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激光共聚焦显微技术对小鼠乳腺中瘦素及其
长型受体的定位与定量研究
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（东北农业大学乳品科学教育部重点实验室，黑龙江 哈尔滨１５００３０）

摘要　瘦素（Ｌｅｐｔｉｎ）通过作用于长型受体（ＯＢＲｂ）调控乳腺的发育和泌乳。为阐明小鼠乳腺发育循环过程中瘦素

和ＯＢＲｂ的表达含量和表达部位的变化，采用间接免疫荧光和激光共聚焦显微技术对青春期、妊娠期、泌乳期和

退化期的小鼠乳腺中瘦素和ＯＢＲｂ的表达含量和表达部位进行检测。结果表明：乳腺脂肪垫、导管上皮细胞和腺

泡上皮细胞中均可检测到瘦素的表达，导管上皮细胞和腺泡上皮细胞的基底侧可以检测到ＯＢＲｂ的表达。乳腺

中瘦素和ＯＢＲｂ的表达变化趋势一致，在青春期最高，妊娠期下降，泌乳期维持低水平，退化期重新上调，恢复到青

春期水平。相关性分析显示瘦素和ＯＢＲｂ的表达呈显著正相关（狉＝０．９４１，犘≤０．０１）。
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１　引　　言

瘦素（Ｌｅｐｔｉｎ）可由乳腺自身合成和分泌，直接

影响乳腺的发育和泌乳。现有乳腺中瘦素及其受体

表达的研究可分为细胞水平和整体水平。细胞水平

研究表明，在小鼠乳腺上皮细胞系 ＨＣ１１、人类乳腺

上皮细胞以及培养的牛乳腺上皮细胞系（ＭＡＣＴ）

中可以检测到瘦素及其长型受体 ｍＲＮＡ 的表

达［１～４］。对乳腺中瘦素及其受体表达的整体水平研

究表明，绵羊乳腺中有瘦素 ｍＲＮＡ的表达，其表达

水平在妊娠８０、１０６和１１２天较低，妊娠１４０天上

调，在整个泌乳期维持在低水平［５］。ＲＴＰＣＲ和原位

杂交方法证明妊娠和泌乳期绵羊乳腺中表达长型和

短型瘦素受体的ｍＲＮＡ，特异性分布于乳腺上皮细胞

中［６］。采用ＲＴＰＣＲ方法在泌乳期和干乳期的牛乳

腺组织也检测到瘦素及其长型和短型受体的ｍＲＮＡ；

泌乳期的牛乳腺中瘦素ｍＲＮＡ的表达高于干乳期；

在泌乳期瘦素及其受体的ｍＲＮＡ主要在乳腺上皮细

胞中表达，在干乳期则主要分布于基质［７］。

资料显示，对乳腺中瘦素及其受体表达的研究

多集中在转录水平，瘦素及其受体蛋白质水平上的

表达在乳腺中的全面系统研究较少。为探讨瘦素及

其受体在小鼠乳腺发育、泌乳以及退化过程中的表

达部位和表达含量变化，本研究采用间接免疫荧光

和激光共聚焦显微技术［８］，对小鼠乳腺不同发育时

期瘦素及其受体表达部位进行鉴定，并与定量荧光

测定、定量图像分析等研究手段相结合［９］，系统地检

测了小鼠乳腺不同发育时期乳腺组织中瘦素及其受

体的表达含量变化。

２　材料与方法

２．１　样品采集

取青春期（出生后２０、２５、３０、３５、４０、４５、５０、５５

和６０天）、妊娠期（妊娠１、４、７、１０、１３、１６和１９天）、

泌乳期（泌乳１、４、７、１０、１３、１６、１９和２２天）和退化

期（幼仔离乳后４、７、１０、１３和１６天）的雌性昆明小

白鼠腹部第４对乳腺作为实验材料，液氮冻存备用。

为消除个体差异，每个时期分别取３只雌性昆明小

白鼠的乳腺留样。

２．２　实验方法

取雌性昆明小白鼠腹部第４对乳腺的不同部位

分别制作冰冻切片（厚度为８μｍ），冷丙酮固定

１０ｍｉｎ后，室温风干；然后用ＰＢＳ缓冲溶液清洗３

次，每次５ｍｉｎ。将固定好的乳腺组织冰冻切片用

１０％的山羊血清３７℃条件下封闭２ｈ，分别采用瘦素

（ｓｃ９０１４，ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｉｎｃ）和ＯＢＲｂ

（ＢＡ１２３４，ＷｕｈａｎＢｏｓｔｅｒＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，

ＬＴＤ）的抗体进行４℃孵育过夜。次日经ＰＢＳ缓冲

溶液清洗组织切片后，采用 ＦＩＴＣ羊抗兔ＩｇＧ

（ＢＡ１１０５，ＷｕｈａｎＢｏｓｔｅｒＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，

ＬＴＤ）３７℃避光孵育３０ｍｉｎ。随后用ＰＩ（Ｐ４１７０，

Ｓｉｇｍａ）复染细胞核，抗荧光淬灭封片剂封片后激光

共聚焦显微镜观察。

每个发育时期分别取３只雌性小白鼠的乳腺组

织制作冰冻切片，每只乳腺取３张切片进行检测，每

张切片选择５个不同视野进行观察，拍照。

２．３　数据处理与分析

瘦素和 ＯＢＲｂ表达的荧光强度用ＩｍａｇｅＰｒｏ

５．０Ｐｌｕｓ软件进行分析，以每个视野的平均光密度

表示瘦素和ＯＢＲｂ的表达强度。所得数据用平均

值±标准差表示，多组数据之间应用ＳＰＳＳ统计分

析软件进行方差分析。

３　 结　　果

３．１　小鼠乳腺中瘦素和ＯＢＲｂ表达部位的变化

分别在每个检测时期取３只雌性昆明小白鼠腹

部第４对乳腺，每个乳腺组织取不连续的切片７张，

一张用于阴性对照，另外６张采用间接免疫荧光方

法分别对乳腺组织切片中瘦素和ＯＢＲｂ的表达进

行定位检测，所得结果如图１所示。

青春期２０天，瘦素和ＯＢＲｂ主要在乳腺脂肪

细胞中被检测到。青春期２５天，瘦素存在于脂肪细

胞、乳腺导管的帽细胞、体细胞以及围绕导管的基膜

中；ＯＢＲｂ主要存在于脂肪细胞、乳腺导管的帽细胞

和体细胞中。青春期３０～３５天，瘦素在脂肪细胞、

导管的体细胞、帽细胞以及围绕导管的基膜中均存

在；ＯＢＲｂ主要存在于脂肪细胞、乳腺导管的帽细

胞和体细胞中。青春期４０天～妊娠１３天，瘦素在

脂肪细胞、导管上皮细胞和基膜中被检测到；ＯＢＲｂ

在脂肪细胞和导管上皮细胞中被检测到。妊娠

１６天和整个泌乳期，瘦素在腺泡上皮细胞靠近基底

侧被检测到，ＯＢＲｂ存在于腺泡上皮细胞靠近基底

侧的细胞膜上，表达具有细胞极性。幼仔离乳后乳

腺组织退化，在退化４～１３天，瘦素和ＯＢＲｂ的表

达失去细胞极性，存在于成簇的上皮细胞和脂肪细

胞中，退化１６天，瘦素和ＯＢＲｂ主要存在于脂肪细

胞中。
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图１ 小鼠乳腺不同发育时期瘦素和ＯＢＲｂ表达部位的变化（４００×）。红色为ＰＩ标记的细胞核，

绿色为ＦＩＴＣ标记的瘦素或ＯＢＲｂ

Ｆｉｇ．１ ＴｈｅｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆｌｅｐｔｉｎａｎｄＯＢＲｂｉｎｍｏｕｓｅｍａｍｍａｒｙｇｌａｎｄ（４００×）．ＮｕｃｌｅａｒｗａｓｓｔａｉｎｅｄｂｙＰＩ（ｒｅｄ），

ｌｅｐｔｉｎａｎｄＯＢＲｂｗａｓｓｔａｉｎｅｄｂｙＦＩＴＣ（ｇｒｅｅｎ）

３．２　小鼠乳腺中瘦素和ＯＢＲｂ表达含量的变化

根据乳腺组织切片免疫荧光检测的激光共聚焦

图片，采用ＩｍａｇｅＰｒｏ５．０Ｐｌｕｓ软件进行荧光强度

分析，以每张图片的平均光密度表示瘦素和ＯＢＲｂ

的表达含量。其中每个时期选３只体重相似的雌性

昆明小白鼠进行取材，每只小鼠的乳腺组织取不同

部位的７张切片进行实验，其中一张作为阴性对照，

另外６张用免疫荧光方法分别对乳腺组织切片中瘦

素和ＯＢＲｂ的表达进行研究。每张切片选择５个

不同视野进行观察，拍照。各个检测时期瘦素和

ＯＢＲｂ的表达情况以每个时期的平均光密度±标

准差表示（表１）。

由表１和图２可以看出，小鼠乳腺发育各个时

期，瘦素和ＯＢＲｂ蛋白质水平的表达变化趋势相一

致，但是 ＯＢＲｂ的表达水平略低于瘦素。青春期

２０～２５天，瘦素和ＯＢＲｂ的表达水平最高；青春期

３０～５０天，瘦素和ＯＢＲｂ表达相对稳定，表达水平

较高；青春期５５天～妊娠１３天，瘦素和 ＯＢＲｂ的

表达逐渐降低；妊娠１６天，瘦素和ＯＢＲｂ的表达稍

有回升；进入泌乳期（泌乳４～１６天），瘦素和ＯＢＲｂ

的表达显著下降，在整个泌乳期维持低水平；泌乳１６

天开始，瘦素和ＯＢＲｂ的表达回升；退化１３天，瘦素

和ＯＢＲｂ的表达恢复到青春期和妊娠早期的水平。

对乳腺发育各个时期瘦素和 ＯＢＲｂ的表达做

相关性分析，结果显示，其相伴概率值小于等于

０．０１，表明瘦素和ＯＢＲｂ的表达呈显著正相关，相

关系数狉＝０．９４１（图３）。

表１ 小鼠乳腺中瘦素和ＯＢＲｂ蛋白质水平的表达含量变化

Ｔａｂｌｅ１ ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｌｅｐｔｉｎａｎｄＯＢＲｂｉｎｍａｍｍａｒｙ

ｇｌａｎｄｏｆｍｏｕｓｅ

Ｐｅｒｉｏｄｄａｙ
Ｌｅｐｔｉｎ（ａｖｅｒａｇｅ
ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ

±ｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ）

ＯＢＲｂ（ａｖｅｒａｇｅ
ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ

±ｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ）

Ｖｉｒｇｉｎ２０ ４．４５７±０．２２１ａ ３．２４９±０．１７８ａ

Ｖｉｒｇｉｎ２５ ４．４４３±０．２１０ａ ３．４０７±０．１５１ａ

Ｖｉｒｇｉｎ３０ ３．９８０±０．２４２ｂ ２．４５１±０．１９３ｂｃ

Ｖｉｒｇｉｎ３５ ３．７０１±０．１８１ｂ ２．２９６±０．２３１ｂｃｄ

Ｖｉｒｇｉｎ４０ ３．８０９±０．２０６ｂ ２．３９４±０．３１５ｂｃｄ

Ｖｉｒｇｉｎ４５ ３．６４７±０．２２５ｂ ２．２３７±０．２０３ｂｃｄ

Ｖｉｒｇｉｎ５０ ３．７３５±０．２３４ｂ ２．３１０±０．２１５ｂｃｄ

Ｖｉｒｇｉｎ５５ ３．０８０±０．２１２ｃ ２．２０１±０．２６０ｃｄ

Ｖｉｒｇｉｎ６０ ２．６６２±０．１５３ｄｅ ２．０４９±０．２６２ｄ

Ｐｒｅｇｎａｎｃｙ１ ２．５７０±０．２３２ｅ ２．１６７±０．２３１ｃｄ

Ｐｒｅｇｎａｎｃｙ４ ２．５７０±０．２４４ｅ １．８２２±０．１６９ｅ

Ｐｒｅｇｎａｎｃｙ７ ２．５１６±０．２１６ｅｆ １．７４９±０．２３１ｅ

Ｐｒｅｇｎａｎｃｙ１０ １．４２１±０．１７９ｉ １．１１８±０．２０７ｇ

Ｐｒｅｇｎａｎｃｙ１３ １．２１１±０．２０１ｉｊ １．１８９±０．１８４ｇ

Ｐｒｅｇｎａｎｃｙ１６ １．９５８±０．１５９ｈ １．３８４±０．１４４ｆ

Ｌａｃｔａｔｉｏｎ１ １．８７８±０．２０１ｈ ０．９６０±０．１４７ｇｈ

Ｌａｃｔａｔｉｏｎ４ ０．３７３±０．１３３ｌ ０．１７１±０．０７７ｊ

Ｌａｃｔａｔｉｏｎ７ ０．７５２±０．１３６ｋ ０．３１０±０．１５３ｉｊ

Ｌａｃｔａｔｉｏｎ１０ ０．７９８±０．１６８ｋ ０．５４７±０．１８２ｉ

Ｌａｃｔａｔｉｏｎ１３ ０．４４１±０．１６４ｌ ０．１７７±０．０８２ｊ

Ｌａｃｔａｔｉｏｎ１６ ０．２７６±０．１３２ｌ ０．２００±０．０８９ｊ

Ｌａｃｔａｔｉｏｎ１９ １．０１０±０．１３６ｊ ０．４９２±０．１６９ｉ

Ｉｎｖｏｌｕｔｉｏｎ１ １．２０６±０．１９９ｉｊ ０．７０４±０．１９６ｈ

Ｉｎｖｏｌｕｔｉｏｎ４ ２．２８５±０．２１５ｆｇ １．４４１±０．１５８ｆ

Ｉｎｖｏｌｕｔｉｏｎ７ ２．１９２±０．１７４ｇ ２．０６５±０．２１６ｄ

Ｉｎｖｏｌｕｔｉｏｎ１０ ２．６７３±０．１７２ｄｅ ２．５６７±０．１９７ｂ

Ｉｎｖｏｌｕｔｉｏｎ１３ ２．９０２±０．２１７ｄ ２．３０６±０．１９８ｂｃｄ

Ｉｎｖｏｌｕｔｉｏｎ１６ ２．６９４±０．２０９ｄｅ ２．３３６±０．２４５ｂｃｄ

狀 ＝ ４５． Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｍａｌｌ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｒｒａｙ

ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（犘＜０．０５）
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　　根据表１的数据，绘出瘦素和ＯＢＲｂ表达变化趋势图（图２）。

图２ 小鼠乳腺中瘦素和ＯＢＲｂ的表达变化趋势Ｖ，青春期；Ｐ，妊娠期；Ｌ，泌乳期；Ｉ，退化期

Ｆｉｇ．２ ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｌｅｐｔｉｎａｎｄＯＢＲｂｉｎｍａｍｍａｒｙｇｌａｎｄｏｆｍｏｕｓｅ．Ｖ，Ｐ，Ｌ，Ｉｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｖｉｒｇｉｎ，ｐｒｅｇｎａｎｃｙ，

ｌａｃｔａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖｏｌｕｔｉｏｎｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

图３ 瘦素与ＯＢＲｂ表达相关性散点图

Ｆｉｇ．３ ＳｃａｔｔｅｒｐｌｏｔｏｆｌｅｐｔｉｎａｎｄＯＢＲｂ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓ

４　讨　论

瘦素是影响乳腺发育和泌乳的细胞因子，

ＯＢＲｂ是单一的跨膜蛋白，与瘦素有很高的亲和力，

瘦素通过这一单一跨膜受体发挥作用。对小鼠乳腺

不同发育时期瘦素和ＯＢＲｂ蛋白质水平的表达与

定位的研究表明，乳腺脂肪垫和乳腺上皮细胞中均

可以产生瘦素，瘦素专一性地诱导ＯＢＲｂ在乳腺组

织中表达。推测瘦素可能是一个自分泌和旁分泌因

子，直接通过受体激活来参与乳腺上皮细胞生长和

凋亡的调控。

从小鼠乳腺发育、泌乳和退化过程中瘦素和

ＯＢＲｂ的表达含量和表达部位变化可以看出，瘦素

及其受体的表达变化与乳腺发育过程中结构变化、

泌乳机能以及退化期乳腺组织重建过程息息相关。

青春期乳腺中瘦素的蛋白水平表达较高，这是由于

青春期乳腺实体组织较少，大部分为脂肪垫结构，而

脂肪组织是瘦素合成和分泌的主要部位［１０］。青春

期２５～３０天，乳腺组织切片中可以观察到末端乳芽

（ＴＥＢ）结构。ＴＥＢ由成簇的体细胞和体细胞外单

层排列的帽细胞组成。在乳腺实体组织中，检测到

的瘦素存在于体细胞和帽细胞的边缘，可能是由乳

腺脂肪垫合成和分泌的瘦素通过短型瘦素受体的胞

间转运功能运送到该靶位点，与该细胞表面诱导表

达的ＯＢＲｂ相结合而发挥生物学作用；也可能是体

细胞和帽细胞自身合成的瘦素，通过自分泌和旁分

泌作用于自身或周围的细胞，促进导管发育。青春

期３０～６０天，乳腺导管逐渐发育成由单层导管上皮

细胞合围而成的结构，瘦素存在于导管上皮细胞和

基膜中，且位于细胞边缘，可能与基质－上皮细胞的

相互作用有关。

进入妊娠期，在雌激素和孕酮的共同作用下，乳

腺导管开始分支。妊娠１６天，导管末端完全分化成

功能性腺泡结构，可以合成和分泌乳蛋白。此时检

测到的瘦素是由乳腺腺泡上皮细胞自身合成和分泌

的，其表达部位靠近基底侧，表现出一定的细胞极

性，ＯＢＲｂ也在乳腺上皮细胞靠近基底侧的细胞膜

上表达。ＯＢＲｂ是瘦素作用的靶位点，乳腺上皮细

胞合成的瘦素通过胞吐作用定向分泌到细胞外基底

侧，可与自身或邻近的细胞膜上的ＯＢＲｂ结合，通

过激活细胞内ＪＡＫＭＡＰＫ信号转导通路，促进乳

腺上皮细胞的增殖［１１，１２］。

进入泌乳阶段，小鼠乳腺中瘦素的表达下降，泌

乳４天瘦素的表达水平较泌乳１天降低约８０％。

从泌乳４天到泌乳１６天，乳腺中瘦素的表达一直维

持在低水平。泌乳１９天，瘦素的表达开始升高。这

与Ａｏｋｉ等用夹心ＥＬＩＳＡ方法检测的小鼠乳汁中瘦

素的含量变化趋势一致［１３］。这表明泌乳期乳腺中

瘦素蛋白表达的依赖性下调是乳腺组织自身调节

的，而不是通过循环内分泌系统影响血清中瘦素的

水平所致。

幼仔离乳后，乳腺退化在１２ｈ内启动
［１４］。在
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乳腺退化过程中，乳腺组织功能性结构迅速消退，乳

腺腺泡由于细胞凋亡的启动而瓦解。随着乳腺实体

组织的瓦解，乳腺脂肪垫重新生成。在退化阶段，乳

腺组织中瘦素的表达逐渐增加，到退化１３ｄ已经恢

复到青春期和妊娠初期的水平。此时瘦素主要在脂

肪细胞和残存的导管上皮细胞中被检测到。这可能

是因为瘦素是退化期诱导乳腺细胞发生凋亡的主要

细胞因子。瘦素通过与 ＯＢＲｂ结合，诱导ＳＴＡＴ３

的磷酸化，ＳＴＡＴ３则通过与Ｃ／ＥＢＰδ启动子结合，

启动乳腺细胞凋亡［１５］。这表明瘦素是退化期诱导

乳腺上皮细胞凋亡和乳腺组织重建的主要因素。

５　结　论

瘦素是影响乳腺发育循环的细胞因子，通过作

用于ＯＢＲｂ发挥其生物调控作用。小鼠乳腺中瘦

素与ＯＢＲｂ的表达成显著正相关，且在青春期较

高，妊娠期下降，泌乳期维持低水平，退化期重新上

调。其表达趋势和表达部位的变化显示瘦素可能在

青春期和妊娠期参与调控乳腺导管的增殖、分支，在

退化期诱导乳腺上皮细胞凋亡，为乳腺组织重建做

准备。
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ａｄｉｐｏｓｅ，ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ，ａｎｄｍｙｏｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｄｕｒｉｎｇｐｒｅｇｎａｎｃｙａｎｄ
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