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Orexin能神经元在依托咪脂麻醉中的促觉醒作用 *
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摘要 目的：观察 orexin能神经元在依托咪脂麻醉中的促觉醒作用。方法：选择雄性 SD大鼠 36只，体重 230～ 250g。将 18只 SD

大鼠随机分为脂肪乳剂组(60 mg·kg-1·h-1)，依托咪脂麻醉(50 mg·kg-1·h-1)30 min组和 60 min组(每组 n=6)，用放射免疫法检测 3组
大鼠血浆中 orexin含量；3天后，将脂肪乳剂组大鼠颈椎脱臼处死后灌注取脑，另外两组在依托咪脂麻醉下灌注取脑，采用免疫荧

光双标染色，分别观察 3组大鼠 orexin神经元活性。另取 18只 SD大鼠随机分为乳酸林格氏液组，orexin-A 30 pmol组和 100
pmol组(每组 n=6)，记录大鼠翻正反射消失时间为麻醉诱导时间及翻正反射恢复时间为觉醒时间。结果：与脂肪乳剂组相比，依托
咪脂麻醉 30 min和 60 min后，血浆 orexin-A含量下降(P<0.05)，有活性的 orexin神经元数目减少(P<0.01)；与依托咪脂麻醉 30 min

组相比，60 min组有活性的 orexin神经元数目减少(P<0.05)，但血浆 orexin-A含量与 30 min组无差异(P>0.05)；与乳酸林格氏溶
液组相比，基底前脑区微注射 orexin-A 30 pmol或 100 pmol对麻醉诱导无影响，但能显著缩短依托咪脂麻醉觉醒时间(P<0.05,
P<0.01)；但 orexin-A 30 pmol组和 100 pmol组诱导和觉醒时间比较均无统计学差异(P>0.05)。结论：依托咪脂麻醉抑制大鼠下丘
脑 orexin神经元的活性，orexin-A对依托咪脂麻醉具有促觉醒作用。
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The Role of Orexinergic Neurons in the Etomidate Anesthesia*

To evaluate the stimulative effect of orexinergic neurons on the etomidate anesthesia. Thirty-six
male SD rats weighed 230～ 250 g were used in this study. Eighteen SD rats were randomly divided into the emulsion group (60 mg·kg-1·

h-1), the etomidate pumping (50 mg·kg-1·h-1) 30min and 60min group (n=6 each). Blood was firstly taken from the femoral vein to deter-
mine the concentrations of orexin-A in plasma by radioimmunoassay. Three days later, the rats in emulsion groupwere killed by cervical
dislocation and then infused by polyoxymethylene, the other two groups were pumped etomidate and infused by polyoxymethylene at 30
min and 60 min respectively, then immunofluorescence was used to detect the activation of orexinergic neurons before and after etomi-
date anesthesia. The other eighteen SD rats were randomly divided into the Ringer's group, orexin-A 30 pmol group and 100 pmol group
(n=6 each). The loss of righting reflex, induction time and the return of righting reflex which was recorded as emergence time were com-
pared between different groups. Compared with the emulsion group, the concentration of orexin-A in plasma was significantly
decreased(P<0.05) and the number of activated orexinergic nureons were also decreased in etomidate 30 min and 60 min group (P<0.01);
in contrast to etomidate 30min group, the number of activated orexinergic nureons decreased in etomidate 60 min group but the concen-
tration of orexin-A in plasma had no change (P>0.05). In contrast to ringer's group, microinjection of 30 or 100 pmol orexin-A in basal
forebrain had no effect on induction time but significantly shorted the emergence time of etomidate anesthesia (P<0.05, P<0.01); they was
no significant difference in the induction and emergence time between orexin-A 30 pmol group and 100 pmol group (P>0.05).
The activation of orexinergic neurons was depressed by etomidate anesthesia and orexin-A could promote the emergence time of etomi-
date.
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前言

Orexin又称 hypocretin，是一种能够参与调节能量代谢、睡

眠、神经内分泌等多种生理功能的新神经肽，包括 orexin-A和
orexin-B两种亚型，其中 orexin-A是主要发挥作用的亚型[1, 2]。

以往的研究显示神经肽 orexin可以有效逆转异氟醚引起的麻

醉作用，使脑电波形由爆发性抑制转变为类觉醒波形，同时使

体感皮层的乙酰胆碱(acetylcholine，Ach)释放增加，基底前脑区
(basal forebrain，BF)orexin微注射可显著缩短七氟醚麻醉的觉

醒时间[3-5]。近期有研究表明 orexin神经元可能参与调剂静脉麻

醉药丙泊酚的麻醉过程[6]。但 orexin神经元是否参与调节依托
咪脂(另一种常用静脉麻醉药)的麻醉过程尚不明确，orexin能

神经元活性究竟发生何种变化，其在整个麻醉－觉醒过程中主

要针对哪个阶段发挥作用均需要进一步探讨。因此，本研究旨

在探究依托咪脂麻醉过程中，orexin神经元的表达、活化和释

放情况，并通过大脑区域微注射的方法，明确 orexin能神经元
在静脉麻醉剂依托咪脂麻醉－觉醒过程中发挥的作用。

1 材料与方法

1.1 实验动物

实验采用成年雄性 SD大鼠，体重 230～ 250 g，月龄 3～ 4

月，由西安交通大学医学部实验动物中心提供。所有实验动物

饲养在温度(24± 0.5)℃，相对湿度为(60%± 2%)的动物房内。

由于环境温度对动物麻醉诱导和觉醒时间影响较大，因此所有

手术操作，大鼠均放置于垫有加热毯的鼠板(保持温度为 37℃ )

上进行。

1.2 颈静脉管和股静脉管植入

给大鼠腹腔注射戊巴比妥(40～ 60 mg/kg)，进行颈静脉和

股静脉置管。首先，将大鼠头端朝向术者，用眼科剪剪开大鼠颈

部一侧皮肤，钝性分离，暴露其颈静脉，避免过度牵拉造成痉

挛，随后结扎静脉远心端，并用显微镊在颈静脉上剪一 "V"形

小口，植入聚乙烯软管(I.D.58 mm；O.D.965 mm；Becton Dickin-

son)约 3 cm，丝线固定颈静脉置管，静脉推注少量肝素防止血

管堵塞，随后用小弯钳将聚乙烯管从大鼠皮下背部穿过，穿透

背部皮肤引出后固定。做完颈静脉置管后，将大鼠尾侧朝向术

者，用眼科剪剪开大鼠腹股沟皮肤，暴露股静脉，以同样方法在

股静脉置聚乙烯软管。

1.3 放射免疫法检测血中 orexin-A的含量

取 18只大鼠随机分为脂肪乳剂对照组(60 mg·kg-1·h-1)，依

托咪脂泵入(50 mg·kg-1·h-1)30 分钟组，依托咪脂泵入 60 分钟
组(每组 n=6)。对三组大鼠血浆中 orexin-A的含量进行放射免

疫法检测。各组动物在静脉管置入后休息 5天，泵入脂肪乳剂

和依托咪脂，分别在麻醉前，麻醉 30分钟，60分钟从股静脉取

血 0.5 mL，放入加入 EDTA和抑肽酶的离心管内，混匀后在4℃

离心机内 12000转离心 15分钟，收集上清液，所有上清液中
orexin-A含量的检测，均由西京医药检验科同一位检验师完成，

所用放免试剂盒为 RK-003-30(美国，菲克尼斯医药制品公司)。
1.4 依托咪脂泵入及灌注取材

上述三组大鼠在股静脉抽血做完放射免疫检测后，休息 3

天，随后再次泵入脂肪乳剂和依托咪脂，观察对照组和依托咪

脂麻醉组 orexin神经元活性的变化。脂肪乳剂泵注组，采用颈

椎脱臼法处死，致死后即刻灌注 0.9%生理盐水和 4%的多聚甲
醛灌注。依托咪脂麻醉组分别在麻醉 30分钟，麻醉 60分钟后，

立即用生理盐水和多聚甲醛灌注。各组大鼠多聚甲醛灌注后，

取脑继续后固定 2小时，再用 20%及 30%的葡萄糖溶液脱水，

对下丘脑 orexin能神经元进行免疫荧光染色。
1.5 免疫荧光染色

用 OCT包埋剂包埋脑组织，置于冰冻切片机上，切 10 滋m

厚的脑片行免疫荧光双标染色。由于 c-Fos是一种基因快速反

应蛋白，可靠的反应了细胞水平的转录活性[7]，因此，我们用

c-Fos来标记 orexin神经元的活性。将脑组织浸入由抗体稀释

液配制的含小鼠抗 orexin-A (1:100，sc80623，Santa Cruz
Biotechnology)和兔抗 c-Fos (1:1000，ab6176, abcam)的一抗中，
4℃孵育 48小时后，用磷酸盐缓冲液(pH=4.0)冲洗 3次，每次 5

分钟。冲洗后加入马抗小鼠(1:400，绿色，Vector公司，美国)和

山羊抗兔(1:500，红色，中杉金桥公司)的荧光二抗中，室温孵育
2小时，随后用磷酸盐缓冲液(pH=4.0)冲洗 3次，封片。
1.6 基底前脑区微注射管置入

另取 18只大鼠进行基底前脑区置管。大鼠随机分为对照

组 (Ringer's 溶液组)、orexin-A 30 pmol 和 100 pmol 组 (每组
n=6)。给大鼠腹腔注射 2%戊巴比妥 40～ 60 mg/kg麻醉，将大

鼠头部用耳杆固定，连接脑立体定位仪，根据 Paxinos and Wat-

son的大鼠脑立体定位图谱，以大鼠前囟为参照，前脑基底区定

位为前囟后侧 1.4 mm；前囟右侧侧 2.5 mm；上下轴：向下深度
8.5 mm。根据深度置入微量注射外套管。置入后外套管周围用

牙胶固定防止脱落，微量注射针的长度比外套管长 2 mm。
1.7 翻正反射消失和恢复时间

将上述三组大鼠在基底前脑区置管后休息 5天，分别置于

圆柱形鼠笼中，在脂肪乳剂和依托咪脂泵注前 10分钟(orexin

的起效时间为 10分钟)，向基底前脑区注入 0.3 滋L orexin-A或
Ringer's溶液，随后泵注依托咪脂，每 30秒翻动鼠笼 180° ，当
大鼠进入四肢和腹部朝上的状态后，则认为大鼠翻正反射消

失，记录大鼠翻正反射消失时间为麻醉诱导时间。观察麻醉觉

醒时间时，给大鼠泵注脂肪乳剂或依托咪脂，在泵注 15分钟

后，记向基底前脑区注入 0.3 滋L orexin-A或 Ringer's溶液(微注

射时间为 5分钟)，麻醉 30分钟后停药，翻动鼠笼，如果实验大

鼠恢复四肢和腹部朝下的状态，则认为翻正反射恢复，记录翻

正反射恢复时间为麻醉觉醒时间。

1.8 统计学分析

采用 SPSS13.0统计软件进行分析处理数据资料。放射免

疫结果用均数± 标准误( ± SME)表示，多组间数据比较用单因

素方差 (ANOVA) 分析，组间两两比较时用 Student-Neu-

man-Keuls，以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 血浆神经肽 orexin-A的释放量随依托咪脂麻醉时间延长

而减少

采用放射免疫试剂盒检测血浆中 orexin-A的含量，结果如

图 1显示，在未给予依托咪脂麻醉的对照组中，orexin-A含量

为 (26.25± 0.99) pg/mL；分别给予依托咪脂麻醉 30 min 和
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图 3依托咪脂麻醉不同时间时 orexin神经元活性的变化

Fig.3 The changes of orexinergic neurons activativity during etomidate

anesthesia (**P<0.01, compared with control group, #P<0.05,

Eto: etomidate)

60分钟后，血浆中 orexin-A含量分别 (21.54± 0.72) pg/mL和
(18.70± 1.03) pg/mL。与对照组相比，依托咪脂麻醉作用下，血

浆 orexin-A含量显著下降，差异具有统计学意义(P<0.05)。但依

托咪脂麻醉 60分钟组血浆中 orexin-A含量虽然较麻醉 30分
钟组下降，但无统计学差异(P>0.05)。

2.2 Orexin神经元的活性随依托咪脂麻醉时间延长而下降

如图 2所示，采用免疫荧光染色标记大鼠下丘脑中有活性

的 orexin神经元的数目。红色标记细胞核内的 c-Fos，绿色标记
orexin神经元，双标神经元视为有活性的 orexin神经元。如图 3

所示，对照组泵入脂肪乳剂，大鼠下丘脑有活性的 orexin神经元

数目较多，约为(56.8± 2.4)个；但随着依托咪脂泵入 30、60分钟
后，双标神经元数目分别为(43.8± 1.5)和(40.6± 0.8)个，均较对照

组明显减少 (P<0.01)。依托咪脂麻醉 60分钟组和 30分钟组相

比，双标神经元数目也显著下降，且具有统计学差异(P<0.05)。
2.3 Orexin-A对依托咪脂麻醉诱导和觉醒时间的影响

如图 4(左)显示，麻醉前给大鼠基底前脑区微注射 0.3 滋L

Ringer's溶液，依托咪脂诱导时间为(239.2± 11.1) s，微注射 30

pmol orexin-A和 100 pmol orexin-A后，大鼠诱导时间分别为
(236.0± 11.2) s和(243.3± 14.3) s。对照组、orexin-A 30pmol组

和 100 pmol组之间，大鼠依托咪脂诱导时间无显著差异(P>0.

05)。如图 4(右)显示，对照组微注射 Ringer's溶液后，依托咪脂

觉醒时间为 (841.0± 22.9) s，微注射 30 pmol orexin-A 和 100

pmol orexin-A后，觉醒时间分别为(734.0± 26.4) s (P<0.05) 和
(690.3± 34.8) s (P<0.01)。与对照组相比，orexin-A 30 pmol和
100 pmol组觉醒时间均显著缩短，但 orexin-A 30 pmol和 100

pmol组觉醒时间比较无统计学差异(P>0.05)。

图 1 依托咪脂麻醉不同时间时血浆中 orexin-A含量的变化

Fig. 1 The changes of plasma orexin-A in concentration during etomidate

anesthesia(*P<0.05, compared with control group, Eto: etomidate)

图 2 免疫荧光染色标记大鼠有活性的 orexin神经元的数目在依托咪脂麻醉中下降

Fig.2 The immunofluorescence showed that the number of activated orexinergic neurons were decreased under etomidate anesthesia

3 讨论

依托咪酯因其在诱导期对血流动力学影响小，常被用于血

管弹性差或合并冠心病的老年患者。既往研究认为依托咪酯可

以抑制肾上腺皮质功能，长时间使用依托咪酯有可能加重肾上

腺皮质功能低下[8]。但近期研究表明依托咪酯抑制肾上腺功能

的作用轻微，往往在停止用药 24小时后恢复正常水平[9]。因此，

目前临床上依然将依托咪脂作为常备麻醉诱导药物。依托咪脂

是一种咪唑的羟化盐，其作用机制通常被认为时作用于

GABAA受体[10,11]。有研究表明使用 GABAA受体拮抗剂可以
对抗依托咪脂产生的镇静催眠作用[12,13]。然而，依托咪脂在脑中

是否存在其它的作用靶点仍不清楚。本实验着眼于一种新的神

经肽，通过检测其神经元活性和释放量的变化，初步探讨了依

托咪脂另一种可能的作用靶点。
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图 4 基底前脑区微注射 orexin缩短依托咪脂麻醉觉醒时间

Fig.4 Microinjection of orexin into basal forebrain shorted emergence time during etomidate anesthesia

(*P< 0.05, **P< 0.01, compared with Ringer'sgroup)

在睡眠节律的研究中，orexin神经元通常发挥着调节昼夜

节律的作用[1,14]；在突发性卒倒的研究中，神经肽 orexin在患者

的脑脊液中通常缺失或者下降[15]。而在以往对异氟醚、七氟醚

等麻醉药物的研究中，orexin均在麻醉觉醒期发挥了促觉醒作

用[3,16]，并且在两组吸入麻醉作用下，采用免疫荧光双标的方法

也观察到 orexin能神经元活性被抑制。此外，除了基础研究，采

用七氟醚合并瑞芬太尼进行眼科手术的临床研究也显示麻醉

患者的血浆 orexin-A含量在麻醉中降低，但在苏醒后显著增

高。但是，吸入麻醉药作用机理并不与静脉麻醉药完全相同，因

此，在静脉麻醉药依托咪脂的作用机制中，orexin神经元是否

也参与其中有待于进一步求证。以往对麻醉药作用的研究通常

仅关注麻醉诱导和觉醒时间，本研究进一步监测了在依托咪脂

麻醉下，orexin神经肽的释放情况和有活性的 orexin神经元的

变化，证明了下丘脑后外侧区的 orexin神经元也是依托咪脂作

用靶点的一部分。研究显示 orexin神经元也涉及在另一种常用

的静脉麻醉药丙泊酚中[6]。相比于丙泊酚，虽然对照组在泵注脂

肪乳剂后，血浆中 orexin-A含量变化不大，但丙泊酚麻醉中血

浆 orexin-A的含量远远低于依托咪脂麻醉；且在丙泊酚麻醉

下，失去活性的 orexin神经元数目也多于依托咪脂，这可能说

明丙泊酚对下丘脑 orexin能神经元的抑制作用更强。

基底前脑区是组成上行觉醒激活系统的重要组成部分，对

麻醉、睡眠和觉醒都起重要作用，其神经元组成较为复杂，主要

包括胆碱能神经元、GABA能神经元和谷氨酸能神经元[17,18]。因

此，本实验中选择将神经肽 orexin微注射于前脑基底区，推测

orexin-A可能通过其在基底前脑区的神经末梢，作用于此区域

的兴奋性神经元(胆碱能系统或者谷氨酸能系统)表面的 orexin

受体发挥促觉醒作用。类似的研究结果在其它一些神经能系统

中也被发现，如在基底前脑区微注射组胺，组胺通过作用于 H1

受体在异氟醚麻醉中发挥促觉醒作用，而微注射 H1受体阻滞

剂曲普利啶可以延长麻醉觉醒时间；在基底前脑区微注射去甲

肾上腺素可以缩短地氟烷的麻醉觉醒时间。

其它与 orexin能神经系统密切相关的核团还包括结节乳

头体核[19]、蓝斑核[20]以及中缝背核等[21]。研究显示在这些部位微

注射神经肽 orexin，可以通过刺激组胺能系统、去甲肾上腺素

能系统、多巴胺能系统，发挥其在睡眠、麻醉或药物成瘾中的作

用。值得注意的是，这些研究中发挥作用的大多为 orexin-A，

orexin-B不论是在摄食、能量代谢或者睡眠觉醒和麻醉觉醒过

程中，作用均不明显，这也是我们选择检测和微注射神经肽

orexin时，仅以 orexin-A作为有效神经肽亚型的原因。

综上所述，orexin神经元可能是依托咪脂在脑中产生镇静

作用的另一靶点，orexin-A在依托咪脂麻醉苏醒期可发挥促觉
醒作用。
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