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摘 　要 　为探究 IBDV 强毒 BC6/ 85 株感染 SPF 鸡后 1～9 d 内法氏囊淋巴细胞中 Bcl22 和 Bax 蛋白的动态表达与

淋巴细胞凋亡的关系 ,通过透射电镜观察及 TUN EL 法检测凋亡的淋巴细胞 ,用免疫组织化学方法检测 Bcl22 和

Bax 蛋白。研究结果表明 :感染后 3～5 d 可见到大量凋亡的淋巴细胞 ,Bcl22 和 Bax 蛋白表达量显著高于同时点的

对照组 ( P < 0101) ; Bcl22/ Bax (Bcl22 与 Bax 比率)显著低于同时点的对照组 ( P < 0101) 。BC6/ 85 株感染 SPF 雏鸡

3～5 d 后法氏囊淋巴细胞会发生大量凋亡 ,Bcl22/ Bax 能准确反映淋巴细胞的凋亡程度。
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Abstract 　The objective of the pres ent s tudy was to investigate the apoptosis and dynamic expression of Bcl22 or Bax in

lymphocytes of burs a of 212day2old SPF chickens infected with BC6/ 85 from the firs t to ninth day post infection ( PI) . The

apoptosis was obs erved by electron micros cop e , the apoptotic rate was ass ess ed by TUNEL method , and the expres2
sions of Bcl22 , Bax were investigated by immunohis tochemical ABC method. The res ults showed that the apoptosis of

lymphocytes in burs a of chickens infected with BC6/ 85 from the third to fifth day PI significantly increas ed than that of

normal SPF chickens ( P < 0101) . The expression of Bcl22 or Bax was significantly increas ed in lymphocytes of burs a of

SPF chickens infected with BC6/ 85 from the third to fifth day PI than in thos e of normal chickens ( P < 0101) . The ratio of

Bcl22 to Bax was significantly decreas ed comp ared with that of normal chickens from the third to fifth day PI ( P < 0101) .

The res ults demonstrate that a great deal of lymphocyte dis app earance in the burs a of SPF chickens infected with BC6/

85 from the third to fifth day is related to apoptosis . The ratio Bcl22 to Bax could precis ely reflect the degree of lympho2
cyte apoptosis of burs a .
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　　鸡传染性法氏囊病 ( infectious bursal disease ,

IBD)是由传染性法氏囊炎病毒 ( IBDV) 引起的鸡的

急性、高度接触性传染病。体外试验表明 , IBDV 可

以引起多种动物细胞系发生凋亡[1～5 ] ,关于 IBDV

感染鸡体后法氏囊淋巴细胞的凋亡及其机制尚未见

报道。本实验采用免疫组织化学方法、脱氧核糖核

酸末端转移酶介导的缺口末端标记 ( TUN EL) 技术

及透射电镜观察的方法 ,对法氏囊强毒 BC6/ 85 株

感染 SPF 鸡后法氏囊淋巴细胞凋亡及其调控蛋白

进行了动态观察 ,从细胞凋亡的角度进一步揭示
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IBDV 感染鸡的免疫抑制机理。

1 　材料与方法

1)实验动物及分组。75 只 21 日龄 SPF 蛋雏鸡

分成 2 组 ,对照组 25 只、BC6/ 85 株攻毒组 50 只 ,试

验鸡隔离饲养场地由中国兽药监察所提供。

2)实验毒株。IBDV 强毒 BC6/ 85 株 ( CID50 =

10515/ 011 mL ) ,由中国兽药监察所提供。以 0101

mol·L - 1 (p H 712) PBS 缓冲液将保存种毒作 1∶100

稀释 ,实验组每只鸡分别经滴鼻、点眼接种 012 mL 。

对照组只用 012 mL PBS 缓冲液滴鼻、点眼。

3)实验时间。对照组和实验组于感染后 1 ,3 ,

5 ,7 和 9 d 各剖杀 5 只 ,取法氏囊组织并用 215 %

(体积分数 ,下同) 戊二醛2多聚甲醛混合固定液

固定。

4)主要试剂。凋亡检测试剂盒购自武汉博士德

公司 ,Rabbit anti2Bax ( H2277)和 Rabbit anti2Bcl22 购

自美国 Santa cruz Biotechology 公司。

5)法氏囊的病理组织学观察。采用常规 H. E.

染色方法 ,光学显微镜观察。

6)法氏囊组织的电镜观察。将法氏囊组织修切

成 1 mm3 的小块 ,经 215 %戊二醛2多聚甲醛液固定

24 h 以上 ,PBS 冲洗后 ,经 1 %(体积分数) 的锇酸后

固定 1 h ,PBS 充分冲洗后 ,按常规超薄切片样品制

作法脱水 ,包埋 ,切片 ,醋酸双氧铀、柠檬酸铅双重染

色日立 100 透射电镜观察。

7)法氏囊淋巴细胞凋亡的检测。采用原位缺口

末端标记法 ( TdT2mediated dU TP nick end labeling ,

TUN EL) ,染色步骤按产品说明书进行。

8) Bcl22 和 Bax 免疫组化染色。采用一抗2生物

素标记的二抗2链霉卵蛋白标记的辣根过氧化物酶

复合物 (ABC)法 ,按北京中山试剂公司试剂盒操作 ,

用 PBS 替代一抗作为阴性对照。

9)图像分析和统计方法。用 Motic 病理图文分

析系统 ,每张切片均选紧邻的 3 个视野 ,所有数据均

以 x ±s 表示 ,用 Oxstat 数理统计程序完成组间配

对资料显著性检验 ( t 检验) 。

2 　实验结果

211 　法氏囊的病理组织学观察结果

BC6/ 85 株攻毒后第 1 天 ,法氏囊组织结构形态

基本正常 ,攻毒后 3～9 d ,滤泡髓质部淋巴细胞变

性 ,坏死 ,有些形成大的囊状空腔 ;异嗜性白细胞浸

润 ,网状细胞增多。间质水肿 ,异嗜性白细胞浸润。

后期淋巴滤泡严重萎缩甚至消失 ,上皮细胞增生形

成腺体样结构。间质中有大量结缔组织增生。

212 　法氏囊淋巴细胞的电镜观察

对照组法氏囊淋巴细胞中染色质分布均匀 ,核

膜规则 ,细胞形态基本正常。BC6/ 85 株攻毒后第 1

天 ,与对照组无明显区别。3～5 d 淋巴细胞变小 ,染

色质浓缩成“月牙形”,凝集在核一侧 ;也可见染色质

凝集成块 ,占据整个细胞核 ,表现为黑洞样。同时可

见到吞噬有凋亡淋巴细胞的巨噬细胞 (图 1 (a) ,

(b) ) 。7～9 d 与对照组无明显的差别。

213 　TUNEL 法原位检测法氏囊淋巴细胞的凋亡

对照组法氏囊淋巴细胞凋亡数 1～9 d 差异不

大 ;攻毒组法氏囊淋巴细胞在攻毒后 3～5 d 凋亡数

量显著增多 (图 1 (c) , (d) ) ,各时点明显高于对照组

( P < 0101) 。攻毒后 7～9 d 法氏囊淋巴细胞的凋亡

数量与对照组差别不显著 (表 1) 。

表 1 　法氏囊组织中淋巴细胞凋亡数量的变化

Table 1 　The variation of the number of apoptotic lymphocytes in bursa 个·mm - 2

组 　别 试验鸡数/ 只
攻毒后的时间/ d

1 3 5 7 9

对照组 5 322 ±17 311 ±33 295 ±22 318 ±39 296 ±26

BC6/ 85 株攻毒组 5 317 ±31 2 613 ±58 2 604 ±75 349 ±28 351 ±31

214 　法氏囊淋巴细胞中 Bcl22 和 Bax 蛋白表达

Bcl22 和 Bax 蛋白表达部位在淋巴细胞的胞质。

对照组 Bcl22 和 Bax 蛋白表达量 ,以及 Bcl22/ Bax 在

实验各时点差异均无显著性 ;攻毒组在攻毒后 3～5

d Bcl22 和 Bax 蛋白表达量均显著高于同时点的对

照组 ( P < 0101) ,Bcl22/ Bax ,明显低于同时点的对照

组 ( P < 0101) (图 1 (e) —(g) ) (表 2) 。

3 　讨 　论

细胞凋亡是多细胞生物更新正常细胞和清除异

常细胞的重要手段 ,在生殖、胚胎发育、免疫、肿瘤、

病毒感染等过程中都起着重要的作用。研究细胞凋
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(a) BC6/ 85 株感染 SPF 鸡后第 3 天法氏囊中凋亡的淋巴细胞 ( ×7 000) ;

(b) BC6/ 85 株感染 SPF 鸡后第 3 天法氏囊巨噬细胞中吞噬有凋亡小体 ( ×21 000) ;

(c) 对照组第 3 天法氏囊淋巴细胞 TUNEL 实验结果 ( ×40) ;

(d) BC6/ 85 株感染鸡后第 3 天法氏囊淋巴细胞 TUNEL 实验结果 ( ×40) ;

(e) 未加一抗的免疫组化阴性对照片 ( ×10) ;

(f) BC6/ 85 株感染 SPF 鸡后第 3 天法氏囊淋巴细胞中 Bax 的免疫组化结果 ( ×40) ;

(g) BC6/ 85 株感染 SPF 鸡后第 5 天法氏囊淋巴细胞中 Bcl22 的免疫组化结果 ( ×40) 。

图 1 　BC6/ 85 株感染 SPF鸡后法氏囊淋巴细胞凋亡及 Bax 和 Bcl22 蛋白动态表达

Fig. 1 　The apoptosis and expression of Bax and Bcl22 in lymphocytes of bursa of SPF chickens infected with BC6/ 85
　

亡的方法很多 ,如用光镜和电镜进行形态学观察 ,琼

脂糖凝胶电泳 , TUN EL 法 , 流式细胞仪检测

等[6～8 ] ,其中超微结构观察被认为是定性检测细胞

凋亡的经典方法。TUN EL 法是利用组织学、免疫

学、分子生物学的实验技术 ,在组织原位直接观察凋

亡细胞的方法 ,具有敏感性高、特异性强、可量化凋

亡细胞数量的特点。

本实验应用组织病理学观察、透射电镜观察和

TUN EL 方法 ,分别从定性和定量的角度对 BC6/ 85

株感染 SPF 雏鸡后法氏囊淋巴细胞的凋亡情况进

行动态观察。组织病理学观察发现法氏囊组织在攻

毒后 3～5 d 出现“星空样变”甚至囊状空腔 ,提示淋

巴细胞出现排空现象 ,这与细胞凋亡有关。透射电

镜观察和 TUN EL 方法也表明这一时期是攻毒组淋

巴细胞凋亡的高峰。这一试验结果与陈明勇[9 ]报

道的 IBDV 变异 E 株感染法氏囊培养细胞 2～48 h

后可观察到凋亡 ,薛春宜[10 ]报道的用 5 株 IBDV 毒

株感染鸡胚成纤维细胞 7 h 后即可见到细胞凋亡有

差异。造成这种差异的原因首先与实验材料不同有

关。IBDV 通过滴鼻点眼方法感染鸡体后 ,通过血

液循环到达并感染法氏囊组织需要一定的时间 ,同

时鸡体作为一个有机整体在感染病原后会动员全身
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表 2 　法氏囊淋巴细胞中 Bcl22 , Bax 蛋白表达面

密度和 Bcl22/ Bax 比率

Table 2 　The percentage of area of apoptotic lymphocytes
and the ratio of Bcl22 to Bax

试验

时间

免疫组化

指标
对照组 BC6/ 85 株攻毒组

Bax (1132 ±0122) % (1147 ±0114) %

第 1 天 Bcl22 (3185 ±0142) % (3140 ±0122) %

Bcl22/ Bax 3101 ±0184 2132 ±0115

Bax (1123 ±0123) % (5117 ±0140) %

第 3 天 Bcl22 (3159 ±0114) % (5104 ±0117) %

Bcl22/ Bax 3104 ±0179 0192 ±0108

Bax (1127 ±0120) % (5185 ±0125) %

第 5 天 Bcl22 (3178 ±0131) % (5138 ±0129) %

Bcl22/ Bax 3106 ±0175 0198 ±0107

Bax (1134 ±0128) % (1157 ±0118) %

第 7 天 Bcl22 (3179 ±0123) % (3169 ±0119) %

Bcl22/ Bax 2191 ±0159 2139 ±0140

Bax (1125 ±0129) % (1143 ±0117) %

第 9 天 Bcl22 (3167 ±0131) % (3124 ±0123) %

Bcl22/ Bax 3107 ±0184 2130 ±0134

防御机能来对抗这种损伤过程 ;而法氏囊培养细胞

和鸡胚成纤维细胞缺少整体防御机制 ,只存在细胞

水平上的抗损伤机制。其次 ,这种差异可能与实验

使用的 IBDV 毒株的毒力不同有关。

Bcl22 蛋白和Bcl22 相关 X蛋白 (Bcl22 associated

X protein , Bax) 分别是 Bcl22 蛋白家族中最有代表

性的抑制和促进凋亡蛋白。Bcl22 主要生物学功能

为与 Bax 形成无功能的异二聚体 ,竞争性抑制 Bax

所介导的线粒体膜蛋白通道的形成 ,发挥抑制凋亡

的作用。当 Bcl22 过量时 ,形成 Bcl22 同源二聚体 ,

细胞受到保护 ;当 Bax 过量时 ,形成 Bax 同源二聚

体 ,细胞则趋向死亡[11 ,12 ] 。

为进一步阐明 IBDV 引起鸡群发病及免疫抑制

的机理 ,本实验采用免疫组织化学方法首次对法氏

囊淋巴细胞中凋亡调控蛋白 Bax 和 Bcl22 表达进行

了动态观察 ,结果发现 Bcl22 和 Bax 蛋白在 BC6/ 85

株攻毒后 3～5 d 都高效表达 ,明显高于对照组法氏

囊淋巴细胞中的表达量。由此推测 Bcl22 和 Bax 在

BC6/ 85 感染 SPF 雏鸡后法氏囊淋巴细胞凋亡过程

中均发挥了作用。实验结果还表明法氏囊淋巴细胞

中的 Bcl22/ Bax 在 BC6/ 85 感染后 3～5 d 明显低于

对照组 ,因此推测 Bcl22 和 Bax 二者表达水平之间

的平衡结果决定了法氏囊组织中淋巴细胞生存还是

凋亡。

总之 ,本实验结果提示 ,BC6/ 85 感染 SPF 雏鸡

后 3～5 d 会引起法氏囊组织中淋巴细胞大量凋亡 ,

Bcl22/ Bax 能更准确的反映淋巴细胞凋亡的发生程

度。淋巴细胞的大量凋亡是 BC6/ 85 株感染 SPF 鸡

后法氏囊发生萎缩的重要原因。
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