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卵巢切除对小鼠基底前脑内雌激素 β 受体表达的影响
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　　提　要:目的　研究卵巢雌激素对小鼠基底前脑内雌激素 β 受体(ER-β)表达的影响 , 探讨雌激素作用于基底前脑的

机制。方法　以切除卵巢的小鼠为模型 ,采用硫酸镍铵增强显色的免疫组化 SP 法检测基底前脑内 ER-β 表达的变化。 结

果　卵巢切除使小鼠基底前脑内 ER-β 表达降低 , 第 3 天降到最低水平 , 然后逐渐恢复 , 第 20 天后基本上达到正常水平。

结论　卵巢雌激素使小鼠基底前脑内 ER-β 表达表达呈时间依赖性改变 , 并可能通过 ER-β 这一新的受体途径发挥对该部

位神经结构与功能的调控。
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Effects of ovariectomy on the expression of estrogen receptor beta immunoreactivity in

the basal forebrain of adult female mice
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　　Abstract:Objective　To study the effect of ovarian estrogen on the expression of estrogen receptor beta(ER-

beta)of the basal forebrain of mice.Methods　Ovariectomized(OVX)micewere used as animal model , and nickel

ammonium sulfate intensified immunohistochemical SP technique was used to detect the changes of ER-beta expression

in the basal forebrain.Results　The expression of ER-beta in the basal forebrain of mice decreased dramatically , af-

ter OVX decreased to the lowest levels at 3 d after OVX , increased gradually , and recovered to normal level 20 d lat-

er.Conclusion　Ovarain estrogen can regulate the expression of ER-β of the murine basal forebrain , indicating that

estrogen , via ER-β , can regulate the nerous structure and function of the basal forebrain , which may be the mecha-

nism of estrogen replacement therapy on Alzheimer′s brain.
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　　基底前脑包括了隔内侧核(Medial septum , MS)、斜

角带垂直部(Vertical limb of diagonal band , VDB)和斜角

带水平部(Horizontal limb of diagonal band , HDB)等部

位 ,是脑内雌激素的重要靶区 ,与老年性痴呆(Alzhei-

mer disease , AD)有重要的联系 ,是 AD的主要受累脑

区。雌激素 β受体(ER-β)是 1996年克隆出来的一种

新的雌激素受体
[ 1]
,和“经典的”雌激素受体即雌激素

α受体(ER-α)相比 , ER-β 对雌二醇的亲和力较 ER-α

低 , 提示很可能在循环雌激素水平升高时 ER-β才能

被激活
[ 2 , 3]
。我们先前的实验显示小鼠基底前脑几乎

不表达 ER-α,但 ER-β的表达很高 ,提示 ER-β 可能是

基底前脑内雌激素的功能性受体。本研究以卵巢切除
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(Ovariectomy , OVX)小鼠为雌激素缺乏模型 ,采用免疫

细胞化学技术研究了 OVX对小鼠基底前脑内 ER-β表

达的影响 ,以期为阐明雌激素作用于基底前脑的机制

以及为将来研制有效治疗 AD等神经退行性疾病的药

物提供新的思路 。

1　材料与方法

　　3 月龄雌性昆明小鼠 35 只 , 共分为 7 组(每组 5 只), 由本

校实验动物中心提供。经 1%戊巴比妥钠麻醉后暴露腹腔 , 切

除双侧卵巢 ,制备雌激素缺乏的动物模型。对照假手术组为只

暴露腹腔而不进行卵巢切除。 腹部缝合后继续于常规条件下

饲养 ,术后第 1、3、5 、10、15、20 天 , 腹腔注射戊巴比妥钠麻醉后

开胸 ,经主动脉灌注 Zamboni液固定后 , 取前脑入 Zamboni液后

固定过夜 ,再浸入含 30%蔗糖的溶液至组织块沉底 , 30μm 厚连

续冰冻切片漂于 Zamboni液中备用。

　　兔抗 ER-β(sc-8974)购自 Santa Cruz 公司 , 二抗(羊抗兔)和

S-P复合物(辣根酶标记链亲和素)分别购自博士德生物工程有

限公司和中山生物技术有限公司 ,硫酸镍铵为上海试剂二厂产
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品 , DAB为 Sigma分装。免疫组化采用硫酸镍铵增强显色法进

行[ 4] 。切片经 3%H2O2处理 30 min以封闭内源性过氧化物酶活

性 ,0.4%Triton X-100 0.1%牛血清白蛋白(PBS 配)37 ℃孵育

1 h 后于一抗(工作浓度2μg ml)37 ℃孵育 1 h ,再于 4 ℃冰箱放

置24 h , 二抗和 S-P 复合物均于室温孵育 1 h。显色液配制:

2.5%硫酸镍铵 , 0.035%DAB , 0.03%H2O2。对照实验以正常兔

血清或无一抗的 PBS 代替 ER-β 一抗 , 其余操作同上。

2　结果

　　采用硫酸镍铵增强的免疫组化显色结果为蓝黑色而不是

棕黄色。应用该方法 ,我们发现在小鼠基底前脑 , ER-β 免疫阳

性物质物位于细胞核内 , 呈清晰的蓝黑色点状沉淀 , 但染色深

浅不一 ,可能为不同种类的细胞。通过相邻或相近切片显示胶

质细胞的结果表明 , 小鼠基底前脑内的 ER-β 免疫阳性细胞为

神经元而非神经胶质细胞。在假手术组(对照组)雌性小鼠 , 基

底前脑各部位都有较高水平的 ER-β 蛋白表达 ,见图 1。OVX 导

致基底前脑内 ER-β 蛋白表达降低 , 第 3 天降至最低水平 ,随后

表达增加 , 20 d 后恢复到正常水平。

　　OVX 1 d:MS 和 HDB 内的表达减弱 , 其余各部无显著变化。

　　OVX 3 d:各部位 ER-β 表达显著降低 , HDB 和 VDB 只有零

星的表达 ,见图 2 ,图 3 ,MS 内基本上未见阳性细胞。

　　OVX 5 d:VDB 和 HDB 内表达有所增加。但 MS 内仍然未

见阳性细胞。

　　OVX 10 d:MS 内出现少量阳性细胞 , VDB 背侧有较多阳性

细胞 ,但 VDB 腹侧较少;HDB内的阳性细胞也较 OVX5 d 增多。

　　OVX 15 d:HDB内的阳性细胞进一步增多 , 基本上达到正常

水平 , VDB 和MS 内的阳性细胞数目也接近正常水平 ,见图 4。

　　OVX 20 d:各部位基本恢复对照组水平。

图 1　对照假手术组小鼠基底前脑斜角带垂直部内的 ER-β 免疫阳性细胞数量很多 ,免疫阳性物质位于

细胞核 ,但染色深浅不一　(S-P×100)

Fig 1　Many ER-β immunopositive neurons detected in VDB localized in the nuclei in control group　(S-P×100)

图 2　OVX 3 d ,小鼠基底前脑斜角带垂直部内 ER-β 免疫阳性细胞数目较对照组显著减少　(S-P×100)

Fig 2　ER-β immunopositive cell in VDB decreased dramatically 3 d after OVX　(S-P×100)

图 3　OVX 3 d ,小鼠 HDB内的 ER-β 免疫阳性细胞数目较正常明显减少。硫酸镍铵增强显色的免疫组化 SP法　(S-P×100)

Fig 3　ER-β immunopositive of HDB decreased dramatically 3 d after OVX　(S-P×100)

图 4　OVX 15 d , HDB内的 ER-β 免疫阳性细胞数目基本达到正常水平　(S-P×200)

Fig 4　Experimental group ER-β immunopositive cells of HDB recovered to control level 15 d after OVX　　(S-P×200)

3　讨论

　　对女性来说 ,绝经即卵巢功能的丧失 ,意味着生殖

功能的终止以及雌激素水平显著的 、永久性的降低。

由于雌激素对成年脑组织是一种重要的营养 、保护因

子
[ 5 ,6]
,绝经后的低雌激素水平使得女性更容易受到脑

261第 3期　　　　　　　　　　张吉强 , 等.卵巢切除对小鼠基底前脑内雌激素 β 受体表达的影响　　　　　　　　　　　　



损伤以及神经退行性变引起的认知和功能缺陷等的影

响。离体和在体的实验证据表明 ,雌激素对中风 、AD

以及其它神经退行性疾病都具有保护作用 ,生理或药

理剂量的雌激素能减轻脑损伤的程度以及减少脑内细

胞的死亡
[ 7 ～ 9]

。因此 ,研究雌激素的神经保护作用的

机制具有十分重要的意义 。

　　基底前脑是雌激素和神经生长因子(NGF 、BDNF

等)的重要靶区 ,含有大量的胆碱脑神经元 ,与 AD 、学

习记忆和认知等有着密切的联系。雌激素替代可以预

防或治疗 AD患者基底前脑出现的胆碱能神经元丢

失 、神经纤维缠结 、β-淀粉样蛋白沉积 、学习记忆下降

和认知缺陷等症状 ,还能调节基底前脑内NGF 、BDNF

和 或其受体以及乙酰胆碱酯酶 、胆碱乙酰转移酶

(ChAT)等的表达 ,但其机制尚不清楚
[ 10]
。目前对基底

前脑内有关雌激素受体的研究报道不多 , Shughrue

等
[ 11]
发现大鼠基底前脑 ER-β mRNA 表达高于 ER-

αmRNA;Blurton-Jones报道在非人类灵长类基底前脑 ,

只有少数散在的 ER-α免疫阳性神经元
[ 12]
,Wang 等

[ 13]

注意到敲除 ER-β基因的小鼠老年后基底前脑神经元

丢失 ,我们也发现雌性小鼠基底前脑 ER-β蛋白的表达

较高而几乎没有 ER-α的表达(待发表),以上结果提示

ER-β可能是基底前脑内雌激素的功能性受体 , 介导了

雌激素对基底前脑神经元及AD等的调节作用 。

　　应用经典的雌激素缺乏模型即卵巢切除模型 ,我

们研究了OVX后小鼠基底前脑内 ER-β蛋白表达的表

化 ,发现 ER-β的表达于 OVX后 3 d后降至最低水平 ,

然后逐渐恢复 ,到第 20天时达到对照水平。以上结果

表明雌激素对基底前脑内 ER-β的表达有着显著的影

响。我们还发现 OVX后基底前脑内 ChAT 、神经元型

一氧化氮合酶(NOS1)和低亲和力神经生长因子受体

p75的表达均显著下降 ,于第 5天左右降到最低水平 ,

然后逐渐恢复 ,这与 ER-β表达变化的基本一致;应用

免疫组化双重标记技术 ,我们还发现在基底前脑 ,ER-β

分别与 ChAT 、NOS1和 p75共存于部分神经元内(待发

表工作)。由于基底前脑内 ER-α的表达微弱或缺如 ,

因此以上结果表明 ER-β 可能直接介导了对 ChAT 、

NOS1和 p75表达的调节 、进而直接调节基底前脑神经

元的结构与功能。至于 OVX后 ER-β等的表达先降低

然后逐渐恢复正常 ,可能由于小鼠的自身代偿能力比

较强 、反馈调节致芳香化酶(雌激素合成酶)和 或 ER-β

的表达升高所致 ,因为小鼠体内(包括卵巢 、皮肤 、脑局

部等)的芳香化酶表达较高
[ 14]
,因此 OVX 并不能完全

剥夺小鼠体内的雌激素 ,相反有可能经由反馈调节途

径 、促进芳香化酶的表达从而恢复循环雌激素水平 ,也

有可能 ER-β 本身也能代偿性表达增强从而恢复到

OVX前水平。在老年动物以及女性 ,随着衰老和绝经

伴随的循环雌激素水平的降低是一个不可逆的过程 ,

我们在另外的研究中发现老年大鼠和小鼠基底前脑内

ER-β的表达较成年显著降低(待发表),同样表明低水

平的雌激素导致的低水平 ER-β 对 ChAT(胆碱能系

统)、NOS1(NO能系统)和 p75(神经生长因子系统)等

的调节可能因此而减弱 ,最终导致基底前脑神经结构

与功能的易伤性 ,这可能是导致 AD发病的主要原因

之一 。
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