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摘要 目的 探讨促睡眠调节中枢下丘脑腹外侧视前区

(VLPO)与促觉醒调节中枢结节乳头体核(TMN) 之间是否

具有双向调节的直接通路。方法 将 SD 大鼠随机分为对

照组 (ACSF 组) 与实验组 ( TMN + ACSF＆VLPO + DiO 组，

TMN + DiO＆VLPO + ACSF 组)，采用脑立体定位技术，核团

内微量注射、冰冻切片等方法观察和记录大鼠 VLPO 和 TMN
分别注射细胞膜荧光探针 Fast DiO 后的 TMN 和 VLPO 的荧

光信号。结果 TMN + ACSF＆VLPO + DiO 组大鼠注射 Fast
DiO 术后 72 h，TMN 脑区神经细胞可见明显的绿色荧光;

TMN + DiO＆VLPO + ACSF 组大鼠注射 Fast DiO 术后 72 h，

VLPO 脑区神经细胞也可见明显的绿色荧光。结论 VLPO
与 TMN 间有双向直接神经纤维投射。
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睡眠和觉醒过程不仅仅是某个神经核团的单独

活动，而且是全脑众多神经核团的集体活动( 网络

活动)过程。研究
［1 － 2］

结果表明，下丘脑腹外侧视前

区(ventrolateral preoptic nucleus，VLPO) 与结节乳头

体核( tuberomammillary nucleus，TMN) 分别是促睡

眠中枢和促觉醒调节中枢之一。80% 的 VLPO 神经

细胞为 γ-氨基丁酸(GABA)能神经细胞和甘丙肽能

神经细胞，而 TMN 是脑中组胺能神经细胞胞体集中

聚集的区域，这两个核团之间是否存在直接的双向

纤维投射以及其递质释放对睡眠 － 觉醒节律的形成

与维持起何作用是目前研究的热点。为了进一步证

实 VLPO 和 TMN 核团是否存在双向纤维投射，该研

究通过脑立体定位技术，在大鼠的 VLPO 和 TMN 脑

区分别微量注射荧光探针 Fast DiO［3］(一种可被纤

维末梢吞噬，通过轴浆运输达到胞体的荧光探针)，

观察 TMN 和 VLPO 脑区神经细胞是否表达荧光。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 实验动物 清洁级成年 SD 大鼠 32 只，雌

雄不拘，体重 250 ～ 300 g，安徽医科大学实验动物中

心提供。所有动物随机分组，对照组(12 只)(ACSF
组，VLPO 与 TMN 均微量注射 ACSF)，实验组(各 10
只):① TMN + ACSF＆VLPO + DiO 组(TMN 内微量

注射 ACSF 以及 VLPO 内微量注射 Fast DiO);②
TMN + DiO＆VLPO + ACSF 组(TMN 内微量注射 Fast
DiO 以及 VLPO 内微量注射 ACSF)。大鼠均置于室

温 22 ～ 24 ℃，湿度维持 55% 以及 12 h 明 /暗(光照

08 ∶ 00 － 20 ∶ 00)的通风环境中单独饲养，自由饮水

与摄食，活动不受限制。
1． 1． 2 药品与剂量 细胞膜荧光探针 Fast DiO(Ex
= 644 nm，Em = 663 nm，分子量:881. 72( 美国 LLC

公司);戊巴比妥钠(中国医药集团上海化学试剂采

购供应站分装厂进口分装提供)，使用前用 ACSF 配

置;ACSF 成分(mmol /L):124 NaCl，4． 5 KCl，1． 6
NaH2PO4，2． 1 MgCl2，2． 7 CaCl2，26 NaHCO3，10
Glucose(pH =7. 4)。
1． 1． 3 主要仪器 脑立体定位仪( 深圳瑞沃德公

司);ZH-GSZ 高速颅骨钻(淮北正华公司);MODEL
828 pH 计 ( 美国 Orion 公司); 微量注射器 ( 瑞 士

Hamilton 公司); Leica 冰冻切片机 ( 德国 Leica 公

司);荧光显微镜(日本 Nikon 公司)。
1． 2 方法

1． 2． 1 动物手术 大鼠经戊巴比妥钠(50 mg /kg)

腹腔注射麻醉后，将其头部固定于脑立体定位仪上，

常规头部备皮，无菌手术操作暴露颅骨并用 0． 3%
H2O2 烧灼清洁颅骨表面，将两个不锈钢引导管(22-
gauge)按照 Paxinos 和 Waston 大鼠脑立体定位图

谱
［4］

分别插入 VLPO(AP: － 0． 36 mm;Ｒ:1． 30 mm;

H: － 7． 00 mm) 和 TMN(AP: － 3． 96 mm;Ｒ:1． 50
mm;H: － 7． 70 mm)，引导管底端距目的核团 2 mm，

供 VLPO 和 TMN 内微量注射荧光探针使用。注射
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完毕后，逐层缝合，送回动物室，自由饮水进食。术

后将大鼠置于记录室中休息，待麻醉苏醒后观察动

物行为活动。
1． 2． 2 药物注射 使用 Hamilton 微量注射器( 针

尖直径 26-gauge)通过引导管向目的核团注射 ACSF
(对照组) 或含荧光探针 ACSF( 实验组)3 μl，注射

速度为 1 μl /min，注射完毕滞针 3 min 防止药液溢

出。
1． 3 组织学鉴定 大鼠术后 72 h 后，行戊巴比妥

钠(50 mg /kg) 腹腔注射麻醉并仰卧位固定于手术

台上，暴露心脏，从心尖处进行灌注，首先注入 0. 01
mmol /L PBS 液，待肝脏颜色变淡，心耳处流出液清

亮后更换为 4% 多聚甲醛，先快后慢继续灌注(PBS
液用量约 200 ml，多聚甲醛用量约 250 ml)。灌注结

束后完整取下脑组织并 4% 多聚甲醛固定 24 h，次

日使用 30%蔗糖 PB 溶液脱水至沉底。取各组大鼠

的大脑的 TMN 和 VLPO 进行冰冻切片，片厚 20 ～ 25
μm，光学显微镜下观察引导管位置以及药物注射位

点，仅对定位准确的大鼠进行实验数据的统计。共

计 8 只大鼠因定位不准确予以剔除实验，其中对照

组 4 只，实验组各 2 只。荧光显微下观察 Fast DiO
标记的荧光效果并拍照。

2 结果

2． 1 神 经 损 伤 严 重 程 度 ( neurological severity-
score，NSS)评分 采用双盲法，在标志物注入脑室

后 2 h 和 24 h 对各组大鼠进行 NSS 评分。麻醉良

好的动物在注射过程中没有发生抽搐、呼吸紊乱等

异常情况。术后 24 h 所有大鼠评分已基本正常。
2． 2 荧光显微镜观察荧光标记效果

2． 2． 1 TMN + ACSF＆VLPO + DiO 组 TMN +
ACSF＆VLPO + DiO 组在 VLPO 核团内注射荧光探

针 Fast DiO 后 72 h，TMN 脑区可见明显的绿色荧

光，荧光均匀存在于细胞质中，核未清晰显示，见图

1。神经细胞的荧光强度相对强，成像清晰，对比度

高，容易辨别。TMN 之外的区域鲜见绿色荧光标

记，绿色荧光可持续到药物注射后 120 h。而 VLPO
核团内注射 ASCF，TMN 脑区未见荧光( 结果未显

示)。
2． 2． 2 TMN + DiO＆VLPO + ACSF 组 TMN +
DiO＆VLPO + ACSF 组在 TMN 核团内注射荧光探针

Fast DiO 后 72 h，VLPO 脑区可见明显的绿色荧光，

荧光均匀存在于细胞质中，核未清晰显示，神经细胞

的 荧光对比度高，容易辨认，但成像的密度较低，

图 1 VLPO 脑区注射 Fast DiO

72 h 后 TMN 脑区( 白线区域) 的

显微镜检测

A:荧光显微镜 × 100;B:荧光

显微镜 × 200;C:B 图的可见光检

测

见图 2。而 TMN 核团内注射生理盐水，VLPO 脑区

未见荧光(结果未显示)。

图 2 TMN 脑区注射 Fast DiO 72

h 后 VLPO 脑区( 白线区域) 的显

微镜检测

A:荧光显微镜 × 100;B:荧光

显微镜 × 200;C:B 图的可见光检

测

3 讨论

Saper et al［5］
曾提出促睡眠神经细胞与促觉醒

神经细胞相互抑制的假说，即 flip-flop 模型，其控制

着睡眠觉醒之间的时相转换。VLPO 80% 的神经细

胞是 GABA 能和甘丙肽能神经细胞，且向脑中与觉

醒相关的众多区域发出纤维投射，调节睡眠 － 觉醒

时相间的相互转换
［6］。下丘脑后部的 TMN 及其邻

近区域含有组胺能神经细胞，是该神经细胞在中枢

神经系统中聚集的唯一部位，其神经纤维以两条上

行和一条下行通路广泛投射至全脑，其中以下丘脑

核团，内侧隔核以及斜角带密度最高
［7 － 8］。TMN 神

经纤维直接向皮质进行投射的同时又间接地通过丘

脑 － 皮质系统和基底前脑的胆碱能神经细胞共同激

活皮质，维持觉醒，并同时接受 GABA 能抑制性纤

维投射
［7，9］。

轴浆运输是神经细胞的特性之一。神经细胞不
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断地从胞体中将各种成分运输至轴突及其分支，也

从支配的靶组织中摄取营养以维持其正常代谢，有

效的轴浆运输必须依赖于完整的神经通路。细胞膜

荧光探针 Fast DiO 是一种亲脂性荧光探针，可通过

细胞膜进入纤维末梢，然后经过轴浆运输达到胞体

的荧光探针。与膜结合或者与亲脂性生物分子结合

时，其荧光强度显著增强。这种荧光探针可以被神

经末梢吞噬，通过逆向轴浆运输到胞体，但是被吞噬

后的荧光探针不能从细胞内释放出细胞
［3］，因此是

研究中枢核团中是否存在直接投射的理想工具。
Sherin et al［10］

发现 TMN 脑区有 GABA 能神经细胞

末梢，推测此神经末梢来自 VLPO。本研究在 TMN
脑区注射 Fast DiO 荧光探针后，在 VLPO 神经细胞

内检测到绿色荧光信号，表明 VLPO 肯定有神经纤

维投射至 TMN。另外，在 VLPO 脑区注射 Fast DiO
荧光探针后，在 TMN 神经细胞内也能够检测绿色荧

光信号，表明 TMN 也有神经纤维直接投射至 VLPO
脑区。研 究

［11］
显 示 VLPO 神 经 细 胞 可 通 过 抑 制

TMN 神经细胞的活动产生促睡眠效应。以上研究

结果显示 VLPO 核团与 TMN 核团存在双向联系，进

一步支持 Saper et al［5］
提出的 flip-flop 模型假说。
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The research of direct nerve fiber projections between ventrolateral
preoptic nucleus and tuberomammillary nucleus in rats

Ding Ding1，2，Ding Ｒui1，Wu Fang1，et al
( 1Dept of Physiology，School of Basic Medical Science，Anhui Medical University，Hefei 230032;

2Dept of Physiology，Anhui Medical College，Hefei 230601)

Abstract Objective To investigate the research of the direct nerve fiber projections between ventrolateral preop-
tic nucleus (VLPO) and tuberomammillary nucleus (TMN) in rats． Methods SD rats were randomly divided into
control group (ACSF group) and experimental groups (TMN + ACSF＆VLPO + DiO group and TMN + DiO＆VLPO
+ ACSF group) ． Brain stereotaxic technique，microinjection and frozen section technique were used to detect and
record the fluorescence signal in TMN and VLPO after injecting fluorescence dye，Fast DiO，into VLPO and TMN，

respectively． Ｒesults In TMN + ACSF＆VLPO + DiO group，the green fluorescence signals in TMN could be de-
tected after injected Fast DiO dye 72 h． Meanwhile，in TMN + DiO＆VLPO + ACS group，the green fluorescence
signals could be detected in VLPO after injected Fast DiO dye 72 h． Conclusion There have bi － directional nerve
fiber projection between VLPO and TMN．
Key words ventrolateral preoptic nucleus; tuberomammillary nucleus; rat; synapse
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