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摘要：采用免疫组织化学方法研究了 %" 只青紫蓝兔脑内 +,-./0 1 免疫阳性神经元的分布定位。结果显

示，+,-./0 1 免疫阳性神经元分布于下丘脑的室旁核、背内侧核、穹隆周核、外侧区和后区以及底丘脑的

未定带。以下丘脑背内侧核、穹隆周核和外侧区的阳性神经元数量较多，下丘脑室旁核、后区和未定带

较少。表明了兔脑内 +,-./0 1 免疫阳性神经元的分布与 +,-./0 2 免疫阳性神经元的分布存在一些差异，

提示两种 +,-./0 的产生部位和生理功能可能也存在差异。
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+,-./0 是 %**4 年发现的一种神经肽，参与

机体摄食、能量平衡、睡眠与觉醒周期、生殖、内

脏活 动 和 神 经 内 分 泌 等 活 动 的 调 控［% ( ’］。

+,-./0 有 +,-./0 2 和 +,-./0 1 两种，均由 +,-./0
前体 V,-V,DD,-./0 水解产生。+,-./0 2 为含有 ’’
个氨 基 酸 的 多 肽，:8! 端 为 焦 谷 氨 酸 残 基，

7++8 端酰胺化，$ 个半胱氨酸残基形成两套链

内双硫键，分子量为’ &#! C。+,-./0 1 为含有

!4 个 氨 基 酸 的 多 肽，为 一 线 形 肽，分 子 量

! *’) C。+,-./0 2 和 +,-./0 1 有 %’ 个氨基酸相

同。+,-./0 通过其受体发挥作用。+,-./0 受体

有两种亚型，即 +M%N 和 +M!N，属寡受体家族

的 Z 蛋白偶联受体。自 +,-./0 发现以来，研究

者用 NU6[7N
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、放 免 测 定、免 疫 组 化 等 方 法 对



!"#$%& 及其受体在多种动物的分布定位做了研

究，!"#$%& 在脑内主要分布于下丘脑，在某些内

脏器官和内分泌腺如睾丸、肠、胰和肾上腺内也

存在［’ ( )］。!"#$%& 受体的分布更为广泛。这些

研究 大 多 数 是 针 对 !"#$%& * 的 研 究，有 关

!"#$%& + 的 研 究 较 少；而 且 研 究 也 发 现 尽 管

!"#$%& + 的分布与 !"#$%& * 相似，但也存在一些

差异［’ ( ,-］。.%"%#//0 报道［,-］在大鼠中央杏仁核

的外侧部和终纹床核前外侧亚核（紧靠内囊）处

发现 !"#$%& + 免疫阳性神 经 元，这 两 处 并 无

!"#$%& * 阳 性 神 经 元 分 布。 在 蛙（ !"#"
$%&%’(#&"）脑内，!"#$%& + 阳性细胞见于下丘脑

视前区、视交叉上核、腹侧核和大细胞核［,,］。

作者已对兔体内 !"#$%& * 的分布定位做了研

究!，关于 !"#$%& + 在兔体内的分布定位文献中

未见研究报道。本实验用免疫组织化学法研究

了 !"#$%& + 在兔脑内的分布定位，比较了 !"#$%&
+ 与 !"#$%& * 分布的差异，为研究 !"#$%& 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 1 ( ’ 月龄健康青紫蓝兔 ,-
只，雌雄各 2 只，体重为（3 4 -51）67。
!"# 实验试剂 !"#$%& +（.8,)）抗血清（9.8
:-;,），9<&=< .">? +%0=#@A&0/07B C&@ 生产，购自上

海吉泰科技有限公司。即用型 9*+. 免疫组化

染色试剂盒、水溶性封片剂和 D*+ 显色试剂均

购自武汉博士德生物工程有限公司。

!"$ 实验方法

!"$"! 取材与切片 实验动物（兔）经耳静脉

注射 3-E氨基甲酸乙酯（2 F/G67）麻醉后，剪开

胸壁，暴露心脏，经左心室快速灌注 -5:2E 的

生理盐水（含 -5-;2E 柠檬酸三钠），同时剪开

右心耳，灌至流出清亮液体为止（大约 3-- F/）；

然后灌注用 -5, F0/GH 磷酸缓冲液（I+9）新鲜配

制的 ’E多聚甲醛固定液，约3 --- F/。固定后

取脑，置于同一固定液中后固定 ’ ( J A。固定

好的组织块经 -5, F0/GH I+9 充分洗涤后，置于

用 -5, F0/GH I+9 配制的 3-E蔗糖溶液中，放置

’K待其下沉后做冰冻切片。切片厚 3-!F，每

隔 ,- 片取 3 片，切片分 3 套，其中一套用于

!"#$%& + 免疫组化染色，另一套用于对照。切

片裱贴于经多聚赖氨酸处理的载玻片上，室温

干燥后置于 L 3-K冰箱备用。

!"$"# 染色程序 切片经 1;K恒温箱干燥过

夜后，按以下程序进行反应："切片经蒸馏水洗

涤 2 F%&；#然后用甲醇新鲜配制的 -52EM3!3

室温处理 1- F%&，以灭活内源性过氧化物酶，蒸

馏水洗涤 1 次；$正常兔血清 1;K封闭 3- F%&，

甩去多余液体；%滴加一抗（山羊 !"#$%& + 抗血

清），置湿盒中于 1;K孵育 1 ( ’ A 或 ’K过夜；

&滴加二抗（生物素标记的兔抗山羊抗体），

1;K孵育 ’- F%&；’滴加试剂 9*+.，1;K作用

1- F%&；(显色：将试剂盒中的 *、+、. 试剂各取

, 滴加于 , F/ 蒸馏水中，混匀后滴加到切片上，

室温显色，显微镜下控制反应时间，蒸馏水洗

涤，必要时用苏木精复染；)用水溶性封片剂封

片。

免疫组织化学染色对照：用 -5, F0/GH I+9
代替一抗，其余步骤不变。

!"$"$ 观察 用 !/BFN>O 双目显微镜对切片进

行观察，兔脑核团参照猫脑立体定位图谱确

定［,3］。在显微镜下观察 !"#$%& + 免疫阳性神经

元分布。选取典型部位拍照。

# 结 果

!"#$%& + 阳性神经元分布于兔下丘脑和底

丘脑，阳性细胞的胞浆为棕褐色，细胞核未着色

呈空泡状。细胞大小从 ,- ( ’-!F 不等（图版

*：, ( ;）。在下丘脑，室旁核内 !"#$%& + 免疫阳

性神经元数量中等，分布密集，胞体较大，多为

卵圆形，突起明显，有 , ( 1 个突起（图版*：,）；

背内侧核内 !"#$%& + 免疫阳性神经元数量较

多，分布较为密集，以中小型细胞为主，胞体呈

卵圆形、梭形或三角形，突起明显，为单极、双极

或多极神经元（图版*：3，1）；下丘脑外侧区内

!"#$%& + 免疫阳性神经元数量较多，散在分布，
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但在穹隆背外侧分布较密集（图版!：!，"）。穹

隆周核内 #$%&’( ) 免疫阳性神经元分布密集，

胞体中等大小，呈多边形或卵圆形，突起不明显

（图版!：!，*）。下丘脑后区内 +$%&’( ) 免疫阳

性神经元数量中等，分布较为密集，胞体呈卵圆

形或梭形，突起明显，多为双极神经元（图版!：

,）。底丘脑未定带内出现少量 #$%&’( ) 免疫阳

性神经元，胞体较小，呈梭形，突起清晰可见（图

版!：-）。

对照实验仅见背景染色，未发现阳性神经

元分布（图版!：.）。

! 讨 论

!"# 关于 $%&’() * 在脑内的分布定位 关于

#$%&’( 的 分 布 定 位 已 有 很 多 文 献 报 道，但 对

#$%&’( ) 的研究较少，文献中未见有关兔 #$%&’(
) 分布定位的报道。本实验用免疫组化法研究

了兔脑内 #$%&’( ) 的分布定位。结果表明，在

兔脑内，#$%&’( ) 免疫阳性神经元主要分布于

下丘脑室旁核、穹隆周核、背内侧核和后区，在

底丘脑未定带出现少量免疫阳性神经元。本实

验结果与别人在大鼠和蛙上的研究基本相似，

但也存在差异。/012%$ 等人报道 #$%&’( ) 阳性

神经元在大鼠主要分布于下丘脑外侧区和穹隆

周核［"］。34245 发现 #$%&’( ) 阳性细胞在蛙脑

分布 于 视 前 区、视 交 叉 上 核 和 下 丘 脑 腹 侧

核［66］。此外，有人在大鼠杏仁中央核和终纹床

核前外侧亚核（紧靠内囊处）发现少量的 #$%&’(
)免疫阳性神经元［67］。本实验在兔脑内视前

区、视交叉上核、杏仁中央核和终纹床核等处未

发现有 #$%&’( ) 阳性细胞存在，这表明 #$%&’( )
神经元在脑内的分布存在种属差异。也可能与

研究的方法与使用的抗体有关，有待进一步深

入研究。

!"+ 关于 $%&’() * 与 $%&’() , 分布的差异

作者以前的研究发现，#$%&’( 8 免疫阳性神经

元分布于下丘脑的视上核、室旁核、背内侧核、

穹隆周核、外侧区、前区和后区以及底丘脑的未

定带!。本文在视上核和下丘脑前区未观察到

#$%&’( ) 免疫阳性神经元存在，表明兔的 #$%&’(

) 与 #$%&’( 8 分布存在一定的差异。在大鼠上

的研究也是如此，如多数研究者仅在大鼠下丘

脑的 诸 多 核 团 发 现 #$%&’( 8 免 疫 阳 性 神 经

元［! 9 "，6:］，未在下丘脑以外的脑区观察到 #$%&’(
8 免疫阳性神经元的存在；但 /’$’%22+ 等人却在

大鼠的杏仁中央核和终纹床核前外侧亚核发现

少量 #$%&’( ) 免疫阳性神经元［67］。其结果也表

明 #$%&’( ) 与 #$%&’( 8 的分布可能存在一定差

异。

!"! $%&’() 的分布与功能的关系 据文献报

道，#$%&’( 参与机体摄食、能量平衡、睡眠与觉

醒周期、生殖、内脏活动和神经内分泌等活动的

调控［6 9 :］。本研究发现，兔 #$%&’( ) 免疫阳性

神经元主要分布于下丘脑室旁核、穹隆周核、背

内侧核、下丘脑外侧区和后区以及底丘脑的未

定带，这些区域与摄食、神经内分泌、睡眠等的

调控有关，为理解兔 #$%&’( 的作用部位及生理

功能提供了形态学资料。

#$%&’( 有 #$%&’( ) 和 #$%&’( 8 两种，#$%&’(
) 与 #$%&’( 8 的分布存在差异。#$%&’( 通过其

受体发挥作用，其受体有 #;6< 和 #;!< 两种，

#$%&’( ) 和 #$%&’( 8 与 #;6< 和 #;!< 的亲和

力不同，这两种受体的分布存在一定的差异［:］，

这也提示 #$%&’( ) 与 #$%&’( 8 的功能可能也存

在一些差异。如有人报道将 #$%&’( 注入下丘脑

不同的区域后，#$%&’( 8 仅在一狭窄的区域内

有效，而注射 #$%&’( ) 无效［:］。这些问题有待

深入研究。
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图 版 说 明

兔脑内 =_A?Q4 神经元的分布

G‘ 下丘脑室旁核内 =_A?Q4 神经元；!‘ 下丘脑结节区中部切面；#‘ 下丘脑背内侧核内 =_A?Q4 神经元；%‘ 下丘脑外侧区 =_A?Q4
神经元；I‘ 下丘脑穹隆周核内 =_A?Q4 神经元；K‘ 下丘脑后区内 =_A?Q4 神经元；J‘ 未定带内 =_A?Q4 神经元；$‘ 对照实验，以

SA5 代替一抗，下丘脑内未见 =-,>2; A 免疫阳性神经元；:：穹隆；#9：第三脑室。

图 ! 和 $ 的放大倍数为 a !"，其余图片的为 a G""。
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