
现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress in Modern Biomedicine Vol.19 NO.6 MAR.2019

doi: 10.13241/j.cnki.pmb.2019.06.005

Orexin-1受体参与调节老年大鼠异氟醚麻醉苏醒延迟 *
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摘要目的：探索 orexin能神经系统是否参与调节老年大鼠异氟醚麻醉觉醒延迟及其具体机制。方法：选择雄性 SD大鼠，将其分

为老年大鼠组(n=6，20月龄，体重 600～ 800g)和青年大鼠组(n=6，3～ 4月龄，体重 230～ 250 g)。采用翻正反射恢复时间作为麻醉
觉醒时间，记录异氟醚麻醉下老年大鼠和青年大鼠各自的麻醉觉醒时间；通过免疫荧光染色和细胞计数确定老年大鼠和青年大

鼠神经元数目，放射免疫法检测两组大鼠血浆 orexin-A含量；Western blot检测老年大鼠和青年大鼠 orexin-1和 -2受体含量。结

果：老年大鼠异氟醚麻醉觉醒时间明显长于青年大鼠(P<0.05)；老年大鼠 orexin能神经元的数目与青年大鼠相比差异无统计学意
义(P>0.05)，但其血浆 orexin-A 含量显著高于青年大鼠(P<0.05)；老年大鼠 orexin-1受体在蛋白质表达中明显低于青年大鼠(P<
0.05)，而 orexin-2受体的表达与青年大鼠相比差异无统计学意义(P>0.05)。结论：在老龄化过程中，虽然血浆中 orexin-A含量代偿
性增加，但是由于全脑中 orexin-1受体含量的减少，使其并不能充分发挥促觉醒作用，这可能是导致老年人麻醉苏醒延迟的原因

之一。
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Orexin-1 Receptor is Involved in Delayed Emergence of Aged Rats
from Isofluran Anaesthesia*

To evaluate whether the orexinergic neurons was involoved in the delayed emergence of aged rats from

isoflurane anesthesia. Male SD rats were selectd and divided into the aged group (n=6, twenty month, weighed 600～ 800 g)
and the young group (n=6, three～ four month, weighed 230～ 250 g). The return of righting reflex from isoflurane anesthesia was

recorded as emergence time; the immunofluorescence and cell count were used to detect the number of orexinergic neurons, at the same

time, the concentrations of orexin-A in plasma was detected by radioimmunoassay respectively; the expression of orexin-1 receptor and

the orexin-2 were analyzed via western blot. The emergence time of aged rats was longer than that of young adult ones in

isoflurane anaesthesia (P<0.05). The number of orexinergic neurons showed no statistical difference between the aged and young groups
(P>0.05), but the plasmic orexin-A levels were higher in the aged group than that in the young adult group (P<0.05). Otherwise, the

expression of orexin-1 receptor of aged group was lower than that in the young group (P<0.05), but the expression of orexin-2 receptor

showed no statistical difference compared with that of the young group (P>0.05). Although the content of orexin-A in

plasma increases compensatively in the process of aging, the decreased expression of orexin-1 receptor in the whole brain makes it be

unable to exert the arousal role, which may be one of the reasons leading to delayed recovery of anesthesia in the elderly from isoflurane
anaesthesia.
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前言

老年患者麻醉后觉醒延迟一直是困扰临床麻醉工作者的

一个难题。在全球人口老龄化进中，我国的人口老龄化速度更

快，数量庞大。伴随着老龄化，人的许多生理行为随之发生改变
[1，2]。通常认为老年患者代谢功能降低与觉醒延迟密切相关[3，4]。

然而，针对与老年患者麻醉觉醒机制相关的觉醒神经通路及神

经核团的变化却少有人关注，更无从研究纤维投射、受体密度
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图 1老年大鼠异氟醚麻醉觉醒时间显著延长

Fig. 1 The emergence time from isoflurane anaesthesia is significantly

delayed in the aged rats

(**P<0.01, compared with the young group)

变化对麻醉觉醒的影响，从而始终未从根本上阐述老年患者麻

醉觉醒延迟的发生机制。

下丘脑 orexin核团及其投射通路被证明是影响麻醉觉醒

的关键环路[5，6]。麻醉觉醒时，具有促觉醒作用的下丘脑 orexin

神经元活动性增强[7，8]。随着老龄化的发生，orexin神经能系统

是否仍起促觉醒作用？如果其发生退行性改变，是否导致老年

患者麻醉觉醒延迟？本研究拟以老年大鼠为研究对象，从神经

元数目、递质释放、受体表达等多个层次，初步探究老龄化过程

中，orexin能神经系统发生的改变和调控作用的改变，以期揭

示老年大鼠觉醒延迟的神经机制，明确老龄化过程中觉醒延迟

的原因。

1 材料与方法

1.1 实验动物

实验采用雄性 SD大鼠，青年组大鼠体重 230～ 250g，月龄
3～ 4月，老年大鼠体重 600～ 800 g，月龄 20月。青年大鼠由西
安交通大学医学部实验动物中心提供，老年大鼠由成都生物科

技有限公司动物中心提供。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。所有手术操作和麻

醉觉醒时间的记录，均将大鼠放置于垫有加热毯的鼠板(保持

温度为 37℃ )上进行，以防动物因体温波动影响实验结果或意
外死亡。

1.2 动物模型

本实验采用翻正反射恢复时间作为两组大鼠麻醉觉醒时

间。将动物放入至透明麻醉笼中，麻醉笼一端连接麻醉气体延

长管，另一端将麻醉气体引出管连接相应监测装置及取样装

置。随后开始通入 1.4%的异氟醚，待两组动物翻正反射消失

后，再麻醉 30 min，随后停止异氟醚吸入，翻动麻醉笼，如果大

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。

1.3 免疫荧光染色和神经元计数
分别将青年组和老年组大鼠采用 0.9%生理盐水和 4%的

多聚甲醛灌注，取出大脑做好标记，用 OCT包埋后，置于 -20℃

的冰冻切片机内冷冻，随后将脑组织切 10 滋m厚的脑片行免疫

荧光双标染色。将脑组织浸入含小鼠抗 orexin-A (1:1000，
MAB763，R&D Systems, Minneapolis, MN, USA)的一抗中，4℃

孵育 48小时，随后用磷酸盐缓冲液(pH=4.0)冲洗 3次，每次 5

分钟。冲洗后加入驴抗小鼠(1:400，invitrogen, Carlsbad, CA)的

荧光二抗中室温孵育 2小时，随后再次冲洗 3次后封片观察，

并对老年大鼠和青年大鼠下丘脑后下部位的 orexin神经元数

目进行计数。

1.4 放射免疫法检测

将青年和老年大鼠尾侧朝向术者，用眼科剪剪开大鼠腹股

沟皮肤，暴露股静脉，放置用肝素水浸溶过的聚乙烯软管(I.D.

58 mm；O.D.965 mm；Becton Dickinson)，并将聚乙烯管从大鼠

皮下背部穿过固定于背部。两组动物在静脉管置入后休息 3

天，分别从股静脉抽血 0.5 mL，放入加入 EDTA和抑肽酶的离

心管内混匀。随后将离心管在 4℃条件下，以 12000转离心 15

分钟，收集上清液。将两组大鼠的上清液进行 orexin-A含量的
检测，所用放免试剂盒为 RK-003-30(美国，菲克尼斯医药制品

公司)。
1.5 western blot检测

用 12.5%的聚丙烯酰胺凝胶电泳分离大鼠下丘脑组织蛋

白，并将其转移至硝酸纤维素膜(WHWMAN，美国)。在 4℃下，

置于含有 5%脱脂奶粉的 1× TBST 中封闭 5 小时。随后，在
4℃下置于兔抗 orexin-1R(1:200，AB68 718，Abcam，美国)的多

克隆抗体，兔抗 orexin-2R(1:300，AB767 89，Abcam，美国)的多

克隆抗体和小鼠抗肌动蛋白多克隆抗体(1:1000，CAT琢A2066，
Sigma，美国)中孵育过夜。为了鉴定免疫反应带，用相应的辣根

过氧化物酶偶联的山羊抗兔或抗小鼠(1:20000，GSGB-BIO，中

国)二抗，将膜在室温下孵育 1.5小时。随后抗原带使用增强化

学发光法(AsHSAM-PAMICAR BioTeePasCATWOWE，美国)进

行可视化发光显像。

1.6 统计学分析
采用 SPSS13.0统计软件分析数据。计量资料以均数± 标

准误( x ± SME)表示，两组间数据比较用非配对 t检验，以 P<
0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 老年组和青年组大鼠在 1.4%异氟醚吸入麻醉作用下的觉
醒时间比较

如图 1所示，给老年大鼠吸入%1.4异氟醚 30 min后，大鼠

麻醉觉醒时间为(1129± 41.9)s；而青年组大鼠在吸入％ 1.4 异

氟醚 30 min 后麻醉觉醒时间为(836.8± 28.9)s，老年组大鼠麻

醉觉醒时间较青年组显著延长(P<0.01)。

2.2 大鼠老龄化过程中 orexin神经元数目的变化

如图 2(左)所示，应用免疫荧光染色法对大鼠下丘脑 orexin

神经元细胞进行计数，观察正常生理状况下青年大鼠(6月龄)

和老年大鼠(20月龄)orexin神经元形态和数目的变化，并进行

细胞计数。结果如图 2(右)所示，青年大鼠下丘脑单侧 orexin神
经元数目约为(653.8± 16.5)个，而老年大鼠下丘脑单侧 orexin
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图 3老年和青年大鼠血浆中 orexin-A含量比较

Fig. 3 Comparison of the concentration of orexin-A in plasma between

aged rats and young rats

Note: **P<0.01, compared with young group.

图 4老年大鼠和青年大鼠脑中 orexin-1受体显著减少的表达比较

Fig. 4 Comparison of the expression of OX1R between aged rats and young rats

Note: **P<0.01, compared with young group.

图 2老年和青年大鼠 orexin神经元数目的比较

Fig. 2 Comparison of the number of orexinergic neurons between aged rats and young rats

神经元数目约为(670± 18)个，组间差异无统计学意义(P>0.05)，

提示随着老龄化的发展，orexin神经元数目无明显变化。
2.3 老年组和青年组大鼠血浆 orexin-A含量比较

如图 3所示，青年大鼠血浆 orexin-A 含量约为 (25.34±
1.45) pg/mL，而老年大鼠血浆 orexin-A 含量为 (31.64± 0.72)

pg/mL。与青年组大鼠相比，生理状态下，随着年龄增加，大鼠血

浆中 orexin-A含量没有下降，反而显著增加，差异具有统计学

意义(P<0.01)。
2.4 老年组和青年组大全脑组织 Orexin-1受体的表达比较

如图 4 显示，与青年组大鼠相比，老年大鼠全脑中 orex-

in-1受体含量明显降低 (图 4，左 )，但老年大鼠和青年大鼠
orexin-2 受体在全脑中的蛋白含量比较差异无明显统计学意

义(图 4，右)。

3 讨论

有研究显示外科手术中老年人对阿片类药物的需求量仅

为年轻患者的 50%[10]，而静脉麻醉药如丙泊酚、瑞芬的剂量以

及麻醉觉醒时间则更多决定于患者年龄而不是体重[11]，老年患

者意识的恢复还和外界温度、手术时间的长短有关[12-14]。另外，

由丘脑 -大脑皮质以及丘脑 -下丘脑 -大脑皮质组成的上行觉

醒通路的功能退化也有可能导致老年患者麻醉觉醒延迟[5, 15-17]。

有研究报道，老年人皮层顶树突数目下降约 28～ 37%，棘突数

目下降约 23%。与前人研究不同的是，虽然 orexin能神经系统

在吸入或静脉麻醉药的觉醒过程中具有促觉醒作用，但其在老

年大鼠麻醉苏醒延迟中并无相关研究和报道，因此，本研究拟

从觉醒相关神经元极其受体退行性改变的角度阐述老龄化导

致苏醒延迟的可能原因。

通过对老年大鼠下丘脑 orexin神经元的研究，我们发现随

着老龄化的进程，老年大鼠 orexin神经元数目无明显增加，但

其血浆中 orexin基础含量较青年大鼠多；在相同麻醉作用下，

老年大鼠的觉醒时间仍然延长，orexin 似乎并未起促觉醒作
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用。类似的结果早在 2002年一项临床研究就有发现，orexin-A

的血浆浓度与人的年龄有关，大于 60岁的老年男女血浆 orex-

in-A含量远远大于小于 39岁的青年男女[18]。近期一项临床骨

科颈椎手术麻醉实验显示在排除肝肾代谢对麻醉觉醒的影响

作用后，麻醉前、麻醉中、麻醉后和恢复期，老年患者在各时间

点血浆 orexin-A含量均高于青年患者，但觉醒时间仍显著长于

青年患者[19]。本研究所示老年大鼠血浆中 orexin-A含量与前人

临床测得的研究结果相符合。这些结果提示尽管麻醉觉醒时

orexin血浆含量增多，但在老龄化过程中，发挥作用的 orexin

由可能减少，因此并不能在老年患者或者老年大鼠的麻醉觉醒

期发挥促觉醒作用。结合既往 orexin神经元在睡眠、代谢中其

退行性改变的研究，我们推测 orexin的退行性改变可能导致老

年患者麻醉觉醒时促觉醒物质的作用减弱。

神经肽 orexin-A必须通过作用于不同脑区的 orexin受体
才能发挥作用。一项研究报道随年龄增长，orexin-1受体的信使
RNA仅在海马有表达，orexin-2受体的信使 RNA在脑的广泛

区域都有降低趋势，并提出这种降低可能与老年人睡眠问题有

关。随后，有报道进一步指出老年大鼠 orexin前基因表达、脑中

神经肽 orexin-A和 orexin-B含量降低。在老年大鼠、猫、猕猴等

不同种属动物中，orexin神经元向睡眠、觉醒有关核团的神经

投射减少，例如中缝背核、蓝斑核、侧被盖核等[14, 17, 20]。以上研究

提示随着老龄化进程，orexin能系统发生退行性功能减退。本

研究发现 orexin-1和 orexin-2受体表达密集的下丘脑组织中，

与 orexin-A 亲和力较高的 orexin-1 受体含量显著下降，而
orexin-A 又是发挥主要促觉醒作用的神经肽 orexin 亚型，因

此，我们推测老龄化过程中，orexin-1受体含量的降低是导致苏

醒延迟的原因之一。

综上所述，老龄化过程中，虽然血浆中具有促觉醒作用的

orexin-A含量代偿性增加，但是由于全脑中 orexin-1受体含量

的减少，使其并不能充分发挥促觉醒作用，这可能是导致老年

人麻醉苏醒延迟的原因之一。本研究为预防老年患者苏醒延迟

或者术后认知功能障碍的发生和治疗提供了新思路。
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