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糖尿病认知功能障碍大鼠模型的建立及其认知功能障碍观察$
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目的
!

探讨糖尿病伴认知功能障碍大鼠模型的建立方法!并观察随着病程发展!糖尿病大鼠认知功能的变化$

方法
!

通过对
"6

大鼠腹腔注射高剂量链脲佐菌素"

"AW

#建立糖尿病大鼠模型!成模后在正常条件下饲养!采用
$;JJGL

水迷宫观

察第
2

%

8

%

'+

周糖尿病大鼠的认知功能!光学显微镜和透射电子显微镜观察糖尿病大鼠海马神经元的形态学变化!了解糖尿病大

鼠认知功能障碍形成的时间!确定认知功能障碍大鼠模型的建立方法$结果
!

大鼠从发病后第
2

!

'+

周!其认知功能障碍的程度

随着糖尿病病程的延长呈进行性加重!海马神经元超微结构发生了明显改变!细胞器数量减少%细胞核深染!细胞开始凋亡&发病

后第
'+

周!海马组织切片
CU

染色后光镜观察!可见其海马神经元数量明显减少!形态异常$结论
!

随着糖尿病病程的延长!糖

尿病大鼠可出现明显的认知功能障碍!至发病第
'+

周!其大脑海马神经元在形态学上发生了明显变化!并出现了相应的行为学改

变!因此可以将该时间段作为糖尿病并发认知功能障碍大鼠模型建立成功的时间$
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糖尿病对于人体健康危害极大!随着病程的发展!部分患

者会出现认知功能和行为缺陷等障碍!严重影响其生活质量"

钟远等$

'

%研究显示!慢性高血糖是认知功能损害的独立危险因

素"

4)G0L;*

等$

+

%研究显示!糖尿病患者中老年性痴呆的发病

率明显高于正常老年人"

X=ZG)J:F*

等$

,

%的研究显示!糖尿病

患者认知功能明显低于非糖尿病患者!其认知功能损伤的概率

是非糖尿病患者的
'1?

倍!未来发生痴呆的概率是后者的
'12

倍"但是目前人们对于糖尿病认知功能障碍的发病机制尚不

是十分清楚!临床上也无规范#特异的方法来诊断该病"因此

建立一个良好的糖尿病伴认知功能障碍的动物模型!对于进一

步研究糖尿病认知功能损害很有意义"

本研究通过大鼠腹腔注射链脲佐菌素'

"AW

(诱导形成糖

尿病大鼠模型!观察糖尿病大鼠认知功能的变化!并确立糖尿

病认知功能障碍大鼠模型建立的时间!为糖尿病并发认知功能

障碍的研究提供一种较好的工具"
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材料与方法
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!

材料及主要试剂
!

健康清洁级
"6

大鼠!雄性!体质量

'%<

!
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'贵阳医学院动物中心()血糖仪及血糖试纸'美国

雅培公司()
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'美国
"G

3

:F

公司("
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方法

>1?1>

!

腹腔注射
"AW

诱导
"6

大鼠形成糖尿病
!

研究选择

5+

只雄性
"6

大鼠适应性饲养
'

周!经
$;JJGL

水迷宫实验挑

选无认知功能障碍的大鼠!同时采集尾部静脉血测定大鼠空腹

血糖!血糖值在
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!
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"将大鼠分为
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组*
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个对
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个模型组'第
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后腹腔注射
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冲液'复制糖尿病大鼠模型成功的标准为*注射
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溶液
5+Q

后空腹血糖大于或等于
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!且连续
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周其空腹

血糖保持在
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水迷宫实验检测认知功能
!

分别在成模后的

第
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#
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周采用
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水迷宫实验检测大鼠的认知功能"

通过定位航行和空间探索实验来分析
"6

大鼠的认知功能"

>1?1!
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动脉灌注法取材及光学显微镜和电子显微镜进行形态

学观察
!

通过动脉灌注的方法留取大鼠海马组织!固定后制作

组织切片并进行
CU

染色!光学显微镜进行形态学观察)用专

用电镜固定液继续固定后制作超薄组织切片并染色!透射电子

显微镜进行形态学观察"
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其他样本的留取
!

血清样本*采用股动脉放血法收集

血液
-

!

?:4

!并及时分离血清后置
`%<a

保存待用"组织

样本*断头取脑!分别分离大鼠海马组织及脑血管'基底动脉(

并置
%̀<a

保存待用"

>1!

!

统计学处理
!

采用
"#""',1<

软件进行数据处理!计量

资料采用
A9;

表示!组间比较采用
=

检验和单因素方差分析!

以
"

"
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为差异有统计学意义"
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结
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果
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大鼠的空腹血糖结果
!

与同时间段的对照组大鼠比较!

模型组大鼠的空腹血糖水平均显著升高!差异有统计学意义

'
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(!见表
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各组大鼠空腹血糖结果%
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!与同时间点对照组比较"

?1?

!

大鼠体质量和大脑质量以及两者之间的比值
!

与同时间

段的对照组大鼠比较!模型组大鼠的大脑质量明显减轻!差异

有统计学意义'

"

"

<1<?

!

"

"

<1<'

()模型组大鼠的体质量较同

时间的对照组明显减轻!大脑质量与体质量的比值明显增高!

差异有统计学意义'
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(!见表
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大鼠
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水迷宫实验结果
!

与同时间段的对照组大

鼠比较!模型组大鼠的逃避潜伏期和首次穿越时间均明显增

加!穿越次数明显减少!差异有统计学意义'

"

"
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(!见表
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表
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各组大鼠的体质量和大脑质量以及两者之间的比值结果%
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对照组 模型组

8

周
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F
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!与同时间点对照组比较"
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各组大鼠水迷宫实验结果%
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项目
2

周

对照组 模型组

8

周

对照组 模型组

'+

周

对照组 模型组

逃避潜伏期'

L

(

'<1'29-1%2

'21<29%1?%

F
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'81+59'<1',

F
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F

首次穿越时间'

L
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图
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各组大鼠海马神经元细胞电子显微镜下超微结构

?1@

!

大鼠海马组织透射电镜观察结果
!

各时间段对照组大鼠

海马神经元细胞的细胞核形态规则!核内染色质丰富!分布均

匀!核仁明显!细胞质内细胞器丰富!粗面内质网分布规则!网

腔均匀一致!线粒体数量较多!排列密集)模型组大鼠从成模后

第
2

周开始至第
'+

周!其海马神经元细胞逐渐出现细胞体积

变小!核膜皱缩!核内染色质分布不均!颗粒化!凝集成块并边

集!粗面内质网网腔扩张!分布不规则!线粒体肿胀!呈不规则

形!双层膜结构不清!并且这些形态学改变随着糖尿病病程的

延长日趋明显!见图
,

"
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大鼠海马组织切片
CU

染色观察结果
!

各时间段对照组

大鼠海马
X.'

区的神经元细胞'主要是锥体细胞(形态均较正

常!大多呈圆形或椭圆形!细胞核大而圆!细胞质淡染#呈嗜碱

性!且排列规则有序)成模后第
2

周及第
8

周的模型组大鼠海

马
X.'

区的神经元细胞形态与对照组相比并未见明显异常!

但成模后第
'+

周模型组大鼠海马
X.'

区的神经元细胞形态

出现了较明显的异常!主要表现为神经元数量有所减少!细胞
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年
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肿胀!细胞核碎裂或者消失!细胞排列紊乱疏松!见图
-

"
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*对照组第
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周)

@

*模型组第
'+

周"

图
-

!!

对照组与模型组大鼠海马
X.'

区

的组织学改变%
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!

讨
!!

论

随着糖尿病的发生!许多糖尿病患者的认知能力会出现不

同程度下降!尤其在老年人中正在成为一个不容忽视的医学和

社会问题"

6F/FG

等$

5

%研究显示!糖尿病时血管内皮功能和血

小板凝集功能障碍加重!导致血管内皮增殖和血浆粘稠度增

加!从而出现腔隙性脑梗死及脑血栓等并发症"而糖尿病的慢

性毒性作用会导致微血管受损!数目减少!基底膜增厚!血脑屏

障完整性受到破坏!影响营养物质的运输和血流不畅!进而导

致脑组织受损$

%

%

"糖尿病患者由于糖代谢紊乱!会导致脑血管

改变!进而损害中枢神经系统!使得大脑在结构#神经生理及神

经精神等方面发生病理改变!最终可能形成以获得性认知功能

和行为缺陷为特征的糖尿病慢性并发症!即糖尿病脑病$

8&'<

%

"

因此!建立稳定可靠的糖尿病认知功能障碍的动物模型!对于

该病的进一步研究显得十分重要和必要"自
'82<

年开始有研

究人员利用
"AW

诱发动物制作糖尿病模型以来$

''

%

!

"AW

已成

为当前广泛采用的糖尿病动物模型化学诱导剂"但
"AW

诱导

糖尿病动物模型的成功率受诸多因素影响!包括给药的剂量#

给药方法#

"AW

的溶剂以及大鼠的品种等!因此造模的成功率

也有所不同"一般认为!一次性大剂量'

?<

!

8<:

3

&

Z

3

(的

"AW

腹腔或静脉注射可直接破坏胰岛
$

细胞导致糖尿病的发

生!其具有简便#用药量小#药物毒性较低#胰岛
$

细胞损伤特

异性高等诸多优点"本课题组在前期研究中发现采用

?<:

3

&

Z

3

的
"AW

剂量及
N

C-1+

#

<1':;/

&

4

枸橼酸
&

枸橼酸钠

缓冲液进行溶解对大鼠进行腹腔注射的成模率高#死亡

率低$

'+

%

"

尽管目前有关糖尿病脑病的发病机制并不十分清楚!直接

建立糖尿病脑病动物模型还存在着诸多困难!但已有研究表

明!神经细胞的变性和凋亡导致中枢神经细胞的数目减少是痴

呆以及其他中枢神经变性性疾病发生认知功能障碍的重要病

理基础$

',

%

"因此!在此认识的基础上!本研究首先采用
"AW

'按
?<:

3

&

Z

3

的剂量(诱导的糖尿病大鼠模型!在成模后的不

同时间段进行
$;JJGL

水迷宫实验显示!模型组大鼠的逃避潜

伏期#首次穿越时间均明显比对照组延长或增加!而穿越次数

则明显比对照组减少!说明所复制的糖尿病大鼠已经发生了不

同程度的学习记忆功能障碍!且随着病程的延长其学习记忆功

能障碍也表现得越来越明显和严重)不同时间段各组大鼠的海

马组织分别用透射电子显微镜以及
CU

染色后用普通光学显

微镜观察其形态学上的变化显示!随着模型组大鼠学习记忆功

能障碍程度的增加!与同时间段的对照组比较!其海马神经元

在形态学上的改变越来越明显!且数量也在减少!这说明海马

神经元细胞凋亡的加快与其认知功能障碍程度的加重息息相

关!存在着因果关系"王宪玲等$

'-

%在对自发性
+

型糖尿病小

鼠进行研究时也得出了类似的结果"此外!通过对模型组大鼠

大脑质量的分析可以看出!随着糖尿病病程的延长!特别是从

成模后第六周开始!与同时间段的对照组大鼠相比较!其大脑

质量差异有统计学意义'

"

"

<1<?

(!这与
@F;

等$

'?

%的研究结果

相似"我们的研究结果表明!通过以上方法来建立糖尿病并发

认知功能障碍大鼠模型的方法是科学和合理的"

本研究通过对模型组大鼠的动态观察!发现模型组大鼠从

第
2

周开始出现认知功能障碍!并随着糖尿病病程的延长呈进

行性加重"采用透射电子显微镜及
CU

染色等手段对其海马

组织进行观察!海马神经元细胞从发病后第
2

周开始出现凋亡

前的形态学改变!并随着糖尿病病程的延长而日趋明显"但成

模后第
2

周及第
8

周的模型组大鼠海马
X.'

区的神经元细胞

形态与对照组相比并未见明显异常!而成模后第
'+

周的模型

组大鼠海马
X.'

区的神经元细胞形态则出现了较明显的异

常!主要表现为神经元数量有所减少!细胞肿胀!细胞核碎裂或

者消失!细胞排列紊乱疏松"

以上结果表明!利用
"AW

诱导
"6

大鼠形成糖尿病后!随

着病情的发展!糖尿病大鼠逐渐出现了认知功能障碍"至第

'+

周!其大脑海马神经元在形态学上发生了明显变化!并出现

了相应的行为学改变!因此可以将该时间段作为糖尿病并发认

知功能障碍大鼠模型的建立时间"
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