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·基础研究·

【摘要】 目的 探讨 2 型糖尿病（DM）加重慢性脑低灌注（CCH）大鼠空间学习记忆能力损害及其

可能机制。方法 成年雄性 Sprague⁃Dawley 大鼠经高脂饮食饲养 4 周后予小剂量链脲佐菌素腹腔注射

制备 2 型糖尿病模型、双侧颈总动脉永久性结扎制备慢性脑低灌注模型。采用 Morris 水迷宫实验测试大

鼠空间学习记忆能力，免疫荧光染色和 Western blotting 法检测海马淀粉样前体蛋白β位点剪切酶 ⁃1
（BACE⁃1）阳性神经元数目及其相对表达量。结果 与对照组相比，DM + CCH 组大鼠 Morris 水迷宫实验

第 2 ~ 5 天逃避潜伏期延长［（54.60 ± 3.75）s vs（25.99 ± 4.10）s，P = 0.000；（45.39 ± 2.78）s vs（27.50 ±
4.39）s，P = 0.003；（39.71 ± 3.47）s vs（20.34 ± 3.69）s，P = 0.001；（41.43 ± 4.48）s vs（11.35 ± 3.95）s，P =
0.000］，第 6 天目标象限游泳时间百分比降低［（22.38 ± 3.41）% vs（43.69 ± 3.22）%，P = 0.000］；海马

BACE⁃1 阳性神经元数目增加、相对表达量显著升高（0.23 ± 0.04 vs 0.06 ± 0.02，P = 0.005）。结论 2 型糖

尿病伴慢性脑低灌注可以加重大鼠空间学习记忆能力障碍，其机制可能与海马神经元 BACE⁃1 表达水平

升高有关。

【关键词】 糖尿病，2 型； 认知障碍； 海马； 淀粉样前体蛋白分泌酶类； 荧光免疫测定； 免

疫印迹法； 疾病模型，动物
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【Abstract】 Objective To explore whether type 2 diabetes mellitue (DM) aggravates the spatial
learning and memory impairment in rats with chronic cerebral hypoperfusion (CCH) and the possible
mechanism. Methods Twenty⁃four Sprague⁃Dawley (SD) rats were randomly divided into 4 groups: control
group (normal diet + sham); DM group [high⁃fat diet + streptozocin (STZ) injection]; CCH group [normal diet +
two vessel occlussion (2 ⁃VO)] and DM + CCH group (high ⁃ fat diet + STZ injection + 2 ⁃VO). All rats were
submitted to behavioral testing for spatial learning and memory in Morris water maze test, and
immunofluorescence staining to detect hippocampal β ⁃ site amyloid precursor protein cleaving enzyme 1
(BACE⁃1) positive cells. The relative expressions of BACE⁃1 in hippocampus were detected with Western
blotting. Results Morris water maze test showed escape latency of DM + CCH group was significantly
longer than control group on 2nd-5th days [(54.60 ± 3.75) s vs (25.99 ± 4.10) s, P = 0.000; (45.39 ± 2.78) s vs
(27.50 ± 4.39) s, P = 0.003; (39.71 ± 3.47) s vs (20.34 ± 3.69) s, P = 0.001; (41.43 ± 4.48) s vs (11.35 ± 3.95) s,
P = 0.000]. The percentage of target quadrant time in DM + CCH group on the 6th day was significantly
reduced compared with the control group [(22.38 ± 3.41)% vs (43.69 ± 3.22)% , P = 0.000]. Compared with
control group, BACE ⁃1 positive cells significantly increased in the hippocampus of DM + CCH group, and
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慢性脑低灌注（CCH）是老龄化相关痴呆的主要

原因［1］，早期以认知损害为主要表现，最终导致持久

性或进展性认知和神经功能障碍。 2 型糖尿病

（DM）作为痴呆的重要危险因素［2］，除表现为血糖水

平升高外，另一重要特征是胰岛素抵抗［3］，常与慢性

脑低灌注相伴发，进一步加重神经退行性变。在本

研究中，我们构建糖尿病⁃慢性脑低灌注大鼠模型，

模拟临床常见的 2 型糖尿病伴慢性脑低灌注的病理

状态，观察大鼠认知功能改变、检测海马组织淀粉

样前体蛋白β位点剪切酶⁃1（BACE⁃1）表达变化，以

探讨 2 型糖尿病伴慢性脑低灌注对大鼠空间学习记

忆能力的影响及其可能机制。

材料与方法

一、实验材料

1. 实验动物与分组 共 24 只 8 周龄雄性清洁级

Sprague⁃Dawley（SD）大鼠，体重（220 ± 20）g，购自上

海西普尔⁃必凯实验动物有限公司。分别以质量分

数为 40%脂肪供能的高脂饲料（繁殖鼠料 546 g/kg、
猪油 169 g/kg、蔗糖 140 g/kg、酪蛋白 102 g/kg、预混

料 21 g/kg、麦芽糊精 22 g/kg）或 10%脂肪供能的正

常饲料饲养大鼠，两种饲料均购自上海斯莱克实验

动物有限责任公司。按照抽签法随机分为正常对

照组（对照组，正常饮食）、糖尿病组［DM 组，高脂饮

食 4 周 + 链脲佐菌素（35 mg/kg）腹腔注射］、慢性脑

低灌注组（CCH 组，正常饮食 + 双侧颈总动脉永久

性结扎）、糖尿病伴慢性脑低灌注组［DM + CCH 组，

高脂饮食 4 周 + 链脲佐菌素（35 mg/kg）腹腔注射 +
双侧颈总动脉永久性结扎］，每组各 6 只大鼠。于安

静环境下分笼饲养，室温控制在（22 ± 1）℃，相对湿

度 60%，光线自动控制、12 h 白昼-12 h 黑夜交替，充

足清洁摄食、饮水。

2. 试剂与仪器 （1）主要试剂：链脲佐菌素（含

链脲菌素 1 g）为美国 Sigma 公司产品，使用时以

0.10 mol/L 柠檬酸缓冲液（pH 值 4.50）稀释。免疫试

剂 中 Ⅰ 抗［为 兔 抗 大 鼠 BACE ⁃ 1 多 克 隆 抗 体

（Western blotting 检测滴度 1∶1000、免疫荧光检测

滴度 1∶100）］购自美国 Millipore 公司，Ⅱ抗［含小鼠

抗兔甘油醛 ⁃3 ⁃磷酸脱氢酶（GAPDH）单克隆抗体

（Western blotting 检测滴度 1∶5000）和山羊抗兔 IgG
（H + L）单克隆抗体（免疫荧光检测滴度 1∶500）］分

别由北京康为世纪生物科技有限公司和美国 Life
Techologies 公司提供。 4'，6 ⁃二脒基 ⁃ 2 ⁃苯基吲哚

（DAPI）为美国 Sigma 公司产品。酶联免疫吸附试验

（ELISA）检测试剂盒购自上海冠泰生物科技有限公

司。（2）仪器与设备：7600 型全自动生化分析仪购自

日本 Hitachi 公司。Morris 水迷宫实验仪器由淮北正

华生物仪器设备有限公司提供。

二、实验方法

1. 糖尿病⁃慢性脑低灌注模型制备 （1）糖尿病

模型制备：参照文献［4］方法，大鼠经高脂饮食饲养

4 周后禁食 12 h 以上，腹腔注射质量分数为 1%链脲

佐菌素（35 mg/kg），分别于注射后 72 h 和 1 周时检测

大鼠空腹血糖（FBG）水平，连续 2 次 > 16.70 mmol/L
即为模型制备成功。1 个月后经心脏采集血液标

本，检测空腹血糖、空腹血清胰岛素（FSI）、甘油三酯

（TG）、总胆固醇（TC）水平。（2）慢性脑低灌注模型制

备：参照文献［5］方法，于糖尿病模型制备 2 周后对

大鼠行双侧颈总动脉永久性结扎，术前 12 h 禁食，

自由饮水。质量分数为 10%水合氯醛（4 ml/kg）腹腔

注射麻醉大鼠，仰卧位固定于鼠台，剪毛备皮，碘伏

乙醇常规消毒。行颈正中切口约 1 cm，钝性分离皮

下组织，分离双侧颈总动脉，4⁃0 丝线双重结扎。术

中避免钳夹和过度牵拉迷走神经，严格按照无菌操

作原则，手术结束行间断缝合。术后第 1 ~ 3 天每日

以碘酊消毒伤口和周围皮肤。对照组大鼠仅行颈

部切口、钝性分离而不结扎双侧颈总动脉。

2. 行为学观察 模型制备后 3 周，参照文献［6］
方法，采用 Morris 水迷宫实验对大鼠进行空间学习

记忆能力测试。水池直径 180 cm、高 50 cm、水深

the relative expression of BACE ⁃ 1 increased statistically (0.23 ± 0.04 vs 0.06 ± 0.02, P = 0.005).
Conclusions Type 2 diabetes mellitus exacerbates spatial learning and memory impairment of rats with
chronic cerebral hypoperfusion, which may be related to the abnormal expression of BACE ⁃ 1 in the
hippocampus of rats.

【Key words】 Diabetes mellitus, type 2; Cognition disorders; Hippocampus; Amyloid precursor
protein secretases; Fluoroimmunoassay; Immunoblotting; Disease models, animal

This study was supported by Neurological Disease Translational Research Fund of Shanghai Medical
Association (No. SHNR-006).
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30 cm，水温（22 ± 2）℃。水池共分为 4 个象限，任选

其一（本实验选择第 3 象限），正中放置顶端平面为

10 cm × 10 cm 的平台，高 28 cm，低于水面 2 cm，水中

加入黑色墨水直至无法见到平台，水池周围参照物

保持不变。（1）定位航行实验：共 5 d，每日下午进行

一个系列，每一系列包括 4 次。大鼠面向池壁从东

南、西北、北、东共 4 个不同象限入水，大鼠发现平台

后在平台上停留 20 s、休息 60 s，再随机由下一象限

入水；记录大鼠发现平台时间即逃避潜伏期。若大

鼠入水后 90 s 内找不到平台，则由操作者帮助其上

平台，逃避潜伏期最高为 90 s。（2）空间探索实验：于

定位航行实验后第 1 天（本实验第 6 天）撤去平台，

仍将大鼠放入原平台所在象限水中，记录 90 s 内大

鼠穿过该象限即目标象限时间，计算目标象限游泳

时间与总游泳时间（90 s）之比值。为排除视觉损害

对测试成绩的影响，行可视平台实验，即平台露出

水面 1 cm 时，观察大鼠到达平台的时间。

3. 海马神经元 BACE⁃1 检测 （1）组织标本制

作：Morris 水迷宫实验结束后第 2 天，以 10%水合氯

醛（4 ml/kg）腹腔注射麻醉大鼠，经左心室插管至升

主动脉，250 ml 生理盐水快速灌注冲洗至清澈，冰上

断头取脑，自中线分开两个大脑半球。任选其一，

置于质量分数为 4%多聚甲醛溶液中浸泡固定 12 ~
24 h，二甲苯透明、乙醇脱水、浸蜡、包埋，连续冠状

切片，层厚 4 μm，行免疫荧光染色；另一大脑半球参

照 文 献［7］方 法 分 离 海 马 组 织 ，⁃ 80 ℃ 保 存 ，行

Western blotting 检测。（2）免疫荧光染色：按文献［8］
方法，脑组织切片脱蜡至水，60 ℃放置 30 min，二甲

苯脱蜡、乙醇梯度复水。置柠檬酸修复液（pH 值 6）
中微波高火修复抗原 2 min、98 ℃水浴 30 min，磷酸

盐缓冲液冲洗 5 min（× 3 次）；再以体积分数为 0.2%
的 Triton 试剂反应 5 min，磷酸盐缓冲液冲洗 5 min
（× 3 次）；质量分数为 10%山羊血清封闭 30 min，滴
加兔抗大鼠 BACE⁃1 多克隆Ⅰ抗（1∶200），4 ℃过

夜，磷酸盐缓冲液冲洗 5 min（× 3 次）；37 ℃、Alexa
Fluor⁃488 标记的山羊抗兔 IgG（H + L）Ⅱ抗反应 2 h，
滴加 DAPI 共反应 8 min，磷酸盐缓冲液冲洗 5 min（×
3 次）；甘油封片、固定，于荧光显微镜下即刻观察

（若不能即刻观察，则 4 ℃避光保存至第 2 天观

察）。（3）Western blotting 检测：按照试剂盒说明书，

取海马组织 50 ~ 100 mg，滴加 0.80 ml 裂解液、匀浆，

25 × 10 3 × g 离心 15 min，取上清液；二辛可宁酸

（BCA）检测试剂盒定量测定，以 40 μg/孔进行蛋白

质变性上样。十二烷基磺酸钠⁃聚丙烯酰胺凝胶电

泳（SDS⁃PAGE）时以体积分数为 5%浓缩胶在 60 V
电压下跑胶 30 min、10%分离胶在 120 V 电压下跑胶

90 min，湿转法在 100 V 电压下转膜 60 min，将蛋白

质转移至硝酸纤维素（NC）膜；50 g/L 脱脂奶粉室温

封闭 1 h，滴加兔抗大鼠 BACE⁃1 多克隆Ⅰ抗（1∶
1000），4 ℃过夜，磷酸盐缓冲液冲洗 5 min（× 3 次）；

再滴加辣根过氧化物酶（HRP）标记的山羊抗兔 IgG
（H + L）Ⅱ抗（1∶5000），磷酸盐缓冲液冲洗 5 min（×
3 次）；加入 ECL 化学发光底物反应 1min、X 线曝

光。采用 ImageJ 2.1.4.7 软件（中国科学院上海生命

科学研究院）分析电泳条带灰度值，计算目的蛋白

BACE ⁃ 1 与内参 GAPDH 灰度值之比值。 Western
blotting 检测均在同组不同样品上重复 3 次，取其平

均值。

三、统计分析方法

采用 SPSS 15.0 统计软件进行数据计算与分

析。计数资料以均数 ± 标准差（x ± s）表示，两样本

均数的比较采用两独立样本的 t检验；两组大鼠术

后各观察时间点 Morris 水迷宫实验成绩的比较采用

重复测量设计的方差分析，两两比较行 LSD ⁃ t 检
验。以 P ≤ 0.05 为差异具有统计学意义。

结 果

与非糖尿病组相比，糖尿病组大鼠体重和空腹

血糖、空腹血清胰岛素、甘油三酯、胆固醇水平均升

高（P = 0.000，表 1）。

Morris 水迷宫定位航行实验显示，不同处理组

大鼠除第 1 天外，其余各观察时间点组间差异均有

统计学意义（P < 0.05）；其中 DM + CCH 组大鼠逃避

潜伏期于第 2 ~ 5 天延长且高于对照组（P = 0.000、
0.003、0.001 和 0.000；表 2，3）。空间探索实验显示，

DM + CCH 组大鼠第 6 天目标象限游泳时间百分比

低 于 对 照 组（P = 0.000）、慢 性 脑 低 灌 注 组（P =
0.004）和糖尿病组（P = 0.004，表 4）；可视平台实验

显示，不同处理组大鼠达平台时间均 < 30 s 且组间

差异无统计学意义（P > 0.05，表 5），表明可以排除视

觉损害对大鼠行为学的影响。

免疫荧光染色，不同处理组大鼠海马组织中均

可见绿色荧光颗粒分布于神经元胞质，其中 DM +
CCH 组大鼠海马 BACE⁃1 阳性神经元数目高于其他

各组；对照组大鼠海马仅显示呈蓝染的细胞核，几

无 BACE⁃1 阳性神经元分布；糖尿病组和慢性脑低
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灌注组大鼠海马 BACE⁃1 阳性神经元数目减少、分

布稀疏，染色较浅（图 1）。Western blotting 法显示，

DM + CCH 组大鼠海马神经元 BACE⁃1 表达水平升

高（P = 0.005），且高于对照组（P = 0.024）、糖尿病组

（P = 0.011）和慢性脑低灌注组（P = 0.001，表 6）。

讨 论

有研究显示，慢性脑低灌注引起的进行性认知

损害和长时程记忆障碍可于双侧颈总动脉永久性

结扎后 3 ~ 6 个月方显现［9］，单纯糖尿病引起的空间

学习记忆能力障碍亦出现在 3 个月后［10］。本研究

在 2 型糖尿病的基础上行双侧颈总动脉永久性结

扎，使大鼠处于慢性脑缺血状态，Morris 水迷宫实验

显示，DM + CCH 组大鼠出现行为学异常改变，逃避

潜伏期明显延长、目标象限游泳时间百分比缩短，

呈现明显的空间学习记忆能力障碍，而糖尿病组和

慢性脑低灌注组大鼠则与对照组之间无明显差

异。提示 2 型糖尿病可加重慢性脑低灌注引起的空

间学习记忆能力障碍。

BACE⁃1 是形成β⁃淀粉样蛋白（Aβ）的主要剪切

酶［11］，而近年研究表明，BACE⁃1 并非单纯促进 Aβ
生成，在其他诱发记忆障碍之发病机制中亦具有重

要病理作用，从而导致学习和记忆障碍［12］。本研究

糖尿病伴慢性脑低灌注组大鼠海马神经元 BACE⁃1
表达水平明显升高，与行为学测验结果相一致。鉴

于此，我们推测 BACE⁃1 表达升高参与糖尿病⁃慢性

脑低灌注大鼠记忆障碍过程，对其引起的认知损害

具有病理学意义，但其发挥作用的途径尚待进一步

研究加以证实。

本研究首次将 2 型糖尿病模型与慢性脑低灌模

Group
Control
DM
CCH
DM + CCH

N
6
6
6
6

Percentage
43.69 ± 3.22
35.84 ± 3.15
36.74 ± 3.19
22.38 ± 3.41

F value

8.454

P value

0.001

DM， diabetes mellitus， 糖 尿 病 ； CCH， chronic cerebral
hypoperfusion，慢性脑低灌注。The same as Table 5-6

表 4 不同处理组大鼠 Morris 水迷宫实验第 6 天空间探索
实验目标象限游泳时间百分比的比较（x ± s，%）

Table 4. Comparison of percentage of target quadranttime on the 6th day of Morris water maze test amongdifferent groups (x ± s, %)

表 3 不同处理组大鼠各观察时间点 Morris 水迷宫定位
航行实验逃避潜伏期重复测量设计的方差分析表

Table 3. The ANOVA for repeated measurement designat each observation time point among 4 groups

Group
Non⁃DM
DM
t value
P value

N
12
12

Weight (g)
403.90 ± 3.77
314.71 ± 6.05

12.520
0.000

FBG (mmol/L)
5.16 ± 0.53

19.53 ± 0.36
77.942
0.000

FSI (ng/ml)
0.54 ± 0.17
0.90 ± 0.16

4.704
0.000

TG (mmol/L)
0.83 ± 0.43
2.51 ± 0.38

8.665
0.000

TC (mmol/L)
1.36 ± 0.28
2.01 ± 0.36

3.378
0.000

表 1 糖尿病组与非糖尿病组大鼠各项指标的比较（x ± s）
Table 1. Comparison of the indicators of rats in DM and non⁃DM groups (x ± s)

Source of variation
Treatment
Time
Treatment × time
Error among groups
Error within group

SS

6 439.962
14 322.150

388.517
5 254.438

674.028

df
3
1
3

20
20

MS

2 146.654
14 322.150

129.506
262.722

33.701

F value
8.171

424.972
3.843

P value
0.001
0.000
0.025

Group
Control
DM
CCH
DM + CCH

N
6
6
6
6

1 d
53.40 ± 3.87
58.75 ± 3.60
56.70 ± 4.32
61.60 ± 3.50

2 d
25.99 ± 4.10
41.79 ± 3.77
38.79 ± 3.56
54.60 ± 3.75

3 d
27.50 ± 4.39
32.63 ± 4.35
34.63 ± 3.25
45.39 ± 2.78

4 d
20.34 ± 3.69
33.63 ± 3.45
29.21 ± 3.63
39.71 ± 3.47

5 d
11.35 ± 3.95
20.63 ± 4.41
21.43 ± 4.39
41.43 ± 4.48

表 2 不同处理组大鼠各观察时间点 Morris 水迷宫定位航行实验逃避潜伏期的比较（x ± s，s）
Table 2. Comparison of Morris water maze test escape latency at different time points among 4 groups (x ± s, s)

DM，diabetes mellitus，糖尿病；FBG，fasting blood glucose，空腹血糖；FSI，fasting serum insulin，空腹血清胰岛素；TG，triglyceride，甘油三
酯；TC，total cholesterol，总胆固醇

DM，diabetes mellitus，糖尿病；CCH，chronic cerebral hypoperfusion，慢性脑低灌注
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型相结合，观察二者相互作用对模型大鼠认知功能

的影响，以及相关病理改变和可能机制。表明 2 型

糖尿病伴慢性脑低灌注可加重大鼠空间学习记忆

能力障碍，可能与 BACE⁃1 表达水平升高相关，为临

床治疗 2 型糖尿病伴慢性脑低灌注所致认知损害提

供了实验室依据。
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