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高钼对艾维茵肉鸡法氏囊细胞周期和

凋亡影响分析

杨　帆，崔恒敏，肖　杰，彭　西，崔　伟，程安春，陈　涛，柏才敏

（四川农业大学动物医学院 环境公害与动物疾病四川省高校重点实验室，雅安６２５０１４）

摘　要：３００只１日龄艾维茵肉鸡健雏随机分为４组，分别饲以对照日粮（Ｍｏ１３ｍｇ·ｋｇ
－１）和高钼日粮（Ｍｏ５００

ｍｇ·ｋｇ
－１，高钼Ⅰ组；Ｍｏ１０００ｍｇ·ｋｇ

－１，高钼Ⅱ组；Ｍｏ１５００ｍｇ·ｋｇ
－１，高钼Ⅲ组）６周，以实验病理学和流式细

胞术的方法观察雏鸡法氏囊变化。结果，高钼Ⅱ、Ⅲ组法氏囊绝对质量和脏器指数显著低于对照组。组织学观察

见法氏囊淋巴细胞减少，网状细胞增生。超微结构观察，淋巴细胞线粒体肿胀、嵴断裂，或见线粒体基质电子密度

增高；凋亡淋巴细胞增多。流式细胞结果显示，２８和４２日龄时高钼Ⅱ、Ⅲ组法氏囊淋巴细胞Ｇ０／Ｇ１ 期显著升高（犘

＜０．０１），Ｓ期、Ｇ２＋Ｍ期和增殖指数（ＰＩ）显著降低（犘＜０．０１），同时凋亡率显著高于对照组（犘＜０．０１），ＴＵＮＵＬ染色

观察结果与流式细胞仪检测结果一致。结果表明，日粮钼含量为１０００及１５００ｍｇ·ｋｇ
－１时可抑制法氏囊生长发育。
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　　钼是动植物生长发育必须的微量元素之一，具

有重要的生理学作用，是动物体内多种酶的组成成

分 ［１］。对克山病区贫钼人群细胞免疫功能的研究

发现，其非特异性细胞免疫功能降低，补钼后显著增

高，Ｔ细胞功能也得到加强
［２］。黄淑云等研究表明，

注射带钼免疫原的试验兔血清抗体效价高于对照

组，并认为钼能增强机体的体液免疫功能［３］。但过

量钼可造成动物免疫器官萎缩，生长指数降低，细胞

免疫功能和体液免疫功能下降［３５］。杨自军等研究

发现，高剂量钼可引起绵羊Ｔ、Ｂ淋巴细胞百分率下

降，其中Ｂ淋巴细胞较敏感
［６］。法氏囊是禽类独有

的免疫器官，是Ｂ淋巴细胞发育、成熟与分化的主

要场所，与体液免疫有着密切联系［７］，目前尚未见高

钼对禽类法氏囊发育影响的研究报道。本试验以艾

维茵肉鸡为研究对象，研究不同水平高钼日粮对雏

鸡法氏囊病理形态学，超微结构以及淋巴细胞增殖

分化与凋亡的动态影响，旨在探讨高钼对动物体液

免疫功能影响的作用机理。

１　材料与方法

１．１　试验动物和日粮

选用１日龄艾维茵肉鸡健雏３００只（购自成都

温江正大种禽场），随机分为４组，每组７５只（其中

２０只用于全程观察），分别采食基础日粮和３种高

钼日粮。４组雏鸡分别饲养于木制试验禽笼内，自

由饮水和采食，常规饲养管理，试验期６周。试验期

间每日进行临床观察，记录临床症状。

玉米、豆粕型基础日粮（Ｍｏ１３ｍｇ·ｋｇ
－１）作为

对照组日粮，其中蛋白质含量、能量以及维生素和微

量元素（钼除外）添加量均参照肉鸡 ＮＲＣ（１９９４）的

营养标准，即ＣＰ２０．１２％、ＭＥ（ＭＪ·ｋｇ
－１）１２．６２３、

Ｃａ０．８７９６％、Ｐ０．６２１５％。在对照组日粮中分别

添加Ｍｏ４８７、９８７和１４８７ｍｇ·ｋｇ
－１构成高钼组日

粮：高钼Ⅰ组（Ｍｏ５００ｍｇ·ｋｇ
－１）、高钼Ⅱ组（Ｍｏ１０００

ｍｇ·ｋｇ
－１）和高钼Ⅲ组（Ｍｏ１５００ｍｇ·ｋｇ

－１）。钼源

为Ｎａ２ＭｏＯ４。

１．２　试验方法

１．２．１　临床观察　　每日观察记录各试验组鸡只

生长情况以及临床症状。每周进行一次称重。

１．２．２　病理形态学观察　　试验第７、１４、２１、２８、

３５天每组随机抽取５只剖杀，第４２天雏鸡全部剖

杀，观察并记录法氏囊肉眼变化。

１．２．２．１　病理组织学观察：上述剖杀作尸检的同

时，取法氏囊组织以１０％中性福尔马林固定液固

定，脱水，石蜡包埋，切片，ＨＥ常规染色，显微镜下

观察并记录其病理组织学变化。

１．２．２．２　超微结构观察：试验结束时，每组随机抽

取４只剖杀后立即取法氏囊１～２块，２．５％戊二醛

固定，环氧树脂包埋，超薄切片，锇酸染色，在透射电

镜下观察并记录超微结构变化。

１．２．３　法氏囊脏器指数的检测　　试验第７、１４、２１、

２８、３５、４２天每组随机抽取５只，空腹称重，剖杀后取

法氏囊去脂肪、结缔组织等称其净质量，分别记录。法

氏囊的脏器指数为其净质量对应空腹体质量的比值。

１．２．４　法氏囊细胞生长周期的检测　　试验的

１４、２８、４２天每组随机抽取５只剖杀后立即取适量

法氏囊组织块，加入ｐＨ７．０～７．４的冰冻ＰＢＳ后用

机械法制成细胞匀浆，３００目筛过滤后，５００～８００

ｒ·ｍｉｎ－１低速离心，弃上清液，ＰＢＳ（同上）洗２次

后，调整细胞浓度为１×１０６ 个·ｍＬ－１，用ＰＩ染液

（５μＬ·ｍＬ
－１碘化丙啶，０．５％Ｔｒｉｔｏｎｘ１００，ＲＮＡ

酶）避光染色３０ｍｉｎ后，洗涤，重悬细胞，流式细胞

仪检测，Ｍｏｄｉｆｉｔ软件分析处于静止期（Ｇ０／Ｇ１ 期），

ＤＮＡ合成期（Ｓ期）及分裂期（Ｇ２＋Ｍ 期）的细胞数

量百分比。检验用试剂盒购于基因公司，试剂生产

厂家为ＢＤＰｈａｒｍｉｎｇｅｎ公司。

１．２．５　法氏囊细胞凋亡的检测

１．２．５．１　流式细胞术：同上方法制作法氏囊的单细

胞悬液，ＶＦＩＴＣ和ＰＩ双染法测细胞凋亡，流式细

胞仪检测，Ｃｅｌｌｑｕｅｓｔ软件分析。检验用试剂盒购于

基因公司，试剂生产厂家为ＢＤＰｈａｒｍｉｎｇｅｎ公司。

１．２．５．２　ＴＵＮＥＬ法（ＴｄＴ介导的原位末端标记

法）：试验第４２天每组随机抽取５只鸡，剖杀后立

即取法氏囊１～２块，１０％中性福尔马林固定，石蜡

包埋切片，按下列步骤操作：石蜡切片常规脱蜡处

理；蛋白酶Ｋ室温孵育１５ｍｉｎ后ＰＢＳ冲洗２次；滴

加ＴＵＮＥＬ反应复合物，３７℃孵育６０ｍｉｎ后ＰＢＳ

冲洗３次；加入转化剂ＰＯＤ，３７℃ 孵育３０ｍｉｎ后

ＰＢＳ冲洗３次；加ＤＡＢ底物溶液室温孵育１０ｍｉｎ

后 ＰＢＳ 冲 洗 ３ 次；甲 基 绿 复 染、封 片、镜 检。

ＴＵＮＥＬ法检测试剂盒购于南京建成生物制品有限

公司。
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　８期 杨　帆等：高钼对艾维茵肉鸡法氏囊细胞周期和凋亡影响分析

１．３　数据统计与分析

数据经ＳＰＳＳ１６．０统计软件统计。各组数据均

以平均数（χ）±标准差（ＳＤ）表示，并用单因素方差

分析法比较各高钼组与对照组间差异的显著性。

２　结　果

２．１　临床观察及体质量增长

试验第３天，各高钼组雏鸡采食量与对照组比

较均出现不同程度的下降，全群鸡只喜卧，嗜睡。第

１１天，各高钼组雏鸡与对照组比较精神委顿，食欲

下降。试验第２８天，高钼Ⅰ组雏鸡采食量有所上

升，高钼Ⅱ、Ⅲ组个别鸡只出现轻微运动障碍，表现

为站立不稳，被驱赶时，伏卧不动或卧行，但关节无

肿胀变形。高钼Ⅲ组部分雏鸡兴奋性升高，表现为

对声音和光线的敏感性较其他组高，被惊动后常高

飞。试验第３０天，高钼Ⅱ、Ⅲ组个别雏鸡出现腹泻，

肛周羽毛粘连棕黑色粪便，至试验结束时，腹泻鸡只

明显增多。试验期间各高钼组均无死亡发生。

高钼Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ组雏鸡的生长发育迟缓。至４２

日龄试验结束时，高钼Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ组体质量分别占对

照组体质量的９５．４７％、７８．６２％和４５．３１％，详细体

增质量情况见表１。

表１　雏鸡体质量增长结果

犜犪犫犾犲１　犜犺犲犫狅犱狔狑犲犻犵犺狋狅犳犲狓狆犲狉犻犿犲狀狋犪犾犮犺犻犮犽犲狀 ｇ

组别Ｇｒｏｕｐ １天１ｄａｙ ７天７ｄａｙ １４天１４ｄａｙ ２１天２１ｄａｙ ２８天２８ｄａｙ ３５天３５ｄａｙ ４２天４２ｄａｙ

对照组Ｃｏｎｔｒｏｌ ４５．１１±１．９２Ａ １７１．１５±１１．３４Ａ ４５７．４０±４０．５６Ａ ７７０．００±７８．２２Ａ １１００．６５±１２２．５４Ａ１６８４．６０±１０４．１５Ａ ２０４６．４０±９７．４０Ａ

高钼Ⅰ组 ＨＭｏⅠ ４４．４０±１．４３Ａ １４７．２０±８．８７Ｂ ３６６．４５±２６．０８Ｂ ６６０．００±５２．８６Ｂ ９９９．３０±１１１．８３Ｂ １５７５．６５±１４５．７０Ｂ １９５３．７０±８０．３７Ｂ

高钼Ⅱ组 ＨＭｏⅡ ４４．３０±１．８４Ａ １２３．７５±１１．６８Ｃ ２９０．６０±３３．８２Ｃ ５５７．８０±６３．０５Ｃ ８２８．７５±９６．５９Ｃ １２９０．８０±８２．８９Ｃ １６０９．００±１０７．０４Ｃ

高钼Ⅲ组 ＨＭｏⅢ ４４．１０±１．８１Ａ ９９．３０±９．２１Ｄ １９４．６０±１６．２４Ｄ ３１２．３５±２７．２０Ｄ ５０５．００±３８．１３Ｄ ７１４．７５±４６．２６Ｄ ９２７．２５±６５．０３Ｄ

同列数据标注不同字母表示差异极显著（犘＜０．０１），相同字母无显著差异（犘＞０．０５）

Ｖａｌｕｅｓｗｉｔｈｉｎａｃｏｌｕｍｎｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｂｅｔｗｅｅｎｔｗｏｇｒｏｕｐｓ（犘＜０．０１），ａｎｄｔｈｅｓａｍｅ

ｌｅｔｔｅｒｓｗｅｒｅｎｏｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｂｅｔｗｅｅｎｔｗｏｇｒｏｕｐｓ（犘＞０．０５）

２．２　法氏囊病理形态学变化

２．２．１　剖检变化　　７～２８日龄时，各高钼组法氏

囊与对照组比较出现不同程度的体积缩小。３５和

４２日龄时，高钼Ⅰ组法氏囊病变趋于缓和，体积与

对照组比较无明显差异；高钼Ⅱ、Ⅲ组法氏囊体积明

显小于对照组（图１ａ、１ｂ）。各组法氏囊颜色、质地

均无明显改变。

２．２．２　病理组织学变化　　试验期间，高钼Ⅰ组法

氏囊未见有明显组织学变化。２８日龄时，高钼Ⅱ、

Ⅲ组淋巴滤泡体积和淋巴细胞数量与对照组差异不

明显，但皮质、髓质分界不清，髓质见网状细胞增生

（图１ｃ）。３５日龄时，高钼Ⅱ、Ⅲ组法氏囊髓质淋巴

细胞数量减少，排列稀疏，网状细胞增生（图１ｄ）。

４２日龄时，高钼Ⅱ、Ⅲ组法氏囊部分淋巴滤泡髓质

区扩大，皮质变薄，皮质和髓质淋巴细胞数量减少，

排列稀疏，或呈打孔状，网状细胞增生，间质无明显

病变（图１ｅ、１ｆ）。

２．２．３　超微病理结构变化　　与对照组比较，高钼

Ⅰ组法氏囊无明显的病理变化，高钼Ⅱ、Ⅲ组凋亡淋

巴细胞数量较对照组增多。凋亡淋巴细胞核染色质

边集呈新月形、马蹄形或团块状，并见有凋亡小体

（图１ｇ、１ｈ）。淋巴细胞线粒体变化表现有两种形

式：①线粒体肿胀，嵴断裂、排列紊乱甚至消失呈空

泡状（图１ｈ）；②线粒体肿胀，周边基质电子密度显

著增高，中央基质电子密度低呈空泡状，线粒体嵴结

构模糊，甚至可见线粒体体积缩小呈椭圆形团块，电

子密度极高，结构消失（图１ｉ）。

２．３　法氏囊的绝对质量及脏器指数

２．３．１　法氏囊绝对质量　　高钼Ⅰ组７～２８日龄

时法氏囊质量显著或极显著低于对照组（犘＜０．０１

或犘＜０．０５），３５和４２日龄时与对照组比较差异不

显著（犘＞０．０５）。高钼Ⅱ和Ⅲ组７日龄至试验结束

时法氏囊质量均显著或极显著低于对照组（犘＜

０．０５或犘＜０．０１）。详情见表２。

２．３．２　脏器指数　　高钼Ⅰ组７日龄至试验结束

时法氏囊脏器指数与对照组比较差异不显著（犘＞

０．０５）。高钼Ⅱ组７～２８日龄时法氏囊脏器指数与

对照组比较差异不显著（犘＞０．０５），３５和４２日龄时

显著或极显著低于对照组（犘＜０．０５或犘＜０．０１）。

高钼Ⅲ组７日龄和１４日龄时法氏囊脏器指数与对

照组比较差异不显著（犘＞０．０５），２１～４２日龄时显

著或极显著低于对照组（犘＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。详

情见表３。
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ａ．４２日龄雏鸡法氏囊，从左至右依次为对照组，高钼Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ组。示高钼Ⅰ组法氏囊无显著变化；高钼Ⅱ和Ⅲ组法氏囊体

积缩小；ｂ．４２日龄对照组法氏囊。ＨＥ×４００；ｃ．２８日龄高钼Ⅲ组法氏囊。淋巴滤泡皮髓质分界不清，髓质见网状细胞增

生。ＨＥ×４００；ｄ．３５日龄高钼Ⅲ组法氏囊。淋巴滤泡髓质淋巴细胞减少，网状细胞增生。ＨＥ×４００；ｅ．４２日龄高钼Ⅱ组

法氏囊。皮质髓质淋巴细胞减少、排列稀疏呈打孔状。ＨＥ×４００；ｆ．４２日龄高钼Ⅲ组法氏囊。淋巴滤泡髓质区扩大，淋巴

细胞减少，网状细胞增生。ＨＥ×４００；ｇ．４２日龄高钼Ⅲ组法氏囊。凋亡细胞染色质边集呈团块状（），并出现凋亡小体

（↑）。ＴＥＭ×１２０００；ｈ．４２日龄高钼Ⅲ组法氏囊。凋亡细胞线粒体肿胀，呈空泡状。ＴＥＭ×１７０００；ｉ．４２日龄高钼Ⅲ组

法氏囊。淋巴细胞线粒体基质密度增加。ＴＥＭ×１７０００。ｂｆ图中标尺为５０μｍ，ｇ图中标尺为１．６７μｍ，ｈ和ｉ图中标尺为

１．４２μｍ

ａ．ＴｈｅｂｕｒｓａｏｆＦａｂｒｉｃｉｕｓｏｆｃｈｉｃｋｅｎｓａｔ４２ｄａｙｓｏｆａｇｅｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｈｉｇｈＭｏｇｒｏｕｐｓⅠ、ⅡａｎｄⅢｆｒｏｍｌｅｆｔｔｏｒｉｇｈｔｒｅ

ｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＴｈｅｒｅｗａｓｎｏｏｂｖｉｏｕｓｃｈａｎｇｅｉｎｈｉｇｈＭｏｇｒｏｕｐⅠ．ＩｎｈｉｇｈＭｏｇｒｏｕｐⅡａｎｄｈｉｇｈＭｏｇｒｏｕｐⅢ，ｔｈｅｓｉｚｅｏｆｔｈｅ

ｂｕｒｓａｗａｓｄｉｍｉｎｉｓｈｅｄ；ｂ．ＴｈｅｂｕｒｓａｏｆＦａｂｒｉｃｉｕｓｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｔ４２ｄａｙｓｏｆａｇｅ．ＨＥ×４００；ｃ．Ｔｈｅｒｅｔｉｃｕｌｏｃｙｔｅｓｗｅｒｅｉｎ

ｃｒｅａｓｅｄｉｎｎｕｍｂｅｒｉｎｔｈｅｍｅｄｕｌｌａｏｆｌｙｍｐｈｏｉｄｆｏｌｌｉｃｌｅｓａｎｄｔｈｅｂｏｕｎｄａｒｙｏｆｃｏｒｔｅｘａｎｄｍｅｄｕｌｌａｗａｓｕｎｃｌｅａｒｉｎｈｉｇｈＭｏｇｒｏｕｐ

Ⅲａｔ２８ｄａｙｓｏｆａｇｅ．ＨＥ×４００；ｄ．ＴｈｅｂｕｒｓａｏｆＦａｂｒｉｃｉｕｓｉｎｈｉｇｈＭｏｇｒｏｕｐⅢａｔ３５ｄａｙｓｏｆａｇｅ．Ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓａｒｅｄｅ

ｃｒｅａｓｅｄａｎｄｒｅｔｉｃｕｌｏｃｙｔｅｓｗｅｒｅｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎｎｕｍｂｅｒｉｎｔｈｅｍｅｄｕｌｌａｏｆｌｙｍｐｈｏｉｄｆｏｌｌｉｃｌｅｓ．ＨＥ×４００；ｅ．ＴｈｅｂｕｒｓａｏｆＦａｂｒｉｃｉｕｓ

ｉｎｈｉｇｈＭｏｇｒｏｕｐⅡａｔ４２ｄａｙｓｏｆａｇｅ．Ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓａｒｅｄｅｃｒｅａｓｅｄｂｏｔｈｉｎｃｏｒｔｅｘａｎｄｍｅｄｕｌｌａａｎｄｌｏｏｓｅｌｙａｒｒａｎｇｅｄｉｎｔｈｅ

ｌｙｍｐｈｏｉｄｆｏｌｌｉｃｌｅｓ．ＨＥ×４００；ｆ．ＴｈｅｂｕｒｓａｏｆＦａｂｒｉｃｉｕｓｉｎｈｉｇｈＭｏｇｒｏｕｐⅢａｔ４２ｄａｙｓｏｆａｇｅ．Ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓａｒｅｄｅｃｒｅａｓｅｄ

ａｎｄｒｅｔｉｃｕｌｏｃｙｔｅｓｗｅｒｅｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎｎｕｍｂｅｒｉｎｔｈｅｌｙｍｐｈｏｉｄｆｏｌｌｉｃｌｅｓ．ＨＥ×４００．ｇ．Ａｐｏｐｔｏｔｉｃｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ（）ａｎｄａｐｏｐｔｏｔｉｃ

ｂｏｄｙ（↑）ａｒｅａｐｐｅａｒｅｄｉｎｔｈｅｂｕｒｓａｏｆＦａｂｒｉｃｉｕｓｉｎｈｉｇｈＭｏｇｒｏｕｐⅢａｔ４２ｄａｙｓｏｆａｇｅ．ＴＥＭ×１２０００．ｈ．Ｔｈｅｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ

ａｒｅｓｗｅｌｌｅｄｉｎａｎａｐｏｐｔｏｔｉｃｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｉｎｈｉｇｈＭｏｇｒｏｕｐⅢａｔ４２ｄａｙｓｏｆａｇｅ．ＴＥＭ×１７０００．ｉ．Ｔｈｅｄｅｎｓｉｔｙｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎ

ｄｒｉａｌｍａｔｒｉｘｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎｈｉｇｈＭｏｇｒｏｕｐⅢａｔ４２ｄａｙｓｏｆａｇｅ．ＴＥＭ×１７０００．ｂｆｓｃａｌｅｂａｒｓ，５０μｍ．ｇｓｃａｌｅｂａｒｓ，１．６７

μｍ．ｈａｎｄｉｓｃａｌｅｂａｒｓ，１．４２μｍ

图１　雏鸡法氏囊病理形态学变化

犉犻犵１　犆犺犪狀犵犲狊狅犳狋犺犲犫狌狉狊犪狅犳犉犪犫狉犻犮犻狌狊狅犳犮犺犻犮犽犲狀犫狔犿狅狉狆犺狅狆犪狋犺狅犾狅犵狔
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　８期 杨　帆等：高钼对艾维茵肉鸡法氏囊细胞周期和凋亡影响分析

表２　法氏囊绝对质量

犜犪犫犾犲２　犜犺犲狑犲犻犵犺狋狅犳狋犺犲犫狌狉狊犪狅犳犉犪犫狉犻犮犻狌狊 ｇ

组别Ｇｒｏｕｐ ７天７ｄａｙ １４天１４ｄａｙ ２１天２１ｄａｙ ２８天２８ｄａｙ ３５天３５ｄａｙ ４２天４２ｄａｙ
对照组Ｃｏｎｔｒｏｌ ０．２７±０．０２Ａ ０．９１±０．１３Ａ １．６８±０．１９Ａ ２．６８±０．４３Ａ ４．０３±０．２２Ａ ４．４２±０．９７Ａ

高钼Ⅰ组 ＨＭｏⅠ ０．２０±０．０７ａｂ ０．６５±０．１８ａＢ １．１８±０．２３ＢＣ ２．０２±０．３８ａ ３．０８±０．４１Ａ ３．６０±０．７６Ａ

高钼Ⅱ组 ＨＭｏⅡ ０．１９±０．０４ａｂ ０．６１±０．１１ａＢ １．１０±０．２７Ｃ １．７７±０．５１ａ ２．２３±０．５７Ｂ ２．５６±０．７４ａＢ

高钼Ⅲ组 ＨＭｏⅢ ０．１３±０．０１Ｂ ０．４５±０．１５Ｂ ０．５８±０．１１Ｄ ０．６０±０．３３Ｂ １．１４±０．１７Ｂ １．６０±０．５７Ｂ

同列数据标注不同字母之间差异极显著（犘＜０．０１）；大写字母和小写字母之间差异显著（犘＜０．０５）；相同字母之间差异不显著

（犘＞０．０５）。以下各表同

Ｖａｌｕｅｓｗｉｔｈｉｎａｃｏｌｕｍｎｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｂｅｔｗｅｅｎｔｗｏｇｒｏｕｐｓ（犘＜０．０１）．Ｖａｌｕｅｓｗｉｔｈｉｎ

ａｃｏｌｕｍｎｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙｓｍａｌｌａｎｄｃａｐｉｔａｌｏｆｔｈｅｓａｍｅｌｅｔｔｅｒｗｅｒｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｂｅｔｗｅｅｎｔｗｏｇｒｏｕｐｓ（犘＜０．０５）．Ｖａｌｕｅｓｗｉｔｈｉｎａｃｏｌ

ｕｍｎｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙｔｈｅｓａｍｅｌｅｔｔｅｒｓｗｅｒｅｎｏｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｂｅｔｗｅｅｎｔｗｏｇｒｏｕｐｓ（犘＞０．０５）．Ｔｈｅｓａｍｅａｓｂｅｌｏｗ

表３　法氏囊脏器指数

犜犪犫犾犲３　犜犺犲狉犲犾犪狋犻狏犲狑犲犻犵犺狋狅犳狋犺犲犫狌狉狊犪狅犳犉犪犫狉犻犮犻狌狊 ％

组别Ｇｒｏｕｐ ７天７ｄａｙ １４天１４ｄａｙ ２１天２１ｄａｙ ２８天２８ｄａｙ ３５天３５ｄａｙ ４２天４２ｄａｙ
对照组Ｃｏｎｔｒｏｌ ０．１７±０．０２Ａ ０．２１±０．０３Ａ ０．２２±０．０１Ａ ０．２１±０．０２Ａ ０．２４±０．０２Ａ ０．２２±０．０２Ａ

高钼Ⅰ组 ＨＭｏⅠ ０．１６±０．０１Ａ ０．１８±０．０６Ａ ０．２０±０．０５ＡＢ ０．２０±０．０２Ａ ０．２２±０．０４Ａ ０．２０±０．０７ＡＢ

高钼Ⅱ组 ＨＭｏⅡ ０．１６±０．０３Ａ ０．２３±０．０５Ａ ０．１８±０．０３ＡＢ ０．１８±０．０３Ａ ０．１５±０．０２ＢＣ ０．１６±０．０１ａＢ

高钼Ⅲ组 ＨＭｏⅢ ０．１５±０．０２Ａ ０．２０±０．０４Ａ ０．１６±０．０２ａＢ ０．１３±０．０１Ｂ ０．１５±０．０２Ｃ ０．１５±０．０１ａＢ

２．４　法氏囊淋巴细胞的生长周期

１４日龄时，高钼各组法氏囊淋巴细胞分裂各期

与对照组比较差异不显著（犘＞０．０５）；２８和４２日龄

时，高钼Ⅰ组法氏囊淋巴细胞分裂各期与对照组比

较差异不显著（犘＞０．０５），高钼Ⅱ、Ⅲ组变化趋势相

似，Ｇ０／Ｇ１ 期淋巴细胞比例极显著高于对照组（犘＜

０．０１），Ｇ２＋Ｍ和Ｓ期淋巴细胞比例和ＰＩ指数显著

或极显著（犘＜０．０５或犘＜０．０１）低于对照组。详情

见表４，图２。

表４　法氏囊淋巴细胞周期变化

犜犪犫犾犲４　犆犲犾犾犮狔犮犾犲狅犳狋犺犲犫狌狉狊犪狅犳犉犪犫狉犻犮犻狌狊

时间Ｔｉｍｅ 时期Ｐｈａｓｅ 时照组Ｃｏｎｔｒｏｌ 高钼Ⅰ组 ＨＭｏⅠ 高钼Ⅱ组 ＨＭｏⅡ 高钼Ⅲ组 ＨＭｏⅢ

１４天１４ｄａｙ

Ｇ０／Ｇ１

Ｓ

Ｇ２＋Ｍ

ＰＩ

８６．６８±０．８６Ａ

５．２６±０．５３Ａ

５．０６±０．６６Ａ

１０．３２±０．８６Ａ

９０．３０±１．５９Ａ

４．７２±０．８２Ａ

４．９８±１．１１Ａ

９．７０±１．５９Ａ

９０．４２±１．３３Ａ

４．８６±０．７２Ａ

４．７２±０．６４Ａ

９．５９±１．３３Ａ

９０．６２±１．２６Ａ

４．５９±０．４７Ａ

４．７９±０．８６Ａ

９．３８±１．２５Ａ

２８天２８ｄａｙ

Ｇ０／Ｇ１

Ｓ

Ｇ２＋Ｍ

ＰＩ

８９．４３±１．７０Ａ

５．２２±０．８７Ａ

５．３４±１．０６Ａ

１０．５７±１．７０Ａ

９０．５４±１．１２Ａ

４．５４±０．３９Ａ

４．９２±０．７５Ａ

９．４６±１．１２Ａ

９３．５５±０．２８Ｂ

３．２４±２．１７Ｂ

３．２０±０．２３Ｂ

６．４５±０．２８Ｂ

９５．８８±１．１２ｂ

２．０２±０．５０Ｃ

２．１０±０．６５ｂ

４．１２±１．１２ｂ

４２天４２ｄａｙ

Ｇ０／Ｇ１

Ｓ

Ｇ２＋Ｍ

ＰＩ

９０．３７±２．４Ａ

４．９２±１．２６Ａ

４．９４±１．２７Ａ

９．８６±２．５３Ａ

９０．３８±０．８９Ａ

４．７７±０．４３Ａ

４．７７±０．４３Ａ

９．５４±０．８６Ａ

９４．９５±０．４２Ｂ

２．５６±０．１９Ｂ

２．５２±０．２６Ｂ

５．０８±０．３１Ｂ

９４．３３±２．３１Ｂ

２．７４±１．０８Ｂ

２．９３±１．２３Ｂ

５．６８±２．３０Ｂ

Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇｉｎｄｅｘ（ＰＩ）＝
Ｓ＋（Ｇ２＋Ｍ）

（Ｇ０／Ｇ１）＋Ｓ＋（Ｇ２＋Ｍ）
×１００％

２．５　法氏囊淋巴细胞凋亡率

２．５．１　流式细胞术检测法氏囊淋巴细胞凋亡率　

　高钼Ⅰ组１４日龄时法氏囊淋巴细胞凋亡率与对

照组无显著性差异（犘＞０．０５），２８日龄时显著高于

对照组（犘＜０．０５），４２日龄时与对照组无明显差异

（犘＞０．０５）。高钼Ⅱ组１４日龄时法氏囊淋巴细胞

凋亡率显著高于对照组（犘＜０．０５），２８日龄和４２日

龄时极显著高于对照组（犘＜０．０１）。高钼Ⅲ组１４

日龄至试验结束，法氏囊淋巴细胞凋亡率与对照组

比较极显著升高（犘＜０．０１）。详情见表５，图３。

５３０１



畜　牧　兽　医　学　报 ４１卷　

与对照组（ａ）比较，高钼Ⅱ（ｂ）和Ⅲ组（ｃ）的Ｇ０／Ｇ１ 期细胞百分率升高，Ｓ期和Ｇ２＋Ｍ期细胞百分率减小

Ｈｉｓｔｏｇｒａｍｓｓｈｏｗｔｈｅｃｅｌｌｃｙｃｌｅｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ：Ｇ０／Ｇ１，ＳａｎｄＧ２＋Ｍｐｈａｓｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｔｈｅｂｕｒｓａｌｃｅｌｌｓ．Ｔｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆ

Ｇ０／Ｇ１ｐｈａｓｅｉｓｈｉｇｈｅｒ，ａｎｄｔｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｓｏｆＧ２＋ＭｐｈａｓｅａｎｄＳｐｈａｓｅａｒｅｌｏｗｅｒｉｎｈｉｇｈＭｏｇｒｏｕｐⅡ （ｂ）ａｎｄｉｎｈｉｇｈＭｏ

ｇｒｏｕｐⅢ （ｃ）ｔｈａｎｔｈａｔｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ａ）

图２　法氏囊细胞周期直方图

犉犻犵２　犇犖犃犺犻狊狋狅犵狉犪犿狅犳犮犲犾犾狊犻狀狋犺犲犫狌狉狊犪狅犳犉犪犫狉犻犮狌犻狊犮犲犾犾犮狔犮犾犲

表５　法氏囊淋巴细胞凋亡率

犜犪犫犾犲５　犘犲狉犮犲狀狋犪犵犲狅犳犪狆狅狆狋狅狋犻犮犾狔犿狆犺狅犮狔狋犲狊犻狀狋犺犲犫狌狉狊犪狅犳犉犪犫狉犻犮犻狌狊 ％

组别Ｇｒｏｕｐ １４天１４ｄａｙ ２８天２８ｄａｙ ４２天４２ｄａｙ
对照组Ｃｏｎｔｒｏｌ ６．４１±１．２６Ａ ５．３６±１．３４Ａ ５．１５±１．９３Ａ

高钼Ⅰ组 ＨＭｏⅠ ６．８７±２．６７Ａ ８．６４±０．７６ａｂ ７．４０±１．０２Ａ

高钼Ⅱ组 ＨＭｏⅡ １２．０２±２．１７ａＢ １２．０７±２．１４Ｂｃ １２．０９±１．９１Ｂ

高钼Ⅲ组 ＨＭｏⅢ １５．９１±３．７９Ｂ １５．３２±１．９８Ｃ １６．５２±１．６３Ｃ

与对照组凋亡图（ａ）比较，高钼Ⅱ和Ⅲ组（分别为ｂ和ｃ）的凋亡细胞数量明显增多

ＱｕａｄｒａｎｔａｌｄｉａｇｒａｍｓｓｈｏｗｔｈａｔｍｉｎｏｒｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｂｕｒｓａｏｆＦａｂｒｉｃｕｉｓｏｆｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｒｅｕｎｄｅｒｇｏｉｎｇａｐｏｐｔｏｓｉｓ

（ａ），ａｎｄｉｎｃｒｅａｓｅｄｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｃｅｌｌｓｉｎｈｉｇｈＭｏｇｒｏｕｐⅡａｎｄⅢ （ｂａｎｄｃ）ａｒｅｕｎｄｅｒｇｏｉｎｇａｐｏｐｔｏｓｉｓ

图３　雏鸡法氏囊细胞凋亡散点图

犉犻犵３　犛犮犪狋狋犲狉犵狉犪犿狅犳犪狆狅狆狋狅狋犻犮狅犳犮犲犾犾狊犻狀狋犺犲犫狌狉狊犪狅犳犉犪犫狉犻犮狌犻狊

２．５．２　ＴＵＮＵＬ法检测结果　　ＴＵＮＥＬ染色结

果显示，凋亡细胞核呈棕褐色，并有核浓缩，核形状

不规则等变化。４２日龄时，对照组法氏囊阳性细胞

数量少，高钼Ⅰ组与对照组比较无明显差异，高钼

Ⅱ、Ⅲ组凋亡细胞数量明显高于对照组。详情见图４。

３　讨论与结论

３．１　高钼对法氏囊形态结构的影响

法氏囊是Ｂ淋巴细胞的发源地，在Ｂ淋巴细胞

的成熟过程中起着非常重要的作用。本试验结果显

示，高钼Ⅰ组１４～４２日龄法氏囊形态结构与对照组

无差异；高钼Ⅱ、Ⅲ组镜下病变始于２８日龄，主要表

现为淋巴滤泡的皮质、髓质分界不清，随试验期延长

淋巴细胞数量减少，网状细胞增生，表现出蓄积毒

性。４２日龄法氏囊电镜观察显示，高钼除引起淋巴

细胞凋亡外，还造成线粒体的损伤，表现为线粒体肿

胀、嵴断裂或基质密度增加、体积缩小。试验结果表

明，日粮钼含量１０００ｍｇ·ｋｇ
－１及其以上可引起雏
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ａ．４２日龄对照组法氏囊，见有极少量凋亡细胞。ｂ．４２日龄高钼Ⅱ组法氏囊，凋亡细胞数量增多。ｃ．４２日龄高钼Ⅲ组法氏

囊，凋亡细胞数量增多。ａ～ｃ图中标尺为２０μｍ

ａ．Ｆｅｗａｐｏｐｔｏｔｉｃｃｅｌｌｓｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｔ４２ｄａｙｓｏｆａｇｅ．ｂ．ＴｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆａｐｏｐｔｏｔｉｃｃｅｌｌｓｗａｓｈｉｇｈｅｒｉｎｈｉｇｈＭｏｇｒｏｕｐⅡ

ａｔ４２ｄａｙｓｏｆａｇｅｔｈａｎｔｈａｔｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．ｃ．ＴｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆａｐｏｐｔｏｔｉｃｃｅｌｌｓｗａｓｈｉｇｈｅｒｉｎｈｉｇｈＭｏｇｒｏｕｐⅢａｔ４２ｄａｙｓｏｆ

ａｇｅｔｈａｎｔｈａｔｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．ａｃｓｃａｌｅｂａｒｓ，２０μｍ

图４　雏鸡法氏囊犜犝犖犈犔染色结果

犉犻犵４　犜犝犖犈犔狊狋犪犻狀犻狀犵狅犳狋犺犲犫狌狉狊犪狅犳犉犪犫狉犻犮狌犻狊

鸡法氏囊的病理损伤，其结构损伤和功能障碍可致

机体体液免疫功能受损。

３．２　高钼对法氏囊淋巴细胞周期的影响

许多细胞因子和生物活性物质对淋巴细胞的增

殖具有调控作用［８］，然而钼对法氏囊淋巴细胞增殖

的影响尚无文献报道。本试验结果显示，高钼Ⅰ组

各期淋巴细胞比例及ＰＩ值与对照组相比差异不显

著，且法氏囊脏器指数也与对照组差异不显著，表明

日粮钼含量５００ｍｇ·ｋｇ
－１对雏鸡法氏囊生长无明

显影响。随日龄的增长和钼摄入量的增多，高钼Ⅱ

组和高钼Ⅲ组法氏囊２８和４２日龄时静止期（Ｇ０／

Ｇ１）淋巴细胞比例较对照组显著升高，而增殖期（Ｓ、

Ｇ２＋Ｍ）比例和ＰＩ值则不同程度低于对照组，表明

日粮钼含量达到１０００ｍｇ·ｋｇ
－１及以上时，法氏囊

淋巴细胞由静止期进入Ｓ期受阻，从而导致法氏囊

淋巴细胞数量减少，法氏囊脏器指数降低，法氏囊发

育受抑，并与２８～４２日龄法氏囊的病理组织学变化

相一致。钼对法氏囊淋巴细胞周期影响的机理可能

与核酸代谢异常有关。钼是黄嘌呤氧化酶（ＸＯ）的

组成成分，ＸＯ是生物体内核酸代谢过程中的重要

酶类 ［９１０］，高钼可显著降低血液和肝脏中 ＸＯ 活

力［１１１２］，引起核酸代谢紊乱从而导致法氏囊淋巴细

胞增殖分化受阻。

３．３　高钼对法氏囊淋巴细胞凋亡的影响

凋亡是基因调控的细胞程序性死亡，在机体发

育、维持组织稳态、去除衰老或受损伤细胞等过程中

发挥 重 要 作 用［１３］。本 试 验 采 用 流 式 细 胞 术、

ＴＵＮＥＬ染色法及透射电镜检测高钼对法氏囊细胞

凋亡的影响。结果显示，高钼Ⅰ组法氏囊淋巴细胞凋

亡率与对照组比较差异不显著，表明５００ｍｇ·ｋｇ
－１

日粮钼对雏鸡法氏囊淋巴细胞凋亡无明显影响。高

钼Ⅱ组和高钼Ⅲ组法氏囊淋巴细胞凋亡率较对照组

极显著升高，与４２日龄ＴＵＮＥＬ染色和电镜下凋亡

淋巴细胞观察的结果一致，表明高钼能显著增加法

氏囊淋巴细胞凋亡率。其机理可能是：①与自由基

蓄积有关。自由基是引起细胞凋亡的主要因素之

一［１４］。超氧化物歧化酶岐化酶（ＳＯＤ）和谷胱甘肽

过氧化物酶（ＧＳＨＰｘ）在机体自由基清除的过程中

起重要作用，而钼中毒动物血液和组织中ＳＯＤ和

ＧＳＨＰｘ活力显著降低
［１１，１５］，使大量自由基异常蓄

积引起细胞凋亡增多。②与线粒体受损有关。线粒体

在调节凋亡机制平衡方面有重要的作用，凋亡抑制基

因犫犮犾２的表达产物主要分布于线粒体内膜上。本试

验电镜观察证实，当日粮钼含量达１０００ｍｇ·ｋｇ
－１及

其以上时，法氏囊淋巴细胞线粒体受损明显，可导致

凋亡抑制基因犫犮犾２表达受阻、细胞色素Ｃ自线粒

体释放至胞质，并激活Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白酶而诱导凋

亡［１６］。③与细胞周期阻滞有关。本试验中周期检

测显示，日粮钼含量达１０００ｍｇ·ｋｇ
－１以上时，法

氏囊细胞周期被阻滞在Ｇ０／Ｇ１ 期，不能顺利进入Ｓ

期，达到一定比例时便启动凋亡程序［１７］。
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