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摘要

目的：探讨正中神经电刺激（MNES）对脑外伤（TBI）昏迷大鼠的促醒作用及其可能机制。

方法：将SD大鼠分为3组：空白对照组、假刺激组和刺激组。应用MNES治疗脑外伤后昏迷大鼠，观察其行为学变化，并

用免疫组织化学、Western-blot、ELISA技术检测各组大鼠前额叶皮质（PFC）和下丘脑组织的Orexin-A及OX1R含量。

结果：刺激组30只大鼠中21只出现翻正反射，假刺激组30只中7只出现翻正反射；将3组的Orexin-A及OX1R含量

进行两两比较，发现刺激组Orexin-A及受体水平高于其他两组，差异有显著性意义（P＜0.05）。

结论：MNES可作为脑外伤后昏迷的有效促醒手段，其机制可能与PFC及下丘脑部位Orexin-A及OX1R水平上调有关。
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Abstract
Objective：To investigate the wake-promoting action and potential mechanisms of median nerve electrical stimu-

lation(MNES) in traumatic brain injury(TBI)-coma rats.

Method：Ninety rats were divided into three groups： control, sham- stimulated (TBI) and stimulated (TBI +

MNES) group. MNES was applied to rats after TBI- coma models were established. Then, behaviors of rats

were observed and Orexin-A and OX1R in prefrontal cortex(PFC) and hypothalamus area were examined via

immunohistochemistry, Western-blotting and ELISA techniques.

Result：In stimulated group, 21 rats exhibited righting reflex and in TBI group, 7 rats had the same respons-

es. In stimulated group, both in PFC and hypothalamus area, Orexin- A and OX1R levels were higher than

those in other groups (P＜0.05).

Conclusion：MNES might be an effective wake-promoting way for TBI-coma. The mechanism might be due

to upregulating the excitatory hypothalamic neuropeptide Orexin-A and OX1R expression in PFC and hypotha-

lamic area.
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昏迷是脑外伤（traumatic brain injury, TBI）引

起的严重并发症之一[1]，昏迷促醒的首要任务是改善

患者功能、减少致残率和提高生存质量。近十余年来

电刺激作为一种物理疗法已应用于临床促醒治疗[2]，

常用的电刺激方法有：深部脑刺激（deep brain stim-

ulation, DBS）、颈部脊髓硬膜外刺激（cervical spi-

nal cord stimulation, cSCS）、迷走神经电刺激（va-

gus nerve electrical stimulation, VNES）、正中神经

电 刺 激 （median nerve electrical stimulation,

MNES）[3—5]。本研究旨在探讨MNES对TBI昏迷大

鼠的促醒作用及其可能机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物及材料

成年SD大鼠 90只（体重 250—300g），普通级，

适应性饲养 1 周后开始实验。抗 OX1R 抗体

（ab68718）由香港Abcam有限公司提供，抗β-actin单

克 隆 抗 体（CW0096）、组 织 蛋 白 抽 提 试 剂 盒

（CWB10）由北京康为世纪生物科技有限公司提供，

Orexin-A检测试剂盒（cE90607a 96 T）由武汉优尔

生科技股份有限公司提供。电刺激仪、低温高速离

心机、电泳系统、转移系统、切片机分别使用 ES-

420、5804-R、Mini-PROTEAN 3、Mini Trans-Blot、

RM2015。

1.2 动物模型及分组

本实验采用经典“自由落体撞击法”[6]来构建动

物模型，乙醚吸入麻醉，麻醉起效后，暴露顶部，于左

侧中线旁2mm、冠状缝前1mm用注射器针头在颅骨

表面十字标记打击点。400g圆柱形撞击锤从 40—

44cm高度，沿垂直金属杆自由下落，撞击左侧颅骨

表面打击点上的薄铝垫片，致颅骨凹陷性骨折，缝合

头皮，消毒后放回笼内。1h后根据大鼠的感觉、运

动功能，将大鼠意识状态分 6级：Ⅰ级：在笼内活动

如常；Ⅱ级：在笼内活动减少；Ⅲ级：在笼内活动减少

并运动失调；Ⅳ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；Ⅴ级：翻正反射消失但

对疼痛刺激有肢体回缩反应；Ⅵ级：对任何刺激无反

应；其中Ⅴ级、Ⅵ级被认为是昏迷状态[7]。如造模过

程中大鼠死亡，再次挑选新的健康大鼠补充。造模

1h后采用双盲法完成行为学评定。将 90只符合标

准的大鼠纳入实验，随机分为 3 组：空白对照组 30

只：不做任何处理；假刺激组30只：脑外伤后昏迷大

鼠；刺激组30只：脑外伤后昏迷大鼠给予MNES。

1.3 正中神经电刺激方法

刺激组大鼠在昏迷造模成功后给予 MNES。

MNES方法及参数设置[8]：在大鼠内侧正中距腕关节

5mm处插入 1根毫针外接刺激器；频率 30Hz，脉宽

0.5ms，电流1.0mA，刺激总时间为15min。刺激结束

后1h，再次评估动物状态，实验完毕，返回笼中。假

刺激组则按刺激组同样操作，但无电流输出。

1.4 组织蛋白提取及检测

实验完成后的6、12、24h，每组每个时间点均处

死 10 只，取大鼠下丘脑和前额叶皮质（prefrontal

cortex, PFC）组织，用组织蛋白抽提试剂盒提取相

应组织蛋白，冷冻离心处理，取上清液，用BCA法测

定蛋白浓度。应用免疫组织化学技术及 Western-

blot 法测定 OX1R 含量，用 ELISA 法检测 Orexin-A

含量。

1.5 统计学分析

不同组别和时间点的Orexin-A和OX1R含量以

均数±标准差表示，采用SPSS 17.0统计软件作单因

素方差分析、析因分析和 Kruskal-Wallis H 秩和检

验。

2 结果

2.1 行为学变化

治疗后1h再次行为学评估，假刺激组30只大鼠

中7只清醒，23只昏迷，其中：Ⅴ级10只，Ⅵ级13只；

刺激组 30 只大鼠中 21 只大鼠清醒，9 只仍昏迷状

态，其中：Ⅴ级6只，Ⅵ级3只。

2.2 免疫组化检测

OX1R呈环形分布于PFC及下丘脑神经元的胞

浆中（见图1—6）。组间比较PFC和下丘脑3个组的

OX1R含量呈“空白组、假刺激组、刺激组”依次递增

趋势，差异有显著性意义（P＜0.05）；组内比较 PFC

和下丘脑3个时间点的OX1R含量呈“6h、12h、24h”

依次递增趋势，差异有显著性意义（P＜0.05）。

2.3 Western-blotting检测

2.3.1 组间比较：PFC 在 12h、24h 比较，3 组的

OX1R含量均呈“空白组、假刺激组、刺激组”依次递
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图1 空白对照组3个时间点前额叶皮质OX1R免疫反应性的显微照片

6h(a) 24h(c)12h(b)

图2 空白对照组3个时间点下丘脑OX1R免疫反应性的显微照片

6h(A) 24h(C)12h(B)

图3 假刺激组3个时间点前额叶皮质OX1R免疫反应性的显微照片

6h(d) 24h(f)12h(e)

图4 假刺激组3个时间点下丘脑OX1R免疫反应性的显微照片

6h(D) 24h(F)12h(E)

6h(g) 24h(i)12h(h)

图5 刺激组3个时间点前额叶皮质OX1R免疫反应性的显微照片

图6 刺激组3个时间点下丘脑OX1R免疫反应性的显微照片

6h(G) 24h(I)12h(H)
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增趋势，差异有显著性意义（P＜0.05）；而在6h点，3

组 OX1R 含量无显著性差异（P＞0.05）。下丘脑

OX1R 表达趋势：12h：“假刺激组＜空白组＜刺激

组”，24h：“刺激组＜空白组＜假刺激组”，差异均有

显著性意义（P＜0.05），而 6h 点，3 组 OX1R 含量无

显著性差异（P＞0.05）。见表1—2。

2.3.2 组内比较：PFC 在 6h、12h、24h 比较，3 组的

OX1R 含量均呈现“6h＜24h＜12h”趋势，差异有显

著性意义（P＜0.05）；下丘脑空白组 OX1R 含量在

6h、12h、24h无显著性差异（P＞0.05）；假刺激组和刺

激组 OX1R 含量呈现“24h＜6h＜12h”趋势，差异有

显著性意义（P＜0.05）。见表1—2。

2.4 ELISA检测

2.4.1 组间比较：PFC：在6h、12h、24h，3组Orexin-A

含量呈“空白组、假刺激组、刺激组”依次递增趋势，

差异有显著性意义（P＜0.05）。下丘脑：在 12h 和

24h，3组Orexin-A含量呈“空白组、假刺激组、刺激

组”递增趋势，差异有显著性意义（P＜0.05）；而在6h

点，3组Orexin-A水平无显著性差异（P＞0.05）。见

表1—2。

2.4.2 组内比较：PFC：3 组 Orexin- A 含量在 6h、

12h、24h 依次增高，差异均有显著性意义（P＜

0.05）。下丘脑：假刺激组和刺激组Orexin-A含量呈

“6h、12h、24h”递增趋势，且差异有显著性意义（P＜

0.05），而空白组 Orexin-A 含量在 6h、12h、24h 无显

著性差异（P＞0.05）。见表1—2。

2.5 PFC和下丘脑Orexin-A及OX1R总含量

将空白组及刺激组 PFC 和下丘脑的 Orexin-A

及OX1R含量进行比较，发现两个部位Orexin-A及

OX1R总含量均无显著性差异（P＞0.05）。

3 讨论

1996年日本学者Yokotama[9]首次报道应用周围

神经电刺激治疗持续植物状态（persistent vegeta-

tive state, PVS）患者。MNES由于其创伤性小、简

单易行、费用低成为临床上最常用的周围神经电刺

激疗法之一[10]，但其机制尚不清楚。Cooper等[11]认

为MNES促醒作用的可能机制为：①增加双侧脑血

流量，改善脑缺血半影区的血液供应，减少坏死神经

数目，促进神经元的修复与再生；②增强脑电活动，

改善神经电生理，外周电刺激的传入使脑干网状系

统和大脑皮质保持兴奋状态；③直接兴奋脑干网状

结构和大脑皮质；④影响神经递质的分泌。而Orex-

ins 是一种兴奋性下丘脑神经肽，包括 Orexin-A 和

Orexin-B[12]，由下丘脑尾部的神经元合成，发出纤维

投射到蓝斑核及其他调节睡眠—觉醒的相关神经元核

团，从而发挥促醒作用；Orexin神经元接受来自边缘系

统的信号输入并且能够增强该区的促醒信号[13—14]。由

此我们提出假设，MNES治疗TBI后昏迷大鼠促醒

作用可能与影响Orexin-A水平的变化有关。

文献表明下丘脑和 PFC 在调控睡眠—觉醒方

面都起着重要作用。Orexins由下丘脑合成、分泌，

是调节睡眠—觉醒周期的重要神经递质，Orexin受

体（OX1R和OX2R）及其神经纤维末端在整个PFC

表1 PFC区OX1R及Orexin-A含量的
组内及组间比较 (x±s)

检测项目

6h
空白组

假刺激组
刺激组

12h
空白组

假刺激组
刺激组

24h
空白组

假刺激组
刺激组

假刺激组与空白对照组比较：①P＜0.05；刺激组与假刺激组比较：②
P＜0.05；“12h”和/或“24h”与“6h”比较：③P＜0.05；“24h”与“12h”比
较：④P＜0.05

鼠数

30
30
30

30
30
30

30
30
30

Western-blotting(OX1R)

0.720±0.085
0.915±0.107
1.117±0.378

1.368±0.334①③

1.593±0.326①④

2.452±0.382①③

0.786±0.208②③

0.987±0.250②④

1.292±0.268②④

ELISA(Orexin-A)

56.733±4.849
65.900±6.402①

74.533±6.195①②

63.733±4.027③

69.800±4.581①

82.033±7.798①②③

68.667±6.292③

71.900±5.187①③

95.567±6.663②③

表2 下丘脑OX1R及Orexin-A含量的组内及组间比较

检测项目

6h
空白组

假刺激组
刺激组

12h
空白组

假刺激组
刺激组

24h
空白组

假刺激组
刺激组

“12h”和/或“24h”与“6h”比较：①P＜0.05；“24h”与“12h”比较：②P＜
0.05；假刺激组与空白对照组比较：③P＜0.05；刺激组与假刺激组比
较：④P＜0.05

鼠数

30
30
30

30
30
30

30
30
30

Western-blotting(OX1R)

0.467±0.265
0.933±0.151①

0.668±0.117①②

1.283±0.137③

1.021±0.230①

1.531±0.215①③

0.864±0.301③④

1.054±0.104
0.610±0.158①②④

ELISA(Orexin-A)

56.600±4.488
69.942±6.384①

72.214±4.706①

69.142±6.076③

72.128±6.384
80.400±7.718①②③

76.200±12.602③

76.800±10.935
83.771±5.253③
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呈广泛分布，下丘脑Orexin系统可通过直接神经支

配效应来调节 PFC 的活动。而 PFC 参与觉醒、记

忆、注意、情感行为等重要功能，组织学研究结果表

明与其他皮质区域相比，PFC的OX1R有高密度的

表达[15]。Inutsuka等[16]发现嗜睡患者脑脊液中Orex-

in-A浓度极低；Khoo等[17—18]研究表明Orexin-A能够

增加酒精中毒昏迷大鼠PFC神经元放电，从而发挥

控制成瘾和昏迷促醒作用。

本实验中行为学检测发现，刺激组大鼠30只清

醒 21 只，假刺激组仅清醒 7 只，且通过 ELISA 结果

提示刺激组 PFC 和下丘脑 Orexin-A 水平均高于对

照组和假刺激组，差异有显著性意义（P＜0.05），免

疫组化和Western-blot结果表明刺激组的PFC和下

丘脑OX1R表达较对照组和假刺激组增多，差异有

显著性意义（P＜0.05），由此可说明MNES对TBI昏

迷大鼠具有促醒作用，其作用机制可能与PFC和下

丘脑的Orexin-A和OX1R的高表达有关。同时，本

实验中发现，3 组大鼠在 6h 后 PFC 和下丘脑中的

Orexin-A 和 OX1R 均上调，但无显著性差异（P＞

0.05），而在 12h、24h两个时间点刺激组较对照组和

假刺激组明显增加，且有显著性差异（P＜0.05），考

虑可能与 Orexin 神经元的自身节律性及脑损伤后

应激性反应有关，说明 MNES 与 TBI 后昏迷大鼠

PFC和下丘脑中Orexin-A和OX1R的表达有关。本

实验将PFC和下丘脑的Orexin-A及OX1R总量进行

比较分析，结果表明刺激组两个部位 Orexin-A 及

OX1R 在 6h、12h、24h 及总含量均无显著性差异

（P＞0.05），所以，MNES可通过同步上调下丘脑和

PFC中Orexin-A和OX1R的表达起到促醒作用。

综上所述，本研究发现经MNES治疗后，TBI后

昏迷大鼠PFC和下丘脑Orexin-A和OX1R水平均有

上调；而Orexin-A又是促醒的重要神经递质，故由此

认为，上调TBI后昏迷大鼠PFC和下丘脑Orexin-A

和OX1R水平可能是MNES昏迷促醒的机制之一。

然而，昏迷的促醒机制仍存在很多未知因素，MNES

促醒的其他确切机制以及Orexin-A是否在TBI后昏

迷促醒中起“开关”作用还有待于进一步研究。
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