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摘要

目的：研究正中神经电刺激（median nerve electrical stimulation，MNES）对脑外伤昏迷大鼠前额叶皮质γ-氨基丁酸

（γ-aminobutyric acid b receptor，GABA）b受体表达的影响及促醒可能机制。

方法：将SD大鼠分为空白对照组、假刺激组、MNES组、GABA b受体激动剂巴氯芬组，应用MNES治疗脑外伤后昏

迷大鼠，观察其行为学变化，实验完成后6h、12h、24h每组每个时间点各处死10只大鼠，用蛋白质印迹技术检测前额

叶皮质GABA b受体的表达。

结果：大鼠经“自由落体撞击法”造模后出现与临床昏迷状态相似的行为学变化，经MNES后表现出短暂的行为觉

醒反应。空白对照组意识状态全部为Ⅰ级，假刺激组平均为（5.33±0.758）级，刺激组平均为（3.80±1.064）级，巴氯芬

组平均为（4.63±0.964）级，4组的意识状态分级呈“空＜刺＜巴＜假”递增趋势，组间两两比较差异有显著性意义

（P＜0.05）。Western blot结果显示同一组 3个时间点的前额叶皮质GABA b受体表达呈“6h＜12h＜24h”趋势，空

白对照组及刺激组3个时间点间差异无显著性意义（P＞0.05），假刺激组及巴氯芬组3个时间点间差异有显著性意

义（P＜0.05）。而同一时间点4组的GABA b受体表达呈“刺＜空＜巴＜假”递增趋势，6h、12h、24h空白对照组与刺

激组比较差异无显著性意义（P＞0.05），其余同一时间点4组间两两比较差异有显著性意义（P＜0.05）。

结论：正中神经电刺激后大鼠出现短暂的兴奋性反应，意识状态等级提高，正中神经电刺激是治疗脑外伤后昏迷的

有效治疗方法，其机制可能与降低前额叶抑制性递质GABA b受体表达有关。
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Abstract
Objective: To investigate the changes of γ- aminobutyric acid b receptor (GABA bR) expression in prefrontal

cortex of coma rats models after traumatic brain injury with median nerve electrical stimulation (MNES), and

to explore the effects and possible mechanisms of MNES in coma and wake.

Method: SD rats were divided into 4 groups: control group, sham- stimulation group, MNES group and ba-

clofen group. MNES was applied to traumatic brain injury coma rats. Then, behaviors of rats were observed

and the prefrontal cortices of each group were extracted at 6h, 12h, 24h after the experiment. Western-blot tech-

niques were used to detect the expressions of GABA bR.

Result: Rats' "free-fall drop model" appeared behavioral changes similar to clinical coma, while after MNES,

the comatose rats showed a transient behavioral arousal. The states of consciousness in control group all were
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脑外伤后昏迷促醒一直是神经康复医学研究领

域中的热点和难点，既往常规治疗效果不明显。正

中神经电刺激（median nerve electrical stimula-

tion, MNES）对脑外伤昏迷患者有一定的效果[1—3]，

其机制与影响神经递质的分泌有关[4—5]，而γ-氨基丁

酸（γ-aminobutyric acid, GABA）是中枢神经系统内

最主要的一种抑制性神经递质，研究表明内源性

GABA可以作用于GABA b受体参与觉醒及异相睡

眠的调节[6—7]，由此我们推测，MNES促醒作用机制

与GABA b受体可能存在着某种密切的联系，但目

前却未见关于 MNES 昏迷促醒后 GABA b 受体水

平变化的相关报道。本研究通过 MNES 治疗脑外

伤后昏迷大鼠，观察其行为学变化并检测GABA b

受体水平的变化，从而探讨MNES昏迷促醒作用及

其可能机制。

1 材料与方法

1.1 实验场所及材料

所有模型制作均在南昌大学第一附属医院康复

医学科实验动物中心完成，Western-blot实验在南昌

大学药理实验室完成。抗GABA b抗体（ab131417）

由香港Abcam有限公司提供，抗β-actin单克隆抗体

（CW0096）、山羊抗大鼠 IgG、山羊抗兔 IgG、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，GABA b 受体激动剂巴氯芬（ba-

clofen）B5399-500MG 由 SIGMA 公司提供，ZS-BS

数显脑立体定位仪由北京众实迪创科技发展有限公

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 实验动物及分组

选用成年SPF级健康SD大鼠，雌雄兼用，体重

250—300g，动物房温度控制在 23℃左右，自然光照

下常规饲养，动物自由饮食、饮水，南昌大学动物实

验科学部授权使用，实验过程中对动物的饲养及取

材均遵守实验动物管理条例的规定。将120只大鼠

纳入实验，采用随机数字表法平均分为4组：①空白

对照组：无任何处理的健康大鼠；②假刺激组：脑外

伤后昏迷大鼠；③刺激组：脑外伤后昏迷大鼠给予

MNES；④GABA b受体激动剂巴氯芬组：脑外伤后

昏迷大鼠经侧脑室注射给予巴氯芬后行MNES。

1.3 脑外伤昏迷动物模型的建立

本实验采用经典“自由落体撞击法”来构建动物

模型[8]，乙醚吸入麻醉，将麻醉的大鼠俯卧于一块海

绵垫上，头顶部备皮消毒，切开头顶部皮肤，钝性剥

离骨膜，暴露顶骨，颅顶表面冠状缝与人字缝间用

502胶固定一铁制圆盘（直径 10mm，厚 0.5mm），其

底呈弯弧状，与颅顶相吻合。待 SD 大鼠恢复刺痛

class I, in sham-stimulation group were class (5.33±0.758), stimulation group were class(3.80±1.064), baclofen

group were class (4.63±0.964). The consciousness grade for four groups was "control＜stimulation＜baclofen＜

sham- stimulation", there were statistical significances among the four groups (P＜0.05). Western- blot results

showed that the expressions of GABA bR in prefrontal cortex in the same group at the three time points was

“6h＜12h＜24h”, there was no statistical significance at the three time points in control group and stimulation

group (P＞0.05), while there were statistical significances at the three time points in sham- stimulation group

and baclofen group (P＜0.05). In each time point the expressions of GABA bR in prefrontal cortex was

“NMES＜control＜Baclofen＜sham-stimulation”, there was no statistical significance between control group and

NMES group (P＞0.05), while at the same time point there were statistical significances among the compari-

sons of each 2 groups (P＜0.05).

Conclusion: The comatose rats showed a transient behavioral arousal and the class of consciousness states in-

creased after MNES. The expression of GABA bR in prefrontal cortex of traumatic brain injury coma rats af-

ter MNES was down-regulated, which certified the arousal effect of MNES.

Author's address Department of Rehabilitation Medicine, The First Affiliated Hospital of Nanchang Universi-

ty, Jiangxi, 330006

Key word γ-aminobutyric acid b receptor; baclofen; median nerve electrical stimulation; traumatic brain inju-

ry; coma; arousal

10



www.rehabi.com.cn

2016年，第31卷，第1期

反射，将直径为10mm的400g圆柱形撞击锤从40—

44cm高度，沿垂直金属杆自由下落，撞击固定于颅

骨上的铁质圆盘，致颅脑损伤，撞击后立即移开海绵

垫以避免二次撞击，记录打击时间。0.5h后应用双

盲法根据大鼠的感觉、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[9]。本实验为随机对照实验、刺激组及

巴氯芬组在实验完成后0.5h应用双盲法再次评定大

鼠意识状态。

1.4 侧脑室注射GABA b受体激动剂巴氯芬

10%水合氯醛（0.3ml/100g）腹腔麻醉大鼠，使动

物呈俯卧姿势，将大鼠头部固定于脑立体定位仪上，

头顶皮肤剃毛，消毒，在头部正中做一长约 0.5—

1cm切口，剥离颅骨上附着的骨膜及肌肉，以棉球蘸

少量生理盐水涂擦颅骨表面血迹，清楚暴露前囟点，

并用墨水标记。以前囟点为 0点寻找进针点，按照

Paxinox & Watson 大鼠脑图谱，侧脑室坐标为：前

囟后 1.0mm，中线旁开 1.5mm，颅骨表面下 4.5mm，

墨水标记。用牙科钻将标记点钻开至硬脑膜，用针

尖刺破硬脑膜，消毒棉签止血，干燥术野。将微量注

射器垂直插入约 4.5mm，1min 内缓慢注射 5μl 巴氯

芬（100mg/100ml，溶于蒸馏水），留针 1min后拔出，

缝合伤口。

1.5 MNES方法及参数设置

在大鼠右前肢内侧正中距腕关节5mm及15mm

处插入 2根毫针，齿状接头夹住毫针，接通刺激器。

刺激参数：频率 30Hz，脉宽 0.5ms，电流 1.0mA。刺

激总时间为 15min[10]。实验完毕，返回笼中。假刺

激组则按刺激组同样操作，但不给予刺激。

1.6 组织蛋白提取及检测

实验完成后的6h、12h、24h，每组每个时间点均

处死 10 只，取大鼠前额叶皮质组织，应用 Western-

blot法测定4组GABA b受体表达。

1.7 统计学分析

不同组别意识状态分级、不同组别和时间点的

GABA b受体表达以均值±标准差表示，采用SPSS

17.0统计软件进行方差齐性检验、单因素方差分析。

2 结果

2.1 意识状态观察

空白对照组、假刺激组、刺激组、巴氯芬组大鼠

在实验完成后0.5h应用双盲法进行行为学评估，整

个实验过程中共11只大鼠死亡，从资料中剔除。空

白对照组30只大鼠中在笼内活动如常，意识状态全

部为Ⅰ级。假刺激组大鼠造模后出现短暂的呼吸暂

停（约5—10s）、眼球突出、胡须震颤，部分老鼠伴有

四肢抽搐、尿失禁，随即安静进入昏迷状态。假刺激

组30只大鼠中Ⅳ级5只，Ⅴ级10只，Ⅵ级15只，平均

为（5.33±0.758）级。刺激组及巴氯芬组大鼠在行

MNS 后出现呼吸加速、睁眼、右前肢抽动、四肢回

缩、滚动等相似的清醒反应，刺激组 30只大鼠中Ⅲ
级 17 只，Ⅳ级 5 只，Ⅴ级 5 只，Ⅵ级 3 只，平均为

（3.80±1.064）级。巴氯芬组 30 只大鼠中Ⅲ级 4 只，

Ⅳ级9只，Ⅴ级11只，Ⅵ级6只，平均为（4.63±0.964）

级。4组的意识状态分级呈“空＜刺＜巴＜假”递增

趋势，组间两两比较差异有显著性意义（P＜0.05）。

2.2 Western-blot测定

同一组内 3 个时间点的 GABA b 受体表达为

“6h＜12h＜24h”，空白对照组及刺激组 3 个时间点

间差异无显著性意义（P＞0.05），假刺激组及巴氯芬

组 3 个时间点间差异有显著性意义（P＜0.05）。而

同一时间点 4组的GABA b受体表达呈“刺＜空＜

巴＜假”递增趋势，6h、12h、24h空白对照组与刺激

组比较差异无显著性意义（P＞0.05），其余同一时间

点 4 组间两两比较差异有显著性意义（P＜0.05）。

见表1。

3 讨论

昏迷是指各种原因导致的高级神经中枢结构与

功能活动受损所引起的严重意识障碍。目前认为其

表1 前额叶皮质GABA b受体表达的组内及组间比较(x±s)

时间点

6h
12h
24h

注：每个时间点每组例数为10。①组间比较P＜0.05

空白对照组

0.434±0.133
0.485±0.211
0.574±0.246

假刺激组

1.247±0.280①

1.800±0.119①

2.517±0.274①

刺激组

0.396±0.081
0.459±0.150
0.548±0.189

巴氯芬组

0.726±0.217①

1.188±0.327①

1.842±0.249①
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发病机制主要包括：①脑干上行网状激活系统受损；

②神经递质的改变。临床研究表明脑外伤昏迷患者

脑脊液中促进睡眠的神经递质分泌增加，主要是

GABA的升高[11]。目前对于昏迷状态的促醒治疗无

疑是当今医学领域中一项具有挑战性的难题。周围

神经电刺激疗法操作比较简单，不会给患者造成创

伤，无并发症且费用低廉，在临床中应用较为广泛。

MNES作为周围神经电刺激的一种，近年来国内外

越来越多的研究报道了其治疗脑外伤昏迷患者的有

效性[12—14]，其可能的机制主要有以下几点：①增加脑

血流量；②增强脑电活动；③直接兴奋大脑皮质及脑

干网状结构；④影响神经递质的分泌[2,4—5]。而 GA-

BA 是大脑中主要的抑制性神经递质，其广泛存在

于大脑各区，神经生理学研究表明脑中不同部位的

GABA神经元共同起到了促进睡眠的作用[6]。GA-

BA 有两种类型的受体：一种是离子通道型受体，

GABA a受体和GABA c受体，这两者都是氯离子

通道受体；另外一种是代谢型受体，GABA b受体，

GABA b受体是G蛋白偶联受体。而GABA b受体

是由两个具有一定同源性的亚基GABA b1（GB1）

和GABA b2（GB2）形成的异源二聚体，原位杂交与

配体结合实验的结果显示GB1和GB2的mRNA广

泛分布于啮齿类和人的中枢神经系统中[15—16]。GA-

BA b受体涉及癫痫、焦虑、抑郁、伤害感、成瘾及睡

眠[17]。嗜睡大鼠新皮质及丘脑中GABA b受体含量

增加[18—19]。GABA b受体的缺失推迟了睡眠时间，

减少了非快速动眼睡眠中delta和 theta波的活动，增

加觉醒时 theta 波的活动 [20]。而 GABA b 受体激动

剂巴氯芬可以通过激活GABA b受体使K+通道开

放，使含有 GABA b 受体的激活系统神经元（例如

蓝斑的去甲肾上腺素神经元）超极化从而增强慢波

活动度，促进睡眠，并且降低外周肌肉紧张度[21—22]，

故 MNES 促醒作用机制与 GABA b 受体可能存在

着某种密切的联系。但关于昏迷患者经 MNES 后

GABA b受体水平的变化，目前没有相关报道。

本实验中大鼠经“自由落体撞击法”造模后出现

与临床昏迷状态相似的行为学变化，经MNES后表

现出短暂的行为觉醒反应，空白对照组意识状态全

部为Ⅰ级，假刺激组平均为（5.33±0.758）级，刺激组

平均为（3.80 ± 1.064）级，巴氯芬组平均为（4.63 ±

0.964）级，4组的意识状态分级呈“空＜刺＜巴＜假”

递增趋势，组间两两比较差异有显著性意义（P＜

0.05），表明MNES可以促进大鼠的行为觉醒。本实

验中巴氯芬组与刺激组相比，意识等级更低证实了

巴氯芬的促睡眠作用，与 Orr 等 [23]的研究相符。

MNES对脑外伤昏迷大鼠具有促醒作用与韩震等[24]

研究结果相符，但其研究并未说明正中神经电刺激

后昏迷大鼠神经递质的变化。

本实验中采用Western-blot技术检测脑外伤昏

迷大鼠前额叶皮质中GABA b受体表达，假刺激组

3个时间点的GABA b受体表达为“6h＜12h＜24h”

且差异有显著性意义（P＜0.05），说明脑外伤昏迷

24h 内大鼠前额叶区 GABA b 受体水平呈升高趋

势，水涛等[25]研究显示急性颅脑损伤轻、中、重型组

患者伤后第一天脑脊液中 GABA 取样浓度均高于

对照组，与本实验研究结果趋于一致，抑制性神经递

质的反应性增高有拮抗兴奋性神经递质和保护神经

细胞的作用。刺激组3个时间点的GABA b受体表

达为“6h＜12h＜24h”，表明MNES后GABA b受体

在 24h内的呈升高趋势，但差异无显著性意义（P＞

0.05），说明MNES后GABA b受体随着时间的推移

而增多，因此MNES后GABA b受体在 24h以后的

变化有待进一步研究。同一时间点4组的GABA b

受体表达呈“刺＜空＜巴＜假”递增趋势，3个时间

点空白对照组与刺激组比较差异无显著性意义

（P＞0.05），其余同一时间点4组间两两比较差异有

显著性意义（P＜0.05），表明MNES后GABA b受体

表达低于假刺激组，且巴氯芬作为GABA b受体激

动剂，即使人为激活GABA b受体，经MNES后GA-

BA b受体表达仍然低于假刺激组。因此，我们可以

得出的初步结论是，MNES可降低脑外伤昏迷大鼠

前额叶皮质GABA b受体水平。

综上所述，本研究结果显示，MNES后大鼠出现

短暂的兴奋性反应，意识状态等级提高，MNES可通

过降低脑外伤后昏迷大鼠前额叶 GABA b 受体表

达水平达到促醒作用，初步探讨了MNES的有效性

及MNES昏迷促醒作用可能机制，为MNES治疗脑

外伤后昏迷患者的相关治疗机制提供新的思路。然

而，MNES 后 GABA b 受体在 24h 以后的变化及不

同的刺激参数和治疗周期对脑外伤后昏迷大鼠促醒
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治疗是否存在影响，尚待进一步研究。
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