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Ｈ２Ａ．Ｘ在不同时期小鼠原始生殖细胞核质区分布
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摘　要：以小鼠为研究对象，研究 Ｈ２Ａ．Ｘ在不同时期原始生殖细胞（ＰＧＣｓ）核质区的分布。结果表明：ＰＧＣｓ在迁移过

程中，８．５、１０．５、１１．５ｄｐｃ时Ｈ２Ａ．Ｘ在ＰＧＣｓ细胞核和细胞质中呈弥散分布；１３．５ｄｐｃ时Ｈ２Ａ．Ｘ在ＰＧＣｓ细胞核和细

胞质中均有分布，但雌性小鼠ＰＧＣｓ中 Ｈ２Ａ．Ｘ主 要 集 中 于 细 胞 核，而 雄 性 主 要 集 中 于 细 胞 质。结 果 提 示 Ｈ２Ａ．Ｘ在

ＰＧＣｓ中的表达可能与其性别分化后精原细胞和卵母细胞的细胞周期维持密不可分。
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小鼠原始生殖细胞（ＰＧＣｓ）最早在６．０ｄｐｃ（ｄａｙｓ　ｐｏｓｔ　ｃｏｉｔｕｍ，配后天数）时由胚胎外胚层细胞分化

而来［１－２］。７．５～９．０ｄｐｃ时 ＰＧＣｓ由 原 条 后 端、随 后 肠 内 卷 而 被 带 入 胚 胎 内 部，到 达 后 肠 内 胚 层。

８．５ｄｐｃ时大部分ＰＧＣｓ位于尿囊蒂和原条尾端的卵黄囊脏层，即后肠开口边缘的两者结合处。９．５ｄｐｃ
时，少量ＰＧＣｓ位于卵黄囊和尿囊底部，大部分埋藏于后肠中。１０．５～１２．５ｄｐｃ时ＰＧＣｓ离开后肠内胚

层，沿背肠系膜迁移，最终进入生殖嵴。到达生殖嵴的ＰＧＣｓ在性腺分化前与体细胞一样，进行有丝分

裂增殖，１３．５ｄｐｃ时ＰＧＣｓ可通过生殖嵴外观形态区分性别。
组蛋白变体Ｈ２Ａ．Ｘ具有独特的Ｃ端氨基酸序列，该序列包含１个保守的丝氨酸残基。Ｈ２Ａ．Ｘ是
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ＤＮＡ出现断裂时替代 Ｈ２Ａ的变体，它对ＤＮＡ修复具有重要作用。在许多细胞生物学过程中，ＤＮＡ
断裂可引起 Ｈ２Ａ．Ｘ转录后磷酸化修饰，这些过程包括ＤＮＡ双链断裂修复、配子减数分裂联会时复合

体中染色体交换与重组、免疫球蛋白发生过程中细胞凋亡时ＤＮＡ降解、Ｖ（Ｄ）Ｊ剪切、分类转换重组［３］。
此外，Ｈ２Ａ．Ｘ高磷酸化也是细胞凋亡的特征之一［４］。Ｈ２Ａ．Ｘ丢失会提高染色体重组和致癌概率。本

试验采用石蜡切片免疫荧光和单细胞免疫荧光２种方法，对鼠胚发育过程中组蛋白 Ｈ２Ａ变体 Ｈ２Ａ．Ｘ
在８．５、１０．５、１１．５、１３．５ｄｐｃ时ＰＧＣｓ中的分布进行研究，并结合该过程中迁移繁殖情况，分析 Ｈ２Ａ．Ｘ
在ＰＧＣｓ发育过程中的作用。

１　材料与方法

１．１　供试动物

供试动物为６～８周龄昆明小鼠，体重２０～３０ｇ，购自南京青农山实验动物中心。

１．２　主要仪器设备及试剂

实体显微 镜、低 温 冰 箱、石 蜡 切 片 机、离 心 机、离 心 管、培 养 皿、移 液 器 及 枪 头、眼 科 镊 子、一 次 性

１ｍＬ注射器、眼科剪刀、大剪刀等。

ＮａＣｌ、Ｎａ２ＨＰＯ４、ＭｇＣ１２、ＫＣｌ、ＫＨ２ＰＯ４、ＮａＨＣＯ３、ＮａＯＨ、ＴｒｉｔｏｎＸ－１００、ＥＤＴＡ－Ｎａ（美 国Ｓｉｇｍａ
公司）；孕马血清促性腺激素（ＰＭＳＧ）、人绒毛膜促性腺激素（ｈＣＧ）、Ｔｗｅｅｎ－２０、无水乙醇、二甲苯、枸橼

酸钠、石蜡、多聚甲醛（国产分析纯）。一抗ｓｔｅｌｌａ（兔抗小鼠，英国Ａｂｃａｍ公司），二抗ＦＩＴＣ标记（山羊

抗兔，美国Ｓｉｇｍａ公司）；一抗 Ｈ２Ａ．Ｘ（兔抗小鼠，英国Ａｂｃａｍ公司），二抗ＣＹ３标记（山羊抗兔，美国

Ｓｉｇｍａ公司）；ＤＡＰＩ（美国Ｓｉｇｍａ公司）。

１．３　试验方法

１）小鼠超数排卵：选择成熟、健康的雌性小鼠，于首日下午４：００～５：００腹腔注射１０ＵＰＭＳＧ，第

３天下午４：００～５：００腹腔注射１０ＵｈＣＧ后，与同品系公鼠合笼［雌雄比例为（１～２）∶１］。第４天上午

８：００前检查有无阴栓出现，有阴栓母鼠记为孕０．５ｄｐｃ。将阴栓母鼠选出分笼饲养。

２）ＰＧＣｓ组织样获得：将培养到期的孕鼠用颈椎脱臼法致死，用７５％乙醇棉球对腹部皮肤进行消

毒，打开腹腔，暴露妊娠子宫，剪断子宫颈与宫管结合部输卵管，分离子宫，细心打开子宫并分离胚胎，置
于无Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋ 的ＰＢＳ液培养皿中，在ＰＢＳ液中采集胚胎组织样。８．５ｄｐｃ时采集胚胎后１／３部分，

１０．５ｄｐｃ时采集胚胎背肠系膜部，１１．５ｄｐｃ时采集胚胎中肾和生殖嵴，１３．５（♀）和１３．５（♂）ｄｐｃ时

采集胚胎生殖嵴。

３）单细胞获得：将３～５个ＰＧＣｓ组织样放入２００ｍＬ胰酶溶液中，３７℃消化；每隔５ｍｉｎ用１ｍＬ
注射器轻 轻 吹 打 数 次，消 化１５ｍｉｎ，加 入 等 量 含Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋ 的ＰＢＳ液 终 止 消 化，吹 打 均 匀 后 移 入

１．５ｍＬ离心管，１　５００ｒ·ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ，用吸水纸吸去上清液。加入５０ｍＬ　３．７％多聚甲醛固定

液，固定３０ｍｉｎ。将固定好的ＰＧＣｓ溶液１　５００ｒ·ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ，用吸水纸吸去上清液，将底部含

大量细胞的溶液用移液枪吸取，滴在处理过的载玻片中央，室温干燥（约２０ｍｉｎ），加凡士林用盖玻片

封片。

４）石蜡切片制作：将ＰＧＣｓ组织样置于３．７％多聚甲醛固定液中固定１２～１６ｈ。固定结束后，将

组 织样放入７０％乙醇中洗涤１ｈ，分别用８５％、９５％和１００％乙醇逐级脱水，各级脱水时间均为４０ｍｉｎ，

１００％乙醇重复脱水３次。脱水完全后，将组织样置于无水乙醇和二甲苯混合液（体积比为１∶１）中３０～
４５ｍｉｎ，然后转入二甲苯溶液中至组织样透明（１５～３０ｍｉｎ）。将透明组织样放入融化的石蜡液与二甲

苯混合液（体积比为１∶１）中３０ｍｉｎ，再放入纯蜡１ｈ。将包埋好的蜡块经修整后用于制作切片。切片

厚度为５μｍ，将其展片在预先清洗干净并用０．２５％明胶包被的毛玻片上，置于普通温箱中过夜。取已

干燥的切片放入二甲苯中 脱 蜡５ｍｉｎ，脱 蜡２次 后，依 次 置 于１００％、９０％、７０％和５０％乙 醇 中 各１～
２ｍｉｎ；用蒸馏水冲洗３～５ｍｉｎ。将石蜡切片置于０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１枸橼酸钠中，高火热修复１５ｍｉｎ，自

然冷凉４０ｍｉｎ；流水冲洗２ｍｉｎ；放入甲醇－Ｈ２Ｏ２－ＰＢＳ（体积比为９∶１∶９０）溶液中１ｈ，ＰＢＳ液清洗
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３次，热修复结束。

５）单细胞和组织切片免疫荧光染色：将切片用含０．１％ ＢＳＡ的ＰＢＳ液 清 洗２次，滴 加０．５％的

ＴｒｉｔｏｎＸ－１００处理１０ｍｉｎ，再用ＰＢＳ液清洗１次，用含０．０５％ Ｔｗｅｅｎ－２０的ＰＢＳ／ＢＳＡ液处理３０ｍｉｎ；
加抗组蛋白 Ｈ２Ａ．Ｘ一抗孵育１ｈ；ＰＢＳ液清洗２次后加二抗孵育１ｈ；ＰＢＳ液清洗２次后加ｓｔｅｌｌａ抗

体（ＰＧＣｓ抗体）孵育１ｈ；ＰＢＳ液清洗２次后加标记ｓｔｅｌｌａ二抗ＦＩＴＣ孵育１ｈ；用ＰＢＳ液清洗２次后加

３μｇ·ｍＬ
－１的ＤＡＰＩ处理２０ｍｉｎ；最后将切片置于荧光显微镜下观察、拍照。

２　结果与分析

２．１　不同时期鼠胚ＰＧＣｓ组织切片免疫荧光结果

由图１可见，８．５、１０．５、１１．５ｄｐｃ时 Ｈ２Ａ．Ｘ在ＰＧＣｓ细胞核和细胞质中呈弥散分布；１３．５ｄｐｃ时

Ｈ２Ａ．Ｘ在整个ＰＧＣｓ中均存在，雌性主要集中于细胞核，而雄性主要集中于细胞质。

图１　Ｈ２Ａ．Ｘ在不同时期ＰＧＣｓ组织切片上的分布（×４００）
Ｆｉｇ．１　Ｈ２Ａ．Ｘ　ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ　ｉｎ　ｐａｒａｆｆｉｎ　ＰＧＣｓ　ｔｉｓｓｕｅ（×４００）

蓝：ＤＡＰＩ示ＤＮＡ；绿：ｓｔｅｌｌａ示ＰＧＣｓ；红：ｃｙ３所连二抗的 Ｈ２Ａ．Ｘ

２．２　不同时期鼠胚ＰＧＣｓ单细胞免疫荧光结果

单细胞免疫荧光结 果（图２）与 石 蜡 切 片 免 疫 荧 光 结 果 相 同，８．５、１０．５、１１．５ｄｐｃ时 Ｈ２Ａ．Ｘ在
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ＰＧＣｓ细胞核和细胞质中呈弥散分布；１３．５ｄｐｃ时 Ｈ２Ａ．Ｘ在整个ＰＧＣｓ中均存在，雌性主要集中于细

胞核，而雄性主要集中于细胞质。

图２　Ｈ２Ａ．Ｘ在不同时期单细胞ＰＧＣｓ中的分布（×４００）
Ｆｉｇ．２　Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｈ２ＡＸ　ｉｎ　ＰＧＣｓ（×４００）

蓝：ＤＡＰＩ示ＤＮＡ；绿：ｓｔｅｌｌａ示ＰＧＣｓ；红：ｃｙ３所连二抗的 Ｈ２Ａ．Ｘ

３　讨论

本研究中，两组免疫荧光结果显示，８．５～１１．５ｄｐｃ时 Ｈ２Ａ．Ｘ在ＰＧＣｓ细胞核和细胞质中呈弥散

分布；１３．５ｄｐｃ时 Ｈ２Ａ．Ｘ在ＰＧＣｓ细胞核和细胞质中均存在，不同的是雌性ＰＧＣｓ中 Ｈ２Ａ．Ｘ主要集

中于细胞核，而雄性主要集中于细胞质。１３．５ｄｐｃ时ＰＧＣｓ性别分化完成，分别进行卵母细胞和精原细

胞的发育途径。
电离辐射将γ－磷酸化的 Ｈ２Ａ．Ｘ连接到双链断裂的ＤＮＡ上［５］，结果发现大量的染色质参与ＤＮＡ

双链断裂，因此ＤＮＡ损伤后明显反应就是γ－Ｈ２Ａ．Ｘ的形成。γ－Ｈ２Ａ．Ｘ形成后吸引更多的修复因子

参与ＤＮＡ损伤修复。γ－Ｈ２Ａ．Ｘ与 断 裂 位 点 密 切 相 关，能 起 到 基 因 组 监 视 器 的 作 用。本 试 验 结 果 显

示，１３．５ｄｐｃ时雌性ＰＧＣｓ中 Ｈ２Ａ．Ｘ主要集中于细胞核，可能是 Ｈ２Ａ．Ｘ已磷酸化，在ＰＧＣｓ核内监

测着ＤＮＡ的损伤，并 对 其 进 行 及 时 修 复，也 可 能 是 表 达 出 来 以 无 生 物 活 性 形 式 存 在。这 有 待 于 对

７２第３期 时小艳等：Ｈ２Ａ．Ｘ在不同时期小鼠原始生殖细胞核质区分布



ｍＲＮＡ转录水平及磷酸化活性形式单抗检测进行深入研究。
基因组不稳定常继发不精确修复或细胞周期关卡缺陷所致的染色体断裂、易位。酵母中γ－Ｈ２Ａ．Ｘ

在正常生长条件下能促进基因组的稳定，异常时引发各种ＤＮＡ修复背景下酵母生长速率进一步降低。

γ－Ｈ２Ａ．Ｘ的功能可能在进化上是保守的，因为 Ｈ２Ａ．Ｘ－／－小鼠细胞表现出断裂增多［６］。Ｃｅｌｅｓｔｅ等［７］研

究发现，Ｈ２Ａ．Ｘ－／－小鼠成纤维细胞染色体畸变比野生型细胞更高，电离辐射在 Ｈ２Ａ．Ｘ－／－细胞诱导出

更多的断裂、碎片和改变，细胞存活率更低。综合前人研究成果，作者能更好地解释本试验结果。

Ｆｅｒｎａｎｄｅｚ－Ｃａｐｅｔｉｌｌｏ等［８］研究发现，Ｈ２Ａ．Ｘ对于高剂量γ－射线的关卡应答是必不可少的，暴露于

低剂量射线下产生少量双链断裂（ＤＢＳ）的 Ｈ２Ａ．Ｘ－／－细胞不能正确 停 止 在Ｇ２期 而 进 入 有 丝 分 裂 期。
这恰好与本试验１３．５ｄｐｃ时 雄 性ＰＧＣｓ中 Ｈ２Ａ．Ｘ在 细 胞 质 中 也 有 少 量 弥 散 分 布 的 结 果 相 吻 合。

Ｆｅｒｎａｎｄｅｚ－Ｃａｐｅｔｉｌｌｏ等［８］研究还发现，Ｈ２Ａ．Ｘ－／－精原细胞的Ｙ染色体不能浓缩形成一个性小体，也不

能启动减数分裂的性染色体失活，使Ｘ、Ｙ染色体配对出现严重缺陷。减数分裂重组发生于第１次减

数分裂的 前 期，由 Ｓｐｏｌｌ转 酯 酶 介 导 的 ＤＳＢ 所 触 发［９］。Ｍａｈａｄｅｖａｉａｈ等［１０］在 分 析 小 鼠 精 原 细 胞

γ－Ｈ２Ａ．Ｘ的分布时发现，在细线期到偶线期的过渡期，所有染色体上均有与减数分裂ＤＳＢ有关的Ｓｐｏｌｌ
依赖的γ－Ｈ２Ａ．Ｘ形成，在此后的粗线期，只有Ｘ、Ｙ染色体但不是常染色体上有γ－Ｈ２Ａ．Ｘ覆盖。因此，

１３．５ｄｐｃ时雄性ＰＧＣｓ中 Ｈ２Ａ．Ｘ是否于小鼠出生时启动细胞周期后转入细胞核内，尚有待于进一步

研究。
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