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摘要:随机选取 6 只 SD 大鼠(Rattus norvegicus) 和 7 只昆明小鼠(Mus musculus) ，用免疫组织化学单标和

双标法检测其空肠及肾 ATP7B 与 PCNA 的 表 达，并 分 析 表 达 的 相 关 性。结 果 发 现，对 于 大 鼠 及 小 鼠，

ATP7B 主要表达于小肠腺与空肠上皮 的 纹 状 缘、近 腔 面 和 近 基 底 部，肾 小 管 与 集 合 管;PCNA 在 空 肠 腺

及小肠绒毛中轴的结缔组织中表达，在肾小管、集 合 管 及 肾 小 球 的 少 数 细 胞 表 达;ATP7B 与 PCNA 虽 在

空肠上皮、肠腺、肾小管和集合管有共表达现象，但二者在 大 鼠 与 小 鼠 空 肠 及 肾 的 免 疫 反 应 阳 性 物 积 分

光密度间均无显著相关性(P > 0. 05)。提示 ATP7B 与 PCNA 在 正 常 大 鼠 与 小 鼠 空 肠 及 肾 的 表 达 相 似，

ATP7B 的表达与组织增殖活跃程度间的相关性不明显。
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Expression of ATP7B and PCNA in the Jejunum and Kidney
of Rat and Mouse
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Abstract:The jejuna and kidneys were randomly taken from 6 SD rats(Rattus norvegicus) and 7 Kunming mice

(Mus musculus) . The expression of ATP7B and PCNA was observed by immunohistochemistry technique，and

the relevance of ATP7B and PCNA expression was analyzed. The results showed that，in both rat and mouse，

ATP7B was mainly expressed in small intestinal glands，striated border，near-cavity surface and near-basement

surface of intestinal epithelial cells，as well as renal tubule and collecting duct. PCNA was strongly expressed in

small intestine glands and the connective tissues. In kidney，PCNA was expressed in a few cells of renal tubule，

collecting duct and glomerulus. Although both ATP7B and PCNA were expressed in the jejunum and kidney in

both species，there was no significant correlation between integral optical density of ATP7B and PCNA

immunoreactive positive substances ( P > 0. 05 ) . In jejunum and kidney，the expression of ATP7B had no

relationship with the level of cell proliferation.
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ATP7B 基因是 1993 年由世界上 3 个不同

的研 究 组 (Bull P C /Perukhin K /Yamaguchi Y)

几乎 同 时 克 隆 的
［1 － 3］。该 基 因 编 码 的 ATP7B

蛋白由 1 411 个氨基酸组成。氨基酸的组成序

列显示其 与 进 化 过 程 中 高 度 保 守 的 其 他 ATP
依赖的金属离子转运物质相似，是 P 型铜转运

ATP 酶，对铜离子转运起重要 作 用。它 还 与 肿
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瘤细胞的顺铂耐药有关
［4］。ATP7B 基因异常，

出现铜离子代谢紊乱，过多的铜离子在多种器

官 内 沉 淀 引 发 全 身 症 状，即 威 尔 森 氏 症

(Wilson's Disease)。Weiss 等
［5］

发现 ATP7B 在

C57 /BL6 小鼠 ( Mus musculus) 的 胃、十 二 指 肠

和空肠中表达，提示小肠可能是机体吸收铜的

重要器官。Moore 等
［6］

发现 ATP7B 在 balb / cCr
∥AltBM 小鼠肾小球及肾髓质中表达。

PCNA 为 增 殖 细 胞 核 抗 原，是 反 映 细 胞 增

殖活性、判断细胞增殖状况的指标之一，常作为

细胞增殖的 标 记，用 于 器 官 发 育
［7 － 8］

及 肿 瘤 研

究中。
空肠及肾的生理功能活跃，参 与 体 内 多 种

物质的代谢。目前，有关空肠及肾增殖 情 况 以

及 ATP7B 表 达 方 面 的 研 究 还 较 少。以 SD 大

鼠、昆明小鼠为常用的品系，本研究通过观察这

两种动物空肠及肾 ATP7B 与 PCNA 的表达，提

供两种蛋白在大鼠、小鼠空肠及肾表达的形态

学基础，为研究 SD 大鼠、昆明小鼠空肠及肾的

自身增殖情况以及在铜代谢中发挥的作用提供

资料。

1 材料与方法

1. 1 实 验 动 物 清 洁 级 SD 大 鼠 6 只，体 重

(111. 6 ± 16. 0) g，清 洁 级 昆 明 小 鼠 7 只，体 重

(17. 1 ± 2. 0) g，由新乡医学院实验动物中心提

供。
1. 2 主要试剂和仪器 小鼠抗人、兔、大鼠、小
鼠等增殖细 胞 核 抗 原 ( PCNA) ，兔 抗 人、兔、大

鼠、小鼠 等 ATP7B，生 物 素 化 抗 兔 IgG，生 物 素

化抗 鼠 IgG，辣 根 过 氧 化 物 酶 ( HRP) 标 记 的

SABC，碱性 磷 酸 酶 ( AP) 标 记 的 SABC，DAB、
BCIP /NBT 显色 剂，均 购 自 武 汉 博 士 德 生 物 工

程公司;多聚赖氨酸购自北京中杉金桥生物技

术有限公司。Leica 切片机(RM2235) 购自德国

莱卡公司;DT2000 图像分析仪由南京东图数码

科技有限公司提供;电热恒温干燥箱和隔水式

电热恒温培养箱购自上海跃进医疗器械厂。
1. 3 实验方法

1. 3. 1 组织切片 制 作 大、小 鼠 乙 醚 麻 醉 后，

用 Zamboni 固定液 常 规 心 灌 注 固 定，取 空 肠 及

肾投入相同固定液中，后固定 6 h，梯度酒精脱

水，二 甲 苯 透 明，浸 蜡，石 蜡 包 埋，切 片 ( 厚 5
μm) ，贴片，37℃ 烤片过夜。少量切片进行 H.
E 染色，观察组织形态。
1. 3. 2 HRP 标记的免疫组织化学单染色 上

述切片脱 蜡 至 水，按 照 SABC(HRP) 试 剂 盒 说

明书进行染色，一抗为小鼠抗 PCNA( 工作浓度

1 ∶ 100) 或兔 抗 ATP7B ( 工 作 浓 度1 ∶ 50) ，DAB
显 色。 PCNA 阳 性 对 照 采 用 胃 癌 细 胞

SGC7901，ATP7B 阳性对照采用大鼠肝组织，阴

性对照都 用 PBS 代 替 一 抗。免 疫 反 应 阳 性 呈

棕色，PCNA 主要位于细胞核，ATP7B 位于细胞

质中。
1. 3. 3 AP 标记的免疫组织化学单染色 按照

SABC(AP) 试 剂 盒 说 明 书 进 行 染 色，一 抗 为 兔

抗 ATP7B( 工作浓度 1 ∶ 50) ，用 BCIP /NBT 显色

剂显色。免疫反应阳性呈蓝紫色。
1. 3. 4 HRP 与 AP 双 标 记 的 免 疫 组 织 化 学 染

色 上述切片常规脱蜡至水，3% 过氧化氢甲醇

液封闭过氧化物酶，用 92 ～ 97℃ 的 0. 01 mol /L
枸橼酸 盐 缓 冲 液 ( pH 6. 0) 进 行 抗 原 热 修 复，

5% 的山羊血清封闭非特异性抗原，滴加 1 ∶ 50
的 兔 抗 ATP7B，经 生 物 素 化 抗 兔 IgG、SABC
(AP) 孵 育，BCIP /NBT 显 色。0. 01 mol /L 的

PBS 漂洗，滴 加 5% 的 山 羊 血 清 再 次 封 闭 非 特

异性抗原，滴加 1 ∶ 100 的小鼠抗 PCNA，经生物

素化 抗 鼠 IgG、SABC ( HRP) 孵 育，DAB 显 色。
ATP7B 阳性 呈 蓝 紫 色，位 于 细 胞 质 中。PCNA
阳性呈棕黄色，位于细胞核。
1. 4 图 像 分 析 及 统 计 学 处 理 用 DT2000 图

像分析软件对 HRP 标 记 的 免 疫 组 化 标 本 进 行

照相、检测 ATP7B 与 PCNA 免疫反应阳性物质

的积分 光 密 度。ATP7B 与 PCNA 表 达 的 定 量

数据统计分 析 均 采 用 SPSS 11. 0 软 件，数 据 经

正态检验后进行直线相关分析。

2 结 果

2. 1 ATP7B 与 PCNA 在大、小鼠空肠中的表

达 在 大、小 鼠 空 肠，ATP7B 主 要 表 达 于 小 肠
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腺、纹状缘、肠上皮近腔面及近基膜处( 图版Ⅰ:

1 ～ 3 ) ，而 在 结 缔 组 织 及 肌 层 的 表 达 较 少。
PCNA 主要表 达 于 小 肠 腺、肠 绒 毛 固 有 结 缔 组

织，少数肠 上 皮 细 胞 中 也 有 表 达 ( 图 版Ⅰ:3 ～
4)。在 双 标 的 免 疫 组 化 标 本 上，ATP7B 与

PCNA 在空肠上皮、小肠腺中有共表达现象，在

绒毛中轴未见共表达( 图版Ⅰ:3)。
对 ATP7B 与 PCNA 在大、小鼠空肠表达的

图像分析结果进行直线相关分析显示，大鼠或

小鼠空 肠 的 ATP7B 与 PCNA 表 达 之 间 均 无 显

著相关性( 表 1)。

表 1 ATP7B 与 PCNA 在大、小鼠空肠的免疫反应阳性物积分光密度相关性分析

Table 1 Correlation statistical analysis between integral optical density of ATP7B and PCNA

immunoreactive positive substances in rat or mouse jejunum

大鼠

Rattus norvegicus
小鼠

Mus musculus

积分光密度

Integral optical density
(Mean ± SD)

ATP7B 224 474. 4 ± 228 536. 5 129 023. 6 ± 87 570. 5

PCNA 33 679. 6 ± 24 130. 3 34 766. 3 ± 25 953. 6

相关性分析

Correlate

r 值 Pearson correlation － 0. 252 － 0. 111

P 值 Probability 0. 224 0. 622

2. 2 ATP7B 与 PCNA 在大、小鼠肾中的表达

在 大、小 鼠 肾 中，ATP7B 均 主 要 表 达 于 肾 小

管与 集 合 管 中 ( 图 版Ⅱ:5 ～ 7)。PCNA 则 在 肾

小管、集 合 管 和 肾 小 球 的 少 量 细 胞 中 有 表 达

( 图版Ⅱ:7 ～ 8)。双标实验结果显示，PCNA 在

肾小管和集合管有共表达现象，在肾小球未见

共表达( 图版Ⅱ:7)。
对 ATP7B 与 PCNA 在大、小鼠肾表达的图

像分析结果进行直线相关分析显示，大鼠或小

鼠肾的 ATP7B 与 PCNA 表 达 之 间 均 无 显 著 相

关性( 表 2)。

表 2 ATP7B 与 PCNA 在大、小鼠肾的免疫反应阳性物积分光密度相关性分析

Table 2 Correlation statistical analysis between integral optical density of ATP7B and PCNA

immunoreactive positive substances in rat or mouse kidney

大鼠

Rattus norvegicus
小鼠

Mus musculus

积分光密度

Integral optical density
(Mean ± SD)

相关性分析

Correlate

ATP7B 118 128. 7 ± 41 046. 6 118 403. 6 ± 53 656. 7

PCNA 34 163. 6 ± 12 512. 3 32 464. 6 ± 31 947. 9

r 值 Pearson correlation － 0. 041 0. 637

P 值 Probability 0. 947 0. 248

3 讨 论

3. 1 ATP7B 在大、小 鼠 空 肠 及 肾 的 表 达 及 意

义 ATP7B 蛋 白 的 6 个 铜 离 子 结 合 区 功 能 不

同，其 中 1 ～ 4 结 合 区 主 要 根 据 铜 浓 度 诱 导

ATP7B 蛋白 在 细 胞 内 的 定 向 移 动，而 5 ～ 6 结

合区则直接参与铜离子的细胞外转运
［9］，其金

属离子结合区也可以与锌结合
［10］。

在 20 日龄 SD 大鼠，铜补充剂没有使小肠

内的铜含 量 发 生 改 变，但 ATP7A、ATP7B 蛋 白

水平比未提供铜补充剂的对照组高，说明小肠

具有调节铜代谢平衡的作用，而且此作用是通

过 ATP7A、ATP7B 等铜的转运载体的改变来实

现
［11］。在大鼠十二指肠中，有研究显示 ATP7A
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表达于肠上皮的顶端区域，在缺乏铁的实验组

中，ATP7A 在 SD 大 鼠 的 十 二 指 肠 的 纹 状 缘 及

基底膜处的表达明显增加
［12］。在 APT7A 转基

因小 鼠 的 空 肠 中，ATP7A 表 达 于 高 尔 基 体，但

当小肠内灌注铜时，其重新定位于靠近基底膜

的囊泡中
［13］。本研究发现 ATP7B 蛋白在昆明

小鼠及 SD 大 鼠 的 空 肠 中 的 表 达 情 况 基 本 一

致:在小肠腺、纹状缘、上皮的近腔面及 近 基 底

膜处表达较强，说明小肠绒毛上皮在铜吸收中

起到重要作用，小肠腺上皮与小肠绒毛根部上

皮相连，细胞类型相似，主要都由杯状细胞与柱

状细胞构成，因此 ATP7B 在小肠腺处也存在较

强表达，推测小肠腺在调节机体铜平衡中也起

到重要 作 用。ATP7B 蛋 白 在 昆 明 小 鼠 空 肠 的

表 达 与 Weiss 等
［5］

的 结 果 有 别，他 们 发 现

ATP7B 只 在 C57 /BL6 小 鼠 空 肠 上 皮 近 腔 面 处

表达较强，这可能与品系的不同有关。
本研究的 结 果 表 明，ATP7B 在 SD 大 鼠 和

昆明小鼠的肾小管曲部、直部与集合管表达，而

在肾小球中呈阴性，肾小管与集合管是肾重吸

收的场所，ATP7B 在该处的表达，提示在 SD 大

鼠和昆明小鼠中，肾小管与集合管对铜离子的

代 谢 调 节 发 挥 作 用。Moore 等
［6］

发 现 ATP7B
在 balb / cCr∥AltBM 小鼠肾小球及肾髓质中表

达，在肾小管曲部处呈阴性，与本研究对昆明小

鼠的观察不同，可能也是由于动物品系的不同

而造成。
3. 2 PCNA 在大、小 鼠 空 肠、肾 的 表 达 及 意 义

PCNA 又称周期素( cyclin) ，是一种分子量为

36 ku 的 蛋 白 质，合 成 并 存 在 于 细 胞 核 内。在

胞核内存 在 可 溶 性 与 不 溶 性 两 种 PCNA，可 溶

性 PCNA 在细胞周期 各 期 中 均 有 表 达，其 量 在

DNA 合成过程中不发生明显变化，易被去污剂

提取、甲醇破 坏;不 溶 性 PCNA 较 稳 定，不 易 被

去污剂洗脱、甲醇破 坏，其 量 的 变 化 与 DNA 合

成一致，检测不溶性 PCNA 在细胞中的表达，可

作为评价细 胞 增 殖 状 态 的 一 个 指 标
［14 － 16］。本

研究所用的免疫组化方法检测到的 PCNA 为不

可溶性的。
本研究发现在正常大、小鼠中，PCNA 阳性

细胞在空肠上皮中较少，在小肠腺中较多，提示

小肠腺的细胞处于增殖状态者较多，与如下研

究一致:小肠腺的细胞主要为 TA 细胞 ( transit-
amplifying cell)［17 － 18］，可 受 肠 黏 膜 损 伤 等 因 素

激活，进入分裂状态，因而 PCNA 表达增加
［19］。

在肠绒毛固有层的细胞中，PCNA 也表达较多。
肠绒毛中轴固有层为结缔组织，含有丰富的淋

巴细胞、浆细胞、巨噬细胞、嗜酸性粒细 胞 和 肥

大细胞等，PCNA 在此处表达较强表明，固有层

的细胞增殖活跃，可能与空肠活跃的代谢及免

疫功能有关。
PCNA 在成年大、小鼠肾小管、集合管和肾

小球的少量细胞表达，与国内学者对肾发育中

PCNA 表达变化的观察结果相一致
［7 － 8］。由此

可见，成年大、小鼠肾的各部分增殖活动并不十

分活跃。
3. 3 PCNA 与 ATP7B 在大、小鼠空肠及肾的

表达相关性 ATP7B 在维持细胞的生存、完成

生理功能上起重要作用
［20］，是一种进化过程中

高度保守的铜转运蛋白。PCNA 为细胞增殖的

标记，与肿瘤等细胞增殖性疾病的发生和发展

存在相关性
［21］，PCNA 在狼疮性肾炎肾 活 检 组

织
［22］

和大肠 癌
［23］

中 的 表 达 高 于 正 常 组 织，增

殖活跃的细 胞 是 否 伴 有 ATP7B 的 表 达 未 见 报

道。ATP7B 在一些肿瘤细胞中也出现高表达，

这可能与肿瘤细胞的顺铂耐药有关。有研究显

示 ATP7B 在贲门 癌 组 织 中 阳 性 表 达 率 高 于 癌

旁正 常 组 织
［24］，在 分 化 较 差 的 肿 瘤 表 达 较

多
［25 － 26］，ATP7B 的表达与口腔鳞状细胞癌

［27］、
食管癌

［28］、乳腺癌
［29］

的预后有关，但肿瘤细胞

ATP7B 与 PCNA 的 表 达 是 否 存 在 相 关 性 尚 未

见报道。本研究表明，ATP7B 和 PCNA 在 正 常

SD 大鼠及昆明 小 鼠 空 肠 上 皮、小 肠 腺、肾 小 管

和集合管的细胞内虽有共表达现象，但空肠及

肾中 ATP7B 与 PCNA 表达之间无显著相关性，

这是否因空肠绒毛中轴和肾小球未见共表达导

致，有待于扩大样本并仅对共表达部分的表达

水平进行相关分析等后续研究。本研究可为今

后肿瘤 发 生 情 况 下 PCNA 与 ATP7B 两 种 蛋 白

表达是否存在相关性等探讨提供思路。
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图版Ⅰ说明

1. 空肠 HRP 标记的 ATP7B 免疫组化染色:A. 大鼠，B. 小鼠，C. 阴性对照; 2. 空肠 AP 标记的 ATP7B 免疫组化染色:A. 小鼠，B. 阴

性对照; 3. 大鼠空肠 HRP 标记的 PCNA 和 AP 标记的 ATP7B 免疫组化染色; 4. 空肠 HRP 标记的 PCNA 免疫组化染色:A. 大鼠，

B. 小鼠，C. 阴性对照; 标尺 = 50 μm。

Explanation of Plate Ⅰ

1. Distribution of ATP7B in rat or mouse jejunum as revealed by HRP: A. Rat，B. Mouse，C. Negative control; 2. Distribution of ATP7B in

jejunum as revealed by AP: A. Mouse，B. Negative control; 3. Distribution of ATP7B and PCNA in rat jejunum as revealed by AP and

HRP; 4. Distribution of PCNA in rat and mouse jejunum as revealed by HRP: A. Rat，B. Mouse，C. Negative control; Bar = 50 μm.

图版Ⅱ说明

5. 肾 HRP 标记的 ATP7B 免疫组化染色:A. 大鼠，B. 小鼠，C. 阴性对照; 6. 肾 AP 标记的 ATP7B 免疫组化染色:A. 小鼠，B. 阴性对

照; 7. 小鼠肾 HRP 和 AP 标记的免疫组化染色; 8. 肾 HRP 标记的 PCNA 免疫组化染色:A. 大鼠，B. 小鼠，C. 阴性对照; 标尺 =

50 μm。

Explanation of Plate Ⅱ

5. Distribution of ATP7B in rat and mouse kidney as revealed by HRP: A. Rat，B. Mouse，C. Negative control; 6. Distribution of ATP7B in

kidney as revealed by AP: A. Mouse，B. Negative control; 7. Distribution of ATP7B and PCNA in mouse kidney as revealed by AP and

HRP; 8. Distribution of PCNA in rat and mouse kidney as revealed by HRP: A. Rat，B. Mouse，C. Negative control; Bar = 50 μm.

纹状缘及上皮细胞近腔面(▲) ; 上皮细胞近基底处(↑) ; 小肠腺( * ) ; PCNA 阳性表达的绒毛结缔组织细胞() ; PCNA 阳性表

达的上皮细胞(△) ; 肾小球(★) ; 肾小管(☆)。

Striated border and near-cavity surface of intestinal epithelial cells (▲) ; Near-basement surface of intestinal epithelial cells(↑) ; Intestinal

glands( * ) ; Strong PCNA expression in cells of connective tissues() ; Strong PCNA expression in epithelial cells (△) ; Glomerulus

(★) ; Renal tubule(☆) .
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王杰玉等:ATP7B 和 PCNA 在大鼠、小鼠空肠及肾的表达 图版Ⅰ
WANG Jie-Yu et al. :Expression of ATP7B and PCNA in the Jejunum and Kidney

of Rat and Mouse Plate Ⅰ

图版说明见文后
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王杰玉等:ATP7B 和 PCNA 在大鼠、小鼠空肠及肾的表达 图版Ⅱ
WANG Jie-Yu et al. :Expression of ATP7B and PCNA in the Jejunum and Kidney

of Rat and Mouse Plate Ⅱ

图版说明见文后


