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白血病抑制因子在胚泡植入期大鼠卵巢中的表达
Ξ

乔海莲, 吕长荣, 赵　瑾, 张　燕, 曹　力, 王根辈, 范光丽
(西北农林科技大学 动物科技学院, 陕西 杨凌 712100)

　　[摘　要 ]　采用免疫组织化学超敏 SP 法, 对大鼠胚泡植入期卵巢组织内白血病抑制因子 (L eukem ia inh ib ito2
ry facto r,L IF)的表达进行了检测。结果表明, L IF 在不同发育阶段卵泡的颗粒细胞中均有表达, 在原始卵泡、初级

卵泡和次级卵泡的卵母细胞中高表达, 成熟卵泡的卵母细胞中等表达; 在初级卵泡和次级卵泡的内膜细胞中 L IF

高表达, 在成熟卵泡的内膜细胞低表达; 在卵巢组织基质细胞、血管内皮细胞、粒性黄体细胞、生殖上皮中高表达,

在卵泡液中中等表达。说明L IF 在大鼠胚泡植入期卵巢中的多种细胞内均呈高水平表达。
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Exp re s s ion of le ukem in inhib ito ry fa c to r of ra t ova ry during

the pe riod of em b ryo im p la nta tion
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CAO L i,W AN G Gen2bei, FAN Guang2li
(Colleg e of A n im al S cience and T echnology ,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S hannx i 712100, Ch ina)

Abstract: T h is study w as carried ou t to exam ine the exp ression of leukem in inh ib ito ry facto r (L IF )

du ring the period of em b ryo imp lan ta t ion in ra ts ovary by SP m ethod. R esu lts ind ica ted the exp ression of

L IF w as strong in granu lo sa cells of fo llicles in differen t developm en t periods; the oocyte in p rim ary fo ll2
cles, p rim ary fo llicle and secondary fo llicles w ere st rong sta in ing; the one in m atu re fo llicles w as modera te

sta in ing, exp ression of L IF p ro tein of the theca in terna cells in p rim ary fo llicles and secondary fo llicles w as

strong, the ones in m atu re fo llicles w ere w eak; fu rthermo re, imm uno react ive p roducts w ere ob served strong

sta in ing in st rom al cells, vascu lar endo thelia l cells, g ranu lo se lu tein cells and germ inal ep ithelium cells; the

fo llicu lar f lu id w as modera te sta in ing. T he study demon stra ted h igh exp ression of L IF p ro tein in the m any

k inds of cells of ra t ovary du ring the period of em b ryo imp lan ta t ion.
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　　白血病抑制因子 (L eukem ia inh ib ito ry facto r,

L IF ) 是白介素26 家族中的一员, 因具有促进小鼠

M 1 型白血病细胞分化并抑制其增殖而得名[1 ]。L IF

是一种糖蛋白, 在体内具有多种活性, 如参与造血调

控, 刺激肝细胞合成急性反应期蛋白, 刺激骨髓多能

造血干细胞的生长, 刺激血小板形成, 促进乙酰胆碱

的合成和胆碱能神经元的分化及功能的发挥, 促进

骨吸收, 促进细胞增殖, 抑制胚胎干细胞分化, 参与

神经肌肉修复等。L IF 是通过与靶细胞膜表面的受

体结合而发挥其生物学功能。大量研究表明,L IF 在

卵泡发育、胚胎植入、妊娠维持等方面均起着重要的

作用, 在胚胎植入期子宫蜕膜中的表达量突发性升

高, 而在自然流产蜕膜中的表达量远远低于其在正

常妊娠子宫蜕膜中的表达量。但有关L IF 在卵巢中
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的分布和表达情况的报道较少, 对其在胚泡植入期

卵巢中的定位和表达尚未见报道。为此, 本研究采用

免疫组织化学方法, 研究了L IF 在妊娠大鼠胚泡植

入期卵巢组织中的表达, 以探讨L IF 在早期胚胎发

育和胚泡植入过程中的作用。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　试验动物　健康、未产、质量约 250 g 的性

成熟 SD 大鼠 20 只 (雌雄各半) , 购自第四军医大学

实验动物中心, 清洁级饲养, 自由采食和饮水。

1. 1. 2　主要试剂　兔抗L IF 蛋白多克隆抗体为武

汉博士德生物工程有限公司产品; 链霉素菌抗生物

素蛋白- 过氧化酶免疫组化超敏 SP 试剂盒, 福州

迈新生物技术开发有限公司产品; 四盐酸 3, 3′2二氨

基联苯胺 (DAB ) 和A PES, Sigm a 公司进口, 华美生

物工程公司分装; T ris 为天津化学试剂有限公司生

产。

1. 1. 3　主要仪器　L eica CM 1900 石蜡切片机, 德

国L eica 公司产品; M o tic 生物显微镜, 厦门M o tic

实业有限公司产品; Sarto riu s AA 2160 型电子读数

分析天平, 北京赛多利斯仪器系统有限公司产品。

1. 2　大鼠配种

雌性大鼠每天下午 16: 00 做阴道涂片, 显微镜

下观察, 发现大量有核细胞的母鼠与公鼠以 1∶1 合

笼过夜, 于次日早晨 8: 00 进行阴道涂片, 以看到阴

道栓或大量精子的时间记为妊娠第 1 天。

1. 3　大鼠卵巢采集

妊娠 5～ 6 d 的大白鼠腹腔注射 100 göL 的水

合氯醛 (1. 5 mL ö只) 进行麻醉, 剖开腹腔取其卵巢,

放入 4 ℃预冷的pH 7. 4 的 40 göL 多聚甲醛磷酸缓

冲液中固定, 保存。

1. 4　大鼠卵巢组织切片的制备

将固定的大鼠卵巢用流动自来水冲洗 12～ 24

h, 然后依次经梯度乙醇脱水, 二甲苯透明, 常规石

蜡包埋后连续切片 (片厚 5 Λm ) , 裱片于用含体积分

数 1% A PES 的丙酮预处理的载玻片上, 制备得 3

套切片, 45 ℃恒温箱烤片, 备染。

1. 5　大鼠卵巢组织切片的染色观察

制备的 3 套切片, 1 套进行常规组织学 H E 染

色, 1 套进行L IF 蛋白免疫组化染色, 剩下 1 套用作

阴性对照染色, 以确定本试验免疫组化反应的特异

性。

1. 5. 1　免疫组织化学超敏 SP 法染色　 (1) 切片脱

蜡复水, 按抗体要求进行组织抗原修复 (经 pH 6. 0

的 0. 01 mo löL 的柠檬酸抗原修复液修复热抗原)。

( 2) 每张切片加 1 滴 (约 50 ΛL ) 过氧化酶阻断溶液

(A 液) , 室温下孵育 10 m in, PBS 冲洗 3 次, 每次 3

m in。(3)除去 PBS 液, 每张切片加 1 滴 (约 50 ΛL )正

常非免疫动物血清 (B 液) , 室温下孵育 10 m in。 (4)

除去血清, 每张切片加 1 滴 (约 50 ΛL )兔抗大鼠L IF

抗体, 室温下孵育 60 m in 或 4 ℃过夜。(5) PBS 冲洗

3 次, 每次 5 m in。除去 PBS 液, 每张切片加 1 滴 (约

50 ΛL ) 生物素标记的第二抗体 (C 液) , 室温下孵育

10 m in。PBS 冲洗 3 次, 每次 3 m in。 (6) 除去 PBS

液, 每张切片加 1 滴 (约 50 ΛL ) 链霉菌抗生物素-

过氧化物酶溶液 (D 液) , 室温下孵育 10 m in。PBS

冲洗 3 次, 每次 3 m in。(7)除去 PBS 液, 每张切片加

2 滴 (约 100 ΛL )新鲜配置的DAB 溶液, 显微镜下观

察 3～ 10 m in。 (8)自来水冲洗, 苏木素复染, 自来水

冲洗返蓝。(9)梯度乙醇脱水干燥, 二甲苯透明, 中性

树胶封片。试验中的A、B、C、D 液均为试剂盒自带。

1. 5. 2　阴性对照组切片染色　切片按免疫组织化

学超敏 SP 法染色步骤处理, 只是把 1. 5. 1 节第 (4)

步骤中加的兔抗大鼠L IF 抗体用 PBS 液代替, 其余

步骤完全相同。

染好的切片在显微镜下观察并照相。光镜下, 有

棕黄色颗粒的细胞判为阳性, 根据着色强弱分以下

几级: 淡黄色判为弱阳性 (+ ) ; 棕黄色判为中等阳性

(+ + ) ; 深棕黄色判为强阳性 (+ + + )。阴性对照切

片细胞呈蓝紫色。

2　结果与分析

结果显示, 免疫组织化学超敏 SP 法染色的切

片背景为无色或浅蓝色, 免疫阳性产物为棕色, 阴性

对照切片为蓝紫色。表明本试验具有免疫反应的特

异性。

免疫组化染色结果显示, 免疫反应产物广泛分

布于不同发育阶段的卵泡及间质细胞、生殖上皮细

胞、血管内皮细胞、卵泡液、粒性黄体细胞。原始卵泡

中的卵母细胞和周围的一层扁平状卵泡细胞的胞浆

及胞核内, 充满棕色颗粒, 呈强阳性反应 (+ + + )

(图 1 A )。初级卵泡的卵母细胞、颗粒细胞、卵泡膜

细胞的细胞核和细胞浆内均充满棕色颗粒, 且呈强

阳性反应 (+ + + ) (图 1 B )。次级卵泡的卵母细胞、

颗粒细胞、卵泡内膜细胞的胞浆中L IF 蛋白免疫反

应产物, 与原始卵泡和初级卵泡内同类细胞相比, 变

化不大; 而接近成熟的次级卵泡的卵泡腔中卵泡液
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呈中等阳性反应 (+ + ) (图 1 C)。近成熟卵泡的卵

母细胞与卵泡液呈中等阳性反应 (+ + ) ; 颗粒细胞

呈强阳性反应 (+ + + ) , 阳性产物位于细胞核和细

胞浆中。而内膜细胞呈弱阳性反应 (+ ) , 阳性产物存

在于胞核中 (图 1 D )。基质血管内皮细胞呈强阳性

反应 (+ + + ) (图 1 F ) ; 卵巢表面被覆的单层立方

形生殖上皮细胞呈强阳性反应 (+ + + ) (图 1 G) ;

黄体中的粒性黄体细胞胞浆呈强阳性反应 (+ + + )

(图H )。所有阴性对照切片未见棕色阳性反应产物,

呈蓝紫色 (图 1 I)。

图 1　胚泡植入期 SD 大鼠卵巢组织中L IF 蛋白分布图

A～H 图中的箭头分别示 SP 法染色的原始卵泡 (×400)、初级卵泡 (×400)、次级卵泡 (×100)、近成熟卵泡 (×400)、卵泡液 (×100)、

血管内皮细胞 (×400)、生殖上皮 (×400)和粒性黄体细胞 (×400) ; I. 卵泡阴性对照 (×400)

F ig. 1　Pho tograph s of leukem ia inh ib ito ry facto r (L IF) sta in ing location

during imp lan tat ion of em bryo in SD rat ovary

A rrow show s p rimo rdial fo llicle, p rim ary fo llicle, secondary fo llicle, nex t to m atu re fo llicle, fo llicu lar flu id,

vascu lar endo thelial cells, germ inal ep ithelium cells and granu lo se lu tein cells respectively from figue A to H.

A ll o ther figue w as m agn ification ×400 excep t that figue C and E w as m agn ification×100.

F igue 1 show s negative con tro l of fo llicle:M agn ification: ×400

3　讨　论

胚胎着床是一个复杂的生理过程, 需要诸多激

素、生长因子、细胞因子、与基质降解相关的酶分子

以及血管形成因子等的共同参与。L IF 是 IL 26 家族

中一种具有广泛生物学功能的细胞因子, 广泛分布

于不同的组织和细胞, 参与多种功能的发挥。有研究

表明, L IF 在兔、羊、猪、水貂、鼬、猕猴、人等胚胎的

着床过程中起着重要的调节作用[223 ]。Stew art 等[4 ]

用同源重组的方法将L IF 基因突变后发现,L IF 缺

陷的同源纯合子雄性小鼠仍然具有繁殖能力, 而

L IF 同源纯合子雌性小鼠与纯合子雄鼠交配后, 虽

能产生具有内细胞团及滋养层的成活胚泡, 但这些

胚泡并不能着床。如果将这些胚泡移植到野生型假

孕受体内, 由于这些受体体内有L IF 的表达, 移植

的胚泡能够正常着床并正常发育成胎儿, 提示L IF

对小鼠胚胎着床是必需的。V ogiagis 等[5 ]报道,L IF

基因在兔、猪、羊胚泡着床期转录达到峰值。Bhat t
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等[6 ]研究表明, L IF mRNA 在受孕第 4 天小鼠子宫

的腺上皮中大量转录, 并与着床时间保持高度一致。

当着床延迟时, L IF mRNA 转录的峰值也随之延

迟。近年来大量研究均证实,L IF 在雌性生殖系统中

发挥着重要作用[7 ] , 甚至提出L IF 的作用几乎贯穿

妊娠的全过程。随着研究的深入,L IF 在母胎界面表

达水平的高低与自然流产的关系备受研究者关注,

但多数研究集中于蜕膜组织中 L IF 的表达及作

用[829 ] , 而对在胚泡植入期卵巢组织中L IF 表达的研

究尚未见报道。本试验选用大鼠作为实验动物, 采用

免疫组化 SP 法研究了L IF 在胚泡植入期卵巢组织

中的表达, 为L IF 的临床应用积累了资料。

N ilsson 等[10 ]对L IF 在大鼠卵巢内的表达进行

了研究, 结果表明, 在原始卵泡和初级卵泡阶段,

L IF 在颗粒细胞及周围的体细胞内的表达高于卵母

细胞。而在次级卵泡中,L IF 主要在卵细胞中表达,

在颗粒细胞及周围的体细胞中的表达量很少。岳占

碰等[11 ]在猕猴卵巢中发现,L IF 主要在卵母细胞内

表达, 而在卵泡周围的基质细胞内的表达量甚少。本

试验结果表明, L IF 在不同发育阶段卵泡的颗粒细

胞中均有表达; 在原始卵泡、初级卵泡和次级卵泡的

卵母细胞中呈强阳性反应, 在成熟卵泡的卵母细胞

中呈中等阳性反应; 在初级卵泡和次级卵泡的内膜

细胞呈强阳性反应, 在成熟卵泡的内膜细胞呈弱阳

性反应。该结果与N illson 和岳占碰的试验结果存

在一定差异, 原因可能是: 其一, 获取材料的时间不

同, N ilsson 的试验所用的大鼠处于非妊娠期, 而本

试验的大鼠处于胚泡植入期, 可能由于动物不同发

育时期L IF 的表达量不尽相同, 因而出现了L IF 分

布范围与表达量强度的差异; 其二,L IF 在卵巢内表

达量的高低会因动物种类不同而出现差异。本研究

还发现, 基质细胞、血管内皮细胞、生殖上皮细胞均

呈强阳性反应, 卵泡液呈中等阳性反应。

综上所述, L IF 蛋白在大鼠胚泡植入期卵巢组

织中的多种细胞内均呈高水平表达, 这一试验结果

进一步证明L IF 在哺乳动物妊娠植入期扮演着极

其重要的角色。下一步的工作将是对L IF 作用机理

进行深入研究, 这将为哺乳动物体外受精- 胚胎移

植成功率的提高奠定理论依据, 为人类节育新技术

的研发提供新思路。
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