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树闙消化道胰高血糖素样肽１阳性细胞分布的研究
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［摘　要］　目的　观察树闙胃肠道胰高血糖素样肽１（ＧＬＰ１）免疫反应阳性细胞（ＥＧ细胞）分布情况与大鼠消化道的差异，
以期为树闙模型的进一步使用提供参考。方法　免疫组化ＳＡＢＣ法检测树闙消化道（口腔、咽除外）ＧＬＰ１的细胞阳性含量。结果
ＥＧ细胞分布于树闙十二指肠、回肠、结肠、空场中的腺上皮细胞间，阳性物质分布于细胞质。树闙胃、直肠未见 ＥＧ细胞分布。回
肠免疫组织化学染色结果显示ＥＧ细胞阳性，消化道中只有回肠、结肠分布ＧＬＰ１阳性较多，树闙与大鼠相比较消化道中ＧＬＰ１差
异显著（Ｐ＜０．０１）。结论　树闙胃肠道内十二指肠、回肠和结肠、空肠都有胰高血糖素阳性细胞。大鼠只在回肠、结肠有阳性细胞。
据ＧＬＰ１的作用机理和树闙消化道ＧＬＰ１的分布，树闙动脉粥样硬化（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＳ）ＡＳ模型不易制作可能与ＧＬＰ１的作用相关。
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　　胰高血糖素是由２９个氨基酸组成的多肽，在由
肠道Ｌ分泌细胞胰岛Ａ细胞所分泌［１］；胰高血糖素分

泌的ＰＣ１／３将胰高血糖素原分解为胰高血糖素样肽１
（ＧＬＰ１）、ＧＬＰ１（９３６）胰高血糖素样肽、胰高血糖素
和胃泌酸调节素［２］。ＧＬＰ１对血糖、体质量、血压、血
脂等心血管危险因素有作用。树闙作为模式生物，但

树闙动脉粥样硬化模型（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＳ）不易制作
成功，这是否与其体内 ＧＬＰ１的分布有关？且对树闙
生理特点的报道甚少，目前已发现其肠蠕动过快，食物

代谢排除很快，但具体作用机制尚不清楚。为了解树

闙特点，本研究将其与大鼠消化道中（除口腔和咽）

ＧＬＰ１的分布进行比较，以便今后更好地利用树闙的
生物学特性为生命科学研究提供参考。

１　资料与方法

１．１　实验动物
　　１０只健康成年树闙（Ｆ３代）［生产许可证：ＳＣＸＫ
（滇）Ｋ２０１２０００１］，体质量 １２１～１４０ｇ，雌雄比为
１∶１，均来自中国科学院昆明动物研究所动物实验中
心。１０只 ＳＤ大鼠［生产许可证：ＳＣＸＫ（滇）２０１１
０００５］，体质量１５０～１８０ｇ，雌雄比为１∶１，来自昆明医科
大学实验动物学部；动物单笼饲养于１２ｈ人工光照（光
照时间０７∶００～１９∶００）的动物房中，室温（２２±３）℃，
湿度４０％ ～６０％，自由饮食饮水，每天清理动物笼舍
１次，所有动物在实验前适应饲养２周后再进行实验。
１．２　实验器材及材料

树闙、大鼠全部空腹１２ｈ后，３％戊巴比妥钠腹腔
注射麻醉安乐死，按下列消化道各段取材：食管、胃贲

门部、胃体、胃幽门部、十二指肠、空肠、回肠和直肠。
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先用生理盐水快速冲洗，然后用改良的 Ｂｏｕｉｎｓ液固定
２４ｈ后 ，常规脱水透明，石蜡包埋，切片６μｍ，贴于涂
有铬矾明胶载玻片上，３７℃温箱烘片备用。
１．３　试剂

ＧＬＰ１Ｒ抗和ＶｅｃｔａＳＡＢＣ法试剂盒免疫组织化学
试剂盒购于Ｅｐｉｔｏｍｉｃｓ，美国ＡＢＣＡＭ公司生产。
１．４　光密度值的测定

用计算机图像分析技术半定量检测其蛋白表达的

强弱，平均光密度越高说明表达越强，反应细胞内

ＧＬＰ１表达量越多。以平均光密度值来进行量化后的
统计学分析。

１．５　免疫组织化学方法
免疫组织化学染色步骤：①用３％ Ｈ２Ｏ２涂于玻片

上８ｍｉｎ；②ＰＢＳ液冲洗２～３次，各４～６ｍｉｎ；③将玻
片浸入０．０１Ｍ（ｐＨ６．０）的枸橼酸钠缓冲液中，电磁炉
加热至沸腾，关闭电源，静置１０ｍｉｎ，冷却后用 ＰＢＳ液
冲洗１～２次；④切片滴加 ５％ ＢＳＡ１滴封闭，并在
３７℃湿盒中温育２０ｍｉｎ；⑤加一抗，现加入稀释液配
好的第一抗体（参照所购抗体说明书，通常为１∶１００
或１∶２００稀释度）工作液２０～５０μｌ；于３７℃，湿盒温育
１～３ｈ或者于４℃过夜，重复第二步反复洗３次；⑥加
二抗，加入 ＳＡＢＣ试剂盒中的第二抗体（如小鼠兔
ＩｇＧ）工作液１滴，于３７℃湿盒温育１ｈ，重复第二步
反复洗３次；⑦每片加入 ＳＡＢＣ试剂１滴，于３７℃湿
盒温育３０～４５ｍｉｎ，冲洗 ２～３次，加阳性物显色剂
ＤＡＢ显色应用液 ２０～５０μｌ；染色 ５～２０ｍｉｎ，冲
洗２～３次，多克隆ＧＬＰ１Ｒ抗体与树闙组织切片上的
ＧＬＰ１Ｒ抗原结合，标记上生物素的多克隆抗体再与
ＧＬＰ１Ｒ抗体结合，经ＳＡＢＣ法在组织细胞上显示出棕
黄色阳性产物，即表示该切片组织有 ＧＬＰ１Ｒ的表达。
显微镜下选择实验片和对照片进行视野选取摄片。

１．６　细胞计数
在Ｏｌｙｍｐｕｓ２型显微镜下观察，对每个部位的切

片随机取２０个视野，计算每平方毫米ＧＬＰ１免疫蛋白
表达数。ＬＥＩＣＡＤＣ５ＯＯＬＢ２显微镜成像系统拍照。
１．７　统计学处理

采用 ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计学分析处理，计量
资料用均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，并对结果进行方差
分析。以Ｐ＜０．０５表示差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　光密度值的测定
　　组织切片中细胞质内出现黄色或棕色颗粒蛋白表
达阳性细胞，无色颗粒为阴性细胞。树闙与大鼠的消

化道的平均光密度值见表１。

表１　树闙与大鼠的消化道的平均光密度值比较（珋ｘ±ｓ）

类别　　 ｎ 平均光密度植

树闙　　 １０ ０．６７±０．０６

ＳＤ大鼠 １０ ０．２９±０．１１

Ｐ　　　 ０．０００１

２．２　免疫组织化学染色结果
树闙 ＧＬＰ１阳性细胞主要在小肠、空肠、回肠肠

黏膜上皮细胞及腺体细胞中表达，口腔咽部很少，呈圆

形、椎形、三角形、椭圆形等。此外间质细胞也有表达，

阳性产物呈大小不等的浅黄、深黄至棕黄颗粒，定位于

细胞质中，细胞核呈阴性。大鼠 ＧＬＰ１在结肠、回肠
黏膜上皮细胞及腺体细胞中表达，主要呈圆形、椭圆

形、锥形、柱状和不规则形，胞质呈棕黄颗粒，间质细胞

可见散在阳性颗粒呈黄色。树闙与大鼠 ＧＬＰ１在肠
黏膜上皮细胞、腺体细胞和间质细胞中均有表达，胞质

呈黄色颗粒（图１）。

ａ：树闙小肠中 ＧＬＰ１的表达；ｂ：大鼠小肠中 ＧＬＰ１的表达；
ｃ：树闙结肠中ＧＬＰ１的表达；ｄ：大鼠结肠中ＧＬＰ１的表达

图１　免疫组织化学染色

２．３　消化道各段ＧＬＰ１免疫活性细胞的分布密度
树闙ＧＬＰ１没有分布在食道和胃体，在十二指

肠、空肠及结肠分布较多，回肠直肠分布较少，树闙肠

解剖结构回肠、结肠界限不是非常明确，结肠袋很少，

所以分布区域较长、较广，密度也较大。可能是特殊的

结构决定着其分泌功能。大鼠的肠道中，回肠和结肠

内存在胰高血糖素免疫反应阳性细胞。结肠袋比树闙

多，主要集中分布于结肠，而胃、十二指肠和空肠见很

少胰高血糖素细胞分布。

３　讨论

ＧＬＰ１的受体分布于胰腺、胃、十二指肠、空肠、结
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肠、下丘脑、孤束核大脑的网状结构、脑干、海马等多个

区域，资料研究报道在体实验通过迷走神经通路和胃

肠道 ＧＬＰ１受体，发挥其对胃肠运动的调节作用［２］。

在消化道的胃和肠道黏膜组织内含有具有分泌功能的

内分泌细胞分泌 ＧＬＰ１，本实验通过切片也看出树闙
小肠与大肠分界不明，结肠袋比大鼠少很多，显得小肠

区域比ＳＤ大鼠多。但常规 ＧＬＰ１主要分布于消化道
十二指肠、回肠、结肠段。由于树闙消化道的特殊结

构，小肠比例较大，其分泌 ＧＬＰ１区域较大，这与大鼠
比较差异显著；计算机图像分析检测其蛋白表达的强

弱光度值可看出，树闙小肠道的 ＧＬＰ１平均光度值比
ＳＤ大鼠的强；ＧＬＰ１分泌细胞在树闙胃、十二指肠、
空肠中单位面积分布很少，只是区域较广，因其可以减

少胃酸分泌，调节餐后胃底部的容积，增加贲门部的顺

应性，抑制胃窦及幽门部的收缩，从而抑制胃运动，延

缓固体和液体食物的胃排空，故同等大小的树闙和大

鼠比较，树闙胃容量较小、胃排空较快。

另外，ＧＬＰ１参与由心理应激引起的结肠传输运
动，如在大鼠中枢注射 ＧＬＰ１，其结肠传输运动会增
强。一些生理应激物会影响胃肠道的运动，它们能通

过自主神经系统延缓胃排空刺激结肠运动，特别是生

理和心理的应激会强烈影响结肠的运动，由于树闙结

肠太短、结肠袋少，ＧＬＰ１的受体也相应少，肠蠕动较
大鼠快。

ＧＬＰ１是一种进餐时由胃肠道系统生成的肽类物
质，具有促进胰腺Ｐ细胞葡萄糖依赖性的释放胰岛素
的功能，具有降低血浆中的胰高血糖素水平，减低胃排

空的速度，增强饱食感及剌激胰岛 Ｂ细胞的增殖与分
化等多种生理活性。这也可能是导致树闙对食物的偏

好和营养吸收代谢不同的原因之一。树闙较喜欢吃甜

食、虫子、肉类，并且不易肥胖和高血脂，这可能与树闙

ＧＬＰ１消化道的分布区域和作用有关。有研究发现，
ＧＬＰ１有“肠促胰岛素效应”和对心血管的作用，可促
进胰岛素分泌，刺激 β细胞增生，调节胰岛素对摄食
的反应［３］。ＧＬＰ１进食后由小肠内分泌细胞分泌，可
帮助机体在进食碳水化合物后产生适当的胰岛素反

应，说明树闙喜欢吃甜食，从中补充糖份是消化功能的

自然调节 。

另外ＧＬＰ１对心脏及血管有舒张效应［４］，是目前

所知的胰岛素分泌促进激素，在高血压小鼠中，ＧＬＰ１
类似物可减轻血管紧张素Ⅱ诱导的 ＥＲＫ１／２磷酸化，
抑制钠离子重吸收，从而发挥降血压作用［５７］。ＧＬＰ１
还可以通过抑制炎症因子表达、减轻炎症反应和对内

皮细胞的凋亡而改善内皮功能，减缓动脉粥样硬化进

展［８１０］。即具有增加心肌葡萄糖摄取，改善内皮功能，

减少心肌梗死面积，抗炎症及抗动脉硬化，抑制血管内

皮、心肌细胞凋亡等作用［３］。树闙消化道 ＧＬＰ１的分
布区域比大鼠广、单位区域含量比大鼠多，其对树闙的

糖代谢、心血管疾病有着更重要作用，其作用机制有待

进一步的研究。有较多文献报道，树闙不能制作 ＡＳ
模型，从消化道 ＧＬＰ１的分布与大鼠比较看，树闙的
ＧＬＰ１分布区域较广泛，数量也较多，对高糖食物、高
蛋白质消化分解有重要作用，也可能是树闙不易制作

ＡＳ模型原因之一［１１１４］。今后利用树闙制作模型时必

须考虑其生理特点因素，消化道的解剖及内分泌功能，

本研究可为树闙在心血管、糖代谢、肥胖方面使用和

ＧＬＰ１功能的进一步研究提供一种新思路。
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