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系统性炎症对糖尿病小鼠基底节损害的影响及机制
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!摘要"

!

目的
!

研究系统性炎症对糖尿病小鼠基底节血脑屏障$

TTT

%破坏(炎性细胞活化和神经元变性的影响及机制'

方法
!

腹腔注射链脲佐菌素制备糖尿病小鼠模型#利用脂多糖$

QD5

%建立系统性炎症模型#分为糖尿病组(糖尿病
hQD5

组

和对照组'免疫荧光染色检测基底节小胶质细胞(星形胶质细胞活化情况及
TTT

紧密连接蛋白
@((30*-2

表达水平&甲苯胺蓝

染色检测神经元变性情况&明胶底物凝胶酶谱法检测基质金属蛋白酶$

66D;

%活性'

结果
!

与对照组小鼠相比#糖尿病组小

鼠基底节神经元的数量减少$

7

$

"="#

%#小胶质细胞和星形胶质细胞活化数量增加$

7

$

"="#

%&而糖尿病
hQD5

组小鼠基底节神

经元数量进一步减少#小胶质细胞和星形胶质细胞活化数量均增加#与糖尿病组相比差异有统计学意义$

7

$

"="$

或
7

$

"="#

%'

糖尿病组小鼠
66DFG

较对照组明显活化#而糖尿病
hQD5

组小鼠
66DFG

较糖尿病组明显活化$

7

$

"="$

%&

%

组
66DF!

活性

差异无统计学意义'糖尿病组小鼠脑内基底节
@((30*-2

表达较对照组减少#而糖尿病
hQD5

组小鼠基底节
@((30*-2

表达减少

更明显'

结论
!

高血糖可以导致基底节炎性细胞活化(

TTT

破坏和神经元变性#而系统性炎症加重这一病理过程'

!关键词"

!

糖尿病&系统性炎症&基底节变性&小胶质细胞&血脑屏障
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系统性炎症对糖尿病小鼠基底节损害的影响及机制

!!

非酮症糖尿病性偏侧舞蹈病$

L+,-(L/1+)

);;/(-)7+* -̂7L 2/2a+7/7-( L

8H

+1

N

3

8

(+,-)

#

SKF

?S

%是一种少见的非酮症高血糖并发症#目前发病

机制不明'该病多见于老年女性#尤其是亚洲人#临

床上以急性起病的偏侧肢体的大幅度(不规则的不

自主运动为主要症状#

6ZA

检查显示病灶局限于壳

核和尾状核#尸检和脑组织活检发现胶质细胞增生

和空泡形成或肥大星形细胞增生)

#

*

'我们曾报道
%

例患者病灶存在明显的强化效应#提示血脑屏障

$

TTT

%破坏&患者发病前均有感染病史#脑脊液检查

显示非特异性炎性反应#提示炎性反应参与高血糖

导致的基底节损害)

!

*

'研究系统性炎性反应和高血

糖两者对中枢神经系统损害及其机制#对防治糖尿

病并发症具有重要意义'因此#本研究利用脂多糖

$

QD5

%建立系统性炎症反应模型#研究系统性炎症

对糖尿病小鼠基底节神经元的损害作用#并探讨其

可能的机制'

>

!

材料和方法

#=#

!

动物模型及分组
!

选用
C

"

$

个月龄
K$BTQ

"

&

雄性小鼠#体质量
%"

"

C"

N

#均购自浙江省医学科学

研究院实验动物中心)许可证号
5K[d

$浙%

!"#%F

""%%

*'动物模型实验设计符合动物管理委员会和

?AS

指南'

CE

只小鼠按照完全随机化方式分为
%

组!空白对照组(糖尿病组和糖尿病
hQD5

组#每组

#&

只'糖尿病模型制作!小鼠腹腔注射链脲佐菌素

$

;71+

H

7/P/7/(-2

#

5OV

#

5-

N

,)

公司%

#$",

N

"

a

N

#注射

后检测血糖证实出现糖尿病#即空腹血糖
'

!"

,,/3

"

Q

入选实验动物#空腹血糖未达标者予以剔

除并补充'糖尿病
hQD5

组以
#""

#

N

"

a

N

剂量腹腔

注射
QD5

$

5-

N

,)

公司%'实验过程中糖尿病组死亡

#

只#糖尿病
hQD5

组死亡
!

只#及时补充'空白对

照组腹腔注射同等剂量的
"=GY

生理盐水'动物常

规饮食饲养#

B!L

后灌注(取脑'

#=!

!

免疫荧光染色及甲苯胺蓝染色
!

脑组织复合

甲醛固定
Ce

过夜#

!"Y

(

%"Y

和
C"Y

蔗糖依次脱

水#冰冻切片机冰冻切片$

%"

#

,

%#置于
W!"e

保

存'取出脑组织切片#

DT5

洗涤
!

次&加羊血清#封

闭
&",-2

&然后加一抗#

Ce

过夜#

DT5

洗涤
%

次#加

荧光结合
K

8

%

抗鼠或
CEE

抗羊抗体#避光室温孵育

&",-2

&避光#

DT5

洗涤
%

次#贴片封片#荧光显微镜

下观察(摄片'抗体血脑屏障紧密连接蛋白

@((30*-2

$

#b$""

#

5-

N

,)

%#检测
@((30*-2

在小鼠基

底节区的表达&

AI)F#

$

#b$""

#

U)a/KL+,-()3;

%标记

小胶质细胞#

RJ'D

$

#b$""

#

5-

N

,)

%标记星形胶质细

胞'镜下观察细胞形态#计数每个视野阳性细胞'

另取脑组织切片在
#Y

甲苯胺蓝溶液中浸泡

$,-2

#蒸馏水轻轻冲洗
%

"

$,-2

#分别以
B$Y

(

G$Y

(

#""Y

的乙醇逐级脱水后#二甲苯透明#中性树

胶封固后甲苯胺蓝染色神经元'

#=%

!

明胶凝胶酶谱法测定基质金属蛋白酶

#

66D

$

F!

和
66DFG

活性
!

脑组织加裂解缓冲液#

超声匀浆#

Ce

离心
!",-2

$

#""""1

H

,

%#提取上清

液 总 蛋 白# 应 用
R+3)7-2+F5+

H

L)1/;+ CT

$

',+1;L),

#

RML+)37L()1+

#

602(L+2

#

R+1,)2

8

%

吸附纯化
66D;

&明胶酶谱法凝胶电泳'凝胶在含

!=$YO1-7/2[F#""

洗涤缓冲液下孵育#然后在孵育

缓冲液中
%Be

孵育
!CL

#用
K//,);;-+

蓝
ZF!$"

染

色
%",-2

后#凝胶用
$Y

醋酸和
!$Y

甲醇脱色至清

晰条带显现#在蓝色背景上显示明胶分解'混合鼠

66DF!

和
66DFG

标准品作为阳性对照'用
A,)

N

+

.

灰度半定量测定
66DF!

和
66DFG

活性'

#=C

!

统计学处理
!

采用
5D55#B="

统计软件进行

统计学处理#计量资料数据采用
#

4X(

表示#组间比

较采用单因素方差分析$

'?@>'

%#两两比较方差

齐性时采用
Q5<

法#方差不齐时采用
<022+77

.

K

法

作多重比较'检验水准$

%

%为
"="$

'

C

!

结
!

果

!=#

!

系统性炎症导致基底节神经元变性和小胶质

细胞及星形胶质细胞活化
!

对照组小鼠基底节神经

元数量为
B#="$X!="&

#糖尿病组为
$E="BXC=&B

#

较对照组减少$

7c"="""GB

%&而糖尿病
hQD5

组小

鼠基底节神经元数量为
C#=%"X#=GG

#较糖尿病组

减少#两组差异具有统计学意义$

7

$

"="#

%'糖尿病

组小鼠小胶质细胞明显活化#细胞体变大#突触增大

$图
#

%#活化小胶质细胞数量为
CE=!#X&=$&

#与对照

组$

##=G$X#=$B

%相比差异有统计学意义$

7

$

"="#

%&

糖尿病
hQD5

组小鼠小胶质细胞活化更加明显#细胞

呈阿米巴样改变#活化小胶质细胞数为
$&=E%XC="B

#

与糖尿病组相比差异有统计学意义$

7c"="!#

#图
#

%'

对照组小鼠基底节活化星形胶质细胞数量为
$=G$X

+

#B%#

+
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#=C#

#糖尿病组为
&C=&"X%=%"

#两组差异有统计学意

义$

7

$

"="#

%&而糖尿病
hQD5

组小鼠活化星形胶质

细胞数量为
B!=E$X#=E"

#与糖尿病组相比差异有统

计学意义$

7c"="""B!

#图
#

%'

图
>

!

各组小鼠小胶质细胞%星形胶质细胞及神经元形态学和定量比较

免疫荧光染色$

@1-

N

-2)3,)

N

2-4-()7-/2

!

g%""

%和甲苯胺蓝染色$

@1-

N

-2)3,)

N

2-4-()7-/2

!

g!""

%

=QD5

!脂多糖
=

""

7

$

"="#

与对照组比较&

&

7

$

"="$

#

&&

7

$

"="#

与糖尿病组比较
=

小胶质细胞!

,c$

&星形胶质细胞!

,c$

&神经元!

,c&=

#

4X(

!=!

!

系统性炎症导致
66DFG

活化和
@((30*-2

破

坏
!

明胶底物凝胶酶谱法检测小鼠脑组织
66DF!

和
66DFG

活性#结果显示糖尿病组和糖尿病
hQD5

组小鼠
66DFG

较对照组明显活化#糖尿病组小鼠

66DFG

活性为
E=$!X#=E$

#糖尿病
hQD5

组为

#C=&GX#="!

#两组差异有统计学意义$

7c"="!$

&

%'而糖尿病与糖尿病
hQD5

组两组
66DF!

活性差

异没有统计学意义$

7c"=GC$

#图
!

%'

图
C

!

明胶底物凝胶酶谱法检测
77!0C

%

77!0S

活性

QD5

!脂多糖&

66D

!基质金属蛋白酶
=

"

7

$

"="$

与糖尿病组比

较
=,cC

#

#

4X(

免疫荧光染色结果显示对照组小鼠脑组织

@((30*-2

在基底节沿微血管处表达$图
%'

%#糖尿病

组小鼠
@((30*-2

表达减少$图
%T

%#而糖尿病
hQD5

组小鼠基底节
@((30*-2

表达减少更加明显$图
%K

%'

图
J

!

免疫荧光检测
KKK

紧密连接蛋白

5//,-*')

在小鼠基底节区表达情况

'

!对照组&

T

!糖尿病组&

K

!糖尿病
hQD5

组
=QD5

!脂多糖&

TTT

!血脑屏障
=T)1c%"

#

,

J

!

讨
!

论

TTT

是维持脑内环境稳定的重要结构#近年来

研究发现
TTT

是一个动态的过程#维持和调节脑部

平衡和代偿系统循环波动#并增加脑内代谢功能'

一些中枢神经系统疾病#如阿尔茨海默病(帕金森

病(癫疒间(卒中等多种疾病#能破坏
TTT

结构完整

性#导致神经变性)

%FC

*

'钆增强
6ZA

和
KO

灌注扫

描显示糖尿病患者
TTT

通透性增加)

$

*

#提示高血糖

可以导致
TTT

破坏'高血糖导致
TTT

损害各个部

位并不一致#中脑最先受累#而后是海马(皮质和基

底节)

&

*

'这种区域变化表明
TTT

不是完全统一的

屏障#而是通过复杂的全脑和局部因素来调节的'

@((30*-2

主要表达于中枢神经系统内皮细胞)

B

*

#本

研究显示高血糖时
@((30*-2

表达明显减少#糖尿病

小鼠基底节神经元变性#数量减少#提示糖尿病时存

在
TTT

损害#可能参与继发性基底节神经元变性'

66D;

能够降解毛细管基膜和紧密连接蛋白#导致

TTT

损害#以往研究证实
66D;

激活是
TTT

破坏

+

!B%#

+



书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第
#!

期
=

王静华#等
=

系统性炎症对糖尿病小鼠基底节损害的影响及机制

的关键因素)

E

*

'本研究显示高血糖通过活化
66DF

G

参与
TTT

损伤&此外#高血糖还可以激活小胶质细

胞和星形胶质细胞#这些激活的炎性细胞形态发生

改变#并可分泌多种细胞因子如肿瘤坏死因子

$

O?J

%

F

%

(白介素
#

$

AQF#

%等&这些细胞因子又可激

活小胶质细胞#形成,病理级联-#使其释放大量炎症

因子致使神经元变性)

G

*

'

系统性炎症反应可以加剧中枢神经变性'临床

观察发现系统性感染和应激#如急性败血症和手术

可能导致老年患者持久性认知功能和运动功能的减

退)

#"

*

'

S0L

等)

##

*研究发现#中脑黑质区域对炎性

介导的神经变性过程较为敏感#小胶质细胞的激活

发生在帕金森病发生(发展的各个阶段中#较其他神

经变性疾病有更为重要的作用'基底节小胶质细胞

对炎症反应非常敏感#立体定向注射
QD5

至黑质或

纹状体内#可以导致小胶质细胞活化和多巴胺神经

元变性#促炎性细胞因子如
AQF#

)

(

O?JF

%

和
AQF&

等表达增高#并表现类似帕金森病的症状)

#!

*

'最近

研究也证实
QD5

诱导的系统性炎症可以导致小胶

质细胞活化和多巴胺能神经元变性)

#%

*

'本实验结

果显示#

QD5

诱导系统性炎症时#糖尿病小鼠基底节

小胶质细胞活化数量明显增加#

66DFG

活性也显著

增加#而
@((30*-2

表达进一步减少#表明系统性炎

症可能通过激活
66DFG

(破坏
TTT

(加重高血糖导

致基底节病理损伤过程'

综上所述#本研究证实高血糖可以激活基底节

小胶质细胞和星形胶质细胞#活化
66DFG

#引起

TTT

破坏#导致基底节神经元变性'而系统性炎症

可以加重这一病理过程#提示一些可治的炎症因素

参与基底节神经元变性#抑制过度的神经炎症反应

可能有助于保护
TTT

和防止中枢神经系统损害#为

糖尿病患者中枢神经系统并发症和神经变性疾病的

防治提供新的方法'
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