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摘要 为了研究非基因型雌激素膜性受体 GPR30对海马的结构和功能的调节作用，应用硫酸镍铵增强显色的免疫组化技术
以及酶标免疫电镜技术，观察了生后雌性大鼠海马内 GPR30表达的变化及其免疫阳性产物在神经元亚细胞水平的定位情
况．结果显示，GPR30免疫阳性产物主要位于海马 CA区的锥体层神经元与齿状回颗粒层的神经元内，其表达水平随发育呈
增加趋势．P0时在雌性大鼠海马未发现明显 GPR30免疫阳性反应，P7后免疫阳性物质开始在 CA2出现，P14时见于 CA1、
CA2和齿状回，P30和 P60主要见于 CA1、CA2、CA3和齿状回．在光镜下，GPR30免疫阳性产物位于细胞核外的胞浆中，
细胞核未见免疫阳性反应．在透射电镜下可见其位于神经元的胞浆内，可能主要是粗面内质网，也可见于线粒体和细胞膜．

以上结果证实，GPR30是一种位于细胞核外的、非基因型作用的雌激素受体，可能参与了雌激素对海马锥体神经元突触可
塑性和学习记忆等功能的调节，还可能参与了对齿状回成年神经干细胞某些活动的调节．
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已有的研究表明，雌激素通过其经典的核受体

即 ER -琢和 ER-茁对脑的发育、学习记忆、认知、
情绪等高级脑功能在基因水平(genomic)发挥着十
分重要的调节作用[1～3]．近年的研究发现，雌激素

还存在非基因型(non-genomic)的调节途径，该作用
可能是由雌激素的第三种受体即膜性受体 GPR30
介导的．目前仅有一篇文献报道了 GPR30在啮齿
动物脑内的表达情况[4]，但它在海马发育过程中表

达的变化尚未见报道，而且它在亚细胞水平的定位

也还存在不同的研究结果．本实验采用免疫组化技

术与酶标免疫电镜技术，对 GPR30在生后不同发
育阶段大鼠海马内的表达及其免疫阳性产物在神经

元内的定位进行了初步研究，以期为深入研究雌激

素对学习记忆等高级脑功能的调节提供新的基础

资料．

1 材料与方法

1援1 实验动物

不同发育阶段(P0、P7、P14、P30和 P60)SPF
级雌性 SD大鼠共 36只，由第三军医大学实验动
物中心提供，成年雌鼠经阴道涂片后选取处于动情

间期者用于实验．P0、P7、P14、P30 和 P60 各 6
只用于免疫组化研究；另选 P60鼠 6只用于免疫电
镜研究，设实验组 3 只和不加一抗的对照组各
3只．
1援2 主要试剂和药品

兔抗 GPR30 多克隆抗体 (ab12563)购自英国
Abcam 公司；抗体稀释液 (antibody diluents with
background-reducing, S302281)与羊抗兔 EnVisionTM

试剂盒 (GK400305) 购自 Dakocytomation (DAKO
Co., USA)；封闭血清、DAB显色试剂盒等购自北
京中杉公司；其余试剂均为市售分析纯．

1援3 动物固定、取材

动物用 5%水合氯醛麻醉，开胸，经左心室插
管到主动脉，剪开右心耳，先后灌注生理盐水



生物化学与生物物理进展 Prog. Biochem. Biophys. 2009; 36 (1)

Fig. 2 Immunoreactivity of GPR30 in the hippocampus
of postnatal female rats

a: Significant difference when compared with P0(P< 0.001); b: Significant

difference when compared with P7 (P < 0.001).

Fig. 1 GPR30 immunoreactivity detected in
the hippocampus of the postnatal female rats

(a)P0, CA2. (b)P7, CA2. (c)P14, CA2. (d)P30, CA2-CA3. (e)
P30, CA3. (f)P60, CA3. (e) The higher magnification of CA3 in
(d). GPR30 immunoreactivity was increased with postnatal
development．The positive materials were detected in the
extra-nuclei fractions, both the cytoplasm and, to some extent,
the processes of neurons．

200 ml和 4%多聚甲醛溶液 300 ml，灌注后取出大
脑组织．对于免疫组化者，将组织放入 4%多聚甲
醛溶液继续后固定过夜．常规脱水、透明、石蜡包

埋、切片(片厚 5 滋m)备用．对于免疫电镜者，小
心分离海马组织并放入 2.5%戊二醛溶液后固定，
然后用振荡切片机制备海马切片(片厚 60 滋m)备用.
1援3援1 免疫组化染色．石蜡切片常规脱蜡、水洗后

经抗原修复，然后按文献[5]进行．简述如下：3%
H2O2封闭 15 min，PBS漂洗后用正常山羊血清封
闭 30 min，然后加入一抗(GPR30，1∶200)于 4℃
孵育过夜．PBS 漂洗后加入羊抗兔 EnVisionTM试

剂，室温孵育 1 h，PBS漂洗后用硫酸镍铵 -DAB
显色 5 min．梯度酒精脱水、二甲苯透明后中性树
胶封片．空白对照用 PBS 取代一抗，其他步骤
相同．

1援3援2 包埋前免疫电镜技术．按文献[6]进行．简
述如下：切片经上述免疫组化染色(对照组不加一
抗 )后，在解剖镜下选取免疫阳性区域，修成
0.1 mm伊0.1 mm伊1 mm大小，放入 2.5 %戊二醛于
4℃固定 2 h，PBS 漂洗过夜后，经 1%锇酸后固
定，丙酮梯度常规脱水，环氧树脂 618包埋，半薄
切片定位，70 nm超薄切片捞于有支持膜的 200目
镍网上，醋酸双氧铀 - 枸橼酸铅染色，于
TECNAI-10型透射电子显微镜(80 kV)下观察拍照.
1援4 数据统计

每组免疫组化染色切片选取 5 张，应用
Image-Pro Plus 4.5 软件进行图像分析，数据经
SPSS 10.0统计软件处理．

2 结 果

免疫组化研究发现，在大鼠生后海马神经元内

GPR30的表达呈增加趋势．P0的时候在整个海马
基本未发现任何 GPR30免疫阳性反应(图 1a)．从
P7开始出现免疫阳性反应，主要集中在 CA1-CA2
交界部位尤其是 CA2，其表达水平较低且呈弥散
状态(图 1b)．P14时可见海马大部分的锥体神经元
都有略为增强的免疫反应(图 1c)，齿状回的颗粒层
也有较密集的阳性细胞，但是与 P7的表达水平相
比无显著性差别(图 2)．P30时 GPR30的表达进一
步增强，免疫阳性反应见于锥体细胞与齿状回的颗

粒层，在 CA1、CA2的颗粒层也可见少数散在的
阳性细胞(图 1d, e)．在成年(P60)海马可见更强的
GPR30 免疫阳性反应(图 1f)．总的来说，GPR30
免疫阳性物质在生后大鼠海马内的表达呈现随发育

而上升的趋势，尤其是在 P30以后有显著增强的表
达，与 P0和 P7相比有显著性差异(图 1，图 2)．

P60大鼠海马切片经常规免疫组化染色后在光
镜下观察，可见锥体层和齿状回颗粒层的神经元中

有 GPR30免疫阳性产物的沉积，主要在细胞核外，
细胞核内未见免疫阳性反应，如图 1f所示．随机
选取免疫阳性区域进行超薄切片，经醋酸双氧铀 -
枸橼酸铅电子染色后在电镜下观察，可见大鼠海马

神经元超微结构清晰，形态保存基本完好．实验组

海马神经元的胞浆内均出现高电子密度颗粒，呈小

团状或点状分布，主要定位于粗面内质网，也可定

位于细胞膜、线粒体等膜性结构上，尤其在粗面内

质网上成团密集、聚集颗粒清晰可见，特异性强．

而空白对照组胞浆内未见此致密颗粒(图 3a, b)．
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(d) (e) (f)

501 滋m 125 滋m 125 滋m

250 滋m 125 滋m 125 滋m

0.1

0

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

a
a

ab

ab

0 7 14 30 60
t/d

104· ·



赵承军等：非基因型雌激素膜性受体 GPR30在生后雌性大鼠
海马内的发育学表达与亚细胞水平定位研究2009; 36 (1)

Fig. 3 Subcellular localization of GPR30 in the pyramidal
neurons of hippocampus of adult female rats

(a) The immunopositive materials were predominantly localized in the

rough endoplasmic reticulum, also detectable in the cell membrane as

well as mitochondria. (b) Negative control. nu: Cell nucleus; RER:

Rough endoplasmic reticulum. Bar=0.2 滋m. The black line in (a) and (b)

indicated the cytoplasm of the neurons．

3 讨 论

越来越多的证据表明，雌激素对神经元具有重

要的保护作用，如促进脑内神经细胞轴突及树突的

生长、调节突触可塑性、影响突触的功能、参与对

高级脑功能如学习记忆、情绪和认知等的调节．由

于雌激素必须通过与细胞内的特异性受体即 ER结
合才能最终发挥其生物学效应，因此脑组织中 ER
的研究成为人们关注的焦点[1～3]．经典的雌激素受

体即其核受体 ER-琢和 ER-茁，它们通过对各自特
异的靶基因的调节进而影响基于下丘脑的生殖功能

或基于海马的学习记忆等[3]．然而，多种组织的细

胞在雌激素作用几分钟内就可出现快速的细胞效

应，这些效应也不被蛋白质合成和 RNA合成的抑
制剂所阻断，如此迅速的激活过程很难用基因转录

调节机制来解释，而只能用核外的信号传导机制解

释，人们推测雌激素可能通过代号为 ER-X的膜性
受体(G蛋白偶联受体和 /或酪氨酸激酶受体)→第
二信使(Ca2+、NO等)→生物学效应的调控途径发挥
着 其 非 核 型 (non-nuclear) 效 应 或 非 基 因 型
(non-genomic)效应[7]，该受体激活途径在胞膜表面

启动，但是一直未能得以证实．

1996年，Zheng等通过 BSA交联的类固醇激
素研究发现神经元膜上有类固醇激素的结合位点并

证明它是一个 7次跨膜的蛋白质．次年，Carmeci
等证明该蛋白质是一个 G蛋白偶联受体并命名为
GPR30 (G protein coupled receptor 30)．但是直到
2005 年，Thomas 和 Revankar 等 [8, 9]才正式提出

GPR30实际上就是雌激素的膜性受体．因此，目前
雌激素受体除了 ER-琢和 ER-茁外，还包括与前二

者不同的雌激素受体即雌激素的膜性受体 GPR30.
目前关于脑内 GPR30的表达与功能研究的文

献非常少．Brailoiu等[4]首次全面报道了 GPR30免
疫反应性在大鼠中枢神经系统内的分布，发现

GPR30主要位于下丘脑 -垂体轴、海马、脑干等部
位，在培养的下丘脑神经元 GPR30免疫阳性物质
主要位于胞浆特别是核膜周围．Funakoshi等[10]报

道 GPR30见于成年大鼠海马的 CA2区，Canonaco
等[11]发现 GPR30 mRNA在鼠脑某些部位的表达具
有性别差异．我们的研究结果与 Brailoiu的结果比
较一致，即 GPR30在海马的其他部位也存在，如
CA1、CA3和齿状回颗粒细胞．根据我们的实验结
果，新生鼠海马基本上没有或只有很微弱的

GPR30蛋白表达，到 P7时免疫阳性物质主要见于
CA2，其他部位基本未见表达．到 P14时表达就基
本上见于整个海马，而且除了胞浆呈免疫阳性以外

突起内也隐约可见(图 1c)．随后海马内 GPR30免
疫阳性物质的表达随发育继续增加，表达范围见于

整个海马结构的锥体细胞与齿状回的颗粒细胞．以

上结果提示，GPR30可能参与了海马神经元的成
熟与功能建立，但这有待于进一步的研究来证明.

GPR30 在亚细胞水平的定位尚无定论．
Revankar 等 [9]的研究显示，GPR30 主要在 COS-7
细胞的内质网表达，而且只有细胞内的 GPR30才
能被雌激素激活并影响 PI3K信号途径[12]. Sakamoto
等[13]用细胞内细胞器标记物和免疫电镜等特殊标记

显示 GPR30主要定位于神经元的高尔基复合体而
非细胞表面．Filardo 等 [14]发现 GPR30 定位在
HEK-293 细胞的表面．Funakoshi 等 [10]研究发现，

GPR30位于 HeLa 细胞与海马 CA2锥体细胞的细
胞膜，但在雌激素的作用下可以“转位”到胞浆，

Brailoiu等[4]发现它主要位于下丘脑神经元紧邻核

膜的胞浆中．本实验中我们发现，GPR30主要位
于海马锥体细胞胞浆内的膜性结构如粗面内质网，

也见于细胞膜和线粒体，这与 Revankar[9]的研究结

果基本一致，但与 Funakoshi 等 [10]的结果有所不

同．以上研究结果的差异可能是所用的抗体不同，

也可能是 GPR30的分布本身具有组织 /细胞类型
甚至功能状态特异性，因为有文献报道在雌激素的

刺激下，HeLa细胞膜上的 GPR30可以转位到细胞
质[10].

GPR30信号途径是通过非基因水平调节的一
个快速途径，有 PKA活化、Ca2+的参与还有第二

信使系统其他成分的参与，最终影响靶细胞的生物

(a) (b)

RER

nu

RER
nu

0.2 滋m0.2 滋m
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学或生理学功能，是一个比较复杂的过程[15, 16]．本

研究报道了该受体在海马神经元内的发育学表达模

式与神经元内定位的初步研究，发现其表达随发育

增强并且主要定位于粗面内质网，提示雌激素能够

通过 GPR30对锥体细胞内靶蛋白的合成进行非基
因水平的调节，进而影响海马的突触可塑性和学习

记忆、认知等过程以及基于齿状回的成年神经干细

胞的某些功能，但是究竟参与了对锥体细胞哪些功

能的调节尚有待于进一步研究．

基于本文和前人的研究结果，我们认为将雌激

素这一受体的中文名称定为“雌激素的膜性受体”

(membranous estrogen receptor)较“雌激素膜受体”
(membrane estrogen receptor)更为确切．因为对膜受
体一般的理解是位于细胞膜上的受体，GPR30显
然不只是位于细胞膜而是定位于细胞的膜性结构．
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Developmental Profile and Subcellular Localization of The Non鄄genomic
Membranous Estrogen Receptor GPR30 in The Hippocampus of

Postnatal Female Rats*

ZHAO Cheng-Jun2), DENG Qi-Yue1), ZHANG Dong-Mei1), CAI Wen-Qin1)**, ZHANG Ji-Qiang1)**

(1)Department of Neurobiology, Chongqing Neuroscience Institute, Third Military Medical University, Chongqing 400038, China;
2)Department of Histology and Embryology, Ningxia Medical University, Y inchuan 750004, China)

Abstract To study the role that the novel nongenomic membranous estrogen receptor GPR30 plays in the
hippocampal synaptic plasticity, the developmental profile and subcellular localization of GPR30 in the
hippocampus of postnatal female rats was examined by nickel-intensified immunohistochemistry and
immunoelectronic microscopy. Results showed that the immunoreactivity of the GPR30 was predominantly
localized in the neurons of the hippocampal pyramidal layer of the CAs and grannual layer of the dentate gyrus,
and an increased profile with postnatal development was also noticed. GPR30 immunoreactivity was first detected
at P7 in the CA2, at P14 it was detected in the CA1, CA2 and dentate gyrus, hereafter it was detected in the CA1,
CA2, CA3 and dentate gyrus with higher expression in the adults (P60). Under light microscopy GPR30
immunopositive materials were found in the cytoplasm of the neurons, while under electronic microscopy they
were localized in the membranous structure of the neuronal cytoplasm, predominantly the rough endoplasmic
reticulum. The above results demonstrated that GPR30 is a membranous estrogen receptor, showing an increased
expression profile in the hippocampus of postnatal female rats, it may mediate the rapid, non-genomic effect of
estrogen on the morphology and function of the hippocampus, such as morphological maturation, synaptic
plasticity, learning and memory.

Key words hippocampus, membranous estrogen receptor, GPR30, immunohistochemistry, immunoelectronic
microscopy
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