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摘 要)探讨小鼠胚胎中期肝发育过程细胞增殖与凋亡的变化规律*相关基因+,-及./0123在肝发育中的

表达意义4在胚胎中期的小鼠肝组织中"采用免疫组织化学及切口末端标记法"可检测到小鼠肝发育过程

中的细胞增殖与凋亡相伴存在"这与肝发育变化密切相关4用原位杂交的方法检测到+,-时"./0123基因

在胚胎肝发育中期并没有表达"说明这两个细胞周期调控基因可能在胚胎肝发育中期并不起作用"而与其

他的基因有关4
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% 引 言

胚胎发育是一个特殊的生理过程"既存在着细

胞的不断增殖"又存在着细胞的不断凋亡4在胚胎发

育中两者的关系受各种生长因子或相关基因的调节

与控制"研究胚胎发育中的细胞增殖与凋亡的变化"
相互关系及其相关基因的探讨"对胚胎正常发育过

程的相关机制很有意义4本文研究小鼠肝发育中细

胞增殖与凋亡变化趋势"探讨两者在肝细胞结构与

功能发育中具有重要的意义"并且用图分析+,-及

./0123癌基因在肝发育中的表达趋势4

- 材料的选择

-u- 生物学材料..小鼠胚胎

昆明种小白鼠"雌雄#7)-(合笼过夜4见有阴栓

日为%日计算胚龄"分别于第--|*第-,|*第-7|*
第 -$|#以下分别简称 U--|"U-,|"U-7|"U-$|(取

孕鼠断颈处死"常规固定"石蜡切片4
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!"# 重组质粒和试剂

$#!质粒和%&’()*质粒均由华西医科大学生化

实验室赠送+凋亡试剂盒购自$(,-./)0,-1)234免

疫组 化 试 剂 是 5.67,(公 司 产 品489:;地 高 辛<标

记=检测试剂盒购自德国 >,.?(&2/.(@)22?.&-公

司4其他试剂和药品均为国产AB级或进口分装C

# 实验方法

#"! 石蜡切片$0DA免疫组化染色程序

切片以二甲苯脱蜡及系列酒精入水C$>E;磷酸

盐缓冲液<洗FGH-&2+以封闭剂加切片+并在FIJ
湿盒中温育#K-&2+吸去封闭剂+勿洗C加以稀释液

配制的生物素化二抗工作液+FIJ FK-&2湿盒中温

育C与此同时以稀释液按标明稀释度来稀释试剂A
和试剂>+然后取等量试剂和试剂工作液>在试管中

混 合+FIJ FK-&2湿盒中温育+即成A>0工作液C

$>E洗FGH-&2C加F步中已预混合的A和>;即

A>0<+FIJ FK-&2湿盒中温育C$>E洗FGH-&2C
临用前又以8A>溶解液将8A>;二氨基联苯胺盐酸

盐<溶解成K"H-/L-M浓度+另加FN 的O#P#至 K"

KFN浓度后混匀+显色C复染封片+再做对照组实验+
用不加$0DA抗体的作阴性对照C

#"# 细胞凋亡检测方法

石腊切片入甲苯脱蜡F次+每次H-&2C入系列

酒精逐级脱水C用!G $>E室温洗H-&2C用#KQ/L

-M的蛋白酶%室温消化!K’FK-&2C用!G $>E洗F
次+每次H-&2CRN的多聚甲醛室温固定!H-&2C用

!G $>E洗F次+每次H-&2C用STUU.(液平衡+室温

H’!K-&2C将 STUU.(平衡液FV#QM生物素标记的多

聚核苷酸的混合物RQMWXW酶RQM混匀+加入载玻

片上+于FIJ约!?C#GEE0室温洗!K-&2C用!G

$>E洗F次+每次H-&2CK"FN的O#P#室温封闭H

-&2C用!G $>E洗H-&2C将链酶亲和素与$>E按

!YHKK配制+进行抗体连接+室温!?C用!G $>E洗

F次+每次H-&2C8A>显色约!K-&2C再进行对照

组 实 验+即 用 不 加 末 端 转 移 酶 的 作 阴 性 对 照 和 用

8D)*.预先消化的作阳性对照C

#"F 信号分析方法

在载玻片上随机抽取H张胚胎切片+每张切片

于肝上随机取!K个视野C于高倍镜;RKKG<分别数

总细胞数和有阳性信号的细胞数C将阳性信号细胞

数除以总细胞数+得阳性信号率+再将其在Z[0Z\
软件中进行平均数计算+作方差及显著性差异分析C

#"R 质粒转化=扩增=抽提

质 粒 转 化=扩 增=抽 提 按 文 献]!̂中 所 采 用 的

$#!及%&’()*经_氯化钙法‘转化+氨苄;A-1<筛选+
常 规扩增+_碱裂解法‘抽提+_氯化钾=聚乙二醇法‘
纯化+电泳鉴定后+a#KJ贮存备用C

#"H 探针制备和组织原位杂交

探针制备采用$0B法标记探针C组织原位杂交

是每实验组均分别随机不同胎龄的切片用于原位杂

交C具体杂交方法按文献]#̂+并稍加修改进行C

;!<预处理Y石蜡切片经二甲苯脱蜡#K-&2+用

无水乙醇洗#次+置换二甲苯;#G!K-&2<+置空气

中干燥+#GEE0饱和#K-&2C

;#<预杂 交Y消 毒 滤 纸 擦 干 玻 片 上 组 织 周 围 水

分+但保持组织湿润C玻片置于RGEE0饱和湿盒中+
组织材料上加#K’FKQM预杂交液+R#J过夜C

;F<杂交Y在 预 杂 交 液 中 加 入 适 量 的 变 性 标 记

探针+浓度为HKQ/L\+每张玻片组织切片上滴加#K’

RKQM+R#J温盒过夜C

;R<免疫显色Y将杂交后的玻片置#GEE0中洗

!?+!GEE0中洗!?+K"HGEE0FIJ洗FK-&2+封

闭 剂;FKN牛 血 清 白 蛋 白+K"FN W(&7,2[a!KK<

STUU.(!稀 释;STUU.(!Y!KK--,ML\W(&*’O0M+!HK

--,ML\D)0M+1OI"H<中室温孵育#?+以消除非特

异性 抗 原C复 合 抗 体;8&/<’A$+!YHKKSTUU.(!稀

释+室温孵育过夜CSTUU.(!洗#次+每次!H-&2+显色

液显色+乙醇系列脱水+二甲苯透明+树胶封片C
对照组织实验是采用标记直链$>BF##作阴性

对照+实验操作与基因探针相同并同时进行C

F 结 果

;!<$0DA表达结果C$0DA是一个细胞增殖

核抗 原 基 因+其 表 达 对 细 胞8DA的 合 成 有 促 进 作

用+所以被作为细胞增殖的标志C用$0DA的免疫

组织化学检查第!!X至第!RX的小鼠胚胎+可以判

断第!!X至第!RX小鼠胚胎的细胞增殖情况C胚胎

在第!!X+其器官结构较为清楚+肝细胞较小=排列

疏松+$0DA表达较强;见图!)<C胚胎在第!#X+其

bRcb
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肝 细 胞 排 列 较 致 密!阳 性 胞 数 多 并 且 强 度 高"见 图

#$%&信号细胚胎在第#’(肝细胞的阳性信号普遍!
但强度不及胚胎第#)(的情况"参见图#*%&胚胎在

第#+(!其肝细胞的数目增多!有普遍的表达!且强

度高!较胚胎第#’(的强!但不及第#)(阳性数目

多"见图#(%&

")%细胞凋亡表达结果&胚胎在第##(肝组织

存有散在不均匀的凋亡小体"见图),%-胚胎在第#)

(肝组织的凋亡小体开始增加!普遍分布!强度较小

"见图)$%-胚胎在第#’(肝组织的凋亡小体多而普

遍!但凋亡小体的颜色比第#)(稍浅"见图)*%-胚胎

在第#+(肝组织的凋亡小体多而普遍!但凋亡小体

的颜色比第#)(稍浅"见图)(%&

"’%原位杂交结果&用.)#与/012,3基因进行

杂交均在肝细胞处无明显的杂交信号!见图’4图+&

"+%信号结果&将.567免疫组化结果与凋亡

表达结果所得的原始数据经软件处理结果见表#&
表# 第##(至#+(肝.567阳性细胞表达与凋亡的变化情况

8,$9# 8:;2,<0=3=>*;??3,@(,A=A<=3030@
(0>>;2;@<A:,3;3=>>;<,??0B;2

天数 C##( C#)( C#’( C#+(
.567
阳性率 D9)EFGD9D’) D9+DHGD9D’) D9’)+GD9DD’ D9’FEGD9D)’

凋亡率 D9##’GD9D’) D9)++GD9D)I D9’D)GD9D#+ D9’’FGD9D+#

注J经组与组 之 间 卡 方 检 验!各 组.567阳 性 率 相 互 之 间 均 有 显 著

性差异"KLD9D#%

为 了较清楚地显示第##(至第#+(胚胎发育

过程中的细胞增殖和凋亡变化!对胚胎第##(至#+

(肝的增殖率和凋亡率比较图见图I&
图I给出了小鼠胚胎在第##(至第#+(的心脏

, $ * (

图# 胚胎##1#+(中.567在胎肝的表达M)DD
N0O9#8:;;PA2;330=@=>.5670@(0>>;2;@<A:,3;3=>>;<,??0B;2M)DD

, $ * (

图) 胚胎##1#+(的凋亡细胞在胎肝的表达M)DD
N0O9)8:;;PA2;330=@=>,A=A<=3030@(0>>;2;@<A:,3;3=>>;<,??0B;2M)DD

, $ * (

图’ 胚胎##1#+(的.)#基因在胎肝的表达M)DD
N0O9’8:;;PA2;330=@=>.)#O;@;0@(0>>;2;@<A:,3;3=>>;<,??0B;2M)DD

, $ * (

图+ 胚胎##1#+(的 /012,3,(Q>#?(在胎肝的表达M)DD
N0O9+8:;;PA2;330=@=>/012,3O;@;0@(0>>;2;@<A:,3;=>>;<,??0B;2M)DD
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增殖率与凋亡率的比较!图"的比较结果表明肝的

增长类似#在第$%&的增殖率较凋 亡 率 之 差 最 大#
其次是$$&’第$(&’第$)&几乎无差别!这表明肝

组织的增长也主要是在第$$&和第$%&#而第$(&
和第$)&增长相对趋于平缓!

图" 肝的增殖率与凋亡率的比较

*+,-" ./0123456+7282965:0729;<=>58&5424:27+7
+8&+990608:&0?0@24308:5@4/570729@+?06

) 分析与讨论

;<=>蛋白又称促细胞增殖核抗原A;62@+9065B

:+28<0@@=C1@056>8:+,08D#是哺乳类细胞中E=>
聚合酶F的附属蛋白#它和复制因子<AG*<D一起识

别引物H模板复合物#以帮助聚合酶F的定位!;<B

=>还具有促进E=>聚合酶F的E=>延伸活性#在

修复合成时#;<=>的主要作用是帮助聚合酶AF或

ID定位在E=>的缺口处!;<=>蛋白是一个细胞周

期相关的(JKE的酸性核蛋白#在进化上高度保守#
广泛存在与高等真核生物细胞之中#是E=>复制所

必 需 的 成 份!;<=>在 细 胞 周 期 中 有 两 种 形 式 存

在#其一是位于核基质中的;<=>#它低水平存在于

静止期细胞中#能被有机溶剂抽提#因此不存在于经

有机溶剂固定后的标本之中L其二是与染色质上的

E=>复 制 位 点 相 结 合#此 ;<=>只 存 在 处 于 分 裂

周期的细胞之中#不能被有机溶剂提取!;<=>蛋

白分布于整个细胞周期#但在M期有高度表达!故而

用;<=>抗体作为免疫组化中的第一抗体#可以精

确’定量地检测细胞增殖情况N(O#而通过缺口末端标

记法可检测胚胎中期的肝细胞凋亡的情况!实验结

果表明P胚胎第$$&至第$)&肝细胞的生长处于一

个旺盛时期#特别是第$$&至$%&几乎呈直线上升

趋势#在第$(&和第$)&时生长与凋亡趋于平衡#
可能在为肝细胞的机能分化作准备#从而促使各种

酶的产生N)O!肝在发育的同时#还必须将过度增殖或

不再需要的细胞以细胞凋亡的形式加以清除#通过

本 实 验 说 明 细 胞 凋 亡 时 肝 发 育 中 的 一 个 重 要 的 事

件!

;%$基因几乎能抑制所有的<&QB1R1@+8复合物

的活 性#与1&Q#1R1@+8#;<=>形 成 稳 定 的 四 元 复

合体#导致细胞不能从S$期进入M期#属于细胞周

期抑制基因N"O#而K+B657基因属癌基因#与细胞增殖

有很密切的关系NTO!;%$基因与K+B657癌基因在胚

胎第$$&至$)&肝细胞的发育中没有明显的表达#
说 明 这 两 个 基 因 并 不 参 与 该 时 期 肝 细 胞 的 生 长 调

控#但它们与细胞的增殖与凋亡有密切的关系!以上

提示在胚胎肝形态发生过程中出现的凋亡不受;%$
基 因的调控#其间发生的增殖也与K+B657基因的作

用无明显的关系#可能是其他的基因在参与其中的

增殖与凋亡的调控!
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