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摘要：用免疫组织化学方法检测原癌基因 1) -(& 和 1)201 蛋白在北方山溪鲵（3+4*+1")5%*)& 4#6%4+$)&）精子

发生中的表达定位。结果显示，在精原细胞缓慢增殖期，+、& 月，,-. 阳性反应物出现在精原细胞的胞质

及核膜外，%"、%% 月，,-. 在少量精原细胞的胞核中表达。在精原细胞快速增殖期，即翌年 $ 月，,-. 定位

在精原细胞的胞质中；/ 月，,-. 在大量的胞核中强阳性表达；# 月，,-. 定位于部分精母细胞核质和核膜

下；* 月，,-. 在一些精子细胞的核质和核膜下表达。012 在 +、& 月的部分精原细胞胞质中表达较弱，在

%"、%% 月阳性反应出现在个别精原细胞的核质中。翌年 $ 月，012 在精原细胞核周围的胞质中表达；/
月在大量的精原细胞核膜下有强表达；# 月，012 在一些精母细胞核膜下表达；* 月，012 在部分精子细

胞的核膜下弱表达。结果表明，北方山溪鲵的原癌基因 1) -(& 和 1)201 表达大强度在生精细胞发育中呈

阶段性，表达的强度和细胞数量与细胞增殖的速度相一致。,-. 和 012 在精原细胞内从胞质向胞核的

转移与细胞快速增殖的时期相吻合。说明 1) -(& 和 1)201 对精原细胞有丝分裂有促进作用，并参与精母

细胞成熟分裂的调控。
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在精子发生中，二倍体干细胞经过特定次

序的分裂，分化成在结构和功能上高度特化的

单倍体精子，精子发育过程的独特性为研究细

胞分化的调控提供了理想的模型。原癌基因

!1 "#$ 和 !1%&! 在哺乳动物配子增殖及分化中的

作用已有许多报道，!1 "#$ 蛋白 :;< 作为转录因

子，可参与基因表达，促进生精细胞过渡时期的

发育进程［C D E］。 !1%&! 的表达水平与细胞增殖

有关，高水平的 !1%&! 6FGH 可增加细胞进入

< 期［I D J］。在两栖动物食用蛙（2,-, +$!.3+-(,），

!1 "#$ 蛋白 :;< 存在于精原细胞的核中，而不存

在于精母细胞中。而 !1%&! 蛋白 =>? 则存在

于精原细胞和精母细胞中［K］。在蜥蜴（4#5,/!)$
$ 7 $)!.3,），:;< 在精原细胞增殖期定位于精原

细胞核中，在其他时期定位于精原细胞的核周；

而 =>? 总是定位在精原细胞、初级和次级精母

细胞以及精子细胞的核中［L］。上述研究可见，

!1 "#$ 和 !1%&! 在精子发生中与细胞的增殖及分

化有着密切的关系。但在不同物种的精子发生

中，这两种原癌基因的表达存在着差异，其普遍

性规 律 仍 须 更 多 的 实 验 证 实。北 方 山 溪 鲵

（’,(/,!0.1+/.$ ()*+(,-.$），或称西藏山溪鲵，属于

非连续性精子发生，生精细胞的分化时间比较

明显，精原细胞增殖可分为两个时期，在 L D CC
月间为精原细胞缓慢增殖期，翌年 E D M 月间为

精原细胞快速增殖期，N 月末 D J 月初为初级精

母细胞的成熟分裂期，J 月末 D K 月是精子形成

期［CO D CP］。在明确北方山溪鲵生精细胞发育周

期的基础上，本文用免疫组织化学方法，通过对

北方山溪鲵不同发育时期生精细胞中原癌蛋白

:;<和 =>? 的表达定位变化，阐明 !1 "#$ 和 !1
%&! 在精子发生中的调节作用。

) 材料与方法

)*) 材料 雄性成体北方山溪鲵于 POOC 年、

POOP 年 I D CC 月采自秦岭北坡的溪流中，采集

点在东经 COJQMKRCMS，北纬 EEQIJROES的溪流中，

海拔高度为 C NOO D C LOO 6。每月 E D I 例，共

PK 例。体重 CL D EO 3，体长 CJM D PNO 66。

)*+ 样品制备 动物经麻醉后剖腹，取其精巢，

迅速放入改良 T)&./%’% 液固定 CO D CP "，系列酒

精脱水，石蜡包埋，连续切片，切片厚 M D K!6。

)*, 免疫细胞化学反应程序 采用 T)%(#$ 公

司推荐的免疫组织化学 <HT? 法：切片常规脱

蜡、复水后浸入用蒸馏水新配制的 EUVP;P，室

温下 M D CO 6./ 以灭活内源性酶；用 OWOC 6)’XY
枸橼酸盐缓冲液（-V NWO），热修复 P D E 次；抗

原修复液"修复 M D CO 6./；正常山羊血清室温

下封闭 PO 6./；加入一抗（:;< 抗体为兔抗人、

=>? 抗体为鼠抗人，均为 T)%(#$ 产品，ZT< C [ MO
稀释）I\孵育 PI "；再用二抗（为与一抗同源的

兔抗或鼠抗抗体，T)%(#$ 产品）EJ\ 孵育 EO 6./；

用 <HT?（%($#-(+5.4./1B.)(./1-#$),.4+%# 2)6-’#,）复

合液在 EJ\ 孵育 EO 6./；最后加 ]HT 显色剂

显色；每月空白对照切片均用 ZT< 代替第一抗

体进行孵育。Y#.2+ ]=YTP 型光学显微镜观察

并摄像。

用 ^*./ _#图像分析系统（Y#2.+）分别测定

I D CC 月精巢的 :;<、=>? 抗体免疫染色反应

物的灰度值，每个材料随机选取 E 张切片，每张

切片随机测试 EO 个阳性细胞的灰度值取其平

均值。灰度值越低，光密度越强，阳性反应越

强。用 <Z<< COWO 0)$ ‘./4)*% 进行统计学分析，

所测数据符合正态分布，统计平均值和标准差，

与阴性对照比较。
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! 结 果

!"# $%& 的表达 从 !"# 在生精细胞中的免

疫反应灰度值（表 $）可见，在 % 月，山溪鲵的精

巢中 !"# 在许多精原细胞的胞质中和核膜上

有强阳性反应（图版!：$）；& 月，在同一生精小

囊内，几乎所有精原细胞的核质中均有强阳性

反应（图版!：’）；( 月，在一些精母细胞的核质

及核膜下有强阳性反应（图版!：)）；* 月，在精

子细胞的核质或核膜下有强阳性反应（图版!：

%）；在 + , - 月的精巢增殖区，!"# 出现在一些

精原细胞的胞质及核膜上（图版!：&）；$. , $$
月，!"# 则在增殖区少数精原细胞的胞核中有

阳性表达（图版!：(）；在成熟区的精子头部也

有 !"# 的弱阳性反应（图版!：*）。

表 # $%& 在北方山溪鲵精子发生中的免疫细胞化学定位及其灰度值（! / "#）
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月份

01234

精原细胞 #5678931:12;9 精母细胞 #5678931<=36 精子细胞 #567893;> 精子 #5678

定位

?1<9@;A93;12
灰度值

B76= @6C6@
定位

?1<9@;A93;12
灰度值

B76= @6C6@
定位

?1<9@;A93;12
灰度值
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% D5，E8 ()F$( / $%F+$
& E5 %-F&( / $.F+-
( E5，E8 (.F)( / $’F%%
* E5，E8 &(F+. / $.F$%
+ D5，E8 *&F++ / $$F-- E5 +&F’% / $+F.-
- D5，E8 --F’. / $’F*. E5 ++F$( / $’F*.
$. E8，E5 *.F*( / $$F+’ E5 -(F%. / $(F$)
$$ E8，E5 *&F%. / $$F).

空白对照（图版!：+）的灰度值为 $)$ / -F(-；D5：细胞质；E5：核质；E8：核膜；空白为缺乏此类细胞。
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!"! >?@ 的表达 从生精细胞中 0ND 免疫

反应的灰度值（表 ’）可见，在 % 月的精巢中，

0ND在一些精原细胞核周围的胞质有阳性表

达（图版"：$）；& 月，在大多数精原细胞的核膜

下都有强阳性反应（图版"：’）；( 月，0ND 在精

母细胞的核膜下有强阳性反应（图版"：)）；*

月，在精子细胞核膜下有阳性反应（图版"：%）；

+ , - 月，0ND 在增殖区部分精原细胞的胞质中

有阳性反应（图版"：&）；$. , $$ 月，0ND 在增殖

区个别精原细胞的核质中有阳性反应（图版

"：(）；成熟区的精子头部有弱阳性反应（图版

"：*）。

表 ! >?@ 在北方山溪鲵精子发生中的免疫细胞化学定位及其灰度值（! / "#）
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定位

?1<9@;A93;12
灰度值

B76= @6C6@
定位

?1<9@;A93;12
灰度值
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+ D5 +(F$( / $-F%$ E5 $.(F*( / $&F&)
- D5 (*F*( / $)F(* E5 -(F($ / $+F$.
$. E5 *.F++ / $%F.+ E5 $$’F*( / $*F$)
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空白对照（图版"：+）的灰度值为 $)% / $(F%)。
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! 讨 论

!"# $%& 与生精细胞增殖和分化的关系 !!
"#$ 在生殖细胞内呈现出阶段性表达，其产物

"#$ 作为细胞内转录因子对细胞增殖、分化、凋

亡具有重要的调控作用。食用蛙，精巢处于静

止时期时，"#$ 存在于初级精原细胞胞质中，而

当精原细胞开始增殖时，"#$ 出现在初级精原

细胞的核质中［%］。蜥蜴中，!! "#$ 的蛋白一直存

在于生精细胞中，而且在精原细胞增殖时，有从

胞质到胞核的转移过程［&］。北方山溪鲵的精巢

中，"#$ 间断性地存在于精原细胞、精母细胞和

精子细胞中，在个别精子头部也有表达。% ’ ((
月，即北方山溪鲵精原细胞缓慢增殖时，"#$ 存

在于少量精原细胞中，阳性反应首先在胞质和

核膜上，然后则出现在核膜和核质中。在此阶

段，"#$ 表达有两个特点，一是表达的细胞数量

较少；二是表达得强度较弱。这与北方山溪鲵

在缓慢增殖期内精原细胞分裂的数量较少，细

胞分裂速度较慢相一致。翌年 ) ’ * 月，是精原

细胞的快速增殖期。此时北方山溪鲵的精巢已

经过 ( ’ + 月的休眠期和 , 月的排精期，精巢成

熟区内大量的精子已排出，增生区的生精细胞

向周围扩展，细胞分裂的数量多、速度快［(-，((］，

"#$ 在精原细胞的表达数量和强度都比缓慢增

殖阶段增加。说明 "#$ 对精原细胞的增殖分

裂中有促进作用。

在北方山溪鲵两次精原细胞增殖过程中，

"#$ 都表现出从胞质转移到核质中的特点，这

与在食用蛙［(,］和蜥蜴［&］中所得出的结果相似。

在食用蛙，!! "#$ 样 ./01 出现在生精细胞增殖

的高峰期。"#$ 蛋白从胞质转移到核质内的过

程不仅仅只是一个简单的位置变化，而是 !! "#$
表达的由弱变强、发挥作用的过程［()］。23456678
等［(*］报道，雌激素可以激活 "#$ 蛋白的表达，

而 "#$ 蛋白在精原细胞核内磷酸化时，参与精

原细胞增殖，从而调节精子发生起始。

936:58 等［(］报道，!! "#$ 在小鼠的 ; 型精原

细胞内有较高水平表达，而 ; 型精原细胞是在

成熟分裂前最后一次有丝分裂所形成的，推测

!!"#$ 参与调节精原细胞向精母细胞过渡的进

程。23456678 等［(<］认为，"#$ 可能涉及精原细胞

核内的某些转录因子，诱发了成熟分裂。北方

山溪鲵，从 * 月到 < 月是生精细胞从增殖期到

成熟期过渡的阶段，即精原细胞向初级精母细

胞过渡的时期。* 月，"#$ 在大量的精原细胞

核质中强表达，此时的精原细胞多为 ; 型精原

细胞。而 < 月的精母细胞中，"#$ 表达的细胞

数量较少，并且阳性反应物在核膜下，与 * 月精

原细胞相比，阳性反应减弱。说明在北方山溪

鲵，"#$ 还可能在生精细胞有丝分裂向成熟分

裂的转化过程中发挥某种作用。

关于 "#$ 是否在精子细胞和精子表达的

报道不多。北方山溪鲵 = 月的少量精子细胞和

% 月的精子头部中，可见 "#$ 有较弱的阳性反

应，说明在精子变态前和变态中 "#$ 仍存在，

它是否在精子变态中具有调节作用，仍待探讨。

!"’ ()* 与生精细胞增殖和分化的关系 !!
%&! 的表达产物 >?2 参与 @01 复制的启动，调

节细胞的增殖、分化和凋亡。已有报道，!!%&!
的表达水平与细胞增殖有关，高水平的 !!%&!
./01 可促进细胞进入 $ 期，认为精原细胞进

入增殖周期与 !!%&! 的诱导作用有关［*，<，(=］。蜥

蜴中 ，>?2 可在精原细胞、初级精母细胞、次级

精母细胞和精子细胞的核内表达，与 "#$ 一起

调节蜥蜴的精子发生过程［&］。在食用蛙精巢

中，(( ’ + 月，>?2 存在于精原细胞的胞质中，

而在 , ’ (( 月的精原细胞和精母细胞中，>?2
总是在细胞核中有阳性反应［%］。北方山溪鲵精

巢中，与 "#$ 相似，>?2 在各个不同发育时期

的生精细胞都有间断性表达。% ’ (( 月，精原

细胞缓慢增殖时，>?2 从精原细胞的胞质到核

膜下，表达的细胞数量和强度均较小。而 ) ’ *
月，当精原细胞大量增殖时，>?2 也从精原细

胞的胞质到核膜下，但表达的细胞数量和强度

都增加。可见与 "#$ 相似，>?2 的表达水平与

精原细胞增殖速度是一致的。

小鼠中，!!%&! 在 ; 型精原细胞内高水平

表达，精母细胞在减数分裂前期其 ./01 亦有

表达［(］。人类 !!%&! 在成熟分裂后期的精子细

·+,· 动物学杂志 ’()*+$+ ,#-.*/0 #" 1##0#2& )( 卷



胞表达，说明 !!"#! 在精子形成中有重要作

用［"#］。北方山溪鲵 $%& 在 ’ 月的精母细胞核

中强表达，( 月的精子细胞核中弱表达，这与

)*+ 此时在这两种细胞的表达水平非常相似。

通过小鼠生殖细胞的体外培养，用 ,-!.&, 研

究发现，!!"#! 的过量表达使生精细胞都停滞

在初级精母细胞的减数分裂早期，导致初级精

母细胞凋亡［"/］。+01023 等［45］也证实，在生精细

胞中 !!"#! 过量表达可导致生精细胞死亡。说

明 $%& 若过度表达，则干扰正常成熟分裂过程

细胞周期的调控机制，限制精母细胞减数分裂

进程。在北方山溪鲵，6 7 ’ 月是精原细胞向精

母细胞过渡的时期，)*+ 和 $%& 都强表达，而 (
月的精子细胞，)*+ 和 $%& 表达都较弱。由此

可认为这两种发育信息在生精细胞的成熟分裂

的调节中可能有相互拮抗作用，前者促进从细

胞增殖到细胞成熟的过程，而后者在限制这一

转化进程，它们共同调控生精细胞分化。如果

二者之间失去平衡，将导致细胞成熟发育的失

败。
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图版!说明

!" # 月，$%& 的阳性免疫反应物（!）定位在精原细胞胞质中；’" ( 月，$%&（!）在精原细胞核中表达；)" * 月，$%&（!）定位在精母

细胞核中；#" + 月，$%&（!）定位在精子细胞核中；(" , 月，$%&（!）在精巢非成熟区一些精原细胞的胞质中表达；*" !- 月，$%&
（!）在精巢非成熟区精原细胞核中表达；+" !- 月，$%&（!）定位在精巢成熟区精子头部；! . + / )!*；," 空白对照 / !(,。

!"# $%&’()(*+,) ,- .’(*# !
!"$%&（!）01 23456789: 5; 96<=:845>5108 01 ?6=07；’"$%&（!）01 1@27<0 5; 96<=:845>5108 01 A83；)"$%&（!）01 1@27<0 5; 96<=:845234< 01

B@1<C #"$%&（!）01 1@27<0 5; 96<=:840D 01 B@73；("$%&（!）01 23456789: 5; 96<=:845>5108 01 0::84@=< E51< 01 ?@>@94；*"$%&（!）01 1@27<0

5; 96<=:845>5108 01 0::84@=< E51< 01 %245F<=；+"$%&（!）01 2<6G87595:< 5; 96<=:845E58 01 :84@=< E51< 01 %245F<=；! H + / )!*；," 2514=57

9<24051 I04G5@4 659040J< =<824051 / !(, C

图版"说明

!" # 月，AKL（!）在精原细胞的胞质中表达；’" ( 月，AKL（!）在精原细胞的核膜下表达；)" * 月，AKL（!）定位在精母细胞核

中；#" + 月，AKL（!）定位在精子细胞核中；(" , 月，AKL（!）定位在非成熟区少数精原细胞的胞质中；*" !! 月，AKL（!）在非成

熟区个别精原细胞的胞质和核中表达；+" !- 月，AKL（!）定位在精巢成熟区的精子头部；! . + / )!*；," 空白对照 / !(,。

!"# $%&’()(*+,) ,- .’(*# "
!"AKL（!）01 23456789: 5; 96<=:845>5108 01 ?6=07；’"AKL（!）01 6<=01@27<8= =<>051@9 5; 96<=:845>5108 01 A83；)C AKL（!）01 1@27<0 5;

96<=:845234< 01 B@1<；#"AKL（!）01 1@27<0 5; 96<=:840D 01 B@73；("AKL（!）01 23456789: 5; 96<=:845>5108 01 0::84@=< E51< 01 ?@>@94；

*"AKL（!）01 23456789: 81D 1@27<0 5; 96<=:845>5108 01 0::84@=< E51< 01 M5J<:F<=；+"AKL（!）01 2<6G87595:< 5; 96<=:845E58 01 :84@=< 01

%245F<=；! H + / )!*；," 2514=57 9<24051 I04G5@4 659040J< =<824051 / !(,"
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李亚琳等：!! "#$ 和 !!%&! 在北方山溪鲵精子发生中的表达 图版!
"# $%!"&’ ’( )* (：)*+,-..&/’ /0 !! "#$ %’1 !!%&! 12,&’3 4+-,5%6/3-’-.&. /0 46,-%5

4%7%5%’1-, 87%6- !

图版说明见文后
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李亚琳等：!! "#$ 和 !!%&! 在北方山溪鲵精子发生中的表达 图版!
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