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·基础研究·

深部脑刺激对脑外伤昏迷大鼠前额叶皮质
γ-氨基丁酸 b受体表达变化的影响*

方龙君1 熊 婧1 江 健1 钟琳阳1 冯 珍1，2

摘要

目的：研究深部脑刺激(DBS)对脑外伤（TBI）昏迷大鼠前额叶皮层 γ-氨基丁酸（GABA）b受体表达变化的影响及促

醒可能机制。

方法：将54只成年标准大鼠随机分为空白组、假刺激组、刺激组，应用DBS治疗TBI昏迷大鼠，观察其行为学变化，

实验完成后12h处死每组大鼠，用蛋白质印迹法（WB）及免疫荧光技术检测前额叶皮质区GABA b受体的表达。

结果：①刺激组18只大鼠中16只大鼠出现翻正反射，假刺激组18只中9只出现翻正反射；②WB检测显示，刺激组

大鼠前额叶皮质区GABA b受体表达水平显著低于假刺激组（P＜0.05）；③免疫荧光检测显示，刺激组大鼠前额叶

皮质区GABA b受体表达水平显著低于假刺激组（P＜0.05）。

结论：DBS可提高TBI昏迷大鼠意识状态，其机制可能与下调前额叶皮质区GABA b受体表达有关。
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Abstract
Objective：To investigate the changes of γ- aminobutyric acid (GABA) b receptor expression in prefrontal cor-

tex of coma rats models after traumatic brain injury（TBI） with deep brain stimulation (DBS)，and to explore

the effects and possible mechanisms of DBS in coma and wake.

Method：Standard rats were divided into 3 groups：control group，sham-stimulation group，stimulation group.

DBS was applied to TBI coma rats. Then， the behaviors were observed and the prefrontal cortices of each

group were extracted at 12h after the experiment. Western Blot(WB) and Immunofluorescence technique were

used to detect the expressions of GABA b receptor.

Result：Sixteen of 18 rats exhibited righting reflex in the stimulation group，and 9 of 18 rats had the same re-

sponses in the sham-stimulation groups.GABA b receptor levels in the stimulated groups were lower than the

sham- stimulation groups in prefrontal cortex under WB(P＜0.05). GABA b receptor levels in the stimulated

groups were lower than the sham-stimulation groups in prefrontal cortex under Immunofluorescence technique

(P＜0.05).

Conclusion：DBS could raise consciousness in TBI induced coma rats，and the potential mechanism may be re-

lated to the decreas of the expression of GABA b receptor in prefrontal cortex.
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脑外伤（traumatic brain injury，TBI）是全球死

亡和致残的主要原因，据流行病学研究报道，全球每

年大约 5000 多万人患有严重的 TBI，其中高达

10%—15%的幸存者因TBI导致长期处于持续植物

状态或最小意识状态，严重影响了患者的预后和转

归[1—2]。深部脑刺激(deep brain stimulation，DBS)是

一种新型的神经调控技术，早期主要应用于帕金森

病、特发性震颤、肌张力障碍等疾病的治疗[3]。近年

来，有学者发现DBS对于TBI昏迷患者的意识状态

水平具有一定的改善作用，但具体作用机制仍不明

确，目前认为主要与激活网状上行激活系统、增加脑

血流灌注、影响神经递质分泌等有关。γ-氨基丁酸

（γ-aminobutyric acid，GABA）作为一种广泛分布于

中枢神经系统内的抑制性神经递质，研究发现其可

通过作用于GABA b受体参与癫痫、焦虑、成瘾、睡

眠等多种生理病理发生过程[4—5]。本课题组前期研

究发现GABA b受体的表达活性与TBI后昏迷的发

生密切相关，降低GABA b受体表达活性可显著改

善TBI后昏迷大鼠意识状态水平，促进觉醒[6—7]。然

而，DBS昏迷促醒作用与GABA b受体表达活性关

联性如何，国内外尚未见相关报道。因此，本实验旨

在探讨DBS昏迷促醒作用与GABA b受体表达变

化的关系，以期为DBS昏迷促醒机制研究提供新的

思路。

1 材料与方法

1.1 仪器及材料

脑立体定位仪（SA102，上海玉研科学仪器有限

公司）、异氟烷呼吸麻醉机（上海玉研科学仪器有限公

司）、生物机能实验系统（BL420S，成都泰盟软件有限

公司）、平头微量进样器（10μl宁波镇海三爱仪器厂）、

牙科钻（上海美耐特实业有限公司）、自制自由落体撞

击器、抗GABA b抗体(香港Abcam有限公司)。

1.2 实验动物及分组

选用成年健康清洁级Wistar种系大鼠54只，体

重250—300g，雌雄不限，由南昌大学动物科学部提

供。大鼠在标准环境下饲养，室温控制在20—25℃

左右，24h昼夜循环光照，自由进食饮水。

大鼠编号 001—054，采用随机数字表法平均分

为空白组、假刺激组及刺激组3组，每组各18只。空

白组：正常大鼠；假刺激组：昏迷大鼠安置双极铂铱

合金电极至两侧丘脑后，不给予电刺激；刺激组：昏

迷大鼠安置双极铂铱合金电极至两侧丘脑后，给予

电刺激。若实验过程中大鼠出现死亡，则从资料中

剔除后并补充相应数量大鼠继续实验。

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。

1.3 TBI昏迷大鼠模型建立

本实验应用“自由落体撞击法”构建TBI昏迷大

鼠模型[8]。采用2%异氟醚面罩吸入麻醉大鼠，待大

鼠出现四肢松弛性瘫痪但呼吸平顺时，将大鼠置于

立体定位架上，额顶部备皮消毒，切开并钝性剥离头

皮及骨膜，暴露颅骨，并在冠状缝与人字缝间固定一

大小适宜的薄铝垫片，待大鼠恢复刺痛反射后，根据

体重不同，将 400g 的圆柱形撞击锤从 38—44cm 高

度，沿垂直金属杆自由下落，撞击固定于顶骨上的薄

铝垫片，致颅脑损伤，缝合头皮，消毒后放回笼内，给

予保暖措施。

1.4 行为学评估

造模完成后1h，根据大鼠的感觉、运动功能，将

大鼠意识状态分 6级[9]，Ⅰ级：笼内活动如常；Ⅱ级：

笼内活动减少；Ⅲ级：笼内活动减少且运动失调；Ⅳ
级：翻正反射存在，但不能站立；Ⅴ级：翻正反射消

失，但后爪对疼痛刺激有反应；Ⅵ级：对任何刺激均

无反应；若大鼠意识状态处于Ⅴ、Ⅵ级即为造模成

功。本实验完成后0.5h需再次应用双盲法评估空白

组、假刺激组及刺激组大鼠意识状态水平。

1.5 DBS方法及参数设置

大鼠麻醉后，剥离骨膜，利用三维立体定向仪将

同轴双极铂铱合金电极置入双侧丘脑区(距前囟点

后：−2.80mm，外：±1.40mm，深：−5.20mm)[10]。刺激

参数[11]：频率：200Hz；脉宽：0.1ms；电压：2—4V。刺

激组左右两侧交替各刺激 5min，持续 1h。实验完

毕，返回笼中。假刺激组按刺激组同样操作，但不给

予电刺激。

1.6 组织蛋白提取及检测

在实验完成后 12h，3组大鼠分别处死，并提取

前额叶皮质区脑组织切片，采用免疫荧光技术及蛋

白质印迹法（Western Blot，WB）测定 3组大鼠前额

叶皮质区GABA b受体的表达情况。
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1.7 统计学分析

实验结束后0.5h各组大鼠之间意识状态水平的

比较采用秩和检验，不同组别的GABA b受体表达

水平以均数±标准差表示，使用SPSS19.0进行统计

分析，不同组别间的WB及免疫荧光数据行方差齐

性检验，若方差齐性，则进行单因素方差分析，若方

差不齐，则进行 Krusakl-Wallis H 检验。P<0.05 时

认为差异具有显著性意义。

2 结果

2.1 行为学变化

实验结束后 0.5h对 3组大鼠进行行为学评估，

空白对照组18只大鼠在笼内活动如常，意识状态均

为Ⅰ级；假刺激组 18只大鼠中Ⅲ级 9只，Ⅴ级 3只，

Ⅵ级6只；刺激组18只大鼠中Ⅲ级10只，Ⅳ级6只，

Ⅴ级 2只。3组大鼠意识状态等级依次呈“空白组<

刺激组<假刺激组”，且组间比较差异具有显著性意

义（P<0.05），见表1。

2.2 Western Blot检测结果

3组大鼠前额叶皮质区GABA b受体表达水平

“空白组<刺激组<假刺激组”，且差异具有显著性意义

（P<0.05）；与空白组相比，假刺激组GABA b受体的

表达明显升高，且差异具有显著性意义（P<0.05）；与

假刺激组相比，刺激组GABA b受体的表达明显降

低，且差异具有显著性意义（P<0.05）。见图1，表2。

2.3 免疫荧光技术检测结果

3组大鼠前额叶皮质区GABA b受体表达水平

“空白组<刺激组<假刺激组”，且差异具有显著性意义

（P<0.05）；与空白组相比，假刺激组GABA b受体的

表达明显升高，且差异具有显著性意义（P<0.05）；与

假刺激组相比，刺激组GABA b受体的表达明显降

低，且差异具有显著性意义（P<0.05）。见图2，表2。

3 讨论

DBS作为一种新型神经调控技术，主要利用立

体定向技术，将刺激电极植入脑深部特定神经核团，

通过调控胸前脉冲发生器对神经核团进行刺激，从

而调节神经元异常电活动，改善患者临床症状，达到

治疗目的。近 20年来随着DBS神经调控技术的快

速发展，大量文献报道DBS对于意识障碍患者的促

醒治疗具有独特疗效。早期，法国、日本和美国等参

与的多中心临床研究表明DBS可有效提高重度颅

脑损伤患者的意识状态水平 [12—13]。随后，2016 年

Magrassi等[14]也通过前瞻性研究发现DBS可明显提

高意识障碍患者 CRS-R（coma recovery scale- re-

vised scores）得分，改善患者肢体痉挛等临床症

状。2018年，Lemaire等[15]通过对5例严重意识障碍

患者接受DBS治疗后的促醒效果进行了 11个月的

长期观察，发现DBS可显著改善昏迷患者视觉、听

觉、言语、运动等功能，且该作用可能与DBS激活大

脑内侧皮质区神经元活性有关。2017 年，Chudy

表1 实验后0.5h行为学评估结果

秩均数
样本量

空白组

9.50
18

假刺激组

48.50
18

刺激组

41.22
18

表2 前额叶皮质区GABA b受体相对表达量（x±s，n=18）

WB
免疫荧光

空白组

0.205±0.106
0.320±0.137

假刺激组

0.850±0.260
1.477±0.510

刺激组

0.378±0.139
0.611±0.210

图1 WB检测前额叶皮质区GABA b受体表达情况

注：a图为典型的WB检测前额叶皮质区GABA b受体表达的条带

图，GAPDH为内参条带；b图为前额叶皮质区GABA b受体表达的

组间比较：*为空白组与假刺激组相比，假刺激组GABA b受体表达

量显著高于空白组，且差异具有显著性意义（P＜0.05）；**为刺激组

与假刺激组相比，刺激组GABA b受体表达量显著低于假刺激组，

且差异具有显著性意义（P＜0.05）。

a

b

60KDa

36KDa

GABA b受体

GAPDH

空白组 刺激组假刺激组

***

G
A

B
A

b
受

体
表

达
量

1.5

1.0

0.5

0.0
空白组 刺激组假刺激组
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等[16]通过早期应用DBS治疗14例意识障碍患者（包

括10例持续植物状态和4例最小意识状态患者），随

访 38—60个月后发现，3例最小意识状态患者意识

障碍水平均完全恢复，其中2例可流利交流、独立行

走、日常生活能力自立；10例持续植物状态患者中1

例可进行简单的指令活动，3例死亡，7例意识状态

无明显改善。

本实验结束后0.5h通过观察大鼠行为学变化发

现：假刺激组18只大鼠中Ⅲ级9只，Ⅴ级3只，Ⅵ级6

只；刺激组 18只大鼠中Ⅲ级 10只，Ⅳ级 6只，Ⅴ级 2

只，3组大鼠意识状态等级为“空白组<刺激组<假刺

激组”，且组间比较差异具有显著性意义（P＜

0.05）。该结果表明DBS对于TBI昏迷大鼠意识状

态水平具有显著的改善作用，可帮助昏迷大鼠快速

觉醒，极大缩短昏迷促醒进程。该发现与前期研究

结论一致。关于DBS昏迷促醒作用机制，现认为主

要可能与以下方面有关：①DBS通过丘脑直接兴奋

大脑皮质和网状上行激活系统，增强脑电活动，改善

神经电生理功能，维持正常觉醒状态[17—18]；②DBS通

过增加脑血流量及脑代谢水平，改善神经元细胞供

血、供氧能力，促进神经元细胞的增殖和修复[19—21]；

③DBS通过促进神经递质的分泌，如兴奋性神经递

质多巴胺等，维持正常觉醒周期[22]。目前，国内外针

对DBS昏迷促醒作用的机制研究尚少，具体作用机

制仍尚不明确。

GABA是中枢神经系统内一种广泛存在的抑制

性神经递质，研究表明内源性GABA可通过作用于

GABA b受体影响神经元细胞膜表面K+通道、Ca2+

通道和腺苷酸环化酶等活性，从而参与癫痫、焦虑、

成瘾、睡眠等生理或病理过程。研究表明嗜睡大鼠

前额叶皮质和丘脑内 GABA b 受体含量较正常大

鼠明显增多[4—5]。GABA b受体活性降低可缩短睡

眠时间，减少非快速动眼期（non-rapid eye move-

ment，NREM）δ波和θ波活性，提高觉醒期 theta波活

性[23]。GABA b受体激动剂巴氯芬可通过激活去甲

肾上腺素能神经元，促进K+内流，引起神经元超极

化，进而增强慢波活性，促进睡眠[24]。本课题组前期

研究也发现：前额叶皮质区内GABA b受体的表达

与TBI后昏迷的发生密切相关，降低GABA b受体

表达活性有助于 TBI 后昏迷大鼠向觉醒状态转

变 [6—7]。然而，目前关于 DBS 昏迷促醒机制与 GA-

BA b受体表达的关联性如何，尚未见文献报告。

注：a图为典型的免疫荧光检测前额叶皮质区GABA b受体表达的电镜图，DAPI为4，，6-二脒基-2-苯基吲哚染色图，Merge为溶图；

b图为前额叶皮质区GABA b受体表达的组间比较：#为空白组与假刺激组相比，假刺激组GABA b受体表达量显著高于空白组，且差异具有

显著性意义（P＜0.05）；##为刺激组与假刺激组相比，刺激组GABA b受体表达量显著低于假刺激组，且差异具有显著性意义（P＜0.05）。

图2 免疫荧光检测前额叶皮质区GABA b受体表达情况

a b

空白组

刺激组

假刺激组

GABA b受体 DAPI Merge

空白组 刺激组假刺激组

# ##

G
A

B
A

b
受

体
表

达
情

况

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5
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本实验通过WB及免疫荧光技术检测TBI后昏

迷大鼠前额叶皮质区内 GABA b 受体表达活性发

现：3组大鼠前额叶皮质区内GABA b受体表达水

平“空白组<刺激组<假刺激组”；假刺激组与空白组

相比，GABA b受体表达活性明显升高，且差异具有

显著性意义（P<0.05）；刺激组与假刺激组相比，GA-

BA b受体表达活性明显降低，且差异具有显著性意

义（P<0.05）。该结果表明：DBS对TBI后昏迷大鼠

前额叶皮质区内GABA b受体表达具有显著影响，

其可通过抑制GABA b受体的表达，提高昏迷大鼠

意识状态水平，促进大鼠觉醒。本课题组推测该机

制可能与DBS抑制了丘脑网状核内GABA能神经

元表达活性有关。研究表明丘脑涉及的神经核团主

要包括丘脑中央核、中央中—束旁核复合体、丘脑板

内核、丘脑网状核等，其中丘脑网状核主要由GABA

能神经元聚集而成，参与了机体感觉、注意力和觉醒

等生理调节过程[25—26]；丘脑网状核在丘脑到大脑皮

质的信号传导路径中发挥了桥梁作用，既能接受来

自丘脑和皮质区的兴奋性输入，也可为丘脑和大脑

皮质提供抑制性输入[27—29]。TBI昏迷大鼠接受DBS

治疗后丘脑网状核受内 GABA 能神经元活性受到

抑制，丘脑和大脑皮质区内抑制性输入相应减少，神

经元兴奋性增高，神经电生理功能改善，有助于机体

维持正常觉醒状态。

4 结论

该实验进一步验证了 DBS 对 TBI 后昏迷促醒

具有显著疗效，并揭示了DBS促醒机制与下调前额

叶皮质区 GABA b 受体表达密切相关。但基于本

研究仅探讨了DBS对前额叶皮质区GABA b受体

单个时间点表达变化的影响，尚未涉及其他时间点

变化，且未利用 GABA b 受体激动剂进行对照研

究，未来仍需进一步深入相关研究。
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