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摘 要：采用苏木精–伊红(HE)染色、醋酸铀–枸橼酸铅染色和免疫组织化学染色，对模拟运输应激小鼠免疫器官

(胸腺、淋巴结和脾脏)的结构和 3种热休克蛋白(HSP27、HSP70和 HSP90)的表达情况进行分析。结果表明：试验

组小鼠的胸腺、淋巴结和脾脏结构均受到不同程度的损伤，胸腺髓质增大，皮质中血管充血，淋巴小结缩小，脾

小结增大，中央动脉被破坏，细胞发生凋亡等；淋巴细胞核核膜呈锯齿状甚至碎裂，嗜酸性粒细胞胞核溶解消失，

浆细胞破坏更为严重，线粒体肿胀，嵴断裂或消失等；HSP27在淋巴小结中的表达逐渐降低，在淋巴结髓质和脾

脏中的表达有所增加，HSP70在淋巴结髓质中的表达逐渐降低，在淋巴小结和脾脏红髓中的表达升高，HSP90仅

在淋巴结中有明显表达。综上可知，运输所引起的应激反应会对小鼠免疫器官的结构造成严重损伤，应激相关热

休克蛋白 HSP27、HSP70 和 HSP90 的表达情况也会发生一定的变化，提示热休克蛋白与运输应激之间可能存在

着某些调控关系。 
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Abstract: In this study, hematoxylin-eosin(HE) staining, uranium acetate-lead citrate staining and immunohistochemical 

staining were used to analyses the effects of transport stress on morphology and three heat shock proteins 

expression(HSP27, HSP70 and HSP90) in mice immune organs(thymus, lymph nodes and spleen). The results showed 

that the thymus, lymph nodes and spleen of mice were all damaged by transport stress. The thymus medulla was enlarged 

and the blood vessels in the cortex were congested. The lymphatic nodules were shrinked and the splenic nodules were 

enlarged. The central artery was destroyed and cell apoptosis was showed up. The shape of lymphocyte nuclear 

membranes were performed as serration or even destroyed. A part of the nucleus of the eosinophilic granulocyte was 

disappeared. The destructive condition of the plasmocyte was even worse. The mitochondrial was swelled and cristae was 
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damaged or disappeared. The expression of HSP27 in lymphoid nodule was gradually reduced, but that in medulla of 

lymph nodes and spleen were increased. In the medulla of lymph nodes, the expression of HSP70 was gradually reduced, 

but in lymphoid nodule and spleen red pulp were both increased. HSP90 was only obviously expressed in the lymph 

nodes. In summary, the transport induced stress would cause serious damages to the morphology of immune organs in 

mice, and the expression patterns of three stress related HSPs(HSP27, HSP70 and HSP90) were also changed. These 

results indicated that several certain regulatory relationships ware might exist between the HSPs and transport stress. 

Keywords: mice; transport stress; thymus; lymph node; spleen; heat shock protein; pathological change 

 

运输应激不仅会引起畜禽的死亡，而且对于存

活下来的大部分动物的机体组织器官都会造成一

定程度的损伤，从而对动物的肉质、副产品及繁殖

机能造成严重的影响[1]。运输应激发生后，鸡和大

鼠的心脏会受到不同程度的损伤[2–3]，奶牛的产奶

量也会受到一定的影响[4]，火鸡和山羊的肝脏也会

出现不同程度的损伤[5–6]。大鼠经运输应激刺激后

其小肠的形态会受到严重的损伤，相关基因的表达

也会发生一定的改变[1]。动物在长时间的应激条件

下，其机体的免疫功能会受到严重的损伤[7]，免疫

器官在运输应激反应中也会遭到一定的破坏[8]。

MINKA等[9]研究表明，山羊经长途运输后机体免疫

器官会受到严重损伤。 
热休克蛋白(HSPs)包括小热休克蛋白、HSP60、

HSP70、HSP90和大热休克蛋白家族，在细胞增殖、
分化及癌症发生过程中具有重要作用，其功能主要

是参与蛋白质的折叠和成熟过程[10]。目前，HSPs
已被证明与许多应激反应之间存在着一定的联系，

且以 HSP27、HSP70和 HSP90家族研究较多[8]。当

细胞发生应激或处于高温条件下时，HSPs 会被诱
导表达，以逆转或抑制蛋白质的展开或变性，从而

达到保护机体的目的[10–11]。机体在应激条件下，

HSP27、HSP70和 HSP90的表达会发生明显变化， 
HSP27、HSP70和 HSP90是机体应对应激调控时的
主要几种热休克蛋白 [12–13]。相对分子质量约为

2.5×104的 HSP27(Hsp25 和 Hsp27)能够参与诸如抵
御热应激和代谢应激、调节细胞的生长和分化等机

体活动，亦可作为分子伴侣参与调控[14–15]。HSP70
家族是相对分子质量约 7.0×104 的一类蛋白，具有

分子伴侣及维持细胞稳态的作用，应激条件下

HSP70的表达会明显升高，以减少细胞在应激情况
下的损伤[16–17]。HSP90家族成员相对分子质量约为
9.0×104，其在机体应对应激的适应性反应中具有重

要的作用，是维持细胞内稳态的关键调节因子[18]。 

免疫系统是动物体内一个极其重要的防御系

统，机体免疫反应异常会引起组织器官发生相应的

病理变化。本研究中，选取小鼠的胸腺、淋巴结和

脾脏作为研究对象，利用苏木精–伊红染色(HE)、

醋酸铀–枸橼酸铅染色和免疫组织化学染色的方

法，对模拟运输应激小鼠免疫器官的显微和超微结

构的损伤及相关热休克蛋白 HSP27(Hsp25 和

Hsp27)、HSP70(Hsp70、Hsc70和 p75)和 HSP90的

表达情况进行研究，以期阐明运输应激对小鼠免疫

器官的影响，为后续减轻运输应激对畜禽机体损伤

的研究提供依据。 

1 材料与方法 

1.1 试验材料 

苏木精和伊红染液购自北京梦怡美生物有限

公司；SP 免疫组织化学检测试剂盒(SP–9002)和浓

缩型辣根过氧化氢酶二氨基联苯胺(DAB)显色试剂

盒均购自北京中杉生物工程公司；一抗 HSP27(货号

ab79868)、HSP70(货号 ab5439)、HSP90(货号 ab13492)

和二抗Goat Anti–Mouse IgG(货号 ab6789)购自艾博

抗上海贸易有限公司。 

1.2 供试动物及处理 

将 24 只购自湖南斯莱克景达实验动物有限公
司的 8～9周龄且体质量相近(30±1 g)的 ICR雄性小
鼠随机分成 3 组(每组 8 只)，分别均置于鼠笼中进
行相应处理。对照组小鼠于室温(24 )℃ 条件下饲养，

不作任何特殊处理；模拟运输应激试验组 1(后简称
试验组1)小鼠于每天09:00开始在35 ℃条件下置于
水平摇床中以 60 r/min的速度处理 2 h，连续处理 3 
d；模拟运输应激试验组 2(后简称试验组 2)小鼠在
水平摇床上以 160 r/min的速度处理 2 h，处理 1 d，
其他条件同试验组 1。参照文献[1]的方法，两试验
组同时模拟畜禽运输途中的噪音、振动和高温等应
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激因素。各组小鼠经相应处理后采用脊椎脱臼法处

死，用无菌器械迅速采集小鼠的胸腺、淋巴结和脾

脏，并用无菌 0.9%氯化钠溶液冲洗去除污物，再对
组织块进行适当的修整。将修整好的组织块分成 2
份：一份置于 4%多聚甲醛中固定，一份置于 2.5%
戊二醛中固定，以用于后续试验。 

1.3 病理学研究 

将于 4%多聚甲醛中固定 48 h或以上的组织块
进行脱水、透明和石蜡包埋，制备厚度为 5 μm的
石蜡切片，再进行常规 HE染色，切片经中性树脂
胶封片干燥后，于光学显微镜下观察组织的病理变

化情况，并进行拍照记录；将 4 ℃条件下于 2.5%
戊二醛中固定 72 h或以上的组织块取出，放入 4 ℃
条件下 1%锇酸中继续固定一段时间，再经常规脱
水、包埋和超薄切片机切片后进行醋酸铀–枸橼酸
铅染色，最后于透射电镜下观察并拍照记录。 

1.4 免疫组织化学染色 

将制备好的厚度为 5 μm的石蜡切片置于 55 ℃

展片台上烘片 1 h，再经二甲苯脱蜡和梯度乙醇、

蒸馏水进行复水，于修复液中微波修复后，根据 SP

免疫组织化学检测试剂盒操作说明书进行相应操

作。按照相应的稀释比例对一抗 HSP27(1∶400)、

HSP70(1∶800)和 HSP90(1∶400)进行稀释，阴性对

照组一抗用 PBS代替，再按照 DAB显色试剂盒操

作说明书进行显色，切片经中性树脂胶封片干燥后

于光学显微镜下观察并拍照，以用于后续结果分

析。根据酶催化色原在抗原位置处的沉积情况不

同，染色结果所呈现出的反应色(棕色)深浅不一，

颜色越深，说明酶催化色原在抗原位置处的沉积越

多，即靶标蛋白的表达量越高。根据棕色反应的位

置和颜色深浅程度可对靶蛋白在组织中的表达位

置及相对表达量进行相应的判断。 

2 结果与分析 

2.1 运输应激小鼠免疫器官的显微病理学观察

结果 

所有免疫器官的对照组组织结构正常，均未见

明显的病理变化(图 1)。从图 1–a可知，与对照组相
比，试验组 1胸腺的髓质区域有显著增大，但与皮

质界限保持明显，皮质毛细血管略有充血；试验组

2胸腺的被膜严重脱落，髓质与皮质之间界限模糊，
髓质区域有明显的坏死灶出现，胸腺小体显著增

大，皮质受到严重破坏，毛细血管充血情况更加严

重。从图 1–b可知，与对照组相比，试验组 1淋巴
小结体积减小，生发中心缩小，髓质区域细胞略显

稀疏，髓索减少，髓窦中有少量红细胞浸润；试验

组 2被膜受损，部分淋巴小结相互融合，生发中心
进一步缩小，甚至消失，副皮质区细胞大量坏死，

有较多的淋巴小结呈“孤岛”样存在，髓质区域的细
胞稀疏程度更加严重，髓索进一步减少，髓窦明显

增大，并有大量的红细胞浸润。从图 1–c可知，与
对照组相比，试验组 1脾小结相互融合，白髓区域
显著增大且有少量的红细胞浸润，红髓区域相对缩

小且红细胞密度降低，出现较多的坏死灶；试验组

2 被膜下细胞发生坏死，组织结构变得松散，白髓
及边缘区也有大量的细胞发生坏死，且有大量的红

细胞浸润，中央动脉闭锁消失，小梁周围可见有大

量的炎性细胞和红细胞聚集，红髓区域同样有大量

细胞发生坏死，整个脾脏组织染色较淡。 

2.2 运输应激小鼠免疫器官的超微病理学观察结果 

从图 2–a可知，运输应激对胸腺内各种细胞造

成严重损伤，部分浆细胞胞核核膜破裂，染色质聚

集于细胞核边缘，核中央出现空洞，胞质中出现空

泡，空泡内含有多种细胞碎片，粗面内质网排列散

乱，线粒体肿胀，嵴断裂或消失；部分淋巴细胞胞

核呈锯齿状，一些胞核中染色质聚集于核边缘，中

间出现空洞；嗜酸性粒细胞的胞核浓缩，单核细胞

线粒体肿胀。从图 2–b 可知，单核细胞中出现较多

的嗜天青颗粒，淋巴细胞核碎裂，部分胞核中核质

溶解殆尽，残留物呈絮状残存于残留的空泡中，同

时有较多的包涵体也存在于空泡中，线粒体肿胀，

嵴断裂或消失，部分细胞中出现较多高电子密度的

不明颗粒物。从图 2–c 可知，部分淋巴细胞核周间

隙变宽，有的细胞核呈长条状，有的核染色质严重

固缩；有大量的嗜酸性粒细胞出现，部分嗜酸性粒

细胞的胞核溶解或消失；淋巴细胞间可见凋亡细胞

的残体，细胞固缩，电子密度升高，部分细胞的核

膜完全消失，核染色质呈碎片状分布在整个细胞中。 
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a、b、c 分别示小鼠胸腺、淋巴结、脾脏的显微病理变化，其中左、中、右图依次示对照组、试验组 1、试验组 2 的病理变化。E 

被膜；C 皮质；M 髓质；Cp 毛细血管；Tc 胸腺小体；Ln 淋巴小结；Gc 生发中心；Mc 髓索；Ms 髓窦；Sn 脾小结；Ca 

中央动脉；Wp 白髓；Mz 边缘区；Rp 红髓；T 小梁。比例尺为 100 μm。 

图 1 运输应激小鼠胸腺和淋巴结与脾脏的显微病理学变化 
Fig. 1 Microscopic pathological changes of thymus, lymph nodes and spleen in mice with transport stress  

a

b

c
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a、b、c 分别示小鼠胸腺、淋巴结、脾脏的超微病理变化。P 浆细胞；L 淋巴细胞；EG 嗜酸性粒细胞；Mo 单核细胞；RBC 

红细胞；N 细胞核；M 线粒体；RER 粗面内质网；Ly 溶酶体；V 空泡；Eg 嗜酸性颗粒；Ag 嗜天青颗粒。红色箭头示核膜

凹陷呈锯齿状；蓝色箭头示核周间隙增宽；绿色箭头示核膜完全破裂，染色质呈碎片状分布。比例尺为 5 μm。 

图 2 运输应激小鼠胸腺和淋巴结与脾脏的超微病理学变化 
Fig.2 Ultrapathological changes of thymus, lymph nodes and spleen in mice with transport stress  

2.3 运输应激对热休克蛋白在小鼠免疫器官中表

达的影响 
从图 3–a可知，HSP27在皮质和髓质中均有表

达，其主要定位于细胞质中，在胸腺小体上皮细胞

中的表达较为显著，运输应激后，在皮质中的表达

量略有下调，但不显著，其总体表达量在运输应激

a

b
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a、b、c 分别示热休克蛋白在运输应激前后小鼠胸腺、淋巴结、脾脏中的表达情况，其中左、中、右图依次为对照组、试验组 1、

试验组 2的图。NC为阴性对照；C 皮质；M 髓质；Ln 淋巴小结；Gc 生发中心；Sn 脾小结；Ca 中央动脉；Mz 边缘区；Rp 
红髓。比例尺为 50 μm。 

图 3 热休克蛋白(HSP27 和 HSP70 与 HSP90)在运输应激前后小鼠胸腺和淋巴结与脾脏中的表达情况 
Fig.3 The expression of heat shock proteins(HSP27, HSP70 and HSP90) in mice thymus, lymph nodes and spleen before and after transport stress 
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前后无显著变化；HSP70 在皮质和髓质中均有表
达，在细胞核和细胞质中均有定位，皮质中的表达

量略高于髓质，运输应激后，其总体表达量略有下

调；HSP90的表达不明显或没有表达，运输应激后，
在皮质中的细胞胞质中略有表达，但表达量较低。 

从图 3–b可知，HSP27在对照组皮质和髓质中

均有表达，主要定位于胞质中，与对照组相比，

HSP27在试验组 1淋巴小结中的表达明显升高，在

髓质中的表达无显著变化，在试验组 2淋巴小结中

的表达较对照组和试验组 1均显著降低，并且在髓

质中的表达均显著升高，除了在细胞质中有定位

外，在细胞核中也有定位；在对照组中，HSP70在

髓质中有强烈表达，主要定位于细胞质中，在淋巴

小结中无表达，运输应激后，HSP70在试验组 1髓

质中的表达显著降低，此外在皮质中也有表达，信

号在细胞核和细胞质中均有定位，在试验组 2的髓

质中也有表达，在淋巴小结中的表达较试验组 1略

有下调，信号主要在细胞质中定位；HSP90在对照

组中的表达情况同 HSP70，运输应激后，HSP90在

试验组 1中的表达主要集中于生发中心，在髓质中

的表达明显下调，在试验组 2中，HSP90在髓质中

的表达继续下调。 

从图 3–c可知，HSP27在对照组中无表达，在

两试验组中的总体表达量均显著上调，主要定位于

细胞质中，有部分细胞在胞核中也有表达；对照组

中 HSP70主要表达于边缘区和红髓中，信号主要定

位于细胞质中，在白髓中几乎无表达；运输应激后，

HSP70在试验组 1红髓中的表达显著高于对照组，

在白髓中也有明显的表达，信号主要定位于细胞核

中，细胞质中也有少许信号存在，但在边缘区的表

达较对照组显著降低；随着应激强度的增加，HSP70

在试验组 2红髓中的表达明显减弱，信号主要定位

于细胞质中，在白髓和边缘区几乎无表达；HSP90

在对照组的红髓中有较微弱的表达，其他区域均无

信号出现，运输应激后，其在试验组 1红髓中的表

达明显上调，但在其他区域同样无信号出现，随着

应激强度的增加，其在试验组 2红髓中的表达明显

低于对照组和试验组 1，此外，HSP90 在以上各组

中均定位于细胞质中表达。 

3 结论与讨论 

大鼠在经历过剧烈的偏心运动后，其某些免疫

应答反应会受到一定的影响[19]。拥挤也能够引起动

物的免疫应答反应减弱[20]。应激不仅会对动物机体

的免疫应答反应造成一定的影响，同时也会对动物

的免疫器官造成一定的影响，蛋鸡经运输应激刺激

后，其脾脏和法氏囊的质量会明显增加[21]；应激会

对大鼠脾脏的免疫耐受能力产生一定的影响[22]。本

研究中，小鼠经模拟运输应激处理后，其胸腺、淋

巴结和脾脏的组织结构均受到不同程度的破坏，免

疫细胞的形态结构发生了破坏性的改变。由此可

见，运输应激不但会对动物免疫器官的组织结构造

成破坏，同时还能够对各种免疫细胞的结构功能产

生损伤。 
热休克蛋白是参与应激反应的主要蛋白家族，

在应激条件下，大部分热休克蛋白在动物机体不同

组织器官的定位和表达情况均会发生明显的变化，

以此提高机体应对应激损伤的能力[23–24]。本研究

中，小鼠经模拟运输应激作用后，HSP27在淋巴结
和脾脏中的定位和表达情况均发生了变化，尤其在

脾脏中的变化更为明显；运输应激前后，其在胸腺

中均有较高的表达量，但表达情况基本维持不变。

ZHENG 等[25]研究表明，当机体或细胞受到外界的

损伤性刺激时，HSP27表达升高，通过激活细胞外
核因子κB(NF–κB)信号通路维持细胞的生存；此外，
细胞内 HSP27能够与凋亡因子 BAX和 BIM结合，
从而有效阻断线粒体的凋亡通路，以抑制细胞的凋

亡。由此可见，HSP27在小鼠淋巴结和脾脏应对运
输应激损伤的过程中发挥着重要的保护作用，对胸

腺具有持续性的保护作用。 
本研究中，HSP70在脾脏红髓中的表达量显著

上调主要发生在运输应激早期，且大部分 HSP70
的定位由细胞质转移到了细胞核中，但随着应激时

间的延长，其表达量逐渐减弱，细胞核中的表达量

也显著降低。这可能是由于应激强度超出了脾脏的

调控能力所引起的。由此可见，当运输应激强度超

出一定范围时，可能会对机体的组织器官造成无可

挽救的损伤；运输应激后，HSP70在淋巴结细胞中
的定位也明显的由细胞质转移到了细胞核中。当机

体受到应激刺激时，HSP70会由细胞质转移到细胞
核中。GAO 等[26]研究发现，在凋亡细胞中 FAS 和
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FAS 相关因子 1(FAF1)的下游分子 Caspase–8 具有
很高的活性，而当细胞内过表达 HSP70时能够有效
抑制 FAF1与 FAS的结合，从而抑制 Caspase–8的
活性，进而抑制细胞凋亡的发生。由此可见，HSP70
在运输应激早期可能通过抑制细胞凋亡的途径来

保护小鼠的脾脏免受损伤，在淋巴结中也可能存在

HSP70调控的抗细胞凋亡的发生。HSP70在胸腺中
的表达情况在运输应激前后也没有明显的变化，说

明其对胸腺的保护作用也可能是持续性的。 
本研究中，HSP90在胸腺和脾脏中的表达较弱

或无表达，仅在淋巴结中有显著的表达，但运输应

激引起其表达量逐渐下调，HSP70的表达量也同时
下调。XU 等[27]研究表明，在肝癌细胞中，高表达

的 HSP90通过与丙酮酸激酶M2(PKM2)结合，可增
强细胞的糖酵解和增殖能力，同时减少细胞凋亡的

发生，进而提高细胞的存活能力，当 HSP90的表达
量被敲低时，细胞的凋亡率会显著升高。由此说明

淋巴结应对运输应激损伤的能力较弱，提示在运输

应激过程中淋巴结可能是最易被攻击的免疫器官。 
综上可知，小鼠在模拟运输应激过程中其主要

的免疫器官均会受到较大的损伤，淋巴结可能是最

易被攻击的免疫器官，但还有待于进一步的研究证

明。运输应激前后，HSP27(Hsp25和 Hsp27)、HSP70 
(Hsp70、Hsc70和 p75)和 HSP90在小鼠免疫器官中
的表达变化趋势表明，它们可能是通过抑制细胞凋

亡来保护组织器官免受损伤的，但仍需要进一步的

证实，同时 3种热休克蛋白在该过程中的具体分子
调控机制还有待于进一步的研究。 
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