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肥胖抑制素在断奶仔猪胃壁中的分布
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摘要：将断奶１５ｄ仔猪（４５日龄）处死后分别取胃窦部、胃体部、胃底部，４％中性多聚甲醛固定２４ｈ后制作组织蜡

块，采用ＳＰ免疫组化试剂盒和ＤＡＢ显色法，对各组织蜡块进行免疫组化检测，对检测结果进行拍照并分析。结果

显示，肥胖抑制素（Ｏｂｅｓｔａｔｉｎ）在断奶仔猪胃组织内广泛存在，而且在胃的不同部位其分布、含量有所不同。胃底部

和胃体部以胞内分泌为主，胃窦部则主要分泌到黏膜外。Ｏｂｅｓｔａｔｉｎ在仔猪胃壁中确实存在，且其在胃壁中的分布

从上到下逐渐在组织内和组织外变化。同时，本试验也从侧面证实了猪和其他已证明的动物种属之间的Ｏｂｅｓｔａｔｉｎ
具有相似的结构位点。
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＊Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ　ａｕｔｈｏｒ

　　肥胖 抑 制 素（Ｏｂｅｓｔａｔｉｎ）是 生 物 信 息 学 研 究 的

一个 重 要 发 现。斯 坦 福 大 学 的Ｚｈａｎｇ等［１］在 对 胃

生长素前体（Ｐｒｏｇｈｒｅｌｉｎ）基因序列进行生物信息学

分析时，发现了一种新的蛋白质，并随后在大鼠的胃

组织中成功分离获得了此种蛋白，同时研究发现与

已知的胃生长素之间作用密切，试验证实这种物质

能够抑 制 饥 饿 感，故 将 其 命 名 为 Ｏｂｅｓｔａｔｉｎ，其 中

“ｏｂｅ”是拉 丁 文 来 源 词“ｏｂｅｄｅｒｅ”的 缩 写，表 示 大 量

摄食，而“ｓｔａｔｉｎ”则 表 示“抑 制”。许 多 研 究 证 明，

Ｏｂｅｓｔａｔｉｎ是由 Ｇｈｒｅｌｉｎ基 因 翻 译 后 形 成 的 前 体 原

的不同的片段加工修饰后形成的２３个氨基酸组成

的酰胺化多肽［４］，又被称为Ｇｈｒｅｌｉｎ相关肽（Ｇｈｒｅｌｉｎ

ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ　ｐｅｔｉｄｅ，ＧＡＰ），可 以 和 孤 儿 Ｇ 蛋 白

ＧＰＲ３９受体结合，抑 制 食 物 摄 取、空 肠 的 蠕 动 和 体

重的增加［２－３］，具有与Ｇｈｒｅｌｉｎ截然相反的生物学作

用，被认为是 Ｇｈｒｅｌｉｎ的 生 物 学 拮 抗 剂 或 阴 阳 活 性

多肽［４－５］。但也有人在重复试验中未 发 现 上 述 的 生

物作用［２，３］，提示Ｏｂｅｓｔａｔｉｎ发挥生物学活性作用的

条件和作用原理还没有明确，需要进一步研究。目

前国 内 关 于 Ｏｂｅｓｔａｔｉｎ的 研 究 多 集 中 在 Ｏｂｅｓｔａｔｉｎ
在人、大鼠的疾病模型中的血浆变化及其作用，在猪
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方面的研究 还 不 多，至 今 尚 未 见 相 关 文 献 报 道，而

Ｏｂｅｓｔａｔｉｎ生物活性 作 用 的 研 究 有 可 能 对 仔 猪 的 应

激预防和育肥具有十分重要的潜在价值。因此，本

试验采用免疫组化方法［８－９］，检测Ｏｂｅｓｔａｔｉｎ在断奶

１５ｄ 仔 猪［１０］胃 中 的 分 布，为 进 一 步 深 入 研 究

Ｏｂｅｓｔａｔｉｎ在仔猪消 化 系 统 和 能 量 代 谢 中 的 作 用 提

供试验依据。

１　材料与方法

１．１　试验器材　手术刀、手术剪、一次性乳胶手套、烧
杯、电子天平、脱水框、包埋框、烘箱、切片机、展片机、染
缸、显微镜及摄像系统（ＯＬＹＭＰＵＳ　１Ｘ７１，日本）。

１．２　主要溶液　４％中性缓冲多聚甲醛固定液（多

聚甲醛４０ｇ，ＮａＨ２ＰＯ·２Ｈ２Ｏ　１６．８８ｇ，ＮａＯＨ　３．８６
ｇ，蒸馏水定容至１　０００ｍＬ）。

免疫组化专用ＰＢＳ（ｐＨ　７．２～７．６）（ＮａＣｌ　８．５
ｇ，ＮａＨ２ＰＯ·２Ｈ２Ｏ　０．５２ｇ，Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ
７．０５ｇ，ｄｄＨ２Ｏ定容至１　０００ｍＬ）。

０．０１ｍｏｌ／Ｌ 枸 橼 酸 盐 缓 冲 液（枸 橼 酸 三 钠

（Ｃ６Ｈ５Ｎａ３Ｏ７·２Ｈ２Ｏ）３ｇ，枸橼酸（Ｃ６Ｈ８Ｏ７·Ｈ２Ｏ）

０．４ｇ，ｄｄＨ２Ｏ定容至１　０００ｍＬ）。
不同熔点蜡：１号蜡为５０％包埋石蜡＋５０％冬

青油；２号蜡为７５％包埋石蜡＋２５％冬青油；３号蜡

为１００％包埋石蜡。

１．３　主要试剂　所用化学试剂均为分析纯级别，均
购自国药 公 司。Ｏｂｅｓｔａｔｉｎ抗 体 购 自 北 京 博 奥 森 生

物技术有限公司（ｂｓ－１３７５Ｒ）；ＳＰ免疫组化试剂盒购

买自上海长岛生物技术有限公司（Ｄ－３００５）：包括蛋

白阻断液，生物素化二抗，辣根过氧化物酶标记的链

霉菌 抗 生 物 素 蛋 白；ＤＡＢ显 色 试 剂 盒 购 自 武 汉 博

士德生物工 程 有 限 公 司（ＡＲ１０２２）：包 括ＤＡＢ×２０
倍浓缩液，Ｈ２Ｏ２×２０倍 浓 缩 液，×２０倍 ＴＢＳ浓 缩

缓冲液。

１．４　具体方法与步骤　将断奶后仔猪（４５日龄）处

死后立即取胃底部、胃体部、胃窦部各一部分，４％中

性缓冲多聚甲醛固定液固定２４ｈ；切取固定好的组

织块，修整后放入脱水框流水水洗过夜处理；然后经

系列梯 度 浓 度 酒 精 脱 水 处 理（７０％３ｈ、８０％２ｈ、

９０％２ｈ、９５％１ｈ、９５％１ｈ、１００％１ｈ）后冬青油室

温下过夜透明；将透明处理后的组织浸入不同溶点

的蜡进行浸蜡处理（１号蜡４５ｍｉｎ、２号蜡４５ｍｉｎ、３
号蜡１５ｍｉｎ），使蜡充分浸入组织，然后用融好的包

埋石蜡进行组织包埋，做好各组织蜡块的标记。蜡

块冷却充分后 修 整 蜡 块，进 行 切 片，在３９℃水 温 下

展片捞片，６１℃烘烤２ｈ后，按照预试验测得得最适

抗体稀释倍数（２００倍）和ＳＰ试剂盒及ＤＡＢ显色试

剂盒说明书步骤进行免疫组化显色检测：（１）切片组

织脱蜡至水；（２）３％Ｈ２Ｏ２ 溶 液 室 温 下 处 理 切 片 组

织１０ｍｉｎ，以消 除 内 源 性 过 氧 化 物 酶 活 性，处 理 后

ｄｄＨ２Ｏ洗３次（３ｍｉｎ／次）；（３）采 用 微 波 修 复 法 在

枸橼酸盐缓冲液中抗原修复２０ｍｉｎ，处理后ＰＢＳ洗

３次（３ｍｉｎ／次）；（４）使用试剂盒中的封闭剂室温处

理切片 组 织１０ｍｉｎ，处 理 后 ＰＢＳ洗３次（３ｍｉｎ／
次）；（５）一 抗４℃过 夜 处 理 切 片 组 织，试 验 组 使 用

２００倍稀释抗 体，对 照 组 用 稀 释 液 代 替 抗 体 做 空 白

对照，处理后ＰＢＳ洗３次（３ｍｉｎ／次）；（６）生物素标

记的二抗室温处理切片组织１０ｍｉｎ，处理后ＰＢＳ洗

３次（３ｍｉｎ／次）；（７）过氧化物酶标记的链霉菌抗生

素蛋白室温处理切片组织１０ｍｉｎ，处理后ＰＢＳ洗３
次（３ｍｉｎ／次）；（８）ＤＡＢ室温显色１０ｍｉｎ；（９）流 水

冲洗８ｍｉｎ终止显色后，使用苏木素复染２ｍｉｎ，然

后脱水封片。对检测结果用奥林帕斯显微镜及成像

系统（ＯＬＹＭＰＵＳ　１Ｘ７１）进行拍照并保存。

２　结果

２．１　胃底部　胃壁黏膜上皮、胃底腺、固有层弥漫

分布的黄褐色阳性显色，且阳性显色由黏膜上皮向

固有层逐渐加深，同时在黏膜上皮外侧也可见到黄

褐色显色区，而在对照组相同位置未见类似显色（图

１、２）。

２．２　胃体部　胃体部黏膜上皮、胃底腺、固有层和

部分黏膜下层等呈现弥散性黄褐色阳性显色，在黏

膜上皮外侧也可见到少量黄褐色显色，而在对照组

相同位置未见类似显色（图３、４）。

２．３　胃窦部　胃窦部黏膜上皮及外层部分胃底腺

有黄褐色阳性显色，显色较浅，胃底腺散在有少数颗

粒状强显色，在黏膜上皮外侧可见到大量密集黄褐

色阳性显色，在黏膜上皮外侧呈线状分布（图５、６）。

３　讨论

胃是重要的消化器官。胃中含有许多内分泌和

外分泌细胞，其 中 外 分 泌 细 胞，如 壁 细 胞 和 主 细 胞

等，它们分别分泌盐酸和胃蛋白酶原。胃黏膜分泌

的盐酸又称为胃酸，胃酸具有激活胃蛋白酶原、抑制

病原微生物、维持胃内酸度的作用，胃酸是胃进行消

化的基础，也是衡量胃功能的重要指标。仔猪阶段

胃功能尚未完全发育，胃酸分泌能力较弱。张宏福

等［１３］对不同断 奶 日 龄 对 仔 猪 胃 酸 分 泌 的 影 响 做 了

研究，结果发现一般断奶后１～３周才能恢复至断奶
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图１　试验组胃底部免疫组化图（１０×）　ａ．黏膜上皮阳性显色；ｂ．胃底腺阳性显色；ｃ．固有层阳性显色；ｄ．黏膜上皮外侧阳性

显色

图２　对照组胃底部免疫组化图（１０×，其中黑色点为苏木素颗粒残留）

前水平，２～３月 龄 时，仔 猪 的 泌 酸 量 接 近 成 年 猪 水

平。本试验采用断奶１５ｄ仔猪，由试验结果照片可

以看出，此时仔猪胃各部黏膜 外 侧 均 已 经 有 大 量 成

分的分泌，提示胃的分泌能力已经有所提升，但是黏

膜内腺泡还不发达，大部分腺泡尚未发育完全，这与

张宏福等的试验结果相一致。

胃不仅是一个 消 化 器 官，还 是 一 个 复 杂 的 内 分

泌器官。胃的内分泌 细 胞 可 以 以 自 分 泌、旁 分 泌 和

内分泌的方式分泌多种激素，共 同 来 参 与 胃 肠 道 生

长发育和 胃 酸 分 泌 的 调 节。Ｏｂｅｓｔａｔｉｎ最 初 是 在 大

鼠的胃组织中 分 离 获 得 的［１］，本 试 验 的 结 果 显 示 在

仔猪胃内也存在Ｏｂｅｓｔａｔｉｎ，且其在胃壁中的分布是
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图３　试验组胃体部免疫组化图（１０×，黑色点为苏木素颗粒残留）　ａ．黏膜上皮阳性显色；ｂ．胃底腺阳性显色；ｃ．固有层阳性

显色；ｄ．黏膜上皮外侧阳性显色；ｅ．黏膜下层阳性显色

图４　对照组胃体部免疫组化图（１０×，其中黑色点为苏木素颗粒残留）

广泛的。

Ｈａｙａｓｈｉｄａ等［４］用 免 疫 组 织 化 学 法 检 测 到 牛、

绵羊、猪和马与大鼠一样，Ｇｈｒｅｌｉｎ免 疫 染 色 细 胞 密

集分布于胃部泌酸腺的颈部至底部，特别在猪的贲

门和幽门部分布较多。本试验的结果中，Ｏｂｅｓｔａｔｉｎ
的免疫染色细胞分布和 Ｈａｙａｓｈｉｄａ关于Ｇｈｒｅｌｉｎ的

报道类似，由于Ｏｂｅｓｔａｔｉｎ是来源于同一前体的Ｇｈ－
ｒｅｌｉｎ相关 肽［６］，所 以 本 试 验 的 结 果 显 示 Ｏｂｅｓｔａｔｉｎ
在仔猪胃内 的 分 泌 可 能 和 Ｇｈｒｅｌｉｎ存 在 相 关 性，但

他们的之间的相关性尚待进一步研究。

由图１可见在胃底部黏膜上皮、胃底腺、固有层

弥漫分布的黄褐色阳性显色，显示Ｏｂｅｓｔａｔｉｎ在胃
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图５　试验组胃窦部免疫组化图（１０×）　ａ．黏膜上皮阳性显色；ｂ１．外层胃底腺阳性显色；ｂ２．胃底腺颗粒状强显色；ｃ．固有层

阳性显色；ｄ．黏膜上皮外侧阳性显色带

图６　对照组胃窦部横切疫组化图（１０×，其中黑色点为苏木素颗粒残留）

底部呈广泛性分布；同时，在黏膜上皮外侧也可见到

少量黄褐 色 阳 性 显 色，提 示 仔 猪 胃 底 部 Ｏｂｅｓｔａｔｉｎ
以自分泌为主，但可以少量外分泌到黏膜外；且阳性

显色由黏膜上皮向固有层逐渐加深，提示断奶１５日

后 Ｏｂｅｓｔａｔｉｎ在 胃 底 部 固 有 层 的 含 量 比 黏 膜 上 皮

高，这种含量的差异是由于胃底部固有层的分泌比

黏膜上皮活跃还是由固有层分泌之后向黏膜层转运

导致，尚待进一步验证。
由图５可见到，胃窦部黏膜上皮及外层部分胃

底腺 有 黄 褐 色 阳 性 显 色，但 显 色 较 浅，提 示 此 处

Ｏｂｅｓｔａｔｉｎ含量较少，胃底腺散在有少数强显色颗粒

状，为Ｏｂｅｓｔａｔｉｎ聚集区；在黏膜上皮外侧可见到大
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量密集黄褐色阳性显色，在黏膜上皮外侧呈线状分

布，与 图１、图３相 对 照，断 奶１５日 仔 猪 胃 窦 部

Ｏｂｅｓｔａｔｉｎ分布和胃底部、胃体不同，胃窦部 以 外 分

泌为主，黏膜内自分泌的含量下降。
综上所述，通过断奶１５日仔猪不同部位胃壁的

免疫组化研 究，证 明 了 Ｏｂｅｓｔａｔｉｎ在 仔 猪 胃 内 广 泛

存在，而且在胃壁的不同部位，其分布、含量有所不

同。同时，本 试 验 也 从 侧 面 证 实 了 Ｏｂｅｓｔａｔｉｎ在 猪

和其他已证明的动物种属之间结构位点相似，提示

Ｏｂｅｓｔａｔｉｎ的蛋白序列、结构以及功能在种属间可能

高度保守，这需要进一步采用其他分子生物学手段

进行研究。同 时，Ｏｂｅｓｔａｔｉｎ在 仔 猪 阶 段 的 分 布、含

量变化及在其他组织的分布，也需要进一步研究。
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