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摘要：观察了表皮生长因子受体及增殖细胞核抗原在生后#天至生后#&月龄昆明种小鼠睾丸内的表

达，结果表明：精原细胞及初级精母细胞从生后第!周至生后’周龄+,-复制旺盛，增殖细胞核抗原免

疫反应阳性细胞面密度于生后#’天出现峰值。表皮生长因子受体在间质细胞、精母细胞内均有表达。

生后’周时，精母细胞表皮生长因子受体表达较强，便于表皮生长因子发挥调节细胞增殖、凋亡的作用。
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表皮生长因 子（@B4I@CM5N=CEOL?F5ULEC，

G28）最早是从雄性小鼠颌下腺提纯的一种多

肽［#］，其来源主要是颌下腺。G28通过自分泌

或旁分泌机制对组织器官的生长发育起调节作

用，刺激各种上皮细胞的分裂、分化和增殖。其

受体（@B4I@CM5N=CEOL?F5ULECC@U@BLEC，G28H）

是存在于细胞质膜中的糖蛋白，被质膜分为内

外两个区域的单一肽链。当G28与其受体结
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合后，具有多种生物学活性。!"#$在睾丸内

是如何分布的？近年来报道较少［%］。本文观

察了!"#$及 增 殖 细 胞 核 抗 原（&’()*+,’-.*/0
1,))/21),-’-/.*0,/，3456）在各发育阶段小鼠

睾丸内的表达，以确定其细胞定位及其在不同

发育阶段表达的特异性；研究了生精上皮细胞

群体增殖活性的变化过程，探讨!"#在生精细

胞增殖中的调控作用。

! 材料与方法

!"! 动物、取材及切片制备

选用昆明种小鼠（华北制药股份有限公司

动物场提供），分为生后7天（生后8小时内），

生后9、:、;天，%、9、<、=、8周，=、7>月龄共77
组，每组选用;只动物。动物称重断头处死后，

剖腹取其睾丸，固定于<?的多聚甲醛，常规脱

水，石蜡包埋，制成=!@的连续切片，切片裱于

覆有9A氨丙基三羟乙基硅烷（9A6@*/(&’(&B)A
C’*,.D(EBF*)-/,，63!G）的载玻片上。

!"# 免疫细胞化学染色

切片脱蜡后用7?甲醇A过氧化氢液处理

9>分钟，经山羊血清于9;H处理9>分钟后，采

用北京中山公司提供的美国IJK!L公司G3
试剂盒进行染色。加入!"#$（7M:>G65C6
4$NI）或3456抗体（7M:>IJK!L）后置于

<H冰箱过夜，再加入生物素标记的二抗，9;H
处理9>分钟之后加入辣根过氧化物酶标记的

链霉卵白素孵育9>分钟，经二甲氨基偶氮苯

（L6O）A过氧化氢显色约:分钟，>P>7@()／Q的

3OG充分冲洗以终止反应，以上各步间均用

>P>7@()／Q的3OG冲洗9次，每次:分钟，对

照组用>P>7@()／Q的3OG替代第一抗体进行

免疫细胞化学染色。

!"$ %&’(免疫反应阳性细胞图像分析

7>倍接物镜下，用R3A8计算机图像分析

系统（北京凌志公司设计）进行3456免疫反

应阳性细胞面密度（免疫反应阳性细胞与所选

整个视野的百分比）分析，每只动物选取9张切

片，每张切片检查7>个视野。

# 结 果

#"! %&’(免疫细胞化学观察

3456阳性细胞，其阳性颗粒为浅黄色至

棕黄色，位于细胞核内。生后7"9天，生殖母

细胞染色浅，数量少，分布不广泛（图版R：7）。

阳性的生殖母细胞在生后第:天出现。生后第

;天，生精小管中出现阳性的精原细胞（图版R：

%）。生后%"9周，精原细胞、初级精母细胞都

呈阳性，但初级精母细胞核染色比精原细胞核

染色深（图版R：9）。生后第<周，精原细胞呈

阳性的生精小管比例增加，阳性初级精母细胞

层次变少，多为7"%层（图版R：<）。从生后第

=周开始，大部分生精小管内阳性精原细胞排

为一层，染色深，但初级精母细胞呈弱阳性或阴

性（图版R：:），该状态一直保持到生后第8周。

在生后=月和7>月龄，可见精原细胞呈阳性反

应，分布不均匀，大部分初级精母细胞呈弱阳性

反应（图版R：=）。

对3456免疫细胞化学染色结果进行面

密度分析，结果提示：从出生到生后7<天，面密

度随日龄变化有增加的趋势，到生后第7<天出

现峰值。出生7<天以后，面密度呈下降的趋势

（表7）。

#"# )*+,免疫细胞化学观察

!"#$免疫反应阳性细胞内可见阳性颗

粒，呈浅黄色至棕黄色，大小均一，位于胞膜下

方。从新生到生后第;天，间质细胞呈弱阳性

反应，多为浅黄色。随日龄增加间质细胞内的

阳性反应逐渐增强，生后9周龄时最强，之后逐

渐下降，到生后第8周则呈弱阳性反应。精母

细胞在生后第%周呈弱阳性反应，生后<周龄

时，精母细胞胞浆内可见阳性颗粒（图版R：;），

并一直保持到生后第8周（图版R：8）。生后=
月和生后7>月龄，精母细胞呈阴性。从生后7
天到生后7>月龄，睾丸支持细胞未见!"#$
免疫阳性染色，未见阳性肌样细胞。
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表! "#$%免疫反应阳性细胞面密度的加龄变化
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& 讨 论

表皮生长因子受体是存在于细胞质膜中的

糖蛋白，并被质膜分为内外两个区域的单一肽

链。当表皮生长因子与其受体结合后，激 活

-./0细胞内域的酪氨酸蛋白激酶（123）活

性，123使受体自身及胞浆中多种蛋白质底物

磷 酸 化，调 节 细 胞 的 分 裂、分 化、生 存 和 死

亡［"］。

孙亚平等［%］发现：-./阳性反应主要定位

于睾丸间质细胞，偶见于生精小管周边肌样细

胞，进入性成熟期以后，-./阳性反应尚可出

现于精原细胞、精母细胞，以及个别精子细胞。

大鼠、小鼠和人的睾丸支持细胞均未见明显阳

性染色。我们在实验观察中发现：小鼠在生后

第%周，精 母 细 胞-./0阳 性 反 应 强，以 便

-./通过膜受体介导而分化，使-./有机会

进入细胞核，与染色质456的活性转录区结

合，表现出调节生精细胞增殖、分化、生存和凋

亡的作用，有利于精子发生。

另外，我们发现生后"周龄时间质细胞内

-./0表达最强，而该阶段是生精细胞456复

制最旺盛的阶段之一。如果正如推测的那样，

间质细胞是睾丸中主要的-./分泌细胞，-./
就通过自分泌的途径，调节间质细胞内睾酮的

生物合成［#］。通过激素这个第二信使调节生

精细胞的功能状态。

从生后!天到生后"日龄，生殖母细胞呈

1756阴性或弱阳性，说明刚出生时生殖母细

胞456复制、合成不旺盛。我们认为在该阶

段生殖母细胞增殖有一短暂的休止期。到生后

第#天，生殖母细胞核1756免疫反应才增

强，这与高福禄［(］的研 究 结 果 相 吻 合。他 发

现，生殖母细胞在胚胎!+天暂停"8标记胸腺

嘧啶的掺入，生后第%天，生殖母细胞迁移到睾

丸索周边时开始456合成。

令人感兴趣的是：生后&!%周龄时可见数

层1756阳性的精原细胞和初级精母细胞，生

后第(周到!)月龄大部分生精小管内仅存一

层阳性的精原细胞。高福禄等［(］已发现，正常

状态下，老年大鼠的精原细胞尚未失去456
合成的能力，这说明在生后各发育阶段中，部分

精原细胞始终保持456复制细胞增殖的能

力。
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图 版 说 明

!"光镜观察示生后!天#$%&弱阳性的生殖母细胞（!）［’()*+,(-./).01*2*/3(4)+*5#$%&1/2(+(65-577（!）/41/2+40+07!2+809］

:;<<；="示生后>天#$%&阳性的精原细胞（!）［’()*+,(-./).01*2*/3(4)+*5#$%&1/2(+(65215.,0+/)/4(0（!）/41/2+40+07>+*

809］:;<<；?"示生后=!天#$%&阳性的精原细胞（!）和初级精母细胞（"）［’()*+,(-./).01*2*/3(4)+*5#$%&1/2(+(65215.@

,0+/)/4(0（!）0481.(,0.9215.,0+/-9+5（"）/41/2+40+07=!2+809］:=<<；;"生后=A天，#$%&阳性的初级精母细胞（!）层次变少

［B*57095./C#$%&1/2(+(651.(,0.9215.,0+/-9+5（（!）85-.5025/41/2+40+07=A+*809］:;<<；D"生后;=天，阳性的精原细胞（!）排

为一层［’()*+,(-./).01*2*/3(4)+*5#$%&1/2(+(65215.,0+/)/4(0（!）/41/2+40+07;=48809］:=<<；E"生后!<月，#$%&阳性的精

原细胞（!）分布不均匀［B*5#$%&1/2(+(65215.,0+/)/4(0（!）8(2+.(FG+58(2-/4+(4G/G279/41/2+40+07!<+*,/4+*］:!<<；>"生后;
周，示阳性的精母细胞（!）［’()*+,(-./).01*2*/3(4)+*5HIJK1/2(+(65215.,0+/-9+5（!）/41/2+40+07;+*355L2］:=<<；A"生后A
周，示阳性的精母细胞（!）［’()*+,(-./).01*2*/3(4)+*5HIJK1/2(+(65215.,0+/-9+5（!）/41/2+40+07A+*355L2］:;<<
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高温与香烟联合对大鼠早期胚胎

致畸作用的研究#

丰慧根 孙 璐 刘明林 穆灵敏
（新乡医学院细胞生物学教研室 河南 ;D?<<?）

摘要：为了探讨高温与香烟联合对胚胎的毒性和致畸作用，用高温（;<、;!、;=、;?O）及香烟烟雾水溶物

联合处理怀孕的大鼠。结果表明，高温与香烟联合可加强胚胎的致畸作用，并与温度、香烟浓度和高温

持续时间明显相关，当持续?分钟的高温与香烟联合，胚胎致畸率达><P以上，与单独高温组、单独给烟

组有明显差异（!$<"<!），并具有协同效应。结果提示，持续高温与香烟联合有明显的胚胎毒性和致畸

作用。

关键词：高温；致畸作用；胚胎；香烟烟雾水溶物
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