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　 　 【摘要】 　
 

糖尿病周围神经病变是糖尿病常见并发症之一,目前对其发病机制的认识不够明确,且缺乏有效

治疗手段,需要利用动物实验进行深入研究。 造模成功与否的判定标准和周围神经功能恢复的评价方法是开展糖

尿病周围神经病变动物实验的关键,但对于 2 型糖尿病周围神经病变模型评价方法的整理分析较缺乏。 因此笔者

查阅近年资料,从小神经纤维和大神经纤维两方面总结分析了 2 型糖尿病周围神经病变动物模型评价方法,并提

出未来可能的发展方向,以期为相关研究提供参考。
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　 　 【Abstract】　
  

Diabetic
 

peripheral
 

neuropathy
 

is
 

a
 

common
 

diabetic
 

complication.
 

Presently,
 

our
 

understanding
 

of
 

its
 

pathogenesis
 

is
 

incomplete,
 

and
 

there
 

are
 

no
 

effective
 

treatment
 

options.
 

In-depth
 

research
 

requires
 

the
 

use
 

of
 

animal
 

experiments.
 

The
 

criteria
 

for
 

modeling
 

success
 

and
 

the
 

evaluation
 

method
  

for
 

peripheral
 

nerve
 

function
 

recovery
 

are
 

critical
 

for
 

carrying
 

out
 

animal
 

experiments
 

into
 

type
 

2
 

diabetic
 

peripheral
 

neuropathy.
 

However,
 

but
 

there
 

has
 

been
 

a
 

lack
 

of
 

systematic
 

interrogation
 

and
 

analysis
 

of
 

the
 

evaluation
 

method
  

used
 

with
 

type
 

2
 

diabetic
 

peripheral
 

neuropathy
 

models.
 

Therefore,
 

the
 

author
 

reviewed
 

the
 

recent
 

data,
 

summarized
 

and
 

analyzed
 

the
 

evaluation
 

method
  

used
 

for
 

animal
 

models
 

of
 

type
 

2
 

diabetic
 

peripheral
 

neuropathy
 

of
 

small
 

and
 

large
 

nerve
 

fibers,
 

and
 

proposed
 

future
 

directions
 

for
 

development,
 

providing
 

a
 

reference
 

for
 

related
 

research.
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　 　 糖 尿 病 周 围 神 经 病 变 ( diabetic
 

peripheral
 

neuropathy,
 

DPN)是糖尿病常见并发症之一,会影

响约 50%糖尿病患者[1] 。 由于对周围神经产生损

害,患者常会因感觉异常、运动能力下降等而影响



日常生活,甚至出现远端肢体溃烂。 然而,糖尿病

特征(如高血糖、高血脂等)与神经病变间复杂的机

制关系尚不明确,且缺乏有效的治疗手段,尤其对

于 2 型 DPN,改善生活方式和严格控制血糖等传统

治疗手段的效果仍不能令人满意[2] 。 因此需要利

用动物实验深入研究 2 型 DPN 发生发展机制,寻找

效果更好的治疗方法。
动物实验的开展需要科学合理的动物模型评

估体系,其是判定造模成功与否和干预手段疗效的

关键。 2 型 DPN 动物模型评价包括 2 型糖尿病成

模检测和周围神经病变成模检测,前者大多以空腹

血糖( fasting
 

plasma
 

glucose,FPG) ≥11. 1
 

mmol / L,
结合胰岛素敏感指数下降为标准[3] 。 后者的标准

种类繁多且各实验间并不统一,缺乏相关文章对其

进行归纳总结。 故笔者查阅近年资料,基于受损神

经纤维直径的不同,从小神经纤维和大神经纤维两

方面将周围神经病变的评价方法综述如下,以期为

今后研究提供参考。

1　 小神经纤维的评估

1. 1　 伤害性刺激测试

　 　 小神经纤维指直径<7
 

μm,包括薄髓鞘 Aδ、无
髓鞘 C 的一类神经纤维,其源于背根神经节发出的

感觉神经,能接收并传导外界对皮肤的刺激。 糖尿

病早期常累及周围小神经,使局部炎症因子大幅释

放促进外周敏化,并改变电压门控离子通道表达,
导致受损纤维和相邻未受损神经纤维异位放电[4] ,
从而降低伤害感受器激活阈值,表现出痛觉过敏 /
超敏、感觉异常等现象。 目前根据伤害刺激类型的

不同,主要分为机械刺激、温度刺激、电流刺激和化

学刺激 4 种。
1. 1. 1　 机械刺激

　 　 外周 C 纤维受损会诱导负责低阈值轻触觉的

Aβ 纤维,从脊髓背角深层芽生至浅层,并在此处与

传导痛觉的 C 纤维相连的突触建立新的连接,使轻

触觉异常感知为机械性痛觉,从而表现为机械痛觉

敏感[5] 。 Von
 

Frey 细丝试验是目前 2 型 DPN 机械

痛觉评价中应用最广的方法,将使老鼠出现缩后爪

反应的细丝重量定义为缩爪阈值,其下降体现机械

痛觉过敏。 但各实验间所选择的记录标准并不统

一。 有实验仅记录第一次满足阳性条件的阈值[6] ,
也有实验计算多次测量的平均值作为缩爪阈值[7] 。
1. 1. 2　 温度刺激

　 　 冷热觉分别由 Aδ 纤维和 C 纤维传导,冷热痛

觉由 Aδ 纤维和 C 纤维共同传导,其中热痛更多由

C 纤维负责,因此温度刺激的方法也可衡量小神经

纤维 功 能, 主 要 包 括 甩 尾 实 验、 平 板 实 验 和

Hargreaves 法。 甩尾实验[8-9] 以水温测试甩尾潜伏

期(tail
 

flick
 

latency,
 

TFL)即甩尾动作出现的时间;
平板实验[10-11] 将动物置于温度恒定的平板上观测

缩爪潜伏期( paw
 

withdrawal
 

latency,
 

PWL) 即后爪

缩爪或挣扎出现的时间;Hargreaves 法[12-13] 以热辐

射为热源,TFL 和 PWL 均可通过此方法观测。 糖尿

病周围神经病变模型动物常表现为 TFL 和 PWL 的

显著下降。 但部分实验观察到热刺激感受减退[14] ,
这可能与其造模时间较长有关。 此外,有学者根据

丙酮极易挥发带走热量的特点,用来评估小鼠的冷

觉感受,将丙酮施加于后爪观察大鼠首次出现伤害

性反应所需的时间[15] 。 综上所述,温度刺激的方法

种类繁多,寻找一种更具优势的评价方法有利于统

一各实验间的选择,增强结果的可比性。 有研究显

示尾部是测量热敏感性行为更理想的部位[16] ,但测

量甩尾潜伏期时需束缚小鼠,易出现由于应激而产

生的混杂因素,因此权衡好二者之间的利弊关系或

许是未来的发展方向之一。
1. 1. 3　 电流刺激

　 　 电流感觉阈值测定是临床上一种神经感觉测

定方法,通过测定引起感觉的最小电流强度定量评

估神经纤维状态,可调整正弦交流电的频率激活特

定类型神经纤维产生动作电位[17] ,从而特异性地研

究某一类或几类纤维的感觉变化。 通过比较引起

动物出现伤害性反应的最小电流强度可判断 2 型

DPN 模型是否出现痛觉过敏现象。 有研究发现在 2
型 DPN 模型中,用 250

 

Hz 电流刺激 Aδ 纤维时始终

可观察到痛觉过敏现象,但用 5
 

Hz 电流刺激 C 纤维

时,造模一段时间后观察到模型痛觉显著减退,这
提示由痛觉过敏到痛觉减退,纤维的特异性机制可

能比时间依赖性转变更为重要[18] 。 这也侧面反映

出特异电流刺激在研究 2 型 DPN 机制时存在巨大

潜力。
1. 1. 4　 化学刺激

　 　 福尔马林可打开瞬时受体电位香草酸 1 型通道

增加神经元的敏感性,而诱导疼痛[19] 。 记录注射福

尔马林后 60
 

min 爪退缩的次数,也可作为一种伤害

性反应的评估方法[20] 。
1. 2　 小神经纤维病理变化观察

1. 2. 1　 表皮内神经纤维密度测定

　 　 表皮内神经纤维 ( intraepidermal
 

nerve
 

fiber,
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IENF),由真皮神经丛向上发出穿过真皮-表皮交界

处而形成,在周围神经受损初期 IENF 密度即可下

降,被认为是评估小神经纤维病变的金标准[21] 。 又

因其能反映 2 型糖尿病中胰岛 β 细胞损伤情况[22] ,
故在 2 型 DPN 模型小纤维的评价中有重要意义。
PGP

 

9. 5 是一种泛素羟基水解酶,广泛存在于神经

元、神经纤维、神经内分泌细胞等处,利用抗 PGP
 

9. 5 抗体能标记所有无髓鞘和有髓鞘 PGP
 

9. 5 阳性

纤维,从而观察组织切片中 IENF 密度。 Li 等[23] 线

性定量 2 型 DPN 小鼠后爪足垫 IENF 密度,观测到

其较对照组显著下降。
1. 2. 2　 角膜神经纤维定量测定

　 　 由于角膜缺乏直接的血管供应,使得存在其中

的大量小神经纤维极易遭受代谢紊乱、免疫反应等

的破坏[24] 。 角膜共聚焦显微镜 ( corneal
 

confocal
 

microscopy,
 

CCM)使用激光为光源,利用共聚焦原

理和装置使照明点和探测点共焦,阻挡除该探测点

以外的所有光线,从而提高图像质量,是一种非侵

入无创、重复性好、精确灵敏的观测角膜神经纤维

方法,已被证明可作为临床上诊断 2 型糖尿病小纤

维神经病变的合理指标[25] ,其诊断参数主要为角膜

神经纤维密度、角膜神经纤维长度、角膜神经分支

密度和角膜神经纤维迂曲度。 有学者利用此技术

观察到 2 型 DPN 造模后动物角膜上皮下神经纤维

长度和密度出现显著下降[26-27] 。

2　 大神经纤维的评估

2. 1　 行为学改变

　 　 大神经纤维由轴突、髓鞘、神经膜构成,按功能

可分为运动神经和感觉神经。 运动神经将中枢神

经系统发出的信息传递至外周,可以支配神经末端

相连的肌肉等组织器官;感觉神经将来自肌肉、肌
腱、关节等的电信号经薄束和楔束上传至大脑而形

成平衡觉、位置觉等深感觉。 2 型 DPN 中大神经纤

维轴突和髓鞘结构因氧化应激反应、微循环障碍等

而损伤,导致大神经传导功能障碍,使动物出现运

动能力下降、平衡感失常的行为学改变,可用高梁

测试[28]与旋转杆测试[29] 观察。 患病动物常表现为

动物通过高空中横梁的时间显著增加和在不断旋

转的杆上站立的时间下降。 值得关注的是,在测试

前需对动物进行适应和引导训练。
2. 2　 神经传导速度检测

　 　 轴突上钠、钾离子通道的开关是神经动作电位产

生的分子基础,动作电位产生后沿髓鞘间的无髓鞘郎

飞结处跳跃式传导,极大地提高了有髓神经传导速

度。 通过神经电生理技术测定动作电位波幅、潜伏

期,并利用动作电位传导的距离除以潜伏期计算神经

传导速度,病理状态下传导速度的减慢可反映轴突和

髓鞘损失情况,常作为评价 2 型 DPN 的重要指标。
2. 2. 1　 运动神经传导速度

　 　 运动神经传导速度 ( motor
 

nerve
 

conduction
 

velocity,MNCV)通过刺激神经近端并在远端支配的

肌肉处观察复合肌肉动作电位 ( compound
 

muscle
 

action
 

potential,
 

CMAP ) 潜伏期来计算。 但 CMAP
潜伏期不仅包括神经传导时间,还有神经肌肉接头

传递时间和肌肉纤维上的传导时间,故大多实验在

距离记录电极一近一远两点进行刺激,通过刺激电

极间距离除以两点潜伏期差值计算 MNCV[30] ,以避

免非神经传导时间对结果的影响。 但也有实验仅

使用单个刺激电极,于踝关节坐骨神经处记录动作

电位,直接计算传导速度,也能良好地识别 2 型

DPN 造模后 MNCV 的下降[31] 。 这可能是因为踝关

节解剖位置明确,记录电极易直接定位于坐骨神经

上,所记录的动作电位潜伏期不包括神经肌肉接头

和肌肉纤维上的时间[32] 。 此外,还有学者将坐骨神

经分离,在神经干上直接测定传导速度[33] ,这种方

法最为直观、准确,但不适用于需多次观测的实验。
2. 2. 2　 感觉神经传导速度

　 　 与运动潜伏期不同,感觉潜伏期只包括动作电

位在感觉纤维上传导的时间,因此在测定感觉神经

传导速度( sensory
 

nerve
 

conduction
 

velocity,
 

SNCV)
时只需一个刺激点和一个记录点。 根据电极摆放

的位置,可分为正向测定和逆向测定。 正向测定即

沿感觉神经传导的生理方向测定,刺激电极置于远

端而记录电极置于近端,逆向测定中电极的摆放则

相反。 在 2 型 DPN 中二者均可评估 SNCV[34-35] 。
与正向测定相比,逆向测定可以诱发更大的感觉神

经动作电位(sensory
 

nerve
 

action
 

potential,SNAP)幅

度,但其也会因同时诱发 CMAP 和 SNAP 而破坏远

端反应的测定,故在测量时需仔细观察波形的特征

及持续时间以避免其影响结果[36] 。
2. 3　 病理学观察

　 　 施万细胞形成的髓鞘包绕大神经纤维轴突,具
有保护神经纤维、促进轴突再生等作用。 有学者用

光镜观察 2 型 DPN 坐骨神经组织病理变化,发现模

型组神经纤维数量减少,神经内膜水肿,髓鞘损失、
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施万细胞数量减少[29] ;在电镜下观察其超微结构,
发现髓鞘薄片分层,轴突萎缩和神经纤维变形。 此

外,除定性的病理描述,还可用轴突与髓鞘间面积

的比值、直径与外径的比值来客观定量地分析大神

经纤维病理变化[37-38] ,在 2 型 DPN 中可见前者减

小,后者增加。

表 1　 Von
 

Frey 细丝试验刺激部位
Table

 

1　 Stimulation
 

site
 

of
 

Von
 

Frey
 

test
品种

Species
刺激位置

Stimulation
 

site

SD 大鼠、C57BL / 6 小鼠[39-40]

Sprague
 

Dawley
 

(SD)
 

rats,
 

C57BL / 6
 

mice
后爪足底中心

Middle
 

of
 

the
 

plantar
 

surface
 

of
 

the
 

hind
 

paw

SD 大鼠[13]

Sprague
 

Dawley
 

(SD)
 

rats
足底脚跟的脂肪部分

Fat
 

part
 

of
 

both
 

plantar
 

heels

SD 大鼠[41]

Sprague
 

Dawley
 

(SD)
 

rats
后爪食物垫的掌部区域

Planter
 

region
 

of
 

hind
 

paw
 

food
 

pad

db / db 小鼠、C57BL / 6J 小鼠[42]

db / db
 

mice,C57BL / 6
 

mice
后爪掌腹内侧的足底表面

Plantar
 

surface
 

of
 

the
 

ventral-medial
 

hind
 

paw

SD 大鼠[43]

Sprague
 

Dawley
 

(SD)
 

rats
第三和第四跖骨间

Between
 

the
 

third
 

and
 

fourth
 

metatarsus
 

of
 

the
 

hind
 

paw

3　 讨论

3. 1　 评价 2 型 DPN 模型的标准

　 　 通过查阅整理文献发现,部分实验在 Von
 

Frey
细丝试验中明确了具体的刺激部位(表 1),实验前

后刺激相同部位可以避免因刺激位置不同而产生

的可能混杂因素。 然而,短时间内对同一部位的重

复刺激、不同部位的痛阈差异是否会对结果产生一

定影响,尚需验证。 未来可根据后爪的解剖特点、
神经分布、活动着力点等,结合适宜的刺激间隔时

间,探索更完善的伤害性刺激方法。 此外,部分实

验在检测感觉神经传导功能时,并未选择常见的坐

骨神经(表 2),这可能具备以下优势。 第一,神经

位置较浅,电极更易接近神经;第二,肌肉浅薄,可
一定程度避免 CMAP 对 SNAP 的影响;第三,位于

坐骨神经远端,或可更早表征出 2 型 DPN 动物异

常的神经传导功能。 最近的研究发现,尾神经因

长度和位置最远端,在表征轴突损伤的长度依赖

性和严重程度上具备独特优势[46] ,且其神经结构

简单,更能准确地测量刺激电极与记录电极间的

距离以便于计算 NCV,因此尾神经或许是未来发

展更精准测量方法的潜在方向。 而在追求客观精

准的评价方法时,也应注意其是否具有普及性。
如前所述的 CCM,虽然兼具即时观测、无创、精确

等优势,但其仪器造价昂贵且操作难度高,很难在

动物实验中广泛应用,因此需要利用其优势寻找

可推广的替代评价方法,平衡好精确性与普及性。
如利用高渗滴眼液评估角膜敏感性以反映角膜神

经纤维变化[47] 。
值得注意的是,各实验观察记录的时间节点有

所区别[48-49] ,而研究发现,2 型 DPN 鼠的疼痛行为

会因时间的不同而发生变化[50] ,这提示观察记录时

间应尽量统一。 此外,在记录动物行为学情况时,
应注意记录标准对结果的影响,如阳性反应的界定

等。 有国外学者制定了评估小鼠冷觉感受的评分

系统,这使得对动物行为学变化的观察记录更加稳

定可控,有利于统一各实验间的评价标准[51] 。
综上所述,目前各实验间存在评价同一变化但

选择的方法不同,选择了同一方法但记录标准不同

的问题,这降低了实验的可比性和可重复性,尚需

要摸索出一套科学、统一的评价体系。
3. 2　 小结

 

　 　 目前,评估 2 型 DPN 大小神经纤维情况的方法

以行为学观察、病理变化观察、电生理检测为主,评
价较单一,缺乏深度。 未来可从以下角度入手探索

更为丰富、科学的评价方法。 第一,寻找客观的生

物指标。 2 型 DPN 起病隐匿,在发病早期常无明显

症状,寻找相关的生物指标在临床早期诊断及预防

上存在一定价值,相关研究进展见表 3。 而动物实

验中,合适的生物指标可使模型评价方法更为客观

具体,但目前相关研究较为缺乏。 有研究认为血脂

对 2 型 DPN 进展十分重要,早在血糖明显升高之前

小神经纤维就已出现损伤,这可能与血脂异常密切

相关[59] 。 因此血脂或许不应只局限为评价 2 型糖

尿病的辅助指标,研究血脂与 2 型 DPN 发生的相关

性,对于更早地量化评估神经纤维损伤情况具有一
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表 2　 感觉神经传导检查测量位置
Table

 

2　 Measured
 

site
 

for
 

sensory
 

nerve
 

conduction
 

test
刺激位置

Stimulation
 

site
记录位置

Recorded
 

location
测量神经

Measured
 

nerve

脚踝处[44]

Ankle
足背处

Dorsum
 

of
 

the
 

foot
腓肠神经
Sural

 

nerve

尾基底部远端 3. 5
 

cm 处[45]

3. 5
 

cm
 

segment
 

from
 

the
 

base
 

of
 

the
 

tail
尾基底部

Base
 

of
 

the
 

tail
尾神经

Caudal
 

nerve

第二脚趾[28]

Second
 

toe
内踝后方

Behind
 

the
 

median
 

malleolus
趾神经

Digital
 

nerve

表 3　 临床相关生物学指标
Table

 

3　 Clinically
 

relevant
 

biomarkers

生物指标

Biomarker
水平

Level
相关病理表现

Associated
 

pathological
 

manifestations
可能机制

Potential
 

mechanisms

甘油三酯[52]

Triglycerides
↑

腓总神经、腓肠神经、胫神经 NCV↓、动作电位↓
Peroneal

 

nerve,
 

sural
 

nerve,
 

tibial
 

nerve
 

NCV↓,
 

action
 

potential↓

微血管或神经内脂质沉积

Microvascular
 

or
 

intraneural
 

lipid
 

deposition

胆固醇[53]

Cholesterol
↓

腓总神经、腓肠神经、胫神经 NCV↓、动作电位↓;
胫骨近端神经 MCA↑

Peroneal
 

nerve,
 

sural
 

nerve,
 

tibial
 

nerve
 

NCV↓,
 

action
 

potential↓;MCA
 

of
 

the
 

proximal
 

tibial
 

nerve↑

外周神经再生受损

Percussion
 

of
 

peripheral
 

nerve
 

regeneration

游离三碘甲状腺原

氨酸[54]

FT3
↓

尺神经、正中神经、腓总神经、腓浅神经、胫神经 NCV↓,振幅↓
Ulnar

 

nerve,
 

median
 

nerve,
 

peroneal
 

nerve,
 

superficial
 

peroneal
 

nerve
 

NCV↓,amplitude↓

微血管内皮细胞变性

Endothelial
 

cells
 

of
 

micro-vessels
 

degeneration

转化生长因子 β1[55]
 

TGF-β1 ↑
尺神经、腓总神经、胫后神经 NCV↓

Ulnar
 

nerve,
 

peroneal
 

nerve,
 

posterior
 

tibial
 

nerve
 

NCV↓
诱导施万细胞凋亡

Induction
 

of
 

Schwann
 

cell
 

apoptosis

镁水平[56]

Magnesium
 

levels
↓

尺神经、腓肠神经、胫神经振幅↓
Ulnar

 

nerve,
 

sural
 

nerve,
 

tibial
 

nerve
 

amplitude↓
诱发轴突变性

Induction
 

of
 

axonal
 

degeneration

高敏肌钙蛋白 T[57-58]

High-sensitivity
 

Troponin
 

T
↑

腓总神经、腓肠神经、胫神经 NCV↓、动作电位↓、振幅↓;
坐骨神经 FA↓;外周神经灌注↓

Peroneal
 

nerve,
 

sural
 

nerve,
 

tibial
 

nerve
 

NCV↓,
 

amplitude↓;
 

FA
 

of
 

the
 

sciatic
 

nerve↓;
 

peripheral
 

nerve
 

perfusion↓

神经毛细血管通透性降低及毛细血管

外细胞间隙容积分数下降

Decrease
 

in
 

nerve
 

capillary
 

permeability
 

and
 

reduction
 

of
 

the
 

extracapillary
 

extracellular
 

volume
 

fraction

注:MCA:mean
 

cross-sectional
 

area,平均横截面积,表示神经肿胀程度;FA:fractional
 

anisotropy,部分各向异性分数,表示神经结构完整程度。
Note.

 

MCA,
 

Mean
 

cross-sectional
 

area,expressing
 

the
 

degree
 

of
 

neural
 

swelling.
 

FA,
 

Fractional
 

anisotropy,
 

expressing
 

the
 

degree
 

of
 

neural
 

structural
 

integrity.

定意义,并可能为 DPN 的机制研究、治疗方式带来

新的途径。 但由于雌激素水平等因素,雌、雄鼠间

脂质代谢紊乱的发展进程有所差异,故在研究时需

注意性别的影响[60] 。 此外,肠道菌群与机体代谢关

系密切,且有证据支持其通过调节代谢影响 2 型

DPN 的发生发展[61] ,因此推测相关菌群在评估,尤
其是预防、干预糖尿病及其并发症中可能存在巨大

潜力。 第二,结合患者的常见症状。 如 DPN 患者常

伴抑郁焦虑样表现,尤其对于神经性疼痛明显的患

者[62] ,因此在评价 DPN 模型时也可引入心理相关

的行为学检测。 第三,落实于更微观的分子层面。

有研究发现来自不同供货商的相同品系小鼠由于

遗传差异而出现不同的疼痛行为学改变[63] ,提示未

来或可从基因组学、转录组学、蛋白组学等新兴组

学技术入手深入挖掘该差异背后机制,为后续 2 型

DPN 动物模型相关研究提供参考。
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