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在驯鹿器官内的表达及定位检测

张
!

曼!金
!

鑫!刘
!

骄!杨银凤"

"内蒙古农业大学兽医学院!呼和浩特
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摘
!

要!为了探索
HL?@=$-

在驯鹿体内的表达及定位!采用实时荧光定量
[78

"

8@<=!N$;@[78

#和免疫组织化学技

术对其进行检测&

8@<=!N$;@[78

结果显示
HL?@=$-

在所检测的
%R

种器官中均有转录!在皱胃内的转录量最高!其

次是胰*十二指肠*睾丸和食管!且转录量显著高于其他器官"

A

%

&'&6

#'免疫组化结果揭示
HL?@=$-

的免疫阳性细

胞在食管和皱胃内主要分布于黏膜层*黏膜下层和肌层'在瘤胃*网胃*瓣胃的黏膜层*黏膜下层中也可见
HL?@=$-

的免疫阳性细胞!但肌层中未见表达'在肠道主要位于十二指肠*空肠*回肠*结肠的黏膜层*黏膜下层和肌层!尤其

在肠绒毛和黏膜下层分布较多'在肝*胰*甲状腺*垂体前叶*睾丸*肺*肾*脾器官内均有
HL?@=$-

的免疫阳性细胞&

8@<=!N$;@[78

和免疫组化结果显示
HL?@=$-

在所检测的器官内均有分布!且在食管和胃肠道内表达量及分布范围

最为广泛!这表明
HL?@=$-

对驯鹿的消化系统可能存在一定的调节作用&

关键词!

HL?@=$-

'驯鹿'实时荧光定量
[78

'免疫组化
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!!

HL?@=$-

"生长素#是一种能够刺激摄食和促进

生长激素释放的脑肠肽(

%

)

!是生长激素促分泌素受

体
%<

"

B

?#ONLL#?;#-@,@D?@N<

B

#

B

C@?@D@

M

N#?%<

!

HG4!8%<

#的一个内源性配体&当
HL?@=$-

与其特

异性受体结合后不仅能够促进
HG

的释放!还能对

心血管*生殖和免疫系统起到调控作用&研究发现

在人体内
HL?@=$-;8K5

和免疫阳性细胞主要分布

于消化系统(

0!*

)

&在禽类体内!李福宝等(

)

)研究显示

在成年皖西白鹅小肠内检测到
HL?@=$-

免疫阳性细

胞的表达&在反刍动物体内!

W'V'Y$==@?

等(

6

)研

究显示在成年绵羊的胃肠道内均有分布&

HL?@=$-

广泛存在于动物体内!说明该激素可能对动物各器

官具有重要的调节作用&迄今为止!有关
HL?@=$-

在人类和啮齿类动物体内的表达及作用机制的研究

比较成熟!而关于
HL?@=$-

在驯鹿体内的研究才刚

刚起步&目前!本课题组已完成了驯鹿生长素
HL!

?@=$-

全长
DWK5

的克隆及序列分析(

.

)

!但未见有关

驯鹿器官内
HL?@=$-

的表达及定位的报道&因此!

本试验采用
8@<=!N$;@[78

和免疫组织化学方法!

从分子和细胞水平上研究驯鹿体内
HL?@=$-

的表达

量及免疫阳性细胞分布情况!旨在丰富反刍动物生

物学资料!为探索
HL?@=$-

在驯鹿体内的作用及其

机制提供依据&

#

!

材料与方法

#A#

!

试剂

8K5$,#[=C,

"

2#N<=8K5

提 取 试 剂!日 本

2<S<8<

公 司#!

[?$;@?4D?$

M

N

2Y

82 ?@<

B

@-N S$N

O$NL

B

WK5:?<,@?

"

2<S<8<

公司#!

[?@;$\9$

V

2Y

"

2<S<8<

公司#!

4JF8

.

[?@;$\:\9$

V

2Y

99

"

2=$

8K<,@[=C,

!

2<S<8<

公司#!

W5F

染色液"

W5F!

&&*%

福州迈新#!

Y<

E

#?

.

,

苏木素"

58&&&6

武汉博

士德#!即用型
45F7![]W

"兔
9

B

H

#试剂盒"

45%&&0

武汉博士德#!

HL?@=$-

"

HG83

#

5-N$Q#"

E

"

F5%.%/

武汉博士德#&

#A!

!

试验动物及样品制备

%

头成年残疾雄性驯鹿"右后肢缺失#由内蒙古

大兴安岭北敖鲁古雅民族自治乡提供&驯鹿屠宰后

立即将食管*瘤胃*网胃*瓣胃*皱胃*十二指肠*空

肠*回肠*结肠等组织的黏膜进行分离!并切取适量

肝*胰*肺*脾*肾*睾丸*垂体前叶*甲状腺等组织块!

放入液氮中冷冻备用!将以上用于免疫组化的组织

块用生理盐水清洗后放入
)_

多聚甲醛固定液中
)

i

固定
0)L

&

#A'

!

总
/M;

的提取和反转录反应

总
8K5

的提取按照
2<S<8<

公司"日本#的

8K5$,#[=C,2#N<=8K5

提取试剂盒说明书操作&

反转录反应使用
[?$;@?4D?$

M

N

2Y

82?@<

B

@-NS$N

O$NL

B

WK5:?<,@?

"

2<S<8<

#试剂盒&去除基因组

WK5

$

.'6

+

3

的总
8K5

*

8K<,@Z?@@"G

0

]&'6

+

3

*

B

WK5:?<,@?%'&

+

3

*

6q

B

WK5:?<,@?FC>>@?

0'&

+

3

!反应体系共
%&

+

3

!

)0i

水浴
0;$-

&

DW!

K5

的合成$

%&

+

3

的上述反应液*

8K<,@Z?@@

"G

0

])'&

+

3

*

6q[?$;@4D?$

M

NFC>>@?0

"

>#?8@<=!

2$;@

#

)'&

+

3

*

82 [?$;@? Y$\%'&

+

3

*

[?$;@!

4D?$

M

N82:-̀

E

;@Y$\9%'&

+

3

!反应体系共
0&

+

3

&于
[78

仪进行反转录!反应条件$

*R i %6

;$-

!

(6i6,

!于
j0&i

备用&

#A%

!

/*19N,-E*4:/

根据本课题组呈送到
H@-F<-P

中的驯鹿
3,H

'&2()

部分
;8K5

序列和跨内含子引物设计原则设

计一对特异性
[78

引物&另外根据驯鹿
%(4

?8K5

序列设计另外一对
[78

引物&引物序列见

表
%

!由生工生物工程"上海#股份有限公司合成&

表
#

!

实时定量
4:/

引物序列

C1<9*#

!

C3*

D

2-E*20*

O

I*+.*0752/*19N,-E*4:/

基因名称

H@-@-<;@,

H@-F<-P

登录号

H@-F<-P<DD@,,$#-

引物序列

[?$;@?

M

<$?,@

I

C@-D@,

3,'&2() :d&//&*%'0

d!6̂!557H77777222H57522HH!*̂

W!6̂!2H5HHH2HHHHH557HH575H!*̂

%(4?8K5 5J006%&('%

d!6̂!777HH5H55HH5H772H5H5557!*̂

W!6̂!2H52H77777H572H277725225!*

%%60
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采用
4JF8H?@@-99

荧光染料进行实时定量

[78

检测&反应体系$

4JF8[?@;$-:\9$

V

"

0q

#

%&

+

3

!上下游引物各
&'(

+

3

!

%&

倍稀释的
DWK5

模板
0

+

3

!

"G

0

]

补足
0&

+

3

&于实时定量
[78

仪

"

T995R

!

5F9

#进行反应&反应条件$

/6 i

预变性

*&,

'

/6i

变性
6,

!

.0i

退火
*&,

!

)6

个循环&每

个样品的
%(4?8K5

基因和
3,'&2()

基因分别做
*

个重复&

#A(

!

数据处理

将
82![78

得到的
3,'&2()

基因和
%(4?8K5

基因的
8#

值!根据公式
0

j

-

8#

(

R

)求出
3,'&2()

基因的

相对转录量!其中
-

8#m8#

"

3,'&2()

#

j8#

"

%(4

?8K5

#!并进行统计分析&

#A$

!

数据统计分析

用
H?<

M

L

M

<"[?$,;6

软件进行单因子方差分

析!每组重复
*

次!检验结果以
A

%

&'&6

代表差异

显著&

#A&

!

免疫组织化学染色

将固定好的组织样品进行常规石蜡包埋!切片

厚度为
)

%

6

+

;

!连续切片&按照免疫组化试剂盒

"武汉博士德!

45%&&0

#说明书进行染色&一抗为兔

抗人*大鼠*小鼠*兔
HL?@=$-

多克隆抗体"武汉博士

德!

F5%.%/

#稀释度为
%l0&&

!对照组用
[F4

代替

一抗&用
W5F

显色"福州迈新!

W5F!&&*%

#!苏木精

复染!脱水!透明!封片&显微镜观察!阳性产物为棕

黄色&

!

!

结
!

果

!A#

!

!G5<-0.

在驯鹿器官的转录

0'%'%

!

3,'&2()

基因和
%(4?8K5

基因
[78

扩增

效率曲线
!!

将
3,'&2()

和
%(4?8K5

基因
DWK5

以
%&

倍浓度稀释后!分别进行实时荧光定量
[78

扩增&得到不同浓度下
3,'&2()

和
%(4?8K5

基因

荧光定量
[78

的扩增效率曲线"图
%

#&两组标准

曲线的回归系数分别为
D

0

"

3,'&2()

#

m&'//6

*

D

0

"

%(4?8K5

#

m&'//(

&

3,'&2()

和
%(4?8K5

基因

转录量的对数值"

M

轴#和
8#

值"

:

轴#存在着反比

例的关系!且扩增效率"

F

#接近等于
%

"

Fm%&&_

#!

待测基因转录量的对数值与
8#

值呈明显的线性关

系!表明可以用荧光定量
[78

方法检测
3,'&2()

基

因的相对转录情况!并可以通过运用
0

j

-

8#公式进行

目的基因相对转录量的计算&

图
#

!

!G5<-0.

和
#WH2/M;

基因的扩增效率曲线

B-

6

A#

!

C3*/*19N,-E*4:/1E

D

9-7-.1,-5+*77-.-*+.

>

.I2Z*57!G5<-0.1+@#WH2/M;

6

*+*0

0'%'0

!

3,'&2()

相对转录量
!!

8@<=!N$;@[78

检

测结果经
H?<

M

L

M

<"[?$,;6

软件分析发现!

3,'&2()

在驯鹿不同器官内均有转录且相对转录量差异显著

"图
0

#!

3,'&2()

在皱胃内的转录丰度显著高于其他

器官"

A

%

&'&6

#!其次是胰*十二指肠*睾丸和食管!

且与瘤胃*网胃*瓣胃*空肠*回肠*结肠*肝*甲状腺*

垂体前叶*肺*脾*肾等器官内的转录量相比差异显

著"

A

%

&'&6

#&

!A!

!

)32*9-+

在驯鹿器官的分布

0'0'%

!

HL?@=$-

在消化管内的分布
!!

免疫组化结

果显示!

HL?@=$-

免疫阳性细胞在消化管内广泛分

布&在食管内
HL?@=$-

免疫阳性细胞主要定位于黏

膜层*黏膜下层和肌层"图
*5%

#!黏膜上皮角质层内

分布较少"图
*50

*

50!%

#'在瘤胃*网胃*瓣胃内
HL!

?@=$-

免疫阳性细胞主要分布于黏膜层和黏膜下层!

但 着色较浅!肌层未见阳性染色"图
*F%

*

F0

%

0%60
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HL?@=$-

在驯鹿器官内的表达及定位检测

图
!

!

!G5<-0.

的相对转录量

B-

6

A!

!

/*91,-Z**Y

D

2*00-5+57!G5<-0.

W%

*

W0

#&在皱胃内!

HL?@=$-

免疫阳性细胞主要分

布于黏膜层*黏膜下层和肌层"图
*:%

#!且在黏膜

上皮和胃底腺区的腺颈部着色较深*腺体部和腺

底部着色较浅"图
*:0

#&经免疫组化
W5F

染色发

现!在十二指肠*空肠*回肠和结肠均可见
HL?@=$-

免疫阳性反应&在十二指肠内
HL?@=$-

的阳性细

胞大部分细胞质着色!在黏膜层*黏膜下层和肌层

均有分布"图
*Z%

#!其中肠绒毛上皮和黏膜下层着

色较深!十二指肠腺着色不明显"图
*Z0

#'空肠内

的
HL?@=$-

阳性细胞主要集中在肠绒毛上皮和黏

膜下层"图
*H%

#!固有层肠腺和肌层着色不明显

"图
*H0

#'回肠内阳性细胞主要分布于黏膜层和

黏膜下层!固有层肠腺着色不明显!肌层的着色颗

粒与十二指肠相比明显变淡"图
*G%

*

G0

#'结肠

着色细胞主要位于黏膜层和黏膜下层!固有层肠

腺着色不明显!肌层未见阳性细胞"图
*9%

*

90

#&

上述各阴性对照组均未发现阳性信号"图
*5*

%

9*

#&

0'0'0

!

HL?@=$-

在消化腺内的分布
!!

经免疫组

化
W5F

法染色后的肝切片!阳性细胞呈棕黄色!

细胞质内颗粒清晰可见!染成一片!说明
HL?@=$-

在驯鹿肝内有阳性细胞表达"图
)a%

*

a0

#&阴性

对照组未见到阳性染色"图
)a*

#&胰腺切片经免

疫组化
W5F

法染色后发现!外分泌部和内分泌

部均有
HL?@=$-

表达"图
)S%

#&在外分泌部染色

深浅不均一!说明
HL?@=$-

的表达强弱不一致&

内分泌部中均可见免疫阳性表达!但周边着色较

深!呈深棕色!中间的细胞着色较淡"图
)S0

#!呈

淡棕黄色&阴性对照组未见到阳性反应物"图

)S*

#&

0'0'*

!

HL?@=$-

在其他实质性器官内的分布
!!

HL?@=$-

在驯鹿的甲状腺*垂体前叶*睾丸*肺*肾*

脾均有免疫阳性反应"图
6

#&在甲状腺的滤泡旁

细胞和滤泡上皮细胞内均可见阳性着色!且染色

深浅不一"图
63%

#&在滤泡旁细胞内可见细胞质

着色较深!细胞核为阴性!滤泡上皮细胞内胞质有

少量着色!胶质着色不明显"图
630

#'在垂体前叶

的嗜酸性细胞*嗜碱性细胞和嫌色细胞内可见
HL!

?@=$-

免疫反应!阳性着色较深!大部分为细胞质和

细胞核周染色!少量细胞核染色"图
6Y%

*

Y0

#'睾

丸内
HL?@=$-

的免疫阳性细胞在间质区染色明显!

也存在于支持细胞*初级精母细胞*次级精母细

胞*精原细胞内!在精子内着色不明显"图
6K%

*

K0

#'

HL?@=$-

在肺内可见明显阳性染色!肺内支气

管上皮着色较深"图
6]%

#!在高倍镜下可见肺泡

细胞的细胞质和少量细胞核着色"图
6]0

#'肾!

HL?@=$-

在肾小囊壁层的扁平上皮细胞和脏层的足

细胞以及球旁复合体内着色明显!近端小管和远

端小管上皮细胞内阳性染色相对较浅!且大部分

为细胞质着色"图
6[0

#'

HL?@=$-

的免疫阳性细胞

在脾的被膜*小梁*白髓和红髓内均有着色"图

61%

#!其中白髓内淋巴小结染色较明显!红髓内阳

性表达主要位于巨噬细胞和网状细胞内!细胞质

着色明显"图
610

#&上述各阴性对照组均无阳性

反应"图
63*

%

1*

#&

*%60
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HL?@=$-

在驯鹿器官内的表达及定位检测

$续图
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)32*9-+

在驯鹿食管和胃肠道的分布
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)32*9-+

在驯鹿体内的表达

HL?@=$-

是由日本学者
Y'S#

+

$;<

等(

%

)于
%///

年发现的一种含有
0(

个氨基酸残基的多肽!这
0(

个氨基酸序列在鱼*爬行动物*两栖动物*鸟类和哺

乳动物体内存在一定的保守性(

(

)

!且在人和鼠胃肠

道*中枢神经系统均有分布(

/

)

&本试验采用
8@<=!

N$;@[78

和免疫组织化学相结合的方法检测了

HL?@=$-

在驯鹿体内的表达量及表达部位&

V'V<-

B

等(

%&

)通过检测
&

%

6.

日龄羔羊胃肠

道内
HL?@=$-

的表达!结果显示
HL?@=$-

在皱胃内的

表达量最远高于其他组织&与本试验得出的结果相

一致!因此笔者推测
HL?@=$-

在反刍动物皱胃内表

达量最高!说明反刍动物在表达
HL?@=$-

上可能存

在种属特异性&本研究还发现
HL?@=$-

在食管*肝*

胰*肺*脾*肾*睾丸*垂体前叶*甲状腺等多种组织中

也有广泛分布!说明
HL?@=$-

可能对动物的内分泌

系统*呼吸系统*泌尿系统*生殖系统和免疫系统存

在重要的调节作用&

2'3$-

等(

%%

)研究发现
HL?@=$-
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在驯鹿器官内的表达及定位检测
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在驯鹿甲状腺&垂体前叶&睾丸&肺&肾&脾的分布

B-

6

A(

!

C3*@-0,2-<I,-5+-+,3*,3

>

25-@

6

91+@

'

3

>D

5

D

3

>

0-0

'

,*0,-0

'

9I+

6

'

P-@+*

>

'

0

D

9**+57/*-+@**2)32*9-+

在猪的胃和十二指肠内表达量最高!其次是胰!与本

研究得出的胰内
HL?@=$-

表达量高于十二指肠的结

果又存在矛盾!但由于目前关于鹿属动物的报道仅

有黑麂(

%0

)的肝及胃肠道内
HL?@=$-

蛋白定位的研

究!而并未发现其他鹿种
HL?@=$-

的表达及定位!所

以现在很难断言是鹿属动物
HL?@=$-

共有的特性!

还是由于驯鹿
HL?@=$-

发生了变异!这将有待于进

一步研究证实&

'A!

!

)32*9-+

在驯鹿体内的分布

迄今为止!

HL?@=$-

免疫阳性细胞已被发现分布

于多种动物的消化管中(

%0!%)

)

&本试验发现!

HL?@=$-

阳性细胞分布于驯鹿整个消化管的黏膜层!说明

HL?@=$-

在不同物种间可能存在一定的保守性&本

研究还发现!在食管*瘤胃*网胃*瓣胃*十二指肠*空

肠*回肠和结肠的黏膜下层也分布较多!这与
HL?@!

=$-

阳性细胞在皖西白鹅(

)

)和大鼠(

%6

)胃肠道内的分

布结果不一致!而与阳性细胞在济宁青山羊(

%)

)和黑

麂(

%0

)相一致!进一步说明反刍动物在表达
HL?@=$-

上可能存在种属特异性&研究发现
HL?@=$-

免疫阳

性细胞在瘤胃*网胃*瓣胃和结肠的肌层内未见免疫

阳性表达!而在食管*皱胃和十二指肠可以看见明显

的阳性染色!空肠和回肠内染色明显减少&

HL?@=$-

R%60
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免疫阳性细胞在消化管肌层内的广泛表达!提示

HL?@=$-

可能对食管和胃肠道的运动具有调节作用&

近年来!研究者发现在淡水鳕(

%.

)和皖西白鹅(

)

)

的肝中均可检测到
HL?@=$-

阳性表达&本研究同样

发现
HL?@=$-

免疫阳性细胞在驯鹿肝内有棕黄色阳

性染色&目前!不同的研究者关于
HL?@=$-

在不同

物种肝中的分布情况及
HL?@=$-

对肝功能的影响结

果还存在差异!因此有必要进一步研究&据报道!大

鼠胰岛的
5

细胞和
F

细胞存在生长激素促分泌素

受体"

HG48

#!

5

细胞能合成和分泌
HL?@=$-

!并通

过自分泌或旁分泌的方式作用于
5

细胞本身'此

外!

HL?@=$-

可能通过和
HG48

的相互作用!调节
F

细胞胰岛素的分泌(

%R

)

&本试验结果显示!在驯鹿胰

腺的外分泌部和内分泌部都检测到
HL?@=$-

阳性表

达!且在内分泌部外周的染色较中央区域强!提示

HL?@=$-

在驯鹿体内可能同样存在调节胰岛素分泌

的作用&

HL?@=$-

在垂体上的功能主要是促进
HG

的释

放!本研究发现
HL?@=$-

在垂体前叶的部分嗜酸性

细胞和嗜碱性细胞均有分布!由此推测
HL?@=$-

在

垂体可能通过旁分泌%自分泌形式发挥作用&魏凤

梅等(

%*

)研究显示!

HL?@=$-

免疫阳性细胞在鸡脾的

巨噬细胞和网状细胞*肾小囊壁层的扁平上皮细胞

和脏层的足细胞*球内系膜细胞*球旁复合体和肺的

巨噬细胞内均呈免疫阳性反应!与本试验得出的

HL?@=$-

在驯鹿睾丸*肺*肾*甲状腺和脾的定位结果

基本一致&

HL?@=$-

可剂量依赖性的抑制
L7H

以及

D5Y[

诱导睾丸分泌睾酮!并调节体内的睾丸间质

细胞的增殖和睾丸基因的表达!在
L7H

诱导的睾酮

分泌中!

HL?@=$-

的抑制作用可能与其抑制睾酮合成

相关酶"如
4N58

蛋白*

[)6&

*

G4W

*

%R

*

0G4W999

#的

表达有关(

%/

)

&本研究发现
HL?@=$-
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提示
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可能直接调控睾丸的生物学功能&
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结
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和免疫组化结果显示!
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免疫阳性细胞的分布与
3,'&2();8K5

的表达在

驯鹿体内是一致的!即
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在驯鹿的消化系统*

内分泌系统*呼吸系统*泌尿系统*生殖系统和免疫

系统内均有表达!且在消化系统内的表达最为广泛&
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