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莱茵衣藻细胞外囊泡对小鼠运动性疲劳的缓解作用

赵 军 1 田 芳 2* 葛 彬 2

（1. 金陵科技学院体育部，江苏  南京  211169； 2. 南京医科大学体育部，江苏  南京  211166）

摘要：【目的】探究莱茵衣藻（Chlamydomonas reinhardtii）细胞外囊泡（CLEVs）的抗氧化活性及其对小鼠运动

性疲劳的缓解作用，为微藻来源细胞外囊泡在运动营养领域的应用提供参考。【方法】采用超速离心法分离

CLEVs，并通过体外和体内试验评价其抗氧化及抗疲劳作用。【结果】CLEVs呈典型杯状或碗状形态，平均粒

径为（88.35±0.36） nm。CLEVs 可有效清除 DPPH 和 ABTS+自由基，且其体外抗氧化活性具有剂量依赖性。

在 H2O2诱导的氧化损伤模型中，CLEVs可提高超氧化物歧化酶（SOD）和还原型谷胱甘肽（GSH）水平，降低

丙二醛（MDA）、乳酸脱氢酶（LDH）、肌酸激酶（CK）及乳酸（LA）水平，增加糖原储备。动物试验表明，

CLEVs可显著延长负重游泳力竭时间，并通过上调 Nrf2、下调 Keap1 的表达增强抗氧化防御。【结论】CLEVs

可通过改善氧化应激、促进能量代谢和激活 Nrf2/Keap1 信号通路缓解运动性疲劳，在运动营养及抗疲劳产

品开发中具有应用潜力。
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Abstract: [Objective] This study explored the antioxidant activity and exercise fatigue-alleviating effect of 

Chlamydomonas reinhardtii-derived extracellular vesicles (CLEVs), aiming to provide a reference for the 

application of microalgae-derived extracellular vesicles in the field of sports nutrition. [Method] CLEVs were 

isolated by ultracentrifugation, and their antioxidant and anti-fatigue effects were evaluated through in vitro and 

in vivo experiments. [Result] CLEVs exhibited typical cup- or bowl-shaped morphology with an average particle 

size of (88.35±0.36) nm. CLEVs demonstrated concentration-dependent antioxidant activity in vitro and 

effectively scavenged DPPH and ABTS+ free radicals. In the H2O2-induced oxidative damage model, CLEVs 

increased the levels of superoxide dismutase (SOD) and reduced glutathione (GSH), decreased the levels of 

malondialdehyde (MDA), lactate dehydrogenase (LDH), creatine kinase (CK), and lactic acid (LA), and 

promoted glycogen storage. Animal experiments showed that CLEVs significantly prolonged the load swimming 

time to exhaustion and enhanced the antioxidant defense by upregulating the expression of Nrf2 and 

downregulating the expression of Keap1. [Conclusion] CLEVs could alleviate exercise fatigue by ameliorating 

oxidative stress, promoting energy metabolism, and activating the Nrf2/Keap1 signaling pathway, demonstrating 

potential application in sports nutrition and the development of anti-fatigue products.
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随着休闲体育和健身文化的普及，运动性疲

劳及其干预策略受到广泛关注［1］。骨骼肌是机体

运动和能量代谢的重要组织，其功能状态直接影

响运动表现［2］。过度运动产生的大量活性氧

（ROS）可诱发氧化应激并导致线粒体功能受损和

能量代谢紊乱，是运动性疲劳的重要诱因［3］。因

此，缓解氧化应激被认为是缓解运动性疲劳的重

要策略［4-5］。

近年来，天然来源的细胞外囊泡因具有良好

的生物相容性、低免疫原性和天然靶向性而受到

广泛关注，其富含多种生物活性成分，在氧化应激

调控方面具有潜在应用价值［6-7］。其中，微藻来源

的细胞外囊泡因具有较强的生物活性，展现出良

好的研究与应用价值［8］。

莱茵衣藻是一种已获批准的新型食品原料，

富含多种营养成分，具有较高的开发利用价值［9］。

目前，关于莱茵衣藻的研究主要集中于多糖的提

取和功能评价［10］。然而，有关莱茵衣藻来源的细

胞外囊泡在缓解氧化应激及抗运动性疲劳方面的

作用尚缺乏系统研究。

因此，作者旨在从莱茵衣藻中分离纯化细胞

外囊泡，系统评价其理化性质及体外抗氧化活性，

并利用 H2O2诱导的小鼠成肌细胞系 C2C12细胞氧

化应激模型，探究 CLEVs 对细胞内抗氧化防御系

统、能量代谢及细胞膜完整性的影响。同时，通过

建立小鼠负重游泳疲劳模型评价其改善运动耐力

的效果，并结合实时定量逆转录聚合酶链式反应

（RT-qPCR）检测 Nrf2/Keap1 信号通路相关基因的

表达，以阐明其抗运动性疲劳的潜在机制，为开发

基于 CLEVs的新型运动营养补充剂和功能食品提

供理论依据。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

莱茵衣藻粉：青岛科海生物有限公司；PBS 缓

冲液、BCA 蛋白质检测试剂盒、糖原（Gly）检测试

剂盒、磷钨酸负染色液：北京索莱宝科技有限公

司；果胶酶、1，1-二苯基 -2-三硝基苯肼（DPPH）、

2，2’-偶氮基二酸（3-乙基苯并噻唑啉 -6-磺酸）

（ABTS）、3，3’-二辛癸基氧杂羰花青高氯酸盐（DIO）：

上海麦克林生化科技股份有限公司；超滤离心管（截

留相对分 子 质 量 10 000 的 物 质）：美 国 Merck 

Millipore 公司；C2C12 成肌细胞系（ATCC：CRL-

1772）、C2C12 完全培养基：上海中乔新舟生物技

术有限公司；质量分数 30% 的 H2O2：天津市大茂化

学试剂厂；LA、LDH、SOD、MDA、CK、GSH、氧化

型谷胱甘肽（GSSG）的检测试剂盒：南京建成生物

工程研究所；细胞增殖与细胞毒性（CCK-8）检测

试剂盒、RIPA 裂解液：上海碧云天生物技术股份

有限公司；马血清、DMEM 培养基：美国赛默飞世

尔科技公司；牛磺酸：上海阿拉丁生化科技股份有

限公司；TransZol-Up、染料法荧光定量 PCR 预混

液、cDNA 逆转录试剂盒：北京全式金生物技术有

限公司；7 周龄的雄性 C57BL/6J 小鼠（19~23 g）：

南京医科大学实验动物中心。

1.2　仪器与设备

超速离心机：CP100NX 型，日本 Hitachi公司；

透射电子显微镜（TEM）：JEM-2100型，日本电子株

式会社；离心机：TD3型，湖南湘仪实验室仪器开发

有限公司；恒温恒湿培养箱：HWS-250B型，天津泰

斯特仪器有限公司；激光粒度电位分析仪：DT-1202

型，美国分散科技仪器公司；酶标仪：A51119500C

型，赛默飞世尔（中国）科技有限公司；荧光实时

PCR 系统：QuantStudio 6 型，赛默飞世尔（中国）科

技有限公司；超微量分光光度计：NanoDrop 2000c

型，赛默飞世尔（中国）科技有限公司。

1.3　方法

1.3.1　CLEVs的制备　

CLEVs 的制备参考 Li 等［11］的方法并稍加修

改。将 40 g莱茵衣藻粉、200 mL PBS 缓冲液和 5 g

果胶酶混合，在 37 ℃以 300 r/min 搅拌 12 h，之后

以 5 000 r/min 离 心 15 min，收 集 上 清 液 ，再 以

10 000 r/min 离心 15 min，将收集的上清液依次经

0.45、0.22 μm 水系滤膜过滤，之后以 40 000 r/min

离心 1 h，所有离心过程均在 4 ℃下进行。使用

3 mL 无菌 PBS 缓冲液重悬沉淀。重悬液通过

0.22 μm 水系滤膜以获得纯化的 CLEVs。按照

BCA 蛋白质检测试剂盒说明对 CLEVs 进行定量，

并将其储存在-80 ℃下备用。

1.3.2　CLEVs的表征　

将 10 μL CLEVs 悬浮液（1 mg/mL）在铜网上

静置 5 min，去除多余液体，使铜网在空气中晾干。

用磷钨酸负染液负染色 5 min，去除多余液体，将

铜网在空气中晾干，之后在 TEM 下进行成像［12］。
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使用激光粒度电位分析仪测定 CLEVs悬浮液中颗

粒的尺寸分布和多分散性指数（PDI）。

1.3.3　DPPH 自由基清除率测定　

参照 Yu等［13］的方法配制 DPPH 工作液。设置

CLEVs 质量浓度梯度为 5、10、20、40、80 μg/mL。

取 各 质 量 浓 度 的 CLEVs 120 μL，加 入 120 μL 

0.2 mmol/L 的 DPPH 工作液，避光反应 30 min，用

同体积的 PBS 缓冲液分别替代 CLEVs和 DPPH 工

作液，在 517 nm 处测定吸光度。每组设 3 次平行

试验。按式（1）计算 DPPH 自由基清除率。

Y =（1 -
A 1 - A 2

A 0

）× 100% （1）

式中：

Y——DPPH 自由基清除率，%；

A0——加入 PBS 缓冲液和 DPPH 溶液后的吸

光度；

A1——加入样品和 DPPH 溶液后的吸光度；

A2——加入样品和 PBS缓冲液后的吸光度。

1.3.4　ABTS+自由基清除率测定　

参照 Yu等［13］的方法配制 ABTS工作液。设置

CLEVs 质量浓度梯度为 5、10、20、40、80 μg/mL。

取各质量浓度 CLEVs 30 μL 与 190 μL ABTS 工作

液混合，避光孵育 30 min，用同体积的 PBS 缓冲液

分别替代CLEVs和ABTS工作液，在 734 nm处测定

吸光度。按式（2）计算ABTS+自由基清除率。

S =（1 -
A 3 - A 4

A 5

）× 100% （2）

式中：

S——ABTS+自由基清除率，%；

A3——加入 PBS 缓冲液和 ABTS 溶液后的吸

光度；

A4——加入样品和 ABTS溶液后的吸光度；

A5——加入样品和 PBS缓冲液后的吸光度。

1.3.5　细胞活力检测　

将 C2C12 细胞以 1×104个/孔的密度接种于 96

孔细胞培养板中，在 37 ℃、CO2体积分数 5% 的培

养箱中培养 24 h。随后加入含有体积分数 2% 马

血清的 DMEM 培养基以诱导 C2C12 细胞分化，诱

导时间 4 d。分化完成后，分别用含有 0、25、50、

100、200 μg/mL CLEVs的无血清 DMEM 培养基孵

育细胞 24 h，使用 CCK-8 细胞活力测定试剂盒检

测不同质量浓度样品对细胞活力的影响［14］。此

外，分别使用含有 0、100、200、300、400、500 μmol/L 

H2O2 的无血清培养基孵育细胞 12 h，使用 CCK-8

细胞活力测定试剂盒检测不同质量浓度样品对细

胞活力的影响，以确定细胞氧化损伤模型组中

H2O2的浓度。

1.3.6　细胞对 CLEVs的摄取试验　

将 C2C12 细胞以 1×106 个/孔的密度接种于 6

孔细胞培养板中，按 1.3.5 的方法诱导 C2C12 细胞

分化。随后分别在无血清培养基（对照组）、含等量

游离 DIO 染料的无血清培养基（DIO 组）和含有

DIO 染料标记的 CLEVs（50 μg/mL）的无血清培养

基（DIO-CLEVs 组）中避光孵育 5 h。其中，DIO 染

料标记的 CLEVs 制备方式如下：将 DIO 染料加入

CLEVs 悬液中，使 DIO 终浓度为 5 μmol/L，避光孵

育 30 min，随后使用超滤离心管除去游离的 DIO染

料。孵育结束后用无菌 PBS缓冲液清洗细胞 2次，

4 ℃下每孔加入 300 μL RIPA 裂解液，反应 5 min。

随后加入 300 μL 无菌 PBS 缓冲液混匀，转移至 96

孔黑色透底板，于酶标仪的荧光模式（激发波长

484 nm，发射波长 501 nm）下测定荧光强度。同时

通过 BCA 蛋白质检测试剂盒测定裂解液中蛋白质

质量浓度。按式（3）计算归一化细胞相对摄取量。

Q = ( F 1 - F 2 ) /ρ （3）

式中：

Q——归一化细胞相对摄取量，mL/mg；

F1——样品组相对荧光强度；

F2——空白组相对荧光强度；

ρ——细胞蛋白质质量浓度，mg/mL。

1.3.7　运动性疲劳相关生化指标测定　

将 C2C12 细胞以 1×106 个/孔的密度接种于 6

孔细胞培养板中，分别设置正常组、样品组、模型

组、样品干预组。正常组为无血清培养基，样品组

为含有 50 μg/mL CLEVs 的无血清培养基，模型组

为含有 300 μmol/L H2O2的无血清培养基，样品干预

组为含有 50 μg/mL CLEVs和 300 μmol/L H2O2的无

血清培养基。按 1.3.5的方法诱导 C2C12细胞分化

并孵育 12 h，弃去培养基。用无菌 PBS缓冲液清洗

细胞 2 次，每孔加入 300 μL RIPA 裂解液，4 ℃下反

应 5 min。使用 BCA 蛋白质检测试剂盒测定细胞

裂解液中蛋白质质量浓度。按试剂盒说明书对细

胞裂解液中的 LA、LDH、SOD、MDA、CK、Gly、

GSH、GSSG进行检测。
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1.3.8　动物分组及负重游泳力竭测试　

所有动物试验均在南京医科大学动物研究中

心完成，所有试验方案均获得南京医科大学机构

动物护理与使用委员会的批准（动物伦理批准号：

IACUC-2506054）。小鼠饲养于 SPF 级动物房，温

度（23±3） ℃、相对湿度 30%~70%，采用 12 h 明/暗

循环饲养，自由摄食和饮水。适应性喂养 1 周后，

将小鼠随机分为 6 组（每组 12 只），分别为空白对

照组（Con 组）、模型组（Mod 组）、低剂量组（LD

组，每日灌胃 10 mg/kg CLEVs，以小鼠体质量计）、

中剂量组（MD 组，每日灌胃 25 mg/kg CLEVs，以

小鼠体质量计）、高剂量组（HD 组 ，每日灌胃

50 mg/kg CLEVs，以小鼠体质量计）以及阳性对照

组（PD 组，每日灌胃 50 mg/kg 牛磺酸，以小鼠体质

量计）。除 Con组外，其他组每 3 d进行 1次 30 min

的游泳训练，总计 4周，记录各组小鼠体质量。4周

后将每组小鼠随机分成 A、B 两部分进行后续

试验。

参照文献［15］所述方法，末次灌胃 30 min 后，

各组 A 部分小鼠进行负重游泳力竭测试。将尾部

固定铅坠（相当于其体质量的 5%）的小鼠放入水

深 30 cm、水温恒定为 25 ℃的游泳池中。测试期

间，持续循环池水以防止小鼠漂浮或静止不动。

从测试开始记录游泳时间，直至小鼠沉入水中后

10 s 内未能浮出水面呼吸，将该时间记为游泳力

竭时间。

1.3.9　生化指标和RT-qPCR检测　

各组 B 部分小鼠在最后 1 次游泳训练 30 min

后进行安乐死处理。采集血液样品 ，于 4 ℃ 、

3 000 r/min离心 10 min，收集血清备用。按照试剂

盒说明书测定血清中 SOD、MDA 活力及 LA、CK

水平并记录脏器质量。收集小鼠腓肠肌，参照

Zhou 等［16］的方法进行 RT-qPCR 检测。腓肠肌组

织经无菌、无酶 PBS 缓冲液清洗后于液氮中研磨，

采用 TransZol-Up提取总 RNA，使用超微量分光光

度计检测 RNA的纯度及浓度。取 2.0 μg总 RNA 作

为模板，采用 cDNA 逆转录试剂盒合成 cDNA。随

后使用染料法荧光定量 PCR 预混液在实时 PCR

系统上进行 RT-qPCR 检测，总反应体积为 20 μL，

引物序列见表 1。以 β-actin基因为内参，采用 2⁻ΔΔC t

法［17］计算目的基因的相对表达水平。

1.4　数据分析

所有试验均重复 3 次，数据以平均值±标准差

表示。采用 Origin 2022 处理数据并绘图。通过

SPSS 16.0进行单因素方差分析。

2　结果与讨论

2.1　CLEVs的形貌表征

采用超速离心法从莱茵衣藻中分离获得

CLEVs。如图 1所示，CLEVs呈典型的杯状或碗状

形态，该形态为囊泡在制样干燥过程中的常见特征，

提示其具有完整的脂质双分子层结构［18］。CLEVs

平均粒径为（88.35±0.36） nm，PDI为 0.42 ±0.03。该

粒径与藻类及植物来源细胞外囊泡的典型特征一

致［19］。综上，超速离心法可有效获得结构完整、粒

径分布适中的 CLEVs。

2.2　CLEVs的体外抗氧化活性

如图 2~3 所示 ，5 μg/mL CLEVs 的 DPPH 自

由基清除率为（26.73±0.91）% ，80 μg/mL 时达到

（97.85±1.60）%，表明其具备较强的供氢或电子转

移能力。CLEVs质量浓度为 5 μg/mL 时，ABTS+自

由基清除率为（21.30±0.79）%，在 80 μg/mL 时达到

（96.35±1.10）%，进一步证实其具有广泛的自由基

中和潜力［20］。值得注意的是，CLEVs 质量浓度为

5~40 μg/mL 时，自由基清除率提升最为明显，表明

该范围可能是其体外抗氧化活性快速发挥作用的

阶段。当质量浓度进一步升高至 80 μg/mL 时，自

由基清除率增长趋缓，这可能是由于自由基清除反

应趋于饱和，导致其体外抗氧化活性增幅减缓［21］。

上述结果表明，CLEVs可能通过供氢或电子转移机

制发挥抗氧化作用，并具有良好的量效关系，为其

后续在氧化应激模型中的应用提供了依据。

表 1　引物序列

Table 1　Primer sequences

基因名称

Keap1

Nrf2

HO-1

NQO1

β-actin

方向

反向

正向

反向

正向

反向

正向

反向

正向

反向

正向

引物序列（5′—3′）

GTGTCCATTGAGGGTATCCACC

GCTCAGCGAAGTTGGCGAT

TCCAGTCAGAAACCAGTGGAT

GAATGTCTGCGCCAAAAGCTG

CCCTGGAGGAGGAGATTGAG

TGTTGGGGAAGAAGAAG

GAAGAGCACTGATCGTGGC

GGATACTGAAAGTTCGCAGGG

AGGTTCATGAGGTAGTCTGTC

GTGAAAAGATGACCCAGATCATGT
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2.3　细胞活力与归一化细胞相对摄取量分析结果

细胞活力是评估化合物生物相容性和促增殖

作用的重要指标［22］。为此，采用 CCK-8 法评估了

CLEVs 对 C2C12 细胞活力的影响。如图 4 所示，

采用 0~200 μg/mL CLEVs 处理 24 h 后，未表现出

细胞毒性，细胞活力整体呈先升高后趋于平稳的

趋势。其中，50 μg/mL 处理组细胞活力最高，为

（130.65±2.65）%，显著高于对照组的（100.57±1.75）%，

提示其具有较强的促增殖作用。随着 CLEVs质量

浓度进一步升高，C2C12 细胞活力略有下降但仍

高于对照组，表明 CLEVs 对 C2C12 细胞的促增

殖作用具有一定的剂量依赖性［23］。基于上述结

果，选择质量浓度 50 μg/mL 的 CLEVs 进行后续

研究。

此外，为构建 H2O2 诱导的氧化损伤模型，对

不 同 浓 度 H2O2（0~500 μmol/L）处 理 12 h 后 的

C2C12 细胞活力进行检测。如图 5 所示，H2O2 对

细胞的损伤具有剂量依赖性，当 H2O2 浓度达到

300 μmol/L 时，细胞活力下降至（74.20±5.66）%。

细 胞 活 力 低 于 80%，提 示 已 产 生 明 显 细 胞 损

伤［24］。因此，选择 300 μmol/L 的 H2O2构建 C2C12

细胞氧化损伤模型。

为验证 CLEVs 能否被 C2C12 细胞有效内化，

通过 DIO 荧光标记结合酶标仪定量分析其细胞内

化情况。如图 6所示，DIO-CLEVs组的归一化细胞

相对摄取量高达（0.565 9±0.031 5） mL/mg，为 DIO

组的 7.6倍。这可能是由于CLEVs并非单纯通过携

带染料吸附于细胞表面，而是以完整囊泡形式通过

胞吞等主动转运机制进入细胞［25］。其较高摄取效

图 1　CLEVs的 TEM 图和粒径分布

Fig. 1　TEM image and particle size distribution of CLEVs

不同小写字母表示各组之间存在显著差异（P<0.05）。

图 4　不同质量浓度 CLEVs对 C2C12细胞活力的影响

Fig. 4　Effects of different mass concentrations of CLEVs on 

C2C12 cell viability
不同小写字母表示各组之间存在显著差异（P<0.05）。

图 2　不同质量浓度 CLEVs的 DPPH 自由基清除率

Fig. 2　DPPH free radical scavenging rates of CLEVs at 

different mass concentrations

不同小写字母表示各组之间存在显著差异（P<0.05）。

图 3　不同质量浓度 CLEVs的 ABTS+自由基清除率

Fig. 3　ABTS+ free radical scavenging rates of CLEVs at 

different mass concentrations
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率可能与纳米级粒径及天然膜结构有关，有助于其

与细胞膜相互作用并促进内化过程［26］。综上，

CLEVs可被 C2C12细胞有效内化，为其在细胞内发

挥抗氧化等生物学功能提供了有利条件。

2.4　C2C12细胞氧化损伤模型的生化指标分析

氧化应激是发生运动性疲劳的重要诱因［27］，

SOD 和 MDA 是评估氧化应激水平的重要指标。

GSH/GSSG 体系作为表征细胞氧化还原状态的核

心标志物，其变化可直接反映细胞抗氧化能力［28］。

为评估 CLEVs对 H2O2诱导的 C2C12细胞氧化应激

及运动性疲劳损伤的缓解作用，测定了MDA、GSH、

GSSG 水平和 SOD 活力。如图 7~8所示，H2O2刺激

导致模型组MDA浓度升高至（10.04±0.23） mmol/mL，

同 时 SOD 活 力 下 降 至（139.71±2.82） U/mL，表

明细胞发生明显的脂质过氧化并伴随抗氧化防

御系统受损［29］。经 CLEVs 干预后 ，MDA 浓度

降低至（6.63±0.35） mmol/mL，SOD 活力恢复至

（192.14±11.58） U/mL，表明 CLEVs 能有效抑制脂

质过氧化并增强细胞内源性抗氧化酶活力。

如图 9 所示，正常组、样品组、模型组和样品

干预组中 GSH 质量摩尔浓度分别为（15.16±3.15）、

（15.17±5.01）、（6.15±0.59）、（12.59±0.20） nmol/mg。与

正常组相比，H2O2处理显著降低了 GSH质量摩尔浓

度，表明细胞内 GSH 被大量消耗，氧化应激水平升

高。CLEVs干预后，GSH明显回升，表明其可有效缓

解GSH损耗。与模型组相比，CLEVs处理后的GSSG

质量摩尔浓度明显降低。模型组的 GSH/GSSG 值

（1.01±0.42）显著低于正常组（9.71±2.17），而经 CLEVs

干预后，该比值升高至 3.56±0.51，表明CLEVs有助于

重建细胞的GSH储备，维持氧化还原平衡。

不同小写字母表示各组之间存在显著差异（P<0.05）。

图 5　不同浓度 H2O2对 C2C12细胞活力的影响

Fig. 5　Effects of different concentrations of H2O2 on C2C12 

cell viability

不同小写字母表示各组之间存在显著差异（P<0.05）。

图 6　C2C12细胞对 CLEVs的归一化细胞相对摄取量

Fig. 6　Normalized relative cellular uptake of CLEVs by 

C2C12 cells

不同小写字母表示各组之间存在显著差异（P<0.05）。

图 7　不同处理组对细胞中 MDA 浓度的影响

Fig. 7　Effects of different treatments on MDA concentration 

in C2C12 cells

不同小写字母表示各组之间存在显著差异（P<0.05）。

图 8　不同处理组对细胞中 SOD 活力的影响

Fig. 8　Effects of different treatments on SOD activity in 

C2C12 cells
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LA 与 Gly是反映细胞能量代谢状态与疲劳程

度的重要指标［30］。如图 10 所示，与正常组相比，

模型组 LA 浓度显著升高至（20.02±0.55） mmol/L，

而 Gly质量浓度降低至（7.23±0.52） ng/mL，提示细

胞糖酵解增强并伴随能量储备下降，呈现典型的

运动性疲劳样代谢特征。经 CLEVs干预后，LA 浓

度降至（12.95±0.27） mmol/L，Gly 质量浓度升至

（9.44±0.24） ng/mL。表明 CLEVs可在一定程度上

改善糖代谢紊乱并减少能量消耗，从而减轻与氧

化应激相关的疲劳样代谢特征。

LDH 和 CK 是反映细胞膜完整性及肌肉损伤

的重要指标，其释放水平可用于评价氧化应激诱

导的细胞膜通透性变化程度及细胞损伤程度［31］。

如图 11 所示，与正常组相比，模型组 LDH 和 CK

活力显著升高，分别达到（738.95±14.15） U/L 和

（1 029.12±33.89） U/L，表明 H2O2诱导的氧化应激

导致细胞膜损伤及肌肉中相关酶泄漏。CLEVs干

预后，LDH与 CK活力分别降至（585.20±11.93） U/L

和（605.45±11.67） U/L，表明其可有效减轻 H2O2诱

导的细胞膜通透性增加及相关酶泄漏，从而缓解

与氧化应激相关的疲劳样损伤。

综上，CLEVs可通过增强抗氧化防御、维持谷

胱甘肽稳态、改善能量代谢及保护细胞膜完整性

等多途径协同作用，缓解 H2O2诱导的 C2C12 细胞

氧化应激及运动性疲劳损伤，表明其在骨骼肌细

胞运动性疲劳干预中具有潜在应用价值。

2.5　运动性疲劳模型小鼠的体质量及脏器质量分析

体质量和内脏质量是衡量补充剂成分安全

性的重要指标。如图 12~13 所示，与 Con 组相比，

Mod 组、LD 组、MD 组、HD 组及 PD 组小鼠体质量

不同小写字母表示各组之间存在显著差异（P<0.05）。

图 9　不同处理组中 GSH、GSSG 质量摩尔浓度和 GSH/GSSG

对比

Fig. 9　Comparison of GSH and GSSG molal concentrations and 

GSH/GSSG ratios among different treatment groups

不同小写字母表示各组之间存在显著差异（P<0.05）。

图 10　不同处理组对 LA 浓度和 Gly质量浓度的影响

Fig. 10　Effects of different treatments on LA concentration 

and Gly mass concentration
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均无显著差异。各组小鼠主要脏器质量与 Con

组相比亦无显著差异。上述结果表明，CLEVs 干

预对小鼠生长发育未产生明显毒副作用。

2.6　运动性疲劳模型小鼠的负重游泳力竭时间分析

负重游泳力竭时间是评价机体运动耐力

及抗疲劳能力的重要指标［32］。如图 14 所示 ，

与 Mod 组相比，各 CLEVs 干预组及 PD 组小鼠的

负重游泳力竭时间均有所延长。其中，LD 组、

MD 组、HD 组和 PD 组的负重游泳力竭时间分

别 为（11.28±2.04）、（13.05±1.34）、（15.36±1.90）、

（13.69±2.37） min，较 Mod 组分别提高了 21.03%、

40.02%、64.81% 和 46.89%。随着 CLEVs剂量的增

加，负重游泳力竭时间呈递增趋势，其中 HD 组效

果最为显著，表明 CLEVs 能够有效提高小鼠运动

耐力，具有较好的抗运动性疲劳潜力。

2.7　CLEVs 对小鼠氧化应激及运动性疲劳相关指

标的影响

为进一步评价 CLEVs对小鼠运动性疲劳及氧

化应激状态的影响，检测了小鼠血清中 SOD 活力、

MDA浓度、LA浓度及CK活力。结果如图 15所示，

与 Con 组相比，Mod 组小鼠血清 SOD 活力显著下

降，为（95.34±9.19） U/mL。而 MDA 浓度、LA 浓度

及 CK 活 力 分 别 升 高 至（12.29±1.03） nmol/mL、

（10.83±1.25） mmol/L和（1 305.24±78.33） U/L，表明

持续运动负荷诱导了明显的氧化应激、疲劳积累及

肌肉损伤。CLEVs干预组的 SOD活力均呈不同程

度的升高，而 MDA浓度、LA浓度及 CK活力均明显

下降。其中，HD组改善效果最为显著，其 SOD活力

恢复至（169.55±10.01） U/mL，较Mod组提高 77.8%；

MDA 浓度降至（5.22±0.73） nmol/mL，较 Mod 组降低

57.5%；LA浓度降至（4.33±0.53） mmol/L，较 Mod组降

低 60.0%；CK活力降至（521.64±21.23） U/L，较 Mod

组降低 60.0%。上述结果表明，CLEVs能够有效提

高机体抗氧化防御能力，减轻运动诱导的氧化应激

和肌肉损伤，同时缓解乳酸积累等疲劳相关代谢异

常，从而改善机体运动性疲劳状态。

2.8　CLEVs对小鼠 Nrf2/Keap1信号通路的影响

剧烈运动会诱导 ROS的过量产生，导致氧化还

原失衡并加速疲劳的发生。Nrf2/Keap1信号通路是

调控内源性抗氧化防御的关键通路，其中 Nrf2可调

控HO-1、NQO1等下游抗氧化酶中相关基因的表达，

从而增强机体清除自由基的能力［33-34］。为探讨

CLEVs的抗运动性疲劳作用机制，检测了小鼠腓肠

肌中Nrf2/Keap1信号通路的相关基因表达水平。如

图 16 所示，与 Con 组相比，Mod 组小鼠腓肠肌中

Nrf2、HO-1、NQO1 基因的 mRNA 表达水平明显下

调 ，分 别 为 0.54±0.04、0.54±0.05、0.52±0.06，而

Keap1基因的 mRNA表达水平上调至 1.47±0.02，表

明运动负荷会诱导氧化应激并抑制内源性抗氧化防

不同小写字母表示各组之间存在显著差异（P<0.05）。

图 11　不同处理组对细胞 LDH 活力和 CK 活力的影响

Fig. 11　Effects of different treatments on LDH and CK 

activities in C2C12 cells

相同小写字母表示各组之间无显著差异（P>0.05）。

图 12　不同处理组中小鼠体质量对比

Fig. 12　Comparison of body mass of mice among different 

treatment groups 
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御系统发挥作用。经 CLEVs 干预后，各处理组中

Nrf2、HO-1 和 NQO1 基因的 mRNA 表达水平呈现

不同程度上调，而 Keap1基因的 mRNA表达水平下

降。其中，HD组变化最为明显，Nrf2、HO-1和NQO1

基因的 mRNA 表达水平分别恢复至 0.96±0.06、

0.90±0.06、0.93±0.08，Keap1基因的mRNA表达水平下

调至 1.04±0.05，接近 Con 组水平。上述结果表明，

CLEVs可能通过调控 Nrf2/Keap1信号通路激活内源

性抗氧化防御系统，从而缓解运动负荷诱导的氧化

应激损伤并参与运动性疲劳调控过程，但其具体分

子调控机制仍待深入阐明。

相同小写字母表示各组之间无显著差异（P>0.05）。

图 13　不同处理组中小鼠脏器质量对比

Fig. 13　Comparison of organ mass of mice among different treatment groups

不同小写字母表示各组之间存在显著差异（P<0.05）。

图 14　不同处理组中小鼠负重游泳力竭时间对比

Fig. 14　Comparison of different treatments on the load 

swimming time to exhaustion in mice
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不同小写字母表示各组之间存在显著差异（P<0.05）。

图 16　不同处理组小鼠腓肠肌中 Nrf2/Keap1信号通路的相关基因表达水平

Fig. 16　Expression levels of Nrf2/Keap1 signaling pathway-related genes in the gastrocnemius muscle of mice from different 

treatment groups

不同小写字母表示各组之间存在显著差异（P<0.05）。

图 15　不同处理组对小鼠血清中 SOD 活力、MDA 浓度、LA 浓度和 CK 活力的影响

Fig. 15　Effects of different treatments on serum SOD activity， MDA concentration， LA concentration， and CK activity in mice
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3　结论

作者以CLEVs为研究对象，系统评价了其理化

特性、抗氧化活性及抗运动性疲劳作用。通过超速

离心法成功分离获得形态完整、粒径分布均一的

CLEVs。CLEVs具有较强的体外抗氧化能力，当其

质量浓度为 80 μg/mL时，对 DPPH和 ABTS+自由基

清除率分别可达到（97.85±1.60）%、（96.35±1.10）%。

在细胞水平上，CLEVs 具有良好的生物相容性并

可被 C2C12 细胞有效摄取，能够显著缓解 H2O2诱

导的氧化应激损伤，表现为提高 SOD 活力、维持

GSH/GSSG 平衡、降低 MDA、LDH 水平和 CK 活

力，并改善 LA 积累及 Gly 损耗等疲劳相关代谢异

常。此外，CLEVs可显著提高小鼠运动耐力，其中

HD 组负重游泳力竭时间达到（15.36±1.90） min，

较模型组提高 64.81%，且效果优于 PD 组。同时，

各 CLEVs处理组均未对小鼠体质量及主要脏器质

量造成显著影响，表明其具有良好的生物安全性。

血清生化指标分析表明，CLEVs 能够提高 SOD 活

力，降低 MDA 浓度、LA 浓度及 CK 活力，从而缓解

运动诱导的氧化应激损伤、疲劳相关代谢异常及

肌肉损伤。此外，研究还表明，CLEVs干预后可显

著上调 Nrf2、HO-1 和 NQO1 表达，并下调 Keap1 表

达，从而增强机体抗氧化防御能力并减轻运动诱

导的氧化应激损伤。综上，CLEVs 在缓解氧化应

激损伤和改善运动性疲劳方面表现出良好的生物

活性，具有作为天然功能因子的开发潜力，为微藻

来源细胞外囊泡在运动营养和功能食品领域的应

用提供了理论依据。
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