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GABAA受体在爪蟾卵母细胞的表达
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　　提　要:目的　将鼠源γ-氨基丁酸A型(GABAA)受体表达于爪蟾卵母细胞膜上并行功能测定。方法　微量注射仪将纯化的大

鼠脑mRNA注入准备好的爪蟾卵母细胞内并于 19℃温浴 48 h 以上使其表达;使用常规双电极电压钳记录卵母细胞表达的受体特
性。结果　爪蟾卵母细胞注射大鼠脑 mRNA 48 h后有 GABAA受体的表达 , 此受体具有天然 GABAA受体的氯通道特性。结论　爪

蟾卵母细胞具有表达外源 GABAA 受体的特性 ,是研究 GABAA受体生理和药理功能的一种重要工具。
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　　Abstract:Objective　To express GABAA receptors in Xenopus oocytes.Methods　mRNA was isolated from brain of neonatal rat and injected

into prepared Xenopus oocytes.Voltageclamp was used to measure electrophysiological character of GABAA receptors expressed in oocytes.Results

GABAA receptors were expressed in Xenopus oocytes 48 h after injection at 19℃ and the Cl- channel character was similar to those of native' s re-

ceptors.Conclusion　Xenopus oocyte can be used to express exogenous GABAA receptors , and is an important tool in studying phy siological and

pharmacological function of GABAA receptor subunits.
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　　γ-氨基丁 酸 A型(Gamma- aminobutyric acidA ,
GABAA)受体是中枢神经系统内最重要的抑制性受体 ,

苯二氮艹卓类 、巴比妥类和神经类固醇等都作用于

GABAA受体而发挥其镇静 、催眠 、抗惊厥等作用[ 1] 。

但由于 GABAA 分子是 5个亚单位组成的多聚体 ,它的
亚型众多(目前已发现 6类 19种亚单位),使得GABAA

受体的结构组成复杂 ,种类繁多 ,且表现出不同的生理
和药理特性 ,加之同一细胞内有不同的受体分布[ 2] ,使

GABAA受体的研究非常困难。爪蟾卵母细胞具有将

外源 mRNA翻译的功能 ,并将它们整合到卵母细胞膜

上 ,显示膜蛋白的原有特性 ,是研究膜蛋白的一种工
具[ 3] 。本研究拟采用爪蟾卵母细胞表达大鼠脑 mRNA

的GABAA 受体的方法 ,建立 GABAA 受体卵母细胞表

达系统 ,为进一步研究GABAA受体的生理和药理功能

提供基础 。

1　材料与方法

1.1　mRNA的提取与纯化

　　新生 SD大鼠(8 d)2 只 , 断头活杀后 , 迅速取出脑组织 , 异
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硫氰酸胍法提取脑总 RNA , Promeger试剂盒磁珠法分离mRNA ,

甲醛变性凝胶电泳鉴定其完整性 ,紫外分光光度计鉴定纯度并

定量 , -80℃保存。

1.2　卵母细胞的准备及培养
　　取性成熟雌性爪蟾 , 冰冻麻醉后 , 手术取卵 , Ringer' s 液洗

涤后 ,胶原酶消化 2 ～ 3 h(2 mg/ml),以去除卵巢膜和滤泡膜 , 挑

选成熟的卵母细胞(Ⅴ～ Ⅵ 期)于 Ringer' s液中 , 20℃恒温恢复

数小时。

1.3　mRNA的微量注射
　　参照文献[ 4] , 由World Precision Instruments 生产的微量注射

仪完成 , 100 nm/ min , 每个卵母细胞注射 50 nl(mRNA 浓度

1 ng/ml),注射后的卵母细胞在 Ringer' s 液中温浴 2～ 3 d ,每天换

液并去除坏死细胞 ,同时选注射水和未注射卵母细胞作对照。

1.4　电生理记录
　　实验采用常规的双电极电压钳记录方法。 电压电极和电

流电极均用 3 mol/ L KCl灌注 ,电压电极阻抗约为 10 MΨ,电流

电极的阻抗为 2 MΨ,钳制电压为-60 mV。实验中以 Ringer' s

液灌流 ,灌流速度为 3 ～ 5 ml/ min。 所有药物均溶解在 Ringer' s

液中。实验电流变化由 XWT-201 台式自动平衡记录仪记录 , 通

过扫描仪扫描成图形文件。实验温度控制在(19±1)℃。

1.5　36Cl-流入测定
　　取一定数量表达后和对照组的卵母细胞 , 分别培育在含
36Cl-(24.05×103 Bq/ml)的流入测试液中 ,恒温(19±1)℃振荡

水浴温浴。在不同的时相点 ,取一定数量的卵母细胞迅速在冰

浴的 Ringer' s 液中洗涤 3 次 , 分装在计数杯中 , 在 Beckman

LS5801 液体闪烁计数仪上计数 cpm。数据处理参照文献[ 5] , 以

每个卵母细胞 nmol为计算单位。
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2　结果

2.1　GABA受体的表达

　　卵母细胞注射大鼠脑 mRNA 72 h 后 , GABA 能明显的诱导

出内向电流 ,对照组卵母细胞即使较高浓度的 GABA 也不能诱

导出膜电流 , 表明爪蟾卵母细胞已成功的表达了源自大鼠脑

mRNA的 GABA受体。为明确卵母细胞表达的 GABA 受体的亚

型 ,我们在浴液中分别加入了 GABAA 受体的特异性拮抗剂荷

包牡丹碱和GABAB 受体的特异性拮抗剂氯苯安丁酸 , 结果显

示 ,当浴液中的荷包牡丹碱的浓度为 5×10-6 mol/ L时 , 荷包牡

丹碱能明显地降低GABA 诱导电流 , 当荷包牡丹碱的浓度达到

2×10-5 mol/L时 , GABA 诱导电流几乎完全被抑制 ,而经Ringer' s

液洗涤后 , GABA诱导电流可基本恢复到原水平 , 而氯苯安丁酸

对GABA诱导电流影响很小 , 见图 1。 说明卵母细胞表达的

GABA受体主要为 GABAA受体 。

图 1　大鼠脑 GABA受体在卵母细胞中的表达

Fig 1　Expression of rat GABA receptors in oocytes

a:Current response induced by GABA(1×10-4mol/ L);b:Ef fect of

antagonist Bicuculline(5×10-6 mol/L)on the current induced by

GABA;c:Recovery of the current response induced by GABA(1×

10-4mol/ L);d:Effect of antagonist Baclofen(1×10-4 mol/ L)on

the current induced by GABA

2.2　Cl-运输蛋白的表达
　　在未注射的卵母细胞 , 36Cl-内流量随温浴时间上升 , 每个

卵母细胞达(0.88±0.17)nmol/ h , 说明卵母细胞膜自身存在内

源性 Cl-运输系统。注射大鼠脑 mRNA的卵母细胞 , 其曲线变

得更陡 , 36Cl-的流入量比对照组明显提高 , 每个卵母细胞达

(1.97±0.30)nmol/h ,说明卵母细胞也表达 Cl-运输蛋白 ,并处

于功能状态。

3　讨论

　　本研究用大鼠脑 mRNA注射到爪蟾卵母细胞 ,应

用电压钳测定到有GABA 诱导电流的存在 ,并应用放
射性同位素示踪测定了36Cl-的内流量 。结果表明 ,爪

蟾卵母细胞成功地表达了 GABA受体 ,荷包牡丹碱能
完全阻遏GABA诱导电流 ,说明表达受体是 GABAA 受

体。本实验提示 ,爪蟾卵母细胞能够表达 GABAA 受

体 ,可作为研究 GABAA 受体一个非常有用的工具 ,将
GABAA受体众多亚单位的不同组合注入爪蟾卵母细

胞 ,卵母细胞就会表达相应的 GABAA 受体 ,对这种表
达受体电生理和药理特性的研究 ,将有助于我们认识

不同亚单位的生理和药理功能 ,对消除药物的副作用 、
治疗药物依赖/耐受等有重要意义。在实验过程中我

们体会到 ,多种因素影响外源 mRNA 在卵母细胞的表

达 ,如 mRNA的完整性 、每个卵母细胞的注射量 、孵浴

液的离子浓度及 pH 等 ,另外爪蟾的生理状态和卵母
细胞的生长状态对外源 mRNA 的表达也有重要影响 ,

我们的经验是 ,选择青壮年大鼠Ⅴ ～ Ⅵ 期卵母细胞可
明显提高受体的表达率。

　　本实验还发现 ,未注射 mRNA 的卵母细胞也存

在36Cl-流入 ,表明爪蟾卵母细胞膜上存在内源性 Cl-

运输系统
[ 6]
,注射mRNA的卵母细胞的

36
Cl
-
内流明显

增强 ,说明卵母细胞液可表达源于大鼠脑 mRNA 的

Cl-运输蛋白 。目前发现 Cl-的跨膜转运有以下机

制[ 7] :Na+-Cl-和 K+-Cl-同相运输 、Na+-K+-Cl-协同
运输 、Na+-Cl--HCO-

3 交换 、Cl--HCO-
3 交换 、Cl

-泵和

Cl-通道等 ,但这种表达的 Cl-运输系统的归属尚难确

定 ,需要进一步研究 。总之 ,卵母细胞具有表达外源蛋

白 、受体通道的特性 ,随着分子生物学的发展 ,人们可
以把更多的基因表达于卵母细胞上 ,测定它们的电生

理特性 ,还可通过突变 、基因敲除等技术揭示不同氨基
酸残基的生理药理特性。因此 ,爪蟾卵母细胞作为表

达工具有更广泛的用途。
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