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注射用血栓通（冻干）对糖尿病大鼠海马损伤保护作用的研究
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摘 要：目的 研究注射用血栓通（冻干）（XST）减轻糖尿病大鼠海马神经损伤的作用。方法 ip链脲佐菌素（STZ）制备

糖尿病大鼠模型，随机分为模型组和XST（50 mg/kg）组，每组 10只，另随机取 10只SD大鼠为对照组。ip给药，每天给

药 1次，于屏障环境中连续给药 60 d，对照组和模型组大鼠 ip等量生理盐水。常规HE染色观察大鼠海马CA1区细胞的形

态；采用实时荧光定量PCR（qRT-PCR）技术对海马Bax、Bcl-2、Bcl-xl、脑源性神经营养因子（BDNF）、胶质细胞源性神

经营养因子（GDNF）、神经突触素（Syn）mRNA水平进行检测；采用Western blotting法对 3种紧密连接蛋白——海马闭锁

小带蛋白 1（ZO-1）、咬合蛋白（Occludin）、封闭蛋白 5（Claudin-5）和BDNF蛋白表达水平进行检测。结果 与模型组比

较，XST 减轻糖尿病引起的海马神经细胞形态改变，显著增加细胞数目（P＜0.05）；显著升高抑凋亡基因 Bcl-2、Bcl-xl

mRNA的表达，降低促凋亡基因Bax mRNA的表达（P＜0.05）；XST组 3种紧密连接蛋白的表达量均不同程度的升高，其中

Occludin、Claudin-5 差异有统计学意义（P＜0.05、0.01）；XST 组 GDNF、BDNF mRNA 表达、BDNF 蛋白表达均显著

升高（P＜0.05）。结论 XST可以减轻糖尿病大鼠海马神经损伤，其机制可能与提高紧密连接蛋白及神经营养因子表达有关。
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Abstract: Objective To study the protective effect of Xueshuantong Injection (XST) on hippocampus nerve injury in diabetic rats.

Methods Streptozotocin (STZ) was used to prepare diabetic rat models. Diabetic rat models were randomly divided into model

group and XST (50 mg/kg) group. Another 10 SD rats were randomly selected as control group. XST was ip administration, once a

day, in the barrier environment for 60 days. Rats in control group and model group were given the same amount of normal saline.

Hematoxylin-eosin staining was used to observe the morphology of CA1 cells in the hippocampus of rats. Western blotting and qRT-

PCR were used to detect the expression of apoptose-related genes, tight-junction proteins and neurotrophic factors. Results

Compared with model group, XST reduced the morphological changes of hippocampal nerve cells induced by diabetes mellitus and

significantly increased the cell number (P < 0.05). The expression of anti-apoptotic genes Bcl-2 and Bcl-XL mRNA was

significantly increased, and the expression of pro-apoptotic gene Bax mRNA was decreased (P < 0.05). The expression levels of

Occludin and Claudin-5 in XST group increased to varying degrees, and the differences were statistically significant (P < 0.05,

0.01). The mRNA expression of GDNF, BDNF and BDNF protein in XST group were significantly increased (P < 0.05).
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Conclusion XST could reduce the injury of hippocampus nerve in diabetic rats, and its mechanism may be related to the increased

expression of tight junction protein and neurotrophic factor.

Key words: diabetes; Xueshuantong Injection; nerve injury; hippocampus; tight junction protein; neurotrophic factor

糖尿病是一种终身代谢性疾病，随着近年来人

民生活水平的提高，其发病率也随之提高。糖尿病

是由于胰岛素分泌缺陷或胰岛素作用障碍引起的

慢性代谢性疾病，会诱发微血管及大血管受损，引

起多种并发症［1］。其中由糖尿病诱发中枢神经系统

病变的患者会出现记忆及学习功能的下降，甚至会

发生痴呆［2］。糖尿病引起的中枢神经损伤发病机制

复杂，目前普遍认为是由于长期处于高血糖和血糖

波动状态下，出现的氧化应激、内质网应激和炎症

反应等多因素诱导海马神经元凋亡，从而导致疾病

的发生［2］，其中海马区神经细胞的损伤可能是发病

的中心环节，因此以海马区为靶点的治疗方案和思

路成了科学界关注的热点［2］。

注射用血栓通（冻干）（XST）的主要成分是三七

总皂苷［3］，具有活血祛瘀、扩张血管、改善血液循环

的作用，在临床上应用广泛，主要用于抗脑缺血、抗

血栓及糖尿病视网膜病变的治疗［4-6］。但其对糖尿

病引起的中枢神经损伤的影响鲜有报道，本课题组

研究其对糖尿病模型大鼠海马神经损伤的影响，以

期为后继的临床应用提供参考。

1 材料

1.1 实验动物

成年健康 SD 大鼠，30 只，雄性，体质量 250～

270 g，购自北京维通利华有限公司，实验动物生产

许可证号SCXK（京）2017-0011。

1.2 主要试剂

XST（批号 Z200025652，广西梧州制药集团股

份有限公司，规格 150 mg/瓶）；HE染色试剂盒、微量

RNA 提取试剂盒（北京索莱宝公司）；逆转录试剂

盒、PCR mix、10% 聚丙烯酰胺预制胶（Life 公司）；

Bax、Bcl-2、Bcl-xl、脑源性神经营养因子（BDNF）、

胶质细胞源性神经营养因子（GDNF）、神经突触

素（Syn）PCR引物由上海生工合成，引物序列见表

1。 闭 锁 小 带 蛋 白 1（zonula occludens 1，ZO-1，

ab59720）、咬合蛋白（Occludin，ab167161）、封闭蛋

白 5（Claudin-5 ，ab53765）、BDNF（ ab108319）、

β -actin（ab8227）抗体，均购于 abcam公司。

2 方法

2.1 糖尿病模型的制备及动物分组给药

大鼠禁食 12 h 后称体质量 ，ip 链脲佐菌

素（STZ，60 mg/kg）造模，1 周后尾尖取血，检测血

糖，血糖≥18 mmol/L 即可认定糖尿病模型建模成

功［7］，随机分为模型组和 XST（50 mg/kg，剂量为临

床最高用量的等效剂量，根据预试验结果确定）组，

每组 10只，另随机取 10只 SD大鼠为对照组。ip给

药，每天给药 1次，于屏障环境中连续给药 60 d，对

照组和模型组大鼠 ip等量生理盐水。

2.2 海马HE染色

10%水合氯醛 ip麻醉大鼠，4%多聚甲醛溶液心

脏灌注，取脑，固定，石蜡包埋。选择有海马部位的

脑冠状面石蜡切片，切制厚度 3 μm 的切片。常规

HE染色［8］，于普通光学显微镜下观察海马CA1区的

细胞形态，进行神经细胞计数。

2.3 实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）技术对海马

Bax、Bcl-2、Bcl-xl、BDNF、GDNF、Syn mRNA 水平

的检测

10% 水合氯醛 ip 麻醉大鼠，生理盐水心脏灌

注，迅速剥离海马组织后放入液氮罐中速冻，−80 ℃冰

箱保存。Trizol试剂提取海马组织总 RNA；按反转

录试剂盒说明书，将总 RNA（0.2 μg）反转录为

表1 引物序列

Table 1 Primer sequences

基因

β-actin

Bax

Bcl-2

Bcl-xl

BDNF

GDNF

Syn

上游引物（5’-3’）

GTAAAGACCTCTATGCCAACA

CCAAGAAGCTGAGCGAGTGTCTC

GGAGCGTCAACAGGGAGATG

TGACCACCTAGAGCCTTG

CCA TAA GGA CGC GGA CTT G

TATCCTGACCAGTTTGATGA

CCCTACATTCACCCACTTCTCC

下游引物（5’-3’）

GGACTCATCGTACTCCTGCT

AGTTGCCATCAGCAAACATGTCA

GATGCCGGTTCAGGTACTCAG

GAACTACACCAGCCACAG

GAC ATG TTT GCG GCA TCC A

TCTAAA AACGACAGGTCGTC

TTATCTCCTCTCTGCCCGTTTC
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cDNA；以 cDNA 为模板，qRT-PCR法检测 Bax、Bcl-

2、Bcl-xl、BDNF、GDNF mRNA 的表达。2–ΔΔCt 法处

理数据［9］。

2.4 Western blotting 检测海马 ZO-1、Occludin、

Claudin-5、BDNF蛋白表达水平

取−80 ℃冻存的海马组织，加入 100 μL动物组

织蛋白提取液研磨充分后，离心取上清液。蛋白质

聚丙烯酰胺凝胶电泳后，转移至 PVDF膜，再用 5%

脱脂牛奶室温摇动封闭 2 h，之后加入 ZO-1、

Occludin、Claudin-5、BDNF抗体（1∶1 000）在 4 ℃摇

床温和摇晃过夜；TBST 液清洗，加入二抗（1︰
10 000），于室温孵育 1 h；TBST液清洗 5次，最后进

行显影和定影，测定蛋白的表达水平［8］。

2.5 统计学处理

所有数据用 x
—
±s 表示，用 SPSS 19.0 软件进行

数据处理，多组数据间差异用单因素方差分析，单

独两组数据间比较，方差齐用 LSD检验，方差不齐

用Dunnett's T3检验。

3 结果

3.1 XST对糖尿病大鼠海马组织形态的影响

HE 染色结果表明，对照组脑组织切片中可见

海马 CA1区神经细胞数目多、外形规则，细胞呈圆

性或椭圆形，染色较淡，染色质均匀，核膜边界清

晰，核仁圆且明显。模型组组织切片中可见海马

CA1区神经细胞数量减少、排列紊乱、稀疏，细胞周

围间隙增大，细胞内出现空腔，细胞间质成分颗粒

状多见。XST组可见海马 CA1区神经细胞外形基

本接近正常。与对照组比较，模型组神经细胞数目

显著降低（P＜0.05）；与模型组比较，XST组神经细

胞数目显著增加（P＜0.05）。见图1。

3.2 XST对糖尿病大鼠海马组织中凋亡相关基因

表达的影响

结果如图 2所示，与对照组比较，模型组抑凋亡

相关基因 Bcl-2 和 Bcl-xl mRNA 的表达显著降

低（P＜0.01），而促凋亡基因Bax mRNA的表达显

著升高（P＜0.01）。经过 XST 治疗后，与模型组比

较，Bcl-2和Bcl-xl mRNA表达显著增加（P＜0.01），

而Bax mRNA表达显著降低（P＜0.01）。

3.3 XST对糖尿病大鼠海马组织中紧密连接蛋白

表达的影响

Western blotting检测结果表明，与对照组比较，

模型组大鼠海马组织中ZO-1、Occludin、Claudin-5 3

种紧密连接蛋白的表达量均显著降低（P＜0.05、

0.01）；与模型组比较，XST 组 3 种紧密连接蛋白的

表达量均不同程度的升高，其中Occludin、Claudin-5

差异有统计学意义（P＜0.05、0.01）。见图3。

与对照组比较：#P＜0.05；与模型组比较：*P＜0.05
#P < 0.05 vs control group；*P < 0.05 vs model group

图1 XST对糖尿病大鼠海马组织形态的影响（x
—

±s，n=5）

Fig. 1 Effect of XST on neuron injury induced by diabetes

in rats (x
—

±s, n=5)

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：**P＜0.01
##P < 0.01 vs control group；**P < 0.01 vs model group

图2 XST对糖尿病大鼠海马组织中凋亡相关基因表达的

影响（x
—

±s，n=5）

Fig. 2 Effect of XST on expression of apoptosis-related

genes in brain of diabetic rats (x
—

±s, n=5)
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3.4 XST对糖尿病大鼠海马组织中神经营养因子

表达的影响

如图 4所示，与对照组比较，模型组大鼠海马组

织中神经营养因子 GDNF、BDNF 和 Syn mRNA 表

达、BDNF蛋白表达均显著降低（P＜0.05、0.01）；与

模型组比较，XST 组 GDNF、BDNF mRNA 表达、

BDNF蛋白表达均显著升高（P＜0.05）。

4 讨论

长期的高糖会损害各种器官和组织，中枢神经

系统损害也是其中之一，主要表现为认知障碍、学

习及记忆能力减退。其发病机制尚不清楚，研究发

现可能与糖代谢紊乱、炎症反应和氧化应激有

关［10］。海马组织是人类和动物记忆及学习的关键

脑区［11］。本实验中，HE染色表明糖尿病大鼠海马神

经细胞数量减少，结构紊乱，抑凋亡基因较对照组

表达显著降低，而促凋亡基因较对照组表达显著升

高；XST治疗后，神经细胞与正常大鼠神经细胞的

形态基本接近。

糖尿病所带来的炎症和氧化应激会导致血脑

屏障的破坏［12］，紧密连接是血脑屏障结构的基础，

紧密连接蛋白在相邻细胞间形成紧密接触，对维持

血脑屏障的稳定性起关键作用［13-14］。紧密连接蛋白

表达的减少会影响血脑屏障的正常功能，从而破坏

了血脑屏障的完整性［15-16］。研究显示［17-18］，与对照组

大鼠比较，糖尿病大鼠的紧密连接蛋白 Occludin、

Zo-1、Claudin-5 蛋白表达显著减低，与本实验结果

一致。XST组 3种紧密连接蛋白的表达量较模型组

均不同程度的升高，其中Occludin、Claudin-5差异有

统计学意义。

神经营养因子BDNF对神经元的发育和存活起

着重要的作用，已有证据证明BDNF有助于神经系

统的发育，对神经细胞的损伤有着重要的保护作

用［19］。GDNF是一种功能强大的神经营养因子，与

细胞的凋亡也有着密切的关系，且在糖尿病早期阶

段保护视网膜细胞，使其免受神经退化，还能间接

诱导胰岛素分泌。Syn作为突触前终末的特异性蛋

白标记物，与大脑中突触的特异性和学习记忆能力

有着密切的关系［20］。已有研究表明［21］，糖尿病模型

大鼠海马中的 BDNF、GDNF、Syn 表达明显低于正

常大鼠。缺血再灌注损伤的小鼠在应用XST之后，

神经营养因子的表达明显提高，起到了保护神经系

统的作用［22］。本实验结果也显示，XST升高糖尿病

大鼠神经营养因子的表达量。

本研究结果表明，XST可以改善 STZ诱导糖尿

病大鼠模型的海马组织的细胞形态，其机制可能与

提高紧密连接蛋白及神经营养因子表达有关，为阐

明XST神经保护作用机制，拓展临床适应症提供了

实验依据。
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