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自 1975 年在硬骨鱼类中发现 T 细胞存在的证据[1]

以来, 单克隆抗体技术、免疫组化和原位杂交等技术的应
用, 使鱼类 T 细胞及其亚群和功能的研究成为可能。从
20世纪 80年代起, 人们开始尝试通过各种方法例如用胸
腺细胞、多聚甲醛固定的胸腺细胞(DLT15)、胸腺细胞膜
(WCL9)、肠白细胞膜(WCL38)免疫小鼠进而制备抗鱼类 T
细胞的单克隆抗体。其中 DLT15 对胸腺细胞和外周 T 细
胞具有特异性, 能够同时识别活细胞和组织切片中的 T
细胞; WCL9仅能与早期的胸腺细胞反应; WCL38能与大
约 60%的肠白细胞和 5%的胸腺细胞反应, 一度被作为肠
道黏膜 T细胞的标志用于免疫组化研究[2]。但这些抗体都

不能作为鱼类 T 细胞特别是 T 细胞亚群鉴定的特异性抗
体。 

近十年来, 随着分子生物学技术的发展, 在鱼类中
已克隆到许多 T细胞标志基因如 CD3、CD4、CD8、TCR
等。CD4分子是与 MHCⅡ类分子识别有关的单链跨膜糖

蛋白, 主要表达于部分胸腺细胞和辅助性 T细胞(Th细胞)
表面, 是 Th 细胞的标志。现已发现鱼类 CD4L 基因包括
两种, 分别命名为 CD4L-1 和 CD4L-2。CD8 分子是与
MHCⅠ类分子识别有关的跨膜糖蛋白, 主要是由 α 和 β
链以二硫键连接的异二聚体(90%), 通过细胞介导的细胞
毒作用杀伤病毒感染细胞和肿瘤细胞, 是部分胸腺细胞

和细胞毒性 T细胞(Tc细胞)的标志[3]。原位杂交技术是根

据已知基因的序列设计探针, 因此它具有直接、快速等特
点, 现已成为鱼类 T 细胞标志基因在免疫器官中表达细
胞分布研究的重要方法。目前该方面的报道包括东方鲀 
(Takifugu rubripes) CD3ε、CD3γ/δ、TCRα、CD8α和 CD8β、
尖吻鲈(Dicentrarchus labrax) CD8α、TCRβ和大西洋庸鲽
(Hippoglossus hippoglossus) CD4L-1、CD8α、CD8β mRNA
表达细胞的分布观察 [5—9]。我们已经报道了鲤(Cyprinus 
carpio)CD4L-1、CD8β、CD3γ/δ和 TCRγ的 cDNA分子结
构和组织表达特征[4,10]及 CD3γ/δ mRNA 表达细胞的分 
布[10], 但迄今为止, 尚未发现鲤科鱼类 CD4L-1、CD8α和
CD8β mRNA表达细胞分布的报道。 

本研究应用原位杂交技术观察了 CD4L-1、CD8α 和
CD8β mRNA表达细胞在鲤胸腺、头肾、体肾和脾脏中的
分布特征, 其结果对阐明鱼类免疫系统的基本结构、组成
与进化及其 T 细胞亚群的发育、定位及其与功能关系具
有重要的意义。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
黄河鲤(Cyprinus carpio L.)(12月龄或 1龄)取自河南

省河南水产研究所。将其胸腺、头肾、脾脏和体肾取出后, 
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切成小块, 迅速置于用 DEPC水配制的 4%多聚甲醛溶液, 
4°C固定过夜, 次日转移至 70%酒精。 

1.2  鲤 CD8α基因的克隆 
利用同源克隆的方法, 获得了鲤 CD8α 基因的一个

563 bp的片段;  通过 5′和 3′RACE的 PCR的方法, 获得
了鲤 CD8α 基因的全长 cDNA 序列 ; 序列已提交
Genbank。 

1.3  探针制备及原位杂交 
根据 CD4L-1、CD8α 和 CD8β 的基因序列设计引物

(表 1), PCR扩增。其中 CD4L-1的目的片段的长度为 204 
bp, CD8α的目的片段的长度为 254 bp, CD8β的目的片段
的长度为 216 bp。将 PCR 产物电泳, 切取目的条带, 用
Omega胶回收试剂盒回收。 

 
表 1  引物序列及其酶切位点 

Tab. 1  Primers sequences and their enzyme digest sites 

引物 
Primer 

序列 
Sequence 

酶切位点 
Enzyme 

digest sites

CD4LYWL 5′-CTAGGTACCGCTGTGATG
GCTGGTGACTC-3′ KpnⅠ 

CD4LYWR 5′-GACCTGCAGCATGTCCAT
ACACCACTATGAC-3′ PstⅠ 

CD8AYWL 5′-CGAGGTACCGCAGCCATG
AACAGCAATAA-3′ KpnⅠ 

CD8AYWR 5′-GAACTGCAGTAATGGTGG
GGACATCGTCT-3′ PstⅠ 

CD8BYWL 5′-ATCCTGCAGCCAAGACAC
CCAAGAAGACC-3′ PstⅠ 

CD8BYWR 5′-ATCGGTACCTTCCACCTCA
TCGCAACTG-3′ KpnⅠ 

 
将回收后的 CD4L-1、CD8α和 CD8β片段及 pSPT18 

(Roche)载体用 PstⅠ和 KpnⅠ分别双酶切。将得到的目的
片段连接入上述经双酶切的 pSPT18载体, 转化入大肠杆
菌 HB101 感受态细胞, 阳性克隆部分送英俊测序公司进
行测序, 部分加入甘油放70°C保存以备提取质粒。质粒
的提取参照 Omega 公司质粒大量提取说明书进行。将提
取的质粒分别用 HindⅢ和 EcoR (TaKaRa)Ⅴ 单酶切 , 
Omega胶回收试剂盒回收, 用 10 μL DEPC水溶解即得到
转录用的线性 cDNA 模板。探针的标记依照 Roche 公司
的 DIG RNA Labling Kit (SP6/T7)使用说明书进行。探针
标记的步骤、组织切片的处理及原位杂交程序参照文献

[10, 11]进行。 
1.4  HE染色 

取正常鲤的胸腺、头肾、脾脏的组织块 , 固定于
Bouin’s液中, 常规脱水、透明、石蜡包埋, 切片厚度 6—
7 µm, 苏木精-伊红(HE)染色, 光镜观察。 

2  结  果 

2.1  鲤 CD8α基因全长 cDNA序列  
鲤CD8α全长 cDNA包括一个 33 bp的 5′端非编码区, 

660 bp的开放阅读框和 606 bp的含 polyA结构的 3′端非

编码区(Genbank accession number: EU251078)。 
2.2  CD4L-1、CD8α、CD8β阳性细胞在胸腺、头肾、体

肾和脾脏中的分布 
图版Ⅰ显示: CD4L-1、CD8α和 CD8β表达细胞广泛

分布于胸腺、头肾、体肾和脾脏切片中。在胸腺中 , 
CD4L-1、CD8α和 CD8β表达细胞在淋巴样外区呈点状密
集分布, 而在上皮样内区分布较少而分散(图版Ⅰ-A、B、
C)。在头肾中,  CD4L-1、CD8α 和 CD8β 表达细胞主要
成群分布在血管周围, 其中 CD8β表达细胞呈明显的成群
或团簇状分布在血管周围且参与成群的细胞多而聚集 ; 
而在其他地方分布较少而分散(图版Ⅰ-D、E、F)。在体肾
中, CD4L-1、CD8α和 CD8β表达细胞主要呈分散分布, 在
血管周围可见有两三或三五个细胞聚集分布的现象(图版
Ⅰ-G、H、I), 但与头肾比较, 参与聚集的细胞数量相对
较少; 与 CD4L-1 和 CD8α 表达细胞分布比较, 体肾中
CD8β 表达细胞相对稠密, 成群聚集和分散分布均明显可
见(图版Ⅰ-I)。在脾脏中, CD4L-1、CD8α和 CD8β表达细
胞主要呈分散分布, 局部可见两三个细胞聚集在一起(图
版Ⅰ-J、K、L)。 
2.3  HE染色结果 

HE 染色结果显示: 在胸腺切片中, 淋巴样外区、上
皮样内区根据淋巴细胞的密度和网状结缔组织的相对量

可明显区分, 外区淋巴细胞分布密集且网状结缔组织相
对较少, 而在内区淋巴细胞量少而分散且网状结缔组织
相对较多(图版Ⅱ-A、B)。可见成群或成团的脂肪细胞或
组织, 表明 1 龄鲤胸腺已开始退化; 在头肾中, 淋巴细胞
在血管周围呈环状密集分布, 在其他地方分布较分散(图
版Ⅱ-C、D); 在脾脏中, 淋巴细胞较多而分散分布, 在血
管周围也可见少许的成群分布(图版Ⅱ-E、F)。 

3  讨  论  

本研究应用原位杂交技术检测了 1龄鲤胸腺、头肾、
体肾和脾脏中 CD4L-1、CD8α 和 CD8β 表达细胞的表达
与分布情况, 实验中所设计的探针经过 Blast 比对分析显
示与其他基因及这三个探针之间同源性很低, 无交叉反
应, 说明检测到的表达细胞就是 CD4L-1、CD8α和 CD8βT
细胞。 

鲀与东方 (CD8α 和 CD8β)、尖吻鲈(CD8α)和大西洋
庸鲽(CD4L-1、CD8α和 CD8β)胸腺原位杂交检测[6—9]基本

相似, 研究结果显示: 在 1 龄鲤胸腺中, CD4L-1、CD8α
和 CD8β 表达细胞在淋巴样外区(皮质)呈密集分布, 而在
上皮样内区(髓质)分布较少且分散。这与本次 HE标本中
胸腺细胞分布和胸腺结构吻合(另可见明显成群或成片的
脂肪细胞或组织, 表明 1 龄鲤胸腺已开始退化), 也与作
者曾报道的鲤(CD3γ/δ)原位杂交结果[10]相吻合。鱼类胸腺

是一个重要的免疫器官, 承载着 T细胞的发育、分化和成
熟[12], 本研究对鲤 T 细胞的原位杂交结果提示: 鱼类胸 
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腺细胞的组成和分布与哺乳动物胸腺基本相似 , 表明
CD4、CD8 在 T 细胞成熟和 T 细胞及亚群细胞系鉴别中
的保守作用, 反映了鱼类胸腺和哺乳动物胸腺功能上的
相似性。 

从图版Ⅰ中可以观察到, 鲀与东方  [6]CD8α 和 CD8β
表达细胞分布基本相似, 1 龄鲤 CD8α 和 CD8β 表达细胞
也是广泛分布于头肾、体肾和脾脏中。在本研究中, 作者
较详细地观察了这些表达细胞在外周淋巴器官的具体分

布特征。在鲤头肾中, CD8α 表达细胞主要成群分布在血
管周围; 而 CD8β表达细胞更明显的团簇状地分布在血管
周围, 且参与成群的细胞多而聚集; 在脾脏中 CD8α 和
CD8β 表达细胞主要呈分散分布; 这与在 HE 染色中观察
到的结果是吻合的(图版Ⅱ)。鱼类肾脏是一个富含淋巴组
织和造血组织的器官, 最近 Toda, et al.应用单克隆抗体技
术并通过磁式细胞术(MACS)从鲫肾脏(头肾和体肾)中分
选出 CD8α、CD4 和 sIgM 阳性细胞, 表明肾脏是一个含
各类淋巴细胞(T、B细胞)的器官[16]。Patel, et al.在大西洋
庸鲽头肾中观察到少量的 CD8β 表达细胞, 未发现 CD8α
细胞, 在脾脏中均未检测到 CD8α和 CD8β细胞[9] 。本研
究表明: 在鲤这些外周淋巴器官中, CD8β 表达细胞可能
多于 CD8α表达细胞。基于 CD8β 的结构域特征, 不能排
除鱼类存在 CD8ββ 同源二聚体形式的可能性, 而人类
CD8β表达在细胞表面可以不需要 CD8α的共表达[13]。现

已发现硬骨鱼 CD8α 和 CD8β 有多个转录子, 如欧洲鲤 
[European common carp (Cyprinus carpio L.)] 和鲫(Caras- 
sius auratus langsdorfii)CD8α、CD8β 都存在两种转录形 
式 [14,15]。尽管目前作者尚未发现黄河鲤存在多个 CD8α
和 CD8β 转录子, 或许欧洲鲤和鲫 CD8 分子的这些特征
为部分解释鲤外周淋巴器官 CD8α和 CD8β表达细胞分布
与数量的差异提供了依据。 

迄今为止, 尚未发现 CD4L-1 表达细胞在鱼类体肾
的分布报道, 最近 Patel, et al.在大西洋庸鲽头肾和脾脏中

也均未检测到 CD4L-1 表达细胞[8]。因此, 通过对 1 龄鲤
的检测, 作者首次观察到 CD4L-1表达细胞在鱼类外周淋

巴器官组织的分布特征: 在头肾中 CD4L-1表达细胞呈分
散分布 , 在血管周围可见一些细胞成群的现象 , 未见类

似 CD8β表达细胞那样明显的团簇状分布现象; 在脾脏和
体肾中, CD4L-1 表达细胞主要呈分散分布, 在血管周围

可见两三个或三五个细胞集聚现象。CD8β、CD8α 和
CD4L-1 表达细胞在外周淋巴器官(特别是头肾)血管周围
成群或成团簇分布(包括在头肾 H-E标本中观察到淋巴细
胞在血管周围呈环状密集分布)可能与 T 细胞从胸腺迁移

到外周免疫器官有关 , 与免疫监视与作用有关 , 也提示
鱼类具有不甚明显的类似哺乳动物的 T 细胞依赖区或动

脉周围淋巴细胞鞘(内含 Tc和 Th细胞)。在外周淋巴器官
中分散分布的这三种细胞可能是组织中分散的 Tc 和 Th 

细胞, 尚包括血流中的 Tc和 Th细胞。本研究提示: 这些
T 细胞依赖区或动脉周围淋巴细胞鞘样结构中 CD8 表达
细胞可能多于 CD4 表达细胞。此外, 大西洋庸鲽头肾中
未检测到 CD4L-1、CD8α 表达细胞和脾脏中未检测到
CD4L-1、CD8α、CD8β表达细胞[8,9] , 除了该作者分析的
原因之外, 我们分析其原因可能包括受检大西洋庸鲽规
格偏小(70—150 g)、胸腺尚未明显退化(标本图片无明显
脂肪组织)[8,9], 这个时期的 CD4L-1、CD8α和 CD8β表达
细胞尚未大量进入外周; 鲀而东方 检测结果 [6]则表明受

检鱼已达到 900 g, CD8α和 CD8β表达细胞已明显进入外
周淋巴器官。在哺乳动物, 成熟的 CD4和 CD8细胞大量
进入外周淋巴器官和组织并能在抗原刺激下发生增殖时

胸腺便开始了退化。因此, 本研究结果进一步提示鱼类胸
腺内 T 细胞的发育、迁移和在外周的分布及其与胸腺退
化的关系与哺乳动物可能是一致的。 

综上所述, 本研究根据本实验室已获得的鲤 CD4L- 
1、CD8α和 CD8β基因序列分别设计探针, 应用原位杂交
技术检测并观察了鲤胸腺、头肾、体肾和脾脏等淋巴器官

中 CD4L-1、CD8α和 CD8β表达细胞的分布特征, 加深了
对鱼类免疫系统特别是 T细胞及细胞亚群组成、分布及其
与免疫功能关系的认识, 为后续研究奠定了基础。 
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图版Ⅰ  原位杂交显示 CD4L-1、CD8α 和 CD8β 表达细胞在 1 龄鲤主要淋巴器官中的分布 
Plate I  In situ hybridization of CD4L, CD8α and CD8β in different tissues of 12-month carp 

A-C. 胸腺(分别用 CD4L、CD8α和 CD8β反义探针); D-F. 头肾(分别用 CD4L、CD8α和 CD8β反义探针); G-I. 体肾(分别用 CD4L、
CD8α和 CD8β反义探针); J-L. 脾脏(分别用 CD4L、CD8α和 CD8β反义探针); M-P. 胸腺、头肾、体肾和脾脏 (阴性对照); 黑色箭头
指示表达细胞(100×) 
A-C. thymus (with CD4L, CD8α and CD8β anti-sense probe respectively); D-F. head kidney (with CD4L, CD8α and CD8β anti-sense probe 
respectively); G-I. body kidney (with CD4L, CD8α and CD8β anti-sense probe respectively); J-L. spleen (with CD4L, CD8α and CD8β anti- 
sense probe respectively); M-P. thymus, head kidney, kidney and spleen (with sense probe, negative control); Arrows indicate the cells that  
reacted with DIG-labled anti-sense RNA (100×) 
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图版Ⅱ  1 龄鲤主要淋巴器官 HE 染色标本 
Plate II  The photo of HE staining 

A、B. 胸腺(100×; 400×); C、D. 头肾(100×; 400×); E、F. 脾脏(100×; 400×)  
A, B. thymus (100×; 400×); C, D. head kidney (100×; 400×); E, F. spleen (100×; 400×) 

 


