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Arc/Arg3.1在糖尿病性脑病大鼠海马组织中的表达及其与认知功能

改变的关系 

朱奕潼，苗  雅，何  婷，钟  远* 
（上海交通大学附属第六人民医院老年病科，上海 200233） 

【摘  要】目的  探讨糖尿病大鼠认知功能与海马Arc蛋白和β淀粉样蛋白（Aβ）表达的相关性，探讨突触可塑性在糖

尿病性脑病（DE）发病机制中的作用。方法  30只SPF级雄性8周龄大鼠随机分为对照组和糖尿病组，糖尿病组高脂饮

食喂养4周后腹腔注射链脲佐菌素建立2型糖尿病大鼠模型，观察不同阶段动物的体质量、空腹血糖（FBG）、空腹血清

胰岛素（FSI），并计算胰岛素敏感指数（ISI）。实验末行水迷宫测试评估两组大鼠认知功能；酶联免疫吸附测定法、免

疫组织化学法和蛋白质印迹法检测大鼠海马组织Aβ和Arc的表达。结果  糖尿病组大鼠在目标象限的探索时间较对照

组缩短（P＜0.01），原平台穿越次数较对照组减少（P＜0.01）。糖尿病组Aβ表达较对照组升高（P＜0.01），Arc/Arg3.1

表达降低（P＜0.01）。结论  糖尿病大鼠认知功能受损可能与Arc表达降低导致突触可塑性失衡加剧Aβ的沉积和神经元

损伤有关。 

【关键词】Arc蛋白；糖尿病；认知障碍；β淀粉样蛋白肽类；大鼠 

【中图分类号】 R587.2         【文献标识码】 A        【DOI】 10.3724/SP.J.1264.2014.000195 

Expression of Arc/Arg3.1 in diabetic rat hippocampus and its relationship 
with cognitive function 

ZHU Yi-Tong, MIAO Ya, HE Ting, ZHONG Yuan* 
(Department of Geriatrics, the Sixth People’s Hospital Affiliated to Shanghai Jiaotong University, Shanghai 200233, China) 

【Abstract】 Objective  To analyze the correlation of cognitive function with the expression of Arc protein and amyloid-beta 

peptide (Aβ) in the hippocampus of diabetic rats, and to assess the role of synaptic plasticity in the possible pathogenesis of diabetic 

encephalopathy (DE). Methods  Thirty male SPF SD rats (8 weeks old) were randomly assigned to diabetes mellitus (DM) group 

and control group. After 4 weeks of high fat diet feeding, the rats of DM group were injected intraperitoneally with streptozotocin at a 

dose of 30mg/kg to establish diabetic model. Body mass, fasting blood glucose (FBG), and fasting serum insulin (FSI) were 

monitored at several stages, and insulin sensitivity index (ISI) was calculated. At the end of the experiment, water maze test was 

carried out to evaluate the cognition of all the rats. The expression of Arc and Aβ in the hippocampus was detected and observed by 

ELISA, immunohistochemistry and Western blotting. Results  The DM group spent shorter time in the target quadrant (P＜0.01) 

and lower frequency of crossing the original platform site (P＜0.01) than the control group. The expression level of Aβ was obviously 

higher, while that of Arc/Arg3.1 significantly lower in the DM group than in the control group (P＜0.01). Conclusion  The 

cognitive impairment in diabetic rats is possibly related to the decreased Arc expression-induced synaptic plasticity imbalances, and 

further increased Aβ deposition and neuronal damage. 
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我国糖尿病患者已超过9 200万，成为世界第一

糖尿病大国。长期血糖控制不良引起的糖尿病并发

症是糖尿病致残、致死的主要原因。糖尿病对中枢

神经系统造成的损害形成了糖尿病中枢神经系统
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并发症。1963年Nielsen提出糖尿病性脑病（diabetic 

encephalopathy，DE）概念。DE的发病机制不明，

目前的研究热点主要集中于血流动力学改变、胰岛

素代谢紊乱、炎症反应、神经营养因子作用等方面。

近年来，学者们普遍认为突触可塑性改变导致海马

依赖性情景记忆的缺失是DE发病、长时程记忆难

以形成的重要机制 [1,2]。活性调节细胞骨架相关蛋

白（activity-regulated cytoskeletal protein，Arc） /

活性调节基因 3.1蛋白同系物（ activity-regulated 

gene 3.1 protein homolog，Arg3.1）是一种独特的即

早基因（immediate early gene，IEG），其表达产物

Arc蛋白与长时程增强（ long-term potentiation，

LTP）密切相关，对记忆巩固和突触可塑性至关重

要。本课题组前期研究中采用小剂量链脲佐菌素

（streptozotocin，STZ）腹腔注射联合高脂饮食建

立了DE大鼠模型，证实了DE大鼠学习、记忆能力

较正常大鼠明显下降 [3]。本研究拟在此模型基础

上，观察其海马组织Arc和β淀粉样蛋白肽（amyloid- 

beta peptide，Aβ）的表达变化，从而探讨突触可塑

性改变在DE发病机制中扮演的角色，为预防和治

疗DE提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验动物 

30只SPF级8周龄雄性SD大鼠（体质量180～

220g），由上海交通大学实验动物中心提供。 

1.2  主要试剂及设备 

40%高脂饲料（上海斯莱克实验动物有限责任

公司）；STZ（美国Sigma-Aldrich公司）；快速血糖

仪（美国强生公司，SureStep）；Morris水迷宫及视

频分析系统（淮北正华生物仪器设备有限公司）；

Arc/Arg3.1兔多克隆抗体（美国Abcam公司）；大鼠

胰岛素ELISA试剂盒（批号：E02I0004）、大鼠

Aβ1-42ELISA试剂盒（批号：E02A0050）和Aβ1-42

兔多克隆抗体（均上海蓝基生物有限公司）。 

1.3  动物分组和模型建立 

SD大鼠适应性喂养 1周后随机分为对照组

（n＝15）和糖尿病组（diabetes mellitus group，

DM组，n＝15）。对照组给予标准饲料，DM组给予

高脂饲料喂养至第4周末。动物禁食不禁水12h，以

30mg/kg和1ml/kg注射量对DM组动物行一次性腹腔

注射，对照组腹腔注射同剂量柠檬酸缓冲液。STZ

注射72h后用快速血糖仪检测两组动物尾静脉血糖，

以随机血糖浓度≥16.7mmol/L视为造模成功，两组

动物以各自饲料饲养至16周末。 

1.4  检测指标及方法 

每周监测动物体质量、随机血糖，于STZ注射

1周后尾静脉采血测量空腹血糖（ fasting blood 

glucose，FBG）和空腹血清胰岛素（ fasing serum 

insulin，FSI）。按照公式计算胰岛素敏感指数（insulin 

sensitivity index，ISI）＝LN[1/（FBG×FSI）][6]，

ISI呈非正态分布，分析时取其自然对数值。 

1.5  Morris水迷宫测试 

第16周行Morris水迷宫测试：（1）隐形平台实

验：历时5d，实验前1d大鼠在水迷宫内游泳2min适

应环境。平台置于目标象限中心水面下2cm，每天

在其余3个象限随机选定4个方向，将大鼠面壁置入

池内。若90s内大鼠爬上平台停留30s，则将入水至

爬上平台前的时间记为逃避潜伏期；若90s内未找到

平台，则将其引至平台学习30s，逃避潜伏期记为

90s。每只大鼠每日进行4次入水训练。（2）探索实

验：第6天撤去平台，大鼠从距离原平台位置最远的

方向入水，自由游泳90s，由视频分析系统记录90s

内大鼠在目标象限内游泳的时间、路程及占总时间、

总路程的百分比和原平台穿越次数。 

1.6  ELISA法和免疫组织化学法检测Aβ表达 

按2ml/kg注射10%水合氯醛麻醉动物，迅速断

头后于冰上分离出一侧海马，按2.5ml/g加入冰冻

磷酸盐缓冲液（phosphate buffer solution，PBS），

匀浆器冰上研磨，超声裂解细胞膜，4℃ 5000r/min

离心15min后取上清，严格按照ELISA试剂盒说明

书操作。将分离的海马组织用10%多聚甲醛进行固

定，经乙醇脱水2次，二甲苯透明，石蜡包埋组织

块，切片，片厚5µm。按SP试剂盒说明书测定Aβ

的表达，光学显微镜下仔细观察大鼠海马CA1区

Aβ的表达。 

1.7  蛋白印迹法（Western blotting）检测Arc的表达 

同样的方法分离出另一侧海马，以10ml/g比

例加入总蛋白提取液，冰上匀浆，4℃  12 000×g离

心 10min取上清，BCA法测定蛋白浓度。样品

经 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳（ PAGE）电泳转

移 到 PVDF 膜 上 。 将 膜 完 全 浸 泡 于 3% 

BSA-TBST中，摇床上室温封闭 1h。后经一抗

（Arc/Arg3.1兔多克隆抗体，1∶ 1000）和二抗

[HRP标记山羊抗兔 IgG（H＋L），1∶ 5000]孵育

后由 Image-Pro Plus 6.0软件分析条带的积分光

密度值，并计算相对密度。  
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1.8  统计学处理 

所有数据采用SPSS13.0软件包进行统计学分

析。计量资料用均数±标准差（ x±s）表示，对

所有数据进行正态性和方差齐性检验，两组间比

较采用独立样本 t检验。以P＜0.05为差异有统计学

意义。 

2  结  果 

2.1  体质量、空腹血糖、空腹胰岛素和胰岛素敏感

指数变化 

实验结束两组各剩下13只，对照组2只打斗一

死一伤退出实验，DM组2只大鼠因高渗性昏迷死

亡。实验初DM组和对照组大鼠体质量相当，差异

无统计学意义 [（204.85±6.19）  vs （205.46±

9.98）g，t＝0.189，P＞0.05]。高脂饲养至第4周

末DM组体质量高于对照组，差异有统计学意义

[（393.77±12.34） vs （367.08±18.59）g，t＝-4.312，

P＜0.01]。第4周末注射STZ后DM组逐渐出现多

饮多食多尿现象，体质量逐渐下降，至第16周末

处死前DM组体质量低于对照组，差异有统计学意

义 [（377.38±19.74）  vs （481.38±19.50）g，

t＝13.515，P＜0.01]。STZ注射1周后显示DM组

FBG、FSI高于对照组，DM组ISI低于对照组，差

异均有统计学意义（均P＜0.01；表1）。  

 
表1  两组大鼠STZ注射后FBG、FSI和ISI的比较 

Table 1  Comparison of FBG, FSI and ISI between two groups of rats 
                after STZ injection      (n＝13, x±s )   

Group FBG(mmol/L) FSI(mIU/L) ISI 

Control 4.36±1.13 20.41±3.12 -4.45±0.13 

DM 19.63±1.40** 035.30±2.77** 0-6.54±0.13** 

DM: diabetes mellitus; STZ: streptozotocin; FBG: fasting blood 
glucose; FSI: fasing serum insulin; ISI: insulin sensitivity index. 
ISI＝LN[1/(FBG×FSI)]. Compared with control group, **P＜0.01 

 

2.2  行为学测试结果 

Morris水迷宫测试中，隐形平台实验第3～5天

DM组逃避潜伏期相比对照组长，差异均有统计学意

义（P＜0.01）。探索实验中DM组在目标象限的探索

时间比对照组短，差异有统计学意义（P＜0.01），

DM组原平台穿越次数相比对照组少，差异具统计学

意义（P＜0.01），两组大鼠游泳平均速度差异无统

计学意义（P＞0.05；图1，图2）。 

2.3  大鼠海马组织Arc和Aβ的表达 

2.3.1  ELISA法和免疫组织化学法检测Aβ1-42的表

达  Aβ1-42是构成老年斑的主要成分，测定海马组

织中的Aβ可作为DE的诊断指标，确定DE模型是否

成功，ELISA测定结果显示，DM组Aβ1-42表达高于

对照组，差异有统计学意义[（201.41±8.31）  vs 

（182.23±6.09）ng/L，t＝-6.712，P＜0.01；图3]。

免疫组织化学检测发现2型糖尿病大鼠模型海马区

域有明显的Aβ的沉积（图4）。 

 

 
图1  两组大鼠隐形平台实验逃避潜伏期比较 

Figure 1  Comparison of escape latency in Stealth platform 
experiment between two groups 

DM: diabetes mellitus. Compared with control group, **P＜0.01 

 

 
图2  两组大鼠Morris水迷宫探索实验对比 

Figure 2  Comparison of Morris water maze exploration between 
two groups 

A: control group; B: diabetes mellitus group 

 

 
图3  两组大鼠海马组织Aβ1-42的表达的比较（ELISA检测） 

Figure 3  Comparison of the expression of Aβ1-42 in the hippocampus 
of rats in two groups (ELISA)  

DM: diabetes mellitus. Compared with control group, **P＜0.01 



中华老年多器官疾病杂志  2014年11月28日 第13卷 第11期  Chin J Mult Organ Dis Elderly, Vol.13, No. 11, Nov 28, 2014 ·855· 

 
图4  对照组和糖尿病组大鼠海马组织Aβ沉积图片比较 

Figure 4  Aβ1-42 deposition in the hippocampus of rats from two 
groups (SP×400) 

A: control group; B: diabetes mellitus group 

 
2.3.2  Western印迹法检测 Arc 的表达   DM组

Arc/Arg3.1的表达低于对照组，差异有统计学意义

[（0.6445±0.1046）  vs （0.0460±0.0138）， t＝

18.818，P＜0.001；图5]。 

 

 
图5  两组大鼠海马组织Arc/Arg3.1的表达 

Figure 5  The expression of Arc/Arg3.1 in hippocampus of rats 
from two groups 

A: Western blotting results; B: statiscal analysis; DM: diabetes mellitus. 
Compared with control group, **P＜0.01 

 

3  讨  论 

糖尿病是与遗传因素和环境因素共同作用相关、

以胰岛素分泌不足和（或）胰岛素作用抵抗、慢性高

血糖为特点的常见的代谢性疾病[4]。糖尿病可导致严

重的并发症，如心脏病，卒中，失明，以及肾脏、神

经和足部损害。随着人均寿命的延长和生活质量的提

高，近年来，由糖尿病引起的中枢神经损害日益受到

人们的重视。本课题组前期对328例老年患者的随访

研究显示，老年2型糖尿病患者认知功能下降水平与

高胰岛素血症、胰岛素抵抗以及血糖波动水平密切相

关，认知评分较对照组明显下降，主要表现为延迟记

忆等受损，而这些患者均无明确脑血管病的临床和影

像学证据[5,6]。 

本课题组前期实验中SD大鼠经过高脂饲料喂

养和小剂量STZ破坏胰岛细胞后，出现了类似2型糖

尿病多饮多食多尿、体质量下降、高血糖、高胰岛

素血症及胰岛素敏感性下降的表现。实验末的水迷

宫测试中，糖尿病组大鼠目标象限探索时间较对照

组更短，原平台穿越次数更少，说明糖尿病大鼠学

习和记忆能力下降，认知功能受到损害，同时EILSA

检测可观察到糖尿病组大鼠海马组织的Aβ表达升

高，与其他研究采用的建模方法和成模表现相似，

说明该类建模方法可靠，具有良好的重复性和稳定

性[7,8]。动物模型的成功建立，为后续其他指标检测

提供了可靠的前提。 

近年来，学者们普遍认为突触可塑性改变导致

海马依赖性情景记忆的缺失是糖尿病性脑病发病、

长时程记忆难以形成的重要机制。突触可塑性是神

经活动引起的神经元之间信息传递效能增强或减

弱的现象，其中和学习记忆相关的两种主要细胞机

制是LTP和长时程抑制（long-term depression，LTD）。

海马是学习记忆的重要器官，LTP的首次发现是在

海马部位，心理学家和神经科学家普遍认为海马对

新 记 忆 的 形 成 有 重 要 作 用 。 阿 尔 茨 海 默 病

（Alzheimer’s disease，AD）发病早期即可见海马

的萎缩 [9]，值得注意的是临床上糖尿病患者出现认

知功能下降的同时往往也伴随海马的萎缩超过正

常的老化速度 [10]。 

Arc/Arg3.1作为神经活性标志物参与突触可塑

性。科学家们开展了一系列实验探究Arc/Arg3.1在

AD发生发展中的作用。Ginsberg等 [11]发现AD患者

出现神经元纤维缠结的CA1区，其Arc mRNA水平

较正常组明显下降，而Lacor等 [12]却在原代培养的

海马神经元中发现Arc表达上升。Wegenast-Braun

等 [13]和Dickey等 [14]利用多种转基因小鼠模型发现

年幼和年老小鼠的海马中Arc的表达均下降。有趣

的是，Palop等 [15]在4～7月龄不等的小鼠海马中同

时观测到Arc表达上升和下降的现象。可见，目前

研究者对AD患者体内Arc表达的变化趋势莫衷一

是。但是可以确定的是，AD患者大脑神经元中Arc

表达的失调干扰了正常的神经生理活动，参与了

AD的发病。在本实验中，我们通过ELISA、Western

印迹法和免疫组织化学法观察到认知功能下降的

糖尿病大鼠海马组织不仅Aβ表达增高，Arc的表达

较对照组大鼠也明显降低，提示2型糖尿病引起的
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DE病理改变和认知功能下降可能与Arc蛋白表达

失调有关，验证了我们的推测。 

综上所述，本实验在DE大鼠模型的基础上，

观察到Arc表达降低，我们推测DE引起的学习和记

忆下降与Arc表达降低导致突触可塑性失衡加剧Aβ

的沉积和神经元损伤有关。尽管DE具体机制仍未

明，但突触可塑性可能是预防和治疗DE认知功能

损害的关键。然而目前我们仍然面临许多问题需要

解决，最主要的是探索一条具体的诱导途径。在DE

状态下进一步研究Arc在大脑不同发育阶段和不同

区域的表达以及上游各种因子的相互作用，并使用

药物改善突触可塑性将作为我们下一步研究的思

路和方向。 
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