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多巴胺受体在大鼠嗅球的表达及其在
帕金森病大鼠嗅觉障碍中的作用
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　 　 [摘要] 　 目的　 观察多巴胺受体在大鼠嗅球(ＯＢ)的表达与分布ꎬ探讨左旋多巴(Ｌ￣ＤＯＰＡ)治疗对帕金森病

(ＰＤ)大鼠嗅觉的影响ꎮ 方法　 采用免疫印迹、免疫荧光等方法观察多巴胺受体在大鼠 ＯＢ 中的表达ꎻ６￣羟多巴胺

(６￣ＯＨＤＡ)双侧注射建立 ＰＤ 大鼠模型ꎬ检测 Ｌ￣ＤＯＰＡ 治疗对 ＰＤ 大鼠嗅觉功能及谷氨酸脱羧酶(ＧＡＤ)和脑源性神

经营养因子(ＢＮＤＦ)表达的影响ꎮ 结果　 嗅球内 Ｄ１ 和 Ｄ２ 两种多巴胺受体亚型表达含量高ꎮ Ｄ１ 和 Ｄ２ 在颗粒细胞

层(ＧＣＬ)内 ＧＡＤ 阳性的 γ￣氨基丁酸(ＧＡＢＡ)能神经元上大量表达ꎬ被酪氨酸羟化酶(ＴＨ)阳性神经纤维终末包绕ꎮ
ＰＤ 大鼠 ＯＢ 内 ＧＣＬ 层 ＴＨ 蛋白表达明显下降(０􀆰 ０５±０􀆰 ０１ ｖｓ ０􀆰 ０１±０􀆰 ００ꎬＰ<０􀆰 ００１)ꎮ Ｌ￣ＤＯＰＡ 治疗后ꎬＰＤ 大鼠找寻

食物小球时间显著降低[(６２４􀆰 ４±１１３􀆰 ４)ｓ ｖｓ(３１２􀆰 ４±７９􀆰 ３５)ｓꎬＰ<０􀆰 ０５]ꎬＯＢ 内 ＢＤＮＦ 表达显著升高(０􀆰 ０２±０􀆰 ０１ ｖｓ
０􀆰 ０７±０􀆰 ０１ꎬＰ<０􀆰 ０１)ꎮ 结论　 Ｄ１ 和 Ｄ２ 在 ＧＣＬ 层 ＧＡＢＡ 能神经元大量表达ꎮ Ｌ￣ＤＯＰＡ 治疗可缓解 ＰＤ 大鼠嗅觉障

碍ꎬ可能与激活 ＯＢ 内 ＧＡＢＡ 能神经元上的 Ｄ１ 和 Ｄ２ 复合体ꎬ进而改善 ＢＤＮＦ 表达有关ꎮ
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　 　 嗅球( ｏｌｆａｃｔｏｒｙ ｂｕｌｂꎬＯＢ)是嗅觉信号由嗅上皮

传递到嗅觉中枢的重要中继站ꎬ嗅觉信息的传递在

ＯＢ 内乙酰胆碱、一氧化氮等多种神经递质及受体的

调控下完成[１]ꎮ 多巴胺(ｄｏｐａｍｉｎｅꎬＤＡ)和嗅觉关系

密切ꎬＤＡ 通过 ５ 种膜受体(Ｄ１~Ｄ５)发挥作用[２]ꎬ但
目前鲜见 ＤＡ 受体在 ＯＢ 中表达和定位的系统研究ꎮ

帕金森病(Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅꎬＰＤ)是以中脑黑

质(ｓｕｂｓｔａｎｔｉａ ｎｉｇｒａꎬＳＮ)ＤＡ 能神经元数目减少为特

征的疾病ꎮ 嗅觉障碍通常在 ＰＤ 早期出现ꎬＯＢ 的病

理生理改变与 ＰＤ 患者嗅觉障碍密切相关[３]ꎮ ６￣羟
基多巴胺(６￣ｈｙｄｒｏｘｙｄｏｐａｍｉｎｅꎬ６￣ＯＨＤＡ)损伤 ＳＮ 建

立的 ＰＤ 大鼠模型(ＰＤ 大鼠)嗅觉障碍与 ＳＮ 到 ＯＢ
内颗粒细胞层( ｇｒａｎｕｌｅ ｃｅｌｌ ｌａｙｅｒꎬＧＣＬ)直接投射减

少密切相关[４]ꎮ 罗替戈汀通过激动 ＯＢ 内 ＤＡ 受体

恢复 ＰＤ 大鼠嗅觉ꎬ但其具体机制有待进一步研

究[４]ꎮ 本实验采用免疫组织化学、免疫荧光和免疫

印迹等方法ꎬ检测 ＤＡ 受体在正常大鼠 ＯＢ 的分布与

表达ꎻ通过行为学实验研究左旋多巴(Ｌ￣ｌｅｖｏｄｏｐａꎬＬ￣
ＤＯＰＡ)治疗对 ＰＤ 大鼠嗅觉的影响及可能机制ꎬ为
深入了解 ＰＤ 嗅觉障碍的发生机制及治疗提供新的

实验依据ꎮ

材料和方法

１. 实验动物和分组

健康雄性 Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ(ＳＤ)大鼠 ３５ 只ꎬ体重

(１８０±２０)ｇꎬ６ 周龄ꎬ购自新乡医学院实验动物中心

(合格证号为 １１４００７００２６２３８０)ꎮ 实验期间ꎬ动物自

由饮水、饮食ꎬ保持环境温度(２２±１)℃和 １２ ｈ 明暗

周期ꎮ 饲养 ３ ｄ 后随机分为假手术组 ( ｓｈａｍꎬｎ ＝
１２)ꎬ６￣ＯＨＤＡ 组(６￣ＯＨＤＡꎬｎ ＝ １５)和 ６￣ＯＨＤＡ 加 Ｌ￣
ＤＯＰＡ 治疗组(６￣ＯＨＤＡ＋Ｌ￣ＤＯＰＡꎬｎ＝ ８)ꎮ 模型制作

后 １ ｄꎬ６￣ＯＨＤＡ＋Ｌ￣ＤＯＰＡ 组按 １００ ｍｇ / ( ｋｇ􀅰ｄ)剂

量[５]ꎬ腹腔注射 Ｌ￣ＤＯＰＡ(Ｓｉｇｍａ 公司ꎬ美国)ꎬ其余

组腹腔注射等量的生理盐水ꎬ持续 ８ 周ꎮ
２. 模型制作和鉴定

参考文献[６]的方法ꎬ用 １０％水合氯醛腹腔注

射(０􀆰 ４ ｇ / ｋｇ)麻醉大鼠ꎬ并将其固定在脑立体仪上ꎮ
消毒皮肤ꎬ沿颅顶正中线切口ꎬ３％Ｈ２Ｏ２ 烧灼皮下组

织暴露前后囟ꎮ 将前囟交叉点设置为零点ꎬ上升并

移动针头至前囟后 ( ａｎｔｅｒｏｐｏｓｔｅｒｉｏｒꎬ ＡＰ ) ５􀆰 ６ ｍｍ
(ＡＰ＝－５􀆰 ６ ｍｍ)ꎬ旁开(ｍｅｄｉｏｌａｔｅｒａｌꎬＭＬ)２ ｍｍ(ＭＬ＝±２
ｍｍ) 处ꎮ 微量注射器抽取 ４ μｌ ６￣ＯＨＤＡ (２ ｇ / Ｌꎬ
Ｓｉｇｍａ 公司ꎬ美国)ꎬ进针至硬脑膜下( ｄｏｒｓｏｖｅｎｔｒａｌꎬ
ＤＶ)７􀆰 ５ ｍｍ(ＤＶ＝－７􀆰 ５ ｍｍ)ꎬ以 １ μｌ / ｍｉｎ 的速度匀

速注药至中脑 ＳＮꎬ 每侧注射浓度为 ２ ｇ / Ｌ 的

６￣ＯＨＤＡ ２ μｌꎮ Ｓｈａｍ 组大鼠脑内每侧注射生理盐水

２ μｌꎬ其他操作与模型组相同ꎮ 大鼠 ＳＮ 内酪氨酸羟

化酶(ｔｙｒｏｓｉｎｇ ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅꎬＴＨ)表达明显减少为模型

制作成功ꎮ
３. 免疫组织化学和免疫荧光

Ｌｅｉｃａ ＣＭ１９００ 冷冻切片机切片ꎬ厚 ２０ μｍꎬ切片

浸入含 ０􀆰 ７５％Ｔｒｉｔｏｎ 的 ＰＢＳ 溶液 １５ ｍｉｎꎮ 免疫组织

化学染色:３％Ｈ２Ｏ２ 孵育 １０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 洗 ５ ｍｉｎ × ３
次ꎬ微波抗原修复 １５ ｍｉｎꎬ室温冷却 ３０ ｍｉｎꎮ 羊血清

封闭 ３０ ｍｉｎꎬ分别加入兔抗大鼠 Ｄ１ ~ Ｄ５ 抗体

(１ ∶１００ꎬＡｌｏｍｏｎｅ 公司ꎬ以色列)或小鼠抗大鼠 ＴＨ
抗体(１ ∶５０００ꎬＳｉｇｍａ 公司ꎬ美国)ꎬ其他步骤参照兔

或小鼠免疫组织化学检测试剂盒( ＳＰ￣９００１ 或 ＳＰ￣
９００２ꎬ北京中杉金桥生物技术有限公司ꎬ中国)说明

书操作ꎮ 免疫荧光染色:微波抗原修复 １５ ｍｉｎꎬ室温

冷却 ３０ ｍｉｎꎬ１０％驴血清室温封闭 １ ｈꎬ滴加以下混

合一抗:(１)ＴＨ 和 Ｄ１ 或 Ｄ２ 抗体ꎻ(２)Ｄ１ 和小鼠抗

大鼠 Ｄ２ 抗体(１ ∶５０ꎬＳａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司ꎬ美国)ꎻ(３)小
鼠抗大鼠谷氨酸脱羧酶 ( ｇｌｕｔａｍａｔｅ ｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅꎬ
ＧＡＤ)抗体(１ ∶１００ꎬＡｂｃａｍ 公司ꎬ英国)和 Ｄ１ 或 Ｄ２
抗体ꎮ ４ ℃过夜ꎬ复温后滴加 Ａｌｅｘａ ｆｌｕｏｒ５９４ 和 ４８８
荧光标记驴抗兔 /小鼠二抗(１ ∶ ５０００ꎬ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公

司ꎬ美国)室温温育 １ ｈꎬＰＢＳ 漂洗 ３ 次后封片ꎮ 荧光

显微镜 ( Ｎｉｋｏｎ Ｅ８０ｉ) 下观察并摄片ꎬ 结果采用

Ｉｍａｇｅ￣Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６􀆰 ０ 图像分析软件分析ꎮ 每只大鼠

均选取 ６ 张切片ꎬ在高倍镜下随机选取 ５ 个视野ꎬ计
数阳性细胞或吸光度(ａｂｓｏｒｂａｎｃｅꎬ Ａ)值ꎮ
４. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测

组织充分匀浆后 ４ ℃、１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０
ｍｉｎꎬ ＢＣＡ 法测定蛋白浓度ꎮ 制备 １０％分离和 ５％
浓缩胶ꎬ每孔上样量 ５０ μｇꎮ ３００ ｍＡ 恒流将蛋白转

至 ＰＶＤＦ 膜ꎬ５％脱脂牛奶室温封闭 １ ｈꎬ加入兔抗大

鼠 Ｄ１~Ｄ５(１ ∶５００)、ＧＡＤ(１ ∶１０００)、兔抗大鼠脑源

性神经影响因子( ｂｒａｉｎ ｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒꎬ
ＢＤＮＦ)抗体(１ ∶１０００ꎬＡｂｃａｍ 公司ꎬ英国)或 ＴＨ 抗体

(１ ∶１００００)ꎬ４ ℃过夜ꎬ洗膜后加入相应二抗于脱色

摇床避光孵育 １ ｈꎬＥＣＬ 发光ꎬ凝胶图像分析系统扫

描定量并分析ꎮ
５. 嗅觉功能检测

按照文献报道的方法进行埋藏食物小球实验

(ｂｕｒｉｅｄ ｆｏｏｄ ｐｅｌｌｅｔ ｔｅｓｔꎬＢＦＰＴ) [７]ꎮ 在 ４５ ｃｍ×２５ ｃｍ×
２０ ｃｍ 的容器内铺厚 ５ ｃｍ 的垫料ꎬ食物(０􀆰 ５ ｇ)随

机埋藏于表面下 １ ｃｍ 处ꎮ 记录大鼠从被放入笼内

至前爪抓住食物的时间ꎮ 用 ７０％酒精清洁笼ꎬ防止

对后续实验干扰ꎮ 每只大鼠每天测试两次ꎬ间隔 ６
ｈꎬ取两次结果的均值ꎮ
６. 图像分析及统计学处理

采用 Ｇｒａｐｈ Ｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ６􀆰 ０ 软件进行统计学分

析ꎮ 正态分布的计量资料以均值±标准差( 􀭰ｘ ± ｓ )



Ｖｏｌ.５０ꎬＮｏ.４ 周立等. 多巴胺受体在大鼠ꎬ嗅球的表达及其在帕金森病大鼠嗅觉障碍中的作用 􀅰４１３　　 􀅰

表示ꎮ 显著性差异分析采用 ｔ 检验及单因素方差分

析ꎬ组间两两比较满足方差齐的采用 ＳＮＫ 检验ꎬ方
差不齐的采用 Ｄｕｎｎｅｔｔ’ ｓ Ｔ３ 检验ꎬ以 Ｐ<０􀆰 ０５ 为差异

有统计学意义ꎮ

结　 　 果

１. ＤＡ 受体在大鼠嗅球的表达和分布

取已知表达相应受体的皮层(ｃｏｒｔｅｘꎬＣＸ)、纹状

体(ｓｔｒｉａｔｕｍꎬＳＴ)、伏隔核( ａｃｃｕｍｂｅｎｓ ｎｕｃｌｅｕｓꎬＡｃｂ)
和海马( ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓꎬＨＰ) 部位作为对照ꎬＷｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ 显示ꎬＤ１、Ｄ２ 在正常大鼠 ＯＢ 内有大量表

达ꎬＤ３ 在 ＯＢ 内表达较少ꎬＤ４、Ｄ５ 在 ＯＢ 内未见明显

表达(图 １Ａ)ꎮ
免疫组织化学显示ꎬＤ１ 或 Ｄ２ 阳性神经元在突

触球层 ( ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ ｌａｙｅｒꎬＧＬ)、外丛状层 ( ｅｘｔｅｒｎａｌ
ｐｌｅｘｉｆｏｒｍ ｌａｙｅｒꎬＥＰＬ)、僧帽细胞层(ｍｉｔｒａｌ ｃｅｌｌ ｌａｙｅｒꎬ
ＭＣＬ)和 ＧＣＬ 层均有分布ꎬ以 ＧＣＬ 层最密集ꎬＥＰＬ
层最少ꎻＤ３ 阳性细胞在 ＯＢ 各层均有分布ꎬ但表达

弱ꎻＯＢ 各层未见 Ｄ４ 阳性细胞ꎻＤ５ 阳性细胞在 ＧＬ
层内有少量分布ꎬ表达很弱ꎬＧＣＬ 层内未见表达(图
１Ｂ~１Ｇ)ꎮ
２. ＴＨ、Ｄ１、Ｄ２ 和 ＧＡＤ 在 ＧＣＬ 层的表达

免疫荧光双标结果显示ꎬＧＣＬ 层内 ＴＨ 纤维呈

点线状分布ꎬ形成密集的神经网(图 ２ Ａ)ꎻＧＣＬ 层内

有大量 Ｄ１ 阳性细胞ꎬ胞体较小ꎬ呈圆形或多角形

(图 ２Ｂ)ꎬＴＨ 阳性神经纤维终末包绕 Ｄ１ 阳性细胞

(图 ２Ｃ)ꎮ ＴＨ 纤维和 Ｄ２ 的共存同上ꎮ Ｄ１ 与 Ｄ２ 在

ＧＣＬ 层内大量共存(图 ２Ｄ ~ ２Ｆ)ꎮ 免疫荧光双标实

验结果显示ꎬＧＡＤ 和 Ｄ１ 的共表达大量存在于 ＧＣＬ
层ꎬＭＣＬ 层的僧帽细胞只表达 Ｄ１(图 ２Ｇ~２Ｉꎬ２Ｇ’ ~
２Ｉ’)ꎮ ＧＡＤ 和 Ｄ２ 的共表达大量存在于 ＧＣＬ 层ꎬＭＣＬ
层的僧帽细胞只表达 Ｄ２(图 ２Ｊ~２Ｌꎬ２Ｊ’ ~２Ｌ’)ꎮ
３. ＰＤ 大鼠 ＧＣＬ 内 ＴＨ、Ｄ１ 和 Ｄ２ 表达变化

模型制作 ８ 周后ꎬ与对照组比较ꎬ６￣ＯＨＤＡ 组

ＳＮ 内 ＴＨ 阳性细胞和纤维的吸光度显著降低ꎬ
(０􀆰 ２４±０􀆰 ０３ｖｓ ０􀆰 １１±０􀆰 ０２ꎬＰ<０􀆰 ０１ꎬ图 ３Ａ ~ ３Ｃꎬｎ ＝
８)ꎬ说明模型制作成功ꎮ ＴＨ 阳性神经元和纤维在

ＧＬ 层内密集分布ꎬ与对照组比较ꎬＧＬ 层内每个视野

ＴＨ 阳性细胞数量明显下降ꎬ(４９±８ｖｓ２５±４ꎬＰ<０􀆰 ０５ꎬ
图 ３Ｄ~３Ｆꎬｎ＝ ８)ꎮ ＴＨ 阳性纤维在 ＧＣＬ 层内形成较

密集的神经网状(图 ３Ｄ)ꎬ与对照组比较ꎬ６￣ＯＨＤＡ
组 ＧＣＬ 层内 ＴＨ 阳性纤维吸光度值显著下降ꎬ
(０􀆰 ０５±０􀆰 ０１ｖｓ ０􀆰 ０１±０􀆰 ００ꎬＰ<０􀆰 ００１ꎬ图 ３Ｇ ~ ３Ｉꎬｎ ＝
８)ꎻ与对照组比较ꎬ６￣ＯＨＤＡ 组大鼠 ＧＣＬ 层内 Ｄ１ 阳

性的吸光度值降低ꎬ但差异无统计学意义(Ｐ>０􀆰 ０５)
(图 ３Ｊ~３Ｌ)ꎮ 对照组和 ６￣ＯＨＤＡ 组大鼠 ＧＣＬ 层内

Ｄ２ 阳性的吸光度值差异无统计学意义(Ｐ>０􀆰 ０５)

(图 ３Ｍ~３Ｏ)ꎮ
４. Ｌ￣ＤＯＰＡ 对 ＰＤ 大鼠嗅觉功能及 ＯＢ 内 ＧＡＤ 及

ＢＤＮＦ 表达的影响

与对照组比较ꎬ６￣ＯＨＤＡ 组大鼠找寻食物小球

时间明显延长ꎬ [( １５５􀆰 ３ ± ３７􀆰 ３５) ｓ ｖｓ ( ６２４􀆰 ４ ±
１１３􀆰 ４)ｓꎬＰ<０􀆰 ０１ꎬ图 ４Ａꎬｎ ＝ ８]ꎻＬ￣ＤＯＰＡ 治疗可使

找寻时间减少ꎬ与 ６￣ＯＨＤＡ 组大鼠比较差异有显著

性[(６２４􀆰 ４±１１３􀆰 ４)ｓ ｖｓ (３１２􀆰 ４±７９􀆰 ３５) ｓꎬＰ<０􀆰 ０５ꎬ
图 ４Ａꎬｎ ＝ ８]ꎮ 与对照组比较ꎬ６￣ＯＨＤＡ 组大鼠 ＯＢ
内 ＧＡＤ 表达降低ꎬ但差异无统计学意义(Ｐ>０􀆰 ０５ꎬ
图 ４Ｂ~ ４Ｃ)ꎻＬ￣ＤＯＰＡ 治疗组 ＧＡＤ 表达与 ６￣ＯＨＤＡ
组比较差异无统计学意义(Ｐ>０􀆰 ０５ꎬ图 ４Ｂ ~ ４Ｃ)ꎮ
与对照组比较ꎬ６￣ＯＨＤＡ 组大鼠 ＯＢ 内 ＢＤＮＦ 表达显

著降低ꎬ(０􀆰 ０６±０􀆰 ０１ ｖｓ ０􀆰 ０２±０􀆰 ０１ꎬＰ<０􀆰 ０５ꎬ图 ４Ｂꎬ
４Ｄꎬｎ ＝ ８)ꎻ与 ６￣ＯＨＤＡ 组比较ꎬ Ｌ￣ＤＯＰＡ 治疗组

ＢＤＮＦ 表达显著升高ꎬ(０􀆰 ０２±０􀆰 ０１ｖｓ ０􀆰 ０７±０􀆰 ０１ꎬＰ<
０􀆰 ０１ꎬ图 ４Ｂꎬ４Ｄꎬｎ＝ ８)ꎮ

讨　 　 论

大鼠嗅球由外向内可分为嗅神 经 纤 维 层

( ｏｌｆａｃｔｏｒｙｌａｙｅｒꎬ ＯＮＬ)、 ＧＬ、 ＥＰＬ、 ＭＣＬ、 内 丛 状 层

(ｉｎｔｅｒｎａｌ ｐｌｅｘｉｆｏｒｍ ｌａｙｅｒꎬＩＰＬ)、ＧＣＬ 和嗅球中心[１]ꎮ
本研究表明ꎬＧＣＬ 层内 ＧＡＢＡ 能神经元同时表达 Ｄ１
和 Ｄ２ 两种受体ꎬＰＤ 大鼠投射到 ＧＣＬ 层的 ＴＨ 纤维

减少ꎬ可能通过 Ｄ１ 和 Ｄ２ 受体影响 ＧＡＢＡ 细胞的功

能ꎬ继而参与 ＰＤ 时嗅觉障碍的发生发展ꎮ
ＤＡ 能细胞大量存在于 ＯＢ 的 ＧＬ 层ꎬ其释放的

ＤＡ 通过相应受体增加 ＥＰＬ 细胞自发放电频率或引

起僧帽细胞的超级化[２]ꎬ提示 ＯＢ 内有 ＤＡ 受体表达ꎮ
ＤＡ 受体有 ５ 种亚型:Ｄ１ 和 Ｄ５ 激活后升高细胞内

ｃＡＭＰꎻＤ２、Ｄ３ 和 Ｄ４ 激活降低细胞内 ｃＡＭＰ[２]ꎮ 我们

发现ꎬＧＬ、ＥＰＬ 和 ＭＣＬ 层细胞均有 Ｄ１ 和 Ｄ２ 受体表

达ꎬ为前期的功能学研究提供了形态学依据ꎮ 我们还

发现ꎬＧＣＬ 层内 ＧＡＢＡ 能神经元同时表达 Ｄ１ 和 Ｄ２
受体ꎮ 与我们使用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 和免疫组织化学

检测得到的结果类似ꎮ Ｃｏｒｏｎａｓ 等[８]通过放射自显影

方法在 ＧＣＬ 层检测到大量 Ｄ１ 和 Ｄ２ ｍＲＮＡ 的表达ꎮ
这些形态学的研究结果支持 ＧＡＢＡ 与 ＤＡ 系统存在

功能上的密切联系ꎮ
临床资料表明ꎬ４５％~９７％的 ＰＤ 患者早期出现

嗅觉减退症状[３]ꎮ ６￣ＯＨＤＡ 损毁 ＳＮ 的动物模型出

现明显的嗅觉障碍[４ꎬ９]ꎮ 室管膜下区(ｓｕｂｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ
ｚｏｎｅꎬＳＶＺ)中的神经干细胞所产生的成神经细胞沿

着嘴侧迁移流(ｒｏｓｔｒａｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｓｔｒｅａｍꎬＲＭＳ)迁移到

ＯＢꎬ经增殖、分化等过程后成为嗅球 ＧＬ、ＥＰＬ 和

ＧＣＬ 层的中间神经元ꎬ 被称为 ＳＶＺ￣ＲＭＳ￣ＯＢ 通

路[１０]ꎮ ＳＮ 内 ＤＡ 能神经元投射到 ＳＶＺꎬ并刺激 ＳＶＺ
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图 １　 ＤＡ 受体在大鼠嗅球的表达和分布

Ａ. ＤＡ 受体在嗅球内的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 结果ꎻＢ~Ｇ. ＤＡ 受体在嗅球的免疫组织化学染色结果(标尺示 １００ μｍ)ꎻＢ１~Ｇ１.为虚线框内放大图(标
尺示 ２００ μｍ)ꎻ Ｈ. ＤＡ 受体的阴性(Ｈ１~Ｈ５)和阳性对照(Ｈ１’ ~Ｈ５’)ꎬ标尺示 １００ μｍꎻＣＸ.皮质ꎻ ＳＴ.纹状体ꎻＡｃｂ.伏隔核ꎻ ＨＰ .海马ꎻＥＰＬ.外丛

层ꎻＭＣＬ.僧帽细胞层ꎻＩＰＬ.内丛层ꎻＧＣＬ.颗粒细胞层

图 ２　 ＴＨ、Ｄ１、Ｄ２ 和 ＧＡＤ 在 ＧＣＬ 层的表达

Ａ~Ｃ. ＴＨ 和 Ｄ１ 的免疫荧光结果(标尺示 ２５ μｍ)ꎬ右上方框为虚线框内放大图(标尺示 ５０ μｍ)ꎻＤ~ Ｆ. Ｄ１ 和 Ｄ２ 的免疫荧光结果(标尺示 ２５
μｍ)ꎬ箭头示 Ｄ１ 阳性 Ｄ２ 阴性的细胞ꎻＧ~ Ｉ. ＧＡＤ 和 Ｄ１ 的免疫荧光结果(标尺示 ５０ μｍ)ꎻＧ’ ~ Ｉ’为 Ｇ~ Ｉ 方框内的放大图(标尺示 ２５ μｍ)ꎬ箭头

示 ＧＡＤ 阴性 Ｄ１ 阳性的细胞ꎻＪ~ Ｌ. ＧＡＤ 和 Ｄ２ 的免疫荧光结果(标尺示 ５０ μｍ)ꎻＪ’ ~ Ｌ’为 Ｊ~ Ｌ 方框内的放大图(标尺示 ２５ μｍ)ꎬ箭头示 ＧＡＤ
阴性 Ｄ２ 阳性的细胞

Ｆｉｇ.１　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｄｏｐａｍｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎ ｒａｔ ｏｌｆａｃｔｏｒｙ ｂｕｌｂ
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ＣＸꎬ Ｃｏｒｔｅｘꎻ ＳＴꎬ Ｓｔｒｉａｔｕｍꎻ Ａｃｂꎬ Ａｃｃｕｍｂｅｎｓ ｎｕｃｌｅｕｓꎻ ＨＰꎬ Ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓꎻ ＥＰＬꎬ Ｅｘｔｅｒｎａｌ ｐｌｅｘｉｆｏｒｍ ｌａｙｅｒ
Ｆｉｇ.２　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＨꎬ Ｄ１ꎬ Ｄ２ ａｎｄ ＧＡＤ ｉｎ ｔｈｅ ＧＣＬ ｌａｙｅｒ
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Ａ￣Ｃ. Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ＴＨ ａｎｄ Ｄ１(Ｂａｒ＝ ２５ μｍ)ꎬ ｔｈｅ ｕｐｐｅｒ ｒｉｇｈｔ ｆｒａｍｅ ｉｓ ｔｈｅ ｅｎｌａｒｇｅｄ ｐｉｃｔｕｒｅ ｉｎ ｔｈｅ ｄｏｔｔｅｄ ｌｉｎｅ ｆｒａｍｅ(Ｂａｒ＝ ５０ μｍ)ꎻ Ｄ￣
Ｆ. Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ Ｄ１ ａｎｄ Ｄ２(Ｂａｒ＝ ２５ μｍ)ꎬ ｔｈｅ ａｒｒｏｗｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ Ｄ１￣ｐｏｓｉｔｉｖｅ ａｎｄ Ｄ２￣ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｅｌｌꎻ Ｇ￣Ｉ. Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ
ＧＡＤ ａｎｄ Ｄ１(Ｂａｒ＝ ５０ μｍ)ꎬ Ｇ’￣Ｉ’ ａｒｅ ｅｎｌａｒｇｅｄ ｆｉｇｕｒｅｓ ｏｆ ｗｈｉｔｅ ｆｒａｍｅ ｉｎ Ｇ￣Ｉ(Ｂａｒ ＝ ２５ μｍ)ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬ ｔｈｅ ａｒｒｏｗｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ＧＡＤ￣ｎｅｇａｔｉｖｅꎬ Ｄ１￣
ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌꎻ Ｊ￣Ｌ. Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ＧＡＤ ａｎｄ Ｄ２( Ｂａｒ ＝ ５０ μｍ)ꎬ Ｊ’￣Ｌ’ ａｒｅ ｅｎｌａｒｇｅｄ ｆｉｇｕｒｅｓ ｏｆ ｗｈｉｔｅ ｆｒａｍｅ ｉｎ Ｊ￣Ｌ( Ｂａｒ ＝ ２５ μｍ)ꎬ
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬ ｔｈｅ ａｒｒｏｗｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ＧＡＤ￣ｎｅｇａｔｉｖｅꎬ Ｄ２￣ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌ

图 ３　 ＰＤ 大鼠 ＧＣＬ 层 ＴＨ、Ｄ１ 和 Ｄ２ 的免疫组织化学染色

Ａ、Ｂ.ＴＨ 在大鼠黑质的表达ꎬ黑色虚线框内为黑质致密部(标尺示 １００ μｍ)ꎻＣ.黑质 ＴＨ 表达统计分析ꎬ与对照组比较ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎻＤ、Ｅ. ＴＨ 在

大鼠 ＯＢ 内的表达(标尺示 １００ μｍ)ꎻＦ.ＧＬ 层 ＴＨ 阳性细胞个数统计分析ꎬ与对照组比较ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎻＧ、Ｈ.Ｄ 及 Ｅ 黑色方框内的放大(标尺示 ２５

μｍ)ꎻⅠ. ＧＣＬ 层 ＴＨ 阳性纤维统计分析ꎬ与对照组比较ꎬ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１ꎻＪ、Ｋ.Ｄ１ 在大鼠 ＧＣＬ 层的表达(标尺示 ５０ μｍ)ꎻＬ.ＧＣＬ 层 Ｄ１ 统计分析ꎬ

与对照组比较ꎬＰ>０􀆰 ０５ꎻＭ、Ｎ.Ｄ２ 在大鼠 ＧＣＬ 层内的表达(标尺示 ５０ μｍ)ꎻＯ. ＧＣＬ 层 Ｄ２ 统计分析ꎬ与对照组比较ꎬＰ>０􀆰 ０５

Ｆｉｇ.３　 Ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ＴＨꎬ Ｄ１ ａｎｄ Ｄ２ ｉｎ ＰＤ ｒａｔｓ

ＡꎬＢꎬ ＴＨｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｎ ＳＮꎬ ｂｌａｃｋ ｄｏｔｔｅｄ ｆｒａｍｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｓｐａｒｓ ｃｏｍｐａｃｔａ ｏｆ ＳＮ(Ｂａｒ＝ １００ μｍ)ꎻ Ｃꎬ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＴＨ ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ ｉｎ ｐａｒｓ ｃｏｍｐａｃｔａ ｏｆ

ＳＮꎬ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｒａｔｓꎬ ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎻ ＤꎬＥꎬ ＴＨ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｎ ＯＢ(Ｂａｒ ＝ １００ μｍ)ꎻ Ｆꎬ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＴＨ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｎｅｕｒｏｎｓ ｉｎ ＧＬ ｌａｙｅｒꎬ
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ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｒａｔｓꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ ＧꎬＨꎬ Ｅｎｌａｒｇｅｄ ｆｉｇｕｒｅｓ ｏｆ ｂｌａｃｋ ｆｒａｍｅ ｉｎ Ｄ￣Ｅꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ(Ｂａｒ ＝ ２５ μｍ)ꎻ Ⅰꎬ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＴＨ
ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ ｉｎ ＧＣＬ ｌａｙｅｒꎬ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｒａｔｓꎬ ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１ꎻ ＪꎬＫꎬ Ｄ１ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｎ ＧＣＬ ｌａｙｅｒ(Ｂａｒ ＝ ５０ μｍ)ꎻ ＬꎬＳｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｄ１
ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ ｉｎ ＧＣＬ ｌａｙｅｒꎬ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｒａｔｓꎬ Ｐ> ０􀆰 ０５ꎻ ＭꎬＮꎬＤ２ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｎ ＧＣＬ ｌａｙｅｒ( Ｂａｒ ＝ ５０ μｍ)ꎻ Ｏꎬ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｄ２
ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ ｉｎ ＧＣＬ ｌａｙｅｒꎬｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｒａｔｓꎬ Ｐ>０􀆰 ０５

图 ４　 各组大鼠嗅觉功能及 ＯＢ 内 ＧＡＤ 及 ＢＤＮＦ 表达

Ａ.嗅觉功能统计ꎬ与对照组比较ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎻ与 ６￣ＯＨＤＡ 组比较ꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎻＢ.蛋白表达ꎻＣ.ＧＡＤ 统计分析ꎬ与对照组比较ꎬ
∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎻＤ.ＢＤＮＦ 统计分析ꎬ与对照组比较ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ对照与 ６￣ＯＨＤＡ 组比较ꎬ＃＃ Ｐ<０􀆰 ０１
Ｆｉｇ.４　 Ｏｌｆａｃｔｏｒｙ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＧＡＤ ａｎｄ ＢＤＮＦ ｉｎ ＯＢ
Ａꎬ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｏｌｆａｃｔｏｒｙ ｆｕｎｃｔｉｏｎꎬ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｒａｔｓꎬ ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎻ Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ６￣ＯＨＤＡ ｒａｔｓꎬ ＃Ｐ<
０􀆰 ０５ꎻ Ｂꎬ Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎻ Ｃꎬ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＧＡＤ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｒａｔｓꎬ ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎻ Ｄꎬ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＢＤＮＦ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎻ Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｒａｔｓꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ６￣ＯＨＤＡ ｒａｔｓꎬ ＃＃ Ｐ<０􀆰 ０１

的神经干细胞经 ＳＶＺ￣ＲＭＳ￣ＯＢ 通路迁移到 ＯＢꎬ影响

ＯＢ 内新生神经元数量[４]ꎮ ＰＤ 时ꎬ此通路的损伤被

认为是嗅觉障碍的重要原因[１１ꎬ１２]ꎮ 但是ꎬ近年研究

显示ꎬＳＶＺ￣ＲＭＳ￣ＯＢ 通路与嗅觉探索和分辨功能无

关[４]ꎮ 也有研究发现ꎬＳＮ 损伤后虽然 ＳＶＺ 增生少ꎬ
但是 ＯＢ 内 ＧＣＬ 细胞生存率升高[１３]ꎮ 因此ꎬ本研究

ＧＣＬ 层内 ＧＡＤ、Ｄ１ 和 Ｄ２ 表达并未有显著改变ꎬ可
能由于 ＧＣＬ 内细胞生存率升高导致ꎮ 研究者们还

发现ꎬＳＮ 内 ＤＡ 能细胞直接投射到 ＯＢ 的 ＥＰＬ、ＭＣＬ
和 ＧＣＬ 层ꎬ以 ＧＣＬ 层最为密集ꎬＳＮ 损毁后的嗅觉障

碍与直接投射减少密切相关[４]ꎬ这与我们在 ＧＣＬ 层

检测到大量 ＴＨ 纤维和 Ｄ１ / Ｄ２ 受体表达吻合ꎮ 但我

们实验中的 ＰＤ 大鼠 ＧＬ 层 ＤＡ 能神经元数量显著

降低ꎬ与 Ｈöｇｌｉｎｇｅｒ 等[４] 的研究结果不一致ꎬ可能与

双侧损毁模型 ＳＶＺ￣ＲＭＳ￣ＯＢ 通路损伤更加严重有

关ꎮ
Ｄ１ 和 Ｄ２ 常形成异源二聚体ꎬ具有不同于传统

受体的药理学特性及信号通路ꎮ 纹状体内 Ｄ１ / Ｄ２
二聚体激活后ꎬ通过细胞内钙促进 ＢＤＮＦ 表达和细

胞生长[１４]ꎻ在培养的 ＧＡＢＡ 能神经元内加入 Ｄ１ / Ｄ２
激动剂增加 ＧＡＤ 和 ＢＤＮＦ 的表达[１５]ꎮ ＢＤＮＦ 可促

进 ＧＣＬ 细胞树突棘成熟进而调节嗅觉环路功

能[１６]ꎮ 我们观察到ꎬＬ￣ＤＯＰＡ 治疗缓解 ＰＤ 大鼠嗅

觉障碍ꎬＯＢ 内 ＢＤＮＦ 表达升高ꎬ提示ꎬＬ￣ＤＯＰＡ 可能

通过激动 ＧＣＬ 内 ＧＡＢＡ 能神经元上的受体促进

ＢＤＮＦ 释放从而起到保护作用ꎮ
本实验完善了 ＤＡ 受体在 ＯＢ 的形态学分布规

律ꎬ发现 Ｌ￣ＤＯＰＡ 治疗可缓解 ＰＤ 大鼠嗅觉障碍ꎬ这
可能与改善 ＯＢ 内 ＧＡＢＡ 能神经元的 ＢＤＮＦ 表达有

关ꎮ
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