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善表层土壤的物理性状，与不种草对照区相比，套种高羊茅、

鸭茅、多年生黑麦草平均降低土壤容重 １．１２％、２．０６％、
２９４％。土壤容重的变化规律与各类牧草的根系分布和更新
有密切关系。果林套种高羊茅、鸭茅、多年生黑麦草后土壤中

有效Ｎ、Ｐ、Ｋ的含量不但没有减少，反而增加，其中速效磷含
量分别比不种草对照增加０．２６、０．０７、０．５２ｍｇ／ｋｇ；碱解氮含
量分别比对照区增了６．９７、１２．１５、１９．２２ｍｇ／ｋｇ，速效钾含量
增加了２９．０、３４．５、１３１．０ｍｇ／ｋｇ。

３　讨论

利用果林行间套种生产饲草，建立果林与牧草套种复合

生产体系［１０－１１］，不仅可以充分利用果地的空闲地扩大饲草饲

料生产，而且能缓和农区的饲草饲料短缺问题，同时促进农区

养殖业的发展，从而增加林果业的有机肥源，有助于建立果－
草－畜 －肥生态农业生产体系，为提高综合经济效益提供
机遇。

一般在大田人工种植鸭茅、高羊茅、黑麦草等多年生牧

草，其鲜草产量可达４５０００ｋｇ／ｈｍ２［１２］以上，北方的苏丹草鲜
草产量可达到４５０００～６００００ｋｇ／ｈｍ２［１３－１４］。本研究在库尔
勒香梨园套种多年生和一年生牧草高羊茅、黑麦草、鸭茅、苏

丹草，每年刈割 ２次，鲜草最高年产量分别达到 ２８３９９．５、
２７９４９．５、３６２２９．５、３４０１７．０ｋｇ／ｈｍ２，虽然年产量低于人工草
地的最低标准，但在林草的管理上能够优先照顾果树，从

２０１２年第一茬的变化可以发现，在没有灌水的情况下，高羊
茅和鸭茅只是产量减少，并没有出现死亡现象；一年生牧草虽

然在干草产量上是多年生牧草的２～３倍，但是牧草草质却比
不上多年生牧草，同时第二年必须对一年生牧草种草区进行

重建。

香梨根系分布因树龄、栽植密度而不同，一般情况下，香

梨根系分布在深１００ｃｍ左右土层内［１５］。本研究结果表明，

香梨套种的各种牧草根系分布主要集中在０～２０ｃｍ土层，与
果树根系在空间尺度上不重叠，不会与果树出现营养竞争。

董素钦认为果园套种牧草形成覆盖，减少土壤水分蒸发，保持

土壤水分，有利于土壤含水量的提高，而且能有效地提高果园

土壤有机质、速效氮、速效磷、速效钾的含量，从而改良土壤性

状，提高土壤肥力［１６］。郝淑英等在果园种草覆盖对土壤物理

性状的研究中也得到类似的结果［１７］。本研究中表层土壤容

重低于不种草对照区，说明套种牧草后果园地表土壤的物理

性状发生了变化，种草区土壤含水量以及土壤中碱解氮、速效

钾、速效磷的含量均比不种草对照区高。这一变化不仅达到

保持土壤水分的目的，而且能够改善土壤库中Ｎ、Ｐ、Ｋ实际供
给能力，活化土壤中有机态Ｎ、Ｐ、Ｋ，有利于果树对 Ｎ、Ｐ、Ｋ营
养元素的吸收利用，保证果树的生长。套种一年生苏丹草对

土壤养分的影响有待进一步研究。

本研究结果表明，多年生黑麦草因在南疆气候条件下无

越冬能力，不适合套种利用。鸭茅和高羊茅的干草产量可达

４０００ｋｇ／ｈｍ２，可以在香梨果园套种生产利用。一年生牧草
苏丹草与香梨套种后的鲜草产量可达３００００ｋｇ／ｈｍ２以上，虽
然产量低于大田生产标准，但通过及时刈割，限制牧草生长高

度，使收获的牧草正处于营养生长阶段，可生产品质较高的牧

草产品。
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恩诺沙星联合脂多糖致复合式鸡肝损伤模型的建立

郭凡溪１，钱林东２，刘腾飞１，耿智霞１，蒋　凡１，余祖功１

（１．南京农业大学动物医学院，江苏南京２１００９５；２．云南农业职业技术学院，云南昆明 ６５０２１２）

　　摘要：旨在建立恩诺沙星联合脂多糖诱发鸡肝的损伤模型，从而为家禽用护肝药物提供研究基础。先分别给予海
蓝蛋鸡不同浓度的恩诺沙星（Ｅ１至Ｅ７组，浓度分别设为５０、８０、１００、２００、３００、４００、５００ｍｇ／ｋｇ，１次／ｄ，连续灌服３ｄ）、

脂多糖粗提液（ＬＰＳ，Ｌ１至Ｌ７组，浓度设为１、２、４、６、８、１０、１５ｍＬ／ｋｇ，腹腔注射１次）处理，初步筛选出二者各自致肝损

伤的剂量；在此基础上确定使用１００ｍｇ／ｋｇ恩诺沙星（１次／ｄ，连续灌服３ｄ）联合腹腔注射２、４、６ｍＬ／ｋｇ脂多糖（腹腔
注射１次）进行处理，以４８ｈ鸡存活率、血清生化指标及肝组织病理学变化为筛选依据。结果表明：Ｅ４至Ｅ７和Ｌ５至

Ｌ７组鸡出现死亡，Ｅ３和Ｌ２至Ｌ４组鸡全部成活，但谷丙转氨酶、谷草转氨酶活性水平上升明显，肝细胞病变明显，Ｅ１、

Ｅ２和Ｌ１组变化不明显；１００ｍｇ／ｋｇ恩诺沙星联合４ｍＬ／ｋｇ脂多糖组细胞病变明显，使得谷丙转氨酶、谷草转氨酶、球

蛋白升高，总蛋白、白蛋白、白球比显著降低，因此可作为新型复合式肝损伤模型用于家禽肝损伤机制和护肝药物作用

机理的研究。

　　关键词：肝损伤；恩诺沙星；脂多糖；鸡；动物模型
　　中图分类号：Ｓ８５９．７　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１３）０８－０２１２－０３

收稿日期：２０１３－０１－０４
基金项目：国家自然科学基金（编号：３１１７２２８２）。
作者简介：郭凡溪（１９８８—），女，河南焦作人，硕士研究生，从事新兽
药研发工作。Ｅ－ｍａｉｌ：ｓｅｎｓｅｎ１２２０５＠１６３．ｃｏｍ。

通信作者：余祖功，副教授，主要从事新兽药药理研究及兽药新制剂

的研发工作。Ｅ－ｍａｉｌ：ｙｕｚｕｇｏｎｇ＠ｎｊａｕ．ｅｄｕ．ｃｎ。

　　合适的肝损伤动物模型是研究肝损伤病理、评价护肝药
物作用及机制的基础。目前已有多种肝损伤动物模型，单独

诱导常用的有脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）、ＣＣｌ４、对乙酰
氨基酚、刀豆蛋白 Ａ、乙醇等［１－２］；复合式诱导常用的有脂多

糖联合卡介苗或 Ｄ－半乳糖胺、乙醇、ＣＣｌ４联合刀豆蛋白
等［２－４］，但是未有关于脂多糖联合抗菌药物诱导肝损伤模型

的报道。已有报道表明，氟喹诺酮类药物和内毒素皆具有肝

毒性［１，５－６］，均可致肝损伤，且氟喹诺酮类药物在杀灭革兰氏

阴性菌时会诱发内毒素增加释放［７－８］。由于在集约化家禽养

殖实践中，细菌感染较为多见，而抗菌药物的大量使用甚至滥

用现象普遍，因此临床家禽的肝损伤较为常见，其诱发原因也

较为复杂。本研究模拟了家禽的养殖实践，尝试用恩诺沙星

联合脂多糖来诱发鸡肝损伤，以期为研究家禽肝损伤病理演

变、丰富肝损伤的动物模型、研究家禽护肝药物的作用机制奠

定模型基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　试剂与仪器　恩诺沙星（≥９９．０％，浙江国邦药业有
限公司）；鸡致病性大肠杆菌（临床分离株，由江苏省农业科

学院李银研究员惠赠）；超声波细胞粉碎机（ＸＯ－６５０Ｄ，南京
先欧仪器制造有限公司）；低速大容量多管离心机（ＬＤ－Ⅱ
Ｂ，无锡市瑞江分析仪器有限公司），分光光度计（Ｓｍａｒｔ
Ｓｐｅｃ３０００，ＢＩＯ－ＲＡＤ）。

１．１．２　试验动物　１日龄海蓝蛋鸡２００羽，雌雄各半，购自
南京汤泉鸡场。饲喂不含任何药物的饲料，至５月龄时体重
（１±０．２）ｋｇ时备用。
１．２　试验方法
１．２．１　脂多糖粗提液的制备　参照霍晓青等的方法［９－１０］，

脂多糖粗提液的制备过程为：（１）将鸡致病性大肠杆菌复苏
后接种于营养肉汤中，于３７℃扩大培养２４ｈ后收集细菌悬
液；（２）３０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，沉淀用ｐＨ值７．４、０．０１ｍｏｌ／Ｌ
的ＰＢＳ洗涤３次，稀释为细菌数为 ２．０×１０９个／ｍＬ的浓菌
液；（３）浓菌液用超声波细胞粉碎仪（φ１０，７５％）粉碎４０ｍｉｎ
后于 ５０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ；（４）上清液用微孔滤膜
（０．２２μｍ）过滤，滤液煮沸 １０ｍｉｎ即得脂多糖粗提液，取适
量溶液于显微镜下观察无完整菌体即可，４℃保存备用。
１．２．２　恩诺沙星、脂多糖诱导肝损伤剂量的筛选　取健康鸡
１５０羽，雌雄各半，平均分成１５组，每组１０羽。按照不同的
剂量将恩诺沙星损伤试验分为７组（Ｅ１至 Ｅ７），对应的灌胃
剂量分别为５０、８０、１００、２００、３００、４００、５００ｍｇ／ｋｇ，１次／ｄ，连
续 ３ｄ。按照不同的剂量将脂多糖损伤试验分为７组（Ｌ１至
Ｌ７），对应的脂多糖粗提液量分别为１、２、４、６、８、１０、１５ｍＬ／ｋｇ，
腹腔注射１次。对照组用生理盐水代替药物作相同处理。观
察给药后鸡的精神状态、死亡情况，并于最后一次给药后４８ｈ
采血检测鸡血清中谷丙转氨酶（ＡＬＴ）和谷草转氨酶（ＡＳＴ）活
性水平的变化，剖检，苏木精 －伊红（ＨＥ）染色观察肝组织的
病理变化。

１．２．３　确定恩诺沙星联合脂多糖诱导肝损伤模型的建立方
法　取健康鸡４０羽，雌雄各半，平均分成４组，每组１０羽，其
中３组连续灌服恩诺沙星（１００ｍｇ／ｋｇ，１次／ｄ），第３天灌药
时再分为３组（ＥＬ１至 ＥＬ３）进行腹腔注射 ＬＰＳ粗提液，注射
剂量分别为：２、４、６ｍＬ／ｋｇ；对照组用生理盐水代替药物作相同
处理。观察鸡的精神状态、存活情况，并于腹腔注射脂多糖粗

提液后４８ｈ采血，检测血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ、总蛋白（ＴＰ）、白蛋白
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（ＡＬＢ）、球蛋白（ＧＬＢ）、白球比（Ａ／Ｇ）水平的变化，剖检肝脏。
１．２．４　数据分析　所得数据使用统计学软件 ＳＰＳＳ１９．０进
行分析。

２　结果与分析

２．１　试验鸡投药后的临床表现
与空白组相比，给药４８ｈ后，恩诺沙星损伤试验组中：

Ｅ１、Ｅ２组鸡无明显症状；Ｅ３、Ｅ４组存活鸡的精神沉郁，采食饮
水下降，出现缩头现象，羽毛无光泽，Ｅ４组鸡症状表现更重且
有死亡；Ｅ５至Ｅ７组鸡全部死亡。脂多糖损伤试验组中，Ｌ１组
全部成活，但精神不好；Ｌ２至Ｌ４组全部成活，但不进食，排白
色稀粪，羽毛蓬松，站立不稳；Ｌ５组存活３羽，Ｌ６、Ｌ７组鸡全部
死亡。

２．２　恩诺沙星、脂多糖诱导肝损伤鸡血清 ＡＬＴ和 ＡＳＴ活性
水平变化

由表１可以看出，与空白组相比，Ｅ１组鸡血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ
活性上升不显著；Ｅ２、Ｅ３、Ｅ４组上升显著（除了 Ｅ２组的 ＡＬＴ
活性）；２种酶活性均随着恩诺沙星剂量的加大而升高。

表１　不同剂量恩诺沙星处理鸡存活率及ＡＬＴ和ＡＳＴ活性的影响

组别
存活率

（％）
ＡＬＴ活性
（Ｕ／Ｌ）

ＡＳＴ活性
（Ｕ／Ｌ）

空白组 １００ ３．６２±０．７９ａ １４３．０６±１１．９１ａ
Ｅ１ １００ ３．７９±０．６９ａ １４５．２８±２３．４７ａｂ
Ｅ２ １００ ３．９０±０．７６ａｂ １５９．１０±１６．４１ｂ
Ｅ３ １００ ４．６６±１．０１ｂ １８１．４４±１５．８２ｃ
Ｅ４ ７０ ６．０４±１．０８ｃ １９０．８０±３３．３７ｃ
Ｅ５ ０
Ｅ６ ０
Ｅ７ ０

　　注：同列数据后不同小写字母者表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。表
２、表３同。

　　由表２可以看出，与空白组比，Ｌ１组 ＡＬＴ、ＡＳＴ活性升高
不显著；Ｌ２、Ｌ３、Ｌ４组 ＡＬＴ、ＡＳＴ显著升高（除了 Ｌ２组的 ＡＳＴ
活性）；２种酶活性均随着脂多糖剂量的加大而升高。

表２　不同剂量脂多糖处理鸡存活率及ＡＬＴ和ＡＳＴ活性的影响

组别
存活率

（％）
ＡＬＴ活性
（Ｕ／Ｌ）

ＡＳＴ活性
（Ｕ／Ｌ）

空白组 １００ ３．６２±０．７９ａ １４３．０６±１１．９１ａ
Ｌ１ １００ ４．０４±０．８９ａｂ １４５．５５±１３．４４ａ
Ｌ２ １００ ４．６７±０．７４ｂ １５３．１１±２２．４６ａ
Ｌ３ １００ ５．５０±０．９３ｃ １８７．９０±２７．７１ｂ
Ｌ４ １００ ６．７４±１．２７ｃ １９６．８２±２５．４８ｂ
Ｌ５ ３０
Ｌ６ ０
Ｌ７ ０

２．３　鸡肝组织的病理学变化
由图１可见，与空白组比，Ｅ１、Ｅ２组鸡肝细胞略为肿胀；

Ｅ３组鸡肝细胞普遍肿胀，并且有坏死；Ｅ４、Ｅ５组鸡肝细胞结
构紊乱，血细胞淤积；结合这些指标，初步选择恩诺沙星诱导

鸡肝损伤的最适剂量为１００ｍｇ／ｋｇ。此外可见，Ｌ１组鸡肝细
胞有肿大现象；Ｌ２、Ｌ３、Ｌ４组鸡肝细胞普遍肿大，并可见胞浆

空泡、炎性浸润及坏死，并且随脂多糖剂量的升高而加重；Ｌ５
组鸡肝细胞胞浆空泡聚集，坏死广泛，结构紊乱；结合这些指

标，初步筛选出脂多糖的３种剂量为：２、４、６ｍＬ／ｋｇ。
２．４　恩诺沙星联合脂多糖诱导肝损伤对鸡存活状况及血清
生化指标的影响

由于ＥＬ３组在４８ｈ内仅存活２羽，不便进行深入研究，
ＥＬ１、ＥＬ２组全部成活，因此不统计 ＥＬ３组的血清生化指标。
由表３可见，与空白组比，ＥＬ１、ＥＬ２组 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＧＬＢ水平均
显著升高（Ｐ＜０．０５），ＡＬＢ、ＴＰ、Ａ／Ｇ则显著下降（Ｐ＜０．０５），
以ＥＬ２组最明显。

３　结论与讨论

已有研究证实，恩诺沙星在杀菌的同时可促进大肠杆菌

内毒素释放［８］，内毒素大量进入血液会加重肝脏负担，破坏

肝脏细胞及线粒体，从而损害肝功能［１］。恩诺沙星在肝内的

主要代谢物环丙沙星已在医学临床上证实可诱发肝损伤［５］。

本试验对海蓝蛋鸡连续高剂量灌服恩诺沙星（≥１００ｍｇ／ｋｇ）
发现，鸡肝细胞出现肿大、坏死现象，鸡血清中ＡＬＴ和ＡＳＴ显
著升高，并且呈剂量依赖性增长。由于ＡＬＴ主要存在于肝细
胞浆内，ＡＳＴ主要存在于肝细胞的线粒体内，肝细胞受损，二
者就会较多地释放到血液中，如果可以检测到血液中 ＡＬＴ、
ＡＳＴ活性升高，即可证实恩诺沙星单独灌胃能引发鸡的肝损
伤［１１］。研究还发现，单次腹腔注射脂多糖（≥２ｍＬ／ｋｇ）组的
ＡＬＴ、ＡＳＴ均显著升高，同时可见鸡肝细胞肿胀、包浆空泡、炎
性浸润及坏死，说明脂多糖同样可引发肝损伤。

在用１００ｍｇ／ｋｇ恩诺沙星处理（１次／ｄ，连续３ｄ）的第３
天同时腹腔注射 ２、４、６ｍＬ／ｋｇ脂多糖粗提液，发现 ２、
４ｍＬ／ｋｇ脂多糖处理组的鸡虽然全部存活，但与对照相比血
清中 ＴＰ、ＡＬＢ、Ａ／Ｇ显著降低，ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＧＬＢ显著升高，
４ｍＬ／ｋｇ脂多糖处理组比２ｍＬ／ｋｇ处理组的变化更显著。肝
脏作为蛋白质合成的主要场所，其受损会导致蛋白质合成障

碍，使血清中 ＴＰ、ＡＬＢ和 Ａ／Ｇ明显降低，肝外球蛋白含量
升高［１１］。

试验结果显示，在恩诺沙星和脂多糖联合诱导的情况下，

ＡＬＴ、ＡＳＴ水平高于二者单独使用，且病理变化更明显，因此
二者的联合诱导能够加重肝损伤。试验结果还显示，二者的

联合使用能使鸡发生肝功能障碍，病理组织学观察也与本结

论一致。本试验采用１００ｍｇ／ｋｇ恩诺沙星处理（１次／ｄ）灌胃
３ｄ，第３天腹腔注射４ｍＬ／ｋｇ脂多糖，可见鸡肝损伤明显，因
此该组合可作为复合式肝损伤模型用于进一步研究禽肝损伤

病理机制及兽医临床护肝药物的研发。
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表３　恩诺沙星联合不同剂量脂多糖对ＡＬＴ活性、ＡＳＴ活性、ＴＰ、ＡＬＢ、ＧＬＢ和Ａ／Ｇ的影响

组别
ＡＬＴ活性
（Ｕ／Ｌ）

ＡＳＴ活性
（Ｕ／Ｌ）

ＴＰ
（ｇ／Ｌ）

ＡＬＢ
（ｇ／Ｌ）

ＧＬＢ
（ｇ／Ｌ） Ａ／Ｇ

空白组 ３．５７±１．４４ａ １５１．５３±２７．７２ａ ４１．２８±０．６８ａ ２５．７８±１．３４ａ １５．５０±１．３７ａ １．６８±０．２２ａ
ＥＬ１ ８．０３±１．０３ｂ ２５９．９８±２７．４９ｂ ３９．８０±２．５９ｂ １６．１４±１．９８ｂ ２１．４３±１．７２ｂ ０．７５±０．０７ｂ
ＥＬ２ ９．２６±１．５６ｃ ３２３．４３±２６．１７ｃ ３７．５７±３．３６ｂ １４．０８±２．２８ｂ ２５．７１±２．２９ｃ ０．５５±０．１０ｃ
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