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研究不同程度低血糖对麻醉大鼠下丘脑食欲肽
2

及额叶皮层
8/C&-

表达的影响%方法
!

应用腹腔注射胰岛

素!

#N

'

[

D

#伴!或不伴#禁食
1!9

的方法"建立不同程度低血糖大鼠模型%

#"A'.

后"以氯胺酮!

$3A

D

'

[

D

#和咪达唑仑!

3A

D

'

[

D

#

麻醉大鼠"麻醉后
#"A'.

行免疫组织化学和逆转录聚合酶链反应!

Q]/MOQ

#检测下丘脑食欲肽
2

及额叶
8/C&-

表达%结果
!

与对

照组相比"轻度低血糖及重度低血糖组麻醉大鼠下丘脑食欲肽
2

表达均明显增加!

!

$
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#*轻度低血糖组麻醉大鼠额叶皮层
8/

C&-

表达较对照组明显增加!

!

$
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#"而重度低血糖组麻醉大鼠
8/C&-

表达无明显变化!
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轻度低血糖能够兴奋

食欲肽系统和额叶神经元"可能对麻醉有促醒作用%
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食欲肽*包括食欲肽
2

和食欲肽
Z

+是
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年发现的由下

丘脑食欲肽能神经元分泌的一类新的神经肽(

(

)

%目前认为"食

欲肽能神经元是调节能量平衡和觉醒功能的枢纽(

1

)

"低血糖能

够兴奋食欲肽能神经元进而促进觉醒功能%近年研究证明"食

欲肽系统在麻醉苏醒过程中也发挥着关键作用(

#

)

"外源性给予

食欲肽能够促进麻醉苏醒%然而低血糖能否在麻醉状态下兴

奋食欲肽系统进而影响麻醉苏醒并未见报道%本文以氯胺酮

和咪达唑仑麻醉大鼠为动物模型"通过免疫组织化学!逆转录

聚合酶链反应*

Q]/MOQ

+等方法"研究了不同程度低血糖对麻

醉大鼠下丘脑食欲肽
2

及额叶皮层
8/C&-

表达的影响"旨在初

步探讨低血糖与食欲肽能神经元及麻醉苏醒的关系"现报道

如下%

!

!

材料与方法

!)!

!

药品!试剂及仪器
!

短效胰岛素注射液购于江苏万邦公

司"氯胺酮购于江苏恒瑞公司"咪达唑仑购于江苏恩华公司"食

欲肽
2

抗体!

8/C&-

抗体购于
E7.57O6;P

公司"免疫组织化学试

剂盒购于北京中杉金桥公司"

M64

?

6&/&64F'.

引物由博尚生物

公司合成"

Q]/MOQ

试剂盒购于日本
]VbVZV

公司"微型血

糖仪购于美国雅培公司%

!)"

!

实验动物及分组
!

健康清洁级成年雄性
E_

大鼠
#"

只"用

随机数排序分组法分为
#

组"对照组*

2

组+&腹腔注射等量生理

盐水-轻度低血糖组*

Z

组+&腹腔注射胰岛素
#N

'

[

D

-重度低血

糖组*

O

组+&禁食
1!9

后"腹腔注射胰岛素
#N

'

[

D

%每组各
("

只%各组动物中"

3

只行免疫组织化学!

3

只行
Q]/MOQ

检测%

!)#

!

不同程度低血糖大鼠麻醉模型的建立
!

参照
][78-

等(

!

)

的方法"建立不同程度低血糖大鼠模型%

O

组大鼠早
"0

&

""

时

开始禁食"自由饮水-

2

!

Z

组大鼠自由进食水%次日上午
Z

!

O

组大鼠腹腔注射普通短效胰岛素
#N

'

[

D

-

2

组注射等量生理

盐水%以微型血糖仪断尾法测量并记录所有大鼠腹腔注射胰

岛素后
"

!

#"

!

+"A'.

血糖浓度%

#"A'.

后所有大鼠腹腔注射

氯胺酮*

$3A

D

'

[

D

+和咪达唑仑*

3A

D

'

[

D

+建立麻醉模型%

!)E

!

免疫组织化学染色方法

!)E)!

!

动物固定!取材
!

麻醉后
#"A'.

每组取
3

只大鼠行免

疫组织化学实验%直接迅速开胸经左心室插管至主动脉"先用

生理盐水约
!""AX

快速冲洗"随后灌入
!f

预冷
!@

多聚甲

醛固定液
3""AX

"先快后慢灌注固定约
19

后"取出脑组织置

于
!@

多聚甲醛中后固定过夜"再放入含
#"@

蔗糖的
!@

多聚

甲醛中直至沉底%用冰冻切片机自前额行连续冠状切片"片厚

!"

(

A

"放入
")"(AA&:

'

X

磷酸二氢盐缓冲液*

MZE

+中保存

备用%
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MOQ

引物序列及反应条件

指标 引物序列 长度*

<
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+

MOQ

反应条件

食欲肽
2 3\/2O]OO]]WWW]2]]]WW2OO2/#\ !0! *!f(A'.

"

3+f(A'.

"

$1f(A'.

"

#1

个循环"

$1f3A'.

3\/2WWW2]2W22W2OWWW]]O2/#\

W2M_T 3\/WOO22O2]O22W]WWWW]W2]W/#\ #(" *!f(A'.

"

+"f(A'.

"

$1f(A'.

"

#"

个循环"

$1f3A'.

3\/W]O]]O]WWW]WWO2W]W2]W/#\

!)E)"

!

免疫组织化学染色
!

严格按照免疫组织化学试剂盒说

明书进行操作%用
MZE

漂洗后"

#@

过氧化氢封闭
("A'.

"

MZE

漂洗"

")#@ ]6'5&.̂/(""

处理
#"A'.

"兔或山羊血清封闭
#"

A'.

后直接加入一抗*食欲肽
2

一抗的稀释比例为
(g1"""

"

8/C&-

一抗的稀释比例为
(g("""

+"

#$f

温箱孵育
19

"

!f

冰

箱过夜"

MZE

漂洗-加入二抗在
#$f

温箱孵育
(9

"

MZE

漂洗"

辣根酶链霉卵白素
#$f

孵育
(9

"

MZE

漂洗"

_2Z

镜下控制显

色"自来水冲洗"常规脱水"透明"

_M̂

封片%阴性对照&用

")"(AA&:

'

XMZE

代替一抗"其余步骤同上%

!)E)#

!

图像分析
!

免疫组织化学染色切片经
V:

B

A

?

;-Ẑ +"

显微镜观察"经显微镜上配备的数码照相机利用图像摄取软件

V:

B

A

?

;-_MO&.56&::461)()(

摄取图像"用
>A7

D

4M6&M:;-3)"

软件进行分析%每组随机选
("

张免疫组织化学照片定量分析

阳性神经元数目和累积光密度*

>V_

+%

!)F

!

Q]/MOQ

检测下丘脑食欲肽
2AQL2

表达%

!)F)!

!

取材
!

麻醉后
#"A'.

每组取
3

只大鼠断头处死"迅速

开颅取脑"于冰台上分离出下丘脑组织"液氮冻存待检%

!)F)"

!

总
QL2

提取及逆转录
!

采用
]Q>P&:

试剂提取下丘脑

组织总
QL2

"操作步骤按说明书进行%根据
V_

1+"

'

V_

10"

比值

反映核酸纯度"取
V_

1+"

'

V_

10"

比值
()0

!

1)"

的
QL2

样本用

于逆转录实验%反应体系
1"

(

X

%

QL2

样本
1

(

X

"去离子水
*

(

X

"

V:'

D

&%]1"(

(

X

于
$"f

变性
("A'.

"冰浴
3A'.

后加入

相应反应管*

3hQ]Z;CC46!

(

XjQL7-4'.9'<'5&6(

(

Xj Q4/

K46]67284(

(

Xj%L]MG'F1

(

X

+中"于
#$f

反应
("A'.

后置
!1f

冰浴
+"A'.

"随后于
*!f

变性
3A'.

"稍离心后立刻

行
MOQ

或
e1"f

保存%

!)F)#

!

MOQ

!

以
W2M_T

表达作为
8_L2

合成及
MOQ

反应

的内源性参照%以
V:'

D

&3)"

软件设计食欲肽
2

和
W2M_T

引

物序列%

MOQ

引物序列及反应条件见表
(

%

!)F)E

!

琼脂糖凝胶电泳及
Q]/MOQ

结果分析
!

()3@

琼脂糖

凝胶电泳检测
MOQ

产物"以全自动凝胶成像分析系统记录并

分析凝胶电泳图像"将目的基因的灰度值分别与同一样本

W2M_T

的灰度值相比"所得比值代表样本目的基因的相对表

达量%

!)G

!

统计学处理
!

计量资料以
GdA

表示"应用
=F84:1""#

进

行统计和绘图"应用
EMEE(#)"

统计软件进行统计学处理"组

内给药前后数据比较采用配对资料
9

检验"组间数据比较采用

单因素方差分析%以
!

$

")"3

为差异有统计学意义%

"

!

结
!!

果

")!

!

#

组大鼠在不同时间点的血糖浓度比较
!

所有大鼠注射

胰岛素
#"A'.

后麻醉"连续检测各组大鼠的血糖浓度%

#

组大

鼠在不同时间点的血糖浓度见表
1

%

")"

!

不同程度低血糖对麻醉大鼠下丘脑食欲肽
2

表达的影

响
!

阳性神经元主要分布于下丘脑外侧区"与
2

组比较"

Z

!

O

组大鼠下丘脑食欲肽
2

表达明显增加*

!

$

")"(

+"见图
(

!

表
#

%

表
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!!

#

组大鼠在不同时间点的血糖浓度比较

!!

#

GdA

'

AA&:

)

X

'

'i("

$

组别 注射前 注射后
#"A'.

注射后
+"A'.

2

组
+)1#d")$" 3)*0d")*3 +)!"d")3+

Z

组
+)3$d")3!

#)3$d")+"

"

1)00d")!!

"

O

组
3)(#d")!$

"#

1)+1d")30

"#

()3!d")3(

"#

!!

"

&

!

$

")"(

"与
2

组比较-

#

&

!

$

")"(

"与
Z

组比较%

图
(

!!

不同程度低血糖对麻醉大鼠下丘脑

食欲肽
2

表达的影响#

h!"

$

表
#
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不同程度低血糖对麻醉大鼠下丘脑食欲肽

!!

2

表达的影响#

GdA

$

组别 阳性神经元数目*个+

>V_

2

组
*1)$d1+)$ 3#")!*d(!$)"$

Z

组
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"
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组
1"$)0d30)+

"

((*0)0*d#(*)3(

"
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&
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$
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"与
2

组比较%
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不同程度低血糖对麻醉大鼠下丘脑食欲肽
2AQL2

表

达的影响
!

与
2

组相比"

Z

!

O

组大鼠食欲肽
2AQL2

表达量

均明显增加*

!

$
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+"见图
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组-

1

&

Z
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O

组

图
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各组大鼠下丘脑食欲肽
2Q]/MOQ

电泳结果

")E
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不同程度低血糖对麻醉大鼠额叶皮层
8/C&-

表达的影响

!

与
2

组相比"

Z

组大鼠额叶皮层
8/C&-

表达明显增加*

!

$
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期
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+"而
O

组大鼠无明显变化*
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%

")"3

+"见图
#

!表
!
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图
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不同程度低血糖对麻醉大鼠额叶皮层

8/C&-

表达的影响#

h1""

$

表
!
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不同程度低血糖对麻醉大鼠额叶皮层

!!

8/C&-

表达的影响#

GdA

$

组别 阳性神经元数目*个+

>V_

2

组
(30)#d!$)* (+($)1(d!*+)1(

Z

组
!0")0d0!)*

"

#$1()*"d("1")"+

"

O

组
(!0)$d!3)( ($**)3"d!(1)!"

!!

"

&

!

$

")"(

"与
2

组相比%

#

!

讨
!!
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本研究利用腹腔注射胰岛素伴*或不伴+禁食的方法"建立

了不同程度低血糖大鼠氯胺酮
/

咪达唑仑麻醉模型"并在此基

础上"通过免疫组织化学!

Q]/MOQ

等方法"研究了不同程度低

血糖对麻醉大鼠下丘脑食欲肽
2

及额叶皮层
8/C&-

表达的影

响%结果显示"不同程度低血糖均可促进麻醉大鼠下丘脑食欲

肽
2

表达"但只有轻度低血糖可以促进麻醉大鼠额叶皮层
8/

C&-

表达%额叶皮层是觉醒和学习记忆功能的重要中枢"

8/C&-

是反映神经元兴奋性的经典指标(

3

)

%本研究结果提示"轻度低

血糖可兴奋麻醉大鼠额叶皮层神经元"可能对麻醉有促醒

作用%

既往一直笼统地认为"严重低血糖是麻醉苏醒延迟的重要

原因之一"然而不同程度低血糖对麻醉苏醒的影响并未见更多

报道%禁食!手术应激!糖尿病!胰岛素的应用等均可造成患者

血糖水平的变化"研究不同血糖水平对麻醉苏醒的影响有着更

重要的意义%食欲肽
2

的发现为研究低血糖与麻醉苏醒的关

系提供了新的视角%

食欲肽是
(**0

年发现的一类由下丘脑外侧区合成和分泌

的小分子神经多肽(

+

)

"食欲肽存在
1

个
W

蛋白偶联受体

*

V̂ (Q

和
V̂ 1Q

+%目前认为"食欲肽系统是机体调节能量平

衡和觉醒功能的枢纽%在能量缺乏*低血糖+时动物一定要维

持觉醒状态"以寻找食物进而补充能量"这是动物生存所必需

的适应行为"食欲肽系统恰恰发挥这个作用%低血糖能够特异

地兴奋食欲肽系统"进而激活脑内几乎所有觉醒核团以促进觉

醒功能(

!

"

$

)

%

食欲肽系统在维持觉醒功能中的关键作用"也使人们开始

关注食欲肽对麻醉苏醒的影响%目前认为"食欲肽系统可能是

麻醉药物新的作用位点"全身麻醉药物可特异性抑制食欲肽神

经元的活性"而外源性给予食欲肽对麻醉有促醒作用%

R;-9'[757

等(

0

)证明侧脑室注射食欲肽
2

或食欲肽
Z

可缩短巴

比妥类麻醉药*戊巴比妥!硫喷妥钠!苯巴比妥+的麻醉时间%

b7-;%7

等(

*

)发现侧脑室注射食欲肽
2

可引起异氟醚麻醉大鼠

脑电觉醒样改变"使麻醉变浅%而
]&-4

等(

("

)证明食欲肽
2

主

要通过
V̂ (Q

缩短了大鼠氯胺酮麻醉时间%作者的前期研究

也证明"侧脑室注射食欲肽
2

可使麻醉深度变浅"麻醉时间缩

短"并能促进老年麻醉大鼠认知功能恢复(

((/(1

)

%

R4:P

等(

#

)和

E9'67-7[7

等(

(#

)研究证明"吸入麻醉药物可特异性抑制下丘脑

外侧区食欲肽
2

表达"外源性给予食欲肽
2

可缩短麻醉时间"

而食欲肽基因敲除或阻断其受体可使麻醉苏醒延迟"并由此认

为"食欲肽系统可能在麻醉苏醒过程中起着关键作用%

综上所述"低血糖能够特异性兴奋食欲肽系统"外源性给

予食欲肽对麻醉有促醒作用%然而低血糖能否在麻醉状态下

兴奋食欲肽系统进而影响麻醉苏醒目前还未见报道%本研究

初步证明"轻度低血糖可以促进下丘脑食欲肽
2

表达并兴奋

额叶皮层神经元"提示轻度低血糖可能对麻醉有促醒作用%本

研究结果显示"重度低血糖也可使麻醉大鼠下丘脑食欲肽
2

表达增加"但却不能促进额叶皮层
8/C&-

表达"说明一定的血糖

水平可能是麻醉苏醒所必需的%血糖是大脑的主要能量来源"

麻醉苏醒需要相关脑区的神经元兴奋和一定的能量消耗"严重

低血糖可能造成了神经损害或者暂时性的神经功能抑制(

(!

)

%

本研究通过免疫组织化学和
Q]/MOQ

等方法初步研究了

低血糖对食欲肽系统及麻醉苏醒的可能影响"但未能在神经学

及行为学等方面做进一步探讨%不同血糖水平对食欲肽系统

及麻醉苏醒的影响值得进一步深入研究%
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两组患者
G2M

(

TQ
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E
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V

1

变化#

GdA
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"
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")
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")
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"

尿量(

AX

'*

[

D

/

9

+) 对照组
#0 ")#3d")"* ")!#d")"0

"

")++d")1(

"

")*+d")##

"

()(#d")10

"

治疗组
!# ")1+d")(( ")33d")($

")

()(3d")#1

")

()(*d")1*

")

()(*d")13

"

E

?

V

1

对照组
#0 *")#1d#)1$ *()1#d1)30 *+)#1d$)03

"

*+)*0d0)#1

"

*0)#+d+)13

"

治疗组
!# 0*)+0d3)!# *!)#3d#)30

")

*0)+3d*)1#

")

*$)#3d*)*0

"

*0)3+d*)1#

"

!!

"

&

!

$

")"3

"与同组麻醉前比较-

)

!

$

")"3

"与对照组同时间点比较%

#
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讨
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生脉注射液近年来在内科临床运用较多"临床上常用于治

疗急性心肌梗死!心源性休克!中毒性休克!失血性休克及冠心

病等属气阴两虚患者(

(

)

%

生脉注射液中人参性甘温"益气生津以补肺"肺气旺则五

脏之气皆旺-麦冬性甘寒"养阴清热!润肺生津-人参!麦冬合

用"则益气养阴之功益彰%五味子敛肺止汗!生津止渴"

#

药合

用使气复津生!汗止阴存!脉得气存"则可复生(

1

)

%

研究表明"生脉注射液能抑制心肌细胞膜上
L7

j

/R

j

/

2]M

酶"使心肌糖原代谢降到最低水平"降低耗氧量"增强收

缩力"对急性心肌缺血具有保护作用"能提高心肌对缺氧的耐

受力"改善冠脉血流%同时"研究证明麦冬能增强机体对垂体

肾上腺皮质功能作用"能提高机体适应性及应激能力"提高机

体对治疗性药物的敏感性(

#

)

%近年的研究发现"生脉注射液能

抑制肿瘤坏死因子
,

*

]Lc

,

+!

O

反应蛋白*

OQM

+的表达"能显

著改善复苏后失血性休克患者的血流动力学和组织灌注(

!/+

)

"

复合
!@

琥珀酰明胶能明显改善失血性休克大鼠微循环障碍"

降低血黏度(

$

)

%

本实验观察到"术中注射生脉注射液能明显改善机体血流

动力学指标和
E

?

V

1

"表明注射生脉注射液后"组织微循环的灌

注也得到明显改善%生脉注射液对失血性休克的治疗作用机

制除上述方面外"还通过增加心肌收缩力!提高心排量"进而提

高机体有效灌注压"改善微循环"提高机体适应性和敏感性"从

而较好的维持血流动力学稳定性%
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