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基于免疫激活研究左归降糖解郁方对糖尿病并发抑郁症大鼠海马谷氨

酸重摄取的干预作用 
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摘要：目的  研究糖尿病并发抑郁症模型大鼠海马内免疫状态对星形胶质细胞谷氨酸重摄取功能的影响，及左归降糖解

郁方对其干预作用。方法   建立糖尿病并发抑郁症大鼠模型，并随机分为模型组、阳性药组(0.18 g·kg1 二甲双胍+ 

1.8 mg·kg1 氟西汀)、左归降糖解郁方高、中、低剂量组(20.53，10.26，5.13 g·kg1)，以正常大鼠为正常对照组，灌胃给

药 4 周。分别采用 ELISA 法检测各组大鼠血清和海马中白细胞介素-1(IL-1)、白细胞介素-6(IL-6)、肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、

干扰素-γ(IFN-γ)及海马中谷氨酸含量，采用电镜观察各组大鼠海马血脑屏障结构，采用双重免疫组化技术检测各组大鼠

海马星形胶质细胞胶质纤维酸性蛋白(glial fibrillary acidic protein，GFAP)及谷氨酸转运蛋白 2(EAAT2)表达。结果  与正

常对照组比较，模型组大鼠血清及海马匀浆液中各细胞因子表达均显著升高(P<0.05 或 P<0.01)，电镜结果显示血脑屏障

存在一定损伤；海马中 GFAP 表达显著增加(P<0.05)，而 EAAT2 表达显著减少(P<0.01)，海马匀浆液中谷氨酸含量异常

增多(P<0.01)。高剂量左归降糖解郁方可显著减少模型大鼠血清中各细胞因子及海马匀浆液中 IL-1、IL-6、IFN-和谷氨

酸的含量(P<0.05 或 P<0.01)，显著降低 GFAP 并增加 EAAT2 的表达(P<0.05 或 P<0.01)，此外，其对大鼠海马血脑屏障也

具有一定的保护作用。结论  左归降糖解郁方可通过增加糖尿病并发抑郁症大鼠海马星形胶质细胞表面 EAAT2 表达，减

少谷氨酸造成的兴奋性毒性，该作用可能与其抑制模型大鼠脑内免疫激活有关。 
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Effect of Zuogui Jiangtang Jieyu Formulation on the Reuptake of Glutamic Acid by Hippocampus Based 
on the Active Immunity in Diabetes-induced Depression Rats  
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To investigate the effect of reuptake of glutamic acid by astrocyte based on immune in 
diabetes-induced depression rats, and the function of Zuogui Jiangtang Jieyu formulation. METHODS  Diabetes-induced 

depression rats were randomly divided into model group, positive drug group(0.18 g·kg1metformin+1.8 mg·kg1 fluoxetine), 

Zuogui Jiangtang Jieyu formulation high, medium and low dose group(20.53, 10.26, 5.13 g·kg1), while the normal rats belonged 
to the control group. The levels of IL-1, IL-6, TNF-α, IFN-γ in plasma and hippocampus and the glutamic acid in hippocampus 
were tested by ELISA after four weeks of intragastric adminitation. The morphological changes of blood-bain barrier were 
observed in the electron microscope. The expression of GFAP and EAAT2 were detected by double immunocytochemistry. 
RESULTS  Compared with the control group, the levels of four cytokines in plasma and hippocampus and glutamic acid in 
hippocampus were significantly higher(P<0.05 or P<0.01), and there was obvious damage in BBB. In hippocampus, the 
expression of GFAP was increased(P<0.05), wihle the EAAT2 was decreased(P<0.01). The Zuogui Jiangtang Jieyu formulation 

can diminish the level of cytokines in serum and the level of IL-1, IL-6, IFN-, glutamic acid in hippocampus, and decreased the 
expression of GFAP while increased EAAT2 in hippocampus(P<0.05 or P<0.01). CONCLUSION  The Zuogui Jiangtang Jieyu 
formulation can reduce the excitotoxicity of glutamic acid through increasing the expression of EAAT2 in astrocyte, and this 
function might be correlated with inhibition the immune-activation. 
KEY WORDS: Zuogui Jiangtang Jieyu formulation; immune-activation; astrocyte; glutamic acid; hippocampus 
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抑郁症是糖尿病常见并发症之一，临床统计

发现，糖尿病患者中 60%~75%伴有抑郁情绪，其

中 10%~35%为重度抑郁[1]。糖尿病状态下，体内

细胞因子表达增多，并可能通过受损的血脑屏障

大量入脑[2]，并使大脑处于免疫激活状态。研究表

明，神经炎症可导致星形胶质细胞损伤，继而影

响其表面谷氨酸转运蛋白的表达，导致海马谷氨酸

水平持续升高，诱导产生兴奋性神经毒性作用[3-4]。

本课题组前期研究发现，糖尿病并发抑郁症大鼠

谷氨酸转运蛋白 3(excitatory amino acid transporter 

3，EAAT3)表达减少，VGLUT2 表达增多[5]。由于

谷 氨 酸 转 运 蛋 白 2(excitatory amino acid 

transporter，EAAT2)在星形胶质细胞具有较高的表

达[6]，并协同参与谷氨酸的转运，而其在糖尿病并

发抑郁症大鼠海马中表达情况尚未有研究。 

因此，本实验拟通过给予糖尿病并发抑郁症

大鼠左归降糖解郁方，并检测其炎症水平和脑内

EAAT2 的表达，明确本方对于模型大鼠海马内炎

症的保护作用和对谷氨酸重摄取的调节作用。通

过本次研究，可进一步对糖尿病并发抑郁症海马

内谷氨酸的代谢转运过程有更全面的了解。同时，

该结果有助于更加清晰地阐明左归降糖解郁方的

作用机制。 

1  仪器与材料 

1.1  药物 

左归降糖解郁方的组成药物为黄芪 18 g、贯

叶连翘 3 g、姜黄 9 g、熟地黄 15 g、山茱萸 12 g、

枸杞 12 g、菟丝子 9 g、杜仲 9 g、丹参 12 g、丹

皮 6 g、牛膝 9 g，原材料购自湖南中医药大学第

一附属医院，并由该院制剂科按比例水煎浓缩后

制成口服液，采用一测多评法进行质量控制，其

主要药效成分浓度分别为黄芪甲苷≥0.03 g·L1、

贯叶金丝桃≥0.18 g·L1、姜黄素≥0.4 g·L1、丹酚

酸≥1.2 g·L1、丹皮酚≥0.2 g·L1。盐酸二甲双胍

片(湖南湘雅制药有限公司，批号：150514)；百

忧解(盐酸氟西汀胶囊，法国 Patheon，批号：

SS41A)。 

1.2  动物 

SPF 级 SD 大鼠 72 只，♂，180~220 g，由湖

南斯莱克景达实验动物有限公司提供，许可证号：

SCXK(湘)2013-0004；合格证号：43004700013559。

实验前适应性饲养 3 d，动物自由摄食与饮水。 

1.3  试剂  

高脂乳剂配比为胆固醇 10%，丙硫氧嘧啶

0.2%，猪油 20%，胆酸钠 2%，吐温-80 20%，丙

二醇 20%。链脲佐菌素(STZ，批号：9064043，美

国 Sigma)，白细胞介素-1(IL-1)、白细胞介素-6 

(IL-6)、肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、干扰素-γ(IFN-γ)

的 ELISA 试剂盒(上海晶天生物科技有限公司，批

号均为 20160729)；兔抗大鼠 EAAT2、小鼠抗大鼠

胶质纤维酸性蛋白(glial fibrillary acidic protein，

GFAP)多克隆抗体 (批号分别为 22515-1-AP，

60190-1-lg，Proteintech 公司)；Polymer 双染检测

试剂盒(批号：K147704D，北京中杉金桥公司)。 

1.4  仪器  

Olympus 生 物 显 微 镜 ( 日 本 Olympus) ；

DVP-W7 显微镜图像处理系统(南京长城信息系统

公司)；H600 型透射电镜(日本日立公司)；MK3

型酶标仪(美国 Thermo)。 

2  方法 

2.1  分组及给药 

 SD 大鼠以高脂乳剂 10 mL·kg1 连续灌胃

14 d，每天 1 次。末次灌胃高脂乳剂后，大鼠禁食

不禁水 24 h，一次性尾静脉注射链脲佐菌素

(STZ)38 mg·kg1。造模 72 h 后，大鼠禁食不禁水

7 h，测定空腹血糖，从中选取空腹血糖≥

16.00 mmol·L1 的大鼠为糖尿病模型，并继续给予

糖尿病模型动物 28 d 慢性应激，建立糖尿病并发

抑郁症动物模型[7]。将模型大鼠随机分为模型组、

阳 性 药 组 ( 二 甲 双 胍 0.18 g·kg1+ 氟 西 汀

1.8 mg·kg1)和左归降糖解郁方高、中、低剂量组

(20.53，10.26，5.13 g·kg1)5 组，每组 12 只。另

取 12 只 SD 大鼠作为正常对照组。各组大鼠灌胃

给药 28 d，正常对照组和模型组给予等体积蒸馏

水，实验结束后进行指标检测。 

2.2  样本采集与处理 

各组大鼠麻醉后，腹主动脉取血，2 500 r·min1

离心 15 min，收集血清用于细胞因子检测。随后，

取 6 只用于 ELISA 检测和 Western blot 试验，6 只

用于免疫组化实验和电镜检测。ELISA 检测和

Western blot 试验的样本处理方法为处死大鼠后立

刻取脑，冰上剥离海马，左侧低温匀浆并离心，
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取上清液用于 ELISA 检测；右侧液氮冻存用于

Western blot 试验。免疫组化和电镜样本处理方法

为处死大鼠，打开胸腔，从心尖入针，剪开心耳，

采用 4%多聚甲醛进行灌注，用以固定蛋白及冲去

脑中血液，大鼠全脑左侧浸泡于 4%多聚甲醛中，

用于免疫组化检测；右侧取海马置于 2.5%戊二醛

中，用于电镜检测。 

2.3  指标检测 

2.3.1  ELISA 检测  严格按照 ELISA 试剂盒说明

书测定血清和海马匀浆液中的 IL-1、IL-6、TNF-α、

IFN-γ以及海马中谷氨酸含量。 

2.3.2  电镜检测  将固定好的海马置于 1%锇酸

中固定，PBS 冲洗后，经酒精梯度脱水，环氧树

脂包埋烘烤，切片后用醋酸铀-枸橼酸铅双重染色，

透射电镜观察并摄片。 

2.3.3  双重免疫组化检测  固定好的大鼠全脑冲

洗后，采用梯度酒精脱水，二甲苯透明，浸蜡并

包埋形成蜡块。切片后，脱蜡，水化，并做抗原

修复，随后染色。滴加正常山羊血清封闭液，室

温孵育 20 min，甩去多余液体，分别滴加兔抗大

鼠 GFAP(1∶100，美国 Proteintech)和小鼠抗大鼠

EAAT2 抗体(1∶100，美国 Proteintech)于 4 ℃孵

育过夜。37 ℃复温 45 min，PBS 洗 3 次，加入辣

根酶标记山羊抗小鼠 IgG 和碱性磷酸酶标记的山

羊抗兔 IgG，室温孵育后 PBS 漂洗。滴加 SABC，

室温孵育 30 min，PBS 洗 3 次。DAB 显色，苏木

精复染，脱水，透明，封片。采用图像分析系统

采集图像，分析海马中 EAAT2 和 GFAP 的染色平

均光密度值。 

2.4  统计学处理   

数据分析采用 SPSS 16.0 统计软件，计量资料

以 sx  表示。各指标采用单因素方差分析，t 检

验，双侧检验，以 P<0.05 为差异有统计学意义。 

3  结果 

3.1  ELISA 结果 

与正常对照组比较，模型组大鼠血清及海马

匀浆液中的 IL-1、IL-6、TNF-α、IFN-γ 含量以及

海马匀浆液中的谷氨酸含量均显著升高(P<0.05 或

P<0.01)；与模型组比较，左归降糖解郁方高剂量

组大鼠血清中的 IL-1、IL-6、TNF-α、IFN-γ，海马

匀浆液中的 IL-1、IL-6、IFN-γ 和谷氨酸的含量均

显著降低(P<0.05 或 P<0.01)；左归降糖解郁方中

剂量组大鼠海马匀浆液中 IL-1 和谷氨酸的含量显

著降低(P<0.01)。结果见表 1。 

3.2  电镜检测结果 

与正常对照组比较，模型组大鼠血脑屏障内

皮细胞发生肿胀，管腔狭窄，血脑屏障三层结构

厚薄不均，基膜明显增厚。与模型组比较，阳性

药组和左归降糖解郁方高剂量组大鼠脑组织内上

述病理改变明显好转。结果见图 1。 

3.3  双重免疫组化结果 

与正常对照组比较，模型组大鼠海马中 GFAP

表达显著增加，而 EAAT2 表达显著减少(P<0.05

或 P<0.01)；与模型组比较，阳性药组和左归降糖

解郁方组高剂量组大鼠海马 GFAP 表达显著减少，

而 EAAT2 表达显著增加(P<0.05 或 P<0.01)。左归

降糖解郁方中剂量组 GFAP 表达显著升高

(P<0.05)。结果见表 2 和图 2。 

表 1  各组大鼠血清和海马中细胞因子及谷氨酸含量(n=6, sx  ) 
Tab. 1  The levels of cytokines and glutamic acid in different groups(n=6, sx  ) 

组 别 

血清 海马匀浆液 

IL-1/ 

pg·mL1 

IL-6/ 

ng·mL1 

TNF-α/ 

ng·L1 

IFN-γ/ 

ng·L1 

IL-1/ 

pg·mL1 

IL-6/ 

ng·mL1 

TNF-α/ 

ng·L1 

IFN-γ/ 

ng·L1 

谷氨酸/ 

μmol·L1 

正常对照组 30.84±2.33 29.36±2.82 115.71±15.40 37.54±5.26 22.13±1.34 26.93±2.72 77.33±14.16 21.89±7.86 1.11±0.06 

模型组 41.04±1.852) 40.00±2.062) 152.04±13.451) 71.26±16.731) 43.81±2.702) 44.85±2.102) 118.56±12.881) 43.42±11.111) 1.82±0.122)

阳性药组 32.08±1.484) 34.29±1.894) 115.24±5.453) 42.88±7.723) 29.56±3.214) 32.67±2.704) 91.65±9.443) 26.66±5.374) 1.24±0.144)

左归降糖解郁方 

高剂量组 33.99±2.524) 35.97±2.953) 121.03±6.143) 46.46±6.903) 35.64±3.484) 34.72±2.093) 92.19±15.29 24.80±7.053) 1.34±0.064)

中剂量组 39.86±2.52 37.60±1.91 142.10±14.13 54.63±2.80 37.45±2.404) 39.83±4.01 112.38±4.05 34.94±5.04 1.47±0.114)

低剂量组 39.40±4.09 38.16±2.71 148.83±21.97 68.35±6.36 43.13±5.33 41.00±5.21 114.93±12.80 37.30±2.95 1.68±0.15 

注：与正常对照组比较 1)P<0.05，2)P<0.01；与模型组比较，3)P<0.05，4)P<0.01。 

Note: Compared with normal group, 1)P<0.05, 2)P<0.01; compared with model group, 3)P<0.05, 4)P<0.01. 
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图 1  各组大鼠海马血脑屏障电镜检测结果(400×) 

Fig. 1  Electron microscope results of BBB of rats in different groups(400×)  

图 2  各组大鼠海马双重免疫组化电镜检测结果(400×)  
实线GFAP；虚线EAAT2。 

Fig. 2  Electron microscope results of double immunocytochemistry of rats in different groups(400×) 
Solid lineGFAP; dotted line EAAT2. 

表 2  各组大鼠海马 EAAT2、GFAP 的表达情况(n=6, 
sx  ) 

Tab. 2  The levels of EAAT2 and GFAP in different groups 
(n=6, sx  ) 

组 别 EAAT2 GFAP 

正常对照组 1.74±0.15 1.13±0.08 

模型组 0.86±0.132) 2.07±0.081) 

阳性药组 1.22±0.174) 1.66±0.114) 

左归降糖解郁方高剂量组 1.20±0.134) 1.77±0.243) 

左归降糖解郁方中剂量组 1.08±0.21 1.91±0.163) 

左归降糖解郁方低剂量组 0.96±0.14 1.93±0.50 

注：与正常对照组比较 1)P<0.05，2)P<0.01；与模型组比较，3)P<0.05，
4)P<0.01。 

Note: Compared with normal group, 1)P<0.05, 2)P<0.01; compared with 
model group, 3)P<0.05, 4)P<0.01. 

4  讨论 

2 型糖尿病被认为是慢性低度炎症性疾病[8]。

研究发现，糖尿病会引起免疫激活，主要表现在

IL-1、IL-6、TNF-α、IFN-γ 等细胞因子的大量释

放[9-10]。然而，细胞因子是亲水性大分子物质，一

般不容易透过血脑屏障。糖尿病并发抑郁症是一

种由糖尿病引起的继发性抑郁类疾病，课题组采

用高脂、STZ 联合慢性应激的方法建立了该种动

物模型，并对其血糖、血脂和胰岛素抵抗等糖尿

病样指标以及自主活动、学习能力和记忆功能等

抑郁样指标进行了检测，结果发现，该种动物模

型血糖异常升高，胰岛素抵抗明显，胆固醇和甘

油三酯含量明显升高；Open-field 实验中活动总数

明显减少；Morris 水迷宫实验中逃避潜伏期明显

延长，空间探索时间明显缩短[7]。此外，实验中亦

发现，该模型大鼠血脑屏障中的紧密连接蛋白-1

和 α-平滑肌肌动蛋白表达明显下降，IV型胶原蛋

白表达升高，提示血脑屏障中紧密连接开放，基

底膜增厚，周细胞从正常的收缩型向合成型转化，

发生丢失[11]。本实验通过电镜对海马血脑屏障观

察发现，糖尿病并发抑郁症大鼠存在明显的海马

血脑屏障结构损伤，与课题组前期研究结果保持

一致[12]。因此认为，糖尿病并发抑郁症大鼠血液

中的细胞因子可以通过血脑屏障大量进入脑内，

并进一步引起脑内免疫激活。 

糖尿病可诱发抑郁样行为已无争议，但其机

制至今尚未完全阐明。越来越多的研究证明，机

体中尤其是脑内产生的免疫激活与糖尿病并发抑

郁症的发生密切相关[13]，而促炎细胞因子构成了

内分泌疾病向神经内分泌疾病转变的重要基础。

本实验通过检测海马匀浆液中的细胞因子后发

现，糖尿病并发抑郁症模型大鼠海马中 IL-1、IL-6、

TNF-α、IFN-γ 的含量显著升高。 

海马是糖尿病并发抑郁症发生发展的重要靶

区。血脑屏障损伤导致外周循环中的细胞因子大
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量进入海马。星形胶质细胞是脑内谷氨酸的释放

与回收细胞，其表面可表达 EAAT2，负责谷氨酸

的转运，保持脑内谷氨酸含量恒定，以免产生兴

奋性神经毒性[14]。本实验研究发现，糖尿病并发

抑郁症大鼠海马中谷氨酸含量显著增加，星形胶

质细胞 GFAP 表达增多，星形胶质细胞肿胀明显，

其表面谷氨酸转运体 EAAT2 表达明显减少，因此

推测，糖尿病并发抑郁症大鼠脑内谷氨酸含量增

加可能是因为糖尿病时，海马免疫激活状态下的

星形胶质细胞持续激活，导致其表面 EAAT2 表达

减少，直接引起细胞间隙谷氨酸含量增加。给予

左归降糖解郁方后，模型大鼠海马中 IL-1、IL-6、

IFN-γ 和谷氨酸的含量显著降低，星形胶质细胞中

的 EAAT2 表达显著增加。 

左归降糖解郁方由经典名方左归丸加减而

得。课题组前期对其降糖、抗抑郁、神经元保护

等方面进行了多项研究[15-17]，特别是对其神经元

方面的研究尤为深入。本实验进一步深入研究了

左归降糖解郁方的海马保护作用，研究认为，其

可通过保护糖尿病并发抑郁症大鼠海马血脑屏

障，抑制模型大鼠脑内免疫激活状态，增加海马

星形胶质细胞表面 EAAT2 表达，减少脑内谷氨酸

含量，进而保护海马神经元。由于细胞因子还可

通过作用于 5-羟色胺和儿茶酚胺、影响神经可塑

性等方面，导致海马损伤。因此，下一步可围绕

以上方面做进一步研究。 
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