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除脑以外，已在多种哺乳动物的近 30 种

外周组织中发现 γ-氨基丁酸 (GABA) 的存 在 ，

其中大多数组织 GABA 浓度仅 是 脑的 1 %, 

而大鼠卵巢和输卵管组织中 含有较高 浓 度的

GA BA , ~民水平又随动情周期和孕期的不同阶

段而发生波动[ 1-4J。卵巢组织特别是颗粒细胞

膜上有 GABA 的特异性结合位点[町， Ritta 等

人[町 ， 用体外培养的方法， 观察到 GABA (1 0 - ð

moljL) 能增加 60 天龄及 45 天龄大 鼠辜丸

辜翻的 基础分泌及 HCG 剌激的 分泌， 认为

GABA 很可能参与对性腺 功能的调 控。本文

研究的目的是用细胞体外培养 的方法，观察

GABA 对大鼠离体卵巢颗粒细 胞分泌孕酣的

影响。

材料 与 方 法

-、 试剂

孕马血清促性腺激素 (PMSG) ， 卫生部民春生物

制品研究所制品E 人绒毛膜促性腺激素 (HCG) ， 上海

生物化学制品厂产品， 细胞培养液为 1 % 牛 血清蛋

白-25 mmol/L Hepes-199 液， γ-氨基丁酸 (GABA)

为美国 Sigma 公司产品。孕酣放射免疫测定试剂药盒

由上海内分泌研究所提供。

二、 大鼠离体颗粒细胞悬浮液的制备及培鼻

选择 27-29 日龄未成年健康 Sprague Dawley 雌

性大鼠 20 只，每只鼠皮下注射 PMSG 50 IU. 48 h 后断

头处死， 迅速取出含有排卵前成熟卵泡的双侧卵巢。按

高尔威等人[7]的方法制备颗粒细胞悬浮液， 调整细胞

悬液浓度为 1 X 10 6/时， 并分装至各培养管中 ( 0.5 ml 

/管) ， 充入 95%02一5%C02 混合气， 在 37 'C 恒温振

荡水浴中培养 30 min 后， 取出培 养管随 机分组，每

组 4 管按实验要求加 入试剂，再充入 95 % 02-5 %

CO2 混合气， 培养 4 h 后，取出培养管置入-20 'C低温

冰箱 20 分钟终止反应。 采用放射免疫分析法， 测样

品中的孕嗣含量。实验结果经统计学处理用 t 值检验

平均值的显著性。

结 果

-、细胞活力鉴定

用台盼蓝排斥试验测定细胞的存活百分

率。颗粒细胞在分离及培养 4 h 后 ，细胞存活率

为 70 %-80% 。 加 入 HCG ( 20 Iujml ) 及 10- 8-

1 0 - 5moljL 的 GABA 对颗粒细胞的存活率及计

数无明显影响。

二、不同浓度的 GABA 对颗拉细胞翠田

基础分泌水平的影响

基础分泌组 各管 加 不 同浓 度的 GABA

(1 0- 8mol/L10- 5mol/L) ， 另设正常对照管用培

养液补充体积。 培养 4 h 在终止反应后，测细

胞悬液中的孕酣含量(图 1 ) 。

10-' 10":" 

回 1 不同浓度 GABA 对培养颗位细胞

基础孕回分泌的影响
Jm 对照组 · 与对照组相比 p<O . 0 5

结果表明， 当 GABA 浓度在 10- 8mol/L

-10 - 5mol/L 范围内与对照组比较， 均能促进
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颗粒细胞孕酣基础分泌， 当浓度为 10 - 7moljL

-10 - 6mol/L 时有显著意义 (p< O.05) 。

三、不同浓度 GABA 对颗桩细胞 HCG 生

孕醋的影晌

HCG 剌激分挫组各管JJIJ 20 Iu j ml HCG 和

不同浓度的 GABA (1 0-8moljL- 10-5mol j L) , 

对 照组管除加 HCG 外还补以等体积的 培养

液。培养 4 h 在终止反应后，测细胞悬液中的

孕酣含量(图 2 )。
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图 2 不同浓度 GABA 对培养颗粒细胞
HCG 生孕固的影响

~ 对照组 '与对照组相比
P< 0.05 ..与对照组比 p<O . 02 

结果表明 : 当 GABA 浓度在 1 0-8moljL-

10-6moljL 时， 对 HCG 剌激孕酣产生量 都有

不同程度的促进效应， 但浓度为 10- 6moljL

时 ， 才有显著意义 (P< 0.05) 。当浓度增至为

10- 5m oljL 时 ， 则明显抑制 HCG 诱生孕嗣的

作用 (P< 0.02 ) 。

讨 t 论

近年来发现 GABA 这一中枢抑制性递质

参与 3 对垂体促性腺激素分泌的调节， 井有

实验证实是通过下 丘脑 LHRH 细胞近旁

GABA 激导性传递的减少来实现的问。然而在

外周组织中的 G.ABA 有何生理作用?目前知-

之甚少 。 自发现卵巢含有较 高浓度的 GABA

(0 . 56 Ilg!mg. pro)后[町，它与卵巢功能之间有何

关系?引起了人们的关注。 Erdö 等人报告[91 ，

GABA 局部作用于卵巢， 能增加卵巢的血流量

和 Ez 的分泌 ， 但使孕酣的释放降低。 Louzan

等)\.[叫 ， 观察了大鼠动情周期不同阶段中卵巢

及输卵管中 GABA 的变化， 发现在动情日卵

巢及卵泡囊液中 GABA 浓度均增高，而输卵

宫'的 GABA 浓度则降低。 孕鼠在孕 嗣升高

的同时，卵巢 GABA 也升高 [ 3J。上述 现象提

示z 卵泡的生长、排卵及黄体功能可能均与卵

巢的 GABA 有关。本文结果指出， 当 GABA

浓度在 1 0 - 7moljL-1 0 - ðmoljL 范围内显著促

进颗粒细胞基础孕酣分泌， 10- 6mol j L GABA 

也能显著增强 HCG 剌激孕嗣生成; 当浓度为

10- 5moljL 时则反而抑制 HCG 的作用 ， 表明

GABA 随剂量对颗粒细分泌孕嗣表现双向调节

作用。

罗履广等[10 J发现酷氨酸可促使离体培养

的大鼠排卵前卵 j包颗粒细胞孕酣及雌二醇合

成， 并认为此效应是通过胞内 CAMP 升高引

起的。细胞膜 GABA 受体有两种形态 GABAa

和 GABAb。瓜蜡垂体中叶黑素细胞促黑激素

(MSH) 释放是通过这两种受体形态调节的[IIK

GABAb 受体活化后抑制J CAMP 生成，从而抑

制 MSH 释放。 GABAa 受 体的作 用 则是双向

的，既可通过 CAMP 升高刺激 MSH 释放， 又

可通过氯离子通道的开放使 膜超极化而抑制

MSH 合成(取决于 GABAa 受体两种位 点或亚

型的相对敏感性)。大鼠 卵巢的主要受体为

GABAa。本文的结果 证明 GABA 对 HCG 刺

激颗粒细胞孕嗣分j必的效应也有双向性， 是否

也反映了 GABAa 受体由腺苦环化酶及氯离手

通道介导两种不同的机制?还有待进一步研究

(如 GABA 受体位点分析， 胞内 CAMP 及离

子浓度测定等) 。 总上述， 外源的 GABA 浓度

变化会影响颗粒细胞 分泌功能， 至于 GABA

是否作为卵巢内的一种局部调节的天然物质，

尚不能断定，但可以预言这方面的实验分析将
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为更深入了解卵巢功能的调控机制有着重要的

意义。

摘 要

本文观察了 GABA 对大鼠分散 颗粒细胞

生孕酣的影响。结果表明 : 当 GABA浓度为10 - 6

moljL 时明显促进颗粒细胞基础孕嗣分泌 (p<

0 . 05) 及促进 HCG剌激孕自目的生成 (p< o : 05 ) 。

但更高浓度 (1 0-5mol/L) 时则表现抑制j HCG 剌

激孕酣生成的效应(P< ü . 0 2 ) 。提示颗 粒细胞

的激素分泌功能可能受到 GABA 的调控。
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电镜酶细胞化学样品微波制备技术
T 

黄 」之王 玲

(南京医科大学电镜室 2100 29 ) 

近年来，超快微波制样技术在电镜生物样

品固定中已得到较多的应用 [l- 3 ] ， 但用于电镜

细胞化学方面的报告还比较少 ( 4 ， 5] 。我 们设计

了一套实验程序，将微波照射应用于 电镜酶细

胞化学过程中的几个主要 阶段(固定 、 注1育和

包埋聚合)，获得了较好的结果。

材料和 方法

本实验使用的微波炉是南京三乐牌家用微波炉

(型号 : WL 500 p-1) ，频率为 24 50 MHz ， 输出功率

为 500 瓦，功率设定分三档 s 烹调 、解冻及保温档 。 烹

调档为连续微波照射， 解冻及保温裆均为间歇微波照

射。微波炉每开启 30 秒，在解冻档和保温档微波照

射时间分别为 ]7 秒和 5 秒，间歇期分别为 13 秒和

2 5 秒。

取 ICR 小m肝及小肠切成 1 mmJ 小块，放在含有

3 ml 二甲肺酸纳缓冲的 1%戊二隆 (pH 7 . 2)小玻璃瓶。

中。 。小瓶放在直径为 15. cm 的盛有冰水的培养皿中。

我们做了三种酶的细胞化学染色，即 ACP 酶和 G-6-

P 酶(肝脏) ， ALP 酶(小肠)。 实验步骤如下:

1.' J:贡固定 将盛有样品小瓶和冰水的培养皿

放在、炉内圆盘悴央， 在困盘边缘处放置盛有 900 ml水

的烧杯， 用作'水负载，吸收多余的微波能量。开启保

温档 60 秒(微波照射时间实际上仅为 10 秒) ， 照射后

样品仍留在原液中继续固定 30 分钟。

2 ; 厚切片 将样品放入 0 . 1 mol/L 二甲 肺酸

铀缓冲液中 ， 用振荡切片机切成 60' μm 厚的切片， 再

用 0 .1 mol/ L Tris-Ma l eate 缓冲液洗 3 次。

3 . 预温育 用未加底物的温育液处理 5 分钟 ，

20
0

C 。

4. 温育 切片放入温育液中(表 1 )。将盛有切

片及温育浓的样品小瓶放在盛有温水( 20"(;) 的培养皿

中， 一齐放在微波炉内圆盘中央，水负载仍为 900 ml。

开启保温档 60 秒钟。照射后样品在原液中停留 5 分

钟， 然后 用 0.1 mol/ L Tris-Ma1eate 和 0 . 1 mol/L 二

甲肺酸铀先后各洗 3 次 ， 每次 5 分钟。

5. 后固定 - 将切片放入 1 . 5 %凡[Fe (CN)ρ-
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