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　　摘要：目的　研究可溶性肿瘤坏死因子受体 （ｓＴＮＦＲ）基因直接体外灌注转染供者器官的效果�利用小鼠异位
心脏移植模型探讨ｓＴＮＦＲ基因转染对供心缺血／再灌注损伤的保护机制。方法　实验分3组�每组 Ｃ57／ＢＬ6（Ｈ
－2Ｋｂ）供体鼠和ＢａｌＢ／ｃ（Ｈ－2Ｋｄ）受体鼠各10只�在0～4℃溶液中对3组 Ｃ57／ＢＬ6（Ｈ－2Ｋｂ）小鼠的供心分别
经主动脉缓慢灌注含编码小鼠ｓＴＮＦＲ－ｐ55基因的复制缺陷重组腺病毒载体 （ＡｄｍｓＴＮＦＲ组 ）、复制缺陷重组腺
病毒载体ＡｄＨＣＶｓｐ1ＬａｃＺ（ＡｄｍＬａｃＺ组 ）的 ＰＢＳ和单纯 ＰＢＳ（对照组 ）�灌注 1ｈ后�将供心移植给 ＢａｌＢ／ｃ（Ｈ－
2Ｋｄ）受体鼠。检测各组移植受体鼠外周血血清ｓＴＮＦＲ的表达水平和移植物浸润细胞 （ＧＩＣ）的数量�并分析Ａｄｍ-
ｓＴＮＦＲ基因修饰后ＧＩＣ的同种反应活性 （ＭＬＲ）。结果　以2×1012ｐｆｕ／Ｌ的滴度转染移植心脏后�12ｈ即可在
ＡｄｍｓＴＮＦＲ组小鼠的血清中检测到高水平的 ｓＴＮＦＲ－ｐ55表达�24ｈ达到分泌高峰�为 （59．5±6．5）μｇ／Ｌ；而
ＡｄｍＬａｃＺ组24ｈ的ｓＴＮＦＲ－ｐ55水平为 （1．5±0．56）μｇ／Ｌ（Ｐ＜0．05）�对照组更低；术后14天�ＡｄｍｓＴＮＦＲ组
仍持续表达有效高水平的ｓＴＮＦＲ－ｐ55〔（20．1±3．7）μｇ／Ｌ〕。ＡｄｍｓＴＮＦＲ组移植心脏的ＧＩＣ数目为 （0．5±0．12）
×106／孔�明显低于对照组和ＡｄｍＬａｃＺ组的 （5．0±2．2）×106／孔 （Ｐ＜0．05）�其比例为1∶10～1∶20。将不同组
的ＧＩＣ与γ射线 （20Ｇｙ）灭活的供体鼠来源的Ｔ细胞作72ｈＭＬＲ�ＡｄｍｓＴＮＦＲ组的ＧＩＣ增殖受到了明显的抑制�
ＡｄｍＬａｃＺ组和对照组的ＧＩＣ则显示较强的对同种刺激的增殖活性。结论　在低温 （0～4℃ ）的条件下可以将编
码ｓＴＮＦＲ基因的腺病毒成功地转入移植心脏�通过基因表达可长时间维持有效的ｓＴＮＦＲ－ｐ55的局部浓度�减轻
了受体鼠移植器官内的炎性细胞浸润�并抑制移植器官内浸润细胞的同种反应活性。
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　　器官保存在维持离体器官的功能方面起着最为

重要的作用。在器官切取后等待移植手术的时间
内�供器官质量的好坏直接影响到外科手术后移植
器官的功能恢复。缺血／再灌注损伤 （ｉｓｃｈｅｍｉａ／
ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ�Ｉ／ＲＩ）是影响移植器官早期功能
恢复的主要因素之一�近期的研究已经证实炎症反
应在缺血／再灌注损伤中的重要作用�因此我们试图
从抑制炎症反应的角度探索防治缺血／再灌注损伤
的措施。肿瘤坏死因子 （ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ�ＴＮＦ）
是此Ｉ／ＲＩ过程中的关键性的致炎因子�其表达增高
是该过程的关键环节。本试验利用腺病毒载体分别
向切取后低温保存的动物器官组织中转入 ＴＮＦ的

可溶性受体 （ｓｏｌｕｂｌｅＴＮＦｒｅｃｅｐｔｏｒ�ｓＴＮＦＲ）基因�通
过灌洗和保存使供器官局部表达ｓＴＮＦＲ�在移植物
局部抑制和减轻ＴＮＦ－α的致炎症反应作用�减少
缺血／再灌注损伤的风险�从而达到有利于移植器官
功能恢复的目的。
1　材料和方法
1．1　动物　8～12周雄性 ＢａｌＢ／ｃ（Ｈ－2Ｋｄ）和
Ｃ57／ＢＬ6（Ｈ－2Ｋｂ）小鼠�体重20～22ｇ（±1．5ｇ）�
购自第二军医大学实验动物中心�在无病原的环境
中饲养。
1．2　试剂、仪器和细胞系　ＩＦＮ－γ、ＩＬ－4、ＩＬ－10
和 ＩＬ－2的 ＥＬＩＳＡ检测试剂盒购于 Ｅｎｄｏｇｅｎ公司
（ＷｏｂｕｒｎＭＡＣｏ�ＵＳＡ）�ｓＴＮＦＲ－ｐ55的 ＥＬＩＳＡ检
测试剂盒购于 ＢｉｏＳｏｕｒｃｅＥｕｒｏｐｅＳ．Ａ公司 （Ｂｅｌ-
ｇｉｕｍ）�编码小鼠ｓＴＮＦＲ－ｐ55基因的复制缺陷重组
腺病毒载体 （ＡｄｍｓＴＮＦＲ－ｐ55）由加拿大 ＭｃＧｉｌｌ大
学路遥博士惠赠�复制缺陷重组腺病毒载体 ＡｄＨ-
ＣＶｓｐ1ＬａｃＺ（ＡｄｍＬａｃＺ）为靶病毒对照。ＡｄｍｓＴＮＦＲ
－ｐ55和 ＡｄＨＣＶｓｐ1ＬａｃＺ分别用 293肿瘤细胞株
（人胚肾肿瘤细胞株 ）扩增�感染细胞经反复冻融3
次�收获上清�置－70℃保存�待用。病毒滴度检测
由标准病毒滴度检测程序检测�以空斑形成单位

ｐｆｕ／Ｌ表示。Ⅳ型胶原酶购于Ｓｉｇｍａ公司�完全细胞
培养液由ＲＰＭＩ1640加入体积分数为10％的灭活
ＦＣＳ（购于美国Ｇｉｂｃｏ公司 ）、2ｍｍｏｌ／Ｌ谷氨酰胺、1
×105Ｕ／Ｌ青霉素和100ｍｇ／Ｌ链霉素配制�ＰＢＳ购
于上海第一医药公司。所有细胞均在 37℃、5％
ＣＯ2和饱和湿度的环境下�悬浮于完全细胞培养液
培养。液闪计数仪购于美国 Ｗａｌｌａｃ公司�80－1台
式低速离心机购于上海医疗设备公司。
1．3　供体心脏体外灌注和实验分组　在0～4℃乳
酸林格液的冰水混合物中进行供心〔Ｃ57／ＢＬ6（Ｈ－
2Ｋｂ）鼠〕的体外灌注。2×1012ｐｆｕ／Ｌ的 ＡｄｍｓＴＮＦＲ
或ＡｄｍＬａｃＺ溶于总体积为0．5ｍｌ、0～4℃的 ＰＢＳ
中�经供心的主动脉缓慢灌注�1ｈ后将供心移植给
ＢａｌＢ／ｃ（Ｈ－2Ｋｄ）受体鼠。对照组灌注0．5ｍｌ不含
病毒的ＰＢＳ。

实验分3组�每组10只 Ｃ57／ＢＬ6（Ｈ－2Ｋｂ）供
体鼠和10只ＢａｌＢ／ｃ（Ｈ－2Ｋｄ）受体鼠�第1组为应
用ＡｄｍｓＴＮＦＲ灌注过的Ｃ57／ＢＬ6（Ｈ－2Ｋｂ）小鼠供
心进行移植 （ＡｄｍｓＴＮＦＲ组 ）�第2组为应用 Ａｄｍ-
ＬａｃＺ灌注过的Ｃ57／ＢＬ6（Ｈ－2Ｋｂ）小鼠供心进行移
植 （ＡｄｍＬａｃＺ组 ）�第3组为不含病毒的ＰＢＳ灌注过
的Ｃ57／ＢＬ6（Ｈ－2Ｋｂ）小鼠供心进行移植 （对照
组 ）。按照不同的实验目的进行取样和观察。
1．4　小鼠心脏异体移植模型制备　参照文献报道
的颈部套管法建立小鼠异位心脏移植模型 ［1］�并作
简要改进。整个操作在手术显微镜下进行�放大倍
数为10倍。供鼠以苯巴比妥钠腹腔注射麻醉�开胸
后经下腔静脉向心脏注入5×104Ｕ／Ｌ的4℃肝素生
理盐水0．5ｍｌ�立即将心脏连同双肺完整切下�置
4℃生理盐水中修整。切断左肺动脉装套管�游离主
动脉至头臂干处切断。其余血管及双肺结扎切除。
受体鼠〔ＢａｌＢ／ｃ（Ｈ－2Ｋｄ）〕麻醉完成后切开右侧颈
部皮肤�在血管夹阻断下切断右侧颈外静脉及颈总
动脉�颈总动脉上套管�将供心的左肺动脉套管装入
受体颈外静脉�受体颈总动脉套管装入供心主动脉�
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分别结扎固定后开放血管夹。术后每天触摸移植心
脏观察存活情况。
1．5　移植受体鼠外周血血清ｓＴＮＦＲ表达水平检测
　于移植后的不同时间�从3组受体鼠的尾静脉获
取外周血清50μｌ�用ｓＴＮＦＲ－ｐ55的ＥＬＩＳＡ试剂盒
检测各组外周血血清ｓＴＮＦＲ－ｐ55水平。
1．6　移植物浸润细胞 （ｇｒａｆｔｓｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｎｇｃｅｌｌｓ�ＧＩＣ）
的分离　于移植后第7天�处死受体小鼠�获取3组
的移植心脏�浸于质量浓度为100ｍｇ／Ｌ的Ⅳ型胶原
酶溶液中�37℃消化30ｍｉｎ。收集消化后的心肌细
胞�用ＰＢＳ洗2遍�用 Ｐｅｒｃｏｌｌ细胞分离液进行梯度
离心 （80－1台式低速离心机�2000ｒ／ｍｉｎ�30
ｍｉｎ）�收集悬于顶层 （含消化的间充质细胞和残余
心肌细胞 ）和界面的细胞 （即 ＧＩＣ）。ＰＢＳ洗2遍�
用ＲＰＭＩ1640完全培养基将收获的细胞计数调至2
×109／Ｌ�待用。
1．7　ＧＩＣ的同种混合淋巴细胞反应 （ｍｉｘｅｄｌｙｍｐｈｏ-
ｃｙｔｅｒｅａｃｔｉｏｎ�ＭＬＲ）分析　将收获的 ＧＩＣ以不同的
比例 （分别为2．5∶1、5∶1、10∶1、20∶1）与 γ射线 （20
Ｇｙ）灭活的Ｃ57／ＢＬ6鼠脾Ｔ细胞作72ｈ混合培养。
混合培养在圆底96孔板内进行�每个比例设3个复
孔。在培养的最后12ｈ�加入 ［3Ｈ］－胸腺嘧啶脱氧
核苷 （ＴｄＲ）37ｋＢｑ／孔�用液闪计数仪测定 ［3Ｈ ］ －
ＴｄＲ掺入�以每分钟脉冲数 （ｃｏｕｎｔｓ／ｍｉｎ）表示。
1．8　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ10．0统计软件进行
数据处理�结果以﹣ｘ±ｓ表示�采用ｔ检验和方差分析
检验各组均数间的差异�检验水准：α＝0．05。
2　结　果
2．1　受体鼠 ｓＴＮＦＲ－ｐ55表达水平　以2×1012
ｐｆｕ／Ｌ的滴度转染移植心脏后�ｓＴＮＦＲ－ｐ55的表达
水平较为理想�12ｈ即可在ＡｄｍｓＴＮＦＲ组的血清中
检测到高水平的ｓＴＮＦＲ－ｐ55的表达�24ｈ达到分
泌高峰 （59．5±6．5）μｇ／Ｌ；ＡｄｍＬａｃＺ组24ｈ产生
ｓＴＮＦＲ－ｐ55的水平仅为 （1．5±0．56）μｇ／Ｌ�而对照
组结果更低；ＡｄｍｓＴＮＦＲ组与ＡｄｍＬａｃＺ组、对照组
相比差异有显著性 （Ｐ＜0．05）。ＡｄｍｓＴＮＦＲ组

ｓＴＮＦＲ－ｐ55的表达在24ｈ达到高峰后呈不断下降
趋势�但术后14天仍持续表达有效水平的ｓＴＮＦＲ－
ｐ55�为 （20．1±3．7）μｇ／Ｌ。ＡｄｍＬａｃＺ组和对照组术
后1周内一直呈低水平的表达�但在第8～10天有
一个数值较高的峰值〔（57．7±6．4）μｇ／Ｌ〕�提示ｓＴ-
ＮＦＲ－ｐ55与ＴＮＦ－α水平明显相关�排斥以后恢复
至正常水平 （图1）。

图1　各组受体鼠外周血ｓＴＮＦＲ－ｐ55表达水平

2．2　ＡｄｍｓＴＮＦＲ基因转染对ＧＩＣ的ＭＬＲ抑制作用
　移植各组的 ＧＩＣ的数目存在明显差别�ＡｄｍｓＴＮ-
ＦＲ组移植心脏的 ＧＩＣ数目为 （0．5±0．12）×106／
孔�明显低于对照组和ＡｄｍＬａｃＺ组的 （5．0±2．2）×
106／孔 （Ｐ＜0．05）�其比例为1∶10～1∶20。用ＦＡＣＳ
分析移植物浸润细胞ＭＨＣ－Ⅱ分子Ｉａｄ抗原的阳性
率�表明90％的细胞为受体来源的 Ｉａｂ（＋）细胞。
ＡｄｍＬａｃＺ组和对照组的 ＧＩＣ以 Ｔ细胞为主�ＣＤ4
（＋）Ｔ细胞与ＣＤ8（＋）Ｔ细胞的比例为4∶1～5∶1；
ＡｄｍｓＴＮＦＲ组的Ｔ细胞在ＧＩＣ中的比例明显下降。

将不同组的ＧＩＣ与γ射线 （20Ｇｙ）灭活的供体
鼠来源的Ｔ细胞作72ｈ的ＭＬＲ（表1）�ＡｄｍｓＴＮＦＲ
组的ＧＩＣ增殖受到了明显的抑制�ＡｄｍＬａｃＺ组和对
照组的 ＧＩＣ显示较强的对同种刺激的增殖活性。
说明 ＡｄｍｓＴＮＦＲ基因转染通过减少炎性细胞浸润

和抑制 ＧＩＣ同种特异性反应性来抑制局部免疫应

答反应。
表1　ＡｄｍｓＴＮＦＲ基因转染对ＧＩＣ的ＭＬＲ抑制作用 （ｎ＝10�ｃｏｕｎｔｓ／ｍｉｎ）

　　比　例 对照组 ＡｄｍＬａｃＺ组 ＡｄｍｓＴＮＦＲ组 Ｆ Ｐ

20∶1（Ｇ∶Ｔ） 3．39±0．5 3．20±0．6 2．02±0．5 7．258 ＜0．05
10∶1（Ｇ∶Ｔ） 9．87±1．2 8．60±1．2 3．40±0．8 12．975 ＜0．05
5∶1（Ｇ∶Ｔ） 15．70±2．0 16．58±1．5 6．43±1．1 17．102 ＜0．05

2．5∶1（Ｇ∶Ｔ） 20．98±2．2 22．98±2．0 8．53±1．2 17．389 ＜0．05
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3　讨　论
　　缺血／再灌注损伤的本质是一种炎症反应�促进
炎症反应的细胞因子有白细胞介素 －1（ＩＬ－1）、
ＴＮＦ、ＩＬ－6等。ＴＮＦ－α在缺血／再灌注损伤炎症
反应的多个环节上起着至关重要的作用 ［2］�细胞因
子中�ＴＮＦ－α1是对炎症最有影响的起直接作用的
物质之一。许多炎症都可由ＴＮＦ－α受体拮抗剂来
预防和消除�通过阻断ＴＮＦ－α的释放、抑制ＴＮＦ－
α的生成能防止或消除炎症 ［3－4］。在无免疫反应的
情况下�器官缺血／再灌注后早期组织内ＴＮＦ－α的
ｍＲＮＡ表达即迅速升高�其中一部分是由缺血／再灌
注诱导组织产生�另一部分则是由浸润的炎性细胞
所产生 ［5］。因此�在移植物局部抑制 ＴＮＦ－α的作
用将会极大地有利于缺血／再灌注损伤的防治 ［6］。
　　ＴＮＦ－α的生物学功能由膜型 ＴＮＦ受体 （ＴＮ-
ＦＲ）所介导�对应于膜型 ＴＮＦＲ�存在 2种可溶性
ＴＮＦ受体 （ｓＴＮＦＲ）�即 ｓＴＮＦＲ－ｐ55和 ｓＴＮＦＲ－
ｐ75�主要功能是中和以及拮抗过多的 ＴＮＦ�减少
ＴＮＦ造成的损伤�中止炎症反应。ｓＴＮＦＲ与多种疾
病�如肿瘤、感染、自身免疫性疾病、移植排斥反应等
的诊断和治疗密切相关 ［7］。炎症反应时�机体通过
膜受体脱落及蛋白合成机制产生ｓＴＮＦＲ。膜受体脱
落产生的ｓＴＮＦＲ可调节炎症反应的强度和区域�起
机体自我保护作用。ｓＴＮＦＲ－ｐ55的基因转移已被
证明可通过阻断 ＴＮＦ－α毒性抑制各种炎症反
应 ［8－9］�并可延长同种异体胰岛移植物的存活�同时
阻断抗腺病毒的免疫应答 ［10］。但是这种转基因治
疗在大器官移植中的研究及其在抗移植器官缺血／
再灌注损伤中保护效果的研究都比较少。
　　本实验结果表明�在低温 （0～4℃ ）的条件下可
以将编码ｓＴＮＦＲ基因的腺病毒成功地转入心脏移

植物�通过基因表达可以长时间维持局部有效的ｓＴ-
ＮＦＲ－ｐ55的浓度。通过对ＡｄｍｓＴＮＦＲ基因转染后
移植心脏内浸润细胞的数目和活性的分析发现�
ＡｄｍｓＴＮＦＲ组的移植心脏内的炎性细胞浸润明显减

少。通过分析 ＧＩＣ同种刺激下的增生活性�提示
ＡｄｍｓＴＮＦＲ基因表达对浸润的 ＣＤ4（＋）Ｔ和 ＣＤ8
（＋）Ｔ细胞活性均产生了抑制作用。因此�ｓＴＮＦＲ
作为ＴＮＦ－α拮抗剂在移植器官的基因转染可以于
局部微环境内抑制针对同种抗原的免疫应答反应�
表现为减轻移植物内的炎性细胞浸润、抑制ＧＩＣ的
同种反应活性。
　　我们认为�利用灌洗和保存供器官转基因方法

具有与其他转基因治疗方法不同的特点：供器官缺
血／再灌注损伤导致的炎症反应范围局限在供器官
内�基因表达产物大量表达在供器官局部�随血流散
布全身的产物极少�使得维持较长时间的转基因治
疗成为可能�避免其他转基因治疗全身给药在局部
往往尚未达到应有浓度时副作用已大得难以承受的

缺陷。在下一步的研究中�我们还将对直接基因载
体灌注修饰供器官后对移植物局部的免疫调节和宿

主系统免疫反应状态产生的影响和受体小鼠移植物

存活的状况进行进一步的观察�以便更加深入地探
讨ＡｄｍｓＴＮＦＲ基因直接灌注转染供器官的免疫学

机制。
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大鼠视上核和室旁核神经元钾离子氯离子共转运体2表达探讨∗

王德广1�2∗�张　静3�陈菲菲3�郑殿杰3�陈幽婷2

（1．徐州医学院江苏省麻醉学重点实验室�江苏 徐州 221002；2．徐州医学院解剖学教研室；
3．徐州医学院神经生物学教研室 ）

　　摘要：目的　观察神经元特异性标记物钾离子氯离子共转运体2在成年大鼠下丘脑视上核和室旁核的表达。
方法　成年ＳＤ大鼠�4％多聚甲醛灌注固定�取脑�冰冻切片�下丘脑部进行钾离子氯离子共转运体2和神经细胞
核抗原免疫荧光染色�激光共聚焦显微镜观察。结果　钾离子氯离子共转运体2在视上核和室旁核神经元中表
达很弱。结论　下丘脑视上核和室旁核部分神经元缺少神经特异性的钾离子氯离子共转运体2表达。

关键词：下丘脑；视上核；室旁核；钾离子氯离子共转运体2
中图分类号：Ｒ322．81　　文献标识码：Ａ　　文章编号：1000－2065（2008）04－0215－03

Ａｂｓｅｎｃｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｎｅｕｒｏｎａｌｓｐｅｃｉｆｉｃｐｏｔａｓｓｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅｉｏｎｃｏｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ2ｉｎ
ｓｕｐｒａｏｐｔｉｃａｎｄｐａｒａｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｎｕｃｌｅｉ

ＷＡＮＧＤｅｇｕａｎｇ1�2∗�ＺＨＡＮＧＪｉｎｇ3�ＣＨＥＮＦｅｉｆｅｉ3�ＺＨＥＮＧＤｉａｎｊｉｅ3�ＣＨＥＮＹｏｕｔｉｎｇ2

（1．ＪｉａｎｇｓｕＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＡｎｅｓｔｈｅｓｉｏｌｏｇｙ�ＸｕｚｈｏｕＭｅｄｉｃａｌＣｏｌｌｅｇｅ�Ｘｕｚｈｏｕ�Ｊｉａｎｇｓｕ221002�Ｃｈｉｎａ；
2．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＡｎａｔｏｍｙ�ＸｕｚｈｏｕＭｅｄｉｃａｌＣｏｌｌｅｇｅ；3．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＮｅｕｒｏｂｉｏｌｏｇｙ�ＸｕｚｈｏｕＭｅｄｉｃａｌＣｏｌｌｅｇｅ）

　　Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅｎｅｕｒｏｎａｌｓｐｅｃｉｆｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐｏｔａｓｓｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅｉｏｎｃｏｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ2ｉｎａｄｕｌｔ
ｒａｔｓｕｐｒａｏｐｔｉｃａｎｄｐａｒａｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｎｕｃｌｅｉ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＴｈｅａｄｕｌｔＳＤｒａｔｓｗｅｒｅｓａｃｒｉｆｉｃｅｄａｎｄｆｉｘｅｄｗｉｔｈ4％ ｐａｒａｆｏｒｍａｌｄｅ-
ｈｙｄｅｔｏｒｅｍｏｖｅｔｈｅｂｒａｉｎｆｏｒｆｒｏｚｅｎ－ｓｅｃｔｉｏｎｉｎｇ．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐｏｔａｓｓｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅｉｏｎｃｏｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ2ａｎｄＮｅｕＮｒｅ-
ｖｅａｌｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｗｅｒｅｓｔｕｄｉｅｄｉｎｔｈｅｐｈｏｔｏｓｔａｋｅｎｕｎｄｅｒｌａｓｅｒｃｏｎｆｏｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓ-
ｓｉｏｎｏｆｐｏｔａｓｓｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅｉｏｎｃｏｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ2ｗａｓａｂｓｅｎｔｆｒｏｍｔｈｅｓｕｐｒａｏｐｔｉｃａｎｄｐａｒａｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｎｕｃｌｅｉ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　
Ｔｈｅｎｅｕｒｏｎａｌｓｐｅｃｉｆｉｃｐｏｔａｓｓｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅｉｏｎｃｏｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ2ｉｓａｂｓｅｎｔｉｎｔｈｅｓｕｐｒａｏｐｔｉｃａｎｄｐａｒａｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｎｕｃｌｅｉ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓ；ｓｕｐｒａｏｐｔｉｃｎｕｃｌｅｕｓ；ｐａｒａｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｎｕｃｌｅｕｓ；ｐｏｔａｓｓｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅｉｏｎｃｏｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ2

　　钾离子氯离子共转运体 2（ｐｏｔａｓｓｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅ
ｉｏｎｃｏｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ2�ＫＣＣ2）是成年哺乳动物脑内神经
元特异性表达的膜蛋白 ［1－2］�其对成熟神经元胞内
的氯离子外排作用是维持成熟神经元胞内低氯离子

浓度的重要因素�而神经元胞内低氯离子浓度的维
持是抑制性神经递质γ－氨基丁酸 （γ－ａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃ
ａｃｉｄ�ＧＡＢＡ）离子型受体发挥抑制性作用的前
提 ［3－4］。我们以前的研究表明�成年哺乳动物脑内
的缰内侧核缺少ＫＣＣ2蛋白的表达�同时缺少ＧＡＢＡ
的Ａ型 （ＧＡＢＡＡ ）受体信号系统介导的抑制性作
用 ［5］。
　　正常脑功能的维持需要保持脑内兴奋性和抑制

性神经元活动的稳态平衡 ［6］�ＧＡＢＡＡ受体介导的抑
制作用是中枢神经系统内主要的抑制性信号系统。
下丘脑的视上核和室旁核的神经元既具有神经元的

特点�也具有分泌神经递质这一不同于神经元的特
点�他们分泌的催产素和加压素对调节生殖器官活
动和水电介质平衡等起到重要作用。本研究使用免
疫荧光双标并结合激光共聚焦显微镜成像技术检测

神经元特异性的ＫＣＣ2在下丘脑视上核和室旁核中
的表达。
1　材料和方法
1．1　实验动物和切片制备　雄性 ＳＤ大鼠�体重

·215·徐州医学院学报　ＡＣＴＡ　ＡＣＡＤＥＭＩＡＥ　ＭＥＤＩＣＩＮＡＥ　ＸＵＺＨＯＵ　2008�28（4）

∗基金项目：江苏省教育厅资助课题 （06ＫＪＤ310188）�江苏省麻醉医学研究所开放课题 （卫ＷＫ200601）
∗通讯作者�Ｅ－ｍａｉｌ：ｄｅｇｕａｎｇｗａｎｇ＠ｘｚｍｃ．ｅｄｕ．ｃｎ


