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糖尿病血糖波动模型致大鼠海马体的炎性损伤

王  辉1，蔡月琴1，李守业2，徐志伟1，刘  琼1，寿旗扬1，李昌煜

（1.浙江中医药大学，杭州 310053；2. 浙江医学高等专科学校，杭州 310053）
【摘要】 目的  探讨血糖波动对糖尿病大鼠海马体造成的炎性损伤。方法  用链脲佐菌素（streptozotocin，STZ）和葡萄糖制备SD大鼠糖尿病模型（M组）和持续高血糖模型（MS组），并错时腹腔注射给予葡萄糖、胰岛素制备糖尿病血糖波动大鼠模型（MF组）。血糖波动造模第6周时，测定大鼠一般生理学指标，血糖(glucose，Glu)、甘油三酯（triglyceride，TG）、低密度脂蛋白（low density lipoprotein，LDL-C）和高密度脂蛋白（high density lipoprotein，HDL-C）等血液生化指标；同时采用荧光定量PCR法检测大鼠海马体中IL-1β、IL-2、IL-6、IL-8、TNF-α等炎性因子mRNA的表达，Morris水迷宫试验检测血糖波动对糖尿病大鼠学习和空间记忆功能的影响。结果  （1）血糖波动造模第6周时，M组、MS组及MF组大鼠体质量显著低于N组（P<0.01），M组、MS组及MF组之间在1%极显著水平下无差异（P>0.01）。（2）尾静脉注射STZ 1周后，M组、MS组、MF组的Glu、TG、LDL-C都有显著性的提高（P<0.01），HDL-C显著性下降（P<0.01）。（3）与正常组比较，各模型组海马组织的IL-1β、IL-6、IL-8以及TNF-α均呈现显著性变化（所有P<0.05），组间IL-2水平则差异无显著性（P>0.05）。其中，血糖波动模型MF组IL-1β和TNF-α水平的变化最大，达到极显著水平（P<0.01），并显著高于M组和MS组水平（P<0.01）。尽管IL-2水平在各组间无统计学上的差异显著，仍可见血糖波动模型MF组中表达水平最低。（4）M组、MS组、MF组的逃避潜伏期、经过平台的次数以及在平台象限内的游泳距离与N组相比均呈极显著提高（所有P<0.01），其中血糖波动模型MF组的逃避潜伏期和过平台次数显著高于M组和MS组（P<0.01），提示MF组空间定位和记忆功能受损最严重，平台象限内的游泳距离在三种糖尿病模型组间差异无显著性（P>0.05）。结论 相较急性高血糖和慢性持续性高血糖而言，波动性高血糖对大脑海马体造成的炎性损伤以及功能影响更为严重。
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Blood-glucose fluctuation induces inflammatory hippocampus damages in rat models of diabetes mellitus
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【Abstract】 Objective  To analyze the effect of blood-glucose fluctuation on inflammatory hippocampus damage in rat models of diabetes mellitus.  Methods  Sixty male Sprague-Dawley rats in the age of 6-8 weeks and body weight of 180-210 g were included in this study. The diabetic rat model (M) was established by injection of streptozotocin (STZ). The persistent high glucose diabetic rat model group (MS) was established by intraperitoneal injection of glucose, and the blood-glucose fluctuation rat model group (MF) was developed by alternative intraperitoneal injection of insulin and glucose administration. Body weight, serum glucose (Glu), triglyceride (TG), low density lipoprotein (LDL-C）and high density lipoprotein (HDL-C) were measured at 6 weeks after MF model establishment. mRNA expression levels of IL-1β, IL-2, IL-6, IL-8 and TNF-α in the rat hippocampus were detected by real-time PCR. The influence of blood-glucose fluctuation on learning and memory function of hippocampus was observed by Morris water maze test. Results (1) The body weights of M, MS and MF groups were significantly decreased compared to that of the normal rat group (N) (P<0.01). (2) One week after intravenous injection of STZ, the levels of Glu, TG and LDL-C in the M, MS and MF groups were significantly increased (all P<0.01), and HDL-C was significantly decreased compared with those of the N group (P<0.01). (3) Compared with the N group, the expression levels of IL-1β、IL-6、IL-8 and TNF-α mRNA in the M, MS and MF groups were all changed significantly (all P< 0.05), while there was no significant difference in the expression of IL-2 mRNA in all rats groups (P> 0.05). The expression levels of IL-1β and TNF-α mRNA in the MF group were significantly higher than those of the M and MS groups (all P<0.01). (4) The escape latency, the number of rats passing hidden platform and the swimming distance in the quadrant of hidden platform of the M, MS and MF groups were significantly higher than those of the N group (all P<0.01). The escape latency and number of rats passing hidden platform in the MF group were significantly higher than those of the M and MS groups. There was no significant difference in swimming distance in the quadrant of hidden platform among M, MS and MF groups (P> 0.05).  Conclusions  Blood glucose fluctuation induces inflammatory damage and dysfunction of the hippocampus in diabetic rats more seriously than that induced by acute hyperglycemia and chronic persistent hyperglycemia.
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糖尿病（diabetes mellitus, DM）是由各种致病因子作用于机体导致胰岛功能减退或胰岛素抵抗等继而引发的一系列代谢紊乱综合征。近年来，糖尿病中枢神经系统（CNS）并发症引起了人们的关注，表现为海马区的神经炎性反应和神经元损伤，造成认知功能障碍[1,2]。海马区又名海马体（hippocampus），分别位于左右脑半球，是学习、记忆以及空间定位的重要解剖基础和神经中枢。长期高血糖是导致糖尿病慢性并发症的重要危险因素，但糖尿病慢性并发症的发生和发展不仅与血糖升高有关，更与血糖波动幅度增大密切相关。血糖波动性越大慢性并发症的发生率越高，预后越差[3,4]。体外实验证实，细胞外葡萄糖浓度的上下波动比持续高糖浓度对细胞的危害更大[5]。且血糖波动可加重对大鼠海马区神经元的凋亡[6]。
本研究采用链脲佐菌素（STZ）30 mg/kg制备SD大鼠糖尿病模型和持续高血糖模型，并错时腹腔注射给予葡萄糖0.375 g/kg和皮下注射胰岛素1 U制备糖尿病血糖波动大鼠模型。通过对大鼠的一般生理学和血液生化指标检测，验证各组模型；同时检测大鼠海马体中IL-1β、IL-2、IL-6、IL-8、TNF-α等炎性因子mRNA的表达及其对学习、空间记忆功能的影响，综合评价糖尿病血糖波动模型大鼠海马体的炎性损伤程度，揭示血糖波动对中枢神经系统的影响。
1材料和方法

1.1 实验动物及饲养条件
6~8周龄雄性SPF级SD大鼠60只，体重160~180 g，由上海西普尔必凯实验动物有限公司提供[SCXK(沪)2008-0016]。温度（20±2）°C，相对湿度50%~60%，光照12 h明暗交替，饲养于浙江中医药大学动物实验研究中心[SYXK(浙)2008-0115]。
1.2 实验试剂与仪器
1.2.1 实验试剂：超短效胰岛素诺和锐（YP50503，丹麦诺和锐）；链脲佐菌素 (20110703-3，sigma进口分装)；血糖试纸（451289，德国罗氏）；RNAiso plus、RT-PCR反转录试剂盒和SYBR Green荧光定量试剂均购自TaKaRa公司；高脂饲料：蔗糖10%、蛋黄10%、猪油10%、胆固醇0.5%、基础饲料69.5%，由江苏省协同医药生物工程有限公司提供。
1.2.2 实验仪器：荧光定量PCR仪（BIO-RAD，IQ5），生物安全柜（Thermo），微量核酸测定仪（Thermo，Nano-drop），定性PCR仪（BIO-RAD，PTC200），全自动生化分析仪（Hitachi，7020）
1.3 动物实验
1.3.1 糖尿病动物制备与筛选：雄性大鼠60只适应性饲养1周，将其随机分为正常对照组(N)15只和造模组（M）45只，普通饲料饲养6周，所有大鼠自由饮食、饮水。6周后，所有大鼠禁食不禁水16 h，造模组按30 mg/kg体重尾静脉注射浓度1%的STZ，正常对照组注射等量柠檬酸缓冲液。造模1周后，禁食不禁水16 h，测空腹血糖，挑选血糖值15.0 mmol/L~20.0 mmol/L的成模大鼠。
1.3.2 血糖波动模型制作：将成模大鼠随机分为3组：糖尿病模型组(M)、血糖波动组(MF) 15只、持续高血糖（MS）组，每组各10只。以高脂饲料喂养（蔗糖10%、蛋黄10%、猪油10%、胆固醇0.5%、基础饲料69.5%）。正常对照组（N）、糖尿病模型组（M）：给予腹腔注射生理盐水0.375 g/kg.d体重作为对照，并于注射后30 min测量血糖，连续6周。糖尿病持续高糖组（MS）：定时给予腹腔注射250 g/L葡萄糖溶液0.375 g/kg.d体重，造成1 d中血糖值高于正常血糖值的波动模型，使其血糖值在正常血糖和高血糖间漂移，注射后30 min测血糖，连续6周。糖尿病血糖波动组（MF）：定时给予腹腔注射250 g/L葡萄糖溶液0.375 g/kg.d体重，错时30 min后给予腹腔注射超短效胰岛素类似物诺和锐，造成1 d中血糖值大幅度波动模型，使其血糖值在高血糖和低血糖间反复漂移，注射后30 min测血糖，连续6周。
1.4 指标观察及标本收集
1.4.1体重测定: 每周测定一次大鼠体重。

1.4.2 生化指标：用全自动生化检测仪测定大鼠血清Glu、TG、LDL-C和HDL-C。

1.4.3 海马组织IL-1β、IL-2、IL-6、IL-8、TNF-α的mRNA检测：海马组织剥离：将各组大鼠给予10%水合氯醛腹腔注射麻醉后，快速断头取出脑组织，去掉小脑，沿两侧大脑半球连接处将大脑半球切开，剥离出海马，漂洗去血，立即冻于液氮中[7]。
总RNA提取：取海马组织提取总RNA，操作按照RNAiso Plus（Total RNA提取试剂）说明书进行。实验过程所用RNase free枪头、1.5 mL RNase free离心管购自美国Axygen公司。
RNA逆转录为cDNA：将已提取的总RNA反转录为cDNA，反应操作在冰上进行。按照逆转录试剂盒PrimeScriptTM RT reagent说明书配置RT反应液，将反转录反应体系加到无RNase的PCR管内，反转录反应条件：37°C 15 min，85°C 5 s。反应结束后，将cDNA保存于-20°C冰箱备用。
Real time RT-PCR：将cDNA用实时荧光定量PCR仪进行扩增，反应操作在冰上进行，按照荧光定量试剂盒SYBR Premix Ex TaqTM II（Perfect Real Time）说明书配置扩增液，并设置阴性对照。大鼠IL-6、TNF-a、IL-8、IL-1β和IL-2荧光定量PCR引物序列由生工®生物工程（上海）有限公司设计并合成，各引物序列如下：
表1  实时荧光定量PCR引物序列
Tab. 1  Primer sequence used in the real time quantitative polymerase chain reaction
基因名称                   
    引物序列 

 

       片段长度

Gene name                   Sequence of primer              Length of PCR fragment 
IL-6
F5’-ATTGTATGAACAGCGATGATGCAC-3’

   150
bp


R5’-CCAGGTAGAAACGGAACTCCAGA-3’
TNF-α 
F5’-ATACACTGGCCCGAGGCAAC-3’


   75
bp R5’-CCACATCTCGGATCATGCTTTC-3’
IL-8                F5’- CATTAATATTTAACGATGTGGATGCGTTTCA-3’
152
bp

 
R5’- GCCTACCATCTTTAAACTGCACAAT-3’
IL-1β               F5’- CCCTGAACTCAACTGTGAAATAGCA-3’


111
bp

 
R5’- CCCAAGTCAAGGGCTTGGAA-3’
IL-2                F5’- GCAGCGTGTGTTGGATTTGAC-3’



142
bp

 
R5’- TGCTGGCTCATCATCGAATTG-3’

将反转录反应体系加到用于荧光定量反应的8联管内，扩增反应条件如下：
预变性：95°C 3 min；48个循环（95°C 10 s，60°C 30 s）；溶解曲线：从55°C开始，每30 s升高0.5°C，直到95°C，循环1次。
所有反应信息资料由Bio-Rad iQ5 PCR仪收集，Ct值通过计算机软件来测量和计算，转录水平通过公式2-△△CT计算[30]。
1.4.4 行为学检测（Morris 水迷宫）：在血糖波动模型建立后第6周进行水迷宫实验，每只动物每天训练2次，共训练5 d。(1)定位航行实验：用于检测大鼠的空间定位和记忆能力，第1 天上、下午各训练1次，入池位置为站台所对象限及所邻象限，于象限边1/2弧度处头朝池壁入水。120 s内未找到站台者，将其引至站台，放置30 s，引导其学习与记忆。第2～5 天重复上述操作，若120 s内仍不能找到站台，则以120 s计算，不再进行引导。从第2 天开始，记录找到平台所用时间(逃避潜伏期)。(2)空间探索实验：在第5 天进行，撤除平台，将大鼠从定位航行实验的象限边 1/2弧度处头朝池壁入水，记录大鼠60 s内在无平台水迷宫中穿越平台所在位置的次数和在平台所在象限游泳距离。此测试可用于检测大鼠对平台位置的记忆。
1.5 统计学处理 
所有数据均采用
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±S表示，并用SPSS 11.0软件进行统计，方差分析法，LSD多重比较，P<0.05确定差异显著性。

2结果
2.1 大鼠一般状况和体重变化  
N组和大鼠精神状态良好、毛色光亮、摄食摄水量正常、自主活动无异常；MF和M组MS组大鼠出现典型的糖尿病“三多一少”（多食、多饮、多尿、消瘦）症状，竖毛无光，蜷缩拱背。表2结果显示，实验前各组大鼠体质量无显著性差异（P>0.05）；血糖波动造模第6周时，M组、MS组及MF组大鼠体质量显著低于N组（P<0.01），M组、MS组及MF组之间在1%极显著水平下无有差异（P>0.01）。

表2  各组大鼠体质量变化情况（
[image: image2.wmf]x

±s，n = 10）
Tab. 2 Variation of body weight in the rats groups （g,
[image: image3.wmf]x

±s，n = 10）
	组别
Groups
	实验前

（喂高脂前）

Before experiment

 (Before  high fat diet feeding )
	STZ注射前
（喂高脂第6周）

Before injection with STZ

(6 weeks after  high fat diet feeding)
	处死时
（血糖波动造模第6周）

Animal sacrifice
(6 weeks after blood-glucose fluctuation)

	N组
	190.4±7.2
	332.9±19.2
	357.3±34.9 a

	M组
	193.5±3.8
	315.9±27.3
	298.2±26.0 b

	MS组
	190.3±6.9
	329.5±17.5
	285.2±37.2 b

	MF组
	190.1±10.2
	330.6±23.3
	263.2±35.0 b

	P值
	0.697
	0.323
	0.0001

	F值
	0.483
	1.202
	14.379


注：不同字母代表统计学差异有显著性：P<0.01
Note: Different letters represent significant difference, P<0.01.
2.2 大鼠造模后血液生化指标变化 

表3结果显示，尾静脉注射STZ 1周后，M组、MS组、MF组的Glu、TG、LDL-C都有显著性的提高（P<0.01），HDL-C显著性下降（P<0.01）。其中，M组、MS组、MF组之间各指标差异都无显著性（P>0.05），提示不同糖尿病模型之间的一致性和可比性。模型各组血糖值在15.0 mmol/L~20.0 mmol/L之间，证明大鼠糖尿2型病模型建立成功。
表3 注射STZ后大鼠血液生化指标

Tab. 3 Blood biochemical indexes of the rats after injection of streptozoticin
	组别Groups
	Glu
	TG
	LDL-C
	HDL-C

	N组
	6.42±0.46 b
	0.94±0.43 b
	0.25±0.04 b
	1.62±0.49 a

	M组
	19.64±3.70 a
	3.25±0.96 a
	0.65±0.23 a
	1.24±0.27 b

	MS组
	18.69±3.38 a
	2.91±0.84 a
	0.71±0.31 a
	1.23±0.15 b

	MF组
	19.42±2.95 a
	3.18±0.94 a
	0.69±0.26 a
	0.98±0.15 b

	P值
	0.0001
	0.0001
	0.0002
	0.0004

	F值
	48.568
	17.8408
	8.7198
	7.787


注：不同字母代表统计学有显著性差异：P<0.01
Note: Different letters represent significant differences, P<0.01.
2.3 大鼠海马组织中细胞炎性因子mRNA的表达

图1、2结果显示，与正常组比较，各模型组海马组织的IL-1β、IL-6、IL-8以及TNF-α均呈现显著性变化（所有P<0.05），组间IL-2水平差异则无显著性（P>0.05）。其中，血糖波动模型MF组IL-1β水平的变化最大，达到极显著水平（P<0.01），亦显著高于M组和MS组水平（P<0.01）；M组、MS组中IL-6水平相比正常N组有显著升高（P<0.01），MF组虽有升高，但未呈显著性变化（P>0.05）；各模型组IL-8水平比N组均有显著提高（P<0.05）；TNF-α水平在血糖波动模型MF组中上升最多，呈极显著变化（P<0.01），该水平显著高于M组和MS组（P<0.01）。尽管IL-2水平在各组间无统计学上的显著差异，仍可见血糖波动模型MF组中表达水平最低。各指标相关生理学意义将在讨论部分具体论述。
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注：不同字母代表统计学有显著性差异：P<0.05, P<0.01

图1. 各组大鼠海马体中炎性因子IL-1β、TNF-α的mRNA表达水平（n=10）

Note: Different letters represent significant difference, P<0.05, P<0.01.

Fig. 1 mRNA expression of inflammatory factors IL-1β and TNF-α in the rat hippocampus of each group (n = 10)
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注：不同字母代表统计学有显著性差异：P<0.05, P<0.01

图2. 各组大鼠海马体中炎性因子IL-2、IL-6和IL-8的mRNA表达水平（n=10）

Note: Different letters represent significant difference, P<0.05, P<0.01.

Fig. 2 mRNA expression of inflammatory factors IL-2, IL-6 and IL-8 in the rat hippocampus of each group (n = 10)
2.4 大鼠海马体功能的变化
通过Morris水迷宫实验对各组大鼠空间定位和记忆功能的变化进行检测。如图3显示，M组、MS组、MF组的逃避潜伏期、经过平台的次数以及在平台象限内的游泳距离与N组相比均呈极显著提高（所有P<0.01）。其中血糖波动模型MF组的逃避潜伏期和过平台次数显著高于M组和MS组（P<0.01），提示MF组空间定位和记忆功能受损最严重。平台象限内的游泳距离在三种糖尿病模型组间差异无显著性（P>0.05）。


[image: image6]
注：不同字母代表统计学有显著性差异： P<0.01

图3 各组大鼠逃避潜伏期时间和空间探索经过平台位置次数及在平台象限游泳的距离（
[image: image7.wmf]x

±s，n=10）
Note: Different letters represent significant difference, P<0.01.
Fig. 3 The escape latency, number of rats passing hidden platform and the swimming distance in the quadrant of hidden platform of the rats in various groups（
[image: image8.wmf]x

±s，n = 10）
3 讨论
高血糖对糖尿病患者血管的病理损害主要有两种方式，即慢性持续性高血糖与波动性高血糖[8,9]。研究表明血糖波动幅度越大，糖尿病慢性并发症的发生率越高、预后越差[4]。Eric等研究也认为，相对于空腹血糖来说餐后血糖的急性波动更能预测动脉粥样硬化的发生、发展[10]。目前关于糖尿病血糖波动动物模型的研究较少，本实验模拟临床实际情况，设计出餐后高血糖并注射胰岛素诱导大鼠血糖波动。
本实验先对SD大鼠尾静脉注射30 mg/kg STZ诱导2型糖尿病模型，实验结果显示M组、MS组、MF组的血糖值、总胆固醇及低密度脂蛋白都有显著性提高，而高密度脂蛋白显著性下降。同时对各组模型大鼠进行生理学和行为学观察，未见明显酸中毒或脱水症状。表明2型糖尿病大鼠模型建立成功，伴有脂代谢异常。再通过每天2次错时注射葡萄糖和胰岛素造成大鼠血糖剧烈波动建立糖尿病血糖波动模型。该模型的血糖值均在血糖仪可测范围，具有重复性高，操作简便等优势。然而与正常组大鼠相比，各模型组大鼠的海马组织经HE染色，病理学特征上差异无显著性，这可能与本实验造模时间较短有关。
    祖国医学将糖尿病归属“消渴”范畴。其发病与体质、嗜食肥甘、外感邪毒、劳欲过度、情志内伤有关，造成阴精亏损、瘀毒内生。近期研究表明，糖尿病是一种先天性免疫和慢性炎症反应性疾病，是由于高血糖、脂代谢异常等对血管刺激引起体内炎症因子的大量产生。其炎症反应可归属于中医的内生瘀毒。本实验表明，各糖尿病模型大鼠海马组织均产生了不同程度的炎性反应，炎性因子IL-1β、TNF-α、IL-6、IL-8等mRNA水平显著改变，将引起海马体的炎性损伤。IL-1β和TNF-α作为两种重要的细胞因子，在中枢神经系统由星形胶质细胞和小胶质细胞及神经元产生，参与神经-免疫-内分泌网络的调控[11]。其中，IL-1β过表达可激活HPA轴导致下丘脑分泌促肾上腺皮质激素释放因子CRF，后者通过增加神经兴奋性而造成海马区缺血损伤；大量分泌的IL-1β具有可以通过多个环节介导神经毒性作用，导致脑损伤与神经元死亡，包括诱导黏附分子的表达、诱导白细胞的浸润、促进NOS的合成、诱导氨基酸和自由基的产生、以及启动多种细胞因子级联反应[12]；IL-1β能引起神经胶质细胞神经元网络结构和功能的损伤，从而导致内侧颞叶癫痫[13,14]；IL-1β还能提高N-甲基-天门冬氨酸受体（NMDAR）的活性和NR1（NMDAR1亚基）mRNA的表达，或增加细胞内Ca2+浓度而激活Ca2+依赖蛋白酶，促进兴奋性脑损伤[15]。TNF-α在神经炎性反应和脑损伤中也起到重要作用，能通过改变血脑屏障完整性，使血源性免疫细胞因子进入脑脊液激活小胶质细胞，从而释放更多的炎性因子加重炎性损伤[16]；进一步能通过抑制前列腺素合成促使星形胶质细胞释放谷氨酸，同时抑制星形胶质细胞对谷氨酸的再摄取，加重谷氨酸介导的兴奋毒性[17]；还可作用于神经元导致Caspase的激活，引起神经元凋亡。本实验中，血糖波动模型MF组IL-1β和TNF-α的mRNA相较其他组表达量最高，具有统计学意义（图1），提示血糖波动能造成更严重的海马体炎性损伤。有研究表明，海马体内炎性细胞因子尤其是IL-1β和TNF-α表达增多会引起进行性认知功能损害，与海马内神经突触功能及与认知功能有关的神经递质受损有关[18,19]。据此，本研究应用Morris水迷宫对产生海马体炎性反应的不同糖尿病模型组大鼠进行检测，结果发现炎性反应最严重的血糖波动模型MF组的空间定位和记忆功能受损最严重（图3），进一步说明IL-1β和TNF-α等细胞因子在血糖波动的情况下将造成更严重的海马体功能损伤。此外，IL-6和IL-8的异常表达也是介导海马体炎性损伤以及空间记忆功能受损的重要因素，而本实验中血糖波动模型并未比其他糖尿病模型引起该细胞因子的更高表达，说明血糖波动通过IL-6和IL-8引起的炎性损伤与普通糖尿病以及持续高糖模型的效果相接近。IL-2在各糖尿病模型组中未见显著异常表达，提示该细胞因子未参与相关炎性损伤过程。
上述实验证明，相较急性高血糖和慢性持续性高血糖而言，波动性高血糖对大脑海马体造成的炎性损伤更为严重，可能引起癫痫、痴呆等神经退行性并发症。因此，临床应重视并优化糖尿病患者的长期治疗方案，避免波动性高血糖的发生，提高糖尿病患者的生活质量和生存周期。
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