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① 马杜霉素对柔嫩艾美耳球虫线粒体的影响
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摘　要　为了观察马杜霉素对球虫超微结构的影响, 探讨马杜霉素抑杀球虫的作用机理, 将马杜霉素按

01000 5%浓度混入鸡的育雏饲料中, 12日龄时,用该饲料喂给药组的鸡,同时,另设定 1组不用药对照组,在

14日龄时,参加实验的 2个组的每只实验鸡接种对马杜霉素敏感的孢子化的鸡柔嫩艾美尔球虫卵囊 2×104

个,感染后 84, 96, 108, 120和 132 h 每组分别捕杀 2只实验鸡,取鸡盲肠组织,制成超薄切片,通过透射电镜

观察鸡体内的柔嫩艾美耳球虫敏感株在马杜霉素作用下超微结构的变化,与对照组比较,发现线粒体表现为

数量增多和形态改变。形态改变表现在有的线粒体弯曲为马蹄形或者弓形; 内部结构的变化为: 有的线粒体

内膜和嵴脱落,内部形成空泡、膜状结构、螺旋状或者髓鞘样结构,有的线粒体的嵴变为与线粒体的长轴平行

排列,且贯穿线粒体。作者推测马杜霉素等抗生素类抗球虫药的作用机理为: 破坏虫体内部结构与抑制虫体

的生理机能 2个方面的协同作用达到抑杀球虫的作用。
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　　马杜霉素是一种新型的抗球虫药,属于聚醚类离子载体抗生素类,是红足分支杆菌的发酵产

物, 1984年首先在巴西注册使用,我国在 1989年注册使用,近年来关于马杜霉素良好的抗球虫

效果与耐药性的报道很多[1 ]。而且在现有的抗球虫药中该药在饲料中添加的剂量最小,它在国内

肉鸡场使用比较普遍,近年来在我国养鸡业尤其是在商品肉鸡球虫病的防治中起了较大的作用。

为探讨该类药物的作用机理,自 20世纪 70年代初到目前,有关聚醚类离子载体抗生素类

抗球虫药 (简称“抗生素类抗球虫药”)引起球虫超微结构变化的报道越来越多,人们观察报道

了莫能菌素在离体条件下对球虫的超微结构的影响,发现裂殖子膨胀,细胞浆空泡化,细胞膜

结构模糊、破损和细胞整体形态改变[2～ 4 ]。Couzinet 等在鸡肾细胞内观察了N igericin 和

Ep igericin 对弓形体子孢子的超微结构的影响,除了上述变化外,还发现细胞核的周围形成空

泡,并将细胞核包围起来[5 ]。人们也研究了拉沙菌素、那拉菌素、盐霉素对球虫不同时期的超微

结构的影响,所得结果和上述结果基本一致[6～ 8 ]。然而,国内外的文献中,尚未见到在马杜霉素

作用下对球虫线粒体形态结构影响的报道,而且其作用机理仅限于代谢水平上。为此,借助电

子显微镜,观察了在马杜霉素作用下柔嫩艾美耳球虫 (E im eria tenella)敏感株虫体线粒体的变

化,并在亚细胞水平上,对抗生素类抗球虫药对球虫的抑杀机理做一些初步探讨。为新型兽药

的研制、开发以及合理的使用等方面提供科学的依据。

1　材料和方法

111　实验材料

柔嫩艾美耳球虫经单卵囊纯化、增殖、孢子化后置于 4℃冰箱保存。

实验动物公鸡雏购自北京海淀乡鸡场,孵化后未落地前饲养于无球虫笼舍中至 12 日龄

备用。

试剂加福(马杜霉素,M adu ram ysin 1%预混剂) : 美国氰胺公司生产,北京华都肉鸡联营公司

赠送;固定液: 2. 5%戊二醛;缓冲溶液: 0. 1 mo lõL - 1磷酸盐缓冲液pH 7. 4 (保存于 4℃冰箱备用)。

112　实验方法

11211　虫株对马杜霉素敏感性实验　实验分

3组 (表 1) ,用抗球虫指数判定实验用柔嫩艾

美耳球虫对马杜霉素的敏感性[9 ]。

11212　制备电镜样品实验　实验分成 2 组

(表 2) ,每组 15只鸡。第 1组:实验组, 12日龄

开始饲喂加有 5×10- 6马杜霉素的饲料, 第 2

　　

表 1　马杜霉素敏感性实验分组

实验分组 鸡只数 给药与否 接种与否

1 6 5×10- 6马杜霉素 接种

2 6 不给药 接种

3 6 不给药 不接种

组:不用药对照组, 14日龄时, 2个组每只实验鸡感染孢子化的柔嫩艾美耳球虫卵囊 2×104。

11213　电镜样品制备和电镜观察　感染后 84, 96, 108, 120和 132 h 每组分别捕杀 2只实验

鸡 ,取鸡盲肠置于冷却的蜡盘上,滴上冷却的磷酸盐缓冲液,刮取肠粘膜及肠内容物显微镜检

查,发现裂殖体或裂殖子时,立即用冷却的磷

酸盐缓冲液冲洗盲肠,用双面刀片在不同部位

取 4～ 8 块 1 mm 3 组织块,于 2. 5%戊二醛固

定液中固定,按电镜常规包埋、超薄切片。利用

透射电镜观察、照相并记录。

　　

表 2　制备电镜样品实验分组

实验分组 鸡只数 给药与否 接种卵囊

1 15 5×10- 6马杜霉素 2×104

2 15 不给药 2×104
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2　结　果

211　虫株敏感性测定结果

用抗球虫指数作为判断指标,经过实验检验,实验用的柔嫩艾美耳球虫虫株对马杜霉素敏感。

212　不用药对照组观察结果

在不用药对照组,利用透射电子显微镜进行观察,线粒体的形状为圆形或者椭圆形,线粒

体内膜和嵴的结构完整、清晰,内部无其他异常的结构出现 (图 121, 2, 3)。

213　用药组观察结果

在饲料中添加 5×10- 6m gökg 的马杜霉素作用下,利用透射电子显微镜进行观察 84, 96,

108, 120和 132 h 鸡体内的柔嫩艾美耳球虫裂殖子的线粒体,与不用药对照组比较,发现线粒

体的数量、形态和结构发生明显了的改变: 1)裂殖子中线粒体的数量增加密度增大; 2)线粒

体形状的变化,有的线粒体肿大为球形, (图 124, 8) ,有的线粒体失去原有的椭圆形,改变为弯

曲似马蹄形或者弓形 (图 127) ,有的线粒体呈现不规则形 (图 125) ; 3)线粒体内部结构的变化,

有的线粒体的内膜和嵴发生脱落,线粒体嵴间扩张,在线粒体内部形成空泡 (图 124, 8)或者膜

状结构 (图 125) ,有的线粒体内部出现膜状结构、旋涡状结构和髓鞘样结构 (图 127) ,有的线粒

体内部出现电子致密的团块 (图 124) ,有的线粒体嵴的排列和纵轴平行,并贯穿线粒体,有的

线粒体内部的嵴加长,间隙扩张 (图 126)。

3　讨　论

抗生素类抗球虫药物的分子中都含有 1个一元羧基和许多醚基。在溶液中由氢键连接为

特殊构型,中心由并列的氧原子组成,故带有负电荷,具有捕捉阳离子的“磁阱”作用,外部主要

为烃类组成,具有中性亲脂性和疏水性[10 ]。因此抗生素类抗球虫药物具有协助阳离子通过膜

结构的作用。故在此类药物作用下子孢子、裂殖子和裂殖体内外环境发生改变,尤其是离子浓

度发生的改变。

在饲料中添加 5×10- 6m gökg 马杜霉素作用下,发现鸡体内柔嫩艾美耳球虫裂殖子的线

粒体形态改变,形状弯曲成马蹄形或弓形,嵴脱落,内部有膜状结构、空泡、和髓鞘样结构出现,

线粒体嵴的排列和纵轴平行,并贯穿线粒体,说明线粒体的结构遭到了马杜霉素的损伤,损伤

严重的部位在内膜和嵴,这正是参与氧化还原反应和氧化磷酸化的电子传递链存在的地方,这

方面说明了马杜霉素对球虫的能量代谢造成了严重的损伤。而且杨光华[11 ]也认为线粒体中膜

性旋涡和髓鞘样结构是线粒体的一种病理现象,线粒体嵴的排列出现和纵轴平行的现象,可伴

有细胞色素氧化酶和琥珀酸脱氢酶的活性降低,这些变化也说明线粒体的能量代谢功能受到

了影响, Charles等[12 ]发现莫能菌素能使子孢子和裂殖子内的A T P 浓度降低,也表明抗生素

类抗球虫药不仅对细胞膜、细胞质和细胞核造成影响,而且对线粒体的膜结构造成破坏,使线

粒体不能进行正常的能量代谢。

线粒体内部出现电子致密的团块,作者认为可能为线粒体内的核酸由于线粒体内环境改

变而发生的凝聚现象,汪德耀认为这是DNA 代谢紊乱引起的一种不可逆病变[13 ]。线粒体结构

异常是整个细胞病变的一部分,线粒体的肿大变圆、嵴变短,间隙扩张是线粒体水肿的一种表

现。线粒体增生是对非特异性细胞损伤的适应性反应,是一个病理过程[14 ]。
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图 1　　

1　对照组,正常的线粒体 (M I) 线粒体的嵴 (→) × 75 000;

2　对照组,正常的线粒体 (⊥ )细胞核 (N )× 15 000;

3　对照组,正常的线粒体 (M I)×24 000;

4　处理组, 线粒体 (M I)膨胀变为圆形内部出现空泡 (→)、膜状结构
(⊥ )和电子致密团块( )×49 000;

5　处理组,裂殖子 (M )的线粒体 (M I)形态改变, 内膜和嵴脱落,内
部出现膜性结构 (→)×49 000;

6　处理组,裂殖子的线粒体 (M I)嵴 (→)排列与长轴
平行,贯穿线粒体,线粒体的数量增加×75 000;

7　处理组,裂殖子内线粒体 (M I)呈马蹄形,线粒体
内膜和嵴脱落,髓鞘样结构 (→)×49 000;

8　处理组, 线粒体膨胀变为圆形内部出现空泡
( )和膜状结构 (→)×24 000
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4　结　论

药物使球虫线粒体的形态结构发生了变化。鸡体内的柔嫩艾美耳球虫敏感株在 5×10- 6

马杜霉素作用下超微结构和对照组比较,线粒体表现为数量增多、形态和结构发生改变。

根据观察结果,推测抗生素类抗球虫药杀死或抑制球虫的机理为: 1)通过影响细胞内外离

子的平衡,破坏虫体的膜结构,尤其是线粒体,从而破坏和杀死虫体; 2)通过影响虫体能量的形

成,导致虫体的代谢和生理功能的异常。这 2个方面互为因果相伴存在,影响虫体的侵入、生

长、发育和繁殖,甚至导致虫体的破裂死亡,达到抑杀球虫的目的。
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