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自噬在早期糖尿病大鼠海马损伤改变中的作用*
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  [摘要] 目的 探索自噬在早期糖尿病大鼠海马损伤中的表达变化。方法 选取60只 Wistar大鼠分为

糖尿病组及对照组,根据结束造模时间(0、4、12周)均分为3个亚组,各10只。Wistar大鼠经链脲佐菌素腹腔

注射制作糖尿病大鼠模型。分别在结束糖尿病大鼠造模0、4、12
 

周观察海马神经元形态学改变,检测自噬标记

物Beclin-1、Beclin-2、自噬相关蛋白9a(Atg9a)、自噬相关蛋白5a(Atg5a)、微管相关蛋白 MAP1LC3(LC3A和

LC3B)的mRNA表达水平,以及海马神经元细胞中氧化应激相关分子的 mRNA表达,同时通过水迷宫实验评

价糖尿病大鼠学习及记忆能力。结果 在第4周时,糖尿病大鼠海马组织Beclin-1
 

mRNA表达水平相比初始

降低44.91%(P<0.05);第12周时,Beclin-1
 

mRNA表达水平相比初始降低68.75%(P<0.01),Atg9a
 

mR-
NA表达水平相比初始降低34.14%(P<0.05),LC3A

 

mRNA表达水平相比初始降低41.17%(P<0.05)。
在第4周及第12周时,糖尿病大鼠氧化应激相关肿瘤坏死因子α(TNF-α)、神经型一氧化氮合酶(nNOS)、白细胞

介素(IL)-6的mRNA表达水平均逐渐增加,HE染色及尼氏体染色显示海马神经元数目减少、萎缩变性,Morris水

迷宫结果显示大鼠认知功能障碍逐步加重。结论 在糖尿病脑病变中自噬可能参与了海马神经元的损伤。
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  [Abstract] Objective To

 

explore
 

the
 

autophagy
 

expression
 

changes
 

in
 

hippocampal
 

injury
 

in
 

early-stage
 

diabetic
 

rats.Methods A
 

total
 

of
 

60
 

Wistar
 

rats
 

were
 

selected
 

and
 

divided
 

into
 

the
 

diabetic
 

group
 

and
 

the
 

con-
trol

 

group,and
 

then
 

were
 

divided
 

into
 

three
 

subgroups
 

according
 

to
 

the
 

end
 

of
 

modeling
 

time
 

(0,4,12
 

weeks),
10

 

rats
 

in
 

each
 

subgroup.Wistar
 

rats
 

were
 

injected
 

intraperitoneally
 

with
 

streptozotocin
 

to
 

make
 

diabetic
 

rat
 

models.At
 

0,4,12
 

weeks
 

after
 

diabetic
 

rat
 

model
 

building,the
 

morphological
 

changes
 

in
 

rat
 

hippocampal
 

neu-
rons

 

were
 

observed;the
 

mRNA
 

expressions
 

of
 

autophagy
 

markers,including
 

Beclin-1,Beclin-2,autophagy-re-
lated

 

protein
 

9a
 

(Atg9a),autophagy-related
 

protein
 

5a
 

(Atg5a),microtubule-associated
 

protein
 

1
 

light
 

chain
 

3
 

(LC3A)
 

and
 

light
 

chain
 

3
 

(LC3B),as
 

well
 

as
 

mRNA
 

expressions
 

of
 

oxidative
 

stress-related
 

molecules
 

in
 

hipp-
ocampal

 

neurons
 

were
 

detected.At
 

the
 

same
 

time,the
 

learning
 

and
 

memory
 

abilities
 

of
 

diabetic
 

rats
 

were
 

eval-
uated

 

by
 

water
 

maze
 

experiment.Results At
 

the
 

4th
 

week,the
 

expression
 

level
 

of
 

Beclin-1
 

mRNA
 

in
 

the
 

hip-
pocampus

 

of
 

diabetic
 

rats
 

decreased
 

by
 

44.91%
 

(P<0.05);at
 

the
 

12th
 

week,the
 

expression
 

level
 

of
 

Beclin-1
 

mRNA
 

decreased
 

by
 

68.75%
 

(P<0.01),the
 

expression
 

level
 

of
 

Atg9a
 

mRNA
 

decreased
 

by
 

34.14%
 

(P<
0.05),and

 

the
 

expression
 

level
 

of
 

LC3A
 

mRNA
 

decreased
 

by
 

41.17%
 

(P<0.05),compared
 

with
 

the
 

initial
 

level.At
 

the
 

4th
 

and
 

12th
 

week,the
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

of
 

oxidative
 

stress-related
 

tumor
 

necrosis
 

factor
 

α
 

(TNF-α),neuronal
 

nitric
 

oxide
 

synthase
 

(nNOS)
 

and
 

interleukin
 

(IL)-6
 

gradually
 

increased
 

in
 

diabetic
 

rats.
The

 

HE
 

staining
 

and
 

Nissl
 

staining
 

suggested
 

a
 

decrease
 

number,atrophy
 

and
 

degeneration
 

of
 

hippocampal
 

neurons.The
 

results
 

of
 

Morris
 

water
 

maze
 

showed
 

that
 

the
 

cognitive
 

dysfunction
 

in
 

diabetic
 

rats
 

gradually
 

worsened.
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Conclusion Autophagy
 

may
 

be
 

involved
 

in
 

the
 

damage
 

of
 

hippocampal
 

neuron
 

in
 

diabetic
 

encephalopathy.
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mellitus;hippocampus;brain
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  糖尿病是一组常见的内分泌代谢疾病,发病机制

为胰岛素分泌不足或作用降低,临床表现以血葡萄糖

水平升高为特征,常并发眼、肾、心、脑系统病变。糖

尿病累及脑血管及中枢神经系统在临床上表现为脑

卒中发作、认知功能障碍、共济失调等症状,致残率和

致死率较高[1]。海马作为认知功能的重要组成,是2
型糖尿病患者中枢神经系统受累时脑内最先受损伤

的部位,特别是海马相关的学习记忆、方位定向功能

常常在糖尿病病程中受损[2-3]。目前对于糖尿病海马

损伤造成认知功能障碍的机制主要包括脑血管重塑、
海马神经元损伤、胰岛素抵抗等。目前为止海马神经

元损伤的具体分子机制尚不明确,可能与氧化应激、
晚期糖基化终产物增加等有关[4]。自噬是在细胞受

到不良应激损伤时维持细胞内环境稳态和实现自我

更新的过程,本质是细胞依赖溶酶体对蛋白质和细胞

器进行降解[5]。氧化应激与自噬过程关系密切,活性

氧能够诱导自噬的产生,而自噬能够清除损伤的蛋白

质避免其释放进入细胞质,从而缓解氧化应激造成的

损伤。但是过度自噬可导致细胞损伤或死亡。研究

报道,自噬功能障碍与糖尿病多种并发症如糖尿病心

肌病变、糖尿病视网膜病变等密切相关[6]。因此,推
测自噬可能与糖尿病海马神经元损伤有关,而目前国

内外尚少有相关报道。本研究采用高糖高脂联合链

脲佐菌素(STZ)诱导的糖尿病大鼠模型,初步探索自

噬与糖尿病海马神经元损伤及氧化应激的关系,寻找

以自噬为基点靶向防护海马神经元损伤的治疗方法,
为指导设计有效治疗糖尿病相关脑病变的新型药物

提供新的思路与理论基础。
1 材料与方法

1.1 实验动物

无特殊病原体(SPF)级雄性 Wistar大鼠60只,
8~9周龄,体质量150~220

 

g,由重庆医科大学动物

实验中心提供[使 用 许 可 证 号:SCXK
 

(渝)
 

2012-
0001]。动物处于室温20~25

 

℃,相对湿度40%~
70%的环境中。动物能自由饮水与饮食。所有动物实

验遵循《试验动物管理条例》,并通过重庆医科大学动物

实验伦理委员会批准,实验动物的使用和喂养遵循美国

国立卫生研究院关于科学研究中动物的使用规范。
1.2 方法

1.2.1 动物模型的建立

大鼠随机分为糖尿病组及对照组,每组又分为0、
4、12周3个时间点结束造模,每个亚组大鼠10只。
普通饲料适应性喂养1周后,对照组始终以普通饮食

饲养。糖 尿 病 组 给 予 高 糖 高 脂 饲 料 (普 通 饲 料

66.5%,猪油10.0%,蔗糖20.0%,蛋黄2.5%)
 

喂养

并单次腹腔注射STZ(30
 

mg/kg),1周后取尾尖血,
用血糖仪(Roche)监测血糖,随机血糖大于或等于17

 

mmol/L判为糖尿病模型建立成功。分别于造模成

功后的0、4、12
 

周以戊巴比妥钠(40
 

mg/kg)腹腔麻醉

处死大鼠,每个亚组取5只大鼠大脑做苏木素-伊红
(HE)染色及尼氏体染色,5只大鼠提取海马组织行相

关RNA检测。
1.2.2 Morris水迷宫实验

参照既往研究选用 Morris水迷宫实验用于观察

大鼠的行为学改变[7]。本实验采用直径1.6
 

m,高度

0.6
 

m的水池,水温24~25
 

℃,水池中站台直径为12
 

cm,高度30
 

cm。于建模后0、4、12周分别将各组大

鼠放置于 Morris水迷宫中进行连续4
 

d定位航行训

练,每次选取东北、西北、东南、西南4个方向入水点

训练90~120
 

s。若大鼠在90~120
 

s找到并爬上平

台,让其在平台上停留15
 

s;若大鼠在90~120
 

s未找

到并爬上平台,则需人工诱导大鼠至平台上并停留

15
 

s。潜伏期指大鼠每次入水后成功找到站台并在站

台上逗留超过10
 

s,其中上台前所花费的时间。大鼠

的逃避潜伏期及游过的路程与学习记忆能力成反比。
撤去水池中平台,将大鼠放置水迷宫中,记录120

 

s内

各组大鼠穿越原平台所在位置的次数。大鼠穿越平

台位置的次数越多,说明学习记忆能力越好。
1.2.3 海马组织染色

1.2.3.1 石蜡包埋

从胸腹正中剪开皮肤开胸暴露心脏,经左心室行

主动脉插管,血管钳固定后剪开右心耳,使用50
 

mL
针筒将37

 

℃生理盐水200
 

mL快速输入体内以排除

循环血液,右心耳流出液清亮后,用4
 

℃的4%多聚甲

醛固定液250
 

mL匀速灌注固定。使用骨钳钳开颅骨

后小心取出完整脑组织,置4
 

℃固定液(含30%蔗糖

的4%多聚甲醛)中继续固定过夜。固定好的大脑经

蒸馏水清洗后置于50%乙醇中20
 

min,采用不同浓度

乙醇进行逐级脱水,再置于50%二甲苯/50%无水乙

醇中,脱色摇动15
 

min。移入100%二甲苯脱色摇动

10
 

min。于石蜡中浸蜡,每隔1
 

h换1次石蜡,共4
次。将浸蜡好的大脑置于石蜡进行包埋,选用5

 

μm
厚度,相隔200

 

μm进行切片。
1.2.3.2 HE染色

大脑石蜡切片用二甲苯脱蜡,通过不同浓度的各

级乙醇复水(100%-95%-85%-70%-50%蒸馏

水),每种浓度乙醇复水1
 

min,用苏木素溶液染色3
 

min,自来水洗涤切片2次,每次30
 

s。切片放入

0.25%氨水中30
 

s后用自来水洗涤2次,每次30
 

s。
切片通过不同浓度的乙醇脱水(50%-75%-85%-
95%),每种浓度乙醇脱水1

 

min。切片放入伊红溶液

中染色30
 

s。而后切片继续脱水(95%-100%-
100%),每种浓度乙醇脱水1

 

min。切片置于二甲苯

中直至透明。
1.2.3.3 尼氏体染色

尼氏体是神经元的特征性结构之一,具有嗜碱性
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表1  各基因引物序列

基因 引物序列前引 引物序列后引

Beclin1 CTGAAACTGGACACGAGCTTCAAG TGTGGTAAGTAATGGAGCTGTGAGTT
Beclin2 ATTTCAGATGAGGGTCCCTTG CAAGGACTTGAGATAGGAATGG
Atg9A TCATGCAGTTCCTCTTTGTGG TCTGGCAGAGTGACCTTG
Atg5 GGAGAGAAGAGGAGCCAGGT TGTTGCCTCCACTGAACTTG
LC3A TGGTCAAGATCATCCGGC CTCACCATGCTGTGCTGG
LC3B TTCTTCCTCCTGGTGAATGG GTGGGTGCCTACGTTCTCAT
TNF-α CATGATCCGAGATGTGGAACTGGC CTGGCTCAGCCACTCCAGC
nNOS CCTGGTACGGGCATTGCT GCTCATGCGGCCTCCTTT
IL-1b TTGTGGCTGTGGAGAAGCTG GCCGTCTTTCATACACAGG
IL-6 ATCCAGTTGCCTTCTTGGGACTGA TAAGCCTCCGACTTGTGAAGTGGT
GAPDH CCCCAACGTGTCGGTTGT CTCGGACGCCTGCTTCAC

特点,正常细胞核及神经元细胞质中蛋白质尼氏体呈

蓝染,其生物学作用是合成和分泌各类蛋白质。大脑

石蜡切片常规脱蜡至蒸馏水。用1%甲苯胺蓝水溶液
置于50~60

 

℃温箱内浸染20~40
 

min。蒸馏水、
70%乙醇、95%乙醇分别洗涤。无水乙醇脱水、二甲
苯透明、中性树胶固封。
1.2.4 RNA提取

经左心室使用生理盐水(0.9%
 

NaCl,含0.16
 

mg/mL肝素钠)灌流清除血液,断头后钳开颅骨,于
碎冰玻璃皿上利用眼科镊小心分离大脑海马后立即放
入液氮,加入1

 

mL
 

Trizol后用研磨。其后加入200
 

μL
氯仿,剧烈摇荡混匀后于4

 

℃,12
 

000×g离心15
 

min,取适量上清液加等体积异丙醇摇晃混匀,室温放

置10
 

min后于4
 

℃,12
 

000×g离心10
 

min。弃去上

清液,加入1
 

mL
 

75%乙醇,震荡混匀后于4
 

℃下

12
 

000×g离心5
 

min。吸取上清液加入适量焦磷酸

二乙酯(DEPC)水溶解RNA。测量样品在260
 

nm处
的吸光度值及样品浓度。如前所述进行后续反转录

cDNA及实时荧光定量PCR操作[8]。
1.2.5 引物序列

合成根据GenBank中Beclin-1、Beclin-2、自噬相

关蛋白9a(Atg9a)、自噬相关蛋白5a(Atg5a)、微管相
关蛋白 MAP1LC3(LC3A和LC3B)、肿瘤坏死因子α
(TNF-α)、神经型一氧化氮合酶(nNOS)、白细胞介素
(IL)-1b、IL-6基因序列分别设计引物,引物信息见表

1。引物均由生工生物工程(上海)股份有限公司

合成。
1.3 统计学处理

采用SPSS
 

22.0统计软件进行统计分析,计量资
料用x±s进行描述,多组比较采用单因素方差分析,
组间两 两 比 较 使 用 post

 

hoc
 

Tukey's检 验;采 用

Graphpad
 

Prism8.0软件作图;以P<0.05为差异有
统计学意义。
2 结  果

2.1 大鼠一般情况

糖尿病组造模成功后,0、4及12周监测随机血糖
均大于17

 

mmol/L,不同时间点大鼠血糖情况见表2。
2.2 各组大鼠

 

Morris
 

水迷宫评价结果

造模至第4周时,糖尿病组穿越平台次数较对照组

减少,差异有统计学意义(P<0.05);而逃避潜伏时间未

见明显差异(P>0.05);随着时间延长,第12周时糖尿病

组穿越平台次数较第4周时明显减少(P<0.05),同时潜

伏期较对照组明显延长(P<0.05),见表3。
表2  不同时间点大鼠血糖情况(n=10,x±s,mmol/L)

组别 0周 4周 12周

对照组 5.3±0.6 5.1±0.8 5.4±0.7

糖尿病组 18.2±4.4 20.8±4.5ab 21.2±6.1ab

  a:P<0.05,与同组0周比较;b:P<0.05,与相同时间对照组比较。

2.3 海马神经元在糖尿病不同时期中的变化

造模至第4周时,海马 HE染色及尼氏体染色显

示形态结构与造模开始时相比无明显改变;造模至第

12周时,HE及尼氏体染色可见海马各层明显萎缩,
神经元数量减少,神经纤维部分溶解,海马神经元蓝

染尼氏体减少,见图1。
2.4 糖尿病大鼠中海马自噬相关 mRNA表达水平

的变化

不同时期糖尿病大鼠自噬相关的Beclin-1、Bec-
lin-2、Atg9a、Atg5、LC3A、LC3B的 mRNA相对表达

水平变化见图2。Beclin-1基因:第4周时表达水平相

比初始降低44.91%(P<0.05),第12周时表达水平

相比初始降低68.75%(P<0.01)。Atg9a基因:在
第4周时表达水平和初始水平相比无明显差异(P>
0.05),第12周时表达水平相比初始降低34.14%
(P<0.05)。LC3A基因:在第4周时表达水平和初

始水平相比无明显差异(P>0.05),第12周时表达水

平相比初始降低41.17%(P<0.05)。Beclin-2、Atg5
及LC3B在糖尿病各个时期表达水平无明显变化。
2.5 不同时期糖尿病大鼠中海马氧化应激相关分子

表达的变化

不同时期糖尿病大鼠自噬相关的TNF-α、nNOS、
IL-1b、IL-6的 mRNA相对表达变化见图3。TNF-α
基因:第4周时表达水平相比初始增加79.28%(P<
0.01),第12周时表达水平相比初始增加82.61%
(P<0.01)。nNOS基因:在第4周时表达水平和初

始水平相比增加68.90%(P<0.01),第12周时表达

水平相比初始增加76.55%(P<0.01)。IL-6基因:在
第4周时表达水平和初始水平相比无明显差异(P>
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表3  各组大鼠 Morris水迷宫结果比较(n=10,x±s)

组别
穿越平台次数(次)

0周 4周 12周

逃避潜伏时间(s)

0周 4周 12周

对照组 6.7±2.1 6.3±1.1 6.1±0.4 49.1±17.8 45.6±17.1 51.2±9.7
糖尿病组 6.5±1.5 4.9±1.7b 3.4±0.9ab 40.5±11.9 50.5±10.9 91.3±20.5ab

  a:P<0.05,与同组0周比较;b:P<0.05,与相同时间对照组比较。

图1  不同时间点糖尿病组大鼠海马 HE染色及尼氏体染色

0.05),第12周时表达水平相比初始增加81.81%
(P<0.01)。IL-1β在糖尿病大鼠各个时期的海马组

织中表达水平无明显变化。

  a:P<0.05,b:P<0.01,与0周比较。

图2  糖尿病不同时期海马自噬相关 mRNA
相对表达水平变化

  b:P<0.01,与0周比较。

图3  不同时期糖尿病大鼠海马氧化应激

相关分子表达变化

3 讨  论

  目前对于糖尿病并发症的研究主要集中于心脏、
肾脏、视网膜、周围神经病变机制的研究,而对中枢神

经系统的研究较少。本研究的意义为构建早期糖尿

病大鼠模型,动态研究大鼠学习、记忆能力及海马自

噬的变化。结果显示,在第4周时,海马自噬水平开

始降低,同时氧化应激产物增加,而海马神经元未见

明显损伤,随着糖尿病病程进展至第12周时,海马自

噬程度进一步降低,而氧化应激水平进一步增强,海
马神经元出现明显数目减少、萎缩变性,大鼠认知功

能障碍进一步加重。本研究在糖尿病的病程中结合

氧化应激及自噬相关指标与海马损伤的关系,为探讨

糖尿病海马损伤提供了新的思路。
糖尿病并发中枢神经系统及精神情绪异常的机

制主要包括血管内皮功能异常、毛细血管新生及全身

炎症等,同时高糖所致毒性物质(如氧自由基)直接作

用脑神经细胞引起损伤。糖尿病对脑的损伤早期以

轻度认知功能障碍为主要表现,随着病程进展可导致

进展性高级智能活动损伤[9]。约70%糖尿病患者存

在一定程度的学习、记忆功能或空间执 行 能 力 减

退[10]。糖尿病患者脑磁共振成像可见脑组织萎缩,尤
其是海马和杏仁核萎缩[11]。本研究通过水迷宫实验

观察到糖尿病可造成大鼠学习记忆能力下降,并随病

程进行性加重。通过HE染色及尼氏体染色,海马组

织形态结构在第4周时并未出现明显改变;随着糖尿

病病程进展,第12周时出现明显海马细胞萎缩,代表
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神经细胞蛋白质合成的尼氏体淡染,这与观察到的大

鼠认知功能障碍发生时间及程度相符。
在糖尿病的病理生理学机制及病程的发生、发展

中,高糖可导致组织氧化应激的产生,而氧化应激可

导致自噬的产生[12]。自噬通过清除氧化应激损伤的

线粒体、内质网等减缓细胞死亡。因此,氧化应激和

自噬之间存在密切关系。在本研究中,选取了TNF-
α、nNOS、IL-1b、IL-6为代表的氧化应激相关分子进

行检测,发现TNF-α、nNOS在糖尿病早期的海马组

织中表达增加,随着病程进展,TNF-α、nNOS、IL-6水

平在海马中出现明显升高,提示氧化应激的增强。
自噬是细胞利用溶酶体对自身受损的细胞器和

大分子进行降解的过程,与多种疾病的发生、发展有

关,如神经退行性疾病及脑缺血性脑损伤等。自噬贯

穿正常细胞的生长发育和生理病理过程,与认知功能

关系密切。神经元自噬对于突触发育至关重要,而突

触生长和可塑性是学习记忆认知功能的基础。过表

达自噬关键调节因子可增强突触生长[13]。自噬相关

基因严密调控自噬过程,Beclin-1是调控自噬启动与

完成的最重要的蛋白之一,介导其他自噬蛋白定位于

吞噬泡,从而调控哺乳动物自噬体的形成与成熟。既

往研究证实,通过上调Beclin-1在哺乳动物细胞中的

表达能够刺激自噬的发生[14]。而Beclin-1的过表达

可预防脑神经细胞的凋亡,促进对蛋白质代谢废物及

毒性分子的清除。ATG9a是哺乳动物体内发现的唯

一自噬体膜蛋白,参与自噬过程和囊泡蛋白的募集,
是自噬体形成的必需蛋白,研究显示诱导 ATG9a形

成可调控自噬的过程[15]。微管相关蛋白轻链3简称

LC3,是第一个被发现的自噬体标记蛋白,定位于自噬

体膜上,其含量的多少与自噬泡的数量呈正相关。在

本研究中,检测到糖尿病大鼠海马组织中Beclin-1、
Atg9a、LC3A表达随着病程进展降低,提示自噬可能

与糖尿病所致海马损伤有关。有研究表明,糖尿病大

鼠在早期即可损伤肾小管,并且肾小管自噬活动被抑

制,胰岛素作用后可扭转自噬被抑制所造成的肾损

伤[16]。在体外试验中,糖尿病神经病变患者血清可诱

导神经细胞瘤细胞自噬,在细胞凋亡过程中起到保护

作用[17]。自噬作为机体防御机制在糖尿病发病和慢

性并发症的早期病理生理过程中有积极保护作用。
综上所述,本研究对自噬参与糖尿病海马损伤进

行了初步探索,在糖尿病大鼠病程早期(4周及12
周),海马组织中自噬启动最关键的Beclin-1、自噬体

膜蛋白Atg9a、代表自噬体数量的LC3A表达下调,结
合海马组织中氧化应激相关分子表达增加,海马组织

细胞萎缩及大鼠学习、记忆能力下降,推测自噬激活

参与糖尿病大鼠海马组织的损伤过程。为了进一步

确定自噬激活在糖尿病海马损伤中的作用,还需要采

用自噬抑制剂或激活剂调节自噬的水平,观察相应神

经元及海马功能的改变,从而探讨自噬在糖尿病脑病

变中的治疗前景。
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