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胰岛素在大鼠脊髓损伤治疗中的实验研究 

江 伟，蒋电明 

(重庆医科大学附属第一医院骨科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：观察胰岛素对急性脊髓损伤是否有保护作用及其可能的机理。方法：6O只sD大鼠，雌雄不限，随机分为A组 

(损伤对照组)和 B组(胰岛素组)，每组各 3O只大鼠，Allen法建立脊髓损伤模型，B组给与 11U／kg的胰岛素，1日3次腹腔灌 

注，连续 7d，A组给与等量同次数的生理盐水腹腔灌注，在伤后 8h、第 3d、第 7d、第 14d、第 28d观察脊髓凋亡细胞，在第 1d、第 

3d、第 7d、第 14d、第 28d观察尼氏体和神经元数量 、GAP一43阳性细胞、BBB评分。结果：B组神经元数量、GAP一43阳性细胞、 

BBB评分在多个时相点要好于 A组(P<O．05或P<0．O1)，凋亡细胞 B组明显少于 A组(P<O．05或P<0．O1)。结论：胰岛素能通 

过抑制脊髓神经细胞的凋亡坏死、促进神经轴突的修复和再生来达到保护脊髓神经细胞 、促进功能恢复的目的。 
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Empirical study on application of insulin in treating traumatic spinal cord 

iniur、，in rat models 

lANG Wei et 

(Department of Orthopedics，the First Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To observe neuroprotective effects of insulin on traumatic spinal cord injury in rat models and discuss its 

potential mechanisms．Methods：60 SD rats were randomly divided into A group(control group)and B group(insulin group)， 

with 30 rats in each group，The animal SCI model was established according tO method Allen’S，A group and B group were 

respectively infused with isotonic Na chloride or l lu／kg insulin through abdominal cavity，three times a day，for 7 days．apoptosis 

neurons were observed on 8 hours，3 days，7 days，14 days，and 28 days after SCI，and tigroid body，neurons，GAP-43 positive 

cells，and BBB score were measured on 1 day，3 days，7 days，14 days，and 28 days after SCI．Results：Neuron number，GAP一43 

positive cells，and BBB score in multitude time points were significantly higher in B group than in A group(P<O．05 or P<0．O1)． 

The number of apoptosis neurons in B group was less than in A group’s(P<QD5 or P<0．01)．Cortclusions：Insulin has neuroprotective 

effects on traumatic spinal cord injury in rat models．It can promote recovery of function by depressing apoptosis of neurons 

and promoting recovery and regeneration of neuraxon． 

【Key words】Insulin；Spinal cord injury；GAP一43；Apoptosis；BBB score 

随着工业及交通工具的飞速发展，创伤所致的 

脊髓损伤逐渐增多，致残率相当高，目前对脊髓损 

伤的治疗仍无特效的治疗方法。近年来发现胰岛素 

及胰岛素样生长因子广泛存在于中枢神经系统，而 

有实验发现胰岛素可刺激神经细胞的存活及神经 

元再生及神经元的突触分化和成熟[1lzI，本试验将研 

究在大鼠脊髓损伤后给于胰岛素的治疗作用及可 

能的作用机制。 

作者介绍：江 伟(1976一 )，男，硕士， 

研究方向：脊髓损伤。 

通讯作者：蒋电明，男，教授 ，E—mail：jdm571026@vip．163．corn。 

1 材料与方法 

1．1 动物模 型的制作 

给大鼠以 10％的水合氯醛 300mg／kg腹腔灌注，麻醉后根 

据改良Allen法建立中等脊髓损伤模型。后正中切口，逐层切 

开至椎板，将 椎板全部咬除，暴露硬脊膜，在硬脊膜表面 

放置一4mm×3．0mm大小的曲度与脊髓表面弧度相似的铜 

制垫片，用 5g重物在玻璃试管的引导下从 8cm高处垂直自由 

落下，打击垫片，形成致伤力为40gcf，建立中等脊髓损伤，撞 

击成功的标志为：大鼠出现摆尾反射。双下肢及躯体回缩扑 

动，双下肢弛缓性瘫痪。 

1．2 材料 、动物及分组 
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试 剂 ：胰 岛素 ( 万 邦 医 药 ) ， G A P - 4 3 抗 体 及 s A B c 试 剂 盒

( 博 士 德 ) ， T u N E L 试 剂盒 ( R ( ) ( !h e ) 。 选 用 6 0 只 健 康 的 8 ～ 10

周 s D 大 鼠( 由重 庆 医科大学 动物 中心 提供 ) ， 体重 2 0 0 ～ 2 5 0 g ，

雌 雄 不 限 ， 动 物 随机 分 为 2 组 ， 每组 3 0 只 。 A 组 ( 对 照 组 ) ， 脊

髓损伤后 给于 等量生 理盐 水腹腔灌注处 理 ， 连续 1 周 ；B 组 ( 胰

岛素组 ) ， 腹 腔灌 注 胰 岛素 1 I u ／k g ( 血 糖 不 低 于 3 m m 0 儿 ， 低 于

时 给 与葡 萄糖 注 射液 ) ， 3 次 ／d ， 连续 给药 l 周 。 给药期 间进

行 人 工 膀 胱排 尿 ， 直 到膀 胱 反 射恢 复 。

1 ．3 取 材 及 标 本 制 作

各组 大 鼠在 脊髓 损 伤后 8 h 、 第 l d 、 第 3 d 、 第 7 d 、 第 14 d 、

第 2 8 d ( 他 = 5 )麻醉 后 ， 开 胸左 心 窒插 管 至 主 动 脉 弓 ， 右 心 耳 剪

一 小 口 ， 生理 盐 水灌 注 至 清亮 液体流 出后 换 4 ％ 多聚 甲醛灌注

3 0 m i n ． 取 包 括 伤段 的脊髓 约 l c m ， 继 续 置 于 4 ％ 多 聚 甲醛 内

作后 固定 。 石 蜡 包 埋 ， 做连 续 切 片 ， 片厚 约 5 “ m 备用 。

1 ． 4 观 察指 标 和 资料 收 集

①B B B 评分( rI’h e B a s s o n 、 B e a t t l e 、 B r e s n a h a n r a t i n g s c a k ) ：

B B B 评 分 表 是 根 据 观 察脊髓 损 伤大 鼠的肢 体恢 复情 况 而 建

立 的 ， 其评 分根 据脊髓 损 伤大 鼠的肢体恢 复 的不 同情 况 而 分

为 O 一 2 1 分 ， 由熟 悉 B B B 评 分 的非 本 实 验 的人 员 观 察 、 记 录

大 鼠后 肢运 动情况 ， 进 行 B B B 评 分 。

② N i s s l 染 色 ：从 每 只 大 鼠连 续 切 片 中随机 抽 取 ， 作 N i s s l

染色 ， 观 察 尼 氏体 和 神经 元 数量 的变 化 。

③ 生 长相 关蛋 白( G m w t h — a s s o c i a t e d p m t e i n 一 4 3 ， G A P 一 4 3 )

免疫组 织 化学 染色 ：从 每只大 鼠连续切 片 中随机 抽取 切 片 ， 采

用 系统 卵 白素 一 生 物 素 免 疫组 化法 ( s A B c )法 ， 按 说 明 书 上

的操 作 步骤 进 行 染色 ， 即脱蜡 ， 3 ％ 双 氧 水 消 除 内源 性 过 氧化

物酶 ， 微波修复抗 原 ， B s A 封闭 ， 再 加 一 抗 ( G A P 一 4 3 抗 体 ) ， 再

加 二 抗 和 s A B C ， 经 二 胺 基 联 苯 胺 ( D A B )显 色 ， 苏 木 精 复 染 。

组 织 细 胞 中 出现 棕黄 色颗 粒 为 阳性 细 胞 。 以 每 张切 片 ， 选 取

A 组 ( 对 照 组 ) N i s s l 染 色

阳性 细胞 最 多 的 5 个 高倍视 野 进 行 阳性 细胞 计 数 ， 算 出 每个

高倍 视 野 的 阳性 细胞 的均 数 。

④ 神 经 细胞 凋 亡 检测 ：采用 原 位末 端标 记 ( T u N E L )法 ，

从每 只 大 鼠连续 切 片 中随机 抽 取 切 片 ， 染 色步骤 按说 明 书进

行 。 棕色颗粒 为 阳性 细胞 。 每张 切 片 ， 选 取 阳性 细胞 最 多的五

个 高倍 视 野进行 阳性 细胞计数 ， 计数 阳性 细 胞百 分 比 。

1 ． 5 统 计 学处 理

用 S P s s I I ． 5 统计软件包进 行 数据 统计 ， 数据用 均 数加减

标准差 ( ；t ， )表示 。 组 间 比较采取两 组 独 立 样 本 ￡检验 。

2 结 果

2 ． 1 N i s s l 染 色 结 果

脊髓 损 伤后 ， 神经 元 肿 胀 ， 细 胞 核 偏 位 ， 尼 氏体

由正 常 的虎斑 粗 颗 粒 状 逐 渐溶 解 淡 染 ， 神经 纤 维水

肿 明显 ， 病 变 以 脊髓 灰 质 中央 部 最 为严 重 。 其 中 ， A

组 ( 对 照 组 )病变较 B 组 ( 胰 岛素组 )严 重 ， 神经 元 肿

胀 明显 ， 尼 氏 体溶 解 胞 浆 呈 空 泡 状 改 变 ， 着 色 神 经

元 数 量 也 较 B 组 ( 胰 岛素 组 ) 为 少 (P < 0 ． 0 5 ) ， 见 表

l ， 上 述 病 变 在第 l 周 内最 为 显 著 ( 见 图 1 ) 。 以 后 尼

氏体逐 渐有所恢 复 ， 神经 元 着色也 逐 渐加 深 。

2 ． 2 生 长 相 关 蛋 白 ( G A P 一 4 3 )染 色结 果

在 脊髓 损 伤后 第 1d ， G A P 一 4 3 阳性 细 胞 就 开 始

出现 ， G A P 一 4 3 阳性 细 胞 主 要 在脊髓 灰 质 中 ， 在 白质

中有少 量 表达 ， 损伤后第 7 d 阳性细胞数达 到高峰 ( 图

2 ) ， 以 后 逐 渐下 降 ， 而 尤其是 对 照 组 下 降迅 速 ， 到第

2 8 d 时两 组 仅偶有 阳性 细胞 的表达 。 在第 3 d ， 第 7 d ， 第

图 l 第 7 d 脊髓 N i s s l 染 色 ×4 0 0

表 l N i s s j 染 色神 经 元 数量 f 个 )

B 组 ( 胰 岛素组 ) N i s s l 染色

“

：损 伤对照组 和 胰 岛素组 ￡检验 ． P < O． 0 5
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A 组 ( 对 照 组 )第 7 d G A P 一 4 3 的表 达 B 组 ( 胰 岛素组 )第 7 d G A P 一 4 3 的表达

图 2 第 7 d G A P 一 4 3 表达 的检测 ×4 0 0

表 2 G A P 一 4 3 阳 性细 胞 ( 个／高倍 视 野 )

a

：损伤对 照 组 和胰 岛素组 ￡检验 P <0 ． 0 5 ．h ：损 伤 对 照 组 和 胰 岛素组 ￡检验 ， P < 0 ． 0 1

A 组 ( 对 照 组 )第 7 d 凋亡 细胞 的检 测 B 组 ( 胰 岛素组 )第 7 d 凋 亡 细胞 的检 测

图 3 第 7 d 凋 亡 细 胞 的检 测 ×4 0 0

1 4 d 这 3 个 时 间点 ， 胰 岛素组 较损伤对 照 组 阳性 细 胞

数多且 着色深 ， 差异有统{寸学 意义(p < 0 _0 5 或 尸< 0 ． 0 1 ) ，

见 表 2 。

2 _3 脊 髓 细 胞 凋 亡 的 染 色结 果

损 伤后 8 h 脊髓 组 织 中 即 开 始 出现 凋 亡 的 阳 性

细胞 ， 在灰质 和 白质 中均有表达 ， 3 d 时 阳性 细胞 数较

前 明 显 增 多 ， 在 第 7 d 时 ， 阳 性 细 胞 表 达 达 高 峰 ( 图

3 ) ， 以 后 逐 渐 下 降 ， 在第 2 8 d 时 ， 凋亡 的 阳 性 细 胞 已

很 少 有 表 达 ， 在 8 h 、 3 d 、 7 d 、 1 4 d 时 ， 胰 岛素 组 凋 亡 细

胞数明显 较损伤对照 为低 ， 差异有统计学意义 ， 见 表3 。

2 ． 4 B B B 评 分 结 果

实验前各组 大 鼠评分 均 为 2 1 分 ， 损伤后 第 1 d 时

( 动物 已 从麻醉 中完全 苏 醒 ) ， 两 组 B B B 评 分 无 显 著

差 异 ， 随 后 双 下 肢 功 能 逐 渐 有 所 恢 复 ， 在 3 d 时 ， 两

组 B B B 得分有差异 ， 胰 岛素组 得分大于 损伤对 照 。 但

无 统 计 学 意 义 ， 在 1 周 后 胰 岛素组 得 分 就 明 显 好 于

损 伤对 照 组 (P < 0 ． 0 5 ) ， 在第 2 、 4 周 表 现 得 更 为 明显

(P < 0 ． 0 1 ) 。 见 表 4 。

3 讨 论

脊髓 损 伤 ， 可 由外 伤 等直 接 引 起 神 经 细胞 坏 死

进 而 造成功 能障碍 的 原 发性 损 伤引起 ， 也 可 由继 发

出 血 、 水 肿 等 多 因 素 引 起 神 经 细 胞 的 凋 亡 、 坏 死 的

继 发 性 损 伤引起 ， 二 者 共 同加 重 脊髓 的损 伤 。 而 近

年研 究 表 明细 胞 凋 亡 在 继 发 性 脊髓 损 伤 中起 着 重

要 的作 用 I”
。

胰 岛素在 很 多 组 织 中都 具 有 抑 制 细 胞 凋 亡 的

作用 ， 如在 心 肌 缺 血 再 灌 注 损 伤 中 ， 胰 岛素 能 抑 制

心 肌 细 胞 的凋亡 H
， R i z k N N 等在大 鼠大脑 局 部缺血
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一：损伤对照组和胰岛素组 t检验 P<0．05， ：损伤对照组和胰岛素组 t检验P<0．01 

损伤后应用胰岛素，能明显降低凋亡神经细胞的数 

量，减少大脑的损伤面积[sl。我们在实验中也发现，胰 

岛素组脊髓神经元凋亡细胞数在损伤早期各个时 

机 (8h、ld、3d、7d、14d)明显低于损伤对照组(P<0．05)， 

这说明胰岛素能抑制脊髓损伤后的神经细胞凋亡， 

从而降低因凋亡而引起的脊髓继发性损害。胰岛素抑 

制细胞凋亡的机理可能是通过如下途径来实现：胰 

岛素在胰岛素受体(Insulin receptor，IR)介导下，主 

至 通过IRS—I—Ras—MAPK(丝 厉 敫活蛋白葫妇 }途径) 

和IRS—I—PI3K—PKB(磷脂酰肌醇一3一激酶途径)2条 

信号传导通路参于神经细胞的生存及凋亡调控。在 

IRS—I—Ras—MAPK途经中，胰岛素与胰岛素受体结合 

后与IR底物结合，级联激活丝裂原激活蛋白激酶(Mi 

togen—activated protein kinase，MAPK)，通过进而调控 

转录因子的表达，启动相应的基因转录系统发挥抗 

细胞凋亡的作用[61。在IRS—I—PI3K—PKB信号传导通 

路中，胰岛素与胰岛素受体结合后与IR底物结合， 

经过一系列反应 ，激活 PKB／AKT(蛋白激酶 B)，而 

PKB／AKT(蛋白激酶 B)能促进细胞生存及抑制细胞 

的凋亡 。此外，由于姨岛素和咦岛素生长因子(Insulin 

growthfactor，IGF)，IR和胰岛素生长因子 I(IGF—IR) 

具有高度同源性，结构相似，而且IGF—IR和IR有 

许多相同的底物圈，高浓度的胰岛素也能和IGF—I受 

体结合，这使得胰岛素也能发挥 IGF—I的生物功能， 

而 IGF—I已被大量实验证实，它在脊髓损伤中对神 

经细胞有很重要的保护作用。以前人们认为由于有血 

脑屏障的存在，胰岛素难以进人中枢神经系统，也无 

中枢性作用。但近年来发现中枢神经系统内广泛存在 

IR。而且外周胰岛素可以通过血脑屏障进入大脑和 

脊髓，这就使得外周给与的胰岛素能在脊髓损伤中 

发挥其抗凋亡的作用。 

脊髓损伤后，损伤神经的修复，无疑也能促进 

机体功能的恢复。胰岛素在中枢神经系统中的生理 

功能有很多，可促进蛋白质等生物大分子的合成，细 

胞的增殖、分化等，正常生理浓度的胰岛素及其它 

胰岛素生长因子系统(IGFS)成员可维持神经元的 

存活，而高浓度的胰岛素和其它胰岛素生长因子系 

统成员可刺激神经细胞的存活和增加胸腺嘧啶核 

苷的合成[1】。较早就有人证实胰岛素可刺激培养的 

神经元再生及神经元的突触分化和成熟I'2,1。同时也有 

体外人体神经胚瘤细胞培养试验表明，通过胰岛素 

的作用，神经生长因子和受体具有高亲合性和很高 

的神经轴突的出芽反应翻，而生长相关蛋白(GAP一43) 

被认为是神经元生长发育和轴突再生的一个分子 

标记物【1o1，其主要位于生长锥内，与轴触再生有密切 

的关系。因此我们通过检测生长相关蛋白(GAP-43) 

表达的情况来了解胰岛素是否能影响神经轴突的 

修复和再生，本试验发现在脊髓损伤后，胰岛素组 

的GAP一43的表达在多个时相点高于对照组。这说明 

胰岛素对脊髓损伤后神经轴突的修复和再生确有 

促进作用。 

在组织形态学观察上，我们选择了Nissl染色， 

这是由于尼氏体实质上是神经元内的粗面内质网， 

在Nissl染色后在光镜下呈虎斑状，当神经元受损时， 

粗面内质网肿胀、核糖体脱落 ，在 Nissl染色下尼氏 

体逐渐分解、消散成空泡状，整个神经元 Nissl染色 

变得淡染。因此，Nissl染色的结果能较好地反映脊髓 

神经元是否发生病理性改变。正是因为胰岛素具有上 

述抑制凋亡及促进神经轴突的修复和再生的作用， 

在Nissl染色形态学观察中，我们也能发现B组(胰 

岛素组)神经元数量在多个时相点都较 A组(损伤 

对照组)为多，且 Nissl染色的着色情况也较 A组为 

好。 

同时，可能正是因为有上述的作用机理及形态 
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学基础，我们在行为学观察上发现，B组(胰岛素组) 

的BBB评分要好于 A组(损伤对照组)。 

总之，脊髓损伤后，由于胰岛素能抑制细胞凋 

亡 、促进神经轴突的修复和再生，给与胰岛素治疗， 

的确能起到一定的神经保护作用，有利于脊髓损伤 

后功能的恢复，而且，胰岛素相对于其他神经营养 

及保护药而言，价格便宜，用药方便，这为临床治疗 

脊髓损伤又开辟出一条新的治疗途径。 
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血管的形成和黄斑水肿，这与我们的结果基本一致。 

虽然我们初步证实TA可能通过降低视网膜组织中 

VEGF及 IL一6的表达从而减轻视网膜水肿程度，但 

是否存在与其它协同因子的相互作用尚需进一步 

研究。 
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