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糖尿病脑病是糖尿病中枢神经系统慢性并发症，以 大脑结构及功能改变为主要特征［1］，其发生机制尚不清

楚。胶质细胞源性神经营养因子（GDNF）作为转化生

长因子β超家族的成员之一，主要来源于星形胶质细胞，

对胆碱能神经元、海马神经元存活有营养作用［2］，同时可

抗神经元凋亡，可能参与了糖尿病脑病的发生。近几年

研究发现肾素-血管紧张素系统（RAS）中除了包含经典

成分如AngⅠ、AngⅡ等外，还有一些旁路代谢产物，如

Ang（1-7）、Ang（3-8）等，其中Ang（1-7）作用尤为引人关

血血管紧张素管紧张素（（11--77））对糖尿病大鼠海马对糖尿病大鼠海马GFAPGFAP、、GDNFGDNF表达和认知表达和认知
功功能的影响能的影响
张冬玲，肖 谦，罗会琼，赵柯湘
重庆医科大学附属第一医院老年科内分泌组，重庆 400016

摘要：目的 观察血管紧张素（1-7）[Ang（1-7）]对糖尿病大鼠海马胶质纤维酸性蛋白（GFAP）、胶质细胞源性神经营养因子

（GDNF）表达及认知功能的影响。方法 40只SD大鼠随机分为正常对照组（NC组）、糖尿病组（DM组）、糖尿病+Ang（1-7）组

（DM1组）、糖尿病+Ang（1-7）+A779组（DM2组）。糖尿病大鼠模型通过腹腔注射STZ（60 mg/kg）建立，Morris水迷宫实验测试

大鼠空间学习和记忆能力；RT-PCR和Western blot分别检测海马GDNF mRNA和蛋白水平的表达；尼氏染色观察海马神经元

形态变化；免疫组织化学方法检测GFAP及caspase-3表达的变化。结果 与NC组相比，DM组大鼠逃避潜伏期延长，穿越平台

次数减少（P<0.05），海马区GDNF mRNA及蛋白表达下降（P<0.05），神经元明显受损（P<0.05），GFAP表达减少（P<0.05），

caspase-3阳性细胞明显增多（P<0.05）。与DM组相比，DM1组大鼠逃避潜伏期缩短，穿越平台次数增加（P<0.05），海马GDNF

的表达增多（P<0.05），神经元受损减少（P<0.05），GFAP表达增加（P<0.05），caspase-3阳性细胞表达显著下降（P<0.05），联合应

用Ang（1-7）和Mas受体拮抗剂A779后，Ang（1-7）上述作用被阻断（P<0.05）。结论 Ang（1-7）与Mas结合后对糖尿病大鼠认知

功能有改善作用，其机制可能与上调大鼠海马GFAP和GDNF的表达、影响神经元存活有关。

关键词：血管紧张素（1-7）；糖尿病；认知功能；胶质纤维酸性蛋白；胶质细胞源性神经营养因子；caspase-3
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Effects of angiotensin-(1-7) on hippocampal expressions of GFAP and GDNF and
cognitive function in rats with diabetes mellitus
ZHANG Dongling, XIAO Qian, LUO Huiqiong, ZHAO Kexiang
Endocrinology Group, Department of Geriatrics, First Affiliated Hospital of Chongqing Medical University, Chongqing 400016, China

Abstract: Objective To explore the effects of angiotensin-(1-7) on the learning and memory abilities and the expressions of glial
fibrillary acidic protein (GFAP) and glial cell line-derived neurotrophic factor (GDNF) in the hippocampus of diabetic rats.
Methods Forty male SD rats were randomly assigned into 4 groups, namely the control group, diabetic group, Ang
(1-7)-treated diabetic group (DM1 group), and Ang-(1-7)- and Mas receptor antagonist A779-treated diabetic group (DM2
group). Diabetic rat models were established by a single intraperitoneal injection of streptozotocin (60 mg/kg). The cognitive
function of the rats was assessed with Morris water maze (MWM) test. The expressions of GDNF in the hippocampus were
examined by RT-PCR and Western blot. Nissl staining was performed to evaluate the morphological changes in rat
hippocampus. The expressions of glial fibrillary acidic protein (GFAP, a key indicator of astrocytic reactivity) and caspase-3
were measured by immunohistochemistry. Results Compared with the control group, the diabetic rats exhibited significantly
impaired learning and memory abilities (P<0.05) with lowered expression of GDNF and increased caspase-3 expression in the
hippocampus (P<0.05) and significant hippocampal neuronal and astrocyte injuries (P<0.05). Treatment with Ang(1-7)
obviously improved the learning and memory abilities of the diabetic rats (P<0.05), increased GDNF and GFAP expressions (P<
0.05), lowered caspase-3 expression (P<0.05), and increased the number of surviving neurons in the hippocampus (P<0.05).
Such effects of Ang(1-7) effect was blocked by treatment with A779 of the diabetic rats. Conclusion Ang(1-7) can alleviate
cognitive dysfunction in diabetic rats possibly by up-regulating the expressions of GFAP and GDNF and promoting neuron
survival in the hippocampus.
Key words: angiotensin-(1-7); diabetic; cognitive function; glial fibrillary acidic protein; glial cell line-derived neurotrophic
factor; caspase-3
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注。最新研究发现，Ang（1-7）对学习记忆等认知功能有

重要影响［3］，但Ang（1-7）对GDNF的表达有无影响，目

前尚不清楚。本实验通过建立糖尿病模型，侧脑室注射

Ang（1-7）及其受体拮抗剂A779，观察Ang（1-7）对糖尿

病大鼠海马星形胶质细胞、GDNF、凋亡相关蛋白

caspase-3表达水平及认知功能的影响，探讨Ang（1-7）

改善糖尿病认知功能障碍的可能机制。

1 材料与方法

1.1 实验试剂及仪器

链脲佐菌素STZ（Sigma公司），Ang（1-7）（Sigma公

司），Mas受体拮抗剂A779（中肽生化有限公司），兔抗

大鼠 GDNF 多克隆抗体（Santa 公司），小鼠抗大鼠

GFAP 单克隆抗体（Abcam公司），兔抗大鼠Caspase-3

多克隆抗体（Immunoway公司），引物合成（上海生工生

物有限公司），免疫组化试剂盒（中杉金桥生物技术有限

公司），脑立体定位仪（美国 Stoelting公司），Morris水迷

宫及水迷宫记录分析系统（中国医科科学院药物研究所

研制）。

1.2 实验动物

40只SPF级雄性SD大鼠（8~10周龄，体质量180~

220 g，由重庆医科大学动物实验中心提供），适应性喂

养1周后，大鼠禁食12 h，随机选取30只SD大鼠一次性

腹腔注射链脲佐菌素（streptozotocin, STZ）（60 mg/kg，

溶于pH 4.5，0.1 mmol/L的柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液）建

立糖尿病模型［4］，余10只大鼠腹腔注射等量柠檬酸-柠

檬酸钠缓冲液作为对照，72 h后取尾静脉血，若随机血

糖值≥16.7 mmol/L则视为建模成功。糖尿病大鼠随机

分成 3 组：糖尿病组（DM 组）、糖尿病+Ang（1-7）组

（DM1组）、糖尿病+Ang（1-7）+A779组（DM2组）。实

验过程中大鼠分笼饲养，自由采食、饮水，保持动物饲养

室恒温（22~24 ℃），恒湿（60%~75%），12 h光照周期，定

期更换洁净垫料。

1.3 Morris水迷宫测试

建模后第12周，所有大鼠在Morris水迷宫系统中

训练3 d，第4天记录大鼠从入池到站上平台的时间，即

潜伏期，考察大鼠学习能力。第5天撤去平台，系统自

动记录120 s内各组大鼠在目标象限穿越站台区域次

数，测试大鼠空间记忆能力。药物干预7 d后，再次行该

测试。

1.4 通过侧脑室进行药物干预

Morris水迷宫测试后对大鼠侧脑室置管进行药物

干预。腹腔注射水合氯醛（10%，1 ml/kg）麻醉大鼠后，

脑立体定位仪固定大鼠，充分暴露颅骨，在侧脑室

（前囟后 1.0 mm，右1.5 mm，深4.0 mm）钻孔。将外径

0.64 mm，内径0.45 mm的不锈钢套管（带内芯）垂直置

入侧脑室，牙脱粉固定；置管第4天开始经套管注射药

物：（1）NC组和DM组用微量注射器通过PE管将等

量生理盐水（0.9%，1 μl）缓慢注入侧脑室，3 min内注

射完毕，留针1 min；（2）DM1组用同样方法将Ang（1-7）

（5 nmol，1 μl）缓慢注入侧脑室；（3）DM2组用同样方法

将Ang（1-7）（5 nmol，1 μl）+A779（50 nmol，1 μl）缓慢注

入侧脑室，1次/d，连续给药7 d。

1.5 RT-PCR检测大鼠海马中GDNF mRNA表达

大鼠麻醉后断头取脑，快速分离海马，提取总

RNA，测RNA浓度，于37 ℃、15 min，85 ℃、5 s条件下

进行反转录。GDNF上游引物：5'-TCCTGACCAGTT

TGATGACG-3'，下游引物：5'-CTCTGCGACCTTTCC

CTCT-3'，扩增长度为 158 bp；内参β-actin上游引物：

5'-CACCCGCGAGTACAACCTTC -3'， 5'-CCCATAC

CCACCATCACC-3'，扩增长度为 207 bp。向 2%的琼

脂糖凝胶孔中加入5 μl扩增产物进行电泳，电泳结束后

利用凝胶成像分析系统显影拍照，通过quantity one软

件（版本号4.5.2）分析，以目的基因/内参的灰度来计算

相对表达量。

1.6 Western blot检测海马中GDNF表达

新鲜海马称重，放入装有适量裂解液的匀浆管中，

提取全蛋白，按照BCA法测定蛋白浓度，分装，-80 ℃保

存。根据目的蛋白分子量配置SDS-PAGE分离胶，蛋白

上样后电泳，恒流湿转，免疫印迹，利用ECL发光液在显

影仪器上拍照，用FUSION软件（版本号Fusion FX7）分

析条带灰度值，以目的蛋白/内参的灰度来计算相对表

达量。

1.7 大鼠海马尼氏染色

大鼠麻醉后固定，剪开胸腔充分暴露心脏，通过左

心室、左心房经升主动注入约200 ml生理盐水使血管

内的血液冲洗完全，然后用4%多聚甲醛灌注至大鼠四

肢出现僵硬，断头取脑，固定，石蜡包埋，切片。将切片

脱蜡脱水后，加入甲苯胺蓝溶液中，室温染色10 min，

用双蒸水冲洗，75%乙醇进行分色，二甲苯透明，中性

树胶封片。每只标本随机取1张切片，每张切片高倍镜

（×400）下随机选择海马CA1区的3个视野，用 Image-

Pro Plus软件（版本号 Image-Pro Plus V 6.0）测定该区

域神经元细胞存活数目。

1.8 免疫组织化学检测海马中GFAP及caspase-3表达

免疫组织化学SP法进行染色，切片用二甲苯脱蜡，

梯度酒精脱水；微波炉高火3 min，低火15 min抗原修

复；PBS洗5 min×3次；3%过氧化氢37 ℃ 20 min；PBS

洗5 min×3次；山羊封闭血清37 ℃ 30 min；分别滴加兔

抗大鼠 caspase-3 多克隆抗体（1∶100）、小鼠抗大鼠

GFAP单克隆抗体（1∶200），4 ℃过夜，第 2天 37 ℃复

温 1 h，PBS洗5 min×3次；滴加生物素标记二抗，37 ℃
30 min；PBS洗5 min×3次；滴加辣根酶标记链霉卵白素

工作液，37 ℃ 20 min；PBS洗5 min×3次；DAB显色，自
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来水冲洗后苏木精复染，盐酸酒精分化，饱和碳酸锂返

蓝，梯度酒精脱水，二甲苯透明，最后中性树胶封片。每

只标本随机取1张切片，每张切片高倍镜（×400）下随机

选择海马CA1区的3个视野，采用 Image-Pro Plus6.0软

件测定该区域GFAP及caspase-3阳性染色细胞的平均

光密度值（MOD）。

1.9 统计学分析

数据用SPSS17.0分析，计量资料用均数±标准差表

示，应用单因素方差分析多组数据间相互比较，采用

LSD检验进行样本数据间的多重比较，以P<0.05为差

异有统计学意义。

2 结果

2.1 Morris水迷宫测试结果

Ang(1-7)干预前，DM组、DM1组及DM2组与NC

组大鼠相比，逃避潜伏期明显延长，在目标象限穿越平

台的次数明显降低，存在显著性差异（P<0.05），而DM

组、DM1组及DM2组各大鼠之间逃避潜伏期和在目标

象限穿越平台的次数差异无统计学意义（P>0.05）。

Ang（1-7）干预后，与DM组相比，DM1组逃避潜伏期明

显下降而穿越平台次数明显提高（P<0.05）；与DM1组

相比，DM2组逃避潜伏期明显延长而穿越平台次数明

显减少（P<0.05，表1）。

表1 各组大鼠Morris水迷宫测试结果
Tab.1 Morris water-maze test results in different groups (Mean±SD, n=10)

Group

NC

DM

DM1

DM2

Escape latency (s)

Before injection

25.83±4.54

47.59±7.42a

48.01±8.18a

50.39±5.14a

After injection

25.94±1.93

49.68±5.18a

28.73±2.23b

47.70±5.06c

Frequency of entrance into the target zone

Before injection

5.40±1.71

2.80±1.22a

2.70±1.20a

2.10±1.67a

After injection

5.50±1.51

3.00±1.25a

5.10±1.67b

2.90±1.37c

a: P<0.05 vs NC group; b: P<0.05 vs DM group; c: P<0.05 vs DM1group.

2.2 各组大鼠海马GDNF mRNA表达的比较

与NC组相比，DM组大鼠海马GDNF mRNA表达

水平明显下降（P<0.05）；与DM组相比，DM1组大鼠海

马部位GDNF mRNA表达水平提高（P<0.05）；与DM1

组相比，DM2组大鼠海马GDNF mRNA表达水平明显

下降（P<0.05，图1，表2）。

2.3 各组大鼠海马GDNF蛋白的表达的比较

与NC组相比，DM组大鼠海马GDNF蛋白的表达

水平明显下降（P<0.05）；与DM 组比较，DM1组大鼠海

马GDNF蛋白表达增多（P<0.05）；与DM1组相比，DM2

组海马部位GDNF蛋白的表达水平下降（P<0.05，图2，

表2）。

2.4 各组大鼠海马尼氏染色结果

与NC组大鼠相比，DM组大鼠海马区神经元存活

数量变少（P<0.05），颜色浅；与DM组大鼠相比，DM1组

大鼠海马区神经元细胞的数量、颜色均有明显改善（P<

0.05）；与DM1组相比，DM2组大鼠海马区神经元细胞

轮廓模糊，数量变少，颜色变浅（P<0.05，图3）。

2.5 各组大鼠海马GFAP和caspase-3表达的比较

与NC组相比，DM组大鼠海马区GFAP阳性细胞

数目减少，细胞淡染，分布稀疏，突起细少，MOD值降

低，caspase-3阳性细胞数增多，MOD值升高（P<0.05）；

DM1组大鼠海马区GFAP阳性细胞数显著多于DM组，

细胞突起粗多，MOD值升高（P<0.05），而caspase-3阳

性细胞数显著少于DM组，MOD值下降（P<0.05）；联合

应用Ang（1-7）和A779后，A779阻断了Ang（1-7）对糖

尿病大鼠海马GFAP和caspase-3表达的上述作用，差异

有统计学意义（P<0.05，图4~5，表2）。

3 讨论

20世纪20年代Mile和Root首先报道糖尿病影响

图1 各组大鼠海马GDNF mRNA表达
Fig.1 Changes in GDNF mRNA expression in the
hippocampus of rats in different groups. M:
Marker (500 bp); Lane 1: NC group; Lane 2: DM
group; Lane 3: DM1 group; Lane 4: DM2 group.

β-actin

GDNF

200

150

M 1 2 3 4

bp
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认知功能，1965年Nielsen提出“糖尿病脑病”的概念，之

后随着临床和动物研究的深入，糖尿病脑病逐渐成为神

经病学、内分泌学等交叉学科的研究热点。糖尿病脑病

主要表现为神经电生理、神经心理、神经生化、病理学、

影像学等改变［5］，其临床表现主要是学习功能减退、记忆

能力下降等认知功能障碍。研究发现认知功能障碍主

要是由于神经元和星形胶质细胞受损以及功能的下调

引起［6］。

Group

NC

DM

DM1

DM2

GDNF/β-actin

mRNA

0.58±0.10

0.24±0.05a

0.50±0.13b

0.20±0.07c

Protein

0.56±0.03

0.18±0.03a

0.53±0.07b

0.17±0.03c

MOD of GFAP

0.42±0.06

0.20±0.02a

0.39±0.03b

0.23±0.03c

MOD of caspase-3

0.21±0.01

0.36±0.02a

0.23±0.01b

0.37±0.03c

Viable neurons

72.00±3.60

41.33±3.21a

65.00±5.00b

40.67±5.13c

表2 各组大鼠海马GDNF mRNA和蛋白、GFAP和caspase-3MOD值及神经元存活数量的结果
Tab.2 Hippocampal GDNF mRNA and protein expression, mean optical density of GFAP and caspase-3 and number of
surviving neurons in the hippocampus (Mena±SD, n=10)

a: P<0.05 vs NC group; b: P<0.05 vs DM group; c: P<0.05 vs DM1group.

图2 各组大鼠海马GDNF蛋白表达
Fig.2 Changes in GDNF protein expression in the
hippocampus of rats in different groups. Lane 1: NC
group; Lane 2: DM group; Lane 3: DM1 group; Lane 4:
DM2 group.

1 2 3 4

GDNF

β-actin

图3 各组大鼠海马区尼氏染色
Fig.3 Nissl staining of the hippocampus of rats in different groups (Original magnification, ×
400). A: NC group; B: DM group; C: DM1 group; D: DM2 group.

A B

C D

Ang（1-7）是RAS家族的新成员，Mas是其受体，

Ang（1-7）及Mas广泛分布于海马、下丘脑、杏仁核、室旁

核、齿状回等［7］，激活Ang（1-7）/Mas通路后可以改善由

糖尿病引起的血管、视网膜、肾脏、心脏等脏器损伤，说

明Ang（1-7）对糖尿病所引起的终末器官损伤有一定的

保护作用。星形胶质细胞是中枢神经系统中数量最多、

分布最广、功能最复杂的一种胶质细胞，不仅起到支持、

营养神经元的功能，而且与学习、记忆等认知功能也密

切相关［8］。GFAP是星形胶质细胞合成的重要骨架蛋

白，GFAP表达上调的程度代表星形胶质细胞增生活跃

程度。本实验结果显示，糖尿病大鼠建模12周后出现

认知功能障碍，海马中GFAP的表达降低，与Zuo等［4］研
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究结果一致，但Coleman［9］研究显示糖尿病大鼠海马

GFAP表达增加，造成实验结果不同的原因可能与以下

原因有关：建模所用的大鼠品种不一样；STZ量不同；建

模后糖尿病持续时间不同。糖尿病大鼠应用Ang（1-7）

后，糖尿病大鼠认知功能得到改善，海马中GFAP的表

达增多，表明Ang（1-7）可能通过上调糖尿病大鼠海马

区GFAP的表达而起到对认知功能的改善作用。

GDNF作为神经营养因子的新成员，对多种中枢神

经细胞具有广泛的营养和促进存活的作用，是目前己知

的神经营养因子中唯一的即可抗神经元凋亡，又可阻止

神经细胞胞体萎缩的生物因子。大鼠海马内注射

GDNF可以改善老龄鼠的空间学习记忆能力［10］，表明

图4 各组大鼠海马区GFAP免疫组化染色
Fig.4 GFAP expression in the hippiocampus of rats detected by immunohischemistry (SP
staining, original magnification, ×400). A: NC group; B: DM group; C: DM1 group; D: DM2 group.

A B

C D

图5 各组大鼠海马区caspase-3免疫组化染色

Fig.5 Caspase-3 expression in the hippiocampus of rats detected by immunohischemistry (SP
staining, original magnification, ×400). A: NC group; B: DM group; C: DM1 group; D: DM2 group.

A B

C D
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GDNF可能与学习记忆有关。研究发现糖尿病大鼠认

知功能障碍与海马中 GDNF 表达降低有关［11］。

caspase-3在细胞凋亡中发挥重要作用，是多种死亡受

体介导凋亡途径的共同下游效应部分，是细胞凋亡蛋白

酶级联反应的必经途径。本实验结果提示Ang（1-7）与

Mas受体结合后通过上调糖尿病大鼠海马中GDNF表

达，抑制caspase-3的表达，减少海马神经元受损，进而

改善糖尿病大鼠认知功能，其原因可能是外源性Ang

（1-7）增强星形胶质细胞的功能，通过分泌营养因子和

抗神经元凋亡等方式发挥脑保护作用。除此以外，Ang

（1-7）改善糖尿病大鼠认知功能的作用可能还存在其他

机制，如易化海马LTP效应［12］、调节类胆碱突触、上调海

马中胰岛素降解酶的表达、增加Aβ的降解等［13］。

综上所述，本实验结果表明：Ang（1-7）对糖尿病大

鼠认知功能有改善作用，机制可能与上调大鼠海马中

GFAP和GDNF的表达、影响神经元存活有关。然而，

糖尿病脑病的发病机制极其复杂，目前对Ang（1-7）的

研究也主要集中在高血压等血管性病变［14-15］，它与糖尿

病脑病的相关研究还处于探索阶段，继续深入研究二者

之间的关系对于阐明糖尿病脑病的发病机制以及指导

其临床诊断与防治都有重要意义。
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