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0　引言　 原癌基因 c2m y c 的表达产物, 是一种与DNA 结合

的磷酸化蛋白, 具有转录调控因子的作用. c2M yc 蛋白通常

和M ax 结合, 二者形成异二聚体后再和DNA 核心序列结合,

控制DNA 转录, 从而发挥基因调控的作用[1 ]. 以往研究发现

c2M yc 蛋白在小鼠卵母细胞、精子细胞及孕中期胚胎中存在.

利用 R T 2PCR 方法在着床前胚胎发育过程中可以检测到 c2

m y c 原癌基因转录. 最早在小鼠胚胎基因组激活期即 2 胚细

胞期[2 ]. 早期胚胎能否表达 c2M yc 蛋白, 未见报道. 本研究用

免疫组织化学ABC 法探讨了 c2M yc 蛋白能否在着床前小鼠

胚胎中表达, 为 c2M yc 对着床前小鼠胚胎发育的功能意义提

供形态学依据.

1　材料和方法

1. 1　材料　孕马血清促性腺激素 (PM SG)、人绒毛膜促性腺

激素 (hCG) 由宁波第二激素厂提供, c2M yc 单克隆抗体由北

京中山生物技术有限公司提供, ABC 试剂盒为武汉博士德生

物工程有限公司提供. 小鼠早期胚胎的获取: 选用本校实验

动物中心提供的健康昆明种小白鼠鼠龄 (45±5) d, 体质量

(25±5) g. 雌鼠于下午 16∶00 PM SG 10 IU ip , 48 h 后 hCG

10 Iu ip , 当晚与雄鼠 2∶1 合笼. 次日晨检查阴栓, 将有阴栓

者分别于注射 hCG 后 32～ 34, 48, 72, 94 h 颈椎脱臼法处死,

解剖显微镜下收集 2 细胞、4 细胞、8 细胞、桑椹胚及早期囊胚

等各个不同时期胚胎[3 ]. 将胚胎细胞置于铬钒明胶处理过的

载玻片上, Bou in’s 液固定.

1. 2　方法　将固定过的组织切片用 PBS 洗涤, 5 m in, 3 次;

甲醇双氧水处理 30 m in, 以抑制内源性过氧化物酶活性; PBS

洗 5 m in, 3 次; 加入小鼠单克隆抗体 (1∶100 稀释) , 4℃过

夜; PBS 洗 5 m in, 3 次; 二抗为生物素标记的羊抗小鼠 IgG
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(1∶200 稀释) , 室温孵育 1 h; PBS 洗 5 m in, 3 次; ABC 复合

物(1∶100 稀释) 孵育 30 m in; PBS 洗涤, DAB2双氧水显色

10 m in, 终止反应. 37℃温箱烘干, 二甲苯透明, 封片. 以生

理盐水代替一抗作为阴性对照.

2　结果　免疫组织化学结果显示, c2M yc 蛋白免疫反应阳

性细胞呈深棕色, 背底不着色, 阳性细胞很易辨认. 小鼠着

床前胚胎从 2 细胞期、4 细胞期 (图 1)、6 细胞期 (图 2)、8 细

胞期 (图 3) 及囊胚期 (图 4) 均呈 c2M yc 蛋白免疫反应阳性,

阳性物质分布于胞质和胞核中. 细胞核 c2M yc 蛋白的免疫染

色较胞质的强, 本实验也发现, 在不同时期的胚胎中存在表

达上的差异性, 在 8 细胞期以前的早期胚胎中 c2M yc 表达较

强, 各个细胞均有较强表达, 而在 8 细胞至囊胚期表达强度减

弱, 而且同一胚胎的不同细胞其 c2M yc 蛋白免疫染色的强度

也不同, 有些细胞中免疫染色较强, 有些细胞信号很弱, 甚至

没有阳性着染 (图 4 ). 阴性对照试验呈阴性反应 (图 5).

3　讨论　近年来, 国外学者研究发现, 着床前小鼠胚胎中可

检测到 c2erbB 1, c2f m s, c2ras, c2m y c 等原癌基因呈阶段特异性

表达[3 ]. 有研究发现 c2M yc 蛋白在小鼠卵母细胞, 精子细胞,

孕中期的胚胎中存在. 随后在着床前胚胎中应用R T 2PCR 方

法检测到 c2m y c mRNA [2 ]. 小鼠胚胎基因组在 2 细胞期开始激

活, 而在晚 2 细胞期可检测到 c2m y c mRNA , 可见 c2m y c 是

胚胎基因组中最早开始转录的基因之一, 同时也发现 c2m y c

基因从胚胎基因组中以较高水平发生转录. 不同发育阶段 c2

m y c 表达水平不同, 在 4 细胞期其mRNA 最高达 100～ 1000

拷贝ö胚胎, 相比之下, 母体 (卵母细胞)的转录水平很低[1 ].

实验结果表明, c2M yc 蛋白在小鼠着床前胚胎各个时期

均有表达. c2m y c 的表达对胚胎发生的功能意义及作用机制

研究较少, N az 等[2 ]认为, c2m y c 原癌基因不仅有表达, 而且

对着床前胚胎发育起作用, 在早期卵裂过程中有十分重要的

促进作用. c2m y c 基因有促进DNA 复制的作用, 有人以微注

射技术向细胞内注射 c2M yc 蛋白能刺激细胞DNA 合成. 已

证实, c2m y c 的表达与细胞增生率及促有丝分裂信号转导密

切相关[2 ]. c2m y c 转录产物作为一种转录因子, 参与细胞内其

他基因尤其是那些与细胞增生有关的基因的转录调控. 另有

人认为 c2m y c 原癌基因产物在许多细胞中起介导生长因子的

作用[4, 5 ]. 我们推测, 早期鼠胚表达的 c2M yc 蛋白可能也通过

参与信号转导和介导生长因子等机制对早期胚胎的增殖发育

起促进作用, 但是这个问题尚需进一步功能性的研究加以证

实. 同时, 我们也观察到在着床前小鼠胚胎不同发育时期存

在着表达上的差异性, 这也显示出 c2M yc 蛋白在不同时期所

起作用的不同. 可能在 8 细胞以前表达水平较高, 其促进胚

胎生长发育的作用较强, 而在 8 细胞以后这种作用有所减弱.

据此推测 c2M yc 蛋白表达水平的高低可能与其对胚胎发育的

调控作用的强弱有关, 在早期这一作用也许更强一些. 但确

切的作用机制仍需进一步研究加以说明.
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图 1　c2M yc 在小鼠着床前胚胎 4 细胞期阳性表达　×400

图 2　c2M yc 在小鼠着床前胚胎 6 细胞期阳性表达　×400

图 3　c2M yc 在小鼠着床前胚胎 8 细胞期阳性表达　×400

图 4　c2M yc 在小鼠着床前胚胎囊胚期阳性表达　×400

图 5　阴性对照呈阴性反应　×400
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0　引言　 转化生长因子 Α(T GFΑ) 在许多恶性上皮肿瘤及某

些正常组织和细胞如正常人类皮肤角细胞和活化的巨噬细

胞、嗜酸性粒细胞中表达. T GFΑ和表皮生长因子 (EGF) 竞争

表皮生长因子受体 (EGFR ) , 对多种组织来源的上皮细胞有

促增殖活性, 对间质细胞的增殖和血管内皮细胞的迁移有促

进作用[1 ]. 我们研究 T GFΑ及其受体 EGFR、增殖细胞核抗原

(PCNA ) 在鼻息肉组织中的表达, 探讨 T GFΑ在鼻息肉发病

机制中的作用.

1　材料和方法　鼻息肉组织标本 20 例来自我科接受经鼻内

窥镜鼻息肉切除术的患者, 男 12 例, 女 8 例, 年龄 25～ 54 岁,

6 例正常下鼻甲组织来自接受鼻整形手术患者. 所有标本均

用 100 mL ·L - 1中性福尔马林固定, 石蜡包埋, 作 5 Λm 厚的

连续切片. 鼠抗 T GFΑ单克隆抗体、鼠抗 PCNA 单克隆抗体

为美国Calb iochem 公司产品, 兔抗 EGFR 多克隆抗体为美国

San ta C ruz 公司产品 (博士德公司提供, 即用型) , SABC 试剂
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