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【摘 要】 目的: 以 PPE-GFP 转基因小鼠为研究工具，观察绿色荧光蛋白( GFP) 阳性的脑啡肽( ENK) 能神经元

与 1 型囊泡膜谷氨酸转运体( VGLUT1) 在脊髓的分布及共存情况。方法: 利用免疫组织化学和原位杂交双标染

色的方法。结果: GFP 标记的 ENK 能神经元主要位于脊髓背角，在 I-III 层最为密集，背角深层内侧部及中央管

周围呈中等密度分布，散在分布于前角。VGLUT1 mRNA 阳性细胞广泛分布在脊髓各层。GFP /VGLUT1 双标细

胞主要分布在脊髓背角，I-III 层双标细胞占 GFP 阳性细胞的 22． 95 ± 1． 10%，占 VGLUT1 阳性细胞的 27． 91 ±
2． 42% ; IV-VI 层中 21． 49 ± 4． 99% GFP 阳性细胞表达 VGLUT1，10． 35 ± 2． 81% VGLUT1 阳性细胞表达 GFP; 前角

双标细胞占 VGLUT1 阳性细胞的 1． 07 ± 0． 37%，占 GFP 阳性细胞的 32． 08 ± 13． 15%。结论: 双标结果表明脊髓

内部分 ENK 能神经元表达 1 型囊泡膜谷氨酸转运体，推测 ENK 能神经元可能通过调控谷氨酸的释放发挥感觉信

息调控作用。
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【Abstract】Objective: To investigate the coexistence of enkephalin ( ENK) ergic neuron with vesicular glutamate trans-
port 1 ( VGLUT1) in the spinal cord of the PPE-GFP transgenic mouse． Methods: Immunohistochemistry and in situ hy-
bridization double staining methods． Results: GFP-positive cells were preferentially localized in the spinal dorsal horn and
were particularly numerous in laminae I-III． The moderate density GFP-and scattered GFP-positive cells were also detec-
ted in the media part of deep lemina and aroun the central tube，and the ventral horn，respectively． VGLUT1 mRNA sig-
nals were present throughout the spinal cord． The GFP /VGLUT1 double-labeled neurons were mainly located in spinal
dorsal horn． We found that 22． 95 ± 1． 10% of GFP-positive ENKergic neurons expressed VGLUT1 and 27． 91 ± 2． 42%
of VGLUT1-positive neurons expressed ENK in the laminae I-III． The GFP /VGLUT1 double-labeled neurons constituted
21． 49 ± 4． 99% and 32． 08 ± 13． 15% of GFP-positive neurons in laminae VI-VI and the ventral horn，respectively． The
GFP /VGLUT1 double-labeled neurons constituted 10． 35 ± 2． 81% and 1． 07 ± 0． 37% of VGLUT1-positive neurons in
laminae VI-VI and the ventral horn，respectively． Conclusion: The present results showed that part of the spinal ENKer-
gic neurons expressed VGLUT1． These results indicate that ENKergic neurons might be involved in the modulation of sen-
sory information by regulating the release of glutamic acid．

【Key words】 enkephalin; vesicular glutamate transporter 1; immunohistochemistry; in situ hybridization; mouse



脊髓背角是感觉信息传递与整合的初级门户，

在接受来自脊髓上结构的下行调控的同时，还接受

来自背根神经节的初级传入，此外脊髓背角还有大

量固有的中间神经元和投射神经元，这些成分共同

构成感觉信息调控环路［1］。既往研究表明，内源性

阿片肽-脑啡肽( Enkephalin，ENK) 主要表达在脊髓

背角，其在影响来自背根神经节感觉神经元初级传

入终末的同时［2］，还可影响投射神经元对伤害性信

息的感知能力［3］，此外还可调控中间神经元的反应

性［4］，在感觉信息调控中发挥重要作用［5］。
形态学及电生理学研究提示脊髓中 ENK 能神

经元主要为中间神经元［6，7］。依据其神经递质的不

同，脊髓背角中间神经元可大致分为 γ-氨基丁酸( γ-
aminobutyric acid，GABA) 能抑制性中间神经元和谷

氨酸能兴奋性中间神经元，这两类细胞在维持兴奋

性与抑制性的动态平衡，维持局部环路发挥正常功

能方面具有重要的作用。既往我们应用能特异性显

示 ENK 能神经元的前脑啡肽原-绿色荧光蛋白( Pre-
proenkephalin-green fluorescent protein，PPE-GFP) 转

基因小鼠，发现脊髓背角中 40%的 ENK 能神经元同

时表达 GABA，在调控 GABA 释放方面发挥抑制作

用［8］，而 ENK 能神经元与兴奋性谷氨酸能神经元之

间关系如何目前还所知甚少。囊泡膜谷氨酸转运体

( resicular glutamate transporter，VGLUT) 特异性地表

达于谷氨酸能神经元的囊泡膜上，参与谷氨酸的转

运和释放，因此被用作谷氨酸能轴突终末的标志

物［9］，但 小 鼠 脊 髓 内 VGLUT1 mRNA 的 表 达 及 与

ENK 能神经元的共存关系尚不清楚。
目前商品化的 ENK 抗体在脊髓内只能染出大

量的纤维和终末很难染出胞体。基于这种需要，本

研究使用了能够特异性显示 ENK 能神经元的 PPE-
GFP 转基因小鼠。GFP 的表达受 PPE 启动子序列

的调控，所 有 的 ENK 能 神 经 元 均 表 达 GFP［8］，为

ENK 能神经元的研究提供了一种非常特异和有效

的工具。本实验运用 PPE-GFP 转基因小鼠，结合原

位杂交和免疫组织化学双标方法，观察了 ENK 能神

经元与 VGLUT1 mRNA 的共存关系。

材料和方法

1 材料

取 6 只成年 PPE-GFP 转基因小鼠( 20 ～ 30 g) ，

用 0． 4% 戊巴比妥钠深麻后开胸，经心尖插管至升

主动脉，用 15 ml DEPC-PBS( DEPC 1∶ 1000 使用) 快

速冲洗血液，再以 100 ml 含有 4 % 多聚甲醛的 0． 1
mol /L 磷酸缓冲液( PB，pH 7． 4) 灌流固定。灌注完

毕后取出脊髓放入上述灌注液内过夜，放入含 30%
蔗糖( DEPC 水配制) 的 PB 溶液中 4℃保存 24 h。恒

冷箱( LeicaCM1800 ) 冠 状 和 矢 状 切 片，切 片 厚 30
μm，将切片放于 DEPC-PBS 中保存 2 周备用。
2 方法

2． 1 原位杂交探针的制备 包含 VGLUT1 探针的

质粒［10］用限制性内切酶线性化，将线性化的质粒作

为模板用 T7，Sp6 RNA 聚合酶及地高辛( DIG) 标记

试剂盒体外转录，合成 DIG 标记的 VGLUT1 cRNA
正义探针及反义探针。
2． 2 原位杂交和免疫组化双重标记染色 切片用

0． 1 mol /L 磷酸盐缓冲液( PBS，pH 7． 4) 漂洗后，用

2% ( v /v) 过氧化氢( H2O2 ) 处理 10 min 去除组织中

的内源性过氧化物酶。再经过乙酰化处理，PB 清

洗后于 58℃预杂交，向杂交液中加入 VGLUT1 反义

探针及正义探针，58℃ 继续孵育 16 ～ 18 h。杂交结

束后，用 2 × SSC、0． 2 × SSC，37℃清洗切片，用 AP 抗

DIG( 1∶ 1000，Roche Diagnostics) 和兔抗 GFP IgG［11］

( 1∶ 100) 室温孵育过夜。用 Tris 缓冲液( TNT) 清洗

切片，用生物素结合的山羊抗兔 IgG( 1∶ 1000，Vec-
tor) 室温孵育切片 2 h，进而进行 NBT /BCIP ( 用 TS
9． 5配制) 反应，观察有蓝紫色的杂交信号后，用 avi-
din 标记的辣根过氧化物酶复合物 ( 1∶ 100，Vector)
室温孵育 2 h。用含 0． 02% 二氨基联苯胺( DAB，

Sigma) 的 0． 05 mol /L 的 Tris-HCl 缓冲液( pH 7． 6 )

加入适量的 0． 03% H2O2 呈色。室温干燥、脱水、透

明、封片，显微镜观察并拍片。正义探针作为杂交实

验的阴性对照，结果为阴性( 未展示) 。
统计学处理: 随机选取 6 张切片进行阳性神经

元的计数。为统一标准，仅对具有清晰阳性信号的

神经元进行计数。分别计数 GFP 阳性细胞( 棕色) 、
原位杂交信号( 蓝色) 及双标记细胞( 蓝黑色) 。计

算双标 细 胞 的 个 数 分 别 占 单 标 细 胞 数 的 百 分 比

( % ) ，在计数阳性神经元的基础上计算双标神经元

的百分比。

结 果

1 PPE-GFP 转基因小鼠 ENK 能神经元在脊髓的分

布

GFP 阳性细胞主要分布在脊髓背角，在 I-III 层

最 为密集，背角深层内侧部及中央管周围呈中等密
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Fig． 1 In situ hybridization for VGLUT1 combined with IHC for GFP in transverse sections of the spinal cord． In this figure，in situ hy-
bridization for VGLUT1 is the blue reaction product while that for GFP is brown． A: Schematic presenting the overview of the spi-
nal cord． B: Lower magnification view of the VGLUT1 mRNA /GFP double-labeled signals in spinal cord． C: Higher magnification
of the inset in B illustrates the morphological characteristics of laminae I-IV． D: Colocalization of GFP and VGLUT1 mRNA labe-
ling in lamina I． Several neurons expressed both GFP and VGLUT1 mRNA ( arrows) ． E: Colocalization of GFP and VGLUT1 mR-
NA signals in lamina II of the spinal cord ( arrows) ． F: GFP and VGLUT1 mRNA colocalized neurons in the lamina VI ( arrows) ．
G: VGLUT1 mRNA labeled neurons in the spinal ventral horn． Bars = 250 μm in B; 100 μm in C; 25 μm in D-G．

度分布，在前角呈散在分布( Fig． 1) 。图中 GFP 免疫

组织化学染色的阳性信号呈棕色。
2 VGLUT1 mRNA 在脊髓的分布

原位杂交结果显示: VGLUT1 mRNA 阳性细胞在

脊髓的分 布 比 较 广 泛。脊 髓 背 角 I 层 的 VGLUT1
mRNA 阳性细胞分布较少，胞体多呈梭型，与后角边

缘平行排列( Fig． 1D，Fig． 2B) ，II 层的 VGLUT1 mR-
NA 阳性细胞分布较密集，胞体多呈梭型，细胞多为

中小型( Fig． 1E，Fig． 2B) ; 背角 III 层的 VGLUT1 mR-
NA 阳 性 细 胞 分 布 较 II 层 稀 疏，细 胞 多 为 中 小 型

( Fig． 1E，Fig． 2B) ; 背角 IV-VI 层的 VGLUT1 mRNA
阳性 细 胞 分 布 多 而 均 匀，细 胞 较 I-III 层 细 胞 大

( Fig． 1F，Fig． 2C) ; 前角的 VGLUT1 mRNA 阳性细胞

胞体分布较多，胞体形状多样，为中小型圆形、椭圆

型、梭型及三角形和大型三角形，在前角前内侧核及

后内侧核的运动神经元分布明显( Fig． 1G) 。
3 VGLUT1 与 GFP 阳性细胞在脊髓的共存

原位杂交与免疫组织化学双标结果显示: GFP /
VGLUT1 共 存 细 胞 主 要 分 布 在 脊 髓 背 角 ( Fig． 1，

Fig． 2) ，I-III 层双标细胞占 GFP 阳性细胞的( 22． 95
± 1． 10 ) %，占 VGLUT1 阳 性 细 胞 的 ( 27． 91 ±
2． 42) % ; 其中 II 层 双 标 细 胞 占 GFP 阳 性 细 胞 的

( 20． 38 ± 3． 66) %，占 VGLUT1 阳性细胞的( 24． 40 ±
4． 26) % ; III 层中( 20． 65 ± 5． 53) % GFP 阳性细胞表

达 VGLUT1，( 27． 61 ± 4． 83) % VGLUT1 阳性细胞表

达 GFP; 前角双标细胞占 VGLUT1 阳性细胞的( 1． 07
± 0． 37) %，占 GFP 阳性细胞的( 32． 08 ± 13． 15 ) %

( 表 1) 。
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表 1 GFP 阳性、VGLUT1 mRNA 阳性和双标神经元在 PPE-GFP 转基因小鼠脊髓中的分布( n = 6，珋x ± s)

层次 GFP + 细胞数 VGLUT1 + 细胞数
GFP / VGLUT1

双标细胞数

双标细胞 /
GFP 细胞( % )

双标细胞 /
VGLUT1 细胞( % )

I 层 4． 00 ± 0． 82 6． 25 ± 1． 71 3． 00 ± 0． 82 74． 18 ± 5． 51 54． 46 ± 32． 13
II 层 37． 00 ± 3． 16 30． 75 ± 0． 96 7． 50 ± 1． 29 20． 38 ± 3． 66 24． 40 ± 4． 26
III 层 39． 75 ± 7． 54 29． 75 ± 7． 54 8． 00 ± 1． 42 20． 65 ± 5． 53 27． 61 ± 4． 83

IV-VI 层 37． 50 ± 2． 08 78． 50 ± 8． 19 8． 00 ± 1． 63 21． 49 ± 4． 99 10． 35 ± 2． 81
VII-X 层 2． 75 ± 1． 89 115． 00 ± 6． 06 1． 25 ± 0． 50 32． 08 ± 13． 15 1． 07 ± 0． 37

Fig． 2 In situ hybridization for VGLUT1 combined with IHC for GFP in sagittal sections of the spinal cord． A: Lower magnification view
of the double staining in the sagittal spinal cord． B: Higher magnification image of the laminae I-III． C: Higher magnification im-
age of the lamina VI． D: Colocalization of GFP and VGLUT1 mRNA labeling in lamina VI． Several neurons expressed both GFP
and VGLUT1 mRNA ( arrows) ． Bars = 200 μm in A; 50 μm in B; 100 μm in C，D．

讨 论

借助特异性显示 ENK 能神经元的 PPE-GFP 转

基因小鼠，结合免疫组织化学和原位杂交双标技术，

本研究观察了脊髓中 ENK 能神经元与 VGLUT1 mR-
NA 在脊髓的分布和共存关系。
1 脊髓内 VGLUT1 mRNA 的分布

VGLUT 参与谷氨酸的转运和释放，被用作谷氨

酸能轴突终末的标志物［9］。中枢神经系统中主要有

三 种 VGLUT ( VGLUT1-3 ) ，其 中 VGLUT1 与

VGLUT2 在谷氨酸能轴突终末分布广泛，且其分布

具有互补性［12，13］。有研究表明在脊髓背角，VGLUT1
阳性终末主要分布于 II 层内侧部、III 层以及 IV ～ VI
层内侧部，与机械性感觉及本体感觉的传递有关; 而

VGLUT2 阳性终末主要分布于 I 层和 II 层，与伤害性

信息 的 传 递 有 关［14-16］。切 断 背 根 传 入 脊 髓 中

VGLUT1 的表达会明显减少，而对 VGLUT2 的表达

影响不大［17］。本研究原位杂交结果显示 VGLUT1
mRNA 广泛分布于脊髓背角与前角的灰质中，但其

在不同板层中的表达强度不同。在背角 I 层、IV ～
VI 层以及前角中，特别是 IX 层运动核中，VGLUT1
mRNA 表达较强、胞体轮廓较清楚; 在背角 II / III 层

VGLUT1 mRNA 胞体较其他层小，提示脊髓中表达

VGLUT1 mRNA 的谷氨酸能神经元可能包括投射神

经元、中间神经元以及部分运动神经元，其可能参与

感觉信息调控及运动的调控。
2 脊髓中 ENK 与神经递质的共存关系

研究表明 ENK 在感觉信息调控中发挥重要作
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用［5］。运用 PPE-GFP 转基因小鼠，我们的结果显示

ENK 能神经元主要分布于脊髓背角浅层和深层内侧

部［6，7］。我们既往的研究发现脊髓背角中 42% 的

ENK 能神经元同时表达 GABA［8］。本研究结果观察

到，脊髓背角中约 22． 44 ± 1． 89% 的 ENK 能神经元

同时表达 VGLUT1，提示 ENK 能神经元功能的复杂

性，其可能对抑制性和兴奋性神经递质的释放均有

调控作用。有研究报道，在其他脑区如杏仁核复合

体、终纹床核等，ENK 也表达于 GABA 能神经元和谷

氨酸神经元中［18，19］，这些结果提示可能存在 ENK 与

神经递质的共释放。既往研究表明神经肽与小分子

神经递质具有不同的释放机制，神经肽的释放需要

胞内更高的钙离子浓度，且其囊泡的转运不依赖于

轴突运输［20］。ENK 可作用于阿片受体，通过突触前

或突触后机制调控小分子神经递质的释放［2-4，21］，维

持局部环路兴奋-抑制的动态平衡，参与脊髓中感觉

信息的调控。
本研究提供了脊髓中 ENK 能神经元与 VGLUT1

共存的形态学依据，但其电生理学特征及功能等尚

需进一步探讨。
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