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摘要：为了了解类 @/G5E原癌蛋白在多伊棺头蟋 -’.’/)0((12 3’0&+#4+ -E95:胚后精子发生中的表达、定位及可能的调
控作用，采用常规免疫组织化学方法进行了相关研究。结果表明：处于减数分裂中期!至末期"的初级精母细胞
的细胞膜上有类 @/G5E原癌蛋白阳性颗粒；精巢或受精囊内成熟精子头部也具有类 @/G5E原癌蛋白阳性颗粒。结果
反映了类 @/G5E蛋白对于维持动物精子发生过程中减数分裂、精子成熟及受精能力具有特殊功能。
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人们把细胞基因组中与癌基因同源的序列称

为原癌基因（DUQEQ/Q:@Q89:9），它们是一组调控细胞
生长、分裂增殖、分化及程序性死亡的重要基因（张

连峰和雷薇，2))(）。原癌基因 @/G5E 的产物是具有
受体功能的酪氨酸蛋白激酶，参与细胞信号转导，在

小鼠中，@/G5E位于第 ’号染色体的 O基因座位上，
编码一种跨膜蛋白，是具有酪氨酸激酶活性的受体，

相对分子量为 2+’ ] 20% GX。成熟的 @/G5E 蛋白由
)’(个氨基酸组成，整个分子可分为 (个结构区，即

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

细胞外配体结合区、细胞内酪氨酸激酶活性区域和



连接这 !个区域的跨膜结构。"#$%&配体称干细胞因
子（’&() "(** +,"&-.，/01），在小鼠中由第 23号染色体
的 ’&((*基因位点编码。天然的 /01是一种高度糖
基化的跨膜蛋白。测序分析显示，/01在种间呈高
度保守性。有关 /014$%&信号通路的研究表明，/01
特异性地识别 "#$%& 的细胞外 56 样结构域，激活 "#
$%&，诱导 "#$%&二聚化，激活细胞内区域的酪氨酸激
酶活性和自体磷酸化作用，引起一系列的磷酸化级

联反应，调节靶基因表达，最终影响相关的细胞生理

过程（7%.-&, !" #$ 8，299:；;-<6*(= !" #$ 8，2999；>%,< !"
#$ 8，2999；孙大业等，!333）。
目前对哺乳动物的研究认为，/014$%&调节原始

生殖细胞的迁移、增殖、分化和精子发生中精原细胞

的增殖、减数分裂、分化、凋亡，另外在受精过程中对

于卵的激活也有一定的作用（?-’’%@ !" #$ 8，!333；
/(&&( !" #$ 8，!333；A%6-B<(. !" #$ 8，!332；CD(.%+ !"
#$ 8，!33!；E,.-<(&&- !" #$ 8，!33F）。关于原癌基因 "#
$%&在昆虫精子发生中的特异性表达，国内外还没有
相关报道。

本实验采用常规免疫组织化学技术首次发现类

"#$%& 原癌蛋白在直翅目蟋蟀科多伊棺头蟋
%&’&($!))*+ ,&!-."/. /&(%<胚后精子发生中的特异性
表达，目的在于初步了解类 "#$%&原癌蛋白在昆虫胚
后精子发生中的定位及其可能的调节作用。

! 材料和方法

!"! 试虫
多伊棺头蟋于 !33G 年 H 月到 9 月采自西安杜

陵塬玉米地，每隔 H天捕捉不同发育阶段的雄性多
伊棺头蟋，带回实验室后立即在生理盐水中解剖。

!"# 试剂
实验中所用的一抗 "#$%&（IJ#2）是兔抗小鼠 "#$%&

多克隆抗体，为美国 /,D&,公司产品，购于北京中山
生物技术公司；/IK0试剂盒购于武汉博士德生物
有限公司；LIK显色试剂盒购于北京中山生物技术
公司。

!"$ 方法
!"$"! 染色体技术：在昆虫生理盐水中解剖出多
伊棺头蟋精巢，投入蒸馏水中低渗 G )%<，转至固定
液（甲醇 M冰醋酸 N FM2）固定 O P Q R，待组织块变白，
转入 H3S乙醇，蒸馏水冲洗，解剖镜下将外膜和脂
肪剥离并剔除干净，将分离的精细小管投入 Q3T
3U! )-*4;盐水中离析 F3 )%<，蒸馏水洗 F 次，每次

F )%<，室温下用改良苯酚品红染液染色 !3 )%<，挑
取 F P O条精细小管置于载玻片上的冰醋酸液滴中，
盖上盖玻片，压片，冰冻揭片，二甲苯透明，光学树胶

封片，日本 V*=)@D’ K7#!显微镜观察，拍照。
!"$"# 组织切片：在生理盐水中解剖出多伊棺头
蟋精巢，立即置 K-D%< 液中固定，梯度酒精脱水，二
甲苯透明，石蜡包埋，切片，其厚度为 Q!)，铬矾明
胶贴片，FHT烘箱干燥备用。
!"$"$ 免疫染色：石蜡切片常规脱蜡至水；将切片
放入 WL>I（@7 :U3）中高温修复 23 )%<，室温放置 !3
)%<；3U2 )-*4; EK/洗涤 F次，每次 G )%<；FS 过氧
化氢甲醇溶液封闭内源性酶，FHT温育 !3 )%<；3U2
)-*4; EK/洗涤 F 次，每次 G )%<；滴加正常山羊血
清，室温孵育 !3 )%<，甩去多余液体，不洗，滴加一抗
"#$%&抗体（用 FS 小牛血清 EK/液稀释），OT孵育过
夜；3U2 )-*4; EK/洗涤 F次，每次 G )%<；滴加生物
素标记的二抗，FHT 孵育 !3 )%<；3U2 )-*4; EK/洗
涤 F次，每次 G )%<；滴加辣根过氧化物酶标记的链
霉卵白素，FHT孵育 F3 )%<；3U2 )-*4; EK/ 洗涤 F
次，每次 G )%<；LIK显色 2 P G )%<，EK/终止反应，
镜检；7,<’( 苏木精复染，脱水，透明，中性树胶封
片；日本 V*=)@D’ K7显微镜观察，照相。阴性对照，
以 EK/取代一抗。
!"% 图象分析
将制好的组织切片在光镜下观察，根据多伊棺

头蟋精子发生的各个时期，每一发育阶段取 G张组
织切片，显微镜下用测微尺在面积为 !3!) X !3!)
的精网格中计数各个发育阶段细胞内阳性颗粒的数

目，每张切片取 F 个单位，用 /E//22U3 软件进行统
计学分析，根据平均值 Y标准误差（)(,< Y 01）绘制
统计图。

# 结果与分析

#"! 免疫组织化学实验结果
由于本研究采用的是兔抗鼠 "#$%&多克隆抗体，

因此实验结果中出现的阳性颗粒为类 "#$%& 蛋白
颗粒。

多伊棺头蟋精巢约有 Q3条生精小管，内有处于
不同发育阶段的育精囊，育精囊的精原细胞经有丝

分裂分化为初级精母细胞（图 2：2），初级精母细胞
经 !次减数分裂分别发育为次级精母细胞和精子细
胞（图 2：!，F），精子细胞经形态变化发育为精子
（图 2：O）。类 "#$%&蛋白在精原细胞和处于减数分
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裂前期!的初级精母细胞中不表达（图 !：!）。
多伊棺头蟋的初级精母细胞进入第一次减数分

裂中期!后至次级精母细胞第二次减数分裂后期"
时细胞膜上出现明显的类 "#$%&蛋白阳性颗粒（图 !：

’，(）。多伊棺头蟋的精子细胞中没有类 "#$%& 蛋白
阳性颗粒表达（图 !：(）；在精巢和受精囊内的成熟
精子的头部有类 "#$%&蛋白阳性颗粒表达（图 !：)，
*）；图 !（+）为受精囊内精子的对照。

图 ! 类 "#$%&蛋白在多伊棺头蟋精子发生中的特异表达
,%-. ! /01 231"%45 1637122%89 8: &01 49458-8;2 "#$%& %9 &01 382&94&45 2317<4&8-1912%2 8: !"#"$%&’’() *"&+,-.,

!：精原细胞（=3）和减数分裂前期!的初级精母细胞（="!）中未见类 "#$%&蛋白阳性表达 >1-4&%?1 1637122%89 8: &01 49458-8;2 "#$%& 378&1%9

%9 &01 2317<4&8-89%;< 49@ 37%<47A 2317<4&8"A&1 8: &01 <1%82%2 37830421 !；’：减数分裂中期!、后期!和末期!的初级精母细胞（="!）质

膜上具有类 "#$%&蛋白阳性颗粒 B82%&%?1 1637122%89 8: &01 49458-8;2 "#$%& 378&1%9 89 &01 3542<4 <1<C7491 8: 21"89@47A 2317<4&8"A&1 %9 &01

<1%82%2 <1&430421 !，49430421 ! 49@ &15830421!；(：减数分裂中期"和后期"的次级精母细胞（="’）质膜上具有类 "#$%&蛋白阳性颗

粒，精子细胞（=&）上为阴性表达 B82%&%?1 1637122%89 8: &01 49458-8;2 "#$%& 378&1%9 89 &01 3542<4 <1<C7491 8: 21"89@47A 2317<4&8"A&1 %9 &01

<1%82%2 <1&430421 "，49430421 "，49@ 91-4&%?1 1637122%89 %9 &01 2317<4&%@；)：精巢内成熟精子的头部（=0）具有类 "#$%&蛋白阳性表达

B82%&%?1 1637122%89 8: &01 49458-8;2 "#$%& 378&1%9 89 &01 "13045%" 71-%89 8: <4&;71 2317< %9 &01 &12&%2；*：受精囊内的精子头部（=0）具有类 "#$%&
蛋白阳性表达 B82%&%?1 1637122%89 8: &01 49458-8;2 "#$%& 378&1%9 89 &01 "13045%" 71-%89 8: 2317< %9 &01 2317<4&01"4；+：类 "#$%&蛋白表达的阴性

对照 >1-4&%?1 "89&785 8: &01 49458-8;2 "#$%& 1637122%89；标尺 ="451 C47 D *E#<.

!"! 图象分析及统计结果
将多伊棺头蟋精子发生不同阶段类 "#$%& 蛋白

特异表达的结果经图象分析后进行统计学处理（表

!）。精子发生不同阶段，细胞单位面积内阳性颗粒
的数目以平均值 F标准误差表示，可见不同发育阶
段类 "#$%&蛋白的表达程度不同，存在差异性。

# 讨论

多伊棺头蟋由精母细胞发育为精子细胞的过程

需要经过减数分裂，而减数分裂涉及到大量基因表

达、蛋白修饰、生物大分子的构建#解构#重构。有研

!)**期 奚耕思等：类 "#$%&原癌蛋白在多伊棺头蟋胚后精子发生中的表达和定位



究发现，!"#$%&’对小鼠精子发生中的减数分裂起着
关键作用，()%&’突变能引起雄性小鼠不育，主要是由
于细胞不能进入减数分裂的缘故（*+,-&./0/ !" #$ 1，
2332；4&0+5.67 !" #$ 1，8992）。多伊棺头蟋第一次减
数分裂中期!至第二次减数分裂末期"、次级精母

细胞和精子形成的关键环节都有类 ()%&’蛋白的持
续性表达，而且表达量有递增的趋势，表明了该蛋白

及其相应的信号系统对于起始、维持和终止多伊棺头

蟋精子发生中的减数分裂也起着十分重要的作用。

表 ! 类 "#$%&蛋白在多伊棺头蟋精子发生不同阶段中的特异表达
’()*+ ! ’,+ -.+"%(* +/.0+--%12 13 (2(*1415- "#$%& %2 6%33+0+2& -&(4+- 13 -.+07(&14+2+-%- 13 !"#"$%&’’() *"&+,-.,

精子发生时期

!’/06 +: ,;67</’+06.6,&,
单位面积阳性颗粒数（<6/. = %&）

>?<@67 +: ;+,&’&A6 07/.?B6, &. / ?.&’ /76/
’

精原细胞期 !’/06 +: ,;67</’+0+.&?< 9C9 = 91999 2D
初级精母细胞期 !’/06 +: ;7&</7E ,;67</’+(E’6
减数分裂前期!F6&+,&, ;7+;-/,6! 9C9 = 91999 2D
减数分裂中期! G末期! F6’/;-/,6 ! G ’6B+;-/,6 ! HICJ = 21H9K 2D

次级精母细胞期 !’/06 +: ,6(+.5/7E ,;67</’+(E’6
减数分裂中期" G末期"F6’/;-/,6 " G ’6B+;-/,6 " K2C8 = 91JHI 2D

精子细胞期 !’/06 +: ,;67</’&5 9C9 = 9 1999 2D
成熟精子期 !’/06 +: ,;67< LICK = 91LIH 2D

类 ()%&’蛋白在成熟精子头部有强阳性颗粒表
达，从标记范围看包括残留的胞质、核和顶体。在小

鼠中 ()%&’蛋白在减数分裂期后停止表达，一种截断
型 ()%&’转录本 ’7)%&’开始表达，并且在成熟的精子
上有所积累，显微注射 ’7)%&’到小鼠卵子内，将引起
卵子的孤雌生殖活动，由此表明 ’7)%&’可能在受精中
起重要作用（M+,,&; !" #$ 1，8999；!6’’6 !" #$ 1，8999；
N/7+.6’’+ !" #$ 1，899H ），而多伊棺头蟋成熟精子头部
的阳性反应可能反映了类 ()%&’蛋白的表达与精子
的成熟及受精过程密切相关。

减数分裂是动物配子发生过程中非常关键的环

节，大多数低等动物或高等动物的有性生殖都必须

经历这一过程，而精子的成熟和受精能力对于参与

精子竞争、与卵子有效结合产生受精卵非常重要。

类 ()%&’蛋白在多伊棺头蟋精子发生过程中减数分
裂期及成熟精子头部的特异性表达，由此反映了类

()%&’蛋白与 ()%&’蛋白具有相似性，即对于维持动物
精子发生过程中减数分裂、精子成熟及受精能力方

面可能具有特殊功能。

与小鼠有所不同的是多伊棺头蟋在精子发生过

程中的精原细胞、精子细胞上没有类 ()%&’ 蛋白表
达，而前者在这两类细胞上具有 ()%&’ 蛋白表达，并
且与大鼠和人类的相似（O7’- !" #$ 1，233L；!/.+BB+P
!" #$ 1，233I）。
上述研究反映了类 ()%&’蛋白及 ()%&’蛋白在精

子发生过程中的表达存在相似性，两者分别在低等

类群和高等类群的精子发生过程中表达，由此推测

类 ()%&’蛋白及 ()%&’蛋白在生物演化方面存在着必

然联系，并且可能行使相似的功能，两者是否属于同

一基因的不同产物，还有待深入的研究。
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