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　 　 【摘要】 　 目的　 采用高脂高糖膳食联合四氯化碳（ｃａｒｂｏｎ ｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＣＣｌ４）与链脲佐菌素诱导法构建 ２
型糖尿病合并肝纤维化动物模型。 方法　 ＳＤ 大鼠按体质量随机分为肝纤维化组、糖尿病合并肝纤维化组及

正常对照组，每组 １０ 只。 肝纤维化组、糖尿病合并肝纤维化组大鼠饲喂高脂高糖饲料 ４ 周后，肝纤维化组按

体质量 ５ ｍＬ ／ ｋｇ 腹腔注射 ２０％ ＣＣｌ４（１ 次 ／周），诱导肝纤维化模型，糖尿病合并肝纤维化组大鼠分别按体质量

５ ｍＬ ／ ｋｇ 腹腔注射 ２０％ ＣＣｌ４、２５ ｍｇ ／ ｋｇ 链脲佐菌素（１ 次 ／周），两组动物继续高脂高糖喂养 ４ 周。 尾静脉取血

检测空腹血糖 （ ｆａｓｔｉｎｇ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ，ＦＢＧ） 含量。 酶联免疫吸附实验 （ ｅｎｚｙｍｅ⁃ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ，
ＥＬＩＳＡ）检测血液中胰岛素（ｉｎｓｕｌｉｎ，ＩＮＳ）与糖化血红蛋白（ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ Ａ１ｃ，ＨｂＡ１ｃ）含量。 血清生化分析检测

谷草转氨酶 （ ａｓｐａｒｔａｔｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＳＴ）、谷丙转氨酶 （ ａｌａｎｉｎｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＬＴ）、总胆红素 （ ｔｏｔａｌ
ｂｉｌｉｒｕｂｉｎ，Ｔｂｉｌ）、透明质酸（ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃ ａｃｉｄ，ＨＡ）水平。 肝组织匀浆、生化分析羟脯氨酸（ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｌｉｎｅ，ＨＹＰ）含
量。 苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色、Ｍａｓｓｏｎ 染色检查肝组织形态改变。 结果　 与正常对照组和肝纤维化组比较，糖
尿病合并肝纤维化组大鼠 ＦＢＧ、ＨｂＡ１ｃ 含量和胰岛素抵抗指数 （ ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ ｍｏｄｅｌ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ ｉｎｓｕｌｉｎ
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＨＯＭＡ⁃ＩＲ）显著升高，ＩＮＳ 含量显著减少。 与正常对照组比较，肝纤维化组、糖尿病合并肝纤维化组

血清的 ＡＬＴ、ＡＳＴ、Ｔｂｉｌ 和 ＨＡ 水平，肝组织的 ＨＹＰ 含量显著增加，且呈炎症细胞浸润、纤维化增生病变，肝组

织炎症分级在 Ｇ１ 级、Ｇ２ 级，纤维化分期主要在 Ｓ２ 期。 结论　 高脂高糖膳食联合 ＣＣｌ４ 与链脲佐菌素诱导法

可构建 ２ 型糖尿病合并肝纤维化大鼠模型。
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　 　 ２ 型糖尿病是一种以高血糖、炎症、胰岛素抵

抗为特征的代谢性疾病，常引发糖尿病肝病、糖
尿病肾病、糖尿病病足等多种并发症，严重危害

人类健康［１］。 研究表明，肝病（如非酒精性脂肪

肝炎、肝纤维化）与 ２ 型糖尿病的发生发展密切

相关［２］。 肝作为糖代谢的主要场所，是调节葡萄

糖体内平衡的重要器官。 一方面，肝组织损伤可

影响糖代谢异常，并造成肝源性糖尿病［３］；另一

方面，血糖及胰岛素抵抗可促进病毒性肝炎、自
身免疫性肝病等肝病进展，并成为原发性肝癌的

独立危险因素［４－６］。 肝纤维化是慢性肝病发展的

必经阶段，在 ２ 型糖尿病合并肝病患者中，约 ３０％
～ ４０％进展为 ２ 型糖尿病合并肝纤维化［７］。 然

而，目前缺乏 ２ 型糖尿病合并肝纤维化的动物模

型，严重阻碍了针对该病的机制分析与新药开发

研究。 因此，建立 ２ 型糖尿病合并肝纤维化动物

模型可为深入探究疾病的发病机制、病理生理变

化及诊疗新技术研发等提供重要支撑。
高脂高糖膳食联合链脲佐菌素是一种常用

于诱导构建 ２ 型糖尿病动物模型的方法［８］，本研

究将以高脂高糖膳食、链脲佐菌素和四氯化碳

（ｃａｒｂｏｎ ｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＣＣｌ４）为诱导剂，构建 ２ 型糖

尿病合并肝纤维化大鼠模型，以期为 ２ 型糖尿病

合并肝纤维化的实验研究提供指导。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

３０ 只雄性 ＳＤ 大鼠（ ＳＰＦ 级，体质量（１８０ ±

２０） ｇ，６ ～ ７ 周龄）购于上海斯莱克实验动物有

限责任公司【ＳＣＸＫ（沪）２０２２－０００４】，饲养于福建

医科大学实验动物中心【ＳＹＸＫ（闽）２０２２－０００３】。
屏障环境温度 ２０ ～ ２６ ℃、相对湿度 ４０％ ～ ７０％、
光照 ／黑暗各 １２ ｈ，昼夜交替。 动物经适应性饲

养 １ 周后，开始实验。 本研究动物实验获福建医

科大学孟超肝胆医院实验动物伦理中心审批

（ＭＣＨＨ⁃ＡＥＣ⁃２０２２⁃０８）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

高脂高糖饮食参考已发表文献［９－１０］，饲料配

方由 ５９􀆰 ２％基础饲料、２０％蔗糖、１８％猪油、２􀆰 ５％
胆固醇、０􀆰 ３％胆酸钠组成，购于北京华阜康生物

科技股份有限公司；链脲佐菌素、蛋白定量试剂

盒、４％多聚甲醛购于上海碧云天生物技术有限公

司；０􀆰 ００１ ｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ 购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司；ＣＣｌ４ 购

自国药集团化学试剂有限公司；生化试剂盒（包
括谷丙转氨酶（ａｌａｎｉｎｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＬＴ）、羟
脯氨 酸 （ ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｌｉｎｅ， ＨＹＰ ）、 谷 草 转 氨 酶

（ａｓｐａｒｔａｔｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＳＴ）、总胆红素（ ｔｏｔａｌ
ｂｉｌｉｒｕｂｉｎ，Ｔｂｉｌ）、透明质酸（ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃ ａｃｉｄ，ＨＡ）购
自南京建成生物工程研究所有限公司；戊巴比妥

钠购自 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司；血糖试纸购自 Ｒｏｃｈｅ
公司； 胰 岛 素 （ ｉｎｓｕｌｉｎ， ＩＮＳ ）、 糖 化 血 红 蛋 白

（ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ Ａ１ｃ， ＨｂＡ１ｃ） 酶联免疫吸附实验

（ｅｎｚｙｍｅ⁃ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）试剂

盒购于上海酶联生物科技有限公司。
台式冷冻离心机 （ Ｔｈｅｒｍｏ，美国）；纯水仪

（ Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ， 美 国 ）； Ｍ５ｅ 型 多 功 能 酶 标 仪

（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｄｅｖｉｃｅｓ，美国）；ＫＦＢＩＯ 全自动多功能

３８
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切片扫描仪（江丰，中国）；Ａｃｃｕ⁃Ｃｈｅｃｋ Ｐｅｒｆｏｒｍａ
血糖仪（Ｒｏｃｈｅ，瑞士）；多样品组织研磨机（净信，
中国）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物分组

ＳＤ 大鼠按体质量随机分成肝纤维化组、糖尿

病合并肝纤维化组和正常对照组，每组 １０ 只。 肝

纤维化组与糖尿病合并肝纤维化组大鼠饲喂高

脂高糖饲料，正常对照组大鼠饲喂普通饲料。
１􀆰 ２􀆰 ２　 动物造模

肝纤维化组与糖尿病合并肝纤维化组大鼠

饲喂高脂高糖饲料 ４ 周后，肝纤维化组大鼠按体

质量 ５ ｍＬ ／ ｋｇ 腹腔注射 ２０％ ＣＣｌ４，１ 次 ／周，继续

高脂高糖喂养，连续 ４ 周；糖尿病合并肝纤维化组

大鼠按照体质量 ５ ｍＬ ／ ｋｇ 腹腔注射 ２０％ ＣＣｌ４、
２５ ｍｇ ／ ｋｇ 链脲佐菌素，１ 次 ／周，继续高脂高糖喂

养，连续 ４ 周。 正常对照组大鼠腹腔注射等体积

生理盐水，并饲喂普通饲料。 造模过程通过尾静

脉采血动态检测糖尿病相关指标；造模结束后肝

纤维化组与糖尿病合并肝纤维化组继续饲喂高

脂高糖饲料 ２ 周，收集血液与肝组织进行相关指

标检测。
１􀆰 ２􀆰 ３　 糖尿病指标测定

注射 ＣＣｌ４、链脲佐菌素开始到造模结束，每
周尾 静 脉 采 血， 检 测 空 腹 血 糖 （ ｆａｓｔｉｎｇ ｂｌｏｏｄ
ｇｌｕｃｏｓｅ，ＦＢＧ）含量，并采用 ＥＬＩＳＡ 检测分析血液

中 ＨｂＡ１ｃ、ＩＮＳ 含量，胰岛素抵抗指数（ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ
ｍｏｄｅｌ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＨＯＭＡ⁃ＩＲ）
＝ ＦＢＧ（ｍｍｏｌ ／ Ｌ） × ＩＮＳ（μＵ ／ Ｌ） ／ ２２􀆰 ５。
１􀆰 ２􀆰 ４　 血清生化分析

大鼠经 ２％戊巴比妥钠腹腔注射麻醉后，经
眼 眶 静 脉 采 血。 经 室 温 静 置 １ ｈ 后， 在

３５００ ｒ ／ ｍｉｎ、４ ℃ 条件下离心 １０ ｍｉｎ，收集血清。
按照 ＡＬＴ、ＡＳＴ、Ｔｂｉｌ、ＨＡ 试剂盒说明书进行加样、
孵育与显色反应，并多功能酶标仪分别记录样本

在 ５１０ ｎｍ 和 ４５０ ｎｍ 处的吸收波长，计算血清

ＡＬＴ、ＡＳＴ、Ｔｂｉｌ 和 ＨＡ 水平。
１􀆰 ２􀆰 ５　 肝组织 ＨＹＰ 含量检测

肝组织经生理盐水清洗后，进行组织匀浆处

理，经 ４０００ ｒ ／ ｍｉｎ、４ ℃，离心 １０ ｍｉｎ，取上清；上清

液经 ＢＣＡ 蛋白定量后，采用生化分析检测肝组织

匀浆液中 ＨＹＰ 含量。

１􀆰 ２􀆰 ６　 肝组织病理形态学检查

离体肝组织迅速投入 ４％多聚甲醛固定，并
分别进行 ７５％ ～ １００％乙醇梯度脱水、二甲苯透

明、石蜡包埋、石蜡切片。 肝组织切片分别经苏

木素⁃伊红（ＨＥ）染色、Ｍａｓｓｏｎ 染色后，光学显微镜

下观察肝组织炎症浸润、纤维组织增生等形态学

变化，进行肝组织病理炎症分级和纤维化分期，
并采用全自动多功能切片扫描病理切片。
１􀆰 ３　 统计学分析

采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ０ 进行柱状图作图、
ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 软件统计学分析处理。 计量资料以平

均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，组间比较采用单因素

方差分析，ＬＳＤ 检验，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示具有统计学意

义。

２　 结果

２􀆰 １　 ２ 型糖尿病指标变化

如图 １ 所示，与正常对照组和肝纤维化组比

较，经链脲佐菌素诱导后，糖尿病合并肝纤维化

组大鼠的 ＦＢＧ、ＨｂＡ１ｃ、ＨＯＭＡ⁃ＩＲ 呈显著性增加

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＩＮＳ 呈显著性减少（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），说明

糖尿病合并肝纤维化组大鼠呈高血糖、胰岛素抵

抗状态；且末次链脲佐菌素诱导结束 ２ 周后，糖尿

病合并肝纤维化组大鼠维持高血糖、胰岛素抵抗

状态，说明高脂高糖膳食联合 ＣＣｌ４ 与链脲佐菌素

可用于大鼠 ２ 型糖尿病模型造模，且 ２ 周内大鼠

的 ２ 型糖尿病指标相对稳定。
２􀆰 ２　 血清肝功能水平

与正常对照组比较，肝纤维化组与糖尿病合

并肝纤维化组大鼠的 ＡＬＴ、ＡＳＴ、Ｔｂｉｌ 水平呈显著

性增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），说明肝纤维化组与糖尿病合

并肝纤维化组大鼠呈肝功能损伤状态（图 ２）。
２􀆰 ３　 ＨＡ 与 ＨＹＰ 含量

与正常对照组比较，肝纤维化组与糖尿病合

并肝纤维化组大鼠的 ＨＡ、ＨＹＰ 含量呈显著性增

加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），说明肝纤维化组与糖尿病合并肝

纤维化组大鼠呈肝纤维组织增生病变（图 ３）。
２􀆰 ４　 肝组织病理学改变

为了进一步评估各组肝组织的形态学变化，
收集肝组织进行 ＨＥ、Ｍａｓｓｏｎ 染色。 与正常对照

组比较，肝纤维化组与糖尿病合并肝纤维化组大

鼠肝组织呈炎症细胞浸润，及纤维化病理形态学

４８
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注：两组间相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图同）

图 １　 各组大鼠 ＦＢＧ、ＨｂＡ１ｃ、ＩＮＳ 和 ＨＯＭＡ⁃ＩＲ 含量变化

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｒｏｕｐｓ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ＦＢＧ， ＨｂＡ１ｃ， ＩＮＳ ａｎｄ ＨＯＭＡ⁃ＩＲ ｉｎ ｒａｔｓ

图 ２　 各组大鼠血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ 和 Ｔｂｉｌ 水平变化

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＡＬＴ， ＡＳＴ ａｎｄ Ｔｂｉｌ ｉｎ ｒａｔｓ

改变（图 ４Ａ）。
Ｍａｓｓｏｎ 染色进一步证实，肝纤维化组与糖尿

病合并肝纤维化组大鼠肝组织呈纤维样增生的

病理学改变（图 ４Ｂ）。 通过对大鼠肝组织进行肝

组织炎症分级与纤维化分期，发现肝纤维化组与

糖尿病合并肝纤维化组肝炎症分级在 Ｇ１ 级、Ｇ２

５８
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图 ３　 各组大鼠 ＨＡ 和 ＨＹＰ 含量变化

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ＨＡ ａｎｄ ＨＹＰ ｉｎ ｒａｔｓ

注：Ａ：各组肝组织 ＨＥ 染色结果；Ｂ：各组肝组织 Ｍａｓｓｏｎ 染色结果；Ｃ：不同组大鼠的肝组织炎症分级和纤维化分期。

图 ４　 肝组织病理学检查

Ｎｏｔｅ． Ａ． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐｓ． Ｂ． Ｍａｓｓｏｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐｓ． Ｃ． Ｌｉｖｅｒ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ
ｇｒａｄｅ ａｎｄ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｓｔａｇｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｒａｔｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｌｉｖｅｒ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ

级，纤维化分期主要在 Ｓ２ 期（图 ４Ｃ）。 这些结果

表明，高脂高糖膳食联合 ＣＣｌ４ 与链脲佐菌素可用

于大鼠肝纤维化造模。

３　 讨论

２ 型糖尿病的动物模型主要分为两大类：一
类是自发性动物模型，包括 ＮＳＹ 小鼠、ＯＬＥＴＦ 大

鼠和 Ｚｕｃｋｅｒ 大鼠等；另一类是实验性动物模型，
通过高脂高糖饮食联合胰岛素受体拮抗剂（链脲

佐菌素）诱导［１１－１４］。 自发性动物模型主要通过基

因突变导致了胰岛素信号通路的缺陷，从而造成

糖尿病的发生，它主要用于具有遗传背景下的糖

尿病研究［１５］。 高脂高糖饮食联合链脲佐菌素通

过破坏体内的糖、脂质代谢，造成胰岛 β 细胞功

能不全，并产生胰岛素抵抗，与临床多数 ２ 型糖尿

病患者的发病过程相吻合［１６］。 本实验利用高脂

高糖饮食 ８ 周，并于第 ４ 周开始联合链脲佐菌素

诱导发现，在链脲佐菌素诱导后第 ３、４ 周，大鼠呈

高血糖、胰岛素抵抗状态，且造模结束后 ２ 周，维
持其高血糖、胰岛素抵抗特征。 ＨｂＡ１ｃ 是 ２ 型糖

６８
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尿病的另一关键检测指标［１７－１８］，本研究通过对

ＨｂＡ１ｃ 的动态检测，发现高脂高糖饮食联合链脲

佐菌素也可提高大鼠 ＨｂＡ１ｃ 含量，并在链脲佐菌

素诱导 １ 周后，大鼠体内的 ＨｂＡ１ｃ 含量与 ＦＢＧ 同

步升高。 这些结果均证实了 ２ 型糖尿病模型的成

功构建。
肝纤维化是慢性肝病最常见的病理学特征

之一。 在炎症、氧化应激等因素的刺激下，激活

肝星状细胞成肌成纤维细胞，导致纤维组织增

生［１９－２１］。 本研究通过高脂高糖饮食联合 ＣＣｌ４ 与

链脲佐菌素诱导发现，大鼠可呈现肝组织纤维增

生，肝组织 ＨＹＰ、血清 ＨＡ 的含量也增加，说明高

脂高糖饮食联合 ＣＣｌ４ 与链脲佐菌素可用于肝纤

维化造模。 另外，本研究进一步发现肝纤维化组

与糖尿病合并肝纤维化组的肝组织形态学，ＨＹＰ、
ＨＡ 含量无显著性差异，说明高脂高糖饮食与

ＣＣｌ４ 诱导可进行肝纤维化造模，而进一步联合链

脲佐菌素不会引起额外的肝组织纤维化病理学

改变。 采用高脂高糖饮食联合链脲佐菌素进行 ２
型糖尿病动物造模时，链脲佐菌素的给药剂量为

３０ ｍｇ ／ ｋｇ［２２－２４］，而本研究使用的剂量 ２５ ｍｇ ／ ｋｇ。
因此，本研究使用链脲佐菌素不引起大鼠额外的

肝组织损伤可能跟其低剂量相关。
在前期研究中，萧自智等［２５］已采用了高脂饮

食联合链脲佐菌素构建 ２ 型糖尿病合并肝纤维

化，经高脂饮食 ４ 周后，进行 ２ 次链脲佐菌素，评
估其血糖符合 ２ 型糖尿病指征后，持续高脂饮食

至 ３６ 周后才发现大鼠肝纤维化改变。 该法评估

糖尿病与肝纤维化是在不同时间内进行的，且在

肝纤维改变（３６ 周）的同时，缺乏对血糖指标的监

测。 有学者分析认为，要进行糖尿病合并症造模

时，链脲佐菌素的干预至少要持续 ７ 周，才能维持

动物高血糖状态［２６］。 而本研究在高脂高糖饮食

的基础上，进行链脲佐菌素干预持续 ４ 周，并进一

步联合 ＣＣｌ４ 造模，在造模结束（停药）后 ２ 周，观
察到大鼠的持续高血糖与肝纤维化病理学改变，
符合 ２ 型糖尿病合并肝纤维化的相关指征要求。

综上，本研究结果表明，高脂高糖饮食联合

ＣＣｌ４ 与链脲佐菌素可诱导大鼠高血糖、胰岛素抵

抗、肝纤维化病理学改变，可用于 ２ 型糖尿病合并

肝纤维化造模。
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