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虾壳活性肽对中华鳖肌肉抗氧化能力
和昼夜节律的调控作用
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摘要：［目的］分析虾壳活性肽（PCSBP）对中华鳖生长性能、肌肉抗氧化能力和昼夜节律相关基因表达的影响。［方法］

通过在日粮中添加不同浓度（0.05%，0.10%，0.20%，0.50%）的 PCSBP 饲喂中华鳖 70 d，测定其生长指标、肌肉抗氧化性

能以及昼夜节律相关基因的表达水平，初步探究 PCSBP 对中华鳖肌肉抗氧化能力和昼夜节律的调控作用。［结果］随着

日粮中 PCSBP 浓度的增加，中华鳖的终末体重、增重率和特定生长率呈显著升高趋势，并降低了饲料转化率。中华鳖

肌肉总超氧化物歧化酶（T-SOD）、过氧化氢酶（CAT）和谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-PX）活性随着 PCSBP 浓度的升高呈

显著升高趋势；同时，PCSBP 显著上调抗氧化关键信号分子 nrf2、keap1 基因表达，并激活抗氧化酶基因 sod1、sod2、cat、

gpx1、gpx2、gpx4、gstk1、gstz1 表达。此外，PCSBP 显著调节昼夜节律核心基因 bmal1、clock、nr1d2、per1、per2、cry1、

cry2、npas2 的表达，且在 PCSBP 介导下抗氧化信号通路 nrf2-keap1 与昼夜节律核心基因表达存在显著相关性，与

bmal1、clock、per2、cry1、cry2、aanat 的表达呈显著正相关，与 npas2、rora、rorc 的表达呈显著负相关。［结论］PCSBP 对中

华鳖肌肉抗氧化能力和昼夜节律具有调控作用，可有效增强机体的抗氧化应激能力。
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Abstract: ［［Objective］］ To analyze the effects of Procambarus clarkii shell bioactive peptides (PCSBP) on the growth performance, muscle 

antioxidant capacity, and circadian rhythm related gene expression of Pelodiscus sinensis. ［［Methods］］ In this experiment, different 

concentrations (0.05%, 0.10%, 0.20%, and 0.50%) of PCSBP are added to the diets of P. sinensis for 70 days. The growth performance, 

muscle antioxidant capacity, and expression levels of circadian rhythm related genes are measured to preliminarily explore the regulatory 

effect of PCSBP on the muscle antioxidant capacity and circadian rhythm of P. sinensis. ［［Results］］ With the increase of PCSBP 

concentration in diets, the final body weight, weight gain rate, and specific growth rate of P. sinensis show a significant upward trend, and 
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the feed conversion rate decreases. The activities of total superoxide dismutase (T-SOD), catalase (CAT), and glutathione peroxidase (GSH-

PX) in the muscle of P. sinensis show a significant increase trend with the increase of PCSBP concentration. Meanwhile, PCSBP 

significantly up-regulates the expression of nrf2 and keap1, key signaling molecules for antioxidant capacity and activates the expression of 

antioxidant enzyme genes sod1, sod2, cat, gpx1, gpx2, gpx4, gstk1, and gstz1. In addition, PCSBP significantly regulates the expression of 

circadian rhythm core genes bmal1, clock, nr1d2, per1, per2, cry1, cry2, and npas2. There is a significant correlation between the 

antioxidant signaling pathway of nrf2-keap1 mediated by PCSBP and the expression of core genes of circadian rhythm. It is significantly 

positively correlated with the expression of bmal1, clock, per2, cry1, cry2, and aanat, while significantly negatively correlated with the 

expression of npas2, rora, and rorc. ［［Conclusion］］ PCSBP has a regulatory effect on the antioxidant capacity and circadian rhythm of P. 

sinensis, effectively enhancing the body’s oxidative stress resistance.

Keywords: Procambarus clarkii shell bioactive peptides; Pelodiscus sinensis; muscle; antioxidant capacity; circadian rhythm

生物活性肽（bioactive peptides， BP）是由氨基酸通过

共价键连接而成的有机物质，对机体健康具有重要作

用［1-2］。研究［2］发现，生物活性肽可通过与特定受体结合

发挥类似激素或药物的生物调节功能，并根据其作用方

式分为抗氧化、抗菌、抗血栓、抗高血压、免疫调节和矿物

质结合等。作为一类新型生物活性调节剂，生物活性肽

不仅能够有效抑制食品氧化变质和微生物腐败，还因其

靶向调控特性在预防和治疗疾病方面具有巨大潜力［3］。

许多生物活性肽具有营养、促消化、抗菌、免疫活性和抗

氧化等功能特性，对促进蛋白质合成，提高水产品品质具

有重要意义［4-5］。生物活性肽可有效清除体内过量的活

性氧自由基，保护细胞和线粒体的正常结构和功能，还可

促进超氧化物歧化酶（SOD）、谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-

PX）等活性，以及降低脂质过氧化产物丙二醛（MDA）含

量，在保护机体免受氧化应激损伤中起着重要作用［6-8］。

虾 壳 活 性 肽（Procambarus clarkii shell bioactive 

peptides，PCSBP）是一种从小龙虾壳中提取的生物活性物

质，因其富含多种蛋白质和功能氨基酸等营养物质，可作

为潜在的天然食品抗氧化剂与代谢调节剂。唐志红

等［9-11］研究表明，PCSBP 在体外具有较强的自由基清除

能力和还原能力，并对 α-淀粉酶、α-葡萄糖苷酶和胰脂肪

酶活性具有较强的抑制作用，证明其具有良好的抗氧化

和降糖降脂活性。

昼夜节律是生物体内源性调控系统，其核心调控机

制通过生物钟基因构成的转录—翻译反馈环路（TTFL）精

确调控生理功能和行为节律，在维持机体稳态和适应环

境变化中发挥重要作用［12-13］。生物钟基因不仅在维持生

物体昼夜节律中起重要作用，还参与调控机体多种重要

生理活动［14-16］。Mcclean 等［17-19］研究表明，昼夜节律与

抗氧化系统之间存在紧密联系，昼夜节律紊乱可通过干

扰氧化还原稳态，促进蛋白质羰基化和脂质过氧化产物

积累，进而造成机体损伤。然而，关于昼夜节律核心调控

因子在肌肉抗氧化稳态中的作用机制尚不明确，仍需进

一步深入探究。

中华鳖（Pelodiscus sinensis）是中国重要的特色水产

品，具有较高的营养和食用价值，可提供优质的动物蛋白，

深受消费者喜爱［20］。但其肌肉组织在养殖过程中易受氧

化应激影响，导致脂质过氧化和蛋白质变性，严重影响其

肉品质［21-22］。研究拟探究虾壳活性肽（PCSBP）对中华鳖

生长性能、肌肉抗氧化能力及昼夜节律相关基因表达的影

响，阐明其发挥抗氧化作用的分子机制，为开发基于生物

活性肽的功能型水产食品及品质调控技术提供依据。

1　材料与方法

1.1　材料、试剂及仪器

中华鳖：平均体重（63.53±3.68） g，湘阴县水产科学

研究所；

中华鳖基础日粮：主要原料包括鱼粉、酵母、蛋白粉、

面粉、维生素预混料和微量元素预混料等，张家界市新瑞

生物有限公司；

蛋白浓度、总超氧化物歧化酶（T-SOD）、过氧化氢酶

（CAT）和谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-PX）测定试剂盒：南

京建成生物工程研究所；

Trizol试剂：莫纳生物科技有限公司；

琼脂糖：北京索莱宝科技有限公司；

逆转录试剂：江苏康为世纪生物科技股份有限公司；

荧光定量 PCR 试剂：江苏康为世纪生物科技股份有

限公司；

异丙醇：分析纯，国药集团化学试剂有限公司；

多功能酶标仪：Multiskan GO 型，美国 Thermo Fisher 

Scientific公司；

全自动凝胶成像分析系统：Gel Doc XR+型，美国

Bio-Rad 公司；

超微量分光光度计：Nanodrop 型，德国 Implen 公司；

实时荧光定量 PCR 仪：CFX96 Touch 型，美国 Bio-

Rad 公司。

1.2　试验方法

1.2.1　样品预处理及分组　根据文献［10］的方法制备虾

壳活性肽（PCSBP）。将 225 只中华鳖随机分为 5 组，每组
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3 个重复，每个重复 15 只。分别为正常组（ND）、0.05% 虾

壳活性肽组（0.05% PCSBP）、0.10% 虾壳活性肽组（0.10% 

PCSBP）、0.20% 虾壳活性肽组（0.20% PCSBP）和 0.50% 虾

壳活性肽组（0.50% PCSBP），其中正常组饲喂基础日粮，

试 验 组 分 别 在 基 础 日 粮 中 添 加 0.05%，0.10%，0.20%，

0.50% 的 PCSBP，养 殖 周 期 为 70 d，期 间 水 温 为（28±
1） ℃，pH 值为 7.0~8.0，溶解氧含量＞4 mg/L。每天定时

投喂两次（上午 8：30 和下午 16：30），日投喂量为体重的

2%，以投喂后 1~2 h 内吃完为宜，并通过残饵回收计算摄

食率。试验结束后，从每组随机选取 9 只中华鳖，采集肌

肉组织，液氮速冻后保存于-80 ℃，用于后续试验分析。

1.2.2　生长指标测定　根据文献［23］的方法对各组中华

鳖进行称重和测量，测定中华鳖的初始体重、终末体重和

存活率，分别按式（1）~式（4）计算增重率、特定生长率、饲

料转化率和存活率，评价中华鳖的生长性能。

WGR = 100% × W f -W i

W i
， （1）

式中：

WGR——增重率，%；

Wf——终末体重，g；

Wi——初始体重，g。

SGR = 100% × ln (W f )- ln (W i )
t

， （2）

式中：

SGR——特定生长率，%/d；

Wf ——终末体重，g；

Wi ——初始体重，g；

t——养殖时间，d。

FCR = F
W f -W i

， （3）

式中：

FCR——饲料转化率；

F——饲料消耗量，g；

Wf ——终末体重，g；

Wi ——初始体重，g。

SR = 100% × N f

N i
， （4）

SR——存活率，%；

Nf——最终存活数量；

Ni——初始存活数量。

1.2.3　抗氧化酶活性测定　根据文献［10］的方法。准确

称取肌肉样品，按料液比 1∶9 （g/mL）加入 9 倍体积生理盐

水进行匀浆，4 ℃、4 000 r/min 离心 15 min，取上清液待测。

根据试剂盒说明书测定肌肉中蛋白浓度、T-SOD、CAT 和

GSH-PX 活性。

1.2.4　抗氧化及昼夜节律相关基因表达分析　

（1） RNA 的浓度及纯度：根据文献［24］的方法并修

改。称取新鲜肌肉样品 50~100 mg，使用 Trizol 试剂提取

肌肉总 RNA，RNA 质量经 1% 琼脂糖凝胶电泳检测，并使

用超微量分光光度计测定 RNA 的浓度和纯度，通过测定

A260 nm/A280 nm比值（1.8~2.0）与 A260 nm/A230 nm比值（＞2.0）来评

估 RNA 的浓度及纯度。

（2） PCR 检测：根据文献［25］的方法并修改。采用逆

转录试剂盒将 RNA 逆转录为 cDNA，使用 SYBR Green 

qPCR Mix 进行实时荧光定量 PCR 检测，反应程序：95 ℃
预变性 3 min，95 ℃变性 5 s、58 ℃退火/延伸 25 s 采集荧光

（反应 40 个循环），65~95 ℃绘制熔解曲线，每 0.5 ℃读数一

次，分析肌肉中抗氧化及昼夜节律相关基因的表达情况。

根据 NCBI 数据库中已知的中华鳖基因序列设计特异引

物包括抗氧化相关基因 nrf2、keap1、sod1、sod2、cat、gpx1、

gpx2、gpx3、gpx4、gstk1、gsto1、gstp1、gstz1、gsr，昼夜节律

相 关 基 因 bmal1、clock、nr1d2、per1、per2、cry1、cry2、

aanat、rora、rorb、rorc、npas2、npas3。采用 CFX Maestro 

V2.2 软件分析实时荧光定量 PCR 数据，以 β-actin 为内参

基因，采用 2-ΔΔCt法计算基因相对表达量。

1.2.5　数据处理与分析　采用 SPSS 18.0 软件进行统计

分析。数据结果以平均值±标准差表示，组间比较采用

单因素方差分析（ANOVA），多重比较采用 Duncan 法。抗

氧化与昼夜节律基因表达的相关性采用皮尔逊（Pearson）

相关系数分析。P＜0.05 表示差异具有统计学意义。

2　结果与分析

2.1　PCSBP对中华鳖生长性能的影响

饲喂过程中，各组中华鳖初期均表现为主动抢食且

活力旺盛，随着摄食时间的延长，正常组和低浓度虾壳活

性肽组中出现摄食速度减缓等选择性摄食行为，而在高

浓度虾壳活性肽组中可观察到中华鳖摄食状态良好，活

力明显增强，生长速度加快，中华鳖摄食行为未见异常，

说明虾壳活性肽被有效摄入。

由图 1 可知，随着日粮中 PCSBP 浓度的增加，中华鳖

的生长性能逐渐上升。与正常组相比，添加 PCSBP 饲喂

后显著提高了中华鳖的终末体重、增重率和特定生长率，

其中 0.50% PCSBP 组的终末体重、增重率和特定生长率

均高于其他组，并显著降低了饲料转化率（P＜0.05），各组

间中华鳖存活率无显著差异（P＞0.05）。表明 PCSBP 对

中华鳖具有显著促生长作用，且能有效提高日粮利用率，

其作用效果呈浓度依赖性。Wang 等［26］研究发现，将棉籽

粕蛋白水解物替代日粮中 90 g/kg 的鱼粉蛋白可维持中华

鳖正常生长，同时通过提升消化酶活性改善其营养代谢

功能。Qiu 等［27］用酶解棉籽蛋白替代鱼粉显著增加了中
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华鳖的终末体重、增重率和特定生长率，并降低了饲料系

数，与试验结果相似。酶解蛋白和生物活性肽在中华鳖

的应用中兼具促生长和节约蛋白质的潜力，未来需进一

步解析其分子机制并评估长期应用效益。

2.2　PCSBP对中华鳖肌肉抗氧化能力的影响

由图 2 可知，与正常组相比，日粮中添加不同浓度的

PCSBP 可显著提高中华鳖肌肉中 T-SOD、CAT 和 GSH-PX

活性（P＜0.05），且随着浓度的增加，抗氧化酶活性呈上升

趋势，其中 0.50% PCSBP 组的效果最显著。抗氧化酶活

性的提升可通过协同清除活性氧自由基，维持细胞内氧

化还原平衡，从而降低组织发生氧化损伤的风险。这与

贺舒雯等［10］的研究结果一致，均表明 PCSBP 可通过增加

抗氧化酶活性改善机体健康。吴远彩等［28］研究表明，日

粮中添加 0.1% 小肽后，对虾血清中超氧化物歧化酶、谷胱

甘肽过氧化物酶活力和总抗氧化能力均达到最高。日粮

中添加还原型谷胱甘肽可显著提高黄颡鱼血清谷胱甘肽

含量、超氧化物歧化酶、过氧化氢酶活性，增强机体抗氧

化能力和免疫力［29］。

由图 3、图 4 可知，PCSBP 显著上调了抗氧化关键信

号分子 nrf2 和 keap1 的表达，同时激活了其下游靶基因

字母不同表示差异显著（P<0.05）

图 2　PCSBP 对中华鳖肌肉抗氧化酶活性的影响

Figure 2　Effects of PCSBP on the activity of antioxidant enzymes in muscle of P. sinensis

字母不同表示差异显著（P<0.05）

图 1　PCSBP 对中华鳖生长性能的影响

Figure 1　Effects of PCSBP on growth performance of P. sinensis
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字母不同表示差异显著（P<0.05）

图 3　PCSBP 对中华鳖肌肉抗氧化关键信号分子 nrf2 和 keap1 基因表达的影响
Figure 3　Effects of PCSBP on the expression of nrf2 and keap1， key signaling molecules for muscle antioxidant capacity 

of P. sinensis

字母不同表示差异显著（P<0.05）

图 4　PCSBP 对中华鳖肌肉抗氧化酶相关基因表达的影响
Figure 4　Effects of PCSBP on the expression of antioxidant enzyme related genes in muscle of P. sinensis
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sod1、sod2、cat、gpx1、gpx2、gpx4、gstk1、gstz1 表 达（P＜
0.05），提示 nrf2-keap1 信号通路在 PCSBP 介导的抗氧化

效应中起关键作用，与机体抗氧化调控的主流机制一致。

nrf2-keap1 通路是一条重要的抗氧化通路，通过调节超氧

化物歧化酶和谷胱甘肽过氧化物酶等抗氧化酶，将过氧

化物转化为毒性较小或无害的物质，在抗氧化过程中发

挥重要作用。Bian 等［30］全面综述了 nrf2-keap1 通路对氧

化应激的调节功能，并深入研究了 nrf2、keap1 的分子结

构，为水生生物抗氧化防御的生理调节提供了依据。Han

等［31］从金枪鱼卵中筛选的新型肽 ICRD 和 LCGEC 可通过

调节小鼠 nrf2-keap1 通路发挥抗氧化活性。Li 等［23］研究

发现，虾壳活性肽可通过激活 nrf2 通路显著提升抗氧化

酶活性，其下游基因表达模式与试验高度相似，提示虾壳

活性肽可能具有保守的抗氧化调控靶点。综上，日粮添

加 PCSBP 能够有效增强中华鳖肌肉抗氧化能力，其剂量

依赖性效应表明该调控作用具有稳定性，但仍需通过多

组学技术深入解析其分子调控网络。

2.3　PCSBP对中华鳖肌肉昼夜节律相关基因表达的影响

除抗氧化系统外，生物体的生理稳态还受到昼夜节

律网络的精密调控，而二者在分子层面可能存在交互作

用。由图 5、图 6 可知，随着日粮 PCSBP 浓度的增加，显著

激活了中华鳖肌肉昼夜节律核心调控元件 bmal1 和 clock

的转录活性（P＜0.05），同时上调负反馈调节因子 per1、

cry1、cry2 的表达，并下调 npas2 的表达，而 nr1d2 的表达

呈先升高后降低趋势，说明 PCSBP 可能通过调控昼夜节

律基因网络的动态平衡，协调核心正负反馈环路的相互

作用，共同维持昼夜节律振荡的精确性。昼夜节律可通

过控制营养通量和氧化、解偶联、抗氧化防御和线粒体动

力学参与活性氧的产生和解毒［32］。昼夜节律核心调控元

件 bmal1 和 clock 的激活不仅能驱动下游节律基因的转

录，还可通过调控抗氧化酶的表达增强氧化应激防御能

力［33］。Sengupta 等［34］研究发现，cry 能通过抑制 NADPH

氧化酶活性而减少氧化损伤，试验中 cry1、cry2 的上调可

能进一步强化了这一过程。npas2 的下调提示可能减少

昼夜节律对氧化应激的依赖，转而依赖核心环路维持氧

化还原平衡［35］。nr1d2 的表达变化趋势可能与昼夜节律

核心环路和氧化还原信号的相位耦合相关。nr1d2 作为

核心时钟抑制因子，其峰值表达会抑制 clock：bmal1 异二

聚体的活性，导致自身转录被负向调控，形成表达回

路［36］。此外，活性氧的节律性积累通过修饰 nr1d2 蛋白的

半胱氨酸残基，增强其与 bmal1 启动子的结合，促使 nr1d2

初期表达上调［37］。

2.4　PCSBP 作用下中华鳖肌肉抗氧化与昼夜节律相关

基因表达的相关性分析

利用 Pearson 相关系数分析 PCSBP 作用下中华鳖肌

肉抗氧化与昼夜节律相关基因表达的关系。如图 7 所示，

PCSBP 作用下中华鳖肌肉抗氧化信号通路 nrf2-keap1 与

bmal1、clock、per2、cry1、cry2、aanat 基因表达呈显著正相

关，而与 npas2、rora、rorc 基因表达呈显著负相关（P＜
0.05）。表明 PCSBP 可能通过调节昼夜节律相关基因的

表达来增强中华鳖肌肉抗氧化能力。nrf2-keap1 通路作

为抗氧化防御的核心调控系统，其与昼夜节律核心调控

元件 bmal1、clock 的正相关性提示二者可能存在转录协同

机制，与 Li 等［23］的相关性结果类似。bmal1 可通过结合

nrf2 启动子增强抗氧化酶基因表达［38］，与试验发现的昼夜

节律正调节因子 per2、cry1、cry2、aanat与 nrf2 的正相关趋

势相吻合。此外，npas2、rora、rorc的负相关可能反映了昼

夜节律负反馈环路与抗氧化系统的拮抗作用［39］。综上，

字母不同表示差异显著（P<0.05）

图 5　PCSBP 对中华鳖肌肉昼夜节律关键信号分子 bmal1 和 clock 基因表达的影响

Figure 5　Effects of PCSBP on the expression of bmal1 and clock， key signaling molecules for circadian rhythms， in 

muscle of P. sinensis
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PCSBP 可能通过调控昼夜节律基因网络增强中华鳖肌肉

抗氧化能力。

3　结论

研究揭示了虾壳活性肽对中华鳖肌肉稳态调控的双

重作用。结果表明，虾壳活性肽不仅显著改善了中华鳖

的生长性能和日粮利用率，还通过分子层面的调控网络

建立了肌肉抗氧化与昼夜节律基因表达的生物学联系。

虾壳活性肽通过激活抗氧化信号通路 nrf2-keap1，上调超

氧化物歧化酶、谷胱甘肽过氧化物酶等抗氧化酶的基因

表达；昼夜节律核心调控基因 bmal1、clock 等与 nrf2-keap1

通路存在显著的正向协同作用，提示虾壳活性肽可能通过

字母不同表示差异显著（P<0.05）

图 6　PCSBP 对中华鳖肌肉昼夜节律核心基因表达的影响

Figure 6　Effects of PCSBP on the expression of circadian rhythm core genes in muscle of P. sinensis
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调节昼夜节律来增强抗氧化功能。未来需建立虾壳活性

肽剂量效应与昼夜节律基因表达的动态模型，解析其在不

同生长环境下的调控特异性，进而构建水产食品全产业链

的精准调控技术体系，推动水产食品健康可持续发展。
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