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亚型高致病力禽流感病毒

人工感染鸭的细胞凋亡观察
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#后!心&肝&脾&肺&肾&胰&肠&脑&胸腺和法氏囊均可发生细胞凋亡'其中!

凋亡主要发生在胰腺泡上皮细胞&肾小管上皮细胞&肝细胞和肠黏膜上皮细胞(也有少量神经元&神经胶质细胞&心

肌细胞&呼吸毛细管上皮细胞!胸腺&脾脏和法氏囊淋巴细胞发生凋亡'

关键词!
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亚型禽流感病毒(细胞凋亡(鸭
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#是受基因调控的一种生

理性细胞死亡过程!又称程序性细胞死亡"
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#'细胞凋亡在胚胎发育

和正常组织代谢中具有重要作用!如淘汰胚胎发育

过程中多余的细胞&清除胚胎发育过程中迁移错位

的细胞&淘汰能引起自身免疫反应的淋巴细胞&以及

清除衰老和突变的细胞等!以保证胚胎的正常发育

和维持组织器官的自身稳定'但近来研究表明!许

多外在因素和病理信号!如某些激素&细胞因子&药

物&自由基&放射线&病毒&细菌&细菌内毒素&真菌毒

素等!也可以诱导细胞凋亡!因此细胞凋亡也可见于

某些疾病的病理过程中'关于禽流感病毒诱导细胞

凋亡!在鸡&人以及体外培养的细胞等有较多的研

究)

#!<
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!但在鸭尚未见报道'因此!本试验通过人工

接种
#

株高致病力禽流感病毒
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#!对鸭体内细胞凋亡的情况
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进行了研究'
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!

材料与方法
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!

实验动物分组与接种病毒

&

周龄眼观健康并经禽流感病毒抽检呈阴性的

普通非免疫本地麻鸭
##:

只!分为下列
>

组进行试

验'其中!接种病毒试验在华南农业大学兽医学院

+农业部养禽与禽病防治重点开放实验室,生物安全

三级动物实验室"

\9,>

实验室#进行!所用禽流感

病毒由该实验室提供!并由该实验室分离&鉴定和保

存'禽舍严格消毒!排泄物进行无害化处理!试验后

的动物尸体消毒后深埋'限制人员流动!进出实验

室消毒'

静脉接种组$
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只鸭!每只经蹼静脉注射
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稀释的含禽流感病毒
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#的鸡胚尿囊液
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只鸭!每只眼
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-

泄殖腔混合接种

上述病毒液
#C,

"两眼各
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!两鼻各
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!

口腔
$;>C,

!泄殖腔
$;>C,

#'上述
'

组各分
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笼

饲养!平时观察其临床症状'

对照组$

#$

只鸭!不接种病毒!与接种病毒的鸭

分室饲养!平时观察其有无异常'在其他鸭接种病

毒后
#
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每天各放血处死
#

只!并取材'
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染色法
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石蜡切片的制备
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-

鼻
-

口
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泄殖腔混合接种病毒后
#
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!静脉接种

病毒后
#
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后仅存活鸭
#

只!故未再取材#

鸭的心&肝&脾&肺&肾&胰&大脑&小脑&胸腺&法氏囊&

十二指肠等器官!
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中性福尔马林固定!石蜡包

埋!

"
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厚切片'切片分为
>

套$

#

套进行
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缺

口末端标记"
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#染色!观察细胞凋亡情况(

#

套进行
8+

染色!观察一般病理组织学变化)
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(

#

套

进行免疫组织化学染色!观察病毒核蛋白抗原的定

位分布"另文报道#'
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反

应液"

a71LA

产品!阴性对照时省去该反应液#!置于

湿盒!在暗环境中
>?`

孵育
%$CD5
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Z\9

洗
>

次(

拭干切片周边!滴加
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#
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液!盖上盖玻片!在

湿盒暗环境中
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作用
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凋亡细胞的计数
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在
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电镜观察

取对照组健康鸭&死亡高峰期的静脉接种病毒

后
>/

和混合接种病毒后
"/

濒死鸭的心&肝&脾&

肺&肾&胰&大脑&小脑&胸腺&法氏囊等的新鲜病料!

常规制样!

YAD!(A1543'

分析型透射电镜观察!根

据其超微结构尤其是细胞核的特征性变化!检查细

胞凋亡的情况'
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结
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果
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染色结果

经
()*+,

染色!对照组的鸭除在胸腺&法氏

囊和小肠偶见个别凋亡细胞外!其他器官均未检查

到凋亡细胞'接种上述禽流感病毒的鸭!其心&肝&

脾&肺&肾&胰&大脑&小脑&胸腺&法氏囊&十二指肠均

发现有凋亡细胞存在'其中!肾和胰细胞凋亡非常

明显!可见大量肾小管上皮细胞&胰腺泡上皮细胞发

生凋亡'肝和十二指肠也有较多的凋亡细胞!可见

于肝细胞&血管内皮细胞&肠黏膜上皮细胞&肠腺上

皮细胞&肠固有层淋巴细胞等"图
#

"

>

#'但在胸

腺&法氏囊&脾&心&肺&大脑&小脑中凋亡细胞较少!

只有少量的淋巴细胞&心肌细胞&呼吸毛细管上皮细

胞&神经元&神经胶质细胞等发生凋亡'一般来说!

凋亡细胞的数量在静脉接种组略多于混合接种组!

接种后
#
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多于接种后
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"表
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#'而在省去
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反应液的阴性对照中!各种组织均未见凋

亡反应阳性细胞'

!L!
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电镜观察结果

电镜下观察!对照组健康鸭的各种组织器官的

结构正常!未见细胞变性坏死等明显的病理变化!细

胞凋亡也极少见!只有个别器官偶见个别凋亡细胞'

接种禽流感病毒的鸭!在心&肝&脾&肺&肾&胰&大脑&

小脑&胸腺&法氏囊等器官中!除了可见变性坏死的

细胞外!也可观察到凋亡的细胞!其中肾&胰和肝的

凋亡细胞较多!胸腺&法氏囊&脾&心&大脑和小脑只

有少量凋亡细胞"图
&

"
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#'凋亡细胞的主要超微
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亚型高致病力禽流感病毒人工感染鸭的细胞凋亡观察
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鸭眼
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鼻
U

口腔
U

泄殖腔混合接种禽流感病毒后各组织器官的细胞凋亡情况
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E
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小脑
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(L
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C0F

法氏囊

\0QF4

十二指肠

[07/A50C

对照组
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结构变化$核内染色质凝集于核膜下形成半月形或

花瓣状!线粒体&内质网扩张与细胞膜融合!后期细

胞膜内陷或+出芽,包裹细胞内各种成分形成凋亡小

体!然后被吞噬细胞吞噬清除'

(

!

讨
!

论

本试验的结果表明!鸭接种禽流感病毒
.
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#后!在心&肝&

脾&肺&肾&胰&脑&十二指肠&胸腺&法氏囊等器官中!

除了可见变性坏死的细胞外!也可观察到凋亡的细

胞'其中!肾和胰的凋亡细胞最多!肝和十二指肠中

也可见较多的凋亡细胞'在病理组织学观察中发现

这些器官具有明显的细胞变性&坏死等损伤)

#$

*

!在

病毒抗原免疫组化染色中观察到这些器官具有较强

的免疫阳性反应"另文报道#'这说明该病毒不仅

可以引起鸭体内多种组织器官的细胞变性和坏死!

而且还可以诱导细胞凋亡'据报道!致病性禽流感

病毒
.

%

1LD12A5

%

dD1P7QD4

%

#

%

#<:"

"

8?*?

#可以诱导

鸡肝&肾&脑的血管上皮细胞凋亡!也可在这些器官

中检查到病毒抗原!提示病毒复制导致被感染鸡的

细胞凋亡!认为细胞凋亡可能是致病性禽流感病毒

的致病原因)

#

*

'鸡接种禽流感病毒
.

%
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%

*45!

N

D5

6

%

'#

%

#<<"

"

8<*'

#后
>/

!其肾&肺&心&肝&脾&胸

腺&法氏囊等器官发生了明显的细胞凋亡!其中以肾

的细胞凋亡率最高)

'

*

'

8"*#

亚型禽流感病毒感染

人时!可以诱导肺泡上皮细胞凋亡!并可在肺中观察

到大量的凋亡白细胞!认为细胞凋亡在人发生禽流

感的过程中起重要作用$肺泡上皮细胞的破坏导致

肺炎!而白细胞的破坏导致白细胞减少症!这是人患

禽流感的主要临床特征)

>

*

'一些研究表明!凋亡的

发生与流感病毒的毒力无关!不管是低致病力还是

高致病力病毒!都可以诱导细胞凋亡!但凋亡只局限

于病毒能造成损伤的器官)

&!%

*

'

本试验在心&肺&脑中仅检查到少量的凋亡细

胞!但在病理组织学观察中发现这些器官均有明显

的损伤)

#$

*

'其原因可能是!它们的损伤主要是通过

细胞变性和坏死!而不是细胞凋亡'另外!在脾&胸

腺和法氏囊等免疫器官中也仅见少量的凋亡细胞!

但剖检可见胸腺和法氏囊严重萎缩!并且发生时间

很早!在静脉接种后
#/

或者混合接种后
#

"

'/

即

可出现!而在病理组织学观察中可见这些器官的淋

巴细胞大量减少)

#$

*

'其原因可能是!这些减少的淋

巴细胞!一部分迁移到了其他器官!因为在许多非淋

巴器官实质和血管中见有大量的淋巴细胞(另一部

分可能发生坏死!或者发生了凋亡!但在本试验检查

前已经被吞噬细胞吞噬清除了!因而无法检查到凋

亡细胞!因为在病理组织学观察中可见组织细胞或

巨噬细胞增生的现象)

#$

*

'另外!在病毒抗原免疫组

化染色中!这些器官中也只检查到少量的免疫阳性

反应!而且免疫反应物主要存在于细胞碎片中'因

此!禽 流 感 病 毒
.
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#对免疫器官的侵害!可能发生在病毒感染

的早期'据报道!鸡接种禽流感病毒
.
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#后
>/

!其脾&胸腺&法氏囊的

细胞凋亡率仅为
';%̂

&

';'̂

和
';>̂

!而肾的细胞

凋亡率可达
:̂

"

<̂

)

'

*

'

以往研究表明!流感病毒除了可以诱导体内细

胞的凋亡!也可以诱导体外培养的细胞"如
8AB4

细

胞&

M[Ic

细胞&单核细胞&淋巴细胞&巨噬细胞等#

发生凋亡)

&!<

*

'许多
.

型流感病毒"包括禽&马&猪和

人的流感病毒#!以及人的
\

型流感病毒!都能导致

M4/D5![4QS

E

犬肾细胞"

M[Ic

细胞#的
[*.

断裂!

并与病毒感染过程中细胞病理变化的发展相一致(根

'?$#



!

?

期 李玉谷等$

#

株
8"*#

亚型高致病力禽流感病毒人工感染鸭的细胞凋亡观察

据原癌基因
;"/<'

是已知的细胞凋亡抑制者!用人的

;"/<'

基因转染
M[Ic

细胞!这些稳定的转染细胞

"

M[IcS1B!'

#在病毒感染后不经历
[*.

的断裂!而

且病毒感染后
&:

"

?'L

!细胞毒性分析试验表明!与

M[Ic

细胞明显低水平的生存能力相比!

M[IcS1B!

'

细胞的生存能力是高水平的!表明
.

&

\

型流感病毒

都能诱导培养的细胞凋亡!认为细胞凋亡可能是宿主

感染流感病毒后细胞死亡的普遍机制)

"

*

'

关于流感病毒诱导细胞凋亡的确切机制!目前

尚未清楚'其中研究最多且叙述较清楚的是
Y4F

介

导的凋亡信号传导途径)

##

*

'据报道!经流感病毒诱

导后!

8AB4

细胞表面的
Y4F

表达增加!细胞内的

Y4F!Ca*.

增多!从而认为流感病毒诱导细胞凋亡

的过程可能涉及
Y4F

凋亡信号途径的参与)

&

*

'

Y4F

属于肿瘤坏死因子受体%神经生长因子受体家族成

员!

Y4F

与其配体
Y4F,

结合后可以启动细胞凋亡过

程'另外!流感病毒的非结构蛋白
*9#

等在诱导细

胞凋亡中也起着重要作用'有人认为!

*9#

与
Y4F

在结构上有同源性!可以通过
Y4F

途径诱导细胞凋

亡)

#'

*

'据 报 道!禽 流 感 病 毒
.
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#编码的
*9#

蛋白可以通过激活
I4F

T

4FA!>

&

?

&

:

而诱导人的肺上皮细胞凋亡)

#>

*

'马流感病毒也

可通过激活
I4F

T

4FA

而诱导细胞凋亡)

#&

*

'还有!

.

型和
\

型流感病毒的神经氨酸酶"

*.

#糖蛋白可以

通过增强
(3Y!

$

的活性而诱导细胞凋亡)

#"!#%

*

'在

禽流感病毒感染机体产生抗体的过程中!细胞毒性

淋巴细胞因子!如肿瘤坏死因子"

(*Y!

%

#也可诱导

细胞凋亡)

<

*

'流感病毒还可通过上调肿瘤抑制蛋白

T

">

的表达!而诱导受感染的细胞凋亡)

#?

*

'
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