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摘要：【目的】研究长途运输应激对猪免疫器官的病理性损伤、HSPs mRNA 的分布和转录水平，探讨其相关性。

【方法】利用组织学、原位杂交和本实验室建立的猪 HSPs mRNA 一步法实时荧光定量 RT-PCR 技术平台等方法，研

究长途运输应激对猪免疫器官的病理性损伤、HSPs mRNA 的分布和转录水平的变化。【结果】在长途运输应激初期

（1～2 h），淋巴结和脾脏出现急性病理性损伤变化，损伤程度较为严重；运输应激 4 h 时，组织的病理性损伤与

应激初期相似，但血管的充血程度有所减轻；淋巴结和脾脏中 HSP70 mRNA 的转录水平随着运输应激时间的延长一

直呈现出上升的趋势，运输应激持续到 10 h 时，HSP70 mRNA 的转录水平升到最高，分别为对照组的 9.59 和 11.46

倍；HSP90 mRNA 的转录水平在应激初期（1～2 h）急剧升高（P＜0.01），运输应激 2 h 时，淋巴结和脾脏中 HSP90 

mRNA 的转录水平分别为对照组的 59.67 和 13.03 倍，到运输应激持续到 6 h 后，升高不再显著。HSPs mRNA 在淋

巴结和脾脏细胞中的定位无肉眼可见的随着应激时间的延长而发生相应的变化，但 HSP70 和 HSP90 mRNA 之间的定

位存在着差异。【结论】运输应激可以导致组织损伤和 HSPs mRNA 转录水平的变化，但对不同家族的 HSPs mRNA 转

录水平的影响不同；HSP90 mRNA 的转录水平与组织损伤有着良好的相关性，有望成为猪运输应激的判定指标之一。 

关键词：热休克蛋白；荧光定量 PCR；原位杂交；组织损伤；运输应激；猪 
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Abstract: 【Objective】To study the relationship between the distribution, transcription level of HSPs mRNA and immunity 
tissue pathological lesion of transport stressed pigs. 【Method】 In situ hybridization, one-step fluorescence quantitative and 
histopathological methods were used to invest pathological lesion, HSPs mRNA distribution and transcription level in lymph node 
and spleen of transport stressed pigs. 【Result】Obvious acute histopathological changes were observed in lymph node and spleen at 
the beginning of transport stress (1-2 h). The level of HSP70 mRNA transcription increased continuously from the beginning of 
transportation. The inductions of HSP70 mRNA transcription in lymph node and spleen of 10 h transport stressed pigs were 9.59 and 
11.46 times higher than that of the un-transport stressed pigs (P＜0.01). However, the transcription levels of HSP90 mRNA increased 
only at the beginning of transport stress, 59.67 and 13.03 times higher than that of the un-transport stressed pigs at 2 h transport 
stressed pigs in lymph node and spleen, respectively. The location of HSP70 and HSP90 mRNA did not change with the transport 
stress. 【Conclusion】Transport stress can affect the transcription of HSPs mRNA, and the effect is different between HSPs families. 
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Furthermore, there is a good relationship between the concentration of HSP90 mRNA and pathological lesion of lymph node and 
spleen, and HSP90 mRNA might be a hallmark to determine stress. 
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0  引言 

【研究意义】运输应激是影响猪健康福利、屠宰

猪肉品品质甚至导致猝死的重要原因之一，同时应激

导致机体免疫力下降[1]，引起动物对病原微生物易感，

生产性能降低，为世界畜牧业带来巨大的经济损    
失[2,3]。研究运输应激猪免疫器官的病理性损伤、HSPs 
mRNA 转录、分布，揭示运输应激病理性损伤与 HSP 
mRNA 转录水平、组织细胞中的分布之间的相关性，

同时为运输应激的判定提供科学依据。【前人研究进

展】目前国际上，对应激的判定还没有统一的标准，

甚至还用如心跳、呼吸等生理指标进行判定。应激时，

机体组织细胞内热休克蛋白（heat shock proteins，
HSPs）的量发生急剧变化以稳定改变了的细胞内环

境，维持细胞的生存[4,5]。但不同家族的 HSPs 的量在

机体受到应激时表现出不同的变化趋势[6]。运输应激

时，HSP90 的含量明显下降，而 HSP27 的含量却升  
高[7]。组织细胞中 HSPs 的量发生变化的原因可能是应

激时 HSPs 基因转录水平的变化[8]，也可能是 HSPs 表
达与消耗速度的变化，还可能是增多的 HSPs 来源于

其它组织或细胞。Sanders 等[9]就铜对 HSP60 的诱导以

及 HSP60 的量的动态变化进行了研究，在 HSP60 的

水平和铜的剂量之间建立了线性关系，并且确定了

HSP60 水平、维持时间与铜的剂量之间的相关性。【本

研究切入点】本试验通过一步法荧光定量 RT-PCR、
病理组织学等方法，对长途运输应激猪淋巴结和脾脏

中 HSPs mRNA 的转录水平、组织病理性损伤进行研

究，探讨运输应激病理性损伤与 HSPs mRNA 转录水

平的相关性，为应激的判定提供科学依据。同时利用

原位杂交方法，对 HSPs mRNA 进行了定位研究，探

讨运输应激与 HSPs mRNA 在组织细胞中定位的相关

性。【拟解决的关键问题】研究运输应激病理性损伤

与 HSPs mRNA 转录水平之间的相关性，为运输应激

的判定提供理论依据；对 HSP mRNA 进行定位研究，

探讨其生物学作用。 

1  材料与方法 

1.1  试验动物及试验设计 

将 18 头出栏育肥猪（品种：长白猪，体重：85～ 

90 kg）随机均分为 A、B、C、D、E、F 6 组，除对照

组（A 组）猪仍然安置于正常饲养环境外，其它各试

验组猪用动物运输车辆分别进行 1 h（B 组）、2 h（C
组）、4 h（D 组）、6 h（E 组）、10 h（F 组）的运

输应激，路途运输模拟国内正常等级公路上的运输环

境，时速 50～60 km·h-1，当时外界温度为 20～25℃。

及时剖杀运输到设定时间的试验猪，采取运输应激猪

淋巴结和肾脏三份，一份利用中性福尔马林固定，   
进行组织学观察；另两份在液氮中速冻后保存于－

70℃冰柜中，用作原位杂交和荧光定量 RT-PCR 方法

检测。 
1.2  仪器和材料 

AMV（D2620）、HS-Taq（DR007A）、Ribonuclease 
Inhibitor（D2310A）、RNA Marker（D508A）、DNA 
Marker（D501A）、DNase Ⅰ（RNase Free，D2215）、

Nde Ⅰ（D1161A）均购自宝生物工程（大连）有限公

司；SYBR Green Ⅰ染料，上海开放科技有限公司产

品；pGEM-T 载体系统试剂盒（A3610）、体外转录

系统试剂盒（P1440），Promega 公司产品；Dig RNA 
Labeling Kit（Cat.No.1175025）、Dig Nucleic Acid 
Detection Kit（Cat.No.1175041）购自罗氏公司；iCycler 
iQTM 荧光实时多波长 PCR 检测系统，美国 Bio-Rad
公司产品。 
1.3  试验方法 

1.3.1  病理组织学检测  受试猪剖杀后，迅速采取淋

巴结和脾脏，固定于 10%中性福尔马林溶液中。常规

法石蜡包埋制片，切成 5 μm 厚的连续切片，H.E.染色，

光镜下观察并拍照。 
1.3.2  RNA的提取及纯化  利用TRIZOL一步法提取

试验猪淋巴结和脾脏样品的总 RNA[9]。琼脂糖凝胶电

泳鉴定 RNA 的质量，－70℃保存备用。 
1.3.3  引物设计   根据文献[10]进行引物设计。

GAPDH 上游引物：5′-GAAGGTCGGAGTGA-ACGGAT 
-3′；下游引物：5′-CATGGGTAGAATCATAC-TGGAA 
CA-3′。HSP70 上游引物：5′-GCCCTGAATCC-GCAGA 
ATA-3′ ； 下 游 引 物 ： 5′-TCCCCACGGTAGGA- 
AACG-3′。HSP90 上游引物：5′-AATCGCCCAGTTGA- 
TGTCG-3′；下游引物：5′-TGTCCACTATCGTGAGGG- 
TCC-3′。引物由宝生物（大连）工程有限公司合成。 



1834               中  国  农  业  科  学    41 卷 

1.3.4  一步法 RT-PCR 及扩增片段的亚克隆  进行

RT-PCR，扩增片段克隆到 pGEM-T 体外转录载体，

操作步骤均按照文献[10]的方法进行。 
1.3.5  体外转录制备探针及浓度检测  根据 Dig 
RNA Labeling Kit 说明进行体外转录，制备 HSP70 和

HSP90 的 RNA 探针，并按照说明书检测其浓度。 
1.3.6  原位杂交  －70℃保存的淋巴结和脾脏样品

在 10%中性多聚甲醛中固定 12 h；梯度酒精脱水、二

甲苯透明；常规石蜡包埋；切制 5 μm 连续切片，45 ℃
烤片；水化。贴于载玻片上的组织切片 0.1 mol·L-1 PBS
（pH 7.2）漂洗 10 min；0.1 mol·L-1甘氨酸/0.1 mol·L-1 
PBS（pH 7.2）漂洗 5 min×2；0.4%TritonX-100/0.1 
mol·L-1 PBS（pH 7.2）漂洗 15 min；1 μg·ml-1蛋白酶 K 
37℃处理 30 min；10%多聚甲醛 PBS（pH 7.2）固定 5 
min；0.1 mol·L-1 PBS（pH 7.2）漂洗 5 min；Washing 
Buffer 洗涤 5 min；0.25%醋酸酐（0.1 mol·L-1三乙醇

胺配制）室温处理 10 min；Blocking solution 封闭 30 
min；将其放入杂交液（地高辛核酸探针含量 0.5 
μg·ml-1）中 43 ℃保温 12～16 h；4×SSC，37 ℃漂洗

15 min；2×SSC（含 RnaseA，20 μg·ml-1），37 ℃漂

洗 30 min；1×SSC，37 ℃漂洗 15 min；0.5×SSC，
37 ℃漂洗 15 min；0.05 mol·L-1 PBS（pH 7.2）漂洗 5 
min×2；Antibody solution 室温作用 4 h；0.05 mol·L-1 
PBS（pH 7.2）冲洗 5 min×3；Washing buffer 冲洗 5 
min×2；Detection buffer 冲洗 5 min×2；在底物溶液

中避光作用 3～16 h；利用高压的 DEPC 处理水终止

反应；95%酒精脱水 15 min；100%酒精脱水 15 min；
二甲苯透明 15 min；中性树胶封片；显微镜观察并拍照。 

阴性对照试验：杂交液中不含有任何探针，其余

步骤与样品检测相同。 
结果判定：阳性反应信号为细胞中出现深蓝色颗

粒。 
1.3.7  一步法实时荧光定量PCR  操作均按照文献[10]
方法进行。体外转录 RNA 作为标准品制作标准曲线，

进行一步法实时荧光定量 PCR 检测。每一个样品分别

检测 HSP70、HSP90 和 GAPDH 的 mRNA 转录水平，

3 个重复。根据荧光曲线的 Ct 值以及标准曲线计算定

量结果。 

2  结果与分析 

2.1  淋巴结和脾脏的病理性损伤 

2.1.1  淋巴结  运输应激初期（1～2 h），淋巴结被

膜和小梁中小动脉扩张，充满红细胞；淋巴窦扩张，

其中可见淡红染的浆液性渗出物，甚至可见灶状出血。

应激持续到 4 h 时，淋巴窦中可见大量淡红染的渗出

物，淋巴小结生发中心可见淋巴细胞和网状细胞核碎

片，淋巴细胞数量略见减少。应激持续到 6 h 和 10 h
时，淋巴结的病理损伤与应激 4 h 时相似，但充血现

象略有减轻。 
2.1.2  脾脏  运输应激初期（1～2 h），脾小体中央

动脉及被膜毛细血管扩张，充满红细胞；红髓中可见

大量红细胞。运输应激到 4 h 时，红髓中红细胞数量

有所减少，中央动脉周围淋巴细胞鞘和生发中心的淋

巴细胞数量减少，其中可见散在的淋巴细胞和网状细

胞核碎片。运输应激到 6～10 h，脾脏的应激损伤与应

激 4 h 时没有显著的差异。 
2.2  HSP70 mRNA 和 HSP90 mRNA 在淋巴结和脾脏中的

定位 

HSP70 和 HSP90 mRNA 在淋巴结和脾脏中的定

位无肉眼可见的随着应激时间的延长而发生相应的变

化。HSP70 mRNA 在脾脏血管内皮细胞和淋巴细胞核

中呈强阳性染色，HSP90 mRNA 在脾脏血管内皮细

胞、淋巴细胞核以及部分淋巴细胞胞浆中呈现出强阳

性杂交信号；HSP70 mRNA 在淋巴结中淋巴小结的小

结帽区和副皮质区的淋巴细胞上呈强阳性，HSP90 
mRNA在淋巴结中淋巴小结的暗区和明区淋巴细胞上

强表达（图）。 
2.3  运输应激对淋巴结和脾脏中 HSP70 mRNA 和

HSP90 mRNA 转录水平的影响 

由表可见，在淋巴结和脾脏中，HSP70 mRNA 的

量随着应激时间的延长，持续升高（P＜0.01），运输

应激持续到 10 h 时升到最高，分别为对照组的 9.53
和 11.46 倍。HSP90 mRNA 在运输应激的初期急剧升

高，运输应激持续到 2 h 时，淋巴结和脾脏中 HSP90 
mRNA的量分别为对照组的59.67和13.03倍（P＜0.01），
运输应激 6 h 后，和对照组相比没有显著性差异。 

3  讨论 

应激广泛的存在于畜牧业生产的过程中，严重影

响动物机体免疫力和生产性能。专家普遍认为，2006
年在中国流行的猪“无名高热”主要是由于多种应激

因素引起动物机体免疫下降，所导致的多种疾病的混

合感染。本文以运输应激猪作为试验模型，研究了运

输应激时免疫器官的病理性损伤与 HSPs mRNA 转录

水平、组织细胞定位的相关性。 

应激时，HSP70 对维持细胞内环境的动态平衡起
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表  运输应激受试猪淋巴结和脾脏中 HSP70 mRNA 和 HSP90 mRNA 转录水平的变化 

Table  Changes of HSP70 mRNA and HSP90 mRNA transcription level in lymph node and spleen of transport stressed pigs 

淋巴结 Lymph node  脾脏 Spleen 组别 
Group 

应激持续时间 
Stressing time (h) HSP70 mRNA HSP90 mRNA HSP70 mRNA HSP90 mRNA 

A Control 3.60±0.77Aa 8.10±1.60Aa 1.73±0.40Aa 2.87±0.59Cd 

B 1 13.29±0.56Bb 113.28±9.37Bb 6.13±0.59Bb 20.33±1.56Bb 

C 2 19.16±1.21Cc 483.30±59.35Cc 11.60±2.6Cc 37.41±2.66Aa 

D 4  22.11±0.93Cc 18.32±1.17ABa 12.82±1.42Cc 15.87±2.81Bc 

E 6 20.67±1.73Cc 5.21±0.83Aa 17.63±2.01Dd 4.93±1.92Cd 

F 10 34.54±3.57Dd 7.94±1.96ABa 19.83±2.11 Dd 2.53±1.32Cd 

小写字母不同表示差异显著（P＜0.05），大写字母不同表示差异极显著（P＜0.01） 
The different capital and small letters in the same column stand for significance at 0.01 and 0.05 level 
 

 
 

A. HSP70 mRNA 在脾脏血管内皮细胞和淋巴细胞核中呈强阳性着染（ISH×200）；B. HSP90 mRNA 在脾脏血管内皮细胞和淋巴细胞核中呈强阳性着

染（ISH×200）；C. 脾脏阴性对照（ISH×200）；D. HSP70 mRNA 在淋巴小结的小结帽和副皮质区呈强阳性着染（ISH×200）；E. HSP90 mRNA 在

淋巴小结的生发中心淋巴细胞上强表达（ISH×200）；F. 淋巴结阴性对照（ISH×200） 
A. Special hybridization sign of HSP70 mRNA on the wall of blood vessel and some lymphocyte in spleen (ISH×200); B. Special hybridization sign of HSP90 
mRNA on the wall of blood vessel and some lymphocyte in spleen (ISH×200); C. Spleen without probe as negative control (ISH×200); D. HSP70 mRNA is 
detected preferentially on some lymphocyte in the cap and paracortex zone of lymphoid nodules (ISH ×200); E. Positive HSP90 mRNA cells in germinal center 
of lymph node (ISH×200); F. Lymph node without probe as negative control (ISH×200) 
 

图  HSP70 mRNA 和 HSP90 mRNA 在脾脏和淋巴结中的分布 
Fig.  Location of HSP70 mRNA and HSP90 mRNA in spleen and lymph node 
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着重要作用。如转录表达 HSP70 基因的细胞多表现为

热耐受，而用 HSP70 单克隆抗体微量注射可明显降低

细胞对热应激的耐受性[11]。HSP70 表达增加，可以提

高小鼠对类毒素致死效应的抵抗力，减少细胞骨架的

损伤[12]。将人的 HSP70 基因转入到大鼠胚胎细胞系，

使转染细胞持续的过量表达人 HSP70，这些细胞可耐

受类似缺血损伤[13]、缺氧损伤和高热损伤[14]。Lee 等

在分析二例死于伴有心脏疾患的长途运输猪的心肌组

织内各种病理生理指标改变的过程中，偶然发现

HSP90 的表达明显减少[15]；鲍恩东等[6]报道，运输应

激 6 h 时，骨骼肌中 HSP70 有所增加，而 HSP90 却减

少。这种 HSP90 家族在长途运输应激后，出现表达量

的进行性降低，是对以往动物受到应激刺激后 HSP 表

达量增加这一结果的重要补充，有助于重新审视和指

导 HSP 的相关性研究。运输应激时，HSP70 mRNA
的转录水平随着应激时间的延长持续升高，而 HSP90 
mRNA 的转录在应激初期增高，后期增高不再显著，

说明 HSP70 和 HSP90 在转录的调节方式上有所不同，

这种调节方式的不同可能是因为 HSP90 和 HSP70 在

细胞内行使的生物功能不同有关，HSP70 参与蛋白的

组装、折叠和转运，而 HSP90 更趋向于与一些功能蛋

白如酶、激素受体结合形成复合物，调节它们的活性，

HSP90 还跟其它热休克蛋白基因转录区结合，可能参

与调节这些基因的转录，通过调节一些功能蛋白包括

其它热休克蛋白行使功能，因此代表一个更高级的作

用机制。在运输应激初期，淋巴结和脾脏皆出现明显

的急性病理性损伤，运输应激到 6 h 时，病变并没有

加剧，且充血有所减轻，症状有所缓解，这也许与

HSP70 的高水平转录、表达，HSP70 对组织细胞的保

护有关。HSP90 mRNA 转录水平在应激初期急剧升

高，而应激持续到 6～10 h 时，升高不再显著，与组

织损伤的进程有着良好的相关性，有望成为应激判定

的指标之一。 
原位杂交结果显示，在淋巴结中，HSP70 mRNA

和 HSP90 mRNA 广泛分布于淋巴细胞中，HSP70 
mRNA 在淋巴小结的小结帽和副皮质区比较集中，而

HSP90 mRNA 在淋巴小结的暗区和明区更为集中。

HSP90 的转录易受生长因子诱导[16]，并且 HSP90 可以

抑制线粒体通路和死亡受体通路所介导的细胞凋   
亡[17,18]，HSP90 能与一些细胞周期调控因子结合，从

正负两方面参与细胞的周期调控，维持细胞正常的分

裂速度[19]。淋巴小结的小结帽区和副皮质区主要是成

熟淋巴细胞聚集，而淋巴小结的暗区由幼稚的 B 淋巴

细胞密集而成，细胞分化相较多，增殖能力较强，有

处于分化过程中不同阶段的淋巴细胞，在明区主要完

成对 B 淋巴细胞的筛选，启动一些特异性不强的淋巴

细胞的凋亡程序。HSP90 mRNA 在这些细胞上高水平

转录，提示在应激时 HSP90 参与调控这些细胞的增殖

和分化，阻止应激时激素和细胞因子的变化而引起的

淋巴细胞凋亡或无意义早熟，从组织形态学角度证实

了 HSP90 的生物学作用。 

4  结论 

运输应激可以导致免疫器官损伤和 HSPs mRNA
转录水平的变化，但对不同家族的 HSPs mRNA 转录

水平的影响不同；HSP90 mRNA 的转录水平与组织损

伤有着良好的相关性，有望成为猪运输应激的判定指

标之一。 
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