
第 9 卷 第 2 期

2020 年 3 月

集  成  技  术

JOURNAL OF INTEGRATION TECHNOLOGY

Vol. 9 No. 2

Mar.  2020

生物医药与生物医学工程

收稿日期：2020-02-09      修回日期：2020-02-28
基金项目：粤港澳大湾区脑科学与类脑研究中心开放课题项目(2019025)
作者简介：张钰林，硕士研究生，研究方向为本能防御反应“二态型”表征的调控机制；王枫(通讯作者)，副研究员，研究方向为内源性

大麻素系统对负性情绪的神经环路调控机制，E-mail：feng.wang@siat.ac.cn。

引文格式：

张钰林, 王枫. 海马体神经元内源性大麻素 I 型受体与小清蛋白共表达的研究 [J]. 集成技术, 2020, 9(2): 25-37.
Zhang YL, Wang F. Study on co-expression of cannabinoid receptor 1 with parvalbumin in the hippocampal neurons [J]. 
Journal of Integration Technology, 2020, 9(2): 25-37.

海马体神经元内源性大麻素 I 型受体与小清蛋白

共表达的研究

张钰林1,2 王 枫1  

1(中国科学院深圳先进技术研究院 深圳 518055)
2(中国科学院大学 北京 100049)

摘  要  内源性大麻素系统广泛分布于哺乳动物的中枢神经系统中，参与调节多种生理过程和行为反

应。其中，大麻素 I 型受体(Cannabinoid Receptor 1，CB1R)大量分布在表达生长激素抑制素、胆囊收

缩素、多巴胺、5-羟色胺等神经递质受体的神经元末梢上。CB1R 激活可抑制突触前膜神经递质的释

放，逆行调控神经元的兴奋性。然而，对于中枢神经系统中另一类具有重要抑制性作用的小清蛋白

(Parvalbumin，PV)阳性的 γ-氨基丁酸能中间神经元是否表达 CB1R，却鲜有报道。该文利用免疫荧光染

色和激光共聚焦成像技术发现，小鼠海马体少量神经元存在 PV 与 CB1R 共表达，且 PV/CB1R 阳性神经

元在海马体中的分布无雌雄差异。该结果能为进一步阐明 PV 与 CB1R 在功能上的相互作用提供一定参

考价值，也将有助于更全面地了解内源性大麻素系统的调控作用。
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Abstract The endocannabinoid system, which widely distributes in the mammalian central nervous system, 
is involved in regulating a variety of physiological processes and behavioral responses. Cannabinoid receptor 
1 (CB1R) is abundantly localized on the neuronal synapse terminals that expresses various receptors of 
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1 引  言 

  内源性大麻素系统 (E n d o c a n n a b i n o i d 
System，ECS)广泛分布于中枢神经系统，在

疼痛、运动功能、麻醉与觉醒、学习记忆和

情绪情感以及神经发生等生理过程和行为中

发挥着重要的调控作用 [1 - 7]。E C S  由内源性

大麻素(Endocannabinoids)、大麻素 I 型受体

(Cannabinoid Receptor 1，CB1R)、大麻素 II 型受

体(Cannabinoid Receptor 2)、合成酶、代谢酶及

转运体组成[7-8]。其中，内源性大麻素主要包括

花生四烯酸乙醇胺(Anandamide)和 2-花生酰基甘

油(2-Arachidonoylglycerol)，作为一种逆行作用

的神经递质，与突触前膜上的 CB1R 结合后，对

该突触发挥调控作用。CB1R 广泛位于与焦虑、

恐惧和应激等相关的大脑区域中，调控神经递质

释放，并作为大麻素治疗神经系统疾病的主要潜

在靶点[9]。外周神经系统中也少量表达 CB1R，

它们分散地表达在神经肌肉接头处[10]。

  大量的研究表明，斑马鱼、啮齿类动物、

狗、非人灵长类动物以及人类的脑内都分布着大

量的 CB1R
[11-12]。作为神经系统中最为丰富的 G 

蛋白耦联受体[13-14]，CB1R 参与调节多种脑生理

过程。通过放射自显影术、免疫组织化学和原位

杂交等方法，CB1R 在大脑中的解剖学分布已被

广泛研究。脑内的 CB1R 主要表达在大脑皮层、

基底神经节、海马体、杏仁核、丘脑和下丘脑，

以及大脑脚、脑桥核、中脑导水管周围灰质和小

脑皮层等结构中[12,15-18]。但 CB1R 的表达具有脑

区特异性，如在前脑分布相对密集，而在后脑分

布则相对稀疏[18]。其中，在海马体、纹状体和

黑质中的神经元以及小脑皮质中的蒲肯野细胞

(Purkinje Cell)上的表达丰度最高，嗅球、扣带

皮层、内嗅皮层和梨状皮层，以及杏仁核和伏隔

核次之，而在丘脑和下丘脑神经元上的表达则很

低。CB1R 的这种差异性分布模式可能与大麻素

对学习与记忆、情绪与认知，以及运动控制等的

调节作用有关[19]，也可能为预测和治疗与 ECS 
相关的神经和心理疾病提供帮助。比如，大麻素

激活海马体胶质细胞上的 CB1R，使 CA3-CA1 兴
奋性突触发生长时程抑制，进而导致工作记忆损

伤[20]。海马体 γ-氨基丁酸(γ-Aminobutyric Acid，
GABA)能神经元上的 CB1R 则直接参与了低显著

性线索相关的联想型学习[21]。中脑导水管周围灰

质、延髓以及脊髓后角上的 CB1R 介导了疼痛信

号的传递[22]，且 CB1R 与神经病理性疼痛导致的

抑郁症状也存在相关性[23]。此外，本文作者课题

组研究发现 CB1R 阳性细胞在小鼠的眶额皮层、

neurotransmitters, such as somatostatin, cholecystokinin, dopamine and serotonin. Activation of CB1R inhibits 
the release of presynaptic neurotransmitters, and retrogradely controls neuronal excitabilities. However, 
there are few reports on the expression of CB1R in parvalbumin (PV) positive gamma-aminobutyric acid 
interneurons in the central nervous system. In this study, immunofluorescence staining and laser confocal 
imaging techniques were used to identify the PV＋ and CB1R＋ cell in the hippocampus. We found that a small 
number of neurons in the hippocampus of male and female CB1R-iCre-EGFP mice were co-expressed with 
PV and CB1R. Moreover, there was no sex difference of the distribution of PV＋/CB1R＋ neurons. These results 
could provide a reference value for further elucidating the functional interaction between PV and CB1R, and 
also contribute to a more comprehensive understanding of the regulatory role of endocannabinoid system. 

Keywords endocannabinoid system; cannabinoid receptor 1; parvalbumin neuron; hippocampus
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岛叶皮层、次级视觉皮层、纹状体、穹窿和背侧

下丘脑等脑结构中的分布呈现雌雄差异特征[24]。

综上，探究 ECS 结构和功能及其性别差异有助

于开发和完善大麻素对神经精神疾病的精准治疗

方式。

  ECS 发挥调控作用时往往与其他神经递质

在结构和功能上相互作用。在成年斑马鱼[25-26]

和小鼠[27]大脑中，食欲素 I 型和 II 型受体与 
CB1R 广泛共表达在同一神经元上，参与复杂的

大脑功能，如疼痛、摄食和睡眠-觉醒等[28-29]。

灵长类动物的背外侧前额叶皮质中  9 1 %  的 
C B 1R  阳性(C B 1R＋)神经元表达胆囊收缩素

(Cholecystokinin，CCK)，51% 的 CCK 阳性

(CCK+)神经元表达 CB1R，CB1R
＋/CCK＋ 神经元

活动的改变则与精神分裂症患者的皮层网络振荡

和工作记忆紊乱有关[30-32]。生长激素抑制素受体

和 CB1R 共表达在大脑皮层、纹状体和海马体神

经元上，二者相互作用可降低大麻素产生的副

作用，为改善药物滥用提供了新的可能性[33-34]。

CB1R 在 GABA 能和谷氨酸能神经元上的平衡被

破坏与亨廷顿式舞蹈症有关[35]。其他研究表明

皮层和海马体中的 CB1R 神经元与多巴胺神经元

和 5-羟色胺神经元都存在共标[36-38]。上述研究证

实，CB1R 与中枢神经系统中许多常见的神经递

质，如 CCK、GABA、多巴胺、谷氨酸、5-羟色

胺、生长激素抑制素、食欲素等的受体存在共表

达，提示 ECS 参与调节这些神经递质的释放。

中枢神经系统中还存在一类重要的抑制性神经

元——小清蛋白(Parvalbumin，PV)神经元。PV 
神经元是脑内最多且最重要的中间神经元，约占

中间神经元总数的 40%，大量分布在皮层和皮层

下结构中，呈现篮状或吊灯样形态，放电频率高

且强烈，广泛投射到大脑其他区域[39]，可特异性

地发挥阻滞功能。如选择性地阻断海马体 PV 阳
性(PV＋)神经元的突触传递，则会干扰小鼠对熟

悉动物和陌生动物的辨别，扰乱了社交记忆的提

取[40]。而激活小鼠上丘中的 PV＋ 神经元可诱发

本能防御反应，形成恐惧记忆，重复激活这些神

经元则可引起抑郁样行为[41]。PV 神经元还在神

经发生、多感觉注意、情绪认知、新物体识别

等方面发挥重要调控作用[39,42]。然而，当前却

鲜有 PV 神经元是否与 CB1R 神经元共标的相关

报道[43-44]。

  为此，本研究围绕中枢神经系统中 CB1R 是
否与 PV 共表达这一问题展开。通过构建带有

绿色荧光报告蛋白的 CB1R-iCre-EGFP 转基因小

鼠，借助免疫荧光染色和激光共聚焦显微成像技

术，在小鼠的背侧和腹侧 CA1、CA2、CA3 以及

齿状回(Dentate Gyrus，DG)中发现少量神经元同

时表达 PV 和 CB1R，且这些 PV＋/CB1R
＋ 神经元

在上述脑区中的分布密度和比例未见雌雄差异。

本研究从定性和定量的角度证明小鼠海马体神经

元存在 CB1R 和 PV 共表达，该结果为进一步阐

明 CB1R 和 PV 在结构和功能上的相互作用提供

一定参考价值，也将有助于更全面地了解 ECS 
在中枢神经系统中的调控作用。

2  材料与方法

2.1 动物

  实验动物采用 CB1R-iCre-EGFP 转基因动

物，来源于中国科学院深圳先进技术研究院，由

纯合的 CB1R-iCre-EGFP 小鼠与野生型 C57BL/6J 
小鼠杂交得到。实验所用雌雄小鼠各 6 只，年龄

为 8～12 周，其中雌鼠体重 20～22 g、雄鼠体

重 25～28 g。小鼠饲养在无特定病原体的屏障环

境内，光照/黑暗周期为 12 h/12 h，相对湿度为 
40%～70%，光照强度为 15～20 lx。饲养期间，

提供给小鼠充足的食物和水，每周更换新垫料，

保证其生活环境健康舒适。实验动物方案经由中

国科学院深圳先进技术研究院动物伦理委员会审

查(SIAT-IRB-170314-NS-WLP-A0345)通过。
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2.2 样品采集

2.2.1 溶液的准备

  准备及配制实验所需的各种溶液，包括磷酸

缓冲液(Phosphate Buffer Solution，PBS)、4% 多
聚甲醛溶液、30% 蔗糖溶液、1% 戊巴比妥钠溶

液等。具体地，PBS 溶液配制：将 PBS 缓冲液

粉剂(武汉博士德生物工程有限公司)溶解于去离

子水中，调节 pH 为 7.2～7.4。4% 多聚甲醛溶液

(武汉博士德生物工程有限公司)保存于－20 ℃ 
冰箱中，实验前解冻备用。30% 蔗糖溶液配制：

将分析纯的蔗糖粉末(上海凌峰化学试剂有限公

司)，按照 30% 的质量与体积比，溶解于 PBS 缓
冲液中，保存于 4 ℃ 冰箱中。1% 戊巴比妥钠溶

液配制：将戊巴比妥钠粉末，按照 1% 的质量与

体积比，溶解于 0.9% 氯化钠注射液(江西科伦药

业有限公司)中，于室温条件下保存。

2.2.2 灌注及组织固定

  用 1% 戊巴比妥钠溶液麻醉小鼠，麻醉剂量

标准为 0.1 mL/10 g 体重。待小鼠深度麻醉后，

将其腹部朝上固定在实验台上，用手术剪剪开腹

腔和胸腔，并用止血钳外翻胸部组织，使心脏充

分暴露，然后小心地去除心脏表面的筋膜。接着

将注射针小心地插入左心室心尖，用剪刀快速地

剪开右心耳，打开蠕动泵，使 PBS 溶液进入小鼠

的体液循环(15 mL/min)，以排除全身的血液。

其中，血液排尽的标准为小鼠肝脏由暗红色变为

乳白色。而后，迅速将蠕动泵的溶液更换为 4% 
多聚甲醛，每只小鼠灌注 10～12 mL 4% 多聚甲

醛溶液，可初步固定脑组织。再用镊子剥出脑

袋，放于装有 4% 多聚甲醛溶液的玻璃瓶中 1～2 
天，以便充分固定。最后将 4% 多聚甲醛溶液更

换为 30% 蔗糖溶液，使其脱水固定。其中，脱

水的标准为，脑组织完全沉淀到瓶底，一般需要 
2～3 天时间。

2.3 组织切片

  脑组织完全固定后，放于塑料脑模具中，加

入冰冻包埋剂(Opti-mum Cutting Temperature，
OCT；Sigma)复合物，置于冰冻切片机(Leica 
CM1950)的冷冻室。待其凝固后，将组织固定

在托盘上，前后左右调整位置，使脑组织切片的

横截面与小鼠脑图谱上的结构基本一致。随后进

行组织切片(厚度为 30 μm)。收集目标脑区的脑

片，放于加有 PBS 溶液的 24 孔板中，于 4 ℃ 冰
箱中保存。

2.4 免疫荧光染色与贴片

  从雌雄小鼠脑组织切片中挑选出含有背侧

和腹侧海马体的脑片，放于新的  24 孔板中，

加入 PBS 溶液，置于室温摇床上(90 r/min)清
洗脑片，共 3 次，每次 5 min。接着用吸管移

除 24 孔板中的 PBS 溶液，加入第一抗体(一

抗 )进行孵育。其中，用于双染的一抗为兔

源 Anti-GFP antibody (ab6556, Abcam)和鼠源 
Anti-Parvalbumin antibody (MAB1572, Sigma-
Aldrich)，使用前采用免疫荧光抗体稀释液进行

稀释，两者稀释比例均为 1∶500。免疫荧光抗

体稀释液的配制方法如下：称量 0.03 g 叠氮化

钠、0.25 g 角叉菜胶、5 g 胎牛血清白蛋白、量取

0.3 mL 100%TritonX-100，放于滴瓶中，随后加

入 PBS 缓冲液定容至 100 mL，保存于 4 ℃ 冰箱

中。加入一抗孵育液后，将 24 孔板置于室温摇

床上孵育 1 h，再更换到 4 ℃ 摇床上(90 r/min)孵
育 24 h。然后移除一抗孵育液，用 PBS 溶液清

洗脑片(方法同上)。加入用抗体稀释液稀释好

的第二抗体(二抗)进行孵育。其中，用于双染的

荧光二抗为 Goat anti-Rabbit 488(131416, Jackson 
Research)和 Goat anti-Mouse 594(ab150116, 
Abcam)，两者稀释比例均为 1∶300。将加入荧

光二抗的 24 孔板用锡箔纸包裹住，置于室温摇

床上避光孵育 1.5～2 h。随后去除荧光二抗，滴

加稀释比例为 1∶10 000 的 4', 6-二脒基-2-苯基

吲哚(2-(4-Amidinophenyl)-6-indolecarbamidine 
dihydrochloride，DAPI)荧光染料，放于室温摇床
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上避光孵育 5 min。待孵育完成后，再次用 PBS 
溶液清洗脑片(方法同上)。

  用毛笔将脑片贴在载玻片上面，室温

下 避 光 风 干 后 ， 滴 加 抗 荧 光 衰 减 封 片 剂

FluoromountTM(Sigma)，并用盖玻片封片；待

玻片完全干透后，放于玻片收纳盒，保存于 4 ℃
冰箱中以备后续成像使用。

2.5 显微成像与细胞计数

  利用高灵敏度共聚焦显微镜(LSM 880，
Zeiss)对组织样品进行扫描成像，其中荧光信

号通道选用 Alexa 594、488 和 DAPI，分别由 
561 nm、493 nm 和 405 nm 的激发光激发。选择 
10×物镜对背侧和腹侧海马整体范围成像，成像

模式为 Tile-scan。采用 63×油镜分别对背侧海马

体 CA1 (dorsal CA1，dCA1)、腹侧 CA1 (ventral 
CA1，vCA1)、背侧 CA2 (dorsal CA2，dCA2)、
腹侧 CA2 (ventral CA2，vCA2)、背侧 CA3 
(dorsal CA3，dCA3)、腹侧 CA3 (ventral CA3，
vCA3)，以及背侧 DG (dorsal DG，dDG)和腹侧 
DG (ventral DG，vDG)进行局部成像。

  从每只动物的样品中选择 3～4 张与 dCA1、
vCA1、dCA2、vCA2、dCA3、vCA3 以及 dDG 
和 vDG 亚区相对应的图像进行细胞计数。利用 
ZEN(Zeiss)软件，在脑片上圈画出所需计数的目

标区域，在 DAPI 标识的细胞核信号下，对该区

域内所有的神经元计数；在 Alexa 488 通道下，

对绿色信号计数，即为该区域内 CB1R
＋ 神经细

胞数目；在 Alexa 594 通道下，对红色信号计

数，即为该区域内 PV＋ 神经细胞数目；在 Alexa 
488 和 594 双通道下，对黄色信号计数，即为该

区域内 PV＋/CB1R
＋ 神经细胞数目。

2.6 统计与分析

  采用 Microsoft Excel 2016 对单个样品的数

据进行处理，计算出 dCA1、vCA1、dCA2、
vCA2、dCA3、vCA3 以及 dDG 和 vDG 8 个脑

区中 PV＋、CB1R
＋ 和 PV＋/CB1R

＋ 神经元的分布

密度，以及 PV＋/CB1R
＋ 神经元在 PV＋ 和 CB1R

＋ 
神经元中的比例。所有组内及组间数据的分析在 
GraphPad Prism 7.0 软件中完成，以“平均值±

标准误差”表示，采用单因素方差分析方法分别

统计分析每类神经元在不同脑区中的分布密度和

占比，以及雌雄数据之间的对比。

3 实验结果

3.1 PV＋、CB1R
＋ 和 PV＋/CB1R

＋ 神经元在海马

体中的分布

  研究报道小鼠背侧及腹侧 CA1、CA3 和 DG 
上大量分布 PV＋ 神经元[39]，而 CA1、CA2、
CA3 的锥体细胞层和 DG 分子层的神经元则表达

较为丰富的 CB1R
[15]，然而 PV 与 CB1R 是否表

达在同一神经元上并不清楚。为了更清楚地研究 
PV＋ 神经元和 CB1R

＋ 神经元在中枢神经系统中

是否共表达，本文使用 Cre 重组酶依赖的条件性

基因打靶策略(图 1)，构建了以 CB1R 为启动子并

使所有 CB1R
＋ 细胞均表达绿色荧光蛋白的转基因

小鼠。

  通过对小鼠海马体组织切片进行免疫荧光

染色和激光共聚焦成像发现，背侧海马体中 
CB1R(图 2(a)绿色荧光)和 PV(图 2(a)红色荧光)

均有较高表达，且两者存在一定共标(图 2(a)黄
色荧光)。对于腹侧海马体，结果与背侧海马体

相似(图 2(b))。定量结果显示，背侧和腹侧海

马体中除分布较多 PV＋ 和 CB1R
＋ 神经元外，还

表达有少量 PV＋/CB1R
＋ 神经元(表 1)。整体来

看，PV＋/CB1R
＋ 神经元在 CA1 中的分布密度最

高，CA2 和 CA3 次之，DG 中最低。这些结果提

示，海马体中 CB1R
＋ 神经元与 PV＋ 神经元存在

共标。

3.2 CB1R
＋、PV＋ 和 PV＋/CB1R

＋ 神经元在 

CA1、CA2、CA3 和 DG 中的分布

  考虑到低倍镜下视野清晰度存在局限，为



集  成  技  术 2020 年                   30

(b) 腹侧海马体中 CB1R
＋、PV＋和 PV＋/CB1R

＋ 神经元的分布

图 2 海马体中 CB1R
＋、PV＋和 PV＋/CB1R

＋ 神经元的分布

Fig. 2 The distribution of CB1R
＋, PV＋, and PV＋/CB1R

＋ neurons within hippocampus

(a) 背侧海马体中 CB1R
＋、PV＋和 PV＋/CB1R

＋ 神经元的分布

图 1 CB1R-iCre-EGFP 小鼠的基因表达载体结构示意图

Fig. 1 Schematic diagram of gene expression vector of CB1R-iCre-EGFP transgenic mouse 
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了进一步确认海马体 CB1R
＋ 神经元与 PV＋ 神经

元的共表达，选择分别对 CA1、CA2、CA3 和 
DG 进行局部高倍成像。图 3(a-d)显示，高倍镜

下可以清晰地观察到，海马体四个亚区中少量的 
CB1R

＋ 神经元上表达有 PV。从神经元的分布密度

来看，无论是雄鼠(图 3(e))还是雌鼠(图 3(g))，
dCA1、vCA1、dCA2、vCA2、dCA3、vCA3、
dDG 和 vDG 中均分布有少量 PV＋/CB1R

＋ 神经元，

其在 dCA1 中的分布密度最高，雌、雄分别为 
153.48 cells/mm2 和 207.60 cells/mm2；而在 dDG 中
的分布密度较低，雌、雄分别为 50.32 cells/mm2

和 59.47 cells/mm2。本研究进一步分析了 PV＋/
CB1R

＋ 神经元在海马体各亚区 PV＋ 和 CB1R
＋ 神经

元中的占比，发现雄鼠(图 3(f))和雌鼠(图 3(h))
海马体 PV＋/CB1R

＋ 神经元在 PV＋ 和 CB1R
＋ 神经

元中所占的比例无显著性差异。以上结果表明，

海马体内存在少量 PV＋/CB1R
＋ 神经元，即海马

体部分神经元同时表达 PV 与 CB1R。
3.3 CB1R

＋、PV＋ 和 PV＋/CB1R
＋ 神经元在海马

体中分布无雌雄差异

  研究表明在发育过程中，性激素与 ECS 使
大脑的结构和功能出现性别差异[45]，导致男、

女性在某些神经精神疾病的易感性和发病率方面

表现不同[46]。CB1R 在发情期雌鼠前额叶皮层和

杏仁核中的表达显著低于雄鼠[47]。然而，PV＋、

CB1R
＋ 和 PV＋/CB1R

＋ 神经元在雌雄小鼠海马体

中的表达及分布是否存在差异尚不清楚。基于

此，本文分别统计了雌、雄小鼠 PV＋、CB1R
＋ 

和 PV＋/CB1R
＋ 神经元在海马体中的分布密度。

本文作者课题组前期的研究发现，大脑皮层、

隔核、海马体、丘脑、下丘脑和脑桥等区域中 
CB1R mRNA 表达水平在雌鼠不同生殖周期以及

发情期与非发情期之间无显著性差异[24]，因此

本研究没有特意区分雌鼠的生殖周期。统计结

表 1 PV＋、CB1R
＋ 和 PV＋/CB1R

＋ 细胞在海马体中的分布

Table 1 The distribution of PV＋, CB1R
＋, and PV＋/CB1R

＋ cells within the hippocampus

注：dCA1 为背侧 CA1；vCA1 为腹侧 CA1；dCA2 为背侧 CA2；vCA2 为腹侧 CA2；dCA3 为背侧 CA3；vCA3 为腹侧 CA3；dDG 为背侧 DG；

vDG 为腹侧 DG
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果显示，dCA1、vCA1、dCA2、vCA2、dCA3、
vCA3 以及 dDG 和 vDG 中 PV＋(图 4(a))、CB1R

＋

(图 4(b))和 PV＋/CB1R
＋(图 4(c))神经元的表

达密度均无雌雄差异。同样地，雌雄小鼠 PV＋/
CB1R

＋ 神经元在这些脑区的 CB1R
＋ 神经元(图 4(d))

和 PV＋ 神经元(图 4(e))中所占比例也无统计学

差异。以上结果表明，PV＋/CB1R
＋ 神经元在小鼠

海马体中的分布无雌雄差异，这可能与 ECS 在
进化上的保守性有关[13]。

3.4 PV＋/CB1R
＋ 神经元在 PV＋ 和 CB1R

＋ 神经

元中的占比

  上述结果证实，小鼠背侧和腹侧  CA1、
CA2、CA3 及 DG 中部分神经元共表达 PV 和 
CB1R，且这些 PV＋/CB1R

＋ 神经元在海马体中的

          (g) PV＋、CB1R
＋ 和 PV＋/CB1R

＋ 神经元的密度(雌性)                           (h)  PV＋/CB1R
＋ 神经元在 PV＋ 和 CB1R

＋ 神经元中的比例(雌性)

图 3 CB1R
＋、PV＋ 和 PV＋/CB1R

＋ 神经元在 CA1、CA2、CA3 和 DG 中的分布

Fig. 3 The distribution of CB1R
＋, PV＋, and PV＋/CB1R

＋ in the CA1, CA2, CA3, and DG

                       (a)CA1                                              (b) CA2                                              (c)CA3                                                    (d) DG

               (e) PV＋、CB1R
＋ 和 PV＋/CB1R

＋ 神经元的密度(雄性)                       (f)  PV＋/CB1R
＋ 神经元在 PV＋ 和 CB1R

＋ 神经元中的比例(雄性)
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                    (d) 雌雄小鼠 CB1R
＋ 神经元中 PV＋/CB1R

＋ 神经元的比例            (e) 雌雄小鼠 PV＋ 神经元中 PV＋/CB1R
＋ 神经元的比例

图 4 CB1R
＋、PV＋ 和 PV＋/CB1R

＋ 神经元在雌雄小鼠海马体中的分布对比

Fig. 4 The comparison of distribution of CB1R
＋, PV＋, and PV＋/CB1R

＋ neurons in the hippocampus between male and 

female mouse

    (a) 雌雄小鼠海马体 PV＋ 神经元的分布密度      (b) 雌雄小鼠海马体 CB1R
＋ 神经元的分布密度    (c) 雌雄小鼠海马体 PV＋/CB1R

＋ 神经元的

                                                                                                                                                                                                        分布密度

分布无雌雄差异。那么，海马体 PV＋/CB1R
＋ 神

经元在 CB1R
＋ 和 PV＋ 这两类神经元中所占的

比例如何呢？为此，本文分别分析了小鼠海马

体 PV 在 CB1R
＋ 神经元和 CB1R 在 PV＋ 神经元

中的比例。结果显示，dCA1、vCA1、dCA2、
vCA2、dCA3、vCA3、dDG 和 vDG 中的 CB1R

＋ 
神经元里都有少量表达 PV(图 5(a))，平均表达

量为 6.04%，CB1R
＋ 神经元内 PV 的表达情况在

这些脑区之间无统计差异(图 5(c))。同样地，

以上脑区中 PV＋ 神经元里也都表达有 CB1R(图 
5(b))，平均表达量为 7.71%，且 PV＋ 神经元内 
CB1R 的表达情况在不同脑区之间无显著性差异

(图 5(d))。该结果表明，PV＋/CB1R
＋ 神经元在

海马体中呈现均匀分布的特征。

4 讨  论

  在哺乳动物中枢神经系统中，神经递质往往

在结构和功能上相互作用，共同调节一系列生理

过程和行为反应。其相互作用的方式之一就是

这些信号分子的受体共表达在同一神经元上。

例如，CB1R 分布在表达有 CCK、GABA、多巴

胺、5-羟色胺、谷氨酸、食欲素和生长激素抑制

素等递质受体的神经元末梢上，当其与配体结

合后，抑制突触前膜的递质释放，参与调控疼

痛、运动功能、麻醉与觉醒、学习记忆和情绪情

感等。可以说，CB1R 在中枢神经系统中扮演着

“刹车”的角色，防止神经元过度活跃。中枢

神经系统中还有一类具有相似效应的中间神经

元——PV 神经元。PV 神经元与其他亚型 GABA 
能神经元在脑内分布和生理功能等方面往往表现

出不同特征。例如，CCK＋ GABA 能神经元在海

马体、内侧前额叶皮层和腹侧颞叶皮层等区域中

高密度分布，放电模式温和，并表达有 5-羟色胺

III 型受体，参与调节焦虑抑郁等情绪。而 PV＋ 
GABA 能神经元作为脑内最主要的抑制性神经
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元，广泛分布在皮层和皮层下结构中，呈现出

高频快速放电模式，在伽玛振荡、神经发生、情

绪认知、多感觉注意、新物体识别、习得性行

为和社交记忆的提取与消除以及精神疾病等方面

发挥着重要的调控作用。所以，进一步全面地

认识 PV 神经元的结构和功能有助于我们更精准

地理解上述各种生理和病理活动的发生机制。

Pawelzik 等[43]发现 CA1 中一类篮状细胞表达 PV 
和 μ-阿片肽受体，但不表达 CB1R、CCK 和 P 物
质(Substance P)受体，而另一类篮状细胞表达 
CB1R、CCK 和 P 物质受体，但不表达 PV 和 
μ-阿片肽受体。Katona 等[48]在电子显微镜下观察

到海马体 CCK＋ 细胞的轴突末梢上分布有大量的 
CB1R，而 PV＋ 细胞的轴突末梢上未见 CB1R。上

述研究结果表明，PV＋GABA 能中间神经元几乎

不表达 CB1R。由于之前的研究大部分都是在野

生型小鼠上进行的，受标记 CB1R 技术手段的限

制，CB1R
＋ 神经细胞的检测灵敏度达不到实际需

求。在本研究中，通过构建 CB1R-iCre-EGFP 的
转基因小鼠，所有表达 CB1R 的神经细胞被标记

上绿色荧光蛋白，这有利于更容易地在 CB1R 神
经元上观察到 PV 的表达。本研究分别从定性和

定量的角度发现，小鼠海马体的部分神经元同时

表达 PV 和 CB1R。此结果不但丰富了 CB1R
＋ 神

经元的亚型，而且也可为证实 PV 与 CB1R 在功

能上存在相互作用提供一定参考价值。

  另外，大量研究表明许多精神疾病、情绪疾

病以及行为障碍的发病率表现出性别差异。例

如，雌性小鼠对与焦虑恐惧相关的情绪异常行为

的易感性高于雄性小鼠，这与前额叶皮层 PV 神
经元活动的性别差异有一定关系[49-50]。性激素与 
ECS 在发育过程中使大脑产生功能和结构上的性

                       (c) PV＋ 神经元在海马体 CB1R
＋ 神经元中的占比                                    (d) CB1R

＋ 神经元在海马体 PV＋ 神经元中的占比 

图 5 海马体 PV＋/CB1R
＋ 神经元在 PV＋ 和 CB1R

＋ 神经元中的占比

Fig. 5 The ratio of the hippocampal PV＋/CB1R
＋ neurons in PV＋ and CB1R

＋ neurons

                       (a) 海马体 CB1R
＋ 神经元中 PV＋ 神经元的占比                                   (b) 海马体 PV＋ 神经元中 CB1R

＋ 神经元的占比
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别差异，这种差异则会影响癫痫发作的区域敏感

性以及在大脑中的传播方式[45]。本文通过对组织

切片进行免疫荧光染色和激光共聚焦成像发现，

CB1R 在背侧和腹侧海马体中均有大量表达，且 
CB1R

＋ 神经元在这些区域中的分布没有雌雄差

异。本课题组前期的工作[24]也证实，小鼠运动皮

层、内侧缰核、下丘、背侧海马体以及 vCA2、
vCA3 和 vDG 中 CB1R mRNA 的表达量也无雌雄

差异。所以，本研究所展示的 CB1R 分布特点与

前期的研究结果基本一致。进一步地，本研究还

发现 PV＋/CB1R
＋ 神经元在小鼠海马体背侧和腹

侧 CA1、CA2、CA3 和 DG 脑区中的分布密度和

比例也无雌雄差异，这可能与 ECS 在进化上的

保守性有关。这些结果共同填补了全脑 CB1R 表
达及分布模式的性别差异的空白，并有助于进一

步开发和完善以 CB1R 为靶点的神经精神类疾病

的治疗方案。

  然而，本研究仅根据分子生物学方法来确定

神经元共表达，证据仍相对单薄。对于神经元分

类以及共表达，最准确的方法应该是综合分子生

物学、形态学、电生理以及单细胞测序等手段。

鉴于 PV 神经元具有明显的吊灯样和篮状形态，

以及具有快放电模式特征，可利用分子标志物标

记 PV＋ 并表达 CB1R 的神经元，再进行高分辨

率光学显微镜或电子显微镜成像、电生理检测、

神经递质检测以及单细胞测序，综合多个不同水

平的结果来共同确定该 CB1R
＋ 神经元是否为 PV 

神经元亚型。因此，未来的研究工作应该在跨尺

度和多水平的层面上进行鉴别 CB1R 神经元的类

型，这将为 CB1R 神经元分类提供一个更加准确

和可靠的结果，也将有助于进一步探究内源性大

麻素系统的精准调控作用。

5  结  论

  本研究围绕中枢神经系统中 CB1R
＋ 神经元

是否表达 PV 这一问题展开。通过构建带有绿色

荧光报告蛋白的 CB1R-iCre-EGFP 转基因小鼠，

并借助免疫荧光染色方法和激光共聚焦显微成像

技术，结果显示小鼠的背侧和腹侧 CA1、CA2、
CA3 及 DG 部分神经元存在 PV 和 CB1R 共表

达，且这些 PV＋/CB1R
＋ 神经元在以上脑区中的

分布密度和比例无雌雄差异。本研究结果提示海

马体中 PV 和 CB1R 在结构上存在相互作用，并

可能为进一步阐明两者在功能上的相互作用提供

一定参考价值，同时为两者在性别差异中的功能

研究提供辅助证据。

参 考 文 献

[1]  Lutz B, Marsicano G, Maldonado R, et al. The 
endocannabinoid system in guarding against fear, 
anxiety and stress [J]. Nature Review Neuroscience, 
2015, 16(12): 705-518.

[2]  Soria-Gómez E, Busquets-Garcia A, Hu F, et al. 
Habenular CB1 receptors control the expression of 
aversive memories [J]. Neuron, 2015, 88(2): 306-
313.

[3]  王枫, 张遐. 内源性大麻素系统在精神疾病治疗

和麻醉觉醒的调控作用 [J]. 中国药理学与毒理学

杂志, 2017, 31(11): 1045-1049.
[4]  邸春霞, 王智明, 李云庆. 内源性大麻素系统与疼

痛 [J]. 中国疼痛医学杂志, 2005, 11(3): 179-182.
[5]  Pirone A,  Cant i le  C,  Miragl iot ta  V,  e t  a l . 

Immunohis tochemica l  d i s t r ibu t ion  of  the 
cannabinoid receptor 1 and fatty acid amide 
hydrolase in the dog claustrum [J]. Jornal of 
Chemical Neuroanatatomy, 2016, 74: 21-27.

[6]  Prenderville JA, Kelly AM, Downer EJ. The role 
of cannabinoids in adult neurogenesis [J]. British 
Journal of Pharmacology, 2015, 172(16): 3950-
3963.

[7]  Zhong HX, Tong L, Gu N, et al. Endocannabinoid 
signaling in hypothalamic circuits regulates arousal 
from general anesthesia in mice [J]. The Journal of 
Clinical Investigation, 2017, 127(6): 2295-2309.

[8]  Moreira FA, Lutz B. The endocannabinoid system: 
emotion, learning and addiction [J]. Addiction 



集  成  技  术 2020 年                   36

Biology, 2008, 13(2): 196-212.
[9]  Croxford JL, Miller SD. Immunoregulation of a 

viral model of multiple sclerosis using the synthetic 
cannabinoid R(+)WIN55,212 [J]. The Journal of 
Clinical Investigation, 2003, 111(8): 1231-1240.

[10]  Ong WY, Mackie  K.  A l ight  and e lec t ron 
microscopic study of the CB1 cannabinoid receptor 
in primate brain [J]. Neuroscience, 1999, 92(4): 
1177-1191.

[11]  Eggan SM, Lewis DA. Immunocytochemical 
distribution of the cannabinoid CB1 receptor in the 
primate neocortex: a regional and laminar analysis 
[J]. Cerebral Cortex, 2007, 17(1): 175-191.

[12]  Herkenham M, Lynn AB, Litt le MD, et al . 
Cannabinoid receptor localization in brain [J]. 
Proceedings of the National Academy of Sciences 
of the United States of America, 1990, 87(5): 1932-
1936.

[13]  Tanasescu R, Constantinescu CS. Cannabinoids 
and the  immune system: an overview [J] . 
Immunobiology, 2010, 215(8): 588-597.

[14]  Howlett AC, Barth F, Bonner TI, et al. International 
union of pharmacology. XXVII. Classification 
of cannabinoid receptors [J]. Pharmacological 
Reviews, 2002, 54(2): 161-202.

[15]  Cristino L, de Petrocellis L, Pryce G, et al. 
Immunohistochemical localization of cannabinoid 
type 1 and vanilloid transient receptor potential 
vanilloid type 1 receptors in the mouse brain [J]. 
Neuroscience, 2006, 139(4): 1405-1415.

[16]  Van Waes V, Beverley JA, Siman H, et  al . 
CB1 cannabinoid receptor expression in the 
striatum: association with corticostriatal circuits 
and developmental regulation [J]. Frontiers in 
Pharmacology, 2012, 3: 21.

[17]  Thibault K, Carrel D, Bonnard D, et al. Activation-
dependent subcellular distribution patterns of 
CB1 cannabinoid receptors in the rat forebrain [J]. 
Cerebral Cortex, 2013, 23(11): 2581-2591.

[18]  Moldrich G, Wenger T. Localization of the 
CB1 cannabinoid receptor in the rat brain. An 
immunohistochemical study [J]. Peptides, 2000, 
21(11): 1735-1742.

[19]  Mackie K. Distribution of cannabinoid receptors 
in the central and peripheral nervous system [M] // 
Handbook of Experimental Pharmacology, 2005, 
168: 299-325.

[20]  Han J, Kesner P, Metna-Laurent M, et al. Acute 

cannabinoids impair working memory through 
astroglial CB1 receptor modulation of hippocampal 
LTD [J]. Cell, 2012, 148(5): 1039-1050.

[21]  Busquets-Garcia A, Oliveira da Cruz JF, Terral G, 
et al. Hippocampal CB1 receptors control incidental 
associations [J]. Neuron, 2018, 99(6): 1247-1259.

[22]  Martins DF, Mazzardo-Martins L, Cidral-Filho FJ, 
et al. Peripheral and spinal activation of cannabinoid 
receptors  by joint  mobi l izat ion a l levia tes 
postoperative pain in mice [J]. Neuroscience, 2013, 
255: 110-121.

[23]  Rácz I, Nent E, Erxlebe E, et al. CB1 receptors 
modula te  a ffec t ive  behaviour  induced  by 
neuropathic pain [J]. Brain Research Bulletin, 2015, 
114: 42-48.

[24]  Liu X, Li XL, Zhao GY, et al. Sexual dimorphic 
distribution of cannabinoid 1 receptor mRNA 
in adult C57BL/6J mice [J]. The Journal of 
Comparative Neurology, 2020, DOI: 10.1002/
cne.24868.

[25]  Impe ra to r e  R ,  D’ Ange lo  L ,  Sa fa r i  O ,  e t 
al .  Overlapping distr ibution of orexin and 
endocannabinoid receptors and their functional 
interaction in the brain of adult zebrafish [J]. 
Frontiers in Neuroanatomy, 2018, 12: 62.

[26]  CristinoL, Luongo L, Imperatore R, et al. Orexin-A 
and endocannabinoid activation of the descending 
antinociceptive pathway underlies altered pain 
perception in leptin signaling deficiency [J]. 
Neuropsychopharmacology, 2016, 41(2): 508-520.

[27]  Imperatore R, Palomba L, Morello G, et al. 
Formation of OX-1R/CB1R heteromeric complexes 
in embryonic mouse hypothalamic cells: effect 
on intracellular calcium, 2-arachidonoyl-glycerol 
biosynthesis and ERK phosphorylation [J]. 
Pharmacological Research, 2016, 111: 600-609.

[28]  Morello G, Imperatore R, Palomba L, et al. 
Orexin-a represses satiety-inducing POMC neurons 
and contributes to obesity via stimulation of 
endocannabinoid signaling [J]. Proceedings of the 
National Academy of Sciences of the United States 
of America, 2016, 113(17): 4759-4764.

[29]  Cristino L, Busetto G, Imperatore R, et al. Obesity-
driven synaptic remodeling affects endocannabinoid 
control of orexinergic neurons [J]. Proceedings of 
the National Academy of Sciences of the United 
States of America, 2013, 110(24): E2229-E2238.

[30]  Eggan SM, Melchitzky DS, Sesack SR, et al. 



张钰林，等：海马体神经元内源性大麻素 I 型受体与小清蛋白共表达的研究2 期 37

Relationship of cannabinoid CB1 receptor and 
cholecystokinin immunoreactivity in monkey 
dorsolateral prefrontal cortex [J]. Neuroscience, 
2010, 169(4): 1651-1661.

[31]  Klausberger T, Marton LF, O’Neill J, et al. 
Complementary roles of cholecystokinin- and 
parvalbumin-expressing GABAergic neurons in 
hippocampal network oscillations [J]. The Journal 
of Neuroscience, 2005, 25(42): 9782-9793.

[32]  Marsicano G, Lutz B. Expression of the cannabinoid 
receptor CB1 in distinct neuronal subpopulations in 
the adult mouse forebrain [J]. European Journal of 
Neuroscience, 1999, 11(12): 4213-4225.

[33]  Zou SL, Somvanshi PK, Kumar U. Somatostatin 
receptor 5 is a prominent regulator of signaling 
pathways in cells with coexpression of cannabinoid 
receptors 1 [J]. Neuroscience, 2017, 340: 218-231.

[34]  Zou SL, Kumar U. Somatostatin and cannabinoid 
receptors crosstalk in protection of huntingtin 
knock-in striatal neuronal cells in response to 
quinolinic acid [J]. Neurochemistry International, 
2019, 129: 104518.

[35]  Chiodi  V,  Uchigashima M, Beggiato S,  e t 
al. Unbalance of CB1 receptors expressed in 
GABAergic and glutamatergic neurons in a 
transgenic mouse model of Huntington’s disease [J]. 
Neurobiology of Disease, 2012, 45(3): 983-991.

[36]  Madeo  G,  Schi r inz i  T,  Mal te l la  G,  e t  a l . 
Dopamine-dependent CB1 receptor dysfunction 
at corticostriatal synapses in homozygous PINK1 
knockout mice [J]. Neuropharmacology, 2016, 101: 
460-470.

[37]  Thanos PK, Gopez V, Delis F, et al. Upregulation 
of cannabinoid type 1 receptors in dopamine D2 
receptor knockout mice is reversed by chronic 
forced ethanol consumption [J]. Alcoholism, 
Clinical and Experimental Research, 2011, 35(1): 
19-27.

[38]  Hermann H, Marsicano G, Lutz B. Coexpression 
of the cannabinoid receptor type 1 with dopamine 
and serotonin receptors in distinct neuronal 
subpopulations of the adult mouse forebrain [J]. 
Neuroscience, 2002, 109(3): 451-460.

[39]  Whissell PD, Cajanding JD, Fogel N, et al. 
Comparative density of CCK- and PV-GABA cells 
within the cortex and hippocampus [J]. Frontiers in 
Neuroanatomy, 2015, 9: 124.

[40]  Deng XF, Gu LJ, Sui N, et al. Parvalbumin 

interneuron in the ventral hippocampus functions as 
a discriminator in social memory [J]. Proceedings 
of the National Academy of Sciences of the United 
States of America, 2019, 116(33): 16583-16592.

[41]  Shang CP, Liu ZH, Chen ZJ, et al. A parvalbumin-
positive excitatory visual pathway to trigger fear 
responses in mice [J]. Science, 2015, 348(6264): 
1472-1477.

[42]  Kim H, Ährlund-Richter S, Wang XM, et al. 
Prefrontal parvalbumin neurons in control of 
attention [J]. Cell, 2016, 164(1-2): 208-218.

[43]  P a w e l z i k  H ,  H u g h e s  D I ,  T h o m s o n  A M . 
Physiological and morphological diversity of 
immunocytochemically defined parvalbumin-and 
cholecystokinin-positive interneurones in CA1 
of the adult rat hippocampus [J]. The Journal of 
Comparative Neurology, 2002, 443(4): 346-367.

[44]  Wheeler  DW, Whi te  CM, Rees  CL,  e t  a l . 
Hippocampome.org: a knowledge base of neuron 
types in the rodent hippocampus [J]. eLife, 2015, 4: 
e09960.

[45]  Katona I, Freund TF. Endocannabinoid signaling as 
a synaptic circuit breaker in neurological disease [J]. 
Nature Medicine, 2008, 14(9): 923-930.

[46]  Pike CJ. Sex and the development of Alzheimer’s 
disease [J]. Journal of Neuroscience Research, 
2017, 95(1-2): 671-680.

[47]  Maria PC, Paola F, Angelo C, et al. Male and 
female rats differ in brain cannabinoid CB1 receptor 
density and function and in behavioural traits 
predisposing to drug addiction: effect of ovarian 
hormones [J]. Current Pharmaceutical Design, 
2014, 20(13): 2100-2113.

[48]  Katona I, Sperlágh B, Sík A, et al. Presynaptically 
located CB1 cannabinoid receptors regulate GABA 
release from axon terminals of specific hippocampal 
interneurons [J]. The Journal of Neuroscience, 
1999, 19(11): 4544-4558.

[49]  Wellman CL, Bangasser DA, Bollinger JL, et al. 
Sex differences in risk and resilience: stress effects 
on the neural substrates of emotion and motivation 
[J]. The Journal of Neuroscience, 2018, 38(44): 
9423-9432.

[50]  Shepard R, Page CE, Coutellier L. Sensitivity of the 
prefrontal GABAergic system to chronic stress in 
male and female mice: relevance for sex differences 
in stress-related disorders [J]. Neuroscience, 2016, 
332(22): 1-12.




