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$后昏迷大鼠的促醒作用及其对前额叶皮质"
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$表达的影响%方法
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将健康成年
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大鼠
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只分为对照组&假刺激组&刺激组和拮抗剂组%对照组不做任何处

理!其余
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组均制作
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昏迷大鼠模型!假刺激组不做治疗!拮抗剂组大鼠侧脑室注射食欲素受体
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$拮抗剂
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激组和拮抗剂组均给予
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治疗%观察各组大鼠行为学变化!并应用免疫组织化学技术检测各组大鼠
@43

区
%

$

B

表达水平%

结果
!

刺激组和拮抗剂组苏醒大鼠分别为
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水平从低到高依次为对照组&假刺激组&

拮抗剂组&刺激组!并呈依次递增趋势!且差异有统计学意义"
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可改善
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后昏迷大鼠的意识状态水平!

其机制可能与上调
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表达水平有关!且食欲素
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参与调节此过程%
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&远超全球人口的增长率$
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&#有+静息性流行病,之

称'

$
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#已成为全球医疗难题)昏迷是
2T;

的严重并发症之一)

我国因
2T;

所致的长期昏迷患者以
$%

万人"年的速度递增#

给国家和患者家庭带来沉重的负担'
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(

)目前临床上治疗
2T;

昏迷的方法有'

'

(

!药物治疗*物理治疗*高压氧治疗*中医针灸

治疗等)电刺激治疗作为一种物理疗法已应用于临床昏迷患

者促醒的治疗'
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#常用的电刺激方法包括!颈部脊髓硬膜外刺
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&等)本课题前期研究了
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对
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后昏迷大鼠促醒作用与食欲素
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受体的关系'

7./
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)本研究旨在探讨
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对
2T;

后昏

迷大鼠的促醒作用及其对前额叶皮质$
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&区去甲肾上腺素

%

$

受体$

%

$

B

&表达的影响#同时探究
%
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与
<S:

及
<S$B

之

间的关系#证实
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在
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昏迷促醒中是否起+开关,作用)

E
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材料与方法
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只#体质量
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&*切片机
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方法
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只)对照组!不做任何处理%假刺激组!造模成功的
2T;

昏

迷大鼠%刺激组!造模成功的
2T;

大鼠给予
9Z\[

治疗%拮抗

剂组!造模成功的
2T;

大鼠侧脑室注射
<S$B

拮抗剂后给予

9Z\[

)使用经典+自由落体撞击法,构建
2T;

昏迷大鼠模型)

乙醚吸入麻醉#取俯卧位#暴露颅顶#立体定位仪定位!中线左

侧旁开
1OO

*冠状缝前
$OO

#用注射器针头十字标记此点为

撞击点)待大鼠翻正反射恢复#依据大鼠体质量#将质量
0%%

F

圆形铁柱从
'/

!

01IO

高度沿垂直金属杆自由下落#撞击颅骨

表面撞击点上的薄铝垫片#致颅骨凹陷性骨折#操作完毕#消毒

并缝合皮肤)

$H

后采用双盲法完成意识状态等级评分)根

据大鼠感觉及运动功能情况#将大鼠意识状态分
)

级#

'

级!在

笼内活动如常%

(

级!在笼内活动减少%

)

级!在笼内活动减少

并运动失调%

*

级!当背部放在笼的底部时能滚动$翻正反射存

在&但不能站立%

+

级!翻正反射消失但对疼痛刺激有肢体回缩

反应%

,

级!对任何刺激无反应)将
+

*

,

级评定为昏迷状态纳

入实验'

(

(

)实验过程中大鼠意外死亡共
/

只!假刺激组
7

只#

刺激组
$

只#拮抗剂组
1

只#在
9Z\[

治疗过程中无大鼠死

亡#并重新挑选合格大鼠行相应的处理给予补充)

E&F&F

!

侧脑室注射
<S$B

拮抗剂
!

造模成功的
2T;

大鼠腹

腔注射
$%>

水合氯醛$

'O5

"

X

F

&进行麻醉)麻醉起效后#将大

鼠取俯卧位#固定于脑立体定位仪上#拆去大鼠头顶部缝合线#

暴露颅顶#消毒铺巾)定位于前囟向后
$&%OO

#正中线旁开

$&7OO

处#用颅骨钻于此处钻孔#切忌误入脑组织)用微量

进样器抽取
[T''0/)-

'

$%O

F

"

X

F

粉末溶解于
)%f0%

二甲基

亚砜$

89[<

&(约
7

#

5

#固定进样器后垂直进针#颅骨表面往下

约
0&7OO

#以
1&7

#

5

"

O#,

速度泵注#注射完毕留针
1

!

'O#,

后退针#消毒并缝合头皮)将大鼠放置于恒温加热垫上#观察

行为学反应#

$H

后给予
9Z\[

治疗)

E&F&G

!

9Z\[

方法
!

刺激组大鼠在
2T;

昏迷造模成功后给

予
9Z\[

治疗%拮抗剂组大鼠
2T;

造模成功后先行侧脑室注

射
<S$B

#再给予
9Z\[

治疗%假刺激组连接
9Z\[

仪#但无

电流输出)

9Z\[

治疗方法!于大鼠右前肢腕部内侧正中#距

腕横纹约
7OO

处插入
$

根毫针#齿状接头夹住毫针#连接刺

激仪)设置刺激参数!频率
'% V̂

#脉宽
%&7O+

#电流
$&%O:

)

总治疗时间为
$7O#,

#共
'

个循环)刺激结束后
$H

#再次评估

意识状态水平#实验完毕#返回笼中#给予充足的食物和水)

E&F&H

!

实验标本提取与免疫组织化学检测
!

$

$

&实验标本提

取!每个时间点每组处理大鼠
)

只#取脑组织标本
)

个)于实

验结束后
)

*

$1

*

10H

#腹腔注射
$%>

水合氯醛$

%&$

F

"

O5

&深度

麻醉大鼠#行正中开胸暴露心脏)将成人头皮针$针尖磨平&插

入左心室至主动脉弓#剪开右心耳#注入加有肝素钠的灭菌生

理盐水约
1%%O5

#直至流出液变清亮#缓慢灌注
0>

多聚甲醛

约
1%%O5

#直到大鼠整个身体僵硬#断头取大脑
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区)$

1

&

免疫组织化学检测!将脑组织置于
0>

的水合氯醛溶液内固定

$1H

#并在
@T[

液中冷冻保存)脑组织行冠状切片#厚度

0

#

O

#

@T[

漂洗后用
%&'>

的过氧化氢液处理
'%O#,

#滴加正

常山羊血清封闭液#室温条件下孵育
$H

#按
$f7%%

比例滴加

抗
%

$

B

抗体#

0_

冰箱过夜#

@T[

洗涤后再滴加生物素标记的

山羊抗兔
;

F

A

#室温孵育
$H

)最后由有经验的病理实验师在

显微镜下观察免疫组织化学实验结果#进行
0%%

倍的显微照

相#最后计算出免疫组织化学评分 $

#OOP,"H#+E"IHDO#IGJ

+I"6D

#

;̂ [

&)

E&G

!

统计学处理
!

采用
[@[[$-&%

统计软件进行分析#不同

组别和时间点的
%

$

B

水平以秩均值表示#作
d6P+XGJ.aGJJ#+^

秩和检验#以
!

$

%&%7

为差异有统计学意义)

F

!

结
!!

果

F&E

!

各组大鼠行为学改变比较
!
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治疗后
$H

再次进行

意识状态评估#刺激组中
$'

只大鼠出现翻正反射$

)

级
/

只#

*

级
7

只&%拮抗剂组中
/

只大鼠出现翻正反射$

)

级
0

只#

*

级
0

只&%假刺激组中
0

只出现翻正反射$

*

级
0

只&)

F&F

!

各组大鼠免疫组织化学检测
!%

$

B

在
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区神经元细

胞膜和细胞质中均有表达$图
$

&)组间
;̂ [

比较!
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$

B

水平从

低到高依次为对照组$

'$&7)

&*假刺激组$

'$&-/

&*拮抗剂组

$

''&'0

&和刺激组$

0/&)-

&#两两比较差异有统计学意义$

!

$

%&%7

&)实验结束后
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$1

*
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个时间点的
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B

的表达水平

分别为
'0&17
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0%&$-

#呈依次递增趋势#但差异无统计

学意义$
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图
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各组大鼠
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区
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B

水平表达%
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作为一种外周神经电刺激治疗昏迷的方法#于

$(()

年被日本学者
"̀X"EGOG

首次报道)有研究证实#
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不仅用于治疗持续植物状态#而且还可用于各种病因所致的意

识水平下降的促醒'

$%.$$

(

)

9Z\[

具有非创伤性*无明显并发

症*易操作且费用低廉等优点'

$1

(

#已广泛应用于临床昏迷患者

的促醒治疗)

9Z\[

治疗昏迷促醒的临床效果确切#但机制

尚未完全明晰)目前认为
9Z\[

促醒的可能机制为'

$%.$$

#

$'.$7

(

!

激活上行网状激活系统$

G+ID,!#,

F

6DE#IPJG6GIE#CGE#,

F

+

N

+EDO

#

:B:[

&和觉醒相关核团%增强脑电活动#改善大脑皮质兴奋

性%增加大脑皮质血流量灌注#减少神经细胞死亡#促进神经元

再生%促进神经营养因子释放#提高大脑神经可塑性%影响大脑

神经递质的分泌)正中神经的神经元突触直接参与
:B:[

活

动'

$'

(

#

:B:[

包括
'

个主要的觉醒系统!胆碱能系统*中缝背

核
.

五羟色胺$

7.̂ 2

&系统*蓝斑
.

去甲肾上腺素能系统#其中蓝

斑核$

J"IP+I"D6PJDP+

#

53

&合成分泌的去甲肾上腺素$

,"6D

M

#.

,D

M

H6#,D

#

Z\

&广泛释放#并支配整个皮质*间脑和大脑的其他

区域'

$)

(

)而且
Z\

是维持觉醒的重要神经递质之一#通过其

兴奋性受体发挥促醒作用)

蓝斑
.

去甲肾上腺素能系统参与调解睡眠
.

觉醒)

53

合成

和释放的
Z\

广泛分布于中枢神经系统#

Z\

包含
%

$

*

%

1

和
$

受体家族#在众多脑区均有表达)

Z\

通过兴奋性受体
%

$

作用

于大脑皮质#维持大脑皮质电生理活动#维持觉醒状态'

$-

(

)

@43

参与调节觉醒*认知*运动*注意及奖赏等功能)有研究

表明#激活大鼠
@43

区
%

$

B

可提高大鼠觉醒水平#从而改善认

知能力'

$/

(

)此外#

#̂JGX#C#

等'

$(

(研究发现
%

$

B

拮抗剂可以延

长猫的睡眠时间#而
%

$

B

激动剂缩短其睡眠时间#维持觉醒状
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态)因此#推测
9Z\[

昏迷促醒作用可能与
@43

区
%

$

B

表达

变化有关)

本实验通过观察大鼠行为学变化#发现刺激组昏迷大鼠

$/

只中有
$'

只清醒#拮抗剂组苏醒
/

只#假刺激组仅苏醒
0

只#表明
9Z\[

能提高意识状态水平#促进觉醒)此外#通过

免疫组织化学检测发现
@43

组织中
%

$

B

的表达水平呈对照

组*假刺激组*拮抗剂组*刺激组依次递增趋势#差异有统计学

意义$

!

$

%&%7

&#其中刺激组明显高于假刺激组#提示
9Z\[

可上调
%

$

B

表达水平)由此可说明
9Z\[

对
2T;

后昏迷大鼠

具有促醒作用#其作用机制可能与增加
@43

区
%

$

B

表达有关)

假刺激组高于对照组#可能与
2T;

后应激性脑保护作用相关#

以适应机体内外环境的变化)本研究组前期研究结果发现#

9Z\[

可以通过上调
<S:

及其受体
<S$B

的表达水平从而

促进昏迷大鼠觉醒#且
<S:

在此过程中扮演着重要角色'

7.-

(

)

但是
<S:

是否参与调节
%

$

B

的表达#尚并不明晰)本研究中

拮抗剂组大鼠经侧脑室注射
<S$B

拮抗剂
[T''0/)-

后给予

9Z\[

治疗#结果发现!与刺激组相比#拮抗剂组大鼠苏醒只

数少#

@43

区
%

$

B

表达水平也比较低)由此证实了
<S$B

及

其受体
<S$B

参与
9Z\[

促觉醒过程#其机制可能与
<S$B

上调
@43

区
%

$

B

表达有关#但其具体分子机制还需进一步研

究)

)

*

$1

*

10H'

个时间点的
%

$

B

的表达水平呈依次递增趋

势#但差异无统计学意义$

!

&

%&%7

&#这可能与蓝斑
.

去甲肾上

腺素能神经元自身节律相关)当然#本实验需要进一步完善#

如延长观察时间%检测其他相关促醒脑区
%

$

B

的表达水平)

且本实验研究的是单次治疗效果#本课题组将进一步探究

9Z\[

的长期疗效以及其相关的分子机制)

综上所述#

9Z\[

可以促进
2T;

后昏迷大鼠意识水平#并

上调
@43

中
%

$

B

表达水平)因此#本研究组推测
9Z\[

治疗

2T;

后意识水平的改善可能与增加
@43

区
%

$

B

表达有关)上

调
@43

区
%

$

B

表达水平可能是
9Z\[

昏迷促醒的机制之一#

且
<S:

参与调节此过程#但是具体的分子机制还有待进一步

研究)
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