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电刺激三又神经节对蝶腾神经节内一氧化碳合酶和

血管活性肠肤阳性神经元的影响
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摘要 目的
:

观察实验性偏头痛大鼠副交感神经蝶愕神经节内一氧化氮合酶(N 0 5 )和血管活性肠肤(vi P) 阳性神经元的

变化
。

方法
:
12 只雄性 S D 大鼠随机分为实验组和对照组(均n= 6)

。

实验组为电刺激三叉神经节建立的偏头痛大鼠模型
。

对照组仅作手术而不刺激三叉神经节
。

用组织化学的方法观察蝶愕神经节内N O S 阳性神经元的变化
,

用免疫荧光法观

察蝶愕神经节内 V IP 阳性神经元的变化
。

结果
:

实验组和对照组大鼠的蝶鳄神经节内均有 N O S 和vi P阳性神经元
,

但

实验组 N o s 和vi P 阳性神经元均较对照组显著增加(P <0
.

01 )
。

结论
:

电刺激三叉神经节可以通过三叉
一

副交感神经反

射系统
,

显著升高蝶鳄神经节中NO S 和vi P神经元的数目
。

偏头痛发病过程中脑膜及颅内大血管的剧烈扩张很可能与

蝶鳄神经节中N O S 和 V IP 神经元增加有关
。
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偏头痛(而gr ai ne )是一种常见多发的原发性脑与血管

功能障碍性疾病
。

目前
,

三叉神经血管学说是解释偏头

痛发生机制的主要学说
,

但该学说尚不能完全解释偏头

痛发病过程中颅内血管的剧烈和持续扩张
。

由于偏头痛

发病过程中脑膜及颅内的大血管发生剧烈扩张并偶伴

发如眼睑水肿
、

流泪
、

结膜充血和鼻充血等自主神经症

状 l”
,

提示副交感神经系统可能参与了偏头痛的疼痛发

生和持续过程f2]
。

支配脑及脑膜血管的副交感神经纤维主要来自蝶愕

神经节和耳神经节
,

两者均含有一氧化氮合酶(ni tr ic

o x id e syn tha se
,

N O S )和血管活性肠肤(v a so ac tiv e in te s -

tin a lp o 一yp ep tid e ,

v lp )
,

这两种物质都具有调节脑及脑

膜血管扩张的作用 ‘3,4]
。

为此
,

临床上采用阻断蝶愕神经

节的方法可缓解偏头痛l5]
。

勘yih ar
一

cs ill ik 等l6] 研究证实

在偏头痛大鼠模型中
,

脑膜血管周围神经纤维中N O S含

量升高
。

R ah m an n 等[7] 证实偏头痛患者静脉注射 v lP 后

颅内动脉得到了明显的扩张
。

这些研究提示蝶愕神经节

中的 N O S 和 v IP 在偏头痛发病过程中起了重要的作用
。

然而
,

蝶愕神经节中的N O S和 V IP 在偏头痛发病过程中

是否有变化尚未见文献报道
。

为此
,

本实验建立了偏头

痛大鼠模型
,

试图通过观察蝶愕神经节内N OS 和 V IP 阳

性神经元的变化
,

为今后通过调控蝶愕神经节内的 N O S

和 v IP 来防治偏头痛提供形态学依据
。

材料与方法

主要仪器与试剂 L z 2 6 台钻车(上海老港新兴医疗

器械厂 ); 单臂脑立体定位仪(S TO EL TI N G)
; Y Ls

一

g A 生

理
、

药 理 电 子刺激仪 (山东医药科学 院设备站 ) ;

L e ic a CM 19 0 0 恒冷箱冰冻切片机(德国L e ie a 公司); 荧光

显微镜(江苏捷达 O L YMPU S B X 5 1); 硝基四氮哇蓝和还

原型尼克酸胺腺嘿吟二核普酸脱氢酶(N A D PH
一

d
,

美国

S ig m a 公司 ) ;
兔抗大鼠 V lp Ig G (英国 A b c a m 公司) ;

FI TC 标记山羊抗兔 Ig G( 南通碧云天公司)
。

实验动物及分组 雄性清洁级 S D 大鼠 12 只
,

体重

25 0~3 0 0 g( 南京医科大学实验动物中心提供)
,

利用随机

数字表将大鼠分成两组
。

对照组(n 二6)
:

立体定位仪定位

后钻孔不刺激
。

实验组(n = 6)
:

造模
。

偏头痛大鼠模型建立 参考勘yih ar
一

Cs ill 议等l6] 和沈

飞飞等‘8 ’的方法制作偏头痛大鼠模型
。

大鼠腹腔注射

10 % 水合氯醛 0
.

3司 .4 m L / 1 0 0 9 体重进行麻醉
,

然后固

定在立体定位仪上
,

门齿固定插设在正中处
,

头正中部

去毛后消毒皮肤
,

行头顶正中切 口
,

逐层切开皮肤
、

肌

肉
,

于脑矢状缝中部开 口暴露颅盖骨
,

在前囱后移 3

~
,

右旁开 3 m m 处用 0. 8 m m 牙科钻钻孔
,

将电极从

钻孔处垂直插入三叉神经节(以硬脑膜起计算深度约 9. 5

m m )
。

电极刺激参数为周期 2 0 0 m s ,

波幅 10 V
,

波宽

5 m s
。

刺激时间 30 m in
。

蝶鳄神经节取材与切片制备 用 4 % 多聚甲醛对实

验完毕大鼠进行常规
』

臼脏灌注
,

取实验组右侧(刺激侧)

和对照组右侧(钻孔侧)的蝶愕神经节置4 % 多聚甲醛固定

Z h
,

转入 30 % 蔗糖磷酸盐缓冲液(PH 7
.

4)
,

4 ℃过夜
。

次

日
,

按神经节长轴将标本固定于冰冻台制冰冻切片
,

片

厚 16 林m
,

贴片于 A p E S 处理的载玻片上
,

室温干燥
。

根

据韩群颖等l9] 报道的方法
,

取美蓝染色后确认为神经节

的切片进行 N O S 组织化学染色和 V IP 免疫荧光染色
。

N O s 的组织化学染色 按 D a w so n 等‘’。,报道的方法

对神经元的 N O S 进行染色
。

切片置孵浴液 37 ℃避光孵

浴 90 而
n 。

孵浴液用 0
.

0 1 m o l
·

L
一

’PB s液(pH S
.

0)配制
,

含

有
:

0
.

3 % T rito n X
一

10 0
,

硝基四氮哇蓝 0
.

6 9
·

L
一

’
和还原

型尼克酸胺腺嘿吟二核普酸黄递酶(N A D PH di ap hor as e ,

N A D PH
一

d ) 0
.

5 9
·

L
一

‘。 0
.

0 1 m o l
·

L
一

’p B S 液(pH 7
.

4)终止反

应
,

切片经常规脱水
、

透明
。

封片后在光学显微镜下观

察并计算 N O S 阳性细胞数
。

V IP 免疫荧光染色 切片经 5% 牛血清蛋白室温封

闭 3 0 m in
,

加兔抗大鼠 V lp Ig G (l :2 0 0)4 ac 过夜
,

PB S 充

分洗涤
;
加 FIT C 标记山羊抗兔 Ig G (l : 10 0)3 7 ℃避光孵

育 6 0 而 n
,

PB S 充分洗涤
;
甘油封片

,

荧光显微镜下观

察并计算 V IP 阳性细胞数
。

阳性细胞计数方法 实验组和对照组所有蝶愕神经

节连续切片均隔 2 取 1
,

各选取 4 张切片
,

在 100 倍镜下

计数神经节内 N O S 和 V IP 阳性神经元数目及神经元总

数
。

N O S 阳性神经元的判断标准为胞质呈明显 蓝色
;

V IP 阳性神经元的判断标准为胞质呈明显绿色荧光
。

计算神经韦中N O S和v IP 阳性细胞百分率
,

取平均数
。

阳性细胞百分率 = 阳性神经元数 / 神经元总数
。

统计学方法 实验数据均应用 SP S S H
.

5 软件进行

统计学处理
,

统计结果用 了士 :
表示

,

组间比较用 t检验
,

设 尸< 0
.

0 5 为差异有统计学意义
。

结 果

蝶鳄神经节的 NO S 检测 N O S的组化学染色显示神

经节内神经元胞体呈圆形或卵圆形
,

N O S 阳性神经元胞

质内含有大量的蓝色颗粒
,

胞核不着色
,

在神经节内分

布无明显特异性(图 l)
。

实验组蝶愕神经节内 N O S阳性细

胞百分率为(8 0
.

8 5 士 7
.

4 3 )% (图 IA )
,

对照组为(6 8
.

16 士

5
.

4 8) % (图 IB )
,

两组间差异有显著统计学意义(尸< 0. 0 1)
。



中国临床神经科学 2 01 0 年第 18 卷第 3期

蝶腾神经节的 V IP 检测 在荧光显微镜下可观察到

大鼠蝶愕神经节内 V IP 阳性神经元胞体发出绿色荧光
,

胞核不发光
。

v lP 阳性神经元在神经节内分布无明显特

异性(图 2)
。

实验组蝶愕神经节内 V IP 阳性细胞百分率

为(6 1
.

4 2 士 5
.

5 5)% (图 ZA )
,

对照组 V IP 阳性细胞百分率

为(2 3
.

8 0 士 3
.

91 )% (图 ZB )
,

两组间差异有显著统计学意

义(P < 0
.

0 1)
。

图 1 大鼠蝶腾神经节内N O S 阳性细胞分布呈蓝色(N A D PH一 染色
,
X 100 )

Fig 1 D is tr ib u tio n o f n N O S
一

Po s itiv e n e u ro n s in th e sPh e n 0 Pa la tin e g a n g lio n o f r a ts(NA D PH
一

d sta in in g
,
X 100 )

注
:

A 为实验组
; B 为对照组

N o te s :
A

.

E x Pe rim e n ta l g r o u P ; B
.

C o n tr o l g r o u P

图 2 大鼠蝶腾神经节内 v lp 阳性神经细胞分布呈绿色(FI T c
一

la be ne d 染色
,
x 10 0)

Fig 2 D is tri b u tio n o f V IP
一

Po s itiv e n e u r o n s in th e sPh e n o Pa la tin e g a n g lio n o f r a ts(FIT C
一

la b e lle d s ta in in g
,

X 100 )

注
: A 为实验组

; B 为对照组

N o re s :
A

.

E x Pe rim e n ta l g r o u P ; B
.

C o n tr o l g r o u P

讨 论

目前
,

偏头痛的发病机制仍不完全清楚
,

其中三叉

神经血管学说占主导地位
。

该学说认为偏头痛的发病涉

及 3 种机制
:

¹ 脑膜的颅内脑外血管扩张 ; º 血管周围

神经释放血管活性肤引起神经源性炎症
; » 中枢痛觉传

导的抑制降低
。

颅内疼痛敏感组织主要为脑膜及脑膜血

管
,

分布并感受和传导这些敏感组织信号的主要是三叉

神经第一支
、

三叉神经韦以及与脑干三叉神经脊束核
、

脊髓区域的连接
。

这些三叉神经细胞与颅内各种结构的

连接构成了三叉神经血管系统
。

目前认为这些传入神经

纤维兴奋是诱发偏头痛疼痛的原因
。

由于三叉神经血管系统存在行径变异
,

分布于硬脑

膜的三叉神经无髓 C 纤维受到刺激时
,

释放血管活性物

质如降钙素基因相关肤(C G R P)
、

P物质(S P) 及神经激肤

A 等
,

产生神经源性炎症
,

使脑膜血管扩张
、

血浆成分

外渗
、

肥大细胞脱颗粒
。

进而刺激沿逆行
、

顺行两条途

径兴奋性传导
。

逆行传导使原有的神经源性炎症进一步

加强
;
顺行传导沿着三叉神经眼支传至三叉神经脊束核

尾部
,

冲动达到延脑化学感受器
,

可引起恶心
、

呕吐
;

传人至下丘脑底部
、

额叶前区
,

可出现畏光
;
传到大脑

皮质则产生疼痛口‘}。 故本实验通过单侧电刺激大鼠三叉

神经节来模拟偏头痛发作过程
。

既往研究表明
,

NO 是一种小分子神经递质
,

由N O S

催化底物 L
一

精氨酸而生成
。

N O S 广泛存在于神经系统
,

现已知道其有 3种亚型
,

即在正常状态下表达的神经元

型 (n N O S )和内皮型 (e N o S) 以及在损伤后诱导表达的诱

导型 (iN O S)
。

大量的研究 已经证明
,

N A D PH
一

d不仅是识

别神经元的染色方法
,

而且也是鉴定脑与周围组织 N O S

的经典方法
。

N A D PH
一

d组化方法所显示的阳性神经元即




