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　　提　要　目的: 探讨急性低温低氧对大鼠下丘脑 NOS及 c-fo s表达的影响。方法: 用 c-fo s免疫组化技术

和 N ADPH-d组化法研究急性低温低氧大鼠下丘脑内 c-fo s原癌基因的表达、一氧化氮合酶 ( NOS)的分布及

两者的共存。 结果: 急性低温低氧组大鼠:①下丘脑内 c-fos表达明显增加 ,在许多核团呈恒定的核特异定位

分布 ,其中室旁核、弓状核、腹内侧核、背内侧核表达最为强烈 ,乳头体前核、下丘脑后核有中等强度的表达 ,

视上核偶有表达。②室旁核的大细胞部和视上核可见密集深染的 NOS阳性大细胞。③在室旁核的小细胞部

及其附近的区域约有 10% ～ 20%的中小型 NO S阳性细胞同时表达 c-fos蛋白 ,其它部位偶见双染细胞。 以

上结果与对照组比较差异显著 ,而 1 d组和 3 d组之间无明显变化。结论: 下丘脑内的特定核团可能参与低氧

反应的整合。 一氧化氮 ( NO )作为一种非经典的新型神经递质和信息分子可能与低氧反应有关。

　　关键词　急性低温低氧 ; NOS; c-fos;下丘脑 ;大鼠

　　中图法分类号　 R345. 44; R394. 2

　　高原是一种复杂的低温低氧环境 ,对机体多个系

统产生影响。 缺氧可引起下丘脑内 TRHmRNA和

AV PmRNA升高 ,并引起强烈的神经内分泌反应 ,说

明下丘脑在低氧反应中起重要的中枢整合作用。 NO

作为一种信息分子参与众多与谷氨酸能相关的反应 ,

NO是否参与了下丘脑的低氧适应反应尚未见报道。

本研究运用模拟海拔 6 000 m的高原缺氧模型 ,用 c-

fos免疫组化技术和 NADPH-d组化法来观察下丘脑

内一氧化氮合酶 ( NO S)和 c-fo s的表达及两者的共

存 ,探讨高原缺氧在下丘脑内所作用的区域及 NO是

否参与下丘脑的低氧反应。

1　材料与方法

1. 1　动物模型及分组
　　实验用 SD大鼠 17只 ,体重为 150～ 200 g ,雌雄不拘。将大

鼠随机分为正常对照组 ( n = 5)和急性低温低氧组: 1 d组 ( n

= 6) , 3 d组 ( n = 6)。 将急性低温低氧组大鼠置于模拟海拔

6 000 m的低压氧舱内 (舱内温度为 4℃ ) ,每天 6 h。

1. 2　免疫组化法
　　实验毕 ,按常规进行大鼠组织灌流 ,固定 ,取出下丘脑 ,行

冠状连续切片 ( 35μm) ,然后进行 ABC免疫组化染色:切片在

1∶ 1 000的 c-fo s抗血清 (购自中山公司 )中孵育 48 h( 4℃ ) ,再

依次进入生物素化羊抗兔血清 ( 1∶ 200, Vecto r )及 ABC

( 1∶ 200, Vector )于室温下各孵育 3 h,继之以 DAB-H2O2呈色

液显色。 非特异对照和阴性对照分别采用正常兔血清和 0. 01

mo l /L PBS代替一抗 ,随后的步骤完全相同 ,结果表明对照切

片看不到免疫反应阳性细胞。

1. 3　 NADPH-d组化法
　　将切片放入含 1 mg /ml N ADPH ( Sigma ,还原型 ) , 0. 1

mg /ml硝基四唑氮蓝 ( Sigma ) , 0. 3% Triton X-100的 0. 1

mo l /L PB缓冲液中 ( pH= 7. 4) 37℃孵育 40～ 60 min,然后将切

片移至 0. 01 mo l /L KPBS缓冲液中终止显色反应。

1. 4　 NADPH-d组化和 c-fos免疫组化的双重反应

　　首先将切片进行 c-fos免疫组化反应 ,显色后将切片充分

漂洗进行 N ADPH-d组化反应。

1. 5　数据处理
　　将每一动物同一部位的下丘脑切片随机抽取四张 ,作阳性

细胞计数 ,取均数作为该动物的 c-fos样免疫反应 ( c-fos-like

imm uno reactivity , FL I)数和 NOS阳性细胞数。 实验数据皆用

微机经双样本 t检验程序 ( PDA-2)进行统计学处理。 结果以 x-

± s表示。

2　结果

2. 1　急性低温低氧大鼠下丘脑内 NOS分布和表达
　　光镜下可见急性低温低氧组大鼠下丘脑室旁核的大细胞

部、视上核有密集深染的 NOS阳性大细胞 ;室旁核的小细胞

部、背内侧核、腹内侧核、弓状核、外侧区、室周区、乳头体前核

可见深浅不一 ,疏密不等的 NOS阳性细胞 , 1 d组与 3 d组比较

差异不显著 ,正常对照组在上述部位可见少量 NO S阳性细胞 ,

见图 1,表 1。

2. 2　急性低温低氧大鼠下丘脑 c-fo s的分布和表达
　　光镜观察到急性低温低氧大鼠 FLI在室旁核表达最为强

烈 ,弓状核、腹内侧核、背内侧核均有强烈表达 ,乳头体前核、视

前区、室周区有中等度的表达 ,视上核、下丘脑后核表达很少 , 1

d组与 3 d组比较差异不显著。 正常对照组在上述核团及区域

仅有零星表达 ,见图 2,表 2。
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图 1　下丘脑 NOS神经元的显微照相

Fig 1　 Photomicrograph of NOS neurons in the hypothalamus

A: NOS neurons in PMV w ere very spa rse in contr ol g roup (× 130)

B: One day afte r acute hypox ia and hypo the rmia , NOS neurons in PMV w ere densely labeled (× 130)

图 2　下丘脑 FIL神经元的显微照相

Fig 2　 Photomicrograph of FIL neurons in the hypothalamus

A: FIL neurons of PMV w ere very spar se in contro l g r oup(× 260)

B: One day after acute hypoxia and hypothermia, F IL neurons o f PMV w ere densely labeled (× 260)

C: One day af ter acute hypox ia and hypo the rmia , FIL neurons o f ARH w ere densely labeled (× 260)

D: One day a fter acute hypoxia and hypo thermia, FIL neurons of VM H w ere densely labeled (× 260)
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表 1　急性低温低氧对下丘脑室旁核、

视上核 NOS表达的影响

Tab 1　 Ef fect of acute hypoxia and hypothermia

on NOS expression of PMV and SON

Number of NOS neurons
Grou ps n

PMV SON

Con trol 5 15. 3± 2. 7 22. 5± 2. 1

One day 6 135. 5± 5. 2** 75. 0± 5. 4**

Three days 6 133. 2± 6. 0** 76. 8± 5. 5**

** : P < 0. 01 v s contr ol

表 2　急性低温低氧对下丘脑 c-f os表达的影响

Tab 2　 Ef fect of acute hypoxia and hypothermia on c-fos

expression in hypothalamus

Number of F IL neurons
Groups n

PMV ARH VM H DM H

Control 5 32. 3± 2. 4 27. 2± 2. 7 22. 6±2. 1 17. 6±1. 6

One day 6 254. 7± 6. 8** 122. 8± 5. 1** 82. 6±2. 7** 70±1. 3**

Three days 6 250. 6± 5. 1** 118± 6. 5** 88. 4±4. 6** 70. 2±1. 6**

** : P < 0. 01 v s contr ol

2. 3　 FO S蛋白与 NO S在下丘脑内的共存

　　低温低氧 1 d组和 3 d组大鼠下丘脑室旁核的小细胞部及

其附近的室周区 ,外侧区 ,背内侧区 ,乳头体前核的中小型 NOS

阳性细胞有 10% ～ 20%同时表达 FOS蛋白 ,其他部位偶见双

染细胞。

3　讨论

　　 NO作为一种非典型的神经递质和信息分子 ,介

导了许多与 NMDA受体激活相关的生理、病理过程 ,

如参与海马和皮层的长时程增强和抑制及脑缺血、脑

损伤的毒性作用
[1 ]
。据报道缺氧可引起谷氨酸的大量

释放
[2 ]
,谷氨酸兴奋 NMDA受体激活 NO S,使 NO大

量释放发挥作用。近年的研究表明 , NO作为下丘脑的

内源性物质对许多递质和激素的释放具有刺激或抑制

性中介作用 [ 3]。在离体状态下已经证实 NO
·

与调节下

丘脑神经元 CRF和 V P的释放
[ 4, 5]
。本研究应用高原

低氧模型观察到 NOS在下丘脑内的强烈表达说明

NO参与了下丘脑的低氧反应 ,尽管其机制还不清楚 ,

可能与其中介作用有关。

　　 FO S蛋白可作为神经元活动的标志物 ,用 FOS

功能图布法可清楚显示参与某一神经活动的神经元。

本研究以免疫组化法观察到高原低氧大鼠下丘脑室旁

核、弓状核、腹内侧核、背内侧核 c-fo s有强烈表达。以

往文献报道 ,单纯系统中度缺氧可引起下丘脑室旁核、

视上核、弓状核的 c-fos表达
[6 ]。 而在本研究模拟的高

原低氧模型中 c-fos表达范围较广 ,累及核团较多 ,但

视上核表达较少。不同的缺氧方式可导致 c-fos在下

丘脑内表达不同 ,说明不同的缺氧方式可引起不同的

生理功能的改变。 本研究模拟的高原低温低氧模型可

能比单纯系统缺氧对大鼠更为敏感 ,作用更为广泛。在

两种不同的缺氧模型中 ,室旁核均为 c-fos表达最强

烈的核团 ,说明室旁核在缺氧反应中起非常重要的作

用。缺氧条件下 c-fos的强烈表达与谷氨酸大量释放

作用于 NMDA受体有关。 Hax lin证实中度缺氧引起

的 c-fo s表达可被 NMDA受体阻滞剂明显抑制。 FOS

蛋白作为基因转录调节因子的作用尽管未完全阐明 ,

近来的研究已经证实 FOS蛋白对下丘脑室旁核的

AV P基因和 CRF基因的表达有重要的调节作用 ,并

且 NO发挥的中介作用与 FO S表达密切相关。目前已

经证实在大鼠的视网膜色素上皮细胞 ,纹状体神经元

中 , NO可通过对 c-fos转录活性因子 cAMP反应区结

合蛋白 ( cAMP response element binding pro tein,

CREB)磷酸化引起该神经元内 FO S的表达
[7, 8 ]。在束

缚应激模型中运用 NOS的抑制剂可明显抑制 c-fos

的表达
[9 ]
。研究也发现在下丘脑室旁核的小细胞部及

附近的室周区、外侧区、背内侧区、乳头体前核约有

10%～ 20%的中小型 NO S阳性神经元同时表达 c-

fos。 因此 NO的中介作用可能是通过影响 c-fos表达

来影响 CRF和 AV P基因表达参与低温低氧反应。
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Effects of acute hypoxia and hypothermia on expression of c-fos and NOS

in the hypothalamus in rats
*

Fan Xiao tang , Ruan Huaizhen, Zhang Jinhai , Wu Xigui, Yuan Bibo ( Depa r tment o f Neurobio log y , Third M ilitar y

Medical Univ e rsity , Chongqing , 400038)

　　 Abstract　Objective: To study the effects o f acute hypox ia and hypo thermia on th e expr ession o f c-fos

and NO S in the hypo thalamus in rats. Mehtods: The effects of acute hypoxia and hypo thermia on th e expres-

sion o f c-fos and NOS we re observ ed with c-fos im munohistochemical and N ADPH-d histochemical staining.

Resul ts: The finding s w ere as follow s: ① c-fos expr ession in the hypothalamus w as significantly incr eased

with a nucleus specific distribution especially in the paraventricular nucleus, a rcuate m ucleus, v ent romedia l

nucleus and do rsomedia l nucleus. ② Dense and deeply stained NOS positiv e cells w ere seen in the magnocellu-

la r r egion of th e pa ravent ricula r nucleus and supoptic nucleus. ③ In the pa rv ocellula r region o f the paraven-

tricular nucleus and in the adjacent perivent ricula r region, about 10% ～ 20% NOS positiv e cells w er e also

stained by c-fo s immunohistochemist ry. These findings w ere significantly differ ent from tho se o f the cont ro l

but no ev ident difference w as found betw een the One-day and 3-day g r oups. Conclusion: Specific nuclei in the

hypo tha lamus might take par t in th e adjustement o f and adapta tion to hypoxia and nitric ox ide, an atypica l

new neuro tr ansmitter and message mo lecule, may be related to the adaptation to hypoxia.

　　 Key words　 acute hypoxia; acute hypo th ermia; NOS; c-fo s; hypothalamus; r at

　* 　 This pr ojec t was suppo rted by the National Natur al Science Foundation of China, No . 39670283

颈椎管肠源性囊肿 1例

A case of cervical intraspinal enterogenous cyst

陈立朝 　邹咏文　 许民辉　 陈广鑫　　 (第三军医大学附属大坪医院神经外科 )重庆 , 400042

　　患者 ,男 , 11岁。因颈项强直、疼痛 2年 ,加重伴四肢感觉运

动障碍 ,大、小便潴留 8 d入院。查体:双上肢近端肌力Ⅱ级 ,双

上肢远端及双下肢肌力 0级 ,四肢腱反射消失 , T2以下痛觉减

退。 颈椎 MRI提示: C3～ 6占位 , T1WI信号稍低 , T2WI信号高 ,

腹侧蛛网膜下腔增宽 ,横断面上包块有向后压表现。 手术采用

C3～ 7后正中入路 ,切除 C3～ 7棘突及椎板 ,见椎板明显变薄 ,有些

部位薄如纸 ,硬脊膜张力高 ,无搏动 ,切开硬脊膜 ,脊髓腹侧面

有一囊肿 ,表面光滑 ,壁完整 ,壁厚 0. 5 mm,前面与脊膜无粘

连 ,后面与脊髓侧面有粘连 ,与神经根轻度粘连 ,肿瘤大小约 3

cm× 2 cm× 1 cm。术后病理报告为肠源性囊肿。术后 13 d大、

小便失禁 , T2平面以下对疼痛稍有反应 ,四肢肌力无明显变化。

讨论

　　肠源性囊肿是由于胚胎发育第 3周神经管与原肠分离障

碍 ,由其残留或误位的组织演变而来。 椎管肠源性囊肿 M R特

点: 矢状位 T1示囊肿信号强度稍高于 CSF,囊肿可嵌入髓内 ,

故难以确定是髓内还是髓外 ,一般位于胸段 ,多在脊髓腹侧 ,有

时伴脊柱其它畸形等。本例患者病程两年 ,且脊髓受压严重 ,故

功能恢复较困难。

　　关键词　颈椎管肠源性囊肿
　　中图法分类号　 R682. 1; R742. 89
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