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糖尿病大鼠下丘脑室旁核 nNOS免疫阳性神经元的变化

沈伟哉袁林宏生袁郭国庆渊暨南大学医学院解剖学教研室袁广东 广州 510630冤

摘要院目的 观察糖尿病大鼠下丘脑室旁核渊PVN冤内神经元型一氧化氮合酶渊nNOS冤免疫阳性神经元数目的变化袁探讨
PVN 内 NO在糖尿病发展中的作用机制遥方法 建立链脲佐菌素诱导的糖尿病大鼠模型袁于第 2尧7尧12周末取脑组织进
行 ABC免疫细胞化学法染色袁定量分析PVN 内 nNOS免疫阳性神经元数目变化遥结果 2周时糖尿病组大鼠PVN 内
nNOS 免疫阳性神经元数目与对照组相比无显著差异 渊P>0.05冤曰7尧12周时糖尿病组大鼠 PVN 内 nNOS免疫阳性神经
元数目显著高于对照组渊P<0.05冤遥结论 PVN内 nNOS 免疫阳性神经元数目在糖尿病中尧后期明显升高袁糖尿病状态
下 PVN 内 nNOS活性改变可能与糖尿病神经内分泌及肾上腺素能途径改变有关遥
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Changes of neuronal nitric oxide synthase-immunoreactive neurons in the paraventricular hy鄄
pothalamic nucleus of diabetic rats
SHENWei-zai,LINHong-sheng,GUOGuo-qing
Department ofAnatomy,MedicalCollegeofJinanUniversity,Guangzhou510630,China

Abstract: Objective Toexploretheroleofnitricoxideinthedevelopmentofdiabetesmellitusbyobservingthechangesof
neuronalnitricoxidesynthase(nNOS)-immunoreactive(nNOS-ir)neuronsintheparaventricularhypothalamicnucleus(PVN)
ofdiabeticrats. Methods Diabeticratmodelswereestablishedbymeansofintraperitonealstreptozotocininjections. Atthe
endof2, 7and12weeksaftermodelestablishment, tissuesamplingwasperformedandthenumberofnNOS-irneuronsin
PVN werecountedandquantitativelyanalyzed. Results ThenumberofnNOS-irneuronsinPVNofdiabeticratsremained
normal2weeksaftermodelestablishment(P>0.05)butwassignificantlyincreasedbythetimeof7weeks(P<0.05); at the
12thweeks,thenumberofnNOS-irneuronsofdiabeticgroupwasstillgreaterthanthatofthecontrolgroup(P<0.05). Con鄄
clusion ThenumberofnNOS-irneuronsinPVNincreasessignificantlyinmiddleandadvancedstagesofdiabetes,suggesting
thepossiblerelationsbetweenthenNOSactivitychangesinPVNandthechangesincerebralneuroendocrineandadrenalac-
tivityindiabeticcondition.
Key words: diabetesmellitus/immunology;paraventricularhypothalamicnucleus;neurons;nitricoxidesynthase;nitricoxide

研究发现袁在糖尿病状态下袁脑部多种神经递质
和激素的合成尧释放及代谢异常袁包括乙酰胆碱尧肾上
腺素尧去甲肾上腺素尧血管加压素尧促肾上腺激素释放
激素等咱1暂袁提示脑部神经递质和肽类变化参与糖尿病
病变过程遥中枢神经系统内的NO可参与外周血糖和
血浆渗透压调节咱2暂袁在具有高血糖尧高血浆渗透压尧多
食尧多饮尧多尿等临床表现的糖尿病病变过程中可能
发挥重要作用遥
本研究通过 ABC免疫细胞化学方法观察了糖
尿病大鼠下丘脑室旁核渊PVN冤内神经元型一氧化氮

合酶渊nNOS冤免疫阳性神经元数目的变化遥
1 材料与方法
1.1 主要仪器与试剂
链脲佐菌素(streptozotocin,STZ)购自美国 Sigma
公司袁以 0.1mol/LpH4.2 枸橼酸 -枸橼酸钠缓冲液
新鲜配成 2%的溶液遥葡萄糖酶法测定试剂盒渊批号
000302冤购自上海捷门生物技术公司遥
1.2 实验动物及动物模型建立

36只健康雄性 SD大鼠渊购自第一军医大学实验
动物中心冤袁体质量渊200依20冤g袁随机均分为 2组遥渊1冤
糖尿病组院大鼠禁食 1 2 h后一次性腹腔内注射链脲
佐菌素 55mg/kg窑b.w.遥渊2冤对照组院注射同等体积
0.1mol/L枸橼酸 - 枸橼酸钠缓冲液遥第 10天时血
糖逸16.65mmol/L者确定为糖尿病大鼠咱3暂遥成模后每
周监测 1次定性尿糖和体质量袁实验期间对糖尿病大
鼠未使用胰岛素治疗遥
1.3 动物取材
于成模后第 2尧7尧12周袁即糖尿病早尧中尧后期咱2暂袁
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Group Time(week)

2 7 12

Control 6.4依1.0 6.5依1.4 6.2依0.5

Diabetic 32.1依1.1 25.1依1.8 26.2依1.4

t 7.536 5.704 5.890

P 0.000 0.000 0.000

表 1 建模后糖尿病大鼠血糖的变化 (n=6,mmol/L, x依s)
Tab.1 Changes of blood sugar in diabetic rats

(n=6,mmol/L,Mean依SD)

表 2 糖尿病大鼠下丘脑PVNnNOS免疫阳性神经元的变化渊个袁x依s冤
Tab.2 nNOS immunopositive neurons in the thalamic
paraventricular nucleus of diabetic rats渊pc.,Mean依SD冤

*Fstatisticand Pvalueofmaineffec;**Fstatisticand Pvalueofcrossovereffect.

Group 2weeks 7weeks 12weeks Total F P

Control 68.67依4.09 68.73依4.55 69.57依2.07 68.99依3.57 31.220 0.000

Diabetic 70.00依4.34 82.14依3.63 76.00依4.76 76.05依4.24 42.353 0.000

t 1.387 12.313 11.250 16.390*
(F=39.782, P=0.000)**

P 0.460 0.000 0.000 0.000*

两组各取 6只动物袁2%戊巴比妥钠腹腔注射麻醉下
开胸遥用无菌注射器从左心室内采血 5ml袁室温静置
析出血清袁10000r/min 离心袁提取上清袁-70益低温
冰箱内保存遥常规灌注固定取脑袁入 4%多聚甲醛后
固定袁置于 4 益冰箱内保存遥脑依次置于含 10%尧
20%尧30%蔗糖液渊0.1mol/LPB 配制冤过夜至沉底遥将
组织块以 O.C.T. 包埋袁-204益恒冷箱中全脑连续冠
状切片袁片厚 35滋m袁隔 6取 1袁收集所有切片袁保存
于 0.01mol/LPBS遥每个组织块依次取两套切片袁一
套做 nNOS免疫组织化学染色袁另一套做尼氏染色遥
1.4 血糖测定
血清葡萄糖测定采用葡萄糖酶法遥具体操作按试
剂盒说明书进行遥
1.5 ABC免疫细胞化学染色
免疫细胞化学染色采取漂浮染色法袁具体步骤如
下院漂片入 0.1%H2O2溶液袁室温下保存 1 h曰1.5%正
常羊血清渊不漂洗冤袁室温下保存 2 h曰兔抗 nNOS多克
隆抗体渊Santa Cruz公司冤袁工作浓度 1颐2000渊PBT 液
稀释冤袁4 益湿盒孵育 9 6 h (PBT 液配制院0.1%BSA袁
0.1%TritonX-100袁0.01mol/LPBS稀释)曰1颐200生物
素结合 IgG袁4益湿盒孵育 48 h曰1颐50 ABC混合液袁4
益湿盒孵育 2 4 h曰上述各步骤除正常羊血清外袁皆用
0.01mol/LPBS(pH=7.2) 漂洗 5 min伊3曰DAB 显色袁
镜下控制呈色程度遥裱片袁自然干燥袁常规脱水尧透明尧
封片遥对照实验院阴性对照用 0.01mol/LPBS 代替一
抗袁阳性对照由一抗试剂盒提供遥
1.6 计数方法
每只大鼠选取 5张 PVN断面切片袁置Olympus
显微镜下观察免疫阳性神经元袁仅计数 10伊40倍光
学显微镜下细胞核轮廓清晰的免疫阳性神经元遥每张
切片两侧 PVN断面免疫阳性神经元均计数 3次袁取
其均值作为两侧 PVN断面的免疫阳性神经元数目
渊A尧B冤遥
按下述公式计算一侧 PVN所含免疫阳性神经元
的平均数 Gn袁代表该只大鼠 PVN内免疫阳性神经元
数目院Gn =撞Sn/N遥其中Gn为一侧 PVN所含免疫阳
性神经元的平均数曰Sn为每张切片两侧
PVN断面所含免疫阳性神经元平均数袁Sn
= 渊A+B冤/2曰撞Sn为所有切片中 PVN两侧
核团断面所含免疫阳性神经元平均数之

和曰N为观察 PVN的总切片数袁N=5遥
1.7 数据处理
实验数据用 SPSS 10.0进行统计分

析袁主效应与交互效应分析用重复测量方
差分析袁单独效应分析用两样本 t检验和
重复测量方差分析遥

2 结果
2.1 血糖变化
整个实验期间袁对照组血糖值维持在正常水平曰
而糖尿病组大鼠血糖明显升高袁始终处于高血糖水
平渊高于 16.65mmol/L冤袁与对照组相比有显著差异
渊表 1冤遥

2.2 下丘脑室旁核渊PVN冤nNOS免疫阳性神经元形态
及计数

PVN内分布有大量的 nNOS免疫阳性神经元袁
nNOS免疫阳性物质为深棕色袁定位于胞质袁胞核周
围着色明显袁胞核不着色遥nNOS免疫阳性神经元主
要分布 PVN的大细胞部袁尤以腹内侧明显袁密集分
布袁胞体大袁卵圆形袁突起较短袁可见突起伸向第三脑
室曰PVN小细胞部散在分布少量免疫阳性神经元袁胞
体中等大小袁椭圆或梭形袁长轴多呈内外走向遥定量结
果显示渊表 2冤袁对照组 PVN内 nNOS免疫阳性神经
元数目无明显改变遥在糖尿病早期渊2周冤袁糖尿病组
PVN内 nNOS免疫阳性神经元数目与实验对照组相
比无显著差异渊P>0.05冤遥糖尿病中期渊7周冤袁糖尿病
组 PVN内 nNOS免疫阳性神经元数目明显高于实验
对照组袁与实验对照组相比均有显著差异渊P>0.05冤遥
糖尿病后期渊12周冤袁糖尿病组 PVN内 nNOS免疫阳
性神经元数目虽然低于中期袁仍然高于对照组袁与实
验对照组相比有显著差异渊P>0.05冤遥对照组和糖尿病
组 nNOS免疫阳性神经元形态见图 1~4遥
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图 1 对照组大鼠下丘脑室旁核 nNOS免疫阳性神经元 (伊100)
Fig.1 nNOS-immunopositive neurons in the thalamic paraventricular nucleus of normal rats渊伊100冤

图 2 建模 2周时糖尿病大鼠下丘脑室旁核 nNOS 免疫阳性神经元 (伊200)
Fig.2 nNOS-immunopositive neurons in thalamic paraventricular nucleus of diabetic rats 2 weeks after model

establishment渊伊200冤
图 3 建模 7周时糖尿病大鼠下丘脑室旁核 nNOS 免疫阳性神经元 (伊200)

Fig.3 nNOS-immunopositive neurons in the thalamic paraventricular nucleus of diabetic rats at 7 weeks 渊伊200冤
图 4 建模 12周时糖尿病大鼠下丘脑室旁核 nNOS免疫阳性神经元 (伊200)

Fig.4 nNOS-immunopositive neurons in thalamic paraventricular nucleus of diabetic rats at 12 weeks渊伊200冤

1 2

3 4

3 讨论
PVN为异质性核团袁既具有神经内分泌功能袁又
参与植物神经活动的调控袁是神经体液调节的关键部
位之一遥除血管加压素渊AVP冤和催产素渊OT冤外袁PVN
还可合成生长抑素尧脑啡肽尧心房肽等神经肽类物质袁
参与神经内分泌调节咱4暂遥PVN接受多重神经支配袁并
富含催产素尧GABA能神经元及儿茶酚胺能神经末
梢袁提示下丘脑神经内分泌活动存在多种突触调控
咱5暂遥研究发现袁NOS阳性神经元分布于 PVN的所有亚
核内袁主要集中于 PVN的大细胞部咱6暂袁而大细胞部主
要含 AVP和 OT 神经元袁提示 PVN 大细胞部的
nNOS神经元可能与AVP和OT神经元部位重叠遥本
研究观察到 nNOS免疫阳性神经元主要分布于 PVN
的大细胞部袁支持以上观点遥
另外袁本研究结果显示袁糖尿病组大鼠成模 2周
时 PVN内 nNOS免疫阳性神经元数目未见显著改
变袁而 7周尧12周则显著高于对照组遥提示在糖尿病
早期袁PVN内 nNOS尚未激活曰在糖尿病中尧后期
nNOS活性增加遥有报道成模 4周时糖尿病大鼠 PVN
内 nNOS mRNA表达上调袁用胰岛素治疗使血糖恢

复正常可抑制此反应袁提示 PVN内 nNOS神经元参
与了糖尿病的发生发展咱7暂遥糖尿病 PVN内 nNOS活
性的改变袁可能与交感神经机制活性改变有关遥PVN
源性的 NO对交感神经活动可能具有抑制性调节机
制袁在束缚应激大鼠袁多个交感神经中枢渊如 PVN冤的
NOS神经元活性增加袁提示NO直接或间接参与各
级中枢水平的交感神经活动咱8暂遥慢性肾衰大鼠出现高
血压时袁PVN内 NOS mRNA尧NO2

-/NO3
-量均明显增

高袁NOS抑制剂 L-NAME可增加 PVN内 NE 水平
咱9暂遥PVN内 NO抑制交感神经活动的机制可能包括
GABA途径和 Glu/NMDA途径遥研究表明 NO可刺
激 GABA释放袁引起GABA突触后效应 咱10暂遥激活
GABA受体可消除 PVN内注射 L-NAME产生的增
加动脉压和心率作用曰阻断GABA受体可消除 NO
供体 SNP降低动脉压和心率的作用遥PVN的 NOS神
经元有NMDA受体袁Glu可通过激活 NMDA受体袁
刺激NOS神经元释放 NO咱11暂遥
本实验的结果提示袁在糖尿病早期袁以上因素改
变尚不足以激活 PVN内 nNOS遥随着糖尿病状态持
续存在袁交感神经途径活性增强袁脑内儿茶酚胺增多袁
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渊上接 691页冤
够会减少分离的细胞产量遥本实验中细胞分离后我们
采用免疫粘附选择法对分离的细胞悬液进行纯化袁可
使细胞纯度提高 15%左右遥
有关ARDS动物模型中肺泡域型细胞超微结构
的观察大多是取肺组织直接进行电镜观察咱5暂遥本实验
则是先对 ARDS大鼠进行域型细胞的分离尧纯化袁再
进行电镜观察袁集中观察高纯度域型细胞的变化袁观
察的更加直接全面袁不受肺间质水肿尧内皮细胞肿胀尧
肺毛细血管充血等的挤压及影响袁避免了肺组织中 II
型细胞位于肺泡表面的低洼处及拐角处而不易观察

到其超微结构改变的弊病袁更适用于主要针对域型细
胞的实验观察遥结果发现正常对照组域型细胞形状较
规则袁细胞表面有很多长短不一尧粗细不等的微绒毛袁
胞核明显袁胞质内含有数量不等尧大小不一的特征性
板层小体袁且可看到其不同的成熟阶段曰油酸组的域
型细胞相对不规则袁细胞变性袁甚至崩解袁细胞表面微
绒毛减少袁胞质内板层小体排空明显增多而致空泡化

并可见脱落的板层小体遥综上所述袁ARDS大鼠域型
细胞的改变以板层小体的变化最为突出袁板层体排空
明显增多而致空泡化袁提示ARDS发病机制与肺泡
表面活性物质有重要关联遥
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