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  [摘要] 目的 探究维生素D对肥胖大鼠焦虑抑郁行为的影响及其相关海马体炎症机制。方法 将雄性

Wistar大鼠分为4组(n=12):对照组、肥胖组、低剂量维生素D组(L-VD组)、高剂量维生素D组(H-VD组)。
对C组大鼠提供标准饲料,其余三组提供高脂饲料。大鼠肥胖模型建立成功后,对L-VD组、H-VD组大鼠经

腹腔分别注射10
 

μg·kg
-1·d-1、20

 

μg·kg
-1·d-1 维生素D,C组、F组注射同等体积的生理盐水,继续饲养

6周后检测相关指标。采用糖水偏好实验和旷场实验研究各组大鼠的行为学情况;采用HE染色观察海马体组

织病理学变化;采用 Western
 

blot检测海马体组织TNF-α、NF-κB蛋白表达水平。结果 干预6周后,与C组

相比,F组大鼠血清25(OH)D水平、糖水偏好指数、旷场运动总距离、进入中央区次数、中央区停留时间均明显

减少;海马体组织TNF-α、NF-κB蛋白表达水平明显升高(P>0.05)。与F组相比,L-VD组和 H-VD组血清

25(OH)D水平、糖水偏好指数明显增加;旷场内的焦虑抑郁样行为明显改善;TNF-α、NF-κB蛋白水平明显下

降(P<0.05)。上述指标在L-VD组和H-VD组间比较,差异均有统计学意义(P<0.05)。HE染色显示F组

海马体区神经元排列较疏松,出现大量神经元变性,L-VD组、H-VD组神经元排列较紧密规则,仅有部分细胞

轻度水肿和细胞质空泡化,且H-VD组未见明显神经元变性。结论 肥胖大鼠体内维生素D水平降低可加重

焦虑抑郁样行为,其机制可能涉及海马体区域炎症因子的激活。
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  [Abstract] Objective To

 

explore
 

the
 

effects
 

of
 

vitamin
 

D
 

on
 

anxiety
 

and
 

depression
 

behavior
 

and
 

the
 

mechanism
 

of
 

hippocampal
 

inflammation
 

in
 

obese
 

rats.Methods Male
 

Wistar
 

rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

4
 

groups
 

(n=12):control
 

group
 

(group
 

C),obesity
 

group
 

(group
 

F),low-dose
 

vitamin
 

D
 

group
 

(L-VD
 

group),and
 

high-dose
 

vitamin
 

D
 

group
 

(H-VD
 

group).Group
 

C
 

was
 

fed
 

a
 

standard
 

diet,and
 

the
 

other
 

three
 

groups
 

were
 

fed
 

a
 

high-fat
 

diet.After
 

successful
 

establishment
 

of
 

the
 

rat
 

obesity
 

model,L-VD
 

group
 

and
 

H-
VD

 

group
 

were
 

intraperitoneally
 

injected
 

with
 

10
 

μg·kg
-1·d-1

 

and
 

20
 

μg·kg
-1·d-1

 

vitamin
 

D,respective-
ly,and

 

groups
 

C
 

and
 

F
 

were
 

injected
 

with
 

the
 

same
 

volume
 

of
 

normal
 

saline;relevant
 

indexes
 

were
 

detected
 

af-
ter

 

continued
 

feeding
 

for
 

6
 

weeks.The
 

sucrose
 

preference
 

test
 

and
 

open
 

field
 

test
 

were
 

used
 

to
 

study
 

the
 

be-
havior

 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group.The
 

histopathological
 

changes
 

of
 

hippocampal
 

tissue
 

were
 

observed
 

by
 

HE
 

stai-
ning.The

 

expression
 

levels
 

of
 

TNF-α
 

and
 

NF-κB
 

protein
 

in
 

hippocampal
 

tissue
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.
Results After

 

6
 

weeks
 

of
 

intervention,compared
 

with
 

group
 

C,the
 

serum
 

25(OH)D
 

concentration,sugar-wa-
ter

 

preference
 

rate,total
 

distance
 

of
 

open
 

field
 

movement,number
 

of
 

entries
 

into
 

the
 

central
 

area,and
 

duration
 

of
 

stay
 

in
 

the
 

central
 

area
 

were
 

significantly
 

decreased
 

in
 

group
 

F
 

rats.The
 

expression
 

levels
 

of
 

TNF-α
 

and
 

NF-κB
 

proteins
 

in
 

hippocampal
 

tissues
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

group
 

F,serum
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25(OH)D
 

concentration
 

and
 

sugar-water
 

preference
 

rate
 

were
 

significantly
 

increased
 

in
 

L-VD
 

and
 

H-VD
 

groups.Anxiety
 

and
 

depression-like
 

behaviors
 

in
 

the
 

open
 

field
 

were
 

markedly
 

improved.TNF-α
 

and
 

NF-κB
 

protein
 

levels
 

were
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.05).Statistically
 

significant
 

differences
 

were
 

observed
 

in
 

all
 

aforementioned
 

indicators
 

between
 

the
 

groups
 

(P<0.05).HE
 

staining
 

revealed
 

looser
 

arrangement
 

of
 

hipp-
ocampal

 

neurons,with
 

extensive
 

neuronal
 

degeneration
 

in
 

group
 

F.In
 

contrast,L-VD
 

and
 

H-VD
 

groups
 

exhib-
ited

 

tighter
 

and
 

more
 

regular
 

neuronal
 

arrangements,with
 

only
 

mild
 

edema
 

and
 

cytoplasmic
 

vacuolation
 

in
 

some
 

cells.No
 

significant
 

neuronal
 

degeneration
 

was
 

observed
 

in
 

the
 

H-VD
 

group.Conclusion Reduced
 

vita-
min

 

D
 

levels
 

in
 

obese
 

rats
 

exacerbate
 

anxiety-depression-like
 

behaviors,potentially
 

through
 

activation
 

of
 

hipp-
ocampal

 

inflammatory
 

factors.
[Key

 

words] Vitamin
 

D;obesity;depression;hippocampus;inflammation

  肥胖是体内脂肪组织占比增多或分布异常的一

种慢性代谢性疾病,近年来在发达国家和发展中国家

发生率不断上升,2022年全球肥胖症患者数量高达

10亿[1]。近年来流行病学研究发现,肥胖与抑郁密切

相关,与非肥胖人群相比,肥胖人群患抑郁症等情绪

障碍的概率高55%[2]。
维生素D为脂溶性类固醇衍生物,在钙磷代谢、

骨代谢中发挥重要调节作用。随着研究的深入,发现

维生素D对人体的脂质代谢、炎症因子表达等生理功

能也起着非常重要的作用[3]。人体可通过皮肤照射

紫外线和食物摄入两种方式获得维生素D,但由于现

代生活方式的改变和极少数食物含有大量维生素D,
维生素D缺乏或不足已经成为中国乃至全球面临的

一个重要公共卫生问题,尤其在肥胖人群中更为常

见[4-6]。有研究发现,维生素D水平与抑郁症的发生

关系密切,血清维生素 D 水平与焦虑抑郁呈负相

关[7-8]。目前关于维生素D在肥胖引起的抑郁及炎症

反应中作用的研究较少。因此,本研究旨在探讨维生

素D对高脂饮食诱导的肥胖大鼠抑郁行为及神经炎

症因子的影响,为临床肥胖患者补充维生素D提供实

验依据。
1 材料与方法

 

1.1 材料

1.1.1 实验动物

48只4周龄 Wistar雄性大鼠[北京斯贝福生物

技术公司,动物许可证号:SCXK(京)2019-0010],体
重90~100

 

g,于恒温恒湿环境中饲养,自由饮水和进

食,维持恒定昼夜节律。本实验方案通过天津医科大

学朱宪彝纪念医院实验动物伦理委员会批准(审批

号:230227001)。
1.1.2 仪器与试剂

主要仪器:酶标仪(奥地利Tecan公司),显微镜

(日本 Olympus公司),高速离心机(德国Sigma公

司),ChemiDocTM
 

XRS
 

成像系统(美国Bio-RAD公

司),化学免疫分析仪(美国Simens公司),烤箱(上海

一恒公司),振荡恒温摇床(上海智诚公司)。主要试

剂:维生素D3(美国 Macklin公司),大鼠维生素D酶

联免疫分析试剂盒(上海科兴公司),蔗糖(北京Solar-

blo公司),无水乙醇、二甲苯(国药集团公司),伊红染

液、苏木素染液(北京中杉金桥生物科技有限公司),
PBS

 

缓冲液、中性树胶(北京索莱宝科技有限公司),
脱脂奶粉(中国碧云天生物技术研究所),鼠抗大鼠

NF-κB-P65一抗(美国CST公司)、兔抗大鼠 TNF-α
一抗、兔抗小鼠β-actin、山羊抗鼠二抗、山羊抗兔二抗

(中国博奥森生物技术有限公司)。
1.2 方法

1.2.1 动物分组及干预

大鼠经适应性喂养7
 

d后,根据随机数字表法分

为:对照组、肥胖组、低剂量维生素D组(L-VD组)、
高剂量维生素D组(H-VD组),每组12只。对照组

大鼠提供标准饲料(符合GB14924.3-2010大鼠营养

标准,维 生 素 D 含 量 为 1.0
 

IU/g,蛋 白 质 占 比

22.9%、脂肪占比13.4%、碳水化合物占比63.7%);
其余3组提供高脂饲料(维生素D含量为1.1

 

IU/g,
蛋白质占比20.0%、碳水化合物占比35.0%、脂肪占

比45.0%),根据美国国家研究委员会实验动物营养

小组委员会推荐剂量1
 

000
 

IU/kg[9],对照组与肥胖

组饮食中维生素D含量均为能维持正常生理功能的

剂量。国内外目前缺少判定大鼠肥胖模型成功的金

标准,大多数研究以超对照组平均体重百分比、脂体

比、Lee’s
 

指数等单一指标作为判定建模是否成功的

标准,本研究以体重超过对照组体重20%、体重明显

增加为造模成功标准[10-12]。大鼠肥胖模型建立成功

后,对L-VD组、H-VD组大鼠经腹腔分别注射10
 

μg·
kg-1·d-1、20

 

μg·kg
-1·d-1 维生素D,C组、F组注

射同等体积的生理盐水,继续饲养6周后,给予1%戊

巴比妥钠麻醉处死进行实验取材检测相关指标。
1.2.2 生化分析

每周称量大鼠体重,分别于高脂饲料喂养前和动

物取材前抽取大鼠尾静脉留取血清,ELISA法检测大

鼠血清维生素D浓度。
1.2.3 行为学测试

采用蔗糖水偏好实验(SPT)和旷场实验评估抑

郁行为。(1)SPT:于大鼠造模前及动物取材前禁水

禁食24
 

h后,每个鼠笼放置150
 

mL的2%蔗糖水和纯

水各
 

1
 

瓶,48
 

h后计算每组小鼠蔗糖水和纯水的饮用
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量,糖水偏好指数(%)
 

=蔗糖水消耗量/(蔗糖水消耗

量+纯水消耗量)×100%。(2)旷场实验:于取材前将

大鼠放入100
 

cm×
 

10
 

cm×50
 

cm、内壁和箱底为黑色

的箱内,其底面由25块面积相等的20
 

cm×20
 

cm正方

形组成,采用视频跟踪分析软件(ANY-maze)系统自动

划分。每只大鼠只进行1次行为学测试,测定完毕再进

行下一只测定,采用单盲法。测定指标为5
 

min内水平

运动总距离、中央区停留时间、中央区进入次数。
1.2.4 苏木素-伊红(hematoxylin-eosin,HE)染色

挑取海马体组织完整的脑组织切片于60
 

℃烤片

30
 

min,浸泡于二甲苯中30
 

min,经过梯度乙醇脱水后

冲洗,晾干水分,经苏木素染色液染色后冲洗返蓝,滴加

1滴伊红染液,中性树胶封片后光镜观察并拍照。
1.2.5 Western

 

blot
检测NF-κB、TNF-α蛋白表达水平,准备好预制

胶,选择合适内参,每孔道中20
 

μg蛋白上样,将胶放

到电泳仪上进行电泳、电转后,用
 

4
 

mL
 

BSA/脱脂牛

奶溶液封闭,在
 

BSA
 

溶液中以合适的比例稀释各目

的蛋白抗体,置于
 

4
 

℃摇床上缓慢摇晃12
 

h后,用
TBST

 

清洗转有蛋白的膜
 

10
 

min×2
 

次,在
 

BSA
 

溶

液中以1∶2
 

000的比例稀释二抗,室温孵育
 

1
 

h,
TBST

 

清洗转有蛋白的膜
 

10
 

min×2
 

次,PVDF膜加

显影液后置于化学发光凝胶成像系统中曝光并拍照。
使用Image-J软件分析目的蛋白及内参蛋白的灰度值

并计算定量结果。
1.3 统计学处理

采用SPSS16.0
 

统计软件进行数据分析,计量资

料以x±s表示,比较采用 One-way
 

ANOVA分析,
以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 各组大鼠体重变化情况

造模前,4组大鼠体重比较,差异无统计学意义

(P>0.05)。对照组继续给予普通饲料喂养,其余3
组给予高脂饲料。饲养6周后,体重明显高于对照

组,体重平均超过对照组20%(P<0.05),提示肥胖

模型造模成功。饲养12周后,与对照组相比,其余3
组体重明显增加(P<0.05);L-VD组和 H-VD组体

重均低于肥胖组,但差异无统计学意义(P>0.05);L-
VD组和H-VD组相比,体重差异无统计学意义(P>
0.05),见表1。

表1  各组大鼠体重变化情况(x±s,g)

组别 n 造模前 饲养6周 饲养12周

对照组 12 94.53±3.82 419.72±35.33 543.13±39.07

肥胖组 12 93.32±3.73 525.17±43.31a 630.30±69.54a

L-VD组 12 95.73±3.26 533.38±55.83a 596.40±56.19a

H-VD组 12 94.74±3.94 527.06±61.49a 586.38±45.91a

  a:P<0.05,与对照组比较。

2.2 各组大鼠血清25(OH)D水平

造模前,4组大鼠血清25(OH)D水平比较,差异

无统计学意义(P>0.05)。饲养6周后,与对照组血

清25(OH)D水平[(1
 

277.50±79.48)μg/L]相比,
肥胖 组 降 低 为 [(1

 

159.39±72.15)μg/L(P <
0.05)];与肥胖组相比,L-VD组和 H-VD组血清25
(OH)D水平明显上升,分别为(1

 

389.70±31.03)

μg/L和(1
 

422.13±33.73)μg/L(P<0.05),见图1。

  a:P<0.05,与同时间对照组比较;b:
 

P<0.05,与同时间肥胖组

比较。

图1  维生素D干预前后各组大鼠血清25(OH)D水平

2.3 各组大鼠SPT糖水偏好指数

造模前,4组大鼠糖水偏好指数比较,差异无统计

学意义(P>0.05)。饲养12周,与对照组大鼠糖水偏

好指数相比,肥胖组大鼠降低(P<0.05);与肥胖组相

比,L-VD组和 H-VD组大鼠糖水偏好指数明显提高

(P<0.05),见表2。
表2  各组大鼠SPT糖水偏好指数(x±s,%)

组别 n 造模前 饲养12周

对照组 12 87.20±4.02 86.47±10.11

肥胖组 12 90.00±6.48 54.78±9.93a

L-VD组 12 86.80±4.38 73.67±8.82b

H-VD组 12 78.00±6.92
 

75.96±10.87b

  a:P<0.05,与对照组比较;b:P<0.05,与肥胖组比较。

2.4 各组大鼠旷场实验指标比较

与对照组大鼠的活动总距离相比,肥胖组大鼠活

动总距离缩短,L-VD组和 H-VD组大鼠总距离较肥

胖组增长。与对照组相比,肥胖组进入中央区探索次

数及中央区停留时间明显减少(P<0.05);与肥胖组

相比,L-VD组和 H-VD组中央区进入次数及中央区

停留时间明显增加(P<0.05),见表3。
表3  各组大鼠旷场实验指标比较(x±s)

组别 n 总距离(m)
中央区进入次数

(次)
中央区停留时间

(s)

对照组 12 26.32±3.94 2.00±0.75 15.96±2.49

肥胖组 12 7.22±1.17a 0.50±0.53a 1.35±0.83a

L-VD组 12 17.64±2.43b 1.63±1.06b 7.41±1.85b

H-VD组 12 21.42±5.08b 1.38±0.74b 8.24±4.26b

  a:P<0.05,与对照组比较;b:
 

P<0.05,与肥胖组比较。

2.5 HE染色结果
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肥胖组神经元排列较疏松,大量神经元变性,细
胞体固缩深染,未见尼氏体结构;与肥胖组相比,L-
VD组与H-VD组海马体区域神经元形态明显改善。
L-VD组海马体区神经元排列较紧密规则,部分细胞

轻度水肿,细胞质空泡化,少量神经元变性,染色加

深;H-VD组海马体区神经元排列较紧密规则,极少

见神经元水肿及变性,见图2。

2.6 大鼠海马体组织炎症相关蛋白表达

与对照组相比,肥胖组大鼠海马体组织TNF-α、
NF-κB蛋白水平明显增加(P<0.05);与肥胖组相

比,L-VD组和 H-VD组 TNF-α、NF-κB蛋白水平明

显下降(P<0.05);L-VD组和 H-VD组相比,TNF-
α、NF-κB蛋白水平比较,差异无统计学差异(P>
0.05),见图3。

图2  光镜下四组大鼠海马体组织不同区域病理学图片(HE染色)

  A:NF-κB蛋白表达的 Western
 

blot条带图;B:NF-κB蛋白表达的定量结果;C:TNF-α蛋白表达的 Western
 

blot条带图;D:TNF-α蛋白表达的

定量结果;a:P<0.05,与对照组比较;b:
 

P<0.05,与肥胖组比较。

图3  大鼠海马体组织NF-κB、TNF-α蛋白水平比较

3 讨  论

  大量流行病学研究表明体内维生素D水平与肥

胖互相影响,肥胖与维生素D水平呈负相关,肥胖患

者往往伴随着体内较低的维生素D水平[13-16]。本实

验发现,即使在饮食中维生素D充足情况下,实验结

束后肥胖大鼠体内维生素D水平也低于正常饮食对

照组,这与既往研究[17]一致。

不同的研究均表明,饮食引起肥胖的动物更容易
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发生焦虑和抑郁行为[18],引起这些神经系统发生病变

的机制尚不明确,除了研究比较集中的氧化应激、胰
岛素抵抗、神经递质传递、肾上腺-海马体-垂体轴、神
经再生外,越来越多的证据支持神经炎症在抑郁症的

病因学中起着重要的作用[19-20]。还有研究发现,海马

体作为大脑情绪记忆调节区,其结构的变化在抑郁症

中发挥着重要的作用,海马体结构的改变会导致抑郁

症临床预后更差,这可能与海马体区神经元的凋亡和

自噬增强有关[21-25]。本实验 HE染色结果显示,与对

照组相比,肥胖组大鼠海马体区CA1区、CA3区、DG
区神经元排列疏松,大量神经元变性,海马体形态结

构出现异构化;Western
 

blot结果提示肥胖大鼠海马

体组织炎症因子的表达增加,TNF-α、NF-κB蛋白明

显增加。由此可见,逆转肥胖大鼠中海马体结构的改

变,减少海马体组织炎症因子的表达具有重要的

作用。
低维生素D水平与抑郁有一定关系,流行病学研

究表明,即使在调整了生活方式、社会人口统计学和

代谢因素后,维生素D仍与抑郁呈负相关,而较高浓

度的血清维生素D水平可以预防抑郁症的发生[26]。
维生素D对抑郁焦虑的治疗也成为研究焦点,目前我

国已陆续开展关于维生素D与抑郁之间的流行病学

调查研究,但关于维生素D在预防或缓解抑郁的作用

机制方面研究还较少。国外研究发现,神经元和神经

胶质细胞在前额叶皮层和海马体等不同区域表达维

生素
 

D
 

受体和
 

25(OH)
 

D-1α羟化酶,提示维生素
 

D
 

可能会改善其相关的脑部病理生理改变,在焦虑抑郁

症状中发挥作用[27-28]。维生素D还具有抗炎和抗氧

化作用,可降低血清的炎症因子水平[29],但对脑部炎

症因子水平的影响研究还较少。国外研究发现,维生

素D可以影响脑细胞分化,减少大脑神经元活性氧和

促炎细胞因子分泌[30-32]。本实验中肥胖大鼠体内维

生素D水平降低,与肥胖组相比,补充低剂量组和高

剂量维生素D后的两组大鼠蔗糖水摄入量增加,愉悦

感增加;旷场实验结果发现中心探索行为次数及停留

时间增加,移动距离增加,大鼠在新环境中较为活跃

和兴奋,对新环境有较强的好奇心和探索行为。HE
染色结果发现,CA1区、CA3区、DG区神经元排列紧

密程度及坏死形态较肥胖组均出现明显改善;分子水

平上,与肥胖大鼠比,补充维生素D后大鼠海马体组

织炎症因子NF-κB和TNF-α水平降低,但补充剂量

10
 

μg·kg
-1·d-1 和20

 

μg·kg
-1·d-1 维生素D的

两组之间差异并未有统计学意义。与肥胖组比较,L-
VD组和H-VD组差异无统计学意义,但体重更低,这
与既往研究[33]效应相同,提示维生素D与肥胖发生

是否可能存在剂量-反应关系,其最佳干预剂量及干预

周期仍需进一步研究。
综上所述,补充维生素D后大鼠海马体炎症因子

表达减少,焦虑抑郁行为减轻,为研究维生素D在防

治肥胖患者焦虑抑郁中的作用提供实验依据。
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