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"摘要#

!

目的
!

探讨中脑腹侧被盖区"

_;4

$多巴胺神经元在全身麻醉诱导和苏醒中的作用%方法
!

成年健康雄性
<=

大鼠

0%

只!分为毁损组 "

$\1%

$和对照组"

$\1%

$!毁损组在双侧
_;4

给予特异性多巴胺神经元毁损药
).

羟多巴胺"

).V>=4

$减少多

巴胺神经元!对照组在双侧中脑腹侧被盖区给予等量生理盐水%待手术后两周!观察在全身麻醉下!大鼠翻正反射消失时间

"

:VCC

$和恢复时间"

CVCC

$%结果
!

与对照组相比!在丙泊酚麻醉下可显著缩短大鼠
:VCC

"

!

%

%&%2

$!且明显延长大鼠

CVCC

"

!

%

%&%2

$%在异氟醚麻醉下毁损组与对照组相比!大鼠
:VCC

!差异无统计学意义"

!

$

%&%2

$!但大鼠
CVCC

延长"

!

%

%&

%2

$%结论
!
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多巴胺神经元在不同的全身麻醉药的诱导和苏醒发挥着有不同作用%

"关键词#

!

丙泊酚麻醉'异氟醚麻醉'中脑腹侧被盖区'多巴胺神经元'翻正发射
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全身麻醉目前已经普遍应用于临床#丙泊酚是近年临床上

应用最为广泛的静脉麻醉药#具有诱导快#作用时间短#代谢

快#以及脑保护作用等优点)异氟醚则是最常用的吸入麻醉

药#有肌肉松弛作用#几乎以原型排除)但有报道苏醒延迟在

全身麻醉中常有发生#全身麻醉下延迟苏醒与年龄&

$

'

*体质

量&

1

'等相关#并且会引起一系列的术后并发症&

'.0

'

)中脑腹侧

被盖区$

_;4

%是脑内主要的多巴胺能神经核团#也是涉及睡

眠和觉醒的重要核团之一&

2.-

'

)然而其是否参与全身麻醉过程

少见报道)因此#本实验拟通过毁损
_;4

多巴胺神经元#观

察其对全身麻醉作用的影响#探讨
_;4

多巴胺神经元在全身

麻醉中诱导和苏醒的作用#有助于临床麻醉促清醒药物的研

发#减少麻醉的并发症)
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材料与方法
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!

实验动物
!

<A?

级成年雄性
<=

大鼠
0%

只#

12%

#

'%%

N

#

购买于第三军医大学实验动物中心#动物许可证号!

<3bW

$渝%

1%%-.%%%2

)在
<A?

级动物中心常规饲养
$

周后分为毁损

组和对照组#

106

人工光照#自由饮水进食)

@&A

!

实验药物
!

$X

丙泊酚$阿斯利康公司#国药准字

>1%%'%01-

%*

).

羟多巴胺$

).=>=4

#

<#

N

KH

#

>0'/$

%*一抗!兔

来源酪氨酸羟化酶 $

49DHK

#

H9)1$$

%*二抗!

3B'

驴抗兔
S

N

@

$

T#":I

N

I,!

#

T$-$210

%*

=4T

显色液!

>CA

"

=4T

$

4T3

%免疫

组织化学试剂盒 $

49DHK

#

H9)01)0

%)

@&B

!

方法

@&B&@

!

动物模型建立
!

$%X

戊巴比妥
02K

N

"

Q

N

腹腔注射麻

醉后#大鼠固定于脑立体定位仪#切开头皮暴露颅骨#根据大鼠

脑立体定位图谱$

aHE+",H,!AHP#,"+

%定位
_;4

#前后!

k2&2

KK

#内外!

[%&)KK

#腹背!

U-&/KK

#并行颅骨钻孔术#暴露

硬脑膜并轻轻拨开#将套管针缓慢放置到两侧核团内#微量注

射泵$

Ca=1%1

#深圳瑞沃德公司%分别给实验组
$

%

:

的
).

V>=4

$

2

%

N

"

%

:

%#对照组生理盐水
$

%

:

)注射完毕后停留

$%K#,

#待药物完全扩散并防止药物溢出#再拔出注射内管#缝

皮#术毕连续
'!

肌内注射青霉素
1%`

预防感染)待术后恢

复
$0!

开始实验)所以模型试验结束后均需进行组织学

定位)

%1'1

重庆医学
1%$-

年
)

月第
0)

卷第
$-

期

"

基金项目$国家自然科学基金资助项目$

/$2)%1'-

%)

!

作者简介!刘程曦$

$((%U

%#硕士#住院医师#主要从事基础麻醉学研究)
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!

实验流程
!

$

$

%丙泊酚麻醉前准备!将大鼠置于诱导盒

中#异氟醚麻醉#暴露尾静脉#静脉留置针置入大鼠尾静脉#固

定尾静脉针后#用延长管连接装有丙泊酚的注射器#置于
;3S

靶控麻醉泵$

ai<.2%?)

#史密斯公司%)待大鼠恢复
'%K#,

后

进行丙泊酚麻醉)$

1

%诱导麻醉!丙泊酚麻醉#以
)K:

.

Q

N

U$

.

6

U$的诱导剂量持续泵注丙泊酚#从给药开始记录时间#至大

鼠翻正反射消失#为大鼠翻正反射消失时间$

:VCC

%)异氟醚

麻醉!将大鼠放入诱导盒
$&2X

的异氟醚持续通气#气体监护

仪持续测异氟醚浓度维持在
$&2X

#记录大鼠的
:VCC

)$

'

%

麻醉苏醒#丙泊酚!大鼠翻正反射消失后再继续泵注
1%K#,

#从

停药瞬间记录时间#直至大鼠翻正反射恢复#为大鼠翻正反射

恢复时间$

CVCC

%)异氟醚!大鼠翻正反射消失#继续维持
'%

K#,

#从停药瞬间记录时间#记录大鼠
CVCC

)对照组与毁损

组方法均为以上步骤)

翻正反射消失!为将药物注射完毕后#将大鼠置于屈膝仰

卧位#大鼠在
'%+

内不能从仰卧位变为俯卧位)翻正反射恢

复的定义为老鼠置于俯卧位时#

2+

内能够恢复四脚着地)翻

正反射恢复!大鼠在俯卧位时#

2+

内能够恢复正常的体位#即

四脚同时着地)

@&B&B

!

免疫荧光及免疫组织化学验证
!

行为学实验完成后均

要进行组织学验证#确定导管插入位置#定位错误#均予以剔

除)$

$

%

$%X

戊巴比妥钠腹腔深麻醉#剑突下取适当的切口#充

分暴露大鼠心脏#

0X

的多聚甲醛灌流#固定脑组织#灌流结束

后断头#咬除颅骨#充分暴露大鼠的脑组织并将其取出)$

1

%免

疫荧光法!冰冻切片
.

血清封闭
$6.

多巴胺神经元特异性一抗

孵育过夜
.

荧光二抗
3B'

孵育
16.

封片
.

荧光显微镜观察)按

照大鼠脑定位图谱切片#观察毁损组与对照组荧光强度及定位

是否在
_;4

区)$

'

%免疫组织化学!冰冻切片
.'X

双氧水封闭

'%K#,.

血清封闭
$6.

一抗孵育过夜
.

二抗孵育
1%K#,.=4T

显

色
.

乙醇脱水
.

封片
.

显微镜下观察)$

0

%荧光显微镜$

Tb2$a$.

SC-

显微镜#日本
V8

7

K

M

G+

公司 %下鉴定多巴胺神经元及定

位)$

2

%免疫组织化学毁损率计算!注射内管位置正确的大脑#

连续切片#每
2

张选取
$

张#每只大鼠选取
$%

张片子#并进行

免疫组织化学#观察左右两侧
_;4

多巴胺神经元并使用
SAA

软件进行细胞计数)

@&C

!

统计学处理
!

统计学分析采用
<A<<1%&%

软件#计量资

料以
N[(

表示#组间比较采用独立样本
7

检验#以
!

%

%&%2

为

差异有统计学意义)

A

!

结
!!

果

A&@

!

免疫免疫荧光定位及免疫组化定量
!

免疫荧光鉴定多巴

胺神经元及给药位置定位)与注入生理盐水组对比#毁损组注

入
).V>=4

双侧
_;4

多巴胺神经元数量显著降低#毁损率达

)(X

)见图
$

)

A&A

!

大鼠
:VCC

和
CVCC

!

在丙泊酚麻醉下#毁损组与对照

组的
:VCC

相比#毁损组大鼠
:VCC

明显缩短#差异有统计学

意义$

!

%

%&%2

%(与对照组的
CVCC

为相比#毁损组大鼠

CVCC

显著延长$

!

%

%&%2

%#见表
$

(在异氟醚麻醉下#毁损组

:VCC

与对照组的
:VCC

#差异有统计学意义$

!

%

%&%2

%(与

对照组的
CVCC

为相比#毁损组大鼠
CVCC

明显增加$

!

%

%&%2

%#见表
1

)

!!

4

!

_;4

免疫荧光染色(

T

!毁损组和对照组
_;4

免疫荧光
0%

倍

放大图(

3

!

_;4

免疫组织化学)

图
$

!!

免疫荧光及免疫组化结果图

表
$

!!

丙泊酚麻醉下
:VCC

和
CVCC

结果比较%

N[(

&

K#,

'

组别
$ :VCC CVCC

对照组
1% 1%&)-[1&-$ $$&)/['&%1

毁损组
1% $2&$0[$&%/

"

$2&(0[$&()

"

!!

"

!

!

%

%&%2

#与对照组相比)

表
1

!!

异氟醚麻醉下
:VCC

和
CVCC

结果比较%

N[(

&

+

'

组别
$ :VCC CVCC

对照组
1% $02&1%['$&%$ $/2&2%[1'&)$

毁损组
1% $(0&$%[0(&2- 100&0%[0)&(%

"

!!

"

!

!

%

%&%2

#与对照组相比)

B

!

讨
!!

论

_;4

在行为*动机*奖赏*药物的成瘾及觉醒等发挥着重

要的作用&

/.$$

'

)但早年有报道发现#

_;4

的多巴胺神经元在

麻醉过程中放电频率没有改变&

$1

'

)然而近年有研究报道#多

巴胺通路参与调节果蝇睡眠
.

觉醒过程&

$'

'

)本研究中#多巴胺

受体的激动剂能使大鼠在异氟醚麻醉中苏醒时间显著缩

短&

1

#

$0

'

)且
<"8E

等&

$2

'在异氟醚麻醉下给予
_;4

电刺激#有促

觉醒作用)但对于
_;4

多巴胺神经元在全身麻醉中的作用

目前研究仍较少)

本研究运用脑区微注射技术#特异性毁损
_;4

多巴胺神

经元#观察
_;4

多巴胺神经元对丙泊酚全身麻醉的影响)结

果提示
_;4

多巴胺神经元减少后#丙泊酚麻醉诱导时间显著

缩短#并且大鼠苏醒时间明显延长)这一结果说明
_;4

的多

$1'1

重庆医学
1%$-

年
)

月第
0)

卷第
$-

期



巴胺神经元在丙泊酚麻醉中有促进觉醒及拮抗睡眠的作用)

近期研究结果提示丙泊酚可能借助于睡眠
.

觉醒通路产生麻醉

状态&

$)

'

)而
_;4

的多巴胺神经元对脑内睡眠
.

觉醒通路的关

键核团如!中缝背核*蓝斑核*脑桥脚区*丘脑等均有相互投射#

这些联系也提示
_;4

的多巴胺能神经元与睡眠
.

觉醒有着密

切的关系&

1

#

$-

'

)本实验结果显示大鼠的
CVCC

明显延长#本

研究分析其中的机制可能是由于
_;4

的多巴胺神经元减少#

以
_;4

为核心的多巴胺觉醒通路的兴奋性降低及其对投射

至促觉醒核团如蓝斑核*基底前脑区域释放的多巴胺减少#

_;4

对大鼠觉醒作用减弱#故在丙泊酚麻醉下大鼠
CVCC

明

显延长)

本实验通过毁损
_;4

的多巴胺神经元#在丙泊酚
)

K:

.

Q

N

U$

.

6

U$

$参考本实验室前期实验%麻醉下不仅延长大

鼠苏醒时间并且减少大鼠诱导时间)

Y#I6

等&

(

'研究认为

_;4

内的
'%X

的
)

.

氨基丁酸$

@4T4

%能神经元与多巴胺能神

经元活动存在平衡状态#特异性抑制
_;4

的
@4T4

神经元#

使多巴胺神经元占主导地位#可促进大鼠的机体活动)而在

_;4

微注射
@4T4

受体激动剂兴奋
@4T4

神经元#能明显增

强全身麻醉的作用&

$/

'

)本实验中#毁损
_;4

多巴胺神经元

后#平衡状态被打破#

@4T4

能神经活动占主导作用#对大鼠

觉醒通路的抑制增强#因而更易进入睡眠状态)

在
$&2X

异氟醚&

$2

'麻醉中损毁
_;4

的多巴胺神经元仅

延长大鼠的
CVCC

#对
:VCC

无明显影响)近期研究均表明#

兴奋
_;4

在异氟醚麻醉中有促苏醒的作用#但不改变麻醉诱

导时间&

1

#

$0.$2

'

)丙泊酚与异氟醚是不同类型的麻醉药物#丙泊

酚是主要受体为
@4T44

受体#甘氨酸受体等发挥作用#而异

氟醚则是通过
W

k通道和
@4T44

受体产生麻醉效应#其作用

的机制有异同#也可能是本实验产生不同结果的原因)

综上所述#

_;4

的多巴胺能神经元在麻醉的苏醒和诱导

过程中具有重要的作用#但限于全身麻醉机制的作用位点的多

样性及大脑中枢的复杂性#

_;4

及其相关通路在全身麻醉中

的具体作用还有待更深入的研究)
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