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小鼠胸腺 Ghrelin阳性细胞的定位分布
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摘要:以小鼠胸腺组织和原代培养的胸腺上皮细胞为研究材料 ,采用免疫组织化学和免疫荧光组

织化学技术对 Ghrelin阳性细胞在小鼠胸腺中的定位分布进行了研究。结果显示 ,小鼠胸腺中存

在大量的 Ghrelin免疫反应阳性细胞 ,主要分布在髓质 ,而皮质中只有少量呈零星分布的阳性细

胞;这些阳性细胞为胸腺上皮细胞和巨噬细胞 ,其中不同表型的胸腺上皮细胞着色程度存在差异 ,

表明 Ghrelin 是胸腺微环境的组成部分 。

关键词:Gh relin;胸腺;免疫组织化学;小鼠

中图分类号:S852.1　　文献标识码:A 　　文章编号:1004-3268(2009)05-0122-03

The Localization and Dist ribution of Gh relin

Positive Cells in M ouse T hymus
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Abstract:To study the distribution of Ghrelin posi tive cells in mouse thymus , thym us gland tissue

of mouse and primary cultural thymic epithelial cell (T EC)w ere studied by using im munohisto-

chemist ry and im muno fluorescence histo chem ist ry technolo gy in this study.The results show ed

that Ghrelin immunopo sit ive cells w ere found in the cor tex and m edulla of thym us , especial ly cen-

t ralized in thymic medulla.The matrix cell in the medulla , such as TEC and macrophage ,w ere all

po sitive cells and dif ferent in co loring among cells .These results suggested that Ghrelin w as ex-

pressed in the thymus of mouse and show s li tt le difference in T EC o f di fferent pheno type.So ,Gh-

relin w ould be par ticipate in pro tect ing the thymic microenvi ronm ent .
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　　由胸腺基质细胞(上皮细胞 、交错突细胞 、巨噬

细胞等)和细胞外基质构成的胸腺微环境 ,为胸腺细

胞的发育和分化提供了最适宜的场所[ 1] 。胸腺微环

境的变化 ,直接影响胸腺细胞祖细胞的归巢及其随

后的发育 、分化和成熟 ,导致胸腺结构 、细胞构成 、产

生处女型 T 淋巴细胞的能力等发生变化 ,从而影响

机体的免疫功能
[ 2]
。Ghrelin是 1999年发现的一种

含 28个氨基酸残基的脑肠肽 ,主要由胃黏膜的内分

泌细胞分泌 ,因它能刺激垂体前叶释放生长激素 ,增

加大鼠采食量而备受关注[ 3 , 4 ] 。但近几年研究发

现 ,Gh relin及其受体在淋巴器官和各种白细胞亚群

包括 T 淋巴细胞和 B淋巴细胞 ,以及单核细胞和树

突状细胞中也存在[ 2 , 5] ,同时发现它在胃炎 、关节

炎 、胰腺炎 、内毒素休克等多种炎性疾病中通过调节

细胞因子分泌而发挥抗炎作用[ 5 , 6] 。从 Ghrelin 在

免疫系统的表达情况和在炎性疾病中的作用来看 ,

Ghrelin可能在胸腺细胞发育及机体免疫功能的调

节方面发挥了一定的作用。本试验就 Ghrelin在小

鼠胸腺中表达情况进行了研究 ,旨在为进一步探讨

Ghrelin的生理功能提供形态学依据。
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1 　材料和方法

1.1　试验材料

1月龄 BA LB/c 小鼠 ,由广州实验动物中心提

供。兔抗小鼠 Ghrelin抗体由上海申能博彩生物科

技有限公司提供 , SABC 试剂盒由武汉博士德公司

提供 。

1.2　试验方法

1.2.1　胸腺的免疫组织化学染色　采用 SP 法对

石蜡切片进行免疫组织化学染色。BA LB/c小鼠脱

颈椎处死 ,立即取胸腺 ,置于 4%多聚甲醛固定液

中 ,4℃固定过夜 ,常规石蜡包埋 , 5μm 厚切片 。进

行免疫组化 SABC 法染色 ,并设立对照 ,确定该反

应的特异性 。切片滴加一抗兔抗鼠 Ghrelin 血清

(稀释度为 1 ∶1 000), 37℃湿盒内孵育 1 h;用

0.01 mo l/L 的 PBS(pH7.2)缓冲液洗 3 次 , 每次

5min;滴加生物素标记的羊抗兔二抗工作液 , 37℃

孵育 30 min;PBS 冲洗;滴加链霉抗生物素结合的

过氧化物酶偶联物(streptavidin pe roxidase), 37℃

孵育30 min;PBS 液冲洗。用 DAB显色 ,苏木素轻度

复染 ,脱水 ,透明 ,封片 ,显微镜观察。阳性产物呈棕

黄色;阴性对照组用 PBS代替一抗 ,则无阳性产物 。

1.2.2　胸腺上皮细胞培养　胸腺上皮细胞培养按

文献[ 7]的方法进行 。

1.2.3　体外培养胸腺上皮细胞的免疫细胞化学染

色　去培养上清液后 ,用 PBS 清洗 2次 ,再加多聚

甲醛固定 15min ,去固定液后 ,PBS 清洗 2次 ,染色

方法及抗体稀释度同 1.2.1。

1.2.4　胸腺的免疫荧光组织化学染色　常规石蜡

切片 、脱蜡 、复水至蒸馏水 ,用 PBS 洗 2 次 ,滴甲醇

配制的 0.3%过氧化氢阻断液(H ydrogen Perox ide

Block , H PB),10min ,再用(UVB)正常血清封闭液 ,

7min ,滤纸吸除 UVB(免洗),滴加抗体(一抗 、二抗

稀释度均为 1∶200),37℃孵育 1h , PBS 洗 2次 ,荧

光显微镜下观察结果。

2　结果

2.1　胸腺的免疫组织化学染色

Ghrelin 免疫反应阳性细胞呈深浅不等的棕黄

色 ,低倍镜下可见 Ghrelin 阳性细胞在胸腺皮质呈

零星分布 ,而胸腺髓质内较密集(图 1-1)。皮质区

被膜下上皮细胞及上皮性网状细胞 、髓质区的髓质

上皮细胞和胸腺小体上皮细胞均呈阳性反应;巨噬

细胞也呈阳性反应;阳性反应程度在不同细胞之间

有明显差异(图 1-2 、图 1-3 、图 1-4)。

2.2　体外培养胸腺上皮细胞的免疫细胞化学染色

体外培养的胸腺上皮细胞呈 Ghrelin 阳性反

应 ,细胞质着色 ,为棕黄色 ,细胞核不着色 ,细胞之间

存在着色深浅差异(图 1-5)。

2.3　胸腺的免疫荧光组织化学染色

荧光主要在胸腺髓质区 ,皮质区也有零星分布 ,

其荧光有强弱差异(图 1-6)。

1.胸腺Gh relin阳性反应的分布;2.胸腺髓质的 Ghrelin阳性细胞;3.阴性对照;4.胸腺小体呈 Gh relin阳性反应;

5.培养的胸腺上皮细胞呈 Gh relin阳性反应;6.胸腺 Ghrelin免疫荧光染色

图 1　Ghrelin阳性细胞在胸腺内的分布
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3　讨论

Ghrelin主要由胃的内分泌细胞分泌 ,随后的研

究发现 , 它在很多方面通过不同的机制发挥作

用[ 3 ～ 5] 。有报道Ghrelin在脾 、淋巴结等免疫器官或

淋巴细胞有表达 ,通过抑制炎性因子的产生而起免

疫调节作用[ 5 , 6 , 8] 。但至于胸腺中 Ghrelin阳性细胞

分布情况 ,是否参与胸腺微环境来对胸腺 T 淋巴细

胞发育分化产生影响以及在胸腺的增龄退化过程中

起到的作用及其作用机制等一系列问题都有待解

决。试验中发现 ,Ghrelin在小鼠胸腺中尤其是在胸

腺上皮细胞中表达 ,而胸腺上皮细胞是胸腺微环境

最重要的成分 ,它们通过分泌可溶性分子以及细胞

与细胞之间的相互作用 ,对胸腺 T 淋巴细胞发育分

化产生重要的影响。这提示 Ghrelin 作为胸腺微环

境的组成部分 ,参与影响胸腺 T 淋巴细胞的发育和

分化 。Dixit 报道 , Ghrelin 是通过特有的配体-受

体模式促进胸腺细胞发育 、分化[ 9] 。试验中还发现 ,

不同表型的胸腺上皮细胞的着色程度不同 ,说明

Ghrelin在不同表型的胸腺上皮细胞的表达量有差

异。胸腺上皮细胞在胸腺中为一个动态的细胞群

体 ,其上皮细胞亚型的生物学特性与泛宿主性调节

有关 ,其功能也有差异
[ 10]
。由此推测 ,胸腺上皮细

胞中 Ghrelin表达量也会影响到胸腺细胞发育分化

的能力 ,但其影响途径有待于进一步研究。
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