
·基础研究·

颈交感神经阻滞对烧伤大鼠蓝斑放电的影响
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　　摘　要：目的　探讨颈交感神经阻滞（ＳＢ）对烧伤大鼠蓝斑神经元电生理变化的影响。方法　成年健康雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠２０

只，随机分为４组，对照组、对照ＳＢ组、烧伤组和烧伤ＳＢ组，每组５只。总体表面积（ｔｏｔａｌｂｏｄｙｓｕｒｆａｃｅａｒｅａ，ＴＢＳＡ）２０％Ⅲ度大

鼠烧伤模型，４ｈ后观察蓝斑神经元放电，ＨＥ染色组织学定位，免疫组织化学方法验证。结果　在放电频率、放电脉冲间隔（ＩＳＩ）、

众数和不对称指数（ＡＩ），对照组和对照ＳＢ组比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）；烧伤组和烧伤ＳＢ组放电频率显著高于对照组和

对照ＳＢ组（犘＜０．０１），而烧伤组又显著高于烧伤ＳＢ组（犘＜０．０１）；烧伤组和烧伤ＳＢ组ＩＳＩ和众数显著高于对照组和对照ＳＢ组

（犘＜０．０１），而烧伤ＳＢ组又显著高于烧伤组（犘＜０．０１）；烧伤组和烧伤ＳＢ组ＡＩ显著高于对照组和对照ＳＢ组（犘＜０．０１），而烧伤

ＳＢ组和烧伤组间差异无统计学意义（犘＞０．０５）。免疫组织化学方法显示蓝斑神经元主要为多巴胺β羟化酶（ＤβＨ）神经元。结论

　ＳＢ对烧伤的治疗作用中枢机制之一可能是通过抑制蓝斑神经元放电活动来实现。

关键词：烧伤；自主神经传导阻滞；蓝斑；放电形式
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　　烧伤迄今为止仍居创伤死亡率之首。烧伤引起下丘脑垂

体肾上腺皮质系统（ＨＰＡ轴）和交感肾上腺素系统（ＳＡＭ）强

烈兴奋参与调控机体对应激的急性反应，但强烈的 ＨＰＡ轴和

ＳＡＭ系统的兴奋也可以引起炎症反应综合征（ＳＩＲＳ）、大量能

量消耗和组织分解，甚至导致血管痉挛，某些部位组织缺血，致

死性心律失常等［１］。蓝斑（ｌｏｃｕｓｃｏｅｒｕｌｅｕｓ，ＬＣ）与机体应激反

应密切相关。应激时蓝斑区及其投射区（下丘脑、杏仁体、海

马）去甲肾上腺素（ｎｏｒｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅ，ＮＥ）神经元激活和反应性

增高，ＮＥ水平升高。同时，蓝斑神经元与 ＨＰＡ轴反应启动关

系密切［２］。颈交感神经阻滞（ｃｅｒｖｉｃａｌｓｙｍｐａｔｈｅｔｉｃｂｌｏｃｋ，ＳＢ）是

将局部麻醉药注入颈交感神经及其附近组织，以达到颈交感

干、颈交感神经节与节前、节后神经及其支配范围的区域性阻

滞［３］。针对ＳＢ，国内外学者作了广泛的研究，发现其对全身很

多系统功能活动有影响，能明显地促进机体内稳态的恢复［４］。

有研究表明，ＳＢ可明显降低放烧复合伤小鼠的死亡率，促进小

鼠内分泌、免疫和造血等功能的恢复［５］。ＳＢ是否可以成为中

枢性调控创伤应激，有益于创伤救治的简单、可靠的手段，及其

机制如何？本文进行了如下研究。

１　材料与方法

１．１　材料　动物及分组：本实验选用普通级３月龄雄性 Ｗｉｓｔ

ａｒ大鼠２０只，购自长治医学院动物中心，体质量２５０～３００ｇ，

随机分为４组，对照组、对照ＳＢ组、烧伤组及烧伤ＳＢ组，每组

５只。试剂：０．８９４％罗哌卡因，购自扬子江药业集团有限公

司；多巴胺β羟化酶（ＤβＨ，合成 ＮＡ的一种标志性酶）一抗购

自北京中杉金桥；ＳＡＢＣ免疫组织化学染色试剂盒、ＤＡＢ显色

试剂盒等购自武汉博士德生物工程有限公司。仪器与设备：脑
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表１　　各组蓝斑核放电频率和放电参数的比较（狓±狊）

组别 神经元（狀） 放电频率（Ｈｚ） ＩＳＩ（ｍｓ） 众数（ｍｓ） ＡＩ

对照组 ３０ １７２．１４±３９．２１ １４５２．００±１３３．００ １３３７．００±１４２．００ ０．６８±０．０５

对照ＳＢ组 ３０ １６９．５７±２７．３３ １３１７．００±１４０．００ １２９５．００±１２６．００ ０．７２±０．０３

烧伤组 ３０ ４４１．７４±４９．５２ ６３９．００±９８．００ ６９４．００±７６．００ ０．８２±０．０１

烧伤ＳＢ组 ３０ ２７１．６３±４１．１５△ １１０２．００±１２８．００△ １０６３．００±１１４．００△ ０．８１±０．０４

　　：犘＜０．０１，与对照组及对照ＳＢ组比较；△：犘＜０．０１，与烧伤组比较。

立体定位仪购自国营西北光学仪器厂；显微照相系统（Ｏｌｙｍ

ｐｕｓＢＨ２）购自日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司。

１．２　方法

１．２．１　动物模型制作　烧伤组和烧伤ＳＢ组采用总体表面积

（ｔｏｔａｌｂｏｄｙｓｕｒｆａｃｅａｒｅａ，ＴＢＳＡ）２０％Ⅲ度大鼠烧伤模型，即燃

烧法［６］：将凝固汽油涂布于动物拟烧伤区，周围用耐火材料保

护，点燃，８ｓ后立即一次性扑灭火焰。烧伤面积（ｃｍ２）＝体表

面积（ｃｍ２）×拟烧伤面积百分比（％）；体表面积（ｃｍ２）＝Ｋ×体

质量（ｋｇ）
２／３Ｋ≈０．１。对照ＳＢ组和烧伤ＳＢ组，在烧伤后即刻，

采用颈后穿刺法，双侧注射０．１％罗哌卡因各０．３ｍＬ，以其出

现持续性的睑裂狭小等霍纳综合征表现为ＳＢ成功的标志，对

照组和烧伤组注射等量０．９％ＮａＣｌ。

１．２．２　蓝斑定位　４ｈ后取雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠行２０％乌拉坦

（１．２ｍＬ／ｋｇ）腹腔麻醉后，将大鼠头部俯位固定于脑立体定位

仪上，行常规开颅术，暴露颅骨。根据ＰａｘｉｎｏｓＷａｔｓｏｎ大鼠脑

定位图谱对蓝斑进行定位，蓝斑矢状缝右侧的坐标位置，高度

从脑表计，坐标为前囟后（ＡＰ）９．６８ｍｍ，矢状缝右（ＬＲ）１．２

ｍｍ，颅骨膜下（Ｄ）７．２ｍｍ。

１．２．３　微电泳及细胞外记录　用微电极拉制器自制多管玻璃

微电极，作为神经元放电活动引导和微电泳电极，电极尖端极

阻１０～３０ｍΩ，灌注液为０．５ｍｏｌ／Ｌ醋酸钠含２％滂胺天蓝。

借助微电极推进器将微电极缓缓插入蓝斑。神经元单位放电

经微电极放大器引导、滤波后显示于示波器，并输入计算机

ＢＬ４２０生物信号处理系统进行处理，储存和进行频率及放电

形式的分析。采样时间７～１０ｍｉｎ。整个实验过程中监测大鼠

心电，直肠温度维持在（３７±０．５）℃。

１．２．４　组织学定位　实验结束后经中心管给予微量泵输注

０．９％ＮａＣｌ５ｓ，将滂胺天蓝注射到记录部位。取脑固定于４％

中性多聚甲醛溶液内，３０ｄ后做常规石蜡切片，ＨＥ染色，进行

组织学鉴定。

１．２．５　免疫组织化学检测　采用链霉亲和素生物素过氧化

酶复合物技术（ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎａｖｉｄｉｎｂｉｏｔｉｎｐｅｒｏｘｉｄａｓｅｃｏｍｐｌｅｘ

ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ，ＳＡＢＣ技术），每组挑选定位后切片作免疫组织化学

检测。切片常规脱蜡后，滴加３％ Ｈ２Ｏ２ 于切片上，避光，室温

５～１０ｍｉｎ以灭活内源性酶，蒸馏水洗涤３次；将切片浸入装有

０．０１ｍｏｌ／Ｌ枸橼酸盐缓冲液的烧杯中，放入烧杯内，用电炉加

热至沸腾后断电（５ｍｉｎ后重复该过程），自然冷却后用ＰＢＳ洗

涤２次；滴加５％牛血清清蛋白（ＢＳＡ）封闭液后放入湿盒，室温

２０ｍｉｎ，甩去多余液体，不洗；滴加稀释１∶２００稀释的ＤβＨ一

抗，置于４℃ 冰箱中过夜，ＰＢＳ洗涤２ｍｉｎ３次；滴加生物素化

山羊抗大鼠ＩｇＧ，室温（２０～３７℃）２０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤２ｍｉｎ３

次；滴加试剂ＳＡＢＣ，室温（２０～３７℃）２０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤５ｍｉｎ

４次。ＤＡＢ显色：使用ＤＡＢ显色试剂盒，取ｌｍＬ蒸馏水，加试

剂盒中Ａ、Ｂ、Ｃ试剂各一滴，混匀加至切片，室温显色，镜下控

制显色时间，约７～１０ｍｉｎ，然后用蒸馏水洗涤，显微镜下观察。

１．３　统计学处理　采用ＳＳＰＳ１３．０统计软件进行统计学分

析。计量资料数据均以狓±狊表示，采用单因素方差分析，计数

资料采用χ
２ 检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　组织学定位　蓝斑中的神经元主要为中等大小的神经

元。蓝斑是中枢神经系统对应激最敏感的脑区，这些神经元有

广泛的上、下纤维联系，上行可投射至杏仁体、边缘皮质、新皮

质，下行则至脊髓侧角。神经元密集的区域即为蓝斑核，见

图１。

图１　　大鼠蓝斑的 ＨＥ染色图（ＳＰ×１００）

２．２　放电形式分析　每组计数３０个蓝斑神经元的自发放电

活动。基本放电形式有两种：（１）不规则放电，放电脉冲间隔

（ｉｎｔｅｒｓｐｉｋｅｉｎｔｅｒｖａｌ，ＩＳＩ）为随机分布；（２）爆发式放电，ＩＳＩＨ呈

明显的逐渐衰减的正偏态分布。从ＩＳＩＨ 中测量和计算众数

（ｍｏｄｅ）、不对称指数（ａｓｙｍｍｅｔｒｙｉｎｄｅｘ，ＡＩ），以协助判断神经

元放电形式的变化。放电频率、ＩＳＩ、众数和 ＡＩ组间两两比较，

对照组和对照ＳＢ组差异无统计学意义（犘＞０．０５）；烧伤组和

烧伤ＳＢ组放电频率显著高于对照组和对照ＳＢ组（犘＜０．０１），

而烧伤组又显著高于烧伤ＳＢ组（犘＜０．０１）；烧伤组和烧伤ＳＢ

组ＩＳＩ和众数显著高于对照组和对照ＳＢ组（犘＜０．０１），而烧伤

ＳＢ组又显著高于烧伤组（犘＜０．０１）；烧伤组和烧伤ＳＢ组 ＡＩ

显著高于对照组和对照ＳＢ组（犘＜０．０１），而烧伤ＳＢ组和烧伤

组组间差异无统计学意义（犘＞０．０５），见表１。放电形式在各

组间差异无统计学意义（犘＞０．０５）；但烧伤组和烧伤ＳＢ组的

不规则放电例数多于对照组和对照ＳＢ组，而烧伤ＳＢ组的不

规则放电例数多于烧伤组，见表２。

表２　各组蓝斑核放电形式的比较［狀（％），狀＝３０］

组别 不规则放电 爆发式放电

对照组 １７（５６．６７） １３（４３．３３）

对照ＳＢ组 １６（５３．３３） １４（４６．６７）

烧伤组 １２（４０．００） １８（６０．００）

烧伤ＳＢ组 １４（４６．６７）△ １６（５３．３３）

　　：犘＜０．０１，与对照组及对照ＳＢ组比较；△：犘＜０．０１，与烧伤组

比较。

２．３　免疫组织化学检测结果　经过ＤβＨ一抗作用的免疫组

织化学图片显示，ＤβＨ 呈黄色或棕黄色的颗粒，着色于细胞

质，证明蓝斑神经元主要为去甲肾上腺素能神经元。去甲肾上
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腺素能神经元以血液中的酪氨酸为原料，在细胞质内经酪氨酸

羟化酶催化形成多巴，再经过多巴脱羧酶催化形成多巴胺

（ＤＡ）。ＤＡ进入囊泡后，经ＤβＨ 催化而形成去甲肾上腺素。

图中对照组细胞着色轻，对照ＳＢ组细胞着色与对照组无显著

区别，烧伤组细胞大面积广泛ＤβＨ阳性着色，与对照组及对照

ＳＢ组形成显著差异，烧伤ＳＢ组细胞ＤβＨ阳性着色面积局限

缩小，与烧伤组差异显著。见图２。

　Ａ：对照组；Ｂ：对照ＳＢ组；Ｃ：烧伤组；Ｄ：烧伤ＳＢ组。

图２　　各组大鼠蓝斑ＤβＨ免疫组织化学图（ＳＰ×４００）

３　讨　　论

脑内核团中的细胞活动均可表现为细胞生物放电的变化，

可以采用记录核团放电来反映其生物活跃程度。神经元放电

由其本身和传入纤维的状态共同决定，在分析放电序列时，希

望从中了解尽可能多的神经元的信息，有两个很关键的问题是

放电的频率和放电序列的细节（放电形式）。本研究中，研究对

象是正常和烧伤大鼠蓝斑神经元放电。在放电分析中使用了

放电频率、放电形式和几个与放电形式判别相关的参数，众数

指最高频率的ＩＳＩ；不对称指数为众数与平均ＩＳＩ的比值，反映

ＩＳＩＨ的形状，该值小于１表示正偏态分布
［７］。鉴于烧伤后急

性应激期电生理显著，实验取烧伤４ｈ观察神经放电。本研究

首先观察对照组正常雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠蓝斑神经元放电频率、

放电参数和放电形式，在烧伤后各项指标显著增高。证明烧伤

应激使蓝斑去甲肾上腺素轴兴奋，蓝斑神经元放电活跃，也反

应烧伤使神经元自身代谢活动发生变化。在实验过程中发现，

烧伤组大鼠蓝斑放电频率显著增加，以爆发式放电增加为主。

免疫组织化学结果也证实，烧伤后ＤβＨ阳性染色神经元大面

积增加，表明烧伤后大鼠蓝斑去甲肾上腺素能神经元群兴奋，

冲动从脑桥、延髓经脊髓再经大内脏神经传向肾上腺髓质，使

去甲肾上腺素、肾上腺素等儿茶酚胺分泌，引起全身脏器出现

应激反应。对照ＳＢ组大鼠各项指标与对照组大鼠无显著差

异。说明ＳＢ作为治疗手段对正常大鼠蓝斑神经元活动影响

无显著差异。烧伤ＳＢ组大鼠各项指标较烧伤组大鼠显著降

低。说明ＳＢ作为治疗手段可显著降低蓝斑应激电活动，免疫

组织化学结果也证实，烧伤ＳＢ后ＤβＨ阳性染色神经元面积较

烧伤组局限。

与应激最密切相关的中枢神经系统部位包括边缘系统的

皮质、杏仁体、海马、下丘脑和脑桥的ＬＣ等结构。蓝斑位于三

叉神经中脑核内侧、第四脑室底与侧壁交界处室底灰质的腹外

侧区，整个核团从面神经核平面一直延伸至中脑下丘平面尾

侧。聚集了脑内大多数去甲肾上腺素能神经元，是脑内去甲肾

上腺素的主要来源［２］。应激时蓝斑区及其投射区（下丘脑、杏

仁体、海马）ＮＥ神经元激活和反应性增高，ＮＥ水平升高，机体

出现紧张、焦虑、害怕或愤怒等情绪反应。蓝斑神经元与下丘

脑室旁核中促肾上腺皮质激素释放激素（ＣＲＨ）神经元有直接

的纤维联系，可能成为 ＨＰＡ反应启动的关键。蓝斑神经系统

是应激时起监视作用的机构，负有 ＨＰＡ 轴的控制开关功能，

该系统的激活对应激性关联性疾病的发生发展具有非常重要

的意义［１］。

ＳＢ对下丘脑垂体促性腺功能的调节作用，主要有外周作

用和中枢作用两方面，其外周作用是由于阻滞部位的节前和节

后纤维的功能受到抑制，分布区内的交感神经纤维支配的心血

管运动、腺体分泌、肌肉紧张、支气管收缩及痛觉传导受抑制

等；中枢作用主要是调节神经内分泌免疫系统，维护内环境

的稳定等［４］。本课题前期研究了ＳＢ对烧伤后早期小鼠ＩＦＩＴ１

表达的影响，结果发现，ＳＢ可使ＩＦＩＴ１表达下调
［８］，这一结果

提示ＳＢ可能通过降低ＩＦＩＴ１表达而减少了ＩＦＩＴ１与糖皮质激

素受体结合，可以促进严重创伤后巨噬细胞ＧＲ水平的恢复，

从而改善严重创伤后组织细胞的ＧＲ功能。陆建华等
［９］发现，

ＳＢ治疗使放烧复合伤后小鼠死亡率显著降低；使伤后血白细

胞、红细胞及血小板数显著增加，表明ＳＢ可以促进放烧复合

伤后造血功能的恢复，是ＳＢ对放烧复合伤具有治疗作用的重

要机制；使伤后的血清炎性细胞因子肿瘤坏死因子α（ＴＮＦ

α），白细胞介素１β（ＩＬ１β）、白细胞介素６（ＩＬ６）水平显著下

降；提示ＳＢ可以抑制严重创伤后的过度炎症反应（ＳＩＲＳ）的发

生，促进机体免疫功能稳态的恢复，是ＳＢ降低放烧复合伤动

物死亡率的机制之一。

本研究显示，ＳＢ对烧伤的治疗作用的中枢机制之一可能

是通过抑制蓝斑神经元放电活动，从而抑制烧伤后过度应激引

起的ＳＩＲＳ来实现的。ＳＢ是有可能成为中枢性调控创伤应激

的手段，有益于创伤救治的简单化。
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３　讨　　论

ＤＭＢＡ是多环芳烃类致癌物，可与组织 ＤＮＡ形成加合

物，导致基因突变，引发细胞增殖和凋亡紊乱。既往实验表明，

ＤＭＢＡ可诱发多种动物组织器官发生癌变
［５７］。本实验结果

表明，随着实验的进展，涂药时间的延长，家兔颊黏膜不典型增

生程度加重，不典型增生发生率逐步增高；ＤＭＢＡ涂药、贴膜

两种给药方法在导致癌前病变的效果上无明显差异，贴膜法略

好于涂药法。ＤＭＢＡ诱癌过程中，实验预处理即刷试拟给药

处黏膜，在诱癌过程中可能起一定作用，（１）黏膜刷拭可破坏黏

膜屏障，致癌物容易进入细胞内；（２）黏膜刷拭可导致组织机械

损伤，刺激细胞增生，而增生的细胞，特别是细胞周期Ｓ期前的

细胞因其ＤＮＡ处于复制前准备阶段，易受到致癌物的攻击，

且ＤＮＡ的改变常可经细胞分裂传给子代细胞而被固定，细胞

表型发生改变，使诱癌成功。解京丰等［８］用０．５％ＤＭＢＡ丙酮

抹地鼠颊囊口中央，每周３次，共涂抹６周。随机活检，证实

５０％的动物致癌剂涂抹部位镜下表现为上皮轻度异常增生，停

止涂抹后，病变继续发展，约３个月后，１００％的病变发生癌变，

本组未能诱导出癌，可能与动物种类及作用部位差异较大

有关。

以往肿瘤的研究多集中于上皮细胞的恶变及浸润转移，而

对于间质细胞的研究较少，尤其是其在癌变的起始阶段的作

用。ＨＧＦ主要由间质细胞表达，是一种具有多种功能的细胞

因子，与特异性ｃｍｅｔ受体结合后能激活多种细胞内信号通

路，包括丝裂原活化蛋白激酶（ＭＡＰＫ）、磷脂酰肌醇３激酶

（ＰＩ３Ｋ）和Ｓｔａｔ３等通路，促进多种组织细胞增生分裂、促细胞

运动和促血管生成等。ＨＧＦ受体ｃｍｅｔ广泛存在于多种正常

组织细胞和体内、外恶性肿瘤细胞内，多位学者利用组织原位

杂交、ｓｏｕｔｈｅｒｎ印迹、ｎｏｒｔｈｅｒｎ印迹技术测定了ｃｍｅｔｍＲＮＡ

及其表达的定位、定量，发现肿瘤组织细胞内的表达量，明显高

于正常组织细胞［９１０］，尤其在肿瘤侵袭的边缘，其表达更为明

显。Ｎｔｏｕｌｉａ等
［１１］研究发现在上皮细胞中，ＨＧＦ显著增加它本

身及其特异受体ｃｍｅｔ的表达，体外实验表明，ｃｍｅｔ的配体

间质细胞产生的 ＨＧＦ可激ｃｍｅｔ蛋白的激酶活性，而且极微

量的 ＨＧＦ可激活ｃｍｅｔ蛋白酪氨酸激酶。由此可见，ＨＧＦ与

ｃｍｅｔ结合可形成 ＨＧＦｃｍｅｔ自分泌环信号通路。本实验发

现，正常家兔颊黏膜组织基本不表达 ＨＧＦ及ｃｍｅｔ，而随着病

变的进展，鳞状上皮由轻度不典型增生发展到中度不典型增

生，直至重度不典型增生过程中，ＨＧＦ及ｃｍｅｔ蛋白表达阳性

率均逐渐升高，二者呈正相关，同时 ＨＧＦ在间质中的表达随

病变进展，阳性率逐渐增高，染色强度加深，而ｃｍｅｔ在上皮中

的表达亦可见类似情形，本结果与庄小强等［１２］对胃组织的研

究一致，浅表性胃炎中ｃｍｅｔ基因表达率较低，随着从肠上皮

化生不典型增生癌变的演变，阳性表达率逐步升高。本研究

发现在癌前病变组织中 ＨＧＦ与ｃｍｅｔ蛋白表达呈正相关，提

示在癌前病变组织中，间质细胞分泌的细胞因子 ＨＧＦ与上皮

细胞ｃｍｅｔ蛋白的高表达密切相关，促进了细胞的增殖及异型

改变，ＨＧＦ、ｃｍｅｔ蛋白通路在肿瘤的早期阶段即对上皮细胞

的恶变起到了促进作用，而开发阻断 ＨＧＦ配体、ｃｍｅｔ受体的

药物为预防及治疗口腔癌、食管癌等鳞状上皮细胞癌变提供了

一新的思路。
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