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 [摘 要]目的：本文旨在研究作为胰岛素增敏剂的过氧化物酶体增殖因子活化受体γ(Peroxisome proliferator-activated receptorsγ，PPARγ)激动剂—罗格列酮对阿尔茨海默病（Alzheimer′s disease，AD）动物模型的认知水平、β淀粉样蛋白（Amyloid β-peptide，Aβ）和Tau的影响，并探讨其改善AD模型认知能力的可能机制。方法：通过侧脑室（Intracerebroventricular，ICV）注射链脲佐菌素（Streptozotocin，STZ）建立AD动物模型，并用罗格列酮处理动物，第1次手术后21天用Morris水迷宫检测动物的学习和记忆水平；采用western-blot检测胰岛素降解酶（Insulin-degrading enzyme，IDE），糖原合成酶激酶-3β（Glycogen synthase kinese-3β，GSK-3β），磷酸化糖原合成酶激酶-3β（pGSK-3β），Tau，磷酸化Tau（pTau）的表达；通过免疫组化检测Aβ40和Aβ42在大脑的沉积。结果：Morris水迷宫结果显示罗格列酮可以明显改善AD大鼠的认知能力(P<0.001)；western-blot结果显示罗格列酮能增加IDE的表达(P=0.028)、降低GSK-3β的活性(P=0.012）、减少Tau的磷酸化水平(P=0.001)；免疫组化结果显示罗格列酮处理的大鼠，其大脑皮质Aβ40和Aβ42的沉积量均较模型组减少。结论：罗格列酮可以明显改善AD动物的认知能力、Aβ的沉积和Tau的磷酸化，机制可能与其调节胰岛素信号通路相关的IDE和GSK-3β的表达有关。
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Rosiglitazone resecues memory impairment in Alzheimer’rats: mechanisms involving regulation of insulin-degrading enzyme（IDE）and GSK-3β
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 [Abstract]Objective:To investigate the effect of peroxisome proliferator-activated receptor γ(PPARγ)agonist- Rosiglitazone(RTZ) on the cognition, Aβand Tau in the AD rats and explore its potential mechanisms involving attenuate learning and memory deficits. Methods: Rosiglitazone was administered in the rats which were treated with intracerebroventricular (ICV) streptozotocin (STZ) induced dementia model. On the 21st day from 1st STZ injection, spatial learning and memory of rats were tested in Morris water maze.The expression of IDE, glycogen synthase kinese-3β(GSK-3β),phospho-GSK-3β(pGSK-3β),Tau and phospho-tau(pTau) were measured by western-blot. Amyloid β-peptide(Aβ)40 and 42 levels in the brain of the AD rats were tested by immunohistochemistry. Results: AD rats administered rosiglitazone exhibited better spatial learning and memory abilities (P<0.001) and had lower Aβ levels than untreated AD rats. Rosiglitazone attenuated reduction in insulin-degrading enzyme (P=0.028) and reduced GSK-3β activity (P=0.012). Conclusion: RTZ-mediated cognitive improvement of AD rats does correlate with the expression of IDE and GSK-3β.
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阿尔茨海默病（Alzheimer′s disease，AD）是老年人最常见的一种神经退行性疾病，以进行性认知行为全面减退为临床特征。最近研究发现在AD患者早期阶段就出现了大脑葡萄糖代谢和能量代谢降低[1]，流行病学调查也发现2型糖尿病和AD有着密切联系[2]，因此，有科学家提出AD是“3型糖尿病”，是一种中枢神经系统的内分泌疾病，其中最主要的异常是胰岛素通路信号转导障碍[3]。大脑胰岛素受体主要分布在嗅球、大脑皮层、海马、脑扁桃体和下丘脑；其主要功能包括调节机体的能量平衡、突触的可塑性、认知功能以及与年龄相关的神经退行性变[4]，这与AD的认知和记忆功能障碍的临床表现相关。
链脲佐菌素（STZ）是一种甲基亚硝基脲产物，具有抗菌、抗肿瘤的性能和致糖尿病的副作用。在外周，STZ可以选择性的破坏胰腺β细胞，引起糖尿病。脑室注射STZ可以破坏中枢胰岛素受体的磷酸化，引起胰岛素信号通路障碍。有大量研究表明[5]，侧脑室（ICV）注射小剂量STZ能导致脑局部的糖利用和能量代谢障碍，可引起大鼠学习记忆障碍和胆碱能神经元丢失，而胰岛的结构和胰岛素的基因表达不受影响。因此，侧脑室注射STZ的动物模型可以用于研究大脑糖代谢异常引起AD的发病机制。
罗格列酮属于噻唑烷二酮类药物，也是PPARγ的激动剂，现已被临床广泛应用于治疗2型糖尿病，也是公认的胰岛素增敏剂。本研究，我们拟采用罗格列酮处理ICV-STZ诱导的AD大鼠模型，观察其能否改善动物的认知水平，并检测与胰岛素信号通路相关分子的改变。
1 材料与方法

1.1材料  
1.1.1动物：清洁级Sprague-Dawley（SD）大鼠21只，体重320-380克，购自重庆医科大学实验动物中心，采用excel表自动产生随机数字将动物分成3组，即对照组(CON)，模型组(STZ)和罗格列酮组(RTZ)。饲养于重庆医科大学实验动物中心，动物自由进食和摄水。
1.1.2试剂：罗格列酮（重庆太极制药有限公司）；STZ（Sigma公司，德国）；pGSK-3β抗体（碧云天生物有限公司）；GSK-3β抗体(Bioworld，美国)；Aβ40，Aβ42，Tau抗体（北京博奥森生物有限公司）；pTau抗体(Bioworld，美国)；IDE抗体（武汉三鹰生物公司）；二抗均购自北京中杉金桥生物公司；免疫组化试剂盒购自北京中杉金桥生物公司。
1.2方法  

1.2.1侧脑室注射STZ：动物用10%水合氯醛(4 mg/kg)麻醉后固定在颅脑立体定位仪上（成都泰盛科技有限公司），局部常规消毒，头顶部沿矢状缝切开皮肤，分离骨膜，根据包新民的《大鼠脑立体定向图谱》定位，在前囟后0.8 mm、矢状缝旁开1.5 mm处用锥颅器钻开颅骨，暴露硬脑膜，25 μl微量进样器自定位点进针，深度3.5 mm缓慢注入约20 μl液体(注射时间为5-10 min,模型组和罗格列酮组注射STZ，3 mg/kg，用生理盐水溶解为浓度25%的液体，对照组则用等量生理盐水代替STZ)，注入后留针5 min，以保证溶液充分弥散，再缓慢退出。术后第3天再重复注射1次。
1.2.2动物术后的处理：术后给予葡萄糖水喂养，第1次手术后各组大鼠即给予不同的处理，罗格列酮组给予罗格列酮5 mg/kg（生理盐水溶解）灌胃，剂量约1 ml；对照组和模型组则给予等剂量的生理盐水灌胃，共3周。
1.2.3行为学检测：Morris水迷宫为一个不锈钢的圆柱形水池，直径120 cm，高50 cm，水池壁标明四个入水点，盛水后水深约30 cm，水温控制在22-25oc,将一直径11 cm，高29 cm的平台放置于水池中间，平台在水面下1 cm。测试程序包括：A、定位航行实验：将大鼠面向池壁放入水中，记录其在120秒内寻找到平台的时间，即为逃避潜伏期。如大鼠不能在120秒内找到平台，则由实验者用手牵引其到平台上停留30秒，再放回笼中，间隔30分钟再进行下一次实验。此项实验反应动物的学习能力。B、空间探索实验：撤走平台，将大鼠从任意一个入水点放入池中，记录其在120秒内找到原平台所在的位置所需要的时间，测试动物的记忆保持能力。
1.2.4动物取材：每组各取3只动物，用10%水合氯醛麻醉后，剪开胸腹腔，暴露心脏和肝脏，剪开右心耳，从左心室用生理盐水灌注至肝脏无血色，再用4%多聚甲醛灌注约120 ml，然后迅速取出大脑放入4%多聚甲醛固定过夜约24小时，行免疫组化切片染色。其余动物均采用断颈取脑，然后将脑组织放入液氮中备用。
1.2.5免疫组织化学染色：先将脑组织进行石蜡包埋，行冠状面切片，并贴片烘烤。再将片架和玻片一同放入60℃二甲苯Ⅰ和Ⅱ中各20 min，后依次放入不同浓度酒精各3 min，接着用枸橼酸缓冲液充分暴露抗原，然后使标本浸于3%H2O2去离子水及浸于封闭血清20 min后再滴一抗4℃过夜。第二天，滴二抗37℃20 min，滴三抗37℃20 min，DBA显色，苏木素染色。酒精脱水，三组二甲苯透明各5 min，封片，显微镜下观察并照片。
1.2.6 western blot半定量分析：首先碾碎组织，再加入裂解液，并在裂解液中加入PMSF，裂解约30分钟后移入EP管中，4 oC、11000g离心5分钟，取少量上清液做BCA蛋白定量分析，其余上清液按4：1加入5(蛋白上样缓冲液，100 oC水中煮沸5分钟，然后放入-80 oC冰箱备用。根据BCA蛋白定量分析结果，每组取适量样本行SDS-PAGE凝胶电泳分离蛋白，再将蛋白转移至PVDF膜（Millipore，美国）上，5%脱脂奶粉封闭，一抗（IDE1:125、Tau1:25、pTau1:500、GSK-3β1:500、pGSK-3β1:250）4oC孵育过夜，TBST洗膜，二抗室温孵育1小时，TBST洗膜。通过Bio- rad ChemiDocXRS化学发光成像系统，进行曝光分析显影。
1.2.7统计学分析：所有数据以均数±标准差（
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±s）表示，用SPSS18.0软件对各组数据进行正态检验以及方差齐性检验，多组数据参数间比较采用单因素方差分析(one-way ANOVA)，组间两两比较采用LSD法检验分析（方差齐性）或Tamhane法检验分析（方差不齐），P<0.05为差异有统计学意义。
2 结果

2.1大鼠体重  侧脑室注射STZ后引起各组大鼠体重有不同程度的下降，第三周时三个组体重相比不完全相同（F=28.953, P<0.001），.其中以模型组下降最为明显（P=0.003)。图1. 
2.2死亡率  大鼠经过侧脑室注射STZ及每天灌胃处理，造模期间共死亡3只，死亡率约15%。故每组剩余动物数为6只。
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2.3 Morris水迷宫结果 
2.3.1定位航行试验：在5天的定位航行试验中，各组动物的逃避潜伏期均逐渐缩短，而模型组下降趋势不如对照组和罗格列酮组明显，并且模型组大鼠找到平台后又会立即跳入水中，说明模型组大鼠的学习能力降低且游泳是盲目的。第二天开始三组的逃避潜伏期相比即不完全相同（F=20.128，P<0.001），其中模型组的逃避潜伏期与对照组相比就有显著差异（P<0.001，n=6）；第三天罗格列酮组与模型组相比即有显著差异（P<0.001，n=6）。图2。
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2.3.2空间探索试验：撤走平台后，对照组和罗格列酮组的大鼠主要在原平台所在的象限活动，并且是有意识的去寻找原平台所在位置；而模型组的大鼠则是盲目的沿着池壁游动，找到原平台所在的位置较对照组明显延长，三组的空间探索时间相比即不完全相同（F=15.325，P<0.001），其中模型组与对照组相比差异显著（P<0.001，n=6）；而罗格列酮组与模型组相比则明显缩短，有显著差异（P=0.002，n=6）。图3. 
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2.4 免疫组化检测罗格列酮对AD动物模型大脑的Aβ40和Aβ42的影响
Aβ是AD的典型的病理特征，Aβ的异常沉积可以引起局部炎症反应，甚至神经元的死亡。而Aβ40和Aβ42又是最主要的两种亚型，因此，我们采用免疫组化方法检测Aβ40和Aβ42在海马和皮层的沉积情况。从图4可知:模型组大鼠无论Aβ40还是Aβ42较对照组相比均明显增加（主要在皮质区，海马区不明显），而罗格列酮组的Aβ40和Aβ42与模型组相比则明显减少。对照组则几乎未见Aβ沉积。
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2.5 western blot检测胰岛素信号通路中相关蛋白质的表达情况

2.5.1罗格列酮对IDE的影响
IDE能催化胰岛素降解和负性调控胰岛素信号，同时，IDE也能降解可溶性的Aβ，从而调节细胞外的Aβ水平，即胰岛素和Aβ是IDE的竞争性底物，此外，胰岛素能反馈调节IDE的水平，若中枢胰岛素水平下降则下调IDE水平，从而使Aβ的降解减少；若中枢出现胰岛素水平增高，则竞争性抑制IDE对Aβ的降解[6]。因此，通过检测IDE的水平可以反应中枢的胰岛素的水平和Aβ降解的情况。由图5可知：三组的IDE表达水平不完全相同（F=24.618，P=0.00），其中模型组大鼠的IDE水平明显减少，与对照组比较有显著差异（P<0.001, n=3）；罗格列酮组大鼠的IDE水平较模型组则有所增加（P=0.028, n=3）。
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2.5.2罗格列酮对GSK-3β活性的影响
GSK-3β是胰岛素信号通路中一种重要的激酶，它调控着糖原的合成水平；同时，它也是Tau磷酸化的一种重要的激酶，因此，GSK-3β的活性高低在一定程度上影响Tau的磷酸化的水平。由图6可知：三组的p-GSK-3β/GSK-3β的比值不完全相同（F=20.333，P=0.002），其中模型组的p-GSK-3β量明显减少，p-GSK-3β/GSK-3β的比值明显低于对照组（P=0.001，n=3）,说明模型组的GSK-3β的活性增加，促进了Tau蛋白的磷酸化；罗格列酮降低了GSK-3β的活性，与模型组相比显著差异（P=0.012, n=3）。
2.5.3 Tau蛋白的磷酸化水平的变化
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    Tau的过度磷酸化是AD的又一个典型的病理特征，Tau被蛋白激酶磷酸化的位点多达20个，本文选择了ser262位点作为衡量Tau磷酸化程度的指标，三组中总的Tau蛋白的水平无显著差异，而pTau/Tau比值则不完全相同（F=32.735，P=0.001），但模型组pTau的水平明显升高，故模型组的pTau/Tau比值与对照组有显著差异（P<0.001, n=3）；而罗格列酮则降低了Tau蛋白的磷酸化水平，其pTau/Tau比值与模型组相比差异显著（P=0.001, n=3）如图6。
3 讨论
阿尔茨海默病（Alzheimer′s disease，AD）是老年人最常见的神经退行性疾病，它的致残、致死率极高，多数患者3～15年死亡（平均8年）；是全球致死疾病的第四位，仅次于肿瘤、心脏病和脑血管病。到2005年为止，全世界共有痴呆病患者约24,200,000人，并以每年约4,600,000人的速度增加[7]。据估计，我国AD患病人数已超过500万，占全世界所有患病人数的1/4，而且，随着我国人口老龄化进程的加快，这个数字将更为庞大。
3.1罗格列酮改善AD大鼠的认知能力

本文主要观察作为PPARγ激动剂的胰岛素增敏剂罗格列酮对AD动物模型认知能力、Aβ和Tau磷酸化水平等方面的影响。首先罗格列酮可以明显改善AD动物的学习记忆能力，通过Morris水迷宫发现罗格列酮组与模型组相比，从第二天就表现出学习能力的增强，这是因为大脑胰岛素的主要功能包括调节机体的能量平衡，突触的可塑性和认知功能以及与年龄相关的神经退行性变。因此，作为胰岛素增敏剂的罗格列酮通过改善胰岛素信号通路而发挥胰岛素在中枢的作用。同时，胰岛素抵抗的改善可以增加大脑对葡萄糖的利用，从而增加乙酰辅酶A的量，最终使乙酰胆碱的水平升高，而且胰岛素信号通路的改善可以上调胆碱乙酰转移酶的表达[8]，增加乙酰胆碱的量，进而改善胆碱能神经系统功能，提高学习记忆水平。

3.2罗格列酮能够减少Aβ在大脑皮质的沉积
Aβ是由淀粉样前体蛋白（amyloid precursor protein, APP）被淀粉样前体蛋白β位分解酶1（β-site of APP cleaving enzyme，BACE1）经过一系列蛋白水解反应催化而来，主要包括Aβ1-40和Aβ1-42，通常认为Aβ的异常积累导致其在大脑的沉积，从而导致神经网络的损害[9]。胰岛素通过加速Aβ从高尔基体到细胞膜的转运来影响其代谢，另外，胰岛素还可以通过促进Aβ的分泌和竞争胰岛素降解酶（insulin degrading enzyme，IDE）从而抑制Aβ的降解，增加其在细胞外的水平，同时胰岛素对Aβ代谢的影响也可以通过促分裂素原活化蛋白激酶（mitogen-activated protein kinases, MAPK）途径进行调节[10]，因此，胰岛素信号途径的异常影响了Aβ的生理代谢过程。罗格列酮作为胰岛素增敏剂可以降低中枢胰岛素水平，从而增加IDE对Aβ的降解，减少Aβ的沉积。有研究[11]表明，在AD患者大脑IDE降解Aβ的能力下降了50%，而对胰岛素的降解仅降低了30%；在IDE基因敲除的小鼠，其大脑Aβ聚集明显增加同时伴有葡萄糖不耐受和血清胰岛素浓度的增加[12]。罗格列酮作为PPARγ的激动剂，可以调控IDE基因的转录，从而增加IDE的表达[13]。但有的研究显示罗格列酮并未增加IDE在转基因AD动物模型的表达[14]。当然，PPARγ激动剂除了可以增加Aβ的降解，也可以通过降低BACE1的表达来减少Aβ的形成[15]。因此，罗格列酮可以通过影响Aβ的形成和降解两方面来调节Aβ的量。
3.3罗格列酮减少了AD动物大脑的Tau的磷酸化水平

Tau是神经系统非常重要的一种微管相关蛋白，在生理状况下，主要存在神经元轴突内，与微管结合并维持微管的稳定、轴突的生长和信息的传递。研究发现，在AD患者大脑中，Tau至少有10个过度磷酸化的位点，异常磷酸化的Tau丧失了与微管结合的生物学活性，并在神经元内异常聚集最终形成神经纤维缠结，进而影响神经元功能。细胞内蛋白质的磷酸化状态都是由蛋白激酶和蛋白磷酸酯酶这两种酶之间的活性水平决定，当蛋白激酶活性增加则导致蛋白质的过度磷酸化，GSK-3β作为胰岛素信号通路中一种重要的激酶，其活性受胰岛素信号调节，同时GSK-3β与Tau的磷酸化有密切联系。本文选择了在Tau磷酸化位点中具有代表性的ser262作为检测Tau磷酸化水平的指标。Western blot结果显示无论模型组还是罗格列酮组总Tau均未见降低，而罗格列酮组的pTau的水平则较模型组明显减少，因此，罗格列酮组的pTau/Tau较模型组降低，表明罗格列酮能够减少Tau的过度磷酸化。胰岛素信号通路的损伤抑制了磷脂酰肌醇-3激酶（phosphoinositide 3-kinase,PI3K）和蛋白激酶B(protein kinase B,AKT)的活性而增加了糖原合成酶激酶-3β（glycogen synthase kinese-3β,GSK-3β）的活性，进而导致Tau蛋白的过度磷酸化[16]。所以，在AD患者，由于胰岛素抵抗引起的氧化性应激过度激活GSK-3β，进一步引起Tau蛋白的过度磷酸化，而过度磷酸化的Tau蛋白不能被转运至轴索内，相反在神经元核周体积累和聚集；神经元内磷酸化的Tau异常积累增加了氧化性应激，并引起神经纤维退行性变以及诱发一系列病理生理反应，最终导致细胞凋亡的增加、线粒体功能的障碍和坏死。与此同时，有研究表明Aβ可以通过竞争性抑制胰岛素与其受体的亲和力而影响胰岛素信号通路，异常积累的Aβ能干扰胰岛素信号并通过PI3K/AKT途径增加GSK-3β的活性，促进Tau蛋白的过度磷酸化，最终形成NFT[17] 。因此，罗格列酮通过降低GSK-3β的活性及减少Aβ的量来降低Tau的磷酸化的水平，减少NFT的形成维持神经突触的完整性。
通过本实验可知，PPARγ激动剂-罗格列酮可以从多方面（还可以改善氧化应激水平，本实验另一部分结果未在本文中列出）作用于AD动物模型，因此，PPARγ激动剂可以作为治疗AD的作用靶点。
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图2 各组大鼠逃避潜伏时间的比较


Fig.2 Comparison of escape latency times of each group rats in Morris water maze test


数据采用均值±平均差（n=6）.*P<0.05。a:罗格列酮与模型组相比，b：模型组与对照组相比。
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图6.罗格列酮降低ICV-STZ大鼠的GSK-3β的活性和Tau的磷酸化水平


Fig.6 Rosiglitazone reduced GSK-3beta activity and pTau levels


采用Western blot的方法检测脑组织中的pGSK-3β、GSK-3β、pTau和Tau各自的表达水平。然后用quanty one软件分析各个条带的密度值，最后计算出pGSK-3β/GSK-3β和pTau/Tau的比值，从而反应GSK-3β的活性和Tau的磷酸化水平。*P<0.05；a:罗格列酮与模型组相比；b:模型组与对照组相比。
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图5.罗格列酮增加IDE在AD动物模型的表达(p=0.038)


Fig.5 Rosiglitazone attenuated reduction in insulin-degrading enzyme in AD rats model
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图4.罗格列酮减少Aβ40和Aβ42在皮质区的沉积


Fig.4 Rosiglitazone reduced Abeta42 levels in the cerebral cortex


A、B、C为Aβ42在模型组、罗格列酮组、对照组的沉积。D、E、F为Aβ40在模型组、罗格列酮组、对照组的沉积。(DAB,(40)
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图3.各组大鼠空间探索时间的比较


Fig.3 Comparison of spatial probe times of each group rats in Morris water maze test


数值采用平均值±标准差(n=6).*P<0.05.a：罗格列酮组与模型组相比；b：模型组与对照组相比。
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图1 各组大鼠不同时期的体重


Fig.1 Body weights(g) for rats in control,STZ and RTZ at different term 


数据采用均值±平均差（n=6）.*P<0.05。a:罗格列酮与模型组相比，b：模型组与对照组相比。
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