
兴奋性氨基酸是广泛存在于哺乳类动物中枢神经

系统的正常兴奋性神经递质，参与突触兴奋传递，学习

记忆形成以及与多种神经退行性疾病有关［1］。红藻氨酸

（kainic acid, KA）是一种具有强烈致痫作用的兴奋性离

子型谷氨酸受体激动剂，其受体由五种亚受体组成：

GluR5、GluR6、GluR7、KA1、KA2，在中枢分布主要集

中在海马区、皮质区、小脑、杏仁核和脊髓等区域［1-2］。近年

来，用KA诱导KA1表达上调致神经元凋亡在神经退行性

病变疾病的研究中已经受到重视［1, 3-4］，但鲜有关于KA

体内注射诱导KA1表达上调与内质网应激关系的报道，

KA可否成为体内诱导内质网应激的较经典的药物呢？

内质网应激（ERS）诱导细胞凋亡是近年来研究的

热点话题，研究表明阻断内质网应激可抑制内质网相

关性细胞凋亡［5-7］。衣霉素（TM）可引起蛋白质糖基化障

碍导致细胞发生内质网应激，是目前体外用于诱导细

胞内质网应激较经典的药物［8-9］，国内体外常用浓度为

（0.1~20）μg/ml［10-11］。TM用于体内诱导细胞内质网应

激的文献报道不多，华中科技大学付政祺［12］于其博士论
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摘要：目的 探究KA1亚受体的表达上调在内质网应激致海马神经元死亡中的作用。方法 将70只成年雄性昆明小鼠随机分为

红藻氨酸组（KA组）、衣霉素组（TM）500 μg/ml组、TM1000 μg/ml组和TM2000 μg/ml组，海马内注射KA或不同浓度TM，不同

时间段（1、2、3、4、5、8、12 h）灌注取脑，灌注取脑前进行Bederson体征评分，全脑切片FJB染色和免疫组化分析。结果 KA组第

3、4、5、8h和TM2000 μg/ml组第4、5小时，Bederson体征评分表明中枢神经功能出现明显损伤，FJB染色示海马内细胞死亡增

加，免疫组化示KA1和P-eIF2α在海马神经元的表达明显上调（P<0.05）。结论 海马内注射KA或TM后结果显示内质网应激中

有KA1的表达，在神经元凋亡过程中膜外受体KA1可能首先接受凋亡信号，并向细胞内传导，引起内质网功能紊乱，诱发内质

网应激，并进一步促使神经元调亡。
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Abstract: Objective To explore the effect of up-regulation of KA1 subunit of the kainate receptor on endoplasmic reticulum
stress (ERS)-induced excitotoxic neurodegeneration in mouse hippocampus. Methods Seventy adult male KM mice were
subjected to microinjections into the hippocampus of kainic acid (KA) or 500, 1000, or 2000 μg/ml tunicamycin (TM). At 1, 2, 3,
4, 5, 8, and 12 h after the injections, the mice were assessed for Bederson scores and sacrificed for FJB staining and
immunofluorescence observation of the brain slices. Results At 3, 4, 5, and 8 h after KA injection and at 4 and 5 h after of 2000
μg/ml TM injection, the mice showed severe central nervous system dysfunction, and FJB staining revealed increased cell
death in the hippocampus, where up-regulated expressions of KA1 receptor and ERS marker P-eIF2α were found by
immunofluorescence staining (P<0.05). Conclusion Microinjection of KA or TM into the hippocampus causes neuronal death
and ERS with up-regulated expression of KA1. In this process of neuronal apoptosis, the membrane receptor KA1 receives the
apoptosis signal and transfers it to the inside of the cells to cause cell endoplasmic reticulum dysfunction and ERS response,
which ultimately leads to neuronal death.
Key words: KA1 subunit, kainate receptor; kainic acid; tunicamycin; endoplasmic reticulum stress; diabetic encephalopathy;
hippocampus; brain in stereotaxic; bederson score; immunohistochemistry
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文中始采用侧脑室注射（25~75 μmol/L）TM 10 μl诱导

内质网应激。但鲜有海马内注射高浓度（500~2000）

μg/ml TM诱导内质网应激和KA1表达的相关研究。

海马神经元具有高度发达的内质网，对内质网内稳

态紊乱极为易感，理论上可作为诱导内质网应激的理想

场所。海马内注射TM诱导内质网应激和KA1亚受体

表达能否由理论变为现实呢?本文重点探讨了KA1亚

受体的表达上调在内质网应激致海马神经元死亡中的

作用。

1 材料和方法

1.1 实验动物

成年（8~10周）昆明雄性小鼠70只，体质量23±2 g，

动物室内温度18±3 ℃，湿度（50±20）%，每日光照12 h，

由湖南斯莱克景达实验动物有限公司提供，许可证号：

SCXK（湘）2011-0003。所有的动物实验均遵守1995年

神经科学协会颁布的《动物使用政策》。

1.2 主要试剂

Kainic acid（KA）、Tunicamycin（TM）购自Sigma公

司；goat anti-KA1 receptor、rabbit anti-phospho-eIF2α

(ser51)购自 Santa Cruz；rabbit anti-goat IgG，TRITC

Conjugated、goat anti-rabbit IgG，TRITC Conjugated、

goat anti-rabbit IgG，FITC Conjugated购自北京鼎国；

Fluoro-Jade B（FJB）购 自 Histo-Chem；0.3% Triton

X-100购自国药集团化学试剂有限公司。

1.3 动物分组

C57BL6雄性小鼠70只随机分为：KA组，每组分为

7个不同时间段（海马内注射KA后第 1、2、3、4、5、8

和 12 小时），每个时间段 4只；不同浓度TM组，分为

TM500 μg/ml、TM1000 μg/ml、TM2000 μg/ml三个组，

每组浓度分为7个不同时间段（海马内注射TM后第1、

2、3、4、5、8和12小时），每个时间段2只。

1.4 动物模型制作［1］

小鼠腹腔内注射 2.5%的三溴乙醇（0.02 ml/g）麻

醉，然后将其固定在脑立体定位仪（中国瑞沃德）上，使

用微量注射器将0.15 nmol KA（300 nl×0.5 mmol/L）或

TM（500、1000、2000 μg/ml）300 nl分别注射进CA1区

域（药物注射定位坐标依照立体定位图谱进行定位［13］，

确定前后囟在同一水平线上后，以前囟为零点，前囟以后

1.8 mm，旁开1.7 mm，深度1.6 mm），注射时间为60 s。

注射完后将针头后撤0.1 mm，停留2 min便于所注射的

液体在CA区域扩散吸收。麻醉清醒并于注射药物2 h

后，对小鼠进行Bederson体征评分，随后经心脏灌注生

理盐水再灌注体积分数为4%甲醛，取全脑，置于4 ℃的

冰箱固定过夜（18~24 h），次日置于30%蔗糖PBS溶液

48 h，至脑沉底。将全脑在-30℃冷冻切片机切片，厚度

20 μm，切片保存在0.02%叠氮化钠的PBS溶液里。

1.5 FJB染色流程［14-15］

（1）将固定的脑切片移至载玻片于4 ℃过夜，55 ℃
干燥2 h；（2）待玻片冷却后，浸入1%的NaOH的80%的

乙醇2 min；（3）70%乙醇浸泡2 min；（4）水洗2 min×1

次；（5）0.06%高锰酸钾浸泡 10 min；（6）水洗 2 min×1

次；（7）使用0.0004%FJB染色20 min；（8）水洗1 min×3

次；（9）将载玻片于50 ℃干燥10 min后，通过荧光显微

镜观察细胞死亡情况。

1.6 Bederson体征评分

依据Bederson体征评分标准分为四个功能等级［16］：0

分：无神经缺失症状，无任何异常行为；1分：瘫痪侧前肢

屈曲（悬尾试验不能完全伸展对侧前爪）；2分：提尾时，

前肢抵抗对侧推力能力下降（伴有前肢屈曲），未出现向

瘫痪侧的自发性旋转运动；3分：提尾时，出现2分的体

征同时伴有向瘫痪侧的自发性旋转运动。对海马内注射

KA后的小鼠在灌注取脑前进行Bederson体征评分，以

确定海马内注射KA后对小鼠中枢神经功能的影响。

1.7 免疫组织化学方法步骤［17］

（1）将固定的脑切片移至载玻片于4 ℃过夜，取片、

复温干燥、画蜡圈；（2）水洗5 min×3次；（3）3% H2O2常

温浸泡10 min；（4）超纯水洗5 min×2次；（5）1×PBS-T

（1×PBS/0.1% Triton-100）洗5 min×1次；（6）5%小牛血

清的1×PBS-T溶液常温封固1 h；（7）一抗goat anti-KA1

receptor或 rabbit anti-phospho-eIF2α工作浓度分别为

1∶200和1∶400，切片置于4 ℃含一抗的体积分数为3%

小牛血清和0.1% Triton-100的PBS溶液中反应过夜；

（8）次日，1×PBS-T洗5 min×3次；（9）然后切片分别在相

应的荧光二抗里（工作浓度都为1∶200）常温黑暗环境

孵育1 h。然后水洗烘干后在荧光显微镜下观察检测。

1.8 统计学分析

应用SPSS 16.0软件进行统计学处理。通过Student

t-test检验每个时间段组的差异性，P<0.05认为有统计

学意义。

2 结果

2.1 FJB神经元死亡结果与实验动物数量分析

FJB示KA组第3、4、5和8小时时间段神经细胞死

亡明显（P<0.05），均进入结果分析；第1、2和12小时时

间段结果不明显。TM组中，不同浓度的TM诱导内质

网应激致海马神经元凋亡的情况不同，TM 500 μg/ml和

TM 1000 μg/ml组，死亡不明显（P>0.05）；以TM 2000 μg/ml

中4和5 h结果明显（P<0.05），进入结果分析（图1）。

2.2 KA组Bederson体征评分和免疫组化结果

结果发现，第3、4、5和8小时时间段的小鼠海马内注

射KA后大多数评分为3分，提示在海马内注射KA的第

3、4、5和8小时时间段内出现严重的中枢神经功能障碍。

根据Bederson体征评分和FJB结果，取第3、4、5和8小
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时时间段的脑片做免疫组化，结果显示KA1亚受体和

P-eIF2α在海马神经元的表达明显上调，结果中红色荧

光即代表KA1的表达，这与先前的研究结果完全吻合［1-3］，

绿色荧光代表内质网应激标志物P-eIF2α的表达（图2）。

2.3 不同浓度TM组Bederson体征评分和免疫组化结果

对不同浓度TM组在灌注取脑前进行Bederson体

征评分结果发现，小鼠海马内注射TM500 μg/ml组、

TM1000 μg/ml 组和第 1、2、3、8 和 12 小时时间段的

TM2000 μg/ml组大多数评分为0-1分，而第4、5小时时

间段的TM2000 μg/ml组大多数评分为3分，提示在海

马内注射TM2000 μg/ml的第4和5小时时间段出现明

显的中枢神经功能障碍。根据Bederson体征评分和

FJB结果，取TM2000 μg/ml组第4、5小时时间段的脑片

做免疫组化，结果显示KA1的表达上调（图3A、B、E和

F）和P-eIF2α的表达增加（图3C、D、G和H）。

3 讨论

学习记忆是中枢神经系统的重要功能，学习记忆功
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图1 FJB染色
Fig.1 FJB staining. A: KA3 h; B: KA4 h; C: KA5 h; D: KA8 h; E: TM4 h; F: TM5 h.
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图2 KA组免疫组化结果
Fig.2 Immunohistochemical staining results in KA group. The red color represents expression of KA1 receptors and green the endo-
plasmic reticulum stress markers P-eIF2α expression, which were both up-regulated. A-D: KA3 h; E-H: KA4 h; I-L: KA5 h; M-P: KA8 h.
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图3 TM2000 μg/ml组免疫组化结果
Fig.3 Immunohistochemistry in TM 2000 μg/ml group. A, B, E and F: Expression of KA1 receptors; C, D, G and H: P-eIF2α expression.
A-D: TM4 h; E-H: TM5 h.

能的实现表达不仅需要足够数量的神经元，并且需要神

经元之间形成复杂的突触联系。海马是神经中枢记忆

回路的重要结构是介导应激反应的重要脑区［18］，是糖尿

病脑病的主要病变部位［19］。在中枢神经系统中，海马是

脑内对神经病理事件如脑缺血和脑外伤等脆弱的区域

之一［20］，对代谢应激存在较高的易损性，它的异常改变

是糖尿病患者和糖尿病动物模型学习和记忆损害的结

构基础［21］。研究证明，对许多慢性损伤如外伤、缺血、缺

氧、衰老、高血糖、高血脂和高血压等较敏感，在这些致

病因素的作用下海马神经元数量减少，形态异常或功能失

调，引起神经退行性病变的发生［22］。体内发生内质网应激

时，它通过引起胰岛素信号转导障碍，造成脑内胰岛素

抵抗，从而引起了糖尿病脑病的发病。而阻断内质网应

激可抑制内质网相关性细胞凋亡，其细胞保护作用在心

血管、内分泌及代谢、神经（糖尿病脑病）等多种系统疾

病的发生、发展过程中有重要意义［5］。糖尿病脑病的发病

机制复杂，目前尚不能以单一学说解释其真正发病原因，

近年来对糖尿病脑病的研究主要集中在代谢因素、氧化

应激、微血管内皮细胞功能损伤、免疫紊乱和细胞凋亡

等问题上，而作为细胞凋亡三大经典途径之一的内质网

凋亡途径也是目前研究的热点［23］。闫颖等［24］实验发现

ERS相关分子CHOP在DM小鼠海马CA1区表达比正常

小鼠增加，证明了糖尿病脑病小鼠海马组织内发生了ERS，

ERS可能在糖尿病脑病神经元变性中发挥重要作用。

谷氨酸是一种重要的中枢兴奋性神经递质，通过作

用于促代谢型谷氨酸受体（mGluR）和离子型谷氨酸受

体（iGluR），参与机体多种重要的生理活动。其中离子

型受体可分为3种亚型：NMDA受体、AMPA受体和KA

受体。KA1是离子型谷氨酸受体（iGluR）KA受体的亚

型，是主要位于神经元表面的突触受体，它通过激活突

触后膜受体参与兴奋性神经传递。根据KA受体结构

的同源性以及对［3H］kainate的亲和力，KA1属于高亲

和力亚型。KA1可与GluR5、GluR6异聚组合，但KA1

在宿主细胞中表达时并不能形成功能性的离子通道。

在对受体的转录研究发现KA1的mRNA主要存在于海

马CA3区，在齿状回、下托亦有分布，而其蛋白质的表达

主要存在CA1锥体细胞层、透明细胞层和DG的多形细

胞层［1-2］。我们以往对层粘连蛋白和组织纤溶酶原激活

物的研究显示，阻断LN的水解或敲除 tPA都可以降低

KA诱导KA1表达上调对神经元的兴奋毒性作用［3］。

TM可引起蛋白质糖基化障碍导致细胞发生内质

网应激，是目前用于体外诱导细胞内质网应激较经典的

药物，已广泛用于诱导L6骨骼肌细胞、心肌细胞、螺旋

神经节细胞和肝细胞产生内质网应激［9］。那么，KA可

否成为体内诱导内质网应激的较经典的药物呢？近年

来，用KA海马内给药诱导KA1的表达上调致神经元凋

亡［1, 3］及体外或侧脑室使用TM诱导内质网应激［9-12］，都

已得到很好的应用，但鲜有海马内注射KA诱导内质网

应激或海马内注射高浓度TM诱导KA1表达和内质网

应激的报道。我们在实验过程中发现，KA海马内注射

后第3、4、5和8小时时间段出现KA1表达上调的同时，

伴有内质网应激标志物P-eIF2α表达明显增加；TM海

马内注射后TM 2000 μg/ml组第4小时和5小时时间段

内质网应激标志物P-eIF2α表达时，也伴有KA1的表达

明显上调，且TM海马内给药的适宜浓度为2000 μg/ml

（即 2 μg/μl），作用时间为4~5小时（排除不同种类的小

鼠个体差异和不同给药途径带来的差异）。根据实验结

果，内质网应激中有KA1的表达，KA1的表达上调时亦

可检测到内质网应激的发生，我们猜想通过外源性海马

内给药来诱发细胞凋亡的内质网通路，触发细胞内预存

的死亡程序而导致神经元凋亡的过程是否是一个由外

而内的过程？且最新实验发现KA1的表达和内质网应

激发生在同一神经元内［25］，结合Kerr等提出的细胞凋亡

的三条通路。因此，我们推测KA1表达上调在凋亡途径
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内质网通路中的作用机制：海马内注射KA或TM后首

先诱导膜外受体KA1的表达上调，然后将凋亡信号进

一步向细胞内传递，引起蛋白沉积、局部炎症反应、低

氧、Ca2+平衡失调，同时过度激活nNOs、PKA等酶等，进

而导致未折叠和错误折叠蛋白在内质网内堆积使得内

质网功能紊乱，诱导内质网应激，引起细胞的未折叠蛋

白反应，从而促使细胞启动凋亡程序中的内质网通路途

径，导致细胞凋亡。在KA和高浓度TM体内给药（海马

内给药）诱导内质网应激时，因TM浓度不好把握且出

现表达和死亡的时间段都不如KA明显，根据本实验结

果，可知海马内给药诱导KA1表达和内质网应激时，KA

较TM更为合适。至于KA能否成为体内诱导内质网应激

较经典的药物，还有待更多的循证医学证据。

糖尿病脑病是因糖尿病引起的脑部结构功能受损

的严重状态，有学者认为称为“糖尿病性认知功能障碍”

似更为合理，其主要发病机制为内质网应激，如何早期

诊断、治疗及预防糖尿病脑病是目前糖尿病并发症领域

的研究热点之一［21, 25-26］。本课题的研究结果表明，海马内

注射KA或TM后都可诱导的兴奋性KA1亚受体在海

马神经元的表达明显上调，诱发内质网应激，促使海马

神经元死亡。KA1亚受体在神经元死亡中的重要意义在

于，它能保护神经元和大脑活动不受影响的前提下为我

们提供了一个更具体的治疗思路，而一般谷氨酸受体拮

抗剂对大脑活动有明显有害的影响。本研究提示KA1亚

受体在内质网应激介导海马神经元凋亡过程中起着重

要的作用，而海马是糖尿病脑病的主要病变部位和糖尿

病脑损害的结构基础。因此，阐明KA1亚受体在糖尿

病脑病内质网应激所致神经细胞死亡的调节作用机制

并通过干扰KA1的功能以期获得诊治糖尿病脑病的新

分子标记物及药物作用靶点具有重要的科学意义和有

价值的应用前景。
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