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青紫蓝兔体内 !"#$%&’的免疫组化定位
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摘要：采用免疫组织化学方法研究了 *+,-./0在青紫蓝兔（1*023(,+/)& 2)$#2),)&）体内的分布定位。结果显
示，*+,-./0免疫阳性细胞分布于下丘脑、大脑皮质、延髓、脊髓、胃、小肠和大肠。下丘脑内的阳性神经元
胞体主要分布于弓状核、室旁核、腹内侧核、背内侧核和下丘脑外侧区。胃肠道内的 *+,-./0免疫阳性细
胞存在两种类型，即“闭合型”细胞和“开放型”细胞。实验结果表明，兔体内 *+,-./0的分布与人和其他动
物的分布基本相似，但也存在一些差异。
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*+,-./0是日本学者 \AZ/Q?等人于 %&&&年
在人（<(=( &+>#%$&）和小鼠（5)& =)&2),)&）的胃
组织中发现的一种多肽，为生长激素促分泌素

（:,ANI+ +A,QA0- K-G,-I?:A:8-）受体（*>C3L）天然
的内源性配体。研究发现哺乳动物的 *+,-./0
由 !X个氨基酸组成，而禽类的由 !4个氨基酸
组成。*+,-./0在种系发生上是高度保守的，人
和小鼠仅第 %%、%! 位的氨基酸不同，同源性高
达 &![&]［% ’ $］。在体内 *+,-./0 有两种存在形
式，一种是 @端去辛酰基化，另一种是 @端辛
酰基化，即第 (位丝氨酸的 @端与十八辛酸以
酯键连接，它是发挥生物学功能所必需的，但对

未辛酰基化的 *+,-./0 的作用还不是很清楚［)］。
*+,-./0在动物体内分布广泛，有趣的是 2PO/0
等人发现在植物体内也有 *+,-./0 的表达［4］。
*+,-./0与其受体结合后会产生一系列生物学
效应，包括调节 *>分泌、调节能量平衡、促进
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胃酸分泌、调节心血管活动、增强免疫应答、抗



细胞增殖、影响糖代谢、引起焦虑和改善记忆

力、调节睡眠、维持睾丸正常功能等多种生物学

作用［! " #$］。%&’()*+ 一经发现就引起了人们的
广泛关注，但主要集中在对人和鼠的研究，关于

%&’()*+在兔体内的分布定位尚未有文献报道。
本实验采用免疫组织化学方法研究了 %&’()*+
在青紫蓝兔（!"#$%&’()*+ $*,-$*’*+）体内的分布
定位，为研究 %&’()*+在兔体的生理功能提供了
形态学资料。

! 材料与方法

!"! 实验动物 ,月龄健康青紫蓝兔 #$只，雌
雄各半，体重为（- . $/#）01，购自江苏省农业
科学院，圈养在同一兔舍内分笼单只饲养。

!"# 实验试剂 第一抗体为羊抗人 %&’()*+的
多克隆抗体（234#$,56，27+87 3’9: ;*<8(=&+<)<1>
?+=），购自上海吉泰科技有限公司。兔抗羊 2@
免疫组化染色试剂盒、中性树胶封片剂和 AB;
显色试剂购自福州迈新生物技术有限公司。

!"$ 取材与切片 实验动物（青紫蓝兔）经耳
静脉注射 -$C氨基甲酸乙酯（D E)F01）麻醉后，
剪开胸壁，暴露心脏，经左心室快速灌注

$/6DC的生理盐水（含 $/$!DC柠檬酸三钠），同
时剪开右心耳，灌至流出清亮液体为止（大约

,$$ E)）；然后用 $/# E<)FG磷酸缓冲液（@;2）新
鲜配制的 HC多聚甲醛固定液灌注，约 - $$$
E)。固定后取脑、脊髓、胃、肠、脾、卵巢和睾丸
等器官，材料置于同一固定液后固定约 5 &。固
定好的组织块经 $/# E<)FG @;2洗两次（,$ E*+F
次）后，置于用 $/# E<)FG @;2配制的 -DC蔗糖
溶液中，放置于 HI。待其下沉后做冰冻切片，
切片厚 ,D!E，直接放置于防冻液内，然后置于
J -$I冰箱保存备用。切片分 - 套，其中一套
用于免疫组化染色，另一套用作阴性对照。

!"% 免疫组化 &’法操作程序 切片经 @;2漂
洗 -$ E*+后，按兔抗羊 2@免疫组化染色试剂盒
中的程序进行如下操作："滴加试剂 B（过氧化
酶阻断液），室温下孵育 H$ E*+；#滴加试剂 ;
（二抗动物非免疫血清），置 ,!I孵育 H$ E*+；$
滴加一抗（羊抗人 %&’()*+多克隆抗体），于 ,!I

孵育 , " H &或 HI过夜；%滴加试剂 3（生物素
标记的第二抗体），室温孵育 ,$ E*+；&滴加试
剂 A（链霉菌抗生物素蛋白4过氧化酶溶液），室
温孵育 ,$ E*+；’将显色盒中的 B、;、3试剂各
取 # 滴，加于 # E)蒸馏水中，混匀后滴加到切
片上，避光显色，反应 , " #$ E*+，蒸馏水洗涤，
裱贴于载玻片上，晾干后用中性树胶封片。以

上各步（除第二步）之后均用 @;2 洗 , 次（#$
E*+F次）。
免疫组织化学对照实验：用 $/# E<)FG @;2

代替一抗，其余步骤同上。

!"( 结果观察与统计学处理 用 K)>EL9M 双
目显微镜对切片进行观察、拍照。脑核团定位

参照兔和猫脑立体定位图谱确定［##，#-］。应用江

苏捷达 6$# 形态分析软件对阳性细胞进行分
析，各部位均在统一放大倍数下检测，每张切片

随机选取 D个不同视野，测量阳性细胞的大小。
分别计算中枢神经系统内表达 %&’()*+ 的核团
的神经元个数、胃肠道内的阳性细胞密度，结果

用平均数表示。

# 结 果

#"! )*+,-./免疫阳性细胞在中枢神经系统的
分布 %&’()*+免疫阳性神经元分布于下丘脑、
大脑皮质、延髓和脊髓，阳性神经元呈深浅不等

的棕褐色，胞核淡染或不着色，胞体大小为 #$
" 5$!E，细胞成群或散在分布（图版(：# " 6）。
由图 #可知，在中枢神经系统中下丘脑内

出现的免疫阳性细胞最多，主要分布于弓状核、

腹内侧核、室旁核、背内侧核和下丘脑外侧区

（图版(：# " D），各部位细胞个数分别为 ##$、
!5、#$-、N6、#$$，胞体呈卵圆形、梭形或多边形，
有数个突起，除腹内侧核外，其余部位免疫阳性

细胞较多。在大脑皮质，免疫阳性神经元主要

位于第)层，但数量较少，仅为 #N个，胞体多呈
锥体形，染色较浅（图版(：5）。在延髓，免疫阳
性神经元分布于迷走神经背侧运动核（图版(：
!），胞体呈多边形，突起明显。在脊髓，免疫阳
性神经元分布于腹侧角（图版(：6），为多极神
经元。
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图 ! 青紫蓝兔中枢神经系统 "#$%&’(
免疫阳性细胞分布情况
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!"#：弓状核；$%&：腹内侧核；’$(：室旁核；

)%&：背内侧核；&*!：下丘脑外侧区；#：大脑皮质；

)%$：迷走神经背侧运动核；$&+：脊髓腹侧角。
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9:9 "#$%&’(免疫阳性细胞在内脏器官的分布
在研究的内脏器官中，大量的 B-0.4:3免疫阳
性细胞发现于胃肠道，在脾、卵巢、睾丸中未发

现免疫阳性细胞。在胃内，B-0.4:3免疫阳性细
胞定位于黏膜层（图版!：C），主要位于胃底腺
区胃腺的颈部和底部，但在贲门腺区和幽门腺

区也可见少量免疫阳性细胞。在肠道，B-0.4:3
免疫阳性细胞数量较胃内少，分布于十二指肠

（图版!：DE）、空肠、回肠、盲肠、结肠和直肠的
黏膜层，阳性细胞呈深浅不等的棕褐色，细胞大

小为 CE F GEE"8，且阳性细胞表达量从小肠到
大肠逐渐减少（图 G）。胃肠道内的免疫阳性细
胞，根据其游离面是否到达腔面可分为两类，即

“开放型”细胞（图版!：DD）和“闭合型”细胞（图
版!：DG）［DH］。“开放型”细胞呈梭型、锥体型、三
角形或多角形，“闭合型”细胞呈圆形或椭圆型。

对照实验仅见背景染色，未发现阳性细胞

的分布（图版!：DH）。

图 9 青紫蓝兔胃肠道不同部位
"#$%&’(免疫阳性细胞密度

)’*+9 ,#% 7%(0’5’%0 12 "#$%&’(;41(53’(’(* 4%&&0 ’( 5#%
8#’(4#’&&3 $3//’5 *305$1’(5%05’(3& 5$345
+I：胃；)J：十二指肠；KL：空肠；M*：回肠；

#L：盲肠；#N：结肠；"L：直肠。

+I：5,78/1-；)J：9279.328；KL：O.O2328；

M*：:4.28；#L：1.128；#N：17473；"L：0.1,28A

< 讨 论

<:! "#$%&’( 在中枢神经系统的分布定位
B-0.4:3在中枢神经系统和胃肠道均有分布，属
于一种脑肠肽。B-0.4:3 在动物脑内的分布定
位文献中已有报道。&72等［DP］研究发现 B-0.4:3
阳性神经元在大鼠（!"##$% &’(()*+,$%）脑内主要
分布于下丘脑弓状核、室旁核、外侧区、大脑皮

质、扣带回。#7Q4.;等［DR］报道大鼠脑内 B-0.4:3
阳性神经元分布于下丘脑外侧区、弓状核、腹内

侧核、背内侧核、室旁核、第三脑室室管膜。

%:44.0等［DS］报道在成年绵羊（-.+% "(+)%）的下丘
脑和后脑存在 B-0.4:3 及生长激素促分泌素受
体（B&+"TD/）免疫活性。杨连玉等［DU］报道在新
生仔猪（ /$% %,(’0"）和 CE 日龄生长猪的下丘脑
具有 B-0.4:3 8"(! 分布。本实验结果与在其
他动物中获得的结果基本相似，如在大脑皮质、

下丘脑（弓状核、背内侧核、室旁核、腹内侧核和

下丘脑外侧区）发现阳性神经元，但也存在一些

差异，如在兔延髓、脊髓发现阳性细胞，在第三

脑室室管膜未见有阳性神经细胞，这表明

B-0.4:3神经元在脑内的分布存在种属差异，也
可能与研究使用的方法、使用的抗体或动物的

年龄有关。
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!"# $%&’()*在内脏器官的分布定位 !"#$%&’
在内脏器官的分布定位文献中已有报道。杨连

玉等［()］发现新生仔猪和 *+日龄生长猪的胃底
部、十二指肠、空肠、回肠、胰、肝、肾、心等部位

均有 !"#$%&’ ,-./ 分布。黄治国等［(0］报道了
不同日龄哈萨克羊和新疆细毛羊下丘脑、垂体、

心、肝、胃、十二指肠和背最长肌内 !"#$%&’
,-./的表达及发育性变化。12324"&52 等［(*］

用免疫组织化学法研究了猪、绵羊、马（ !"#$%
&’(’))#%）和牛（*+% ,’-#-%）胃内 !"#$%&’的分布定
位，发现这些动物胃内 !"#$%&’的分布与大鼠的
一样，免疫染色细胞密集分布于胃泌酸腺的颈

部至底部，但猪的贲门部和幽门部分布也较多。

本实验在青紫蓝兔的胃肠道发现 !"#$%&’ 免疫
阳性细胞，但在脾、睾丸、卵巢内未发现免疫阳

性细胞，表明 !"#$%&’在内脏器官的分布可能存
在物种差异，也可能 !"#$%&’免疫阳性细胞的分
布与 !"#$%&’ ,-./ 的分布存在一定差异。本
研究小组在另外的研究中发现 !"#$%&’ ,-./
在青紫蓝兔心、睾丸、卵巢中有表达，其他研究

也发现某些神经肽的分布与其 ,-./的分布定
位有差异，这个问题有待深入研究。就胃肠道

内的免疫阳性细胞分布的部位和类型而言，青

紫蓝兔与猪、鼠等动物的基本相似，即胃肠道内

也存在“闭合型”和“开放型”两种阳性细胞。有

人认为“开放型”细胞与腔面相接触，可能接受

来自管腔的诸如营养水平、61等信号的调节；
“闭合型”细胞主要受激素、神经或机械刺激的

调节。这为理解 !"#$%&’ 调节兔胃肠道的生理
功能提供了形态学依据。

综上所述，!"#$%&’免疫阳性细胞在青紫蓝
兔大脑皮质、下丘脑、脑干、脊髓、胃肠道等部位

均有分布，实验上的异同，既说明 !"#$%&’ 在物
种进化上的保守性，也反映出种间存在一些差

异。
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图 版 说 明

青紫蓝兔体内 O@.-,+5免疫阳性细胞的分布
() 弓状核 O@.-,+5免疫阳性神经元；!) 腹内侧核 O@.-,+5免疫阳性神经元；#) 室旁核 O@.-,+5免疫阳性神经元；$) 背内侧核 O@.-,+5
免疫阳性神经元；I) 下丘脑外侧区 O@.-,+5免疫阳性神经元；%) 大脑皮质 O@.-,+5免疫阳性神经元；J) 延髓迷走神经背核 O@.-,+5免

疫阳性神经元；M) 脊髓腹侧角 O@.-,+5免疫阳性神经元；&) 胃内 O@.-,+5免疫阳性细胞；(") 十二指肠 O@.-,+5免疫阳性细胞；(()
“开放型”细胞；(!)“闭合型”细胞；(#) 对照实验，未见有 O@.-,+5免疫阳性细胞；#C：第三脑室。

图 ("的放大倍数为 W $"，图 ((和 (!为 W %""，其余均为 W (""。
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