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ㄧ、中文摘要 
 

骨盆神經-外尿道括約肌反射 (pelvic nerve-urethral reflex, PUR) 會引發尿道

括約肌的收縮及維持儲存尿液期間的自律性，在藥理試驗也證實在骨盆神經-外

尿道括約肌反射的活性是透過麩胺酸 NMDA 接受器所調控的；此外，給予睡眠

剝奪後在大鼠的海馬回會減低長期增益效應 (Long-term potentiation, LTP) 或是

給予快速動眼期睡眠剝奪則有抑制 LTP 的現象；一氧化氮 (NO) 會間接調控許

多生理及病理上神經退化性疾病的神經突觸塑性的活性。因此本篇實驗主要目的

想探討給予睡眠剝奪後，骨盆神經-外尿道括約肌反射的活性是否會有影響，並

且 NO 是否參與其調控；更進ㄧ步想探討脊髓內 nNOS 的表現量之變化情形。 

本實驗使用大鼠並在椎管內注射 Glutamatergic 拮抗劑及促進劑，亦注射 

Nitrinergic 拮抗劑及促進劑，並取下脊髓 (L6-S2) 組織，來探討 nNOS 蛋白質

表現量之變化。實驗動物經睡眠剝奪的處理後，發現反覆性刺激引發骨盆神經―

外尿道括約肌反射之活性有降低之情形。Glutamatergic 拮抗劑，可抑制反覆性

刺激所引發 PUR 之活性；給予睡眠剝奪後，亦有此抑制現象產生。Glutamatergic 

促進劑，可增加測試性刺激所引發 PUR 之活性；給予睡眠剝奪後，亦有此增加

趨勢。Nitrinergic 拮抗劑，可抑制反覆性刺激所引發 PUR 之活性；給予睡眠剝

奪後，亦可抑制此現象的產生。接著再給予 Nitrinergic 促進劑，可將此被抑制

的情形恢復至原本反覆性刺激所產生的現象；給予睡眠剝奪後，亦有此回復現象

的產生。 

從西方點墨法與免疫組織化學法的結果可以發現，在脊髓 (L6-S2) 組織中，

確實有神經性一氧化氮合成酶  (nNOS) 及磷酸化神經性一氧化氮合成酶 

(p-NOS) 蛋白質的表現，並在給予電刺激下，nNOS 蛋白質表現有略高的現象，

此外，給予睡眠剝奪下，nNOS 蛋白質表現量有降低之情形。 

由本篇實驗結果顯示，動物給予睡眠剝奪後，會降低反覆性刺激引發 PUR 

之活性，推論睡眠剝奪可能對下泌尿系統儲尿功能造成傷害及神經退化的現象。 
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二、英文摘要 
 

The aim of this study was to examine the participation of nitrinergic 

neurotransmission in the stimulation-induced potentiation on pelvic nerve-to-urethra 

reflex (PUR) activities and determine the neuronal nitric oxide synthase (nNOS) 

reactivity of lower spinal levels (L6-S2), which mediated micturition function after 

total sleep deprivation (TSD).The magnitude of the repetitive stimulation (RS, 1 

Hz)-induced potentiation in PUR activity decreased significantly in the TSD group 

when compared with the control groups (19.86±1.39 and 9.43±1.39 spikes/stimulation 

in control and TSD group; respectively, P < 0.01, n=7). The magnitude of the RS 

induced potentiation in PUR activity decreased significantly after intrathecal 

6-Cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione (CNQX; from 15.36±1.11 to 7.21±0.74, and 

from 9.44±0.44 to 5.44±0.58 spikes/stimulation in control, and TSD, respectively, 

P<0.01, n=7) and D-2-amino-5-phosphonoraleric acid (APV, from 17.38±1.30 to 2.94

±0.34, and from 9.44±0.44 to 2.25±0.31 spikes/stimulation in control, and TSD, 

respectively, P < 0.01, n=7). In addition, potentiation in PUR activities was induced 

by intrathecal L-glutamate (from 1.50±0.22 to 26.50±0.50, and from 1.33±0.21 to 5.67

±0.42 spikes/stimulation in control, and TSD, respectively, P < 0.01, n=7) and 

N-methyl-Daspartic acid (from 1.17±0.17 to 11.50±1.50, and from 1.33±0.21 to 3.83±

0.40 spikes/stimulation in control, and TSD); Intrathecal L-NAME blocked repetitive 

stimulation induced potentiation in pelvic-urethral reflex activities (from 14.56±0.80 

to 3.67±0.71, and from 9.33±0.33 to 3.67±0.33 spikes/stimulation in control, and TSD 

P<0.01, n=7). Intrathecal L-Arg reversed the blocking effects exerted by L-NAME on 

repetitive stimulation-induced pelvic-urethral reflex potentiation (from 3.67±0.71 to 

14.17±1.19, and from 3.67±0.33 to 9.67±0.33 spikes/stimulation in control, and TSD 

P<0.01, n=7). 

nNOS activities were found in the lower spinal levels. In addition, following TSD 
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treatment, the intensity of nNOS reactivity were reduced when compared with control 

group (n=5). All the results suggest that the increased nNOS in spinal levels appears 

to be related with the RS-induced potentiation in PUR activity and decrease of nNOS 

expression may deteriorate the spinal neurotransmission and result in the 

TSD-induced micturition dysfunction. 
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三、 文獻回顧 
 

1、下泌尿系統生理學 
下泌尿系統的主要功能是儲存及排除尿液，這些複雜且精細的生理動作需要藉

由膀胱 (bladder)、內尿道括約肌 (internal urethral sphincter, IUS) 及外尿道括約肌 

(external urethral sphincter, EUS) 等部位互相協調配合才能順利完成。 

 

1-1、 下泌尿系統之解剖構造 
下泌尿系統分為兩部份，一部份為膀胱 (bladder)，另一部份為尿道 (urethra)。

膀胱，是一個中空，具有彈性的器官，又可再區分為膀胱本體及膀胱三角 (trigone) 兩

部分，(1) 膀胱本體：由平滑肌 (smooth muscle) 或是稱逼尿肌 (detrusor muscle) 所

組成；(2) 膀胱三角：由兩端輸尿管開口 (ureteral openings) 和尿道出口 (urethral 

orifices) 所形成的三角區域。尿道分成尿道內括約肌及尿道外括約肌，(1) 尿道內括

約肌：位於膀胱頸 (neck) 與尿道的接合處，由平滑肌所構成，會自主性收縮；只

有在膀胱逼尿肌收縮時，膀胱內壓升高到閾值，才會舒張使尿液排出；(2) 尿道外

括約肌：由橫紋肌所構成，當膀胱內壓升高時，可由意識控制外尿道括約肌收縮不

讓尿液流出。而以上各個部位或是器官之間的運動，皆由腦部、脊髓及周邊神經系

統組成的複雜神經迴路協調運作所完成 (de Groat and Yoshimura, 2001; Morrison et 

al., 2005)。 

 

 

1-2、 下泌尿系統之神經支配 
儲存及週期性排除尿液是取決於下泌尿系統兩種功能單位之活性：(1) 儲存 

(reservoir)：膀胱；(2) 出口 (outlet)：由膀胱頸、尿道及橫紋肌的外尿道括約肌所構

成 (Fry et al., 2005; Morrison et al., 2005)。上述結構是由以下三種周邊神經系統所相

互調控的，即薦髓的副交感神經系統 (parasympathetic nervous system)：骨盆神經 
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(pelvic nerve)；胸腰髓的交感神經系統 (sympathetic nervous system)：下胃神經及交

感神經鏈 (hypogastric nerve and sympathetic chain)和薦髓的體神經系統 (somatic 

nervous system)：陰部神經 (pudendal nerve) (Morrison et al., 2005)。 

 

1-2-1、薦髓之副交感神經路徑 (Sacral parasympathetic pathways) 

膀胱的興奮性神經衝動主要來自薦髓的副交感神經，膽鹼性 (cholinergic) 的節

前神經元位在薦髓灰質的中間外側區  (intermediolateral region) (Morgan et al., 

1993)，它的軸突經由骨盆神經與位在骨盆神經叢 (pelvic plexus) 及膀胱壁上的神經

節之節後神經元形成突觸，副交感節前神經末梢釋放出神經傳導物質主要是乙醯膽

鹼，透過菸鹼性膽鹼機制 (nicotinic cholinergic mechanism) 活化不同的接受器，包

括蕈毒鹼性 (muscarinic)、腎上腺素激導性 (adrenergic)、嘌呤性 (purinergic) 及胜

肽性 (peptidergic) 之接受器來興奮節後神經元 (de Groat & Booth, 1993)；副交感神

經節後神經元釋放膽鹼性神經傳導物質，乙醯膽鹼 (acetylcholine) 和非腎上腺素非

膽鹼性  (nonadrenergic-noncholinergic) 神經傳導物質來刺激膀胱平滑肌的收縮 

(Andersson, 1993; Andersson & Arner, 2004; Morrison et al., 2005)。 

 

1-2-2、胸腰髓之交感神經路徑 (Thoracolumbar sympathetic pathways) 

交感神經節前神經元位於胸腰髓 (T11-L2) 灰質的中間外側區，之後在腸繫膜

下神經節 (inferior mesenteric ganglion) 與脊柱旁神經節 (paravertebral ganglia) 和

骨盆神經節 (pelvic ganglia) 的節後神經元形成突觸 (Jänig and Morrison, 1986; de 

Groat et al., 1993; de Groat and Booth, 1993)；交感神經節前神經末端釋放神經傳導物

質為乙醯膽鹼，與菸鹼性接受器 (nicotinic receptors) 結合；交感神經節後神經末端

釋放神經傳導物質為正腎上腺素  (norepinephrine)，與腎上腺素激導性接受器 

(adrenoceptors) 結合，促進膀胱底部 (bladder base) 與尿道平滑肌收縮與膀胱體 

(bladder body) 舒張 (Andersson, 1993; de Groat and Booth, 1993)；此外，交感神經節

後神經元亦傳神經衝動給膀胱的副交感神經節，可促進或抑制副交感神經節之神經

傳導 (de Groat and Booth,1993)。 
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1-2-3、體神經之傳出神經路徑 (Somatic efferent pathways) 

支配屬橫紋肌的外尿道括約肌和骨盆底部肌肉群 (pelvic floor musculature) 的

體神經運動神經元 (motoneurons) 是源自薦髓 (S2-S4) 灰質的前角 (anterior horn) 

的 Onuf’s 核 (Onuf’s nucleus)；體神經末端釋放之神經傳導物質為乙醯膽鹼，與菸

鹼性接受器結合，促使外尿道括約肌收縮 (de Groat and Booth, 1993)。 

 

1-2-4、傳入神經路徑 (Afferent pathways) 

膀胱脹滿或是疼痛的感覺衝動會經由骨盆和下胃神經的傳入神經軸突傳達至脊

髓內 (Jänig and Morrison, 1986; Häbler et al., 1990)；這些傳入神經的細胞體位於脊髓

的 S2-S4 和 T11-L2 的背根神經節 (dorsal root ganglia, DRG) 內；這些傳入神經纖

維是源自膀胱壁上的牽張接受器 (stretch receptors) 和痛覺接受器 (nociceptors)，然

後經過背根神經元到達脊髓；在排尿反射 (micturition reflex) 的最初期，傳入神經

纖維是經由骨盆神經將神經衝動傳入薦髓；膀胱的傳入神經纖維包含有髓鞘神經 

(myelinated fibers)，即 Aδ 纖維 (Aδ-fiber) 或是無髓鞘 (unmyelinated) 神經，即 C 

纖維 (C-fibers) 軸突 (de Groat et al., 1981; Mallory et al., 1989; Vera and Nadelhaft, 

1990)。 

 

 

1-3、 排尿功能 (micturition)： 
排尿反射的神經調控可歸納為三個層次：(1) 周邊層次 (Peripheral level)：由胸

腰髓 (T11-L2) 發出的交感神經 (下胃神經)、由薦髓 (S2-S4) 發出的副交感神經 

(骨盆神經) 及由薦髓 (S2-S4) 發出的體神經 (陰部神經) 共同調控；(2) 脊髓層次 

(spinal level)：主要是由脊髓內的傳入神經、聯絡神經元、傳出神經和上、下行路徑

等調控；(3) 上脊髓層次 (supraspinal level)：主要是由位在橋腦的泌尿中樞所調控。 

正常的排尿功能分為儲尿反射 (storage reflexes) 及排尿反射 (voiding reflexes) 

(圖一)。 
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1-3-1、儲尿反射 (Storage reflexes) 

維持儲尿功能的反射有二，其一為經由下胃神經抑制膀胱逼尿肌，使膀胱舒張，

同時興奮尿道括約肌，促使尿道收縮；陰部神經會促進尿道外括約肌，而使尿道收

縮，即為骨盆–陰部神經反射 (pelvic-pudendal nerve reflex)，膀胱便可維持低壓來自

律調節尿液蓄積 (urine continence)(Kuru, 1965; de Groat, 1995; Vaughan and Satchell, 

1995)。由此可知尿液的儲存主要是經由脊髓反射路徑 (spinal reflex pathway) 所調

控，來自橋腦的下行訊息也會經由活化陰部運動神經元 (pudendal motoneurons) 來

增加尿道的阻力 (urethral resistance)。 

 

1-3-2、排尿反射 (Voiding reflexes) 

骨盆傳入神經在儲尿期間會隨著膀胱內壓力漸漸變大而增加活性，當膀胱內容

積達到引起排尿的閾值 (threshold) 時，膀胱壁上的牽張接受器 (stretch receptor；或

稱機械性刺激接受器 mechanoceptors) 會經由骨盆神經傳遞神經衝動到達脊髓，再

上行至橋腦的排尿中樞，經由橋腦排尿中樞的處理 (integration) 之後，會下行傳達

排尿訊息至脊髓，抑制下胃神經，使內尿道括約肌舒張；同時抑制陰部神經，使外

尿道括約肌舒張，而使尿道內壓降低以利排尿；另外，中樞的下行訊息同時促進骨

盆傳出神經，使膀胱逼尿肌收縮，使尿液得以排出。所以排尿反射是由脊髓-腦幹-

脊髓路徑 (spinobulbospinal pathway) 所調控 (de Groat and Booth, 1980; Yoshimura 

and de Groat, 1997)。此外，在人類排尿時，逼尿肌是處在張力性收縮的狀態，尿道

則呈現協調性舒張狀態；但大鼠排尿時，尿道則呈現間歇性收縮－舒張的活動，故

大鼠的尿液是以滲漏的方式排出。因此，當整個排尿反射的過程，若任何一部份有

協調上的問題時，整體的排尿功能就會受到影響 (de Groat﹐1995; de Groat et al., 

1998; de Groat and Yoshimura, 2001)。 
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2、神經突觸之塑性 (Synaptic plasticity) 

 

2-1、神經突觸之塑性 (synaptic plasticity) 
許多腦部組織中的神經突觸，給予反覆性刺激作用 (repetitive activation)，會調

節神經突觸的傳訊功能 (Macklis and Madison, 1991; Siegelbaum and Kandel, 1991)。

在神經突觸給予傳入性的重複刺激時，會激發傳出神經活性增加的形式有兩種：第

一種形式稱為長期增益效應 (Long-term potentiation, LTP)(Bliss and Lomo, 1970; 

Bliss and Gardner-Medwin, 1971)，在神經突觸的傳入纖維給予強且反覆性的刺激

後，會有長時間且持久性的增強效果，近二十年來在海馬回 (hippocampus) CA1 區

產生的長期增益效應已被廣泛地研究，因為它被認為是學習及記憶的形成過程中的

基本的機制 (Siegelbaum and Kandel, 1991)；第二種形式則稱為 wind-up，在脊髓的

背角神經元 (dorsal horn neurons) 給予低頻且反覆性的刺激下，可引發動作電位數

有漸進性增加的情形 (Woolf, 1983, 1991)。 

 

2-2、骨盆神經-外尿道括約肌反射 (pelvic-urethral reflex, PUR) 

尿液的儲存是膀胱很重要的功能之一。在排尿週期 (micturition cycle) 的儲尿

期間，膀胱擴張會引起感覺衝動，由骨盆傳入神經纖維經過背角進入脊髓 (de Groat, 

1993)，經由脊髓整合訊息後，運動衝動藉由陰部傳出神經纖維傳至外尿道括約肌 

(Kamo et al., 2003)，使之收縮，此過程稱為骨盆神經-外尿道括約肌反射 (pelvic 

nerve-urethral reflex, PUR)。因骨盆神經-外尿道括約肌反射會引發尿道括約肌的收

縮及維持儲尿期間膀胱良好的順應性 (de Groat and Yoshimura, 2001)，故在儲尿功

能扮演重要角色。最近對骨盆神經-外尿道括約肌反射活性的研究指出，在骨盆傳

入神經纖維給予反覆性或是強直性的刺激，會引起長時間且持續性的增益效應 

(long-lasting potentiation)；另外，經由藥理試驗也證實骨盆神經-外尿道括約肌反射

的活性是透過麩胺酸的 NMDA 接受器所調控的 (Lin, 2003, 2004)。 
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2-3、調控骨盆神經-外尿道括約肌反射的神經傳導物質 
麩胺酸 (glutamate)，在調控排尿反射迴路中扮演著重要的角色 (Mayer and 

Westbrook, 1987; Maggi and Conte, 1990; Yoshiyama et al., 1993, 1995)。 

 

2-3-1、麩胺酸 (glutamate) 

麩胺酸主要是經由活化離子通透性 (ionotropic) 和代謝性 (metabotropic) 接受

器 (Honore et al., 1988; Watkins et al., 1990) 產生興奮性反應，麩胺酸離子通透性接

受器是一種陽離子配基控制通道 (ligand-gated cation channels)，此類接受器分別有

三種型式：N-methyl-D-aspartate (NMDA)、 alpha-amino-3-hydroxy-5- methyl-4- 

isoxazoleproprionate (AMPA) / quisqualate (QA) 及 kainate 接受器。其中 AMPA 和 

kainate 型通道為鈉、鉀離子通透控制，而 NMDA 型通道則屬於鈉、鉀及鈣離子通

透性之通道 (Mayer and Westbrook, 1987)。麩胺酸代謝性接受器則透過活化 G- 蛋

白來控制離子通透的開啟。因此，鈣離子主要是經由 NMDA 接受器的活化和經由

電位控制鈣離子通道  (voltage-gated calcium channel, VGCC) 的方式流入細胞 

(Onuma et al., 1998)。 

 

2-3-2、麩胺酸之作用機制 

在麩胺酸調控反射塑性下，反覆性刺激骨盆傳入神經纖維，會使麩胺酸的釋放

增加，並且導致突觸後膜 (postsynaptic membrane) 去極化 (depolarization)，接著鈣

離子經由 L-type 的鈣離子通道流入細胞內，但是受 NMDA 接受器所調控，最後

使得細胞內鈣離子濃度上升，來進行一連串的細胞反應 (Sheardown et al., 1990)。 
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2-3-3、麩胺酸之調控 

在過去許多文獻證實，麩胺酸在調控排尿反射迴路中扮演著重要的角色 (Mayer 

and Westbrook, 1987; Maggi and Conte, 1990; Yoshiyama et al., 1993, 1995)。早期也有

文獻指出，當在大鼠及貓的排尿反射中樞注射麩胺酸，發現會促進膀胱排尿 

(Mallory et al., 1991; Willette et al., 1988)。另外，也有許多文獻報告顯示，當 NMDA 

receptor 或 AMPA receptor 受到影響後，會使得正常的排尿反射受到抑制 (Maggi 

and Conte, 1990)。根據神經電生理研究 (Kruse et al., 1990)，以電刺激的方式刺激排

尿反射中樞，會誘導膀胱收縮而引發排尿；然而，預先給予 glutamatergic antagonist 

處理後，包括非競爭性  NMDA receptor antagonist (MK-801) 與競爭性 NMDA 

receptor antagonist (LY274614； Yushiyama et al., 1991, 1993)，再施予電刺激的方式

來刺激排尿反射中樞，則發現電刺激所引發的膀胱排尿收縮以及引起外尿道括約肌

的活性增加等會受到抑制。另外，在 1995 年 Yushiyama 等人將麻醉性的大鼠利用

靜脈給予 AMPA/kainite receptor antagonists (GYKI-52466) 處理後，再以電刺激的方

式刺激排尿反射中樞時，由電刺激所引發的膀胱排尿收縮會受到抑制，因此認為 

NMDA receptor 或 AMPA/kainate receptor 的被活化對於排尿反射是必要的步驟 

(Yushiyama et al., 1995)。在 1986 年 Potashner 等人，將天竺鼠 (guinea pig) 的脊

髓兩側背根神經切斷 (dorsal bilateral rhizotomy) 後，發現脊髓背角內的麩胺酸的含

量有顯著的減少。因此，推測中樞神經系統及脊髓內主要的興奮性神經傳遞物質為

麩胺酸，在脊髓層次上調控排尿反射的迴路中可能扮演著極重要的角色。 
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3、一氧化氮 (Nitric oxide, NO) 

 

3-1、一氧化氮 
一氧化氮 (NO) 是一種半衰期短 (short-lived)、迅速擴散 (rapidly diffusible) 和

自由基 (free radical) 氣體，在神經發展 (neuronal development) 及神經突觸塑性扮

演重要的訊息傳遞物質 (Gally et al., 1990; Garthwaite, 1991)。一氧化氮在許多器官

中扮演重要的生理角色，例如調節血管平滑肌張力 (vascular smooth muscle tone) 和

增殖 (proliferation)，在中樞及周邊神經系統也扮演神經傳導物質的角色；除此之

外，一氧化氮亦影響膀胱及尿道的舒張，一氧化氮在下泌尿道也扮演神經傳導物質

的角色 (Ho et al., 2004)，對於下泌尿道功能的神經調控亦扮演調控的角色 (Ignarro 

et al., 1987; Bredt and Snyder, 1990; Moncada et al., 1991)。 

 

3-2、一氧化氮合成酶 
一氧化氮的生成是經由一氧化氮合成酶 (nitric oxide synthase, NOS) 將 L-精胺

酸  (L-arginine, L-Arg) 轉變為  L-瓜胺酸  (L-citrulline) 和一氧化氮  (Bredt and 

Snyder, 1990)。一氧化氮合成酶有三種明確的異構體 (isoform)，第一型主要是發現

在神經元細胞，稱為神經性一氧化氮合成酶 (neuronal NOS, nNOS)；第二型主要是

在巨噬細胞 (macrophages) 內發現，稱為誘導性一氧化氮合成酶 (inducible NOS, 

iNOS)；第三型主要是發現在內皮細胞 (endothelial cells)，稱為內皮性一氧化氮合成

酶 (endothelial NOS, eNOS)(Knowles and Moncada, 1994; Forstermann et al., 1994)。

NADPH-d (α-nicotinamide adenine dinucleotide phosphate-diaphorase)是神經性一氧化

氮合成酶活化的輔酶之ㄧ，因此可以做為在組織化學實驗上神經性一氧化氮合成酶

活性的指標 (Wolf, 1997)。 

 

3-3、ㄧ氧化氮合成酶在下泌尿系統之分布 
在動物和人類的下泌尿道組織中，已被證實有內皮性、神經性及誘導性一氧化
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氮合成酶的表現，包括膀胱移形上皮細胞 (urothelium)、平滑肌、橫紋肌、神經及

血管，皆發現有一氧化氮合成酶活性存在 (Mumtaz et al., 2000; Mamas et al., 2003)。 

 

3-3-1、膀胱 (bladder) 

主要在膀胱體的移形上皮細胞 (urothelium) 發現有一氧化氮合成酶活性，逼尿

肌接受較少的一氧化氮型神經支配 (nitrinergic innervations)，對一氧化氮的敏感性

比尿道略低 (Mumtaz et al., 2000; Mamas et al., 2003)。有研究顯示，在人類膀胱逼尿

肌組織可以辨識到內皮性一氧化氮合成酶的表現，在膀胱移形上皮細胞則有較少的

內皮性一氧化氮合成酶的表現；而神經性一氧化氮合成酶僅表現在黏膜下層表面 

(submucosal surface)，以及在肌肉細胞之間的一氧化氮型神經纖維  (nitrinergic 

fibers)(Fathian-Sabet et al., 2001) 中被發現。 

 

3-3-2、尿道及膀胱頸 (urethra and bladder neck) 

一氧化氮在許多的器官中包括下泌尿道系統，扮演一種非正腎上腺素性、非膽

鹼 性 的 神 經 傳 導 物 質 。 在 動 物 模 式 實 驗 中 ， 使 用 免 疫 組 織 化 學 

(immunohistochemistry) 試驗發現一氧化氮合成酶-containing 神經纖維通過骨盆神

經節後，主要支配到尿道，而此類纖維較少支配膀胱逼尿肌。在大鼠實驗中，刺激

支配尿道的副交感神經，會引起一氧化氮依賴性調控尿道平滑肌舒張，而且移除主

要骨盆神經節，則會抑制一氧化氮依賴性調控尿道平滑肌的舒張 (Mumtaz et al., 

2000; Mamas et al., 2003)，若系統性地給予一氧化氮供給物，可使尿道及膀胱頸舒

張；反之，給予一氧化氮合成酶抑制劑，可以抑制一氧化氮的生成，使尿道及膀胱

頸的舒張受到抑制 (Bennett et al., 1995)，由此可推論一氧化氮是調節尿道及尿道括

約肌舒張的重要物質。近年在女性尿道橫紋肌肌纖維膜 (sacrolemma) 內也發現有一

氧化氮合成酶的免疫反應 (imunoreactivities)，故一氧化氮在女性尿道內橫紋肌 

(intramural striated muscle) 也扮演調控角色 (Ho et al., 2003)。利用一氧化氮合成酶

免疫反應和 NADPH-diaphorase (一氧化氮合成酶的指標) 的測定，在膀胱及尿道的

傳入和傳出神經纖維上也被發現具一氧化氮合成酶活性 (Andersson and Persson, 
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1994; Smet et al., 1994)。 

 

3-4、神經性一氧化氮合成酶活性之調節機制 
在大腦，神經性一氧化氮合成酶活化並生成一氧化氮，一氧化氮是一種新的二

級傳訊物質，可以穿越細胞膜並且使鄰近細胞的生化反應路徑活化 (Bredt and 

Snyder, 1989, 1992; Brenman and Bredt, 1997; Esplugues, 2002; Moncada et al., 

1991)。NMDA 接受器是一種麩胺酸所調控的離子通道，在神經突觸的神經傳訊、

神經的塑性和許多的病理狀態下扮演重要的角色 (Cull-Candy et al., 2001)。NMDA 

接受器會與神經性一氧化氮合成酶結合成為一個複合體，而神經性一氧化氮合成酶

會受到神經突觸骨架蛋白  (synaptic scaffolding protein) PSD-95 的調控 

(Christopherson et al., 1999; Sattler et al., 1999)。PSD-95 在 NMDA 接受器的細胞質

表面且接近鈣離子流入通道的近端與神經性一氧化氮合成酶結合。鈣離子經由 

NMDA 接受器調控流入神經元，以調節 NMDA 接受器下游之生化反應，藉由 PKC 

(Protein kinase C)、CaMKII (Calcium/Calmodulin-dependent protein kinase II)及 PKA 

(Protein kinase A)的磷酸化所調節，使得神經性一氧化氮合成酶活化及產生一氧化氮 

(Bredt and Snyder, 1989; Hayashi et al., 1999; Nakane et al., 1991)。在大腦組織，利用

西方點墨法及結合特定磷酸化蛋白的抗體，發現正常情況下，神經性一氧化氮合成

酶在 Ser847 的位置會被磷酸化，該位置是被攜鈣蛋白激酶 (CaMKII) 進行磷酸化的

位置 (Agostino et al., 2004; Hayashi et al., 1999)，攜鈣蛋白激酶將神經性一氧化氮合

成酶磷酸化後，會部分地抑制鈣離子與攜鈣蛋白結合及抑制神經性一氧化氮合成酶

的活性 (Komeima et al., 2000)。興奮 NMDA 接受器促使鈣離子流入與攜鈣蛋白 

(calmodulin) 結合後，可促使神經性一氧化氮合成酶去磷酸化及調節神經性一氧化

氮合成酶 dimmer 之間的電子轉移 (Panda et al., 2001)。亦即鈣離子與攜鈣蛋白結

合，可使神經性一氧化氮合成酶活化；當神經性一氧化氮合成酶在 Ser847 的位置磷

酸化，提供抑制神經性一氧化氮合成酶活性的機制。 
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4、睡眠剝奪 (sleep deprivation) 
 

4-1、睡眠 (sleep) 簡介 
睡眠是一個動態的腦部活動，由腦部數個構造及神經傳導物質所調控。由腦電

波圖 (electroencephalography, EEG) 的紀錄來看，睡眠可分為二個階段：快速動眼

期  (rapid eye movement, REM) 與非快速動眼期  (non-rapid eye movement, 

NREM)(Karni et al., 1994)。 

 

4-2、睡眠剝奪之生理影響 
睡眠剝奪 (sleep deprivation) 或是睡眠喪失 (sleep loss) 都是一個造成極端地

壓力性 (stressful) 的刺激。睡眠剝奪鼠在許多生理上 (physiological) 和行為節律 

(behavioral rhythms) 有脫序 (desynchronization) 現象，包括：容易疲倦 (fatigue)、

嗜睡 (sleepiness)、運動失調 (ataxia)、胃潰瘍 (gastric ulcers)、體重減輕，甚至導致

死亡的現象 (Rechtschaffen et al., 1983)。人體經短時間的睡眠喪失會導致顯著的認

知不足 (cognitive deficits)，而長時間的睡眠干擾則使壽命有減少現象 (reduced 

longevity)(Horne, 1988; Kripke et al., 1979)。在睡眠剝奪鼠的實驗發現當睡眠被剝奪 

2-3 星期，可導致許多併發徵狀的特徵，包括：食物攝入 (food intake) 增加、體重

減輕、能量消耗 (energy expenditure) 增加及體溫逐漸降低等現象 (Rechtschaffen et 

al., 1983, Rechtschaffen and Bergmann, 1995)。 

 

4-3、一氧化氮對睡眠的影響 
ㄧ氧化氮影響許多基本的神經性功能，例如調節神經傳導物質的釋放及神經突

觸之效力 (Scott and Bennett, 1993; Shibuki and Okada, 1991)。另外，如發展神經網路

系統 (neural networks)、記憶 (memory)、性行為 (sexual behavior) 及攝食 (eating) 

等許多複雜的神經功能，皆會受到ㄧ氧化氮的影響 (Gaily et al., 1990; Hölscher and 

Rose, 1992; Mani et al., 1994; Morley and Flood, 1991)。由此間接證據指出ㄧ氧化氮在
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調節睡眠生理及腦部結構功能上扮演一個重要的角色。一氧化氮合成酶出現在中樞

神經系統  (central nervous system, CNS) 的前腦基部  (basal forebrain) 及腦幹 

(brainstem) 等局部區域，並參與睡眠的調節 (Vincent and Kimura, 1992)。有睡眠障

礙時，在下視丘 (hypothalamus)、腦幹、小腦 (cerebellum) 及海馬回中一氧化氮合

成酶的活性會有明顯地變化 (Ayers et al., 1996)。在兔子及大鼠實驗中，抑制一氧化

氮合成酶會導致睡眠喪失 (Kapás et al., 1994b; Kapás et al., 1994a)，並且在兔子實驗

發現，抑制一氧化氮合成酶也會干擾睡眠活動因子 (somnogenic actions)：白介素-1 

(interleukin-1, IL-1) 的 產 生  (Kapás et al., 1994b) 。 另 外 ， 在 側 腦 室 

(intracerebroventricular, ICV) 注射或腦幹顯微注射一氧化氮合成酶抑制劑，會抑制

非快速動眼睡眠期 (Kapás et al., 1994b; Kapás et al., 1993)。在睡眠與清醒的生理週

期中 (sleep-wake cycle)，一氧化氮也扮演調節角色。抑制老鼠腦部一氧化氮的產

生，則自發性睡眠 (spontaneous sleep) 會被抑制 (Kapás et al., 1994a)，對失眠後的

促睡反應現象也會降低  (Ribeiro et al., 2000)；反之，給予一氧化氮供給物 

molsidomine 與 S-nitroso- N-acetylpenicillamine，則可促使老鼠進入睡眠 (Kapás and 

Krueger, 1996; Datta et al., 1997)。 

 

4-4、睡眠剝奪對長期增益效應的影響 
快速動眼期睡眠，在海馬回的 CA1 區、齒狀回 (dentate gyrus) 與內側鼻區內

皮質 (medial entorhinal cortex) 可以持續記錄到與記憶固化 (memory consolidation) 

有關的同步化 theta 波 (4-7 Hz) (Wetzel et al., 1977; Culebras, 1996)。工作記憶 

(working memory) 是一種儲存最近事件，並且很快就會消失的記憶圖象 (engram)，

為海馬回處理的重要事物之ㄧ (Culebras, 1996)。經過長期增益效應的作用，海馬回

會產生神經突觸塑性與構造改變，工作記憶就會被強化成為長期記憶 (Graham, 

1990)。當動物被剝奪睡眠後，短期記憶會因而改變，結果導致注意力無法集中、精

神渙散、動力缺乏、無法強記，使得記憶的形成發生困難 (Nilsson et al., 1989; 

Culebras, 1996)。而且，它們的立即回憶與長期記憶的能力也會減退  (Polzella, 

1975)。最近研究也指出，大鼠給予睡眠剝奪後，會減低海馬回長期增益效應的產生 
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(Campbell et al, 2002)，或是進行快速動眼期的睡眠剝奪也有抑制長期增益效應的現

象 (Kim et al, 2005)。另外，有研究證實，給予睡眠剝奪之後，發現 NADPH-d 與

一氧化氮合成酶的活性降低，此即反映出長期睡眠剝奪後會導致記憶減退 (Hsu et 

al., 2003)。 
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四、 研究目的 
 

利用睡眠剝奪機建立睡眠剝奪的動物模式，探討以下問題 

1. 是否影響骨盆神經-外尿道括約肌反射的增益現象？ 

2. 一氧化氮是否參與骨盆神經-外尿道括約肌反射增益現象的調控？ 

3. 動物予以睡眠剝奪處理及反覆性刺激骨盆神經 1小時之後，分析脊髓內神經性一

氧化氮合成酶蛋白的表現有何變化？ 
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五、研究材料及方法 
 

1、實驗動物之準備 

 

1-1、實驗動物的飼養 
本實驗使用體重約 200 至 300 公克重的 Wistar 母鼠。實驗過程中，將大白鼠

飼養在中山醫學大學動物中心，室內溫度維持在 20 ± 2 ℃，溼度 65 ± 2 ％，呼吸

一般的空氣，光線提供由 7：00 AM 至 7：00 PM，使光線週期維持在白天和夜晚

各 12小時，並於每天給予充足之飲水和飼料。實驗過程中，動物的照護及飼養，均

依循「國際實驗動物飼養管理及使用規範 (the International Guiding Principles for 

Animal Research)」。 

 

 

1-2、實驗設計 
實驗中將動物分組為：電生理實驗及神經性ㄧ氧化氮合成酶蛋白表現量兩大部

分。 

(1) 電生理實驗部份，動物分成控制組 (C) 及睡眠剝奪組 (TSD)，共兩組。 

(2) 在神經性ㄧ氧化氮合成酶蛋白表現量部份，又將動物組分成： 

a. 電刺激處理的控制組 (CR) 

b. 無電刺激處理的控制組 (C) 

c. 電刺激處理的睡眠剝奪組 (TSDR) 

d. 無電刺激處理的睡眠剝奪組 (TSD) 
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2、動物處理 
 

2-1、睡眠剝奪處理 
睡眠剝奪的方式為根據在 2001年 Lan 等人所改良的方法。進行睡眠剝奪的大

白鼠置放於兩個透明箱中，透明箱為長立方形塑膠箱併之，每個大小為 60 (長) x 20 

(寬) x 60 (高) 公分。二個塑膠箱中間有食物盒及飲水瓶，由大白鼠自由食用。二個

塑膠箱中央底部有一個圓盤 (直徑 40 公分)，由定時器及電動馬達來控制轉動，轉

動速度為 3.5圈/分，每轉動 8秒，停止 15秒。塑膠箱底部盛水，約 10公分深，水

面低於圓盤，當圓盤緩慢轉動時，大白鼠需慢步逆向走動以免落入水中。這樣可造

成大白鼠的睡眠剝奪，但不至於使大白鼠過度運動而勞累。每次可以有兩隻老鼠同

時進行睡眠剝奪處理，每次剝奪時間為五天。 

 

 

2-2、一般手術 
(1) 動物麻醉：實驗當天，大白鼠於腹腔內注射長效型麻醉藥，氨基甲酸乙酯 

(urethane, 1.2 g/Kg, 60％, Sigma）。 

(2) 動物插管： 

a. 氣管插管：自頸部中線切開皮膚，分離出氣管，以 PE-260 （260 號

聚乙烯管） 進行氣管插管，以維持自發性呼吸及防止分

泌物阻塞呼吸道，必要時可供急救之用。 

b. 股靜脈插管：自大腿內側切開皮膚，分離出股靜脈，以 PE-50 進行

股靜脈插管，以便灌注生理食鹽水來維持體液的平衡及補

充麻醉劑來維持動物麻醉深度。 

c. 椎管內插管：自枕骨大孔與頸椎第一節交接處，切開皮膚露出硬膜

後，用針頭尖端小心地劃破硬膜及蜘蛛膜兩層，以 PE-10 

進行椎管內插管，將導管插入蜘蛛膜下腔至脊柱 T13 之
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位置，以便灌注藥物到達脊髓神經 L6-S2 之位置。 

d. 膀胱頂插管：自腹腔中線切開皮膚，找出膀胱，用小剪刀將膀胱頂剪

個切口，以 PE-50 進行膀胱頂插管，將導管插入膀胱頂

用棉線固定之，以便產生之尿液得以排出及增加尿道曝露

面積。 

(3) 骨盆傳入神經之分離與電刺激：將一側骨盆神經小心地分離出來並去除附

於神經旁的組織，預留ㄧ小段，將遠心端剪斷，鉤於刺激電極上並給予

電刺激。刺激電流，經由電刺激器 (Harvard, Student Stimulator, 50-4969) 

到達不鏽鋼刺激電極上送至實驗動物體。 

(4) 外尿道括約肌的肌動作電位記錄：將尿道露出後，取兩條漆包銅絲，先將

兩端之絕緣層去除，之後將一端插入 30號針頭，並彎成鉤狀，斜插入尿

道外側肌肉層 (Kruse et al., 1990)，然後將針頭取出，讓漆包銅絲電極埋

入尿道括約肌中，而漆包銅絲另一端分別固定在輸入插座上以記錄尿道

外括約肌的肌動作電位  (External urethral sphincter–electromyogram; 

EUS-EMG)(圖二)。 
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3、電生理的實驗 
 

3-1、電刺激 
(1) 骨盆傳入神經測試性刺激 (test stimulation, TS)： 

經由電刺激器，以每 30秒一次，輸入一個穩定的閾值上(suprathreshold) 刺

激，刺激強度介於 5-25 伏特，且在外尿道括約肌的肌動作電位圖上，動

作電位數維持穩定的單一動作電位，持續紀錄 10分鐘。 

(2) 骨盆傳入神經反覆性刺激 (repetitive stimulation, RS)： 

經由電刺激器，得到穩定的測試性刺激強度後，將刺激頻率改為以每 1

秒一次，使外尿道括約肌的肌動作電位數逐漸增多至穩定狀態，持續紀錄

10分鐘。 

 

3-2、藥品給予之紀錄 
(1) 椎管內 (intrathecal) 給予 Glutamate，使用劑量為 0.1 mM、10 μl： 

經由每 30秒一次之電刺激頻率，得到穩定的測試性刺激強度後，將刺激

頻率改為每 1秒一次，且在外尿道括約肌的肌動作電位數逐漸增多至穩定

狀態，持續紀錄 10分鐘，休息之後再將刺激頻率改為每 30秒一次，經由

椎管內給予 Glutamate 之藥物，紀錄外尿道括約肌的肌動作電位數之變

化，持續紀錄 10分鐘。 

 

(2) 椎管內 (intrathecal) 給予 NMDA，使用劑量為 0.1 mM、10 μl： 

經由每 30秒一次之電刺激頻率，得到穩定的測試性刺激強度後，將刺激

頻率改為每 1秒一次，且在外尿道括約肌的肌動作電位數逐漸增多至穩定

狀態，持續紀錄 10分鐘，休息之後再將刺激頻率改為每 30秒一次，經由

椎管內給予 NMDA 之藥物，紀錄外尿道括約肌的肌動作電位數之變化，

持續紀錄 10分鐘。 
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(3) 椎管內 (intrathecal) 給予 CNQX，使用劑量為 0.1 mM、10 μl： 

經由每 30秒一次之電刺激頻率，得到穩定的測試性刺激強度後，將刺激

頻率改為每 1秒一次，且在外尿道括約肌的肌動作電位數逐漸增多至穩定

狀態，持續紀錄 10 分鐘，之後經由椎管內給予 CNQX 之藥物，紀錄外

尿道括約肌的肌動作電位數之變化，持續紀錄 10分鐘。 

 

(4) 椎管內 (intrathecal) 給予 APV，使用劑量為 0.1 mM、10 μl： 

經由每 30秒一次之電刺激頻率，得到穩定的測試性刺激強度後，將刺激

頻率改為每 1秒一次，且在外尿道括約肌的肌動作電位數逐漸增多至穩定

狀態，持續紀錄 10分鐘，之後經由椎管內給予 APV 之藥物，紀錄外尿

道括約肌的肌動作電位數之變化，持續紀錄 10分鐘。 

 

(5) 椎管內  (intrathecal) 給予  L-NAME 及  L-arginine，使用劑量皆為  0.1 

mM、10 μl： 

經由每 30秒一次之電刺激頻率，得到穩定的測試性刺激強度後，將刺激

頻率改為每 1秒一次，且在外尿道括約肌的肌動作電位數逐漸增多至穩定

狀態，持續紀錄 10 分鐘，之後經由椎管內給予 L-NAME 之藥物，紀錄

外尿道括約肌的肌動作電位數之變化，持續紀錄 10分鐘，再由椎管內給

予 L-arginine 之藥物，紀錄外尿道括約肌的肌動作電位數之變化，持續

紀錄 10分鐘。 
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4、西方點墨分析 (Western blotting analysis)  

 

4-1、檢體之處理 
動物分成電刺激處理的控制組 (CR)、無電刺激處理的控制組 (C)、電刺激處理

的睡眠剝奪組 (TSDR) 及無電刺激處理的睡眠剝奪組 (TSD)，共四組。 

(1) 電刺激處理的控制組：將正常之大鼠給予骨盆神經反覆性刺激處理，持

續刺激 1小時。 

(2) 無電刺激處理的控制組：將正常之大鼠給予相同之手術，但不給予骨盆

神經反覆性刺激處理。 

(3) 電刺激處理的睡眠剝奪組：將睡眠剝奪五天之大鼠給予骨盆神經反覆性

刺激處理，持續刺激 1小時。 

(4) 無電刺激處理的睡眠剝奪組：將睡眠剝奪五天之大鼠給予相同之手術，

但不給予骨盆神經反覆性刺激處理。 

處理完之後，以過量的麻醉劑將實驗動物犧牲，並以生理食鹽水灌流之，立即

收集這四組之脊髓神經 L6-S2 之檢體並先由液態氮保存再由 -80℃保存之，觀察神

經性一氧化氮合成酶蛋白質表現量。 

 

4-2、西方點墨法 
以含有蛋白質水解酶抑制劑之組織均質液將檢體均質化 (在冰浴中進行之)，其

後以 14000 rpm 離心 30 分鐘 (4℃)，取上清液以 Bio-Rad protein assay 染劑 

(Bio-Rad Laboratories. Hercules, CA. USA) 結合定量法進行蛋白質定量分析。取含

20 µg 蛋白質量的上清液與 4倍 sample buffer 混合之，於沸水 (100℃) 煮沸反應 7

分鐘，以利蛋白質的變性展開 (denature)。再置於冰上冷卻，低速離心後將蛋白質

檢體注入  8% 聚醯胺  (polyacrylamide) 電泳膠片的凹槽中，加入電泳緩衝液 

(electro buffer)，先以 65V之電壓電泳分離蛋白質 30分鐘後，再以 120V之電壓進
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行分離，分離結束後，再將膠片上之蛋白質轉印 (transfer) 至 PVDF (polyvinylidene 

difluoride membrane, PerkinElmer Life Sciences, INC)，放入轉印槽中以 100V進行轉

印 90分鐘，轉印結束後以阻斷緩衝液 (6% non-fat milk in TBS buffer) 室溫下進行 1

小時，接著使用稀釋 1000倍的神經性一氧化氮合成酶的初級抗體 (rabbit polyclonal 

antibodies to nNOS, 155 kDa; Senta Cruz Biotechnology, INC) 在 4℃ 下進行隔夜震

盪反應，結束後以 Tris buffer saline (TBS) 清洗 3次各 10分鐘，再使用稀釋 2000

倍的二級抗體 (goat anti-rabbit peroxidase-labeled antibody; Senta Cruz Biotechnology, 

INC) 進行 4℃下 1 小時的震盪反應，結束後進行同上之清洗步驟，最後使用 ECL 

reagents (PerkinElmer Life Sciences, INC) 與 PVDF membrane 反應，以冷光螢光影

像分析儀 (Fujifilm USA Inc, LAS-3000) 來分析位於分子量約 155KD 處的主要帶

狀墨漬。接下來使用去除溶液 (stripping buffer) 將 PVDF membrane 震盪反應去除 

nNOS 之抗體，結束後以 Tris buffer saline (TBS) 清洗 3次各 10分鐘，使用稀釋 200

倍的磷酸化一氧化氮合成酶的初級抗體 (rabbit polyclonal antibodies to p-NOS, Senta 

Cruz Biotechnology, INC) 在 4℃ 下進行隔夜震盪反應，結束後以 Tris buffer saline 

(TBS) 清洗 3 次各 10 分鐘，再使用稀釋 2000 倍的二級抗體 (goat anti-rabbit 

peroxidase-labeled antibody; Senta Cruz Biotechnology, INC) 進行 4℃下 1小時的震盪

反應，結束後進行同上之清洗步驟，最後使用  ECL reagents (enhanced 

chemiluminescence reagents, PerkinElmer Life Sciences, INC) 與 PVDF membrane 反

應，以冷光螢光影像分析儀 (Fujifilm USA Inc, LAS-3000) 來分析磷酸化一氧化氮合

成酶之主要帶狀墨漬。 

 

5、免疫組織化學分析 

 

5-1、檢體之處理 
動物分成電刺激處理的控制組 (CR)、無電刺激處理的控制組 (C)、電刺激處

理的睡眠剝奪組 (TSDR) 及無電刺激處理的睡眠剝奪組 (TSD)，共四組。 

實驗動物經處理後，將動物經腹腔內注射麻醉藥做深度麻醉。待動物完全昏迷，



 

 22 

便將其固定於厚質木板上，以手術刀切開胸腔，暴露出心臟後，以 18 號針頭插入

左心室，導入生理食鹽水，同時以小剪剪開右心耳以引流血液，讓生理食鹽水沖淨

體內殘存之血液成分。待體內血液洗淨後，經左心室導入含有  4% 三聚甲醛 

(paraformadehyde) 之 0.1 M 磷酸鹽緩衝液 (phosphate buffer, PB, pH 7.4) 內，於室

溫下灌流 40 分鐘。灌流後，以骨鉗打開動物脊柱，使其暴露出脊髓。以手術刀取

下脊髓與背根神經節後，將之置放於濃度漸增 (10%~30%) 之蔗糖磷酸鹽緩衝液

內，置於 4℃ 環境下隔夜。以冷凍切片機將組織塊切成 30 μm 厚之切片，並進

行如下之組織化學或免疫組織化學反應。 

 

5-2、NADPH-d 組織化學反應 
首先將切片置於 0.1M 之磷酸鹽緩衝液中充分潤洗三次，每次五分鐘。潤洗

後，將切片置於每毫升含 0.1 毫克 nitro blue tetrazolium (Sigma, N-6876, USA Inc) 

及 1 毫克 β-NADPH (Sigma, N-1630, USA Inc) 之磷酸鹽緩衝液中，於 37℃ 環境

下反應一小時。反應時間結束後，以蒸餾水潤洗反應切片數次，以徹底洗淨殘存之

反應液。最後將切片貼於經動物膠 (gelatin) 黏附處理之載玻片上，經空氣陰乾後，

透過濃度漸增 (70~100%) 之酒精脫水，最後再經二甲苯 (xylene) 透明化後，用封

片膠 (Permount) 封片。 

 

5-3、一氧化氮合成酶免疫組織化學反應 
首先將切片置於 0.01M 之磷酸鹽食鹽緩衝液中(phosphate buffer saline, PBS, 

pH 7.4) 充分潤洗，再將切片置於含 10% 甲醇 (methanol) 及 3% 過氧化氫 (H2O2) 

之 0.01M PBS 中，於室溫環境下充分反應震盪一小時，以去除內生性過氧化氫。反

應後，將切片以 0.01M PBS 充份潤洗，再將欲進行 NOS 免疫反應之切片置於含有 

3% 羊血清 (normal goat serum)及 2% 牛血清蛋白 (bovine serum albumin) 之 0.01M 

PBS 中，於室溫下作用一小時，以去除非專一性結合。之後，將切片培養在上述步

驟之混合液所稀釋的 NOS ㄧ級抗體(rabbit anti-neuronal NOS polyclonal antibody, 

Chemicon, 1:500)中，並於 4℃ 環境下，震盪反應 48 小時。反應後將切片以 0.01M 
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PBS 充份潤洗，並將欲進行 NOS 免疫反應之切片培養於 1:200 之維辛素結合羊

抗兔血清 (biotinylated goat anti-rabbit IgG) 中，於室溫下作用兩小時。反應後將切

片以 0.01M PBS 充份潤洗，再將切片經 Avidin-Biotin Complex (1:100) 反應，於室

溫下反應一小時。反應結束後以 0.05M Tris buffer, pH 7.6 充份潤洗切片三次，每次

十分鐘。接著以 DAB (3,3’ diaminobenzidine tetra-hydroch;oride, Sigma D-5637, USA 

Inc) 進行呈色反應。DAB 呈色液配置法為：每 20 毫升 Tris buffer中，含 DAB 5

毫克，過氧化氫 12μl。呈色後，將切片貼於經動物膠 (gelatin) 黏附處理之載玻片

上，經空氣陰乾後，透過濃度漸增 (70~100%) 之酒精脫水，最後再經二甲苯 (xylene) 

透明化後，用封片膠 (Permount) 封片。最後以光學顯微鏡 (ZEISS Axioplan 2, 

Germany) 觀察拍照。 

 

 

6、資料處理及統計方法 
實驗數據以平均值 ± 標準誤差 (mean ± S.E.M) 表示實驗數據之差異，統計則

採用 Student’s t-test 檢測各組間差異，並選定 P 值小於 0.05 者，表示有顯著差異。 

 

 

7、實驗藥品 
本實驗所使用之藥品及劑量如下： 

1. 氨基甲酸乙酯 (Urethane)：美國 Sigma 公司出品。作為麻醉劑使用，使用

劑量為 1.2 g/Kg 體重。 

2. 麩胺酸 (L-glutamate)：美國 Sigma 公司出品。作為 NMDA 接受器之促進

劑使用，使用劑量為 0.1 mM、10 μl。 

3. N-methyl-D-aspartic acid (NMDA)：美國 Sigma 公司出品。作為 NMDA 接

受器之促進劑使用，使用劑量為 0.1 mM、10 μl。 

4. 6-Cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione (CNQX)：美國 Sigma 公司出品。作為 

AMPA 接受器之拮抗劑使用，使用劑量為 0.1 mM、10 μl。 
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5. D-2-amino-5-phosphonoraleric acid (APV)：美國 Sigma 公司出品。作為 

NMDA 接受器之拮抗劑使用，使用劑量為 0.1 mM、10 μl。 

6. Nω-Nitro-L-arginine (L-NAME)：美國 Sigma 公司出品。作為 NOS 之抑制

劑使用，使用劑量為 0.1 mM、10 μl。 

7. 精胺酸 (L-arginine)：美國 Sigma 公司出品。作為 NO 之前驅物使用，使

用劑量為 0.1 mM、10 μl。 

 

 

8、實驗溶液配製 
本實驗所使用之溶液及劑量如下： 

1. 均質液 (Homogenizing medium, pH 7.6)：100 mM imidazole (6.808 g)、50 

mM Na2EDTA (1.861 g)、200 mM sucrose (68.460 g)、0.1 % sodium 

deoxycholate (1 g)，以二次水定量到 1 L。 

2. 4倍 Sample Buffer (4X Sample Buffer)：Tris-HCl (pH 6.8) (10 ml)、0.125 M 

DTT (0.96375 g)、10 % SDS (20 ml)、100 % Glycerol (10 ml)、bromphenol blue 

(二平匙)，以二次水定量到 50 ml。 

3. Electro Buffer：Tris-base (3 g)、Glycine (14.4 g)、SDS (1 g)，以二次水定量

到 1000 ml。 

4. Transfer Buffer (pH 8.3)：Tris-base (9.1 g)、Glycine (43.2 g)、methanol (600 

ml)，以二次水定量到 3000 ml。 

5. Tris Buffer Saline (TBS)：Tris-base (3.99 g)、NaCl (27 g)、HCl (1.5ml)，以二

次水定量到 3000 ml。 

6. Blocking Buffer：6 % 安佳脫脂奶粉，泡製在 TBS 溶液內，每次實驗當天

新鮮配製。 
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9、實驗儀器 
本實驗所使用之儀器如下： 

1. 睡眠剝奪機：根據 2001 年 Lan 等人所改良的方法。 

2. 電刺激器：Harvard Student Stimulation，型號 50-4969，美國。 

3. 神經訊號處理器：BIOPAC System Inc 出品，型號 MP 30，加拿大。 

4. 冷光螢光影像分析儀：Fujifilm 出品，型號 LAS-3000，美國。 

5. 光學顯微鏡：ZEISS 出品，型號 Axioplan 2，德國。 
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六、 實驗結果 
 

1、骨盆神經―外尿道括約肌反射之活性 

 

在控制組與睡眠剝奪組，經由電刺激器，以每 30 秒一次，輸入一個穩定的刺

激骨盆神經，刺激強度介於 5-25 V，且在外尿道括約肌的肌動作電位圖上動作電位

數維持穩定的單一動作電位，持續紀錄 10 分鐘 (圖三、五, n=7)。以骨盆傳入神經

測試性刺激 (TS) 引發反射的平均潛伏期 (latency) 時間分別為 (81.54±3.40 and 

85.12±5.27 ms, P＞0.05, n=7 )，兩組平均潛伏期時間均無統計上顯著差異 (圖四)。

在 TS 引發反射的肌動作電位數，發現兩者肌動作電位數在統計上無顯著差異 (圖

六)。 

 

2、反覆性刺激引發骨盆神經―外尿道括約肌反射之活性 

 

在控制組與睡眠剝奪組，經由電刺激器，得到穩定的測試性刺激強度後，將刺

激頻率改為以每 1 秒一次，使外尿道括約肌的肌動作電位數逐漸增多至穩定狀態，

持續紀錄 10 分鐘 (圖五, n=7)。以骨盆傳入神經反覆性刺激 (RS) 引發反射的肌動

作電位數，發現睡眠剝奪組的肌動作電位數 (9.43±1.39, n=7) 低於控制組 (19.86±

1.39, n=7)，且在統計上有顯著差異 (圖六, P＜0.01)。 

 

3、Glutamatergic 拮抗劑對骨盆神經―外尿道括約肌反射活性

之影響 

3-1、椎管內給予 CNQX 

在控制組與睡眠剝奪組，經由每 30 秒一次之電刺激頻率，得到穩定的測試性

刺激強度後，將刺激頻率改為每 1 秒一次，且在外尿道括約肌的肌動作電位數逐漸
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增多至穩定狀態 (RS)，持續紀錄 10 分鐘之後，經由椎管內給予 CNQX 之藥物，

即 AMPA 接受器之拮抗劑，紀錄外尿道括約肌的肌動作電位數之變化 (圖七)。發

現以 RS 所引發的肌動作電位數有統計學上的差異 (控制組 RS：15.36±1.11, n=7; 

睡眠剝奪組 RS：9.44±0.44, n=7, P＜0.01)，給予 CNQX 注射後，兩組皆受到部分

抑制的現象 (控制組 RS+CNQX：7.21±0.74, n=7; 睡眠剝奪組 RS+CNQX：5.44±0.58, 

n=7) (圖八, P＜0.01)。 

 

3-2、椎管內給予 APV 

在控制組與睡眠剝奪組，經由每 30 秒一次之電刺激頻率，得到穩定的測試性

刺激強度後，將刺激頻率改為每 1 秒一次，且在外尿道括約肌的肌動作電位數逐漸

增多至穩定狀態 (RS)，持續紀錄 10 分鐘之後，經由椎管內給予 APV 之藥物，即

選擇性 NMDA 接受器之拮抗劑，紀錄外尿道括約肌的肌動作電位數之變化 (圖

九)。可發現以 RS 所引發的肌動作電位數 (控制組 RS：17.38±1.30, n=7;睡眠剝奪

組 RS：9.44±0.44, n=7, P＜0.01)，給予 APV 注射後，兩組皆有顯著受抑制的現象 

(控制組 RS+APV：2.94±0.34, n=7; 睡眠剝奪組 RS+APV：2.25±0.31, n=7) (圖十, P

＜0.01)。 

 

4、Glutamatergic 促進劑對骨盆神經―外尿道括約肌反射活性

之影響 

4-1、椎管內給予 Glutamate 

在控制組與睡眠剝奪組，經由電刺激器，以每 30 秒一次，輸入一個穩定的刺

激，且在外尿道括約肌肌動作電位圖上，動作電位數維持穩定的單一動作電位，持

續紀錄 10 分鐘 (圖十一, n=7) 休息之後，經由椎管內給予 glutamate 之藥物，即 

NMDA 接受器之促進劑，紀錄外尿道括約肌的肌動作電位數之變化 (圖十一)。可

發現以 TS 所引發的肌動作電位數 (控制組 TS：1.50±0.22, n=7; 睡眠剝奪組 TS：

1.33±0.21, n=7, P＜0.01)，給予 glutamate 注射後，兩組皆有促進的現象 (控制組 
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TS+Glu：26.50±0.50 , n=7; 睡眠剝奪組 TS+Glu：5.67±0.42, n=7) (圖十二, P＜0.01)。 

 

4-2、椎管內給予 NMDA 

在控制組與睡眠剝奪組，經由電刺激器，以每 30 秒一次，輸入一個穩定的刺

激，且在外尿道括約肌的肌動作電位圖上，動作電位數維持穩定的單一動作電位，

持續紀錄 10 分鐘 (圖十三, n=7) 休息之後，經由椎管內給予 NMDA 之藥物，即 

NMDA 接受器之促進劑，紀錄外尿道括約肌的肌動作電位數之變化 (圖十三)。發

現以 TS 所引發的肌動作電位數 (控制組 TS：1.17±0.17, n=7; 睡眠剝奪組 TS：1.33

±0.21, n=7)，給予 NMDA 注射後，兩組皆有促進的現象 (控制組 TS+NMDA：11.50

±1.50, n=7; 睡眠剝奪組 TS+NMDA：3.83±0.40, n=7) (圖十四,  P＜0.01)。 

 

5、Nitrinergic 對骨盆神經-外尿道括約肌反射之活性的影響 
在控制組與睡眠剝奪組，經由每 30 秒一次之電刺激頻率，得到穩定的測試性

刺激強度後，將刺激頻率改為每 1 秒一次，且在外尿道括約肌的肌動作電位數逐漸

增多至穩定狀態時，持續紀錄 10 分鐘之後，經由椎管內給予 L-NAME 之藥物，

紀錄外尿道括約肌的肌動作電位數之變化，再由椎管內給予 L-Arg 之藥物，紀錄外

尿道括約肌的肌動作電位數之變化。發現以 RS 所引發的肌動作電位數在兩組中有

顯著的差異 (控制組 RS：14.56±0.80, n=7; 睡眠剝奪組 RS：9.33±0.33, n=7, P＜

0.01)。給予 L-NAME 注射後，兩組皆有受抑制的現象 (控制組 RS+L-NAME：3.67

±0.71 , n=7; 睡眠剝奪組 RS+L-NAME：3.67±0.33, n=7)，且在統計上有顯著差異 (圖

十五、十六, P＜0.01)。接著再給予 L-Arg 注射後，兩組受抑制的現象皆有回復至

之前  RS 的現象  (控制組  RS+L-NAME+L-Arg：14.17±1.19, n=7; 睡眠剝奪組 

RS+L-NAME+L-Arg：9.67±0.33, n=7) (圖十五、十六, P＜0.01)。 
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6、一氧化氮合成酶之蛋白質表現 

6-1、西方點墨法 

使用西方點墨法做為一氧化氮合成酶之蛋白質表現之半定量測定，從數據中顯

示 (圖十七、圖十八)，在脊髓 (L6-S2) 組織中，確實有神經性一氧化氮合成酶及磷

酸化神經性一氧化氮合成酶 (p-NOS) 蛋白質的表現。在電刺激處理的控制組發現，

脊髓中一氧化氮合成酶略高於控制組，但在統計上無顯著差異；在睡眠剝奪處理後，

發現脊髓中一氧化氮合成酶略低於控制組，但在統計上無顯著差異 (圖十七, n=5)。

另外，以西方點墨法作為磷酸化一氧化氮合成酶之蛋白質表現之半定量測定，從數

據中顯示，在控制組電刺激處理後，發現脊髓中磷酸化一氧化氮合成酶略低於控制

組，在統計上無顯著差異；在睡眠剝奪處理後，發現脊髓中磷酸化一氧化氮合成酶

高於控制組，但在統計上無顯著差異 (圖十八, n=5)。 

 

6-2、免疫組織化學法 

使用組織化學法做為 NADPH-d 測定，從圖中顯示 (圖十九、二十)，在控制組

電刺激處理後，發現脊髓中 NADPH-d 略高於控制組；在睡眠剝奪處理後，發現脊

髓中 NADPH-d 低於控制組 (圖十九、二十, n=5)。另外，以免疫組織化學法做為

一氧化氮合成酶之蛋白質表現測定，從圖中顯示 (圖二十一、二十二)，在控制組電

刺激處理後，發現脊髓中一氧化氮合成酶略高於控制組；在睡眠剝奪處理後，發現

脊髓中一氧化氮合成酶低於控制組 (圖二十一、二十二, n=5)。 
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七、 討論 
 
本研究實驗數據顯示：(1) 以 30 秒一次的頻率 (0.033 Hz) 刺激骨盆傳入神

經，在外尿道括約肌紀錄動作電位，電刺激引發的動作電位數維持穩定的單一動作

電位；每秒一次的刺激頻率 (1 Hz) 則使外尿道括約肌的肌動作電位數逐漸增多至

穩定狀態，即表示在骨盆神經―外尿道括約肌反射塑性上，激發一個長時間且維續

性的增益效果。(2) 實驗動物經睡眠剝奪的處理，發現反覆性刺激引發骨盆神經―

外尿道括約肌反射之增益效應有降低之情形。(3) Glutamatergic 拮抗劑可抑制反覆

性刺激引發骨盆神經―外尿道括約肌反射之增益效應；給予睡眠剝奪後，亦有此抑

制現象產生。(4) Glutamatergic 促進劑使測試性刺激引發骨盆神經―外尿道括約肌

反射之增益效應增加；動物經睡眠剝奪處理後也有相同的增加趨勢。(5) Nitrinergic 

拮抗劑會抑制反覆性刺激引發骨盆神經―外尿道括約肌反射之增益效應，接著再給

予 Nitrinergic 促進劑，可將此抑制情形回復至原本反覆性刺激的程度；動物經睡眠

剝奪處理後也有相同的抑制趨勢，接著再給予 Nitrinergic 促進劑，亦有類似的回復

現象產生。(6) 從西方點墨法與免疫組織化學法的結果可以發現，睡眠剝奪鼠在脊

髓 (L6-S2) 組織中，神經性一氧化氮合成酶 (nNOS) 蛋白質表現量雖低於控制組，

但未有顯著差異；分別在兩組動物的骨盆傳入神經給予電刺激處理後，神經性一氧

化氮合成酶蛋白質表現量皆有增加趨勢，但未呈現顯著差異。 

 

 

1、睡眠剝奪對骨盆神經―外尿道括約肌反射活性之影響 
 

己知骨盆神經―外尿道括約肌反射能促進尿道括約肌的收縮及維持尿液儲存期

間膀胱良好的順應性 (de Groat and Yoshimura, 2001)，本篇研究探討動物給予長期睡

眠剝奪處理後，對在脊髓層次上調控骨盆神經―外尿道括約肌反射路徑神經塑性的

影響。由結果顯示，動物給予睡眠剝奪後，顯著降低反覆性刺激引發骨盆神經―外

尿道括約肌反射之塑性，推論睡眠剝奪可能對於下泌尿系統儲尿功能造成影響。 
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因為許多研究指出麩胺酸在調控排尿反射迴路中扮演著重要的角色 (Mayer 

and Westbrook, 1987; Maggi and Conte, 1990; Yoshiyama et al., 1993, 1995)，由最近 

Lin (2004) 的研究也證實，骨盆神經―外尿道括約肌反射的塑性是透過麩胺酸 

NMDA 接受器所調控的。為了進一步了解及驗證骨盆神經―外尿道括約肌反射的

塑性需依賴麩胺酸的機制，本篇實驗在大鼠椎管內注射 glutamatergic 拮抗劑後，發

現骨盆神經―外尿道括約肌反射之塑性確實受到抑制，相反地，在椎管內注射 

glutamatergic 促進劑則使骨盆神經―外尿道括約肌反射之增益效應增加；在實驗組

睡眠剝奪鼠進行相同試驗，發現分別注射 glutamatergic 拮抗劑或促進劑後，骨盆神

經―外尿道括約肌反射之增益效應亦有被抑制或促進的現象發生。上述結果與先前 

Lin (2004) 之研究相符合，證實麩胺酸 NMDA 接受器在排尿反射路徑的控制上扮

演興奮的角色，亦即當膀胱傳入神經興奮時，麩胺酸可調控骨盆神經―外尿道括約

肌反射路徑之增益效應；實驗組睡眠剝奪鼠之骨盆神經―外尿道括約肌反射塑性明

顯比控制組低，顯示此一反射的增益現象可因睡眠被剝奪而減弱，另外予以 

glutamatergic 拮抗劑處理，骨盆神經―外尿道括約肌反射之增益效應明顯被抑制，

抑制的程度則略低於控制組，給以 glutamatergic促進劑處理後，可明顯促進該反射

的塑性，增進塑性的程度則略低於控制組。由上述結果可推論睡眠剝奪可能會影響

麩胺酸 NMDA 接受器的訊息傳遞路徑，進而減低骨盆神經―外尿道括約肌反射的

增益現象。 

 

2、一氧化氮對骨盆神經―外尿道括約肌反射活性之調控 
 

一氧化氮除了在中樞及周邊神經系統扮演神經傳導物質，也對於下泌尿道功能

的神經調控扮演調節的角色 (Ignarro et al., 1987; Bredt and Snyder, 1992; Moncada et 

al., 1991)。由一氧化氮與下泌尿道系統相關的文獻發現，如果系統性給予一氧化氮

供給物，可使尿道及膀胱頸舒張；反之，給予一氧化氮合成酶抑制劑，可以抑制一

氧化氮的生成，使尿道及膀胱頸的舒張受到抑制 (Bennett et al., 1995)，可推知一氧

化氮在膀胱平滑肌舒張以進行尿液儲存功能上可能扮演重要角色。另外有一氧化氮
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影響睡眠的相關研究指出，抑制一氧化氮合成酶會導致睡眠喪失 (Kapás et al., 

1994a; Kapás et al., 1994b)；或在睡眠與清醒的生理週期中，抑制腦部一氧化氮的產

生，則老鼠自發性睡眠會被抑制 (Kapás et al., 1994a)；反之，給予一氧化氮供給物，

則可促使老鼠進入睡眠 (Kapás and Krueger, 1996; Datta et al., 1997)。由上述文獻可

知一氧化氮對膀胱尿液儲存功能的促進，以及正常自發性睡眠週期的維持扮演極重

要的角色。目前尚未有任何相關研究在探討睡眠剝奪現象對骨盆神經―外尿道括約

肌反射塑性有何影響，因此本篇實驗設計分別在控制組及實驗組睡眠剝奪鼠椎管內

進行 Nitrinergic 拮抗劑及促進劑的注射，來觀察反覆性電刺激引發骨盆神經―外尿

道括約肌反射塑性的變化情形；兩組實驗動物的結果都顯示，拮抗劑顯著抑制反射

的增益現象，隨後再注射促進劑，可將被抑制的反射活性回復至注射抑制劑前反覆

性電刺激引發反射增益現象的程度。只是睡眠剝奪組的反射塑性，在給予抑制劑後

被抑制的程度，以及給予促進劑後的回復能力都明顯低於控制組 (該實驗結果並未

列出)，由此可推論，ㄧ氧化氮在骨盆神經―外尿道括約肌反射塑性的控制上，應該

扮演活化的角色，當膀胱傳入神經被活化時，可藉由ㄧ氧化氮的路徑來調控骨盆神

經―外尿道括約肌反射塑性，而睡眠剝奪的處理可能會影響ㄧ氧化氮的調控機制，

進而減弱骨盆神經―外尿道括約肌反射塑性之增益程度。 

 

3、睡眠剝奪對脊髓內神經性一氧化氮合成酶表現之影響 
 

有研究利用免疫組織化學法發現，當發生坐骨神經損傷、骨盆神經損傷或是慢

性膀胱發炎後，在腰薦髓之背根神經節的神經性一氧化氮合成酶蛋白表現量及其 

mRNA 的產量都有顯著增加的現象 (Verge et al., 1992; Zhang et al., 1993; Vizzard et 

al., 1995; Vizzard et al., 1996)；另外 Rameau (2003) 等學者利用西方點墨法方式得

知，給予 NMDA 接受器之調控藥劑，會影響大鼠皮質神經元磷酸化一氧化氮合成

酶 (一氧化氮合成酶的不活化態) 的表現。由本實驗先前的結果可知，骨盆神經―

外尿道括約肌反射塑性調控路徑的脊髓層次上，應是依賴麩胺酸 NMDA 及一氧化

氮的機制所調控，當動物的睡眠受到剝奪，或給予 Nitrinergic 拮抗劑後，會明顯降
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低骨盆神經―外尿道括約肌反射塑性，因此本篇實驗希望利用西方點墨法與免疫組

織化學法，進一步探討位在脊髓組織 (L6-S2) 的神經性一氧化氮合成酶及磷酸化神

經性一氧化氮合成酶 (pNOS) 蛋白質的表現量的變化，希望在蛋白表現層次上更進

一步驗證一氧化氮在該反射塑性上所扮演角色。由西方點墨法結果顯示，控制組在

脊髓組織 (L6-S2) 的一氧化氮合成酶蛋白表現量高於實驗組睡眠剝奪鼠，但未達顯

著差異；另外在兩組動物的骨盆傳入神經給予電刺激後，發現兩組動物一氧化氮合

成酶蛋白表現量雖然比電刺激前有略高的趨勢，但在統計上也未達顯著差異。另外

磷酸化神經性一氧化氮合成酶 (pNOS) 的表現也不如預期，追究原因可能是由於電

刺激之強度、時間不足、取脊髓組織的方法或將整段脊髓 (L6-S2) 均質化以萃取蛋

白的方法不夠專一，使得一氧化氮合成酶蛋白質表現量的增加量不如預期顯著。有

其他研究利用腰髓背角的一半組織，即可觀察在脊髓組織特定蛋白如 Erk 1/2 蛋白

的表現量 (Wei et al., 2006)，本實驗在選取均質組織以萃取蛋白的部位可能應更專

一，未來可朝此方式改進。 

由免疫組織化學法的結果顯示，睡眠剝奪組在脊髓 (L6-S2) 組織中，不論是 

NADPH-d 或一氧化氮合成酶蛋白的表現量都明顯比控制組低，電刺激處理則會促

進控制組及實驗組的 NADPH-d 或一氧化氮合成酶蛋白的表現量，此現象與 Hsu 

等人發現睡眠剝奪會降低大腦 NADPH-d 與一氧化氮合成酶的活性的結果相似。因

此推論睡眠剝奪會影響及降低骨盆神經―外尿道括約肌反射的塑性及迴路中一氧化

氮或其合成酶的表現量，可能造成下泌尿系統儲尿功能神經的退化現象。 
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4、結論 
 

本篇實驗結果發現睡眠剝奪影響神經傳導物質一氧化氮的活性。本篇結論為睡

眠剝奪影響睡眠及神經傳導物質一氧化氮的活性，進而導致膀胱 PUR 增益效應的

減弱，可能造成下泌尿系統儲尿功能的減弱。 

 
5、未來研究方向 

 

本篇實驗證明了骨盆神經―外尿道括約肌反射路徑神經塑性是經由一氧化氮調

節麩胺酸 NMDA 依賴性機制所控制，但在調控骨盆神經―外尿道括約肌反射塑性

是否還有經由其他的路徑去控制，則需更進ㄧ步實驗去證實。 

此外，在脊髓層次上，存在有許多不同的神經傳導物質或其接受器，本篇實驗

只著重在神經性一氧化氮合成酶蛋白表現之探討，在電刺激下，神經性一氧化氮合

成酶表現不如預期，是否在其他神經傳導物質或其接受器，給予電刺激下，其表現

量有較顯著的影響，都需更進ㄧ步實驗去得知。 

另外，本篇實驗發現長期睡眠剝奪會降低骨盆神經―外尿道括約肌反射塑性；

已知一氧化氮是中樞神經調控睡眠的重要因子，睡眠剝奪確實使在脊髓層次上的神

經性一氧化氮合成酶蛋白表現量降低。是否有不同的神經傳導物質在睡眠剝奪抑制

骨盆神經―外尿道括約肌反射塑性之機制上也扮演調控角色，皆需更進ㄧ步實驗去

得知。 
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九、附錄 
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圖一、控制儲尿 (a) 及排尿 (b) 反射之神經路徑圖   

      引自  de Groat WC (2006) Integrative control of the lower urinary treat: 

preclinical perspective. Br J Pharmacol 147:S25-S40 
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圖二、骨盆神經―外尿道括約肌反射路徑神經電刺激配置圖 

Stim 標示處為刺激電極擺放位置 
EUSE 為記錄銅線插入位置 
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圖三、測試性刺激引發骨盆神經―外尿道括約肌反射之肌動作電位 

每 30 秒ㄧ次對骨盆傳入神經輸入一個穩定刺激，可在外尿道括約肌紀錄到
一個動作電位 
上圖：控制組 (C)  
下圖：睡眠剝奪組 (TSD) 
▲表刺激點 
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圖四、骨盆傳入神經測試性刺激引發反射之平均潛伏期 (latency) 

註：控制組 (C)、睡眠剝奪組 (TSD) 
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圖五、骨盆傳入神經反覆性刺激引發反射之肌動作電位圖 

C+TS：控制組給予測試性刺激 
TSD+TS：睡眠剝奪組給予測試性刺激 
C+RS：控制組給予反覆性刺激 
TSD+RS：睡眠剝奪組給予反覆性刺激 
▲表刺激點 
註：分組中 RS 組，左側為實驗前 7 秒肌動作電位圖；右側為實驗後 7 秒
肌動作電位圖 
分組中 TS 組，左側為實驗第 1 個 30 秒肌動作電位圖；右側為實驗
最後 1 個 30 秒肌動作電位圖 
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圖六、給予骨盆傳入神經反覆性刺激，對骨盆神經―外尿道括約肌反射塑性之影響 

註： ** 意指統計差異 P<0.01，為控制組 RS 的每個時間點與 TS 的第 1
秒作比較 

  ## 意指統計差異 P<0.01，為控制與睡眠剝奪的 RS 作比較 
  #  意指統計差異 P<0.05，為控制與睡眠剝奪的 RS 作比較 
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圖七、Glutamatergic 拮抗劑 (CNQX) 對反覆性刺激引發骨盆神經―外尿道括約肌

反射之活性的影響 
RS+CNQX：在反覆性刺激下給予部份阻斷劑，所引發之肌動作電位 
▲表刺激點 
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圖八、Glutamatergic 拮抗劑 (CNQX) 影響反覆性刺激 (RS) 引發骨盆神經―外尿

道括約肌反射活性之統計圖。 
註： ** 意指統計差異 P<0.01，皆為各組在給藥前後對 RS引發骨盆神經―

外尿道括約肌反射活性差異之比較 
   ## 意指統計差異 P<0.01，比較控制與睡眠剝奪鼠 RS引發骨盆神經―

外尿道括約肌反射活性的差異 
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圖九、Glutamatergic 拮抗劑 (APV) 對反覆性刺激引發骨盆神經―外尿道括約肌反

射活性的影響 
RS+APV：在反覆性刺激下給予阻斷劑後肌動作電位數之變化 
▲表刺激點 
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圖十、Glutamatergic 拮抗劑 (APV) 影響反覆性刺激 (RS) 引發骨盆神經―外尿道

括約肌反射活性之統計圖。 
註： ** 意指統計差異 P<0.01，皆為各組在給藥前後對 RS引發骨盆神經―

外尿道括約肌反射活性差異之比較 
   ## 意指統計差異 P<0.01，比較控制與睡眠剝奪鼠 RS引發骨盆神經―

外尿道括約肌反射活性的差異 
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圖十一、Glutamatergic 促進劑 (Glutamate) 對測試性刺激 (TS) 引發骨盆神經―外

尿道括約肌反射之活性的調控影響 
 

TS+Glu：在測試性刺激下給予促進劑，所引發之肌動作電位 
▲表刺激點 
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圖十二、Glutamatergic 促進劑 (Glutamate) 對測試性刺激 (TS) 引發骨盆神經―外

尿道括約肌反射之活性的統計圖 
 

註： ** 意指統計差異 P<0.01，皆為各組給予 Glutamate 的給藥前與給藥後
作比較 
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圖十三、Glutamatergic 促進劑 (NMDA) 對測試性刺激 (TS) 引發骨盆神經―外尿

道括約肌反射之活性的調控影響 
 

TS+NMDA：在測試性刺激下給予促進劑，所引發之肌動作電位 
▲表刺激點 
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圖十四、Glutamatergic 促進劑 (NMDA) 對測試性刺激 (TS) 引發骨盆神經―外尿

道括約肌反射之活性的統計圖 
 

註： ** 意指統計差異 P<0.01，皆為各組給予 NMDA 的給藥前與給藥後作
比較 
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圖十五、Nitrinergic 拮抗劑 (L-NAME) 與促進劑 (L-Arg) 對反覆性刺激引發骨盆

神經―外尿道括約肌反射之活性的調控影響 
 

RS+L-NAME：在反覆性刺激下給予阻斷劑，所引發之肌動作電位 
RS+L-NAME+L-Arg：在反覆性刺激下給予阻斷劑後，再給予促進劑所引發

之肌動作電位 
▲表刺激點 
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圖十六、Nitrinergic 拮抗劑 (L-NAME) 與促進劑 (L-Arg) 對反覆性刺激引發骨盆

神經―外尿道括約肌反射之活性的統計圖 
 

註： ** 意指統計差異 P<0.01，皆為各組給予 L-NAME 的給藥前與給藥後
作比較 

     ++ 意指統計差異 P<0.01，皆為各組給予 L-NAME 後，再給予 L-Arg
的給藥前與給藥後作比較 

  ## 意指統計差異 P<0.01，為控制與睡眠剝奪兩組 RS 的比較 
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 (B) 

 
 
圖十七、利用西方點墨法測定 nNOS 表現量，比較控制 (C) 與睡眠剝奪(TSD) 組

在骨盆傳入神經反覆性刺激 1 小時前後，脊髓 (L6-S2) 內 nNOS 蛋白表
現量之差異。 
圖 A：上者為 nNOS；下者為 beta-actin 
圖 B為 nNOS 與 beta-actin 的比值。 
CR：控制組給予骨盆傳入神經反覆性刺激 1 小時 
TSDR：睡眠剝奪組給予骨盆傳入神經反覆性刺激 1 小時 
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 (C) 

 
圖十八、利用西方點墨法測定 p-NOS 表現量，比較控制 (C) 與睡眠剝奪 (TSD) 組

在骨盆傳入神經反覆性刺激 1 小時前後，脊髓 (L6-S2) 內 p-NOS 蛋白表
現量之差異。 
圖 C為 p-NOS 與 beta-actin 的比值。 
CR：控制組給予骨盆傳入神經反覆性刺激 1 小時 
TSDR：睡眠剝奪組給予骨盆傳入神經反覆性刺激 1 小時 
註：圖 A為 p-NOS 蛋白的表現，圖 B為未加 p-NOS ㄧ級抗體之呈色結

果，目的在確認 p-NOS 蛋白的表現位置。 
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圖十九、利用組織化學法測定 NADPH-d 表現量，比較控制 (C) 與睡眠剝奪(TSD) 

組在骨盆傳入神經反覆性刺激 1 小時前後，脊髓 (L6) 內 NADPH-d 表
現量之差異。游標尺＝100微米 
圖 A為控制組未給予骨盆傳入神經反覆性刺激 (C) 
圖 B為睡眠剝奪組未給予骨盆傳入神經反覆性刺激 (TSD) 
圖 C為控制組給予骨盆傳入神經反覆性刺激 1 小時 (CR) 
圖 D為睡眠剝奪組給予骨盆傳入神經反覆性刺激 1 小時 (TSDR) 
↑所標示為脊髓背角第三層之位置 
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圖二十、利用組織化學法測定 NADPH-d 表現量，比較控制 (C) 與睡眠剝奪(TSD) 

組在骨盆傳入神經反覆性刺激 1 小時前後，脊髓 (S2) 內 NADPH-d 表現
量之差異。游標尺＝100微米 
圖 A為控制組未給予骨盆傳入神經反覆性刺激 (C) 
圖 B為睡眠剝奪組未給予骨盆傳入神經反覆性刺激 (TSD) 
圖 C為控制組給予骨盆傳入神經反覆性刺激 1 小時 (CR) 
圖 D為睡眠剝奪組給予骨盆傳入神經反覆性刺激 1 小時 (TSDR) 
↑所標示為脊髓背角第三層之位置 
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圖二十一、利用免疫組織化學法測定 nNOS 表現量，比較控制 (C) 與睡眠剝奪

(TSD) 組在骨盆傳入神經反覆性刺激 1 小時前後，脊髓 (L6) 內 nNOS 
表現量之差異。游標尺＝100微米 
圖 A為控制組未給予骨盆傳入神經反覆性刺激 (C) 
圖 B為睡眠剝奪組未給予骨盆傳入神經反覆性刺激 (TSD) 
圖 C為控制組給予骨盆傳入神經反覆性刺激 1 小時 (CR) 
圖 D為睡眠剝奪組給予骨盆傳入神經反覆性刺激 1 小時 (TSDR) 
↑所標示為脊髓背角第三層之位置 
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圖二十二、利用免疫組織化學法測定 nNOS 表現量，比較控制 (C) 與睡眠剝奪

(TSD) 組在骨盆傳入神經反覆性刺激 1 小時前後，脊髓 (S2) 內 nNOS 
表現量之差異。游標尺＝100微米 
圖 A為控制組未給予骨盆傳入神經反覆性刺激 (C) 
圖 B為睡眠剝奪組未給予骨盆傳入神經反覆性刺激 (TSD) 
圖 C為控制組給予骨盆傳入神經反覆性刺激 1 小時 (CR) 
圖 D為睡眠剝奪組給予骨盆傳入神經反覆性刺激 1 小時 (TSDR) 
↑所標示為脊髓背角第三層之位置 
 

 

 


