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"摘要#

!

目的
!

探讨甘氨酸补充对一次力竭性运动小鼠部分生化指标的影响%方法
!

将雄性昆明小鼠分为
'

组!每组
$%

只(力竭性游泳运动组"

Q

组$!甘氨酸补充后力竭性游泳组"

]

组$及静息正常对照组"

O

组$%

]

组小鼠采用甘氨酸灌胃处理
0

周!

其余两组给予生理盐水%

0

周后!

Q

组和
]

组均做力竭性游泳运动%采样后进行补体溶血活性测定!并测定血清中部分生化指标

的水平%结果
!

与
Q

组比较!

]

组的力竭性游泳运动时间显著延长"

!

$

%&%$

$%力竭性游泳后!

Q

组小鼠血清中丙氨酸氨基转移

酶"

A79

$&天冬氨酸氨基转移酶"

AO9

$&碱性磷酸酶"

A74

$&乳酸脱氢酶"

7UV

$&肌酸激酶"

:W

$&尿素氮&血清铁"

J<

'c

$和补体溶

血活性"

:VA

$的水平较
O

组发生了显著性的变化"

!

$

%&%$

$!与
Q

组比较!

]

组小鼠血清中上述生化指标得到了显著改善"

!

$

%&%$

$!其中
A74

和
7UV

的水平可以恢复到与
O

组相当的水平"

!

%

%&%2

$%结论
!

力竭性游泳小鼠血清部分生化指标异常!甘

氨酸预补充对这些异常有明显的改善作用!可以一定程度地提高小鼠的运动能力%
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甘氨酸是一种人体非必需氨基酸#尽管结构非常简单#但

对它的生理功能已有很多报道)甘氨酸除了作为合成其他氨

基酸的原料以外#还在多种疾病状态下具有抗炎*免疫调节和

细胞保护等作用#因此被作为一种新的抗炎*免疫调节和细胞

保护的活性物质用于药物开发'

$

(

)有多项指标表明#甘氨酸补

充对乙醇造成的肝损伤具有保护作用'

1.)

(

#可以缓解脂肪肝*脑

水肿*肝纤维化和炎症的发生%甘氨酸在心肌和脑的缺血再灌

注模型中具有心肌保护和神经保护作用'

-.$%

(

%甘氨酸还可以保

护遭辐射大鼠的结肠壁厚度和黏膜上皮层'

$$.$1

(

#拮抗肠源性

内毒素'

$'.$0

(

#以及对烧伤大鼠的应激性损伤有保护作用'

$2.$)

(

)

有研究表明#对大鼠给予高剂量的甘氨酸后#可以发现其在脑

内的水平升高#并观察到胶质细胞形态学的改变'

$-.$/

(

)以上

这些研究均表明#甘氨酸补充具有一定的生理学或药理学

作用)

由于甘氨酸是人体内抗氧化多肽谷胱甘肽的组成成分之

一#也是合成肌酸的重要原料#因此甘氨酸补充被认为有助于

人体运动能力的提高)但是#目前甘氨酸在运动中的保护作用

研究甚少)运动对机体的刺激作用表现较为复杂#神经内分泌

系统及免疫系统可产生双向调节#使机体发生适应性变化'

$(

(

#

然而过度的力竭性运动可使神经内分泌水平发生较大变化#造

成组织细胞的严重缺氧)本研究中将小鼠力竭性游泳作为运

动应激反应模型#用以观察力竭性游泳小鼠的血清生化指标的

改变#并研究甘氨酸预补充对这些变化的影响)该研究可为进

一步探讨甘氨酸补充对人体运动的影响及作用机制打下基础)

?

!

材料与方法

?&?

!

动物
!

雄性昆明小鼠#

)

周龄#体质量$

1%e1

&

5

#由江苏

大学实验动物中心提供)小鼠被分为
'

组#每组
$%

只!力竭性

游泳运动组$

Q

组&#甘氨酸补充后力竭性游泳组$

]

组&及静息

对照组$

O

组&)动物按照国家标准饲料喂养#自由饮食*饮水)

]

组给予
$%6

5

,

P

5

R$

,

!

R$

$

%&267

&甘氨酸#

O

组及
Q

组给

予
%&267

"

!

的生理盐水连续灌胃
0

周)

0

周后实施力竭性游

泳)游泳池规格为!长
(%F6

*宽
)%F6

*高
0/F6

#水深
'2F6

#

-1'0

重庆医学
1%$2

年
$$

月第
00

卷第
'$

期

"

基金项目!中国博士后科学基金项目资助$

1%$232-$-%)

&)

!

作者简介!曹进$

$(/'R

&#讲师#博士#主要从事生物活性分子的应用*生物

技术药物研究)

!

#

!

通讯作者)

Q.6G#@

!

dag[

-

P+>6

CC$

$)'&F"6

)



水温$

'%e1

&

S

)力竭的判断标准为游泳最后下沉入水中#经

$%+

后不能自主返回水面)分别记录各组小鼠的游泳时间)

?&@

!

方法
!

采取摘眼球采血#放室温待血液凝固收缩后#

1%%%>

"

6#,

离心
1%6#,

#吸取上层血清备用)血清补体溶血

活性的测定参考文献'

1%

(#采用微量
:V2%

溶血法进行补体溶

血活性$

:VA

&测定#以
2%̂

溶血作为判断终点)血清丙氨酸

氨基转移酶$

A79

&*天冬氨酸氨基转移酶$

AO9

&*碱性磷酸酶

$

A74

&*乳酸脱氢酶$

7UV

&*肌酸激酶$

:W

&*尿素氮和血清铁

$

J<

'c

&均采用全自动生化鉴定仪测定)

?&A

!

统计学处理
!

采用
O4OO$'&%

软件进行数据处理#计数

资料采用
,e9

表示#采用
5

检验及方差分析进行显著性检验#

每两组间比较采用
(

检验#以
!

$

%&%2

为差异有统计学意义)

@

!

结
!!

果

@&?

!

甘氨酸补充对小鼠力竭性游泳运动时间的影响
!

]

组小

鼠游泳时间'$

$''&(e0&0$

&

6#,

(较
Q

组'$

$2$&%e$'&2

&

6#,

(

明显延长且差异有统计学意义$

5̀ 0&(-'

#

!

$

%&%$

&)表明甘

氨酸补充显著提高了小鼠的最大运动能力)

@&@

!

甘氨酸补充对力竭性游泳小鼠血清中部分生化指标的影

响
!

Q

*

]

及
O

组血清中
A79

*

AO9

和
A74

的水平如图
$

所

示)统计学方差分析
A79

和
AO9

差异有统计学意义$

"`

0&'0(

#

!

$

%&%2

%

" $̀%&%2

#

!

$

%&%$

&%组与组之间两两比较$

(

检验&差异也有统计学意义$

!

$

%&%$

&)

A74

统计学方差分析

差异有统计学意义$

" 0̀&-)/

#

!

$

%&%$

&)组与组之间两两比

较$

(

检验&!

Q

组与
O

组及
]

组比较差异有统计学意义$

!

$

%&%$

&%

]

组与
O

组比较差异无统计学意义$

!

%

%&%2

&)

Q

组*

]

组和
O

组血清中
7UV

的水平如图
1A

所示)统计学方差分

析结果显示差异有统计学意义$

" '̀&2-

#

!

$

%&%2

&)组与组

之间两两比较!

Q

组与
O

组及
]

组比较差异有统计学意义

$

!

$

%&%$

&%

]

组与
O

组比较比较差异无统计学意义$

!

%

%&%2

&)各组血清
:W

水平如图
1T

所示#统计学方差分析结果

显示差异有统计学意义$

" $̀(&$)

#

!

$

%&%$

&#组与组之间两

两比较差异均有统计学意义$

!

$

%&%$

&)各组尿素氮水平如

图
1:

所示#统计学方差分析结果显示差异有统计学意义$

"`

1%&1-

#

!

$

%&%$

&#组与组之间两两比较显示差异亦有统计学

意义$

!

$

%&%$

&)各组血清
J<

'c水平如图
1U

所示#统计学分

析结果显示差异有统计学意义$

" '̀&1$

#

!

$

%&%2

&#

Q

组与
]

组及
O

组比较差异有统计学意义$

!

$

%&%$

&#

]

组与
Q

组比较

差异无统计学意义$

!

$

%&%2

&)

!!

G

!

!

$

%&%$

)

图
$

!!

力竭性游泳对血清中
A79

'

AO9

和
A74

的

影响及甘氨酸的作用

!!

A

!

7UV

%

T

!

:W

%

:

!尿素%

U

!血氮
J<

'c

%

G

!

!

$

%&%2

#

?

!

!

$

%&%$

)

图
1

!!

力竭性游泳对血清中
7UV

'

:W

'尿素氮和
J<

'c的影响及甘氨酸的作用

@&A

!

甘氨酸补充对力竭性游泳小鼠血清总补体的影响
!

如图

'

所示#血清
:VAQ

组显著低于
O

组$

!

$

%&%$

&%

]

组显著高

于
Q

组 $

!

$

%&%$

&#但仍低于
O

组$

!

$

%&%2

&)

!!

G

!

!

$

%&%2

#

?

!

!

$

%&%$

)

图
'
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力竭性游泳对血清总补体的影响及甘氨酸的作用

A

!

讨
!!

论

!!

研究结果表明#预补充甘氨酸
0

周可以明显延长小鼠力竭

性游泳的时间#这说明甘氨酸补充可以增强小鼠的最大操作能

力)从物质合成的角度来看#由于甘氨酸是合成肌酸的重要原

料#所以补充甘氨酸具有提高机体运动能力的作用)另外#有

多项对大鼠心肌缺血和心脏损伤的研究表明'

$2.$)

#

1$

(

#甘氨酸对

心肌细胞有保护作用)其主要机制有!通过增加谷胱甘肽合成

清除缺血再灌注时产生的大量活性自由基#改善对缺氧环境导

致的细胞损伤%通过降低无氧酵解产生的乳酸堆积改善细胞能

量合成方式%还可以增加
A94

合成#加快机体能量代谢)以上

这些机制都能提高机体的运动能力)

力竭性游泳小鼠由于极限运动#全身的血液重新分布#使

得机体多脏器$肝脏*心脏*肾脏&及组织细胞缺血缺氧#缺氧环

境可导致糖酵解产物乳酸的堆积和脂质过氧化损伤引起细胞

膜通透性升高#从而促使各种酶#如
A79

*

AO9

*

A74

*

:W

释放

进入血液循环'

$)

#

11

(

#引起血清水平的升高#而细胞内重要酶的

丢失又会导致细胞能量代谢障碍)预先补充甘氨酸的力竭性

游泳小鼠#血清中
A79

*

AO9

*

:W

比静息小鼠虽有所增高#但

比预先未补充甘氨酸的力竭性游泳小鼠的血清水平有所下降)

张水军等'

1'

(的研究和本文结果类似并表明!肝脏缺血可引起

肝脏
WB

I

EE<>

细胞代谢功能的改变#出现多种自稳态失调#进

/1'0

重庆医学
1%$2

年
$$

月第
00

卷第
'$

期



而导致肝细胞的损伤坏死#使得
A79

*

AO9

升高#补充甘氨酸

后#抑制
WB

I

EE<>

细胞的活化和细胞因子的释放#使得
A79

*

AO9

均有所下降)这些结果表明#甘氨酸补充可以改善缺血

缺氧导致的细胞膜通透性增加#保护细胞的完整性和正常

功能)

7UV

是调节无氧代谢和有氧氧化十分关键的酶)本研究

表明力竭游泳后小鼠的
7UV

增高#预先补充甘氨酸可降低力

竭性小鼠血清中的
7UV

水平)有研究表明#在狗肾脏细胞中

A94

耗尽引起细胞损伤会导致
7UV

的释放'

10

(

)秦霞等'

/

(发

现#甘氨酸可以通过与细胞膜上的甘氨酸受体$

]@

C

8

&反应#对

被剥夺
A94

的细胞发挥保护作用#其机制可能是通过抑制细

胞自噬体的形成来减轻细胞
A94

耗竭所引起的损伤反

应'

12.1)

(

)这些研究和本研究结果都表明力竭性运动引发的细

胞缺氧和
A94

耗竭会引起血清中
7UV

水平上升#而甘氨酸

补充可以对细胞起到保护作用)

本实验结果显示#力竭性游泳后小鼠血清尿素增高#这可

能因为力竭性游泳使得肾脏组织细胞
A94

耗尽#细胞严重缺

血缺氧#继而出现排泄功能障碍#从而导致尿素氮水平的增高)

有研究提示#甘氨酸补充可以对抗缺氧引起的肾脏损伤#降低

肾脏代谢综合征$

3O

&的严重程度#维持肾脏的功能'

1-

(

)因

此#可以认为
]

组小鼠肾脏排泄尿素的功能受到预先补充甘

氨酸的保护#使得小鼠力竭性游泳后血清尿素氮的水平较
Q

组有所下降)

血清
J<

'c是指与转铁蛋白结合的铁)本研究发现#力竭

性游泳组小鼠血清
J<

'c明显下降#预先补充甘氨酸的力竭性

游泳小鼠血清
J<

'c明显高于单纯游泳小鼠)周庆功等'

1/

(的

研究证实了小鼠力竭运动后血液中
J<

'c的下降#该现象是因

为剧烈运动可引起高血容量反应#造成血清
J<

'c水平相对下

降)而甘氨酸补充对于血清
J<

'c水平的维持是小鼠运动能力

提高的原因之一)

本研究结果显示#

]

组小鼠的
:VA

明显高于
Q

组#也就

是说甘氨酸预补充提高了机体的
:VA

)由于力竭性运动可导

致暂时的免疫缺陷'

1(

(

#机体处于高度的应激状态#作为免疫反

应的重要角色...补体系统也必然高度激活#连续的运动加重

了补体系统的负担#导致体内补体成分大量消耗#造成总补体

水平及溶血活性减低%同时#力竭性游泳快速消耗氧气与能量

物质#产生大量代谢产物#加速了补体的消耗%另外#力竭性运

动使得血流量的重新分布亦可引起血清补体水平相对降

低'

'%

(

)甘氨酸预补充能够有效提高机体的
:VA

#然而补体系

统和有氧运动的关系涉及很多方面#其具体的作用方式还有待

于进一步的深入研究'

'$

(

)

近年来越来越多的研究表明甘氨酸对许多器官*组织*细

胞都具有保护作用)其保护作用主要体现在对抗缺血缺氧*抗

炎性反应*抗缺血"再灌注损伤等方面)本研究发现小鼠的力

竭性游泳造成的组织细胞缺血缺氧和
A94

耗竭可引起血液部

分生化指标的异常#预先补充甘氨酸对力竭性游泳小鼠有明显

的保护作用#对于恢复生化指标和
:VA

具有一定的作用)甘

氨酸补充可提高小鼠的运动能力#这对理解甘氨酸对人体运动

能力的影响打下了基础)而甘氨酸对运动动物的生理指标保

护作用的机制还有待于进一步探讨)
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异性#使
8M4

能够定点将
+

组内含子插入相应特异的
A

5

0'

基因碱基
$/$1

"

$($'

之间)图
'

结果表明#用
MD<[

和

V#,!

(

二种酶切方法均将重组质粒
I

A:U0W.A

5

0'

切出预想

的片段#同时按照图
$

的
4:8

扩增策略能够从诱导
A

5

0

基因

敲除菌中扩增到相应的
4:8

反应产物#这
'

种
4:8

产物的

UMA

序列经基因测序分析也发现
A

5

0'

基因的
$/$1

"

$/$'

位点间确实插入了一段
+

组内含子的
UMA

序列#说明本研究

获得了
A

5

0'

基因正确敲除的新的菌株
N3$%(

$

#

A

5

0'

&)

A

5

0'

是大肠埃希菌表面表达的一个独特分子#该分子
*

结构域受热至一定温度后就能从
!

结域分离#溶于加热的水溶

液中#离心将菌沉淀后液体上清中就含有单一的
*

结构域分

子)细菌鞭毛和菌毛是典型的细菌表面抗原分子#有人已经设

想利用细菌鞭毛或菌毛作为细菌表面表达嵌合抗原分子的载

体'

/

(

)但是#利用细菌鞭毛或菌毛表达嵌合抗原分子存在较明

显的缺点#主要表现为表达的分子受到表达分子大小的制约#

插入外源分子也会影响载体蛋白的结构和功能#同时还降低载

体的拷贝数'

/

(

)另外#大多数细胞表面表达的抗原分子还受限

于宿主细菌的背景#将这类细胞表面表达分子作为外源抗原分

子的展示分子不具有普适性)显然#作为外源抗原分子的展示

载体的细菌表面抗原分子必须能够适应较大的外源插入分子#

同时还应具有较高的拷贝数及常见表达宿主的普适性)研究

结果表明#一个大肠埃希菌细胞表面就有多达
2%%%%

个
A

5

0'

抗原分子#利用基因工程将
A

5

0'

构建成一个重组原核表达载

体后#发现这一重组原核表达载体也能够在肺炎克雷伯杆菌和

绿脓杆菌中大量表达#表达外还能够改变宿主细菌的形态结

构'

-

(

)此外#将
A

5

0'

作为外原抗原分子的表达载体比菌毛载

体具有更好的表达能力#菌毛载体只能表达
1%

"

'%

个氨基酸的

外源抗原分子#但
A

5

0'

载体表达的外源抗原分子则可高达
2%%

个氨基酸'

-

(

)研究结果还表明#

A

5

0'

的免疫原性很强#同时还

具有很多的
9

和
T

淋巴细胞抗原表位#可以促使免疫系统产生

高强度的免疫应答'

(

(

)本研究获得的
A

5

0'

基因敲除菌
N3$%(

$

#

A

5

0'

&来自常用基因程表达宿主菌
N3$%(

#如果同时和一个

可以表达
A

5

0'

嵌合分子的表达载体结合#二者就可以构成一

个制备外源抗原分子的嵌合蛋白疫苗的表达系统#在制备疫苗

和研究
A

5

0'

基因功能等方面都具有良好的应用前景)
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