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【摘要】  目的 构建2型糖尿病(T2DM)恒河猴模型，使之成为研究人类T2DM的有效替身。方法 以高糖高脂饮食为基础，在出现高脂血症和肥胖状态后注射35mg/kg的链脲佐菌素（STZ），测定体重指数、血脂、空腹血糖、胰岛素、胰岛素抵抗指数、尿糖和口服葡萄糖耐量试验等，分析其部分临床特征。结果 T2DM模型组BMI大于35达到重度肥胖，有高脂血症的特点，空腹血糖、胰岛素和胰岛素抵抗指数显著增高（P<0.01），尿糖检测呈阳性，葡萄糖耐量受损并且空腹血糖高于7mmol/L、2h的血糖水平高于11.1mmol/L，胰岛有轻度损伤和病变。结论 通过部分临床特征分析，T2DM模型组具有典型的T2DM临床特征，可成为T2DM研究的有效模型。
【关键词】 2型糖尿病；临床特征；胰岛素抵抗；恒河猴
Construction of Experimental Type 2 Diabetes Model in Rhesus Monkey and Analysis of Its some Clinical Features
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【Abstract】Objective  Construction of a type 2 diabetic (T2DM) model in rhesus monkey, so that to become the effective substitute for the study of human T2DM. Methods Based high glucose and fat diet, to appearance hyperlipidemia and obesity status followed by injection of 35 mg/kg of streptozotocin (STZ). The body mass index(BMI), lipid profile, fasting blood glucose, insulin, insulin resistance index, urine sugar and oral glucose tolerance test were measured, and some of its clinical features were analyzed. Results The BMI greater than 35 reach to severe obesity shown a characteristics of hyperlipidemia, blood glucose, insulin and insulin resistance index were significantly elevated (P <0.01), urine sugar test were positive, and glucose tolerance were impaired, and fasting glucose of higher than 7 mmol/L and glucose levels higher than 11.1mmol/L in two hours, and islet had mild damage or pathological changes in the T2DM model group. Conclusion Analysis some of the clinical features, the model group had the typical T2DM clinical features. So it will be an effective model in human T2DM research.
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稳定、可靠的动物模型是开展人类T2DM防治研究的桥梁和载体，是研究结果准确性的有力保障，根据国内外报道T2DM动物模型大多使用鼠类、兔、小型猪等动物构建[1,2,3]，模拟人类疾病的程度始终有限，而使用与人类在生理生化、遗传背景等方面都较为相似的恒河猴实验动物的研究较为少见[4,5]。虽然大型实验动物价格昂贵，但实验操作和样本采集可准确控制，尤其恒河猴的血液生化的测定结果表明，与人类的非常接近[6]，各类遗传物质与人类的同源性均在90%以上[7]，而大小鼠只有70%左右[8]，这些优势是开展人类疾病研究和药物评价时小型实验动物无法比拟的，也可避免部分药物在小型实验动物效果很好，但到临床后实际疗效锐减的情况发生。因此，本实验使用极为珍贵的实验恒河猴作为试验动物，以高糖高脂饮食为基础结合低剂量的STZ进行诱导，通过临床特征分析，构建实验性T2DM动物模型，并使之成为研究人类T2DM的有效“替身”。
1 材料与方法
1.1 实验动物及分组
实验恒河猴来源于中国医学科学院医学生物学研究所医学灵长类研究中心，普通级恒河猴实验动物生产许可证号：SCXK（滇）2010-0006；实验过程在中国医学科学院医学生物学研究所动物实验设施中进行，实验动物使用许可证号为：SYXK（滇）2010-0009，并按实验动物使用的3R原则给予人道关怀[9]。
实验组高脂饲料的设计以高脂、高热量为特点，使用动物油、胆固醇等配制而成，总能为20.85M/kg、粗蛋白为15.50%、粗脂肪为22.40%；正常对照组饲料，总能为17.38M/kg、粗蛋白15.30%、粗脂肪4.60%。12只成年猴（6-10岁）不分雌雄，随机分为3组，4只为高脂饮食组为基础的T2DM组，4只为高脂饮食组，4只为正常对照组；T2DM组在试验期为10个月后，腹腔注射STZ（35mg/kg）1次，自由饮水，适当补充青绿饲料。
1. 2 仪器设备及试剂
移液器(eppendorf 100μL)、离心机(Thermo LEGEND MICRO 21R)、血糖仪(Roche)、全自动生化分析仪(Roche P800)；链脲佐菌素（Solarbio公司）、胆固醇（Solarbio公司）、尿糖试纸（桂林中辉科技发展有限公司）。
1.3 方法
1.3.1 体重指数的测定 

参照人类的体重指数进行测定[BMI=体重（kg）/身高(m2)]，非人灵长类动物的身高为坐高[10,11]。
1.3.2 血脂测定 

采血前禁食12h后，后肢静脉采血2mL，分装在一次性自动定量采血管中，3000r/min离心30min，分离血清后收集，于-20℃冻存备用。TC、TG采用氧化酶法测定，HDL-C、LDL-C采用直接法测定。
1.3.3 空腹血糖、胰岛素及胰岛素抵抗指数的测定
对试验猴每6个月进行一次空腹血糖和胰岛素检测，计算胰岛素抵抗指数[HOMA-IR=（Fins×FBG）/22.5][12]，检测胰岛素抵抗情况。
1.3.4口服葡萄糖耐量试验
   在试验12个月时进行口服葡萄糖耐量试验，根据WHO推荐的方法在非麻醉状态下5min内灌喂葡萄糖75g/只[13]，通过后肢静脉采血[14]，测定0min、5min、10min、20min、30min、60min、90min、120min、180min的血糖值，观察和评价T2DM组、高脂饮食组和正常对照组的糖耐量的情况。
1.3.5 尿糖测定 

用尿糖试纸测定试验猴晨尿的尿糖情况。
1.3.6胰岛病理分析
    对胰腺组织进行HE染色，观察胰岛的受损及病变情况。
1.4 统计分析
  实验数据用SPSS17.0统计软件进行方差分析，数值以EQ \* jc2 \* "Font:Times New Roman" \* hps10 \o\ad(\s\up 9(—),x) ±SD表示；图表用Excel图表功能制作。
2 结果
2.1 T2DM组、高脂饮食组和对照组的体重指数的测定结果见表1。高脂组和T2DM组试验期到6个月时，BMI明显增加到超重水平（P<0.05），到12个月时达到重度肥胖（P<0.01），而对照组的均无明显变化（P>0.05）。

表1 恒河猴T2DM组、高脂组和对照组体重和体重指数（BMI）测定结果
Tab.1 The results of body weight and body mass index in T2DM, high-fat and the control group of rhesus monkey

	组别
Group
	实验前
Pre-experiment
	6个月
Six months 
	12个月
Twelve months

	
	体重(kg)      body weight(kg)
	BMI
	体重(kg)      body weight(kg)
	BMI
	体重(kg)      body weight(kg)
	BMI

	对照组
Control group
	8.10±1.11a
	19.81±2.3a
	8.27±2.48a
	20.23±4.7a
	8.34±1.57a
	20.9±3.6a

	高脂组
Model group
	7.89±2.13a
	18.90±4.4a
	9.95±3.17b
	25.97±5.6b
	11.36±2.99c
	37.3±4.8c

	T2DM组
T2DM group
	8.22±3.42a
	19.53±3.1a
	9.89±2.79b
	27.83±6.3b
	12.14±3.71c
	39.5±7.8c


注：1）同列字母相同表示差异不显著（P>0.05），字母不同表示差异显著（P<0.05）。
          Note: 1) The same letter express inapparent difference on the same row（P>0.05），the different letter express significant difference（P<0.05）。

2.2血脂四项（TC、TG、HDL-C、LDL-C）的检测结果表明，血脂各项指标在实验过程中对照组血清TC、TG、HDL-C、LDL-C水平均无明显变化，高脂组和T2DM组TC水平有递增趋势，在6个月时显著增高（P<0.05），并一直保持在相对较高的水平，具备了高胆固醇血症的特征（见图1）；而TG和HDL-C水平未出现明显变化（见图2、图3）；LDL-C水平在高脂组和T2DM组也有递增趋势，在6个月时显著增高到较高水平（P<0.05）（见图4），提示脂代谢紊乱并出现高脂血症特征。
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图1 恒河猴T2DM组、高脂组和对照组的TC变化情况
Fig. 1 The TC changes of T2DM, high-fat and the control group of rhesus monkey
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图2 恒河猴T2DM组、高脂组和对照组的TG变化情况
Fig. 2 The TG changes of T2DM, high-fat and the control group of rhesus monkey
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图3 恒河猴T2DM组、高脂组和对照组的HDL-C变化情况
Fig. 3 The HDL-C changes of T2DM, high-fat and the control group of rhesus monkey
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图4 恒河猴T2DM组、高脂组和对照组的LDL-C变化情况
Fig.4 The LDL-C changes of T2DM, high-fat and the control group of rhesus monkey
2.3 空腹血糖、胰岛素及胰岛素抵抗指数的测定结果表明，T2DM组和高脂组的空腹血糖在试验期内均略有增高（P>0.05），在腹腔注射STZ后T2DM组的空腹血糖才显著增高到12.98±3.74mmol/L（P<0.01），且具有较好的持续稳定性（见图5）；空腹胰岛素也显著增高(P<0.01)，虽然T2DM组在注射STZ后胰岛素水平有一定程度的下降，但仍然维持在高胰岛素血症的水平（见图6）；胰岛素抵抗指数从6个月开始就显著增加（P<0.01），T2DM组注射STZ后胰岛素抵抗状态更为明显（见图7）。
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图5 恒河猴T2DM组、高脂组和对照组的空腹血糖变化情况
Fig. 5 Fasting blood-glucose changes of T2DM, high-fat and the control group of rhesus monkey
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图6 恒河猴T2DM组、高脂组和对照组的空腹胰岛素变化情况
Fig.6 Fasting insulin changes of T2DM, high-fat and the control group of rhesus monkey
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图7 恒河猴T2DM组、高脂组和对照组的胰岛素抵抗指数变化情况
Fig.7 Insulin resistance index changes of T2DM, high-fat and the control group of rhesus monkey
2.4 口服葡萄糖耐量试验结果表明，试验期到12个月时，经STZ处理的T2DM组的糖耐量明显受损，高脂组与对照组无显著性差异（P>0.05），且T2DM组的空腹血糖高于7mmol/L、2h的血糖水平高于11.1mmol/L，3h还未恢复(见图8)。
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图8 恒河猴T2DM组、高脂组和对照组的口服葡萄糖耐量试验
Fig. 8 Oral glucose tolerance test of T2DM, high-fat and the control group of rhesus monkey
2.5 对试验猴晨尿进行尿糖测定，结果表明对照组和高脂组均未检出阳性，但T2DM组在注射STZ后检测到“+”和“++”的阳性结果（见表2），说明出现了轻度尿糖。

表2 恒河猴T2DM组、高脂组和对照组尿糖测定结果
Tab.2 The results of urine sugar in T2DM, high-fat and the control group of rhesus monkey
	组别
Group
	实验前
Pre-experiment
	6个月
Six months 
	12个月
Twelve months

	对照组
Control group
	－
	－
	－

	高脂组
Model group
	－
	－
	－

	T2DM组
T2DM group
	－
	－
	＋/＋＋


2.6通过HE染色对T2DM组、高脂组和对照组进行胰岛病理特征分析，T2DM组试验猴的胰岛有轻度损伤和病变（见图9C），对照组和高脂组的胰岛结构正常（见图9A、B）。
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图9 恒河猴T2DM组、高脂组和对照组胰腺组织HE染色结果（×10）
Fig. 9 The results of pancreatic tissue HE staining in T2DM, high-fat and the control group of rhesus monkey
3 讨论
   目前，T2DM模型构建较为常用的是高脂结合化学药物诱导法，在国外文献报道的T2DM模型的特点主要以高血糖和高胰岛素血症、OGTT试验2h血糖值大于11.1mmol/L、胰岛素抵抗指数和胰岛β细胞功能显著低于正常对照组等指标为主[15]；而国内报道基本只涉及血糖、胰岛素和OGTT试验等指标，而且所使用的实验动物局限于小型实验动物，均未模拟出典型的人类肥胖型T2DM的完整特征。尽管如此，高脂饮食联合STZ建立T2DM动物模型仍然是目前比较经典的造模方法之一，但肥胖并发高脂血症、胰岛素抵抗、轻度高血糖和高胰岛素血症的特征同时出现在造模时较难控制，也是目前的一些技术难点，因此建立成熟的诱导方法仍需进一步探索，尤其在大动物中高脂饮食的设计和STZ给药剂量尤为重要[16]。本实验针对T2DM模型构建的一些难点，对恒河猴进行长程高脂饮食，首先诱导出高脂血症恒河猴[17,18]，再进一步诱导出肥胖恒河猴，经过预实验优化筛选出35mg/kg的STZ给药剂量，可成功构建实验性T2DM恒河猴模型。对所构建的T2DM恒河猴模型进行部分临床特征分析，结果显示高脂组和T2DM组的BMI值大于35，相当于人类的重度肥胖程度，说明T2DM组恒河猴具备了肥胖的特征；血脂检测结果表明，高脂组和T2DM组在6个月后就出现了高胆固醇血症和高低密度脂蛋白血症，说明出现了脂代谢紊乱并具有高脂血症的特征；空腹血糖、胰岛素及胰岛素抵抗指数的测定结果表明，在腹腔注射STZ后T2DM组的空腹血糖显著增高到12.98±3.74mmol/L，并具有较好的持续稳定性，这符合T2DM的空腹血糖特征，同时空腹胰岛素也显著增高，虽然在注射STZ后胰岛素水平有一定程度的下降，但仍然维持在高胰岛素血症的水平，这也符合T2DM的高胰岛素血症的特征，另外胰岛素抵抗指数从6个月开始就显著增加，在注射STZ后胰岛素抵抗状态更为明显，这亦符合T2DM的临床特征；口服葡萄糖耐量试验结果表明，经STZ处理的T2DM组的糖耐量严重受损，且空腹血糖高于7mmol/L、2h的血糖水平高于11.1mmol/L，3h还未恢复，符合T2DM的临床诊断标准[19,20,21]；对试验猴进行尿糖检测，发现T2DM组检测到“+”和“++”的尿糖阳性，说明出现了轻度的尿糖症状；对胰腺组织进行HE染色，结果T2DM组的胰岛发生了轻度的损伤和病变，这可能是小剂量的STZ对胰岛β细胞膜的轻度损伤作用所致，并出现了持续高血糖状态。
通过部分临床特征分析，初步说明本次实验已经成功构建了实验性T2DM恒河猴模型，可为课题下一步开展T2DM的靶向基因治疗和T2DM的相关研究提供灵长类动物模型平台。
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