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小鼠脑 内乙酰胆碱、胆碱乙酰化酶、乙酰胆碱酯酶和 M 胆碱受体的 
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ABSTRACT By means of radioistope． the daily 

changes Of cholinergic nervous markers． acetylcholine 

(ACh)． choline acctyltransferase 【chAT)， acetyl— 

cho1incstcrase (AChE)and muscarinic rcccptors in the 

mouse brain wel'c measured in September and 

October, Thc mice were housed 5 animals to a cage 

under natural 1i曲 t--dark cycle(12：12)for 7 d in the 

laboratory room at 18-22℃ ． The determinations ol 

ACh were takcn， every 2 h， to assess the brain ACh 

of 5 IⅡice f0r 24 consecutive hours M -cholinergic 

receptors， ChAT and AChE activity were examined 

毗 10 ：o0． 16 ：0O and 22 ：o0． e results demon- 

strated that the ACh contents， ChAT activity and 

muscadnic rece ptorB口u value were high st10 ：00， 

low at16 ：0O an d 22：00． Howevcr． AChE maxi- 

mum activity WaS found at l6 ：O0． Ininimum activity 

at 22 ：0O． But the affinlty of musca rinlc rece ptors to 

【|}1]QNB did not show any significant daffy changes． 

The se da ta strongly suggested that in m ouse brain the 

cho1inergic EC~％'OUs markors showed a clear daily 

rhythm． 

KEY W ORDS 

~ tvltranffemse 

mccptors； mice ； 

acetylcholine； choline 

acetylcholinesterase； r0uscarinie 

提要 本文用放射性核索实验技术研究发现，在正常 

生理条件下， 10：0O小鼠腑内ACh含量．ChAT活 

性及 M 受体的 占⋯ 值最高，16：00和 22：00较低 

AChE活性 l6：00最高，22：00最低 但是 M 受体 

的 值昼夜之间变化不大．本结果提示，小鼠脑内 

ACh吉量，ChAT和 AChE括性及 M 受体数，呈现 

明显 的昼夜节律 
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胆碱能神经是脑内主要 的神经之一．对 

其研究主要是在药物．或其它具有生物滔性物 

或在某些条件刺激的作用下，观察脑内乙 

酰胆碱(acetylcholine，ACh)含量 ，胆碱 乙酰 

化酶(choline acetyltransferase，CHAT)和 乙酰 

胆碱酯 酶(acetyIcholinestcrase，ACHE)滔性 ， 

以及胆碱能神经受体的变化 I7) 但是在正常 

生理条件下，一天不同时间内小鼠脑中胆碱能 

神经递质，酶和受体的变化如何?作者未见文 

献报道 ．本文用放射性核素实验技术，对 白 

天 和 夜 晚 小 鼠脑 内 ACh浓度 ， ChAT 和 

AChE滔力及 M 受体 Ⅲ丑 和 ，值进行了研 

究，以观察小鼠脑内胆碱能神经的昼夜变化 

M A rERIALS AND M ETH0DS 

昆明种小 鼠， 8，体重 25．3±2．5 g，购 

于中医研究院动物房．小 鼠至少在实验室内 

饲养 1 wk后才进行放射性核素实验，以使其 

适应环境．室温 18-22~， 自然光照．实验在 

9和 10月问进行 

ACh，ChAT，AChE放射性核素测定试 

剂盒由军事医学科学院供给，测 M 受体的放 

射 性 配 体 ， 二 苯 羟 乙酸 奎 宁 酯 ([~H]QNB， 

251．4 TBq·tool-。)由中 日友好医院临床研究 

所生理室提供． 

ACh放 射免 疫 测定 小 鼠断 头取 脑 

(不包括小脑和脑干，下同)后 ，用 9 3倍量 

的 HC104 01 mol·L 冰浴 匀浆 ，g500 g 

离心 3min，取上清液 lO l进行 ACh放免测 

定 标 准管内分别加入氯化 ACh 160，40， 

10，2．5 pmo1．ACH抗血清用磷酸缓冲液 5O 
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mmo]·L～，pH 7．4 1：500稀释 ．每个测定 

管用 500 1，最后加入[ 1-I]~,Ch 10．ul，混匀后 

置于一4"C 1 5-20 h 用直径 0．4．um 的混合纤 

维素酯簿膜(上海新亚净化器件厂生产)抽滤， 

8o℃烘干 ，置于 0 5％甲苯一PPO 闪烁液 中； 

用 Beckman Ls 8501液体闪烁计数仪测放射 

性强度． 

【 H】Ach放射 比活度为 73．63TBq·m 

溶 于 HC1 0．Ol tool·L～， 使 1O 1溶 液 的 

dpm数为 6600-8200． 

脑组织中 ACll含量的计算 根据液闲所 

获得的dpm数按下式计算： 

B／Bo：(B～NSB)．(B0一NSB)一 

．1n( )：y=lg Bo(ACh) 

其中 B为标准管或样品管，NSB为非特 

异管(管内无 ACh抗血清)．Bo为零标 准管， 

(Ach)为标准管或样品管 ACh pmo1．标准管 

经直线回归处理，求 出 值和 y值．将样品 

管 dpm数计算成 值，代人 y=a+b 式， 

即得每 mg脑组织湿重中所含的 ACh pmol 

数． 

CleAT活性 测定 ’ 小鼠断 头取脑 ．用 

20倍量的 Triton X-1O0 1％冰浴匀浆．20-50 

min 后 再 用 双 倍 量 的 磷 酸 缓 冲 液 

0．2mol·L～，pH 7．4匀浆一次．8500 g离 

心 3 min，上 清 液 用 于 chAT 活性 测定 ． 

ChAT活性测定 的反应液为 30 1(内舍己酰辅 

酶 A 0．27mmol·L～ 胆碱 0．4mmol·L一、 

新 斯 的 明 0．1 3 rlltool·L-。、 EDTA 0．67 

mmol·L一、少量牛血清蛋白，及上述脑组织 

提取液 10 1)，于 37"C温育 10 rain后取出， 

放人 冰浴 中立 即加入 HCIO 0．2 tool·L‘。 

3o l使酶失活．然后用上述放免测定法测定 

ACh的 生 成 量 ． ChAT 活 力 以生 成 ACh 

pmo|·min-。·(mg脑组织lr 表示． 

AClaE活性测定0 脑组织称重后用样 

品提取液(内含 Triton X一1O0 1％，NaC1 0．45 

· l49 · 

tool·L一， M gC1， O．Ol mol·L-t
,磷酸缓冲液 

50mmo]·L～，pH 7．4)冰浴匀浆 ，离心，上 

清液再用样品提取液 1：1000稀释，取稀释液 

20 加 入[3H]ACh 17．7 nmol， 37℃水浴 2O 

rain，取 出后加入酶终止反 应液(内有氯 乙酸 1 

tool·L～， NaOH 0．05 tool· L～， NaC1 2 

tool·L‘。)．然后用 5mm×25film 的四九滤 

纸条吸干反应液，投入 0．5％甲苯-PPO闪烁 

液中，在室温下放置 1 5 h后进行闪烁计数． 

无酶管不加入脑组织提取液，完全水解管是在 

反应液中加入 NaOH 2 mol·L 使底物彻底 

水解． 

AChE活 力计算 把 上述 完全水解管和 

样品管所测的 dpm数扣除无酶管的 dpm数， 

并 按 下 式 求 出 AChE 活 性 ， 以 nmol· 

rain ·(mg脑) 表示 

AChE=(17．7 nmolx样 品 dpm)／(脑 重 

mg rain×完全水解 dpm) 

M 胆碱受体的制备 小鼠取脑后 用予冷 

的 蔗糖 0．32 tool·L～， 1：20匀 浆 ，4"C， 

2000 g离心 10min．取上清液 45000 g离 

心 10 min，沉淀用 Tris缓冲液 50mmol· 

L‘。洗涤离心一次，速度和时间同前．最后沉 

淀按 5m1／g脑组织加 Tris缓冲液制成膜蛋 

白 一2O℃备用．膜制备中的蛋 白质含量用比 

色法””浏定． 

M 受体饱和实验 总反应营非特异管中 

均加入 不 同浓度 (O．03-2 nmo1)的 [3HIQNB， 

及 上述制备 的膜蛋 白 100—150 g．非特异管 

中另加 入阿 托 品 0．5 umol·L～．反应 液 为 

200 的磷酸(Na2HPO4，KH2PO 缓冲液 50 

mmol·L～，pH 7．4，37℃温育 15rain，用冷 

缓冲液终止反应．反应液用上海虹光造纸厂 

生产的 49型滤纸真空抽滤，80℃烘干，置甲 

苯-PPO闪烁液中测放射性 用总反应管中的 

dpm数减去非特异管 中的 dpm数，并通过 

Scatchard作图求 出[3H]QNB对 M 受体特异 

性结台的 数及其平衡解离常数 j 值． 
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Fig 1． Dolly~k n~ s of ocetylchollle content in mous~ 

brain． ^I5． 土SD． 

1tESUI S 

ACh含量 实验于 1O：Q0开始．用放免 

方法每 2 h测定 5只小鼠脑内 ACh含量，连 

续 24 h．结 果(Fig 1)发 现 ，上 午小 鼠脑 中 

ACh含量较高，其中 10：00为最高．下午及 

夜间 ACh浓度较低 ．最低的时 间是 22：00， 

高低之间差异非常显著 <0川 ) 

ChAT活性 取小鼠脑内 ACh含量变化 

较大 的 10：00， 16：00和 22：00测其脑 内 

ChAT活性 的昼夜变化 ，每个时间用 1O只小 

鼠．结果(Tab 1)表明，这 3个时间内小鼠脑 

中ChAT活性与同时间的 ACh含量多少相一 

致，活性最高的是 10：00，最低的是 22： 

∞，l6：00介于 中间． 10：00与 22：00相 比 

ChAT活性差异非常显著 <0．o1)，但与 16： 

∞ 相 比，>0．05 

Fig 2． Scatchard plot of[3HIQNB specific bladlsR of 

muscariai~receptors l-mouse brain． 

AChE活性 小 鼠脑内 AChE活性测定 

的时间同 ChAT．结果(Tab 1)显示，AChE 

活性以 16：00为最高，其次是 10：00，22： 

o0活性最低．16：00的 AChE活性与 22：00 

相 比P<0．01，但与 10：00相 比，>0．05． 

M 胆 碱受体 选 择时 间与测 ChAT和 

AChE活性 的时 间完全 相 同， 结果 (Tab 1， 

Fig 2)表明，小鼠脑内 M 胆碱受体的最大密 

度是 10：00．其次是 16：00和 22：00．高低 

之间差异非常显著 <0．o1)．但这 3个时间 

内 M 受体 的解离常数 值则差 异不大 

f，>0．05)． 

Tab 1． Con~ nUratloas of acetylchollne， activity of choline o~ tylUrtiferase and acetylcholhaesterase， mw cadaic 

ors In mouse brain at various ttm∞． = 10， ± SD． ’．p>0．O5' ⋯ ．p< 0．01 vj 10： 00． ．p>0．05． 

” <0．0l 22：O0． 

言一 喜_●享_●言_●砉_ 耋- 
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DISCUSS10N 

实验时所测 小 鼠脑内 ACh含量的多少， 

受其合成 ，释放和水解速度 的影响．ACh合 

成速度取决于底物胆碱和乙酰辅酶 A的浓度 

及 ChAT活性 ．ACh水解速度主要决定于 

AChE 活性 的大 小 ． 在 正 常 生理 条 件 下， 

ACh的释放主要与行为活动及脑机能状态有 

关．文献” 报 道，猫在清醒和快波 睡眠时， 

皮层处 的 ACh释放 比慢波睡眠时增加．本文 

发现，小 鼠夜间脑中 ACh浓度较低．这可能 

与其夜间活动较多，ACh释放增加有关 下 

午小 鼠脑中低 ACh水平可能与其 AChE活性 

高有关． 

当受体被激动剂作用后，可 以从细胞膜的 

外表面内移人细胞内，然后水解．结果膜表 

面的受体密度下降，有研究” 发现．当大鼠 

脑皮层细胞与 M 受体激动剂一道培育时，3O 

rain后[ H】标 记的 一甲基东茛菪碱 的结合部 

位 减少 ．本 结 果显 示 小 鼠脑内 M 受 体 的 

。 值与其 ACh含量多少相一致，这可能与 

ACh释放减少时，脑中含量增加．受体通过 

向上调节作用使其数 目增多．相反，当 ACh 

释放增加时，脑中含量减少，受体通过向下调 

节作用．使其膜表面的密度下降． 

由于条件所限．本实验未能严格的控制小 

鼠光照时间，光照强度，及室内温度和湿度的 

恒定．因此 不能排除昼夜温度差对结果 的影 

响 但这与 实际情况 比较相接近，因为人或 

是动物不可能生活在一个外界温度绝对恒定的 

环境中． 
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