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一氧化氮调控机体睡眠觉醒的研究进展
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摘要: 一氧化氮 (NO) 广泛存在于外周和中枢神经系统中, 调节多种生理功能。睡眠-觉醒是机体的高级生理

活动, 研究表明, NO参与机体睡眠觉醒的调控。精氨酸在一氧化氮合酶 (NOS) 的作用下转变成瓜氨酸并产生NO,

NO通过作用于鸟苷酸环化酶或亚硝基化蛋白质中特定氨基酸残基的途径, 影响上行网状激活系统的活性, 从而实

现对睡眠觉醒进程的调控。本文主要对NO的产生、在睡眠觉醒和上行网状激活系统中的作用及其机制进行综述,

为睡眠觉醒的研究提供新的思路和方向。
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Abstract: Nitric oxide (NO) is widely present in peripheral and central nervous system and regulates many

physiological functions. Sleep-arousal is an advanced physiological activity. Studies have shown that NO is

involved in the regulation of sleep and arousal. Nitric oxide synthases (NOSs) are a family of enzymes that

catalyze the production of NO from L-arginine. Through guanylate cyclase or S-nitrosation of protein, NO can

affect the activity of the ascending reticular activating system to regulate the sleep-arousal process. This paper

summarizes the production of NO, its effect on sleep-arousal and its mechanism in the ascending reticular

activating system, and provides new ideas and directions for the study of sleep and arousal.
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随着社会经济发展所带来生活方式的改变, 人们

的生活压力越来越大, 失眠、抑郁、躁郁等精神问题也

越来越突出。2018年, 中国医师协会睡眠医学专业委

员会发布了“全球睡眠状况及睡眠认知最新调查数

据”, 显示全球 61%的成年人存在睡眠问题, 我国“90

后”超六成睡眠时间不足。近年来, 随着睡眠医学的不

断壮大, 睡眠障碍领域也受到了外界越来越多的重视,

新出炉的疾病分类诊断系统 ICD-11将“睡眠-觉醒障

碍”单独列为一章, 与神经系统疾病及精神行为障碍属

于同一级别[1]。

一氧化氮 (nitric oxide, NO) 是一种内源性生物活

性物质, 在机体中广泛存在, 具有脂溶性, 可快速扩散

透过生物膜进行信息传递。 1998 年 , 3 位科学家

Furchgott、Ignarro 和 Murad 由于发现 NO 是一种可以

传递信息的气体, 而荣获诺贝尔医学或生理学奖。近

年研究发现, NO参与机体对睡眠觉醒的调节。睡眠

剥夺大鼠基底前脑的 NO 水平显著升高[2]; 感染非洲

锥虫病的大鼠会出现嗜睡的现象, 且下丘脑NO含量
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也显著升高[3]; 敲除神经元型一氧化氮合酶 (neuronal

nitric oxide synthase, nNOS) 小鼠的快动眼睡眠 (rapid

eye movement, REM) 和慢波睡眠 (slow-wave sleep,

SWS) 时间显著缩短[4]; 一氧化氮/不对称二甲基精氨

酸/二甲基精氨酸水解酶 (NO/ADMA/DDAH) 途径与

睡眠障碍相关, 连续 7天灌胃给予原花青素B2 (15、30

和 45 mg·kg-1) 治疗失眠大鼠, 能够升高大鼠海马、下

丘脑和前额叶皮层的NO和 nNOS水平, 通过上调NO/

ADMA/DDAH信号通路来治疗失眠[5]; 灌胃给予刺五

加水醇提取物 MS, 可延缓戊四唑、苦毒素、士的宁引

起的癫痫发作, 缩短发作时间, 而NOS抑制剂左旋硝

基精氨酸 (L-NNA) 能够拮抗 MS 的抗惊厥作用[6], 综

上可见NO与睡眠觉醒之间息息相关。NO不仅在动

物水平上与睡眠觉醒相关, 在人类研究中也有相似的

报道。最近, 挪威一项问卷调查研究发现, 工作上暴露

于负面行为 (例如, 职场欺凌) 中的人产生失眠问题的

比例比普通人要高。对受试者们进行基因检测, 分析

发现 miR-146a基因与暴露在负面行为和失眠之间存

在间接关系, 其中GG基因型个体比GC/CC基因型个

体暴露于负性行为中更易失眠[7]。另一项研究发现

miR-146a C 等位基因 , 能够下调 miR-146a 基因的表

达, 而nNOS是miR-146a基因的直接靶点, miR-146a基

因表达下降会增加其目标基因 nNOS的表达[8]。nNOS

表达低的个体在暴露于消极的社会行为中更容易产生

失眠的现象, 这也间接的说明 nNOS与睡眠之间有着

千丝万缕的联系。

睡眠觉醒分别属于不同的警戒状态, 其中上行网

状激活系统能引起以脑电去同步化为特征的“觉醒反

应”, 如果该结构被破坏, 则会引起嗜睡、昏睡以至昏迷

的现象。网状激活系统是位于脑干腹侧中心部分神经

细胞和神经纤维相混杂的结构, 该结构有上行投射系

统和下行投射系统, 其中上行投射系统接收各种传入

冲动, 后经由丘脑的非特异性投射系统到达大脑皮质,

当其受到刺激时, 会观察到自然觉醒或者唤醒现象[9]。

因此, 上行网状激活系统的活动与障碍是意识觉醒与

昏迷的生理基础。觉醒主要是由脑干和基底前脑的胆

碱能和单胺能神经元所介导的, 有两条经典途径: ① 丘

脑是维持觉醒的中枢, 来自脑桥被盖核和背外侧被盖

核的胆碱能神经元投射到丘脑, 激活丘脑兴奋性神经

元防止进入睡眠模式; ② 下丘脑外侧区是促进觉醒的

中枢, 来自基底前脑和脑干单胺能神经元投射到下丘

脑外侧区, 促进觉醒[10]。NO 含量的高低可影响上行

网状激活系统神经元的活性, 对睡眠觉醒有着至关重

要的调节作用。本文将综述近年来NO在睡眠觉醒方

面的研究进展, 进一步阐明NO在睡眠觉醒中的作用,

为睡眠觉醒的研究提供帮助和思路。

1 一氧化氮及一氧化氮合酶

NO 是一种易产生自由基的无机气体, 在机体内

广泛分布, 参与多种生命活动的调控, 在外周和中枢神

经系统中都发挥着重要的作用。在心血管系统中, NO

可促进环磷酸鸟苷 (cyclic guanosine monophosphate,

cGMP) 和环磷酸腺苷 (cyclic adenosine monophos‐

phate, cAMP) 合成, 抑制血管平滑肌的增生和舒张血

管[11]; 在神经炎症中, 活化的胶质细胞表达诱导型一氧

化氮合酶 (inducible nitric oxidesynthase, iNOS), 产生

NO, NO导致内质网内钙离子的释放, 激活胶质细胞释

放谷氨酸, 从而导致神经细胞死亡[12]。目前, 以NO为

靶点的药物研究在抗肿瘤、抗炎、抗阿尔兹海默症和保

护心血管等方面进展地如火如荼[13]。

20 世纪 80 年代末期发现血管内皮细胞能够将

L-精氨酸合成 NO作为细胞外信号[14], 但这一发现最

初受到大多数生物学家的质疑。然而 , 到目前为止 ,

NO的生成途径已经被证实, 它在生物学中的作用也

正在被慢慢发现。机体内, L-精氨酸在一氧化氮合酶

(nitric oxide synthase, NOS) 的作用下生成NO, NO在体

内具有较强的反应活性 (半衰期3～5 s), 不能储存在囊

泡中, 因此其产生水平受NOS表达和活性的控制[15]。

NO下游作用途径主要有两条[16,17]: 其一, 作用于鸟苷

酸环化酶 , 催化三磷酸鸟苷 (guanosine triphosphate,

GTP) 生成 cGMP, 导致细胞内 cGMP水平升高, 从而触

发一系列的生物学效应; 其二, 对蛋白质中特定氨基酸

残基亚硝基化或半胱氨酸 S-亚硝基化, 进行翻译后修

饰。NO在体内的合成过程中需要 4种辅酶因子 (四氢

生物嘌呤BH4、黄素单核苷酸 FMN、黄素腺嘌呤二核

苷酸 FAD 和还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸

NADPH) 和钙调蛋白的参与[18]。

NOS 在机体内主要有 3 种类型 , 根据其细胞或

组织来源以及表达方式 , 可分为 iNOS、内皮型一氧

化氮合酶 (endothelial nitric oxide synthase, eNOS) 和

nNOS。其中 eNOS和 nNOS合称为结构型一氧化氮合

酶 (constructive nitric oxide synthase, cNOS), cNOS 为

钙依赖型, 而 iNOS为钙非依赖型。NOS是同源二聚

体 , 编码 nNOS、eNOS 和 iNOS 这 3 种同工酶的基因

分别位于 12号、7号和 17号染色体上[15]。NOS通过羧

基端还原酶结构域的 FAD和 FMN将 NADPH的电子

转移到氨基末端加氧酶结构域的 Haem 基团 , 加氧

酶结构域与必需的辅助因子BH4、分子氧和 L-精氨酸

结合[19]。

2 NO/NOS调控睡眠觉醒的作用

1994 年 , Kapás 等[20-22]发现在兔子上脑室或静脉
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注射一种非选择性 NOS 抑制剂 N-硝基 -L-精氨酸

甲酯 (N-nitro-L-arginine-methyl ester hydrochloride, L-

NAME), 能够抑制白介素 1 (interleukin-1, IL-1) 引起的

非快动眼睡眠 (non-rapid eye movement sleep, NREM)

增加的现象; 记录给药后大鼠72 h内的脑电活动, 发现

侧脑室注射或腹腔注射 L-NAME都会导致快动眼睡

眠 (rapid eye movement sleep, REM) 和 NREM 时间减

少; 侧脑室注射给予NO的供体SNAP和SIN-1均能延

长大鼠的NREM睡眠时间。这些研究结果均提示NO

具有促睡眠作用。

Dittrich等[23]研究发现睡眠压力与清醒时间成正

比。皮层GABA能中间神经元上共表达 nNOS和神经

激肽 1受体 (NK1R), 该神经元在睡眠过程中被激活后

会表达功能活性标志物Fos, 且Fos的表达量与NREM

睡眠量呈正相关。为研究睡眠过程中皮层 nNOS的激

活程度与NREM睡眠量和睡眠压力之间的关系, 灌胃

给予镇静催眠药物 (唑吡坦, GABAA受体调节剂; 爱莫

勒沙, orexin受体拮抗剂) 控制大鼠的睡眠时间, 结果

发现皮层 nNOS/NK1 神经元 Fos+的比例与入睡前清

醒时间成正比。Gerashchenko等[24]在小鼠皮层 nNOS

神经元中表达光敏感的视紫红质通道蛋白-2 (ChR2),

使用光遗传方法激活该通道蛋白同时用脑电图描记

器记录小鼠大脑皮层活动, 结果发现小鼠皮层慢波活

动 (slow-wave activity, SWA) 增加。上述研究结果提

示睡眠剥夺可以激活动物皮层神经元中 nNOS, 使皮

层 GABA含量增多, 进而抑制大脑皮层电活动, 导致

动物产生睡意。

Krueger等[25,26]提出自下而上的睡眠调节模式, 睡

眠被看作是大脑中的一个分布式过程, 局部细胞在活

动过程中释放NO、腺苷等物质, 引起细胞状态的改变,

导致局部的小回路启动引发级联反应, 从而导致睡眠

或觉醒。NO 作为信号分子参与睡眠-觉醒稳态的调

控, NO增加有助于睡眠, NO下降会促进觉醒。

3 NO参与睡眠觉醒调节的相关脑区

睡眠觉醒是一个复杂的过程, 目前, 人们对于睡眠

觉醒的认识主要有 4种不同理论学说[27]: ① 体液学说

(spanning humoral); ② 局部网络学说 (local network);

③ 分布式网络学说 (distributed network); ④ 基于环

路的理论 (circuit-based theories)。这些理论模型为“全

脑睡眠”提供了不同程度的解释。其中, 基于环路的理

论提出“flip-flop switches”的概念, 上行网状激活系统

和促睡眠中枢互相作用共同调节, 实现对睡眠觉醒的

调控。上行网状激活系统包括中缝背核 (dorsal raphe

nucleus, DRN) 的五羟色胺能神经元、蓝斑核 (locus

coeruleus, LC) 的去甲肾上腺素能神经元、脑桥被盖区

(laterodorsal and pedunculopontine tegmental nuclei,

LdT/PPT) 的胆碱能神经元、臂旁内侧核 (medial para‐

brachial nucleus, MPB) 的谷氨酸能神经元、腹侧被盖

区 (ventral tegmental area, VTA) 的多巴胺能神经元、基

底前脑 (basal forebrain, BF) 的胆碱能神经元, 位于结

节乳头核 (tuberomammillary nucleus, TMN) 的组胺能

神经元, 以及下丘脑外侧区 (lateral hypothalamic area,

LH) 的GABA能神经元和食欲素神经元等[28], 它们在

脑中的位置如图 1所示。此系统包括网状结构内、外

侧区的感觉传入, 自内侧区向间脑 (背侧丘脑板内核)

的上行投射, 以及自丘脑核团至大脑皮质广泛区域的

投射[29]。NO 作为内源性促睡眠因子, 通过影响上行

网状激活系统的活性, 调节睡眠稳态。

3.1 NO在基底前脑中的作用 哺乳动物基底前脑在

调控睡眠和觉醒方面发挥着重要作用。荧光成像实验

显示, 基底前脑存在谷氨酸能 (VGluT2) 神经元、胆碱

能 (ChAT) 神经元、小白蛋白阳性 (PV+) 和生长抑素阳

性 (SOM+ ) 的 GABA 能神经元 , 分别在 ChAT-Cre 小

鼠、VGluT2-Cre小鼠、PV-Cre小鼠和 SOM-Cre小鼠中

诱导表达 ChR2蛋白, 光遗传激活 ChR2蛋白, 分别记

录脑电图和肌电图 (EEG/EMG), 分析发现谷氨酸能、

胆碱能和小白蛋白阳性的GABA能 (PV+) 神经元与觉

醒和 REM 睡眠相关 , 生长抑素阳性的 GABA 能

(SOM+) 神经元与NREM睡眠相关[30,31]。

基底前脑的胆碱能神经元在调节睡眠剥夺所产生

的稳态睡眠压力 (homeostatic sleep pressure, HSP) 方

面具有重要作用。采用光遗传方法激活表达ChR2的

大鼠基底前脑胆碱能神经元后, 会导致从NREM睡眠

到觉醒或REM睡眠的转变增加。对大鼠进行脑室灌

注细胞膜透性染料二氨基荧光素-2/二乙酸酯 (DAF-2/

DA, 能与NO结合产生荧光) 发现, 睡眠剥夺会诱导大

鼠基底前脑的胆碱能神经元产生 iNOS, 且 iNOS的诱

Figure 1 Ascending reticular activiting system associated brain

region location. BF: Basal forebrain; LH: Lateral hypothalamic area;

TMN: Tuberomammillary nucleus; VTA: Ventral tegmental area;

LdT/PPT: Laterodorsal and pedunculopontine tegmental nuclei;

DRN: Dorsal raphe nucleus; LC: Locus coeruleus; MPB: Medial

parabrachial nucleus
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导强度与睡眠压力呈正相关, 而使用 IgG 192-皂甙损

伤基底前脑的胆碱能细胞后, 睡眠剥夺期NO、腺苷的

含量和剥夺后恢复期NREM睡眠的时间不变, 这表明

基底前脑胆碱能细胞在NO调节睡眠稳态压力的过程

中发挥着重要的作用[32,33]。对基底前脑和额叶皮层的

微透析液样本进行检测, 发现大鼠睡眠剥夺 1 h时基底

前脑细胞外液NO浓度显著升高 (额叶皮层在睡眠剥

夺 5 h时细胞外液NO浓度显著升高), 睡眠剥夺 2 h时

基底前脑细胞外液的腺苷浓度显著升高 (额叶皮层在

睡眠剥夺 6 h时细胞外液腺苷浓度显著升高), 这表明

NO和腺苷在促进睡眠产生的过程中存在时间和空间

顺序[2]。基底前脑中NO能促进腺苷的释放, 而腺苷作

为内源性促睡眠物质, 含量升高会通过腺苷A1受体抑

制谷氨酸能神经元对胆碱能、GABA (PV+) 能神经元

的激活, 从而发挥促睡眠的作用[34]。

3.2 NO在中缝背核中的作用 DRN的 5-HT能神经

元参与机体对睡眠觉醒的调节[29]。DRN 由 5-HT能、

DA能、GABA能和谷氨酸能神经元共同构成, 用化学

遗传方法激活 SERT-Cre 小鼠 DRN 的 5-HT 能神经元

后, EEG/EMG显示在给予CNO (0.3 mg·kg-1, i.p.) 后1 h

内 , 小鼠 NREM 显著增加 , 睡眠潜伏期缩短[35]; 而对

DRN 微注射多巴胺受体激动剂 (D1 和 D2 受体激动

剂, SKF 38393、溴隐亭和喹吡咯) 后, REM时间和次数

显著减少[36]。提示DRN不同细胞类型对睡眠觉醒具

有不同的影响。

DRN 中 Ca2+对睡眠觉醒的调节起着重要作用 ,

Ca2+浓度升高可激活CaMKⅡ, CaMKⅡ激活后其磷酸

化水平会增高。Cui等[37]发现, 睡眠剥夺会使大鼠DRN

的 p-CaMKⅡ (Thr 286 磷酸化) 水平下降 ; 在 DRN 微

注射 CaMKⅡ磷酸化抑制剂 KN-93 (5, 10 nmol) 能使

大鼠觉醒时间减少 , 同时 REM 和 NREM 睡眠时间延

长; 在DRN微注射CaCl2 (50 nmol) 可使CaMKⅡ磷酸

化水平增高, NREM、SWS和REM睡眠时间减少, 提示

DRN 内 Ca2+/CaMKⅡ信号发挥促进觉醒和抑制睡眠

的作用。DRN中 74%的 5-HT能神经元与 nNOS共表

达, 磷酸化对 nNOS的活性起着重要的调节作用, 其中

p-CaMKⅡ (Thr286 磷酸化) 会在 Ser847 位点磷酸化

nNOS, 该位点磷酸化后会抑制Ca2+-CaM的结合从而

使 nNOS活性降低[38]。在睡眠剥夺过程中, 大鼠DRN

的 p-CaMKⅡ水平下降, p-CaMKⅡ对 nNOS的抑制作

用减弱, NO含量升高, 从而促进睡眠的产生。

此外, 5-HT能神经元还受谷氨酸能和GABA能神

经元的支配, 通过整合这些神经输入, 5-HT能神经元

调节大量的生理功能。Western Blot和电生理结果表

明, NO能通过非赖氨酸激酶-脯氨酸丙氨酸 Ste20激

酶/氧化应激反应激酶 1-钾氯共转运体 2 (WNK-SPAK/

OSR1-KCC2) 信号通路增强 GABA 能神经元对 DRN

觉醒活动相关神经元的抑制作用, 从而促进大鼠的睡

眠[39]; NO还介导DRN区 5-HT神经元上谷氨酸突触尖

峰定时相关的长时程增强, 通过增加谷氨酸的释放, 增

强谷氨酸突触向 5-HT能神经元的传递, 参与 5-HT能

神经元突触功能和可塑性的调节[40]。

3.3 NO在下丘脑外侧区的作用 穹窿周围-下丘脑

外侧区 (PF-LHA) 是一个觉醒促进区, LHA富含食欲

素 (orexin) 能神经元, orexin能神经元合成食欲肽, 食

欲肽有 orexin A和 orexin B两种类型, 其中 orexin B与

orexin-1受体和orexin-2受体亲和力相似, 而orexin A与

orexin-1受体亲和力强, 选择性作用于orexin-1受体。

LHA 的 orexin能神经元内表达 nNOS, Yamakawa

等[41]用雄性C57BL/6小鼠研究内源性NO对 orexin能

神经元的作用, 采用免疫组化方法研究发现腹腔注射

咖啡因 (30 mg·kg-1) 能够增加 orexin能神经元和表达

NOS的硝能神经元内 c-Fos的阳性细胞数; 给予盐酸

苯海拉明 (组胺受体拮抗剂, 能抑制觉醒, 促进睡眠,

10 mg·kg-1, i.p.) 后 orexin能神经元 c-Fos的阳性细胞数

目减少, 但是对硝能神经元 c-Fos阳性细胞数无显著影

响; 单独给予 nNOS抑制剂 7-NI (25 mg·kg-1, i.p.) 能显

著增加 orexin能神经元 c-Fos的阳性细胞数, 且能抑制

给予咖啡因诱导的硝能神经元 c-Fos阳性细胞数的增

加。由此可推知内源性NO对促觉醒的 orexin能神经

元有负调节作用。对该区域进行 NO 含量的检测发

现: 清醒期>REM睡眠期>NREM睡眠期, 且随着清醒

时间的延长, NO持续增加。NO在NREM睡眠期的含

量约为0.4 μmol·L-1, 在清醒期或睡眠剥夺期约为0.6～

0.7 μmol·L-1 [42]。orexin 能神经元在维持觉醒和抑制

REM睡眠方面发挥着重要作用, Obukuro等[43]研究发

现给小鼠第三脑室注射NO供体NOC18 (50 nmol) 能

够显著的降低 orexin能神经元的数目, NOC18可通过

蛋白质二硫异构酶 (protein disulfide isomerase, PDI)

的 S-亚硝基化和失活促使食欲肽形成聚合物, 导致食

欲肽的丢失。免疫组化研究发现, 连续 7天睡眠剥夺

会导致小鼠 LHA 的 orexin能神经元食欲肽聚合物增

加、S-亚硝基化的 PDI 增多 , 食欲素能神经元数目减

少。在此过程中, nNOS活性随睡眠剥夺时间的延长

而升高, 而在 nNOS敲除小鼠上未观察到上述睡眠剥

夺引起的一系列现象。由此可推知NO在LHA可能通

过PDI的 S-亚硝基化和失活等途径使食欲肽错误折叠

并形成聚集物 , 导致 orexin 能神经元数目下降 , 抑制

orexin能神经的活性, 从而促进睡眠的产生。
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4 总结与展望

NO 作为信号分子参与机体睡眠觉醒稳态的调

节。整体来看, NO是一种内源性促睡眠物质, 在睡眠

剥夺过程中, NO抑制上行网状激活系统的多个脑区

促觉醒神经元的活性, 从而促进睡眠的产生。基底前

脑胆碱能神经元中NO的产生促进了腺苷的释放, 抑

制基底前脑与觉醒相关的神经元, 从而促进睡眠的产

生 ; 中缝背核 Ca2+/CaMKⅡ信号通路参与调节 nNOS

的活性, 睡眠剥夺导致中缝背核细胞内 p-CaMKⅡ水

平降低, 进而减弱对 nNOS的抑制作用, nNOS活性升

高, 从而促进睡眠; 下丘脑外侧区的NO通过 PDI的 S-

亚硝基化和失活等途径, 使维持觉醒的 orexin能神经

元丢失, 食欲肽减少, 从而导致嗜睡。

NO 除在睡眠觉醒中发挥着重要作用外, 还是心

血管、免疫和中枢神经系统中重要信号分子, 对健康和

疾病的调控具有重要意义。随着技术的发展, 人们对

NO的认识逐渐加深, NO在睡眠稳态中的作用及其机

制越来越清晰, 这为深入了解睡眠觉醒这一生命奥秘

提供了新的方向。
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