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香芹酚对 2型糖尿病小鼠星形胶质细胞损伤的保护作用
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【摘 要】目的：探讨香芹酚对自发性 2型糖尿病 db/db小鼠星形胶质细胞损伤的保护作用。 方法：选择 8周龄雄性db/db小鼠
20只，随机分为模型组和香芹酚组，每组 10只，随机抽取 10只 db/m小鼠为对照组。 香芹酚组小鼠给予香芹酚（20 mg/kg）灌
胃，对照组和模型组分别给予等量生理盐水灌胃，每天灌胃 1次，连续给药 6周。 利用免疫组化法标记胶质纤维酸性蛋白（glial
fibrillary acidic protein，GFAP），观察不同分组中海马 CA1区星形胶质细胞形态的病理改变。 免疫组化法检测对照组、模型组和
香芹酚组海马 CA1 区脂质运载蛋白-2（lipocalin 2，LCN2）、水通道蛋白-4（aquaporin 4，AQP4）表达的阳性细胞数量。 采用
TUNEL法检测海马 CA1区 LCN2、AQP4与星形胶质细胞凋亡的关系。应用 RT-PCR和Western blot检测对照组、模型组和香芹
酚组海马 CA1 区 LCN2、AQP4、核转录因子-κB（nuclear factor kappa B，NF-κB）、嗜中性白细胞碱性磷酸酶-3（neutrophilic
alkaline phosphatase-3，NALP3）的表达。 结果：模型组空腹血糖（glucose，GLU）、高密度脂蛋白（high density lipoprotein，HDL）、甘
油三酯（triglyceride，TG）、总胆固醇（total cholesterol，TC）表达量较对照组明显升高，而香芹酚组较模型组 GLU、HDL、TG、TC的
表达量明显降低（均 P＜0.05）。 免疫组化显示，模型组 GFAP标记的星形胶质细胞数量增加且体积增大，分枝增多、变长；香芹酚
组可改善星形胶质细胞的形态，减少星形胶质细胞的数量（均 P＜0.01）。 免疫组化表明，模型组中 LCN2、NF-κB、NALP3阳性细
胞数量增加，而 AQP4阳性细胞数量减少；香芹酚组 AQP4阳性细胞数量增加，LCN2、NF-κB、NALP3阳性细胞数量减少（均 P＜
0.01）。 TUNEL染色显示，模型组中 LCN2与凋亡细胞均增加，AQP4则明显减少；香芹酚组与模型组相比，凋亡细胞、LCN2阳性
细胞明显降低，AQP4阳性细胞数量明显增加（均 P＜0.01）。 RT-PCR和Western blot结果显示，与模型组相比，香芹酚组降低海
马 CA1区中 LCN2、NALP3、NF-κB表达，增加 AQP4的表达（均 P＜0.01）。 结论：香芹酚对自发性 2型糖尿病小鼠星形胶质细胞
损伤具有保护作用，其机制可能与降低 LCN2、NF-κB、NALP3和增加 AQP4表达有关。
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Protective effect of carvacrol on astrocytes damage in type 2 diabetic mice
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【Abstract】Objective：To investigate the protective effect of carvacrol on astrocytes injury in spontaneous type 2 diabetic db/db mice.
Methods：Twenty eight-week-old male db/db mice were randomly divided into model group and carvacrol group，and 10 db/m mice
were randomized to the control group. The carvacrol group mice were given 20 mg/kg intragastric administration of carvacrol，and the
control group and the model group were respectively given the same amount of intragastric administration of saline，once a day，for 6
weeks. The morphological changes of astrocytes in CA1 area of hippocampus in different groups were observed by labeling glial
fibrillary acidic protein（GFAP） through immunohistochemistry. The number of expressed positive cells of lipocalin 2 （LCN2） and
aquaporin 4（AQP4） in CA1 region of control group，model group，and carvarol group were determined by immunohistochemistry.
TUNEL was used to detect the relationship among LCN2，AQP4 and astrocyte apoptosis in CA1 region. RT-PCR and Western blot

were used to detect the expression of LCN2，AQP4，nuclear
factor kappa B（NF-κB） and neutrophilic alkaline phosphatase-
3（NALP3） in CA1 area of hippocampus in control group，model
group and carvacrol group. Results：The expression levels of
glucose（GLU），high density lipoprotein（HDL），triglyceride（TG）
and total cholesterol（TC） in the model group were significantly
higher than those in the control group，while the expression
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糖尿病性脑病是糖尿病并发症中一种严重的
神经系统疾病。脂质运载蛋白-2（lipocalin 2，LCN2）
是一种可由免疫细胞分泌的糖蛋白，LCN2参与神
经炎症以及促炎因子激活和转录过程，可通过星形
胶质细胞激活促进神经炎症[1-3]。 研究发现，水通道
蛋白-4（aquaporin 4，AQP4）是中枢神经系统中维持
水分布和水平衡的重要因子，主要存在于星形胶质
细胞[4]。 AQP4缺乏增加糖尿病小鼠模型中脑组织核
转录因子-κB（nuclear factor kappa B，NF-κB）的产
生，促进星形胶质细胞的损伤[5-6]。 由此可见，LCN2
与 AQP4表达在神经炎症发展过程中密切相关，但
在自发性 2型糖尿病星形胶质细胞损伤中的研究
并不清楚。 有研究显示，香芹酚具有降低血糖、缓解
糖尿病并发症进展的作用[7]。 本实验利用自发性 2型
糖尿病 db/db小鼠，选用香芹酚作为干预因素，阐述
LCN2与 AQP4在海马 CA1区表达的关系，表明香
芹酚对细胞损伤的保护作用。

1 材料方法

1.1 实验材料
自发性 2型糖尿病 db/db小鼠和正常 db/m小鼠均购自

常州卡文斯实验动物有限公司，动物许可证号为 SCKK（苏）
2011-2016。 辣根酶标记山羊抗兔 IgG、PBS、DAB显色液，均
购自北京中山金桥生物公司；蛋白提取试剂盒、SDS-PAGE
蛋白凝胶电泳配胶试剂盒、蛋白上样缓冲液均购自北京雷根
生物公司；GFAP、LCN2、AQP4抗体购自 Abcam公司；NALP3、
NF-κB抗体购自 Gentex公司；β-actin抗体购自北京博奥森
公司；LCN2、AQP4、NALP3、NF-κB、GAPDH引物序列由上海

生工合成；实时荧光定量 PCR检测试剂盒购自 Takara公司；
RNA反转录试剂盒购自 Thermo Fisher Scientific公司；小鼠
血清高密度脂蛋白（high density lipoprotein，HDL）、低密度脂
蛋白（low density lipoprotein，LDL）、甘油三酯（triglyceride，TG）、
总胆固醇（total cholesterol，TC）、葡萄糖（glucose，GLU）测试
盒均购自南京建成生物公司；香芹酚购自 Sigma-Aldrich公
司；一步法 TUNEL细胞凋亡检测试剂盒（红色荧光）购自碧
云天生物技术公司；血糖仪及试纸购自罗氏公司。
1.2 实验方法
1.2.1 动物培养 2型糖尿病 db/db小鼠和正常 db/m小鼠
体质量（35±5） g，8周龄，雄性，SPF级。 适应性饲养 1周后，
剪尾取血法检测血糖，以血糖（random blood glucose，RBG）≥
16.7 mmol/L为条件筛选糖尿病小鼠 20只，随机分为模型组
和香芹酚组，每组 10只。 另设同周龄 db/m小鼠 10只为对
照组。 模型组和对照组灌胃生理盐水，香芹酚组灌胃香芹酚
20 mg/kg[8]，各组均每天灌胃 1次，连续给药 6周。
1.2.2 动物取材 乙醚麻醉各组小鼠，眼球取血，离心取血
清，-80℃冻存，脱颈处死小鼠，摘取小鼠脑组织，分别进行液
氮冻存和 10%中性福尔马林固定，为后续实验做准备。
1.2.3 实验指标检测 按照 HDL、LDL、TG、TC、GLU测试盒
操作说明书进行操作，溶化血清，将各组血清添加至样本孔，
与试剂混匀，37℃孵育 5 min，酶标仪检测波长 546 nm光密度
（optical density，OD）值，再根据校准品浓度利用公式计算，结
果重复 3次。
1.2.4 免疫组织化学法 石蜡包埋脑组织切片，二甲苯脱
蜡，梯度乙醇至水，EDTA缓冲液（pH 8.0）高压修复 3 min，内
源性过氧化物酶阻断剂 37℃孵育 15 min，孵育一抗 AQP4
（1∶100）、LCN2（1∶100）、NALP3（1∶100）、NF-κB（1∶100），4℃孵
育过夜，复温，PBS洗 3遍，滴加二抗，37℃孵育 1 h，DAB显
色，苏木素染色，返蓝，脱水，封片。 400倍光镜下观察蛋白表
达情况。 应用 Image-Pro Plus 6.0图像处理系统测量各组蛋
白的平均光密度。

levels of GLU，HDL，TG and TC in the carvacrol group were significantly lower than those in the model group（all P<0.05）. Immuno－
histochemistry showed that the number of GFAP labeled astrocytes in the model group increased and the number of branches
increased，while the carvacrol group could improve the morphology of astrocytes and reduce the number（all P<0.01）. Immunohisto－
chemistry also showed that the number of positive cells of LCN2，NF-κB and NALP3 in the model group increased，while the
number of positive cells of AQP4 decreased. However，in the carvacrol group，the number of positive cells of AQP4 increased，and the
number of positive cells of LCN2，NF-κB and NALP3 decreased（all P<0.01）. TUNEL staining showed that LCN2 and apoptotic cells
increased，while AQP4 decreased significantly in the model group，while the number of apoptotic cells and LCN2 positive cells and
AQP4 positive cells increased in the carvacrol group compared with the model group（all P<0.01）. The results of RT-PCR and Western
blot showed that the expression levels of LCN2，NALP3 and NF-κB in hippocampus of carvacrol group were decreased，and the
expression level of AQP4 was increased compared with those of model group（all P<0.01）. Conclusion：Carvacrol has protective effect
on astrocytes injury in spontaneous type 2 diabetic mice，and its mechanism may be related to the decrease of LCN2，NF-κB and
NALP3，and the increase of AQP4 expression level.
【Key words】diabetes；carvacrol；lipocalin 2；aquaporin 4；astrocyte
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A.%对照组 B.%模型组 C.%香芹酚组

注：a，与对照组相比较，P＜0.05；b：与模型组相比较，P＜0.05

图 2 各组小鼠 GFAP阳性细胞的变化（x±s，n=4，400×）

1.2.5 TUNEL法 切片脱蜡至水，滴加不含 DNase 蛋白酶
K，37℃孵育 25 min，PBS洗 3次，滴加 TUNEL工作液，37℃避
光孵育 60 min，PBS洗 3次，抗荧光淬灭剂封片。荧光显微镜
观察并采集图片，利用 Image-Pro Plus 6.0 图像分析软件进
行数据分析。
1.2.6 Western blot 取新鲜脑组织海马区，液氮研磨，取上
清。 应用全蛋白提取试剂盒，各组添加裂解液，4℃放置 5 min，
剧烈震荡 30 s，共计 5个循环，离心去除细胞碎片及杂质，分
装蛋白，应用 BCA蛋白定量检测试剂盒定量，100℃煮蛋白
10 min，上样进行 SDS-PAGE 电泳、转膜、封闭，孵育一抗
LCN2（1 ∶1 000）、AQP4（1 ∶1 000）、NALP3（1 ∶1 000）、NF-κB
（1∶1 000）、β-actin（1∶1 000），4℃过夜；二抗孵育 1 h，ECL暗
室曝光，用 Image J软件进行灰度值分析，结果以目的蛋白与
β-actin灰度值的比值表示其相对水平，结果重复 3次。
1.2.7 RT-PCR方法 液氮研磨各组海马区，加入 1 mL Trizol
使其充分裂解，再加入 200 μL氯仿，剧烈震荡混匀 30 s，室
温静置 30 min，4℃ 12 000 r/min离心 15 min。 取上层水相至
无酶 EP管，加入 500 μL异丙醇混匀，室温静置 10 min。 4℃
12 000 r/min 离心 10 min，弃上清，加入 75%乙醇洗涤，4℃
7 500 r/min离心 5 min，去上清，加入 20 μL RNA水重悬沉
淀，测定浓度。 定量制定 RNA体系进行反转录，实时荧光定
量PCR进行测定，比较 Ct值（2-驻驻Ct）进行数据分析。 Primer 5.0
设计引物序列见表 1。

1.3 统计学处理
所有数据均采用 SPSS 17.0软件进行统计学分析。 计量

资料均采用均数±标准差（x±s）表示，两样本均数比较采用
t检验，多个样本均数比较用方差分析，率比较采用卡方检
验，相关性采用 Pearson相关性分析。 检验水准 α=0.05。

2 结 果

2.1 各组小鼠 GLU、HDL、LDL、TG、TC的变化情况
收集不同分组小鼠血清，检测 GLU、HDL、LDL、TG、TC

的表达量，结果显示不同处理组间 GLU、HDL、TG、TC表达量
差异均有统计学意义（F=11.487、6.824、7.476、11.889，均 P＜
0.05）。 模型组 GLU、HDL、TG、TC的表达量较对照组明显升
高，香芹酚组较模型组 GLU、HDL、TG、TC的表达量明显降低
（均 P＜0.05）。 不同处理组间 LDL表达量差异无统计学意义
（P＞0.05），提示香芹酚对低密度脂蛋白的作用并不明显
（图1）。

2.2 各组小鼠星形胶质细胞的病理学改变
利用免疫组化法观察对照组、模型组和香芹酚组中

GFAP标记的星形胶质细胞，结果显示不同处理组间 GFAP
标记的星形胶质细胞数量差异具有统计学意义（F=256.955，
P＜0.01）。 模型组较对照组中星形胶质细胞体积增大、分枝增
多、数量增多，而香芹酚组较模型组星形胶质细胞体积、分枝
长度和细胞数量明显减少（均 P＜0.05）（图 2）。

A.%小鼠血清中 GLU、TC表达水平

B.%小鼠血清中 HDL、LDL、TG表达水平

注：a，与对照组相比较，P＜0.05；b：与模型组相比较，P＜0.05

图 1 各组小鼠 GLU、HDL、LDL、TG、TC表达水平（x±s，n=3）

表 1 引物序列
名称 上游引物（5’-3’） 下游引物（5’-3’）

LCN2

AQP4

NF-κB

NALP3

GAPDH

CCTAAGCCCTTGTGGTGTGT

AGAACCAAGGCGTAAACC

CCCCGCAGACTATCAATCCC

CCCCGTGAGTCCCATTA

GTGAAGGTCGGTGTGAACG

CAGAGTGGGAGAGGCAAGAC

TCCCTGGAAATGACTGAGAAA

ACTTACTGCCCCCTTCCAGA

GACGCCCAGTCCAACAT

TCGTTGATGGCAACAATCTC
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2.3 免疫组化法检测 AQP4、LCN2、NF-κB、NALP3 在各组
小鼠脑组织中的表达水平

免疫组化结果显示 AQP4和 LCN2主要在细胞胞浆中表
达。 不同处理组间 AQP4、LCN2、NF-κB、NALP3阳性细胞率
差异均有统计学意义（F=77.153、98.323、77.531、769.244；均
P＜0.01）。模型组与对照组相比，LCN2、NF-κB、NALP3阳性细
胞数量增加，AQP4阳性细胞数量减少。香芹酚组与模型组相
比，AQP4阳性细胞数量明显增加，并且 LCN2、NF-κB、NALP3
阳性细胞数量明显减少（均 P＜0.05）（图 3）。

2.4 LCN2和 AQP4表达与凋亡细胞的关系
检测不同分组海马 CA1 区凋亡细胞与 LCN2 和 AQP4

表达的关系，结果显示红色标记的凋亡细胞在模型组中明显
增加，香芹酚能够明显降低凋亡细胞数量。结果还显示，不同
处理组间凋亡细胞中 Tunel、LCN2、AQP4阳性细胞率差异均
有统计学意义（F=355.375、142.957、56.525，均 P＜0.01），模型
组中凋亡细胞 LCN2的表达明显升高，而 AQP4的表达明显
减少；香芹酚能够逆转 LCN2 和 AQP4 两者的表达水平（均
P＜0.05）（图 4）。

2.5 RT-PCR和Western blot检测 AQP4、LCN2、NALP3、NF-
κB在各组海马区中的表达水平

与正常对照组比较，模型组小鼠海马 CA1 区 LCN2、
NALP3、NF-κB mRNA和蛋白表达水平明显升高（均 P＜0.01），
AQP4的表达水平明显降低（P＜0.01）。 香芹酚明显降低小鼠
海马区 LCN2、NALP3、NF-κB mRNA和蛋白表达水平，增加
AQP4的表达水平（图 5、图 6）。应用 Pearson相关性分析，LCN2
与AQP4在模型组中的蛋白表达呈负相关（r=-0.989，P＜0.01），
见表 2。

注：a，与对照组相比较，P＜0.05；b：与模型组相比较，P＜0.05
图 3 免疫组化检测 AQP4、LCN2、NALP3、NF-κB阳性表达

的细胞数量（x±s，n=3，400×）

注：a，与对照组相比较，P＜0.05；b：与模型组相比较，P＜0.05

图 4 不同分组 LCN2、AQP4阳性细胞与海马 CA1区

细胞凋亡的关系（x±s，n=3）

对照组 模型组 香芹酚组

AQP4

LCN2

NF-κB

NALP3

AQP4
LCN2
NF-κB
NALP3

对照
组
模型
组

香芹
酚组对照

组
模型
组

香芹
酚组 对照

组
模型
组

香芹
酚组

a
bb

ab

a

a

阳
性
细
胞
率
/%

80

60

40

20

0

Tunel
LCN2
AQP4

对照
组
模型
组

香芹
酚组对照

组
模型
组

香芹
酚组对照

组
模型
组

香芹
酚组对照

组
模型
组

香芹
酚组

ab
abab

ba

a
a

a

阳
性
细
胞
率
/%

80

60

40

20

0

香芹酚组

模型组

对照组

对照组

香芹酚组

模型组

AQP4+DAPI Tunel+DAPI AQP4+Tunel+DAPI

LCN2+DAPI Tunel+DAPI LCN2+Tunel+DAPI

1489— —



重庆医科大学学报 2021年第 46卷第 12期（Journal%of%Chongqing%Medical%University%2021.Vol.46 No.12）

3 讨 论

糖尿病脑神经细胞损伤是糖尿病神经系统中
严重的病理性改变。 星形胶质细胞作为脑组织海马
区中重要的功能细胞，在糖尿病脑病中发挥重要作
用[9-10]。 诸多研究表明，香芹酚对糖尿病的各组织器
官均能起到保护作用[11-12]。 它可以明显降低 T1DM和
T2DM小鼠的血糖水平，并抑制心脏重构[8]。香芹酚
能减少脑缺血小鼠海马神经元细胞的死亡，抑制铁
蛋白沉着[13]。 Ezhumalai M等[14]研究发现，香芹酚能
够降低 C57BL/6J 糖尿病小鼠血浆和组织 TC、TG，
改善非酒精性脂肪肝。 本研究应用香芹酚干预自发
性 2型糖尿病 db/db小鼠，结果显示香芹酚能够明显
降低 2型糖尿病 db/db小鼠空腹血糖和相关血脂指
标。 此外，香芹酚能够缓解氧化应激、炎症、凋亡以
及糖尿病引起的认知障碍的发展[15]。 本研究采用免
疫组化法标记 GFAP观察不同分组中海马 CA1 区
星形胶质细胞形态变化，结果显示模型组中 GFAP
标记的星形胶质细胞体积增大，分枝增多、变长，数
量增多，而香芹酚能够明显减少海马 CA1区 GFAP
标记的阳性细胞数量，提示香芹酚可能具有保护糖
尿病小鼠星形胶质细胞损伤的作用。
在 db/db糖尿病小鼠脑神经细胞病变时，AQP4、

LCN2分别通过不同的表达方式参与神经炎症的进
展[1，5]，LCN2可以作为中枢神经系统多种细胞类型
的趋化因子诱导剂参与神经炎症因子的激活和促
炎因子的转录过程，通过 JAK2/STAT3 和 IKK/NF-
κB途径上调 CXCL10 诱导胶质细胞发生迁移 [16-17]。
对于损伤信号 NLRP3 与 NF-κB 信号来说，AQP4
同样也参与信号通路并发挥作用[18]。AQP4蛋白主要
存在于星形胶质细胞、心室管膜细胞的星形胶质细
胞胞体内[19]。AQP4表达的降低与星形胶质细胞炎症
因子的升高密切相关[20-21]，但 AQP4、LCN2在海马区
星形胶质细胞损伤的具体作用机制尚不清楚。 本实
验结果显示，模型组海马区 LCN2、NALP、NF-κB

A.%扩增曲线

B.%溶解曲线

注：a，与对照组相比较，P＜0.05；b：与模型组相比较，P＜0.05
图 5 RT-PCR检测各组海马区 LCN2、AQP4、NALP3、NF-κB%

mRNA表达水平（x±s，n=3）

注：a，与对照组相比较，P＜0.05；b：与模型组相比较，P＜0.05
图 6 Western%blot法各组海马区 LCN2、AQP4、NALP3、NF-κB%

蛋白表达水平（x±s，n=3）

表 2 LCN2和 AQP4在模型组中蛋白表达的相关性
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mRNA和蛋白表达明显升高，但 AQP4表达明显降
低，且 LCN2和 AQP4表达呈负相关。在应用香芹酚
后能明显降低 LCN2、NALP3、NF-κB mRNA与蛋白
表达水平和增加 AQP4 表达，提示 LCN2 高表达、
AQP4低表达与 CA1区神经细胞的凋亡密切相关，
而香芹酚可能通过 NALP3/NF-κB信号通路明显降
低 LCN2和增加 AQP4的表达水平进而改善神经细
胞的凋亡，香芹酚对自发性 2型糖尿病小鼠脑损伤
具有神经保护作用。

本实验利用中药数据库（http：//119.3.41.228：
8000/tcmid/）检索到治疗糖尿病常用药物佩兰中的
主要成分———香芹酚具有降血糖、降血脂和保护神
经细胞的作用[22-23]。 本实验选择更为贴近临床 2型
糖尿病患者的自发性 2型糖尿病 db/db小鼠模型，
观察香芹酚对海马 CA1 区星形胶质细胞的影响。
本实验初步表明，香芹酚对神经细胞具有保护作
用，可调控 LCN2和 AQP4的表达，进而改善神经细
胞的凋亡。 但本实验并没有对 NALP3和 NF-κB进
行干预，未进一步探讨香芹酚的详细作用机制，未来
将进一步阐述。

综上所述，香芹酚对自发性 2型糖尿病 db/db小
鼠星形胶质细胞损伤具有保护作用，其机制可能通
过 NALP3/NF -κB 信号通路降低 LCN2 和增加
AQP4的表达水平进而起到保护糖尿病小鼠星形胶
质细胞损伤的作用，为糖尿病脑病的防治提供新的
参考。
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