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·基础研究·

５溴脱氧尿嘧啶核苷标记在
喉黏膜干细胞的研究

于　锋，张群慧

（广州市第十二人民医院 耳鼻咽喉头颈外科，广东 广州　５１０６２０）

　　摘　要：　目的　以 ５溴脱氧尿嘧啶核苷（５ｂｒｏｍｏｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅ，５ＢｒｄＵ）为标记对小鼠喉黏膜可能存
在干细胞进行初步研究。方法　选取出生 ３ｄ的昆明小鼠 ３６只，随机分为 Ａ、Ｂ和 Ｃ组，每组 １２只。Ａ
组小鼠皮下注射 １００μｇ／ｇ的 ５ＢｒｄＵ，Ｂ组小鼠皮下注射 ５０μｇ／ｇ的 ５ＢｒｄＵ，Ｃ组小鼠皮下注射生理盐
水。第 ８周后分别处死各组小鼠，并取小鼠喉黏膜进行免疫组化检测，计算其标记滞留细胞的阳性率。
结果　８周后，注射了 ５ＢｒｄＵ的 Ａ组与 Ｂ组小鼠喉黏膜鳞状上皮有标记滞留细胞表达但两组间表达无
统计学意义（ｔ＝０．０６，Ｐ＝０．９４９）。Ｃ组小鼠喉黏膜鳞状上皮无标记滞留细胞表达。结论　Ａ、Ｂ两
组小鼠喉黏膜存在标记滞留细胞，此标记滞留细胞具有喉黏膜成体干细胞的一些特点，可能是成体干细

胞的来源。
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　　随着科技的进步与发展，研究中经常要对
细胞进行标记与示踪，１９世纪８０年代之前，科
研人员多用放射自显影术研究细胞的功能及

状态，由于其会产生放射污染，对人体可能造

成危害，因而放射性同位素被严格管制，限制

了该技术的广泛应用。随着 ５溴脱氧尿嘧啶
核苷（５ｂｒｏｍｏｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅ，５ＢｒｄＵ）抗体制备技
术的提高以及免疫组化的不断发展，这种非放

射性标记的方法正逐渐代替传统的放射性标

记技术。在研究中这种长时间能被标记的细

胞被称为标记滞留细胞 （ｌａｂｅｌｒｅｔａｉｎｉｎｇｃｅｌｌｓ，
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ＬＲＣｓ），而这也成为研究皮肤干细胞的一种方
法。本实验利用 ５ＢｒｄＵ标记滞留细胞的方法，
分析小鼠喉黏膜标记滞留细胞对小鼠喉黏膜

干细胞进行初步探索性研究。

１　资料与方法

１．１　实验材料
１．１．１　 实 验 动 物 　 出 生３ｄ的 昆 明 小 鼠
３６只（购自中山大学动物实验中心），雌雄不
限 ，清洁级，按随机数字表随机分为Ａ、Ｂ和
Ｃ组，每组各 １２只。
１．１．２　实验试剂　５ＢｒｄＵ为 Ｓｉｇｍａ公司产
品，抗 ５ＢｒｄＵ单克隆抗体为小鼠单克隆抗体
ＩｇＧ１，克隆号为 ＢＵ３３，购自 Ｓｉｇｍａ公司。
１．２　实验方法

Ａ组小鼠按 １００μｇ／ｇ剂量腹腔注射 ５Ｂｒ
ｄＵ溶液（浓度 １０μｇ／μｌ），２次／ｄ，连续 ３ｄ标
记；Ｂ组小鼠按 ５０μｇ／ｇ剂量腹腔注射 ５ＢｒｄＵ
溶液（浓度 １０μｇ／μｌ），２次／ｄ，连续 ３ｄ标记；
Ｃ组小鼠用灭菌生理盐水１００μｍｌ代替５ＢｒｄＵ
注入腹腔。第 ８周后处死小鼠，取小鼠喉黏
膜，用 ４％多聚甲醛 ４℃固定过夜，石蜡包埋切
片，并作 ＨＥ染色，观察其组织结构，切片备用
于免疫组化检测。通过免疫组化检测 ５ＢｒｄＵ，
５ＢｒｄＵ阳性细胞为标记滞留细胞。
１．３　标本检测
１．３．１　５ＢｒｄＵ免疫组化采用 ＳＰ法　①组织
切片经二甲苯脱蜡，梯度乙醇脱水；② ３％
Ｈ２Ｏ２于室温封闭内源性过氧化氢酶 １０ｍｉｎ，
ＰＢＳ冲洗 ５ｍｉｎ３次；③ ７０％乙醇后固定，纯水
冲 洗 １ｍｉｎ；④ ２ｍｏｌ／ＬＨＣＬ于 室 温 变 性
３０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗 ５ｍｉｎ３次；⑤正常山羊血清
封闭 ２０ｍｉｎ，甩去多余的液体不洗；⑥抗５ＢｒｄＵ
一抗 １∶５０在 ４℃湿盒中过夜，ＰＢＳ冲洗 ５ｍｉｎ
３次 ；⑦ ＤＡＢ显 色 ，苏 木 素 复 染 ，ＰＢＳ冲 洗
５ｍｉｎ３次；⑧常规脱水透明，中性树胶封片，显
微镜观察。

１．３．２　ＬＲＣｓ阳性率计算　５ＢｒｄＵ免疫组化
阳性表达为细胞核内有棕褐色颗粒。每张切

片在高倍镜下随机选取 ５个视野，每个视野计
数 ２００个细胞，计算阳性细胞率。
１．４　统计学处理

采用统计学软件 ＳＰＳＳ１３．０进行分析，数

据以 珋ｘ±ｓ表示。以 α＝０．０５作为检验水准。
Ａ组与 Ｂ组 ＬＲＣｓ阳性率的比较采用最小显著
差数 ＬＳＤ法。

２　结果

　　５ＢｒｄＵ标记后，Ａ、Ｂ组小鼠一般情况良
好，食欲、生长发育等与 Ｃ组比较无明显差异。
免疫组化检查结果显示，５ＢｒｄＵ连续注射 ３ｄ
标记小鼠喉黏膜，间隔 ８周后 Ａ组与 Ｂ组喉黏
膜鳞状上皮中可见 ５ＢｒｄＵ标记的滞留细胞。
５ＢｒｄＵ阳性反应物位于细胞核，呈棕褐色，颗粒
状或弥漫性分布；标记滞留细胞大多位于鳞状

上皮的基底层，核大，部分细胞体积小（图 １）。
Ｃ组小鼠的喉黏膜中均未观察到标记滞留细胞
的表达（图２）。Ａ组 ＬＲＣｓ阳性率３．０２±０．６０，
Ｂ组 ＬＲＣｓ阳性率３．００±０．４９，两组 ＬＲＣｓ阳性
率比较差异无统计学意义（ｔ＝０．０６，Ｐ＝
０．９４９）。

图 １　Ａ组小鼠喉黏膜鳞状上皮可见标记滞留细胞
（ＳＰ法，×４００）

图 ２　Ｃ组小鼠喉黏膜鳞状上皮未见标记滞留细胞
（ＳＰ法，×２００）
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３　讨论

　　细胞增殖周期包括 Ｇ１、Ｓ、Ｇ２和 Ｍ期，其
中 Ｓ期是 ＤＮＡ合成期，在此时期细胞内 ＤＮＡ
进行半保留复制，各种构成 ＤＮＡ的前体物可掺
入到 ＤＮＡ链中。５ＢｒｄＵ作为 ＤＮＡ前体胸腺嘧
啶核苷酸的一种类似物，在细胞周期 Ｓ期可以
与内源性胸腺嘧啶核苷竞争掺入 ＤＮＡ核苷酸
序列，所以当细胞处于 ＤＮＡ合成期而同时又有
５ＢｒｄＵ存在的条件下，５ＢｒｄＵ就可以掺入到新
合成的 ＤＮＡ中。随着细胞的不断分裂及细胞
的凋亡，普通细胞中的 ５ＢｒｄＵ逐渐消失，而成
体干细胞具有独特的生长特性［１］，可以通过不

对称分裂维持数量的稳定性。因此 ５ＢｒｄＵ可
以长时间滞留在成体干细胞核内的 ＤＮＡ链
中［２３］，这些经过长时间仍滞留有 ５ＢｒｄＵ的细
胞被认为可能是干细胞的来源。本实验利用

了上述标记滞留细胞技术的原理，通过对小鼠

喉黏膜进行 ５ＢｒｄＵ标记，以达到对其喉部干细
胞进行初步鉴定的目的。

骨髓干细胞［４］是科研工作者研究最为成熟

的干细胞，而且已经运用于临床来治疗疾病。

以往传统理念认为细胞不可再生的大脑［５］中

也发现了干细胞的存在。人们已在多种组织

中对 ＬＲＣｓ进行了检测，如口腔黏膜［６］、皮肤［７］

等，研究显示这些组织中的 ＬＲＣｓ均具有干细
胞特性，其中在表皮中的 ＬＲＣｓ已被证实就是
成体干细胞［８］。２００７年 Ｚｈａｎｇ等［９］利用 ５Ｂｒ
ｄＵ标记小鼠鼻咽上皮，发现在小鼠鼻咽上皮中
存在具有干细胞特征的 ＬＲＣｓ。本实验选择了
出生３ｄ的小鼠，通过不同剂量，腹腔内分次连
续注射 ５ＢｒｄＵ的方法对小鼠进行标记，利用其
处于快速增殖期，细胞分裂活跃将 ５ＢｒｄＵ标记
到喉黏膜细胞中，通过对 ＬＲＣｓ的观察，分析喉
黏膜中可能存在的干细胞及分布。实验结果

表明，注射了 ５ＢｒｄＵ的 Ａ组与 Ｂ组的小鼠均
能见 ５ＢｒｄＵ标记阳性细胞，而注射生理盐水的
Ｃ组小鼠无５ＢｒｄＵ标记阳性细胞，说明５ＢｒｄＵ
标记结果具有特异性。本研究观察到 ＬＲＣｓ大
多位于复层鳞状上皮的基底层。

５ＢｒｄＵ标记的是细胞的 Ｓ期，同时也不可
避免的标记一些增生能力强的细胞，这些细胞

会随着细胞的不断分裂而凋亡分裂。干细胞

是一种慢周期细胞，在未受损伤的组织中分裂

很慢，以保证其巨大的增殖潜能和减少复制时

ＤＮＡ出错的概率，所以标记物 ５ＢｒｄＵ在干细
胞中可以长时间被标记。上皮细胞是人体内

新陈代谢最活跃的部位，细胞更新活跃。本实

验在观察时间长达 ８周后仍然找到了标记滞
留细胞。这是由于发育期小鼠喉黏膜干细胞

处于扩增期，应用 ５ＢｒｄＵ标记时，会将处于扩
增状态的两条干细胞 ＤＮＡ链同时进行标记。
如果发生对称分裂，两条标记的 ＤＮＡ链随机分
配几次后，则 ５ＢｒｄＵ因细胞的不断分裂逐渐减
弱或者由于细胞的凋亡而消失。但如果喉黏

膜干细胞发生不对称分裂，其中一半被 ５ＢｒｄＵ
标记的 ＤＮＡ链被分配给子代干细胞，无论其分
裂多少次，这条被 ５ＢｒｄＵ标记的 ＤＮＡ链将始
终伴随干细胞，而另一半被 ５ＢｒｄＵ标记的
ＤＮＡ链被分配给趋向分化的细胞而丢失，也就
是说干细胞中的标记物 ５ＢｒｄＵ会长久保留于
永生化 ＤＮＡ链中［１０］。实验中同时观察到注射

了不同剂量的 ５ＢｒｄＵ的 Ａ组与 Ｂ组小鼠 ８周
后的观察，结果这两组小鼠的喉黏膜鳞状上皮

ＬＲＣｓ阳性率无明显差异，不具有统计学意义
（ｔ＝０．０６，Ｐ＝０．９４９）。说明小鼠的喉黏膜
鳞状上皮 ＬＲＣｓ阳性率与注射剂量无关，而与
喉黏膜自身的特性相关。以上结果一方面说

明笔者第 ８周观察到的 ５ＢｒｄＵ阳性细胞具有
慢周期特性，同时也说明这些细胞可能在有丝

分裂过程中选择性地保留了永生化模板链。

慢周期性是干细胞最显著的特征之一［１１］，永生

化模板链能防止干细胞中 ＤＮＡ复制错误的发
生［１２］。因此，第 ８周观察到的 ５ＢｒｄＵ阳性细
胞可被视为喉黏膜干细胞。

总之，５ＢｒｄＵ作为一种无放射污染的标记
物，目前已经取代传统的同位素标记物。实验

中也证明其安全可靠，敏感性高，是细胞标记

的一种良好标记物。本研究在长时间观察后，

仍然能观察到标记滞留细胞，为喉黏膜存在干

细胞提供了依据，并对其进行了初步定位，为

寻找研究喉黏膜干细胞及寻找喉黏膜干细胞

表面标记物奠定基础。
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第八届全国听力与耳聋基础和临床新进展

暨０～６岁聋儿人工耳蜗抢救性治疗和康复专题研讨班通知

　　由中南大学耳科研究室与中国人民解放军耳鼻咽喉科研究所主办的“第八届听力与耳聋基础和临床新
进展暨０～６岁聋儿人工耳蜗抢救性治疗和康复专题研讨班”拟于２０１２年６月２９日～７月２日在湖南长沙
举办。会议内容包括听力与耳聋防治的基础与临床研究最新进展，与人工耳蜗相关的听力与影像诊断技术，

术前评估、手术技术及相关专题，听觉言语康复技术的临床应用等。届时将邀请国内外相关领域的１０多位
专家教授讲课。欢迎全国各地耳鼻咽喉科医师、听力学工作者和从事新生儿听力筛查、儿童听力诊断及听觉

言语康复的技术人员参加。参加人员将授予卫生部国家级继续教育Ⅰ类学分１０分。报名者可通过电话、电
子邮件或信函联系，即寄发正式通知。

通讯地址：湖南省长沙市人民中路１３９号，中南大学湘雅二医院耳鼻咽喉头颈外科
联系人：刘玉媛（１３８７３１６１８０４，０７３１－８５２９５９３５），陈卫（０７３１－８５２９２１０７）
电子邮箱：ｌｉｕｙｕｙｕａｎ３１７＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ，ｗｅｉｊｗｕ＠１６３．ｃｏｍ
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