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摘要院目的 观察 酌- 氨基丁酸(GABA)及其受体 GABARB1 mRNA 在纹状体边缘区的表达袁探讨 GABA 对边缘区学习记

忆功能的调控遥方法 应用免疫细胞化学方法观察 GABA 及其合成酶谷氨酸脱羧酶渊GAD冤在纹状体边缘区的分布遥用

分子原位杂交方法观察 GABA 受体 GABARB1 mRNA 在纹状体边缘区内的表达遥结果 在纹状体边缘区内可见密集的

GABA 及 GAD 免疫阳性纤维及少量胞体袁在皮层尧海马等处也可见阳性纤维及胞体遥边缘区内可见许多GABARB1

mRNA 表达阳性的细胞袁尾壳核内只有少量 GABARB1 mRNA 阳性细胞分布袁皮层尧海马等处也呈 GABARB1 mRNA 阳

性表达遥结论 证实边缘区存在着 GABA 及其受体的表达袁表明存在着抑制性氨基酸对边缘区的调控袁推测 GABA 通

过抑制突触前递质的释放及调控其他神经递质来影响边缘区的学习记忆功能遥
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Expression of 酌-amino butyric acid and its receptor in the marginal division of rat striatum
BAOXin-min,SHUSi-yun,WANGHong
InstituteforNeuroscience,ZhujiangHospital,FirstMilitaryMedicalUniversity,Guangzhou510282,China

Abstract: Objective Toinvestigatetheexpressionoftheinhibitoryaminoacidgamma-aminobutyricacid(GABA)anditsre-
ceptorGABARB1 mRNAinthemarginaldivisionofratstriatum. Methods TheexpressionofGABAanditsreceptorGABAR B1

mRNAwasstudiedbywayofimmunocytochemistryandmolecularinsituhybridizationmethod. Results DenseGABA-posi-
tiveimmunoreactivefibersandafewpositivecellswerefoundinthemarginaldivisionoftheratstriatum,alongwithglutamic
aciddecarboxylase (GAD)-positivefibersandcellbodies. GABA-andGAD-positivecellsandfiberswerealsoseeninthe
cerebralcortexandhippocampus.NumerouscellspositiveoftheexpressionofGABARB1 receptorsmRNAwereobservedinthe
marginaldivisionwhereasonlyafewpositivecellswerefoundinthecaudateputamen.GABARB1 receptormRNAexpression
wasalsoobservedinsomecellsinthecerebralcortexandhippocampus. Conclusion TheexpressionofGABAanditsrecep-
torinthemarginaldivisionofratstriatumindicatesaregulatorymechanismofthemarginaldivisionofthestriatumbyGABA,
suggestingthatGABAcanaffectthelearningandmemoryfunctionofthemarginaldivisionthroughinhibitingtheneurotrans-
mitterreleaseinthepresynapticterminalormodulatingtheotherneurotransmitters.
Key words: inhibitory amino acid; 酌-aminobutyric acid; marginaldivision; immunohistochemistry; in situ hybridization;
GABARB1 receptor;learningandmemory

酌- 氨基丁酸渊酌-aminobutyric acid, GABA冤是中

枢神经系统内主要的抑制性神经递质袁具有重要的生

理功能袁对学习与记忆也有重要的作用咱1暂遥GABA 与

调控突触可塑性之一的长时程抑制 渊long-term de-
pression袁LTD冤有关咱2暂袁并可调控与学习记忆关系密切

的经典递质袁如乙酰胆碱渊ACh冤尧5- 羟色胺 (5-HT) 等

的释放袁从而影响学习记忆过程咱3~4暂遥 谷氨酸脱羧酶

(glutamicaciddecarboxylase袁GAD) 是 GABA 的合成

酶袁故可用 GAD 免疫组化的结果表示 GABA 的分布遥
GABA 有 GABARA尧GABARB 和 GABARC 三种受体袁

其中 GABARB 受体又可分为 GABARB1 和 GABARB2

两种袁GABARB1 在纹状体分布较多袁和学习记忆关系

密切咱5暂遥
纹状体边缘区渊marginaldivision, MrD冤是位于大

鼠纹状体尾侧的一个由紧密排列的梭形细胞构成的

亚区咱6袁7暂遥动物实验和人体功能核磁共振检测证明边

缘区与脑的学习记忆功能密切相关咱8~10暂遥脑的学习记

忆功能和突触的可塑性及长时程增强 渊longtermpo-
tentiation, LTP冤有关袁长时程增强的物质基础为兴奋

性氨基酸的 NMDA 受体遥我们已经证明纹状体边缘

区内存在大量 N- 甲基 -D- 门冬氨酸渊NMDA冤受体咱11暂袁
化学毁损边缘区后可降低海马细胞的 LTP咱12暂遥但对边

缘区内是否存在抑制性氨基酸 GABA 及其受体尚未

见报道遥本研究应用免疫细胞化学和原位杂交方法观

察 GABA 及其受体 GABARB1 在纹状体边缘区内的

表达袁以证明抑制性氨基酸 GABA 在边缘区学习记

忆功能中的作用遥
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1 材料与方法

1.1 实验动物及分组

雄性 SD 大鼠 34 只袁体质量 200~250g袁由第一

军医大学实验动物中心提供遥颗粒型饲料喂养袁饮用

自来水袁动物房温度维持在(18~26) 益袁光暗周期为

1 2 h颐1 2 h遥实验前在上述条件下喂养 2 d遥将动物随机

分为以下 3 组院渊1冤GABA 免疫组化组袁10 只曰渊2冤GAD
免疫组化组袁10 只曰渊3冤GABARB1 原位杂交组袁14 只遥
1.2 灌注取材

1.2.1 GABA 免疫组织化学组 大鼠腹腔内注射 10%
水合氯醛渊3.5ml/kg窑b.w.冤麻醉动物遥开胸后剪开右心

耳袁经左心室插管至升主动脉袁快速输入 0.9%生理盐

水 100ml 袁将血液冲洗干净遥快速灌注含 2.5%戊二

醛和 10 g/L 焦亚硫酸钠的 0.1mol/L 二甲砷酸溶液

500ml遥开颅取脑后置于上述固定液中后固定约 2 h遥
再置于含 30%蔗糖的 0.1mol/L 磷酸缓冲液中 (4 益袁
pH7.4)直至沉底遥恒冷箱切片机在-20 益条件下进行

连续冠状切片袁切片厚度为 20 滋m袁将切片收集于 0.1
mol/L 磷酸缓冲液中袁依次分成 2 套袁准备分别进行

GABA 免疫组化及免疫组化对照实验遥
1.2.2 GAD 免疫组织化学组 腹腔内注射 10%水合

氯醛渊3.5ml/kg窑b.w.冤麻醉动物遥开胸后剪开右心耳袁
经左心室插管至升主动脉袁快速输入 0.9%生理盐水

100ml 袁将血液冲洗干净遥 再快速输入含 4%多聚甲

醛的 0.1mol/L 磷酸缓冲液 200ml(4 益, pH7.2)袁然

后缓慢灌注含 4%多聚甲醛的 0.1mol/L 磷酸缓冲液

300ml袁持续约 2 h遥开颅取脑袁置于含 30%蔗糖的

0.1mol/L 磷酸缓冲液中 (4 益,pH7.4)袁直至沉底遥恒冷

箱切片机在-20 益条件下进行连续冠状切片袁切片厚

度为 20 滋m袁将切片收集于 0.1mol/L 磷酸缓冲液中袁
依次分成 3 套遥分别进行相对分子质量为 65000 和

67000 的两种 GAD 免疫组化及免疫组化对照实验遥
1.2.3 原位杂交组 在操作过程中严格防止 RNA 酶

污染遥大鼠用 10%水合氯醛渊0.35ml/100g窑b.w.冤腹腔

内注射麻醉后袁开胸尧剪开右心耳袁从左心室插管至升

主动脉袁先用 100ml 生理盐水快速灌注袁随后用 DE-
PC 水配制的含 4%多聚甲醛的 0.1mol/L 磷酸缓冲液

250ml 快速灌注袁再用 250ml 慢速滴注袁持续 2 h 后

取脑遥置于由 DEPC 水配制的含 30%蔗糖溶液中 4 益
过夜遥恒冷箱切片机切片袁厚度为 30 滋m袁贴于事先经

多聚赖氨酸处理过的载玻片上遥切片分两套袁一套行

GABARB1 受体的原位杂交袁另一套做对照实验遥
1.3 免疫组化

1.3.1 免疫组化步骤 切片先经 0.01mol/L 的磷酸盐

缓冲液 (PBS) 清洗 15min 伊3 次遥再入 0.3% Triton
X-100袁于 37 益孵育 30min遥0.01mol/L 的 PBS 清洗

15min伊3 次遥分别加入兔抗大鼠 GABA渊Chemicon袁
美国冤抗体袁相对分子质量分别为 65000 和 67000 的

两 种 GAD 抗 体渊由 Prof. Jen-Yan Wu, University of
Kansas 馈赠冤袁按 1颐600 效价于在湿盒中4 益孵育 4 8 h遥
0.01mol/L 的 PBS 清 洗 15 min伊3 次遥加入羊抗兔

IgG1颐200渊Vector袁美国冤室温孵育 4 h遥0.01mol/L 的

PBS 洗 15min伊3 次遥再加入卵白素 - 生物素复合物

(Vector, 美国)1颐100 中室温孵育 3 h遥0.01mol/L 的

PBS 洗 15min伊3 次遥用硫酸镍胺增强的二氨基联苯

胺(GDN)法显色咱13暂遥切片用 0.1%明胶裱于载玻片上袁
室温下干燥遥依次经 渊体积比为 70%尧75%尧85%尧
90%尧95%及 100%冤酒精脱水遥二甲苯透明尧DPX 封

片遥OLYMPUS 显微镜下观察照相遥
1.3.2 免疫组化对照组 用正常兔血清分别代替一抗

后进行上述免疫组化反应遥
1.4 分子原位杂交

1.4.1 杂交前的处理 所用试剂经由灭菌的0.1%DEPC
渊焦碳酸二乙酯冤水配制曰所用器械及器皿均经渊180~
200冤益高温烘烤 4 h 以上曰操作过程在无菌环境下进

行遥将切片分为两套袁分别用于探针的杂交及对照组遥
1.4.2 合成寡核苷酸探针 依据 Genebank(http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=nucleotide&list
=GenBank)公布的 GABARB1 受体 DNA 序列, 选择

编码外显子的部分 袁由 Oligonucleotide 软件确定

227~246 间碱基片段作为与 mRNA 互补的寡核苷酸

探针袁交由 TaKaRa 公司渊Japan冤合成遥具体序列为院
5'-AACTAACCAAGCGGCTGAAA-3'遥
1.4.3 寡核苷酸探针尾端标记及检测 购买 Roch 公

司 DIG- 尾端标记试剂盒袁按以下步骤操作院渊1冤100
pmol 寡核苷酸探针用灭菌的蒸馏水稀释至终体积 10
滋l遥渊2冤置冰上依次加入下列试剂院反应缓冲液渊1 管冤
4 滋l袁CoCl2 溶液渊2 管冤4 滋l袁DIG-dUTP 溶 液渊3 管冤
1 滋l袁dATP 溶液渊4 管冤1 滋l袁终端转移酶渊5 管冤1 滋l遥
渊3冤混合尧离心袁在 37 益孵育 15min遥渊4冤置于冰面上

加入 2 滋l 0.2mol/L 的 EDTA渊pH8.0冤终止反应遥
1.4.4 探针的检测 渊1冤标准品与上述标记 DIG 探针

样品进行稀释袁使终浓度分别为 100尧30尧10尧3 和 1
fmol/滋l遥渊2冤 醋酸纤维膜上按 1ml 标准进行点样遥
254nm 紫外线照 2~3min遥渊3冤Buffer玉 渊pH7.5袁0.1
mol/LTris-HCl袁0.15mol/LNaCl冤室温下洗 15 min遥
渊4冤Buffer域渊用 Buffer玉配制 0.5% Blocking冤室温下

洗 30min遥渊5冤杂交袋内加入由 Buffer域按照 1颐5000
稀释的 Anti-DIG-AP渊绵羊抗 DIG冤袁37 益孵育 30~45
min遥渊6冤Buffer玉 室温下洗 2 次伊15min遥渊7冤Buffer芋
渊pH9.5袁0.1mol/LTris-HCl袁0.1mol/LNaCl袁0.05mol/L
MgCl2冤室温下洗 2 次伊10min遥渊8冤NBT/BCIP渊Buffer
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图 1 GABA 免疫阳性纤维在纹状体边缘区中的分布 渊标尺 =50 滋m冤
Fig.1 Distribution of GABA-immunoreactive fibers in the marginal division of the striatum

Cpu:Caudateputamen;MrD:Marginaldivision;GP:Globuspallidus.Bar=50 滋m
图 2 图 1 的高倍放大 渊标尺 =50 滋m冤 Fig.2 Magnification of Fig.1 (Bar=50 滋m)

图 3 GAD65 免疫阳性纤维在纹状体边缘区中的分布 渊标尺 =50 滋m冤
Fig.3 Distribution of GAD65-immunoreactive fibers in the marginal division of the striatum (Bar=50 滋m)

图 4 图 3 的高倍放大 渊标尺 =50 滋m冤
Fig.4 Magnification of Fig.3 (Bar=50 滋m) ThearrowindicatesaGAD65-positivecellbodyinthemarginaldivision

图 5 GAD67 免疫阳性纤维在纹状体边缘区中的分布渊标尺 =50 滋m冤
Fig.5 Distribution of GAD67-immunoreactive fibers in the marginal division of the striatum (Bar=50 滋m)

图 6 图 5 的高倍放大 渊标尺＝ 50 滋m冤
Fig.6 Magnification of Fig. 5 渊Bar=50 滋m冤 ThearrowindicatesaGAD67-positivecellbodyinthemarginaldivision

芋配制袁1颐50冤在避光条件下显色遥渊9冤Buffer郁渊pH
8.0袁0.1mol/LTris-HCl袁0.1mmol/LEDTA冤终止反应遥
渊10冤与标准品相对比袁确定所标记探针的浓度遥标记

的浓度达到 2.5pmol/滋l遥
1.4.5 原位杂交 切片依次经 PBS 洗 4 次伊5min遥含

0.1%Tween-20 的 PBS 洗 4伊5min遥在含甲酰胺尧20伊
SSC尧酵母 tRNA尧肝素及 10%Tween-20 杂交液中进

行预杂交遥然后在杂交液中按 10~20ng/ml 标准加入

探针袁置 4 益过夜遥对杂交后的切片经等体积混合的

杂交液与 0.1%Tween-20PBS 的溶液洗 15min遥再依

次 经 0.1%Tween-20 的 PBS 及 含 PBS尧BSA 及 Tri-
tonX-100 溶液各洗 3 次伊15min遥然后加入碱性磷酸

酶渊AP冤标记绵羊抗 DIG 的 IgG袁置室温下 1 . 5 h遥经

0.1% Tween-20 的 PBS 及 含 NaCl尧MgCl2尧Tris-HCl
及 Tween-20 溶液各洗 3 次伊5 min遥避光条件下在

NBT/BCIP 溶液中显色遥依次经梯度酒精渊70%尧75%尧
85%尧90%尧95%及 100%冤脱水遥二甲苯透明尧DPX 封

片遥在 OlympusAH-3 显微镜下观察袁照相遥
1.4.6 对照 渊1冤RNA 酶消化对照袁先用 RNA 酶处理

切片袁再进行杂交遥渊2冤空白对照袁杂交过程省去标记

探针遥渊3冤检测系统空白对照袁原位杂交后进行免疫组

化显色时省去地高辛抗体遥

2 结果

2.1 GABA 和 GAD 免疫组化

2.1.1 GABA 在纹状体边缘区中的分布 免疫组化反

应产物呈紫蓝色,分布于细胞胞体及突起中遥纹状体

中的 GABA 免疫反应阳性物质均位于神经纤维中袁
集中分布在尾壳核与苍白球交界处的边缘区内袁呈密

集的带状分布渊图 1袁2冤遥尾壳核中未见 GABA 阳性

分布袁苍白球中只有少量分布遥此外袁在大脑皮层尧小

脑浦肯野细胞处可见少量阳性胞体遥
2.1.2 GAD 在纹状体边缘区中的分布 分别用相对

分子质量为 65000 和 67000 的 GAD 抗体进行免疫

组化时袁可见 GAD 免疫阳性物质在尾壳核只有很少

量的纤维分布袁在苍白球内有较多的免疫阳性纤维分

布袁而在尾壳核与苍白球交界处相当边缘区的部位可

见密集的免疫阳性纤维及少量胞体渊图 3~6冤遥此外袁
在海马尧皮层及丘脑的网状核等处可见较多的免疫阳

性的胞体及纤维遥
2.1.3 免疫组化对照组反应结果呈阴性

2.2 GABARB1 mRNA 在纹状体边缘区的表达

经地高辛标记的寡核苷酸探针原位杂交后袁杂交

反应产物呈紫蓝色颗粒状袁呈现弥散或块状分布袁主

要位于细胞核周围的胞质内遥GABARB1 mRNA 在纹
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图 7 GABARB1 原位杂交阳性胞体在纹状体边缘区中的表达 渊标尺 =50 滋m冤
Fig.7 Expression of GABARB1 cells with positive results of in situ hybridization in the

marginal division of the striatum (Bar=50 滋m)
图 8 图 7 的高倍放大 渊标尺 =50 滋m冤

Fig.8 Magnification of Fig. 7 (Bar=50 滋m)
ArrowindicatesthefusiformcellspositiveofGABAR B1 demonstratedby in situ hybridizationinthemarginaldivision
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状体内尾壳核内只有散在阳性表达细胞袁苍白球内可

见较多阳性表达细胞遥
而在尾壳核与苍白球交界处的边缘区内呈明显

的阳性表达袁可见许多 GABARB1 mRNA 阳性的梭形

及卵圆形的细胞尧其长轴呈背腹方向走行尧排列成密

集的带状渊图 7袁8冤遥
此外袁在海马 CA1尧CA2 和 CA3 等处可见许多呈

表达阳性的细胞遥大脑皮层的阳性细胞集中在锥体细

胞层遥对照组均为阴性遥

3 讨论

GABA 是中枢神经系统内主要的抑制性神经递

质袁由谷氨酸经 GAD 催化脱羧而成袁含有 GAD 的神

经元就可以认定是 GABA 能神经元咱14暂遥因而 GABA
和 GAD 的免疫组织化学均能显示 GABA 能神经元

分布及投射遥GABA 广泛分布在脑的许多部位袁Oertel
等咱15暂用 GAD 免疫组化观察到大鼠的纹状体内有中

等密度的 GAD 阳性纤维分布袁还可见少量中等大小

的 GAD 阳性细胞遥Ribak 等在苍白球见到大量的

GAD 阳性纤维分布袁而纹状体中则数量较少袁并在纹

状体中观察到中等大小的圆形或卵圆形的 GAD 阳

性胞体咱16暂遥 但纹状体边缘区是否有 GABA分布尚未

见报道遥GAD 抗体有 65000 和 67000 两种相对分子

质量袁67000 的 GAD 抗体比 65000 的 GAD 敏感性

较高袁不需秋水仙素即能显示胞体遥本研究采用 GABA
抗体及两种相对分子质量的 GAD(65000 及 67000)
抗体研究了 GABA 在边缘区分布袁结果发现纹状体

中的不但有较多的 GAD 免疫阳性纤维及少量胞体袁
同时还见到较多的 GABA 免疫阳性纤维袁两者的分

布基本上一致遥GABA和 GAD 免疫反应阳性纤维均

集中分布在尾壳核与苍白球交界处的边缘区内袁呈密

集的带状分布遥首次观察到纹状体中的 GABA 能纤

维主要集中分布在纹状体的边缘区中遥
GABA 受体的 GABARB1 免疫阳性胞体可见于

基底节的各部袁但各部位分布的数量不同遥Berthele咱5暂

等用原位杂交方法研究了 GABA 受体 GABARB1 和

GABARB2 mRNA 在人脑的表达袁在人脑纹状体中可

见中等量的 GABARB1 mRNA 表达遥Charara咱17暂等用免

疫组化研究了猴基底节 GABARB1 的分布袁观察到

GABARB1 的分布和大鼠原位杂交的结果相似袁电镜

观察证明 GABARB1 受体广泛分布在突触前和突触后

部位袁控制猴基底节的突触传递遥我们在纹状体尾壳

核与苍白球交界处的边缘区内观察到许多 GABARB1

mRNA 阳 性 细 胞遥 首 次 证 明 边 缘 区 内 有 较 多 的

GABARB1 mRNA 阳性细胞的表达袁可能对边缘区的

功能有重要的作用遥
GABA对学习与记忆功能有重要的作用遥Frra咱18暂

发现向扣带回注入 GABA 激动剂会损害记忆的保

持袁相反使用其拮抗剂会提高记忆的保持遥Yu 咱19暂和
Getova咱20暂也发现应用 GABARB 受体拮抗剂治疗可

明显改善小鼠的学习记忆遥Schuler 咱21暂 注意到缺乏

GABARB1 受体的 Balb/c 小鼠会出现自发性癫痫尧痛

觉过敏以及记忆上的损害遥这些实验表明 GABAB1 受

体和学习记忆功能关系密切遥GABARB1 受体对学习

记忆的这种作用可能是通过 抑制性调节实现的遥
GABARB 受体属与 G 蛋白偶联的受体袁分布在突触

前的 GABARB 受体袁能阻滞钙通道袁减少钙离子内

流袁减少兴奋性递质的释放袁起到突触前抑制的作用遥
分布在突触后的 GABARB 受体袁是通过激活 G 蛋白袁
调节细胞内蛋白激酶产生磷酸化作用袁而增加钾导袁
产生突触后抑制效应咱22暂遥我们在纹状体边缘区内观察

到存在大量的 GABARB1 受体的表达袁提示抑制性氨

基酸 GABA对边缘区在学习与记忆过程中起着抑制

性调控作用遥
Giorgetti咱3暂通过微透析向皮层局部给 GABARA 受

体激动剂时袁乙酰胆碱没有增加曰然而应用 GABARB
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受体激动剂时袁则会引起乙酰胆碱释放量的增加袁而

乙酰胆碱是和学习记忆有关的重要递质遥Abellan咱4暂通
过 原 位 杂 交 观 察 到 中 缝 核 5-HT 神 经 元 中 有

GABARB1 受体 mRNA 表达袁应用 GABARB1 受体激动

剂氯丁氨酸渊baclofen冤会增加 5-HT 的释放遥Castel-
lano咱23暂等研究了内啡肽和 GABA能药物的相互作用袁
认为内啡肽影响记忆的作用是通过和 GABA 机制的

相互作用完成的遥 我们以往的工作已经证明边缘区

内存在丰富的乙酰胆碱尧5-HT 及内啡肽等递质咱24~26暂遥
因此袁边缘区的神经元很可能通过 GABARB1 受体来

调控乙酰胆碱尧5-HT 和内啡肽等递质的释放袁影响边

缘区的学习与记忆功能遥
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