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隆肛蛙卵巢类固醇激素受体的免疫细胞化学研究
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　　[摘　要 ]　用免疫细胞化学方法, 对隆肛蛙不同发育时期卵泡雌激素受体、孕激素受体和雄激素受体进行了

定位检测。结果表明, 雌激素受体和孕激素受体主要在卵黄合成和卵黄合成后期的滤泡细胞中表达; 3 种激素受体

在各期卵母细胞胞质中均有表达, 雌激素受体和孕激素受体在卵黄合成和卵黄合成后期表达强烈; 3 种类固醇激素

受体在卵母细胞核膜中都有表达。这些结果说明, 在隆肛蛙卵母细胞生长发育和成熟中, 雌激素受体和孕激素受体

主要调控卵黄合成及合成后期雌二醇和孕酮的合成与分泌, 其受体可能通过基因组和非基因组两种机制发挥作

用。
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　　有关高等脊椎动物卵巢类固醇激素受体的研究

已有一些报道,M adhabananda 等[1 ]用免疫组化方

法研究了大鼠卵巢中 ER Α和 ER Β两种雌激素受体

的表达, 结果表明, ER Β在颗粒细胞中表达, ER Α在

膜细胞、间质细胞和生发上皮中表达。V erm eirsch

等[2 ]用免疫组化方法对犬卵巢的孕激素受体 (PR )

进行了检测, 结果发现 PR 在滤泡细胞核、膜细胞

核、黄体细胞核等中都有表达, 而且随着卵泡的发育

表达增强, 提示孕酮在排卵和黄体化过程中具有一

定的作用。Iso la 等[3 ]对鸡卵巢的 PR 进行定位, 用雌

激素作用后, 发现 PR 在滤泡细胞中显阳性。在两栖

动物中, T ian 等[4 ] , Bayaa 等[5 ]以爪蟾为材料, 用分

子克隆方法对 PR 在卵母细胞发育和成熟中的调控

作用进行了研究, 证明 PR 可能也存在于卵母细胞

胞质中, 能进行快速的非基因调控。目前, 有关两栖

动物卵巢类固醇激素受体的研究报道较少, 许多方

面仍存在分歧和不明之处, 如类固醇激素受体的存

在部位, 其是否也像在高等脊椎动物中那样调节激

素的分泌以及如何调节, 其是否参与调节卵母细胞

的发育和成熟等。而且上述研究多采用放射免疫法、

离体培养及注射外源激素等方法进行定量测定, 而

对体内细胞的激素定位研究较少。

隆肛蛙 (R ana quad ranus L iu) 属无尾目, 蛙科,

蛙属, 是秦巴山区的优势种, 具有一定的药用和食用

价值。本试验首次采用免疫组织化学方法, 对隆肛蛙

不同发育时期卵泡中的雌激素受体、孕激素受体和

雄激素受体的多克隆抗体进行了定位研究, 对性类

固醇激素受体在卵泡发育成熟中的调控作用进行了

初步分析, 旨在探讨激素对卵子发育的调控机制, 并

为两栖动物生殖生理学研究积累资料。

1　材料与方法

1. 1　材　料

　　雌性成体隆肛蛙, 共 14 例, 体重 28～ 95 g。于

2002204～ 10 采自秦岭北坡的溪流中, 每月 2 例。采

集点在东经 107°58′15″～ 16″, 北纬 33°47′03″～ 04″,

海拔高度为 1 200～ 1 400 m。

1. 2　样品制备

动物经乙醚麻醉后剖腹, 取出卵巢, 切成 1 cm 3

的小块, 新鲜配制改良Bou in 液固定 8～ 12 h, 系列

酒精脱水, 石蜡包埋, 切片厚 6 Λm。

1. 3　免疫细胞化学反应程序

切片脱蜡水化后, 放入新鲜配制的质量分数

3% 的H 2O 2 溶液中 5～ 10 m in, 以灭活内源性酶, 然

后采用 SABC (strep t avid in2b io t in comp lex) 法进行

免疫细胞化学反应。第一抗体分别为兔抗人雌激素

受体 (E strogen R ecep to r, ER , 1∶100 稀释)、兔抗

人孕激素受体 (P rogesterone R cep to r, PR , 1∶100

稀释)、小鼠抗人雄激素受体 (A ndrogen R ecep to r,

A R , 1∶100 稀释) , 三者均为武汉博士德公司产品。
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4 ℃孵育 24 h。第二抗体为即用型羊抗兔 IgG (博士

德公司产品) , 室温下孵育 30 m in; 再加 SABC 复合

物 (博士德公司产品) , 室温下孵育 30 m in; 最后用

二氨基联苯胺显色 5～ 30 m in。对照片用 PBS 代替

第一抗体进行孵育, 为阴性反应。

本试验统计了免疫染色反应的 3 种受体各 10

张片子, 各 50 个不同发育时期的卵泡。按阳性部位

免疫反应着色强弱, 分为四级: + + + 为强免疫阳性

反应, 显深棕色; + + 为中等阳性反应, 显棕色; + 为

弱阳性反应, 显浅棕色; - 为阴性反应, 显浅黄色或

无色。

2　结果与分析

2. 1　雌激素受体在卵巢中的分布

　　由表 1 知, 在卵巢É～ Ê 期卵泡中, 受体阳性反

应定位在滤泡细胞、卵母细胞的胞质、核膜中。在Ë
～ Ì 期卵泡中, 除了滤泡细胞, 卵母细胞的胞质、卵

黄颗粒也有较强阳性反应 (图版21～ 4)。
表 1　隆肛蛙不同发育时期卵泡中类固醇激素受体的分布

T able 1　D istribu tion of stero id ho rmone recep to rs at differen t stages of fo llicle developm ent of R ana g uad ranus

发育时期
D evelop2
m ental
stages

ER PR A R

Fc Cp Nm N p N um Fc Cp Nm N p N um Fc Cp Nm N p N um

对照
Contro l

É～ Ê + + + - - + + + - - + + + - - -

Ë～ Ì + + + + + - - + + + + + + + - + + + - - -

　　注: ER. 雌激素受体; PR. 孕激素受体; A R. 雄激素受体; Fc. 滤泡细胞; Cp. 胞质; Nm. 核膜; N p. 核质; N um. 核仁膜。

N o te: ER. E strogen recep to r; PR. P rogesterone recep to r; A R. A ndrogen recep to r; Fc. Fo llicle cell; Cp. Cytop lasm ; Nm. N uclear m em brane;

N p. N ucleop lasm ; N um. N ucleo lar m em brane.

2. 2　孕激素受体在卵巢中的分布

表 1 表明, 在卵巢É～ Ê 期卵泡中, 受体阳性反

应广泛分布在滤泡细胞、卵母细胞胞质和核膜等部

位。Ë～ Ì 期卵泡中, 上述部位阳性反应有所增强,

卵母细胞核周围的胞质阳性反应较强。此时, 核质也

呈阳性反应, 但较弱 (图版25～ 8)。

2. 3　雄激素受体在卵巢中的分布

由表 1 可知, 在卵巢各个时期的卵泡中, 滤泡细

胞、卵母细胞胞质、核膜均呈弱阳性反应 (图版29)。

3　讨　论

3. 1　滤泡细胞中的类固醇激素受体

　　M adhabananda 等[1 ]用免疫组化方法对大鼠卵

巢雌激素受体的表达进行研究后发现, 雌激素受体

Β可在滤泡细胞中表达, 因而认为其在卵泡生长发

育的调控中可能介导某些激素的活动。Pasanen

等[6 ]用同样方法对鸡卵巢孕激素受体的表达进行了

研究, 发现其在滤泡细胞中也有表达。而这些受体在

两栖类卵巢滤泡细胞中是否存在, 迄今未见报道。本

试验对隆肛蛙卵巢 3 种类固醇激素受体表达的观察

发现, 雌激素受体和孕激素受体主要在Ë～ Ì 期滤

泡细胞中表达, 而雄激素受体在各期滤泡细胞中均

可表达, 说明在卵黄合成及合成后期, 雌激素受体和

孕激素受体对雌二醇和孕酮的合成与分泌有重要的

调控作用; 睾酮作为孕酮和雌二醇转化的中间产物,

其受体在 3 种激素的转化和分泌中也有一定的调节

作用。此外, 类固醇激素受体可能在滤泡细胞的生长

发育中也扮演着重要角色。

3. 2　卵母细胞胞质中的类固醇激素受体

M asu i 等[7 ]证明, 孕酮介导的成熟促进因子在

去核卵母细胞中仍具有活性, 提出了卵母细胞胞质

中可能存在孕酮受体的假说。Bayaa 等[8 ]对爪蟾孕

酮受体介导卵母细胞成熟的研究发现, 卵母细胞胞

质中有孕酮受体, 且在去核卵母细胞中, 仍能激活分

裂原活化蛋白激酶 (M A PK) , 提出孕酮受体在胞质

中有介导卵母细胞成熟的非基因调控作用。

M igliaceio 等[9 ] 和 Casto ria 等[10 ] 在爪蟾研究中发

现, 雌激素受体可存在于卵母细胞胞质中, 并可发挥

其介导作用。本研究观察发现, 隆肛蛙各期卵母细胞

胞质中均有雌激素受体、孕激素受体和雄激素受体

的表达, 前两者在Ë～ Ì 期表达较为强烈。因而推测

在隆肛蛙卵母细胞胞质中, 3 种激素受体除可介导

激素作用于核基因外, 还可能作为核外胞质信号转

导因子, 对卵母细胞的生长、发育和成熟进行非基因

调控。但这种调控方式的详细机制还需进一步研究。

3. 3　卵母细胞核中的类固醇激素受体

传统观点认为[11, 12 ] , 类固醇激素受体主要存在

于卵母细胞核中, 是一种核转录调节因子。本研究在

隆肛蛙卵母细胞核膜中均观察到有类固醇激素受体

的存在, 证明在卵母细胞的发育和成熟过程中, 雌二

醇、孕酮和睾酮通过与核内受体结合, 作为核内转录

活性因子作用于DNA 的特定部位, 改变基因的转

录活动, 从而调控卵母细胞的发育和成熟, 这是一种

基因组作用机制。
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图版 1～ 10　类固醇激素受体在隆肛蛙不同发育时期卵泡中的分布
1. ER 免疫阳性物定位在Ê 期卵泡的滤泡细胞 (Fc)、卵母细胞胞质 (Cp)、核膜 (Nm ) , ×74; 2. ER 免疫阳性物定位在Ë 期卵泡的滤泡细胞 (Fc) ,

×74; 3. ER 免疫阳性物定位在Ë 期卵母细胞的卵黄颗粒 (Yp ) 中, ×297; 4. ER 免疫阳性物定位在Ê 期卵泡的滤泡细胞 (Fc) , ×74; 5. PR 免疫
阳性物定位在Ê 期卵泡的滤泡细胞 (Fc) , ×74; 6. PR 免疫阳性物定位在Ë 期卵母细胞胞质 (Cp) , ×297; 7. PR 免疫阳性物定位在Ì 期卵母细
胞核膜 (Nm )及其周围胞质 (Cp) , ×74; 8. PR 免疫阳性物定位在Ê 期卵泡的滤泡细胞 (Fc)、卵母细胞胞质 (Cp )、核膜 (Nm ) , ×149; 9. A R 免疫
阳性物定位在Ê 期卵泡的滤泡细胞 (Fc)、卵母细胞胞质 (Cp)、核膜 (Nm ) , ×74; 10. 对照, ×297

P late 1- 10　D istribu tion of stero id ho rmonal recep to rs at differen t stages of fo llicle developm ent of R ana g uad ranus
1. Imm unopo sit ive ER recep to r located in the fo llicle cell (Fc) , cytop lasm (Cp ) and nuclear m em brane (Nm ) of Ê stage oocyte, ×74; 2.

Imm unopo sit ive ER recep to r located in the fo llicle cell (Fc) of Ë stage oocyte, ×74; 3. Imm unopo sit ive ER recep to r located in the yo lk p latelet
(Yp) of Ë stage oocyte, ×297; 4. Imm unopo sit ive ER recep to r located in the fo llicle cell (Fc) of Ê stage oocyte, ×74; 5. Imm unopo sit ive PR

recep to r located in the fo llicle cell (Fc) of Ê stage oocyte, ×74; 6. Imm unopo sit ive PR recep to r located in the cytop lasm (Nm ) of Ë stage

oocyte, ×297; 7. Imm unopo sit ive PR recep to r located in the cytop lasm (CP ) and nuclear m em brane (Nm ) of Ì stage oocyte, ×74; 8.

Imm unopo sit ive PR recep to r located in the fo llicle cell (Fc) , cytop lasm (Cp ) and nuclear m em brane (Nm ) of Ê stage oocyte, ×149; 9.

Imm unopo sit ive A R recep to r located in the fo llicle cell (Fc) , cytop lasm (Cp ) and nuclear m em brane (Nm ) of Ê stage oocyte, ×74; 10.

Con tro l, ×297
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　　结合上述分析, 本研究认为, 在隆肛蛙卵母细胞

生长发育和成熟过程中, 类固醇激素受体可能通过

两种途径发挥作用: 一种是存在于卵母细胞的胞质

中, 作为信号转导因子, 通过快速的非基因组机制来

调节类固醇激素在卵母细胞发育和成熟中的作用;

另一种则是存在于卵母细胞核中, 作为核转录活性

因子, 通过改变基因的转录活动来调节卵母细胞的

发育和成熟, 是一种基因组作用机制。这两种作用方

式在隆肛蛙卵母细胞中可能同时存在, 相互协作, 共

同调控其发育和成熟。因此, 类固醇激素受体在卵母

细胞中可能具有双重功能, 但这种双重功能的具体

作用机制还需进一步研究证实。
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Imm unocytochem ist ry of sex stero id recep to rs of ovary
of the R ana quad ranus

L E I X in 1, 2, ZHANG Y u-hui1

(1 Colleg e of L if e S ciences, S haanx i N orm al U niversity , X iπan, S haanx i 710062, Ch ina;

2 Colleg e of L if e S ciences, Y anan U niversity , Y anπan, S haanx i 716000, Ch ina)

Abstract: Imm unocytochem ical localiza t ion w as invest iga ted at d ifferen t developm en ta l stages of the

fo llicles of the R ana g uad ranus u sing an t ibodies again st 17Β2estrad io l, p rogesterone and testo sterone

recep to rs. T he resu lts ind ica te that 17Β2estrad io l and p rogesterone recep to rs are exp ressed strongly in the

fo llicle cells a t the vitellogen ic and po stvitellogen ic stages. T h ree recep to rs are exp ressed in the cytop lasm

of oocyte a t a ll stages, especia lly 17Β2estrad io l and p rogesterone recep to rs st rengthened at the vitellogen ic

and po stvitellogen ic stage. T h ree recep to rs are exp ressed in the nuclear m em b rane of oocyte. T hese resu lts

p rove that fo r the R ana quadranu s, 17Β2estrad io l and p rogesterone recep to rs p lay key ro les in the syn thesis

and secret ion of 17Β2estrad io l and p rogesterone at the vitellogen ic and po stvitellogen ic stage. T he recep to rs

can funct ion in tw o w ays as nongenom ic and genom ic act ion s. T hese resu lts p rovide a cytochem ical p roof

that sex stero id recep to rs m ay regu la te the oocyte developm en t of amph ib ian.

Key words: R ana g uad ranus; sex stero id recep to r; imm unocytochem istry
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