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　　[摘　要 ]　用免疫细胞化学方法, 对隆肛蛙与北方山溪鲵不同发育时期卵泡 c2m y c 和 c2f os 的表达产物进行了

定位检测。结果表明,M yc 在 2 种动物É 2Ê 期卵母细胞和滤泡细胞中表达较强, 以后逐渐减弱; Fo s 在 2 种动物卵

泡发育初期表达很弱, 在Ë 2Ì 期卵泡中表达增强。上述结果说明, c2m y c 在 2 种动物卵母细胞发育初期起重要作

用, 而 c2f os 在发育中后期起重要的调控作用, 2 种原癌基因可能通过调节类固醇激素的合成与分泌来调控卵母细

胞的发育。
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　　隆肛蛙 (R ana quad ranus L iu) 属无尾目、蛙科、

蛙属, 主要分布在我国陕西南部、甘肃南部、湖北、四

川、安徽等地, 在秦巴山区数量较多, 为这一地区的

优势种, 有一定的药用和食用价值。雷忻等[1, 2 ]曾对

其卵巢发育的类固醇激素及其受体调控作用进行了

研究, 但对原癌基因调控的研究至今未见报道。北方

山溪鲵 (B a trachup erus tibetanus) 属两栖纲、有尾

目、小鲵科, 地理分布范围北达甘肃天水, 南到四川

九龙, 秦岭北坡亦有大量分布, 可作药用、食用, 具有

一定的经济开发价值。有尾目山溪鲵卵巢滤泡细胞

和卵黄发生的形态学与组织学研究已有报道[3, 4 ] , 而

有关其卵巢发育中原癌基因调节作用的研究尚未见

报道。

原癌基因 c2m y c 和 c2f os 在脊椎动物卵母细胞

发育中具有重要的调控作用, 这在两栖动物中已有

相关报道。N ish iku ra 等[5 ]以光滑爪蟾为材料, 研究

c2m y c 在胚胎早期发育中的表达, 发现在完全成熟

而未受精的卵中, c2m y c mRNA 高水平表达, 但随着

卵裂的开始, 这种表达则下降, 说明 c2m y c 基因产物

在早期胚胎发育中起重要作用。K indy 等[6 ]研究爪

蟾卵巢和早期胚胎的 c2f os 表达, 发现 c2f os mRNA

在卵母细胞和卵子中表达水平较高, 到囊胚期则下

降到相对较低的水平, 到神经胚期又出现短暂表达。

但目前有关 c2m y c 和 c2f os 在两栖动物卵母细胞不

同发育时期的调控作用, 及其表达产物的存在部位

与作用等方面的研究, 仍存在一些不明之处, 且对有

尾类的研究更为少见。本试验在对隆肛蛙卵巢发育

中类固醇激素及其受体调控作用研究的基础上[1, 2 ] ,

以无尾目的隆肛蛙和有尾目的北方山溪鲵

(B a trachup erus tibetanus) 为材料, 用免疫细胞化学

方法, 对M yc 蛋白和 Fo s 蛋白在卵泡发育中的分布

进行了初步研究, 旨在探讨 2 种原癌基因在卵子发

育中的调节规律, 探索隆肛蛙和北方山溪鲵生殖活

动的特点和规律, 特别为有尾两栖类动物生殖生理

学研究积累资料。

1　材料与方法

1. 1　材　料

　　所用动物采自陕西周至国家自然保护区内的山

间溪流中, 海拔 1 200～ 1 400 m。2002204～ 11, 每月

中旬采集 1 次。试验共采集隆肛蛙雌性成体 14 例,

北方山溪鲵雌性成体 16 例。

1. 2　样品制备

活体剖腹, 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, 梯度酒精脱水, 石

蜡包埋, 切片厚 6 Λm。
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1. 3　免疫细胞化学反应程序

切片脱蜡复水后, 置于新鲜配制的质量分数

3% H 2O 2 溶液中浸泡 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 Fo s

抗体 (按体积比 1∶100 稀释) 和兔抗人M yc 抗体

(按体积比 1∶80 稀释) (二者均为武汉博士德公司

产品) , 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。对照用

PBS 代替第一抗体进行孵育, 为阴性反应。

试验统计了 2 种抗体的免疫染色反应各 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 4 级: + + + . 强阳性反应, 显

深棕色; + + . 中等阳性反应, 显棕色; + . 弱阳性反

应, 显浅棕色; - . 阴性反应, 显浅黄色或无色。

2　结果与分析

2. 1　M yc 和 Fo s 在隆肛蛙卵巢中的分布

2. 1. 1　M yc 的分布　由表 1 可以看出, 在卵巢É 2
Ê 期卵泡中, 阳性反应在滤泡细胞、卵母细胞胞质、

核膜中较强烈。Ë 2Ì 期卵泡中的阳性反应较弱, 阳

性产物分布在滤泡细胞、卵母细胞胞质、核膜及核仁

膜等处 (图版 1～ 3)。

2. 1. 2　Fo s 的分布　由表 1 可知, 在卵巢É 2Ê 期

卵泡中, 阳性产物在滤泡细胞中有分布。在Ë 2Ì 期

卵泡中, 阳性产物广泛分布在滤泡细胞、卵母细胞胞

质、核膜、核质、核仁膜等部位, 其中在核膜、核仁膜

等部位阳性反应强烈 (图版 4, 5)。

图版 1～ 5　c2m y c 和 c2f os 在隆肛蛙卵巢中的表达
1. M yc 免疫阳性物定位在隆肛蛙Ê 期卵泡的滤泡细胞 (Fc)、卵母细胞胞质 (Cp) 和核膜 (Nm ) 中, ×149; 2. M yc 免疫阳性物定位在隆肛蛙

Ì 期卵母细胞胞质 (Cp)和核膜 (Nm )中, ×74; 3. M yc 免疫阳性物定位在隆肛蛙Ì 期卵母细胞核膜 (Nm ) 和核仁膜 (N um ) 中, ×149; 4. Fo s

免疫阳性物定位在隆肛蛙Ê 期卵泡的滤泡细胞 (Fc)中, ×149; 5. Fo s 免疫阳性物定位在隆肛蛙Ì 期卵母细胞核膜 (Nm )、核质 (N p)和核仁

膜 (N um )中, ×149

P late 1- 5　Exp ression of c2m y c and c2f os in ovary of the R ana quad ranus

1. Imm unopo sit ive M yc located in the fo llicle cell ( Fc) , cytop lasm (Cp ) and nuclear m em brane (Nm ) of stage Ê oocyte of Rana

guadranus, ×149; 2. Imm unopo sit ive M yc located in the cytop lasm (Nm ) of stage Ì oocyte of R ana g uad ranus, ×74; 3. Imm unopo sit ive

M yc located in the nuclear m em brane (Nm ) and nucleo lar m em brane (N um ) of stage Ì oocyte of R ana g uad ranus, × 149; 4.

Imm unopo sit ive Fo s located in the fo llicle cell (Fc) of stage Ê oocyte of R ana g uad ranus, ×149; 5. Imm unopo sit ive Fo s located in the

nuclear m em brane (Nm ) , nucleop lasm (N p) and nucleo lar m em brane (N um ) of stage Ì oocyte of R ana g uad ranus, ×149
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2. 2　M yc 和 Fo s 在北方山溪鲵卵巢中的分布

2. 2. 1　M yc 的分布　表 1 结果表明, 在卵巢É 2Ê
期卵泡中, 卵母细胞胞质中的阳性反应较强, 而在其

他部位为阴性。在Ë 2Ì 期卵泡中, 卵母细胞胞质中

的阳性反应减弱, 其他区域为阴性反应 (图版 6～

8)。

2. 2. 2　Fo s 的分布　由表 1 可知, É 2Ê 期卵泡在

各个部位均无阳性反应, 但在Ë 2Ì 期卵泡中, 于滤

泡细胞、卵母细胞胞质等处可见阳性产物 (图版 9,

10)。
表 1　隆肛蛙和北方山溪鲵不同发育时期卵巢中M yc 和 Fo s 的分布

T able 1　D istribu tion of M yc and Fo s in the differen t stages of ovary developm ent

of R ana g uad ranus and B atrachup erus tibetanus

物　种
Species

发育时期
D evelopm ent stages

M yc Fo s

Fc Cp Nm N p N um Fc Cp Nm N p N um
对照
CK

隆肛蛙 R ana g uad ranus
É 2Ê + + + + + - - + - - - - -
Ë 2Ì + + + - + + + + + + + + -

北方山溪鲵
B atrachup erus tibetanus

É 2Ê - + + - - - - - - - - -
Ë 2Ì - + - - - + + + + - - - -

　　注: Fc. 滤泡细胞; Cp. 卵母细胞胞质; Nm. 核膜; N p. 核质; N um. 核仁膜。

N o te: 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.

图版 6～ 10　c2m y c 和 c2f os 在北方山溪鲵卵巢中的表达
6. M yc 免疫阳性物定位在北方山溪鲵Ê 期早期卵母细胞胞质 (Cp) 中, ×297; 7. M yc 免疫阳性物定位在北方山溪鲵Ê 期晚期卵母细胞胞

质 (Cp)中, ×297; 8. M yc 免疫阳性物定位在北方山溪鲵Ë 期卵母细胞胞质 (Cp ) 中, ×297; 9. Fo s 免疫阳性物定位在北方山溪鲵Ì 期卵母

细胞胞质 (Cp)中, ×149; 10. Fo s 免疫阳性物定位在北方山溪鲵Ì 期卵泡的滤泡细胞 (Fc)和卵母细胞胞质 (Cp)中, ×149

P late 6- 10　Exp ression of c2m y c and c2f os in ovary of the B atrachup erus tibetanus

6. Imm unopo sit ive M yc located in the cytop lasm (Nm ) of stage Ê oocyte of B atrachup erus tibetanus, ×297; 7. Imm unopo sit iveM yc located

in the cytop lasm (Cp) of stage Ê oocyte of B atrachup erus tibetanus, ×297; 8. Imm unopo sit iveM yc located in the cytop lasm (Cp) of stage

Ë oocyte of B atrachup erus tibetanus, ×297; 9. Imm unopo sit ive Fo s located in the cytop lasm (Cp ) of stage Ì oocyte of B atrachup erus

tibetanus, ×149; 10. Imm unopo sit ive Fo s located in the fo llicle cell (Fc) and cytop lasm (Cp) of stage Ì oocyte of B atrachup erus tibetanus,

×149

3　讨　论

3. 1　c2m y c 与卵泡发育

　　c2m y c 是发现较早、生物学活性最复杂的原癌

基因之一, 其产物M yc 蛋白是一类核蛋白转录因

子, 能与特异的DNA 序列结合, 对一系列启动子的

活性发挥调节作用。M yc 蛋白家族属于即刻早期应

答 ( imm edia te early respon se) 基因的编码产物。这
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种核蛋白在细胞周期、细胞分化、细胞程序化死亡及

细胞的恶性转化过程中, 均有重要的调节作用。

D elidow 等[7 ]在用促性腺激素诱导大鼠卵巢 c2
m y c 表达中发现, c2m y c 在颗粒细胞中表达, 并可受

促性腺激素的刺激而增强, 这种增强发生在DNA

合成和类固醇激素增强之前, 因此认为, c2m y c 的表

达是促性腺激素调控颗粒细胞分子机制的一部分。

随后, 用免疫组化方法对大鼠卵巢 c2m y c 的表达进

行定位, 也证实 c2m y c 表达产物在颗粒细胞中。

Hou rdry 等[8 ]发现, c2m y c mRNA 可在幼小的光滑

爪蟾卵母细胞胞质中高水平表达, 但其表达随卵母

细胞的生长而减弱。Godeau 等[9 ]观察到在爪蟾卵母

细胞卵黄合成期, c2m y c 表达水平高, 其产物主要定

位在卵母细胞核。M aruo 等[10 ]认为, c2m y c 参与卵泡

早期发生时小卵泡的自发生长。

本研究在对隆肛蛙卵泡的观察中, 发现M yc 蛋

白在隆肛蛙卵巢É 2Ê 期卵母细胞和滤泡细胞中表

达较强, 以后逐渐减弱。雷忻等[1, 2 ]在这之前的研究

中发现, 随着隆肛蛙卵泡的发育, 类固醇激素的合成

分泌逐渐增多。而滤泡细胞是类固醇激素合成的场

所, c2m y c 在滤泡细胞中的表达, 说明其可能在类固

醇激素合成中具有负调控作用。通过对类固醇激素

合成分泌的调节来影响卵母细胞的发育, 可能是 c2
m y c 对卵母细胞发育的调控方式之一。而M yc 在卵

母细胞胞质和核膜中的表达则说明, c2m y c 表达产

物也可能直接作用于卵母细胞来调节其发育。

M yc 蛋白在北方山溪鲵卵母细胞发育中的表

达趋势基本与隆肛蛙相同, 因此认为, c2m y c 在北方

山溪鲵卵母细胞发育早期也有一定的调控作用。

3. 2　c2f os 与卵泡发育

c2f os 是一类核蛋白转录因子, 属于即刻早期应

答基因。c2f os 是一种转录活化因子与原Ca 基因产

物所形成的一种复合物, 其参与各个基因的转录和

调节。用生物化学及免疫组化法均发现, c2f os 基因

表达的产物位于核内, 同时在细胞质中也有发现。

c2f os 基因的表达与细胞的增殖和程序化死亡过程

有密切关系。

D elidow 等[7 ]对大鼠卵巢 Fo s 蛋白的免疫组织

化学研究表明, 其在颗粒细胞中有较强表达, 这种表

达在类固醇激素产生之前就已经开始, 并且在促性

腺激素刺激下得到迅速加强, 由此推测 c2f os 可能

在促性腺激素对颗粒细胞分泌功能的调控中有重要

作用。同时, 人们在爪蟾卵巢和早期胚胎发育中也发

现有 c2f os 的表达[6 ]。本研究发现, 在隆肛蛙和北方

山溪鲵卵巢中, Fo s 在É 2Ê 期卵母细胞和滤泡细胞

中几乎不表达, 在Ë 2Ì 期滤泡细胞中显阳性反应,

而此时类固醇激素分泌最为旺盛, 推测 c2f os 可能

对类固醇激素的合成与分泌起着正调控作用; Fo s

在Ë 2Ì 期卵母细胞中的分布, 说明 c2f os 可能直接

调控卵母细胞的发育。由上述分析可看出, c2f os 与

c2m y c 在卵泡发育中的表达刚好相反, c2f os 产物在

É 2Ê 期卵泡中表达较弱, 以后逐渐增强, 故推测其

在隆肛蛙和北方山溪鲵卵泡发育的中、后期起调节

作用; 而 c2m y c 则在É 2Ê 期卵泡中有较强表达, 以

后逐渐减弱, 故推测其在隆肛蛙和北方山溪鲵卵泡

发育的初期有重要调节作用。
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Effect of PL C on p la te le tπs adhesion and Gp Ib

W ANG Chang-gao1, QU Y ong-hua2, CHEN Tao3

(1 Colleg e of B ioeng ineering , H ubei U niversity of T echnology ,W uhan, H ubei 430068, Ch ina;

2 M ed ica l Colleg e,W uhan P oly techn ic U niversity ,W uhan, H ubei 430023, Ch ina;

3 W uhan Institu te of V irology , Ch inese A cad emy of S ciences,W uhan, H ubei 430071, Ch ina)

Abstract: T he rounding glass ball m ethod w as taken to study the effect of pho spho lipase C (PL C) on

p la teletπs adhesion adm in istered via duodenum , and compet it ive enzym e2linked imm uno so rben t assay

(CEL ISA ) w as taken to study the effect of PL C on p la teletπs Gp Ib mo lecu lar num ber at the sam e t im e. T he

resu lt w as that freeze2drying addit ive, 100 and 200 U ökg PL C, had no eviden t effect on p la teletπs adhesion

ra te, bu t 400, 600, 800 and 1 000 U ökg PL C had sign if ican t effect. F reeze drying addit ive had no apparen t

effect on p la teletπs Gp Ib mo lecu lar num ber, bu t 0. 5, 1 and 2 U ömL PR P PL C had sign if ican t effect.

Key words: PL C; p la telet; adhesion ra te; Gp Ib
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Exp ression of c2m y c and c2f os in ovary of the

R ana quad ranus and B a trachup erus tibetanus

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 anπan 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 and B a trachup erus tibetanus u sing an t ibodies again st M yc and Fo s. T he

resu lts ind ica te that M yc is exp ressed strongly in the oocyte and fo llicle cells a t the stages É 2Ê , then mo re

w eak ly at the stages Ë 2Ì . Fo s is w eak ly exp ressed in the oocyte a t early stages, bu t mo re st rongly at

stages Ë 2Ì . T hese resu lts p rove that fo r R ana quad ranus and B a trachup erus tibetanus, c2m y c p lays a key

ro le in the early developm en t of oocyte, and c2f os in the m edium and upper stages of oocyte. T he tw o p ro to2
oncogenes m ay regu la te the oocyte developm en t of R ana quad ranus and B a trachup erus tibetanus by

regu la t ing the syn thesis and secret ion of sex stero ids.

Key words: R ana g uad ranus; B a trachup erus tibetanus; c2m y c; c2f os; ovary
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