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GnIH 在陆川仔公猪消化系统及气管的分布定位
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摘要　为探究 GnIH 在猪消化系统和呼吸系统的分布定位,应用免疫组化和半定量 RTＧPCR技术,对３０日

龄健康陆川仔公猪的消化及呼吸系统进行 GnIH 定位研究.免疫组化试验结果显示:在陆川猪消化系统和呼吸

系统中,幽门圆枕、十二指肠、回肠、结肠、肝、食管、丝状乳头、颌下腺及气管均有 GnIH 免疫阳性细胞分布,但胞

体的形态和大小不一.半定量 RTＧPCR试验结果显示:结肠、颌下腺有中等丰度的表达,幽门圆枕、丝状乳头、回
肠有低丰度的表达,无 GnIH mRNA表达的组织有食管、十二指肠、肝和气管.
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　　促性腺激素抑制激素(gonadotropinＧinhibitory
hormone,GnIH)于 ２０００ 年被日本科学家 TsutＧ
sui[１]发现.人们对 GnIH 的研究在研究初期主要

集中在脑部[２Ｇ４],但在后来发现 GnIH 还具有摄食、
内分泌、应激等广泛的生物学作用[５Ｇ７].陆川猪是中

国八大家猪之一,具有母性好、繁殖力高、抗逆性强、
肉味鲜、遗传力稳定等优点.在推广陆川猪的人工

养殖时,所遇到的关键问题是如何改善消化吸收效

率、提高生长速度.目前 GnIH 在猪消化系统和呼

吸系统的研究报道相对较少.因此,对 GnIH 在陆

川猪消化和呼吸系统进行定位研究,可为 GnIH 影

响摄食行为和参与营养与消化等生理功能提供基础

资料和理论基础.

1　材料与方法

1.1　材　料

供试动物为１０kg左右的３０日龄健康陆川仔

公猪共６头.其中用于免疫组织化学试验的３头陆

川仔公猪活体麻醉后剖开胸腔,小心剪开右心耳,经
由循环系统全身灌注生理盐水,直至流出清亮液体

后马上换用预备好的４％多聚甲醛溶液,灌注至全

身肌肉僵硬.取下列消化道各段及呼吸道:食管、幽
门圆枕、十二指肠、结肠、回肠、肝、下颌腺、丝状乳

头、气管.在同一固定液中固定２４h后流水缓慢冲

洗,梯度乙醇脱水,二甲苯透明,石蜡包埋,切片厚

５μm,贴附于经多聚赖氨酸处理过的玻片上,３７℃
过夜干燥后置于－２０℃保存备用.另外３头陆川

仔公猪则用于半定量 RTＧPCR,直接经颈动脉放血

处死,马上取与免疫组化相同的组织放入液氮中速

冻,然后转入－７０℃冷冻保存.
1.2　主要仪器和试剂

即用型SABC免疫组化染色试剂盒(羊抗兔)
和DAB显色试剂盒(武汉博士德生物工程有限公

司);兔抗猪 GnIH 抗体为笔者所在实验室自备抗

体;Trizol、反转录试剂盒、GoldenView核酸染料和

DL２０００DNA Marker(南京诺唯赞生物科技有限公

司);琼脂糖(南京生兴生物技术有限公司).

RM２２３５轮转式切片机(Leica公司);NikonEＧ
CLipseTi倒置显微镜(Nikon公司);T１００型梯度

PCR仪(美国伯乐公司);Sigma３K１５离心机(德国

SartoriusSigma公司);通用型电泳仪ＧJY１６００C;

TanonＧ１６００凝胶成像系统(上海天能公司);DKＧ
S２４电热恒温水浴锅(上海精宏公司产品);DNPＧ
９０８２电热恒温培养箱(宁波江南仪器厂).
1.3　免疫组化步骤

常规石蜡切片脱蜡.(１)用３％ H２O２孵育３０
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min,以消除内源性过氧化物酶活性;(２)用０．０１
mol/L枸橼酸钠缓冲液在微波环境中进行抗原热修

复２０min,蒸馏水洗涤３次;(３)滴加正常兔血清于

３７℃封闭２０min以封闭非特异性反应位点;(４)滴
加 GnIH(工作浓度１∶２００)一抗于４℃过夜,３７℃
复温１h,PBS洗涤５min×３次;(５)滴加二抗(生物

素化兔抗山羊IgG)于３７℃孵育２０min,PBS洗涤

５min×３次;(６)滴加SABC于３７℃作用２０min,

PBS洗涤５min×３次;(７)于室温滴加 DAB显色,
约５min;(８)蒸馏水终止反应,经苏木精复染１０s,
封片.空白对照以PBS代替第一抗体,其他步骤不

变.判定阳性的标准为背景清晰且细胞呈棕褐色Ｇ
棕黄色颗粒.
1.4　半定量 RTＧPCR 步骤

(１)提取按照 Trizol试剂的说明书在无 RNA
酶的环境下进行;(２)所得 RNA 在无 RNA 酶的环

境下按一步法进行反转录,按照vazyme反转录试

剂盒说明书反转录获得cDNA.采用的反应体系为

２０μL,于RT体系加入７μL总RNA、１０μL２×RT
Mix、１μLOligodT１８、２μL HiScript,混匀后置于

５０℃水浴４５min,反转录产物于－２０℃保存备用;
(３)本试验以 GAPDH 为内源性参照基因,检测猪

GnIH mRNA在陆川猪不同组织的表达水平.以

上述 反 转 录 所 得 cDNA 为 模 板,取 各 待 测 样 品

cDNA等量混合.所用引物参 照 汪 瑶 等[８],引 物

GAPDH 和 GnIH 序列如下:GAPDHＧ１:５′ＧAGG
TCGGAG TGA ACG GAT TTGＧ３′;GAPDHＧ２:

５′ＧCAG TCT TCT GGG TGG CAG TGA TＧ３′;

PCR 产物大小为 ５４９bp;GnIHＧ１:５′ＧTAA CAT
CCA ACA TCT TTT GTA CAGＧ３′;GnIHＧ２:５′Ｇ
CGGGTGATGGAGTAAAGTAACＧ３′;PCR产

物大 小 为 ４４２bp.置 于 PCR 仪 中,９４ ℃ 变 性

５min;９４℃变性３０s;退火３０s(GAPDH:５７℃;

GnIH:５６℃);７２℃延伸３０s;适当循环圈数(GAPＧ
DH:４２圈,GnIH:４８圈);７２℃延伸１０min;(４)用
凝胶电泳的方法,取１０μLRTＧPCR产物在紫外检

测仪上拍照分析观察结果.

2　结果与分析

2.1　GnIH 免疫阳性细胞在气管的分布

在气管中,GnIH 免疫阳性细胞分布于气管

(图１A)的黏膜层、黏膜下层和外层.其中假复层纤

毛柱状上皮和气管腺(图１A２)呈强烈的 GnIH 免疫

阳性反应,且阳性细胞排列紧密,中等程度 GnIH 免

疫 阳 性 细 胞 分 布 于 固 有 层、肌 层 及 透 明 软 骨

(图１A１).

比例尺Scalebar:A＝１００μm;A１＝５０μm;A２、A３＝２０μm

图１　GnIH免疫阳性细胞在气管的分布定位

Fig．１　DistributionofGnIHinthetrachea
2.2　GnIH 免疫阳性细胞在消化系统的分布

在消化系统中,幽门圆枕、十二指肠、回肠、结
肠、肝、食管、丝状乳头、颌下腺均有不同程度的

GnIH 免疫阳性反应.在胃幽门部,单层柱状上皮

(图２A１)、幽门腺、黏膜下层、肌层(图２A)均有较强

GnIH 免疫阳性反应;在十二指肠(图２B),单层柱

状黏膜上皮、十二指肠腺呈中等强度的 GnIH 免疫

阳性反应;在回肠,集合淋巴小结(图２C)、小肠腺

(图２C１)和小肠绒毛 (图 ２C２)均有不同程度的

GnIH 免疫阳性反应,其中以小肠腺最强;在结肠后

段,肌层(图２D)、黏膜层及淋巴小结有 GnIH 免疫

强阳性反应(图２D１);在肝(图２E),所有肝小叶均

呈弱 GnIH 免疫阳性反应;在食管,复层扁平上皮

(图２F)、食管腺及肌层(图２F１)均有较强的 GnIH
免疫阳性反应;GnIH 在丝状乳头 GnIH 免疫阳性

反应相对较弱,主要分布于肌层和结缔组织乳头(图

２G１)处;在颌下腺,GnIH 免疫阳性细胞主要分布于

黏液腺泡和纹管(图２H１).
2.3　GnIH mRNA 表达情况

在消化系统和呼吸系统中,部分组织有中低强

度的 GnIH mRNA的表达.结肠、颌下腺有中等丰

度的表达,幽门圆枕、丝状乳头、回肠有低丰度的表

达,无 GnIH mRNA表达的组织有食管、十二指肠、
肝和气管.

０９
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　AＧA１:幽门圆枕;B:十二指肠;CＧC２:回肠;DＧD１:结肠后段;EＧE１:肝;FＧF１:食管;GＧG１:丝状乳头;HＧH１:颌下腺.AＧA１:Torus

pyloricus;B:Duodenum;CＧC２:Ileum;DＧD１:Colon;EＧE１:Liver;FＧF１:Oesophagussuperiorsegment;GＧG１:Filiformpapillae;HＧH１:

Submandibulargland．　比例尺 Scalebar:A,D,F,G＝２００μm;A１,B,C,C１,D１,E,F１,G１,H＝１００μm;C２,E１,H１＝５０μm．

图２　GnIH免疫阳性细胞在消化系统的分布定位

Fig．２　DistributionofGnIHinthedigestionsystem

　A:气管;B:幽门圆枕;C:十二指肠;DＧD１:回肠;E:结肠后段;FＧF１:肝;G:食管;H:丝状乳头;IＧI１:颌下腺.A:Trachea;B:Torus

pyloricus;C:Duodenum;DＧD１:Ileum;E:Colon;FＧF１:Liver;G:Oesophagussuperiorsegment;H:Filiformpapillae;IＧI１:SubmandibＧ

ulargland;比例尺 Scalebar:E,G＝２００μm;A,B,C,D,D１,F,H,I＝１００μm;F１,I１＝５０μm．

图３　GnIH阴性对照组

Fig．３　Negativecontrols

１９
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　A:GAPDH 半定量 RTＧPCR电泳图;B:GnIH mRNA半定量 RTＧPCR电泳图.１:食管;２:幽门圆枕;３:十二指肠;４:结肠;５:肝;

６:颌下腺;７:丝状乳头;８:回肠;９:气管.A:SemiＧquantitativeRTＧPCRelectrophoretogramofGAPDH;B:SemiＧquantitativeRTＧ

PCRelectrophoretogramofGnIH．１:Oesophagussuperiorsegment;２:Toruspyloricus;３:Duodenum;４:Colon;５:Liver;６:SubＧ

mandibulargland;７:Filiformpapillae;８:Ileum;９:Trachea．

图４　GAPDH和 GnIH的凝胶电泳

Fig．４　GelelectropherogramofthepigGAPDHandGnIH

3　讨　论

Tsutsui等[１]于２０００年在鹌鹑的下丘脑内分离

得到一种能够抑制垂体前叶促性腺激素释放的神经

肽,这一激素也因此被命名为促性腺激素抑制激素

(gonadotropinＧinhibitoryhormone,GnIH).后来

的研究结果表明,GnIH 的生理功能并不局限于生

殖,还具有摄食、内分泌及应激等多种生理功能[５Ｇ７],
有关 GnIH 的生理功能,分子结构及其调控机制成

为了新近内分泌学的热点之一.经过众多研究人员

的努力,已证实在禽类、鸟类、哺乳动物、鱼类及两栖

类动物均有 GnIH 的存在[１Ｇ２,９Ｇ１１],且该激素在各物

种间参与多种生理功能的调控.汪瑶等[８]在半定量

RTＧPCR研究中发现,肠有极低丰度的 GnIH mRＧ
NA表达,胃无表达.本试验采用免疫组化和半定

量RTＧPCR的方法研究 GnIH 在消化系统(食管、
幽门圆枕、十二指肠、结肠、肝、颌下腺、丝状乳头、回
肠)和呼吸系统(气管)的定位,发现 GnIH 免疫阳性

在猪消化系统和呼吸系统的分布表达范围比 GnIH
mRNA分布广泛,如在食管、十二指肠、肝和气管检

测到 GnIH 免疫阳性细胞,但未检测到 GnIH mRＧ
NA的表达,也有可能是由于个别组织器官中 mRＧ
NA表达与蛋白水平并非完全一致.

在呼吸系统中,气管黏膜各层均发现有 GnIH
免疫阳性细胞,黏膜上皮的 GnIH 免疫阳性细胞排

列整齐且与气管腔相通但无基部细胞突起,从形态

学上提示这种细胞具有直接将激素释放到气管腔或

者具有感受功能,在黏膜下层的气管腺上有较强的

GnIH 免疫阳性反应则提示对其自身的分泌率有调

节作用.此外,在气管的透明软骨处有中等 GnIH
免疫阳性反应,可认为 GnIH 对气管的骨生长或者

气管的形态固定具有一定的生理作用.
在消化系统,胃幽门部的单层柱状上皮和幽门

腺有 GnIH 免疫阳性反应,免疫阳性反应均匀环绕

在上皮细胞外周,与胃腔直接相接,提示了 GnIH 对

分泌肠胃激素和控制分泌有调节作用,在固有层的

幽门腺未见有细胞突起,提示其具有内分泌调节作

用;在十二指肠,单层柱状黏膜上皮、十二指肠腺呈

中等强 度 的 GnIH 免 疫 阳 性 反 应,同 样 提 示 了

GnIH 对分泌某种肠激素和控制分泌有调节作用;
在回肠,集合淋巴小结、小肠腺和小肠绒毛均有不同

程度的 GnIH 免疫阳性反应,其中我们发现以小肠

腺最强,且有些小肠腺上 GnIH 免疫阳性细胞的胞

突伸向了肠腔,提示 GnIH 参与回肠肠黏液分泌并

起到了调节分泌的作用,在回肠的集合淋巴小结处

有较强的 GnIH 免疫阳性反应则提示 GnIH 同时也

参与了免疫生理过程;在结肠后段、黏膜层及淋巴小

结有 GnIH 免疫强阳性反应,同样提示 GnIH 参与

回肠肠粘液分泌的同时还参与了免疫生理过程;在
食管,复层扁平上皮、食管腺均有较强的 GnIH 免疫

阳性反应,提示 GnIH 有可能参与分泌消化液及调

节黏液内分泌的生理过程;在以上的组织器官中,发
现呼吸道和胃肠道各段的肌层及黏膜层均有不同程

度的 GnIH 免疫阳性反应,提示其可能与气管的呼

吸运动和肠胃推动性蠕动和激素分泌的功能有关,
在调节并为机体内外环境统一和稳定等复杂的生理

活动中发挥重要的作用.
肝作为一个非常重要的物质代谢器官,参与多

种物质的合成、储存、代谢和转化,本试验结果显示

所有的肝小叶均呈中等强度的 GnIH 免疫阳性反

应,提示其可能参与肝功能代谢并起到了某种生理

作用;在颌下腺,黏液腺泡处显示较强的 GnIH 免疫

２９
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阳性反应,提示其参与黏液分泌调节的生理过程;在
丝状乳头,结缔组织乳头及肌层的 GnIH 免疫阳性

反应则提示参与了舌头的运动和感受等生理功能.
综上所述,本研究仅是为猪的消化系统和呼吸

系统中 GnIH 免疫阳性细胞和 GnIH mRNA 的分

布定位及其可能的功能提供形态学资料,至于这些

细胞确凿的生理调控机制有待深入的研究.
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DistributionandexpressionofgonadotropinＧinhibitoryhormone
(GnIH)indigestionsystemandtracheaofLuchuanmalepiglets

WANGXiaoye１　HUOKonglin１　XIAOKai１　GUOGenglin１　LIXun１,２

１．CollegeofAnimalScienceandTechnology,GuangxiUniversity,Nanning５３０００４,China;

２．GuangxiExperimentCentreofScienceandTechnology,Nanning５３０００４,China

Abstract　Immuhischemistry(IHC)andsemiＧquantitativeRTＧPCRwereusedtostudythedistribuＧ
tionandexpressionofgonadotropinＧinhibitoryhormone(GnIH)inthedigestionandrespiratorysystem
of３０ＧdayＧoldLuchuanmalepigletsinthisresearch．TheIHCresultsshowedthattheGnIHimmuneposＧ
itivecellsdistributedinbothdigestionandrespiratorysystem,suchastoruspyloricus,duodenum,ileum,

colon,liver,esophagus,filiformpapillae,submandibularglandandtrachea,buttheGnIHＧircellmorpholＧ
ogyandsizeswerediverse．TheresultsofsemiＧquantitativeRTＧPCRsuggestedthattheGnIH mRNA
wasmoderatelyexpressedinthecolonandsubmandibulargland,lowlyexpressedinthetoruspyloricus,

filiformpapillaeandileum,andnotexpressedintheotherorgans．
Keywords　GnIH;malepiglets;IHC;semiＧquantitativeRTＧPCR;distributionandexpression;diＧ

gestionsystem;trachea
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