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糖尿病脑病是糖尿病慢性并发症，1965 年由

Nielon首次提出［1］，它以学习能力下降、记忆功能减退等

认知功能障碍为主要特征，涵盖了神经电生理、神经心

理、病理学、影像学和行为学等多方面改变。随着中国

步入老龄化社会，糖尿病患者人数不断增加，糖尿病作

为认知功能障碍的独立危险因素，它所引发的认知功能

障碍的患病率为25%~36%［2］，其发生痴呆的风险是非糖
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摘要：目的 观察Ghrelin对糖尿病大鼠DKK-1和WNT信号通路的表达变化，探讨其参与学习记忆功能的机制。方法 60只SD

大鼠随机均分为对照组（NC组）、糖尿病组（DM组）、糖尿病+Ghrelin组（DM1组）、糖尿病+Ghrelin+D-lys3-GHRP-6组（DM2

组）。腹腔注射STZ（60 mg/kg）建立糖尿病大鼠模型，Morris水迷宫实验检测大鼠空间学习和记忆能力；电镜观察大鼠海马CA1

区超微结构，普通显微镜下HE染色观察大鼠海马CA1区细胞形态；ELISA检测大鼠血清DKK-1的表达；荧光定量PCR及

Western blotting分别检测大鼠海马DKK-1及β-catenin mRNA和蛋白水平。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）；神经元细胞肿胀、线粒体空泡变性等（P<0.05）；神经元细胞排列紊乱，细胞核固缩等；血清、海马组

织中DKK-1的表达明显升高（P<0.05），海马中β-catenin表达下降（P<0.05）。与DM组相比，DM1组大鼠逃避潜伏期缩短，穿越

平台次数增多（P<0.05）；神经元细胞形态完整，线粒体发达、密度增加等（P<0.05）；神经元细胞排列整齐、细胞层数清晰；血清、

海马组织中DKK-1表达明显降低（P<0.05），海马中β-catenin的表达升高（P<0.05）。联合应用Ghrelin和GHSR-1a受体拮抗剂

Ghrelin+D-lys3-GHRP-6后，Ghrelin上述作用被阻断（P<0.05）。结论 WNT信号通路可能参与糖尿病脑病的发生发展过程，

Ghrelin改善糖尿病大鼠学习记忆功能的机制至少部分与下调海马DKK-1的表达、调控WNT信号通路有关。

关键词：Ghrelin；糖尿病；认知功能；DKK-1；β-catenin

Abstract: Objective To explore the effects of ghrelin on learning and memory abilities and expressions of DKK-1 and
β-catenin in the hippocampus of diabetic rats. Methods Sixty male SD rats were randomly assigned into 4 groups, namely the
control group, diabetic group, ghrelin-treated diabetic group (DM1 group), and ghrelin- and D-lys3-GHRP-6 (a GHSR-1a
receptor antagonist)-treated diabetic group (DM2 group). Diabetic rat models were established by a single intraperitoneal
injection of streptozotocin (65 mg/kg). The learning and memory abilities of the rats were assessed with Morris water maze
(MWM) test. The ultrastructure of the hippocampal CA1 area of the rats were observed with electron microscopy. Serum levels
of DKK-1 were examined by ELISA, and the expressions of DKK-1 and β-catenin in the hippocampus were examined by
quantitative real-time PCR and Western blotting. Results Compared with the control group, the diabetic rats exhibited
significantly impaired learning and memory abilities (P<0.05), increased expression of DKK-1 and lowered β-catenin
expression in the hippocampus (P<0.05), significant ultrastructural injuries and disordered arrangement of neurons with the
nuclear pycnosis in the hippocampal CA1 area. Ghrelin treatment of the diabetic rats obviously improved their learning and
memory abilities (P<0.05), reduced DKK-1 and increased β-catenin expressions (P<0.05), ameliorated ultrastructural damages
in the hippocampal CA1 area and restored normal neuronal alignment with clear cell layers. Such effects of ghrelin were
antagonized by treatment with D-lys3-GHRP-6 in the diabetic rats. Conclusion Ghrelin can alleviate learning and memory
dysfunction in diabetic rats possibly by down-regulating the expressions of DKK-1 and activating the WNT signaling
pathways.
Key words: ghrelin; diabetic; cognitive function; DKK-1; β-catenin
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尿病患者的1.8倍［3］，严重影响了糖尿病患者的生活质

量，给其家庭及社会造成极大的经济负担。糖尿病脑病

已经是一个不容忽视的医学和社会问题，成为神经病

学、内分泌学等学科的研究热点。在中枢神经系统中，

WNT信号通路对神经发生，神经元分化、迁移，突触发

生以及轴突生长具有重要的调控作用［4-6］，是神经退行性

疾病发病过程中的关键因素。有研究报道糖尿病患者

血浆Ghrelin的表达水平下降［7］。本课题组前期工作也

证实糖尿病大鼠海马部位的Ghrelin受体GHSR-1a的

表达下降［8］，同时发现Ghrelin可以抑制大鼠海马神经元

的凋亡改善糖尿病大鼠认知功能障碍［9］，以上结果提示

Ghrelin及其受体的差异性表达参与了糖尿病认知功能

障碍的发生发展过程。然而，WNT信号通路是否参与

糖尿病认知功能障碍的发生发展过程，Ghrelin是否通

过调控WNT信号通路调节糖尿病大鼠认知功能，目前

鲜有报道。本实验通过建立糖尿病动物模型、侧脑室注

射 Ghrelin 及其受体拮抗剂 D-Lys-3-GHRP-6，观察

Ghrelin 对糖尿病大鼠海马超微结构的变化和血清

DKK-1以及海马组织中WNT信号通路相关蛋白表达

的影响，对糖尿病脑病的发病机制提供佐证。

1 材料和方法

1.1 实验试剂及仪器

链脲佐菌素（Streptozotocin, STZ）、Ghrelin 和

D-Lys-3-GHRP-6（美国Sigma公司）；DKK-1elisa试剂

盒（基尔顿）；兔抗大鼠单克隆抗体DKK-1、兔抗大鼠单

克隆抗体β-catenin（美国Abcam公司）；引物合成（上海

生工生物有限公司）；SYBR Green I（ABI 公司, 美国）；

血糖仪（德国罗氏）；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（中国科学院技

术研究院）；透射电子显微镜（H-600,日本Hitachi公司）。

1.2 实验动物

SPF级雄性 SD大鼠 60只（8~10周、体质量 180~

200 g。重庆医科大学动物实验中心），适应性喂养1周后

禁食12 h，随机选取45只大鼠单次腹腔注射链脲佐菌素

streptozotocin, STZ）（60 mg/kg，溶入PH4.5，0.1 mmol/L

的柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液）建立糖尿病模型［10］，余15只

大鼠腹腔注射等量柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液作为对照

组。3 d后取尾静脉血，随机血糖值≥16.7 mmol/L则糖

尿病大鼠建模成功，随机分成3组。实验过程中，大鼠

在SPF级恒温（22~24 ℃）、恒湿（60%~75%）饲养环境

下，分笼饲养，自由采食、饮水，12 h光照周期，定期更换

洁净垫料，监测血糖。

1.3 Morris水迷宫（Morris water maze, MWM）测试

建模后第12周，所有大鼠在Morris水迷宫系统中

进行3 d训练，第4天进行隐藏平台获得实验，分析逃避

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。测试完毕，进行侧脑室定位注

射Ghrelin及Ghrelin+D-Lys-3-GHRP-6，1次/d，持续 1

周，重复该实验。

1.4 通过侧脑室进行药物干预

首次Morris水迷宫测试后对大鼠侧脑室置管进行

药物干预。大鼠行腹腔注射水合氯醛（10%，1 mL/kg）

麻醉后，固定于脑立体定位仪，充分暴露颅骨，在大鼠右

侧脑室穿刺坐标钻孔［11］。将不锈钢套管（带内芯）垂直

置入侧脑室，牙脱粉固定；术后大鼠分笼饲养并予青霉

素抗炎。置管4 d后后经套管注射药物：（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%，

2 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Ghrelin（100 ng/µL, 2 µL）缓慢注

入侧脑室；（3）DM2组用同样方法将Ghrelin（100 ng/µL，

2 µL）+ D-Lys-3-GHRP-6（30 g/L，2 µL）缓慢注入侧脑

室，避开Ghrelin的生理分泌节律，每天11:00之后给药1

次，持续1周。

1.5 海马组织标本采集及 ELISA 法检测大鼠血清中

DKK-1的表达

行为学实验结束后，水合氯醛麻醉大鼠，打开胸腔，

右心室内取血，分离血清保存，待检备用。取血后立即

经升主动脉快速灌注生理盐水，直至右心房流出液清亮

为止。然后用 4%多聚甲醛灌注固定，断头取海马组

织。将分离的血清取出，严格按照DKK-1 ELISA检测

试剂盒说明书进行操作。

1.6 大鼠海马组织CA1区透射电镜

大鼠心脏灌流固定后，取出包含海马结构的脑组织

切片（6~8片）。运用透明的等距测点框随机地抽取海

马CA1区组织块（1 mm3），每只动物抽取 5块标本，保证

海马 CA1 区内各个部位的组织有相同的概率被抽取［12］。

按常规电镜包埋方法包埋小球。每个组织块上随机切

取 1 张 60 nm 厚的超薄切片，在透射电子显微镜下，每

张超薄切片放大 25 000 倍后随机选取15 个视野进行

拍照（第1个视野在左上部随机选择，随后“之”形等距

移动视野）。

1.7 HE染色

石蜡包埋海马组织，并冠状连续切片，片厚5 µm，

制备石蜡切片。取一套切片行苏木精伊红染色，方法如

下：（1）石蜡切片按常规用二甲苯脱蜡，经各级乙醇至水：

二甲苯（Ⅰ）5 min→二甲苯（Ⅱ）5 min→100%乙醇5 min→

90%乙醇3 min→80%乙醇3 min→70%乙醇3 min→蒸

馏水洗1 min；（2）苏木精染色3 min，自来水冲洗；（3）盐

酸乙醇分化10 s；（4）自来水冲洗；（5）伊红染色3 min，自

来水冲洗；（6）常规脱水，透明，封固：70%乙醇30 s→
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80%乙醇30 s→90%乙醇1 min→95%乙醇（Ⅰ）3 min→

95%乙醇（Ⅱ）5 min→100%乙醇（Ⅰ）5 min→100%乙醇

（Ⅱ）5 min→二甲苯（Ⅰ）5 min→二甲苯（Ⅱ）5 min→中

性树脂封固。观察海马CA1区形态结构改变。

1.8 定量 PCR 检测大鼠海马中 DKK-1 和β-catenin 的

mRNA表达

新鲜海马组织称重后遵照TRIzol® Reagent（Life

technologies, 美国）试剂盒说明书提取总 RNA，

Nanodrop核酸蛋白分析仪测定吸光度值（A），A260nm/A280nm

比值限制在1.80~2.00范围。1%的琼脂糖凝胶电泳实

验判断RNA完整性，28 s条带亮度为18 s将近两倍为

合格。cDNA合成：遵照反转录试剂（Prime ScriptTM RT

reagent Kit，大连宝生物）说明冰上操作，合成的cDNA

于-20 ℃保存备用。荧光定量PCR实验：引物设计与合

成引物序列检索自 Primer-Bank，引物序列（表1）。按

照荧光定量PCR试剂盒（SYBR® Premix Ex TaqTM Ⅱ，

大连宝生物）说明冰上操作，基因的扩增效率E值在

91%~107%、R2值>0.98和溶解曲线为单峰，可认为定量

PCR结果可靠。在各组实验样本中，定量各基因的表

达，并设置无cDNA模板对照组，PCR实验独立重复3

次以确保结果可靠性。

表1 引物序列表
Tab.1 Primer sequences used for real-time PCR

Gene

Dkk-1

β-catenin

β-actin

Forward primer sequence

5-GCTGCCCCGGGAATTACTGCAA-3

5-GCCAGTGGATTCCGTACTGT-3

5-GACGTTGACATCCGTAAAGACC-3

Reverse primer sequence

5-GTGTCTCTGGCAGGTGTGGAGC-3

5-GAGCTTGCTTTCCTGATTGC-3

5-TAGGAGCCAGGGCAGTAATCT-3

1.9 Western blotting 检 测 海 马 组 织 中 DKK-1 和

β-catenin的表达

新鲜海马称重，加入装有适量裂解液的匀浆管中，

组织经匀浆、超声破碎后，用 BCA 法进行蛋白定

量、-80 ℃冰箱保存。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，Western blotting条带经凝胶成像分析系统扫描处

理,用FUSION软件（版本号Fusion FX7）比较各组与对

照（B-actin）光密度值（D280 nm）分析条带灰度值，计算相

对表达量。

1.10 统计学方法

采用SPSS 17. 0软件包进行统计学处理，计量资料

用均数±标准差表示，多组样本间采用单因素方差分析，

P<0.05表明差异有统计学意义。

2 结果

2.1 Morris水迷宫测试结果

2.1.1 隐藏平台获得实验 与NC组进行比较，DM组潜

伏期延长，存在着显著性的差异（P<0.05）；与DM组进

行比较，DM1组潜伏期明显缩短（P<0.05），较对照组稍

延长，但无统计学意义（P>0.05）；DM2组潜伏期延长，

与DM1组比较有显著性差异（P<0.05），与DM组比较

未出现显著性的差异（P>0.05，表 2）。

2.1.2 空间搜索实验 DM组与对照组进行比较，DM

组穿越原平台位置次数明显下降（P<0.05）；DM1组较

DM组穿越原平台位置次数明显增加（P<0.05），与对照

组进行比较未发现明显差异（P>0.05）；DM2组与DM1

组相比穿越平台次数明显下降（P<0.05），但与DM组无

显著差异（表2）。

CN: Control group; DM: DM; DM1: DM+ghrelin; DM2: DM+ghrelin+D-lys-3-GHRP-6. aP<0.05 vs CN group;
bP<0.05 vs DM group; cP<0.05 vs DM1 group.

Group

CN

DM

DM1

DM2

Escape latency (s)

Before injection

23.89±2.90

49.22±3.19a

47.58±2.17a

48.49±2.26a

After injection

25.81±2.63

49.32±4.03a

27.68±1.28b

48.50±1.07c

Frequency of entry target zone

Before injection

5.13±0.29

2.53±0.21a

2.64±0.17a

2.50±0.21a

After injection

5.08±0.22

2.67±0.17a

5.05±0.13b

2.63±0.16c

表2 各组大鼠Morris水迷宫测试结果
Tab.2 Comparison of Morris water maze test results among the 4 groups (Mean±SD, n=15)

2.2 透射电镜超微结构变化

NC组及DM1组海马CA1区超微结构：神经元细

胞核形态规则，细胞器丰富；线粒体发达且其外表面的

双层膜和内部的嵴清晰可见；突触结构清晰，突触前膜、
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突触间隙和突触后膜特化带清晰，突触前成分中可见有

排列紧密且数量较多的圆形突触小泡及结构完整的线

粒体。DM组及DM2组海马CA1区超微结构：神经元

细胞肿胀明显，呈空泡变性；线粒体主要表现为肿胀、空

泡变及嵴消失；突触结构模糊，突触前后膜轴浆溶解，突

触小泡明显减少，突触后膜肿胀、变薄（图1）。

图1 各组大鼠海马CA1区电镜超微结构
Fig.1 Ultrastructure of the hippocampal CA1 region in different groups of rats (Transmission electron
microscopy, original magnification: ×25 000). A: Control group; B: DM group; C: DM1 group; D: DM2 group.

A B C D

2.3 各组海马CA1区HE染色

NC海马神经元排列紧密整齐，层次清楚，CA1区

结构正常，细胞核呈圆形，大而规则；DM组神经元细胞

排列紊乱明显，部分出现细胞核固缩、深染；DM1组神

经元细胞排列整齐、细胞层数清晰；DM2组细胞排列紊

乱、疏松，丢失严重，海马CA1区神经元弥漫性空泡变

性，较多细胞核固缩、深染（图2）。

图2 各组大鼠海马CA1区HE染色
Fig.2 HE staining of the hippocampal CA1 region in different groups (Original magnification: ×
400). A: Control group; B: DM group; C: DM1 group D: DM2 group.

A B

C D

2.4 血清DKK-1 elisa结果

与对照组相比，DM组大鼠血清DKK-1蛋白的表

达水平明显上升（P<0.05）；与DM组相比，DM1组大鼠

海马 DKK-1 水平下降（P<0.05）；与 DM1 组相比较，

DM2组大鼠海马DKK-1蛋白的表达明显增多（P<0.05，

表3）。

2.5 各组大鼠海马组织实时荧光定量PCR结果

与对照组组相比，DM组大鼠海马DKK-1mRNA

表达显著升高（P<0.05），而β-catenin mRNA水平明显

降低（P<0.05）；与 DM 组相比，DM1 组大鼠海马

DKK-1mRNA降低（P<0.05），β-catenin mRNA水平表

达增加（P<0.05）；与 DM1 组相比，DM2 组大鼠海马

DKK-1mRNA水平升高（P<0.05），而β-catenin mRNA

水平明显降低（P<0.05，图3）。

2.6 各组大鼠海马组织Western blotting结果

与对照组相比，DM组大鼠海马DKK-1蛋白表达
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显著升高（P<0.05），而β-catenin 的蛋白表达水平明显降

低（P<0.05）；与DM组相比，DM1组大鼠海马DKK-1的

蛋白水平降低（P<0.05），β-catenin 蛋白水平表达增加

（P<0.05）；与DM1组相比，DM2组大鼠海马DKK-1蛋

白表达水平升高（P<0.05），而β-catenin 蛋白表达水平明

显降低（P<0.05，图4）。

3 讨论

临床病例对照实验以及大规模流行病研究证实，糖

表3 各组样本血清DKK-1的表达
Tab.3 Serum levels of DKK-1 indifferent groups
(Mean±SD, μg/L, n=15)

Group

CN

DM

DM1

DM2

Concentration

11.65±1.11

25.14±2.92a

11.75±1.81

25.49±3.95a

CN: Control; DM: DM; DM1: DM+ghrelin; DM2: DM+

ghrelin+D-lys-3-GHRP-6. aP<0.05 vs control group.
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图3 各组大鼠海马DKK-1，β-catenin mRNA表达
Fig.3 Changes in DKK-1 and β-catenin mRNA expressions in the hippocampus of rats in different groups. *P<0.05.
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图4 各组大鼠海马DKK-1, β-catenin蛋白表达
Fig.4 Changes in DKK-1 and β-catenin protein expressions in the hippocampus of rats in different groups.
A: Western blotting; B: Quantitative analysis of the protein expressions. *P<0.05.
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尿病脑病主要表现为慢性进行性加重的不同程度的认

知功能障碍，尤其是学习和记忆能力的降低［13］。本研究

采用经典的STZ诱导的糖尿病大鼠模型［14］，造模后大鼠

呈现持续高血糖状态，12周后出现学习和记忆功能障

碍，同时海马区神经元及其细胞器出现损伤。这些指标

均证实了糖尿病大鼠并发认知功能障碍，为我们下一步

的研究奠定了良好的基础。

WNT/β-catenin信号通路是广泛存在于多细胞真

核生物中高度保守的信号通路，在脑发育过程中调控海

马区突触和树突棘的形成以及神经发生［15-16］。大量研究

表明WNT/β-catenin信号通路通过调控神经元的凋亡

参与多种神经退行性疾病如阿尔茨海默病、帕金森病以

及脑中风、脑外伤等的发病过程［17-20］。本研究发现糖尿

病大鼠海马组织中WNT信号通路抑制剂DKK-1表达

显著增高、关键蛋白β-catenin 的表达下降。DKK1

（Dikkopf-1）是WNT/β-catenin信号通路的经典抑制剂，

它通过与跨膜受体结合,诱导LRP5的内吞，抑制WNT/

β-catenin信号通路的传导［21］，β-catenin发生核转位，整体

表达水平下降，神经元细胞增殖减少、变性凋亡增多［22-23］，

提示WNT信号通路的抑制与认知功能障碍发生有关。

同时我们还发现糖尿病大鼠组与正常组相比，血清

DKK-1表达显著增高，与Lattanzio等［24］在糖尿病患者

血清中的发现DKK-1水平呈上升状态的研究是一致

的，可以认为DKK-1的表达可能与糖尿病的发生有
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关。以上研究提示WNT/β-catenin信号通路可能参与

了糖尿病大鼠认知功能障碍的发生发展过程。

Ghrelin 是一种特异性的促生长激素分泌素，

Ghrelin及其功能性受体GHSR1a在下丘脑、海马和垂

体都有丰富的表达［25］。我们前期研究发现Ghrelin通过

抑制大鼠海马神经元的凋亡起到改善糖尿病大鼠认知

功能障碍的作用［9］。本实验中运用Ghrelin干预后，糖尿

病大鼠海马、血清中DKK-1的表达下调，WNT信号通

路处于激活状态，β-catenin的表达上调，大鼠认知功能

得到改善；Ghrelin 的作用被其受体拮抗剂阻断后

DKK-1保持高表达，WNT信号通路处于抑制状态，

β-catenin的表达下调，改善大鼠认知功能作用消失；表

明Ghrelin可能通过调控dkk-1的表达改善糖尿病大鼠

认知功能，其机制可能是激活WNT/β-catenin信号通

路，减少了神经元细胞及其细胞器损伤。

综上所述，Ghrelin结合受体GHSR-1a后，通过调

控糖尿病大鼠海马组织及血清中DKK-1的表达，激活

了WNT/β-catenin信号通路，从而改善糖尿病大鼠的认

知功能障碍。本实验阐明了Ghrelin改善糖尿病大鼠认

知功能障碍的部分作用机制。然而，糖尿病脑病的发病

机制极其复杂，目前对WNT/β-catenin信号通路的研究

也主要集中在阿尔茨海默病、帕金森病等其他神经退行

性病变，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联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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