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Abstract
AIM: To observe the expression changes of 
gonadotropin-releasing hormone (GnRH) in the 
stomach of Sprague-Dawley (SD) rats exposed 
to light stress.

METHODS: SD rats were exposed to continuous 
light to establish illumination-stressed models. 
Then, gastric tissues were taken from the rats 
exposed to continuous light for 1 d, 2 d, 3 d, 4 
d, 1 wk, 2 wk, 3 wk, 4 wk and their correspond-
ing controls, respectively. The localization and 
expression of GnRH protein and GnRH mRNA 
were detected by immunohistochemistry and 
real-time polymerase chain reaction (PCR), re-

spectively. 

RESULTS: Immunoreactivity was displayed 
mostly in the parietal cells of rat stomachs, and 
there were no differences in this locolization be-
tween the illumination stress groups and their 
corresponding control groups. Compared with 
that in the control group, the mean gray scale of 
GnRH in the rats exposed to continuous illumina-
tion was increased from 2 wk to 4 wk (2 wk: 105.7 
± 7.9 vs 77.4 ± 7.2, P < 0.05; 3 wk: 97.4 ± 7.7 vs 77.6 
± 6.6, P < 0.05; 4 wk: 93.2 ± 2.1 vs 77.9 ± 4.0, P < 0.05). 
The quantity of GnRH mRNA in the rats exposed 
to continuous illumination was also higher than 
that in the controls (2 wk: 1.01 ± 0.10 vs 0.80 ± 0.01, 
P < 0.05; 3 wk: 0.95 ± 0.07 vs 0.81 ± 0.01, P < 0.05; 4 
wk: 0.94 ± 0.05 vs 0.82 ± 0.01, P < 0.05). 

CONCLUSION: The expression of GnRH in 
digestive tract can be effected by illumination 
stress. GnRH may regulate digestive function by 
autocrine and paracrine, suggesting that GnRH 
may be a kind of hormone not only responded 
to normal physiological function of digestive 
tract but also responded to stress activity. 

Key Words: Illumination; Stress; Stomach; Gonado-
tropin-releasing hormone; Rat; Immunohistochem-
istry; Real-time PCR
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摘要
目的: 观察光照应激状态下SD大鼠胃内促性
腺素释放素(GnRH)的表达变化.

方法: 建立SD大鼠光照应激模型, 24 h持续
光照, 分别取光照1 d, 2 d, 3 d, 4 d, 1 wk, 2 
wk, 3 wk, 4 wk和相应对照组的胃组织, 采用
免疫组化和Real-time PCR法检测GnRH在各
时间段大鼠胃组织中的定位和蛋白及mRNA
表达变化. 

结果: GnRH阳性细胞广泛分布于大鼠胃壁
上皮细胞, 免疫反应阳性细胞在实验组和对

®

■背景资料
GnRH是一种由脑
组织分泌以调控
生殖系统功能的
信号分子. 有报道
发现, 在消化系统
(如 ,  颌下腺、胃
和肠等)可检测到
较 强 的 G n R H 和
GnRH受体mRNA
杂交信号, 由此认
为GnRH也是一种
胃肠激素. 他可由
消化系统产生并
作用于消化道黏
膜上皮、腺上皮
细胞, 参与胃肠功
能的调节. 但在应
激状态下, 消化系
统中的GnRH定位
和表达是否有变
化尚未见相关报
道. 

■同行评议者
周 国 雄 ,  主 任 医
师, 南通大学附属
医院消化内科
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照组中定位没有差异. 实验组的GnRH平均灰
度值高于其相应的对照组, 光照2-4 wk时, 实
验组与对照组相比差异均显著(2 wk: 105.7±
7.9 vs  77.4±7.2, P <0.05; 3 wk: 97.4±7.7 vs  
77.6±6.6, P <0.05; 4 wk: 93.2±2.1 vs  77.9±
4.0, P <0.05). 实验组大鼠胃的GnRH mRNA
水平高于对照组, 与对照组相比, 持续光照
2-4 wk时, 实验组大鼠胃的GnRH mRNA增
加具有显著性差异(2 wk: 1.01±0.10 vs  0.80
±0.01, P <0.05; 3 wk: 0.95±0.07 vs  0.81±
0.01, P <0.05; 4 wk: 0.94±0.05 vs  0.82±0.01, 
P <0.05).

结论: 光照应激可以影响消化道中GnRH的表
达, GnRH以自分泌和旁分泌的机制对消化系
统产生调节作用. 提示GnRH除参与消化道正
常生理功能外, 可能还是一种参与应激反应的
激素. 

关键词: 光照; 应激; 胃; 促性腺素释放素; 大鼠; 免

疫组化; 实时荧光定量PCR
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0  引言

不同的应激条件(如光照、温度等)可以通过

GnRH神经元的调节机制引起GnRH分泌的变

化 [1-3], 并且长时间处于这些应激状态下, 会引

起消化系统功能紊乱等症状[4]. 已有研究表明, 
胃黏膜壁细胞、胃平滑肌细胞, 胃壁细胞上有

GnRH免疫反应阳性上皮细胞, 并表达GnRH 
mRNA[5]. 但在应激状态下, 消化系统中的GnRH
定位和表达是否有变化尚未有报道. 为此, 本实

验通过建立持续光照应激大鼠模型, 利用免疫

组化和Real-time PCR方法观察持续光照应激下

大鼠胃GnRH定位和蛋白及mRNA表达变化, 分
析GnRH是否参与消化系统对应激的反应.  

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级SD♂大鼠80只, 体质量190-210 
g. 动物饲料和垫料(中国人民解放军南京军区南

京总医院动物比较医学科购买). 兔抗大鼠GnRH
抗体(武汉博士德公司), 羊抗兔IgG-HRP(北京博

奥森公司), DAB显色液(福建迈新公司), TRIzol 
RNA提取液(invitrogen), Omniscript RT kit反转录

试剂盒(Qingen), SYBR Green I(invitrogen), 胶回

收试剂盒(杭州博日生物科技公司), 100 bp DNA 
ladder(GenScript).
1.2 方法 
1.2.1 造模: 随机选取40只SD大鼠持续光照(40 
W日光灯), 可自由饮食. 光照应激时间分为1 
d、2 d、3 d、4 d、1 wk、2 wk、3 wk和4 wk 8
个时间段, 每个时间段有5只SD大鼠, 温度为22
±2℃. 同时设立相同数量的正常昼夜节律的SD
大鼠(光照时间∶黑暗时间 = 12 h∶12 h)为对照

组. 对照组室温、光的强度与实验组相同. 实验

操作严格按照南京军区南京总院实验动物伦理

委员会的要求进行.  
1.2.2 动物取材: 光照应激组、对照组在相应时

间段按10 mg/100 g体质量盐酸氯胺酮麻醉后, 
心脏取血处死. 取胃组织放入预冷的0.01 mol/L 
PBS(pH7.4)中冲洗干净. 取部分组织投入Bouin's
液中固定24 h, 用于免疫组化分析, 部分组织放

入液氮内用于Real-time PCR分析.  
1.2.3 免疫组化: 石蜡切片经脱蜡水化之后, 高温

高压进行抗原修复, 然后浸入3%过氧化氢/甲醇

温育30 min, 以除去内源性过氧化物酶. 浸蒸馏

水5 min后入0.01 mol/L PBS(pH7.4)漂洗5 min, 
共3次. 加入兔抗大鼠GnRH抗体(1∶200稀释), 
4℃孵育过夜. 次日经0.01 mol/L PBS(pH7.4)漂
洗5 min, 共3次. 加入羊抗兔IgG-HRP(1∶200稀
释), 室温温育1 h, 0.01 mol/L PBS(pH7.4)漂洗

5 min, 共3次. 滴加DAB显色液显色2 min, 蒸馏

水充分漂洗, 苏木素复染10 s, 常规脱水, 二甲苯

透明, 中性树胶封片, 显微镜下观察拍照. 用0.01 
mol/L PBS(pH7.4)取代第一抗体做阴性对照. 用
Image-Pro plus 6.0图像分析系统对光照不同时

间胃的GnRH的含量进行半定量分析. 测定阳

性细胞的平均灰度, 每个光照时间段分别选4个
标本, 计算其均值. 灰度值低, 说明透光度低, 即
免疫染色阳性强度高. 计算出每个单位面积的

GnRH免疫反应产物的相对含量. 
1.2.4 总RNA的提取和反转录: 将胃从液氮中

取出, 研磨成粉末, 按照TRIzol试剂盒抽提总

mRNA, 使用Omniscript RT kit反转录试剂盒按

照操作说明进行反转录反应, 总体积20 μL, 反
应体系如下: 总RNA50 ng-2 μg至nuclease-free的
小管中, 加DEPC-H2O至12 μL. 65℃ 5 min后, 置
于冰上至少1 min. 在各小管中加入10×第一链

合成缓冲液2 μL, dNTP混合物(10 mmol/L)1 μL, 
RNase抑制剂(10 kU/L)1 μL, Omniscript Reverse 
Transcriptase(200 kU/L)1.0 μL, 反转录引物(10 

■相关报道
刘晓宁研究胃腔
内GnRH类似物对
大鼠消化道胃泌
素免疫阳性细胞
及血液、胃液中
胃泌素含量的影
响, 认为外分泌的
G n R H 对 大 鼠 消
化道中胃泌素的
合成与分泌均起
显著的促进作用. 
Svechkina et al 发
现长期处于光照
状态, 不论年轻的
还是老年大鼠, 他
们的胰腺和淀粉
酶活性都降低影
响胃肠道的动力
而导致消化功能
发生紊乱.

■研发前沿
GnRH已经在消化
系统中发现, 认为
他不仅是一种生
殖激素还是一种
消化激素. 因此寻
求他在消化系统
中的作用和作用
机制成为目前的
研究热点. 
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µmol/L)2 μL, 37℃ 1 h后, 93℃ 5 min中止反应. 
-20℃保存待用.   
1.2.5 引物设计: 在GenBank上查找大鼠GnRH和

内参GAPDH的mRNA序列, 取其保守区, 使用

primier 5.0设计引物, 由上海英骏生物技术有限公

司合成, GnRH: 上游引物5'-CTGGCCCCGTTCAC
CTCTTA-3', 下游引物5'-AGAAATGCGGAAGCC
CACAC-3'; GAPDH: 上游引物5'-ATCACTGCCA
CTCAGAAG-3', 下游引物5'-AAGTCACAGGAG
ACAACC-3'. 扩增片段分别为182 bp和317 bp.  
1.2.6 标准曲线的制作: 将PCR产物割胶回收, 定
量, 按以下浓度稀释: 1×1010、1×109、1×108、

1×107、1×106 copies/L, 进行荧光定量PCR, 制

作标准曲线. 反应体系为: 10×Buffer 2.5 μL、
dNTP(10 mmol/L)0.5 μL、MgCl2(25 mmol/L)2.5 
μL、上游引物(10 μmol/L)1 μL、下游引物(10 
μmol/L)1 μL、SYBR Green I 1 μL、Taq DNA 
polymerase(5 kU/L)0.15 μL、cDNA 1 μL加无核酶

水至25 μL. 反应条件为: 94℃预变性5 min; 94℃ 
30 s , 55℃ 30 s, 72℃ 40 s , 35个循环; 72℃ 7 min. 
1.2.7 GnRH mRNA的荧光定量PCR检测: 取样

本cDNA按照以上条件混合, 同上条件进行PCR
扩增 ,  同时作标准曲线 ,  将目的基因的C T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. 

统计学处理 全部数据用SPSS11.0统计软件

计算, 所有数据用mean±SD表示, 并进行独立样

本t检验, 以P <0.05为差异显著. 

2  结果

2.1 免疫组化 标本免疫组织化学染色特异性良

好, 胃GnRH阳性细胞呈棕色, 背底不着色, 易
于识别. GnRH阳性细胞在大鼠胃壁上皮细胞

分布较广泛, 定位于胞膜和胞质中, 胞核呈阴

性. 阴性对照大鼠胃细胞均呈阴性反应(图1). 用
Image-Pro Plus 6.0图像分析结果发现, 实验组的

GnRH平均灰度值高于其相应的对照组, 持续光

照2 wk后, GnRH的平均灰度值达到最高, 与相

表  1  光照应激下大鼠胃GnRH平均灰度值的变化 (mean
±SD, n  = 5)

     
光照时间	                   实验组		          对照组

1 d	              75.3±5.3		      74.3±6.8

2 d	              75.7±7.1		      74.9±6.5

3 d 	              77.3±6.9		      75.3±5.3

4 d 	              80.6±9.8		      76.2±8.8

1 wk 	              82.7±7.5		      76.5±6.5

2 wk 	            105.7±7.9a		      77.4±7.2

3 wk	              97.4±7.7a		      77.6±6.6

4 wk	              93.2±2.1a		      77.9±4.0

aP<0.05 vs  对照组.

图  1  不同应激时间的胃GnRH免疫组织化学染色结果(×200). A: 对照组; B: 光照1 d; C: 光照1 wk; D: 光照2 wk; E: 光照4 

wk; F: 阴性对照.

A B C

D E F

■应用要点
本研究为GnRH在
消化系统中的作
用及其作用机制
提供研究依据. 

■创新盘点
利用光照应激造
成消化功能的紊
乱, 探讨在此状态
下, 胃内的GnRH
定位和表达是否
改变, 以及通过什
么途径发生改变, 
尚未相关报道. 
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应对照组相比, 光照2-4 wk后, 实验组的GnRH平

均灰度值显著性增高(105.7±7.9 vs  77.4±7.2, 
97.4±7.7 vs  77.6±6.6, 93.2±2.1 vs  77.9±4.0,  
P <0.05, 表1). 
2.2 Real-time PCR结果 
2.2.1 大鼠胃总RNA的提取: 20 g/L的琼脂糖凝

胶电泳, 可见28S、18S和5S三条rRNA条带, 提
示R N A完整(图2A). 经紫外分光光度计检测, 
A 260/A 280为1.8-2.0. 
2.2.2 引物特异性鉴定: 以cDNA为模板扩增, 可
见182 bp和317 bp(图2B), 未见非特异性条带出

现, 说明引物特异性高.
2.2.3 标准曲线和荧光定量结果: 将割胶回收的

PCR产物按一定浓度稀释后作为模板, 进行荧光

定量PCR扩增, 所得的标准曲线线性关系良好, 

两个基因标准曲线的R2值均超过0.99(图3). 将所

有样本cDNA进行荧光定量PCR扩增, CT值均在

准确的定量范围以内, 因此扩增结果可靠(图4).  
根据标准曲线计算GnRH mRNA的相对含

量, 并进行统计学分析. 结果发现: 实验组大鼠

胃的GnRH mRNA比值高于对照组, 持续光照

2 wk后, GnRH mRNA比值达到最高, 与对照组

相比, 持续光照2-4 wk时, 差异具有显著性(1.01
±0.10 vs  0.80±0.01, 0.95±0.07 vs  0.81±0.01, 
0.94±0.05 vs  0.82±0.01, P <0.05, 表2). 

3  讨论

促性腺激素释放激素(gonadotropin releasing 
hormone, GnRH), 是一种由脑组织分泌以调控

生殖系统功能的信号分子, 刺激垂体细胞分泌

图  3  GAPDH、GnRH标准曲线的制作. A: GAPDH; B: GnRH.
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图  4  基因GAPDH, GnRH的实时荧光定量PCR扩增曲线. A: GAPDH; B: GnRH.

GAPDH(317 bp)
GnRH(182 bp)

1         2         3B 图  2  RNA和引物特异性电泳图. A: RNA

电泳图; B: 引物特异性电泳图; 1: marker; 2: 

GnRH; 3: GAPDH.
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A ■名词解释
1  促性腺激素释
放激素 (GnRH) , 
他的主要作用是
刺激卵泡刺激素
(FSH) 和黄体生
成素(LH)的生成, 
从而调控性腺内
配子形成和激素
功 能 .  在 更 进 一
步的研究中,发现
GnRH 不但存在
于下丘脑中,而且
存在于其他脑组
织或非脑组织,他
不但在不同脊椎
动物中结构可变,
而且每一种动物
体中还会有二种
或二种以上形式
的GnRH ,他的功
能也有多种. 
2 应激: 指机体在
受到各种内外环
境因素刺激时所
出现的非特异性
全身反应. 而刺激
因素被称为应激
原. 
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黄体生成激素(luteining hormone, LH)和卵泡刺

激激素(follicle stimulating hormone, FSH). 姚
兵 et al [6-7]通过原位杂交等方法, 在消化系统(如, 
颌下腺、胃和肠等)可检测到较强的G n R H和

GnRH受体mRNA杂交信号, 由此认为GnRH也

是一种胃肠激素, 他可由消化系统产生并作用

于消化道黏膜上皮、腺上皮细胞, 参与胃肠功

能的调节.  
光照周期对动物的内分泌系统影响较大. 光

信号通过视网膜下丘脑神经束经交感神经传到

松果体, 在此光信号转换成褪黑素. 褪黑素具有

昼低夜高的分泌规律, 光周期是调节褪黑素昼

夜节律的重要外环境因素. 褪黑素可作用于下

丘脑-垂体-性腺轴, 也能直接对性腺产生抑制性

作用, 改变GnRH的脉冲频率[8-9]. 光照周期越长, 
褪黑素分泌越低, 对GnRH的抑制作用越弱, 从
而引起GnRH分泌的变化. 连续的光照对内分泌

系统特别是垂体-性腺轴产生重要改变. 褪黑素

分泌减少与生殖能力增加的现象在生活于北半

球的妇女中已经发现[10]. El Qandil et al [11]利用短

日照研究生活在沙漠中飞鼠GnRH的表达水平

时发现, 光照时间缩短,  可以抑制脑垂体正中核

GnRH的释放. 并且长期处于光照时间, 导致胃

肠道内一些淀粉酶的活性减弱, 影响胃肠道的

动力而导致消化功能发生紊乱[12]. 
我们实验结果发现, 光照应激导致GnRH的

蛋白和mRNA表达水平升高, 持续光照2 wk时, 
胃的GnRH的表达水平达到最高, 并且mRNA水

平也达到最高. 持续光照3-4 wk时, GnRH的蛋白

和mRNA表达水平有所降低, 说明机体可能通过

“内稳态机制的调节”, 改变GnRH的脉冲频率. 
推测消化道通过自分泌(或/和旁分泌)的方式产

生GnRH, GnRH参与了胃肠道内淀粉酶等活性

的改变影响胃肠道的动力, 从而参与了胃对光

照应激的生理调节过程. 因此, 我们认为GnRH
除参与消化道正常生理功能外, 可能还是一种

参与应激反应的激素.  
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表  2  光照应激下大鼠胃GnRH mRNA相对含量的改变

     
光照时间	       实验组(GnRH/GAPDH)   对照组(GnRH/GAPDH)

1 d	              0.82±0.01	              0.81±0.01

2 d	              0.82±0.02	              0.80±0.02

3 d 	              0.83±0.02	              0.80±0.02

4 d 	              0.86±0.35	              0.80±0.02

1 wk 	              0.90±0.07	              0.81±0.01

2 wk 	              1.01±0.10a	             0.80±0.01

3 wk	              0.95±0.07a	             0.81±0.01

4 wk	              0.94±0.05a	             0.82±0.01

aP<0.05 vs  对照组.
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