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摘 　要 　为探讨 L2肉碱与辅酶 Q10单独或共同添加时对腹水症肉鸡心肌细胞凋亡的影响 ,在饲料中添加 100 mg/

kg L2肉碱和 40 mg/ kg 辅酶 Q10 ,采用常规温度缓慢降温和低温处理。结果表明 :日粮中单独添加辅酶 Q10可以显

著降低低温组肉鸡 36 日龄时的红细胞压积 ( PCV) (0141 vs. 0131) ( P < 0105) ,单独添加 L2肉碱可以显著降低低温

组肉鸡 42 日龄时的腹水心脏指数 (AHI) (0131 vs. 0121) ( P < 0105) ;单独添加 L2肉碱或辅酶 Q10以及二者同时添

加都可以显著降低腹水症的死亡率 ( P < 0105) 。正常肉鸡心肌细胞采用 H2O2 诱导凋亡时 ,发现有细胞色素 C 大

量释放到胞浆中 ,而不采用 H2O2 诱导凋亡组则没有观察到该现象 ;腹水症肉鸡心肌细胞不论采用 H2O2 诱导凋亡

与否都发现有细胞色素 C 释放到胞浆中的现象。但各组 Caspase23 活性并没有显著变化 ,L2肉碱与辅酶 Q10同时添

加时可显著提高腹水症肉鸡心肌线粒体谷胱甘肽 ( GSH) 含量和血清中抗活性氧能力 (A2RC) ( P < 0105) 。因此肉

鸡发生腹水症与心肌细胞凋亡之间存在必然联系 ,但日粮单独或共同添加 L2肉碱与辅酶 Q 10均能够显著降低肉鸡

腹水症的死亡率。
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Abstract 　The effects of dietary L2carnitine and CoQ10 supplementation on cardiomyocyte apoptosis were investigated in broil2
ers with ascites . The factors included L2carnitine supplementation (100 mg/ kg feed) , CoQ10 supplementation (40 mg/ kg feed)

and 2 temperature treatments . The results showed that CoQ10 supplementation alone can significantly decrease packed cell

volume (PCV) of 36 days old broilers (0141 vs . 0131) ( P < 0105) ; L2carnitine supplementation alone can significantly de2
crease ascites heart index (AHI) of 42 days old broilers (0131 vs . 0121) ( P < 0105) . Dietary L2carnitine and CoQ10 supple2
mentation alone and in combination significantly reduced the ascites mortality ( P < 0105) . A large amount of cytochrome C was

released from cytosol only when H2O2 was added to the cardiomyoctyes of normal broilers to induce apoptosis . The cytochrome

C release was observed in cardiomyocytes of ascites broilers with or without H2O2 . Caspase23 activity was not altered signifi2
cantly among groups . L2carnitine and CoQ10 supplementation alone and in combination can significantly increase the level of

GSH in cardiomyocytes of ascites broilers as well as the anti2reactive oxygen capability (A2RC) . There was insufficient evi2
dence to enunciate the necessary relationship between ascites and cardiomyocyte apoptosis , but dietary L2carnitine and CoQ10

supplementation alone and in combination reduced ascites mortality of broilers .
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　　心肌细胞凋亡是导致心功能下降的主要原因之

一[1 ] 。心肌细胞中 ,线粒体约占心肌细胞总体积的

45 %。当心肌细胞凋亡时 ,线粒体结构与功能发生明

显改变 ,且与心肌细胞凋亡密切相关[2 ] ,说明线粒体

可以介导细胞凋亡的发生。

已有大量文献表明 L2肉碱与辅酶 Q10均有利于

细胞凋亡的调控。如 L - 肉碱可抑制外周血单核细

胞的神经酰胺 (细胞内的一种凋亡信使) 产生下

降[3 4 ] 。辅酶 Q10在某种程度上也可抑制或阻碍凋

亡[5 ] 。质膜辅辅酶 Q10可作为调控氧化应激介导凋亡

发生起始阶段的调控子[6 ] ,辅酶 Q10对细胞的保护作

用可能是通过提高细胞对凋亡步骤促发的抗性来调

控的[7 ] 。

以往试验证实了[8 ]日粮中单独或同时添加 L2肉
碱与辅酶 Q10均可显著降低肉鸡对腹水症的敏感性 ,

降低腹水症的死亡率。肉鸡腹水症作为一种代谢性

疾病 ,其发生的原因可能与各种心脏病变有关[9 ] ,如

左房室瓣心内膜炎是腹水症鸡心脏的常规症状之

一[10 ] 。另外 ,Cawthon 等[11 ]首次提出了线粒体功能

衰竭可能与腹水症发病病理有关。由此联想到 :L2肉
碱与辅酶 Q10对腹水症的调控作用除了与它们共同具

有的抗氧化功能有关外 ,是否还与它们具有的对心肌

细胞凋亡的调控作用有关 ,因为已有研究表明自由基

产生和氧化应激不仅与腹水症的发生有关[12 13 ] ,而

且也是造成机体细胞凋亡的重要因素[14 ]。

本试验旨在通过研究心肌细胞凋亡酶活性、线粒

体细胞色素 C的释放以及氧化应激情况来观察腹水

症肉鸡是否存在心肌细胞凋亡的现象 ,探讨L2肉碱与

辅酶 Q10单独或共同添加时对腹水症肉鸡的影响。

1 　材料与方法

111 　试验动物与日粮

选 1 日龄爱拔益加 (AA)雄性肉仔鸡 432 只随机

分为 8 组 ,每组设 6 个重复 ,每重复组 9 只。试验采

用 2 ×2 ×2 因子安排。饲料中 L2肉碱添加水平为

100 mg/ kg ,辅酶 Q10添加水平为 40 mg/ kg ;采用常规

温度控制缓慢降温和从 10 日龄开始突然降低温度到

15～18 ℃处理以诱发腹水症。L2肉碱和辅酶 Q10均

从 1 日龄开始添加 ,其中 L2肉碱购自香港龙沙公司

(肉碱王 ,Carniking) ,辅酶 Q10由日本出光石油化学株

式会社 (Summit AGRO International Ltd. )赠送。采用

玉米2豆粕型基础日粮 ,参照 NRC(1994) 肉仔鸡营养

配制 (代谢能 312 Mcal/ kg ,粗蛋白育雏料为 23 %(质

量分数) ,育肥料为 20 %(质量分数) ) 。

112 　饲养管理

采用常规饲养管理 ,常规免疫 ,自由采食和饮水 ,

白天自然光照 ,晚上人工光照。1 日龄控制温度为 33

℃,3 日龄为 3215 ℃,5 日龄为 32 ℃,以后每隔 1 d 降

低 1 ℃,至 9 日龄时为 30 ℃。相对湿度 60 %～65 %。

10 日龄时关闭水暖 ,进行较低温 (白天最高温 18 ℃,

夜间最低温 15 ℃) 处理以诱发腹水症 ,相对湿度为

55 %～60 %。之后继续关闭水暖 ,自然光照和气温

(17～20 ℃) ,相对湿度 50 %～60 %。试验期间每天

记录发病、死亡鸡只 ,并对死鸡逐个剖检确定死因。

113 　指标测定与方法

28 和 36 日龄时从每个重复组中随机抽取 1 只

鸡 ,翼静脉采血 2 mL ,分别采用肝素钠抗凝和不抗凝

处理 ,抗凝血立即采用温氏法[15 ]测定红细胞压积

(packed cell volume , PCV) ,不抗凝血分离血清后置

- 30 ℃冰箱待测。21、42 日龄时从每个重复组中随

机抽取 1 只鸡屠宰 ,分离心脏以检测腹水心脏指数

(右心室重/ 总心室重 ,ascites heart index , AHI) ,测定

方法参考 Huchzermeyer 等[16 ] 。

22 日龄时分别从低温 4 个组中挑选具有典型腹

水症症状的鸡 ,每组 1～2 只 ,共 6 只。从常温 4 个组

中挑选正常鸡 ,对应低温组每组取 1～2 只 ,共 6 只 ,

总计 12 只同时屠宰 ,将同组的心脏混合 ,马上分离提

取心肌细胞。心肌细胞分离方法参考 John 等[17 ] ,略

加修改。分离的心肌细胞立刻采用 CLONTECH 公

司BD ApoAlert TM Caspase Colorimetric Assay Kit (购自

北京吉泰生物科技有限公司) 进行测定。用 015

mmol/ L H2O2 (30 min) 诱导凋亡组作为阳性对照 ,而

诱导组 +抑制剂 DEVD2fmk 作为阴性对照。

43 日龄时分别从 4 个低温诱导组中挑选具有典

型腹水症症状的鸡 ,每组 1 只。从常温 4 个组中挑选

正常鸡 ,每组 1 只 ,共 8 只同时屠宰 ,将同组的心脏混

合 ,分离提取心肌细胞 ,最后使细胞数为 5 ×107/ mL。

采用 CLONTECH 公司 ApoAlert Cell Fractionation Kit

进行线粒体细胞色素 C 的定位分析。按照指定步骤

将线粒体和胞浆部分分离 ,精确定蛋白 (考马斯亮蓝

法 ,1μg/ mL)后置于 - 80 ℃冰箱保存待测。分别取

5～10μg 线粒体蛋白和胞浆蛋白进行 12 % SDS凝胶

电泳 ,然后进行标准的 Western Blot 分析。用 015

mmol/ L H2O2 (30 min)诱导凋亡组作为阳性对照。经

转膜、封闭、脱色后分别做相应的抗体结合。使用

ApoAlert Cell Fractionation Kit 中带有的细胞色素 C抗
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体标记 (1∶100 稀释) 。为确证线粒体部分从胞浆部分

分离 ,另外取线粒体和胞浆部分进行电泳 ,使用

ApoAlert Cell Fractionation Kit 中带有的 COX4 抗体标

记 (1∶500 稀释) 。结合后 37 ℃恒温孵育 1 h ,洗脱后

再加二抗 (鼠抗) ,重新孵育至少 45 min ,洗脱几次 ,每

次至少 5 min。显色后观察结果 ,进行拍照。

经过 Western blot 法求证后的线粒体 ,继续进行

线粒体内还原型谷胱甘肽 ( GSH) 含量以及活性氧含

量的测定 (试剂盒购自南京建成生物工程研究所) ,血

清也进行以上测定。

114 　数据统计

试验数据采用平均值 ±标准差表示。运用

Spss1010 for Windows软件中单因素方差分析 (ANO2
VA)和一般线性模型 ( GLM) 进行统计。以 P < 0105

为显著水平 ,符合正态分布的数据进行 Duncan 氏

比较。

2 　试验结果

211 　添加 L2肉碱与辅酶 Q10对肉鸡 PCV、AHI和腹

水症发生、死亡率的影响

28、36 日龄时肉鸡 PCV 低温组比常温组均显著

升高 ( P < 0105) (表 1) ,说明肉鸡腹水症发生的敏感

性显著提高。添加辅酶 Q10可以显著降低低温组肉鸡

36 日龄时的 PCV (4131 vs. 3131) ( P < 0105) ,而对 28

日龄时 PCV 没有显著影响。肉鸡 21 日龄时 AHI 没

有显著变化 ,而 42 日龄 AHI 显著升高 ( P < 0105) ,添

加 L2肉碱可以显著降低低温组肉鸡 42 日龄时的 AHI

(0131 vs. 0121) ( P < 0105) 。肉鸡腹水症发生率是以

表 1 　添加 L2肉碱和辅酶 Q10对 PCV、AHI和腹水发生、死亡率的影响

Table 1 　Effects of L2carnitine and CoQ10 supplementation on PCV , AHI , ascites incidence and mortality

指　标
L2肉碱/

(mg/ kg)

辅酶 Q10/

(mg/ kg)

PCV/ % AHI

28 日龄 36 日龄 21 日龄 42 日龄

腹水发

生率/ %

腹水死

亡率/ %

　常温 0 0 0135 0133 bc 0120 0125 abc 7194 b 1185 b

0 40 0133 0131 c 0120 0121 bc 8189 b 0 b

100 0 0132 0131 c 0119 0120 bc 13181 b 0 b

100 40 0133 0131 c 0118 0117 c 7194 b 0 b

　低温 0 0 0144 0141 a 0124 0131 a 58100 a 7141 a

0 40 0136 0131 c 0120 0128 ab 20183 b 0 b

100 0 0137 0137 ab 0118 0121 bc 15148 b 0 b

100 40 0141 0131 c 0119 0122 abc 13199 b 0 b

　SEM 01013 01008 01007 01011 01034 01006

　P 　L2肉碱 01692 01363 01103 01002 01037 01031

　辅酶 Q10 01553 01001 01508 01323 01072 01031

　温度 01020 01008 01334 01023 01008 01187

　L2肉碱×辅酶 Q10 01174 01216 01471 01502 01211 01031

　L2肉碱 ×温度 01810 01756 01638 01500 01032 01187

　辅酶 Q10 ×温度 01905 01004 01606 01425 01085 01187

　　注 :同列数据无相同字母者表示差异显著 ( P < 0105) ,下同。

1～7 周末试验肉鸡全群屠宰解剖后观察心脏、肝脏

以及腹腔是否有积水的症状而得出的结果 ,表明低

温组肉鸡腹水症发生率显著提高 ,而日粮中添加 L2
肉碱或辅酶 Q10以及二者共同添加可以显著降低腹

水症的死亡率。

212 　添加 L2肉碱与辅酶 Q10对肉鸡心肌细胞凋亡

影响

本试验测定腹水症肉鸡和正常肉鸡的心肌细胞

Caspase23 活性时并没有观察到有显著变化 ( P >

0105) ,而且 L2肉碱与辅酶 Q10单独或共同添加时对
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Caspase23 酶的活性也没有显著的影响 (表 2) 。

表 2 　添加 L2肉碱和辅酶 Q10对心肌线粒体
Caspase23 活性的影响

Table 2 　Effects of L2carnitine and CoQ10 supplementation

on Caspase23 activity

　　指 　标
L2肉碱/

(mg/ kg)

辅酶 Q10/

(mg/ kg)

线粒体

Caspase23

活性/ U

正常鸡 0 0 4177

0 40 3172

100 0 5108

100 40 5184

腹水鸡 0 0 5143

0 40 6141

100 0 7111

100 40 6146

SEM 01564

P L2肉碱 01419

辅酶 Q10 01994

肉鸡状况 01249

L2肉碱 ×辅酶 Q10 01972

L2肉碱 ×肉鸡状况 01892

辅酶 Q10 ×肉鸡状况 01904

L2肉碱 e ×辅酶 Q10 ×
肉鸡状况

01421

m 为线粒体 ,c 为胞浆

图 1 　确证线粒体与胞浆部分

Fig. 1 　Identification of mitochondria and cytosol

　　细胞色素 C 的定位作为一种常用的指标一直

被用于研究线粒体参与凋亡的过程。图 1 表明心肌

线粒体与胞浆部分完全分开。正常肉鸡心肌细胞采

用 H2O2 诱导凋亡时 ,发现有细胞色素 C 大量释放

到胞浆中 ,而不采用 H2O2 诱导凋亡组则没有观察

到该现象 ;腹水症肉鸡心肌细胞不论采用 H2O2 诱

导凋亡与否都发现有线粒体中细胞色素 C 大量释

放到胞浆中 ,这一结果表明腹水症肉鸡心肌细胞中

存在凋亡发生的前提基础 ,即线粒体释放细胞色素

C进入胞浆。单独添加 L2肉碱以及 L2肉碱与辅酶

Q10共同添加组中均没有观察到线粒体细胞色素 C

释放到胞浆中 ,而单独添加辅酶 Q10的一组有该现

象发生 ,说明单独 L2肉碱以及肉碱与辅酶 Q10协作

可以调控线粒体细胞色素 C 的释放。

213 　添加 L2肉碱与辅酶 Q10对肉鸡心肌细胞线粒

体、血清 GSH含量及抗活性氧能力的影响

从表 3 结果看出 ,腹水症肉鸡同正常肉鸡相比 ,

虽然心肌线粒体抗活性氧能力没有显著变化 ,但线

粒体 GSH 含量、血清 GSH 含量和抗活性氧能力显

著降低 ( P < 0105) ,其中腹水症对照组心肌线粒体

GSH 含量显著低于正常鸡对照组 GSH 含量。单独

添加 L2肉碱可以显著提高血清中 GSH 含量以及线

粒体、血清中抗活性氧能力 ( P < 0105) ;添加辅酶

Q10可以显著提高正常组肉鸡心肌线粒体 GSH 含量

( P < 0105) ,而对血清中 GSH 含量以及线粒体、血

清中抗活性氧能力没有显著影响 ;二者共同添加时

可显著提高腹水症肉鸡心肌线粒体 GSH 含量和血

清中抗活性氧能力 ( P < 0105) 。

3 　讨 　论

1)心肌细胞凋亡虽然与多种疾病有关 ,但以往

还没有文献记载腹水症与细胞凋亡的关系。凋亡发

生是复杂的、由蛋白酶介导的级联反应过程 ,天冬氨

酸特异的半胱氨酸蛋白酶23 ( Caspase23) 是参与调

节和执行凋亡最重要的蛋白酶之一 ,同时也是凋亡

发生的标志酶[18 ] 。本试验结果表明肉鸡发生腹水

症时存在有心肌细胞凋亡发生的前提基础 ,即线粒

体细胞色素 C 大量释放到胞浆中 ,但并没有观察到

后续胱冬肽酶23 (Caspase23) 活性的显著变化 ,尽管

发生腹水症肉鸡的 Caspase23 活性要比正常对照组

肉鸡高 ,而且心肌线粒体 GSH 含量各组间差异显

著。GSH 是细胞内主要的低分子质量的硫醇 ,它在

细胞抗氧化和亚硝化应激中起重要作用 ,一般在细

胞凋亡的早期阶段会有 GSH 水平的降低。表 3 显

示了腹水症肉鸡心肌线粒体 GSH 含量较正常肉鸡

的 GSH 含量显著降低 ,说明存在细胞凋亡的现象。

由于判断凋亡发生的指标有很多 ,因此推断腹水症

肉鸡心肌细胞虽然存在凋亡发生的可能性 ,但尚没

有充足的证据说明肉鸡发生腹水症与心肌细胞凋亡

存在必然的关联。

2) Navas 等[19 ]证明来源于去除血清的细胞质

膜上的辅酶 Q10可预防神经酰胺依赖的 Caspase23

的活化 ,而本试验没有得出有关辅酶 Q10对 Caspase23

有所作用的结论。考虑其原因一方面是由于辅酶
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　　 表 3 　L2肉碱和辅酶 Q10添加对线粒体和血清中谷胱甘肽含量和抗活性氧能力的影响

Table 3 　Effects of L2carnitine and CoQ10 supplementation on GSH and A2RC capability in mitochondria and serum

指 　标
L2肉碱/

(mg/ kg)

辅酶 Q10/

(mg/ kg)

线粒体谷胱

甘肽/ (g/ g)

血清谷胱甘

肽/ (g/ L)

线粒体抗活性氧

能力/ (U/ mg)

血清抗活性氧

能力/ (U/ mL)

正常鸡 0 0 21866 c 01501 d 40178 c 32107 ab

0 40 31300 b 01759 d 45138 ab 31133 c

100 0 21267 d 01570 d 41196 bc 32119 ab

100 40 41594 a 01738 d 45114 ab 32131 ab

腹水鸡 0 0 21522 d 11448 bc 40115 c 32138 ab

0 40 21359 d 11180 c 42103 bc 32190 b

100 0 11787 e 11881 a 46141 a 32129 ab

100 40 41110 ab 11708 ab 45114 ab 34106 a

SEM 01176 01080 01610 01165

P L2肉碱 01057 01001 01010 01042

辅酶 Q 01001 01961 01115 01112

肉鸡状况 01001 01001 01774 01001

L2肉碱 ×辅酶 Q10 01001 01988 01206 01047

L2肉碱 ×肉鸡状况 01091 01004 01064 01981

辅酶 Q10 ×肉鸡状况 01278 01005 01304 01008

L2肉碱 ×辅酶 Q10 ×
肉鸡状况

01034 01535 01304 01711

Q10的来源不同 ,作用部位不同 ;另一方面也可能

Caspase23 酶的活性是受某些因素介导的 ,如可以刺

激细胞色素 C 和受体分子凋亡蛋白酶激活因子相

结合的因素缺乏。另外本试验所采用的 Caspase23

测定试剂盒是针对哺乳动物设计的 ,采用该试剂盒

测定肉鸡心肌细胞 Caspase 酶的活性变化必然有一

定的影响。有关这方面还需进一步研究。

3)通过采用 H2O2 人工诱导心肌细胞凋亡的方

法 ,本试验还观察到 ,在腹水症肉鸡心肌细胞中 ,无

论诱导凋亡与否 ,对照组均有线粒体中细胞色素 C

释放到胞浆的现象 ,而单独添加 L2肉碱、L2肉碱与

辅酶 Q10共同添加组则没有观察到该现象。表明单

独添加L2肉碱以及L2肉碱与辅酶 Q10共同添加对腹

水症肉鸡心肌细胞的线粒体细胞色素 C 释放有着

一定的调控作用 ,对正常肉鸡的心肌细胞没有明确

的结果予以支持。这与 Furuno 等[20 ]报道的 L2肉碱

可抑制由类辅酶 A 物诱导的线粒体功能衰竭和细

胞色素 C 释放相符。辅酶 Q10及其类似物对凋亡的

调控作用 ,是与其能够调控线粒体中膜通道转运孔

( PTP)的开放 ,抑制线粒体去极化 ,抑制细胞色素 C

从线粒体内释放有关[21 ] 。

本试验进一步证明了以往得出的日粮中添加

L2肉碱与辅酶 Q10有利于降低肉鸡腹水症发生是与

二者能提高机体的抗氧化能力有关的结论[8 ] ,具体

表现在肉鸡 36 日龄 PCV 和 42 日龄 AHI 显著降

低 ,肉鸡腹水症的发生率和死亡率显著降低 ,腹水症

肉鸡心肌线粒体 GSH 含量和血清中的抗活性氧能

力显著提高。

4 　结 　论

本试验结果中没有充分的证据表明肉鸡发生腹

水症与心肌细胞凋亡之间存在必然联系。日粮添加

L2肉碱与辅酶 Q10能够显著降低肉鸡对腹水症发生

的敏感性 ,其机制与其能够提高心肌细胞线粒体和

血清中抗氧化能力有关 ,而对腹水症肉鸡心肌细胞

凋亡酶 Caspase23 的活性没有显著影响。
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