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应用免疫组织化学法研究 Χ-干扰素
在大鼠室管膜中的定位分布

Ξ

孙志宏,欧阳五庆,杨增歧,赵友琴,赵慧英,胡　格,陈树林, 李育良
(西北农林科技大学 畜牧兽医学院,陕西 杨陵 712100)

　　[摘　要 ]　用免疫组织化学 SP 法结合葡萄糖氧化酶2DAB 2硫酸镍铵呈色法,对正常成年大鼠室管膜上 IFN 2Χ
的特征和分布进行了研究。结果表明: IFN 2Χ免疫反应阳性细胞分布于大鼠侧脑室壁、第三脑室壁、中脑导水管、第

四脑室壁的室管膜中。其中侧脑室、第三脑室、第四脑室壁上存在有伸长细胞,发出基突伸向周围灰质。提示 IFN 2

Χ可能作为一种新的脑神经肽存在于室管膜中,参与脑2脑脊液回路的调节。
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　　动物和人体存在着免疫2神经2内分泌调节网
络,这一网络各组成部分之间的相互作用,对维持机

体正常的生理功能和内环境的稳定起着重要的作

用[1 ]。参与这一网络活动的物质除神经递质和内分

泌激素以外,还有第三类物质,即细胞因子, Χ2干扰
素 ( IFN 2Χ)就是其中一种。 IFN 2Χ不仅具有抗病毒、
抗肿瘤的功能,而且在免疫调节中起重要作用。近年

来, IFN 2Χ被视为一种新的神经肽和有效的神经递
质[2 ]。有学者报道[3, 4 ] ,在室管膜的分布有 P 物质、生

长抑素神经递质,但是细胞因子在室管膜上是否分

布还未见报道。本试验应用免疫组织化学 SP 法观

察了大鼠室管膜内 IFN 2Χ免疫反应细胞的分布情
况。

1　材料和方法

1. 1　试　剂

　　鼠抗 IFN 2Χ单克隆抗体 (1∶2 000,美国 Sigm a

公司) , 抗鼠 SP 试剂盒 (Cat. N o: K it29701, 福州迈

新生物技术开发公司) ,DAB (美国 Sigm a 公司)。

1. 2　试验动物及组织处理

正常成年 SD 纯系大鼠 5 只 (第四军医大学实

验动物中心提供) ,体重 200～ 250 g,雌雄不限,安静

养数天,给以充足、清洁的饮水和摄食。用质量分数

1%戊巴比妥腹腔注射麻醉 (40 m gökg 体重) ,先经

心脏快速灌流 4 ℃生理盐水 100 mL 后,再灌入约

400 mL 4 ℃ 的 体 积 分 数 4%的 多 聚 甲 醛

(0. 1 mo löL磷酸缓冲液, PB 配制, pH 7. 4)。取出脑

组织, 置入同样固定液中后固定 12 h, 浸入体积分

数 20%的蔗糖 PB 溶液中,直至组织沉底。然后做连

续冠状冰冻切片,片厚 40 Λm ,隔 2取 2,共制 2套切

片,其中 1套用作 IFN 2Χ免疫组织化学 SP 染色,另

一套部分用作对照染色,部分用作尼氏染色并结合

Geo rge Pax ino s图谱进行核团定位。

1. 3　免疫组织化学 SP 法操作程序

SP 试剂盒由A、B、C、D 4种试剂组成。每张切

片加1滴或 50 ΛL 过氧化酶阻断液 (A 液) ,室温下

孵育 30 m in。每张切片加1滴或50 ΛL非免疫血清 (B

液) ,室温下孵育 30 m in。每张切片加 1 滴或50 ΛL

第一抗体, 4 ℃下孵育 48～ 72 h。每张切片加 1滴或

50 ΛL生物素标记的第二抗体 (C 液) , 37 ℃下孵育

1 h。每张切片加 1滴或 50 ΛL 链亲和素2过氧化物

酶液 (D 液) ,室温下孵育 40 m in。各步之间,切片经

0. 01 mo löL PBS漂洗 3次,每次 10 m in。加入DAB

反应液 (0. 5 göL DAB , 25 göL 硫酸镍铵、2 göL葡

萄糖、0. 4 göL 氯化铵和 0. 007 göL 葡萄糖氧化酶,

用 pH 6. 2 的 0. 1 mo löL 醋酸缓冲液配制)呈色

15～ 30 m in,蒸馏水洗 2 次, 每次 15 s, 在10 göL明

胶的 PBS混合液中贴片、晾干、脱水、透明、封片。
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1. 4　对　照

用 PBS或正常牛血清白蛋白替代第一抗体,做

为阴性对照。

2　结　果

用 PBS或正常牛血清白蛋白替代第一抗体,结

果为阴性, 说明本试验显示的阳性结果为特异性。

IFN 2Χ的免疫反应性室管膜细胞在侧脑室 (LV )侧

壁 (图 1)、第三脑室 (V 3)侧壁 (图 2～ 3)、中脑导水

管 (M A ) (图 4～ 5)和第四脑室 (V 4) 侧壁 (图 6)上

均有分布。

侧脑室　阳性细胞的数量较多,形态多种,有卵

圆形、锥形、不规则形,胞质着色较深,胞核多呈空泡

状,且多位于细胞中央,有的阳性细胞似伸长细胞,

有突起伸向周围灰质,也有的阳性细胞有突起伸向

侧脑室。

第三脑室　阳性细胞呈卵圆形、锥形,有的似伸

长细胞,其突起伸向室管膜下层。

中脑导水管　阳性细胞数量多,细胞多呈圆形、

卵圆形,胞质着色深浅不一,可分为强阳性细胞和弱

阳性细胞,强阳性细胞胞质着色深,而弱阳性细胞胞

质着色较深,胞核呈空泡状,核多偏位。

第四脑室　阳性细胞数量较少,但细胞较大,多

呈长椭圆形、柱形,胞质着色深,有的阳性细胞似伸

长细胞,其突起明显,顶突伸向第四脑室,基突伸向

第四脑室周围灰质。

图版 1～ 6　 IFN 2Χ在室管膜的分布
图 1. 侧脑室室管膜层的分布。×100;图 2. 第三脑室室管膜层的分布。×200;图 3. 第三脑室室管膜层的分布。×400;图 4. 中脑导水管室管膜

层的分布。×200;图 5. 中脑导水管室管膜层的分布。×400;图 6. 第四脑室室管膜层的分布。×200

F ig. 1- 6　D istribu tion of IFN 2Χ in the ependym a

F ig. 1. In the ependym a of the lateral ven tricle. ×100; F ig. 2. In the ependym a of the th ird ven tricle. ×200; F ig. 3. In the ependym a of the th ird

ven tricle. ×400; F ig. 4. In the ependym a of the aqueduct of m idbrain. ×200; F ig. 5. In the ependym a of the aqueduct of m idbrain. ×400; F ig. 6.

In the ependym a of the fo rth ven tricle. ×200

3　讨　论

传统认为,干扰素由免疫器官的 T 细胞[5 ]、N K

细胞[6 ]、淋巴细胞、单核细胞、组织细胞产生,有免疫

调节,B 细胞分化抗病毒作用。但目前研究认为某些

内分泌腺、中枢神经系统有少数阳性细胞位于下丘

脑和中脑背侧背盖,在外周神经系统的交感神经星

状神经节、副交感神经节细胞、脊神经节及肾上腺髓

质细胞也有阳性细胞存在[2, 5～ 7 ]。因此, K iefer [2 ]认

为, IFN 2Χ可能为一种新的神经肽和有效的神经递
质,并设想可能参与免疫过程的神经调控。近年来,

由于脑脊液中发现越来越多的激素、神经递质和其

他神经活性物质, 人们对直接接触脑脊液
(cereb ro sp inal f lu id, CSF)的脑室管壁室管膜细胞,

特别是伸长细胞 ( tanycyte) , 在脑脊液和脑组织之

间的物质转运和化学信号传递中的作用非常关

注[9 ]。已有学者报道[5, 6 ]了 SP、SS 免疫阳性细胞在

室管膜的分布,但是细胞因子在室管膜的分布尚未

见报道。本实验采用免疫组织化学 SP 法,首次发现

了含 IFN 2Χ的免疫反应性室管膜细胞,尤其是伸长

细胞,特化的室管膜细胞——伸长细胞,一方面可通

过其顶端吸收脑脊液的某些物质,另一方面通过其

24 西北农林科技大学学报 (自然科学版) 第 29卷



细长的基突,将这些物质释放入脑组织和毛细血管,

形成脑脊液和脑组织间的桥梁。目前认为,伸长细胞

可能具有合成调节物质的作用,或在脑脊液和血管

间起输送物质的作用[9 ]。IFN 2Χ在室管膜的发现,提

示室管膜细胞可能具有合成 IFN 2Χ的潜在能力,在

脑2脑脊液回路中具有重要作用。同时这一结果支持
神经系统也能合成和分泌 IFN 2Χ的观点,为研究神

经、免疫、内分泌之间的相互关系,提供了形态学依

据。

关于伸长细胞分布区域,不同的神经肽的伸长

细胞分布区域有所不同。含 SS 的免疫反应阳性伸

长细胞于下丘脑视前区第三脑室侧壁上, 而含 SP

的免疫反应阳性伸长细胞分布区域较广,其中位于

最后区延髓中央管背侧、背外侧和腹外侧含 SP 的

伸长细胞基突较长,伸至延髓中央管周围灰质的较

远部位[3 ]。本实验发现含 IFN 2Χ的伸长细胞主要分
布于LV、V 3、V 4侧壁上,与周围的灰质核团存在着

某种联系,其关系如何尚待进一步探讨。

本试验报道了大鼠室管膜 IFN 2Χ免疫阳性细
胞的分布,其他细胞因子在室管膜上有无分布,细胞

因子、神经递质及其激素在室管膜上有无共存,还有

待进一步研究。
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Imm unoh istochem ica l study of the loca liza t ion of

IFN 2Χ in the ependym a of the ra t

SUN Zh i-hong,OUYANGW u-q ing,YANG Zeng-q i, ZHAO Y ou-q in ,

ZHAO Hui-y ing, HUge, CHEN Shu- l in , L IY u- l iang
(Colleg e of A n im al H usband ry and V eterinary M ed icine,N orthw est S cience and T echnology U niversity of

A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: U sing imm unoh istochem ical SP m ethod and visualized w ith gluco se ox idase2DAB 2n ickel

m ethod exam ine the dist ribu t ion and characterist ics of In terferon2Χ( IFN 2Χ) in no rmo l adu lt ra t ependym a.

T he resu lts show ed that IFN 2Χ imm uno react ive p roduct ion ex isted in the w all of the la tera l ven tricle (LV ) ,

the th ird ven tricle (V 3) , the aqueduct of m idb ra in (M A ) and the w all of the fo rth ven tricle (V 4). T hese cells

belonged to tanycyes and situa ted in the ependym a of LV、V 3、V 4. T heir basa l p rocesses ex tended in to the

cen tra l gray. T he resu lts suggest tha t IFN 2Χm ay be a novel b ra in2gu t pep t ide and modu la te b ra in2CSF
circu it.

Key words: ependym a; IFN 2Χ; imm unoh istochem istry; ra t
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