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[摘要 ]　目的: 侧脑室给予螺内酯和 (或)米非司酮,观察大鼠海马 G 蛋白偶联内向整流钾通道 124 (G IR K124) mRNA 的表

达,初步探讨皮质激素受体在调控 G IR K mRNA 中的作用。方法: 雄性 SD 大鼠,随机分为 9组 (每组 5只) :对照组 (CON ) ,生

理盐水组 (N S) ,螺内酯组 (SP I) ,米非司酮组 (M IF) , SP I+ M IF 组,抑郁 (D EP) + N S组, D EP+ SP I组,D EP+ M IF 组,D EP+

SP I+ M IF 组。用地高辛 (D IG)标记的 G IR K124 cRNA 探针进行原位杂交; 切片贴于涂有铬矾明胶的载玻片上, 37℃烘箱中过

夜。常规脱水,透明,中性树胶封片。利用L eica图像分析系统测定海马各区G IR K124 mRNA 杂交阳性信号的平均灰度。使用

SPSS 进行统计学分析。结果: 与 CON 组相比, D EP + N S 组海马 CA 123 区和齿状回 G IR K124 mRNA 表达均明显下降; 与

D EP+ N S组相比,D EP+ SP I组和D EP+ SP I+ M IF 组海马各区G IR K124 mRNA 表达均明显升高,D EP+ M IF 组变化不显著,

SP I组、M IF 组和 SP I+ M IF 组与N S组相比, G IR K124 mRNA 表达无明显差异,表明 SP I和M IF 本身对正常大鼠 G IR K 表达

的影响不明显。结论: 糖皮质激素受体通过与 G IR K1中的糖皮质激素受体反应元件结合,使G IR K s mRNA 在海马的表达增

加,皮质酮通过海马的 52H T 1A受体增加 G IR K s通道的通透性,两者共同调控抑郁大鼠海马 G IR K124 mRNA 表达。
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[ABSTRACT ]　Objective: To observe the G2p ro tein coup led inw ardly rect ifying po tassium channels (G IR K) mRNA exp res2
sion in h ippocampus in ch ron ic stress2induced dep ression rat models after in tracereb roven tricu lar in ject ion of glucoco rt ico id re2
cep to r an tagon ist andöo r m ineraloco rt ico id recep to r an tagon ist, p roviding info rm ation fo r the m echan ism of glucoco rt ico id re2
cep to r regu lat ing G IR K mRNA. M ethods: M ale Sp rague2D aw ley rats,w eigh ing 1602180 g,w ere divided in to 9 group s (n= 5) :

con tro l(CON ) , dep ression (D EP) + saline (N S) ,D EP+ sp irono lactone (SP I) ,D EP+ m ifep ristone (M IF) ,D EP+ SP I+ M IF,N S,

SP I,M IF, SP I+ M IF group. In situ hybridizat ion w as carried ou t w ith digox in labeled G IR K124 cRNA p robe. T he sect ions w ere

moun ted on to gelat in2coated slides and air dried befo re being moun ted in glycero l pho sphate. T he G IR K s mRNA exp ression

w ere m easu red by po sit ive signal average gray using L eica im aginat ion analysis system. Stat ist ical analysis w as carried ou t by

SPSS. Results: T he in tensity of G IR K124 mRNA hybridizat ion po sit ive signal in D EP+ N S group w as sign ifican tly decreased in

the CA 123 and den tate gyrus of h ippocampus compared w ith that in CON group (P < 0. 05) ; G IR K124 mRNA level of D EP+

SP I group w as h igher than D EP+ N S group (P < 0. 05) ; G IR K124 mRNA signal in tensity of D EP+ M IF group w as no t sign ifi2
can tly differen t compared to D EP+ N S group; G IR K124 mRNA exp ression of D EP+ SP I+ M IF w as h igher than that of D EP+

N S group (P < 0. 05). Conclusion: Glucoco rt ico id recep to r b inding to glucoco rt ico id recep to r elem en t of G IR K1 increases the

exp ression of G IR K s mRNA and co rt ico sterone enhances the G IR K s perm eab ility th rough 52H T 1A recep to r. T he above 2 fac2
to rs regu late G IR K124 mRNA exp ression in h ippocampus in ch ron ic stress2induced dep ression model of rats.

[KEY WORD S]　glucoco rt ico id recep to r; G2p ro tein coup led inw ardly rect ifying po tassium; h ippocampus; stress dep ression

[A cad J Sec M ilM ed U niv, 2004, 25 (10) : 105821061 ]

Ξ　 接近 50%的重症抑郁患者出现皮质酮分泌增

加,在慢性应激诱导的抑郁大鼠模型中也有类似变

化[ 1 ]。大鼠和人的皮质类固醇激素,即皮质醇和皮质
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酮, 通过各自的受体亚型,即盐皮质激素受体 (m in2
era loco rt ico id recep to r, M R ) 和糖皮质激素受体

(g lucoco rt ico id recep to r, GR ) , 调节基因的转录[ 2 ]。

抑郁症患者血浆皮质醇含量增高,尿皮质醇及其代

谢产物排出量升高, 提示抑郁患者可能有 H PA 轴

功能亢进。

G 蛋白偶联内向整流钾通道 (G2p ro tein coup l2
ed inw ard ly rect ifying po tassium channels,

G I2R K s) ,是内向整流钾通道家族中的一个成员,能

够被 G 蛋白的 ΒΧ亚基直接激活。它不仅对调节心
脏速率,而且对调节突触前膜神经递质释放以及神

经元的兴奋性都具有非常重要的作用[ 3 ]。目前已证

实 G IR K 可与很多神经递质和神经肽受体直接偶

联,是脑中许多神经递质作用的直接效应器。52羟色
胺1A (52H T 1A ) 受体通过 G 蛋白直接与 G IR K 连

接[ 4 ]。如皮质酮改变海马的 52H T 1A受体介导的反

应,可增加 G IR K 的传导性, G IR K 基因中含有糖皮

质激素受体反应元件 (g lucoco rt ico id recep to r ele2
m en t, GR E) [ 5 ] , 糖皮质激素可通过 GR E 直接改变

G IR K 基因的转录。肾上腺切除术后大鼠中皮质酮

可改变海马 CA 1、CA 3 和齿状回 G IR K1、G IR K2 的

表达[ 4 ]。

本实验以M R 拮抗剂螺内酯 ( sp irono lactone,

SP I)和 GR 拮抗剂米非司酮 (m ifep ristone,M IF )阻

断M R 和 GR 后,应用原位杂交的方法观察抑郁大

鼠海马 CA 1、CA 2、CA 3、齿状回 (den ta te gyru s,

D G ) 和顶叶皮质 (parieta l co rtex, PC ) 区 G IR K124

m RNA 表达的变化, 探讨 GR 和M R 在 G IR K

m RNA调控中的作用。

1　材料和方法

1. 1　抑郁症模型的建立[ 6, 7 ]　雄性 SD 大鼠, 体质

量 180～ 220 g,分为 9组 (表 1) :每组 5只, CON (对

照组) , N S (生理盐水组) , SP I, M IF, SP I+ M IF,

D EP+ N S, D EP+ SP I, D EP+ M IF, D EP + SP I+

M IP。所有抑郁模型组 (D EP)给予电击足底刺激,每

天 1 次,持续 2 周 (电流强度 1. 0 mA ,每次 10 m s,

间隔 1 m in 刺激 1 次, 共 30 次)。SP I组和D EP +

SP I组侧脑室注射 ( i. c. v ) SP I(25 ngöΛl, 4 Λlö次)。

D EP + M IF 和M IF 组侧脑室注射M IF (25 ngöΛl,

4 Λlö次) [ 8 ]。D EP + SP I+ M IF 和 SP I+ M IF 组侧脑

室同时注射 SP I和M IF (50 ngöΛl, 2 Λlö次)。D EP+

N S组侧脑室注射 0. 9%的灭菌生理盐水 (4 Λlö次)。

对照组在相同环境下饲养。

表 1　实验大鼠的分组和处理

Tab 1　Group ing and trea tm en t of exper im en ta l ra ts

Group Stim ulation i. c. v. adm in istrat ion (×14 d)

CON N one N one

N S N one 0. 9% N S 4 Λlöd

SP I N one SP I, 25 ngöΛl, 4 Λlöd

M IF N one M IF, 25 ngöΛl, 4 Λlöd

SP I+ M IF N one SP I, 50 ngöΛl, 2 Λlöd+ M IF

　　50 ngöΛl, 2 Λlöd

D EP+ N S Foo t shock 0. 9% sterilized saline 4 Λlöd

D EP+ SP I Foo t shock SP I, 25 ngöΛl, 4 Λlöd

D EP+ M IF Foo t shock M IF, 25 ngöΛl, 4 Λlöd

D EP+ SP I+ M IF Foo t shock SP I, 50 ngöΛl, 2 Λlöd+ M IF

　　50 ngöΛl, 2 Λlöd

　CON : Contro l; N S: N o rm al saline; SP I: Sp irono lactone; M IF:

M ifep ristone; D EP: D ep ression

1. 2　用地高辛 (D IG ) RNA 标记试剂盒制作

G IR K124 cRNA 探针　pGEM G IR K (由M oh r 博士

提供)用 H ind Ë 和 E coR É 酶切, 600 bp 的片断亚

克隆到 PSK (+ ) E coR É 和 H ind Ë 位点, PSK2
G IR K s 用 H ind Ë 或 E coR É 线性化, 模板用Q ia2
gen 纯化试剂盒纯化。地高辛标记的正义和反义

cRNA 探针用 T 3 和 T 7 RNA 聚合酶 (Boeh ringer)

合成。

1. 3　原位杂交　SD 大鼠以 50 m gökg 戊巴比妥钠

腹腔注射,待麻醉后开胸,升主动脉插管,剪开右心

房,先灌注 0. 9% N aC l (pH 7. 4) 100 m l,继以灌流

4%多聚甲醛+ 0. 1 m o löL PBS 300 m l, 持续 30

m in,剥离脑组织,浸入 4%多聚甲醛内后固定 6～ 12

h,然后用梯度乙醇溶液、二甲苯和石蜡处理。

所有杂交步骤均在灭活 RNA 酶的条件下进

行。脱蜡切片依次浸入 0. 1 m o löL PBS 中漂洗 5

m in×3, 室温; 0. 1 m o löL 甘氨酸、0. 1 m o löL PBS

漂洗 5 m in,室温,以减少组织中游离的醛基; 0. 4%

T riton X21002PBS漂洗 10 m in,室温,使蛋白变性,

增加探针的渗透力; 0. 1 m o löL PBS漂洗 5 m in×3,

室温; 1 Λgöm l蛋白酶K 37℃烘箱中消化 30 m in,暴

露待测的m RNA ; 4%多聚甲醛终止反应, 5 m in,室

温; 0. 1 m o löL PBS 漂洗 5 m in×3,室温,除去残留

的固定液; 0. 25%醋酸酐 (0. 1 m o löL 三乙醇胺配
制) 10 m in,室温,降低非特异性反应; 预杂交液 (5×

SSC, 50%甲酰胺) , 37℃烘箱中预杂交 2 h; 杂交液,

42℃杂交 12～ 18 h (探针浓度分别为 250 ngöm l)。

杂交完后切片入 4×SSC 中漂洗 10 m in×3,室温;

2×SSC中漂洗 10 m in×3,室温; 2×SSC加RN aseA

(10 Λgöm l) 中漂洗30 m in, 37℃; 0. 1×SSC中漂洗
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10 m in×3,室温; T SM 1中漂洗 10 m in,室温。切片

入加有抗D IG 抗体 (1∶1 000～ 3 000)的 T SM 2中

孵育 3 h,室温; T SM 1 中漂洗 10 m in,室温; T SM 3

中漂洗 5 m in, 室温。再入加有 NBT 和 BC IP 的

T SM 3中避光显色 3～ 6 h。T E 终止反应。切片贴于

涂有铬矾明胶的载玻片上, 37℃烘箱中过夜。常规脱

水,透明,中性树胶封片。

1. 4　G IR K s m RNA 表达的定量分析　应用莱卡

图像分析系统测定 G IR K s m RNA 表达的阳性信号

平均灰度。

1. 5　统计学处理　应用 SPSS软件进行方差分析,

然后用 Studen ts2N ewm an2Keu ls进行组间比较。

2　结　果

见表 2。 (1) G IR K124分布于海马的CA 1、CA 2、

CA 3区及D G、PC 区; (2)D EP + N S 组相对于对照

组海马的 CA 1、CA 2、CA 3、D G 区和 PC 区 G IR K124

m RNA 杂交阳性信号的强度明显降低 (P < 0. 05,

P < 0. 01) ; (3) 海马各区和 PC 区, D EP + SP I 组

G IR K124 m RNA 水平高于D EP + N S 组 (P < 0. 05,

P < 0. 01) , 但和对照组比较, 海马各区和 PC 区

G IR K122 m RNA 表达没有明显差别, 而海马各区

G IR K324 m RNA 表达升高 (P < 0. 05, P < 0. 01) , PC

区G IR K324表达无区别; (4)D EP + M IF 组 G IR K124

m RNA 信号强度明显低于对照组 (P < 0105, P <

0101) , 但 CA 2、PC 区的 G IR K2 和 G IR K4 m RNA

除外,和D EP + N S 组相比没有明显变化; (5)海马

各区D EP + SP I+ M IF 组 G IR K124 m RNA 表达高

于D EP+ N S组 (P < 0. 05, P < 0. 01) , PC 区无明显

变化, 和对照组相比 G IR K3 m RNA 的海马 CA 1、

CA 3、D G、PC 区和 G IR K4 的CA 2、CA 3、D G 区表达

增加 (P < 0. 05, P < 0. 01) ,而 G IR K122 m RNA 的表

达无明显差异; (6) SP I、M IF、SP I+ M IF 组和N S 组

相比, 海马 CA 1～ 3 区、D G 区和 PC 区 G IR K124

m RNA 杂交阳性信号的强度无明显变化, 相对于

CON 组轻度降低,没有统计学差别。

表 2　大鼠 GIRKs m RNA 在海马和顶叶皮层区的表达

Tab 2　Expression of GIRKs m RNA in h ippocam pus subf ields and par ieta l cortex in ra ts

G IRK subtype Po sit ion CON D EP+ N S D EP+ SP I D EP+ M IF D EP+ SP I+ M IF

G IRK1 CA 1 153. 33±10. 83 138. 78±10. 263 3 155. 89± 5. 88△△ 137. 00±19. 703 149. 67±15. 18△

CA 2 149. 67±15. 18 137. 78± 9. 643 149. 78± 8. 97△△ 131. 89±15. 503 3 147. 11±10. 12△

CA 3 150. 00±13. 25 132. 00± 7. 383 3 146. 00± 9. 99△△ 125. 22±16. 663 3 153. 22±13. 88△△

D G 142. 11±10. 90 121. 44± 5. 463 3 134. 67±10. 94△ 120. 44±12. 433 3 141. 33± 7. 94△△

PC 108. 22±12. 43 98. 56± 6. 393 109. 89±17. 88 79. 44±10. 613 3 △△ 99. 44± 7. 32

G IRK2 CA 1 146. 29± 6. 95 99. 67±19. 773 3 137. 88±12. 89△△ 99. 55±15. 353 3 130. 78±17. 423 △△

CA 2 130. 17±18. 42 110. 00±12. 353 126. 29±12. 51△ 123. 08±14. 89△ 124. 00± 4. 52△

CA 3 134. 50±11. 00 115. 40±13. 753 135. 00±18. 42△ 108. 64±15. 363 3 131. 13±15. 76△

D G 125. 40± 8. 68 100. 10±15. 603 3 120. 00± 6. 32△△ 103. 10± 7. 143 3 116. 89±15. 76△

PC 78. 17± 8. 18 61. 67±12. 033 75. 60± 4. 22△ 80. 89± 9. 88△△ 95. 57±11. 843 △△

G IRK3 CA 1 158. 88± 6. 85 145. 38± 9. 743 182. 88± 8. 593 3 △△ 143. 00± 8. 653 3 180. 00± 6. 633 3 △△

CA 2 162. 63± 5. 45 145. 38± 4. 003 3 171. 38± 7. 293 3 △△ 154. 38±11. 053 3 167. 63± 6. 63△△

CA 3 166. 88± 4. 29 153. 75± 5. 043 3 186. 25± 6. 593 3 △△ 149. 75± 9. 003 3 181. 38± 5. 013 3 △△

D G 154. 38± 3. 89 147. 25± 6. 163 175. 13± 6. 853 3 △△ 150. 00± 9. 93 161. 63± 7. 803 △△

PC 79. 88± 7. 70 67. 38± 5. 613 3 83. 88± 5. 79△△ 72. 75± 5. 753 △△ 85. 63± 4. 373 △△

G IRK4 CA 1 146. 11± 5. 40 134. 78±12. 683 3 158. 44± 7. 523 3 △△ 130. 67± 9. 453 3 155. 56±13. 60△△

CA 2 146. 00± 6. 38 137. 71±10. 313 3 161. 43± 8. 733 △△ 139. 57± 9. 00 156. 57±11. 043 △△

CA 3 144. 13± 8. 04 131. 75± 7. 723 154. 88±12. 833 △△ 133. 38±10. 643 153. 88± 8. 243 △△

D G 128. 38± 3. 74 121. 63± 7. 153 144. 75± 9. 743 3 △△ 131. 25± 9. 13△ 142. 00±15. 533 △△

PC 87. 50± 8. 52 77. 13±11. 093 88. 75±13. 03△ 81. 25±11. 13 84. 00± 9. 96

　CON : Contro l; D EP: D ep ression; N S: Saline; SP I: Sp irono lactone; M IF: M ifep ristone; 3 P < 0. 05, 3 3 P < 0. 01 vs CON group; △P < 0. 05,

△△P < 0. 01 vs D EP+ N S group

3　讨　论

G IR K 目前已被证实有 4 种亚型, 即 G IR K124,

G IR K1 不能独立形成功能通道, 需要和 G IR K2、

G IR K3 或 G IR K4 结合成同源二聚体或异源二聚体

才能形成功能通道[ 4 ]。本研究证实G IR K124在海马的

CA 1～ 3、D G 区和 PC 区均有表达,但对G IR K4 m R 2
NA 的表达水平不同文献存在分歧[ 9, 10 ] , 本研究中

GR IR 4 m RNA 在海马CA 13区和 PC 区的表达无明

显差异。

G IR K1 基因包含大量转录因子的结合位点,其

中包括 GR E 的一个潜在结合位点[ 11 ] , GR 通过和
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G IR K1 上的 GR E 位点结合,进而改变 G IR K1 的基

因转录,皮质酮激活 GR 能直接影响 G IR K1 的基因

转录,调节 G IR K 在海马 CA 1～ 3 区和D G 区的表

达。在应激抑郁大鼠模型中,血浆皮质酮水平升高,

刺激 H PA 轴, 激活 GR 和M R 调节 G IR K 的基因

转录。

本实验中, D EP + N S 组相对于对照组海马的

CA 1～ 3区、D G 区和 PC 区 G IR K124 m RNA 杂交阳

性信号的强度明显降低 (P < 0. 05, P < 0. 01) ,表明

G IR K 在抑郁症大鼠海马和 PC 区的表达均不同程

度的减少。D EP+ SP I组相对于D EP+ N S组海马各

区和 PC 区 G IR K124 m RNA 水平升高,即阻断抑郁

症大鼠M R 后, G IR K 的表达增加,结合D EP + N S

组相对于对照组 G IR K122表达没有明显差别, 而海

马各区 G IR K324 m RNA 表达升高, PC 区 G IR K324表

达无区别,表明M R 可降低 G IR K 在海马和 PC 区

的表达。但 G IR K122和 G IR K324存在选择性差异,可

能是抑郁症大鼠血浆皮质酮浓度升高激活了M R

和GR ,但M R 如何调节G IR K s m RNA 的表达目前

还不清楚。D EP+ M IF 组G IR K124 m RNA 的表达低

于N S 组,即阻断 GR 后 G IR K 表达降低,可能是抑

郁症大鼠血浆皮质酮增加, 激活 GR , GR 通过与

G IR K1 中的GR E 结合,使G IR K s m RNA 在海马的

表达增加。D EP + SP I+ M IF 组的 G IR K124 m RNA

的表达高于N S 抑郁组,可能是因为M R 对皮质酮

的亲合力是 GR 的 5～ 10倍,同时阻断M R 和 GR ,

血浆皮质酮的升高主要激活M R , 使海马的 G IR K

表达增加。SP I、M IF、SP I+ M IF 组和N S组相比,海

马CA 1～ 3区、D G 区和 PC 区 G IR K124 m RNA 杂交

阳性信号的强度无明显变化, 相对于 CON 组轻度

降低,表明 SP I和M IF 本身对正常大鼠 G IR K 表达

的影响不明显。

总之, 皮质酮通过 GR 和M R 改变了 G IR K

m RNA 的表达, 并且 SP I和M IF 对 G IR K m RNA

表达的影响明显不同,主要因为 G IR K1 的 GR E 基

因能调节 G IR K 基因的转录和海马的 52H T 1A受体

增加 G IR K s通道的通透性,这两个原因在抑郁大鼠

G IR K 的表达中产生了不同的作用。
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2　讨　论　内脏反位是因为在胚胎发育中基因“错位”所

致,在临床上发生率约 0. 01% ,内脏反位分全内脏反位和部

分内脏反位。而临床上多见的则是全内脏反位,其在体内呈

“镜影”分布: 肝脏及胆囊位于左侧, 脾、胃位于右侧, 而阑尾

位于左下腹。先天性胆总管囊状扩张亦属先天畸形。目前先

天性内脏反位合并先天性胆总管囊状扩张国内罕见报道,两

者之间有无关联目前缺乏研究。全内脏反位患者,由于“反向

操作”,术者会感到别扭,许多原本简单的操作显得复杂, 术

中要特别注意。
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