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妊娠中期奶山羊下丘脑中催产素的免疫组化定位
 

陈树林 , 张　艳 , 赵慧英 ,范光丽 ,毛海鹏 ,

李耀辉 ,尹宝英 , 蒲强红
(西北农林科技大学动物科技学院 ,陕西杨凌　 712100)

摘　要: 采用免疫组织化学技术中的链霉素抗生物素 -过氧化酶 ( str epta ridin- per oxidase, SP)法 ,对妊娠中

期奶山羊下丘脑中催产素 ( Ox y tocin, O T )神经元的定位及分布进行了观察研究。结果表明 ,下丘脑中分泌 O T

的神经元主要分布在视上核和室旁核 ,在环核、视上弥散核、弓状核、室周核、穹窿周核、下丘脑前区、下丘脑外

侧区、下丘脑后核和乳头体各核团等也有一定数量的阳性神经元 ;另外 ,在室旁核、视上弥散核、视上核、正中

隆起和第三脑室附近有较多数量的强阳性神经纤维 ,在交叉上核有少量阳性神经纤维。 提示 O T在妊娠中期

奶山羊下丘脑中分布广泛 ,且下丘脑 O T经神经垂体 ,第三脑室 ,血管三条途径释放 ,经血液循环最终作用于

靶细胞而发挥生理作用。
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Immunohistochemical Localization of Oxytocin on Hypothalamus

in Dairy Goat during Midgestation
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LI Yao-hui, YIN Bao-ying and PU Qiang-ho ng
( College of Animal Science and Tech nology, No rthw est A& F University Yangling, Shaanxi　 712100, China)

Abstract: The immunohisto chemical SP m ethod wa s used to study the dist ributio n o f ox ytocin o n hy-

pothalam us in dai ry g oat during midg esta tion. The o xy to cin-im munohistochemical ( O T-IR) neuro ns

w ere mainly dist ributed over nucleus parev entricularis and nucleus supra-o ptious; in additio n, O T-IR

neuro ns w ere also found in nucleus circula ris, nucleus supra-opticus dif fuses, nucleus arcuatus, nucle-

us periv ent ricularis, nucleus peri fo rnicalis, area anterior hypo thalami, area la terali s hypo thalami, nu-

cleus posterio r hy po thalami , nucleus mamilaris and so on . M ore O T-IR nerv e fibers w ere o bserv ed in

nucleus parav entricula ris, nucleus supra-o pticus dif fuses, nucleus supra-o ptio us, medium eminence

and the surrounding area of the thi rd v entricle and so on. Also , some nerv e fibers w ere found in nu-

cleus suprachiasm aricus. These results sugg ested tha t the dist ribution o f O T in th e hypothalam us of

dai ry g oat during midg esta tion w as ex tensiv e and the physio logical ef fection w as on target cel ls by

blood ci rcle af ter releasing by three cha nnels w hich w ere the third v entriculus( cerebro spinal f luid)、

neurohy po physis and blo od v essel.
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　　动物生殖过程受机体内外多种因素综合调 控 ,其中起主要调控作用的是下丘脑神经内分泌
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系统。 而催产素 ( Ox y tocin, O T)则是下丘脑特殊

分化的神经细胞合成的重要生殖激素之一 ,具有

促进子宫收缩 (催产 ) ,促进乳腺排乳 ,促进卵泡发

育及排卵 ,促进黄体形成和黄体溶解 ,调节发情周

期等重要作用 ,并参与神经内分泌调节系统的调

节 ,如下丘脑 -垂体- 性腺轴 ,下丘脑 -垂体- 肾

上腺轴
[ 1]
。大量研究显示 ,催产素与妊娠密切相

关 ,但其究竟在妊娠中如何作用还未完全弄清 ,因

此本实验通过对催产素在妊娠中期奶山羊下丘脑

中的定位及分布进行研究 ,为进一步阐明催产素

对妊娠的影响及作用机制提供形态学依据 ,并为

O T及其类似物在繁殖生产和临床治疗上的应用

提供理论依据。

1　材料与方法

1. 1　实验动物

妊娠 12周关中奶山羊母羊 4只 ,临床健康。

1. 2　样本采集

颈部动脉放血致死后用 4%多聚甲醛灌注固

定 ,采集下丘脑 ,用相同固定液继续后固定 24～

48 h,入 20%蔗糖磷酸缓冲液中 ,直至组织块沉

底。

1. 3　组织切片

对下丘脑做连续冰冻冠状切片 ,片厚 35μm,

取其中 3套。第 1套进行免疫组化 SP法染色 ;第

2套进行 Nissl染色 ,做核团定位 ;第 3套用于对

照 ,确定本实验反应的特异性。

1. 4　免疫组化 SP法操作程序

免疫组化染色程序按照试剂盒说明进行 ,第

一抗体 O T (第四军医大学馈赠 )工作浓度为

1∶ 5000,同时设阴性对照组 ,用 DAB呈色 ,贴

片 ,再用梯度酒精脱水 ,二甲苯透明 ,观察。阳性产

物呈深蓝色或蓝色 ,阴性对照组无阳性产物。

1. 5　统计学处理

免疫组化染色结果每组切片中相同核团随机

选取 5个不同部位 , Mo tic数码显微镜拍照 ,用江

苏捷达 801形态分析软件对阳性细胞进行分析 ,

测量阳性细胞的大小 ,灰度值 ,数目 ,灰度值用均

数±标准差 ( x-± S)表示 ,其余用均数 ( x-)表示。

2　结果与分析

经免疫组化 SP法染色的切片 ,背景无色或

浅蓝色 , O T免疫反应阳性神经元呈深浅不等的

蓝黑色 ,多为双极神经元或多极神经元 ,也见单极

神经元 ;胞体呈不规则的圆形、卵圆形、梭形、三角

形和多角形等 ,大小不等 ,细胞直径约为 5～ 30

μm ,成堆或分散分布。强阳性细胞蓝黑色 ,胞体内

深蓝色颗粒融合成团 ,染成一片 ,如视上核 ,室旁

核 (图 1-A, 1-B)。

A. 视上核的 O T免疫阳性细胞及纤维 Th e OT-IR neurons and nerve f ibers in sup ra-optious nucleus;

B. 室旁核的 OT免疫阳性细胞 The O T-IR neurons in pareven t ricularis nucleus.

图 1　视上核和室旁核的 OT免疫阳性细胞 (× 400)

Fig. 1　 The OT-IR neurons and nerve f ibers in supra-opt ious nucleus and pareventricularis nucleus(× 400)

　　弱阳性细胞着色浅淡 ,细胞轮廓不清 ,在高倍

镜下方可见到胞质中有少量浅蓝色颗粒 ,如下丘

脑前区 ,视前外侧核 ;中等阳性细胞介于二者之

间 ,如乳头体外侧核 ,结节乳头体核。 胞核不着色

呈空泡状 ,居于中央或偏于一侧 ,多数神经元可见

1～ 4个突起 ,长的突起还有分支 ,突起内亦有反

应颗粒 ,有的神经元的突起伸向第三脑室或伸向

血管 (图 2)。

免疫反应阳性神经纤维呈蓝黑色细丝状或串

珠状 ,颗粒大小不一 ,形态多样 ,在室旁核 ,视上弥
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散核 ,视上核 ,正中隆起 (图 3)和第三脑室附近有

较多数量的强阳性神经纤维。

对照组切片均为阴性 (表 1)。

图 2　在血管周围的的 O T免疫阳性细胞及纤维 (× 400)

Fig. 2　 The OT-IR neurons around the

blood vessel (× 400)

图 3　正中隆起中有大量的 O T免疫阳性纤维 (× 400)

Fig. 3　 The OT-IR nerve fibers

in medium eminence(× 400)

表 1　 OT阳性神经元及神经纤维在妊娠中期奶山羊下丘脑中的分布

Table 1　 Distribution of the OT-IR neurons and The OT-IR nerve f iberson

hypothalamus in dairy goat during midgestat ion

核团名称
Nuclei

神经元平均数 /个
Neurons av erage

平均灰度值* (x-± S )
Gray scale

神经纤维密度*

Nerv e fibers d ensi ty

前连合核 Nucleus anterio r com miss uri s 14 66. 36± 15. 02 -

下丘脑外侧区 Area laterali s h ypoth alami 224 82. 23± 11. 97 -

下丘脑室周核 Nucleus periv en triculari s hypothalami 49 54. 28± 9. 08 -

交叉上核 Nucleus s uprachiasmaticus 37 31. 69± 5. 51 +

视上核 Nucleus s upra-opticus 569 21. 37± 6. 49 + +

环核 Nucleus ci rcularis 12 50. 71± 7. 22 +

视上弥散核 Nucleus s upra-op ticus dif fu ses 22 21. 08± 6. 55 + + +

室旁核 Nucleus parav ent riculari s 289 23. 12± 6. 35 + +

弓状核 Nucleus arcuatus 22 50. 44± 10. 62 -

腹外侧核 Nucleus vent rolaterali s 109 81. 79± 13. 62 -

腹内侧核 Nucleus vent romedialis 66 94. 20± 18. 17 -

穹窿周核 Nucleus peri fornicalis 14 85. 97± 9. 12 -

结节乳头体核 Nucleus tuberomami llaris 36 40. 15± 6. 12 +

乳头体内侧核 Nucleus mamillaris medialis 78 73. 92± 12. 37 -

乳头体外侧核 Nucleus mamillaris laterali s 82 63. 07± 9. 18 -

乳头体后核 Nucleus mamillari s posterio r 156 66. 39± 7. 46 -

乳头体上核 Nucleus s upramamil lari s 10 92. 16± 4. 40 -

正中隆起 M edium eminence 0 33. 91± 7. 06 + + +

注:灰度值越低神经元所含 O T颗粒越多 ; + + + 多 ,+ + 中等 ,+ 少量 , -无。

Note: Th e OT-IR granules in neuron are mo re wh en gray s cale is low ; + + + mo re, + + medium, + les s, - non e.

3　讨 论

Mo nika[2 ]研究发现在哺乳动物 O T神经元

主要存在于下丘脑大细胞核、视上核和室旁核 ,其

神经纤维主要投射到垂体后叶和正中隆起。段晓

勤、杨明、沈霞芬等 [3～ 5 ]在多种动物的室旁核、视

上核、穹窿周核、室周核、下丘脑外侧区、下丘脑前

核、环核和前连合核等见到 OT神经元 ,本实验也

在上述区域出现阳性神经元及数量不等的阳性纤

维 ,此外在视前内侧核、视前外侧核、视上弥散核、

腹内侧核、腹外侧核、弓状核、结节乳头体核、交叉

上核和乳头体各核团等 27个核团亦看到一定数

量的神经元 ,在室旁核 ,视上弥散核 ,视上核 ,正中

隆起 ,第三脑室附近有较多数量的强阳性神经纤

维 ,在交叉上核 ,结节乳头体核可见少量阳性神经

纤维。上述结果说明 , O T在妊娠中期奶山羊下丘

脑中分布非常广泛。

由表 1可以看出 ,在妊娠中期奶山羊下丘脑
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中 , O T主要存在于视上核和室旁核 ,其阳性神经

元数目最多 ,分别为 569, 289,单个阳性神经元中

所含 O T颗粒较多 ,染色呈强阳性 ,平均灰度值分

别为 , 21. 3777± 6. 4965, 23. 1285± 6. 3599。该观

察结果与发情期、乏情期奶山羊下丘脑中 O T免

疫反应神经元的分布相似 [6, 7 ] ,但在神经元的数

目、大小、树突分支的情况和阳性神经纤维的数目

方面还存在着差异。Stern等
[8 ]
研究发现动物处在

不同的生理周期 ,其细微结构会有所变化 ,主要表

现在神经元的位置、数目、大小、树突分支的情况、

阳性神经纤维的数目、细胞膜内在成分和突触数

方面的变化。在妊娠期 ,由于卵巢中一些类固醇激

素的调节 , O T系统会发生一系列的变化 ,如下丘

脑中 O Tm RN A增加 ,神经垂体中 O T也会增加 ,

分泌 OT的大细胞神经元在形态、电生理方面发

生改变 [9 ]。但在妊娠中期 ,为确保胎儿正常发育 ,

子宫活动的频率、幅度逐渐减慢 ,反馈地引起下丘

脑分泌的 O T减少。所以妊娠中期奶山羊下丘脑

分泌的 O T要明显少于妊娠晚期 ,少于发情期 ,高

于乏情期奶山羊下丘脑分泌的 O T。

在第三脑室附近的一些核团如室旁核 ,室周

核中有一些神经元的突起及神经纤维伸向第三脑

室 ,杨庞等 [11 ]的研究已经证实了第三脑室室周区

的 O T神经元可向垂体后叶投射 , O T免疫阳性

触液神经元在脑脊液和垂体后叶之间起功能上的

联系作用 ,脑脊液可影响垂体后叶的分泌。 因此 ,

O T免疫阳性触液神经元可经室旁垂体束与脑脊

液运输两种方式至神经垂体 ,即分别通过神经、体

液两种途径对神经垂体进行往返调节。同时 ,在室

旁核、视上核、穹窿周核、环核等核团中见到一些

血管被 O T神经元及纤维环绕。另外 ,在正中隆起

有较密集的神经纤维 ,而且含有明显的分泌颗粒 ,

表明 O T经神经垂体 ,第三脑室 (脑脊液 ) ,血管

(液 )三条途径释放 ,经血液循环最终作用于靶细

胞而发挥生理作用。
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