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［摘要］　目的：研究促肾上腺皮质激素释放激素（ＣＲＨ）对原代培养海马神经元谷氨酸诱发电流（ＩＧＬＵ）的调节作用，并初步探

讨其可能机制。方法：应用免疫荧光细胞化学方法观察原代培养的大鼠海马神经元ＣＲＨ两型受体的表达；通过全细胞膜片

钳技术研究ＣＲＨ对海马神经元ＩＧＬＵ的调节作用及其可能涉及的胞内信号通路。结果：ＣＲＨ作用２ｍｉｎ明显抑制海马神经元

ＩＧＬＵ，且呈剂量依赖性；细胞外给予ＣＲＨ受体广谱拮抗剂αｈｅｌｉｃａｌＣＲＨ或ＣＲＨＲ１特异性拮抗剂ａｎｔａｌａｒｍｉｎ能完全阻断ＣＲＨ
对ＩＧＬＵ的抑制作用，ＣＲＨＲ２特异性拮抗剂ａｓｔｒｅｓｓｉｎ２Ｂ对此没有明显作用；细胞内给予蛋白激酶Ｃ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＣ，ＰＫＣ）的

抑制剂Ｇ６９７６可阻断ＣＲＨ对ＩＧＬＵ的抑制作用。结论：多肽类激素ＣＲＨ可抑制原代培养的海马神经元ＩＧＬＵ，这种作用由

ＣＲＨＲ１介导，并可能涉及ＰＫＣ信号通路。

［关键词］　促肾上腺皮质激素释放激素；谷氨酸；海马；电生理学

［中图分类号］　Ｒ３３８　　　［文献标志码］　Ａ　　　［文章编号］　０２５８８７９Ｘ（２００９）０３０２３３０５

Ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆｃｏｒｔｉｃｏｔｒｏｐｈｉｎｒｅｌｅａｓｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅｏｎｇｌｕｔａｍａｔｅｍｅｄｉａｔｅｄｃｕｒｒｅｎｔｉｎｃｕｌｔｕｒｅｄｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ
ｎｅｕｒｏｎｓ

ＳＨＥＮＧＨｕｉ１，ＭＡＢｅｉ１，ＬＪｉａｎｑｉａｎｇ２，ＳＵＮＴｉｎｇｔｉｎｇ１，ＮＩＸｉｎ１

１．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＢａｓｉｃＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，ＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ２００４３３，Ｃｈｉｎａ

２．ＳｃｈｏｏｌｏｆＫｉｎｅｓｉｏｌｏｇｙ，ＳｈａｎｇｈａｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＳｐｏｒｔ，Ｓｈａｎｇｈａｉ２００４３８

［收稿日期］　２００８０７０８　　　　［接受日期］　２００８１１２３
［基金项目］　教育部长江学者与创新团队计划（ＩＲＴ０５２８）．ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＰｒｏｇｒａｍｆｏｒＣｈａｎｇｊｉａｎｇＳｃｈｏｌａｒｓａｎｄＩｎｎｏｖａｔｉｖｅＲｅｓｅａｒｃｈＴｅａｍｉｎ

Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｉｅｓ（ＩＲＴ０５２８）．
［作者简介］　盛　慧，博士生，讲师．Ｅｍａｉｌ：ｈｕｉｓｈｅｎｇ７９７９＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ
通讯作者（Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ）．Ｔｅｌ：０２１８１８７０９７８，Ｅｍａｉｌ：ｎｘｌｊｑ２００３＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ

［ＡＢＳＴＲＡＣＴ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：Ｔｏｅｘａｍｉｎｅｔｈｅｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆｃｏｒｔｉｃｏｔｒｏｐｈｉｎｒｅｌｅａｓｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅ（ＣＲＨ）ｏｎｇｌｕｔａｍａｔｅｍｅｄｉａｔｅｄ

ｃｕｒｒｅｎｔ（ＩＧＬＵ）ｉｎｃｕｌｔｕｒｅｄｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｎｅｕｒｏｎｓａｎｄｔｏｓｔｕｄｙｔｈｅｒｅｌａｔｅｄｍｅｃｈａｎｉｓｍ．Ｍｅｔｈｏｄｓ：Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｗａｓ

ｕｓｅｄｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｗｈｅｔｈｅｒｔｈｅｃｕｌｔｕｒｅｄｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｎｅｕｒｏｎｓｅｘｐｒｅｓｓＣＲＨｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ａｎｄｔｈｅｗｈｏｌｅｃｅｌｌｐａｔｃｈｃｌａｍｐｔｅｃｈｎｉｑｕｅ

ｗａｓｕｓｅｄｔｏｅｘａｍｉｎｅｔｈｅｄｉｒｅｃｔｍｏｄｕｌａｔｉｏｎｏｆＣＲＨｏｎＩＧＬＵａｎｄｔｈｅｐｏｓｓｉｂｌｅｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇｎａｌｐａｔｈｗａｙ．Ｒｅｓｕｌｔｓ：Ｔｗｏｍｉｎｕｔｅｓ’

ｅｘｐｏｓｕｒｅｔｏＣＲＨｏｂｖｉｏｕｓｌｙｄｅｐｒｅｓｓｅｄＩＧＬＵｉｎｔｈｅｎｅｕｒｏｎｓｉｎａｄｏｓｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ．ＣＲＨｒｅｃｅｐｔｏｒａｎｔａｇｏｎｉｓｔαｈｅｌｉｃａｌＣＲＨ

ｏｒＣＲＨｒｅｃｅｐｔｏｒｔｙｐｅ１（ＣＲＨＲ１）ａｎｔａｇｏｎｉｓｔａｎｔａｌａｒｍｉｎｃｏｍｐｌｅｔｅｌｙｂｌｏｃｋｅｄＣＲＨｉｎｄｕｃｅｄｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＧＬＵ；ｗｈｅｒｅａｓ，ＣＲＨ

ｒｅｃｅｐｔｏｒｔｙｐｅ２（ＣＲＨＲ２）ａｎｔａｇｏｎｉｓｔａｓｔｒｅｓｓｉｎ２ＢｆａｉｌｅｄｔｏｂｌｏｃｋｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＣＲＨ．ＡｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＰＫＣｉｎｈｉｂｉｔｏｒＧ６９７６

ｔｏｔａｌｌｙｂｌｏｃｋｅｄｔｈｅＣＲＨｉｎｄｕｃｅｄｄｅｃｒｅａｓｅｏｆＩＧＬＵ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＣＲＨｃａｎｉｎｈｉｂｉｔＩＧＬＵｉｎｐｒｉｍａｒｙｃｕｌｔｕｒｅｄｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｎｅｕｒｏｎｓ，

ｗｈｉｃｈｉｓｍｅｄｉａｔｅｄｂｙＣＲＨＲ１ａｎｄｍａｙｉｎｖｏｌｖｅｔｈｅＰＫＣｓｉｇｎａｌｐａｔｈｗａｙ．
［ＫＥＹＷＯＲＤＳ］　ｃｏｒｔｉｃｏｔｒｏｐｉｎｒｅｌｅａｓｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅ；ｇｌｕｔａｍａｔｅ；ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ；ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２００９，３０（３）：２３３２３７］

　　促肾上腺皮质激素释放激素（ｃｏｒｔｉｃｏｔｒｏｐｉｎｒｅ
ｌｅａｓｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅ，ＣＲＨ）由４１个氨基酸残基组成，
是下丘脑分泌的一种调节下丘脑垂体肾上腺轴
（ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｉｃｐｉｔｕｉｔａｒｙａｄｒｅｎａｌａｘｉｓ，ＨＰＡａｘｉｓ）功

能的多肽类激素，也是机体发生应激反应时发挥神
经内分泌调节作用的关键激素。ＣＲＨ 神经元和

ＣＲＨ受体广泛分布于海马，参与和影响了海马的众
多生理功能［１３］。ＣＲＨ 功能十分复杂，其既能抑制
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β淀粉样肽或谷氨酸（ｇｌｕｔａｍａｔｅ，ＧＬＵ）引起的原代
培养大鼠海马神经元凋亡，也能参与脑缺血或ＧＬＵ
引起的海马损伤。

　　ＧＬＵ是海马最主要的兴奋性神经递质，海马富
含各型ＧＬＵ受体，包括：促代谢型受体和促离子型
受体。促离子型受体依据其药理特性又可分为

ＮＭＤＡ受体（ＮｍｅｔｈｙｌＤａｓｐａｒｔｉｃａｃｉｄｒｅｃｅｐｔｏｒ）、

ＡＭＰＡ 受 体 （αａｍｉｎｏ３ｈｙｄｒｏｘｙｌ４ｉｓｏｘａｚｏｌｅｐｒｏｉ
ｎｏｎａｔｅｒｅｃｅｐｔｏｒ）、ＫＡ受体（ｋａｉｎｉｃａｃｉｄｒｅｃｅｐｔｏｒ）等。

ＧＬＵ及其受体在海马功能的发挥中扮演了重要的
角色，对海马依赖性学习记忆功能及海马神经元的
损伤有着重要意义［４５］，且受多种因素的调节。

　　鉴于ＣＲＨ 和 ＧＬＵ都与海马众多生理功能密
切相关，而目前有关ＣＲＨ对ＧＬＵ功能的调控尚无
文献报道。故本研究针对ＧＬＵ诱发电流，运用全细
胞膜片钳等技术，观察ＣＲＨ对原代培养的大鼠海马
神经元ＧＬＵ诱发电流的调节作用，并初步探讨其作
用的内在机制，以进一步了解海马上ＧＬＵ相关生理
功能的调节因素。

１　材料和方法

１．１　海马神经元培养　取新生２４ｈ内ＳＤ大鼠１～
２只，以７５％乙醇消毒，无菌条件下断头、取双侧海
马，剪碎后以０．１２５％胰蛋白酶消化１４～１６ｍｉｎ，用
完全培养液（８０％ＤＭＥＭ＋１０％胎牛血清＋１０％马
血清）终止消化，吹打后以完全培养液稀释成５×
１０５／ｍｌ的细胞悬液，接种于２４孔培养板的孔洞内、
经０．１％多聚赖氨酸处理过的盖玻片上，将培养板置
于３７℃、５％ＣＯ２孵箱内，３ｈ后，每孔加入２５０μｌ完
全培养液，２４ｈ后，去除完全培养液，改加Ｂ２７无血
清培养液５００μｌ，以后每３ｄ换液１次，每次更换一
半的新鲜Ｂ２７无血清培养液，培养７～１０ｄ的细胞
用于实验研究。

１．２　免疫荧光化学染色法　将接种在２４孔培养板
中的玻片取出，放入４８孔板中。ＰＢＳ吹洗３次，每次

１０ｍｉｎ；以４％多聚甲醛固定１ｈ，ＰＢＳ吹洗３次，每次

１０ｍｉｎ；加入用ＰＢＳ稀释的５％ＢＳＡ，室温封闭３０
ｍｉｎ；加入１５００稀释的ＣＲＨＲ１／ＣＲＨＲ２抗体，阴性
对照组加入同等稀释度的正常羊血清，湿盒，４℃过
夜；ＰＢＳ吹洗３次，每次１０ｍｉｎ；加入１１００稀释的罗
丹明偶联的驴抗羊ＩｇＧ，３７℃孵育６０ｍｉｎ；ＰＢＳ吹洗３
次，每次１０ｍｉｎ；倒置荧光显微镜下观察结果。

１．３　全细胞膜片钳记录　采用常规高阻抗封接的
全细胞记录方式，封接电阻为 ＧΩ水平。记录细胞
的电信号经膜片钳放大器放大。原始数据经模数转

换仪输入计算机，以ｐＣＬＡＭＰ９．２软件进行分析、统
计结果。全细胞记录通常维持４０ｍｉｎ以上。记录
在２０～２４℃室温下进行。记录电极采用软质中性无
芯玻璃管，于拉制仪（ＰＣ１０）上分两步拉制成尖端

１．０～２．０μｍ的微电极。电极内液（ｍｍｏｌ／Ｌ）：ＫＤ
Ｇｌｕｃｏｎａｔｅ１２０、ＫＣｌ１０、ＮａＣｌ５、ＥＧＴＡ１１、ＣａＣｌ２１、

ＭｇＣｌ２２、ＨＥＰＥＳ１０、ＭｇＡＴＰ２、ＬｉＧＴＰ１，用

ＮａＯＨ调节ｐＨ至７．２。电极电阻３～５ＭΩ。药物
及给药方法：细胞外灌流成分（ｍｍｏ１／Ｌ）：ＮａＣｌ１４０、

ＫＣｌ５、ＣａＣｌ２２．５、ＨＥＰＥＳ１０、Ｇｌｕｃｏｓｅ１０，用ＮａＯＨ
调节ｐＨ至７．３～７．４。实验中以细胞外给药方式提
供的药物如谷氨酸、ＣＲＨ等用细胞外灌流液配制所
需浓度，通过软件控制正压给药系统给药。细胞内
给药，如以含 Ｇ６９７６的电极内液充灌电极并稳定

１０ｍｉｎ，然后开始记录。

１．４　统计学处理　由ｐＣｌａｍｐ９．２软件采样系统获
得的图形，直接进入Ｃｌａｍｆｉｔ９．２软件数据处理系统
进行测量、分析、作图。实验数据以珚ｘ±ｓ表示。双
项差别采用配对ｔ检验，多项之间的差别采用单因
素方差分析等方法进行统计学分析，Ｐ＜０．０５为差
异具有统计学意义。

２　结　果

２．１　ＣＲＨ 在原代培养大鼠海马神经元上均有表
达　对培养至第 ８ 天的海马神经元进行 ＮＳＥ、

ＭＡＰ２、ＧＦＡＰ免疫荧光细胞化学染色，结果显示

９５％细胞呈ＮＳＥ、ＭＡＰ２免疫反应阳性，而仅少数细
胞呈ＧＦＡＰ免疫反应阳性，提示本研究中原代培养
的海马神经元纯度可达９５％。

　　哺乳类动物 ＣＲＨ 受体分为两型：ＣＲＨＲ１和

ＣＲＨＲ２。本研究应用免疫荧光细胞化学的方法，证
实ＣＲＨＲ１和ＣＲＨＲ２在原代培养的大鼠海马神经
元上染色呈阳性（图１）。

２．２　原代培养大鼠海马神经元谷氨酸诱发电流
（ＩＧＬＵ）的基本特性　培养７～１０ｄ的海马神经元，其
静息膜电位为－（５６±１０）ｍＶ，膜电容为（４５±１０）

ｐＦ。钳制电压为－６０ｍＶ时，给予３～３００μｍｏｌ／Ｌ
ＧＬＵ，均可诱发一内向电流（图２），其幅值呈剂量依
赖关系。４０ｍｉｎ内ＩＧＬＵ衰减不超过１％。

２．３　ＣＲＨ 抑制海马神经元　ＩＧＬＵ当钳制电压为

－６０ｍＶ时，细胞外单独给予 ＣＲＨ（１０－１２～１０－８

ｍｏｌ／Ｌ）不能诱发出电流。当细胞外持续给予ＣＲＨ
（１０－１０ｍｏｌ／Ｌ）２ｍｉｎ，在结束前５ｓ给予ＧＬＵ（１０－４

ｍｏｌ／Ｌ），ＩＧＬＵ 被 显 著 抑 制，其 峰 值 为 给 药 前 的
（６０．２±２．１）％。洗去 ＣＲＨ 后，ＩＧＬＵ可恢复（图３）。
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ＣＲＨ（１０－１２～１０－８ｍｏｌ／Ｌ）对ＩＧＬＵ的抑制效应呈剂量 依赖关系（图４）。

图１　ＣＲＨ受体在原代培养大鼠海马神经元上的表达

Ｆｉｇ１　ＩｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆＣＲＨｒｅｃｅｐｔｏｒｓｉｎｃｕｌｔｕｒｅｄｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｃｅｌｌｓ
ＩｍｍｕｎｏｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈａｎｔｉｂｏｄｙａｇａｉｎｓｔＣＲＨＲ１（Ａ）ａｎｄＣＲＨＲ２（Ｂ）；Ｃ：ＮｏｒｍａｌｇｏａｔＩｇＧ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

图２　大鼠海马神经元上１０－４ｍｏｌ／ＬＧＬＵ诱发的电流

Ｆｉｇ２　Ｃｕｒｒｅｎｔｅｌｉｃｉｔｅｄｂｙ１０－４ｍｏｌ／Ｌ

ＧＬＵｉｎｃｕｌｔｕｒｅｄｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｎｅｕｒｏｎｓ

图３　ＣＲＨ（１０－１０ｍｏｌ／Ｌ）对

海马神经元ＩＧＬＵ的抑制作用

Ｆｉｇ３　Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｃｕｒｒｅｎｔｔｒａｃｅｓｓｈｏｗｉｎｇ
ＣＲＨ（１０－１０ｍｏｌ／Ｌ）ｒｅｄｕｃｅｄＧＬＵ（１０－４ｍｏｌ／Ｌ）

ｅｌｉｃｉｔｅｄｃｕｒｒｅｎｔｓｉｎａｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｎｅｕｒｏｎ

图４　不同浓度的ＣＲＨ对ＩＧＬＵ的抑制作用

Ｆｉｇ４　Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｒｅｓｐｏｎｓｅｏｆ

ＣＲＨｉｎｄｕｃｅｄｄｅｃｒｅａｓｅｏｆＧＬＵｃｕｒｒｅｎｔｓ
Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ（０ｇｒｏｕｐ）；ｎ＝８，珚ｘ±ｓ

２．４　介导 ＣＲＨ 抑制海马神经元ＩＧＬＵ的 ＣＲＨ 受
体　在钳制电压为－６０ｍＶ 时，细胞外单独给予

ＣＲＨ受体广谱拮抗剂αｈｅｌｉｃａｌＣＲＨ（１０－８ｍｏｌ／Ｌ）、

ＣＲＨＲ１特异性拮抗剂ａｎｔａｌａｒｍｉｎ（１０－８ ｍｏｌ／Ｌ）、

ＣＲＨＲ２特异性拮抗剂ａｓｔｒｅｓｓｉｎ２Ｂ（１０－８ｍｏｌ／Ｌ）均
不能诱发出电流。当αｈｅｌｉｃａｌＣＲＨ（１０－８ ｍｏｌ／Ｌ）
或Ａｎｔａｌａｒｍｉｎ（１０－８ｍｏｌ／Ｌ）和ＣＲＨ（１０－１０ｍｏｌ／Ｌ）
同时作用２ｍｉｎ，ＣＲＨ 对ＩＧＬＵ的抑制作用被完全阻
断（图５、图６）。当ａｓｔｒｅｓｓｉｎ２Ｂ （１０－８ ｍｏｌ／Ｌ）和

ＣＲＨ（１０－１０ｍｏｌ／Ｌ）同时作用２ｍｉｎ，ＩＧＬＵ峰值为给
药前的（５９．６±３．３）％，与单独给予ＣＲＨ 相比，无
统计学差异（ｎ＝６，Ｐ＞０．０５），提示ＣＲＨ 对ＩＧＬＵ的
抑制作用不能被ａｓｔｒｅｓｓｉｎ２Ｂ所阻断（图６）。

图５　αｈｅｌｉｃａｌＣＲＨ对ＣＲＨ抑制ＩＧＬＵ作用的影响

Ｆｉｇ５　ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆαｈｅｌｉｃａｌＣＲＨｏｎ

ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆＣＲＨａｇａｉｎｓｔＩＧＬＵ

图６　ＣＲＨ受体拮抗剂对ＣＲＨ抑制ＩＧＬＵ作用的影响

Ｆｉｇ６　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＣＲＨｒｅｃｅｐｔｏｒａｎｔａｇｏｎｉｓｔｓｏｎ

ＣＲＨｉｎｄｕｃｅｄｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧＬＵｃｕｒｒｅｎｔｓ
αｈｅｌＣＲＨ：αｈｅｌｉｃａｌＣＲＨ；Ａｎｔａ：Ａｎｔａｌａｒｍｉｎ；Ａｓｔｒｅ：Ａｓｔｒｅｓｓｉｎ２Ｂ．
Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ；ｎ＝６，珚ｘ±ｓ
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２．５　ＰＫＣ通路在ＣＲＨ 抑制海马神经元ＩＧＬＵ中的
作用　细胞内给予蛋白激酶Ｃ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＣ，

ＰＫＣ）抑制剂 Ｇ６９７６（１０－６ ｍｏｌ／Ｌ），对ＩＧＬＵ无明显
影响。在此基础上，细胞外给予ＣＲＨ（１０－１０ｍｏｌ／Ｌ）
作用２ｍｉｎ，ＩＧＬＵ峰值与给予ＣＲＨ前无明显变化，提
示ＣＲＨ对ＩＧＬＵ的抑制作用可完全被 Ｇ６９７６阻断
（图７）。为进一步确定ＰＫＣ的作用，本研究又观察
了ＰＫＣ激动剂ＰＭＡ的作用。在钳制电压为－６０
ｍＶ时，细胞外单独给予ＰＭＡ（１０－７ｍｏｌ／Ｌ）不能诱
发出电流。当细胞外持续给予ＰＭＡ（１０－７ｍｏｌ／Ｌ）２
ｍｉｎ，ＩＧＬＵ峰值被抑制，为给药前的（８７．３±１．６）％。
洗去ＰＭＡ后，ＩＧＬＵ恢复（图７）。

图７　ＰＫＣ通路在ＣＲＨ抑制ＩＧＬＵ作用的影响

Ｆｉｇ７　ＥｆｆｅｃｔｏｆＰＫＣｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｏｎ

ＣＲＨｉｎｄｕｃｅｄｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧＬＵｃｕｒｒｅｎｔｓ
Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ；ｎ＝８，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　海马神经元上存在各型促离子型 ＧＬＵ 受体，
包括ＮＭＤＡ受体、ＡＭＰＡ受体和 ＫＡ受体等。它
们激活时伴发非特异性的阳离子通道的开放，产生
膜电流。其中，ＮＭＤＡ受体是一类非常重要而有特
色的促离子型受体，在一定的离子及ｐＨ值条件下，
可同时结合２个ＧＬＵ分子和２个甘氨酸分子后开
放，对Ｃａ２＋、Ｎａ＋、Ｋ＋表现出高通透性。ＡＭＰＡ受
体和ＫＡ 受体是相互独立的受体复合体，一般对

Ｎａ＋、Ｋ＋ 高通透。而缺乏 ＧＬＵＲ２亚基的 ＡＭＰＡ
受体对Ｃａ２＋亦有通透性。故本研究所记录到的ＩＧＬＵ
可能是３种受体通道共同开放的结果。

　　ＧＬＵ受体是中枢神经系统兴奋性突触的突触
后膜最重要组成部分之一，参与突触传导和突触可
塑性，与海马功能等密切相关。有关 ＧＬＵ 受体的
调节已有大量文献报道。Ｉｒｅｌａｎｄ等［６］研究证实，

５羟色胺受体和代谢型谷氨酸受体激活均能上调

ＮＭＤＡ受体功能。Ｇｒｉｓｈｉｎ等［７］利用大鼠海马ＣＡ３
区脑片标本也证实，Ｍ１型乙酰胆碱受体激活可抑
制ＮＭＤＡ诱发电流。本实验结果显示，多肽类激素

ＣＲＨ可明显抑制大鼠海马神经元ＩＧＬＵ，这种作用呈

ＣＲＨ剂量依赖性。考虑到ＩＧＬＵ成分复杂，ＣＲＨ 是
针对何种受体介导的电流起作用尚需进一步研究。

ＣＲＨ受体有两种类型：ＣＲＨＲ１和ＣＲＨＲ２。ＣＲＨ
通过其不同类型的受体在中枢神经系统发挥着不同

的生理功能。Ｒａｄｕｌｏｖｉｃ等［２］研究发现，ＣＲＨ 注入
背侧海马可通过 ＣＲＨＲ１增强小鼠学习和记忆能
力；注入侧中隔区则通过ＣＲＨＲ２削弱学习和记忆
能力。ＣＲＨ还可通过ＣＲＨＲ１抑制β淀粉样肽或

ＧＬＵ引起的原代培养的大鼠海马神经元凋亡，具有
神经 保 护 作 用。Ｓｔｅｃｋｌｅｒ 等［８］还 报 道 下 丘 脑

ＣＲＨＲ２参与调节动物的摄食行为。我们的研究结
果显示，ＣＲＨ受体广谱的拮抗剂和ＣＲＨＲ１特异性
拮抗剂可以完全阻断ＣＲＨ 对ＩＧＬＵ的抑制作用，而

ＣＲＨＲ２特异性拮抗剂不能阻断ＣＲＨ 的这种抑制
作用，提示ＣＲＨ 可通过ＣＲＨＲ１抑制海马神经元

ＩＧＬＵ。而ＣＲＨ的这种效应是否与ＣＲＨＲ１所介导
的ＣＲＨ对抗ＧＬＵ神经毒性的作用有关尚不清楚。

　　蛋白质磷酸化对ＧＬＵ受体活性的调控具有重
要意义，ＮＭＤＡ受体、ＡＭＰＡ受体和ＫＡ受体上含
有多个磷酸化位点，ＰＫＣ等多种蛋白激酶均可使这
些受体的活性发生显著改变，进而影响其功能。

ＣＲＨ受体是Ｇ蛋白偶联受体超家族成员，可与不
同类型Ｇ蛋白偶联，介导细胞内不同的信号转导途
径。已证实ＣＲＨ受体可偶联Ｇｓ、Ｇｉ、Ｇｑ／１１、Ｇｏ、Ｇｚ
等，而ＣＲＨ与其受体结合后可活化ＡＣ和ＰＬＣ，增
加细胞内ｃＡＭＰ、ＩＰ３和ＤＡＧ等的含量，激活ＰＫＡ、

ＰＫＣ等多条胞内信号转导通路。ＭａｃＤｏｎａｌｄ等［９］

发现Ｇ蛋白偶联受体可以通过激活ＰＫＡ和ＰＫＣ
等通路调节海马 ＣＡ１区 ＮＭＤＡ 受体功能。Ｓｈｉｎ
等［１０］证实，ＰＫＣ通路能调节大脑皮质锥体神经元

ＡＭＰＡ受体的功能。本实验结果表明，ＰＫＣ的抑制
剂Ｇ６９７６可以完全阻断ＣＲＨ 对海马神经元ＩＧＬＵ
的抑制作用；与ＣＲＨ类似，ＰＫＣ激动剂ＰＭＡ也可
抑制海马神经元ＩＧＬＵ。以上结果提示，ＣＲＨ对海马
神经元ＩＧＬＵ的抑制作用涉及ＰＫＣ通路。ＰＫＣ包括

Ｃａ２＋和ＤＡＧ依赖的亚型（α、βⅠ、βⅡ和γ），Ｃａ
２＋非

依赖的和ＤＡＧ依赖的亚型（δ、ε、η、θ、ν和μ）以及

Ｃａ２＋和ＤＡＧ非依赖的亚型（ζ和λ）等。Ｇ６９７６只
对ＰＫＣα和ＰＫＣβⅠ有抑制作用，故ＣＲＨ抑制海马
神经元ＩＧＬＵ的作用可能由ＰＫＣα和ＰＫＣβⅠ通路介
导，至于ＰＫＣ的其他亚型有无参与ＣＲＨ的这种抑
制作用，尚需进一步研究。

　　本研究发现多肽类激素ＣＲＨ可抑制原代培养
的海马神经元ＩＧＬＵ，这种作用由ＣＲＨＲ１介导，并可
能涉及ＰＫＣ信号通路。至于ＣＲＨ的这种作用是否
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涉及其他胞内信号转导通路，以及可能的生理意义，
尚有待进一步研究。
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