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1型糖尿病小鼠模型中MZB和 FoB细胞的检测 *
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摘要 目的：探究脾脏边缘区 B 细胞（marginal zone B cell，MZB）和滤泡状 B 细胞（folicular B cell，FoB）在链脲佐菌素（strepto-

zocin，STZ）诱导的 1型糖尿病小鼠模型中的频率变化。方法：以 C57BL/6小鼠为研究模型，腹腔注射 STZ 55 mg/kg，连续注射 5

天，建立 1型糖尿病模小鼠模型。选取随机血糖水平≥ 200 mg/dL(11.1 mmol/L)的小鼠视为造模成功。期间观察并记录小鼠摄食、

饮水情况，监测小鼠体重、空腹血糖情况。造模第 4周处死小鼠，随后测定小鼠的糖化血红蛋白(glycated hemoglobin, HbA1c)、谷氨

酸脱羧酶抗体(GAD65)、胰岛素自身抗体(IAA)水平。通过对各组小鼠胰腺进行苏木精 -伊红 (hematoxylin-eosin, H&E)染色、免疫

组化(immunohistochemistry，IHC)观察胰岛形态变化及胰岛素含量。通过流式细胞术，比较各组小鼠脾脏中MZB和 FoB细胞的频

数和表型。结果：与正常对照组小鼠比较，STZ糖尿病模型组小鼠摄食量、饮水量明显增加，体重减轻，随机血糖显著升高，同时

HbA1c水平明显增加(P＜0.0001)，模型组小鼠血浆 GAD65和 IAA水平也明显升高。H&E、IHC结果显示，与正常对照小鼠比较，

STZ糖尿病小鼠胰岛萎缩、呈不规则；胰岛素颗粒数减少。与正常对照组小鼠相比，模型组小鼠脾脏MZB细胞频数增加，差异有

统计学意义(P<0.05)；与正常对照组小鼠相比，模型组小鼠脾脏 FoB细胞频数无统计学差异。结论：STZ诱导的 1型糖尿病小鼠脾

脏中MZB细胞频数升高，FoB细胞频数变化无统计学差异。这些 B淋巴细胞亚群频率失衡可能与 1型糖尿病的发生有关。
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Detection of B Cell Subsets in Type 1 Diabetic Mice*

To explore the frequency change of marginal zone B cell (MZB) and folicular B cell (FoB) in strepto-

zocin-induced type 1 diabetes mouse model. C57BL/6 mice were used as the research model, and STZ 55mg/kg was intraperi-

toneally injected for 5 consecutive days to establish the type 1 diabetes model mouse model. Mice with random blood glucose level ≥

200 mg/dL (11.1 mmol/L) were considered as successful model. During this time, diet and drinking water of the mice as well as the body

weight and fasting blood glucose of the mice were monitored. Four weeks later from the last injection, mice were sacrificed and then

Hemoglobin(HbA1c), glutamic acid decarboxylase(GAD65) antibody and insulin autoantibody (IAA) were measured. Hematoxylin-eosin

(H&E) staining and immunohistochemistry (immunohistochemistry，IHC) showed the islet morphology change and insulin content. The

changes in frequency and phenotype of MZB and FoB in spleen of each group were detected by flow cytometry. Compared with

the normal control group, mice of the STZ diabetes model group showed significantly increased food and water intake but body weight,

at the same time fasting blood glucose and glucose HbA1c (P<0.0001) as well as plasma GAD65 and IAA levels in the model group were

also significantly increased. H&E and IHC showed that the islets of STZ diabetic mice were atrophic and irregular compared with normal

control mice, meanwhile the number of insulin particles decreased. Compared with the control group, the frequency of MZB cells in the

spleen of the model group significantly increased (P<0.05), and there was no statistical difference in the frequency of FoB cells in the

spleen of the model group. The frequency of MZB cells increased in spleen of type 1 diabetic mice induced by STZ, and

there was no statistical difference in the frequency of FoB cells. The frequency imbalance of these B lymphocyte subsets may be related

to the development of type 1 diabetes.
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前言

1型糖尿病（type 1 diabetes mellitus，T1DM）是一类由环境

因素和遗传因素共同作用，严重危害人类健康的慢性代谢类疾

病[1]。因胰岛 茁细胞功能的破坏而引起持续性高血糖，若未及
时治疗会对患者产生严重甚至致命的影响[2]。近几年，T1DM的

发病率逐年递增，由于对其致病机理的相关研究成果尚不成

熟，防治也不完善，因此对研究 T1DM的发病机制建立相应的

动物模型建立研究非常重要[3]。自 1963年首次报道[4]，STZ是对

于实验性糖尿病模型诱导试剂的通用选择，其对实验动物的胰

岛 茁细胞具有高效、针对性的杀伤作用[5]。多次低剂量的注射

的方法可以使啮齿类动物的 茁细胞长期、大量损伤，其诱导的
动物模型所表现出的结构学、功能学以及生物化学方面的病理

改变与人 T1DM非常相似[6]。

T1DM亦被称为自身免疫性糖尿病，提示机体早期出现的

自身反应性 B细胞克隆及其自身抗体谱，如抗 IAA、抗 GAD65

等[7]，进一步证明 T1DM是自身免疫性疾病。B淋巴细胞在糖

尿病的发生、发展中起重要作用。B细胞在脾脏发育，成熟 B细

胞分为 FoB和MZB[8]。FoB循环在血循环中并且存在于次级淋

巴器官的淋巴结中。MZB是一群类固有免疫细胞，主要存在于

脾脏的边缘区，作为机体抵抗血源性病原体的第一道防线，在

糖尿病病人外周血中能够和滤泡型 B细胞、调节性 B细胞等

亚群被检测到[9-10]。研究表明，MZB细胞和 FoB细胞作为重要

的抗原呈递细胞，特别是作为抗原特异性抗原呈递细胞，可以

有效激活 CD4+ T细胞，促进其增殖[10,11]。在自身免疫背景下

MZB细胞首先在 BCR信号和固有免疫信号协同下活化，随后

递呈自身抗原并活化自身反应性 CD4+T 细胞克隆而引起

T1DM[12]，但是具体机目前尚不清楚。本研究采用多次腹腔注射

STZ诱导 C57BL/6小鼠 1型糖尿病，同时检测脾脏中 MZB和

FoB细胞的频率，进一步探讨其在 T1DM发病机制中的作用。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 试剂 STZ(Sigma公司，美国)，血糖仪、血糖试纸(Teru-

mo公司，日本)，IAA试剂盒、GAD65 试剂盒(MyBioSource 公

司，美国)，FITC标记的 anti-mouse CD45抗体、Alexa Fluor 700

标记的 anti-mouse CD3抗体、APC标记的 anti-mouse CD19抗

体、PerCP-Cy5.5标记的 anti-mouse CD21抗体、PE标记的 anti-

mouse CD23抗体(eBioscience公司，美国)，FACS Fortessa流式

细胞仪(BD biosciences公司，美国)。

1.1.2 实验对象 7周龄 C57BL/6雄性小鼠购自上海斯莱克

公司，饲养于上海交通大学医学院无特定病原体 (specific

pathogen free,SPF)级的动物房。室温控制在 20℃左右，相对湿

度(55± 10) %，照明 /黑暗时间为 12 h/12 h，自由饮水。动物处

理流程经上海交通大学医学院医学部伦理委员会认证。

1.2 方法

1.2.1 药品溶液配制 将 STZ溶于 0.1 mol/L、pH 4.5、预冷的

柠檬酸钠缓冲液中，并用 0.22 滋m滤菌器过滤除菌。避光配制，
现配现用。

1.2.2 动物分组 雄性 C57BL/6实验小鼠共 12只，经 1周适

应性饲养后随机分为模型组 6只和正常对照组 6只，两组分笼

饲养。

1.2.3 建立 STZ糖尿病小鼠模型 前期通过小鼠尾静脉采血

测量血糖水平，排除自发高血糖后，造模前 10 h禁食，腹腔注

射预冷且新鲜配制的 STZ溶液(55 mg/kg)。并选取连续 2周空

腹血糖≥ 11.1 mmol/L的小鼠认定为 T1DM小鼠，监测小鼠体

重、血糖动态变化，连续 4周[13]。

1.2.4 小鼠 IAA、GAD65检测 注射 STZ 4周后摘除小鼠眼

球取血 100 滋L，混入抗凝剂，静置 15 min后离心收集血浆。按

照 IAA 和 GAD65 的酶联免疫吸附法 (enzyme linked im-

munosorbent assay, ELISA)试剂盒中操作说明进行操作。

1.2.5 小鼠日常活动状态 观察并记录末次注射 STZ后小鼠

的摄食量、饮水量、尿量、活动情况、精神状态等；每周测定各组

小鼠的体重及空腹血糖水平。

1.2.6 流式细胞仪检测膜表面分子的标记 无菌分离小鼠的

脾脏后制备脾脏单细胞悬液,裂解其中红细胞，再用 PBS缓冲

液冲洗；加入要标记的流式抗体，4℃孵育 30 min；再用 PBS缓

冲液冲洗；最后用 PBS缓冲液重悬细胞，经流式细胞仪 Gal-

liosTM检测分析；应用 FlowJo 7.6软件分析数据。

1.2.7 小鼠胰腺组织 HE染色及胰岛素的免疫组化检测 造

模成功第 4周处死各组小鼠，无菌打开小鼠腹腔取胰腺组织，

4%中性甲醛溶液固定 24 h以上，固定液中取出组织后放于脱

水盒内酒精脱水。石蜡包埋后制作 4 滋m厚度的病理切片，石蜡
切片脱蜡水洗，常规 H&E染色，苏木素染细胞核，伊红染细胞

质，脱水封片后，光镜下观察。另一部分采用 DAB显色剂进行

胰岛素的免疫组化检测。

1.3 统计学分析

应用 SPSS 22.0统计学软件对本文中所得实验数据进行处

理和分析，采用 t检验方法，*P＜0.05为差异有统计学意义，

**P＜0.01，***P＜0.001和 ****P＜0.000 1为有显著统计学意

义差异。

2结果

2.1 STZ诱导的糖尿病小鼠日常活动状态较差

对各组小鼠的综合指标，包括摄食量、饮水量、尿量、活动

情况、精神状态等进行观察后发现，正常对照组小鼠在摄食量、

饮水量、尿量的表现正常；活动灵敏，精神状态佳。模型组小鼠

表现为摄食量和饮水量均明显高于正常对照组，多食（图 1A）

和多饮（图 1A）现象明显，且模型组小鼠笼盒中的垫料湿度比

正常对照组大，可得出多尿症状显著，活动减弱，精神差。见图1。

2.2 STZ诱导的糖尿病小鼠体重减轻，随机血糖水平升高

体重数据显示（图 2A），模型组小鼠的体重随实验天数增

加呈现负增长，正常对照组小鼠的体重增长正常。血糖数据显

示（图 2B），与正常对照小鼠相比，模型组小鼠随机血糖水平显

著升高，同时糖化血红蛋白 HbA1c水平明显增加（P＜0.0001，

图 2C）。据此现象，模型组小鼠的糖尿病 "三多一少 "症状表

型典型。见图 1&2。

2.3 小鼠血浆中 GAD65、IAA抗体水平升高

有研究表明机体自身抗体经潜在增强效应性 T细胞的催

化下，攻击并破坏胰岛 茁细胞发生自身免疫反应，导致 T1DM
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图 1 STZ诱导 T1DM样小鼠模型日摄食量、日饮水量随时间变化

Fig.1 The food intake and water intake of in T1DMmice induced by STZ changed with time

图 2 STZ诱导 T1DM样小鼠模型体重、空腹血糖、糖化血红蛋白变化

Fig.2 The changes in body weight, fasting blood glucose and HbA1c in T1DMmice induced by STZ changed with time

Note: Data are expressed as x± SD, n=6. Compared with the normal group, ****P<0.0001.

的发生[14]。胰岛素自身抗体(IAA)，谷氨酸脱羧酶抗体(GADA)，

胰岛细胞抗体(ICA)，锌转运体 -8抗体 (ZnT8A)蛋白以及酪氨

酸磷酸酶抗体(IA-2A)等是 T1DM的自身抗体。小鼠血浆自身

抗体数据显示，造模后第 4周，模型组小鼠血浆中 GAD65（图

3A）及 IAA（图 3B）抗体浓度明显高于对照组小鼠，组间差异有

统计学意义(P<0.05)。

2.4 STZ诱导的糖尿病小鼠胰岛被破坏

STZ对胰岛细胞具有损伤作用，因此使用 H&E、IHC染色

观察小鼠胰岛及胰岛素颗粒情况。200倍光镜下可见，正常对

照组小鼠的内分泌腺即胰岛呈现圆形或类圆形状态，且形态规

则、分布均匀。模型组小鼠内分泌腺体量明显萎缩，形态表现为

不规则，稀疏分布且个数锐减(图 4A)。以胰岛素抗体标识胰岛

茁细胞进行 IHC染色的结果表现为，胰岛素阳性产物为暗褐色

深染，对照组小鼠胰岛素颗粒均匀分布，暗褐色染色数量正常；

模型组小鼠的胰岛素分泌锐减，暗褐色深染比正常组数量减少

(图 4B)。

2.5 STZ诱导的糖尿病小鼠脾脏MZB细胞比例增加

最近的研究表明在在 T1DM可提呈胰岛自身抗原、且可

能能够启动初始 CD4+T细胞活化的是来源于脾脏 MZB细胞

和 FoB细胞[15]。对此我们采用流式细胞术对小鼠脾脏免疫细胞

进行分析，在本研究中 MZB 表面标记分子为 CD21+CD23-，

FoB表面标记分子为 CD23+CD21-。结果显示，与对照组比较,

模型组脾脏单细胞悬液中MZB细胞比例增加，差异有统计学

意义(P<0.05)；模型组脾脏单细胞悬液中 FoB细胞比例无统计

学差异 (图 5)。

图 3 STZ诱导 T1DM样小鼠模型自身抗体变化

Fig.3 Changes of autoantibodies in T1DMmice induced by STZ

Note: Data are expressed as x± SD, n=6. Compared with the normal group, *P<0.05; **P<0.01.
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图 4 STZ诱导 T1DM样小鼠模型病理变化

Fig.4 Pathological changes of T1DM mice model induced by STZ

Note: Data are expressed as x± SD, n=6. Compared with the normal group, ****P<0.0001.

3 讨论

T1DM属于自身免疫性疾病，其不能合成分泌胰岛素主要

是由于胰岛 茁 细胞产生自身抗体，如 ICA、IAA、GADA、

ZnT8A抗体等[16,17]，这些异常的自身抗体可能会协助自身免疫

系统，进而选择性损伤胰岛 茁细胞，继而引发高血糖表现及 "

三多一少 "等一系列临床症[18]。多种实验动物糖尿病造模方法

中，多次低剂量 STZ注射诱导糖尿病的方法，能引发实验动物

机体对胰岛的自身免疫应答，更接近于人类 T1DM的发病过

程[19]。一分子 STZ包含一个脱氧葡萄糖基团及一个甲基亚硝脲

基团，前者可引导 STZ进入胰岛 茁细胞，而后者是 STZ的细胞

毒性基团[20]。STZ借由葡萄糖转运蛋白 2（GLUT2）大量蓄积于

茁细胞内对其造成损伤[21,22]。实验动物因 茁细胞的广泛破坏与
胰岛素分泌的绝对不足而产生 T1DM[23]，因此成为目前最为理

想的糖尿病模型建立方法。

本研究发现，模型组小鼠表现为多食和多饮现象明显，笼

盒中的垫料湿度比正常对照组大，可得出多尿症状显著；且活

动减弱，精神差。综合小鼠的体重、血糖数据显示，模型组小鼠

较其余正常对照组体重明显下降，空腹血糖与 HbA1c水平显

著升高。模型组小鼠血浆中 GAD65及 IAA抗体浓度明显高于

对照组，表明进展为自身免疫倾向的糖尿病，是诊断 T1DM的

重要指标。模型组小鼠的内分泌腺即胰岛呈现明显萎缩，形态

不规则，分布稀疏且数量减少。免疫组化结果显示模型组小鼠

胰岛中分泌的胰岛素颗粒明显减少。综上提示造模成功，模型

组小鼠符合 T1DM表现。

早期 B细胞耐受性的破坏是小鼠和人类 T1DM进展的关

键[24]。随着自身免疫性疾病研究的深入，MZB和 FoB细胞因且

与糖尿病息息相关从而受到关注[25]。MZB细胞表面的 B细胞

受体（BCR）具有低亲和力和多克隆性特征[26,27]，所以对脂类和

多糖类 T细胞非依赖性抗原（TIAg）表位具有较低的活化阈

值，迅速被活化并上调MHC II类分子和 CD80、CD86等共刺

激分子并迁移到滤泡区作为抗原递呈细胞对同源自身反应性

T细胞提供激活信号参与了蛋白类 T细胞依赖性抗原（TDAg）

表位的激活，所以MZB细胞是机体早期活化的一群免疫效应

细胞，表面特异膜分子为 sIgM，CD21，而低表达 CD23，

CD11b，有别于其他 B细胞亚群[26-28]。且在多种自身免疫性疾病

图 5 流式细胞术对 STZ诱导 T1DM样小鼠模型脾脏MZB、FoB细胞的频率及表型分析

Fig.5 Frequency and phenotype analysis of splenic MZB and FoB cells in STZ-induced T1DM mice by flow cytometry
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如 T1DM，Sjogren综合征（Sjogren Syndrome, SS），狼疮和自身

甲状腺炎等中都发现MZB细胞分化存在缺陷[9,10]。相关分析表

明[10]，与健康人群对比，T1DM患者的 MZB细胞频率增加，胰

岛功能减退，提示MZB细胞可能发挥抗原提呈作用，进一步导

致胰岛萎缩、胰岛功能衰退，提示 MZB在 T1DM中可能发挥

负性致病作用。除人群数据外，动物模型研究表明，连接先天和

适应性免疫反应的MZB细胞在糖尿病模型动物脾脏中增多[29]。

Marino等[29]报道的 T1DM动物模型研究显示 MZB细胞数目

在 NOD鼠中浸润胰腺淋巴结，参与糖尿病的发生发展，MZB细

胞比 FoB细胞更好的激活 CD4+T细胞。糖尿病动物模型显示，

MZB可能是糖尿病发病机制中一个重要的 B细胞亚群[24-31]。本

研究在 STZ诱导 T1DM小鼠模型中观察MZB和 FoB细胞频

率的变化，发现小鼠脾脏MZB细胞比例升高，FoB细胞比例无

统计学差异。由此论证MZB细胞很有可能对 STZ诱导实验性

T1DM 产生了明显的作用，本文为今后探讨 MZB 细胞在

T1DM发病机制中具体起何种作用奠定基础。

综上所述，本研究初步探讨了脾脏 MZB和 FoB细胞在

STZ诱导的 T1DM小鼠模型中的表型及频率，结果发现 STZ

诱导的T1DM小鼠脾脏MZB细胞频率明显增加，但 FoB细胞

频率与正常组小鼠相比没有统计学差异。已有研究报道，MZB

细胞与 T1DM等多种自身免疫性疾病相关，为研究 T1DM发

病机制提供依据。这群变化的脾脏 MZB细胞在 STZ诱导的

T1DM小鼠中究竟发挥了怎么的免疫调节功能，如何参与了糖

尿病的免疫机制，具有广阔的研究前景，也亟需后续实验来进

步一讨论。
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