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　　［摘　要］　目的：研究精氨酸加压素（ＡＶＰ）对大鼠视前区γ氨基丁酸（ＧＡＢＡ）Ａ型受体（ＧＡＢＡＡ受体）亚单
位（α、β和γ２）表达和磷酸化的影响。方法：实验分为对照组、ＡＶＰ组、Ｖ１ａ受体抑制剂＋ＡＶＰ组和Ｖ１ａ受体抑制
剂组（均ｎ＝１０）；腹腔注射ＡＶＰ或Ｖ１ａ受体抑制剂０５ｈ后，采用 ＲＴｑＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测视前区 ＧＡＢＡＡ
受体亚单位（α、β和γ２）表达及磷酸化的变化。结果：与对照组相比，ＡＶＰ或Ｖ１ａ受体抑制剂组大鼠视前区ＧＡＢＡＡ
受体亚单位表达均无显著变化；ＡＶＰ能显著上调视前区 ＧＡＢＡＡ受体 γ２亚单位的磷酸化水平（Ｐ＜０．０５）；ＡＶＰ显
著增加蛋白激酶Ｃ（ＰＫＣ）和钙／钙调蛋白依赖性蛋白激酶Ⅱ（ＣａＭＫⅡ）表达和磷酸化（Ｐ＜００１）。结论：外源性
ＡＶＰ不影响ＧＡＢＡＡ受体亚单位（α、β和γ２）表达，但主要通过Ｖ１ａ受体激活ＰＫＣ和ＣａＭＫⅡ，影响γ２亚单位磷酸
化水平，从而调制视前区ＧＡＢＡＡ受体介导的抑制性突触传递。
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　　精氨酸加压素（ａｒｇｉｎｉｎｅｖａｓｏｐｒｅｓｓｉｎ，ＡＶＰ）作为
一种内分泌九肽激素，在自主神经功能中发挥着重

要作用，比如参与心血管活动调节和体温调节［１］。

ＡＶＰ受体是 Ｇ蛋白偶联受体，包括 Ｖ１ａ、Ｖ１ｂ和 Ｖ２
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共３种亚型，其中Ｖ１ａ受体激活磷脂酶 Ｃ（ｐｈｏｓｐｈｏ
ｌｉｐａｓｅＣ，ＰＬＣ）信号通路，引起细胞内钙离子浓度升
高并激活蛋白激酶Ｃ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＣ，ＰＫＣ）和钙／钙
调蛋白依赖性蛋白激酶 ＩＩ（ｃａｌｃｉｕｍ／ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎｄｅ
ｐｅｎｄｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＩＩ，ＣａＭＫＩＩ）［２］。整体动物实验
研究表明，外源性ＡＶＰ会引起动物体温降低，而注射
Ｖ１ａ受体抑制剂可升高体温［３］；其对体温的紧张性

负调节作用可能与 ＡＶＰ改变视前区（ｐｒｅｏｐｔｉｃａｒｅａ，
ＰＯＡ）神经元放电活动和温度敏感性有关［４］。

中枢控制体温调节反应涉及视前区神经元协调

整合中枢和外周温度信号［５］。皮肤感觉的冷／热信
号分别传递到背根神经节后传入到脊髓后角。臂旁

外侧核的外侧亚核（ｅｘｔｅｒｎａｌｌａｔｅｒａｌｓｕｂｎｕｃｌｅｕｓｏｆｌａ
ｔｅｒａｌｐａｒａｂｒａｃｈｉａｌｎｕｃｌｅｕｓ，ＬＰＢｅｌ）和背侧亚核（ｄｏｒｓａｌ
ｓｕｂｎｕｃｌｅｕｓｏｆｌａｔｅｒａｌｐａｒａｂｒａｃｈｉａｌｎｕｃｌｅｕｓ，ＬＰＢｄ）分别
接受脊髓后角传来的冷和热信号［６］。冷激活神经元

从ＬＰＢｅｌ投射到正中视前核，然后通过这里分布的
γ氨基丁酸（γａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃａｃｉｄ，ＧＡＢＡ）能中间神经
元再投射到内侧视前区，控制可以调节皮肤血管收

缩、棕色脂肪组织代谢和战栗产热的热敏神经元［７］。

内侧视前区神经元接受ＧＡＢＡ能突触传递的紧张性
抑制，这可调制内侧视前区热敏神经元的放电活动

和温度敏感性［８］。激活外侧视前核的腹侧 ＧＡＢＡ能
神经元可以降低体温，同时伴有大鼠活动度的减

少［９］。最近我们发现，ＡＶＰ差异性地调制视前区温
度敏感和不敏感神经元的抑制性突触后电流［１０］，但

是具体作用机制尚不清楚。本实验应用ＲＴｑＰＣＲ和
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法，探讨精氨酸加压素对大鼠视前区
ＧＡＢＡＡ受体亚单位（α、β和γ２）表达和磷酸化的作用。

材　料　和　方　法

１　动物
应用ＳＰＦ级健康雄性ＳＤ大鼠，体重２００～２５０ｇ

（６～７周龄），由成都达硕实验动物有限公司提供，
合格证号：ＳＣＸＫ（川）２０１５０３０。在饲养时大鼠可自
由进食和饮水，控制环境温度在２４～２６℃，相对湿
度在６０％～６５％，保持１２ｈ昼／１２ｈ夜节律。
２　主要试剂

ＲＮＡｌａｔｅｒ和 ＴＲＩｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）；ＤＥＰＣ（Ｓｉｇｍａ）；
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ（ＴａＫａＲａ）；ＦａｓｔＳｔａｒｔＥｓｓｅｎ
ｔｉａｌＰｒｏｂｅｓＭａｓｔｅｒ（Ｒｏｃｈｅ）；ＴＥＭＥＤ、ＲＩＰＡ裂解液和
ＰＭＳＦ（上海碧云天生物技术有限公司）；ＢＣＡ蛋白含
量检测试剂盒（江苏凯基生物技术股份有限公司）；４
×上样缓冲液（ＢＩＯＲＡＤ）；蛋白 Ｍａｒｋｅｒ（Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ）；ＥＣＬ化学发光试剂盒（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）；荧光定量
ＰＣＲ探针（Ｒｏｃｈｅ），探针所匹配的特异引物由成都梓
熙擎科生物技术公司合成，见表１；所用抗体及稀释
浓度见表２。

表１　ＲＴｑＰＣＲ探针及引物序列
Ｔａｂｌｅ１．ＳｅｑｕｅｎｃｅｓｆｏｒｐｒｉｍｅｒｓａｎｄｐｒｏｂｅｓｏｆＲＴｑＰＣＲ

Ｎａｍｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′） ＵｓｅＵＰＬｐｒｏｂｅ Ａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒ
ＧＡＢＡＡｒｅｃｅｐｔｏｒα１ｓｕｂｕｎｉｔ Ｆｏｒｗａｒｄ　ＴＧＴＣＴＴＣＡＣＧＡＧＧＡＴＴＴＴＧＧＡ ＃４２ ＮＭ＿１８３３２６．２

Ｒｅｖｅｒｓｅ　ＴＣＡＣＴＴＣＡＧＴＴＡＣＡＣＧＣＴＣＴＣＣ
ＧＡＢＡＡｒｅｃｅｐｔｏｒα２ｓｕｂｕｎｉｔ Ｆｏｒｗａｒｄ　ＧＧＴＴＴＣＣＧＣＴＧＣＴＴＧＴＴＣＴ ＃２０ ＮＭ＿００１１３５７７９．１

Ｒｅｖｅｒｓｅ　ＴＴＣＴＴＧＧＡＴＧＴＴＡＧＣＣＡＧＣＡＣ
ＧＡＢＡＡｒｅｃｅｐｔｏｒα３ｓｕｂｕｎｉｔ Ｆｏｒｗａｒｄ　ＧＧＴＣＡＴＧＴＴＧＴＴＧＧＧＡＣＡＧＡ ＃２ ＮＭ＿０１７０６９．２

Ｒｅｖｅｒｓｅ　ＴＣＡＧＡＴＧＡＡＡＧＴＧＧＧＴＴＧＴＣＡ
ＧＡＢＡＡｒｅｃｅｐｔｏｒβ２ｓｕｂｕｎｉｔ Ｆｏｒｗａｒｄ　ＧＧＧＴＣＴＣＣＴＴＴＴＧＧＡＴＣＡＡＣＴＡ ＃８４ ＮＭ＿０１２９５７．２

Ｒｅｖｅｒｓｅ　ＧＧＴＣＡＴＣＧＴＣＡＧＧＡＣＡＧＴＴＧＴＡ
ＧＡＢＡＡｒｅｃｅｐｔｏｒβ３ｓｕｂｕｎｉｔ Ｆｏｒｗａｒｄ　ＴＣＡＴＧＧＧＴＧＴＣＣＴＴＣＴＧＧＡＴ ＃８４ ＮＭ＿０１７０６５．１

Ｒｅｖｅｒｓｅ　ＡＴＧＧＴＧＡＧＣＡＣＧＧＴＧＧＴＡＡＴ
ＧＡＢＡＡｒｅｃｅｐｔｏｒγ２ｓｕｂｕｎｉｔ Ｆｏｒｗａｒｄ　ＴＧＣＴＣＡＣＴＧＧＡＴＣＡＣＧＡＣＴＣ ＃８９ ＮＭ＿１８３３２７．１

Ｒｅｖｅｒｓｅ　ＧＴＡＡＴＴＧＣＡＡＣＴＧＧＣＡＣＴＣＧ
βａｃｔｉｎ Ｆｏｒｗａｒｄ　ＣＣＣＧＣＧＡＧＴＡＣＡＡＣＣＴＴＣＴ ＃１７ ＮＭ＿０３１１４４．２

Ｒｅｖｅｒｓｅ　ＣＧＴＣＡＴＣＣＡＴＧＧＣＧＡＡＣＴ

　ＵＰＬ：ＵｎｉｖｅｒｓａｌＰｒｏｂｅＬｉｂｒａｒｙ．

３　主要方法
３．１　实验分组、给药及取材　实验 ＳＤ大鼠随机分
为４组（ｎ＝１０），分别为对照（ｃｏｎｔｒｏｌ）组（ｓａｌｉｎｅ＋ｓａ
ｌｉｎｅ）、ＡＶＰ组（ｓａｌｉｎｅ＋ＡＶＰ）、Ｖ１ａ受体抑制剂（Ｖ１ａ

ｒｅｃｅｐｔｏｒａｎｔａｇｏｎｉｓｔ，Ｖ１ａＡｎｔａ）＋ＡＶＰ组和 Ｖ１ａ受体
抑制剂组（Ｖ１ａＡｎｔａ＋ｓａｌｉｎｅ）。每组动物均腹腔注射
２次，第１次注射Ｖ１ａ受体抑制剂（３０μｇ／ｋｇ）或等量
的生理盐水，２０ｍｉｎ后第２次注射 ＡＶＰ（１０μｇ／ｋｇ）
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表２　抗体名称、稀释比和来源
Ｔａｂｌｅ２．Ｔｈｅｎａｍｅｓ，ｄｉｌｕｔｉｏｎｒａｔｉｏｓａｎｄｓｏｕｒｃｅｓｏｆｔｈｅａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ

Ａｎｔｉｂｏｄｙｎａｍｅ Ｄｉｌｕｔｉｏｎ Ｃｏｍｐａｎｙ
ＧＡＢＡＡＲα（１６）（＃ｓｃ１４００５） １∶１０００ Ｓａｎｔａ
ＧＡＢＡＡＲβ（１３）（＃ｓｃ２８７９４） １∶１０００ Ｓａｎｔａ
ＧＡＢＡＡＲγ２（＃ｓｃ１０１９６３） １∶１０００ Ｓａｎｔａ
ｐＧＡＢＡＡＲγ２（Ｓ３２７）（＃ａｂ７３１８３） １∶１０００ Ａｂｃｏｍ

ＰＫＣα（＃２０５６） １∶１０００ ＣＳＴ

ｐＰＫＣ（ｐａｎ）（Ｓ６６０）（＃９３７１） １∶１０００ ＣＳＴ

ＣａＭＫⅡ （ｐａｎ）（＃４４３６） １∶１０００ ＣＳＴ

ｐＣａＭＫⅡ （Ｔ２８６）（＃１２７１６） １∶１０００ ＣＳＴ

ＧＡＰＤＨ（＃ａｂ１８１６０３） １∶５０００ Ａｂｃａｍ

βａｃｔｉｎ（＃ａｂ８２２７） １∶２０００ Ａｂｃａｍ

ＨＲＰＩｇＧ（＃ａｂ６７２１） １∶５０００ Ａｂｃａｍ

或等量的生理盐水，３０ｍｉｎ后腹腔注射４％戊巴比妥
钠麻醉（１ｍＬ／ｋｇ），快速断头处死。取脑组织放入冰
水混合的人工脑脊液中，修块后用５０２胶将组织块
固定在振动切片机上，切成３００μｍ厚的水平下丘脑
片，在体视显微镜下分离 ＰＯＡ组织，放入 －８０℃冰
箱保存备用，进行后续的分子生物学实验。

３．２　ＲＴｑＰＣＲ实验　参照 ＴＲＩｚｏｌ试剂说明书严格
操作，获得 ＲＮＡ样本后测定 ＲＮＡ浓度及纯度。电
泳检测ＲＮＡ完整性，可见明亮的２８Ｓ、１８Ｓ及较淡５Ｓ
３条带，无 ＤＮＡ污染条带。随后冰上制备 ＲＴ反应
体系，先去基因组 ＤＮＡ，反应体系为：５×ｇＤＮＡＥｒａ
ｓｅｒ缓冲液２μＬ，ｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ１μＬ，总ＲＮＡ２μｇ，加
无酶水至总体系为 １０μＬ。混匀离心后转至 ＰＣＲ
仪，４２℃孵育２ｍｉｎ。然后在体系内加入１０μＬ的反
转录预混液，该预混液含：ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴＥｎｚｙｍｅＭｉｘ
Ｉ１μＬ，ＲＴＰｒｉｍｅｒＭｉｘ４μＬ，５×ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＢｕｆｆｅｒ２４
μＬ，ＲＮａｓｅｆｒｅｅｄＨ２Ｏ１μＬ。混匀离心后在ＰＣＲ仪内
反应：３７℃ １５ｍｉｎ，８５℃ ５ｓ。逆转录所得ｃＤＮＡ用
于ｑＰＣＲ，配制预混液比例为每 １０μＬ反应体系含
ＦａｓｔＳｔａｒｔＥｓｓｅｎｔｉａｌＰｒｏｂｅｓＭａｓｔｅｒ５μＬ、引物及探针各
０１５μＬ和ＲＮａｓｅｆｒｅｅｄＨ２Ｏ１μＬ，涡旋混匀后分装
于八联管，加入２μＬｃＤＮＡ模板，再次混匀离心后上
机。扩增程序为：９５℃预变性１０ｍｉｎ；９５℃ １０ｓ，６０
℃ ３０ｓ，读取荧光值，循环４５次；最后４０℃延伸３０
ｓ。反应结束后，以 βａｃｔｉｎ为内参照，使用２－ΔΔＣｔ法
计算各组ｍＲＮＡ相对含量。
３．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实 验 　 按 照 组 织 ∶裂 解 液
（ＲＩＰＡ∶ＰＭＳＦ＝１００∶１）＝１ｇ∶５ｍＬ的比例，冰上裂解
组织３０ｍｉｎ。离心后取上清，并按１∶２０稀释。严格
按照ＢＣＡ蛋白定量试剂盒说明书完成蛋白定量。
ＰＳＤ中加入４×样品缓冲液，煮沸５ｍｉｎ，取１００μｇ

蛋白上样，用８％ ＳＤＳＰＡＧＥ分离蛋白并转至经甲醇
活化的ＰＶＤＦ膜。５％脱脂奶粉３７℃恒温振荡封闭１
ｈ，ＴＢＳＴ漂洗后，将 ＰＶＤＦ膜放入５％脱脂奶粉稀释
的Ⅰ抗（表２），水平摇床４℃孵育过夜。ＴＢＳＴ再次
漂洗，用经５％脱脂奶粉稀释过的辣根过氧化物酶标
记Ⅱ抗（表２）３７℃恒温孵育２ｈ，ＴＢＳＴ漂洗后滴上
发光液，放入凝胶成像仪中显影。用凝胶图像分析

系统测定条带的相对灰度，结果以目的蛋白相对表

达量表示。

４　统计学处理
实验数据以均数 ±标准误（ｍｅａｎ±ＳＥＭ）表示。

不同组样本均数间比较采用单因素方差分析（ｏｎｅ
ｗａｙＡＮＯＶＡ）检验，方差齐则采用Ｄｕｎｎｅｔｔ检验，方差
不齐则采用 Ｔａｍｈａｎｅ’ｓＴ２检验。所有数据的统计
分析由ＳＰＳＳ１９０统计软件完成，以Ｐ＜００５为差异
有统计学意义。

结　　果

１　ＡＶＰ不影响视前区ＧＡＢＡＡ受体ｍＲＮＡ表达

除β３亚单位外，ＡＶＰ有增加其它亚单位 ｍＲＮＡ
表达的趋势，而 Ｖ１ａ受体抑制剂减弱了这种趋势。
但与对照组相比，ＡＶＰ组、Ｖ１ａ受体抑制剂 ＋ＡＶＰ组
和Ｖ１ａ受体抑制剂组 ＧＡＢＡＡ受体亚单位 ｍＲＮＡ变
化均没有统计学意义，见图１。
２　ＡＶＰ通过Ｖ１ａ受体激活ＰＫＣ和ＣａＭＫⅡ

与对照组相比，外源性 ＡＶＰ显著增强大鼠视前
区组织ＰＫＣ和ＣａＭＫⅡ表达及磷酸化（Ｐ＜００１），这
一效应可以被 Ｖ１ａ受体抑制剂消除（Ｐ＜００１）；单
独注射Ｖ１ａ受体抑制剂还可以通过阻断内源性ＡＶＰ
减少ＰＫＣ和 ＣａＭＫⅡ表达及磷酸化（Ｐ＜００１），见
图２。
３　ＡＶＰ通过Ｖ１ａ受体磷酸化ＧＡＢＡＡ受体γ２亚单位

与对照组比较，ＡＶＰ组、Ｖ１ａ受体抑制剂 ＋ＡＶＰ
组和 Ｖ１ａ受体抑制剂组 ＧＡＢＡＡ受体亚单位（α、β
和γ２）蛋白变化没有统计学意义。但外源性ＡＶＰ显
著增加ＧＡＢＡＡ受体 γ２亚单位磷酸化水平，这一作
用可以被 Ｖ１ａ受体抑制剂所消除（Ｐ＜００５），而阻
断内源性ＡＶＰ并不会引起其磷酸化的减少，见图３。

讨　　论

作为一种激素或神经递质／调质，ＡＶＰ在体温的
紧张性负调节过程中发挥重要作用［１］。本课题组前

期研究表明，ＡＶＰ可以调节视前区热敏神经元的自
发放电活动和温度敏感性，而对冷敏和温度不敏感

神经元却有相反的作用［４］，这些结果提示 ＡＶＰ可以
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Ｆｉｇｕｒｅ１．ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＡＶＰａｎｄＶ１ａｒｅｃｅｐｔｏｒａｎｔａｇｏｎｉｓｔ（Ｖ１ａＡｎｔａ）ｏｎＧＡＢＡＡｒｅｃｅｐｔｏｒｓｕｂｕｎｉｔｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｉｎＰＯＡｔｉｓｓｕｅｓｏｆｒａｔｓ．
Ｍｅａｎ±ＳＥＭ．ｎ＝６．

图１　ＡＶＰ和Ｖ１ａ受体抑制剂对视前区组织ＧＡＢＡＡ受体ｍＲＮＡ表达的影响

Ｆｉｇｕｒｅ２．ＡＶＰａｃｔｉｖａｔｅｄＰＫＣａｎｄＣａＭＫＩＩｉｎｒａｔＰＯＡｔｉｓｓｕｅｓ．Ｍｅａｎ±ＳＥＭ．ｎ＝４．Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ＜００１ｖｓＡＶＰ
ｇｒｏｕｐ．

图２　ＡＶＰ激活视前区组织ＰＫＣ和ＣａＭＫＩＩ

通过Ｖ１ａ受体兴奋视前区热敏神经元而抑制冷敏神
经元的活动。视前区是重要的调节体温中枢，温度

敏感神经元通过控制机体产热与散热反应调节体

温，这可从电生理角度解释 ＡＶＰ对体温的紧张性负
调节作用。视前区神经元的自发放电活动还受外周

温度传入信号的调制。因此，我们最近研究表明，

ＡＶＰ差异性调制视前区温度敏感和不敏感神经元抑
制性突触后电流［１０］。但灌流正常人工脑脊液时，这

些不同温度敏感类型神经元的抑制性突触后电流幅

度和频率并没有显著差异。这提示ＡＶＰ可能通过不
同机制调制视前区热敏神经元、冷敏感神经元和温

度不敏感神经元抑制性突触传递活动。

与外侧隔区、海马和舌下运动神经元记录的抑

制性突触后电流相似［２，１１］，ＡＶＰ调制的视前区神经
元抑制性突触后电流是由 ＧＡＢＡＡ 受体介导

［１０］。

ＧＡＢＡＡ受体是异质寡聚体跨膜蛋白，由５个亚基聚
合而成，氯离子通道位于５个亚基的中心。现已在
哺乳类动物大脑中鉴定的 ＧＡＢＡＡ受体亚基有 ２１
种，分８个亚基族，分别为 α１～６、β１～４、γ１～４、
ρ１～３、δ、ε、π和 θ。不同亚基组合受体的功能会有
所差异，展现出不同的生理学和药理学特性。一般

情况下，构成受体的５个亚基由２个α亚基、２个β亚
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Ｆｉｇｕｒｅ３．ＡＶＰｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄｔｈｅＧＡＢＡＡｒｅｃｅｐｔｏｒγ２ｓｕｂｕｎｉｔｉｎｒａｔＰＯＡｔｉｓｓｕｅｓ．Ｍｅａｎ±ＳＥＭ．ｎ＝４．Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；
＃Ｐ＜００５ｖｓＡＶＰｇｒｏｕｐ．

图３　ＡＶＰ磷酸化视前区组织ＧＡＢＡＡ受体γ２亚单位

基或 １个 γ亚基组成。哺乳动物大脑中构成天然
ＧＡＢＡＡ受体的亚基主要是α、β和γ，以α１、β２和γ２
３种亚基以 ２∶２∶１的比例组成的 ＧＡＢＡＡ受体为

主［１２１３］。有单细胞转录组分析报道视前区热敏神经

元表达 ＧＡＢＡＡ 受体亚单位主要为 α２、α３、β２和

γ２［１４］。本研究检测到视前区表达 ＧＡＢＡＡ受体亚单
位α１、α２、α３、β２、β３和γ２ｍＲＮＡ，印证了上述结果。

ＡＶＰ受体主要有３种，Ｖ１ａ、Ｖ１ｂ和 Ｖ２受体，最
早分别在血管平滑肌、垂体、肾脏远曲小管和集合管

发现［１］。电生理结果证实 Ｖ１ａ受体阻断剂可消除
ＡＶＰ对视前区神经元抑制性突触后电流的调制作
用［１０］。激活Ｖ１ａ受体，通过ＰＬＣ信号通路引起胞内
钙离子浓度升高并激活 ＰＫＣ和 ＣａＭＫＩＩ［１］。ＡＶＰ抑
制视前区神经元 ＧＡＢＡＡ受体的机制可能涉及３方
面：首先，激活 Ｖ１ａ受体调节 ＧＡＢＡＡ受体表达；其
次，ＰＫＣ或 ＣａＭＫＩＩ通过磷酸化调制 ＧＡＢＡＡ受体功

能［１５１６］；最后，ＰＫＣ磷酸化引起 ＧＡＢＡＡ受体内化，

减少膜上表达［１７］。本实验证实在视前区表达

ＧＡＢＡＡ受体亚单位 α１、α２、α３、β２、β３和 γ２。但
ＲＴｑＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验结果并不支持 ＡＶＰ通
过激活Ｖ１ａ受体调节ＧＡＢＡＡ受体基因和蛋白表达。
这可能和实验取材有关，实验取的视前区组织既含

有热敏神经元，也有冷敏和温度不敏感神经元，无法

分离单一温度敏感类型的神经元。由于ＡＶＰ可以差
异性调制视前区温度敏感和不敏感神经元抑制性突

触后电流，所以我们推测ＡＶＰ可能下调ＧＡＢＡＡ受体
在热敏、冷敏神经元、中等斜率温度不敏感神经元和

部分低斜率温度不敏感神经元的表达，而上调其在

另外部分低斜率温度不敏感神经元的表达。因此，

在后续的研究中可以通过单细胞 ＲＴＰＣＲ或转录组
技术，进一步证实ＡＶＰ是否引起不同温度敏感类型
神经元ＧＡＢＡＡ受体ｍＲＮＡ表达的差异。

本实验结果提示 ＡＶＰ提高了视前区 ＰＫＣ磷酸
化水平。ＰＫＣ通过磷酸化通道可以减少ＧＡＢＡ引起
的抑制性突触后电流幅度而不影响电流衰减时间常

数［１５］，而近期课题组显示 ＡＶＰ降低热敏、冷敏神经
元抑制性突触后电流幅度，却没有改变其通道动力

学参数［１０］，这提示Ｖ１ａ受体激活的ＰＫＣ可能对视前
区热敏神经元和冷敏神经元的 ＧＡＢＡＡ受体磷酸化
水平产生影响，从而引起 ＡＶＰ对电流幅度的抑制而
不改变通道动力学参数。抑制性突触后电流幅度的

减少与 ＰＫＣ磷酸化 ＧＡＢＡＡ受体 β１（Ｓ４０９）、β３和
γ２（Ｓ３２７和Ｓ３４３）亚单位有关［１２，１５］。本实验也证实

了这一观点，ＡＶＰ引起视前区组织 ＧＡＢＡＡ受体 γ２
亚单位磷酸化水平增加。

本实验结果还提示 ＡＶＰ引起视前区 ＣａＭＫＩＩ磷
酸化水平升高。ＣａＭＫＩＩ的激活可以通过２个方面影
响ＧＡＢＡＡ受体

［１３，１６］：第一，通过磷酸化含有 β３亚
单位受体的 β３（Ｓ３８３）和 γ２（Ｙ３６５／７），增加抑制性
突触后电流时间；第二，通过磷酸化促进受体从囊泡

上膜，使含有β２亚单位的受体电流幅度增加而不改
变通道动力学参数［１８１９］。这可部分解释 ＡＶＰ增加
视前区低斜率温度不敏感神经元抑制性突触后电流

幅度并且影响通道动力学参数［１０］。

综上所述，本研究证实 ＡＶＰ通过 Ｖ１ａ受体激活
ＰＫＣ和ＣａＭＫＩＩ，影响视前区 ＧＡＢＡＡ受体 γ２亚单位
磷酸化水平，而不改变受体 ｍＲＮＡ和蛋白表达。这
可能是ＡＶＰ差异性地调制视前区神经元 ＧＡＢＡ能
突触传递的分子机制之一。

·３８４·
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