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鸡法氏囊中血管活性肠肽的表达特点
Ξ

卿素珠, 杨延平
(西北农林科技大学 动物科技学院, 陕西 杨凌 712100)

　　 [摘　要 ]　运用免疫组织化学超敏 SP 法对鸡不同生长阶段法氏囊中血管活性肠肽 (V asoactive In test inal

Pep tide,V IP)的表达特点进行了研究。结果显示, 法氏囊中V IP 的表达范围广泛, 涉及黏膜、黏膜下层和肌层, 尤以

黏膜上皮细胞和法氏囊小结髓质的表达为典型; 随着日龄增加, 黏膜上皮细胞V IP 表达逐渐减弱, 囊小结髓质一直

保持较强的V IP 阳性着色, 囊小结皮髓质交界处上皮细胞层内V IP 强阳性细胞有逐渐增多的趋势。鸡法氏囊中

V IP 阳性反应物质的广泛分布, 提示法氏囊是神经系统以外产生V IP 的又一个重要部位, 法氏囊中的V IP 可参与

鸡免疫器官的功能调节, 可作为一种信号分子介导神经内分泌系统和免疫系统间的相互作用。
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　　神经内分泌系统和免疫系统之间存在着双向信

息传递, 这种相互作用的功能联系是通过神经内分

泌和免疫两大调节系统共有的化学分子与受体实现

的, 即免疫系统不仅具有多种神经内分泌激素的受

体, 还能合成各种神经递质和内分泌激素, 并对其发

生反应; 免疫系统产生的细胞因子能影响中枢神经

系统, 中枢神经系统又能合成细胞因子及其受体, 并

对其发生反应, 由此构成神经- 内分泌- 免疫网

络[1, 2 ]。随着对神经内分泌- 免疫调节网络研究的日

渐深入, 已证实细胞因子、肽类激素、神经递质是介

导两大系统相互作用的共用生物语言[3 ]。

由于神经内分泌对免疫功能的调节在机体调节

中具有重要地位, 因此研究免疫器官的神经支配就

成为了解神经内分泌系统和免疫系统相互作用的一

个重要方面, 也是当今神经免疫调节的重要研究课

题之一。已证实在免疫器官中存在的神经肽有儿茶

酚胺能、神经肽 Y、降钙素基因相关肽和 P 物质

等[4～ 7 ]。血管活性肠肽 (V asoact ive In test ina l Pep2
t ide, V IP) 又名舒血管肠肽, 为一直链肽, 分子质量

为 3 323 u, 属胰高血糖素- 胰分泌素家族, 是近年

来研究较多的一种物质, 在生物体内分布极广泛, 作

用也较广泛[8, 9 ]。在生物体内, 它既是胃肠道激素, 又

是神经肽。最近的研究[10 ]揭示, V IP 是神经系统和

免疫系统间相互作用的一种信号分子, 在机体免疫,

尤其是在局部黏膜免疫中起着一定作用。有关大鼠、

小鼠和人胎儿胸腺中V IP 的分布研究已有资料报

道[11～ 13 ], 但对鸡免疫器官, 特别是法氏囊中V IP 的

研究则报道较少。因此, 本研究运用免疫组织化学

SP 法, 对鸡不同生长阶段法氏囊中V IP 的分布变

化特点进行了详细观察, 旨在探讨鸡法氏囊中的肽

能神经支配及其功能意义, 以揭示禽类免疫器官的

神经支配途径和规律, 明确禽类神经内分泌系统和

免疫系统之间的相互关系, 进一步完善和丰富有关

神经免疫调节及基础免疫学的研究内容。

1　材料与方法

1. 1　试验动物

　　1 日龄白色单冠来航鸡 50 只 (雌雄各半) , 购自

西北农林科技大学畜牧站孵化厂。

1. 2　主要试剂

兔抗V IP 多克隆抗体 (武汉博士德公司产品) ,

链霉素菌抗生素蛋白- 过氧化酶免疫组化超敏 SP

试剂盒 (福州迈新生物技术开发公司) , 葡萄糖氧化

酶和四盐酸 3, 3′2二氨基联苯胺 (DAB ) (Sigm a 公司

进口, 华美生物工程公司分装) , 牛血清白蛋白和

A PES (32am inop ropylt riethooxysilane) (Sigm a 公司

进口, 华美生物工程公司分装)。

1. 3　主要仪器

R E ICH ER T 820 型精密轮转切片机 (美国AO

公司) , XSZ2G 型生物显微镜 (重庆光电仪器有限公
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司 ) , M o tic 数码显微镜 (厦门M o tic 实业有限公

司) , Sarto riu s AA 2160 型电子读数分析天平 (北京

赛多利斯仪器系统有限公司) , 雷磁 PH S J 24A 型实

验室 pH 计 (上海精密科学仪器有限公司)。

1. 4　样本采集

对购回的雏鸡, 按正常饲养管理。分别在试验的

7, 14, 21, 28, 35 和 42 d 时, 随机抽取试验鸡各 6 只

(雌雄各半) , 开胸经左心室插管入主动脉, 先用生理

盐水冲洗, 再用含体积分数 4% 多聚甲醛的 0. 1

mo löL 磷酸盐缓冲液 (PB , pH 7. 2～ 7. 4) 经心脏灌

注固定, 取法氏囊入相同固定液中后固定、保存。

1. 5　组织切片制备

固定好的材料以流动自来水冲洗 12～ 24 h 后,

经梯度乙醇脱水, 常规石蜡包埋, 连续切片, 片厚

6～ 8 Λm , 裱片于经含体积分数 1% 的A PESö丙酮

预处理的载玻片上, 制得三套切片, 45 ℃温箱烤片,

备染。对制备的三套切片, 一套行常规组织学H E 染

色, 一套行V IP 免疫组化 SP 法染色, 剩余一套作为

对照, 以确定本试验免疫组化反应的特异性。

1. 6　免疫组织化学超敏 SP 法染色程序

(1)切片脱蜡至水, 按抗体要求进行组织抗原修

复 (经质量分数 0. 125% 胰蛋白酶消化修复) ; (2) 每

张切片加过氧化物酶阻断液 (试剂A ) , 室温下孵育

10 m in; (3)加非免疫动物血清 (试剂B ) 室温下孵育

10 m in; (4) 甩去血清, 加第一抗体 (兔抗V IP 多克

隆抗体, 工作浓度体积比 1∶200) , 室温下孵育 1 h

或 4 ℃冰箱过夜; (5) 加生物素标记的第二抗体 (试

剂C) , 室温下孵育 10 m in; (6)加链亲合素- 过氧化

物酶溶液 (试剂D ) , 室温下孵育 10 m in (A , B , C, D

液均来自 SP 试剂盒) ; (7)葡萄糖氧化酶2DAB 2硫酸

镍铵法呈色[14 ]; (8) 切片脱水透明、封片, 光镜下观

察、记录、照相。以上每步骤间均以 0. 01 mo löL PBS

液充分洗涤。对照试验以 0. 01 mo löL PBS 液代替

一抗, 其余步骤同上。

2　结　果

经免疫组化 SP 法染色的切片, 背景无色或浅

蓝色, 免疫阳性产物为蓝色或蓝黑色; 而对照组切片

染色为阴性, 说明本试验具有免疫反应的特异性。根

据染色的深浅分为弱阳性 (着色浅, + )、阳性 (中等

着色, + + )和强阳性 (深染, + + + ) 3 级。

在所观察的各日龄鸡法氏囊组织中均有V IP

的表达,V IP 广泛分布于法氏囊的黏膜、黏膜下层和

肌层。V IP 在黏膜中的分布主要以黏膜上皮和囊小

结为主, 且随日龄增加呈现一定的变化规律, 黏膜固

有层中始终可见到较密集的V IP 阳性神经纤维穿

行于囊小结之间 (图版 1) ; 黏膜下层可见血管管壁

的强阳性反应, 并有较多的阳性神经纤维伸入法氏

囊皱襞中轴; 肌层的内环肌和外纵肌上有深染的细

点线状或膨体样V IP 阳性神经纤维分布 (图版 2)。

各日龄黏膜上皮及囊小结中V IP 的分布具体

为: 7 d 时, 约一半的黏膜上皮呈V IP 强阳性表达,

尤以皱襞顶端为甚, 阳性细胞呈锥形或柱状, 胞质内

有深蓝色颗粒, 细胞核不着色; 囊小结皮质内仅见微

血管内皮呈强阳性反应; 髓质部可见V IP 强阳性神

经纤维分布呈网络状包围淋巴细胞, 有的与淋巴细

胞形成紧密联系 (图版 3)。14 d 时, 黏膜上皮着色范

围更大, 上皮阳性细胞呈典型的锥形或柱状, 表现出

内分泌细胞的典型特征。囊小结的皮、髓质均可见

V IP 免疫阳性反应, 尤其是皮髓交界处的上皮细胞

层着色明显, 形成一环形着色带, 主要是一些阳性神

经纤维围绕淋巴上皮细胞呈网络状分布, 与上皮细

胞形成密切的关系; 部分小结中可见淋巴细胞的强

阳性反应, 皮质内还可见微血管内皮细胞的阳性着

色。在某些小结相关上皮处, 可见密集的上皮阳性细

胞逐渐侵入相连小结的皮质部, 并向深层髓质迁移

(图版 4)。21 d 时, 黏膜上皮仍可见中等或强阳性着

色的V IP 阳性细胞, 但数量有所下降, 以上皮顶端

游离缘的着色为主; 囊小结以髓质部的阳性反应为

主, 皮质内的微血管管壁呈V IP 阳性表达, 髓质内

除有丰富的深染阳性神经纤维环绕淋巴细胞分布

外, 还可见部分淋巴细胞的中等或强阳性反应。28 d

时, 黏膜上皮整体着染程度下降, 多为弱或中等反

应, 仅局部有强阳性表达, 可见到局部黏膜上皮阳性

细胞内侵 (图版 5) ; 皱襞内囊小结密集, 滤泡直径明

显增大, 小叶间隔不发达, 皮质内反应弱, 髓质内可

见阳性神经纤维围绕淋巴细胞分布, 皮髓交界处的

上皮细胞层着色明显 (图版 6)。在皮、髓质中一些较

小的淋巴细胞呈阳性反应, 弥散分布。35 d 时, 黏膜

上皮呈强阳性反应, 阳性细胞呈锥形、柱状, 多胞质

着色 (图版 7) , 可明显见到局部黏膜上皮阳性细胞

内侵 (图版 8) ; 囊小结皮质着色弱, 髓质有中等至强

染的阳性神经纤维围绕淋巴细胞分布, 皮、髓质中仍

可见呈阳性反应的小淋巴细胞。42 d 时, 黏膜上皮

反应较弱, 阳性细胞胞质内反应产物呈颗粒状; 囊小

结中有分散的、个体较小的强阳性细胞, 主要沿着皮

髓交界处的上皮细胞层呈带状分布 (为一些未分化

的淋巴细胞和小淋巴细胞) (图版 9)。
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总之, 法氏囊中V IP 的表达范围广泛, 涉及黏

膜、黏膜下层和肌层, 尤以黏膜上皮细胞和囊小结的

表达为典型。随着日龄增加, 黏膜上皮细胞V IP 表

达先增强再逐渐减弱, 囊小结髓质一直保持较强的

V IP 阳性着色, 囊小结皮髓质交界处上皮细胞层

V IP 强阳性细胞有逐渐增多的趋势。

图版 1～ 9　不同日龄鸡法氏囊中V IP 的表达

1. 14 d 时黏膜下层V IP 的阳性反应, ×400; 2. 7 d 时肌层中V IP 阳性神经纤维, ×400; 3. 7 d 时黏膜内V IP 分布, ×400; 4. 14 d 时

黏膜上皮及囊小结V IP 的分布, ×400; 5. 28 d 时黏膜上皮V IP 的分布, ×400; 6. 28 d 时V IP 主要分布于囊小结髓质, ×400; 7. 35

d 时黏膜上皮V IP 阳性细胞, ×400; 8. 35 d 时黏膜上皮V IP 阳性细胞内侵, ×400; 9. 42 d 时囊小结皮髓交界处V IP 阳性细胞呈环

带状分布, ×400

P late 1- 9　Exp ression of V IP on cloacal bursa in ch icken at differen t age

1. V IP po sit ive reaction in subm uco sa at 14 d, ×400; 2. V IP po sit ive nervous fiber in m uscle layer at 7 d, ×400; 3. T he distribu tion of

V IP in m uco sa at 7 d, ×400; 4. T he distribu tion of V IP in m uco sal ep ithelium and bursal nodu le at 14 d, ×400; 5. T he distribu tion of

V IP in m uco sal ep ithelium at 28 d, ×400; 6. V IP in bursal nodu le m ain ly located on m edu lla at 28 d, ×400; 7. V IP po sit ive cells in m u2

co sal ep ithelium at 35 d, ×400; 8. T he invasion of V IP po sit ive cells in m uco sal ep ithelium at 35 d, ×400; 9. T he zonal distribu tion of

V IP po sit ive cells betw een co rtex and m edu lla of bursal nodu le at 42 d, ×400

3　讨　论

法氏囊是禽类特有的免疫器官, 它在禽类免疫

中发挥着重要作用, 因此研究法氏囊的神经支配是

了解禽类神经内分泌系统和免疫系统相互作用的一

个重要方面。本试验结果显示, 法氏囊中V IP 的表

达范围广泛, 其中以黏膜上皮细胞和法氏囊小结髓

质的表达尤为典型。黏膜上皮V IP 阳性细胞在形态

上具有内分泌细胞的典型特征, 说明黏膜上皮细胞

可合成V IP, 并且可向法氏囊小结实质逐渐迁移, 以

旁分泌的方式影响B 淋巴细胞的分化成熟。法氏囊

滤泡中V IP 阳性神经纤维和阳性细胞的分布, 说明

B 淋巴细胞可能合成V IP, 淋巴细胞间有V IP 阳性

神经纤维的环绕, 并与淋巴细胞形成紧密联系, 证实
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法氏囊中存在肽能神经支配, 其主要参与B 细胞介

导的体液免疫功能。V IP 阳性神经纤维还较多分布

于固有层和黏膜下层的结缔组织中, 其可能通过与

血管的联系影响B 细胞的体液免疫反应; 在小梁和

髓质内的血管平滑肌及肌层均有V IP 的较强表达,

提示V IP 可能通过舒血管作用来调节血管的管径

和血流, 从而控制淋巴细胞的迁移。

鸡法氏囊中V IP 阳性细胞及阳性神经纤维的

分布, 提示鸡的法氏囊是神经系统以外产生V IP 的

又一个重要源泉, V IP 是鸡神经内分泌免疫网络中

共同的生物学语言, 可介导神经内分泌系统和免疫

系统之间的双向信息传递。
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T he exp ression of vasoact ive in test ina l pep t ide in

cloaca l bu rsa of ch icken du ring grow th

QING Su-zhu,YANG Yan -p ing
(Colleg e of A n im al S cience and T echnology , N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i, 712100, Ch ina)

Abstract: To study the funct ion s of V asoact ive In test ina l Pep t ide (V IP ) in cloacal bu rsa of ch icken,

imm unoh istochem ical u lt ra sen sit ive SP m ethod has been u sed to exam ine the exp ression of V IP in cloacal

bu rsa of ch icken du ring grow th. T he resu lts are as fo llow s: in cloacal bu rsa,V IP w as ex ten sively p resen t in

m uco sa, subm uco sa and m u scle layer, part icu larly exp ressed on m uco sa ep ithelia l cell and bu rsa nodu le. Ex2
p ression of V IP on m uco sa ep ithelia l cell reduced du ring grow th, bu t m ain ta ined strong exp ression on

m edu lla of bu rsa nodu le, the num ber of dark ly sta ined po sit ive cell in ep ithelia l cell layer among co rtex and

m edu lla of bu rsa nodu le increased w ith age. T he resu lts show ed that cloacal bu rsa w as ano ther sou rce

w h ich p roduced V IP excep t nervou s system , it perhap s p layed an impo rtan t ro le in funct ional regu la t ion of

imm une o rgan s. In ch icken, it a lso can be regarded as a signal mo lecu le w h ich con tacts neu roendocrine sys2
tem w ith imm une system.

Key words: V asoact ive In test ina l Pep t ide (V IP) ; imm unoh istochem stry; cloacal bu rsa; ch icken
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