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单次大剂量对比多次小剂量 STZ 诱导 C57BL / 6J
小鼠糖尿病肾病模型的研究

冷昌龙,皮明山,龚晓康∗

(江汉大学武汉生物医学研究院,武汉　 430000)

　 　 【摘要】 　 目的　 对比研究不同剂量链脲佐菌素(streptozotocin,STZ)联合高糖高脂饮食诱导 C57BL / 6J 小鼠糖

尿病肾病模型的稳定性。 方法　 48 只雄性 C57BL / 6J 小鼠随机分为:对照组(注射等体积柠檬酸缓冲液,12 只),单
次大剂量(150 mg / kg STZ,单次腹腔注射联合高脂高糖,18 只),多次小剂量剂量(50 mg / kg STZ,连续注射 4 d 联合

高脂高糖,18 只)。 检测两种造模方法在空腹血糖( fasting blood glucose,FBG)、饮水量、血脂、24 h 尿蛋白、肾功能

及肾病理等方面的改变。 结果　 注射 STZ 后,单次大剂量组小鼠体重缓慢增加,而多次小剂量组小鼠体重出现负

增长;单次大剂量小鼠 FBG、饮水量在注射 STZ 4 周后达到峰值,24 h 尿蛋白在注射 STZ 6 周后达到峰值,随后逐渐

降低;多次小剂量组 FBG、24 h 尿蛋白及饮水量一直稳定上升并维持在较高水平;实验结束时多次小剂量组小鼠

FBG、24 h 尿蛋白、血清甘油三酯( triglyceride,TG)、总胆固醇( total cholesterol,TC)、低密度脂蛋白( low density
lipoprotein,LDL)、血清肌酐(serum creatinine,Scr)、血清尿素氮(blood urea nitrogen,BUN)、肾脏指数(kidney index,
KI)及肾小球还原糖水平均显著高于单次大剂量组(P<0. 05),且肾病理改变更为明显。 结论 　 多次小剂量注射

STZ 联合高糖高脂饮食建立小鼠糖尿病肾病成模率高、死亡率低、稳定性好,具有人类糖尿病肾病相似的发病过程

和病理特征,是理想的糖尿病肾病造模方法。
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Single high-dose versus multiple low-dose streptozotocin for
inducing diabetic nephropathy in C57BL / 6J mice

LENG Changlong, PI Mingshan, GONG Xiaokang∗

(Wuhan Institute of Biomedical Sciences, Jianghan University, Wuhan 430000, China)

　 　 【Abstract】　 Objective　 To explore the optimal method of producing a streptozotocin-induced diabetic nephropathy
C57BL / 6 mice model by investigating a molded rate of single high-dose and multiple low-dose streptozotocin injections.
Methods　 Male C57BL / 6J mice (n = 48) were randomly divided into three groups: the normal group and two diabetic
nephropathy groups. Mice in one model group (the single high-dose group) were intraperitoneally administered 150 mg / kg
streptozotocin after having a high fat / high sucrose diet. The other model group ( the multiple low-dose group) was
intraperitoneally administered 50 mg / kg streptozotocin for 4 consecutive days after having a high fat / high sucrose diet. The



fasting blood glucose levels, body weight, water intake, 24 h urine protein, renal function and renal pathological changes of
the three groups were measured. Results 　 The body weight of the single high-dose group increased stably after
streptozotocin injection, while the body weight of the multiple low-dose group decreased by inches after streptozotocin
injection. Moreover, the fasting blood glucose levels, water intake and 24 h urine protein increased stably in the multiple
low-dose group from week 2 to week 10. The levels of fasting blood glucose, 24 h urine protein, total cholesterol,
triglycerides, low density lipoprotein, serum creatinine, blood urea nitrogen and kidney / body weight ratio were significantly
higher in the multiple low-dose group than in the single high-dose group (P< 0. 05) and the change in pathology was
apparent. Conclusions　 The multiple low-dose streptozotocin injection protocol is a reasonable method for inducing mouse
diabetic nephropathy.

【Keywords】　 diabetic nephropathy; streptozotocin; high fat / high sucrose diets; C57BL / 6J mice

　 　 糖尿病肾病( diabetic nephropathy,DN)是以蛋

白尿、水肿、高血压和肾功能不全为主要临床表现

的糖尿病并发症,也是引起终末期肾病,导致糖尿

病患者死亡的主要病因之一[1]。 DN 在我国的发病

率呈逐年上升趋势,20% ~ 30%的糖尿病患者会并

发糖尿病肾病,严重影响了患者的生活质量[2]。 目

前对 DN 的研究虽然很多,但其具体的发病机制仍

未完全阐明。 因此,建立一种简单、经济、稳定可

靠,同时病理表现与人类糖尿病肾病类似的动物模

型对于深入研究 DN 的发病机制及新药开发有着非

常重要的意义。 DN 动物模型主要分为诱发型和自

发型[3-4]。 自发型模型大小鼠价格昂贵,对环境要

求高,严重限制了相关研究的开展。 诱发型模型常

用 STZ 进行诱导,造模过程中 STZ 的注射剂量直接

影响动物模型成模率及成模稳定性,但国内外 STZ
造模法中 STZ 剂量选用报道众多,尚存有争议[5-6]。
本研究选取单次大剂量单次注射和多次小剂量连

续注射 STZ 联合高糖高脂饮食建立 DN 模型,对比

观察造模过程中模型的稳定性,旨在探索更为合理

的糖尿病肾病的造模方法。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 6 周龄 SPF 级雄性 C57BL / 6J 小鼠(18 ~ 20) g,
共 48 只,购于北京维通利华公司[SCXK(京)2016-
0006]。 饲养于江汉大学医学院动物实验中心

[SYXK (鄂) 2018-0042],恒温恒湿 (温度: ( 23 ±
2)℃,相对湿度:60% ~ 70%),12 h 明暗交替,动物

自由进食饮水。 本实验通过江汉大学医学院实验

动物伦理审查( IACUC20191210),依据优化、减少、
替代的 3R 原则进行实验设计。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 链脲佐菌素(美国 Sigma 公司),用 pH = 4. 2 的

0. 1 mol / L 柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液在冰浴中配制,
现配现用;安准血糖仪及血糖试纸 (瑞士罗氏公

司);尿蛋白检测试剂盒、血清肌酐检测试剂盒、血
清尿素氮检测试剂盒、总胆固醇检测试剂盒、甘油

三酯检测试剂盒、低密度脂蛋白检测试剂盒由南京

建成生物工程研究所提供;PAS 染色试剂盒(上海

源叶生物);高糖高脂饲料(10%猪油、20%蔗糖、
2. 5%胆固醇、1. 0%胆酸盐、66. 5%普通饲料,江苏

美迪森生物医药有限公司)。 小鼠代谢笼(上海玉

研生 物 ); AU5800 全 自 动 生 化 分 析 仪 ( 美 国

Beckman);MULTISKAN GO 酶标仪(美国 Thermo);
EC 350-1 石蜡包埋机(美国 Thermo);MICROM HM
340E 石蜡切片机(美国 Thermo);BX 51 显微镜(日
本 OLYMPUS)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 糖尿病肾病模型小鼠制备及分组

　 　 小鼠适应性喂养 7 d 后随机分为 3 组,即普通

饲料喂养组(对照组) 12 只,高脂高糖饲料喂养+
STZ 单次大剂量组 18 只,高脂高糖饲料喂养+STZ
多次小剂量组 18 只。 STZ 造模组喂养高脂饲料

4 周后,小鼠禁食不禁水 12 h,随后对照组小鼠腹腔

注射等体积柠檬酸缓冲液;多次小剂量组连续 4 d
腹腔注射 STZ 50 mg / kg,单次大剂量组腹腔注射

STZ 150 mg / kg 一次,STZ 注射 2 h 后给小鼠进食以

防止低血糖。 整个实验期间,STZ 造模组小鼠均采

用高脂高糖饲料喂养。 实验期间,按照动物实验的

3R 原则给予实验动物人道主义关怀。
1. 3. 2　 标本采集及检测　
　 　 注射 STZ 前及注射 STZ 后 2、4、6、8、10 周测量

并记录小鼠体重及饮水量;注射 STZ 前及注射 STZ
后 2、4、6、8、10 周各组小鼠禁食 12 h 后采取剪尾法

测量空腹血糖;注射 STZ 后 2、6、10 周各组小鼠入代

谢笼收集 24 h 尿液,采用考马斯亮蓝法测定 24 h 尿

411 中国比较医学杂志 2021 年 9 月第 31 卷第 9 期　 Chin J Comp Med, September 2021,Vol. 31,No. 9



蛋白含量;注射 STZ 后第 10 周各组小鼠眼眶取血,
2000 r / min 离心取上清,用全自动生化分析仪检测

血清 TC、TG、LDL、Scr 及 BUN,其中 Scr 采用苦味酸

法,BUN 采用脲酶法;小鼠处死后迅速剥离双肾,生
理盐水清洗,滤纸吸干,剥离外包膜后称双肾重量,
采用公式:肾脏指数 = m1 / m2×100%(m1 为小鼠双

肾总重量;m2 为小鼠的体重);将肾置于 10% 中性

福尔马林中固定 24 h,常规脱水、石蜡包埋并切片,
石蜡切片梯度脱蜡至水,蒸馏水洗 2 min,过碘酸溶

液氧化 10 min,流水洗 10 min,希夫(Schiff)试剂染

色 10 min,流水洗 5 min,苏木精染核 2 min,流水冲

洗 10 min,常规脱水、透明、封片、拍照。
1. 4　 统计学方法

　 　 各组数据均采用平均数±标准误(􀭰x±s􀭰x)表示,
采用 Graph Pad Prism 5. 0 软件进行数据分析,组间

比较采用 one-way ANOVA 和 Duncantest 检验方法,
其中 P<0. 05 表示差异显著。

2　 结果

2. 1　 状态观察

　 　 注射 STZ 后,给予小鼠充足饲料及饮水,隔天

更换垫料以保持环境清洁。 STZ 注射 72 h 后,单次

大剂量注射组及多次小剂量注射组小鼠均出现多

饮、多食、多尿情况。 STZ 注射后第 4 周和第 5 周,
单次大剂量组小鼠均死亡 1 只。 到实验结束时,单
次大剂量组共死亡小鼠 2 只,而对照组和多次小剂

量组无小鼠死亡。
2. 2　 小鼠体重变化　
　 　 实验期间,单次大剂量组小鼠体重缓慢增加,
而多次小剂量组小鼠体重出现负增长 ,注射 STZ 10
周后多次小剂量组小鼠体重显著低于对照组和单

次大剂量组(P<0. 05),见图 1。
2. 3　 小鼠空腹血糖变化　
　 　 注射 STZ 后,单次大剂量组空腹血糖迅速升

高,在第 4 周达到峰值,且显著高于阴对照组及多次

小剂量组(P<0. 001,P<0. 05),但此后呈逐渐降低

的趋势;多次小剂量组空腹血糖持续升高并保持稳

定在较高水平至实验结束,在注射 STZ 后的第 8 ~
10 周,多次小剂量组空腹血糖显著高于单次大剂量

组(P<0. 01),见图 2。
2. 4　 小鼠饮水量变化

　 　 注射 STZ 后,单次大剂量组小鼠饮水量迅速增

加,在第 4 周后达到峰值,且显著高于对照组及多次

小剂量组(P<0. 001, P<0. 05),随后有所降低,但仍

显著高于正常对照(P<0. 001)。 注射 STZ 后多次

小剂量组饮水量持续升高并保持稳定至实验结束,
在第 8 ~ 10 周时,显著高于单次大剂量组 ( P <
0. 01),见图 3。

注:与对照组相比,∗ P<0. 05;与单次大剂量组相比,#P
<0. 05。

图 1　 各组小鼠建模前后体重的变化(􀭰x±s􀭰x)
Note. Compared with the control group, ∗P<0. 05.

Compared with the single high-dose group,#P<0. 05.

Figure 1　 Change of body weight in each group
before and after modeling

注:与对照组相比,∗∗∗P<0. 001;与单次大剂量组相比,# P<

0. 05,##P<0. 01。

图 2　 各组小鼠建模前后空腹血糖的变化(􀭰x±s􀭰x)
Note. Compared with the control group, ∗∗∗P<0. 001. Compared

with the single high-dose group, #P<0. 05, ##P<0. 01.

Figure 2　 Change of fasting blood glucose in each
group before and after modeling

2. 5　 小鼠 24 h 尿蛋白变化

　 　 STZ 注射后的第 2、6 周,与对照组相比,单次大

剂量组和多次小剂量组的 24 h 尿蛋白含量显著升

高,差异具有统计学意义(P<0. 001),但造模组之间

差异无统计学意义(P>0. 05)。 第 10 周时,单次大

剂量组 24 h 尿蛋白有所降低,且显著低于多次小剂

量组(P<0. 001),见图 4。
2. 6　 各组小鼠血清 TC、TG 及 LDL 比较　
　 　 STZ 注射 10 周后,与正常对照组比较,多次小

剂量组血清 TC、TG 及 LDL 水平均显著升高,差异
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有统计学意义(P<0. 001)。 相较对照组,单次大剂

量组血清 TC 及 LDL 水平显著升高,差异有统计学

意义(P<0. 001),两组间 TG 水平无显著性差异(P>
0. 05)。 多次小剂量组血清 TG 水平显著高于单次

大剂量组(P<0. 001),见表 1。
2. 7　 各组小鼠血清肾功能及肾脏指数比较　
　 　 STZ 注射 10 周后,与正常对照组相比,多次小

剂量组血清尿素氮、血清肌酐及肾脏指数显著升高

(P<0. 001)。 与正常对照组相比,单次大剂量组血

清尿素氮及肾脏指数显著升高 ( P < 0. 001, P <
0. 05),血清肌酐无显著性差异(P>0. 05)。 多次小

剂量组血清肌酐及肾脏指数显著高于单次大剂量

组(P<0. 001,P<0. 01),见表 2。

注:与对照组相比,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001;与单次大剂量组相

比,#P<0. 05,##P<0. 01。

图 3　 各组小鼠 24 h 饮水量的变化(􀭰x±s􀭰x)
Note. Compared with the control group, ∗∗P<0. 01, ∗∗∗P<0. 001.

Compared with the single high-dose group,#P<0. 05, ##P<0. 01.

Figure 3　 Change of water intake in each group

表 1　 各组小鼠血清 TC、TG 及 LDL 水平比较(􀭰x±s􀭰x)
Table 1　 Comparion of serum TC, TG and LDL in each group

组别
Groups n

甘油三酯
(mmol / L)

TG

胆固醇
(mmol / L)

TC

低密度脂蛋白
(mmol / L)

LDL

对照组
Control 12 3. 54±0. 08 1. 12±0. 06 1. 25±0. 04

多次小剂量组
Multiple low-dose 18 6. 86±0. 38∗∗∗ 2. 04±0. 25∗∗∗### 2. 63±0. 14∗∗∗

单次大剂量组
Single high-dose 16 6. 25±0. 43∗∗∗ 1. 29±0. 15 2. 29±0. 15∗∗∗

注:与对照组相比,∗∗∗P<0. 001;与单次大剂量组相比,###P<0. 001。
Note. Compared with the control group, ∗∗∗P<0. 001. Compared with the
single high-dose group,###P<0. 001.

2. 8　 各组小鼠肾病理的变化　
　 　 为检测小鼠肾中的还原糖水平,对各组小鼠的

肾进行 PAS 染色。 与对照组相比,两种剂量组小鼠

肾小球系膜细胞增生,系膜基质增多,且肾小球着

色明显增多,还原糖水平显著高于对照组 ( P <
0. 001)。 两种剂量组比较,发现多次小剂量组还原

糖的累积显著高于单次大剂量组(P<0. 001),表明

多次小剂量组肾小球损伤更为显著,见图 5。

注:与对照组相比,∗P<0. 05,∗∗∗P<0. 001;与单次大剂量组相

比,###P<0. 001。

图 4　 各组小鼠 24 h 尿蛋白的变化(􀭰x±s􀭰x)
Note. Compared with the control group, ∗P<0. 05, ∗∗∗P<0. 001.

Compared with the single high-dose group,###P<0. 001.

Figure 4　 Change of 24 h urine protein in each group

表 2　 各组小鼠肾功能及肾脏指数比较(􀭰x±s􀭰x)
Table 2　 Comparion of kidney function and kidney

index in each group

组别
Groups n

血清尿素氮
(mmol / L)

BUN

血清肌酐
(mmol / L)

Scr

肾脏指数
(%)
KI

对照组
Control 12 21. 19± 0. 85 19. 95±3. 01 1. 20±0. 04

多次小剂量组
Multiple low-dose 18 29. 43±0. 91∗∗∗ 77. 51±13. 84∗∗∗### 1. 69±0. 18∗∗∗##

单次大剂量组
Single high-dose 16 27. 37±1. 30∗∗∗ 31. 80±6. 25 1. 42±0. 04∗

注:与对照组相比,∗P < 0. 05,∗∗∗P < 0. 001;与单次大剂量组相比,
##P<0. 01,###P<0. 001。
Note. Compared with the control group, ∗P<0. 05, ∗∗∗P<0. 001.
Compared with the single high-dose group,##P<0. 01, ###P<0. 001.

3　 讨论

　 　 目前 DN 动物模型的建立方法主要分为自发性

模型[7]和诱发性模型[8]。 自发性 DN 模型由于其存

在遗传因素作用,糖尿病肾病的产生与临床患者更

为相似,但是相较于普通诱导鼠类模型的获得渠道

更为狭窄,价格较高,制约了其在 DN 研究中的广泛

使用。 诱发性 DN 模型采用腹腔或尾静脉注射一定

剂量 STZ,从而特异性损伤胰岛 β 细胞[9],使胰岛素

分泌不足,模拟糖尿病的发生,在此基础上继续喂

养 4 ~ 8 周,可出现 DN 早期症状。 脂代谢紊乱是
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注:A:对照组;B:STZ 多次小剂量组;C:STZ 单次大剂量组;D:肾小球胶原面积百分比统计。 与对照组相比,∗∗∗P<0. 001;与单次大剂量组

相比,###P<0. 001。

图 5　 各组小鼠肾形态变化(PAS)
Note. A, Control group. B, Multiple low dose group. C, single high-dose group. D, Statistical results of the PAS staining. Compared with the control

group, ∗∗∗P<0. 001. Compared with the single high-dose group,###P<0. 001.

Figure 5　 Histological observation of kidney tissues in each group

DN 重要危险因素之一,芝敏等[10] 比较不同饮食结

构建立 2 型糖尿病肾病大鼠模型时发现,高糖高脂

可导致糖尿病肾病大鼠更为明显的高血压和更加

严重的微量白蛋白尿,且易导致肾小球硬化,病理

损害相对较重。 C57BL / 6J 小鼠是有腹部肥胖和 2
型糖尿病基因倾向的近交系小鼠,具有 ob / ob 遗传

背景,对脂肪诱导血糖升高较敏感[11-12]。 因此,本
研究以 C57BL / 6J 小鼠作为研究对象,首先利用高

糖高脂饮食诱导出胰岛素抵抗,然后注射 STZ 引起

β 细胞受损并诱发形成糖尿病模型,在此基础上继

续喂养高脂高糖饲料,大大缩短了 DN 的造模时间。
已有研究表明 STZ 的剂量与胰岛的损伤程度呈明

显的正相关[13-14],STZ 剂量过大则小鼠易死亡[15],
剂量过小则成模率低[16]。 本研究选择150 mg / kg、
50 mg / kg STZ 分别进行单次大剂量腹腔注射及多

次连续小剂量腹腔注射建立 DN 模型。 结果显示两

种处理方式均能使模型组小鼠出现尿量增多、饮水

量增多,体重下降等糖尿病症状。 单次大剂量组和

多次小剂量组在 STZ 注射后的第 4 周空腹血糖分别

为 20. 54 mmol / L 和 15. 64 mmol / L,10 周时血糖分

别为 13. 75 mmol / L 和 18. 30 mmol / L。 这些结果说

明单次大剂量 STZ 注射可使小鼠的血糖水平快速

升高,但稳定性较差,随着实验的进行,血糖水平会

有所恢复;而多次小剂量 STZ 注射组小鼠的血糖水

平升高缓慢,但持续上升,并一直维持在较高水平。
蛋白尿的出现是肾受累的明显特征,表明了糖

尿病的并发症—糖尿病肾病的产生[17]。 实验中,对
小鼠 24 h 尿蛋白量进行动态监测发现,注射 STZ
后,单次大剂量组 24 h 尿蛋白持续上升至第 6 周后

开始下降,而多次小剂量组小鼠尿蛋白持续升高,
在第 10 周多次小剂量组 24 h 尿蛋白显著高于单次

大剂量组。 造模 10 周后,多次小剂量组血清肌酐水

平及肾脏指数均高于单次大剂量组,表明多次小剂

量组小鼠肾功能损伤更为显著。 基质增生和间质

纤维化是糖尿病肾病进展的主要病理特征[18]。 肾

PAS 染色显示,单次大剂量组肾小球系膜轻度增

生,细胞外基质增多,改变不够典型,而多次小剂量

组组肾已出现典型病理改变: 系膜区明显扩张甚至
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弥漫性系膜硬化、系膜细胞增生及细胞外基质显著

增多,肾小球、肾小管基底膜增厚。 根据 Mogensen
对 DN 分期标准[19],单次大剂量组小鼠至少到达

DN 的Ⅱ期,多次小剂量组小鼠达 DN 的Ⅲ期。 上述

结果表明,相比于单次大剂量注射 STZ,多次小剂量

注射 STZ 对 C57BL / 6J 小鼠造成的肾损伤更为

明显。
综上所述,实验结果表明单次大剂量和多次小

剂量注射 STZ 的方法均能诱发 C57BL / 6J 小鼠 DN。
单次大剂量注射与多次小剂量注射方法相比,操作

简单,用药量小,但对小鼠的毒性较大,死亡率较

高,成模率较低,血糖水平波动幅度大,有些小鼠可

逐渐恢复至正常血糖水平。 多次小剂量连续注射

STZ 联合高糖高脂饮食,小鼠死亡率低,血糖稳定,
肾病理改变典型,是理想的 DN 造模方法。
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