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要!应用
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方法从鸡胚中扩增
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基因片段!将其连接于
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&分别利用
0

12!+345

6

中
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和
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启动子及其
*9:

聚合酶!以线性化的
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为模板转录合成正(反义
.;1

标记
*9:

探

针&以合成的地高辛"
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#标记的
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为探针!进一步应用原位杂交组织化学方法"
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#探查
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在鸡十二指肠黏膜的分布&结果表明!成年鸡十二指肠肠腺上皮

细胞中有丰富的
-.-#(/!<*9:

的转录!其中
-.-#(/!<*9:

探针杂交阳性细胞在肠腺基底部和小肠绒毛中部

分别占上皮细胞总数的
H"I8&JK'I8$J

和
$8I#"JKHIH"J

&原位杂交阳性产物大部分分布于十二指肠肠腺上

皮)干细胞部*和)增生部*细胞的胞质和胞核!肠腺基底部杂交信号由下至上逐渐减弱!至小肠绒毛下部消失!转为

阴性&在黏膜肌层以及肌肉层杂交反应呈阴性&本研究从基因水平证明了鸡十二指肠黏膜肠腺上皮)干细胞部*和

)增生部*细胞中有
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的存在!表明该区域有活跃的增殖过程!以补充绒毛上端死亡脱落的细胞&
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磷酸酶家族是一类在生物进化过程中

高度保守的细胞周期调控因子+

"

,

!调节早期胚胎发

育%在成体!

-.-#(

的异常活化会导致人类一系列

高发性肿瘤的发生&近年来对
-.-#(/

磷酸酶的

研究成为发育生物学和肿瘤医学的一个热点!许多

研究认为它与多种肿瘤的发生(发展以及预后有

关+

#

,

!检测
-.-#(/

的表达有望成为判断肿瘤细胞

有丝分裂指数和增殖能力的一个可靠的分子指

标+

$

,

&鸡是发育生物学研究的重要模式生物之一!

对其保守基因结构和功能的研究不但可以阐述其在

发育生物学中的作用!而且得到的结果还可运用到

人和哺乳动物疾病的预防和控制上+

L

,

&作者应用地

高辛标记的
*9:

探针在鸡成体组织上进行原位杂

交试验!检测
-.-#(/

基因转录体在鸡十二指肠黏

膜的表达情况!以期能与哺乳动物中
-.-#(/

在成

体组织上的表达情况进行比较!为研究禽类消化特

征和发育的分子机制提供实验依据!并为研究

-.-#(/

的致瘤机理以及合成其抑制剂提供一定的

理论依据&
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材料与方法
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!

试验材料
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只健康成年三黄鸡!体质量
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!购

自南京市卫岗农贸中心&

+?@BDN

试剂购于
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公司!
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聚合酶(限制性内切酶购于

+4̀ 4*4

公司!
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质粒购于北京天为时代

公司!地高辛
*9:

标记试剂盒"

7,8

'
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#(碱性磷

酸酶标记的地高辛抗体及
9/+

'
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显色试剂购

于
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公司&

IJ!

!

鸡
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质粒的构建

! !

参照鸡
-.-#(/ <*9:

"

13E/4E]

序列号

:Q)#&'')

#设计引物!上游引物$

(a!11:1---+!

1-1+1--1:1!$a

"对应于
:Q)#&'')

$

H&&!H"H

#%

下游引物$

(a!-::++::---+-+:::111+-!

-+11+1+++1--!$a

"对 应 于
:Q)#&'')

$

"$('!

"$)(

#!由上海
;E[@C?D

V

3E

公司合成&

!!

用
+?@BDN

试剂盒提取鸡胚总
*9:

!进行
*+!

,-*

扩增!获得
()(>

0

的
F.9:

目的片段&用
+:

克隆的方法将目的片段连接至
0

12!+345

6

&将此

质粒转化大肠杆菌
.G(

"

株感受态细胞!挑取阳性

克隆进行扩增培养!小量提取质粒!再根据目的片段

本身的酶切位点和
0

12!+345

6

的多克隆酶切位

点!选用
H"+*

#

酶进行酶切鉴定!然后测序验证&

IJM

!

地高辛标记鸡
()(!%*+,-./

正%反义
-./

探针的合成

!!

将阳性株扩增后提取的质粒分别用限制性内切

酶
8"+

#

和
-

@

&

#

进行酶切!使其完全线性化&回

收酶切片段!作为合成正(反义
*9:

探针的模板!

按
*DF=3

地高辛标记试剂盒说明书分别用
7

0

8

和

+)

转录酶进行体外转录!合成地高辛标记的正(反

义
*9:

探针&合成的
*9:

探针用变性琼脂糖电

泳和紫外分光光度计测定浓度&

IJ$

!

原位杂交试验"

?NEE

#

!!

正常鸡经颈动脉放血处死!迅速取十二指肠于

LJ

多聚甲醛中固定
L=

!然后于含
#&&

V

-

Y

b"蔗糖

的
,/7

中
Lc

过夜!冰冻切片"

"&

%

<

#并融裱于多

聚赖氨酸预处理过的载玻片上!分别用于原位杂交

试验和
GM

染色&杂交前后的处理过程参考前人介

&))
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探针制备及其在鸡十二指肠黏膜的原位杂交反应

绍的方法+

(

,

!并稍加改进$切片依次经
,/7

漂洗
(

<@Ed$

次!

&I"<DN

-

Y

b"甘氨酸'
,/7

漂洗
(<@E

!

&I$J +?@CDEZ!"&&

'

,/7

漂洗
(<@E

!蛋白酶
`

"

#

<

V

-

Y

b"

#溶液
$)c

消化
$&<@E

!

LJ

多聚甲醛
Lc

再固定
(<@E

!

,/7

漂洗
(<@Ed$

次!

&I#(J

乙酸酐

"用
&I"<DN

-

Y

b"三乙醇胺新鲜配置#中漂洗
(

<@E

!

#d77-"&<@E

%预杂交液中
L#c

预杂交
#=

!

杂交液中"含地高辛标记
<*9:

反义
*9:

探针
#

%

V

-

<Y

b"

#

L# c

杂交
"H=

%杂交后切片经过
#d

77-

洗
"(<@Ed#

次!

"d77-"(<@Ed#

次!然后

&I"d77-$&<@Ed#

次!洗液温度均为
$)c

%再经

/R\\3?

#

"&<@Ed#

次!

/NDF]@E

V

5DNRC@DE

内
$)c$&

<@E

!

/R\\3?

#

"&<@Ed#

次!

"e(&&

稀释的碱性磷

酸酶标记抗地高辛抗体!

$)c

孵育
#=

%

/R\\3?

#

"&

<@Ed#

次!

/R\\3?

&

"&<@E

!然后于
9/+

'

/-;,

显

色液中室温
"I(

$

$=

避光显色!封片观察&

!!

设计
#

个阴性对照$"

"

#用地高辛标记的

-.-#(/!<*9:

正义探针代替反义探针进行杂交%

"

#

#用普通羊血清代替羊抗地高辛抗体&其他步骤

相同&

!!

取鸡十二指肠段冰冻切片!常规
GM

染色!

/GS!#

显微镜下观察&

IJ%

!

数据统计

!!

在
#&&

倍视野下!在原位杂交切片上!随机选取

并统计
"

个视野中的
-.-#(/!<*9:

阳性细胞数

量&同时统计与其相邻切片对应视野中
GM

染色的

细胞数量&每只鸡选取
"

个视野!共统计
"&

只鸡

"

Ef"&

#&以相邻切片的
GM

染色结果为参照!计算

鸡十 二 指 肠 的 肠 腺 基 底 部 和 小 肠 绒 毛 中 部

-.-#(/!<*9:

阳性细胞的百分率!并统计平均百

分率及标准差&

!

!

结果与分析
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!
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质粒的构建和酶切鉴定

!!

从鸡胚中提取
*9:

!用
*+!,-*

成功扩增出

()(>

0

的目的片段"图
"

#&阳性克隆菌株扩增培

养!提取质粒!再用
H"+*

#

进行酶切鉴定"图
#

#&

!J!

!

探针浓度的测定

!!

合成好的
*9:

探针用
#J

变性琼脂糖凝胶电

泳和紫外分光光度计进行浓度鉴定$正义探针浓度

为
#HHE

V

-

%

Y

b"

%反义探针浓度为
#H&E

V

-

%

Y

b"

&

一般原位杂交
*9:

探针浓度要求为
&I(

$

(

E

V

-

%

Y

b"

!表明成功合成
-.-#(/

的地高辛标记

"I*+!,-*

0

?DARFC

%
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图
I

!
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$
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扩增目的片段
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质粒的
&'(-

!

酶切鉴

定

O6

P

J!

!

?>285696;4567879()(!%*
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H65:

&'(-

!

*9:

探针&进一步将探针稀释成
"&E

V

-

%

Y

b"

!分

装!

b#&c

保存!用于下一步原位杂交试验&

!JM

!

原位杂交试验结果

!!

禽类消化道黏膜表面的绒毛上皮有吸收细胞(

杯状细胞和内分泌细胞&肠腺除有上述
$

种细胞

外!还有未分化细胞和潘氏细胞&未分化细胞分布

于肠腺下半部!分裂间期的未分化细胞呈柱状!胞质

嗜碱性!核位于近基底面"如图
$!:

(

/

#&

-.-#(/!

<*9:

与反义探针结合后的阳性产物呈蓝紫色!阳

性杂交信号主要位于十二指肠固有层肠腺的中下段

未分化细胞中"如图
$!-

至
$!M

#&

!!

低倍镜下观察!可见小肠腺上皮的杂交反应在

基底部由下至上呈强弱趋势!腺体底部反应最强!甚

至使细胞间的界限消失%小肠绒毛上皮中部杂交信

号逐渐减弱!反应渐渐消失%小肠绒毛黏膜上皮反应

为阴性!黏膜肌层和肌肉层的反应结果呈阴性"如图

$!-

#&高倍镜下发现!阳性细胞集中分布在肠腺基

"))
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底部的)潘氏细胞
!

干细胞部*和肠腺体部的)增生

部*!该区大部分为未分化细胞所在的区域&

!!

用地高辛标记的
-.-#(/!<*9:

正义探针"图

$!U

#代替反义探针进行原位杂交结果为阴性%用普

通羊血清代替羊抗地高辛抗体原位杂交结果也为阴

性!未见任何蓝紫色深染的细胞&

#

I

肠腺%

$

I

阳性细胞%

:I

十二指肠黏膜 "

GM

染色#!

d"&&

%

/I

十二指肠黏膜 "

GM

染色#!

d

#&&

%

-I

十二指肠黏膜
;7GG

反应!

9/+

'

/-;,

显色!

dL&

%

.I

十二指肠黏膜
;7GG

反应!

9/+

'

/-;,

显色!

d"&&

%

MI

十二指肠黏膜
;7GG

反应!

9/+

'

/-;,

显色!

d#&&

%

UI

阴性对照"正义探

针#!

d#&&

#

I;EC35C@E4N

V

N4EA

%

$

I,D5@C@[3F3NN5

%

:I.RDA3E4N<RFD54

"

GM5C4@E@E

V

#!

d"&&

%

/I.RDA3E4N

<RFD54

"

GM5C4@E@E

V

#!

d#&&

%

-I*34FC@DED\;7GGDEC=3ARDA3E4N<RFD54

!

9/+

'

/-;,5C4@E@E

V

dL&

%

.I*34FC@DED\;7GGDEC=3ARDA3E4N<RFD54

!

9/+

'

/-;,5C4@E@E

V

!

d"&&

%

MI*34FC@DED\

;7GGDEC=3ARDA3E4N<RFD54

!

9/+

'

/-;,5C4@E@E

V

d#&&

%

UI93

V

4C@[3FDEC?DN

!

d#&&

图
M

!

鸡十二指肠黏膜
()(!%*

的原位杂交试验结果

O6

P

JM

!

)6@516=A567879()(!%*+,-./685:2>A7>284B,A;7@479(:6;<28=

D

?NEE

#))



!

(

期 覃君慧等$鸡
-.-#(/!<*9:

探针制备及其在鸡十二指肠黏膜的原位杂交反应

!J$

!

阳性细胞数据统计结果

!!

以与杂交切片相邻的另一张切片
GM

染色的细

胞数量为参照!分别统计了
"&

只鸡十二指肠的肠腺

底部和小肠绒毛中部
-.-#(/!<*9:

反义探针

;7GG

阳性细胞百分率并进行分析!其中
-.-#(/!

<*9:

探针杂交阳性细胞在肠腺基底部和小肠绒

毛中部分别占上皮细胞总数的
H"I8&JK'I8$J

和

$8I#"JKHIH"J

&由于小肠绒毛顶部阳性细胞极

少!故未进行统计&从统计结果可以看出!小肠腺上

皮的杂交反应从肠腺基底部由下至上呈由强到弱的

趋势&

M

!

讨
!

论

MJI

!

-.-#(

同源物调控有丝分裂期的启动主要是

通过去磷酸化!使特异性
-.̀

复合物发生激活来

调节细胞分裂周期和转变的进程&除了植物!在所

有真核生物组织中均发现有
-.-#(

磷酸酶的存在&

哺乳动物中已鉴定出
$

种
-.-#(

的同源物分别为

-.-#(:

(

/

和
-

%在非洲蟾蜍中发现有
-.-#(:

和

-

%而在鸡胚试验中发现!鸡胚中仅存在
#

种磷酸

酶!

-.-#(:

和
/

!至今还没发现有关鸡
-.-#(-

的

报道+

8

,

&早期认为它们中的任何一个仅在细胞周期

的某个阶段发挥作用+

)

,

!但近来研究表明!所有

-.-#(

异构体都协同调控正常细胞分裂!促进细胞

周期运转+

H!'

,

&

-.-#(/

作为有丝分裂的激活剂!主

要在
1#

'

2

期通过对
-.̀

激酶的
+

6

?!"(

和
+=?!

"L

去磷酸化而激活
-.̀

!促进细胞进入有丝分裂

期+

"&

,

&有 关
-.-#(/

在 鸡 体 内 的 表 达!仅 见

/gE4Bg?4\

等在早期鸡胚试验的报道+

""

,

!在鸡成体

组织中还未见有关
-.-#(/

在消化道上皮表达的

报道!为了探究
-.-#(/

的表达水平与正在增殖的

细胞 的 关 系!作 者 通 过 对
13E/4E]

数 据 库 中

-.-#(/

基因"

:Q)#&'')

#进行分析!设计合成了一

对引物!通过
*+!,-*

技术获得
()(>

0

的
.9:

片

段!利用随机引物法!将纯化的
.9:

片段标记成地

高辛探针!用于分析鸡十二指肠黏膜中的
-.-#(/!

<*9:

水平&

-.-#(/

反义
*9:

原位杂交显示!

-.-#(/

基因广泛表达于鸡十二指肠黏膜!尤其是

正在分裂的干细胞中表达量相当丰富&

-.-#(/

基

因分布广泛!提示该基因在禽类小肠黏膜上皮的增

殖(迁移和分化中可能起重要作用&

MJ!

!

哺乳动物小肠的黏膜上皮与肠腺上皮均为单

层柱状上皮!在黏膜表面的绒毛上皮有吸收细胞(杯

状细胞和内分泌细胞!而肠腺还有未分化细胞和潘

氏细胞&未分化细胞分布于肠腺下半部!常见分裂

相!它可增生(分化和补充从绒毛顶端脱落的吸收细

胞和杯状细胞&一般认为+

"#!"$

,

!肠内分泌细胞与潘

氏细胞也源于未分化细胞!故这种细胞是肠上皮的

干细胞!又称增殖细胞!他们与前述的未分化细胞结

构是一致的&未分化细胞增殖分化并向绒毛顶部移

动!以更新肠腺及绒毛的各种细胞&根据小肠上皮

细胞的更新过程!将哺乳动物小肠黏膜上皮分为
(

部分!包括肠腺基部的)潘氏细胞
!

干细胞部*(肠腺

中段的)增生部*(肠腺上部的)成熟部*以及绒毛大

部分的)功能部*(绒毛顶端)脱落部*或)脱落带*&

作者应用地高辛标记的
*9:

探针在成年鸡十二指

肠黏膜进行原位杂交染色!检测到
-.-#(/

基因转

录体在小肠隐窝上皮中的表达情况...在中下段的

未分化细胞中大量表达!其中在肠腺底部阳性细胞

占上皮细胞总数的
H"I8&JK'I8$J

!上升到小肠

绒毛中段的阳性细胞比例降至
$8I#"JKHIH"J

!

而在小肠绒毛顶端!仅见个别阳性细胞&该表达在

小肠腺上皮由基底部下部至上呈由强到弱的趋势!

底部反应最强!细胞着色也较深!甚至使上皮细胞间

的界限消失!而至绒毛中段黏膜上皮反应渐弱&

-.-#(/!<*9:

在鸡十二指肠黏膜分布与表达的

规律!说明在肠腺底部至中段的细胞正在进行着活

跃的增殖!这与小肠隐窝具有增殖性的说法是对应

的!而且其增殖趋势恰与哺乳动物分区相一致!故也

可将鸡的肠腺和黏膜上皮分为肠腺基部的)潘氏细

胞
!

干细胞部*和中部的)增生部*(肠腺上部)成熟

部*(绒毛大部分的)功能部*以及绒毛顶端的)脱落

部*&

MJM

!

-.-#(/

存在不同的亚型!不同的亚型可能与

细胞的定位有关&关于
-.-#(/

在不同的细胞周

期阶段定位仍具有很大的争议!可能是因为每种剪

接形式有不同的定位&

-.-#(/

有
(

种可供选择的

剪切形式!他们在人类细胞和哺乳动物细胞中以不

同的水平存在!这些形式的生理学差异还不清楚+

H

,

!

大部分的研究都未区分剪接体&然而!已经有研究

证实
7

期和
2

期
-.-#(/

的剪接体在细胞核和细

胞质之间来回穿梭!并且该过程是被
"L!$!$

结合蛋

白和
-.-#(/

中的核输出信号"

9M7

#和核定位信

号"

9Y7

#的存在联合介导+

"L!"8

,

&

-.-#(/

属于短半

衰期蛋白!它的
<*9:

(蛋白水平(激酶活性及在细

胞中的分布变化不大!不完全随细胞周期时相的转

$))
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!

换而改变&在细胞周期各阶段均有
-.-#(/

的表

达!在细胞间期!没有活性的
-A]"

'

F

6

FN@E/

定位在

细胞质!而
-.-#(/

存在于细胞核中%在
1"

期

-.-#(/

定位于细胞质和细胞核中!

7

和
1#

期则定

位于细胞质!在
1"!7

'

1#

期达到峰值%在
1#

期的末

期!

-.-#(/

被转运进入细胞质!活化的
-.-#(/

能

够在体内去除
-.̀ "

中的酪氨酸残基!使
-A]"

'

F

6

!

FN@E/

复合物去磷酸化并使其激活!促进细胞分

裂+

")!"H

,

&而在
2

期
-.-#(/

又由细胞质转向核

区+

"'

,

&本试验显示的阳性信号分布于细胞核和细

胞质!胞质和胞核均呈紫蓝色!这一结果在分子形态

学上支持如下观点$

-.-#(/

存在于细胞周期的不

同时相!在
7

期后期以及
1#

前期积累并在
7

'

1#

转

换时达到峰值!并在核质中来回穿梭&
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