
阿尔茨海默病（Alzheimer’s disease，AD），俗称 老年性痴呆，是一种以进行性认知和记忆功能丧失

为主要临床特征的神经系统退行性疾病。随着人

类寿命的延长，AD已成为继心血管病、肿瘤后对人

类健康造成重大威胁的第三大杀手，且具年轻化

趋势［1-2］。目前，有关AD的致病机制和有效治疗靶

点的认识仍不清楚，但较为肯定的病理变化是基底
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［摘 要］ 目的：探讨阿尔兹海默症（Alzheimer’s disease，AD）形成过程中脑胰岛素信号及葡萄糖转运体（glucose transporters，
GLUTs）表达的改变，为AD早期诊断提供依据。方法：借助APP/PS1转基因AD模型小鼠，运用Western blot检测该模型鼠皮层

和海马区域胰岛素信号通路相关蛋白的表达。结果：与对照组相比，AD模型鼠在3月龄时，表现为脑胰岛素信号应激性激活，

下游AKT/GSK3β等胰岛素信号分子磷酸化水平升高，而GLUTs此时表达变化不明显；5月龄时，该模型表现为脑胰岛素信号磷

酸化水平显著下降，其下游AKT/GSK3β等信号分子磷酸化水平表达下调，同时观察到海马中GLUT3、GLUT4表达下调，AD病

理性蛋白（APP）、Tau蛋白磷酸化水平显著增加。结论：胰岛素信号紊乱和葡萄糖转运体在AD形成过程中发生紊乱，且随年龄

增长，具有紊乱加剧的趋势。
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［Abstract］ Objective：This study was designed to explore the brain insulin signaling and the expression of glucose transporters
（GLUTs）in APP/SP1 transgenic Alzheimer’s disease（AD）mice，it may provide the evidence for the early diagnosis of AD. Methods：
Western blot was used to detect the expressions of insulin⁃signaling pathway related proteins in the cortex and hippocampus of the APP/
PS1 transgenic AD model mice. Results：Our results showed that in the 3 ⁃ month ⁃ old mice，brain insulin signaling was irritably
activated，and the phosphorylation level of downstream AKT/GSK3β and other insulin signaling molecules increased，while the
expression of GLUTs did not change significantly at this time. However，in the 5⁃month⁃old mice，it showed that the phosphorylation
level of the brain insulin signal decreased significantly，and the phosphorylation level of its downstream AKT/GSK3β and other
signaling molecules was down ⁃ regulated. At the same time，down ⁃ regulated expression of GLUT3 and GLUT4 was observed in the
hippocampus，and the level of Tau protein phosphorylation（p⁃tau）was significantly increased. Conclusion：Our results confirmed that
in APP/PS1 transgenic mice，brain insulin signaling pathway and glucose homeostasis were significantly disrupted in the process of AD
formation，and the impairments increase with age.
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前脑胆碱能神经元的选择性丢失、减少，病变的主

要原因是过度磷酸化的Tau蛋白形成的神经原纤维

缠结（neurofibrillary tangles，NFTs）和细胞外由β淀

粉样蛋白（β⁃amyloid peptide，Aβ）积聚形成的老年

斑（senile plaque，SP）［3］。

大量研究表明，脑内胰岛素信号通路在维持脑

神经元存活、能量代谢稳态、学习和记忆方面发挥

重要作用［4］。外周胰岛素从胰腺释放到血液中，并

可通过载体穿过血脑屏障进入大脑，同时胰岛素也可

由海马，前额叶皮层及大脑中的其他区域分泌［5］。胰

岛素受体（insulin receptor，IR）在海马CA1区的锥体

细胞轴突中密集表达，并且主要分布在脑的主要学

习、记忆和认知功能区域中。

胰岛素抵抗与AD之间的关联最近得到了极大

的关注。研究显示，2型糖尿病患者患AD的概率大

约是对照组的 2倍［6］；围产期双酚 A（bisphenol A，

BPA）持续暴露可引起子代小鼠海马APP和p⁃Tau表
达改变［7］。此外，大脑中葡萄糖代谢受损是一个被

广泛认可的AD早期特征［8］。因此，本研究以APP/
PS1转基因鼠为模型，探讨AD形成过程中脑胰岛素

信号及葡萄糖转运体（glucose transporters，GLUTs）
表达的改变，以期为AD的早期诊断提供依据。

1 材料和方法

1.1 材料

本实验所用小鼠为 SPF级 C57BL/6J品系 AP⁃
Pswe/PS1dE9（APP/PS1）转基因AD模型鼠，购自南

京大学实验动物中心，均为 8~10周龄性成熟小鼠。

APPswe是指淀粉样前体蛋白（amyloid precursor pro⁃
tein，APP）序列 595、596 位点的 Lys 和 Met 分别被

Asn和Leu取代，PS1dE9是家族性AD中发现的早老

素（presenilin，PS）基因的第9个外显子（dE9）缺失突

变［9］。动物饲养于人工控制条件下，室温18~22 ℃，

湿度 30%~50%，光照周期为 12 h光照，12 h黑暗。

自由取食饮水，动物实验通过南京医科大学动物实

验中心的伦理批准。

1.2 方法

1.2.1 实验分组

成年雄性AD模型鼠适应性喂养7 d后，小鼠体

重较为均一，按随机数表法分为 3月龄组和 5月龄

组，每组7只；用相同月龄体重的野生型C57BL/6J小
鼠作为3月龄组和5月龄组的对照。

1.2.2 蛋白质印迹（Western blot）法检测蛋白表达

APP/PS1转基因AD模型鼠脑区蛋白皮层和海

马蛋白按照Pierce BCA Protein Assay Kit（Thermo公
司，美国）的说明提取并测定浓度。对于蛋白质印

迹，用 10％SDS⁃PAGE分离等量的蛋白质（40 μg），

转移至 0.20 μm PVDF膜（Millipore公司，美国）。用

含有5％脱脂奶粉的TBST溶液在室温下封闭膜2 h，
并在摇床上与一抗在4 ℃下孵育过夜，APP抗体、p⁃
Tau抗体、Tau抗体、p⁃AKT抗体、AKT抗体、p⁃GSK抗

体和 GSK 抗体（Cell Signaling Technology 公司，美

国），INS 抗体、IR 抗体、p⁃IR 抗体、p⁃IRS1 抗体、

GLUT3 抗体、GLUT4 抗体、tubulin 抗体（Abcam 公

司，美国）。除去一抗，将膜洗涤3次，并与辣根过氧

化物酶偶联的二抗（Jackson公司，美国）在室温下孵

育 2 h。用酶催化的化学发光液（Millipore公司，美

国）显现抗体结合条带。用 ChemiDoc XRS +系统

（Bio⁃Rad公司，美国）定量条带的密度，并相对于加

样对照标准化。

1.3 统计学方法

数据以均数±标准差（x ± s）表示，利用SPSS17.0
软件进行统计学分析，Graphpad Prism5软件进行作

图。两组数据比较采用 t检验，双侧检验分析比较；

P ≤ 0.05为差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 AD模型鼠皮质与海马APP的表达和Tau蛋白

磷酸化改变

β淀粉样蛋白级联假说、Tau蛋白过度磷酸化假

说是AD的主要发病机制。APP蛋白的加工剪切是

AD发病初期的核心阶段，APP蛋白和其剪切酶可以

作为AD的生物标志物［10］。AD模型鼠由于转入AP⁃
Pswe基因和PS1基因，我们首先通过Western blot验
证其APP表达情况，结果显示与对照组小鼠相比，3
月龄和5月龄小鼠海马区和前额叶皮层表现出更高

水平APP的表达（P < 0.05，图1）。
Tau蛋白过度磷酸化形成的神经元纤维缠结是

AD的主要发病特征之一，因而我们检测了模型鼠

AD进展过程中 Tau蛋白的磷酸化水平。如图 2所

示，与野生型小鼠比较，3月龄模型鼠海马组织中

Tau蛋白磷酸化有上升趋势，但无统计学差异，前额

叶皮层中Tau蛋白磷酸化与对照组无明显差异；而5
月龄模型鼠前额叶皮层组织中Tau蛋白磷酸化水平

显著上调，具有统计学差异（P < 0.01），而在海马组

织中表达无统计学差异。

2.2 AD模型鼠皮质与海马胰岛素信号的变化

为阐述AD进展过程中胰岛素信号的时间变化
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A：3月龄模型小鼠胰岛素信号通路蛋白表达；B：5月龄模型小鼠胰岛素信号通路蛋白表达；与对照（Ctr）组比较，*P < 0.05，**P < 0.01。
图3 AD模型鼠皮质与海马胰岛素信号的变化

Figure 3 Insulin signaling molecules in APP/SP1 transgenic mice models of AD
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Figure 2 The phosphorylated Tau expression in APP/SP1 transgenic mice models of AD
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Figure 1 Expression of APP protein in APP/SP1 transgenic mice models of AD

特点，通过Western blot分别检测了 3月龄和 5月龄

模型小鼠前额叶皮质与海马胰岛素信号的改变。

如图3所示，在3月龄小鼠海马区及前额叶皮层，胰

岛素（INS）蛋白水平变化不明显；而胰岛素受体（in⁃
sulin receptor，IR）酪氨酸位点（Tyr1355）磷酸化在海

马中呈现上升趋势（P < 0.05），胰岛素受体底物⁃1
（insulin receptor substrate⁃1，IRS⁃1）酪氨酸磷酸化水

平未发生明显改变；而 5月龄小鼠海马区及前额叶

皮层，胰岛素蛋白水平呈下降趋势，差异具有统计

学意义（P < 0.01），同时 IR、IRS⁃1酪氨酸磷酸化水

平在两区域显著下调（P < 0.01），提示随年龄的增

长，AD模型鼠脑胰岛素信号通路显著抑制（图3）。
2.3 AD模型鼠前额叶皮层及海马AKT、GSK3β磷

酸化

利用Western blot，我们检测了AD模型鼠前额

叶皮层和海马神经元中PKB/AKT/GSK3β蛋白磷酸

化的改变。与野生型小鼠比，3月龄模型鼠丝氨

酸/苏氨酸蛋白激酶 B（protein kinase B，PKB）即

AKT在 Ser473磷酸化位点于海马中表达上调（P <
0.01，图 4A），同时糖原合成激酶（glycogen synthase
kinase，GSK）3β磷酸化在海马中的蛋白表达也上

调（P < 0.05），而在皮层中变化不明显（图 4A）。同
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A：3月龄模型小鼠AKT/GSK3β磷酸化蛋白表达；B：5月龄模型小鼠AKT/GSK3β磷酸化蛋白表达；与对照（Ctr）组比较，*P < 0.05，**P < 0.01。
图4 AD模型鼠皮层及海马的AKT、GSK3β磷酸化变化

Figure 4 The phosphorylation of AKT，GSK3β in APP/SP1 transgenic mice models of AD
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图5 AD模型鼠葡萄糖转运体（GLUTs）表达

Figure 5 The GLUTs expression in APP/SP1 transgenic mice models of AD

时我们观察了 5月龄模型小鼠AKT和GSK3β磷酸

化的改变。与野生型小鼠比较，5月龄模型小鼠 p⁃
AKT Ser473位点磷酸化及GSK3β磷酸化水平在海

马和前额叶皮层均明显下降（P < 0.01，图 4B）。

2.4 AD模型鼠GLUTs表达

脑组织对糖的需求具有高度依赖性，葡萄糖转

运能力的下降可引起乙酰胆碱等重要神经递质合

成的减少、突触活动抑制等，从而导致学习、认知、

记忆功能的下降。因此，通过Western blot在蛋白水

平观察GLUTs在模型鼠脑组织中的变化。与野生

型比较，3月龄AD模型鼠海马组织中GLUT3表达明

显升高，GLUT4则在前额叶皮层中表达上调（P <
0.05），海马组织中无明显变化；而5月龄AD模型鼠

海马中GLUT3、GLUT4表达均明显下降（P < 0.01），

在前额叶皮层组织中GLUT3表达下调（P < 0.01），

GLUT4表达未见显著改变（图5）。
3 讨 论

脑内胰岛素维持神经元能量的平衡，调节神经

细胞增殖、分化、神经递质释放和轴突生长，并可减

少氧化应激。生理情况下，胰岛素信号通过胰岛素

受体进行传递，胰岛素与其受体结合后，IR的酪氨

酸激酶活化，引起下游胞内多种 IRS蛋白酪氨酸磷

酸化，激活PI3K及AKT，调节参与代谢的多种蛋白

质或酶类，调控胰岛素代谢过程［11］。

遗传学研究发现，AD的发生与APP、PS1、PS2
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和ApoE等基因突变有关，这些基因的突变可增加

Aβ的数量和沉积［12-13］。APP/PS1转基因小鼠为AD
的研究提供了较好的动物模型。APP/PS1小鼠在 9
月龄脑部即出现较多Aβ的表达及大量Aβ沉积，呈

现明显的AD病理性改变。行为学检测发现，该小

鼠在7月龄时即出现明显的学习记忆障碍和行为异

常［14-15］。由于本研究主要是为了探讨胰岛素信号紊

乱在AD早期的影响，因此选择了3月龄和5月龄模

型鼠。结果发现，与野生对照组相比，3月龄及 5月
龄模型鼠已出现APP的表达上调，说明模型鼠在

AD早期即开始发生Aβ沉积。3月龄模型鼠大脑胰

岛素信号通路相关蛋白没有明显变化，AKT/GSK3β
的磷酸化水平一定程度上调。模型鼠在 5月龄时，

IR、IRS⁃1、p⁃AKT的表达都出现显著下降，导致脑内

出现胰岛素抵抗；GSK3β丝氨酸磷酸化（抑制性）明

显下降，表明其活性上升；同时GLUT3与GLUT4蛋
白表达下降，提示葡萄糖在脑内转运受损，表明5月
龄AD模型鼠产生脑胰岛素抵抗，能量代谢发生紊

乱，这与 Sajan和Griffin等［16⁃17］研究的结论类似。同

时，我们也发现胰岛素信号通路蛋白在皮层和海马

区域存在一些差异，可能是由于海马和前额皮层区

域功能不同，两个区域内的细胞差异造成。

过度磷酸化的Tau蛋白错误折叠形成的神经纤

维缠结是AD早期发育的另一个重要特征［18］。近

期，胰岛素信号通路紊乱和Tau蛋白过度磷酸化之

间的联系得到了极大的关注［19］，因而本研究基于5月
龄模型小鼠脑皮层及海马中胰岛素信号蛋白表达

的下调，进一步检测了AD模型鼠Tau蛋白的磷酸化

表达。GSK3β作为胰岛素抵抗的关键蛋白及调节p⁃
Tau蛋白磷酸化的重要激酶［20］，本研究发现，5月龄

小鼠表现为GSK3β丝氨酸磷酸化水平下调，表明该

激酶活性增强，和GSK3β活性一致，我们发现，5月
龄时，皮层区域的Tau蛋白磷酸化水平明显升高，而

海马区未见明显改变，这可能与结果中海马区

GSK3β丝氨酸位点磷酸化程度低于皮层区相关，但

其原因仍需进一步探讨。

综上所述，APP/PS1转基因模型鼠在AD渐进形

成过程中，大脑内胰岛素信号通路紊乱，IR、IRS⁃1
和AKT信号磷酸化异常，葡萄糖转运体表达下降，

胰岛素信号下游GSK蛋白活化，p⁃Tau明显增多，因

而对脑胰岛素通路的深入研究可能为AD早期诊断

及治疗提供依据。
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