
作者简介：张红蕊（１９８１－），在读硕士，主治医师，主要从事内分泌与代谢研究。　△　通信作者，Ｅｍａｉｌ：ｚｈｅｎｇｊｉａ０５１４＠１６３．ｃｏｍ。

论著·基础研究　　ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１８３４８．２０１７．０６．００４

川陈皮素对糖尿病大鼠海马Ｎｒｆ２表达及认知功能的影响

张红蕊１，２，赵轶群１，高晓红１，刘春梅１，李春霞１，郑　佳
３△

（１．河北省唐山市人民医院体检中心　０６３０００；２．华北理工大学研究生院，河北唐山０６３０００；

３．唐山职业技术学院临床医学系，河北唐山０６３０００）

　　［摘要］　目的　探讨川陈皮素（ＮＯＢ）对糖尿病认知功能的改善作用及可能机制。方法　实验大鼠均为雄性，分为正常组：１２

周龄 Ｗｉｓｔａｒ大鼠８只，清洁级，正常饲料喂养；糖尿病组：１２周龄ＧＫ大鼠８只，ＳＰＦ级，正常饲料喂养；ＮＯＢ组：１２周龄ＧＫ大鼠

６只，ＳＰＦ级，正常饲料喂养，同时每天给予ＮＯＢ１０ｍｇ／ｋｇ灌胃８周。喂养到２２周龄时，Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫行为学实验评估大鼠认

知功能、免疫组织化学和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测海马中核因子Ｅ２相关因子２（Ｎｒｆ２）的表达水平。结果　与正常组相比，糖尿病组潜

逃潜伏期延长（犘＜０．０５），ＮＯＢ组潜逃潜伏期较糖尿病组缩短（犘＜０．０５）。平台撤走后，与正常组相比，糖尿病组在目标象限停

留时间较短（犘＜０．０５），ＮＯＢ组较糖尿病组延长（犘＜０．０５）。与正常组相比，糖尿病组Ｎｒｆ２的表达增加（犘＜０．０５）；与糖尿病组

相比，ＮＯＢ组Ｎｒｆ２的表达水平上升（犘＜０．０５）。结论　ＮＯＢ可以升高海马Ｎｒｆ２表达水平，改善糖尿病大鼠认知功能障碍，提

示可能与增强Ｎｒｆ２活性及激活抗氧化应激通路有关。
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　　糖尿病认知功能障碍（ｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓｗｉｔｈｃｏｇｎｉｔｉｖｅｉｍ

ｐａｉｒｍｅｎｔ，ＤＭＣＩ）是糖尿病严重的并发症，而如何预防和改善

ＤＭＣＩ，近年来成为研究热点。目前公认为氧化应激造成脑损

伤是其重要发病机制之一。机体内源性抗氧化应激通路核因

子Ｅ２相关因子２（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒＥ２ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２，Ｎｒｆ２）

ＡＲＥ信号通路可激活以减轻脑损害。Ｎｒｆ２是通路中重要的

抗氧化转录因子，通过与 ＡＲＥ的作用，产生大量的抗氧化酶

及Ⅱ相解毒酶，抵消活性氧簇（ＲＯＳ）的作用。川陈皮素（ｈｏｂｉ

ｌｅｔｉｎ，ＮＯＢ）主要在中药陈皮中提取，在柑橘类水果的果皮中广

泛存在，是多甲氧基黄酮类化合物，具有抗氧化［１］、抗动脉硬

化［２］、抗炎、降糖、保肝［３］、营养神经等作用。本文旨在通过研

究ＮＯＢ改善糖尿病大鼠ＤＭＣＩ及对海马 Ｎｒｆ２表达的影响，

探索ＮＯＢ改善ＤＭＣＩ的机制及防治ＤＭＣＩ的有效方法。

１　材料与方法

１．１　实验动物　１２周龄ＧＫ大鼠，清洁级，体质量（３００±２０）

ｇ；１２周龄 Ｗｉｓｔｅｒ大鼠，清洁级，体质量（３００±２０）ｇ。所有实验

大鼠均为雄性。ＧＫ大鼠购自北京维通利华公司，许可证号

ＳＣＸＫ（京）２０１２０００１。Ｗｉｓｔｅｒ大鼠由华北理工大学动物实验

中心提供。严格按照华北理工大学动物实验伦理委员会的条

例执行。

１．２　主要药物及试剂　ＮＯＢ由陕西慧科生物科技有限公司

生产，兔抗Ｎｒｆ２多克隆抗体由美国ＫＰＬ公司生产，βａｃｔｉｎ抗

体和免疫组织化学试剂盒由北京中衫金桥生产，十二烷基硫酸

钠（ＳＤＳ）凝胶试剂盒由碧云天生物科技研究所提供，ＳＤＳ聚丙

烯酰氨凝胶电泳（ＰＡＧＥ）电泳液粉剂抗体稀释液、ＢＣＡ蛋白浓

度测定试剂盒由北京艾德莱生物科技有限公司提供。

１．３　仪器设备　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫及分析软件由中科院药研所

研发，电泳转移槽和垂直电泳仪由北京六一仪器厂提供，Ｆｌｕ

ｏｒＣｈｅｎ５５００ 凝 胶 成 像 分 析 系 统 由 美 国 Ｔｈｅｒｍｏ 提 供，

ＸＭＯＯＯＬＤＲＭＬＭ温控摇床、高速低温离心机、体质量秤由
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北京中西远大提供。

１．４　方法

１．４．１　实验分组　为适应环境，早期喂养大鼠２周后，检测

ＧＫ大鼠空腹血糖均大于１１．１ｍｍｏｌ／Ｌ，按随机数字表法分为

糖尿病组：ＧＫ大鼠８只，给予正常饲料；ＮＯＢ组：ＧＫ大鼠６

只，给予正常饲料喂养，同时每天给予ＮＯＢ１０ｍｇ／ｋｇ灌胃；正

常组：Ｗｉｓｔａｒ大鼠８只，食用正常饲料。均喂养８周。

１．４．２　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验　大鼠２２周龄时，行 Ｍｏｒｒｉｓ水迷

宫实验，由实验室固定人员完成，并不了解大鼠分组情况。（１）

定位航行能力测试：确保周围环境安静的情况下进行连续４ｄ

的测试，第１天为适应性训练。水池为圆形，高５０ｃｍ，直径

２１４ｃｍ，水深３０ｃｍ，水温约２０℃，把４个标记点放池壁上，分

成４个象限，把圆形平台放到一个象限的中央。动物面朝池壁

入水，记录爬上平台的时间，即潜逃潜伏期。若在１２０ｓ内未

上台，潜逃潜伏期则记录为１２０ｓ。轮流测试，共进行４轮，计

算平均值作为当天成绩。比较潜逃潜伏期的长短，代表大鼠空

间学习能力水平；（２）空间探索能力测试：第５天把圆形平台取

出，记录１２０ｓ内大鼠在目标象限停留多长时间。

１．４．３　灌注取材　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验结束后大鼠空腹过夜８

ｈ。之后每组选取４只大鼠进行心脏灌注，予１０％的水合氯醛

（３．０ｍＬ／ｋｇ）行腹腔注射麻醉，开胸使心脏暴露，行左心室插

管，同时将右心耳剪开，用生理盐水灌注，至眼球肝脏变白时，

以４％ 中性多聚甲醛灌注固定，快速将脑组织完整取出，并迅

速分离海马组织，装到冻存管，用液氮冷冻后，放置于－８０℃

冰箱储存。

１．４．４　免疫组织化学检测　将分离的海马组织在４％多聚甲

醛中固定１ｄ。用石蜡包被、切片，约５μｍ厚。脱蜡至水化后，

用３％ Ｈ２Ｏ２ 室温处理２０ｍｉｎ。在正常血清中封闭反应１ｈ。

在４℃冰箱条件下兔抗Ｎｒｆ２（１∶５００）孵育过夜，滴加二抗（已

生物素化），３７℃孵育４０ｍｉｎ。镜下观察，自来水冲洗，充分漂

洗后，中性树胶封片，显微镜下观察。用Ｋｏｄａｋ图像分析系统

和ＩｍａｇｅＰｒｏｐｌｕｓ软件，在４００倍光镜下每张切片选５个视野，

计算细胞数，并取平均值作为结果。

１．４．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　制备蛋白样品，将ＲＩＰＡ裂解液加

到各组样本中，充分裂解样本，用高速低温离心机离心后取出

上清液。严格按照ＢＣＡ法对蛋白的浓度进行测定。加好蛋白

样品后，恒压电泳，直到溴酚蓝到凝胶底部时结束。使用半干

转法把蛋白转移到硝酸纤维膜上。取出膜后，用３％ＢＳＡ

ＴＢＳＴ封闭，用摇床摇洗６０ｍｉｎ。将１∶１０００稀释的一抗加

入，在４℃摇床上过夜，ＴＢＳＴ漂洗。将稀释的二抗加入，室温

下置摇床上孵育６０ｍｉｎ，ＴＢＳＴ漂洗。膜上加ＥＣＬ后反应大

约５ｍｉｎ。曝光胶片，显影、定影。使用凝胶成像分析系统对条

带进行分析。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件行统计学处理，计量

资料用狓±狊描述，两两样本比较采用狋检验，以犘＜０．０５为差

异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验结果　第１天适应性训练期后，与正

常组相比，糖尿病组大鼠潜逃潜伏期有所延长（犘＜０．０５）；

ＮＯＢ组较糖尿病组潜逃潜伏期缩短（犘＜０．０５）。平台撤走后，

与正常组相比，糖尿病组在目标象限停留时间缩短（犘＜

０．０５）；与糖尿病组相比，ＮＯＢ组停留时间延长（犘＜０．０５）。表

明糖尿病大鼠学习记忆能力、空间探索能力均下降，出现认知

障碍；而在 ＮＯＢ治疗后改善，提示 ＮＯＢ在剂量为１０ｍｇ／ｋｇ

时对糖尿病大鼠ＤＭＣＩ有改善作用，见图１。

　　Ａ：定位航行能力测试中各组大鼠连续４ｄ的潜伏潜逃期；Ｂ：平台

撤走后各组大鼠在目标象限的停留时间。ａ：犘＜０．０５，与正常组比较。

图１　　ＮＯＢ治疗增强糖尿病大鼠的学习记忆能力

２．２　免疫组织化学结果显示　光镜下可见在阳性细胞的细胞

质中出现棕黄色颗粒，各组均有阳性表达的细胞。与正常对照

组（６．２５±２．１１）比较，糖尿病组（１５．３４±３．３４）海马ＣＡ１区

Ｎｒｆ２的阳性表达数目明显增多（犘＜０．０１）。与糖尿病组相

比，ＮＯＢ组（２０．３８±３．２７）海马ＣＡ１区Ｎｒｆ２的阳性细胞数显

著增多（犘＜０．０１）。

２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果　正常组海马Ｎｒｆ２低水平表达，

糖尿病组较正常组增加（犘＜０．０５）；ＮＯＢ组较糖尿病组海马

Ｎｒｆ２的表达升高（犘＜０．０５），表明 ＮＯＢ治疗后 Ｎｒｆ２表达增

加，抗氧化能力随之增强。见图２。

　　Ａ：各组大鼠海马 Ｎｒｆ２表达；Ｂ：各组大鼠海马 Ｎｒｆ２表达水平分

析图。ａ：犘＜０．０５，与正常组比较；ｂ：犘＜０．０５，与糖尿病组比较。

图２　　ＮＯＢ治疗增加糖尿病大鼠海马Ｎｒｆ２的表达

３　讨　　论

　　海马与认知功能相关，有研究显示糖尿病大鼠出现认知功

能障碍时海马结构受损，考虑与高血糖透过血脑屏障损伤海马

神经元有关。近年来很多学者认为氧化应激是ＤＭＣＩ发病的

机制之一。氧化应激作用使细胞氧化抗氧化的稳态失去平

衡，ＲＯＳ增多而产生细胞毒性，损害脑组织。为抗衡氧化应激

的破坏作用，机体自身内源性抗氧化应激通路激活，如 Ｎｒｆ２

ＡＲＥ信号通路，发挥重要的抗氧化作用。

Ｎｒｆ２属于ＣＮＣ家族，是家族中活性最强的转录因子。在

正常情况下，Ｎｒｆ２被细胞质中Ｋｅａｐ１锚定，其活性相对抑制；

Ｋｅａｐ１对氧化还原非常敏感，有氧化应激时与 Ｎｒｆ２解离，使

其进入细胞核，在核内与抗氧化反应元件（ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｒｅｓｐｏｎｓｅ

ｅｌｅｍｅｎｔ，ＡＲＥ）作用，启动下游抗氧化蛋白，增强解毒酶系的表

达等，如γ谷氨酸半月光氨酸合成酶（γｇｌｕｔａｍｙｌｃｙｓｔｅｉｎｅｓｙｎ

ｔｈｅｔａｓｅ，γＧＣＳ）、超 氧 化 物 歧 化 酶 （ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，

ＳＯＤ）、醌 氧 化 还 原 酶 （ＮＡＤＰＨ：ｑｕｉｎｉｎｅｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅ１，

ＮＱＯ１）等，清除大量的自由基，减轻细胞损伤
［４］，而且通过下

调胶质细胞的活化介导对神经元的保护作用［５］。有研究发现

在阿尔茨海默病中Ｎｒｆ２表达量升高，表明 Ｎｒｆ２水平及活性

升高可以起到保护中枢神经的作用。有报道糖尿病大鼠ＤＭ

ＣＩ时海马中Ｎｒｆ２表达量升高，与本研究得出的结果一致。

ＮＯＢ属于多甲氧基黄酮类化合物，化学结构为５，６，７，８，

３′４′六甲氧基黄酮（５，６，７，８，３′４′Ａ′ｈｅｘａｍｅｔｈｏｘｙｆｌａｖｏｎｅ），
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是从芸香科植物村橘中提取出来的中药单体，有抗癌、抗血小

板聚集、抗炎、抗氧化等作用。近期发现 ＮＯＢ可通过降低ｐ３８

丝裂原活化蛋白激酶的活性水平而抑制皮肤黑色素瘤的细胞

增殖［６］；ＮＯＢ还有抗组胺的作用
［７］，ＮＯＢ可改善阿尔茨海默

病模型大鼠的认知功能［８］，有效改善脑缺血导致的认知功能下

降。也有研究提出在实验性脑梗死大鼠中９ｍｇ／ｋｇＮＯＢ对其

脑组织有保护作用，也可预防脑卒中［９］，故本实验选用 ＮＯＢ

１０ｍｇ／ｋｇ的剂量研究其对糖尿病认知作用是否也有所改善。

本研究得出Ｎｒｆ２在正常组大鼠海马中即有少量表达，考

虑是用来维持正常情况下的生理功能。与正常组相比，糖尿病

组大鼠海马中 Ｎｒｆ２的表达水平升高，但是认知功能明显下

降，提示在脑内高血糖环境下，对氧化应激敏感的Ｋｅａｐ１即释

放Ｎｒｆ２入细胞核，Ｎｒｆ２活性增强、表达量增加，启动下游抗

氧化蛋白等表达（如γＧＣＳ、ＳＯＤ、ＮＱＯ１等），中和大量氧化应

激产物、神经元毒素等，以保护海马神经元，但是仍然不能抵抗

高血糖导致的氧化应激状态，所以海马的损伤使大鼠出现认知

功能障碍。而经过 ＮＯＢ治疗的糖尿病大鼠认知功能有所改

善，海马中 Ｎｒｆ２表达水平较糖尿病组显著增高，笔者推测

ＮＯＢ是Ｎｒｆ２的激活剂，可以诱导 Ｎｒｆ２活性增强、表达量增

加，从而产生更多的抗氧化蛋白等保护海马结构，激活 Ｎｒｆ２

ＡＲＥ信号通路的抗氧化作用。ＮＯＢ对糖尿病大鼠的 ＤＭＣＩ

有一定的治疗作用。

在本研究中，ＮＯＢ药物剂量选用１０ｍｇ／ｋｇ治疗，可以提

高ＤＭＣＩ大鼠海马Ｎｒｆ２转录活性及表达，Ｎｒｆ２ＡＲＥ信号通

路激活，下游产生大量抗氧化蛋白及解毒酶，中和大量损害神

经元的ＲＯＳ，从而神经元细胞的药物解毒能力、抗氧化应激的

能力都被提高，这对保护海马神经元有重要的作用，可见ＮＯＢ

药物剂量是１０ｍｇ／ｋｇ时海马Ｎｒｆ２表达增加，改善了ＤＭＣＩ。

如果ＮＯＢ药物剂量继续增大，如２０ｍｇ／ｋｇ、３０ｍｇ／ｋｇ或更多

时，ＮＯＢ治疗对ＤＭＣＩ的作用如何呢？在正常细胞严格限制

Ｎｒｆ２表达，除了氧化还原途径外，还有不依赖氧化还原反应

的途径，如磷酸化途径；另外，Ｎｒｆ２表达量增加也有不良影响，

如Ｎｒｆ２在肿瘤组织中高表达易导致其预后不良，有报道发现

Ｎｒｆ２持续高表达有致死性作用。综合以上，所以笔者推测

Ｎｒｆ２表达在一定范围内随着 ＮＯＢ药物剂量的增加而增高，

但当到达某一药量时即出现平台期，或者Ｎｒｆ２的持续高表达

会造成极不利影响。如何找到这个效果最佳的药量范围，需要

今后进一步的研究证实。

ＮＯＢ可以提高糖尿病大鼠海马 Ｎｒｆ２表达水平，改善其

认知功能。在糖尿病患者中，ＮＯＢ在某个合适的剂量是否对

改善ＤＭＣＩ有此明显的作用，是否可以起到预防作用，这些都

需要更多更深入的研究。
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ｃｏｍｐｏｕｎｄｓｆｒｏｍ ＡｕｒａｎｔｉｉＩｍｍａｔｒｉＰｅｒｉｃａｒｐｉｕｍａｔｔｅｎｕａ

ｔｉｎｇｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙｉｎａｒａｔｍｏｄｅｌｏｆｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ

［Ｊ］．ＦｏｏｄＣｈｅｍ，２０１３，１３８（１）：６６３６７０．

（收稿日期：２０１６１０１１　修回日期：２０１６１１２３）

（上接第７３１页）

［１１］ＬｕｏＪ，ＺｈｏｕＸ，ＧｅＸ，ｅｔａｌ．ＵｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＹｉｎｇｙａｎｇ１

（ＹＹ１）ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓｅｓｏｐｈａｇｅａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ

ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｔｈｒｏｕｇｈｈｅｍｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ１［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＳｃｉ，

２０１３，１０４（１１）：１５４４１５５１．

［１２］ＨｕＪＬ，ＬｉＺＹ，ＬｉｕＷ，ｅｔａｌ．Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｉｎｈｅｍｅｏｘｙ

ｇｅｎａｓｅ１（ＨＯ１）ｐｒｏｍｏｔｅｒａｎｄａｌｃｏｈｏｌａｒｅｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅ

ｒｉｓｋｏｆｅｓｏｐｈａｇｅａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａｏｎＣｈｉｎｅｓｅ

ｍａｌｅｓ［Ｊ］．Ｎｅｏｐｌａｓｍａ，２０１０，５７（１）：８６９２．

［１３］ＨｕＪＬ，ＸｉａｏＬ，ＬｉＺＹ，ｅｔａｌ．ＵｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＨＯ１ｉｓａｃ

ｃｏｍｐａｎｉｅｄｂｙａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｐ３８ＭＡＰＫａｎｄｍＴＯＲｉｎｈｕ

ｍａｎｏｅｓｏｐｈａｇｅａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＣｅｌｌＢｉｏｌ

Ｉｎｔ，２０１３，３７（６）：５８４５９２．

［１４］ＫｉｍＪＳ，ＳｏｎｇＨＪ，ＫｏＳＫ，ｅｔａｌ．Ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ３Ｏｂｅｔａｄ

ｇｌｕｃｕｒｏｎｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ（ＱＧＣ）ｉｎｄｕｃｅｄ ＨＯ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｔｈｒｏｕｇｈＥＲＫａｎｄＰＩ３Ｋａｃｔｉｖａｔｉｏｎｉｎｃｕｌｔｕｒｅｄｆｅｌｉｎｅｅ

ｓｏｐｈａｇｅａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｆｉｔｏｔｅｒａｐｉａ，２０１０，８１（２）：

８５９２．

（收稿日期：２０１６１０１８　修回日期：２０１６１１１６）
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