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固始鸡脾脏内淋巴细胞自然凋亡的超微结构研究
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[摘 　要 ] 　为了探讨固始鸡脾脏内淋巴细胞自然凋亡的过程和超微结构的变化。应用透射电子显微镜技术 ,对

固始鸡 17 日龄胚胎和 4 ,19 周龄固始鸡 3 组正常发育的脾脏内淋巴细胞自然凋亡的超微结构进行了研究。结果表

明 ,脾脏内自然凋亡的淋巴细胞主要表现为细胞核的变化 ,其次是线粒体增多。核质凝集为新月形、C 字形、圆环形、

花瓣状等多种形态 ,凋亡细胞裂解为凋亡小体 ,最后被巨噬细胞吞噬 ;固始鸡胚胎和 4 ,19 周龄固始鸡脾脏内自然凋

亡细胞有逐渐增加的趋势。由此可见 ,固始鸡脾脏内淋巴细胞存在着自然凋亡现象 ,凋亡细胞主要表现为细胞核的

变化 ,其次是线粒体增多。
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Abstract : In order to st udy the apoptotic p rocess and t he ult rast ruct ure changes of lymp hocytes in

spleen of Gushi chickens ,t he t ransmission elect ronic microscope technology was used in this experiment .

The ult rast ruct ure of nat ural apoptotic lymp hocytes in spleen of 172day embryo and 42week and 192week

Gushi chickens were observed. The result s showed t hat the nat ural apoptotic lymp hocytes existed in spleen

of Gushi chickens. The changes in apoptotic cells appeared mo st in nucleus and mitochondria p roliferated

secondly. The condensed chromatin and C2shaped nucleus and half2moon2shaped nucleus and petal2like nu2
cleus and ring2shaped nucleus etc were observed. The apoptotic bodies were formed and swallowed and di2
gested by macrop hages. The apoptotic lymp hocytes ,in spleen of 172day embryo and 42week and 192week

chickens ,were becoming more and more possibly. It can be concluded t hat t here are nat ural apoptotic p he2
nomena of lymp hocytes in spleen of Gushi chickens. The main changes of apoptotic lymp hocytes were in

nucleus and mitochondria p roliferated.
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　　细胞凋亡是生物界广泛存在的一种重要的生命 过程 ,是多细胞动物为调节机体发育、维护内环境稳
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定而由基因调控的细胞主动性死亡过程 ,其与细胞

增殖具有同等重要的意义。细胞凋亡与程序性死亡

失控不仅扰乱机体的发育 ,还可能导致病变 ,特别是

肿瘤的发生。Kerr 等[1 ] 在研究肝缺血引起的细胞

死亡时 ,注意到细胞有两种不同的死亡方式 ,即坏死

(Necrosis)和凋亡 (Apoptosis) ,从而提出了细胞凋

亡的概念。细胞凋亡的研究方法很多[ 2 ] ,已经成为

当今生命科学研究的热点之一。

前人用透射电镜术、流式细胞术、免疫组织化学

等研究细胞凋亡的方法 ,探讨了不同家禽免疫器官

细胞自然凋亡的情况。李玉谷等[324 ] 观察到鸭、鹅胸

腺内胸腺细胞自然凋亡的超微结构变化 ;李奎等[5 ]

研究了固始鸡中枢免疫器官细胞和自然凋亡细胞的

超微结构 ,认为固始鸡、鸭、鹅免疫器官细胞的自然

凋亡在形态学变化上有相似之处。张书霞等[6 ] 用多

种方法研究了成年鸡和胚胎鸡免疫器官细胞凋亡及

其基因的表达 ,后来又用流式细胞法测定了 30 日龄

AA 肉鸡的胸腺、法氏囊和脾脏细胞中半胱天冬酶2
3 (caspase23) 、Bcl22 蛋白的表达及细胞周期和细胞

凋亡率[7 ] 。

外源性因素可以诱导免疫细胞凋亡 ,过渡的诱

导又可以导致免疫抑制。有人用热应激、病原微生

物等多种外源性因素诱导了鸡免疫器官细胞的凋

亡 ,观察了鸡免疫器官细胞诱导凋亡的超微结构和

光镜下显微结构的变化 ,并探讨了凋亡基因的表达

与细胞凋亡及免疫状态之间的关系[8212 ] 。

固始鸡是中国著名的地方鸡品种之一 ,作为优

良地方品种资源被载入《中国家禽品种志》。目前 ,

尚未见用透射电镜术研究固始鸡脾脏内淋巴细胞自

然凋亡的过程及凋亡细胞超微结构的报道。研究不

同发育阶段固始鸡淋巴器官形态学变化及淋巴细胞

的凋亡机制 ,对研究环境与免疫的关系[8212 ,13217 ] ,调

节免疫器官发育 ,制定合理的免疫程序具有十分重

要的参考意义。因此 ,本试验应用透射电子显微镜

技术 ,对固始鸡 17 日龄胚胎和 4 ,19 周龄固始鸡 3

组正常发育的脾脏内淋巴细胞自然凋亡的超微结构

进行了研究 ,现得结果报道如下。

1 　材料与方法

1. 1 　试验动物及取材

试验用固始鸡由河南农业大学畜牧站种鸡场提

供 ,选择 4 ,19 周龄健康正常发育的固始鸡各 5 只 ,

雌雄不限。固始鸡胚胎采用 17 日龄正常孵化的鸡

胚。试验用鸡颈部 (头颈交界处)拔毛 ,颈总动脉、颈

静脉横切放血致死。腹腔内找出脾脏 ,切成 1 mm

厚的组织块 (长宽适当) ,取 2～3 块放入用 p H 7. 4

PBS 溶液配制的体积分数为 2. 5 %的戊二醛磷酸盐

缓冲液中 ,4 ℃冰箱保存至少 4 h 以上。

1. 2 　主要仪器设备

J EM2100SX 型透射电子显微镜 ,L KB 超薄切

片机。

1. 3 　操作过程和方法

经体积分数为 2. 5 %的戊二醛磷酸盐缓冲固定

液固定的组织块 ,试验时再用 0. 01 mol/ L PBS 缓冲

液 (p H7. 4) 冲洗 ,然后用体积分数 1 %的锇酸固定

液双重固定 ,乙醇逐级脱水 ,环氧树脂包埋 ,L KB 超

薄切片机切片 ,醋酸双氧铀和柠檬酸铅双重染色 ,最

后以 J EM2100SX 型透射电子显微镜观察、照相并记

录相片的序号。观察时 ,先从较低倍数开始 ,观察所

要确定的样品部位 ,同时记录观察结果。

2 　结果与分析

2. 1 　固始鸡脾脏内自然凋亡细胞的超微结构

正常脾脏组织内有大量的淋巴细胞和网状细

胞 ,网状细胞突起明显 ,周围有圆形、椭圆形的淋巴

细胞 (图版 12A) ,其中未见网状细胞凋亡 ,而有少量

的淋巴细胞凋亡。固始鸡胚胎和 4 ,19 周龄固始鸡

脾脏内自然凋亡细胞有逐渐增加的趋势。

凋亡细胞的变化以细胞核的变化为主。电镜

下 ,不同凋亡阶段的淋巴细胞均可见到。凋亡细胞

核染色质凝集 ,有中集 (图版 12B) ,也有边集。边集

的凋亡细胞核呈新月形、半月形或多种花瓣形 (图版

12C、图版 12D) ,还可观察到核染色质凝集呈圆环状

贴附于完整的核膜内侧 (圆环形) (图版 12E) ,核染

色质凝集呈不完整的圆环状贴附于完整的核膜内侧

(C 字形) (图版 12F) ,也可见到同一个凋亡细胞核内

核染色质凝集成 2 个半月形的致密团块 ,细胞核的

两部分仍然相连 (图版 12C) 。

凋亡的后期阶段 ,凋亡淋巴细胞裂解形成数个

凋亡小体 ,图示为大小不等的 2 个凋亡小体及其周

围正常的淋巴细胞 (图版 12G) ;也能观察到凋亡小

体正在被巨噬细胞吞噬的现象 ,线粒体增生明显 (图

版 12H) 。

2. 2 　固始鸡脾脏内淋巴细胞自然凋亡的超微结构

变化形式和过程

固始鸡脾脏内自然凋亡的细胞一般发生在散在

的个别细胞 ,而不像细胞坏死那样累及邻近的一群

细胞。正常组织内可见少量的凋亡细胞。
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图 1 　固始鸡脾脏内淋巴细胞自然凋亡的超微结构研究

A. 4 周龄固始鸡脾脏内网状细胞及其周围的淋巴细胞 ( ×4 000) ;B ,C ,D ,F. 19 周龄固始鸡脾脏内的凋亡细胞 ( ×10000) ;

E. 19 周龄固始鸡脾脏内凋亡细胞 ( ×20 000) ; G. 19 周龄固始鸡脾脏内凋亡小体 ( ×8 000) ; H. 4 周龄固始鸡脾脏内

巨噬细胞对凋亡小体的吞噬现象及线粒体的明显增生 ( ×5 000)

Plate 1 　Study on ult rast ructure of natural apoptotic lymphocytes in spleen of Gushi chickens

A. Reticular cell and lymphocytes in spleen of 42week Gushi chicken ( ×4 000) ;BC ,D ,F. Apoptotic lymphocyte in spleen of 192week Gushi

chicken ( ×10 000) ; E. Apoptotic lymphocyte in spleen of 192week Gushi chicken ( ×20 000) ; G. Apoptotic bodies in spleen of 192week Gushi

chicken ( ×8 000) ; H. Apoptotic body swallowed by a macrophage and proliferated mitochondria in spleen of 42week Gushi chicken ( ×5 000)
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　　在脾脏内 ,不同部位、不同细胞的细胞凋亡并不

是同时发生的 ,所以 ,固始鸡脾脏内可见到处于不同

凋亡阶段的凋亡细胞 : (1) 细胞凋亡早期 ,染色质浓

缩 ,核质致密凝集 ,向核膜边缘集中 ,但仍有部分核

质位于核中部 ,不完全向边缘聚集 ,核膜和细胞膜完

整 ,细胞质无明显变化 ,细胞器如线粒体、高尔基复

合体等也无明显变化。(2)细胞凋亡中期 ,细胞膜完

整 ,细胞体积变化不大 ,部分细胞线粒体略显增生 ,

胞质电子密度增加 ,胞质浑浊 ;凋亡细胞的主要变化

发生在细胞核上 ,染色质进一步向核膜边缘集中 (边

集)或向核中部集中 (中集) 。这样就使得凋亡细胞

核呈现出多种多样的形式 ,如细胞核边集有新月形、

半月形、满月形 ,或核凝聚呈逗点状、C 字形、U 字形

(马蹄铁形) 、多种花瓣形、圆环形等 ;细胞核中集表

现为细胞核凝集位于核中部 ,呈眼球状。(3) 细胞凋

亡后期 ,凝集的细胞核破裂 ,细胞膜包裹破裂的细胞

核及浓缩的细胞质一起形成若干个凋亡小体离开凋

亡细胞。凋亡小体大小不等、形态不一 ,但以圆形为

主。电镜下明显可见巨噬细胞正在吞噬或已被巨噬

细胞吞噬的凋亡小体和凋亡细胞。

3 　讨　论

3. 1 　细胞凋亡对固始鸡脾脏发育和稳定及固始鸡

机体免疫状态稳定的作用

细胞凋亡与个体的生长、发育、畸形、衰老、疾

病 ,尤其与癌症的发生等有关[18219 ] 。本试验中固始

鸡脾脏内淋巴细胞存在的自然凋亡现象 ,有利于免

疫器官 (脾脏) 的发育和稳定 ,并有利于防止疾病的

发生。

胸腺是 T 淋巴细胞培育的场所。骨髓干细胞

迁移到胸腺后的胸腺细胞 ,经过 5 个发育阶段后发

育为成熟的 T 淋巴细胞[20 ] 。在 T 淋巴细胞的发育

过程中 ,只有少部分胸腺细胞经过阳性选择发育成

熟 ,而大部分胸腺细胞则经过阴性选择 ,通过细胞凋

亡的形式死亡[21223 ] 。所以细胞凋亡对 T 淋巴细胞

的发育成熟是必需的 ,其具有重要的生物学意义 ,胸

腺也成为观察细胞自然凋亡的理想材料[ 325 ,22 ] 。

法氏囊是 B 淋巴细胞发育成熟的场所 ,细胞凋

亡对 B 淋巴细胞的发育成熟是必需的 ,同样具有重

要的生物学意义[24225 ] 。人们应用生物性、物理性的

诱导方法 ,研究了法氏囊、胸腺和脾脏内淋巴细胞的

凋亡 ,发现如果过渡诱导会导致免疫器官的坏死 ,引

起免疫抑制 ,破坏机体免疫状态[8212 ] 。本试验中 ,固

始鸡脾脏内淋巴细胞自然凋亡对固始鸡机体免疫状

态的稳定具有重要作用。

3. 2 　巨噬细胞和线粒体在免疫器官细胞凋亡中的

作用

巨噬细胞是免疫器官组织内正常的细胞之一 ,

属于单核吞噬细胞系统成员 ,其主要功能是吞噬清

除组织内坏死或凋亡的细胞以及侵入组织内的异物

如细菌、病毒等 ,是机体免疫系统的重要组成部分。

李玉谷等[ 324 ]和李奎等[5 ]用透射电镜分别观察了鸭、

鹅、固始鸡胸腺内胸腺细胞的自然凋亡过程及巨噬

细胞原位吞噬凋亡细胞的现象。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[26 ] 。而本试

验观察到了固始鸡正常脾脏组织内巨噬细胞正在吞

噬凋亡小体的现象。

正常胸腺细胞中线粒体较少 ,而有人在部分凋

亡细胞的胞质中观察到线粒体增多现象[325 ,27228 ] ,这

与本试验结果相符。线粒体与细胞凋亡紧密相关 ,

其也参与了细胞凋亡的调控[29 ] 。

细胞凋亡时细胞器也发生了变化 ,溶酶体增多 ,

内质网和线粒体增殖并区域化 ,线粒体内膜减少。

特别明显的是线粒体发生了一系列与细胞凋亡有关

的变化[29 ] 。此外 ,细胞凋亡基因 bcl22 家族分布在

细胞内膜系统 , 其中主要分布于线粒体外膜

上[19 ,30233 ] 。

3. 3 　不同免疫器官凋亡细胞的形态学差异

本试验中 ,脾脏内不同凋亡细胞的形态尤其是

胞核表现不一 ,这是由于它们处于不同的凋亡时期

或是由于胸腺细胞处于不同的发育阶段造成的[34 ] ;

也可能是由于 B 细胞前提或外周中的成熟淋巴细

胞、胸腺细胞凋亡时凋亡细胞本身不同所致[325 ,34 ] 。

本试验观察到的脾脏内淋巴细胞自然凋亡过

程 ,与鸭、鹅、固始鸡胸腺自然凋亡细胞基本相

似[325 ] ,也与放线菌酮诱导的大鼠胸腺细胞凋亡相

似[28 ] 。用鸡马立克氏病病毒和鸡新城疫病毒诱导

的鸡胸腺细胞凋亡 ,也出现与自然凋亡相似的凋亡

细胞形态 , 但诱导后期还出现了细胞坏死现

象[10 ,17 ] 。崔恒敏等[12 ] 观察了铜中毒引起的免疫器

官细胞凋亡 ,其凋亡细胞超微结构与本研究结果基

本相似。所以 ,文献 [ 10 ,12 ,17 ,27228 ]报道的各种

因素诱导的家禽免疫器官的凋亡细胞 ,从超微结构

上并不能确定其是诱导凋亡还是自然凋亡。

本试验观察到固始鸡胚胎和 4 ,19 周龄固始鸡

脾脏内自然凋亡细胞有逐渐增加的趋势 ,推测随着

固始鸡脾脏的生长发育 ,淋巴细胞自然凋亡率将逐
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渐增大 ,但其深层次的机理还需要进一步研究探讨。
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