肥胖症及其并发症动物模型的研究进展与评价
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摘  要：随着社会的发展，近年来肥胖症的发病率逐年增高，已严重的危害了公共健康安全，已经成为是内分泌领域研究的热点。与此同时，肥胖也是导致多种代谢性疾病，如代谢综合征、糖尿病前期、高血压及、多囊卵巢综合征等疾病的重要病因，但肥胖发病病因和机制尚未完全明确，关于肥胖的中西医基础研究仍需广泛开展。本文将全面总结肥胖症及其并发症的动物模型，并结合中医证候与西医机制阐述模型原理，评价其优劣性，为肥胖症的相关实验研究选择合理的动物模型提供参考。
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Abstract: With the development of society, the incidence of obesity has increased year by year in recent years, which has seriously jeopardized public health and safety, and ihas been a hot spot in the field of endocrine research. At the same time, obesity is also an important cause of a variety of metabolic diseases, such as metabolic syndrome, pre-diabetes, hypertension and, polycystic ovary syndrome and other diseases, but the etiology and mechanism of obesity have not been completely clear, and basic research on obesity of traditional Chinese and wWestern medicine still needs to be widely carried out. In this paper, animal models of obesity and its complications will be comprehensively summarized, and the model principles will be elaborated in combination with TCM syndromes and western medicine mechanisms,  andto evaluate their merits and demerits, so as to provide references for the selection of reasonable animal models for relevant experimental studies of obesity.
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肥胖（Oobesity）是能量摄入和能量消耗失衡导致脂肪过量沉积的一种多因素慢性疾病，同时也是许多慢性疾病发生的主要病因。流行病学调查显示，我国成年人患有肥胖症的比例超过50%，青少年患有肥胖症的比例超过20%，预计到2030年中国肥胖症患病率将达到61%[1]。我国肥胖率与增长速度均处于全球首位，现在已成为全球患有肥胖症人数最多的国家。目前肥胖症的发病机制尚未完全明确，主要与遗传[2]、生活环境、疾病、药物等相互作用有关。本病不仅表现为体重增加，同时也会并发多种疾病，如高血压、糖尿病、心血管疾病、脂肪肝、生殖功能障碍、代谢综合征、某些癌症等[3]。因此，需要建立安全便捷、可重复性与再现性高、符合实际临床症状的动物模型来探索本病的发病机制。本文将整理分析肥胖症、肥胖相关并发症以及中医证候动物模型的造模方法、模型评价等方面，为今后肥胖症及其并发症实验研究动物模型选择提供参考。

1  发病机制研究
1.1  中西医发病机制
[bookmark: _Hlk173682197]肥胖发病受遗传、神经内分泌状态、环境等多因素影响。基因遗传与生活环境之间的相互作用密切影响着表观基因组，同时共同促进了肥胖及其相关并发症发生、发展[4]。肥胖相关基因的表达影响着食欲、胰岛素抵抗、脂肪分布以及炎症等发病的各个环节[5]。环境因素是肥胖发生的首要外部因素，如高能量饮食摄入，静坐的生活方式等是导致肥胖症发病率增长的始作俑者。一些神经内分泌系统的疾病，例如甲状腺功能减退症、多囊卵巢综合征等，以及部分激素类、抗抑郁类等药物的使用均会导致肥胖症的形成[6]。中医对本病的认识有着悠久的历史，《黄帝内经》对肥胖有了初步的描述和分型，将肥胖症分为““膏人，皮缓，纵腹垂腴；脂人，腘肉坚，皮满，虽脂不能大；肉人，身体容大，皮肉不相离。，””，并将其作为肥胖分型的判别标准[7]。肥胖症的病理性质有虚实之分，本虚多为脾肾阳虚，或兼心肺气虚；标实为痰湿膏脂内停，或兼水湿、血瘀、气滞、郁热等。主要病位在脾与肌肉，与肾关系密切。膏阻气机，壅滞脏腑，浊入血液，而生痰瘀，浊邪化热而生肥胖。不同的证候会有不同的临床表现，治则方向也不同，不同的发病机制所致肥胖类型也大相径庭，因此，根据证型和发病机制而进行选择模型会使实验研究更加科学合理。
1.2  肥胖症并发症中西医发病机制的研究
2016年美国医师协会指南首次提出肥胖症并发症16种[8]。一类并发症与代谢异常相关，主要为代谢综合征、糖尿病前期及糖尿病、非酒精性脂肪性肝病等；另一类与内脏脂肪沉积相关其他脏器并发症，如睡眠呼吸睡眠暂停、压力性尿失禁、反流性食管炎等。
1.2.1  肥胖相关代谢异常并发症
肥胖症为代谢综合征（Metabolic syndrome，MS）发病的源头，胰岛素抵抗（IR）为MS的主要发病机制。肥胖症患者体内脂联素增加，促进肌肉对于脂肪酸的摄取，升高血清中游离脂肪酸（Free fatty acid，FFA）以及甘油三酯（Triglyceride，TG），并引发胰岛素抵抗。同时，过量的脂肪细胞堆积，释放出各种内分泌激素、细胞因子及趋化因子，表达多种巨噬细胞蛋白，刺激人体长期处于低度微炎性反应持续状态[9]，导致胰岛β细胞功能下降诱发血糖升高。与此同时，肝脏、心脏、胰岛等重要脏器内脏脂肪的沉积增多，影响脂质代谢及脏器功能。肝脏中脂肪细胞诱导产生的炎症因子，例如，N-甲基-D-天冬氨酸受体等，下调信号分子通路影响着血脂含量的异常[10]，脂肪细胞促进脂联素的合成与分泌，HMG-CoA还原酶的表达减少，造成血中胆固醇升高。肥胖所致高胰岛素血症通过诱导类固醇生成酶促使促黄体生成素分泌增加，促进卵巢雄激素的生成，减少性激素结合球蛋白的产生与雄激素过量，形成多囊卵巢综合征（Polycystic ovary syndrome，PCOS）[11]。
《素问··奇病论》曰：““其人必数食甘美而多肥也，肥者令人内热，甘者令人中满，故其上溢，转为消渴。””患者过食膏粱厚味，日久食积于中焦，水谷精微不能运化转输而化为痰湿，聚为膏脂，若脾胃不及，壅积不消，食积痰气郁滞，郁而化热，伤及津液，形成消渴；痰湿壅积于肝络，肝络不通，引起肝胁疼痛；肝气失于疏泄，影响着膏脂的散布，由于患者体内水谷精微运化失常变为浊脂，使膏脂流聚于脉中；痰湿阻滞气机，气机受阻形成血瘀，痰瘀同阻于冲任，在胞宫形成癥瘕；气机阻滞，升降失常，痰湿郁积，清气不升，血运失常，日久脉管弹性减弱收缩。
1.2.2  肥胖相关内脏脂肪沉积其他脏器并发症
机体在肥胖状态下，过多的脂肪组织导致某些脂肪因子发生改变从而引起气道高反应性及全身炎症，并且呼吸道的咽部脂肪沉积会导致睡眠期间呼吸窘迫[12]。同时有研究表明，肥胖患者体内瘦素升高，其瘦素水平的高低与哮喘症状严重程度[13]、阻塞性睡眠呼吸暂停综合征（Obstructive sleep apnea syndrome，OSAS）发生频率均呈正相关。脂肪中的巨噬细胞慢性间接性缺氧影响靶细胞，导致炎症标志物增加、呼吸道间歇性阻塞，在早期会表现出中性粒细胞气道炎症，进一步加强OSAS的症状。脂肪组织中的外泌体会加速软骨细胞的分解，降低其合成，加速关节软骨的蜕变[14]，同时关节负荷加重，导致关节磨损，引起骨关节炎[15]。长期进食高热量食物使肥胖患者腹腔压力的升高、食管下括约肌松弛及粘膜屏障功能减退，推动食物反流[16]。腹腔内脂肪储积过多，膀胱受收到挤压，导致压力性尿失禁。
《素问··通评虚实论》曰：““肥贵人则膏梁之疾也。””肥胖患者水谷精微停聚于中焦，脾胃升降失调，清气不升，气逆上冲动膈引发反酸；痰湿阻滞气道，蒙蔽于上出现痰浊蕴肺，引发哮喘、鼾症等；痰湿、气血郁滞于关节处则会引发痹症；肥胖日久，脾肾亏虚，膀胱不约，水液无制则生遗溺。
2  肥胖症的造模
2.1  模型动物选择
1966年，Jackson实验室在近交系小鼠C57BL/Ks中发现了db单隐形突变基因。这种小鼠刚出生不久就表现出多食，肥胖及血糖升高等特点。1994年Jeffrey Friedman和他的同事在ob/ob基因突变小鼠中发现了瘦素基因，并确定瘦素基因缺陷是导致动物肥胖的原因之一。在动物模型中斑马鱼、果蝇等非哺乳动物很少作为肥胖实验动物模型。猪由于在解剖结构、脂肪分布和肥胖倾向性等方面与人类高度相似，成为了研究肥胖症的模型之一。在各类动物中鼠类是一个理想的肥胖动物模型，它具有与人类相似的遗传和发育特点，其实验操作易于处理，繁殖和维持成本低，基因操作较为普及，所以在肥胖症的研究模型中大多使用鼠类。
2.2  造模方式
2.2.1  食物诱导
[bookmark: _Hlk192969951]食物诱导的肥胖模型是通过改变饮食结构来诱导动物肥胖，是当前使用最为频繁的肥胖症造模方法。根据食物中糖、脂肪和蛋白质提供能量的比例不同，可将食物分为三类：高糖、高脂和高蛋白食物。针对于单纯性肥胖的研究大多选择高脂饮食进行食物诱导造模。研究发现，将饲料中脂肪含量提高到20%-40%可以促进小鼠或大鼠体重增加与脂肪蓄积[17]。所以在特制肥胖造模饲料中，脂肪含量占比20%-40%，碳水化合物含量占比20%-40%，蛋白质含量占比10%-20%，再加入少许纤维素、灰分等，总热量为4.5-5.5 kKcal/g。一般高脂组大鼠体质量超过普通饲料喂养的大鼠体质量的20%即为造模成功，大鼠在高脂喂养后2-4周体重明显增加，16-20周达到体重巅峰。
其优势在于：（1）①模拟度高：与肥胖的产生机制较为接近，能够较好地反映肥胖的进程。（2）②操作简便：只需调整饲料成分即可实现。局限性在于：耗时较长：建立一个稳定的肥胖模型需要较长时间，通常为4周-3个月不等。
2.2.2  药物诱导
药物诱导造模目前现在大致为谷氨酸钠（ Monosodium glutamate，MSG）诱导、精神抑制药物诱导、金硫葡萄糖（Gold thioglucose，GTG）诱导、地塞米松（Dexamethasone，DXMS）诱导等（图1）。
[bookmark: OLE_LINK7][bookmark: OLE_LINK6]谷氨酸钠（MSG）诱导的肥胖模型是通过皮下注射MSG选择性损伤下丘脑弓状核神经元，破坏环瘦素-黑皮质素信号通路，引发中枢性代谢紊乱和病理性肥胖[18]。诱导肥胖的精神抑制药有氯丙嗪、奥氮平等[19]，典型抗精神病药物如氯丙嗪通过调控脂肪组织β-肾上腺素能等受体活性，增强脂质合成酶系表达；非典型药物奥氮平则通过抑制脂肪细胞cAMP-PKA信号通路，促进前脂肪细胞分化和脂质蓄积。金硫葡萄糖（GTG）通过血脑屏障作用于下丘脑腹内侧核，可能会导致损伤下丘脑腹内侧核，诱导神经元坏死导致摄食调控失衡，但GTG价格昂贵且存在计量依赖性细胞毒性，用量过大会导致小鼠的死亡[20]，所以实验中很少使用。地塞米松（DXMS）通过激活SGK1/FOXO3信号轴，引发中枢性食欲亢进[21]、诱导棕色脂肪组织白色样变，并通过GR/PPARγ通路增强脂质合成酶活性，同时抑制激素敏感性脂肪酶介导的脂解作用。
[bookmark: _Hlk192968155]药物诱导的其优势在于：（1）①快速有效：可以在短时间内诱导出肥胖症。（2）②可重复性强：药物剂量和给药方式容易控制。局限性在于：①（1）副作用大：药物可能对动物产生不良影响，影响实验结果的可靠性。②（2）机制复杂：药物作用机制较为复杂，可能对后续相关研究造成影响，影响实验结果。

[image: ]
图1  药物诱导对于下丘脑、脂肪的作用机制
Fig. 1  The mechanism of drug-induced effects on the hypothalamus and fat
注：A：MSG、GTG、DXMS诱导对于下丘脑作用机制。B：氯丙嗪、奥氮平、DXMS对于脂肪的作用机制。
A: The mechanism of action of MSG, GTG, and DXMS on the hypothalamus. B: The mechanism of action of chlorpromazine, olanzapine, and DXMS on fat.
2.2.3  手术诱导
[bookmark: OLE_LINK12]手术诱导造模大多选择双侧卵巢切除法。研究表明[22]，卵巢中分泌的一种性激素E2和瘦素信号通路之间共同参与体重调控、饮食摄入及能量消耗。E2也可以增加机体对瘦素的敏感性，若将卵巢切除后，体内瘦素受体b（Leptin receptor b，LepRb）和雌激素受体α（Estrogen receptor α，Erα）的表达可能会发生变化，并逐渐减少大脑中性激素与瘦素之间的相互作用，引起体内的血脂代谢紊乱与脂肪在体内的大量沉积。
[bookmark: _Hlk192968292]其优势在于：模拟度高，：造模后的小鼠与女性绝经后肥胖的机制接近，能够很好的模拟出此类人群肥胖的进程。局限性在于：操作难度大，模拟机制局限，模型易死亡。
2.2.4  基因缺陷
基因缺陷型小鼠大多分为：（1）①瘦素-胰岛素信号通路缺陷型：ob/ob小鼠、db/db小鼠、Zucker大鼠。ob/ob小鼠下丘脑弓状核神经元瘦素受体信号失活，引起神经肽Y表达上调，导致中枢性食欲亢进；db/db小鼠基因突变引发瘦素抵抗综合征，表现为高瘦素血症加重胰岛素信号传导障碍；Zucker大鼠fa/fa基因突变导致脂肪细胞脂质摄取异常和瘦素受体功能受损，表现出高胰岛素血症和脂肪组织胰岛素抵抗指数升高。（2）②黑皮质素系统缺陷型：POMC-KO小鼠的前黑素皮质素基因敲除导致α-MSH合成缺失，会出现摄食量增加与能量消耗降低。（3）③多基因缺陷型：KK小鼠、OLETF大鼠等。KK小鼠多基因突变，β细胞功能进行性衰退，表现出糖耐量异常；OLETF大鼠饱腹感信号传导障碍，具有迟发性肥胖特征。	Comment by Charleen: 补充中英文全称
利用基因缺陷造模的其优势在于：（1）①精确性高：能够直接研究特定基因在肥胖中的作用。（2）②稳定性好：基因突变后的动物肥胖状态较为稳定，适合长期观察。局限性在于：①（1）适用范围有限：仅适用于特定基因突变的机制研究，不能全面覆盖所有机制的肥胖类型。（2）②成本高：采购基因缺陷小鼠的成本较高，增加了实验成本。

表1  肥胖动物模型造模方法及其优势与局限性	Comment by Charleen: 未在文中引用
Table 1  Methods for establishing obesity animal models and their advantages and limitations
	造模法
	模型动物
	造模时长
	造模干预手段
	优势及局限性

	食物诱导
	C57BL/6N小鼠
	高脂饮食诱导10周[23]
	未说明具体配方。
	优势：（1）①模拟度高：与肥胖的产生机制较为接近，能够较好地反映肥胖的进程。（2）②操作简便：只需调整饲料成分即可实现。
局限性：耗时较长：建立一个稳定的肥胖模型需要较长时间，通常为4周-3个月不等。

	
	C57BL/6J小鼠
	高脂饮食诱导12周[24]
	未说明具体配方。碳水化合物20%、脂肪60%、蛋白20%，总热量5.24 Kkcal/g。
	

	
	SD大鼠
	高脂饮食诱导7周[25]
	基础饲料79%、高胆固醇动物油脂10%、胆固醇10%、胆盐1%。
	

	
	昆明小鼠
	高脂饮食诱导10周[26]
	基础饲料68.5%、猪油10%、白砂糖15%、胆固醇2%、氯化钠4%、胆酸钠0.5%。
	

	药物诱导
	BALB/c幼鼠
	皮下注射MSG 7天[26]
	乳鼠出生后第2～-8天，皮下注射MSG 3 mg/lL，饲养至12周。	Comment by Charleen: 核实单位
	优势：（1）①快速有效：可以在短时间内诱导出肥胖症。（2）②可重复性强：药物剂量和给药方式容易控制。
局限性：（1）①副作用大：药物可能对动物产生不良影响，影响实验结果的可靠性。（②2）机制复杂：药物作用机制较为复杂，可能对后续相关研究造成影响，影响实验结果。

	
	昆明乳鼠
	皮下注射MSG5天[27]
	小鼠出生当天起,模型组颈部皮下注射10% L-谷氨酸钠3 mg/（g··d）连续5天，饲养至8周。
	

	
	昆明小鼠
	皮下一次性注射氯丙嗪[28]
	适应性喂养2天，模型组即一次性腹腔注射氯丙嗪4 mg/kg并在实验期间予基础饲料，连续15天。
	

	[bookmark: _Hlk192756072]
	C57BL/6J小鼠
	奥氮平灌胃12周[29]
	每日3 mg/kg的剂量灌胃奥氮平溶液，自由摄食，连续12周。
	

	
	C57BL/6J小鼠
	皮下一次性注射GTG[20]
	一次性腹腔皮下注射0.5mg/（g··d）GTG
	

	
	ICR小鼠
	口服DXMS 13天[30]
	口服溶解在无菌水中1 mg/L DXMS 13天
	

	手术诱导
	Wistar大鼠
	行双侧卵巢切除手术[31]
	术前禁食12 h，0.3%戊巴比妥钠溶液(（1 mL/kg）)腹腔注射麻醉大鼠，无菌操作行双侧卵巢切除术。
	优势：模拟度高：与女性绝经后肥胖的机制接近，能够很好的模拟出此类人群肥胖的进程。
局限性：操作难度大，模拟机制局限，模型容易死亡。

	基因缺陷
	ob/ob肥胖小鼠、db/db肥胖小鼠、Zucker大鼠、POMC-KO小鼠、KK小鼠、OLETF大鼠等
	无
	无
	优势：（1）①精确性高：能够直接研究特定基因在肥胖中的作用。；（2）②稳定性好：基因突变后的动物肥胖状态较为稳定，适合长期观察。
局限性：（1）①适用范围有限：仅适用于特定基因突变的机制研究，不能全面覆盖所有机制的肥胖类型。；（2）②成本高：采购基因缺陷小鼠的成本较高，增加了实验成本。；（3）③饲养条件要求高。



3  肥胖症并发症的造模方法
3.1  基因缺陷
[bookmark: OLE_LINK13]C57BL/6J小鼠、柏林肥胖小鼠近交系（BFMI）小鼠、自发性高血压大鼠（SHR）及Zucker大鼠用于肥胖并发代谢综合征、糖尿病前期与糖尿病的实验研究。C57BL/6J小鼠由于ob基因突变而患有肥胖症，通过注射重组OB蛋白，可以降低小鼠的体重、体质百分比、食物摄入量及血清中葡萄糖和胰岛素浓度，进而影响代谢和食欲来调节体重和脂肪储存，而且此类小鼠在高脂饮食下同样可以表现出明显的肝脏脂肪变性和炎症[32]。柏林肥胖小鼠近交系（BFMI）小鼠脂肪细胞中特异性IGF-I消融会改变体内血糖的代谢，会表现出肥胖并发代谢综合征、高瘦素血症及低脂联素血症[33]。自发性高血压大鼠（SHR）通过选择性喂食高热量食物会表现出代谢综合征的症状[34]。在Zucker大鼠中，ZDF（(fa/fa）)大鼠[35-,36]在肥胖模型及并发症的研究应用更为广泛。MRK小鼠为骨骼肌胰岛素样生长因子-1受体功能缺失小鼠可以表现出糖尿病症状[37]。ob/ob小鼠和db/db小鼠由于基因问题，可以自发表现出非酒精性脂肪肝的症状[38]。	Comment by Charleen: 补充中英文全称	Comment by Charleen: 补充中英文全称	Comment by Charleen: 补充中英文全称
3.2  食物诱导
KK-Ay小鼠、SD大鼠通过高脂饮食诱导可以显著提高其体重、血脂水平[39]，并能出现胰岛素抵抗及动脉肥大和肾功能受损等高血压症状[40]。高脂饮食结合脱氢表雄酮（DHEA）注射可以诱导小鼠出现类似PCOS的特征[41-43]，通过观察卵泡闭锁增多、颗粒细胞数减少以及无排卵现象来确认卵巢的多囊样改变[44]。Amylin饮食诱导C57BL/6小鼠能更好地模拟出肥胖并发非酒精性脂肪肝[45]。	Comment by Charleen: 补充中英文全称	Comment by Charleen: 补充英文全称
3.3  药物诱导
通过药物注射诱导的肥胖并发症小鼠模型中，链脲佐菌素（STZ）注射小鼠模型，通过破坏胰岛β细胞增加血糖水平，但较特殊的是在这类小鼠模型中性别也是一个重要因素，DIO-STZ模型雌性小鼠比雄性小鼠更容易受到STZ的影响，表现出更严重的糖尿病症状甚至血管病变[46]。使用来曲唑或双氢睾酮（DHT）会有效诱导大鼠产生PCOS相关的生殖功能和代谢异常[47]。四氯化碳（CCl4）诱导小鼠肝损伤和炎症发展为非酒精性脂肪肝。	Comment by Charleen: 补充中英文全称	Comment by Charleen: 补充中英文全称	Comment by Charleen: 补充中英文全称

表2  肥胖并发症动物模型造模方法	Comment by Charleen: 未在文中引用
Table 2  Method for establishing animal models of obesity-related complications
	肥胖并发疾病类型
	模型动物	Comment by Charleen: 前文未出现过的简称请补充中英文全称
	造模干预方法

	[bookmark: _Hlk193048230]代谢综合征
	C57BL/6J小鼠、BFMI小鼠、11β HSD-1转基因小鼠等
	高脂饮食诱导

	糖尿病前期与糖尿病
	C57BL/6J小鼠、BFMI小鼠、KK-Ay小鼠、STZ小鼠、ZDF(fa/fa)大鼠、MKR小鼠、SD大鼠[48]等
	高脂饮食诱导

	高血压
	Zucker大鼠、SD大鼠、SHR大鼠、新西兰白兔等
	高脂饮食诱导

	高血脂
	SD大鼠[49]等
	高脂饮食诱导、脂肪乳剂灌胃

	多囊卵巢综合征
	PNA小鼠等
	高脂饮食诱导结合DHEA注射、来曲唑或DHT注射

	非酒精性脂肪肝
	C57BL/6J小鼠、SD大鼠、ob/ob小鼠、db/db小鼠等	Comment by Charleen: 核实当这种小鼠出现时是否指的是基因，若是都改为斜体
	高脂饮食诱导、CCl4诱导



[bookmark: _Hlk193055642]4  中医证候动物模型
[bookmark: _Hlk181472910]根据《肥胖症中医诊疗方案专家共识》[50]将肥胖症患者常分为脾虚湿阻证、胃肠实热证、肝郁气滞证、脾肾阳虚证等四个证型，其病理因素主要以痰湿为主，与气滞、血瘀、郁热有关，现列举目前已开展的肥胖相关中医实验研究造模方法，以供参考（表3）。
4.1  脾虚湿阻型肥胖模型
[bookmark: _Hlk193056289]脾虚湿阻型肥胖多为脾虚运化无力、痰湿滞留。此类证候多表现为肢体困重、懒言少动、腹满、舌淡红、苔白腻、脉缓等。大部分学者遵循着““嗜食肥甘厚味、水湿浸渍导致痰湿阻滞””的造模原理，关于此证型的动物模型大多会采用高脂喂养后进行游泳力竭法或水湿垫料的方法建立脾虚湿盛证的肥胖模型，若出现发毛色泽无光油腻、重量增加、食欲下降、饮水量减少、活动度下降、OGTT并伴有脂肪肝等症状则认为造模方法成功。如柯斌等[51]喂养SD雄性大鼠带有猪油的饲料，对其进行单日禁食并给予大黄水煎剂日两次，其余时日正常喂养，连续4周让大鼠进行游泳直至力竭。聂钰松等[52]喂养SD雄性大鼠高脂饲料15天后，对其进行单日给予2 mlL猪油灌胃，双数日4℃冷水下每1千克kg 20 mlL灌胃持续20天，在此期间每日施行游泳力竭法。朱梦梦等[53]喂养C57BL/6N小鼠高脂饲料3周后，在第4周增加水湿垫料，共造模10周。	Comment by Charleen: 前文未出现过的简称请补充中英文全称
[bookmark: _Hlk192968546]4.2  胃肠实热型肥胖模型
[bookmark: _Hlk193056318]胃肠实热型肥胖多为火热内郁，耗伤津液，膏脂瘀积。此类证候多表现为消谷善饥、口干口臭、口渴喜饮、大便秘结、舌红、苔黄腻、脉滑数等特点。对于此类动物模型并没有明确的判定标准，但可从““以方测证””的角度进行入手。姜楠等[54]通过喂养Wistar雄性大鼠高脂饲料，其由普通饲料70%、猪油7%、蔗糖10%、食用盐5%、胆固醇1%、牛胆酸钠1%、蛋黄粉6%加工组成，并且将饮用水换为20%蔗糖水，喂养12周。造模后使用以方测证的反证法，使用大柴胡汤进行灌胃3周，检测大鼠的体质量、血糖、血脂等，若均下降则证明胃肠实热型肥胖造模成功。
[bookmark: _Hlk192968553]4.3  肝郁气滞型肥胖模型
[bookmark: _Hlk193056327]肝郁气滞型肥胖多为情志不畅，气机阻滞，血行不利，气瘀壅滞。此类证候多表现心情抑郁、胸胁苦满、胃脘痞满、失眠多梦、舌质暗红、苔白、脉弦等特点。关于此类证候模型多采用慢性束缚法和夹尾法进行造模。张旭等[55]对Wistar雌性大鼠采用慢性束缚造模法和夹尾法造模。此类造模方法为每日上午将大鼠束缚3 h，下午用塑料夹夹尾1 h，连续造模8周。赵荣华等[56]对Wistar雄性大鼠采用慢性束缚法造模，每日上午8：00-11：00连续束缚3 h，连续造模4周。造模成功指标多采用大鼠外观行为积分量表[57]进行评估，其中也包括对大鼠的体质量、血糖、TC、TG等的测定。	Comment by Charleen: 中英文全称
[bookmark: _Hlk192968558]4.4  脾肾阳虚型肥胖模型
脾肾阳虚肥胖多为阳气虚衰，气化失常，痰湿水饮内停。此类证候多表现为畏寒、疲乏无力、腹胀痞满、纳呆便溏、舌淡、苔薄白、脉沉细无力等特点。彭磊等[58]使用Wistar雄性大鼠，第1-4周给予大鼠0.1%丙基硫氧嘧啶10 mg/（(kg··d）)灌胃，第5-18周采用高糖高脂饲料持续喂养联合小剂量多次注射STZ的方法，造模周期为18周。造模成功多出现皮毛光泽度减退、多尿、懒动喜扎堆，体温水平降低，体质量、血糖、血脂等指标升高。
[bookmark: _Hlk192968564]4.5  痰瘀互结型肥胖模型
[bookmark: _Hlk193056364]痰瘀互结型肥胖多由于气机升降失调，内生痰浊，痰阻脉络，瘀浊不通，导致痰瘀互结。此类证候多表现为乏力、胸闷不舒、四肢倦怠、便溏、舌紫暗或伴有瘀点等特点。王晨阳等[59]喂养SD雄性大鼠高脂高糖饲料8周，第9周进行小剂量STZ（35 mg/kg）腹腔注射，同时用沾有胶布的夹子夹住尾巴45 min，使其保持斗争状态，造模2周。7天后血糖测定，空腹血糖≥11.1 mmol/L则为造模成功。刘信校等[60]对SD雄性大鼠采用高脂高盐饲料喂养7周，第1周进行小剂量STZ注射及第1周至第-3周慢性束缚应急干预。慢性束缚应激干预为医用橡皮膏束缚大鼠双后肢，并持续悬挂1小时 h。彭磊等[58]对Wistar雄性大鼠采用高脂高糖饲料喂养16周后，禁食12小时 h，进行少剂量多次STZ（首次剂量为20 mg/kg）腹腔注射。造模成功多出现舌质紫暗、精神萎靡、皮毛光亮度减退等症状和大鼠TG、TC、LDL-C以及血液流变学相关指标明显升高。	Comment by Charleen: 中英文全称

表3  肥胖中医证候动物模型造模方法
Table 3  Methods for establishing animal models of obesity in traditional Chinese medicine syndrome
	中医证候类型
	模型动物
	造模方法
	具体操作步骤

	[bookmark: _Hlk192766504]脾虚湿阻
	SD雄性大
	高脂饮食＋游泳力竭法[51]
	喂养带有猪油的饲料，对其进行单日禁食并给予大黄水煎剂日两次，其余时日正常喂养，连续4周进行游泳直至力竭。

	
	SD雄性大鼠
	高脂饮食＋猪油与冷水交替灌胃+游泳力竭法[52]
	喂养高脂饲料15天后，对其进行单日给予2ml猪油灌胃，双数日4℃冷水每1千克 kg 20 mlL灌胃持续20天，在此期间每日进行游泳直至力竭。

	
	C57BL/6N小鼠
	高脂饮食+水湿垫料[53]
	喂养高脂饲料3周，在第4周增加水湿垫料（每50 g垫料加水100 mlL），共造模10周。

	胃肠实热
	Wistar雄性大鼠
	高脂饮食[54]
	喂养高脂饲料12周，其由普通饲料的基础上加入猪油7%、蔗糖10%、食用盐5%、胆固醇1%、牛胆酸钠1%、蛋黄粉6%，并且将饮用水换为20%蔗糖水。

	肝郁气滞
	Wistar雄性大鼠
	慢性束缚法+夹尾法[55]
	每日上午8：00-11：00将大鼠束缚3 h，下午3：00-4：00用塑料夹夹尾1 h，连续造模8周。

	
	Wistar雄性大鼠
	慢性束缚法[56]
	每日上午8：00-11：00连续束缚3 h，连续造模4周。

	脾肾阳虚
	Wistar雄性大鼠
	[bookmark: _Hlk192968592]丙基硫氧嘧啶+高糖高脂饮食+小剂量注射STZ[58]
	第1-4周给予大鼠0.1%丙基硫氧嘧啶10 mg/(（kg··d)）灌胃，第5-18周，高糖高脂饲料持续喂养联合小剂量多次注射STZ，造模周期为18周。

	痰瘀互结
	SD雄性大鼠
	高脂高糖饮食+小剂量STZ注射+夹尾法[59]
	喂养高脂高糖饲料8周，第9周进行小剂量STZ（35 mg/kg）腹腔注射，同时用沾有胶布的夹子夹住尾巴45 min，使其保持斗争状态，造模2周。

	
	SD雄性大鼠
	高脂高盐饮食+小剂量STZ注射+慢性束缚法[60]
	喂养高脂高盐饲料7周，第1周进行小剂量STZ注射同时第1-周至第3周将大鼠进行慢性束缚。

	
	Wistar雄性大鼠
	高脂高糖饮食+小剂量STZ注射[58]
	喂养高脂高糖饲料16周后，禁食12 h小时，进行小剂量多次STZ（首次剂量为20 mg/kg）腹腔注射。



5.  模型评价指标选择
5.1  常规指标
肥胖动物模型中常有以下指标的改变，最常见的观察指标为体质量及肥胖指数（Lee’s指数）。饮食诱导中若高脂饮食组体质量超过普通饲料喂养动物体质量的20%则视为造模成功，与此同时Lee’s指数明显升高；在生化指标中，常出现葡萄糖耐量异常、胰岛素抵抗现象；血清中GLU、TC、TG、HDL、LDL水平明显升高，且与体重呈正相关用于辅助作证肥胖造模成功。	Comment by Charleen: 中英文全称
5.2  并发症模型指标
肥胖相关并发症动物模型中，除了常规检测指标外，不同的并发症有不同的评判标准。肥胖合并非酒精性脂肪性肝炎的造模中，血清中AST、ALT水平升高，肝脏TNF-α、IL-1、IL-6含量，TLR4、IKKβ、NF-κB蛋白和mRNA表达均升高，GLUT4含量降低[61]，同时肝脏组织HE染色出现肝小叶边界欠清，肝索排紊乱，炎症细胞浸润，可见大小不等空泡等[24]。肥胖并发代谢综合征动物模型的空腹血糖（FBG）、餐后2小时血糖（2hPG）升高，但HDL-C降低；肥胖并发糖尿病动物模型中血清GLU升高、糖化血红蛋白升高和胰岛功能抵抗或下降，GLUT4含量降低[48]；肥胖并发多囊卵巢综合征动物模型高脂饮食喂养后进行阴道涂片，以阴道上皮细胞持续性角化、排卵周期紊乱及体质量显著增加[62]。	Comment by Charleen: 前文未出现过的简称补充中英文全称
5.3  中医证候动物模型指标
现有的中医证候动物模型实验大多是通过以下三方面来判断：动物的行为学表现、常规指标和反证方剂。大部分中医证候模型会对动物的外观及行为学特征进行量表评分，检测其常规指标，例如脾虚湿盛证的动物模型出现发毛色泽无光油腻、重量增加、食欲下降、饮水量减少、活动度下降、OGTT并伴有脂肪肝等症状则认为造模成功。少部分证型由于动物不能表现出明显的行为学特征，会采用反证法，例如胃肠实热证动物模型在肥胖造模后使用以方测证的反证法，使用大柴胡汤对大鼠进行灌胃3周，检测大鼠的体质量、血糖、血脂等，若均下降则造模成功。
6.  讨论和展望
肥胖症的发病率逐年增高，随着对肥胖症及其并发症研究的不断深入，动物模型在研讨发病机制及临床实践中发挥着至关重要的作用。小鼠种类、造模的方法及注射药物等不同的因素对造模最终的结果都有不同的影响。现实验研究多数采用高脂饮食进行诱导模型，其造模方法与西医临床特征吻合度较高，且操作简便，但不能模拟遗传基因所致肥胖状态，且缺乏中医证候特点；药物诱导可以在短时间内诱导出肥胖症，通过控制药物剂量和给药方式进行模拟，利用药物的副作用导致实验动物出现肥胖，但大多药物对模型动物的影响不止肥胖一种效果，对后续开展实验可能会产生不利影响；手术诱导目前仅局限模拟雌激素下降所致肥胖的模型，因此只局限应用于肥胖合并性腺功能下降的研究之中；基因缺陷鼠目前在肥胖研究中应用广泛，其成模率高、机制缺陷固定是其优点，但造价偏高，模型饲养环境偏高，其自发的基因缺陷导致肥胖合并糖尿病、脂肪肝的几率增加，对于代谢正常的单纯性肥胖的模拟有待商榷。对于肥胖相关并发症模型而言，其造模方法、机制研究、并发症靶器官损伤的评估仍有待于进一步的完善，尚没有肥胖合并呼吸睡眠暂停，压力性尿失禁等常见并发症模型，也是限制肥胖合并并发症的基础研究的主要原因。在中医药研究肥胖的实验中，我们也观察到了病证结合模型的应用情况，目前采用复合模型高脂饮食+游泳力竭法、单纯高脂饮食、慢性束缚法+夹尾法、丙基硫氧嘧啶+高糖高脂饮食+小剂量注射STZ、高脂高糖或高脂高盐饮食+小剂量STZ注射等多种方法分别建立脾虚湿阻证、胃肠实热证、肝郁气滞证、脾肾阳虚证、痰瘀互结证，这些方式通过模拟病因的方法来构建模型的证机状态，与中医临床证候的发展规律和特征仍有一定出入，有待进一步研究。
[bookmark: _Hlk193370508]肥胖动物模型在饮食诱导中高脂组体质量超过普通饲料喂养的动物体质量的20%即为造模成功，实验室多采用体质量、体长、腰围、腹围、Lee’s指数测定、脂肪总体积、血糖、葡萄糖耐量试验、血清中TC、TG、HDL、LDL、脂肪等组织细胞染色等指标进行评判。目前对于造模成功判断标准仍未具体化，未来应加入模型基础代谢率、模型成分分析等数据进一步丰富模型评价。肥胖相关并发症模型应根据不同的并发症增加精准指标进行评估。中医造模的核心在于““病证结合””，评判中医造模的成功与否，需要从多个维度进行评估。现中医证候动物模型多存在主观性评判，动物的症状表现始终与人体存在较大的差异性，舌脉信息难以收集，无法与人的中医临床实际证候一一对应，且中医证候动物模型的评价体系缺乏严谨的评价方法和统一的标准。因此，未来要加强动物模型与人类疾病症状之间的关联性研究，在中医模型评价中应加入更多客观量化指标来判定模型，构建统一规范的动物行为学指标的量化评分标准，完成模型动物的“四诊合参”，实现动物模型中医证候评价的客观化、标准化。
展望未来，我们应更多开发人工智能在造模、评价模型的应用，以期更科学全面的了解肥胖症及其并发症的机制和优化造模方法，以提高造模的利用率、稳定性及准确性。综上所述，肥胖症及其并发症动物模型研究任重而道远，需要更加深入的探索，为攻克肥胖相关疾病提供更加坚实的科学基础。
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