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在低叙条件下大鼠颈动脉体中多巴胺
、

单胺叙化酶

和乙酞胆碱酶的改变

周 勉 蔡文琴 雷安富 (组胚教研室 )

扭 典 本文对模拟高原 5。。。 nI 低氧条件下大鼠颈动脉体中多巴胺
、

单胺氧化阵和乙酸胆碱

醋酶的含量和活性进行了组织化学观察和显微分光光度计定最测定
。

结果表明
,

低氧处理2 4h
,

颈

动脉体中多巴胺含量增加了约 70 % , 低氧 48 h
,

约增加 50 %
。

在低氧条件下
,

单胺权化酶活性改变

基本与多巴胺含量变化平行
。

乙酸胆碱酮酶在低氧时活性下降
。

关位润 低氧症 , 多巴胺 , 单胺氧化酶类 , 乙酞胆碱酸酶类 , 颈动脉体

须动脉体含有感受血液中氧分压
,

二氧

化碳分压和 p H改变的化学感 受 器
。

其内的

多巴胺和乙酞胆碱等是与化学感受活动有关

的递质
,

对它们在低氧时的变化已作过大量

观测
。

但文献报道多为单纯 定 性 或 定量研

究 l() (2)
,

不能反映全貌
。

为此
,

本文采用组

化手段
,

结合较精密的M P V
一 3型 显 微 分光

光度计测量
,

对正常和模拟高原低氧条件下

大鼠颈动脉体中多巴胺的分布及含量进行观

察和测定
,

并测量了多巴胺和 乙 酞 胆 碱生

理分解相应的酶一单胺氧化酶和乙酞胆碱醋

酶的活性
,

分析低氧时它们的改变与多巴胺

和乙酞胆碱的联系
。

材 料 与 方 法

健康雄性纯系W is t ar 大鼠
,

体 重 2。。g 左右共

3`只
。

分正常组
、

低氧 2 h4 组和 低氧 48 h 组
。

每组

1 2只动物
。

1% 戊巴比妥钠腹腔注射麻醉后取单侧

预动脉体
,

用于组化指标的显示及侧定
。

本实验采用我校高原研究室建立的动物急性低

氧实验模型和该室协助制作的模拟高原简易低氧装

置
。

装置内气压保持在 相 当 于 海 拔 5。 。。m 高 度

〔5 3
.

s k P a ( 4 o s m m H g )〕` a , 。

减压时饲料
、

饮水无限

制
,

每组动物取材时间均为上午 9 时至 10 时
。

一
、

组化显示方法

多巴胺 ( D A ) 用乙醛酸诱发荧 光 法显示“ ,。

冰冻切片厚 1忘卜m
。

荧光显微镜观察的 激发波长为

魂1 0 o m
,

发射波长4 8 0 n m
。

单胺氧化酶 ( M A O ) 采用四 哇 盐法显示.l , 。

冰冻切片厚 8 “ m
。

孵育 12 o ln 扭
。

乙酞胆碱酪酶 ( A c h E ) 采用 硫赶 醋酸 法显

示 .()
。

冰冻切片厚 8卜m
。

孵育90 m i`

二
、

显徽分光光度计浏童

D A的测量选用点测量法
。

氮灯照明
,

光 电倍

增管电压 5 00 V , 滤光片 波 长 46 0n 过 , 光点 直径

2
.

4口 m , 荧光显微镜倍数 1 0 x 2 5 x 2倍
。

每只动物

切 25 张片
。

在每个实验组 30 0张切片中
,

选用10 0张

进行 D A荧光测量
。

每张片测 6个点
,

每 个 实验组

共测量 6 00 个点
。

测得数据为相对荧光强度
。

M AO和 A c h E的测量选用镜扫描法
。

使用的光

电倍增管电压为950 V , 照明 电 流 7 A , 测且光栅

o
.

o s m m 一 最大吸收波长 M A O为 4 4`。 口 , `

、 e h E为

51 卯 m , 扫描区域为边长15 卜m的矩形 , 显微镜倍

数 1 0 x 25倍
。

输出结果选用总吸光串
、

阳性结构面

积和平均吸光率这 3个指标
。

动物切片数同前
,

每

个实验组这两个指标各选 1 00 张片
,

每片侧 ` 个区

域
,

1 个实验组测5 00 个扫描区
。

结 果

一
、

多巴胺

荧光显微镜下
,

儿茶酚胺显示出绿色荧光
。

大

鼠颈动脉体显示荧光的主要为D A (’)
。

荧光分布于

圆形或椭圆形细胞和串球状神经终末支中
。

镜下比

较正常组与低氧组
,

可见低氧组荧光明显增强
,

且

显示荧光的神经终末成分似有增加
。

用显微分光光

度计测量各点的相对荧光强度
,

结果如下
.
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表 1 D A 荧尤强度的显徽分光光度计浏量

正常组 低氧 2让组 低氧4汕组

芡光强度
2 1

。
8 8士 8 8

。

7 5士 54
。

30土
g

。

6 3 1
。
4 2 4

,

2

( P > 0
。
0 5 )

。

对上述 2 种酶的总吸光率与阳性结构面积
,

总

吸光率与平均吸光串的关系进行曲线拟合和回归分

析
。

结果为各组均皇幕函数关系 ( Y . A X a)
。

由表 1 可见
,

正常组荧光强度最 小
,

低氧 2h4

组荧光强度增到最大
,

低氧 48 h组数值有 所下降
,

但仍高于正常组
。

用W
e lhc t检验对各组数据统计

分析表明
,

正常组与低氧 2b4 组和 4h8 组间荧光强度

呈非常显著的差异 ( P ( 0
.

0 0 1 )
。

低氧 2 ` h组与` s h

组间荧光强度也具显著性差异 ( P < 。 .

05 )
。

二
、

单胺氧化酶与乙醚胆城醋酶

颈动脉体M A O 阳性产物呈蓝紫色
,

弥漫分布
,

A c h E 旧性产物为棕黄色针形颗 粒
,

分布于细胞及

周围组织中
。

镜下比较正常组与低氧组两种酶均难

以分辨出明显差异
。

使用显微分光光度计镜扫描方

法测量上述 2 种酶的结果如下
:

表 2 M A O的显微分光光度计测量

正常组

总吸光率

劫幼面积 (协m 盆 )

9 9
。

8 3士
7 0

。
4 1

3 4 3
。
7 6士

2 0 0
。

了1

平均吸光率
0

。
2 1 5士

0
。
0 4 7

低氧 24 h组

2 0 1
。
4 6士

2 3
。
3 2

70 5
。
2 0士

盯
。
5 1

0
。
2 8 6士

0
。
0 2 5

低氧 4 8 h组

9 2
。
4 1士

6 1
。
3 1

讨 论

一
、

显微分光光度计浏量

用显微分光光度计测量组织切片中某种

特定物质的相对含量是组织化学定量分析的

重要研究手段之一
。

本文的观察与测量结果

表明
,

组织切片中难以分辨的酶活性改变可

由显微分光光度计测出
。

因此组织化学中使

用显微分光光度计可提高观测 结 果 的 精确

性
。

本文应用该仪器测定了正常组与低氧组

M A O和 A c
h E Z 种酶的活性 及 切片中D A的

相对荧光强度
。

测量结果表 明低氧处理颈动

脉体中M A O
、

A c h E 和 D A 都 有 显著改变

之图 l )
。

因此
,

我们支持多 数 学 者 的观

点 ( ’ ) ,

颈动脉体中D A和 A hc 可能参与了 化

学感受反应
。

4 1 7
。
1 1士

1 9 7
。

5 5 D A

0
。
2 16士

0
。
04 5

姗切,
表 3 A hc E的显微分光光度计测量

正常组

总吸光率

,

一
,

M A O

.

… A C h E

面积 (件m Z ) O 肠 对 血 翻 血 低筑时间

平均吸光率

1 8 9
。
7 8士

3 1
。
5 4

6 2 0
。
5 4士

4 4
一
5 6

0
。
3 0 2士

0
。
0 3 1

低氧2 h4 组

1 5 9
。
2 0士

1 8
。
1 9

5 8 6
。
4 0士

4 3
。
0 9

0
。

2 6 7士
0

。
0 1 5

低氧 4 8h组

1 5 3
。
1 4士

1 6
。
0 2

5 7 6
。

16士
3 7

,

7 4

0
。
2 6 7士

0
。
0 1 6

图 l 大鼠预动脉体低羲时D A
、

M A U 和

A c h E含量 的改变

纵座标
:

光密度或荧光强度

由表 2可见
,

M A O总吸光 率
、

阳性结构面积

和平均吸光率 3个指标在低氧 2h4 时 数 值 最 大
,

W
e l c卜 t检验表明

,

正 常和低氧 48 h 2个组均与低

氧 2 h4 组间有非常显著的差异 ( P < 。 .

0 0 1 )
。

正常

组与低氧 48 h 组 数 值 接 近
,

2 组 无 显 著 性差异

( P > o
。
0 5 )

。

表 3 中
,

上述 3 个指标正常组均大于低氧组
,

W el hc
一

t检验正常组与 2 个低氧组间均具非常 显著

性差 异 ( P < 。 . 。。1)
.

低氧组 之 间 差异不显著

二
、

大鼠颐动脉体中D A和 M A O的改变

D A是颈动脉体中含 量 最 高 的 儿 茶酚

胺 ( ’ ) ,

能抑制人和多种动物颈动脉体化学感

受活动
,

对化学 感 受 性 起 调 节 作 用 ( .) 。

H e vr o
ne

n
等一些学者观察到

,

严重 低氧时

(氧含量 < 10 % )
,

大鼠颈动脉 体球细胞荧

光 强 度 减 弱
,

D A 减 少 ( ` ) ( 2 )
。

H
a n b a u e r

等 (“ )( ’ 。 ) 的 慢性低氧实验却显示出不同的结
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论
。

低氧处理 (氧含量 10 % ) 2 天后
,

大鼠

颐动脉体中D A的的含量增加了 52 %
,

此含

量可持续到低氧 1 周
。

低 氧 处 理 第 2 周
,

D A可增加 18 。%
。

上述结果可用 图 2 表示
。

由此可见
,

低氧实验中
,

颈动脉 体 D A 的含

量改变与低氧处理时间和缺氧的严重程度等

因素有关
。

本文在模拟 5 0 0 0m高原条件下试

验 (氧含量约13 % )
,

选用 24 h 和 4 811作 时

相点
。

显微分光光度计的测量结果表明
,

低

氧 24 h后大鼠颈动 脉 体 中 D A 含 量 约增加

7 0% , 4 8h后约增加 5 0%
。

4 8h D A 增加的百

分值与H a n bau
e r
的报告 基 本一 致

,

但低氧

2 4 h颈动脉体中D A含量的剧增现象尚未见文

献报道
。

iF d o n e (” ,曾研究了低 氧 刺 激下兔

颈动脉体中 D A含量的变化指出
,

氧 含 量为

10 %的低氧处理 3五后
,

兔颈动脉体 中 D A 含

量增加了 7 2 %
,

增加百分值与本文 24 h 时相

点的结果相近
。

我们同时观察图示的 H a
bn

a -

u er 的测量结果 (图 2 )
,

由此推 测 (1 )模拟

高原 5 0。。二低氧处理 24 五
,

大 鼠 颈动脉体中

D A含量出现 1 次增值
,

且可能在 2 h4 之前就

发生
。

`2) 低氧实验中
,

颈动脉体中D A含量

的改变可能不按直线持续上升
,

而是以阶梯

式增加
。

平行的
。

三
、

A c h E活 性的改变

A 。
h E是 A hc 生理分解的主要 酶

。

显微

分光光度计测量结果表明
,

低氧时颈动脉体

中A c h E活性下降
,

与正常对照组具非 常显

著的差异
。

虽 A c h E的存在并不 能 绝对准确

地代表胆碱能神经的分布
,

但目前还没有直

接显示 A hc 的组化方法
,

A hc E 组化 显示 仍

作为判断胆碱 能 神 经 细 胞 的一个 重 要指

标 ` ’ 2》 。

在中枢神经系统 A hc 的分 布 与A hc E

活性是平行的 ( ’ 2) 。

低氧刺激 时
,

颈动脉体

中 A c il作为兴奋性递质释放增加 (。 ) ,

但本实

验并未显现 A hc E活性平行增 强
。

这种改变

不同于中枢神经系统
。

颈动脉体 中 A hc E与

A hc 释放之间的联系尚难推测
,

但根据 A hc E

抑制实验结果
,

使用 A o il E 抑制剂能增强和

延长颈动脉体神经的放 电《 ’ 2) ,

提示了低氧

时颈动脉体中 A c h E活性下降 有 可能与增加

兴奋性有关
。

任无 2天 1周 拥 拥
低该时向

图 2 预动脉休中D A含量随时间的改变

M A O是与细胞内D A 分解有关的酶
,

大

部分定位于线粒体外膜上
。

显微分光光度计

测量结果显示 M A O活性在低氧时的 改变与

D A含量变化相似 (图 l )
。

因此
,

我们认

为甄动脉体中M A O的活性与D A含量大体是
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.

T h
e

a e t i v i t y o f M A O b a s i e a
l l y p a r a l l el

s t o t il e l e v e
l

o f D A
.

E x p o s u r e t o h y p o x i a

d e e r e a s e s t h e a e t i v i t y o f A e
h E

.

K灯 w o r d s : A n o x i a / P P , D o p a m i ,n e /A N , M o n o a m i n e o x i d a s e
/A N ; A e e t y l

e h o l i n
-

e s t e r a s “
/A N , C

a r o t i d b o d y /A H


