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摘　要：探讨ＧｎＲＨ主动免疫对ＳＤ雄鼠下丘脑ＧｎＲＨ合成及性腺反馈系统的影响。３６只ＳＤ雄鼠随机分为免疫

组、手术去势组及对照组，免疫组于１２周龄时初免，８周后加免。放免法测定血清抗体滴度、激素浓度及下丘脑正

中隆起ＧｎＲＨ含量，实时荧光定量ＰＣＲ分析下丘脑生殖相关基因 ｍＲＮＡ的变化。结果显示，ＧｎＲＨ主动免疫后

１２只免疫鼠中１１只血清ＧｎＲＨ抗体滴度显著升高，血清ＬＨ、ＦＳＨ 及Ｔ浓度显著降低 （犘＜０．０５），睾丸严重萎缩

（免疫去势鼠）。与对照鼠相比，免疫去势显著降低下丘脑ＧｎＲＨ含量（犘＜０．０１），且显著下调下丘脑雌激素α受

体（犈犚α）、雄激素受体（犃犚）、犓犻狊狊１、犌犘犚５４及犌狀犚犎 的 ｍＲＮＡ表达水平（犘＜０．０５）。手术去势鼠除血清ＬＨ、

ＦＳＨ浓度及下丘脑犈犚α的ｍＲＡＮ表达水平显著高于对照鼠外 （犘＜０．０５），其余指标均与免疫去势鼠类似。结果

首次表明，ＧｎＲＨ主动免疫抑制性腺负反馈调节作用及降低了下丘脑ＧｎＲＨ的合成。
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　　用外源性ＧｎＲＨ主动免疫动物，刺激动物机体

产生大量抗ＧｎＲＨ特异性抗体，引起生殖内分泌系

统平衡的失调，从而改变下丘脑垂体性腺轴之间

的正常反馈调节关系，减少生殖激素的合成和分泌

及终止配子的发生而达到免疫去势的目的。通常认

为抗体免疫“中和”作用是造成ＧｎＲＨ 主动免疫去

势的原因，然而关于ＧｎＲＨ主动免疫去势的机理却

不清楚。此外，ＧｎＲＨ主动免疫打破动物生殖轴间

的正常反馈调节关系，并使该系统长期处于平衡失

调状态，这是否会破坏该反馈调节系统以及影响到

下丘脑ＧｎＲＨ的正常合成，迄今鲜见报道。本研究

以ＳＤ雄鼠为模型，沿着性激素反馈调节下丘脑

ＧｎＲＨ合成和分泌的信号通路：下丘脑性激素受体

ｋｉｓｓ１／ＧＰＲ５４ＧｎＲＨ
［１２］，系统性研究 ＧｎＲＨ 主动

免疫对下丘脑ＧｎＲＨ 及性腺反馈调节通路系列基

因表达的影响，以探讨ＧｎＲＨ主动免疫去势的分子

机理。

１　材料与方法

１．１　实验动物

选取１０～１１周龄体重２７５～３１１ｇ左右的健康

性成熟ＳＤ雄鼠３６只（由四川大学华西实验动物中

心提供），随机分为免疫组、完整对照组和手术去势

组，每组各１２只，饲养管理条件相同。

１．２　动物免疫

ＧｎＲＨ并列二聚体卵清蛋白复合物（ＴＤＫ

ＯＶＡ）由荷兰 Ｍｅｌｏｅｎ教授馈赠，疫苗配置参照 Ｈ．

Ｂ．Ｏｏｎｋ等
［３］方法进行。即将以Ｄ型赖氨酸（Ｄｌｙ

ｓｉｎｅ）取代６位甘氨酸（Ｇｌｙｓｉｎｅ）的ＧｎＲＨ并列二聚

体卵清蛋白复合物（ＴＤＫＯＶＡ）溶于ＰＢＳ（ｐＨ７．４）

中，用等体积Ｓｐｅｃｏｌ佐剂充分乳化。１２周龄时每只

免疫雄鼠于腿部肌肉注射１ｍＬ乳化抗原（含ＴＤＫ

５０μｇ），８周后加免，注射剂量及方法同初始免疫。

完整对照组雄鼠不做任何注射，手术去势对照组则

在试验开始前一周进行手术去势。免疫注射当天记

为０ｗｐｖ。

１．３　样品采集

试验鼠于初免当天及初免后第２、４、６、８、１０

ｗｐｖ（每２周１次，直至处死前２周）采集尾部动脉

血样１．５～２．０ｍＬ，为方便血液采集，采血前先将大

鼠尾巴浸入温水（５０℃）中２０～３０ｓ。加免后４周，

所有试验鼠眼球采血后颈椎脱臼处死。所有血样于

４℃，３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ，分离血清，－２０

℃保存，用于测定血清抗体及激素含量。

试验鼠处死后，迅速分离下丘脑及两侧睾丸，用

电子天平分别称重，用游标卡尺测量每侧睾丸长度

和宽度。睾丸体积采用公式：狏＝（４π（宽度／２）
２（长

度／２））／４进行计算，记录为每对睾丸的平均体积。

冰上从下丘脑中迅速分离出正中隆起，将正中隆起

及剩余部分液氮速冻，随后转入－７０℃保存，分别

用于测定ＧｎＲＨ含量及下丘脑相关基因 ｍＲＮＡ表

达水平。

１．４　血清犌狀犚犎抗体及激素含量测定

应用ＲＩＡ法测定血清 ＧｎＲＨ 抗体滴度，试剂

盒由上海第二军医大学神经生物学教研室提供，具

体测定过程参照 Ａ．Ｌａｄｄ等
［４］描述的方法进行测

定。抗体滴度以稀释度为１∶３２００时血清的１２５Ｉ

ＧｎＲＨ百分结合率表示。以免疫前血清测得血清

抗体非特异性结合率＜１％。

血清ＬＨ、ＦＳＨ 及 Ｔ含量均采用 ＲＩＡ试剂盒

（均购于北京北方生物技术研究所），于ＦＴ２００８免

疫计数仪（西安二六二厂生产）上测定，相关操作严

格按试剂盒说明书进行。

１．５　下丘脑正中隆起犌狀犚犎含量测定

将称量后的下丘脑正中隆起置于玻璃匀浆管

内，加入１ｍＬＨＣｌ（１ｍｏｌ·Ｌ－１）充分匀浆后转入塑

料试管中室温放置１００ｍｉｎ。然后将匀浆液于４

℃，４０００ｒ·ｍｉｎ－１离心２０ｍｉｎ，取上清加入０．８

ｍＬＮａＯＨ（１ｍｏｌ·Ｌ－１）中和酸后，应用 ＲＩＡ测定

下丘脑正中隆起中的ＧｎＲＨ含量，试剂盒由上海第

二军医大学神经生物学教研室提供，测量过程参照

Ｃ．Ｅ．Ｒｏｓｅｌｌｉ等
［５］的方法进行。

３６５
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１．６　基因的检测

下丘脑切取正中隆起后的剩余部分用于基因表

达检测，检测通过实时荧光定量ＰＣＲ方法进行。首

先通过苯酚氯仿法提取组织总ＲＮＡ，然后电泳检

测５ＳＲＮＡ、１８ＳＲＮＡ、２８ＳＲＮＡ以检测其完整性

以及是否污染。所提取出来的ＲＮＡ采用反转录试

剂盒ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴｒｅａｇｅｎｔｋｉｔｗｉｔｈｇＤＮＡＥｒａｓ

ｅｒ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）（大连宝生物公司）将其反

转录成ｃＤＮＡ，相关操作严格按照操作说明书进行。

然后以ｃＤＮＡ为模板在特定引物下进行定量检测，

所采用的仪器为ＣＦＸ９６（ＢＩＯＲＡＤ，Ｉｎｃ．），每个样

品重复３次，ＰＣＲ程序：９５℃１０ｓ，然后进行４０循

环的ＰＣＲ：９５℃变性５ｓ，５８～６１℃退火＋延伸２５

ｓ，最后进行溶解曲线以检测ＰＣＲ扩增产物的特异

性。目的基因ｍＲＮＡ相对表达水平采用标准曲线

法进行计算。待检测基因及基因检测所采用的引物

序列见表１。

表１　引物序列

犜犪犫犾犲１　犘狉犻犿犲狉狊犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳犫狅犱狔狋犻狊狊狌犲犵犲狀犲狊

基因

Ｇｅｎｅ

ＧｅｎＢａｎｋ收录号

ＧｅｎＢａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎＮｏ．

引物序列 （５′３′）

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ

产物大小／ｂｐ

Ｐｒｏｄｕｃｔｓｉｚｅ

犓犻狊狊１ ＡＹ１９６９８３
Ｆ：ＧＣＴＧＣＴＧＣＴＴＣＴＣＣＴＣＴＧＴＧＴ

Ｒ：ＣＴＧＴＴＧＧＣＣＴＧＴＧＧＧＴＴＣＡ
８８

犌犘犚５４ ＮＭ＿０２３９９２
Ｆ：ＧＧＡＡＣＴＣＡＣＴＧＧＴＣＡＴＣＴＴＣＧＴ

Ｒ：ＧＴＡＣＧＣＡＧＣＡＣＡＧＡＡＧＧＡＡＡＧＴ
６９

犃犚 ＮＭ＿０１２５０２
Ｆ：ＧＧＣＡＧＴＣＡＴＴＣＡＧＴＡＴＴＣＣ

Ｒ：ＡＧＴＡＧＡＧＣＡＴＣＣＴＡＧＡＧＴＴＧ
８９

犈犚α ＮＭ＿０１２６８９
Ｆ：ＣＡＧＧＣＴＴＴＧＧＧＧＡＣＴＴＧＡＡＴＣＴ

Ｒ：ＴＧＡＴＴＣＣＴＧＴＣＣＡＡＧＡＧＣＡＡＧＴＴＡＧ
１４８

犌狀犚犎 ｎｍ＿０１２７６７
Ｆ：ＧＧＣＡＡＧＧＡＧＧＡＧＧＡＴＣＡＡＡ

Ｒ：ＣＣＡＧＴＧＣＡＴＴＡＣＡＴＣＴＴＣＴＴＣＴＧ
１４２

β犪犮狋犻狀 ＮＭ＿０３１１４４
Ｆ：ＣＡＣＡＧＣＴＧＡＧＡＧＧＧＡＡＡＴ

Ｒ：ＴＣＡＧＣＡＡＴＧＣＣＴＧＧＧＴＡＣ
１５５

犓犻狊狊１．Ｋｉｓｓ肽编码基因；犌犘犚５４．Ｋｉｓｓ肽受体编码基因；犃犚．雄激素受体；犈犚α．雌激素α受体；犌狀犚犎．促性腺激素释放激素；

β犪犮狋犻狀．β肌动蛋白

犓犻狊狊１．Ｋｉｓｓｐｅｐｔｉｄｅｅｎｃｏｄｉｎｇｇｅｎｅ；犌犘犚５４．Ｋｉｓｓｐｅｐｔｉｄｅｒｅｃｅｐｔｏｒｅｎｃｏｄｉｎｇｇｅｎｅ；犃犚．Ａｎｄｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒ；犈犚α，Ｅｓｔｒｏｇｅｎａｌ

ｐｈａｒｅｃｅｐｔｏｒ；犌狀犚犎．Ｇｏｎａｄｏｔｒｏｐｉｎｒｅｌｅａｓｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅ

１．７　数据的统计分析

利用ＳＡＳ９．０统计学软件中ＧＬＭ对所测数据

进行单因子方差分析，采用Ｄｕｎｃａｎ法进行数据间

多重比较，结果以“平均值±标准误”表示。犘＜

０．０５表示数据差异显著。

２　结　果

２．１　“逃逸”鼠

本研究中，将处死时血清睾酮浓度和睾丸重量

及体积与对照组雄鼠相应指标均无显著差异（犘＞

０．０５）的免疫鼠定义为“逃逸”鼠 （Ｎｏｎｒｅｓｐｏｎｄ

ｅｒｓ），反之则定义为“免疫去势”鼠 （Ｉｉｍｍｕｎｏｃａｓ

ｔｒａｔｅｓ）。本试验中，有１只“逃逸”鼠，在本研究基因

表达的数据分析中不包括该雄鼠的基因表达数据。

２．２　血清抗犌狀犚犎抗体滴度

图１所示，ＧｎＲＨ主动免疫后１２只免疫雄鼠中

１１只产生了较好的抗体反应（免疫去势鼠），１只反

应较弱（逃逸鼠）。免疫去势鼠，初免及加免后血清

抗ＧｎＲＨ抗体滴度均显著升高，处死时（加免后４

周）抗体滴度上升到６７％ （血清稀释度：１∶３２００）。

而逃逸鼠，初免及加免后血清抗体滴度上升缓慢，从

４ｗｐｖ到处死时血清抗体滴度均极显著低于免疫去

势鼠（犘＜０．０１），处死时抗体滴度仅达３２％的相对

较高值。

４６５
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同天相同字母表示差异不显著（犘＜０．０５），不同字母表

示差异极显著（犘＜０．０１）。箭头表示免疫时间点，下同

Ｔｈｅｓａｍｅｌｅｔｔｅｒｗｉｔｈｉｎｄａｙｄｏｎａｔｅｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒ

ｅｎｃｅ（犘＞０．０５），ａｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｗｉｔｈｉｎｄａｙｄｏｎａｔｅｓａｎ

ｅｘｔｒｅｍｅｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（犘＜０．０１）．Ａｒｒｏｗｓｉｎ

ｄｉｃａｔｅｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓｏｆｖａｃｃｉｎａｔｉｏｎ，ｔｈｅｓａｍｅａｓｂｅｌｏｗ
图１　血清抗犌狀犚犎抗体滴度

犉犻犵．１　犛犲狉狌犿犪狀狋犻犌狀犚犎犪狀狋犻犫狅犱狔狋犻狋犲狉狊

２．３　睾丸重量及大小

表２所示，ＧｎＲＨ主动免疫后，免疫去势雄鼠

睾丸严重萎缩，其重量及体积均下降到对照组睾丸

的２０％ （犘＜０．０１），而对逃逸鼠睾丸无萎缩迹象，

其重量及体积均与对照组雄鼠睾丸无显著差异（犘

＞０．０５）。

２．４　血清激素含量

血清睾酮浓度如图２所示，整个试验期间对照

组雄鼠血清睾酮浓度维持平稳，在３．４４～３．５７

ｎｇ·ｍＬ
－１小幅波动，平均浓度为３．５０ｎｇ·ｍＬ

－１。

免疫当天，免疫去势鼠及逃逸鼠的血清睾酮浓度与

对照组雄鼠血清睾酮浓度均无显著差异 （犘＞

０．０５）。ＧｎＲＨ主动免疫后，免疫去势雄鼠血清睾酮

浓度缓慢下降，加免后２周及处死时血清睾酮浓度

下降到检测限（０．０２ｎｇ·ｍＬ
－１）以下，从初免后２

周至处死时其血清睾酮浓度均极显著低于对照组雄

鼠及逃逸雄鼠血清睾酮浓度 （犘＜０．０１）。而逃逸

鼠，初免后血清睾酮浓度略低于与对照组血清睾酮

浓度，但在整个试验期间与对照组雄鼠血清睾酮浓

度无显著差异 （犘＞０．０５）。

表２　睾丸重量、体积及下丘脑正中隆起犌狀犚犎含量

犜犪犫犾犲２　犜犲狊狋犻犮狌犾犪狉狑犲犻犵犺狋，狏狅犾狌犿犲犪狀犱狋犺犲犮狅狀狋犲狀狋狅犳犌狀犚犎犻狀狋犺犲犺狔狆狅狋犺犪犾犪犿狌狊犿犲犱犻犪狀犲犿犻狀犲狀犮犲

项目

Ｉｔｅｍｓ

对照鼠

Ｉｎｔａｃｔｃｏｎｔｒｏｌｓ

（狀＝１２）

免疫去势鼠

Ｉｍｍｕｎｏｃａｓｔｒａｔｅｓ

（狀＝１１）

逃逸鼠

Ｎｏｎｒｅｓｐｏｎｄｅｒｓ

（狀＝１）

手术去势鼠

Ｓｕｒｇｉｃａｌｃａｓｔｒａｔｅｓ

（狀＝１２）

睾丸重量／ｇＴｅｓｔｅｓｗｅｉｇｈｔ ３．１１８５±０．１３０６Ａａ ０．６２１９±０．０５２５Ｂ ３．２３８３ａ 

睾丸体积／ｍｍ３Ｔｅｓｔｅｓｖｏｌｕｍｅ １．０７８０±０．０３３９Ａａ ０．２１０９±０．０２２２Ｂ ０．９１７５ａ 

ＧｎＲＨ含量／（ｎｇ·ｇ
－１ｔｉｓｓｕｅ）ＧｎＲＨｃｏｎｔｅｎｔ ７３．６６±２．３８Ａａ ４４．８１±２．３７Ｂ ６９．３１Ａａ ３４．７０±１．２３Ｃ

同行相同上标字母表示差异不显著，犘＞０．０５；不同上标小写字母表示差异显著，犘＜０．０５；不同上标大写字母表示差异极显

著，犘＜０．０１

Ｔｈｅｓａｍｅｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｌｅｔｔｅｒｗｉｔｈｉｎｒｏｗｄｏｎａｔｅｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（犘＞０．０５）；ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｌｅｔｔｅｒｓ

ｗｉｔｈｉｎｒｏｗｄｏｎａｔｅｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（犘＜０．０５）；ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｕｐｐｅｒｃａｓｅｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｌｅｔｔｅｒｓｗｉｔｈｉｎｒｏｗｄｏｎａｔｅｓｅｘｔｒｅｍｅｌｙｓｉｇ

ｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（犘＜０．０１）

　　图３所示，完整对照组雄鼠血清ＬＨ浓度整个

试验期间维持稳定，在３．３０～４．４９ｍＩＵ·ｍＬ
－１上

下波动，平均值为３．４６ｍＩＵ·ｍＬ－１。而手术去势

组雄鼠，手术去势后血清ＬＨ浓度升高，整个试验期

间维持稳定且显著高于完整对照组雄鼠血清ＬＨ浓

度 （犘＜０．０５）。初免当天，免疫去势鼠及逃逸鼠与

完整对照雄鼠血清 ＬＨ 浓度无显著差异 （犘＞

０．０５），ＧｎＲＨ主动免疫后，免疫去势鼠血清ＬＨ浓度

缓慢下降，加免后２周降至检测限（１ｍＩＵ·ｍＬ－１）以

下，从初免后２周至处死时均显著低于完整对照组

雄鼠血清ＬＨ浓度 （犘＜０．０５）。而逃逸鼠，ＧｎＲＨ

主动免疫后血清ＬＨ 浓度略微下降，但从初免后４

周至处死时均显著高于免疫去势鼠血清ＬＨ 浓度

（犘＜０．０５），且整个试验期间与完整对照组雄鼠血

清ＬＨ浓度无显著差异 （犘＞０．０５）。

血清ＦＳＨ浓度如图４所示，完整对照及手术去

势雄鼠整个试验期间血清ＦＳＨ均维持相对稳定，手

术去势雄鼠手术去势后血清ＦＳＨ浓度升高但整个

５６５
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试验期间与完整对照雄鼠血清ＦＳＨ浓度均无显著

差异 （犘＞０．０５）。初免当天，免疫去势鼠及逃逸鼠

与完整对照雄鼠血清ＦＳＨ 浓度无显著差异 （犘＞

０．０５），ＧｎＲＨ主动免疫后，免疫去势鼠血清ＦＳＨ

浓度缓慢下降，处死时降至检测限（１ｍＩＵ·ｍＬ－１）

附近，从初免后２周至处死时均显著低于完整对照

组雄鼠血清ＦＳＨ浓度 （犘＜０．０５）。而逃逸鼠，Ｇｎ

ＲＨ主动免疫后血清ＦＳＨ浓度略微下降，但从初免

后２周至处死时均显著高于免疫去势鼠血清ＦＳＨ

浓度 （犘＜０．０５），且整个试验期间与完整对照雄鼠

血清ＬＨ浓度无显著差异 （犘＞０．０５）。

图２　血清睾酮浓度

犉犻犵．２　犛犲狉狌犿狋犲狊狋狅狊狋犲狉狅狀犲犾犲狏犲犾狊

同天相同字母表示差异不显著（犘＜０．０５），不同字母表

示差异显著（犘＜０．０５）。箭头表示免疫时间点，图４同

Ｔｈｅｓａｍｅｌｅｔｔｅｒｗｉｔｈｉｎｄａｙｄｏｎａｔｅｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒ

ｅｎｃｅ（犘＞０．０５），ａｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｗｉｔｈｉｎｄａｙｄｏｎａｔｅｓａｎ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（犘＜０．０５）．Ａｒｒｏｗｓｉｎｄｉｃａｔｅｔｉｍｅ

ｐｏｉｎｔｓｏｆｖａｃｃｉｎａｔｉｏｎ，ｔｈｅｓａｍｅａｓＦｉｇ．４
图３　血清犔犎浓度

犉犻犵．３　犛犲狉狌犿犔犎犾犲狏犲犾狊

２．５　下丘脑正中隆起犌狀犚犎含量

如表２所示，与完整对照组相比，ＧｎＲＨ 主动

免疫去势和手术去势均极显著降低下丘脑正中隆起

ＧｎＲＨ含量 （犘＜０．０１），而手术去势鼠下丘脑正中

隆起ＧｎＲＨ含量又极显著低于ＧｎＲＨ免疫去势鼠下

丘脑正中隆起ＧｎＲＨ含量 （犘＜０．０１）。ＧｎＲＨ主动

免疫有降低逃逸鼠下丘脑正中隆起ＧｎＲＨ含量的趋

势，但与完整对照组相比差异不显著 （犘＞０．０５）。

图４　血清犉犛犎浓度

犉犻犵．４　犛犲狉狌犿犉犛犎犾犲狏犲犾狊

２．６　下丘脑基因犿犚犖犃表达变化

如图５所示，与完整对照组相比，ＧｎＲＨ 主动

免疫极显著下调雄鼠下丘脑雌激素α受体 （ＥＲα）、

雄激素受体 （犃犚）及促性腺激素释放激素（犌狀犚犎）

基因ｍＲＮＡ表达水平 （犘＜０．０１），显著下调犽犻狊狊１

及其受体犌犘犚５４ｍＲＮＡ表达水平 （犘＜０．０５）。与

ＧｎＲＨ免疫去势相似，手术去势极显著下调犃犚、

犌犘犚５４及犌狀犚犎基因ｍＲＮＡ表达水平 （犘＜０．０１），

显著下调犽犻狊狊１ｍＲＮＡ表达水平 （犘＜０．０５），但极显

著上调犈犚α的ｍＲＮＡ表达水平（犘＜０．０１）。

与对照组相比，表示差异显著 （犘＜０．０５），表示

差异极显著 （犘＜０．０１）

Ｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｉｎｔａｃｔｃｏｎｔｒｏｌｓ， ｄｏｎａｔｅｓａｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（犘＜０．０５），ｄｏｎａｔｅｓａｎｅｘｔｒｅｍｅｌｙｓｉｇｎｉｆ

ｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（犘＜０．０１）

图５　犌狀犚犎主动免疫对下大鼠下丘脑犈犚α、犃犚、犓犻狊狊１、

犌犘犚５４及犌狀犚犎犿犚犖犃表达水平的影响

犉犻犵．５　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犪犮狋犻狏犲犻犿犿狌狀犻狕犪狋犻狅狀犪犵犪犻狀狊狋犌狀犚犎狅狀

狋犺犲犿犚犖犃犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犾犲狏犲犾狊狅犳犺狔狆狅狋犺犪犾犪犿狌狊犈犚

α，犃犚，犓犻狊狊１，犌犘犚５４犪狀犱犌狀犚犎犻狀狉犪狋狊

６６５



　４期 韩兴发等：ＧｎＲＨ主动免疫对ＳＤ雄鼠下丘脑ＧｎＲＨ合成及性腺反馈系统的影响

３　讨　论

用外源性ＧｎＲＨ主动免疫动物，刺激动物机体

产生大量ＧｎＲＨ 抗体以特异性中和内源性ＧｎＲＨ

的活性，降低血清促性腺激素（ＬＨ和ＦＳＨ）及性激

素浓度，致使性腺萎缩。本试验中，ＧｎＲＨ 主动免

疫后１２只免疫雄鼠中１１只产生良好的抗体反应

（免疫去势鼠），与相同疫苗在免疫去势猪上引起强

烈抗体反应结果一致［６］。免疫去势鼠伴随着免疫后

抗体滴度上升，血清ＬＨ、ＦＳＨ及Ｔ浓度显著降低，

睾丸严重萎缩，其重量和体积均下降到对照组睾丸

的２０％，这与 ＧｎＲＨ 主动免疫大鼠
［７］、猪［８９］及

牛［１０］动物后的研究结果一致。动物主动免疫后

ＬＨ、ＦＳＨ及Ｔ合成和分泌的减少是导致动物性腺

萎缩的主要原因［７９］，而ＧｎＲＨ 主动免疫后所产生

的大量ＧｎＲＨ 特异性抗体是否会直接作用于睾丸

组织或睾丸内细胞因子，进而也成为导致免疫动物

睾丸萎缩的原因，值得进一步研究。本试验１２只免

疫鼠中存在１只“逃逸”鼠，该“逃逸”鼠ＧｎＲＨ主动

免疫后血清抗体反应显著低于免疫去势鼠，与较弱

的抗体反应一致，ＧｎＲＨ主动免疫后其血清促性腺

激素ＬＨ及ＦＳＨ及性腺激素Ｔ只是轻微下降，同

时睾丸无萎缩迹象，其重量及体积与完整对照组雄

鼠睾丸相比均无明显差异。ＧｎＲＨ主动免疫后，也

在大鼠［７］、猪［６］及猫［１１］上观察到部分动物个体存在

免疫“逃逸”现象。分析上述研究及本试验中的免疫

“逃逸”个体，均发现ＧｎＲＨ免疫后较弱的抗体反应

是导致动物出现免疫“逃逸”现象的直接原因，提示

ＧｎＲＨ主动免疫后血液ＧｎＲＨ 抗体可能需要达到

一定的阈值才能成功免疫去势动物。

促性腺激素释放激素（ＧｎＲＨ）由下丘脑ＧｎＲＨ

神经元合成并储存，通过下丘脑垂体性腺轴控制

着动物性腺激素的合成及配子的发生。反过来，性

激素通过反馈调节环作用于下丘脑（调节下丘脑

ＧｎＲＨ的合成和／或分泌）或直接作用于垂体以间

接或直接地影响促性腺激素的合成和分泌，从而维

持生殖内分泌的稳态。本试验中，ＧｎＲＨ主动免疫

显著降低免疫去势鼠下丘脑正中隆起ＧｎＲＨ 的含

量，且逃逸鼠下丘脑正中隆起ＧｎＲＨ含量也有下降

的趋势，与ＧｎＲＨ主动免疫雄猴和雌鼠后的研究结

果一致［１２１３］。然而，前人用ＧｎＲＨ主动免疫马和母

绵羊后却发现ＧｎＲＨ 主动免疫不影响下丘脑正中

隆起ＧｎＲＨ的含量
［１４１５］，与本试验及上述研究结

果不一致，这可能是由于免疫后各试验采样时间点

不一样所致，具体原因有待进一步研究。

分析免疫去势鼠下丘脑正中隆起 ＧｎＲＨ 含量

下降的原因，可能是ＧｎＲＨ主动免疫降低动物外周

循环性腺激素后负反馈引起下丘脑ＧｎＲＨ 分泌增

加或是ＧｎＲＨ主动免疫降低了下丘脑ＧｎＲＨ自身

合成或者是两者同时受影响所致。本试验中通过手

术摘除大鼠两侧睾丸解除外周循环性激素对下丘脑

ＧｎＲＨ激素的反馈抑制作用后，也发现其下丘脑正

中隆起ＧｎＲＨ含量显著降低且比ＧｎＲＨ免疫去势

鼠含量还低。前人以雄性大鼠为模型，研究手术去

势后下丘脑ＧｎＲＨ 含量及分泌的变化，结果不一。

有研究发现手术去势后大鼠下丘脑ＧｎＲＨ 含量及

分泌水平均显著下降［１６１８］，表明手术去势后大鼠下

丘脑ＧｎＲＨ含量的下降是由于下丘脑ＧｎＲＨ激素

合成下降而非分泌增加所致。此外，上述试验中大

鼠手术去势后下丘脑ＧｎＲＨ分泌减少而其血清ＬＨ

及ＦＳＨ水平却显著升高
［１７１８］，也同时表明大鼠手术

去势后血清 ＬＨ 及ＦＳＨ 的升高不是由于下丘脑

ＧｎＲＨ分泌增加所致而可能是由于大鼠手术去势

后垂体对ＧｎＲＨ 的敏感性增加所致
［１９２１］。但也有

研究发现手术去势后大鼠下丘脑ＧｎＲＨ分泌增加，

因而推测其下丘脑正中隆起含量的下降是由于下丘

脑ＧｎＲＨ 分泌增加所致
［２２］。本试验中，经 Ｒｅａｌ

ｔｉｍｅＰＣＲ检测大鼠下丘脑ＧｎＲＨｍＲＮＡ表达水平

后发现大鼠手术去势后下丘脑ＧｎＲＨｍＲＮＡ表达

水平显著降低，与 Ｙ．Ｐａｒｋ等
［１６］的研究结果一致。

下丘脑犌狀犚犎 ｍＲＮＡ表达水平降低提示手术去势

可能降低了大鼠下丘脑 ＧｎＲＨ 激素的合成能力。

此外，本试验中手术去势鼠下丘脑犌狀犚犎 ｍＲＮＡ

表达水平的下降与其正中隆起组织中ＧｎＲＨ 含量

下降的结果一致，也进一步表明其下丘脑正中隆起

ＧｎＲＨ含量下降是由于下丘脑ＧｎＲＨ 合成下降所

致。研究显示手术去势后大鼠下丘脑ＧｎＲＨ 含量

及分泌水平的下降能通过注射补充睾酮而使其恢

复［１６，１８］。Ｙ．Ｐａｒｋ等
［１６］发现大鼠手术去势后下丘脑

犌狀犚犎 ｍＲＮＡ表达水平的下调也能通过注射补充

睾酮而使其表达上调。上述试验结果均表明大鼠下

丘脑ＧｎＲＨ 激素的正常合成和分泌需要性腺激素

的参与。本试验中，免疫去势鼠ＧｎＲＨ主动免疫后

血清睾酮下降到检测不出水平，同时其下丘脑Ｇｎ

ＲＨ含量及ｍＲＮＡ表达水平均显著降低，与本试验

中雄鼠手术去势后的变化一致，表明ＧｎＲＨ主动免

７６５
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疫降低了大鼠下丘脑ＧｎＲＨ激素的合成，且下丘脑

ＧｎＲＨ激素合成的下降也是由于ＧｎＲＨ 主动免疫

降低大鼠体内性激素所致。这是首次发现 ＧｎＲＨ

主动免疫下调了下丘脑ＧｎＲＨ 基因的表达及降低

下丘脑ＧｎＲＨ激素的合成。其中，ＧｎＲＨ免疫去势

鼠下丘脑ｍＲＮＡ表达水平及ＧｎＲＨ含量仍然显著

高于手术去势鼠的相应值，这可能是由于ＧｎＲＨ免

疫去势鼠体内还存在少量的性腺激素所致。下丘脑

ＧｎＲＨ激素的正常合成和分泌是动物生殖功能得

以产生和维持的前提［２３］。因此，ＧｎＲＨ主动免疫后

动物下丘脑ＧｎＲＨ 激素合成的下降可能是导致动

物免疫去势的重要或根本原因。Ｉ．Ｊ．Ｃｌａｒｋｅ等
［１５］

利用ＧｎＲＨ主动免疫初生母绵羊后，发现受试绵羊

下丘脑正中隆起ＧｎＲＨ 含量没受影响而其垂体门

脉ＧｎＲＨ分泌频率降低，从而维持了绵羊长达３～４

年的去势状态。上述研究及本研究结果表明 Ｇｎ

ＲＨ主动免疫可通过影响下丘脑ＧｎＲＨ 合成和／或

分泌来达到和维持动物免疫去势的目的和状态。

对于雄性动物，雄激素包括可芳香化的睾酮及

不可芳香化的二氢睾酮通过直接与下丘脑上雄激素

受体结合，或睾酮经芳香化转化为雌激素后与下丘

脑上雌激素受体结合，从而直接或间接实现雄激素

对下丘脑ＧｎＲＨ 激素合成和分泌的反馈调控。本

研究中，雄鼠手术去势后下丘脑雄激素受体（犃犚）

ｍＲＮＡ表达水平显著下调，与 Ｒ．Ｓｉｎｇｈ等
［２４］研究

结果一致。和手术去势结果类似，ＧｎＲＨ主动免疫

后免疫去势鼠下丘脑犃犚 ｍＲＮＡ表达水平也显著

下调。然而对于下丘脑雌激素α受体（犈犚α）ｍＲＮＡ

的表达，ＧｎＲＨ免疫去势和手术去势结果相反，Ｇｎ

ＲＨ主动免疫后显著下调而手术去势后却显著上

调。这表明大鼠免疫去势后下丘脑雄性激素受体基

因表达的下调可能主要是由大鼠去势后性激素分泌

降低或终止所致，而至于免疫去势后下丘脑雌激素

受体基因表达的变化则可能是由包括雌激素在内的

多种因素共同参与调控的，具体原因有待进一步研

究。免疫去势鼠下丘脑雄雌激素受体 ｍＲＮＡ表达

水平下调，表明ＧｎＲＨ主动免疫很可能减少下丘脑

雄及雌激素受体的数量。近年来研究表明下丘脑雄

激素或雌激素受体不存在于ＧｎＲＨ 神经元上而存

在于ｋｉｓｓ神经元上
［２５］，性激素对下丘脑 ＧｎＲＨ 的

反馈调节作用是正是通过中间调节元件 Ｋｉｓｓ１／

ＧＰＲ５４系统介导完成的，其中ＧＰＲ５４为视黄酸家

族Ｇ蛋白偶联受体，ｋｉｓｓｐｅｐｔｉｎ肽为其内源性配体，

ｋｉｓｓ１编码蛋白ｋｉｓｓｐｅｐｔｉｎ通过与 ＧＰＲ５４结合来

调控下丘脑ＧｎＲＨ的合成和分泌
［１２］。本研究中检

测到ＧｎＲＨ主动免疫及手术去势后下丘脑犓犻狊狊１

及犌犘犚５４ｍＲＮＡ表达水平均显著下调，表明 Ｇｎ

ＲＨ主动免疫后下丘脑犌狀犚犎 基因的表达的下调

是通过下调性激素受体及其上游调控元件犽犻狊狊１／

犌犘犚５４来实现的。

４　结　论

ＧｎＲＨ主动免疫通过下调性腺负反馈调信号

通路：犃犚／犈犚α犽犻狊狊１／犌犘犚５４基因表达，抑制了性

腺负反馈调节作用及降低下丘脑ＧｎＲＨ 激素的合

成。
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