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【摘要】 目的 探讨二肽基肽酶 - Ⅳ（DPP-4）抑制剂沙格列汀对糖尿病并发抑郁症（DD）大鼠认知

功能的影响，以及可能的机制。方法 48 只无特定病原体级健康雄性 SD 大鼠随机分为对照组、模型

组、阳性药组和沙格列汀组，每组 12 只。采用高脂乳剂灌胃 14 d+ 经尾静脉注射链脲佐菌素（STZ）+28 d

慢性刺激制备 DD 模型，在接受慢性刺激的同时，阳性药组大鼠给予二甲双胍 + 氟西汀胶囊灌胃，沙格

列汀组大鼠给予沙格列汀灌胃，模型组和对照组则给予等量的生理盐水，每天 1 次，连续 28 d。旷场实

验和 Morris 水迷宫实验检测大鼠对周围陌生环境探索能力和学习记忆能力，苏木素 - 伊红染色观察大

鼠海马组织形态变化，脱氧核糖核苷酸末端转移酶介导的缺口末端标记法（TUNEL）染色检测海马组织

中神经细胞凋亡，酶联免疫吸附试验检测海马组织中 IL-1β、IL-6 和 TNF-α 水平。结果 与对照组比

较，模型组、阳性药组和沙格列汀组大鼠水平穿越格数［（62.25±5.53）、（85.92±4.58）、（78.25±6.02）个

比（104.75±6.11）个］和直立次数［（7.33±1.97）、（11.17±1.34）、（9.33±2.27）次比（17.50±1.68）次］均减

少（均 P ＜ 0.01），逃避潜伏期延长［（51.75±8.01）、（29.58±5.14）、（35.42±3.48）s 比（18.17±3.43）s；均 P ＜ 

0.01］，而目标象限记忆时间缩短［（15.00±3.52）、（26.08±5.88）、（21.25±4.35）s 比（34.42±5.28）s；均 P ＜ 

0.01］，大 鼠 海 马 组 织 中 神 经 细 胞 凋 亡 指 数 ［（74.66±4.62）%、（47.23±6.24）% 和（39.22±2.80）% 比

（9.22±0.87）%］升 高（均P＜ 0.01），IL-1β［（41.26±5.82）、（21.01±3.84）、（29.89±7.42）ng/g比（12.22±5.02）ng/g］、

IL-6［（80.792±3.59）、（50.73±7.18）、（61.69±6.29）ng/g 比（31.90±4.79）ng/g］和 TNF-α［（90.94±8.72）、 

（66.57±9.93）、（77.70±6.96）ng/g 比（49.88±5.24）ng/g］水 平 升 高（P ＜ 0.05 或 P ＜ 0.01）；与 模 型 组 比

较，阳性药组和沙格列汀组大鼠水平穿越格数和直立次数均升高（均 P ＜ 0.01），逃避潜伏期缩短（均

P ＜ 0.01），而目标象限记忆时间延长（均 P ＜ 0.01），大鼠海马组织中神经细胞凋亡指数降低（均 P ＜ 

0.01），IL-1β、IL-6 和 TNF-α 水平降低（均 P ＜ 0.01）。结论 沙格列汀可改善 DD 大鼠认知功能损伤，其

机制可能是通过减轻海马组织炎性反应，从而减轻海马损伤有关。
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【Abstract】 Objective To investigate of effects of dipeptidyl peptidase- Ⅳ （DPP-4） inhibitor 
saxagliptin on cognitive function in rats with diabetes mellitus complicated with depression （DD）， and possible 
mechanisms. Methods A total of 48 specific pathogen free （SPF） healthy male SD rats were randomly divided 
into control group， model group， positive drug group and saxagliptin group， with 12 rats in each group. DD 
model was established by high-fat emulsion by gavage for 14 days， tail vein injection of streptozotocin （STZ）， 
and chronic stress for 28 days. In the same period of chronic stress， the rats in the positive drug group were 
given metformin and fluoxetine capsules by gavage， in the saxagliptin group were given saxagliptin by gavage， 
and in the model group and the control group were given the same amount of normal saline， once a day for 
28 days. The open field experiment and the Morris water maze test were used to detect the ability of exploring 
the unfamiliar environment and the ability of learning and memory. Morphological changes of hippocampus in 
rats were observed by hematoxylin-eosin （HE） staining. The neuronal apoptosis of hippocampus was detected 
by TdT mediated dUTP nick end labeling （TUNEL） staining. The levels of IL-1β， IL-6 and TNF-α in 
hippocampus tissues were detected by enzyme-linked immunosorbent assay （ELISA）. Rusults Compared with 
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近年来我国居民糖尿病发病率呈逐年升高趋势［1］，
有研究指出［2］，糖尿病患者更容易并发抑郁症，且
二者呈正相关，可相互加重病情。研究表明［3-4］，糖
尿 病 并 发 抑 郁 症（diabetes mellitus with depression，
DD）患者自杀风险远高于普通人群，是导致糖尿病
人群死亡和残疾的重要原因。然而，目前对 DD 的
认识有限，发病机制尚未完全清楚。二肽基肽酶-Ⅳ

（dipeptidyl peptidase-Ⅳ，DPP-4）是近年来发现的 2 型

糖尿病治疗靶点，其抑制剂沙格列汀降血糖效果已
得到临床认可［5-6］。动物实验表明［7］，DPP-4 抑制剂
具有免疫调节和抗炎作用，可抑制糖尿病肾病大鼠
的炎性反应及细胞凋亡。有研究指出［8］，炎性反应
与抑郁症发病密切相关。本研究通过构建 DD 大鼠
模型，观察沙格列汀对 DD 大鼠认知功能的影响，并
探讨其可能的机制。

一、材料与方法
1. 实 验 动 物：无 特 定 病 原 体（specific pathogen 

free，SPF）级健康雄性 SD 大鼠 52 只（成功造模 48 只，
剔 除 4 只），6～8 周 龄，体 重（220±20）g，购 自 济 南
朋悦实验动物繁育有限公司［合格证号：SYXK（鲁）
2014-0007］，饲养于标准实验室，室温（22±1）℃，相
对湿度（55±5）%，自由进食、饮水，适应性饲养 7 d，
随机分为对照组、模型组、阳性药组和沙格列汀组，
每组保证 12 只。

2. 主要试剂和设备：沙格列汀片（DPP-4 抑制
剂）购自阿斯利康制药有限公司（批准文号：国药
准 字 J20160069，规 格 5 mg/ 片），盐 酸 二 甲 双 胍 购
自上海上药信谊药厂有限公司（批准文号：国药准
字 H31021130，规格 0.25 g/ 片），盐酸氟西汀胶囊购

自山西仟源医药集团股份有限公司（批准文号：国
药 准 字 H20073985，规 格 20 mg/ 粒），链 脲 佐 菌 素

（streptozotocin，STZ）购自上海懋康生物科技有限公
司，高脂乳剂（猪油 20%、胆酸钠 2%、胆固醇 10%、
吐温 -80 20%、丙硫氧嘧啶 0.2%、丙二醇 20%）购
自南通特洛菲饲料科技有限公司，Morris 水迷宫实
验系统购自武汉一鸿科技有限公司，脱氧核糖核
苷酸末端转移酶介导的缺口末端标记法（terminal- 
deoxynucleotidyl transferase mediated nick end 
labeling， TUNEL）凋亡检测试剂盒购自西安百萤生
物科技有限公司，4’，6- 二脒基 -2- 苯基吲哚二盐
酸盐（4’，6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride，
DAPI）染色液购自上海晨易生物科技有限公司，白细
胞介素1β（IL-1β）、IL-6和肿瘤坏死因子α（TNF-α）
检测试剂盒购自上海源叶生物科技有限公司。

3. DD 模型构建：（1）糖尿病大鼠模型制备：模
型组、阳性药组和沙格列汀组大鼠采用高脂乳剂灌
胃，10 ml/（kg·d），1 次 /d，连续 14 d，于最后 1 次灌胃
后，禁食不禁水 24 h，将 STZ 按 38 mg/kg 经尾静脉注
射，3 d 后，对大鼠空腹血糖测定，以空腹血糖值≥ 
16.70 mmol/L 作为合格标准［9］，将不合格大鼠予以
剔除，并补充保证各组大鼠 12 只。对照组大鼠以
同样的方式连续灌胃 14 d，于最后 1 次灌胃后，禁食
不禁水 24 h，将等量柠檬酸缓冲液经尾静脉注射。 

（2）糖尿病模型建成功后 DD 模型构建：模型组、阳
性药组和沙格列汀组大鼠连续给予 28 d 慢性刺激，
包括 4 ℃冰水浴、45 ℃热水刺激、倾笼 45°、昼夜
颠倒、噪声、潮湿垫料等，每天 1 种刺激且不连续出
现［10］。3 组大鼠在接受慢性刺激的同时，阳性药组

the control group， the number of horizontal crossing grids of the rats in the model group， in the positive drug 
group and in the saxagliptin group ［（62.25±5.53）， （85.92±4.58） and （78.25±6.02） vs. （104.75±6.11）］， 
and the number of standing vertically ［（7.33±1.97）， （11.17±1.34） and （9.33±2.27） vs. （17.50±1.68）］
were decreased （all P ＜ 0.05）. The escape latency was prolonged ［（51.75±8.01）s， （29.58±5.14）s and 

（35.42±3.48）s vs. （18.17±3.43）s； all P ＜ 0.01］， while the target quadrant memory time was shortened 
［（51.75±8.01）s， （29.58±5.14）s and （35.42±3.48）s vs.（18.17±3.43）s； all P ＜ 0.01］. The neuronal 

apoptosis index in hippocampus tissues were increased ［（74.66±4.62）%， （47.23±6.24）% and （39.22±2.80）% 
vs. （9.22±0.87）%； all P ＜ 0.01］， and the levels of IL-1β ［（41.26±5.82）ng/g， （21.01±3.84）ng/g and 

（29.89±7.42）ng/g vs. （12.22±5.02）ng/g］， IL-6 ［（80.792±3.59）ng/g， （50.73±7.18） ng/g and （61.69± 
6.29）ng/g vs. （31.90±4.79）ng/g］and TNF-α ［（90.94±8.72）ng/g， （66.57±9.93）ng/g and （77.70±6.96）ng/g vs. 

（49.88±5.24）ng/g］in the hippocampus tissues were increased （P ＜ 0.05 or P ＜ 0.01）. Compared with the model 
group， in the positive drug group and the saxagliptin group， the number of horizontal crossing grids and number 
of standing vertically were increased （all P ＜ 0.01）. The escape latency was shortened （all P ＜ 0.01）， while the 
target quadrant memory time was prolonged （all P ＜ 0.01）. The neuronal apoptosis index in the hippocampus 
tissues was decreased （all P ＜ 0.01）， and the levels of IL-1β， IL-6 and TNF-α in the hippocampus tissues 
were decreased （P ＜ 0.01）. Conclusions DPP-4 inhibitor Saxagliptin can improve cognitive impairment 
in rats with DD， and its mechanism may be related to the reduction of hippocampal damage by reducing the 
inflammation of hippocampus.

【Key words】 Diabetes mellitus； Depression； Saxagliptin； Hippocampal； Cognitive function
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大鼠给予 0.18 g/kg 的盐酸二甲双胍和 1.8 mg/kg 的盐
酸氟西汀胶囊灌胃，沙格列汀组大鼠给予 10 mg/kg
沙格列汀灌胃，模型组和对照组则给予等量的生理
盐水，每天 1 次，连续 28 d。

4. 旷场实验：干预 28 d 后，用一大小为 80 cm× 
80 cm×50 cm 的黑色敞箱，底面平分成 25 个方格，
在安静环境下，将大鼠置于中间方格中，观察其在 
5 min内的活动情况，包括水平穿越格数及直立次数。

5. Morris 水迷宫实验：旷场实验完成后，进行
Morris 水迷宫实验，该实验共进行 5 d，前 3 d 作为训
练期，每天让大鼠在水池中寻找固定好位置的平台
3 次，每次 60 s，以爬上平台作为结束，超过时间而
未找到平台时，引导其找到平台并停留 5 s；第 4 天，
测量大鼠爬上平台的时间，作为逃避潜伏期。第 
5 天，将平台撤去，记录大鼠 60 s 内在原平台所在区
域停留时间，作为目标象限记忆时间。

6. 苏 木 素 - 伊 红（hematoxylin-eosin， HE）染 色
观察大鼠海马组织形态变化：各组大鼠于评估实验
后，每组随机取 6 只大鼠，用 10% 水合氯醛麻醉处
死，断头取脑组织，于冰上分离前皮质，留取海马组
织，10% 多聚甲醛固定，常规石蜡包埋，切片（厚度
约 4 μm），梯度乙醇水化，蒸馏水冲洗，苏木素染色
1 min，自来水冲洗，置于 1% 盐酸乙醇溶液，取出后
自来水冲洗，乙醇脱水，置于伊红染料中，脱水，透
明，封片观察。

7. TUNEL 法染色检测海马组织中神经细胞凋
亡：取海马组织，固定、石蜡包埋，切片、脱蜡、梯度
乙醇水化，加入胰蛋白酶 K 反应 20 min，磷酸盐缓
冲液（PBS）冲洗 2 次，置于甲醛中 10 min，PBS 冲洗
3 次，于 37 ℃湿盒内加入末端脱氧核苷酸基转移酶

（terminal deoxynucleotidyl transferase， TdT）工 作 液，
避光室温温育 60 min，PBS 冲洗 3 次，加入终止液，
摇动 15 s，PBS 冲洗 3 次，加入荧光抗体工作液，室
温湿盒避光反应 25 min，PBS 冲洗3次，用DAPI进行
复染，抗荧光衰减封片剂封片，荧光显微镜下观察，
TUNEL阳性细胞为绿色，DAPI标记细胞核为蓝色，
随机取5个高倍视野，计算凋亡指数（TUNEL阳性神
经细胞/总神经细胞）。

8. 酶联免疫吸附试验检测海马组织中 IL-1β、
IL-6 和 TNF-α 水平：将各组剩余大鼠处死，取海马
组织，剪碎，加入生理盐水，匀浆，离心后留取上清液，
按照ELISA法检测上清液中IL-1β、IL-6和TNF-α水
平，所有操作在标准实验室按试剂盒说明进行。

9. 统计学方法：利用 SPSS 13.0 统计软件分析，
采用 Kolmogorov-Smirnov 方法对计量资料进行正态

性分析。正态分布的计量资料以均数±标准差（x±s）
表示，行方差齐性检验，方差齐性均满足要求，多
组间比较采用单因素方差分析，组间两两比较采用
LSD-t 检验。以 P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。

二、结果
1. 旷场实验中 4 组大鼠水平穿越格数和直立次

数：结果显示，模型组、阳性药组和沙格列汀组大鼠
水平穿越格数和直立次数均低于对照组，差异均有
统计学意义（均 P ＜ 0.01）；与模型组比较，阳性药组
和沙格列汀组大鼠水平穿越格数和直立次数均升
高，差异均有统计学意义（均 P ＜ 0.01），见表 1。

表1 4 组大鼠水平旷场实验中穿越格数和直立次数

比较（x±s）

组别 只数 水平穿越格数（个） 直立次数（次）

对照组 12 104.75±6.11 17.50±1.68

模型组 12 62.25±5.53a 7.33±1.97a

阳性药组 12 85.92±4.58ab 11.17±1.34ab

沙格列汀组 12 78.25±6.02ab 9.33±2.27ac

F 值 119.561 68.119

P 值 ＜ 0.01 ＜ 0.01

  注：与对照组比较，aP＜0.01；与模型组比较，bP＜0.01，cP＜0.05

2. Morris 水迷宫实验中 4 组大鼠逃避潜伏期和
目标象限记忆时间：与对照组比较，模型组、阳性药
组和沙格列汀组大鼠逃避潜伏期延长，而目标象限
记忆时间缩短，差异均有统计学意义（均 P ＜ 0.01）；
与模型组比较，阳性药组和沙格列汀组大鼠逃避潜
伏期缩短，而目标象限记忆时间延长，差异均有统
计学意义（均 P ＜ 0.01），见表 2。

3. 大鼠海马组织病理形态变化：HE 染色结果显
示，对照组大鼠海马组织中神经细胞排列整齐、紧
密规则，细胞结构正常，染色清晰，胞核卵圆形且位
于细胞中央；模型组大鼠海马组织中神经细胞出现
坏死，细胞出现明显脱失现象，细胞不完整，出现核
固缩、胞浆浓缩；阳性药组和沙格列汀组神经细胞
坏死较模型组减少，细胞排列趋于整齐，结构较为
完整，胞核分布较均匀，位于细胞中央，见图 1（见本
期封三）。

4. 4 组大鼠海马组织中神经细胞凋亡：TUNEL
染色结果显示，对照组、模型组、阳性药组和沙格
列汀组大鼠海马组织中神经细胞凋亡指数分别为

（9.22±0.87）%、（74.66±4.62）%、（47.23±6.24）% 和
（39.22±2.80）%，差异有统计学意义（F=252.464，P ＜ 

0.01）；与对照组比较，模型组、阳性药组和沙格列汀
组大鼠海马组织中神经细胞凋亡指数升高，差异均
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有统计学意义（均 P ＜ 0.01）；与模型组比较，阳性药

组和沙格列汀组大鼠海马组织中神经细胞凋亡指数

降低，差异均有统计学意义（均 P ＜ 0.01），见图 2（见

本期封三）。

5. 4 组大鼠海马组织中 IL-1β、IL-6 和 TNF-α
水平：与对照组比较，模型组、阳性药组和沙格列汀

组大鼠海马组织中IL-1β、IL-6和TNF-α水平升高，

差异均有统计学意义（P ＜ 0.05 或 P ＜ 0.01）；与模型

组比较，阳性药组和沙格列汀组大鼠海马组织中 IL-
1β、IL-6 和 TNF-α 水平降低，差异均有统计学意义

（均 P ＜ 0.01），见表 3。

表2 4 组大鼠 Morris 水迷宫实验中逃避潜伏期和目标象限

记忆时间比较（x±s）

组别 只数 逃避潜伏期（s） 目标象限记忆时间（s）

对照组 12 18.17±3.43 34.42±5.28

模型组 12 51.75±8.01a 15.00±3.52a

阳性药组 12 29.58±5.14ab 26.08±5.88ab

沙格列汀组 12 35.42±3.48ab 21.25±4.35ab

F 值 82.007 34.322

P 值 ＜ 0.01 ＜ 0.01

  注：与对照组比较，aP ＜ 0.01；与模型组比较，bP ＜ 0.01

表3 4 组大鼠海马组织中 IL-1β、IL-6 和 TNF-α

水平比较（ng/g，x±s）

组别 只数 IL-1β IL-6 TNF-α

对照组 6 12.22±5.02 31.90±4.79 49.88±5.24

模型组 6 41.26±5.82a 80.792±3.59a 90.94±8.72a

阳性药组 6 21.01±3.84bc 50.73±7.18ac 66.57±9.93ac

沙格列汀组 6 29.89±7.42ac 61.69±6.29ac 77.70±6.96ac

F 值 28.686 79.080 29.010

P 值 ＜ 0.01 ＜ 0.01 ＜ 0.01

  注：IL 白细胞介素，TNF-α 肿瘤坏死因子 α；与对照组比较，
aP ＜ 0.01，bP ＜ 0.05；与模型组比较，cP ＜ 0.01

讨论 研究表明［11-12］，糖尿病特别是 2 型糖尿

病与抑郁症密切相关，约有超过一半的糖尿病患者

存在不同程度的抑郁症状。同时，糖尿病与抑郁症

病程进展中存在相互加重的关系，DD 患者除有情

绪低落表现外，会出现不同程度认知功能受损，增

加患者致残甚至自杀风险［13］。本研究利用高脂乳

剂灌胃和 STZ 注射复制糖尿病模型，同时，给予慢

性应激性刺激复制 DD 模型。旷场实验和 Morris 水

迷宫实验结果显示，DD 模型大鼠对周围陌生环境

探索能力下降，学习记忆能力减退，出现明显的抑

郁症状（如水平穿越格数和直立次数减少，逃避潜伏

期延长而目标象限记忆时间缩短），一方面提示构建

DD 模型成功，另一方面也说明认知功能受损是 DD
的一项重要表现，如何有效治疗或减轻认知功能损
伤对 DD 患者疾病治疗及生活改善具有重要意义。

沙格列汀作为一种 DPP-4 抑制剂，可选择性抑
制 DPP-4 受体，从而避免内源性胰高糖样肽 -1 被
DPP-4 降解，可有效降低血糖水平［14-15］。近年来研
究表明［16-18］，DPP-4 抑制剂亦可作用于其他位点，
如 P 物质、神经肽 Y、趋化因子等，在免疫调节及改
善慢性炎性反应中起到重要作用。动物实验结果
显示［19］，DPP-4 抑制剂可通过减轻大鼠炎性反应保
护肾脏功能。本研究将 DPP-4 抑制剂沙格列汀给予
DD 模型大鼠灌胃，同时，将二甲双胍 + 氟西汀组作
为阳性用药组，二甲双胍具有良好的降血糖作用，
而氟西汀则是用于各种抑郁性精神障碍的抗抑郁药
物，本研究结果显示，与模型组比较，阳性药组和沙
格列汀组大鼠水平穿越格数和直立次数均升高，且
逃避潜伏期缩短，而目标象限记忆时间延长，说明
沙格列汀可有效改善 DD 大鼠认知能力，减轻认知
功能受损程度，且其效果优于阳性药物组。海马作
为与学习、记忆功能密切相关的神经中枢组织，在
维持正常认知功能中发挥重要作用，其结构及功能
受损是抑郁症常见的病理学改变［20］。有研究指出，
炎性反应与海马组织损伤密切相关［21-22］。本研究
结果显示，沙格列汀组神经细胞坏死较模型组减少，
细胞排列趋于整齐，结构较为完整，胞核分布较均
匀，位于细胞中央，同时，大鼠海马组织中神经细胞
凋亡指数降低，海马组织中 IL-1β、IL-6 和 TNF-α
水平降低，说明沙格列汀可减轻海马组织损伤，其
机制可能与减轻海马组织炎性反应有关。

本研究通过动物实验构建 DD 大鼠模型，观察
到 DPP-4 抑制剂沙格列汀可改善 DD 大鼠认知功能，
但并未更深入地探讨可能的分子调控机制，这是本
研究的不足。

综上所述，DPP-4 抑制剂沙格列汀可改善 DD 大
鼠认知功能损伤，减轻海马组织炎性反应。
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