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大鼠颌下腺及其离体培养细胞脱氢表雄酮

（()*+）的免疫组织化学定位

姚 兵! 黄威权! 张崇理" 王江华!

（!第四军医大学组织胚胎学教研室，西安 #"’’,!）

（"中国科学院动物研究所生殖生物学国家重点实验室，北京 "’’’&’）

摘 要 用免疫组织化学 +-.法，研究了颌下腺及无血清培养的颌下腺上皮细胞 ()*+的定位。结果显示，大
鼠颌下腺的浆液性腺泡的上皮细胞及各级导管上皮细胞均呈 ()*+免疫反应阳性，无血清培养腺上皮细胞也呈
()*+免疫反应阳性，阳性物质分布于胞质，胞核呈阴性反应。此结果提示：大鼠颌下腺能自身合成 ()*+，
()*+对消化功能可能具有重要的调节作用。
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颌下腺是位于下颌下左右对称的一对卵圆形唾

液腺，可产生唾液，参与食物的消化。最近的研究

发现，颌下腺不仅能分泌消化液还可合成和分泌许

多活性物质，参与机体多种生理功能的调节。

()*+是一种类固醇激素，是合成雌激素的前体物
质，具有引起肾上腺机能初现、提高细胞色素

?@1’的水平及使过氧化物体增殖等多种生理功能
（ABC4379 ,# $’ =，"//#）。已有研究证明 ()*+可存
在于大鼠的肾上腺、子宫、睾丸等部位（?B55BD4BE
,# $’ -，"//!）。颌下腺是否也含有 ()*+，其功能
意义如何？未见报道。本文用免疫组织化学法研究

颌下腺是否有 ()*+ 的存在，及其能否自身合成
()*+，为进一步研究颌下腺及 ()*+的生理功能
提供形态学依据。

# 材料和方法

#$# 试剂
兔抗 ()*+ 抗体由本室自制（孙岚 等，

"///）。链酶亲和素0生物素化过氧化物酶试剂盒
（CDEBFD03G4H47 849D470FBE9I4H3CB >92F5BI，J+-.，武汉
博士德生物工程公司），K?AL "$@’ 培养基（美国
J4623公司产品），小牛血清（浙江四季青生物制品
公司）。

#$% 组织材料
雄性 J(大鼠 1只，体重 !1’ 6左右（第四军医

大学实验动物中心提供），动物经断颈处死，立即

取出下颌下腺，分成两部分，一部分投入 -9M47’C

液固定 "!小时左右，常规石蜡包埋，切成 $#2厚
的切片，用于免疫组织化学研究。

另一部分经剪切，做原代细胞培养。步骤如下：

（"）取组织块 " N " N ">2, 经无血清培养液洗涤后置

平皿内，无菌剪切至 "22,大小，用镊子将剪碎的组

织块移入培养瓶内，加 ’O"1P的胶原酶混匀后，
,#Q消化 1’分钟，其间在倒置显微镜下观察细胞消
化情况，并吸打；（!）待大部分组织成细胞团块后，
过筛（@’’目），将滤液移入离心管，" ’’’ E R 247，1
分钟，无血清培养液（(A*A）洗涤，再离心，重复
洗 涤 一 次，记 数 细 胞，调 整 细 胞 浓 度 为

" N "’$ R 25；（,）用含 1P胎牛血清的 S"! T(A*A为 "T
"的培养液重悬细胞，并接种于铺有胶原的 !@孔板
内盖玻片上，于 ,#Q，1P .U! 培养 @&小时后，换
液一次，换成无血清培养液，次日，取出盖玻片，

’O’" 295 R V ?-J 洗涤 !次，用冷丙酮固定 "1 分钟，
置 ’O’" 295 R V ?-J @Q保存备用。
#$& 免疫组织化学程序
#$&$# 石蜡切片脱蜡水化后，用正常羊血清孵育
!’ 247，然后，按免疫组织化学 +-.法程序进行染
色，第一抗体为兔抗 ()*+抗体 " T "’’稀释。第二
抗体为生物素标记的羊抗兔 L6W抗体 " T !’’ 稀释，
J+-.复合物的稀释度为 " T "’’，第一抗体在 @Q冰
箱内孵育过夜，第二抗体在室温孵育 "小时，+-.
复合物在室温下孵育 @1 247。阴性对照分别用正常
兔血清取代第一抗体及用 ?-J 取代第一抗体进行
孵育。



!"#"$ 培养细胞的免疫组织化学反应 贴有无血
清培养的颌下腺上皮细胞的盖玻片分成两组，按免

疫组织化学 !"# 法，分别进行角蛋白中间丝和
$%&!免疫组织化学染色。第一抗体分别为兔抗大
鼠 $%&!抗体 ’ ( ’))稀释，和兔抗人表皮角蛋白中
间丝抗体 ’ (’))稀释，在 *+孵育 ,*小时。其余步
骤与 ’-.-’相同。

$ 结 果
免疫组织化学反应的结果显示，$%&!免疫反

应产物呈棕色，背底不着色，反差明显，易于识

别，阴性对照试验均呈阴性反应。

石蜡切片的免疫组织化学结果显示：颌下腺浆

液性腺泡上皮细胞呈 $%&!免疫反应阳性，阳性物
质分布在胞质内，胞核呈阴性反应（图版!：’）。
分泌管、排泄管和润管的管壁上皮细胞呈 $%&!的
免疫反应阳性，阳性物质分布在胞质内，胞核呈阴

性反应（图版!：,）。
培养细胞免疫反应结果显示：成片生长的上皮

细胞呈角蛋白中间丝免疫反应阳性，阳性物质分布

于胞质，胞核为阴性（图版!：.）。成片生长的上
皮细胞同样呈 $%&!免疫反应阳性，阳性物质分布
在胞质内，胞核呈阴性反应（图版!：*）。几种对
照试验呈阴性反应（图版!：/）。

# 讨 论
先前的研究已经证实，颌下腺分布有神经生长

因子、表皮生长因子、视网膜节细胞神经诱向因子

（黄威权等，’00,）， /1%2（王玮等，’003）及
456%（金花淑等，’007）等 ,)多种肽类、单胺类

生物活性物质。$%&!是甾体类激素，是合成性激
素（睾酮和雌醇 ’0碳类固醇）的前体，已有研究
发现 $%&!及其结合物可存在于切除了肾上腺的和
阉割了的雄性大鼠的脑中，提示其可由中枢神经系

统局部生物合成。最近研究发现，大鼠消化道也具

有使孕烯醇酮转化为 $%&!的能力，说明生物体的
许多器官均可合成 $%&!（89 4:;<=:>59 !" #$ ?，
’00/）。我们观察到颌下腺浆液性腺泡上皮细胞和
各级导管上皮细胞含有 $%&!免疫反应阳性物质，
而且离体培养颌下腺细胞，经无血清培养液培养

后，成片生长的细胞呈角蛋白中间丝阳性，说明它

们是颌下腺上皮细胞。这些细胞同样呈 $%&!免疫
反应阳性，说明颌下腺上皮细胞内的 $%&!可能不
是外来的而是由上皮细胞自身所合成。

有报道 $%&!除了参与雌激素和雄激素的合成
外，还影响 2 细胞亚群的增殖（"@AA:=B !" #$ %，
’00/）。C:DEF5等（’00*）发现在给小鼠注射溶菌酶
前 ,小时注射 $%&!，血清中抗溶菌酶 G>4的含量
明显高于没有加 $%&!组，提示 $%&!参与了机体
免疫应答的调节。6;<H@<<95 等（’00.）也认为
$%&!在肠道寄生虫疾病的防治中充当有效的预防
因子，是一种升调节的免疫参数。 IBFJ;K; 等
（’00/）的研究发现：（’）$%&!可参与糖代谢的
调节，使肝脏中 31磷酸葡萄糖脱氢酶的含量增加；
（,）$%&! 可参与内分泌的调节，降低血清中 2*
的含量，而使 2.的含量增加。本实验证明：$%&!
可在颌下腺合成与分泌，这无疑又丰富了颌下腺对

机体功能意义的内容，提示 $%&!可能参与消化功
能的调节，但具体参与哪些功能的调节，我们将作

进一步的探讨。
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姚 兵等：大鼠颌下腺及其离体培养细胞 !"#$的免疫组织化学定位 图版 !
%$& ’()* !" #$ %： &’ ()(* +), )’ ()"+* -./ (001)232*(4+3 324+3(5+-(2) 26 !"#$ () 7+- 8190+:(33+7;

*3+), <3+-/ !

=> 大鼠颌下腺浆液性腺泡上皮细胞（!）呈 !"#$免疫反应阳性［?./ /@(-./3(+3 4/338 26 8/7218 +4()18（!）() 7+- 8190+:(33+7; *3+), A+8 8-+()/, ()
!"#$ @28(-(B/ (001)27/+4-(2)］C DEE

F> 大鼠颌下腺导管上皮细胞呈 !"#$免疫反应阳性（?./ /@(-./3(+3 4/338 26 /:47/-27; ,14- () 7+- 8190+:(33+7; *3+), A+8 8-+()/, () !"#$ @28(-(B/ (0G
01)27/+4-(2)）C DEE

H> 体外培养的大鼠颌下腺上皮细胞呈角蛋白中间丝免疫反应阳性（?./ /@(-./3(+3 4/338 26 7+- 8190+:(33+7; 413-17/, () 8/710 67// 0/,(10 A+8 8-+()/, ()
I/7+-() @28(-(B/ (001)27/+4-(2)）C DEE

D> 体外培养大鼠颌下腺上皮细胞呈 !"#$免疫反应阳性（?./ /@(-./3(+3 4/338 26 7+- 8190+:(33+7; 413-17/, () 8/710 67// 0/,(10 A+8 8-+()/, () !"#$
@28(-(B/ (001)27/+4-(2)）C DEE

J> 用正常兔血清取代一抗的阴性对照试验，大鼠颌下腺腺泡上皮细胞和导管上皮细胞均呈 !"#$免疫反应阴性（?./ )/*+-(B/ 42)-7+8- -/8- A(-.
)270+3 7+99(- 8/710 +8 6(78- +)-(92,;，-./ /@(-./3(+3 4/338 26 8/7218 +4()18 +), 26 /:47/-27; ,14- () 7+- 8190+:(33+7; *3+), A+8 8.2A/, )/*+-(B/ (001)27/+4-(2)）
C DEE


