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中枢 N-型钙离子通道对应激性高血压大鼠去甲肾上腺素释放的影响

吴军同1，巩万坤1，夏兆俊1，王 峰2，黄宏平1，汪萌芽1

( 皖南医学院 1． 生理与神经生物学教研室; 2． 法医学院，安徽 芜湖 241002)

【摘 要】目的: 研究 N-型电压门控性钙离子通道影响高血压大鼠的血压以及蓝斑投射到下丘脑去甲肾上腺素释放动力学的

机制。方法: 将 24 只雄性 SD 大鼠( 180 ～ 200 g) 随机分为对照组和模型组，模型组大鼠用噪声和足底电击刺激大鼠血压升高，

在建立慢性应激性高血压大鼠模型的基础上，电刺激蓝斑核，运用碳纤维电极检测技术测定大鼠下丘脑内去甲肾上腺素( NE)

的释放量，进一步观察给予电压门控性钙离子通道阻断剂对 NE 的刺激-分泌量和在体血压的影响。结果: 与对照组相比，高

血压模型组大鼠血压升高( P ＜ 0． 05) ，电刺激蓝斑核，下丘脑检测到的去甲肾上腺素的释放信号幅度增大 ( P ＜ 0． 05) 。侧脑

室给予 N-型钙离子通道阻断剂使模型组大鼠的血压下降( P ＜ 0． 05) ，去甲肾上腺素的释放信号幅度减少( P ＜ 0． 05) 。结论:

中枢部位的电压门控 N-型钙离子通道参与应激性高血压大鼠下丘脑去甲肾上腺素的释放和血压的调控。
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Effects of central N-type calcium channels on noradrenaline release from locus coeruleus
projecting to hypothalamus in stress induced hypertension rats

WU Juntong，GONG Wankun，XIA Zhaojun，WANG Feng，HUANG Hongping ，WANG Mengya
Department of Physiology and Neurobiology，Wannan Medical College，Wuhu 241002，China

【Abstract】Objective: To observe the dynamic characteristics of norepinephrine ( NE) release in hypothalamus followed by electrical stimulation in locus

coeruleus in the rat model of stress-induced hypertension ( SIH) and investigate the role of central N-type calcium channel in the pathogenesis of SIH．

Methods: 24 Male Sprague-Dawley rats ( 180 － 200 g) were randomly divided into control and SIH group． The SIH model rats were induced by both noise

and foot-shock stresses． After modeling，NE release in the hypothalamus by electrical stimulation in locus coeruleus was determined and NE signal was re-

corded by carbon fiber electrode． Ｒesults: Blood pressure and the peak value of NE signal in the hypothalamus following electrical stimulation in locus coer-

uleus were elevated and higher in SIH rats than the controls ( P ＜ 0． 05) ． Intracerebroventricular administration of ralfinamide mesylate ( sodium and N-

type calcium channels blocker，i． c． v． 10 μg) led to inhibited NE release in the hypothalamus in SIH rats and lowered blood pressure ( P ＜ 0． 05) ，whereas

weak effect of ralfinamide mesylate was seen in the control rats． Conclusion: Combined noise and foot-shock stresses may increase secretion of NE in the

hypothalamus followed by electrical stimulation in locus coeruleus in rats． Central N-type calcium channel contributes to NE release in hypothalamus and

blood pressure modulation in SIH rats．

【Key words】central N-type calcium channel; locus coeruleus; stress induced hypertension; amperometry; noradrenaline

高血压发病主要是由遗传和环境因素引起，多

数研究者认为尽管遗传因素对高血压的发生发展起

主要作用，而慢性压力和心理应激等环境因素则影

响最终的血压水平［1 － 4］。研究表明单胺类神经递质

( NE、AD、5-TH) 的水平紊乱与高血压的发病有密切

的关系［5 － 6］。钙离子通道是降压药作用的靶标之

一［7 － 8］。根据电学及药理学性质，目前认为机体内

电压门控性钙离子通道 ( voltage-gated calcium chan-
nels，VGCs) 主要分为 5 型: T、L、N、P /Q 和 Ｒ 型。T
和 L 型钙离子通道广泛存在于兴奋或非兴奋细胞，

但 N 和 P /Q 型钙离子通道则主要存在于神经元，可

以影响中枢神经系统神经递质的释放。
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蓝斑核位于脑桥被盖，拥有大量的 NE 能神经

元，是脑中合成 NE 的主要部位。蓝斑核在中枢神

经系统内的投射很广泛，包括大脑皮质、丘脑、下丘

脑、小脑、杏仁核、海马、脊髓和端脑基底部等。蓝斑

核不仅在应激的适应性反应等方面起着重要的调节

作用，还直接和间接参与血压的调控［9］。研究表明

蓝斑神经元的 VGCs 主要为 L、N、P 型［10］。由于电

压门控型钙离子通道参与中枢神经递质的分泌，高

血压发病中，蓝斑递质分泌的变化可能受到电压门

控型钙离子通道功能变化的影响，并与 VGCs 的主

要亚型 L、N 型有关。但是脑室给予 N 型电压门控

性钙离子通道如何影响蓝斑投射到下丘脑区去甲肾

上腺素的释放并未见报道。

1 材料与方法

1． 1 实验动物 24 只成年雄性清洁级 SD 大鼠，体

质量 180 ～ 200 g，购自南京江宁青龙山动物繁殖中

心，许可证号: SCXK( 苏) 2009-0002。
1． 2 血压和心率的检测 血压和心率通过 ALC-
NIBP 无创血压测量分析系统( 上海奥尔科特生物科

技有限公司) 检测。在造模前和造模结束后对两组

大鼠的体质量、血压和心率进行检测。ALC-NIBP
系统能够记录到动物的收缩压、平均压、舒张压和心

率。造模前后血压检测时间都是当日相同的时间，

测定环境安静，避免动物紧张导致血压升高而影响

测量结果。室温保持在 26℃ 左右，通过 ALC-HTP
动物恒温系统维持动物体温，每只大鼠一次测量可

得到 5 个数据，去除最大值和最小值，取平均值后保

存数据。
1． 3 高血压大鼠模型建立 新购大鼠进行适应性

饲养 1 周，期间每天 19∶ 00 开始进行血压测量操作，

将第 7 天测得血压、心率数据保存，作为应激前血

压。按体质量随机原则将大鼠分为对照组( 12 只)

和模型组 ( 12 只) ，两组大鼠分笼饲养，自由取食。
造模开始后，将模型组大鼠放置于自制的电击箱中，

电击箱电压可调，有 40 V、60 V、80 V 三档，从 40 V
开始电击，第 1 周刺激强度为空载电压 40 V，将 60 s
分为 3 个 20 s，根据随机数字表随机选取 20 以内数

据作为刺激发生时间，在电击前约 0． 5 s 给予一个

由蜂鸣器发出 100 分贝的噪声，每次电击前一定给

予噪声，以期形成噪声电击复合应激。这样 1 min
内随机刺激 3 次，每次刺激 1 min，每隔 10 min 刺激

1 次。第 2 周空载电压 60 V，每次刺激 30 min，间隔

10 min 刺激 1 次。第 3 周空载电压 80 V，持续刺激

2 h，为增加造模成功率第 3 周刺激频率可以根据实

时血压结果适当增加，有时仅给予噪声刺激，以减少

躯体伤害，易化心理应激。每天电击两次，每次 2 h，

每天的两次电击之间间隔 4 h 以上，一般情况下应

激时间为 8∶ 00 ～ 10∶ 00，14∶ 00 ～ 16∶ 00。在造模的

前 1 天、第 5 天、第 10 天、第 15 天和第 20 天，两组

大鼠分别在清醒状态下，于全天应激刺激停止 2 h
后( 一般约 19: 00 ) ，使用 ALC-NIBP 无创血压测量

系统尾套法测量大鼠尾动脉血压、心率。测定的时

间点尽量相同。造模前后血压升高的差值不小于

20 mmHg，且与对照组有统计学差异，视为造模成

功，否则舍弃。
1． 4 大鼠的 NE 信号检测［12］ 大鼠腹腔注射 1%
戊巴比妥钠( 5 ～ 6 mL /kg，天津市光复精细化工研

究所) 进行麻醉。将大鼠固定于立体定位仪 ( 深圳

市瑞沃德生命科技有限公司) 上，使大鼠前囟 Breg-
ma 点和人字缝 Lambda 点处于同一水平面。参照

de Groot 大鼠脑立体定向图谱和 ＲB4ATLAS 图谱，

大鼠蓝斑核定位坐标为: A － 10 mm、L ± 1． 4 mm、V
－7． 5 mm; 下丘脑为: A － 1． 5 mm、L ± 0． 4 mm、V －
8． 5 mm; 侧脑室为: A － 1． 2 mm、L ± 1． 8 mm、V － 4
mm。脑内刺激电极采用自制的同芯双极不锈钢针

式电极，裸露尖端直径约 1mm。电刺激蓝斑核参

数: 1． 5 mA、20 Hz、10 pulses，每 10 min 电刺激 1 次。
在下丘脑记录 NE 分泌信号，记录电极为自制的玻

璃碳纤维电极，内置环氧树脂和饱和 KCl 溶液，碳纤

维直径在 5 μm 左右，裸露部分长度在 100 μm 内。
在大鼠颈下肌肉插入 Ag /AgCl 参考电极后，经膜片

钳放大器和 UDA1 数据控制与采集器( 华中科大仪

博生命科学仪器有限公司) 采集到 NE 信号后，分析

NE 信号的峰值、达峰时间和半衰期。峰值表示 NE
信号的幅度最大值，用来判断 NE 释放量的多少; 达

峰时间表示从开始电刺激 LC 到 NE 信号达峰值时

的时间，用来判断 NE 释放的潜伏期; 半衰期表示

NE 信号从峰值到下降到峰值的 50% 的时间间隔，

用来观察 NE 代谢消除的动力学过程。检测到 3 次

以上的稳定信号后，分别对两组大鼠进行侧脑室注

射 ralfinamide mesylate ( i． c． v． 10 μg，Sigma) 30 min
后再次检测 NE 信号。检测完成后，大鼠断头取脑

切片确定定位是否准确。
1． 5 统计分析方法 数据以均数 ± 标准差( 珋x ± s)
表示，数据分析采用 Microsoft Excel 工作表的数据

分析工具。两组间的比较采用两独立样本 t 检验，

同组用药前后数据的比较采用配对 t 检验。检验结

果以 P ＜ 0． 05 为差异有统计学意义。
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2 结果

2． 1 噪声结合足底应激对大鼠血压的影响 造模

前和造模结束后，通过 ALC-NIBP 无创血压测量分

析系统对大鼠收缩压( SBP) 、平均动脉压( MBP) 、舒
张压( DBP) 和心率( HＲ) 各检测 1 次。造模前，两组

大鼠血压和心率差异无统计学意义。造模后，模型

组大鼠 SBP 升高( 146． 8 ± 6． 6 ) mmHg vs ( 113． 7 ±

6． 6) mmHg，n = 12，t = 12． 32，P ＜ 0． 01，平均动脉压

( MBP) 升高( 121． 2 ± 10． 0 ) mmHg vs ( 91． 1 ± 11． 8)

mmHg，n = 12，t = 6． 72，P ＜ 0． 01，舒张压( DBP) 升高

( 113． 6 ± 11． 0 ) mmHg vs ( 81． 9 ± 11． 7 ) mmHg，n =
12，t = 6． 70，P ＜ 0． 01，心率( HＲ) 变化差异无统计学

意义( 见图 1) 。说明噪声结合足底电击应激可以制

作稳定的应激性高血压动物模型。

A － C． SIH 组大鼠 SBP、MBP、DBP 造模后增加;＊＊P ＜ 0． 01，SIH 组大鼠造模前后比较。

图 1 20 d 噪声结合足底应激对大鼠血压的影响

2． 2 电刺激蓝斑后在下丘脑检测 NE 分泌信号的

比较 与对照组大鼠比较，应激性高血压模型组大

鼠 NE 释放的峰值增加 ( 201． 1 ± 53． 2) pA，n = 10 vs

( 145． 0 ± 35． 8 ) pA，n = 6，t = 2． 275，P ＜ 0． 05，达峰

时间与半衰期差异无统计学意义( 见图 2) 。

A． 典型记录的两组大鼠下丘脑 NE 分泌信号; B． SIH 组大鼠下丘脑 NE 分泌信号峰值增大; C． D． 两组大鼠下丘脑 NE 分泌信号达峰时间与半衰

期差异无统计学意义。* P ＜ 0． 05，与对照组比较。

图 2 应激性高血压模型组大鼠下丘脑 NE 分泌信号增大

2． 3 Ｒalfinamide mesylate 抑制两组大鼠下丘脑 NE
分泌信号 两组大鼠在侧脑室注射 ralfinamide me-
sylate ( i． c． v． 10 μg) 30 min 后，NE 释放的峰值比

用药 前 减 小［对 照 组 大 鼠 ( 89． 5 ± 39． 5 ) pA vs

( 145． 0 ± 35． 8) pA，n = 6，t = 3． 89，P ＜ 0． 05; SIH 组

大鼠( 103． 3 ± 30． 9 ) pA vs ( 201． 1 ± 53． 2 ) pA，n =
10，t = 10． 32，P ＜ 0． 05］，达峰时间及半衰期变化差

异无统计学意义( 见图 3) 。
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A． 大鼠用药( ralfinamide mesylate，i． c． v． 10μg) 前后下丘脑 NE 分泌信号; B． ralfinamide mesylate 抑制两组大鼠下丘脑 NE 分泌信号的峰值;

C、D． 两组大鼠下丘脑 NE 分泌信号的达峰时间及半衰期在用药前后变化差异无统计学意义。* P ＜ 0． 05，两组大鼠用药前后比较。

图 3 Ｒalfinamide mesylate 抑制两组大鼠下丘脑 NE 分泌信号

2． 4 Ｒalfinamide mesylate 对大鼠血压的影响 两

组大鼠侧脑室注射 ralfinamide mesylate ( i． c． v． 10
μg) 后，SIH 组大鼠 SBP 降低( 100． 1 ± 12． 5 ) mmHg
vs ( 115． 4 ± 6． 1 ) mmHg，n = 8，t = 3． 39，P ＜ 0． 05，

MBP 降低( 72． 8 ± 10． 9) mmHg vs ( 84． 6 ± 4． 7) mm-

Hg，n = 8，t = 3． 12，P ＜ 0． 05，DBP 降 低 ( 81． 5 ±
11． 1) mmHg vs( 94． 8 ± 4． 3) mmHg，n = 8，t = 2． 80，P
＜ 0． 05，心率变化差异无统计学意义( 见图 4 ) 。说

明 Ｒalfinamide mesylate 减少了 SIH 组大鼠的血压。

A － C． ralfinamide mesylate 降低 SIH 组大鼠 SBP、MBP、DBP。* P ＜ 0． 05，SIH 组大鼠用药前后比较。

图 4 Ｒalfinamide mesylate 降低 SIH 组大鼠的血压

3 讨论

应激反应的主要神经内分泌改变为蓝斑-去甲

肾上腺素能神经元 /交感-肾上腺髓质轴和下丘脑-
垂体-肾上腺皮质轴的强烈兴奋，以应激刺激模拟造

成高血压的环境来制作高血压模型动物，其发病机

理与人类高血压更接近［5］。实验中采用电击结合

噪声作为条件刺激，使应激心理成分大大增加，易化

动物的心理反应，造成动物高血压。
实验中电刺激蓝斑核，模型组大鼠 NE 的释放

峰值显著高于对照组，说明应激性高血压模型组大

鼠蓝斑核投射到下丘脑的神经纤维末梢 NE 分泌比

正常大鼠增多，可见慢性应激也可以使大脑中 NE
分泌维持在较高水平，可能的机制就是触发了 NE
的长时程调控，导致合成的 NE 增多。微透析-高效

液相色谱技术测定发现，应激性高血压大鼠下丘脑

内 NE 的浓度有明显的升高，且相应的合成酶如酪

氨酸羟化酶活性增强［11］。应激反应激活蓝斑核 NE
能神经元，增加 NE 的合成及分泌，使下丘脑处及延

髓头端腹外侧区等血压调节中枢的细胞外 NE 的浓

度升高，可直接导致血压升高，并通过激活下丘脑-
垂体-肾上腺( HPA) 轴的活动，同时还激活交感-肾
上腺髓质轴，提高交感缩血管神经的活动，导致外周
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阻力升高，进而升高血压［12 － 13］。
碳纤维电极安培法检测技术是给碳纤维电极表

面 + 700 mV 的稳定电压，使接近或吸附到碳纤维电

极表面的 NE 发生氧化反应而释放出电子，碳纤维

电极可俘获这些电子产生电流。根据所形成的电流

总量的大小，可分析 NE 的分泌量，具有较高的时间

分辨率。碳纤维电极测量技术可以直接从突触前神

经元释放单胺类递质的角度了解神经系统功能的变

化情况［14］。实验中电刺激蓝斑核，碳纤维电极在下

丘脑处记录到的 NE 信号中可能还有其他的可以氧

化的神经化学物质( 如 5-羟色胺、多巴胺，抗坏血酸

等) ，但是因为刺激的是蓝斑去甲肾上腺素能神经

元，此时引起的 NE 释放要远远高于其他递质，所以

可以认为在下丘脑处通过碳纤维电极记录的分泌信

号绝大部分是 NE 信号［15］。
本实验中 ralfinamide mesylate 减少两组大鼠电

刺激蓝斑核后下丘脑内 NE 的释放，说明 N-型电压

门控性钙离子通道对下丘脑 NE 释放起调节作用，

同时 影 响 应 激 性 高 血 压 大 鼠 的 血 压 水 平。 ralfi-
namide mesylate 既是 N-型电压门控性钙离子通道阻

断剂，同时也可以阻断 TTX 不敏感的钠通道。N-型
电压门控性钙离子通道在神经系统突触部位大量存

在，参与调节神经元钙离子稳态，在中枢神经疼痛信

息处理中发挥重要作用，也是治疗神经病理性疼痛

的重要靶点［16 － 18］。这也提示 ralfinamide mesylate 作

为镇痛药应用时，对血压及中枢 NE 释放的影响也

不可忽视，这为药物的合理使用提供了参考。中枢

给予 ralfinamide mesylate 虽然对两组大鼠下丘脑内

NE 的释放都有抑制作用，但是对血压的影响只表现

为降低应激性高血压大鼠的血压，而对正常大鼠血

压影响不大，这说明血压的中枢调节机制不仅仅局

限于下丘脑内 NE 释放的变化。
综上所述，随机发生的噪声结合足底电击刺激

可以诱发制作应激性高血压动物模型。应激性高血

压模型大鼠在电刺激蓝斑核后，下丘脑内实时检测

到的 NE 分泌信号增大，阻断 N-型电压门控性钙离

子通道可以抑制 NE 的分泌并且降低 SIH 组大鼠的

血压水平。
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