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大鼠黑质多巴胺能神经元的二型性
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摘  要：成年哺乳动物的某些脑区存在性别差异，即二型性，但中脑黑质是否存在性分化目前不清楚。本文旨在探讨成

年大鼠中脑黑质是否存在二型性。将 60 只成年大鼠分成 5 组：(1)正常雌鼠对照组；(2)正常雄鼠对照组；(3)去卵巢组；(4)
去睾丸组；(5)去卵巢后回补雌激素组，该组大鼠在去卵巢后的第 7 天开始连续 3 d 给予生理剂量的雌激素回补。所有大鼠

在右侧黑质埋置记录电极，在清醒和安静的生理状态下连续 14 d 记录黑质的 P50 听觉诱发电位(P50)，之后作黑质酪氨酸

羟化酶(tyrosine hydroxylase, TH)免疫组织化学染色，检查 TH 阳性(TH+)细胞数量和形态变化。结果表明，正常成年雄鼠

黑质的 TH+
细胞数量较雌鼠少 22.47% (P<0.05)，P50 的 T/C 值也低 34.72% (P<0.01)，提示正常成年大鼠黑质在结构和功能

上存在二型性。与正常雄鼠相比，去睾丸大鼠黑质的 TH +
细胞数量、形态和 P50 的 T/C 值无显著性变化(P>0.05)。与正

常雌鼠相比，去卵巢大鼠黑质 TH+
细胞数量减少 28.09% (P<0.01)，P50 的 T/C 值降低 30.85% (P<0.01)。在大鼠去卵巢后

的短时间内给予 3 d 生理剂量的雌激素，15~20 d 后可观察到其黑质 TH+
细胞数量、形态和 P50 的 T/C 值基本恢复到去卵

巢前水平。结果提示，大鼠中脑黑质的多巴胺能神经元在数量、结构和功能活动上存在性别差异；内源性雌激素在维持

黑质多巴胺系统完整性及调节其功能活动中起重要作用。
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Sexual dimorphisms of dopaminergic neurons in rat substantia nigra
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Abstract:  There are sex differences in some brain areas in mammalians. Parkinson’s disease (PD), caused by the mesencephalic
substantia nigra (SN) dopaminergic neuronal loss, displays sexual difference, i.e., the incidence is higher and the symptoms are more
intense in males than that in females.  However, it has not been known whether sexual dimorphisms exist in the SN.  Sixty adult Sprague-
Dawley rats were randomly divided into 5 groups: (1) Female intact group (F-INT group); (2) Male intact group (M-INT group); (3)
Ovariectomized group (OVX group); (4) Castration group (CAST group); (5) Ovariectomized + estrogen-replaced group (OVX-E2

group): The rats received sequentially physiological dose of estrogen for 3 d from the 7th day after ovariectomization.  P50 auditory
evoked potential (P50) was recorded for 14 d from electrodes inserted in the rat right SN in quiet and awake state. After recording, the
brain tissues were dissected and the tyrosine hydroxylase (TH)-expressing neurons in the compact zone of the SN were counted using
immunohistochemical method. The results showed that the number of TH-positive (TH+) cells in the SN of normal male animals was
less than that in normal female rats (P<0.05), and the T/C ratio of P50 in normal males was significantly less than that in normal females
(P<0.01), indicating that there exists sexual difference in function and structure in the SN. No differences in the T/C ratio of P50 or the
number of TH+ cells were found between M-INT and CAST groups. The T/C ratio of P50 and the number of TH+ cells in the SN in
OVX group were reduced significantly compared with those in F-INT group (P<0.01). There was no significant difference in the T/C
ratio of P50 and the number of TH+ cells in the SN between OVX-E2 and F-INT groups 15-20 d after estrogen replacement, suggesting
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that estrogen can promote the survival and functional recovery of dopaminergic neurons in the SN.  The results suggest that there exist
sex-specific differences in the dopaminergic neurons in the SN structurally and functionally. The difference of estrogen level  in cerebra
between male and female animals may account for the sexual differences. Endogenous estrogen plays an important role in maintaining
the integrity and modulating the functional activity of dopamine system in the SN.

Key words: sex dimorphisms in brain; estrogen; substantia nigra; dopaminergic neuron; sensory gating; P50 auditory evoked potential;
tyrosine hydroxylase

 性腺激素对脑的发育、分化和神经细胞保护十

分重要。大量动物实验表明，成年哺乳动物的某些

脑区在结构和功能上存在明显的性别差异，即脑的

二型性。目前所知脑的二型性多集中在下丘脑、杏

仁核和纹状体等区域，中脑黑质是否存在二型性尚

未见报道。许多临床观察报告发现，帕金森病

(Parkinson’s disease, PD)的发病率和严重程度男性高

于女性
[1]
，即存在男性优势；另外，PD 病人在药

物疗效、黑质多巴胺(dopamine, DA)能神经元的基

因表达等方面也存在性别差异
[2]
。由于PD病因至今

尚不清楚，这种性别差异的形成机制仍在探索之

中。黑质在 PD 发生中起关键作用，探讨黑质的结

构和功能活动是否存在二型性，对阐明 PD 发生的

性别差异，深入研究 PD 的病因、形态学基础和诊

疗策略具有重要的理论和实用意义。

感觉门控(sensory gating, SG)是中枢神经系统的

一种正常功能，它通过滤进(gating in)机体所需的感

觉信息并滤出(gating out)无关或重复的感觉输入，

使大脑更高级的功能不被感觉信息所超载
[3]
。P50

听觉诱发电位(P50)的T/C 比值是常用的评价 SG 的

定量指标。SG的神经机制目前仍不清楚，而 SG是

否存在性别差异也未见报道。但很多临床观察和动物

实验研究显示，SG和脑内DA递质有密切关系
[4]
。中

脑黑质是脑内DA 能神经元较为富集的部位，黑质

通过输出DA 至纹状体参与调节躯体运动。黑质内

DA 系统功能活动平衡失调可从行为学反映出来，

如 PD。本研究室前期在正常大鼠和损毁黑质的 PD
模型大鼠上已观察到黑质存在 SG，其大小与黑质

DA能神经元的功能关系密切
[5]
。本研究在此基础上

通过观察正常雌、雄大鼠，以及去性腺大鼠黑质

SG和DA能神经元数目和结构的变化，阐明黑质是

否在结构 / 功能上存在性分化，并阐述雌激素在维

持黑质DA系统完整性及调节其功能活动中的作用。

1  材料与方法

1.1  动物分组及主要试剂　　健康成年 Sprague-
Dawley (SD)大鼠 60只，由昆明医学院动物科提供。

雌鼠体重 200~220 g，雄鼠体重 240~260 g。实验

前将动物置于室温(20±2) oC，12 h/12 h昼夜交替光

照条件下生活，自由饮水、进食，适应实验环境

1周。将 SD 大鼠随机分为 5 组(每组 12 只) : (1)正常

雌鼠对照组(F-INT group); (2)正常雄鼠对照组(M-
INT group); (3)去卵巢组(ovariectomized, OVX group);
(4)去睾丸组(castration group, CAST group); (5)去卵

巢后回补雌激素组(OVX-E2 group)，该组大鼠在去

卵巢后的第7天开始连续3 d给予生理剂量的雌激素

回补。主要试剂：17β- 雌二醇(17β-estradiol, 17β-
E2)，用橄榄油稀释，终浓度为 20 μg/0.1 mL。酪

氨酸羟化酶(tyrosine hydroxylase, TH)抗体，稀释浓

度 1:1 000。实验所用主要试剂为 Sigma 公司产品。

1.2  头部电极埋置　　3% 戊巴比妥钠(30 mg/kg体
重)腹腔注射麻醉大鼠，头部固定于江湾 I型脑立体

定位仪上，暴露颅骨，清洁骨面，参照 Paxinos 和
Watson[6]

鼠脑立体定位图谱确定右侧黑质致密带

(compact zone of the substantia nigra, SNc)坐标点：

前囟后 5.1 mm，矢状缝向右旁开 2.3 mm，自硬

脑膜下深度为 7.7 mm。将一绝缘的直径为 100 μm
的铂铱丝微电极利用脑立体定位仪埋置于中脑黑质

(电极尖端去绝缘层裸露 0.5 mm)，参考电极置于嗅

皮层硬脑膜上；地线置于离记录电极较远的对侧颞

叶外的皮层硬脑膜处。记录电极、参考电极和地线

连接到一个小型自制的三导可插式插头上，并用医

用牙托粉将此电极固定于颅骨表面，术后连续 3 d
肌注青霉素预防感染。恢复一周后，连续 14 d 记

录大鼠黑质 P50，之后取各组脑组织固定备用。

1.3  去性腺术　　将成年雌、雄大鼠用 3% 戊巴比

妥钠(30 mg/kg 体重，i.p.)麻醉。雌鼠在腰背部切

口取出双侧卵巢；雄鼠剪开阴囊皮肤，切除双侧睾

丸。术后连续 3 d 肌注青霉素预防感染，去性腺后

第8天行头部埋置电极手术，术后恢复一周。OVX-E2
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组雌鼠于双侧去卵巢后第7天皮下连续3 d给予生理

剂量的雌激素。

1.4  黑质 TH 免疫组织化学染色　　每组随机抽取

4 只大鼠用于免疫组织化学分析。OVX 组和CAST
组于去性腺后第 30 天处死取材；OVX-E2 组大鼠于

回补雌激素后第20天(即OVX后第30天)处死取材。

动物麻醉后用冰生理盐水通过左心室灌注，常规取

脑，中性甲醛固定，石蜡包埋。参照 Paxinos 和
Watson鼠脑立体定位图谱，应用石蜡切片机连续做

前囟后 5.0~5.2 mm处黑质的冠状切片，每张切片

厚 5 μm，每隔 5 片取出一张切片，每只大鼠黑质

共取5张切片按常规免疫组织化学ABC染色法进行

TH 染色。TH 染色后，对每只动物的 5 张 TH 染色

切片做左、右两侧黑质TH+
细胞计数。用与显微镜

和计算机相连的照像机(Leica DFC 320, Germany)对
切片进行图像采集，用图像采集和分析软件对黑质

内放大 40 倍的 TH+
细胞进行计数。

1.5  P50 的记录　　所有大鼠采用双声刺激模式记

录 P50。实验前将动物放入隔声室，大鼠头部引导

电极的外接部分与生物放大器相连。隔声室内安装

有摄像系统，实验时通过监视器观察大鼠状态，于

大鼠清醒、安静状态下进行。先给予大鼠 70 dB 白

噪声背景，适应 20 min 后进行正式实验记录。正

式实验时给予两个相同的声音刺激：S1 (条件刺

激，conditioning，C)和 S2 (实验刺激 testing，T)，
强度为 80 dB，声音持续时间 10 ms，S1 和 S2 间

隔 500 ms，采样频率 1 000 Hz，采样间隔 10 s，
一次采样时间为 2 s。对采样信号做 100次叠加得到

P50。评价 SG 的指标：T/C 值 =(第二个声音诱发

的峰− 峰值μV)/(第一个声音诱发的峰− 峰值μV)×
10 0%。

1.6  统计学分析　　所有实验数据用SPSS11.5统计

软件进行处理分析。各组大鼠P50的T/C比值之间，

以及 TH+
细胞数目之间的比较采用单因素方差分

析，q 检验。正常对照组大鼠左侧和右侧黑质 TH+

细胞数目的比较采用配对样本 t 检验。P<0.05 表示

有显著性差异。

2  结果

2.1  正常成年雌、雄鼠黑质 P50 和 TH+
细胞数目

正常雄鼠和雌鼠黑质 P 50 的 T/C 比值分别为

41.59±8.25 和 63.71±6.37，前者较后者低 34.72%，

有显著性差异(P<0.01)。

免疫组织化学结果显示：正常雌鼠黑质TH+
细

胞数目左侧为 195±23，右侧为 178±15；正常雄鼠

黑质TH+
细胞数目左侧为 123±24，右侧为 138±23；

两组大鼠各自左、右两侧黑质TH+
细胞数目均无显

著性差异，但正常雄鼠每侧黑质TH+
细胞数目明显

少于正常雌鼠同侧黑质TH+
细胞数目，其右侧黑质

TH +
细胞数目较正常雌鼠少 2 2 . 4 7 %  ( P< 0 . 0 5 )

(图 1 )。

在 40倍光镜下可见正常雌、雄大鼠黑质中 TH+

细胞和其纤维染色均匀，纤维较长。但与正常雌鼠

相比，正常雄鼠黑质中TH+
细胞密度较小，纤维也

稍稀疏(图 2 A、B )。

图 1. 正常雌、雄大鼠和去性腺大鼠右侧黑质 TH+ 细胞数量

和 P50 听觉诱发电位的 T/C 值

Fig. 1. The number of TH+ cells and T/C ratio of P50 in the right
substantia nigra in F-INT, M-INT and gonadectomized rats. *P<
0.05, **P<0.01.
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2.2  去性腺大鼠黑质 P50 和 TH+
细胞数目变化

去卵巢组大鼠黑质P50的T/C比值为44.05±7.70，
较正常雌鼠 (63.71±6.37)降低 30.85% (P<0.01);�而
去睾丸组大鼠黑质 P50的T/C比值(41.38±8.60)与正

常雄鼠的 41.59±8.25 相比，没有显著性差异(图 1)。
免疫组织化学结果显示：去卵巢组大鼠黑质

TH+
细胞数目(左侧 125±29，右侧 128±25)较正常雌

鼠(左侧 195±23，右侧 178±15)明显下降(P<0.01)。
去睾丸组大鼠黑质TH+

细胞数目(左侧118±17，右侧

116±11)与正常雄鼠 (左侧 123±24，右侧 138±23)相
比没有明显减少，无统计学差异(图 1)。

在 40 倍光镜下可见，与正常雌鼠相比，去卵

巢组大鼠黑质 TH+
细胞密度明显下降，纤维变短、

稀疏、排列紊乱(图 2C)。与正常雄鼠相比，去睾

丸组大鼠黑质TH+
细胞密度以及纤维结构没有明显

改变(图 2D)。
2.3  去卵巢大鼠给予生理剂量雌激素后黑质 P50
和 TH+

细胞数目变化

去卵巢后第7天大鼠连续3 d补充生理剂量的雌

激素，可观察到随时间延长，OVX-E2 组大鼠黑质

P50 的T/C 比值逐渐回升，短期补充生理剂量的雌

激素后15~20 d的T/C比值基本回升至去卵巢前水平

(61.17±5.81)，与正常雌鼠相比无显著性差异；此

时OVX-E2组大鼠黑质TH+
细胞数(左侧190±22，右

侧 177±28)也随之增加到正常雌鼠的水平(图 3)。
在 40 倍光镜下，去卵巢大鼠黑质 TH+

细胞减

少，纤维变短，断裂，排列紊乱(图 2C)，当给予

雌激素回补 20 d后，可观察到OVX- E2 组大鼠 TH+

细胞和纤维数目较去卵巢组大鼠增多，纤维排列规

则(图 2E )。

图  2 . 正常雌、雄大鼠，去性腺大鼠和去卵巢后短时间回补雌激素大鼠右侧黑质 TH+ 细胞密度

Fig. 2.  The density of TH+ cells in the substantia nigra (SN) in F-INT, M-INT, OVX, CAST and OVX-E2 groups. A: There was a high
TH+ cell density in the SN in F-INT group. All of the TH+ cells had long, heavily immunostained dendrites. B: The TH+ cells were
relative sparse in M-INT group. C: In OVX group, the TH+ cells were more sparse, and many of them did not exhibit immunostained
dendrites. D: In CAST group, no differences in the density of TH+ cells were found in the SN compared to that in M-INT group. E: In
OVX-E2 group, there were no differences in the density of TH+ cells in the SN compared to that in F-INT group. Scale bar, 100 µm.
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3  讨论

大量研究已证明神经系统发育过程中，性激素

参与中枢神经系统的性分化。有研究发现，将大脑

的某些区域在特定时期长久地暴露在雄激素或者雌

激素的条件下，会引起脑的性分化
[7]
，这些分化包

括某些脑区体积大小、脑细胞体积、神经元数目或

功能差异，脑的性分化将造成成年后某些脑区结构

和机能发生永久性生理性变化，即出现脑的二型

性。Stacy 等(1993)用定量微透析法首次证明，成

年大鼠纹状体DA递质的释放存在性别差异
[8]
，但黑

质纹状体系统中黑质在结构和功能活动上是否存在

性分化尚未见报道，本实验就此问题在成年大鼠上

进行研究。结果发现，正常雄鼠黑质的TH+
细胞数

目较正常雌鼠少 22.47%，此外雄鼠黑质的TH+
染色

纤维也相对稀少(图 2A、B)。Leranth 等
[9]
在灵长类

的研究中也观察到非洲雌性绿猴脑内DA细胞的密度

较雄性高。结果提示，正常大鼠中脑黑质DA 能神

经元在数量和结构存在性别差异。

SG是大脑的一种正常保护性适应功能。本研究

观察到，正常雄鼠黑质 P50 的T/C 比值比正常雌鼠

低 34.72%，提示大鼠黑质在 SG 功能上也存在明显

的性别差异。结合上述正常雄鼠黑质DA 能神经元

明显少于正常雌鼠，提示大鼠黑质的 SG 功能与黑

质DA能神经元的数量密切相关，而造成黑质DA能

神经元结构和功能差异的可能是雌、雄鼠脑内和性

腺雌激素水平的差异。

近年来大量研究证实，雌激素对哺乳动物中枢

神经系统具有神经营养和调节神经功能的双重能

力，包括促进细胞存活、抗凋亡和影响神经轴突及

树突生长等作用。本研究对比了成年雌、雄鼠去性

腺前后以及去卵巢后回补雌激素后黑质DA能神经元

结构和功能的变化。结果显示，去卵巢 20~30 d可
导致雌鼠黑质 TH+

神经元大量死亡，其 P50 的 T/C
比值也大幅降低，而在大鼠双侧去卵巢后第 7 天短

暂补充生理剂量的雌激素 20 d时可观察到黑质 TH+

细胞数和P50的T/C比值基本回升至去卵巢前正常水

平。结果提示，在短期剥夺性腺雌激素来源后，及

时补充生理剂量的雌激素可预防和阻止黑质DA能神

经元的死亡。Leranth等[9]
也报道，对非洲雌性绿猴

切除卵巢后第10天应用短暂雌激素治疗即可恢复黑

质TH+
细胞密度。最近有报道，在大鼠双侧去卵巢

后 10 d短暂给予雌二醇后的 1~3 d内，可观察到杏

仁核DA释放量升高，且DA释放量与血清的雌二醇

含量有量 - 效关系
[10]

。本研究提示，性腺雌激素对

雌性大鼠黑质DA能神经元的存活和功能活动有明显

的支持作用。Morale等 [11]
研究认为雌激素是通过星

形胶质细胞和小胶质细胞发挥保护黑质DA能神经元

的作用，并且保护强度与雌激素水平有关。以往一

些研究表明，在脑发育的关键时期，雄激素在使脑

向雄性化方向分化中有重要作用，但在成年脑，雄

激素对其作用一直有争议。Glenda 等报道
[12]
，正常

成年雄性大鼠纹状体TH+
细胞数明显多于正常成年

雌性大鼠，提出存在着一异类的DA 能神经元群的

猜想。本实验结果显示，正常雄鼠黑质TH+
细胞数

目和 P50 的T/C 比值均较正常雌鼠显著减少，并且

去睾丸后大鼠黑质DA能神经元数量和P50的T/C比

值与正常雄鼠相比无显著变化，提示生理水平的雌

激素除可支持和维护黑质 DA 能神经元的生存外，

还可增强其功能活动，而睾丸激素对于正常黑质

DA 能神经元的生存和功能或许没有影响，这可能

是大鼠中脑黑质DA 能神经元数量、结构和功能存

在性别差异的原因，也表明生理水平的雌激素在维

持黑质DA系统完整性及调节其功能活动中有重要作

用。

本实验虽然没有直接测定黑质内 DA 含量，但

TH 是儿茶酚胺类活性物质生物合成的限速酶，在

DA 生物合成的调节中发挥重要作用，而以往大量

研究已表明 PD 动物模型及 PD 患者的TH 从基因表

达到蛋白含量及活性都有广泛的异常改变
[13] 

；黑质

内TH+
细胞的计数可以反映DA 含量变化；很多中

枢神经递质都会影响 P50，其中以DA 的影响最为

图  3. 正常雌鼠去卵巢和去卵巢短期补充雌激素后15~20 d大
鼠右侧黑质TH+细胞数目以及补充雌激素后第10天的P50听
觉诱发电位的 T/C 值

Fig. 3. The number of TH+ cells and T/C ratio of P50 in the right
substantia nigra in F-INT, OVX and OVX-E2 groups. **P<0.01 vs
F-INT.
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显著，DA 受体激动剂会增加 P50 的 T/C 比值，而

耗竭DA可使 P50 的T/C 比值降低
[14,15]; 还有研究报

道，在整个性周期中纹状体DA发生改变
[16]
。而我研

究室前期则观察到正常雌鼠动情周期 4 个时期的纹

状体 P50 的T/C 比值之间虽没有显著性差异，但是

随动情周期雌激素的生理波动而同步波动
[17]
。结合

本实验中大鼠中脑黑质DA 能神经元数量和结构存

在性别差异的事实，以及大鼠黑质 SG 同步随黑质

内DA 能神经元数量的改变而变动，提示黑质 P50
的T/C值变化在一定程度上能够间接反应黑质内DA
含量变化。

综上所述，大鼠中脑黑质 D A 能神经元在数

量、结构和功能活动上存在性别差异，引起这种性

别差异的主要因素是雌、雄大鼠脑内雌激素水平差

异，而脑内雌激素水平受性腺雌激素水平的影响。

至于引起大鼠脑的二型性性分化的时期，有人认为

是在大鼠出生后的短时间内完成的。大鼠中脑黑质

DA 能神经元的性分化在何时发生和完成，以及此

性分化对成年脑黑质的潜在影响机制值得进一步探

索 。

*                    *                    *
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