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肉鸡腹水综合征患鸡右心组织钙沉积和
Ca2 + 2ATPase活性变化
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摘　要 : 右心肥大衰竭是腹水综合征患鸡发病的重要环节之一 ,而心肌细胞内 Ca2 +浓度在调节心脏收缩和舒张功

能及其生长方面都起着重要作用。本试验应用右心导管法测定 AS患鸡右心压力变化情况 ,采用焦锑酸钾沉淀法、

电镜酶细胞化学法研究 AS患鸡右心组织 Ca2 +和钙泵 (Ca2 + 2A TPase)活性变化及其精确定位。结果显示 AS组肉

鸡右心室舒张压极显著高于对照组 ( P < 0. 01) ,同时 ,右心室内压最大变化速率也极显著降低 ( P < 0. 01) ;对照组

肉鸡右心组织偶见少量散在的 Ca2 +沉淀颗粒 ,低温诱发 AS患鸡右心组织发生了明显的钙沉积 ;对照组肉鸡的右

心组织 Ca2 + 2A TPase以高电子密度颗粒分布于肌浆网、线粒体膜等处 ,AS患鸡心脏组织的 Ca2 + 2A TPase的电子

密度颗粒显著减少或缺失。本研究揭示 ,在低温条件下 AS患鸡具有明显的右心舒张功能障碍 ,Ca2 +浓度增高和

Ca2 + 2A TPase功能抑制可能在其中起着重要作用。
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Abstract : Right vent ricular hypert rop hy and failure is an important step in t he develop ment of as2
cites syndrome. Cytoplasmic calcium concent ration is a major regulator of cardiac cont ractile f unc2
tion and various p hysiological p rocesses in cardiac muscle cells. The p urpose of this st udy was to

measure t he right vent ricular p ressure and investigate t he p recise ult rast ructural location of Ca2 +

and Ca2 + 2A TPase in t he right vent ricular myocardium of chickens with ascites syndrome induced

by low ambient temperat ure. The result s showed t hat the right vent ricular diastolic p ressure

(RVDP) of ascitic broilers was significantly higher than that of cont rol broilers ( P < 0. 01) , and

t he maximum change ratio of right int ravent ricular p ressure ( RV dp/ dtmax ) of ascitic broilers was

significantly lower t han that of t he cont rols ( P < 0. 01) . Extensively increased calcium depo sit s

were observed in t he right vent ricular myocardium of ascitic broilers , whereas in t he age2matched

cont rol broilers , calcium deposit s were much less. The Ca2 + 2A TPase reactive grains were obvi2
ously found on t he sarcoplasmic reticulum and mitochondrial membrane of t he cont rol right ven2
t ricular myocardium , but rarely observed in t he ascitic broilers. The data suggested t hat in ascitic



畜　牧　兽　医　学　报 38卷　

broilers t here was the right vent ricular diastolic dysf unction , in which t he overload of int racellu2
lar calcium and inhibition of Ca2 + 2A TPase might be the important factors.

Key words : broiler ; ascites syndrome ; right vent ricular myocardium ; Ca2 + ; Ca2 + 2A TPase ; t he

potassium pyroantimonate cytochemical met hod ; t he elect ron micro scopic enzyme histochemist ry

met hod

　　肉鸡腹水综合征 (Ascites syndrome ,AS)常发

于肉仔鸡 ,以右心肥大、扩张、衰竭、肺脏瘀血水肿、

肝脏肿大及明显腹水为特征。其中 ,右心肥大衰竭

是 AS形成和发展的中心环节之一。右心肥大衰竭

是 AS各种诱发因素作用于机体的结果。研究表

明 ,细胞内 Ca2 +浓度的变化在心肌细胞信号传导和

生长过程中起着重要作用 ,胞浆内 Ca2 +浓度的变化

受细胞外 Ca2 +循环和细胞内 Ca2 +循环两个相互依

存系统的双重调控 ,Ca2 +通过不同的通道进入心肌

细胞可以启动和调控细胞的生长、心脏正常收缩和

舒张等多种生理功能[1 ]。

　　心肌细胞钙稳态的维持主要是通过钠钙交换和

Ca2 + 2A TPase进行的 ,Ca2 + 2A TPase 广泛存在于各

种动物的细胞膜和肌浆网上 ,其活性与心功能密切

相关[ 2 ] ,目前关于 AS患鸡心肌细胞 Ca2 + 2A TPase

活性的超微观察还未见报道 ,本文应用焦锑酸钾沉

淀法和电镜酶细胞化学法研究低温诱发 AS患鸡心

肌 Ca2 + 以及 Ca2 + 2A TPase 活性变化和精确定位 ,

初步探讨 Ca2 +和 Ca2 + 2A TPase 在 AS患鸡右心肥

大衰竭中的作用机制。

1　材料和方法
1. 1　试验动物的分组和处理

　　北京华都肉鸡公司 1 日龄 AA 商品代肉公雏

200只 ,常规育雏免疫 ,15 日龄时随机平均分成两

组 , (1)对照组 :在常温 (22～23℃)条件下继续饲养 ;

(2) AS组 :由常温 (22～23℃)条件转为恒定低温 (9

～11℃)条件下饲养 ;两组其它饲养条件相同 ,自由

采食和饮水。定期检查 AS患鸡 ,发现精神不振、皮

肤黏膜发绀、腹部膨大、腹部穿刺能抽取 10 mL 以

上黄色液体 ,腹水心脏指数 ( Ascites heart index ,

A HI)大于 0. 29者为 AS阳性鸡。取 AS患鸡和同

日龄对照组肉鸡。

1. 2　右心室压、右心内压最大变化速率及腹水心脏

指数( AHI)的测定

　　将鸡仰卧保定 ,用 50 mL/ L 盐酸普鲁卡因在右

侧颈中部做皮下浸润麻醉。切开皮肤 ,分离出右侧

颈静脉 1 cm 左右 ,结扎远心端 ,在近心端剪口 ,将

019 mm外径聚乙烯塑料软管 (由中国医学科学院

基础所生理室提供)沿向心方向缓缓插入 ,经前腔静

脉、右心房到达右心室.将压力信号由压力传感器传

输给多导生理信号记录分析系统 (美国 BIO PAC

MP150型)显示压力波形 ,并记录压力值。测定中

用 38 g/ L 枸橼酸钠冲洗。将鸡剖杀 ,取出心脏 ,剪

去心房、附着的脂肪组织 ,并清除心腔内血凝块 ,称

取全心室质量 ,然后沿前后纵沟剪下右心室 ,称重 ,

最后计算 A HI[3 ]。

1. 3　心肌细胞 Ca2 +定位

　　通过颈部脱臼使肉鸡安乐死后 ,快速取出心脏 ,

用锋利手术刀自右心室尖部切取 1 mm×1 mm×5

mm大小的组织立即放入焦锑酸钾2锇酸固定液中
固定 4 h以上。固定样品充分漂洗后经 50 %、70 %、

80 %、90 %、100 %乙醇及 100 %丙酮系列脱水各 15

min ,816树脂浸透、包埋、聚合。L KB8800 Ⅲ型超薄

切片机切片 ,醋酸铀染色 ,在日立 H7500 透射电镜

下观察 ,加速电压为 80 kV。观察心肌组织内 Ca2 +

沉淀颗粒的数量和沉淀部位 ,拍摄超微照片[4 ]。

1. 4 　心肌细胞 Ca2 + 2ATPase 定位以及肌浆网

Ca2 + 2ATPase半定量分析

　　自上述各组右心室取 1 mm×1 mm×5 mm大

小的组织块固定于 0. 1 mol/ L 二甲砷酸钠缓冲液

(p H7. 4 ,含 8 %蔗糖配制的 2 %多聚甲醛和 0. 25 %

戊二醛组成的混合固定液 ,固定 30 min ,再用 0. 1

mol/ L 二甲砷酸缓冲液漂洗 3 次 ,每次 15 min ,振

动切片机切成 40μm 的切片 ,同上缓冲液漂洗净

后 ,为除去切片组织中残存的鳌合钙 ,在漂洗液中加

入 l0 mmol EGTA ,将切片于室温预孵育 10 min后

再用缓冲液漂洗净。将切片置于 Ca2 + 2A TP酶孵育

液中 ,恒温振荡水浴箱中 37℃振荡孵育 1 h ,孵育液

采用 Ando 的 Ca2 + 2A TP 酶细胞化学方法[5 ] ,其配

方 :250 mmol/ L 甘氨酸2KO H 缓冲液 (p H9. 0) , 3

mmo1 Na2 A TP , l0 mmol 氯化钙 ,4 mmol/ L 枸 　

酸铅 ,2. 5 mmol/ L 左旋咪唑 ,5 %蔗糖。阴性对照

采用对照组在去底物 Na2 A TP和 CaCl2的孵育液中
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进行孵育。反应后 ,再经同上缓冲液漂洗后 ,1 %四

氧化饿后固定 30 min ,双蒸水漂洗 ,梯度乙醇脱水 ,

丙酮置换 ,Epon812树脂浸透包埋 ,聚合器中递增温

度聚合。超薄切片机切片 ,醋酸双氧铀轻染 ,日立

H7500透射电镜 80 kV 下观察并照相。该方法主

要是由于 Ca2 + 2A TPase 可水解 A TP 产生磷酸盐 ,

形成磷酸铅电子沉淀物 ,沉淀物的形成与酶接近 ,因

此 ,可用于禽类心肌细胞 Ca2 + 2A TPase 的定位研

究[5 ,6 ]。

　　在两组放大倍数相同的不同视野的显微照片上

进行心肌细胞肌浆网 Ca2 + 2A TPase的半定量分析。

用 Image2Pro Plus 图像分析软件随机测定肌浆网

膜的长度 ( A)以及该长度上 Ca2 + 2A TPase 细胞化

学反应产物的总面积 (B) 。Ca2 + 2A TPase 活性以

B/ A表示[7 ]。

1. 5　数据处理和重复试验

　　试验结果以均数 ±标准误 ( M EA N ±S D)表

示 ,用 SPASS软件的 ON EWA Y2ANVONA方法分

析组间差异显著性。为保证电镜试验结果的可靠

性 ,本试验各组分别取 3个样品 ,并且试验期间进行

了大量的电镜观察最终得出结果。

2　结　果
2. 1　右心室压、右心内压最大变化速率和 AHI的

变化

　　由表 1 可见 ,AS患鸡 RVSP显著高于对照组

( P < 0. 05) ,RVDP极显著高于对照组 ( P < 0. 01) ;

AS 患鸡的 ±dp/ dtmax 极显著低于对照组 ( P <

0101) ;同时 ,AS患鸡的 A HI也极显著高于对照组

( P < 0. 01) 。

表 1　对照组和 AS组肉鸡右心室压、右心室内压最大变化速率和 AHI的变化

Table 1　Right ventricular pressure ,right ventricular pressure( ±dp/ dtmax) and AHI in the control and AS group

指标

Parameters

对照组

Control group

AS组

Ascites group

右心室收缩压 RVSP/ (kPa) 4. 64±0. 26 6. 10±0. 55 3

右心室舒张压 RVDP/ (kPa) 0. 53±0. 14 1. 42±0. 27 3 3

+ dp/ dtmax / ( Pa/ s) 103. 74±12. 19 28. 30±12. 31 3 3

- dp/ dtmax ( Pa/ s) 130. 34±21. 20 29. 96±5. 70 3 3

腹水心脏指数 A HI/ % 21. 20±1. 09 39. 97±6. 25 3 3

与同日龄对照组比较 , 3 . P < 0. 05 , 3 3 . P < 0. 01 ;±dp/ dtmax.右心内压最大变化速率

Compared with that of the control group at the same time , 3 . P < 0. 05 , 3 3 . P < 0. 01 ;RVSP. Right ventricular systolic pres2
sure ; RVDP. Right ventricular diastolic pressure ; ±dp/ dtmax . Maximum rate of the pressure increase [ + dp/ dtmax ] and de2
crease [2dp/ dtmax ]

2. 2　心肌细胞游离 Ca2 +的定位结果

　　在电子显微镜下观察 ,可见心肌组织细胞中

Ca2 +沉淀呈细小颗粒状 ,颗粒边缘比较整齐 ,散在

或成簇分布。Ca2 + 颗粒主要沉积在肌浆网、胞浆、

线粒体 ,间质和肌节处 ,血管周围也有分布。对照组

肉鸡右心组织胞浆内偶见少量散在的 Ca2 +沉淀小

颗粒 ,AS患鸡心肌组织的 Ca2 +颗粒沉积量比正常

肉鸡的 Ca2 +颗粒含量显著增加 ,颗粒成簇分布 (见

图 1) 。

2. 3 　心肌细胞钙泵电镜细胞化学定位及肌浆网

Ca2 + 2ATPase半定量分析结果

　　钙泵电镜酶细胞化学显示 ,对照组肉鸡心肌细

胞酶反应产物主要以高电子密度的黑色磷酸铅沉淀

颗粒分布于肌浆网上 ,其次也分布于线粒体膜上 ,阳

性反应强 ;低温 AS患鸡心脏组织的 Ca2 + 2A TPase

反应产物显著减少或缺失 ,阳性反应弱 (见图 2) 。

肌浆网膜 Ca2 + 2A TPase 酶半定量分析可见腹水鸡

Ca2 + 2A TPase酶活性 (26. 26 ±4. 20)极显著低于对

照组鸡相应的酶活性 (88157±3. 76) ( P < 0. 01) 。

3　讨　论
3. 1　低温诱发肉鸡腹水综合征患鸡右心功能的变

化

　　右心肥大和衰竭是肉鸡 AS发生和发展的重要

环节。Olkowski 等研究证明在肉鸡 AS的发生和

发展过程中右心的功能和结构出现代偿、失代偿直
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A.对照组肉鸡心肌胞浆内 Ca2 + 沉积呈少量分布 ;B.

AS患鸡心肌胞浆内 Ca2 +沉积颗粒明显增加
A. A few calcium deposit s (black arrows) were seen in

the cytoplasm of control broilers ; B. Numerous calcium

deposit s (black arrows) could be observed in the cyto2
plasm of the ascitic broilers

图 1　透射电镜显示肉鸡右心室肌细胞钙沉积的分布.

醋酸铀染色( Bar = 800 nm)

Fig. 1 　Transmission electron micrographs showed the

distribution of calcium deposits in the right ven2
tricular myocardium of broilers. Uranyl acetate

stained ( Bar = 800 nm)

至右心衰竭 ,从而使心脏输出功能减弱[8 ]。临床上

可见患鸡出现明显的右心功能衰竭症状 ,患鸡被毛

蓬松 ,呼吸困难 ,严重皮肤发绀 ,腹腔出现腹水。病

理解剖可见右心室严重扩张 ,心室壁肌肉变薄松软 ,

并且心瓣膜出现病理性变化。

　　心功能衰竭是由多种因素造成的 ,其中可表现

为舒张性和收缩性的心脏衰竭 ,而舒张不全是引起

心功能衰竭和死亡的主要因素 ,约 40 %以上的心功

能衰竭病人患有舒张不全[9 ]。目前 ,对舒张不全的

诊断标准还存有争议 ,但是 ,心脏导管法可直接测定

心脏的舒张压 ,是判定心肌舒张和充盈程度的最好

方法[ 10 ]。本试验 AS患鸡右心室舒张压显著高于

对照组 ,表明右心机能出现障碍 (如右心舒张硬度增

加) ,另外 ,AS组患鸡2dp/ dtmax极显著低于同期对照

组 ,表明右心室舒张速率也出现下降 ,上述结果表明

AS患鸡患有严重的右心舒张功能不全。

　　右心肥大是导致右心舒张功能不全的重要因

素 ,可使右心室的顺应性降低 ,僵硬度升高 ,最终导

致右心灌注减少 ,舒张压升高[11 ]。A HI是准确反映

右心肥大程度的常用参数。大量研究表明 , AS患

鸡的 A HI显著升高。J ulian等认为 A H I在 0. 25～

0. 29为中度右心肥大 ,当其超过 0. 29 后则为严重

右心肥大[12 ]。本试验显示 ,AS组肉鸡 A HI极显著

高于对照组 ,右心室发生严重肥大。

3. 2　低温诱发肉鸡腹水综合征患鸡心肌细胞 Ca2 +

的变化情况

　　舒张功能不全的特征是舒张期明显延长。其根

本机制可能与心肌细胞胞浆内 Ca2 + 进入肌浆网的

速率下降 ,舒张期胞浆 Ca2 + 浓度升高有关[13 ]。

Ca2 +是心肌细胞内最重要的信号分子之一 ,生理状

态下是介导心肌细胞兴奋收缩偶联、能量代谢和生

长的关键因素。所以 ,胞浆内 Ca2 +的准确调控对维

持心肌功能有着重要意义。本试验采用焦锑酸钾沉

淀法定位心肌细胞内的 Ca2 + ,其原理是用 Ca2 + 取

代 K+ ,形成在透射电镜下可见的焦锑酸钙电子密

度沉淀物 ,是超微检测 Ca2 +在组织中分布广泛采用

的组织化学方法。焦锑酸钾对游离 Ca2 +有非常高

的亲和力 ,几乎 100 %与 Ca2 +反应发生原位沉淀 ,发

生沉淀的最小 Ca2 +浓度是 1026 mol/ L。由于锇酸对

组织的浸透快 ,可以使得焦锑酸钾的穿透率能与锇

酸保持一致 ,在细胞内与钙发生沉淀反应 ,实现原位

定位 ,在电镜下呈现可见的高密度颗粒 ,因此该方法

可显示组织中 Ca2 +的分布、转移特点。在本试验中

可见 AS患鸡心肌细胞胞浆内有明显的高密度颗粒

状的钙沉积 ,颗粒成簇分布 ,内质网未见明显的钙沉

积 ,而对照组肉鸡心肌细胞胞浆内可见少量散在的

Ca2 +沉淀小颗粒。J ennifer 等和 Schmidt 等对患有

心舒张功能不全的人类和其它动物的研究表明其心

肌细胞的钙瞬时延长 ,舒张期 Ca2 +浓度增加[14 ,15 ]。

所以 ,本研究可能在一定程度上反映了 AS患鸡心

肌细胞出现 Ca2 +超载 ,其可能是导致右心舒张功能

不全的重要原因之一。

3. 3 　低温诱发肉鸡腹水综合征患鸡心肌细胞

Ca2 + 2ATPase的变化情况

　　心肌细胞胞浆内钙稳态的维持主要是通过质膜

Ca2 + 2A TPase 逆浓度梯度和肌浆网 Ca2 + 2A TPase

的重吸收将 Ca2 +清除出胞浆的 ,这两种清除途径均

是耗能的主动转运过程。这些 Ca2 + 2A TPase 保证

了胞浆内的 Ca2 +维持在低浓度和钙信号正常传递。

在心肌细胞中 ,肌浆网 Ca2 + 2A TPase在调控胞浆钙

离子浓度中起着重要作用 ,肌浆网 Ca2 + 2A TPase是

跨膜蛋白 ,是肌浆网的主要成分 ,占其蛋白总量的

90 %左右 ,属于高度保守蛋白。分子克隆分析已经

识别出肌浆网 Ca2 + 2A TPase 有 3 个高度同源的编
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对照组肉鸡心肌肌浆网和线粒体膜 Ca2 + 2A TPase反应产物呈现电子密度增强 ,反应颗粒分布广泛 (A ,B) ;AS组肉

鸡心肌肌浆网和线粒体膜 Ca2 + 2A TPase反应产物呈现电子密度减弱 ,反应颗粒分布减少 (C ,D) ;对照组 :组织孵育

在含 10 mmol/ L EGTA无钙离子的孵育液中显示无 Ca2 + 2A TPase酶磷酸铅反应产物生成 ( E)

Elect ron cytochemical reaction product s of Ca2 + 2A TPase activity were heavily deposited on the SR (black arrow) and

mitochondrial membrane (black arrow) in the right ventricular myocardium of the age2match normal broilers (A , B) ;

The elect ron density and reactive product s of Ca2 + 2A TPase activity decreased on the SR (black arrow) and mitochon2
drial membrane (black arrow) in the right ventricular myocardium of the ascitic birds (C , D) ; Control group : there

was no lead phosphate precipitation of Ca2 + 2A TPase when tissues were incubated in a calcium2f ree medium with 10

mmol/ L EGTA ( E)

图 2　肉鸡右心室肌细胞 Ca2 + 2ATPase活性的超微显示醋酸铀染色( Bar = 500 nm)

Fig. 2　Ultrastructral expression of Ca2 + 2ATPase activity in the right ventricle of broilers( Bar = 500 nm)

码基因 ( S ER CA1、S ER CA2 和 S ER CA3 ) , SER2
CA2a则是心肌肌浆网主要的表达钙泵 ,是调节心

肌收缩和舒张的主要酶[16 ]。研究表明鸡与哺乳动

物的 S ER CA2 a有 94 %的同源性[ 17 ]。

　　SERCA2a活性的高低在决定心脏舒张和收缩

速度中起重要作用。大量研究表明心肌肥大和心衰

后期都伴有 SERCA2a含量下降以及钙处理能力的

异常。Muthu等利用动物模型研究发现在压力负

荷过重导致的心脏肥大和心衰过程中肌浆网 Ca2 + 2
A TPase表达显著下降 ,这在人类原发性肺动脉高

压也多次得到证实。在用水母发光蛋白和 Fura22

测定细胞内钙离子的方法检测心脏衰竭样品时发

现 ,钙离子释放和摄取的瞬变值明显延长。在心脏

衰竭末期肌浆网钙泵的 mRNA 和蛋白表达均下

降[16 ]。Shorof sky等也发现肌浆网酶活性的降低与

心脏肥大导致的舒张功能障碍密切相关[ 18 ]。上述

研究表明肌浆网钙泵在维持心脏功能方面起着重要

作用。为了准确观察心肌细胞钙超载和肌浆网钙转

运之间的关系 ,本研究应用酶细胞化学方法原位表

达 Ca2 + 2A TPase ,并对其进行了半定量分析。发现

酶主要分布在肌浆网膜、线粒体膜等处。对照组肉

鸡心肌细胞酶反应产物呈高电子密度的黑色磷酸铅

沉淀颗粒 ,阳性反应强 ;腹水综合征肉鸡心肌细胞

Ca2 + 2A TPase反应颗粒分布明显减少或缺失。肌

浆网 Ca2 + 2A TPase 半定量分析结果表明 AS组肉

鸡心肌细胞 Ca2 + 2A TPase 活性极显著低于对照组

肉鸡 ( P < 0. 01) ,表明 AS患鸡 Ca2 + 2A TPase 酶活

性显著减弱 ,其可能是导致心肌细胞出现钙超载 ,从

而使心肌细胞产生舒张障碍的主要原因。上述结果

对今后 AS的预防和人类比较医学提供了一定的思
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路。

4　结　论
　　腹水综合征患鸡具有明显的右心舒张功能不

全 ,其可能与心肌细胞钙处理能力异常和肌浆网

Ca2 + 2A TPase酶活性降低有关。
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