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要!为了探讨促性腺激素释放激素"

+,-.

#和催产素"

/0

#是否在下丘脑细胞中共存!采用免疫组织化学双标

记法对妊娠期奶山羊下丘脑中
+,-.

与
/0

的分布进行了检测&结果显示$室旁核'视上核'视前交叉上核'弓状

核'下丘脑外侧区'乳头体内侧核'乳头体后核等核团"区#有
+,-.

和
/0

免疫反应双标记细胞!在妊娠的不同时

期!

+,-.

和
/0

免疫反应双标记细胞数量有显著差异&这些结果为
+,-.

与
/0

相互调节提供了形态学证据&
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促性腺激素释放激素"
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#是动物生殖过程中最重要的激素

之一!是由九种不同的氨基酸残基组成的十肽&

!'%!

年!

X9S9

等(

!

)首先从猪的下丘脑分离并提纯

得到
+,-.

&

+,-.

除对垂体内卵泡刺激素和黄

体生成素的分泌有强大调节作用外!还对多种组织



!

'

期 陈树林等$妊娠期奶山羊下丘脑
+,-.

和
/0

免疫反应双标记细胞分布

器官"如性腺'肾上腺皮质和大脑组织等#的正常功

能具有调节作用&催产素"

>I

F

O><:,

!

/0

#是下丘脑

中最早发现并阐明结构的神经肽!由
'

个氨基酸组

成&

/0

除在对生殖活动的调节中发挥着重要作用

外!对心血管'消化'体液渗透压'神经免疫和体温等

也有调节作用!并与应激反应'学习记忆'睡眠与觉

醒'痛觉调制'动物的行为活动等有密切关系&诸多

生理功能的研究表明!

+,-.

和
/0

共同作用于下

丘脑
5

垂体
5

性腺轴!并可调节与性腺活力长期相关

的过程!包括有丝分裂'蛋白合成释放和细胞分

化(

"

)

&

/0

可通过刺激
?/

释放而促进下丘脑内侧

的
+,-.

释放(

#

)

&这些研究提示
+,-.

和
/0

在

一定程度上可相互调节!生理功能有赖于其形态学

基础!近年来的形态学研究表明!下丘脑中
+,-.

和
/0

免疫反应阳性神经元分布范围广泛!涉及多

个核区!二者所分布的核区基本相似(

)

"

*

)

&但
+,5

-.

和
/0

在下丘脑同一细胞中是否共存!尚未见

报道&

!!

因此!本试验拟采用链霉素抗生物素
5

过氧化物

酶法对妊娠期奶山羊下丘脑进行
+,-.

与
/0

免

疫组化双标记研究!以确定二者在下丘脑的同一细

胞中是否共存!为进一步研究两种激素在下丘脑中

的相互作用提供理论和形态学依据&
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材料与方法

(M(

!

材料

!!

妊娠期奶山羊
#&

只!临床健康!妊娠
"4Y#&R

'

#!Y4&R

和
4!Y!"&R

奶山羊各
!&

只&颈动脉放

血致死!迅速取下头部!通过颈动脉灌注生理盐水清

洗血液!之后灌注
)Z

多聚甲醛磷酸缓冲液!开颅取

脑!切取下丘脑!放入固定液中固定
!"@

&再放入

"&Z

蔗糖
[X

液!组织块沉底后即可进行切片&对

下丘脑作冰冻连续切片!厚度为
#(

#

8

&切片分为

#

套$一套进行
?:==;

染色以确认下丘脑核团位置!

一套进行免疫组化
1[

法染色!第
#

套用作阴性对

照试验&

(M!

!

双重酶标记免疫组化
NI

法操作程序

!!

切片经
&2&!8>;

*

B[X1

液"

P

.%2)

#漂洗
#

次!

每次
!&8:,

%切片在室温下用过氧化物酶阻断液

"试剂
3

#孵育
)& 8:,

%用
&2&! 8>;

*

B [X1

液

"

P

.%2)

#漂洗
#

次!每次
!&8:,

!切片入非免疫动物

血清"试剂
X

#!室温下孵育
)&8:,

%入第一抗体"鼠

源性
/0

单克隆抗体'兔源性
+,-.

多克隆抗体!

工作浓度分别为
!\(&&&

'

!\(&&

!武汉博士德公司

产品#!室温孵育
")

"

)*@

&

&2&!8>;

*

B[X1

液

"

P

.%2)

#漂洗
#

次!每次
!&8:,

&

/0

染色程序$加

生物素标记的第二抗体"试剂
6

/0

#!室温下孵育
!2(

@

%用
&2&!8>;

*

B[X1

液"

P

.%2)

#漂洗
#

次!每次

!&8:,

%加链亲合素
5

过氧化物酶溶液"试剂
]

/0

#!室

温下孵育
!2(@

"所用
3

'

X

'

6

'

]

液为福州迈新公司

生产
1[

试剂盒#!

&2&!8>;

*

B[X1

液"

P

.%2)

#漂洗

#

次!每次
!&8:,

!入
]3X

显色液呈色!显色时间

为
)&8:,

左右!蒸馏水洗
"

遍终止反应后!

[X1

液

洗
"

遍&接着进行
+,-.

染色程序$加生物素标记

的第二抗体"试剂
6

+,-.

#!室温下孵育
!2(@

%用

&2&!8>;

*

B[X1

液"

P

.%2)

#漂洗
#

次!每次
!&

8:,

%加链亲合素
5

过氧化物酶溶液"试剂
]

+,-.

#!室

温下孵育
!2(@

!

&2&!8>;

*

B[X1

液"

P

.%2)

#漂洗
#

次!每次
!&8:,

!入
376

显色液呈色!切片显色时

间为
(

"

"&8:,

&蒸馏水洗
"

遍终止反应后!

[X1

液洗
"

遍!每次
!(8:,

!进行贴片!晾干!甘油封固!

镜检&

!!

阴性对照试验$用
&2&!8>;

*

B

的
[X1

代替一

抗孵育切片!其余同前所述&

(M$

!

图像分析

!!

在光学显微镜下观察记录切片!

J>O:<

数码显

微镜拍照&每组切片中相同核团随机选取
(

个不同

部位!在
!&̂ !&

放大倍数下!每张切片用目镜网格

任选
"(

个正方形视野进行观察!并对每一视野进行

分级&灰度分
"(4

级"

&

"

"((

#!

&

为最深!表示阳性

反应强!

"((

为最浅!表示阳性反应弱&单独标记

时!细胞
/0

表达阳性的结果是胞质内有点状或均

质状蓝紫色颗粒%

+,-.

阳性标记为红色颗粒&双

重免疫组化双标记时!细胞
+,-.5/0

阳性表达胞

质内有棕褐色颗粒!背景色为淡红&用江苏捷达软

件计量
/0

阳性细胞数目"

[

/0

#'

+,-.

阳性细胞数

目"

[

+,-.

#和
+,-.5/0

阳性细胞数目"

[

+,-.5/0

#!

计算出测面的面积
3

!公式$

3_R

"

^

"

[

/0

`[

+,-.

`

[

+,-.5/0

#"

R_!&88

#!进而计算出
+,-.5/0

阳性

细胞数密度!公式$

]_[

+,-.5/0

*

3

&

(MO

!

统计分析

!!

结果以+

"

HI9

,表示!用
1[11!#2&

数据统计分

析软件对测面面积中的阳性细胞进行分析!单因素

方差分析法"

3?/a3

#测定妊娠早期'中期和晚期

对
+,-.5/0

双标细胞数目的差异性的影响"

F

#

&2&(

表示差异显著#&然后用单因素方差分析法

%4'
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#中的
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检验不同妊娠时期
+,-.5/0

双标记细胞在下丘脑各核团分布的差异性&

!

!

结
!

果
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双重酶标记免疫组化
NI

法染色
)*+,<-.

阳

性细胞
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在室旁核"
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!

[9a?

#'视

上核"

1A

P

Q9>

P
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!

1/?

#'视前交叉上核

"

1A

P

Q9<@:9=89O:<,A<;DA=

!

16?

#'弓状核"

3Q<A9OD

,A<;DA=

!

3-6

#'室周核"

[DQ:WD,OQ:<A;9Q,A<;DA=

!

[Da?

#'视 前 外 侧 核 "

B9ODQ9;

P

QD>

P

O:<,A<;DA=

!

B[?

#'下丘脑前区"

3,ODQ:>Q@

FP

>O@9;98:<9QD9

!

3.3

#'下丘脑外侧区"

B9ODQ9;@

FP

>O@9;98:<9QD9

!

B.3

#'腹外侧核"

aD,OQ>;9ODQ9;,A<;DA=

!

aB?

#'腹

内侧核"

aD,OQ>8DR:9;,A<;DA=

!

aJ?

#'穹窿周核

"

[DQ:V>Q,:<9;,A<;DA=

!

[M?

#'下丘脑后核"

[>=ODQ:5

>Q@

FP

>O@9;98:<,A<;DA=

!

[.?

#'乳头体内侧核

"

JDR:9;8988:;;9Q

F

,A<;DA=

!

JJ?

#'乳头体外侧

核"

B9ODQ9;8988:;;9Q

F

,A<;DA=

!

BJ?

#'乳头体后

核"

[>=ODQ:>Q8988:;;9Q

F

,A<;DA=

!

[J?

#'结节乳

头体核"

0ASDQ>898:;;9Q,A<;DA=

!

0J?

#'乳头体

上核"

1A

P

Q98988:;;9Q

F

,A<;DA=

!

1J?

#和背内侧

核"

]>Q=>8DR:9;,A<;DA=

!

]J?

#

!*

个核团"区#观

察到
+,-.5/0

免疫反应阳性双标记细胞"见表

!

#&

表
(

!

妊娠早期$中期和晚期奶山羊下丘脑中
)*+,<-.

免疫反应双标记细胞的分布

.2:3;(
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/0123452640*071;33C10;F

D

@;CC4*

E

)*+,2*=-.4*6H;H

GD

06H232?9C076H;

=24@

GE

026=9@4*

E

;2@3

G

%

4*6;@4?2*=326;

D

@;

E

*2*1

G

核团

?A<;D:

妊娠早期

79Q;

FP

QD

K

,9,<

F

妊娠中期

C,ODQ:8

P

QD

K

,9,<

F

妊娠晚期

B9OD

P

QD

K

,9,<

F

室旁核"

[9a?

#

&$4'b&$&# &$4*b&$&"

!$)#b&$&)

$$

视上核"

1/?

#

&$4%b&$&! &$4*b&$&!

&$%!b&$&(

$

下丘脑室周核"

[Da?

#

&$%4b&$!! &$%4b&$!" &$%(b&$!)

视前交叉上核"

16?

#

&$%#b&$&( &$4%b&$&%

$$

&$4!b&$&%

$$

视前外侧核"

B[?

#

&$*&b&$!!

&$4%b&$!"

$$

&$44b&$&'

$$

弓状核"

3-6

#

&$"%b&$&! &$"'b&$&!

&$#"b&$&!

$$

下丘脑前区"

3.3

#

&$*"b&$!)

&$%(b&$!#

$$

&$%#b&$!(

$$

腹外侧核"

aB?

#

&$(*b&$&" &$4&b&$&# &$()b&$&"

腹内侧核"

aJ?

#

&$*"b&$!) &$4#b&$!#

$$

&$)!b&$!(

$$

背内侧核"

]J?

#

&$#*b&$&"

&$%%b&$&#

$$

&$)&b&$&(

下丘脑外侧区"

B.3

#

&$4%b&$&"

&$)(b&$&!

$$

&$))b&$&#

$$

穹窿周核"

[M?

#

&$()b&$&4

&$"'b&$&#

$$

&$#&b&$&"

$$

下丘脑后核"

[.?

#

&$4(b&$&%

&$('b&$&*

$$

&$(*b&$&%

$$

结节乳头体核"

0J?

#

&$%'b&$!! &$#4b&$&'

$$

&$#4b&$&*

$$

乳头体后核"

J[?

#

&$*#b&$&4

&$4!b&$&(

$$

&$()b&$&4

$$

乳头体外侧核"

JB?

#

&$*&b&$!&

&$%&b&$!!

$$

&$4*b&$!"

$$

乳头体后核"

J[?

#

&$%"b&$!)

&$(*b&$!"

$$

&$4&b&$!!

$$

乳头体上核"

1J?

#

&$)#b&$&) &$)&b&$&) &$#'b&$&)

与妊娠早期相比!

$

$F

#

&2&(

%

$$

$F

#

&2&!

!下表同

6>8

P

9QDRT:O@D9Q;

FP

QD

K

,9,<

F

!

$

$F

#

&2&(

%

$$

$F

#

&2&!

!

O@D=98D9=SD;>T

!!

+,-.5/0

阳性细胞多呈棕黑色!按照细胞内

着色颗粒的多少和着色的深浅可将细胞分为强阳性

细胞'中等阳性细胞'弱阳性细胞
#

种&其中!强阳

性细胞呈深紫色!细胞轮廓清晰!细胞中心着色较

浅%中等阳性细胞呈棕黑色!细胞边缘较清晰%弱阳

性细胞呈浅棕色!细胞中央不着色!或着色很浅!细

胞轮廓模糊&阳性细胞形状呈三角形!多边形!椭圆

形!梭形!菱形或不规则形!有的细胞可以见到明显

的突起&细胞大小各异"见图
!

'

"

#&其中
/0

免疫

反应阳性产物呈蓝色颗粒!多分布于阳性细胞的细

胞内靠近细胞中心处!而
+,-.

免疫反应阳性产物

呈桔红色颗粒!在包括细胞突起在内的整个阳性细

*4'
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期 陈树林等$妊娠期奶山羊下丘脑
+,-.

和
/0

免疫反应双标记细胞分布

图
(

!

I2PQ

中的
-.<)*+,

免疫阳性神经元"双箭头

所示#与
-.

免疫阳性神经元"单箭头所示#

R

(""

"右侧为局部放大
RO""

#

S4

E

M(

!

-.<)*+,4??9*02164A;1;33C

"

=09:3;2@@0LC

#

2*=-.4??9*02164A;1;33C

"

C4*

E

3;2@@0L

#

4*

D

2@2A;*6@41932@*913;9CR(""

"

.H;C?233;@74

E

<

9@;4C

D

2@6423?2

E

*47412640*RO""

#

图
!

!

N-Q

中的
-.<)*+,

免疫阳性神经元"双箭头

所示#与
)*+,

免疫阳性神经元"单箭头所示#

R(""

"右侧为局部放大
RO""

#

S4

E

M!

!

-.<)*+,4??9*02164A;1;33C

"

=09:3;2@@0LC

#

2*=)*+,4??9*02164A;1;33C

"

C4*

E

3;2@@0L

#

4*

C9

D

@20

D

641*913;9CR(""

"

.H;C?233;@74

E

9@;4C

D

2@6423?2

E

*47412640*RO""

#

图
$

!

穹隆周核
-.

免疫反应阳性细胞"箭头所示#

R

(""

S4

E

M$

!

-.4??9*02164A;1;33C4*

D

;@470@*4123*913;9C

"

2@@0LC

#

R(""

图
O

!

弓状核
)*+,

免疫反应阳性细胞"箭头所示#

R!""

S4

E

MO

!

)*+,4??9*02164A;1;33C4*2@1926;*913;9C

"

2@@0LC

#

R!""

胞中均有分布"见图
#

'

)

#&从表
!

可以看出!室旁

核中
+,-.5/0

的数目$妊娠晚期比妊娠早期极显

著增多"

3?/a3

$

F_&2&"4

%

B515]

$

F_&2&&!

#%妊

娠中期与妊娠早期相比!没有明显变化"

B515]

$

F_

&2&4%

#&在视上核中
+,-.5/0

的数目$妊娠晚期

比妊娠早期明显增加"

3?/a3

$

F_&2&"&

%

B515]

$

F_&2&""

#%妊娠中期与妊娠早期相比!无明显差异

"

B515]

$

F_&2&*!

#&在弓状核中
+,-.5/0

的数

目$妊娠晚期比妊娠早期极显著增加"

3?/a3

$

F

_&2&!4

%

B515]

$

F_&2&&&

#%妊娠中期较妊娠早期

也有增加"

B515]

$

F_&2&)"

#&在视前交叉上核'下

丘脑外侧区'视前外侧区'下丘脑前区'腹内侧核'穹

隆周核'下丘脑后核'结节乳头体核'乳头体内外侧

区'乳头体后核中的
/05+,-.

双标细胞数目$妊

娠中晚期较妊娠早期极显著减少&在背内侧核中的

/05+,-.

双标细胞数目$妊娠中期比妊娠早期极

显著增加"

3?/a3

$

F_&2&#!

%

B515]

$

F_&2&&(

#!

妊娠晚期与妊娠早期相比!无明显差异"

3?/a3

$

F_&2&4!

#&综上所述!妊娠晚期的
/05+,-.

双

标细胞较早期显著增加!中期较早期变化不十分明

显&其中妊娠早期双标记细胞约占总阳性细胞数的

)'2"Z

!

/0

细胞
"'2#Z

!

+,-.

细胞
"!2(Z

%妊娠

中期双标记细胞约占总阳性细胞数的
(&2(Z

!

/0

细胞
"%2)Z

!

+,-.

细胞
!%2!Z

%妊娠晚期双标记

细胞 约 占 总 阳 性 细 胞 数 的
(424Z

!

/0

细 胞

")2%Z

!

+,-.

细胞
!*2%Z

"见表
"

#&

'4'
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表
!

!

妊娠期下丘脑中
)*+,<-.

双标细胞$

-.

单标记细胞和
)*+,

单标记细胞占总阳性细胞的比例

.2:3;!

!

.H;

D

;@1;*607=09:3;<32:;3;=)*+,<-.>+1;33C

%

)*+,2*=-.4??9*0@;2164A;

1;33C4*60623

D

0C464A;4??9*0@;2164A;1;33C4*H

GD

06H232?9C07=24@

GE

026=9@4*

ED

@;

E

*2*1

G

妊娠阶段

[QD

K

,9,<

FP

DQ:>R

+,-.

免疫反应

阳性神经元数

?A8SDQ>V

+,-.5C-

,DAQ>,=

/0

免疫反应阳

性神经元数

?A8SDQ>V

/05C-,DAQ>,=

+,-.5/0

免 疫

反应阳性神经元

数

?A8SDQ>V

+,-.5/0

C-,DAQ>,=

+,-.

免疫反

应阳性神经元

数占标记细胞

总数的比例*
Z

[DQ<D,O>V

+,-.5C-

,DAQ>,=:,O@D

O>O9;;9SD;DR<D;;=

/0

免疫反应

阳性神经元数

占标记细胞总

数的比例*
Z

[DQ<D,O>V

/05C-

,DAQ>,=:,O@D

O>O9;;9SD;DR<D;;=

+,-.5/0

双 标

记细胞占标记细

胞 总 数 的 比 例

*

Z

[DQ<D,O>VR>AS5

;D5;9SD;D

+,-.5/0C-

<D;;=:,O@DO>O9;

;9SD;DR<D;;=

妊娠早期

79Q;

FP

QD

K

,9,<

F

(()$*b"'$& %(4$!b"!$( !"4%$!b#!$* "!$( "'$# )'$"

妊娠中期

C,ODQ:8

P

QD

K

,9,<

F

(&"$"b#)$4 *&#$(b#&$) !##)$!b"%$! !%$! "%$) (&$(

妊娠晚期

B9OD

P

QD

K

,9,<

F

%&*$4b"($" '#($&b"!$%

"!)*2!b#)2&

$$

!*$% ")$%

(4$%

$$

$

!

讨
!

论

!!

递质共存是神经科学研究中的一个新领域!关

于递质共存的生理意义!目前认为$共存的递质同时

释放!可通过突触前"一种递质#和突触后"另一种递

质#两种途径发挥协同调节作用!一个神经元释放两

种或两种以上的神经调节物!可使神经调节的范围

更大'更精确!起到相互配合'相互补充的作用!并减

少在单个调节物持续作用下!可能引起的副作用&

!!

从已有的研究来看!

/0

和
+,-.

在对生殖功

能的调控上有相互调节的关系&下丘脑
+,-.

脉

冲式释放的启动并不是固定的!而主要是依据在妊

娠周期各阶段
/0

各个峰值之间以及其他生理情况

而随机产生信号启动的(

'

)

&虽然
/0

和
+,-.

的

活力不相同!但均可刺激
B.

释放!并且
/0

可以促

进
+,-.

的促
B.

释放作用(

!&

)

&

7W9,=

等(

!!

)研究

证实了
B.

的释放既受到
/0

'

?[L

或
+,-.

单独

调控!同时又受这些神经肽的共同作用&

X>

c

9,>T=5

d9

等(

!"

)研究表明外周渗透压刺激将以某种方式调

控
/0

神经元对
+,-.

的敏感性!从而推断
+,-.

可能通过直接或间接方式作用于
/0

神经元从而参

与
/0

分泌的调控&另有研究表明!

/0

还可通过

刺激
?/

释放而促进下丘脑内侧的
+,-.

释放(

#

)

&

鉴于
/0

和
+,-.

在对生殖调控方面有一定协同

性!人们一直在探索
/0

和
+,-.

相互作用的形态

学基础!

+98S9<<:9,:

等(

!#

)认为!在正中隆起的神经

末梢水平!

/0

可通过
/0

受体介导机制来抑制
+,5

-.

的释放!推测
/0

神经元可能参与
+,-.

生理

性分泌的调制&泌乳的启动以血液中
/0

和
+,-.

含量的明显增加为标志的!产后的母性行为"如护

崽#也与
/0

和
+,-.

在血液中的含量有关&本试

验结果表明!在妊娠晚期!

+,-.5/0

免疫反应阳性

细胞较妊娠前期显著增加!而
/0

和
+,-.

单标记

细胞分别都有减少"见表
"

#!提示在妊娠晚期
/0

和
+,-.

的协同作用明显加强&因此!笔者推测!

在下丘脑中存在
/0

和
+,-.

相互调节体系!而同

时含有
/0

和
+,-.

的神经元是使二者发生相互

调节的主要场所!并且在胎儿的发育'分娩的启动和

产后泌乳等过程中二者起协同作用&

!!

目前!关于
/0

神经元在下丘脑的分布的研究

结果较为一致!而
+,-.

神经元在下丘脑的分布!

文献上有较多的争议&人和灵长类
+,-.

神经元

主要分布于隔'视前区'斜角带'边缘叶'室周核和漏

斗核(

!)

)

&而本试验及前期工作表明!

+,-.

在下丘

脑的
"&

多个核区广泛分布(

)

"

%

)

!其分布范围要比前

人研究的结果广泛得多!从而解释了下丘脑为什么

能够脉冲式分泌大量的
+,-.

!为
+,-.

的来源提

供了形态学依据&

!!

本试验在下丘脑
!*

个核团"区#观察到
+,-.5

/0

免疫反应阳性双标记细胞!说明
/0

与
+,-.

在这些核团的某些细胞中共存!这就为
/0

与
+,5

-.

在功能上的相互调节提供了直接的形态学基

础&从妊娠早期到妊娠晚期!

/05+,-.

双标细胞

的数目在
[9a?

'

1/?

和
3-6

中有明显增加!而在

&%'
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'

期 陈树林等$妊娠期奶山羊下丘脑
+,-.

和
/0

免疫反应双标记细胞分布

另一些核团中减少!说明下丘脑不同的核团在对生

殖活动的功能调节上既有协同作用又有主次之分!

各核团中
+,-.

与
/0

分泌的多少与动物所处的

妊娠周期的阶段有关&
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