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摘要：目的　观察丁苯酞对２型糖尿病ｄｂ／ｄｂ小鼠学习记忆及海马 Ｎ甲基Ｄ天冬氨酸受体２Ｂ亚基（ＮＲ２Ｂ）表达的影响，探
讨丁苯酞改善糖尿病认知功能障碍的机制。方法　将１６只ｄｂ／ｄｂ小鼠按随机数字表法分为丁苯酞干预组（ＬＮＢＰ组，ｎ＝８）
和糖尿病对照组（ＤＭ组，ｎ＝８），同窝出生的ｄｂ／ｍ小鼠作为正常对照组（ＮＣ组，ｎ＝１０）。适应性喂养１周后，ＬＮＢＰ组每日
以溶于植物油中的丁苯酞灌胃，剂量为１２０ｍｇ·ｋｇ－１，ＤＭ组与ＮＣ组则给予同等剂量的植物油灌胃，干预６周后，进行指标观
察。应用Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫检测小鼠的学习记忆能力。实时荧光定量ＰＣＲ检测ＮＲ２ＢｍＲＮＡ的表达情况。结果　与ＮＣ组比较，
ＤＭ组小鼠逃避潜伏期延长和平均探索次数减少（Ｐ＜０．０５），而 ＬＮＢＰ组小鼠较 ＤＭ组上述学习记忆成绩明显改善（Ｐ＜
００５）；与ＮＣ组相比，ＤＭ组和ＬＮＢＰ组小鼠海马ＣＡ１区 ＮＲ２ＢｍＲＮＡ表达水平明显下降（Ｐ＜０．０５），而 ＬＮＢＰ组较 ＤＭ组
ＮＲ２ＢｍＲＮＡ表达水平明显增高（Ｐ＜０．０５）。结论　丁苯酞可改善糖尿病引发的认知功能障碍，推测其机制可能与上调海马
ＮＲ２Ｂ的表达有关。
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　　糖尿病作为一种慢性代谢性疾病，可引起一系
列的神经损伤及认知功能紊乱，形成糖尿病脑

病 ［１］。其主要的临床表现为认知功能下降［２］，如

学习、记忆能力下降，最终可发展为痴呆。一项基

于６３７０例老年糖尿病患者的研究显示，糖尿病有近
似双重的风险转化为痴呆［３］。但具体机制尚不清

楚，亦无有效的治疗药物。Ｎ甲基Ｄ天冬氨酸
（ＮＭＤＡ）受体为广泛分布于中枢神经系统的兴奋性
谷氨酸离子通道受体，与学习记忆密切相关［４］。其

中，Ｎ甲基Ｄ天冬氨酸受体 ２Ｂ亚基（ＮＲ２Ｂ）蛋白
为ＮＭＤＡ受体的重要组成部分，在突触可塑性及学
习记忆的形成中扮演着重要角色。丁苯酞是一种

神经保护性药物，研究表明，其对糖尿病引起的认

知障碍有着明显的预防及治疗作用［５］。

１　材料与方法
１．１　试验材料　６周龄清洁级雄性 ｄｂ／ｄｂ小鼠１６
只，由北京大学医学部（实验动物科学部）提供。采

用随机数学表法分为糖尿病对照组（ＤＭ组，ｎ＝８）
和丁苯酞干预组（ＬＮＢＰ组，ｎ＝８），同窝出生的
ｄｂ／ｍ小鼠作为正常对照组（ＮＣ组，ｎ＝１０）。适应
性喂养１周后，ＬＮＢＰ组每日以溶于植物油中的丁
苯酞（石药集团恩必普药业有限公司）１２０ｍｇ·
ｋｇ－１·ｄ－１灌胃，ＮＣ组和 ＤＭ组则给予同等剂量的
植物油安慰剂，共６周。期间自由摄取食物和饮水。
药物干预结束后进行血糖、体质量等相关指标观察。

１．２　试验方法
１．２．１　小鼠学习和记忆能力测试　采用 Ｍｏｒｒｉｓ水
迷宫实验进行认知能力检测：（１）定位航行实验：将
小鼠头朝池壁放入水池中，记录６０ｓ内小鼠从入水
到爬上平台所需的时间，即为逃避潜伏期，以此作

为空间学习能力的检测，如果６０ｓ内未找到平台，
则自动记录逃避潜伏期为６０ｓ，计算机停止跟踪，实
验者将其引导至平台上，进行 １０ｓ停留，间隔 ２０
ｍｉｎ后，开始下一个象限，实验共进行５ｄ；（２）空间
探索试验：实验第６天，撤去平台，将小鼠从第二象
限入水点放入水中，记录６０ｓ内经过平台象限的次
数，以此作为空间记忆功能的检测。

１．２．２　实时荧光定量 ＰＣＲ检测海马组织 ＮＲ２Ｂ
ｍＲＮＡ的表达　水迷宫实验结束后进行试验取材，
迅速将小鼠头部剪下，放于冰台上，选枕骨大孔处

剪断枕骨和顶骨，打开颅骨，取出完整脑组织放于

冰台上，为完整分离左右侧大脑皮层，使用镊子沿

正中线行钝性分离，迅速剥离出双侧海马（此过程

需在３ｍｉｎ内完成），放至 －８０℃的超低温冰箱中
保存，取海马组织１００ｍｇ，用 Ｔｒｉｚｏｌ（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ

公司）提取海马组织总 ＲＮＡ（过程按说明书进行）。
引物（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）序列为：上游引物 ５′
ＡＧＣＣＣＧＡＣＴＡＡＴＴＣＣＡＡＧＧＣ３′；下游引物为：５′
ＡＴＣＧＧＣＣＣＴＴＧＴＣＴＴＴＣＡＧＧ３′。ＰＣＲ热循环参数
为４８℃反应３０ｍｉｎ；９５℃５ｍｉｎ；９５℃５ｓ；５８℃３０
ｓ，共４０个共循环。荧光信号监测点选在５８℃反应
后，反应结束后获取循环阈值（ＣＴ值），用ＡＢＩ７５００
型荧光定量 ＰＣＲ仪（美国 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公
司），采用２－△△ＣＴ法进行数据的相对定量分析。
１．３　统计学方法　所有数据采用 ＳＰＳＳ１３．０统计
软件进行统计。观测数据均为计量资料，以ｘ±ｓ表
示。多组间的比较采用单因素方差分析，两两比较

应用ｑ检验。Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。
２　结果
２．１　各组小鼠血糖及体质量的比较　与 ＮＣ组相
比，ＤＭ组和ＬＮＢＰ组小鼠血糖及体质量均明显增
高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。而 ＤＭ组与
ＬＮＢＰ组间血糖及体质量比较均差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５）。具体数据见表１。

表１　各组小鼠的血糖及体质量比较／ｘ±ｓ

组别 鼠数／只 血糖／ｍｍｏｌ·Ｌ－１ 体质量／ｇ

ＮＣ组 １０ ７．８５±１．２１ ２５．６０±２．１０

ＤＭ组 ８ ２２．６０±１．８２ａ ５０．００±３．５８ａ

ＬＮＢＰ组 ８ ２２．２５±１．７８ａｂ ５１．４０±４．４３ａｂ

方差分析 Ｆ值 ２５５．０５６ １６８．５６４

Ｐ值 ０．０００ ０．０００

　　注：与ＮＣ组比较，ａＰ＜０．０５；与ＤＭ组比较，ｂＰ＞０．０５。

２．２　小鼠学习和记忆能力测试结果　与 ＮＣ组相
比，ＤＭ组小鼠表现出明显的学习记忆功能受损，即
逃避潜伏期明显延长及穿越平台次数明显减少，差

异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），而应用丁苯酞治疗的
ＬＮＢＰ组小鼠学习记忆能力明显改善，与 ＤＭ组相
比，逃避潜伏期缩短及穿越平台次数增加，差异有

统计学意义（Ｐ＜０．０５）。具体数据见表２。

表２　各组小鼠水迷宫实验的学习记忆成绩比较／ｘ±ｓ

组别 鼠数／只
逃避潜伏期／

ｓ

穿越平台次数／

（次／分钟）

ＮＣ组 １０ ２６．４４±５．７６ ６．８８±１．２５

ＤＭ组 ８ ５１．５３±７．３３ａ ２．２５±１．０４ａ

ＬＮＢＰ组 ８ ３７．３８±７．２２ａｂ ４．７５±０．８９ａｂ

方差分析 Ｆ值 ３０．９５９ ４０．４０４

Ｐ值 ０．０００ ０．０００

　　注：与ＮＣ组比较，ａＰ＜０．０５；与ＤＭ组比较，ｂＰ＜０．０５。
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２．３　各组小鼠海马 ＣＡ１区 ＮＲ２ＢｍＲＮＡ表达水
平比较　ＮＣ组、ＤＭ组、ＬＮＢＰ组的 ＮＲ２ＢｍＲＮＡ
表达水平分别为（１．８６±０．１４）、（１．０２±０．１２）、
（１４２±０．１２），差异有统计学意义（Ｆ＝３３．６６２，Ｐ＜
０．０５）。ＤＭ组 ＮＲ２ＢｍＲＮＡ表达水平低于 ＮＣ组，
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。ＬＮＢＰ组 ＮＲ２Ｂ
ｍＲＮＡ表达水平高于 ＤＭ组，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）。
３　讨论

糖尿病脑病作为糖尿病的一种慢性并发症，发

病率正在逐年增加。然而，目前发病机制仍不明

确。大量研究结果表明，２型糖尿病 ｄｂ／ｄｂ小鼠以
认知功能损伤为主要特点，因此被视为研究糖尿病

脑病的理想动物模型［６７］。本研究结果发现，ｄｂ／ｄｂ
小鼠于１３周龄时表现出明显的学习记忆障碍，同
时检测其海马组织中 ＮＲ２Ｂ的表达量减少。因此，
推测ＮＲ２Ｂ的低表达可能为糖尿病脑病发病的分子
生物学机制之一。丁苯酞可改善小鼠的认知功能

障碍，并增加海马 ＣＡ１区 ＮＲ２Ｂ的表达。因此，可
以得出丁苯酞可能通过上调海马区 ＮＲ２Ｂ的表达，
进而改善了小鼠的认知功能障碍。

学习记忆与神经突触传递效能的变化是相关

的［８］。突触传递的长时程增强（ＬＴＰ）为评估突触可
塑性的功能指标，同时也被认为是研究脊椎动物学

习记忆细胞基础的理想实验模型［９］。其中，ＮＭＤＡ
受体作为突触长时程增强效应的“触发器”，在神经

系统的发育及学习记忆的形成中扮演着重要的角

色。ＮＲ２Ｂ为ＮＭＤＡ受体的主要调节亚单位，因其
能增强空间学习记忆能力，故又被之称为“聪明基

因”。研究表明，ＮＲ２Ｂ的低表达与糖尿病认知障碍
密切相关，Ｄｅｌｉｂａｓ等［１０１１］提出，８周龄的糖尿病大
鼠，检测其 ＮＲ２Ｂ蛋白浓度约降低３０％，并伴有学
习记忆能力的下降。但这仅局限于１型糖尿病动
物模型的研究，对２型糖尿病有关 ＮＲ２Ｂ机制的研
究罕见国内外文献报道。本实验得出糖尿病组小

鼠海马神经元ＮＲ２Ｂ表达减少，与以上研究结果相
一致，说明糖尿病引起的空间学习记忆障碍与

ＮＲ２Ｂ表达下调有着明显的关系。
丁苯酞为从中国芹菜种子中提取的纯化学组

分，可用于脑梗死急性期的患者，其具有改善脑部

微循环、缩小脑梗死面积、抗血小板聚集等神经保

护作用［１２］。最近，有研究显示［１３］，丁苯酞通过增强

海马ＬＴＰ从而改善慢性脑缺血大鼠的学习记忆障
碍，丁苯酞对缺血性脑血管病患者及动物模型有着

积极的影响，但关于丁苯酞对糖尿病脑病影响的报

道甚少。本研究发现，与ＤＭ组相比，ＬＮＢＰ组小鼠
学习记忆成绩明显提高，同时检测其海马 ＣＡ１区
ＮＲ２Ｂ表达水平也是增加的。推测丁苯酞可能通过
上调ＮＲ２Ｂ的表达，增强海马突触可塑性，进而改善
了糖尿病小鼠的空间学习记忆障碍，为糖尿病认知

障碍的预防及治疗提供理论依据。

综上所述，糖尿病认知障碍的发病机制与多种

因素相关，如脑部能量代谢的改变［１４］、炎症［１５］、氧

化应激［１６］等，目前本研究仅从突触可塑性方面分

析，未较全面的阐述糖尿病认知障碍的具体发病机

制，这也是我们进一步努力的方向。
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