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　　［摘要］　目的　研究ｏｒｅｘｉｎ对蓝斑底核（ｓｕｂｌａｔｅｒｏｄｏｒｓａｌｔｅｇｍｅｎｔａｌｎｕｃｌｅｕｓ，ＳＬＤ）神经元的调控作用
及其机制，初步探讨 ｏｒｅｘｉｎ对 ＳＬＤ神经元放电活动的影响以及在其介导的快速眼动（ｒａｐｉｄｅｙｅ
ｍｏｖｅｍｅｎｔ，ＲＥＭ）睡眠调控中可能发挥的作用。方法　采用ｖｇｌｕｔ１、ＧＡＤ６７、ｏｒｅｘｉｎ１／２型受体以及ＮｅｕＮ
对ＳＬＤ脑区进行免疫荧光染色，对ＳＬＤ神经元的形态学基础进行初步研究；采用出生后８～１４ｄ的ＳＰＦ
级ＳＤ大鼠，制备包含ＳＬＤ脑区且具有生理活性的离体脑片，采用全细胞膜片钳记录结合神经药理学的
方法来研究ｏｒｅｘｉｎ对ＳＬＤ神经元的调控作用及机制。结果　ＳＬＤ脑区大多数神经元均表现为ｖｇｌｕｔ１和
ｏｒｅｘｉｎ１／２型受体阳性；ｏｒｅｘｉｎ在ＳＬＤ神经元上引起了明显的去极化反应（Ｐ＜０．０１）并伴随 ＳＬＤ神经元
膜电位阈下振荡的增强（Ｐ＜０．０５）；ｏｒｅｘｉｎ主要增强了 ＳＬＤ神经元膜电位在 ｄｅｌｔａ（Ｐ＜０．０５）和 ｔｈｅｔａ（Ｐ＜
０．０５）频段阈下振荡的功率；ｏｒｅｘｉｎ使ＳＬＤ神经元的放电与 ｄｅｌｔａ频段振荡的锁相关系提前（Ｐ＜０．０５），
并使神经元更容易放电；ｏｒｅｘｉｎ使 ＳＬＤ神经元膜电位在 ｔｈｅｔａ频段的阈下振荡更加规则和稳定（Ｐ＜
０．０５），从而稳定ＳＬＤ神经元的放电。结论　Ｏｒｅｘｉｎ一方面通过提高ＳＬＤ神经元的兴奋性，另一方面通
过调控ＳＬＤ神经元膜电位的阈下振荡使得ＳＬＤ神经元的放电更加高效稳定，进而调控ＳＬＤ神经元的活
动并可能参与其介导的ＲＥＭ睡眠调控。
　　［关键词］　ｏｒｅｘｉｎ；蓝斑底核；神经元活动；阈下振荡
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ｍｏｄｕｌａｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆｏｒｅｘｉｎｏｎｍｅｍｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌｌｅｖｅｌａｎｄｓｕｂｔｈｒｅｓｈｏｌｄｍｅｍｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌｏｓｃｉｌｌａｔｉｏｎｓｏｆ
ＳＬＤｎｅｕｒｏｎｓｉｎｂｒａｉｎｓｌｉｃｅｓｆｒｏｍｎｅｏｎａｔａｌＳＤｒａｔｓ（８～１４ｄｏｌｄ），ａｎｄｔｈｅｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｔｈｅｓｅｏｒｅｘｉｎｅｌｉｃｉｔｅｄ
ｍｏｄｕｌａｔｉｏｎｓｔｏｔｈｅｆｉｒｉｎｇａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆＳＬＤｎｅｕｒｏｎｓｗａｓａｎａｌｙｚｅｄ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｉｍｍｕｎｏｓｔａｉｎｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄ
ｔｈａｔｔｈｅｖａｓｔｍａｊｏｒｉｔｙｏｆＳＬＤｎｅｕｒｏｎｓｗｅｒｅｐｏｓｉｔｉｖｅｆｏｒｖｇｌｕｔ１ａｎｄｏｒｅｘｉｎ１／２ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ．Ｉｎｃｕｒｒｅｎｔｃｌａｍｐ
ｃｏｎｆｉｇｕｒａｔｉｏｎｓ，ｏｒｅｘｉｎｅｌｉｃｉｔｅｄｏｂｖｉｏｕｓｄｅｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｍｅｍｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌ（Ｐ＜０．０１）ａｎｄｉｎｃｒｅａｓｅｄｔｈｅ
ｄｅｌｔａ（１～４Ｈｚ，Ｐ＜０．０５）ａｎｄｔｈｅｔａ（４～１２Ｈｚ，Ｐ＜０．０５）ｂａｎｄｐｏｗｅｒｉｎｓｕｂｔｈｒｅｓｈｏｌｄｍｅｍｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌ
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ｏｓｃｉｌｌａｔｉｏｎｓｏｆＳＬＤｎｅｕｒｏｎｓ．ＴｈｅｌｏｃｋｉｎｇｐｈａｓｅｏｆＳＬＤｎｅｕｒｏｎａｌｓｐｉｋｅｓｗａｓｐｒｅｓｈｉｆｔｅｄｉｎｓｕｂｔｈｒｅｓｈｏｌｄｄｅｌｔａ
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　　Ｏｒｅｘｉｎ，也称为 ｈｙｐｏｃｒｅｔｉｎ，是由外侧下丘脑区
（ｌａｔｅｒａｌｈｙｐｏｔｈａｌａｍｉｃａｒｅａ，ＬＨＡ）和穹隆周区（ｐｅｒｉｆｏｒｎｉｃａｌ
ａｒｅａ，ＰｅＦ）ｏｒｅｘｉｎ神经元产生的一种肽类递质，自被发
现以来，ｏｒｅｘｉｎ与睡眠觉醒调控的密切关系引起了广
泛的关注。人的 ｏｒｅｘｉｎ能神经系统受损后引起嗜睡猝
倒症，主要表现为觉醒维持困难［１］。因此，ｏｒｅｘｉｎ既往
被认为是一种觉醒肽。有意思的是，除了广泛投射到

觉醒相关脑区，ｏｒｅｘｉｎ神经元对睡眠相关脑区也有直
接的纤维投射［２］，提示ｏｒｅｘｉｎ可能参与了睡眠的调控。
文献［３］报道中等强度的 ｏｒｅｘｉｎ纤维投射到与快速眼
动（ｒａｐｉｄｅｙｅｍｏｖｅｍｅｎｔ，ＲＥＭ）睡眠转换和维持密切相
关的 蓝 斑 底 核 （ｓｕｂｌａｔｅｒｏｄｏｒｓａｌｔｅｇｍｅｎｔａｌｎｕｃｌｅｕｓ，
ＳＬＤ），且 ｏｒｅｘｉｎ能纤维末梢呈曲张体样地表达于 ＳＬＤ
神经元周围。在ＳＬＤ注射ｏｒｅｘｉｎ，对于处于非快速眼动
（ｎｏｎｒａｐｉｄｅｙｅｍｏｖｅｍｅｎｔ，ＮＲＥＭ）睡眠期间的动物，
ｏｒｅｘｉｎ可以诱导出稳定的快速眼动 （ｒａｐｉｄｅｙｅ
ｍｏｖｅｍｅｎｔ，ＲＥＭ）睡眠［４］。以上实验证据表明 ｏｒｅｘｉｎ
很有可能通过调控 ＳＬＤ参与了 ＲＥＭ睡眠的调控，然
而ｏｒｅｘｉｎ调控ＳＬＤ的机制尚不清楚。
　　中枢神经系统中神经元的活动是相关脑区行使高
级功能的基础。既往离体膜片钳实验证明ｏｒｅｘｉｎ可以
通过去极化ＳＬＤ神经元，使ＳＬＤ神经元产生一个兴奋
效应，从而影响 ＳＬＤ神经元的功能［５］。然而，在体情

况下决定一个神经元功能的因素除了神经元膜电位的

变化，还有一系列因素，例如神经元的放电以及神经元

膜电位的阈下振荡等。已有研究表明，ｏｒｅｘｉｎ可以通
过调控神经元膜电位的阈下振荡，增加神经元的放电

效率，甚至促进神经元网络的同步化放电［６］。业已证

明，ＳＬＤ神经元普遍存在各个频段的阈下膜电位振荡，
这种振荡可以规范神经元放电的模式［７］，使 ＳＬＤ神经
元网络的放电更加高效和同步，而 ＳＬＤ脑区神经元网
络的高效同步化放电是 ＲＥＭ睡眠转换和维持的核心
机制。因此，ｏｒｅｘｉｎ对ＳＬＤ神经元膜电位水平、膜的特
性以及膜电位阈下振荡的调控效应以及相关的生理意

义值得进一步研究。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　在免疫荧光组织化学实验中所使用的实验动物均
为体质量在３００～３５０ｇ之间的ＳＰＦ级的成年ＳＤ雄性
大鼠，而在膜片钳实验中所使用的实验动物均为出生

后８～１４ｄ之间的 ＳＰＦ级 ＳＤ乳大鼠。以上所有实验
动物均取自于陆军军医大学实验动物中心。

１．２　主要试剂和仪器
　　人工脑脊液（ａｒｔｉｆｉｃｉａｌｃｅｒｅｂｒｏｓｐｉｎａｌｆｌｕｉｄ，ＡＣＳＦ），
配方（ｍｍｏｌ／Ｌ）：ＮａＣｌ１２０，ＫＣｌ３，ＮａＨＣＯ３２５，ＮａＨ２ＰＯ４·
２Ｈ２Ｏ１．２５，ＣａＣｌ２１．２，ＭｇＣｌ２·６Ｈ２Ｏ１．２，ｇｌｕｃｏｓｅ１１，
丙酮酸钠３，抗坏血栓钠１。
　　切片液（ｓｅｃｔｉｏｎｓｏｌｕｔｉｏｎ），配方（ｍｍｏｌ／Ｌ）：ｓｕｃｒｏｓｅ
９０，ＮａＣｌ６０，ＮａＨＣＯ３２６．５，ＫＣｌ２．７５，ＮａＨ２ＰＯ４·
２Ｈ２Ｏ２．５，ＣａＣｌ２１，ＭｇＣｌ２·６Ｈ２Ｏ５，ｇｌｕｃｏｓｅ９，丙酮酸
钠３，抗坏血栓钠１。
　　电极内液（ｉｎｔｅｒｎａｌｓｏｌｕｔｉｏｎ），配方（ｍｍｏｌ／Ｌ）：
ｐｏｔａｓｓｉｕｍｇｌｕｃｏｎａｔｅ１３０，ＫＣｌ５，ＭｇＣｌ２·６Ｈ２Ｏ２，Ｈｅｐｅｓ
１０，ＥＧＴＡ０．１，Ｎａ２ＡＴＰ２，Ｎａ２ＧＴＰ０．２。
　　ＯｒｅｘｉｎＡ购置于英国 ＴｏｃｒｉｓＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司，
ＤＮＱＸ、ＭＫ８０１、Ｐｉｃｒｏｔｏｘｉｎ、河豚毒素（ＴＴＸ）均来自于美
国ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ公司，ｏｒｅｘｉｎ１／２型受体一抗来
自于中国Ｂｉｏｓｓ生物技术公司，ｖｇｌｕｔ１一抗、ＧＡＤ６７一
抗和 ＮｅｕＮ一抗均来自于美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ生物技术公
司。主要仪器：ＰＨ测试仪（中国医药集团有限公司），
玻璃微电极自动拉制仪（美国，ＳｕｔｔｅｒＰ９７），振动切片
机（德国，ＬｅｉｃａＶＴ１２００ｓ），双通道膜片钳放大器（美
国，Ａｘｏｎ７００Ｂ），相差显微镜（日本，ＯｌｙｍｐｕｓＢＸ５１ＷＩ），
红外成像系统（美国，ＤａｇｅＭＴＩＩＲ１０００），显微操作仪
（美国，Ｓｕｔｔｅｒ）。
１．３　免疫荧光染色
　　脑组织按照常规方法制备冰冻切片，将包含 ＳＬＤ
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脑区的脑组织冠状切成１６μｍ的脑片，然后用磷酸盐
缓冲液（ＰＢＳ）漂洗３次。配置含１％Ｔｒｉｔｏｎ和１０％驴
血清的封闭打孔混合液，将脑片置于混合液中在３７℃
下孵育 ４０ｍｉｎ，随后配置合适浓度的一抗孵育液：
ｖｇｌｕｔ１（１∶１０００）、ＧＡＤ６７（１∶５００）、ｏｒｅｘｉｎ１／２型受体
（１∶５００）、ＮｅｕＮ（１∶２０００），将脑片置于配制好的一抗
中在４℃冰箱孵育过夜。孵育好之后，再次用 ＰＢＳ缓
冲液漂洗３次，随后用对应的二抗在室温下避光孵育
２ｈ，然后再次重复漂洗操作。最后将漂洗好的脑片进
行贴片，风干后用封片剂进行封片，封片完成后即可在

荧光显微镜或共聚焦显微镜下观察相应实验目标的表

达模式或形态特征。

１．４　包含ＳＬＤ脑区的脑干冠状切离体脑片的制备
　　出生后８～１４ｄ的ＳＤ乳大鼠，用异氟烷进行气体
麻醉后，快速将其断头，小心将颅骨剥开暴露出脑组

织，并将完整的脑组织拨到装有冷冻过后切片液的培

养皿中进行修块，在不损伤 ＳＬＤ脑区的前提下将脑
组织修成近似的正方体，然后将修好的脑组织转移

至振动切片机的凹槽内固定，缓慢倒入冷冻后的切

片液，开始进行切片。根据实验要求，采用冠状切的

方式，制备厚度为３００μｍ的包含 ＳＬＤ脑区的脑干离
体脑片，并将切好的脑片转移到通有５％ＣＯ２和９５％
Ｏ２的混合气的 ＡＣＳＦ中孵育 ４０ｍｉｎ，即可进行膜片
钳实验。

１．５　全细胞膜片钳记录
１．５．１　ＳＬＤ神经元封接与记录　　将孵育好的包含
ＳＬＤ脑区的离体脑干脑片转移至灌流系统的孵育槽
中，用压网固定好，在室温下（２５～３５℃）持续灌流通
有５％ＣＯ２和 ９５％ Ｏ２混合气的新鲜 ＡＣＳＦ，流速为
２ｍＬ／ｍｉｎ。然后在红外相差显微镜下准确定位 ＳＬＤ
脑区的范围，并在目标区域筛选边界清晰、实质感强、

表面光滑的神经元。打开ｐＣｌａｍｐ记录软件，然后打开
封接测试的界面，通过给予测试脉冲（５ｍＶ，５ｍｓ）来
实时监测封接情况。通过三维立体显微操作仪和相差

显微镜，用灌有电极内液的玻璃微电极（３～５ＭΩ）对
筛选好的 ＳＬＤ神经元进行封接，然后将神经元逐步
钳制到－７０ｍＶ，直至封接电阻上升至 Ｇ欧水平，待
封接稳定后，通过短促的吸力由弱到强地对目标神

经元进行破膜，从而形成膜片钳的全细胞记录模式，

接下来在电流钳模式下对该神经元进行记录，并实

时监测串联电阻，保证记录完成前后串联电阻的变

化不超过２０％。
１．５．２　ＳＬＤ神经元膜电位分析　　在电流钳模式下，

将所有记录的 ＳＬＤ神经元的膜电位水平钳制到
－６０ｍＶ左右，采用 ＤＮＱＸ、ＭＫ８０１、ｐｉｃｒｏｔｏｘｉｎ和 ＴＴＸ
来阻断化学突触的传递，通过灌流 ｏｒｅｘｉｎＡ来研究
ｏｒｅｘｉｎ对ＳＬＤ神经元的膜电位的调控作用。通过灌流
泵持续灌流２ｍｉｎ１００ｎｍｏｌ／Ｌ的ｏｒｅｘｉｎＡ，选取正在记
录的ＳＬＤ神经元在灌流ｏｒｅｘｉｎＡ（１００ｎｍｏｌ／Ｌ）之前基
本稳定的 １０ｓ，用 Ｃｌａｍｐｆｉｔ计算出这一时间段内膜电
位的平均值作为对照，然后选取正在记录的 ＳＬＤ神经
元在灌流ｏｒｅｘｉｎＡ引起的反应达到平台期后基本稳定
的１０ｓ，用同样的方法计算出加入 ｏｒｅｘｉｎＡ后膜电位
的平均值，将两个膜电位进行比较。

１．５．３　ＳＬＤ神经元膜电位阈下振荡分析　　在加入
ｏｒｅｘｉｎＡ之前，采用ＭＡＴＬＡＢ对 ＳＬＤ神经元膜电位不
同频段的阈下振荡进行滤波获取后，选取各频段振荡

较为稳定的３０ｓ，计算其功率作为对照，在ｏｒｅｘｉｎＡ诱
发的去极化反应达到平台期后，同样选取各频段振荡

较为稳定的３０ｓ计算其功率，分析ｏｒｅｘｉｎ对ＳＬＤ神经
元膜电位不同频段阈下振荡的影响。

１．５．４　ＳＬＤ神经元膜电位阈下振荡自相关分析　　
对加入ｏｒｅｘｉｎＡ前后ＳＬＤ神经元膜电位 ｄｅｌｔａ和 ｔｈｅｔａ
频段阈下振荡进行自相关分析，在时间 ｌａｇ＝０的点两
侧出现的峰为自相关系数，代表了振荡的规则程度，分

别比较加入ｏｒｅｘｉｎＡ前后ｄｅｌｔａ和 ｔｈｅｔａ频段阈下振荡
的自相关系数。

１．５．５　ＳＬＤ神经元放电与膜电位阈下振荡相位锁
定分析　　将记录到的全细胞膜电位进行带通滤
波，其中１～４Ｈｚ的带通滤波可得到 ｄｅｌｔａ频段膜电
位阈下振荡，４～１２Ｈｚ的带通滤波可得到 ｔｈｅｔａ频段
膜电位阈下振荡，此时将不同频段的阈下振荡进行

希尔伯特变换（Ｈｉｌｂｅｒｔｔｒａｎｓｆｏｒｍ），可转化出每一时刻
点对应的振荡相位。对放电活动与膜电位振荡关系

的锁相分析是在该段膜电位记录中，对产生了放电

活动的时刻（以锋电位产生时刻作为标准）相应的振

荡相位的分布进行Ｒａｙｌｅｉｇｈ氏球形均一性检验，如存
在相位锁定关系，则说明放电活动主要集中在某一

特定相位附近出现，统计报告 Ｐ＜０．０５。此时，可用
每一放电对应相位值的加权平均值来表示锁相关系

的平均相位值，代表了放电活动主要在膜电位振荡

的某一特定相位时刻产生。

１．６　统计学分析
　　数据均采用 珋ｘ±ｓ的方式表示，数据分析处理与图
像制作均采用 Ｃｌａｍｐｆｉｔ、Ｏｒｉｇｉｎ和 ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ软件
完成，数据统计分析采用 ＳＰＳＳ２２，当数据分布符合正
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态分布时采用配对ｔ检验或两独立样本ｔ检验，不符合
正态分布时采用 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ符号秩和检验进行统计检
验。检验水准：α＝０．０５。

２　结果

２．１　ＳＬＤ神经元大多数表现为ｖｇｌｕｔ１和ｏｒｅｘｉｎ１／２型
受体阳性

　　采用ｖｇｌｕｔ１和ＧＡＤ６７对ＳＬＤ脑区进行免疫荧光
染色，发现在该区域存在大量 ｖｇｌｕｔ１阳性的谷氨酸能
神经元，只有少量 ＧＡＤ６７阳性的 ＧＡＢＡ能神经元散
在分布（图１Ａ）。３只实验动物同一 ＳＬＤ区域中谷氨
酸能神经元和ＧＡＢＡ能神经元的计数结果显示，在该
统计区域，所有参与计数的谷氨酸能神经元和 ＧＡＢＡ

能神经元中，９７．４％的神经元均为谷氨酸能神经元，而
ＧＡＢＡ能神经元比例极低。采用 ｏｒｅｘｉｎ１／２型受体对
ＳＬＤ神经元进行免疫荧光标记，结果显示在 ＳＬＤ脑
区，ｏｒｅｘｉｎ能受体中等程度地表达于 ＳＬＤ神经元上
（图１Ｂ）。Ｏｒｅｘｉｎ１／２型受体与ＮｅｕＮ进一步的免疫荧
光双标结果显示，大部分 ＳＬＤ神经元均表达 ｏｒｅｘｉｎ受
体（图１Ｃ），扩大数据量对３只动物同一 ＳＬＤ区域中
不表达ｏｒｅｘｉｎ受体的神经元和表达ｏｒｅｘｉｎ受体的神经
元的数量进行统计分析，发现在所有计数的１３６个神
经元中，有９１个（６６．９％）神经元均表达 ｏｒｅｘｉｎ受体。
上述结果表明在ＳＬＤ脑区，大部分ＳＬＤ神经元均表达
ｏｒｅｘｉｎ受体，ｏｒｅｘｉｎ可能通过作用于 ｏｒｅｘｉｎ受体进而调
控ＳＬＤ脑区ｏｒｅｘｉｎ受体阳性神经元的活动。

!
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Ａ：ｖｇｌｕｔ１和ＧＡＤ６７免疫荧光双标实验，红色：ｖｇｌｕｔ１，绿色：ＧＡＤ６７；Ｂ：免疫荧光实验，绿色：ｏｒｅｘｉｎ１／２型受体；Ｃ：Ｏｒｅｘｉｎ１／２型
受体与ＮｅｕＮ免疫荧光双标实验，红色：ＮｅｕＮ，绿色：ｏｒｅｘｉｎ１／２型受体

图１　ＳＬＤ脑区主要的神经元类型及ｏｒｅｘｉｎ受体在ＳＬＤ脑区的分布特征
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２．２　Ｏｒｅｘｉｎ导致ＳＬＤ神经元膜电位的去极化以及阈
下振荡水平的增强

　　在电流钳模式下，将所有记录的 ＳＬＤ神经元的
膜电位水平钳制到－６０ｍＶ左右，并全程灌流 ＤＮＱＸ
（５０μｍｏｌ／Ｌ）、ＭＫ８０１（１００μｍｏｌ／Ｌ）、ｐｉｃｒｏｔｏｘｉｎ
（１００μｍｏｌ／Ｌ）和ＴＴＸ（１μｍｏｌ／Ｌ）。在此条件下，灌流
２ｍｉｎ的ｏｒｅｘｉｎＡ（１００ｎｍｏｌ／Ｌ）在记录到的对ｏｒｅｘｉｎ有
反应的７个 ＳＬＤ神经元上引起了明显的去极化反应
（去极化幅度：７．５６±１．４７ｍＶ，ｎ＝７，配对 ｔ检验，Ｐ＜
０．０１，图２Ａ、Ｂ）并增强了ＳＬＤ神经元膜电位的阈下振
荡（图２Ｃ）。频谱分析结果显示，ｏｒｅｘｉｎＡ明显增强了
ＳＬＤ神经元膜电位阈下振荡的在低频段的功率谱密度
（ｐｏｗｅｒｓｐｅｃｔｒａｌｓｅｎｓｉｔｙ，图２Ｄ）。７例神经元的统计数
据表明，ｏｒｅｘｉｎＡ显著增强了０．５～２５Ｈｚ频段内 ＳＬＤ
神经元膜电位阈下振荡的总功率（对照：２．５４±１．３０
ｍＶ２；ｏｒｅｘｉｎ：７．９８±２．５２ｍＶ２，ｎ＝７，非参检验，Ｐ＜０．０５，
图２Ｅ）。因此，ｏｒｅｘｉｎ可以不依赖于化学突触直接影
响ＳＬＤ神经元膜的特性，对其膜电位水平和膜的振荡

均起促进作用。

２．３　Ｏｒｅｘｉｎ主要增强 ＳＬＤ神经元膜电位阈下振荡在
ｄｅｌｔａ和ｔｈｅｔａ频段的功率

　　０～２５Ｈｚ主要包括ｄｅｌｔａ（１～４Ｈｚ）、ｔｈｅｔａ（４～１２Ｈｚ）、
ｂｅｔａ（１５～２５Ｈｚ）这３个频段，其原始波形显示，在加入
ｏｒｅｘｉｎＡ后各频段的振荡幅度均明显增强（图３Ａ、Ｂ、
Ｃ）。对各频段的功率变化进行统计分析，结果显示，加
入ｏｒｅｘｉｎＡ之后，ｄｅｌｔａ（对照：１．９３±１．１６ｍＶ２；ｏｒｅｘｉｎ：
５．９０±２．０１ｍＶ２，ｎ＝７，非参检验，Ｐ＜０．０５）和 ｔｈｅｔａ（对
照：０．５０±０．２２ｍＶ２；ｏｒｅｘｉｎ：１．８５±０．８４ｍＶ２，ｎ＝７，非参
检验，Ｐ＜０．０５）频段振荡的功率显著增强，ｂｅｔａ（对照：
０．１０±０．０６ｍＶ２；ｏｒｅｘｉｎ：０．２３±０．０８ｍＶ２，ｎ＝７，非参检
验，Ｐ＝０．１８）频段则无统计学差异（图３Ｄ）。除低频
振荡外，ＳＬＤ神经元还存在高频的阈下膜电位振荡，例
如ｌｏｗｇａｍｍａ（２５～４８Ｈｚ）和ｈｉｇｈｇａｍｍａ（５２～１５０Ｈｚ）
频段。高频段膜电位信号分析结果显示，加入 ｏｒｅｘｉｎ
Ａ之后，ｌｏｗｇａｍｍａ（对照：０．０５±０．０３ｍＶ２；ｏｒｅｘｉｎ：
０．０６±０．０２ｍＶ２，
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Ａ：全细胞膜片钳技术电流钳模式记录加入ｏｒｅｘｉｎ后ＳＬＤ神经元膜电位的变化；Ｂ：分别统计对照与加入ｏｒｅｘｉｎ之后 ＳＬＤ神经

元的膜电位　ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较；Ｃ：全细胞膜片钳技术电流钳模式记录加入ｏｒｅｘｉｎ后ＳＬＤ神经元膜电位阈下振荡水平

的变化；Ｄ：统计分析对照与加入ｏｒｅｘｉｎ之后ＳＬＤ神经元膜电位阈下振荡在０～２５Ｈｚ频段内的功率谱密度曲线；Ｅ：分别统计对

照与加入ｏｒｅｘｉｎ之后在０．５～２５Ｈｚ频段内ＳＬＤ神经元膜电位阈下振荡的总功率　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照比较

图２　Ｏｒｅｘｉｎ对ＳＬＤ神经元膜电位的调控作用

７６９　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１０）



ｎ＝７，非参检验，Ｐ＝０．２４）和ｈｉｇｈｇａｍｍａ（对照：０．０２±
０．０１ｍＶ２；ｏｒｅｘｉｎ：０．０２±０．０１ｍＶ２，ｎ＝７，非参检验，Ｐ＝
０．２４）频段振荡的功率在加入 ｏｒｅｘｉｎＡ前后无统计学
差异（图３Ｅ、Ｆ、Ｇ）。以上结果表明 ｏｒｅｘｉｎ主要增强了
ＳＬＤ神经元在ｄｅｌｔａ和ｔｈｅｔａ频段的膜电位阈下振荡的
功率。

２．４　Ｏｒｅｘｉｎ通过前移放电与ｄｅｌｔａ频段膜电位振荡的
锁定相位提高ＳＬＤ神经元的放电效率

　　在电流钳模式下，将所记录的 ＳＬＤ神经元钳制到
－６０ｍＶ左右，并全程灌流ＤＮＱＸ（５０μｍｏｌ／Ｌ）、ＭＫ８０１
（１００μｍｏｌ／Ｌ）和 ｐｉｃｒｏｔｏｘｉｎ（１００μｍｏｌ／Ｌ）以阻断化学
突触传递。灌流 ２ｍｉｎ的 ｏｒｅｘｉｎＡ（１００ｎｍｏｌ／Ｌ）在记
录到的对ｏｒｅｘｉｎ有反应的７个ＳＬＤ神经元上均引起了
明显的去极化反应，并在其中５个神经元上诱导出了
放电活动（放电频率：１．３１±０．５３Ｈｚ，图４Ａ）。时间频
谱分析结果显示，加入ｏｒｅｘｉｎＡ后，ＳＬＤ神经元膜电位
阈下振荡信号在ｄｅｌｔａ和ｔｈｅｔａ频段的功率谱密度明显
增强，且更加连续（图 ４Ｂ、Ｃ）。ＳＬＤ神经元在 ｄｅｌｔａ频

段的阈下振荡信号自相关分析结果显示，加入 ｏｒｅｘｉｎ
Ａ之后，ＳＬＤ神经元膜电位在ｄｅｌｔａ频段的阈下振荡的
规则程度与对照没有统计学差异（对照：０．２４±０．０２；
ｏｒｅｘｉｎ：０．２０±０．０２，ｎ＝７，配对ｔ检验，Ｐ＝０．１５，图４Ｄ、Ｅ）。
设置４例ＳＬＤ神经元为对照组，将其从－６０ｍＶ的钳
制电位直接去极化钳制到－５３ｍＶ左右（１００ｎｍｏｌ／Ｌ
ｏｒｅｘｉｎＡ引起ＳＬＤ神经元的平均去极化水平），这４例
ＳＬＤ神经元均被诱导出放电活动，并以 ｏｒｅｘｉｎ引起放
电的５例ＳＬＤ神经元为实验组。膜电位和放电时刻
的相位锁定分析结果显示，实验组和对照组 ＳＬＤ神经
元的放电活动均能稳定地锁定到 ｄｅｌｔａ频段膜的电位
上，而且实验组 ＳＬＤ神经元的放电与 ｄｅｌｔａ频段膜电
位振荡的锁定相位相较于对照组明显前移（对照：

１．３６±０．１１，ｎ＝４；ｏｒｅｘｉｎ：０．６２±０．２６，ｎ＝５，非配对 ｔ检
验，Ｐ＜０．０５，图４Ｆ、Ｇ），上述结果表明 ｏｒｅｘｉｎ使得 ＳＬＤ
神经元的放电可以相对于 ｄｅｌｔａ频段膜电位阈下振荡
前移，即可以在膜电位更低的情况下产生放电，降低了

ＳＬＤ神经元放电的阈值。
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Ａ：加入ｏｒｅｘｉｎ前后ＳＬＤ神经元ｄｅｌｔａ频段阈下膜电位振荡原始波形图；Ｂ：加入ｏｒｅｘｉｎ前后ＳＬＤ神经元ｔｈｅｔａ频段阈下膜电位振

荡原始波形图；Ｃ：加入ｏｒｅｘｉｎ前后ＳＬＤ神经元ｂｅｔａ频段阈下膜电位振荡原始波形图；Ｄ：分别统计加入ｏｒｅｘｉｎ前后ＳＬＤ神经元

ｄｅｌｔａ、ｔｈｅｔａ和ｂｅｔａ频段阈下膜电位振荡的功率　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；Ｅ：加入ｏｒｅｘｉｎ前后ＳＬＤ神经元ｌｏｗｇａｍｍａ频段阈下

膜电位振荡原始波形图；Ｆ：加入ｏｒｅｘｉｎ前后ＳＬＤ神经元ｈｉｇｈｇａｍｍａ频段阈下膜电位振荡原始波形图；Ｇ：分别统计加入ｏｒｅｘｉｎ

前后ＳＬＤ神经元ｌｏｗｇａｍｍａ和ｈｉｇｈｇａｍｍａ频段阈下膜电位振荡的功率

图３　Ｏｒｅｘｉｎ对ＳＬＤ神经元不同频段膜电位阈下振荡的调控作用

８６９ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１０）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



２．５　Ｏｒｅｘｉｎ通过稳定ＳＬＤ神经元膜电位信号在 ｔｈｅｔａ
频段的阈下振荡来稳定神经元放电

　　时间频谱分析结果显示，加入ｏｒｅｘｉｎＡ后，ＳＬＤ神
经元膜电位阈下振荡信号在 ｔｈｅｔａ频段更加连续和稳
定（图５Ａ、Ｂ）。进一步的自相关分析结果显示，ｏｒｅｘｉｎ
Ａ明显增加了 ＳＬＤ神经元膜电位在 ｔｈｅｔａ频段振荡的
自相关系数（对照：０．２５±０．０４；ｏｒｅｘｉｎ：０．３２±０．０５，ｎ＝７，配
对ｔ检验，Ｐ＜０．０５，图５Ｃ、Ｄ）。以上结果表明，ＳＬＤ神
经元在ｔｈｅｔａ频段存在较为稳定的阈下膜电位振荡，而

ｏｒｅｘｉｎ使得ＳＬＤ神经元膜电位在 ｔｈｅｔａ频段的阈下振
荡更加规则、连续和稳定。相位锁定分析结果表明，实

验组ＳＬＤ神经元放电与 ｔｈｅｔａ频段膜电位的锁定相位
与对照组没有统计学差异（对照：０．７５±０．０４，ｎ＝４；
ｏｒｅｘｉｎ：０．７５±０．０６，ｎ＝５，非配对 ｔ检验，Ｐ＝０．５０，
图５Ｅ、Ｆ）。以上结果提示 ｏｒｅｘｉｎ可以通过稳定 ＳＬＤ
神经元膜电位在 ｔｈｅｔａ频段的阈下振荡来稳定神经元
放电，提高神经元的放电效率并促进神经元网络的同

步化放电。
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Ａ：全细胞膜片钳技术电流钳模式记录加入ｏｒｅｘｉｎ后ＳＬＤ神经元膜电位及放电活动的变化；Ｂ：对照组ＳＬＤ神经元阈下膜电位

振荡的时间频谱分析图；Ｃ：加入ｏｒｅｘｉｎ后ＳＬＤ神经元阈下膜电位振荡的时间频谱分析图；Ｄ：ｏｒｅｘｉｎ引起ＳＬＤ神经元ｄｅｌｔａ频段

阈下膜电位振荡自相关系数的变化情况；Ｅ：分别统计加入 ｏｒｅｘｉｎ前后 ＳＬＤ神经元 ｄｅｌｔａ频段阈下膜电位振荡的自相关系数；

Ｆ：加入ｏｒｅｘｉｎ后ＳＬＤ神经元放电时刻与ｄｅｌｔａ频段膜电位的相位锁定分析；Ｇ：分别统计加入ｏｒｅｘｉｎ前后ＳＬＤ神经元放电时刻

与ｄｅｌｔａ频段膜电位的偏向锁定相位　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较

图４　Ｏｒｅｘｉｎ对ＳＬＤ神经元ｄｅｌｔａ频段阈下振荡的调控作用及其对ＳＬＤ神经元放电的影响

９６９　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１０）
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Ａ：对照组ＳＬＤ神经元阈下膜电位振荡的时间频谱分析图；Ｂ：加入 ｏｒｅｘｉｎ后 ＳＬＤ神经元阈下膜电位振荡的时间频谱分析图；

Ｃ：ｏｒｅｘｉｎ引起ＳＬＤ神经元ｔｈｅｔａ频段阈下膜电位振荡自相关系数的变化情况；Ｄ：分别统计加入ｏｒｅｘｉｎ前后ＳＬＤ神经元ｔｈｅｔａ频

段阈下膜电位振荡的自相关系数　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；Ｅ：加入ｏｒｅｘｉｎ后ＳＬＤ神经元放电时刻与ｔｈｅｔａ频段膜电位的相位

锁定分析；Ｆ：分别统计加入ｏｒｅｘｉｎ前后ＳＬＤ神经元放电时刻与ｔｈｅｔａ频段膜电位的偏向锁定相位

图５　Ｏｒｅｘｉｎ对ＳＬＤ神经元ｔｈｅｔａ频段阈下振荡的调控作用及其对ＳＬＤ神经元放电的影响

３　讨论

　　本研究采用膜片钳技术，研究 ｏｒｅｘｉｎ对 ＳＬＤ神经
元兴奋性及膜电位阈下振荡的调控作用，实验结果证

明，ｏｒｅｘｉｎ对ＳＬＤ神经元的活动具有调控作用，提高了
ＳＬＤ神经元的兴奋性并增强了 ＳＬＤ神经元的放电能
力。然而，ｏｒｅｘｉｎ对 ＳＬＤ神经元活动的下游调控机制
及这一调控通路的生理意义尚不清楚。

　　尽管 ｏｒｅｘｉｎ神经元胞体局限地分布于 ＬＨＡ以及
ＰｅＦ区域，但其发出的神经纤维广泛地分布于整个皮
层及皮层下神经系统，通过释放 ｏｒｅｘｉｎ神经肽并作用
于突触后 ｏｒｅｘｉｎ受体参与了机体多种生理功能的调
控［８］。迄今为止，除研究报道发现视交叉上核神经元

ｏｒｅｘｉｎ受体的激活发挥直接的抑制性调控作用之
外［９］，突触后 ｏｒｅｘｉｎ受体的激活主要对神经元产生兴
奋性效应。例如：在前额叶皮层 ２／３层［１０］、小脑的间

位核［１１］、蓝斑核［１２］等等，ｏｒｅｘｉｎ均是通过激活突触后
ｏｒｅｘｉｎ受体对其神经元发挥一个兴奋性调控作用。我
们采用全细胞膜片钳技术，通过外源性加入 ｏｒｅｘｉｎ可
以直接观察 ｏｒｅｘｉｎ对 ＳＬＤ神经元的调控作用。发现
在ＳＬＤ区域，ｏｒｅｘｉｎ可以直接去极化 ＳＬＤ神经元从而

产生一个兴奋效应，这与既往的报道相互印证，说明

ｏｒｅｘｉｎ主要对ＳＬＤ脑区和ＳＬＤ神经元发挥兴奋性调控
作用。

　　我们在研究过程中发现 ｏｒｅｘｉｎ对 ＳＬＤ神经元的
兴奋效应不仅仅只表现为膜电位的去极化，还表现为

更加复杂的 ＳＬＤ神经元膜电位阈下振荡的增强及其
引起的神经元放电模式的改变。已有研究表明，神经

元膜电位的阈下振荡可以影响神经元放电的频率、精

确度以及时机［１３－１５］。例如有研究报道，豚鼠额叶皮层

神经元持续的膜电位振荡可以使神经元产生特定频率

的电信号，而且更倾向对同一频率的传入信号做出反

应，因此使得特定频率的电信号在神经元网络中扩

布［１６］。基于神经元膜电位阈下振荡的重要功能，我们

进一步研究了 ＳＬＤ神经元膜电位阈下振荡及其与放
电的关系以及ｏｒｅｘｉｎ对两者的调控作用，发现 ＳＬＤ神
经元膜电位存在不同频段的阈下振荡，而 ｏｒｅｘｉｎ主要
增强了ＳＬＤ神经元在ｄｅｌｔａ和ｔｈｅｔａ频段的膜电位阈下
振荡的功率。对ＳＬＤ神经元 ｄｅｌｔａ频段阈下振荡的分
析结果表明，ｏｒｅｘｉｎ主要通过前移ＳＬＤ神经元 ｄｅｌｔａ频
段膜电位阈下振荡与放电的锁定相位，降低 ＳＬＤ神经
元放电的阈值，从而提高 ＳＬＤ神经元的兴奋性，增加

０７９ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１０）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



ＳＬＤ神经元的放电频率。与之不同的是，对ｔｈｅｔａ频段
阈下振荡的分析结果显示，ｏｒｅｘｉｎ则是通过稳定 ＳＬＤ
神经元膜电位在 ｔｈｅｔａ频段的阈下振荡来稳定神经元
放电，从而使神经元放电更加规则有序。以上结果表

明，ｏｒｅｘｉｎ对 ＳＬＤ神经元膜电位在 ｄｅｌｔａ和 ｔｈｅｔａ频段
阈下振荡的这两种不同的调控作用共同促进了 ＳＬＤ
神经元的放电，使ＳＬＤ神经元的放电更加稳定高效。
　　与上述推论一致的是，膜片钳记录结果显示，
ｏｒｅｘｉｎ确实可以增加 ＳＬＤ神经元的放电频率。因此，
ｏｒｅｘｉｎ可以通过调控ＳＬＤ神经元膜电位水平和膜电位
阈下振荡间接影响神经元放电的模式。既往研究表

明，机体各项生理功能的实现依赖于神经元的放电活

动，例如：ｏｒｅｘｉｎ可以通过对浦肯野细胞直接的突触后
兴奋性效应，增加其放电活动，从而参与小脑介导的运

动行为的调控［１７］；ｏｒｅｘｉｎ可以直接兴奋６ｂ层皮层神经
元，增加神经元的放电活动，促进随意运动的发生［１８］；

下丘脑ｏｒｅｘｉｎ能系统还可以通过突触后兴奋效应引起
神经元放电，增强前庭外侧核对外界信息响应后的整

体输出以及其反应敏感性，从而参与前庭外侧核介导

的躯体姿势调控［１９］。目前的实验结果表明 ｏｒｅｘｉｎ不
仅能直接增加ＳＬＤ神经元的放电频率，还能够通过调
控ＳＬＤ神经元膜电位的阈下振荡影响神经元放电的
模式，使其放电更加稳定、高效、规则，并有可能趋于同

步化。我们所关注的ＳＬＤ区域，ＳＬＤ神经元的特征性
同步化放电是 ＲＥＭ睡眠的转换和维持的核心机
制［２０］，这说明 ｏｒｅｘｉｎ很有可能通过调控ＳＬＤ神经元的
放电活动参与了ＳＬＤ介导的 ＲＥＭ睡眠调控的关键环
节，ｏｒｅｘｉｎ能系统的缺陷也很有可能导致 ＲＥＭ睡眠的
障碍。与我们的猜想一致，已有临床研究表明，ｏｒｅｘｉｎ
能系统缺陷的病人除觉醒维持困难外，还表现为明显

的ＲＥＭ睡眠状态的异常，包括ＲＥＭ睡眠行为障碍、睡
眠麻痹等。

　　综上所述，本研究揭示 ｏｒｅｘｉｎ对 ＳＬＤ神经元具有
调控作用，不仅能增强 ＳＬＤ神经元的兴奋性，还能增
强并稳定ＳＬＤ神经元膜电位低频段的阈下振荡，有可
能使ＳＬＤ神经元的放电更加稳定高效。此外，ＳＬＤ神
经元膜电位振荡与放电有稳定的锁相关系，而 ｏｒｅｘｉｎ
可以将这一锁相关系前移，从另一个方面促进 ＳＬＤ神
经元的放电。Ｏｒｅｘｉｎ对 ＳＬＤ神经元调控作用的相关
机制及其与ＲＥＭ睡眠的关系还有待进一步研究。
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