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高铜对雏鸭肾脏细胞周期和凋亡影响的研究

崔　伟，彭　西，赵　丽，杨　帆，崔恒敏

（四川农业大学动物医学院，雅安６２５０１４）

摘　要：３６０只１日龄天府肉鸭随机分为６组，分别喂以对照日粮（Ｃｕ８ｍｇ／ｋｇ）和高铜日粮（Ｃｕ１００ｍｇ／ｋｇ，高铜

Ⅰ组；Ｃｕ２００ｍｇ／ｋｇ，高铜Ⅱ组；Ｃｕ４００ｍｇ／ｋｇ，高铜Ⅲ组；Ｃｕ６００ｍｇ／ｋｇ，高铜Ⅳ组；Ｃｕ８００ｍｇ／ｋｇ，高铜Ⅴ组）６周，

以流式细胞术研究高铜对雏鸭肾脏细胞周期和凋亡的影响。结果显示，肾脏细胞的调亡比例随日粮铜水平的升高

而升高，当日粮铜水平达到４００ｍｇ／ｋｇ以上时，肾脏细胞凋亡比例与对照组比较差异极显著（犘＜０．０１）。日粮铜水

平达到４００ｍｇ／ｋｇ以上时，肾脏细胞的增殖指数（ＰＩ）极显著低于对照组（犘＜０．０１）。结果表明日粮铜水平达到４００

ｍｇ／ｋｇ以上时会引起肾脏受损，肾脏细胞的增殖分化严重受阻，肾脏细胞凋亡大量增加。
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　　铜是动物必需的微量元素，通过酶辅助因子的

形式参与体内３０多种酶的组成和活化，并能促进动

物垂体释放生长激素（ＧＨ）、促甲状腺释放激素

（ＴＳＨ）、胰岛素样生长因子（ＩＧＦ），对动物的造血、

消化、生长、繁殖、免疫等生理功能具有重要作用［１］。

１９４５年 Ｂｒａｕｄｅ首次发现生长猪饲料中添加２５０
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ｍｇ／ｋｇ铜能显著提高其生产性能，大量的研究也证

实了日粮中添加高铜具有促生长作用。但高铜作为

促生长剂被广泛应用于畜禽饲料中，生产上时有铜

中毒发生，除了肝脏是主要的储铜器官和中毒靶器

官外，也有学者认为肾脏是铜主要的中毒靶器官［２］，

而目前尚未见有过量铜对肾脏损伤的系统研究报

道。本试验以１日龄的天府肉鸭为研究对象，饲以

梯度剂量的高铜日粮，采用流式细胞术研究其对雏

鸭肾脏细胞的细胞周期、增殖指数和凋亡率的动态

变化，旨在探讨高铜对肾脏的损伤机理，为系统研究

高铜对雏鸭肾脏的影响提供理论依据。

１　材料与方法

１１　动物与日粮

　　试验选用１日龄天府肉鸭３６０只，随机分为６

组，每组６０只（其中１５只用于全程观察），分别采食

基础日粮和５种不同的高铜日粮。６组雏鸭分别饲

养于木制试验禽笼内，饲养管理与常规育雏一致，自

由饮水和采食。试验期６周。

　　以玉米、豆粕为主配制基础日粮，其中蛋白质含

量、能量以及维生素和微量元素添加量均参照肉鸡

ＮＲＣ（１９９４）的营养标准。基础日粮作为对照组日

粮（Ｃｕ８ｍｇ／ｋｇ），在对照组日粮中分别添加９２、

１９２、３９２、５９２、７９２ｍｇ／ｋｇ铜构成高铜组日粮：高铜

Ⅰ组（Ｃｕ１００ｍｇ／ｋｇ）、高铜Ⅱ组（Ｃｕ２００ｍｇ／ｋｇ）、

高铜 Ⅲ 组 （Ｃｕ４００ ｍｇ／ｋｇ）、高铜 Ⅳ 组（Ｃｕ６００

ｍｇ／ｋｇ）、高铜Ⅴ组（Ｃｕ８００ｍｇ／ｋｇ）。铜源为 Ｃｕ

ＳＯ４·５Ｈ２Ｏ（分析纯）。

１２　肾脏细胞凋亡的检测

　　试验第１４、２８、４２天时，每组随机剖杀５只，立

即取０．３ｃｍ３ 的肾脏组织块，制成细胞匀浆，用流式

细胞术检测。方法：（１）细胞匀浆用冰ＰＢＳ洗２遍，

１００目筛过滤，调整细胞浓度为１×１０６／ｍＬ；（２）取

１００μＬ细胞悬液于流式管中，加入５μＬ膜联蛋白

ＶＦＩＴＣ和５μＬＰＩ，轻微振荡混匀，室温避光静置

１５ｍｉｎ；（３）加入４００μＬ缓冲液，混匀，流式细胞测

试仪检测，ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ软件分析后打印出检验结果。

１３　肾脏细胞周期的检测

　　取上述方法制成的肾脏细胞匀浆，用流式细胞

术检测。方法：（１）细胞匀浆过１００目筛，调整细胞

浓度为１×１０６／ｍＬ；（２）取１ｍＬ细胞悬液，离心

（１２００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ）弃去上清液后，加入ＰＩ试剂（５

μＬ／ｍＬ碘化丙啶，０．５％ Ｔｒｉｔｏｎｘ１００，ＲＡＮ酶）室

温下染色２０ｍｉｎ左右，ＰＢＳ离心洗涤１次；（３）加

ＰＢＳ缓冲液１ｍＬ重新悬浮细胞，流式细胞测试仪

检测，Ｍｏｄｉｆｉｔ软件分析后打印出检验结果。

细胞增殖指数（Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇｉｎｄｅｘ，ＰＩ）＝

犛＋（犌２＋犕）

犌０／犌１＋犛＋（犌２＋犕）
×１００％

１４　数据分析

　　用ＳＰＳＳ１１．０分析软件进行数据统计、分析，一

维方差分析法进行显著性检验。

２　结　果

２１　临床观察

　　自试验第３周，高铜Ⅲ组、高铜Ⅳ组和高铜Ⅴ组

雏鸭生长发育落后于其他各组，食欲轻度下降，可见

深绿色或煤焦油样粪便。第５周时，高铜Ⅳ组和高

铜Ⅴ组雏鸭表现为精神沉郁，食欲明显下降。其他

各组变化不明显。试验结束时，高铜Ⅴ组雏鸭发病

５只，发病率为３３．３３％，但未见死亡。

２２　肾脏细胞凋亡比例

　　高铜组肾脏细胞的凋亡率呈不同程度的升高，

且有明显的时间—剂量效应。２周龄时高铜Ⅳ组和

Ⅴ组极显著高于对照组（犘＜０．０１）；４周龄时高铜Ⅲ

组、Ⅳ组和Ⅴ组极显著高于对照组（犘＜０．０１），高铜

Ⅰ组、Ⅱ组高于对照组，差异不显著或显著（犘＞

０．０５或犘＜０．０５）；６周龄时，各高铜组均极显著高

于对照组（犘＜０．０１），且高铜Ⅲ组、Ⅳ组和Ⅴ组间两

两差异极显著（犘＜０．０１）。详情见表１和图１。

２３　肾脏细胞周期的变化

　　２周龄时，高铜Ⅳ组和Ⅴ组Ｇ０／Ｇ１期极显著高

于对照组、高铜Ⅰ组和Ⅱ组（犘＜０．０１），Ｓ期低于对

照组，差异显著或极显著（犘＜０．０５或犘＜０．０１）；高

铜Ⅴ组Ｇ２＋Ｍ期显著低于对照组（犘＜０．０５），对照

组、高铜Ⅰ组、Ⅱ组、Ⅲ组和Ⅳ组５个组两两间差异

不显著（犘＞０．０５）。高铜Ⅴ组的增殖指数（ＰＩ）低于

对照组、高铜Ⅰ组、Ⅱ组、Ⅲ组和Ⅳ组，差异显著或极

显著（犘＜０．０５或犘＜０．０１）。４周龄时，高铜Ⅳ组

和Ⅴ组Ｇ０／Ｇ１期极显著高于对照组、高铜Ⅰ组、Ⅱ组

和Ⅲ组（犘＜０．０１），Ｓ期极显著低于对照组、高铜Ⅰ

组和Ⅱ组（犘＜０．０１），Ｇ２＋Ｍ期低于对照组、高铜Ⅰ

组、Ⅱ组和Ⅲ组，差异显著或极显著（犘＜０．０５或犘

＜０．０１）。高铜Ⅳ组、Ⅴ组ＰＩ极显著低于对照组

１８９
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表１　肾脏细胞凋亡百分率

犜犪犫犾犲１　犜犺犲狆犲狉犮犲狀狋犪犵犲狅犳狉犲狀犪犾犮犲犾犾犪狆狅狆狋狅狊犻狊 ％

组别Ｇｒｏｕｐ ２周龄２ｗｅｅｋｓ ４周龄４ｗｅｅｋｓ ６周龄６ｗｅｅｋｓ

对照组Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ ２．６０±０．５７Ａ ３．２５±０．９２Ａｂ ５．６４±０．１５Ａ

高铜Ⅰ组 ＨｉｇｈｃｏｐｐｅｒｇｒｏｕｐⅠ ３．２３±０．４３Ａｂ ４．１２±．０５８ＡＣ ８．０４±０．２８Ｂ

高铜Ⅱ组 ＨｉｇｈｃｏｐｐｅｒｇｒｏｕｐⅡ ３．９５±２．４９ＡＣ ５．２２±０．３８ＢＣ ８．７６±０．４１Ｂ

高铜Ⅲ组 ＨｉｇｈｃｏｐｐｅｒｇｒｏｕｐⅢ ５．１４±０．５０ＢＣ ７．８７±１．１７Ｄ １１．２７±１．４８Ｃ

高铜Ⅳ组 ＨｉｇｈｃｏｐｐｅｒｇｒｏｕｐⅣ ８．４４±０．７３Ｄ ９．２６±１．０２ＤＥ １３．０８±１．３０Ｄ

高铜Ⅴ组 ＨｉｇｈｃｏｐｐｅｒｇｒｏｕｐⅤ １０．７４±０．９９ｄ １０．１８±１．７２Ｅ １５．３５±０．１３Ｅ

肩标字母相同者差异不显著（犘＞０．０５）；同一字母大、小写间差异显著（犘＜０．０５）；不同大写字母及小写字母间差异极显著（犘

＜０．０１）。下列各表同

Ｖａｌｕｅｓｗｉｔｈｉｎａｃｏｌｕｍｎｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｐｉｔａｌｌｅｔｔｅｒｓｏｒｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒｓｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔ（犘＜０．０１）ｂｅｔｗｅｅｎｔｗｏ

ｇｒｏｕｐｓ．Ｖａｌｕｅｓｗｉｔｈｉｎａｃｏｌｕｍｎｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙｓｍａｌｌａｎｄｃａｐｉｔａｌｌｅｔｔｅｒｓｏｆｓａｍｅｌｅｔｔｅｒｓｗｅｒｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔ（犘＜０．０５）ｂｅｔｗｅｅｎｔｗｏ

ｇｒｏｕｐｓ．Ｖａｌｕｅｓｗｉｔｈｉｎａｃｏｌｕｍｎｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙｓａｍｅｌｅｔｔｅｒｓｗｅｒｅｎｏｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔ（犘＞０．０５）．Ｔｈｅｓａｍｅａｓｂｅｌｏｗｔａｂｌｅｓ

图１　４周龄对照组（犃）和高铜Ⅴ组（犅）肾脏细胞凋亡点图

犉犻犵１　犛犮犪狋狋犲狉犵狉犪犿狅犳狉犲狀犪犾犮犲犾犾犪狆狅狆狋狅狊犻狊犮狅狀狋狉狅犾犵狉狅狌狆

（犃）犪狀犱犺犻犵犺犮狅狆狆犲狉犵狉狅狌狆Ⅴ （犅）犪狋４狑犲犲犽狊狅犳犪犵犲

（犘＜０．０１）。６周龄时，高铜Ⅳ组、Ⅴ组Ｇ０／Ｇ１期极

显著高于对照组、高铜Ⅰ组和Ⅱ组（犘＜０．０１），Ｓ期

极显著低于对照组、高铜Ⅰ组、Ⅱ组和Ⅲ组（犘＜

０．０１），Ｇ２＋Ｍ 期低于对照组、高铜Ⅰ组和Ⅱ组，差

异显著或极显著（犘＜０．０５或犘＜０．０１）。高铜Ⅲ组

和Ⅳ、高铜Ⅴ组ＰＩ低于对照组，差异显著或极显著

（犘＜０．０５或犘＜０．０１）。详情见表２和图２。

３　讨论与结论

３１　高铜对肾脏细胞凋亡的影响

　　细胞凋亡（Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ）
［３］是生物体发育和组织

平衡的一个重要机制，许多物理、化学和生物因素都

可以引起凋亡增加［３４］，使这一平衡被打破，从而导

致肿瘤、自身免疫病等诸多疾病，细胞凋亡近年来成

为生命科学领域的研究热点。目前，仅见有高铜对

肝脏和免疫器官凋亡影响的报道，而未见有高铜对

雏鸭肾脏凋亡影响的报道。本试验采用流式细胞术

检测高铜对雏鸭肾脏凋亡的影响，结果显示当日粮

铜水平达到４００ｍｇ／ｋｇ以上时，肾脏细胞的凋亡率

随日粮铜水平的升高而升高，并且随饲喂的时间增

长而升高。这与崔恒敏报道的高铜对肝细胞凋亡影

响的结果相一致［５］。该结果从一方面证实肾脏为铜

的中毒靶器官，也为系统研究高铜对雏鸭肾脏的影

响提供了理论依据。

　　笔者认为，一方面铜是铜锌超氧化物歧化酶

（ＣｕＺｎＳＯＤ）、铜蓝蛋白（ＣＰ）等抗氧化酶的辅基，有

报道高剂量铜能使血清和组织中ＣｕＺｎＳＯＤ和ＣＰ

的活性降低［６７］，导致自由基蓄积，引起细胞凋

亡［８９］，其中的氧自由基损伤细胞的 ＤＮＡ
［８］，影响

ｂａｘ、ｂｃｌ２等凋亡控制基因的表达，促进肾脏细胞的
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表２　肾脏细胞的生长周期的变化

犜犪犫犾犲２　犜犺犲犮犲犾犾犮狔犮犾犲狅犳狋犺犲犽犻犱狀犲狔

周龄

Ａｇｅ

项目

Ｉｔｅｍｓ

对照组

Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

高铜Ⅰ组

Ｈｉｇｈｃｏｐｐｅｒ

ｇｒｏｕｐⅠ

高铜Ⅱ组

Ｈｉｇｈｃｏｐｐｅｒ

ｇｒｏｕｐⅡ

高铜Ⅲ组

Ｈｉｇｈｃｏｐｐｅｒ

ｇｒｏｕｐⅢ

高铜Ⅳ组

Ｈｉｇｈｃｏｐｐｅｒ

ｇｒｏｕｐⅣ

高铜Ⅴ组

Ｈｉｇｈｃｏｐｐｅｒ

ｇｒｏｕｐⅤ

２周龄

２ｗｅｅｋｓ

Ｇ０／Ｇ１ ７８．５８±２．０２ＡＢ７６．１３±２．３６Ａ ７６．８９±１．１４Ａ ８１．８９±２．４８ＢＣ ８５．１３±１．６０Ｃｄ ８９．１０±１．７９Ｄ

Ｓ １１．９８±１．８１ＡＢｃ１４．８９±２．４３Ａ １４．２１±２．２０Ａ ８．９１±２．７２ＢＤ ７．１２±２．１２ＣＤＥ ３．７３±０．２９Ｅ

Ｇ２＋Ｍ ９．４４±０．３６Ａ ８．９８±０．５７ＡＢ ８．９０±２．４４ＡＢ ９．２０±０．４６ＡＢ ７．７５±０．５６ＡＢ ７．１７±１．５１ａＢ

ＰＩ ２１．４２±２．０２ＡＢ２３．８７±２．３６Ａ ２３．１１±１．１４Ａ １８．１１±２．４８ＢＣ １４．８７±１．６０Ｃｄ １０．９０±１．７９Ｄ

４周龄

４ｗｅｅｋｓ

Ｇ０／Ｇ１ ８０．６７±０．３３ＡＢ７８．１４±１．６９ａＢ ８０．０７±１．０１Ｂ ８５．１４±２．０６Ｃ ８９．０８±２．５９ＤＥ ８９．９３±１．０９Ｅ

Ｓ ９．９２±０．６４Ａ １１．０６±１．７８Ａ ９．４６±１．９１Ａ ５．４２±０．７９Ｂ ３．９８±２．３１Ｂ ３．７６±１．０５Ｂ

Ｇ２＋Ｍ ９．４１±０．６４Ａｂ １０．８０±０．８４Ａ １０．４７±２．１１Ａ ９．４４±１．４７Ａｃ ６．９４±１．９１ＢＣＤ ６．３１±１．４１Ｄ

ＰＩ １９．３３±０．３３ＡＢ２１．８６±１．６９ａＢ １９．９３±１．０１Ｂ １４．８６±２．０６Ｃ １０．９２±２．５９Ｄ １０．０７±１．０９Ｄ

６周龄

６ｗｅｅｋｓ

Ｇ０／Ｇ１ ８０．７３±０．４１Ａｂ ７７．９８±１．５５ａ ８０．４５±０．２５Ａｃ８２．９１±１．４４ＢＣ ８８．０８±２．４８Ｄ ９０．５６±０．６６ｄ

Ｓ ９．８４±１．１８Ａｂ １１．９０±１．８１ａ ９．２３±０．２２ＡＢ ７．７１±１．４５Ｂ ３．８０±２．０８Ｃ １．５８±０．１７ｃ

Ｇ２＋Ｍ ９．４３±０．９８Ａｂｃ １０．１２±０．８４Ａ １０．３２±０．２０Ａ ９．３８±１．３５ＡＢｃ ８．１２±０．８８ＢＤ ７．８６±０．５１ＣＤ

ＰＩ １９．２７±０．４１Ａｂ ２２．０２±１．５５ａ １９．５５±０．２５Ａｃ１７．０９±１．４４ＢＣ １１．９２±２．４８Ｄ ９．４４±０．６６ｄ

图２　各组４周龄肾脏细胞周期的犇犖犃直方图

犉犻犵２　犇犖犃犺犻狊狋狅犵狉犪犿狅犳狉犲狀犪犾犮犲犾犾犮狔犮犾犲犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋犵狉狅狌狆狊犪狋４狑犲犲犽狊狅犳犪犵犲
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凋亡［１０］；另一方面，梁明振等报道高剂量铜能造成

肾脏细胞线粒体损伤［１１］，线粒体受损时会释放能激

活凋亡蛋白酶（ｃａｓｐａｓｅｓ）的蛋白，ｃａｓｐａｓｅｓ能分解细

胞蛋白，起凋亡执行器的作用，从而促进肾脏细胞的

凋亡［９，１２］。

３２　高铜对肾脏细胞生长周期的影响

　　本试验结果显示日粮铜含量达到４００ｍｇ／ｋｇ

以上时，雏鸭肾脏细胞静止期（Ｇ０／Ｇ１）显著增高，且

增殖指数显著降低，日粮铜含量在４００ｍｇ／ｋｇ以下

时，各期变化与对照组比较差异不显著。表明日粮

铜含量达到４００ｍｇ／ｋｇ以上时，肾脏细胞由静止期

进入增殖期受到严重阻滞；低剂量的铜对肾脏细胞

的增殖分化有一定的促进作用，但不明显。

　　本试验结果还表明，日粮达到４００ｍｇ／ｋｇ时，

肾脏细胞静止期（Ｇ０／Ｇ１）阻滞，并且与细胞凋亡呈

正相关，这与崔恒敏等报道的高铜对鸡肝细胞周期

的研究结果一致［５］。因此，笔者认为高剂量铜使肾

脏组织抗氧化能力下降［６］，导致大量的自由基积累，

造成了肾脏细胞ＤＮＡ损伤
［８］，从而增加野生型ｐ５３

基因的表达。该基因监控细胞的生长，在ＤＮＡ损

伤时，其会诱导细胞发生Ｇ１期的阻滞，以便有足够

的时间修复受损的ＤＮＡ
［１３］。当ＤＮＡ损伤过重无

法修复时，ｐ５３则诱导细胞进入凋亡程序
［１０，１４］，本试

验中肾脏细胞凋亡的变化情况也印证了这一观点。
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