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APPl7肽对链佐星．大鼠海马胰岛素信号转导相关蛋白表达的影响

李红星赵志炜姬志娟盛树力

【摘要】 目的通过免疫组化的方法，研究APPl7肽对链佐星(STZ)诱发的糖尿病大鼠海马神经元Akt／

PKB，CREB，GSK一3p以及Bax，Bcl 2等蛋白表达的影响。方法用S'YZ腹腔注射诱发糖尿病模型，并皮下注射

APPl7肽对糖尿病组进行治疗。10周后行通道水迷宫测定，取脑组织进行Akt／PKB，GSK-3fI以及Bax，CREB。BcI．

2的免疫组化染色。结果糖尿病组海马内Akt／PKB，CREB的阳性反应神经元数目减少，染色淡。GSK-313，Bax

阳性神经元较对照组明显增多(P<0 01)。Bcl一2阳性神经元数目3组间相比无明显差异。糖尿病APPl7肽治疗

组与对照组相近。结论糖尿病脑病大鼠海马存在胰岛素信号转导途径相关和捅亡级联反应相关蛋白的表达异

常；APPl7肽能改善这些蛋白表达，使之接近正常。

【关键词1}淀粉样蛋白前体蛋白17肽；糖尿病，神经病变；信号传递；海马

Effect of APPl7 peptide on the expression of some poteins in

insulin signal pathway for neuronal survival in hippocampal

neurons of streptozocin·treated rats
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【Abstract】Objective’I'o investigate the effect of amyldd protein precarsor(APP)17 peg．tide on regulating the

expression of scfffle proteins，such as AKT，CREB(CAMP respondse dement binding protein)，GSK-313(glycogen syner一

西c bnm8)andBax，Bcl一2，in neuroiisofthehippocampusofdiabetic rats Methods Wistarmale ratsweredividdin-

to three groups randomly and diabetic(DM)model was established by intraperitoneal injection of streptozoein In APP一17

peptide-treated grip，the rats were injected APP-17 peptide subcutaneously three times a week after induction of diabe—

tes．At 11th week．the rats w骶tested in the water maze．The immunohistoehemleal staining of their brain sections

were then performed with Akt／PKB，CREB，GSK-313 and Bax，Bcl-2 anfilHlies．Results Akt／PgB and CREB pcxsitive

immuno-reactive neuroIB in the hippocampus of DM group wei,t less than those in the normea and APP一17一treated group

signlficemtl“P<0 01)However，GSK-313 and Bax Ix矗tive immuno-reactive lrleurons wel-e widely distributed(P<

0 01)inDM group；Bcl一2 positive neurolfls showed rio difference between the three grcups Condusiom The expression

of 7aome proteins in insulin igml pathway for netJron s∞rival and SO／he proteins related to the apoptotic cascade may be al—

tered in ST'Z-diabetic rats；the APP-17 peptide acts as aneuroproteetive agent modNatmg the expression。f softie proteins

ln diabetie rats．

【Key wordsl Amyloid protein precarsor(APP)一17 peptide；Diabetic netm3pathy；鼬叫transduction；Hippocampu．s

糖尿病是以胰岛素绝对或相对缺乏为特点，常日
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起多器官如眼、肾脏、心脏及神经系统的疾病，但糖尿

病脑病病变仍未引起足够重视。糖尿病患者常出现

轻中度的认知障碍，胰岛素影响中枢神经系统的学习

记忆能力近年来受到关注“12 J。海马作为学习和记忆

的重要结构，是否存在胰岛素信号转导的异常尚不清

楚。作者以往的实验发现糖尿病小鼠海马多种蛋白

和超微结构异常”“。。本工作通过对链佐星(strepto—
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zocin，STZ)诱导的糖尿病大鼠海马胰岛素信号相关蛋

白表达的观察，研究糖尿病脑病大鼠海马出现的变

化，以及p淀粉样蛋白前体蛋白(anyloid protein pre—

cal2sor，APP)17肽对此的改善作用。

1材料和方法

1．1动物模型制备Wistar雄性大鼠，30只，体重

(241±13)g，购自中国药品生物制品检定所实验动

物中一0,(2000第017号)，SPF级饲养。随机分为3

组，正常对照组，糖尿病组，糖尿病+APPl7肽治疗

组。APPl7肽由本室固相法合成，高效液相纯化，

纯度>99．8％。参照张人玲等”o复制糖尿病大鼠模

型，尾静脉测血糖>15mmol／L，认为模型成功。

APPl7肽治疗组于糖尿病成模后开始背部皮下注

射APPl7肽，每只3．4lLg，每周3次，共lO周。

1．2通道式水迷宫参照张均田等“o方法，水迷宫由

黑色有机玻璃制成(2．1m×1．7m×0．6m)，实验水深

40aria，水温(25±2)。C，设4个盲端，终点有台阶。正

式测定前，第1，2天先对各组进行两盲端、三盲端的

游出训练，将大鼠尾部朝向安全岛方向放人起始区，

每天训练2次。第3，4，5天设4个盲端，记录每只大

鼠游完全程的时问，以判断大鼠学习、记f乙能力。

1．3灌注固定和免疫组化方法

灌注固定：大鼠用10％水合氯醛4ml／kg体重

腹腔注射，麻醉开胸暴露心脏，经左心室插管灌注生

理盐水，剪开右心耳，待肝脏变白后改灌4％多聚甲

醛，取出鼠脑投入含30％蔗糖的中性4％多聚甲醛

中固定24～48h。

免疫组化方法：采用漂浮染色法，行冰冻切片，

厚度40／tm，I抗Akt／PI(B，CREB，GSK-313由本室

应用美国PE公司多肽仪固相法合成多肽片段免疫

小鼠获得。Akt：RPHFFQFSYSASGTA；CREB：

RPSYRKILND；GSK一3B：YSGRPRTTSFAES；Bax，

＆1．2(Santa Cruz产品)以及SP试剂盒购自北京中

山生物技术公司，实验步骤按说明进行，DAB法显

色。阴性对照以正常血清替代I抗。

显微镜下观察形态学变化。半定量分析：每组动

物于相应海马部位连续切片，每5张取1张，共10

张，在10倍物镜下计算海马CAl区阳性神经元数目。

1．4统计学分析采用SIx3S 8．0软件，计数资料用均

数±标准差表示，显著性检验采用单因素方差分析。

2结果

2．1通道水迷宫实验表1结果表明，从第3天开

始，糖尿病组大鼠游完全程的时间较对照组显著延

长(P<0．01)，APPl7肽治疗组与对照组无显著性

差异；第4天达到平台期，游出时间糖尿病组与对照

组、APPl7肽治疗组两组有显著差异；第5天各组

成绩均有明显提高，但糖尿病组游出时间较对照组

仍然显著延长(P<O．05)。

2．2免疫组化染色结果表2和图1～图5结果表

明，AkdVYd3，CREB阳性反应神经元糖尿病组在海

马CAI区明显减少，与对照组和m)P17肽治疗组

比较有显著性差异(P<0．01)；高倍镜下，胞浆淡

染，突起少。GSK一30，Bax阳性反应神经元数目较

糖尿病组、APPl7肽治疗组两组明显增多(P<0．

01)。APPl7肽治疗组与糖尿病组有显著差异，与

对照组相近；3组Bcl一2抗体阳性反应细胞数目无显

著性差异。

3讨论

实验结果表明，slz一糖尿病大鼠存在神经行为

学异常，学习记忆能力下降，可能与胰岛素作为神经

营养因子在海马区缺乏，胰岛素信号转导通路障碍

有关，通过给予外源性神经营养园子APPl7肽可使

之得到改善。

糖尿病脑病以慢性进展的临床认知障碍为特

征，同时伴有脑的神经生理和神经影像学改变”1。

宣武医院脑老化研究室近5年来，应用STZ大鼠和

小鼠(1型糖尿病)和KKAy小鼠(2型糖尿病)模型

进行研究发现海马区超微结构异常，并有40余种蛋

白表达异常“1；左晓虹等”o应用Western免疫印迹

方法发现STZ大鼠4周即出现IGF_I Rd，Akt／

PKB，CREB降低，GSK一3G，PP一1，Ba．x和AIF增加，

磷酸化一CREB和Bel，2无明显变化，APPl7肽治疗

后有明显改善；与本研究应用免疫组化方法得到的

结果基本一致，提示APPl7肽通过影响胰岛素信号

和凋亡相关蛋白发挥作用。

胰岛素具有多种生物学作用，其效应通过信号

转导通路实现。Akt／PKB和CREB是其神经存活

信号通路的两个关键环节，糖尿病脑病时这两个蛋

白在神经细胞中表达下降，应用APPl7肽(APP

319—335活性多肽片段)后使之恢复接近正常，是由

于APP，APPl7肽和胰岛素具有共同的底物IRS-

1【I⋯，使IRS-1磷酸化，激活PI一3K途径，使Akt／

PKB磷酸化，通过一系列反应，促使BAD磷酸化和

14-3-3蛋白的激活，最终可使CREB磷酸化，促使基

因转录和神经元存活““；Bcl-2是CREB的下游靶位，
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图h正常对照组海马CAl区A州PKB阳性神经细胞DAB染色(x200)；圈1b APn7肽治疗组海马CAI区Akt／PKB阳

性神经细胞DAB染色(×200)；圈1c糖尿病组海马CAI区Akt／V鼯阳性神经细胞DAB染色(×200)
图2a正常对照组梅马CAl区CREB阳性神经细胞DAB染色(×200)；图2b APPl7肽治疗组海马CAI区CREB阳性神

经细胞DAB染色(×200)；圈2c糖尿病组海马CAl区CREB阳性神经细胞DAB染色(x200)

囤3a正常对照组海马CA／区GSK-313陌性神经细胞DAB染色(×200)；图3b糖尿病组海马CAI区G蕊-313阳性神经细
胞DAB染色(×200)；圉3c APPl7肽治疗组海马CAl区GS贰-313阳性神经细胞DAB染色(x200)

圈4a正常对照组海马CAl区t3ax阳性神经细胞DAB染色(x200)；固4b糖尿病组海马CAl区B缸阳性神经细胞DAB
染色(×2呻)；图4c APPl7肽治疗组海马CAl区Box阳性神经细胞DAB染色(x200)

图5a正常对照组海马CA]区Bcl-2阳性神经细胞DAB染色(x 200)；图5b糖尿病组海马CAI区Bd-2阳性神经细胞

DAB染色(x200)；圈5c APPl7肽治疗组海马CAl区Bd一2阳性神经细胞DAB染色(×200)
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表1 3组大鼠通道水迷宫游出时问的比较

组别 例数(只)
太鼠游完全程水迷宫全程时间(s)

第3天 第4天 第5天

糖尿病组 9 92+6 8～ 61-+7 7— 28+_5 5-

量垦堕!垒!里!丛塑i塑 !! 箜!!：!：： !!：!：!：： !!：!：!
沣：与对照组相比，*P<0 05，**P<0 01；APPl7肽治疗纠与搪屎病组相比，##P<O 01

表2 3组大鼠不同抗体在海马CAI区的阳性细胞数目表达

注：与对照组相比。**P<O．01；APPl7驮治疗组与糖尿病龃相比，##P<O 01

启动抗凋亡基因Bd-2，Bel。2通过结合到线粒体膜关

闭线粒体膜通透性转变孔从而阻止细胞凋亡“⋯。胰

岛素是GSK-3]3的负调物“⋯，在胰岛素缺乏时，GSK-

3p表达增加是一种反馈机制，一方面使得tau蛋白磷

酸化增强，乙酰胆碱合成减少，从而影响认知功能；另

一方面，丙酮酸脱氢酶活性下降，使某些蛋白磷酸化，

能量代谢合成障碍。Bax可与Bcl-2形成异二聚体，

并使之失活。Bd-2与Bax基因表达水平的平衡是决

定细胞存活的重要因素，Bax增多加速细胞死亡。在

糖尿病脑病时凋亡信号13ax表达增高，本实验糖尿病

组Bcl-2／Bax阳性细胞百分数较正常组下降“．2％，

APPl7肽治疗组为104．2％，结合糖尿病srZ小鼠和

KKAy,b鼠海马未见TUNNEL阳性神经细胞(待发

表)，Bel-2数目3组间无明显差异，可能表明该神经

细胞虽然没有典型的凋亡出现，但已出现基因和蛋白

水平的多种变化。换言之，糖尿病的海马神经细胞已

经出现功能的异常，处于凋亡前状态，在其他凋亡刺

激下，可能更容易出现损伤。

在糖尿病的外周神经病变发生时，可以观测到神

经元凋亡细胞数明显增加，线粒体膜电位降低，

Bcl一2／Bax比值下降““，脊髓陆，Fas-L表达升高，
NGF表达下降”J。结合本实验结果提示，糖尿病脑

病是糖尿病神经退行性病变的一部分，存在神经细胞

的功能异常，可能与中枢胰岛素信号转导途径障碍有

关。APPl7肽具有神经营养作用，通过给予外源神经

营养因子Pd甲17肽，体外实验对高糖和如。诱导的
神经元损伤““，动物实验对雌激素缺乏模型，脑老化

模型诱导的神经元退变均获改善，可能通过影响神经

细胞的神经存活信号途径，发挥抗凋亡作用，得以使

神经细胞保持功能。关于APPl7肽的神经保护治疗

作用还在进一步研究中。
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·经验交流·

老年出血性中风与多器官功能不全

黄翠瑶周培毅

出血性中风是老年人常见的急、危重症之一；发

病急，病情重，常导致多器官功能不全综合征(mul—

tiple organ dysfunction syndrome，MODS)，病死率高

是其特点。为此，对本组患者与MODS的相关因

素，进行分析，为临床对该病的防治提供参考。

1临床资料

一般资料：62例患者为1989～2001年诊断为

脑出血的患者，全部为男性，年龄60～88岁。其中

脑出血59例，蛛网膜下腔出血3例。依合并MODS

与否分为A和B两组。A组为40例(64 5％)，B组

为22例(35．5％)。全部符合1995年全国第四届脑

血管疾病会议制定的标准。MODS诊断符合文献

提出的诊断标准。

2结果

A组死亡26例(65．O％)；B组死亡6例

(27．3％)。脏器衰竭的频度，顺序为脑、心、呼吸、胃

肠道、肾、肝及代谢。器官衰竭的数目与病死率呈正

相关，2个器官，3个器官，≥4个器官病死率分别为

41 7％，70％及87．5％。

3讨论

本组结果提示，老年脑出血并发MODS者发病

率高和病死率高，分别为64．5％和65．O％；并发衰
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竭的器官主要为脑、心和肺；衰竭器官的数目越多，

死亡率越高。因此治疗强调早诊早治。救治这类重

症患者的关键是提高早诊率，即在诊断重症患者合

并多脏器衰竭时，不仅要认识何者为“衰”。更要能

认识何为“早衰”。早治强调早期控制脑水肿，降低

颅内压和早期预防感染。适时行钻颅碎吸血块，保

持呼吸道通畅，定期翻身吸痰，必要时行气管插管和

气管切开，机械通气等综合措施，是降低死亡率的关

键。

脑中风并发MODs的发病因素：并发MODs

的病理基础是脑出血、脑组织损伤、脑水肿、颅内压

增高产生脑疝、中线结构移位或病灶直接损害下丘

脑植物神经中枢，引起下丘脑一垂体一肾上腺皮质轴

功能紊乱，致机体多器官功能受损或衰竭。脑干上

行激活系统障碍、延髓生命中枢损害导致意识障碍

和循环衰竭。基础疾病高血压、冠心病、糖尿病等，

为全身性血管病。心、脑、肾等重要脏器功能受累，

干扰免疫系统，容易感染并难以控制。因此，一旦某

一脏器出现衰竭，可累及其他脏器。老年人免疫功

能低下，易并发感染。细菌及毒素可致全身毒性反

应，继而引起脏器衰竭。能导致MODS发生的主要

诱因均能影响所有类型细胞凋亡。因此细胞调亡率

的增加可能是MODS发生的一个重要病理生理机

制。
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