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在不 同生殖周期奶山羊卵巢中的表达
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摘 要 应用免疫组织化学 法检测
一

干扰素
一 , 一

在不同生殖周期奶山羊卵巢中的表达悄

况
,

探讨
一 下的变化规律及其与生殖的关系

。

结果显示
,

在间情期三级卵泡颗粒细胞胞膜
、

发情期 共 级卵泡和成熟

卵泡颗粒细胞
、

妊娠期卵泡颗粒细胞
、

妊娠 周粒黄体细胞
、

妊娠
,

和 周膜黄体细胞胞核中均有
一

的表

达 在三级卵泡和成熟卵泡的卵泡液中也有
一

的表达 妊娠
,

和 周粒黄体细胞上
一

表达量很低
。

一

可能在不同类型的细胞上发挥着不同的作用
。
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有研究显示
, 一

干扰素
一 , 一

是

由 型细胞产生的细胞 因子
,

在生殖 内分泌调控

中与 型细胞产生 的细胞因子作用相反
,

对妊娠

的维持有害〔‘
一

〕。

陈鑫磊等川 研究发现
,

在妊娠恒河

猴黄体 中
一丫 能抑制

一

甲
、

日
一

和

的表达
。 一

田 及其受体可能对黄体的形成和功

能维持有 重要作用
。

等 报道
, 一

下 参与

了黄体退化的调节
。

姚文等川 在 年报道
,

在一定剂量范围内有促孕酮分泌的作用
。

上述研

究结果显示
, 一

对生殖 系统的作用是非常复杂

的
。

在妊娠过 程 中
, 一

正 反两方 面 的作用 是 同

时存在的
。

为了进一步 了解
一

的表达量 及存

在部位与生殖调控 的关系
,

本试验应用免疫组织化

学 法结合硫酸镍铁加强 的 蓝 色呈 色法
,

检

一
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孙健红 。一 女 蒙古族 辽 宁康平人 在读博士
,

主要从事动物胚胎
一

「程 与生殖内分泌研究
。

张 涌 一 男 内蒙古和林格尔人 教授
,

博士生导师
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主要从事动物胚胎工程 与发育生物学研究
。
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测了
一

在不 同生殖周期奶 山羊卵巢中的表达

情况
,

从形态学的角度探讨了
一丫与生殖活动的

关系
,

为进一步研究细胞因子对生殖内分泌的调控

机制提供了形态学资料
。

材料与方法

材 料

试脸动物 发情期奶山羊 只
,

间情期奶山

羊 只
,

妊娠 周
、

周
、

周
、

周健康奶山羊各

只
。

所有羊只均购自陕西杨凌
,

临床检查健康
。

试剂及仪器
一

免疫组织化学

试剂盒购 自福州迈新公司
一 一

丫购 自

武汉博士德公司
·

购 自华美生物工程

公司 葡萄糖氧化酶购 自 公司 柠檬酸盐缓冲

液购自华美生物工程公司 冰冻和

石蜡切片机 由德国 公司制造
。

奶山羊卯撰的采取

奶山羊放血致死后迅速采取卵巢
,

放入 ℃的

含 多聚 甲醛 的 磷酸盐缓 冲液

中
,

固定
。

奶山羊卯撰切片的制备

固定好的奶山羊卵巢经常规脱水
、

透 明
、

浸蜡
、

包埋后
,

做连续切片 切片厚 拌 ,

隔 取
,

共制

得 套切片
。

奶山羊卵撰切片的染色检查

套切片中
,

一套做常规 染色
,

确认细胞

一套做
一下免疫组织化学 法染色 一套做 阴

性对照
。

免疫组织化学 法染色流程 如下 用构

椽酸盐缓冲液 进行热抗原修复
,

冷

却后使用 试剂盒中 液
、

液
、

液和 液依次

孵育 具体时间随孵育温度而定
,

并在

液孵育之后用
一 一丫 体积 比 ,

倍稀释 ℃孵育
。

液孵育之后用硫酸镍

按加强的 呈色
,

未复染
。

阴性对照

切片染色时
,

用 替代
一 一

下
,

其他步骤 同免疫组 织化学

法
。

结果的统计分析

对封片后的切片用 。 数码显微照相系统摄

像
,

然后用江苏捷达 形态分析软件计算阳性结

果的灰度值 将数字图像中各个像素的明暗程度用

黑色 白色 之间的数字表示
,

并进行统计

学分析
。

结果与分析

奶山羊卵集顺粒细胞中
一

的衰达

间情期三级 卵泡颗粒细胞 中
一

主要表达

于细胞膜 上
,

细胞质染色极 淡
,

几乎呈 空泡样 图
,

灰度值为 士 士

,

平均值为 士
。

发情

期
,

在三级 卵泡和成熟卵泡的大部分颗粒细胞中
,

一

的表达量非常丰富
,

呈深染的圆形颗粒
,

其中

夹着一些胞质 胞核阴性的颗粒细胞
,

个别细胞仅为

膜着色 图
,

灰度值为 士

士
,

平均 值 为 士
。

妊娠期
,

三级卵泡颗粒细胞中
一

的

表达量也很丰富
,

其灰度值近似于发情期
。

图 间情期奶山羊卵巢的三级卵泡颗粒细胞

和卵泡液 又

硕粒细胞 卵泡液

图 发情期奶山羊卵巢的成熟卵泡颖粒细胞

和卵泡液

顺拉细胞 卵泡液



第 期 孙健红等 ’
一

在不同生殖周期奶山羊卵巢中的表达

奶山羊卵泡液中
一
下 的分布

结果显示
,

卵泡液 中
一

的含量非常丰富
,

呈蓝紫色 有的卵泡液中
一
下的分布不均匀

,

有些

区域含量丰富
,

呈大小不等的紫黑色团块 图
, 。

奶 山羊黄体细胞中
一
下 的表达

妊娠 周时
, 一

主要表达 于粒黄体细胞胞

质
,

细胞 核 阴性 或 浅 蓝 色 图
,

其 灰 度 值 为

士 士
,

平均值为 士 妊娠 周
, 一

下

仅表达于少量膜黄体细胞
,

且 以细胞核和细胞膜为

主
,

胞质不表达或低水平表达 图
,

其灰度值为

士 士
,

平均值为 士 妊娠 周
, 一

表达于部分膜黄体细胞细胞核和细胞膜
,

胞质低水

平表达或不表达 图
,

其灰度值为 士

士
,

平 均 值 为

士 妊娠 周
, 一

表达 于几

乎所有的膜黄体细胞中
,

其表达部位与妊娠 周相

同 图
,

灰度值为 士

士
,

平均值为 士
。

在妊娠
,

和 周的粒黄体细胞上
,

一
下均低水平表达

。

图 妊娠不同阶段奶山羊卵巢粒黄体细胞和膜黄体细胞的变化

妊娠 周 妊娠 周 妊娠 周 妊娠 周 粒黄体细胞 卜 膜黄体细胞

卜

讨 论

近年来
,

随着免疫 一 神经 一 内分泌 网络学说 的

发展及先进 的实验技术与方法 的不断出现
,

细胞 因

子对生殖的调控成为研究的热点
。 一

属于 型

细胞 因子 中干扰素家族 中的一员
,

是一种分子鼻为

的糖蛋 白
,

具有抗病毒
、

抗肿瘤和免疫调 节作

用
。

在哺乳动物中
,

卵巢是重要的生殖器官
,

可分泌

多种激素
,

参与对机体生殖过程的调节
,

其 中起关键

性作用的是雌激素和孕激素
。

雌激素主要 由存在于

颗粒细胞内的芳香化酶作用于卵泡膜细胞产生的雄

激素
,

使其芳香化而生成的
,

可诱导发情
。

孕酮 由黄

体细胞产生
,

可阻止卵泡的成熟和动物的再次发情
,

使动物维持妊娠状态
。

但在排卵前后
,

颗粒细胞有

很强 的产生 孕 酮 和雌 二 醇 的能 力
。

有 研 究 发 现
,

一

可抑制体外培养的猫 卵巢颗粒细胞增 殖 及

的产生
,

并且这种抑制作用与
一

的量呈正相

关困 体外培养人黄体细胞时
, 一

能抑制促黄体

生成素诱导 的孕酮 生成
,

并且这种作用 的产生并非

由前列腺素造 成叫
。

后 来有研究 发现
, 一丫 对妊
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娠小鼠黄体细胞分泌孕酮的作用随剂量的不同而有

区别
,

在一定剂量范围内
,

对孕酮分泌有促进作用
,

但当
一
丫大量存在时

,

对孕酮分泌则有一定 的抑

制作用困 并且 黄体细胞 的凋亡 也 受
一
下 的调

控阁
。

本研究发现
,

在发情期的三级卵泡和成熟卵

泡颗粒细胞及妊娠 周粒黄体细胞中
, 一

呈高

水平表达
,

而在妊娠
, ,

周
一

维持在一个

较低水平 在妊娠 周时
,

个别膜黄体细胞呈

下阳性
,

在妊娠 周时阳性细胞增多
,

到 周几乎

所有膜黄体细胞均呈阳性
,

这与上述研究结果相似
,

但也有不同
。

不 同的原因是
,

本研究能区分体内正

常妊娠状态下
一
下在 类黄体细胞中表达的不同

之处
,

而上述体外试验不能区分
一
下在 种类型

黄体细胞中表达 的不 同
。

因此可推测
, 一

在粒

黄体细胞中参与了妊娠维持
,

在膜黄体细胞中参与

了黄体细胞的凋亡
。

根据本试验的结果
,

笔者认为
, 一

可能作为

一种激素样物质经 自分泌或旁分泌影响卵巢激素的

合成和分泌
,

参与排卵
、

卵泡 的黄体化
、

妊娠维持及

黄体溶解
,

并且这些作用的发挥除了与
一

的剂

量有关外
,

还 与靶细胞的类型有关
。 一

丫 对生殖

的调控机制还有待进一步研究
。
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