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腹侧被盖区多巴胺神经元全脑神经环路示踪 *
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摘要 目的：研究小鼠中脑腹侧被盖区（VTA）多巴胺能神经元接受的全脑输入性上游投射及其输出性下游投射，解析其全脑上下

游神经环路连接。方法：用立体定位仪将辅助病毒 AAV-EF1a-DIO-GT和 AAV-EF1a-DIO-G的混合液（1：1）注射到 DAT-cre转基

因小鼠的 VTA脑区，2周后将重组狂犬病毒（RV）EnVA-RV-mCherry微注射到 VTA脑区，1周后 RV病毒完成逆向跨突触感染

并充分表达荧光蛋白，全脑冰冻切片，用全自动扫描荧光显微镜全脑拍片。用立体定位仪将顺行示踪病毒 AAV-EF1a-DIO-GFP微

注射到 DAT-cre转基因小鼠的 VTA脑区，2周后待病毒及荧光蛋白充分表达后，全脑冰冻切片，VTA区脑片用 TH抗体行免疫

荧光染色，全自动扫描荧光显微镜全脑拍片。结果：狂犬病毒逆向跨单级突触示踪结果显示，全脑许多脑区核团神经元表达 RV病

毒携带的红色荧光蛋白，主要包括前脑皮层、纹状体、伏隔核、下丘脑视前区、外侧下丘脑、下丘脑室旁核、杏仁核、腹侧被盖区、黑

质、中缝背核、臂旁核、缰核。顺行示踪病毒结果显示，表达绿色荧光蛋白的纤维投射主要集中在内侧前额叶皮层、纹状体、伏隔

核、背外侧隔核、杏仁核、外侧下丘脑几个脑区。结论：VTA多巴胺能神经元的上游输入性投射广泛的分布于全脑，包括前脑皮层、

基底神经节区、下丘脑区、边缘系统、中脑的许多核团都向其发出纤维投射。VTA多巴胺神经元的下游输出性投射主要集中在基

底神经节的伏隔核和纹状体，内侧前额叶皮层及下丘脑也有一定投射。
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Whole Brain Tracing of Dopamine Neurons in the Ventral Tegmental Area*

To investigate the whole brain input and output projection of dopamine neuron in the ventral tegmental areal

(VTA), analyse the whole brain upstream and downstream neural circuits connections. The mixture of helper viruses

AAV-EF1a-DIO-GT and AAV-EF1a-DIO-G (1:1) was injected into the VTA of DAT-cre transgenic mice under stereotaxic apparatus.

After two weeks, recombinant rabies virus (RV) EnVA-RV-mCherry was microinjected into VTA, One week later, the RV virus com-

pleted retrograde transsynaptic infection and fully expressed the fluorescent protein, prepare whole brain frozen section, scan the sections

with an automatic scanning fluorescence microscope. The anterograde tracing virus AAV-EF1a-DIO-GFP was microinjected into the

VTA of DAT-cre transgenic mice under stereotaxic apparatus. After two weeks，virus and fluorescent protein were fully expressed, pre-

pare whole brain frozen sections, the sections containing VTA were immunofluorescence stained with (tyrosine hydroxylase)TH anti-

body, scan the sections with an automatic scanning fluorescence microscope. RV retrograde transsynapse tracing results shows,

the neurons expressed red fluorescent protein carried by RV virus distributed in many region of whole brain. Mainly includes the anterior

cortex, striatum, nucleus accumbens(NAc), preoptic area of hypothalamus(POH), lateral hypothalamus(LH), paraventricular nucleus of

hypothalamus(PVN), amygdala, ventral tegmental area(VTA), substantia nigra(SN), dorsal raphe(DR), parbrachial nucleus(PBN) and

habenula (HB). Anterograde tracing results shows, the fibers expressing GFP were mainly concentrated in the medial prefrontal cortex

(mPFC), striatum, nucleus accumbens(NAc), lateral septal nucleus(LS), amygdala, and lateral hypothalamus(LH). The up-

stream input projections of VTA dopamine neurons were widely distributed in the whole brain, including the anterior cortex, basal gan-

glia area, hypothalamus area, limbic system, and many nuclear in the midbrain. The downstream output projections of VTA dopamine

neurons were mainly concentrated in the nucleus accumbens (NAc) and striatum of the basal ganglia, but also some projection in the me-

dial prefrontal cortex(mPFC) and hypothalamus.
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前言

腹侧背盖区(ventral tegmental area，VTA)是位于中脑的一

个脑区，解剖上与黑质(substantia nigra，SN)和红核(red nucleus)

临近，该区域主要由三类神经元构成，多巴胺能神经元、酌-氨基
丁酸 (酌-aminobutyric acid，GABA) 能神经元和谷氨酸(gluta-

mate，Glu)能神经元，多巴胺神经元是该区域的主要神经元，约

占 60%~65%[1,2]。VTA是中枢神经系统内多巴胺合成和释放的

两个主要区域之一，多巴胺(dopamine，DA)是大脑内古老而重

要的单胺类神经递质，在运动、认知、情感、学习记忆、奖赏、觉

醒等生理过程或行为方面都发挥着重要作用[3,4]。多巴胺神经递

质系统异常或功能障碍是许多中枢神经系统疾病发生发展的

重要病因，像是帕金森、亨廷顿舞蹈病等疾病，都发现脑内多巴

胺水平显著异常[5,6]。

VTA作为脑内多巴胺神经元分布的主要区域，研究发现

其参与了奖赏、厌恶、目标导向行为、睡眠觉醒、位置偏好、社

交、麻醉觉醒、焦虑、抑郁等众多神经活动[7,8]。多巴胺神经元众

多的功能基础是其与大脑其它脑区广泛的上下游投射连接构

成的神经环路。像是经典的 VTA多巴胺神经元到伏隔核(NAc)

的神经投射环路，是经典的奖赏系统，是发挥奖赏效应的重要

通路[6,9]。近年来发现的外侧缰核(lateral habenula，LHB)到 VTA

多巴胺神经元的投射环路在术后认知功能障碍 (post operative

cognitive dysfunction，POCD)的发生发展中扮演着重要的角色[10]。

而前皮层到 VTA再到 NAc的神经环路在动机行为中扮演着

关键角色。由此看出研究 VTA多巴胺神经元功能的基础是解

析其输入输出全脑投射。

因此，本研究拟采多巴胺转基因小鼠和顺向和逆向跨突触

病毒示踪技术，结合免疫荧光染色，全面解析 VTA多巴胺神经

元的上游输入性及下游输出性投射，绘制其全脑的神经环路连

接，为其后续的研究提供解剖结构基础。

1 材料与方法

1.1 实验动物

成年雄性 DAT-Cre小鼠，8-12周龄，体重 20-28 g，购买自

上海南方模式生物有限公司，实验动物放置在洁净环境中饲

养，保持温度在（22-25）℃，湿度在（40± 3）%，维持 12小时亮

灯，12小时熄灯的循环，调节灯光 am 9：00-pm 9：00亮灯，动物

可自由进食水和食物并可自由活动。

1.2 实验仪器和试剂

小动物脑立体定位仪、颅骨钻系统购买自深圳瑞沃德公

司。病毒显微注射器 Nanoject购买自美国 Drummond公司。连

续冰冻切片机（CM3050S）购买自德国 Lecia公司，荧光显微镜

购买自日本 Olympus，激光共聚焦显微镜购买自日本 Nikon公

司。兔抗小鼠 TH（tyrosine hydroxylase）多克隆抗体购买自美国

Invitrogen公司，驴抗兔 Alexa Fluor 594荧光二抗购买自美国

Jackson 公司。本实验所用示踪病毒 AAV-EF1a-DIO-GT、

AAV-EF1a-DIO-G、EnVA-RV-mCherry和 AAV-EF1a-DIO-GFP

均购买自武汉枢密科技有限公司。

1.3 逆向示踪病毒注射

成年雄性 DAT-Cre小鼠 3只，1 %戊巴比妥钠 50 mg/kg腹

腔注射麻醉，麻醉成功后剪去头皮毛发，固定于立体定位仪上，

碘伏消毒后，眼科剪剪开头皮，钝性分离充分暴露 bregma点和

lamda点。以 bregma为中心前后左右调平颅骨平面，根据第二版

Paxinos and Franklin小鼠脑立体定位图谱定位 VTA脑区，颅

钻磨除颅骨并暴露脑平面，按坐标（AP：-3.3 mm，ML：± 0.4 mm，

DV：-4.0 mm）注射辅助病毒 AAV-EF1a-DIO-GT 和 AAV-

EF1a-DIO-G的混合液（1：1），按 50 nl/min的速度将 200nl病毒

注射到右侧 VTA，注射完毕后停留注射针 10 min待病毒充分

扩散，缝合两针头皮并涂抹红霉素眼膏防止感染。病毒表达 2

周后，用同样的方法，在同一个部位注射 200 nl的重组狂犬病

毒（RV）EnVA-RV-mCherry。所有手术步骤都将电热毯放置于

小鼠腹部加热维持体温。

1.4 顺向示踪病毒注射

成年雄性 DAT-Cre小鼠 3只，1 %戊巴比妥钠 50 mg/kg腹

腔注射麻醉，采用与上述逆向示踪病毒注射相同的方法步骤，

将 200 nl的顺行示踪病毒 AAV-EF1a-DIO-GFP微注射到 VTA

脑区。

1.5 全脑切片

重组狂犬病毒（RV）表达 1周后，顺行示踪病毒表达 4周

后，将所有小鼠用大剂量戊巴比妥钠腹腔注射麻醉，剪开胸腔

暴露心脏，经心脏灌流 20 mL-40 mL生理盐水排出血液，然后

灌流 20 mL冰冷多聚甲醛固定，断头取脑后继续多聚甲醛固定

2小时。将固定好的鼠脑用 20 %和 30 %的蔗糖溶液梯度脱水

沉底，脱水好的鼠脑包埋剂包埋，用冰冻切片机冠状面全脑切

片，切片厚度为 40 滋m，PBS清洗后，挑选出包含 VTA的脑片

用于免疫荧光染色，其余脑片按从前到后的顺序贴片封片。

1.6 免疫荧光染色

将挑选出的包含 VTA的脑片，用封闭液（含 5%小牛血清

和 0.3%Triton X-100的 PBS溶液）常温封闭 2小时，封闭结束

后，将脑片加入兔抗小鼠 TH多克隆抗体（1：1000）一抗液，4℃

摇床孵育 24小时。一抗孵育完成后，PBS充分漂洗 3次，每次

10 min，漂洗完成后将脑片加入 Alexa Fluor 594标记的驴抗兔

荧光二抗液（1：1000）中，室温避光摇床孵育 2小时。二抗孵育

完成后，避光 PBS充分漂洗 3次，每次 10 min。漂洗完成后贴

片封片，避光保存。

1.7 显微镜扫片

本研究中所有顺向、逆向示踪病毒表达的荧光蛋白及免疫

荧光染色的脑片，均采用自动连续扫描荧光显微镜(Olympus

VS120)进行扫描。调整焦距及曝光时间等参数，在物镜放大 20

倍下拍摄成像。病毒注射部位脑片采用 Nikon A1R激光共聚焦

显微镜进行扫描拍片，调整参数在物镜放大 40倍下拍摄成像。

1.8 脑片处理分析

扫描拍摄含 VTA的共聚焦荧光脑片，用 NIS-Elements AR

软件进行查看和分析，分别计数表达病毒荧光及 TH荧光染色

细胞数，统计共标率。选择 VTA注射部位病毒荧光表达良好的

一组顺向示踪及逆向示踪脑片。全脑挑选神经元胞体表达逆向

示踪病毒荧光蛋白的脑片，全脑挑选神经纤维投射表达顺向示

踪病毒荧光蛋白的脑片。所有拍摄的荧光脑片用 Image J软件

处理，添加标尺、调整对比度至最佳并保存为 TIFF格式。
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1.9 统计分析

采用 SPSS 12.0软件进行数据统计分析，所有数据采用均

数± 标准差（x± s）表示。采用 t检验或单因素方差分析检验。

P＜0.05认为具有显著性差异。

2 结果

2.1 VTA逆向及顺向示踪病毒表达良好

逆向跨突触重组狂犬病毒（RV）EnVA-RV-mCherry及其

辅助病毒 AAV-EF1a-DIO-GT 和 AAV-EF1a-DIO-G 按时间先

后顺序准确的注射到 DAT-cre小鼠 VTA脑区（图 1A），病毒成

功转染 VTA多巴胺神经元，辅助病毒 AAV-EF1a-DIO-GT所

携带绿色荧光蛋白及重组狂犬病毒（RV）EnVA-RV-mCherry

所携带红色荧光蛋白表达良好（图 1B）。NIS-Elements AR软件

进行细胞计数，统计共表达两种荧光蛋白的神经元比率为

（74.88± 4.32）（图 1C），结果提示转染辅助病毒的神经元大多

数都成功转染了重组狂犬病毒。顺向示踪病毒。

图 1 VTA多巴胺神经元逆向示踪病毒注射及病毒荧光蛋白表达

A：病毒注射位置示意图；B：VTA逆向示踪病毒荧光蛋白表达；C：VTA双标神经元所占比例；D：RV病毒表达红色荧光蛋白；E：辅助病毒表达绿

色荧光蛋白；F：共表达 RV病毒和辅助病毒的荧光蛋白（标尺：50 滋m）。
Fig.1 Retrograde tracing virus injection and fluorescent protein expression of dopamine neurons in VTA

A: location of the virus injection; B: fluorescent protein expression of retrograde tracing virus in VTA; C: The proportion of merged neuron in VTA;

D: The expression of red fluorescent protein of RV virus; E: The expression of green fluorescent protein of helper viruses; F: The fluorescent protein

co-expression of RVvirus and helper virus（scale bar: 50 滋m）.

AAV-EF1a-DIO-GFP被准确注射到 DAT-cre小鼠 VTA脑

区（图 2A），病毒所携带绿色荧光蛋白表达良好，与抗 TH免疫

荧光染色（红色）共标良好（图 2B、C、D、E），表明病毒所转染的

细胞都是多巴胺神经元。

图 2 VTA多巴胺神经元顺向示踪病毒注射及病毒荧光蛋白表达

A：病毒注射位置示意图；B：VTA顺向示踪病毒荧光蛋白表达；C：顺向示踪病毒表达绿色荧光蛋白；D：TH免疫荧光染色红色荧光蛋白；

E：共表达顺向示踪病毒和 TH免疫染色的荧光蛋白（标尺：50 滋m）。
Fig.2 Anterograde tracing virus injection and fluorescent protein expression of dopamine neurons in VTA

A: location of the virus injection; B: fluorescent protein expression of anterograde tracing virus in VTA; C: The expression of green fluorescent protein of

anterograde tracing virus; D: TH immunofluorescence staining with red fluorescent protein; E: Fluorescent protein merged expression of anterograde

tracing virus and TH immunofluorescence stainin（scale bar: 50 滋m）.
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2.2 VTA多巴胺神经元接受前脑皮层、基底神经节、下丘脑、边

缘系统、中脑等广泛脑区投射

逆向示踪病毒注射一周后，逆向跨单突触转染 VTA多巴

胺神经元的上游神经元，并表达病毒所携带红色荧光蛋白。鼠

脑连续冰冻切片后，用全自动连续扫描荧光显微镜按顺从前到

后连续扫描拍片，结果显示全脑许多脑区的大量神经元表达红

色荧光蛋白，提示 VTA多巴胺神经元接受全脑广泛的上游输

入性投射。从前往后查看，首先是前脑皮层的许多神经元表达

红色荧光蛋白（图 3A），基底神经节的纹状体和伏隔核区域有

广泛的病毒荧光蛋白表达，包括纹状体的腹侧、背侧、终纹状

体、苍白球以及伏隔核的中央壳核、边缘壳核、核区等全部区域

都有大量的神经元表达红色荧光蛋白（图 3B、C、D）。下丘脑视

前区、外侧下丘脑、下丘脑室旁核都有大量神经元表达示踪病

毒所携带的红色荧光蛋白，上丘脑的僵核也 集中表达示踪病

毒荧光蛋白（图 3D、E、F，图 4G）。边缘系统也有许多示踪病毒

红色荧光表达，主要集中在杏仁核的延伸区和中央杏仁核区

（图 3E）。在中脑腹侧被盖区（VTA）病毒注射点以外的区域也

有大量示踪病毒荧光蛋白表达，中脑其它区域包括中脑黑质、

中缝背核、臂旁核有集中且数量较多的神经元表达示踪病毒荧

光蛋白（图 4H、I、J）。

图 3 逆向跨突触示踪病毒揭示 VTA多巴胺神经元输入性上游投射脑区(一)

A：前脑皮层神经元示踪病毒荧光蛋白表达；B：伏隔阂神经元示踪病毒荧光蛋白表达；C-D：终纹状体、腹侧苍白球、下丘脑视前区神经元示踪病毒

荧光蛋白表达；E：杏仁核、外侧下丘脑、下丘脑室旁核神经元示踪病毒荧光蛋白表达；F：僵核神经元示踪病毒荧光蛋白表达（标尺：1mm）。

Fig.3 Retrograde transsynaptic tracing reveals inputs to VTA dopamine neurons（一）

A: fluorescent protein expression of tracing virus in anterior cortex neurons; B: fluorescent protein expression of tracing virus in NAc neurons;

C-D: fluorescent protein expression of tracing virus in BST neurons, VP neurons, and LPO neurons; E: fluorescent protein expression of tracing virus in

amygdala neurons, LH neurons, and PVH neurons; F: fluorescent protein expression of tracing virus in HB neurons（scale bar:1 mm）.

2.3 VTA多巴胺神经元纤维投射主要分布于前额叶皮层、纹状

体、伏隔核、背外侧隔核、杏仁核、外侧下丘脑等区域

顺向示踪病毒只转染 TH-cre小鼠 VTA多巴胺神经元，不

跨突触，病毒沿神经元纤维传递表达，病毒注射四周后所携带

绿色荧光蛋白充分表达。取鼠脑全脑冰冻切片，全自动连续扫

描荧光显微镜全脑连续扫描拍片，结果显示表达绿色荧光蛋白

的神经纤维投射分布较为集中，这与 VTA多巴胺神经元逆向

示踪提示其接受广泛上游投射不同。表达绿色荧光蛋白的纤维

投射主要集中位于基底神经节及其周围区域，伏隔核和纹状体

的大部分区域都有许多纤维投射（图 5A），其中腹侧苍白球、终

纹状体和嗅球有最密集的纤维投射（图 5B）。前额叶皮层有一定

纤维投射（图 5A），隔区的背外侧隔核有较多的纤维投射（图

5B），杏仁核部分区域和外侧下丘脑也有一定纤维投射（图5C）。

3 讨论

多巴胺（Dopamine,DA）是中枢神经系统内主要的儿茶酚

胺类神经递质之一，其含量占整个中枢神经系统儿茶酚胺类递

质一半以上，由位于脑内的 10个多巴胺神经元细胞群分泌。

70%以上的多巴胺神经元主要集中分布于中脑黑质（Substantia

Nigra，SN，A9）致密带和中脑腹侧被盖区（Ventral tegmental

area，VTA，A10）[11]。SN区多巴胺神经元主要与参与躯体运动

调节，异常可导致自主运动功能障碍，比如帕金森病就是中脑

黑质多巴胺神经元变性，导致其投射区域多巴胺水平低下所

致，而亨廷顿舞蹈病则与中枢系统内多巴胺水平明显增加有

关[12,13]。VTA脑区多巴胺神经元在精神情绪活动、意识觉醒调

控等方面发挥着广泛的作用[14-16]。神经元的纤维投射连接构成
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图 4 逆向跨突触示踪病毒揭示 VTA多巴胺神经元输入性上游投射脑区(二)

G：下丘脑（穹窿周区）神经元示踪病毒荧光蛋白表达；H：黑质、腹侧背盖区神经元示踪病毒荧光蛋白表达；I：中缝背核神经元示踪病毒荧光蛋白

表达；G：臂旁核神经元示踪病毒荧光蛋白表达；（标尺：1 mm）。

Fig.4 Retrograde transsynaptic tracing reveals inputs to VTA dopamine neurons（二）

G: fluorescent protein expression of tracing virus in hypothalamus(Pef) neurons; H: fluorescent protein expression of tracing virus in SN neurons,

and VTA neurons; I: fluorescent protein expression of tracing virus in DR neurons; G: fluorescent protein expression of tracing virus in PBN neurons;

（scale bar:1 mm）.

图 5 顺向示踪病毒揭示 VTA多巴胺神经元输出性下游投射脑区

A：内侧前额叶皮层、纹状体、伏隔阂、腹侧苍白球神经纤维投射；B：外侧隔核、、终纹状体、腹侧苍白球、嗅结节神经纤维投射；C：杏仁核、外侧下丘

脑神经纤维投射；（标尺：1 mm）。

Fig.5 Anterograde tracing reveals outputs of VTA dopamine neurons

A: nerve fiber projection in mPFC, striatum, NAc, and VP; B: nerve fiber projection in LSD, BNST, VP, and TU; C: nerve fiber projection in Amy,

and LH;（scale bar:1 mm）.
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的神经环路是神经系统功能研究的基础，经典的中脑多巴胺奖

赏系统是由 VTA 多巴胺神经元及其下游投射靶区伏隔核

（NAc）组成，该神经环路在奖赏、成瘾、厌恶、抑郁等行为的发

生中扮演着重要角色[17-20]。外侧下丘脑（LH）到 VTA多巴胺神

经元的投射连接，在睡眠觉醒、麻醉觉醒、镇痛、进食等过程中

发挥着重要作用[21-24]。VTA脑区多巴胺神经元越来越多功能的

发现和研究，是基于其越来越确切和详细的环路解剖。以往大

量运用免疫组化、免疫荧光染色的研究为 VTA多巴胺神经元

的神经环路解剖奠定了基础，随着转基因动物的广泛运用和各

种示踪病毒工具的开发，更为准确和详细的全脑投射研究成为

现实。

本研究采用 DAT-cre 转基因小鼠，将顺向示踪病毒

（AAV-EF1a-DIO-GFP）和逆向示踪病毒（EnVA-RV-mCherry，

AAV-EF1a-DIO-GT，AAV-EF1a-DIO-G）分别微注射到 VTA脑

区，特异性的转染多巴胺神经元。顺向示踪病毒转染 VTA多巴

胺神经元后，所携带荧光蛋白基因整合到小鼠多巴胺神经元并

大量表达荧光蛋白，可以沿神经轴突分布并标记出神经投射末

梢。逆向示踪病毒选用重组狂犬病毒(RV)，通过辅助病毒所携

带受体转染 VTA多巴胺神经元，跨单极突触转染多巴胺神经

元的上游投射神经元，整合基因并表达所携带荧光蛋白。通过

全脑脑片的荧光扫描拍片，逆向示踪发现 VTA多巴胺神经元

的上游输入性投射神经元广泛分布于全脑，伏隔核的全部区

域、终纹状体、背侧纹状体、苍白球、中缝背核、中脑黑质脑区都

有大量神经元向 VTA多巴胺神经元发出投射，下丘脑视前区、

外侧下丘脑、下丘脑室旁核、杏仁核的中央及延申区、上丘脑的

僵核、中脑臂旁核、前脑皮层等区域也有较多的神经元向 VTA

多巴胺神经元投射。与逆向示踪结果不一样的是，VTA多巴胺

神经元的顺向示踪分布相对集中，其大部分的纤维投射主要集

中在纹状体和伏隔核区域，前额叶皮层、背外侧隔核、杏仁核及

外侧下丘脑区也有一定的纤维投射，其余脑区未见明显纤维投

射。我们的示踪结果中包括了许多研究的经典环路，其中的

VTA多巴胺神经元到伏隔核的投射环路是经典的中脑奖赏环

路[20,25]，到前额叶皮层的投射在决策、学习中发挥重要作用[26-28]，

与下丘脑的相互投射连接在睡眠 -觉醒、麻醉 -觉醒过程中扮

演者重要角色[29,30]，也有许多的上下游投射连接研究较少，对其

生理功能还不甚了解，这些示踪结果可以为后续的研究提供思

路。当然，进一步更为详细的示踪研究也是必要的，包括 VTA

多巴胺神经元的上下游跨多级突触连接及神经元类型，VTA

核团内三种神经元的相互连接关系等。

综合分析本研究顺向和逆向示踪的结果发现，VTA 多巴

胺神经元的上下游投射区域，主要是觉醒、意识、情绪、动机、学

习、运动等重要生理功能调控的脑区，提示 VTA多巴胺神经元

可能广泛的参与许多基础而重要的生理功能，这与以前大量的

研究结果一致，也为后续的研究提供了证据和方向。
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