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慢性间歇性缺氧对大鼠茎突舌肌的影响及作用机制

吉睿１ꎬ刘雅洁２ꎬ王佳琪１ꎬ史雅文１ꎬ张炜明３ꎬ殷敏１

１.南京医科大学第一附属医院 耳鼻咽喉科ꎬ江苏 南京 ２１００２９
２.南京医科大学附属淮安第一医院 耳鼻咽喉科ꎬ江苏 淮安 ２２３３００
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摘要:目的　 探讨慢性间歇性缺氧(ｃｈｒｏｎｉｃ ｉｎｔｅｒｍｉｔｔｅｎｔ ｈｙｐｏｘｉａꎬ ＣＩＨ)对大鼠茎突舌肌形态结构及收缩功能相关蛋白表达的影

响ꎬ并分析血清素(５￣ｈｙｄｒｏｘｙｔｒｙｐｔａｍｉｎｅꎬ ５￣ＨＴ)在其中的调控作用ꎮ 方法　 将 ３０ 只雄性 ＳＤ 大鼠随机分为常氧对照组和 ＣＩＨ
组ꎻＣＩＨ 组进一步分为 ３ 周(３ｗＣＩＨ)、５ 周(５ｗＣＩＨ)及 ８ 周(８ｗＣＩＨ)暴露组.于相应时间点取茎突舌肌组织ꎬ采用苏木精－伊红

(ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ￣ｅｏｓｉｎꎬ ＨＥ)染色观察其形态结构ꎬ免疫组织化学法检测 ５￣ＨＴ、５￣ＨＴ ２Ａ 受体、兰尼碱受体( ｒｙａｎｏｄｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬ
ＲＹＲ)及肌浆网钙 ＡＴＰ 酶 (ｓａｒｃｏｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ Ｃａ２＋ ￣ｔｒａｎｓｐｏｒｔｉｎｇ ＡＴＰａｓｅꎬ ＳＥＲＣＡ) 蛋白表达水平ꎮ 结果　 与对照组相

比ꎬ各 ＣＩＨ 组大鼠茎突舌肌出现肌纤维排列紊乱、间距增大及细胞核分布杂乱等形态学改变ꎬ且损伤程度随缺氧时间延长而

加重ꎮ 免疫组织化学结果显示ꎬ与对照组相比ꎬ３ｗＣＩＨ 组 ５￣ＨＴ(Ｐ<０.０１)及 ５￣ＨＴ ２Ａ 受体(Ｐ<０.０５)表达上调ꎬ且高于 ５ｗＣＩＨ
与 ８ｗＣＩＨ 组ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.００１)ꎻ各 ＣＩＨ 组(３ｗＣＩＨ、５ｗＣＩＨ、８ｗＣＩＨ)的 ＲＹＲ 表达量随时间呈持续下降趋势ꎬ差异

有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻＳＥＲＣＡ 表达量在 ５ｗＣＩＨ 组和 ８ｗＣＩＨ 组降低ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎬ总体呈时间依赖性下降

趋势ꎮ 结论　 长期 ＣＩＨ 可导致茎突舌肌结构损伤ꎬ伴随 ５￣ＨＴ 能神经调控的代偿机制失效以及钙调控蛋白表达下调ꎬ最终引

起收缩功能受损ꎮ
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１. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｔｏｒｈｉｎｏｌａｒｙｎｇｏｌｏｇｙꎬ Ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００２９ꎬ Ｊｉａｎｇｓｕꎬ Ｃｈｉｎａ
２. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｔｏｒｈｉｎｏｌａｒｙｎｇｏｌｏｇｙꎬ Ｈｕａｉａｎ Ｆｉｒｓｔ Ｐｅｏｐｌｅ ｓ̓ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｈｕａｉａｎ ２２３３００ꎬ Ｊｉａｎｇｓｕꎬ Ｃｈｉｎａ
３. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｐａｔｈｏｌｏｇｙꎬ Ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００２９ꎬ Ｊｉａｎｇｓｕꎬ Ｃｈｉｎａ

Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ ｉｎｔｅｒｍｉｔｔｅｎｔ ｈｙｐｏｘｉａ (ＣＩＨ) ｏｎ ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ ｃｏｎｔｒａｃｔｉｏｎ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｙｌｏｇｌｏｓｓｕｓ ｍｕｓｃｌｅ ｏｆ ｒａｔｓꎬ ａｎｄ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｒｏｌｅ ｏｆ ｓｅｒｏｔｏｎｉｎ (５￣ｈｙｄｒｏｘｙｔｒｙｐｔａｍｉｎｅꎬ
５￣ＨＴ) ｉｎ ｔｈｉｓ ｐｒｏｃｅｓｓ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｈｉｒｔｙ ｍａｌｅ Ｓｐｒａｇｕｅ Ｄａｗｌｅｙ (ＳＤ) ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ａ ｎｏｒｍｏｘｉｃ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ
ａ ＣＩＨ ｇｒｏｕｐꎬ ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｆｕｒｔｈｅｒ ｓｕｂｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ３￣ｗｅｅｋ (３ｗＣＩＨ)ꎬ ５￣ｗｅｅｋ (５ｗＣＩＨ)ꎬ ａｎｄ ８￣ｗｅｅｋ (８ｗＣＩＨ) ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｇｒｏｕｐｓ. Ａｔ
ｔｈｅ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓꎬ ｓｔｙｌｏｇｌｏｓｓｕｓ ｍｕｓｃｌｅ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄꎬ ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ￣ｅｏｓｉｎ (ＨＥ) ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅｉｒ
ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅꎬ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｗａｓ ｅｍｐｌｏｙｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ５￣ＨＴꎬ ５￣ＨＴ ２Ａ
ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬ ｒｙａｎｏｄｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ (ＲＹＲ)ꎬ ａｎｄ ｓａｒｃｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ Ｃａ２＋ ￣ｔｒａｎｓｐｏｒｔｉｎｇ ＡＴＰａｓｅ (ＳＥＲＣＡ) . Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ＣＩＨ ｇｒｏｕｐ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｙｌｏｇｌｏｓｓｕｓ ｍｕｓｃｌｅꎬ ｓｕｃｈ ａｓ ｄｉｓｏｒｄｅｒｅｄ ｍｕｓｃｌｅ
ｆｉｂｅｒ ａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔꎬ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｐａｃｉｎｇꎬ ａｎｄ ｃｈａｏｔｉｃ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ｎｕｃｌｅｉꎬ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｅｖｅｒｉｔｙ ｏｆ ｄａｍａｇｅ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｗｉｔｈ ｐｒｏｌｏｎｇｅｄ
ｈｙｐｏｘｉａ. Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ５￣ＨＴ (Ｐ<０.０１) ａｎｄ ５￣ＨＴ
２Ａ ｒｅｃｅｐｔｏｒ (Ｐ<０.０５) ｗａｓ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ３ｗＣＩＨ ｇｒｏｕｐꎬ ａｎｄ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ５ｗＣＩＨ ａｎｄ ８ｗＣＩＨ ｇｒｏｕｐｓꎬ ｗｉｔｈ
ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ<０.００１) . Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲＹＲ ｉｎ ｅａｃｈ ＣＩＨ ｇｒｏｕｐ (３ｗＣＩＨꎬ ５ｗＣＩＨꎬ ８ｗＣＩＨ) ｓｈｏｗｅｄ ａ
ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｄｏｗｎｗａｒｄ ｔｒｅｎｄ ｏｖｅｒ ｔｉｍｅꎬ ｗｉｔｈ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ<０.０５) . Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＥＲＣＡ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ
ｔｈｅ ５ｗＣＩＨ ａｎｄ ８ｗＣＩＨ ｇｒｏｕｐｓꎬ ｗｉｔｈ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ<０.０１)ꎬ ｓｈｏｗｉｎｇ ａｎ ｏｖｅｒａｌｌ ｔｉｍｅ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｄｏｗｎｗａｒｄ
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ｔｒｅｎｄ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｌｏｎｇ￣ｔｅｒｍ ＣＩＨ ｃａｎ ｌｅａｄ ｔｏ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｄａｍａｇｅ ｔｏ ｔｈｅ ｓｔｙｌｏｇｌｏｓｓｕｓ ｍｕｓｃｌｅꎬ ａｃｃｏｍｐａｎｉｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｆａｉｌｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｍ￣
ｐｅｎｓａｔｏｒｙ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ ５￣ＨＴｅｒｇｉｃ ｎｅｒｖｅｓ ａｎｄ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｌｃｉｕｍ￣ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬ ｕｌｔｉｍａｔｅｌｙ ｃａｕｓｉｎｇ
ｉｍｐａｉｒｅｄ ｃｏｎｔｒａｃｔｉｏｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｃｈｒｏｎｉｃ ｉｎｔｅｒｍｉｔｔｅｎｔ ｈｙｐｏｘｉａꎻ Ｓｔｙｌｏｇｌｏｓｓｕｓ ｍｕｓｃｌｅꎻ ５￣ｈｙｄｒｏｘｙｔｒｙｐｔａｍｉｎｅ

　 　 阻塞性睡眠呼吸暂停(ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅ ｓｌｅｅｐ ａｐｎｅａꎬ
ＯＳＡ)是一种常见的全身性疾病ꎬ其主要病理表现

为睡眠期间上气道反复塌陷ꎬ引发呼吸暂停或通气

不足ꎬ从而导致慢性间歇性缺氧(ｃｈｒｏｎｉｃ ｉｎｔｅｒｍｉｔｔｅｎｔ
ｈｙｐｏｘｉａꎬ ＣＩＨ)和睡眠片段化[１] ꎮ 上气道的开放程

度依赖于舌肌群的协调运动ꎬ尤其是由舌下神经

核背侧与腹侧分支分别支配的缩舌肌(如茎突舌

肌)和伸舌肌(如颏舌肌)的协同调节[２￣３] ꎮ 研究

表明ꎬ二者共同激活可显著提高气道壁硬度ꎬ降低

其顺应性ꎬ从而有效对抗气道塌陷[４￣６] ꎮ 血清素

(５￣ｈｙｄｒｏｘｙｔｒｙｐｔａｍｉｎｅꎬ５￣ＨＴ)作为一种重要神经调

质ꎬ参与介导舌下运动神经元的兴奋性驱动ꎬ可能在

ＣＩＨ 条件下发挥代偿性调控作用[７￣８]ꎮ
尽管已有研究报道 ＣＩＨ 可诱导颏舌肌中 ５￣ＨＴ

信号通路发生代偿性上调及钙稳态调控蛋白异

常[９]ꎬ但目前对协同肌群中茎突舌肌在 ＣＩＨ 进程中

的响应机制仍知之甚少ꎮ 值得注意的是ꎬ临床证据

表明 ＯＳＡ 患者睡眠期间缩舌肌激活不足可能显著

增加上气道塌陷风险[１０]ꎮ 因此ꎬ系统阐明 ＣＩＨ 条件

下茎突舌肌的分子与功能变化具有重要临床意义ꎮ
基于上述背景ꎬ本研究通过建立 ＣＩＨ 大鼠模

型ꎬ系统观察不同缺氧点大鼠茎突舌肌的组织结构

变化ꎬ并采用免疫组织化学方法定量检测以下蛋白

的表达水平:５￣ＨＴ 信号分子(５￣ＨＴ 及其 ２Ａ 受体)
以及钙调控关键蛋白ꎮ 其中ꎬ钙调控关键蛋白包括

兰尼碱受体( ｒｙａｎｏｄｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬ ＲＹＲ)和肌浆网钙

ＡＴＰ 酶 ( ｓａｒｃｏｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ Ｃａ２＋ － ｔｒａｎｓｐｏｒ￣
ｔｉｎｇ ＡＴＰａｓｅꎬ ＳＥＲＣＡ)ꎬ旨在从时序性角度揭示茎突

舌肌在 ＣＩＨ 条件下的适应与损伤机制ꎬ为深入理解

ＯＳＡ 上气道功能障碍提供新的实验依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１　 实验动物

３０ 只清洁级健康成年雄性 Ｓｐｒａｇｕｅ Ｄａｗｌｅｙ
(ＳＤ)大鼠(８ 周龄ꎬ体质量 １８０ ~ ２００ ｇ)ꎬ由江苏省

动物实验中心提供ꎮ 大鼠饲养于标准环境中:温度

２４±２ ℃ꎬ相对空气湿度 ４０％ꎻ采用 １２ ｈ 光照 / １２ ｈ
黑暗的昼夜循环模式ꎬ并自由摄取食物和水ꎮ 将大

鼠随机 分 为 常 氧 对 照 组、 ３ 周 间 歇 性 缺 氧 组

(３ｗＣＩＨ)、５ 周间歇性缺氧组(５ｗＣＩＨ)和 ８ 周间歇

性缺氧组(８ｗＣＩＨ)ꎮ 本实验经南京医科大学实验

动物伦理委员会审批通过( ＩＡＣＵＣ １９０１０４７)ꎮ
１.１.２　 主要试剂与仪器

兔 ５￣ＨＴ 多克隆抗体、兔 ５￣ＨＴ ２Ａ 多克隆抗体、
兔 ＲＹＲ 多克隆抗体、兔 ＳＥＲＣＡ 多克隆抗体购自北

京博奥森生物技术有限公司ꎻ苏木素－伊红(ｈｅｍａ￣
ｔｏｘｙｌｉｎ￣ｅｏｓｉｎꎬ ＨＥ)染色试剂盒购自上海碧云天生物

技术公司ꎻ低氧舱购自南京新飞分析仪器有限公司ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 大鼠 ＣＩＨ 动物模型制备

基于氮气稀释原理ꎬ将 ＣＩＨ 组大鼠置于低氧舱

内饲养ꎬ通过调节氧气和氮气的流量ꎬ使舱内氧浓度

在 ５％至 ２１％之间循环变化ꎮ 为模拟间歇性缺氧 /
复氧事件ꎬ每 ２ ｍｉｎ 为一个循环:先通入 １ ｍｉｎ 氮气ꎬ
随后通入 １ ｍｉｎ 压缩空气ꎻ每天进行 ８ ｈ(从 ８ ∶３０ 到

１６ ∶３０)ꎻ结束后大鼠转移至正常氧浓度环境中饲养ꎮ
对照组大鼠始终饲养于氧浓度维持在 ２１％的常氧舱

中ꎮ 上述造模周期分别设置为 ３ 周、５ 周和 ８ 周ꎮ
１.２.２　 采集大鼠茎突舌肌组织

在造模结束后的第 ２ 天ꎬ采用静脉注射 ２％戊

巴比妥钠(质量体积分数ꎬ剂量为 ４０ ｍｇ / ｋｇ)的方式

对大鼠进行全身麻醉ꎮ 通过观察其肢体回缩反射和

眼睑反射以评估麻醉深度是否充分ꎮ 随后ꎬ将大鼠

固定于手术板上ꎬ置于解剖盘中ꎬ剃去胸前区毛发ꎬ
并用酒精进行皮肤消毒ꎮ 切开皮肤后ꎬ逐层分离组

织ꎬ充分暴露并游离心脏ꎻ剪开右心房ꎬ经左心室将

灌流针插至升主动脉起始部ꎮ 首先快速灌注生理盐

水ꎬ直至肝脏颜色转为苍白、右心房流出液清亮ꎬ表
明血液已被充分清除ꎮ 随后ꎬ缓慢灌注 ４％多聚甲

醛(质量体积分数)进行固定ꎬ直到动物肝脏变硬ꎬ
尾部僵直ꎬ提示灌注固定完成ꎮ

采用颈部正中腹侧入路ꎬ逐层分离颈部软组织ꎬ
暴露茎突舌肌于颞骨茎突处的的肌腱附着点ꎮ 沿肌

纤维走向向下钝性分离至舌侧边缘ꎬ完整取得茎突

舌肌标本ꎮ 将取得的组织样本置于 ４％多聚甲醛溶

液(质量体积分数)中ꎬ于 ４ ℃条件下固定保存ꎬ供
后续实验使用ꎮ
１.２.３　 大鼠茎突舌肌 ＨＥ 染色

肌肉组织经常规脱水、透明化处理后ꎬ用 ＰＢＳ
冲洗ꎬ随后进行石蜡包埋ꎮ 包埋后的蜡块在冷冻切

片机上切成 ４ μｍ 厚度的连续切片ꎮ 切片经展片、
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贴片后置于 ６０ ℃烘箱中烘烤 ２ ｈꎬ将水汽烘干ꎬ以去

除水分并增强组织与载玻片的粘附性ꎮ 随后将切片

置于玻片架上进行脱蜡处理ꎮ
染色步骤如下:将切片浸置于苏木素染液中染

色 ７ ｍｉｎꎬ自来水慢速冲洗 ２ ｍｉｎꎻ再浸置于 １％ＨＣｌ
的乙醇溶液(质量体积分数)中分化 ２~３ ｓꎻ水洗后置

于自来水中浸泡 ５~７ ｍｉｎ 以返蓝ꎮ 随后将切片轻浸

于 １％伊红染液染色 ２~４ ｍｉｎꎬ自来水冲洗 １~２ ｍｉｎꎮ
脱水与透明处理:将切片按依次浸入体积分数

为 ７０％、８０％、９０％、９５％乙醇中各 １ ｍｉｎ 进行梯度脱

水ꎬ再分别经无水乙醇Ⅰ和无水乙醇Ⅱ各处理

１ ｍｉｎꎮ 随后依次置于二甲苯Ⅰ和二甲苯Ⅱ中各

２ ｍｉｎ 进行透明处理ꎮ
切片风干后ꎬ滴加中性树胶ꎬ并小心覆盖盖玻

片ꎬ注意避免产生气泡ꎮ 最后置于 ４００ 倍光学显微

镜下观察组织形态学结构ꎮ
１.２.４　 大鼠茎突舌肌免疫组织化学染色

脱蜡前的处理步骤与 ＨＥ 染色相同ꎮ 随后将切

片置于 ９５ ℃ 的高压锅中进行热抗原修复ꎬ持续

１０ ｍｉｎꎻ自然冷却至室温后ꎬ用 ＰＢＳ 冲洗 ２ 次ꎮ 采用

山羊血清封闭内源性抗原ꎬ甩去多余血清后ꎬ滴加按

１ ∶ １００ 比例稀释的一抗(５￣ＨＴ、５￣ＨＴ ２Ａ、ＲＹＲ 及

ＳＥＲＣＡ)ꎬ４ ℃孵育过夜ꎮ 次日取出切片ꎬ３７ ℃复温

４５ ｍｉｎꎬＰＢＳ 冲洗 ２ 次ꎬ再滴加稀释后的二抗ꎬ室温

孵育 ３０ ｍｉｎꎮ 再次以 ＰＢＳ 冲洗切片 ２ 次ꎬ吸水纸拭

干水分后ꎬ在室温条件下滴加 ３ꎬ３′￣二氨基联苯胺显

色液ꎬ于显微镜下监测至出现棕黄色或棕褐色阳性

信号为止ꎬ立即以自来水终止显色ꎮ 切片经苏木素

复染后ꎬ依次进行脱水、透明处理ꎬ风干后以中性树

胶封片ꎮ 最后在显微镜下观察并采集图像ꎮ 采用

ＩＰＰ ６.０ 图像分析系统计算阳性区域的平均光密度

值(ｍｅａｎ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙꎬ ＭＯＤ)ꎮ
１.３　 统计学处理

采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ Ｖ１０.０ 软件进行统计学分

析ꎮ 符合正态分布的计量资料以 􀭰ｘ±ｓ 表示ꎮ 多组间

比较采用单因素方差分析ꎬ两两比较采用 Ｔｕｋｅｙ￣
ＨＳＤ 检验ꎮ 检验水准 α＝ ０.０５ꎮ

２　 结　 果

２.１　 大鼠茎突舌肌 ＨＥ 染色结果

ＨＥ 染色结果显示ꎬｃｏｎｔｒｏｌ 组大鼠肌组织肌纤

维排列整齐ꎬ细胞核呈卵圆形ꎬ形态规则ꎮ ＣＩＨ 组大

鼠肌组织肌纤维扭曲变形ꎬ排列紊乱ꎬ肌纤维间距增

大ꎬ细胞核排列杂乱ꎮ 见图 １ꎮ

图 １　 大鼠茎突舌肌 ＨＥ 染色
Ａ:ｃｏｎｔｒｏｌ 组ꎻ Ｂ:３ｗＣＩＨ 组ꎻ Ｃ:５ｗＣＩＨ 组ꎻ Ｄ:８ｗＣＩＨ 组

Ｆｉｇｕｒｅ １　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔｙｌｏｇｌｏｓｓｕｓ ｍｕｓｃｌｅ ｉｎ ｒａｔｓ
Ａ: ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ Ｂ: ３ｗＣＩＨ ｇｒｏｕｐꎻ Ｃ: ５ｗＣＩＨ ｇｒｏｕｐꎻ Ｄ: ８ｗＣＩＨ ｇｒｏｕｐ

２.２　 大鼠茎突舌肌免疫组织化学染色测定结果

免疫组织化学染色结果显示ꎬ各组 ５￣ＨＴ 蛋白

表达水平的差异有统计学意义 ( Ｆ ＝ １８. ７７ꎬ Ｐ <
０.００１)ꎻ与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比ꎬ３ｗＣＩＨ 组表达量升高ꎬ且

高于 ５ｗＣＩＨ 组与 ８ｗＣＩＨ 组ꎬ差异有统计学意义

(Ｐ<０.００１)ꎮ 各组 ５￣ＨＴ ２Ａ 受体蛋白表达水平的差

异有统计学意义(Ｆ＝ １１.９０ꎬＰ<０.００１)ꎻ３ｗＣＩＨ 组 表

达量高于对照组(Ｐ<０.０５)、５ｗＣＩＨ 组(Ｐ<０.００１)与
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８ｗＣＩＨ 组(Ｐ<０.００１)ꎬ差异有统计学意义ꎮ ＲＹＲ 表

达量总体呈下降趋势ꎬ各组间的差异有统计学意义

(Ｆ ＝ ７. ６２ꎬＰ ＝ ０. ００１)ꎻ ３ｗＣＩＨ 组与 ５ｗＣＩＨ 组及

８ｗＣＩＨ 组的表达量低于 ｃｏｎｔｒｏｌ 组ꎬ差异有统计学意

义(Ｐ<０.０５)ꎮ ＳＥＲＣＡ 表达量总体呈下降趋势ꎬ各
组间的差异有统计学意义(Ｆ ＝ １４.５０ꎬＰ<０.００１)ꎻ与
对照组相比ꎬ５ｗＣＩＨ 组及 ８ｗＣＩＨ 组的表达量降低ꎬ
差异有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎮ 见表 １ꎮ

表 １　 大鼠茎突舌肌 ５￣ＨＴ、５￣ＨＴ ２Ａ 受体、ＲＹＲ、ＳＥＲＣＡ 平均光密度值
Ｔａｂｌｅ １　 Ａｖｅｒａｇｅ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ ｖａｌｕｅｓ ｆｏｒ ５￣ＨＴꎬ ５￣ＨＴ ２Ａ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬ ＲＹＲꎬ ａｎｄ ＳＥＲＣＡ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｙｌｏｇｌｏｓｓｕｓ ｍｕｓｃｌｅ ｏｆ ｒａｔｓ

指标 对照组 ３ｗＣＩＨ 组 ５ｗＣＩＨ 组 ８ｗＣＩＨ 组 Ｆ Ｐ
５￣ＨＴ (１.０±０.５)×１０－２ (２.５±０.８)×１０－２ (５.０±２.０)×１０－３ (２.０±０.１)×１０－３ １８.７７ <０.００１
５￣ＨＴ ２Ａ 受体 (１.５±０.５)×１０－３ (５.０±０.１)×１０－３ (１.０±０.４)×１０－３ (４.０±１.０)×１０－４ １１.９０ <０.００１
ＲＹＲ (９.９±３.０)×１０－３ (４.０±１.０)×１０－３ (３.０±０.５)×１０－３ (１.０±０.３)×１０－４ ７.６２ ０.００１
ＳＥＲＣＡ (３.３±０.３)×１０－２ (２.６±０.３)×１０－２ (１.７±０.４)×１０－２ (９.０±０.３)×１０－３ １４.５０ <０.００１

３　 讨　 论

ＣＩＨ 作为 ＯＳＡ 的核心病理特征ꎬ可通过诱发神

经调控异常及肌肉功能障碍ꎬ促进上气道塌陷的发

生[１１]ꎮ 既往研究多聚焦于颏舌肌等伸舌肌在气道

维持中的作用[１２￣１３]ꎬ然而近年来越来越多证据表

明ꎬ缩舌肌与伸舌肌的协调激活对于上气道开放至

关重要[１４￣１６]ꎮ 作为关键缩舌肌ꎬ茎突舌肌在 ＣＩＨ 条

件下的适应性变化与分子机制尚未完全阐明ꎮ 本研

究通过建立不同持续时间的 ＣＩＨ 大鼠模型ꎬ从组织

形态、５￣ＨＴ 信号通路及钙调控蛋白表达三个层面ꎬ
系统揭示茎突舌肌在 ＣＩＨ 进程中的动态改变ꎬ为深

入理解 ＯＳＡ 患者上气道肌肉的病理生理机制提供

了新的实验依据ꎮ
已有研究显示ꎬ间歇性缺氧可引起上气道肌肉

出现显著结构异常[１７]ꎮ 本研究发现ꎬ随着 ＣＩＨ 暴露

时间延长ꎬ茎突舌肌出现肌纤维排列紊乱、细胞核分

布杂乱等逐渐加重的形态学损伤ꎬ与文献报道一致ꎬ
进一步表明肌肉结构损伤随缺氧持续而逐步积累ꎮ
这一结果为临床上观察到的 ＯＳＡ 患者随病程进展

出现上气道肌肉功能衰退的现象提供了重要的病理

结构基础ꎮ
在神经调控机制方面ꎬ既往研究报道间歇性缺

氧可诱导舌下神经背侧核区 ５￣ＨＴ 能终末密度增

加ꎬ提示 ５￣ＨＴ 系统在低氧应激下可能参与神经调

适过程[１８]ꎮ 此外ꎬ５￣ＨＴ 及其 ２Ａ 受体在部分上气道

肌肉中的表达变化ꎬ被认为是一种旨在增强神经驱

动、以代偿性对抗气道塌陷的反应[１９]ꎮ 本研究中ꎬ
短期(３ 周)ＣＩＨ 可诱导茎突舌肌中 ５￣ＨＴ 及其 ２Ａ
受体表达显著升高ꎬ与上述机制相符ꎻ然而ꎬ随着

ＣＩＨ 时间延长至 ８ 周ꎬ该上调效应逐渐减弱并趋于

下降ꎬ此变化模式与本团队在颏舌肌中观察到的持

续高表达存在明显差异[９]ꎮ 上述结果提示ꎬ在长期

ＣＩＨ 应激下ꎬ不同功能属性的舌肌可能呈现异质性

应答ꎬ其中背侧支配的缩舌肌更早出现代偿功能失

效ꎬ这为理解 ＯＳＡ 患者中缩舌肌激活不足的临床现

象提供了分子层面的解释ꎮ
在胞内钙稳态方面ꎬ已有研究指出ꎬＣＩＨ 可诱导

活性氧大量生成ꎬ进而通过巯基氧化修饰抑制 ＲＹＲ
和 ＳＥＲＣＡ 功能ꎬ破坏钙瞬变与再摄取过程ꎬ最终导

致兴奋收缩耦联障碍[２０￣２１]ꎮ 本研究从蛋白表达水

平进一步证实ꎬ茎突舌肌中 ＲＹＲ 与 ＳＥＲＣＡ 蛋白表

达随 ＣＩＨ 暴露时间延长呈进行性下降ꎬ与氧化应激

介导的肌肉损伤机制相吻合[２２￣２３]ꎮ 这一结果说明ꎬ
ＣＩＨ 可直接影响钙处理关键分子的含量ꎬ从而在本

质上损害肌肉的舒缩功能ꎮ 综合 ５￣ＨＴ 能驱动减弱

与胞内钙调控受损两方面证据ꎬ长期 ＣＩＨ 可能通过

神经调控与胞内钙信号的双重障碍ꎬ共同导致茎突

舌肌功能衰退ꎮ
本研究存在一定局限性:①未设置 ５￣ＨＴ 及其

受体激动剂或拮抗剂干预组ꎬ因而无法直接验证

５￣ＨＴ在茎突舌肌应答中的具体调控作用ꎻ②未检测

肌电活动等功能性指标ꎬ难以将蛋白表达变化与肌

肉收缩功能进行直接关联ꎮ
综上所述ꎬＣＩＨ 可时序性地诱导茎突舌肌出现

结构损伤、５￣ＨＴ 信号代偿性上调后失效以及钙调控

蛋白表达下降ꎬ提示未来 ＯＳＡ 的治疗策略除继续关

注颏舌肌功能外ꎬ还应重视缩舌肌的功能维持与训

练ꎬ为临床开发基于上气道协同肌群整体功能的康

复方案提供了理论依据ꎮ
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