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会朗器环同组织对中毒影酣勺亲合陛研究
“

王 建 华 Sm y t h J B A B a r lo w R M H u m p h r e y s D J
(西北农业大学兽医系

,

陕西杨陵
·

71 21 0 0) (英国伦软大学 皇家兽医学 院病理系 )

摘 要 用 D an sc he
r
染色技术研究绵羊羔不同组织对中毒量硒的亲合性以及莫能菌素

的影响
。

结果表明
:

该技术适用于研究硒中毒绵羊组织器官中的硒分布与组织病理学变化之

间的关系
,

特别是对那些用常规染色法不呈现特异性或很小变化的组织如辅助淋巴组织生发

中心
、

心肌传导纤维
、

胰岛及胰腺细胞
、

肝及肾小管细胞等有明显的优越性
;
组织中硒 的分布

和密度与损伤程度呈正比 ;同时服用安全剂量的莫能菌素能增强硒的毒性作用
.

关镶词 绵羊羔
,

硒
,

莫能菌素
,

硒中毒
,

组织病理学
,

组织化学
,

组织染色

中图分类号 5 8 5 8
.

2 6 0
.

2 1 6
.

5
,

5 8 5 8
.

2 6 0
.

2 3 2

对正常或硒缺乏的动物
,

测定全血或红细胞 G S H
一

P x 活性
,

可以较理想地评价机体

内的硒水平 .1[
’ ]

。

对机体不同组织硒含量的测定
,

可以采用荧光光度计法
、

原子吸收光谱

法
、

气相色谱法
、

高压液相色谱法
、

中子活化分析法等 s[]
。

这些方法均需要将湿组织进行消

化处理
,

除掉有机物质
,

然后用不同溶剂提取出游离硒
,

再做相应的处理和测定
; 其结果仅

供组织间硒含量的比较
,

并不能提供硒在某一组织内分布规律的信息
。

D a sn o
he

r M oll
e r 一M ad

s
en 等根据硒蛋白质的化学特性并借鉴前人经验

,

用组织化学

染色技术对给硒大白鼠的脑
、

脊髓
、

肝脏和肾脏组织进行处理后
,

在光镜和电镜下间接地

观察到硒的分布情况 [`一 ` 1
。

T h o r l a e i u s 一 U s s i n g 和 R a s m u s s e n 用同样的方法证明了服硒大

白鼠肾上腺细胞内硒分布的规律 7[]
。

关于该染色技术在大动物
,

尤其是在硒中毒的动物组

织研究中的应用
,

国内外未见报道
。

本文用 D o sn o
he

r 氏组织化学染色技术处理硒中毒绵羊羔的不同组织
,

探讨组织 内硒

分布的规律
,

目的在于揭示不同组织部位对硒的亲合性
、

组织中的硒分布与组织损伤之间

的关系
、

不同给硒方法以及同时 口服莫能菌素对组织硒分布的影响
。

1 材料与方法

1
.

1 动物试验与组织采集

1
.

1
.

1 试脸 I (慢性硒毒性试验 ) 16 只 8 ~ 10 周龄的杂交绵羊
,

随机分为 4组
.

A 组 (S
e )

口服递增量亚硒酸钠溶液
,

每周 2次给于同样的剂量
,

在第 1一 6周的内服剂量 (以纯硒计

算 )分别为 0
.

2
,

0
.

4
,

0
.

8
,

1
.

6
,

1
.

6
,

2
.

4 m g / k g 体重
; B 组 (M o n ) 口服膜能菌素钠 ( s o d i u m

m o n e n s i n )混悬液
,

每周 z次
,

每次剂量为z m g / k g ; C 组 ( S e + M o n )按 A
,

B 两组的剂量和

间隔同时 口服亚硒酸钠和膜能菌素钠
; D 组为对照羊

,

口服蒸馏水
。

第六周末宰杀全部存

活动物
。

收稿 日期
: 1 9 9 3

一

08
一 2 8

·

* 系作者在伦教大学所做的博士论文的部分内容
.
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1
.

1
.

2 试验 I (急性硒毒性试验 )8 只12 周龄杂交绵羊
,

分为 2组
。

一组灌服亚硒酸钠溶

液
,

剂量 ( 以纯硒计 )为 s m g k/ g ; 另一组经腹腔注射同样剂量的亚硒酸钠溶液
。

给硒 60 h 后

宰杀全部存活动物
。

1
.

1
.

3 组织未集 对以上两试验期中死亡和试验末宰杀的全部动物
,

均进行详细的尸体

剖检
,

同时采取心脏
、

肝脏
、

脾脏
、

肺脏
、

肾脏
、

胰脏
、

回肠
、

肠系膜和体表淋 巴结
、

隔肌
、

背最

长肌
、

半键肌和大脑组织各两份
,

每份约 0
.

s m
,

.

各组织块分别经异戊烷萃冷
,

液氮中转运

并于一 7 0 ℃冷冻贮藏至切片染色
。

同一器官部位的另一份组织样品用 10 % 甲醛溶液固定
,

切片染色和镜检
。

1
.

2 试 剂

全部购自美国西格玛公司或英国化学试剂公司
。

所有试剂和显色剂的配制同 D a n -

s c h e r
法 [ , 〕

。

1
.

3 组织切片及染色

用 1 0 %甲醛溶液固定的组织样品
,

经常规处理
,

石蜡包埋
,

组织切片经 H
一

E 染色镜

检
。

冷 冻 组 织 样 品 的 处 理 程 序如 下①把冷冻组织样品移入 一 12 ℃的恒温切片机 中
,

切取 1 5 拜m 的组织片
,

置于载玻片上
; ②用纯 甲醇溶液固定 30 m in

,

在 蒸 馏 水 中浸洗后加

0
.

5%明胶溶液包埋组织切片
,

再置室温干燥 l h ;③将带有包埋组织的载玻放进染色缸
,

加入新鲜配制的显色剂
,

使浸没载玻片
,

加盖后放入 26 ℃暗盒 (水浴箱或恒温箱 ) 内
,

染色

2
.

s h ;④用 4 0℃流动温水轻轻冲洗染色后的组织片40 m in 以上
,

以清除包埋组织的明胶
;

⑤在室温下
,

用 5%硫酸钠溶液处理组织切片 12 m in
,

用蒸馏水冲洗
,

再浸入 1%苯甲胺蓝

溶液重染色 10 ~ 巧 s ,

经水冲洗
,

干燥后得清洁分明的组织标本
。

2 结果

2
.

1 中毒死亡情况

试验 I 的 C 组 (S
e + S on )4 只羔羊中有 2只分别在第 4周和第 6周中毒死亡

,

另一 只和

A ( S e )组一 只羔羊在第 6周末均表现严重中毒和频死状态
; A

,

C 组其他羊从 4周开始仅表

现慢性和轻微的临床症状
,

B 组和对照组无异常
。

试验 I 中口 服亚硒酸钠组有 2只绵羊分

别在给硒后 6和 1 6 h 急性中毒死亡
,

另 2只存活到 60 h ;
腹腔注射组有 3只羊在给硒后 1一 Z h

内急性中毒死亡
,

另一只存活到 60 h
.

2
.

2 临床症状

试验 I A
,

C 组的羔羊中毒多呈现慢性过程
,

初期症状一般出现在口服硒后 0
.

5 ~ Z h
,

表现为饮食欲减退
,

精神不振
,

呆立不动
,

目光凝视
;
较严重者表现多卧少立

,

饮食反当停

止
,

低头聋耳
,

双 目半闭
,

肢体不灵
,

若能耐过常常在临床症状出现后 4 ~ s h
,

即恢复正常

状态
。

试验 I 中毒羔羊表现为急性或最急性症状
,

急性中毒者呈现心律加快或紊乱
,

呼吸

困难
,

结膜发组
,

口鼻周围附多量白色或淡红色泡沫
,

濒死期卧地不能自行站立
,

头贴伏地

面或紧靠胸壁
; 最急性中毒者

,

在给硒后仅呈现轻微的不安或无任何表现而突然死亡
。

2
.

3 剖检变化

慢性硒中毒死亡羔羊的特征剖检变化是肝脏充血肿大
,

肿囊充满胆汁
,

肺浆膜下呈现

大量红色斑点和斑块
,

切面流出多量红色液体
,

气管和支气管内壁附有大量 白色或淡红色
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泡沫状液体
,

肠系膜血管明显充血
。

口服亚硒酸钠中毒死亡动物的胃肠粘膜多数呈现红色

斑点和斑块
,

甚至粘膜脱落
。

腹腔注射亚硒酸钠致急性中毒死亡动物的腹水明显增加
。

2
.

4 组织学变化

肝脏 服硒羔羊 H
一

E 染色切片中
,

肝小叶中间带或中心带 内呈现细胞水肿变性
,

经

D a n
sc h e r 氏染色后可见两区带肝细胞质浓染呈黑色

,

同时服硒和莫能菌素的动物该区带

的染色更浓
。

试验 I 两组羊肝小叶中央静脉周围的黑色沉淀物最多 ( 图版 1 )
,

几乎掩盖了

肝细胞索的轮廓
。

对照组及单服莫能菌素的动物肝组织无变化
,

仅有轻微 的黑色沉淀 (图

版 2 )
。

肾脏 服硒羔羊的皮质部肾小管上皮细胞有轻度变性
。

经 D a sn o he : 氏法染色后
,

在

皮质和髓质交界处的远端肾小管上皮细胞可见程度不同的黑色浓染物
。

心脏 服硒羔羊心肌呈现区域纤维紊乱
、

细胞颗粒变性
、

断裂
、

皱缩或嗜酸性增强
,

尤

其是左心室及室间隔较重 (图版 3 ) ; 细胞间广泛性点状出血和水肿
。

心脏传导纤维肿胀
,

边

缘模糊不清
。

经 D an
s o he : 氏法染色后可见整个心肌均匀分布黑色斑点

,

传导纤维细胞浆

内有更为浓染的黑色物质 (图版4 )
。

眺脏 硒中毒死亡羊的胰脏有轻微胞浆凝集现象
,

滤胞细胞互相分离且从基底膜上

脱落
; D a sn hc e r 氏法染色后

,

在急性死亡羊可见胰岛细胞有大量黑色沉淀物 (图版 5 )
,

而

在试验未宰杀的羊可见腺泡腔和腺泡细胞浆顶端有大量黑色沉淀物 (图版 6 )
,

沉淀物几乎

掩盖了组织的微细结构
.

肺脏 肺脏的损害程度随服硒量 (尤其同时服莫能菌素 ) 的增加而严重
,

支气管上皮

和肺泡壁有少量黑色沉淀物
。

脾脏 服硒羊脾脏和小肠集合淋 巴结中
,

生发中心及滤泡淋巴细胞坏死
,

以试验 I 的

C 组羊较为严重
,

黑色沉淀物的密集度与病理程度呈正比
。

被检骨骼肌中
,

隔肌的损伤最

严重
,

主要病变是广泛性纤维肿胀和肌束间水肿
,

有的伴随细胞溶解和肌纤维轻度萎缩
。

3 讨 论

3
.

1 n a n s e h e :
氏组织化学染色法

D a sn o h e r 氏组织化学染色法的原理是根据在一定条件下组织硒与金属银离子相结

合
,

经染色后
,

围绕在硒周围的银离子壳
,

在显微镜下呈现黑色沉淀物
,

从而间接显示出组

织中硒分布的位置及其密度
,

进一步揭示不同组织器官或同一器官不同部位对硒的亲合

性 .s[
, 〕

。

本试验参照这一技术并适当改进后
,

首次对硒中毒绵羊羔的不同器官组织切片进

行染色
,

结果表明
:

在原操作工艺基础上
,

使组织切片厚度为 1 5 拌m
,

用纯 甲醇固定 30 m in
,

于 2 6℃暗盒内染色 1 50 m in
,

可得到较为理想的组织标本
;
原用于研究大 白鼠的 D a sn c h e r

氏组织化学染色技术同样适用于绵羊硒中毒的研究
,

也可试用于其他高等动物硒中毒的

研究
;
该染色方法较为简便

,

容易掌握
,

可作为动物硒中毒机理和诊断研究的一种切实可

行的新方法
。

3
.

2 对不同组织内硒分布的观察

通过染色组织切片的显微观察
,

发现肝小叶中央及中间区细胞
,

肾髓质远 曲小管上皮

细胞
、

心脏传导纤维
、

胰岛和腺泡细胞
、

脾及回肠淋巴结的生发 中心以及隔肌细胞等部位
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有较多的黑色沉淀物质
。

在肝
、

肾
、

心
、

脾等实质器官中
,

黑色沉淀物的密度与该部位的组

织病变程度呈正 比
,

充分证 明了上述组织部位对硒有较强的亲合性
。

更为有趣的是
,

那些

用常规染 色法不呈现特异性或很少变化的组织
,

如辅助淋巴组织生发 中心
、

心肌传导纤

维
、

肝细胞和 肾小管上皮细胞等
,

也呈现较多的黑色沉淀物
,

为进一步研究硒在不同器官

组织部位的分布
、

作用原理和代谢过程提供了新手段
。

硒中毒动物组织的超薄切 片
,

经染色后
,

是否用于电镜观察并揭示高等动物亚细胞结

构内硒分布和代谢的规律 (即不同细胞器官对硒的亲合性 )
,

从而在细胞和分子水平上研

究硒的生理功能和毒理机制
,

尚待进一步证实
。

3
.

3 莫能菌素对硒毒性的影响

试验 I 中
,

绵羊同时服用硒和莫能菌素与单独服硒相比
,

其临床症状
、

死亡率
、

组织病

变程度均较严重
,

黑色沉淀物也较多
。

说 明莫能菌素可增加组织器官对硒的吸收和储存
。

这一结论与 A dn er
s o n
等报道莫能菌素能增强缺硒羔羊的补硒效果相一致 8j[

,

并且由作者

的绵羊硒代谢动力学试验得到证实川
。

只服莫能菌素的绵羊没有发生临床变化
,

说明试验

期内投服剂量无明显毒害作用
,

心肌和隔肌呈现的轻度肿胀可能是莫能菌素改变肌细胞

的通透性所致 [ , ,
· ` , 〕

。
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有较多的黑色沉淀物质
。

在肝
、

肾
、

心
、

脾等实质器官中
,

黑色沉淀物的密度与该部位的组

织病变程度呈正 比
,

充分证 明了上述组织部位对硒有较强的亲合性
。

更为有趣的是
,

那些

用常规染 色法不呈现特异性或很少变化的组织
,

如辅助淋巴组织生发 中心
、

心肌传导纤

维
、

肝细胞和 肾小管上皮细胞等
,

也呈现较多的黑色沉淀物
,

为进一步研究硒在不同器官

组织部位的分布
、

作用原理和代谢过程提供了新手段
。

硒中毒动物组织的超薄切 片
,

经染色后
,

是否用于电镜观察并揭示高等动物亚细胞结

构内硒分布和代谢的规律 (即不同细胞器官对硒的亲合性 )
,

从而在细胞和分子水平上研

究硒的生理功能和毒理机制
,

尚待进一步证实
。

3
.

3 莫能菌素对硒毒性的影响

试验 I 中
,

绵羊同时服用硒和莫能菌素与单独服硒相比
,

其临床症状
、

死亡率
、

组织病

变程度均较严重
,

黑色沉淀物也较多
。

说 明莫能菌素可增加组织器官对硒的吸收和储存
。

这一结论与 A dn er
s o n
等报道莫能菌素能增强缺硒羔羊的补硒效果相一致 8j[

,

并且由作者

的绵羊硒代谢动力学试验得到证实川
。

只服莫能菌素的绵羊没有发生临床变化
,

说明试验

期内投服剂量无明显毒害作用
,

心肌和隔肌呈现的轻度肿胀可能是莫能菌素改变肌细胞

的通透性所致 [ , ,
· ` , 〕

。
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