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胰岛素与尼莫地平对大鼠基底前脑胆碱能神经元及空间学习记忆的影响

李文超１，郭　灵２　（１．解放军第３０３医院门诊部；２．广西医科大学人体解剖学教研室，广西 南宁５３００２１）

　　［摘　要］　目的　探讨胰岛素与尼莫地平对基底前脑胆碱能神经元与学习记忆在１型糖尿病脑病发生中的影响。方法　将成年雄
性Ｗｉｓｔａｒ大鼠随机分成糖尿病组、干预组、载体组及正常对照组。用链脲佐菌素成功建立成１型糖尿病模型１２周后，对干预组大鼠每日皮
下注射长效胰岛素（３ＩＵ）、腹腔注射尼莫地平（２０ｍｇ／ｋｇ），连续用药６周，在相同条件下对载体组大鼠注射等体积的无药物液体，但对糖尿
病组或正常对照组大鼠未进行任何处理。应用Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫及胆碱乙酰转移酶（ＣｈＡＴ）免疫组化方法，分别测定各组大鼠的空间学习记忆
能力及基底前脑胆碱能神经元的变化。结果　糖尿病组大鼠内侧隔核、斜角带核垂直支、斜角带核水平支的ＣｈＡＴ阳性神经元数均明显减
少（Ｐ＜０．０５），空间学习记忆能力也明显下降（Ｐ＜０．０５）；干预组大鼠以上三个核团的ＣｈＡＴ阳性神经元数与学习记忆能力均明显大于糖尿
病组大鼠（Ｐ＜０．０５），但干预组的各项指标仍然明显低于载体组大鼠或正常对照组大鼠（Ｐ＜０．０５）。结论　在糖尿病的长期自然发展过程
中，若不进行治疗则可累及到基底前脑胆碱能神经元，导致学习记忆障碍，这可能是引发１型糖尿病脑病的一个负性因素；此时联合应用胰
岛素与尼莫地平仍可有效遏制该脑病向纵深发展的恶性势头。
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ｒａｔｓｉｎｔｈｅｖｅｃｔｏｒｇｒｏｕｐｗｅｒｅｉｎｊｅｃｔｅｄｔｈｅｓａｍｅａｍｏｕｎｔｏｆｌｉｑｕｉｄｗｉｔｈｏｕｔｄｒｕｇ．Ａｎｄｒａｔｓｉｎｄｉａｂｅｔｅｓｇｒｏｕｐａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｗｅｒｅｏｕｔｏｆａｎｙ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ．Ｍｏｒｒｉｓｗａｔｅｒｍａｚｅａｎｄｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｆｏｒｃｈｏｌｉｎｅａｃｅｔｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ（ＣｈＡＴ）ｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｃｈａｎｇｅｏｆｔｈｅｃｏｇｎｉｔｉｖｅａｃｔｉｖｉ
ｔｉｅｓａｎｄｃｈｏｌｉｎｅｒｇｉｃｎｅｕｒｏｎｓｉｎｔｈｅｂａｓａｌｆｏｒｅｂｒａｉｎｏｆｒａｔｓｉｎｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｂｏｔｈｔｈｅａｂｉｌｉｔｉｅｓｏｆｓｐａｔｉａｌｌｅａｒｎｉｎｇａｎｄｍｅｍｏｒｙａｎｄｔｈｅｎｕｍｂｅｒ
ｏｆＣｈＡＴｉｍｍｕｎｏｒｅａｃｔｉｖｅ（ＣｈＡＴＩＲ）ｎｅｕｒｏｎｓｉｎＭＳ，ｖＤＢａｎｄｈＤＢｏｆｒａｔｓｉｎｄｉａｂｅｔｅｓｇｒｏｕｐｗｅｒｅｔｈｅｗｅａｋｅｓｔｏｒｔｈｅｓｍａｌｌｅｓｔｓｅｐａｒａｔｅｌｙｉｎｔｈｅｆｏｕｒ
ｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅｐａｒａｍｅｔｅｒｓａｂｏｖｅｉｎｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｇｒｏｕｐｂｅｃａｍｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌａｒｇｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｄｉａｂｅｔｅｓｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｂｕｔｔｈｅｙｗｅｒｅ
ｓｔｉｌｌｍｕｃｈｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｂｏｔｈｉｎｖｅｈｉｃｌｅｇｒｏｕｐａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｔｈｅｄａｔａｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔｔｈｅｏｂｖｉｏｕｓｄｅｃｒｅａｓｅｓｉｎｔｈｅ
ｎｕｍｂｅｒｏｆｃｈｏｌｉｎｅｒｇｉｃｎｅｕｒｏｎｓｉｎｔｈｅｂａｓａｌｆｏｒｅｂｒａｉｎｍａｙｒｅｌａｔｅｄｔｏｉｍｐａｉｒｍｅｎｔｓｉｎｓｐａｔｉａｌｌｅａｒｎｉｎｇａｎｄｍｅｍｏｒｙ．Ｔｈｅｃｏｍｂｉｎｅｄｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎｏｆｉｎｓｕｌｉｎ
ａｎｄｎｉｍｏｄｉｐｉｎｅｉｓｃａｐａｂｌｅｏｆｐｒｅｖｅｎｔｉｎｇｔｈｅｄｅｔｅｒｉｏｒａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｅｎｃｅｐｈａｌｏｐａｔｈｙ．
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　　１型糖尿病在其发生或进展中，若累及到脑的正常结
构与功能而表现出相应的临床特征，即称为１型糖尿病
脑病（ｔｙｐｅ１ｄｉａｂｅｔｉｃｅｎｃｅｐｈａｌｏｐａｔｈｙ）［１２］。在临床治疗学
上已证实，早期单独使用胰岛素可有效干预原发病及遏

制可能出现的脑病并发症［２］；单独应用钙离子拮抗剂尼

莫地平则可明显改善该脑病早期的认知功能障碍［３］，故

同时将这两个药物联合应用，将有可能成为防治１型糖
尿病脑病的一个具有潜力的候选方案。由于基底前脑的

内侧隔核（ｍｅｄｉａｌｓｅｐｔｕｍ，ＭＳ）、斜角带核垂直支与斜角带
核水平支（ｖｅｒｔｉｃａｌａｎｄｈｏｒｉｚｏｎｔａｌｌｉｍｂｓｏｆＢｒｏｃａｄｉａｇｏｎａｌ
ｂａｎｄ，ｖＤＢ，ｈＤＢ）不仅含有丰富的胆碱能神经元并与学习
记忆密切相关，而且在神经退行性疾病（如Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ病）
的发生中也常受到严重损害，从而出现认知功能障

碍［４５］，故基底前脑内的胆碱能神经元已成为一个易受到

脑疾病攻击的目标。本研究通过建立患有１型糖尿病１２
周病程的大鼠模型，应用免疫组化及Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫测试
方法，观察在联合应用胰岛素和尼莫地平干预或者在完

·８４２·
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全不用药物干预的状态下，相应模型大鼠 ＭＳ、ｖＤＢ与
ｈＤＢ的胆碱乙酰转移酶（ｃｈｏｌｉｎｅａｃｅｔｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＣｈＡＴ，
胆碱能神经元的特异性标志物）阳性神经元与学习记忆

之间的相互变化关系，为合理用药配伍防治１型糖尿病
脑病提供基础性资料。

１　材料与方法

１．１　实验动物与试剂
　　３２只健康雄性Ｗｉｓｔａｒ大鼠，随机分成糖尿病组、干预组、载体
组、正常对照组４组，各组均为８只大鼠。试剂及仪器有：链脲佐菌
素（ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ），尼莫地平，长效鱼精蛋白锌胰岛素，小鼠抗大鼠
胆碱乙酰转移酶单克隆抗体，生物素结合山羊抗小鼠ＩｇＧ，链菌素
抗生物素过氧化物酶，二甲苯联胺（ＤＡＢ），ＯｎｅＴｏｕｃｈⅡ血糖检测
仪，Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫（型号ＤＭＳ２），中国医学科学院药物研究所产
品；ＨＭ５００反制冷切片机，ＣＨＳ光学显微镜。

１．２　实验方法
１．２．１　糖尿病大鼠模型的建立　　按照作者已报道的方法进
行［６］，即先将Ｗｉｓｔａｒ雄性大鼠禁食２４ｈ，然后每只大鼠按５５ｍｇ／ｋｇ
体质量作为剂量，腹腔注射刚配制成的链脲佐菌素溶液。５ｄ后在
大鼠尾静脉采血，用ＯｎｅＴｏｕｃｈ血糖仪测定每只大鼠空腹血糖水
平，以血糖大于１６．６ｍｍｏｌ／Ｌ作为标准，证明大鼠为建模成功［７］。

在相同条件下，另取同批、相同数量的Ｗｉｓｔａｒ雄性大鼠，不注射链
脲佐菌素，但仅腹腔注射等体积（１ｍＬ）的柠檬酸缓冲液（ｐＨ４．４）
作为载体组。

１．２．２　干预措施　　在１型糖尿病模型建立成功后的第１２周，即
开始对干预组的每只大鼠每日定时（上午１０时）腹腔注射尼莫地
平（２０ｍｇ／ｋｇ，溶于２ｍＬ生理盐水中，ｐＨ７．４）、皮下注射鱼精蛋白
长效胰岛素３ＩＵ，连续注射两种药物６周。对于载体组的每只大
鼠（在建立动物模型时已腹腔注射１ｍＬ柠檬酸缓冲液，ｐＨ４．４，时
间己长达１２周），则在相同环境及时间点腹腔注射２ｍＬ生理盐水
（ｐＨ７．４）、皮下注射０．５ｍＬ生理盐水（ｐＨ７．４），通过这两种途径
连续注射相应载体溶媒６周。对于糖尿病组和正常对照组大鼠均
不进行任何处理。将以上４组大鼠置于完全相同环境中饲养，自
由饮水和觅食。

１．２．３　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫测试　　按作者已报道的方法进行［６］。在各

项干预完全结束后，分别用Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫电脑测定系统检测各组
大鼠９个时间段的总平均逃避潜伏期（单位：ｓ），逃避潜伏期愈长，
表示学习能力越差，反之亦然。各组大鼠在原来放置平台象限实

际游泳距离占据其自已在整个游泳池里的总游泳轨迹距离的百分

比（该百分比越大，表示空间记忆能力越强，反之亦然）。

１．２．４　固定与组织切片　　按作者已报道的方法进行［６］，所有实

验动物经左心室－升主动脉灌注４％多聚甲醛溶液固定脑，继之将
大鼠头部准确安置在脑立体定位仪上开颅，参照大鼠脑立体定位

图谱［８］，在前囟前１．７０ｍｍ至前囟后－０．８０ｍｍ的范围内切取出
脑组织块，置于相同的固定液后固定３ｈ，转至３０％蔗糖溶液，待组
织块下沉后行冠状连续冰冻切片，片厚４０μｍ，存放于０．０１ｍｏｌ／Ｌ
ＰＢＳ待反应染色。

１．２．５　免疫组化反应染色　　切片经０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ（ｐＨ７．４）漂
洗３次×５ｍｉｎ，３％Ｈ２Ｏ２室温１５ｍｉｎ消除大鼠脑内源性过氧化物
酶催化活性；０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ漂洗３次×５ｍｉｎ，正常羊血清室温封
闭抗原 ３０ｍｉｎ；入小鼠抗大鼠 ＣｈＡＴ单克隆抗体 ４℃过夜；
０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ漂洗３次×５ｍｉｎ，生物素结合ＩｇＧ室温孵育２ｈ；
０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ漂洗３次×５ｍｉｎ，链菌素抗生物素过氧化物酶室
温孵育２ｈ；０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ漂洗３次×５ｍｉｎ，用镍葡萄糖氧化酶
（ＧＤＮ）显色：成色前配制Ａ液、Ｂ液和Ｃ液（Ａ液配方：硫酸镍胺
０．４ｇ、Ｄ葡萄糖２０．０ｍｇ、氯化铵４．０ｍｇ；Ｂ液配方：ＤＡＢ５．０ｍｇ、双
蒸水５．０ｍＬ；Ｃ液配方：葡萄糖氧化酶５．０ｍｇ、双蒸水５．０ｍＬ）。常
规脱水透明，中性树胶封片。空白对照实验均以ＰＢＳ代替一抗，其
余染色步骤均与以上完全相同。

１．２．６　 细胞观察　　按作者已报道的方法进行［９］，参照大鼠脑立

体定位图谱，针对每只大鼠选取３张典型断面的切片（前囟前
０．７０ｍｍ、０．４８ｍｍ、０．２０ｍｍ）作为观察对象［８］。用标准目镜方格测

试系统（１０μｍ×１０μｍ，１００μｍ２）在４０倍物镜与１０倍目镜下对每
张切片ＭＳ、ｖＤＢ和ｈＤＢ的背侧、腹侧、内侧及外侧４个视野内的阳
性神经元分别进行形态观察和细胞计数（个／１００μｍ２）。大鼠基底
前脑三个核团各断面境界［８］，在光镜下的划分方法是：经两侧前

连合（ａｃ）上缘及视神经（２ｎ）背侧的脑腹侧沟顶端各作一条水平横
线，在背侧横线上方的地域为ＭＳ，在腹侧横线下方的区域为ｈＤＢ，
在背侧、腹侧两条横线之间的地带则为ｖＤＢ。于实际计数时，将分
别压在背侧横线上和腹侧横线上的阳性神经元算在ＭＳ内或ｖＤＢ
内（图１）。

图１　大鼠基底前脑三个核团各断面境界

１．２．７　统计分析 　　采用ＳＰＳＳ１２．０统计软件对原始计量资料
（逃避潜伏期和ＣｈＡＴ阳性细胞数）进行处理；用秩和检验对计数
资料（游泳距离百分比）进行处理与比较，，以Ｐ＜０．０５判定具有统
计学意义。

２　结果

２．１　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫测试结果
　　糖尿病组大鼠的逃避潜伏期均比另外其他三组明显延长
（Ｐ＜０．０５），而干预组大鼠的逃避潜伏期则比糖尿病组的明显下降
了３７．５％，两组之间的差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；但干预组
大鼠的逃避潜伏期仍然分别比载体组或正常对照组大鼠上升了

３０．５％或 ４２．０％，三组之间的差异也均具有统计学意义
（Ｐ＜０．０５），但载体组与正常对照组之间的差异则无统计学意义
（Ｐ＞０．０５）。在游泳距离百分比方面，糖尿病组大鼠的百分比均比
其他三组的明显下降（Ｐ＜０．０５），而干预组大鼠的百分比几乎是糖

·９４２·
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尿病组的２倍，两组间的差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；干预组

的百分比依然比载体组或正常对照组的分别下降了４０．９％或

３６．１％，三组之间的差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５），但载体组与

正常对照组之间的无差异。

２．２　ＣｈＡＴ阳性神经元的形态
　　各组大鼠ＭＳ、ｖＤＢ与ｈＤＢ的ＣｈＡＴ阳性神经元均被染成黑褐

色，多数神经元胞体呈现圆形或卵圆形，少数为梭形；胞体常发出

１３支短树突，未见轴突被染色。比较各组大鼠相应核团的阳性神

经元胞体及树突形态，均未见到明显差异（图２～图４）。用ＰＢＳ替

代第一抗体的空白对照反应也无颜色变化，反应结果为阴性。

２．３　ＣｈＡＴ阳性神经元数
　　糖尿病组大鼠ＭＳ、ｖＤＢ及ｈＤＢ的ＣｈＡＴ阳性神经元数均比其

他三组相应核团的明显减少，组间的差异具有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）。干预组大鼠ＭＳ、ｖＤＢ及ｈＤＢ的ＣｈＡＴ阳性神经元数

分别比糖尿病组大鼠对应三个核团的提高了６９．３％、５１．４％及

５０．４％，两组间的差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；干预组大鼠

ＭＳ、ｖＤＢ及ｈＤＢ的ＣｈＡＴ阳性神经元数则分别比载体组三个对应

核团的下降了２４．１％、２５．７％及２８．８％，比正常对照组分别下降了

２９．９％、２８．９％及 ２４．５％，各组间的差异均具有统计学意义

（Ｐ＜０．０５），但载体组与正常对照组ＭＳ、ｖＤＢ及ｈＤＢ的ＣｈＡＴ阳性

神经元数之间的无差异。

ａ．糖尿病组；ｂ．干预组；ｃ．载体组；ｄ．正常对照组

图２　大鼠ＭＳ的ＣｈＡＴ阳性神经元变化（免疫组化染色，×４００）

ａ．糖尿病组；ｂ．干预组；ｃ．载体组；ｄ．正常对照组

图３　大鼠ｖＤＢ的ＣｈＡＴ阳性神经元变化（免疫组化染色，×４００）

ａ．糖尿病组；ｂ．干预组；ｃ．载体组；ｄ．正常对照组
图４　大鼠ｈＤＢ的ＣｈＡＴ阳性神经元变化（免疫组化染色，×４００）

３　讨论

　　本研究通过建立１型糖尿病大鼠模型，应用鉴定胆碱
能神经元标志物的ＣｈＡＴ免疫组化及Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫测试
方法，观察联合应用胰岛素和尼莫地平干预前后，基底前

脑胆碱能神经元与空间学习记忆之间的内在关系，所得

到的实验结果显示：在大鼠已发生１型糖尿病１２周病程
后，若完全不用药物干预反而让其病情再自然继续发展

９周，ＭＳ、ｖＤＢ、ｈＤＢ的ＣｈＡＴ阳性神经元数与空间学习记
忆能力均呈现出进行性下降的趋势；若在相同条件下联

合用胰岛素与尼莫地平连续干预９周，则可使ＭＳ、ｖＤＢ、
ｈＤＢ的ＣｈＡＴ阳性神经元数与空间学习记忆能力明显提
升到一定幅度，但所有这些已升高的指标仍明显低于正

常水平。本研究的这些结果不仅与其他学者单独用胰岛

素或单独用尼莫地平针对１型糖尿病模型大鼠海马、大
脑皮质进行干预所观察到的结果基本一致［１３］，而且提示

在１型糖尿病的自然消长和不断变化的过程中，若基底
前脑胆碱能神经元数被明显减少到一定的阀值，即便是

机体能够将尚存活的胆碱能神经元广泛动员起来，并充

分发挥其代偿作用，也难以将胆碱能基底前脑原有的总

体正常功能长期保持到位；一旦此种慢性超负荷的代偿

功能出现失调，将可能诱发学习记忆障碍［１０］。若恰在此

时便立即联合应用胰岛素与尼莫地平则仍可有效阻止病

变朝恶性方向发展。

　　有关引起基底前脑胆碱能神经元数明显减少的原因
推测可能有：①用链脲佐菌素特异性破坏胰岛β细胞，不
能合成和分泌足够量的胰岛素进入血液循环抵达脑部，

致使胆碱能神经元长期缺乏胰岛素的营养支持［７］；②在
机体严重缺乏胰岛素的状态下，糖代谢功能发生紊乱而

引起高糖血症，这将对胆碱能神经元产生负性影响［７］；③
患糖尿病时脑血管可发生损害，使胆碱能神经元供血不

足［１１］；④患糖尿病时，在基底前脑所处的微环境中的钙离

·０５２·
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子的相对稳定状态被打破［１２］。在以上因素的相互积累和

叠加作用下，基底前脑胆碱能神经元发生过度凋亡或者

其中的ＣｈＡＴ基因表达明显下调，导致胆碱能神经元数明
显下降，迫使胆碱能神经元库合成和释放的乙酰胆碱量

明显低于正常水平，因而难以给予突触后的海马足够力

度的正性反馈支撑，最终诱发空间学习记忆障碍。

　　本研究针对上述可能涉及到的负性因素而采取联合
用药，以阻断该脑病发生机制的一些环节，并获得一定的

防治效果。例如使用胰岛素解决了体内紧缺该激素的根

本问题，既可直接营养胆碱能神经元，又可降低过高的血

糖而有效保护胆碱能神经元免受损害；而应用尼莫地平

则可保护脑血管免受损伤，解除基底前脑供血不良的困

境，尼莫地平还可阻止细胞外液中的钙离子进入神经元

胞浆内，从而避免发生过度神经元凋亡，并提高学习记忆

能力［１１１２］。由此可见，本研究联合应用胰岛素和尼莫地

平来干预该脑病，体现出这两个药物在作用上具有较好

的兼容性和互补性，故初步达到了病因治疗和防治并发

症的双重目标。

　　然而，由于本研究所建立的１型糖尿病模型大鼠的
患病时限较长（１２周），这可能对基底前脑胆碱能神经元
危害的程度也相对大，加上成年大鼠的该脑区已完全缺

乏具有增殖和自我更新能力的神经干细胞［９１１］，因而在终

极分化、已完全丧失了增殖功能的胆碱能神经元损害后，

即使是在其邻近有同类的正常神经元也无能力挽救这种

损失，使得胆碱能神经元数减少似乎成为一种不可逆的

演变趋势，由此也可能在结构和功能方面留下一些后遗

症。在这种不良的前提下，即使立即联合使用胰岛素和

尼莫地平治疗，也难以将所有病变彻底消除并恢复到原

来的正常状态，这或许是本研究联合用药不能将已发生

了明显下降的胆碱能神经元数与明显下降的空间学习记

忆能力完全提升到正常水平的一个原因，同时也提示临

床治疗时尽快明确诊断和早期用药的重要性。此外，本

研究的各组大鼠基底前脑胆碱能神经元的形态均无明显

差异，这可能与１型糖尿病不明显影响到胆碱能神经元
胞浆内细胞骨架的组装和配布有关，所有这些也还需深

入研究来证实。
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