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东省立医院神经内科主任暍主任医师棳山东大学教授暍博士研究生导师暎
兼任山东省医学会神经内科分会主任委员棳山东省医师协会神经内科医

师分会主任委员棳中国阿尔次海默病协会棬斄斈斆棭副主任委员棳中国老年

学学会老年医学委员会认知障碍专家委员会副主任委员棳中华医学会神

经病学分会痴呆与认知障碍学组委员棳中国药理学会抗衰老及老年痴呆

专业委员会委员棳中国医师协会神经内科医师分会委员棳中国医师协会
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老年保健协会脑保健专业学术委员会委员暎暥中华老年心脑血管病杂
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致力于阿尔次海默病棬斄旍旡旇斿旈旐斿旘棫旙斾旈旙斿斸旙斿棭和脑血管疾病的发病机制暍早期诊断及治疗的基

础与临床研究工作暎近年承担国家自然基金棳山东省自然基金棳山东省科技攻关计划项目棳山东

省医药卫生科技发展计划重点项目等多项科研课题棳在国内外学术期刊发表论文棻棻棸余篇暎

暋暋摘暋要暋目的暋探讨胰岛素信号传导通路相关蛋白变化在 斄旍旡旇斿旈旐斿旘病发生发展中的作用暎方法暋棻棭体外

原代培养 斪旈旙旚斸旘胎鼠基底前脑胆碱能神经元并鉴定棳以不同终浓度的纤维化 斄毬棻灢棿棸分别对原代培养的神经细胞

进行干预棳荧光显微镜观察细胞形态学变化棳四甲基偶氮唑盐棬斖斣斣棭法检测细胞活性棳提取细胞总蛋白行免疫印

迹棬斪斿旙旚斿旘旑斅旍旓旚旚旈旑旂棭检测神经元胰岛素信号转导通路相关蛋白的表达暎棽棭用微量注射器在痴呆模型组大鼠侧脑

室注射 斄毬棻灢棿棽寡聚体椀毺旍棳同样的方法于盐水棬斘斢棭组大鼠注射生理盐水椀毺旍棳正常组大鼠不做任何处理暎棽周后通

过 斮灢迷宫实验检测大鼠行为学改变并取海马组织进行免疫组化染色暎结果 暋棻棭以 棽毺旐旓旍棷斕暍椀毺旐旓旍棷斕 和

棻棸毺旐旓旍棷斕三个终浓度纤维化 斄毬棻灢棿棸进行干预的胆碱能神经元棳细胞形态学观察及 斖斣斣实验均显示神经元活性

有下降趋势棳且下降程度与纤维化 斄毬棻灢棿棸浓度呈正相关暎以毺椀旐旓旍棷斕浓度的纤维化 斄毬棻灢棿棸对细胞进行不同时长

棬棽棿旇棳棿椄旇棳椃棽旇棭干预后棳细胞形态学观察及 斖斣斣实验均显示神经元活性的下降程度与纤维化 斄毬棻灢棿棸的干预时长

呈正相关暎棽棭以棽毺旐旓旍棷斕暍椀毺旐旓旍棷斕和棻棸毺旐旓旍棷斕棾个终浓度纤维化 斄毬棻灢棿棸进行干预的胆碱能神经元棳其胰岛素信

号传导通路相关蛋白中棳斏旑旙斠棬斏旑旙旛旍旈旑斠斿斻斿旔旚旓旘棭暍斏斠斢灢棻椲斏旑旙旛旍旈旑斠斿斻斿旔旚旓旘斢旛斺旙旚旘斸旚斿灢斏斠斢灢棻暍斄旊旚棷斝斔斅棬旙斿旘旈旑斿棷旚旇旘斿旓灢
旑旈旑斿旔旘旓旚斿旈旑旊旈旑斸旙斿斅棭椵及斅斻旍灢棽的表达减低棳减低程度与纤维化 斄毬棻灢棿棸干预浓度呈正相关椈以椀旐旓旍棷斕终浓度的纤

维化 斄毬棻灢棿棸对细胞进行不同时长棬棽棿旇棳棿椄旇棳椃棽旇棭干预后棳斏旑旙斠暍斏斠斢灢棻暍斄旊旚棷斝斔斅及斅斻旍灢棽表达的减低程度与纤维化

斄毬棻灢棿棸干预时长呈正相关暎棾棭斄斈 模型组大鼠海马区神经元斏旑旙斠暍斏斠斢灢棻和 斄旊旚棷斝斔斅比对照组表达减低棬 椉
棸灡棸椀棭棳差异有统计学意义暎结论暋斄毬可引起神经元损害和学习记忆功能障碍棳其主要机制可能是介导了海马神

经元胰岛素信号转导通路功能异常暎
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旚旘斸旑旙斾旛斻旚旈旓旑旔斸旚旇旝斸旟旈旑斄旍旡旇斿旈旐斿旘棫旙斾旈旙斿斸旙斿棬斄斈棭棶 暋棻棭斝旘旈旐旈旚旈旜斿旘斸旚斺斸旙斸旍旀旓旘斿斺旘斸旈旑旑斿旛旘旓旑旙旝斿旘斿斻旛旍旚旛旘斿斾
斸旑斾斿旜斸旍旛斸旚斿斾旝旈旚旇棶斖旓旘旔旇旓旍旓旂旈斻棳斻斿旍旍旛旍斸旘旜旈旂旓旘斸旑斾斏斠暍斏斠斢灢棻暍斄旊旚棷斝斔斅暍斆斠斉斅暍斅斻旍灢棽斿旞旔旘斿旙旙旈旑旂斻旇斸旑旂斿旙旝斿旘斿旓斺灢
旙斿旘旜斿斾斺旟旀旍旛旓旘斿旙斻斿旑旚旐旈斻旘旓旙斻旓旔斿棳斖斣斣斸旙旙斸旟棳斪斿旙旚斿旘旑斅旍旓旚旘斿旙旔斿斻旚旈旜斿旍旟旝旇斿旑旚旇斿旑斿旛旘旓旑旙旝斿旘斿斿旞旔旓旙斿斾旚旓旀旈斺旘旈旍旍斸旘
斄毬棻灢棿棸 旝旈旚旇斾旈旀旀斿旘斿旑旚斿旑斾旈旑旂斻旓旑斻斿旑旚旘斸旚旈旓旑旙棬棸灡棻毺旐旓旍棷斕棳棻灡棸毺旐旓旍棷斕棳棽灡棸毺旐旓旍棷斕棳椀灡棸毺旐旓旍棷斕棳棻棸灡棸毺旐旓旍棷斕棭斸旑斾
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旉斿斻旚旓旘旛旑斾斿旘旚旇斿旙旚斿旘斿旓旚斸旞旈斻斸旔旔斸旘斸旚旛旙灡椀毺旍旙斸旍旈旑斿旙旓旍旛旚旈旓旑旝斸旙旈旑旉斿斻旚斿斾旈旑旚旓旚旇斿斘斢旂旘旓旛旔旈旑旚旇斿旙斸旐斿旝斸旟棳斸旑斾旚旇斿
斻旓旑旚旘旓旍旂旘旓旛旔旘斿斻斿旈旜斿斾旑旓旚旇旈旑旂棶斣旇斿斺斿旇斸旜旈旓旘旝斸旙斿旜斸旍旛斸旚斿斾斺旟旚旇斿斮灢旐斸旡斿旚斿旙旚斸旀旚斿旘棽旝斿斿旊旙棶斄旑斾旚旇斿旑旚旇斿旇旈旔旔旓灢
斻斸旐旔旛旙旝斸旙旘斿旐旓旜斿斾斸旑斾旛旑斾斿旘旝斿旑旚旈旐旐旛旑旓旇旈旙旚旓斻旇斿旐旈斻斸旍旙旚斸旈旑旈旑旂棶 暋棻棭斄旀旚斿旘斺斿旈旑旂斿旞旔旓旙斿斾旚旓旀旈斺旘旈旍旍斸旘斄毬棻灢棿棸
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旑旈旀旈斻斸旑旚斻旇斸旑旂斿旙旈旑旐旓旘旔旇旓旍旓旂旟斸旑斾斻斿旍旍旛旍斸旘旜旈旂旓旘椇斸旜斿旘斸旂斿旔旘旓斻斿旙旙旕旛斸旑旚旈旚旟旓旀旚旇斿旑斿旛旘旓旑旙棳斸旜斿旘斸旂斿旔旘旓斻斿旙旙旍斿旑旂旚旇
斸旑斾旚旇斿旍斿旑旂旚旇旓旀旚旇斿旍旓旑旂斿旙旚旔旘旓斻斿旙旙旓旀旑斿旛旘旓旑旙旝斿旘斿斾斿斻旘斿斸旙斿斾旙旈旂旑旈旀旈斻斸旑旚旍旟棳斸旑斾旚旇斿旘斿旙旛旍旚旙旓旀斖斣斣斸旙旙斸旟旙旇旓旝斿斾
旚旇斸旚斸旜斿旘斸旂斿斚斈旜斸旍旛斿旙旝斿旘斿旙旈旂旑旈旀旈斻斸旑旚旍旟斾斿斻旘斿斸旙斿斾棶棽棭斄旀旚斿旘斺斿旈旑旂斿旞旔旓旙斿斾旚旓旚旇斿旚旇旘斿斿旇旈旂旇斿旘斻旓旑斻斿旑旚旘斸旚旈旓旑旙棬棽灡棸棳
椀灡棸敠棻棸灡棸毺旐旓旍棷斕棭旓旀旀旈斺旘旈旍旍斸旘斄毬棻灢棿棸棳旚旇斿斿旞旔旘斿旙旙旈旓旑旓旀斏旑旙斠暍斏斠斢灢棻暍斄旊旚棷斝斔斅斸旑斾斅斻旍灢棽旝斿旘斿旙旈旂旑旈旀旈斻斸旑旚旍旟斾斿斻旘斿斸旙斿斾棶
斪旇斿旑旚旇斿旑斿旛旘旓旑旙旝斿旘斿斻旛旍旚旛旘斿斾旝旈旚旇椀旐旓旍棷斕旀旈斺旘旈旍旍斸旘斄毬棻灢棿棸旀旓旘斾旈旀旀斿旘斿旑旚斾旛旘斸旚旈旓旑棬棽棿旇棳棿椄旇棳椃棽旇棭棳旚旇斿斸斺旓旜斿旈旑斾斿旞斿旙
旝斿旘斿斾斿斻旘斿斸旙斿斾斺旟旚旈旐斿斾斿旔斿旑斾斿旑斻旟棶棾棭斆旓旐旔斸旘斿斾旝旈旚旇旚旇斿斻旓旑旚旘旓旍旂旘旓旛旔棳旚旇斿斿旞旔旘斿旙旙旈旓旑旓旀斏旑旙斠棳斏斠斢灢棻棳斸旑斾斄旊旚棷斝斔斅
旈旑斄斈旂旘旓旛旔旝斿旘斿斾斿斻旘斿斸旙斿斾棬 椉棸灡棸椀棭棳旝旇旈斻旇旝斸旙旙旚斸旚旈旙旚旈斻斸旍旍旟旙旈旂旑旈旀旈斻斸旑旚棶 暋斆旓旑斻旍旛旙旈旓旑斾旓旝旑旘斿旂旛旍斸旚斿斾
旈旑旙旛旍旈旑旙旈旂旑斸旍旈旑旂旔斸旚旇旝斸旟旈旑斾旛斻斿斾斺旟旀旈斺旘旈旍旍斸旘斄毬棻灢棿棸旈旑斻旛旍旚旛旘斿斾旔旘旈旐旈旚旈旜斿旘斸旚斺斸旙斸旍旀旓旘斿灢斺旘斸旈旑斻旇旓旍旈旑斿旘旂旈斻旑斿旛旘旓旑旙棳
旝旇旈斻旇旈旙斾旓旙斿灢斾斿旔斿旑斾斿旑旚棳旐斸旟斻旓旑旚旘旈斺旛旚斿旚旓旚旇斿斾斿斸旚旇斸旑斾旍旓旙旙旓旀斻旇旓旍旈旑斿旘旂旈斻旑斿旛旘旓旑旙旈旑斄斈棶斢旓旍旛斺旍斿斄毬旓旍旈旂旓旐斿旘旙
斻旓旛旍斾旂旈旜斿旘旈旙斿旚旓旍斿斸旘旑旈旑旂斸旑斾旐斿旐旓旘旟斾旈旙斸斺旈旍旈旚旟棶斣旇斿旐斿斻旇斸旑旈旙旐旐斸旟斺斿旚旇斸旚旈旚旍斿斸斾旚旓斸斺旑旓旘旐旈旚旟旓旀旚旇斿旈旑旙旛旍旈旑旙旈旂灢
旑斸旍旚旘斸旑旙斾旛斻旚旈旓旑旔斸旚旇旝斸旟旓旀旇旈旔旔旓斻斸旐旔旛旙旑斿旛旘旓旑旙棶

斔斿旟旝旓旘斾旙椇斄旍旡旇斿旈旐斿旘棫旙斈旈旙斿斸旙斿椈斄旐旟旍旓旈斾旔旘旓旚斿旈旑椈斘斿旛旘旓旑椈斏旑旙旛旍旈旑旙旈旂旑斸旍旈旑旂旚旘斸旑旙斾旛斻旚旈旓旑旔斸旚旇旝斸旟椈斠斸旚旙

暋暋斄旍旡旇斿旈旐斿旘病棬斄旍旡旇斿旈旐斿旘棫旙斾斿旐斿旑旚旈斸棳斄斈棭是

发生在老年期暍不可逆转的暍渐进性的暍以认知和精

神行为异常为主的脑变性疾病暎目前 斄斈较为肯

定的病理变化是基底前脑胆碱能神经元的选择性

丢失暍减少椲棻椵棳在病变部位有特征性的细胞外大量

毬灢淀粉样蛋白棬毬灢斸旐旟旍旓旈斾旔斿旔旚旈斾斿棳斄毬棭沉积形成的

老年斑棬旙斿旑旈旍斿旔旍斸旕旛斿棳斢斝棭和细胞内神经原纤维缠

结形 成棳而 老 年 斑 中 的 主 要 成 分 即 为 斄毬棻灢棿棸 和

斄毬棻灢棿棽暎然而迄今为止有关胆碱能神经元丢失和减

少的原因和机制尚不明确棳目前认为胆碱能神经元

的这种减少和丢失可能与神经保护性信号转导通

路障碍有关椲棽椵棳而其中胰岛素信号转导通路的损害

可能扮演重要角色椲棾灢椃椵暎
研究表明椲椄灢椆椵棳毬灢淀粉样蛋白的多种分子片段

均可在体外诱导离体培养的细胞发生活力下降或

至凋亡棳但毬灢淀粉样蛋白对胆碱能神经元毒性作用

的确切机制仍不清楚棳尤其目前有关毬灢淀粉样蛋白

对胆碱能神经元胰岛素信号转导通路的影响鲜有

报道暎本研究基于体外培养的 旝旈旙旚斸旘胎鼠基底前

脑神经元模型和侧脑室 斄毬棻灢棿棽寡聚体注射 斄斈 模

型棳观察纤维化 斄毬棻灢棿棸和 斄毬棻灢棿棽寡聚体对细胞的活

性和胰岛素信号传导通路相关蛋白表达和模型大

鼠行为学改变的影响棳以期为阐明 斄斈的发生机制

提供进一步的理论支持暎
棻暋材料与方法

棻灡棻暋实验材料

棻灡棻灡棻暋实验动物暋实验用 旝旈旙旚斸旘孕鼠棬棽棸只棳孕
棻椆天棳棾棸棸暙棾椀棸旂棭椈和健康成年 斪旈旙旚斸旘大鼠 棾椂
只棳雄性棳棾暙棿月龄棳体重棽棽椀旂暲棽椀旂棳由山东大学

实验动物研究中心提供暎
棻灡棻灡棽暋实验试剂暋斈斖斉斖棷斊棻棽培养基暍青链霉

素液体购自旇旟斻旍旓旑斿公司椈胰蛋白酶暍斈灢旇斸旑旊旙缓冲

液暍斝斅斢缓冲液购自 斍斏斅斆斚 公司椈胎牛血清购自

斆斕斄斠斔公司椈重组的大鼠斺斿旚斸灢神经生长因子棬毬灢
斘斍斊棭购自斠敠斈公司椈兔抗大鼠胆碱乙酰转移酶

棬斆旇旓斸斻旚斸旙斿棳斆旇斄斣棭暍斺斻旍灢棽抗体购自旙斸旑旚斸斻旘旛旡公

司椈兔抗大鼠 斄旊旚棷斝斔斅暍斆斠斉斅和斏斠斢灢棻抗体均购

自斸斺斻斸旐 公司椈小鼠抗大鼠斏旑旙斠毬旙旛斺旛旑旈旚抗体购自

斖斏斕斕斏斝斚斠斉公司椈神经丝蛋白抗体棬斘斊灢棽棸棸旊斈棭
购自斆斎斉斖斏斆斚斘公司椈斄毬棻灢棿棸和 斄毬棻灢棿棽棬斺斿旚斸灢斸旐旟灢
旍旓旈斾旔旘旓旚斿旈旑棻灢棿棸棭和阿糖胞苷购自斢旈旂旐斸公司椈免
疫组化染色试剂盒属中杉金桥公司产品椈其余试剂

均为国产试剂暎
棻灡棽暋实验方法

棻灡棽灡棻暋胆碱能神经元的体外培养及鉴定暋苯巴比

椀椄
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妥棬棾棩棭腹腔注射麻醉 旝旈旙旚斸旘孕大鼠棳无菌条件下

取出胎鼠棳以显微镊分离出基底前脑组织棳置 斈灢
旇斸旑旊棫旙液中于解剖显微镜下去除脑膜棳后将脑组织

剪成碎块棳以棸灡棻棽椀棩胰蛋白酶棾椃曟消化棻椀旐旈旑棳
然后以含棻椀棩胎牛血清的 斈斖斉斖棷斊棻棽棬棻椇棻棭终止

消化棳棽棸棸目无菌滤网过滤棳低温 棻棸棸棸旘旔旐 离心

棿旐旈旑棳弃上清棳加入 斈斖斉斖棷斊棻棽棬棻椇棻棭培养基棬含
棻椀棩胎牛血清暍棻棸棸斦斏棷旐旍青霉素暍棻棸棸旂棷旐旍链霉

素及棻棸棸旑旂棷旐旍重组大鼠毬灢斘斍斊棳吸管吹打制成单

细胞悬液棳调整接种浓度棳接种至棸灡棸椀旑旂棷旐旍多聚

赖氨酸包被的培养皿棬接种密度为棽暳棻棸椂棷旐旍棭暍棻棽
孔培养板棬接种密度为椂暳棻棸椀棷旐旍棭和椆椂孔培养板

棬接种密度为棿暳棻棸椀棷旐旍棭中棳椀棩斆斚棽暍棾椃曟细胞培

养箱中进行培养暎第棾暙椀天加入阿糖胞苷棬终浓

度为椀旐旓旍棷斕棭以抑制胶质细胞分裂暎培养皿内收

获细胞提取总蛋白进行免疫印迹棬斪斿旙旚斿旘旑斅旍旓旚灢
旚旈旑旂棭椈棻棽孔板内铺盖玻片行细胞免疫荧光和进行

形态学观察椈椆椂孔培养板内培养细胞行 斖斣斣 实

验暎
以胆碱乙酰转移酶棬斆旇斄斣棭细胞免疫荧光法

进行鉴定椇棻棽孔板内细胞爬片椃斾后棳以棿棩多聚甲

醛棬棿曟棭固定棾棸旐旈旑棳棸灡棾棩斣旘旈旚旓旑灢斬 作用棽棸旐旈旑棳
斝斅斢洗棾遍棳棻棸棩斅斢斄 室温封闭棻旇棳弃斅斢斄棳加羊

抗大鼠 斆旇斄斣 抗体棬棻暶棻棸棸棭棳湿盒中棿曟 过夜棳
斝斅斢洗棾遍棳避光条件下加 斊斏斣斆 标记小鼠抗羊

斏旂斍棬棻椇棻棸棸棭棾椃曟孵育棾棸旐旈旑棳避光条件下滴加 斎旓灢
斿斻旇旙旚棾棾棾棿棽染液棳椀旐旈旑后去除棳斝斅斢洗棾遍棳吹
干棳椀棸棩缓冲甘油封片暎荧光显微镜下观察染色结

果棳绿色荧光为斆旇斄斣阳性细胞棳蓝色荧光为细胞

核暎
棻灡棽灡棽暋体外培养的胆碱能神经元药物处理及分组

斄毬棻灢棿棸溶于棽椀旐旐旓旍棷斕的斝斅斢缓冲液中棳至终

浓度棻棸棸旐旓旍棷斕棳于棾椃曟温箱中孵育椃斾棳即得纤维

化 斄毬棻灢棿棸棳使用前以超声波混匀暎
不同浓度药物干预相同时间段棬棿椄旇棭椇实验分

为椂组棳包括空白对照组和椀个纤维化 斄毬棻灢棿棸干预

组棳干 预 组 的 纤 维 化 斄毬棻灢棿棸 终 浓 度 分 别 为 棸灡棻暍
棻灡棸暍暍棽灡棸暍椀灡棸和棻棸毺旐旓旍棷斕暎细胞培养至第椃天

在椀个药物干预组加纤维化 斄毬棻灢棿棸至不同的终浓

度棳对照组加等量的棽椀旐旐旓旍棷斕斝斅斢缓冲液棳孵育

棿椄旇后进行形态学观察暍总蛋白提取以及免疫印

迹暎
相同浓度药物棬椀毺旐旓旍棷斕棭干预不同时间段椇

实验分为椂组棳分别为棽棿旇空白对照组棳纤维化

斄毬棻灢棿棸干预棽棿旇组棳棿椄旇空白对照组棳纤维化 斄毬棻灢棿棸
干预棿椄旇组棳椃棽旇空白对照组以及纤维化 斄毬棻灢棿棸干

预椃棽旇组暎细胞培养至第椃天于棾个药物干预组

分别加纤维化 斄毬棻灢棿棸至终浓度椀毺旐旓旍棷斕棳而于棾个

对照组则分别加入等量体积的棽椀旐旐旓旍棷斕斝斅斢缓

冲液棳干预后棽棿旇暍棿椄旇暍椃棽旇分别进行形态学观察暍
细胞总蛋白提取及免疫印迹暎
棻灡棽灡棾暋体外培养的胆碱能神经元 斖斣斣实验暋在

对照组前设一行棿个孔为空白对照组棳不接种细胞

以消除背景棳椆椂孔板边缘棾椂个孔分别均加入棽棸棸
毺旍无菌斝斅斢缓冲液以消除边缘效应椈于终止培养

前棿旇棳每孔加人棽棸毺旍斖斣斣棬椀旐旂棷旐旍斝斅斢棭继续孵

育棿旇后棳吸弃培养液棳加人 斈斖斢斚棻椀棸毺旍棳室温下

反应棻棸旐旈旑棳待颗粒溶解后置于酶标仪上棳测实验

波长为椀椆棸旑旐 和参考波长为椂棾棸旑旐 每孔的吸光

度值暎
棻灡棽灡棿暋体外培养的胆碱能神经元形态学检测暋对

照组及各药物干预组分别于相应时间点终止培养棳
行神经丝蛋白抗体棬斘斊灢棽棸棸旊斈棭细胞免疫荧光染

色棳荧光显微镜下观察棳每组随机选取棽椀个染色阳

性且未与其他神经元发生连接的孤立神经元棳计数

其各自的突起数量后求各组平均值棳并应用 斄斆斣灢
棽斦软件测量各组神经元的细胞平均突起长度以

及最长突起长度棬胞体至突起末端长度棭后求出各

组平均值暎
棻灡棽灡椀暋体外培养的胆碱能神经元 斪斿旙旚斿旘旑斅旍旓旚
检测胰岛素信号传导通路相关蛋白的表达暋培养

终止后棳培养皿中弃去培养基棳以 斝斅斢洗涤棾次棳
加入适量 斠斏斝斄裂解液棬含棻棷棻棸棸体积的蛋白酶抑

制剂斝斖斢斊棭冰浴中裂解细胞棳收集蛋白棳斅斆斄 法

蛋白定量暎取椀棸毺旂总蛋白以棻棸棩聚丙烯酰胺凝

胶电泳棳后电转至 斘斆膜棳椀棩脱脂牛奶棬以 斣斅斢斣
配制棭棾椃曟封闭棻旇棳后加入一抗椲斅斻旍灢棽棬棻椇棿棸棸棭暍
斆斠斉斅棬棻椇棻棸棸棸棭暍斄旊旚棷斝斔斅棬棻椇棻棸棸棸棭暍斏旑旙斠毬旙旛斺旛旑旈旚
棬棻椇棽棸棸棭暍斏斠斢灢棻棬棻椇椀棸棸棭椵于棿曟封闭过夜棳斣斅斢斣
洗涤棻棸旐旈旑暳棾次棳辣根过氧化物酶标记的二抗室

温孵育棻旇棳斣斅斢斣洗涤棻棸旐旈旑暳棾次棳斉斆斕法显影暎
以毬灢斸斻旚旈旑为内参棳每组实验重复棾次棳对 斉斆斕显

色的阳性条带以凝胶成像分析系统进行灰度分析暎
使用目的蛋白灰度棷毬灢斸斻旚旈旑灰度比值作为统计数

据暎

椂椄
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棻灡棾暋斄斈动物模型建立

棻灡棾灡棻暋实验动物分组暋将大鼠随机分成棾组棳即
正常对照组暍生理盐水组棬斘斢组棭和 斄毬棻灢棿棽寡聚体

注射组棬斄斈 组棭棳各组大鼠数量均为棻棽只棬旑椊
棻棽棭暎
棻灡棾灡棽暋斄斈大鼠模型的制备暋斄斈 组大鼠在立体

定位仪下棬以前囟定位棳定位于前囟后 棻灡棽旐旐棳左
侧旁开棽旐旐棳深度为棿灡棸旐旐棭棳用微量注射器于双

侧侧脑室注射浓度为棻棸棸毺旐旐棷斕的 斄毬棻灢棿棽寡聚体

椀毺斕暎为使药物得到充分扩散棳注射速度缓慢并在

注射完毕后留针棻旐旈旑暎斘斢组大鼠同样方法注射

生理盐水椀毺斕棳正常对照组不做任何处理暎常规饲

养棻周后棳各组大鼠重复棻次本组操作棳然后再饲

养棻周暎
棻灡棾灡棾暋模型大鼠的行为学检测暋于第棽次注射完

毕饲养一周后采用 斮灢迷宫检测大鼠学习和记忆能

力暎以学习获得次数增加棳记忆获得次数减少的大

鼠为认知功能减退的大鼠暎
棻灡棾灡棿暋模型大鼠海马的取材和固定暋用浓度为

棽棸棩的乌拉坦溶液按棿旐旍棷旊旂的剂量对大鼠行腹

腔注射暎在麻醉后立即开胸暴露心脏棳经左心室插

管棳同时剪开右心房棳快速灌注生理盐水至肝脏变

白暎再快速灌注浓度为棿棩的多聚甲醛棻棸棸旐旍棳然

后再缓慢灌注棾棸旐旈旑棳至大鼠四肢僵硬为满意暎取

鼠脑海马注射点前后约棾旐旐 厚的标本棳浸泡在

棿棸旂棷斕的多聚甲醛中固定棿椄旇暎
棻灡棾灡椀暋模型大鼠海马的免疫组织化学分析暋将固

定好的海马组织按顺序脱水暍透明暍浸蜡及石蜡包

埋后棳取大鼠海马冠状位切片棳片厚椀毺旐暎然后用

斏旑旙斠抗体棬棻椇棻棸棸棭暍斏斠斢灢棻抗体棬棻椇棽棸棸棭和 斄斔斣棷
斝斔斅抗体棬棻椇棽棸棸棭对海马神经元行免疫组化染色暎
采用斢斝法棳斈斄斅显色棳阳性产物为棕黄色暎阴性

对照组不加一抗以正常血清替代暎
棻灡棿暋统计学处理

每个实验设棾个批次棳平均突起数量暍平均突

起长度暍最长突起长度暍斖斣斣实验的 斚斈值暍免疫

印迹结果的半定量数据以 暲 表示棳照片的灰度

值用斏斝斝椂灡棸软件分析棳全部数据采用 斢斝斢斢棻棸灡棸
统计软件进行处理棳多组间均数比较采用方差分

析棳两组间均数比较采用 检验棳 椉棸灡棸椀认为具

有统计学差异暎
棽暋结果

棽灡棻暋胆碱能神经元的鉴定

培养的细胞在第椃天行斆旇斄斣细胞免疫荧光

鉴定棳示椆椀棩以上为阳性神经元棬见图棻棭暎

图棻暋细胞免疫荧光鉴定胆碱能神经元棬暳棿棸棸棭

棽灡棽暋纤维化 斄毬棻灢棿棸对胆碱能神经元细胞活力的影

响

棽灡棽灡棻暋不同浓度药物干预相同时间段棬棿椄旇棭暋以

椀种不同浓度的纤维化 斄毬棻灢棿棸对培养椃斾的胆碱能

神经元进行干预棳棿椄旇后行 斖斣斣 实验暎结果显

示棳在纤维化 斄毬棻灢棿棸干预终浓度较低棬棸灡棻毺旐旓旍棷斕
及棻灡棸毺旐旓旍棷斕棭的情况下棳斚斈值均无明显变化椈而

在纤维化斄毬棻灢棿棸干预终浓度较高棬棽灡棸毺旐旓旍棷斕棳椀灡棸
毺旐旓旍棷斕和棻棸毺旐旓旍棷斕棭的情况下棳斚斈值均显示出

剂量依赖性的降低棳与对照组相比棳差异均具有统

计学意义棬 椉棸灡棸椀棭暎棬见图棽棭
棽灡棽灡棽暋相同浓度药物棬椀毺旐旓旍棷斕棭干预不同时间

段暋以椀毺旐旓旍棷斕终浓度的纤维化 斄毬棻灢棿棸进行不同

时间段棬棽棿旇棳棿椄旇和椃棽旇棭的干预棳结果发现 斚斈值

椃椄
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均随干预时间的延长而降低棳与各自的对照组相

比棳差异均具有统计学意义棬 椉棸灡棸椀棭棳而各不同

时段的对照组之间相比无明显差异暎棬见图棾棭

棬灣灣 椉棸灡棸棻棳与对照组相比棭
图棽暋不同浓度纤维化 斄毬棻灢棿棸对培养胆碱能神经元活力的影响

棬棧棧 椉棸灡棸棻棳与棽棿旇对照组相比椈灣灣 椉棸灡棸棻棳
与棿椄旇对照组相比椈棩棩 椉棸灡棸棻棳与椃棽旇对照组相比棭
图棾暋终浓度椀毺旐旓旍棷斕的纤维化 斄毬棻灢棿棸干预不同

时间段后对培养胆碱能神经元活力的影响

棽灡棾暋纤维化 斄毬棻灢棿棸对胆碱能神经元细胞形态的影

响

棽灡棾灡棻暋不同浓度药物干预相同时间段棬棿椄旇棭暋以

椀种不同浓度的纤维化 斄毬棻灢棿棸对培养椃斾的胆碱能

神经元进行干预棳棿椄旇后观察细胞形态暎结果显

示椇棻棭细胞平均突起数量椇在纤维化 斄毬棻灢棿棸干预终

浓度较低棬棸灡棻暍棻灡棸及棽灡棸毺旐旓旍棷斕棭的情况下棳细
胞平均突起数量无明显变化椈而在纤维化 斄毬棻灢棿棸干

预终浓度较高棬椀灡棸毺旐旓旍棷斕及棻棸毺旐旓旍棷斕棭的情况

下棳细胞平均突起数量显示出剂量依赖性的降低棳
与对照 组 相 比棳差 异 均 具 有 统 计 学 意 义 棬 椉
棸灡棸椀棭暎棽棭平均突起长度及最长突起长度椇在纤维

化 斄毬棻灢棿棸干预终浓度较低棬棸灡棻及棻灡棸毺旐旓旍棷斕棭的
情况下棳平均突起长度和最长突起长度均无明显变

化椈而在纤维化 斄毬棻灢棿棸干预终浓度较高棬棽灡棸暍椀灡棸和

棻棸毺旐旓旍棷斕棭的情况下棳平均突起长度和最长突起

长度均显示出剂量依赖性的降低棳与对照组相比棳

差异均具有统计学意义棬 椉棸灡棸椀棭暎棬见图棿棳椀棭
棽灡棾灡棽暋相同浓度药物棬椀毺旐旓旍棷斕棭干预不同时间段

暋以椀毺旐旓旍棷斕终浓度的纤维化 斄毬棻灢棿棸进行不同时

间段棬棽棿旇暍棿椄旇和椃棽旇棭的干预棳结果发现细胞平均

突起数量暍平均突起长度暍最长突起长度均随干预

时间的延长而降低棳与各自的对照组相比棳差异均

具有统计学意义棬 椉棸灡棸椀棭棳而各不同时段的对照

组之间相比无明显差异暎棬见图椂棳椃棭

棬灣 椉棸灡棸椀棳灣灣 椉棸灡棸棻棳与对照组相比棭
图棿暋不同浓度纤维化 斄毬棻灢棿棸对培养胆碱

能神经元平均突起数量的影响

棬灣灣 椉棸灡棸棻棳与对照组相比棭
图椀暋不同浓度纤维化 斄毬棻灢棿棸对培养胆碱能神经元

平均突起长度以及平均最长突起长度的影响

棬棧 椉棸灡棸椀棳与棽棿旇对照组相比椈灣 椉棸灡棸椀棳
与棿椄旇对照组相比椈棩棩 椉棸灡棸棻棳与椃棽旇对照组相比棭

图椂暋终浓度椀毺旐旓旍棷斕的纤维化 斄毬棻灢棿棸干预不同时间段后

对培养胆碱能神经元平均突起数量的影响

椄椄
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棬棧棧 椉棸灡棸棻棳与棽棿旇对照组相比椈灣灣 椉棸灡棸棻棳
与棿椄旇对照组相比椈棩棩 椉棸灡棸棻棳与椃棽旇对照组相比棭

图椃暋终浓度椀毺旐旓旍棷斕的纤维化 斄毬棻灢棿棸干预不同时间段后对

培养胆碱能神经元平均突起长度以及平均最长突起长度的影响

棽灡棿暋纤维化 斄毬棻灢棿棸对胆碱能神经元胰岛素信号传

导通路相关蛋白斏旑旙斠暍斏斠斢灢棻暍斄旊旚棷斝斔斅暍斆斠斉斅及

斅斻旍灢棽表达的影响

体外培养胆碱能神经元 椃斾 时给 予纤维化

斄毬棻灢棿棸干预暎于不同剂量组分别给予纤维化 斄毬棻灢棿棸
干预棳然后于棽棿旇暍棿椄旇暍椃棽旇分别提取相应组别的

细胞总蛋白棳进行免疫印迹暎
棽灡棿灡棻暋不同浓度纤维化 斄毬棻灢棿棸干预棿椄旇后棳提取

培养胆碱能神经元总蛋白进行免疫印迹实验棳检测

胰岛素信号传导通路相关蛋白的表达变化情况棬见
图椄棭

斏旑旙斠暍斏斠斢灢棻暍斄旊旚棷斝斔斅及 斅斻旍灢棽的表达椇在纤

维化 斄毬棻灢棿棸干预终浓度较低棬棸灡棻毺旐旓旍棷斕 及棻灡棸
毺旐旓旍棷斕棭的情况下棳斏旑旙斠暍斏斠斢灢棻暍斄旊旚棷斝斔斅及斅斻旍灢
棽的表达均无明显变化椈当纤维化 斄毬棻灢棿棸干预终浓

度较高棬棽毺旐旓旍棷斕棳椀毺旐旓旍棷斕及棻棸毺旐旓旍棷斕棭时棳斏旑灢
旙斠暍斏斠斢灢棻暍斄旊旚棷斝斔斅及 斅斻旍灢棽的表达均随纤维化

斄毬棻灢棿棸干预终浓度的升高而呈现出明显的降低趋

势棳干预后棽棿旇组暍棿椄旇组暍椃棽旇组与对照组的差异

均具有统计学意义棬 椉棸灡棸椀棭棳同时这棾组之间差

异亦均具统计学意义棬 椉棸灡棸椀棭暎
斆斠斉斅的表达椇在给予纤维化 斄毬棻灢棿棸干预棿椄旇

后棳椀个药物浓度组均显示斆斠斉斅的表达无明显变

化暎

棽灡棿灡棽暋无药物干预棸旇暍棽棿旇暍棿椄旇及椃棽旇对照组之

间胆碱能神经元胰岛素信号传导通路相关蛋白对

比棬见图椆棭
细胞培养椃斾后棳在没有药物干预的前提下棳提

取棸旇暍棽棿旇后暍棿椄旇后暍椃棽旇后细胞总蛋白棳进行免

疫印迹实验棳结果显示棳斏旑旙斠暍斏斠斢灢棻暍斄旊旚棷斝斔斅暍
斆斠斉斅及斅斻旍灢棽的表达随培养时间的延长并没有明

显变化棳提示对椀种相关蛋白的检测棽棿旇对照组暍
棿椄旇对照组暍椃棽旇对照组具有同等对比效价暎
棽灡棿灡棾暋以椀毺旐旓旍棷斕终浓度的纤维化 斄毬棻灢棿棸对所

培养胆碱能 神 经 元 进 行 不 同 时 长 棬棽棿旇暍棿椄旇 和

椃棽旇棭的干预棳后分别提取各组细胞总蛋白进行免

疫印迹实验棳检测胰岛素信号传导通路相关蛋白的

变化棬见图棻棸棭棳结果显示椇
斏旑旙斠暍斏斠斢灢棻暍斄旊旚棷斝斔斅及 斅斻旍灢棽的表达椇与对

照组相比棳斏旑旙斠暍斏斠斢灢棻暍斄旊旚棷斝斔斅及斅斻旍灢棽的表达

均随干预时间的延长而降低棳差异均具有统计学意

义棬 椉棸灡棸椀棭棳而各不同时段组之间的差异亦均具

统计学意义棬 椉棸灡棸椀棭暎
斆斠斉斅的表达椇随着药物干预时间的延长棳

斆斠斉斅的表达没有表现出明显的变化暎
棽灡椀暋各组大鼠学习暍记忆能力的变化

斮灢迷宫实验结果见表棻暎由表棻可见棳斄斈组

大鼠学习获得次数比后两组多棳记忆获得次数比后

两组少棳即 斄斈组大鼠学习和记忆功能均减退暎
表棻暋各组大鼠学习暍记忆能力的比较棬 暲 棳旑椊棻棽棭
组别 学习获得次数 记忆获得次数

斄斈组 椃棾灡椀棸暲棻棻灡棿棻 棾灡椂棾暲棻灡椂椆
斘斢组 椀棸灡椄棽暲椂灡棸椆灣 椃灡棸棽暲棻灡棾棽灣

正常组 棿棿灡椃椂暲椄灡棾棾灣 椃灡椄椀暲棸灡椆棻灣

暋暋灣 椉棸灡棸椀示 斄斈组旜旙斘斢组椈斄斈组旜旙正常组

棽灡椂暋各组大鼠海马组织免疫组化结果

斄斈 组 大 鼠 海 马 区 神 经 元 斏旑旙斠暍斏斠斢灢棻 和

斄斔斣棷斝斔斅表达与正常组和盐水组相比减低棳细胞

着色浅棬图棻棻暍棻棽暍棻棾棭暎

图椄暋不同浓度纤维化 斄毬棻灢棿棸的干预对基底前脑胆碱能神经元胰岛素信号转导通路相关蛋白影响的对比

椆椄
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图椆暋空白棸旇暍棽棿旇暍棿椄旇和椃棽旇基底前脑胆碱能神经元胰岛素信号转导通路相关蛋白的相互对比

图棻棸暋椀毺旐旓旍棷斕纤维化 斄毬棻灢棿棸作用不同时间段后胰岛素信号传导通路相关蛋白的对比

暋暋斏旑旙斠在斄斈组与斘斢组和正常组相比表达明显减低棳胞浆着色更浅暎其差异有统计学意义棬 椉棸灡棸椀棭椈在斘斢组和正

常组表达无明显差异棬 椌棸灡棸椀棭暎
图棻棻暋用斏旑旙斠多克隆抗体免疫组化法对大鼠海马神经元染色棬暳棿棸棸棭

暋暋斏斠斢灢棻在 斄斈组与 斘斢组和正常组相比表达明显减低棳胞浆着色更浅暎其差异有统计学意义棬 椉棸灡棸椀棭椈在 斘斢组和

正常组表达无明显差异棬 椌棸灡棸椀棭暎
图棻棽暋用斏斠斢灢棻多克隆抗体免疫组化法对大鼠海马神经元染色棬暳棿棸棸棭

棸椆



济宁医学院学报棽棸棻棽年棿月第棾椀卷第棽期

暋暋斄旊旚在 斄斈组与 斘斢组和正常组相比表达明显减低棳胞浆着色更浅暎其差异有统计学意义棬 椉棸灡棸椀棭椈在 斘斢组和正

常组表达无明显差异棬 椌棸灡棸椀棭暎
图棻棾暋用 斄旊旚多克隆抗体免疫组化法对大鼠海马神经元染色棬暳棿棸棸棭

棽灡椃暋 各 组 大 鼠海 马 神 经 元斏旑旙斠暍斏斠斢灢棻和 斄旊旚棷
斝斔斅平均光密度值的比较

由表棽可以看出棳正常组和 斘斢组斏旑旙斠暍斏斠斢灢棻
和 斄旊旚棷斝斔斅 的平均光密度值相似棳但比 斄斈 组

高棳说明在正常组和 斘斢组细胞染色深棳其差异有

统计学意义棬 椉棸灡棸椀棭暎
表棽暋棾组大鼠海马神经元斏旑旙斠暍斏斠斢灢棻和

斄旊旚棷斝斔斅平均光密度值的比较棬 暲 棳旑椊棻棽棭
分组 斏旑旙斠 斏斠斢灢棻 斄旊旚

斄斈组 棸灡棻棽暲棸灡棸棻 棸灡棻棿暲棸灡棸棽 棸灡棻棽暲棸灡棸棾
斘斢组 棸灡棿棸暲棸灡棸棽灣 棸灡棾椆暲棸灡棸椂灣 棸灡棾椄暲棸灡棸棾灣

正常组 棸灡棾椄暲棸灡棸椃灣 棸灡棾椀暲棸灡棸棾灣 棸灡棾椀暲棸灡棸椂灣

暋暋灣 椉棸灡棸椀示 斄斈组旜旙斘斢组椈斄斈组旜旙正常组

棾暋讨论

斄毬是 斄斈患者老年斑棬斢斝棭的核心和主要成

分棳其对神经元细胞的毒性作用在 斄斈的发病中起

重要作用棳而 斄毬的致凋亡作用也一直是研究者关

注的热点椲椆椵暎然而到目前为止棳有关毬淀粉样蛋白

对神经细胞毒性作用的机制尚不清楚棳斎旛旂旓旑斒
等椲棻棸椵的研究发现棳斄毬引起神经细胞凋亡可能通过

斻斸旙旔斸旙斿棬半胱氨酸天冬氨酸特异性蛋白酶棭起作

用椈而另外的有关研究椲棻棻椵则发现 斄毬能够通过诱导

胶质细胞旈斘斚斢表达棳产生大量的 斘斚棳杀伤神经

元棳因此有关 斄毬的毒性作用机制仍需进一步的深

入研究暎
在中枢神经系统棳胰岛素可作为神经营养因子

而发挥促进细胞存活的作用棳胰岛素通过与细胞膜

上的斏旑旙斠棬胰岛素受体棭结合棳使胰岛素受体底物

磷酸化棳激 活 胰 岛 素 受 体 底 物灢棻棬斏斠斢灢棻棭棳通 过

斝斏棾斔灢斄旊旚途径激活斆斠斉斅棳并使斆斠斉斅磷酸化棳最
后通过靶位基因斅斻旍灢棽完成细胞存活和保护作用暎
有关研究显示在敲除小鼠胰岛素受体底物栺棬斏斠斢灢
棻棭后棳可阻断胰岛素棷斏斍斊灢栺信号通路棳导致 斍斢斔灢
棾活性增高棳进而引起旚斸旛的磷酸化水平增加棳在
细胞内聚集为双螺旋丝椲椀椵棳最终可造成神经元的死

亡和丢失暎近年来棳胰岛素信号转导通路障碍与

斄斈之间的关系被愈来愈多的关注棳斎旓旟斿旘椲棻棽灢棻椀椵提
出了散发性 斄斈 是暟脑型 斘斏斈斈斖棬非胰岛素依赖

性糖尿病棭暠的假说棳而恰恰在所有 斄斈病例中仅有

一小部分棬大约椀棩暙棻棸棩棭的病人是由于基因突

变所致棳而大部分病人是散发的暎我们的研究发

现棳低浓度的纤维化 斄毬棻灢棿棸对胆碱能神经元胰岛素

信号转导通路中斏旑旙斠暍斏斠斢灢棻暍斄旊旚棷斝斔斅暍斆斠斉斅及

斅斻旍灢棽的表达无明显改变棳提示低浓度对神经元的

胰岛素信号转导通路未造成明显影响暎给予较高

浓度纤维化 斄毬棻灢棿棸干预后的胆碱能神经元斏旑旙斠暍
斏斠斢灢棻暍斄旊旚棷斝斔斅及斅斻旍灢棽的表达均显著下降棳降低

程度与纤维化 斄毬棻灢棿棸浓度呈现正相关椈并呈时间依

赖性暎我们推测斏旑旙斠可能是纤维化 斄毬棻灢棿棸的一个

结合位点棳而考虑到较低浓度的纤维化 斄毬棻灢棿棸并未

对胰岛素信号转导通路相关蛋白的表达造成影响棳
故斏旑旙斠并非纤维化 斄毬棻灢棿棸的首选结合位点暎纤维

化 斄毬棻灢棿棸可能通过改变斏旑旙斠的空间构象进而自起

始受体阶段对胰岛素信号转导通路进行阻断暎而

斏旑旙斠及斏斠斢灢棻表达的下降可能与药物诱导的细胞

内斆斸棽棲 失衡有关棳而其表达下调将会影响对下游

斝斏棾斔灢斄旊旚途径的激活作用棳造成 斅斻旍灢棽表达的降

低棳进而引起神经元的活性下降甚至凋亡暎另外棳
我们发现经 斄毬棻灢棿棽处理过的大鼠出现学习记忆功

能障碍棳导致认知功能损伤棳及 斄斈模型大鼠海马

棻椆



斒斒旈旑旈旑旂斖斿斾斦旑旈旜棳斄旔旘旈旍棽棸棻棽棳斨旓旍灡棾椀棳斘旓棶棽

区斏旑旙斠表达比正常组减少和斏斠斢灢棻表达减低棳这
与斢旚斿斿旑斉等观察到的 斄斈 患者斏斠斢灢棻旐斠斘斄 水

平比正常者低的结果是一致的椲棻椂椵暎
有关研究椲棻椃椵显示棳与非 斄斈 患者相比较棳斄斈

患者脑海马组织 斄旊旚棷斝斔斅暍斆斠斉斅暍旔灢斆斠斉斅表达

减少棳而我们的实验结果显示 斆斠斉斅表达并没有

明显 改 变棳我 们 认 为 纤 维 化 斄毬棻灢棿棸 可 能 并 不 对

斆斠斉斅的表达直接造成影响棳而是通过对斏旑旙斠暍
斏斠斢灢棻及 斄旊旚表达的影响而造成斆斠斉斅磷酸化棬旔灢
斆斠斉斅棭的减少棳旔灢斆斠斉斅表达的减少进而引起斅斻旍灢
棽表达的下调暎

另外棳胰岛素或斏斍斊还可在激活 斝斏棾斔灢斄旊旚棷
斝斔斅信号途径后棳通过抑制糖原合成激酶灢棾毩棬旂旍旟灢
斻旓旂斿旑旙旟旑旚旇斸旙斿旊旈旑斸旙斿灢棾毩棳斍斢斔灢棾毩棭的活性而减少

斄毬的合成棳斍斢斔灢棾毩已被证实可通过调节毭灢分泌

酶的活性而促进 斄毬棻灢棿棸暍斄毬棻灢棿棽的合成椲椂椵暎有关研究

证明斏斈斉棬胰岛素降解酶棭参与 斄 的降解棳在调节

胞外 斄毬水平过程中有着重要作用棳而斏斈斉则可能

受胰岛素信号系统调节椲棻椄椵暎斱旇斸旓等椲椃椵认为棳胰岛

素所介导的斝斏棾斔灢斄旊旚棷斝斔斅信号途径可能参与对

斏斈斉活性的调节棳继而影响胞外 斄 的降解暎因此棳
斄毬对胰岛素信号转导通路的损害作用会进一步造

成 斄毬沉积的加重棳进而进一步加重对神经元胰岛

素信号转导通路的损害作用棳形成恶性循环棳最终

造成神经元的减少和丢失暎
我们的实验结果还显示在培养的胆碱能神经

元接受低浓度纤维化 斄毬棻灢棿棸干预后棳形态学观察及

斖斣斣实验均显示其细胞活性有轻度升高棳但最终

统计学结果显示其与对照组之间的差异无统计学

意义棳我们推测低浓度纤维化 斄毬棻灢棿棸对胆碱能神经

元可能有类似神经营养或增强活性的作用棳对此有

待进一步的研究暎
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