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小脑在运动调节中具有十分重要的作用#而浦肯野细胞是

小脑信息整合的中心环节'迄今为止#对于浦肯野细胞的形态

以及传入(传出联系的研究已较为充分#但有关浦肯野细胞对

神经信号是如何整合的#尚知之甚少#其原因可能在于对浦肯

野细胞的化学神经解剖并不十分清楚'
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&是合成儿

茶酚胺类物质的系列酶'现有的研究表明#小脑浦肯野细胞中

有
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和
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的表达#提示小脑浦肯野细胞中可能有
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存在'激动蛋白
3!

)

$

>=6/C>6.?

;

?.6:/23!

)

#

4J3!

)

&在神经管嵴

和去甲肾上腺素能神经元均有表达)
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#提示其在神经发育过程

中起重要作用'迄今为止#小脑浦肯野细胞中是否有去甲肾上

腺素$
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&表达#还有不同的报道'鉴于此#本

实验利用免疫组化方法(荧光双标等方法检测小脑浦肯野细胞

中
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的特异性标志酶
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以及
4J3!
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的表达及其共存情

况#对
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表达调控机制进行探讨#以期对浦肯野细胞功能

的研究提供形态学依据'

>

!

材料与方法

>%>

!

动物及主要试剂
!

成年健康
Y/16>?

大鼠
$"

只#体质量

!""

!

!("

D

#雌雄不拘#由本校动物实验中心提供'实验符合

!""#

年中华人民共和国科学技术部颁布的.关于善待实验动

物的指导性意见/的要求'抗
KMZ

及抗
4J3!

)

购自美国
S>23

6>

公司#

S4ME

免疫组化试剂盒(

K4M

显色试剂盒(

HP5E

标记

羊抗兔
P

D

V

(

E

8

,

标记羊抗兔
P

D

V

等均购自武汉博士德生物试

剂有限公司'

>%?

!

方法

>%?%>

!

取材及切片
!

动物适应性饲养
$

周后#

,+

的异戊巴

比妥钠$

!""<

D

"

O

D

&经腹腔麻醉大鼠后#打开胸腔#

!""

!

,""

<\

生理盐水$

&`

&经左心室快速灌流冲洗血液#再用
&""

!

(""<\&+

多聚甲醛$

&`

#

;

Z*%&

#

"%$<.A

"

\JMS

配制&行

灌注固定
$9

'取小脑组织放入相同固定液后固定
&9

$

&`

&#

移入
!"+

蔗糖过夜脱水$

&`

&#待组织沉底后#用冷冻切片机

行连续切片#片厚
$&

+

<

#切片贴于经
,3

氨丙基
3

乙氧基甲硅烷

$

,3></2.

;

?.

;8

A6?/:69.]

8

1/A>2:

#

4JLS

&处理的载玻片上'

>%?%?

!

免疫组化
!

"%,+

甲醇
3Z

!

Q

!

#

$"

!

$(</2

%正常山羊

血清封闭
!" </2

$

,* `

&#一抗$

KMZ $T,"""

或
4J3!

)

$T&""

&#

& `

孵育过夜#二抗$生物素标记的羊抗兔
P

D

V

&

'"

</<

#

,*`

%

$T$""

链霉素
3

生物素
3

抗生物素
3

辣根过氧化酶复

合物$

S4ME

&

,*`

#

#"</2

%用含镍盐的
,

#

,3

二氨基联苯胺$配

方!

K4M"%",(+

#

!%(+

硫酸镍铵#

"%"",+ Z

!

Q

&显色
$"1

左

右#光镜下控制显色时间#蒸馏水终止显色#在载玻片上裱片#
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白对照采用
JMS

代替一抗进行孵育'
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检测
!

正常动物
(

只#于相应时间点麻

醉动物后#迅速取出脊髓#用细胞裂解液提取蛋白#
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方
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硫酸钠
3

聚丙烯酰胺凝胶电泳$

1.-/7<-.-:=

8

A17A@>6:

;

.A

8

>=3

?

8

A></-:

D

:A:A:=6?.

;

9.?:1/1

#

SKS3J4VL

&分离蛋白#半干转移#

将蛋 白 条 带 转 移 至 二 氟 化 树 脂 $

;

.A

8

C/2

8

A/-:2:@A7.?/-:

#

JcKH

&膜上#

("

D

"

\

脱脂奶粉封闭
,9

#一抗$

$T!""

的兔抗鼠

KMZ

及
$T!""

兔抗鼠
4J3!
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法显色'
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结
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果
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免疫组化结果
!

免疫组化结果显示#小脑浦肯野细胞呈

KMZ

阳性反应#细胞单层排列#呈梨形或烧瓶形#细胞直径约

!*
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,$

+
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#阳性反应产物为蓝"黑色#主要位于细胞质#胞核

淡染#部分细胞还可见有少量呈阳性的神经突起%

4J3!

)

在浦

肯野细胞中也呈阳性表达#位于细胞质#胞核淡染#阳性反应产

物为蓝"黑色#见插
%

图
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?%?
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免疫荧光及双标结果
!

免疫荧光显示#

KMZ

的阳性反应

产物呈绿色#主要位于浦肯野细胞的胞浆#部分突起也隐约可

见阳性反应#胞核淡染#见插
%

图
!4

%

4J3!

)

的阳性反应呈红

色#表达部位与
KMZ

的表达部位相似#见插
%

图
!M

%计算机图

像重叠显示#二者共存于浦肯野细胞胞质#反应产物颜色呈黄

色#见插
%

图
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结果
!

实验结果在特定的位置可见特异的

免疫染色反应#见插
%

图
,

#将
Y:16:?2BA.6

目的条带与标准蛋

白质分子质量相比较#

KMZ

的目的条带相对分子质量为
*)a
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,

#

4J3!

)

的目的条带的分子质量约为
&*a$"

,

'实验结果具

有可重复性'
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讨
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论

小脑皮层神经元排列成层#由外向内分别为分子层(浦肯

野细胞层和颗粒层
,

层结构#含有浦肯野细胞(颗粒细胞(蓝状

细胞(星状细胞和高尔基细胞等
(

种神经元'小脑皮质广泛地

接受来自脑干和脊髓的传入信息'来自脑干和脊髓的传入信

息大部分通过苔癣纤维和攀缘纤维到达小脑皮质%除此之外#

还有部分胆碱能纤维(单胺类纤维进入小脑'上述纤维与小脑

皮质的神经元及其突起之间构成突触#形成小脑皮质内局部环

路'皮质内神经元环路对所有的传入信息进行整合和调制#并

最终通过浦肯野细胞的轴突#将整合的信息传递给小脑中央

核'神经递质"或调质在小脑信息整合中具有重要的作用'近

年来的研究表明#浦肯野细胞表达乙酰胆碱)

!

*
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羟色

胺)
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氨基丁酸$
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V4M4
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)

(3#

*

(谷

氨酸)

*

*

(天冬氨酸)

)

*等多种神经递质'经典的描述表明#浦肯

野细胞是一个抑制性神经元#可通过轴突末梢释放
V4M4

#对

其所支配的小脑神经元和前庭神经元发挥强烈的抑制作用'

虽然浦肯野细胞含有大量的神经递质#但目前对这些化学物质

在浦肯野细胞中的生理功能还不十分清楚'

W4

作为经典的

神经递质之一#在记忆(运动学习和情绪等神经系统功能均起

着重要作用'

从
!"

世纪末开始#人们一直试图证实浦肯野细胞是否含

有儿茶酚胺类物质'

$''$

年
Z:11

和
Y/A1.2

)

'

*利用免疫酶技

术和原位杂交方法#在出生后
!$

!

,(-

#检测出小鼠浦肯野细

胞内有
5Z

及其
<RW4

的短暂表达'

4716/2

等)

$"

*应用原位

杂交(

RW4

印迹和免疫组化等方法显示#在小脑蚓的尾侧和小

脑半球内的浦肯野细胞中有
5Z

及其
<RW4

表达%

S:/A

等)
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*

在小鼠小脑组织切片培养中观察到浦肯野细胞对
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呈阳性

反应%

5>O>->

等)
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*应用免疫组化方法观察大鼠小脑#不仅观

察到小脑旁绒球和环状小叶脚等处浦肯野细胞
5Z

呈阳性反

应#而且位于小脑其他叶内的浦肯野细胞也有
5Z

的表达#由

此推测浦肯野细胞中可能含有多巴或
\3

多巴'

H7

0

//

等)

$,

*检

测发现#小鼠出生后第
)

天#小脑蚓尾侧部开始呈现
5Z

免疫

阳性#生后第
$,

!

$(

天其表达量逐渐增多#但到
$'-

时又逐

渐减少#直至
&

周龄时
5Z

阳性细胞再次增多#并维持数量到

老龄%而小鼠在出生后
$$

个月绒球和旁绒球的浦肯野细胞

5Z

表达也呈阳性'以上表明#

5Z

在人(大鼠和小鼠的小脑

浦肯野细胞中均有明显表达'同时#

H7

0

//

等)

$,

*还观察到#在人

出生后第
#

个月#其小脑蚓的浦肯野细胞还存在着
JWX5

的

表达'

5Z

(

KMZ

和
JWX5

为合成儿茶酚胺类物质的特异性系

列酶!其中
5Z

能催化酪胺酸使其羟化合成多巴#是合成儿茶

酚胺类过程中的限速酶%

KMZ

能催化多巴脱甲基#生成
W4

%

而
JWX5

则可使
W4

的氮位甲基化#合成肾上腺素$

>-?:2>3

A/2:

#

4

&'在催化酪胺酸转化为多巴(

W4

(肾上腺素的过程中#

KMZ

位于
5Z

的下游#但位居于
JWX5

的上游'

KMZ

是否

存在于蒲肯野细胞#尚无定论#需进一步试验证实'本实验采

用抗大鼠
KMZ

的特异性一抗#应用免疫组化
S4ME

法和免疫

荧光的方法#对合成
W4

的标志酶
KMZ

在该细胞中有无表达

进行检测'镍增强的
K4M

显色结果显示#成年大鼠小脑浦肯

野细胞对
KMZ

抗体呈阳性反应#阳性反应物主要存在于胞

质#部分细胞突起
KMZ

表达也呈阳性#

Y:16:?2B.A6

检测结果

也证实了小脑中有
KMZ

的表达'这些结果提示#浦肯野细胞

能够合成
W4

#证实了作者的猜想'免疫荧光方法的结果也证

实了这一结果的可重复性'

W4

能神经元和神经纤维在哺乳

动物体内广泛存在#其神经末梢释放的
W4

#通过与特异性的

受体结合#参与痛觉(心血管功能和自主运动功能等多种重要

生理功能的调节'作者认为#

W4

可能作为神经调质#参与小

脑浦肯野细胞信息整合的调节'同时#本实验结果进一步说明

了浦肯野细胞的化学性质及功能具有复杂性'

目前#关于
W4

合成的调控机制还不十分清楚'

V?:=.

等)

$&

*应用电泳迁移率变动分析(

KW4

酶印迹法分析以及培养

细胞
KW4

转染等方法#证实
4J3!

)

在维持
KMZ

转录的基因

水平中起到了重要作用'至于小脑浦肯野细胞中是否含有

4J3!

)

以及是否与
KMZ

表达的调控有关#至今尚未见相关的

报道'鉴于此#本实验对
4J3!

)

在浦肯野细胞内是否有表达

进行了研究#并对
4J3!

)

与
W4

合成的相互关系进行研究#以

期对
KMZ

表达调控机制进行探讨'

$#&$

重庆医学
!"$$

年
(

月第
&"

卷第
$(

期



4J3!

)

属于
4J3!

家族#该家族由
4J3!

)

(

4J3!

*

(

4J3!

,

和

4J3!

-

共
&

个关系密切(结构保守的成员组成#其分子质量在

&)

!

(!a$"

, 之间'

4J3!

家族基因产物均具有脯氨酸和谷氨

酰胺的转录激活结构域#并形成同源二聚体及
KW4

结合域的

+

9:A/]31

;

>239:A/]

,基元$

<.6/@

&#三者能与
KW4

的
VE

富含区

结合'

4J3!

可通过激活蛋白激酶
E

$

J[E

&#蛋白激酶
4

$

J[4

&和视黄酸等对基因表达进行调控)

$(

*

'研究表明#在许

多具有重要生物学功能的基因序列上都具有
4J3!

结合位点'

4J3!

家族在多种组织和器官中都有表达#对细胞的增殖(分

化(发育和肿瘤发生等方面起着极为重要的作用)

$#3$)

*

'实验

研究表明#

4J3!

对
W4

合成过程具有明显的调节作用#

KMZ

的上游启动区含有多个蛋白质结合位点)

$'

*

#其中
'

区含有高

度一致的
4J3!

基序#

4J3!

能通过单一位点调节
KMZ

启动子

的活性#从而影响
KMZ

的表达)

!"

*

'但是#如果
4J3!

结合位点

发生变异#由
4J3!

引起的
KMZ

转录作用将消失'作者在实

验中利用免疫组化和
Y:16:?2B.A6/2

D

观察到
4J3!

)

在小脑浦

肯野细胞中有表达#双标免疫组化染色也显示
4J3!

)

和
KMZ

在同一浦肯野细胞胞质中共存#提示其可能参与了浦肯野细胞

中神经递质
W4

合成的调节作用'

综上所述#

W4

在成年大鼠浦肯野细胞中的表达#表明
W4

作为经典的神经递质#可能对浦肯野细胞的化学性质和功能具

有重要的作用%而
4J3!

)

与其共存于同一浦肯野细胞中#其可

能在转录水平对
KMZ

的基因表达具有调节作用'

W4

在该细

胞阳性表达的作用和意义#以及病理状态下
W4

标志酶
KMZ

的含量有何变化#还有待进一步研究'
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