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草鱼淋巴器官中的肥大细胞
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摘要:通过组织化学与形态学研究首次在草鱼的胸腺和头肾等淋巴器官中证实了肥大细胞的存在。草鱼肥大

细胞的染色性质在某些方面似乎类似于哺乳动物的粘膜肥大细胞。Carnoy 氏液及阿尔新蓝分别是优良的固定

剂及染料, 而中性缓冲甲醛却完全阻断草鱼肥大细胞的着染。值得注意的是一些曾被用于鉴定硬骨鱼肥大细

胞(或嗜酸性颗粒细胞)的组织化学技术在本研究中未能检出草鱼肥大细胞。电镜下证实,草鱼肥大细胞中含

有大量特征性的胞浆颗粒,其中充满无定形颗粒状基质, 基质电子密度有的较高, 有的较低, 但未见特殊的亚

微结构。
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Mast cells in the lymphoid organs of Ctenopharyngodon idella

XU Le-ren, YANG Xiao-zhen, GAO Deng-hui

( Department of Animal Medicine, Guizhou University , Guiyang � 550025, China)

Abstract: Mast cells were identif ied first in lymphoid organs including thymus, head kidney and the splenic sinus

of grass f ish ( Ctenopharyngodon idella ) histochemically and morphologically . It seemed that the staining

properties of grass f ish mast cells were similar to mammalian mucosal mast cells in some aspects. Carnoy� s fluid

and Alcian blue proved to be the good f ixative and excellent dye for grass fish mast cell, respectively , but neutral

buffered formalin ( NBF) completely blocked the staining of the cells. It was noticed that some other

histochemical methods previously used to detect mast cells, or so called eosinophilic granule cell ( EGC ) in

teleo stean fish, failed to identify grass f ish mast cells in present study. Under electron microscopy a great deal of

characteristic cytoplasmic granules were observed in the grass f ish mast cells. The granules contained amorpholous

granular matrix but electron density of the matrix from low to high. Special substructures were not observed in the

cytogranules.
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自Ehrlich[ 1]在大白鼠结缔组织中首次发现并命名肥大细胞( mast cell, MC)以来,人们已证实, 肥大

细胞广泛存在于哺乳动物、人类及家禽的多种组织之中。肥大细胞多分布于皮肤、粘膜及结缔组织中,

并与血管和外周神经有着密切的关系
[ 2- 5]

。在多种动物的胸腺髓质中也见有大量的肥大细胞
[ 3- 5]

。肥
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大细胞特征性的胞浆颗粒中含有生物胺、蛋白多糖及中性蛋白酶等多种生物活性物质。通过脱颗粒释

放上述生物活性物质而在动物的健康和疾病中发挥重要作用[ 2]。肥大细胞的基础生物学研究已引起免

疫学家们的广泛关注。

20世纪 20年代起,国外的一些研究者就证实了某些硬骨鱼的多种组织中肥大细胞的存在, 之后不

同的研究者采用不同的组织化学技术, 在多种硬骨鱼中鉴定出肥大细胞
[ 6- 11]

。但似乎硬骨鱼肥大细胞

类似于哺乳动物的粘膜肥大细胞( mucosal mast cell, MMC) ,它们对某些固定液(如福尔马林)比较敏感,

对染料及染色条件有较大的选择性且染色效果不很稳定[ 11- 14]。一些研究者注意到硬骨鱼肥大细胞胞

浆颗粒的所谓� 嗜酸性�性质, 特别是可被伊红着染呈红色。因此, 有人使用 �嗜酸性颗粒细胞�
( eosinophilic granule cell, EGC)或肥大细胞/嗜酸性颗粒细胞( MC/ EGC)来命名那些在形态学和某些组

化性质上与肥大细胞相似,而 H-E染色时呈红染颗粒的细胞[ 9- 11]。因此,同一细胞的几种命名, 肥大细

胞( MC)、EGC、或MC/ EGC常被同时或分别出现在不同的研究报告中[ 9- 11]。硬骨鱼种类繁多, 种间的

MC(或 EGC)的差异性的存在也毋庸置疑
[ 11]
。总之, 硬骨鱼 MC(或 EGC)的基础细胞生物学还有许多

问题有待进一步阐明,而在这一研究领域国内至今尚未见相关报道。草鱼( Ctenopharyngodon idella)属硬

骨鱼纲( Osteichthyes)、鲤鱼目( Cypriniformes)、鲤科( Cyprinidae)是我国重要的淡水养殖鱼类之一。卢全

章[ 13]对草鱼生物学及其主要淋巴器官形态学已做过一些研究,但有关草鱼肥大细胞(或 EGC)的研究还

未见报道,本研究试图采用作者前期在哺乳动物和禽类肥大细胞研究中采用过的实验技术及国外学者

研究硬骨鱼肥大细胞(或 EGC)常用的一些组织化学技术与形态学方法,对草鱼肥大细胞进行了初步的

组织化学及形态学研究[ 3- 13]。

1 � 材料与方法

1. 1 � 样品的采集与处理

2001年 6月市售健康草鱼 8尾(每尾平均体重 1. 5 kg) , 断尾处死后, 立即取胸腺、头肾、脾, 修切至

1cm2,分别固定于 Carnoy 氏液( 60%无水乙醇, 30%氯仿和 10%冰醋酸)、Bouin氏液、10%中性缓冲甲醛

( NBF) , MFAA(甲醇�甲醛�醋酸= 85�10�5)及 80%乙醇, 石蜡包埋, 6�m 连续切片,供组织化学染色。

1. 2 � 组织化学染色

阿尔新兰-藏红 O复染法( AB/ SO) , 甲苯胺兰-藏红 O 复染法( TB/ SO)参考文献[ 3]的方法进行。

80%乙醇硫堇染色法参考文献[ 9]的方法进行, 苏木素伊红( H-E)染色法按照 H-E 常规染色法进行。

Wright氏染色法按参考文献[ 15]的方法进行。

1. 3 � 透射电镜技术

组织块修切至 1 mm
3
大小,先后经 3%戊二醛和 1%锇酸固定, 丙酮系列脱水, 环氧树脂 618包埋,

LKB- 5型超薄切片机切片,硝酸铅和醋酸铅染色, 日本产 JEOL- 2000EX透射电镜观察、拍照。

2 � 结果

2. 1 � 组织化学与光镜检查

在采用 Carnoy 氏液固定,阿尔新兰- 藏红 O复染( AB/ SO)的草鱼胸腺和头肾的切片中鉴定出呈现

异染颗粒的肥大细胞,但脾的切片中未发现着染细胞。肥大细胞多分布于胸腺被膜,并散布于胸腺外区

和中区的实质中。肥大细胞也见于头肾实质中(图版 1) ,这些肥大细胞被染呈兰色,呈圆形或椭圆形,

胞核位于中央或偏于一侧。高倍电镜下可见胞浆内充满大量异染颗粒,胞核常被颗粒掩盖而轮廓不清。

Carnoy 氏液固定,甲苯胺兰- 藏红 O复染( TB/ SO) , 以及 NBF 固定, AB/ SO或 TB/ SO在所有组织
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中均未能鉴定出肥大细胞。

曾被一些研究者用于硬骨鱼肥大细胞(或 EGC)染色的一些组织化学技术[ 6- 11] , 如 MFAA 固定、

AB/ SO 染色; Bouin氏液固定, AB/ SO染色; 80%乙醇固定, 80%乙醇硫堇染色以及在不同固定条件下采

用H-E染色,在所检的草鱼组织中均未能鉴定出草鱼肥大细胞(或 EGC)。

2. 2 � 透射电镜观察

在透射电镜下, 分别观察了胸腺内的5个、头肾中的 14个肥大细胞。肥大细胞呈圆形或不规则形,

位于中央或偏中央, 胞浆内含有大量特征性的、有单位膜包裹的胞浆颗粒(图版- 2) ,胞浆颗粒内含有无

定形颗粒状基质,其电子密度及颗粒粗细有一定差异, 少量胞浆颗粒的一侧可见高电子密度区(图版-

3) ,未见到在人和绵羊肥大细胞中描述的特殊显微结构[ 2, 14]。

一个有趣的发现是在脾的血窦内也见有肥大细胞的存在(图版- 4) ,它们与在胸腺和头肾实质中分

布的肥大细胞具有相同的形态学特征。

3 � 讨论

通过组织化学技术( Carnoy 氏液固定, AB/ SO染色)及透射电镜技术, 首次在草鱼的胸腺和头肾中

证实了肥大细胞的存在, 与国外一些学者在硬骨鱼肥大细胞(或 EGC)研究上相似的是, 草鱼肥大细胞

的组化性质在某些方面也类似于哺乳动物的粘膜肥大细胞( MMC) [ 8, 11] , Carnoy 氏液固定, AB/ SO染色

可较好地显示草鱼肥大细胞,而NBF 固定时, AB/ SO 及TB/ SO均未能使草鱼肥大细胞着染。在过去 10

余年的工作中, 曾反复地证实 Carnoy氏液固定, AB/ SO 染色是鉴定各种哺乳动物和禽类肥大细胞的优

良的组织化学技术, 它可使多种动物的肥大细胞都得到良好的固定和染色, 且 AB/ SO 的染色效果一般

优于 TB/ SO。而 NBF 固定却不同程度地阻断多种动物的肥大细胞, 特别是 MMC 对碱性染料的着染

力[ 3- 5]。本研究证实,该染色技术也同样适用于草鱼肥大细胞的鉴定。

在已有的研究中,硬骨鱼的肥大细胞(或 EGC)曾被采用不同的组织化学技术证实。Michels
[ 9]
采用

乙醇固定,乙醇硫堇染色在鲤( Cyrinus carpio )和雅罗鱼( Leuciscus sp. )的鳔和肠系膜铺片中证实肥大细

胞的存在。Romieu[ 6]采用 Bouin氏液固定, 甲苯胺兰染色在太阳鱼( Lepomis sp. )的结缔组织中鉴定出肥

大细胞。Reite
[ 8]
采用大鼠肥大细胞的经典染色技术( MFAA 固定, 甲苯胺兰或阿尔新兰染色)在白斑狗

鱼( Esox lucius )的肠道中也证实大量肥大细胞的存在。当采用 H-E染色时, 这些细胞可被染成红色。因

此,硬骨鱼的肥大细胞可获得 EGC或 MC/ EGC 的名称[ 9- 11]。在本研究中,反复使用上述组织化学技术

试图使草鱼肥大细胞(或 EGC)着染,但均未获得成功,且 Carnoy 氏液固定, TB/ SO染色也未能鉴定出草

鱼肥大细胞。因此, 在硬骨鱼的不同种类之间,肥大细胞的组织化学性质是否存在差异,及由于硬骨鱼

的肥大细胞染色性质不稳定, 采用不同的组织化学技术进行染色所需条件的是否应不同,还需进一步研

究。关于草鱼的肥大细胞在胸腺和头肾之外的其他淋巴网状组织及其他器官中的分布情况也有待于进

一步明确。

在透射电镜的观察中,草鱼的肥大细胞与已有的有关其他硬骨鱼的肥大细胞(或 EGC)超微结构研

究的报告似乎没有太大的差别,特征性的胞浆颗粒中充满无定形的颗粒状基质,但其电子密度及颗粒粗

细有一定差异, 尚未见到在人类[ 2]及绵羊[ 14]肥大细胞胞浆颗粒中所描述过的特殊亚微结构。卢全

章
[ 13]
曾对草鱼头肾进行了超微结构的观察, 他所描述的所谓 �型颗粒细胞(嗜碱性粒细胞) , 实际上就

是肥大细胞。在透射电镜下, 一个有趣的发现是在脾的血窦内也发现有肥大细胞的存在,它们与在胸腺

和头肾实质中分布的肥大细胞间无形态学上的差异。这一发现与 Powell等[ 16]在虹鳟( Oncorhynchus

mykiss)鳃的血管内及血管外均发现EGC 的报道十分相似,当时这一发现被作为EGC 从血管内向血管外

迁移的证据。最近作者们在鸡肥大细胞的研究中,也曾经发现肥大细胞不但存在于血管外结缔组织,也

可见于血管内[ 4]。鉴于头肾和胸腺是硬骨鱼主要的造血器官和淋巴器官, 胸腺与 T 细胞的发生有关,

而头肾是多种血细胞发育的器官[ 17, 18]。草鱼淋巴器官微血管内发现肥大细胞这一现象提示了这样一
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种可能性,即头肾很可能也像哺乳动物的骨髓一样是硬骨鱼肥大细胞(或 EGC)的早期发育地。硬骨鱼

的肥大细胞可能源于头肾中的干细胞。其早期分化发育可能在头肾中完成并释放进入血液循环,再离

开血管进入到不同的组织中完成其成熟过程并发挥其生理功能。一些研究者发现在硬骨鱼的肠道中

(特别是有寄生虫感染的肠道)可见到嗜碱性的肥大细胞从固有膜向肠上皮层迁移时, 其嗜碱性逐渐减

弱而嗜酸性逐渐增强,从而获得 EGC 的典型组化性质, 类似于某些哺乳动物肠道 MMC 进入肠上皮时

形成的所谓�球形白细胞�( globle leucocyte) [ 9, 11]。Jorden[ 19]甚至认为硬骨鱼的肥大细胞( MC)和 EGC 可

被称为是不同发育阶段的同一种细胞, 前者是后者的未成熟阶段而后者是前者的成熟阶段。Bergeron

等
[ 20]
也曾得出硬骨鱼的肥大细胞的成熟阶段是在肠组织中完成的推论。

肥大细胞胞浆颗粒中所含的生物活性物质的组分及其变化, 是肥大细胞组织化学及形态学表型及

功能表达的基础。对人类及啮齿动物肥大细胞中的生化介质已有了比较深入全面的研究[ 2]。但硬骨鱼

肥大细胞(或 EGC)的生化介质的研究还十分薄弱[ 11] , 进一步的研究将有助于阐明其组织化学特点及其

在鱼类健康与疾病中的生物学或病理生物学意义。
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图版说明 � � � Explanation of Plate
1.头肾实质中的少量肥大细胞,石蜡切片, Carnoy氏液固定, AB/ SO 染色, � 1 500; 2.胸腺实质中 1个肥大细胞的透射电镜

图, � 20 500; 3.胸腺实质中 1个肥大细胞中的胞浆颗粒, � 105 000; 4.脾窦中 1个肥大细胞的透射电镜图, 细胞中充满大量

的特征性胞浆颗粒, � 20 500

1 . A few mast cells in the parenchyma of head kidney. Paraf f in section of Carnoy- f ixed tissue, stained w ith AB / SO, � 1 500;

2. Transmission electron micrograph of a mast cell in the parenchyma of thymus, � 20 500; 3. Transmission electron micrograph of

cytogranules of a mast cell in the parenchyma of thymus, � 105 000; 4. Transmission electron micrograph of a mast cel l in the splenic

sinus of spleen. Not ice that numerous characteristic cytoplasmic granules in the cell , � 20 500

2373期 � � � � � � � � � � � � � � � � 许乐仁等:草鱼淋巴器官中的肥大细胞


