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表皮生长因子及其受体在山羊胎儿皮肤

发育中的表达特征

卿素珠!林吉茂!张灵枝!王磊磊!罗时双

"西北农林科技大学动物医学院!杨凌
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摘
!

要"运用组织学和免疫组化方法对山羊皮肤发育的组织学特点'山羊皮肤发育过程中表皮生长因子"

A>S

#及

其受体"

A>S9

#的分布及变化规律进行了系统研究&结果显示$"

"

#表皮结构形成于胎儿发育的
)

周龄左右!开始

为单层上皮!而后逐渐增殖为复层'厚度不断增加!

"*

周龄后逐渐变薄%真皮层在
"'

周龄时形成!

""

周龄后陆续有

皮肤衍生结构从中发育形成&随着胚胎的继续发育!皮肤各部分结构的发育渐趋完善&"

#

#在胎儿发育的第
)

周

就出现
A>S

与
A>S9

的较弱表达!以后随着胎龄的增加!

A>S

与
A>S9

表达量逐渐增加&从表达分布看!在胎儿

发育的
""

周前!

A>S

阳性反应主要定位于表皮基底层细胞'毛囊上皮细胞和真皮成纤维细胞等的胞质内!

A>S9

则主要位于相应细胞的膜上%

""_")

周!

A>S

和
A>S9

表达量逐渐增高!分布范围从表皮的基底层细胞'棘细胞'

毛囊上皮细胞和成纤维细胞扩展到血管内皮细胞'汗腺上皮细胞和竖毛肌!

A>S

主要定位于这些细胞的胞质!

A>!

S9

则主要分布于细胞膜%

"(

周至出生!随着表皮的明显变薄!

A>S

及
A>S9

主要分布于表皮基底层细胞和毛囊上

皮细胞!阳性反应继续增强&皮肤发育期间!

A>S

及
A>S9

的表达量总体呈增长趋势!只是
A>S9

的表达相对滞

后!两者的表达曲线一致'相关性极显著&表明
A>S

及
A>S9

在皮肤及其衍生结构的发育中发挥着重要作用&

关键词"表皮生长因子%表皮生长因子受体%皮肤%发育%山羊
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哺乳动物皮肤由表皮'真皮及皮下组织构成!其

中存在各种衍生结构!皮肤的发生'发育和损伤修复

受到各种生长因子和细胞因子的综合调控&近年来

的研究表明!在皮肤发生发育的诸多调控因子之中!

表皮生长因子"

1

5

3710K-4

M

08[2LW-/280

!

A>S

#及

表皮生长因子受体"

1

5

3710K-4

M

08[2LW-/28001/1

5

!

280

!

A>S9

#作为皮肤发育中重要的多功能信号分

子的一部分!在皮肤的生长发育以及创面愈合过程

中起着十分重要的作用+

"!#

,

&

A>S

能有效地促进和

调节表皮细胞的生长和增殖'促进皮肤细胞的再生!

同时增加其他内源性生长因子的含量!促进细胞分

泌透明质酸和糖蛋白等大分子物质的合成!合理调

整皮肤结构&

A>S9

是一种受体酪氨酸激酶!

A>S

通过和靶细胞表面特异性受体
A>S9

结合而发挥

生物学作用+

$

,

&有关
A>S

和
A>S9

在不同发育阶

段人皮肤组织内的定位表达已有较多资料报

道+

#

!

&!)

,

!研究结果提示
A>S

和
A>S9

对皮肤的发

生'结构功能的维持以及损伤后的修复具有重要作

用%此外!

A>S

及其受体还积极地参与皮肤衍生物

的发生发育过程!并可能在皮肤衍生物的功能维持

中发挥重要作用+

&

!

(!"'

,

&

研究动物皮肤发育中生长因子'细胞因子的表

达规律及其调控!可为动物表皮干细胞'真皮干细胞

及其相关研究!以及人与动物皮肤发育的差异性研

究奠定试验和理论基础&迄今为止!关于山羊胎儿

皮肤发生发育过程中
A>S

和
A>S9

表达特征方面

的研究尚未见报道&作者运用组织学方法对山羊胎

儿皮肤发育的形态特点进行了观察!并运用免疫组

织化学方法对皮肤发育过程中
A>S

和
A>S9

的表

达规律进行研究!以进一步探讨
A>S

及其受体
A>!

S9

在皮肤生长发育以及皮肤衍生物形成过程中的

生物学作用&

%

!

材料与方法

%]%

!

实验动物

根据曹贵方的方法+

""

,

!自西安某屠宰场取交配

后
)

%

#"

周龄的山羊胎儿!每周龄
$

只&

%]!

!

试剂

A>S

'

A>S9

兔抗多克隆抗体"武汉博士德生物

工程有限公司#%免疫组化超敏
=,

试剂盒"福州迈

新生物技术开发公司#%牛血清白蛋白"华美生物工

程有限公司#%组织学制片用常规试剂&

%]'

!

样本采集

对所取胚胎开胸!经左心室插管入主动脉!先用

生理盐水冲洗!再用含
&̂

多聚甲醛的
'%"K84

.

G

!"

磷酸缓冲液"

,?

!

5

R(%#

%

(%&

#经心脏灌注固定!取

胎儿背部皮肤入相同固定液中后固定'保存&在灌

注前取
""

和
"*

周龄胎儿背部皮肤组织
"KKd

"KKd"KK

制备透射电镜样本&

%]$

!

组织制片和染色

固定好的组织进行石蜡包埋'连续切片!片厚

)

#

K

!隔
*

取
"

!裱片于经多聚赖氨酸处理的载玻片

上!共制得
&

套切片$其中
#

套切片分别行
A>S

和

A>S9

免疫组化
=,

法染色!染色程序参照文献

+

"#

,进行!抗体工作浓度均为
"

&

#''

%

"

套进行
RA

染色!以做阳性细胞定位%

"

套用于阴性对照&

%]K

!

显微摄像!图像分析及数据处理

将制得的切片在光镜下观察'记录!

]823/

数码

显微镜拍照!用(

eA<CH'"

系列形态分析系统)软件

对阳性产物进行分析!每个组别随机选取
*

张切片!

测量阳性细胞的面积'平均光密度以及灰度值!用均

数
g

标准差表示!运用
=,==

软件进行统计学处理

和相关性分析&

%]Q

!

皮肤透射电镜切片制作

""

和
"*

周龄山羊胎儿皮肤组织样本!经戊二

&H$"
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期 卿素珠等$表皮生长因子及其受体在山羊胎儿皮肤发育中的表达特征

醛
!

多聚甲醛固定!然后分别用
"'̂

"体积分数#锇

酸和
'%*̂

"体积分数#醋酸铀固定和组织浸染!

A

5

8.H"#

包埋和修块定位!作超薄切片和柠檬酸铅

复染!透射电镜下观察!分析结果&

!

!

结
!

果

!]%

!

不同胎龄山羊皮肤的组织学特点

)

/

(

周龄$皮肤表面平整!出现单层扁平上皮

的表皮结构!其与深部的间充质之间界限不清"图

"!C

#&

H

周龄$表皮变为单层柱状上皮!仍与深层间

充质界限不清&

+

周龄$皮肤表面平整!表皮细胞开

始增生为
#

层!细胞排列较紧密!外层细胞呈单层扁

平状!深层细胞为单层立方状'构成基底层&表皮与

间充质之间以基膜为界!深层间充质细胞排列较稀

疏&

"'

周龄$表皮深层细胞不断增殖出现中间层!

形成由表层'中间层和基底层组成的表皮结构%真皮

层开始出现!与表皮分界明显!其中含有少量胶原纤

维和弹性纤维!在局部还可见到基底层细胞围成的

团状实心细胞群向间充质内突出形成的毛芽!血管

断面明显可见&

""

周龄$皮肤表皮基底层细胞继续

增殖使中间层加厚!可见由基底层细胞围成细胞群

形成原始毛囊!在原始毛囊的生发层附近形成实心

的细胞索!即汗腺%真皮层增厚!表皮与真皮发生紧

密接触"图
"!?

#&电镜下!表皮的深层细胞"棘细胞

层#胞质内可见有少量张力原纤维的存在和糖原颗

粒!并发现朗格汉斯细胞"以网球拍状的伯贝克颗粒

为特征#"图
"!>

#%基底层和中间层细胞间隙增大!

内容物电子密度较低!有指状突起伸入!在相邻细胞

间出现桥粒结构"图
"!R

#&

"#

/

"$

周龄$表皮细胞

出现角质层'透明层及颗粒层的分化&汗腺结构明

显!真皮乳头层形成!真皮内胶原纤维的数量明显增

多"图
"!;

#&

"&

周龄$皮脂腺形成"图
"!<

#&

"*

周

龄$表皮的
*

层结构特征明显!基底层为
"

层立方或

矮柱状细胞%棘细胞层为
#

%

$

层多角形细胞!核圆

形'较大'染色浅%颗粒层细胞由
"

%

#

层扁平的梭形

细胞组成%透明层细胞轮廓不清!为
"

层均质的嗜酸

性%角质层明显&毛球上皮细胞索开始分化为外根

鞘'内根鞘的原基!在毛囊的两侧可见皮脂腺和竖毛

肌"图
"!A

#!真皮内胶原纤维继续增多!深部可见较

多汗腺分泌部的断面&电镜下!表皮深层细胞胞质

内张力原纤维增多'变粗!糖原颗粒增多"图
"!D

#%随

着中间层细胞的增殖变厚!棘细胞之间出现典型的

桥粒结构&

")

/

"(

周龄$表皮开始变薄'角质层明

显&毛开始形成!并随着发育逐渐长出体表!真皮内

胶原纤维和弹性纤维增多致使真皮层厚度增加&

"H

周龄至出生$表皮层变得更薄!但角质层增殖变厚!

毛囊的内'外根鞘分层明显!毛干形成并伸出体表

"图
"!S

#%皮脂腺及汗腺逐渐发达!血管更加丰富!

真皮深层布满胶原纤维&

!]!

!

山羊胎儿皮肤发育过程中
=BL

和
=BLG

的表

达特点

!!

经免疫组化
=,

法染色的切片!背景无色或浅

蓝色!免疫反应阳性产物为蓝色或蓝黑色%对照组切

片染色为阴性!说明该染色具有免疫反应的特异性&

)

/

H

周龄$单层的表皮组织
A>S

和
A>S9

表

达较弱!阳性反应部位结构不清晰"图
#!C

'

?

#&

第
+

周$

A>S

和
A>S9

主要分布于表皮的深

层!

A>S

阳性反应产物主要分布于表皮深层细胞的

胞质内!细胞相互连接呈波浪状%

A>S9

定位于表皮

细胞的细胞膜上&

第
"'

周$表皮细胞内
A>S

和
A>S9

阳性反应

区域扩大!主要为基底层细胞的一致着色%刚形成的

毛芽区域也出现阳性反应%真皮内的成纤维细胞也

可见不同程度的阳性反应&

A>S

阳性产物主要存

在于各部位细胞的细胞质内!细胞核不着色呈空泡

状%

A>S9

则定位于细胞膜&

""

/

")

周$随着胎儿的生长发育!

A>S

和
A>!

S9

的阳性细胞表达量逐渐增大'表达范围也逐渐

扩大!特别是在皮肤的衍生物发生及发育过程中较

明显&

A>S

除了广泛分布于表皮的基底层'棘细胞

层和真皮的毛囊细胞胞质外!在真皮的成纤维细胞'

血管的内皮细胞'汗腺上皮细胞和竖毛肌细胞胞质

内也可见到阳性染色!

A>S9

主要分布于这些细胞

的膜上"图
#!;

'

<

#&

第
"(

周/初生$随着表皮的明显变薄!

A>S

主

要分布于基底层细胞和毛囊上皮细胞!阳性颗粒主

要分布于细胞质内!

A>S9

主要定位于相应细胞的

细胞膜上&阳性反应不断增强"图
#!A

'

S

#&

!]'

!

皮肤发育过程中
=BL

和
=BLG

阳性产物灰度

值分析

!!

不同胚龄山羊皮肤组织中
A>S

和
A>S9

的阳

性产物灰度值见表
"

&从表
"

可以看出!在山羊胎

儿发育过程中!皮肤
A>S

和
A>S9

表达强度随着

皮肤发育的进程而逐渐增大&

!]$

!

山羊皮肤发育过程中
=BL

和
=BLG

表达的相

关性分析

!!

对皮肤发育过程中
A>S

和
A>S9

的表达进行

*H$"
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相关性分析!结果表明二者的表达相关系数为
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!为极显著正相关&
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染色!
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脂腺形成"
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!出现竖毛肌"
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!皮肤各部分结构基本形成%
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均为透射电镜图像!
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示朗格汉斯细胞内的伯贝克颗粒!
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山羊皮肤发育的组织学特点
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期 卿素珠等$表皮生长因子及其受体在山羊胎儿皮肤发育中的表达特征
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阳性反应不明显!

&''d
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?%AHV

表皮细胞膜上出现较弱的
A>S9

阳性反应!

&''d
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;%A"*V A>S

免疫反

应产物弥散分布于表皮和真皮!

&''d
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<%A"*V A>S9

阳性反应主要位于表皮细胞和毛囊上皮细胞膜上!
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A"(VA>S

阳性反应产物主要位于变薄的表皮细胞及毛囊上皮内!
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细胞膜上的
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图
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山羊胎儿皮肤发育过程中
=BL

和
=BLG

的表达
!!

免疫组织化学染色
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山羊皮肤组织的发育特点

本研究结果表明!山羊胎儿表皮于
)

周龄开始

形成!而后由单层扁平上皮逐渐增殖分化为
#

层"

H

周龄#'

$

层"

"'

周龄#乃至典型的复层扁平上皮!到

"$

周龄时表皮厚度达到最大!至
")

周龄表皮开始

变薄!这种发育趋势与云南半细毛羊皮肤表皮的发

育变化+

"$

,相似&整体发育过程显示
""

/

"*

周龄是

山羊皮肤发育的重要时期!此时表皮'真皮'毛囊前

体细胞的生长和发育都呈现出特征性变化!伴随着

血管的不断迁入!真皮的发育逐渐完善&有关汗腺

与皮脂腺的发生!有报道+

"&

,显示绒山羊胎儿皮肤发

育过程中!皮脂腺较汗腺出现得早!而本研究结果表

明!汗腺比皮脂腺出现得早!可能由于品种不同

所致&

']!

!

山羊皮肤组织发育过程中
=BL

及
=BLG

的表

达特征及其功能意义

!!

表皮生长因子"

A>S

#及其受体
A>S9

是细胞

信号传导系统的一部分!

A>S

对角质形成细胞的分

裂具有较强的促进作用!其作用主要通过
A>S9

的

介导来完成+

$

,

&本研究结果显示!在山羊胎儿皮肤

发育早期就出现
A>S

与
A>S9

的较弱表达!随着

胎龄的增加!

A>S

与
A>S9

的表达呈不断增高的趋

势&这与陈伟等在人胎儿皮肤发育中的研究结果+

*

,

类似!他们用免疫组化结合病理组织学技术研究了

A>S

和
A>S9

在胎儿和成人皮肤中的表达情况!结

果表明
A>S

和
A>S9

在胎儿和成人皮肤内均有分

布!且随着胎儿生长发育!表达
A>S

和
A>S9

的细

胞数量逐渐增加&

从统计学结果来看!随胎龄的增加!

A>S

的表

达量总体呈高水平趋势!而
A>S9

的表达量稍稍滞

后!表达曲线与
A>S

一致!且两者之间有极显著的

相关性"

.

#

'%'"

#&表达量增幅最快是在皮肤衍生

物形成时期"即胚龄
"$

/

"*

周#!该时期也是皮肤生

长的活跃期!毛囊'汗腺'皮脂腺等皮肤衍生物在此

时萌芽%至胎儿发育后期!

A>S

和
A>S9

的表达持

续较高水平&从细胞定位来看!

A>S

主要存在于表

(H$"
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皮深层细胞'毛囊上皮细胞'真皮内血管内皮细胞及

部分成纤维细胞的细胞质中!在汗腺上皮细胞和竖

毛肌细胞胞质内也可见到不同程度的着色%

A>S9

则主要定位于这些细胞的细胞膜上&研究结果提

示!

A>S

及其受体
A>S9

在山羊皮肤及其衍生结构

的形态发生'生长发育及结构和功能的维持中发挥

着重要作用&

胚胎皮肤形态发生是一个复杂的多基因参与过

程!目前尚不清楚哪些因子参与诱导和调控早期胎

儿皮肤
A>S

信号系统的表达!

A>S

及其受体
A>!

S9

在诱导并维持皮肤及其衍生结构形成的作用机

制仍有待进一步探讨&
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