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［摘要］　目的：分析糖尿病大鼠认知行为学改变与脑组织β淀粉样蛋白（βａｍｙｌｏｉｄｐｒｏｔｅｉｎ，Ａβ）、环磷酸腺苷反应元件结合蛋

白（ｃＡＭＰｒｅｓｐｏｎｓｅｅｌｅｍｅｎｔｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＲＥＢ）及磷酸化ＣＲＥＢ（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄＣＲＥＢ，ｐＣＲＥＢ）表达变化的相关性，为探讨

糖尿病糖代谢异常在阿尔茨海默病发病中的作用机制奠定基础。方法：腹腔注射链脲佐菌素（ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｃｉｎ，ＳＴＺ）诱发糖尿病

大鼠动物模型，随机分为４周模型组（Ｍ４组）、６周模型组（Ｍ６组）、８周模型组（Ｍ８组），以同批未制模大鼠作为正常对照（Ｎ
组）。穿梭箱实验、Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验检测认知行为学改变，刚果红染色检测大鼠脑内淀粉样物质沉着，Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法、酶联

免疫吸附法和ＲＴＰＣＲ检测大鼠脑组织ＣＲＥＢ与ｐＣＲＥＢ的表达，酶联免疫吸附法检测脑组织 Ａβ表达。结果：行为学检测

显示模型组大鼠有显著的认知功能障碍，模型组与正常对照组比较有明显差异（Ｐ＜０．０１）；模型组 Ａβ表达明显增高（Ｐ＜
０．０１），模型组ＣＲＥＢ与ｐＣＲＥＢ表达明显降低（Ｐ＜０．０１），而３个模型组比较无统计学差异；Ａβ表达水平与ＣＲＥＢ、ｐＣＲＥＢ表

达水平负相关，Ａβ与学习、记忆损伤正相关，ＣＲＥＢ、ｐＣＲＥＢ与学习、记忆损伤负相关。结论：糖尿病糖代谢异常可能通过下

调脑组织ＣＲＥＢ、ｐＣＲＥＢ表达及增强Ａβ表达诱发脑损伤，导致认知行为改变。
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　　阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）是一
种以进行性认知功能减退为特征的神经变性疾病。
近年来的研究［１３］发现老龄人群的 ＡＤ发病与代谢
综合征特别是糖代谢紊乱有着密切的联系。一些学
者推测在晚发性 ＡＤ中，糖代谢紊乱可能就是其始
动因子，甚至有学者提出 ＡＤ是３型糖尿病的学
说［４５］，但真正的核心机制仍不清楚。环磷酸腺苷反
应元件结合蛋白（ｃＡＭＰｒｅｓｐｏｎｓｅｅｌｅｍｅｎｔｂｉｎｄｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＲＥＢ）作为一个重要的转录因子，参与细胞
多种信号转导通路的调节，磷酸化ＣＲＥＢ（ｐｈｏｓｐｈｏ
ｒｙｌａｔｅｄＣＲＥＢ，ｐＣＲＥＢ）是 ＣＲＥＢ 的活化形式［６］，

ＣＲＥＢ和ｐＣＲＥＢ是否参与了糖尿病的发病机制仍
不清楚。

　　因此，本研究以糖尿病大鼠动物模型作为研究
对象，观察模型动物脑组织β淀粉样蛋白（βａｍｙｌｏｉｄ

ｐｒｏｔｅｉｎ，Ａβ；ＡＤ的经典分子生物学指标）及ＣＲＥＢ
和ｐＣＲＥＢ表达，分析糖尿病大鼠认知行为学改变与
脑组织Ａβ、ＣＲＥＢ及ｐＣＲＥＢ表达变化的相关性，为
探讨糖尿病糖代谢异常在ＡＤ发生中的作用机制奠
定基础。

１　材料和方法

１．１　主要材料及试剂　ｔａｕ蛋白、Ａβ４０／４２试剂盒
购自美国ＢｉｏｓｏｕｒｃｅＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ公司；链脲佐菌素
（ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｃｉｎ，ＳＴＺ）购自美国Ｓｉｇｍａ公司；ＣＲＥＢ和

ｐＣＲＥＢ检测试剂盒为美国 Ｕｐｓｔａｔｅ公司产品；大鼠
跳台和大鼠穿梭箱程序自动控制仪均由重庆市神经

病学重点实验室和重庆医科大学药学院提供。

１．２　动物分组及处理　１０周龄雌性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠，
体质量２００～２５０ｇ，由第三军医大学野战医院动物
研究所提供（动物中心许可证号：渝实动设施准第

２６０号）。动物随机分为正常对照组（Ｎ组，等量生理
盐水颈部皮下注射，ｎ＝６）、４周模型组（Ｍ４组，ｎ＝
６）、６周模型组（Ｍ６组，ｎ＝６）、８周模型组（Ｍ８组，

ｎ＝６）。模型组动物饲以高糖高脂饲料２个月（饲料
组成：１０％猪油、２０％蔗糖、２．５％胆固醇、１％胆酸
盐、６．５％常规饲料），待诱导出胰岛素抵抗后，按

２５～３０ｍｇ／ｋｇ腹腔注射ＳＴＺ诱发糖尿病，检测尾静
脉血糖达到１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ为入选标准。分别选取造
模４、６、８周作为观察点（造模大鼠平均生存时间为８
周）。

１．３　行为学检测

１．３．１　穿梭箱实验　穿梭箱底部铺以不锈钢电栅，
大小为６０ｃｍ×１６ｃｍ×２５ｃｍ，箱顶部装有蜂鸣器。
训练时，将大鼠放在箱内任一侧，２０ｓ后出现蜂鸣音
（持续１５ｓ），蜂鸣５ｓ后由底部电栅给以电刺激（电
流强度１．５ｍＡ），大鼠受到电刺激后逃到另一端，电
击蜂鸣自动停止。记录动物在单独蜂鸣期间逃避的
时间（主动逃避时间）和遭受电刺激的时间以及电击
的次数。全部动物每天测试１次，每次２０个循环，
全程训练。

１．３．２　水迷宫实验　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫作为检测实验
动物学习记忆水平的重要工具，其测试程序主要包
括定位航行实验和空间探索实验两个部分。（１）定
位航行实验（ｐｌａｃｅｎａｖｉｇａｔｉｏｎｔｅｓｔ）：用于测量大鼠获
取经验（学习）的能力。实验前１ｄ下午将大鼠放入
水中自由游泳２ｍｉｎ，观察其游泳姿势并使其熟悉实
验环境。实验历时４ｄ，每天上午、下午两个时间段，
每个时间段训练４次，每次训练随机选择１个入水
点，将大鼠面向池壁放入水池，同一次训练所有大鼠
入水点相同。记录大鼠找到平台的时间，即潜伏期
（ｌａｔｅｎｃｙ）。（２）空间探索实验（ｓｐａｔｉａｌｐｒｏｂｅｔｅｓｔ）：
用于测量大鼠保存经验（记忆）的能力，即大鼠学会
寻找平台后，对平台空间位置记忆的能力。在训练
的最后时段撤除平台，然后在Ｂ象限任选１个入水
点将大鼠面向池壁放入水中，观测１２０ｓ内其在各象
限的游泳距离及其占总距离的百分比；以及１２０ｓ内
穿越各象限平台相应位置（即平台在Ｄ象限所在的
位置）的次数。记录大鼠找到平台的时间（学习潜伏
期），及１２０ｓ内穿越各象限平台相应位置的次数（记
忆潜伏期），比较各组潜伏期，评价大鼠学习记忆功
能。

１．４　刚果红染色　行为学实验结束后，大鼠麻醉后
处死，取海马组织及皮质，中性甲醛溶液固定，厚度５

μｍ石蜡切片常规脱蜡至水（５０℃，二甲苯Ⅰ、二甲苯

Ⅱ各２５ｍｉｎ；１００％、９５％、９０％、８０％、７５％乙醇、蒸
馏水依次各５ｍｉｎ）。苏木精染色液浸染２ｍｉｎ，

０．５％盐酸乙醇液分化２ｓ，自来水充分冲洗，刚果红
染色液中浸染２５ｍｉｎ，无水乙醇迅速脱水２次，二甲
苯透明，中性树胶封固，晾干。

１．５　酶联免疫吸附（ＥＬＩＳＡ）检测ＣＲＥＢ、ｐＣＲＥＢ和

Ａβ　大鼠麻醉后处死，在冰台上迅速分离大鼠一侧
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的海马和皮质，按每克脑质量２．５ｍｌ加入相当体积
的冰生理盐水，用匀浆器将组织研磨，然后在冰浴下
超声波粉碎制成匀浆，４℃下１００００×ｇ离心１０ｍｉｎ，
取上清液。严格按照ＣＲＥＢ、ｐＣＲＥＢ与 ＡβＥＬＩＳＡ
说明书步骤进行。

１．６　ＲＴＰＣＲ检测大鼠脑组织ＣＲＥＢ及ｐＣＲＥＢ的
表达　行为学实验结束后，提取各组大鼠额顶叶皮
质和海马组织总ＲＮＡ并定量，用ＤＮＡ酶Ⅰ处理总

ＲＮＡ以去除 ＤＮＡ污染，各实验组取等量的 ＲＮＡ
逆转录后进行ＰＣＲ。ＣＲＥＢ、ｐＣＲＥＢ的ＰＣＲ引物序
列见表１，由北京奥科生物科技有限公司设计合成。
将５μｌＰＣＲ扩增产物在２％的琼脂糖凝胶上进行电
泳，电压一般为７０～８０Ｖ。电泳完毕后，取出凝胶在
紫外灯下观察结果并照相。结果用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ
４．４．０软件进行定量分析，以目的基因与βａｃｔｉｎ条
带平均光密度（Ｄ）比值表示目的基因ｍＲＮＡ的相对
表达量。

１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测大鼠脑组织ＣＲＥＢ、ｐＣＲＥＢ
含量　大鼠脑组织（海马及额顶叶皮质），按１０ｍｌ／ｇ
的比例加入全细胞裂解液（ＴｒｉｓＨＣｌ５０ｍｍｏｌ／Ｌ，

ｐＨ７．５，ＥＧＴＡ２ｍｍｏｌ／Ｌ，ＤＴＴ２ｍｍｏｌ／Ｌ，１０ｇ／Ｌ
ＴｒｉｔｏｎＸ１００，１ｇ／ＬＳＤＳ，０．２ｇ／ＬＮａＮ３，１００ｍｇ／Ｌ
ＰＭＳＦ，１ｍｇ／Ｌａｐｒｏｔｉｎｉｎ，ＰＭＳＦ和ａｐｒｏｔｉｎｉｎ临用
前加入），组织经匀浆、超声破碎后，用ＢＣＡ法进行
蛋白定量。１０％的ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳，上样
量为２８μｇ。电泳条件：４℃，电流２０～３０ｍＡ。电泳
结束后，进行蛋白质转膜。转膜条件：采用孔径为

０．２２μｍ的硝酸纤维素 （ＮＣ）膜，４℃，电流４００ｍＡ，
转膜３ｈ。Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹杂交步骤如下：１０％脱脂牛
奶封闭ＮＣ膜１ｈ，ＴＹＢＳ（２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ
７．５；０．１５ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ；０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０）漂洗３
次，每次１０ｍｉｎ，再将ＮＣ膜与辣根过氧化物酶标记
的山羊抗兔二抗（１５０００）杂交反应１ｈ。最后用

ＴＴＢＳ漂洗ＮＣ膜３次，每次１０ｍｉｎ，加入ＥＣＬ试剂
反应５ｍｉｎ，保鲜膜包裹，暗室进行Ｘ线胶片曝光、显
影和定影。然后同一张 ＮＣ 膜再与βａｃｔｉｎ（１

１０００）进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹杂交反应。条带经Ｇｅｌ凝
胶成像分析系统扫描处理，计算单位Ｄ 值和条带面
积，将各实验点的总Ｄ值与对照组比较，得到相对百
分数。

表１　ＣＲＥＢ和ｐＣＲＥＢＰＣＲ引物设计

Ｔａｂ１　Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｕｓｅｄｆｏｒｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ

Ｔａｒｇｅｔｇｅｎｅ Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′） Ｓｉｚｅ（ｂｐ） Ａｎｎｅａｌｉｎｇ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅθ／℃ Ｃｙｃｌｅ

βａｃｔｉｎ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＧＴＴＣＡＡＡＡＴＧＧＡＴＣＡＣＴＡＴＧＣＣ ２４５ ５８ ３３
Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＧＣＣＡＧＡＴＣＡＡＡＴＣＧＧＴＧＡＡＧＴＣ

ＣＲＥＢ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＴＧＣＴＡＧＣＣＡＴＴＡＣＣＡＣＧＴＡＣＣＴ ２６８ ６０ ３３
Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＣＡＧＣＡＧＧＣＡＴＧＧＣＴＣＡＴＧＡＣＧＧ

ｐＣＲＥＢ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＡＡＡＴＴＣＡＧＣＴＧＣＡＧＴＧＧＧＴＣＣ ２７２ ５９ ３２
Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＴＣＣＡＴＡＧＡＡＣＣＴＴＣＣＡＧＡＣＣＧ

　ＣＲＥＢ：ｃＡＭＰｒｅｓｐｏｎｓｅｅｌｅｍｅｎｔｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ；ｐＣＲＥＢ：ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄＣＲＥＢ

１．８　统计学处理　所有数据以珚ｘ±ｓ表示，全部数
据采用ＳＰＳＳ１１．０软件包进行统计学处理，同一组
内不同时间点的比较采用方差分析，两组之间同一
时间点的比较采用ｔ检验，ＯｎｅｗａｙＰｅａｒｓｏｎ线性相
关分析，Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　水迷宫、穿梭箱实验结果　结果（表２）表明模
型组有明显的学习、记忆障碍，学习记忆力和反应能
力均下降。穿梭箱实验检测显示模型组大鼠的电击
次数与正常对照组比较显著增加（Ｐ＜０．０１），主动
逃避次数显著降低（Ｐ＜０．０１）。水迷宫实验结果显
示模型组大鼠学习和记忆潜伏期时间显著延长

（Ｐ＜０．０１），模型组各组间大鼠行为学的检测结果
差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

２．２　刚果红染色结果　正常对照组大鼠脑内见到
轻微淀粉样物质沉着，与正常对照组比较，模型组大
鼠淀粉样物质沉着明显，组织与胞质中均有红染
（图１）。

２．３　Ａβ４０／４２ＥＬＩＳＡ结果　ＥＬＩＳＡ法检测结果显示
模型组脑内 Ａβ４０水平明显增高，从正常对照组的
（６４．１３±６．７６）ｐｇ／ｍｇ升至模型组的（８６．４３±
７．０３）ｐｇ／ｍｇ，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．００１）；Ａβ４２
也明显升高，从正常对照组的（６７．４３±５．１２）ｐｇ／ｍｇ
升至 （８９．４５±５．２８）ｐｇ／ｍｇ，差异具有统计学意义
（Ｐ＜０．００１）；模型组各组间差异无统计学意义。
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表２　各组大鼠穿梭实验电击次数和主动逃避次数及学习和记忆潜伏时间

Ｔａｂ２　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｓｈｕｔｔｌｅｂｏｘａｎｄＭｏｒｒｉｓｗａｔｅｒｍａｚｅｔｅｓｔｏｆｒａｔｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
（ｎ＝６，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ｔｉｍｅｓｏｆｅｌｅｃｔｒｉｃｓｈｏｃｋ
ｆ／ｍｉｎ－１

Ｔｉｍｅｓｏｆｅｓｃａｐｅ
ｆ／ｍｉｎ－１

Ｌａｔｅｎｃｙｏｆｓｔｕｄｙ
ｔ／ｓ

Ｌａｔｅｎｃｙｏｆｍｅｍｏｒｙ
ｔ／ｓ

Ｎ ６５．２±７．５ ４８．５±７．７ ７０．５±８．１ ５３．８±７．７
Ｍ４ １０２．４±８．２ ２６．２±７．９ ９２．２±８．６ ７８．８±６．９

Ｍ６ １０４．４±６．８ ２５．５±６．３ ９０．３±８．３ ７６．８±５．４

Ｍ８ １０３．１±９．６ ２７．７±８．３ ９２．３±７．９ ７８．１±７．５

　Ｐ＜０．０１ｖｓｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

图１　刚果红染色观察脑内海马组织淀粉样物质沉积（箭头所示）

Ｆｉｇ１　ＯｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆａｍｙｌｏｉｄｐｌａｑｕｅｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｗｉｔｈＣｏｎｇｏｒｅｄｓｔａｉｎｉｎｇ（ａｒｒｏｗｓ）

Ａ：Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：４ｗｅｅｋｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：６ｗｅｅｋｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；Ｄ：８ｗｅｅｋｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ

　　直线相关分析结果显示ＥＬＩＳＡ法测量Ａβ４０水
平与穿越Ｄ象限平台次数呈正相关（ｒ＝０．４２６，Ｐ＜
０．０５），ＥＬＩＳＡ法测量Ａβ４２水平与穿越Ｄ象限平台
次数亦呈正相关（ｒ＝０．２９２，Ｐ＜０．０５），即 Ａβ的变
化和认知功能损伤程度正相关。

２．４　ＣＲＥＢ检查结果　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹和ＥＬＩＳＡ结果
均显示模型组大鼠脑组织内 ＣＲＥＢ显著降低。

ＥＬＩＳＡ法：从正常对照组的（３３．２６±５．１７）ｇ／ｍｇ降
至模型组的（２６．６４±５．８１）ｇ／ｍｇ，差异具有统计学意义
（Ｐ＜０．００１）。Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法：Ｄ 值从正常对照组的

１．３２±０．２６降至０．６８±０．３１，差异具有统计学意义（Ｐ＜
０．００１，图２Ａ）。ＲＴＰＣＲ检测大鼠脑组织ＣＲＥＢｍＲ
ＮＡ的表达水平与蛋白质表达水平结果一致，模型组与

正常对照组比较ＣＲＥＢ表达明显降低（Ｐ＜０．０１，图

２Ｂ）。模型组各组间差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

　　直线相关分析结果显示ＣＲＥＢ的 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹
法Ｄ 值与穿越 Ｄ 象限平台次数呈正相关（ｒ＝
０．３１２，Ｐ＝０．００４５），ＥＬＩＳＡ法测量ＣＲＥＢ水平与
穿越Ｄ象限平台次数亦呈正相关（ｒ＝０．４３４，Ｐ＝
０．００３８），ＣＲＥＢ的降低程度与认知功能的损伤程
度正相关，且Ａβ４０／４２与ＣＲＥＢ直线相关分析结果
显示Ａβ４０／４２与ＣＲＥＢ具有负相关性，ＥＬＩＳＡ法测
量ＣＲＥＢ与 Ａβ４０呈负相关性（ｒ＝－０．３２６，Ｐ＝
０．００６５），ＣＲＥＢ水平与 Ａβ４２亦呈负相关性（ｒ＝
－０．３２１，Ｐ＝０．００５４）。因此，我们推测ＣＲＥＢ表达
增高可以降低Ａβ表达，改善神经认知功能的损伤。

图２　大鼠脑组织ＣＲＥＢ蛋白（Ａ）及基因（Ｂ）的表达

Ｆｉｇ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＲＥＢｐｒｔｏｔｅｉｎ（Ａ）ａｎｄｍＲＮＡ（Ｂ）ｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ
１：Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２：４ｗｅｅｋｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；３：６ｗｅｅｋｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；４：８ｗｅｅｋｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．Ｐ＜０．０１ｖｓｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｎ＝６，珚ｘ±ｓ
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２．５　ｐＣＲＥＢ检测结果　ｐＣＲＥＢ检测结果显示与

ＣＲＥＢ 表达结果具有一致性。Ｗｅｓｔｅｒｎ 印迹和

ＥＬＩＳＡ法结果均显示模型组大鼠脑组织内ｐＣＲＥＢ
显著增高，ＥＬＩＳＡ 法从正常对照组的（２８．４３±

５．４５）ｐｇ／ｍｇ降至模型组的（２１．２３±４．１３）ｐｇ／ｍｇ，

差异具有统计学意义（Ｐ＜０．００１）。Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法

Ｄ值从正常对照组的１．６４±０．２３降至模型组的

０．７８±０．２６（图３Ａ），差异具有统计学意义（Ｐ＜
０．００１）。ＲＴＰＣＲ检测大鼠脑组织ｐＣＲＥＢｍＲＮＡ
的表达水平与蛋白质表达水平结果一致，模型组与

正常对照组比较ｐＣＲＥＢ表达明显降低（图３Ｂ），差

异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。模型组各组间差异

无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

　　直线相关分析结果显示ｐＣＲＥＢ的 Ｗｅｓｔｅｒｎ印

迹法 Ｄ 值与穿越 Ｄ 象限平台次数正相关（ｒ＝

０．２３５，Ｐ＝０．００４５），ＥＬＩＳＡ法测量ｐＣＲＥＢ水平与

穿越Ｄ象限平台次数亦呈正相关（ｒ＝０．３３２，Ｐ＝

０．００３７），ｐＣＲＥＢ表达和认知功能损伤程度呈负相

关，且Ａβ４０／４２与ｐＣＲＥＢ直线相关分析结果显示

Ａβ４０／４２与ｐＣＲＥＢ负相关，ＥＬＩＳＡ法测量ｐＣＲＥＢ
与 Ａβ４０ 负相关性（ｒ＝ －０．４４７，Ｐ＝０．００４４），

ＥＬＩＳＡ法测量ｐＣＲＥＢ水平与 Ａβ４２亦呈负相关

（ｒ＝ －０．３５７，Ｐ＝０．００３５）。因 此，可 以 推 测

ｐＣＲＥＢ表达降低可增高Ａβ表达。

图３　大鼠脑组织ｐＣＲＥＢ蛋白（Ａ）及基因的（Ｂ）表达

Ｆｉｇ３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐＣＲＥＢｐｒｏｔｅｉｎ（Ａ）ａｎｄｇｅｎｅ（Ｂ）ｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ
１：Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２：４ｗｅｅｋｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；３：６ｗｅｅｋｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；４：８ｗｅｅｋｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．Ｐ＜０．０１ｖｓｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　本研究采用ＳＴＺ建立大鼠糖尿病动物模型检

测糖尿病大鼠脑组织Ａβ，发现Ａβ在糖尿病大鼠脑

组织中的表达均较正常对照组增高，糖尿病大鼠Ａβ
表达均在相对固定水平，而且 Ａβ脑组织内表达水

平与认知功能损伤正相关。所以，糖尿病糖代谢异

常增强Ａβ蛋白表达可能参与了 ＡＤ的发病机制。

行为学检测显示模型组大鼠有显著的认知功能障

碍，刚果红染色阳性，但未出现老年斑和神经纤维缠

结等ＡＤ特征性的病理组织学改变，所以，本研究推

测糖尿病糖代谢异常只是增强 Ａβ表达参与了 ＡＤ
的发病机制，但不是ＡＤ的唯一因素，还需与其他促

发ＡＤ的因素联合参与ＡＤ的病理生理过程。

　　记忆相关蛋白ＣＲＥＢ是一种真核生物细胞核内

的蛋白质，它的功能是调节基因的转录。通过

ｃＡＭＰ介导的信号转导系统，ｃＡＭＰ与蛋白激酶 Ａ

结合，进入细胞核内使 ＣＲＥＢ磷酸化，磷酸化的

ＣＲＥＢ可激活ＣＲＥＢ调控的基因，表达产生长时记

忆所需的蛋白质，在长时记忆中起重要作用。通过

对ＣＲＥＢ缺失的突变型小鼠的研究发现其长时程记

忆活动明显损伤，而短时记忆则不受影响。同时用

破坏ＣＲＥＢ的药物特异性地阻断长时程记忆的形

成。信息在神经系统内的长期储存需要激活新基因

表达，这与ＣＲＥＢ调节转录的活性和它的磷酸化作

用密切相关。还提示ＣＲＥＢ是短时记忆向长时记忆

转换的枢纽。在脑内ＣＲＥＢ起转录因子的作用，通

过调控其他基因的转录而影响学习记忆过程［７９］。

本研究通过行为学检测显示糖尿病模型组大鼠有显

著的认知功能障碍，且ＣＲＥＢ和ｐＣＲＥＢ表达显著

下调，提示有皮质海马区新记忆蛋白的合成减少，所

以，本研究推测糖尿病糖代谢异常不仅增强了 Ａβ
表达参与糖尿病的认知功能损伤，而且也通过下调

记忆相关蛋白ＣＲＥＢ的表达参与了糖尿病认知功能



第６期．蔡志友，等．糖尿病大鼠脑组织环磷酸腺苷反应元件结合蛋白及β淀粉样蛋白的表达及意义 ·６８９　　 ·

损伤发病进程。

　　磷酸化是细胞信号通路中转录因子活性调控的

主要机制。ＣＲＥＢ是最早证实由磷酸化调控其活性

的转录因子之一，在脑内所有细胞中均有表达，定位

于核内并在多种信号分子诱导下调控大量下游靶基

因的表达。由于在多种细胞及动物模型中证实

ＣＲＥＢ磷酸化在学习记忆过程中发挥重要的作用，

ＣＲＥＢ磷酸化成为近年来相关领域的研究热点。

ＣＲＥＢ可在不同信号通路的激酶作用下实现Ｓｅｒ１３３
磷酸化而活化，其中多种通路已被证实可磷酸化

ＣＲＥＢ并在学习记忆过程中起重要作用。其中研究

最为透彻的是ｃＡＭＰＰＫＡ 通路对 ＣＲＥＢ的磷酸

化，膜上的Ｇ蛋白偶联受体与胞外递质等配体结合

后活化，刺激腺苷酸环化酶（ａｄｅｎｙｌｙｌｃｙｃｌａｓｅｓ，ＡＣ）

增加胞内ｃＡＭＰ浓度，４分子ｃＡＭＰ与ＰＫＡ结构

亚基上的位点结合，具有催化活性的ＰＫＡ调节亚基

解离并进入核内，磷酸化ＣＲＥＢ从而启动下游靶基

因的转录［１０１２］。有研究［１３］证实在ＡＤ中存在ＰＫＡ

ＣＲＥＢ信号通路功能障碍，在 ＡＤ发病中起核心作

用的Ａβ在低浓度即可引起ＰＫＡＣＲＥＢ信号通路

功能异常，ＣＲＥＢ磷酸化水平下降，引起与学习记忆

功能密切相关的海马ＣＡ１区长时程增强（ｌｏｎｇｔｅｒｍ

ｐｏｔｅｎｔｉａｔｉｏｎ，ＬＴＰ）被抑制。本研究显示Ａβ在糖尿

病大鼠脑组织中表达增高，且表达水平与认知功能

损害正相关，与ＣＲＥＢ和ｐＣＲＥＢ表达水平负相关，

所以，糖尿病代谢异常后 Ａβ的表达增高可能是

ＣＲＥＢ和ｐＣＲＥＢ表达水平下降的直接原因之一，

Ａβ的表达增高与ＣＲＥＢ和ｐＣＲＥＢ表达下降共同

参与了糖代谢紊乱后的认知功能损害过程。

　　总之，糖代谢紊乱导致的神经细胞功能紊乱在

神经变性疾病中的作用备受关注，ＡＤ中神经元损

伤作用也与此有关。Ａβ在糖尿病大鼠脑组织中的

表达增高，糖代谢紊乱后记忆相关蛋白ＣＲＥＢ的生

物活性明显降低，这些资料也为糖代谢紊乱后引发

的Ａβ表达升高及认知功能损伤的机制提供了临床

干预证据。本研究只是揭示了Ａβ在糖尿病大鼠脑

组织中的表达增高与记忆相关蛋白ＣＲＥＢ表达降

低，对于糖代谢紊乱引发的 Ａβ表达升高与记忆相

关蛋白ＣＲＥＢ表达降低的因果关系机制仍不明确，

其具体作用机制有待进一步揭示。
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