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摘 要：目的：观察脾阴虚糖尿病大鼠海马及大脑皮质中不同形式的 茁淀粉样蛋白（A茁）、胰岛素降解
酶（IDE）变化，及其在脾阴虚糖尿病认知功能障碍中的作用，并观察滋补脾阴法对其影响。方法：将大鼠随
机分为空白对照组（Cont）、糖尿病组（DM）、脾阴虚组（pi）、脾阴虚糖尿病组（piDM）、滋补脾阴方药治疗组
（ZBPYR）5组。采用梯度离心的方法提取可溶性与不可溶 A茁，通过 ELISA方法测定各组大鼠海马及大脑
皮质中可溶性与不可溶的 A茁1-42及 A茁1-40的含量变化，通过 Western blot 方法观察各组大鼠海马及皮质中
IDE 蛋白表达变化。结果：DM 组、piDM 组大鼠海马、大脑皮质可溶性与不可溶 A茁1-42均高于 Cont 组（P<
0.05），ZBPYR组较 DM组、piDM组降低了海马、大脑皮质可溶性与不可溶 A茁1-42的表达（P<0.05）。DM组、
pi组、piDM组大脑皮质可溶性 A茁1-40较 Cont 组增加（P<0.05），ZBPYR 组较 DM 组、piDM 组有所下降（P<
0.05）。DM组、piDM组海马 IDE蛋白表达较 Cont组降低（P<0.05），ZBPYR组海马较 DM组、piDM组升高
（P<0.05）；DM组、pi组、piDM组大鼠大脑皮质 IDE蛋白水平较 Cont组降低（P<0.05），ZBPYR组大脑皮质
较 DM组降低（P<0.05）。结论：脑组织中 A茁1-42增加可能是糖尿病大鼠、脾阴虚糖尿病大鼠认知功能障碍
的主要病理变化，IDE表达下降可能是导致 A茁1-42增加的原因之一，滋补脾阴法可能通过上调 IDE蛋白表
达降低 A茁1-42的含量。
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糖尿病认知功能障碍或称为糖尿病相关认知

下降（Diabetes-Associated Cognitive Decline, DACD）
主要表现为轻、中度认知功能障碍，学习和记忆能

力下降，其临床表现与阿尔茨海默病（Alzheimer's
Disease, AD）十分相似。茁 淀粉样蛋白（茁-amyloid
peptide, A茁）是 AD 的主要病理学标志。研究证实胰
岛素信号具有调节 A茁 蓄积的作用，可以影响 A茁 的
产生和降解 [1]。严重的胰岛素抵抗可加速脑中 A茁 的

沉积并伴有记忆损伤的恶化 [2]。
胰岛素降解酶（Insulin Degrading Enzyme, IDE）

降解胰岛素与 A茁，其在 A茁 代谢中的作用不可忽
视。据报道，IDE 被抑制时可导致 A茁 降解减少 [3]，这
可能也是引起 A茁 增加的一个原因。

课题组前期研究发现高脂饲料联合小剂量链

脲佐菌素（Streptozotocin，STZ）注射能够成功建立 2
型糖尿病模型，在此基础上施加劳倦过度、饮食不

节、灌服伤阴药，能够成功构建脾阴虚糖尿病模型，

水迷宫实验发现糖尿病及脾阴虚糖尿病大鼠均存
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在认知功能障碍，其发病机制可能与脑胰岛素信号

转导障碍有关 [4]。本研究将进一步探讨 DACD 时脑
组织 A茁 的变化，何种形式的 A茁 在 DACD 的发病中
起作用，以及与 A茁 降解相关的 IDE 的变化，并评价
ZBPYR 对其影响。
1 材料与方法

1.1 实验动物及分组

SPF 级健康成年雄性 SD 大鼠，购自大连医科
大学实验动物中心。许可证号：SCXK（辽）2008-
0002；体质量（200依20） g。SPF 级环境饲养，温度
22益依3益，湿度 50%，明暗交替 12 h。大鼠适应性喂
养 3 天后，随机分为空白对照组（Cont）、糖尿病组
（DM）、脾阴虚组（pi）、脾阴虚糖尿病组（piDM）、滋
补脾阴方药治疗组（ZBPYR）5 组，每组 4 只。具体造
模方法参照参考文献 [5]。
1.2 主要试剂和实验药物

伤阴药（吴茱萸、制附子、肉桂）和滋补脾阴方

药（人参、山药、白芍、扁豆、茯神、檀香等）均一次性

购自大连美罗医药公司，常规水煎，伤阴药每毫升

中药液含生药 1 g，滋补脾阴方药每毫升中药液含
生药 3.29 g，过滤后 4益保存备用。

普通饲料：严格按照中华人民共和国《实验动

物小鼠大鼠配合饲料》（GB14924.3-2001）进行配制
生产（购自南京安立默科技有限公司）。高脂饲料 [4]：
1 kg 高脂饲料含酪蛋白 236 g、DL-甲硫氨酸 3.54
g、蔗糖 100 g、玉米淀粉 242.62 g、麦芽糊精 120 g、
氢化的植物油制起酥油 100 g、猪油 100 g、纤维素
40 g、矿物质混合物 AIN-93G-MX（94046）41.3 g、
碳酸氢钙 4.72 g、维生素混合物 11.8 g、乙氧喹
0.02 g（购自南京安立默科技有限公司）。

A茁1-40、A茁1-42试剂盒（购自 WAKO 公司），IDE 抗
体（购自 Abcam 公司），anti-rabbit IgG 抗体（购自
GE 公司），ECL发光剂（购自罗氏公司）。
1.3 ELISA 方法观察各组大鼠海马、皮质中 A茁1-40、
A茁1-42表达变化

分别取大鼠海马、大脑皮质进行可溶性 A茁 与
不可溶 A茁 的提取。将等体积的匀浆液与等体积的
0.4%DEA/100 mM NaCl 混合，漩涡震荡使其充分混
匀。100 000 g 离心 1 h，取 200 滋L上清液用 0.5 M
Tris base 溶液（pH 6.8）按体积比 1颐10 稀释，此部分
用于可溶性 A茁 分析。向上一步离心的沉淀中加入

200 滋L 70%甲酸，100 000 g 离心 1 h，取上清，用
1M Tris base 溶液（pH6.8）按体积比 1颐20 稀释，此部
分用于不可溶性 A茁 分析。按照 WAKO公司说明书操
作，采用 ELISA方法测定各组大鼠海马、大脑皮质中
可溶性与不可溶 A茁1-40、A茁1-42的浓度。
1.4 Western blot 方法观察各组大鼠海马、皮质中
IDE 蛋白表达变化

总蛋白上样量 50 滋g，电泳至溴酚蓝达到凝胶
边缘，转膜 50 min（半干式转膜），5%脱脂牛奶封闭
4 h，加入一抗，比例为 1颐800，4益过夜，TBST 洗膜
10 min伊3，加入二抗，比例为 1颐2 500，TBST 洗膜 10
min伊3，加入 ECL显影。
1.5 统计学分析

所有数据采用均数依标准差（X依S）表示。实验结
果采用 SPSS 13.0 软件处理。多组间均数比较采用
单因素方差分析。P<0.05 存在统计学差异。
2 结果与分析

2.1 各组大鼠海马、大脑皮质可溶性与不可溶 A茁1-42
含量比较

为了进一步探讨 DACD 是否与 A茁 变化有关，
我们观察了各组大鼠海马、大脑皮质中可溶性与

不可溶 A茁1 -42 含量变化，结果发现 DM 组、pi 组、
piDM组海马可溶性 A茁1-42较 Cont 组增加（P<0.05），
ZBPYR 组较 DM 组、piDM 组下降 （P<0.05）；DM
组、piDM 组海马不可溶 A茁1-42 较 Cont 组增加（P<
0.05），ZBPYR 组较 DM 及 piDM 组下降（P<0.05）；
DM 组、piDM 组大脑皮质可溶性与不可溶的 A茁1-42
较 Cont 组增加（P<0.05），大脑皮质可溶性 A茁1-42
ZBPYR 组较 piDM 组下降（P<0.05），大脑皮质不可
溶的 A茁1 -42 ZBPYR 组较 DM 组、piDM 组下降（P<
0.05），提示糖尿病认知功能障碍可能与相关脑区
A茁1 -42 增加有关，而 ZBPYR 可以抑制 A茁1 -42 的增
加。见图 1。
2.2 各组大鼠海马、大脑皮质可溶性与不可溶 A茁1-42
含量比较

DM 组、pi 组、piDM 组大脑皮质可溶性 A茁1-42较
Cont 组增加（P<0.05），ZBPYR 组较 DM 组、piDM 组
有所下降（P<0.05），DM 组、piDM 组海马可溶性与
不可溶 A茁1-42较 Cont 组有增加趋势，但差异无统计
学意义，ZBPYR 组较 DM 组、piDM 组亦有下降趋
势，但差异无统计学意义。见图 2。
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图 1 各组大鼠海马及大脑皮质可溶性与不可溶 A茁1-42表达比较
注：与 Cont组比较，*P<0.05；与 DM组比较，银P<0.05；与 piDM组比较，吟P<0.05。

图 2 各组大鼠海马及大脑皮质可溶性与不可溶 A茁1-40表达比较
注：与 Cont组比较，*P<0.05；与 DM组比较，银P<0.05；与 piDM组比较，吟P<0.05。
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2.3 各组大鼠海马、皮质 IDE 蛋白表达比较
IDE 参与 A茁 的代谢，因此，我们观察了各组大

鼠海马、大脑皮质 IDE 蛋白表达变化，结果发现 DM
组、piDM 组海马 IDE 蛋白表达较 Cont 组降低（P<
0.05），ZBPYR 组海马较 DM 组、piDM 组升高（P<
0.05）；DM 组、pi 组、piDM 组大鼠大脑皮质 IDE 蛋
白水平较 Cont 组降低（P<0.05），ZBPYR 组大脑皮
质较 DM 组降低（P<0.05），提示 DM 组、piDM 组 A茁
增加可能与 IDE 的降解不足有关，而 ZBPYR 则增
加 IDE 的蛋白表达。见图 3。
3 讨论

DACD 是糖尿病中枢神经系统并发症，因其临
床表现与 AD 相似，DACD 与 A茁 的关系逐渐成为研
究热点。A茁 是老年斑的核心成分，是神经原纤维缠
结及血管淀粉样变的生化基础。A茁 是 APP（Amy原
loid Precursor Protein, APP）依次在 茁 分泌酶和 酌 分
泌酶的作用下剪接生成的。首先，APP 在 茁 分泌酶
的作用下裂解脱落大量的外功能区，留下膜结合的

C-端的剩余部分 [6,7]。99 个氨基酸的剩余部分随后
被 酌-分泌酶剪切，释放 A茁 [8]。APP经 酌-分泌酶的剪
切产生 A茁 的两个主要形式 A茁1-40或 A茁1-42。A茁1-42较
A茁1-40更容易低聚化并形成纤维。

有研究表明，可溶性 A茁 低聚物的水平与突触
损伤和认知损伤的程度存在着强烈的相关性 [9~14]。
“可溶性”一词，是指易溶于水溶液的 A茁 的任何形
式，高速离心后仍然存在于溶液中，表明它并不是

不溶性的纤维抗体。从二聚体至 24 聚体，甚至是更
高分子量的 A茁，均已经被证明是 A茁 低聚物 [16,17]。研
究表明可溶性的 A茁 低聚物较纤维状聚集的 A茁 更
富细胞毒性，更能抑制重要的神经活动，包括长时

程增强，突触可塑性以及记忆的丧失 [18~20]。
IDE 是一种中性锌金属肽链内切酶，主要存在

于神经细胞的胞浆、过氧化物酶体基质以及质膜

中。IDE 最初被发现能够降解胰岛素 [21]，后来又被
发现可以降解 A茁 [22~24]。遗传学研究表明 IDE 基因
突变与血浆 A茁 水平呈正相关 [25,26]。IDE 参与了 A茁
的清除 [27]。IDE 基因缺陷会引起脑内 A茁 水平的显著

图 3 各组大鼠海马、大脑皮质 IDE 蛋白表达比较
注：A：海马Western blot电泳结果，B：各组大鼠海马 IDE平均 IOD值，C：大脑皮质 Western blot电泳结果，D：各组大鼠大脑皮质 IDE
平均 IOD值。与 Cont比较，*P<0.05；与 DM比较，银P<0.05；与 piDM比较，吟P<0.05。
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上升 [28]。
长期以来，关于脾虚证的研究多集中于脾气虚

和脾阳虚，忽视了脾阴虚的作用。事实上，早在《丹

溪心法》中就有“脾土之阴受损，转输之官失职”的

记载，明确指出脾阴受损影响脾的运化功能。关于

治脾之法，明·缪希雍更明确指出“世人徒知香燥温

补为治脾之法，而不知甘寒滋润益阴之有益于脾

也”，强调补脾阴在疾病治疗中的重要作用。尤其对

于 DACD，中医学认为其属于消渴合并痴呆，而消渴
与痴呆的发生均与脾阴虚密切相关。脾阴不足，脾

主运化功能失司，胃火炽盛，则口渴多饮，多食善

饥；不能转输水谷精微，则水谷精微下流注入小

便，小便味甘；水谷精微不能濡养肌肉，故形体日

渐消瘦。可见，脾阴虚是导致消渴的重要病机。同

时，脾阴不足，脾运化失司，气血生化之无源，不能

充养脑髓，则可诱发痴呆。可见，脾虚与消渴及痴

呆密不可分。

ZBPYR 是根据清代吴澄《不居集》中理脾阴代
表方剂资成汤化裁而成，由山药、人参、扁豆、白

芍、莲肉、丹参、橘红、远志、茯神、石菖蒲等组成。

课题组既往研究发现，ZBPYR 可能通过对抗内质
网应激损伤、调节 SNK-SPAR 通路提高脾阴虚痴
呆大鼠的学习记忆能力[29,30]。同时，我们也发现ZBPYR
能够通过调节脑内胰岛素信号转导障碍改善脾阴

虚糖尿病认知功能障碍 [30]。在这项研究中，我们观
察了 A茁及 IDE 的变化，发现 DM 组、piDM 组大鼠
海马、大脑皮质可溶性与不可溶的 A茁 1 -42 较 Cont
组增加，IDE 蛋白表达较 Cont 组降低（P<0.05），
ZBPYR 组大鼠海马可溶性 A茁 1-42 较 piDM 组减少，
海马不可溶 A茁 1-42 较 DM 组、piDM 组减少，IDE 蛋
白表达较 DM 组、piDM 组升高（P<0.05）；ZBPYR 组
大鼠大脑皮质可溶性 A茁 1-42 与不可溶 A茁 1-42 较 DM
组减少，IDE 表达较 DM 组升高（P<0.05），提示
DM 组、piDM 组 A茁 1-42 增加可能与 IDE 的降解不足
有关，而 ZBPYR 可能通过增加 IDE 的蛋白表达促
进 A茁的降解。

而对于 A茁1-40的变化，结果却未如我们的预期，
我们只发现 DM 组、pi 组、piDM 组大鼠大脑皮质中
可溶性表达增加，ZBPYR 组较 DM 组、piDM 组降
低，说明滋补脾阴法可能通过抑制可溶性与不可溶

的 A茁 1-42 以及可溶性的 A茁 1-40 改善学习记忆障碍。
综上，我们认为高脂饲料联合小剂量 STZ 注射建立

的 DACD 大鼠脑中 A茁 1-42 可能是主要的致病分子，
滋补脾阴法可能通过调节 IDE 的蛋白表达，促进其
对 A茁的降解，降低 A茁的含量。
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Regulation of Zi-Bu Pi-Yin Method on 茁-amyloid Peptide and Insulin Degrading Enzyme in
Brain Tissues of Spleen Yin Deficiency Diabetic Rats

Liang Lina1, Zhan Libin2, Hu Shouyu2, Yan Yun3, Zheng Luping1, Sun Jie1, Yu Dan1

(1. College of Integrative Medicine and Institute of Integrative Medicine , Dalian Medical University, Dalian
116044, China;

2. The Second Affiliated Hospital of Dalian Medical University, Dalian 116023, China;
3. Nanyang City First People's Hospital, Nanyang 473002, China)

Abstract: This study was aimed to observe different forms of 茁-amyloid peptide (A茁) and insulin degrading enzyme
(IDE) in the hippocampus and cortex in order to further explore the role of A茁 and IDE on spleen yin deficiency di鄄
abetes-associated cognitive decline (DACD), and the effect of Zi-Bu Pi-Yin method. The rats were randomly divided
into five groups, which were the blank control (Cont) group, diabetes (DM) group, spleen yin deficiency (pi) group,
spleen yin deficiency diabetes (piDM) group and Zi-Bu Pi-Yin recipe (ZBPYR) group. Soluble and insoluble A茁 in
the hippocampus and cortex of rats were extracted by gradient centrifugation, and then measured by ELISA. The ex鄄
pression of IDE was observed by western blot. The results showed that the content of soluble and insoluble A茁1-42 in
the hippocampus and cortex of the DM group and piDM group were higher than the Cont group. The soluble and in鄄
soluble A茁1 -42 content in the hippocampus and cortex of the ZBPYR group were reduced compared with the DM
group and the piDM group. The soluble A茁1-40 in the cortex of the DM group, pi group and piDM group were in鄄
creased compared with the Cont group (P < 0.05). The soluble A茁1-40 content of the ZBPYR group was decreased
compared with the DM group and the piDM group (P < 0.05). The expression of IDE protein was decreased in the
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hippocampus of the DM group and the piDM group compared with the Cont group (P < 0.05), and the IDE protein
level in the hippocampus of the ZBPYR group was increased compared with the DM group and the piDM group (P <
0.05). The expression of IDE protein in the cortex of the DM group, pi group and piDM group was lower than the
Cont group (P < 0.05). The IDE protein level in the cortex of the ZBPYR group was reduced compared to the DM
group (P < 0.05). It was concluded that the increased A茁1-42 in brain may be a major pathological change of DACD
and spleen yin deficiency DACD. The decreased IDE expression may be one of the reasons to induce increasing of
A茁1-42 level. The Zi-Bu Pi-Yin method may decrease the A茁1-42 content by upregulating IDE protein expression.
Keywords: Spleen yin deficiency diabetes -associated cognitive decline, 茁 -amyloid peptide, insulin degrading
enzyme, Zi-Bu Pi-Yin method
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