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【摘+ 要】目的：研究糖尿病对血管性痴呆大鼠海马 IE! 区
神经元脑源性神经营养因子（O;@P）的影响, 方法：G-U诱导

产生慢性实验性糖尿病，! RW 后行双侧颈总动脉永久性结扎
制作糖尿病血管性痴呆大鼠模型，采用免疫组织化学方法和

Z-#CIZ方法分别检测大鼠海马 O;@P 和 O;@P 1Z@E 水平
的变化, 结果：手术 $ RW 后，假手术组大鼠海马 IE! 区 O;#
@P免疫反应阳性信号面积密度（\）为 $!, *$ [ !, *’，糖尿病
组、血管性痴呆组和糖尿病血管性痴呆组 O;@P 水平均有下
降，分别为 !), !$ [ !, ]!，!%, *$ [ !, !! 和 &, ($ [ ", ’%，其中糖
尿病血管性痴呆组与单纯血管性痴呆组之间存在显著差异

（5 _ ", "!）, 手术后 ] RW 和 ’ RW 时，这种差异更为显著, 在
各个时间点上，糖尿病血管性痴呆组大鼠海马 IE! 区 O;@P
1Z@E的相对表达量均少于单纯血管性痴呆组（5 _ ", ")）,
结论：糖尿病加重血管性痴呆大鼠认知功能障碍至少部分是

由于 O;@P的缺乏引起的,
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FG 引言
O;@P（ N=236#9.=3M.9 6.A=5>=5<H3: ?2:>5=）是一种

能够支持多种神经元生存、发育、分化及修复的神经

营养因子，在海马有丰富的表达，可通过调节海马突

触可塑性及诱发 D-C 产生等机制，参与学习和记忆
过程［!］，近年来对 O;@P 在痴呆中的作用倍受关
注［$］, 本实验室之前证明，糖尿病能加重血管性痴呆
（S2;）大鼠的认知功能障碍和脑组织损伤［*］，使大鼠
海马 IE! 区神经元的损伤更严重，细胞凋亡增多, 近
来有研究表明 O;@P 缺乏可能是糖尿病大鼠发生认
知功能障碍的原因［]］, 为此，我们通过免疫组织化学
方法，观察糖尿病合并 S2; 大鼠海马 IE! 区 O;@P
蛋白含量以及 O;@P 1Z@E 表达的动态变化，探讨
O;@P在糖尿病加重 S2;大鼠认知障碍中所起作用,

#G 对象和方法
#, #G 对象G 筛选 ‘#迷宫学习达标的 $ 月龄健康雄
性 G; 大鼠 !]] 只（质量 !]" X !)" 7），腹腔内注射
G-U（G3712公司，使用前以 ", ! 15/ V D 柠檬酸盐缓冲
液新鲜配置，<F ], )），)) 17 V W7, * 9 后自尾静脉采
血，用血糖测定仪测定血糖水平，随机血糖持续大于

!(, % 115/ V D 者符合慢性糖尿病标准，表明造模成
功, 糖尿病造模成功 ! RW 后，制作血管性痴呆
（S2;）大鼠模型：以水合氯醛经腹腔麻醉后行颈正中
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切口，仔细分离肌肉，分出双侧颈总动脉并埋线结扎

（!"#$），缝合伤口% 另选用健康大鼠永久性结扎双
侧颈总动脉制作 #&’ 大鼠，糖尿病组及假手术组是
在手术中分出双侧颈总动脉，埋线后将手术线抽出，

然后缝合伤口% 动物随机分为 ( 组，每组 )* 只假手
术组（ +,&- 组）；糖尿病组（’.）；血管性痴呆组
（#&’ 组）；糖尿病合并血管性痴呆组（’. / #&’
组）% 在 !，( 和 0 12时间点上，每组随机取 * 只大鼠
进行免疫组化实验，另取 * 只大鼠进行 34"563
实验%
!% "# 方法
7% !% 78 脑组织病理学检查 8 心脏灌注 (9 : ; < 多聚
甲醛固定取脑并制成石蜡包埋块% 常规 ( !- 切片，
进行 =>染色，光镜下观察海马 6?7 区神经元、白质
变化及胶质增生情况%
7% !% !8 @’AB含量检测 8 采用 +?@6 法% 石蜡包埋
的切片常规脱蜡水化，体积分数为 )C的 =!$! 处理

清除内源性过氧化物酶，抗原热修复，用兔抗人 @’"
AB抗体（武汉博士德公司 7D799）(E孵育过夜，再滴
加二抗、三抗，最后显微镜下观察控制 ’?@ 显色% 细
胞浆染成棕黄色为阳性，同时采用删除第一抗体的方

法作为阴性对照% @’AB 的表达采用半定量分析：每
张切片随机选取 79 个区域，运用自动图形分析仪测
量每个区域的染色阳性面积密度（阳性信号总面积 ;
单视野总面积），取平均值%
7% !% )8 @’AB -3A?表达水平检测8 参照文献设计
34"563 引物［F］% @’AB 序列为：上游引物 FG"?6?
H6H H6? H?4 ??? ??H ?6" )G；下游引物 FG"6??
?66 ?6? ?6? 44? 46H ?H" )G，扩增产物为 F)0 IJ%
内对照 ""&KLMN 序列为：上游引物 FG"H?6 6H? H6H
4HH 64? 6?H" )G；下游引物 FG"?4H H?4 H66 ?6?
HH? 446" )G，扩增产物为 !(* IJ% 大鼠断头取脑，冰
盘上分离出海马 6?7 区加入 4OMPQR 试剂 7 -< ; 799
-: 组织，提总 3A?，通过甲醛琼脂糖凝胶电泳检测
3A? 完整性（!0 SD70 S）% 紫外分光光度计测定 3A?
的纯度（!770 T !79 N-）及浓度，定量后取 ) !: 作 34，然
后取 77F !< 34 产物进行 563 反应（F9 !< 体系）%
取扩增产物在电压 F U 79 # ; K-下电泳 *9 -MN 后，置
凝胶扫描成像系统下观测结果并照相% 每一样本以
@’AB 和 ""&KLMN 吸光度的比值作为样本 -3A? 的相
对表达量%
统计学处理：实验数据以 " # $ 表示采用 +5++

统计软件处理，多组间差异比较用方差分析% % V
9% 9F为有显著性差异%

"# 结果
"% !# 大鼠脑组织的病理学改变# 与假手术组相比，
’.组基本相似，无显著改变% #&’组在 ! 12时皮质
区有少量神经元肿胀% 海马 6?7 区锥体神经元细胞
排列紊乱，可见到神经元肿胀，胞核偏位，核膜凹陷，

染色质聚集，胞浆深染；也可见到神经元皱缩，胞核浓

缩，染色质凝集成团块状，胞质深染，内部空泡化，皱

缩细胞周围存在空白区% 白质区组织疏松，白质区及
神经元区均出现胶质细胞增生现象% ( 和 0 12 时海
马神经元的表现与此类似，无明显加重；胶质细胞的

增生更加明显，并呈逐渐加重的趋势% ’. / #&’ 组
相比于同期的 #&’组，本组的损伤更明显% 海马 6?7
区的锥体神经元排列更加紊乱，肿胀缺血及固缩的神

经元数目较多；胶质细胞增生的现象也更加明显%
"$ "# 大鼠 %&’(检测# 将切片置于高倍镜下观察，
使用自动图像分析仪分析各组阳性染色结果，发现

+,&-组海马 6?7 区 @’AB 阳性神经元表达丰富，!"
#$后 ! 12，’.组，#&’组和 ’. / #&’组大鼠海马
6?7 区 @’AB 免疫反应阳性信号面积密度（C）分别
为 7F% 7! W 7% (7，7X% )! W 7% 77 和 Y% *! W 9% 0X，与
+,&-组（!7% )! W 7% )0）相比均有显著降低（ % V
9% 97），其中 #&’ 组与 ’. / #&’ 组之间也存在显著
性差异（% V 9% 97）% !"#$ 后 ( 12（图 7）和 0 12 时，
各组大鼠海马 6?7 区 @’AB 免疫反应阳性信号面积
密度进一步减少，’. / #&’ 组比同时间点 #&’ 组的
减少更为显著（% V 9% 97）% 不同时间点各组的海马
6?7 区 @’AB 免疫反应阳性信号面积密度有变化
（表 7）%

表 78 大鼠海马 6?7 区术后 @’AB阳性信号面积密度
（& Z *，C，" # $）

组别 ! 12 ( 12 0 12

+,&- !7% )! W 7% )0 !!% 7( W !% 9! 7Y% XY W !% *)

’. 7F% 7! W 7% (7I 7)% 9) W 7% 7*I 7)% 0* W 9% 0)I

#&’ 7X% )! W 7% 77I 77% YF W 9% X*I 0% (Y W 9% (!I

’. / #&’ Y% *! W 9% 0XIK )% 9! W 9% (0IK !% (( W 9% F)IK

+,&-：假手术组；’.：糖尿病组；#&’：血管性痴呆组% I% V 9% 97 ’$

+,&-，K% V 9% 97 ’$ #&’%

"$ ) # 大鼠 %&’( *+’, 表达水平检测 # 与同期
+,&-组大鼠相比，’. 组、#&’ 组和 ’. / #&’ 组海
马的 @’AB -3A? 的表达量均有显著减少（ % V
9% 9F）% 在各个时间点上，’. / #&’ 组大鼠海马 6?7
区 @’AB -3A?的相对表达量（@’AB -3A? ; ""&KLMN
-3A?）均少于 #&’组（% V 9% 9F，图 !）%
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!：假手术组；"：糖尿病组；#：血管性痴呆组；$：$% & ’($组)

图 *+ 海马 #!* 区 "$,-免疫组化染色（术后 . /0）1 233

!：术后 2 /0；"：术后 . /0；#：术后 4 /0) *：56(7组；2：$%组；

8：’($组；.：$% & ’($组；%：%(90:9)

图 2+ 海马 #!* 区 "$,- 7;,!表达

!" 讨论
"$,- 是 "(9<: 等（*=42）从猪脑中提取的一种

神经营养因子，与 "$,-与学习和记忆有着密切的联
系［> ? @］) 本研究采用 2A’B制作 ’($模型，2 /0 后发
现大鼠海马 #!* 区 "$,- 表达明显减少，’($ 大鼠
空间学习记忆能力下降可能与 "$,-表达减少有关，
后者可能通过两种方式削弱海马的功能：就突触可塑

性而言，"$,-不足将减弱突触编码信息的能力；从
神经营养因子的角度来看，"$,- 的减少使得海马神
经元更易于受损和退化)

"$,- 缺乏可能是糖尿病引起神经病变的重要
原因之一) 实验中应用 CA迷宫检测到 5DE造模 . /0
后糖尿病大鼠的空间学习记忆能力显著下降，同时还

发现大鼠脑组织中 "$,- 蛋白含量及 "$,- 7;,!
表达均明显降低［4］) 在本实验中 $% 组大鼠海马
#!* 区 "$,- 蛋白和 "$,- 7;,! 的表达随时间延
长呈逐渐下降趋势也说明这一点)
我们研究表明，"$,-在糖尿病加重 ’($大鼠认

知障碍过程中起到了介质的作用，为应用 "$,-治疗
糖尿病合并 ’($ 的认知功能障碍提供了理论基础)
研究显示 "$,- 对神经元的缺血性损伤具有防治作
用［=］，发现 "$,- 对神经元的作用途径有二
条［*3 ? **］：! "$,-提高神经元表面 "$,- 受体 F90"
的表达水平，以利于 "$,- 对神经元产生生物学效
应；" "$,-通过活化 "$,- 受体 F90"，在胞内阻断
损伤因子对蛋白激酶 # 的失活，以利于防止神经元
发生变性和死亡) "$,- 可望成为缺血性脑血管病，
包括 ’($的新一代有效治疗药物) 但因 "$,- 属蛋
白质大分子物质，难透过血脑屏障，为此影响了其临

床应用，有研究发现将 "$,- 加以处理，使其与转铁
蛋白受体单克隆抗体结合，能明显提高其透过血脑屏

障的百分率，并且 "$,- 的生物活性完全保存，从而
提高了 "$,-外周给药的生物效应) 如何提高脑内
"$,-浓度，是今后研究的目标)
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