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!!!为观察肥大细胞!GHIJ K$**L GK"在 ..@AB3 感染中的作用#将 M1 只 91 日龄无病原感染!!N$"#O#" >HJ()+$% ?P$$# !>?"鸡随
机分成感染组和对照组$ 感染组经滴鼻%点眼%肛拭感染超强毒株传染性法氏囊病病毒!.$P, .#P;*$%J @%O$"J#);I A;PIH* B#I$HI$ 3#P;IL
..@AB3"于 1#5Q#QR 和 25 ( 后#分别取法氏囊%胸腺%脾脏#用甲苯胺蓝染色法观察上述各组织中的 GK 数量的动态变化&用免疫组化
染色法检测各组织中 @AB3 病毒抗原和 6CD’ 分布量的动态变化$ 结果表明’与对照组相比#感染组鸡各免疫器官中#GK 的数量随着
病毒分布量的增加和组织损伤程度的加重而明显增多!!S1418"&GK 释放的介质之一(((6CD’ 的量也明显增多!!S1418"$由此推断#
GK 和 6CD’ 参与了 @AB 的发病过程#它们在 @AB3感染引起的免疫器官严重损伤中可能起着重要的作用$

肥大细胞&6CD’&@AB3&免疫组化
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传染性法氏囊病!!"#$%&’()* +),*-. /’*$-*$"0+1#是
由传染性法氏囊病病毒!0"23%&’()* +),*-. 1’*$-*$ 4’,)*5
!6/7$引起的鸡的一种急性%高度接触性传染病"其病
程短%死亡率高"是严重危害世界养禽业发展的重大疾
病之一 89:& 0+17 主要侵害鸡的免疫器官"造成免疫抑
制& 该病自发现至今"一直备受国内外学者的关注& 当
前对该病的研究多集中于分子流行病学和基因工程疫

苗方面"对 0+17 感染鸡体后的致病性%免疫特性%发病
机制等方面的研究有待进一步深入& ;<世纪 =<年代以
来"在欧洲%非洲%亚洲以及南美洲一些国家相继出现
了 >>!+178;?@A"在我国河北%四川等地鸡群也陆续发现了
>>0+14毒株的感染"传统的疫苗不能提供足够的保护"
因此"感染鸡群的死亡率可高达 B<C以上& >>0D14 毒
株的出现"使该病的发生和流行出现了新的特点"也给
本病的诊断和防控提出了新的问题EFA&
关于 0D1 的病原学方面的研究" 国内外学者已在

分子水平上进行了大量的工作" 在发病机理方面的研
究也已达到了分子水平 EG?99A"但是关于 0+14 如何引发
炎症"造成鸡体损伤"尤其是 >>0+14 感染后导致鸡体
急剧的炎症反应和组织器官的严重损伤% 造成高死亡
率的机制还很少见研究报道& HI是重要的炎症细胞之
一"当受到致炎因子刺激后会脱颗粒"释放组织胺和 J?
羟色胺"引起炎症反应& HI 在 0+1 发病过程中起什么
作用’它是否参与或介导了 0+1的炎症反应过程’此类
研究尚未见报道& 本研究以 HI 及其释放的炎症介质
J?羟色胺!J?KL$为切入点"观察 MNO 鸡感染 >>0D14
后免疫器官中 HP 和 F?KL 的动态变化"以揭示 HI 在
鸡 0D1 病理发生中的作用" 从一个新的视角深入揭示
0D1 的发病机制Q 为进一步防治鸡 >>0+14 毒株的感染
提供新的理论依据&

% 材料与方法
%’%实验动物及分组

RS只 TS日龄 MNO雏鸡"购于北京梅里亚动物保健
公司&预饲 J U后"随机分为 V组"感染组 @J只"对照组
9J只"所有鸡均在隔离器中饲养&
%’!实验毒株

>>0D/4 MWX=T株%YZ1JS[9SR\J]S\; ^Z"购自中国兽
药监察所& 使用前以灭菌生理盐水将毒株作 9 ! VS 稀
释& 感染组鸡经滴鼻%点眼%肛拭攻毒"S\V ^Z]只& 对照
组用灭菌生理盐水滴鼻%点眼%肛拭"S\V ^Z]只&
%’&取材
感染组于 V@"@_和 BV ‘ 后分别剖杀 9J 只(对照组

于 V@"@_ 和 BV ‘ 后分别剖杀 J 只"取法氏囊%胸腺%脾
脏"用戊二醛?多聚甲醛混合固定液固定&

%’(主要试剂
J?KL 多克隆抗体)abcc’& d"&’?MYaeLeW0W$购于

北京天来生物医学科技有限公司"二抗!生物素化羊抗
兔 0fH$%三抗!KaN 标记链霉卵白素$%1d+ 均购于北
京中杉生物技术有限公司"0+14 抗血清购自中国兽医
药品监察所"KaN标记羊抗鸡 0fg 购于 M’f^b公司&
%’$染色方法及结果判定
所有组织经按常规石蜡切片技术脱水%包埋后"每

个组织做 @ 张连续切片!J !^$"分别进行 KY 染色%甲
苯胺蓝染色和免疫组化染色& 具体染色方法如下&
%’$’%甲苯胺蓝染色
采用改良甲苯胺蓝染色法!HL+$*石蜡切片常规脱

蜡" 经 9SSC"=SC"=JC"_SC"BSC"JSC酒精梯度下行
入蒸馏水"甲苯胺蓝染色 9J *"蒸馏水快速洗 V 次"=JC
酒精分色"9SSC酒精脱水" 二甲苯透明封片& e.h^i)*
显微镜下观察&镜下 HI胞浆呈紫红色或红色团块状或
颗粒状"胞核呈浅蓝色&
%’$’!免疫组化染色

9$ 0+14抗原定位免疫组化染色*"石蜡切片常规
脱蜡经 9SSC"=SC"=JC"_SC"BSC"JSC酒精梯度下行
入蒸馏水(# TCKVeV孵育 TS ^’""N+M 冲洗 T 次"每次
J ^’"($ 山羊血清封闭 TS ^’"(% 加 0+14 抗血清孵
育 V ‘"N+M 冲洗 T 次"每次 J ^’"(& 滴加 KaN 标记羊
抗鸡 0fg"孵育 9 ‘"N+M 冲洗 T 次"每次 J ^’"(’ 1d+
显色 _ ^’""自来水充分冲洗(( 苏木素复染 9 ^’"(
) 盐酸酒精分色(* 常规脱水"至透明"封片& 用 N+M
代替一抗进行孵育做阴性染色对照&

V$ J?KL 免疫组化染色*除第%步用 J?KL 多克隆
抗体)9 ! 9 JSS$替代 0+14 抗血清孵育 V ‘ 外"其余各
步与 9$相同&
镜下免疫组化阳性信号呈棕黄色或棕红色团块状

或颗粒状"胞核呈蓝色&
%’)统计分析
甲苯胺蓝染色的后切片在 9S"@S 倍 e.h^i)* 光学

显微镜下计数每个视野下 HI数"每个组织计数 J 个视
野"计算出每个组织单位面积"每个时间点 HI 平均数
和标准误差(J?KL 和 0+14 抗原定位免疫组化染色切
片用北京麦克奥迪图像技术有限公司的 IH0dMVSSS9+
多功能真彩色病理图像分析系统 "在同一放大倍数
)"@S$条件下采集图像"测量出每个视野阳性反应信号
面密度)阳性目标总面积]统计场总面积$"计算出每个
组织单位面积% 每个时间点阳性反应信号面密度平均
数和标准误差&所有数据用 MNMM9V\S系统作统计分析"
各时间点数据差异性采用配对 ! 检验""#S\SJ 为差异有
显著性""#S\S9 为差异极显著&
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5 结果
548 免疫器官的组织病理学变化
54848法氏囊
在感染后 !" #! 大多数法氏囊淋巴滤泡髓质部淋

巴细胞缺失!出现星空样变"感染后 "$ #!淋巴滤泡间
质水肿! 淋巴滤泡周边大面积出血! 大量炎性细胞浸
润!髓质部淋巴细胞排空"感染 %! #!淋巴滤泡大面积
出血#坏死!大量分叶核细胞浸润$见图 &%&

图 8 ..>?@3 感染后 25 (!法氏囊淋巴滤泡间质水肿"出血 #AB 染色!CD E 51!F " G1!$
注! "’# 淋巴滤泡坏死!$%(&’)*& 滤泡间质水肿(大量分叶核细胞弥散浸润于间质和坏死组织中

H#+4 8 !$.$I$ $J$<C C%J (C$<)II(C+$ )"";II$J #% #%K$ILK#K#;< )M *,<N()#J M)**#"*$ )M HCEI#"#;L
E;ILC CK 25 ( N)LK #%M$"K#)% /#K( ..>?@3OAB LKC#%#%+D CD E 51!F " G1!=

7)K$P OC= 7$"I)L#L #% *,<N()#J M)**#"*$ )M HCEI#"#;L E;ILC4 OE=%O"= BJ$<C #% #%K$ILK#K#C* K#LL;$ )M *,<N()#J M)**#"*$D
C%J J#MM;L#.$ #%M#*KICK#)% )M N)*,<)IN(Q%;"*$CI *$;R)",K$L #% #%K$ILK#K#;< C%J %$"I)K#" K#LL;$L

54845 脾脏
感染后 !" #!白髓淋巴细胞轻度减少"感染后 "$!

%! #!白髓淋巴细胞排空逐渐增多!呈星空样变!有的病
例出现成片坏死$见图 !%&
54849 胸腺
感染后 !" #!髓质结构疏松!轻度水肿"感染后 "$ #!

部分胸腺小叶皮质区淋巴细胞减少!髓质结构疏松!中
度水肿"攻毒后 %! #!皮质和髓质淋巴细胞明显减少!
皮质髓质分界不明显! 髓质内见大量分叶核粒细胞浸
润$见图 +%&
545 >?@3 抗原免疫组化染色结果

,-./ 感染后的不同时间!法氏囊’脾脏#胸腺中

图 5 感染 ..>?@3 25 ( 后!脾脏白髓内的
淋巴细胞成片坏死&AB 染色!51!$

H#+4 5 7$"I)L#L )M *,<N()",K$ #% LN*#%#"
/(#K$ N;*N CK 25 ( N)LK #%M$"K#)% /#K(

..>?@3 OAB LKC#%#%+D 51!=

图 9 感染 ..>?@3 25 ( 后!胸腺内的淋巴细胞排空!
呈典型的’星空样变(!髓质内可见大量嗜伊红颗粒细胞浸润

&AB 染色D C 81!F E G1!$
H#+4 9 @$*$K#)% )M *,<N()",K$ #% K(,<;L CK 25 ( N)LK #%M$"K#)%D

K,N#"C* SLKCIQLR, CNN$CIC%"$ S NI$L$%K$J #% K(,<;L !
:C= T *)K )M N)*,<)IN(Q%;"*$CI *$;R)",K$L #%M#*KICK$J

#% K(,<;L <$J;**C !:E= :AB LKC#%#%+D 51!=
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!"#$抗原分布面密度比较统计结果见图 %!

!’!’% 法氏囊
法氏囊中 !"&$ 阳性反应信号的分布随着感染时

间的延长而增多"增强! 感染后 ’% (#!)&$阳性反应信
号零星分布于淋巴滤泡间质和皮质部# 髓质部少见分
布$ 感染后 %* (#!"&$ 阳性反应信号在淋巴滤泡髓质
部分布增多#滤泡间质和皮质部呈强阳性反应$感染后
+’ (# 整个法氏囊 !)#$ 阳性反应信号呈弥散性分布#
滤泡皮质区呈强阳性反应%见图 ,&! 感染后 %* ( 和
+’ ( 阳性反应信号分布量均高于感染后 ’% ( 阳性反
应信号分布量%!!-.-/&!

!’!’!胸腺
胸腺中#!)&$ 阳性反应信号主要分布于胸腺小叶

髓质部和坏死灶局部%见图 0&! 感染后 %* (和 +’ ( 阳
性反应信号分布量均显著高于感染后 ’% ( 分布量
%!!-.-/&!

!’!’&脾脏
脾脏中阳性反应信号多见于白髓# 红髓和脾小梁

也见有分布!感染后 %* (和 +’ (阳性反应信号分布量
均显著高于感染后 ’% (分布量%!!-.-/&!
!’& 肥大细胞染色结果
对照组鸡法氏囊"胸腺"脾脏内见有少量的 12 分

布$而鸡感染 33!)#$ ’% ( 后#在法氏囊淋巴滤泡间质
可见有多量的 12 分布#胸腺"脾脏也较多见$感染后
%* (#法氏囊"脾脏"胸腺中 12 分布均明显增多#法氏
囊被膜下结缔组织和淋巴滤泡间质中可见大量 12 分
布#部分 12 有明显脱颗粒现象! 胸腺中 12 的数量变
化很明显#随着感染时间的延长#胸腺髓质区 12 的数
量显著增大%图 +"图 *&! 脾脏中也可见 12#主要分布
于被膜下#中央动脉周围也见有分布!456 鸡感染 !)#$
后各免疫器官中 12 的数量分布见图 7! 由图 7 可见#
与感染前相比较#感染后各时相组免疫器官中 12 的数
量均显著增高%!!-.-/&!
!’( $)*+免疫组化染色结果
法氏囊中 ,89: 免疫组化阳性反应信号主要分布

于淋巴滤泡间质和皮质中#细胞质中充满棕色颗粒#淋
巴滤泡髓质部很少见阳性反应信号! 与感染 - ( 相比#

图 , --./01 感染后胸腺中 ./01 免疫组化抗原
定位#阳性反应信号分布于胸腺的坏死灶处

!免疫组化染色#("!"
234’ , --./01 5673486 36 79:;<= >379 3;;<6?93=7?@98;3=7A:

=7536364 57 #! 9 B?=7 36C8@73?6D 798 --./01 5673486
B?=373-8 A85@73-37: E3=7A3F<78E 36 68@A?73@ 5A85

G.;;<6?93=7?@98;3@5H =7536364D ("!I

图 $ --./01 感染后 #! 9 法氏囊中 ./01 免疫组化抗原
定位#阳性反应信号弥漫分布!免疫组化染色#!"!"

234’ $ 03=7A3F<73?6 ?C --./01 5673486 36 25FA3@3<= F<A=5
57 #! 9 B?=7 36C8@73?6 >379 --./01’ .6786=8H: B?=373-8

A85@73-8 =3465H= BA8=8678E 36 E3CC<=3?6
G.;;<6?93=7?@98;3@5H =7536364D !"!J

图 ( KL2 鸡感染 --./01 后各免疫器官中
病毒含量的变化

注! 与感染后 ’% (相比";; 表示 !!-.-/#; 表示 !!-.-,
234’ ( M<56737573-8 N95648 ?C 798 -3A<= 36 798 3;;<68

?A456= ?C KL2 @93@O86= 36C8@78E F: --./01
<=>?@ A=BCDE?F GH>( ’% (CH IE=JCK ;;F?L=>?M !!-.-/N OF?L=>?M !!-.-,
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图 2 ..>?@3 感染后 25 (!法氏囊中肥大细胞!数量
增多"甲苯胺蓝染色!A1!#

B#+4 2 7;<C$D )E <FGH "$**G #%"D$FG$G D$<FDIFC*, #%
BFCD#"#;G C;DGF FH 25 ( J)GH #%E$"H#)% /#H( ..>?@3

:K’? GHF#%#%+L A1!=

图 M ..>?@3 感染后 25 (!胸腺中肥大细胞!数量
增多"甲苯胺蓝染色!A1!$

B#+4 M 7;<C$D )E <FGH "$**G #%"D$FG$G
D$<FDIFC*, #% H(,<;G FH 25 ( J)GH #%E$"H#)% /#H(

..>?@3 :K’? GHF#%#%+N A1! O

图 P !QB 鸡感染 ..>?@3后各免疫器官中 KR 数量的变化
注! 与感染 ! " 相比" ## 表示 !!!$!%

B#+4 P S;F%H#HFH#.$ "(F%+$ )E <FGH "$**G #% H($ #<<;%$
)D+F%G )E !QB "(#"I$%G #%E$"H$T C, ..>?@3

&’()* +’,-./)0 12(" ! "-2 3/’4-5 ##0)6’()7 !!!8!%

图 81 :F= ..>?@3感染后 25 ( 法氏囊中 6UV’ 免疫组化阳性反应信号弥漫分布%免疫组化染色!51!$
:C= 滤泡间质炎性渗出液和炎性细胞均呈阳性反应!"免疫组化染色!A1!$

B#+4 81 :F= W$%$DF* T#GHD#C;H#)% )E 6UV’ J)G#H#.$ G;CGHF%"$ #% ?B FH 25 ( J)GH #%E$"H#)% C, ..>?@3
:><<;%)(#GH)"($<#"F* GHF#%#%+N 51!=

:C= >%E*F<<FH)D, $X;TFH#)% F%T #%E*F<<FH)D, "$**G #% *,<J()#T E)**#"*$G G()/ F% #%H$%G$*, J)G#H#.$ DF"H#)%!
:><<;%)(#GH)"($<#"F* GHF#%#%+N A1!=

感染后 9: " 阳性反应信号已明显增多!!!!8!%"#感染
后 9: "相比 :; " 和 <9 " 又有明显升高 !!!!8!%"!见
图 %!"$ 脾脏中阳性反应信号主要分布于红髓及中央
动脉周围#白髓淋巴细胞间有少量的阳性反应信号存
在!见图 %%"$ 与感染 ! "相比#感染后 <9 " 阳性反应
信号量明显升高!!!!8!%"$ 胸腺中阳性反应信号分布
于小叶髓质部!见图 %9"#皮质部只有少量阳性反应信
号$ 与感染 ! "相比#感染后 :; "和 <9 "阳性反应信
号量都有明显增高!!!!8!%"$ 各组织中 =>?@ 分布面
密度比较见图 %A$
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& 讨论及结论
目前普遍认为免疫系统的结构损伤是 !"#$ 导致

鸡体免疫抑制的主要原因! 但是"!%&$ 是怎样引起免
疫器官结构损伤的机制并不很清楚! 有研究认为"该病
是由 !%&$引起法氏囊内大量 %淋巴细胞坏死"进而引
起鸡体免疫抑制" 导致鸡体对其他病原微生物抵抗力
降低’()*+! ,-.研究认为"/淋巴细胞在 !%&发病过程中
起重要作用!在 !%&发病时"0&12和 3&*2/淋巴细胞在
法氏囊中大量聚集"在发病初期"这些 / 细胞能够抑制
病毒的复制"但其释放的细胞因子和细胞毒效应能加速
法氏囊的组织损伤和延迟组织修复’4567+! ,89:;- 等人的
研究表明"巨噬细胞在 !%& 发病过程中大量增多"其分
泌的相关细胞因子 !<5("!<56!"!<56*"-=>? 表达量都
升高"推断巨噬细胞也可能是 !%#$ 作用的靶细胞之
一’66+!近年"本室的研究发现"@@!%#$感染鸡以后"免疫
器官特别是法氏囊中的淋巴细胞除了坏死以外" 更多
的是通过凋亡的机制造成损伤 ’6AB6C+"并发现"在淋巴细
胞成片死亡的同时" 伴有大量的分叶核粒细胞渗出和
大面积出血的变化! 本研究结果进一步验证了上述病
理变化特点#见图 6$% 至于 @@!%&$是通过什么机制介
导这种炎症反应的"尚未见研究报道!

D3 在天然免疫中具有重要的作用"它能吞噬和清
除病原体" 释放大量介质和募集中性粒细胞及嗜酸性
粒细胞等"以启动早期的炎症反应"对宿主抵抗病原菌
的侵袭具有重要的作用’6E+! FBG/ 是 D3 释放的主要炎
症介质之一" 其主要作用是扩张细动脉和增加细静脉
的通透性! D3在各种病理过程中出现的意义还不完全
清楚! 一般认为"D3 及其炎症介质的释放多见于变态
反应性炎症" 也有报道在某些肿瘤和一些寄生虫感染
时"可见局部 D3 数量增多’6FB6*+! 本研究室过去的研究
曾观察到在兔感染巴氏杆菌后" 其空肠和圆小囊组织
中 D3数量明显增多’64+! D3在病毒感染性疾病中担任
什么角色尚少见报道! 本文从一个新的视角系统观察
了 ?HI 鸡感染 @@!%&$ 后免疫器官中 D0 及其释放的
炎症介质 FB羟色胺的动态定量变化! 结果发现& 感染
@@!%&$ 后"鸡的法氏囊’胸腺’脾脏等各个免疫器官中
的 D0 及 FBG/ 的数量均随着感染时间的延长而显著
增多(!!7J76$"并呈现出与 !%&$ 在组织中的含量正相
关的趋势"即组织中 !%&$ 含量越多"D0 及 FBG/ 的量
也随之增多% 随着病程的延长"组织病变愈加严重"D0
及 FBG/ 也显著增多" 而且 D0 脱颗粒现象也越明显)
同时"分叶核粒细胞的渗出也越严重% 上述研究结果表
明"D0 参与了 @@!%&$ 引发的 !%& 的发病过程" 其释
放的炎症介质 FBG/ 可能是介导 !%& 炎症发生的主要

图 %! ’’()*+ 感染后胸腺中 $,-. 免疫组化阳性
反应信号弥散分布于胸腺髓质的细胞间隙

!免疫组化染色#/"!"
0123 %! $,-. 456171’8 98:;71’17< 1= 7><?@6A $,-.
456171’8 612=:B6 C16791D@78C ?:1=B< 1= 1=789;8BB@B:9

64:;8 5E 7><?1; ?8C@BB:
F(??@=5>1675;>8?1;:B 67:1=1=2G /"!H

图 %& IJ0 鸡感染 ’’()*+ 后各免疫器官中
$,-. 含量的变化

012A %& .>8 +:91:715= 5E $,-. 1= 7>8 1??@=8 592:=6
5E IJ0 ;>1;K8=6 1=E8;78C D< ’’()*+

图 %% ’’()*+ 感染后脾脏中 $,-. 免疫组化阳性
反应信号弥散分布#血管壁呈强阳性反应!

!免疫组化染色#!"!"
012A %% $,-. 456171’8 98:;71’17< C16791D@78C 1= 64B88= 4567
1=E8;715= L17> ’’()*+A +8668B L:BB L:6 1=78=68B< 456171’8

98:;715= ! F(??@=5>1675;>8?1;:B 67:1=1=2M !"!H
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因子!也可能是造成组织严重损伤的主要始动机制" 详
细机制还需进一步深入研究"
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