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  [摘要] 目的 探讨辛伐他汀对老年糖尿病认知功能障碍大鼠认知功能障碍的延缓作用及对Klotho蛋

白表达的影响。方法 实验将老年SD大鼠(18~22月龄)分为4组,分别为对照组:大鼠正常饮食,于第12周

开始口服灌胃生理盐水8周;辛伐他丁组:大鼠正常饮食,于第12周口服灌胃辛伐他丁10
 

mg·kg-1·d-1
 

8
周;模型组:高脂饮食12周,于第4周腹腔注射链脲佐菌素(STZ,25

 

mg/kg),给药后8周检测血糖、认知功能,
剔除不符合标准的大鼠,然后开始口服灌胃生理盐水8周;糖尿病+辛伐他丁组:按照模型组大鼠的方式建立

糖尿病认知功能减退(DACD)模型并进行筛选后,于第12周开始口服灌胃辛伐他丁10
 

mg·kg-1·d-1。在持

续灌胃辛伐他汀的第8周,取各组大鼠脑组织进行 Neun免疫荧光染色并利用 Western
 

blot检测海马组织

Klotho、Caspase-3蛋白表达水平的变化,检测血糖水平,并利用 Morris水迷宫实验测定认知功能改变情况。
结果 与对照组比较,模型组和糖尿病+辛伐他汀组大鼠逃避潜伏期延长,Klotho、Neun蛋白表达水平下降,
Caspase-3蛋白表达水平上升,差异均有统计学意义(P<0.05);与模型组比较,糖尿病+辛伐他丁组逃避潜伏

期缩短、Klotho、Neun蛋白表达水平增加,Caspase-3蛋白表达水平下降,差异均有统计学意义(P<0.05)。
结论 长期使用辛伐他汀可缓解糖尿病认知功能障碍老年大鼠的海马区细胞凋亡、神经元损伤及认知功能障

碍的持续恶化,以上作用可能与Klotho表达变化相关。
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  [Abstract] Objective To

 

study
 

the
 

delay
 

effect
 

of
 

simvastatin
 

on
 

the
 

diabetes-associated
 

cognitive
 

de-
cline

 

and
 

its
 

effect
 

on
 

Klotho
 

protein
 

in
 

the
 

elderly
 

rats
 

with
 

diabetes-associated
 

cognitive
 

decline.Methods 
The

 

SD
 

rats
 

(18-22
 

months
 

old)
 

were
 

divided
 

into
 

4
 

groups:the
 

control
 

group,giving
 

the
 

normal
 

diet
 

and
 

be-
ginning

 

to
 

orally
 

take
 

normal
 

saline
 

by
 

gavage
 

at
 

the
 

time
 

of
 

12th
 

week;the
 

simvastatin
 

group;normal
 

diet
 

was
 

given
 

and
 

beginning
 

to
 

orally
 

take
 

simvastatin
 

10
 

mg·kg-1·d-1
 

by
 

gavage;the
 

diabetes
 

group,high-fat
 

diet
 

was
 

given
 

for
 

12
 

weeks
 

and
 

was
 

intraperitoneally
 

injected
 

by
 

streptozotocin
 

(STZ,25
 

mg/kg)
 

at
 

4
 

weeks,
blood

 

sugar
 

and
 

cognitive
 

function
 

was
 

detected
 

at
 

8th
 

week
 

after
 

taking
 

medication,and
 

the
 

rats
 

that
 

did
 

not
 

meet
 

the
 

standard
 

were
 

exclucled,then
 

the
 

normal
 

saline
 

gavage
 

was
 

given
 

for
 

8
 

weeks;the
 

diabetes+simvas-
tatin

 

group:the
 

diabetes-associated
 

cognitive
 

decline
 

rat
 

model
 

according
 

to
 

the
 

pattern
 

of
 

the
 

rats
 

in
 

the
 

diabe-
tes

 

group
 

was
 

constructed,10
 

mg·kg-1·d-1
 

of
 

simvastatin
 

was
 

begin
 

to
 

orally
 

administered
 

by
 

gavage
 

at
 

12th
 

week.The
 

brain
 

tissues
 

in
 

each
 

group
 

were
 

taken
 

in
 

8
 

weeks
 

by
 

simvastatin
 

continuous
 

bavage
 

for
 

con-
ducting

 

the
 

Neun
 

immunofluorescent
 

staining,Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

Klotho
 

and
 

Caspase-3
 

proteins.the
 

blood
 

sugar
 

level
 

was
 

detected
 

and
 

the
 

change
 

of
 

cognitive
 

function
 

was
 

detected
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by
 

the
 

Morris
 

water
 

maze
 

test.Results Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

escape
 

latency
 

was
 

prolonged
 

in
 

the
 

diabetes
 

group
 

and
 

diabetes
 

+simvastati
 

group,the
 

expression
 

levels
 

of
 

Klotho
 

and
 

Neun
 

proteins
 

were
 

decreased,the
 

Caspase-3
 

protein
 

expression
 

level
 

was
 

increased,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

signifi-
cant

 

(P<0.05);compared
 

with
 

the
 

diabetes
 

group,the
 

escape
 

latent
 

period
 

in
 

the
 

diabetes
 

+
 

simvastatin
 

group
 

was
 

shortened,the
 

expression
 

levels
 

of
 

Klotho
 

and
 

Neun
 

proteins
 

were
 

increased,the
 

Caspase-3
 

protein
 

expression
 

level
 

was
 

decreased,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Conclusion The
 

long-term
 

use
 

of
 

simvastatin
 

could
 

alleviate
 

the
 

cellular
 

apoptosis
 

in
 

hippocampus
 

area,neuron
 

damage
 

and
 

di-
abetes-associated

 

cognitive
 

decline
 

persistent
 

deterioration
 

in
 

elderly
 

rats
 

with
 

diabetes-associated
 

cognitive
 

de-
cline,which

 

may
 

be
 

correlated
 

with
 

the
 

change
 

of
 

Klotho
 

protein
 

expression.
[Key

 

words] simvastatin;aging;postoperative
 

cognitive
 

dysfunction;diabetes
 

mellitus;Klotho

  糖尿病是一种多因素代谢紊乱疾病,并伴有包括

中枢神经系统功能障碍的多种器官功能障碍[1]。伴

随年龄增加,老年糖尿病患者发生认知功能障碍的风

险增大,年龄≥60岁的患有认知功能障碍或轻度认知

功能障碍的患者中,约有50%患者为有糖尿病前期或

患有糖尿病[2]。Klotho是一种可以在神经系统中表

达的抗衰老蛋白,具有阻止多种神经退行性疾病发展

的作用[3-4]。辛伐他汀是一种亲脂性他汀,可以增强

Klotho的表达[5]。在本次实验中,笔者对已经发生糖

尿病相关的认知功能障碍的老年大鼠,长期使用辛伐

他汀,测定其脑内Klotho蛋白表达、神经元凋亡及认

知功能的改变等,探究其相关病理生理机制,为临床

药物使用提供理论依据。
1 材料与方法

1.1 实验动物

本次实验选择18~22月龄老年SD大鼠(18~22
月龄),分为4组,分别为对照组:大鼠给予正常饲料

饮食,于第12周开始口服灌胃生理盐水8周;模型

组:大鼠给予高脂饮食12周,于第4周开始腹腔注射

链脲佐菌素(STZ)25
 

mg/kg
 

8周,于第12周开始灌

胃生理盐水8周;辛伐他丁组:大鼠给予正常饲料饮

食,于第12周开始口服灌胃辛伐他丁10
 

mg·kg-1·
d-1,持续8周;糖尿病+辛伐他丁组:大鼠给予高脂

饮食在建立糖尿病认知功能减退(diabetes-associated
 

cognitive
 

decline,DACD)模型成功的基础上,于第12
周开始口服灌胃辛伐他丁10

 

mg·kg-1·d-1,持续8
周。每组12只,干预前体重450~550

 

g,购自北京维

通利华实验动物公司。所有实验动物均饲养于恒温

(23±3)℃、恒湿,明暗周期固定(12
 

h/12
 

h)、可自由

获取食水的环境中。
1.2 老年DACD大鼠模型构建

  

根据参考文献[6],对糖尿病组老年大鼠全程给

予高脂饮食(45
 

kcal%脂肪,购自美国Research
 

Diets
公司)12周,实验开始前剔除血糖低于1.5

 

mg/mL的

大鼠,同时于第4周腹腔注射25
 

mg/kg
 

STZ,8周后

取大鼠尾静脉血利用Accu-Chek血糖仪(德国Roche
 

Diagnostic公司)进行空腹血糖检测,≥2.5
 

mg/mL
表明糖尿病模型建立成功。普通大鼠给予正常饲料,

于第4周腹腔注射0.1
 

mol/L
 

枸橼酸-枸橼酸钠缓

冲液(pH
 

4.2),持续8周。糖尿病大鼠连续检测血糖

4次,均空腹血糖≥2.5
 

mg/mL,且 Morris水迷宫实

验逃避潜伏期和穿越平台次数与对照组大鼠比较差

异有统计学意义(P<0.05),则判断为大鼠造模成功。
1.3 Morris

 

水迷宫实验

水迷宫的圆形水池直径180
 

cm,高45
 

cm,充水

至30
 

cm的深度,水温在(25±1)℃,并在25
 

cm的高

度安装直径为12
 

cm的平台。使用两个垂直线程将

池划分为4个相等的象限。实验第1天,大鼠在水池

中自由游泳2
 

min。在第2~5天进行了空间训练测

试,单次时间2
 

min,并在每天固定的2个时间点在4
个不同的象限中重复数次。在整个实验期间,平台的

位置保持不变。使用计算机记录老鼠被放入水中直

至发现并爬上透明平台所需要的时间,即为逃逸潜伏

期。在第5天,撤去平台,进行空间探索实验,记录从

对侧象限向到平台所需所的时间和经过平台的次数。
1.4 Neun免疫荧光染色

取各实验组大鼠,腹腔注射戊巴比妥钠(20
 

mg/

g)麻醉后,断颈处死,生理盐水灌流,取海马组织,4%
多聚甲醛固定,30%蔗糖脱水48

 

h后,冰冻切片,进行

免疫荧光染色。0.3%
 

Triton-100室温孵育30
 

min,
10%羊血清封闭,室温孵育2~3

 

h。兔抗鼠一抗Ne-
un(1∶1

 

000,美国 Abcam)4
 

℃孵育过夜,山羊抗兔

二抗(1∶1
 

000,美国Abcam)室温孵育2
 

h。荧光显

微镜观察,计算各组大鼠海马CA1区 Neun光密度,
随机取4个视野的光密度,计算平均值。
1.5 Western

 

blot
 

检测Klotho、Caspase-3蛋白表达

变化

取各实验组大鼠脑海马组织,利用RIPA裂解液

(索莱宝,中国)提取总蛋白,利用BCA试剂盒(索莱

宝,中国)定量蛋白浓度,然后进行十二烷基硫酸钠-聚
丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE),将电泳分离的蛋白

转至聚偏氟乙烯(PVDF)膜上,5%脱脂牛奶常温封闭

2
 

h,加入 Klotho、caspase-3蛋白一抗(1∶800,美国

Abcam),4
 

℃孵育过夜;加入过氧化物酶标记的二抗

(1∶2
  

000)室温孵育1
 

h,显影、定影,用凝胶软件分析

各组蛋白条带灰度值,以GAPDH为内参计算蛋白表
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达水平。
1.6 统计学处理

采用SPSS20.0软件进行数据分析,正态分布的

计量资料以x±s表示,各组样本经方差齐性检验后,
采用单因素方差分析,重复测量设计的计量资料采用

重复测量方差分析,以 P<0.05为差异有统计学

意义。
2 结  果

2.1 DACD模型大鼠筛选

与对照组比较,模型组大鼠空腹血糖升高,Mor-
ris

 

水迷宫实验逃避潜伏期延长,穿越平台次数减少,
差异有统计学意义(P<0.05),见表1、2。

表1  对照组和模型组老年大鼠空腹血糖结果比较(x±s,mg/mL)

组别 n 造模前
造模后

72
 

h 6周 9周 12周

对照组 12 1.13±0.05 1.22±0.04 1.21±0.03 1.20±0.03 1.29±0.08

模型组 12 1.14±0.04 3.67±0.06 3.49±0.07 4.39±0.14 5.00±0.09

t 0.393 124.84 102.35 101.77 109.21

P 0.698 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

表2  对照组与模型组大鼠水迷宫实验结果比较(x±s)

项目 n 对照组 模型组 t P

逃避潜伏期(s) 12 14.25±6.93 28.50±9.90 4.084 <0.05

穿越平台次数(n) 12 5.92±2.27 2.17±1.27 4.989 <0.05

2.2 辛伐他汀对糖尿病认知功能的影响

与对照组比较,辛伐他汀组逃 避 潜 伏 期(t=
1.736,P=0.113)、穿越平台次数(t=0.553,P=

0.593),差异均无统计学意义,模型组大鼠逃避潜伏

期延长((t=9.946,P<0.05)、穿越平台次数减少

(t=11.35,P<0.05),差异有统计学意义,糖尿病+辛

伐他汀组组逃避潜伏期延长(t=5.458,P<0.05)、穿越

平台次数减少(t=5.409,P<0.05),差异有统计学意

义;与模型组比较,糖尿病+辛伐他汀组组大鼠逃避潜

伏期时间缩短(t=
 

3.467,P<0.05)、穿越平台次数增

加(t=5.926,P<0.05),差异有统计学意义。见表3。

表3  4组大鼠使用辛伐他汀后水迷宫实验结果比较(x±s)

项目 n 对照组 辛伐他汀组 模型组 糖尿病+辛伐他汀组

逃避潜伏期(s) 6 13.39±1.62 11.59±1.96 31.26±4.09ab 23.12±4.03abc

穿越平台次数(n) 6 7.08±0.80 7.42±1.24 2.67±0.52ab 4.75±0.69abc

  a:P<0.05,与对照组比较;b:P<0.05,与辛伐他汀组比较;c:P<0.05,与模型组比较。

2.3 Klotho、Caspase-3蛋白在各组间表达变化

与对照组比较,模型组和糖尿病+辛伐他汀组大

鼠Klotho蛋白表达水平均减少(t=11.602,P<
0.05;t=9.032,P<0.05);Caspase-3蛋白水平表达

上升(t=13.585,P<0.05;t=4.307,P<0.05),差

异有统计学意义;与模型组比较,糖尿病+辛伐他汀

组大鼠 Klotho蛋白表达水平增加(t=3.094,P<
0.05);Caspase-3蛋白表达水平下降(t=3.847,P<
0.05),差异有统计学意义。见图1。

  A:Western
 

blot;B:Western
 

blot定量分析;a:P<0.05,b:P<0.001。

图1  Klotho、Caspase-3蛋白在各组间表达变化

2.4 各组Neun免疫荧光染色变化 与对照组比较,模型组和糖尿病+辛伐他汀组的
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大鼠 Neun光 密 度 下 降,差 异 有 统 计 学 意 义(t=
8.172,P<0.05;t=5.012,P<0.05);与模型组比

较,糖尿病+辛伐他汀组大鼠Neun光密度增加,差异

有统计学意义(t=3.961,P<0.05)。见图2。

  A:大鼠海马CA1区Neun蛋白免疫荧光染色;B:免疫荧光染色光密度定量分析;a:P<0.05,b:P<0.001。

图2  大鼠海马CA1区Neun蛋白变化

3 讨  论

  糖尿病是目前常见的内分泌系统疾病,其并发症

涉及多系统,伴随心脏、血管、肾脏、神经等多种器官

功能障碍[2]。持续的高血糖引发糖尿病患者微血管

病变,是导致认知功能障碍,糖尿病肾病、视网膜病变

等众多并发症的主要病理机制之一[7]。伴随人口老

龄化,老年糖尿病患者数量逐年升高[8]。流行病学调

查显示[8],在年龄和高血糖因素的共同作用下,老年

糖尿病患者的神经系统功能障碍及痴呆的发生率与

健康老年人群相比明显增加。由于糖尿病患者的认

知功能障碍早期症状较为隐蔽,在确诊时已经出现较

为严重的痴呆表现,严重影响患者的生存质量。因此

对于如何延缓已经发生认知功能障碍的老年糖尿病

患者的病情加重,合理使用药物,提高老年糖尿病患

者的生存质量,逐渐成为近年来的研究热点。
本实验中使用DACD模型,该模型是一类糖尿病

相关的血管性痴呆模型[9-11],将老龄化与高血糖2个

与血管相关的危险因素结合[12],更符合目前临床实际

状况,有利于探究其相关机制。实验结果显示,与对

照组比较,使用模型组大鼠血糖水平明显升高,且在

造模后8周内,血糖水平均高于250
 

mL/dL,符合糖

尿病的判断标准[13]。Morris水迷宫主要用于测试实

验动物在空间记忆方面的能力[14]。在本次水迷宫实

验中,与对照组比较,模型组大鼠的逃避潜伏期明显

延长,穿越平台次数明显下降,说明老年糖尿病大鼠

的空间记忆能力损伤更为明显,认知功能下降。
辛伐 他 汀 作 为 3-羟 基-3-甲 基 戊 二 酰 辅 酶 A

(HMG-CoA)还原酶的竞争性抑制剂,可以阻断胆固

醇的合成,是一类高效的降血脂药,对高胆固醇血症、
冠心病等有明显的疗效[15-16];同时辛伐他汀具有多种

非调脂类作用,抗氧化、抗炎作用,改善内皮损伤等,
可以减少高血糖、高血脂造成的氧化损伤、减少炎性

因子对血脑屏障的损伤、减少微血管内皮损伤等血管

相关损伤,且可以跨越血脑屏障,缓解部分脑血管疾

病的进展[15,17-19]。目前,针对已经发生认知功能障碍

的老年糖尿病大鼠,辛伐他汀是否仍可以缓解其血管

性痴呆的进程尚未有报道,机制尚待明确。本次实验

对老年糖尿病认知功能障碍大鼠和同年龄老年大鼠

均使用辛伐他汀,以观察辛伐他汀对已经产生认知损

伤的大鼠的影响。实验中利用水迷宫实验观察各个

实验组大鼠的认知功能改变情况,结果显示,与对照

组比较,模型组和糖尿病+辛伐他汀组大鼠的均表现

为逃避潜伏期延长,穿越平台次数明显减少,认知功

能损伤的状态;但与模型组比较,糖尿病+辛伐他汀

组大鼠逃避潜伏期明显缩短,穿越平台次数明显增

加,空间记忆能力损伤减轻,表明辛伐他汀在一定程

度上阻止了糖尿病引发的认知功能损伤持续加重。
在神经元细胞层面,利用Neun的荧光染色结果观察

神经损伤程度[20],与对照组比较,模型组与糖尿病+
辛伐他汀组大鼠,神经元损伤均加重;但与模型组比

较,糖尿病+辛伐他汀组大鼠认知功能损伤程度缓

解。Caspase-3作为细胞凋亡的相关蛋白[21],通过监

测其在各组的表达水平发现,与对照组比较,模型组

与糖尿病+辛伐他汀组大鼠海马区的Caspase-3蛋白

表达水平均呈上升趋势;而与模型组大鼠比较,糖尿

病+辛伐他汀组大鼠Caspase-3蛋白表达水平下降,
说明海马组织细胞凋亡趋势在该组内得到缓解。本

次实验分别在功能水平、细胞水平和分子水平观察到

辛伐他汀可以缓解糖尿病大鼠的认知功能障碍进展。
有研究表明,辛伐他汀可以通过增加 Klotho蛋

白表达发挥神经保护作用[22-23]。Klotho是一种抗衰

老蛋白,具有缓解神经退行性疾病发生发展的作用,
而敲除Klotho基因的小鼠在出生8周后就会出现动

脉粥样硬化、骨质疏松、神经元变性等症状[3-4,24]。目

前有研究认为,Koltho在各类血管因素引发的疾病中

发挥重要作用,在脑血管疾病中通过缓解血管钙化发
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挥神经保护作用,且其表达水平下降表明神经元受

损、神经细胞凋亡等[25]。研究者对已经发生认知功能

障碍的老年糖尿病大鼠,长期使用辛伐他汀,测定其

脑内海马区 Klotho蛋白表达,观察辛伐他汀的应用

效果,初步观察其在血管因素引发的认知功能障碍中

的作用。在本实验中,与对照组比较,模型组和糖尿

病+辛伐他汀组大鼠,Klotho蛋白表达水平均下降;
与模型组比较,糖尿病+辛伐他汀组大鼠的 Klotho
蛋白表达水平上升,表明大鼠中枢神经系统的损伤使

得Klotho蛋白表达水平下降,但持续使用辛伐他汀

后糖尿病大鼠的Klotho
 

蛋白表达水平增加。表明对

于已经发生认知功能障碍的糖尿病大鼠,辛伐他汀可

能通过影响Klotho蛋白表达,调节血管功能,来缓解

认知功能障碍、神经元损伤、细胞凋亡的进一步发生,
具有一定程度上的神经保护作用,其机制尚待进一步

探讨。
辛伐他汀对已经发生认知损伤的糖尿病大鼠的

认知功能障碍具有延缓作用,在一定程度上减少细胞

凋亡、神经元损伤及认知功能障碍的持续恶化,这种

作用可能与
 

Klotho蛋白有关。
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