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青年奶山羊下丘脑GnRH 神经元的分布特点
Ξ
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　　[摘　要 ]　为了探讨促性腺激素释放激素 (gonado trop in releasing ho rmone, GnRH )在青年奶山羊下丘脑的表

达特点,采用灵敏度较高的免疫组化 SP 法研究了GnRH 神经元在 6～ 8月龄青年奶山羊下丘脑中的分布。结果表明,

分泌 GnRH 的神经元主要分布在视上核、下丘脑前核、室旁核和弓状核,其次是视前内侧核、视前外侧核、交叉上核、

下丘脑外侧区、视上弥散核、腹内侧核、腹外侧核及乳头体各核团,前连合核、终纹床核、穹窿周核、环核、视前交叉上

核和背内侧核分布较少。GnRH 阳性神经元的形态有圆形、三角形、卵圆形、梭形、多角形、不规则形,有些阳性神经元

还具有明显的突起;圆形和三角形细胞直径为 7～ 27 Λm ,卵圆形和梭形细胞短轴和长轴分别为 7～ 21和 10～ 48 Λm;

GnRH 阳性神经纤维仅见于视前内侧核、视前外侧核、弓状核、乳头体后核、乳头体内侧核等核团,在正中隆起和第三

脑室室周也可见中等数量的阳性纤维。结果提示, GnRH 神经元在青年奶山羊下丘脑分布广泛。
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D is tribution of gona do trop in re le a s ing ho rm one ne uron in the

hypo tha lam us of youth da iry goa t
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FAN Guang2li, ZHAN G Yan,L I Yao2hu i, ZHOU J ian2p ing
(Colleg e of A n im al S cience and T echnology ,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: To study exp ressive characterist ics of gonado trop in releasing ho rmone (GnRH ) in the hy2
po thalam u s of you th dairy goat, the dist ribu t ion of GnRH neu ron in the hypo thalam u s of you th dairy goat

w as determ ined by imm unoh istochem ical st rep tavid in2perox idase (SP ) m ethod. T he resu lts revealed that

GnRH 2imm uno react ive (GnRH 2IR ) neu ron s w ere m ain ly dist ribu ted over nucleu s sup raop t icu s, nucleu s
an terio r hypo th lom i, nucleu s paraven tricu laris and nucleu s arcuatu s; in addit ion, a certa in GnRH 2IR neu2
ron s w ere also found in nucleu s p reop t icu s m edia lis, nucleu s p reop t icu s la tera lis, nucleu s sup rach iasm ar2
icu s, nucleu s la tera lis hypo thalam i, nucleu s sup raop t icu s diffu su s, nucleu s ven trodia lis, nucleu s ven tro la ter2
alis and nucleu s m am illaris; and the rest w ere found to dist ribu te over nucleu s an terio r comm issu ris, bed
nucleu s st ria term inalis, nucleu s perifo rn ica lis, nucleu s circu laris, nucleu s p reop t icu s sup rach iasm at icu s and

nucleu s ven trom edia lis. T he po sit ive cells w ere m ain ly circu lar, t riangle, oval, sp indle2shaped, po lygon, ir2
regu lar shape, in addit ion, som e of them had obviou s p ro jects. T he circu lar and the triangle cell d iam eters

w ere 7- 27 Λm , the oviod and the sp indle2shaped cell m ino r ax is and the m ajo rax is w ere 7- 21 Λm , 10- 48

Λm respect ively. GnRH 2IR nerve fibers w ere on ly ob served in nucleu s p re2op t icu s m edia lis, nucleu s p reop t i2
cu s la tera lis, nucleu s paraven tricu laris and nucleu s sup rach iam at icu s. A lso , som e nerve fibers w ere found in

m edium em inence and the su rrounding area of th ird ven tricle. T he resu lts show ed that the dist ribu t ion of

GnRH in the hypo thalam u s of you th dairy goat w as ex ten sive.
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　　下丘脑是联系高级神经中枢和内分泌腺体功能

活动的枢纽,其通过分泌释放激素或抑制因子调节

垂体促性腺激素的分泌,从而影响性腺的外分泌和

内分泌功能,调控动物的个体发育和生殖过程。促性

腺激素释放激素 (gonado trop in releasing ho rmone,

GnRH )是动物生殖过程中最重要的激素之一, 1971

年美国 Schally 等[1 ]首先从猪的下丘脑分离并提纯

得到 GnRH ,并因此而获 1977年诺贝尔医学奖。现

在已基本确定 GnRH 除主要由下丘脑产生外,松果

体、脊髓液和脑外组织,包括肠、胃[2 ]、胰脏[3 ]、卵巢、

子宫内膜、胎盘[4 ]、输卵管上皮细胞[5 ]及交感神经

节[6 ]等器官和组织中也发现有 GnRH 类似物存在。

下丘脑产生 GnRH 的神经元在神经末端以脉冲的

方式分泌 GnRH ,然后调节垂体促黄体生成素 (L H )

和促卵泡素 (FSH )的分泌,从而刺激性腺发育和生

殖过程,但有关 GnRH 脉冲式分泌的精确定位和发

生机制尚不清楚。同时,人们对已探明的为数不多的

下丘脑核团能否源源不断地以脉冲的方式分泌大量

的 GnRH 感到疑惑。对不同生殖周期下丘脑中

GnRH 的分布变化规律尚未见文献报道。为此,本试

验采用灵敏度较高的免疫组化链霉菌抗生物素蛋

白- 过氧化酶 ( st rep tavid in2perox idase, SP ) 法对

GnRH 神经元在青年奶山羊下丘脑中的分布进行了

研究,以期为 GnRH 在动物生殖调控中的作用及分

布规律提供形态学依据。

1　材料和方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　试验动物　6～ 8 月龄关中奶山羊 8 只,临

床健康,质量 25～ 35 kg。

1. 1. 2　试剂及仪器　抗兔 SP 超敏试剂盒,福州迈

新公司进口分装; 兔抗 GnRH 抗体, 武汉博士德生

物工程有限公司生产; 葡萄糖氧化酶,美国 S IGM A

公司生产。A 液: 内源性过氧化酶阻断剂 (无色) ; B

液: 正常非免疫动物血清 (蓝色) ; C 液: 生物素标记

的第二抗体 (黄色) ; D 液:链霉素抗生物素蛋白- 过

氧化物酶 (红色 )。二抗: 羊抗兔 GnRH 抗体。

OL YM PU S 生物显微镜, 日本OL YM PU S 光学工

业株式会社; L eica 冰冻石蜡切片机, 德国L eica 公

司;M o tic数码显微镜,厦门M o tic实业有限公司。

1. 2　青年奶山羊下丘脑切片的制备

奶山羊颈动脉放血致死,迅速割下头部,通过颈

动脉依次灌注 37 ℃生理盐水和 4 ℃的 40 göL 多聚
甲醛磷酸盐缓冲液,开颅取脑,切取下丘脑,浸入 40

göL 多聚甲醛固定液中固定 12 h。之后浸入 4 ℃含

200 göL 蔗糖的 PB 液中,组织块沉底后,用冰冻切

片机对下丘脑做连续切片 (片厚 35 Λm )。每只羊下

丘脑制两套切片, 一套做N issl染色以确认下丘脑

核团位置, 兼做阴性对照实验; 一套进行免疫组化

SP 法染色。

1. 3　青年奶山羊下丘脑切片的 SP 法染色观察

将切片用 0. 01 mo löL 的 PBS 冲洗 3 次, 每次

10 m in, 然后按以下步骤进行反应, 各步骤间均用

0. 01 mo löL 的 PBS 充分漂洗 3 次, 每次 10 m in。

①切片入A 液,室温下孵育 1 h; ②切片入B 液,室

温下孵育 40 m in; ③切片入兔抗 GnRH 抗体 (稀释

倍数为 1∶200) ,室温下孵育 24 h; ④切片入C 液,

室温下孵育 1. 5 h; ⑤切片入D 液,室温下孵育 1. 5

h; ⑥切片用葡萄糖氧化酶2DAB 2硫酸镍胺呈色, 室

温下呈色,观察直至有蓝色反应产物出现为止。⑦切

片脱水、透明、封片光镜下观察。

同时设阴性对照实验, 用 0. 01 mo löL 的 PBS

代替兔抗 GnRH 抗体孵育切片,其余步骤同上。

1. 4　数据统计分析

免疫组化染色的每组切片中,相同核团随机选

取 5个不同部位,M o 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,数目,灰度值。数据用均数±标准差

(X{ ±SD )表示。

2　结果与分析

2. 1　奶山羊下丘脑切片镜检结果

　　应用免疫组化 SP 法结合硫酸镍铵加强的DAB

蓝色反应体系呈色的切片, 背景呈无色或浅蓝色,

GnRH 免疫反应阳性神经元呈深浅不等的蓝色,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、梭形、三角形等,大小不等,细胞直径

为 7～ 48 Λm ,成堆或散在分布。根据胞体内反应颗

粒着色的深浅可分为强阳性、中等阳性和弱阳性 3

种。强阳性神经元呈深蓝色,胞体内深蓝色颗粒染成

一片,如下丘脑前核 (图 1 A ) ,视上核 (图 1 B ) ,室旁

核 (图 1 C) ,结节乳头体核 (图 1 D ) ; 弱阳性神经元

着色浅淡,细胞轮廓不清,在高倍镜下方可见胞质中

有少量浅蓝色颗粒,如穹窿周核,视前交叉上核; 中

等阳性神经元介于二者之间,如交叉上核,下丘脑外

侧区,胞核大多呈空泡状。神经元突起有的第三脑室

或伸向血管,如在环核中有的血管周围被一些神经

元及纤维环绕。阳性神经纤维见于视前内侧核、视前
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外侧核、弓状核、乳头体后核、乳头体内侧核等核团;

阳性神经纤维呈细丝状或串珠状,颗粒大小不一,形

态多样,尤以正中隆起较多。阴性对照组均未见阳性

反应物出现。

图 1　青年奶山羊下丘脑 GnRH 神经元的免疫组化 SP 染色结果 (×400)
A. 下丘脑前核; B. 视上核; C. 室旁核; D. 结节乳头体核; E. 阴性对照;→. 示 GnRH 阳性产物

F ig. 1　GnRH 2imm uno reactive p roducts on hypo thalam us in you th dairy goat,

arrow head indicates GnRH 2imm uno reactive po sit ive neurons (×400)
A. N ucleus an terio r hypo thalam i; B. N ucleus sup raop tic; C. N ucleus pararen tricu lar; D. N ucleus tuberom am illaris;

E. N one GnRH imm uno reactivity neurons in con tro l group;→. Indicates GnRH imm uno reactivity

表 1　青年期奶山羊下丘脑中 GnRH 阳性神经元和阳性神经纤维的分布

T able 1　D istribu tion of the GnRH 2IR neurons and GnRH 2IR nerve fibers on hypo thalam us in you th dairy goat

核团名称
N uclei

细胞大小öΛm
Cell size

面密度öΛm
A real density

平均灰度值
A verage gray

scale

GnRH 阳性
纤维密度

N erve fibers
density

前连合核N ucleus an terio r comm issuris, A C
终纹床核Bed nucleus of the stria term inalis, BN ST
视前交叉上核N ucleus p re2op ticus sop rach iasm aticus, PO SC
视前内侧核N ucleus p re2op ticus m edialis, POM
视前外侧核N ucleus p re2op ticus lateralis, POL
下丘脑前核N ucleus an terio r hypo thalam i, A H
下丘脑外侧区L ateral hypo thalam ic area, L H
交叉上核N ucleus sup ra2ch iasm aticus, SC
视上核N ucleus sup ra2op ticus, SON
视上弥散核N ucleus sup ra2op ticus diffuses, SD
室旁核N ucleus paraven tricu laris, PVN
弓状核N ucleus arcuatus, A RN
背内侧核N ucleus do rsom edialis, DM
腹外侧核N ucleus ven tro lateralis, VL
腹内侧核N ucleus ven trom edialis, VM
穹窿周核N ucleus perifo rn icalis, PF
乳头体内侧核N ucleus m am illaris m edialis,MM
乳头体外侧核N ucleus m am illaris lateralis,M L
结节乳头体核N ucleus tubero m am illaris, TM
乳头体后核N ucleus m am illaris po sterio r,M P
乳头体上核N ucleus sup ram am illaris, SM
正中隆起M edian em inence,M E

17～ 33
15～ 40
8～ 19

22～ 38
16～ 35
11～ 26
13～ 26
9～ 18

10～ 36
8～ 27

13～ 21
9～ 33

14～ 39
9～ 24
9～ 17
7～ 21

13～ 26
19～ 48
17～ 34
13～ 31
10～ 22
9～ 33

349. 61
472. 66
335. 94

73. 0217
158. 10
37. 90
114. 42
101. 48
57. 25
77. 02
55. 36
58. 95
184. 49
80. 31
122. 83

1407. 17
108. 02
120. 92
324. 60
114. 64
175. 50
52. 22

159. 85±14. 32
162. 47±42. 31
109. 27±23. 37
130. 45±14. 07
119. 30±10. 83
130. 31±17. 49
130. 26±0. 24

120. 02±24. 00
120. 60±16. 00
112. 14±27. 41
100. 44±11. 83
148. 28±12. 46
151. 81±27. 41
167. 09±13. 17
163. 77±17. 85
124. 34±6. 22

131. 91±24. 47
133. 81±16. 02
73. 98±12. 95

129. 65±28. 79
179. 34±15. 52
135. 26±66. 84

-
-
-

+ +
+ +

-
-
+
-
-
+

+ + + +
-
-
-
-

+ + +
-
-

+ + +
+

+ + + +

　　注: + + + + . 大; + + + . 中等; + + . 小; + . 极小; - . 无;面密度= 视野面积ö阳性细胞总周长;灰度值越高表示染色越浅。

N o te: + + + + . Indicates“b ig”; + + + .“m iddling”; + + .“sm all”; + .“sm allest”; - .“no th ing”. V iew acreage divided general girth is

area density. T he quan tity is coun ter to the value of average gray density.
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2. 2　青年奶山羊下丘脑中 GnRH 神经元的分布

分泌 GnRH 的神经元及神经纤维在青年奶山

羊下丘脑的分布情况见表 1。由表 1可知,青年奶山

羊下丘脑中广泛分布有 GnRH 神经元以及一些

GnRH 阳性神经纤维。GnRH 神经细胞直径在 7～

48 Λm。面密度值越小,说明阳性神经元数越多,据

此可断定在下丘脑前核 (37. 90 Λm )、视上核 (57. 25

Λm )、室旁核 (55. 36 Λm )和弓状核 (58. 95 Λm )的

GnRH 神经元数明显多于其他核团。平均灰度值显

示了核团染色的深浅,从表 1可以看出,结节乳头体

核 (73. 98±12. 95)染色最深,其次是视前交叉上核

(109. 27±23. 37) ,视前外侧核 (119. 30±10. 83) ,视

上核 ( 120. 60± 16. 00) , 视上弥散核 ( 112. 14±

27. 41)和室旁核 (100. 44±11. 83)等。弓状核 (+ +

+ + )正中隆起 (+ + + + )处的 GnRH 阳性纤维密

度最高,乳头体内侧核 (+ + + )和乳头体后核 (+ +

+ )也有中等量的纤维分布。综上所述,分泌 GnRH

的神经元主要分布于视上核、下丘脑前核、室旁核和

弓状核。

3　讨　论

3. 1　下丘脑 GnRH 阳性神经元的定位

　　下丘脑- 垂体- 性腺轴是性腺发育成熟和生殖

功能正常进行的基础。下丘脑分泌的GnRH、垂体分

泌的促性腺激素 (FSH , L H )和性腺分泌的性激素

(雌激素,雄激素)之间存在着正,负反馈调节机制。

奶山羊断奶后, 随着下丘脑 GnRH 分泌量的增多,

垂体促性腺激素分泌也增多,性激素分泌亦增多,从

而刺激性腺逐渐发育成熟。本试验对 6～ 8月龄正处

于性腺发育成熟阶段的青年奶山羊下丘脑 GnRH

的合成部位进行了研究。结果表明, GnRH 阳性神经

元主要分布在视上核、下丘脑前核、室旁核和弓状

核;其次是视前内侧核、视前外侧核、交叉上核、下丘

脑外侧区、视上弥散核、腹内侧核、腹外侧核、乳头体

内侧核、乳头体外侧核、乳头体后核和乳头体上核;

前连合核、终纹床核、穹窿周核、视前交叉上核、环

核、背内侧核和结节乳头体核的分布较少。可见青年

奶山羊下丘脑的 GnRH 免疫反应阳性细胞分布范

围广泛, 涉及 20 多个核区, 与前人的定位结果相

比[729 ] ,本试验扩大了其分布范围。

3. 2　下丘脑 GnRH 的来源

已知 GnRH 以脉冲式分泌入垂体门脉系统,继

之L H 亦以脉冲式分泌,从而调节哺乳类的生殖活

动,这种脉冲式分泌的发生器位于下丘脑[10211 ] ,但人

们对已探明的为数不多的核团能否源源不断地以脉

冲式分泌较多数量的GnRH 感到疑惑。本试验结果

显示, 在下丘脑 20 多个核区存在大量的含 GnRH

阳性神经元,相邻的 GnRH 神经元之间有多种形式

的接触,如突起与突起接触、突起与胞体接触和胞体

与胞体接触,这种现象表明,大量的神经元可同时接

受刺激并释放 GnRH , 从而为揭示下丘脑大量

GnRH 的来源提供了形态学依据。

3. 3　GnRH 和催产素之间的关系

作者曾用 SP 法和原位分子杂交法对青年奶山

羊下丘脑催产素 (oxytocin, O T )神经元分布进行了

研究,结果表明, O T 分布较多的核区为视上核、室

旁核、弓状核、穹窿周核、下丘脑外侧区、腹内侧核

等[12 ] ,这些核团和本实验 GnRH 免疫反应阳性细胞

的主要分布区相一致。O T 和 GnRH 对生殖活动均

发挥着非常重要的作用,在功能上也有相似之处,二

者都可促进 FSH , L H 的分泌和动物的性行为,但尚

未查阅到将二者结合起来进行形态及功能研究的资

料。将本试验结果和作者前期结果[12 ]比较得知,一

些核团中既有O T 神经元存在,又有 GnRH 神经元

存在, 提示这些核团可能与生殖密切相关, 而且在

O T 和 GnRH 之间可能存在着某种关系,如O T 对

GnRH 或 GnRH 对O T 的分泌可能有促进作用,但

这仅仅是推测,其具体作用还需进一步研究。
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