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实验性肝性脑病小鼠GABA受体分析 

生化教研宣
．
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提 要 作者用自己建立的只需一只小 鼠即可作 GABA受体分析的方 法 (NSB，TB SB 

CV<10嘶 )，进行了肝件脑病 (HE)小鼠大脑 HGABA受体分 析。此 外 ．测定了HE时GABA 

调节蛋内的变化。结果表明HE组虽有T riron处理的突触膜上低亲和力 GABA受体消失．但起作 

J田的GA BA受体位 一 不变。同时．新鲜 处理突触膜上GABA受体亲和力增加 提示GABA突触 

传递话性增强。HE小鼠突触膜上结合的GABA调节蛋白含量减步．抑制擂性降低。它可能是HE 

小显GABA受体 亲和力增加的原因之一 

关键词 竖生堕痘：鱼皇 垒量隹；g皇 E苴置自 
中圈分类号 Q5 91．2 

自1 982年Sehafer： 提出HE的GABA 

假说以来 ，有不 少实验就HE时脑内，％GAB 

A来源、代谢 ，浓度变化及m脑屏障通透性等 

方面说明该假说的可能性。但这些都不能直 

接反映脑 GABA 突触传递情况 为此，分 

析HE时 GABA 受 体 的 变 化，从 而推测 

aABA 突 触传递状况显得尤为重要 巳报 

道HE家兔 ， ， 和大 鼠 。， 有 GABA受 

体的变化。然而这两种动物模型的结果不尽 

相同 ，如果 GABA介寻的神经抑制与HE发 

病有关，GABA 受 体变化理 应在多种动物 

身上重复 与接证。GABA突触传递不仅 与突 

触膜上GABA 受体的密度和亲和力有关，也 

受GABA调节蛋白的影响。关于 GABA调 

节蛋白在GABA神经 传递性疾病尤其是HE 

发病中是否起作用来见 报 道。本文首次以D一 

氨基半乳糖复制小 鼠lIE模型研究GABA受 

体变化，并对HE时突触膜对GABA调节蛋 

自的反应性 及 与突触膜结台 的 GABA 调 

节蛋自含量怍了初步探讨 。 

材料和方法 

1． 材料 

(1) f 4-sH卜GABA。 中科院原子按研究 

所产品，比放射性 35ei／too1．放射性化学纯度大于 

9O嘶 

(2) D一氨基半乳 糖。 本组从猪硫酸软骨素 

制备 。注射液为20师的生理盐水溶液 pH7．2。 

(3) 0．05mol／L．pH7．1的 Tris-柠檬酸缓 

冲浚 (缓冲液 I)。 

(4) 0．05mol／L pH7．1．含0．01嘶Triton 

X100的Tris一柠檬酸缓冲液 (缓肆液I) 

(5) 闪烁液。蔡 】00g．2．5-二苯曝 唑6g， 

． 4一双[5一苯基嚼 唑一2卜苯0．3g溶于1000m1~氧 

卉环中。 

2． 1方法 

(1) 动物处理 C一57雄性 小鼠 (18~23g体 

重)随机分为正常组稆 HE组。HE模型由腹腔注射 

D一氢基半导 糖 (6mg／g体重J造成。多数小鼠于给 

药后 16~ 38h出现昏迷，表现为嗜睡．尿黄．后肢 

瘫 单方问旋转．抽搐和扶正反射捎失等。 

(2) 突 触 膜 制 备 参 照 Enna 1975192． 
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1977“。 年提出的方特 小 鼠断头后迅速取出牟脑 ， 

在冰冷条件下盔生理盐7 洗法后称晕 ．加 0．32mo! 

，L蔗糖溶液 ；1；制成匀浆。先于1，000g离心10rain 

取上清液再于20．O00g离 ~20min．沉淀 中加八萤蒸 

农 f约4m1／小嗣)． MSE超声 破 碎器 f握辐12 

p．m；30s)粉碎沉淀。8．000g离,~20min．收集上清 

液和上层搜黄色沉淀，3fl，O00g离 L,20mirt，所得沉 

淀为新鲜突触膜 (膜A)。向膜中加八缓冲液 I(0．5 

ml 、鼠) 匀浆器分j 沉淀后嗣同种缓冲液准确稀 

释到ling强白质／ml，立即用于受体分析。 

将膜A贮存于一3 ℃，aeh后室温融冻．加八缓 

冲液 I f约4ml／小 )。37℃保温 30mln后36，000g 

离心 20mln，沉 淀用缓冲液 I洗涤后 36 O00g离心 

．
0mi

,
~o将 沉 淀蓐复一次上进缓冲液处理及洗涤过 

程，所得沉淀为处理突触膜 (膜B) 拄膜A相同方 

法准确稀释至1如g蛋 白质／m1，用 于 受 体 分 析和 

GABA调节蛋白 l定 可一30℃贮存。 

(3) GABA调节蛋白翩备 按】mg膜A加入 

．0m1 f总体积)缓冲 I，0℃15min后 于3f1．O00g 

离心20min，上清液即为GABA调节蛋白提取液(膜 

A提取液)[il 3 膜B提取操作同上。 

(4) GABA受体测定 孤0定在缓冲液 I中进 

行，总体积200Dl，膜蛋白501zg，3H—GABA~  

为II．28～ 225．5nmol／L(g个点)，4℃保温5min舌 

3B，0ff0g离 心 10min，用冰挎重蒸水洗潦沉淀两次 

(4m1X2)．转移 (50~1X2)至闪烁瓶内．加甲酸 

(85和) H2O2(30西)各 5 1．85℃放置2h，冷却 

后~H5ml闲烁液并于暗处过夜。 Beckm en L$ioo 

e渍闪仪{}数，平均计数效率为 35咖。其中加有lm 

mol／L GABA管为非特异性结合营(NSB)，双管 

重复．不加者为总结合营(TB，三管重复)，二者之 

差为特异性结合 (SB)。数据按Scatchard分析求 

出受体密度 fB⋯ )和平衡解离常数 fKD)。 

(5) GAB_&~I节蛋白测定。3H-GABA~度 

为 20．】Snmol／L．膜A提取液30 1，其他同受体测 

定 将正常或HE组膜A提取澈加入芷常膜B中， 

每m1提取液中GABA调节蛋白的单位 (U／m1 能 

抑翩30咖sH—GABA结合的调节蛋白的量定为一个 

单位ri1 )定量地表~,GABA调节蛋白的抑制活性． 

分别在二蛆动物的膜B中加入同一来 源 的正常组睫 

A提取泞． I和 g蛋 白质定量地表示突触膜对 

GABA调节蛋白的反应性。 

垂 液s 川 。咖 
无提取液SB ⋯ ⋯  

I和 g蛋白质霉36 _楗取磺 蓄茸赢夏( g)～ 

(6) 器自质 浓 度 测 定 采 用 考 马斯 亮兰 

法“钉。 

(7) 统计学处理 t检验。 

结果和讨论 

1． 方法学 H—OABA 计 数 回收率 

平均为104．9％，GABA受体测定重复性良 

好，CV啊均小于10％，见表1及2。 

表1 H-GABA计数回收率 

标准管‘ 测定管“ 回收隼(和) 

5 io 

dpm(i±5D) 359．046±20，768 376，489士18t326 

CV(嘶) 5．8 1．9 

‘5O I(4B，12~mol／L)aH—GABA直接计 
¨ 50 l(46，ignmol／1 )3H—GABA加膜B50 g消化后计数 

表2 GABA受体测定重复性 

1o 

104．9±5．1 

4．9 

N SB 

一 一 一 一

一 一 ～ 一 ～ ～  

n 10 

dpm(~±SD) 4，127±158 

CVf和) 3．8 

‘啊一GABA浓度为20，16nmol／L 

个B 

10 

12，416±599 

4 8 

SB 

10 

8．289+599 

7．2 
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表3显示膜蛋白浓 度低，SB／NSB及SB 

／TB比率大，所 膜蛋 白浓度不宜过高。此 

外，SB／'NSB及SB／TB比率随。H—GA BA 

浓度聃高 而 下 降，正 如 Enna 提量的在 

Sca'~chard分析雌，高浓度 。H—GABA的 

表3 影响SB／TB器SB／NSB的因素 

aH--GA／3A 髌蛋白 总体积 sB旧 B sBf SB 

(I1EaO1／L) ( 《／ 1) (％) 

22 88 200／0．5 

22
．8B 7s／0．5 

11 28 50／0．2 

22．55 5o／o．2 

45
．1】 50／0 2 

邬．21 5o／o．￡ 

】80
．  2 50／0．2 

225
．53 5O／0．2 

数据不太可靠 

35 5 

42
．
5 

65 7 

61
．
4 

52
．
5 

38
．
8 

3o
．
5 

27 5 

o 54 

0．73 

1 g3 

] 58 

1．10 

0 63 

0．44 

0 38 

据报道最高密度的 H—GABA~体结合 

在腩的粗赛触部 分，SB／NSB为 o 66左右 

(比放射性 ]oCi／mmol；o．8一1．2mg膜蛋 

在GABA受体常规分析中．SB／TB为4O一 

5O％ 。当SB／TB小于20％时则要求 良好 

的精确度和重复性。其他条件固定时，比率 

主要取 决于 艇制 和 膀 区域【l 。作者 参照 

Toffano 1建 立的较低膜蛋白浓度的。H— 

GABA受体1蜊定法，隙较高浓度 点外，SB 

／TB及 8B／NSB均达分析要求。经重 复性 

和回收率检验，改进后的方法是一种稳定而 

目灵敏的方法 。只需单只，J、鼠即可作Scatc— 

bard分析，而同样实验根据报道常用3—4只 

大鼠。这就从方法学上克服丁需用较大动 物 

和多个动}《' 大腩合为～个样品的弱点。 

2． 6ABh受体分析 正常小鼠膜A上 

只检出一种GABA受体，膜B上有高、低亲和 

力两种GABA受体。HE& 鼠膜A上aABA 

受体索和力增加(p<0．O】．，受体密度与正常 

组无差异(P>0．O5)；膜B上低亲和力GABA 

受体消失，留下的GABA受体亲和力增加(p< 

o
． 01)，受体密度低于正常组高亲和力受体(p< 

0
． 0])、见表J，图1及2 据文献报道正常小鼠膜B 

白／Z．oml； H-GABA浓度为}；2nmol／L ， 上是有两种 GABA受体 ，正常大鼠膜A和膜 

表4 GABA受体$catchard分析结果 

嫫 动物俎 KD
．

” ]3
m ax~“ KD “ Bma 

A 正常(n=6) 106_4-4 9±1． 一 ～ 

HE(r一6) 8]±4 ]．7±0．4 一 ～ 

R 正 常(n=7) 】46±25 7．7_4-1．2 45±5 {．3_4-】．0 

HE(n=6) 一 一 28±6 1．6±0．5 
‘ ～  。

雪 蕊～“一Ni?ol／L；、*‘ t{ 西 璐 酋面 ⋯ ⋯ ⋯⋯ ‘ ⋯ ⋯一⋯  

B的材料 -L rl 1I， ” 均与表4的结果一致。 

在制备突触膜过 中处理愈少，条件愈 

涵和， 获得的胰制剂愈接近体 内状态。膜A 

来经泳冻 、冻 融、Triton—X 00处理和缓 

冲液洗涤，理也更接近体内突触膜状态。把腔 

A的 GABA 受体设想为开放性的起作用的 

位 点 HE时虽有膜B上低亲和力受体消失， 

但膜A上可捡出的 GABA 受体密度与正常 

组膜A无差异，即起作用的 GABA 受体位 

点不 变，同 时 伴 有 HE小鼠随A,n膜B上 

GABA受体亲和力增加 。受体密度和／或亲 

和力 增加都将使机体对该受体相应配基的敏 

感性增加。}IEd~鼠GABA受体的变化提示 

对 GABA 介 导的神经抑制作用的敏感性增 

强。用澈活GABA递质系统的 药物 ，”’引 

起的昏迷，其视觉 诱发电位 (VEP)的波型 

与D一氧基半乳糖所致的昏迷动物及临床HE 

病人的相 同。GABA 受 体拮抗剂荷包牡丹 

碱能缓解HE家兔的神经状态和纠正VEP。 

苯二氮革类受体拮抗剂 R 1 5-1 788用于临床 

HE病人同 样 获得‘缓解“ ，”，“!。 这些都是 

HE与GABA神经传递 增 强 有 关的重要佐 

· 3 ‘ 
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g-- t一 ‘ 正 组 

SB(~H·GABA pmo1×1O ) 

图1 膜A Scatcha rd作 图 

SB(3H—GABA pmol×lO-|) 

图2 膜B Scatehand作图 

证。加 之 ，尿毒定 和低血糖昏迷 动物及 

非肝源性死亡病人 ”，“ 均没有GABA受体 

变化．可见HE动物 GABA受体变化是肯定 

的而且是特异的。但不同种类动物，不同的 

实验手段所得的 OABA受体变化是有差异 

的。重要的是除了已有报道的家兔和大鼠外 ， 

本文首次添加了小鼠的材科，使之更具有普 

遍意义。 

HE时GABA受体变化的机理不清，一 

种可能是神经膜的改变，由于肝昏迷家兔突 

触膜脂／蛋白 质 率 增加 和 向温性过渡 

(thermotropic Lransition) 性 质 改 

变 所 致。第二种可能是类似肽类激素受体 

系统对递质浓度表现 的 上 或 下调节，脑内 

GABA含量升高将导致GABA受体密度 降 

低 ，但也有相反 的报道 。关键是脑内 

GABA含 量不能代表突 触 间 隙 GABA滚 

度，也就很难弄 清 GABA 受体变化 与其递 

质浓度间的关 系。 

3． GABAi调节蛋白 大 鼠实 验 表 

明 ”膜A提取蔽 中存 有一种内源性aABA 

受体结合抑制剂，即GABA调节蛋白 (该提 

取液申GABA浓度小于 lnmol／L，对 H— 

GABA与受体结台无任何干扰)。这种内源 

性抑制活性 与所加入提取 液 的 量 成正比关 

系，膜B提取液中无此种抑制活性。我们用 

小鼠实验证实了上述结果，见图3。GABA 

调节蛋白通过改变突触膜上 GABA 受体的 

亲和力与密度影~GABA突触传递．实验证 

明 ⋯向膜B中加入纯化的OABA调节蛋白， 

当加入量少于一定量时，膜B上两种 OABA 

受体无任何变化。当加入量超过这一定量时， 

只能检出一种GABA受体 ，并随加入量的增 

加，GABA受体亲和力与密度进一 步减少． 

3H-GABA／~自质 

(pmol／rag)J_ l- -+正骘麟幂攫取蔽 

】5o 3oo 45 

膜提取液／反应总体积(ul／m1) 

图3 膜A上存有GABA调节蛋白 

HE小鼠突触膜B对aABA调节蛋白的反应 

性无变化 (见 表5)，但 突触膜A上结合的 
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表5 突触膜对GABA调节蛋白的反应性 

旗B 

I嘶 g蛋 白埋“ 

HE组 

11 

26
． 4±2．4 

正常组 

11 

24
． 2±4．7 

。实验条件觅材料和方法 “ 2_-1-SD 

膜A提取液 

表6 GABA调节蛋 白含量与抑制活性 

蛋白质( g／m 1)“ 

抑制福健(U／m1)“ 

。实验条件见材料和方法； ¨ 置+SD 

HE组 

lI 

51
． 0± 9．9 

57．2±11．6 

GABA 调 节蛋自含量减少，抑制活性降低 

l见 表61，这可能导致HE：b鼠aAAB受体 

亲和力增加 ，为HE时受体变化的机理提供 

了第三种可能性。 

本文首次 报道 了HE小 鼠可 检 出的 

GABA 受 体亲翻力增加，起作用的受体位 

点数不变，椎涣9有 GABA 介导的神经抑制 

作用加强，为HE的GABA假说的普通性意 

义提供了实验依据；提出HE小鼠突触膜上 

结合的 GABA 调节蛋白含量减少，抑制活 

性降低可能是HE小~GABA受体亲和力增 

加的一个原因。这是很有意义的线索，有必 

要对 GABA 调节蛋白的含量、分布、在正 

常及HE条件下的作用进行深入的研究。 
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THE CHANGES OF GABA RECEPTO~’S IN M ICE 

W l TH EXP ERIMENTAL HEPATIC ENCEPHALOPATHY 

Irang H ui et al 

Dept
．

-of Biochem istry 

The GABA hypothesis of hepatic enc。ph矗l。 拍y (H．E)Was supported by ma~ly 

roperts with regard to its content，metabolism，permeabillty against brood brain 

barrier，etc
．

But the experimental data w hich reflect the changes of GK BA r eceP— 

Ptors in H ．E ． were 1imitted only to rabbits and rats． 

We established a method with a sme．1l ccr．centratlon of mealbraac pratein(50ug／ 

0．2m1)for the analysis of GABA r~ccptors w ith satisfactory results(NSB， TB， 

SB：CV<10g0；SB／TB{66—8O％ Bt the concentrations of H—GABA 11．28-225．5 pmo— 

le／L)．The synapt~c membrenc prepe．rvd from the brain of a simgle mous6 as surf· 

iclent for p．n expcrim e；~t． 1bus
，
avoiding the pooling of brain (~xtraots from sereral 

m J ce 

0ur results showed for the first timc that mice with H ．E were associated w ith 

a loss of low—affinity receptOrS in Triton treated synaptic m embrane． but the den· 

sities of the act1ve biflding sites w cre not changed。The increase of the affinities of 

GK BA recep￡0rs in fresh and T riton treated synaptic membrane suggests the in- 

crease Of GABA synapflc transmissional activity in mice with H．E．Bo n the am— 

oun of protein extracted from the fresh membrane and its inhibitory activities as 

GABA-modulin of mice with H ．E．were significantly lower than those of the cont· 

rol(p~0．01)．These may explain partly for the~ncreaSe of the affinities of GABA 

f eceptors in m ice with H ．E 

KEY W ORDS H epatic Eneephalope thy； GABA Receptor； GABA Modulin 
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