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　　提　要　目的: 观察带 3样蛋白 ( AE3 )在成年大鼠心肌细胞的免疫细胞化学定位 ,并对其生物学意义作

初步的探讨。 方法: 采用免疫细胞 (组织 )化学酶染色法及免疫荧光技术研究带 3样蛋白在心肌细胞的定位 ,

第一抗体为红细胞带 3蛋白单克隆抗体。结果:免疫化学酶染色显示带 3样蛋白存在于成年大鼠心肌细胞膜

及膜的皱褶或折入处 ,免疫荧光法显示带 3蛋白单克隆抗体标记了心肌细胞膜和肌纤维横纹结构的部位。结

论: 阴离子交换蛋白 ( AE)免疫细胞化学定位表明该蛋白分布于心肌细胞膜及肌纤维横纹结构的部位 ,这种

分布特性提示 AE在精确调节细胞内 pH、神经体液刺激的信号传导及将收缩蛋白和细胞骨架 “铆定”到胞膜

的过程中起着非常重要的作用。

　　关键词　阴离子交换蛋白 ;免疫细胞化学 ; Cl- / HCO-
3 交换 ;免疫荧光技术
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　　阴离子交换蛋白 ( Anionic exchanger, AE)是一大

家族蛋白 ,广泛分布于脊椎动物细胞 ,主要存在于浆膜

面 ,具有 Cl- / HCO-
3 交换功能 ,在调节细胞酸碱平衡、

维持细胞内稳定的 pH过程中起着非常重要的作用。

近年来初步研究表明心肌存在 AE,但报道极少
[1 ]
。本

实验首次采用免疫酶 (荧光 )细胞 (组织 )化学技术对

AE在心肌细胞的分布进行研究 ,并对其生物学意义

作初步探讨。

1　材料与方法

1. 1　研究对象
1. 1. 1　 2～ 3月龄正常 Wistar大鼠 20只 ,体重 150～ 250 g ,性

别不拘。

1. 1. 2　培养 2～ 3周的正常成年 Wistar大鼠心肌细胞。

1. 2　主要试剂
　　带 3蛋白单克隆抗体 (小鼠 Band 3单克隆抗体 Ig G2α 0. 2

ml, Sigma公司 )、链霉菌抗生物素蛋白 -过氧化物酶免疫组化

染色试剂盒 ( S-P kit,福州迈新生物技术开发公司 )、液体 DAB

酶底物显色试剂盒 ( DAB kit,来源同 S-P kit)、 FITC连接的羊

抗小鼠抗体 (北京中山生物技术公司 )、 HEPES( Sigma公司 )、

小鼠抗人α-actin单克隆抗体 (来源同 S-P kit )、 DM EM ( Gibco

公司 )。 其它试剂均为国产分析纯。

1. 3　研究方法及步骤
1. 3. 1　心肌组织取材　　乙醚麻醉大鼠 ,颈动脉放血致死 ,剪
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开前胸壁 , D′Hanks液 30 ml行主动脉逆行灌注心脏 ,冲尽残

余血液。 取左心室游离壁心肌 ,切成 0. 3 cm× 0. 5 cm× 0. 8 cm

大小心肌块 ,即刻置液氮速冻 2 h ,作冰冻切片 ,厚度为 14μm。

1. 3. 2　心肌细胞培养及鉴定　　培养按文献 [2, 3 ]方法加以

修改。 以小鼠抗人α-actin单抗鉴定培养细胞。

1. 3. 3　染色过程　　按 S-P试剂盒并略有修改 ,所有孵育过

程均在湿盒内进行。 主要步骤如下 ,以免疫酶化学为例:

1. 3. 3. 1　丙酮固定冰冻切片 10 min或取已固定的粘附有培

养心肌细胞的玻片。

1. 3. 3. 2　用 0. 01 mo l / L PBS( p H 7. 4)漂洗 3次 ,每次 5 min。

1. 3. 3. 3　滴加 50μl过氧化酶阻断溶液 (试剂 A) ,以阻断内源

性过氧化酶活性 , 37℃孵育 45 min。

1. 3. 3. 4　 PBS漂洗 3× 5 min。

1. 3. 3. 5　滴加 50μl正常山羊血清 (试剂 B) ,以减少非特异性

背景染色 , 37℃孵育 45 min,吸去多余的液体 ,不要漂洗。

1. 3. 3. 6　滴加 50μl 1∶ 40稀释度的带 3蛋白单抗 , 37℃孵育

60 min,然后 4℃过夜 ( 20 h以上 )。

1. 3. 3. 7　 PBS漂洗 3× 5 min。

1. 3. 3. 8　滴加 50μl生物素标记的第二抗体 (试剂 C) , 37℃孵

育 45 min。

1. 3. 3. 9　 PBS漂洗 3× 5 min。

1. 3. 3. 10　滴加 50μl链酶菌抗生物素蛋白 -过氧化物酶溶液

(试剂 D) , 37℃孵育 45 min。

1. 3. 3. 11　 PBS漂洗 3× 5 min。

1. 3. 3. 12　滴加 100μl新鲜配制的 DAB显色液 ,镜下观察 10

min。

1. 3. 3. 13　自来水冲洗 ,苏木素复染 ,中性树胶封片。

　　阴性对照采用空白对照。
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　　免疫荧光染色方法加一抗反应步骤同上 ,以后按下述顺序

进行: 滴加 50μl 1∶ 8稀释度的荧光抗体 , 37℃孵育 45 min;倾

去存留的荧光抗体 , PBS漂洗 3× 5 min;蒸馏水漂洗 1 min,以

除去盐结晶 ;用 50%缓冲液 ( 0. 5 mo l / L碳酸盐缓冲液 pH 9. 0

～ 9. 5)甘油封片 ;在 Olympus荧光显微镜下观察、照相。吸收波

长 495 nm ,发射波长 530 nm。

1. 4　结果分析
　　在普通光镜或荧光显微镜下观察玻片上心肌组织或细胞

AE染色及分布情况 ,并照相。

2　结果

2. 1　培养细胞的鉴定
　　倒置显微镜下观察分离及培养的细胞呈矩形或不规则形 ,

横纹清晰可见 ,小鼠抗人α-actin单抗免疫酶化学染色显示肌

纤维部位有棕黄色免疫颗粒沉积 ,分布与肌纤维排列方向一

致。 据上述特点 ,证实培养细胞为心肌细胞。

2. 2　抗体最佳稀释度测定
　　从表 1可见 ,第一抗体稀释到 1∶ 40时阳性结果呈强阳

性 ,背景染色为阴性 ,表明 1∶ 40为一抗最佳稀释度。

　　第二抗体为 S-P试剂盒中生物素标记的二抗 (兔抗小鼠 ) ,

工作液稀释度为最佳稀释度。

2. 3　培养细胞 AE免疫酶化学染色

　　光镜下观察沿细胞膜有棕黄色免疫沉积 ,呈线状、长条状

或斑片状 ,胞浆中、胞膜皱褶或折入处可见斑点状颗粒沉积。阴

性对照未见免疫沉积物 ,见图 1、 2。

表 1　第一抗体稀释度试验

Tab 1　 Optimal dilut ion test of primary ant ibody

Dilu tion concen t ration

of primary antibody

Intensi ty of

s peci fi c staining

Intensity of non-sp ecif ic

background-staining

1∶ 10   

1∶ 20  +

1∶ 40  -

1∶ 80  -

1∶ 160 + -

Negativ e con trol - -

图 1　培养的正常成年大鼠心肌细胞 AE免疫细胞化学酶

染色阳性　　可见沿胞膜有棕黄色颗粒分布 ,胞膜

皱褶或折入处也见类似颗粒沉积　 ( ICC /S-P×

400)

Fig 1　 Immunocytochemical localization of AE in cultured

adult rat cardiomyocytes　 Ligh t br ow n im mune re-

action g ranules pr esent in the sar colemma, similar

g r anules seen in the rugae o r invaginations of sa r-

co lemma too　 ( ICC /S-P× 400)

图 2　培养的正常成年大鼠心肌细胞 AE免疫细胞化学酶

染色阴性对照　　未见棕黄色免疫颗粒沉着　

( ICC /S-P× 200)

Fig 2　 Immunocytochemical localization of AE in cultured

adult rat cardiomyocytes negat ive control　 Light

brow n immune reaction g r anules not seen　 ( ICC /

S-P× 200)

2. 4　心肌组织 AE免疫酶化学染色

　　光镜下观察到阳性着色部分为沿着心肌细胞膜呈粗线条

状棕黄色免疫沉积物 ,不规则 ,有些部分粗糙、凹凸不平 ,有些

部分变细。有些心肌细胞膜皱褶处也见到类似免疫沉积物。核

周可见到免疫沉积。 成纤维细胞和心肌间质未见到免疫沉积

物。 阴性对照切片未见免疫着色 ,见图 3、 4。
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图 3　正常大鼠心肌组织 AE免疫组化酶染色阳性　可见

沿细胞膜及其皱褶处有棕黄色颗粒沉积　 ( ICC / S-

P+ 苏木精复染× 400)

Fig 3　 Immunocytochemical localization of AE in adult

rat cardiac tissues　 Ligh t br ow n immune reaction

g r anules pr esent in the sa rco lemma and its rugae

　 ( ICC /S-P+ Haemato xylin× 400)

图 4　正常大鼠心肌组织 AE免疫组化阴性对照　未见棕

黄色免疫颗粒沉积　 ( ICC /S-P× 200)

Fig 4　 Immunocytochemical localization of AE in adult

rat cardiac tissues, negative control　　 Light

brow n immune reac tion g ranules no t seen　 ( ICC /

S-P× 200)

2. 5　培养细胞及心肌组织 AE免疫荧光染色
　　光镜下可见整个细胞着黄绿色荧光 ,以胞膜为主 ;心肌组

织切片可见沿胞膜呈线状黄绿色荧光分布 ,胞浆肌纤维横纹部

位可见荧光染色 ,与横纹排列方向一致 ,见图 5、 6。

图 5　培养的正常成年大鼠心肌细胞 AE免疫荧光染色　
　可见胞膜着黄绿色荧光　 (免疫荧光× 400)

Fig 5　 Immunof luorescence staining of AE in cultured

adult rats cardiomyocytes　　 Kelly fluo rescence

present in the sa rcolemma　 ( Immuno fluo rescence

staining× 400)

图 6　正常成年大鼠心肌组织 AE免疫荧光染色　可见胞
膜及肌纤维横纹部位着黄绿色荧光　 (免疫荧光×
200)

Fig 6　 Immunof luorescence staining of AE in adult rats

cardiac tissues　　 Kelly fluo rescence present in

the sa rcolemma and cr oss st ria tions 　 ( Im-

muno fluo rescence staining× 200)

3　讨论

　　免疫细胞 (组织 )化学方法对细胞或组织内特异抗

原的显示、定位具有高度特异敏感的特点。 S-P试剂盒

中链霉菌抗生物素蛋白 ( SA)穿透组织的能力比

ABC、 PAP复合物大 ,反应速度快 ; SA几乎不与组织

中的内源性凝集样物质发生非特异结合 ,因此 S-P放

大系统更为敏感、特异、简便。本实验采用带 3蛋白单

克隆抗体作为第一抗体以识别特异的细胞内带 3样蛋

白。带 3蛋白是红细胞膜上具有 Cl- /HCO-
3 转运功能
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的一种膜通道蛋白 ,对红细胞内 pH调节起着重要作

用。现已明确它是阴离子交换蛋白基因家族中的一类。

已有研究表明心脏存在 AE基因 ,并有 mRNA表达 ,

归为 AE3 ,与脑组织 AE3不同
[ 4]
。 AE家族氨基酸序列

同源性较高 ,疏水区域可达 80%
[ 5]
。因此 ,带 3蛋白单

抗对心肌 AE抗原决定簇识别具有高度特异性 ,本实

验得以证实。

　　本实验以免疫酶 (荧光 )细胞 (组织 )化学方法证

实 ,心肌组织存在一种带 3样蛋白 ,主要分布于心肌细

胞膜及肌纤维横纹部位 ,胞核周围也有分布。有研究报

道大鼠肾脏髓质髓袢升枝粗段、升降枝细段、致密斑及

内髓集合管上皮细胞基底侧膜也存在带 3样蛋白
[6 ]
,

称为 AE2 ,具有 Cl
- /HCO

-
3 转运功能 [7 ]。 Puceat等

[1 ]

用免疫印迹分析证实成年及幼年大鼠心肌细胞膜存在

这种带 3样蛋白 ,而且有两种分子量 ,各为 80× 10
3
u

和 120× 103u。用间接免疫荧光研究显示它们主要位

于肌膜及沿 T管分布 ,并存在于 Z线。 Korichneva

等 [8 ]对新生大鼠心肌发育期带 3样蛋白的亚细胞分布

作了进一步研究 ,发现刚出生时主要位于细胞膜 ,培养

6 d时胞膜、肌丝及胞核均存在带 3样蛋白 ,认为这是

由于培养条件所造成 ,因为心肌细胞处于发育期 ,要维

持表型 ,需伸长与邻近细胞通讯 ,细胞骨架发育增快所

致。

　　本实验表明心脏 AE呈膜性分布 ,提示它是一种

膜蛋白。另有研究初步揭示它是一种膜通道蛋白 ,具有

Cl
- /HCO

-
3 转运功能 [1 ]。 心肌细胞内 pH调节方式主

要有三种:① Na
+ /H

+ 交换:排 H
+ 使细胞碱化 ;② Cl

- /

HCO
-
3 交换: 排 HCO

-
3 使细胞酸化 ;③ Na

+ 依赖性

Na
+

/HCO
-
3 同 (内 )向转运: 排 H

+
使细胞碱化。 排

HCO
-
3 主要取决于非 Na

+
依赖性 AE的 Cl

-
/ HCO

-
3

转运功能。正常情况下 AE将细胞内 HCO-
3 排出 ,同

时将胞外 Cl-移入胞内 ,使细胞内呈酸化趋势 ;反之 ,

亦可反向转运 Cl
-
和 HCO

-
3 ,因为 AE具有双向转运

功能。 心脏 AE的膜性分布允许心肌细胞精确调节细

胞内 pH,防止代谢性 CO2水化产生的 HCO
-
3 局部聚

集。这对于心肌细胞维持正常的兴奋—收缩耦联及心

脏舒缩功能具有非常重要的意义。 心肌细胞内 pH的

维持对细胞信号传导、生长发育、代谢亦具有重要作

用。本实验表明沿心肌细胞膜皱褶或折入处存在免疫

沉积物 ,根据 T管的定义即心肌细胞膜内陷形成横小

管 ( T管 ) ,故光镜下细胞膜折入处对应于超微结构 T

管分布的位置 ,提示带 3样蛋白可能分布于 T管 ,但

需免疫电镜进一步证实。另有研究表明 , Na
+

/Ca
2+
交

换蛋白也沿肌膜和 T管分布
[1 ]
。我们知道 T管使细胞

与胞外介质之间的离子交换表面延伸 ,因此离子交换

蛋白的这种定位分布可能有重要的生理意义。 已有研

究提示 T管的作用可能把心室肌的肌原纤维基质分

成若干功能单元 ,这些区域是连接肌原纤维到肌膜和

T管的部分 ,有人称之为“ costameres” [1 ]。它可能作为

心肌细胞功能亚单位发挥传导细胞外信号至细胞骨架

及收缩蛋白等靶点的作用。 本实验证实 AE分布于肌

纤维 ,提示它像在红细胞一样可能还具有将收缩蛋白

和细胞骨架“铆定”到胞膜的作用。
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Immunocytochemical local ization of anionic exchanger in myocardial cells

in rats
Huang Jian, Qian Guisheng , Li Longgui , Xia Qianming , Zhang Xianquan ( Depar tment o f Cardiolog y , Xinqia o Hospi-

tal, Third M ilita ry Medical Univ er sity , Chongqing , 400037)

　　 Abstract　Objecti ve: T o investiga te th e immunocy tochemical lo ca liza tion of band 3-like pro teins in adult

ra t myocardial cells and explo r e its bio log ical significance. Methods: The localization of band 3-like pr oteins

in the myocardia l cells wa s determined with imm unocy tochemical enzyme staining and immuno fluo rescence in

the adult r ats. Monoclonal antibody against ery throid band 3 proteins wa s used as the primary antibody. Re -

sults: Enzyme staining r evealed th e presence o f band 3-like pro teins in th e sa rco lemma o f cultured adult r at

myocardial cells and invagina tions into the cells. Immunofluo r escence demonstra ted that the membrane and

tr ansversal riblike str uc tures in the myocardia l cells w ere labeled by the monoclonal antibody. Conclusion:

The immunocy tochemical localiza tion o f the band 3-like pro teins indicates that the pro teins ar e loca ted in the

cell membrane and transversal riblike structures. This cha racteristic of localization o f the pr oteins suggests

that the pro teins may play an impor tant r ole in accurately regulating intr acellula r p H, signa l transduction of

neuroho rmonal stimuli and fix ing contrac tile pr oteins and cellular skeleton to the membrane.

　　 Key words　 anionic exchanger; immunocy tochemistr y; immunofluo r escence

左上后牙区纤维性龈瘤伴中心大量骨化 1例报告

A case of ossifying fibrous epulis in left retromaxillary teeth region

陈　泽
 
　 周洪亮

  
　　 (四川省攀枝花市第二人民医院口腔颌面外科 )攀枝花 , 617068

1　临床资料

　　患者林某 ,女 , 42岁 ,因左上后牙龈区无痛性包块 20年 , 4

年来明显增大入院。 专科检查: 左颊部稍凹陷 ,张口不受限。

　|
1- 578
　　　

缺失 ,　|
　 6
　　

Ⅲ度松动。于 |
　 67

相应腭侧牙龈为蒂 ,向口

腔凸起一包块 ,蒂周长约 4. 0 cm,质软 ,包块大小约 6. 0 cm×

5. 0 cm× 4. 0 cm,色泽同正常牙龈组织 ,表面光滑 ,质硬 ,无压

痛。穿刺检查:未得任何物。上下颌骨全景片示: |
　 67

牙槽突已

消失。 在局麻下行左上后牙龈区包块切除术 ,术中拔除 |
　 6　

,

见牙槽嵴已吸收变平。

　　病理检查: 大体见灰白色椭圆形包块 1个。切面周边灰白 ,

中央为一椭圆黄色、质硬组织 ,蜂窝状 ,大小约 3. 5 cm× 2. 2

cm。 镜下示:包块由鳞状上皮被覆 ,上皮假瘤样增生 ,皮下主要

为纤维组织围绕中央增生 ,有炎细胞浸润 ,靠中央处见纤维组

织逐渐骨化 ,中央为大量大小不一 ,形态不规则 ,发育成熟的骨

小梁 ,小梁之间见成熟的骨髓。病理诊断: 左上后牙区纤维性牙

　　 　陈　泽 ,男 , 33岁 ,主治医师

　   　病理科

龈瘤伴中心广泛骨化。

2　讨论

　　本病例病程长 ,包块大 ,并且中央广泛骨化 ,比较少见。 牙

龈瘤病理上可分为:肉芽性、纤维性、血管性、巨细胞性四种 ,而

大量骨化性龈瘤少见。因此 ,临床医生要注意鉴别诊断 ,特别是

与异位骨瘤相鉴别。治疗上采用手术切除。本病例术后 3月随

访无复发。

　　关键词　牙龈瘤 ;上颌

　　中图法分类号　 R739. 8
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