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老龄大鼠脑组织内不同部位葡萄糖

转运蛋白3的表达

吴海琴1，沙娟娟1，王虎清1，任蓓1，张桂莲1，李 明2

(1．西安交通大学医学院第二附属医院神经内科，陕西西安710041；

2．西安交通大学医学院人体解剖学与组织胚胎学系，陕西西安710061)

[摘 要] 目的：观察老龄大鼠的脑组织内不同部位的葡萄糖转运蛋白3(GLUT 3)的表达情况，

探讨GLUT 3在神经系统衰老过程中的作用。方法：用免疫组织化学染色方法，测定3月龄、18月

龄及30月龄大鼠(各10只)脑组织内不同部位GLUT 3的表达强弱。结果：各月龄组大鼠脑组织

内不同部位阳性细胞数均有显著差异(P<0．01)，其中海马区，尤其是海马CAl区阳性细胞数最

多，而运动皮质区及第1小脑小叶阳性细胞数相对较少。结论：在老龄大鼠脑组织中GLUT 3的表

达减弱，提示GLUT 3在神经系统衰老过程中发挥一定作用。
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Expression of GLUT 3 in different brain regions of aged rats
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[Abstract] Objective：To examine the distribution of glucose transport 3(GLUT 3)in different brain

regions of aged rats and to investigate its role in ageing process of the nervous system．Methods：The
GLUT 3 expression in different brain regions was examined with immunohistochemical method in rats aged

3，18 and 30 months，respectively．Results：The number of GLUT 3-positive cells varied in the different

brain regions in rats of all age groups(P<0．01)；the CAl region contained the greatest number of

positive cells，and fewer in the motor cortex and cerebellum．The number of GLUT 3-positive cells was

reduced in the brain of aged rats(P<0．01)；and the neural cells in 4 different brain regions presented
with large cell body and loose alignment．Conclusion：The expression of GLUT 3 decreased in aged rats，
which suggests that GLUT 3 may be involved in the ageing process of nervous system．
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脑组织必须依赖葡萄糖的持续有氧氧化才

能维持正常的代谢活动，体内葡萄糖南血液通

过血脑屏障进入脑细胞，需要葡萄糖转运蛋白

(glucose transporer。GLUT)¨刮的参与。GLUT 3

是脑内主要负责神经元葡萄糖转运的转运蛋

白"J。目前，在神经系统相关GLUT 3的研究

中多集中在缺血性脑损伤中变化调控，而对于

其在神经系统衰老过程中的作用则研究较

少H引。本研究采用免疫组化技术观察年轻大

鼠、成年大鼠和老年大鼠脑组织内不同部位的

GLUT 3的表达情况，并探讨GLUT 3在神经系

统衰老过程中的作用，期望为抗衰老提供新的

思路。

1材料与方法

1．1实验动物与分组 选用3月龄、18月龄

与30月龄SD雄性大鼠各lO只，分别编为3月

龄组、18月龄组和30月龄组。大鼠由成都天

硕动物繁殖基地提供，在相同条件环境下饲养

1周：温度(23±0．5)℃，湿度(50±0．5)％，每

日光照12 h，均自由摄食饮水。

1．2主要试剂和仪器兔抗大鼠GLUT 3多

克隆抗体(北京博奥森生物上程有限公司)。

SABC试剂盒和DAB显色试剂盒(北京中山生

物技术有限公司)，自配0．01 mmol／L PBS缓冲

液，40 g／L多聚甲醛溶液，10％水合氯醛。石

蜡切片机(AmericanOpitcal)，图像信号采集与

分析系统(德国CEICA，Q550CW)。

1．3取材及制片10％水合氯醛3 ml／kg腹

腔注射麻醉大鼠后，经左心室插管灌注，在室温

下每组大鼠快速灌注生理盐水250 ml，再用40

g／L多聚甲醛250 ml(4℃)缓慢灌注，持续60

min左右，迅速取脑，借助大鼠脑立体定位仪，

沿视交叉冠状位切取大脑组织(前囟后3～6

mm)，并分离小脑组织(前冈后10～13 mm)，

将其置于40 g／L多聚甲醛溶液中固定14 h，等

级脱水后石蜡包埋。参照Paxinos所著大鼠立

体定位图谱∞J，用石蜡切片机，自前囟后3 mm

处(大脑)以及前囟后10 mm处(小脑)，向后

行冠状位切片，每张切片包含海马的冠状切面

(大脑)及小脑第1小脑小叶(小脑)，切片

厚6斗m。

1．4免疫组化及结果判定石蜡切片常规脱

蜡，3％过氧化氢液窜温孵40 min，阻断内源性

过氧化物酶，热抗原修复10 min，室温冷却2 h，

正常山羊血清封闭20 min，滴加一抗兔抗大鼠

GLUT 3多克隆抗体(1：400，北京博奥森生物工

程有限公司)，4℃冰箱过夜，生物素化二抗室

温孵育40 rain，滴加SABC工作液，37qC孵育20

min，DAB显色5 min，苏木素复染，脱水，透明，

封片，PBS缓冲液分别代替一抗经上述步骤染

色作空白对照。

光学显微镜下观察大鼠大脑皮质、海马

CAl、CA3区，第一小脑小叶细胞，以细胞膜出

现鲜艳的棕黄色颗粒为阳性细胞。每张切片在

高倍镜(×400倍)下随机选择5个不同的视

野，图像信号采集与分析系统拍照，采用自带图

像分析软件计数每个视野中全部的阳性细胞个

数，并取其平均值。

1．5统计学方法实验数据采用SPSS 13．0

统计软件处理，用元±s表示。多组数据间比较

用单冈素方差分析，组问两两比较采用LSD检

验。统计学显著性检验水准a=0．05。

2结果

各部位表达均较强，光镜下可见GLUT 3

免疫反应产物呈棕黄色，主要表达于细胞膜上。

海马各区和大脑运动皮质区GLUT 3表达主要

为锥体细胞以及部分胶质细胞，第1小脑小叶

主要是浦肯野细胞。

3月龄、18月龄和30月龄组大鼠运动皮质

区(外锥体层，图1)，海马CAl、CA3区(图2、

图3)，以及第l小脑小叶均有GLUT 3阳性表

达细胞(图4)，日．各组大鼠脑组织的不同部位

间阳性细胞个数均有显著差异(P<0．01)。其

中海马区，尤其海马CAl区阳性细胞数最多，

运动皮质区相对较少，第l小脑小叶阳性细胞

数最少。同时，不同月龄组相同部位阳性细胞

个数也有差异(P<0．01)，由3月龄组到18月

龄组阳性细胞个数增加(P<0．01)，而由18月

龄组到30月龄组则减少(P<0．01，表1)。
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表1各组不同部位GLUT 3阳性细胞个数比较

Table 1 The number of GLUT 3-positive cells in different brain regions

(rt=10，面±s，个／高倍视野)

与运动皮质区比较，‘P<O．0l；与海马CAI区比较，4P<0．01；与海马CA3区比较，△P<0．Ol；与第1小脑小叶

比较，+P<0．01．

a：3月龄组；b：18月龄组；c：30月龄组；免疫组化染色(x400)．

图l 3组运动皮质区GLUT 3

Fig．1 GLUT 3 in motor cortex of 3-mont}1一old。1 8一month—old and 30一month—old rats

a：3月龄组．b：18月龄组；C：30月龄组；免疫组化染色(×400)．

图2 3组海马CAI区GLUT 3

Fig．2 GLUT 3 in hippocampal CAl region of 3-month—old，18一month—old and 30一month—old

rats

3讨论

衰老是多因素协同作用下生命渐趋弱化的

过程，随着年龄的增长，机体在形态结构和生理

功能方面都必然出现一系列复杂变化"]。作

为机体所有生命表现的调节中枢，神经系统的

衰老过程更加复杂多样¨J。有报道指出，脑老

化可能是神经系统退行性变的最初阶段旧]。因

此，研究正常衰老个体腩内不同部位各种物质

表达规律有助于我们揭示神经系统衰老的

奥秘㈨。

目前我们知道机体的衰老主要表现为3个
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a：3月龄组；b：18月龄组；c：30月龄组；免疫组化染色(x400)．

图3 3组海马CA3区GLUT 3

Fig．3 GLUT 3 in hippocampal CA3 region of 3-month—old，18一month-old and 30一month—old

rats

a：3月龄组；b：18月龄组；c：30月龄组；免疫组化染色(x400)．

图4 3组第l小脑小叶区GLUT 3

Fig．4 GLUT 3 in the first subfolium region of 3-month-old．1 8一month—old and 30一month—old

rats

方面：记忆力减退、随意肌活动减慢和动作协调

性差¨0J。因而，本研究选择3』j龄、18月龄和

30月龄(分别代表青年期、成年期和老年期)

SD雄性大鼠，对比观察神经系统中与这3个方

面密切相关区域(海马、运动皮质及小脑)内

GLUT 3阳性表达细胞的多少⋯J，以期探讨

GLUT 3在神经系统衰老过程中的变化及作用。

GLUT 3是脑内含量极高的一种葡萄糖转

运蛋白，负责神经元细胞的葡萄糖转运。其基

因表达主要与神经元的成熟程度和功能活动密

切相关，并受雌激素、葡萄糖|12|、低氧诱导因

子一l【l3|、K+浓度和NMDA受体激活等冈素的

调控‘141。

本研究通过对比观察3月龄、18月龄以及

30月龄大鼠脑组织海马区、运动皮质区(外锥

体层)及小脑第一小叶几个部位GLUT 3的表

达发现，不论是年轻组(3月龄组)、成年组(18

月龄组)还是老年组(30月龄组)，GLUT 3的表

达在大鼠脑的不同部位均存在显著差异(P<

0．01)。其中海马CAI区表达最多，其它部位

依次为海马CA3区、运动皮质和第一小脑小

叶。这种大鼠脑组织不同部位间GLUT 3的差

异，推测主要是囚为各个部位主要功能及作用

不同，基础代谢速度本身存在差异，对基础能量

的需求不同，从而对能量物质的供给变化以及

缺血缺氧的敏感性存在差异所致¨引。有研究

显示，海马区是脑组织中与学习、记忆以及情感

变化等高级神经活动关系最密切的区域，因此

也是脑内代谢相对旺盛，对基础能量需求较大

的区域。另外，还可能与各部位组成细胞的差

异亦有一定的关系，综合前人和我们的研究发

现GLUT 3主要表达于大神经细胞，包括锥体
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细胞和浦肯野细胞【16。，而这几种细胞的分布差

异与我们的实验结果相符合。

我们的研究结果还发现，GLUT 3的表达在

大鼠脑组织各部佗都随月龄增加旱现出了抛物

线式的变化规律。即就是由3月龄组到18月

龄组各部位GLUT 3表达均增加(P<0．01)，而

由18月龄组到30月龄组，各部位GLUT 3的表

达则减少(P<0．01)。我们推测，这种GLUT 3

表达随月龄增加而出现的抛物线式的变化跟增

龄过程中脑组织自身代谢速率和血流与氧等营

养物质供给的变化，以及学习、记忆还有情感反

应等高级神经活动的增减等因素有关。研究表

明，正常人脑老化表现为脑组织非匀速性的糖

代谢功能减低，即≤60岁脑代谢减低不明屁；

>60岁脑代谢减低进程迅速加快ⅢJ，提示

GLUT 3减低与神经系统衰老过程中的葡萄糖

代谢速率下降有关。GLUT 3的大量减少，使得

血液巾的葡萄糖被转运入神经无的数鼍大幅度

下降，相对不足的能量供应又更进一步加速了

神经元的退化、坏死，亦即促进了神经系统的

衰老。

我们的研究仅证实了各月龄组大鼠脑组织

内GLUT 3在不同部位间的表达均存在显著差

异，且相同部位老龄大鼠脑组织内GLUT 3的

表达较年轻及成年大鼠减少。这提示GLUT 3

在神经系统衰老过程中发挥一定作用。我们推

测其对于衰老过程中各项生理功能退化的影响

强弱存在明娃差异。但它具体的作用机制以及

影响的靶向尚不十分清楚，有待进一步研究，随

着研究的深入，将有助于阐明神经系统衰老的

机制，进而为抗衰老提供新的思路。
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