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摘 要



目 的 :



研究链脲佐菌素 ( s t r e p t o z o t o c i n , S T Z ) 诱导 的糖尿病大 鼠海马



组织晡乳动物雷帕霉素 I E 蛋 白 ( m a m m a l i a n  t a r g e t  o f  r a p a m y c i n ,





m T O R , 包括 p - m T O R 和 t - m T O R ) 的变化与其糖尿病病程 、 糖尿病



认知功能障碍及凋亡相关蛋 白 的相关性 。




方法 :




将雄性 S D 大 鼠随机分成糖尿病组 ( D M 组 ) 和正常对照组 ( C o n



组 ) , 适应性喂养一周后 , D M 组大 鼠腹腔注射 S T Z  ( 6 0 m g / k g ) ,  3




天后检测尾静脉随机血糖> 1 6 . 7 m m o l / l 者 , 视为造模成功 ( n = 2 7 ) ; 对



照组大鼠 ( 1 1 = 2 1 ) 腹腔注射等量柠檬酸缓冲液 。 建模成功后将两组大



鼠分别喂养 1 1 周 、 1 5 周和 2 0 周 , 每周次大鼠数量均相等 。 当喂养



到所需的周次 时 , 正常组和糖尿病组大 鼠各取 5 只 , 先行 M o r r i s 水



迷宫实验检测认知功能 , 再采血检测血糖和血脂 , 取新鲜海马组织液



氮冻存 , 用于提取组织蛋白 行 p - m T O R 、 t - m T O R 、 B a x 、 B c l - 2 的 W e s t e r n



b l o t i n g 检测 , 其余的 大鼠用 4 % 多聚 甲醛灌注后取脑 , 石蜡切片行海



马组织 的免疫组化染色 , 并用 t u n e l 法检测海马组织细胞凋亡情况 。




结果 :



1 .  M o r r i s 水迷宫实验表明 , 与正常对照组比较 , 成模后 1 1 周 ,




糖尿病组大鼠 的逃避潜伏期和原平台所在象限停留 的时 间 差异均无



统计学意义 ( P > 0 . 0 5 ) ; 成模后 1 5 及 2 0 周 , 糖尿病组大鼠逃避潜伏



期和 原平台所在象限停 留 的时 间差异有统计学意义 ( P < 0 . 0 5 ) , 逃避



潜伏期较正常组延长 , 原平台所在象限停留 的时 间较正常组减少 。 在



3 组糖尿病大鼠中 , 随病程延长 , 逃避潜伏期逐渐延长 ( P < 0 . 0 5 ) 、 原
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平台所在象限停留 的时间差异无统计学意义 ( P > 0 . 0 5 ) 。




法检测结果显示 , 成模后 2 0 周 , 糖尿病组大 鼠海马 C A 1



区锥体细胞出现明显凋亡 , 阳 性神经元的细胞核呈棕黄色 , 核固缩深



染 , 正常组神经元胞核无棕黄着色 。



3 . 与正常对照组比较 , 成模后 1 1 周 , 糖尿病大 鼠海马组织凋亡



相关蛋白 B a x 、 B c l - 2 及 B a x / B c l - 2 比值的差异无统计学意义 ( P > 0 . 0 5 ) ,




成模后 1 5 及 2 0 周 , 糖尿病大 鼠海马组织 B d 表达无明显变化 , B a x



的表达及 B a x / B c l - 2 比值明显增加 ( P < 0 . 0 5 ) , 且随病程延长呈逐渐



加重趋势 。




4 . 海 马组织免疫组化结果显示 , 与 同周次正常对照组比较 , 成



模后 1 1 周 , 糖尿病大 鼠海马 C A 1 区 t - m T O R 表达无明显变化 , 锥体



细胞胞浆无明显着色 , 成模后 1 5 周 , t - m T O R 表达增加 , 胞浆着棕黄



色 , 细颗粒状 , 成模后 2 0 周 , t - m T O R 表达明显增加 , 胞浆着棕黄色 ,



粗颗粒状 。



5 . 与 正常对照组 比较 , 成模后 1 1 周 , 糖尿病组大 鼠海马组织



p - m T O R 和 t - m T O R 的表达差异无统计学意义 ( P 〉 0 . 0 5 ) ; 成模后 1 5



及 2 0 周 , 糖尿病组大鼠海马组织 p - m T O R 和 t - m T O R 的表达增加 ,




且随病程延长逐渐增加 , 差异均有统计学意义 ( P 均 < 0 . 0 5 ) 。



结论 :



1 .	S T Z 诱导 的糖尿病大 鼠认知功能障碍随病程延长逐渐加重 。




2 .	S T Z 诱导 的糖尿病大 鼠海马组织凋亡随病程延长逐渐增加 。




3 . 	S T Z 诱导的糖尿病大 鼠海马组织 t - m T O R 免疫组化阳 性细胞表



达 、 p - m T O R ( S e r 2 4 4 8 ) 及 t - m T O R 蛋 白表达随病程延长逐渐增 加 。




关键词 糖尿病 , m T O R , 认知功 能障碍 , 海马 , 凋亡
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A B S T R A C T



O B J E C T I V E S



S t u d y  t h e  c o n n e c t i o n  o f  p - m T O R ( S e r 2 4 4 8 ) ,  t - m T O R  c h a n g e s  a n d



c o u r s e  o f  d i a b e t e s ,  d i a b e t i c  c o g n i t i v e  d y s f u n c t i o n  a n d  a p o p t o s i s  r e l a t e d



p r o t e i n  o n  t h e  d i a b e t i c  r a t s  i n d u c e d  b y  S T Z ( s t r e p t o z o c i n ,  S T Z ) .





M E T H O D S



M a l e  S p r a g u e - D a w l e y ( S D )  r a t s  w e r e  d i v i d e d  i n t o  t w o  g r o u p s



r a n d o m l y  a s  f o l l o w s : d i a b e t i c  g r o u p ( D M  g r o u p )  a n d  n o r m a l  c o n t r o l




g r o u p ( C o n  g r o u p ) .  A ft e r  a d a p t i v e  f e e d i n g  f o r  o n e  w e e k ,  D M  g r o u p  r a t s




w e r e  i n j e c t e d  i n t r a p e r i t o n e a l l y  w i t h  S T Z ( 6 0 m g / k g ) , t a i l  v e i n  b l o o d



g l u c o s e  w a s  m e a s u r e d  a ft e r  3  d a y s ,  a n d  e s t a b l i s h e d  t h e  S T Z - i n d u c e d



d i a b e t e s  m o d e l s ( n = 3 0 ) ,  t h e  C o n  g r o u p  r a t s  w e r e  i n j e c t e d  w i t h  t h e  s a m e



a m o u n t  o f  c i t r i c  a c i d  b u f f e r ( n = 2 1 ) .  A ft e r  e a t a b l i s h  t h e  m o d e l  s u c c e s s f u l l y ,



f e d  t h e  e q u a l  n u m b e r  o f  r a t s  f o r  1 1  w e e k s ,  1 5  w e e k s  a n d  2 0  w e e k s .  T h e




M o r r i s  w a t e r  m a z e  t e s t  d e t e c t  t h e  c o g n i t i v e  f u n c t i o n  o f  r a t s  p r i o r  t o




s a c r i f i c e .  B l o o d  w a s  c o l l e c t e d  f o r  m e a s u r e m e n t  o f  b l o o d  g l u c o s e  a n d



l i p i d s  b e f o r e  t h e  a n i m a l s  w e r e  d e c a p i t a t e d . L e ft  a n d  r i g h t  h i p p o c a m p u s  o f




1 5  d i a b e t e s  r a t s  a n d  1 5  n o r m a l  r a t s  w e r e  p r e s e r v e d  b y  l i q u i d  n i t r o g e n ,  i n



o r d e r  t o  e x t r a c t  t h e  h i p p o c a m p u s  p r o t e i n  f o r  t a k i n g  W e s t e r n  b l o t i n g  o f




p - m T O R ,  t - m T O R ,  B a x  a n d  B c l - 2 ,  r a t s  l e ft e d  w e r e  p e r f u s e d  w i t h  4 %



n e u t r a l  f o r m a l i n  a n d  t a k e n  b r a i n ,  h i p p o c a m p u s  f r o m  e a c h  g r o u p  w e r e




h i



b
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p r o c e s s e d  f o r  r o u t i n e  p a r a f f i n  e m b e d d i n g .  P a r a f f i n - e m b e d d e d  s e c t i o n s




w e r e  c u t  t h r o u g h o u t  t h e  t i s s u e  a n d  p r o c e s s e d  w i t h  i m m u n o h i s t o c h e m i c a l




a n d  T U N E L .



R E S U L T S



1 . 	M o r r i s  w a t e r  m a z e  t e s t  s h o w e d  t h a t  t h e  e s c a p e  l a t e n c y  a n d  t i m e



s p e n d  i n  o b j e c t  q u a d r a n t  w e r e  n o t  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  i n  1 1 - w e e k s




d i a b e t i c  r a t s  fr o m  t h o s e  i n  a g e - m a t c h e d  c o n t r o l  r a t s ( P > 0 . 0 5 ) .  H o w e v e r ,  i t




w a s  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  i n  t h e  1 5 - w e e k s  a n d  2 0 - w e e k s  d i a b e t i c




r a t s ( P < 0 . 0 5 ) ,  t h e  e s c a p e  l a t e n c y  i n c r e s e d  w i t h  t h e  d i a b e t e s  d u r a t i o n  a n d



t h e  t i m e  s p e n d  i n  o b j e c t  q u a d r a n t  d e c r e a s e d  w i t h  t h e  d i a b e t e s  d u r a t i o n .





D u r i n g  a l l  t h e  d i a b e t i c  g r o u p s , t h e  e s c a p e  l a t e n c y  i n c r e s e d  w i t h  t h e




d i a b e t e s  d u r a t i o n ( P < 0 . 0 5 )  a n d  t h e  t i m e  s p e n d  i n  o b j e c t  q u a d r a n t  w a s  n o t .





( P > 0 . 0 5 ) .





2 .	T U N E L  s h o w e d  t h a t  t h e  n u m b e r  o f  p y r a m i d a l  c e l l s  i n  t h e




h i p p o c a m p a l  C A 1  r e g i o n  o f  1 5 - w e e k s  a n d  2 0 - w e e k s  d i a b e t i c  r a t s  w e r e




o b v i o u s l y  m o r e  t h a n  t h e  a g e - m a t c h e d  c o n t r o l  r a t s .





3 .	R e l e v a n t  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  o f  a p o p t o s i s , B a x ,  B c l - 2  a n d



B a x / B c l - 2  r a t i o  i n  h i p p o c a m p u s  w e r e  n o t  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  i n



1 1 - w e e k s  d i a b e t i c  r a t s  f r o m  t h o s e  i n  a g e - m a t c h e d  c o n t r o l  r a t s ( P > 0 . 0 5 ) .





H o w e v e r , t h e  e x p r e s s i o n  o f  B a x  a n d  t h e  B a x / B c l - 2  r a t i o  w e r e



s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  i n  t h e  1 5 - w e e k s  a n d  2 0 - w e e k s  d i a b e t i c  r a t s  f r o m



t h o s e  i n  a g e - m a t c h e d  c o n t r o l  r a t s ( P < 0 . 0 5 )  s i n c e  B c l - 2  w a s  n o t ,  B a x  a n d
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t h e  B a x / B c l - 2  r a t i o  i n c r e a s e d  w i t h  t h e  d i a b e t e s  d u r a t i o n ,



4 . 	I m m u n o h i s t o c h e m i c a l  s h o w e d  t h a t  p o s i t i v e  p y r a m i d a l  c e l l s  o f



t - m T O R  i n  t h e  h i p p o c a m p a l  C A 1  r e g i o n  w e r e  s a w  i n  1 5 - w e e k s  a n d



2 0 - w e e k s  d i a b e t i c  r a t s ,  b u t  n o t  i n  a g e - m a t c h e d  c o n t r o l s .





5 . 	T h e  e x p r e s s i o n  o f  p - m T O R ,  t - m T O R  i n  h i p p o c a m p u s  w e r e  n o t




s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  i n  1 1 - w e e k s d i a b e t i c  r a t s  f r o m  t h o s e  i n



a g e - m a t c h e d  c o n t r o l  r a t s ( P > 0 . 0 5 ) . H o w e v e r , t h e  e x p r e s s i o n  w e r e




s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  i n  t h e  1 5 - w e e k s  a n d  2 0 - w e e k s  d i a b e t i c  r a t s  f r o m



t h o s e  i n  a g e - m a t c h e d  c o n t r o l  r a t s ( P < 0 . 0 5 ) , t h e y  i n c r e a s e d  w i t h  t h e



d i a b e t e s  d u r a t i o n .
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1 . 	W i t h  t h e  e x t e n s i o n  o f  t h e  c o u r s e  o f  S T Z - i n d u c e d  d i a b e t i c  r a t s ,  t h e



c o g n i t i v e  d y s f u n c t i o n  b e c a m e  m o r e  a n d  m o r e  s e r i o u s . .





2 . 	W i t h  t h e  e x t e n s i o n  o f  t h e  c o u r s e  o f  S T Z - i n d u c e d  d i a b e t i c  r a t s ,  t h e



n u m b e r  o f  p y r a m i d a l c e l l s  a n d  t h e  B a x / B c l - 2  r a t i o  i n  t h e  h i p p o c a m p u s



g r a d u a l l y  i n c r e a s e d .
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第一章 前言



糖尿病 ( D i a b e t e s  M e l l i t u s ,  D M ) 已经成为肆虐全球的疾病 , 我国 已经成为



糖尿病大国 , 糖尿病对于人体 的危害主要来 自 其缓慢而进行性发展的 并发症 。 研



究证实 , 糖尿病可累及中枢神经系统 , 导致认知功能障碍 。 认知功能包括注意 、




记忆 、 计算 、 时空定 向 、 语言 、 执行能力 、 思维及学 习 能力 等等 。 糖尿病认知功



能障碍以获得性认知和行为缺 陷为特征⑴ , 主要表现为学 习 、 记忆和处理复杂信



息的能力 降低 [ 2 ] 。 认知功能障碍的程度可由 轻度认知功能损害至痴呆 。 1 型糖尿



病和 2 型糖尿病均可出 现认知功能损害 , 前者主要表现在联想记忆和注意力方面 ,




后者主要表现在语言和记忆方面 , 可能存在记忆提取过程的缺陷 [ 3 ] 。




糖尿病认知功 能障碍 ( D i a b e t i c  c o g n i t i v e  d y s fi m c t i o n ) 的发病机制 目 前尚未



完全阐 明 。 海马 是学 习和记忆的重要神经中枢 , 海马与认知功能关系密切 。 大量



研究表明 , 海马神经细胞调亡是糖尿病认知功能障碍发生 的重要原因 : 8 个月 的



B B / W 鼠存在海马细胞凋亡 , 并 出现学习记忆损害 [ 4 ] ; 在 1 型糖尿病大 鼠模型 , 随



着病程的延长 , 大鼠 的 空间 学习 能力 明显受损 , 凋亡的海马神经细胞逐渐增加 ,





并与认知功能障碍密切相关 [ 5 ] 。 研究提示 , 持续 的高血糖 、 大脑缺血 、 氧化应激 、



非酶性蛋 白 糖基化 、 胰岛素的副作用 以及韩离子稳态 的改变等均与糖尿病认知功



能障碍的 发生有关 [ 6 - 9 ] , 但具体机制 尚不完全明确 。




哺乳动物雷 帕霉素靴蛋 白 ( m a m m a l i a n  t a r g e t  o f  r a p a m y c i n , m T O R ) 是一种存



在于细胞胞装中 的 、 在进化上十分保守 的丝 / 苏氨酸蛋 白 激酶 , 是P I 3 K / A k t 信号



通路下游的一个效应蛋 白 , 是雷帕霉素 ( r a p a m y c i n ) 祀分子 , 它在细胞生长中



处于核心地位 , 可 以在多种因 素的 活化下参与基因 的转录 、 蛋 白 质 的翻译起始 、




核糖体 的生物合成 、 细胞洞亡等多 种生物学过程 。 一方面 , m T O R 是肿瘤发生过



程中 的一个重要因 子 , m T O R 信号通路可 以调控细胞生长 、 增殖 、 细胞周 期 、 细



胞迁移等生理过程 , 从而与肿瘤等疾病的 发生关系密切 。 另 一方面 , m T O R 信



号通路介导多种损伤 因素 ( 如谷氨酸 、 T N F a 、 紫外线照射 、 鱼藤酮或镉等 ) 诱



导 的神经细胞凋亡 , 雷 帕霉素 能够抑制其调亡 [ i e - i 2 ] 。 研究表 明 , 激活的 m T O R 通



路介导 A D 认知功 能障碍 的发生与发展 , m T O R 抑制剂雷帕霉素可明显改善 A D 的



认知功能障碍 。
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本课题 旨在链脲佐菌素 ( s t r e p t o z o t o c i n , S T Z ) 诱导 的糖尿病大鼠研究其海



马组织 m T O R O m T O R 和 p - m T O R ) 的变化与糖尿病病程 、 糖尿病认知功能障碍



及凋亡相关蛋 白 的相关性 。
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第二章 材料与方法



2 . 1 实验材料



2 . 1 . 1 主要试剂



S T Z	 s i g m a  公 司



梓檬酸	湖南洞庭化学有限公司



梓檬酸钠	湖南洞庭化学有限公司



多聚 甲 酸	天津科密欧化学试剂有限公司



P r o t e a s e  I n h i b i t o r  C o c k t a i l	 s i g m a  公司



P M S F	s i g m a  公司



R I P A 裂解液 ( 强 )	碧云天生物技术研究所



B C A 蛋 白浓度测定试剂盒	碧云天生物技术研究所



T r i s	上海鼎 国生物



甘氨酸	上海鼎 国 生物



S D S	上海鼎 国生物



T w e e n - 2 0	上海鼎 国生物



脱脂奶粉	伊利牌



甲 醇	国药集团化学试剂有限公司



S D S - P A G E 上样缓冲液 ( 5 X )	碧云天生物技术研究所



I M T r i s - H C L ,  P H 6 . 8	碧云天生物科技研究所



I M T r i s - H C L , P H 8 . 8	碧云天生物科技研究所



3 0 % 丙烯酷胺 ( 2 9 : 1 )	碧云天生物科技研究所



丽春红染液	碧云天生物技术研究所



蛋 白  M a r k e r	F e r m e n t a s



P V D F 膜	德国默克公司



t - m T O R  一抗	s i g m a  公司



p - m T O R  ( S e r 2 4 4 8 ) 一抗	 a b e a m



B a x  一抗	a b e a m
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B c l - 2  一抗	a b e a m



T u b u l i n 抗体	碧云天生物技术研究所



辣根过氧化物酶标记 山 羊抗兔 ( 二抗 )	碧云天生物技术研究所



辣根过氧化物酶标记 山 羊抗小 鼠 ( 二抗 ) 碧云天生物技术研究所



超敏 E C L 发光试剂盒	碧云天生物技术研究所



W e s t e r n  一抗稀释液	碧云天生物技术研究所



W e s t e r n  二抗稀释液	碧云天生物技术研究所



一抗二抗去 除液	碧云天生物技术研究所



3 % 出0 2 去离子水	中 杉金桥



封闭用正常 山羊血清	中杉金桥



生物素标记山羊抗兔 I g G	中杉金桥



辣根酶标记链酶卵 白 素工作液	中杉金桥



D A B	中杉金桥



二 甲 苯	上海鼎 国生物



无水 乙醇	上海鼎国 生物



苏木素	上海鼎 国生物



伊红	上海鼎 国生物



中性树胶	上海鼎 国生物



蛋白 酶 K	上海鼎 国生物



调亡检测试剂盒	美 国罗 氏



2 .  1 .  2 主要仪器



罗氏卓越型血糖仪	美 国罗 氏



罗 氏卓越血糖仪试纸	美 国 罗 氏



M o r r i s 水迷宫	上海欣软信息科技有限公司



分析天平	上海医疗器械八厂



电泳仪和 电泳槽	美国伯 乐



B I O - R A D  G e l  D o c  X R + 凝胶成像系统	美 国伯乐



高速 ( 冷冻 ) 离心机	德 国 e p p e n d o r f 公司
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摇床	江苏其林贝尔 公司



- 7 0 度超低温冰箱	美 国 T h e r m o 公司



塑料薄膜封 口 机	永康市特力包装机械有限公司



病理石蜡包埋机	沈阳 市龙首 电子仪器有限公 司



石錯切片机	北京弘泰嘉业科技发展有 限公司



电热恒温培养箱	黄石市恒丰医疗器械有限公司



倒置显微镜	M o t i c



光学显微镜	O l y m p u s 公 司



防脱载玻片	天津瀬洋生物制品 公司



微波炉	格兰仕公司



9 6 孔板 、 冻存管 、 E P 管	美 国 A x y g e n



2 .  1 .  3 主要试剂配制方法



4 % 中性福尔马林溶液 :





多聚 甲 酸	2 0 g



P B S 溶液	 5 0 0 m l  ( 6 ( r C 水浴溶解 )



1 0 % 过硫酸钱 ( 避光保存 ) :



过硫酸铵	0 . 5 g



d d H 2 0	5 m l




l O x 电泳液 :



T r i s	3 0 . 3 g



甘氨酸	 1 4 4 . 0 g



S D S	l O . O g



d d H z O	定容至 1 0 0 0 m l



1  O x 转膜预备液 :




T r i s	3 0 . 2 8 g
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甘氨酸	 1 4 4 . 8 8 g



d d H 2 0	定容至 1 0 0 0 m l



I x 转膜液 :




1  O x 转膜预备液	8 0 m l



d d H 2 0	定容至 8 0 0 m l



甲 醇	2 0 0 m l



l O x T B S :




T r i s	6 0 . 5 g



H C L	? 3 5 m l ( 严格调节 P H 至 7 . 4 )



d d H 2 0	 1 0 0 0 m l




I x T B S T :



l O x T B S	 1 0 0 m l



N a C l	8 . 7 6 6 g



T w e e n 2 0	 1 m l




d d H 2 0	至  1 0 0 0 m l



封闭液 :



脱脂奶粉	2 . 5 g



I x T B S T	5 0 m l



6 % 分 尚胶 ( 7 m l ) :



d d H 2 0	2 . 8 m l



3 0 % A c r - B i s  ( 2 9 : 1 )	 1 . 4 m l



I M T r i s  ( P H 8 . 8 )	2 . 6 6  m l



1 0 % S D S	7 0 m



1 0 % 过硫酸铵	7 (M
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T E M E D	5 . 6 rt



1 2 % 分离胶 ( 8 m l ) :



d d H 2 0	 1 . 6 m l



3 0 % A c r - B i s  ( 2 9 : 1 )	3 . 2 m l



I M T r i s  ( P H 8 . 8 )	 3 . 0 4 m l



1 0 % S D S	S O W



1 0 % 过硫酸铵	8 0 叫



T E M E D	3 . 2 m



5 % 浓缩胶 ( 4 n i l ) :



d d H 2 0	 2 . 7 m l



3 0 % A c r - B i s  ( 2 9 : 1 )	0 . 6 7 m l



I M T r i s  ( P H  6 . 8 )	0 . 5 m l



1 0 % S D S	4 0 m



1 0 % 过硫酸铵	4 0 rt



T E M E D	4 1 4



D A B 工作液 ( 现配现用 ) :



2 0  X  D A B	5  m



3 % H 2 0 2	m



P B S	9 4 m



2 . 1 . 4 实验动物



清洁级雄性 S D 大 鼠 5 1 只 , 体重 1 5 0 g 左右 , 购于 中南大学实验动物学部 ,





均在动物学部的动物饲养室喂养 , 每笼 3 只 , 室温 ( 2 0 ± 2 ) °C , 普通饲料喂养 ,





自 由 进食进水 , 1 2 小 时光照周期 , 适应性喂养 1 周 后全部随机分组 。



2 . 2 实验方法及步骤
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2 . 2 . 1 	T 1 D M 大 鼠模型制作



2 . 2 . 1 . 1 链脲佐菌素溶液配制



首先配置溶解 S T Z 所需 的梓檬酸缓冲液 : 称取梓檬酸 2 .  l O g , 溶解于 6 0 m l




左右的双蒸水 中 , 用 1 0 0 m l 的量筒定容到 1 0 0 m l 配成 A 液 ; 称取梓檬酸三钠



2 .  9 4 g , 溶解于 6 0 m l 左右 的双蒸水中 , 用 1 0 0 m l 的量筒定容到 1 0 0 m l 配成 B 液 ,





将 A 、 B 液按 1 : 1 的 比例混合 , 用 P H 计调节 P H 至 4 . 2 - 4 . 5 , 将配好的液体用 0 . 2 2 哗



滤器过滤除菌 , 4 °C 保存 。 用梓檬酸缓冲液以 1 % 的浓度溶解 S T Z , 配置成链脲



佐菌素溶液 , 避光 4 °C 放置 , 现配现用 , 3 0 m i n 内 用完 。




2 . 2 . 1 . 2  T 1 D M 大 鼠模型的建立



S D 大 鼠适应性喂养一周 后 , 体重约 2 0 0 g , 禁食 1 2 小时 , 称重 , 随机取



2 1 只作 为正常对照组 , 其余 3 0 只作为糖尿病组 , 糖尿病组按 6 0 m g  /  k g 确定 S T Z



的用量 , 单次腹腔注射 1 % S T Z 梓檬酸缓冲液 , 对照组大鼠均注射等容积的梓檬



酸缓冲液 。 3 天后检测大 i J l 静脉血随机血糖 , 随机血糖〉 1 6 . 7 m i n o l / l , 视为造



模成功 。



2 . 2 . 1 . 3 实验大 鼠分组



建模成功后将正常大 鼠随机分为 3 组 , 每组 7 只 , 分别词养 1 1 周 、 1 5 周



和 2 0 周 。 将注射 S T Z 后 随机血糖未达 1 6 . 7 m m o l / l , 未成模的 3 只大鼠剔除 出组



后 , 剩下的 2 7 只 糖尿病大 鼠随机分为 3 组 , 每组 9 只 , 分别饲养 1 1 周 、 1 5 周



和 2 0 周 。 当饲养到所需的 周 次时 , 正常组和糖尿病组大 鼠各取 5 只 , 先行水迷



宫试验 , 再用 于釆血和取新鲜海马组织 , 其余的大 鼠用 4 % 多 聚甲醛灌注后取脑



行组织病理学检测 、 免疫组化检测和 t u n e l 法检测细胞凋亡 。



2 . 2 . 2 	M o r r i s 水迷宫实验



大 鼠分别饲养 1 1 周 、 1 5 周 、 2 0 周后行 M o r r i s 水迷宫实验 。 水迷宫主要 由



圆 形水池 、 摄象装置和 电脑系统组成 。 摄像装置位于水池的正上方 , 可同 步记录



大 鼠 的游泳轨迹 。 实验前先往水池注水 , 使水深约 6 0 c m , 且水面高出 站台 面



1 . 5 c m , 放入黑色树脂颗粒覆盖整个水面 , 使大 鼠用视觉无法辨认出 池 内 站 台 的



位置 , 水温控制在 2 2 ? 2 5 °C , 实验连续 5 天 , 实验过程中若大鼠在 1 2 0 s 内 未能



够找到站台 , 则将其引 导至站台 , 停 留 3 0 s , 引 导其学 习和记忆 。 计算机 自 动记



录游泳轨迹 、 游出 时间 及距离 。
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( 1 ) 定位航行实验 ( p l a c e 	n a v i g a t i o n ) : 实验连续 4 天半 , 共训练 2 0 次 , 上午 2 次 ,





下午 3 次 , 每次间 隔超过 3 0 m i n , 分别从 四个不 同的 象限入水 , 入水时大 鼠面向 池



壁 。 电脑 自 动记录大 鼠从入水至找到平 台所用 的 时间 , 即逃避潜伏期 ( e s c a p e



l a t e n c y ) 。 设 1 2 0 s 作为 最长逃避潜伏期 。 大鼠每次爬上平台 后均让其休息 3 0 s , 入



水 1 2 0 s 仍未能找到平台者 , 由试验者用木棒将其引 导至平台上休息 3 0 s , 同时将



其逃避潜伏期记录为 1 2 0  s 。 测试结 果 以逃避潜伏期 ( S ) 表示 , 作为判断大 鼠空间



学 习能力的 指标 。



( 2 ) 空间探索实验 ( s p a t i a l 	p r o b e ) : 在测试的第 5 天下午撤走平台 , 平台对面



的位置作 为大 鼠入水点 , 通过 电脑测试系统观察并记录大鼠在 2 m i n 内停 留在原



平台所在象限的 时间 , 以此作为判断其空 间记忆能力 的指标 。 逃避潜伏期愈长和



原平台所在象限停 留 的时间越少 , 分别表示空间 学习 能力和空 间记忆能力 愈弱 ,





反之 , 逃避潜伏期越短 , 在原平台 所在象限停留 时间越长 , 表示空间学习 能力和



记忆能力越强 。



2 . 2 . 3 大鼠取材



2 . 2 . 3 . 1 取血和新鲜海马组织冻存



大鼠禁食 1 2 小时 , 用 1 0 % 水合氯酸 , 按 0 . 3 m l / l O O g 体重将大 鼠行腹腔麻醉 ,





仰 卧位固定 , 用一次性抽血针于心脏进针取血 , 留取血液标本做血糖和血脂 , 然



后迅速剪下大 鼠头部放于冰台上 , 拨开顿骨 , 取出大脑组织并沿正 中线向 两边钝



性分幵大脑皮层 , 分别取 出左右侧海马 , 放液氮速冻后转移至 - 8 0 度超低温冰箱



保存 。



2 . 2 . 3 . 2 灌注取脑



大 鼠禁食 1 2 小时 , 用 1 0 % 水合氯醛 , 按 0 . 3 m l / l O O g 体重将大 鼠行腹腔麻醉 ,





仰 卧位固定 , 沿腹中线剪开腹部 , 柃起剑突 , 剪开两侧 的助骨 , 翻转胸廓 , 充分



暴露心脏 , 将尖端磨钝 的输液针刺入左心室 , 剪开右心耳 , 同 时打开输液器 , 快



速灌注预冷 的生理盐水 , 待肝脏变 白后 , 改为 4 % 多聚 甲醛灌注 固 定 , 速度先快



后慢 , 约持续 3 0 m i n , 视大 鼠僵直 、 四肢抽动 为满意 。 灌注完毕 , 、 迅速剪下大 鼠



头部放于冰袋上 , 用镊子 向 两边拨开颇骨 , 取出脑组织 , 修剪后迅速放入 4 % 的



中性福尔马林溶液 中充分 固 定 , 用于常规H E 染色 、 免疫组织化学染色和 t u n e l 法



检测细胞调亡 。
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2 . 2 . 4  W e s t e r n  b l o t i n g 分析海马组织 p - m T O R 、 t - m T O R 、 B a x >  B d - 2 的蛋 白表达 。




2 . 2 . 4 . 1 组织总蛋白 提取



先用液氮预冷研钵 , 再将海马组织从液氮中取出 , 称重 , 放入研钵 , 迅速研



磨 , 反复加入液氮反复研磨至组织成粉末状 , 按 1 : 1 0 的 比例加入裂解液 ( 含蛋 白



酶抑制剂混合物 ) , 继续研磨 , 将研钵冰上静置 , 待解冻后用移液器将液体转移



至 1 . 5 m l 离心管 , 冰上静置 3 0 m i n , 然后4 °C 下 1 2 0 0 0 r p m 离心 1 5 m i n , 取上清分装至



1 . 5 m l 离心管 , - 2 ( r C 保存备用 , 一部分的 分装蛋 白于 - 8 ( r c 长期保存 。




2 . 2 . 4 . 2  B C A 法测蛋白 浓度 ( 按碧云天 B C A 试剂盒说明操作 )



1 ) 制备 0 . 5 g / m l 的蛋 白 标准 - 2 (r C 保存备用 。




2 ) 制备 B C A 工作液 , 取适量的A 液和 B 液按 5 0 : 1 的 比例混合 。



3 ) 用移液器往 9 6 孔板中 加入不 同浓度梯度的蛋 白 标准 , 共 8 孔 , 用 于描绘标准



曲线 。



4 ) 往空 白孔加入 2 0 M 1 稀释 了	1 0 倍的不 同样本的蛋 白 , 每个样本设置2 个复孔 。




5 ) 每一个加液孔分别加入配好的 B C A 工作液 2 0 0 M 1 , 于 3 7 °C 恒温箱孵育3 0 m i n 。



6 ) 用酶标仪测定 5 6 2 m n 波长下每个加液孔的 0 D 值 。



7 ) 用 e x c e l 表格输入数据后描绘蛋 白 的标准 曲线 , 并通过标准曲线和样本的平



均 0 D 值计算 出每个样 品 的蛋 白 浓度 。



2 . 2 . 4 . 3 蛋 白变性



确 定各样品每次上样量均为 5 0 u g , 通过测 出 的 样品 浓度计算出每次上样 的体



积 A , 按A 的 四分之一倍加入 5 X S D S 上样缓冲液 , 混勻 后沸水煮 l O m i n , 使样品 蛋



白变性 。 可成倍变性样 品 , 放 - 2 ( r c 冰箱保存备用 。



2 . 2 . 4 . 4  S D S - P A G E 方法检测 目 的蛋白



1 ) 制胶 : 洗净玻璃板 , 用制胶架固定 , 按说明 书配制 6 % 分离胶 7 m l 或 1 2 % 的



分离胶 8 m l , 灌胶后用 9 5 % 的 乙醇封胶 , 静置 3 0 m i n 后弃去 乙醇 , f i j  5 % 浓缩胶



4 m l , 将浓缩胶灌满玻璃板槽后插入齿梳 , 严防气泡 。 将胶静置 3 0 - 6 0 m i n 后继续



下一步实验 。



2 ) 上样与 电泳 : 将胶固 定于垂直电泳装置中 , 加入 电泳缓冲液后取出尺梳 , 每



孔按 5 0 u g 的质量加入相应体积的变性后的蛋 白 样品 。 将电压设为 8 0 V 后开始电



泳 , 待溴粉蓝染料达分离胶 、 彩虹 m a r k e r 条带分开时 , 调压至 1 2 0 V , 继续电泳
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直至溴酷蓝完全跑出分离胶 。




3 ) 转膜 : 准备 6 张与凝胶大小相合的 3 m m 滤纸 、 2 块海绵垫并将其在转膜液 中



浸泡 1 5 m i n , 根据 M a r k e r 、 目 的蛋 白 和 内 参的 分子量适当切割凝胶 , 量取并裁剪



一块和凝胶大小一致 的 P V D F 膜 , 将膜于 甲 醇 中浸泡 5 m i n , 阴极板 ( 黑色 ) 上



放一张海绵垫 , 3 张滤纸 , 将凝胶置于滤纸上 , 用镊子夹取浸泡过甲 醇的 P V D F



膜覆盖在凝胶上 , 对齐 , 避免膜与胶之间产生气泡 , 将 3 张滤纸覆盖在 P V D F



膜上 , 盖上海绵垫 , 将夹层物放入盛有转膜液的装置 中 , P V D F 膜面朝 向 阳极 ,




设置恒定 电压 1 2 0 V , 转移 7 0 分钟 。



4 ) 封闭 : 转膜结束后将 P V D F 膜于 I x T B S T 溶液中洗漆 5 i n i n , 洗净表面的转膜



液后 , 放入 5 % 脱脂奶粉中 , 摇床上室温缓慢摇动 2 小时 。




5 ) 抗原抗体反应 : 参照说 明书 的稀释浓度用 一抗稀释液稀释一抗 ( 实验过程中



可根据结果调整抗体浓度 ) , 将 P V D F 膜放入干净的杂交袋 内 , 加入稀释后 的一




抗 , 赶 出 气泡后将杂交袋封 口 , 置于 4 ° C 冰箱内 的摇床平缓摇动过夜 。 第二天



回收一抗 , 将 P V D F 膜置于装有 I x T B S T 的容器中 , 水平摇床洗漆 3 次 , 每次



l O m i n 。 洗膜后将膜置于稀释后 的二抗溶液中 , 水平摇床平缓摇动 , 常温孵育 2



小时后 , 用 I x T B S T 洗膜 3 次 , 每次 l O m i n 。



6 ) 显影 : 参照超敏 E C L 发光试剂盒说 明书进行 。 取相 同体积的 A 液和 B 液 ,





充分混勻后加到平铺在保鲜膜上的 P V D F 膜上 , 用 B I O - R A D 凝胶成像系 统显影



并将结果保存到 电脑中 。



2 . 2 . 5 海马组织H E 染色



石錯切片常规 H E 染色



1 ) 	二 甲 苯 I	5 - l O m i n



2 ) 	二 甲苯 I I	5 - l O m i n



3 ) 无水 乙醇 I	 l - 3 m i n



4 ) 无水 乙醇 n	l - 3 m i n



5 ) 	9 5 % 乙醇 I	 l - 3 m i n



6 ) 	9 5 % 乙 醇 I I	l - 3 m i n



7 ) 	8 0 % 乙 醇	 I m i n



8 ) 蒸馆水	 I m i n
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9 ) 苏木素染色液	1 - l O m i n



1 0 ) 流水洗去苏木素	I m i n



1 1 ) 	 1 % 盐酸 - 乙醇	 1 - 2 S



1 2 ) 流水冲洗	 1 0 - 1 5 m i n



1 3 ) 蒸傾水洗	 l - 2 m i n



1 4 ) 	0 . 5 % 伊红液染色	 l - 3 m i n



1 5 ) 蒸馆水稍洗	 1 - 2 S



1 6 ) 	 8 0 % 乙 醇	l - 2 s



1 7 ) 	9 5 % 乙醇  I	2 - 3 m i n



1 8 ) 	9 5 % 乙醇 I I	2 - 3 m i n



1 9 ) 无水 乙醇 I	3 - 5 m i n



2 0 ) 无水 乙醇 I I	3 - 5 m i n



2 1 ) 石炭酸 - 二 甲 苯	 3 - 5 m i n



2 2 ) 	二 甲 苯 I	3 - 5 m i n



2 3 ) 	二 甲 苯 n	 3 - 5 m i n



2 4 ) 	二 甲 苯 I I I	 3 - 5 m i n



2 5 ) 中性树胶封 固



2 . 2 . 6 免疫组化方法检测 t - m T O R 在糖尿病大鼠海马组织中 的表达



1 ) 石蜡切 片厚 4 ^ 1 1 1 1 , 贴附于防脱处理过的载玻片上 , 5 8 °C - 6 ( r C 烤片过夜 。




2 ) 石錯切 片用 二甲 苯脱醋 , 再依次放入 1 0 0 % 、 9 5 % 、 8 5 % 、 7 5 % 、 6 0 % 的梯 度



酒精各 5 m i n 水化 , 用双蒸水洗 3 遍 。



3 ) 用 0 . 3 % 的过氧化氧溶液室温阻断 l O m i n , 灭活内 源性的过氧化氢酶 , 再用 双



蒸水洗 3 遍 。



4 ) 抗原修复 : 采用微波修复 。 取 8 0 0 m l 的 0 . 0 1 M 	 ( P H  6 . 0 ) 梓檬酸盐缓冲液于容



积为 l O O O m l 大烧杯 内 , 微波加热至沸腾 , 将组织切片置于玻片架上 , 再放入 巳经



沸腾的缓冲液中 , 微波炉 中 高档继续处理 l O m i n , 经室温冷却后 , 用 P B S 洗 3 遍 。



5 ) 每张切 片 加 t - m T O R 	( 1 : 5 0 稀释 ) 1 滴 , 抗体需完全覆盖标本 , 玻片放于湿盒



内 , 4 °C 冰箱过夜 。
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6 ) 将切片于 3 7 °C 温箱复温 1 小 时后取 出 , 用 P B S 洗 3 次 , 每次 5 m i i i , 滴加 二抗 ,





室温孵育 2 5 m i n , 再用 P B S 洗 3 次 , 每次 5 m i n 。




7 ) 按 1 : 8 0 0 的 浓度配置D A B 后滴加至切片标本 , 显微镜观察染色程度 , 控制染色



反应 的 时间 。



8 ) 用 自 来水冲洗后 , 苏木素复染 ( 染核 ) , 再盐酸酒精分化 , 千片后用 中性树胶



封片 , 显微镜下观察 , 拍 照 。



9 ) 阴 性对照 : 用 P B S 代替一抗 , 其余步骤相 同 。




1 0 ) 结果判断 : 用光学显微镜观察 , 阳性表达定位于胞衆 , 为海马 C A 1 区锥体细



胞胞装棕黄色着色 。 胞装无棕黄着色为阴 性 。




2 . 2 . 7  T U N E L 法检测海马组织神经元凋亡



1 ) 石錯包埋的组织切片预处理 : 将组织切片置于染色赶中 , 用二 甲苯洗两次 ,





每次 l O m i n 。 用 1 0 0 % 、 9 5 % 、 9 0 % 、 8 0 % 、 7 0 % 梯度 乙醇各浸洗 1 次 , 每次 8 m i n 。




用 P B S 洗 5 m i n , 加入蛋 白 酶 K 溶液 ( 2 0 u g  /  m l ) , 于室温水解 1 5 m i n , 去除组



织蛋 白 。 用 P B S 漂洗 3 次 , 每次 2 m i n 。




2 ) 制备 T U N E L 反应混合液 : 将 5 ( H U 脱氧核糖核苷酸末端转移酶 ( T d T 	 E n z y m e )




与 4 5 0 [U 突光素标记的 d U T P 液 ( 1 : 9 ) 混匀 。




3 ) 玻片干后 , 处理组加 5 0 t i l 	T U N E L 反 应混合液于标本上 ( 阴 性对照组仅加



5 0 ^ 1 焚光素标记的 d U T P 液 , 阳 性对照组先加入 l O O ^ a  D N a s e  1 , 于 1 5 - 2 5 °C 反应



l O m i n ) , 再加盖玻片或封口 膜在暗湿盒中反应于 3 7 °C 温箱反应 I h 。




4 ) 	P B S 漂洗 3 次 。



5 ) 玻片干后加 5 0 ^ i l 转化剂 - P O D 	( c o n v e r t e r - P O D ) 于标本上 , 加盖玻片或封 口




膜在暗湿盒中反应于 3 7 °C 反应 3 0 m i n 。



6 ) 	P B S 漂洗 3 次 。



7 ) 在组织处加 5 0 - 1 0 0 n l D A B , 反应 4 - 8 m i n 。




8 ) 滴加双蒸水终止显色 。



9 ) 拍照后再用苏木素或 甲 基绿复染 , 几秒后立即用 自 来水冲洗 。 梯度酒精脱水 、




二 甲苯透明 、 中 性树胶封片 。



1 1 ) 结果判断 : 用光学显微镜观察海马 C A 1 区锥体细胞情况并拍照 。 调亡的阳



性表达为胞核棕黄着色 , 胞核被苏木素染成蓝色 、 无棕黄着色者为 阴性 。



1 3





硕士学位论文	第二章 材料与方法



2 . 2 . 8  —般项 目测定



体重 : 用精确度为 O . O l g 的 电子天平称取大鼠体重 。 先将一个大小合适的



塑料盒置于 电子天平上 , 将电子天平 归零 , 再将大 鼠置于塑料盒内 , 待其静止不



动时称取重量 , 记下读数 , 每周 同一时间 准确测 定 。



血糖 : 大 鼠造模成功后 , 每周同 一时间 于尾部扎针取血检测快速血糖 。 将



大 鼠尾巴的 局部用干棉签擦干 , 用 1 m l 注射器针头扎针 , 将第一滴血擦除 , 再用



罗 氏卓越血糖仪及试纸检测第二滴血的 血糖 , 然后用棉签蘸取碘伏消毒大 鼠尾 巴



的伤口 处 。 大 鼠处死前心脏取血装于专用 的血糖管 , 离心后用机器检测血衆葡萄



糖水平 。



血脂测 定 : 用 V i t a l a b s e l e c t r a E 自 动生化分析仪检测血清中 的总胆固醇 ( T C )



和甘油三酷 ( T G ) 。



2 .  3 统计方法



用 S P S S 1 7 . 0 软件进行统计学分析 , 分析结果 以 ( 均数 土 标准差 ) 表



示 , 先对实验数据进行正态检验及方差齐性分析 , 若数据不成正态分布 , 则对其



进行对数转换后再行统计分析 。 P < 0 . 0 5 为差异有统计学意义 。
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实验流程 图 :



雄性 S D 大 鼠



▼ ▼



D M 组 ( 腹腔注射 S T Z )	正常组 ( 腹腔注射梓檬酸缓冲液 )



成模后分别饲养 1 1 、 1 5 、 2 0 周



	1			I	



伽 o r r i : 水鮮	灌注后取脑做石蜡标本 :





	1		H E 染色 、



取删 : 雌脂 I	免疫组化染色 、



	I		T u n e l 法检测细胞调 亡



取新鲜海马组织检测 :




p - m T O R 、 t - m T O R 、





B a x 、 B c l - 2
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第三章 实验结果



3 . 1 实验动物的一般状况和存活状况



正常对照组大 鼠 身体状况 良好 , 毛发干燥有光泽 、 色白 , 动作灵活 , 体重



持续增长 。 糖尿病组大 鼠成模后 出现明显 的多饮 、 多食 、 多尿 , 身 体状况逐渐变



差 , 毛发成束 、 潮湿 、 无光泽 、 色灰 , 动作变迟缓 , 体重增长缓慢 。




实验结束时 , 正常对照组共存活 2 1 只 , 糖尿病组共成模 2 7 只 , 存活 2 6 只 ,




饲养 1 7 周时糖尿病大 鼠死亡 1 只 , 存活率分别为 1 0 0 % 和 9 6 . 7 % 。 ( 表 1 )




	表 1 两组大 鼠存活率比较	



发生频数 ( % )



生存状态		




糖尿病组	对照组



生存	2 6 ( 9 6 . 6 7 )	 2 1 ( 1 0 0 . 0 0 )



死亡	 ] ( 3 . 3 3 )	0 ( 0 . 0 0 )



3 .  2 大鼠血糖 、 体重 、 血脂的 比较



采用两独立样本 t 检验分别 比较糖尿病组与正常对照组大鼠血糖之间 的差



异 , 发现造模前 , 血糖差异无统计学意义 ( t = - 0 . 0 8 4 ,  P = 0 . 9 3 4 ) ; 成模时 , 血糖差



异有统计学意义 ( t = 1 5 . 1 8 7 , P < 0 . 0 0 1 ) , 糖尿病组较对照组升高 ; 处死时 , 血糖差



异有统计学意义 ( t = 1 1 . 5 2 5 , P < a 0 0 1 ) , 糖尿病组较对照组升高 。 ( 表 2 )



	表 2 大 鼠血糖比较	




组别 血糖一 0 丨 / 1 )	 t	P	判断


	^	X  土  ■S	9 5 % C I	



造模前



差异子缚计今


糖尿病组	6 . 8 7  士  0 . 5 3	6 . 6 5 , 7 . 0 9 9 - 0 . 0 8 4 0 . 9 3 4	1 , ; ,



3 0	思义



对照组 2 1	6 . 8 9 土 0 . 4 3	6 . 7 9 , 7 . 2 1




成模时



糖尿病组	2 5 . 1 9 ±  4 . 4 4	2 3 . 2 1 , 2 7 . 7 3 1 5 . 1 8 7 < 0 . 0 0 1




2 7	意乂



对照组 2 1	7 . 0 4  ±  0 . 3 8	6 . 8 6 , 7 . 3 2



处死时



羊 e * 有锋 七十



糖尿病组	3 1 . 6 4 ± 6 . 1 5	2 8 . 5 8 , 3 4 . 6 9 1 1 . 5 2 5  < 0 . 0 0 1 工 才七 = : 、〉



2 6	思义



对照组 2 1	 1 0 . 5 1  ± 1 . 7 5	9 . 4 0 ,  1 1 . 6 2	
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采用配对 t 检验 , 分别 比较糖尿病组和正常对照组在造模前后血糖变化 ,





发现糖尿病组血糖差异有统计学意义 ( t = - 1 9 . 4 0 0 , P < 0 . 0 0 0 , 造模后较造模前升



高 ; 对照组血糖差异无统计学意义 ( t = - 1 . 0 9 2 ,  P = 0 . 2 9 5 ) 。 ( 表 3 )




	表 3 大 鼠血糖的 比较	



组别 总 例 	二_ _ 血歡画 0 1 / 1 )	 t	P	判断



广	 	9 5 % C I	


糖尿病组



伊充 i十 ‘学



造模前 3 0	6 . 8 7 ±  0 . 5 3	6 . 6 5 , 7 . 0 9 9 - 1 9 . 4 0 0  < 0 . 0 0 1 一 意‘义



成模时 2 7 2 5 . 1 9  ±  4 . 4 4	2 3 . 2 1 , 2 7 . 7 3



对照组



— 〒 全斧计 ‘学



造模前 2 1	6 . 8 9  ± 0 . 4 3	6 . 7 9 , 7 . 2 1	 - 1 . 0 9 2  0 . 2 9 5 “ 竟:义



成模时 2 1	7 . 0 4  土 0 . 3 8	6 . 8 6 , 7 . 3 2	



采用两独立样本 的 t 检验分别 比较 1 1 、 1 5 和 2 0 三个不 同周 次糖尿病组和



正常对照组之间 的体重 、 甘油三醋 ( T G ) 和胆固醇 ( T C ) 的差异 , 发现 3 个周



次大 鼠的糖尿病组和正常组体重差异均有统计学意义 ( p < 0 . 0 5 ) , 正常组较糖尿



病组高 ; 2 0 周 大 鼠糖尿病组和对照组 T G 差异有统计学意义 ( p < 0 . 0 5 ) , 糖尿病



组较正常组高 ; 1 1 和 1 5 周大 鼠糖尿病组与正常组 的 T G 及 3 个周次大 鼠糖尿病



组与正常组的 T C 差异均无统计学意义 ( P 〉 0 . 0 5 ) 。 ( 表 4 )



	表 4 各组大 鼠体重 、 血脂分析 ( Z ± > S )	



周 组别 例数	体重 ( g ) T G  ( m m o l / l )	T C  ( m m o l / 1 )




正常组 1	4 5 5 . 1 7 ±4 1 . 3 〗 0 . 2 7 ±0 . 1 9	 1 . 7 7 ±0 . 8 3




1 1  周 D M  组 9	3 5 0 . 8 0 ±6 1 . 6 2 * 0 . 4 3 ±0 . 2 3	 1 . 7 5 ± 0 . 0 3



正常组 7	5 1 7 . 0 0 士 6 4 . 3 4 0 . 4 5 土0 . 0 7	 1 . 6 6 + 0 . 3 2



1 5  周 D M  组 9	2 5 4 . 0 0 ± 7 3 . 3 5 " 0 . 7 5 ±0 . 5 7	1 . 8 6 士0 . 5 6



正常组 7	4 4 8 . 6 7 ±8 3 . 5 8 0 . 6 9 ±0 . 2 3	1 . 9 3 ±0 . 0 9



2 0  周 D M  组 8	3 0 0 . 1 3 ±3 8 . 2 5 * * 1 . 3 3 ±0 . 3 9 *	2 . 5 2 ±0 . 6 3



注 : 与 同 周次 的正常组比较 , * * p < 0 . 0 1 , * p < 0 . 0 5 。
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3 . 3 大鼠认知功能评价 ( M o r r i s 水迷宫实验结果 )



1 、 定位航行实验 :




定位航行实验显示 , 与同周次正常对照组 比较 , 成模后 1 1 周 , 糖尿病组大



鼠逃避潜伏期的差异无统计学意义 ( P 〉 0 . 0 5 ) ; 成模后 1 5 及 2 0 周 , 糖尿病组大



鼠逃避潜伏期 的差异有统计学意义 ( P < 0 . 0 5 ) , 糖尿病组较对照组长 。 分别 比较



糖尿病组各周次之间 的逃避潜伏期 , 发现随着糖尿病病程延长 , 逃避潜伏期逐渐



变长 ( P < 0 . 0 5 ) 。 分别 比较正常对照组各周 次之间 的 逃避潜伏期 , 发现随着糖尿



病病程延长 , 逃避潜伏期差异无统计学意义 ( P > 0 . 0 5 ) 。 ( 图 1 - 4 )



2 、 空 间探索实验 :



空 间探索实验显示 , 原平台所在象限停 留的 时 间与 同周 次正常对照组 比较 ,




成模后 1 1 周 , 糖尿病组大 鼠差异无统计学意义 ( P > 0 . 0 5 ) ; 成模后 1 5 及 2 0 周 ,




糖尿病组大 鼠差异有统计学意义 ( P < 0 . 0 5 ) , 原平台所在象 限停 留 的 时间较对照



组短 。 分别 比较糖尿病组各周 次之间 的原平台所在象限停留的 时 间 , 差异无统计



学意义 ( P 〉 0 . 0 5 ) 。 ( 图 5 )
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图 1  1 1 周 大 鼠定位航行实验分析
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图 2  1 5 周 大鼠定位航行实验分析



注 : 与 同 周 次的正常组 比较 , * p < 0 . 0 5 。
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图 3  2 0 周 大鼠定位航行实验分析



注 : 与 同 周 次的 正常组比较 , * * p < 0 . 0 1 。
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图 4 各组大鼠定位航行实验分析



注 : 与 同 周 次正常组 比较 , * * p < 0 . 0 1 ;




与 1 1 周糖尿病组 比较 , A p < 0 . 0 5 ; 与 1 5 周糖尿病组 比较 , # p < 0 . 0 5 。
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图 5 各组大鼠空间 探索 实验分析



注 : 与 同 周 次正常组 比较 , * p < 0 . 0 5 。
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3 .  4 大鼠海马组织 t u n e l 染色结果



光镜下观察大 鼠海马组织 t u n d 染色 , 阳性神经元的细胞核呈棕黄色 , 核 固



缩深染 、 形态发生改变 , 而阴 性神经元胞核被苏木素染成蓝色 , 无棕黄着色 。 与



同 周次正常对照组比较 , 成模后 2 0 周 , 糖尿病大 鼠海马组织 C A 1 区锥体细胞出



现明显调 亡 , 细胞核呈棕黄着色 。 ( 图 6 )
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图 6  2 0 周 糖尿病组和对照组大鼠海马细胞调亡分析



3 .  5 大鼠海马组织调亡相关蛋白 B a x 与 B c l - 2 的表达



分别 比较各组大 鼠海马组织调亡相关蛋 白 的差异 , 发现与同周 次正常对照组



比较 , 成模后 1 1 周 , 糖尿病组大鼠 B a x 、 B c l - 2 及 B a x / B c l - 2 比值差异无统计学



意义 ( P 〉0 . 0 5 ) ; 成模后 1 5 及 2 0 , 糖尿病组大 鼠抗凋 亡蛋 白 B c l - 2 的表达差异无



统计学意义 ( P > 0 . 0 5 ) , 促调亡蛋 白 B a x 及 B a x / B c l - 2 比值的差异有统计学意义



( P < 0 . 0 5 ) , 糖尿病组较正常组表达增加 。 与 1 1 周糖尿病组比较 , 1 5 及 2 0 周糖



尿病组大 鼠 B a x 及 B a x / B d - 2 比值的差异有统计学意义 ( P < 0 . 0 5 ) , 1 5 及 2 0 周组



较 1 1 周组表达增加 。 与 1 5 周糖尿病组 比较 , 2 0 周糖尿病组 B a x 及 B a x / B c l - 2 比



值升高 ( P < 0 . 0 5 ) 。 ( 图 7 - 1 0 )
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图 7 各组大鼠 B a x 、 B c l - 2 蛋白表达的 W e s t e r n  b l o t i n g 电泳图
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图 8 各组大鼠海马组织 B a x 表达分析



注 : 与 同 周 次正常组比较 , * * P < 0 . 0 1 。



与 1 1 周 糖尿病组比较 , A P < 0 . 0 1 。 与 1 5 周糖尿病组比较 , # p < 0 . 0 5 。
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图 9 各组大鼠海马组织 B d - 2 的表达分析
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图 1 0 各组大 鼠海马组织 B a x / B d - 2 分析



注 : 与 同 周 次正常组比较 , * * P < 0 . 0 1 。




与 1 1 周糖尿病 组比较 , A P < 0 . 0 1 。 与 1 5 周糖尿病 组比较 , # p < 0 . 0 5 。




3 .  6 大鼠海马组织免疫组化结果



大 鼠海马组织 C A 1 区 H E 染色显示 , 正常组大鼠锥体细胞核大而圆 , 糖尿



病组大 鼠 则出现核固缩现象 。 大鼠海马组织 C A 1 区锥体细胞 t - m O R 免疫组化染



色 , 阳性表达在细胞胞衆 , 强阳性为棕黄色 , 粗颗粒状 , 中 阳性为棕黄色 , 细颗



粒状 , 无明显着色为 阴性 。 结果显示 , 与同 周次正常对照组 比较 , 成模后 1 1 周 ,




糖尿病大鼠海马 C A 1 区锥体细 胞 t - m T O R 表达无明显变化 , 成模后 1 5 周 , t - m T O R



表达增加 , 成模后 2 0 周 , t - m T O R 表达明显增加 。 ( 图 1 1 - 1 2 )



. . 厂 :書 .了 …




H E 染色 ^ 二 , ‘一 ‘贫 : : -為



翻嶋_


正常组 ( 2 0 周 )	D M 组 ( 2 0 周 )



图 1 1  2 0 周 大鼠海马组织 C A 1 区 H E 染 色
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图 1 2 各组大鼠海马组织 C A 1 区 t - m T O R 免疫组织化学 染 色



3 .  7 大鼠海马组织 p - m T O R 和 t - m T O R 的表达



分别 比较不同周 次大 鼠糖尿病与对照组之间海马组织 p - m T O R 和 t - m T O R 的



表达差异 , 发现与 同周 次正常对照组比较 , 成模后 1 丨 周 , 糖尿病组大 鼠海马组



织 P - m T O R 和 t - m T O R 的表达差异无统计学意义 ( P > 0 . 0 5 ) ; 成模后 1 5 及 2 0 周 ,




糖尿病组大鼠海马 组织 P -m T O R 和 t - m T O R 的表达差异有统计学意义 ( P < 0 . 0 5 ) ,




糖尿病组较正常组表达增加 。 与 1 1 周糖尿病组比较 , 1 5 及 2 0 周糖尿病组大 鼠



海马组织 P - m T O R 和 t - m T O R 的表达差异有统计学意义 ( P < 0 . 0 5 ) , 1 5 及 2 0 周组



较 1 1 周组表达增加 。 与 1 5 周糖尿病组 比较 , 2 0 周糖尿病组 P - m T O R 和 t - m T O R



表达增加 ( P < 0 . 0 5 ) 。 ( 图 1 3 - 1 5 )
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图 1 3 各组大鼠 p - m T O R 、 t - m T O R 蛋白表达的 W e s t e r n  b l o t i n g 电泳图
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图 1 4 各组大鼠海马 组织 p - m T O R 表达分析



注 : 与 同 周 次正常组 比较 , * * P < 0 . 0 1 。



与 1 1 周糖尿病组比较 , A P O . O l 。 与 1 5 周糖尿病组比较 , # p < 0 . 0 5 。
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图 1 5 各组 大鼠海马组织 t - m T O R 表达分析



注 : 与 同 周次正常组比较 , * * P < 0 . 0 1 。



与 I I 周糖尿病组比较 , A P < 0 . 0 1 。 与 1 5 周糖尿病组比较 , # p < 0 . 0 5
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第四章 讨论



1 . 水迷宫实验对糖尿病大鼠认知功能的评价



M o r ri s 水迷宫是 2 0 世纪8 0 年代初英国 心理学家M o r r i s 设计的 , 主要用于测试



动物对空 间 位置觉和 方 向 觉 ( 空 间 定位 ) 的 学 习 记忆能力 [ 1 3 ] 。 在哨齿类动物



空 间学习记忆的 实验研究中 , 它是最好的方法之一 。 与过去的其他水迷宫和跳台



等检测工具相 比 , 它主要的 优点是能够提供较多 的实验参数 , 客观地反映实验动



物的认知水平 , 另 外 , 它将动物的 学习 记忆障碍与感觉 、 运动缺陷 分离幵来 , 减



少 了 后者对于检测的 干扰 。 M o r r i s 水迷宫实验主要应用于老年痴呆 、 血管性痴呆 、



行为生物学 、 智力与衰老等方面的研究 。 通过对该实验所得到的 参数进行分析 ,




可以对影响学习记忆 的相关药物以及疾病相关模型进行评价 。 M o r r i s 水迷宫实验



中 , 最常用 的评价指标是定位航行实验的 “逃避潜伏期 ” [ 1 4 ] 。 动物出现认知功能障



碍 , 在M o r r i s 水迷宫实验中表现为逃避潜伏期的 延长和 空间探索实验在原平台所



在象限停留 的时间 减少 。



2 . 糖尿病认知功能障碍



从神经影像 、 神经解剖 、 神经 电生理 、 神经生化 以及后来 的临床研究均证实 ,




糖尿病患者确切地存在脑组织损伤 , 有 6 0 % - 7 0 % 的糖尿病患者存在轻 、 中度 的



认知功能障碍 [ 1 5 _ 1 6 ] 。 糖尿病认知功 能障碍是糖尿病的 慢性并发症之一 , 主要是 因



为糖代谢紊乱损害了 中枢神经系统 , 使得大脑结构和 功能发生变化 , 出现一些相



应的临床症状 , 在许多 方面体现 出它其实是一个大脑加速老化的过程 [ 1 7 ] 。 认知



功 能障碍在 1 型糖尿病和 2 型糖尿病均可发生 , 以获得性的认知和行为缺陷为特



征 [ 2 ] , 主要表现为 学习 、 记忆能力减退和处理复杂信息的 能力 降低 [ 3 ] 。 研究表 明 ,





6 0 岁 以下 的糖尿病患 者 以轻度认知功能障碍为主 , 并不明显影响 日 常生活和工



作 , 但有流行病学调查显示 , 对于老年患者 , 糖尿病使其患老年痴呆的风险增加



了 2 倍 。



已经有大量文献报导 , 注射 S T Z 建造的糖尿病模型 鼠会出现认知功能损害 ,




这些糖尿病鼠 出现空间 学 习和记忆的能力下降 , 在 M o r r i s 水迷宫实验中 表现出
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逃避潜伏期延长和 空间探索实验在原平台所在象限停 留 时间减少 。 本实验用腹腔



注射 S T Z 成功建造了 1 型糖尿病模型 , 通过 M o r r i s 水迷宫实验证实 , 随着 S T Z



诱导的糖尿病大 鼠病程的延长 , 大 鼠认知功能障碍逐渐加重 。




3 . 海马神经细胞调亡与糖尿病认知功能障碍的关系



海马是管理学习 、 记忆的重要神经中枢 , 海马功能与认知功能密切相关 , 海



马对于空 间信息 的获取很关键 , 对于记忆 的巩固 和存储也 同样重要 研究发



现 , 海马突触 的可塑性 、 海马 内 神经递质和神经调质的变化等均会影响学习和记



忆 [ 1 9 ] 。 近年来大量研究证实 , 有认知功能障碍的糖尿病大 鼠存在海马 神经细胞



调亡 。 有研究发现 , 1 型糖尿病大鼠存在认知功能减退 、 海马神经元调亡和调亡



相关基因 的高表达 , 用褪黑素治疗可 以减少海马神经细胞凋 亡和 凋亡基 因 的表



达 , 从而改善认知 [ 2 ^ 。




影响细胞调亡的蛋 白 有B c l - 2 、 P 5 3 、 生长因 子等 , 其 中 B c l - 2 家族蛋 白 是转



导调亡信号 的最重要 的 蛋 白 , 其分为促调亡蛋 白 和抗调亡蛋 白两大类 , 通常 , 这



两类蛋白 的平衡决定 了 细 胞是否发生调亡 。 促调亡蛋 白 由促进细 胞调亡的一些基



因编码 , 主要包括 B a x 、 B a k 等 , 它们可以直接与线粒体膜相结合 , 促进细胞色



素 C 的释放 , 促使细胞发生调亡 。 抗调亡蛋 白 由抑制细胞调亡的 一些基因编码 ,




主要包括B c l - 2 、 B c l - X L 等 , 它们通过稳定线粒体膜 , 抑制其释放 c a s p a s e 、 细胞



色素 C 、 调 亡诱导 因 子等 , 抑制细胞发生凋亡 。 已经证实 , B a x 基因 的表达直接



影 响 到是否促发细胞调亡程序 , 而 B c l - 2 的表达则可以拮抗B a x 的促调亡作用 , 阻



止细胞 自 杀 [ 2 1 ] , B a x / B d - 2 比值决定 了 细 胞是否发生调亡 。



本实验证明 , 随着糖尿病病程的延长 , 糖尿病大 鼠海马组织C A 1 区锥体细胞



出现明 显调亡 , 海 马组织中促调亡蛋白 B a x 表达逐渐增加 、 抗调亡蛋 白 B d - 2 表达



无明 显变化 , B a x / B d - 2 比值升高 , 其变化与糖尿病认知功能障碍的变化相一致 。




然而 , 导致海马神经细胞调亡的机制尚不完全明 了 。




4 . 糖尿病大鼠海马组织m T O R 的变化趋势及其与神经细胞调亡和认



知功能障碍的关系



m T O R 是一种丝氨酸/ 苏氨酸蛋 白 激酶 , 属于憐脂酰肌醇 3 - 激酶相关激酶



( P I K K ) 蛋 白家族成员 , 是 P D K / A k t 信号通路下游的 一个蛋 白 , 广泛参 与调控
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细 胞周 期 、 细胞生长和 D N A 修复等过程 。 m T O R 具有多种生物学功能 , 调控蛋



白质合成是其最主要 的功能 , 另外它还可以加快细胞周期转换 , 促进细胞增殖等 。




m T O R 相关的信号通路有若干条 , 其中 , P I 3 K / A k t / m T 0 R 通路是最主要的一条 。



配体与受体结合后激活信号分子 P I 3 K , 进而部分激活 A k t , 后者通过 自 身催化



等途径完全活化后释放到细胞楽 , 可 以直接磷酸化 m T O R 的 S e r 2 4 4 8 位点激活



m T O R , 激活的 m T O R 再通过憐酸化下游的 革E 蛋 白 , 主要是 4 0 S 核糖体蛋 白 6 S



激酶 ( p 7 0 S 6 k ) 和真核起始 因子 4 E 结合蛋 白 1  ( 4 E - B P 1 ) , 来影响细胞的转录



和蛋 白翻译等过程 , 从而调控细胞的 生长 、 繁殖等 。 m T O R / p 7 0 S 6 K 信号通路在



感受营养信号 、 调节细胞生长与增殖 中起着关键性 的作用 , 该信号通路的异常激



活参与 了胰岛素抵抗 、 糖尿病肾病及视网膜病变的 发生与发展 。 然而 , 该信号通



路在 D M 脑组织的变化 尚未见报道 。 研究表明 , m T O R 通路的异常激活可能介



导神经细胞的调亡 , 如 : 研究发现 , A D 的发生伴随着 m T O R 的 上调 , m T O R 的



上调使 A D 发病过程中 的某些蛋 白 , 如具有神经毒性 T a u 蛋 白 的表达增加 [ 2 2 _ 2 3 ] ,




促使神经细胞调亡 , 参与发病 。 M a j u n K i e r [ 2 4 ] 等人证实 m T O R 调控凋亡基 因 B c l - 2



和转录 因子 H I F - l a 的表达与功能 。 m T O R 信号通路还介导多种损伤因素 ( 如谷



氨酸 、 T N F a 、 紫外线照射 、 鱼藤酮或镉等 ) 诱导的神经细胞洞亡 , 雷帕霉素能



抑制其调 亡 基于糖尿病认知功能障碍伴有海马神经元的 洞亡及 m T O R 通



路的异常激活与神经细胞凋亡相关 , 我们推测 , m T O R 的异常激活可能参与 了 糖



尿病认知 功能障碍的发生与发展 。 本实验证 明 , 在 S T Z 诱导 的糖尿病大 鼠 , 随



着病程的延长 , m T O R 表达逐渐增加 , 并与 B a x / B c l - 2 比值及认知功能障碍的变



化相一致 。 提示 , m T O R 很可能参与 了糖尿病认知功能障碍的 发生与发展 。
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第五章 结论



1 . 	S T Z 诱导的糖尿病大 鼠认 知功能障碍随病程延长逐渐加重 。




2 . 	S T Z 诱导的糖尿病大 鼠海马组织调亡随病程延长逐渐增加 。



3 . 	S T Z 诱导 的糖尿病大 鼠海马 组织 t - m T O R 免疫组化阳 性细 胞表达 、




p - m T O R ( S e r 2 4 4 8 ) 及 t - m T O R 蛋 白表达随病程延长逐渐增加 。
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m T O R 通路与认知功能



摘 要 : 哺 乳 动 物 雷 帕 霉 素 I G 蛋 白 n i T O R ( m a i n n i a l i a n  t a r g e t  o f  r a p a m y c i n ) 是



P D K / A k t 通路下游的一个效应蛋 白 , 海马是学习 与记忆的重要神经中枢 , 与认知



功能障碍关系密切 , 研究发现 , m T O R 通路与海马神经细胞调亡 、 自 噬和突触的



可塑性等等有关 , 可能介导认知功能障碍 的发生 。 本文就 m T O R 通路与认知功能



的关系作一篇综述 。



关键词 : m T O R , 海马 , 认知功能障碍



认知功能包括注意 、 记忆 、 学习 、 时空定 向 、 语言的表达 、 执行能力等 , 一




些神经退行性病变如 阿 尔茨海默病 ( A l z h e i m e r ' s  d i s e a s e , A D ) 、 帕金森 氏病



( P a r k i n s o n ' s  d i s e a s e , P D ) 、 亨廷顿病 ( H u n t i n g t o n  d i s e a s e ,  H D ) 等都会引 起认



知功能障碍 , 另外 , 脑缺血疾病 、 糖尿病等也可以 引起认知的损害 。 认知功能障



碍的程度分为轻度认知 功能障碍 ( m i l d  c o g n i t i v e  i m p a i r m e n t ,  M C I ) 至痴呆不等 ,





它与海马 的关系密切 。 海马属 于大脑的边缘系统 , 是一种古皮层结构 , 位于端脑 ,




它是学习 和记忆的重要解剖基础和神经中枢 , 另外 , 它还参与注意 、 情绪 、 感知



觉信息处理和运动等多种生理心理过程的脑调节 。 海马结构和功能 的变化会引起



认知功 能障碍 , 但其机制 尚未完全 阐 明 。 越来越多 的研究发现 , m T O R 通路与海



马认知功 能障碍有关 , 但 目 前为止 , 其具体机制尚未完全 明确 。




1  m T O R 与 m T O R 通路



哺乳动物雷 帕霉素革￠1 蛋 白 m T O R ( m a n i m a l i a n  t a r g e t  o f  r a p a m y c i n ) 是一种



进化上十分保 守的 丝 / 苏氨酸 ( S e r / T h r ) 蛋白 激酶 , 是雷帕霉素勒分子 , 属 于磷



脂醜肌醇激酶相关激酶 ( p h o s p h a t i d y l i n a s i t o l  k i n a s e - r e l a t e d  k i n a s e ,  P I K K ) 蛋 白家



族成员 , m T O R 可以整合能量 、 营养 、 生长因 子及细胞应激等信号 [ 1 ] , 通过影响



蛋白 质合成 、 基因转录等生物学过程 , 调节细 胞的 生长 、 增殖 、 调亡 、 自 唾等 [ 2 ] 。




m T O R 通常 以两种复合物的形式存在于细胞内 : m T O R C l  ( m T O R  c o m p l e x  1 )
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和  m T 0 R C 2 ( m T 0 R  c o m p l e x  2 ) 。 m T O R C l  是 m T O R  与  R a p to r  ( r e g u l a t o r y - a s s o c i a t e d




p r o t e i n o f m T O R ) 结合所形成的复合物 , 对雷帕霉素敏感 , 主要参与调控细胞周



期和蛋 白质合成等 。 m T O R C 2 是m T O R 与 R i c t o r  (  r a p a m y c i n - i n s e n s i t i v e  c o m p a n i o n



o f m T O R ) 结合所形成的复合物 , 对雷 帕霉素耐受 , 主要在构成细胞骨架和细胞



存活方面发挥作用 。



m T O R 上 游 的 信 号 通 路 主 要 有两 条 , 分别 为 : P I 3 K / A k t / m T O R 通 路 和



L K B l / A M P K / T S C / m T O R 通路 。 当胰岛素 、 生长 因 子等与其对应的 受体结合后 ,




激活信号分子 P I 3 K , 活化的 P I 3 K 促进磷脂酰肌醇 - 4 , 5 - 二磷酸 ( P I P 2 ) 转化为磷脂



酰肌醇 - 3 , 4 , 5 - 三磷酸 ( P I P 3 ) , 继而部分激活 A k t , 后者通过 自 我催化等过程完



全活化后 , 可 以直接磷酸化m T O R 使其活化而发挥调控细胞生长 、 增殖等作用 。



另 外 , A k t 还可 以通过抑制 T S C 1 / 2 复合物的活性 间接激活 m T O R 发挥后续效应 。




肿瘤抑制复合物 ( t u m o r  s c i e r o s i s  c o m p l e x ,  T S C ) 包括 T S C 1 和 T S C 2 , 在哺乳动



物中 , T S C 1 / 2 复合物是m T O R 的抑制因 子 , 在此复合物异常 的细胞中 , m T O R 及



其下游的靶蛋 白 被激活 , 可使细胞不断生长 [ 3 ] 。 缺氧或者能量缺乏时 , A M P 增加 ,




与 A M P 活化的 蛋 白 激酶 ( A M P - a c t i v a t e d  p r o t e i n  k i n a s e ,  A M P K ) 结合 , 活化A M P K ,





继而磷酸化T S C 2 , 抑制m T O R 的激活 。




m T O R 的 下游底物主要包括核糖体 6 S 蛋 白 激酶 ( p 7 0  r i b o s o m a l p r o t e i n  S 6



k i n a s e , p 7 0 S 6 K ) 和 真 核 起始 因 子 4 E 结 合 蛋 白 1  (  e u k a r y o t i c  i n i t i a t i o n  f a c t o r




4 E - b i n d i n g  p r o t e i n  1 ,  4 E - B P 1 ) , 它们被激活后均可调节翻译的起始 。




m T O R 最主要 的 生理功能 是调节蛋 白 质的 合成 、 调控细 胞的 生长与 增值 。



m T O R 能够加快细胞周 期 G 1 期 - S 期 的 转换 , 促进细胞增殖 ; 它还可 以整合氨基



酸 、 A T P 所激发的信号通路 , 借 以调控细胞生长增殖和细胞周期 [ 4 ] 。 研究发现 ,




m T O R 通路参与细胞凋亡 [ 5 _ 6 ] 、 细 胞 自 噬 [ 7 _ 8 ] 、 细 胞生长与蛋 白 质合成 、 免疫 [ 1 1 ] 、




能量代谢 [ 1 2 . 1 3 ] 、 细胞运动等等多 种生物学过程 。



2  m T O R 对认知功能影响的机制



2 . 1  m T O R 与海马神经元凋亡



新近研究表 明 , 阿尔茨海默病 ( A D ) 、 帕金森病 ( P D ) 、 亨廷顿病 ( H D )




等神经退行性疾病 , 其认知功能障碍与海马神经细胞凋亡和 m T O R 通路 的激活
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有关 [ 1 4 ] 。 在 A D 的研究中发现 , A D 的发生伴随着 m T O R 的上调 , m T O R 的上调



使其发病过程中 的某些蛋 白 , 如具有神经毒性 T a u 蛋 白 的表达增加 [ 1 5 “ 6 ] , 促使神



经细胞凋亡 , 参与疾病发生 。 另 外 , m T O R 信号通路可介导多 种损伤因 素 ( 如



谷氨酸 、 T N F c u 紫外线照射 、 鱼藤酮或镉等 ) 诱导的神经细胞凋亡 , 雷 帕霉素



能够抑制其凋亡 [ 1 7 _ 1 9 ] 。 有研究发现 , 在慢性镉染毒小 鼠模型 , m T O R 通路被激活 ,




海马 C A 1 区 A k t / m T O R 通路下游的效应分子 p - 4 E B P l 表达浓度依赖性增加 , 雷



帕霉素可通过抑制 m T O R 和 4 E - B P 1 的活化 , 来抑制镉引起的 细胞凋亡 [ 2 Q ] , 减少



镉损伤 。 近年来大量研究证实 , 有认知功能障碍的糖尿病大 鼠存在海马神经细胞



凋亡 [ 2 1 _ 2 3 ] 。 有研究发现 , 糖尿病大鼠存在认知功能减退 、 海马神经元凋亡和凋亡



相关基因 的表达变化 , 用褪黑素治疗可以减少促凋亡基 因 B o x 的表达 , 增加抗



凋亡基因 B c l - 2 的表达 , 减少海马神经细胞凋亡 , 从而改善认知 [ 2 4 ] 。




影响细胞凋亡的蛋 白有B c l - 2 、 P 5 3 、 生长因 子等 , 其中 B c l - 2 家族蛋 白是转



导凋亡信号 的最重要的 蛋白 , 其分为促凋亡蛋 白和抗凋亡蛋白 两大类 , 通常 , 这



两类蛋白 的平衡决定 了 细胞是否发生凋亡 。 促凋亡蛋 白 由 促进细胞凋亡的一些基



因编码 , 主要包括B a x 、 B a k 等 , 它们可以直接与线粒体膜相结合 , 促进细胞色



素 C 的释放 , 促使细胞发生凋亡 。 抗凋亡蛋 白 由抑制细胞凋亡的一些基因编码 ,




主要包括B c l - 2 、 B c l - X L 等 , 它们通过稳定线粒体膜 , 抑制其释放 c a s p a s e 、 细胞



色素 C 、 凋亡诱导 因子等 , 抑制细胞发生凋亡 。 已经证实 , B a x 基因 的表达直接



影响到是否促发细胞凋亡程序 , 而 B c l - 2 的表达则可 以拮抗 B a x 的促凋亡作用 , 阻



止细胞 自 杀 , B a x / B c l - 2 比值决定 了 细胞是否发生凋亡 。



综上 , m T O R 通路的激活可 以增加海马 神经元的 凋亡 , 导致认知功能障碍 ,




其机制之一是引起凋亡相关蛋白 表达变化 , 激活 了 凋亡级联反应 ; 另外 , m T O R



通路可能通过其下游靶蛋 白 的激活调节翻译起始 , 影响 某些蛋 白 如T a u 蛋 白 的表



达 , 引 起海马细胞凋亡和认知变化 。




2 . 2  m T O R 与海马神经元 自 噬



自 噬是细 胞通过溶酶体 , 主动对 自 身 受损 的细胞器和老化的大分子蛋 白进行



清除 的一种方式 [ 2 5 ] , 调控 自 噬最主要的途径是 P I 3 K / A k t / m T O R 信号途径 。 当细胞



自 身 稳态发生改变或者机体受到外界的各种刺激 ( 如脑外伤 、 缺氧缺血等 ) 时 自 噬



便被诱导 , 细胞可借此途径清除胞体 内 多余或损伤的细胞器及其他成分 。 A D 、
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P D 和H D 共同 的重要的病理特点是 ( 3 - 淀粉样蛋 白 ( A p ) 和高度磷酸化的 T a u 蛋 白 、




a - s y n u c l e i n 、 亨廷顿蛋 白 ( H u n t i n g t i n , H t t ) 分别在脑组织中聚集 , 其发病均可



影响到海马 , 导致认知功能障碍 。 m T O R 抑制剂雷帕霉素可以通过抑制 m T O R ,




增加细胞 自 噬 , 增加病理性蛋 白 的 清除 , 对神经退行性疾病有治疗作用 [ 2 6 ] 。 研



究发现 , 在 A p 聚集的早期便存在细胞 自 噬加强 , 对于细胞损伤有抑制作用 。 有



研究表明 , 自 唾参与了 a - s y n u c l e i n 的 降解 , 雷帕霉素可以通过抑制m T O R , 增强



细胞 自 哩 , 降低 a - s y n u c l e i n 在 a - s y n u c l e i n 转基因 小 鼠 中 的表达 [ 2 7 ] 。 m T O R 信号通



路可通过改变海马神经细胞 自 噬来影响疾病所致的 认知功能障碍 , 但其被激活的



机制尚未完全明确 。



胰岛 素和胰岛 素样生长 因子 ( i n s u l i n - l i k e  g r o w t h  f a c t o r  1 , I G F - 1 ) 与 受体结



合后可通过激活P I 3 K / A k t / m T O R 通路来抑制细胞 自 噬 。 能量不足 时 , A M P 增加 ,




可通过激活A M P K , 抑制 m T O R , 促进细胞 自 噬 。 氨基酸 , 特别是支链氨基酸的



浓度上升可 以激活m T O R 通路抑制 自 噬 。 自 噬与m T O R 通路有关 , 细胞 自 噬可 以



清除废物 , 为细胞再生提供一定的 能量和合成底物 , 因此 , 抑制m T O R 增加 自 噬



可能是 治疗神经退行性疾病 的一个对策 。



2 . 3  m T O R 与海马神经元突触的可塑性变化



突触是神经传输和加工的 枢纽 , 突触的可塑性是神经可塑性的最主要形式 。



突触丢失会导致信息传输中断 、 神经递质的释放和递质 、 受体 、 功能蛋 白相互作



用丧失 , 导致神经功 能紊乱 , 甚至痴呆 。 海马神经元和突触可塑性是学习 记忆 的



神经生物学基础 , 大量研究表明 , 突触的 可塑性与学习 、 记忆密切相关 。 长时程



增强 ( l o n g - t e r m  p o t e n t i a t i o n , L T P ) 和长时程抑制 ( l o n g - t e r m  d e p r e s s i o n , L T D )




常被用来评价突触 的可塑性 。



大量的研究表 明 , m T O R 在突触的可塑性变化中起了 重要作用 。 m T O R 通过



调控其信号通路下游靶蛋 白 P 7 0 S 6 K 和 4 E - B P 1 的磷酸化 , 调节海马突触局部的蛋



白 质翻译起始 , 影响突触的可塑性 , 进而影响海马的 认知功能 。 L T P 和 L T D 都依



赖于 蛋 白质合成 , 在海马 C A 1 E [ 2 8 ] 和齿状回区 [ 2 9 ] 等 的研究中均发现 , m T O R 参与



了 L T P 的 维持过程 , 尤其是对于 晚时相 的 L T P 必不可少 。 同样发现 , 药物诱导 L T D



的过程中 伴有m T O R 的激活和 S 6 K 磷酸化增加 , 抑制m T O R 信号通路上游的 P I 3 K
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可以 降低 L T D 的幅度 [ 3 G ] 。 在实验大 鼠中发现 , 低氧可使神经细胞萎缩 、 突触减少 ,




使L T P 减退 , 导致学习 记忆下降 [ 3 1 ] 。 在神经退行性疾病中 , 普遍存在突触可塑性



下降 , 影响海马认知功 能 , 研究新药用来改善突触可塑性 , 保持突触稳态平衡 ,




影响神经元发生 , 将是治疗这类疾病的新方向 。



2 . 4 	m T O R 与海马神经元发育



海马神经元的发育直接影响其功能 的行使 , 研究发现m T O R 通路是神经元



发育的重要调控路径 。 m T O R 主要通过 以下几个方面来影响神经元发育 : 1 ) 影



响轴突 , m T O R 可以 通过影响蛋 白 合成和轴突定 向 生长来发挥它促生长和导 向



的作用 [ 3 2 ] ;  2 ) 影响树突 , 激活 m T O R 可促进树突 的生长和分支扩张 [ 3 > 3 4 ] ; 3 )



影 响突触 , m T O R 主要通过影 响树突棘的形态和数 目 来调节突触 的形成 [ 2 1 ] , 树



突棘是树突上 的功能性突起 , 是突触后 成分 , 参与构成突触连接 。



2 . 5 	m T O R 与胰岛素抵抗



胰岛 素是调节能量代谢最重要的激素 , 同时 , 它还能促进神经元突触形成和



多 种蛋 白 质合成 , 具有神经营养作用 。 研究 发现 , 胰岛 素能够促进遭受损害 的胆



碱能神经元的 功能恢复 [ 3 5 ] , 从而增强糖尿病大鼠 的 学习 和记忆能力 [ 3 6 ] 。 胰岛 素



可 以 改善 认知功能 , 在保持血糖不变 时 , 用胰 岛素治疗 , 可 以 明显改善A D 患者



痴呆量表的评分成绩 1 3 7 ] 。 研究证 实 , 胰 岛素受体广泛 分布于大脑皮层 、 海马和



突触等结构 , 尤其在海马 C A 1 区等与认知功 能相 关的区 域密集 。 在糖尿病相关 的



研究中 发现 , 胰岛素缺乏 、 胰岛素抵抗和胰岛 素 - 胰岛 素受体信号通路异常可能



与认知功能障碍相 关 。



I G F - 1  ( i n s u l i n - l i k e  g r o w t h  f a c t o r  1 ,  I G F - 1  ) 是营养因子 , 它和胰岛素在神经



系统中均有抗凋亡 的作用 % 3 9 ] 。 I G F - 1 、 I G F - 1 R 和 I R  ( i n s u l i n r e c e p t o r , I R ) 在海



马 中 的表达降低引起细 胞凋亡是A D 的发病机制之一 [ 4 ( ) ] 。 在中枢神经系统中 , 胰



岛素 的 a 、 P 亚基可与 I G F - 1 的 a 、 (3 亚基结合成混合四聚体 , 胰岛 素与 I G F - 1 均



通过激活胰岛素受体底物 1  ( i n s u l i n  r e c e p t o r  s u b s t r a t e  1 ,  I R S - 1 ) 发挥生物学效应 。




I G F - 1 系统活性降低和胰岛 素缺乏被认 为可 以引 起海马神经元凋亡 。 I G F - 1 R 抗凋



亡作用最强的通路主要是P I 3 K 通路 , 这也是m T O R 所存在的一条通路 。 多 项研究
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表 明 , 营养过剩 时 , 持续性 的 高 糖和 高浓 度氨基酸 可 以 激活 P I 3 K , 继而使



m T 0 R / S 6 K l 处于持续的激活状态 , 高度表达的 m T 0 R / S 6 K l 通过负 反馈 , 使胰岛



素受体底物 1  ( i n s u l i n  r e c e p to r  s u b s t r a t e  1 , I R S - 1  ) 过度磷酸化 [ 4 1 ] , 从而抑制胰岛



素 的信号传导 , 抑制了 I n s u l i n / P D K / A k t 通路 , 发生胰岛 素抵抗 。 m T O R 激活所致



I R S - 1 过度磷酸化和胰 岛 素抵抗所致的胰 岛 素效应减低可使 I G F - 1 和胰 岛 素在 中



枢神经系统的生物学功能减退 , 影响到人和动物的认知功能 。



3 展望



通过多年的研究 , 己经对于m T O R 通路 的组成有了基本 了 解 , 对其与认知功



能发 生的关系有 了初步认识 。 各类疾病所致严重 的认知功能障碍给家庭和社会带



来了 很大的 负担 , 但关于治疗却进展不大 , 进一步挖掘m T O R 和认知功能相关的



分子机制 , 积极研发合适的靶分子药物是十分必要的 , 也具有相 当 的实用价值 。
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致 谢



光 阴似箭 , 岁 月 如梭 。 在论文完成之际 , 三年的研究生生活也 即将结束 。 回



首三年的求学历程 , 所收获的不仅仅是愈加丰厚的 知识 , 更重要 的是在阅 读 、 实



践 中所培养的思维方式 、 表达能力和广阔 视野 。 很庆幸这些年来我遇到 了 许多恩



师益友 , 无论在学习 上 、 生活上还是工作上都给予 了 我无私 的帮助和热心 的照顾 ,




让我在诸多方面都有所成长 。 对那些引导我 、 帮助我 、 激励我 、 关心我的 人 , 我
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首先要衷心感谢我敬爱的导师吴静教授 , 三年来对我的 学习 生活倾注 了 大量



心血 。 是您教我 内分泌学专业知识 , 激励我不断进取 。 课题的精心设计 、 论文的



每一细节的改动都凝聚着您 的心血 , 您 高深的学术造诣 , 严谨的科学态度 , 都是
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做人原则 , 使我终生受益 。 您广博的学识 , 高 尚 的人格和对科学 的执着追求精神
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周敏老师 、 蒋铁建老师 、 郭丽娟老师 、 王敏老师 、 刘泽灏老师等全体老师在我的



临床学 习过程中给予 的指导和帮助 。 同 时感谢 内 分泌实验室的孙志香老师及陈 昌



华老师在试验过程 中给予 的支持和帮助 , 感谢内 分泌科全体护理人员在临床各个



方面提供的帮助 。 感谢王珊老师 , 感谢中 心实验室 的吴丽莎老师 、 段朝军老师 、



汤参娥老师及肿瘤研究所的冯湘玲老师及其师弟黄伟 、 张利华 同学等在实验技术



上给予 的帮助 。



衷心感谢罗旻师兄 、 郭敏 、 李纯 、 汶倩 、 刘玲娇 、 吴 良燕等师姐 。 你们一直



是我学 习 的榜样 , 没有你们在研究课题上开诚布公 的讨论和各方面 的帮助 、 关心
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