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摘　要：本试验旨在研究吡咯喹啉醌（ＰＱＱ）防治蛋鸡脂肪肝综合征的作用机制。选用２９周龄
海兰褐蛋鸡２８８只，随机分为４组，每组６个重复，每个重复１２只鸡。Ⅰ组为对照组，饲喂基础
饲粮（代谢能１１．０３ＭＪ／ｋｇ，粗蛋白质１６．２％）；Ⅱ组为病理模型组，饲喂高能低蛋白质饲粮（代
谢能１２．７５ＭＪ／ｋｇ，粗蛋白质１３．０％）；Ⅲ和Ⅳ组分别在Ⅱ组的高能低蛋白质饲粮基础上添加
０．０８和０．１６ｍｇ／ｋｇ的ＰＱＱ。试验期４周。结果表明：１）与Ⅰ组相比，Ⅱ组高能低蛋白质饲粮成
功诱导了蛋鸡脂肪肝试验模型，表现为肝细胞弥散性脂肪变性，肝脏中甘油三酯、总胆固醇含量

显著升高（Ｐ＜０．０５），血浆谷丙转氨酶活性显著升高（Ｐ＜０．０５）；２）饲粮 ＰＱＱ可显著抑制高能
低蛋白质饲粮引起的肝脏中甘油三酯和总胆固醇含量及血浆中谷丙转氨酶活性的升高（Ｐ＜
０．０５），达到与对照组相当的水平；３）饲粮 ＰＱＱ可显著抑制高能低蛋白质饲粮引起的肝脏中超
氧化物歧化酶活性降低和丙二醛含量升高（Ｐ＜０．０５）；４）饲粮 ＰＱＱ可显著抑制高能低蛋白质
饲粮引起的蛋鸡肝脏线粒体相对含量减少（Ｐ＜０．０５），抑制柠檬酸脱氢酶和细胞色素 Ｃ氧化酶
活性降低（Ｐ＜０．０５）；５）饲粮 ＰＱＱ可阻止采食高能低蛋白质饲粮的蛋鸡发生脂肪肝，维持与正
常对照组相当的水平，不同剂量 ＰＱＱ之间未见显著差异（Ｐ＞０．０５）。由此可见，饲粮 ＰＱＱ可通
过改善蛋鸡肝脏线粒体功能、调节脂质代谢和抗氧化功能预防蛋鸡脂肪肝综合征。
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　　脂肪肝综合征（ｆａｔｔｙｌｉｖｅｒｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＦＬＳ）是高
峰期产蛋鸡常见的一种营养代谢性疾病（发病

率 ＞１５％），一般发病突然、死亡率高（有时高达
３０％）。患病蛋鸡较难出现产蛋高峰，因而给蛋鸡
养殖业带来较大的经济损失。肝脏是家禽脂质代

谢的主要场所，产蛋鸡易发生 ＦＬＳ，这与其脂质代
谢旺盛、肝细胞中线粒体数量减少有关。研究表

明，脂肪肝在某种程度上就是一种线粒体疾病，线

粒体中脂肪酸 β氧化减少、氧化应激和炎性细胞

因子生成增加等所形成的恶性循环是脂肪肝发生

的主要病理过程［１］。临床研究表明，通过药物或

饮食缓解线粒体内氧化应激，改善线粒体功能，增

加脂肪酸 β－氧化等可减轻肝脂变［２］。调节产蛋

鸡肝脏线粒体功能能否降低 ＦＬＳ发生，目前尚不
清楚。

　　吡咯喹啉醌（ｐｙｒｒｏｌｏｑｕｉｎｏｌｉｎｅｑｕｉｎｉｎｅ，ＰＱＱ）
是２０世纪６０年代发现的一种新型维生素，可改善
线粒体功能。研究表明，ＰＱＱ能增加线粒体数量，
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减少其损伤，在治疗心血管疾病［３］、神经退行性疾

病［４］、肝损伤［５］等线粒体相关疾病方面有重要作

用。ＰＱＱ可通过提高抗氧化酶活性或直接中和自
由基［６］，减少机体氧化损伤［７］；线粒体受损时，

ＰＱＱ能激活线粒体合成通路，促进其快速再生，维
持细胞内线粒体动态平衡［８］。本实验室前期研究

表明，ＰＱＱ能提高蛋鸡体内抗氧化机能，饲粮中添
加ＰＱＱ能减少高能低蛋白质饲粮引起的蛋鸡脂肪
肝。因此，本试验旨在研究饲粮添加不同剂量

ＰＱＱ对人工诱导（高能低蛋白质饲粮）ＦＬＳ产蛋鸡
的肝脂质代谢和抗氧化作用、肝脏线粒体数量和

功能及肝脏组织病理变化的影响，确定其改善肝

脏脂质代谢和抗氧化作用是否与肝脏线粒体功能

有关，从而探讨 ＰＱＱ在预防蛋鸡脂肪肝发生过程
中可能作用机制。

１　材料与方法
１．１　试验材料
　　ＰＱＱ由微生物发酵制成，纯度 ＞９９．９％，由上
海医学生命科学研究中心有限公司提供。

１．２　试验设计及饲粮
　　选择产蛋率、体重相近的２９周龄海兰褐蛋鸡
２８８只，随机分成 ４个组（Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ组），每个
组６个重复，每个重复１２只鸡。预试期１周，正试
期４周。Ⅰ组为对照组，饲喂玉米 －豆粕型基础
饲粮；Ⅱ组为病理模型组，饲喂高能低蛋白质饲
粮；Ⅲ和Ⅳ组为 ＰＱＱ预防组，分别在Ⅱ组的高能
低蛋白质饲粮基础上添加０．０８和０．１６ｍｇ／ｋｇ的
ＰＱＱ。
　　对照组饲粮参照 ＮＲＣ（１９９４）和《鸡的饲养标
准》（ＮＹ／Ｔ３３—２００４），结合海兰褐蛋鸡饲养手
册，配制玉米 －豆粕型粉状饲粮；试验组饲粮除能
量、粗蛋白质含量不参照上述标准外其他均以此

为标准配制而成（表１）。
１．３　饲养管理
　　采用半开放式鸡舍 ３层立体笼养，人工补光
加自然光照，人工补光的光照强度２０ｌｘ，总光照时
间１６ｈ／ｄ；相对湿度５０％ ～９０％，自然通风与横向
负压通风结合。每天布料２次，匀料４次，自由采
食和饮水。每日捡蛋２次，清粪２次，每周消毒１
次。常规防疫和管理。

１．４　样品采集
　　试验结束时，每重复随机选取体重相近的蛋
鸡１只，屠宰，采血，通过３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ
制备血浆，－３０℃冻存；取５～８ｃｍ肝组织块，置
１０％福尔马林溶液中固定，用于肝组织病理检查；
另取相同部位肝脏 ５ｇ，锡箔纸包装，液氮速冻，
－８０℃保存。
１．５　指标测定及方法
１．５．１　生化指标的测定
　　采用黄嘌呤氧化酶法测定肝脏总超氧化物歧
化酶（ＴＳＯＤ）的活性，硫代巴比妥酸（ＴＢＡ）法测
定肝脏丙二醛（ＭＤＡ）含量；比色法测定血浆谷丙
转氨酶（ＡＬＴ）、谷草转氨酶（ＡＳＴ）活性，二喹啉甲
酸（ＢＣＡ）法测定肝匀浆中总蛋白含量，试剂盒均
购自南京建成生物工程研究所。制备肝匀浆：取

－８０℃冻肝０．５ｇ，按重量体积比１∶９加入磷酸盐
缓冲液，用 ＩＫＡ Ｔ１０高速组织匀浆机 匀 浆，
３５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清待测。
１．５．２　肝脏中甘油三酯（ＴＧ）和总胆固醇（ＴＣ）
的测定

　　采用磷酸甘油氧化酶（ＧＰＯＰＡＰ）法测定肝脏
中 ＴＧ和 ＴＣ含量，试剂盒购自北京北化康泰临床
试剂有限公司。制备肝匀浆液：参照 Ｆｏｌｃｈ等［９］法

并略有改动。取０．１ｇ冻肝样，加入２０倍体积的
氯仿 －甲醇（２∶１，Ｖ／Ｖ）混合液，匀浆并过滤。向滤
液中加入０．２倍体积的０．３７％ ＫＣｌ溶液，弃上层
溶液，用氯仿 －甲醇 －水（３∶４８∶４７，Ｖ／Ｖ／Ｖ）混合液
洗涤２次。取肝匀浆用上述试剂盒测定。
１．５．３　肝细胞内线粒体相对含量（ｍｔＤＮＡ／核
ＤＮＡ）的测定
　　用实时荧光定量 ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）方法测定肝
脏线粒体相对含量：切取肝组织块，按照试剂盒

（ＱＩＡａｍｐＤＮＡＭｉｎｉＫｉｔ，Ｑｉａｇｅｎ）说明，提取 ＤＮＡ
（包括线粒体 ＤＮＡ和核 ＤＮＡ）。分别测定 β－肌
动蛋白（βａｃｔｉｎ）和线粒体 ＡＴＰ合酶亚基 ８（ＡＴＰ
ｓｙｎｔｈａｓｅｓｕｂｕｎｉｔ８，ＡＴＰ８）基因。核 ＤＮＡ和线粒
体 ＡＴＰ８定量，分别用１０和０．１ｎｇＤＮＡ做模板。
　　根据基因库（ＧｅｎＢａｎｋ）发表的 ＡＴＰ８和βａｃ
ｔｉｎ基因序列，通过美国国家生物技术信息中心
（ＮＣＢＩ）的 ＰｒｉｍｅｒＢＬＡＳＴ软件设计引物（表 ２），
由北京天一辉远生物科技有限公司合成。

２５６
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表１　饲粮组成及营养水平（风干基础）
Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎａｎｄｎｕｔｒｉｅｎｔｌｅｖｅｌｓｏｆｄｉｅｔｓ（ａｉｒｄｒｙｂａｓｉｓ） ％

项目 Ｉｔｅｍｓ 基础饲粮 Ｂａｓａｌｄｉｅｔ 高能低蛋白质饲粮 Ｈｉｇｈｅｎｅｒｇｙｌｏｗｐｒｏｔｅｉｎｄｉｅｔ

原料 Ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ
玉米 Ｃｏｒｎ ６２．９２ ６４．３７
豆粕 Ｓｏｙｂｅａｎｍｅａｌ ２６．２３ １８．５０
石粉 Ｌｉｍｅｓｔｏｎｅ ８．８９ ９．００
鸡油 Ｃｈｉｃｋｅｎｆａｔ ６．００
预混料 Ｐｒｅｍｉｘ１） １．９６ ２．１３
合计 Ｔｏｔａｌ １００．００ １００．００
营养水平 Ｎｕｔｒｉｅｎｔｌｅｖｅｌｓ２）

代谢能 ＭＥ／（ＭＪ／ｋｇ） １１．０３０ １２．７５０
粗蛋白质 ＣＰ １６．２００ １３．０００
钙 Ｃａ ３．４４０ ３．５００
总磷 ＴＰ ０．５４０ ０．５００
有效磷 ＡＰ ０．３６０ ０．３４０
赖氨酸 Ｌｙｓ ０．７８８ ０．７３５
蛋氨酸 Ｍｅｔ ０．３６０ ０．３５２

　　１）预混料为每千克饲粮提供 Ｐｒｅｍｉｘｐｒｏｖｉｄｅｄｔｈｅｆｏｌｌｏｗｉｎｇｐｅｒｋｇｏｆｄｉｅｔｓ：ＶＡ８０００ＩＵ，ＶＤ２２００ＩＵ，ＶＥ３０ＩＵ，ＶＫ
２ｍｇ，硫胺素 ｔｈｉａｍｉｎｅ１ｍｇ，核黄素 ｒｉｂｏｆｌａｖｉｎ５．５ｍｇ，泛酸钙 ｃａｌｃｉｕｍｐａｎｔｏｔｈｅｎａｔｅ１３ｍｇ，烟酸 ｎｉａｃｉｎ３６ｍｇ，吡哆醇 ｐｙｒｉ
ｄｏｘｉｎｅ８ｍｇ，生物素 ｂｉｏｔｉｎ０．５ｍｇ，叶酸 ｆｏｌｉｃａｃｉｄ０．５ｍｇ，ＶＢ１２０．０２ｍｇ，Ｍｎ６５ｍｇ，Ｉ１ｍｇ，Ｆｅ６０ｍｇ，Ｃｕ８ｍｇ，Ｚｎ６６ｍｇ，
Ｓｅ０．３ｍｇ，ＣａＨＰＯ４１３０ｇ，ＮａＣｌ３０ｇ。

　　２）营养水平为计算值。Ｎｕｔｒｉｅｎｔｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅｃａｌｃｕｌａｔｅｄｖａｌｕｅｓ．

表２　目的基因及内参基因ＲＴＰＣＲ引物
Ｔａｂｌｅ２　ＲＴＰＣＲｐｒｉｍｅｓｏｆｔａｒｇｅｔｇｅｎｅａｎｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｇｅｎｅ

项目 Ｉｔｅｍｓ ＡＴＰ合酶亚基８基因 ＡＴＰ８ｇｅｎｅ β－肌动蛋白基因 βａｃｔｉｎｇｅｎｅ

上游引物 Ｓｅｎｓｅｐｒｉｍｅｒ（５′—３′） ＡＴＣＣＴＣＡＣＴＡＣＴＧＴＣＡＴＣＴＴＡＡＣ ＡＴＣＣＧＧＡＣＣＣＴＣＣＡＴＴＧＴＣ
下游引物 Ａｎｔｉｓｅｎｓｅｐｒｉｍｅｒ（３′—５′） ＡＧＴＡＴＧＡＴＧＧＡＧＡＡＴＣＡＴＧＧ ＡＧＣＣＡＴＧＣＣＡＡＴＣＴＣＧＴＣＴＴ
扩增片段长度 Ａｍｐｌｉｆｉｅｄｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈ／ｂｐ １３３ １２０
基因库序列号 ＧｅｎＢａｎｋｎｕｍｂｅｒ ＮＣ＿００１３２３ ＮＭ＿２０５５１８

　　在 ＣＦＸ９６实时荧光定量 ＰＣＲ检测仪（ＣＦＸ９６
ＲＴＰＣＲＤｅｔｅｃｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ，ＢｉｏＲａｄＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，
Ｈｅｒｃｕｌｅｓ，ＣＡ，ＵＳＡ）进行 ＲＴＰＣＲ反应。反应条
件：循环１为９４℃ ３０ｓ；循环 ２分 ３步，即 ９４℃
５ｓ，５７℃ １５ｓ，７２℃ １０ｓ，重复４０次；从６５℃逐
步升温到 ９５℃采集熔解曲线。线粒体相对含量
的计算方法采用２－ΔΔＣｔ线粒体／核，其中：ΔΔＣｔ线粒体／
核 ＝ΔＣｔ线粒体／核（校准样）－ΔＣｔ线粒体／核
（测样），ΔＣｔ线粒体／核 ＝Ｃｔ线粒体 －Ｃｔ核。
１．５．４　肝细胞线粒体功能测定
　　线粒体分离试剂盒分离线粒体，用双抗体夹
心法测定肝细胞线粒体中柠檬酸合酶（ＣＳ）和细胞
色素 Ｃ氧化酶（ＣＣＯ）活性，用购自南京建成生物
工程研究所的试剂盒测定。肝匀浆制备方法

同前。

１．５．５　肝脏组织病理学观测
　　将固定于１０％福尔马林溶液中的肝脏组织块
切取适宜大小，常规石蜡包埋，苏木精 －伊红
（ＨＥ）染色，光镜观察，对肝组织病理变化进行评
分。切片由北京集思卓扬生物科技公司操作。

１．６　数据处理
　　所有数据首先经 Ｅｘｃｅｌ２００３处理，采用 ＳＰＳＳ
１６．０的 ｏｎｅｗａｙＡＮＯＮＡ程序统计分析，Ｄｕｎｃａｎ
氏法进行多重比较，Ｐ＜０．０５为差异显著。

２　结果与分析
２．１　肝脏组织病理学观察
　　由图１可知，Ⅰ组蛋鸡肝细胞、肝小叶结构正
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常，肝细胞大小均匀，未见炎性病灶和肝细胞脂肪

变性。Ⅱ组蛋鸡肝小叶结构尚存，部分肝细胞索
结构消失，肝细胞排列紊乱；局部汇管区、中央静

脉周围可见大量炎性细胞浸润；小血管瘀血明显，

局部肝窦隙中可见少量红细胞；局部肝细胞中空

泡样变性和气球样变性。ＰＱＱ添加组（Ⅲ、Ⅳ组）
均表现出不同程度减轻，肝小叶结构基本正常，部

分肝索排列紊乱，未见炎症病灶，有轻微的脂肪滴

存在。

图１　各组肝脏组织病理学观察
Ｆｉｇ．１　Ｌｉｖｅｒｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｉｎａｌｌｇｒｏｕｐｓ

２．２　肝脂质代谢和肝功能指标
　　由表３可知，对于肝脂质代谢指标，与Ⅰ组相

比，Ⅱ组肝脏 ＴＧ和 ＴＣ含量显著升高６３．０７％和
１３７．１３％（Ｐ＜０．０５），Ⅲ、Ⅳ组肝脏 ＴＧ、ＴＣ含量
与Ⅰ组差异不显著（Ｐ＞０．０５）；与Ⅱ组相比，Ⅲ组
肝脏 ＴＧ和 ＴＣ含量显著降低（Ｐ＜０．０５），Ⅳ组肝
脏 ＴＧ含量显著降低（Ｐ＜０．０５），ＴＣ含量虽有降
低，但统计学上差异不显著（Ｐ＞０．０５）；Ⅲ与Ⅳ组
之间肝脏中 ＴＧ、ＴＣ含量差异不显著（Ｐ＞０．０５）。
　　对于肝功能指标，与Ⅰ组相比，Ⅱ组血浆中
ＡＳＴ和 ＡＬＴ活性未发生显著变化（Ｐ＞０．０５），Ⅲ
和Ⅳ组的 ＡＬＴ活性显著低于Ⅰ、Ⅱ组（Ｐ＜０．０５）；
Ⅲ、Ⅳ组之间没有显著差异（Ｐ＞０．０５）。
　　可见，高能低蛋白质饲粮引起的肝脏中 ＴＧ、
ＴＣ含量变化，在添加 ＰＱＱ（Ⅲ、Ⅳ组）后得到显著
改善，添加 ＰＱＱ为０．０８或０．１６ｍｇ／ｋｇ时没有显
著差异。高能低蛋白质饲粮并未引起血浆 ＡＳＴ和
ＡＬＴ活性的显著升高。
２．３　肝脏抗氧化能力
　　由表 ４可知，与Ⅰ组相比，Ⅱ组肝脏中 ＭＤＡ
含量显著升高了 ６２．５０％（Ｐ＜０．０５），肝脏中
ＴＳＯＤ活性显著降低了２４．８４％（Ｐ＜０．０５）；与Ⅱ
组相比，Ⅲ、Ⅳ组肝脏中 ＭＤＡ含量显著降低（Ｐ＜
０．０５），肝脏中 ＴＳＯＤ活性显著升高（Ｐ＜０．０５）；
Ⅲ、Ⅳ组之间肝脏中 ＴＳＯＤ活性没有显著差异
（Ｐ＞０．０５）。

表３　饲粮ＰＱＱ对脂肪肝蛋鸡肝脂质代谢和肝功能的影响
Ｔａｂｌｅ３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｅｔａｒｙＰＱＱｏｎｌｉｖｅｒｌｉｐｉｄｐｒｏｆｉｌｅｓａｎｄｌｉｖｅｒｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｆａｔｔｙｌｉｖｅｒｌａｙｉｎｇｈｅｎｓ

项目

Ｉｔｅｍｓ
Ⅰ组
ＧｒｏｕｐⅠ

Ⅱ组
ＧｒｏｕｐⅡ

Ⅲ组
ＧｒｏｕｐⅢ

Ⅳ组
ＧｒｏｕｐⅣ

ＳＥＭ
Ｐ值
Ｐｖａｌｕｅ

肝脏甘油三酯 ＬｉｖｅｒＴＧ／（ｍｇ／ｇ） １８．５２ｂ ３０．２０ａ １５．８７ｂ １６．６５ｂ ２．００ ０．０１
肝脏总胆固醇 ＬｉｖｅｒＴＣ／（ｍｇ／ｇ） ７．０３ｂ １６．６７ａ ８．２９ｂ １１．０６ａｂ １．５１ ＜０．０１
血浆谷草转氨酶 ＰｌａｓｍａＡＳＴ／（Ｕ／Ｌ） ７．４７ ８．６６ ８．６１ ７．６５ ０．５８ ０．８６
血浆谷丙转氨酶 ＰｌａｓｍａＡＬＴ／（Ｕ／Ｌ） ７２．４７ａ ８４．６６ａ ５０．３３ｂ ５４．２６ｂ ３．９３ ＜０．０１

　　同行数据肩注不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。下表同。
　　Ｉｎｔｈｅｓａｍｅｒｏｗ，ｖａｌｕｅｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅｓａｍｅａｓｂｅｌｏｗ．

２．４　肝线粒体功能酶活性
　　由表４可知，与Ⅰ组相比，Ⅱ组肝细胞线粒体
内 ＣＳ和 ＣＣＯ活性分别显著降低了 ２８．３５％和
３４．９７％（Ｐ＜０．０５），Ⅲ、Ⅳ组与Ⅰ组差异不显著
（Ｐ＞０．０５）；与Ⅱ组相比，Ⅲ组的 ＣＳ和 ＣＣＯ活性
分别显著升高了４２．３８％和５０．６６％（Ｐ＜０．０５），

Ⅳ组 ＣＳ活性升高了２３．７１％，但差异不显著（Ｐ＞
０．０５），ＣＣＯ活性显著升高了 ４７．７５％（Ｐ＜
０．０５），Ⅲ、Ⅳ组之间 ＣＳ和 ＣＣＯ活性差异不显著
（Ｐ＞０．０５）。可见，饲粮添加 ＰＱＱ可抑制高能低
蛋白质饲粮引起的 ＣＳ和 ＣＣＯ活性降低。
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表４　饲粮ＰＱＱ对脂肪肝蛋鸡抗氧化能力和肝细胞线粒体功能的影响
Ｔａｂｌｅ４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｅｔａｒｙＰＱＱｏｎａｎｔｉｏｘｉｄａｔｉｖｅｃａｐａｃｉｔｙａｎｄｈｅｐａｔｉｃｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｆａｔｔｙｌｉｖｅｒｌａｙｉｎｇｈｅｎｓ

项目

Ｉｔｅｍｓ
Ⅰ组
ＧｒｏｕｐⅠ

Ⅱ组
ＧｒｏｕｐⅡ

Ⅲ组
ＧｒｏｕｐⅢ

Ⅳ组
ＧｒｏｕｐⅣ

ＳＥＭ
Ｐ值
Ｐｖａｌｕｅ

肝脏丙二醛 ＬｉｖｅｒＭＤＡ／（ｎｍｏｌ／ｍｇｐｒｏｔ） ０．６４ｃ １．０４ａ ０．８２ｂ ０．８５ｂ ０．４２ ＜０．０１
肝脏总超氧化物歧化酶

ＬｉｖｅｒＴＳＯＤ／（Ｕ／ｍｇｐｒｏｔ） ２６４．４９ａ １９８．８０ｂ ２６６．３８ａ ２６０．１４ａ ８．６５ ＜０．０１

柠檬酸合酶 ＣＳ／（Ｕ／ｇｐｒｏｔ） ９．６９４ａ ７．５５３ｂ １０．７４５ａ ９．３４３ａｂ ０．３７４ ０．０１
细胞色素Ｃ氧化酶 ＣＣＯ／（Ｕ／ｇｐｒｏｔ） １１．０６０ａ ７．５４４ｂ １１．３５６ａ １１．１４１ａ ０．４９５ ＜０．０１

２．５　肝细胞线粒体相对含量
　　由图 ２可知，与Ⅰ组相比，Ⅱ、Ⅲ组线粒体相
对含量显著降低（Ｐ＜０．０５），Ⅳ组线粒体相对含量
差异不显著（Ｐ＞０．０５），其中Ⅱ组线粒体相对含量
降低了７０．２２％，Ⅲ组降低了３３．１４％。与Ⅱ组相
比，Ⅲ组线粒体相对含量显著升高了 ４４．０１％
（Ｐ＜０．０５），Ⅳ组线粒体相对含量显著升高了
１２４．７９％（Ｐ＜０．０５）。

　　数据柱形标注不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜
０．０５）。
　　Ｖａｌｕｅｃｏｌｕｍｎｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒｓｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉ
ｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５）．

图２　饲粮ＰＱＱ对脂肪肝蛋鸡肝细胞线粒体
相对含量的影响

Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｅｔａｒｙＰＱＱｏｎｈｅｐａｔｉｃｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ｒｅｌａｔｉｖｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆｆａｔｔｙｌｉｖｅｒｌａｙｉｎｇｈｅｎｓ

３　讨　论
３．１　ＰＱＱ对脂肪肝蛋鸡肝脂质代谢和肝功能的
影响

　　脂肪肝能引起蛋鸡肝脏脂质代谢紊乱、脂质
代谢指标升高、肝功能降低等情况［１０－１１］，以 ＴＧ含
量升高为主要特征。组织学上定义每单位面积有

１／３以上肝细胞发生脂肪变性，即可判定为脂肪

肝。本试验中Ⅱ组蛋鸡肝脏组织切片中肝细胞脂
肪变性程度超过１／３，有的视野中仅见脂肪空泡；
且肝脏中 ＴＧ、ＴＣ和 ＬＤＬＣ含量显著升高，与前
人文献报道［１２］一致。在临床肝酶学检测上，血浆

ＡＬＴ和 ＡＳＴ活性是反映肝损伤的常见指标，大部
分 ＡＬＴ存在肝细胞浆内，ＡＳＴ存在于细胞浆和线
粒体内。肝脏发生脂肪病变时，ＴＧ在肝细胞内过
度积聚，占据大量空间，迫使肝细胞肿大破损，转

氨酶大量外溢，故血浆 ＡＬＴ活性是肝细胞损伤的
敏感指标。本试验中高能低蛋白质饲粮引起的血

浆 ＡＬＴ活性显著升高，添加 ＰＱＱ后基本恢复到正
常值，表明饲粮 ＰＱＱ能保护肝脏细胞免受损伤。
ＰＱＱ能提高肝细胞内脂肪酸 β－氧化速率，改善
体内脂质代谢水平，促进对肝组织中 ＴＧ的摄取，
减少肝内脂质堆积，降低肝细胞功能损伤［１３－１４］，

因此ＰＱＱ可能通过上述途径改善肝脏内脂质代谢
异常。

３．２　ＰＱＱ对脂肪肝蛋鸡抗氧化能力的影响
　　蛋鸡采食高能低蛋白质饲粮后，可引起线粒
体内 β－氧化增加、电子生成增多、线粒体呼吸链
中电子泄漏增加、活性氧（ＲＯＳ）生成增多。同时，
动物长期采食高能低蛋白质饲粮导致脂肪代谢障

碍，大量 ＴＧ在肝细胞内积聚，ＲＯＳ攻击细胞内不
饱和脂肪酸和膜双分子层中磷脂，加剧细胞内氧

化，导致肝细胞损伤［１５］。本研究表明，添加 ＰＱＱ
可显著抑制饲喂高能低蛋白质饲粮引起的蛋鸡肝

脏内 ＭＤＡ含量显著升高和 ＴＳＯＤ活性显著降
低。ＰＱＱ作为有效的活性氧清除剂，一方面可直
接进入细胞线粒体内，与氧自由基反应，清除过氧

化物、减少细胞内氧化损伤；另一方面还能提高抗

氧化相关基因的表达，增加蛋鸡体内抗氧化酶活

性，从而减少氧化损伤［１６］。
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３．３　ＰＱＱ对脂肪肝蛋鸡肝细胞线粒体数量和
功能的影响

　　线粒体是细胞内的能量工厂，是肝脏脂肪酸
β－氧化、ＡＴＰ及 ＲＯＳ形成的主要部位，其在脂肪
肝形成中具有重要作用，蛋鸡脂肪肝形成可能与

过多自由基生成有关［１６－１７］。蛋鸡 ＦＬＳ中，线粒体
的功能性变化为呼吸链紊乱、体内 ＡＴＰ水平降
低［１８］。本试验中，Ⅱ组蛋鸡肝细胞线粒体相对含
量比正常组减少了７７．０２％，而ＰＱＱ组（Ⅲ、Ⅳ组）
明显增加。饲喂缺乏ＰＱＱ饲粮的小鼠肝细胞线粒
体相 对 含 量 比 ＰＱＱ 添 加 组 减 少 了 ２０％ ～
３０％［１９］；用电子显微镜观察，ＰＱＱ添加组小鼠细
胞内线粒体数量明显增加，ＰＱＱ缺乏组小鼠肝细
胞内较难获得足够的线粒体用于测定线粒体呼吸

控制率（ＲＣＲ）［８］，与本试验研究结果相似。肝细
胞中线粒体数量的减少，表明肝脏的能量代谢发

生障碍。

　　ＣＳ存在于线粒体基质中，是催化三羧酸循环
的限速酶及代谢变化的标志酶，参与细胞内脂肪

酸氧化解毒过程；ＣＣＯ位于线粒体内膜上，是线粒
体呼吸链中电子传递的终端酶，与 ＡＴＰ的合成直
接有关，其功能异常通常与某些能量代谢疾病的

发生有关。线粒体 ＣＳ和 ＣＣＯ活性变化通常用来
反映线粒体功能变化。本试验中高能低蛋白质饲

粮引起 ＣＳ和 ＣＣＯ活性的降低，在 ＰＱＱ组（Ⅲ、Ⅳ
组）均得到了显著改善，与Ｃｈｏｗａｎａｄｉｓａｉ等［１４］报道

的用 １０～３０μｍｏｌＰＱＱ处理小鼠 Ｈｅｐａｌ６细胞
２４～４８ｈ后线粒体内 ＣＳ和 ＣＣＯ活性明显增加的
结果一致。

　　对于高能低蛋白质饲粮引起的线粒体相对含
量的减少和线粒体功能损伤，ＰＱＱ可能通过以下
３个方面发挥调控作用。第一，作为电子传递体，
ＰＱＱ在线粒体呼吸链中可直接将电子传递到细胞
色素 Ｃ上，形成１个产能较少的呼吸链，从而加速
脂肪酸 β－氧化，减少呼吸链中电子的泄漏和氧自
由基生成［２０］。第二，提高细胞内与线粒体相关的

转录因子和转录蛋白质的表达，进而提高线粒体

内酶的活性，刺激线粒体合成。环磷酸腺苷

（ｃＡＭＰ）反应元件结合蛋白（ＣＲＥＢ）是过氧化物
增殖激活受体协同激活子 －１α（ＰＧＣ１α）活化的
重要调节因子。当细胞内线粒体受损时，ＰＱＱ能
激活调控线粒体合成的 ＣＲＥＢＰＧＣ１α通路促进
线粒体快速合成［１３－１４］。ＰＱＱ能刺激 ＣＲＥＢ１３３

位丝氨酸发生磷酸化，活化 ＰＧＣ１α启动子，增加
ＰＧＣ１αｍＲＮＡ和蛋白质的表达，进一步促进核呼
吸因子 １／２（ＮＲＦ１、ＮＲＦ２）活化，刺激线粒体合
成。ＰＱＱ也可直接促进含 ＮＲＦ１和 ＮＲＦ２反应
元件的线粒体转录因子 Ａ、Ｂ１和 Ｂ２（ＴＦＡＭ、
ＴＦＢ１Ｍ、ＴＦＢ２Ｍ）ｍＲＮＡ表达的增加，从而刺激线
粒体合成［１４］。第三，作为 ＲＯＳ的清除剂，ＰＱＱ可
直接与线粒体内 ＲＯＳ反应，维持线粒体内 ＲＯＳ生
成和清除的动态平衡，减少氧化应激引起的线粒

体内脂质过氧化和呼吸链的失活［６，２１］，保障线粒体

功能的正常发挥。目前关于ＰＱＱ对线粒体作用的
研究主要集中在小鼠上，其在蛋鸡肝脏内的具体

作用机制与上述 １条或几条有关，尚有待进一步
研究。

４　结　论
　　饲粮中添加适量ＰＱＱ可通过调节产蛋鸡脂质
代谢和抗氧化功能维持线粒体动态平衡，增加线

粒体功能，预防高能低蛋白质饲粮诱发的 ＦＬＳ，且
本试验中当饲粮 ＰＱＱ添加量为０．１６ｍｇ／ｋｇ时效
果较优。
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