T1DM 早期动
脉 粥 样 硬 化;
Early
atherosclerosisof
T1DM induced
by hyperglycemia

醛糖还原酶的分布
与 人 类 存 在 差 异
Distribution of
aldose reductase is
different from human

LDLR- / - ( hAR )
小鼠[31]

LDLR- / -

(hAR)mice[31]

C57BL / 6 背 景 下 的
( hAR ) 转 基 因 小 鼠 与
LDLR- / - 小鼠杂交; STZ
(50 mg / kg) 1 d 一次,连
续 5 d)
( hAR ) transgenic mice
hybridized with LDLR- / -

mice under C57BL / 6
background STZ (50 mg /
kg) once a day for 5 d

高胆 固 醇 ( 含
0. 15%胆固醇)
饮食
High cholesterol
diet ( containing
0. 15%
cholesterol)

符合 T1DM 特征点;伴高脂血
症、炎症;早期加速动脉粥样
硬化
Accord with characteristic of
T1DM;With hyperlipidemia and
inflammation;Early acceleration
of atherosclerosis

模拟高血糖引起
的 T1DM 早期动
脉粥样硬化
Early
atherosclerosis of
T1DM induced by
simulated
hyperglycemia

醛糖还原酶的分布
与 人 类 存 在 差 异
Distribution of
aldose reductase is
different from human

Akita ApoE- / - 或
Akita LDLR- / -

小鼠[32-33]

Akita ApoE- / - or
Akita
LDLR- / -

mice[32-33]

T1DM Akita(秋田) 小鼠
与 ApoE- / - 或 LDLR- / - 小
鼠杂交
T1DM Akita mice
hybridize with ApoE- / - or
LDLR- / - mice

西 方 饮 食 ( 0.
15% 胆 固 醇 +
20%无水牛奶)
Western diet
(0. 15%
cholesterol +
20% anhydrous
milk)

4 ~ 5 周自发 T1DM;5 周动脉
粥样硬化病变增加约 3 倍;雄
性突出
Spontaneous T1DM in 4 ~ 5
weeks; Atherosclerosis
increased about 3 times in 5
weeks;Male prominence

性别差异与动脉
粥样硬化相关性
的良好动物模型
A good animal
model of gender
difference
and atherosclerosis

雌性小鼠动脉粥样
硬 化 病 变 不 突 出
Atherosclerosis in
female mice is
not obvious

Ins2AkitaLDLR- / -

小鼠[34]

Ins2AkitaLDLR- / -

mice[34]

LDLR- / -小鼠与携带 Ins2
基因 ( Cys96Tyr) 中显性
突 变 的 秋 田 小 鼠
( Ins2Akita ) 杂 交
LDLR- / - mice were
crossed with Akita ( Ins2
Akita) carrying dominant
mutation in InS2 gene
(Cys96Tyr)

高脂饮食
High-fat diet

严重高血糖、血脂升高;动脉
粥 样 硬 化 进 展 异 常 迅 速
Severe hyperglycemia and
elevated blood lipids; Rapidly
progresses of atherosclerosis

高糖和高脂加速
动脉粥样硬化良
好模型
A good model of
atherosclerosis
accelerated by high
glucose and
high fat

雌性小鼠动脉粥样
硬 化 病 变 不 突 出
Atherosclerosis in
female mice is
not obvious

NOD ApoE- / -

LDLR- / - - 小
鼠[36] NOD
ApoE- / -

LDLR- / - mice[36]

NOD 小 鼠 中 双 重 敲 除
ApoE 和 LDLR 基 因
Double knockout of ApoE
and LDLR genes in
NOD mice

高脂饮食
High-fat diet

胰岛破坏、高脂血症;严重动
脉粥样硬化;主动脉狭窄,甚
至心肌梗死
Islet destruction
hyperlipidemia; Severe
atherosclerosis aortic; Stenosis
and myocardial infarction

自身免疫背景下
表现出严重动脉
粥 样 硬 化 病 变
Severe
atherosclerosis in
autoimmune
background

操作复杂;成本高
Complex operation;
high cost
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3. 2　 T2DM 动脉粥样硬化小鼠模型

T2DM 的特征是胰岛素抵抗、高胰岛素血症、高
血糖和血脂紊乱。 环境和遗传共同诱导 2 型糖尿病

的发生,因此遗传和饮食诱导是制备 T2DM 动脉粥

样硬化模型的重要方法。 T2DM 动脉粥样硬化研究

中最常见的动物模型是瘦素( ob / ob)和瘦素受体

(db / db)纯合子基因突变小鼠与 ApoE- / -或 LDLR- / -

小鼠杂交产生的 ob / ob ApoE- / -小鼠、ob / ob LDLR- / -

小鼠以及 db / db ApoE- / -小鼠、db / db LDLR- / -小鼠。
研究发现,db / db ApoE- / - 小鼠在 20 周后出现体重

增加、高血糖、高胰岛素血症、高血脂等 T2DM 典型

特征,且动脉粥样硬化斑块增加 3 ~ 4 倍[38]。 与之

相反,ob / ob ApoE- / -小鼠仅表现为早期脂肪条纹形

成阶段,斑块形成不典型[39]。 上述模型可能由于高

脂血症过于突出而掩盖高血糖对动脉粥样硬化的

影响。 为了使其更符合人类 T2DM 脂代谢特征,研
究人员将 ob / ob ApoE- / -小鼠、ob / ob LDLR- / -小鼠与

ApoB100 / 100小鼠 (不表达负责小鼠胆固醇吸收的

ApoB-48 基因)杂交,制备 Ob / Ob ApoE- / -ApoB100 / 100

小鼠和 ob / ob LDLR- / - ApoB100 / 100小鼠,以上两种小

鼠表现出肥胖、胰岛素抵抗、动脉粥样硬化和高血

压[40],非常适合用于 T2DM、代谢综合征及动脉粥

样硬化影响的研究。 也有研究直接使用 db / db 小鼠

研究 2 型糖尿病动脉粥样硬化。 7 周龄 db / db 小鼠

高脂饮食干预 8 周后出现血管内膜损伤、中膜增

厚等早期动脉粥样硬化病变[41] 。 8 周龄 db / db 小

鼠在高脂饲料喂养 16 周后,80%的 db / db 小鼠出

现血管损伤,动脉粥样硬化斑块平均面积可达

26 098 ± 7486 μm2[42] 。 与上述基因突变小鼠相

比,db / db 小鼠更容易获得,并且价格也更优惠,除
了用于研究糖尿病大血管病变外,还在糖尿病肾

病、视网膜病变等糖尿病微血管病变研究领域广

泛使用。
另一种表现为 T2DM 和代谢综合征相关的动脉

粥样硬化模型是 ApoE- / - 小鼠与胰岛素受体底物

(IRS)基因缺失小鼠杂交产生的 ApoE- / - IRS1+ / -小

鼠、ApoE- / - IRS2+ / -小鼠和 ApoE- / - IRS2- / -小鼠。 这

些小鼠在血脂轻度异常的基础上表现出胰岛素抵

抗、高胰岛素血症、高血糖、糖耐量受损和动脉粥样

硬化加速进展[43]。 这是研究胰岛素抵抗、高胰岛素

血症、高血糖对动脉粥样硬化影响及相关药物作用

的适宜模型。
葡萄糖激酶基因敲除 ( GK+ / - ) 小鼠是研究

T2DM 血糖控制的优良动物模型,在 T2DM 中用于

研究高血糖、糖耐量受损引起的动脉粥样硬化加速

进展。 将 ApoE- / - 小鼠与 GK+ / - 小鼠杂交产生的

ApoE- / -GK+ / -小鼠,在给予高脂饮食(HFD)喂养的

条件下 ApoE- / -GK+ / -小鼠的脂质水平与 ApoE- / -小

鼠相同,但其动脉粥样硬化进展更快且更严重[44]。
这是用于研究 T2DM 中高血糖对动脉粥样硬化影响

及药物干预作用机制的理想模型。
APOE∗3-Leiden(E3L)小鼠也是研究饮食诱导

的高脂血症和动脉粥样硬化的良好动物模型。 为

了探讨高糖和高脂同时对动脉粥样硬化的影响,研
究者将 E3L 小鼠与 GK+ / -小鼠杂交产生 E3L / GK+ / -

小鼠。 在上述研究中,E3L / GK+ / -小鼠胆固醇、甘油

三酯和空腹葡萄糖显著升高,动脉粥样硬化病变增

加了 2. 2 倍[45],E3L / GK+ / -小鼠是研究代谢综合征

和糖尿病动脉粥样硬化的新型动物模型。 此外,还
可以通过添加 HFD 饮食,诱导胰岛素抵抗来研究

T2DM 动脉粥样硬化。 ApoE- / -或 LDLR- / -小鼠联合

HFD 喂养,表现出高血糖、高胰岛素血症、高甘油三

酯血症并增加整个主动脉损伤[46]。 另外,在高脂饮

食中添加 0. 15%胆固醇及果糖也能加速动脉粥样

硬化进展[47-48]。
另一种操作简便且成本更低的模型是直接在

db / db 小鼠中注射 AAV8-PCSK9-D377Y(一种能够

促进 LDLR 降解的 PCSK9 功能增益突变体)这种方

法可以诱导严重的肝脂肪变性、高胆固醇血症和动

脉粥样硬化,是一种新的研究糖尿病动脉粥样硬化

合并脂肪肝的小鼠模型[49]。 糖尿病 KK 小鼠以及

直接将黄色肥胖基因(Ay)转移到 KK 小鼠中产生

的 KK-Ay 小鼠表现出高血糖、胰岛素抵抗、纤维蛋

白原升高、纤维酶原激活物抑制剂 ( plasminogen
activator inhibitor,PAI)升高,在 4 月龄时表现出主

动脉动脉粥样硬化病变,可作为糖尿病动脉粥样硬

化早期模型[50]。 另一项研究中 7 周龄雌性 KK-Ay
小鼠在 HFD 饲料喂养 8 周后,发现血清单核细胞趋

化蛋白 1 (monocyte chemoattractant protein-1,MCP-
1)和血管细胞粘附分子 1(vascular cellular adhesion
molecule-1,VCAM-1)水平增高,动脉粥样硬化范围

扩大[51],这是研究胰岛素抵抗致动脉粥样硬化的理

想模型。
上述 T1DM 和 T2DM 动脉粥样硬化小鼠模型既

可观察到内皮功能障碍、氧化应激、炎症、内膜增厚

等斑块形成早期病变,也可观察到平滑肌细胞迁
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移、纤维帽形成等斑块进展期病变。 因此,是研究

糖尿病动脉粥样硬化前期的适宜动物模型,可用于

糖尿病动脉粥样硬化前期病理特征、发病机制和药

物干预有效性和安全性研究,见表 2。

表 2　 T2DM 早期动脉粥样硬化小鼠模型特征

Table 2　 Characteristics of the T2DM mouse model of early atherosclerosis
模型类别
Model type

方法
Methods

饮食
Diet

特点
Characteristic

优势
Advantages

不足
Disadvantages

db / db ApoE- / -

小鼠[38]

db / db
ApoE- / -

mice[38]

瘦素受体 ( db / db)
缺 陷 小 鼠 与
ApoE- / - 小鼠 杂 交
Leptin receptor
( db / db ) deficient
mice hybridized with
ApoE- / - mice

常 规 饮 食 或 西 方
饮食
Normal diet or
western diet

在常 规 饮 食 中 20 周 表 现 出
T2DM 典型特征;动脉粥样硬化
加速;在西方饮食中,动脉粥样
硬化进一步加速
In the noemal diet for 20 weeks, it
showed typical characteristics of
T2DM; accelerated atherosclerosis;
In western diet, atherosclerosis is
further accelerated

典型 T2DM 动脉粥
样 硬 化 小 鼠 模 型
Typical T2DM
atherosclerosis
mouse model

血脂过高;成本
较 高
Hyperlipidemia;
High cost

ob / ob ApoE- / -

小鼠[39]

ob / ob
ApoE- / -

mice[39]

ob / ob 小 鼠 与
ApoE- / -小鼠杂交
ob / ob mice
hybridize with
ApoE- / - mice

含有 1. 25%胆固醇、
12. 5%脂肪和 0. 5%
胆酸钠的致动脉粥
样硬化饮食
An atherosclerotic
diet containing
1. 25% cholesterol,
12. 5% fat and 0.5%
sodium cholate

ob / ob ApoE- / - 小鼠动脉粥样硬
化为脂质条纹;ApoE- / - 小鼠动
脉粥 样 硬 化 为 纤 维 斑 块; 与
ApoE- / - 小 鼠 相 比, ob / ob
ApoE- / -小鼠动脉粥样硬化进展
减缓
Atherosclerosis in ob / ob ApoE- / -

mice showed lipid stripes;
Atherosclerosis in ApoE- / - mice
showed fibrous plaque; Compared
with ApoE- / - mice, the
progression of atherosclerosis in
ob / ob ApoE- / - mice slowed down

动脉粥样硬化早期
脂肪条纹研究模型;
瘦素加速动脉粥样
硬化良好模型
Study model of fat
stripe in early
atherosclerosis; A
good model of leptin
accelerating
atherosclerosis

病变局限于早期
脂 肪 条 纹 阶 段
Lesions were
limited to the
early stage of
fat stripe

ob / ob ApoE- / -

ApoB100 / 100

小鼠[40]

ob / ob ApoE- / -

ApoB100 / 100

mice[40]

ob / ob ApoE- / -小鼠
与 ApoB100 / 100 小鼠
杂交
ob / ob ApoE- / - mice
crossed with
ApoB100 / 100 mice

含 22. 0% 粗 蛋 白、
5% 粗脂肪和 4. 5%
粗纤维的饲料 Feed
with 22. 0% crude
protein, 5% crude fat
and 4.5% crude fiber.

肥胖、高胰岛素血症;高血糖、高
血压、动脉粥样硬化;与 ob / ob
LDLR- / - ApoB100 / 100 小鼠相比,
糖尿病更严重
Obesity, hyperinsulinemia;
hyperglycemia, hypertension and
atherosclerosis;Compared with ob /
ob LDLR- / - ApoB100 / 100 mice,
diabetes is more serious

代谢综合征合并糖
尿病动脉粥样硬化
模型
Metabolic syndrome
complicated with
diabetic
atherosclerosis model

操作困难;血脂
过高 Complicated
operation; High
blood lipid

ob / ob LDLR- / -

ApoB100 / 100

小鼠[40]

ob / ob LDLR- / -

ApoB100 / 100 mice

ob / ob LDLR- / - 小
鼠与 ApoB100 / 100 小
鼠杂交
ob / ob LDLR- / -

mice hybridized
with ApoB100 / 100 mice

含 22. 0% 粗 蛋 白、
5%粗脂肪和 4. 5%
粗纤维的饲料
Feed with 22. 0%
crude protein, 5%
crude fat and 4. 5%
crude fiber

肥胖、高胰岛素血症;高血压、动
脉粥样硬化;与 ob / ob ApoE- / -

ApoB100 / 100小鼠相比,动脉粥样
硬化进展更快
Obesity, hyperinsulinemia;
hypertension, atherosclerosis;
compared with ob / ob ApoE- / -

ApoB100 / 100 mice, atherosclerosis
progresses faster

代谢综合征合并糖
尿病动脉粥样硬化
模型
Metabolic syndrome
complicated with
diabetic atherosclerosis
model

操作困难;成本
高 Complicated
operation;
High cost

db / db
小鼠[41-42]

db / db mice[41-42]

瘦素受体纯合子基
因突变
Homozygous gene
mutation of
leptin receptor

高脂饮食
High-fat diet

8 周出现内膜损伤、中膜增厚;
16 周 80%小鼠动脉粥样硬化斑
块突出
Intima injury and media thickening
occurred in 8 weeks; At 16
weeks, 80% of the mice had
prominent atherosclerotic plaques

易于获得的肥胖 2
型糖尿病动脉粥样
硬化研究模型
An Easy-to-obtain
atherosclerosis model
for obese type 2
diabetes mellitus

动脉粥样硬化进
展稍慢;干预时
间稍长
Atherosclerosis
progresses slowly;
the intervention
time is longer

ApoE- / - IRS1+ / -

小鼠[43]

ApoE- / -

IRS1+ / - mice[43]

ApoE- / - 小鼠 与 胰
岛 素 受 体 底 物
(IRS) 基因缺失小
鼠杂交
ApoE- / - mice
hybridized with mice
with insulin receptor
substrate ( IRS )
gene deletion

西方饮食
Western diet

在血脂轻度异常的基础上表现
出胰岛素抵抗、高胰岛素血症、
高血糖和糖耐量受损,动脉粥样
硬化加速
Insulin resistance,
hyperinsulinemia, hyperglycemia
and impaired glucose tolerance on
the basis of mild dyslipidemia.
Acceleration of atherosclerosis

研究 IR、高胰岛素血
症、高血糖对动脉粥
样硬化影响及相关
药 物 作 用 的 适 宜
模型
To study the effects of
insulin resistance,
hyperinsulinemia and
hyperglycemia on
atherosclerosis and
drug intervention

成本高;操作困
难; 不 易 获 得
High cost;
Operation
difficulty; and not
easy to obtain
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续表 2
模型类别
Model type

方法
Methods

饮食
Diet

特点
Characteristic

优势
Advantages

不足
Disadvantages

GK+ / - ApoE- / -

小鼠[44]

GK+ / -

ApoE- / -

mice[44]

杂合子葡萄糖激酶
敲除(GK+ / - ) 小鼠
与 ApoE- / - 小 鼠
杂交
Heterozygous
glucokinase
knockout ( GK+ / - )
mice hybridize with
ApoE- / - mice

西方饮食
Western diet

稳定的高血糖;胰岛素分泌受
损;与 ApoE- / - 小鼠相比,GK+ / -

ApoE- / -小鼠的胆固醇和 TG 水
平略低,动脉粥样硬化加速进展
Stable hyperglycemia; Impaired
insulin secretion; compared with
ApoE- / - mice, the levels of
cholesterol and TG in GK+ / -

ApoE- / - mice were slightly lower,
and accelerated atherosclerosis

稳定的糖脂水平;可
同时评估糖尿病和
心 血 管 疾 病 终 点
Stable glucose and
lipid levels;
simultaneously
evaluate the endpoint
of diabetes and
cardiovascular disease

操作复杂;成本
较高
Difficulty
operation;
High cost

E3L / GK+ / -

小鼠[45]

E3L /
GK+ / - mice[45]

E3L 小鼠与 GK+ / -

小鼠杂交
E3L mice hybridized
with GK+ / - mice

高脂饮食
High-fat diet

高血脂、高血糖、炎症、纤维化;
动 脉 粥 样 硬 化 病 变 增 加 了
2. 2 倍
Hyperlipidemia, hyperglycemia,
inflammation and fibrosis;
atherosclerosis increased by
2. 2 times

评估高血糖和高血
脂和降脂药对动脉
中粥样硬化的影响
To evaluate the effects
of hyperglycemia and
hyperlipidemia and
lipid-modulting drugs
on atherosclerosis
in arteries

操作复杂;价格
昂贵;不易获得
Complicated
operation;
expensive; not
easy to obtain

db / db ( PCSK9)
小鼠[49]

db / db
( PCSK9 )
mice[49]

在 db / db 小鼠中注
射 AAV8-PCSK9
AAV8-PCSK9 was
injected into db /
db mice

高胆固醇饮食
High cholesterol diet

严重的肝脂肪变性; 高胆固醇
血症和动脉粥样硬化
Severe hepatic steatosis;
hypercholesterolemia
and atherosclerosis

研究糖尿病动脉粥
样硬化合并脂肪肝
的适宜模型
The mouse model of
diabetic
atheroscleroscomplicated
with fatty liver

新颖;文献报道
相对较少
Novel;few
literature reports

KK 小鼠[50]

KK mice[50]
KK 小鼠
KK mic

育种饮食
Breeding diet

高血糖、IR、高血脂、血清纤维蛋
白原升高、PAI 升高;4 月龄出现
主动脉脂质沉积
Hyperglycemia, insulin
resistance, hyperlipidemia,
elevated serum fibrinogen and
PAI; lipid deposition in aorta at
the age of 4 months

早期糖尿病动脉粥
样 硬 化 小 鼠 模 型
Mouse model of early
diabetic
atherosclerosis

劣于 KK-Ay 小鼠
Worse than KK-
Ay mice

KK-Ay
小鼠[50-51]

KK-
Ay mice[50-51]

将黄 色 肥 胖 基 因
(Ay)转移到 KK 小
鼠中
Transfer yellow
obesity gene ( Ay )
into KK mice

育种饮食
Breeding diet

高血糖、高血脂;更严重的胰岛
素抵抗;血清纤维蛋白原升高、
PAI 升高;与 KK 小鼠相比早期
动脉粥样硬化病变出现更早
Hyperglycemia, hyperlipidemia;
more severe insulin resistance;
elevated serum fibrinogen and
PAI; the early atherosclerotic
lesions appeared earlier than
KK mice

胰岛素抵抗致动脉
粥样硬化最佳模型;
早期糖尿病动脉粥
样硬化小鼠模型
Best model of
atheroscleros caused
by insulin resistance;
Mouse model of early
diabetic
atherosclerosis

日本多用;文献
报道不多
Mostly reported in
Japan; not many
literature reports

4　 糖尿病动脉粥样硬化晚期小鼠模型

随着疾病进展,斑块破裂引起管腔血栓形成,
导致急性心、脑血管事件,这是糖尿病患者死亡的

重要原因。 然而由于种族差异,很难在小鼠中直接

观察到斑块破裂及出血。 因此,需要采取额外的手

段在小鼠中诱导并重现人类动脉粥样硬化中斑块

不稳定特征。 在 HFD 喂养的 6 ~ 8 周龄 ApoE- / -或
LDLR- / -小鼠进行右侧颈总动脉双重结扎,以备串联

狭窄(tandem stenosis,TS)模型。 在 TS 4 周后出现

以较大坏死核心、免疫细胞浸润和局灶性薄纤维覆

盖斑块为特征的复杂动脉粥样硬化病变;7 周后,

50%的动物出现不稳定斑块破裂[52]。 在 STZ 诱导
糖尿病的 ApoE- / - 小鼠中制备 TS,高脂饮食喂养 7
周可造成动脉粥样硬化斑块的大小、斑块不稳定性

标记物及坏死核心面积增加,而钠葡萄糖共转运蛋

白 2(sodium glucose co-transporter 2,SGLT2)抑制剂

的使用则有助于稳定斑块[53]。 此外,在 ApoE- / - 小

鼠串 联 狭 窄 模 型 中 敲 除 髓 过 氧 化 物 酶 基 因

(myeloperoxidase,MPO- / - ),诱导 MPO- / - ApoE- / - 小

鼠。 发现 MPO 基因缺失显著增加了纤维帽厚度,并
增加了斑块的稳定性[54]。 因此推测 MPO 可能是反

应斑块不稳定性的潜在预测因子。 TS 模型复制了

人类不稳定斑块的关键特征,是研究人类动脉粥样
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硬化斑块破裂生物学机制、新诊断技术及稳斑药物

的重要模型[55]。
在高脂饮食喂养的 20 周龄雌性 ApoE- / -小鼠中

放置颈动脉袖带,通过改变血管血流动力学也可复

制动脉粥样硬化晚期血管栓塞模型,单核细胞原位

治疗有助于减少斑块内细胞凋亡并促进干细胞修

复[56]。 在高脂饮食喂养的 ApoE- / -小鼠中通过手术

夹闭一侧肾血管或者连续泵入血管紧张素 Ⅱ
(angiotensin Ⅱ,Ang Ⅱ)以提高 Ang Ⅲ水平。 在 16
~ 18 周龄即出现易损斑块,表现为较大的脂质坏死

核、巨噬细胞浸润、炎症,造成斑块纤维帽变薄以及

斑块不稳定[57]。 还有研究在 STZ 诱导 T1DM 的

ApoE- / -小鼠颈动脉周围放置项圈诱导斑块不稳定,
二甲双胍抑制 AMPKα / AP-2α / miRNA-124 / P4Hα1
轴可逆转上述进程[58]。 在 ApoE- / -小鼠中添加原纤

维蛋白-1 基因(fibrillin-1 gene,FBN1) C1039+ / -杂合

突变,形成 ApoE- / - Fbn1C1039G + / -小鼠,这种小鼠表现

为血管壁弹性纤维断裂,动脉壁硬度增加及斑块破

裂[59]。 当 ApoE- / - Fbn1C1039G + / - 小鼠给予高脂喂养

35 周后,斑块坏死核心增加了 3 倍,并且在超过

50%的小鼠中观察到升主动脉和头臂动脉自发性斑

块破裂[59],见表 3。

5　 糖尿病动脉粥样硬化新评估技术

动脉粥样硬化的诊断依赖于影像学检查,颈动

脉内膜-中膜厚度( intima-media thickness,IMT)是临

床常用的糖尿病大血管病变动脉粥样硬化评估指

标。 大量新型技术的涌现,能够对糖尿病动脉粥样

硬化实现直观地可视化观察。 显微计算机断层扫

描(micro CT)技术对所取组织进行扫描并构建二

维、三维模拟图,从而实现对动脉粥样硬化斑块的

可视化观察[60]。 使用 X 射线微计算机断层扫描技

术 ( X-ray micro-computed tomography, X-ray micro-
CT)可以实现糖尿病动脉粥样硬化中血管钙化的实

时可视化观测[61],这有利于评估斑块等稳定性。 超

声、高分辨率磁共振成像 ( high-resolution magnetic
resonance imaging,HRMRI)技术均能无创地对动脉

粥样硬化进行评估。 HRMRI 技术更能清晰直观地

判断血管狭窄及动脉粥样硬化斑块的严重程度[62]。
血管肌电图也可用于观察糖尿病动脉粥样硬化早

期内皮细胞活力及损伤情况[63]。 还有学者根据红

外自体荧光与动脉粥样斑块内出血和血红素降解

产物胆红素相关的发现,通过荧光发射计算机断层

扫 描 检 测 近 红 外 自 体 荧 光 ( near-infrared
autofluorescence,NIRAF),从而监测斑块内出血情

况[64],这有利于早期检测高危动斑块并指导患者风

险评估与分层。 在微观上,激光捕获显微切割( laser
capture microdissection,LCM)技术可获取特定区域

细胞基因表达谱系,从而成功获得血管内皮细胞特

异性基因表达[65]。 流式细胞术 ( flow cytometry,
FCM)可对斑块部位单细胞种群进行快速分类、鉴
定和量化,用于研究某类细胞在动脉粥样硬化中的

作用[66]。 单细胞 RNA 测序技术 ( single-cell RNA
sequencing,scRNA-seq)能揭示动脉粥样硬化起始、
进展、回归和斑块破裂过程中细胞类型之间的复杂

相互作用,成功发现人和小鼠动脉粥样硬化区域免

疫细胞群体的广泛多样性[67]。 在单细胞测序基础

上采用细胞通信分析方法有望构建糖尿病动脉粥

样硬化斑块细胞之间信号传导通路系统并筛选出

关键信号。 scRNA-seq、细胞索引(cellular indexing,
CITE-seq) 及 染 色 质 测 序 ( chromatin sequencing,
ATAC-seq)技术可整合细胞蛋白质、基因表达、转录

组数据,实现动脉粥样硬化病变区域细胞异质性评

估,但该技术的局限在于敏感性有限[68]。 此外,针
对单细胞测序技术所得数据的遗传信息可能会出

现混杂的情况,现在越来越多的科学家把目光聚焦

到细胞谱系示踪技术中,该技术在动脉粥样硬化斑

块组成分析中有望获得更准确的细胞谱系信息。

6　 总结

糖尿病动脉粥样硬化严重威胁人类健康和预

后。 由于种属的不同,很难制造一种与人类发病规

律完全一致的动物模型。 详细区分 T1DM 和 T2DM
动脉粥样硬化的不同特征,选择能模拟糖尿病动脉

粥样硬化前期、后期斑块特征表现的动物模型是研

究的前提和保障。 小鼠是使用最广泛的、能反应糖

尿病动脉粥样硬化全程特点的动物模型。 选择合

适的小鼠模型需要考虑研究目的,动物的性别、饮
食、年龄、昼夜节律、干预时间等因素。 目前直接的

糖尿病动脉粥样硬化晚期斑块不稳定模型信息较

少,这影响糖尿病动脉粥样硬化晚期斑块不稳定性

机制和药物稳斑疗效及安全性、作用机制的研究。
适当延长实验周期或采用颈动脉串联狭窄、颈动脉

缝线、放置颈动脉袖带或结扎一侧颈总动脉等方法

可能对斑块不稳定性模型制备具有一定的参考

意义。
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表 3　 糖尿病动脉粥样硬化晚期斑块不稳定小鼠模型特征

Table 3　 Characteristics of advanced diabetic atherosclerosis mouse mode
模型类别
Model type

方法
Methods

饮食
Diet

特点
Characteristic

优势
Advantages

不足
Disadvantages

串联狭窄 ( TS)
模型[52-54]

Tandem
stenosis
(TS)model[52-54]

6 ~ 8 周龄 ApoE- / -

或 LDLR- / - 小鼠进
行右侧颈总动脉双
重结扎
ApoE- / - or LDLR- / -

mice aged 6 ~ 8
weeks were
subjected to double
ligation of the right
common
carotid artery

高脂饮食
High-fat diet

4 周后出现以较大坏死核心、免
疫细胞浸润和局灶性薄纤维覆
盖斑块为特征的复杂动脉粥样
硬化病变;7 周后,50%的动物斑
块破裂
After 4 weeks, complex
atherosclerotic lesions
characterized by large necrotic
core, immune cell infiltration and
local thin fiber covered plaques
appeared. After 7 weeks, 50% of
the animal plaques ruptured.

研究较多的动脉粥
样硬化晚期斑块破
裂小鼠模型
Mouse model of
plaque rupture in the
late stage of
atherosclerosis has
been studied.

复杂、操作难度
较大
Complex and
difficult to operate

颈动脉袖带置
放模型[56]

Carotid cuff
placement
model[56]

雌性 ApoE- / - 小鼠
左颈总动脉周围放
置一个非收缩性硅
弹 性 项 圈, 持 续
10 d
A non-contractile
silicone elastic collar
was placed around
the left common
carotid artery of
female ApoE- / -

mice for 10 d.

高脂饮食
High-fat diet

大量脂质沉积;颈动脉血管栓
塞、狭窄
Massive lipid deposition, carotid
artery embolism, stenosis

动脉粥样硬化晚期
血管栓塞小鼠模型
Mouse model of
vascular embolism in
late stage
of atherosclerosis

实 验 难 度 较 大
Difficult to master

肾血管性高血
压模型[57]

Renal vascular
hypertension
model[57]

ApoE- / - 小鼠 中 通
过手术夹闭一侧肾
血管或者连续泵入
Ang II
ApoE- / - mice, one
renal vessel was
clamped by surgery
or Ang II was
pumped
continuously

高脂饮食
High-fat diet

动脉粥样硬化加速进展;16 ~
18 周龄出现易损斑块;斑块纤
维帽变薄、较大的脂质坏死核、
巨 噬 细 胞 浸 润、 炎 症;
Atherosclerosis accelerated, and
vulnerable plaques appeared from
16 ~ 18 weeks old. Fibrous cap of
plaque becomes thinner, and there
are larger lipid necrosis nuclei,
macrophage infiltration and
inflammation.

高血压、高血脂作用
下动脉粥样硬化晚
期斑块纤维帽破裂
小鼠模型
Mouse model of
fibrous cap rupture in
late atherosclerotic
plaque under the
action of hypertension
and hyperlipidemia.

未 明 确 血 糖 情
况、 实 验 时 间
较长
Blood sugar
situation is not
clear, and
long duration

STZ 诱导的糖尿
病 ApoE- / - 小鼠
颈动脉周围放
置项圈模型[58]

STZ-induced
diabetic ApoE- / -

mouse model of
placing collar
around
carotid artery[58]

STZ 诱导糖尿病的
ApoE- / - 小鼠 中 颈
动脉周围放置项圈
Collars were placed
around the carotid
artery in ApoE- / -

mice with diabetes
induced by STZ

高脂饮食(0. 25%胆
固醇和 15%可可脂)
High-fat diet (0. 25%
cholesterol and 15%
cocoa butter)

胶原合成障碍的动脉粥样硬化
晚期易损、斑块脆弱模型
A model of vulnerability and
plaque vulnerability in late
atherosclerosis with collagen
synthesis disorder

良好的 T1DM 动脉
粥样硬化斑块易损
小鼠模型
Mouse model of
vulnerable
atherosclerotic plaque
in T1DM.

未在 T2DM 模型
中验证
Not validated in
T2DM model

ApoE- / -

Fbn1C1039G+ / -

小鼠模型[59]

ApoE- / -

Fbn1C1039G+ / -

mouse modle[59]

在 ApoE- / - 小鼠中
添加原纤维蛋白-1
基因(C1039+ / - )杂
合突变
Addition of
heterozygous
mutation of
fibrinogen-1 gene
( C1039+ / - ) in
ApoE- / - mice

高脂饮食喂养 35 周
High-fat diet for
35 weeks

血管壁弹性纤维断裂;动脉壁硬
度增加及斑块破裂;斑块坏死核
心增加 3 倍,超过 50%的小鼠中
升主动脉和头臂动脉自发性斑
块破裂
Elastic fiber of that blood vessel
wall are broken. Hardness of that
arterial wall increase. The necrotic
core of plaque increased by 3
times. Spontaneous plaque rupture
of ascending aorta and
brachiocephalic artery in more
than 50% mice

典型的自发性斑块
破裂小鼠模型
Typical mouse model
of spontaneous
plaque rupture

实验周期长、成
本高、不易获得
Long period, high
cost and difficult
to obtain.
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