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Abstract
AIM: To investigate the distribution, location 
and growth of CD3- and CD8-positive cells in 
developing lymphoid tissue of human fetal 
ileum.

METHODS: Thirty samples of human fetal il-
eum between gestational weeks 9 and 32 were 
collected. CD3- and CD8-positive cells were 
identified by immunohistochemistry using the 
streptavidin-peroxidase method. The positive 
cells were counted using BioMias image analysis 
software, and the data were analyzed using the 
SPSS11.5 software package. 

RESULTS: At gestational week 9, there were 
few CD3- and CD8-positive cells scattered in 
the connective tissue of the ileal wall. At week 

11, these positive cells were distributed in small 
clusters. At week 17, CD3- and CD8-positive 
cells gathered together. The majority of positive 
cells were distributed in the connective tissue 
of mucosa, while few positive cells infiltrated 
into the ileal epithelium. At week 18, CD3- and 
CD8-positive cells were seen in the lymphoid 
nodules and participated in the organization of 
lymphoid nodules. After week 24, the number 
of the two types of positive cells gradually in-
creased with fetal age, reaching the peak at week 
28. The distribution of these positive cells were 
particularly prominent in aggregated lymphoid 
nodules. A significant positive correlation was 
noted between the number of CD3- and CD8-
positive cells (r = 0.831, P < 0.01). The number of 
CD3-positive cells exceeded that of CD8-positive 
cells at all time points. 

CONCLUSION: CD3- and CD8-positive T cells 
begin to appear at gestational week 9 when gut-
associated lymphoid tissue is forming in human 
fetus. The development of CD3- and CD8-pos-
itive T cells is basically synchronous in human 
fetal ileum. 
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摘要
目的: 探讨CD3和CD8免疫反应阳性细胞在人
胎回肠淋巴组织发生过程中的分布、定位及
发育.

方法: 收集因故终止妊娠人胎回肠30例, 采用
免疫组织化学SP法染色显示CD3和CD8免疫
反应阳性细胞, 用BioMiaspro图象分析软件对
免疫反应阳性细胞进行计数, 有关数据作统计
学分析. 

结果: 9 wk, 回肠内可见CD3和CD8阳性反应
细胞, 主要定位于肠壁的结缔组织内, 数量较
少, 散在分布; 11 wk可见CD3和CD8阳性细胞

®

■背景资料
有关人胎肠相关
淋巴组织的研究
较多, 针对肠道不
同部位T淋巴细胞
的发育均有报道, 
但是对回肠内淋
巴组织T细胞的发
育报道较少. CD3
是所有T细胞的共
同标志, CD8+ T淋
巴细胞是免疫反
应的效应细胞, 因
而本文对CD3和
CD8阳性T细胞的
发育、分布和定
位情况进行探讨.

■同行评议者
许文燮, 教授, 上
海交通大学医学
院生理学教研室
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三五成群分布; 17 wk, CD3和CD8阳性细胞聚
集成群, 主要分布于绒毛中轴以及小肠腺之间
固有结缔组织, 回肠黏膜上皮偶见阳性细胞
浸润; 18 wk, CD3和CD8阳性反应细胞出现在
淋巴小结处参与构成淋巴小结; 24 wk后, CD3
和CD8阳性反应细胞数量增多, 尤以典型的
集合淋巴小结处有较多分布, 其中, 在28 wk
数量增加最为明显(P <0.05). CD8和CD3阳性
细胞数量之间有较强的正相关关系(r  = 0.831, 
P <0.01), CD3阳性细胞在整个发育过程中数
量上均较CD8阳性细胞多.

结论: 人胎肠相关淋巴组织的形成过程中, 第
9周即有T细胞发育. CD8和CD3阳性T细胞的
发育时序基本同步.

关键词: CD3; CD8; 人胎; 回肠
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0  引言

回肠壁淋巴组织是肠相关淋巴组织 ( g u t -
associated lymphoid tissue, GALT)的重要组成部

分, 参与构成机体抵抗外界入侵的第一道防线, 
在肠道免疫功能的调节过程中起重要作用[1-3]. 
CD3是所有T细胞的共同标志, CD3作为T细胞抗

原受体, 为信号转导亚单位, 能将TCR接受的抗

原刺激信号转导至细胞内, 使T细胞活化, 在T细
胞免疫中起着必不可少的作用[4-5]. CD8+ T淋巴

细胞是免疫反应的效应细胞, 其数量的增多或

减少可间接反映人体的免疫功能[6-7]. 在人胎发

育过程中, 肠道淋巴组织内T细胞逐渐表达CD3
和CD8分子, 其发育过程也在一定程度上反映了

胎儿免疫功能建立情况. 肠相关淋巴组织内T细
胞的发育已经越来越受到学者们的关注, 如: 李
红 et al [8]报道人胎肠系膜淋巴结内11 wk出现T
细胞; harr et al [9]认为, 人胎13 wk时即有一些分

散的淋巴细胞存在阑尾的固有层中; Noussios 
e t a l [10]报道的人胎扁桃体14 wk观察到T细胞;  
Spencer et al [11]认为, 人胎回肠11 wk出现T细胞; 
朱清仙 et al [12]认为, 人胎小肠10 wk出现T细胞, 
但是对回肠内淋巴组织T细胞的发育报道较少. 
因此, 为进一步了解人胎肠相关淋巴组织尤其

是回肠内T细胞的发育情况, 本实验收集人胎回

肠标本, 对CD3和CD8阳性T细胞的发育、分布

和定位情况进行探讨, 以期提供更多的形态学

资料, 并为消化系免疫防御功能的研究提供形

态学基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胎标本来源于贵阳市各医院因故中

止妊娠的人胎30例(每例标本均征得孕妇本人同

意). 兔抗人CD3 mAb(rabbit monoclonal antibody 
ant i-human CD3)、鼠抗人CD8 mAb(mouse 
monoclonal antibody anti-human CD8)来源于福州

迈新生物技术开发公司, SP免疫组织化学染色试

剂盒由北京中杉金桥生物技术有限公司提供. SP
免疫组织化学染色试剂盒内容: 内源性过氧化酶

阻断剂(endogenous peroxidase blocking solution), 
正常非免疫动物血清(normal nonimmunone 
serum), 生物素标记的第二抗体(biotin-conjugated 
second antibody), 链霉菌抗生物素蛋白-过氧化酶

(streptavidin-peroxidase). 
1.2 方法 
1.2.1 人胎胎龄计算: 所有人胎标本均测量顶臀

长(crown-rump length, CRL), 按Patten标准确定胎

龄: 9-12 wk 5例, CRL为39.0-79.0 mm; 13-16 wk 7
例, CRL为91.0-137.0 mm; 17-20 wk 6例, CRL为
147.0-185.0 mm; 21-24 wk 6例, CRL为197.0-230.0 
mm; 25-28 wk 6例, CRL为240.0-270.0 mm. 
1.2.2 取材, 制片和染色: 各例均取回肠, 用40 g/L
甲醛固定, 经乙醇梯度脱水, 透明, 石蜡包埋, 4 
μm连续切片、贴片, 邻片单染法每例观察切片

两张以上, 切片间隔36 μm. 
免疫组织化学S P法染色显示C D3阳性和

CD8阳性T细胞. 免疫组织化学SP法主要步骤: 
切片脱蜡下行入水, 微波抗原修复15-20 min, 
试剂A室温下10 min, PBS洗3 min×3次, 试剂B
室温下10 min, 一抗(兔抗CD3 1∶50, 鼠抗CD8 
1∶25)4℃孵育过夜, PBS洗3 min×3次, 试剂C 
37℃孵育20 min, PBS洗3 min×3次, 试剂D 37℃
孵育20 min, PBS洗5 min×4次, DAB-H2O2液显

色, 中性树胶封片. 阴性对照: 用PBS缓冲液代替

一抗, 余步骤同前. 
每胎龄段标本随机取非连续切片5张, 应用

Biomias 29图像分析系统进行检测, 在高倍镜下

(物镜40倍)每张切片随机取3个视野, 分别计数

每个视野内的CD3阳性细胞及CD8阳性细胞数.
统计学处理 所有数据以mean±SD表示, 并

采用统计软件SPSS11.5进行单因素的方差分析, 
组间两两比较用q检验, 两变量间的关系用直线

相关分析.

■相关报道
李红 et al报道人胎
肠系膜淋巴结内
11 wk出现T细胞, 
15 wk形成早期髓
质; 23 wk可辨认
皮质和髓质; 至28 
wk时, 小结仍为初
级淋巴小结. 并将
淋巴结的发生进
行了详细研究. 朱
清仙 et al对大小
肠上皮内淋巴细
胞的发生、亚型
分布和数量变化
等进行了比较. 认
为大小肠上皮内
淋巴细胞有基本
相同的发育规律, 
但发生时间和数
量上有较大差异.

■研发前沿
有关人胎肠相关
淋巴组织的研究
主要集中在各种
淋巴细胞的发生
时间 ,  分布部位 , 
亚型的发育分布, 
数量变化, 淋巴小
结各结构的形成
以及淋巴细胞的
迁移途径等.
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2  结果

2.1 CD3和CD8阳性细胞的分布和定位 9 wk, 回
肠内可见少量CD3阳性反应细胞和CD8阳性反

应细胞, 棕褐色的阳性反应产物表达在胞膜上, 
反应弱, 染色较浅, 主要定位于肠壁的结缔组织

内, 散在分布(图1A-B). 11 wk可见CD3阳性和

■创新盘点
在人胎发育的第
9周, 回肠内可见
少量CD3+和CD8+ 

T淋巴细胞, 主要
定位于肠壁的结
缔组织内. 17 wk, 
CD3+和CD8+ T淋
巴细胞聚集成群, 
主要分布于绒毛
中轴以及固有层
结缔组织内 .  1 8 
wk, CD3+和CD8+ 

T淋巴细胞出现在
淋巴小结处参与
构成淋巴小结, 尤
以CD3+淋巴细胞
数量最多.  24 wk
后, CD3+和CD8+ 

T淋巴细胞在典型
的集合淋巴小结
处有较多分布.

图  1  人胎发育不同时期回肠CD3和CD8阳性细胞的发育(免疫组织化学染色,×400). A: 9 wk CD3阳性表达; B: 9 wk CD8阳
性表达; C: 11 wk CD3阳性表达; D: 11 wk CD8阳性表达; E: 17 wk CD3阳性细胞数量增多, 散在分布; F: 17 wk CD8阳性表达; 

G: 18 wk CD3阳性表达; H: 18 wk CD8阳性表达, 上皮内阳性细胞浸润明显; I: 24 wk集合淋巴小结处CD3阳性细胞; J: 24 wk 

CD8阳性细胞, 数量明显增多.
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CD8阳性细胞三五成群分布(图1C-D). 17 wk, 
CD3和CD8阳性细胞数量略增多, 反应明显增

强, 细胞聚集成群, 主要分布于绒毛中轴以及固

有层结缔组织内, 回肠黏膜上皮偶见阳性细胞

浸润(图1E-F). 18 wk, CD3和CD8阳性反应细胞

出现在淋巴小结处参与构成淋巴小结, 尤以CD3
阳性反应细胞数量最多, 上皮内阳性细胞浸润

明显(图1G-H). 24 wk后, CD3和CD8阳性反应细

胞数量显著增多, 尤以典型的集合淋巴小结处

有较多分布(图1I-J).
2.2 细胞计数 随胎龄增长, CD3阳性反应细胞和

CD8阳性反应细胞数量逐渐增加, 尤以25-28 wk
数量最多, 与21-24 wk相比, 差异有显著统计学

意义(P  = 0.001<0.01), 且CD3阳性反应细胞较

CD8阳性反应细胞多. 直线相关分析发现, 在人

胎发育过程中, CD3和CD8阳性细胞的数量变化

呈较强的正相关关系(r  = 0.831, 表1).

3  讨论

肠道不仅是消化、吸收营养物质的场所, 而且

具有重要的免疫屏障功能[1-3]. 肠道的免疫学屏

障主要由肠相关淋巴组织和肠道黏膜免疫相关

细胞构成, 回肠肠壁内淋巴细胞作为肠道相关

淋巴组织中的一个特殊组分, 是机体免疫系统

与外来抗原以及微生物较早接触的免疫细胞, 
同时也是较早发生免疫反应的细胞[13-19], 其通过

分泌IL-2、IL-5、IFN-α和IFN-γ等淋巴因子, 诱
导肠上皮细胞参与黏膜免疫应答. 因此, 回肠内

淋巴细胞的类型、数量以及分布可以反映小肠

局部黏膜免疫屏障的建立情况及其免疫防御功

能的完善程度. 
本研究发现, 在人胎肠相关淋巴组织的形

成过程中, 9 wk回肠内即有CD3阳性反应T细胞

和CD8阳性反应T细胞发育, 这一结论较Spencer 
et al [11]、朱清仙et al [12]报道T淋巴细胞出现的时

间早. CD3是成熟T细胞的标志, CD8亚群T细胞

是免疫反应的效应细胞, 提示在胚胎发育的较

早的时期, 即有发育成熟的T淋巴细胞迁移进入

消化管壁, 并分化出CD8阳性T细胞亚群, 参与

肠相关淋巴组织的形成. 已有的研究表明早在

妊娠7.5 wk, 在胎儿肝脏就可检测到胎儿肝细胞

发生混合淋巴细胞反应, 在胸腺则为妊娠11 wk, 
脾为妊娠13 wk, 外周血为妊娠14.5 wk. 提示9 
wk回肠T淋巴细胞在抗原的刺激下, 胎儿可能发

生特异性免疫应答, 消化系的免疫功能也开始

建立. 本实验还观察到11 wk可见CD3和CD8阳
性细胞成群分布, 17 wk聚集成群并浸润上皮, 18 
wk形成淋巴小结, 24 wk后, 在典型的集合淋巴

小结处有较多分布, 阳性细胞的分布也从固有

层散在的淋巴细胞到形成淋巴组织并且逐渐浸

润到上皮内, 说明随着胎龄的增加, T淋巴细胞

的数量逐渐增多, 回肠黏膜免疫屏障逐渐完善, 
胎儿免疫防御功能逐渐增强. 本研究发现在人

胎回肠发育过程中, CD3和CD8阳性细胞的数量

变化呈较强的正相关关系(r  = 0.831)且二者的发

育时序基本同步, 随着CD3阳性细胞的出现, 数
量的增多, CD8也同步开始表达, 可以认为, CD3
阳性细胞的发育在一定程度上也反映了CD8阳
性细胞的变化. 

CD8阳性反应细胞是整个肠黏膜免疫系统

中与肠腔抗原最接近的免疫细胞, 对细菌、病

毒感染有免疫监视作用, 能特异性直接杀伤靶

细胞[20-23]. 同时CD8阳性反应细胞和上皮细胞毗

邻, 与肠上皮细胞间存在着双向的免疫生理调

节. 由于CD8阳性反应细胞与外周T淋巴细胞在

表型和回归方面存在很大差异[24], 因此对CD8
阳性反应细胞的来源仍然不明确. 多数研究者

所公认CD8阳性反应细胞前体细胞在小肠中发

育成熟, 不受胸腺因子的影响, 是一条独立的胸

腺外途径[1]. 一般认为在一个黏膜部位致敏的免

疫细胞, 经胸导管入血液循环, 逐步分化成熟, 
在特异回归受体介导下, 多数免疫细胞归巢到

致敏部位黏膜固有层[25]. 本实验观察到在基底

膜上有CD3和CD8阳性反应细胞, 可能其游走

于固有层和上皮之间, 我们至少可以认为黏膜

固有层的淋巴细胞可以通过基底膜迁至上皮, 
但其具体过程及上皮内淋巴细胞来源仍需进一

步探讨.

表  1  不同胎龄CD3阳性细胞和CD8阳性细胞计数 (mean±SD)

     
细胞类型	  	     9-12 wk	                       13-16 wk	      17-20 wk	       21-24 wk	        25-28 wk

CD3阳性细胞	 6.80±5.26	 17.00±8.06	 46.60±19.35a	 93.00±40.78a	 144.60±15.52a

CD8阳性细胞	 4.80±1.79	   9.20±1.92	 29.20±8.90a	 49.60±19.00a	   75.40±24.05a

aP<0.05 vs  同类细胞13-16 wk.

■应用要点
本 文 为 一 基 础
性研究 ,  明确了
CD3+和CD8+ T淋
巴细胞出现的时
间点 ,  分布部位 , 
数量变化, 参与构
成淋巴小结的时
间等, 为消化系统
免疫防御功能的
研究提供形态学
基础.
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■同行评价
本研究从发育学
的角度去了解人
胚胎发育过程中
免疫系统的发育
情况, 具有一定的
理论和潜在的临
床意义.
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