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虾壳活性肽对斑马鱼氧化应激损伤的保护作用
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摘要：目的：探究虾壳活性肽（ＰＣＳＢＰ）对机体氧化应激损

伤的保护作用。方法：采用碱性蛋白酶水解制备虾壳活

性肽，测定其体外抗氧化活性，并分析ＰＣＳＢＰ对禁食胁

迫下斑马鱼氧化应激损伤的保护作用。结果：ＰＣＳＢＰ在

体外表现出潜在的抗氧化能力，其对ＤＰＰＨ 自由基和羟

自由基的清除率分别为（４６．３５±１．３２）％和（７５．２２±

２．１８）％。禁食胁迫下斑马鱼的终末体重、体长和肌肉氨

基酸含量均有所降低，而摄入ＰＣＳＢＰ后能有效提高其生

长性能和肌肉氨基酸含量；肌肉组织结构显示，禁食后斑

马鱼肌纤维间隙增宽，出现断裂现象，摄入ＰＣＳＢＰ后肌

纤维排列整齐，形态结构完整，未见明显断裂；在抗氧化

应激方面，ＰＣＳＢＰ显著增强了斑马鱼肌肉超氧化物歧化

酶（ＳＯＤ）、过氧化氢酶（ＣＡＴ）、谷胱甘肽过氧化物酶

（ＧＳＨＰＸ）活性和谷胱甘肽（ＧＳＨ）含量，同时还减少了氧

化损伤指标丙二醛（ＭＤＡ）和蛋白质羰基（ＰＣ）的生成量；

进一步分析发现，ＰＣＳＢＰ显著上调抗氧化信号分子狀狉犳２

基因表达，下调犽犲犪狆１表达，并增加其下游抗氧化酶基因

转录表达，有效改善了斑马鱼肌肉氧化应激损伤。结论：

虾壳活性肽对斑马鱼的氧化应激损伤有一定保护作用，

可作为潜在的抗氧化剂。
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克氏原螯虾（犘狉狅犮犪犿犫犪狉狌狊犮犾犪狉犽犻犻）俗称小龙虾，是淡

水经济虾类，其肉质细嫩、味道鲜美且营养价值高广受人

们的喜爱。中国作为世界上最大的克氏原螯虾生产和消

费国，每年产生数百万吨虾壳等副产物，绝大部分副产物

被直接丢弃［１］。研究［２－４］表明，虾壳中富含蛋白质和各

种矿物元素，酶解克氏原螯虾壳蛋白制备的生物活性肽

含有丰富的氨基酸，可为机体提供所需的营养和能量。

此外，虾壳活性肽在体外具有较强的自由基清除能力和

还原能力，被证明具有较好的抗氧化潜力。但是，当前关

于克氏原螯虾虾壳肽的研究主要集中在体外抗氧化活性

评价，而对机体内抗氧化应激作用及机制研究鲜有报道。

生物活性肽（Ｂｉｏａｃｔｉｖｅｐｅｐｔｉｄｅｓ，ＢＰ）是由氨基酸通过

肽键共价连接形成的有机物质，是蛋白质水解的中间产

物，兼具氨基酸与蛋白质的生物学功能，在机体健康中发

挥着重要作用［５］。已有研究报道，生物活性肽具有营养、

促消化、抗氧化、抗炎和免疫调节等功能特性［６－７］；生物

活性肽可有效清除体内过剩的活性氧自由基，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

和谷胱甘肽过氧化物酶活性，以及降低脂质过氧化产物

丙二醛含量，在保护机体免受氧化应激损伤中起着重要

作用［８－１０］。氧化应激是机体内一种有害的氧化还原失衡

状态，过多的活性氧自由基会对核酸、蛋白质、糖类、脂质

等生物大分子造成氧化损害，影响细胞的功能甚至存活，

是导致组织损伤和疾病发生的重要因素之一［１１－１２］。

研究［１３］发现，酶解牙鲆肌肉蛋白制备的生物活性肽

对ＡＡＰＨ诱导的Ｖｅｒｏ肾成纤维细胞氧化应激损伤具有

保护作用。红鳍笛鲷鱼鳞肽可保护果蝇免受 Ｈ２Ｏ２、百草

枯和紫外线照射引起的氧化损伤［１４］。来源于金乌贼中的

抗氧化肽能提高超氧化物歧化酶活性，降低氧化损伤秀

丽隐杆线虫体内活性氧和丙二醛含量，具有激活抗氧化

防御、抑制自由基和脂质过氧化的作用［１５］。王际英等［１６］

在饲料中添加适量的鳕鱼小肽显著提高了星斑川鲽幼鱼

的消化酶活性和抗氧化能力，促进机体生长，并在一定程

度上提升肌肉品质。Ｌｉｕ等
［１７］发现谷胱甘肽可增强中华

绒螯蟹抗氧化能力，对脂多糖诱导的肝胰脏损伤和细胞

凋亡具有保护作用。课题组［１８］前期研究发现，日粮添加虾

壳蛋白酶解物能显著促进斑马鱼生长，提升其抗氧化能力

及核心生物中相关基因表达，有益于机体健康。研究拟利

用酶解法制备虾壳活性肽，测定其体外抗氧化活性，并分

析日粮添加虾壳活性肽对禁食胁迫下斑马鱼的生长性能、

肌肉氨基酸含量、肌纤维组织形态及抗氧化功能的影响，

以期为防治氧化应激损伤的相关疾病提供依据。

１　材料与方法
１．１　材料与试剂

克氏原螯虾壳粉：湖南省水产科学研究所；

斑马鱼：３６０尾，初始平均体重为（０．４６±０．０２）ｇ，长

沙学院水生动物营养与品质调控湖南省重点实验室；

斑马鱼饲料：安徽新彩虹饲料科技有限公司；

碱性蛋白酶：２０万Ｕ／ｇ，北京索莱宝科技有限公司；

１，１二苯基２三硝基苯肼：９８％，北京百灵威有限

公司；

十水四硼酸钠：分析纯，国药集团化学试剂有限公司；

总超氧化物歧化酶、过氧化氢酶、谷胱甘肽过氧化物

酶、还原型谷胱甘肽、丙二醛、蛋白质羰基等测定试剂盒：

南京建成生物工程研究所；

ＲＮＡ抽提试剂、ＳＹＢＲＧｒｅｅｎｑＰＣＲ Ｍｉｘ：莫纳生物

科技有限公司；

荧光定量ＰＣＲ引物：铂尚生物技术（上海）有限公司。

１．２　试验方法

１．２．１　虾壳活性肽制备及体外抗氧化活性分析　采用碱

提酸沉法提取克氏原螯虾壳蛋白（ＰＣＳＰ），并测定其蛋白

质含量。在ｐＨ９．０，３７℃条件下，按犿虾壳蛋白∶犞水＝１∶

２０（ｇ／ｍＬ）将虾壳蛋白与水混合，碱性蛋白酶添加量为

４０００Ｕ／ｇ，水解３ｈ。将水解产物置于沸水浴中处理

１０ｍｉｎ使酶失活，收集上清液，置于－２０℃预冻１２ｈ后

进行真空冷冻干燥，具体参数为：冷阱温度－６０℃，真空

度１０Ｐａ左右，干燥４８ｈ，获得虾壳活性肽（ＰＣＳＢＰ）冻干

粉，并评估其体外抗氧化活性。通过测定１，１二苯基２

三硝基苯肼自由基（ＤＰＰＨ·）和羟自由基（·ＯＨ）清除能

力，分析其体外抗氧化活性，并使用液相色谱—串联质谱

（ＬＣＭＳ／ＭＳ）测定虾壳活性肽序列。

１．２．２　试验动物与饲养管理　选取３６０尾健康、性成熟

且规格大小相一致的野生型斑马鱼，初始平均体重为

（０．４６±０．０２）ｇ，将其随机分为正常组（ＮＤ）、禁食组

（ＦＡ）、禁食后恢复投喂基础日粮组（ＦＲＮＤ）和禁食后恢

复投喂虾壳活性肽日粮组（ＦＲＰＣＳＢＰ）４个组，每组设置

３个重复，每个重复３０尾鱼。斑马鱼在循环水养殖系统

中饲养，水温保持在２４～２６℃，采取定时投喂策略，试验

周期为１４ｄ。

１．２．３　斑马鱼生长指标及肌肉氨基酸含量测定　试验结

束后，分别对各组斑马鱼进行称重和测量，计算存活率、

终末体重和终末体长等指标，分析虾壳活性肽对禁食胁

迫下斑马鱼生长性能的影响。称取斑马鱼新鲜肌肉组织

５０～１００ｍｇ，利用氨基酸自动分析仪测定氨基酸含量。

１．２．４　肌肉组织形态及超微结构特性　取新鲜肌肉组织

用４％多聚甲醛固定液固定２４ｈ后，制作石蜡切片并进
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行苏木素—伊红（ＨＥ）染色，通过光学显微镜观察肌肉组

织形态变化。将１ｍｍ３大小组织置于２．５％戊二醛固定

液中固定，再用四氧化锇固定后制作超薄切片，用乙醇脱

水，再用乙酸铀酰和柠檬酸铅染色，透射电镜观察肌肉超

微结构变化并采集图像。

１．２．５　抗氧化物质及氧化应激指标测定　称取１００ｍｇ

肌肉样品，按犿肌肉∶犞生理盐水＝１∶９（ｇ／ｍＬ）比例加入生

理盐水，在冰浴条件下用匀浆仪进行组织匀浆，４ ℃、

４０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，收集上清液待测。采用南京建

成生物工程研究所提供的试剂盒测定肌肉超氧化物歧化

酶（ＳＯＤ）、过氧化氢酶（ＣＡＴ）、谷胱甘肽过氧化物酶

（ＧＳＨＰＸ）活性和谷胱甘肽（ＧＳＨ）含量，以及氧化应激指

标丙二醛（ＭＤＡ）和蛋白质羰基（ＰＣ）含量。

１．２．６　抗氧化相关基因表达分析　称取新鲜肌肉样品

５０～１００ｍｇ，采用Ｔｒｉｚｏｌ法提取总ＲＮＡ，经１％琼脂糖凝

胶电泳检测后逆转录为ｃＤＮＡ。使用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎｑＰＣＲ

Ｍｉｘ试剂在ＢｉｏＲａｄＣＦＸ９６ＴＭ系统中进行抗氧化相关基

因（狀狉犳２、犽犲犪狆１、狊狅犱１、狊狅犱２、犮犪狋、犵狆狓１犪、犵狆狓１犫、犵狆狓２、

犵狆狓３、犵狊狋犪１、犵狊狋犿１、犵狊狋狉、犵狊狋狕１、犵狊狉）表达分析，荧光定量

ＰＣＲ引物序列如表１所示。

１．２．７　统计分析　数据采用ＳＰＳＳ１８．０软件进行单因素

方差分析（ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）与显著性检验，所有数据均

以平均值±标准误差表示，Ｄｕｎｃａｎ法确定各组间的显著

性差异（犘＜０．０５）。

表１　实时荧光定量ＰＣＲ引物序列


Ｔａｂｌｅ１　ＱｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

基因名称 引物 片段长度／ｂｐ 登录号

狀狉犳２Ｆ ＴＣＧＧＣＴＣＡＡＡＣＡＧＡＡＧＴＧ １９７ ＡＢ０８１３１４

狀狉犳２Ｒ ＴＣＴＧＡＴＧＴＡＡＴＣＧＧＡＧＧＧＴ

犽犲犪狆１Ｆ ＧＧＡＣＡＧＴＣＴＧＡＡＧＧＴＧＣＴＣＴ １３５ ＮＭ＿１８２８６４

犽犲犪狆１Ｒ ＴＧＧＧＴＧＧＡＡＧＧＧＣＧＴＡＧＡＴ

狊狅犱１Ｆ ＡＡＡＧＡＡＧＣＣＡＧＴＧＡＡＧＧＴＧ １８８ ＮＭ＿１３１２９４

狊狅犱１Ｒ ＴＣＡＣＡＴＴＡＣＣＣＡＧＧＴＣＴＣＣ

狊狅犱２Ｆ ＧＡＧＣＧＧＡＡＧＡＴＴＧＡＧＧＡＴＴＧ １７９ ＡＹ１９５８５７

狊狅犱２Ｒ ＣＧＣＣＧＡＣＡＴＴＣＴＣＣＣＡＧＴＴＴ

犮犪狋Ｆ ＣＡＧＧＡＧＣＧＴＴＴＧＧＣＴＡＣＴＴＣ １７３ ＡＪ００７５０５

犮犪狋Ｒ ＧＡＡＣＴＴＣＡＣＴＧＣＧＡＡＡＣＣＡＣ

犵狆狓１犪Ｆ ＧＣＡＣＡＡＣＡＧＴＣＡＧＧＧＡＴＴＡＣ ２４２ ＮＭ＿００１００７２８１

犵狆狓１犪Ｒ ＣＴＴＣＡＧＧＡＡＣＧＣＡＡＡＣＡＧＡＧ

犵狆狓１犫Ｆ ＧＧＧＣＴＣＧＴＧＧＴＴＣＴＧＧＧＴＧＴ １７６ ＮＭ＿００１００４６３４

犵狆狓１犫Ｒ ＡＡＧＧＴＧＡＡＧＡＧＣＧＧＧＴＧＡＧＣ

犵狆狓２Ｆ ＡＡＧＴＡＴＧＴＴＣＧＴＣＣＡＧＧＴＧＡ １３９ ＮＭ＿００１３２９７５９

犵狆狓２Ｒ ＡＡＧＴＣＡＣＡＧＧＧＴＣＡＴＣＧＴＣＴ

犵狆狓３Ｆ ＡＴＴＣＡＣＣＡＴＣＣＴＣＧＧＣＴＴＴＣ １５５ ＮＭ＿００１１３７５５５

犵狆狓３Ｒ ＣＴＣＣＧＴＣＴＣＣＡＴＴＣＡＣＡＴＣＴＣＣ

犵狊狋犪１Ｆ ＧＣＣＡＴＣＣＴＧＡＡＣＴＡＣＡＴＣＧ ２３６ ＮＭ＿２１３３９４

犵狊狋犪１Ｒ ＣＣＣＡＣＧＡＧＧＡＡＡＧＡＡＧＡＧＴ

犵狊狋狉Ｆ ＣＧＡＴＡＡＧＡＡＧＧＡＧＣＡＣＣＡＧＡ １７８ ＮＭ＿００１０４５０６０

犵狊狋狉Ｒ ＣＧＣＣＡＴＴＴＣＡＧＣＡＧＧＡＴＴＧＴ

犵狊狋狕１Ｆ ＧＡＧＧＡＡＡＣＣＣＧＴＣＣＡＧＡＧＣＣ １５５ ＮＭ＿００１０３０２７１

犵狊狋狕１Ｒ ＴＧＡＧＣＣＣＡＣＴＧＡＡＣＣＴＴＡＴＣ

犵狊狉Ｆ ＴＣＡＧＴＧＡＡＧＡＡＧＡＡＴＧＧＣＡＡＡＧ ２３６ ＮＭ＿００１０２０５５４

犵狊狉Ｒ ＧＣＡＴＡＧＡＣＧＣＣＴＧＧＡＣＧＡＧＡ

狉狆犾１３犪Ｆ ＣＣＡＴＣＴＣＣＴＣＧＧＴＣＧＴＣＴＴＴ １４０ ＮＭ＿２１２７８４

狉狆犾１３犪Ｒ ＴＧＣＧＧＡＧＧＡＡＡＧＣＣＡＡＡＴＡＣ

　　狀狉犳２为核因子Ｅ２相关因子２；犽犲犪狆１为Ｋｅｌｃｈ样环氧氯丙烷相关蛋白１；狊狅犱１为铜锌超氧

化物歧化酶；狊狅犱２为锰超氧化物歧化酶；犮犪狋为过氧化氢酶；犵狆狓 为谷胱甘肽过氧化物酶；

犵狊狋为谷胱甘肽Ｓ转移酶；犵狊狉为谷胱甘肽还原酶；狉狆犾１３犪为核糖体蛋白ｌ１３ａ（内参基因）。
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２　结果与分析

２．１　虾壳活性肽体外抗氧化活性分析及肽序测定

利用碱性蛋白酶对虾壳蛋白进行水解后获得虾壳活

性肽，并对其进行体外抗氧化活性分析（图１）及肽序测定

（图２）。结果显示，酶解后获得的虾壳活性肽对ＤＰＰＨ自

由基和羟自由基清除率为（４６．３５±１．３２）％，（７５．２２±

２．１８）％，分别是谷胱甘肽的０．５３倍和０．７７倍，表现出潜

在的抗氧化活性；采用ＬＣＭＳ／ＭＳ法测定虾壳活性肽序

列，结果统计发现２７６９条匹配肽谱，其中肽序列为

１６００条，蛋白质组数量为１２２个，具有特征肽段的蛋白

质１４０个。已有研究
［３］表明，酶解克氏原螯虾壳制备的

生物活性肽含有丰富的氨基酸，并具有较强的还原能力

和羟自由基清除能力。唐志红等［４］利用克氏原螯虾副产

物分离蛋白为原料，以胰酶酶解制备肽混合物，并通过体

外抗氧化试验发现酶解产物具有较强的抗氧化活性。

２．２　虾壳活性肽对斑马鱼生长性能的影响

通过测定虾壳活性肽对禁食胁迫下斑马鱼生长性能

的影响（表２）可知，各组之间斑马鱼存活率无显著差异

（犘＞０．０５），禁食组中斑马鱼终末体重和终末体长均明显

下降（犘＜０．０５）；当恢复正常饮食后斑马鱼生长性能有所

改善，但低于正常组水平，而恢复含虾壳活性肽饮食后斑

马鱼生长性能逐渐恢复到正常组水平，说明日粮添加虾

壳活性肽能有效改善禁食胁迫下斑马鱼的生长性能。

字母不同表示差异显著（犘＜０．０５）

图１　虾壳活性肽对ＤＰＰＨ自由基和羟自由基的清除能力

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｓｃａｖｅｎｇｉｎｇａｂｉｌｉｔｙｏｆＰＣＳＢＰｏｎＤＰＰＨｒａｄｉｃａｌｓａｎｄｈｙｄｒｏｘｙｌｒａｄｉｃａｌｓ

图２　肽谱匹配分数分布及肽谱匹配的前体质量误差

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｐｅｐｔｉｄｅｓｐｅｃｔｒｕｍｍａｔｃｈｅｓ（ＰＳＭ）ｓｃｏｒｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎａｎｄｐｒｅｃｕｒｓｏｒｍａｓｓｅｒｒｏｒｏｆＰＳＭ
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表２　虾壳活性肽对禁食胁迫下斑马鱼生长性能的影响


Ｔａｂｌｅ２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＰＣＳＢＰｏｎｇｒｏｗｔｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｏｆｚｅｂｒａｆｉｓｈｕｎｄｅｒｆａｓｔｉｎｇｓｔｒｅｓｓ（狀＝３）

组别 存活率／％ 初始体重／ｇ 终末体重／ｇ 初始体长／ｃｍ 终末体长／ｃｍ

ＮＤ １００．００±０．００ ０．４２±０．０２ ０．４８±０．０３ａ ３．００±０．０６ ３．１３±０．０３ａ

ＦＡ ９８．３３±０．９６ ０．４３±０．０２ ０．３１±０．０２ｃ ２．９３±０．０７ ２．８０±０．０６ｂ

ＦＲＮＤ ９８．３３±０．９６ ０．４５±０．０３ ０．４０±０．０２ｂ ２．９７±０．０３ ２．９３±０．０９ａｂ

ＦＲＰＣＳＢＰ ９８．８９±０．５６ ０．４６±０．０１ ０．４５±０．０３ａｂ ３．０３±０．０３ ３．０７±０．０９ａ

　　　　　　　字母不同表示差异显著（犘＜０．０５）。

２．３　虾壳活性肽对斑马鱼肌肉氨基酸含量的影响

通过测定虾壳活性肽对禁食胁迫下斑马鱼肌肉氨基

酸含量的影响（表３）可知，与正常组相比，禁食组中斑马

鱼肌肉氨基酸总量明显下降，必需氨基酸和呈味氨基酸

含量也呈下降趋势，当恢复正常饮食后肌肉氨基酸总量、

必需氨基酸和呈味氨基酸含量均有所升高，但未达到正

常组水平，而恢复含虾壳活性肽饮食后斑马鱼肌肉氨基

酸总量、必需氨基酸和呈味氨基酸含量均恢复到正常组

水平，说明日粮添加虾壳活性肽有助于氨基酸合成。

２．４　虾壳活性肽对斑马鱼肌肉组织结构的影响

通过观察虾壳活性肽对禁食胁迫下斑马鱼肌肉组织

结构的变化（图３）可知，与正常组相比，禁食后可见斑马

鱼肌细胞间隙增宽，肌纤维出现部分断裂现象，胞质轻微

水肿，有空泡形成，当恢复正常饮食后肌纤维排列相对规

则，细胞间隙减少，肌肉组织结构有所恢复，但肌纤维仍

有少量断裂现象，而在恢复含虾壳活性肽饮食后肌肉组

织排列整齐紧密，肌纤维未见明显断裂，Ｚ线连续，Ｈ 带

结构清晰，水肿程度降低，肌肉组织结构基本恢复到正常

组水平。研究［１９］发现，正常斑马鱼胚胎在受精后２４～

１２０ｈ时，肌原纤维超微结构正常，排列整齐，Ｚ线、Ｍ 线

清晰可见，而随着槟榔碱处理后，斑马鱼肌纤维排列和超

微结构形态发生了显著变化，并出现细胞质空泡、线粒体

表３　虾壳活性肽对禁食胁迫下斑马鱼肌肉

氨基酸含量的影响

Ｔａｂｌｅ３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＰＣＳＢＰｏｎａｍｉｎｏａｃｉｄｓｃｏｎｔｅｎｔｉｎ

ｍｕｓｃｌｅｏｆｚｅｂｒａｆｉｓｈｕｎｄｅｒｆａｓｔｉｎｇｓｔｒｅｓｓ ％

氨基酸名称 ＮＤ ＦＡ ＦＲＮＤ ＦＲＰＣＳＢＰ

天冬氨酸（Ａｓｐ） １．４３ １．１５ １．３２ １．４５

苏氨酸（Ｔｈｒ） ０．２１ ０．１８ ０．１９ ０．２７

丝氨酸（Ｓｅｒ） ０．１６ ０．１０ ０．１３ ０．２１

谷氨酸（Ｇｌｕ） ２．３３ １．９４ ２．２０ ２．３５

甘氨酸（Ｇｌｙ） ０．８９ ０．７４ ０．８３ ０．８９

丙氨酸（Ａｌａ） １．１２ １．１５ １．１６ １．３３

缬氨酸（Ｖａｌ） ０．７６ ０．８５ １．１４ １．３８

蛋氨酸（Ｍｅｔ） ０．３７ ０．２８ ０．３１ ０．３５

异亮氨酸（Ｉｌｅ） ０．５８ ０．４１ ０．４６ ０．６０

亮氨酸（Ｌｅｕ） １．２０ １．１８ １．３０ １．６７

酪氨酸（Ｔｙｒ） ０．４９ ０．２９ ０．３７ ０．５８

苯丙氨酸（Ｐｈｅ） ０．６５ ０．５４ ０．６２ ０．６４

组氨酸（Ｈｉｓ） ０．４７ ０．３０ ０．３３ ０．４７

赖氨酸（Ｌｙｓ） １．３５ １．０９ １．２２ １．３５

精氨酸（Ａｒｇ） ０．９３ ０．７２ ０．７３ ０．９８

脯氨酸（Ｐｒｏ） ０．６２ ０．４７ ０．５３ ０．５１

总氨基酸（ＴＡＡ） １３．５６ １１．３９ １２．８４ １５．０３


图３　虾壳活性肽对禁食胁迫下斑马鱼肌肉组织结构的影响
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肿胀等现象。此外，正常斑马鱼心肌纤维细胞间丝连接

紧密，Ｚ线、Ｈ 带和明暗带也能清晰区分，当经过三氯生

暴露后，肌细胞核膜轻微起皱，肌丝间隙有一定水肿迹

象，肌丝断裂，Ｈ 带和明暗带难以区分
［２０］。这与禁食后

斑马鱼呈现出的肌肉组织及超微结构变化均有相似之

处，说明当机体遭受应激后会造成肌肉组织损伤。

２．５　虾壳活性肽对斑马鱼肌肉抗氧化功能的影响

通过对斑马鱼肌肉抗氧化酶活性（图４）和氧化应激

损伤（图５）指标的测定与分析可知，禁食组中肌肉抗氧化

酶ＳＯＤ、ＧＳＨＰＸ活性和ＧＳＨ含量均有不同程度降低，

氧化应激损伤指标 ＭＤＡ、ＰＣ含量显著增加（犘＜０．０５）。

与禁食组相比，恢复正常饮食组中ＳＯＤ、ＧＳＨＰＸ酶活性

及ＧＳＨ含量得到显著提高，并降低了 ＭＤＡ含量（犘＜

０．０５），而在恢复含虾壳活性肽饮食组中，抗氧化酶ＳＯＤ、

ＣＡＴ、ＧＳＨＰＸ活性和 ＧＳＨ 含量均显著提升，且恢复到

正常饮食水平，同时还显著降低了 ＭＤＡ、ＰＣ含量（犘＜

０．０５），有效地改善了斑马鱼肌肉氧化应激损伤。

禁食胁迫诱导机体内生成过量自由基，使组织受到

氧化损伤［２１］。ＧＳＨＰｘ是机体中清除脂质过氧化物和过

氧化氢的重要抗氧化物［２２－２３］，受禁食胁迫后其活性显著

下降，其根本原因是由于禁食使机体不能够合成充足的

氨基酸，导致ＧＳＨ合成受阻，而ＧＳＨ作为ＧＳＨＰｘ发挥

作用的辅助底物，ＧＳＨ含量下降，ＧＳＨＰｘ的活性必定下

降［２４］。细胞中多不饱和脂肪酸过氧化会产生 ＭＤＡ，而

ＭＤＡ含量是评价脂质氧化性损伤的重要指标
［２５］。吴晓

云等［２６］研究发现，禁食７ｄ长江鲟肌肉组织中的 ＭＤＡ含

字母不同表示差异显著（犘＜０．０５）

图４　虾壳活性肽对禁食胁迫下斑马鱼肌肉抗氧化酶活性的影响
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字母不同表示差异显著（犘＜０．０５）

图５　虾壳活性肽对斑马鱼肌肉氧化应激损伤的影响
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量上升和ＧＳＨＰｘ活力下降，与试验过程中禁食胁迫下

斑马鱼肌肉组织发生的变化一致，说明禁食使斑马鱼肌

肉抗氧化能力下降。在斑马鱼摄食后，机体合成氨基酸

的底物得到补充，氨基酸开始合成，ＧＳＨ得到补充，随之

ＧＳＨＰｘ活力也上升。

２．６　虾壳活性肽对斑马鱼肌肉抗氧化相关基因表达的影响

　　通过对斑马鱼肌肉抗氧化相关基因表达的测定与分

析（图６），结果显示，禁食组中斑马鱼肌肉抗氧化酶基因

狊狅犱１、狊狅犱２、犮犪狋、犵狆狓１犪、犵狆狓２、犵狊狋犿１、犵狊狋狉、犵狊狋狕１、犵狊狉转

录水平较正常组显著降低（犘＜０．０５），当恢复正常饮食

后，狊狅犱１、狊狅犱２、犮犪狋、犵狆狓１犪、犵狆狓２、犵狊狋犿１、犵狊狋狕１、犵狊狉表达

明显升高，而在恢复含虾壳活性肽饮食后，发现抗氧化信

号分子狀狉犳２转录水平显著下调，犽犲犪狆１ 明显上调，其下

游抗氧化酶基因狊狅犱１、狊狅犱２、犮犪狋、犵狆狓１犪、犵狆狓２、犵狆狓３、

犵狊狋犿１、犵狊狋狉、犵狊狋狕１、犵狊狉表达显著升高且部分基因表达量

达到最高值（犘＜０．０５），说明增加了斑马鱼肌肉组织抗氧

化防御能力，以改善禁食诱导的氧化应激损伤。

Ｋｅｌｃｈ样环氧氯丙烷相关蛋白１（ＫｅｌｃｈｌｉｋｅＥＣＨ

ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１，ｋｅａｐ１）－ 核因子 Ｅ２ 相关因子 ２

（Ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２，ｎｒｆ２）是维持

过氧化物和抗氧化平衡的重要信号通路。已有研究［２７］证

明，狀狉犳２是一种关键的转录因子，通过与其下游抗氧化酶

基因启动子区域的抗氧化反应元件ＡＲＥ结合，促进抗氧

化酶基因（狊狅犱、犮犪狋、犵狆狓、犵狊狋等）转录表达。Ｄｅｎｇ等
［２８］

研究报道，上调狀狉犳２表达可提高肌肉中狊狅犱、犮犪狋、犵狆狓和

犵狊狋基因的表达。研究在饮食中添加虾壳活性肽后，斑马

鱼肌肉狀狉犳２表达显著上调，犽犲犪狆１下调并恢复至正常饮

食水平，其下游抗氧化酶活性及基因表达得到显著提高，

并显著降低了 ＭＤＡ、ＰＣ含量，有效减轻了肌肉氧化应激

水平，恰好佐证了上述结论。

图６　虾壳活性肽对斑马鱼肌肉抗氧化相关基因表达的影响

Ｆｉｇｕｒｅ６　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＰＣＳＢＰｏｎａｎｔｉｏｘｉｄａｔｉｖｅｇｅｎｅｓｉｎｍｕｓｃｌｅｏｆｚｅｂｒａｆｉｓｈ

３　结论
研究利用酶解法制备得到了虾壳活性肽，在体外表

现出潜在的抗氧化活性，而在日粮中添加虾壳活性肽可

显著提高禁食胁迫下斑马鱼肌肉超氧化物歧化酶

（ＳＯＤ）、过氧化氢酶（ＣＡＴ）、谷胱甘肽过氧化物酶（ＧＳＨ

ＰＸ）活性和谷胱甘肽（ＧＳＨ）含量，并降低丙二醛（ＭＤＡ）

和蛋白质羰基（ＰＣ）的生成量。此外，还显著增加抗氧化

酶基因表达，并且上调抗氧化信号分子狀狉犳２ 以及下调

犽犲犪狆１表达水平，进而增强斑马鱼抗氧化功能，缓解机体

氧化应激损伤。研究证明虾壳活性肽对氧化应激损伤具

有一定的保护作用，但对于虾壳活性肽的分离提纯以及

在机体中的分子机制尚不清楚，有待进一步深入研究。
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