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#免疫组织化学方法及光镜和电镜技术研究其胸腺胚胎及胚

后发育期淋巴细胞增殖与凋亡的增龄变化规律'结果可见!各组胸腺中均可见
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阳性反应淋巴

细胞'胸腺小叶皮质和髓质淋巴细胞增殖率在
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周龄显著下降&各组皮质淋巴细胞增殖率均明显高于髓质'胸腺小叶皮质和髓质淋巴细胞
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周龄呈上升趋势&各组皮质淋巴

细胞凋亡率均明显高于髓质'凋亡淋巴细胞核呈多种形态!线粒体肿胀!嵴断裂&可见巨噬细胞吞噬凋亡小体的现

象'淋巴细胞增殖与凋亡在天府肉鸭胸腺胚胎及胚后发育过程中普遍存在!具有明显增龄变化特性!协同参与胸

腺发育和退化过程'
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胸腺是培育
P

淋巴细胞的重要场所!具有维持

机体的正常免疫功能!并向周围淋巴器官输送淋巴

细胞!同时决定周围淋巴器官的发育'胸腺在不同

发育阶段其大小(组织结构和功能有很大的变化!而

这种变化往往与淋巴细胞的选择性发育密切相关)
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研究胸腺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胸腺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'目前有关禽类胸腺淋巴细胞正常凋亡和增

殖已有一些报道!但主要集中在鸡!且集中在胸腺发

育的某一特定时期)
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'而鸭胸腺胚胎及胚后发育期

淋巴细胞增殖和凋亡的动态研究还未见报道'
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光$电镜标本制作

分别采取鸭胚和雄鸭的胸腺!
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型#下观察淋巴细胞凋亡的超微结构'
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苏木素和伊红染色&
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免疫组织化学染色
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523

显
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免疫组化染色检测增殖细胞
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疫组化染色方法按试剂盒说明书进行!即石蜡切片脱

蜡至水!
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阳性反应物定位于细胞核!呈棕黄色'
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胸腺胚胎和胚后发育的组织结构
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天胚龄!胸腺表面为一层结缔组织被膜!被
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细胞清晰可见"图
%

#'新生雏胸腺组织结构与
0.

天胚龄相似!仅胸腺小叶皮质和髓质稍有增宽'胚

.&*



!

0

期 方
!

静等$天府肉鸭胸腺淋巴细胞增殖与凋亡的增龄变化

后
*

"

1

周龄!胸腺小叶显著增大!皮质部明显增宽!

髓质部也迅速扩展变宽&

5]4

和
]4

数量明显增多

"图
0

#'

1

"

(

周龄胸腺小叶继续增大!但增大幅

度较小'

%)

"

%8

周龄!胸腺组织结构无明显变化!

与
(

周龄相似"图
*

#'

0&

"

*0

周龄!胸腺小叶皮

质和髓质进行性缩小!其中皮质缩小更为显著&

5]4

体积明显增大!含较大的囊腔!其内可见大
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免疫组织化学

b4c2

免疫阳性反应定位于细胞核!呈棕黄

色!阴性反应细胞核为蓝色&在阴性对照片中!所有
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细胞核均为单一蓝色苏木素染色'各组胸腺中均可

见
b4c2

阳性反应细胞!其中多为淋巴细胞!少数

为胸腺上皮细胞"图
1

"

(

#'由表
%

可见!

00

"

0.

天

胚龄胸腺小叶皮质和髓质淋巴细胞增殖率逐渐下降

"

N

#

&'&1

#&与
0.

天胚龄相比较!新生雏皮质淋巴

细胞增殖率显著下降"

N

#

&'&1

#!髓质淋巴细胞增

殖率变化不大"

N

$

&'&1

#'皮质和髓质淋巴细胞增

殖率在胚后
&

"

*

(

(

"

%8

和
0.

"

*0

周龄无明显变化

"

N

$

&'&1

#!在
1

(

(

(

0&

(

0.

周龄显著下降"

N

#

&a&1

#'各组皮质淋巴细胞增殖率均明显高于髓质

"

N

#

&a&1

#!详情见表
%

'构成
]4

的胸腺上皮细胞

呈
b4c2

阴性反应&而组成
5]4

的外围胸腺上皮

细胞偶见
b4c2

阳性反应"图
8

#'

8&*



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
)1

卷
!

表
#

!

各组胸腺淋巴细胞增殖率和凋亡率
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图
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天胚龄胸腺小叶皮质&

M

'和髓质&

B

'淋巴细胞

/MSC

阳性反应&箭头'-标尺
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图
&

!

胚后
%

周龄胸腺小叶皮质&

M

'和髓质&

B

'淋巴细胞

/MSC

阳性反应&箭头'-标尺
\%

&
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/MSC
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免疫组织化学

4<,

U

<,D!*

免疫阳性反应呈棕黄色颗粒&在阴性

对照片中!均为单一蓝色苏木素染色'各组胸腺中

均可见
4<,

U

<,D!*

阳性反应细胞!分布于胸腺小叶

皮质和髓质!其中多为淋巴细胞!少数为胸腺上皮细

胞&阳性反应物质定位于胞质和胞膜"图
/

"

%0

#'

由表
%

可见!胸腺小叶皮质和髓质淋巴细胞凋亡率

在
00"

较低!以后随胚胎发育无明显变化"

N

$

&a&1

#&

&@

显著升高"

N

#

&'&1

#!

*

"

(@

上升"

N

#

&a&1

#!随后趋于恒定直到
%8@

"

N

$

&'&1

#!

0&@

明

显升高"

N

#

&'&1

#!以后呈上升趋势!

*0@

达其峰

值'各组皮质淋巴细胞凋亡率均明显高于髓质

"

N

#

&a&1

#!详情见表
%

'

(&*
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静等$天府肉鸭胸腺淋巴细胞增殖与凋亡的增龄变化
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周龄胸腺小叶髓质淋巴细胞 &
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淋巴细胞&箭头'和胸腺上皮细胞&有尾箭头'
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天胚龄胸腺%示皮质中淋巴细胞&箭头'和胸腺上

皮细胞&有尾箭头'
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胚后
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周龄胸腺%示髓质中淋巴细胞&箭头'和胸

腺上皮细胞&有尾箭头'
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增殖率和凋亡率的关系

胸腺小叶皮质淋巴细胞增殖率在
00"

"

%8@

远大于凋亡率"

N

#

&'&1

#!在
0&

"

*0@

则明显小于

凋亡率"

N

#

&'&1

#'胸腺小叶髓质淋巴细胞增殖率

与凋亡率的关系与皮质相似!但髓质淋巴细胞增殖

率在
(

和
%)@

低于凋亡率"

N

#

&'&1

#!在
%8@

与

凋亡率无明显差异"

N

$

&'&1

#!详情见表
%

'

!E%

!

电镜观察

在胸腺各测定组中均观察到凋亡淋巴细胞!其

中以
*0

周龄中数量最多'凋亡淋巴细胞的形态学

改变主要为核染色质固缩(边聚!呈新月形(圆斑状(

4

形等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小体"图
%*

#'有时可见

巨噬细胞吞噬凋亡小体或凋亡细胞的现象以及巨噬

细胞中有大量已吞噬的!形态各异的凋亡小体"图

%)

#'

图
#I

!

胚后
L

周龄胸腺%凋亡淋巴细胞核呈多个新月型

&箭头'-标尺
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&
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!

讨
!

论

b4c2

是一种只出现在增殖状态细胞核中的

蛋白质!是
5c2

聚合酶
2

的蛋白辅助因子!是
*.

\A

的多肽!其表达合成与细胞增殖周期相关!由
[

%

期开始!于
9

期达到高峰!至
[

0

期及
M

期则明显减

少!

b4c2

阳性细胞着色多少反映出细胞增殖的状

态)

8

*

'因此本研究采用
b4c2

免疫组化染色来评

价增殖细胞!通过
%'1

中所述方法获得增殖率'其

结果显示在胸腺胚胎和胚后发育过程中均存在
b4!

c2

阳性淋巴细胞'

00

天胚龄!胸腺皮质和髓质淋

巴细胞增殖率最高!淋巴细胞增殖极为活跃!以后随

图
#$

!

胚后
I!

周龄胸腺%巨噬细胞正在吞噬凋亡小体

&箭头'%

+

示巨噬细胞中已吞噬的凋亡小体-标尺
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胚胎发育!胸腺组织结构的逐渐形成!增殖率呈下降

趋势'新生雏胸腺已基本具有成熟的组织结构!增

殖率显著降低&胚后
&

"

*

周龄增殖率变化不大!胸

腺生长缓慢&胚后
*

"

1

周龄!增殖率下降!但下降幅

度较小!仍维持较高水平!较多淋巴细胞处于增殖状

态!胸腺生长十分迅速&

(

"

%8

周龄胸腺生长趋于稳

定!增殖率在
(

周龄显著下降!并维持恒定直到
%8

周龄&

0&

"

*0

周龄胸腺逐渐退化!增殖率分别在
0&

和
0.

周龄再次出现下降高峰'以上结果说明!在胚

胎及胚后发育过程中天府肉鸭胸腺淋巴细胞增殖具

有明显增龄变化特性!与胸腺发育和退化密切相关'

本研究还观察到各组皮质淋巴细胞增殖率均明显高

于髓质!说明胸腺皮质在
P

淋巴细胞发育(分化中

占有更为重要的地位!这符合
P

淋巴细胞在胸腺内

的发育规律!即胸腺内分化发育的
P

淋巴细胞!

/&6

位于皮质)

(

*

'

4<,

U

<,D

是细胞凋亡的主要执行者!其导致的

蛋白酶解级联反应为选择性裂解底物天冬氨酸残基

后!通过对蛋白激酶(核酸酶及细胞骨架的裂解!产

生核皱缩(

5c2

片段形成等凋亡现象!最终控制着

凋亡的发生和发展)

/

*

'在
4<,

U

<,D

家族的
%)

个成

员中!

4<,

U

<,D!*

是细胞凋亡中的关键酶'虽然在不

同细胞或同一细胞受不同刺激诱发凋亡过程中!激

活的
4<,

U

<,D

不尽相同!但
4<,

U

<,D!*

可能是凋亡信

号传递的共同通路)

0

!

/

*

'因此本研究采用
4<,

U

<,D!*

免疫组化染色来评价凋亡细胞!通过
%'1

中所述方

&%*
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静等$天府肉鸭胸腺淋巴细胞增殖与凋亡的增龄变化

法获得凋亡率'其结果显示在胸腺胚胎和胚后发育

过程中均存在
4<,

U

<,D!*

阳性淋巴细胞'胚胎期胸

腺小叶皮质和髓质淋巴细胞凋亡率变化不大&胚后

&

"

(

周龄胸腺继续生长!凋亡率逐渐升高&

(

"

%8

周

龄胸腺已具备成熟的组织结构!生长趋于恒定!凋亡

率无明显变化&

0&

"

*0

周龄胸腺逐渐退化!凋亡率

呈上升趋势'由此说明!天府肉鸭胸腺淋巴细胞凋

亡在胚胎期不具有增龄变化特性!而在胚后期则表

现出明显增龄变化规律!这一增龄变化规律与胸腺

的胚后生长发育和退化密切相关'

本研究中观测到胚后期凋亡率较胚胎期高!说

明胚后期胸腺淋巴细胞凋亡较胚胎期活跃!这一结

论与固始鸡)

*

*和来克亨
9bW

鸡)

%

*相似'本试验发

现在退化期"

0&

"

*0@

#凋亡率呈上升趋势!并在
*0

@

达到峰值!电镜观察结果也显示
*0

周龄中凋亡淋

巴细胞数量最多!表明鸭胸腺淋巴细胞凋亡在胸腺

退化期最为活跃!这与
'̂[A$

等)

%&

*的结论具有一致

性!即与青年小鼠比较!老龄小鼠胸腺退化!胸腺细

胞凋亡率明显增加'本研究还发现各组皮质淋巴细

胞凋亡率均高于髓质!说明皮质淋巴细胞凋亡较髓

质活跃&胸腺皮质在
P

淋巴细胞发育(分化中占有

更为重要的地位'胸腺组织中!凋亡细胞多见于胸

腺皮质!这可能与胸腺细胞分化的大部分阶段和分

化细胞位于胸腺皮质!且胸腺细胞在发育过程中大

部分通过凋亡的方式死亡有关'近年来大量研究证

实不论是自然凋亡!还是诱导凋亡!胸腺细胞凋亡主

要发生在胸腺皮质)

*

!

1

!

.

!

%%

*

!与本研究结论相似'但

刘凯等)

%0

*的研究却显示人胚胎胸腺细胞凋亡主要

发生在髓质'

关于胸腺细胞的凋亡有
0

种截然不同的观点$

其一是胸腺内凋亡学说!即胸腺细胞是在胸腺内微

环境条件下死亡!凋亡细胞被附近巨噬细胞原位吞

噬)

%*

*

'

%/(&

年以来!一些学者用
PJc:E

方法提

供了可靠的形态学证据!在胸腺原位发现存在死亡

的细胞)

%)

*

'李奎(李玉谷等)

*

!

1

!

.

*用透射电镜观察了

鸭(鹅(鸡胸腺内胸腺细胞自然凋亡的过程及巨噬细

胞原位吞噬凋亡细胞的现象'

4'5'9ATN

等)

%)

*认为

由于正常胸腺组织内凋亡细胞及凋亡小体被巨噬细

胞迅速吞噬清除!所以!不易观察到凋亡细胞及凋亡

小体'本研究透射电镜原位显示在胚胎及胚后发育

过程中胸腺内均存在凋亡淋巴细胞!同时观察到巨

噬细胞正在吞噬凋亡小体或凋亡细胞的现象!也可

见巨噬细胞中有大量已吞噬的!形态各异的凋亡小

体!因此本试验支持上述观点'其二是胸腺外凋亡

学说!即胸腺细胞是在胸腺内获得死亡信号!而在外

周凋亡)

%*

*

'还有的学者认为胸腺细胞同时存在胸

腺内死亡和胸腺外死亡
0

种方式!其中一部分在胸

腺原位死亡的!而另一部分是迁出胸腺后死亡溶解

的)

%*

*

'有关天府肉鸭胸腺中是否存在胸腺外凋亡!

尚需进一步研究'

本研究结果显示!在
00

"

0.

天胚龄胸腺小叶皮

质和髓质淋巴细胞增殖率远大于凋亡率!说明淋巴

细胞具有高分化潜力和增殖能力!有利于
P

淋巴细

胞的最大增殖和最小死亡!以促进胸腺组织的胚胎

发育'胚后
&

"

(

和
%)

"

%8

周龄分别是胸腺胚后继

续发育和成熟持续期!增殖率也分别显著高于凋亡

率"髓质在
(

"

%8@

除外#!这表明淋巴细胞增殖也

较活跃!有利于
P

淋巴细胞的增殖!促进胸腺胚后

进一步发育和维持结构的稳定!这对出壳后以及成

年鸭免疫调节和细胞免疫功能的发挥有极其重要的

作用'

0&

"

*0

周龄为胸腺退化期!凋亡率则显著高

于增殖率!提示胸腺逐渐完成对
P

淋巴细胞的增

殖!淋巴细胞以凋亡为主!有利于胸腺组织的退化'

总之!细胞增殖与凋亡相互协调!及时调控淋巴细胞

的增殖和分化!及时清除异常(衰老的淋巴细胞!在

天府肉鸭胸腺发育和退化过程中发挥着重要的调控

作用'

$

!

结
!

论

淋巴细胞增殖与凋亡在天府肉鸭胸腺胚胎及胚

后发育过程中普遍存在!具有明显增龄变化特性!协

同参与胸腺发育和退化过程'

参考文献!

)

%

*

!

张书霞!陈万芳!于
!

勇!等
'3?=!0

基因在成年和胚胎

鸡免疫器官中的表达及其与细胞凋亡的关系)

^

*

'

南

京农业大学学报!

%///

!

00

"

)

#$

.1!.('

)

0

*

!

张书霞!鲍恩东
'

鸡免疫器官中半胱天冬酶
!*

(

3?=!0

的表达与细胞凋亡的关系)

^

*

'

畜牧兽医学报!

0&&0

!

**

"

.

#$

.%/!.00'

)

*

*

!

李
!

奎!康相涛!刘
!

英!等
'

固始鸡中枢免疫器官细

胞和自然凋亡细胞超微结构研究)

^

*

'

畜牧兽医学报!

0&&8

!

*(

"

%

#$

(/!/1'

)

)

*

!

李
!

奎!王永才!康相涛!等
'

家禽免疫器官内细胞凋

亡及其凋亡相关基因调控研究进展)

^

*

'

动物医学进

展!

0&&(

!

0/

"

.

#$

8.!8/'

)

1

*

!

李玉谷!辛朝安!李楚宣!等
'

鸭胸腺细胞自然凋亡的

%%*



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
)1

卷
!

电镜观察)

^

*

'

畜牧兽医学报!

0&&&

!

*%

"

.

#$

18%!181'

)

.

*

!

李玉谷!辛朝安
'

鹅胸腺细胞自然凋亡的电镜观察

)

^

*

'

中国兽医科技!

0&&%

!

*%

"

%0

#$

*1!*8'

)

8

*

!

I[2P2Y

!

YJdYFb

!

4:EF9^:

!

DR<='M#-#?=#-<=

<-R$C#"$D,R#<-A?=D<T

U

T#RD$-

"

b4c2

%

?

B

?=$-

#

<,,#?$!

<RD"@$RN5c2TD

U

=$?<R$#-

)

^

*

'@D

?

/&00L&7

!

%/(8

!

%.(

"

0

#$

)81!)(.'

)

(

*

!

成令忠!钟翠平!菜文琴
'

现代组织学)

M

*

'

上海$上海

科学技术文献出版社!

0&&*'

)

/

*

!

卢智勇!卢智刚!曾昭淳
'4<,

U

<,D!*

细胞定位信号的

检测与分析)

^

*

'

中国生物化学与分子生物学报!

0&&(

!

0)

"

.

#$

1)*!1)('

)

%&

*

!

[JF̂

!

H]J7

!

5I]Y2c^

!

DR<='PND<

L

D"RN

B

;A,

,N#@,-#T;<=TD?TA$R;D-R#Q=

B

;

U

N#ND;<R#

U

#$DR$?

U

T#

L

D-$R#T,CARN<,"DQD?R,$-RN

B

;$?D

U

$RND=$<=?D==,

)

^

*

'E)#E334)+0

!

0&&8

!

%/

"

%&

#$

%0&%!%0%%'

)

%%

*

!

崔恒敏!陈怀涛
'

铜中毒对雏鸭免疫器官细胞凋亡影

响的研究)

^

*

'

畜牧兽医学报!

0&&1

!

*.

"

)

#$

*8&!*81'

)

%0

*

!

刘
!

凯!高英茂!马金龙!等
'

人类胚胎胸腺细胞凋亡

的定量研究)

^

*

'

山东医科大学学报!

%//8

!

*1

"

)

#$

0/.!0//'

)

%*

*

!

冯继明!吴江声
'

胸腺细胞的胸腺外凋亡的形态学证

据)

^

*

'

解剖科学进展!

%//8

!

*

"

*

#$

0%8'

)

%)

*

!

9Jd]45

!

9bd:cP '̂P!?D==<

U

#

U

R#,$,"DRD?RD"$-

,$RA"AT$-

LU

#,$R$SD<-"-D

L

<R$SD,D=D?R$#-$-RNDRN

B

!

;A,

)

^

*

'B$#4'&

!

%//)

!

*80

"

.1&%

#$

%&&!%&*'

"编辑
!

白永平#

0%*




