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亚麻木酚素对 2型糖尿病小鼠学习记忆的影响及其机制初探 *
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摘要目的：研究亚麻木酚素（Flax ligands，FL）对 2型糖尿病模型小鼠空间学习记忆的影响及其初步机制。方法：雄性 C57小鼠随

机分为对照组（Con）、糖尿病模型组（DM）及亚麻木酚素治疗组（DM+FL），DM与 DM+FL组给予高脂饮食加小剂量链脲佐菌素

（Streptozotocin，STZ）诱导 2型糖尿病模型，之后 DM+FL组灌胃给予 FL 10 mg/kg，每日一次，连续 14天，Con与 DM组给予等量

生理盐水。通过新物体识别试验、Morris水迷宫试验检测小鼠的学习记忆能力，利用Western blot技术测定小鼠海马脑源性神经

营养因子（BDNF）及谷酰胺 AMPA受体 845位磷酸化（pGluA1-Ser845）蛋白表达水平。结果：与 Con组比较，DM组小鼠新物体识

别指数显著下降(P<0.01)，在 Morris水迷宫中逃避潜伏期延长(P<0.05)，在目的象限内徘徊时间减少(P<0.01)；小鼠海马区 BDNF

和 pGluA1-Ser845的蛋白表达水平均显著低于对照组（P<0.01）。与 DM组相比，DM+FL组小鼠新物体识别指数显著提高(P<0.
01)，在Morris水迷宫中逃避潜伏期明显缩短（P<0.05），目的象限徘徊时间显著增多（P<0.05）；小鼠海马区 BDNF和 pGluA1-Ser845

的蛋白表达水平均显著升高（P<0.01）。结论：亚麻木酚素对 2型糖尿病小鼠学习记忆有明确改善作用，增加海马 BDNF和 pGlu-

A1-Ser845的表达可能是其潜在作用机制。
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Effects of Flax Lignans on Spatial Learning and Memory in Diabetic
Encephalopathy Mice and Its Mechanism*

Study the effect and mechanism of Flax lignans on learning and memory in type 2 diabetic mice.

Male C57 mice were randomly divided into 3 groups, control group (Con), type 2 diabetes mellitus group (DM) and Flax lignans

treatment group (DM+FL). Except Con group, all mice were fed with high-fat diet and injected with streptozotocin intraperitoneally to

induce type 2 diabetes mellitus, and the DM+FL mice were given 10 mg/kg FL by intragastric administration once daily for 14 days, mice

in other two groups were given an equal volume of saline. New object recognition test and Morris water maze method were used to test

the learning and memory function of mice, and protein levels of BDNF and pGluA1-Ser845 were detected by Western blot method.

Compared with the Con group, the recognition index was significantly decreased (P<0.01) in DM group during new object

recognition test, the escape latency of the DM group mice was prolonged (P<0.05), and the wandering time in the target quadrant was
reduced (P<0.01). Protein expression levels of BDNF and pGluA1-Ser845 in hippocampus of DM mice were significantly lower than

those in Con group (P<0.01). Compared with the DM group, DM+FL group could increase the recognition index (P<0.01), reduce escape
latency (P<0.05) and prolonged wandering time in the target quadrant (P<0.05). The protein expression levels of BDNF and

pGluA1-Ser845 in hippocampus of DM+FL mice were significantly increased (P<0.01). Flax lignans could obviously

improve the learning and memory in type 2 diabetic mice, and increasing protein levels of BDNF and pGluA1-Ser845 in hippocampus of

DM mice may be the underlying mechanism.
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前言
糖尿病（Diabetes mellitus，DM）是临床最常见的慢性疾病

之一，目前全世界糖尿病患病人数已达 4.25亿人，其中近九成
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为 2型糖尿病，每年用于糖尿病治疗的研究费用高达 7.27亿

美元，占全球卫生支出的 12%，且这些数字还在呈逐年递增趋

势[1]。糖尿病能引起多种并发症，如心血管疾病、糖尿病肾病、糖

尿病视网膜病变、糖尿病周围神经病及中枢神经系统并发症

等[2，3]，严重影响患者生活质量，并给患者家庭和整个社会增加

经济负担。多项研究表明，2型糖尿病患者发病后学习记忆能

力明显受损[4，5]，但其复杂病因和发病机制尚未明确，并且没有

非常有效的治疗手段[6]。因此，如果能够在糖尿病发生的早期采

用一系列手段，干预或预防其发生、发展，具有重大的意义。

亚麻木酚素（Flax lignans, FL）是一类由苯丙素双分子聚合

而成的天然活性物质，也是植物雌激素的一种，存在于亚麻

（Linum usitatissimum L.）籽种皮中。研究证明，FL具有多种生
物学活性，如抗肿瘤活性、抗氧化活性、调节脂质、胆固醇代谢

等[7，8]，但尚缺乏 FL对 2型糖尿病小鼠学习记忆功能障碍影的

相关研究报道。本研究旨在观察 FL对 2型糖尿病小鼠学习记

忆功能的影响并对其机制进行初步探讨，为 2型糖尿病诱导学

习记忆功能障碍的防治提供理论参考。

1 实验材料

1.1 仪器与试剂

Morris水迷宫（上海吉量软件科技有限公司）；小鼠新物体

识别箱（上海吉量软件科技有限公司）；血糖仪（罗氏血糖健康

医护公司）；FL（上海纯优生物科技有限公司）；STZ（美国 Sigma

公司）；免疫蛋白印迹用抗体包括兔抗 BDNF抗体（ab108319，

abcam，1:1000）、兔抗 pGluA1-Ser845抗体（ab76321，abcam，1:

1000）、兔抗 GluA1 抗体（ab31232，abcam，1:1000），鼠抗茁-actin
（ab8226，abcam，1:5000），二抗 Goat Anti-Rabbit IgG H&L (HRP)

（ab205718，abcam，1:10000）；PVDF膜（美国 Millipore公司）。

1.2 实验动物

清洁级 C57小鼠，雄性，6-7周龄，第四军医大学实验动物

中心提供，动物许可证号：scxk（军）2013-0007。所有小鼠分笼饲

养，保持 12 h昼夜节律，室温（23 ± 1）℃，自由饮水摄食。

2 方法

2.1 模型的建立与给药

C57小鼠适应性喂养一周后，除了 Con组，所有小鼠给予

高脂饲料喂养 30天后禁食不禁水 12 h，腹腔一次性注射 STZ

(40 mg/kg，临用前溶于 pH值 4.5，0.1 mol/L柠檬酸缓冲液)，空

白对照组给予普通饲料，空腹腹腔注射等量柠檬酸缓冲液。72

小时后测空腹血糖值≥ 16.7 mmol/L，作为判断 2型糖尿病小鼠

模型是否成功的标准[9]，称量小鼠体重（第 34天）。造模成功后，

DM+FL组连续灌胃给予 FL（10 mg/kg，1次 /日，8:30 am），Con

和 DM组灌胃给予等体积生理盐水。14天后（第 48天）测量血

糖值并称量体重，进行新物体识别和Morris水迷宫试验，待行

为学试验结束后，10%水合氯醛麻醉小鼠，迅速断头取脑并分

离出海马组织，用于免疫蛋白印迹试验。

2.2 观测指标及检测方法

2.2.1 小鼠新物体识别试验 试验第 1天：将小鼠放入新物体

识别箱（40 cm× 40 cm× 25 cm）中，自由探索 10 min。第 2天：

箱内对角放置两个相同圆柱体，将小鼠背向积木放入盒内，自

由探索 10 min，视频记录并分析小鼠在两个物体周围（外表面

5 cm半径内）探索时间。第 3天：将其中一个圆柱体换为正方

体，将小鼠背向积木放入盒内，自由探索 5 min，视频记录并分

析小鼠在新旧两个物体周围探索时间[10]。以对新物体和旧物体

探索时间的比值作为新物体识别指数，越大说明小鼠的学习记

忆能力越强。

2.2.2 小鼠水迷宫试验 水迷宫装置为直径 120 cm，高 40 cm

的圆形水池，平均分为四个象限，每个象限的水池壁有不同标

志物供小鼠识别。试验时，在第 3象限直立一直径 10 cm的圆形

平台，在水池中灌水，水温由控制电子控温器控制在 25 ± 1℃，

水面高出平台 1.5 cm。训练第 1天，以 1、3、2、4的象限顺序将

小鼠头部向池壁放入水中，每次入睡时间间隔 5 min，记录小鼠

游到平台所需时间记为逃避潜伏期，对 60 s内无法找到平台的

小鼠，用木棍指引其上平台，所有小鼠在平台上停留观察 20 s后

将其捞出并用毛巾尽量擦干水分，放回笼中。训练第二、三、四

天依次改变起点位置。第五天撤去平台，于第 1象限放入小鼠，

自由探索 90 s，记录小鼠在目的象限（第 3象限）的探索时间，

记为徘徊时间[11]。逃避潜伏期越短，在目的象限徘徊时间越长，

说明小鼠的学习记忆能力越强[12]。

2.2.3 海马组织免疫蛋白印迹 超声裂解大鼠海马组织提取

总蛋白，BCA法定量后，加入 5× 蛋白上样缓冲液并煮沸 10 min

使蛋白变性，进行 SDS-PAGE电泳，恒压湿法将印迹转移到

PVDF膜上，用 5 %脱脂牛奶封闭 1 h后孵育一抗过夜。次日用

TBS-T清洗 PVDF膜（10 min/次，3次）后，孵育二抗 1 h，再用

TBS-T洗膜，最终应用 ECL荧光底物试剂盒进行曝光显影。

2.3 统计学方法

采用 SPSS 20.0软件进行统计学处理，实验数据均采用均

数± 标准差(x依s)表示，两组间数据比较采用 t检验，多组均数

比较采用方差分析。相关性分析采用直线相关法。

3 结果

3.1 亚麻木酚素对 2型糖尿病模型小鼠体重和血糖的影响

造模后，DM和 DM+FL组小鼠均出现多食、多饮、多尿的

症状，但行动正常，与 Con组相比，DM组小鼠体重无明显差

异，血糖值显著增高（P < 0.01）；与 DM组比较，FL干预对小鼠

体重无显著影响，小鼠血糖值有降低趋势，但无统计学意义。见

表 1。

3.2 亚麻木酚素对 2型糖尿病小鼠新物体识别能力的影响

新物体识别试验结果表明，DM组小鼠对新物体的探索时

间百分比与 Con组相比明显下降（P <0.01），灌胃给予 FL干预

14 d后，小鼠新物体识别指数较 DM组明显上升（P < 0.01），说
明亚麻木酚素对 DM小鼠新物体辨别能力改善显著。见图 1。

3.3 亚麻木酚素对 2型糖尿病小鼠空间学习记忆能力的影响

水迷宫试验结果可见，DM组小鼠与 Con组比较，逃避潜

伏期显著延长（P < 0.05），而在目的象限徘徊时间明显减少（P <
0.01），说明 DM小鼠空间学习记忆能力显著受损；而给予 FL

干预后，小鼠逃避潜伏期明显缩短（P < 0.05），且在目的象限徘
徊时间明显增加（P < 0.05），说明 FL对 DM小鼠的空间学习能

力有改善作用。结果见图 2。

3.4 亚麻木酚素对 2型糖尿病小鼠海马 BDNF蛋白表达水平
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图 2亚麻木酚素对 2型糖尿病小鼠空间学习记忆能力的影响。A.小鼠Morris水迷宫试验训练阶段（有不可见平台）逃避潜伏期；

B.小鼠Morris水迷宫测试阶段（无平台）目标象限徘徊时间（与 Con组比较，*P＜0.05，**P＜0.01；与 DM组比较，#P＜0.05；n=10）

Fig. 2 Effect of FL on spatial learning and memory of mice with type 2 diabetes mellitus. A. Mouse Morris water maze experiment training phase

(with invisible platform) escape latency; B. Mouse Morris water maze test stage (No platform) target quadrant wandering time.

( compared with Con group, *P＜0.05,**P＜0.01; compared with DM group, #P＜0.05; n=10)

Note: compared with Con group, **P＜0.01.

Groups
Weight（g） Blood glucose level（mmol/L）

Day 34 Day 48 Day 34 Day 48

Con 25.82± 1.49 29.35± 2.17 5.28± 0.76 5.97± 0.81

DM 27.06± 1.72 30.29± 1.86 23.82± 4.95** 24.13± 4.61**

DM+FL 26.37± 2.03 29.62± 2.09 24.15± 3.79** 18.63± 3.34**

表 1 各组小鼠治疗前后体重、血糖的水平比较( x 依s，n = 10)
Table 1 Change of body weight and blood glucose levels of mice in each group pre and post treatment(x 依s, n = 10)

的影响

与 Con组比较，DM组小鼠海马 BDNF蛋白的表达水平明

显著下调（P < 0.01），而 FL干预后，小鼠海马 BDNF蛋白表达

水平较 DM组明显上调（P < 0.01），结果见图 3。

3.5 亚麻木酚素对 2 型糖尿病小鼠海马 GluA1 受体丝氨酸

845位点磷酸化蛋白表达水平的影响

与 Con 组比较，DM组小鼠海马 GluA1 丝氨酸 845 位点

磷酸化蛋白表达水平显著下调（P < 0.01）；而 FL干预后，小鼠

海马 GluA1丝氨酸 845位点磷酸化水平明显上调（P < 0.01），
各组小鼠海马 GluA1总蛋白表达水平无显著差异，结果见图4。

4 讨论

目前，2 型糖尿病并发认知功能障碍临床发病率日益增

高，患者出现认知功能减退、学习记忆能力减弱等症状，是导致

阿尔兹海默症等神经退行性疾病的主要因素之一[13]，目前对其

发病机制尚不清楚，因而缺乏有效的防治手段[14]。本研究通过

高脂饮食与空腹一次性注射链脲佐菌素诱导制备 2型糖尿病

小鼠模型，给予亚麻木酚素治疗后，对各组小鼠的一般状况以

及学习记忆能力进行测试，并测定其海马组织中 BDNF 和

pGluA1-Ser845蛋白表达变化，初步探讨了亚麻木酚素改善糖

尿病小鼠的作用机制。

2型糖尿病引起的学习记忆功能减退主要有情景记忆和

空间记忆等受损，严重影响患者的生活和工作质量[15，16]。本研究

图 1亚麻木酚素对糖尿病小鼠新物体识别能力的影响。A.小鼠新物

体识别试验示意图；B.小鼠新物体识别指数（与 Con组比较，
**P＜0.01；与 DM组比较，##P＜0.01；n=10）

Fig. 1 Effect of FL on recognition of new objects in diabetic

encephalopathy mice. A. Schematic diagram of new object recognition

experiment in mice; B. New object recognition index of mice ( compared

with Con group, **P＜0.01; compared with DM group, ##P＜0.01. n=10)
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图 3亚麻木酚素对 2型糖尿病小鼠海马 BDNF蛋白表达水平的影响

（与 Con组比较，**P＜0.01；与 DM组比较，##P＜0.01; n=3）

Fig. 3 Effect of FL on expression level of BDNF protein in hippocampus in

type 2 diabetic mice (compared with Con group, **P＜0.01; compared with

DM group, ##P＜0.01. n=3)

图 4亚麻木酚素对 2型糖尿病小鼠海马 pGluA1-Ser845蛋白表达水平

的影响（与 Con组比较，**P＜0.01；与 DM组比较，##P＜0.01; n=3）

Fig. 4 Effect of FL on expression level of pGluA1-Ser845 protein in

hippocampus of type 2 diabetic mice (compared with Con group,
**P＜0.01; compared with DM group, ##P＜0.01. n=3)

中，新物体识别试验结果显示，与对照组相比，模型组小鼠新物

体识别指数明显下降，而使用亚麻木酚素干预后，模型小鼠的

新物体识别指数有显著提升；Morris水迷宫试验结果显示与对

照组相比，模型组小鼠的逃避潜伏期显著延长、目标象限徘徊

时间显著缩短，而使用亚麻木酚素干预后，模型小鼠的逃避潜

伏期显著减少、目标象限徘徊时间显著增加。结果说明亚麻木

酚素对 2型糖尿病小鼠的学习记忆能力具有改善作用。

脑源性神经营养因子（BDNF）被认为是对学习记忆功能影

响最重要的分子之一[17]，其在神经细胞的发育和存活中都起到

重要作用。已有研究表明，大脑海马区 BDNF的缺失会引起新

物体识别障碍和空间学习记忆能力的缺失[18]。本研究发现，与

对照组小鼠相比，模型组小鼠海马区 BDNF蛋白表达量显著降

低，这可能是导致模型组小鼠学习记忆能力受损的重要原因。

使用亚麻木酚素干预后，模型小鼠海马 BDNF表达量显著上

调，说明亚麻木酚素可能通过抑制 BDNF的减少而改善模型小

鼠的学习记忆能力。

谷氨酸 琢- 氨基羟甲基恶唑丙酸（琢-Amino-3-hydroxy-5-
methyl-4-isoxazole propionic acid，AMPA）受体由 4个亚基组成，

参与调节与学习记忆相关的突触可塑性（Synaptic plasticity）。长

时程增强（Long-term potentiation，LTP）是突触可塑性的一种重

要形式[19，20]，反映突触水平信息存储的能力，其诱发需要 AMPA

1型受体（GluA1）的参与。GluA1在突触后膜上的量越多，可接

受信息传递的能力越高，机体学习记忆的能力也就越强 [21]。

GluA1丝氨酸 845位点的磷酸化水平升高将促进 GluA1从胞

浆向胞膜的转运，反之，其磷酸化水平降低会使突触膜上的

GluA1更易被内吞入胞浆。本研究结果显示，与对照组小鼠相

比，模型组小鼠海马区 pGluA1-Ser845表达水平显著降低，提

示 2型糖尿病可能引起小鼠海马区突触可塑性的变化，从而

损伤小鼠学习记忆能力。使用亚麻木酚素干预后，模型小鼠海

马 pGluA1-Ser845 表达水平显著增高，说明亚麻木酚素可能

通过调节小鼠海马区的突触可塑性来改善模型小鼠的学习记

忆能力。

我们的研究还发现，亚麻木酚素虽有降低模型小鼠的血糖

水平的趋势，但统计学分析后无显著差异，可能经过改构后能

有一定的降血糖效果，需要进一步进行设计和探究。

综上所述，亚麻木酚素可通过上调 2型糖尿病小鼠海马区

BDNF和 pGluA1-Ser845蛋白表达，改善 2型糖尿病小鼠海学

习记忆能力。本研究结果为 2型糖尿病所致学习记忆能力损伤

的预防和治疗提供了一种新的思路，也为亚麻木酚素作为改善

糖尿病患者认知损伤的用药提供了研究基础。
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