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摘 要 本研究以绵羊发情周期内的不同时期
,

即黄体期
、

卵泡前期
、

卵泡后期和排卵后期的垂体组织为

研究对象
,

利用免疫荧光单标记和双标记方法研究绵羊垂体促性腺激素细胞的细胞类型以及在发情周期

内的变化
。

研究结果证明 在绵羊发情周期内
,

垂体促黄体激素 免疫萤光单标记
、

促卵泡激素

免疫荧光单标记和 免疫荧光双标记细胞的细胞阳性率之间无显著差异 尸 。 绵羊垂体

和 分泌细胞属同一细胞类型
,

并且在发情周期内无明显变化
。
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垂体促性腺激素细胞分泌的 和 对于维持雌性动物的发情周期以及生殖细胞

成熟具有重要的生物学功能
。

目前
,

对于 和 分泌细胞类型的认识仍有较大的争论
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“
两种激素一种细胞

”

学说认为 和 由同一种细胞分泌〔
‘〕 “一种激素一种细胞

”
学说

认为 和 分别由垂体中的两类细胞分泌图 而另外一种学说则认为垂体促性腺激素

细胞包括 分泌细胞
、

分泌细胞和
一

分泌细胞等三种细胞类型 , ‘〕
。

另外
,

动

物在不同生理状态下
,

垂体促性腺激素细胞的细胞类型是否随其分泌功能的改变而有所不

同
,

也是有待进一步研究的问题
。

本研究的主要 目的是以绵羊发情周期内不同时期的垂体组

织为研究对象
,

利用免疫荧光单标记和双标记方法
,

研究垂体 和 分泌细胞的细胞

类型以及在发情周期内的变化
,

为进一步探讨促性腺激素的分泌调控机制
,

揭示生殖生理规

律提供新的实验依据和研究思路
。

实验材料和方法

绵羊垂体组织

所用绵羊垂体组织由英国生殖生殖生物学中心馈赠
。

垂体组织采 集方法 试验用母绵

羊 只
,

人工诱导同期发情
,

随机分为 组
,

每组 只
,

先后在黄体期
、

卵泡前期
、

卵泡后期

和排卵后期宰杀
,

采集垂体组织
。

多聚甲醛磷酸缓冲液固定 后
,

石蜡包埋
。

同时分析

血液中
、

以及雌激素含量
,

以证实动物处于上述不同的生理时期
。

主要试剂

鼠
一

日单克隆抗体 由英国 教授赠送 兔抗羊 抗体
,

英

国 四甲基异硫氰酸罗达明 标记猪抗鼠 公司 异硫氰荧光素

标记驴抗兔
, 一 ,

英国
。

免疫荧光标记方法

所有组织切片厚度为 拜
。

为了防止标记过程中的组织脱片
,

所有的载玻片用多聚赖

氨酸
, 一 ,

处理
。

免疫荧光单标记 常规方法脱腊
、

水化 过氧化氢甲醇溶液

缓冲液 漂洗 正常猪血清封闭 加

入
一

抗体
,

℃条件下孵育 磷酸缓冲液 漂洗

加入 标记猪抗鼠
,

常温下孵育 漂洗 后
,

滴

加 的甘油
,

盖玻片覆盖
,

荧光显微镜观察
。

免疫荧光单标记
, ,

与上述 标记方法
, ,

相同 正

常驴血清封闭 分钟 加入
一

抗体
, ,

℃条件下孵育 漂洗

加入 标记驴抗兔
, ,

常温下孵育 与上述 免疫

荧光标记方法 相同
。

一

免疫荧光双标记
, ,

与上述单标记方法相同 用混和后的正

常猪血清和驴血清 封闭 加入混合后的
一

尽抗体
,

和 抗体
,

℃条件下孵育 漂洗 加入 标记猪抗鼠
,

常温下孵育 漂洗 加入 标记驴抗兔
,

常温下孵育 与上述单标方法 相同
。
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对照实验

用正常鼠血清 代替
一

抗体
,

其它方法与
一

单标记相同 用正

常兔血清 代替
一

日抗体
,

其它方法与 单标记相同 标记驴抗羊

代替 标记猪抗鼠
,

其它方法与
一

单标记相同 标记猪抗鼠

代替 标记驴抗羊
,

其它方法与
一

单标记相同 代替
一

抗体
,

其它方法与 双标记方法相同 代替
一

抗体
,

其它方法与 双标

记方法相同
。

上述对照组中
,

用以检验
一

和
一

日抗体的特异性
,

用以检

验荧光标记第二抗体的特异性
,

用以检验双标记过程中两组抗体之间是否有交叉反

应
。

细胞计数和结果统计

所有垂体组织切片进行免疫荧光染色的同时
,

对其相邻切片进行苏木精染色以显示细

胞核
,

然后在高倍 镜下随机选择 个区域
,

分别用目镜计数器计数单位面积内的细

胞总数
。

对
、

免疫荧光单标记和
一

免疫荧光双标记的切片
,

分别在荧光显微

镜 下
,

用同样方法计数单位面积内
,

免疫荧光标记阳性细胞
,

以计算免疫荧

光单标记的
,

或
一

免疫荧光双标记的细胞阳性率
。

对于计数结果用 检验

方法进行显著性检验
。

︸孟‘,目谊,一,

次哥塑医理貌

结果

对照组结果

对照组
, ,

和 不见有任何

荧光标记阳性细胞 对照组 只可观察到

标记细胞 对照组 只见到

标记细胞
。

由此证明所用抗体均具有高度特

异性
,

并且两组抗体之间无交叉反应
。

和 单标记

在荧光显微镜下可见 阳性细胞 红

色 和 阳性细胞 绿色 的分布比较均

匀
,

遍布于垂体前叶的所有区域
。

计数结果

表明 图 黄体期的 和 的阳性细

胞率虽然低于卵泡前期
、

卵泡后期和排卵后

期
,

但差异不显著
。

在发情周期内

的不同时期
,

细胞率和 细胞率之间

无显著差异 尸
,

并且发情周期内也

表现相似的变化趋势 图
。

黄体期 卵泡前期 卯泡后期 排卯后期

﹄吕人‘,︺

免疫荧光单标记阳性细胞率
一

免疫荧光双标记阳性细胞率

口 免疫荧光单标记阳性细胞率

图 绵羊发情周期内垂体中 免疫荧光

单标记
, 一

免疫荧光双标记和 免

疫荧光单标记细胞阳性率的变化

免疫荧光双标记

分别观察同一视野内 和 荧光标记结果
,

可清楚地显示出垂体促性腺激素细胞是

同时含有 和 的双激素细胞
,

即 分泌细胞 图 并且 分泌细胞的
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