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提 要
:

目的 为了研究雌激素作用于神经系统的机制
,

研究了近年发现的雌激素 归受体免疫阳性物质在雄性大鼠脑内的分

布
。

方法 应用免疫组化 -S P 法并结合硫酸镍铰增强显色技术
、

结果 ①免疫阳性物质主要位于神经元的细胞核内
,

部分细胞的

核周质和突起内也有浅淡的着色 ;也有部分神经元仅仅胞浆呈阳性 ;②最强阳性信号见于前嗅核
、

大脑皮质
、

斜角带垂直部
、

小脑浦

肯野细胞
、

上丘各部
、

动眼神经核
、

红核
、

蓝斑
、

三叉神经运动核以及斜方体内
、

外侧核 ; 中等强度的染色见于斜角带水平部
、

终纹床

核
、

视前内侧核
、

乳头体内侧核以及黑质 ;较弱的阳性细胞见于下丘脑核团
、

未定带
、

杏仁复合体的部分核团以及脑桥网状核后部 ;

微弱的阳性信号见于隔外侧核
、

苍自球
、

嗅结节岛
、

海马
、

结论 雌激素 俘受体在成年大鼠脑组织内有广泛的分布
,

在脑组织内雌

激素可能通过 月受体这一新的信 号途径发挥多种重要的调控作用
。
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雌激素受体 ( ER )包括
。
( E R

一。
)和 俘( E R

一

俘)两

种〔’ ,?2
,

先前 的研究发现在成年大鼠脑内两种 E R 的
n识入A 的分布模式不 同川

,

敲除 E R
一。
基 因后 在下丘

脑
、

嗅球
、

终纹床核等部位检测到较高水平的 E R
一

俘
m RNA 表达川

,

提示 E R
一

俘有与 E R
一。
各有不同的生物

学功能
。

目前尚未见国内外有关 E R
一

俘蛋白在大鼠脑

内分布的详细资料
。

本研究应用硫酸镍铰增强显色的

免疫组化技术研究了成年雄性大鼠脑内 E R
一

俘的分布
,

以期为进一步阐明雌激素作用于神经系统的机制提供

新的资料
。

1 材料与方法

健康成年雄性珊astr 大鼠 (
n = 5

,

体重 2以〕一 2 30 9 )由本校

实验动物中心提供
,

腹腔注射戊 巴比妥钠麻醉后开胸
,

经主动

脉灌注 Z arr 止幻血
’ S

液固定后
,

取脑人 Z
a刀 1

1
洲〕 in

’ S
后固定过夜

,

再

浸人 30 % 的蔗糖溶液至组织块沉入瓶底
,

3D ,朋 厚连续冰冻切
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片漂于 z
a n l

l
加〕 in

’ s

液中备用
。

兔抗 E -R 俘购 自 S
a n t a C r’uz 公司

,

二

抗 (羊抗兔 )和 ;SI 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
,

硫酸镍按为上

海试剂二厂产品
,

DA B 为 is 脚
a

分装
。

免疫组化采用 导 P 法并

用硫酸镍钱增强显色 .5L
,

略加修改如下
:
切片经 3% 从 q 处理

30 m in 以封闭内源性过氧化物酶活性
,

0
.

3 % irT ot n
X- 1印0/

.

1%

牛血清白蛋 白 ( BP s 配 )37 ℃孵育 Z h 后于一抗 (工作浓度 2 闻
耐 ) 37 ℃孵育 l h 后置 4 ℃冰箱放置 72 h

,

二抗和 SP 复合物均

于 37 ℃孵育 l h
。

显色液配制
: 2

.

5% 硫酸镍钱
一

0
.

035 % DBA
-

0
.

03 % 践 q (用 o
.

l m山L 的醋酸钠溶液配制 )
。

对照试验以正

常兔血清或无一抗的 BP S 代替 E -R 俘一抗
,

其余操作同上
。

用

特异性抗 份隽P
、

优 和 CS I砚抗体显示星形胶质细胞
、

少突胶质
细胞和小胶质细胞

。

脑核团的定位参照包新 民等困 的图谱

进行
。

2 结果

与一般的 DA B/ 从 q 显色结果 (棕黄色 )不同
,

采用硫酸镍

钱增强的免疫组化显色结果为稳定的蓝黑色沉淀
。

我们的实

验结果表明 E R
一

尽免疫阳性细胞在雄性大鼠脑有着广泛 的分

布
,

阳性物质主要位于细胞核
,

但也可在胞浆和突起内检测到
。

少数细胞甚至出现细胞核阴性
、

胞浆 (突起 )为阳性的情况
。

通
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3 讨论

近年来的研究结果表明雌激素不仅作用于生殖系

统
,

也深刻影响脑内神经元的结构和功能
,

如学习记忆

和认知行为
,

但其机制尚不清楚
。

雌激素是通过其受

体即 E R 而发挥调节作用的
。

尽管两种 E R 在外显子

数目
、

D NA 结合域
、

配基结合域与结合特性等方面有

很大的相似性
,

但也有各自不同的特点
,

提示二者介导

的雌激素调节信号是有差异的琳
9〕。

我们在国内外首次对 E R
一

归蛋 白在脑组织内的定

位进行了较全面的研究
,

结果表明 ER
一

俘蛋白在脑组织

内有广泛的表达
,

阳性物质主要位于细胞核
,

但也可在

胞浆甚至突起内检测到
,

这与 iL 等 〔’。了对海马 E R
一

俘的

免疫组化研究结果基本一致
。

` 等发现 E R
一

俘蛋白也

可位于胞浆
,

但这种情况只见于海马锥体神经元 ;我们

的结果表明明显的胞浆阳性主要见于三叉神经运动

核
,

其次为动眼神经核
,

海马锥体神经元为核阳性
。

造

成这种差异 的原 因可能是抗体的来源 不一样
。

诸如

ER
一

俘一类的
“

核受体
”

在核外表达的意义 尚不清楚
,

有

人认为
,

核受体在未与其配基结合前可 以以游离形式

存在于核外
,

一旦 与配基结合则形成受体
一

配基复合

体
,

并进人细胞核
,

最终发挥对基 因转录的调控作用
。

最近 st e fa l l (〕

等二̀ ’ 1

认为 E R 甚至可以位于细胞膜上
。

研究发现 E R
一

俘在脑组织中可能起着独特的
、

与

E R
一 Q
不一样的调节作用

。

比如视上核和室旁核只表

达 E R
一

俘而不表 达 E R
一 。 ; 川ve s

等 〔” 〕用 免疫组化证实

E R
一

归分别与催产素和加压素共存 ; H r a h 〕V sz 啼等
厂” 〕用

免疫组化结合原位杂交法发现催产素与加压素神经元

内有 E R
一

俘
n讯NA 表达

。

以上结果提示 E R
一

俘介导了雌

激素对视上核和室旁核内催产素与加压素神经元的分

泌活动而 E R
一 Q
并未参与这个过程

。

嗅球
、

皮质
、

海马

主要表达 E R
一

母
n诩入 A 和 /或蛋白提示 ER

一

归可能是介导

学习记忆的功能性受体并与协调
、

平衡
、

肌肉运动
、

视

觉和季节节律有关 ;我们发现黑质
、

红核
、

动 眼神经核

与三叉神经运动核内有较高水平的 E R
一

俘蛋白表达
,

提

示 E R
一

俘可能介导了雌激素对多巴胺能神经元功能
、

骨

骼肌
、

视觉等面部感觉
、

表情等的调节
,

可能参与了对

帕金森综合症的作用
。

我们对小鼠前脑内两种 ER 的

比较研究结果表明
,

E R
一 Q
的分布相当局限

,

主要见于

与生殖有关的视前内侧核
,

而 E R
一

俘则主要见于基底前

脑等部位
,

提示 E R
一

俘可能是基底前脑内雌激素的功能

性受体 (待发表 )
。

由于基底前脑是老年性痴呆 ( A lz l〕e
-

ime r’ 5

ids
e as e ,

叨 )的主要受累脑区
,

而且雌激素替代

治疗可 以改善 DA 的痴呆症状和认知缺陷川
,

因此

ER
一

日在此过程中可能发挥了关键作用
。

目前越来越多的证据表明雌激素对神经系统的功

能有多方面的调节作用
,

雌激素替代治疗能有效地改

善神经退行性疾病如 A D 导致的学习记忆下降和认知

缺陷
,

但其机制不明
。

E R
一

尽的发现加深了我们对雌激

素信号途径的认识
,

对 E凡区以及 ER
一。

)的深人研究将

为治疗 AD 和雌激素依赖性肿瘤等奠定坚实的基础
。

(致谢
:

苏炳银博士在脑核团定位方面提供了大力协助
,

谨

深表谢忱
。

)
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