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　　摘要：研究了内毒素对妊娠小鼠子宫内巨噬细胞的数量和分布的影响，以探讨巨噬细胞对胚胎的着床和维持的作
用。采用昆明系妊娠小鼠分为对照组和试验组，在小鼠妊娠６ｄ（Ｄ６）对照组腹腔注射生理盐水，试验组分为Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ
组，分别注射１、２、４μｇ剂量的内毒素，用酶组织化学染色的方法显示出子宫内巨噬细胞的数量和分布。结果显示，与
对照组相比较，试验Ⅰ、Ⅲ组子宫内巨噬细胞的数量明显增多，差异极显著，而试验Ⅱ组与对照组没有显著差异。巨噬
细胞在子宫环肌外层、环肌内层和内膜上的分布与对照组相比较，环肌外层巨噬细胞数量减少，而环肌内层和内膜的

巨噬细胞数量明显增多，差异显著。提示内毒素使妊娠小鼠子宫内巨噬细胞数量增多，细胞向子宫内膜迁移，而不利

于胚胎着床和维持，可能对母胎免疫耐受产生影响。
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　　妊娠是一个复杂的生理过程，从免疫学上来看类似于器
官移植。胚胎对母体来说是一个移植物，母体免疫系统对此

进行识别，并产生免疫应答［１］。巨噬细胞是子宫内的一种重

要免疫细胞，有多种表面标志和标记酶，具有抗感染、抗肿瘤、

呈递抗原和免疫调节等作用。巨噬细胞的数量和在子宫内的

分布在胚胎的着床和维持中起到一定的作用［２－３］。

内毒素是革兰氏阴性细菌细胞壁上的一种脂多糖和微量

蛋白的复合物，可刺激机体对多糖成分产生抗体［４］。内毒素

作为外源性致热原（热原质），作用于中性白细胞、单核细胞、

巨噬细胞等。内毒素能够激活妊娠小鼠子宫内的巨噬细胞，

从而对胚胎的着床和维持产生影响［５］，也对母胎免疫耐受产

生一定的影响。

本试验通过给妊娠期小鼠注射不同剂量的内毒素，通过

酶组织化学染色方法，研究内毒素对妊娠小鼠子宫内巨噬细

胞的影响，探讨巨噬细胞在胚胎的着床和维持中的作用。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物［６］　成年雌性昆明种小鼠４０只，由河南师
范大学生命科学学院实验动物繁育中心提供，体质量（２５±
２）ｇ，自由饮水取食。分成对照组与试验Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ组，雌、雄
鼠按２∶１合笼，次日晨查见阴栓者为妊娠１ｄ，到妊娠６ｄ
（Ｄ６）时，对照组腹腔注射生理盐水，试验Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ组分别注
射 １、２、４μｇ剂量的内毒素，８ｄ（Ｄ８）观察流产情况并取材。
１．１．２　主要化学药品和试剂　内毒素，购自 Ｓｉｇｍａ公司；

α－醋酸萘酯（α－ＮＡＥ），购自上海试剂一厂；固蓝 Ｂ盐购自
德国Ｃｈｒｏｍａ－ｇｅｓｅｌｌｓｃｈａｆｔ公司；其他试剂均为分析纯。
１．１．３　主要仪器　冰冻切片机（美国 ＲｅｉｃｈｅｒｔＨｉｓｔｏＳｔａｔ
ＭｉｃｒｏｔｏｍｅＣｒｙｏｓｔａｔ），柯达ＤＣ２９０数码相机。
１．２　方法
１．２．１　小鼠子宫材料的获取　小鼠脱颈椎处死，沿腹中线
剪开腹腔，取其子宫，在预冷的生理盐水中快速去除脂肪，

迅速放入液氮中冷冻３０ｓ。标记好材料放入 －２０℃冰箱中
保存。

１．２．２　冰冻切片的制备　－２０℃下冰水包埋材料，修块，切
片，切片的厚度８μｍ，材料平铺在载玻片上，凉干后 －２０℃
冰箱冷冻保藏。

１．２．３　０．２ｍｏｌ／ＬＰＢＳ盐溶液配制　Ａ液：ＮａＨ２ＰＯ４·２Ｈ２Ｏ
３．１２ｇ加１００ｍＬ蒸馏水；Ｂ液：Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ７．１６ｇ加
１００ｍＬ蒸馏水；取Ａ液１３ｍＬ加Ｂ液８７ｍＬ，混合均匀，调ｐＨ
值至７．４。
１．２．４　孵育液配制　０．０３ｇα－醋酸萘酯 ＋５ｍＬ丙酮充分
溶解＋５ｍＬ蒸馏水混匀＋２０ｍＬＰＢＳ盐溶液（要边加边摇晃
防止生成沉淀）＋固蓝Ｂ盐。充分搅拌溶解混匀。注意孵育
液要即配即用。

１．２．５　酶组织化学染色　（１）把冰冻切片室温下充分干燥。
（２）放入纯丙酮液中固定１０ｍｉｎ。（３）取出固定好的切片用
０．２ｍｏｌ／Ｌ的ＰＢＳ盐溶液冲洗３次，每次５ｍｉｎ。（４）把冲洗
好的切片放入配制好的孵育液中，３７℃温浴锅孵育５０ｍｉｎ。
（５）从孵育液中取出切片，用 ０．２ｍｏｌ／ＬＰＢＳ盐溶液冲洗 １
次，５ｍｉｎ。放入０．２ｍｏｌ／ＬＰＢＳ盐溶液中浸泡５ｍｉｎ，再放入
蒸馏水中浸泡２ｍｉｎ，取出后甘油明胶封片。（６）镜检、拍照、
统计分析。

１．２．６　统计方法　采用 χ２检验，α＝０．０５，结果大于 α差异
不显著，小于α差异显著。
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２　结果与分析

２．１　酶组织化学染色巨噬细胞的结果

镜检观察子宫内巨噬细胞，发现巨噬细胞多为不规则形

状，也有呈椭圆形、圆形的，染色结果细胞质呈紫色，而细胞核

为无色（图１）。

２．２　内毒素对妊娠小鼠胚胎着床的影响
正常小鼠的胚胎为粉红色，透明度较高。注射内毒素后

能诱使胚胎流产，先出现阴道出血，然后出现胚胎吸收。对照

组未观察到流产，胚胎为粉红色；试验Ⅰ组小鼠未见流产，但
发现子宫内有黑红色的瘀血；试验Ⅱ、Ⅲ组流产率分别为
７５％和１００％，胚胎已经模糊不清，出现吸收现象（表１）。

表１　内毒素对妊娠小鼠胚胎着床的影响

注射剂量

（μｇ）
妊娠小鼠

（只）

胎鼠个数

（个）

流产率

（％）

生理盐水 ４ １３、１１、１０、１０ ０
１ ４ ８、１０、１４、８ ０
２ ４ １２、２、１、２ ７５
４ ４ ０、１、０、０ １００

２．３　内毒素对妊娠小鼠子宫内巨噬细胞数量的影响
注射不同剂量的内毒素使妊娠小鼠子宫内巨噬细胞的总

数呈波动性变化，注射１μｇ内毒素巨噬细胞数量较正常对照
组明显增加，２μｇ时数量又下降到正常水平，４μｇ时数量又
增加（图２）。

　　妊娠小鼠子宫内巨噬细胞的总体数量变化，试验Ⅰ、Ⅲ组
与对照组相比差异极显著，而试验Ⅱ组与对照组相比差异不
显著（表２）。

表２　内毒素对妊娠小鼠子宫内巨噬细胞数量的影响

组别
巨噬细胞总数

（个）

差异显著性

α＝０．０５ α＝０．０１
对照组　 ９５５ ａ Ａ
试验Ⅰ组 １１２５ ｂ Ｂ
试验Ⅱ组 ９７４ ａ Ａ
试验Ⅲ组 １１４６ ｂ Ｂ

２．４　内毒素对妊娠小鼠子宫内巨噬细胞分布的影响
妊娠小鼠子宫内膜巨噬细胞数量分布的变化，试验Ⅰ、Ⅲ

组与对照组相比差异极显著，而试验Ⅱ组与对照组相比差异
不显著（表３）。

表３　子宫内膜巨噬细胞数量的变化

组别
巨噬细胞总数

（个）

差异显著性

α＝０．０５ α＝０．０１
对照组　 ３．９６０±１．３７ ａ Ａ
试验Ⅰ组 ８．２４０±２．９０ ｂ Ｂ
试验Ⅱ组 ２．７６８．２４±１．７７ ａ Ａ
试验Ⅲ组 ６．２００±３．０７ ｂ Ｂ

　　妊娠小鼠子宫内环肌层巨噬细胞的数量分布变化，试验
Ⅰ、Ⅲ组与对照组相比差异极显著，而试验Ⅱ组与对照组相比
差异显著（表４）。
　　妊娠小鼠子宫内环肌外层巨噬细胞的数量分布变化，试
验Ⅰ、Ⅲ组与对照组相比差异极显著，而试验Ⅱ组与对照组相
比差异显著（表５）。
　　注射不同剂量的内毒素使妊娠小鼠子宫内巨噬细胞的数
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表４　子宫环肌内层巨噬细胞的数量变化

组别
巨噬细胞总数

（个）

差异显著性

α＝０．０５ α＝０．０１
对照组　 ９．１２±３．３５ ａ Ａ
试验Ⅰ组 １９．８８±４．８９ ｂ Ｂ
试验Ⅱ组 １５．１２±５．７１ ａｂ ＡＢ
试验Ⅲ组 １８．１６±１０．０７ ｂ Ｂ

表５　子宫环肌外层巨噬细胞的数量变化

组别
巨噬胞总数

（个）

差异显著性

α＝０．０５ α＝０．０１
对照组　 ２５．１２±９．０８ ａ Ａ
试验Ⅰ组 １６．８８±５．７４ ｂ Ｂ
试验Ⅱ组 ２１．０８±７．０２ ａｂ ＡＢ
试验Ⅲ组 ２１．４８±７．２１ ｂ Ｂ

量分布发生变化。随着注射内毒素剂量的逐渐增加，环肌内

层和内膜的细胞数量增加，环肌外层细胞数量减少。正常情

况下，巨噬细胞大多数分布于子宫外膜，注射内毒素刺激环肌

内层和内膜的巨噬细胞数量增加。虽然试验Ⅱ组妊娠小鼠子
宫内巨噬细胞总数量没有变化，但巨噬细胞在子宫内的分布

与对照组相比环肌内层的数量明显增多（图３）。

３　讨论

文献报道非特异性酯酶 α－ＮＡＥ存在于单核细胞、粒细
胞系统中，而子宫内的其他细胞几乎不含此物质［７］，本研究

观察子宫内巨噬细胞，发现巨噬细胞多为不规则形状，也有呈

椭圆形、梭形。α－ＮＡＥ主要存在于巨噬细胞的细胞质内，染
色结果细胞质呈紫色，而细胞核为无色。用此方法可以很简

便很快速地显示阳性巨噬细胞，与组化染色相比很经济，但也

有一定的缺点，比如染色很容易褪色、不易长时间保存。

有文献报道在妊娠期 Ｄ８肌层中几乎没有巨噬细胞［８］，

本研究也观察到相同的结果，所以在对巨噬细胞进行统计计

数时把子宫结构分为环肌外层、环肌内层和内膜进行统计

分析。

研究发现，１μｇ内毒素能使小鼠巨噬细胞数量增加，使
小鼠子宫内膜、肌层的巨噬细胞都与对照有显著性差异，但是

随着内毒素剂量的增加，到２μｇ时，子宫总的巨噬细胞基本
没有变化，但是肌层巨噬细胞和对照相比有了显著性差异。

４μｇ时，全部的孕鼠均发生了流产，但总的子宫巨噬细胞数
量和１μｇ没有显著性差异。但是同样，流产小鼠子宫内膜和
肌层的巨噬细胞都与对照有显著性差异。由此，推测子宫内

巨噬细胞数量的多少和 ＬＰＳ的用量有关。在一定的 ＬＰＳ范
围内，巨噬细胞的数量随 ＬＰＳ剂量增加而减少到一定水平，
但是当ＬＰＳ量继续增大时，巨噬细胞的数量将会增多。

小鼠在正常妊娠期间子宫内巨噬细胞的数量分布随时间

不断地发生动态变化，在小鼠妊娠 Ｄ８子宫内的巨噬细胞主
要集中在子宫的环肌外层，而环肌内层和内膜中几乎没有巨

噬细胞，有利于胚胎着床和维持。妊娠期子宫内巨噬细胞过

多存在对于妊娠不利［９］。本研究也观察到了这种现象，但是

试验还观察到了２μｇ剂量巨噬细胞总数基本没有变化，但是
在子宫内部的分布却发生了变化，也就是说巨噬细胞在子宫

内发生了迁移，从而导致流产。

但内毒素是如何调节巨噬细胞的迁移呢？试验组与对照

组相比巨噬细胞的数量明显增加，而且巨噬细胞在子宫环肌

内层和内膜的分布数量也明显增加，试验Ⅱ组虽然巨噬细胞
数量又降到正常的水平，但巨噬细胞分布在环肌内层的数量

也明显增加。

内毒素并不干扰孕鼠的正常内分泌功能，也不能穿越胎

盘进入胎儿体内。内毒素诱导流产的一个重要机制是引起预

致敏的（ｐｒｉｍｅｄ）巨噬细胞释放 ＴＮＦ－α［１０－１２］。ＴＮＦ－α导致
流产已被动物试验所证实，内毒素诱导小鼠流产与子宫内

ＴＮＦ－α的产生有直接关系，本试验中内毒素能诱导巨噬细
胞由子宫外膜向子宫内膜发生迁移，使子宫内膜巨噬细胞数

量增加，推测迁移到内膜的巨噬细胞释放 ＴＮＦ－α。它可直
接引起胎盘滋养层细胞的凋亡，因滋养层前祖细胞在未成熟

阶段发生程序性死亡而耗竭，导致子宫内胎儿缺乏营养而死

亡［１３］。使妊娠小鼠子宫内的胚胎不能正常着床和维持，可能不

利于母胎免疫耐受，使母鼠对胚胎产生排斥而流产，所以内毒素

能激活巨噬细胞，使巨噬细胞数量增加，并诱导巨噬细胞向子宫

内发生迁移，影响胚胎的着床和维持，导致妊娠小鼠流产。
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ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓｌｅａｄｓｔｏｅａｒｌｙｅｍｂｒｙｏｌｏｓｓ［Ｊ］．Ａｍｅｒｉｃａｎ
ＪｏｕｒｎａｌｏｆＲｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅＩｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，１９９７，３７（６）：４７１－４７７．

［３］肖云山，林其德．妊娠早期蜕膜组织巨噬细胞分泌ＩＬ－１０／ＩＦＮ－
γ功能的特征［Ｊ］．现代妇产科进展，２００５，１４（３）：２１８－２２１．

［４］张喜平，周田美，董晓勤，等．黄芩苷注射液体外抗菌作用实验研
究［Ｊ］．医学研究杂志，２００６（８）：３９－４１．

［５］钟秀会，周占祥，孙秉贵，等．黄芩白术对ＬＰＳ诱导小鼠流产的对
抗作用及子宫内ＩＬ－２含量的影响［Ｊ］．中国兽医杂志，１９９９，２５
（２）：５１－５３．

［６］闫　坤．前列腺素Ｅ１对小鼠子宫巨噬细胞表型和功能活性的影
响［Ｄ］．河南师范大学，２０１１．

［７］王永才．血液骨髓细胞检查［Ｍ］．大连科技文献出版社，１９９４．
［８］周占祥，邓泽沛，孙秉贵，等．生殖周期中小鼠子宫巨噬细胞的分
布［Ｊ］．解剖学报，１９９８，２９（２）：９６－１０１．

［９］田兴辉，邓泽沛，钟秀会，等．孕酮拮抗物ＲＵ４８６对妊娠小鼠子宫
巨噬细胞的影响及与妊娠相关性的研究［Ｊ］．解剖学报，２００２，３３
（１）：９７－１０１．

［１０］张　青，徐剑铖，毛宝龄，等．内毒素致伤大鼠肺组织ＴＮＦ－α、
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櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄
ＩＬ－６的ｍＲＮＡ表达及ＴＮＦ－α、ＩＬ－６活化研究［Ｊ］．中国危重
病急救医学，２００１，１３（９）：５２３－５２６．

［１１］ＢｌａｃｋｗｅｌｌＴＳ，ＢｌａｃｋｗｅｌｌＴＲ，ＣｈｒｉｓｔｍａｎＪＷ．Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎｏｆ
ｅｎｄｏｔｏｘｉｎｔｏｌｅｒａｎｃｅｄｅｐｌｅｔｅｓｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ－κＢａｎｄｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓｉｔｓ
ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｉｎｒａｔａｌｖｅｏｌａｒｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ［Ｊ］．ＬｅｕｋｏｃＢｉｏｌ，１９９７，６２
（６）：８５５－８６１．

［１２］钱志英，刘亚洁．水红花子对 ＬＰＳ诱导流产小鼠子宫巨噬细胞
的抑制效应及其保胎作用［Ｊ］．中国免疫学杂志，２０１４（６）：
７６３－７６７．　

［１３］ＹｕｉＪ，Ｇａｒｃｉａ－ＬｌｏｒｅｔＭ，ＷｅｇｍａｎｎＴＧ，ｅｔａｌ．Ｃｙｔｏｔｏｘｉｔｙｏｆｔｕｍｏｕｒ
ｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ－ａｌｐｈａａｎｄｇａｍｍ－ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎａｇａｉｎｓｔｐｒｉｍａｒｙｈｕｍａｎ
ｐｌａｃｅｎｔａｌｔｒｏｐｈｏｂｌａｓｔｓ［Ｊ］．Ｐｌａｃｅｎｔａ，１９９４，１５（８）：８１９－８２６．

肖　俊，华国洪，李　华，等．海康鸡屠宰性能及肉质特性分析［Ｊ］．江苏农业科学，２０１９，４７（１７）：１９６－２００．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１９．１７．０４９

海康鸡屠宰性能及肉质特性分析

肖　俊１，华国洪２，李　华１，２，谭淑雯１，３，赵海全１，３，于　辉２

（１．广东省动物分子设计与精准育种重点实验室／佛山科学技术学院，广东佛山５２８２２５；２．广东天农食品有限公司，广东清远５１１８２７；
３．佛山仙溪生物科技有限公司，广东５２８０００）

　　摘要：探讨了１０５日龄海康鸡屠宰性能和肉质特性，结果表明，公母鸡屠宰率分别为９１．４８％和９２．５２％，全净膛
率分别为６１．８５％和６１．３５％；腿肌的最大ｐＨ值显著高于胸肌（Ｐ＜０．０５）；胸肌肌纤维面积和直径均极显著低于腿肌
（Ｐ＜０．０１）；海康鸡肌肉粗蛋白含量为１５．５４％～２０．２０％，总水分含量为７１．９３％～７５．１３％；多不饱和脂肪酸和必需
脂肪酸含量表现为公鸡高于母鸡、腿肌高于胸肌；参考ＦＡＯ／ＷＨＯ模式，大部分必需氨基酸含量高于参考值，且氨基酸
比值系数分（ＳＲＣ）在７７．７２～７９．３６之间，胸肌肌苷酸含量显著高于腿肌（Ｐ＜０．０５），初步表明海康鸡产肉性能良好，
可作为优良的屠宰加工型肉鸡配套应用提供参考。

　　关键词：海康鸡；屠宰性能；肉质特性；肌苷酸
　　中图分类号：Ｓ８３１．８；ＴＳ２５１．５＋５　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１９）１７－０１９６－０５
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　　培育屠宰加工型优质肉鸡是商业化肉鸡育种的主流趋
势，市场需求需要细分不同日龄上市的肉鸡，对鸡肉风味及加

工等也提出了更高的要求［１］。现代肉鸡生产中，主要以慢速

型、中速型及快速型３种类型肉鸡为主，如何更好地兼顾生长
速度和肉品风味以获得良好的生产效益，是当下的研究热点

之一。海康鸡是康达尔公司收集和选育的广东省湛江市海康

区地方品种石岐杂鸡，经培育形成的专门化品种，作为中速型

肉鸡，其生长速度相对地方优质麻鸡较快，在发展屠宰加工性

肉鸡方面具有一定的优势。为探讨该肉鸡的屠宰性能及肉质

特性，比较其与优质地方麻鸡如广西麻鸡［２］在屠宰加工和肉

质方面的差异，有利于进一步开发海康鸡的生产和应用，为其

大规模上市和肉品加工提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　 试验动物
试验选择同一批次海康鸡公母各２００羽，自由饮水、采

食，进行常规免疫程序及日常饲养管理工作，本试验于２０１６
年在广东天农食品有限公司和佛山科学技术学院完成。

１．２　屠宰性状测定及肉质分析
在１０５日龄禁食１２ｈ，随机抽取公鸡、母鸡各３０羽进行

空腹个体称体质量、常规屠宰与肌肉品质测定，样品分析前在

－８０℃ 下保存备用。屠体性状的测定方法参照ＮＹ／Ｔ８２３—
２００４《家禽生产性能名词术语和度量统计方法》。肉质特性
主要检测加工学指标［最大 ｐＨ值（ｐＨｕ）、贮存损失、剪切力
和熟肉率］；组织学指标（肌纤维直径、密度、面积），其中制作

胸肌和腿肌肌纤维横截面石蜡切片各３０个，进行 ＨＥ染色，
采用１０×４０倍显微镜测量，每个样本选取３个视野统计及计
算肌纤维的直径、密度及面积、营养学指标［粗蛋白含量测定

采用微量凯氏定氮法（ＧＢ／Ｔ５００９．５—２０１６《饲料中粗蛋白的
测定方法　凯氏定氮法》）；肌内脂肪含量测定采用索式浸提
法（ＧＢ／Ｔ５００９．６—２０１６《食品中脂肪的测定》）；水分含量测
定采用直接干燥法（ＧＢ／Ｔ５００９．３—２０１６《食品中水分的测
定》）；钙含量测定采用 ＥＤＴＡ快速测定法，磷含量用钒钼酸
检测法］。取胸肌和腿肌混合样品送至中国广州分析测试中

心测定氨基酸、脂肪酸和肌苷酸（ＩＭＰ）含量。计算必需氨基
酸与氨基酸总量比值（ＥＡＡ／ＴＡＡ），根据 ＦＡＯ（国际粮农组
织）／ＷＨＯ（世界卫生组织）的氨基酸评分标准模式进行对
比，并采用氨基酸比值系数法综合评价海康鸡的营养价值，计

算公式如下［３］：氨基酸比值（ＲＡＡ）＝食物中氨基酸含量／模式
氨基酸含量；氨基酸比值系数（ＲＣ）＝氨基酸比值／氨基酸比
值的平均数；氨基酸比值系数分（ＳＲＣ）＝１００－变异系数
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