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葛根素对高脂诱导糖尿病小鼠抑郁症状的改善作用及机制研究
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摘要: 前期研究表明, 中药葛根活性成分葛根素通过激活胰高血糖素样肽-1受体 (glucagon-like peptide-1 receptor,

GLP-1R) 通路改善高脂 (high-fat diet, HFD) 诱导糖尿病小鼠糖代谢, 本研究拟进一步评价葛根素对HFD小鼠抑郁

症状的影响。采用高脂饲料长期喂养诱导小鼠产生 2型糖尿病及并发抑郁样症状, 动物福利和实验过程均遵循南

京中医药大学附属中西医结合医院动物伦理委员会的规定 (批准号: AEWC-025)。实验分为: 对照组、模型组、模型/

葛根素 (150 mg·kg-1·day-1) 组和模型/氟西汀 (15 mg·kg-1·day-1) 组。每日 1次灌胃给药, 连续给药 6周后, 进行小鼠口

服葡萄糖耐量测试 (oral glucose tolerance test, OGTT) 及行为学测试分析。同时采用ELISA (enzyme-linked immuno‐

sorbent assay) 法检测各组小鼠血清中白介素 (interleukin, IL)-1β、IL-6、5-羟色胺 (5-hydroxytryptamine, 5-HT) 和皮质

酮 (corticosterone, CORT) 含量。Western blot法检测小鼠大脑海马体中神经可塑性以及抑郁症相关蛋白的激活与

表达水平。同时采用小鼠海马神经元细胞系HT22细胞考察葛根素对细胞形态与生存的保护作用。结果显示葛根

素能够有效保护在高糖与皮质酮环境下HT22细胞的生存。给予葛根素治疗后, 糖尿病小鼠血糖调节能力改善, 抑

郁症状减轻, 5-HT含量升高, CORT、IL-1β和 IL-6含量降低。海马组织中GLP-1R/Wnt/mTOR (mammalian target of

rapamycin) 信号中相关蛋白上调, 提示其对糖尿病小鼠抑郁症状的改善作用可能与激活GLP-1R/Wnt/mTOR信号通

路相关。本研究表明, 葛根素能够显著改善高脂诱导的糖尿病小鼠抑郁症状, 其作用可能是通过激活GLP-1R/Wnt/

mTOR信号通路, 改善海马神经可塑性而实现。
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Puerarin ameliorates depressive symptoms in diabetic mice induced
by high-fat diet
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Abstract: Our previous studies have shown that puerarin, an active component of the traditional Chinese

medicine-Pueraria Lobata, can improve glycometabolism in high-fat diet (HFD) mice with diabetes by activating

the glucagon-like peptide-1 receptor (GLP-1R) pathway. This study intends to further evaluate the effect of puerarin

on depressive symptoms in HFD mice. Long-term HFD induces type 2 diabetes and depressive-like symptoms in

mice. Animal welfare and experimental procedures follow the regulations of the Animal Ethics Committee of the

Affiliated Hospital of Integrated Traditional Chinese and Western Medicine, Nanjing University of Traditional

Chinese Medicine (approval No. AEWC-025). The experiment was divided into: control group, model group, model/

puerarin (150 mg·kg-1·day-1) group, and model/fluoxetine (15 mg·kg-1·day-1) group. The oral glucose tolerance test

(OGTT) and behavioral experimental analysis were performed after 6 weeks of continuous administration. After‐
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wards, enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was used to detect interleukin-1β (IL-1β), interleukin-6 (IL-6),

5-hydroxytryptamine (5-HT), and corticosterone (CORT) in serum of mice for each group. Western blot assays were

used to detect the level of activation and expression of proteins related to neuroplasticity and depressive disorder

in the hippocampus. Moreover, HT-22 cell line was used to investigate the protective effect of puerarin on cell

morphology and survival. The results show that puerarin can effectively maintain the survival of HT22 in an

environment with high glucose and corticosterone. Meantime, the glycemic regulation of diabetic mice was improved

after treatment of puerarin, the depressive symptoms were alleviated, the 5-HT increased, and the corticosterone,

IL-1β, and IL-6 decreased in the serum. The up-regulation of related proteins in GLP-1R/Wnt/mTOR (mammalian

target of rapamycin) signaling in hippocampus suggests that its effect on ameliorating depression in diabetic mice

may be related to the activation of GLP-1R/Wnt/mTOR signaling pathway. This study shows that puerarin can

significantly ameliorate the depressive symptoms of HFD induced diabetic mice which might be achieved through

activating the GLP-1R/Wnt/mTOR signaling pathway and improving hippocampal neuroplasticity.

Key words: puerarin; diabetes mellitus; depressive disorder; hippocampus; neuronal plasticity; glucagon-like

peptide-1 receptor

国际糖尿病联盟 2019年统计数据显示[1], 中国糖

尿病患者人数已高达 1.164亿, 糖尿病及其导致的各类

并发症已成为威胁公众健康的重大社会问题。抑郁症

状影响着约 30%的糖尿病患者, 不仅降低患者生活质

量, 且共病状态导致患者临床结局变差, 糖尿病合并抑

郁症患者与非抑郁糖尿病患者相比, 慢性肾病、心血管

疾病风险及死亡率都显著上升[2]。大量证据表明糖尿

病和抑郁症之间存在互相高诱发的双向联系[3], 针对

二者共病的治疗, 目前主要针对抑郁症采用心理疗法

或抗抑郁药, 而糖尿病则进行常规治疗[4], 缺乏一种药

物在帮助患者控制血糖的同时, 改善其抑郁症状。

葛根作为传统中药用于糖尿病的治疗, 效果明显,

治疗预后良好。作者前期研究报道了葛根活性成分葛

根素降糖作用的新机制[5], 发现葛根素能够上调胰岛 β

细胞胰高血糖素样肽-1 受体 (glucagon-like peptide-1

receptor, GLP-1R) 的表达 , 进而增强 GLP-1R 通路激

活, 实现保护胰岛 β细胞, 促进胰岛素分泌, 降低糖尿

病小鼠血糖的作用。此外, GLP-1R在脑部也有广泛表

达, 包括海马体[6], 其GLP-1信号的激活不仅涉及能量

代谢与食物摄入, 还能增强 γ-氨基丁酸信号转导, 调节

海马体功能[7], 也能促进神经元分化、增殖和长时程增

强, 保护神经[8]。实验结果显示, 葛根和山楂果实合用

能激活前额叶皮层中细胞外信号调节蛋白激酶 (extra‐

cellular regulated protein kinases, ERK), 上调脑源性神

经营养因子 (brain-derived neurotrophic factor, BDNF),

改善糖尿病大鼠抑郁行为[9]。环磷腺苷效应元件结合蛋

白 (cAMP-response element binding protein, CREB) 是

ERK的下游靶标, 海马体中二者磷酸化水平降低参与

抑郁的发生, 且磷酸化水平下调可被抗抑郁药逆转[10]。

雷 帕 霉 素 靶 蛋 白 (mammalian target of rapamycin,

mTOR) 的激活可增强BDNF释放, 间接调节神经发生

和树突棘生长, 并起到抗抑郁作用[11]。β-Catenin与重

度抑郁症有关 , 增加慢性社交衰竭应激小鼠的 β -

catenin水平可逆转抑郁样行为[12]。

近年临床研究表明, 葛根及其复方制剂抗抑郁作

用疗效肯定, 广泛用于脑卒中后抑郁、心血管病合并抑

郁等的治疗[13], 但葛根素是否能够改善 2型糖尿病导

致的抑郁症状, 及其可能的调控机制尚不明确。高脂饲

料 (high-fat diet, HFD) 喂养诱导的HFD肥胖糖尿病小

鼠模型是常用的 2型糖尿病动物模型, 近年多项研究

也报道HFD小鼠模型出现抑郁样表型[14,15]。本研究将

采用HFD小鼠模型, 综合评价葛根素对 2型糖尿病导

致的抑郁症状的疗效, 并对其作用机制进行初步探讨。

材料与方法

试剂 高脂实验饲料 (斯莱康上海普路腾生物科

技有限公司); 葛根素 (纯度 > 98%, 上海阿拉丁试剂公

司); 盐酸氟西汀 (常州四药制药有限公司); 高糖

DMEM培养基、胎牛血清、胰酶和链霉素-青霉素双抗

(Gibco 公司); 葡萄糖、PVDF (polyvinylidene fluoride)

膜和羧甲基纤维素钠 (CMC-Na) (美国 Sigma-Aldrich

公司); 0.9%氯化钠注射液 (安徽丰原药业); 小鼠白介

素 (interleukin, IL) -1β 和 IL-6 ELISA (enzyme-linked

immunosorbent assay) 试剂盒 (Neobioscience生物科技

公司); 小鼠皮质酮 (corticosterone, CORT) ELISA试剂

盒 (美国Cayman公司); 小鼠 5-羟色胺 (5-hydroxytryp‐

tamine, 5-HT) ELISA 试剂盒 (南京建成生物工程研

究所 ); TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase-

mediated dUTP nick-end labeling) 亮红细胞凋亡检测

试剂盒A113 (南京诺唯赞公司); 皮质酮、蛋白酶抑制
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剂与磷酸酶抑制剂 (Med Chem Express 公司); RIPA

(radio-immunoprecipitation assay) 强 裂 解 液 和 BCA

(bicinchoninic acid) 蛋白定量试剂盒 (碧云天生物技术

有限公司); ECL (electrochemiluminescence) 化学发光

显色液 (南京诺唯赞公司); β -actin 抗体、p-CREB 抗

体、CREB 抗体、p-ERK 抗体、ERK 抗体、BDNF 抗体

和 p-β-catenin 抗体 (Bioworld 公司); cleaved caspase-3

(c-casp3) 抗体和 p-mTOR 抗体 (Cell Signaling 公司);

GLP-1R 抗体 (Abcam 公司); 血糖仪试纸 (德国罗氏

公司)。

仪器 Milli-Q型纯水机 (美国Millipore公司); 冷冻

离心机 (Thermo Fisher Scientific 公司); ACCU-CHEK

血糖仪 (德国罗氏公司); 动物行为学实验箱及动物行

为视频分析系统 (上海吉量软件科技有限公司); 垂直

摇床 (江苏新康公司); 酶标仪 (Molecular Devices 公

司); 奥林帕斯 IX73倒置荧光显微镜 (奥林帕斯公司);

Western blot 凝胶电泳转膜系统 (美国 Bio-Rad 公司);

化学发光凝胶成像系统 (上海天能公司)。

实验动物 4周龄正常雄性C57BL/6J小鼠, 购自

上海斯莱克实验动物有限责任公司, 合格证号 SCXK

(沪) 2017-0005。小鼠饲养于南京中医药大学附属中

西医结合医院 SPF级动物中心, 动物实验获得南京中

医药大学附属中西医结合医院动物伦理委员会批准

(批准号AEWC-025)。

动物模型建立与分组给药 所有小鼠适应性喂养

1周, 小鼠分笼饲养, 每笼 3～5只, 分对照组和模型组,

对照组给予正常饮食, 模型组给予高脂饲料, 保证饮食

充足和正常昼夜交替。喂养 24周后, 进行空腹血糖检

测和行为学实验, 若小鼠空腹血糖大于 8 mmol·L-1, 则

认为糖尿病模型造模成功。随后将造模成功小鼠随

机分组, 每组8只, 灌胃给药, 每日1次。葛根素给药组

按 150 mg·kg-1·day-1灌胃给药 , 盐酸氟西汀给药组按

15 mg·kg-1·day-1灌胃给药, 同时对照组与模型组给予

生理盐水灌胃。连续给药 6周, 葛根素给药剂量参考

文献[16]。给药最后 1周进行行为学实验测试分析, 空

腹血糖检测和口服糖耐受实验 , 并分离血清和组织 ,

-80 ℃保存。

空腹血糖检测 小鼠禁食后 (夜晚20点至次日8点,

共 12 h), 尾末端切小口取血, 使用 ACCU-CHEK血糖

仪检测小鼠血糖值。

口服糖耐受实验 (oral glucose tolerance test,

OGTT) 小鼠禁食后 (夜晚 20点至次日 8点, 共 12 h),

以 2毫克葡萄糖每克小鼠体重灌胃葡萄糖溶液, 小鼠

尾末端切小口取血, 使用ACCU-CHEK血糖仪检测0 min

血糖值和灌胃后的30、60、90、120 min的小鼠血糖值。

糖水偏好实验 (sucrose preference test, SPT) 配

制 2%的蔗糖水作为糖水供实验动物饮用。第 1天, 放

置对等的两瓶糖水训练 24 h; 第 2天, 将其中一瓶糖水

替换成洁净清水训练 24 h; 第 3天, 禁水禁食 6 h后, 洁

净清水和糖水称重记录, 让对象可以自由选择饮用洁

净清水和糖水 1 h, 之后称重求出洁净清水和糖水的消

耗量, 计算糖水饮用质量占总饮水量的百分比。

悬尾实验 (tail suspension test, TST) 将小鼠尾

部后 1/3处用胶带固定, 悬挂于支架上, 头部距离台面

15 cm, 进行摄像, 摄像背景与小鼠毛色呈明显反差, 黑

色小鼠采用白色背景。计时 6 min后停止, 利用动物

行为学分析软件对小鼠后 4 min (3～6 min) 的不动时

间进行统计。悬尾实验不存在时辰效应, 即一天当中

不同时间进行实验, 结果是一致的。微机记录的不动

时间应该与人实际观察到的情况进行不动阈值的校

正。最后, 用动物行为学分析软件分析小鼠不动和挣

扎时间。

ELISA 小鼠摘眼球取血, 室温静置 1 h待血清析

出, 随后室温 3 000 r·min-1离心 15 min, 取上层血清分

装, −80 ℃保存备用。参照检测试剂盒说明书取各组

小鼠血清样品进行检测, 操作按试剂盒的说明进行。

Western blot 取小鼠海马体组织冰上融化, 剪去

60～70 mg 组织 , 记录质量。按组织质量∶裂解液体

积 = 1 g∶6 mL, 酶抑制剂∶裂解液 = 1∶100配制裂解液

总管, 向各管加入200 μL的裂解液, 用电动研磨棒研磨

匀浆, 之后按照由组织质量计算的所需裂解液体积量补

加剩余的裂解液。置于 4 ℃冰箱 30 min。温度 4 ℃ ,

转速 12 000 r·min-1离心 30 min, 取上清转移至预冷的

新管。-20 ℃冰箱保存待用。取出-20 ℃蛋白样品在

冰上融化 , 进行 SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate

polyacrylamide gel electrophoresis) 电泳及转膜。PVDF

膜用含有 5% 脱脂奶粉的 TBST (Tris buffered saline

Tween20) 溶液室温封闭 2 h, 加入稀释后的相应抗体,

4 ℃孵育过夜。TBST洗涤 3次, 每次 6 min, 加入辣根

过氧化物酶标记的二抗 (1∶4 000稀释), 室温孵育 1 h,

TBST洗涤 3次, 滴加ECL化学发光显色, 天能化学发

光凝胶成像系统采集图像并进行分析。

小鼠海马神经元细胞 (HT22) 形态观察实验和细

胞凋亡检测 HT22细胞按照每毫升1×105密度接种到

24孔板, 过夜后细胞贴壁生长, 细胞密度 70%时, 模型

组采用葡萄糖 (150 mmol·L-1) 和皮质酮 (200 μmol·L-1)

给药[17], 模拟糖尿病合并抑郁环境。同步葛根素分别

给药50和100 μmol·L-1。给药24 h, 可见光下观察采集

细胞形态图片。随后采用诺唯赞TUNEL试剂盒进行

细胞凋亡检测, 奥林帕斯 IX73倒置荧光显微镜观察拍
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照。细胞凋亡检测按TUNEL试剂盒的说明进行。

统计学分析 数据用
-
x ± s 表示 , 采用 SPSS 21.0

统计软件进行 t检验和单因素方差分析。柱形图绘制

采用GraphPad 8.0软件进行分析制作。

结果

1 葛根素有效改善HFD小鼠糖尿病症状

HFD小鼠 (HFD) 空腹血糖值明显升高, 与对照组

(con) 小鼠存在显著性差异 (图1A, P < 0.05), 而葛根素

给药组 (HDF/pue) 小鼠空腹血糖值降低, 虽未达到对

照组水平, 但与HFD差异具有统计学意义 (P < 0.05), 氟

西汀给药组 (HFD/flu) 空腹血糖值相比HFD仍处于高

位, 未得到改善。OGTT结果 (图1B) 显示HFD小鼠各

时间点血糖值高 , 且降糖趋势缓慢 , 而 HFD/pue相比

HFD各时间段血糖值低且下降趋势大, 曲线下面积 (area

under curve, AUC) 小。HFD/flu虽然在 30～90 min存

在一定血糖下降, 但初始段和末端与HFD无异, 氟西

汀总体上无改善血糖效果。

2 葛根素显著缓解HFD糖尿病小鼠的抑郁表型

对各组小鼠进行悬尾实验 (图 2A) 和糖水偏好检

测 (图 2B), 悬尾实验显示, HFD 相比 con不动时间更

长 (P < 0.05), 而 HFD/pue 和 HFD/flu 两组则相较于

HFD, 不动时间明显缩短 (P < 0.05), 并且两组不动时

间水平相当, 提示葛根素治疗缓解了HFD小鼠的行为

绝望状态。糖水偏好实验中, HFD对糖水偏好程度明

显下降 (P < 0.05), 而相较于HFD, HFD/pue糖水偏好

增加 (P < 0.05), HFD/flu则进一步显著增加 (P < 0.05),

结果表明葛根素治疗有恢复快感缺失的作用。TST和

SPT均显示葛根素具有治疗抑郁的效果。

3 葛根素调节HFD糖尿病小鼠血清中5-HT与CORT

水平

5-HT的一个关键功能是调节焦虑和压力, 作为产

生愉悦情绪的信使 , 5-HT 的降低与抑郁有着直接关

系[18]。而在本研究检测中 (图 3A), HFD小鼠 5-HT明

显较 con低 (P < 0.05), 这可能是HFD的抑郁症状在内

分泌中的一种表现。而治疗组中, HFD/pue和HFD/flu

的 5-HT水平相较 HFD 均明显上调 (P < 0.05)。在皮

质酮检测结果 (图 3B) 中HFD的皮质酮水平升高 (P <

0.05), 而高水平皮质酮会降低胰岛素敏感性, 诱导抑

郁样行为[19], 这与之前的行为学结果相对应。HFD小

鼠给予葛根素治疗后 , 其皮质酮水平明显降低 (P <

0.05), HFD/flu则没有这种效果, 这表明葛根素可降低

皮质酮水平从而缓解糖尿病代谢压力引发的抑郁症

状, 而氟西汀作为一种 5-HT重摄取抑制剂, 不具备改

善代谢压力下血清中过高皮质酮的功能, 提示葛根素

在改善糖尿病诱发的抑郁相关表型中具有一定优势。

4 葛根素对HFD小鼠炎症因子 IL-1β与 IL-6的影响

糖尿病涉及慢性炎症, 表现为活性氧的产生、促炎

细胞因子的表达和其他炎症介质的激活和表达[20], 而

炎症又会引发一定的神经损伤。IL-1β是糖尿病环境

Figure 2 The effects of puerarin on the immobility time of mice in tail suspension test (TST) (A) and the proportion of sucrose preference

of mice in sucrose preference test (SPT) (B). n = 6,
-
x ± s. *P < 0.05 vs con; #P < 0.05 vs HFD

Figure 1 The effects of puerarin on fasting blood glucose (FBG) of mice (A) and the results of oral glucose tolerance test (OGTT) of each

group (B). con: Control; HFD: High-fat diet; HFD/pue: HFD mice treated by puerarin; HFD/flu: HFD mice treated by fluoxetine hydrochlo‐

ride. n = 6,
-
x ± s. *P < 0.05 vs con; #P < 0.05 vs HFD
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下主要的促炎细胞因子之一, 可造成胰岛 β细胞功能

受损、胰岛素抵抗及神经细胞损害等不良后果。IL-6

是急性期反应的有效诱导剂, 而作为一种炎症标志物,

在没有炎症的情况下也会影响多种生理过程[21]。如

IL-6 参与了中枢神经系统与瘦素类似的信号传导机

制[22], 且抑郁症总伴随更高的 IL-6, 而非 IL-1β的必然

升高[23]。在本研究中, HFD小鼠血清中 IL-1β和 IL-6水

平明显升高 (图 4, P < 0.05)。其中葛根素给药后 IL-1β

显著下降 (P < 0.05), IL-6下降但无显著差异; 氟西汀

给药后 IL-6下降明显 (P < 0.05), 但 IL-1β无差异。这

可能是由于氟西汀的作用主要集中于中枢神经, 因而

下调了参与中枢神经信号转导的 IL-6, 而对 IL-1β影响

较小。而葛根素具有抗炎作用并能抑制炎症反应[24],

可缓解脂多糖诱导的疾病[25,26], 因此葛根素对 IL-1β下

调具有显著差异。

5 葛根素对海马神经可塑性相关分子的调控作用

对 con、HFD 和 HFD/pue 三组小鼠的大脑海马体

进行相关蛋白的检测 (图 5)。其中 HFD 小鼠海马体

GLP-1R信号通路的上游GLP-1R表达降低 (P < 0.05),

而信号传导途径中 ERK 和 CREB 的磷酸化水平显著

降低 , 后续的 BDNF 表达也显著降低 (P < 0.01), 而

BDNF有营养神经、增加突触可塑性和神经发生的作

用, 其表达减少是 HFD 小鼠神经损害的表现。HFD/

pue组中, 这种情况得到明显改善, ERK和CREB磷酸

化水平升高 , 这对神经细胞的存活至关重要 , 另外

BDNF (P < 0.05)也显著升高, 并且接近达到 con水平,

表明葛根素可调控海马体神经中 GLP-1R 信号通路 ,

保护神经细胞。文献报道[27,28], GLP-1R 通路可激活

β -catenin 与 mTOR, 其与海马神经可塑性及抑郁症

也密切相关, 因此也对其进行了检测。HFD/pue组中

p-mTOR较HFD升高, Wnt信号中关键蛋白 p-β-catenin

同样如此变化, 表明葛根素可通过激活GLP-1R通路,

进一步激活 β-catenin 与 mTOR。此外 , HFD/pue 还有

效降低 HFD 引起的 c-casp3水平上调 , 提示葛根素对

海马神经元凋亡存在一定的抑制作用。

6 葛根素对糖尿病合并抑郁模拟环境下HT22细胞

形态和凋亡的影响

进一步采用小鼠海马神经元细胞系 HT22 细胞 ,

采用高糖联合皮质酮给药模拟糖尿病合并抑郁环境,

考察在模拟糖尿病合并抑郁环境下, 葛根素对海马神

经元细胞形态与生存的影响。如图 6细胞形态观察结

果所示, 对照组HT22细胞光泽度好, 突起交错分布且

相互连接, 有较为明显的突起相连形态, 而高糖与皮质

酮处理后, 细胞光泽较差且突起连接部分断裂消失, 可

观察到细胞变圆皱缩现象。葛根素给药后, 细胞的形

态得到有效改善, 突起间连接更紧密。而凋亡TUNEL

染色实验结果如图 7, 蓝色为 DAPI (4',6-diamidino-2-

phenylindole) 染色的细胞核 , 红色为 TUNEL 染色阳

性。可以观察到, 高糖与皮质酮处理后, 红色荧光显著

增多, 表明凋亡阳性细胞增加, 而葛根素能够有效降低

TUNEL阳性细胞比例, 提示葛根素能够抑制高糖与皮

质酮环境下海马神经元细胞凋亡, 保护海马神经元细

胞的生存。

讨论

糖尿病并发抑郁是糖尿病患者在长期的代谢压力

Figure 4 The effects of puerarin on interleukin (IL)-1β concentration in the serum of mice (A) and IL-6 concentration in the serum of mice

(B). n = 6,
-
x ± s. *P < 0.05 vs con; #P < 0.05 vs HFD

Figure 3 The effects of puerarin on concentration of 5-hydroxytryptamine (5-HT) in the serum of mice (A) and the concentration of corti‐

costerone (CORT) in the serum of mice (B). n = 6,
-
x ± s. *P < 0.05 vs con; #P < 0.05 vs HFD
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下产生的一种继发并发症, 其产生原因涉及胰岛素等

激素代谢异常[29]、氧化应激和炎症[20]、线粒体功能障

碍[30]、非酶糖基化[31]以及神经发生减少[32]。因此, 糖尿

病抑郁病因复杂, 临床治疗困难, 而中医药在治疗抑郁

中的临床价值正得到越来越多的关注[33]。为了解

HFD诱导的糖尿病小鼠的抑郁症状, 作者对小鼠采用

长期HFD造模, 并在此基础上探究小鼠的抑郁症状。

实验结果表明, 长期HFD小鼠出现抑郁表型, 而葛根

素能够改善高脂诱导的糖尿病合并抑郁症状, 抗抑郁

药氟西汀对HFD小鼠糖尿病指标无作用, 提示葛根素

在治疗此类并发症方面具有一定的独特优势。

空腹血糖和口服糖耐受实验显示长期HFD小鼠

出现明显的糖尿病表现, 即 2型糖尿病相关的空腹血

糖显著升高, 口服葡萄糖清除能力减弱。同时, 悬尾实

验结果表明, HFD小鼠在压力状态下, 不动时间更长,

求生欲减弱, 有一定行为绝望。糖水偏好实验结果表

明, 小鼠对糖的喜好减弱, 快感缺失。而葛根素给药

Figure 7 Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP

nick-end labeling (TUNEL) staining chart of HT22 about apoptosis

in each group after administration. 4',6-Diamidino-2-phenylindole

(DAPI): Blue; TUNEL: Red. con: Control; Model: Glucose

150 mmol·L-1 + CORT 200 μmol·L-1; Model/pue 50 μmol·L-1: Treated

by puerarin 50 μmol·L-1 after treated with glucose 150 mmol·L-1

and CORT 200 μmol·L-1; Model/pue 100 μmol·L-1: Treated by

puerarin 100 μmol·L-1 after treated with glucose 150 mmol·L-1 and

CORT 200 μmol·L-1

Figure 6 Morphology of HT22 in each group after administra‐

tion by the inverted microscope. con: Control; Model: Glucose

150 mmol·L-1 + CORT 200 μmol·L-1; Model/pue 50 μmol·L-1: Treated

by puerarin 50 μmol·L-1 after treated with glucose 150 mmol·L-1

and CORT 200 μmol·L-1; Model/pue 100 μmol·L-1: Treated by

puerarin 100 μmol·L-1 after treated with glucose 150 mmol·L-1 and

CORT 200 μmol·L-1

Figure 5 The expression of extracellular regulated protein kinases

(ERK)/cAMP-response element binding protein (CREB) in the

hippocampus of mice (A) and the expression of phospho-mammalian

target of rapamycin (p-mTOR)/brain-derived neurotrophic factor

(BDNF)/phospho- β -catenin (p- β -catenin)/cleaved caspase-3 (c-

casp3)/glucagon-like peptide-1 receptor (GLP-1R) in the hippo‐

campus of mice (B). n = 4,
-
x ± s. *P < 0.05, **P < 0.01 vs con;

#P < 0.05 vs HFD
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后, 小鼠空腹血糖明显降低且OGTT曲线下面积减小,

这符合葛根素治疗糖尿病的预期。令人意外的是, 葛

根素组小鼠在各项行为学实验中评分增加, 相比传统

的抗抑郁药氟西汀, 其对糖尿病并发抑郁症此类共病

的综合疗效值得关注。

在葛根素确切疗效的基础上, 考虑到葛根素抗炎

作用[34], 作者检测了各组小鼠血清中 IL-6 和 IL-1β水

平, 结果显示, 模型组小鼠两种炎症因子均显著升高,

这与糖尿病通过炎症引发神经损伤密切相关。而葛根

素给药后, IL-1β显著下调, 提示葛根素可通过抗炎介

导糖尿病并发抑郁症的治疗。另外HFD小鼠血清中

5-HT水平降低, 这和抑郁直接相关, 而模型组小鼠的

皮质酮升高是糖尿病引发HPA (hypothalamic-pituitary-

adrenal) 轴紊乱[35]的一种表现, 提示模型组小鼠激素代

谢异常。在葛根素给药后, 不仅恢复了 5-HT的水平,

相对于氟西汀, 还有降低皮质酮异常升高的作用。

GLP-1参与调节突触可塑性, 改善学习和记忆, 并

能保护运动活动和多巴胺能神经元[36], 其类似物具有

抗抑郁的潜力[37]。GLP-1R作为G蛋白偶联受体, 激活

后会触发信号级联反应 , 引发 cAMP 环化酶激活和

cAMP 升高 , 并引起下游 ERK1/2 和 CREB 磷酸化 , 从

而调控对应基因表达BDNF (图 8), BDNF则可以维持

神经发生和海马体神经细胞的存活, 以及增加突触可

塑性, 并起到抗抑郁[38]的作用。基于此, 检测了各组小

鼠海马体中各蛋白的变化, 发现葛根素能改善HFD引

起的GLP-1R、p-ERK1/2、p-CREB和BDNF的下调, 增

强GLP-1信号, 发挥海马体神经保护以及抗抑郁的作

用。另外, 葛根素还上调了 p-β-catenin到正常水平, 由

于其水平下调参与抑郁的发生[39], 以及Wnt/β-catenin

信号影响神经元增殖、分化以及凋亡, p-β-catenin水平

的恢复提示葛根素可能直接或间接地影响 Wnt/β -

catenin而达到抗抑郁的疗效。葛根素治疗还部分恢复

了HFD造成的 p-mTOR下调, 由于mTOR控制的信号

通路参与调节神经元发育、突触可塑性、记忆存储和认

知[40], 葛根素治疗在此路径也有部分影响。c-casp3是

细胞凋亡过程中最主要的终末剪切酶, 而葛根素治疗

可下调HFD引起的高水平 c-casp3, 提示葛根素治疗参

与抑制HFD引发的海马细胞凋亡, 相应的体外实验显

示, 葛根素能恢复高糖和皮质酮给 HT22细胞带来的

形态损害, 并抑制模型HT22的凋亡, 以实现保护海马

神经元的功能。

综上所述, 本研究表明, 葛根素能够显著改善高脂

诱导的糖尿病小鼠抑郁症状, 其作用可能是通过激活

GLP-1R/Wnt/mTOR 信号通路 , 改善海马神经可塑性

而实现。GLP-1R/Wnt通路在调控机体糖代谢中同样

发挥重要作用, 葛根素的这一双效作用, 在治疗糖尿病

合并抑郁此类并发症方面具有一定的独特优势, 本研

究有望为葛根的潜在临床应用提供实验支持。

作者贡献: 胡子奇、廖雁君和刘玉民负责实验研究; 胡

子奇、李淑坤和仝萌负责数据处理; 舒娈、汪晶和胡子奇负责

Figure 8 Variation of related proteins in GLP-1R signaling after puerarin administration. GS: Stimulatory G protein; AC: Adenylyl cyclase;

cAMP: Cyclic adenosine monophosphate; Epac: Exchange protein directly activated by cAMP; Rap1: Ras-related protein 1; Raf1: Proto-

oncogene serine/threonine-protein kinase 1; MEK: Mitogen-activated protein kinase kinase; PKA: Protein kinase A
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