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高钼对艾维茵肉鸡胸腺细胞周期和

凋亡影响的研究
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要!本文旨在研究高钼对肉雏鸡胸腺的影响%
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只
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日龄艾维茵肉鸡健雏随机分为
'

组!分别饲以对照日

粮"
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钼
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周!以实验病理学和流式细胞术的方法观察研究雏鸡胸腺变化%与对照组比较!高钼
!

(

"

(

#

组胸腺淋

巴细胞减少!胸腺小体增大增多!肌样细胞增多'胸腺绝对质量和脏器指数显著降低"

.

#

%/%$

或
.

#
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#'流式细

胞仪测定!高钼
!
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组胸腺细胞
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期显著升高"
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或
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期和增殖指数"

34

#显

著降低"
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#

%/%$

或
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#
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#!同时凋亡率显著高于对照组"
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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
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.&及其以上可抑制胸腺的生长发育!导致雏鸡细胞免疫功能受损%
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钼是动物机体黄嘌呤氧化酶(醛氧化酶(亚硫酸

盐氧化酶的组成成分!并参与电子传递及铁的释放

与运输!影响多种物质的代谢,

&

-

%适量的钼可减少

心血管疾病(食道癌及乳腺癌的发生!具有抗氧化(

增强机体免疫力的作用,

#!'

-

%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!

5

细胞功能也得到加

强,

$

-

%王婷和杨自军等研究发现!微量的钼可促进

动物 外 周 血
5

淋 巴 细 胞 酸 性
%

!

醋 酸 萘 酯 酶

"

;7;>

#阳性率升高!高剂量的钼则造成免疫器官

病理学损伤并抑制
5

淋巴细胞功能,

#

!

"

-

%胸腺是
5

淋巴细胞发育(成熟及分化的重要场所!与细胞免疫

功能密切相关%目前尚未见高钼对禽类胸腺发育影

响的研究报道%本试验以艾维茵肉鸡为研究对象!

研究不同水平日粮高钼对雏鸡胸腺病理形态学(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细胞免疫功能影响的作用机

理%

#

!

材料与方法
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!

试验动物和日粮

选用
&

日龄艾维茵肉鸡健雏
(%%

只"购自成都

温江正大种禽场#!随机分为
'

组!每组
<$

只"其中

#%

只用于全程观察#!分别采食基础日粮和
(

种高

钼日粮%

'

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
"

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"

)*&(+

,

&

-

,

.&

#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
7=L

"
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的营养标准!即
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%在对照组日粮

中分别添加
)*'9<

(

:9<

和
&'9<+

,

&

-

,

.&构成高

钼组日粮$高钼
!

组"

)*$%%+

,
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.&

#(高钼
"

组"

)*

&%%%+
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钼源为
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#E!

!

试验方法

&/#/&

!

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%

&/#/#

!

病理形态学观察
!!

试验第
<

(

&'

(

#&

(

#9

(

($

天每组随机抽取
$

只剖杀!第
'#

天雏鸡全部剖

杀!观察并记录胸腺肉眼变化%

&/#/#/&

!

病理组织学观察$剖杀雏鸡同时!取胸腺

组织以
&%]

中性福尔马林固定液固定!脱水!石蜡

包埋!切片!

M>

常规染色!显微镜下观察并记录其

病理组织学变化%

&/#/#/#

!

超微结构观察$试验结束时!每组随机抽

取
'

只剖杀后立即取胸腺
&

&

#

块!

#/$]

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%

&/#/(

!

胸腺脏器指数的检测
!!

试验第
<

(

&'

(

#&

(

#9

(

($

(

'#

天每组随机抽取
$

只!空腹称重!剖杀后

取胸腺去脂肪(结缔组织等称其净质量!分别记录%

胸腺的脏器指数为其净质量与对应空腹体质量的比

值%

&/#/'

!

胸腺细胞生长周期的检测
!!

试验的
&'

(

#9

和
'#

天每组随机抽取
$

只剖杀后立即取适量胸

腺组织块!加入
T

M</%

&

</'

的冰冻
3R1

后用机械

法制 成 细 胞 匀 浆!

(%%

目 筛 过 滤 后!

$%%

&

9%%

U

&

+@C

.&低速离心!弃上清液!

3R1

"同上#洗
#

次后!

调整细胞浓度为
&^&%

"个&

+8

.&

!用
34

染液"

$

'

8

&

+8

.&碘化丙啶!

%/$] 5U@V*CN!&%%

!

=7;

酶#

避光染色
(%+@C

后!洗涤!重悬细胞!流式细胞仪检

测!

)*X@D@V

软件分析处于静止期"

0

%

)

0

&

期#!

_7;

合成期"

1

期#及分裂期"

0

#

2)

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
R_3G?U+@C

,

HC

公司%

&/#/$

!

胸腺细胞凋亡的检测

&/#/$/&

!

流式细胞术$同上方法制作胸腺的单细胞

悬液!浓度为
&^&%

" 个&

+8

.&

'取
&%%

'

8

细胞悬

液于流式管中!加入
$

'

8

膜联蛋白
!̀K45L

和
$

'

834

!轻微振荡混匀!室温避光静置
&$+@C

'加入

'%%

'

8

结合缓冲液!振荡混匀!流式细胞仪检测!

LHAA

a

FHIV

软件分析凋亡细胞百分率%检验用试剂

盒购于基因公司!试剂生产厂家为
R_3G?U+@C

,

HC

公司%

&/#/$/#
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法"

5X5

介导的原位末端标记

法#$试验第
'#

天每组随机抽取
$

只鸡!剖杀后立即

#"<
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期 杨
!

帆等$高钼对艾维茵肉鸡胸腺细胞周期和凋亡影响的研究

取胸腺
&

&

#

块!

&%]

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
b

室温孵育
&$+@C

后
3R1

冲洗
#

次'滴加

567>8

反应复合物!

(<c

孵育
"%+@C

后
3R1

冲

洗
(

次'加入转化剂
3O_

!

(< c

孵育
(%+@C

后

3R1

冲洗
(

次'加
_;R

底物溶液室温孵育
&%+@C

后
3R1

冲 洗
(

次'甲 基 绿 复 染(封 片(镜 检%

567>8

法检测试剂盒购于南京建成生物制品有限

公司%

#EF

!

数据统计与分析

数据经
1311&"/%

统计软件统计%各组数据均

以平均数"

$

D

#

d

标准差"

<

#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%

!

!

结
!

果

!E#

!

临床观察及体质量增长

试验第
(

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

&&

天!各高钼组雏鸡与对照组比较精神委顿!食欲

下降%试验第
#9

天!高钼
!

组雏鸡采食量有所上

升!高钼
"

(

#

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
#

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
(%

天!高钼
"

(

#

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
!

(

"

(

#

组雏鸡的生长发育迟缓!与对照

组比较!体质量降低!体形小%

!E!

!

胸腺病理形态学变化

#/#/&

!

剖检变化
!!

<

日龄时!高钼
!

(

"

(

#

组雏

鸡胸腺体积略小于对照组%随试验期延长!病变更

加明显%至试验结束时!各高钼组雏鸡胸腺体积显

著小于对照组!且呈现明显的剂量效应关系 "图

&?

#%

#/#/#

!

病理组织学变化
!!

<

&

&'

日龄时!高钼

!

(

"

(

#

组胸腺小叶髓质程度不同的充血!淋巴细

胞减少%

#&

日龄至试验结束时!胸腺小叶体积与对

照组比较明显缩小"图
&E

#!髓质区扩大"图
&X

#!皮

质髓质淋巴细胞程度不同地减少"图
&D

#'胸腺小体

数量增多(体积增大"图
&

,

#!网状细胞变性坏死或

见网状细胞胞浆出现红棕色颗粒"图
&G

#!髓质肌样

细胞增生增多"图
&@

#%

#/#/(

!

超微病理结构变化
!!

高钼
!

(

"

(

#

组凋

亡细胞数量与对照组相比明显增多!凋亡淋巴细胞

核染色质浓缩呈致密圆斑状或边集呈*

L

+形"图

&-

#(团块状%淋巴细胞线粒体嵴排列紊乱!断裂甚

至消失!线粒体呈空泡状"图
&A

#%细胞间隙增宽%

!EF

!

胸腺的绝对质量及脏器指数

#/(/&

!

胸腺绝对质量
!!

<

&

'#

日龄试验结束!高

钼
!

组雏鸡胸腺绝对质量显著或极显著低于对照组

"

.

#

%/%$

或
.

#

%/%&

#%高钼
"

(

#

组雏鸡胸腺绝

对质量均极显著低于对照组%详情见表
&

%

表
#

!

胸腺绝对质量

A087*#

!

A5*D*/

4

5,-),5*,5

2

<;@

,

组别
0U*F

T

<

天
<X?

B

&'

天
&'X?

B

#&

天
#&X?

B

#9

天
#9X?

B

($

天
($X?

B

'#

天
'#X?

B
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;
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;

9/9&d%/$%
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组
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R
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?R
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R
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R
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R

高钼
"

组
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"

%/#<d%/%(

R

%/9"d%/%<

L

&/:$d%/("

R

(/((d%/<$

R

(/#'d%/"%

L

$/(#d%/("

L

高钼
#

组
M)*

#

%/&"d%/%$

R

%/(:d%/%'

_

&/%&d%/##

Y

&/$'d%/#'

L

#/'"d%/(&

L

#/"&d%/'#

_

同行肩注相同字母表示差异不显著"

.

%

%/%$

#!肩注不同小写字母差异显著"

.

#

%/%$

#!肩注不同大写字母差异极显著"

.

#

%/%&

#%下同

Q@VG@C?U*W

!

VGHI?+HIF

T

HUIEU@

T

V+H?CIC*I@

,

C@D@E?CVX@DDHUHCEH

"

.

%

%/%$

#!

VGHX@DDHUHCVI+?AAAHVVHUIF

T

HUIEU@

T

VI+H?CI@

,

!

C@D@E?CVX@DDHUHCEH

"

.

#

%/%$

#!

?CXVGHX@DDHUHCVE?

T

@V?AAHVVHUIF

T

HUIEU@

T
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,

GA

B

I@

,

C@D@E?CVX@DDHUHCEHI

"

.

#

%/%&

#

/5GH

I?+H?IYHA*W

#/(/#

!

胸腺脏器指数
!!

高钼
!

组雏鸡胸腺脏器

指数
<

(

#9

和
'#

日龄时显著或极显著低于对照组

"

.

#

%/%$

或
.

#

%/%&

#!其余日龄与对照组比较差

异不显著"

.

%

%/%$

#%高钼
"

(

#

组雏鸡胸腺脏器

指数
<

&

'#

日龄时均显著或极显著低于对照组"

.

#

%/%$

或
.

#

%/%&

#%详情见表
#

%
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日龄雏鸡胸腺!从左至右依次为对照组!高钼
!

(

"

(

#

组%示高钼
!

组胸腺无显著变化'高钼
"

组和高钼
#

组胸腺体

积缩小'

Y/#&

日龄对照组胸腺'

E/#&

日龄高钼
#

组胸腺%胸腺小叶缩小'

X/'#

日龄高钼
#

组胸腺%胸腺小叶髓质区扩大'

H/'#

日龄对照组胸腺'

D/'#

日龄高钼
#

组胸腺%髓质淋巴细胞减少(排列稀疏'

,

/'#

日龄高钼
#

组胸腺%胸腺小体体积

增大'

G/'#

日龄高钼
#

组胸腺%网状细胞胞浆出现红棕色颗粒"

&

#'

@/'#

日龄高钼
#

组胸腺%髓质肌样细胞增生%

Z

/'#

日龄对照组胸腺细胞'

-/'#

日龄高钼
"

组胸腺细胞%凋亡细胞染色质边集*

L

+形'

A/'#

日龄高钼
#

组胸腺细胞!凋亡细胞

染色质浓缩呈致密斑块状!淋巴细胞线粒体肿胀"
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高钼对胸腺组织结构变化的影响"

8

!

9

$

3(G#""

%

*

!

4

$

H

$

3(G$""

%

5

$

3(G#"""

%

I

$

A(6G#!"""

%

J

$

7

$

A(6G'"""

#

K/

4

L#

!

())*+,@-)5/

4

56--:,5*,5

2

<;@

"

8M9

$

3(G#""

%

*M

4

$

H

$

3(G$""

%

5

$

3(G#"""

%

I

$

A(6G#!"""

%

J

$

7

$

A(6G'"""

#

'"<



!

"

期 杨
!

帆等$高钼对艾维茵肉鸡胸腺细胞周期和凋亡影响的研究

表
!

!

胸腺脏器指数

A087*!

!

A5*1*70,/N*D*/

4

5,-),5*,5

2

<;@ ]

组别
0U*F

T

<

天
<X?

B

&'

天
&'X?

B

#&

天
#&X?

B

#9

天
#9X?

B

($

天
($X?

B

'#

天
'#X?

B

对照组
L*CVU*A %/('%d%/%::

;

%/'"'d%/%<#

;

%/'''d%/%((

;

%/'99d%/%<#

;

%/'"<d%/%$9

;

%/'9%d%/%""

;

高钼
!

组
M)*

!

%/#&:d%/%$&

?R

%/''#d%/%<&

;

%/'%#d%/%("

;

%/($&d%/%#9

R

%/'<:d%/%<%

;

%/(<'d%/%(%

?R

高钼
"

组
M)*

"

%/##"d%/%(&

?R

%/#<"d%/%'#

R

%/#:<d%/%#'

R

%/(<&d%/%'"

R

%/(#'d%/%$$

R

%/(#9d%/%<%

R

高钼
#

组
M)*

#

%/&99d%/%$'

R

%/#%<d%/%$(

R

%/#$'d%/%(:

R

%/#<:d%/%(#

Y

%/(%$d%/%(:

R

%/#$"d%/%<$

R

!E$

!

胸腺细胞的生长周期

&'

日龄时!高钼
!

组雏鸡胸腺细胞
0

%

)

0

&

期与

对照组比较差异不显著!

1

期(

0

#

2)

期及
34

值显

著低于对照组"

.

#

%/%$

#!高钼
"

(

#

组胸腺细胞

0

%

)

0

&

期与对照组比较极显著升高"

.

#

%/%&

#!

1

期(

0

#

2)

期及
34

值极显著低于对照组"

.

#

%/%&

#'

#9

日龄和
'#

日龄时!高钼
!

(

"

(

#

组胸腺

细胞
0

%

)

0

&

期极显著高于对照组"

.

#

%/%&

#!

1

期(

0

#

2)

期及
34

值极显著低于对照组"

.

#

%/%&

#%

详情见表
(

(图
#
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表
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胸腺细胞周期变化
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胸腺细胞凋亡率

#/$/&

!

流式细胞术检测结果
!!

&'

日龄时!高钼

!

组雏鸡胸腺细胞凋亡率与对照组比较差异不显著

"

.

%

%/%$

#!

#9

和
'#

日龄时极显著高于对照组"

.

#

%/%&

#%高钼
"

(

#

组雏鸡胸腺细胞凋亡率
&'

日

龄至试验结束极显著高于对照组"

.

#

%/%&

#%详情

见表
'

(图
(

%

表
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胸腺细胞凋亡率
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组别
0U*F

T

&'

天
&'X?

B
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天
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B
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对照组
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!

组
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"
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高钼
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法检测结果
!!

567>8

染色结

果显示!凋亡细胞核呈棕褐色!并有核浓缩!核形状

不规则等形态变化!主要分布在胸腺皮质及皮质髓

质交界处%

'#

日龄时!对照组胸腺阳性细胞数量

少!高钼
!

组与对照组比较无明显差异!高钼
"

(

#

组凋亡细胞数量明显高于对照组%详情见图
'

%

F

!

讨论与结论

FE#

!

高钼对胸腺形态结构的影响

胸腺为中枢免疫器官!是
5

淋巴细胞成熟分化
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胸腺细胞流式周期直方图
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%病理形态学动态观察发现!日粮钼含量

达
$%%+

,

&

-

,

.&时!雏鸡胸腺出现不同程度的充血

出血!淋巴细胞数量减少!胸腺小体数量增多!体积

增大!肌样细胞增生等!病变表现出明显的剂量效应

关系%其中充血出血的病变自
#9

日龄开始缓和!其

余病变随试验期延长更加严重%

'#

日龄胸腺电镜

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%试验结果表

明!日粮钼含量
$%%+

,

&

-

,

.&及其以上可引起雏鸡

胸腺的病理损伤!细胞免疫功能受损%

FE!

!

高钼对胸腺细胞周期的影响

本试验采用流式细胞术检测胸腺细胞周期的结

果显示!各高钼组雏鸡胸腺静止期"

0

%

)

0

&

#细胞显

著升高!增殖期胸腺细胞"

1

!

0

#

2)

#明显减少!增

值指数"

34

#显著降低%表明日粮钼含量达
$%%

+

,
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.&及其以上时!胸腺淋巴细胞由
0

期进入
1

期受阻!使大量淋巴细胞阻滞于静止期!进入合成期

和分裂期的细胞减少!从而导致胸腺细胞数量减少!

胸腺脏器指数降低!发育受抑%作者认为高钼对胸

腺细胞增殖影响的机理可能与含钼酶活性的降低有

关!有资料表明!钼中毒动物血液黄嘌呤氧化酶和亚

硫酸盐氧化酶活性显著降低,

9!&%

-

%黄嘌呤氧化酶将

可将次黄嘌呤和黄嘌呤氧化为尿酸!是核酸嘌呤衍

生物降解通道的后期酶并承担嘌呤代谢中的限速阶

段,

(

-

'亚硫酸盐氧化酶可以将蛋白质代谢中半胱氨

酸产生的
1O

#!

(

氧化为
1O

#!

'

从尿中排出!如
1O

#!

(

过

多!可与
=7;

中的尿嘧啶和胞嘧啶以及
_7;

中的

胸腺嘧啶反应!使细胞突变率上升,

&&

-

%这两种含钼

酶活性的降低可直接或间接的影响核酸代谢从而导

致胸腺细胞周期紊乱%
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高钼对胸腺细胞凋亡的影响

本试验采用流式细胞术(

567>8

染色法及透

射电镜检测高钼对胸腺细胞凋亡的影响%表明
(

个

高钼组雏鸡胸腺细胞凋亡率与对照组比较显著升

高!与
'#

日龄
567>8

染色和电镜下凋亡淋巴细胞

观察的结果一致%流式细胞仪检测!结果表明日粮

钼含量达
$%%+

,

&

-

,

.&及其以上时可导致胸腺内

凋亡细胞数量增多%结合本试验组织学和细胞周期

观察结果!作者认为其机理可能是$一与肌样细胞增

生有关%胸腺肌样细胞可产生与胸腺发育有关的细
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胞因子和炎症趋化因子类%有试验表明!正常胸腺

组织内肌样细胞可抑制胸腺淋巴细胞的凋亡!其机

制尚不清楚,

&#

-

!但可表明肌样细胞与胸腺淋巴细胞

的凋亡密切相关%同时!肌样细胞也显肾示上腺皮

质激素释放因子"

L=K

#免疫反应强阳性,

&(
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%因而

推测肌样细胞增生可能导致胸腺内肾上腺皮质激素
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亡,
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%本试验病理形态学观察见胸腺小叶髓质中

肌样细胞的异常增生(数量增多!从形态学方面提供

了胸腺凋亡细胞增多的佐证!但又与正常胸腺组织

肌样细胞抑制淋巴细胞凋亡的报道,
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-不一致!其原

因有待进一步的研究探讨%二与线粒体受损有关%
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粒体内膜上的凋亡抑制基因
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素
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自线粒体释放至胞质!并激活
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T

?IH!(

蛋白酶

而诱导凋亡,
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%三与细胞周期阻滞有关%本试验结

果显示日粮钼含量达
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.&及其以上时!胸

腺细胞由
0

期进入
1

期的时间延长!若损伤不能修

复!细胞则停滞于
0

期并通过凋亡机制自杀,
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上述原因外!胸腺细胞凋亡率增加还可能与自由基

蓄积有关!高钼可导致血液和组织中部分抗氧化酶

活性的降低从而引起自由基蓄积诱导凋亡,
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