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摘要: 在水中溶解氧一定的条件下, 将蝌蚪放入 50 mL密闭三角瓶内, 观察不同质量分数的牛磺酸、GABA以及水

体不同 pH值对蝌蚪耐缺氧能力的影响。结果显示, 质量分数为 0. 4% 的 GABA水溶液对蝌蚪耐缺氧能力有极显

著改善 (P < 0. 01) , 0. 3%的 GABA对蝌蚪耐缺氧能力有显著改善 (P < 0. 05)。0. 3%的牛磺酸对蝌蚪耐缺氧能力

有极显著改善 (P < 0. 01) , 0. 1%、0. 2%、0. 4%、0. 5%的牛磺酸对蝌蚪耐缺氧能力有显著改善 (P < 0. 05)。实验

证明, GABA、牛磺酸均可提高蝌蚪的耐缺氧能力。而 0. 2%的 B-丙氨酸可明显减弱牛磺酸的耐缺氧能力。 pH

值为 5. 4、8. 0时可极显著减弱蝌蚪的耐缺氧能力 (P < 0. 01), pH值为 712、7. 7时可显著减弱蝌蚪的耐缺氧能力

(P < 0. 05)。
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  C-氨基丁酸 ( C- am inobutyric ac id, GABA )、牛

磺酸 ( taurine, Tau)均属于非蛋白氨基酸,普遍存在

于动物体内。牛磺酸又称牛胆素, 化学名称为 2-

氨基乙磺酸 (其结构式为 H 2N - CH2 - CH2 -

SO3H ), 是正常存在于动物体内的含硫氨基酸, 有着

广泛的生理药理作用 (杨平伟和杨祖英, 1997), 其

分子量小,无抗原性,各种给药途径均易吸收。B-

丙氨酸 ( B- alan ine)是牛磺酸转运体 ( Tau transpor-t

er, Tau- T)的抑制剂,它与 Tau- T竞争性地结合,

从而抑制牛磺酸的转运,降低内源性牛磺酸的含量。

实验证明牛磺酸具有广泛的心肌保护作用, 如保护

缺氧缺血心肌、保护心肌细胞膜等 (丁力和万华印,

1995;林静和康毅, 1998)。现在人们已经普遍认为

牛磺酸是调节正常生理功能的重要物质。GABA的

结构式为 H2N - CH2 - ( CH 2 ) 2 - COOH, 由谷氨酸

在谷氨酸脱羧酶的催化下转化而成, 并与 GABAA、

GABAB、GABAC 受体结合后发挥作用 (林静和康毅,

1998)。研究表明, GABA作为中枢神经中一种重要

的抑制性神经递质起作用, 它是多种生理活动和病

理过程的重要影响因素, 是一种重要的抑制性保护

物质 (甘平等, 2004)。

在水产养殖中, 经常发生由于水中溶氧低于水

产动物呼吸需要的情况, 此时呼吸作用就会受到抑

制, 甚至窒息死亡。蝌蚪是变温动物,盛夏季节由于

水温升高,水中氧气的溶解度降低,同时高温还使血

红蛋白与氧的亲合力变小,双重因素导致蝌蚪缺氧,

影响其生存。另外,水体 pH值的改变也可能影响

蝌蚪的耐缺氧能力。近年来, 有学者以鲫、泥鳅、青

鱂等为研究对象,证明牛磺酸、GABA可以提其耐缺

氧能力 (邱小琮等, 2006; 魏智清等, 2006a; 魏智清,

2006b)。但牛磺酸、GABA以及水体 pH 值的改变

是否会影响两栖类动物的耐缺氧能力, 还缺少报道。

因而,本实验以蝌蚪对此进行研究和探讨。

1 材料和方法

1. 1 实验材料及药品
实验动物为花背蟾蜍 ( B ufo raddei )的蝌蚪

( tadpo les) ,采于宁夏银川市西夏区一水塘, 实验前

在室内用曝气处理自来水暂养 7 d,用煮熟的鸡蛋黄

喂养。选择大小一致、体重相近、游动正常的健康蝌

蚪进行实验。蝌蚪生活水体温度均为 ( 20. 0 ?
115) e 。牛磺酸 (批号 20021024)、B- 丙氨酸 (批

号 20020906)、GABA (批号 20040629)均为中国医

药集团上海化学试剂公司产品。

1. 2 实验方法

1. 2. 1 牛磺酸对蝌蚪耐缺氧能力的影响  用 50

mL三角瓶,对照组装满自来水, 实验组分别加入质

量分数为 0105%、0. 1%、0. 2%、0. 3%、0. 4%、

015%的牛磺酸,各组分别放入 5只蝌蚪。各三角瓶

分别用塑料膜封口,使瓶内不留气泡,然后倒置于盛

有水的盘子里,观察各瓶中蝌蚪的死亡时间,以探讨



牛磺酸对蝌蚪耐缺氧能力的影响。本实验重复 3

次。

将蝌蚪置于质量分数为 0. 2%的 B-丙氨酸自

来水溶液中处理 96 h以耗竭蝌蚪本身内源的牛磺

酸,对照组装满自来水并放入 5只未经处理的蝌蚪,

实验 1组装满自来水并放入 5只经 0. 2%的 B-丙

氨酸自来水溶液处理的蝌蚪, 实验 2组装满 0. 4%

的牛磺酸自来水溶液并放入 5只未经处理的蝌蚪,

实验 3组装满 0. 4%的牛磺酸自来水溶液并放入 5

只经 0. 2%的 B-丙氨酸自来水溶液处理的蝌蚪,进

行密闭缺氧实验,以探讨 B- 丙氨酸对蝌蚪耐缺氧

能力的影响。本实验重复 3次。

1. 2. 2 GABA对蝌蚪耐缺氧能力的影响  用 50

mL三角瓶,对照组装满自来水,实验组分别加入质

量分数为 0105%、0. 1%、0. 2%、0. 3%、0. 4%、

015%的 GABA, 各组分别放入 5只蝌蚪, 各三角瓶

分别用塑料膜封口,使瓶内不留气泡,然后倒置于盛

有水的盘子里,观察各瓶中蝌蚪的死亡时间,进行密

闭缺氧实验,以探讨 GABA对蝌蚪耐缺氧能力的影

响。本实验重复 3次。

1. 2. 3 pH 值对蝌蚪耐缺氧能力影响的实验  用

50 mL三角瓶, 对照组装满 pH值为 6. 7的自来水,

实验组分别加入用盐酸调配的 pH 值为 5. 4、5. 8、

612及用 N aOH调配的 pH值为 7. 2、7. 7、8. 0的自

来水溶液,各组三角瓶分别放入 5只蝌蚪,进行密闭

缺氧实验,以探讨水体不同 pH 值对蝌蚪耐缺氧能

力的影响。本实验重复 3次。

1. 3 数据处理

观察数据均以x ? s表示,组间差异采用方差分

析 LSD法。表 1~表 4中所列数据, 同一列数字右

侧小写字母相同者表示差异不显著 ( P > 0. 05) ,不

同者表示差异显著 (P < 0. 05) ; 同一列数字右侧大

写字母相同者表示差异不显著 (P > 0. 05) ,不同者

表示差异极显著 (P < 0. 01)。

2 结果

2. 1 实验观察
蝌蚪在密闭缺氧条件下,起初游动正常,随后渐

渐失去平衡,游动减缓,有的长时间停在水下, 偶尔

上下游动。一段时间后蝌蚪逐渐丧失游动能力,仅

有口、鳃不断开闭, 最后死亡。死亡时口和鳃盖张

开,部分个体蜷缩。

2. 2 牛磺酸对蝌蚪耐氧能力的影响

对体长 ( 2. 7 ? 0. 1) cm、体重 ( 0. 23 ? 0. 01) g的

蝌蚪进行牛磺酸耐氧能力的影响实验结果如表 1所

示。与对照组相比,不同质量分数的牛磺酸水溶液

均可延长蝌蚪平均存活时间, 0. 3%的牛磺酸水溶液

对蝌蚪耐缺氧能力有极显著影响 ( P < 0. 01 ),

011%、0. 2%、0. 4%、0. 5%的牛磺酸水溶液对蝌蚪

耐缺氧能力有显著影响 (P < 0. 05)。

表 1 牛磺酸对蝌蚪耐缺氧能力的影响

Tab. 1 The effect of taur ine on an ti- anoxia

ab ilities of tadpoles

组别

Group

生活水体

L iving

en vironm ent

平均存活

时间 /m in

A verage

alive t im e

差异显著性

S ign ificance

A= 0. 05 A= 0. 01

对照组 自来水 61. 0 ? 10. 0 b B

实验 1组 0. 05%牛磺酸 66. 8 ? 13. 2 ab AB

实验 2组 0. 1%牛磺酸 74. 4 ? 14. 4 a AB

实验 3组 0. 2%牛磺酸 75. 6 ? 15. 6 a AB

实验 4组 0. 3%牛磺酸 79. 6 ? 11. 6 a A

实验 5组 0. 4%牛磺酸 77. 8 ? 11. 8 a AB

实验 6组 0. 5%牛磺酸 76. 4 ? 16. 4 a AB

  蝌蚪体长 ( 2. 8 ? 0. 1) cm、体重 ( 0. 38 ? 0. 01) g,

经 012% B-丙氨酸溶液处理后,实验 1组蝌蚪耐缺

氧存活时间已低于未经处理的对照组 (P < 0. 01 ),

说明 B-丙氨酸已部分耗竭了蝌蚪的内源牛磺酸,

降低了其耐缺氧能力;而补充外源牛磺酸后,蝌蚪的

耐缺氧能力又得到了提高。结果见表 2。

表 2 0. 2%B-丙氨酸预处理及补充牛磺酸

对蝌蚪耐缺氧能力的影响

Tab. 2 The effec t of 0. 2%B- A lan ine pre treatm ent

and com plemen tary of taurine

on ant i- anoxia abilit ies of tadpoles

组别

Group

生活水体

L iving

en vironm ent

B-丙氨酸

预处理

B- A lan ine

pretreatm ent

平均存活

时间 /m in

A verage

alive t im e

差异显著性

S ign ificance

A= 0. 05 A= 0. 01

对照组 自来水 否 66. 4 ? 5. 6 b B

实验 1组 自来水 是 52. 6 ? 4. 4 c C

实验 2组 0. 4%牛磺酸 否 80. 2 ? 13. 8 a A

实验 3组 0. 4%牛磺酸 是 66. 0 ? 5. 0 bc BC

2. 3 GABA对蝌蚪耐缺氧能力的影响

蝌蚪体长 ( 3. 4 ? 0. 1) cm、体重 ( 0. 39 ? 0. 01) g。

与对照组相比,不同质量分数的 GABA水溶液均可

延长蝌蚪平均存活时间, 014% GABA溶液对蝌蚪

耐缺氧能力有极显著影响 ( P < 0. 01), 0. 3%的 GA-

BA水溶液对蝌蚪耐缺氧能力有显著影响 ( P <

0105)。结果如表 3所示。

2. 4 pH值对蝌蚪耐缺氧能力的影响

实验蝌蚪体长 ( 2. 7 ? 0. 1) cm、体重 ( 0. 23 ?
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0101) g。不同 pH值的水溶液对蝌蚪耐缺氧能力的

影响不同, pH 5. 4和 pH 8. 0的水溶液使蝌蚪平均

存活时间极显著缩短 (P < 0101) , pH 7. 2、pH 7. 7的

水溶液使蝌蚪平均存活时间显著缩短 (P < 0. 05)。

结果如表 4所示。

表 3 GABA对蝌蚪耐缺氧能力的影响

Tab. 3 The effec ts of GABA on an ti- anox ia

ab ilities of tadpo les

组别

G roup

生活水体

L iv ing

environm en t

平均存活

时间 /m in

Average

alive tim e

差异显著性

S ignif icance

A= 0. 05 A= 0. 01

对照组 自来水 55. 2 ? 8. 8 b B

实验 1组 0. 05% GABA 65. 2 ? 21. 8 ab AB

实验 2组 0. 1% GABA 65. 4 ? 13. 6 ab AB

实验 3组 0. 2% GABA 67. 8 ? 11. 2 ab AB

实验 4组 0. 3% GABA 69. 0 ? 10. 0 a AB

实验 5组 0. 4% GABA 73. 0 ? 11. 0 a A

实验 6组 0. 5% GABA 61. 4 ? 14. 6 ab AB

表 4 pH值对蝌蚪耐缺氧能力的影响

Tab. 4 The effec t of pH value on an ti- anox ia

ab ilities of tadpo les

组别

G roup

pH 值

pH valu e

平均存活

时间 /m in

Average

alive tim e

差异显著性

S ignif icance

A= 0. 05 A= 0. 01

对照组 6. 7 89. 2 ? 11. 8 a A

实验 1组 5. 4 71. 8 ? 5. 2 b B

实验 2组 5. 8 80. 2 ? 5. 8 ab AB

实验 3组 6. 2 85. 4 ? 9. 6 ab AB

实验 4组 7. 2 75. 2 ? 11. 2 b AB

实验 5组 7. 7 73. 2 ? 11. 8 b AB

实验 6组 8. 0 67. 8 ? 5. 2 b B

3 分析与讨论

脑、心肌缺氧时轻者发生细胞变性,严重者引起

细胞坏死,进而导致组织代谢紊乱,机体死亡。已有

报道 ( Gabriel E M et a,l 1998), 缺血期间及缺血后,

胞外抑制性氨基酸 GABA和牛磺酸是增加的。在

脑缺氧状态下,神经递质代谢紊乱是神经细胞功能

丧失乃至死亡的重要原因。近年来研究发现 (赵彤

等, 2003) ,缺氧后海马细胞外谷氨酸、GABA等神经

递质的浓度均急剧升高且维持在一定水平。其中,

兴奋性氨基酸的过量释放,将对细胞产生毒性作用,

这已被多数学者接受 (孙桂莲等, 1998)。本实验采

用密封瓶口的方法,三角瓶中水的溶氧量一定,且在

相同溶氧量的条件下,随着蝌蚪对氧的消耗, CO2会

从鳃排出,这样 CO 2分压升高和 pH值降低,加重缺

氧程度,造成蝌蚪最后麻痹呼吸中枢而死亡。缺氧

对呼吸中枢是直接抑制, 随着缺氧程度的加深而加

强, 直到呼吸停止。

3. 1 牛磺酸对蝌蚪耐缺氧能力的影响

本实验证明, 适当浓度的牛磺酸溶液增强蝌蚪

耐缺氧能力的效果相当明显, 尤其是 0. 3%的牛磺

酸水溶液对蝌蚪的耐缺氧能力有极显著改善。从目

前的资料分析,牛磺酸是维持细胞功能稳态的重要

物质,具有增强细胞对缺血、缺氧的耐受力, 防止多

种致病因素引起的细胞钙超载和脂质过氧化损伤的

作用。已有实验证明,牛磺酸是一种内源性细胞保

护剂,能保护血浆成分, 也是维持细胞功能的重要物

质, 具有调节细胞内渗透压、稳定细胞膜、维持钙离

子稳态和清除自由基等保护作用 (刘雪芬和莫志

贤, 1995), 此实验充分说明了牛磺酸对缺氧损伤同

时具有保护机制。在蝌蚪通过鳃上皮进入血液的

氧,大约 98%是以与血红蛋白结合的形式存在于红

细胞内,约 2%的氧以物理性溶解态存在于血浆中。

可见,加入牛磺酸能使蝌蚪血液中的红细胞膜稳定,

可能使血红蛋白含量增加,提高其对氧的运输能力,

或在氧分压下降时提高血红蛋白与氧的亲和力, 因

而对蝌蚪的呼吸有重要作用。但牛磺酸对蝌蚪耐缺

氧能力增强作用的机理还不太清楚, 还有待进一步

研究。

B-丙氨酸是牛磺酸转运体的抑制剂, 它与 Tau

- T竞争性地结合, 从而抑制牛磺酸的转运, 降低组

织牛磺酸的含量。本实验中, 经 B-丙氨酸处理后,

蝌蚪的耐缺氧能力有所减弱, 其中 0. 2% B- 丙氨酸

处理组影响显著 (P < 0. 05)。 B-丙氨酸作为牛磺

酸转运体的竞争性抑制剂, 使蝌蚪内源性牛磺酸下

降, 减弱了其耐缺氧能力,这说明内源性牛磺酸在蝌

蚪耐缺氧方面起着重要作用。

3. 2 GABA对蝌蚪耐缺氧能力的影响

GABA同样是一种抑制性氨基酸, 加入适量的

GABA也能增强蝌蚪的耐缺氧能力。实验结果显

示, 0. 4%的 GABA水溶液对蝌蚪的耐缺氧能力有极

显著改善。这说明了 GABA对缺氧损伤具有保护

作用。GABA是中枢神经系统内最重要的抑制性氨

基酸递质,具有突触后抑制作用, 可通过突触后膜超

极化,减少离子内流,降低细胞代谢及氧消耗量等机

制, 使突触后神经元处于保护性抑制状态。 GABA

通过存在于神经后膜的 GABAA、GABAB、GABAC 受

体与其它神经递质相互作用, 参与动物体内多种重

要的行为和生理反应的调节 (林静和康毅, 1998 )。

目前的大量研究已表明, GABAA受体介导的生物效
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应在脑缺血性损伤的保护作用中起着重大作用。

GABA可提高海马脑片耐缺氧能力 (赵彤等, 2003) ,

其机制可能与 GABA通过 GABAA受体提高氯离子

内流有关。GABA作为体内一种重要的抑制性氨基

酸,在脑缺血时, 其合成与释放均增加, 与兴奋性氨

基酸、自由基等毒性物质的含量增高有关, 通常认

为,抑制性氨基酸可通过多种途径对脑缺血组织起

到保护作用 ( Scha ller B & G rafR, 2002)。脑缺血缺

氧后, 针对兴奋性氨基酸的毒性作用,机体建立相应

的 /抑制性保护 0机制, 这一保护性机制的建立, 主

要是 GABA的作用。秦旺华等 ( 2004)研究了龟脑

的强抗氧化功能与龟类长寿的相关性问题, 认为龟

脑在缺氧条件下,可以抑制兴奋性神经递质的毒害

作用, 其机制之一是通过胞外的 GABA浓度的持续

升高和其受体密度的相应增加,抵抗活性氧基团的

生成, 并且免受其伤害。

3. 3 pH值对蝌蚪耐缺氧能力影响

pH值对水产动物也有较显著的影响。实验结

果显示, pH值 5. 4和 pH值 8. 0时,蝌蚪的存活时间

显著缩短。一方面, pH值的通过影响水中物质的存

在形式和迁移过程, 间接地影响水生动物, 如

NH4
+
、S2

-
、CN

-
、HCO3

-
等若转化为 NH3、H 2S、

HCN、CO2时,则增加了对水生动物的毒性;另一方

面, pH值直接危害或影响水生动物, 如酸性水可使

水生动物血液 pH值下降,导致载氧能力下降, 使血

中氧分压变小, 造成缺氧症, 同时 pH 值降低, 会刺

激蝌蚪体内释放大量兴奋性氨基酸 ( EAA ), 加重缺

氧程度,造成蝌蚪最后麻痹呼吸中枢而死亡 (李鹄

鸣和王菊凤, 1995)。如碱性过强则会腐蚀鳃组织。

蝌蚪生活的适宜 pH值为 6 ~ 7, 当 pH值高于或低

于这个范围时均会影响蝌蚪的正常生活。通过本实

验的研究,证实了 GABA、牛磺酸对蝌蚪耐缺氧能力

的改善有显著影响, 水体不同 pH值也影响蝌蚪的

耐缺氧能力。由此提示,可以通过饲喂含 GABA、牛

磺酸的饲料增加水产养殖动物体内的 GABA、牛磺

酸含量,使其顺利度过炎热的夏季以及其它缺氧时

期,减少经济损失。还可以通过喷洒石灰水等方法

调节水体 pH值, 以改善水生动物的耐缺氧能力。
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E ffects of Taurine, GABA and D ifferentW ater pH on the Anti- anoxia Abilities of Tadpoles
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Abstract: Under the condition of f ixed solute oxygen in wa ter, the e ffects of d ifferen t concentrations of taurine,

GABA and differentw ater pH on anti- anox ia of tadpo les in the obturating 50 mL - Erlenmeyer flasks w ere re-

searched. The resu lts show ed that 0. 4% water solution o fGABA exh ib ited a high ly significant improvement in the

ant i- anox ia ab ilities o f tadpoles (P < 0. 01) w h ile 0. 3% water solution ofGABA sign ificant ly improved the anti-

anox ia ab ilities of tadpoles (P < 0. 05) , 0. 3% water so lution of taurine ex treme ly significant ly improved the anti-

anox ia ab ilities of tadpo les (P < 0. 01) . 0. 1% , 0. 2%, 0. 4% and 0. 5% water so lution o f taurine sign if icantly

improved the anti- anox ia abilit ies o f tadpo les (P < 0. 05) . The test ind icated that GABA and taurine cou ld in-

crease the ant i- anox ia abilit ies of tadpo les, 0. 2% B- alan ine ( an inhib ito r of taur ine transporter) sign if icantly re-

duced the ant i- anox ia function of taurine, 5. 4 and 8. 0 pH value ex trem ely significan tly improved the anti- anox ia

ab ilities of tadpoles (P < 0. 01) , 7. 2 and 7. 7 pH value significant ly improved the anti- anox ia ab ilities o f tadpoles

(P < 0. 05).

Key words: GABA; taurine; pH va lue; tadpo les; anti- anox ia
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