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过度训练对大鼠心肌线粒体游离钙的影响
刘建华 常 波

山东潍坊学院体育系
,

山东 潍坊

沈阳体育学院基础部
,

辽宁 沈阳

摘要 目的 通过建立大鼠过度训练模型
,

探讨过度训练对大鼠心肌线粒体游离钙的影响及

机制
。

方法 雄性 大鼠
,

随机分为 组 安静组
,

运动组
,

运动模式为 周递增负荷游泳
,

最后一次运动后 小时取样测定各组大鼠心肌线粒体
、 、 一 一

酶和游离钙等

指标
。

结果 经过 周递增负荷训练
,

运动组大鼠运动能力下降
,

心肌线粒体 含量显著增高
,

游离钙
、 、

气 , 一

灯 酶的活性显著下降
。

结论 经过 周递增负

荷训练
,

运动组大鼠呈过度训练状态
,

心肌线粒体自由基生成增多
,

抗氧化酶活性下降
,

导致线粒
体膜发生脂质过氧化

, 一 一

酶活性下降
,

线粒体内游离钙 卜降
,

影响线粒体的氧化磷酸

化过程
。
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前言
线粒体是细胞的重要结构

,

不仅是三梭酸循环
、

氧化磷酸化合成高能磷酸化合物的场所
,

还是
钙离子贮存库

,

是调节细胞内钙稳态的重要细胞器之一
。

参与心肌的兴奋收缩偶联过程
,

还参

与细胞内代谢和生理功能的调节
,

近年来发现运动性疲劳的出现乃至过量运动引起肌细胞的不可逆
变化常与 在肌细胞内各细胞结构的分布异常有密切关系川

。

研究发现
,

过度训练后心肌线粒体
内钙总量增加

,

一次长时间耗竭运动后 大鼠心肌线粒体游离钙下降
、

总钙增加
。

这些研究还提

出线粒体内钙总量的增加
、

游离钙的下降都与运动中自由基生成增多有关
,

自由基使线粒体膜氧化
损伤

,

从而影响了线粒体膜对钙离子的转运
。

那么在过度训练后心肌线粒体内游离钙是如何变化的
,

其变化是否也同自由基的作用有关
,

目前还未见报道
。

对象与方法
研究对象
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雄性 大鼠 只
,

体重 左右
,

由沈阳市双义实验动物研究所提供
。

主要试剂与仪器
主要试剂

一

美国 公司出品
,

试剂盒
、

试剂盒
、

酶试剂盒 均由南京建
成生物工程研究所提供

。

主要仪器

台式离心机
一 ,

台式高速冷冻离心机
,

可见光分光光度计
,

荧光分光光度计
一 , 一

漩涡混合器
,

电热恒温水浴箱
一 一 。

方法
分组及运动方案
购进大鼠后

,

适应性喂养 大
,

按体重分层
,

随机分 组
,

安静组 只
,

运动组 只
,

常规
分笼饲养

,

白由饮食水
,

室内环境温度 士 ℃
,

自然光照
,

室内通风干燥
。

运动组人鼠甸周运动
次

,

方式为递增负荷游泳
,

持续六周
。

具体情况见表
表 大 鼠 运 动 方 案

星期日 星期一 星期二 星期三 星期四 星期五 星期六

第一周 休息

第二周 休息
第二周 休息

第四周 休自
、

第五周 休息

第六周 单 跪之熙砰 取样
注 水 括号内为大鼠游泳时的负荷量 体重的百分比

。

人鼠在长
,

宽
,

高 的玻璃泳缸中游泳
,

水深
,

每只人鼠游泳面积人于
, ,

水温控制在 士 ℃
,

在大鼠游泳过程中出现力竭时 力竭标准为大鼠从水面 卜沉
,

经 秒

后仍不能返回水面
,

将其捞出
,

休息一定时间
一

分钟 后
,

放入泳缸中继续完成游泳负荷
。

一般情况观察
每大称一次体重

,

并记录各笼大鼠所吃饲料的数量
,

观察大鼠的毛发
、

神态及游泳状态
。

实验方法

样本的收集和处理
组织匀浆的制备 在大鼠最后一次游泳结束 小时后

,

安静组存活 只
,

运动组存活

只
,

两组各随机抽取 只
,

断头处死大鼠
,

迅速取出其心脏
,

制备 心肌组织匀浆
。

线粒体的提取 取 组织匀浆
,

用普通离心机以 离心 分钟
,

弃沉淀
,

取上清液

在 ℃以 离心 巧 分钟
,

沉淀物为线粒体
。

将分离的线粒体用冷的生理盐水制成混悬液备
用

。

测试指标及方法
心肌线粒体

、 、 一 一

酶等指标及心肌线粒体蛋白定量都是用南京建成生物

程研究所提供的试剂盒测试
,

测试过程严格按其说明书操作
。

心肌线粒体游离钙的测定 线粒体用负载介质制成悬浮液
,

使浓度适度
,

加入
十

荧光指示剂
一 ,

℃水浴振荡 分钟
,

离心去上清后加入 负载介质
,

℃水浴
一

分钟
,

用日本
日立公司产的 一 荧光分光光度计测定荧光信号

,

方法是单波长荧光法
,

即以 波长激发
,

波长发射
,

根据测得的荧光信号利用公式计算线粒体内游离钙的浓度
。

数据处理
应用 软件包对数据进行统计学分析

,

数据均以 士 表示
,

对数据进行组间 检验及相
关分析

。

结果
过度训练大鼠模型的建立
在本实验中

,

经过 周递增负荷的游泳
,

运动组大鼠目光呆滞
,

神情疲惫
,

毛色晦暗
,

有脱毛

现象 在后两周增加负荷后
,

游泳至力竭的时间缩短
,

中途休息的时间
、

次数增加
,

运动能力下降
。
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周递增负荷游泳后与安静组相比
,

运动组血辜酮下降了
,

血皋酮皮质酮下降了
,

血红蛋白下降了
,

血尿素氮升高了
,

尿蛋白升高了
,

且差异极显著
见表

, 。

我们通过对运动组大鼠一般状况的观察和训练后血尿生化指标的测定
,

参照冯炜权
,

朱全
、

郑

陆等卜 提出的判断过度训练的标准认为运动组大鼠经过 周递增负荷训练已经达到过度训练状态
。

表 周递增负荷游泳后各组大鼠血翠酮
、

皮质酮
、

皋酮 皮质酮值
组 别 血辜酮 皮质酮 辜酮 皮质酮

留 留
一 安静犷 一一一一万飞了庄硕们口一一一一一气功可不叮下『一一一一一

一万 习石王硕仍 一一一一一一

运动组 土 △△ 土 △△ 士 △△

注 △△为与安静组比较
。

表 周递增负荷游泳后各组大鼠血尿素氮
、

尿蛋白和血红蛋白值
组 别 血尿素氮 尿蛋白 血红蛋自

安静组
运动组

肚
肚 △△

肚
土 △△

士

肚 △△

注 △△为与安静组比较
。

过度训练后大鼠心肌线粒体各指标
过度训练后大鼠心肌线粒体各指标及其相关分析见表

,

表
。

运动组显著高于安静组 运动组显著低 安静组 , ‘ 一 一

酶 运动组显著低于安静组 游离钙 运动组显著低于安静组
相关分析 游离钙与

一 一

酶低度正相关
,

与 中度负相关
,

与
低度止相关 , 一 , 一

灯 酶与 低度负相关
,

与 低度止相关
。

努碧黔器黔煞酬坠嘿默黔鲤邻斋糯型
值

多。 “ 灯

安静组 壮 妊 士 胜
运动组 士 △△ 肚 △△ 肚 △△ 土 △△

注 △△为与安静组比较

表 各 指 标 间 相 关 分 析

找姆

扩
十一

注 为显著性水平为 】
。

分析和讨论
过度训练对大鼠心肌线粒体自由基代谢的影响
长时间疲劳运动可引起心肌线粒体自由基生成增多

,

这己是不争的事实
。

刘铁民实验 证实

过度训练可引起大鼠心肌细胞线粒体 含量增加
,

活性下降
。

是自由基攻击膜不饱和

脂肪酸使之发生脂质过氧化反应的代谢产物
,

其含量和脂质过氧化反应平行
,

通过测定 可以

反映自由基的生成情况
。

超氧化物歧化酶 是生物体内对抗氧自由基最重要的抗氧化酶
,

对

机体的氧化与抗氧化平衡起着至关重要的作用
,

它的作用是将氧自由基歧化
,

将一分子氧自由基氧
化成为

,

另一分子氧自由基还原为
,

因而
,

活性的高低是机体抗氧化能力强弱的标志
。

本实验中
,

过度训练后运动组大鼠心肌线粒体 的含量显著升高
,

活性显著降低
,

与以往

实验结果一致
。

由此可知过度训练后运动组大鼠心肌线粒体内自由基生成增加
,

抗氧化能力 卜降
,

其原因可能在于 首先
,

线粒体不仅是 生成的场所
,

而且还是机体内源性白由基的主要产生部
位之一

,

过度训练中
,

心肌细胞代谢加强
,

氧耗增加
,

线粒体电子传递系统异常活跃
,

以产生更多

一
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结论
经过 周的递增负荷训练

,

运动组大鼠呈过度训练状态
,

运动能力下降
,

心肌线粒体受到了氧
化损伤

,

游离钙下降
。

其原因在于过度训练使大鼠心肌线粒体自由基生成增加
,

线粒体抗氧化酶活
性下降

,

使线粒体膜发生脂质过氧化
,

影响了线粒体内钙离子的正常转运
,

导致线粒体内游离钙下

降
。
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