
山羊小肠内 AchE和 NOS 阳性神经元数量分布的比较

刘云芳1 ,2 　陈耀星1 　王子旭1

(11 中国农业大学 动物医学院 , 北京 100094 ; 21 石河子大学 动物科技学院 , 新疆 石河子 832003)

收稿日期 : 2006 12 22

基金项目 : 国家自然科学基金资助项目 (30471247 ;30671514)

作者简介 : 刘云芳 ,讲师 ,博士研究生 ,E2mail :lyf - 6 @yahoo. com. cn ; 陈耀星 ,教授 ,博士生导师 ,通讯作者 ,主要从事神经生物

学与生殖免疫学研究 ,E2mail :yxchen @cau. edu. cn.

摘 　要 　应用乙酰胆碱酯酶 (AchE)和 NADPH2黄递酶组织化学方法 ,研究了 15 日龄、4 月龄和 12 月龄山羊小肠

中胆碱能神经元和 NO 能神经元的数量分布变化。结果显示 :1) 肌间神经丛和黏膜下神经丛含有丰富的 AchE 阳

性神经元 ,神经元聚集成神经节 ,并由节间支连成网状。2) NOS(一氧化氮合成酶) 阳性神经元主要分布于肌间神

经丛 ,神经元构成的神经节也连成网状 ;黏膜下神经丛内 NOS阳性神经元稀疏 ,散在分布。3) 小肠肌间神经丛中 ,

12 月龄的 AchE和 NOS阳性神经元总数比 15 日龄的增加 163 %和 137 % ,但阳性神经元密度降低 39 %(AchE) 和

40 %(NOS) 。4)比较各肠段 ,AchE和 NOS阳性神经元密度在回肠中最高 ,但神经元总数以空肠最多。结果表明山

羊小肠中分布有丰富的胆碱能和 NO 能神经元 ,但黏膜下神经丛中胆碱能神经元多于 NO 能神经元 ;随着山羊小肠

的发育 ,胆碱能和 NO 能神经元的数量逐渐增多而密度却下降。
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Abstract 　The changes in dis tribution and number of acetylcholines teras e (AchE) and nitric oxide synthas e (NOS) posi2
tive neurons were s tudied in enteric nervous system of goat small intes tine at 15 days , 4 months and 12 months of age

using by using his tochemis try . The res ults showed that 1) a lot of AchE2positive neurons were obs erved in s ubmucos a

and myenteric plexus es . Thes e neurons gathered in ganglia and formed a net . 2) The NOS2positive neurons were main2
ly located in the myentrric plexus , but very few NOS2positive neurons were obs erved in the s ubmucou plexus . 3) In

myentrric plexus , the total number of AchE and NOS positive neurons was increas ed 163 % and 137 % in 12 months of

age than that of 15 days of age , resp ectively. However , the neuron density decreas ed by 39 % (AchE) and 40 %

(NOS) in 12 months of age comp aring with that of 15 days of age . 4) The total numbers of AchE and NOS positive neu2
rons were the larges t in the jejunum , whereas the neuron density was the highest in the ileum , comp ared with that in

other s ections of small intes tine . In addituion , the number of cholinergic neurons was more than thos e of NO neurons in

the s ubmucou plexus . In the duration of small intes tine development , the increas e in the cholinergic and NO neurons

was accomp anied by the decline of NO neuron , while the density.

Key words 　goat ; enteric nervous system ; myenteric plexus ; acetylcholines teras e ; NADPH diaphoras e ; nitric oxide

synthas e

　　自 1921 年 Langley 在研究哺乳动物胃肠道神

经支配时提出“肠道神经系统”(enteric nervous sys2
tem , ENS) 概念以来 ,关于肠道神经系统对肠道运

动控制和功能调节的研究已有发展。胃肠道中存在
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乙酰胆碱 (Ach) 、去甲肾上腺素 (NA) 、52羟色胺 (52
HT) ,一氧化氮 (NO)以及多种脑肠肽等神经递质 ,

其中 Ach 作为主要的兴奋性神经递质 ,可兴奋胃肠

平滑肌诱导胃肠平滑肌的收缩运动 ,而 NO 是主要

的抑制性递质 ,能抑制平滑肌收缩 ,引起胃肠道平滑

肌松弛 ,从而使血管扩张 ;胃肠道 Ach 和 NO 之间存

在复杂而精细的平衡 ,相互协调制约。释放 Ach 和

NO 的 神 经 元 , 即 乙 酰 胆 碱 酯 酶 ( acetyl2
cholinesterase , AchE)和一氧化氮合成酶 (nit ric ox2
ide synthase , NOS) 阳性神经元遍布于整个消化道。

国内外学者对 AchE 和 NOS 阳性神经元在 ENS 中

的数量及分布等做了广泛而深入的研究。但多数研

究以大鼠、小鼠等实验动物为材料 ,在家畜中也有一

些关于绵羊、猪的报道[1 3 ] 。从现有资料看 ,山羊的

研究很少[4 ] 。本试验旨在了解山羊小肠 ENS 中胆

碱能神经元和 NO 能神经元的发育及数量分布变化

规律 ,为山羊肠神经系统的发育提供基础资料。

1 　材料与方法

111 　试验动物和组织标本制备

选用 15 日龄、4 和 12 月龄雄性奶山羊 ,购自北

京农业职业学院畜牧场。动物经颈动脉放血处死 ,

迅速打开腹腔 ,沿肠系膜分离出整个小肠 ,浸入新配

制的生理盐水中。按解剖位置用棉线沿肠系膜测得

十二指肠、空肠、回肠长度及其周长。然后分别取其

中段 ,每段各取 5 cm ,用生理盐水洗净内容物 ,置于

40 g/ L 多聚甲醛磷酸缓冲溶液 (p H714) 中固定 2～

3 h。

每段肠管分别取 1 cm ,用镊子沿肠管纵轴划

痕 ,用镊尖沿划痕轻轻剥离纵形肌层 ,将剥离的纵形

肌层浆膜面向下放在载玻片上。在解剖显微镜下 ,

用镊尖轻挑去附于神经丛上的环形肌层 ,即得到纵、

环肌之间的肌间神经丛。再将余下的肠管沿系膜处

剪开 ,黏膜面向上 ,刮去上皮层和黏膜层 ,即可暴露

黏膜下层的黏膜下神经丛。将肌间神经丛和黏膜下

神经丛放入 0101 mol/ L 磷酸盐缓冲液 (p H714) 中 ,

待染。

此外 ,各段肠管另取 015 cm ,分别浸入 100～

300 g/ L 蔗糖缓冲液中 ,并制做冰冻切片 ,厚 15μm。

112 　乙酰胆碱酯酶组织化学染色

组织铺片和切片入 AchE 孵育液 ,室温 ,2 h。孵

育液配方 :碘化乙酰硫代胆碱 5 mg ( Sigma 公司生

产) ,磷酸盐缓冲溶液 (011 mol/ L ,p H714) 615 mL ,

柠檬酸钠 (011 mol/ L) 015 mL ,硫酸铜 (30 mmol/ L)

1 mL , 铁氰化钾 ( 5 mmol/ L ) 1 mL , iso2OMPA ( 5

mmol/ L) 012 mL ,加蒸馏水至 10 mL 。

113 　NADPH2黄递酶组织化学染色[ 5]

将组织铺片和切片放入 NADPH2黄递酶孵育液

中 ,其中含有 NADPH 1 mg/ mL (Roche 公司生产) 、

NB T 015 mg/ mL (Amresco 公司生产) 、Triton X2
100 3 ml/ L 和 磷酸盐缓冲液 (0101 mol/ L ,p H714) 。

37 ℃孵育 50 min ,磷酸盐缓冲液 ( 0101 mol/ L ,

p H714)终止反应。

标本经以上染色后 ,梯度酒精逐级脱水 ,二甲苯

透明 ,中性树胶封片 ,镜检 ,显微照相。

114 　阳性神经元数量和密度测定

在光镜下 ,AchE 染色显示阳性神经元胞浆为棕

色 ,胞核不着色或淡染 ;而 NADPH2黄递酶染色显

示 NOS 阳性神经元胞质蓝紫色 ,胞核不着色或淡

染。选取染色良好的标本 , 4 倍镜下照相 , 统计

AchE 和 NOS 阳性神经元数量 ,每张铺片连续统计

40 mm2 以上 ,计算出肌间神经丛中神经元的密度。

由测量的十二指肠、空肠和回肠的长度乘以其

周长计算出各段肠的表面积 ,然后再用表面积与神

经元密度的乘积得出各段肠 AchE 和 NOS 阳性神

经元总数。

结果用平均值 ±标准误表示 ,用 SPSS1110 统

计软件进行 One2Way2ANOVA 分析。

2 　结 　果

211 　山羊小肠 AchE和 NOS 阳性神经元的形态与

分布

21111 　AchE 阳性神经元 　山羊小肠切片中可见

AChE 阳性神经元在肌间神经丛和黏膜下神经丛内

均有分布 ,AChE 阳性神经纤维和末梢广泛分布于

肠壁各层。肌间神经丛中 ,AChE 阳性神经元多聚

集在一起构成神经节 ,神经节多为长梭形 ,与纵行肌

垂直 ,阳性神经纤维由阳性神经元发出 ,总体走向与

纵肌纤维一致 ,呈束状分布 ,并不断分支 ,相互联接

构成神经网络 ;在黏膜下层 ,AChE 阳性纤维也形成

网络 ,神经节中阳性神经元较密集。AChE 阳性神

经元在神经节中随机分布 ,胞体多为表面光滑的卵

圆形或三角形 ,胞核都为圆形 ,往往靠近胞浆的一

侧 ,且细胞突起不明显 ,同一神经节中胆碱能神经元

大小形态不一 (图 121～3) 。

21112 　NOS 阳性神经元　山羊小肠中分布有丰富

11
　
　第 2 期 刘云芳等 : 山羊小肠内 AchE和 NOS阳性神经元数量分布的比较



的 NOS 阳性神经元 ,主要分布在肌间神经丛 ,黏膜

下层少量存在。在肌间神经丛中 ,神经节及节间束

的神经网络结构清楚 ;黏膜下神经丛内仅见到稀疏

的阳性纤维 ,不形成规则的神经网络 ,偶有少量

NOS 阳性神经元 ,或组成细胞群或散在分布。NOS

阳性神经元的胞体大小不等 ,形态呈多样 ,如卵圆

形、长梭形、不规则形等 ,NOS 阳性神经元多位于神

经节的周边 ,常靠近于节间束 ,节间纤维中也有单个

阳性神经元分布 ,突起明显 ,神经节内有些阳性神经

元的突起相互接触 (图 124～6) 。

图 1 　山羊小肠 AchE( 1、2、3)和 NOS( 4、5、6)阳性神经元的分布

Fig. 1 　AchE and NOS2positive neurons of the goat small intestine

1. 肌间神经丛 ( π )位于纵行肌与环行肌之间 ,黏膜下层有许多阳性神经元 ( →) ,4 月龄山羊回肠冰冻切片 ;
2. 15 日龄山羊空肠肌间神经节 ( →) ,大量 AchE 阳性神经元充满其中 ,铺片 ;
3. 15 日龄山羊空肠黏膜下神经丛 ,神经节中密集着阳性神经元 ( →) , 并通过阳性纤维形成网络 ,铺片 ;
4. 肌间神经丛 ( π )位于纵行肌与环行肌之间 ,靠近肠腺阳性神经元聚集形成黏膜下神经丛 ( →) ,15 日龄山羊十二指肠冰冻切片 ;
5. 15 日龄山羊回肠肌间神经丛 ,NOS 阳性神经元聚集形成神经节 ( π ) ,节间纤维中偶见有单个神经元 ( →) ,铺片 ;
6. 15 日龄山羊空肠黏膜下神经丛 ,有少量 NOS 阳性神经元组成细胞群 ( →) ,铺片。
　

212 　小肠肌间神经丛 AChE和 NOS 阳性神经元的

密度及总数

21211 　AchE 和 NOS 阳性神经元的密度　从 15 日

龄到 12 月龄山羊小肠肌间神经丛 ,AchE 阳性神经

元的平均密度分别为 28145、23155 和 17128 个/

mm2 ,且差异显著 ( P < 0105) ;NOS 阳性神经元平均

密度为 27107、20180 和 16118 个/ mm2 ,4 月龄与 12

月龄之间差异不显著 ( P > 0105) 。小肠不同部位的

神经元密度 ,在各个年龄均以回肠最高 (表 1) 。

表 1 　山羊小肠肌间神经丛 AChE、NOS阳性神经元的密度

Table 1 　Density of AchE and NOS2positive neurons in myenteric plexus of goat small intestine 个/ mm2

神经元 年龄 小 　肠 十二指肠 空 　肠 回 　肠

AchE 15 日龄 28. 45 ±0. 76 A 24. 29 ±0. 33 A 28. 24 ±0. 27 A 32. 80 ±1. 17 A

4 月龄 23. 55 ±0. 56 B 21. 47 ±0. 64 B 22. 64 ±0. 83 B 26. 56 ±0. 54 B

12 月龄 17. 28 ±0. 66 C 15. 56 ±0. 87 C 18. 00 ±0. 87 C 18. 31 ±0. 67 C

NOS 15 日龄 27. 07 ±0. 84 A 26. 38 ±1. 20 A 23. 31 ±0. 67 A 31. 51 ±0. 78 A

4 月龄 20. 80 ±0. 91 B 20. 79 ±0. 77 B 16. 77 ±1. 26 B 24. 83 ±2. 30 B

12 月龄 16. 18 ±0. 65 B 12. 49 ±0. 54 C 15. 23 ±0. 65 B 20. 83 ±0. 49 B

　　注 :字母不同表示差异显著 ( P < 0105) ,A、B、C 代表同一神经元在相同肠段不同月龄之间比较。
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21212 　AChE 和 NOS 阳性神经元的总数 　15 日

龄、4 月龄、12 月龄 AchE 阳性神经元总数分别为

1196 ×106 、4179 ×106 和 5114 ×106 个 ,NOS 阳性

神经元总数分别为 1186 ×106 、4106 ×106 和 4141 ×

106 个。在不同月龄小肠的 AchE 和 NOS 阳性神经

元总数以空肠最多 (图 2) 。

213 　不同月龄山羊小肠 AchE和 NOS 阳性神经元

的分布变化

　　15 日龄山羊小肠肌间神经丛中神经节、节间束

明显 ,已经形成规则的神经网络 ,AchE、NOS 阳性神

经元数目较多 ,随着小肠发育 ,神经元及神经节逐渐

增大 ,节间束变粗 ,阳性纤维密集 ,AchE 和 NOS 神

经元的数量增加 ,密度降低 , 12 月龄的 AchE 和

NOS 阳性神经元总数比 15 日龄的增加了 163 % 和

137 % ,但阳性神经元密度分别降低了 39 %和 40 %。

其中 AchE 和 NOS 阳性神经元总数的增加主要是

在 15 日龄到 4 月龄期间 ,分别为 145 %和 116 %。

AchE阳性神经元密度 4 月龄比 15 日龄降低 17 % ,12

月龄比 4 月龄降低 27 %;NOS 阳性神经元密度 4 月

龄比 15 日龄降低 23 % ,12 月龄比 4 月龄降低 22 %。

图 2 　山羊小肠肌间神经丛 AchE和 NOS阳性神经元的数量分布

Fig. 2 　Numbers of AchE and NOS2positive neurons in myenteric plexus of goat small intestine
　

3 　讨 　论

311 　山羊小肠胆碱能和 NO 能神经元的分布

本实验用 AchE 和 NADPH2黄递酶组织化学方

法显示了山羊小肠中分布有丰富的 AchE 和 NOS

阳性神经元 ,其中 AchE 阳性神经元在肌间神经丛

和黏膜下层均有大量存在 ,聚集构成神经节 ,并形成

网络结构 ;但 NOS 阳性神经元主要分布在肌间神经

丛 ,并形成清晰的三级网络结构 ,在黏膜下层多单个

存在 ,偶有若干个组成神经细胞群。这与在猪、大鼠

的观察是一致的[3 ,6 ] ,但与 Nichols 的观察不同 ,他

们在豚鼠的肠黏膜下层内检出了密集的 NOS 阳性

神经成分 ,这可能与动物种属的差别有关[7 ] 。总

之 ,ENS 中肌间神经丛和黏膜下神经丛大量存在的

胆碱能神经成分可能与肠管运动肠和腺分泌有关 ,

而 NO 能神经元在肌间神经丛非常丰富与其主要支

配环行平滑肌层有关。

很多学者报道消化道不同部位神经元的密度是

不同的。有学者报道在回肠有高的神经元密度 ,

AchE阳性神经元从十二指肠到回肠的数量是增加

的[8 ] ,从十二指肠到回盲部 ,NOS 阳性神经元胞体密

度渐渐增高 ,但变化幅度不大。此外 ,胃肠道神经细

胞的密度似乎与肌层厚度有关 ,肌层越厚密度越高。

本试验对山羊小肠不同部位 AchE 阳性神经元

密度分布的研究表明 ,山羊回肠具有较高的胆碱能

神经元密度 ,可能与哺乳动物回肠是主动吸收的主

要部位有关。胆碱能神经元在山羊小肠壁分布差异

及在不同部位分布密度的差别 ,提示小肠各段神经

成分与不同肠段功能活动的调节机制密切相关。胆

碱能神经元的多少及功能状态是肠道运动能力强弱

的关键因素。

山羊小肠 NO 能神经元密度从十二指肠到回肠

呈下行性增多。在不同肠段不同水平 ,NOS 阳性神

经元的密度不同 ,这可能与其生理状态有关。如空

肠具有较低的 NOS 神经元密度 ,与空肠的运动抑制

较弱 ,便于空肠排空及营养物质的消化吸收是一致

的。十二指肠和回肠密度高 ,可能与 NOS 阳性神经

元主要支配环行平滑肌层 ,而十二指肠、回肠的环行

肌层较厚有关。此外 ,十二指肠较高的 NOS 神经

元密度可能与十二指肠舒张以容纳胃内食糜有关。
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312 　山羊小肠肌间神经丛胆碱能和 NO 能神经元

发育的数量变化

　　Gabella[9 ]通过观察大鼠肠道肌间神经元的出生

后的变化 ,发现神经元胞体逐渐增大 , 而神经元密

度下降。后来在小鼠、豚鼠、绵羊[10 12 ] 、仔猪[13 ]肠

道发育中神经元数量变化也得到同样规律。本试验

的结果显示 ,随年龄增长 ,山羊小肠肌间神经丛中

AChE、NOS 阳性神经元的密度下降 ,总数增加。在

15 日龄山羊小肠肌间神经丛中两种神经元均已经

形成规则的神经网络。随后 ,神经元胞体逐步增大 ,

数量增多 ,而密度下降 ,至成年 ,肌间神经丛节间束

粗大、阳性纤维密集 ,AchE 和 NOS 神经元分布密度

进一步下降。

肠道肌间神经元在发育过程中 ,其密度变化与

肠管大小呈负相关[1 ] ,随着肠管的发育增长 ,肠壁

内神经元也会不断增多、成熟、功能健全 ,但其增长

速度则会越来越慢于肠壁肌肉的快速增长 ,这势必

导致神经元密度的相对下降。另外 ,NOS 神经元密

度的下降也不能排除过量增殖的神经元在发育中未

能获取足够的由靶细胞产生的对维系其存活必需的

信号物质 ,如神经营养因子而造成的神经元程序性

死亡的可能 ;至于 NOS 神经元数目增加 ,有研究者

推测可能是细胞分裂增殖或一些阴性细胞在发育中

产生了 NOS 的表达[14 ] 。

313 　胆碱能和 NO 能神经元

胃肠道功能的调节机理非常复杂 ,已被公认接

受外源性的和内在的外周自主神经的双重支

配[15 16 ] 。其中内在的外周自主神经为肠壁内小神

经节和节内含有各种性质的神经元 (包括感觉、运动

和中间神经元) ,被统称为 ENS。ENS 中神经元的

种类众多。本试验结果显示山羊小肠中含有丰富的

胆碱能与 NO 能神经元 ,而且二者在肌间神经丛的

分布模式是相似的。但是 ,胆碱能神经元的胞体小

于 NO 能神经元胞体 ,其数量明显多于 NO 能神经

元 ,各个年龄山羊小肠中 AchE和 NOS阳性神经元的

数量比为 1115∶1。与其他动物的相似 ,如大鼠回肠的

AchE与 NOS阳性神经元比例约为 216∶1[6 ] ,猪小肠

胆碱能神经元与 NO 能神经元的比例约为2∶1[3 ] 。

传统认为 ,肠壁内胆碱能神经元是副交感节后

运动神经元 ,胆碱能神经元释放经典递质乙酰胆碱 ,

为胃肠动力兴奋性递质 ,具有刺激肠肌收缩和促进

肠蠕动、调节黏膜血管扩张 ,血流增加和物质吸收的

作用。而 NO 作为抑制性神经递质和调节介质 ,起

着调节胃肠运动、介导血管扩张、控制腺体分泌等重

要作用。NOS 在小肠肌间神经丛非常丰富 ,更说明

主要是胆碱能和 NO 能神经维持着小肠运动的动态

平衡。

4 　小 　结

山羊小肠 ENS 中分布有丰富的胆碱能和 NO

能神经元 ,胆碱能与 NO 能神经元在肌间神经丛的

分布模式相似 ,但黏膜下神经丛中胆碱能神经元多

于 NO 能神经元 ;随着山羊小肠的发育 ,肌间神经丛

中胆碱能和 NO 能神经元的数量逐渐增多而密度逐

渐下降 ,呈现动态变化。
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摘 　要 　为研究镁对肉仔鸡红细胞体外氧化应激的敏感性和红细胞膜流动性的影响 ,本试验用 96 只 1 日龄的 AA

肉仔鸡随机分配为低镁日粮组 (镁含量 112 g/ kg)和对照组 (镁含量 214 g/ kg) 。在体外氧化应激反应体系中 ,低镁

组肉仔鸡红细胞丙二醛 (MDA)的生成量高于对照组 ( P < 0101) ,低镁日粮显著提高红细胞膜的各向异性参数 ( P <

0105) ;低镁组肉仔鸡红细胞的谷胱甘肽 ( GSH)含量降低了 17 % ,丙二醛 (MDA) 的含量升高了 19 %( P < 0105) ,红

细胞膜的镁含量降低 18 % ( P < 0105) ;低镁日粮组肉仔鸡红细胞膜胆固醇的含量 ( P < 0105) 及胆固醇/ 磷脂比 ( P

< 0101)均显著提高。结果表明表明低镁日粮削弱了红细胞的抗氧化系统从而提高红细胞对体外氧化应激的敏感

性 ;红细胞膜胆固醇含量的提高和丙二醛 (MDA)的积累可能是低镁日粮降低红细胞膜流动性的原因。

关键词 　低镁 ; 红细胞 ; 氧化应激敏感性 ; 细胞膜流动性 ; 肉仔鸡
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Effect s of low2magne sium on susceptibility of erythrocyte to

in vitro oxidative stre ss and erythrocyte

membrane fluidity in broiler chickens

Liu Yongxiang , Guo Yuming
(College of Animal Science and Technology , China Agricultural University , Beijing 100094 , China)

Abstract 　The objective of this s tudy was to investigate effects of magnesium on s us ceptibility of erythrocyte to in vitro

oxidative s tres s and membrane fluidity in broiler chickens . Ninety six 12day2old male Abor Acre broiler chicks were ran2
domly allocated into low2magnesium and control groups , each group had 6 replicates of 8 male birds each , fed either

control or low magnesium diets containing about 112 g/ kg or 214 g/ kg of diet resp ectively. The erythrocyte from low2
magnesium group exhibited higher MDA production in in vitro oxidative s tres s reaction system than that from control

( P < 0105) . The anis otropy p arameter of erythrocyte membranes was increas ed by low magnesium diet ( P < 0105) .

Glutathione (GSH) content of erythrocyte decreas ed by 17 % ( P < 0105) while malondialdehyde (MDA) concentration

increas ed by 19 % in low2ma gnesium group ( P < 0105) . Magnesium content of erythrocyte membrane from low2magne2
sium group was reduced by 14 % ( P < 0105) . Feeding low2magnesium diet for 21 days res ulted in a smaller but signifi2
cant increas e in choles terol content of erythrocyte membrane ( P < 0105) and in higher choles terol/ phospholipids ratio

( P < 0101) . Thes e res ults s uggest that low magnesium diet imp aired antioxidant cap acity of erythrocyte and then in2
creas ed s us ceptibility of erythrocyte to in vitro oxidative s tres s . Increas ed MDA content and altered choles terol compo2
sition of erythrocyte membrane should be contributing factors to the decreas e of erythrocyte membrane fluidity.

Key words 　low2magnesium diet ; erythrocyte ; s us ceptibility to oxidative s tres s ; membrane fluidity ; broiler chickens

　　在多种心血管疾病中镁的缺乏和氧化应激是相 互关联的[1 ] ,进一步研究发现日粮镁缺乏可诱导大
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鼠和小鼠多种组织氧化应激状态的增强 ,提高组织

中脂质过氧化物丙二醛 (MDA) 的含量[2 ] 。另一方

面 ,日粮中添加镁能有效地降低猪肉的脂质过氧化

水平[3 ] 。在家禽科学中 , Guo 等首次报道日粮中添

加镁能显著降低肉仔鸡肝脏和腿肌中丙二醛的含

量[4 ] ,在体外试验中 ,培养液镁缺乏诱导鸡胚肝细

胞的氧化应激损伤[5 ] 。最近的研究表明处于热应

激状态下的鹌鹑 ,其血清、肝脏及腿肌中丙二醛的含

量随日粮中镁含量的提高线性降低[6 ] 。这些试验

结果揭示镁和机体组织脂质过氧化之间存在密切关

系 ,但迄今为止 ,人们对镁影响组织中脂质过氧化水

平的机制仍知之甚少。

脂质过氧化是自由基攻击不饱和脂肪酸的结

果 ,推测日粮中的镁可能影响组织抗氧化能力的阈

值 ,从而影响组织对自由基损伤的敏感性。本试验

将肉仔鸡的红细胞直接暴露于体外的自由基生成系

统 ,评价日粮中镁对红细胞体外氧化应激敏感性的

影响。细胞膜的流动性是细胞功能的重要参数 ,影

响完整的膜蛋白定向、膜的渗透性、跨膜转运过程

等。细胞脂质过氧化水平的提高影响细胞膜的流动

性[7 ] ;此外 ,红细胞膜的流动性与细胞膜的镁含量、

膜的脂质组成有关 ,这些因素受镁营养的影响。本

试验旨在探讨镁营养对红细胞功能的潜在影响。

1 　材料与方法

111 　动物与日粮

96 只 1 日龄 AA 肉仔鸡随机分配到低镁日粮

组和对照组 ,每个处理 6 个重复 ,每个重复 8 只鸡。

低镁日粮组和对照组的镁含量分别是 1120 和 2140

g/ kg (日粮实测值) 。日粮是半纯化的 ,其配制参照

NRC的标准 (1994) 。对照组的基础镁含量与低镁

日粮组相同 ,在此基础上添加 1 % (质量分数) 的天

门冬氨酸镁 (购自安徽生物制品厂 ) , 镁含量为

1119 %。日粮的组分和营养水平见表 1。肉仔鸡均

饲养至 3 周龄 ,在最初的 3 d ,鸡舍的室温为 33～35

℃,以后每周降 3 ℃,自由采食和饮水 ,常规免疫。

112 　样品收集

饲养至 3 周龄时 ,从每个重复中随机抽取 2 只

鸡 ,颈经脉放血处死 ,收集血样 ,来自同一重复的血

样混合。血样 3 000 g ,4 ℃离心 15 min。沉淀的红

细胞用生理盐水洗涤 2 次。

113 　红细胞谷胱甘肽( GSH) 和丙二醛( MDA) 含量

的测定

　　红细胞加 4 倍体积的蒸馏水充分溶血 ,采用商业

化试剂盒测定溶血液中的红细胞谷胱甘肽 ( GSH) 和

丙二醛 (MDA)含量 (南京建成生物工程研究所提供) 。

表 1 　日粮的组分和营养水平①

Table 1 　Experimental diet composition and nutrition levels %

日粮组分 　　 低镁日粮组 对照组

大豆分离蛋白 16. 20 16. 20

大豆粕 10. 00 10. 00

大豆油 3. 34 3. 34

磷酸氢钙 (CR) 1. 84 1. 84

碳酸钙 (CR) 1. 30 1. 30

蛋氨酸 0. 29 0. 29

金霉素② 0. 08 0. 08

氯化胆碱② 0. 10 0. 10

氯化钠 (AR) 0. 30 0. 30

多维③ 0. 02 0. 02

多矿④ 0. 20 0. 20

抗氧化剂② 0. 04 0. 04

天门冬氨酸 0. 70

天门冬氨酸镁 1. 00

营养水平 　 　 低镁日粮组 对照组

代谢能 (MJ/ kg) 13. 36 13. 36

粗蛋白 22. 99 22. 97

钙 1. 00 1. 00

有效磷 0. 45 0. 45

蛋氨酸 0. 52 0. 52

蛋 + 胱氨酸 0. 90 0. 90

赖氨酸 1. 17 1. 17

镁 (g/ kg) (实测值) 1. 20 2. 40

　　注 : ①% ,质量分数 ; ②金霉素、氯化胆碱和抗氧化剂的有效成分分别为 15 %、50 %和 33 % ; ③每 kg 饲料含 VA 10 800 IU ,VD3 2 160

IU ,VE 615 mg ,V K3 110 mg ,VB1 014 mg ,VB2 5 mg ,VB12 6 mg , 叶酸 011 mg ,烟酸 7 mg ,泛酸 5 mg ; ④每 kg 饲料含 Cu 6 mg ,Fe 60 mg ,Mn

60 mg ,Zn 50 mg ,Se 0115 mg , Ⅰ0135 mg。
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114 　体外应激敏感性检测

将 011 mL 1∶1 红细胞悬液 (为红细胞与等渗磷

酸盐缓冲液等体积配制) 加入到 1 mL 的反应液 (1

mmol/ L ADP , 0105 mmol/ L FeCl3 , 014 mmol/ L

NADPH)中 , 37 ℃孵育 30 min ,反应期间不停摇动。

反应结束后立即测定 MDA 含量。反应混合液中加

入 2 倍体积的下述混合液 :15 % (体积分数) 三氯乙

酸 , 01375 %(体积分数)三氯巴比土酸 , 0125 mol/ L

HCL ,充分混匀后煮沸 30 min ,然后 3 000 g ,4 ℃离

心 10 min ,535 nm 处测定上清液的吸光度。

115 　红细胞膜的制备和红细胞膜流动性测定

采用低渗破膜的方法制备红细胞膜 ,采用双缩

脲方法测定蛋白含量。部分细胞膜立即用于膜流动

性的测定。其余冷冻干燥后 , - 80 ℃冻存。采用荧

光极化技术测定红细胞膜的流动性 ,DPH 荧光探针

购自 SIGMA 公司。2 mL 新鲜制备的红细胞膜悬

液 (膜蛋白质量浓度 300～600μg/ mL)与 2 mL 的磷

酸盐缓冲液 (含 2 ×10 - 6 mol/ L DPH) 充分混匀 ,25

℃孵育 30 min ,20 000 g ,4 ℃离心 10 min。沉淀的

红细胞膜用磷酸盐缓冲液洗涤 2 次 ,重悬于缓冲液

中后立即上机测试。

116 　血浆镁含量及红细胞膜镁和钙含量的测定

血浆用稀盐酸 10 倍稀释后直接用原子吸收法

测定镁含量。冷冻干燥的红细胞膜在 450 ℃高温下

充分灰化 12 h ,灰分溶于 011 mol/ L HCl ,原子吸收

法测定镁含量。采用常规的邻络合铜指示剂法测定

钙的含量。

117 　膜胆固醇、总磷脂、脂肪酸组成分析

采用一步法抽提膜脂质。气相色谱法测定膜脂

肪酸组成。采用酶分析法测定胆固醇和总磷脂含量

(试剂盒由南京建成生物工程研究所提供) 。

118 　统计分析

数据表示为平均数 ±方差 , 用 t 检验比较平均

数差异的显著性 ,显著水准为 P < 0105。

2 　结 　果

在体外应激反应体系中 ,低镁组肉仔鸡红细胞

的 MDA 生成量 ( (15161 ±1129) nmol/ g) 显著高于

对照组 ( (12101 ±1141) nmol/ g) ( P < 0101) ,说明低

镁日粮提高了红细胞对体外氧化应激的敏感性。

低镁组肉仔鸡红细胞膜各向异性参数 (2199 ±

01034)显著高于对照组 (2187 ±01045) ( P < 0105) ,

说明低镁日粮显著降低红细胞膜的流动性。

与对照组相比 ,低镁日粮组肉仔鸡的红细胞

GSH 的含量降低了 17 % ,MDA 的含量升高了 19 %

( P < 0105) (表 2) 。

如表 3 所示 ,低镁日粮组肉仔鸡的血浆和红细

胞膜的镁含量分别降低了 14 % ( P < 0101) 和 18 %

( P < 0105) 。对照组和低镁组肉仔鸡细胞膜钙的含

量没有差异 ( P > 0105) 。

表 2 　日粮镁对红细胞内谷胱甘肽和丙二醛含量的影响

Table 2 　Mg concentration in plasma and Mg and Ca contents in erythrocyte membrane

检测指标 低镁日粮组 对照组 P

谷胱甘肽 GSH(mg/ g) 88. 28 ±10. 79 106. 65 ±13. 50 0. 034

丙二醛 MDA (nmol/ g) 1. 05 ±0. 17 0. 85 ±0. 14 0. 026

注 :低镁日粮含镁 112 g/ kg ;对照含镁 214 g/ kg。下同。

表 3 　日粮镁对血浆中的镁浓度及红细胞膜上的镁、钙含量的影响

Table 3 　Effects of dietary Mg on Mg concentration in plasma and Mg , Ca contents in erythrocyte membrane

检测指标 低镁日粮组 对照组 P

血浆镁 Mg(mg/ L) 21. 46 ±1. 62 24. 85 ±1. 24 0. 002

镁/ (mmol/ g) 3 6. 45 ±0. 26 7. 85 ±0. 13 0. 023

钙/ (mmol/ g) 3 3. 12 ±0. 16 3. 08 ±0. 21 0. 876

注 : 3 红细胞膜冻干重。

　　从表 4 可见 ,不饱和脂肪酸/ 饱和脂肪酸的比值

在低镁日粮和对照组之间没有差异 ( P > 0105) 。低

镁组肉仔鸡红细胞膜 C18 :2 的含量显著降低 ( P <

0105) ,C20 :0 ,C22 :0 的含量显著提高 ( P < 0101) 。
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采食低镁日粮的肉仔鸡红细胞膜胆固醇的含量 ( P

< 0105)及胆固醇/ 磷脂比 ( P < 0101) 均显著高于对

照组。

表 4 　日粮镁对红细胞膜脂类组成的影响

Table 4 　Comparison of susceptibility of erythrocyte to in vit ro oxidative stress

脂肪酸
w 3 / %

低镁日粮组 对照组 P

C14 :0 2. 28 ±0. 33 2. 68 ±0. 56 0. 565

C14 :1 1. 13 ±0. 25 1. 23 ±0. 14 0. 193

C16 :0 24. 13 ±1. 16 25. 54 ±1. 24 0. 571

C16 :1 1. 16 ±0. 13 1. 19 ±0. 13 0. 727

C18 :0 26. 56 ±4. 48 27. 38 ±2. 77 0. 249

C18 :1 10. 89 ±0. 62 10. 26 ±1. 23 0. 141

C18 :2 15. 02 ±6. 11 17. 68 ±2. 68 0. 023

C20 :0 7. 35 ±1. 62 5. 20 ±0. 61 0. 002

C20 :2 1. 11 ±0. 22 0. 98 ±0. 30 0. 130

C20 :3 1. 73 ±0. 89 2. 47 ±0. 69 0. 831

20 :4 0. 06 ±0. 01 0. 06 ±0. 04 0. 089

C22 :0 8. 56 ±1. 92 5. 20 ±0. 66 0. 005

C22 :1 0. 047 ±0. 02 0. 08 ±0. 04 0. 127

m (U FA) / m (SPA) 0. 51 ±0. 07 0. 53 ±0. 05 0. 397

w (胆固醇) / (mg/ mg) 0. 34 ±0. 01 0. 31 ±0. 01 < 01050

w (磷脂) / (mg/ mg) 1. 36 ±0. 04 1. 35 ±0. 05 0. 356

胆固醇/ 磷脂 (mol/ mol) 0. 49 ±0. 01 0. 45 ±0. 01 < 0. 010

　 　注 : 3 各种脂肪酸占可鉴别脂肪酸总量的质量比 ; UFA/ SPA = 不饱和脂肪酸/ 饱和脂肪酸。

3 　讨 　论

311 　红细胞是进行体外氧化应激研究的良好模型

红细胞内的血红蛋白不断氧化 ,此过程产生氧

自由基 ,而且红细胞富含多不饱和脂肪酸、氧、铁 ,因

此红细胞对氧化应激比较敏感。红细胞对体外氧化

应激的敏感性反映了其他组织和器官同样的趋

势[8 ] ;此外 ,红细胞及其膜比其他组织细胞及膜容

易分离。

312 　日粮镁对红细胞体外氧化应激敏感性的影响

以前的研究表明肉仔鸡的镁营养状态影响肉仔

鸡肝脏和腿肌的脂质过氧化水平[4 ] ,培养液中的镁

缺乏诱导鸡胚肝细胞的氧化应激[5 ] 。为加深镁营

养对肉仔鸡机体抗氧化能力及其机制的了解 ,本试

验采用体外氧化应激刺激的方法 ,研究来自不同镁

营养水平的肉仔鸡红细胞对体外氧化应激的敏感

性。在本试验条件下 ,低镁日粮显著提高红细胞对

体外氧化应激的敏感性 ,意味着低镁日粮降低了红

细胞抵抗自由基攻击的能力 ;低镁日粮显著降低肉

仔鸡血浆的镁水平 ,血浆的镁水平是反映机体镁营

养状态的最敏感指标。以上结果表明日粮的镁含量

影响机体的镁营养状态 ,从而影响肉仔鸡红细胞抗

氧化能力的阈值。在以鼠类为模型的试验中 ,日粮

镁缺乏增强儿茶酚胺类激素诱导的心肌损伤的程

度[9 ] ,儿茶酚胺类激素诱导心肌损伤的机制十分复

杂 ,但 V E 可以显著缓解其对心肌的损伤 ,说明自由

基参与了儿茶酚胺类激素诱导的大鼠心肌损伤的过

程 ,日粮镁缺乏增强儿茶酚胺类激素诱导的大鼠心

肌损伤的程度 ,说明镁缺乏降低了心肌自我保护和

抵抗自由基攻击的能力。这与本试验的结果一致。
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由于本试验采用统一的体外氧化应激刺激体

系 ,低镁组红细胞对体外氧化应激敏感性的提高只

可能与 2 方面的因素有关 :1) 自由基作用底物即多

不饱和脂肪酸含量提高。2)抗氧化系统的削弱。多

不饱和脂肪酸/ 饱和脂肪酸的比值在低镁组和对照

组之间没有差异 ,因此细胞膜脂肪酸的组成与提高

的应激敏感性无关。在家禽科学中尚无镁营养对鸡

红细胞膜脂肪酸组成的相关报道。在鼠类动物 ,极

度的镁缺乏提高红细胞膜中 C18 :1n9、C20 :4n4 的

含量 ,降低 C20 :3n6、C22 :5n6 的含量[10 ] ,与本试验

的结果存在明显差异 (表 4) 。差异或许来自于物种

的不同 ,与试验日粮的不同也可能有关。在鼠类动

物试验中日粮中镁极度缺乏 ,而本试验低镁日粮中

的镁含量对于肉仔鸡的需要而言是临界的。低镁日

粮显著降低红细胞内 GSH 的含量 ,降低了红细胞的

抗氧化能力 ,从而提高了红细胞对体外氧化应激的

敏感性。机体的镁营养状态对组织的抗氧化系统有

重要影响。镁缺乏降低了大鼠红细胞中超氧化物歧

化酶和过氧化氢酶的活性以及 GSH 含量。目前尚

不了解镁影响抗氧化酶活性的途径。由于镁广泛参

与多种基因表达 ,包括基因组的稳定、转率效率、

mRNA 的稳定性和翻译 ,镁可能激活了抗氧化酶基

因的表达。另外 ,镁在体内外对多种酶有激活作用 ,

对抗氧化酶可能有激活作用。机体镁营养水平影响

红细胞中 GSH 的原因可能在于镁参与 GSH 的合

成 ,是合成 GSH 必需酶的激活剂。增强的抗氧化酶

活性可以减少 GSH 的消耗。

313 　日粮镁对红细胞膜流动性的影响

利用荧光极化技术评价红细胞膜的流动性。疏

水的DPH 嵌入细胞膜的脂质双层 ,提供细胞膜脂质

双层的分子顺序 ,以各相异性参数表示 ,其值与红细

胞膜的流动性呈反比。低镁日粮显著提高红细胞膜

的各向异性参数 , 说明低镁日粮显著降低红细胞膜

的流动性。

镁与细胞膜脂质双层中带负电荷的磷脂头部的

磷酸基结合 ,对脂质双层结构有稳定作用 ,镁从细胞

膜中流失提高细胞膜的流动性 ;但本试验中 ,低镁日

粮同时降低红细胞膜中镁含量和细胞膜的流动性。

因此 ,细胞膜上镁含量的变化不是低镁日粮组肉仔

鸡红细胞膜流动性降低的原因。钙是细胞膜的钢化

因子 ,但日粮中镁含量并不影响细胞膜中钙的含量。

胆固醇是细胞膜的钢化因子 ,低镁日粮显著提

高红细胞胆固醇的含量 ,说明红细胞膜胆固醇含量

的提高是低镁日粮降低红细胞膜流动性的原因之

一。除合成葡萄糖外 ,红细胞几乎没有代谢功能 ,红

细胞在骨髓形成后 ,没有自我更新的能力 ,但红细胞

的组分与血浆之间存在交换。红细胞膜中的胆固醇

与血浆中的胆固醇存在快速交换。文献 [ 6 ]报道鹌

鹑血清中胆固醇的含量随日粮中镁添加量的提高而

线性降低。另据研究表明日粮镁缺乏显著提高鼠血

浆中游离胆固醇的含量[11 ] ,反之 ,日粮中补充镁则

显著降低鼠血浆中游离胆固醇的浓度。镁营养节

LCA T 的活性可能是镁营养影响血浆中游离胆固醇

的浓度的原因 ,LCA T 的功能是阻止非酯化的胆固

醇在血浆中的积累 ,镁缺乏削弱 LCA T 的活性 ,导

致胆固醇在血浆中的积累[12 ] 。

脂质过氧化可以改变生物膜的结构 ,影响酶的

活性 ,改变膜结合蛋白的构想及影响受体活性。红

细胞中 MDA 的积累导致细胞内的脱水和整个细胞

可塑性的降低 ,影响红细胞脂质双层的稳定性[13 ] 。

对组织硬结病的研究发现红细胞膜脂质过氧化水平

与红细胞膜的流动性呈负相关[14 ] 。低镁日粮增加

红细胞中 MDA 的产量 ,降低红细胞膜的流动性 ,这

种相反的趋势意味着 MDA 产量的增加可能是红细

胞膜的流动性降低的原因之一。

镁对生物膜的功能有重要影响。镁缺乏削弱

Na + - K+ - A TP 酶的活性 ,导致细胞内 K+ 降低 ,

引起膜电位下降 ,从而提高细胞内 Na + ,刺激 Na +

- Ca2 + 交换 ,导致钙过载和细胞的死亡 ,线粒体上

镁的去除导致线粒体的膨胀和对单价阳离子渗透性

的增加。细胞膜的流动性是细胞膜重要的结构和动

力学特性 ,是细胞膜功能的重要参数 ,低镁日粮显著

降低肉仔鸡红细胞膜的流动性 ,必然影响红细胞膜

的功能 ,但对红细胞功能的具体影响尚需进一步的

探讨。

4 　结 　论

本研究表明低镁日粮提高红细胞对体外氧化应

激的敏感性并降低红细胞膜的流动性 ,根据脂质分

析和抗氧化能力标志物 GSH 的测定结果 ,红细胞抗

氧化系统的消弱是红细胞对体外氧化应激敏感性提

高的原因。红细胞膜胆固醇含量的提高导致膜流动

性的降低 ,MDA 的积累也可能是红细胞膜流动性降

低的原因之一。
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