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[摘摇 要] 摇 目的摇 研究川芎嗪治疗对新生链脲佐菌素糖尿病大鼠大脑皮层形态结构及胰岛素样生长因子 1 受体、
凋亡相关蛋白表达的影响。 方法摇 出生当日 Wistar 大鼠,一次性腹腔内注射链脲佐菌素制备新生链脲佐菌素糖尿

病大鼠模型,设立对照组、模型组、川芎嗪组及二甲双胍组。 第 32 周检测空腹血糖、空腹血浆胰岛素、胰岛素抵抗

指数,观察大脑皮层病理组织学及超微结构改变,测定皮层组织中诱导型一氧化氮合酶活性、一氧化氮浓度及胰岛

素样生长因子 1 受体、Bcl鄄2、Fas、Caspase鄄3 的蛋白表达。 结果摇 川芎嗪治疗可以降低空腹血糖、空腹血浆胰岛素及

胰岛素抵抗指数(P < 0. 01),可以改善大脑皮层光镜下及超微结构改变,抑制大脑皮层诱导型一氧化氮合酶活性

(P < 0. 01)、降低 NO 浓度(P < 0. 01),可以增加大脑皮层胰岛素样生长因子 1 受体和 Bcl鄄2 蛋白表达(P < 0. 01),
降低 Fas(P < 0. 05)和 Caspase鄄3 蛋白表达(P < 0. 01)。 结论摇 川芎嗪可以通过多种途径发挥对糖尿病大鼠大脑皮

层损伤的保护作用。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the effects of tetramethylpyrazine on expressions of insulin鄄like growth factor鄄1
receptor (IGF鄄1R) and apoptosis鄄related proteins in cerebral cortex of neonatal streptozotocin (STZ)鄄induced diabetic rats.
Methods摇 Neonatal Wistar rats were intraperitoneally injected with a single dose of STZ to establish neonatal STZ鄄induced
diabetic rat model. 摇 The neonatal rats were divided into 4 groups: normal control group, model group, metformin treatment
group and tetramethylpyrazine treatment group. 摇 Fasting plasma glucose (FPG), fasting insulin (FINS) and insulin re鄄
sistance index (IRI) were measured at the 32nd week. 摇 The changes of the cerebral cortex structure were observed with
light microscope and electron microscope. 摇 Inducible nitric oxide synthase (iNOS) activity, nitric oxide (NO) concentra鄄
tion, and protein expression levels of IGF鄄1R, Bcl鄄2, Fas, and Caspase鄄3 in cerebral cortex were also analyzed. 摇 摇 Re鄄
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sults摇 Tetramethylpyrazine not only attenuated the increases in FPG, FINS and IRI (P < 0郾 01), but also ameliorated the
changes of cerebral cortex structure. 摇 It inhibited iNOS activity (P < 0郾 01) and reduced NO concentration (P < 0郾 01) in
the rat cortex. 摇 In addition, tetramethylpyrazine enhanced the impaired Bcl鄄2 (P < 0郾 01) and IGF鄄1R (P < 0郾 01) ex鄄
pressions and decreased the expression levels of Fas (P < 0郾 05) and Caspase鄄3 (P < 0郾 01) in cerebral cortex. 摇 摇 Con鄄
clusion摇 Tetramethylpyrazine ameliorates cerebral cortex injury in neonatal STZ鄄induced diabetic rats in multiple ways.

摇 摇 糖尿病脑病是糖尿病的一种重要并发症,可以

出现反应迟钝、记忆力下降、脑中风及老年痴呆等,
发生机制与胰岛素抵抗、脑血管硬化、茁鄄淀粉样蛋白

沉积及氧化应激等有关,目前缺乏有效的防治手

段。 中药川芎活血行气,祛风止痛。 川芎嗪是从川

芎根茎中提取的一种生物碱,基本化学结构是四甲

基吡嗪,易穿透血脑屏障,可扩张血管、抑制血小板

凝集、防止血栓形成从而发挥抗动脉粥样硬化作

用,在中枢神经系统发挥抗凋亡、抗氧化、保护血管

内皮细胞及抑制神经细胞炎症反应等多种作

用[1鄄3]。 用出生当日 Wistar 大鼠一次性腹腔注射链

脲佐菌素(streptozotocin,STZ)以诱导 2 型糖尿病模

型,可显示出 2 型糖尿病各阶段病理表现,是国际上

公认的造模方法[4鄄5]。 国内外关于川芎嗪对大脑皮

层保护作用的研究主要集中在急性局部缺血性脑

血管病上[1,6],关于川芎嗪对新生链脲佐菌素糖尿

病大鼠大脑皮层损害的保护作用鲜有研究。 胰岛

素样生长因子 1 受体( insulin鄄like growth factor鄄1 re鄄
ceptor,IGF鄄1R)具有保护神经及抑制神经细胞凋亡

等作用[7],川芎嗪对糖尿病大鼠大脑 IGF鄄1R 表达

的影响未见报道。 本研究拟观察川芎嗪对新生链

脲佐菌素糖尿病大鼠大脑皮层 IGF鄄1R 及凋亡相关

蛋白表达的影响。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 实验动物

摇 摇 出生当日 Wistar 大鼠 100 只,体质量约 6 g,购
自山东大学实验动物中心。 动物先由母乳喂养,于
4 周龄后雌雄分笼喂养,自由摄水摄食。
1郾 2摇 主要试剂与药物

链脲佐菌素购自 Sigma 公司;盐酸川芎嗪购自

天津药业集团新郑股份有限公司;盐酸二甲双胍购

自北京京丰制药有限公司;兔抗大鼠 IGF鄄1R 一抗购

自北京博奥森生物技术有限公司;兔抗大鼠 Bcl鄄2、
Fas 及 Caspase鄄3 一抗为武汉博士德公司产品;小鼠

抗大鼠 actin 抗体及免疫组织化学试剂盒购自北京

中杉金桥生物技术有限公司; 一氧化氮( nitric ox鄄
ide,NO)和诱导型一氧化氮合酶( inducible nitric ox鄄

ide synthase,iNOS)测定试剂盒购自南京建成生物工

程研究所;BCA 蛋白测定试剂盒购自碧云天生物技

术有限公司;ECL 化学发光增强显色试剂盒为 Milli鄄
pore 公司产品。
1郾 3摇 新生链脲佐菌素糖尿病大鼠模型的制备、药物

干预及分组

出生当日 Wistar 大鼠 100 只,随机选取 80 只,
一次性腹腔内注射链脲佐菌素 90 mg / kg,余 20 只

作为对照组,腹腔注射等体积生理盐水。 8 周龄时,
腹腔葡萄糖耐量试验 2 h 血糖水平逸11. 1 mmol / L
者选入本实验。 将新生链脲佐菌素糖尿病大鼠随

机分为模型组、二甲双胍组、川芎嗪组,每组 20 只。
二甲双胍组每日给予二甲双胍 125 mg / kg,川芎嗪

组每日给予盐酸川芎嗪 50 mg / kg(给药剂量经预实

验确定),对照组及模型组给予 1 mL 生理盐水灌

胃。 分雌雄两组喂养 24 周,观察大鼠一般情况。
1郾 4摇 血液生物化学指标检测

32 周龄时,全部大鼠摘眼球采血,处死,留取血

浆,检测空腹血糖( fasting plasma glucose,FPG)、空腹

血浆胰岛素( fasting insulin,FINS),胰岛素抵抗指数

(insulin resistant index,IRI) = (FPG 伊 FINS) / 22郾 5。
1郾 5摇 iNOS 活性和 NO 浓度检测

10%大脑皮层组织匀浆,依次加入试剂混匀,
530 nm ( iNOS) 或 490 nm (NO) 波长测各管吸光

度值。
1郾 6摇 大脑皮层病理形态学观察

取大脑皮层组织,10 mm 伊10 mm 伊2 mm 大小,
以 4%多聚甲醛固定,石蜡包埋,切片,HE 染色,显
微镜下观察病理形态学变化。
1郾 7摇 大脑皮层组织超微结构观察

冰台上分离大脑皮层组织,取 1 mm3 组织块,立
即以 4%戊二醛固定,0. 1 mol / L 二甲砷酸缓冲液冲

洗 2 遍,1%四氧化锇固定,再经缓冲液冲洗,逐级丙

酮脱水,环氧树脂浸透,包埋,超薄切片,醋酸铀鄄枸橼

酸铅染色。 透射电镜观察神经元超微结构的变化。
1郾 8 摇 Western blot 检测大脑皮层组织中 IGF鄄1R、
Bcl鄄2、Fas 及 Caspase鄄3 蛋白的表达

10%十二烷基硫酸钠鄄聚丙烯酰胺凝胶,加样 40
滋g,电泳,湿转,封闭,一抗 4益过夜,二抗 37益孵育
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1 h,暗室曝光显影。
1郾 9摇 统计学分析

数据以x 依 s 表示,方差齐时多组间比较采用单

因素方差分析,两两比较采用 LSD 法检验;方差不

齐时采用非参数检验,多组间比较采用 Kruskal鄄
Wallis H 检验,两两比较采用 Mann鄄Whitney U 检验。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 新生链脲佐菌素糖尿病大鼠成模情况

摇 摇 8 周龄时,80 只大鼠中有 66 只腹腔葡萄糖耐量

试验 2 h 血 糖 水 平 逸 11郾 1 mmol / L, 成 模 率 为

82郾 5% ,死亡率为 0。 该组大鼠体质量增加,皮毛色

黄、暗淡,反应迟钝,活动量少,尿量多,FPG、FINS
和 IRI 明显升高。 32 周龄时,对照组 20 只全部存

活,模型组存活 7 只,二甲双胍组存活 14 只,川芎嗪

组存活 15 只。
2郾 2摇 大鼠 FPG、FINS、IRI 水平

32 周龄时,模型组 FPG 显著高于对照组(P <
0郾 01),二甲双胍和川芎嗪治疗均可以降低 FPG(P
< 0郾 01),且可以使 FPG 降至正常水平;模型组 FINS
较对照组升高(P <0郾 01),川芎嗪治疗可以降低 FINS

(P < 0郾 01),但其水平仍高于对照组(P < 0郾 01),二
甲双胍治疗对改善 FINS 无明显作用;模型组 IRI 明
显高于对照组(P < 0郾 01),二甲双胍和川芎嗪治疗

均可以降低 IRI(P < 0郾 01),且川芎嗪作用强于二甲

双胍(P < 0郾 01;表 1)。

表 1. 大鼠空腹血糖、空腹胰岛素、胰岛素抵抗指数水平( x
依 s)
Table 1. The levels of FPG, FINS and IRI in the rats(x 依 s)

分摇 组 n FPG (mmol / L) FINS (mIU / L) IRI

对照组 20 4郾 89 依 0郾 34 12郾 05 依 1郾 96 2郾 90 依 1郾 22
模型组 7 10郾 30 依 1郾 25a 37郾 02 依 3郾 65a 16郾 90 依 3郾 44a

二甲双胍组 14 5郾 01 依 0郾 65b 34郾 52 依 2郾 95a 7郾 50 依 1郾 53ab

川芎嗪组 15 5郾 18 依 0郾 46b 27郾 75 依 3郾 43abc 5郾 47 依 1郾 66abc

a 为 P < 0郾 01,与对照组比较;b 为 P < 0郾 01,与模型组比较;c 为 P <
0郾 01,与二甲双胍组比较。

2郾 3摇 大鼠大脑皮层 HE 染色情况

对照组大脑皮层神经元呈圆形或椭圆形,细胞

形态正常,核膜完整,核仁清晰可见,排列有序。 模

型组大脑皮层神经元核固缩,体积缩小,胞浆浓缩

深染,排列紊乱。 二甲双胍和川芎嗪治疗可以改善

糖尿病引起的大脑皮层病理变化(图 1)。

图 1. 大鼠大脑皮层 HE 染色结果( 伊 400)摇 摇 A 为对照组,B 为模型组,C 为二甲双胍组,D 为川芎嗪组。

Figure 1. HE staining of the rat cerebral cortex( 伊 400)

2郾 4摇 大鼠大脑皮层神经元超微结构改变

对照组大脑皮层神经元细胞核大而圆,核膜清

晰、完整,粗面内质网、核糖体、微管、高尔基复合体

清晰可见,线粒体双膜结构清晰,嵴排列整齐;模型

组皮层神经元核固缩,核膜呈波浪状、皱缩,核周隙

增宽,细胞器数量明显减少,局灶细胞器聚合,线粒

体肿胀、空泡化;二甲双胍和川芎嗪治疗可以改善糖

尿病引起的皮层超微结构变化(图 2)。
2郾 5摇 大鼠大脑皮层 NO 浓度和 iNOS 活性变化

32 周龄时,模型组大脑皮层 NO 浓度和 iNOS
活性较对照组明显增加(P < 0. 01),与二甲双胍相

比,川芎嗪降低 iNOS 活性较强(P < 0. 01),两者在

降低 NO 浓度方面无显著差异,NO 浓度尚高于正常

水平(表 2)。
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图 2. 大鼠大脑皮层神经元超微结构改变( 伊 6000)摇 摇 A 为对照组,B 为模型组,C 为二甲双胍组,D 为川芎嗪组。

Figure 2. Ultrastructure of the rat cerebral cortex neuron( 伊 6000)

表 2. 大鼠大脑皮层 NO 浓度及 iNOS 活性(x 依 s)
Table 2. NO concentrations and iNOS activities of the rat
cerebral cortex(x 依 s)

分摇 组 n NO 浓度(滋mol / g) iNOS 活性( 伊 103 U / g)

对照组 20 2. 67 依 0. 65 0. 38 依 0. 14

模型组 7 4. 51 依 0. 73b 1. 84 依 0. 17b

二甲双胍组 14 3. 68 依 0. 81bc 1. 62 依 0. 15bd

川芎嗪组 15 3. 20 依 0. 75ad 1. 31 依 0. 19bde

a 为 P < 0郾 05,b 为 P < 0郾 01,与对照组比较;c 为 P < 0郾 05,d 为 P <
0郾 01,与模型组比较;e 为 P < 0郾 01,与二甲双胍组比较。

2郾 6摇 大鼠大脑皮层 IGF鄄1R、Bcl鄄2、Fas 及 Caspase鄄3
蛋白表达

模型组大脑皮层 IGF鄄1R 的表达较对照组明显

下降(P < 0. 01),二甲双胍和川芎嗪治疗均可增加

IGF鄄1R 的表达(P < 0. 01),且以二甲双胍治疗效果

更为显著(P < 0. 01);模型组大脑皮层 Bcl鄄2 的表达

较对照组明显下降(P < 0. 01),二甲双胍组和川芎

嗪治疗后 Bcl鄄2 的表达增加(P < 0. 01),且升至正常

水平;模型组大脑皮层 Fas 的表达较对照组明显增

加(P < 0. 01),川芎嗪治疗可降低 Fas 的表达(P <
0. 05),而二甲双胍治疗对 Fas 表达无明显作用;

Caspase鄄3 在对照组大脑皮层中表达较少,在模型组

表达明显增多(P < 0. 01),二甲双胍和川芎嗪治疗

均可降低 Caspase鄄3 的表达(P < 0. 01),且以二甲双

胍治疗效果更为显著(P < 0. 01),可使其表达降至

正常水平(图 3 和 4)。

图 3. 大鼠大脑皮层 IGF鄄1R 和 Bcl鄄2 的表达 摇 摇 a 为 P <
0郾 05,b 为 P < 0郾 01,与对照组比较;c 为 P < 0郾 01,与模型组比较;d
为 P < 0郾 01,与二甲双胍组比较。

Figure 3. The expression of IGF1鄄R and Bcl鄄2 in the rat
cerebral cortex

286 ISSN 1007鄄3949 Chin J Arterioscler,Vol 23,No 7,2015



图 4. 大鼠大脑皮层 Caspase鄄3 和 Fas 的表达 摇 摇 a 为 P <
0郾 01,与对照组比较;b 为 P < 0郾 05,c 为 P < 0郾 01,与模型组比较;d
为 P < 0郾 01,与二甲双胍组比较。

Figure 4. The expression of activated Caspase鄄3 and Fas in
the rat cerebral cortex

3摇 讨摇 论

本研究发现,新生链脲佐菌素糖尿病大鼠大脑

皮层神经元发生核固缩,核膜皱缩,核周隙增宽等

损伤变化,与此对应,大脑皮层 iNOS 活性增强且

NO 水平升高,IGF鄄1R 蛋白表达水平下降,凋亡相关

基因 Fas 及 Caspase鄄3 蛋白表达水平升高,抑制凋亡

基因 Bcl鄄2 蛋白表达下降。 本研究率先验证了川芎

嗪对新生链脲佐菌素糖尿病大鼠大脑皮层损伤发

挥保护作用,可以改善大脑皮层神经元光镜下及超

微结构改变,抑制大脑皮层 iNOS 活性、降低 NO 浓

度,尚可增加大脑皮层 IGF鄄1R 和 Bcl鄄2 蛋白表达,
降低 Fas 和 Caspase鄄3 蛋白表达。

大脑利用葡萄糖作为主要能源物质,胰岛素可

以通过血脑屏障,中枢神经系统内的胰岛素不仅调

节脑内能量代谢,还是一种神经营养因子[8]。 慢性

高糖血症和高胰岛素血症促进晚期糖基化终末产

物形成,导致活性氧簇产生;脑内过多胰岛素可以

竞争性结合胰岛素降解酶使 茁鄄淀粉样蛋白清除过

少和沉积,而后者是阿尔茨海默病发病机制中老年

斑的核心;高糖血症和高胰岛素血症还可以诱导

Tau 蛋白过度磷酸化和淀粉样蛋白寡聚化,尚可导

致脑微血管、大血管动脉硬化,导致神经元退化和

认知功能障碍[9]。 胰岛素抵抗是 2 型糖尿病高血

糖和高胰岛素血症发生的基础病理机制。 本研究

研究结果表明,川芎嗪可以降低 IRI,从而增强外周

组织胰岛素敏感性而发挥降血糖、缓解高胰岛素血

症的作用。

机体抗氧化能力降低时,iNOS 源性 NO 可直接

或间接通过其生成的活性氮和(或)活性氧类物质

与蛋白、核酸等大分子起反应,造成细胞、组织损

伤[10]。 iNOS 源性 NO 介导了 茁鄄淀粉样蛋白及氯化

铝所致的下丘脑和颞叶皮质记忆损伤和神经元退

变[11鄄12]。 川芎嗪在 N9 小胶质细胞中通过抑制丝裂

原活化蛋白激酶及磷酸肌醇鄄3 激酶 /蛋白激酶 B 等

信号转导途径,抑制核因子 资B 向胞核转位,从而抑

制脂多糖诱导的 iNOS 表达和 NO 生成[13]。 本研究

结果亦表明,川芎嗪可以抑制 iNOS 活性,减少 NO
浓度而缓解亚硝酸盐应激所致的大脑皮层损伤。

IGF鄄1R 是一种跨膜的酪氨酸蛋白受体,其配体

主要是 IGF鄄1 和 IGF鄄2,对 IGF鄄1 的亲和力最高[14]。
生理状态下,IGF鄄1R 广泛存在于中枢神经系统中。
IGF鄄1R 信号通路被激活后,通过磷酸肌醇鄄3 激酶 /蛋
白激酶 B 等通路对神经细胞的发育、神经元代谢、神
经保护及神经凋亡抑制发挥作用,对大脑功能的维持

及神经系统的继续发育具有重要作用[7]。 糖尿病大

鼠海马区 IGF鄄1、IGF鄄1R 显著下降,并同时伴有海马

神经元的调亡和认知功能损伤[15]。 川芎嗪对糖尿病

大鼠大脑皮层 IGF鄄1R 表达的影响尚未见报道。 本研

究显示,新生链脲佐菌素糖尿病大鼠大脑皮层 IGF鄄
1R 表达水平降低,川芎嗪治疗可以升高 IGF鄄1R 的表

达水平,其具体机制尚有待于进一步研究。
细胞凋亡是多基因调控的一种细胞主动自杀

性过程。 Caspase鄄3 是细胞凋亡的最终执行者和特

异性分子标记之一;Fas 蛋白通过与 Fas 配体结合激

活 Caspase 信号转导级联反应从而促进细胞凋亡;
而 Bcl鄄2 是最重要的抗凋亡蛋白。 新生链脲佐菌素

糖尿病大鼠大脑皮层细胞凋亡相关基因激活乃至

凋亡产生是高血糖、高胰岛素血症导致的晚期糖基

化终末产物及氧化应激生成、IGF鄄1R 等基因表达降

低的最终结果。 川芎嗪可以促进 Bcl鄄2 表达、降低

Fas 及活化型 Caspase鄄3 表达而减少糖尿病所致皮

层细胞凋亡,可能与其缓解高血糖、高胰岛素血症,
抑制亚硝酸盐应激、增加 IGF鄄1R 表达有关。

二甲双胍是广泛应用于临床的糖尿病治疗药

物,除具有降糖功能外,还可以抗炎、改善血管内皮

功能、改善血管舒缩功能从而发挥保护大血管的作

用[16]。 大规模流行病学研究发现,二甲双胍具有神

经保护作用,可降低糖尿病患者痴呆症的发生风

险[17鄄18]。 本研究表明,二甲双胍可以提高新生链脲

佐菌素糖尿病生存率,改善其大脑皮层形态学改

变,降低大脑皮层 iNOS 活性和 NO 浓度,增加 IGF鄄
1R 和 Bcl鄄2 的蛋白表达,降低 Caspase鄄3 表达,为支
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持上述流行病学调查结果提供了实验依据。 与二

甲双胍相比,川芎嗪在降低糖尿病大鼠 FINS、增强

外周组织胰岛素敏感性、抑制大脑皮层 iNOS 活性

表达等方面优于二甲双胍,为糖尿病发病机制的研

究及治疗提供了新的选择。
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