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大鼠皮质星形胶质细胞尼古丁型乙酰胆碱受体的表达
孔  欣1  禹文峰2  官志忠1,2*

(1贵州医科大学病理学教研室, 贵阳 550004; 2贵州医科大学, 医学分子生物学重点实验室, 贵阳 550004)

摘要      该文研究了尼古丁型乙酰胆碱受体(nicotinic acetylcholine receptors, nAChRs)不同亚

单位在大鼠大脑星形胶质细胞的表达情况。分离新生大鼠大脑皮质培养原代星形胶质细胞并纯化、

传代鉴定后, 运用RT-PCR方法、蛋白质印迹法检测正常大鼠大脑皮质星形胶质细胞nAChRs不同

亚单位的表达情况。结果显示, α2、α3、α4、α7、β2等nAChRs亚单位在星形胶质细胞均有表达, 
而β3 nAChRs亚单位在星形胶质细胞没有表达, 为深入研究星形胶质细胞的功能提供了可能。
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Abstract       This work was aimed to investigate the expression of different subunits of the nicotinic 
acetylcholine receptors (nAChRs) on primary culture of rat astrocytes. Primary culture of rat astrocytes were 
prepared from the cortex and hippocampus of the brains of newborn Sprague-Dawley (SD) rats. The mRNA and 
protein levels of individual nAChR subunits in primary cultured astrocytes of rat were examined by RT-PCR and 
Western blot. The α2, α3, α4, α7 and β2 nAChR subunits were found in the primary cultured astrocytes while 
the β3 nAChR subunit was not presented, which provide some evidence for further function study of astrocytic 
nAChRs.

Keywords       astrocytes; nAChRs; neuroprotection

星形胶质细胞作为数量最多、分布最广、体

积最大的一类胶质细胞类型, 广泛分布于哺乳动物

中枢神经系统(central nervous system, CNS), 并且

在CNS神经细胞的发育过程中发挥了重要的功能, 
参与认知功能等大脑高级活动[1]。近年来, 研究发

现, 星形胶质细胞可通过细胞表面的受体, 如清道夫

受体[2]、Toll样受体[3]及其介导的信号转导通路, 产
生和释放神经毒性物质。尼古丁型乙酰胆碱受体

(nicotinic acetylcholine receptors, nAChRs)亚单位在

CNS发挥重要的生理功能, 它广泛分布于整个脑内, 
在大脑内参与认知、记忆、学习等重要功能, 调节

多种其他受体的功能, 并具有抵抗细胞毒性的神经
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保护作用[4-5]。研究发现, 星形胶质细胞nAChRs能够

使星形胶质细胞去极化, 细胞内Ca2+增加, Ca2+通过

电波可传递至邻近星形胶质细胞内, 从而促进神经

递质传导以及突触信号的传递[6-8]。但是星形胶质细

胞nAChRs亚单位的表达情况却少有相关报道[9]。因

此, 本文旨在通过研究正常新生大鼠脑星形胶质细

胞内nAChRs不同亚单位的表达情况, 为深入研究星

形胶质细胞的生理功能以及在神经退行性疾病中的

病理作用提供方向。

1   材料与方法
1.1   材料

新生24 h的SD(Sprague-Dawley)大鼠由贵州医

科大学动物实验中心提供。

1.2   试剂及仪器

Trizol总RNA提 取 试 剂 购 自Invitrogen公 司。

DNA反转录试剂盒、BCA蛋白质浓度测定试剂盒

购自Thermo公司。引物序列见表1, 由上海捷瑞公司

合成。预混PCR反应体系、DNA Marker D5000购
自GenStar公司。GFAP兔抗牛多克隆抗体购自Dako
公司。CD11b鼠单克隆抗体购自Sigma公司。Cyb3
标记的羊抗兔IgG购自碧云天生物技术研究所。尼

古丁受体亚型α2、α3、α4、α7、β2兔多克隆抗体及

β3羊多克隆抗体均购自Santa Cruz公司。辣根过氧

化物酶(HRP)标记的抗兔二抗购自碧云天生物技术

研究所。HRP标记的抗羊二抗购自Santa Cruz公司。

一抗、二抗稀释液、封闭液购自碧云天生物技术研

究所。聚乙烯二氟(PVDF)膜、ECL-Plus发光试剂购

自Millipore公司。高效显影胶片购自柯达公司。

实验所用仪器有: 电泳仪(上海六一仪器厂)、
CO2培养箱(日本SANYO公司)、高速离心机(德国

eppendorf公司)、−80 °C冰箱(Thermo公司)、PCR扩
增仪(美国ABI公司)。
1.3   原代星形胶质细胞培养

参照Mc Carthy等[10]和Schildge等[11]的方法并改

进。取新生24 h内SD大鼠, 浸泡于75%的医用酒精

内5 min消毒并断头, 沿着“人字缝”剪开头骨取两侧

大脑。去除中脑、小脑并分离出两侧的大脑皮质, 
将大脑皮质放置于装有已预冷的DMEM培养基的无

菌培养皿内, 将脑膜和血管剥离, 用DMEM培养基漂

洗2次。移动大脑皮质至新的加入培养基的无菌培

养皿内, 将组织剪碎, 吸入离心管内, 加入10倍体积

量的胰蛋白酶消化15 min, l 000 r/min离心5 min, 小
心弃掉上清液, 加入含10% FBS的DMEM培养基终

止消化, 吹打制成细胞悬液, 接种至25 cm2培养瓶。

37 °C、5% CO2培养箱培养, 24 h后换液1次, 随后

3~4 d换液, 至细胞长满。培养7~9 d后, 将细胞进行纯

化, 将细胞瓶封口后放入恒温摇床, 37 °C、250 r/min
振荡6 h, 纯化后继续换液培养, 细胞长满瓶底后传

代培养。将培养基弃去, 用PBS清洗3次, 在培养瓶

内加入1 mL的胰蛋白酶、放入37 °C、5% CO2培养

箱内消化约1 min, 镜下观察细胞形态变圆、大量细

胞悬浮, 此时, 加入等量含有10% FBS的DMEM终止

消化, 使用移液管将细胞瓶内液体全部吸入离心管, 
l 000 r/min离心5 min, 弃掉上清液, 重新加入新鲜带

血清的培养基, 用移液管轻柔吹打制成细胞悬液, 均
匀接种至25 cm2培养瓶。37 °C、5% CO2培养箱培养, 
24 h后换液1次, 随后每隔3~4 d换液, 直至细胞长满。

按照上述方法继续传代。星形胶质细胞传3~4代后, 
纯度将会提高 。
1.4   星形胶质细胞的免疫荧光鉴定

胶质纤维酸性蛋白(glial fibrillary acidic protein, 
GFAP)是星形胶质细胞的特征性标记物。传代后, 以
GFAP细胞免疫荧光的方法对星形胶质细胞进行染

色鉴定。按照上述方法消化后吹打成细胞悬液, 将

细胞以5×105/mL的密度接种于6孔板内, 2~3 d后待

细胞长满, PBS清洗3次, 每次5 min, 室温晾干。4%多

聚甲醛固定20 min后, PBS清洗3次, 每次5 min, 室温

晾干。接着加入0.5% Triton X-100室温透膜20 min, 
PBS洗3次, 每次5 min, 室温晾干。10%山羊血清室

温下封闭30 min, 弃掉山羊血清并用PBS洗3次后晾

干, 每孔加入500 μL GFAP和CD11b(1200׃), 阴性对

照组用PBS作为一抗, 4 °C过夜。回收一抗, PBS洗3
次, 每次5 min, 室温晾干。每孔加入500 μL的Cy3羊
抗兔IgG(1200׃), 避光室温孵育1 h, 回收二抗, PBS洗
3次后晾干, 置于倒置显微镜下观察并采集图片。

1.5   RT-PCR方法检测星形胶质细胞内受体表达

将培养好的星形胶质细胞纯化、传代并鉴定

后, 用PBS小心清洗, 按照TRIZOL试剂盒的说明, 
加入1 mL TRIZOL试剂, 吹打成细胞悬液。加入

200 µL氯仿, 剧烈震荡15 s, 室温放置2~3 min, 4 °C 、
12 000 r/min离心15 min。可见上下分层明显。小心

提取上清液。加入等量异丙醇, 上下颠倒混匀, 静置

10 min, 4 °C 、12 000 r/min离心10 min, 弃掉上清。加
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入用DEPC水配置的70%乙醇1 mL, 洗涤1次后, 4 °C、
7 500 r/min离心5 min, 弃上清后, 干燥10 min。加

入30 µL DEPC水充分溶解沉淀。将提取好的RNA
用紫外分光光度计定量检测后, 应用逆转录试剂盒, 
提取5 μg的总RNA合成第一链cDNA。按照试剂盒

要求, 依次加入模板RNA、引物oligo(dT)18引物、

无核酸酶、高纯水, 混匀后, 65 °C水浴5 min, 置于

冰上冷却。接着按顺序另加入其他试剂至总体积

为20 µL。轻轻混匀后离心。PCR扩增条件为: 42 °C、
60 min, 70 °C、5 min, 终止反应, −80 °C保存。PCR
反应体系为20 µL, 模板、上下游引物各1 µL、mix
液10 µL、高纯水7 µL。PCR反应条件为: 94 °C预

变性 2 min; 94 °C变性 30 s, 58 °C(α3、α4、α7)、
60 °C(α2)、65 °C(β2、β3)退火45 s, Cyclo-philin为
内参基因, 退火温度可随受体不同亚型改变, 72 °C
延伸45 s, 循环30次; 最后72 °C再次延伸7 min。PCR
产物经1.5%琼脂糖凝胶电泳(DNA染料为溴化乙锭)
后, 在凝胶成像仪上扫描并记录结果。

1.6   序列比对分析

将α2、α3的PCR扩增产物电泳鉴定后切胶纯化, 
送上海立菲(Life technologies)生物技术有限公司进

行测序。将获得的基因序列在GenBank数据库进行

Blast比对分析。

1.7   蛋白质印迹法检测星形胶质细胞内nAChRs
亚单位的表达

提取星形胶质细胞的总蛋白并测定蛋白浓度。

将样品煮沸变性后, 加入至10%的SDS-PAGE胶的孔

中, 电泳。接着将胶上的条带转至PVDF膜上。转

膜成功后, 将膜封闭2 h。用稀释后的一抗(α2、α3、
α4、α7、β2、β3)4 °C孵育过夜后, 再加入二抗在摇

床上摇1 h。每次进行下一步时, 都要用含0.1%的吐

温-20的TBST清洗干净, 每次5 min, 洗3~4次。最后

用ECL发光试剂观察表达情况。

2   结果
2.1   星形胶质细胞免疫荧光鉴定

细胞传至3~4代后, 以GFAP和CD11b免疫荧

光的方法对星形胶质细胞进行染色, 在倒置显微镜

下观察, 以Cy3标记的GFAP阳性细胞呈红色, 而以

FITC标记的CD11b阳性细胞未检测到(图1A); 采用

相同步骤但未加入一抗GFAP和CD11b, 作为阴性对

照未检测出任何结果(图1B)。细胞计数星形胶质细

胞占所有细胞的95%以上, 可用于后续实验。

2.2   星形胶质细胞内nAChRs亚单位mRNA水平

的表达情况

   提取大鼠乳鼠大脑皮质的星形胶质细胞

RNA并逆转录为cDNA。PCR扩增后, 检测发现, 在
mRNA水平, 星形胶质细胞内nAChRs亚单位中有

α2、α3、α4、α7、β2的表达, 而nAChR β3并未检测

到(图2)。
2.3   α2、α3序列分析 

将测序结果在GenBank数据库进行Blast比对分

表1   nAChRs不同亚单位的引物序列

Table 1   Primers sequences of different nAChRs subunits 
基因

Gene
引物序列

Primer sequence
产物(bp)
Product (bp)                                

α2 Upper: 5′-TGA AGG ACT ACT GGG AGA GT-3′   263
Lower: 5′-GAC AGT GAG AGA TAG CAG CA-3′ 

α3 Upper: 5′-CTC ACT GTG CTT GTC TTC TAC-3′ 233
Lower: 5′-GTG GTT GGA GTT CTA TAG TGC-3′

α4 Upper: 5′-CTG CCG CTA TTC TAC ACC AT-3′ 394
Lower: 5′-CAA TAA GTC TCC GGC AGT TG-3′

α7 Upper: 5′-CAT CAT CTG TAC CAT CGG CA-3′ 128
Lower: 5′-CCA ATT CTC ACC CTC CAG AT-3′

β2 Upper: 5′-GGA GTG GGA AGA TTA CCG CCT CA-3′  407
Lower: 5′-AGT CGT CGT GGT TCT CGT TGC G-3′

β3 Upper: 5′-CAG AGC CAT GCA ATC GTA GT-3′ 189
Lower: 5′-GAT GAG CAG AGG GAG TAG TT-3′

Cyclo-philin Upper: 5′-GAC AAG GTC CCA AAG ACA GC-3′ 235
Lower: 5′-GTC CAG CAT TTG CCA TGG AC-3′
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图2  星形胶质细胞内nAChRs不同亚单位的表达情况

Fig.2   Expression of different nAChR subunits in astrocytes

A B

50 μm 50 μm

A: 纯化、传代后的星形胶质细胞GFAP细胞免疫荧光显色; B: 同样步骤但未加入一抗GFAP和CD11b抗体(阴性对照)。
A: immunostaining purified and passaged astrocytes with GFAP; B: immunostaining with the same procedure but without the anti-GFAP antibody and 
CD11b (as a negative control). 

图1  星形胶质细胞免疫荧光鉴定

Fig.1   Immunofluorescence identification of astrocytes

析。测序结果显示, 大鼠α2、α3的DNA序列相似率

均大于99%以上, 证明星形胶质细胞内有α2、α3亚
单位的表达(图3)。
2.4   星形胶质细胞内nAChRs亚单位的蛋白表达

情况

Western blot法检测提取的细胞总蛋白, 结果表

明, 在蛋白水平, nAChR的α2、α3、α4、α7、β2等亚

单位在星形胶质细胞上有表达; 而nAChR β3亚单位

未被检测到(图4)。星形胶质细胞内nAChRs亚单位

表达情况, 在蛋白水平与mRNA水平的结果相一致。

3   讨论
在中枢神经系统内, 神经胶质细胞数量是神经

细胞的10~50倍, 其中, 星形胶质细胞分布最广泛。

除了能够营养支持和调控神经系统微环境外, 它的

作用还包括促进神经细胞的生成和成熟[12], 摄取、

灭活和供给神经递质, 营养修复, 抗氧化, 形成和维

持血脑屏障等。近期, 在星形胶质细胞的胶质传递

功能和突触形态学的研究中, 发现星形胶质细胞对

于突触功能也有影响[13]。星形胶质细胞能够维持脑

内平衡以及神经细胞的代谢。它是脑内胆固醇的主

要来源, 可以释放载脂蛋白E-胆固醇复合物来促进

轴突生长和突触形成[14], 对突触的修复和定型起着

重要作用[15]。

胆碱能受体系统是体内最重要、最经典的神经

传导通路之一, 在神经系统内具有认知功能, 胆碱能

受体的缺失和失调会引起神经退行性疾病[16-17]。根

据其药理学反应特性不同, 分为毒蕈碱型乙酰胆碱

能受体(muscarinic acetylcholine receptors, mAChRs)
和nAChRs。nAChRs属于配体门控离子通道系

统, 响应乙酰胆碱神经递质的结合。它是由五聚体

构成的蛋白质, 含有多种亚单位。目前研究发现, 
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α7

β2

β3

70 kDa

55 kDa

78 kDa

55 kDa

58 kDa

55 kDa

nAChRs有α2-10和β2-4等12种亚单位, 每种亚单位

都有不同的基因编码。不同的nAChRs亚单位主要

由2个或多个α或β亚单位构成五聚体, 但并不包括α7
亚单位, 它是仅由α7亚单位构成的五聚体。不同亚

单位的构成, 在体内就会相应产生不同的药理学和

功能[18]。虽然乙酰胆碱受体具有1个共同的基本结

构, 但是其生理学功能和药理学属性最终取决于受

体内不同的亚基组成, 因此, 深入了解神经系统内亚

基的功能、探索出新的亚型选择性药物对于治疗神

经退行性疾病将提供一个新的靶点[19]。

以往研究发现, 星形胶质细胞中主要有nAChR 
α4、α7、β2、β3亚单位表达[20], 其中对α7亚单位表

达与阿尔茨海默病等神经退行性疾病关系的研究较

多, 表明星形胶质细胞中表达的nAChRs具有重要的

神经保护及调节作用[21-22]。我们研究发现, 星型胶

质细胞中有α4、α7、β2的表达, 特别是发现有α2、
α3表达。将α2、α3加以测序并将测序结果进行Blast
比对分析, 结果表明, 星形胶质细胞内有α2、α3亚
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A: 星形胶质细胞内α2、α3亚单位扩增产物电泳图; B: α2亚单位部分序列测序峰图; C: α3亚单位部分序列测序峰图。M: DNA marker D5000。
A: electrophoresis map of α2 and α3 nAChR subunits amplified product in astrocytes; B: sequencing map of α2 subunit; C: sequencing map of α3 
subunit. M: DNA marker D5000.

图3  星形胶质细胞α2、α3亚单位电泳图及序列测定

Fig.3   Electrophoresis map of α2 and α3 nAChR subunits in astrocytes and sequence identification

图4   星形胶质细胞内nAChRs亚单位蛋白质水平

Fig.4   Protein levels of nAChRs subunit proteins in astrocytes
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单位的表达。然而, 本研究并未检测出β3亚单位的

表达。根据之前的研究发现, β3亚单位的引物序列

特异性并不高, 但是本实验设计的序列特异性高[20]。

因此, 考虑可能跟引物设计的特异性相关。  
有研究发现, 激活星形胶质细胞上的α7 

nAChR, 能够增加释放转化生长因子-β(transforming 
growth factor-β, TGF-β)和谷氨酰合成酶, 这两种

物质都具有神经保护的作用[23]。星形胶质细胞在

nAChRs的介导下具有神经保护的作用, 能够抵抗

β-淀粉样蛋白对细胞的损害以及年龄或损伤导致

的多巴胺神经细胞的丢失[24]。然而, 星形胶质细胞

nAChRs亚单位的表达情况及其功能却少有深入探

索。星型胶质细胞中不同类型的nAChRs亚单位表

达的生理意义有待进一步深入研究。

总之, 本研究通过RT-PCR法和蛋白质印迹法检

测到正常的星形胶质细胞nAChRs的表达情况, 为深

入探索星形胶质细胞的生理功能及其在神经系统中

的病理功能提供了方向。
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