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IFN2γ在流产大鼠下丘脑的表达
3
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(西北农林科技大学 动物科技学院 ,陕西 杨凌 712100)

[摘 　要 ] 　为了探讨下丘脑对妊娠的调节作用 ,采用免疫组织化学 SP 法研究了妊娠中期 ,正常妊娠大鼠及流产

大鼠下丘脑内 IFN2γ阳性神经元的形态与分布 ,同时利用图像分析软件测定了其灰度值。结果显示 ,正常妊娠大鼠

和流产大鼠 IFN2γ主要在下丘脑的视前大细胞核、室旁核、视上核、下丘脑前核等部位分布 ,而流产大鼠的 IFN2γ阳

性细胞数多于正常妊娠组且表达强于正常妊娠组。表明 IFN2γ在下丘脑的表达对妊娠大鼠的神经内分泌调节有重要影

响。
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Expression of IFN2γ in hypothalamus from aborted rat

CAO Li ,J IA Li2yun ,Q IAO Hai2lian ,ZH EN G Xiao2min ,XU bo ,SI Li2fang ,

ZHAN G Yan ,WAN G Gen2bei ,FAN Guang2li
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Abstract : To approach t he regulation of hypot halamus on pregnancy ,immunohistochemist ry SP meth2
od was used to investigate t he morp hous and dist ribution of IFN2γ2positive2neurons in hypot halamus of

normal or abortion rat s’during mid t rimester of p regnancy. The gray scale value was also determined by u2
sing image analysis sof tware. The result s showed that IFN2γ2positive2neurons were dist ributed mainly in

p re2opticus magno cellularis nucleus ,paravent ricular nucleus ,sup raoptic nucleus ,anterior hypothalamic nu2
cleus in bot h normal p regnancy and aborted rat s’hypothalamus. While the number of IFN2γ2positive2neu2
ron in hypot halamus of aborted rat s’was larger t han in normal p regnancy ones. IFN2γ was also expressed

more st rongly in aborted rat s’hypot halamus. It can be concluded t hat t he expression of IFN2γin hypot hal2
amus plays an important role in neuroendocrine regulation during pregnancy.
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　　女性正常生殖功能依赖于下丘脑2垂体2卵巢轴

的相互作用。有研究表明 ,细胞因子参与下丘脑2垂
体2卵巢轴的调节[1 ] 。近年来 ,干扰素2γ( IFN2γ) 与

生殖免疫的关系已成为生殖免疫学研究中普遍关注

的问题。Haddad 等[ 2 ]研究表明 , IFN2γ能够诱导子

宫蜕膜巨噬细胞活化 ,诱发 NO 等致流产物质 ,造成

孕鼠流产 ;朱晓勇等[3 ]报道妊娠第 9 天和第 14 天的

小鼠 ,与正常妊娠组 ( CBA ×BALB/ c) 相比 ,自然流

产组 (CBA ×DBA/ 2) 小鼠母胎界面 IFN2γ的表达

均显著升高 ; 刘喆等[4 ] 研究发现 , 人重组 IFN2γ
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(hr IFN2γ)能够抑制妊娠兔孕酮的分泌 ,导致胎盘细

胞凋亡 ,并最终导致妊娠的终止。这些结果提示 ,

IFN2γ的过量表达不利于妊娠的维持。

目前 ,有关 IFN2γ对生殖轴调控的研究主要集

中在其对卵巢及母胎界面的作用上 ,国内仅西北农

林科技大学神经解剖学研究室对其在大鼠神经、免

疫、内分泌等器官中的表达进行了研究[527 ] ,而对

IFN2γ在大鼠下丘脑的分布及其对下丘脑的调控作

用报道较少。为了探讨大鼠下丘脑对妊娠的免疫调

节作用 ,本试验应用免疫组化法对妊娠中期的正常

妊娠及流产大鼠下丘脑内 IFN2γ的分布情况进行

了研究 ,现将结果报道如下。

1 　材料与方法

1. 1 　材 　料

1. 1. 1 　试验动物 　健康、未产、质量为 220～260 g

的性成熟雌性 SD 大鼠 ,购于第四军医大学实验动

物中心。

1. 1. 2 　试验试剂与仪器 　试验试剂主要有兔抗大

鼠 IFN2γ抗体 (武汉博士德生物工程有限公司) 、米

非司酮片 (上海华联制药厂) 、免疫组化超敏 SP 试

剂盒 (福州迈新生物技术开发公司) 、牛血清白蛋白

(华美生物工程有限公司) 。试验仪器主要有 Lei2
ka9100 冰冻切片机 (德国 Leika 公司)和 Motic 生物

显微镜 (厦门 Motic 实业有限公司) 。

1. 2 　米非司酮用量的确定

经预试验发现 ,每只孕鼠灌服 2 mg/ mL 的米非

司酮 1 mL ,致流产效果较好 ,故将米非司酮的量定

为 2 mg/ 只。

1. 3 　试验动物分组与处理

大鼠常规饲养 1 周后 ,做阴道涂片镜下观察 ,判

断其是否发情。将发情期的雌鼠与公鼠以 1 ∶1 合

笼 ,于次日早晨进行阴道涂片 ,如果发现大量精子 ,

则将该雌性大鼠作为妊娠第 1 天孕鼠。将孕鼠随机

分为 2 组 ,每组 6 只 ,第 1 组为正常妊娠组 ,于妊娠

第 10 和 11 天灌服生理盐水 1 mL ;第 2 组为流产模

型组 ,于妊娠第 10 和 11 天灌服米非司酮 1 mL 。两

组均于第 13 天腹腔注射水合氯醛 (1. 5 mL/ 只) 进

行麻醉 ,开胸 ,心脏灌注 ,先快速灌注生理盐水 250

mL ,再缓慢灌注 4 %多聚甲醛 250 mL ,大鼠随即出

现四肢抽搐 ,待身体僵硬后取其大脑 ,移入 4 %多聚

甲醛中后固定 48 h ,做免疫组化染色。同时剖检大

鼠子宫 ,观察其是否流产 ,判定条件为 :流产胚胎体

积变小 ,胎儿聚集在一块儿 ,子宫无明显结节状 ,颜

色暗红 ,内有淤血 ;而正常妊娠子宫呈粉红色 ,血管

分布明显 ,胚胎个体大 ,无出血、淤血现象。

1. 4 　SD 大鼠脑组织切片的制备

将固定好的大鼠大脑组织放入 200 g/ L 蔗糖溶

液中 ,脱水至沉底。取组织做连续冰冻横切片 ,片厚

35μm。

1. 5 　免疫组化染色 　采用 SP 法进行免疫组化染

色 ,切片经 0. 01 mol/ L PBS 清洗后 ,依次进行下列

各步处理 : (1) 加入过氧化酶阻断溶液 ,室温下孵育

1 h ; (2) 加入非免疫性动物血清 ,室温下孵育 1 h ;

(3)加入兔抗大鼠 IFN2γ抗体 (第一抗体) ,室温下

孵育 1 h ; (4)加入生物素标记的第二抗体 ,室温下孵

育 1 h ; (5) 加入链霉素2过氧化物酶溶液 ,室温下孵

育 40 min ; ( 6) 用 DAB 蓝色呈色法呈色 15～ 20

min ,用双蒸水阻断显色反应。切片在 0. 01 mol/ L

PBS 中漂洗后 ,置于 10 g/ L 铬矾明胶中贴片。室温

下自然干燥 ,梯度酒精脱水 ,二甲苯透明 ,中性树胶

封片。

在进行上述各步处理时 ,除第 2 步完成后漂洗

5 min 外 ,其他各步完成后均用 0. 01 mL/ L PBS

(p H = 7. 4)漂洗 3 次 ,每次 5 min。第 (3) 步中第一

抗体用含小牛血清白蛋白、0. 01 mL/ L PBS、质量分

数0. 03 %叠氮钠和质量分数 0. 2 % tritonX2100 的

血清白蛋白稀释液稀释 ,与稀释液的体积比为 1 ∶

200。

阴性对照试验用抗体稀释液代替第一抗体 ,其

余步骤同上。

1. 6 　图像分析与数据处理

应用江苏捷达 801 图像分析软件 ,在 10 倍视野

下对下丘脑各核团 IFN2γ阳性神经元染色结果进

行图像分析 ,测量 IFN2γ阳性神经元的平均灰度值

并对阳性细胞计数。试验数据用“平均数 ±标准差

( �x ±S) ”表示 ,所有数据用 SPSS 软件进行方差分

析。

2 　结果与分析

2. 1 　SD 大鼠下丘脑中 IFN2γ神经元的分布与形

态

正常妊娠组和流产组大鼠均于视前大细胞核、

室旁核、室周核、弓状核、视上核等部位分布有 IFN2
γ神经元 ,而其阴性对照未见阳性反应产物。两组

大鼠表达的阳性神经元在形态上无明显差异 ,对其

形态特点描述如下。

视前大细胞核 　阳性神经元大而明显 ,着色深 ,
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呈三角形、梭形和不规则形 ,其胞体、突起均着色 ,一

些神经元中央不着色 ,而胞质着色较深 (图 1) 。

室旁核 　外侧为突起长而明显的强阳性大神经

元 ,呈梭形和多角形 ,突起粗大而长 ,颗粒丰富。内

侧多见短梭形、卵圆形、圆形阳性神经元 ,其突起短

小或看不到。

室周核 　阳性神经元胞体为圆形、椭圆形 ,有神

经元嵌于室管膜内 ,其突起深入第三脑室 ,同时还可

发现有触液神经元分布于第三脑室周边或嵌于室管

膜 (图 2) 。

视上核 　阳性神经元较为密集 ,呈内侧稍宽的

带状分布于视交叉的外上方。阳性神经元为大型细

胞 ,胞体呈圆形、椭圆形 ,染色深。

弓状核 　位于下丘脑内侧基底部第三脑室两

侧 ,阳性神经元呈圆形或不规则形。细胞着色不均

匀。

图 1 　正常妊娠组和流产组大鼠的视前大细胞核 ( ×400)

A. 正常妊娠组 ;B. 流产组 ; ←. 示 IFN2γ阳性神经元

Fig. 1 　Poma of normal pregnancy group and abortion group ( ×400)

A. Normal pregnancy group ;B. abortion group ; ←. showing IFN2γpositive neurons

图 2 　正常妊娠组和流产组大鼠的下丘脑室周核 ( ×400)

A. 正常妊娠组 ;B. 流产组 ;3v. 第三脑室 ; →. 示触液神经元

Fig. 2 　Hpv of normal pregnancy group and abortion group ( ×400)

A. Normal pregnancy group ;B. Abortion group ;3v. Third vent ricle ; →. showing positive Cerebrospinal fluid2contacting neurons

2. 2 　两组大鼠下丘脑各核团 IFN2γ神经元计数与

灰度值分析

表 1 结果表明 ,流产组大鼠的视前大细胞核、室

旁核、室周核、视上核和弓状核等核团的 IFN2γ阳

性神经元数目多于正常妊娠组 ,差异显著或极显著。

灰度值分析结果表明 ,流产组 IFN2γ在下丘脑内的

表达强度明显高于正常妊娠组。
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表 1 　IFN2γ阳性神经元数目与灰度值

Table 1 　Number of IFN2γneurons and gray scale

核团名称
Name of nucleus

正常妊娠组
Normal pregnancy group

流 产 组
Abortion group

阳性细胞数
Number of cell

灰度值
Gray scale

阳性细胞数
Number of cell

灰度值
Gray scale

视前大细胞核
Pre2opticusmagnocellularnucleus

　65 ±10. 78 162. 77 ±4. 49 84. 33 ±6. 02 b 126. 79 ±5. 38 a

室旁核
Pararent ricular nucleus

96. 67 ±6. 11 154. 58 ±7. 65 124. 33 ±8. 02 a 118. 29 ±3. 58 a

室周核
Perivent riculars nucleus

21. 5 ±2. 38 102. 16 ±9. 44 32. 00 ±2. 94 b 67. 68 ±7. 46 a

视上核
Supraoptic nucleus

27. 67 ±1. 52 101. 22 ±3. 53 39. 33 ±2. 05 b 84. 36 ±3. 59 b

弓状核
Nucleus arcuatus

28. 50 ±3. 69 98. 73 ±3. 14 51. 5 ±5. 19 b 82. 91 ±3. 58

　　注 :a 表示与正常妊娠组比较差异极显著 ( P < 0 . 01) ; b 表示与正常妊娠组比较差异显著 ( P < 0 . 05) 。

Note : a stands for ext remely significant difference ( P < 0 . 01) compared wit h normal pregnancy group ;b stands for significant diffference

( P < 0 . 05) .

3 　讨　论

越来越多的证据表明 ,细胞因子在下丘脑2垂体

间有信号传递作用 ,下丘脑2垂体2卵巢轴的功能发

挥 ,有赖于细胞因子在其中进行信息交流和传递[8 ] 。

IFN2γ是妊娠过程中必需的一种细胞因子 ,关于

IFN2γ在妊娠过程中的作用报道很多。曹咏清等[9 ]

发现 ,人重组 IFN2γ对子宫蜕膜组织蛋白的合成呈

抑制作用 ,给孕兔注射 hr IFN2γ后胚泡着床率降低

80 %。翟向和等[10 ] 在研究苦楝皮对妊娠的毒性作

用时发现 ,孕 7 d 小鼠灌服苦楝皮煎液后 ,子宫中

IFN2γ的含量升高 ,并引起流产。外源注射超生理

剂量的 IFN2γ能造成孕鼠流产 ,并且能下调妊娠各

个时期大鼠子宫和胎盘组织中 T GF2βmRNA 的表

达[11 ] ,表明 IFN2γ和 T GF2β可能有相互拮抗、制约

的作用。大量研究表明 , IFN2γ在母胎界面局部微

环境中有调控作用[12 ] ,而对其在妊娠过程中下丘脑

的表达调控报道较少。Kiefer 等报道 ,正常大鼠脑

内下丘脑乳头体和中脑被盖有少量 IFN2γ阳性产

物[13 ] 。本试验结果显示 ,不论是正常妊娠还是流产

大鼠 , IFN2γ的阳性产物广泛分布于下丘脑中视前

区、视上区及下丘脑外侧区的诸多核团 ,如视前大细

胞核、室旁核、视上核、弓状核等 , IFN2γ阳性产物的

分布范围与 kiefer 等[13 ] 报道的结果有所不同 ,这可

能是妊娠状态下 ,下丘脑中需要启动更多的核团表

达 IFN2γ来调节妊娠。与正常妊娠相比 ,流产大鼠

下丘脑中这些核团表达的 IFN2γ阳性细胞数目增

多、水平升高 ,说明下丘脑内表达的 IFN2γ对正常

妊娠的维持有重要调解作用。

另外 ,本试验还观察到 ,正常妊娠组在第三脑室

室管膜内有 IFN2γ阳性“触液神经元”[14 ] ,其胞体与

突起嵌入室管膜上皮内 ,另有一些神经元距室管膜

有一定距离 ,但有突起伸入室管膜 ,说明这类神经元

与脑脊液关系密切。由于脑脊液与脑组织之间不存

在血脑屏障 ,可经过非突触方式发挥信息传递作

用[15 ] 。提示 IFN2γ阳性触液神经元可能在脑与脑

脊液、神经体液信息传递回路中起中介作用。推测

其信息交换方式包括接受与分泌两个方面 :一方面

能感受脑室周围及脑脊液中化学成分的变化 ;另一

方面可释放 IFN2γ至脑室及周围的神经组织 ,对邻

近细胞发挥调节作用或影响垂体功能变化。
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