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摘  要 : 为了观察神经肽 Y (NPY) 和瘦素长型受体 (OB-Rb) 在大熊猫胃肠道的表达分布，并探讨其功能。本

实验选用中国保护大熊猫研究中心濒危动物繁殖与保护遗传四川省重点实验室提供的 3 例大熊猫胃肠组织样

品，采用 HE 和免疫组化 SABC 法进行组织学、NPY 及 OB-Rb 蛋白的表达研究。HE 染色结果显示 3 例大熊

猫胃肠道组织学结构完整，主要表现在单细胞和多细胞黏液腺丰富、小肠绒毛较长，肠道黏膜肌层与肌肉层较

厚等。免疫组化方法观察到 NPY 和 OB-Rb 阳性产物广泛分布于大熊猫的胃肠道中。NPY 阳性神经纤维呈串

珠状或点状排列，主要位于黏膜下神经丛和肌间神经丛内，前者阳性神经纤维数量较多。NPY 阳性细胞主要

分布于黏膜层和肠腺，多呈椭圆形、多边形等。OB-Rb 阳性产物主要分布在黏膜层，且在固有层内有大量阳

性细胞分布。表明 NPY 和 OB-Rb 在大熊猫肠道中的广泛表达，为研究 NPY 和 OB-Rb 影响肠道的生长发育、

消化吸收、免疫等多种功能奠定了基础。 

关键词 : 大熊猫，神经肽 Y，瘦素长型受体，免疫组化，胃肠道  
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Expression of neuropeptide Y and long leptin receptor in 
gastrointestinal tract of giant panda 

Qihui Luo1, Xiuying Tang1, Zhengli Chen1, Kaiyu Wang1, Chengdong Wang2, Desheng Li2, 
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Abstract:  To study the expression and distribution of neuropeptide Y (NPY) and long leptin receptor (OB-Rb) in the 
gastrointestinal tract of giant panda, samples of three animals were collected from the key laboratory for reproduction and 
conservation genetics of endangered wildlife of Sichuan province, China conservation and research center for the giant 
panda. Paraffin sections of giant panda gastrointestinal tissue samples were observed using hematoxylin-eosin staining 
(HE) and strept actividin-biotin complex immunohistochemical staining (IHC). The results show that the intestinal 
histology of three pandas was normal and no pathological changes, and there were rich single-cell and multi-cell mucous 
glands, long intestinal villi and thick muscularis mucosa and muscle layer. Positive cells expressing NPY and OB-Rb were 
widely detected in the gastrointestinal tract by IHC methods. NPY positive nerve fibers and neuronal cell were widely 
distributed in submucosal plexus and myenteric plexus, especially in the former. They were arranged beaded or point-like 
shape. NPY positive cells were observed in the shape of ellipse and polygon and mainly located in the mucous layer and 
intestinal glands. OB-Rb positive cells were mainly distributed in the mucous layer and the laminae propria, especially the 
latter. These results confirmed that NPY and OB-Rb are widely distributed in the gut of the giant panda, which provide 
strong reference for the research between growth and development, digestion and absorption, and immune function. 

Keywords:  giant panda, neuropeptide Y, long leptin receptor, immunohistochemistry, gastrointestinal tract 

瘦素 (Leptin) 是由脂肪组织分泌的含 167

个氨基酸残基的肽类，通过与其受体结合而发

挥生理调控功能。根据胞内片段氨基酸长度及

序列组成的差异，瘦素受体可分为长型受体和

短型受体。OB-Rb 是唯一的长型受体并被认为

是激活信号传递通路的主要功能性受体[1]。神经

肽 Y (Neuropeptide Y，NPY) 由 36个氨基酸组

成，从分子结构看，哺乳类的序列大体一致。

Leptin和 NPY因参与调节能量代谢、神经内分

泌和免疫反应等功能而受到关注，且 Leptin 具

有介导 NPY 功能的作用[2-3]。Leptin 与其受体

OB-Rb结合通过激活 JAK/STAT、MAPK等信号

通路调节下游因子 (包括 NPY，POMC 等) 的

分泌与释放[4-5]。资料显示哺乳类[6-7]、两栖类[8]、

鱼类[9-10]等的胃肠道上都有 OB-Rb 和 NPY 表

达，但分布不同。NPY和 OB-Rb在胃肠道的表达

分布与胃肠道的消化吸收等功能密切相关[11-13]。

有关大熊猫胃肠道NPY和OB-Rb的分布和形态

特点未见报道。大熊猫因食性特殊，其胃肠道

结构理应发生适应性进化，为探讨大熊猫胃肠

道 NPY 和 OB-Rb 表达分布情况，本实验运用

HE、免疫组织化学方法对 NPY 和 OB-Rb 在大

熊猫胃肠道各段进行研究，为大熊猫胃肠道内

分泌研究提供形态学依据。 
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1  材料与方法 

1.1  实验动物 
大熊猫胃肠道组织由中国保护大熊猫研究

中心濒危动物繁殖与保护遗传四川省重点实验

室提供，共 3例。 

1.2  HE 染色和免疫组化检测 
1.2.1  样品处理与切片 

胃肠各段用  4%多聚甲醛磷酸缓冲液 (pH 

7.4) 进行固定。石蜡切片，片厚 6 μm，切片 3组：

苏木精-伊红 (Hematoxylin-eosin，HE) 染色观察

组织学形态；免疫组化染色；免疫组化阴性对照。 

1.2.2  NPY和 OB-Rb免疫组化检测 

切片 37 ℃烤片过夜，常规脱蜡至水，入 3% 

H2O2中 15 min 以除去内源性过氧化物酶活性，

蒸馏水洗 5 min，重复 3次。将切片浸入 pH 9.0

的 Tris/EDTA中，煮沸修复 15 min，自然冷却至

室温。Tris-HCL 缓冲盐溶液 (TBS) 洗 5 min，重

复 2次。5%封闭液，37 ℃，30 min。倾去多余液

体不洗，分别滴加TBS稀释后的一抗NPY (1∶800) 

(兔抗鼠 NPY多克隆抗体，英国 Abcam公司) 和

OB-Rb (1∶200) (兔抗鼠 OB-Rb多克隆抗体，北京

博奥森公司)，4 ℃，孵育 10 h，TBS洗 5 min，重

复 3次。配制二抗 (1∶1 000) (山羊抗兔 IgG H&L 

(HRP)，英国 Abcam公司)，37 ℃，孵育 1 h，

TBS洗 5 min，重复 4次。配制 SABC (1∶100)，

37 ℃，孵育 20 min，0.02% Tween 20 TBS洗    

5 min，重复 4次，TBS洗 5 min，重复 3次。

新鲜配制 3,3-二氨基联苯胺 (Diaminobezibin，

DAB) 显色 5−10 min，镜下观察显色情况，脱

水、透明、封片。 

阴性对照实验用 TBS 代替一抗，其余步骤

相同。 

1.3  显微拍照及图像分析  
将制得的切片在 Nikon50i-BF 荧光生物数

码显微镜下拍照观察记录，用江苏捷达 801 形

态分析软件对阳性细胞进行分析，每只动物每

个部位随机选取 5 张切片，测量阳性细胞的表

达总面积、平均光密度值及灰度值。平均光密

度表示在视野内所有阳性产物的平均反应强

度；平均灰度值为阳性产物的染色强度，染色

越深，其灰度值越小。数值用均数±标准差 ( x s± ) 

表示，直接存于计算机，用 Duncan多重比较的

方法进行统计分析，P<0.05为差异显著。 

2  结果与分析 

2.1  大熊猫胃肠道组织学观察 
本实验 HE 染色观察到大熊猫胃肠道组织

学无病理性变化。胃肠道黏膜肌层和肌层均较

厚，质地致密，且胃肠各段的内环肌层都厚于

外纵层。整个胃肠道表现为单细胞和多细胞黏

液腺非常丰富。小肠绒毛较长，绒毛上杯状细

胞相当丰富，过渡到结肠段绒毛消失，但杯状

细胞更加发达。 

2.2  OB-Rb 在胃肠道中的表达结果 
2.2.1  OB-Rb在胃肠道中分布及形态特征 

对大熊猫胃肠道 OB-Rb 进行观察，阳性物

质多表达于胞质中，也有胞膜着色的细胞，视

切面不同而异，核呈阴性。阴性对照实验，仅

见背景染色，未见阳性物质。阳性细胞呈现为

黄褐色，有卵圆形、多边形等。胃肠道均有

OB-Rb 的表达，胃腺上有大量阳性细胞，胃底

腺的阳性胞质呈深浅不一的棕黄色，阳性细胞

胞核呈椭圆形、多边形、不规则形 (图 1A 和

1B)。从细胞形态和大小判断，推测为壁细胞和

主细胞。肠道外膜、部分黏膜下和肌间神经丛 
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图 1  大熊猫胃肠道 OB-Rb 的表达 (SABC) 
Fig. 1  OB-Rb immunoreactivity in the gastrointestinal (SABC). (A, B) Stomach. (C) Duodenum. (D) Jejunum. (E) 
Ileum. (F) Colon. Arrow shown positive position. The icon marked A−B for 50 μm; C−F for 100 μm. 
 

上均有阳性表达 (图 1C)，且肠黏膜神经丛上也

有 OB-Rb 的表达。肠道从外至内的各层组织中

以黏膜层中的固有层表达最为丰富 (图 1D−F)，

在肠腺周围环绕着较多阳性细胞 (图 1D)，从其

形态结构和分布疑似淋巴细胞样阳性细胞。 

2.2.2  OB-Rb在胃肠道中分布比较 

对大熊猫胃肠道 5个部位 OB-Rb阳性细胞

表达总面积、平均光密度及平均灰度测量所得

的数据用Duncan多重比较的方法进行了统计分

析，实验结果详见表 1。可见胃肠各段 OB-Rb

阳性产物分布不同，呈现一定的规律：其中阳

性表达总面积以胃、结肠较大，空肠表达量最

低；结肠的平均光密度值高；平均灰度值则呈

现相反的趋势。 

2.3  NPY 在胃肠道中的表达结果 
2.3.1  NPY在胃肠道中分布及形态特征 

在整个胃肠道中，NPY阳性反应的神经纤维

和神经元细胞体呈棕褐色或棕黄色。阴性对照切

片染色结果为未见阳性产物 (图 2A)。NPY神经

纤维遍布胃肠壁各层且分布不均。呈串珠状或点

状排列，黏膜下神经丛和肌间神经丛内均有分

布，其中以前者分布居多 (图 2B)。在胃肠消化

管的浆膜至黏膜下层，胃和十二直肠区域有粗大

的 NPY阳性神经纤维，到肠道的回肠区 NPY阳

性神经纤维开始变少。NPY阳性神经纤维分布密

度与神经丛的分布可能直接相关，有小血管的地

方几乎都有 NPY阳性神经纤维的伴行 (图 2C)。 

胃肠的 NPY 阳性神经元胞体大小不等，形

状不一，呈卵圆形，不规则形或扁平形，胞质呈

棕褐色。在胃有腺部、回肠、结肠、直肠的黏膜

层上分布有很多阳性 NPY 细胞体，尤以结肠区

分布较多 (图 2D−F)。但胃、十二指肠和空肠分

布神经元胞体较少，阳性显色也较浅。NPY 阳

性细胞体散在地分布在胃肠腺中，有的穿插于肠

黏膜上皮细胞和杯状细胞之间。细胞形态多样，

多数具有胞质突起，似开放型细胞。细胞呈长

梭形、柱形、锥形等，细胞胞质突起的形态也

是多样，有的阳性细胞具有细长的胞突伸向肠
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腔 (图 2G−H)。也有卵圆形或椭圆形的 NPY 阳

性细胞，没有胞质突起，似封闭型细胞 (图 2I)。 

2.3.2  NPY在胃肠道中分布比较 

NPY 阳性神经纤维及细胞的分布密度在大

鼠胃肠道各部位显示不均匀的分布 (表 2)，分

别对表达总面积、平均光密度值及平均灰度值

进行统计学分析，发现胃与各肠段差异明显 

(P<0.05)，而各肠段之间差异并不明显。 
 

表 1  大熊猫胃肠道 OB-Rb 的分布 
Table 1  Distribution of OB-Rb in gastrointestinal tract of the giant panda 

 Stomach Duodenum Jejunum Ileum Colon 
Positive cell areas (μm2) 1 215.26±149.68b 849.53±29.55c 555.29±41.30d 955.05±24.46c 1 620.78±131.49a

The mean of light density 0.24±0.01b 0.22±0.01c 0.25±0.01b 0.23±0.01c 0.26±0.01a 
The mean of gray density 148.47±1.37b 152.58±2.68a 144.82±2.97b 151.65±2.04a 139.58±1.09c 

The difference between mean with different small letters within a row is significant (P<0.05). 
 

          

图 2  大熊猫胃肠道 NPY 的表达 (SABC) 
Fig. 2  NPY immunoreactivity in gastrointestinal (SABC). (A) Jejunum (Negative). (B) Stomach. (C) Duodenum. 
(D,E) Jejunum. (F) Jejunum nerve plexus. (G) Ileum. (H) Ileal blood vessels. (I) Colon. Arrow shown positive 
position. The icon marked for 100 μm. 
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表 2  大熊猫胃肠道 NPY 的分布 
Table 2  Distribution of NPY in gastrointestinal tract of the giant panda 

 Stomach Duodenum Jejunum Ileum Colon 

Positive cell areas (μm2) 253.70±58.18a 237.01±68.24b 207.65±16.62c 219.51±50.10b 224.60±19.07b 

The mean of light density 0.36±0.02a 0.28±0.02b 0.26±0.01b 0.26±0.02b 0.28±0.02b 

The mean of gray density 113.66±6.71b 132.61±5.61a 136.82±6.32a 140.21±7.92a 134.55±7.94a 

The difference between mean with different small letters within a row is significant (P<0.05). 
 

3  讨论 

大熊猫实为肉食动物，有尖锐发达的犬齿、

较短的肠道和肉食动物的消化生理特点。但由

于生存环境变化，食性和习性的改变，机体渐

渐适应了低营养、低消化率的竹类。对大熊猫

消化系统及味觉基因的分析结果显示，大熊猫

本身没有能够消化竹子纤维的基因，消化竹纤

维主要靠胃肠道细菌群；另外，大熊猫废弃肉

类食物主要原因为 Umami 受体基因 T1R1 的失

活，无法感知肉的鲜味[14-15]。基于外部环境和

大熊猫本身的进化，大熊猫胃肠道的大体和显

微形态结构发生了深刻的适应性变化。本实验显

示大熊猫胃肠道组织学结构正常，与王平等[16-17]

的研究结果大致相同，主要表现在小肠绒毛较

长，肠道黏膜肌层与肌肉层较厚，单细胞和多

细胞黏液腺丰富。这与大熊猫胃肠道的黏液丰

富以及大熊猫特有的排黏现象相适应。另一方

面也有助于大熊猫粪便的排出，支持大熊猫依

靠快吃快拉来维持新陈代谢的平衡现象。 

自 OB-Rb 和 NPY 被成功克隆以来，有关

OB-Rb和 NPY在各类动物中枢和外周的分布研

究国内外已有较多报道，OB-Rb和 NPY在中枢

系统的共表达也有相关研究。研究发现，OB-Rb

和 NPY在不同种属的表达部位和表达量并不一

致。在对哺乳类和禽类的相关报道中，OB-Rb

的分布研究较多的是在下丘脑，胃肠道组织中

也有报道。如 Jin等[18]用 RT-PCR、原位杂交法

和免疫组化法发现 OB-Rb 在大鼠垂体前叶、脉

络丛、大脑、下丘脑和脑膜等部位表达，且发

现 OB-Rb mRNA在微血管表达量较低，但在大

脑的表达量是下丘脑的 5倍。 Mix等[19]研究发

现，在人的胃黏膜有瘦素受体的表达，并推测

瘦素通过旁分泌或自分泌作用于胃上皮细胞。

Sobhani等[13]通过免疫组化、RT-PCR和 Western 

blotting分析发现瘦素的阳性细胞位于胃底腺下

半部分，瘦素受体存在于胃体和胃窦细胞基底

外侧膜，认为胃黏膜上皮细胞是瘦素的靶细胞。

本实验在对大熊猫胃肠道 OB-Rb 表达研究中

发现，在胃组织中 OB-Rb 主要表达于胃腺及其

周围间质组织，主要位于胃底腺的中下部，与

上述研究结果基本一致。笔者分析认为瘦素受

体长型阳性细胞主要位于胃底腺的主细胞和壁

细胞，且多数为壁细胞，并且 OB-Rb 在胃中表

达量较高，认为 OB-Rb 与大熊猫胃的消化吸收

功能密切相关。有研究表明大鼠、小鼠小肠瘦

素受体长型表达于细胞质中，见于绒毛、肠腺

和肠基底膜[20]。现有研究显示在大鼠、小鼠和

人体小肠的吸收细胞存在瘦素受体长型，认为

瘦素具有调节营养物质吸收的生理作用。在对

小鼠结肠炎模型上瘦素受体的表达研究中还发现

瘦素受体的表达与 T淋巴细胞调节炎症有关[21]。
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另外 B 淋巴细胞作为体液免疫应答过程中的主

要效应细胞，其表面存在 OB-Rb，作为 T 淋巴

细胞两大亚群的 CD4+和 CD8+ T淋巴细胞表面

也具有 OB-Rb[22]。同时，NK 细胞也能调节

OB-Rb的表达[23]。本实验结果发现 OB-Rb表达

于肠上皮细胞、肠腺细胞及部分淋巴细胞，再

次为 OB-Rb 在肠道的表达提供了依据。同时发

现 OB-Rb 在结肠的表达总面积和平均光密度比

其他部位高，平均灰度值达到最低。分析认为

这与大熊猫特殊的食性和肠道结构有关。大熊

猫从食肉慢慢进化为以食竹为主，其肠道主要

以纤维素消化为主。加上大熊猫没有盲肠，结

肠部位不仅起着消化重吸收的作用，同时承担

着肠道免疫中最核心的部分。结合以往他人的

研究与我们在研究中发现 OB-Rb 可高表达于淋

巴细胞，推测 OB-Rb 在结肠中起到了较强的免

疫调控作用。 

已发现 NPY存在于大鼠、豚鼠、猪的胃肠

道中，并称 NPY有控制非脉管平滑肌张力的作

用[6]。神经肽 Y 在人体的胃肠道的免疫反应性

的分布、定量及起源也有阐述[24]。已有研究称

神经肽 Y 在肠道是一种节后交感神经元分泌的

神经递质，且神经肽 Y 可影响水的吸收和离子

转运[25]。NPY 对胃肠道的机械消化和化学消化

均有影响，NPY 调节胃肠道的功能源于它在胃

肠道的表达分布。在对大熊猫胃肠道 NPY表达

研究发现，NPY 神经纤维遍布胃肠壁各层且分

布不均，呈串珠状或点状排列，黏膜下神经丛

和肌间神经丛内均有分布，我们研究结果与人和

大鼠空肠的 NPY神经纤维分布研究结果相似[26]。

NPY 阳性细胞体散在地分布于胃肠腺中，有的

穿插于肠黏膜上皮细胞和杯状细胞之间。细胞

形态多样，多数具有胞质突起，分为开放型和

封闭型细胞，与鱼类肠道 NPY阳性细胞形态报

道基本一致[9,27-28]。NPY在胃中表达量较肠道各

段高，推测虽然 NPY在胃肠各段消化功能均有

调节作用，但对胃来说具有更强的调控能力，

可能因为大熊猫吃进的竹类食物在胃内并没有

充分的消化，那么就需要更强大的收缩力使胃

内容物排到口径更小的肠道中去的缘故。 

综上，本研究丰富了大熊猫胃肠道的形态

学资料，同时发现 OB-Rb和 NPY在大熊猫胃肠

道中有表达，首次对它们在大熊猫胃肠道的分

布位置及相对表达量作了分析。研究显示大熊

猫胃肠道OB-Rb和NPY分布类似于大多数哺乳

动物，但也有差异。OB-Rb 分布广泛，不仅表

达于吸收细胞，且在各类免疫相关细胞也有丰

富表达。关于 NPY阳性物质除了表达在神经纤

维外，在黏膜层发现大量阳性 NPY细胞，并呈

现多种形态。另发现大熊猫肠道 NPY神经纤维

较少，推测这与大熊猫和其他动物体内神经丛

分布情况不同及大熊猫独特的肠道结构有关。

OB-Rb和 NPY在大熊猫胃肠道的丰富表达，提

示 OB-Rb和 NPY参与大熊猫的生长发育、消化

吸收、免疫等多种功能，为大熊猫的内分泌的

形态学研究提供了依据，但具体机制还有待进

一步研究。 
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