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GHS-R1a 在大鼠下丘脑-垂体-卵巢轴上的
定位及其 mRNA 的周期性表达
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摘要 取成年SD大鼠的下丘脑、垂体、卵巢组织制成石蜡切片,采用PV-9000两步法免疫组织化学检测

GHS-R1a在下丘脑-垂体-卵巢轴上的定位。实时荧光定量PCR检测GHS-R1amRNA在不同发情周期大鼠下

丘脑-垂体-卵巢轴上的表达。结果表明:GHS-R1a主要分布在下丘脑的弓状核、腹内侧核、正中隆起等,腺垂体

的嗜色细胞,卵巢的黄体细胞内、卵母细胞、卵巢门间质细胞内。GHS-R1amRNA在不同发情周期大鼠的下丘

脑、垂体中均有表达,且受发情周期的控制,在整个发情周期大鼠的卵巢中均未检测到GHS-R1amRNA的表达。
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  生长素(ghrelin)是一种由28个氨基酸组成的

酰基肽,为生长素促分泌素受体(growthhormone
secretagogue,GHS-R)的内源性配基[1]。它不仅能

促进生长激素(growthhormone,GH)分泌,而且在

摄食、能量代谢以及血液动力学等方面也发挥着重

要作用。GHS-R是典型的G蛋白耦联受体(Gpro-
tein-coupledreceptor,GPCR)家族中的一员,有2
个亚型,分别为GHS-R1a和GHS-R1b。功能性受

体GHS-R1a主要在下丘脑、垂体中表达,同时在甲

状腺、脾、心肌等也有低水平表达[2-3]。ghrelin能显

著减少下丘脑水平上促性腺激素释放激素(gonada-
trophinreleasinghormone,GnRH)的释放,体外能

刺激发情前期和发情后期大鼠垂体促黄体素(lute-
inizinghormone,LH)和促卵泡素(follicle-stimula-
tinghormone,FSH)的释放,而发情期不受影响[4]。

Isabella等[5]发现ghrelin在体外呈剂量依赖性地抑

制人黄体细胞合成雌二醇(estrogen,E2)和孕酮

(progesterone,P4),添加受体阻抗剂则消除抑制作

用。在垂体水平上,GHS-R1amRNA周期性表达。

ghrelin的一系列生物学功能均是与其功能性受体

GHS-R1a相互作用来完成的,越来越多的证据表

明,动物的下丘脑-垂体-卵巢轴上均存在GHS-R1a,
且在生殖轴的不同水平发挥作用,参与生殖轴的生

理控制,但目前关于GHS-R1amRNA在不同发情

周期大鼠下丘脑-垂体-卵巢上的表达规律仍不完

整。本试验采用免疫组织化学和荧光定量PCR方

法探讨GHS-R1a在大鼠的下丘脑-垂体-卵巢轴上

的定位与其基因表达规律,旨在为进一步阐明ghre-
lin对大鼠的下丘脑-垂体-卵巢轴的作用机制提供科

学依据。

1 材料与方法

1.1 材 料

1)试验动物。成年SD雌性大鼠(180~240g)

40只,购自安徽医科大学实验动物中心,置于室温

(22~25℃),自由摄食与饮水。根据阴道图片观察

法[6]判断其发情周期,分4组,处死大鼠,取其下丘

脑、脑垂体、卵巢,用于免疫组织化学检测的组织经

4%多聚甲醛固定,石蜡包埋,采用5μm连续切片,
其余的-80℃保存,用于基因定量分析。

2)试验试剂。GHS-R1a一抗为兔抗鼠 GHS-
R1a多克隆抗体,购自德国ACRIS公司。PV-9000
两步法免疫组化检测试剂盒,DAB显色试剂盒均购

自北京中衫金桥生物技术有限公司。RNA提取试

剂盒、逆转录试剂盒(北京全式金生物技术有限公

司)。SYBRPremixExTaqTM(大连宝生物工程有
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限公司)
1.2 切片的免疫组织化学染色

免疫组织化学PV-9000两步法及染色程序均

按试剂盒说明进行。(1)切片常规脱蜡至水。(2)热
修复抗原:将切片浸入0.01mol/L枸橼酸盐缓冲液

(pH6.0),微波炉加热至沸腾,反复2~3次,冷却

后PBS(pH7.2~7.6)洗涤3次,每次5min。
(3)3% H2O2(V/V )去离子水室温孵育10min以

灭活内源性酶,PBS洗3次,每次5min。(4)滴加

一抗GHS-R1a(1∶40),4℃过夜。对照组用PBS
代替一抗,其余步骤相同。(5)按照PV-9000两步

法免疫组化检测试剂盒说明,滴加试剂1:聚合物辅

助剂(polymerhelper),37℃孵育20min,PBS洗

3次,每次5min。(6)滴加试剂2:辣根酶标记羊抗

兔/小鼠IgG多聚体(HRPlabeledgoatantirabbit/

mouseIgGpolymer)37℃孵 育30 min,PBS洗

4次,每次5min。(7)DAB显色10~20s,蒸馏水

洗涤。(8)苏木素轻度复染,脱水,透明,封片。显微

镜观察,阳性产物呈棕黄色,阴性对照组则无阳性

产物。
1.3 实时荧光定量 PCR

1)总RNA的提取和反转录。将组织从-80℃
中取出,添加液氮,研磨至粉末,按照TRIzol试剂盒

抽提总RNA。使用 AnchoredOligo(dT)18引物对

RNA样品按逆转录试剂盒操作说明进行逆转录反

应,总体积20μL,反应体系如下:2μL总 RNA、

1μLAnchoredOligo(dT)18、10μL2×TSRaction
Mix、6μLRnase-free Water、1μLTransScript
RTEnzymeMix。42℃孵育50min,70℃加热15
min,反转录产物于-20℃保存待用。

2)引物设计。GHS-R1a和β-actin的引物序列

分别参照Fernandez等[4]与Kang等[7]的序列,由上

海生工生物技术有限公司合成,GHS-R1a:上游引

物5′-CCTCGCTCCGGGACCAGAACC-3′,下游引

物 5′-GTTGATGGCAGCGCTGAGGTAGAA-3′;

β-actin 上 游 引 物 5′-CAGCCTTCCTTCCTGGG-
TATG-3′,下游引物5′-TAGAGCCACCAATCCA-
CACAG-3′。扩增片段分别为205bp和246bp。

3)GHS-R1amRNA的实时荧光定量PCR检

测。按每升1×100、1×101、1×102、1×103、1×104

拷贝数稀释cDNA,进行实时荧光定量PCR操作,
制作标准曲线和溶解曲线,建立最佳的反应条件。
反应体系为:上游引物(10μmol/L)1μL、下游引物

(10μmol/L)1μL、SYBRPremixExTaqTM12.5

μL、cDNA2μL加无核酶水至25μL。反应条件

为:95℃预变性30s;95℃5s,58℃20s,72℃
15s,45个循环。将目的基因的CT值(Threshold
cycle)与标准曲线的CT值相比较,作为目的基因

mRNA的相对含量。每个样本重复3次,以平均值

表示最后结果。
1.4 统计学分析

所有数据采用 AVEDEV统计,以t-test检验

差异显著性,P<0.05为差异显著。

2 结果与分析

2.1 GHS-R1a 在大鼠生殖轴上的定位

1)GHS-R1a在下丘脑上的定位。GHS-R1a主

要分布在弓状核,腹内侧核(图1-A),正中隆起(图

1-B)的细胞内,胞体呈不规则的圆形、卵圆形、梭形、
三角形等,神经元胞质内充满棕色的反应颗粒,核不

着色,位于中央或偏向一侧。对照组无阳性细胞

(图1-C)。

2)GHS-R1a在脑垂体上的定位。GHS-R1a主

要分布在腺垂体的嗜色细胞内,胞体呈圆形、卵圆

形、多角形等,胞质内充满棕色的反应颗粒,核周有

少量着色,神经垂体则无阳性细胞(图1-D)。对照

组无阳性细胞(图1-E)。

3)GHS-R1a在卵巢上的定位。GHS-R1a在卵

母细胞(图1-F)、黄体细胞(图1-G)、卵巢门间质细

胞(图1-H)均有分布,初级卵泡的粒层细胞、有腔卵

泡的内膜层和粒层细胞有少量 GHS-R1a分布(图

1-F、H),在原始卵泡的粒层细胞、有腔卵泡阶段外

膜层细胞没有GHS-R1a分布(图1-F、H)。对照组

无阳性细胞(图1-I)。
2.2 GHS-R1a mRNA 在发情周期大鼠生殖轴上的

表达

  在 整 个 发 情 周 期 中,大 鼠 下 丘 脑 中 均 表 达

GHS-R1amRNA,其中GHS-R1amRNA在发情期

最低,到发情后期达到最高值,其中发情后期与发情

前期、发情期、间情期差异显著(图2)。在整个发情

周期中,大鼠脑垂体中均表达GHS-R1amRNA,其
中GHS-R1amRNA在发情前期最高,发情后期达

到最低值,发情前期与发情期、发情后期、间情期差

异显著(图3)。而在整个发情周期中,大鼠卵巢中

均没有GHS-R1amRNA的表达。
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 A.下丘脑(×250),a.弓状核,b.腹内侧核;B.下丘脑(×400),a.正中隆起;C.阴性对照组下丘脑(×250);D.垂体(×250),a.神经

垂体,b.腺垂体;E.阴性对照组脑垂体(×250);F.(×250),a.卵母细胞,b.有腔卵泡的粒层细胞,c.有腔卵泡的内膜层细胞,d.有腔卵

泡的外膜层细胞;G.黄体细胞(×250);H.(×250),a.卵巢门间质细胞,b.初级卵泡的粒层细胞,c.原始卵泡的粒层细胞;I.阴性对

照组卵巢(×250)。A.Hypothalamus(×250),a.Arcuatenuclei,b.Ventromedialnucleus;B.Hypothalamus(×400),a.Medianemi-
nence;C.Negativecontrolgroup,hypothalamus(×250);D.Pituitary(×250),a.Posteriorpituitary,b.Anteriorpituitary;E.Negative

controlgroup,pituitary(×250);F.(×250),a.Oocyte,b.Granulosacellsofantralfollicle,c.Internathecalcellsofantralfollicle,d.Ex-
ternathecalcellsofantralfollicle;G.Lutealcells(×250);H.(×250),a.Hilusinterstitialcells,b.Primaryfolliclegranulosacells,

c.Primordialfolliclegranulosacells;I.Negativecontrolgroup,ovaries(×250).

图1 GHS-R1a阳性细胞在大鼠下丘脑-垂体-卵巢轴上的分布

Fig.1 ThedistributionofGHS-R1aimmunopositivecellsinthehypothalamus-pituitary-ovarianaxis

 不同字母表示差异显著(P<0.05),下同。Differentletterdo-
natesasignificantdifferent(P<0.05).Thesameasbelow.

图2 GHS-R1amRNA在不同发情周期大鼠下丘脑中的表达

Fig.2 ExpressionofGHS-R1amRNAinhypothalamus
offemaleratswiththeestrouscycle

图3 GHS-R1amRNA在不同发情

周期大鼠脑垂体中的表达

Fig.3 ExpressionofGHS-R1amRNAinpituitary
glandsoffemaleratswiththeestrouscycle

3 讨 论

Guan等[8]通 过 原 位 杂 交 实 验 发 现 GHS-R

mRNA在大鼠下丘脑中的弓状核、腹内侧核有分

布,室旁核呈少量分布。我们首次通过免疫组化技

术检测GHS-R1a在大鼠下丘脑中的定位,结果显
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示GHS-R1a免疫阳性细胞主要分布在弓状核、腹
内侧核,正中隆 起,这 和 GHS-R1a在 绵 羊[9]、人
类[10]的下丘脑中分布一致,说明GHS-R1a在种系

发生上具有保守性。下丘脑弓状核是动物生殖调控

中心,GHS-R1a免疫阳性细胞在此分布,意味ghre-
lin可以通过其功能性受体GHS-R1a参与动物生殖

调控。
免疫组织化学表明,GHS-R1a主要分布在大鼠

腺垂体的嗜色细胞内,而神经垂体则无。腺垂体是

促性腺激素分泌中心,GHS-R1a免疫阳性细胞在腺

垂体中的大量分布说明了ghrelin可能参与促性腺

激素的分泌。Fernandez等[4]通过体内、体外试验

证实ghrelin对促卵泡素和促黄体素的分泌起着重

要的调控功能。

GHS-R1a在绵羊有腔卵泡的粒层细胞和大卵

泡的膜层细胞均有分布,在卵母细胞内少有表达[9]。
目前,关于GHS-R1a在大鼠卵巢上的定位仍未见

报道,免疫组织化学结果表明 GHS-R1a主要分布

在黄体细胞、卵母细胞上,初级卵泡的粒层细胞、有
腔卵泡的粒层和内膜层细胞有少量 GHS-R1a分

布,而原始卵泡的粒层细胞、有腔卵泡阶段外膜层细

胞无。GHS-R1a在大鼠卵巢上的分布和人基本一

致[11],和绵羊相比稍有区别[9],GHS-R1a在卵母细

胞上的分布导致ghrelin对卵母细胞的发育、成熟可

能产生一定的影响,但目前这方面的报道较少。
我们探讨GHS-R1a在不同发情周期大鼠下丘

脑-垂体-卵巢轴上的表达时发现,GHS-R1a在不同

发情周期大鼠的下丘脑、垂体均有表达,其中下丘脑

中的GHS-R1amRNA在发情前期达到最高值,在
间情期最低。这和Tamar等[12]所报道大鼠下丘脑

中的 GnRH mRNA 在发情周期中的变化趋势一

致,由于GHS-R1a与GnRH都主要在下丘脑弓状

核和腹内侧核中表达,且ghrelin可以通过其受体

GHS-R1a抑制下 丘 脑 GnRH 的 释 放,这 提 示 了

GnRH 的表达 可 能 受 到 GHS-R1a表 达 的 调 控。

Abizaid等[13]发现脑垂体内的GHS-R1amRNA的

水平在大鼠哺乳期迅速上升。在本试验中,大鼠脑

垂体中GHS-R1amRNA在间情期仍然维持较低水

平,这和Fernandez等[4]的结果并不完全一致,究其

原因,可能是在发情周期中,由于间情期占有很大的

比重,对间情期的判断标准并不完全一致,导致本试

验间情期GHS-R1amRNA水平接近发情后期,而

Fernandez等[4]的结果接近发情前期。张文龙[14]在

苏钟猪上也得出和文献[4]类似的结论,这说明

GHS-R1amRNA在哺乳动物脑垂体上的表达可能

不存在物种的差异性。在大鼠整个发情周期卵巢中

未检测到GHS-R1amRNA的表达,免疫组织化学

结果却显示大鼠卵巢中存在GHS-R1a。在女性卵

巢中也发现类似的情况,Gnanapavan等[2]在女性卵

巢中未检测到GHS-R1amRNA的,但免疫组织化

学结果显示卵巢中有GHS-R1a[11]。其原因仍不清

楚。Gaytan等[15]报道 GHS-R的2种亚型呈阶段

性表 达,在 初 情 期 前 雄 性 大 鼠 的 睾 丸 中 主 要 是

GHS-R1bmRNA,而 后 以 GHS-R1amRNA 为

主。Isabella等[5]发 现 在 妇 女 颗 粒 黄 体 细 胞 中

GHS-R1amRNA和 GHS-R1bmRNA均存在,但
后者显著高于前者。Hossein等[16]报道在猪的卵泡

液细胞中有 GHS-R1bmRNA大量存在,而 GHS-
R1amRNA 未被发现。在雌性大鼠中 GHS-R1a
mRNA和GHS-R1bmRNA是否也是阶段性表达

有待于进一步研究。
总之,大鼠下丘脑、垂体、卵巢中均存在 GHS-

R1a,这预示chrelin对生殖激素的分泌、性腺的发

育以及生殖细胞的成熟可能均有潜在的调控作用。
下丘脑、垂体中的 GHS-R1a的表达受到发情周期

的控制,至于其作用机制有待于进一步研究。
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LocationofGHS-R1ainratshypothalamus-pituitary-ovarian
axisandGHS-R1amRNAexpressionduringestrouscycle

WANGLin FANGFu-gui ZHANGXiao-rong LIUYa WANGSuo-lu PUYong LIYun-sheng

CollegeofAnimalScienceandTechnology,AnhuiAgriculturalUniversity,Hefei230036,China

Abstract ThedistributionofGHS-R1ainhypothalamus-pituitary-ovarianaxisweredetectedby
PV-9000two-stepimmunohistochemical.Real-timequantitativePCRwasusedtodetectexpressionof
GHS-R1amRNAduringestrouscycle.TheresultsshowedthatGHS-R1aweremainlydistributedinhy-
pothalamusofthearcuatenucleus,ventromedialnucleus,medianeminence,thechromophilcellsofante-
riorpituitary,lutealcells,hilusinterstitialcells,andoocyte.GHS-R1amRNAwereexpressedinhypo-
thalamusandpituitaryofratsthroughouttheestrouscycleandregulatedbyestrouscycle.GHS-R1a
mRNAwasnotobservedinovaryofrats.

Keywords GHS-R1a;immunohistochemical;real-timequantitativePCR;rat
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