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补充抗氧化剂对老年运动小鼠骨骼肌抗氧化水平的影响 

卢 健，陈彩珍，许永刚，赖荣兴 
(广州体育学院 科研所 ，广东 广州 510075) 

摘 要：为了解抗氧化剂(维生素 E、维生素 c和硒)对老年运动小鼠抗氧化能力的影响，给老年运动小鼠 

补充抗氧化荆(每 5 lllL饮用水 中含 VitE0．25 IU，VitC0．5 mg、亚硒酸钠 0．005 ms)5个月，测定小鼠骨骼肌线粒 

体及胞浆抗氧化酶活性。结果表明，补充抗氧化剂后运动小鼠骨骼肌 CuZnSOD及 MnSOD活性下降，胞浆 GSH 

— px活性明显升高，而线粒体 GSH—px及胞浆 cat活性无显著性 变化，补充抗氧化剂的小鼠骨骼肌线粒体脂 

褐素含量明显降低。抗氧化剂可适度减轻运动鼠的氧化应激水平。 
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Effect of antioxidant on lipid peroxidation in skeletal muscle of exercise training aged mice 

LU Jian，CHEN Cai—zhen，XU Yong-gang，LAI Rong—xing 

(Scientific Search Section，Guangzhou Institute of Physical Education，c岫 mu 5 10075，China) 

Al~lraet：Toinvestigatetl1e effect of anfio~dant(VitaminE。Vital~／lC and Selenium)Ontl1e antioxidant ability ofexercise 

training aged mice．the present experiment detected antioxidant enzyme8 activities in mitochondria and cytrol ofskdetal mIls— 

de after antioxidant supplementationfor5 months．The results showed that compared with control group，CuZnSOD and Mn— 

SOD activities in mitochondria decreased，GSH—px in cytrol increased ，while GSH —px in mitochondria and Catalase in 

cytrol were no significant ckm ，and the hvd of Lipofuscin in mitochondria decreased significantly．The results suggested 

that the oxidant and antioxidant system were in a status of a dynamic equilibrium after antioxidant supplementation． 
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有研究提 出衰老过程源于自由基对细胞及组织的损害， 

不同年龄机体 内抗氧化剂水平随年龄增加而下降⋯ ，老年人 

血液中硒及硫醇水平降低，血浆、血小板、白细胞的维生素 C 

水平显著低下，这些抗氧化剂水平的下降反映了老年机体对 

自由基的抵御能力下降。如果健康和寿命显著受氧化应激 

影响的话，那么内源性酶性和外源性非酶性抗氧化剂应能影 

响健康和 寿命。如果 内源性酶性抗氧化剂不能有效清除 

o，一和氧 自由基，那么外源性非酶性抗氧化剂的补充可能提 

供第 2条防御线。本研究试图观察几种抗氧化剂(维生素 

E、维生素 C和硒)对老年运动小 鼠在增加抗氧化能力和减 

少氧化应激方面的协同作用。 

l 材料和方法 

(1)实验动 物运动 模型 的建 立：本 研究选 择 近交 系 

C57BL／6J雄性小鼠为实验对象 ，2月龄小 鼠购 自第一军医大 

学实验动物中心，所有动物均在相同环境下饲养。小鼠5月 

龄后开始运动训练，训练的方式为跑转笼，将小鼠放进直径 

为 17 cm的带轴承转笼 ，让其主动跑笼 ，第 1 d跑 10 min，以 

后每天增加 10 rain，直至每天 1 h，每周运动 5 d。本研究所设 

组别为运动训练组 (2o月龄，训练 l5个月 )，安静组 (2o月 

龄，未经运动训练)，运动加药组(2o月龄 ，训练 l5个月，同时 

补充 VitE、VitC和硒 ，补充量 为 每 5 mL饮 用水 中含 VitE 

0．25 IU，VitC 0．5 mg，Se 0．005 mg)，加药组、青年组(5月龄， 

未经训练)。每组各 l0只小 鼠。 

(2)主要试剂和仪器：GSH 、DTNB、Ⅱ 、TBA购 自 Sigma 

公司，其余试剂均为国产分析纯。主要仪器有：731型紫外分 

光光度计及 970荧光分光光度计(上海第三分析仪器厂)。 

(3)实验方法 ：1)线粒体的制备。将小鼠断头放血 ，迅速 

剥取腓肠肌并称重，按 1：10的比例(即 1 g腓肠肌放入 10 mL 

缓冲液中)将肌肉放入预冷的缓冲液中剪碎，电动玻璃匀浆 

器中匀浆，然后将匀浆液离心(3 000 r／min，10 mil1)，去沉淀 ， 

上清液再次离心(10 000 r／min，10 rain)，得沉淀，用缓 冲液将 

所得沉淀洗两次，加入一定量缓冲液制备成线粒体悬液。2) 

SOD活性的测定。改良的连苯三酚白氧化法【2J；谷胱甘肽过 
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氧化物酶(GsH—px)和过氧化氢酶 CAT活性的测定：参 照文 

献[3]的方法；脂褐素测定：氯仿甲醇抽提后测其荧光强度 

(激发波长 360 nrn，发射波长455啪 )；蛋白质含量的测定：考 

马斯亮兰法。 

(4)统计处理：所有实验数据用 Excel 97软件处理，以均 

数 ±标准差( ±s)表示 ，t检验。 

2 实验结果 

由表 1可见，老龄运动小鼠骨骼肌的线粒体 MnSOD活 

性下降，而 CuZnSOD活性却显著高于青年 鼠；补充抗氧化剂 

可使骨骼肌 MnSOD和 CuZnSOD活性显著下降。 

表 1 补充抗氧化剂对小鼠骨骼肌 

MnSOD、CuZnSOD活性的影响 ) ±5，U／mg 

1)经 t检验，MnsOD：①与②、①与④、①与⑤比较 ；③与⑤比较 

P<O．05；CoZoSOD：①与②比较、②与③比较、②与④比较 P<O．05 

由表 2可见，各老龄组小鼠线粒体 GSH—px活性与青年 

鼠比较无显著性差异 ，而胞浆 GSH—px活性随年龄增高而升 

高，运动训练对 GSH—px活性均无显著影响 ，补充抗氧化剂 

可明显升高胞浆 GSH—px活性。 

表2 补充抗氧化剂对小鼠骨骼肌线粒体 

及胞浆 GSH—px活性的影响 ’ ；±s，U／mg 

1)经 t检验，线粒体 GSH—Px：③与⑤ 比较；胞浆 GSH—Px：①与 

②、①与③、①与④、①与⑤、②与④比较 P<O．05。 

由表 3可见，老龄小鼠骨骼肌线粒体脂褐素含量明显高 

于年青鼠。运动训练对线粒体脂褐素含量影 响不大。不管 

是运动训练鼠还是不运动鼠，补充抗氧化剂均使骨骼肌线粒 

体脂褐素含量明显下降，差别具有显著意义。 

表 3 补充抗氧化剂对小鼠骨骼肌胞浆CAT活性、线粒体及胞浆脂褐素含量的影响 ’ ±s 

组别 lO3×胞浆CAT(活性／u。mgI1)线担体脂褐素／(光强度·nag-1)胞浆脂褐素／(光强度·mg-1) 

1)经 t检验，线粒体脂褐素①与②、①与③、①与①及③与⑤比较均 P<O．05。 

3 讨论 

氧自由基与衰老过程有密切的关 系l4j。线粒体是细胞 

氧化磷酸化的场所，其耗氧量 占细胞耗氧量的 9o％，其中绝 

大部分在线粒体呼吸链中被转化为 H20，但即使在正常的生 

理条件下，也有 2％的氧通过分步的单电子还原形成 了各种 

活性氧，如 02一、H2o2、OH’等 ，这些活性氧化学活性极高，能 

导致细胞的广泛损伤，如脂质过氧化、酶活性的抑制、细胞内 

氧化 一还原状态 的改变、DNA损伤等_5l6j。因此，衰老被认 

为是细胞氧化性损伤累积相关 的不可逆变化 的一个长期过 

程。衰老的自由基理论认为寿命是 由机体抵抗自由基损伤 

的能力所决定的L J。衰老动物的各组织 中抗氧化酶活性 

较低 ，提示老龄动物组织细胞中可能没有足够的抗氧化剂以 

防御氧化应激。为此，笔者在研究长期运动训练对小鼠衰老 

过程中骨骼肌的抗氧化状态影响的同时，在小 鼠 16月龄时 

给其饮水中加入 VitE、VitC和亚硒酸钠 ，持续到 20月龄，观 

察补充抗氧化剂的效果。 

本实验发现骨骼肌线粒体 GSH—px未随月龄发生明显 

变化 ，MnSOD活性却下降，骨骼肌线粒体脂褐素随增龄显著 

积累，而细胞质内脂褐素含量只有增多的趋势。这说明衰老 

时线粒体内抗氧化水平 的全面下降。JiL7 J研究认为 MnSOD 

是唯一可被诱导的 s0D形式。MIls0D基因的表达既可因细 

胞受到辐射、氧化或还原试剂、细胞因子 、病毒感染等因素的 

刺激而显著提高，也可随细胞的癌变而大幅降低 。但当细胞 

由于氧化应激受损严重，线粒体 ATP合成能力下降时，线粒 

体分裂受抑 ，线粒体数 目减少，蛋白质的合成和细胞功能下 

降，此时，MnSOD的诱导也就很有限 了。因此 ，可 以推测，老 

龄小鼠骨骼肌线粒体内自由基产生已大大超过对它的清除 

能力，致线粒体产能受挫 ，蛋白合成受阻 ，表现为抗氧化酶活 

性的全面下降。 

长期运动除了骨骼肌 CuZnSOD活性有所升高外，对衰 

老机体的其它抗氧化酶水平影响不明显。有关运动训练对 

骨骼肌抗氧化酶影响的报导很多，但结论很不一致。对这些 
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不一致的结果 目前尚无法解释。可能与研究对象的种类、年 

龄、训练时间长短、运动强度、不同类型的肌纤维以及测试 的 

方法都有关系[ 。Oh—ishi等人【10J研究耐力运动训练后的 

比目鱼肌 blnSOD和 CuZnSOD活性、酶蛋白含量以及它们的 

mRNA含量时发现。在安静状态下 ，CuZnSOD活性明显增加， 

但酶蛋白含量和 mRNA没有变化，而 blnSOD活性和酶蛋 白 

含量有显著性增加 ，mRNA也没有明显改变，这些结果提示 ， 

耐力训练引起的 MnSOD和 CuZnSOD活性和含量的变化表现 

在转录后 的调控水平上不一致。Hollander等人【”J研 究发 

现，10周的耐力训练 blnSOD活性和酶蛋白含量都明显增加 ， 

CuZnSOD活性和酶蛋 白含量都没有增加 ，安静状态下，它们 

的 mRNA都没有显著性变化。在大强度的运动过程中，机体 

耗氧量增加 。自由基的生成量增多这一现象已被许多实验所 

证实L BI。毫无疑问，运动训练将引起细胞内抗氧化酶水平产 

生急性的或慢性的适应性变化。一些研究发现运动后骨骼 

肌和红细胞中抗氧化酶活性升高_9J9，这种抗氧化酶活性的升 

高是否是 由于运动中酶被激活，还是酶蛋白合成更新率增 

加，目前还不十分清楚。此外一些研究还发现，一些抗氧化 

酶能对运动训练产生适应性变化[9．13 J。骨骼肌抗氧化酶对 

运动训练的适应性反应是运动训练产生的功能性变化之一。 

补充 ⅥtE、VitC和 Se可明显升高老龄鼠骨骼肌胞浆 GSH 

— px活性及降低 SOD活性。脂溶性的 VitE、水溶性 的 ⅥtC 

以及微量元素硒是重要的外源性非酶性的抗氧化剂 ，脂溶性 

的 ⅥtE和水溶性的 VitC的搭配将有助于保护生物膜的结构 

和功能的正常【12J。硒的生物化学功能在于它和硒酶 GSH— 

px的活性部位有关。而且有证据表明，微量元素硒可以在 

分子水平上影响基因表达。当大鼠体内硒缺乏时，GsH—p】【 

的基因表达则出现缺失或障碍，致使 GSH—px的活性下降。 

Te88ier等报导，在训练 的同时补充硒，可使骨骼肌 GSH—p】【 

活性升高u 3I。Ji等发现硒 的缺乏致肝和骨骼肌中 GSH—px 

耗竭。但对 SOD或 CAT活性几无影响 9。本研究发现补充 

硒明显提高了骨骼肌胞浆 GSH—px活性也再一次证实了酶 

与其辅因子的关系 ，而且发现可能是由于抗氧化酶之间的协 

同或调剂作用。补硒 鼠 SOD活性下降。补充抗氧化剂最明 

显的效果是使骨骼肌线粒体脂褐素含量显著下降，这表明老 

龄小鼠补充适量抗氧化剂有利于提高抗氧化能力，延缓氧自 

由基随增龄而增多从而引发的各种老年退行性变的发生。 
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