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摘 要 : 【目的】研究烟碱对 尽
一

肾上腺素能受体的作用
。

【方法】将 400 林m 厚的海马脑片置于预先经体积分

数 95 % 0 2
和 5% c O Z

饱和的 28 ℃人工脑脊液中孵育 120 m i
n
后加人烟碱

,

终浓度为 10 林mo l/ L
,

分别于烟碱作用

后 30
,

60
,

90
,

12 0 m in
,

用半定量逆转录
一

聚合酶链反应和免疫印迹法检测大鼠海马脑片中肠
一

肾上腺素能受体 m R
-

NA 表达和蛋白水平的变化
。

【结果】大鼠海马脑片经烟碱作用后
,

肠
一

肾上腺素能受体 m R N A 表达明显增加
,

在 60

而
n

时最为显著 (尸
< 0

.

0 5 ) ;蛋白水平的变化与基因表达变化有较好的一致性
,

但蛋白变化的高峰出现时间比 m R
-

N A 晚
,

且变化幅度更大
。

【结论】烟碱的急性刺激能使 月
, 一

A R 肾上腺素能受体基因转录和蛋白表达上调
,

其变化规

律提示烟碱不仅调控 肠
一

肾上腺素能受体基因转录
,

同时也对 刀
: 一

肾上腺素能受体转录后进行调控
,

最终导致 肠
-

肾上腺素能受体蛋白水平升高
。
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.
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,

6 0
,

9 0
,

12 0 m i n s
aft

e r a dd i t io n o f n i e o t i n e ,

m RN A o f 月
, 一 a d r e n e铭 i e er e e p t o r o f

t h e s e s a m P l e s w a s s ut di e d w iht s e m iq u a n ti ta ti v e er v e sr e t ar n s e ir P t i o n 一 op l y m e ar s e e h a i n er a e t i o n

( R手P e R )
,

an d th 。 p o t e i 。 l e ve l w a , , tu d i e d w i t h w e s t

enr b lo t
.

IR
e s u i rs ]仆

e m RN A g e n e ex p er s s i o n

a n d t h e P or te i n l e v e l o f 尽
一 a d er n e gr i e er e e P t o r i n h i Pop e a m P a l s l i e e s w e er i n e r e a s e d d u r i n g t er at m e n t w i t h

n i e o ti n e
.

hT
e i n e er a s i n g p e a k o f Por re i n l e v e l w a s l a t e r b u t h i gh e r th a n th a t o f m R N A l e v e l

.

[ e
o n e l u s i o n

] Bo t h e x p er s s i o n 。 f 尸
, 一 。 a er n e r g i c er e e p t o r g e n 。 t

arn
s e找p t i o n 。 n d p o s t

一
t ar n s e d p t io n a l p or

-

te i n l e v e l i n ar t h iPpo
e a m P u s

aer al t e er d b y n i e o t i n e
.

K e y w o r d s : n i e o t i n e : er e e p t o sr
,

b e t a
一

1 a d r e n e r g i e ; h i p p o e a m p u s

IJ S U N Y at 一

se n U n i v (M e d cS i )
,

2X() 3
,

2 4 ( 2 ) : 13 6 一 1 39
,

17 4 ]

人们普遍认为烟碱类药物具有提高认知功能的

作用
。

研究发现
,

烟碱提高认知功能的分子机制可

能是烟碱导致海马神经细胞内 C犷
十

增加而诱导或易

化长时程增强效应 “
·

2 ,
,

这种现象可被 刀
一

肾上腺素

能受体阻断剂 p or oP arn ol d 完全或部分阻断
,̀ , ,

说明

尽 肾上腺素能受体参与了烟碱诱导的长时程增

强
。

许多行为学研究也证实脑中刀
, 一

肾上腺素能受

体系统与学习记忆有关 `4
·

”
,

但是烟碱如何影响中

枢 尽 肾上腺素能受体目前尚缺乏深人研究
。

为此
,

本研究针对烟碱对 刀
: 一

肾上腺素能受体的基因表
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烟碱对大鼠海马脑片 汤
一

肾上腺素能受体的影响 13 7

达和蛋白水平的影响进行研究
。

1 材料和方法

1
.

1 动物及试剂

动物
:
健康成年雄性 s D 大鼠 ( 12 0 土 2 0) 9

,

由取得二级动物合格证的中山大学实验动物中心

提供
。

抗 刀
: 一

肾上腺素能受体多克隆抗体为 s an at

C ur z
公司产品 ; P v D F 膜与化学发光系统购 于

N e w E n g la n d N u e l e D u p o n t
,

R N A 提 取 试 剂

T ir p u er
TM 、

逆转录酶
、

aT g 酶
、 o l i g d ( T )

1 6
及 dNT p

为 R oc h e
产品

,

烟碱购于 is gm
a
公司

。

1
.

2 脑片的制备

参照 G i o v a n n i n i【6 ,并略加改动
,

将大鼠用 乙醚

麻醉后在低温条件下迅速取出大脑
,

轻柔地分离

出完整海马
,

在切片机上迅速将海马切成 4 00 林m

厚的脑片
,

置于预先经体积分数 95 % 0
2

和 5%

C O
:

饱和的冰冷的人工脑脊液 ( A C S F : 1 24 m m ol /

L N a C I
,

3
.

4 m m o l / L K C I
,

l
.

7 m m o l / L M g S O
; ·

7 H Z
O

,

2 5 m m o l / L N a H C O 3 ,

1
.

8 m m o l / L C a C 1
2 ,

10 m m o l / L g lu e o s e ; p H 7
.

4 ) 中
,

然后移至 2 8 ℃

的 A C S F 孵育 120 m in
,

加人烟碱
,

使其终浓度为

10 林m o l / L
。

当烟碱分别作用至 3 0
,

6 0
,

9 0
,

12 0

m in 时
,

收集待测脑片进行测定
。

1
.

3 R T
一

P C R 检测 肠
·

肾上腺素能 m R N A 表达

参照 T ir uP er MT 提供 的 方法从 脑 片 中提 取

R NA
,

经 甲醛凝胶变性 电泳和测定 态 60 2/ 8。
比率

后
,

取合格的样本 R N A 用于合成
c D N A 第一链

。

逆转录反应体系总体积为 20 林L
,

其中含有
:
逆转

录缓冲液
、

2 林 g 总 RN A
,

6 5 ℃ 温育 一5 m i n 后
,

加 RN A 酶抑制剂
、

0 11即 d ( T )
, 。 、

dN TP
,

4 2℃ 反

应 2 m in 后加人 Zoo U 的逆转录酶
,

继续温育 60

m i n
,

最后 7 2 ℃ 加热 1 0 m i n 终止反应
,

立 即置

于冰上冷却
,

产物用作 PC R 扩增模板
。

根据 G en B an k 收录的大鼠刀
1一

肾上腺素能受
e D N A 序列

,

利用 G e n e C l u b P CR 引物设计工具软

件设计 PC R 引物
,

上海生工合成
。

上游引物 5
`

一

CA T CA C G C T G C C C竹 T C G C TA
一

3
’ ,

下游引物

5气 C GG 竹G G T G A C G A A A T C G C
一

3
` ,

扩增目的

产物片段为 18 8 帅
。

取 3
.

0 林L 逆转录产物加人

5 0 林L 的 P C R 反应体系中进行扩增
。

先 95 ℃ 加

热 5 m i n
,

然后按 9 4℃ ( 6 0
5
)

,

5 5 ℃ ( 4 5
5
)

,

7 2℃

(4 5 5
)进行 28 个循环扩增

,

最后 72 ℃ 延伸 or

m in
。

P CR 循环次数应在 PC R 反应的指数期
。

为

便于定量分析
,

设 GA P D H 为内参照
,

其上游引物

为 5
’ 一

T C A C C A T C T T C C AG G A G C GA G A
一

3
` ,

下游引物为 5气A T G A G C C CT T C C AC G A T G C
一

3
’

扩增片段长度 303 b p
。

最终产物定量以 刀
1一

肾上

腺素能和 G AP D H 间的比值计算
。

1
.

4 W
e s t e r n B l o t 杂交分析

膜蛋白提取
:
将脑片置 于预冷的 PB S 匀浆液

(含 0
.

4 m m o l / L PM S F
,

l m m o l / L l
,

10
一

p h e n a 一 n t h r -

o l i n e ,

l m m o l / L i o d o a e e ta m i d e ,

l 林m o l / L Pe P e r s t a i n

A ) 中匀浆
,

1 0 0 0 9
、

4 ℃ 离心 10 m i n
,

弃沉淀
,

再 17 6 5 0 9
、

4 ℃ 离心 1 5 m i n
,

弃上清液
,

沉淀

用适量匀浆液稀释后再进行超声破碎
,

提取膜蛋

白
, 一

7 0 ℃保存备用
。

SD S
一

P A G E 和免疫印迹
:
参照 P o d l o w s k i`

, ’
并

略加改动
。

采用 B r a fo dr 法对样本进行蛋 白定量

后
,

以 30 卜g 总蛋 白上样 电泳 ; 而后电转移至
P v D F 膜上

。

用含 50 9 / L 脱脂奶粉和 10 9 / L 牛

血清白蛋白的 PB S T 室温封闭 l h
,

再与抗 汤
一

肾

上腺素能受体抗体在 4 ℃条件下反应过夜
,

洗去

残存的抗体
,

将膜置于辣根过氧化酶标记的二抗

I g G 中反应 l h
,

洗涤干净后
,

采用增强发光试剂

显影
,

X 光片记录影像
。

用图像分析系统对图象

进行定量分析
,

含量 以平均吸光度 A x
面积表

示
。

1
.

5 实验数据分析

数据以 万士 3
表示

,

采用 SPS S 软件中 2
一

W ay

AN O V A 对结果进行处理
。

2 结 果

2
.

1 R T
·

P C R

从 样 本 中获 取 的 RN A
,

A
2 6。 / 2 8。 ,

范 围为

1
.

8
一

2
.

0
,

甲醛凝胶变性电泳观察无 D N A 污染和

R NA 降解
。

分别用 刀
1一

肾上腺素能受体和 G AP D H

特异性引物进行 R T
一

P C R
,

可获得预期长度的 目的

片段 (图 1 )
,

测序结果与 Gen B an k 收录的大鼠 刀
, -

肾上腺素能受体
c DN A 片段序列吻合

。

为确保

R T
一

P C R 产物与循环次数间的指数关系
,

研究发

现
,

以 3
.

0 卜g 总 R N A 为模板合成第一链
C DN A

,

取 3
.

0 林 L 逆转录产物进行扩增
,

在 23
~
30 个循

环间呈 良好的指数关系
,

故本研究的 P C R 循环设

定为 28 次
。
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图 1 R T 一 P C R 产物凝胶电泳

A g a r o s e g e l e l e e t ro P h o r es i s o f R T 一 P C R P r o
d u c t

压
n e l : R N A sa m p l e s w a s d ig e s *e d w i t h R N a s e A ; 压

n e Z :

w i rho u t re v e r s e t ra n s e ri P t i o n b e fo re R T
一

P C R ;
压

n e 3

随着作用时间延长
,

烟碱对 m RN A 表达的增强作用

逐渐减 弱
,

120 m in 时虽 仍 高于 正常 12 8
.

2 土

17
.

7%
,

但与 60 m in 时比较已有较大幅度降低
。

2
.

3 烟碱对 P
, 一

肾上腺素能受体蛋白水平的影响
’

免疫印迹检测 月
1一

肾上腺素能受体蛋白
,

结果

显示 64 ku 的特异信号产物 (图 3 A )
。

经烟碱处理

3 0
、

6 0
、

9 0
、
12 0 m in 后

,

这些信号与正常对照比较有

不同程度的变化
。

用 图像分析系统对这些信号处理

后发现
,

经 30 m in 烟碱刺激后
,

月
l 一

肾上腺素能受

体蛋白水平明显高于正常对照
,

并随烟碱作用时间

延长至 90 m in 时达到高峰
,

为正常对照的 181
.

5%

土 13
.

2% (图 3 B )
,

12 0 m in 时虽有一定程度下降

16 7
.

5% 士 13
.

5%
,

但与 90 m in 时的表达量并无统

计意义差别
,

仍高于正常
。
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.

2 烟碱对 肠
一

肾上腺素能受体 m RN A 转录的

作用

以 GA D P H 为内参照与 月
l 一

肾上腺素能受体在

同一体系中进行扩增
,

半定量分析显示
:
烟碱使 月

, -

肾上腺素能受体基因转录水平提高
,

30 m in 时虽无

明显 的统计学差 异
,

但 已表现 出增高的趋势

1 18
.

1% 士
n

.

3%
,

60 m in 时明显高于正常对照并

达到高峰
,

其表达量可增加至 152
.

6% 士加
.

5%
。
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的影响
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3 讨 论

烟碱受体激动剂增强学习记忆的功能无论在
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理论研究还是在临床应用上都已被证明
,

其机理涉

及众多的神经递质
,

其中肾上腺素能系统起重要作

用
吕̀

·

9 1
。

有报道显示烟碱诱导的长时程增强可被 刀
-

肾上腺素能受体拮抗剂部分阻断 13 ’ ,

提示 尽 肾上

腺素能受体通过调控长时程增强参与烟碱改善认

知功能
。

刀
,

和 尽肾上腺素能受体亚型在大鼠海马中均

有表达
,

但由于 刀
,

受体与神经细胞分布一致
,

而尽

受体亚型主要沿血管分布
,

一般认为脑中的 尽受体

在认知功能中占主要地位
,

所以本研究利用刀
, 一

肾

上腺素能受体特异性引物和抗体分别观察了烟碱

对 月
,

受体 m RN A 转录和蛋白表达 的影响
。

为确保半定量 R T
一

P C R 用于检测 月
,

受体 m R
-

N A 表达的可行性
,

实验首先从 R N A 态 60 2/ 8。

检测
、

甲醛变性凝胶电泳和 R N A 酶消化后的 R T
一

Pc R 等

多方面证实了用于该研究的样本 RN A 无 D N A 和

蛋白质污染
,

质量可靠
。

进而通过 R T
一

P C R 循环次

数与产物产量关系的分析
,

证实用半定量 R T
一

P CR

测定 月
l 一

肾上腺素能受体 m RN A 表达 的方法是敏

感和相对准确的
。

本研究观察了烟碱对 刀
,

受体

m R N A 表达的影响
,

并通过免疫印迹探讨 刀
: 一

肾上

腺素能受体蛋白水平在烟碱作用下的变化情况
。

结

果表明
:
急性的烟碱刺激能使 刀

, 一

肾上腺素能受体

m R N A 转录增强
,

蛋白水平增加
。

刀
, 一

肾上腺素能受

体 m R N A 表达在烟碱作用 60 m in 时增强最明显
,

随着烟碱作用时间的延长
,

其增强作用有减弱的趋

势
,

但 1 20 m in 时没有恢复正常
。

受体蛋白总的变

化规律与 m R N A 变化一致
,

从二者变化高峰出现的

时间分析
,

m RN A 转录变化高峰出现在先
,

蛋白变

化高峰发生在后
,

提示 月
1一

肾上腺素能受体蛋白变

化可能与 m RN A 转录改变有关
。

但 刀
1一

肾上腺素能

受体蛋白在烟碱作用 30 m in 时明显高于正常
,

而

此时 m RN A 表达与正常比较尚未出现明显差异
,

提

示烟碱使 刀
, 一

肾上腺素能受体蛋 白升高总量中部

分可不依赖 m R N A 转录
。

综合分析
,

我们认为烟碱

不仅影响 月
1一

肾上腺素能受体 m R N A 转录
,

而且还

可能参与了转录后的调控
,

甚至影响 刀
1一

肾上腺素

能受体蛋 白的降解代谢
,

最终导致 刀
,一

肾上腺素能

受体蛋白水平升高
。

烟碱影响海马脑片 刀
1一

肾上腺素能受体基因

转录和蛋白表达的生理功能尚缺乏深人研究
。

但我

们知道
,

刀
; 一

肾上腺素能受体可通过 G 蛋白信号传

导通路激活 PK A
、

M A PK 等参与长时程增强 「6
, ’ ” ,

。

因此本研究中所显示 的烟碱增强 月
: 一

肾上腺素能

受体 m R N A 转录和蛋白表达
,

可能与我们曾观察

到的烟碱诱导长时程增强形成有关
。

本研究显示
:
随着烟碱对海马脑片作用时间延

长
,

烟碱对海马 刀
1一

肾上腺素能受体 m R N A 转录和

蛋白表达的增强作用逐渐减弱
,

并有进一步降低的

趋势
。

其原因可能有
:
烟碱通过突触前机制释放神

经递质
,

这些神经递质的急性作用刺激 尽
一

肾上腺

素能受体 m RN A 转录和蛋白的合成
,

但随着递质

作用时间延长
,

这种刺激作用逐渐减弱
,

甚至可呈

现抑制作用 【川
。

另一种可能是 随烟碱作用时 间增

加
,

烟碱受体对烟碱刺激产生脱敏现象
〔’ 2 , ,

导致烟

碱对 刀
t 一

肾上腺素能受体的增强作用减弱
。

烟碱刺

激 刀
,一

肾上腺素能受体 m R N A 表达的机制目前尚

不清楚
,

究竟是烟碱作用于突触前膜烟碱受体诱导

神经递质释放的结果还是烟碱直接作用于后烟碱

受体
,

触发神经元内一系列信号通路
,

对 月
, 一

肾上

腺素能受体 m R N A 的转录
、

翻译等进行调控尚有

待进一步研究证实
。

总之
,

本研究从基因转录和蛋白表达方面直接

证实了烟碱对 刀
, 一

肾上腺素能受体的上调作用
,

提

示烟碱不仅影响 刀
1一

肾上腺素能受体的 m R N A 转

录
,

而且还可能参与了基因转录后的调控
,

甚至影

响 月
1一

肾上腺素能受体蛋白的代谢
,

最终导致 月
, -

肾上腺素能受体蛋白水平的升高
。
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病的发生率及其严重程度
。

近年的临床实践及我们

的资料证明
,

人类 白细胞抗原 匹配 同胞 的 al
-

lo
一

PB SCT 后急性移植物抗宿主病的发生率和严重

程度并不高于同类型的 al fo
一

M B T
。

但慢性移植物抗

宿主病确实比 all
o 一

BM T 高 `4, 5’ 。

其原因目前尚无满

意的解释
,

小鼠模型显示移植物抗宿主病的发生与

输注的 T 细胞有剂量效应关系
,

但在临床上可能当

输注的 T 细胞超过引发急性移植物抗宿主病的阑

值 1
.

0 x or
,
/ ( L

·

k g )后
,

输注更多的 T 细胞并不会

加重移植物抗宿主病
`6 , 。

由于
a l l。

一

PB sc T造血重建

快
,

感染的发生率及其严重程度减少
,

因此 由感染

诱发的移植物抗宿主病相应减少
。

此外
,

G
一

Cs F 的

应用有利于动员 11 型 D en t irt i。 细胞
,

促进 T H Z 细胞

的发育
,

间接抑制移植物抗宿主病的发生
`7 1

。

本研究表明
:
all

。 一

PB SC T 与 all
。 一

BM T 两者疗效

相当
, a n o 一

PB S C T 组移植相关病死率 20 % 略低于
a ll o

一

B M T 的 2 4%
,

2 年无病生存率
a l lo

一

PB S C T 组为

64 % 士 10 %
,

略高于 all
。 一

BM T 组的 59 % 土 10 %
,

但

经统计学处理差异无显著性
。 a

llo
一

P B S C T 使供者免

受采骨髓的不安与不适感
,

且造血功能恢复快
,

感

染发生率低
,

抗生素的应用和血液制品使用少
,

住

院时间缩短等均显示 了其优越性
。

今后只要加强慢

性移植物抗宿主病方面的研究
,

减少慢性移植物抗

宿主病的发生率
, a

llo
一

PB SC T 将可作为
a
llo

一

BM T 的

替代疗法
。
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