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摘　要：本研究旨在观察促性腺激素释放激素受体（Ｇｏｎａｄｏｔｒｏｐｉｎｒｅｌｅａｓｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＧｎＲＨＲ）在山羊腹

腔肠系膜前神经节的分布特点，以探讨ＧｎＲＨ是否可以影响腹腔肠系膜前神经节（Ｃｅｌｉａｃｓｕｐｅｒｉｏｒｍｅｓｅｎｔｅｒｉｃｇａｎ

ｇｌｉａ，ＣＳＭＧ）的活动。取雄性和雌性成年山羊的腹腔肠系膜前神经节各５个，经免疫组织化学ＳＰ法染色后，观察

ＧｎＲＨＲ在肠系膜前神经节的分布特点，并用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０（ＩＰＰ６．０）软件图像半定量分析技术，分析腹腔肠

系膜前神经节中的神经元和非神经元的ＧｎＲＨＲ分布差异。结果表明：ＧｎＲＨＲ强阳性产物主要分布神经元的胞

膜和胞质中；血管内皮细胞、神经纤维和卫星细胞中只有ＧｎＲＨＲ弱阳性产物；ＧｎＲＨＲ在神经细胞和非神经细胞

中的表达量呈极显著性差异（犘＜０．０１）。上述结果表明，腹腔肠系膜前神经节对ＧｎＲＨ具有反应性，且神经元为

其作用的靶细胞，提示ＧｎＲＨ可能通过影响腹腔肠系膜前神经节神经元的活动，进而影响其发出的交感节后神经

纤维所支配的靶器官功能这一途径来调节胃肠的生理活动。
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　　机体内脏的活动是神经系统和内分泌系统等协

同调节的结果，其中神经调节具有自主性，其功能活

动能直接影响所支配的内脏器官活动。支配腹腔胃

肠道及肝脏、胰脏的神经主要来自腹腔肠系膜前神

经节，为交感神经节，因此能对腹腔肠系膜前神经节

产生影响的活性因子也能通过这条神经途径调节腹

腔胃肠道的功能活动。促性腺激素释放激素（Ｇｏｎ

ａｄｏｔｒｏｐｉｎｒｅｌｅａｓｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅ，ＧｎＲＨ）是一种１０肽

小分子生殖内分泌激素，是下丘脑垂体性腺轴中

的上游内分泌激素，可调节机体的生殖活动。Ｇｎ

ＲＨ及其类似药物具有很大的临床应用价值，在动

物繁殖疾病中，ＧｎＲＨ 常用于治疗卵泡囊肿，同期

发情处理中调节优势卵泡以及保护发育缓慢［１］；在

人的疾病治疗中，ＧｎＲＨ激动剂常用于治疗前列腺

癌、子宫肌瘤、子宫内膜异位症及子宫内膜癌等。然

而，试验研究及临床调查表明，ＧｎＲＨ 激动剂可增

加某些心血管疾病（心脏病发作、心源性猝死、中风）

和糖尿病的风险［２３］，ＧｎＲＨ激动剂的这些副作用表

明ＧｎＲＨ对相应的内脏器官具有非生殖调控作用。

ＧｎＲＨ受体（ＧｎＲＨＲ）是ＧｎＲＨ发挥作用的必要条

件，研究发现除垂体前叶，中枢神经系统的海马、杏

仁核、大脑皮质、小脑，以及内脏器官（如肝脏、胰脏、

胃、肠道）ＧｎＲＨＲ也广泛存在
［４５］，表明 ＧｎＲＨ 参

与高级中枢神经活动，也可通过其受体直接调节机

体内脏的生理机能。

ＧｎＲＨ受体虽在中枢神经系统及内脏器官的

研究受到广泛关注，但是在外周神经系统的研究却

很少。据文献报道，目前只调查过两栖动物的交感

神经节存在ＧｎＲＨ受体，ＧｎＲＨ以神经递质的形式

作用于牛蛙的交感神经元，改变其自主活动［６］。笔

者之前的调查发现颈中神经节存在ＧｎＲＨ受体
［７］，

结合ＧｎＲＨ受体存在于心脏及ＧｎＲＨ影响心肌细

胞收缩能力方面的研究［８］，提出ＧｎＲＨ可以激素调

节的方式直接作用于心脏，也可能通过作用于支配

心脏的颈中神经节的神经调节途径间接作用于心

脏，这或许在一定程度上解释了为什么ＧｎＲＨ在临

床应用中会产生某些心血管疾病副作用。如前所

述，已有研究表明ＧｎＲＨ可以激素调节的形式直接

作用于胃肠道发挥非生殖调控作用，那么，ＧｎＲＨ

是否对胃肠道存在相似的调节机制呢？腹腔肠系膜

前神经节是联系脊髓交感节前神经元与腹腔胃肠道

及肝脏、胰脏的中继站，ＧｎＲＨ 是否具备通过影响

腹腔肠系膜前神经节对腹腔胃肠道及消化腺进行神

经调节的途径尚未见有研究者提出。本试验检测了

山羊腹腔肠系膜前神经节中是否存在ＧｎＲＨ受体，

为阐明ＧｎＲＨ对胃肠道的调控机制和ＧｎＲＨ类药

物的临床应用提供一定的理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验试剂与仪器

主要试验试剂：一抗为兔抗大鼠ＧｎＲＨＲ多克

隆抗体（北京博奥森生物技术有限公司）、免疫组化

超敏ＳＰ试剂盒（福州迈新生物技术开发公司）、二

氨基联苯胺（ＤＡＢ）试剂盒（北京中杉金桥生物技术

公司），内源性生物素阻断试剂盒（福州迈新生物技

术开发公司）。试验仪器主要有ＬｅｉｃａＲＭ２２３５石

蜡切片机（德国Ｌｅｉｃａ公司）和 Ｍｏｔｉｃ生物显微镜

（厦门 Ｍｏｔｉｃ实业有限公司）等。

１．２　山羊腹腔肠系膜前神经节切片制备及染色

山羊腹腔肠系膜前神经节均取自陕西杨凌屠宰

户，刚宰杀的成年健康山羊共１０头（雌雄各５头，雌

性为非妊娠期山羊），取出腹腔肠系膜前神经节后，

立即放入４％多聚甲醛磷酸缓冲液中固定２４ｈ，自

来水冲洗１２ｈ，梯度酒精脱水、二甲苯透明、石蜡包

埋，制片。切片分３套，第１套用于 ＨＥ染色作组织

定位对照，第２套用于免疫组化ＧｎＲＨＲ阳性细胞

定位，第３套用于免疫组化空白对照，确定反应特异

性。切片脱蜡至水，用柠檬酸盐缓冲液（ｐＨ６．０）抗

原热修复后，按照内源性生物素阻断试剂盒说明书

试剂Ａ和试剂Ｂ各孵育１０ｍｉｎ。使用免疫组化超

敏ＳＰ试剂盒进行免疫组化ＳＰ法染色，Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ

液依次各孵育２０ｍｉｎ。其中Ｂ液之后兔抗ＧｎＲＨＲ

多克隆抗体（１∶２００稀释）４℃孵育过夜，空白对照

组用０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１ＰＢＳ（ｐＨ７．４）代替一抗。以

上步骤间用０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１ＰＢＳ（ｐＨ７．４）漂洗３

次，每次５ｍｉｎ，Ｄ液之后ＤＡＢ显色５ｍｉｎ。在第２

套和第３套切片中取出部分切片做苏木精复染，常

规脱水、透明、中性树脂封片。

１．３　图像分析及统计分析

Ｍｏｔｉｃ生物显微镜下观察所有的腹腔肠系膜前

神经节石蜡切片，使用显微镜标尺测量腹腔肠系膜

前神经节ＨＥ染色石蜡切片中神经元的直径（为能

准确地反应神经元的大小，只对切片中含有细胞核

的神经元的直径进行测量），并划分直径范围，统计

每一个直径范围的神经元占神经元总数的百分比。

免疫组织化学ＳＰ法染色的石蜡切片的每个样本随

０９２
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机选取１０张切片，每张切片随机取５个低倍镜视野

（１００×）和５个高倍镜视野（４００×），拍照。应用

ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ（ＩＰＰ）软件图像半定量分析技术，将

图像中呈现棕褐色、棕色、黄色的区域（ＧｎＲＨＲ染

色）作为 ＡＯＩ（Ａｒｅａｏｆｉｎｔｅｒｅｓｔ）进行光密度测定分

析，测量平均光密度，ＳＰＳＳ２０统计软件分析腹腔肠

系膜前神经节中神经元和非神经元的ＧｎＲＨＲ分布

差异。

２　结　果

２．１　 山羊腹腔肠系膜前神经节犎犈染色结果

山羊腹腔肠系膜前神经节中神经元胞体（图１

Ａ）成群分布，过路神经纤维使之分离，胞体形态和

体积大小不一，形状可呈卵圆形、梨形、多边形，其体

积明显比非神经元大，根据神经元胞体体积大小可

将神经元分为３型：平均直径在１５．０～２４．９μｍ者

为小型细胞；２５．０～３４．９μｍ者为中型细胞；３５．０～

６０．０μｍ者为大型细胞，各直径大小范围的神经元

数目占神经元总数的百分比见表１，腹腔肠系膜前

神经节的神经元以小型神经元为主，大型神经元很

少。神经元胞核大（图１，Ｂ），核仁明显，胞质中充

满紫红色颗粒，为尼氏小体。切片中可见管径大小

不等的（图１，Ｄ）小血管，小血管中含红细胞。卫星

细胞（图１，Ｃ）分布于神经元胞体周围。过路神经

纤维（图１，Ｅ）呈粉红色，纵切面呈波浪形，施万细

胞胞核（图１，Ｆ）呈深蓝色，沿神经纤维分布。

表１　山羊腹腔肠系膜前神经节内各直径大小范围的神经

元占神经元总数的百分比

犜犪犫犾犲１　犘犲狉犮犲狀狋犪犵犲狅犳狀犲狌狉狅狀狊犱犲犳犻狀犲犱犻狀犱犻犪犿犲狋犲狉狊犻狕犲犱狉犪狀

犵犲狊犻狀狋狅狋犪犾狀犲狌狉狅狀狊犻狀犮犲犾犻犪犮狊狌狆犲狉犻狅狉 犿犲狊犲狀狋犲狉犻犮

犵犪狀犵犾犻犪狅犳犵狅犪狋

细胞直径／μｍ

Ｃｅｌｌｕｌａｒｄｉａｍｅｔｅｒ

百分比／％

Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ

小型神经细胞

Ｓｍａｌｌｎｅｕｒｏｎｓ
１５．０～２４．９ ５７．６

中型神经细胞

Ｍｅｄｉｕｍｓｉｚｅｄｎｅｕｒｏｎｓ
２５．０～３４．９ ３８．６

大型神经细胞

Ｌａｒｇｅｎｅｕｒｏｎｓ
３５．０～６０．０ ３．８

２．２　山羊腹腔肠系膜前神经节免疫组织化学犛犘

法染色结果

　　组织切片经免疫组织化学ＳＰ法染色后，无背

景色或浅黄色，阳性判断标准：棕色为强阳性，褐色

为中等阳性，黄色为弱阳性。对照组经苏木精复染

后细胞核着蓝色，无其它着色（图２Ｄ），表明 Ｇｎ

ＲＨＲ的ＳＰ法染色无非特异性着色。

试验组ＳＰ法染色结果显示ＧｎＲＨＲ免疫阳性

产物广泛分布于山羊腹腔肠系膜前神经节，神经元、

卫星细胞、血管内皮细胞均呈不同程度的阳性。大、

中、小型神经元的细胞质中均有大量棕色颗粒样分

布（图２Ｂ、２Ｃ，ａ），呈强阳性；细胞核呈圆形空泡状，

不着色（图２Ｂ、２Ｃ，ｂ）；神经元的轴突呈黄色，有少

量ＧｎＲＨＲ分布（图２Ｃ，ｃ）。切片中可见多根管径

大小不等的血管（图２Ｂ，ｄ），血管管径偏大的血管内

皮细胞呈褐色（图２Ｂ，ｅ），表明有较多 ＧｎＲＨＲ分

布，而血管管径偏小的血管内皮细胞呈浅黄色的背

景色（图２Ｂ，ｅ’），ＧｎＲＨＲ不表达。卫星细胞（图

２Ｂ、２Ｃ，ｆ）呈黄色，ＧｎＲＨＲ弱阳性表达，但试验组

经苏木精复染后可见部分卫星细胞只有细胞核着蓝

色（图２Ｃ，ｆ’），无ＧｎＲＨＲ。神经纤维也是部分着

黄色，ＧｎＲＨＲ弱阳性（图２Ｂ、２Ｃ，ｇ），部分无着色

（图２Ｃ，ｇ’）。施旺细胞无着色，无ＧｎＲＨＲ（图２Ｃ，

ｈ）。

ＩＰＰ６．０软件图像半定量分析技术显示，Ｇｎ

ＲＨＲ在神经元和非神经元结构中的表达量呈极显

著性差异（犘＜０．０１，表２），ＧｎＲＨＲ主要存在于神

经元中。

表２　腹腔肠系膜前神经节犌狀犚犎犚免疫组化染色的平均光

密度值

犜犪犫犾犲２　犕犲犪狀犱犲狀狊犻狋狔狅犳犌狀犚犎犚狊狋犪犻狀犲犱犫狔犻犿犿狌狀狅犺犻狊狋狅

犮犺犲犿犻狊狋狉狔犻狀犮犲犾犻犪犮狊狌狆犲狉犻狅狉犿犲狊犲狀狋犲狉犻犮犵犪狀犵犾犻犪

分组

Ｇｒｏｕｐ

平均光密度

Ｍｅａｎｄｅｎｓｉｔｙ

神经元 Ｎｅｕｒｏｎ ０．９６±０．３６

非神经元 Ｎｏｎｎｅｕｒｏｎｃｅｌｌｓ ０．０８±０．０１

．神经元中的ＧｎＲＨＲ与非神经元中的 ＧｎＲＨＲ呈显著

性差异（犘＜０．０１）

．Ｈｉｇｈｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｔｏｎｏｎｎｅｕｒｏｎｃｅｌｌｓ（犘＜

０．０１）

１９２
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Ａ．神经元；Ｂ．神经元细胞核；Ｃ．卫星细胞；Ｄ．小血管；Ｅ．
过路神经纤维；Ｆ．施万细胞

Ａ．Ｎｅｕｒｏｎｓ；Ｂ．Ｎｅｕｒｏｎａｌｎｕｃｌｅｉ；Ｃ．Ｓａｔｅｌｌｉｔｅｃｅｌｌｓ；Ｄ．

Ｓｍａｌｌｂｌｏｏｄｖｅｓｓｅｌ；Ｅ．Ｐａｓｓｉｎｇｎｅｒｖｅｆｉｂｅｒｓ；Ｆ．Ｓｃｈｗａｎ

ｃｅｌｌｓ

图１　山羊腹腔肠系膜前神经节的犎犈染色

犉犻犵．１　犎犈狊狋犪犻狀犻狀犵狅犳犮犲犾犻犪犮狊狌狆犲狉犻狅狉犿犲狊犲狀狋犲狉犻犮犵犪狀犵犾犻犪

３　讨　论

ＧｎＲＨ受体属Ｇ蛋白偶联受体家族，ＧｎＲＨ结

合ＧｎＲＨＲ后通过刺激特异的Ｇ蛋白来引发信号

由胞外向胞内的转导，ＧｎＲＨＲ结合 Ｇαｑ／１１，激活磷

脂酶Ｃ，导致相关蛋白的磷酸化。ＧｎＲＨＲ也可结

合Ｇαｉ蛋白，并激活几种下游信号级联反应，例如丝

裂原激活蛋白酶（ＭＡＰＫ）、磷脂酰基醇３激酶

（ＰＩ３Ｋ）和核因子κＢ（ＮＦκＢ），诱导基因表达
［９］。

３．１　犌狀犚犎及其受体在中枢神经系统的分布特点

及作用

　　中枢神经系统中下丘脑的神经内分泌细胞分泌

的ＧｎＲＨ作用于垂体前叶促性腺细胞的ＧｎＲＨＲ，

促进促黄体生成素（Ｌｕｔｅｉｎｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅ，ＬＨ）和卵

泡促激素（Ｆｏｌｌｉｃｌｅｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅ，ＦＳＨ）合

Ａ、Ｂ．ＧｎＲＨＲ的免疫组织化学ＳＰ染色；Ｃ．ＧｎＲＨＲ的免疫组织化学ＳＰ染色及苏木精复染；Ｄ．ＧｎＲＨＲ的免疫组

织化学ＳＰ染色对照组。ａ．神经元细胞质；ｂ．神经元细胞核；ｃ．神经元轴突；ｄ．血管；ｅ．血管内皮细胞；ｆ．卫星细胞；

ｇ．过路神经纤维；ｈ．施万细胞

Ａ，Ｂ．ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌＳＰｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＧｎＲＨＲ；Ｃ．ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌＳＰｓｔａｉｎｉｎｇａｎｄｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｃｏｕｎｔｅｒ

ｓｔａｉｎｏｆＧｎＲＨＲ；Ｄ．Ｔｈｅｃｏｎｔｒａｌ．ａ．Ｎｅｕｒｏｎａｌｃｙｔｏｐｌａｓｍ；ｂ．Ｎｅｕｒｏｎａｌｎｕｃｌｅｉ；ｃ．Ａｘｏｎ；ｄ．Ｂｌｏｏｄｖｅｓｓｅｌ；ｅ．Ｖａｓｃｕ

ｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ；ｆ．Ｓａｔｅｌｌｉｔｅｃｅｌｌｓ；ｇ．Ｐａｓｓｉｎｇｎｅｒｖｅｆｉｂｅｒｓ；ｈ．Ｓｃｈｗａｎｃｅｌｌｓ
图２　山羊腹腔肠系膜前神经节犌狀犚犎犚的免疫组织化学染色

犉犻犵．２　犐犿犿狌狀狅犺犻狊狋狅犮犺犲犿犻犮犪犾狊狋犪犻狀犻狀犵狅犳犌狀犚犎犚犻狀犮犲犾犻犪犮狊狌狆犲狉犻狅狉犿犲狊犲狀狋犲狉犻犮犵犪狀犵犾犻犪狅犳犵狅犪狋

２９２



　２期 范　洁等：ＧｎＲＨ受体在山羊腹腔肠系膜前神经节的分布及其意义

成和释放，即通过下丘脑垂体性腺轴这条经典作

用途径对生殖起中心调控作用。下丘脑外的中枢神

经包括海马、大脑皮层、嗅球、小脑、脊髓等也有Ｇｎ

ＲＨ受体分布，ＧｎＲＨ在非下丘脑中枢神经中发挥

的作用与记忆、大脑皮层发育、性行为及运动有

关［１０］。大量研究表明ＧｎＲＨ可改变神经元的膜电

位，ＧｎＲＨ可促进嗅球冠状细胞轴突末梢谷氨酸释

放，从而增强突触后神经元的去极化［１１］；下丘脑

ＧｎＲＨ神经内分泌细胞受ＧｎＲＨ的负反馈调节，其

作用机制为ＧｎＲＨ使胞内钾离子外流，抑制细胞兴

奋性［１２］；激活海马锥体神经元上的 ＧｎＲＨ 受体可

引发长时程增强兴奋性突触后电位［１３］。由此可见，

ＧｎＲＨ受体可介导ＧｎＲＨ的多种生理效应，中枢神

经系统广泛的 ＧｎＲＨ 受体分布，使得 ＧｎＲＨ 能参

与机体的高级中枢活动。然而，关于ＧｎＲＨ作用于

外周交感神经的报道不多，目前只在牛蛙的交感神

经节上做过相关研究。对于直接支配机体腹腔消化

器官的腹腔肠系膜前神经节是否也可作为 ＧｎＲＨ

的靶位点，进而ＧｎＲＨ以神经调节的途径来调节消

化功能呢？本试验的结果表明，ＧｎＲＨＲ阳性神经

元广泛分布于腹腔肠系膜前神经节。

３．２　犌狀犚犎犚在腹腔肠系膜前神经节的分布意义

ＣＳＭＧ是支配小肠、上段结肠及肝、胰的主要

交感神经节，其节后神经元通过释放各种神经递质

可调节消化系统平滑肌的收缩能力和相应内分泌激

素、外分泌激素的合成和释放，因此能影响ＣＳＭＧ

的因子，也可影响腹腔消化器官的生理机能。另有

研究表明交感神经节中微血管的通透性较大，其血

神经节屏障比血脑屏障弱很多［１４１６］，这暗示了血液

中的ＧｎＲＨ具有透过ＣＳＭＧ中的血管壁作用于神

经元和神经胶质细胞的可能。本试验研究 ＧｎＲＨ

受体在ＣＳＭＧ的分布，以此探讨 ＧｎＲＨ 是否可以

作用于ＣＳＭＧ，通过调节ＣＳＭＧ的生理状态进而调

节此神经节所支配的腹腔消化器官。试验结果表明

山羊ＣＳＭＧ中，神经元、卫星细胞、过路神经纤维、

施万细胞和血管内皮细胞均存在量不等的ＧｎＲＨＲ

分布，其中神经元胞体ＧｎＲＨ受体分布最多。山羊

ＣＳＭＧ中神经纤维和施万细胞上的 ＧｎＲＨＲ可能

介导ＧｎＲＨ 的神经营养作用；血管内皮细胞存在

ＧｎＲＨＲ提示 ＧｎＲＨ 可能以激素调节的方式调节

山羊ＣＳＭＧ的血管微循环；神经元胞体是 ＧｎＲＨ

在ＣＳＭＧ中最重要的作用靶位点，ＧｎＲＨ可作用于

ＣＳＭＧ中的神经元，经神经调节途径调控ＣＳＭＧ所

支配的腹腔消化器官。

关于ＧｎＲＨ以激素调节途径调节胃肠道的功

能活动已有大量报道。黄威权等认为ＧｎＲＨ 是一

种胃肠激素，并通过试验证明 ＧｎＲＨ 能调节胃泌

素、生长抑素的合成分泌［１７１８］。临床上长期应用

ＧｎＲＨ可诱发糖尿病及胃肠疾病（如慢性肠假性梗

塞、直肠癌）［１９２２］，这些研究表明ＧｎＲＨ参与了对消

化系统的生理调控和病理调控。将 ＧｎＲＨ 对胃肠

道及消化腺的直接作用和此试验的研究结果结合起

来，笔者推测ＧｎＲＨ经激素调节途径可作用于胃肠

道和腹腔肠系前膜神经节，也可经神经调节途径通

过腹腔肠系膜前神经节调节腹腔胃肠道和消化腺，

ＧｎＲＨ的这种调节方式反映了神经系统和内分泌

系统对胃肠道的协同调控。但山羊ＣＳＭＧ神经元

上的ＧｎＲＨ受体介导ＧｎＲＨ的效应机制是否类似

于牛蛙交感神经节呢，能否如牛蛙交感神经节中，

ＧｎＲＨ作为神经递质，抑制电压依赖型外向钾离子

电流，增强Ｎ型钙离子电流
［２２］，调节神经细胞兴奋

性，影响交感神经元的自发性活动［２３］，这尚需进一

步研究。
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