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２型糖尿病大鼠海马组织中ＰＧＣ１α和ＳＩＲＴ１表达的变化及意义
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　　［摘要］　目的　探讨过氧化物酶体增殖物激活受体γ辅激活因子１α（ＰＧＣ１α）和ＰＧＣ１α的上游调节蛋白沉默信息调节

因子２相关酶类１（ＳＩＲＴ１）在２型糖尿病大鼠海马组织中表达的变化及其意义。方法　对ＳＤ大鼠进行高脂饲养，用链脲佐
菌素一次性腹腔注射诱发ＳＤ大鼠糖尿病模型后，将大鼠随机分为模型组和α硫辛酸组，另设正常对照组。８周后，通过Ｍｏｒｒｉｓ

水迷宫实验检测大鼠的认知功能；采用 ＴＵＮＥＬ法检测海马组织细胞凋亡情况，透射电镜下观察海马组织超微结构；用

ＲＴＰＣＲ技术检测海马组织中ＰＧＣ１αｍＲＮＡ的表达，用蛋白质印迹分析方法检测海马组织中ＰＧＣ１α及ＳＩＲＴ１蛋白的表达；

用试剂盒检测海马组织中超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、谷胱甘肽（ＧＳＨ）活性及丙二醛（ＭＤＡ）含量。结果　与正常对照组相比，
模型组大鼠认知功能下降（Ｐ＜０．０５）；海马组织细胞凋亡明显，细胞结构欠清晰，线粒体破坏明显；海马组织中ＰＧＣ１αｍＲＮＡ
及蛋白的表达量均降低（Ｐ＜０．０１），ＳＩＲＴ１蛋白表达量也降低（Ｐ＜０．０１）；海马组织中ＳＯＤ、ＧＳＨ活性降低（Ｐ＜０．０１），ＭＤＡ
含量升高（Ｐ＜０．０１）。与模型组相比，α硫辛酸组大鼠认知功能提高（Ｐ＜０．０５）；海马组织细胞凋亡及超微结构的破坏均有不

同程度的改善；海马组织中ＰＧＣ１αｍＲＮＡ及蛋白的表达量、ＳＩＲＴ１蛋白表达量、ＳＯＤ活性、ＧＳＨ活性均升高（Ｐ 均＜０．０１），

ＭＤＡ含量降低（Ｐ＜０．０５）。结论　高糖环境抑制了ＳＩＲＴ１蛋白的表达，致使ＰＧＣ１α的正常生物学功能无法发挥，这可能是
糖尿病认知功能损害的一个重要因素。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１３，３４（４）：３９３３９７］

　　糖尿病是影响认知功能的独立危险因素［１］。２
型糖尿病合并的认知功能障碍主要以轻、中度的认

知功能受损为特征，同时伴有大脑结构、神经功能及

神经精神等方面的病理性改变，但糖尿病认知功能

障碍的具体发病机制尚不明确。目前的研究提示氧

化应激在糖尿病中枢神经系统并发症中发挥重要作

用［２３］。过氧化物酶体增殖物激活受体γ辅激活因

子１α（ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒγ
ｃｏａｃｔｉｖａｔｏｒ１α，ＰＧＣ１α）是新发现的在抗氧化应激

系统中起关键作用的转录调节因子，研究表明ＰＧＣ

１α在神经保护中起主要作用［４］。沉默信息调节因子

２相关酶类１［ｓｉｒｔｕｉｎ１（ｓｉｌｅｎｔｍａｔｉｎｇｔｙｐｅｉｎｆｏｒｍａ

ｔｉｏｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ２，ｈｏｍｏｌｏｇ）１ （Ｓ．ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ），

ＳＩＲＴ１］是ＰＧＣ１α的上游调节蛋白，在氧化应激中

起重要作用［５６］。本实验通过观察糖尿病大鼠海马

区ＰＧＣ１α、ＳＩＲＴ１的表达及海马神经元凋亡情况和

氧化应激水平的变化，探讨ＰＧＣ１α和ＳＩＲＴ１在糖

尿病脑病发生发展中的作用机制，并研究抗氧化剂

α硫辛酸对其的调节作用，从而为糖尿病脑病的临

床诊治提供新的思路。

１　材料和方法

１．１　实验动物　雄性ＳＤ大鼠３０只，体质量１８０～
２００ｇ，由第二军医大学实验动物中心提供［生产许

可证号：ＳＣＸＫ（沪）２００７０００３；使用许可证号：

ＳＹＸＫ（沪）２００７０００３］，ＳＰＦ级环境饲养，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。

１．２　动物模型的建立、分组与处理　大鼠适应性饲

养２ｄ后随机分组，１０只正常对照组给予普通饲料，

其余给予高脂饲料，均喂养４周。模型组大鼠诱发出

胰岛素抵抗后，按３０ｍｇ／ｋｇ一次性腹腔注射链脲佐

菌素（ＳＴＺ，购自Ｓｉｇｍａ公司；溶于ｐＨ４．３、０．１ｍｏｌ／Ｌ
的柠檬酸缓冲液）；正常对照组腹腔注射相同剂量的

柠檬酸缓冲液。２周后大鼠禁食８ｈ，按２ｇ／ｋｇ灌服

２０％Ｄ葡萄糖溶液做口服糖耐量试验。凡在０ｍｉｎ、

１２０ｍｉｎ时的大鼠血糖值分别大于７．０ｍｍｏｌ／Ｌ和

１１．０ｍｍｏｌ／Ｌ，则认为２型糖尿病模型造模成功。

　　将造模成功的２０只大鼠随机分为模型组和α硫

辛酸组，每组１０只。α硫辛酸组用溶解于０．５％羟甲

基纤维素钠的α硫辛酸（Ｓｉｇｍａ公司）按５０ｍｇ／ｋｇ灌

胃给药，正常对照组与模型组均用同等体积的０．５％
羟甲基纤维素钠灌胃。每日给药１次，连续２个月。

１．３　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验　成模第８周时，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　ＴＵＮＥＬ法检测大鼠海马组织细胞凋亡　水

迷宫实验结束后将大鼠麻醉，断头取脑，分离海马，

将右侧海马组织置于－８０℃冰箱，２４ｈ后取出标本，

用冰冻切片机将标本切成５μｍ厚的切片，贴于涂有

多聚氨基酸的载玻片上，用４％多聚甲醛溶液固定

２０ ｍｉｎ，按 照 试 剂 盒 （Ｒｏｃｈｅ 公 司，货 号：

１１６８４８１７９１０；批号：１４１３７２００）的说明书进行操作。

１．５　透射电镜观察大鼠海马组织超微结构　将大

鼠海马组织于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，在ＪＥＭ１２３０型透射电镜下观

察并照相。

１．６　ＲＴＰＣＲ法检测各组大鼠海马组织中ＰＧＣ１α
ｍＲＮＡ的表达　用ＴＲＩｚｏｌ试剂盒（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）

提取大鼠海马组织总ＲＮＡ，按试剂盒说明合成ｃＤ

ＮＡ。ＰＣＲ扩增按试剂盒（上海捷瑞生物科技公司）说

明进行。内参βａｃｔｉｎ上游引物：５′ＧＧＡＡＴＧ ＧＧＴ
ＣＡＧＡＡＧＧＡＣＴＣ３′，下游引物：５′ＣＡＴＧＴＣＧＴＣ

ＣＣＡＧＴＴＧＧＴＡＡ３′（产物大小为１１１ｂｐ）；ＰＧＣ１α
上游引物：５′ＣＣＴＣＣＡＴＧＣＣＴＧＡＣＧＧＣＡＣＣ３′，

下游引物：５′ＧＡＧＣＴＧＡＧＴＧＴＴＧＧＣＴＧＧＣＧ３′
（产物大小９２ｂｐ）。反应条件：９５℃预变性５ｍｉｎ；

９５℃变性４５ｓ，６０℃退火４５ｓ，７２℃延伸４５ｓ，共４０个

循环；７２℃再延伸１０ｍｉｎ。取扩增产物５μＬ进行２％
琼脂糖凝胶电泳，用凝胶成像分析系统分析条带光密

度值，以待测基因与βａｃｔｉｎ基因光密度的比值作为待
测基因ｍＲＮＡ的相对表达量。

１．７　蛋白质印迹分析法检测各组大鼠海马组织中

ＰＧＣ１α及ＳＩＲＴ１蛋白的表达　对新鲜海马组织进

行组织蛋白的提取（每一样本均含５０μｇ总蛋白），
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行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳转膜，剪开各条带后封膜２ｈ。加

入ＰＧＣ１α一抗（１３００；货号ａｂ１０６８１４，Ａｂｃａｍ公

司），４℃ 过 夜，ＴＢＳＴ 洗 膜 后 加 羊 抗 兔 抗 体

（１２０００）室温下孵育１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜，滴加ＥＣＬ
检测试剂混合液在暗室中显影。以βａｃｔｉｎ（抗体货

号ａｂ８２２６，Ａｂｃａｍ 公司）作为内参。用 Ｑｕａｎｔｉｔｙ
Ｏｎｅ成像系统进行蛋白条带的灰度值分析，用ＰＧＣ

１α蛋白与βａｃｔｉｎ蛋白条带的灰度积分比值代表目

标蛋白的相对表达量。ＳＩＲＴ１的检测方法同上，其

一抗（货号 ８４６９，ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌ公司）稀释比例为

１８００，二抗稀释比例为１３０００。

１．８　氧化应激指标检测　将大鼠海马组织用滤纸

吸干，剪碎后置于匀浆器中，用试剂盒检测大鼠海马

组织中超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）和谷胱甘肽（ＧＳＨ）活

性及丙二醛（ＭＤＡ）的含量。试剂盒购于南京建成

生物工程研究所（批号：２０１１０９０５）。

１．９　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行统

计学分析，实验数据用珔ｘ±ｓ表示，数据进行方差齐性

检验，方差齐者采用方差分析及ＬＳＤ检验，方差不齐

者采用Ｔａｍｈａｎｅ’ｓＴ２检验，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

况良好，精神状态佳，活动自如，毛发光泽，饮食及大

小便正常，无死亡；模型组大鼠一般情况较差，精神

状态不佳，行动迟缓，毛发杂乱无光，出现多饮、多食

现象；α硫辛酸治疗组上述情况较模型组有所改善。

各组大鼠体质量及空腹血糖值见表１。

表１　各组大鼠体质量及空腹血糖水平

Ｔａｂ１　Ｂｏｄｙｍａｓｓ（ＢＭ）ａｎｄｆａｓｔｉｎｇ

ｂｌｏｏｄｇｌｕｃｏｓｅ（ＦＢＧ）ｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ ＢＭｍ／ｇ ＦＢＧｃＢ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

Ｃｏｎｔｒｏｌ ４７０．１４±３３．３０ ６．０６±０．３３
Ｍｏｄｅｌ ３４６．１１±５２．９８ ２９．３８±８．２５

αｌｉｐｏｉｃａｃｉｄ ３１９．６５±５６．８１ ２２．８０±７．９５△

　Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ

２．２　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验结果　每组１０只大鼠均行

Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫测试，模型组寻找平台潜伏期较正常

对照组延长［（３０．０２±３．３２）ｓｖｓ（１５．５２±２．６３）ｓ，

Ｐ＜０．０５］；α硫辛酸治疗组寻找平台潜伏期较模型

组缩短［（１８．５６±２．０８）ｓｖｓ（３０．０２±３．３２）ｓ，Ｐ＜
０．０５］；α硫辛酸治疗组寻找平台潜伏期虽较正常对

照组延长，但差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

２．３　大鼠海马组织细胞凋亡结果　正常对照组海

马组织神经元排列较规则、紧密，细胞界限清楚，细

胞带较完整（图１Ａ）。模型组海马组织细胞排列散

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（图１Ｂ）。α硫辛酸组海

马组织细胞排列较整齐，较模型组细胞空泡化程度

明显减轻，排列紧密（图１Ｃ）。

图１　各组大鼠海马组织ＴＵＮＥＬ染色结果

Ｆｉｇ１　ＴＵＮＥＬｓｔａｉｎｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｔｉｓｓｕｅｓｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：αｌｉｐｏｉｃａｃｉｄｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

２．４　大鼠海马组织超微结构改变　透射电镜下观
察可见：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（图２Ａ）。模
型组细胞结构欠清晰，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（图２Ｂ）。α硫辛酸
组染色质呈块状凝集，凝集的染色质主要分布在细
胞核边缘，部分线粒体嵴破坏（图２Ｃ）。

２．５　各组大鼠海马组织中 ＰＧＣ１αｍＲＮＡ 的表
达　与正常对照组（６．２１７８±０．５４５１）相比，模型组

ＰＧＣ１αｍＲＮＡ的表达量（０．２２３５±０．０８４７）下降
（Ｐ＜０．０１）；α硫辛酸治疗组ＰＧＣ１αｍＲＮＡ的表
达量（２．０９３２±０．３２１８）较模型组回升（Ｐ＜０．０１），
但仍低于正常对照组（Ｐ＜０．０１）。
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图２　各组大鼠海马组织电镜图片

Ｆｉｇ２　Ｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｉｍａｇｅｓｏｆｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｔｉｓｓｕｅｓｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：αｌｉｐｏｉｃａｃｉｄｇｒｏｕｐ．Ｂａｒ＝１μｍ（Ａ，Ｂ）；Ｂａｒ＝０．５μｍ（Ｃ）

２．６　各组大鼠海马组织中ＰＧＣ１α、ＳＩＲＴ１蛋白的

表达　与正常对照组相比，模型组ＰＧＣ１α蛋白表

达量降低（Ｐ＜０．０１），α硫辛酸治疗组ＰＧＣ１α蛋白

表达量较模型组回升（Ｐ＜０．０１），但仍低于正常对

照组（Ｐ＜０．０１）。模型组ＳＩＲＴ１蛋白的表达量低于

正常对照组（Ｐ＜０．０１）；α硫辛酸治疗组ＳＩＲＴ１蛋

白表达量较模型组回升（Ｐ＜０．０１），与正常对照组

比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。见图３。

２．７　氧化应激指标检测结果　与正常对照组比较，

模型组大鼠海马组织中ＳＯＤ、ＧＳＨ 活性降低（Ｐ＜
０．０１），ＭＤＡ含量升高（Ｐ＜０．０１）。α硫辛酸治疗

组ＳＯＤ及 ＧＳＨ 活性较模型组回升（Ｐ＜０．０１），

ＭＤＡ含量有所降低（Ｐ＜０．０５）。详见表２。

图３　各组大鼠海马组织中ＰＧＣ１α、ＳＩＲＴ１蛋白的表达

Ｆｉｇ３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＧＣ１αａｎｄＳＩＲＴ１ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｔｉｓｓｕｅｓｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

Ｃ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｍ：Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；Ａ：αｌｉｐｏｉｃａｃｉｄｇｒｏｕｐ．Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．ｎ＝６，珔ｘ±ｓ

表２　氧化应激指标检测结果

Ｔａｂ２　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓｉｎｄｅｘｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ ＳＯＤ
ｚＢ／（Ｕ·ｍｇ－１）

ＧＳＨ
ｗＢ／（ｍｇ·ｇ－１）

ＭＤＡ
ｍＢ／（ｎｍｏｌ·ｍｇ－１）

Ｃｏｎｔｒｏｌ １３．２３±１．３９ ３．５９±０．１７ ０．１３±０．０３
Ｍｏｄｅｌ ３．００±０．９７ ０．８０±０．１１ １．２２±０．１９

αｌｉｐｏｉｃａｃｉｄ ５．５９±０．４９△△ １．９８±０．３１△△ ０．７６±０．０５△

　ＳＯＤ：Ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ；ＧＳＨ：Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ；ＭＤＡ：Ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ．Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜
０．０１ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　高糖所致的氧化应激及细胞代谢障碍与糖尿病

神经损害有着密切联系［７］。ＰＧＣ１α可诱导细胞抗

氧化酶的表达，提高组织抗氧化能力［８９］，同时它也

是调节线粒体生物合成及功能的核心调控因子，在

脑内广泛分布［９１１］。近年来的研究表明，ＰＧＣ１α具

有神经保护功能，且与认知功能障碍有着密切的联

系［１２１３］。那么在糖尿病慢性脑损害中，ＰＧＣ１α是否

也发挥作用？本研究结果提示，持续的高糖环境对糖

尿病大鼠海马组织造成了巨大的损害，海马组织中

ＰＧＣ１αｍＲＮＡ及蛋白表达量降低（Ｐ＜０．０１），受
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ＰＧＣ１α调控的抗氧化酶类ＳＯＤ、ＧＳＨ活性也降低

（Ｐ＜０．０１），同时组织中 ＭＤＡ含量升高（Ｐ＜０．０１）。

由此可以推测：持续的高糖环境，通过某种机制抑制

了糖尿病大鼠海马组织中ＰＧＣ１α的表达，致使其下

游抗氧化酶的表达及线粒体修复功能受到抑制，导致

糖尿病大鼠海马组织中活性氧过度蓄积，线粒体内膜

的脂质、蛋白质和线粒体ＤＮＡ损害，细胞内能量衰

竭、细胞死亡，最终引起认知功能障碍。

　　ＳＩＲＴ１是一种与细胞增殖、分化、衰老、凋亡和

代谢密切相关的烟酰胺腺嘌呤二核苷酸依赖的蛋白

去乙酰化酶，在氧化应激中起重要作用［６，１４］。研究

发现ＳＩＲＴ１可调节氧化应激条件下ＰＧＣ１α的起始

和持续反应，对于ＰＧＣ１α生物学效应的发挥起积

极作用［５，１５］。因此，本研究检测了模型组和对照组

海马组织中 ＳＩＲＴ１蛋白的含量，发现模型组中

ＳＩＲＴ１蛋白表达受到抑制。由此，我们推测，高糖环

境通过抑制ＳＩＲＴ１／ＰＧＣ１α调节系统，最终导致细

胞能量衰竭而发生死亡。

　　α硫辛酸是目前已知的能改善糖尿病大鼠认知

障碍的一种药物［１６］，本实验中对α硫辛酸组大鼠的

检测结果提示，α硫辛酸能对糖尿病大鼠海马组织

结构的完整性提供保护，能部分提高糖尿病大鼠海

马组织中ＳＩＲＴ１／ＰＧＣ１α的表达，但其效果有限，并

不能完全改善海马组织过氧化状态，因此，我们认为

α硫辛酸对海马组织可提供部分保护，但仍需结合

其他有效的综合治疗方案，才有可能从根本上杜绝

高糖对糖尿病大鼠海马的损害。

４　利益冲突

　　所有作者声明本文不涉及任何利益冲突。
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