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　　［摘要］　目的　研究一种提升大负荷运动耐力的复方营养制剂组方，并对其作用效果进行综合评
估。方法　Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ雄性小鼠６０只，按随机数字表法分为对照组（ＣＯＮ组）、低剂量复方营养制剂组
（ｌｏｗｄｏｓｅｎｕｔｒｉｔｉｏｎａｌｆｏｒｍｕｌａ，ＬＤＦ组）、中剂量复方营养制剂组（ｍｅｄｉｕｍｄｏｓｅｎｕｔｒｉｔｉｏｎａｌｆｏｒｍｕｌａ，ＭＤＦ组）
及高剂量复方营养制剂组（ｈｉｇｈｄｏｓｅｎｕｔｒｉｔｉｏｎａｌｆｏｒｍｕｌａ，ＨＤＦ组），每组１５只。各组给予复方营养制剂
干预２周，并分别在第１周和第２周进行适应性训练和大负荷运动。检测小鼠力竭运动时间、骨骼肌抗
氧化指标（ＳＯＤ、ＭＤＡ、ＰＣ、ＧＳＨ）、疲劳相关指标（血清ＵＲＥＡ、ＬＤＨ、ＬＡ）、肌糖原及血清运动损伤相关指
标（ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＣＫ、ＣＫＭＢ）水平，按照相关评价标准进行综合评估。结果　ＬＤＦ组、ＭＤＦ组和ＨＤＦ组较
ＣＯＮ组跑步力竭时间显著延长（Ｐ＜０．０５），其中 ＨＤＦ组提升幅度最大（Ｐ＜０．０５）；与 ＣＯＮ组相比，不同
剂量复方营养制剂组小鼠骨骼肌 ＳＯＤ、ＧＳＨ活性显著上升（Ｐ＜０．０５），骨骼肌 ＭＤＡ、ＰＣ水平显著下降
（Ｐ＜０．０５）；骨骼ＰＡＳ染色提示，ＭＤＦ组、ＨＤＦ组较 ＣＯＮ组糖原含量显著提升（Ｐ＜０．０５），其中 ＨＤＦ组
提升幅度最大（Ｐ＜０．０５）；血清生化指标提示，与 ＣＯＮ相比，不同剂量复方营养制剂组 ＬＤＨ、ＬＡ、ＡＬＴ、
ＡＳＴ、ＣＫ、ＣＫＭＢ水平均显著下降（Ｐ＜０．０５）。结论　该复方营养制剂干预可以明显提升小鼠大负荷运
动耐力和骨骼肌抗氧化能力，并具有抗疲劳和损伤保护作用，可推荐用于大负荷耐力训练体能保障。
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　　大负荷运动是指持续时间较长的高强度运动。
《“健康中国 ２０３０”规划纲要》指出［１］，要广泛开展全

民健身运动。随着人民健康意识增强，运动健身人群

规模不断增大，特别是马拉松、长距离自行车、长距离

游泳、滑雪等大负荷运动人群明显增加。为提升运动

效果，减少运动损伤，营养保障非常重要，其中运动营

养食品是该类运动健身人群的必然选择［２］。运动营

养食品种类繁多，主要包含补充能量类、控制能量类、

补充蛋白质类、速度力量类、耐力类、运动后恢复类。

研究显示，导致大负荷运动耐力下降的主要原因包括

骨骼肌氧化应激、代谢紊乱及运动损伤等［３］。国内外

研究发现，一些特殊营养素、营养因子或植物活性成分

可能发挥抗氧化、抗疲劳、损伤修复等作用，进而增强

骨骼肌耐力。同时，单一营养物质对于提升运动耐力

的作用具有局限性，而将多种营养物质按照一定科学

配比进行联合干预，通过协同作用可能发挥更优效果。

本课题组基于前期研究，参照《食品安全国家标准运

动营养食品通则》（ＧＢ２４１５４２０１５）［４］，试制了一种新
型复方营养制剂，拟根据《保健食品功能检验与评价

方法》（２０２３年版）进行提升运动耐力效果的综合评
价［５］，并阐明相关作用机制，为开展大负荷运动营养

保障提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　主要试剂
　　牡蛎肽购自中食都庆生物技术有限公司，牛磺酸
购自碧云天生物技术公司，左旋肉碱购自上海麦克林

生化科技股份有限公司，肌酸、辅酶 Ｑ１０购自上海旭
硕生物科技有限公司，吡啶甲酸铬购自上海迈瑞尔生

化科技有限公司，Ｌ精氨酸及ＳＯＤ、ＭＤＡ、ＰＣ、ＧＳＨ、ＬＡ
检测试剂盒均购自北京索莱宝科技有限公司。

１．２　复方营养剂组成及制备
　　根据前期研究，该复方营养制剂包含牡蛎肽、牛磺
酸、肌酸、Ｌ精氨酸、左旋肉碱、辅酶Ｑ１０、吡啶甲酸铬。以
６０ｋｇ定义一名自然人的体质量，将人群实验每人每日所
需单一营养素换算成每人每日每千克体质量所需剂量，

以其１０倍剂量作为动物实验的低剂量（１６７５ｍｇ／ｋｇ），
２０倍剂量作为动物实验的中剂量（３３５０ｍｇ／ｋｇ），３０倍
作为动物实验的高剂量（５０２５ｍｇ／ｋｇ）。根据动物实
验每天所需剂量对营养素进行称取，并将７种营养素
进行混合配制于蒸馏水中，超声震荡混匀制成悬浊液，

现用现配。

１．３　实验动物
　　６～８周龄雄性 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠 ６０只，体质量
（１９．４０±０．６５）ｇ，购于莱比特实验动物中心（合格证
号：ＳＣＸ２０１９０００４），并于陆军军医大学 ＳＰＦ级实验
动物中心饲养，１２ｈ／１２ｈ昼夜明暗交替，室内环境温
度（２２±１）℃，室内环境湿度为（５５±５）％。各组小鼠自
由进食和饮水，保持小鼠笼内清洁卫生。实验程序遵

循陆军军医大学学术研究伦理审查委员会小鼠护理和

使用指导原则并获得批准（ＡＭＵＷＥＣ２０２２８０２６）。
１．４　实验分组与干预
　　Ｃ５７雄性小鼠 ６０只，按随机数字表法分成 ４组
（ｎ＝１５），即对照组（ＣＯＮ组）、低剂量复方营养制剂组
（ｌｏｗｄｏｓｅｎｕｔｒｉｔｉｏｎａｌｆｏｒｍｕｌａ，ＬＤＦ组）、中剂量复方营
养制剂组（ｍｅｄｉｕｍｄｏｓｅｎｕｔｒｉｔｉｏｎａｌｆｏｒｍｕｌａ，ＭＤＦ组）、
高剂量复方营养制剂组（ｈｉｇｈｄｏｓｅｎｕｔｒｉｔｉｏｎａｌｆｏｒｍｕｌａ，
ＨＤＦ组）。实验周期为 ２周，实验方法见图 １。第 １
周，ＬＤＦ组、ＭＤＦ组和ＨＤＦ组分别给予相应的复方营
养制剂干预（表 １），ＣＯＮ组给予同等体积生理盐水，
各组分别于每日早上８：００灌胃，１ｈ后进行适应性训
练。跑台训练参数为：坡度 １０°，运动速度 １５ｍ／ｍｉｎ，
每次运动时间 １０ｍｉｎ。第 ２周，各组营养干预同第
１周（表 １），灌胃 １ｈ后进行大负荷运动，相当于
７０％～８０％的 ＶＯ２Ｍａｘ。跑台训练参数为：坡度 １０°，以
１５ｍ／ｍｉｎ的速度开始运动 １０ｍｉｎ，随后以 １ｍ／ｍｉｎ２

加速到２５ｍ／ｍｉｎ后保持不变，每次运动时间１ｈ。干
预至最后１ｄ（即大负荷运动的第 ７天），各组按随机
数字表法选取１０只小鼠在运动至第３小时处死取材，
各组其余小鼠继续运动至力竭，记录力竭运动时

间［６－９］。动物跑步采用动物跑步机（ＳＡ１０１Ｂ，江苏赛
昂斯公司）。力竭判断标准为：维持运动负荷直至动
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物无法坚持，腹卧位贴于跑道上并滞留于跑道后 １／３
处３次及以上，表现为呼吸急深、幅度大、垂头，刺激无
反应。每２天记录各组小鼠的体质量和摄食量，观察
小鼠的活动状态。

图１　动物运动和复方营养制剂干预的实验方法

１．５　提升运动耐力的评价方法
　　参照《保健食品功能检验与评价方法》（２０２３年
版）中的“抗氧化能力”和“抗疲劳能力”检测指标和判

断标准，对该复方营养制剂是否具有提升运动耐力作

用进行功效评价（表１）。

表１　抗氧化、抗疲劳动物实验检测指标及判定标准

评价项目 检测指标 判断标准

抗氧化能力

抗氧化酶、脂质氧化产物、

蛋白质氧化产物、抗氧化

物质

四项指标中三项阳性，可

判定该受试样品具有抗氧

化作用

抗疲劳能力
负重游泳实验、血乳酸、血

清尿素、肝糖原或肌糖原

负重游泳实验结果阳性，血

乳酸、血清尿素、肝糖原／肌
糖原三项指标中任二项指

标阳性，可判定该受试样品

具有缓解体力疲劳作用

参照《保健食品功能检验与评价方法》（２０２３年版）［５］

１．６　动物样本收集
　　大负荷运动３ｈ后，将小鼠麻醉，摘取眼球取血。
收集血液后，室温静置２ｈ，于４℃以６０００×ｇ的转速
离心５ｍｉｎ，得到血清，保存于－８０℃。接着颈椎脱位
法处死小鼠，分离得到双侧比目鱼肌和腓肠肌。同时，

迅速将骨骼肌组织顺肌丝方向剪取适当大小，置于

４％多聚甲醛溶液中，以备后续实验使用。
１．７　血清生化指标检测
　　采用全自动生化分析仪（日立 ３１１０，上海日立诊
断产品有限公司）检测血清中的生化指标，包括谷丙

转氨酶（ＡＬＴ）、谷草转氨酶（ＡＳＴ）、尿素氮（ＵＲＥＡ）、
肌酸激酶（ＣＫ）、肌酸激酶同工酶（ＣＫＭＢ）、乳酸脱氢
酶（ＬＤＨ）。
１．８　骨骼肌糖原过碘酸雪夫氏染色（Ｓｃｈｉｆｆｐｅｒｉｏｄｉｃ

ａｃｉｄｓｈｉｆｆ，ＰＡＳ）
　　小鼠处死后，将右侧腓肠肌修剪成１ｍｍ×１ｍｍ×
１ｍｍ组织块，放置于 ４％多聚甲醛溶液中，脱水透明
处理后进行包埋。然后将包埋过的蜡块切成３μｍ薄
片后烘干。最后将切片依次置于高碘酸、雪弗、苏木精

中染色，再冲洗脱水透明后，使用中性树胶封片。使用

光学显微镜观察组织切片，保存图像。用ＩｍａｇｅＪ软件
测量各组图像累计光密度（ＩＯＤ），ＩＯＤ值除以目标分
布区域的面积，得到平均光密度（ＡＯＤ），用 ＡＯＤ值进
行统计分析。

１．９　骨骼肌抗氧化与血清疲劳相关指标检测
　　采用试剂盒检测小鼠骨骼肌的抗氧化指标，包括
超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、丙二醛（ＭＤＡ）、蛋白质羰基
（ｐｒｏｔｅｉｎｃａｒｂｏｎｙｌ，ＰＣ）、还原性谷胱甘肽（ＧＳＨ）及血清
疲劳指标乳酸（ｌａｃｔｉｃａｃｉｄ，ＬＡ）。
１．１０　统计学分析
　　通过ＳＰＳＳ２６．０软件对数据进行统计分析，计量资
料以 珋ｘ±ｓ表示，各组间比较采用单因素方差分析，两组
间比较采用ＬＳＤ法检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　复方营养制剂干预对大负荷运动小鼠摄食量和
体质量的影响

　　首先观察不同剂量复方营养制剂干预对小鼠摄食
量和体质量的影响。如图２所示，实验周期内不同剂
量复方营养制剂干预组小鼠摄食量与 ＣＯＮ组相比无
明显改变，不同剂量复方营养制剂干预组间也无显著

差异。不同剂量复方营养制剂干预组小鼠体质量与

ＣＯＮ组相比无明显改变，不同剂量复方营养制剂干预
组间也无显著差异。结果提示，不同剂量的复方营养

制剂对小鼠的摄食量和体质量均无明显影响。
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图２　复方营养制剂干预对小鼠摄食量和体质量的影响
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２．２　复方营养制剂干预对大负荷运动小鼠力竭时间
的影响

　　为评估各组小鼠运动耐力，于实验最后 １ｄ进行
力竭运动，比较各组小鼠的跑步力竭时间。如图３所
示，ＬＤＦ组小鼠跑步力竭时间较 ＣＯＮ组延长１９．２６％
（Ｐ＜０．０５）；ＭＤＦ组小鼠跑步力竭时间较 ＣＯＮ组延长
３４．９６％（Ｐ＜０．０５）；ＨＤＦ组小鼠跑步力竭时间较 ＣＯＮ
组延长４１．３４％（Ｐ＜０．０５）。不同剂量复方营养制剂组
间进行比较发现，ＨＤＦ组小鼠跑步力竭时间较ＬＤＦ组
延长１８．５１％（Ｐ＜０．０５），ＭＤＦ组小鼠跑步力竭时间与
ＬＤＦ、ＨＤＦ组无统计学差异。上述结果提示，复方营养
制剂干预可明显提升小鼠运动耐力，且高剂量组效果

最明显。
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图３　复方营养制剂干预对大负荷运动小鼠力竭时间的影响

２．３　复方营养制剂干预对大负荷运动小鼠骨骼肌氧
化应激的影响

　　大负荷运动后，对各组小鼠腓肠肌的 ＳＯＤ、ＭＤＡ、
ＰＣ、ＧＳＨ氧化应激指标进行检测。结果显示，ＬＤＦ组、
ＭＤＦ组、ＨＤＦ组小鼠骨骼肌 ＳＯＤ活性较 ＣＯＮ组相比
均显著增加（Ｐ＜０．０５），但不同剂量复方营养制剂干预
组间无显著差异（图４Ａ）。ＬＤＦ组、ＭＤＦ组、ＨＤＦ组小
鼠骨骼肌ＭＤＡ含量较 ＣＯＮ组相比均显著降低（Ｐ＜
０．０５），但不同剂量复方营养制剂干预组间无显著差
异（图４Ｂ）。ＬＤＦ组、ＭＤＦ组、ＨＤＦ组小鼠骨骼肌 ＰＣ
含量较 ＣＯＮ组相比均显著降低（Ｐ＜０．０５，图 ４Ｃ），不
同剂量复方营养制剂组间进行比较发现，ＨＤＦ组小鼠

骨骼肌ＰＣ含量低于ＬＤＦ组（Ｐ＜０．０５），ＬＤＦ组和ＭＤＦ
组、ＭＤＦ组和 ＨＤＦ组间无显著差异（图 ４Ｃ）。ＬＤＦ
组、ＭＤＦ组、ＨＤＦ组小鼠骨骼肌 ＧＳＨ含量较 ＣＯＮ组
相比均显著增加（Ｐ＜０．０５，图４Ｄ），不同剂量复方营养
制剂组间进行比较发现，ＨＤＦ组小鼠骨骼肌ＧＳＨ含量
高于ＭＤＦ组、ＬＤＦ组（Ｐ＜０．０５），ＭＤＦ组和 ＬＤＦ组间
无显著差异（图４Ｄ）。综上，根据《保健食品功能检验
与评价方法》关于有助于抗氧化的动物实验评价方法

和判断标准，该复方营养制剂干预可明显提升小鼠大

负荷运动下骨骼肌的抗氧化能力，且高剂量组效果最

明显。

２．４　复方营养制剂干预对大负荷运动小鼠疲劳状况
的影响

２．４．１　复方营养制剂干预对大负荷运动小鼠血清疲
劳相关指标的影响　　通过检测血清疲劳相关指标，
评估各组小鼠疲劳状态和复方营养制剂的抗疲劳能

力。结果显示，大负荷运动后，通过检测血清疲劳指标

水平，评估各组小鼠疲劳状态和抗疲劳能力。ＨＤＦ组
小鼠血清 ＵＲＥＡ含量较 ＣＯＮ组显著增加（Ｐ＜０．０５），
而ＬＤＦ组、ＭＤＦ组与 ＣＯＮ组比较均无显著差异（图
５Ａ），可能与高剂量复方营养制剂组的牡蛎肽摄入量
过高有关。ＬＤＦ组、ＭＤＦ组、ＨＤＦ组小鼠血清 ＬＤＨ水
平较ＣＯＮ组相比均显著降低（Ｐ＜０．０５），但不同剂量
的复方营养制剂组间无显著差异（图 ５Ｂ）。ＬＤＦ组、
ＭＤＦ组、ＨＤＦ组小鼠血清ＬＡ水平较ＣＯＮ组相比均显
著降低（Ｐ＜０．０５，图５Ｃ），不同剂量复方营养制剂组间
进行比较发现，ＨＤＦ组小鼠血清 ＬＡ含量低于 ＬＤＦ组
（Ｐ＜０．０５），ＬＤＦ组和 ＭＤＦ组、ＭＤＦ组和 ＨＤＦ组间无
显著差异（图５Ｃ）。
２．４．２　复方营养制剂干预对大负荷运动小鼠骨骼肌
糖原含量的影响　　通过检测小鼠腓肠肌糖原含量水
平，评估各组小鼠疲劳状态和抗疲劳能力。如图６所
示，ＭＤＦ组、ＨＤＦ组小鼠肌糖原 ＡＯＤ与 ＣＯＮ组相比
均显著增高（Ｐ＜０．０５）。不同剂量复方营养制剂组间
进行比较发现，ＨＤＦ组小鼠肌糖原含量高于 ＭＤＦ组、
ＬＤＦ组（Ｐ＜０．０５）。
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图６　复方营养制剂干预对大负荷运动小鼠骨骼肌糖原含量的影响

　　根据小鼠血清 ＵＲＥＡ、ＬＤＨ、ＬＡ和骨骼肌 ＰＡＳ检
测结果和《保健食品功能检验与评价方法》关于有助

于缓解体力疲劳的动物实验评价方法和判断标准，该

复方营养制剂干预可明显缓解小鼠大负荷运动下的疲

劳水平，且高剂量组效果最明显。

２．５　复方营养制剂对大负荷小鼠运动损伤的影响
　　通过检测血清中运动损伤相关指标，评估复方营
养制剂的运动损伤保护作用。如图 ７所示，ＬＤＦ组、
ＭＤＦ组、ＨＤＦ组小鼠大负荷运动后血清ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＣＫ、

ＣＫＭＢ的含量较ＣＯＮ组均显著降低（Ｐ＜０．０５），但不同
剂量的复方营养制剂组间无显著差异。结果提示，复方

营养制剂干预可降低大负荷运动小鼠的运动损伤。

３　讨论

　　人体在大负荷运动过程中，出现能量和营养物质
耗竭、水盐代谢紊乱、氧化应激等，这是导致疲劳、作业

能力降低和诱发训练伤害的重要原因［１０］。体能包括耐

力、力量、速度、爆发力、柔韧、平衡、灵敏等诸多构成要
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图７　复方营养制剂对大负荷运动小鼠运动损伤相关指标的影响
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素，其中耐力素质（包括心肺耐力、骨骼肌耐力等）是

体能的重要基础，在大负荷运动中具有重要作用［１１］。

本课题组前期通过文献调研并结合实验室研究，遴选

出多种能够增强体能的营养成分，如牡蛎肽、牛磺酸、

Ｌ精氨酸等。研究表明，牡蛎肽作为一种食源性生物
活性肽，来源广泛、食用安全、易消化吸收，具有抗氧

化、缓解疲劳等多种功能。牛磺酸、左旋肉碱可以发挥

抗疲劳、增强运动功能的作用［１２－１３］；肌酸可以提升肌

肉力量，增强爆发力［１４］；Ｌ精氨酸可以扩张血管，增加
血流量［１５］；辅酶 Ｑ１０可以增强线粒体呼吸，保护心
脏［１６］；铬剂可以降血糖，调节糖代谢［１７］。根据《食品

安全国家标准运动营养食品通则》（ＧＢ２４１５４）营养成
分的推荐使用剂量［４］，确定了各营养成分的配比，研

发出一款可能提升体能的复方营养制剂，结合《保健

食品功能检验与评价方法》（２０２３年版）中规定的动物
实验分组及干预剂量标准［５］，确定动物实验干预剂量

按人体推荐剂量的１０、２０、３０倍作为低、中、高复方营
养制剂组，国家或国际相关标准中对大负荷运动耐力

提升干预物没有统一的“金标准”，选择合适的阳性对

照比较困难，本研究只是对不同剂量复方营养制剂组

进行比较，重在评价该营养配方的效能和适宜用量。

运动模型及干预时间参考本课题组前期的研究内容。

　　为评估该营养组方对体能提升的作用，根据相关
国家标准，开展功效评估。力竭实验研究结果表明，复

方营养制剂干预可明显提升小鼠在大负荷运动下的耐

力，ＬＤＦ组、ＭＤＦ组、ＨＤＦ组小鼠跑步力竭时间较
ＣＯＮ组分别延长１９．２６％、３４．９６％、４１．３４％。为评估
该复方营养制剂的抗氧化活性，我们对大负荷运动小

鼠腓肠肌的抗氧化指标进行了检测［１８－２１］。研究结果

表明，该营养复方制剂干预组小鼠大负荷运动后骨骼

肌中 ＧＳＨ、ＳＯＤ的水平均明显升高，ＭＤＡ、ＰＣ的水平
均明显下降，其中高剂量组的作用效果最明显。根据

《保健食品功能检验与评价方法》（２０２３年版）中关于
有助于抗氧化的评价方法［５］，抗氧化酶、脂质氧化产

物、蛋白质氧化产物、抗氧化物质四项指标中三项阳

性，可判定该受试样品具有抗氧化作用，可以明确本复

方营养制剂具有抗氧化活性。为评估该营养组方抗疲

劳活性，本研究对大负荷运动后小鼠血清和腓肠肌的

抗疲劳指标进行了检测［２２－２４］。研究结果表明，复方营

养制剂干预组小鼠大负荷运动后血清中 ＬＤＨ、ＬＡ的
水平明显降低，肌糖原的含量明显提升，其中高剂量组

的作用最明显，此外ＨＤＦ组小鼠血清ＵＲＥＡ水平高于
ＣＯＮ组，可能与高剂量组的牡蛎肽摄入量过高有关。
参考《保健食品功能检验与评价方法》（２０２３年版）关
于有助于缓解体力疲劳的评价方法［５］，负重游泳实验

结果阳性，血乳酸、血清尿素、肝糖原或肌糖原三项指

标中任二项指标阳性，可判定该受试样品具有缓解体

力疲劳作用，可以明确该复方营养制剂具有抗疲劳活

性。此外，本研究观察了复方营养制剂对大负荷小鼠

血清生化指标的影响［２５－２８］，结果显示，复方营养制剂

干预组小鼠大负荷运动后血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＣＫ、ＣＫＭＢ
的含量均明显降低，明确复方营养制剂干预可以减少

大负荷小鼠的运动损伤及改善肝脏、骨骼肌、心肌等重

要组织器官功能。

　　综上，本研究通过动物实验并结合相关国家标准，
研究推出了一种提升人体大负荷运动耐力的复方营养

制剂，此复方营养剂可能通过抗氧化、抗疲劳以及损伤

防护途径提升小鼠大负荷运动耐力，预期能够提升大

负荷运动训练效果，增强损伤防护，为开展大负荷运动

营养保障提供科学依据。
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