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不同剂量丙泊酚对2型糖尿病大鼠认知功能的
影响

梁冰 董铁立

  【摘要】 目的 探讨丙泊酚对2型糖尿病大鼠认知功能的影响并研究其潜在机制。方法 健

康雄性成年SD大鼠50只,其中10只采用普通饲料正常喂养作为空白对照组,40只采用高脂高糖

饲料喂养8周联合一次性注射1%STZ建立糖尿病模型,并分为四组:糖尿病组和低、中、高剂量丙

泊酚组,糖尿病大鼠分别腹腔注射1%丙泊酚10、30、75mg·kg-1·d-1,连续注射5d。丙泊酚用药后

第1天开始采用 Morris水迷宫实验检测大鼠逃避潜伏期和穿越原平台次数;HE染色观察大鼠海马

组织病理变化;采用比色法检测脑组织匀浆中超氧化歧化酶(SOD)、丙二醛(MDA)、过氧化氢酶

(CAT)、谷胱甘肽(GSH)和谷胱甘肽过氧化物酶(GSH-PX)浓度;Westernblot检测大鼠脑组织中晚

期糖基化终产物(AGEs)及其受体(RAGE)蛋白含量。结果 与空白对照组比较,糖尿病组大鼠逃

避潜伏期明显延长,穿越原平台次数明显减少,神经元细胞损伤明显增加,SOD、CAT、GSH和GSH-
PX浓度明显降低,MDA浓度明显升高,AGEs和RAGE蛋白含量明显升高(P<0.05);与糖尿病组

比较,低剂量丙泊酚组大鼠逃避潜伏期和穿越原平台次数差异无统计学意义,中、高剂量丙泊酚组大

鼠逃避潜伏期明显延长,穿越原平台次数明显减少,SOD、CAT、GSH 和 GSH-PX浓度明显降低,

MDA浓度明显升高,同时AGEs和RAGE蛋白含量明显升高(P<0.05)。结论 镇静和麻醉剂量

的丙泊酚能够加重糖尿病大鼠的认知功能障碍,加重氧化应激反应,这可能与上调脑组织中 AGEs/

RAGE蛋白含量有关。
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【Abstract】 Objective Toexploretheeffectsandmechanismofpropofoloncognitivefunction
oftype2diabeticrats.Methods TenoffiftyadultmaleSDratswerefedwithbasicdietandallocated
tocontrolgroup.Anotherfortyratswerefedwithhighsugarandhighfatfor8weeksandcomposite
intraperitonealinjectionof1%streptozotocin(STZ)toestablishmodelandthendividedintofour
groups:diabetesgroup;lowdose,middledoseandhighdoseofpropofolgroup(diabeticratswere
givenintraperitonealinjectionof1%propofol10,30,75mg·kg-1·d-1for5consecutivedays).The
cognitivefunctionswereexaminedbyMorriswatermazefromthefirstdayafterintraperitonealinjec-
tionwithpropofol.ThehippocampuswereisolatedforobservinghistopathologicalterationsbyHE
stainingandforthedeterminationsofSOD,MDA,CAT,GSH andGSH-PXbycolorimetry.
WesternblotwasusedtodetecttheexpressionofAGEsandRAGE.Results Comparedtothe
controlgroup,therewasanobviousincreasedescapelatentperiod,decreasedthefrequencyof
crossingplatform,increasedhippocampalneuronsdamageand MDA,decreasedlevelsofSOD,
CAT,GSHandGSH-PX,aswellastheproteinlevelsofAGEsandRAGEindiabetesgroup(P<
0.05).Therewasnosignificantdifferencebetweendiabetesgroupandlowdosepropofolofgroupon
behaviorabilityanddetectionindex.However,middledoseandhighdoseofpropofolgroupshowed
moreseriouscognitivedysfunction,aggravatedhippocampalneuronscellsloss,increasedoxidative
stressaswellasenhancedexpressionofAGEsandRAGE(P<0.05).Conclusion Multiplegiven
sedativeoranestheticdosesofpropofolcanaggravatethecognitivedysfunctionandoxidativestressin
type2diabeticrats,whichmayberelatedtoincreasetheexpressionofAGEsandRAGEinbraintis-
sue.
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  糖尿病是当今社会最常见的慢性代谢性疾

病,因常常伴发多种并发症,而给患者及其家庭、
医疗 机 构 和 国 家 带 来 了 巨 大 的 挑 战 和 经 济 负

担[1],接受手术治疗的糖尿病患者也日渐增多[2]。
然而由于全身麻醉药物在体内的多重靶点效应,
容易引起相关神经蛋白退行性变,与中枢胆碱能

受体相互作用并在特异条件下产生神经毒性物

质,造成神经系统功能紊乱而影响认知功能[3]。
作为全身麻醉药物之一的丙泊酚可以通过激活

GABA受体-氯离子复合物发挥镇静催眠作用,因
为其起效迅速、药效作用时间短,持续输注不会蓄

积等优点而被广泛应用于临床的诊疗中,但是也

能够导致术后认知功能障碍的发生[4],同时也已

经证实丙泊酚影响高血脂大鼠的认知功能[5]。本

研究观察不同剂量丙泊酚对糖尿病大鼠认知功能

的影响并探索其可能机制。

材料与方法

实验试剂 链脲佐菌素(streptozotocin,STZ)
购自美国Sigma公司,用0.1mol/L的柠檬酸缓冲

液配成1%STZ,以25mg/kg腹腔注射。超氧化

物歧化酶(SOD)试剂盒,批号20110927;丙二醛

(MDA)试 剂 盒,批 号 20110915;过 氧 化 氢 酶

(CAT)试剂盒,批号20110918;谷胱甘肽(GSH)
试 别 盒,批 号20110922;谷 胱 甘 肽 过 氧 化 物 酶

(GSH-PX)试剂盒,批号20110922;以上试剂盒由

南京建成生物工程研究所提供。兔抗鼠 RAGE抗

体(SC-5563)购 自 美 国SantaCruz公 司;兔 抗 鼠

AGEs抗体(bs-1158R)购自北京博奥森生物科技

有限公司。
动物处理与分组 清洁级健康雄性成年SD大

鼠50只,体重200~220g,由北京维通利华实验动

物技术有限公司提供,均无明显运动功能障碍和认

知功能障碍。随机分为五组,每组10只:空白对照

组,普通饲料喂养并排除糖尿病;糖尿病组,高脂高

糖饲料喂养8周,禁食12h后按照25mg/kg剂量

一次性注射1%STZ,72h后尾静脉采血测定血糖,
以血糖≥16.7mmol/L作为糖尿病造模成功的标

准;低剂量、中剂量、高剂量丙泊酚组(各组糖尿病

大鼠分别连续5d腹腔注射1%丙泊酚10、30、75
mg·kg-1·d-1)。空白对照组和糖尿病组大鼠则腹

腔注射等量生理盐水。

Morris水迷宫实验 参照 Morris水迷宫法[6]

测试大鼠学习记忆能力,实验历时6d。其中前5d
为定位航行实验,分别将五组大鼠从4个象限面向

池壁放入水中并开始计时,记录登上隐蔽平台所用

时间,此时间间隔即为逃避潜伏期。第6天实验中,
将隐蔽平台撤离,对大鼠进行空间探索实验。选定

和原平台区域对应的象限终点为入水点,记录实验

大鼠120s内穿越原平台次数。

HE染色观察海马组织病理变化 水迷宫实验

结束后,处死各组大鼠并分离脑组织,置于4%中性

福尔马林溶液中固定24h后,脱水,浸蜡,包埋,连
续切片(片厚3μm),进行 HE染色。光镜下观察海

马CA1区神经细胞形态学变化。
比色法检测脑组织中氧化应激指标 水迷宫

实验结束后,处死各组大鼠并分离一侧脑组织,称
重。以2ml生理盐水4℃冰浴匀浆,3000r/min离

心10min,取上清放入-80℃冰箱待测。以比色法

测定脑组织中SOD、MDA、CAT、GSH和GSH-PX
浓度,所有操作均按照试剂盒说明书进行。

Westernblot检测脑组织中晚期糖基化终产物

(AGEs)及其受体(RAGE)的蛋白含量 水迷宫实

验后处死各组大鼠,分离一侧脑组织,称量0.2g,剪
碎后加入裂解液提取蛋白,BCA法总蛋白定量。调

整上样量为25μg总蛋白/样本,上样,电泳,转膜,
封闭。封闭完毕后PBS洗膜5次,分别加一抗 (所
用的一抗稀释比例分别为 AGEs抗体 1∶1000、

RAGE抗体1∶1000),37℃反应1.5h,PBS洗膜5
次,加辣根过氧化物酶标记二抗,37℃反应1h,PBS
洗膜5次。染色,曝光,采用 BIORADGELDOC
XR凝胶成像系统依次显影、定影,QuantityOne
Basic软件分析胶片蛋白条带。

统计分析 采用SPSS17.0软件进行统计分

析,正态分布计量数据以均数±标准差(x±s)表
示,组间比较采用单因素方差分析和LSD检验。P
<0.05为差异有统计学意义。

结  果

学习记忆能力 与空白对照组比较,糖尿病组

大鼠逃避潜伏期明显延长,穿越原平台次数明显减

少(P<0.05);与糖尿病组比较,低剂量丙泊酚组大

鼠逃避潜伏期和穿越原平台次数差异无统计学意

义,中、高剂量丙泊酚组大鼠逃避潜伏期逐渐延长,
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穿越原平台次数逐渐减少(P<0.05),且呈现剂量

依赖性(图1,2)。

  注:与空白对照组比较,aP<0.05;与糖尿病组比较,bP<

0.05;与中剂量丙泊酚组比较,cP<0.05

图1 五组大鼠逃避潜伏期的比较

  注:与空白对照组比较,aP<0.05;与糖尿病组比较,bP<

0.05;与中剂量丙泊酚组比较,cP<0.05

图2 五组大鼠穿越原平台次数的比较

海马组织HE染色 空白对照组海马CA1区

细胞分布均匀,排列整齐、密集,细胞染色清晰,形

图3 五组大鼠海马CA1区细胞病理变化(HE×400)

态正常,结构完整;糖尿病组大鼠海马CA1区细胞

排列紊乱,神经细胞胞体缩小,细胞核固缩、破裂,
正常形态神经细胞数目减少;与糖尿病组相比,低
剂量丙泊酚组大鼠海马组织中神经细胞损伤无明

显增加,中、高剂量丙泊酚组大鼠海马组织中神经

细胞排列更加紊乱,结构破裂更明显,细胞核固缩、
碎裂明显增加(图3)。

脑组织中氧化应激指标 与空白对照组比较,
糖尿病组大鼠脑组织中SOD、CAT、GSH 和GSH-
PX浓度明显降低,MDA浓度明显升高;与糖尿病

组比较,低剂量丙泊酚组大鼠脑组织中各种氧化应

激指标并无明显变化,中、高剂量丙泊酚组大鼠脑

组织中SOD、CAT、GSH 和 GSH-PX浓度逐渐降

低,MDA浓度逐渐增加,且呈现剂量依赖性(P<
0.05)(表1)。

脑组织中AGEs和RAGE蛋白含量 与空白

对照 组 比 较,糖 尿 病 组 大 鼠 脑 组 织 中 AGEs和

RAGE蛋白含量明显增加(P<0.05);与糖尿病组

比较,低剂量丙泊酚大鼠脑组织中AGEs和RAGE
蛋白含量差异无统计学意义,中、高剂量丙泊酚组

大鼠脑组织中AGEs和RAGE蛋白含量逐渐增加,
呈现剂量依赖性(P<0.05)(图4)。

讨  论

糖尿病患者长期慢性糖代谢紊乱能够造成中

枢神经系统受损,使大脑在结构、神经生理及神经

精神等方面发生病理改变,形成以获得性认知行为

缺陷为特征的糖尿病慢性并发症,称之为糖尿病脑

病[7],主要体现在空间执行功能、学习、记忆能力受

损[8]。本研究中采用高脂高糖喂养联合注射STZ
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表1 五组大鼠脑组织氧化应激指标的比较(x±s)

组别 只数
SOD
(U/ml)

MDA
(nmol/ml)

CAT
(U/ml)

GSH
(mg/L)

GSH-PX
(U/ml)

空白对照组 10 26.1±4.5 1.1±0.7 26.7±2.4 1.5±0.5 426.3±10.4

糖尿病组 10 21.8±3.2a 2.6±0.9a 21.3±2.8a 1.2±0.4a 414.4±9.8a

低剂量丙泊酚组 10 20.9±3.4 2.6±0.3 21.0±3.4 1.2±0.2 413.3±7.8

中剂量丙泊酚组 10 16.2±4.2b 3.5±0.6b 18.4±2.9b 0.9±0.1b 402.8±3.4b

高剂量丙泊酚组 10 10.3±3.3bc 4.3±0.4bc 14.5±2.4bc 0.6±0.1bc 390.7±4.2bc

  注:与空白对照组比较,aP<0.05;与糖尿病组比较,bP<0.05;与中剂量丙泊酚组比较,cP<0.05

  注:与空白对照组比较,aP<0.05;与糖尿病组比较,bP<

0.05;与中剂量丙泊酚组比较,cP<0.05

图4 五组大鼠脑组织AGEs和RAGE蛋白含量的比较

诱导建立糖尿病模型大鼠,并且采用 Morris水迷宫

实验客观评价学习记忆功能,学习指标包括逃避潜

伏期,代表大鼠学习能力,潜伏期越短代表学习能

力越好。记忆指标为空间探索实验中大鼠穿越原

平台次数,穿越平台次数越多说明记忆力越好[9]。
本研究中发现糖尿病组大鼠与空白对照组大鼠相

比,平均逃避潜伏期延长、穿越原平台次数明显减

少,证实糖尿病组大鼠存在认知功能障碍。
众所周知,丙泊酚因起效快、作用时间短、清醒

快而完全、副作用少等优点,已成为临床上应用最

为广泛的全身麻醉药物之一。尽管如此,很多研究

已经报道丙泊酚麻醉后出现术后认知功能障碍[10],
同时也证实镇静麻醉剂量丙泊酚可能通过升高大

鼠海马神经元Tau蛋白磷酸化表达水平而影响高

血脂大鼠学习记忆功能[11]。本研究主要探索丙泊

酚对糖尿病大鼠认知功能的影响以及潜在机制。

Morris实验结果显示,与糖尿病组相比,低剂量丙

泊酚对大鼠学习记忆功能并没有太大影响,中、高
剂量丙泊酚明显加剧糖尿病大鼠学习记忆功能障

碍,并且剂量越大,影响越严重,这表明镇静麻醉剂

量丙泊酚能够加重糖尿病大鼠空间学习记忆功能

障碍。
海马组织神经细胞的完整性对学习记忆功能

有至关重要的作用[12]。本实验中 HE染色结果显

示,糖尿病组大鼠海马组织神经细胞排列紊乱,出
现明显损伤和减少,中高剂量丙泊酚均能明显加重

大鼠海马组织神经细胞的损伤和破裂。已经证实

氧化应激参与糖尿病发生发展的各个环节[13]。为

了证实海马神经细胞损伤过程中是否伴随着氧化

应激,本研究采用比色法检测脑组织中抗氧化系统

中指标水平。本研究结果表明,糖尿病组大鼠脑组

织中抗氧化酶含量明显降低,MDA水平增加,而中

高剂量丙泊酚加剧了糖尿病大鼠海马组织抗氧化

酶的减少,同时诱导 MDA水平的升高,这表明镇静

麻醉剂量丙泊酚能够通过加重糖尿病模型中的氧

化应激从而损伤神经细胞。
之前研究证实脑内晚期糖基化终末产物AGEs

能够通过激活RAGE受体并介导ROS相关的转录

因子NF-κB和其它调控因子的激活,进而引发氧化

应激和炎症反应,损害大脑皮质神经元和海马的结

构和功能[14,15]。同时也证实AGE及其受体RAGE
在糖尿病并发症的病理过程中起主要作用[16,17]。
本研究发现,糖尿病模型大鼠脑组织中 AGEs和

RAGE表达量明显增加,推测AGEs和RAGE的高

表达诱导脑组织中氧化应激反应,从而损伤神经细
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胞,影响大鼠学习记忆功能。重要的是,镇静麻醉

剂量丙泊酚均能够明显诱导糖尿病模型中 AGEs
和RAGE表达的上调,加重氧化应激损伤。因此,
推断镇静麻醉剂量丙泊酚可能通过上调 AGEs/

RAGE表达,加重糖尿病模型大鼠脑组织的氧化损

伤,从而加重其认知功能障碍。
综上所述,糖尿病大鼠模型中伴随着脑组织氧

化应激损伤和认知功能障碍,亚麻醉剂量丙泊酚对

糖尿病认知功能障碍影响并不明显,而镇静麻醉剂

量丙泊酚明显损伤糖尿病大鼠学习记忆功能,其机

制可能与诱导AGEs/RAGE表达上调,加重氧化应

激有关。
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