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摘要 目的 阐明晚期糖基化终末产物受体( ＲAGE) 抑制

剂 FPS-ZM1 影响 2 型糖尿病模型( db /db) 小鼠抑郁的分子

机制。方法 雄性 6 ～ 8 周龄 db /db 小鼠 24 只，随机分为 2
型糖尿病组( db /db) 、糖尿病给药组［db /db + FPS，FPS-ZM1
腹腔注射 1. 0 mg / ( kg·d) ］、糖尿病溶剂对照组( db /db +
Oil，小鼠给予同等体积的玉米油腹腔注射) 。另外 8 只同周

龄的雄性 db /m 小鼠作为正常对照。给药 12 周后，悬尾实验

和强迫游泳实验检测小鼠的抑郁样行为，TUNEL 染色法检

测小鼠海马区神经元的凋亡情况，免疫印迹技术检测小鼠海

马区 ＲAGE、NOD 样受体蛋白 3 ( NLＲP3 ) 、白介素-1β ( IL-
1β) 以及半胱氨酸蛋白酶-1 ( Caspase-1 ) 的表达情况。结果

db /db 小鼠出现抑郁症状，FPS-ZM1 能够改善其抑郁样症

状; db /db 小鼠海马区神经元的凋亡率显著高于 db /m 小鼠

( P ＜ 0. 01) ，FPS-ZM1 能够显著降低 db /db 小鼠海马神经元

的凋亡率( P ＜ 0. 01 ) ; db /db 小鼠海马区 ＲAGE、NLＲP3、IL-
1β以及 Caspase-1 的表达显著高于 db /m 小鼠( P ＜ 0. 01 ) ，

FPS-ZM1 能够抑制 ＲAGE、NLＲP3、IL-1β以及 Caspase-1 的表

达。结论 FPS-ZM1 通过抑制 ＲAGE 及其下游 NLＲP3 信号

通路，降低海马神经元凋亡，改善糖尿病小鼠的抑郁症状。
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糖尿病伴随抑郁症是身体 /精神共病的典型病

例，糖尿病患者伴抑郁症的发病率是非糖尿病患者

的两倍［1］。目前临床上多应用抗抑郁药和降糖药

来治疗糖尿病患者的抑郁样症状，但是效果不明显

且副作用大［2］。因此，寻找有效的治疗糖尿病抑郁

的药物尤为重要。海马是调控情绪和认知的功能脑

区，海马区炎症和神经元损伤与糖尿病抑郁发生发

展密切相关［3］。晚期糖基化终末产物受体( receptor
for advanced glycation end products，ＲAGE ) 是糖尿

病多种并发症的关键因子。海马区 ＲAGE 表达显

著增加，激活其相关信号通路，损伤海马神经元突触

传递，是 焦 虑 和 抑 郁 等 精 神 行 为 异 常 的 关 键 因

素［4 － 5］。该研究通过腹腔注射 ＲAGE 抑制剂 FPS-
ZM1，观察其对 2 型糖尿病模型鼠 db /db 小鼠抑郁

样行为，海马神经元凋亡和 NOD 样受体蛋白 3( nod-
like receptor protein 3，NLＲP3) 炎性小体的影响，明

确 FPS-ZM1 对 db /db 小鼠抑郁行为的影响及分子

机制，能够为治疗糖尿病抑郁症状提供新的理论依

据。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 主要试剂 TUNEL 试剂盒购自江苏凯基生

物技术股份有限公司( 货号: KGA703) ，BCA 蛋白浓

度测定试剂盒( 增强型) ( 货号: P0010S) 和免疫印迹

制胶试剂盒( 货号: P0012A) 购自上海碧云天生物技

术有限公司，ＲAGE 抗体( 货号: SC-365154 ) 购自美

国 Santa Cruz 公 司; NLＲP3 抗 体 ( 货 号: NBP2-
12446) 购自美国 Novus 公司; 白介素-1β ( Interleu-
kin-1β，IL-1β) 抗体( 货号: 16806-1-AP) 和半胱氨

酸蛋白酶-1 ( cysteinyl aspartate specific proteinase-1，

Caspase-1) 抗体 ( 货号: 22915-1-AP ) 均 购 自 美 国

Proteintech 公司。其他化学试剂均购自上海国药试

剂有限公司。
1． 1． 2 实验动物 5 ～ 7 周龄 2 型糖尿病模型小鼠

db /db 及对照杂合子 db /m 小鼠均购于南京大学模

式动物研究所，并于徐州医科大学实验动物中心的

SPF 屏障系统内进行无菌饲料和无菌水喂养。小鼠

适应性喂养 1 周后开展实验。
1． 2 方法

1． 2． 1 实验分组 6 ～ 8 周龄雄性 db /db 小鼠 24
只，随 机 分 为 2 型 糖 尿 病 组 ( db /db，不 予 任 何 处

理) 、糖尿病给药组［db /db + FPS，db /db 小鼠腹腔

注射 FPS-ZM1 1. 0 mg / ( kg·d) ］、糖尿病溶剂对照

·045· 安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2022 Apr; 57( 4)



组( db /db + Oil，db /db 小鼠腹腔注射同等体积的玉

米油) ，每组 8 只。6 ～ 8 周龄的雄性 db /m 小鼠 8 只

作为正常对照。给药 12 周后，进行行为学检测，然

后处死取脑。
1． 2． 2 悬尾实验( tail suspension test，TST) ［6］ 将

小鼠尾部悬挂于离地面 40 cm 的实验杆上，2 min 适

应后，Any Maze 软件系统摄像头追踪小鼠头部，记

录 4 min 内小鼠不动时间。
1． 2． 3 强 迫 游 泳 实 验 ( forced swimming test，
FST) ［7］ 将直径 45 cm、19 cm 的玻璃容器内盛水，

水温 22 ～ 25°C，液面高度 23 cm。将小鼠放入容器

中适应 2 min 后，Any Maze 软件系统摄像头追踪小

鼠头部，记录 4 min 内不动时间。
1． 2． 4 海马蛋白的提取和浓度测定 1. 5% 的戊巴

比妥( 0. 6 ml /g) 腹腔注射麻醉小鼠，每组 4 只小鼠，

然后迅速断头取脑，剥离出小鼠双侧海马放于 EP
管中。按照胞质蛋白提取试剂盒加入 600 μl 的匀

浆液，冰上匀浆后，12 000 r /min，离心 10 min，吸取

上清液，即为胞质蛋白。然后使用 BSA 蛋白检测试

剂盒进行浓度测定。根据所测各样本浓度，取相同

的样本量，补充匀浆液至相同的体积。加入 4 ×
Loading buffer，充分混匀后沸水煮 10 min，使蛋白完

全变性，放入 － 20 ℃冰箱内待用。
1． 2． 5 海马脑片准备和 TUNEL 染色 将每组 4 只

小鼠麻醉后，用 4%的多聚甲醛灌注 20 min 后，取脑

剥离后固定，脱水透明后修剪脑块并进行石蜡包埋。
脑片 冠 状 缝 切 片，厚 度 5 μm，脱 蜡 至 水 后 按 照

TUNEL 试剂盒说明书的步骤进行染色。首先滴加

proteinase K 工作液 37 ℃ 反应 30 min，PBS 漂洗 3
次，每个脑片加入 50 μl 标记液( TdT 和 dUTP 混合

液) ，室温 30 min 后加 50 μl TUNEL 反应混合液，37
℃避光反应 1 h。PBS 常规漂洗 3 次，滴加 50 μl
DAB 工作液反应 5 min，PBS 漂洗 3 次后复染封片。
Olympus DP73 正置显微镜下观察细胞形态，凋亡神

经元着色较深，体积变小，细胞核皱缩或溶解，细胞

质染色质分割成块状或出现点状的凋亡小体。计数

小鼠海马 CA3 区 1 mm2 面积中神经元的凋亡率。
1． 2． 6 免 疫 印 迹 法 检 测 ＲAGE、NLＲP3、IL-1β、
Caspase-1 以及 Actin 的表达 根据蛋白的分子量配

置 10% ( ＲAGE、IL-1β 及 Caspase-1) 和 8% ( NLＲP3)

的电泳凝胶。每孔上样 10 ～ 20 μl( 含蛋白量 40 ～
80 μg) ，常规电泳和电转。NC 膜在 3% BSA 中封闭

3 h 后，浸泡在合适比例的一抗( ＲAGE: 1 ∶ 3 000;

NLＲP3: 1 ∶ 3 000; IL-1β: 1 ∶ 2 000; Caspase-1: 1 ∶

2 000) 中，4 ℃孵育过夜。次日 Washing Buffer 震荡

洗涤 5 次后，荧光二抗( 1 ∶ 3 000) 室温摇床孵育 1 h
后，Odyssey 化学发光扫描系统扫描条带。使用 Im-
age J 软件进行蛋白条带的灰度值分析，计算各组目

的蛋白与 Actin 灰度值的比值，再将各组获得的比

值与对照组( db /m) 相比作为各组的相对表达量。
1． 3 统计学处理 统计数据用 SPSS 18. 0 软件进

行分析，多组间的比较采用单因素方差分析( One-
way ANOVA) ，两组间比较采用 t 检验。数据采用均

数 ± 标准差( ■x ± s) 表示，采用 GraphPad Prism 7. 0
软件作图。α = 0. 05 作为检验水准，P ＜ 0. 05 表示

差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 ＲAGE 抑制剂 FPS-ZM1 改善 db /db 小鼠抑

郁样行为 FPS-ZM1 注射 12 周后，应用 TST 和 FST
检测小鼠抑郁症状。结果显示: db /db 小鼠在 TST
和 FST 中 的 不 动 时 间 ( 95. 25 ± 8. 4，103. 40 ±
7. 9) 显著高于 db /m 小鼠( 57. 10 ± 5. 8，67. 13 ±
6. 6) ( F = 22. 52、15. 16 ，P ＜ 0. 01 ) ; FPS-ZM1 能减

少 db /db 小鼠在 TST 和 FST 中的不动时间 ( 76. 27
± 7. 2，82. 26 ± 7. 7 ) ( F = 22. 52、15. 16，P ＜
0. 01) 。表明 FPS-ZM1 能改善糖尿病小鼠的抑郁样

行为。见图 1。

图 1 FPS-ZM1 改善 db /db 小鼠的抑郁样症状( n = 8)

与 db /m 组比较: ＊＊ P ＜ 0. 01; 与 db /db 组比较: ## P ＜ 0. 01; 与

db /db + FPS 组比较: △△P ＜ 0. 01

2． 2 ＲAGE 抑制剂 FPS-ZM1 减少 db /db 小鼠海

马神经元凋亡 应用 TUNEL 法检测海马神经元的

凋亡率，结果显示: db /db 小鼠海马 CA3 区神经元凋

亡率高于 db /m 组( F = 80. 93，P ＜ 0. 01) ; 应用 FPS-
ZM1 后降低 db /db 小鼠海马区神经元的凋亡( F =
80. 93，P ＜ 0. 01 ) 。表明 FPS-ZM1 能减少高血糖引
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起的海马神经元凋亡。见图 2。

图 2 FPS-ZM1 减少 db /db 小鼠海马神经元凋亡( n = 8)

A: 海马切片 TUNEL 染色的典型图片; e － h: a － d 中的黑框区域

放大图; a － d: × 40; e － h: × 400; 红色箭头: 凋亡细胞; B: 海马 CA3

细胞凋亡率的统计图; 与 db /m 组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01; 与

db /db 组比较: ## P ＜ 0. 01; 与 db /db + FPS 组比较: △△P ＜ 0. 01

2． 3 ＲAGE 抑制剂 FPS-ZM1 减少 db /db 小鼠海

马区 ＲAGE 和 NLＲP3 的表达 免疫印迹结果显

示: db /db 小 鼠 海 马 区 ＲAGE 的 表 达 增 加 ( F =
24. 02，P ＜ 0. 01) ，而 FPS-ZM1 能够降低 db /db 小鼠

海马区 ＲAGE 的高表达( F = 24. 02，P ＜ 0. 01) 。db /
db 小鼠海马区 NLＲP3 的表达增加( F = 28. 14，P ＜
0. 01) ，而 FPS-ZM1 能够降低 db /db 小鼠海马区 NL-
ＲP3 的表达( F = 28. 14，P ＜ 0. 01 ) 。表明 FPS-ZM1
能下调高血糖引起的 ＲAGE 高表达以及其下游炎

性小体的活化。见图 3。
2． 4 ＲAGE 抑制剂 FPS-ZM1 减少 db /db 小鼠海

马区 Caspase-1 和 IL-1β的活化 免疫印迹结果显

示: db /db 小鼠海马区 IL-1β 的表达高于 db /m 小鼠

( F = 27. 06，P ＜ 0. 01 ) ，而 FPS-ZM1 能降低高血糖

引起的 IL-1β 高表达( F = 27. 06，P ＜ 0. 01 ) ，而 db /
m 组、db /db 组、db /db + FPS 组以及 db /db + Oil 组

中 IL-1β 的前体蛋白 pro-IL-1β 的表达没有差异;

db /db 小鼠海马区 Caspase-1 的表达高于 db /m 小鼠

图 3 FPS-ZM1 抑制 db /db 小鼠海马中 ＲAGE 和 NLＲP3 的水平( n = 4)

A、B: 免疫印迹实验检测 ＲAGE、NLＲP3 的表达; C: 各组 ＲAGE

和 NLＲP3 相对表达量的统计图; 与 db /m 组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊ P

＜0. 01; 与 db /db 组比较: ## P ＜ 0. 01; 与 db /db + FPS 组比较: △△ P

＜ 0. 01

( F = 193. 90，P ＜ 0. 01 ) ，同 样，FPS-ZM1 能 降 低

Caspase-1 的 高 表 达 ( F = 193. 90，P ＜ 0. 01 ) ，而

Caspase-1 的前体蛋白 pro-Caspase-1 的表达各组间

无明显差异。表明 FPS-ZM1 能抑制高血糖引起的

NLＲP3 炎性小体的活化。见图 4。

3 讨论

糖尿病和抑郁共病会导致患者生活质量显著降

低，同时也给糖尿病患者的家庭以及全社会造成严

重的经济负担。目前关于糖尿病引起抑郁症状发生

发展的分子机制尚未完全阐明，临床尚缺乏有效的

治疗措施。因此，深入探讨糖尿病引起抑郁行为的

分子机制，能够为研发治疗糖尿病抑郁的药物提供

可靠治疗靶标。研究［8］显示海马 CA3 区是调控情

绪的关键功能脑区，CA3 区神经元的损伤和神经突
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图 4 FPS-ZM1 降低 db /db 小鼠海马区 Caspase-1 和

IL-1β的表达( n =4)

A、B: 免疫印迹法检测 Caspase-1、IL-1β 的表达水平; C: Caspase-

1 和 IL-1β 的相对表达量的统计图; 与 db /m 组比较: * P ＜ 0. 05，
＊＊ P ＜ 0. 01; 与 db /db 组比较: ##P ＜ 0. 01; 与 db /db + FPS 组比较:
△△P ＜ 0. 01

触连接障碍是抑郁发生发展的重要原因。此外，高

血糖引起的脑内炎症因子表达增加，也在糖尿病神

经系统并发症以及精神行为异常中扮演着重要角

色。炎症反应引起海马区小胶质细胞和星型胶质细

胞的激活，介导凋亡启动子 Caspase-3 的活化，进而

导致海马神经元损伤，引起糖尿病小鼠认知障碍、焦
虑、抑郁等精神行为异常［9 － 10］。

NLＲP3 炎性小体是由 NLＲP3 蛋白、凋亡相关的

斑点 样 蛋 白 ( apoptosis-associated speck-like protein
containing a CAＲD，ASC) 以及 Caspase-1 前体蛋白

( Pro-caspase-1) 共同组成的一个炎性复合体。该炎

性小 体 活 化 后 可 引 起 Pro-caspase-1 剪 切 活 化 成

Caspase-1，进而使 IL-1β 前体也发生剪切，形成有活

性的 IL-1β。Caspase-1 和 IL-1β 活化后从胞质释放

到胞 外，引 起 局 部 的 炎 症 反 应［11 － 12］。既 往 的 研

究［13］显示，高血糖可活化小鼠海马区 NLＲP3，导致

Caspase-1 和 IL-1β 等下游炎症介质释放增加，进而

通过多种机制促进糖尿病小鼠认知障碍、行为异常

和抑郁样症状。敲除 NLＲP3 或抑制 NLＲP3 炎性小

体的活化，都能够减轻神经炎症，改善高血糖引起的

行为异常和抑郁样症状。
研究［14］证实，高糖刺激引起海马区 ＲAGE 表达

显著增加。ＲAGE 作为上游信号分子，可通过激活

NLＲP3 炎性小体和其他凋亡信号通路，引起海马神

经元损伤，导致神经突触连接障碍。因此 ＲAGE 是

糖尿病神经抑郁及其他神经系统并发症发生发展的

关键因素。敲除 ＲAGE，能够抑制糖尿病小鼠海马

区丝裂原激活的蛋白激酶 /MAP 激酶( mitogen-acti-
vated protein kinase，MAPK) 信号通路，改善海马神

经元的长时程增强( long-term potentiation，LTP) ，提

高糖尿病小鼠的认知功能［15］。此外应用 ＲAGE 特

异性抑制剂 FPS-ZM1 能显著抑制高糖环境中 ＲAGE
的表达，抑制神经炎症反应，降低糖尿病小鼠海马神

经元损伤，提高神经纤维的密度，改善海马依赖性的

空间学习记忆能力［5］。因此 ＲAGE 与糖尿病神经

系统并发症密切相关，其抑制剂 FPS-ZM1 能够减轻

高糖刺激引起的海马神经元损伤。但是 FPS-ZM1
是否能够改善糖尿病抑郁，以及其减轻抑郁的分子

机制仍需进一步探明。
本研究以 2 型糖尿病模型鼠 db /db 小鼠为糖尿

病 － 抑郁共病模型，应用行为学、组化和免疫印迹实

验，阐明了 ＲAGE 抑制剂 FPS-ZM1 改善糖尿病抑郁

的分子机制: FPS-ZM1 通过下调海马区 ＲAGE 的表

达，减少其下游 NLＲP3 炎性小体的活化，进而抑制

高血糖引起的海马神经元凋亡，减轻糖尿病小鼠抑

郁。该分子机制的阐明对研发治疗糖尿病抑郁的药

物提供了可靠的理论依据。
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Effect and mechanism of ＲAGE inhibitor FPS-ZM1
on depression in db /db mice

Zhu Yandong1，Li Yan1，Zhou Xiaoyan2

( 1Graduate School，2Dept of Genetics，School of Life Sciences，Xuzhou Medical University，Xuzhou 221000)

Abstract Objective To elucidate the molecular mechanism of receptor for advanced glycation end products
( ＲAGE) inhibitor FPS-ZM1 in the treatment of depression in db /db mice． Methods 24 male db /db mice aged 6
－8 weeks were randomly divided into type 2 diabetic group ( db /db group) ，diabetic treatment group ［db /db +
FPS，FPS-ZM1 1. 0 mg / ( kg·d) was administered intraperitoneally］and diabetic solvent control group ( db /db +
Oil，mice were injected intraperitoneally corn oil with the same volume) ． The other 8 male db /m mice aged the
same weeks were used as normal control． After administrating drugs for 12 weeks，the depression-like behavior of
mice was detected by tail suspension and forced swimming test，the apoptosis of neurons in mice hippocampus was
detected by TUNEL staining，and the expression of ＲAGE，nod-like receptor protein 3 ( NLＲP3) ，interleukin-1β
( IL-1β) and cysteinyl aspartate specific proteinase-1 ( Caspase-1) in mice hippocampus was detected by Western
blot． Ｒesults In behavioral experiments db /db mice showed depressive symptoms，which could be improved by
FPS-ZM1． Compared with db /m mice，the apoptosis rate of hippocampal neurons in db /db mice was significantly
higher ( P ＜ 0. 01) ，which could also be significantly reduced by FPS-ZM1( P ＜ 0. 01) ． The expressions of ＲAGE，

NLＲP3，IL-1β and Caspase-1 in the hippocampus of db /db mice were significantly higher than those of db /m mice
( P ＜ 0. 01) and FPS-ZM1 could still inhibit the expression of these proteins． Conclusion FPS-ZM1 can reduce
the apoptosis of hippocampal neurons by inhibiting ＲAGE and its downstream NLＲP3 signal pathway，and eventual-
ly improve the depressive symptoms of diabetic mice．
Key words receptor for advanced glycation end products; FPS-ZM1; diabetes; depression; inflammasome
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