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胚胎及胚后发育期鸭腔上囊淋巴细胞增殖

与凋亡的研究

方　静，崔恒敏，廖婷彬，崔　雪

（四川农业大学动物医学院，雅安６２５０１４）

摘　要：采用ＰＣＮＡ免疫组化法和ＴＵＮＥＬ染色法，并结合光、电镜技术研究天府肉鸭胚胎及胚后发育期腔上囊

淋巴细胞增殖与凋亡的动态变化规律。结果显示胚胎期腔上囊淋巴细胞增殖明显，其滤泡淋巴细胞增殖指数

（ＰＩＦ）随胚龄增加而逐渐增高，２６ｄ胚龄达峰值。胚后期各组滤泡皮质淋巴细胞增殖指数（ＰＩＣ）和髓质淋巴细胞增

殖指数（ＰＩＭ）均呈下降趋势；各组ＰＩＭ均明显高于ＰＩＣ。胚胎期腔上囊滤泡淋巴细胞凋亡指数（ＡＩＦ）随胚龄增大

而逐渐增高。胚后期０～３周龄滤泡髓质淋巴细胞凋亡指数（ＡＩＭ）继续增高，滤泡皮质淋巴细胞凋亡指数（ＡＩＣ）则

无明显变化；ＡＩＣ和ＡＩＭ在５周龄下降，１７周龄明显升高，２９周龄达峰值。胚后０～１４周龄，各组 ＡＩＭ 均明显高

于ＡＩＣ，而１７～２９周龄ＡＩＭ 则明显低于ＡＩＣ。凋亡淋巴细胞核呈现多种形态，线粒体肿胀，嵴断裂。结果提示淋

巴细胞增殖与凋亡在鸭腔上囊胚胎及胚后发育的整个过程中普遍存在，具有明显增龄变化特性，二者协同参与腔

上囊发育和退化过程。
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　　细胞增殖是细胞新生的过程，是组织和器官发

育的基础。而细胞凋亡则是细胞退化、死亡的过程，

以清除发育不正常、衰老以及有害的细胞，以防止发

生疾病［１］。两者的关系不是随机出现的，而是受生

长因子或相关基因的调节与控制，具有严格的时空

程序［２］。腔上囊是禽类特有的中枢免疫器官，是培

育Ｂ淋巴细胞的场所，在不同发育阶段其大小、组

织结构和功能有很大的变化［３］。而这种变化往往与

淋巴细胞的选择性发育密切相关。因此，研究腔上

囊发育过程中淋巴细胞增殖与凋亡变化的规律及相

互关系对探讨腔上囊发育和退化过程的相关机理，

调节免疫器官发育，制定合理的免疫程序具有重要

意义。目前有关腔上囊淋巴细胞正常凋亡和增殖已

有一些报道，但主要集中在鸡，且集中在腔上囊发育

的某一特定时期［４７］。而鸭腔上囊胚胎及胚后发育

期淋巴细胞增殖和凋亡的动态研究还未见报道。本

试验应用末端脱氧核苷酸转移酶介导的缺口末端标

记法（ＴＵＮＥＬ染色法）、增殖细胞核抗原（Ｐｒｏｌｉｆｅｒａ

ｔｉｎｇｃｅｌｌｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉｇｅｎ，ＰＣＮＡ）免疫组织化学方法

并结合光、电镜技术对天府肉鸭腔上囊胚胎和胚后

发育整个过程中淋巴细胞的增殖和凋亡进行动态观

察，以揭示这２种细胞行为各自的作用及相互联系

的规律。

１　材料和方法

１１　实验动物

　　选用四川农业大学种鸭场同批孵化和饲养的天

府肉鸭。胚胎期分为４个组，即２０、２２、２４、２６ｄ胚

龄；胚后期分为１２个组，即：０（新生雏）、３、５、８、１１、

１４、１７、２０、２３、２６、２９、３２周龄。每组５只（胚胎期不

分性别，新生雏及胚后期均为雄鸭）。

１２　光、电镜标本制作

　　分别采取胚体和雄鸭的腔上囊，４％多聚甲醛固

定，常规石蜡包埋，５μｍ连续切片，供光镜染色用。

此外，在２２、２６ｄ胚龄和胚后３、５、８、２０、２９周龄组

中分别再取腔上囊组织１～２块，２．５％戊二醛固定，

环氧树脂包埋，超薄切片，锇酸染色，于透射电镜（Ｈ

－６００型）下观察淋巴细胞凋亡的超微结构变化。

１３　犎犈染色

　　石蜡切片脱蜡后，ＨＥ染色。

１４　犘犆犖犃免疫组织化学染色

　　小鼠抗人ＰＣＮＡ单克隆抗体、ＳＡＢＣ试剂盒购

于博士德公司。石蜡切片脱蜡至水，３％Ｈ２Ｏ２室温

孵育。ｐＨ６．０的枸橼酸缓冲液抗原热修复，加５％

ＢＳＡ封闭液后，加入ＰＣＮＡ（１∶１００），４℃过夜。滴

加生物素标记的二抗，３７ ℃孵育３０ｍｉｎ，滴加

ＳＡＢＣ试剂，３７℃孵育３０ｍｉｎ后ＤＡＢ显色。苏木

素复染，常规脱水，透明，封片。各步骤间均用ＰＢＳ

冲洗，同时另用ＰＢＳ代替一抗作为阴性对照。ＰＣ

ＮＡ阳性反应物定位于细胞核，呈棕黄色。

１５　犜犝犖犈犔染色

　　ＴＵＮＥＬ试剂盒购于博士德公司。石蜡切片脱

蜡至水，３％Ｈ２Ｏ２室温孵育１０ｍｉｎ，蛋白酶 Ｋ（１∶

２００）室温孵育１０ｍｉｎ，滴加２０μＬ的ＴＵＮＥＬ反应

混合液，于湿盒中３７℃孵育１２０ｍｉｎ，加封闭液室

温孵育３０ｍｉｎ，加５０μＬ生物素化抗地高辛抗体

（１∶１００），３７℃孵育３０ｍｉｎ，滴加ＳＡＢＣ（１∶１００）试

剂，３７℃孵育６０ｍｉｎ后ＤＡＢ显色。苏木素复染，常

规脱水，透明，封片。以上各步骤均用ＴＢＳ冲洗。阴

性对照用不含末端脱氧核苷酸转移酶的液体孵育。

ＴＵＮＥＬ阳性反应物定位于细胞核，呈棕黄色。

１６　定量分析和统计学处理

　　每个腔上囊标本间隔２００μｍ取１张切片，共

取３张切片，每张切片随机选取淋巴滤泡各１０个进

行淋巴滤泡面积的测定和阳性细胞计数（江苏捷达

８０１形态分析软件）。增殖指数或凋亡指数＝单位

面积内ＰＣＮＡ或ＴＵＮＥＬ阳性淋巴细胞总数／单位

面积内淋巴细胞总数×１００％
［８］。结果均用“珚狓±狊”

表示，采用单因素方差分析犉 检验和组间狋检验。

数据处理均用ＳＰＳＳ１１．５软件。

２　结　果

２１　腔上囊胚胎和胚后发育的组织形态学

　　胚胎及胚后发育期各组腔上囊淋巴滤泡面积见
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表１、２。２０ｄ胚龄淋巴滤泡逐渐形成，滤泡内尚未

出现明显可辨的皮质和髓质样结构；２２～２４ｄ胚龄

滤泡不断生长，其面积逐渐增大，部分滤泡已能分辨

出皮、髓质；２６ｄ胚龄滤泡面积增长幅度较大，滤泡

显著长大，多数滤泡已能分辨出皮、髓质。新生雏滤

泡已基本具有成熟的组织结构，大多数滤泡皮、髓质

分界明显。胚后０～３周龄，滤泡面积增长幅度较

大，滤泡生长迅速；５～８周龄滤泡面积增长幅度较

小，滤泡生长缓慢；８～１４周龄滤泡面积变化不大，

滤泡不再扩大。１７周龄腔上囊开始退化，滤泡面积

显著减小；２０～２９周龄随腔上囊进一步退化，滤泡

面积呈下降趋势，滤泡逐渐变小且数量减少，滤泡髓

质淋巴细胞稀疏，滤泡间结缔组织增多；３２周龄腔

上囊严重萎缩，管腔狭小，滤泡消失，遗留下黏膜上

皮和固有膜中大量结缔组织及其残留分散的淋巴细

胞。由此可见，腔上囊的胚后发育可分为继续发育

期（０～８周龄）、成熟持续期（８～１４周龄）、退化萎缩

期（１７～３２周龄）。其中继续发育期又可分为快速

生长期（０～３周龄）和慢速生长期（５～８周龄）。

表１胚胎发育期腔上囊滤泡面积以及淋巴细胞增殖指数和凋亡指数

犜犪犫犾犲１　犉狅犾犾犻犮犾犲犪狉犲犪狊，狆狉狅犾犻犳犲狉犪狋犻狏犲犪狀犱犪狆狅狆狋狅狊犻狊犻狀犱犲狓犲狊狅犳犾狔犿狆犺狅犮狔狋犲狊犱狌狉犻狀犵狋犺犲犫狌狉狊犪犾犲犿犫狉狔狅狀犻犮犱犲狏犲犾狅狆犿犲狀狋

组别Ｇｒｏｕｐ
滤泡面积

Ｆｏｌｌｉｃｌｅａｒｅａ／μｍ
２

滤泡淋巴细胞增殖指数

ＰＩＦ／％

滤泡淋巴细胞凋亡指数

ＡＩＦ／％

２０ｄ ７５６９．７８±８９０．１２ ７３．４０±５．３２ ２．６３±０．７４

２２ｄ ２７１２３．１９±３３９６．７３ ７７．７０±７．４７ ４．１０±０．７２

２４ｄ ３３３０４．６７±６６３９．７７ ８４．０３±６．９４ ６．０１±０．６９

２６ｄ ８９１２４．２３±８５９１．７４ ８９．５７±５．７９ ７．９１±０．８３

在同一测定项目中，各组间均差异显著（犘＜０．０５）

Ｉｎｔｈｅｓａｍｅｔｅｓｔｅｄｉｔｅｍ，ｔｈｅｖａｌｕｅｓａｒｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｍｏｎｇｇｒｏｕｐｓ（犘＜０．０５）．ＰＩＦ．Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅｉｎｄｅｘｏｆｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｉｎｔｈｅｆｏｌｌｉ

ｃｌｅ；ＡＩＦ．Ａｐｏｐｔｏｔｉｃｉｎｄｅｘｏｆｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｉｎｔｈｅｆｏｌｌｉｃｌｅ

表２　胚后发育期腔上囊滤泡面积以及淋巴细胞增殖指数和凋亡指数

犜犪犫犾犲２　犉狅犾犾犻犮犾犲犪狉犲犪狊，狆狉狅犾犻犳犲狉犪狋犻狏犲犪狀犱犪狆狅狆狋狅狊犻狊犻狀犱犲狓犲狊狅犳犾狔犿狆犺狅犮狔狋犲狊犱狌狉犻狀犵狋犺犲犫狌狉狊犪犾狆狅狊狋犲犿犫狉狔狅狀犻犮犱犲狏犲犾狅狆犿犲狀狋

组别

Ｇｒｏｕｐ

滤泡面积

Ｆｏｌｌｉｃｌｅａｒｅａ／μｍ
２

滤泡髓质淋巴

细胞增殖指数

ＰＩＭ／％

滤泡皮质淋巴

细胞增殖指数

ＰＩＣ／％

滤泡髓质淋巴

细胞凋亡指数

ＡＩＭ／％

滤泡皮质淋巴

细胞凋亡指数

ＡＩＣ／％

０ｗｅｅｋ １０６５８３．４１±４４２０．２７ａ ７２．３０±７．４３ ６４．１１±８．６３ １０．５５±２．３１ａ ７．９９±０．９７ａ

３ｗｅｅｋｓ ２２３９６８．４１±１６５３４．０２ ５４．９０±５．８７ ４７．６１±９．３７ １４．６７±１．７４ ８．１０±１．１０ａ

５ｗｅｅｋｓ ２５７６３７．７９±１３７６４．８５ ３６．０１±６．２６ ３０．９７±６．８４ ８．１８±１．３１ｂ ６．３６±０．６７ｂ

８ｗｅｅｋｓ ２７４５００．７０±１４１７２．７８ｂ ２５．３６±５．７４ａ ２０．０３±４．８０ａ ８．２７±１．１３ｂ ５．９９±０．８１ｂ

１１ｗｅｅｋｓ ２８０３５１．６７±７７３７．３８ｂ ２５．１０±５．１５ａ １９．７７±３．２３ａ ７．９０±１．０４ｂ ５．４６±１．０６ｂ

１４ｗｅｅｋｓ ２８０６８１．０７±１０９５８．５９ｂ ２４．３９±５．３７ａ １９．５３±３．８７ａ ８．９４±１．３０ｂ ６．７６±１．３１ｂ

１７ｗｅｅｋｓ １９３８９４．６４±１２９９５．７１ １２．６６±１．８５ ９．８９±１．９７ １０．８１±０．８６ａ １２．１４±１．２９

２０ｗｅｅｋｓ １５３６７７．５６±７３６１．０３ １０．４５±１．４６ｂ ７．１５±１．１０ｂ １２．１６±１．７１ １５．８８±１．７７

２３ｗｅｅｋｓ １２７２３７．３１±１１７２１．９２ ９．４８±１．６１ｂ ６．５１±０．８４ｂ １４．５９±１．９２ｃ １７．１９±１．９８

２６ｗｅｅｋｓ １０７５７７．５９±７７７９．４７ａ ７．３４±１．０１ ５．５８±０．８５ｂ １４．８１±１．４８ｃ ２０．３４±１．７６

２９ｗｅｅｋｓ １６７１４．７０±２８６４．３９ ４．４７±０．９９ ３．８０±０．７８ １６．２１±２．００ ２２．２８±２．５７

在同一测定项目中，相同小写字母间差异不显著（犘＞０．０５），不同小写字母及未标注间差异显著（犘＜０．０５）。在同一组中，

ＰＩＭ和ＰＩＣ之间以及ＡＩＭ和ＡＩＣ之间，差异均显著（犘＜０．０５）

Ｉｎｔｈｅｓａｍｅｔｅｓｔｅｄｉｔｅｍ，ｔｈｅｖａｌｕｅｓｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙｔｈｅｓａｍｅｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒｓａｒｅｎｏｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔ（犘＞０．０５），ａｎｄｔｈｏｓｅｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙｔｈｅ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒｓｏｒｗｉｔｈｏｕｔｌｅｔｔｅｒｓａｒｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｍｏｎｇｇｒｏｕｐｓ（犘＜０．０５）．Ｉｎｔｈｅｓａｍｅｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｖａｌｕｅｓａｒｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔ（犘＜

０．０５）ｂｅｔｗｅｅｎＰＩＭａｎｄＰＩＣ，ｏｒＡＩＭａｎｄＡＩＣ．ＰＩＣ．Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅｉｎｄｅｘｏｆｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｉｎｔｈｅｃｏｒｔｅｘ；ＰＩＭ．Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅｉｎｄｅｘ

ｏｆｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｉｎｔｈｅｍｅｄｕｌｌａｒ；ＡＩＭ．Ａｐｏｐｔｏｔｉｃｉｎｄｅｘｏｆｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｉｎｔｈｅｍｅｄｕｌｌａｒ；ＡＩＣ．Ａｐｏｐｔｏｔｉｃｉｎｄｅｘｏｆｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｉｎ

ｔｈｅｃｏｒｔｅｘ
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２２　犘犆犖犃免疫组织化学染色结果

　　胚胎及胚后发育期各组腔上囊淋巴细胞增殖指

数见表１、２。２０～２４ｄ胚龄，ＰＩＦ随胚龄增加而逐

渐增高，２６ｄ胚龄时达峰值。新生雏的ＰＩＣ和ＰＩＭ

明显下降。在胚后发育中，各组的ＰＩＣ和ＰＩＭ一直

呈下降趋势。与前一周龄相比较，３、５、８和１７周龄

的ＰＩＣ和ＰＩＭ下降幅度较大（图１～４）。３２周龄固

有膜中残留淋巴细胞的增殖指数仅为（２．３６±

０．５３）％。在胚后期，各组ＰＩＭ均明显高于ＰＩＣ。

图１　２２犱胚龄腔上囊淋巴细胞犘犆犖犃阳性反

应，细胞核呈棕黄色（箭头），标尺＝５μ犿

犉犻犵．１　犘犆犖犃狆狅狊犻狋犻狏犲狉犲犪犮狋犻狅狀狅犳犫狌狉狊犪犾犾狔犿狆犺狅

犮狔狋犲狊狑犻狋犺狔犲犾犾狅狑犫狉狅狑狀狀狌犮犾犲狌狊（犪狉狉狅狑狊）犪狋

２２犱犪狔狊犲犿犫狉狔狅狀犻犮狊狋犪犵犲，犫犪狉＝５μ犿

图２　２６犱胚龄腔上囊淋巴细胞犘犆犖犃阳性反

应，细胞核呈棕黄色（箭头），标尺＝２０μ犿

犉犻犵．２　犘犆犖犃狆狅狊犻狋犻狏犲狉犲犪犮狋犻狅狀狅犳犫狌狉狊犪犾犾狔犿狆犺狅

犮狔狋犲狊狑犻狋犺狔犲犾犾狅狑犫狉狅狑狀狀狌犮犾犲狌狊（犪狉狉狅狑狊）犪狋

２６犱犪狔狊犲犿犫狉狔狅狀犻犮狊狋犪犵犲，犫犪狉＝２０μ犿

２３　犜犝犖犈犔染色结果

　　胚胎及胚后发育期各组腔上囊淋巴细胞凋亡指

数见表１、２。２０～２６ｄ胚龄，ＡＩＦ逐渐增高。胚后０

～３周龄，ＡＩＭ呈上升趋势，而ＡＩＣ则无明显变化。

ＡＩＭ和ＡＩＣ在５周龄均显著下降，并维持恒定直到

１４周龄，１７周龄又明显升高，随后呈上升趋势，２９

周龄达峰值（图５～８）。３２周龄固有膜中残留淋巴

图３　胚后３周龄腔上囊淋巴细胞犘犆犖犃阳性反

应，细胞核呈棕黄色（箭头），标尺＝２０μ犿

犉犻犵．３　犘犆犖犃狆狅狊犻狋犻狏犲狉犲犪犮狋犻狅狀狅犳犫狌狉狊犪犾犾狔犿狆犺狅

犮狔狋犲狊狑犻狋犺狔犲犾犾狅狑犫狉狅狑狀狀狌犮犾犲狌狊（犪狉狉狅狑狊）犪狋

３狑犲犲犽狊犪犳狋犲狉犺犪狋犮犺犻狀犵，犫犪狉＝２０μ犿

图４　胚后２９周龄腔上囊犘犆犖犃淋巴细胞阳性反

应，细胞核呈棕黄色（箭头），标尺＝５μ犿

犉犻犵．４　犘犆犖犃狆狅狊犻狋犻狏犲狉犲犪犮狋犻狅狀狅犳犫狌狉狊犪犾犾狔犿狆犺狅

犮狔狋犲狊狑犻狋犺狔犲犾犾狅狑犫狉狅狑狀狀狌犮犾犲狌狊（犪狉狉狅狑狊）犪狋

２９狑犲犲犽狊犪犳狋犲狉犺犪狋犮犺犻狀犵，犫犪狉＝５μ犿

细胞的凋亡指数仅为（２．３２±０．６６）％。此外，胚后

０～１４周龄的 ＡＩＭ 明显高于 ＡＩＣ，１７～２９周龄的

ＡＩＣ则显著高于ＡＩＭ。

２４　增殖指数和凋亡指数的关系

　　２０～２６ｄ胚龄，ＰＩＦ远大于ＡＩＦ。胚后０～１４

周龄 ，ＰＩＣ和ＰＩＭ也明显高于ＡＩＣ和ＡＩＭ，但随周

龄增加，二者差值分别逐渐减小；１７周龄，ＰＩＣ和

ＰＩＭ与ＡＩＣ和 ＡＩＭ 已接近；２０～２９周龄，ＡＩＣ和

ＡＩＭ则显著高于ＰＩＣ和ＰＩＭ，二者的差值分别随周

龄增加而增高。详情见表１和２。

２５　电镜观察结果

　　在各测定组中均观察到淋巴细胞的凋亡，其中

３周龄髓质和２９周龄皮、髓质中淋巴细胞凋亡最明

显。凋亡的形态学改变主要为核染色质固缩边聚，

呈新月形、环形、球形或不规则形高电子密度的浓缩

核，线粒体肿胀，嵴断裂，最后凋亡细胞裂解为凋亡
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图５　２６犱胚龄腔上囊淋巴细胞犜犝犖犈犔阳性反应

（箭头），标尺＝２０μ犿

犉犻犵．５　犜犝犖犈犔狆狅狊犻狋犻狏犲狉犲犪犮狋犻狅狀狅犳犫狌狉狊犪犾犾狔犿狆犺狅犮狔狋犲狊

（犪狉狉狅狑狊）犪狋２６犱犪狔狊犲犿犫狉狔狅狀犻犮狊狋犪犵犲，犫犪狉＝２０

μ犿

图６　胚后３周龄腔上囊淋巴细胞犜犝犖犈犔阳性反应

（箭头），标尺＝２０μ犿

犉犻犵．６　犜犝犖犈犔狆狅狊犻狋犻狏犲狉犲犪犮狋犻狅狀狅犳犫狌狉狊犪犾犾狔犿狆犺狅犮狔狋犲狊

（犪狉狉狅狑狊）犪狋３狑犲犲犽狊犪犳狋犲狉犺犪狋犮犺犻狀犵，犫犪狉＝２０μ犿

图７　胚后１４周龄腔上囊淋巴细胞犜犝犖犈犔阳性反

应（箭头），标尺＝２０μ犿

犉犻犵．７　犜犝犖犈犔狆狅狊犻狋犻狏犲狉犲犪犮狋犻狅狀狅犳犫狌狉狊犪犾犾狔犿狆犺狅犮狔狋犲狊

（犪狉狉狅狑狊）犪狋１４狑犲犲犽狊犪犳狋犲狉犺犪狋犮犺犻狀犵，犫犪狉＝２０

μ犿

小体（图９、１０）。

图８　胚后２９周龄腔上囊淋巴细胞犜犝犖犈犔阳性反

应（箭头），标尺＝２０μ犿

犉犻犵．８　犜犝犖犈犔狆狅狊犻狋犻狏犲狉犲犪犮狋犻狅狀狅犳犫狌狉狊犪犾犾狔犿狆犺狅犮狔狋犲狊

（犪狉狉狅狑狊）犪狋２９狑犲犲犽狊犪犳狋犲狉犺犪狋犮犺犻狀犵，犫犪狉＝２０

μ犿

图９　胚后８周龄腔上囊，凋亡淋巴细胞核染色质固

缩呈新月型，线粒体肿胀，嵴断裂（箭头），标尺

＝１μ犿

犉犻犵．９　犜犺犲犮犺狉狅犿犪狋犻狀狊狅犳犪狆狅狆狋狅狋犻犮犫狌狉狊犪犾犾狔犿狆犺狅犮狔狋犲狊

狑犻狋犺狊狑狅犾犾犲狀 犿犻狋狅犮犺狅狀犱狉犻犪犪狀犱犫狉狅犽犲狀犮狉犻狊狋犪犲

犿犻狋狅犮犺狅狀犱狉犻犪犾犲狊（犪狉狉狅狑狊）犪狆狆犲犪狉犮狉犲狊犮犲狀狋犪狋８

狑犲犲犽狊犪犳狋犲狉犺犪狋犮犺犻狀犵，犫犪狉＝１μ犿

图１０　胚后３周龄腔上囊，凋亡淋巴细胞裂解后形成多

个凋亡小体（箭头），标尺＝１μ犿

犉犻犵．１０　犛犲狏犲狉犪犾犪狆狅狆狋狅狋犻犮犫狅犱犻犲狊（犪狉狉狅狑狊）犪狉犲犳狅狉犿犲犱犫狔

狋犺犲犫狉犲犪犽犪犵犲狅犳犪狆狅狆狋狅狋犻犮犫狌狉狊犪犾犾狔犿狆犺狅犮狔狋犲狊犪狋３

狑犲犲犽狊犪犳狋犲狉犺犪狋犮犺犻狀犵，犫犪狉＝１μ犿
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３　讨　论

３１　淋巴细胞增殖与腔上囊的胚胎和胚后发育

　　ＰＣＮＡ是一种只出现在增殖状态细胞核中的

蛋白质，ＰＣＮＡ阳性细胞着色多少反映出细胞增殖

的状态［９］。本研究结果显示在腔上囊胚胎和胚后发

育的整个过程中均存在淋巴细胞ＰＣＮＡ阳性反应。

在淋巴滤泡逐渐形成时，即２０ｄ胚龄，淋巴细胞增

殖分化活跃，ＰＩＦ高达７３．４０％，以后随胚龄的增

加，滤泡逐渐增大，ＰＩＦ也逐渐增高。２６ｄ胚龄时，

滤泡显著增大，大多数淋巴滤泡皮、髓质分界明显，

ＰＩＦ达峰值（８９．５７％），此时是腔上囊淋巴细胞增殖

分化最明显的时期。新生雏的腔上囊已基本具有成

熟的组织结构，大多数淋巴滤泡皮、髓质分界明显，

ＰＩＭ和ＰＩＣ降低。胚后３周龄 ，ＰＩＭ 和ＰＩＣ虽然

较出壳时明显下降，但仍维持较高水平（ＰＩＭ 为

５４．９０％，ＰＩＣ为４７．６１％），较多淋巴细胞处于增殖

状态，淋巴滤泡显著增长。胚后５～８周龄淋巴滤泡

的生长已趋于缓慢，８～１４周龄，腔上囊基本不再继

续生长，滤泡不再扩大，ＰＩＭ 和ＰＩＣ分别在５和８

周龄出现下降高峰。１７周龄腔上囊开始退化，ＰＩＭ

和ＰＩＣ再次显著下降，且随腔上囊进一步退化（２０

～２９周龄）呈下降趋势。３２周龄腔上囊严重萎缩，

滤泡消失，遗留下黏膜上皮和固有膜中大量的结缔

组织及其残留分散的淋巴细胞，其淋巴细胞增殖指

数降至２．３６％。由此可见，天府肉鸭腔上囊淋巴细

胞增殖具有明显增龄变化特性，与腔上囊发育和退

化密切相关。陈吉龙等通过常规光、电镜技术在北

京鸭胚胎和胚后腔上囊的发育研究中也得出类似的

结论［１０］。此外，胚后各组ＰＩＭ 均明显高于ＰＩＣ，这

符合滤泡发育的正常规律，因为滤泡髓质多为幼稚

型的大、中淋巴细胞，皮质多为成熟的小淋巴细

胞［３］。这也说明了滤泡髓质在淋巴细胞发育、分化

中占有重要的地位。

３２　淋巴细胞凋亡与腔上囊的胚胎和胚后发育

　　从骨髓来的淋巴干细胞经血液循环进入腔上囊

滤泡，在上皮网状细胞构成的微环境诱导下，不断分

裂分化，形成各种特异性的Ｂ淋巴细胞，然后迁移

到外周淋巴组织和器官定居［３］。然而，在这一过程

中仅５％的Ｂ淋巴细胞离开腔上囊，大多数细胞通

过凋亡的方式死亡［１１］。因此，凋亡对腔上囊中淋巴

细胞的发育、分化和成熟以及保持其功能稳定性方

面均发挥着重要作用［１２］。作者采用ＴＵＮＥＬ法与

电镜技术检测发现天府肉鸭腔上囊在胚胎和胚后发

育的整个过程中都存在着淋巴细胞凋亡现象。在淋

巴滤泡逐渐形成时（２０ｄ胚龄），淋巴细胞凋亡较

少，随胚龄增大，滤泡的生长，凋亡逐渐活跃。出壳

后，０～３周龄ＡＩＭ 增高，而ＡＩＣ则变化不大。５周

龄时，ＡＩＭ和ＡＩＣ均显著下降，并维持恒定直到１４

周龄；１７周龄腔上囊开始退化，ＡＩＭ 和ＡＩＣ明显升

高，随后呈上升趋势，２９周龄腔上囊严重退化，皮、

髓质凋亡最为活跃。由此说明天府肉鸭腔上囊淋巴

细胞凋亡具有显著增龄变化特征，与腔上囊发育和

退化密切相关。本试验中发现胚后期腔上囊淋巴细

胞凋亡指数较胚胎期高，说明胚后期腔上囊淋巴细

胞凋亡较胚胎期活跃，这与李奎等［５］在鸡中的报道

相似。本研究结果还显示在腔上囊胚后继续发育期

（０～８周龄）和成熟持续期（８～１４周龄），ＡＩＭ明显

高于ＡＩＣ；而在退化萎缩期（１７～３２周龄），ＡＩＭ 则

明显低于ＡＩＣ，表明在腔上囊胚后发育不同时期，其

滤泡皮、髓质淋巴细胞凋亡程度不同。此外，胚后３

周龄是腔上囊继续发育的快速生长期，髓质淋巴细

胞凋亡也较明显（ＡＩＭ 达１４．６７％），提示胚后３周

龄可能是天府肉鸭腔上囊对淋巴细胞进行严格选择

的时期，是Ｂ淋巴细胞进行分化发育的重要阶段。

　　目前有关腔上囊淋巴细胞凋亡的原因还不甚清

楚，主要有２种观点：一是与识别自身抗原有关，因

此，经过阴性选择，那些产生抗自身抗原抗体的细

胞，会迅速凋亡以防止自身免疫性疾病的产生；二是

与阳性选择失败有关，即Ｂ淋巴细胞在发育过程中

必须经历免疫球蛋白的基因重排，基因重排未成功

的Ｂ淋巴细胞将发生凋亡
［１３１４］。现已发现许多基

因的表达与凋亡有关，目前研究较多的有ｂｃｌ２家

族、ｆａｓ和ｆａｓＬ系统、ｐ５３基因等。ｂｃｌ２家族编码

的蛋白质在凋亡的调节中发挥着重要的作用［１５］。

ｂｃｌ２和ｂａｘ是ｂｃｌ２家族中功能相反的２个重要成

员，分别有抑制和促进凋亡的作用，它们对凋亡的调

节与线粒体上的ＰＴ孔（Ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ）有

关。当凋亡发生时，ｂａｘ从细胞质中转移到线粒体，

并通过其疏水性的Ｃ端ＢＨ１、ＢＨ２结构域与线粒体

膜相结合，形成线粒体跨膜通道，促进ＰＴ孔开放，

释放细胞色素ｃ，激活ｃａｓｐａｓｅ级联反应，促进细胞

凋亡；ｂｃｌ２的表达产物主要分布于线粒体膜上，其

高表达时，与ｂａｘ结合成异源二聚体，抑制ＰＴ孔开

放，抑制ｃａｓｐａｓｅ级联反应的激活，从而阻止和抑制

凋亡［１５］。本试验结果表明，凋亡淋巴细胞的线粒体
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肿胀，嵴断裂，可能严重影响了ｂｃｌ２、ｂａｘ的表达及

其功能的发挥，从而影响细胞凋亡的发生。

３３　胚胎和胚后发育过程中腔上囊淋巴细胞增殖

与凋亡的关系

　　本研究结果显示，２０～２６ｄ胚龄，ＰＩＦ远大于

ＡＩＦ，说明在胚胎期淋巴细胞具有高分化潜力和增

殖能力，有利于Ｂ细胞的最大增殖和最小死亡，有

利于免疫球蛋白的基因表达和体内成熟过程，使干

细胞库不断扩大。胚后继续发育期（０～８周龄），

ＰＩＭ和ＰＩＣ也显著大于 ＡＩＭ 和 ＡＩＣ，表明淋巴细

胞的增殖仍处于活跃阶段，有利于腔上囊滤泡进一

步分化发育，形成完善的形态结构，并发挥其有效的

免疫效应。胚后成熟持续期（８～１４周龄），腔上囊

基本不再继续生长，滤泡不再扩大，ＰＩＭ 和ＰＩＣ与

ＡＩＭ和ＡＩＣ之间的差值逐渐减小。１７周龄腔上囊

开始退化，ＰＩＭ 和ＰＩＣ与ＡＩＭ 和ＡＩＣ已接近。以

后随腔上囊进一步退化萎缩（２３～２９周龄），ＡＩＭ

和ＡＩＣ则显著高于ＰＩＭ和ＰＩＣ，二者的差值分别随

周龄增加而增大，提示腔上囊逐渐完成对Ｂ淋巴细

胞的增殖，淋巴细胞以凋亡为主，以消除不必要的淋

巴细胞，维持正常的免疫功能。总之，细胞增殖与凋

亡相互协调，及时调控着细胞的增殖和分化，及时清

除异常、衰老的淋巴细胞，在鸭腔上囊发育、分化和

退化过程中发挥着重要作用。
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