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虎纹蛙消化道肥大细胞类胰蛋白酶免疫组化研究 
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(福建农林大学动物科学学院, 福州  350002) 

摘要: 研究采用小鼠抗人肥大细胞类胰蛋白酶单克隆抗体 AA1, 应用 ElivisionTMplus免疫组化染色法对虎纹

蛙(Rana tigrina rugulosa)消化道组织中类胰蛋白酶阳性肥大细胞存在的可能性进行研究。研究发现单克隆抗

体 AAl 可与中性缓冲福马林液固定的虎纹蛙组织的肥大细胞获得良好的交叉反应, 类胰蛋白酶阳性细胞胞

浆染成棕黄色, 证实虎纹蛙肥大细胞胞浆颗粒中也存在类胰蛋白酶。虎纹蛙组织中 AA1 免疫染色阳性细胞

的分布, 与 AB/SO 和改良甲苯胺兰染色阳性细胞的分布存在较大的差异: 虎纹蛙类胰蛋白酶阳性细胞数量

很少, 且阳性反应比人胃癌间质肥大细胞弱, 主要见于黏膜型肥大细胞(MMC)分布区域, 如消化道黏膜上皮

下方和固有层, 少量分布于肠绒毛基底部及食管腺和胃腺周围。而在结缔组织型肥大细胞(CTMC)分布区域, 

如消化道黏膜下层结缔组织中却未见类胰蛋白酶阳性细胞。AB/SO和改良甲苯胺兰染色阳性细胞数量多, 广

泛分布于消化道黏膜固有层、黏膜下层、腺体之间、肌间及外膜结缔组织, 说明并不是所有的虎纹蛙肥大细

胞都含有类胰蛋白酶。很有可能是虎纹蛙 MMC 中含有类胰蛋白酶, 而 CTMC 中不含类胰蛋白酶。虎纹蛙

类胰蛋白酶阳性细胞数量很少, 且阳性反应比人胃癌间质肥大细胞弱, 说明虎纹蛙肥大细胞胞浆颗粒类胰

蛋白酶含量较少, 虎纹蛙属于低等脊椎动物, 可能与生物进化水平较低有关, 有待进一步研究。 

关键词: 虎纹蛙; 肥大细胞; 类胰蛋白酶; 免疫组化 

中图分类号: Q954.6    文献标识码: A    文章编号: 1000-3207(2010)01-0029-06 
 

类胰蛋白酶 (Tryptase)存在于所有哺乳动物肥
大细胞的分泌颗粒中, 是肥大细胞介质中一种重要
的中性蛋白酶。它与胰蛋白酶相似, 属丝氨酸蛋白
酶家族, 由四个非共价结合的亚单位组成四聚体结
构[1—3], Glenner和 Cohen利用胰蛋白酶对肥大细胞
进行酶组织化学染色时发现肥大细胞能够被染色 , 
说明肥大细胞中存在胰蛋白酶样活性物质 [4]。

Schwartz, et al.在对这些物质进行纯化后发现这些
物质 90%以上具有胰蛋白酶样活性, 故命名为类胰
蛋白酶。该酶在肥大细胞中的贮存和表达具有高度

选择性, 不能在其他类型细胞中被检出, 故类胰蛋
白酶成为鉴定人肥大细胞的特异性标志[3—5]。于是

小鼠抗人肥大细胞类胰蛋白酶单克隆抗体及其免疫

组化技术, 及鉴定人肥大细胞类胰蛋白酶的酶组织
化学技术应运而生[6—9]。  

Walls, et al.制备出小鼠抗人肥大细胞类胰蛋白
酶单克隆抗体 AA1 并采用间接免疫过氧化物酶技
术鉴定人肥大细胞[8]。许乐仁等采用鉴定人肥大细

胞的一种酶组织化学技术也发现猪、牛、绵羊、犬、

猫和大鼠等多种动物的肥大细胞中存在类胰蛋白 
酶[10—13] , 近来杨冬梅、许乐仁等采用小鼠抗人类肥
大细胞类胰蛋白酶单克隆抗体 AA1 通过间接免疫
过氧化物酶技术, 首次证实了牛蛙肥大细胞胞浆中
类胰蛋白酶的存在[14]。这些工作说明了鉴定人肥大

细胞的一些组织化学技术也适用于多种动物肥大细

胞的研究, 且类胰蛋白酶也是多种动物肥大细胞的
特异性标志[3]。 

对蛙和蟾蜍等两栖类动物的肥大细胞已有所研

究, 国内外的一些研究者采用不同的组织化学技术, 
在多种两栖动物的不同组织中鉴定出肥大细     
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胞[15—20]。但迄今为止, 尚未见有虎纹蛙的肥大细胞
是否含有中性蛋白酶的研究报道。本实验采用小鼠

抗人肥大细胞类胰蛋白酶单克隆抗体 AA1, 应用
ElivisionTMplus 免疫组化染色法对虎纹蛙(Rana ti-
grina rugulosa)消化道组织中类胰蛋白酶阳性肥大
细胞存在的可能性进行研究。为证实该技术的可靠

性, 同时使用人胃癌组织作为阳性对照, 并与肥大
细胞的阿利新蓝-藏红 O 复染法和改良甲苯胺蓝染
色法进行了比较。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
市售健康虎纹蛙 150—200 g 4头。剖开腹腔, 取

食管、胃贲门、胃体、胃幽门、小肠(十二指肠、空
肠、回肠 )于 10％中性缓冲福马林 (10%NBF)和
Carnoy分别固定, 常规脱水、透明, 石蜡包埋, 切片
厚度 6 μm。 

1.2  主要试剂 
鼠抗人肥大细胞类胰蛋白酶单克隆抗体 AAl, 

即用型非生物素免疫组化 ElivisionTMplus 检测试剂
盒, Trypsin 胰蛋白酶试剂盒, 多聚-L-赖氨酸, DAB
显示剂, 人胃癌组织阳性对照片, 均购自福州迈新
生物技术有限公司。 

1.3  ElivisionTMplus免疫组化染色步骤 
(1)石蜡切片脱蜡和水化后, 用 PBS(pH7.4)冲洗

3 次, 各 3min; (2)抗原修复: 胰蛋白酶 37℃恒温箱
孵育 15—20min, PBS洗 3次, 各 3min; (3)除去 PBS
液, 每张切片加一滴或 50 μL 类胰蛋白酶单克隆抗
体 AAl, 4℃过夜; (4)PBS冲洗 3次, 各 3min; (5)除去
PBS液, 每张切片加 1滴或 50 μL聚合物增强剂, 室
温下孵育 20min; (6)PBS冲洗 3次, 各 3min; (7)除去
PBS液, 每张切片加 1滴或 50 μL酶标抗鼠/兔聚合
物, 室温下孵育 30min; (8)PBS 冲洗 3 次, 各 3min; 
(9)除去 PBS液, 每张切片加 2滴或 100 μL新鲜配制
的DAB显示液, 显微镜下观察 3—10min, 阳性显示
为棕色; (10)蒸馏水或自来水冲洗, 苏木精复染数秒, 
自来水冲洗, PBS 冲洗返蓝。阴性对照片不加一抗, 
其他步骤同。 
1.4  常规组织化学染色 

阿利新蓝-藏红 O 复染法(AB/SO)参考文献[21]
的方法进行; 改良甲苯胺蓝染色法参考文献[22]的
方法进行。 

2  结  果 

2.1  免疫组织化学染色 
NBF 固定的虎纹蛙食管、胃、肠组织中, 类胰

蛋白酶阳性细胞胞浆染成棕黄色, 数量很少, 分布
于食管黏膜固有层(图版Ⅰ-1)、胃黏膜固有层和腺体
之间 (图版Ⅰ-2—4)、小肠上皮细胞基部和黏膜固有
层(图版Ⅰ-5—8), 少量见于肠绒毛基部。细胞形态
圆形、椭圆形及不规则形。胃癌组织镜检时, 在肿
瘤间质中均能观察到许多胞浆为棕黄色的细胞, 即
类胰蛋白酶阳性细胞(图版Ⅰ-9)。阴性对照组切片胞
浆无着色。 

2.2  常规组织化学染色 
应用Carnoy固定, AB/SO着染的肥大细胞胞质颗

粒呈深蓝色, 胞核呈淡褐色(图版Ⅰ-10); 改良甲苯胺
蓝染色法着染的肥大细胞胞质颗粒呈紫红色, 胞核呈
紫蓝色(图版Ⅰ-11、12)。肥大细胞数量多, 分布各段
消化道黏膜上皮下, 黏膜固有层和黏膜下层结缔组织
中(图版Ⅰ-10、11), 肌层细胞之间和外膜结缔组织(图
版Ⅰ-10)。虎纹蛙肥大细胞形态呈圆形、椭圆形。 

3  讨  论 
类胰蛋白酶是肥大细胞中的一种重要的生物活

性介质[1—3]。因为这一中性蛋白酶仅见于肥大细胞

的胞浆颗粒中, 因而成为鉴定人肥大细胞重要的特
异性标志[5—9]。事实上, 在所有被检的由低等到高等
的哺乳动物肥大细胞中均发现有类胰蛋白酶的存 
在[23], 许乐仁等采用小鼠抗人肥大细胞类胰蛋白酶
单克隆抗体 AA1 及其免疫组化技术或酶组化技术
也证实多种动物肥大细胞中类胰蛋白酶的存在[10,11]; 
近来, 杨冬梅等采用同样方法, 首次证实牛蛙肥大
细胞中类胰蛋白酶的存在[14]。本实验证实虎纹蛙肥

大细胞中有类胰蛋白酶的存在。可见, 尽管两栖动
物与哺乳动物之间在生物进化水平上存在着很大的

距离, 但它们的肥大细胞也具有哺乳动物肥大细胞
的某些重要的共同生物化学性质。蛙科动物肥大细

胞胞浆颗粒中具有组织胺等生化介质[15]。本研究采

用小鼠抗人肥大细胞类胰蛋白酶单克隆抗体 AA1, 
应用 ElivisionTMplus 免疫组化染色技术, 发现单克
隆抗体 AAl可与中性缓冲福马林液固定的虎纹蛙组
织的肥大细胞获得良好的交叉反应, 证实虎纹蛙肥
大细胞胞浆颗粒中也存在类胰蛋白酶。可见, 类胰蛋
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白酶同样可以作为鉴定蛙肥大细胞的特异性标志。 
近 50年来, 肥大细胞异质性的研究已成为肥大

细胞研究的焦点[3,24]。根据其组织化学、形态学及其

分布的明显差异, 哺乳动物的肥大细胞区分为黏膜
肥大细胞(Mucosal mast cells, MMC)与结缔组织肥
大细胞(Connective tissue mast cells, CTMC)。前者主
要分布在消化道黏膜固有层及肺脏, 而后者广泛分
布在消化道黏膜下及其他部位的结缔组织中[24]。实

验发现, 虎纹蛙组织中 AA1免疫染色阳性细胞的分
布, 与 AB/SO和改良甲苯胺兰染色阳性细胞的分布
存在较大的差异: 虎纹蛙类胰蛋白酶阳性细胞数量
很少, 且阳性反应比人胃癌间质肥大细胞弱, 主要
见于黏膜型肥大细胞(MMC)分布区域, 如消化道黏
膜上皮下方和固有层, 少量分布于肠绒毛基底部及
食管腺和胃腺周围。而在结缔组织型肥大细胞

(CTMC)分布区域 , 如消化道黏膜下层结缔组织中
却未见类胰蛋白酶阳性细胞。AB/SO和改良甲苯胺
兰染色阳性细胞数量多, 广泛分布于消化道黏膜固
有层、黏膜下层、腺体之间、肌间及外膜结缔组织, 
与杨冬梅对牛蛙研究的结果基本一致[14]。这说明并

不是所有的虎纹蛙肥大细胞都含有类胰蛋白酶。很

有可能是 , 虎纹蛙 MMC 中含有类胰蛋白酶 , 而
CTMC 中不含类胰蛋白酶。虎纹蛙类胰蛋白酶阳性
细胞数量很少, 且阳性反应比人胃癌间质肥大细胞
弱, 说明虎纹蛙肥大细胞胞浆颗粒类胰蛋白酶含量
较少, 虎纹蛙属于低等脊椎动物, 可能与生物进化
水平较低有关, 有待进一步研究。 

人类的肥大细胞则根据其胞浆颗粒内中性蛋白

酶组分的差异, 被区分为仅含类胰蛋白酶的 T 肥大
细胞 (MC), 同时含类胰蛋白酶及类糜蛋白酶
(Chymase)的 TC肥大细胞(MCrc)以及仅含类糜蛋白
酶的 C肥大细胞(MC)三个类型[3, 24]。类胰蛋白酶和

类糜蛋白酶都是肥大细胞的特异性标志酶, 已有学
者利用类胰蛋白酶和类糜蛋白酶的双重免疫标记技

术来区分肥大细胞的不同亚型[25]。采用小鼠抗人肥

大细胞类糜蛋白酶单克隆抗体做进一步的免疫组化

染色, 检测虎纹蛙的肥大细胞是否也如人类那样存
在 MCTC或 MCC亚群。 
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STUDY ON TRYPTASE IN THE MAST CELL IN THE DIGESTIVE TRACT OF INDIAN 
BULLFROG (RANA TIGRINA RUGULOSA) BY AN IMMUNOHISTOCHEMICAL 

METHOD 

LIN Xuan, WANG Shou-Kun, CHEN Mei-Fang, LIN Shu-Gen and HUANG Yu-Zhang 
(College of Animal Science, Fujian Agriculture and Forestry University, Fuzhou 350002) 

Abstract: A murine monoclonal antibody (AA1) raised against human mast cell tryptase was used in this experiment to 
investigate the possibility existence of tryptase-positive mast cells of the digestive tract tissue which collected from 
Indian bullfrog (Rana tigrina rugulosa) by ElivisionTMplus immunohistochemical techniques. To prove its reliability, 
Alcian blue-Safranin O staining and modified toluidine blue staining was compared with this method when gastric can-
cer tissue from an adult man was used as a positive control. 

Four healthy Indian bullfrog weigh 150—200 g were used. After opening abdominal cavity, the esophagus, stoma-
chus cardiacus, stomachus fundus, stomachus pylorus and small intestine (duodenum, jejunum and ileum) were fixed in 
the 10% neutral buffered formalin (10% NBF) and Carnoy solution respectively, dehydrated, transparentized, embedded 
and sliced into 6μm sections. Immunohistochemistry Kit, murine monoclonal antibody (AA1) raised against human mast 
cell tryptase, ElivisionTM plus Polyer HRP (Mouse/Rabbit) IHC Kit, Trypsin Kit, Poly-L-lysine, DAB Kit, and gastric 
cancer tissue from an adult man used as a positive control were bought from Fuzhou Maxim Biotech Inc. The experi-
ment was conducted as following: (1) Washing the slices by PBS (pH7.4) (3 ×3min) after dewaxing and hydrating. (2) 
Hatching trypsinase 15—20min in incubator at 37℃ for repairing antigen. Rinsing in PBS (3 × 3min). (3) Sections were 
incubated overnight at 4  with monoclonal antibody (AA1). (4) Rinsing in PBS ℃ (3 × 3min). (5) Removing PBS and 
adding 50 μL polymer intensifier to each slice, incubating at room temperature for 30min. (6) Rinsing in PBS (3 × 3min). 
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(7) Removing PBS and adding 50μL enzyme-mark polymer against murine, hatching at room temperature for 30min.  
(8) Rinsing in PBS (3 × 3min). (9) Removing PBS and dropping 100μL fresh DAB Kit, studying it under a microscope 
for 3-10min, the positive showed brown. (10) Finishing coloration with the distilled water. Hematoxylin stained. Dehy-
dration, clearing, and mounting with neutral gums. Group was carried out with the same steps murine monoclonal anti-
body (AA1). 

The research demonstrated that the Indian bullfrog mast cells contained tryptase in their cytoplasm granules, and 
there was an excellent cross-reaction between monoclonal antibody AA1 and mast cells obtained from the Indian bull-
frog tissues fixed by 10% neutral buffered formalin. The cytoplasm of tryptase-positive mast cells was dyed brown yel-
low. The research found that the distribution of positive cells of Indian bullfrog tissue dyed by AA1 were different from 
ones of Alcian blue-Safranin O and the modified toluidine blue staining. In Indian bullfrog, the number of tryp-
tase-positive mast cells was small, and the positive reaction of them was weaker than gastric carcinoma interstitium in 
human. The tryptase-positive mast cells were mostly distributed in the base of enteron mucosa epithelium, lamina pro-
pria, base of intestinal villus, oesophagus gland and stomachus gland. The distributions of them were similar with mu-
cosal mast cell (MMC). While the tryptase-positive mast cells did not exist in the distributional range of connective 
tissue mast cell (CTMC) such as digestive tract mucosa connective tissues. A number of mast cells dyed by the modified 
toluidine blue staining and Alcian blue-Safranin O staining were mostly distributed in the digestive tract mucosa lamina 
propria, submucosa, gland interstitium, muscular layer and ectoblast connective tissues. It showed that not all Indian 
bullfrog mast cells had tryptase. Maybe the MMC of Indian bullfrog had tryptase but the CTMC did not. The number of 
tryptase-positive mast cells of Indian bullfrog was small and the positive reaction of tryptase-positive mast cells was 
weaker than gastric carcinoma interstitium of human. The study showed that the tryptase content in mast cells cytoplasm 
granules of Indian bullfrog was low. Indian bullfrog belonged to lower vertebrates, and these phenomenons possibly 
correlated with lower level of biological evolution. These problems remained to be further researched. 
 
Key words: Indian bullfrog (Rana tigrina rugulosa); Mast cell; Tryptase; Immunohistochemistry 
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图版   Ⅰ PlateⅠ 
1. 食管固有膜肥大细胞免疫组化×1000; 2. 胃贲门部固有膜肥大细胞×1000; 3. 胃体部固有膜肥大细胞免疫组化×1000; 4. 胃幽门部
固有膜肥大细胞×1000; 5. 十二指肠固有膜肥大细胞免疫组化×1000; 6. 空肠固有膜肥大细胞免疫组化×1000; 7. 回肠固有膜肥大细胞
免疫组化×1000; 8. 直肠固有膜肥大细胞免疫组化×1000; 9. 人胃癌间质肥大细胞免疫组化×1000; 10. 十二指肠黏膜下层肥大细胞
(AB/SO染色)×1000; 11. 食管固有膜肥大细胞(改良甲苯胺蓝染色)×1000; 12. 胃贲门部肌层肥大细胞(改良甲苯胺蓝染色)×1000 

1. The immunohistochemistry of mast cell in the esophagus lamina propria ×1000; 2. The immunohistochemistry of mast cell in the stoma-
chus cardiacus lamina propria ×1000; 3. The immunohistochemistry of mast cell in the stomachus fundus lamina propria ×1000; 4. The im-
munohistochemistry of mast cell in the stomachus Pylorus lamina propria ×1000; 5. The immunohistochemistry of mast cell in the intersti-
num duodenum lamina propria ×1000; 6. The immunohistochemistry of mast cell in the Interstinum jejumum lamina propria ×1000; 7. The 
immunohistochemistry of mast cell in the Interstinum ileum lamina propria ×1000; 8. The immunohistochemistry of mast cell in the la Inter-
stinum rectum lamina propria ×1000; 9. The immunohistochemistry of mast cell in gastric carcinoma interstitium of human ×1000; 10. Mast 
cell in the interstinum duodenum submucosa (Alcian blue Safranin O staining) ×1000; 11. Mast cell in the esophagus lamina propria (The 
modified toluidine blue staining) ×1000; 12. Mast cell in the stomachus cardiacus tunica muscularis (The modified toluidine blue staining) 
×1000 


