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大鼠蓝斑核内神经激肽 1 受体阳性神经元与
酌鄄氨基丁酸和 P 物质样阳性终末的联系

祁健摇 徐岩摇 赵廷宝

摇 摇 揖摘要铱 摇 目的摇 观察大鼠蓝斑核内神经激肽 1(NK1)受体阳性神经元与 酌鄄氨基丁酸(GABA)、P
物质(SP)样阳性终末之间的关系。 方法摇 选用 250 ~ 300 g 雄性 SD 大鼠 40 只,分别采用免疫荧光双

重组织化学染色结合免疫前包埋电镜双重染色方法,观察 GABA、SP 样阳性终末与大鼠蓝斑核内

NK1 受体阳性神经元的联系。 结果摇 激光共聚焦显微镜下可见 GABA、SP 样阳性终末与 NK1 受体阳

性神经元之间形成密切接触。 在电镜下可见二氨基联苯胺(DAB)反应产物标记的 GABA 阳性纤维

和终末与免疫金颗粒标记的 NK1 受体阳性神经元胞体及其树突之间形成以对称性为主的突触联系;
DAB 反应产物标记的 SP 阳性纤维和终末与免疫金颗粒标记的 NK1 受体阳性神经元胞体及其树突之

间形成以非对称性为主的突触联系。 结论摇 蓝斑核内 GABA 和 SP 能终末与 NK1 受体阳性神经元形

成密切接触,提示蓝斑核内的 NK1 受体阳性神经元可能接受 GABA 或 SP 样阳性终末的调控。
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揖Abstract铱摇 Objective摇 To investigate the connections between neurokinin 1 (NK1) receptor鄄like
immunoreactive ( LI) neurons and 鄄aminobutyric acid鄄 ( GABA), substance P鄄 ( SP) positive axonal
terminals in Locus Coeruleus (LC) of the rat. Methods摇 Immunofluorecent histochemical double鄄staining
combining double鄄staining of electron microscope technique was used to observe the connections between
NK1 receptor鄄LI neurons and GABA鄄 or SP鄄positive axonal terminals in 10 male SD rats (250 - 300 g).
Results摇 Under laser confocal microscopy, some of these GABA鄄, SP鄄LI axon terminals were observed to
make close appositions with NK1 receptor鄄LI neuronal cell bodies and dendritic processes. Under electron
microscope, some of these GABA鄄LI axon terminals by diaminobenzidine(DAB) were observed principally to
make symmetric synapses with NK1 receptor鄄LI neuronal cell bodies and dendritic processes labeled with
nano鄄gold particles. Some of these SP鄄LI axon terminals labeled by DAB were observed principally to make
asymmetric synapses with NK1 receptor鄄LI neuronal cell bodies and dendritic processes labeled with nano鄄
gold particles. Conclusions 摇 GABA鄄, SP鄄LI axon terminals were observed to make close appositions with
NK1 receptor鄄LI neuronal cell bodies and dendritic processes within LC. The NK1 receptor鄄LI neurons
within LC are regulated by the GABA or SP鄄positive axonal terminals.

揖Key words铱 摇 Substance P; 摇 Receptors, neurokinin鄄1; 摇 Gamma鄄Aminobutyric acid; 摇 Locus
coerules;摇 Rats

Fund program:National Natural Science Foundation of China(31500856);China Postdoctoral Science
Foundation(2015M572714)

摇 摇 蓝斑位于第四脑室底,脑桥前背部,是中枢神经

系统(central nervous system, CNS)内合成去甲肾上

腺素的主要部位[1]。 蓝斑能够接受来自三叉神经

感觉核和脊髓背角的伤害性信息,同时将疼痛信息

投射到丘脑和皮层[2 - 4],其发出的纤维下行抑制伤

害性信息的传递[5]。 蓝斑内存在大量神经激肽 1

(neurokinin 1, NK1) 受体阳性神经元,参与伤害性

信息的处理[6]。 以往的研究结果表明,NK1 受体阳

性神经元接受伤害性信息并将其传递至丘脑,在此

过程中 NK1 受体阳性神经元接受来自其他脑区的

调控[7]。 例如,蓝斑可能接受来自其他脑区的 P 物

质(substance P, SP)终末。 在神经病理性模型上,
蓝斑激活 NK1 受体能够产生镇痛作用[7]。 蓝斑也

可能接受 酌鄄氨基丁酸(酌鄄aminobutyric acid, GABA)
能神经元调控[8 - 9]。 电生理结果表明,给予 GABA
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受体激动剂毒蝇蕈醇能够抑制蓝斑神经元的活

性[10]。 上述研究结果表明,蓝斑内 GABA、SP 终末

以及 NK1 受体阳性投射神经元在伤害性信息的传

递和整合中起着重要的作用,但是它们之间的纤维

联系尚缺乏报道。 因此,本实验应用免疫荧光双重

标记技术以及免疫前包埋电镜双标技术,观察

GABA,SP 样阳性终末与 NK1 受体阳性神经元之间

形成的接触。

1摇 材料与方法

1. 1摇 实验动物及分组

健康雄性成年 SD 大鼠 40 只,250 ~ 300 g,SPF
级,由济南军区总医院实验动物中心提供,合格证编

号:20140006。 实验过程中每笼饲养不超过 3 只动

物,保持室内恒温( 22 ~ 25 益 )。 为不干扰动物昼

夜生物节律,动物室每日早 8:00 至晚 8:00 开灯,行
为学实验均在早 9:00 至晚 6:00 进行。 实验预先得

到济南军区总医院动物实验委员会的认可。 按体质

量编号,采用数字表法随机分为 4 组:第 1、2 组为免

疫荧光组,第 3、4 组为电镜组。 每组 10 只大鼠。
1. 2摇 方法

1. 2. 1摇 免疫荧光染色实验的组织制备摇 戊巴比妥

钠(45 mg / kg) 腹腔内麻醉第 1、2 组大鼠,共计

20 只。 升主动脉插管用 0. 01 mol / L 磷酸盐缓冲液

(PBS, pH 值 7. 2 ~ 7. 4)150 mL冲洗血液,用含有

4%多聚甲醛以及 75%饱和苦味酸的 0. 1 mol / L 磷

酸缓冲液[phophate buffer(PB),pH 值 7. 3]500 mL
持续灌注固定,前 250 mL 快速灌注,后 250 mL 以每

秒 1 滴的速度进行灌注。 灌毕立即取脑,置于上述

灌注液中固定 2 h,然后将脑置于含 30% 蔗糖的

0. 1 mol / L PB (pH 值 7. 4)中进行冰冻保护,直至组

织沉底。 在 DTM鄄1000 冰冻切片机(Kryostat 1720;
Leitz, Mannheim, Germany) 上行冠状切片,片厚

30 滋m,放到 0. 01 mol / L PBS (pH 值7. 4)中保存。
所有的切片用 0. 01 mol / L PBS 漂洗3 次。
1. 2. 2摇 免疫荧光染色 摇 室温下,用含 20% 正常山

羊血清的 0. 01 mol / L PBS 封闭抗体 1 h,然后把上

述方法获得的第 1、2 组切片分别放在以下混合抗体

中进行孵育。 ( 1 ) 兔抗 GABA 抗体 ( 1 g / mL,
A2052; Sigma, St. Louis, MO) 和豚鼠抗 NK1 受体

抗体(1 g / mL, AB5800; Chemicon, Temecula, CA);
(2)兔抗 SP 抗体(1 g / mL, AB139; Chemicon) 和豚

鼠抗 NK1 受体抗体(1 g / mL; Chemicon)。 用含 5%
正常山羊血清、0. 3% Triton X鄄100 的 0. 01 mol / L
PBS 稀释抗体。 室温下过夜。 切片在 PBS 中漂洗

3 次,放入 biotiny 结合的羊抗兔抗体 ( 1 颐 200;
Vector,Burlingame, CA) 孵育 4 h。 切片在 PBS 中

漂洗 3 次,然后在 Alexa Fluor 488 结合的羊抗豚鼠

抗体(1 颐 400;Molecular Probes, Eugene, Oregon)和

Texas Red 标记 avidin D (1 颐 200; Vector) 中孵育

4 h。 切片在 PBS 中漂洗 3 次,贴片,甘油封片。 在

激光共聚焦显微镜下观察(FV1000,Olympus)。
1. 2. 3摇 免疫前包埋电镜染色实验的组织制备摇 戊

巴比妥钠(45 mg / kg)腹腔内麻醉第 3、4 组大鼠共

20 只,升主动脉插管用 0. 01 mol / L PBS ( pH 值

7. 2 ~ 7. 4)150 mL 冲洗血液,用含有 4% 多聚甲醛、
15%饱和苦味酸及 0. 05% 戊二醛的 0. 1 mol / L PB
(pH 值 7. 3)500 mL 快速灌注固定,在 0. 5 h 内灌注

完。 灌毕后立即取脑,将脑组织放入不含戊二醛的

固定液中进行后固定 6 h,然后将脑置于含 30% 蔗

糖的0. 1 mol / L PB (pH 值 7. 4)中进行冰冻保护直

至组织沉底。 振动切片机低位脑干冠状切片,片厚

50 滋m。 所有的切片用 0. 01 mol / L PBS 漂洗 3 次。
1. 2. 4摇 免疫前包埋电镜染色摇 将第 3、4 组切片放

入液氮,在 0. 05 mol / L Tris鄄buffered saline (TBS, pH
值 7. 3)中洗 3 次,然后将切片放入含有 20%正常山

羊血清中的 TBS 中封闭 60 min。 分别放在以下混

合抗 体 中 进 行 孵 育: ( 1 ) 兔 抗 GABA 抗 体

(1. 5 g / mL)和豚鼠抗 NK1 受体抗体(1. 5 g / mL);
(2)兔抗 SP 抗体(1. 5 g / mL) 和豚鼠抗 NK1 受体

抗体(1. 5 g / mL)。 用含 2% 正常山羊血清、0. 3%
Triton X鄄100 的 0. 05 mol / L PBS 稀释抗体。 室温下

孵育 24 h,在 TBS 中漂洗 3 次,切片在 biotin 结合的

羊抗兔血清(1颐 200,vector)和1. 4 nm免疫金颗粒标

记的羊抗豚鼠血清(1颐 50, Nanoprobes)混合液中孵

育 16 ~ 18 h。 此后,对切片依次进行如下处理:(1)
1% 戊 二 醛 后 固 定 10 min; ( 2 ) HQ Silver kit
(Nanoprobes)进行 8 ~ 14 min 的银加强反应;(3)
ABC Elite Kit (Vector)孵育 2 h;(4) 切片在含有

0. 02% 二氨基联苯胺( diaminobenzidine, DAB)和

0. 003% H2O2的0. 05 mol / L Tris鄄HCl 缓冲液(pH 值

7. 6)内成色 10 ~ 20 min。 上述各步骤之间均用 PBS
洗片 3 次,每次 10 min。 将经上述免疫组织化学双

重染色的切片置于 1%锇酸溶液固定 1 h,在含 70%
乙醇的饱和醋酸铀溶液中过夜,梯度乙醇及环氧丙

烷脱水,Epon鄄812 平板包埋、聚合。 在解剖显微镜

下切取蓝斑的小块组织片,将其粘在环氧树脂柱上,
超薄切片,将切片裱于覆有支持膜的单孔铜网上。
枸橼酸铅染色,PhilipsCM鄄100 电镜观察、摄片。

2摇 结果

激光共聚焦显微镜下可观察到蓝斑内存在大量

的 NK1 受体阳性神经元,且同时伴有树枝状的突

起,而 GABA 和 SP 样阳性终末密集分布在蓝斑内。
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蓝斑内的 NK1 受体阳性神经元多为椭圆形、梭形或

不规则形,大小不等。 NK1 受体样免疫反应性产物

主要沿着神经元胞膜和初级树突膜分布,镜下可以

观察到 NK1 受体阳性神经元的胞体与 GABA 和 SP
样阳性终末密切接触(图 1),同时 NK1 受体样阳性

结构与这些终末之间的接触也可见于近端树突。 在

电子显微镜下,突触前结构中充满着直径 40 nm 左

右的圆形突触囊泡,运用特异性 GABA 或 SP 免疫

化学染色、DAB 呈色的方法,结果显示突触前终末

内充满了电子高密度的 DAB 反应产物,这些并非随

机排列的突触囊泡主要集中于活性区,证实该终末

为 GABA 或 SP 的阳性终末。 突触后结构的树突或

胞体可见线粒体等,它与末梢的生物合成及膜再生

有关,NK1 受体样免疫反应性产物,呈高密度的黑

色圆形和椭圆形的纳米金小颗粒,分布在树突膜的

表面(图 2)。 可见 DAB 反应产物标记的 GABA 阳

性纤维和终末与免疫金颗粒标记的 NK1 受体阳性

神经元胞体及其树突之间形成以对称性为主的突触

联系;DAB 反应产物标记的 SP 阳性纤维和终末与

免疫金颗粒标记的 NK1 受体阳性神经元胞体及其

树突之间形成以非对称性为主的突触联系。

3摇 讨论

蓝斑参与多种生理功能,包括对疼痛信号的处

理及调节[5]。 伤害性刺激促进蓝斑去甲肾上腺素

释放增加,其后许多神经递质和受体参与蓝斑对伤

害性刺激的处理[5]。 NK1 受体是 7 个跨膜的 G 蛋

白偶联受体,自从抗 NK1 受体的血清研发以来,针
对中枢神经系统内的 NK1 阳性神经元进行了大量

的研究,主要集中在其分布[6]、纤维联系[11 - 13] 和化

学特性[14]。 蓝斑存在大量的 NK1 受体阳性神经

元。 应用免疫组织化学染色技术可以观察到 NK1
受体阳性产物主要分布在神经元和树突的胞膜上。

NK1 受体接受含有 SP 的初级传入信息[7]。 在

蓝斑内含有 SP 的纤维终末主要作用于去甲肾上腺

素能神经元树突的近端。 行为药理学实验观察显

示,在活体内局部给予 SP 能够增加蓝斑核神经元

的活性并产生镇痛作用,而给予 NK1 受体抑制剂

WIN 51708 能够抑制这种作用[7]。 以往的研究表

明,在伤害性刺激下,大多数 NK1 受体阳性神经元

出现受体内化现象[15]。 受体内化后刺激细胞内磷

脂酶 C,磷脂酶 C 催化磷脂酰肌醇生成肌醇三磷酸

和二酰基甘油,之后依次导致 Ca2 + 和蛋白激酶 C
[15]活化,从而引起神经递质的释放。 但是它们的纤

维联系还未见报道。 本研究结果显示,蓝斑内 NK1
受体阳性神经元接受 SP 的传入联系,这为研究蓝

斑核 NK1 受体阳性神经元处理疼痛信息的机理提

供了直接的形态学证据。 蓝斑主要接受来自导水管

周围灰质、延脑头端腹内侧、外侧下丘脑的纤维联

系[7]。 蓝斑内的 SP 纤维终末是否来自这些脑区还

图 1摇 蓝斑内 P 物质(SP)、酌鄄氨基丁酸(GABA)与 Neurokinin 1 受体(NK1R)的免疫荧光染色双标结果。 NK1R 样免疫阳性主要分布在

细胞膜表面和树突膜上(1A、1B);SP 样阳性结构为纤维和终末,纤维多串珠状,终末则散在分布(1C); GABA 样阳性结构为末端膨大

的终末,大量分布在篮斑中(1D);SP 样阳性纤维、GABA 样阳性纤维与 NK1R 阳性神经元形成密切接触(1D、1E、1F,箭);标尺 = 20 滋m
(免疫荧光染色 伊 60)
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图 2摇 蓝斑内 P 物质( SP)、酌鄄氨基丁酸(GABA)与

Neurokinin 1 受体 (NK1R)的免疫电镜双标结果。
蓝斑内过氧化物酶标记的 GABA、SP 样阳性纤维终

末(2A、2 B)与银颗粒标记的 NK1R 样免疫阳性树

突形成对称性(箭头)或非对称性(箭)的突触联系

不是很清楚。 在疼痛条件下 SP 作用于 NK1 受体阳

性神经元其内在的细胞途径还需要进一步研究。
GABA 是经典的抑制性神经递质,主要存在于

中间神经元[16]。 本实验证明大量的 GABA 的终末

和 NK1 受体阳性神经元的胞体和树突形成密切接

触。 这表明伤害性信息在蓝斑的传递和处理过程

中,同时受到了抑制性中间神经元的调节。 以往的

文献报道,GABA 通过轴 - 轴突触产生突触前抑制,
以及通过轴 - 体或轴 - 树突触产生突触后抑制效

应[17]。 体外实验证明,NK1 受体阳性神经元受到

GABA 的控制[18], 给予 GABA 受体激动剂毒蝇蕈醇

能够抑制蓝斑神经元的的活性[10]。 综合以上结果

推测 GABA 通过 GABA 受体作用于 NK1 受体阳性

神经元[19]。 蓝斑内的 GABA 能终末除了来自于局

部的中间神经元以外,也可以来源于上位脑结构内

的其它下行抑制系统[11]。
综上所述,在蓝斑核内 GABA 和 SP 能终末与

NK1 受体阳性神经元形成密切接触,可能在伤害性

信息的传递及调控过程中发挥重要作用,但是三者

之间详细的突触结构特点以及内在作用机制还需要

进一步形态学和电生理学研究。
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