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要!作者运用免疫组织化学技术!首次对我国一类保护物种宁夏滩羊各组织中朊蛋白"

+,+

#的分布进行定性&

定位研究'结果显示!

+,+

在滩羊的大脑&脑干&小脑&心脏&肝脏&脾脏&肾脏及淋巴结均有表达!尤其在脾脏&肾脏&

脑干&淋巴结中的表达量丰富!而肺脏检测结果为阴性'此研究确定了朊蛋白在滩羊各组织中的表达与分布状况!

并优化了朊蛋白检测的技术条件!为羊痒病的诊断与检测提供技术支持'

关键词!朊蛋白%组织%表达%免疫组化%滩羊
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朊病毒病是人和动物的一系列神经退化性疾

病!该病的发生是由于组织细胞的正常朊蛋白

"

+,+

[

#的错误折叠!引起三维构象的变化!进而导

致致病性朊蛋白"

+,+

-=

#在组织中蓄积而引起的(

"

)

'

组织细胞的正常朊蛋白"

+,+

[

#在哺乳动物的多数

脏器组织中都有表达!

+,+

-=的致病性与
+,+

[ 在不

同组织中的表达量关系密切'

+,+

[ 在胚胎发育的
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早期就有表达!在成年动物机体大多数组织细胞!如

神经细胞&

2

淋巴细胞&

4

淋巴细胞&血小板&胃肠道

黏膜上皮细胞等都有发现!尤其在中枢神经系统高

度表达(

#!$

)

'异常的朊蛋白"

+,+

-=

#可广泛分布于细

胞的高尔基体内&包涵体和溶酶体中!

+,+

-=的积聚

导致空泡形成!从而形成了朊病毒病的物质基础'

滩羊是我国特有的&珍贵的绵羊品种!主要分布

在宁夏及其毗邻的甘肃&陕西&内蒙古等地!尤其以

宁夏境内数量最多!品质纯正'宁夏滩羊与浙江湖

羊&山东鲁西小尾寒羊同属国家一类保护物种!在国

内养羊业中占有一定的地位'迄今为止!宁夏滩羊

是我国唯一可生产二毛裘皮"即轻裘毛皮#的羊种!

被公认为我国特有的名贵裘皮用绵羊品种'近几

年!宁夏回族自治区陆续向中东地区一些国家出口

冷鲜滩羊肉!使宁夏滩羊的国际影响力逐年扩大!这

也对兽医行政管理机构和检验检疫部门按照国际惯

例对活羊及肉品进行疫病检疫提出了更高的技术与

方法要求'

关于滩羊朊蛋白"

R

,9>C

R

,>:59C

!

+,+

#的相关研

究未见报道'本研究运用免疫组织化学技术!首次

对宁夏滩羊各主要脏器组织中的正常朊蛋白

"

+,+

[

#的分布进行了定性&定位研究!为阐明朊蛋

白在组织中的表达量与朊病毒"

R

,9>C

#的感染部位

之间的关系提供依据'

#

!

材料与方法

#D#

!

试验用动物及取材

")

只健康成年宁夏滩羊!宰杀后采取新鲜脏器

组织!包括大脑&小脑&脑干&心脏&肝脏&脾脏&肺脏&

肾脏及淋巴结等!用
"&\

福尔马林溶液固定备用'

#D!

!

主要仪器设备

切片机&染色机&脱水机均为德国
]3[̂ O]

公

司产品%生物组织包埋机为
2]K!"

天际航空机电

公司产品%

OFN]+0-E!-̂ I

显微镜"日本#'

#D%

!

试验所用试剂"盒#

+,+

单克隆抗体
0M/

购自英国
4-1 5̂S>B,=5

[5C:5,

%二步法免疫组化检测试剂盒"

+_!'&&&

#&浓

缩性
Q02

&辣根过氧化物酶标记山羊抗小鼠
3

J

I

"

+_!/&&#

#&中性树胶"

?9S<5,-=95C:9P9=

#均购自北

京中杉金桥生物技术有限公司%其他常用试剂均为

国产分析纯'

#D$

!

样品的制备

采集的脏器&组织经
"&\

福尔马林固定后常规

制备石蜡切片'

#DE

!

免疫组织化学检测$

$FE

%

"%)%"

!

石蜡切片脱蜡至水!用
&%&"7>6

*

F

!"

+2-

洗涤
#79C̀ $

次'

"%)%#

!

$\ M

#

O

#

去离子水
$(a

湿盒中孵育
"&

#

")79C

!

+2-

洗
#79C̀ $

次'

"%)%$

!

高压煮沸
"&79C

修复抗原!

+2-

洗
#79C̀ $

次'

"%)%*

!

滴加不同稀释度的
+,+

单克隆抗体
0M/

"

"

b#&&

&

"b)&&

&

"b"&&&

#!每个稀释倍数重复
$

张

组织片!

$(a

湿盒中孵育
"#&79C

!

+2-

洗
#79C̀ $

次'用
+2-

代替
+,+

单克隆抗体作为阴性对照'

"%)%)

!

滴加山羊抗小鼠
3

J

I

抗体
!M +̂

复合物!

$(

a

湿盒中孵育
/&79C

!

+2-

洗
#79C̀ $

次'

"%)%/

!

Q02

显色$按照说明书配制并滴加
Q02

显

色剂!滴加剂量以完全覆盖组织为度!室温避光显色

)

#

")79C

'

"%)%(

!

苏木精复染!以不超过
"79C

为宜'滴加中

性树胶封片'于显微镜下观察结果并采集图像'

!

!

结
!

果

!D#

!

单抗工作浓度的确定

+,+

单克隆抗体
0M/

以
"b#&&

稀释的作用效

果最好!着色清晰!阳性染色"棕黄色#明显!结果易

于识别'

!D!

!

滩羊各组织
676

的检测结果

免疫组织化学检测结果显示!在滩羊的大脑&脑

干&小脑&心脏&肝脏&脾脏&肾脏及淋巴结中均观察

到了
+,+

的表达!尤其在脾脏&肾脏&脑干&淋巴结

中!

+,+

的表达量丰富'脑干部神经元排列密集!在

脑干的闩脑部"图
"0

#有朊蛋白表达!可见明显的棕

黄色或棕红色颗粒或片状区域'小脑灰质的分子

层&颗粒层结构明显!分子层朊蛋白的表达区域较为

广泛!显示出浓密的棕红色区域"图
"2

#'心脏的心

肌纤维排列致密!结构完整!朊蛋白在其中散在分

布!呈现点状或片状棕红色反应区"图
"[

#'朊蛋白

在脾脏的分布广泛!表达量多!在红髓&白髓均可以

观察到"图
"Q

#'肾脏中朊蛋白的表达与分布主要

集中在肾小管!在近曲小管&远曲小管的上皮细胞大

量表达"图
"1

#'淋巴结中的朊蛋白数量众多!分布

广泛!且多集中在淋巴小结&髓索&髓窦"图
"?

#'

肺脏的肺泡结构完整!肺泡上皮细胞未检出朊蛋白

的表达!结果为阴性"图
"I

#'以不加单抗的脾脏作

为对照!未见有棕黄色颗粒出现!见图
"M

'

%

!

讨
!

论

朊蛋白"

+,+

#在哺乳动物中高度保守!可能存

在于所有脊椎动物'正常朊蛋白"

+,+

[

#的生理功

能在阐明朊病中枢神经系统致病机理中有着重要作

用'哺乳动物
+,+

[

H

端的八肽重复序列区是较为

保守的序列!对几种动物朊蛋白的八肽重复区的研

究结果证实了该段序列能特异地与二价铜离子结合!

#&$
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而对其他金属离子没有此功能(

/

)

'有研究认为

+,+

[ 与铜离子的结合会影响其结构和生化特性!如

脑组织抽提物中的重组
+,+

与铜离子的共孵育会

启动正常朊蛋白由
$

!

螺旋向
%

!

折叠空间构象的转

变!伴随折叠物的形成!该折叠物不能被蛋白酶
G

消化且不能被变性剂灭活!具有
+,+

-=的所有特

性(

(

)

'这一研究说明正常生理条件下一定浓度的铜

离子或过量铜离子的存在!具有促进
+,+

空间构象

转变!进而引起朊病发生的作用'

+,+

[ 另一个重要

的生理功能是可作为细胞外环境中铜离子递呈的循

环受体!保护细胞免受游离铜离子的毒性攻击(

(

)

'

研究表明!

+,+

[ 也可在免疫系统中广泛表达!它可

能参与淋巴细胞活化!或可能与电压敏感性钙通道

相作用而调节细胞内游离钙浓度!进而在海马突触

传递等神经元间或神经元与神经胶质细胞间的信息

传递中发挥作用(

$

)

'

朊病毒的主要易感宿主为牛&羊&鹿&猫&水貂和

人!但未见有关猪和鸡感染朊病毒的报道'然而!目

前仍然不清楚哺乳动物间朊病毒传播屏障的准确分

子机制'朊蛋白基因"

EG/E

#和朊病毒毒株对朊病

毒的跨种间传播具有重要影响(

.!"&

)

'研究人员用免

疫组化的方法证实了感染克
!

雅氏病病毒小鼠的脾

脏&肝脏&胸腺&淋巴结和肠道集合淋巴结中!朊病毒

染色呈阳性的细胞是胸腺的树突状细胞&皮质上皮

细胞&滤泡树突状细胞及肝脏郎罕氏细胞(

""

)

'

0

J

B;;9

等研究表明!在病原入侵中枢神经系统前!

在脾脏&淋巴结等外周淋巴器官&组织中已检测到很

高浓度的
+,+

-=

!随后通过不同途径侵入中枢神经系

统引起中枢神经组织损伤!证实了外周淋巴组织是

+,+

-=复制或增殖的第一场所(

"#

)

'因此!研究
+,+

[

在组织器官中的分布以及在不同组织中的含量!对

了解传染性海绵状脑病"

4-1

#的发病机理&传播途

径以及不同动物对
4-1

的易感性都具有重要意义'

朊蛋白"

+,+

#基因的表达和随后的翻译在朊病

毒病的发生上起重要作用!

+,+

基因表达量高的组

织有较高的转化成
+,+

-=并且蓄积的危险'本试验

表明!正常朊蛋白"

+,+

[

#在滩羊的大脑&脑干&小

脑&肝脏&脾脏&肾脏&心脏及淋巴结均有表达!且在

有些组织中呈现高表达量'虽然在滩羊肺组织没有

检测到
+,+

[

!但这并不能说明该组织中不含有

+,+

[

!可能由于表达量低而难以检出!或由于
+,+

[

空间结构的存在!某些抗原位点可能处于被隐蔽状

态!而抗原修复方式对一些构象依赖性的位点会造

成影响!从而导致抗原位点的暴露存在差别!这些因

素都将影响免疫组化检测的结果'

作为国内首次研究朊蛋白"

+,+

#在宁夏滩羊各

脏器组织的表达与分布!本研究通过对免疫组织化

学检测方法的优化!为检验检疫机构和动物疫病预

防与控制部门提供羊痒病的检测技术与方法!也对

宁夏滩羊这一珍贵绵羊品种的遗传性状与遗传信息

提供有力补充'

$

!

结
!

论

应用免疫组织化学法检测了朊蛋白在宁夏滩羊

主要组织器官的表达与分布状况!确定了朊蛋白在

脾脏&肾脏&脑干&淋巴结中的表达量高于其他组织'

优化了朊蛋白检测的技术条件!可为羊痒病的诊断

与检测提供技术支持'
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