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摘　要　为探讨圆小囊在兔体全身抗感染免疫中的功能作用 ,采用组织病理学及免疫组织化学方法 ,对比观察了 2

日龄、1月龄及 2月龄实验兔感染 RHDV后圆小囊的病理变化 ,同时采用 EL ISA方法对实验兔的血清及肝、肾、脾

中的 RHDV含量进行了测定 ,重点对实验兔圆小囊黏膜上皮内淋巴细胞 ( IEL)进行了统计比较。结果显示 :2月龄

以内兔人工感染 RHDV后 ,临症表现、剖检及组织病理学观察均未见异常。血清及 RHDV的靶器官肝、脾、肾中均

未检测出 RHDV抗原。2月龄以上兔感染 RHDV后 ,无论从临床症状 ,还是大体剖检 ,组织病理学观察 ,均出现了

明显的病理学改变 ,而且感染后血清 RHDV抗原检测呈阳性反应。圆小囊、肝、脾、肾等组织器官都呈现 RHDV免

疫组化强阳性反应。2月龄以内的乳兔及仔兔感染 RHDV后 ,圆小囊虽未出现明显的形态结构改变 ,免疫组化染

色也未见 RHDV 抗原阳性反应物 ,但 IEL 明显增多 ,2 日龄兔 IEL 由 112 %增加到 412 % ; 1 月龄兔的 IEL 由

1011 %增加到 2611 %。1月龄仔兔还表现出固有层中淋巴细胞明显增多。
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Comparative pathological studie s of sacculus rotundus with the different

age s of rabbit s infected with rabbit haemorrhagic disea se virus (RHDV)

She Ruiping , Yang Hanchun , Ma Yixin , Chen Yanhong , Zha Zhenlin , Gao Qiyu
(College of Animal Medicine , China Agricultural University , Beijing 100094 , China)

Abstract　Pathological changes of s acculus rotundus of rabbits which had different ages and were infected with rabbit

haemorrhagic dis eas e virus (RHDV) were s tudied. RHDV in liver , kidney and spleen of the exp erimental rabbits was al2
s o tes ted by both the enzyme2linked immunos orbent ass ay (ELISA) and the quantitative analysis of intraepithelial lym2
phocyte (IEL) in the villus epithelium of s acculus rotundus . The res ults indicated that the infected rabbits of two months

old did not app eared abnormal changes in clinical symptom , necropsy and his top athology. RHDV antigen was not de2
tected in s era , liver , kidney and spleen. But the infected rabbits older than two months had obvious alterations in clini2
cal symptom , necropsy and his top athology , and contained high level of RHDV antigen in s era . Immunohis tochemis try

showed a positive immunoreactivity of RHDV antigen in the liver , spleen , kidney and s acculus rotundus in thes e infected

rabbits . The number of IEL in the villus epithelium of s acculus rotundus of the rabbit younger than two months increas ed

significantly following infecting. The number of lymphocyte in prop er tunic als o increas ed obviously.
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　　由于神经体液因素不健全 ,新生动物对病毒的

易感性更强[1 ] ,但兔病毒性出血症 ( RHD)却与之相

反。以往关于 RHD 的研究表明 ,兔对此病的易感

性随品种、日龄不同而有差异 , RHDV 主要感染 2

月龄以上的青壮年兔 ,且膘情越好 ,发病与死亡率越

高[2～5 ]。2月龄以内的白兔具有抵抗力 ,人工感染 3

～5日龄乳兔既使大剂量感染也不发病。新生兔对

RHDV有如此强的抵抗力 ,这其中的原因是很值得

探讨的。

圆小囊是兔特有的肠道黏膜免疫器官[6 ,7 ] ,它
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在兔全身抗感染免疫中作用的报道还很少。本研究

对 2日龄 ,1、2月龄兔感染 RHDV后 ,病毒在兔血清

中和实质器官中的变化及圆小囊的病理学变化进行

了比较观察 ,并对实验兔圆小囊黏膜上皮内淋巴细

胞 (int raepithelial lymphocyte , IEL )进行了统计比

较 ,以探讨圆小囊在兔体全身抗感染免疫中的功能

作用。

1　材料与方法

1) 实验动物。实验用初生 2日龄未开眼乳兔 9

只 ,1月龄仔兔 9只 ,2月龄以上大兔 9只 ,购自深山

区非 RHD 疫区 ,均为白兔。

2) RHDV。实验用 RHD 病兔脏器毒 (肝、脾)

由中国农业大学动物医学院传染病与微生物教研室

提供。将含毒病料剪碎后以生理盐水作 1∶10稀释 ,

研磨过滤 ,滤液经双抗处理后备用。

3) 实验设计。3种不同日龄兔各 9 只 ,不同日

龄随机均分为 3组 ,每组 3只。1组作对照 ,另 2个

感染组均按每只 2 mL 腹腔接种上述 RHDV病料滤

液 ,未开眼乳兔按每只 1 mL 接种。接种后于 28 ,48

及 50 h剖杀采取圆小囊及其他有关组织 ,用 215 %

戊二醛 多聚甲醛混合固定液固定。作石蜡切片、染

色、观察 ,并对实验兔圆小囊黏膜上皮内淋巴细胞

( IEL)进行计数统计。为了减少对照兔与感染兔日

龄上的差异 ,各对照组与第一批感染组同时取材。

所有实验兔接种前全部经心脏采血 ,做血清

RHDV母源抗体测定。接种后 ,分别于 28 和 48 h

(发病兔在濒死前)剖杀取材前采血 ,做 RHDV 抗原

检测 ,并对剖检兔的肝、脾、肾中 RHDV 抗原进行

检测。

4) 切片制作。按常规方法制作石蜡切片 , H·E

染色。

5) 圆小囊黏膜 IEL 计数。在 20倍物镜下观察

圆小囊的 H·E染色切片 ,记数 100个黏膜上皮细胞

间的淋巴细胞的数量 ,每张切片观察记数 5个视野 ,

取其平均值 ,参考 Ferguson法 [8 ]。

6) RHDV免疫组织化学染色。切片经二甲苯

脱蜡后 ,用 PBS (p H714)冲洗 5 min 3 次 ; 3 % H2O2

甲醇溶液室温孵育 15 min。蒸馏水冲洗后 , PBS冲

洗 5 min 3次。1 %小牛血清白蛋白 (BSA)及 5 %脱

脂牛奶封闭 20 min ,倾去血清 ,滴加 1 %抗 RHDV

Ig G(用 1 % BSA配制)工作液 ,4 ℃保湿过夜。PBS

冲洗 5 min 3次。滴加生物素化羊抗兔 Ig G工作液 ,

室温下孵育 30 min。PBS冲洗 5 min 3次。滴加辣

根过氧化物酶标记的链霉卵白素工作液 37℃孵育

30 min。PBS冲洗 5 min 3 次 ,DAB显色液显色 ,充

分冲洗后 ,用苏木素衬染 ,按常规石蜡切片制作方法

脱水、封片 ,显微镜观察。

结果判定 :镜下 RHDV抗原阳性信号呈棕红色

或棕黄色颗粒或团块状。

7) 血清中 RHDV 母源抗体的测定。按常规

EL ISA (间接法)操作方法进行。

8) 血清及器官组织中 RHDV 抗原的测定。按

常规 EL ISA操作方法进行。

2　结　果

211　病理学观察结果

21111　临症表现及剖检变化

1) 2日龄及 1月龄兔感染 RHDV后 ,一直未见

任何异常表现 ,精神状态、采食、饮水均正常 ,剖检也

未见异常病变。

2) 2月龄以上大兔感染后 24 h 即有 2 例出现

明显的角弓反张等异常表现 ,待 48 h 后采血时 ,感

染 RHDV的兔已处于濒死期。

2月龄以上感染 RHDV 兔剖检均具有 RHD典

型的病变 ,如肝、脾肿大、淤血、红气管 ,肺弥散点状

出血 ,肾混浊、肿胀、圆小囊肿大、切面外翻 ,有的囊

腔内积有黏液或血性渗出物。

21112　组织病理学观察

1) 2 日龄、1 月龄感染 RHDV 兔的圆小囊 ,除

个别有少量黏液卡他性变化外 ,还可见圆顶明显伸

长 ,固有层淋巴细胞及黏膜上皮内淋巴细胞数量增

多 ,但全身各组织器官均未见异常变化。

2) 2月龄以上兔感染 RHDV后 ,圆小囊的组织

结构出现了明显的变化 ,表现为黏膜绒毛萎缩 ,上皮

变性脱落 ,固有层裸露 (黏膜溃疡) ,圆顶上皮与普通

黏膜上皮相融合 ;顶上皮及其复合体 (dome epitheli2
um complex)变性、坏死、脱落 ,同时伴有明显增生。

深部淋巴组织的病变包括淋巴细胞成片坏死、排空 ,

巨噬细胞增生、血管扩张 ,透明血栓形成。

212　感染 RHDV前血清中 RHDV母源抗体的测定

所有实验兔包括 2 日龄乳兔、1 月龄仔兔和 2

月龄兔各 9 只 ,感染 RHDV 前 RHDV 母源抗体的

测定结果均为阴性。

213　感染 RHDV后血清中 RHDV抗原的测定

1) 2日龄乳兔感染后 28和 48 h血清中 RHDV
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抗原的测定结果均为阴性。

2) 1月龄仔兔感染 RHDV后 28和 48 h血清中

RHDV抗原的测定结果也均为阴性。

3) 2月龄以上大兔感染后血清中 RHDV 抗原

的测定结果见表 1。

表 1　2月龄以上大兔感染 RHDV后血清中

RHDV抗原滴度

Table 1　Titer of RHDV antigen in sera of above two2
month2old group rabbit infected with RHDV

感染

时间/ h

试验兔编号

1 2 3 4 5 6

28 26 25 25 26 25 25

48 28 27 25

2月龄以上大兔感染 RHDV 后 28 h 血清中就

出现了很高的 RHDV抗原滴度 ,48 h后抗原滴度有

所增高 ,这表明 2月龄以上大兔感染后 RHDV 在兔

体内大量繁殖。

214　感染 RHDV后肝、脾、肾中 RHDV抗原的测定

2日龄乳兔感染 RHDV 后肝、脾、肾中 RHDV

抗原测定结果均为阴性 ,表明这些组织中不存在

RHDV。1月龄仔兔感染 RHDV后肝、脾、肾中也均

未测出 RHDV 抗原 ,表明仔兔在感染 RHDV 后病

毒未在这些组织中增殖。

215　圆小囊 RHDV免疫组织化学染色结果观察

1) 2月龄以内兔 RHDV 免疫组织化学染色结

果。对照组及 2日龄、1月龄感染 RHDV 兔的圆小

囊及全身各组织器官内 RHDV 免疫组织化学染色

均呈阴性反应 ,未见任何阳性反应物。

2) 2月龄以上大兔 RHDV 免疫组织化学染色

结果。对照兔圆小囊全呈阴性反应。感染兔的圆小

囊均呈现较强的阳性反应 ,而且圆小囊的 RHDV 免

疫组织化学阳性反应强度与肝、脾、肾的反应强度呈

正相关 ,即肝、脾、肾中阳性反应愈强 ,圆小囊内的阳

性反应亦越强。RHDV 抗原阳性反应信号定位于

圆小囊的圆顶和滤泡区的巨噬细胞、浆细胞、淋巴细

胞及变性坏死的细胞内及细胞碎片中 ,RHDV 免疫

组织化学阳性反应出现在感染细胞的胞浆及细胞核

内 ,黏膜上皮及 M细胞有时也可见阳性反应。严重

病例的圆小囊黏膜及其淋巴组织中的所有细胞及纤

维组织均呈阳性反应。

216　感染 RHDV后圆小囊黏膜上皮内淋巴细胞的

定量观察

1) 2日龄兔感染 RHDV 后圆小囊黏膜 IEL 的

数量变化情况 (图 1) 。2 日龄兔感染 RHDV 后 ,圆

小囊黏膜上皮内淋巴细胞数量迅速增多 ,感染 48 h

后 IEL 即达到 412 % ,超过了正常 10日龄时 IEL 数

(3 %) ,与对照兔相比差异显著 ( P < 0105)

图 1　2日龄兔感染 RHDV后圆小囊黏膜

IEL的数量变化
Fig. 1　The variation of the number of IEL in the mucosa

epithelium of sacculus rotundus of the two2day2old
group rabbit infected with RHDV

　

2) 1月龄兔感染 RHDV 后圆小囊黏膜 IEL 的

数量变化情况 (图 2) 。1月龄兔感染 RHDV 后圆小

囊黏膜 IEL 的数量急剧增多 ,与对照组相比差异极

显著 ( P < 0101) ,感染 28 和 48 h后圆小囊 IEL 的

数量超过了 2年龄对照兔的 IEL 数 ( < 20 %) ,分别

达到了 25 %和 26 %。

图 2　1月龄兔感梁 KHVD后圆小囊黏膜

IEL的数量变化
Fig. 2　The variation of the number of IEL in the mucosa

epithelium of sacculus rotundus of the one2month2
old group rabbit infected with RHDV

　

3) 2月龄以上大兔感染 RHDV 后黏膜 IEL 的

数量急剧增多 ,上皮细胞间隙内都可见有淋巴细胞 ,

很多淋巴细胞成串分布 , IEL 的数量多达 200 %～

300 % ,固有层内淋巴细胞密集 ,圆顶上皮内淋巴细

胞成团聚集 ,或成堆地向肠腔脱落。由于黏膜上皮
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受损严重 ,变性脱落明显 ,固而无法对其黏膜上皮内

淋巴细胞的数量进行系统详细计数。

3　小结与讨论

1) 关于 2 月龄以内兔感染 RHDV 的报道 ,多

是从临症发病情况的角度进行研究。吉传义等[9 ]

曾对 1月龄幼兔及乳兔进行 RHDV 人工感染试验 ,

发现 RHDV对乳兔无致病性 ,对 1月龄幼兔虽有致

死作用 ,但其潜伏期及病程较长 ,属亚急性型感染。

黄吉凤等[10 ]也曾用 RHDV分别感染 5 ,15 及 25 日

龄家兔 ,接种后 72 h扑杀 ,对其肝、脾、肺、肾、胸腺、

骨髓等做组织病理学和超微结构观察 ,发现 RHDV

对 1月以内幼兔也具有感染性 ,并对其肝、肾等造成

一定程度的病理学损伤 ,其损伤程度与日龄呈正相

关。幼龄兔感染 RHDV 与成年兔典型的兔出血症

在病症、病理学变化和病毒繁殖方面完全不同。

本研究系统观察了 2日龄乳兔、1月龄仔兔 ,及

2月龄以上大兔对 RHDV 的易感性。从感染

RHDV后兔的临床发病情况、剖检及组织病理学变

化、血清及靶器官组织中 RHDV 抗原的检测 , RHD

免疫组织化学定位等角度进行了比较系统、全面的

观察研究。结果表明 , 2 月龄以内兔人工感染

RHDV后 ,临症表现、剖检及组织病理学观察均未

见异常。血清及 RHDV 的靶器官肝、脾、肾中均未

检测出 RHDV 抗原 ,这说明 2 月龄以内兔感染后

RHDV未能在兔体内复制增殖。2月龄以上兔感染

RHDV后 ,无论从临床症状 ,还是大体剖检 ,组织病

理学观察 ,均出现了明显的病理学改变 ,而且感染后

血清 RHDV抗原检测呈阳性反应。肝、脾、肾、圆小

囊等组织器官都呈现 RHDV免疫组化阳性反应 ,说

明 2月龄以上兔感染 RHDV后 ,病毒在靶细胞中复

制增殖 ,并造成了病毒血症。

本研究结果与吉、黄二者所报道的不同 ,是由于

本研究所用实验兔与其二人所用的品种不同有关。

研究结果显示 ,2 月龄以内仔兔与 2 月龄以上

大兔对 RHDV的易感性如此不同 ,表明二者体内存

在着对 RHDV截然不同的反应因素。

本研究中 2月龄以内仔兔对 RHDV 有抵抗力 ,

是由于新生乳兔及仔兔体细胞尚未分化成熟 ,膜受

体发育还不健全 ,缺乏 RHDV 受体位点 ,因而当

RHDV进入体内后 ,不能与细胞发生黏着或吸附 ,

既使有少数病毒通过非特异性布朗运动和扩散方式

与细胞发生结合[1 ] ,但又由于幼龄兔细胞未分化成

熟 ,尚缺乏健全胞饮作用 ,以致 RHDV 不能侵入细

胞内。或者有少数病毒直接穿过细胞膜进入了细胞

内 ,也会由于幼兔体细胞分化程度低 ,细胞内微环境

不适于病毒繁殖 ,造成病毒在细胞内的非生产性感

染 ,以至不会对已感染的靶细胞造成明显的病理损

伤[1 ]。因此 ,RHDV不可能在仔兔体内大量复制繁

殖 ,也就不可能引起仔兔发病。

2) 2 月龄以上大兔感染 RHDV 后引起了肝、

脾、胸腺等组织器官严重的病理学损伤 ,并且在血清

及这些组织中检测出了 RHDV 抗原的存在。此时 ,

圆小囊也同样发生了严重的病变 ,而且免疫组化学

染色也显示出了阳性反应结果。圆小囊在感染

RHDV所表现出的这种与其他器官病变的一致性 ,

进一步表明圆小囊是 RHDV的靶器官。同时 ,也表

明圆小囊不仅仅是肠道局部黏膜免疫器官 ,也是全

身免疫的一部分 ,在抗全身性感染的免疫中具有一

定的作用。2月龄以内仔兔感染 RHDV 后 ,全身各

器官组织均无异常变化 ,RHDV 抗原检测均呈阴性

反应。圆小囊也未见形态结构异常改变 ,RHDV 免

疫组化染色呈阴性反应。

IEL 是位于肠绒毛黏膜上皮细胞之间的淋巴细

胞 ,其数量随动物机体生长发育逐渐增多 ,当肠道接

触抗原后 IEL 明显增多[12 ,13 ]。IEL 通过特异性免

疫机制和非特异性免疫机制参与和调节肠道黏膜免

疫机制[14 ]。已证实 IEL 的增加同黏膜局部迟发性

变态反应直接相关。因此 , IEL 数量的增加同机体

免疫功能状况直接相关[15 ]。本研究中在 2 月龄以

内的乳兔及仔兔感染 RHDV后 ,圆小囊虽未出现明

显的形态结构改变 ,免疫组化染色也未见 RHDV 抗

原阳性反应物 ,但却出现了 IEL 增多现象 ,在 1 月

龄仔兔还表现出固有层中淋巴细胞增多现象 ,2 日

龄兔感染 RHDV 后 48 h , IEL 的数量 (412 %)超过

了 10日龄正常兔圆小囊黏膜 IEL 数 (3 %) 。1月龄

兔感染 RHDV后 28 h , IEL 数由对照的 1011 %增至

2518 % ,差异极为显著 ( P < 0101) ,超过了 2年龄正

常兔圆小囊黏膜上皮内淋巴细胞的数量 (18 %) 。这

个变化特点与 2 月龄以上兔感染 RHDV 后 IEL 急

剧增多的情况相一致。结果提示 ,当仔兔受到

RHDV感染刺激后 ,虽未发生圆小囊的结构损伤 ,

但却引起圆小囊黏膜免疫反应加强。同时 ,也表明

圆小囊比其他免疫器官对 RHDV 这种全身性感染

的病原体的刺激具有更高的敏感性。
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科研简讯

“农大 3号”节粮小型蛋鸡配套系通过国家畜禽品种初步审定

国家畜禽品种审定委员会家禽专业委员会近期对我校动物科技学院选育的“农大 3号”节粮小型蛋鸡配

套系进行了审定。委员们在听取工作汇报、审阅有关技术资料并对育种场进行现场考察后 ,依据“家禽品种

审定标准”,认为“农大 3号”节粮小型蛋鸡配套系已达到了“家禽品种审定标准”,一致同意通过审定 ,报送农

业部批准。

“农大 3号”节粮小型蛋鸡配套系是在吴常信院士的领导下 ,将隐性白羽肉鸡的 dw 基因导入普通褐壳

蛋鸡中 ,经过十几年的选育 ,培育出了繁殖性能高、节省饲料的矮小型褐壳蛋鸡 ,1997 年以来选育形成节粮

小型蛋鸡配套系。饲养节粮小型蛋鸡在高产的同时可节省 20 %左右饲料 ,并且能有更高的饲养密度 ,从而

获得更大的经济效益。“农大 3号”节粮小型蛋鸡的选育于 1999年获得国家科技进步二等奖。

(科技处供稿)
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