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维生素 D对高脂诱导的 2型糖尿病大鼠海马神经元损伤的影响 *
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摘要 目的：观察活性维生素 D3腹腔注射对 2型糖尿病大鼠海马神经元的影响。方法：SD大鼠 30只，随机分为空白对照组

（Control），高脂组（HF），高脂 +VD组（HF+VD），糖尿病组(DM)，糖尿病 +VD组(DM+VD)。测定大鼠空腹血糖、胰岛素、维生素 D

等生化指标，应用透射电镜观察海马神经元结构变化。结果：与对照组相比，HF组、HF+VD组大鼠体重增加，（分别为 343.28±

10.41 g；356.81± 36.20 g和 360.18± 25.56g），DM组体重降低 (265.6± 16.11 g)（P<0.05）；DM组 SDF-1为 398.33± 15.01 ng/L，低

于 Control 组(457.53± 26.56 ng/L)，骨化三醇干预后 SDF-1 显著升高（448.54± 36.83 ng/L）（P<0.05）；DM 组（25-OH-D）水平为

165.25± 30.75 滋g/L，低于 Control组 213.65± 30.79 滋g/L，补充骨化三醇后显著提高至 210.31± 50.69 滋g/L（P<0.05）；DM组海马
神经元 CXCR4表达降低，线粒体可见明显肿胀，DM+VD组线粒体形态明显改善，海马神经元 CXCR4表达水平明显升高。结论：

常规量补充维生素 D可提高糖尿病大鼠体内维生素 D水平，对海马神经元有明显保护作用。
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The Effect of Vitamin D on the Hippocampal Neurons in Type 2 Diabetic
Rats Induced by High-fat Diet*

To explore the effect of vitamin D3 on the hippocampal neurons of type 2 diabetic rats. 30 female

SD rats were randomly divided into control group, high fat group (HF), high fat + vitamin D (HF + VD), diabetes mellitus group (DM),

diabetes mellitus + vitamin D (DM + VD). The blood sugar, insulin and vitamin D level were detected at the beginning and end of the ex-

perimental period. The hippocampal neurons were observed by transmission electron microscope. Compared with control group

（343.28± 10.41 g）, body weight of HF（356.81± 36.20 g）, HF + VD rats（360.18± 25.56 g）increased and that of DM rats (265.6±

16.11 g)decreased（P>0.05）. SDF-1 decreased in diabetic rats（398.33± 15.01 ng/L）. calcitriol treatment reversed the changes significantly

（448.54± 36.83 ng/L）（P<0.05）. 25-OH-D decreased in DM rats （165.25± 30.75 滋g/L）and calcitriol treatment increased 25-OH-D in

DM rats 210.31± 50.69 滋g/L（P<0.05）. The expression of CXCR4 decreased in hippocampal neurons of DM rats, and swelled mito-

chondria was observed in the neurons. calcitriol treatment improved the injury. calcitriol treatment increased vitamin D level,

and has protective effect on hippocampal neurons in type 2 diabetes mellitus rats.
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前言

2型糖尿病（T2DM）在中国呈逐年增长的趋势。随着疾病

病程的增长，T2DM会对中枢认知功能造成损害，主要表现为

学习和记忆能力的下降[1]，而轻度的认知功能障碍(MCI)正是介

于正常衰老和老年痴呆之间的状态[2]，多项研究发现 T2DM是

导致轻度认知障碍的独立危险因素[3]，胰岛素抵抗及高胰岛素

血症的发生与认知功能减退有关[4,5]。Spearman相关分析显示，

糖尿病认知障碍患者MoCA量表评分与维生素 D水平呈正相

关[6]，Przybelsk以及 Oudshoorn也发现维生素 D水平与认知功

能呈正相关[7,8]，这都提示维生素 D在维持记忆功能中起重要作

用。体外研究和动物实验均显示，1,25-(OH)2D3具有中枢神经系
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统保护作用[9,10]，人群流行病学研究也显示，血清 25(OH)D的水

平和老年人学习认知能力正相关[11]，膳食补充维生素 D可降低

阿尔兹海默症的发病风险[12]，维生素 D受体与阿尔兹海默病的

发生关系密切[13]。在中国，中老年人群整体维生素 D水平较低，

中老年中维生素 D充足的个体仅占 6.4％，69.2％的人维生素

D缺乏，而维生素 D不足者也高达 24.4％[14]。本文以高脂膳食

加小剂量 STZ诱导大鼠 2型糖尿病，探讨维生素 D对 2型糖

尿病大鼠糖代谢和海马神经元损伤的影响。

1 材料与方法

1.1 实验动物及分组

SPF级 SD大鼠 30只，体重为 150± 20 g，购于第四军医大

学实验动物中心，适应性喂养 3天后随机分为 5组：对照组

（Control），糖尿病组（DM），高脂组（HF），高脂 +VD 组

（HF+VD），糖尿病 +VD组(DM+VD)，每组 6只，自然光照，自

由摄食水。对照组用基础饲料喂养，其他组用高脂饲料（20%猪

油 +80%基础饲料）喂养 5周后，DM组和 DM+VD组空腹腹腔

注射 STZ 30 mg/kg，其他三组空腹腹腔注射同体积枸橼酸钠缓

冲液，注射后 24小时和 72小时测量血糖，2次空腹血糖水平

持续高于 16.7 mmol/L为判断成模的标准。DM造模成功后，

HF+VD组和 DM+VD组大鼠隔日腹腔注射骨化三醇 0.06 滋g·
kg-1[15]，注射 5周。实验期间每周测量大鼠的体重，第 10周乙醚麻

醉后处死，注射器心包采全血，离心后留取血清标本待测。

1.2 材料和方法

1.2.1 仪器和设备 STZ (美国 sigma公司)；血糖仪和试纸

(ACCU-CHEK誖 ，德国罗氏)；骨化三醇（活性维生素 D）(上海

罗氏制药有限公司)；显微镜（日本 olympus公司)。

1.2.2 试剂 大鼠血清胰岛素（FINS）、基质细胞衍生因子

（SDF-1）、维生素 D（25-OH-D）分别使用胰岛素 ElisaKIT试剂

盒、SDF-1酶联免疫试剂盒及大鼠（25-OH-D）酶联免疫试剂盒

检测。

1.2.3 海马电镜标本的制备 取出完整的海马组织在 4℃冰

浴下振动切片机切片，片厚设定为 300 滋m，3%戊二醛聚合 24

h后制备超薄切片，片厚 50 nm，铀、铅进行双重染色，100CX-II

型透射电镜观察神经元超微结构。

1.2.4 冰冻切片及免疫荧光染色 用 10%水合氯醛腹腔注射

麻醉大鼠，生理盐水左心室灌注冲洗后 4%多聚甲醛进行灌注，

取海马组织置于用 PBS配好的蔗糖溶液，4℃过夜，组织沉底

后，修剪海马组织，恒冷切片机连续冠状切片，片厚约 14-16

滋m，以 CXCR4多克隆抗体及荧光二抗进行染色，荧光显微镜

下观察。

1.3 统计学处理

采用 SPSS19.0软件进行统计学分析，组间比较采用方差

分析。

2 结果

2.1 高脂膳食及糖尿病对大鼠体重的影响

高脂饲料喂养大鼠第 6周体重达到 315.92± 22.31 g明显

高于对照组（311.58± 11.76 g，P<0.05），HF+VD 组大鼠体重

328.82± 17.26 g，与 HF组之间没有明显差异。糖尿病组大鼠体

重 289.73± 12.14 g，显著低于对照组和糖尿病补充维生素 D

组 294.68± 34.48 g（P<0.05），补充维生素 D可增加糖尿病大鼠

的体重，但仍然显著低于对照组大鼠体重（P<0.05）（图 1）。

2.2 高脂膳食及糖尿病对大鼠血糖的影响

HF组、HF+VD组与对照组比较，血糖差异无统计学意义

（分别为 4.86± 0.18 mmol/L；5.25± 0.27 mmol/L和 4.91± 0.20

mmol/L）；STZ注射后 3天，糖尿病大鼠血糖高达 20.20± 1.75

mmol/L，明显高于对照组 6.03± 0.25 mmol/L（P<0.05），且高血

糖持续到实验第 10周末。骨化三醇作用 5周后，糖尿病大鼠血

糖水平 15.96± 1.67 mmol/L，较 DM组 22.50± 2.09 mmol/L显

著降低（P<0.05）(Fig.2)。各组血清胰岛素水平无明显差别（P>0.

05）。根据（FBG×（胰岛素）/22.5公式计算稳态模型的胰岛素抵

抗指数（HOMA-IR）[16]，结果显示，糖尿病组胰岛素抵抗指数明

显升高，骨化三醇作用后降低，但是仍然高于对照组（P<0.05）

（表 1）。

2.3 糖尿病大鼠血清 25-（OH）-D浓度的变化

HF组 25-（OH）-D浓度为 194.27± 20.81 滋g/L、HF+VD组
为 205.97± 28.76 滋g/L与对照组 213.65± 30.79 滋g/L比较，差
异无统计学意义；糖尿病大鼠血清 25-（OH）-D为 165.25±

30.75 滋g/L，明显低于对照组（P<0.05），糖尿病补充维生素 D组

图 1 大鼠体重变化

Fig.1 The change of body weight of rats

图 2 大鼠血糖变化情况

Fig.2 Change of blood glucose in rats
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2.4 糖尿病对大鼠 SDF-1水平的影响

高脂组 449.34± 30.77 ng/L和高脂 +VD组 428.45± 69.39

ng/L与对照组 457.53± 26.56 ng/L比较，差异无统计学意义；

糖尿病组大鼠血清 SDF-1为 398.33± 15.01 ng/L，明显低于对

照组，骨化三醇作用可以明显增加糖尿病大鼠血清 SDF-1水平

448.54± 36.83 ng/L，虽然未达到对照组水平，但明显高于糖尿

病组（P<0.05）(图 3B)。

2.5 高脂膳食及糖尿病对大鼠海马神经元的影响

免疫荧光染色可见，高脂组和糖尿病组大鼠海马 CA1区

锥体神经元 CXCR4表达明显降低，骨化三醇作用可以明显提

高糖尿病大鼠海马神经元 CXCR4表达水平（图 4）；透射电镜

下可见对照组海马神经元线粒体结构完整，高脂组和糖尿病组

海马神经元线粒体膜不完整，出现肿胀和空泡样变，骨化三醇

作用可在一定程度上改善糖尿病大鼠海马神经元线粒体超微

结构（图 5）。

3 讨论

糖尿病可引起中枢神经系统损害，导致轻至中度的认知障

碍和大脑神经生理及结构改变，以获得性认知和行为缺陷为特

征，称为糖尿病脑病（diabetic encephalopathy）。近年研究更认为

糖尿病引起的认知功能障碍是诱发老年性痴呆的危险因素之

一。研究表明，糖尿病可引起脑内氧化应激、海马神经元超微结

构损害和细胞凋亡，对神经元内信号转导通路及多种基因的表

达水平均有明显影响，糖尿病动物海马突触传递和突触可塑性

都发生变化，这些研究从不同侧面阐述了糖尿病影响认知功能

的机制。基于人群的流行病学调查和实验室基础实验发现，糖

尿病患者补充维生素 D可对胰岛 茁 细胞的功能起到保护作
用，降低急性高糖应激下胰岛 茁细胞损伤，预防并延缓 2型糖

尿病并发症的发生[17]。本研究中，高脂喂养大鼠体重明显高于

对照组，糖尿病大鼠出现了体重下降的表现，单纯高脂喂养未

发现大鼠血糖明显变化，糖尿病大鼠血糖明显升高，而在预防

性补充维生素 D 5周后，糖尿病大鼠血糖及 HOMA-IR指数明

显改善，体重也较糖尿病组明显增加。研究表明，海马是管理哺

乳动物学习、记忆、认知功能的重要中枢之一，海马结构和功能

的变化与糖尿病认知功能障碍密切相关[18]，脑神经元的受损和

缺失以及神经元功能的下降是糖尿病造成认知学习记忆功能

障碍的重要原因，糖尿病会造成多种海马蛋白的表达从而影响

海马神经元突触的可塑性[19]，提示在整个糖尿病病程中，导致

学习记忆障碍的重要原因可能就是海马蛋白的改变。形态学

上，高血糖状态下海马细胞凋亡数目增加[20]，出现核膜变薄，染

色不均等现象[21]。除此之外，糖尿病发生认知障碍时炎症细胞

因子、趋化因子升高，而 1,25-(OH)2D3通过抑制炎症反应，对各

种神经营养因子的合成起到了促进作用、并且通过调节细胞内

钙稳态和各种免疫调节作用对中枢神经系统起到保护作用，从

大鼠血清 25-（OH）-D水平 210.31± 50.69 滋g/L与对照组相似， 明显高于糖尿病大鼠（P<0.05）(图 3A)。

Note: *VS control group, #VS diabetic grou.

表 1 各组大鼠 HOMA-IR指数

Table 1 HOMA-IR index of Rats

Groups
Glucose

（mmol/L）

Insulin

(mIU/L)
HOMA-IR

Control 6.13± 0.25 8.45± 0.75 2.28± 0.84

HF 6.11± 0.15 8.78± 0.55 2.39± 0.71

HF+VD 6.56± 0.67 7.41± 0.47 2.14± 0.74

DM 22.50± 2.09 8.12± 0.23 8.15± 0.98*

DM+VD 15.96± 1.67 7.97± 0.88 5.65± 0.87*#

图 3 大鼠血清 25-OH-D和 SDF-1水平

Fig.3 Level of 25-OH-D and SDF-1 in the serum of rats
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图 4 海马锥体神经元 CXCR4表达情况

A.对照组；B.高脂组；C.高脂 +VD组；D.糖尿病组；E.糖尿病 +VD组；

F.CXCR4表达阳性神经元统计结果

Fig.4 The expression of CXCR4 in hippocampa; neurons. A.control group;

B.high fat diet group; C.high fat diet+VD group; D.diabetic group;

E.diabetic+VD group; F.the statistic analysis of CXCR4 positive cells.

图 5 海马神经元超微结构变化

A.对照组；B.高脂组；C.高脂+VD组；D.糖尿病组；E.糖尿病 +VD组。

Fig.5 The ultrastructure of hippocampa neurons

A.control group; B.high fat diet group; C.high fat diet+VD group;

D.diabetic group; E.diabetic+VD group.

而改善 2型糖尿病的认知功能障碍，在本研究中，DM组线粒

体肿胀变形，双层膜模糊不清，而预防性补充维生素 D后线粒

体形态有所改善，修复包括线粒体嵴在内的完整的线粒体结

构。HF组线粒体也有部分变形，肿胀，但数量不及 DM组，但给

予维生素 D补充后也有轻度改善。

基质细胞衍生因子 -1(stromal cell-derived factor-1, SDF-1)

是骨髓基质细胞产生的类趋化蛋白，SDF-1 及其特异性受体

CXCR4组成的 SDF-1/CXCR4轴介导的信号转导通路与炎症

反应、神经细胞迁移和轴突生长以及受损神经元修复等密切相

关[22,23]。研究表明 CXCR4广泛地表达于神经系统多个脑区，与

神经系统发育密切相关，成年后在室管膜、大脑皮层、海马、小

脑和脑干仍有表达，在神经系统疾病中起着至关重要的作用[24,25]。

当颅脑损伤时病灶区的 SDF-1会表达升高，SDF-1会与神经干

细胞表达的 CXCR4结合，趋化诱导神经干细胞迁移到病灶

区，对损伤脑组织进行修复[26]。干扰 SDF-1或者阻断 CXCR4受

体，都可以使 SDF-1/CXCR4轴失去作用，减弱细胞迁移作用[27]。

本研究结果提示，DM大鼠的基质细胞衍生因子 1(SDF-1)表达

降低，海马锥体神经元免疫荧光染色也显示其受体 CXCR4表

达水平明显降低，而补充维生素 D后 SDF-1水平有所升高，海

马锥体神经元 CXCR4表达水平也有明显增加，提示维生素 D

可提高 SDF-1水平及增加其受体 CXCR4在海马神经元的表

达，从而改善海马神经元结构，达到保护神经元状态的作用。综

上所述，糖尿病大鼠血清维生素 D水平降低，海马形态和神经

元细胞结构发生损害，而常规量补充维生素 D可改善大鼠糖

代谢水平，并修复异常海马形态，适当补充维生素 D可改善 2

型糖尿病大鼠糖代谢水平，预防糖尿病大鼠神经系统损伤，其

机制需要进一步深入研究。
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