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胰岛素降低海马谷氨酸及Ｄ丝氨酸含量改善糖尿病大鼠空间学习记忆能力
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七年制９６期，辽宁 沈阳 １１０００１；３．厦门大学医学院，福建 厦门 ３６３０００）

　　摘要：目的　观察胰岛素对糖尿病大鼠空间学习记忆及海马组织中谷氨酸、Ｄ丝氨酸含量的影响。
方法　采用尾静脉注射链脲佐菌素（ＳＴＺ）制备大鼠糖尿病（ＤＭ）模型。注射ＳＴＺ第３天模型成功后，每天１
次ｓｃ给予胰岛素２Ｕ·ｋｇ－１，持续８２ｄ。定期检测各组动物体重及空腹血糖。造模１１周后进行 Ｍｏｒｒｉｓ水迷
宫实验，检测大鼠学习记忆能力；实验结束后取海马组织，观察形态变化，并测定谷氨酸及 Ｄ丝氨酸含量。
结果　与正常对照组比较，ＤＭ模型组大鼠体重明显减轻（Ｐ＜０．０１），血糖明显升高（Ｐ＜０．０１），逃避潜伏期
明显延长及原平台象限游泳时间显著减少（Ｐ＜０．０１），海马组织中谷氨酸及 Ｄ丝氨酸的含量均显著升高
（Ｐ＜０．０１）。胰岛素治疗组体重增加、血糖含量恢复到正常水平。与ＤＭ模型组相比，胰岛素治疗组大鼠逃
避潜伏期显著缩短（Ｐ＜０．０１），原平台象限游泳时间占总时间百分比显著增加（Ｐ＜０．０１）；海马组织中谷氨
酸及Ｄ丝氨酸的含量也分别由ＤＭ模型组的（１．５５０±０．０５４）和（０．０８４±０．０５）ｍｇ·ｇ－１下降为胰岛素治疗组
的（１．１３７±０．０２３）和（０．０６８±０．００４）ｍｇ·ｇ－１。结论　胰岛素可以改善糖尿病大鼠空间学习记忆能力，这可
能与其降低海马组织中谷氨酸及Ｄ丝氨酸的含量有关。
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　　糖尿病（ｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓ，ＤＭ）是一种以血糖升
高为特征的代谢紊乱综合征，发病率逐年上升，我

国每年约增加１２０万糖尿病患者［１］，已经成为糖尿

病第一大国。糖尿病导致的学习记忆损伤早在２０
世纪２０年代就有报道［２］。在临床表现中表现为认

知功能障碍、痴呆、精神性疾患等慢性脑病症状，称

为糖尿病脑病（ｄｉａｂｅｔｉｃｅｎｃｅｐｈａｌｏｐａｔｈｙ，ＤＥ）［３－５］。
已发现ＤＥ与大脑微血管病变［６］、氧化应激［７］、非酶

性蛋白糖基化［８］等有关，但其发病机制还不明确。

Ｎ甲基Ｄ门冬氨酸（ＮｍｅｔｈｙｌＤａｓｐａｒｔｉｃａｃｉｄ，
ＮＭＤＡ）受体在突触可塑性及兴奋毒性等方面均具
有重要作用。ＮＭＤＡ受体ＮＲ１亚基上存在一个“甘
氨酸位点”，该位点必须被结合后谷氨酸才能开放

ＮＭＤＡ受体偶联的离子通道。而研究表明，
Ｄ丝氨酸与甘氨酸结合位点的结合效能比甘氨酸的
更高，是真正的ＮＭＤＡ受体的共激活因子［９－１０］。

　

　　基金项目：福建省自然科学基金项目（２００９Ｊ０１１９９）；辽
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ＮＭＤＡ受体的过度激活可导致学习记忆损害。本文
采用静脉注射链脲佐菌素（ｓｔｒｅｐｔｏｔｏｃｉｎ，ＳＴＺ）制备糖
尿病模型，观察胰岛素治疗对糖尿病大鼠空间学习

记忆能力的影响，并测定了海马组织中谷氨酸及

Ｄ丝氨酸含量变化，探讨胰岛素的作用机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物、药品及主要仪器
健康雄性ＳＤ大鼠，体质量１９０～２１０ｇ，由辽宁

医学院实验动物中心提供，动物合格证号：ＳＣＸＫ
（辽）２００３２０１０。谷氨酸对照品，上海康达氨基酸厂
生产，纯度为９９．９％。Ｄ丝氨酸（纯度９９．９％）、邻
苯二甲醛（Ｏｐｈｔｈａｌａｌｄｅｈｙｄｅ，ＯＰＡ）和 Ｎ异丁酰基
Ｄ半胱氨酸（ＮｉｓｏｂｕｔｙｒｙｌＤｃｙｓｔｅｉｎｅ，ＩＢＤＣ）、ＳＴＺ为
Ｓｉｇｍａ公司产品。精蛋白锌胰岛素注射液（长效胰
岛素，１０ｍｌ∶４００Ｕ），江苏万邦生化医药股份有限公
式生产。乙腈和甲醇为色谱纯；其余试剂均为国产

分析纯。ＬＣ１０Ａｖｐ高效液相色谱仪，为日本岛津公
司生产。Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫，中国医学科学院药物研究所
研制。ＯｎｅＴｏｕｃｈⅡ血糖仪，美国强生有限公司产品。
１．２　动物模型制备、分组及药物治疗

４５只大鼠适应性喂养３ｄ后，置于 Ｍｏｒｒｉｓ水迷
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宫中学习训练２ｄ。于第３天，选择４次均能在９０ｓ
内找到平台的４３只大鼠为合格实验动物。合格大
鼠自由觅食饮水，再喂养３ｄ后，随机选出１０只为
正常对照组。余下的大鼠禁食不禁水１２ｈ，一次性
尾静脉给予ＳＴＺ５０ｍｇ·ｋｇ－１（ＳＴＺ临用前溶解于新
鲜配制的０．１ｍｏｌ·Ｌ－１，ｐＨ４．４的柠檬酸柠檬酸钠
缓冲液，配制成 １％的溶液），记为第 ０天（ｄ０）。
７２ｈ后由尾静脉采血测定血糖，选择血糖 ≥
１５．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１者为糖尿病大鼠［１１］。将复制成功的

糖尿病大鼠再用随机法分为２组：ＤＭ模型组１６只；
胰岛素治疗组１３只，每日下午５～６时腹部ｓｃ给予
胰岛素，并于次日上午８～９时检测血糖，调整胰岛
素用量，使大鼠血糖控制在６～９ｍｍｏｌ·Ｌ－１，胰岛素
用量约为 ２Ｕ·ｋｇ－１·ｄ－１。正常对照组腹部
皮下给予等体积的柠檬酸柠檬酸钠缓冲液。所有
大鼠均自由摄食摄水，１２ｈ光照，连续给药８２ｄ。
１．３　大鼠体重、血糖的测定

每周定期测定 １次大鼠进行体重。定期检测
大鼠空腹血糖，尾静脉采血，用血糖仪测定。

１．４　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验［１２］

参照Ｍｏｒｒｉｓ方法于第８０天进行大鼠水迷宫实
验。记录大鼠寻找平台并爬上平台所需时间（逃避

潜伏期）和计算大鼠在原平台象限游泳时间占总游

泳时间的百分比。实验期间继续给药。

１．５　ＨＥ染色观察海马ＣＡ１区神经细胞形态
Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验结束后，用 １０％水合氯醛

（３００ｍｇ·ｋｇ－１）腹腔注射，麻醉后开胸暴露心脏，经
左心室插管灌流生理盐水，剪开右心房，待心脏变白

后改用４％多聚甲醛灌流固定，取脑组织，固定于
１０％甲醛中，石蜡包埋切片，经ＨＥ染色后光镜下观

察海马ＣＡ１区神经细胞形态变化。
１．６　高效液相色谱法检测海马组织中谷氨酸、
Ｄ丝氨酸含量［１３－１４］

水迷宫实验完成后立即取双侧海马，冻存，５ｄ
内用邻苯二甲醛（Ｏｐｈｔｈａｌａｌｄｅｈｙｄｅ，ＯＰＡ）柱前衍生
化高效液相色谱法测定谷氨酸、Ｄ丝氨酸含量
（ｍｇ·ｇ－１湿重）。
１．７　统计学处理

实验数据以 珋ｘ±ｓ表示，用ＳＰＳＳ１６．０软件包，采
用单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ）及其 ＬＳＤ′ｓｐｏｓｔｈｏｃ
ｔｅｓｔ进行统计学分析。

２　结果

２．１　胰岛素对糖尿病大鼠体质量和血糖的影响
表１及表２结果显示，正常对照组大鼠体质量

增长明显，血糖维持正常水平，而ＤＭ模型组大鼠体
质量增长缓慢或下降，血糖一直处于较高水平（血

糖≥１５．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１），与正常对照组相比差异具有
统计学意义（Ｐ＜０．０１）。胰岛素治疗组大鼠体质量
增加明显，血糖也恢复到正常水平（表２）。
２．２　胰岛素对糖尿病大鼠空间学习记忆的影响

表３结果表明，ＤＭ模型组大鼠逃避潜伏期较
正常对照组明显延长，且在原平台象限游泳时间占

总游泳时间的百分比明显降低（Ｐ＜０．０１），表明ＤＭ
大鼠空间学习记忆功能明显受损（Ｐ＜０．０１）。胰岛
素治疗组逃避潜伏期较 ＤＭ模型组明显缩短（Ｐ＜
０．０１），大鼠在原平台象限的游泳时间占总游泳时
间的百分比明显增加（Ｐ＜０．０１），说明胰岛素可以
明显改善糖尿病大鼠的学习记忆能力（表３）。

Ｔａｂ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｉｎｓｕｌｉｎｏｎｂｏｄｙｍａｓｓｉｎｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓ（ＤＭ）ｒａｔｓ

Ｇｒｏｕｐ ｎ
Ｂｏｄｙｍａｓｓ／ｇ

ｄ０ ｄ７ ｄ２８ ｄ５６ ｄ８０
Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ １０ ２１８．１±２３．７ ２４０．１±２４．６ ２９５．１±３１．２ ３０１．５±３０．３ ３０２．８±３３．７
ＤＭｍｏｄｅｌ ９ ２２４．０±２７．９ １９９．６±２７．８ ２０１．７±２９．０ ２００．９±３３．８ ２０３．１±３３．８

ＤＭｍｏｄｅｌ＋Ｉｎｓｕｌｉｎ ８ ２１９．０±１２．９ ２０１．１±１３．６ ２６７．６±２９．０＃＃ ２８４．６±３０．６＃＃ ２８８．３±１８．０＃＃

Ｄｉａｂｅｔｅｓｗａｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙａｓｉｎｇｌｅｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ（ＳＴＺ）５０ｍｇ·ｋｇ－１，ａｎｄｔｈｅｄａｙｗａｓｃｏｕｎｔｅｄａｓｔｈｅｂｅｇｉｎｉｎｇｄａｙ（ｄ０）．Ｒａｔｓ
ｗｉｔｈｂｌｏｏｄｇｌｕｃｏｓｅ≥１５．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ｗｅｒｅｃｏｎｓｉｄｅｒｅｄａｓＤＭｍｏｄｅｌａｎｉｍａｌｓｏｎｄ３ａｆｔｅｒｂｌｏｏｄｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ．Ｉｎｓｕｌｉｎ２Ｕ·ｋｇ－１·ｄ－１ｗａｓｇｉｖｅｎｓｃｆｒｏｍｄ３
ｆｏｒ８０ｄ．珋ｘ±ｓ．Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＤＭｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．

Ｔａｂ．２　ＥｆｆｅｃｔｏｆｉｎｓｕｌｉｎｏｎｂｌｏｏｄｇｌｕｃｏｓｅｉｎＤＭ ｒａｔｓ

Ｇｒｏｕｐ ｎ
Ｂｌｏｏｄｇｌｕｃｏｓｅ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１

ｄ０ ｄ３ ｄ２８ ｄ８０
Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ １０ ５．７±０．５ ５．８±０．３ ５．９±０．５ ５．７±０．５
ＤＭｍｏｄｅｌ ９ ５．７±０．５ ２９．１±５．１ ２９．０±４．８ ２８．９±３．４

ＤＭｍｏｄｅｌ＋Ｉｎｓｕｌｉｎ ８ ５．８±０．５ ３０．４±３．５ ６．８±１．１＃＃ ６．６±１．２＃＃

ＳｅｅＴａｂ．１ｆｏｒｔｈｅｌｅｇｅｎｄ．珋ｘ±ｓ．Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＤＭｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．
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Ｔａｂ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｉｎｓｕｌｉｎｏｎｅｓｃａｐｅｌａｔｅｎｃｉｅｓａｎｄｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｔｉｍｅｓｐｅｎｔｉｎｔａｒｇｅｔｑｕａｄｒａｎｔｏｆａｍｎｅｓｉｃｒａｔｓ

Ｇｒｏｕｐ ｎ
Ｅｓｃａｐｅｌａｔｅｎｃｙ／ｓ

ｄ８３ ｄ８４ ｄ８５

Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｔｉｍｅｓｐｅｎｔ
ｉｎｔａｒｇｅｔｑｕａｄｒａｎｔ／％

ｄ８６

ＮｏｒｍａｌＣｏｎｔｒｏｌ １０ ３１．４±５．０ ２５．０±４．０ １８．６±７．１ ３６．５±６．４

ＤＭｍｏｄｅｌ ９ ４１．２±４．７ ３５．５±６．３ ３１．７±７．５ ２２．４±６．０

ＤＭｍｏｄｅｌ＋Ｉｎｓｕｌｉｎ ８ ３４．１±５．３＃＃ ２７．３±４．５＃＃ ２０．４±４．８＃＃ ３５．６±５．５＃＃

ＳｅｅＴａｂ．１ｆｏｒｔｈｅｌｅｇｅｎｄ．Ｍｏｒｒｉｓｗａｔｅｒｍａｚｅｗａｓｂｅｇｕｎｏｎｄ８１．珋ｘ±ｓ．Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ
ＤＭｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．

２．３　胰岛素对糖尿病大鼠海马组织病理变化的影
响

从海马冠状切片ＨＥ染色可见，正常对照组（图
１Ａ）、ＤＭ模型组（图１Ｂ）、胰岛素治疗组（图１Ｃ）光
镜下海马ＣＡ１区锥体细胞均排列整齐、密集；神经
元形态完整，胞核染色清晰，核圆形或椭圆形、核仁

明显。

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｉｎｓｕｌｉｎｏｎｐｙｒａｍｉｄａｌｎｅｕｒｏｎｓｉｎｈｉｐｐｏｃａｍ
ｐａｌＣＡ１ｒｅｇｉｏｎｓ（ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ×４００）．ＳｅｅＴａｂ．１ｆｏｒｔｈｅｌｅｇｅｎｄ．
Ａ：ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＤＭｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＤＭｍｏｄｅｌ＋ｉｎｓｕｌｉｎｇｒｏｕｐ．

２．４　胰岛素对糖尿病大鼠海马组织中谷氨酸、
Ｄ丝氨酸含量的影响

表４结果表明，与正常对照组相比，ＤＭ模型组

海马组织谷氨酸及 Ｄ丝氨酸含量都明显升高（均
Ｐ＜０．０１）。与ＤＭ模型组相比，胰岛素治疗组海马
组织中谷氨酸及 Ｄ丝氨酸含量均显著降低（Ｐ＜
０．０１），与正常对照组相比无显著性差异。

Ｔａｂ．４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｉｎｓｕｌｉｎｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｇｌｕｔａｍａｔｅ（Ｇｌｕ），
Ｄｓｅｒｉｎｅ（ＤＳｅｒ）ｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆＤＭ ｒａｔｓ

Ｇｒｏｕｐ Ｇｌｕ／ｍｇ·ｇ－１ ＤＳｅｒ／ｍｇ·ｇ－１

ＮｏｒｍａｌＣｏｎｔｒｏｌ １．１１３±０．０３９＃＃ ０．０６２±０．０７＃＃

ＤＭｍｏｄｅｌ １．５５０±０．０５４ ０．０８４±０．０５

ＤＭｍｏｄｅｌ＋Ｉｎｓｕｌｉｎ １．１３７±０．０２３＃＃ ０．０６８±０．００４＃＃

ＳｅｅＴａｂ．１ｆｏｒｔｈｅｌｅｇｅｎｄ．Ａｌｌｔｈｅｓａｍｐｌｅｓｗｅｒｅｓｔｏｒｅｄａｔ－８０℃ ａｎｄ
ｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｗｉｔｈｉｎ５ｄ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝５．Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ
ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＤＭｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．

３　讨论

本实验结果表明，胰岛素能够使 ＤＭ大鼠血糖
恢复到正常水平，体重也逐渐增加，动物无多饮多尿

现象。注射ＳＴＺ１１周后进行水迷宫实验，与 ＤＭ模
型组相比，胰岛素治疗组逃避潜伏期明显缩短，原平

台象限游泳时间占总游泳时间的百分比明显升高，

说明胰岛素对 ＳＴＺ诱导的大鼠学习记忆损伤具有
治疗作用，该结果与文献报道结果基本一致［１５］。

ＮＭＤＡ受体是谷氨酸受体的一种亚型，介导多
种生理病理变化，其激活需要谷氨酸及 Ｄ丝氨酸共
同参与。本研究还测定了海马组织中这两种氨基酸

含量，结果表明 ＤＭ模型组海马组织中谷氨酸及
Ｄ丝氨酸分别是正常对照组的１．３９及１．３５倍。有
文献报道糖尿病大鼠谷氨酸生成量增加［１６］，与本实

验结果基本一致。Ｄ丝氨酸作为哺乳动物体内最主
要的Ｄ型氨基酸之一，达到了体内游离丝氨基酸总
量的三分之一。在体内 Ｄ丝氨酸主要由丝氨酸消
旋酶（ｓｅｒｉｎｅｒａｃｅｍｅｓ，ＳＲ）将体内的Ｌ丝氨酸转化而
来［１０］。有文献报道，腹腔注射ＳＴＺ具有提高视网膜
ＳＲ活力及 Ｄ丝氨酸含量的作用［１７］，因此推断 ＳＴＺ
在脑组织中也可能通过同样的机制来提高脑海马组
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织中的 Ｄ丝氨酸的含量。谷氨酸及 Ｄ丝氨酸在激
活ＮＭＤＡ受体过程中发挥关键性作用［９－１０，１８］。研

究显示 ＮＭＤＡ受体上甘氨酸位点并不饱和［１９］，并

且能够被外源性 Ｄ丝氨酸进一步激活［２０］，因此推

测ＤＭ模型组大鼠学习记忆损伤可能与大鼠海马组
织中谷氨酸及Ｄ丝氨酸含量升高，引起 ＮＭＤＡＲ过
度兴奋有关。而胰岛素对糖尿病大鼠学习记忆的治

疗作用可能是通过降低海马组织中谷氨酸及

Ｄ丝氨酸的浓度，进而发挥了治疗作用。
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８：１１９．

［１８］　ＺｏｒｕｍｓｋｉＣＦ，ＩｚｕｍｉＹ．ＮＭＤＡｒｅｃｅｐｔｏｒｓａｎｄｍｅｔａｐｌａｓ
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ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ（ＳＴＺ）．Ｔｈｅｉｎｓｕｌｉｎｔｒｅａｔｍｅｎｔｂｅｇａｎ３ｄａｆｔｅｒＳＴＺｉｎｊｅｃｔｉｏｎ．
Ｔｈｅｒａｔｉｎｉｎｓｕｌｉｎｇｒｏｕｐｗａｓｇｉｖｅｎｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓｉｎｊｅｃｔｉｏｎｉｎｓｕｌｉｎａｂｏｕｔ２Ｕ·ｋｇ－１·ｄ－１ｐｅｒｄａｙｆｏｒ
８２ｄ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔａｎｄｓｅｒｕｍｇｌｕｃｏｓｅｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄａｔｄｅｆｉｎｅｄｔｉｍｅ．Ａｆｔｅｒ
１１ｗｅｅｋｓｏｆＳＴＺｉｎｊｅｃｔｉｏｎ，ａｌｌｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｔｅｓｔｅｄｉｎＭｏｒｒｉｓｗａｔｅｒｍａｚｅｔｏｄｅｔｅｃｔｓｐａｔｉａｌｌｅａｒｎｉｎｇａｎｄ
ｍｅｍｏｒｙａｂｉｌｉｔｉｅｓ．Ａｆｔｅｒｔｈａｔ，ａｌｌｏｆｔｈｅｒａｔｓｗｅｒｅｓａｃｒｉｆｉｃｅｄｂｙｄｅｃａｐｉｔａｔｉｏｎａｎｄｔｈｅｎｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ
ｗａｓｈａｒｖｅｓｔｅｄ．ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｔｏｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅｃｈａｎｇｅｓｏｆｍｉｃｒｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ．
Ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｇｌｕｔａｍａｔｅ（Ｇｌｕ）ａｎｄＤｓｅｒｉｎｅｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａ
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