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要!本试验应用免疫组织化学方法和显微图像分析技术!研究了
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日龄岭南黄鸡外周器官中

+,-./01

免疫反应阳性细胞的定位分布与发育性变化'结果表明!在鸡腺胃&肠&心&肝&脾&肺&肾&胰&脑垂体&肾上

腺&胸腺&法氏囊中均可观察到
+,-./01

免疫阳性反应'其阳性细胞类型包括$腺胃腺小管的内分泌细胞!肠道黏膜

上皮和肠腺内的内分泌细胞!肠道黏膜下层和肌层间的神经丛!心内膜下层的蒲肯野纤维!肝血窦中的枯否氏细

胞!脾的巨噬细胞和网状细胞!肺的巨噬细胞!肾脏肾小囊壁层的扁平上皮细胞和脏层的足细胞&球内系膜细胞和

球旁复合体!胰腺的胰岛细胞!腺垂体的部分嗜酸性细胞和嗜碱性细胞!肾上腺的嗜铬细胞!胸腺上皮细胞&胸腺小

体和巨噬细胞!法氏囊黏膜上皮和小结相关上皮内的内分泌细胞&囊小结的网状细胞&巨噬细胞&皮质髓质交界处

的上皮细胞等'

#
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)&

日龄鸡!随着日龄的增长!各器官中的
+,-./01

表达量增加!
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日龄则有所下降'
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!一种新发现的脑肠肽激素!最早由

VI
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"

)从大鼠胃组织中分离提取!是生长激素

促分泌素受体"

+F2Y

#的内源性配体!可以刺激垂

体释放
+F

'此外!

+,-./01

还参与胃肠道生理功能

的调节!如促进胃酸分泌&调节胃肠运动&促进肠上

皮细胞的更新&保护胃黏膜等(

#!)

)

%促进哺乳动物摄

食活动!但对禽类的摄食有抑制作用(

(!%

)

%刺激促肾

上腺皮质激素&氢化可的松&儿茶酚胺和催乳素的释

放(

'

)

%调节胰腺内分泌(

5!*

)功能%调节能量平衡(

4!"&

)

%

参与免疫调节(

""

)

%降低心血管阻力!改善心血管功

能(

"#

)

%促进脂肪沉积(

")

)

%调节卵巢(

"(

)和睾丸(

"%

)的

功能%增强记忆(

"'

)等'

关于
+,-./01

的形态学!以往在哺乳类进行过

一些研究!但在禽类研究较少'

+,-./01

分泌细胞最

初发现于大鼠胃部泌酸腺的颈部至底部!随后又在

脑垂体&肾脏&心脏&胎盘&甲状腺&胰腺&肺脏&脂肪

组织&骨骼肌&生殖系统&免疫系统等处检测到
:,>

'&0()8YG3

的表达及
+,-./01

的分泌(

"5!"4

)

'此前!

本课题组应用免疫组织化学方法!对鸡神经系统中

的
+,-./01

免疫反应阳性神经元的定位分布和发育

性变化进行了研究"另文报道#'本试验进一步探讨

+,-./01

免疫反应阳性细胞在鸡外周器官中的定位

分布和发育性变化!为深入揭示鸡
+,-./01

的生理

功能及其作用机制提供形态学资料'

#

!

材料与方法

#H#

!

试验动物$样品采集及组织制片

购自广东省农科院畜牧研究所的
"

日龄岭南黄

鸡
)%

只!常规饲养!自由采食和饮水'分别于
#

&

"'

&

)&

&

((

和
%*

日龄时!选取眼观健康的鸡各
%

只!

断头处死!采集腺胃&肌胃&十二指肠"*

Z

+状弯曲起

始向下
)>8

处#&胰腺&空肠"中部#&回肠&盲肠&结

直肠&肝脏&心脏"左心室#&肺&胸腺&脾&法氏囊&肾&

肾上腺&脑垂体等!立即置于
([

多聚甲醛固定液

中!

(\

固定
",

后!修整组织块!继续放入上述固

定液中再固定
#(,

!按常规方法制成石蜡切片!厚

度为
%

#

8

'

#H!

!

主要试剂

兔抗鼠
+,-./01

抗体"康肽生物科技有限公司!

批号
F!&)"!)"

#%二抗显色试剂盒"

C3] Â2A_G3

公司#%多聚赖氨酸"灏洋生物制品科技有限责任公

司#'

#H%

!

免疫组织化学染色

采用
2U

免疫组织化学染色法'步骤如下$将

石蜡切片粘贴在经多聚赖氨酸处理的防脱玻片上%

切片经二甲苯脱蜡!梯度酒精复水%甲醇配制的

&$)[

过氧化氢阻断液中室温孵育
"&801

!以消除

内源性过氧化氢酶导致的非特异性背景染色%

U]2

"

&$&"8I/

,

C

!"

!

Q

F5$#

'下同#洗涤
%801̀ )

次%

滴加正常血清封闭液!室温孵育
5801

!以消除非特

异性抗体的染色%

U]2

略洗%滴加
"a"&&&

兔抗鼠

+,-./01

血清"一抗#!

)5\

!湿盒内孵育
#,

%

U]2

洗

涤
%801̀ )

次%滴加生物素结合的羊抗兔抗体"二

抗#!

)5\

!湿盒内孵育
",

%

U]2

洗涤
%801̀ )

次%

滴加链霉素抗生物素结合的过氧化物酶!

)5\

!湿

盒内孵育
)&801

%

U]2

洗涤
%801̀ )

次%滴加
b3]

"二氨基联苯胺#!孵育
"%801

%

U]2

洗涤
%801

%苏

木精复染细胞核&脱水&透明&中性树胶封固!光镜观

察并照相'

阴性对照以
U]2

代替一抗!其他步骤同上'同

时!另取相邻切片进行常规苏木精-伊红染色!作为

+,-./01

免疫反应阳性细胞定位的参照'

#H$

!

显微图像分析与统计学处理

应用
]F!#_/

:

8

Q

;=

显微镜!在
"&̀ (&

放大倍

数下!在每个年龄组每只鸡的腺胃&小肠&胰腺&胸

腺&心脏&肝脏&肾上腺和法氏囊的免疫组织化学染

色切片中!各随机选取
%

个不同视野观察记录和数

码拍照'应用
Kb*&"

形态学图像分析系统!测量每

个年龄组鸡上述器官中
+,-./01

免疫反应阳性细胞

的灰度值'灰度值分为
#%'

级!从
&

!

#%%

!

&

为最

深!表示阳性反应最强!

#%%

为最浅!表示阳性反应

最弱'并用
2U22"($&

数据统计分析软件中的单因

素方差分析法"

3G_̂ 3

#中的
C!2!b

分析不同年龄

组鸡上述器官的
+,-./01

免疫反应阳性细胞平均灰

度值之间的差异性'

!

!

结
!

果

免疫组织化学染色切片!背景无色或浅黄色'

+,-./01

免疫阳性反应为棕褐色或棕黄色颗粒!分布

于细胞质中!细胞核内量少或无反应'阴性对照不

显示免疫阳性反应!细胞核由于苏木精的复染呈蓝

色!细胞质无色'本试验在
#

&

"'

&

)&

&

((

&

%*

日龄鸡

的腺胃&十二指肠&心&肝&脾&肺&肾&胰腺&脑垂体&

肾上腺&胸腺&法氏囊等器官中观察到
+,-./01

免疫

阳性反应"图
"

#'

#()
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期 魏凤梅等$

+,-./01

免疫反应阳性细胞在鸡外周器官中的定位分布与发育性变化

+,-./01

免疫反应阳性细胞包括$腺胃黏膜上皮

内散在的内分泌细胞和固有层结缔组织中的巨噬细

胞!黏膜下层腺小管上的内分泌细胞!肌间神经丛中

的神经元胞体%肠道黏膜上皮及腺体内散在的内分

泌细胞!肠道肌间神经丛中的神经元胞体%胸腺皮质

区的扁平上皮细胞和星形上皮细胞及间隙内散在的

巨噬细胞!胸腺髓质区的上皮性网状细胞&巨噬细胞

和胸腺小体%心内膜下层的蒲肯野纤维%肝血窦中散

在的枯否氏细胞%脾红髓中散在的巨噬细胞!白髓中

的网状细胞和浆细胞%肺中散在的巨噬细胞%肾脏肾

小囊壁层的扁平上皮细胞和脏层的足细胞!肾小体

血管球中的球内系膜细胞!球旁复合体中的球旁细

胞和球外系膜细胞%胰腺的胰岛细胞%腺垂体的部分

嗜酸性细胞和嗜碱性细胞%肾上腺的嗜铬细胞和部

分肾间组织细胞%法氏囊黏膜上皮和小结相关上皮

内散在的内分泌细胞!囊小结的上皮性网状细胞&巨

噬细胞和皮质髓质交界处的上皮细胞层等'

不同日龄鸡的
+,-./01

免疫反应阳性细胞种类

基本相同!但
+,-./01

的表达量有一定差异'

#

!

)&

日龄!随着日龄的增长!

+,-./01

的表达量增加!

((

&

%*

日龄则比
)&

日龄有所下降"表
"

#'与
#

日龄相

比!

"'

日龄各器官中
+,-./01

免疫反应阳性细胞的

数量有所增加&反应强度有所增大%肾脏的足细胞&

球内系膜细胞&球旁复合体以及肾上腺出现阳性反

应%胸腺髓质区的阳性细胞数量明显增多!上皮性网

状细胞和胸腺小体出现阳性反应%心内膜下层的蒲

肯野纤维阳性反应增强%肝血窦中的阳性细胞数量

增多%腺胃黏膜下层的阳性反应亦有所增强%但肠道

中的阳性细胞数量和反应强度变化不大'

)&

日龄!

+,-./01

免疫反应阳性细胞的轮廓更加清晰可辨!各

器官中的阳性细胞数量明显增加&反应强度明显增

大%腺胃腺小叶基底部存在较多强阳性反应的腺细

胞!胞体小立方形!胞核圆形或卵圆形!胞质中充满

棕黄色染色颗粒%小肠黏膜上皮中亦有较多的阳性

细胞!胞体呈长条状!胞核浅染!胞质深染成棕黑色%

肠腺内同样有较多的阳性细胞!胞体呈球形或三角

形!胞核圆而透亮'

((

&

%*

与
)&

日龄相比!肝血窦

中的阳性细胞明显减少!其他器官则差别不大!但反

应强度有所减弱'

表
#

!

不同日龄鸡部分器官中
'()*+,-

免疫反应阳性细胞的灰度值"平均数
I

标准误#

J1E+*#

!

J(*

A

)1

?

<01+*/9

A

()*+,-:,88;-/

7

/<,3,6*0*++<,-</8*/)

A

1-</9E)/,+*)0(,0C*-<1

A

*4!:KL41

?

<

"

8*1-<IMN

#

日龄.
?

b9

:

腺胃

+/91?;/9-=MI89>,

小肠

A1M.=M01.

胸腺

6,

:

8;=

心脏

F.9-M
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""($&(*%c($"4*(

O

""($%'%*c#$%#'4

O

4'$'%4'c&$4&*%

O

(( "")$%')%c"$""*&

O

"#%$))"4c#$"&)(

9

")($#5&5c"$#4&5

9

""($#5&%c($#(##

O

%*

")*$"'5"c#$#)5#

O

")4$)44%c&$4&5"

9

")4$"%((c#$)*5#

9

"##$()'4c#$)#&"

9

日龄.
?

b9

:

肝脏

C0N.-

胰腺

U91>-.9=

肾上腺

3?-.19/

<

/91?

法氏囊

];-=9IPB9O-0>0;=

# "(*$%"'#c($&&'*

9

"'%$5"4#c"#$)%(#

9

"%4$)%'&c&$5(5'

9

"(*$'4(&c"$%&&*

9

"' ")5$#&45c#$#&%)

9

"%&$)(*5c"$)&*(

9

"('$'&##c&$4')*

9

")($()54c"$%"&4

9

)& 45$*(4*c&$4&*%

O

""($&5'&c#$))('

O

"&*$5''&c"$''''

O

""#$%&#)c"$()"#

O

(( "#)$*))%c($#(##

9

"(&$')#4c"$%)""

9

")4$5'"(c($)')5

9

"#%$%%&&c"$(*))

9

%%

"#%$#"(4c#$)#&"

9

"%#$))'&c($#)%"

9

"(*$5""4c)$'"%'

9

")*$4')"c"$&5(*

9

同一列中标有不同字母表示差异显著"

?

#

&$&%

#!标有相同字母表示差异不显著"

?

$

&$&%

#

A1M,.=98.>I/;81

!

?0PP.-.1M/.MM.-=01?0>9M.=0

<

10P0>91M?0PP.-.1>.

"

?

#

&$&%

#!

M,.=98./.MM.-01?0>9M.=1I?0PP.-.1>.

"

?

$

&$&%

#

%

!

讨
!

论

%H#

!

关于鸡外周器官中
'()*+,-

免疫反应阳性细

胞的定位分布

!!

本试验在鸡腺胃腺小叶基底部观察到众多强染

色的
+,-./01

免疫反应阳性细胞%在腺胃皱褶基底

区存在少量的
+,-./01

免疫反应阳性细胞!这些细

胞的免疫染色主要局限于细胞质的基底区!细胞呈

小球形!也有少数呈长条状'据报道!

)

月龄鸡的

+,-./01

免疫反应阳性细胞可见于腺胃&小肠和大肠

中%在腺胃!这些细胞通常位于腺小叶基底部和皱褶

基底区!大多呈小球形!细胞质基底部有致密的免疫

阳性反应!为*闭合型细胞+!与胃腔没有直接联系%

还有少量细胞呈长条状!通过细胞质顶点与胃腔相

连!为*开放型细胞+

(

"4

)

'

)()
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3$

腺胃%

]$

腺胃%

d$

小肠%

b$

小肠%

7$

心内膜%

B$

房室束%

+$

肝%

F$

脾%

A$

肺%

K$

胰腺%

V$

胸腺%

C$

肾上腺'

7d$

内分

泌细胞%

GU$

神经丛%

UB$

蒲肯野纤维%

Vd$

枯否氏细胞%

H9$

巨噬细胞%

UH$

肺巨噬细胞%

UA$

胰岛%

6d$

胸腺小体%

7Yd$

上皮性网状细胞%

d6$

嗜铬组织%

A6$

肾间组织'免疫组化
e

苏木精染色"

3

!

A

!

'̀&&

%

K

!

C

!

(̀&&

#

3$+/91?;/9-=MI89>,

%

]$+/91?;/9-=MI89>,

%

d$289//01M.=M01.

%

b$289//01M.=M01.

%

7$71?I>9-?0;8

%

B$3M-0IN.1M-0>;!

/9-O;1?/.

%

+$C0N.-

%

F$2

Q

/..1

%

A$C;1

<

%

K$U91>-.9=

%

V$6,

:

8;=

%

C$3?-.19/

<

/91?$7d$71?I>-01.>.//=

%

GU$G.-N.

Q

/.T.=

%

UB$U;-R01

J

.P0O-.=

%

Vd$V;

Q

PP.-W=>.//=

%

H9$H9>-I

Q

,9

<

.=

%

UH$U;/8I19-

:

89>-I

Q

,9

<

.$UA$U91>-.9M0>0=/.M=

%

6d$6,

:

80>>I-

Q

;=>/.=

%

7Yd$7

Q

0M,./09/!-.M0>;/9->.//

%

d6$d,-I89PP01M0==;.

%

A6$A1M.--.19/M0==;.$AFd!F

"

3!A

!

'̀&&

%

K!C

!

(̀&&

#

图
#

!

鸡体内
'()*+,-

免疫反应阳性细胞的定位分布

O,

A

P#

!

./01+,213,/-/9

A

()*+,-:,88;-/

7

/<,3,6*0*++<,-E)/,+*)0(,0C*-<

本试验结果显示!

"'

日龄鸡小肠中存在少量的

闭合型和开放型
+,-./01

免疫反应阳性细胞!

)&

日

龄阳性细胞剧增!

((

与
)&

日龄相差不大!但
%*

日

龄阳性细胞明显减少'

)&

日龄鸡十二指肠黏膜上

皮&肠绒毛上皮和肠腺上皮内同时存在闭合型和开

放型细胞!肠绒毛上皮内存在较多的锥体形阳性细

胞%空肠和回肠也存在闭合型和开放型阳性细胞!但

细胞数量较十二指肠明显减少!在肠腺中存在一定

(()



!

)

期 魏凤梅等$

+,-./01

免疫反应阳性细胞在鸡外周器官中的定位分布与发育性变化

量的阳性细胞!而在肠绒毛中阳性细胞极少'这与

以往的报道有所不同'据报道!

)&

日龄鸡从幽门一

直到远端肠道!

+,-./01

免疫反应逐渐下降!在十二

指肠中存在两种类型的阳性细胞!而在空肠和回肠

中阳性细胞数量减少!且主要为闭合型细胞!在结肠

中存在少量的呈三角形的闭合型细胞(

"4

)

'在十二

指肠隐窝"肠腺#上皮和绒毛上皮内分布有较多的

+,-./01

免疫反应阳性细胞!同时存在闭合型和开放

型细胞%但在空肠和回肠隐窝上皮中阳性细胞相对

较少!通常为闭合型%在结直肠隐窝中只有极少量的

阳性细胞!都为闭合型!胞体呈三角形(

#&

)

'此外!本

试验还发现!在腺胃肌间神经丛和肠黏膜下层的神

经丛中!存在
+,-./01

免疫反应阳性神经元!免疫反

应见于神经元的胞体和胞核内'

本试验结果表明!鸡胸腺的扁平上皮细胞&星形

上皮细胞&胸腺小体上皮细胞和巨噬细胞均呈
+,!

-./01

免疫阳性反应%

#

日龄鸡阳性细胞主要集中在

胸腺皮质区的上皮细胞!

"'

&

)&

&

((

&

%*

日龄阳性细

胞明显增多!胸腺小体上皮细胞出现强阳性反应'

脾脏的网状细胞&巨噬细胞和浆细胞也呈
+,-./01

免疫阳性反应'法氏囊的黏膜上皮中散在有少量的

+,-./01

免疫反应阳性细胞!固有层中囊小结的上皮

性网状细胞&巨噬细胞&皮质髓质交界处的上皮细胞

层都呈
+,-./01

免疫阳性反应'据报道!哺乳类的

6

细胞&

]

细胞&巨噬细胞&单核细胞&树状突细胞等

能产生
+,-./01

!并有
:@-A8YG3

的表达(

""

!

#"

)

'

本试验结果显示!胰腺的胰岛细胞呈
+,-./01

免疫阳性反应!且胰岛外周的细胞较中央的细胞免

疫反应强!具体是什么细胞有待于今后深入研究'

此外!分布于胰腺小叶间结缔组织中的神经元呈

+,-./01

免疫阳性反应!小叶间导管上皮内散在有

+,-./01

免疫反应阳性细胞'据报道!大鼠胰岛的
3

细胞和
]

细胞存在
+F2Y

!

3

细胞能合成和分泌

+,-./01

!并通过自分泌或旁分泌的方式作用于
3

细

胞本身%此外!

+,-./01

可能通过和
+F2Y

的相互作

用!调节
]

细胞胰岛素的分泌(

##

)

'

本试验结果表明!肾脏的球旁复合体&肾小囊壁

层的扁平上皮细胞和脏层的足细胞&球内系膜细胞

均呈
+,-./01

免疫阳性反应'据报道!小鼠肾脏能

分泌
+,-./01

%此外!

+,-./01

前体基因在体外培养的

大鼠肾小球系膜细胞和小鼠肾小球足细胞中有表

达!同时
+,-./01

受体基因在大鼠肾脏中有表达%

+,-./01

在大鼠肾脏中起着自分泌或旁分泌的作

用(

#)

)

'

本试验发现!位于心内膜下层的蒲肯野纤维和

位于房室束周边的特化心肌纤维呈
+,-./01

免疫阳

性反应!说明心脏传导系统的心肌纤维也有内分泌

功能'以往研究表明!离体鼠类和人类心肌细胞能

合成和分泌
+,-./01

!且
+,-./01

存在于成年小鼠

FC!"

细胞的细胞质和离体人心肌初级培养物

中(

#(

)

'

本试验还发现!肾上腺除嗜铬细胞呈
+,-./01

免疫阳性反应外!肾间组织的部分腺细胞也呈
+,!

-./01

免疫阳性反应'据报道!大鼠肾上腺嗜铬细胞

可以表达
+,-./01

(

#%

)

'

此外!本试验还表明!肝血窦中的枯否氏细胞&

肺中的巨噬细胞也呈
+,-./01

免疫阳性反应'以上

结果进一步说明!

+,-./01

分布广泛!其功能可能复

杂'

%H!

!

关于鸡外周器官中
'()*+,-

的发育性变化

本试验结果表明!

#

!

)&

日龄鸡!随着日龄的增

长!各器官中的
+,-./01

表达量增加!

((

&

%*

日龄则

有所下降'据报道!刚出壳鸡腺胃中只有少量
+,!

-./01

免疫反应阳性细胞!而成年鸡腺胃黏膜中分布

有许多阳性细胞!成年鸡腺胃阳性细胞密度显著大

于刚出壳鸡(

"*

)

'

"%

!

"4?

鸡胚!腺胃
:,'&0()8Y!

G3

水平较低!出壳后
#?

升高!一直维持到
)&?

!之

后
((?

下降!

%*?

又有所上升%肝的
:,'&0()8Y!

G3

水平从胚胎期到成年期没有太大的变化%脑的

:,'&0()8YG3

水平同肝的相似!只是在
)&?

显著

升高(

#'

)

'
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