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摘要： 目的　 探讨糖脂清方对糖尿病小鼠认知功能的保护作用。 方法　 雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠随机分为空白组、 模型组、
糖脂清方组、 空载病毒组、 ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１ 敲低组、 糖脂清方＋ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１ 敲低组， ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１ 敲低组和糖脂清方＋
ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１ 敲低组于侧脑室注射 ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１ 敲低病毒， 糖脂清方组和糖脂清方＋ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１ 敲低组灌胃给予 １２ ｇ ／
ｋｇ 糖脂清方， 持续 １２ 周。 给药结束后检测小鼠认知功能； 尼氏染色观察海马神经元损伤情况； ＴＵＮＥＬ 染色检测海马

ＣＡ１ 区神经元凋亡程度； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测海马组织 Ａｔｇ１６Ｌ１、 ＳＱＳＴＭ１ ／ Ｐ６２、 Ｂｅｃｌｉｎ１、 ＬＣ３ 蛋白表达； ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法

检测海马组织 ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１ 表达和 Ｂｅｃｌｉｎ１、 Ｐ６２、 ＬＣ３ ｍＲＮＡ 表达。 结果　 与空白组比较， 模型组小鼠血糖升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 体质量减轻 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 逃避潜伏期延长 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 穿越平台次数和目标象限停留时间比均减少 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）； 海马 ＣＡ１ 区神经元体积缩小， 尼氏小体数量减少， 神经元凋亡率升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）； 海马组织 Ａｔｇ１６Ｌ１、
Ｂｅｃｌｉｎ１、 ＬＣ３Ⅱ ／Ⅰ蛋白表达， ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１ 表达和 Ｂｅｃｌｉｎ１、 ＬＣ３ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｐ６２ 蛋白和

ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜ ０􀆰 ０１）。 与模型组比较， 糖脂清方组小鼠血糖降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， 体质量增加 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）； 逃避潜伏期缩短 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 穿越平台次数和目标象限停留时间比增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 海马 ＣＡ１ 区神经元结构

和形态正常， 细胞核明显， 尼氏体丰富， 神经元凋亡率降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 海马组织 Ａｔｇ１６Ｌ１、 Ｂｅｃｌｉｎ１、 ＬＣ３Ⅱ ／Ⅰ蛋白

表达， ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１ 表达和 Ｂｅｃｌｉｎ１、 ＬＣ３ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｐ６２ 蛋白和 ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５，
Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与糖脂清方组比较， 糖脂清方＋ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１ 敲低组小鼠血糖升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 逃避潜伏期延长 （Ｐ＜０􀆰 ０５）；
海马 ＣＡ１ 区尼氏小体数量减少， 神经元凋亡率增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 海马组织 Ａｔｇ１６Ｌ１、 Ｂｅｃｌｉｎ１、 ＬＣ３Ⅱ ／Ⅰ蛋白表达，
ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１ 表达和 Ｂｅｃｌｉｎ１、 ＬＣ３ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｐ６２ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 糖脂

清方能改善糖尿病小鼠认知功能， 缓解神经元凋亡， 其作用可能与激活海马 ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１ 介导的自噬相关。
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ｏｆ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｗｅｒｅ ｎｏｒｍａｌ， ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｕｓ ｗａｓ ｏｂｖｉｏｕｓ， Ｎｉｓｓｌ ｂｏｄｉｅｓ ｗｅｒｅ ａｂｕｎｄａｎｔ， ａｎｄ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｏｆ
ｎｅｕｒｏｎｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ａｔｇ１６Ｌ１， Ｂｅｃｌｉｎ１， ＬＣ３Ⅱ ／ Ⅰ ｐｒｏｔｅｉｎｓ， ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１ ａｎｄ
Ｂｅｃｌｉｎ１， ＬＣ３ ｍＲＮＡ ｉｎ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｐ６２ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ
ｍＲＮＡ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｔａｎｇｚｈｉｑｉｎｇ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ ｓｕｇａｒ ｏｆ
Ｔａｎｇｚｈｉｑｉｎｇ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ＋ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１ ｋｎｏｃｋ⁃ｄｏｗｎ ｇｒｏｕｐ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ｔｈｅ ｅｓｃａｐｅ ｌａｔｅｎｃｙ ｗａｓ ｐｒｏｌｏｎｇｅｄ
（Ｐ＜０􀆰 ０５）； ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ Ｎｉｓｓｌ ｂｏｄｉｅｓ ｉｎ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ＣＡ１ ａｒｅａ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｏｆ ｎｅｕｒｏｎｓ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０５）． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ａｔｇ１６Ｌ１， Ｂｅｃｌｉｎ１， ＬＣ３Ⅱ ／ Ⅰ ｐｒｏｔｅｉｎｓ， ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１ ａｎｄ Ｂｅｃｌｉｎ１， ＬＣ３
ｍＲＮＡ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ａｎｄ Ｐ６２ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ
Ｔａｎｇｚｈｉｑｉｎｇ ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｃａｎ ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｍｉｃｅ ａｎｄ ａｌｌｅｖｉａｔｅ ｎｅｕｒｏｎａｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ， ａｎｄ ｉｔｓ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１ ｍｅｄｉａｔｅｄ ａｕｔｏｐｈａｇｙ．
ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ： Ｔａｎｇｚｈｉｑｉｎｇ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ； ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ； ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ； ａｐｏｐｔｏｓｉｓ； ａｕｔｏｐｈａｇｙ； ｌｏｎｇ
ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ （ ｌｎｃＲＮＡ）； ｐｌａｓｍａｃｙｔｏｍａ ｖａｒｉａｎｔ ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ １ （Ｐｖｔ１）

　 　 糖尿病作为常见的代谢性疾病， 约 ６０％ ～ ７０％
的患者会出现不同程度的认知功能障碍， 表现为记

忆力减退， 学习能力下降， 语言、 理解和判断等能

力障碍［１⁃２］。 糖尿病相关认知功能障碍 （ ｄｉａｂｅｔｅｓ⁃
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ， ＤＡＣＤ） 受多种因

素影响， 具体发病机制尚未明确， 且缺乏有效的治

疗西药［３］。 部分中药及其活性成分可以通过缓解

胰岛素抵抗、 微血管功能障碍、 肠道菌群组成异

常、 炎症以及高血糖条件下血脑屏障、 脑血管和神

经元的损伤来改善 ＤＡＣＤ［４］。 ＤＡＣＤ 根据其临床表

现多被归于中医 “消渴呆病” 的范畴， “脾肾亏

虚、 痰瘀痹阻脑络” 是其重要病机［５］。 糖脂清方

是治疗糖尿病及其并发症的经验效方。 临床随机对

照研究发现， 糖脂清方能有效降低 ２ 型糖尿病患者

的血糖、 血脂、 体质量、 空腹胰岛素水平及全血粘

度［６⁃８］， 通过控制高血糖、 胰岛素抵抗、 血管损

伤、 肥胖等 ＤＡＣＤ 的危险因素， 对糖尿病患者发

挥潜在的认知保护作用。
前期研究表明， 糖脂清方可显著改善 ２ 型糖尿

病 （ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ， Ｔ２ＤＭ） 大鼠及小鼠的

学习和记忆能力， 提高海马组织 Ａｔｇ５、 ＬＣ３ 蛋白表

达， 减少海马神经元凋亡和损伤［９⁃１１］， 但具体分子

机制尚不明确。 长链非编码 ＲＮＡ （ ｌｏｎｇ ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ
ＲＮＡ， ｌｎｃＲＮＡ） 已被证明是 Ｔ２ＤＭ 分子生物学中

的新型调节因子， 其中， ｌｎｃＲＮＡ 人浆细胞瘤转化

迁移基因 １ （ ｐｌａｓｍａｃｙｔｏｍａ ｖａｒｉａｎｔ ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ １，
Ｐｖｔ１） 可调节自噬影响小鼠神经元凋亡［１２⁃１３］。 本实

验以 ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１、 自噬、 神经元凋亡为切入点，
５１６３
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探讨糖脂清方改善 ＤＡＣＤ 的作用机制。
１　 材料

１􀆰 １　 实验动物　 ７５ 只雄性 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠，
７ 周龄， 体质量 （２０±２） ｇ， 购于上海斯莱克实验

动物有限责任公司 ［实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ
（沪） ２０２２⁃０００４］， 饲养于南京中医药大学 ＳＰＦ 实

验动物中心 ［实验动物使用许可证号 ＳＹＸＫ （苏）
２０１８⁃００４９］， 温度为 ２２ ℃， 相对湿度 ４５％ ～ ５５％ ，
１２ ｈ ／ １２ ｈ 明暗交替循环， 饲养期间自由进食、 饮

水， 适应性饲养 ７ ｄ 后进行实验， 经南京中医药大

学伦理委员会审核通过 （伦理号 ２０２３０３Ａ０５５）。
１􀆰 ２　 药物　 糖脂清方由酒黄精 １８ ｇ、 枸杞子 １８ ｇ、
泽兰 １５ ｇ、 鬼箭羽 １５ ｇ 和炙僵蚕 １２ ｇ 组成， 以上

药材均购买自江苏省中医院中药房， 经南京中医药

大学狄留庆教授鉴定均为正品。 将上述药材浸泡

１５ ｍｉｎ 后， 砂锅煎煮， 武火烧开后文火慢煎， 滤网

过滤除渣， 使用旋转蒸发仪浓缩至生药量 ２􀆰 ４
ｇ ／ ｍＬ， 分装后于 ４ ℃保存。
１􀆰 ３　 仪器　 标准型脑立体定位仪 （深圳瑞沃德生

命科技有限公司）； Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫设备 （安徽正华

生物仪器设备有限公司）； ＪＪ⁃１２Ｊ 脱水机、 ＪＢ⁃Ｐ５
包埋机 （武汉俊杰电子有限公司）； ＲＭ２０１６ 病理

切片机 （德国 Ｌｅｉｃａ 公司）； Ｅ１００ 正置光学显微镜

（日本 Ｎｉｋｏｎ 公司）； ＶＥ１８６ 电泳槽 （上海天能生

命科学有限公司）； ５４３０Ｒ 高速冷冻离心机 （德国

Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司）； ７５００ 荧光定量 ＰＣＲ 仪 （上海宏

石医疗器械有限公司）； ＩｍａｇｅＱｕａｎｔ ＬＡＳ⁃４０００ 化学

发光成像分析仪 （美国 ＧＥ 公司）。
１􀆰 ４ 　 试 剂 　 链脲佐菌素 （ ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ， ＳＴＺ）
（美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司， 货号 Ｓ０１３０）； ｌｎｃＲＮＡ
Ｐｖｔ１ 敲低病毒及阴性对照病毒由上海吉凯基因科

技有 限 公 司 提 供， Ｐｖｔ１⁃ＲＮＡｉ 靶 点 序 列 为

ＧＣＧＡＧＴＧＴＧＡＴＴＴＧＧＧＡＴＡＴＴ； Ｌａｎｔｕｓ 胰岛素 ［赛
诺菲 （北京） 制药有限公司］； ＢＣＡ 蛋白浓度测定

试剂盒 （上海碧云天生物技术有限公司， 货号

Ｐ００１０）； 兔抗自噬相关 １６ 样蛋白 １ （ ａｕｔｏｐｈａｇｙ
ｒｅｌａｔｅｄ １６ ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ１， Ａｔｇ１６Ｌ１）、 自噬接头蛋白

（Ｓｅｑｕｅｓｔｏｓｏｍｅ １， ＳＱＳＴＭ１ ／ Ｐ６２）、 Ｂ 细胞淋巴瘤⁃２
蛋白 相 互 作 用 中 心 卷 曲 螺 旋 蛋 白 １ （ Ｂ⁃ｃｅｌｌ
ｌｙｍｐｈｏｍａ⁃２⁃ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｍｙｏｓｉｎ⁃ｌｉｋｅ ｃｏｉｌｅｄ⁃ｃｏｉｌ ｐｒｏｔｅｉｎ
１， Ｂｅｃｌｉｎ１）、 微管相关蛋白轻链 ３ （ ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ １ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎ ３， ＬＣ３）、 β⁃肌动蛋白

（β⁃ａｃｔｉｎ） 多克隆抗体 （武汉三鹰生物技术有限公

司， 货号 ２９４４５⁃１⁃ＡＰ、 １８４２０⁃１⁃ＡＰ、 １１３０６⁃１⁃ＡＰ、

１４６００⁃１⁃ＡＰ、 ＧＢ１５００３）； 辣根酶标记山羊抗兔 ＩｇＧ
（Ｈ＋Ｌ） （北京中杉金桥生物技术有限公司， 货号

ＺＢ２３０１）； 总 ＲＮＡ 提取试剂盒、 逆转录试剂盒、
ＣｈａｍＱ ＳＹＢＲ （南京诺唯赞生物科技有限公司， 货

号 ＲＣ１１２、 Ｒ２２３、 Ｑ３３１）； ＨＥ 染液、 甲苯胺蓝染

液 （武汉赛维尔生物科技有限公司， 货号 Ｇ１００５、
Ｇ１０３２）； ＴＵＮＥＬ 试剂盒 （瑞士 Ｒｏｃｈｅ 公司， 货号

１１６８４８１７９１０）。
２　 方法

２􀆰 １　 造模　 空白组小鼠给予普通维持饲料， 造模

组给予高糖高脂肪饮食 （２０％ 蔗糖、 ３％ 蛋黄粉、
１８％ 猪油、 ５９％ 小鼠维持饲料）， 连续 ６ 周。 待造

模小鼠体质量增长后进行 ＳＴＺ 诱导， 给药前 １２ ｈ
禁食不禁水， 腹腔注射 ＳＴＺ ８５ ｍｇ ／ ｋｇ， 共注射 ２
次， 间隔 ３ ｄ。 空白组小鼠腹腔注射等量缓冲液。
ＳＴＺ 注射后连续 ３ ｄ 检测随机血糖， ３ 次尾静脉血

糖水平均高于 ３００ ｍｇ ／ ｄＬ （１６􀆰 ７ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）， 则认为

糖尿病模型建立成功［１４］。
２􀆰 ２　 分组与给药　 将 ６０ 只成功造模的 Ｔ２ＤＭ 小鼠

随机分为模型组、 糖脂清方组、 ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１ 敲低

组、 糖脂清方＋ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１ 敲低组、 空载病毒组，
每组 １２ 只。 空 白 组、 模 型 组、 空 载 病 毒 组、
ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１ 敲低组每日灌胃给予生理盐水， 糖脂

清方组、 糖脂清方＋ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１ 敲低组每日灌胃

给予糖脂清方 １２ ｇ ／ ｋｇ［１５］， 各组小鼠均在上午

９： ００给药， 持续 １２ 周。 给药期间， 每 ４ 周测定 １
次小鼠空腹血糖 （ｆａｓｔｉｎｇ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ， ＦＢＧ） 和体

质量。 当测 得血糖水平高于 ５００ ｍｇ ／ ｄＬ （ ２７􀆰 ７
ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 时， 注射 Ｌａｎｔｕｓ 胰岛素 （１ ～ ２ Ｕ） 以避

免致命的高血糖［１６］。
２􀆰 ３　 小鼠海马 ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１ 敲低病毒立体定位注

射　 小鼠面罩吸入异氟烷麻醉， 将头部固定于脑立

体定位仪上， 用颅骨钻在小鼠颅骨表面钻孔， 穿破

颅骨后， 按小鼠海马坐标 （前囟向后 ２􀆰 ５ ｍｍ， 向

左 ／右旁开 ２􀆰 ０ ｍｍ， 深度 １􀆰 ８ ｍｍ）， 将尖端带有玻

璃微电极的微量注射针以 ０􀆰 １ μＬ ／ ｍｉｎ 的体积流量

注入 ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１ 敲低病毒， 注射时间 １０ ｍｉｎ， 总

体积１ μＬ， 注射完毕后针尖停留 １０ ｍｉｎ， 缓慢移除

针尖， 缝合头皮， 苏醒后放入笼中饲养［１７］。
２􀆰 ４　 行为学检测 　 给药 １２ 周后， 所有小鼠进行

Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫测试， 整个实验共进行 ６ ｄ。 第 １ 天，
每只小鼠进入水池中 （不放平台） 自由游泳 ６０ ｓ
进行适应性训练。 第 ２～５ 天， 将每只小鼠分别从 ４
个象限面壁入水， 观察小鼠 ６０ ｓ 游泳运动轨迹，
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记录该小鼠找寻平台所用时间作为逃避潜伏期； 如

果小鼠不能在 ６０ ｓ 内找到平台， 人工将小鼠引导

于平台上， 并停留 １５ ｓ， 逃避潜伏期则记为 ６０ ｓ，
每日按照第一、 二、 三、 四象限的顺序对小鼠进行

训练。 第 ６ 天， 撤去位于第四象限的平台， 实验过

程中不再进行人工引导， 将小鼠从第三象限放入，
记录每只小鼠在 ６０ ｓ 内穿越平台的次数， 通过高

速摄影机记录每组小鼠的行动轨迹， 分析小鼠空间

探索记忆能力［１１］。
２􀆰 ５　 标本制备　 行为学检测结束后第 ２ 天， 小鼠

腹腔注射 ２０％ 乌拉坦注射液进行麻醉， 快速眼眶

取血至 １􀆰 ５ ｍＬ 离心管中， 室温静置 ２ ｈ 后 ３ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ离心 １５ ｍｉｎ， 取血清， 于－８０ ℃冰箱保存待

测。 每组随机取 ３ 只小鼠取全脑， 用 ４％ 多聚甲醛

固定， 用于尼氏、 ＴＵＮＥＬ 染色； 剩余小鼠取海马

组织， 经液氮速冻后转移至－８０ ℃冰箱保存， 用于

蛋白表达和基因水平检测。
２􀆰 ６　 Ｎｉｓｓｌ 染色观察海马神经元变化　 取出于多聚

甲醛固定液中固定的小鼠全脑组织， 脱水、 石蜡包

埋、 切片， 将组织切片脱蜡、 脱水处理完成后， 放

入甲苯胺蓝染液染色， 水洗， １％ 冰醋酸分化， 水

洗以终止反应， 将切片置于烘箱烘干， 经二甲苯透

明后用中性树胶进行封片， 于光学显微镜下观察。
２􀆰 ７　 ＴＵＮＥＬ 染色检测海马神经元凋亡程度　 小鼠

全脑组织石蜡切片经脱水固定后， 使用破膜工作液

孵育， 按照 ＴＵＮＥＬ 试剂盒说明书进行染色， 经

ＰＢＳ 洗涤后滴加 ＤＡＰＩ 染液避光孵育， 使用抗荧光

淬灭封片剂封片， 于荧光显微镜下观察并采集图像

进行分析。
２􀆰 ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测海马组织 Ａｔｇ１６Ｌ１、 Ｐ６２、
Ｂｅｃｌｉｎ１、 ＬＣ３ 蛋白表达　 取海马组织 ５０ ｍｇ， 加入

组织裂解液， 匀浆， 离心后取上清， ＢＣＡ 法检测

蛋白浓度， 经蛋白上样、 电泳、 转膜后， 用 ５％
ＢＳＡ 进行封闭， 加入一抗 Ａｔｇ１６Ｌ１、 Ｐ６２、 Ｂｅｃｌｉｎ１、
ＬＣ３、 β⁃ａｃｔｉｎ 孵育过夜， 加入兔二抗室温孵育， 采

用 ＥＣＬ 化学发光底物显色， 显影后扫描存档， 并

使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件对条带灰度值进行量化分析。
２􀆰 ９　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测海马组织 ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１ 表达

和 Ｂｅｃｌｉｎ１、 Ｐ６２、 ＬＣ３ ｍＲＮＡ 表达　 提取小鼠海马

组织 ＲＮＡ， 逆转录成 ｃＤＮＡ， 反应条件为 ５０ ℃ １５
ｍｉｎ， ８５ ℃ ５ ｓ。 接着进行 ＰＣＲ 扩增反应， 反应程

序为 ９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎ； ９５ ℃变性 １０ ｓ， ６０ ℃退

火 ／延伸 ３０ ｓ， 循环 ４０ 次。 采用 ２－ΔΔＣＴ法对数据进

行处理。 引物由艾科瑞生物工程有限公司 （湖南）

设计、 合成， 从美国国家生物技术信息中心数据库

小鼠 ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１、 Ｂｅｃｌｉｎ１、 Ｐ６２、 ＬＣ３ 及 ＧＡＰＤＨ
基因全序列中筛选， 引物序列见表 １。

表 １　 引物序列

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

基因 引物序列 产物长度 ／ ｂｐ

ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１正向 ５′⁃ＧＧＡＧＣＡＡＧＣＣＡＧＴＡＡＧＴＡＧＧＴ⁃３′ １３６

反向 ５′⁃ＡＣＡＣＣＡＣＧＡＣＣＡＡＣＡＧＴＡＡＣＡ⁃３′

Ｂｅｃｌｉｎ１ 正向 ５′⁃ＡＧＴＣＴＴＣＡＧＣＴＡＧＣＣＧＡＣＣ⁃３′ １１６

反向 ５′⁃ＣＡＣＣＣＡＧＧＣＴＣＧＴＴＣＴＡＣＣ⁃３′

Ｐ６２ 正向 ５′⁃ＧＧＡＧＣＴＧＧＡＣＴＴＴＡＴＣＣＴＧＴＣＧ⁃３′ １３０

反向 ５′⁃ＧＴＡＧＧＴＣＴＴＣＴＣＡＣＧＣＴＣＣＴＣ⁃３′

ＬＣ３ 正向 ５′⁃ＣＡＴＧＣＣＧＴＣＣＧＡＧＡＡＧＡＣＣＴ⁃３′ ７０

反向 ５′⁃ＧＡＴＧＡＧＣＣＧＧＡＣＡＴＣＴＴＣＣＡＣＴ⁃３′

ＧＡＰＤＨ 正向 ５′⁃ＴＧＴＧＴＣＣＧＴＣＧＴＧＧＡＴＣＴＧＡ⁃３′ １５０

反向 ５′⁃ＴＴＧＣＴＧＴＴＧＡＡＧＴＣＧＣＡＧＧＡＧ⁃３′

２􀆰 １０　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２３、 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ
９ 软件进行处理， 符合正态分布且方差齐的数据以

（ｘ±ｓ） 表示， 组间比较采用单因素方差分析， 方

差不齐采用 Ｗｅｌｃｈ 方差分析； 不符合正态分布的采

用 Ｋｒａｓｋａｌ Ｗａｌｌ’ ｓ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异有统计

学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 糖脂清方对糖尿病小鼠 ＦＢＧ 和体质量的影

响　 与空白组比较， 模型组小鼠造模后 ＦＢＧ 持续

升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ８ 周后体质量降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）；
与模型组比较， 给药 ８ 周后糖脂清方组小鼠 ＦＢＧ
降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， １２ 周后体质量升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）；
与糖脂清方组比较， １２ 周后糖脂清方 ＋ ｌｎｃＲＮＡ
Ｐｖｔ１ 敲低组小鼠 ＦＢＧ 升高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ｌｎｃＲＮＡ
Ｐｖｔ１ 敲低病毒干预后削弱了糖脂清方对小鼠血糖

的改善作用， 见表 ２～３。
３􀆰 ２　 糖脂清方对糖尿病小鼠行为学的影响　 与空

白组比较， 模型组小鼠游行轨迹杂乱， 逃避潜伏期

延长 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 穿越平台次数和目标象限停留时

间比降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 对平台位置的识别和记忆能

力不强； 与模型组比较， 糖脂清方组小鼠反复穿梭

于目标象限， 活动具有明显的平台趋向性， 逃避潜

伏期缩短 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 穿越平台次数和目标象限停

留时间比升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与糖脂清方组比较， 糖

脂清方＋ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１ 敲低组逃避潜伏期延长 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）， ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１ 敲低病毒对糖尿病小鼠认知功

能影响不显著， 但有削弱糖脂清方良性作用的趋

势， 见表 ４、 图 １。
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表 ２　 给药期间各组小鼠 ＦＢＧ 变化 （ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ｘ±ｓ）
Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＦＢＧ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｄｕｒｉｎｇ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ （ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ｘ±ｓ）

组别 动物数 ／ 只 ０ 周 ＦＢＧ ４ 周 ＦＢＧ ８ 周 ＦＢＧ １２ 周 ＦＢＧ
空白组 １２ ４􀆰 ８０±０􀆰 ４７ ５􀆰 ０３±０􀆰 ８７ ４􀆰 ９３±０􀆰 ７１ ４􀆰 ６２±０􀆰 ８４
模型组 １２ １５􀆰 ３６±２􀆰 ５１∗∗ １９􀆰 ８７±３􀆰 ８９∗∗ ２２􀆰 ７７±５􀆰 ４９∗∗ ２２􀆰 ５３±５􀆰 ０９∗∗

空载病毒组 １１ １６􀆰 ２４±１􀆰 ５５ １９􀆰 ５５±２􀆰 ４２ ２１􀆰 ３１±３􀆰 ６４ ２１􀆰 ７３±４􀆰 ０５
糖脂清方组 １２ １７􀆰 ２２±２􀆰 ４２ １７􀆰 １８±３􀆰 ８４ １５􀆰 ５４±２􀆰 ９０＃＃ １３􀆰 ３６±２􀆰 ３６＃＃

糖脂清方＋ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１ 敲低组 １２ １５􀆰 ８５±２􀆰 ２９ １８􀆰 ５７±３􀆰 ２５ １９􀆰 ４５±３􀆰 ７２ １９􀆰 ６１±４􀆰 ５９△△

ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１ 敲低组 １１ １５􀆰 ３５±２􀆰 ００ １８􀆰 ２９±３􀆰 ０２ ２１􀆰 ２４±３􀆰 ５２ ２３􀆰 ９９±３􀆰 ７６

　 　 注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与糖脂清方组比较，△△Ｐ＜０􀆰 ０１。

表 ３　 给药期间各组小鼠体质量变化 （ｇ， ｘ±ｓ）
Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｄｕｒｉｎｇ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ （ｇ， ｘ±ｓ）

组别 动物数 ／ 只 ０ 周体质量 ４ 周体质量 ８ 周体质量 １２ 周体质量

空白组 １２ ２５􀆰 ９８±１􀆰 ２７ ２７􀆰 ６２±１􀆰 ０８ ２９􀆰 ８３±１􀆰 ００ ３２􀆰 １２±１􀆰 １９
模型组 １２ ２６􀆰 １４±１􀆰 ４１ ２５􀆰 ６３±１􀆰 ４６ ２５􀆰 ０５±２􀆰 ５０∗∗ ２４􀆰 ７６±２􀆰 ３１∗∗

空载病毒组 １１ ２６􀆰 ０１±１􀆰 ２２ ２５􀆰 ４４±１􀆰 ０３ ２５􀆰 ２５±１􀆰 ９０ ２４􀆰 ６４±１􀆰 ７０
糖脂清方组 １２ ２６􀆰 ４７±２􀆰 １６ ２６􀆰 ８１±１􀆰 ８７ ２７􀆰 １２±１􀆰 ９６ ２８􀆰 ５７±１􀆰 ５２＃＃

糖脂清方＋ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１ 敲低组 １２ ２７􀆰 ７３±２􀆰 １０ ２６􀆰 ９７±１􀆰 ７３ ２７􀆰 ０２±１􀆰 ６６ ２６􀆰 ８９±１􀆰 ７２
ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１ 敲低组 １１ ２７􀆰 ５９±１􀆰 ６３ ２６􀆰 ６２±１􀆰 ９２ ２６􀆰 ７５±１􀆰 ５９ ２６􀆰 １８±１􀆰 ４３

　 　 注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

表 ４　 各组小鼠 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验结果比较 （ｘ±ｓ）
Ｔａｂ􀆰 ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ｍｏｒｒｉｓ ｗａｔｅｒ ｍａｚｅ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ）

组别 动物数 ／ 只 逃避潜伏期 ／ ｓ 穿越平台次数 ／ 次 目标象限停留时间比 ／ ％
空白组 １２ １４􀆰 ４８±５􀆰 ４１ ４􀆰 １７±１􀆰 ３４ ３７􀆰 ５４±９􀆰 ７６
模型组 １２ ３９􀆰 ９９±１０􀆰 ８３∗∗ １􀆰 ０８±０􀆰 ９０∗∗ １８􀆰 ４９±６􀆰 １１∗∗

空载病毒组 １１ ３７􀆰 ６５±１０􀆰 ３１ １􀆰 ３６±１􀆰 ２１ １９􀆰 １８±８􀆰 １９
糖脂清方组 １２ １９􀆰 ６６±７􀆰 ４４＃＃ ２􀆰 ６７±１􀆰 ２３＃ ２９􀆰 ４５±９􀆰 １３＃

糖脂清方＋ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１ 敲低组 １２ ３０􀆰 ５２±９􀆰 ０６△ １􀆰 ５８±１􀆰 ０８ ２０􀆰 ９７±９􀆰 ４３
ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１ 敲低组 １１ ４３􀆰 ０３±７􀆰 １９ ０􀆰 ９１±０􀆰 ８３ １６􀆰 ８３±８􀆰 ９０

　 　 注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与糖脂清方组比较，△Ｐ＜０􀆰 ０５。

注： Ａ 为空白组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为空载病毒组， Ｄ 为糖脂清

方组， Ｅ 为糖脂清方＋ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１ 敲低组， Ｆ 为 ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１
敲低组。

图 １　 各组小鼠空间探索实验中代表性运动轨迹

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｔｙｐｉｃａｌ ｍｏｖｅｍｅｎｔ ｔｒａｊｅｃｔｏｒｉｅｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ
ｍｉｃｅ ｉｎ ｓｐａｃｅ ｅｘｐｌｏｒａｔｉｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

３􀆰 ３　 糖脂清方对糖尿病小鼠脑组织病理变化的影

响　 镜下白光观察到海马 ＣＡ１ 区有自发绿色光，

证实 ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１ 敲低病毒干预成功， 见图 ２。 尼

氏染色结果显示， 与空白组比较， 模型组小鼠海马

ＣＡ１ 区神经元排列松散、 稀疏， 形态不规则， 细

胞间隙增大， 核固缩， 尼氏小体数量减少， 着色

浅， 形态结构受损， 呈现出空洞的圆形； ｌｎｃＲＮＡ
Ｐｖｔ１ 敲低组小鼠神经元损伤与模型组相似； 与模

型组比较， 糖脂清方组小鼠海马 ＣＡ１ 区有类似改

变， 但神经元数量增加且排列整齐、 致密， 尼氏小

体数量增多、 形态结构改善， 这种效果受 ｌｎｃＲＮＡ
Ｐｖｔ１ 敲低病毒干扰后有所弱化， 见图 ３。

注： Ａ 为空载病毒组， Ｂ 为糖脂清方＋ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１ 敲低组， Ｃ
为 ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１ 敲低组。

图 ２　 显微镜下海马 ＣＡ１ 区自发荧光 （×２００）
Ｆｉｇ􀆰 ２ 　 Ａｕｔｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ＣＡ１ ａｒｅａ

ｕｎｄｅｒ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ （×２００）
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注： Ａ 为空白组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为空载病毒组， Ｄ 为糖脂清

方组， Ｅ 为糖脂清方＋ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１ 敲低组， Ｆ 为 ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１
敲低组。

图 ３　 各组小鼠脑组织病理学改变 （尼氏染色， ×４００）
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ｍｉｃｅ ｉｎ

ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （Ｎｉｓｓｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ， ×４００）

３􀆰 ４　 糖脂清方对糖尿病小鼠海马 ＣＡ１ 区神经元凋

亡的影响　 与空白组比较， 模型组和空载病毒组视

野中被染色的凋亡细胞数量增多， 荧光强度增强，
凋亡率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 糖脂清方

组视野中可见少数被染色的神经元细胞， 荧光强度

减弱， 凋亡率降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与糖脂清方组比

较， 糖脂清方 ＋ ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１ 敲低组凋亡率升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ４、 表 ５。
３􀆰 ５　 糖脂清方对糖尿病小鼠海马 ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１ 表达

和 Ｂｅｃｌｉｎ１、 ＬＣ３、 Ｐ６２ ｍＲＮＡ 表达的影响　 与空白

组比较， 模型组海马 ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１ 表达和 Ｂｅｃｌｉｎ１、
ＬＣ３ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｐ６２ ｍＲＮＡ 表达

升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 糖脂清方组海马

　 　 　

注： Ａ 为空白组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为空载病毒组， Ｄ 为糖脂清方组， Ｅ 为糖脂清方＋ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１ 敲低组， Ｆ 为 ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１ 敲低组。

图 ４　 各组小鼠海马神经元凋亡情况 （×２００）
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｎｅｕｒｏｎｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （×２００）

表 ５　 各组小鼠海马神经元凋亡率比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 ５ 　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｏｆ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ

ｎｅｕｒｏｎｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｍｉｃｅ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 凋亡率 ／ ％

空白组 １３􀆰 ４１±１􀆰 ８３
模型组 ３４􀆰 ０３±１􀆰 ９８∗∗

空载病毒组 ３５􀆰 ０３±３􀆰 ０４∗∗

糖脂清方组 １９􀆰 ３２±３􀆰 １１＃＃

糖脂清方＋ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１ 敲低组 ２６􀆰 ３８±２􀆰 ２９△

ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１ 敲低组 ３９􀆰 ２７±２􀆰 ４３

　 　 注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与

糖脂清方组比较，△Ｐ＜０􀆰 ０５。

ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１ 表达和 Ｂｅｃｌｉｎ１、 ＬＣ３ ｍＲＮＡ 表达升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， Ｐ６２ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， 糖脂清方＋ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１ 敲低组和 ｌｎｃＲＮＡ
Ｐｖｔ１ 敲低组海马 ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１），
ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１ 敲低组 Ｐ６２ ｍＲＮＡ 表达升高 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）； 与糖脂清方组比较， 糖脂清方 ＋ ｌｎｃＲＮＡ
Ｐｖｔ１ 敲低组海马组织 ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１ 表达和 Ｂｅｃｌｉｎ１、
ＬＣ３ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｐ６２ ｍＲＮＡ 表达

升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 ６。

表 ６　 各组小鼠海马 ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１ 表达和 Ｂｅｃｌｉｎ１、 ＬＣ３、 Ｐ６２ ｍＲＮＡ 表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 ６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ Ｂｅｃｌｉｎ１， ＬＣ３ ａｎｄ Ｐ６２ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｉｎ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ

ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１ ＬＣ３ Ｂｅｃｌｉｎ１ Ｐ６２

空白组 １􀆰 ００±０􀆰 ０４ １􀆰 ００±０􀆰 ０６ １􀆰 ００±０􀆰 １２ １􀆰 ０１±０􀆰 １８
模型组 ０􀆰 ６２±０􀆰 ０３∗∗ ０􀆰 ５７±０􀆰 ０７∗∗ ０􀆰 ６２±０􀆰 ０２∗∗ ２􀆰 ７９±０􀆰 ３５∗∗

空载病毒组 ０􀆰 ６５±０􀆰 ０７ ０􀆰 ５４±０􀆰 ０９ ０􀆰 ６３±０􀆰 ０８ ２􀆰 ７２±０􀆰 ６６
糖脂清方组 ０􀆰 ８７±０􀆰 ０３＃＃ ０􀆰 ８６±０􀆰 １４＃ ０􀆰 ９１±０􀆰 １２＃ １􀆰 ４４±０􀆰 １４＃＃

糖脂清方＋ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１ 敲低组 ０􀆰 ３７±０􀆰 ０２＃＃△△ ０􀆰 ４７±０􀆰 ０８△△ ０􀆰 ５６±０􀆰 ０１△△ ３􀆰 ３３±０􀆰 ４０△△

ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１ 敲低组 ０􀆰 ３０±０􀆰 １０＃＃ ０􀆰 ４４±０􀆰 ０６ ０􀆰 ５２±０􀆰 ０４ ３􀆰 ９２±０􀆰 ２６＃

　 　 注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与糖脂清方组比较，△△Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ６　 糖脂清方对糖尿病小鼠海马 Ａｔｇ１６Ｌ１、 Ｐ６２、
Ｂｅｃｌｉｎ１、 ＬＣ３ 蛋白表达的影响　 与正常组比较， 模

型组小鼠海马 Ａｔｇ１６Ｌ１、 Ｂｅｃｌｉｎ１、 ＬＣ３Ⅱ ／ ＬＣ３Ⅰ蛋

白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｐ６２ 蛋白表达
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升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 糖脂清方组小鼠

海马 Ａｔｇ１６Ｌ１、 Ｂｅｃｌｉｎ１、 ＬＣ３Ⅱ ／ ＬＣ３Ⅰ蛋白表达升

高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｐ６２ 蛋白表达降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）； 与糖脂清方组比较， 糖脂清方 ＋ ｌｎｃＲＮＡ
Ｐｖｔ１ 敲低组小鼠海马 Ａｔｇ１６Ｌ１、 Ｂｅｃｌｉｎ１、 ＬＣ３Ⅱ ／
ＬＣ３Ⅰ蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ５、 表 ７。
４　 讨论

中医古文献关于糖尿病继发学习记忆障碍的相

似记载可归于 “痴呆” “健忘” 病证。 消渴病常伴

发情志及神志的异常， 如金元时期李东垣所著

《兰室秘藏·消渴论》篇记载消渴的相关症状可见

“四肢痿弱， 喜怒善忘”。 王旭教授［１８］ 认为本病病

位在脑， 证属本虚标实， 本于脾肾亏虚， 脑髓失

养， 标于痰瘀互结， 脑窍闭阻， 终致脑失聪灵， 神

机失用； 其中， 瘀血是疾病进展过程中的重要病理

　 　 　 　

注： Ａ 为空白组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为糖脂清方组， Ｄ 为糖脂清

方＋ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１ 敲低组， Ｅ 为 ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１ 敲低组。

图 ５　 各组小鼠海马 Ａｔｇ１６Ｌ１、 Ｐ６２、 Ｂｅｃｌｉｎ１、 ＬＣ３ 蛋

白条带图

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｂａｎｄｓ ｏｆ Ａｔｇ１６Ｌ１， Ｐ６２， Ｂｅｃｌｉｎ１ ａｎｄ
ＬＣ３ ｉｎ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

表 ７　 各组小鼠海马 Ａｔｇ１６Ｌ１、 Ｐ６２、 Ｂｅｃｌｉｎ１、 ＬＣ３ 蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 ７　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ａｔｇ１６Ｌ１， Ｐ６２， Ｂｅｃｌｉｎ１ ａｎｄ ＬＣ３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｉｎ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ，

ｎ＝３）
组别 Ａｔｇ１６Ｌ１ ／ β⁃ａｃｔｉｎ Ｐ６２ ／ β⁃ａｃｔｉｎ Ｂｅｃｌｉｎ１ ／ β⁃ａｃｔｉｎ ＬＣ３Ⅱ ／ ＬＣ３Ⅰ

空白组 １􀆰 ０４±０􀆰 １０ ０􀆰 ４７±０􀆰 ０８ １􀆰 ３２±０􀆰 １５ １􀆰 １２±０􀆰 １２
模型组 ０􀆰 ５８±０􀆰 ０９∗∗ ０􀆰 ９５±０􀆰 ０９∗ ０􀆰 ６７±０􀆰 １３∗∗ ０􀆰 ７４±０􀆰 ０７∗

糖脂清方组 ０􀆰 ９８±０􀆰 １３＃＃ ０􀆰 ４６±０􀆰 １５＃ １􀆰 １７±０􀆰 ０６＃＃ １􀆰 ０８±０􀆰 １４＃

糖脂清方＋ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１ 敲低组 ０􀆰 ６９±０􀆰 ０５△ ０􀆰 ７６±０􀆰 ３０ ０􀆰 ７３±０􀆰 ２２△ ０􀆰 ７３±０􀆰 １５△

ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１ 敲低组 ０􀆰 ５３±０􀆰 ０６ ０􀆰 ９９±０􀆰 １９ ０􀆰 ４４±０􀆰 ０８ ０􀆰 ５６±０􀆰 １０

　 　 注： 与空白组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与糖脂清方组比较，△Ｐ＜０􀆰 ０５。

因素［１９⁃２０］。 ＤＡＣＤ 临床经验效方 “糖脂清” 由酒

黄精、 枸杞子、 鬼箭羽、 泽兰、 炙僵蚕组成， 方中

黄精为君药， 健脾益肾， 补气养阴； 枸杞子为臣

药， 滋补肝肾， 益精明目， 协黄精补肾填精， 且助

水涵木， 恢复肝用； 活血化瘀之鬼箭羽、 化痰通络

之炙僵蚕、 祛瘀利水之泽兰共为佐药， 共奏祛痰化

瘀， 疏通脑络之效。 全方虚实兼顾， 标本同治， 使

脑窍得以荣养， 脑络得以通达。
自噬是阿尔茨海默病和 Ｔ２ＤＭ 的共同病理生理

学机制， 参与调控细胞中 Ａβ 蛋白的产生、 清除及

其向细胞外转运等过程； 同时， 自噬对 Ａβ 蛋白的

清除， 可改善胰岛素信号传导， 减少外周胰岛素抵

抗， 有效维持胰岛细胞的数量、 结构、 分泌能力和

内环境稳定［２１⁃２２］。 ｍＴＯＲ 是自噬的 “开关”， 调控

自噬水平的同时能够调节海马突触局部的蛋白质翻

译起始， 影响突触的可塑性， 进而影响海马的认知

功能［２３］。 为了维护内环境稳定， 细胞自主有序的

死亡被称为细胞凋亡， 海马神经元凋亡是糖尿病引

起认知能力下降的主要原因［２４］。 作为膜受体通路，
当死亡受体胞质部分特殊的死亡结构域与跨膜蛋白

Ｆａｓ 相关死亡蛋白结合， Ｃａｓｐａｓｅ⁃８ 被激活并引起级

联反应， 进而效应子 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 被激活诱导神经细

胞凋亡［２５］。
已知研究表明长非编码 ＲＮＡ （ ｌｎｃＲＮＡ） 与大

脑的功能密切相关［２６］。 大多数 ｌｎｃＲＮＡ 通过调控氧

化应激、 炎症、 细胞凋亡、 纤维化和血管生成等途

径， 介导保护性或致病性机制， 从而影响糖尿病相

关并发症的进程［２７］。 ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１ 位于人类染色体

８ｑ２４， 可作为 ｍｉＲ⁃１５ｂ⁃５ｐ 和 ｍｉＲ⁃４２４⁃５ｐ 的竞争性

内源 ＲＮＡ， 并通过竞争性结合促进细胞自噬相关

蛋白 ＬＣ３ 的表达， 参与细胞凋亡及细胞周期调

控［２８］。 本实验引入了 ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１ 敲低病毒抑制

ＬｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１ 的活性， 结果显示， ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１ 敲低

病毒对糖尿病小鼠体质量和 ＦＢＧ 的影响不明显，
但能削弱糖脂清方对体质量和 ＦＢＧ 的改善作用；
同时， 也未检测出 ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１ 敲低病毒对模型小

鼠的认知功能有明显的影响， 但其削弱了糖脂清方

对小鼠认知功能的良性作用。
细胞凋亡和自噬之间的交互关系是复杂的， 两

者的刺激因子或调节蛋白有所重合， 如 ＡＭＰＫ、
ｍＴＯＲ、 ＥＲＫ、 Ｂｃｌ２⁃Ｂｅｃｌｉｎ１ 复合物［２９］ 等。 糖尿病

初期自噬代偿性激活， 可发挥一定的神经保护作
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用， 随着病程延长， 自噬活性下降而失代偿， 阻碍

物质循环利用， 能量代谢失衡， 加重内质网应激，
造成神经元过度凋亡， 影响糖尿病患者的认知功

能［３０］。 本研究结果显示， 模型组小鼠海马 ＣＡ１ 区

神经元体积缩小， 尼氏小体数量减少， 神经元凋亡

率增加， 海马 Ａｔｇ１６Ｌ１、 Ｂｅｃｌｉｎ１、 ＬＣ３Ⅱ ／ ＬＣ３Ⅰ蛋

白表达， 降低 ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１ 和 Ｂｅｃｌｉｎ１、 ＬＣ３ ｍＲＮＡ
表达降低， Ｐ６２ 蛋白和 ｍＲＮＡ 表达升高， 提示

ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１ 介导的自噬相关信号通路被激活， 引

起 Ｔ２ＤＭ 海马神经细胞的凋亡反应； 糖脂清方能够

提升自噬水平， 促进自噬底物降解， 从而发挥其抗

神经细胞凋亡作用； 经 ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１ 敲低病毒干预

后， 削弱了糖脂清方的作用。
综上所述， 糖脂清方能够有效缓解糖尿病小鼠

海马神经元凋亡， 保护认知功能， 其抗凋亡机制可

能与激活 ｌｎｃＲＮＡ Ｐｖｔ１ 介导的自噬相关。
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