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摘　要　利用免疫荧光标记方法研究了鸡胚发育过程中垂体促乳素 ( PRL)细胞的发生。结果表明 ,在鸡胚发育的

第 1415天可观察到有少量 PRL 免疫荧光阳性细胞散在分布于腺垂体前叶。随着胚龄的增加 ,垂体 PRL 细胞的体

积逐渐增大 ,细胞直径从第 1415 天的 6183μm增加到第 2015 天的 11124μm ,胞核直径从 4127μm增加到 5199

μm。PRL 细胞占腺垂体细胞总数的百分比在胚胎发育的第 1415天为 0186 % ,第 2015天增加到 18185 % ,并且分

布于整个腺垂体前叶 ,细胞多呈索状排列或团状分布。研究结果表明 ,鸡胚垂体催乳素细胞的增殖、分化和对 PRL

的分泌功能主要发生和建立于胚胎发育后期。
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Developing change s of the pituitary lactotrope s

in the developing chicken embryo
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Abstract　In the pres ent s tudy , the ontogeny of pituitary lactotrop es and the changes of cellular morphology , dis tribu2
tion and number containing PRL were detected in the developing chicken embryos from day 315 (E) to E2015 of incuba2
tion by using immunofluores cenchemis try. The res ults indicated that prolactin ( PRL) positive cells were firs t detected at

E1415 of incubation in cephalic lobe of the anterior pituitary , and this dis tributing p attern p ersis ted in the duration of this

s tudy. In addition , the diameters of PRL positive cells and the nuclear at E1415 were 6183μm and 4127μm , which in2
creas ed to 11124μm and 5199μm by E20. 5 resp ectively. Most of them arranged in grap es . Cell counting res ults

showed that the p ercentage of PRL positive cell accounting for the total pituitary cells was about 0186 % at E1415 of in2
cubation , after which this p ercentage significantly increas ed and ros e up to 18185 % by E2015. Thes e res ults s uggest

the proliferation , differentiation and the functional initiation of pituitary lactotrop e occur in the late s tage of the develop2
ing chicken embryos , but the related mechanisms need to be elucidated further.
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　　促乳素 ( PRL ) 由腺垂体的 PRL 细胞分泌。

PRL 除了具有促进哺乳动物乳腺发育、启动和维持

乳腺泌乳功能 ,还对动物生殖、生长、发育、代谢、免

疫以及神经系统信号传递等具有重要的调节功

能[1 ]。成年动物 PRL 细胞的功能及调节机制建立

于胚胎期 ,因此有关胚胎期垂体 PRL 细胞的发生、

发育和调控机制的建立受到重视 ;但是 ,由于研究方

法不同 ,所得结果并不完全一致[2～6 ]。一般认为鸡

胚垂体中 PRL 细胞或 PRL2mRNA的表达发生于胚

胎发育的第 15天[2～5 ] , 另有报道 ,在胚胎发育的第

18天可检测到垂体 PRL2mRNA的表达和血浆 PRL

水平[5 ] ;但到目前 ,有关垂体 PRL 细胞的发生发育
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与体内 PRL 激素含量之间的变化关系仍不清楚。

为此 ,本研究利用免疫荧光组织化学方法研究了鸡

胚发育过程中 PRL 细胞的发生/发育以及细胞形态

与数量的变化 ,为 PRL 发育生物学的研究提供

依据。

1　材料与方法

111　主要试剂和药品

羊抗鸡 PRL 多克隆抗体由英国MRC P J Sharp

教授赠送 ; FITC标记兔抗羊 Ig G购自英国 Scotland

Antibody Product Unit。

112　实验动物与组织采集

将白莱航鸡种蛋 (购自中国农业大学畜牧场)置

于 3715 ℃的自动孵化箱孵化。在鸡胚发育的第

315 , 415 , 515 , 615 , 815 , 1015 , 1215 , 1415 ,

1615 , 1815和 2015天 ,分别选择正常发育的 6个鸡

胚 ,用 4 ℃的磷酸盐缓冲液 ( PBS)进行低温麻醉后 ,

用手术方法采集鸡胚头部 (第 315～1215天的鸡胚)

或垂体 (第 1415～2015 天的鸡胚) ,经 PBS 漂洗 ,

0104 g·mL - 1多聚甲醛固定 ,常规方法石蜡包埋。

113　免疫荧光组织化学标记

对包埋的组织块做厚度为 5μm的连续切片 ,贴

裱在经 APES处理的载玻片上。然后按下列方法进

行 PRL 的免疫荧光标记 :1)对组织切片按常规方法

脱蜡、水化 ; 2) 0101 mol·L - 1 , p H 714 磷酸盐缓冲

液 ( PBS)漂洗后 ,加 25 % (体积分数)正常山羊血清

(N GS)封闭 30 min。3)将山羊血清用滤纸吸去后 ,

加兔抗鸡的 PRL 抗血清 (1∶500) ,对照组滴加等量

PBS替代 PRL 抗血清 ,切片放入湿盒中 ,4 ℃冰箱

过夜 ; 4) PBS漂洗后 ,加 FITC标记兔抗羊 Ig G(1∶

30) ,在湿盒中室温孵育 2 h ; 5) PBS 漂洗后 ,用

Hoechst进行复染 ,显示细胞核 ; 6)用 25 % (体积分

数)的甘油封片。

114　细胞形态观察和细胞直径的测量

在荧光显微镜 (Leica DMLB) 下观察、分析

PRL的细胞的变化 , 以 Leica DC 100 进行数码照

相 , 同时应用 Leica 图像处理系统 (Leica image

database)在 400 倍图像中测量 PRL 阳性细胞和细

胞核的直径 ,每组测 10个细胞 ,计算其平均值。

115　细胞计数和数据统计分析

所有 PRL 染色的垂体组织切片 ,在显微镜下选

择四周和中央共 5 个区域 ,用目镜计数器在高倍镜

(10 ×40)下计数 ,计算单位面积内的细胞总数和

PRL免疫组化染色阳性细胞 ,结果以 PRL 免疫组

化染色阳性细胞所占垂体细胞总数的百分比 (平均

值±标准差)表示。最后用 t 检验及单因子方差分

析 ( ANOVA) 进行统计分析。 P < 0105 为差异

显著。

2　结果与讨论

211　鸡胚 PRL阳性细胞的形态、分布及其变化

鸡胚发育的第 315～1415 天 ,在垂体中未观察

到 PRL 阳性细胞。在鸡胚发育的第 1415 天 ,用免

疫荧光标记方法可观察到少量 PRL 阳性细胞散在

分布于腺垂体前叶 ,这比大部分文献所报道的早 1

～3 d[2 , 6 ] ; 但细胞体积小 ,多为圆形或卵圆形 (图 12
A) ,细胞核大 ,且血浆中难以检测到 PRL [6 ]。由此

证明鸡胚垂体 PRL 细胞发生于胚胎发育的第 1415

天 ,但 PRL 细胞尚未完全分化 ,对 PRL 的分泌功能

较弱或者缺少。在鸡胚发育的第 1615～2015 天 ,

PRL 阳性细胞显著增加 ,并均匀分布于整个腺垂体

前叶 (图 12B) ,细胞密集呈团状或索状分布 (图 12C)

细胞体积增大 (图 12D) ,细胞直径从第 1415 天的

6183μm增加到第 2015天的 11124μm ,胞核直径从

4127μm增加到 5199μm。由此说明 PRL 细胞的增

殖和分化过程主要发生在发育的后期 ,细胞数目的

增加是细胞分裂增殖的结果。

212　鸡胚垂体中 PRL阳性细胞率的变化

在鸡胚发育的第 1415 ,1615 ,1815 和 2015 天

(出壳期) ,PRL 阳性细胞占细胞总数的百分率分别

为 0186 % ,5123 % ,15107 % 和 18185 % (图 2) ,这

一结果证明 ,垂体 PRL 细胞发生、增殖和分化过程

主要发生于胚胎发育的第 1415天至出壳期 (图 2) 。

PRL 阳性细胞率的这种变化趋势与垂体 PRL2mR2
NA的表达[5 , 6 ]、血浆中 PRL 含量的变化[6 ]相应一

致。因此 ,在鸡胚发育后期 ,垂体 PRL 阳性细胞率、

PRL2mRNA的表达和体内 PRL 含量在鸡胚发育后

期的这种平行性变化证明垂体 PRL 细胞的分泌功

能也发生于胚胎发育后期。
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图 1　不同发育时期鸡胚的 PRL阳性细胞(免疫荧光标记)的数量变化

Fig. 1　PRL immunopositive cells in pituitary of chick embryo

A. 第 1415天散在分布 (占腺垂体细胞总数的 0186 %) ,细胞体积小 (×400)

B. 第 1815天均匀分布于腺垂体前叶 (×200)

C. 第 1815天 PRL 阳性细胞显著增加 (占 15107 %) ,细胞排列成团状或索状 (×400)

D. 第 1815天细胞体积增大 ,细胞为圆形或卵圆形 (×1 000)

图 2　鸡胚各期 PRL阳性细胞率变化

Fig. 2　Changes of PRL immunopositive cells percentage
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