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津力达颗粒对糖尿病大鼠海马组织的保护作用

李　斐，赵　瑛

第二军医大学长征医院神经内科，上海２００００３

　　［摘要］　目的　探讨津力达颗粒对糖尿病大鼠海马组织的保护作用。方法　采用高脂饮食、链脲佐菌素腹腔一次性注
射诱发ＳＤ大鼠糖尿病模型，随机分为模型组、津力达不同剂量（０．７５、１．５、３．０ｇ／ｋｇ）治疗组、α硫辛酸组、胰岛素组，另设正常

对照组。８周后，通过 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验测试大鼠学习记忆能力，然后处死大鼠取海马组织，采用ＴＵＮＥＬ法检测凋亡细胞，

透射电镜下观察超微结构，并测定海马组织中超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、谷胱甘肽（ＧＳＨ）、髓过氧化物酶（ＭＰＯ）活性和丙二醛

（ＭＤＡ）含量。结果　糖尿病大鼠成模后８周出现学习记忆功能障碍，除低剂量津力达组外，各药物治疗组的学习记忆功能均
有不同程度的改善。与正常对照组比较，模型组大鼠海马ＣＡ１区出现较多的凋亡细胞，超微结构明显破坏，ＳＯＤ、ＧＳＨ活性降

低（Ｐ＜０．０５），ＭＰＯ活性和 ＭＤＡ水平升高（Ｐ＜０．０５）。与模型组相比，各药物治疗组大鼠海马ＣＡ１区凋亡细胞均有不同程

度的减少，海马神经元的超微结构破坏程度均有不同程度的减轻；除津力达低、中剂量组外，其余各药物治疗组ＳＯＤ、ＧＳＨ活

性均升高（Ｐ＜０．０５），ＭＰＯ活性均降低（Ｐ＜０．０５），其中津力达高剂量组与α硫辛酸组效果相当。结论　津力达颗粒对糖尿
病大鼠海马组织具有保护作用。
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　　糖尿病认知功能障碍是以获得性认知行为缺陷

为特征的糖尿病慢性并发症，其发生、发展所涉及的

分子生物学机制尚不清楚。中医学上，将其归属于

“消渴”病合并呆病、健忘等范畴，病机是脏腑阴虚为

本，病位在肺、脾、肾三脏，病久阴虚及阳，则三脏亏

虚，功能失调，运化水湿功能减弱，加剧痰浊形成。

故治疗的重点为健脾益气，消痰利湿［１］。津力达颗粒

是以人参、黄精、苍术、苦参、麦冬、地黄、制何首乌、山

茱萸、茯苓、佩兰、黄连、知母、淫羊藿（炙）丹参为成分，

主要功用为益气养阴、健脾运津，用于气阴两虚证，具

有治疗消渴之功效。本研究旨在观察津力达颗粒对２
型糖尿病大鼠认知功能及海马组织的保护作用，并从

氧化应激角度初步探讨其机制，为将该药应用于糖尿

病认知功能障碍的治疗提供实验依据。

１　材料和方法

１．１　动物　雄性ＳＤ大鼠，ＳＰＦ级，３５日龄，体质量

１５０～１６０ｇ，由第二军医大学实验动物中心提供，环

境温 度 为 ２０～２５℃，湿 度 为 ５６％，自 由 饮 水，

１２ｈ／１２ｈ昼夜交替，喂食时间为每日下午５：００至

次日上午８：００。饲养笼具、垫料、饲料、饮水均按

ＳＰＦ级实验动物的要求进行制备与消毒。大鼠适应

性饲养２ｄ后，禁食不禁水１２ｈ，称体质量，取血测血

糖等指标作为基础值。

１．２　药品与试剂　津力达颗粒（河北以岭药业集团

有限公司，批号２０１１００６１０）；诺和灵Ｎ（诺和诺德制

药有限公，批号：Ｊ２０１１０３１１）；α硫辛酸、链脲佐菌素

（ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ，ＳＴＺ）、羟甲基纤维素钠、柠檬酸及

柠檬酸钠均购于Ｓｉｇｍａ公司。超氧化物歧化酶（ｓｕ

ｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）试剂盒（南京建成生物工

程研究所）；谷胱甘肽（ＧＳＨ）、髓过氧化物酶（ＭＰＯ）

试剂盒（南京建成生物工程研究所）；丙二醛（ｍａｌｏｎ

ｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）试剂盒（南京建成生物工程研究

所）；寡核苷酸末端脱氧核糖转移酶（ＴｄＴ）介导的

ｄＵＴＰ缺口末端标记法（ＴＵＮＥＬ）凋亡检测试剂盒

（上海捷瑞生物科技公司）。２％戊巴比妥钠溶液（国

药集团化学试剂有限公司）；高脂饲料（胆固醇

２．５％、胆酸钠０．２％、猪油５％、蔗糖５％；中国科学

院上海分院）；普通饲料（第二军医大学实验动物中

心）。

１．３　造模与分组　将９０只ＳＰＦ级ＳＤ大鼠以普通

饲料适应性喂养１周后，随机取出１０只作为正常对

照组，全程以普通饲料喂养；其余大鼠改为高脂饲料

喂养４周后，禁食不禁水１２ｈ，测大鼠体质量，按３０

ｍｇ／ｋｇ剂量一次性腹腔注射ＳＴＺ（０．１ｍｍｏｌ／Ｌ柠檬

酸盐缓冲液配制，ｐＨ４．２～４．５，现用现配，３０ｍｉｎ
内注射完毕）。以血糖＞１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ确定为造模

成功，３ｄ后尾尖采血验证模型是否成功，不成功者

再次按１０～２０ｍｇ／ｋｇ剂量注射ＳＴＺ。将造模成功

的大鼠随机分为模型组、津力达低剂量组（０．７５ｇ／

ｋｇ）、津力达中剂量组（１．５ｇ／ｋｇ）、津力达高剂量组

（３．０ｇ／ｋｇ）、α硫辛酸组（５０ｍｇ／ｋｇ）、胰岛素组（诺

和灵Ｎ，１．５Ｕ／ｋｇ），每组１０只大鼠。除胰岛素采用

皮下注射外，其他药物均采用０．５％羟甲基纤维素钠

溶解均匀后灌胃给药。正常对照组与模型组均用同

等体积的羟甲基纤维素钠灌胃。每日给药１次，连

续处理２个月。

１．４　检测指标

１．４．１　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验　成模８周后，在直径约

１５０ｃｍ的圆形水池中，设置直径约１０ｃｍ、高１５ｃｍ
的平台，平台表面低于水面２ｃｍ，先通过４ｄ的训练

让大鼠熟悉并游至平台上。第５天隐藏平台，通过

记录分析系统分析处理大鼠寻找平台的潜伏期，考

察学习记忆能力。

１．４．２　ＴＵＮＥＬ法检测海马区细胞凋亡　脱臼法

处死大鼠，快速分离海马，将右侧海马置于－８０℃冰

箱，２４ｈ后取出标本，用冰冻切片机将标本切成５

μｍ厚的切片，贴于涂有多聚氨基酸的载玻片上，用

４％的多聚甲醛液固定２０ｍｉｎ，其余步骤按照说明书

的操作程序进行，光镜下观察结果。

１．４．３　透射电镜观察海马区超微结构　取大鼠海

马组织，４℃下用锋利刀片取约２ｍｍ３组织块，经

２．５％戊二醛及１％锇酸双重固定后，丙酮逐级脱水，

树脂包埋，做超薄切片，厚度为５０ｎｍ，醋酸铀和柠

檬酸铅双重染色后，用ＪＥＭ１２３０型透射电镜观察并

拍照。

１．４．４　海马组织ＳＯＤ、ＭＰＯ、ＧＳＨ活性和 ＭＤＡ含

量的测定　取大鼠海马组织，滤纸吸干，剪碎后置于

匀浆器中，按照各试剂盒说明书步骤检测 ＳＯＤ、

ＭＰＯ、ＧＳＨ活性和 ＭＤＡ含量。

１．５　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行

统计学分析。数据以珚ｘ±ｓ形式表示，多组间比较采

用单因素方差分析。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　各组大鼠一般情况　正常对照组大鼠一般情



第２期．李　斐，等．津力达颗粒对糖尿病大鼠海马组织的保护作用 ·１３９　　 ·

况良好，精神状态佳，活动自如，毛发光泽，饮食及大

小便正常；模型组大鼠一般情况较差，精神萎靡，行

动迟缓，毛发杂乱无光，出现多饮、多食、多尿现象；

各药物治疗组上述情况均有不同程度的改善。

２．２　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫测试结果　与正常对照组相比，

模型组大鼠寻找平台的潜伏期延长（Ｐ＜０．０５）；除津

力达低剂量组外，各药物治疗组较模型组潜伏期均

有不同程度的缩短（Ｐ＜０．０５）。详见图１。

２．３　光镜观察结果　由图２Ａ可见，正常对照组海

马ＣＡ１区神经元排列较规则、紧密，细胞界限清楚，

细胞带较完整；模型组（图２Ｂ）海马ＣＡ１区细胞排列

散乱，稀疏分布不均匀，神经细胞脱失严重，并可观

察到较多颜色棕染的凋亡细胞。各药物治疗组（图

２Ｃ～２Ｇ）的情况较模型组均有不同程度的改善，其

中津力达中剂量（图２Ｄ）和高剂量组（图２Ｅ）、α硫辛

酸组（图２Ｆ）及胰岛素组（图２Ｇ）改善显著。

图１　各组大鼠 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫测试结果

Ｆｉｇ１　 ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＭｏｒｒｉｓｗａｔｅｒ

ｍａｚｅｔｅｓｔｉｎｒａｔｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ

Ｇ１：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｇ２：Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；Ｇ３：Ｊｉｎｌｉｄａ０．７５ｇ／ｋｇ

ｇｒｏｕｐ；Ｇ４：Ｊｉｎｌｉｄａ１．５ｇ／ｋｇｇｒｏｕｐ；Ｇ５：Ｊｉｎｌｉｄａ３．０ｇ／ｋｇ

ｇｒｏｕｐ；Ｇ６：αｌｉｐｏｉｃａｃｉｄｇｒｏｕｐ；Ｇ７：Ｉｎｓｕｌｉｎｇｒｏｕｐ．Ｐ＜０．０５

ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．ｎ＝１０，珔ｘ±ｓ

图２　各组大鼠海马组织ＴＵＮＥＬ染色结果

Ｆｉｇ２　ＴＵＮＥＬｓｔａｉｎｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒａｔｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｊｉｎｌｉｄａ０．７５ｇ／ｋｇｇｒｏｕｐ；Ｄ：Ｊｉｎｌｉｄａ１．５ｇ／ｋｇｇｒｏｕｐ；Ｅ：Ｊｉｎｌｉｄａ３．０ｇ／ｋｇｇｒｏｕｐ；Ｆ：

αｌｉｐｏｉｃａｃｉｄｇｒｏｕｐ；Ｇ：Ｉｎｓｕｌｉｎｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

２．４　透射电镜观察结果　由图３Ａ可见，正常对照

组细胞核染色质分布较均匀，大部分线粒体结构完

整，偶见线粒体嵴破坏；模型组（图２Ｂ）细胞结构欠

清晰，细胞核有凝集现象，有较多线粒体结构不完

整，线粒体嵴破坏；津力达低剂量组（图２Ｃ）部分细

胞核染色质凝集，部分细胞核染色质分布不均匀，大

部分线粒体结构完整，少量线粒体嵴破坏；津力达中

剂量组（图２Ｄ）部分细胞核染色质聚集，呈块状，大

部分线粒体结构完整，少量线粒体嵴破坏；津力达高

剂量组（图２Ｅ）染色质凝集在细胞核边缘，分布不均

匀，部分线粒体嵴破坏；α硫辛酸组（图２Ｆ）染色质

呈块状凝集，凝集的染色质主要分布在细胞核边缘，

部分线粒体嵴破坏；胰岛素组（图２Ｇ）部分细胞核染

色质分布较均匀，部分细胞核染色质凝集，部分线粒

体破坏，胞质内有少量空泡。

２．５　生化指标检测结果　由表１可见，模型组大鼠

ＳＯＤ、ＧＳＨ 活性降低，ＭＰＯ 活性和 ＭＤＡ 水平升

高，与正常对照组比较差异有统计学意义（Ｐ＜

０．０５）；津力达中、高剂量组海马组织ＳＯＤ活性较模

型组升高，高剂量的津力达还能有效提高 ＧＳＨ 水
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平、降低 ＭＰＯ活性，其效果与α硫辛酸相当，但比

胰岛素略差；但对于 ＭＤＡ水平，除胰岛素组效果显

著外（Ｐ＜０．０５），其他各组药物对其均无明显

作用。　　　

图３　各组大鼠海马组织电镜图片

Ｆｉｇ３　Ｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｉｍａｇｅｓｏｆｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｔｉｓｓｕｅｓｉｎｒａｔｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ

Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｊｉｎｌｉｄａ０．７５ｇ／ｋｇｇｒｏｕｐ；Ｄ：Ｊｉｎｌｉｄａ１．５ｇ／ｋｇｇｒｏｕｐ；Ｅ：Ｊｉｎｌｉｄａ３．０ｇ／ｋｇｇｒｏｕｐ；Ｆ：

αｌｉｐｏｉｃａｃｉｄｇｒｏｕｐ；Ｇ：Ｉｎｓｕｌｉｎｇｒｏｕｐ．Ｂａｒ＝１μｍ（ＡＣ，ＥＧ）；Ｂａｒ＝０．５μｍ（Ｄ）

表１　各组大鼠海马组织ＳＯＤ、ＭＤＡ、ＭＰＯ和ＧＳＨ的变化

Ｔａｂ１　ＣｈａｎｇｅｓｏｆＳＯＤ，ＭＤＡ，ＭＰＯａｎｄＧＳＨｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｔｉｓｓｕｅｓｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ ＳＯＤ
ｚＢ／（Ｕ·ｍｇ－１）

ＭＤＡ
ｍＢ／（ｎｍｏｌ·ｍｇ－１）

ＭＰＯ
ｚＢ／（Ｕ·ｍｇ－１）

ＧＳＨ
ｗＢ／（ｍｇ·ｇ－１）

Ｃｏｎｔｒｏｌ １２．９２±１．５３ ０．１３±０．０３ ０．３０±０．０２ ３．６１±０．１７
Ｍｏｄｅｌ ３．１５±０．９８ １．１２±０．２４ ０．６４±０．０５ ０．８０±０．１２

Ｊｉｎｌｉｄａ０．７５ｇ／ｋｇ ３．６０±０．６６ １．０５±０．１５ ０．６５±０．０５ １．０５±０．１４△

Ｊｉｎｌｉｄａ１．５ｇ／ｋｇ ４．７９±１．０９△ ０．９０±０．１１ ０．７０±０．０７ ０．９６±０．１５

Ｊｉｎｌｉｄａ３．０ｇ／ｋｇ ５．０７±０．８５△ ０．９５±０．１８ ０．５３±０．０４△ １．５９±０．１７△

αｌｉｐｏｉｃａｃｉｄ ５．６６±０．４２△ ０．７８±０．０５ ０．５６±０．０７△ １．９２±０．３２△

Ｉｎｓｕｌｉｎ ６．８６±１．１３△ ０．５８±０．０９△ ０．３８±０．０４△ ２．４２±０．２０△

　ＳＯＤ：Ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ；ＭＤＡ：Ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ；ＭＰＯ：Ｍｙｅｌｏｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ；ＧＳＨ：Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ．Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　神经心理及神经电生理研究结果均提示，糖尿
病是认知功能障碍的独立危险因素［２］。而海马区与
大脑学习记忆功能密切相关，其损伤会严重影响动
物的学习记忆功能。本实验采用 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫检
测各组大鼠学习记忆能力，并采用ＴＵＮＥＬ法检测
各组大鼠海马细胞的凋亡情况，通过透射电镜技术
观察海马神经元超微结构，了解２型糖尿病大鼠认
知功能改变和海马神经元的损害程度，以及相关药
物的保护作用。Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫结果显示，模型组大

鼠潜伏期明显延长，除津力达低剂量组外，其余各药
物治疗组均能不同程度地改善大鼠的认知功能，尤
其是津力达高剂量组、α硫辛酸组及胰岛素组效果
显著；光镜下观察到模型组的海马神经细胞凋亡明
显，神经元排列稀松紊乱，药物治疗后各组均有不同
程度的改善；电镜下可见模型组大鼠海马区细胞结
构欠清晰，细胞核有凝集现象，有较多线粒体结构不
完整，线粒体嵴破坏，各治疗组海马神经元的超微结
构均有不同程度的改善。上述结果提示高糖环境可
以对海马组织造成明显的损害，而这种损害很可能
是导致糖尿病认知障碍的直接因素。而中、高剂量
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津力达颗粒对维持２型糖尿病大鼠海马组织正常结
构具有明显的保护作用，且高剂量组津力达颗粒的
保护作用与α硫辛酸及胰岛素的效果相当。

　　氧化应激是指细胞或组织中活性氧（ＲＯＳ）的产
生超出其本身的抗氧化能力，从而导致组织损伤的
一种状态。目前学界普遍认为，氧化应激是糖尿病
及其并发症形成的主要启动因素［３］。糖尿病糖代谢
紊乱引起葡萄糖的有氧氧化、蛋白的非酶糖基化作
用加强以及脂代谢异常等均可导致 ＲＯＳ产生增
加［４６］，而大脑是对脂质过氧化物较敏感的器官，过
多的ＲＯＳ可导致神经元线粒体内膜上的脂类、蛋白
和线粒体ＤＮＡ损害，最终导致细胞内能量衰竭和细
胞死亡，引起认知功能障碍［７］。本实验选取ＳＯＤ、

ＭＤＡ、ＧＳＨ、ＭＰＯ作为氧化还原相关指标。ＳＯＤ是
一种肽链大分子金属酶，能催化超氧化物阴离子歧
化为过氧化氢与氧气，其活力的高低可间接反映机
体清除氧自由基的能力［８］。ＭＤＡ作为氧自由基与
生物膜不饱和脂肪酸发生脂质过氧化反应的代谢产

物，其含量的变化间接地反映了组织中氧化自由基
含量的变化，通过测定 ＭＤＡ含量可以估计海马组
织中氧自由基水平和脂质过氧化反应的强弱［９］。

ＭＰＯ主要存在于单核细胞和中性粒细胞中，参与体
内Ⅰ相代谢，外界刺激可导致中性粒细胞的聚集，在
聚集部位释放大量 ＭＰＯ，可启动脂质过氧化；ＧＳＨ
的作用是减少自由基的产生，防止脂质过氧化及其
代谢产物对机体的损害，其活性降低可导致氧自由
基产生增加和细胞自由基清除酶的活力下降，造成
神经细胞脂质过氧化的发生［１０］。本实验结果显示，２
型糖尿病大鼠模型海马组织中ＳＯＤ活性及ＧＳＨ水
平降低，ＭＤＡ水平及 ＭＰＯ活性增高，提示氧化应
激在糖尿病海马损害中发挥了作用。而津力达中、
高剂量组用药后可改善机体抗氧化应激能力，减少
氧化应激损伤。尤其是津力达高剂量组其抗氧化应
激的能力可与α硫辛酸相媲美，两者对于以上各氧
化应激指标的调节作用相当。但同时，本实验结果
也提示，津力达和α硫辛酸无法替代胰岛素对糖尿
病大鼠海马组织的保护作用。

　　综上所述，津力达颗粒能够有效增强海马组织
的抗氧化应激能力，维持海马正常组织结构和细胞
结构，从而抵制糖尿病对大鼠认知功能的损害。实
验结果提示，中、高剂量的津力达颗粒单独使用，对２
型糖尿病大鼠的海马组织具有明显保护作用，尤其
是高剂量的津力达颗粒，其抗氧化应激及对海马组
织的保护作用可以与α硫辛酸相媲美。但实验结果
同时还显示津力达颗粒单独使用对海马的保护作用

是有限的，提示津力达颗粒联合传统的糖尿病治疗
药物，如二甲双胍、胰岛素，可能会多途径的、更有效
地控制血糖和可能的氧化应激损伤，从而使海马组
织获得更好的保护。
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