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Ｏｎｃｏｍｏｄｕｌｉｎ在成年Ｃ５７／ＢＬ６小鼠脑内的表达与性别差异研究
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　　［摘要］　目的　观察癌钙调蛋白（ｏｎｃｏｍｏｄｕｌｉｎ，ＯＣＭ）在成年小鼠脑内的分布情况以及性别之间的差异。方法　 取
正常成年雄性和雌性小鼠脑组织，使用硫酸镍铵增强显色的免疫组织化学方法进行检测。结果 　 ＯＣＭ免疫阳性产物广
泛表达于成年雌性和雄性小鼠脑内，嗅球、大脑皮质、海马、下丘脑和小脑有高水平表达；中等水平的表达出现在端脑、间

脑的大部分核团；较低水平表达见于黑质和苍白球外侧核。另外，ＯＣＭ在雌、雄小鼠脑组织内表达具有性别差异，在部分
脑区表现为雄性高于雌性，而在另一些脑区则相反。结论　 ＯＣＭ蛋白在成年小鼠脑组织中广泛表达，可能参与了脑功能
的调节，而且在雌雄小鼠的同一核团ＯＣＭ的功能可能存在差异。
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　　癌钙调蛋白（ｏｎｃｏｍｏｄｕｌｉｎ，ＯＣＭ）是一种相对分子
质量为１１．７×１０３的酸性小分子钙结合蛋白。这种蛋

白首先在大鼠肝癌组织中发现，并且它与钙调蛋白具

有某些相似之处［１］。其后，Ｂｒｅｗｅｒ等［２］发现 ＯＣＭ在
胚胎发育过程中胎盘的细胞滋养层中有表达，但在胎

儿体内却未检测到。自ＯＣＭ被发现以来，相关研究主
要关注其在肿瘤组织和哺乳动物的胚胎组织中的表

达，因此ＯＣＭ也一度被称为肿瘤相关蛋白。另外有研
究者［３］在豚鼠耳蜗的柯蒂氏器的外毛细胞层中发现
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了与微白蛋白（ｐａｒｖａｌｂｕｍｉｎ，ＰＶ）同源的酸性钙结合
蛋白（ｃａｌｃｉｕｍｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＢＰ１５），而且有研究进
一步表明ＣＢＰ１５和 ＯＣＭ为相同的蛋白，否定了 ＯＣＭ
仅在肿瘤组织中存在的观点。２００６年 Ｙｉｎ等［４－５］研

究发现：活化的巨噬细胞可以表达和分泌 ＯＣＭ，并且
ＯＣＭ蛋白在培养的细胞和实验小鼠体内都能明显促
进视神经的生长，证实了ＯＣＭ作为一个强有力的信号
分子在视神经损伤后的再生中起着重要作用。而后有

研究者［６］证实了鸡的神经管源性干细胞（ｎｅｕｒａｌｔｕｂｅ
ｄｅｒｉｖｅｄｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＮＴＳＣｓ）也能分泌ＯＣＭ，它的移入影
响了小鼠视神经轴突再生的方向。这些研究对 ＯＣＭ
蛋白的功能有了全新的认识，成为ＯＣＭ在神经科学领
域研究的开端。因此，在本实验中，我们希望通过研究

ＯＣＭ在正常Ｃ５７／ＢＬ６小鼠脑组织不同核团中的表达
程度以及它在雌性小鼠和雄性小鼠中的表达差异，为

探索ＯＣＭ可能具有的新功能提供依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　成年（３月龄）ＳＰＦ级雌性和雄性Ｃ５７／ＢＬ６小鼠各５只，体
质量２２～２５ｇ，由第三军医大学大坪医院野战外科研究所实验
动物中心提供。

１．２　主要试剂和设备
　　羊抗ＯＣＭ多克隆抗体（ｓｃ７４４６）购自 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，生
物素化兔抗羊抗体 ＩｇＧ（ＺＢ２０５０）、辣根酶标链亲和素
（ＺＢ２４０４）、ＤＡＢ显色试剂盒（ＺＬＩ９０１７）和包埋剂 ＯＣＴ（ＺＬＩ
９３０）购自北京中杉公司，封闭用正常兔血清是 Ｇｉｂｃｏ公司产
品，水合氯醛、多聚甲醛、蔗糖、过氧化氢、硫酸镍铵、醋酸钠等

均为国产分析纯试剂。冰冻切片机为ＬＥＩＣＡ产品，倒置荧光显
微镜来自Ｏｌｙｍｐｕｓ公司。

１．３　动物取材和切片
　　小鼠经４％水合氯醛进行腹腔麻醉后，固定于载物台上开
胸，输液针经左心室插管到主动脉，剪开右心耳。先用０．９％生
理盐水５０～１００ｍＬ快速灌注冲洗全身血液，待从右心耳流出
来的液体清澈时，更换４％多聚甲醛溶液１００ｍＬ进行灌注，观
察小鼠全身僵硬时则表示灌注成功。在冰上仔细分离取出脑

组织，再用４％多聚甲醛后固定过夜，然后再放入３０％蔗糖溶
液中至脑组织沉底。最后，脑组织经 ＯＣＴ包埋后进行全脑连
续冰冻切片（片厚２５μｍ），从嗅球到小脑每隔６片收集，放在
含４％多聚甲醛溶液的小皿内备用。

１．４　免疫组化酶标染色
　　实验按硫酸镍铵增强显色的免疫组化 ＳＰ法进行。主要
步骤如下：切片经 ＰＢＳ漂洗 ３次后用 ３％过氧化氢溶液孵育
１５ｍｉｎ，然后用 ＰＢＳ漂洗 ３次，切片入 ２％正常兔血清孵育
３０ｍｉｎ，切片不漂洗直接用羊抗ＯＣＭ抗体（１∶１００）于４℃孵育
２０ｈ。ＰＢＳ漂洗３次后用生物素化兔抗羊抗体 ＩｇＧ（１∶２００）于
室温孵育１ｈ，ＰＢＳ漂洗３次后用辣根过氧化物酶标记的链霉
卵白素复合物（１∶２００）室温孵育１ｈ。ＰＢＳ漂洗３次后用硫酸

镍铵ＤＡＢ显色法室温显色５ｍｉｎ，用 ＰＢＳ终止显色，裱片后于
３７℃电热恒温干燥箱烘烤过夜。最后用二甲苯透明、ＤＰＸ封
片。阴性对照用ＰＢＳ代替一抗，操作同前。

１．５　图片采集和数据统计
　　全脑核团的定位于显微镜下结合小鼠脑图谱和张吉强
等［７－８］的方法进行，免疫组化酶标染色的切片用奥林巴斯

ＤＰ７０显微摄像系统采集数码图像。ＯＣＭ在脑内各核团内免疫
阳性产物表达的强弱，根据每只小鼠同一脑区３～５张切片，
５只小鼠共计１５～２５张切片的染色水平综合判断，以 ＋＋＋＋、
＋＋＋、＋＋、＋、＋／－表示，分别代表最强、强、中等、低和表达
不明显。

２　结果

２．１　ＯＣＭ蛋白在成年Ｃ５７／ＢＬ６小鼠脑内的分布
　　ＯＣＭ免疫阳性产物广泛表达于成年小鼠脑内。其阳性产
物为蓝黑色，主要见于细胞质。雌性小鼠脑内，在大脑皮层、海

马、丘脑等脑区都可见 ＯＣＭ蛋白呈阳性反应，但分布不均匀。
ＯＣＭ免疫阳性产物在脚间核、大嗅球外丛层、前嗅核内侧部和
腹侧部等嗅球脑区高水平表达。在大脑皮质大部分核团都有

阳性产物，包括额叶皮层联合区、运动皮质、感觉皮质、梨状皮

质、嗅内皮质和嗅结节，其中梨状皮质染色最强。在纹状体部

位尾壳核和苍白球只见少量的阳性细胞。在隔区，隔内侧核、

隔伞核和隔外侧核有较强的阳性表达。在边缘系统海马和终

纹状体核有强烈表达，在海马ＣＡ１、ＣＡ２、ＣＡ３和ＣＡ４区阳性细
胞排列非常密集染色也很深（图１Ａ～Ｌ）。在丘脑部位，下丘脑
腹内侧核、下丘脑背内侧核、丘脑外侧背核、丘脑网状核、丘脑

前腹核、丘脑腹外侧核和内／外侧视前区都有较强染色，丘脑网
状核阳性细胞很明显，丘脑前背侧核和视上核部位阳性较弱。

内侧膝状体、外侧膝状体背侧核和腹侧核都有阳性细胞，并且

外侧膝状体腹侧核染色较浅。在中脑部位，脑水管周围的中央

灰质表达较强，其下方的红核阳性细胞清晰可见，染色较深。

在上丘、前顶盖前区和被盖背侧区都见有较高密度阳性细胞。

在黑质和被盖腹侧区呈低表达。小脑的浦肯野氏细胞染色很

深，呈强阳性表达（图１Ｍ～Ｘ）。前庭内侧核为中度表达，巨细
胞网状核表达较低。

２．２　ＯＣＭ免疫阳性产物在雌性小鼠和雄性小鼠脑内
的差异

　　ＯＣＭ免疫阳性产物在雌性小鼠和雄性小鼠脑内表达部位
比较相似，如嗅球都呈高表达，嗅结节、外侧视前区、丘脑前背

侧核和前庭内侧核等核团都呈中度表达，但还是有少数的核团

在表达上有一定的差异。与雌性小鼠相比，雄性小鼠在端脑的

海马部位表达水平最高，梨状皮质和感觉运动皮质有高水平表

达；低表达的部位是嗅内外侧皮质、终纹床核、隔内侧核；苍白

球外侧核基本不表达。在间脑，雄性小鼠最强染色见于丘脑网

状核，染色比雌性小鼠深。雄性小鼠的内／外侧视前区、丘脑腹
内／外侧核为高表达；乳头体内侧核为中度表达，这些核团阳性
表达均高于雌性小鼠。在中脑，雄性小鼠的红核和中央灰质比

雌性小鼠表达低，黑质部位表达不明显（图２）。在小脑浦肯野
氏细胞雄性小鼠呈高表达，比雌性小鼠的表达强弱要低一些

（表１）。
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Ａ：前嗅核；Ｂ：额叶皮层联合区；Ｃ：运动皮质；Ｄ：感觉皮质；Ｅ：梨状皮质；Ｆ：嗅结节；Ｇ：隔伞核；Ｈ：隔内侧核；Ｉ：隔外侧核；Ｊ：苍
白球；Ｋ：海马；Ｌ：终纹状体核；Ｍ：下丘脑背侧核（ＤＭＨ）与脑腹内侧核（ＶＭＨ）；Ｎ：丘脑前背侧核（ＡＤ）、外侧背核（ＬＤ）与网状核
（Ｒｔ）；Ｏ：内侧视前核；Ｐ：内侧膝状体；Ｑ：外侧膝状体背侧核（ＤＬＧ）与腹侧核（ＶＬＧ）；Ｒ：中央灰质；Ｓ：红核；Ｔ：上丘；Ｕ：前顶盖
前区；Ｖ：黑质；Ｗ：被盖腹侧区；Ｘ：浦肯野氏细胞

图１　免疫组化技术检测ＯＣＭ免疫阳性产物在成年雌性小鼠部分脑区的分布　（ＳＰ）
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Ａ：雌性小鼠梨状皮质；Ｂ：雄性小鼠梨状皮质；Ｃ：雌性小鼠乳头体内侧核；Ｄ：雄性小鼠乳头体内侧核；Ｅ：雌性小鼠丘脑网状核；
Ｆ：雄性小鼠丘脑网状核；Ｇ：雌性小鼠中央灰质；Ｈ：雄性小鼠中央灰质

图２　免疫组化技术检测ＯＣＭ免疫阳性产物在成年雌性小鼠和雄性小鼠相同脑区的分布　（ＳＰ）

表１　ＯＣＭ免疫阳性产物在雌性小鼠和雄性小鼠脑内部分脑区的差异

脑区 雌性 雄性 脑区 雌性 雄性

嗅球（ＡＯ） ＋＋＋ ＋＋＋ 丘脑前背侧核（ＡＤ） ＋＋ ＋＋
感觉运动皮质（Ｍ） ＋＋ ＋＋＋ 丘脑前腹核（ＡＶ） ＋＋ ＋＋
梨状皮质（Ｐｉｒ） ＋＋＋＋ ＋＋＋ 丘脑腹外侧核（Ｖｌ） ＋＋ ＋＋＋
嗅内外侧皮质（Ｌｅｎｔ） ＋＋ ＋ 丘脑腹内侧核（ＶＭ） ＋＋ ＋＋＋
嗅结节（ＴＵ） ＋＋ ＋＋ 丘脑网状核（Ｒｔ） ＋＋＋ ＋＋＋＋
尾壳核（ＣＰｕ） ＋ ＋＋ 红核Ｒ ＋＋＋ ＋＋
苍白球外侧核ＬＧＰ ＋ ＋／－ 中央灰质ＰＡＧ ＋＋ ＋
终纹床核（ＢＳＴ） ＋＋ ＋ 乳头体内侧核ＭＭ ＋ ＋＋
隔内侧核（ＭＳ） ＋＋ ＋ 黑质（ＳＮＣ） ＋ ＋／－
海马（Ｈｉｐ） ＋＋＋ ＋＋＋＋ 前庭内侧核ＭＶｅ ＋＋ ＋＋
内侧视前区（ＭＰＯ） ＋＋ ＋＋＋ 巨细胞网状核Ｇｉ ＋ ＋
外侧视前区（ＬＰＯ） ＋＋ ＋＋＋ 浦肯野氏细胞 ＋＋＋＋ ＋＋＋

＋＋＋＋：最高表达；＋＋＋：高表达；＋＋：中度表达；＋：低表达；
＋／－：表达不明显

３　讨论

　　癌钙调蛋白是钙结合蛋白家族成员之一，在脊椎
动物进化过程中 ＯＣＭ高度保守，其结构在 Ｎ端含有
静息的钙离子结合区域的４０个氨基酸残基和一个７０个
氨基酸残基组成的螺旋一环一螺旋蛋白模体的 ＥＦ手
形区域，这个手形区域里有一个位点与钙离子和镁离

子的亲和力较低，而另外一个位点对钙离子有高亲和

力。其结构与另一个家族成员微白蛋白极其相似，故

ＯＣＭ也称为 β微白蛋白。免疫组化的方法研究已证
实ＰＶ广泛存在于脑和视网膜的一些神经元内，ＰＶ含
量在脑组织中以小脑部位表达最高，几乎是其他部位

的１０倍；在脑干部位表达稍低；在大脑中表达最低［９］。

ＯＣＭ与ＰＶ是同一家族，并且结构非常相似，于是我们
大胆猜测：ＯＣＭ在脑组织中可能也会有类似的表达。
本研究则应用硫酸镍铵增强显色的免疫组化技术详细

研究了ＯＣＭ蛋白在成年小鼠脑内的分布，结果表明该

蛋白与ＰＶ蛋白在脑组织表达相似，在脑内有广泛的
分布。这和以往的研究不同，分析原因可能是因为我

们选用的染色方法不同。ＤＡＢ作为实验室最常用的
免疫细胞化学显色试剂，使用简单方便但存在染色深、

敏感性差等不足。已有免疫组化实验技术方面的文献

报道硫酸镍铵增强显色方法比常规的 ＤＡＢ显色更为
敏感，免疫阳性产物为蓝黑色，反差大，效果最好［１０］。

当我们使用ＤＡＢ显色时几乎不能检测到ＯＣＭ免疫阳
性细胞，而通过硫酸镍铵增强显色方法我们观察到

ＯＣＭ蛋白阳性信号非常清楚。
　　我们的研究结果显示，成年小鼠脑内ＯＣＭ表达十
分广泛，在端脑、丘脑等部位的大部分核团都是强表达

或中度表达，只有少部分核团表达较弱如黑质、苍白

球。高水平的表达主要见于嗅球、梨状皮质、海马，而

在这些阳性表达部位主要参与了对学习记忆包括运动

学习的调节（嗅球不仅参与嗅觉的调控，也与学习记

忆有关；梨状皮质不仅整合嗅觉信息，也参与对各种感

觉信息的整合；海马参与了对学习记忆的调控，还与控

制感情行为和神经内分泌功能有关），提示该分子在

学习记忆中发挥了重要作用。下丘脑部位的下丘脑背

侧核、下丘脑腹内侧核以及视前区等部位都可见较强

的阳性表达，这个部位如视前区与促进激素的周期性

变化相关，下丘脑结节区（下丘脑背侧核和下丘脑腹

内侧核）与保持促性激素的基础水平有关，提示 ＯＣＭ
蛋白参与了对生殖功能的调控作用。浦肯野氏细胞作

为小脑唯一的传出神经元，ＯＣＭ蛋白在小脑浦肯野氏
细胞内有大量的高强度表达，提示ＯＣＭ可能也参与了
运动学习的调控。

　　脑是发生性别分化的重要器官之一，哺乳动物在
脑结构和功能上面存在性别差异。Ｓａｔｕｄｔ［１１］发现，出
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生时去势的成年雄性大鼠，与正常雄性大鼠相比，杏

仁核内侧和皮质部分的神经核团体积要大，并且与正

常雌性的核团大小相同。如果在日龄３ｄ时给予注射
睾酮，则恢复到正常雄性的核团大小。还有研究证实

雄性下丘脑与生殖有关的性别二态性核团的体积大于

雌性［１２］、老年男性患帕金森病的比例高于女性而阿尔

茨海默病的发病率在女性高于男性等，而造成这些性

别差异的原因尚不清楚。张吉强课题组［１３］研究证实

了ＳＲＣ１在小鼠脑内的表达呈现性别差异。Ｂｏｗｅｒｓ
等［１４］对大脑发育过程中 Ｆｏｘｐ２蛋白表达的性别差异
是否会造成男女交流上的差异进行了研究，该项研究

证实了雄性幼鼠比雌性同类拥有更多的可促进语言发

育的特定脑蛋白。本研究也检测了 ＯＣＭ在不同性别
的Ｃ５７／ＢＬ６小鼠脑内表达的情况。结果显示 ＯＣＭ在
脑内有一些核团表达相似，如嗅结节、丘脑前背侧核、

前庭内侧核等都有中等表达。而梨状皮质、嗅内外侧

皮质、苍白球外侧核、终纹床核、隔内侧核和浦肯野氏

细胞这些核团ＯＣＭ的表达在雌性小鼠要强于雄性小
鼠；相反在感觉运动皮质、海马、视前区、丘脑腹侧核、

丘脑网状核和乳头体内侧核等部位，ＯＣＭ的表达在雄
性小鼠要强于雌性小鼠。ＯＣＭ蛋白在脑核团定位方
面表现出某些性别差异，提示在不同性别的动物的同

一核团，ＯＣＭ发挥的调节作用是不一样的。
　　近年来，与ＯＣＭ蛋白相关的研究取得了一定的成
果。２０１０年，Ｓｉｍｍｏｎｓ等［１５］在小鼠内耳研究了 ＯＣＭ
ｍＲＮＡ的表达和Ｏｃｍ免疫反应，发现在小鼠和其他哺
乳类动物内ＯＣＭ能够特异识别前庭毛细胞类型，并且
ＯＣＭ可以在耳蜗内能区分耳蜗外毛细胞，表明 Ｏｃｍ
可能在耳蜗毛细胞和前庭毛细胞中扮演着不同的功能

角色。Ｃｓｉｌｌｉｋ等［１６］的研究证实了敲除小鼠的微白蛋

白基因，其间脑核周体及轴突中 ＯＣＭ水平表达增强，
提示ＯＣＭ在大脑中可能也存在一定的生物学效应。
在２０１３年，Ｋｕｒｉｍｏｔｏ等［１７］最新证实天然免疫的中性

粒细胞通过分泌ＯＣＭ蛋白在炎症诱导视神经再生中
发挥着重要作用。本实验结果表明ＯＣＭ在小鼠端脑、
间脑、中脑和小脑部位都有表达，提示 ＯＣＭ在小鼠脑
内可能具有多方面的作用，为今后系统而深入研究

ＯＣＭ蛋白对脑功能和视神经再生的调控提供了新的
基础资料。本实验结果提示：ＯＣＭ在正常Ｃ５７／ＢＬ６小
鼠的脑组织核团中有不同程度的表达。另外，我们还观

察到ＯＣＭ的表达在雌性小鼠和雄性小鼠脑组织之间存
在一定的差异，这些发现与先前的研究都有所不同。
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