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摘要: 在(25±0.5) ℃下, 设置4个水流速度实验组, 分别为静水对照组0 bl/s(体长/秒)、1.0 bl/s组、2.0 bl/s组和4.0 bl/s组, 研究不同水流速度对中华倒刺鲃(Spinibarbus sinensis)幼鱼肌肉自由基代谢的影响, 训练周期为8周。结果显示, 肌肉超氧化物歧化酶(SOD)和谷胱甘肽过氧化物酶(GSH-PX)的活性随着水流速度的增加而升高, 训练组过氧化氢酶(CAT)活性出现不同程度的下降, 而抗氧化物谷胱甘肽(GSH)的含量未发生明显变化(P>0.05); 训练组肌肉总抗氧化能力(T-AOC)均高于对照组, 2.0 bl/s组最高, 4.0 bl/s组次之, 1.0 bl/s组最低, 且2.0 bl/s和4.0 bl/s组T-AOC与对照组有显著性差异(P<0.05)。8周训练后, 2.0 bl/s组丙二醛(MDA)含量显著低于其他3组(P<0.05), 而H2O2含量随着水流速度增加呈上升趋势。8周运动训练对骨骼肌B细胞淋巴瘤因子-2 (Bcl-2)、Bcl-2相关X蛋白(Bax)的含量及血清肌酸激酶(CK)活性无显著影响(P>0.05), 但2.0 bl/s组Bax和Bax/ Bcl-2显著低于4.0 bl/s组(P<0.05)。结果表明, 2.0 bl/s的水流速度可提高中华倒刺鲃肌肉的抗氧化能力, 降低脂质过氧化水平, 并在一定程度上抑制肌细胞凋亡。
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运动期间机体耗氧增加或特定通路的激活会导致自由基生成增多[1]。自由基性质活泼, 极易攻击机体的细胞和各种生物大分子, 对机体造成氧化损伤[2]。机体的抗氧化防御系统会产生适应性[3], 使体内自由基的形成和清除处于动态平衡中, 防止生物分子的损伤。自由基生成过多或抗氧化能力下降均会引起氧化/还原系统的失衡, 进而导致氧化应激, 引起代谢紊乱、生长缓慢及一系列的病理性变化, 因此自由基代谢水平与鱼类营养代谢、生长状况及免疫水平密切相关。目前自由基代谢的研究主要是针对哺乳动物开展的, 相关研究表明, 运动引起的氧化应激水平与运动的类型和运动强度密切相关[4]。
水流是影响鱼类的重要生态因子之一, 长期在适当水流速度下游泳会促进鱼类生长[5], 提高运动能力和生存力[6], 改善肉质[7]、调整繁殖期[8]以及提

高增殖放流效果[9]等, 但不同水流速度影响鱼类自由基代谢的研究资料还未见报道。中华倒刺鲃(Spinibarbus sinensis)隶属于鲤形目, 鲤科, 倒刺鲃属, 是长江上游重要的经济养殖鱼类, 因其具有易饲养、生长快、抵抗力强和运动能力强等优点, 已成为毒理学及运动生理学研究的理想对象[10]。因此, 本研究以中华倒刺鲃幼鱼为研究对象, 通过不同速度的水流刺激诱导其逆流游泳, 探讨水流速度对其肌肉自由基代谢和细胞凋亡的影响, 不仅可以丰富鱼类运动与自由基代谢的理论, 而且可为水产养殖实践中提高鱼类免疫力提供科学依据。
1  材料与方法
1.1  实验鱼来源和驯养
中华倒刺鲃幼鱼购于四川省水产学校。实验前在室内循环水养殖系统中以通威鲤鱼种配合浮性颗粒饲料为饵料(粗脂肪、碳水化合物、粗蛋白质和灰分含量百分比分别为: 8.5±0.5、25.7±1.2、41.2±0.9、12.3±0.4), 每天饱足投喂2次(9:00、17:00), 投喂1 h后立即清除养殖系统内粪便和残饵, 日换水量约为驯化水体的10 %, 驯养2周。驯养期间水温控制在(25±0.5)℃, 溶氧水平大于6 mg/L, 光照制度为12L∶12D。
1.2  实验方案和操作步骤
1.2.1  实验设备  自行设计的循环水养殖系统由3部分组成, 包括动力部分、动力控制部分和鱼类养殖区域(600 L, 内装12个养殖单元格, 养殖单元格大小为40 cm×15 cm×20 cm)。在鱼类养殖区域内, 电机带动螺旋桨产生流速, 在稳流装置的作用下, 形成均匀稳定的线性水流。实验中通过电压调控控制电机转速, 控制装置内水流速度大小, 参见文献[11]。
1.2.2  实验分组与设计  驯化期结束后, 挑选大小相当的中华倒刺鲃, 体质量(28.36±0.08) g、体长(11.58±0.02) cm幼鱼144尾, 随机分为静水对照组(0 bl/s)和1.0 bl/s组、2.0 bl/s组和4.0 bl/s组, 每组3个平行, 每个平行12尾。对照组水流始终控制在3 cm/s左右, 另外3个训练组分别在初始流速1.0 bl/s、2.0 bl/s和4.0 bl/s下每天训练18 h。为了减少生理胁迫, 在正式训练前4天, 逐步提高水流速度, 直至达到正式训练所需的水流速度。训练周期为8周。随着鱼体的生长, 流速根据其体长每2周调整1次。每天饱食投喂2次, 投喂期间各组水环境均保持静水状态, 投喂1 h后清理粪便和残饵, 并重新调节电压于原始强度。其他条件同驯养阶段。
1.2.3  取材  训练8周后, 实验鱼均未死亡, 禁食1 d, 进行取材。每个平行对照组取4尾鱼, 即每个处理组12尾鱼。尾静脉抽血后, 将鱼置于冰盒内迅速解剖取其背部肌肉, 先在0~4℃生理盐水中洗净血液, 并用滤纸吸干水分, 快速放入液氮中冷冻, 最后置于–80℃超低温冰箱中保存。
1.2.4  测定方法  (1) 肌肉抗氧化指标  测定时每尾鱼取适量组织块自然解冻, 按1∶9(g:mL)的质量体积比加入0.65%的预冷生理盐水作为匀浆缓冲液, 冰浴匀浆(FLUKO F6/10 高剪切分散乳化机)后于 4℃以3 000 r/min离心10 min, 取上清用于总抗氧化能力(T-AOC)、超氧化歧化物酶(SOD)、谷胱甘肽过氧化物酶(GSH-PX)、过氧化氢酶(CAT)、谷胱甘肽(GSH)、丙二醛(MDA)和过氧化氢(H2O2)含量及组织蛋白含量的测定(上述指标均使用试剂盒测定, 试剂盒购自南京建成生物工程研究所)。
(2) 肌肉细胞凋亡指标  样品处理同上, 每尾鱼取上清, 用鱼B细胞淋巴瘤因子(Bcl-2)酶联免疫分析试剂盒和鱼Bcl-2相关X蛋白(Bax)酶联免疫分析试剂盒(购自上海信然实业有限公司)测定Bcl-2和Bax的含量。
(3) 血液指标  尾静脉采血1 mL, 不加抗凝剂。未抗凝血在室温下静置2 h后, 3 000 r/min低温离心10 min, 取上层血清, 用于血清肌酸激酶(CK)活性的测定。
1.3  数据计算与统计
实验数据用EXCEL2003进行常规计算后, 用SPSS 17.0软件进行单因素方差分析(One-way ANOVA), 若组间存在差异则再进行LSD多重比较。统计值用平均值±标准差(
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±SD) 描述, 统计结果为P<0.05时认为差异显著, P<0.01时认为差异极显著。
2  结果与分析
2.1  不同水流速度对中华倒刺鲃抗氧化功能的影响
2.1.1  SOD活性  SOD活性随着水流速度的增加而升高, 且4.0 bl/s组肌肉SOD活性[(33.02 ±5.19) U/mg]极显著高于其他3组(P<0.01), 而后三者间无显著性差异(P>0.05, 图1-A)。
2.1.2  CAT活性  8周训练后, 训练组CAT活性均出现不同程度的下降, 且1.0 bl/s和4.0 bl/s组CAT活性显著降低(P<0.05), 分别降低35.9%和59.9%, 但2.0 bl/s组与对照组间差异未达到显著性水平(P>0.05, 图1-B)。
2.1.3  GSH-PX活性  与SOD类似, 肌肉GSH-PX的活性随流速增加而呈现增加的趋势, 在实验结束时2.0 bl/s组和4.0 bl/s组肌肉GSH-PX活性差异不显著(P>0.05), 但均显著高于对照组和1.0 bl/s组(P<0.05), 而对照组和1.0bl/s组间无显著性差异(P>0.05, 图1-C)。
2.1.4  GSH含量  与对照组相比, 除2.0 bl/s组GSH含量略有下降外, 其余两组GSH含量均增加, 但各组间无显著性差异(P>0.05, 图1-D)。
2.1.5  T-AOC  训练组肌肉T-AOC均高于对照组, 2.0 bl/s组最高、4.0 bl/s组次之, 1.0 bl/s组最低, 且2.0 bl/s和4.0 bl/s组T-AOC与对照组有显著性差异(P<0.05), 分别上升了121.42%和114.28%
(图2)。
2.2  不同水流速度对中华倒刺鲃脂质过氧化产物的影响
2.2.1  H2O2含量  随着水流速度的增加, H2O2含量呈现上升的趋势, 但仅有4.0 bl/s组H2O2含量显著增加(P<0.05), 较对照组升高了56.20%(图3)。
2.2.2  MDA含量  8周运动训练后, 2.0 bl/s组MDA含量显著低于对照组、1.0 bl/s组和4.0 bl/s组(P<0.05), 后三者无显著性差异(P>0.05), 但4.0 bl/s组MDA含量升高了22.85%(图4)。
2.3  不同水流速度对中华倒刺鲃血清肌酸激酶活性的影响
不同水流速度诱导的运动训练对中华倒刺鲃血清肌酸激酶(CK)的活性无显著影响(P>0.05), 但2.0 bl/s组略有降低, 4.0 bl/s组略有升高(图5)。
2.4  不同水流速度对中华倒刺鲃细胞凋亡因子的影响
训练组肌肉Bcl-2和Bax含量与对照组无显著性差异(P>0.05), 但2.0 bl/s组Bax/Bcl-2下降了3.22%, 4.0 bl/s组Bax/Bcl-2上升了3.22%, 且2.0 bl/s和4.0 bl/s组之间有显著性差异(P<0.05, 表1)。
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图1  不同水流速度对中华倒刺鲃抗氧化酶及谷胱甘肽含量的影响
不同字母表示不同流速训练组间有显著性差异(P<0.05).*表示与其他各组均有极显著差异(P<0.01).

Fig. 1  The effects of exercise training on the antioxidant enzyme activity and glutathione content of juvenile Spinibarbus sinensis under different water velocities

Different letters indicate significant differences among different groups(P<0.05). * indicates extremely significant differences compared with other three groups(P<0.01).
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图 2  不同水流速度对中华倒刺鲃总抗氧化能力的影响 
不同字母表示不同流速训练组间有显著性差异(P<0.05).
Fig. 2  The effects of exercise training on the total antioxidant capacity (T-AOC) of juvenile Spinibarbus sinensis under different water velocities
Different letters indicate significant differences among different groups(P<0.05).
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图 3  不同水流速度对中华倒刺鲃过氧化氢含量的影响 
不同字母表示不同流速训练组间有显著性差异(P<0.05).
Fig. 3  The effects of exercise training on the contents of H2O2 of juvenile Spinibarbus sinensis under different water velocities
Different letters indicate significant differences among different groups(P<0.05).
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图 4  不同水流速度对中华倒刺鲃丙二醛含量的影响 
不同字母表示不同流速训练组间有显著性差异(P<0.05).
Fig. 4  The effects of exercise training on the contents of MDA of juvenile Spinibarbus sinensis under different water velocities
Different letters indicate significant differences among different groups(P<0.05).
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图 5  不同水流速度对中华倒刺鲃血清肌酸激酶的影响 
不同字母表示不同流速训练组间有显著性差异(P<0.05).
Fig. 5  The effects of exercise training on the activities of CK in the serum of juvenile Spinibarbus sinensis under different water velocities
Different letters indicate significant differences among different groups(P<0.05).

表1  不同水流速度对中华倒刺鲃肌肉细胞凋亡因子含量的影响
Tab. 1  The effect of exercise training on the apoptosis factor in muscle cells of juvenile Spinibarbus sinensis under different water velocities
n=12;
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±SD

	指标index
	0 bl/s
	1.0 bl/s
	2.0 bl/s
	4.0 bl/s

	Bcl-2/(μgּL1)
	53.43 ±3.96a
	53.39 ±2.32a
	53.02 ±2.28a
	53.32 ±2.28a

	Bax/(μgּL1)
	16.65 ±0.97ab
	16.88 ±0.51ab
	15.89 ±1.51a
	17.44 ±1.55b

	Bax/Bcl-2
	0.31 ±0.01ab
	0.31 ±0.01ab
	0.30 ±0.03a
	0.32 ±0.02b


注: 不同字母表示不同流速训练组间有显著性差异(0.01<P<0.05). 

Note: Different letters denote significant differences among different groups(0.01<P<0.05). 

3  讨论
由于机体存在代偿机制, 运动过程中产生的大量自由基会激发机体的抗应激能力, 促使抗氧化防御系统产生适应性, 进而使体内清除自由基的能力保持在一个较高的水平, 减少生物损伤[1,12]。鱼体内主要有两大类抗氧化物质对自由基进行清除: 预防型抗氧化物(抗氧化酶类)和捕捉型抗氧化物(维生素C、谷胱甘肽、辅酶Q等), 防御体系各成分之间相互起协调和代偿作用, 因此对机体氧化防御系统进行综合评判就显得尤为重要。总抗氧化能力(T-AOC)是衡量机体抗氧化防御能力的综合性指标, 目前在运动领域测定这一指标的研究较少[13]。本研究中, 仅2.0 bl/s组和4.0 bl/s组T-AOC明显升高, 说明1.0 bl/s的训练强度不足以引起骨骼肌抗氧化功能的明显改变, 只有一定强度的水流才能改善骨骼肌抗氧化功能。实验结果显示, 虽然运动训练引起抗氧化系统产生了一定的适应性, 但不同的抗氧化物表现出不同的激活阈值和变化趋势: SOD和GSH-Px活性随着水流速度的增加而升高, 训练组CAT活性呈现不同程度的下降, 而非酶类抗氧化物GSH含量未有明显变化。
SOD是机体清除自由基的首要物质, 可催化超氧阴离子(
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)发生歧化反应生成过氧化氢(H2O2), 随即H2O2被CAT或GSH-Px转化为H2O[14]。SOD、GSH-PX和CAT三者联合清除氧自由基, 保护机体免受自由基伤害, 因此其活性可反映机体抗氧化酶系统清除自由基的能力[15]。本研究中, SOD活性随着训练强度的增加而升高, 这与Powers 等[16]的研究结果相一致, 即运动强度越大, 骨骼肌SOD活性升高幅度越大。与此同时, 1.0 bl/s和4.0 bl/s组CAT活性反而明显降低。关于运动后骨骼肌CAT活性的变化, 不同学者报道不一[17−18]。研究发现, 运动后促炎症分子(如IL-1)增加, 可促进SOD活性, 但会抑制CAT活性[19]。因此运动训练常会导致SOD活性显著增加, CAT活性降低, 这种不平衡会对机体造成潜在的危害: H2O2积累过多, 与过渡态的金属离子反应形成毒性更大的羟自由基, 造成生物损伤[4]。但本实验中1.0 bl/s和4.0 bl/s水流速度的训练虽导致H2O2含量不同程度的升高(图3), 但并未对肌肉造成明显的氧化损伤(图4), 因此本研究认为这可能是由于运动中产生的大量H2O2通过GSH-Px途径被清除, 同时也表明GSH-Px对运动引起的自由基增加更为敏感。作为非酶类的主要抗氧化物, GSH可直接清除某些自由基(羟自由基、过氧化氢和单线态氧), 对保护生物大分子和提高免疫力具有重要作用[20]。8周有氧训练后, 训练组GSH含量无明显变化, 这可能是由于抗氧化酶系产生的适应性已足以抵抗运动中产生的过多自由基。由此可看出, 运动引发的氧化压力对抗氧化系统的调节和作用是多位点、多层次的, 且具有多种机制参与的复杂过程。
作为脂质过氧化的最终产物, 丙二醛(MDA)是衡量机体自由基代谢的敏感指标, 其含量能客观地反映机体氧化损伤的程度, MDA含量升高是脂质过氧化反应增强, 脂质过氧化物增多的表现[21]。运动中自由基生成增加, 体内脂质过氧化水平升高, 造成MDA增加, 并引起不同形式的氧化损伤, 尤其是对于直接参与运动且抗氧化能力较低的骨骼肌[22]。本研究中高流速4.0 bl/s组MDA含量虽增加, 但与对照组无显著差异, 反而2.0 bl/s组MDA含量明显降低, 这提示2.0 bl/s的运动训练不仅不会导致机体氧化损伤程度加重, 反而会降低机体的氧化应激水平。究其原因可能是运动中自由基大量生成, 激活并增强了鱼体的抗氧化防御系统, 其抗氧化能力足以清除多余的自由基。同时还可能与此流速下的运动锻炼增加了骨骼肌过氧化脂质的降解和排泄有关[1,23]。2.0 bl/s组中华倒刺鲃抗氧化能力升高, 过氧化程度降低, 在受环境影响时, 会有较高的抵抗力[1]。另有研究表明, 氧化应激水平与生长率密切相关, 氧化应激水平过高会引起摄食量或食物转换效率下降, 进而抑制动物生长, 严重的可造成死亡[24]。8周运动训练后, 实验鱼均未死亡, 且2.0 bl/s组鱼摄食率和生长率显著高于对照组[11], 这也可能与2.0 bl/s组较低的脂质过氧化水平有关。鉴于2.0 bl/s水流速度的运动训练具有促进生长和提高抵抗力等优势, 在中华倒刺鲃养殖中的应用值得深入研究。
细胞凋亡又称细胞程序性坏死, 它是细胞在一定的生理或病理条件下, 遵循自身的程序, 自行结束其生命的过程[25]。运动后肌肉酸痛、运动疲劳以及疲劳积累造成的骨骼肌损伤均与骨骼肌细胞凋亡有密切关系[26]。Bcl-2蛋白家族的促凋亡蛋白(Bax)和抗凋亡蛋白(Bcl-2)的比值决定机体内细胞凋亡程度, 比值增加, 细胞趋于死亡[27]。研究表明, 骨骼肌细胞凋亡率有随着运动强度增大而增高的趋势[28], 但适当的有氧运动能通过调节Bcl-2家族蛋白的表达(Bcl-2增加, Bax减少)达到抑制细胞凋亡的效果[29]。本研究中, 3个流速的运动训练均未引起明显的细胞凋亡, 暗示本实验所采用的3种流速的训练方式未造成鱼体的骨骼肌损伤。肌酸激酶是反映肌细胞损伤的“金标准”, 若肌肉损伤, 血清中肌酸激酶活性会显著升高, 而本实验中训练组肌酸激酶活性较对照组均无明显变化, 进一步证实这3种水流速度未对肌肉产生损伤。但有趣的是, 2.0 bl/s 组Bax/Bcl-2 较对照组有所降低, 4.0 bl/s组较对照组有所上升, 且2.0 bl/s 组和4.0 bl/s组间有显著性差异, 这说明, 与高流速4.0 bl/s组相比, 2.0 bl/s水流会明显抑制促凋亡因子Bax的表达, 避免细胞凋亡。因此我们猜测若训练时间继续延长, 2.0 bl/s水流速度可能会明显抑制中华倒刺鲃的肌细胞凋亡, 增强其运动能力, 这还需要进一步研究验证。
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Effects of different water velocities on the free radical metabolism of juvenile Spinibarbus sinensis

YU Lijuan1, LI Xiuming1,2, YI Jianhua1, HUANG Zihao1, CHEN Dongming1, WANG Zhijian1
1. Key Laboratory of Freshwater Fish Reproduction and Development, Ministry of Education, Southwest University, Key Laboratory of Aquatic Science of Chongqing, Chongqing 400715, China;

2. Laboratory of Evolutionary Physiology and Behaviour, Key Laboratory of Animal Biology, Chongqing Normal University, Chongqing 401331, China
Abstract: To explore the effects of exercise training under different velocities on the free radical metabolism of juvenile Spinibarbus sinensis, the experimental fish were divided into four groups at (25±0.5)℃. After the water current treatment (0 bl/s, 1.0 bl/s, 2.0 bl/s, 4.0 bl/s) for 8 weeks, the exercise training induced adaption of the antioxidant enzyme system of muscle, the activity of superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GSH-PX) increased with the increasing water velocity, while the activity of catalase (CAT) dropped in varying degrees. No significant differences in the level of glutathione(GSH) was observed among the treatments with various velocities. Compared with the control group, the content of the total antioxidant capacity (T-AOC) increased in the trained group, the maximum values were in the water velocity of 2.0 bl/s, the second maximum values were in 4.0 bl/s, with significant differences with control (P<0.05). At the end of experiment, the level of MDA in the group of 2.0 bl/s decreased significantly(P<0.05), however the content of H2O2 increased with the increasing water velocity. Compared with the control group, no significant differences in the content of Bcl-2, Bax and the activity of CK were found among treatments(P>0.05), however the ratio between Bax and Bcl-2 of 4.0 bl/s was significantly higher than that of 2.0 bl/s(P<0.05). The results showed that the exercise training under 2.0 bl/s could effectively improve the antioxidant function, decrease lipid peroxidation level, and inhibit muscle cell apoptosis of juvenile S. sinensis at some level.
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