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提 要 用低浓度(0．8及0．8moUL)蔗糖祷壤为分离介质，在低离心力下制备大鼠脑突触体．以电镜观察和测定 

乳酸脱氢酶括性检测其结构的完整性，以高钾刺澈下突触体内游离C 浓度和氪基酸(A8p，GIu．Gly．Tall~GABA) 

释放量的变化判斯其生物活性．结果表明，本方法制备的突触体具有结构完整性和较强的生物恬性．奉实验建立了 

一 个快速制备突触阵的方法。 
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突触体是脑匀浆经分离而得的神经末梢组 

份。由于它具有完整神经元舶许多功能特征，而广 

泛用于生理、生化、药理与毒理学等生物医学领域 

的研究“ 在这些研究中，突触体制备是实验成功 

的先决条件．要求设备简单．操作容易，制备过程 

短：所得突触体制备纯度高、活性强。人们在科研 

实践中，从不同工作目的以及各自的不同条件出 

发，本着这个愿望，在Whittaker-~ 的经典方法 

基础上．发展建立了许多制备突触体的方法。这些 

方法虽各具优点．但尚未尽如人意。或仪器条件要 

求高．或分离时间过长，或分离试剂昂贵，或突触 

体纯度和活性不够理想。’我们根据 自己的实验条 

件．以HajOB法“ 为基础并进行改良，建立了一个 

快速、简便、有效的突触体制备方法．并对该法所 

获突触体的完整性和活性进行了检验。 

1 实验材料 

1．1 动糟 Wistar大鼠，雄性，200-250g，本校实验动物 

中心提供． 

1,2 仪器 冷冻离心机(日本)，KUBOTA KR一20000T； 

可见紫外分光光度计(日本)，岛津uV一260；玻璃匀浆器． 

Wa~rs484紫外可见检测器，810邑谱工作站 PIcL0． 

一 TAG衍 生 工作 台．荧光 分光光 廑计 (日本)．岛津 

RF一640． 

1．3 试剂 Quin-2AM，Aldrich chem Co．产晶 igto- 

nin．Sigma)~品．其余试荆为市售分析纯．培养i直(人工脑 

·男，1958—12fl~生，主管药师(现在自贡市三医院工作) 

脊液)组成(mmol／L)：NsCI 182，KCI 5，NaH，PO． 

1．2．MgC1I1 2，C stC1 z1．2 葡萄糖1 0．0．Tri 8 

20
．
umo1．pH7．40． 

2 方法 

2．1 突触体制备 

取Wistar大鼠，断头，迅速取出整个大脑．尽 

可能除去自质，必要时用预冷的0．3mol／L蔗糖溶 

液冲洗。按每克脑组织加0．3mol／L蔗糖溶液10ml 

于玻璃匀浆器中上下磨十二次．用力均匀．制成匀 

浆．匀浆在1500g离 C,lO~钟，上清液在9ooog离心 

20分钟．沉淀即为粗突触体组份(P龃 份)。 

Pj组份沉淀用2．5ml 0．3mol／L蔗糖溶液悬 

浮，滴加在10ml 0．8mol／L蔗搪溶液液面上．在 

9000g离心25分钟。弃去0．3tool／L蔗糖溶液相及0． 

3与0．8mol／L蔗糖溶液界面带，吸取0．8mol／L蔗 

糖溶液相。在不少于5分钟时间内．绥鬟滴加等体 

积的预拎培养液，在20000g离心10分钟．沉淀即为 

突触体。用考马斯亮蓝法 测定突触体蛋白浓度， 

并调至10rag蛋白／ml。冰浴1O～l鼢 钟待用。 

整个制备过程应在0～t。C进行． 

2．2 突触体完整性研究 

2．2．1 电镜观察 

冰浴待用的突触体用培养液稀释为ling蛋白 

／m1．取300／zl在9000g离,bl0分钟．倾弃上清液。沉 

淀用4 戊二醛前固定．用1％四氧化锇后固定，常 

规电镜样品包埋和超薄切片，醋酸双氧铀和枸橼 

酸铅染色，H一600透射电镜观察。 
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a (×30O) 
田 突麓体电镜魂察 

2．2．2 乳酸脱氢酶活性测定 

突触体悬液(1ing蛋白／m1)在37 C温育BO分 

钟。温育前、后取悬液各两份，一份作为静息突触 

体制备；一份加^50mmol／L KC1．作为去极突触 

体制备。分别取悬液10#1，加Triton×一100 

(5 v／v)10#l；另取悬液在9000g离,010分钟后的 

上清液10#1；加双蒸水10#1．用比色法“ 测定乳酸 

脱氢酶活性(以单位／rag蛋白表示)． 

2．3 突触体活性测定 

突触体活性以不同条件下突触体内钙浓度 

变化及氨基酸释放量变化为指标．突触体内钙浓 

度i：~Quirt一2AM为指示剂，按Ashely法 进行测 

定。氨基酸测定步骤为：取在37。C温育B盼 钟的突 

触体悬液(img~白／n11)两份．一份作静息．一份加 

^50mmol／L KC1．悬液分别在9000g通过硅油层 

离心l盼 钟“ ．取上清液按文献 方法铡定As． 

P．Glu．G ，Tau和GABA． 

3 结果 

· 192一 

b (×5OOO) 

电镜观察结果见图．结果表明．本实验所获突 

触体具有膜包围的连续椭园形结构．其中可见线 

粒体和小泡，有时可见带有突触后膜，具有突触体 

的典型结构特征 ．图a还表明，突触体含量也较 

高。但由于标本固定及切片制作过程中的损伤，部 

分突触体出现空泡。 

乳酸脱氢酶活性测定结果见表1。在各种条件 

下，悬液中总的乳酸脱氢酶活性与上清液中活性 

维持在约4：1不变． 

寰1不同条件下突苗休内外乳酸脱氢舞活性比较弹位／mg蛋白，j 砷 

n：样车敦rF同} 上清瘫与蠹瘫比较P(n肥  

突触体内C 测定结果 (i土s)，静息与 

50retool／L KC1刺激下分别为155-2±90．3(n=12) 
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与静息比较 ：P<O05．’’ <O 01 

和443，O土123．0(n=10)nmol／L。高钾刺激引起内 

Ca”显著增高(P<O oi)。 

突触体氨基酸释放量测定结果见表2。 

4 讨论 

乳酸脱氧酶存在于胞液中，处于封闭状态。当 

突触体受到损伤，膜的完整性有破坏时，乳酸脱氢 

酶向外泄漏。在本实验各条件下，突触体悬液中乳 

酸脱氢酶活性远远高于上清液中活性，且维持在 
一

定的比例不变，提示本实验制备的突触体形态 

上是完整的，具有膜结构的连续性。在高钾刺激 

下，突触内游离钙浓度和Asp、Glu两种氨基酸释 

放量均比静息状态显著增加，其余三种氨基酸 

Gly，Tau和GABA释放量也呈增加趁势(无显著 

性)。这些结果表明，突触体对外K 浓度的变化可 

产生如同生活神经元一样的反应，提示本实验所 

获突触体具有较强的代谢活性。综上所述，本实验 

突触体制备方法是成功的。 

本实验制备突触体与Hajos法相似，只用了0． 

3和O．8mol／L两种较低浓度的蔗糖溶液，但以培养 

液(人工脑脊液)代替H ajOS法中用双蒸水调高浓 

度(O．8mol／L)的突触体悬液至等渗。因而，减少了 

高浓度蔗糖溶液对突触体的损伤作用，使最后得 

到的突触体活性较强，纯度也较高。同时使突触体 

制备时间大大缩短，在1．5--2th时内即可完成。而 

Whittaker法 需4--5小时。虽然其它一些改良方 

法如Fic0n／Sucr08e梯度离心法也有缩短时间、 

避免高浓度介质损伤等优点，但这些方法操作复 

杂，设备条件要求高(如离心力大)，且试剂昂贵。 

所用试剂如Ficoll还可能粘附于生物膜，对研究 

不利a本法所用离心力较低，降低了对设备的要 

求，减少了对设备的损耗。本法可获得较高的蛋白 

产量 ，每克新鲜脑组织可得到突触 体蛋 白 

8-- 1ling· 

本实验提供了一个简单、快速而实用的突触 

体制备方法。 
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Preparation of synaptosomes from rat brain and studies of their 

morphology and activity 

Xu Shuyuan，et al 

Department of Pharmacology，The college of basic medical sciences 

KEY W ORDS Synaptosomes；Calcium~kmino acids． 
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