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投喂高脂饲料后草鱼主要生化指标和乙酰辅酶 A
羧化酶 1 mRNA 表达的变化

汪开毓 苗常鸿 黄锦炉 王 均 连 海 吴春艳 牟巧凤 付 希
( 四川农业大学鱼病研究中心，四川农业大学动物疫病与人类健康四川省重点实验室，雅安 625014)

摘 要: 为了研究草鱼肝脏对高脂饲料的代谢调控机理，试验研究了连续 12 周投喂含 8． 1% 脂

肪的饲料对草鱼血清生化指标、肝胰脏生化指标及乙酰辅酶 A 羧化酶 1 ( ACC1 ) mRNA 表达的

影响。将 120 尾平均体重为( 15． 0 ± 2． 4 ) g 的健康草鱼随机为高脂组和基础组，分别投喂含

8． 1% 脂肪的高脂饲料和 4． 6% 脂肪的基础饲料，并在试验的第 4、8、12 周检测草鱼血清中甘油

三酯( TG ) 、总胆固醇( CHO ) 含量及谷丙转氨酶( ALT ) 、谷草转氨酶( AST ) 活性以及肝胰脏中

丙二醛( MDA ) 含量和超氧化物歧化酶( SOD ) 、过氧化氢酶( CAT ) 活性。在试验第 12 周，制作

病理切片观察肝胰脏组织形态，并应用半定量反转录聚合酶链式反应( RT-PCR) 检测肝胰脏

ACC1 mRNA 的相对表达量。结果表明: 试验期间，高脂组草鱼肝细胞出现损伤，并随投喂时间

的延长而加重; 高脂组草鱼血清中 AST、ALT 活性及 TG、CHO 含量以及肝胰脏中 MDA 含量均

随投喂时间的延长而显著或极显著上升( P ＜ 0． 05 或 P ＜ 0． 01 ) ，而肝胰脏中 SOD 和 CAT 活性

则随投喂时间的延长而显著或极显著下降( P ＜ 0． 05 或 P ＜ 0． 01 ) 。在试验第 12 周，高脂组草

鱼血清中 AST、ALT 活性及 TG、CHO 含量以及肝胰脏中 MDA 含量均显著或极显著高于基础组

( P ＜ 0． 05 或 P ＜ 0． 01) ，而肝胰脏中 SOD 和 CAT 活性则显著或极显著低于基础组( P ＜ 0． 05 或

P ＜ 0． 01) ; 与基础组相比，高脂组草鱼肝胰脏 ACC1 mRNA 相对表达量极显著升高( P ＜ 0． 01 ) 。
由此得出，高脂饲料的连续投喂升高了草鱼的血脂水平，并使草鱼肝胰脏出现损伤，其作用机制

可能与高脂饲料降低草鱼抗氧化能力以及促进肝脏脂肪合成有关。
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根据水产行业标准 SC /T 1024—2002《草鱼配

合饲料》，草鱼饲料中粗脂肪含量不应小于 4%。
但是，草鱼是一种对脂肪需求量较低的植食性鱼

类［1 － 2］。有研究表 明，当 给 草 鱼 投 喂 脂 肪 含 量 为

8% 的饲料 8 周后，草鱼则出现采食量下降、生长

发育受阻以及血脂升高的现象［3 － 4］。草鱼长期摄

入高脂饲料后可导致肝脏脂肪代谢机能紊乱，其

病理上可表现为肝脏脂肪异常沉积或肝组织不同

程度的损伤［5 － 6］。然而，草鱼长期摄入高脂饲料后

引发其肝脏脂肪代谢异常的作用机制仍不清楚。

作为体内脂肪合成的关键酶之一，乙酰辅酶

A 羧化酶 1 ( ACC1 ) 参与了长链脂肪酸从头合成的

第 1 步反应，其活性高低可直接影响肝脏对脂肪

的合成速度，对调控肝组织的脂肪代谢活动具有

重要作用［7 － 8］。因此，研究和分析摄入高脂饲料后

草鱼的血清生化指标、肝胰脏生化指标以及 ACC1
mRNA 相对表达量的变化，有助于阐明草鱼脂肪

代谢的变化机制。本试验通过连续 12 周投喂草

鱼高脂饲料，以研究高脂饲料对草鱼主要生化指

标和 ACC1 mRNA 表达的影响，旨在探索草鱼对
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过量脂肪的代谢调控机理，为系统阐明草鱼营养

代谢性肝病的发病机制提供科学依据。

1 材料与方法
1． 1 试验材料

草鱼: 购自成都市邛崃水产养殖场。鱼油: 购

自青岛永丰生物科技有限公司。大豆油: 购自益

海嘉里食品营销有限公司。
1． 2 试验设计与饲料配制

试验设基础组和高脂组 2 组，每组设 3 个重

复，每个重复 20 尾鱼。基础组投喂含 4． 6% 脂肪

的基础饲料，高脂组投喂含 8． 1% 脂肪的高脂饲

料。试验饲料组成及营养水平见表 1，饲料中的脂

肪 比 例 设 计 参 考 Du 等［4］ 的 报 道 以 及 SC /T
1024—2002《草鱼配合饲料》，其他营养物质的配

比参考 NRC ( 1993 ) 鲤鱼的营养需求。
1． 3 饲养管理

健 康 草 鱼 共 120 尾，平 均 体 重 为 ( 15． 0 ±
2． 4 ) g，雌雄 随 机，购 回 后 用 氯 化 钠 溶 液 浸 泡 消

毒，分组后以重复为单位驯养在 80 cm × 75 cm ×
60 cm 的水族箱中，养殖水质符合 GB 11607—89
《渔业水质标准》。驯养期间各组均按草鱼体重的

1% ～ 2% 投 喂 基 础 饲 料，每 天 在 09 : 00、12 : 00、
18 : 00各投喂 1 次，每 2 天换水 1 次，水源为经曝气

后的自来水，换水量为原来水量的 1 /4 ～ 1 /3，换水

的同时抽去残饵和粪便。经 2 周驯养后，随机抽

取 6 条草鱼，剖解，观察无异常后开始正式试验，

正式试验时试验鱼饲喂对应饲料，均按饱食量投

喂，试验期为 12 周。
1． 4 样本采集与生长相关指标的测定

试验开始前草鱼禁食 1 d，从 2 组中各抽取 6
尾草鱼，称重后剥离肝胰脏，称量肝胰脏重量并记

录。分别在正 式 试 验 开 始 后 的 第 4、8、12 周 对 2
组草鱼随机采样，采样前草鱼禁食 1 d，每组各取 6
尾，称重、尾静脉采血后剖解并剥离肝胰脏，将肝

胰脏称重，记录，计算肝体指数。
肝体指数 = 100 × 肝胰脏重 /鱼体重。

1． 5 血清相关指标的测定

将采集的血液样本在室温下静置 30 min，转

入 4 ℃冰箱放置 3 h 后 4 000 r /min 离心 10 min，

抽取上层血清，同组血清合并为 1 份，4 ℃ 存放，用

于甘油三酯( TG ) 、总胆固醇( CHO ) 含量以及谷丙

转氨酶( ALT ) 、谷草转氨酶( AST ) 活性的检测，上

述指标检测所用试剂盒均购自南京建成生物工程

研究所。

表 1 试验饲料组成及营养水平( 干物质基础)

Table 1 Composition and nutrient levels of
experimental diets ( DM basis) %

项目
Items

基础饲料
Basal diet

高脂饲料
High-fat diet

原料 Ingredients
酪蛋白 Casein 20． 0 20． 0
明胶 Gelatin 5． 0 5． 0
鱼粉 Fish meal 15． 0 15． 0
微晶纤维素
Microcrystalline cellulose

6． 0 6． 0

面粉 Flour 19． 9 16． 4
α － 淀粉 α-starch 25． 0 25． 0
鱼油 Fish oil 2． 8 5． 0
大豆油 Soybean oil 1． 8 3． 1
维生素预混料 Vitamin premix1) 1． 0 1． 0
矿物质预混料 Mineral premix2) 1． 0 1． 0
磷酸二氢钙 Ca( H2PO4 ) 2 2． 0 2． 0
氯化胆碱 Choline chloride 0． 5 0． 5
合计 Total 100． 0 100． 0
营养水平 Nutrient levels3)

粗蛋白质 CP 30． 5 30． 5
粗脂肪 EE 4． 6 8． 1
有效磷 AP 0． 6 0． 6
赖氨酸 Lys 2． 3 2． 3
蛋氨酸 Met 0． 8 0． 8

1) 每千克维生素预混料含 Contained the follow ing per
kg of the vitamin premix : VA 醋 酸 酯 retinyl acetate
( 500 000 IU /g ) 0． 80 g，VD3 ( 500 000 IU /g ) 0． 48 g，DL －
α － 生育酚醋酸酯 DL-α-tacopherol acetate ( 50% ) 20． 00 g，
VK3 ( 23% ) 0． 22 g，VB12 ( 1% ) 0． 1 g，D － 生物素 D-biotin
( 2% ) 5． 00 g，叶酸 folic acid ( 96% ) 0． 52 g，盐酸硫胺素
thiamine hydrochloride ( 90% ) 0． 13 g，VC 醋酸酯 acetic es-
ter ( 93% ) 7． 16 g，烟酸 nicotinic acid ( 99% ) 2． 58 g，肌醇
inositol ( 99% ) 52． 33 g，D － 泛酸钙 D-calcium pantothenate
( 98% ) 3． 07 g，核黄素 riboflavin ( 80% ) 0． 99 g，吡哆醇
pyridoxol ( 81% ) 0． 75 g，玉米淀粉 corn starch 905． 87 g。

2) 每千克矿物质预混料含 Contained the follow ing per
kg of the mineral premix : FeSO4 · 7H2O ( 19． 7% Fe )
76． 14 g，CuSO4·5H2O ( 25． 00% Cu) 1． 20 g，ZnSO4·7H2O
( 22． 5% Zn ) 13． 33 g，MnSO4 · H2O ( 31． 8% Mn )
4． 09 g，KI ( 3． 8% I) 2． 89 g，NaSeO3 ( 1% Se) 5． 00 g，玉
米淀粉 corn starch 897． 35 g。

3) 计算值 Calculated values。

1． 6 肝胰脏相关指标的测定

分别从基础组和高脂组中各取 6 尾鱼，将同
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组鱼的肝胰脏合并，取其中 0． 2 g，按试剂盒说明

制备 10% 的组织匀浆，用于肝胰脏丙二醛( MDA )

含量以及超氧化物歧化酶 ( SOD ) 和过 氧 化 氢 酶

( CAT ) 活性的检测，上述指标检测所用试剂盒均

购自南京建成生物工程研究所。试验第 12 周，各

组取部分肝胰脏 － 80 ℃ 冻存，用于半定量反转录

聚合酶链式反应( RT-PCR) 检测 ACC1 mRNA 的

相对表 达 量。剩 余 的 肝 胰 脏 用 福 尔 马 林 溶 液 固

定，制作病理切片后进行苏木精 － 伊红( HE) 染色

和苏丹Ⅲ +Ⅳ染色，显微镜下观察肝组织形态。
1． 7 肝胰脏 ACC1 mRNA 表达的半定量检测

1． 7． 1 引物设计

使 用 Primer 5． 0 和 Oligo 7． 0 软 件 设 计

RT-PCR引物( 表 2 ) ，引物序列参考 GenBank 公布

的草 鱼 ACC1 基 因 序 列 ( 登 录 号: HM142590 ) 和

β － 肌 动 蛋 白 ( β-actin ) 基 因 序 列 ( 登 录 号:

DQ211096 ) 进行设计，引物由上海生工公司合成。

表 2 RT-PCR 引物序列

Table 2 Primer sequences for RT-PCR

基因
Genes

引物
Primer( 5'—3' )

退火温度
Annealing temperature /℃

产物长度
Length of product /bp

乙酰辅酶 A 羧化酶 1 ACC1
F: AACGAGGCAGAACGATTG
R: GCGGAGTTTCCACAGACG

55． 3 192

β － 肌动蛋白 β-actin
F: TCTGCTATGTGGCTCTTGACT

R: TACCGCAAGACTCCATACCCAA
59． 4 174

1． 7． 2 总 RNA 的提取和 cDNA 第 1 链的合成

采用 Trizol 试剂( TakaRa 公司) ，提取第 12 周

基础组和高脂组的草鱼肝胰脏总 RNA，1% 琼脂糖

凝胶电泳分析总 RNA 提取效果，紫外分光光度计

测定吸光度( OD ) 值，计算 RNA 浓度以确定上样

量。以提取的总 RNA 为模板，37 ℃ 15 min，85 ℃
5 s 反转录合成 cDNA。上述 2 组的 cDNA 样品保

存在 － 20 ℃冰箱，供 RT-PCR 使用。
1． 7． 3 RT-PCR 和产物半定量分析

以 1． 7． 2 合成的 cDNA 为模板，RT-PCR 扩增

ACC1 基因片段序列。反应体系共 50 μL。ACC1
和 β-actin 基因的反应条件为: 94 ℃ 预变性 5 min;

94 ℃变性 30 s，退火温度 55． 3 ℃ ( β-actin 基因为

59． 4 ℃ ) 30 s，72 ℃延伸 1 min，共 30 个循环; 最后

72 ℃延伸 5 min。扩增产物经 2% 的琼脂糖凝胶

电泳分析，核酸染料( golden view ) 染色，用 Quanti-
ty One 462 软件分析条带丰度，计算 ACC1 mRNA
的相对表达量。
ACC1 mRNA 的相对表达量 = ACC1 表达丰度 /

β-actin 表达丰度。
1． 8 统计分析

所得数据采用 SPSS 16． 0 软件进行统计学处

理，高脂组和基础组数据进行组间差异 t 检验，同

组 3 个取 样 时 间 的 数 据 进 行 单 因 素 方 差 分 析 和

Duncan 氏法多重比较，结果用平均值 ± 标准差表

示，P ＜ 0． 05 表示差异显著，P ＜ 0． 01 表示差异极

显著。

2 结 果
2． 1 草鱼肝胰脏组织形态学观察

试验期间，基础组草鱼肝细胞排列整齐，细胞

界限清晰，细胞内有少量脂滴( 图 1 － a、图 1 － b) 。
与基础组相比，高脂组草鱼第 4 周时肝细胞肿胀，

部分肝细胞脂滴增多( 图 1 － c、图 1 － d) ; 第 8 周

时肝细胞进一步肿胀，肝索排列紊乱，肝细胞内空

泡体积增大，部分肝细胞核染色质浓缩、边移，肝

细胞内脂滴进一步增多，并相互融合( 图1 － e、图

1 － f ) ; 第 12 周时脂肪变性进一步加重，肝细胞轮

廓不清，部分肝细胞坏死( 图 1 － g、图1 － h) 。
2． 2 草鱼生长情况

由表 3 可知，试验初始阶段，高脂组和基础组

草鱼体重差异不显著( P ＞ 0． 05 ) 。试验第 4 周时，

高脂组草鱼体重达 35． 12 g，较基础组显著升高了

9． 2% ( P ＜ 0． 05 ) ; 试验第 8 周时，高脂组和基础组

草鱼体重差异不显著( P ＞ 0． 05 ) ; 试验第 12 周时，

高脂组草鱼体重为 98． 62 g，较基础组显著降低了

11． 4% ( P ＜ 0． 05 ) 。
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a: 基础组，肝细胞和胰腺腺泡形态完整，排列整齐( HE 染色) ; b: 基础组，肝细胞红染脂滴体积较小( 苏丹Ⅲ +Ⅳ染

色) ; c: 高脂组第 4 周时，肝细胞肿胀，胞浆内出现较多脂质空泡( →) ( HE 染色) ; d: 高脂组第 4 周时，肝细胞内红染脂滴增

多( →) ( 苏丹Ⅲ +Ⅳ染色) ; e: 高脂组第 8 周时，肝细胞肿胀，脂质空泡增大( →) ( HE 染色) ; f : 高脂组第 8 周时，红染脂滴

继续增多( →) ( 苏丹Ⅲ +Ⅳ染色) ; g : 高脂组第 12 周时，肝细胞脂肪变性更趋严重，脂质空泡增大( →) ( HE 染色) ; h: 高脂

组第 12 周时，红染脂滴进一步增多，体积增大( →) ( 苏丹Ⅲ +Ⅳ染色) 。
a: basal group，both hepatocytes and pancreatic alveolus were clear and arranged well ( HE staining ) ; b: basal group，a lit-

tle small size red lipid droplets in hepatocytes ( Sudan Ⅲ +Ⅳ staining ) ; c: high-fat group，hepatocytes swelling，and more lipid
vacuoles in the cytoplasm ( →) ( week 4，HE staining ) ; d: high-fat group，the number of red lipid droplets increased ( → )

( week 4，Sudan Ⅲ +Ⅳ staining ) ; e: high-fat group，hepatocytes swelling，and the volume of lipid vacuoles increased ( →)

( week 8，HE staining ) ; f : high-fat group，lipid droplets further developed ( →) ( week 8，Sudan Ⅲ +Ⅳ staining ) ; g : high-fat
group，hepatocyte steatosis was more serious，and the volume of lipid droplets increased ( →) ( week 12，HE staining ) ; h: high-
fat group，both the number and the volume of red lipid droplets further increased ( →) ( week 12，Sudan Ⅲ +Ⅳ staining ) ．

图 1 12 周内草鱼肝胰脏组织形态学观察

Fig． 1 Histomorphology observation on hepatopancreas of grass carp w ithin 12 weeks ( 400 × )
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试验初始阶段，高脂组和基础组草鱼肝体指

数差异不显著( P ＞ 0． 05 ) 。试验第 4 周时，高脂组

草鱼肝体指数为 2． 51，较基础组显著升高了9． 1%
( P ＜ 0． 05 ) ; 试验第 8 周时，高脂组草鱼肝体指数

达 2． 23，但与基础组差异不显著( P ＞ 0． 05 ) ; 试验

第 12 周时，高脂组草鱼肝体指数为 2． 00，较基础

组显著降低了 13． 5% ( P ＜ 0． 05 ) 。

表 3 12 周内草鱼生长情况

Table 3 Grow th condition of grass carp w ithin 12 weeks

时间点 Time points 组别 Groups 体重 Body weight 肝体指数 Hepatosomatic index

初始 Initiate
基础组 Basal group 15． 23 ± 1． 05 2． 10 ± 0． 20

高脂组 High-fat group 15． 16 ± 0． 57 2． 16 ± 0． 09

第 4 周 Week 4
基础组 Basal group 32． 16 ± 2． 62* 2． 30 ± 0． 15*

高脂组 High-fat group 35． 12 ± 1． 47* 2． 51 ± 0． 11*

第 8 周 Week 8
基础组 Basal group 70． 93 ± 5． 50 2． 11 ± 0． 34

高脂组 High-fat group 71． 76 ± 2． 49 2． 23 ± 0． 10

第 12 周 Week 12
基础组 Basal group 109． 14 ± 7． 82* 2． 27 ± 0． 26*

高脂组 High-fat group 98． 62 ± 5． 57* 2． 00 ± 0． 11*

高脂组数据肩标＊＊表示与同一时间点基础组相比差异极显著( P ＜ 0． 01) ，* 表示与同一时间点基础组相比差异显著
( P ＜ 0． 05) 。下表同。

Values in the high-fat group w ith ＊＊ superscript mean significant difference compared w ith the basal group at the same time
point ( P ＜ 0． 01) ，and w ith * superscript mean significant difference compared w ith the basal group at the same time point ( P ＜
0． 05) ． The same as below ．

2． 3 草鱼血清生化指标的变化

投喂高脂饲料后，草鱼血清 TG、CHO 含量均

在试验第 4 周有不同程度地上升，并在试验期间

保持着上升的趋势。由表 4 可知，试验第 4 周时，

高脂组血清 TG 含量达 2． 12 mmol /L，较基础组显

著升高了 89． 0% ( P ＜ 0． 05 ) 。试验第 8、12 周的

检测结果显示，高脂组血清 TG 含量分别达 2． 57
和 2． 71 mmol /L，较 基 础 组 分 别 显 著 升 高 了

70． 2% 和 99． 2% ( P ＜ 0． 05 ) 。试验期间高脂组草

鱼血清 TG 含量随投喂时间的延长逐渐上升，且第

4 周 与 第 12 周 之 间 差 异 达 到 显 著 水 平 ( P ＜
0． 05 ) 。试验第 4 周时，高脂组血清 CHO 含量已

达 5． 56 mmol /L，较基础组极显著升高了 78． 0%
( P ＜ 0． 01 ) ; 试验第 8 周时，高脂组血清 CHO 含量

达 5． 96 mmol /L，较基础组极显著升高了 81． 7%
( P ＜ 0． 01 ) ; 试 验 第 12 周 时，高 脂 组 草 鱼 血 清

CHO 含量高达 6． 66 mmol /L，较基础组极显著升

高了 100． 6% ( P ＜ 0． 01 ) 。试验期间高脂组草鱼

血清 CHO 含量随投喂时间的延长逐渐上升，且 3
个时间点间差异达到显著或极显著水平( P ＜ 0． 05
或 P ＜ 0． 01 ) ，试验第 8 周时较前 1 次测定结果显

著升高了 7． 2% ( P ＜ 0． 05 ) ，第 12 周时较前 1 次

测定结果极显著升高了 11． 7% ( P ＜ 0． 01 ) 。

与基础组相比，高脂组草鱼血清 AST 和 ALT
活性同样在试验第 4 周有不同程度地上升，并在

试验期间保持上升趋势。试验第 4 周时，高脂组

草 鱼 血 清 ALT 和 AST 活 性 分 别 为 8． 57 和

12． 23 U /L，较基础组分别极显著升 高 了 85． 5%
和 188． 4% ( P ＜ 0． 01 ) ; 试验第 8 周时，高脂组草

鱼 血 清 ALT 和 AST 活 性 分 别 为 14． 69 和

24． 07 U /L，均极显著高于基础组 3 倍以上( P ＜
0． 01 ) ; 试验第 12 周时，高脂组草鱼血清 ALT 和

AST 活性达 66． 43 和 100． 31 U /L，均极显著高于

基础组 14 倍以上( P ＜ 0． 01 ) 。与血清 CHO 上升

趋势类似，草鱼血清 ALT 和 AST 活性均随高脂饲

料投喂时间的延长而上升，且 3 个时间点之间差

异达到极显著水平( P ＜ 0． 01 ) 。
2． 4 草鱼肝胰脏生化指标的变化

由表 5 可知，试验第 4 周时，高脂组草鱼肝胰

脏 MDA 含量达 3． 14 nmol /mg，较基础组显著升

高了 102． 5% ( P ＜ 0． 05 ) ; 试验第 8 周时，高脂组

草鱼肝胰脏 MDA 含量达 7． 61 nmol /mg，约为基

础组的 5 倍( P ＜ 0． 01 ) ; 试验第 12 周时，高脂组草

鱼肝胰脏 MDA 含量为 8． 22 nmol /mg，较基础组

极显著升高了 230． 1% ( P ＜ 0． 01 ) 。试验期间草

鱼肝胰脏 MDA 含量随高脂饲料投喂时间的延长
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而持 续 上 升，3 个 时 间 点 之 间 差 异 达 到 极 显 著 ( P ＜ 0． 01 ) 。

表 4 12 周内草鱼血清生化指标的变化

Table 4 Changes in serum biochemical indices of grass carp w ithin 12 weeks

时间点
Time points

组别
Groups

甘油三酯
TG / ( mmol /L )

总胆固醇
CHO / ( mmol /L )

谷丙转氨酶
ALT / ( U /L )

谷草转氨酶
AST / ( U /L )

第 4 周 基础组 Basal group 1． 12 ± 0． 12 3． 12 ± 0． 09 4． 62 ± 0． 17 4． 24 ± 0． 07
Week 4 高脂组 High-fat group 2． 12 ± 0． 14b* 5． 56 ± 0． 14Bc＊＊ 8． 57 ± 0． 56C＊＊ 12． 23 ± 0． 32C＊＊

第 8 周 基础组 Basal group 1． 51 ± 0． 08 3． 28 ± 0． 06 4． 46 ± 0． 34 4． 39 ± 0． 59
Week 8 高脂组 High-fat group 2． 57 ± 0． 21ab* 5． 96 ± 0． 02Bb＊＊ 14． 69 ± 1． 10B＊＊ 24． 07 ± 0． 71B＊＊

第 12 周 基础组 Basal group 1． 36 ± 0． 25 3． 32 ± 0． 01 4． 52 ± 0． 03 4． 15 ± 0． 33
Week 12 高脂组 High-fat group 2． 71 ± 0． 07a* 6． 66 ± 0． 18Aa＊＊ 66． 43 ± 2． 54A＊＊ 100． 31 ± 2． 46A＊＊

同列数据肩标不同大写字母表示不同时间点的高脂组之间差异极显著( P ＜ 0． 01) ，不同小写字母表示不同时间点的高
脂组之间差异显著( P ＜ 0． 05) 。下表同。

In the same column，values w ith different capital letter superscripts mean extremely significant difference among high-fat
groups of different time points ( P ＜ 0． 01) ，and w ith different small letter superscripts mean significant difference among high-fat
groups of different time points ( P ＜ 0． 05) ． The same as below ．

投喂高脂饲料后，草鱼肝胰脏 SOD 活性在试

验第 4 周达到峰值，之后表现出下降的趋势。试

验 第 4 周 时，高 脂 组 草 鱼 肝 胰 脏 SOD 活 性 为

208． 00 U /mg，较基础组显著升高了 16． 3% ( P ＜
0． 05 ) ; 试验第 8 周时，高脂组草鱼肝胰脏 SOD 活

性降至 152． 56 U /mg，与高脂组第 4 周的测定结

果比较下降了 36． 3% ( P ＜ 0． 01 ) ，并显著低于同

期基础组( P ＜ 0． 05 ) ; 试验第 12 周时，高脂组草鱼

肝胰脏 SOD 活性为 156． 22 U /mg，与高脂组第 8
周的测定结果比较略有上升( 上升了 2． 4% ) ( P ＞
0． 05 ) ，仍显著低于同期基础组( P ＜ 0． 05 ) 。

与 SOD 活性相似，高脂组草鱼肝胰脏 CAT 活

性在试验第 4 周达到峰值，之后表现出下降的趋

势。试验第 4 周 时，高 脂 组 肝 胰 脏 CAT 活 性 达

625． 47 U /g，约 为 基 础 组 的 30 倍，差 异 极 显 著

( P ＜ 0． 01 ) 。试验第 8 周和第 12 周的检测结果显

示高脂组草鱼肝胰脏 CAT 活性分别为 619． 39 和

290． 43 U /g，均极显著高于同期基础组 14 倍以上

( P ＜ 0． 01 ) 。试验期间草鱼肝胰脏 CAT 活性随着

高脂饲料投喂时间的延长而下降，试验第 12 周时

的检 测 结 果 与 第 8 周 时 相 比 极 显 著 降 低 了

113． 2% ( P ＜ 0． 01 ) 。

表 5 12 周内草鱼肝胰脏生化指标的变化

Table 5 Changes in hepatopancreas biochemical indices of grass carp w ithin 12 weeks

时间点
Time points

组别
Groups

丙二醛
MDA / ( nmol /mg )

超氧化物歧化酶
SOD / ( U /mg )

过氧化氢酶
CAT / ( U /g )

第 4 周 基础组 Basal group 1． 55 ± 0． 51 172． 88 ± 3． 63 18． 02 ± 1． 88
Week 4 高脂组 High-fat group 3． 14 ± 0． 01C* 208． 00 ± 8． 69Aa* 625． 47 ± 4． 27Aa＊＊

第 8 周 基础组 Basal group 1． 57 ± 0． 10 172． 68 ± 0． 79 20． 96 ± 3． 69
Week 8 高脂组 High-fat group 7． 61 ± 0． 07B＊＊ 152． 56 ± 9． 94Bb* 619． 39 ± 7． 14Aa＊＊

第 12 周 基础组 Basal group 2． 49 ± 0． 01 187． 72 ± 10． 75 19． 69 ± 0． 32
Week 12 高脂组 High-fat group 8． 22 ± 0． 12A＊＊ 156． 22 ± 0． 35Bb* 290． 43 ± 0． 41Bb＊＊

2． 5 草鱼肝胰脏 ACC1 mRNA 表达的变化

2% 琼脂糖凝胶电泳结果显示，RT-PCR 产物

大 小在150 bp以上，胶回收测序结果证实该产物

是目的基因的扩增片段( 图 2 ) 。经计算，高脂组

草鱼肝胰脏 ACC1 mRNA 的相对表达量为 1． 11，

较基础组极显著升高了 33． 7% ( P ＜ 0． 01，图 3 ) 。
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M : DNA 分子质量标准; 1: 基础组; 2: 基础组; 3: 高脂

组; 4: 高脂组。
M : DNA molecular marker; 1: basal group; 2: basal

group; 3: high-fat group; 4: high-fat group．

图 2 RT-PCR 产物电泳图谱

Fig． 2 Electrophoretogram of the RT-PCR products

高脂组数据肩标＊＊表示与基础组相比差异极显著

( P ＜ 0． 01) 。
Values in the high-fat group w ith ＊＊ superscript mean

significant difference compared w ith the basal group ( P ＜
0． 01) ．

图 3 第 12 周草鱼肝胰脏 ACC1 mRNA 的相对表达量

Fig． 3 Relative expression of ACC1 mRNA of
grass carp on the week 12

3 讨 论
3． 1 草鱼高脂摄入与肝组织损伤

鱼类血清中 TG 和 CHO 主要源于肝脏的合

成，血清中这 2 项指标的变化可在一定程度上反

映肝脏对脂肪的代谢情况［9］。本试验中，基础组

草 鱼 血 清 TG 和 CHO 含 量 分 别 为 1． 33 和

3． 24 mmol /L，而高脂组草鱼血清 TG 和 CHO 含

量均随着投喂时间的延长而升高，试验第 4 周、第

8 周和第 12 周时这 2 项指标均显著或极显著高于

基础组。有研究表明，饲料中的脂肪能被鱼类代

谢为游离脂肪酸并被肝脏摄取［10］。Du 等［5 － 6］研

究发现，幼龄草鱼摄入高脂饲料 6 周后血浆 TG 和

CHO 含量升高，并出现了类似哺乳动物高脂血症

的症状。本试验中草鱼摄入高脂饲料后，同样出

现了血清 TG 和 CHO 含量持续升高的趋势，这说

明投喂 12 周含 8． 1% 脂肪的高脂饲料使草鱼摄入

的游离脂肪酸过多，并进一步使肝脏合成的 TG 和

CHO 过量。这些过量的 TG 和 CHO 被转运出肝

脏，使草鱼表现为血脂水平上升。
AST 和 ALT 是存在于肝细胞胞浆内的 2 种

重要转氨酶，当肝细胞发生损伤或坏死时这 2 种

转氨酶释放入血液，因此血清中 ALT 和 AST 活性

的异 常 升 高 常 提 示 着 肝 脏 已 发 生 损 伤 或 炎

症［11 － 12］。在本试验 中，从 第 4 周 开 始，高 脂 组 草

鱼血清 ALT 和 AST 活性均极显著高于同期基础

组。试验期间高脂组草鱼血清 AST、ALT 活性与

饲料投喂时间呈正相关关系。肝胰脏组织学观察

结果进一步证实，过量的脂肪摄入使草鱼肝细胞

在试验第 4 周发生损伤，且在 12 周内使肝细胞损

伤加重。
3． 2 草鱼高脂摄入与肝胰脏脂质过氧化反应

MDA 是脂质过氧化反应产生的最终产物，可

在一定程度上反映机体的过氧化程度［11］。脂肪酸

在氧化过程中可产生多种氧化应激诱导物，如活

性氧( ROS ) 和自由基，它们既可以直接引起肝细

胞损害，又可以通过攻击生物膜中的多不饱和脂

肪酸，使肝脏发生氧化应激并最终产生 MDA［13］。
在本试验中，高脂组草鱼肝胰脏 MDA 含量在试验

第 4 周已显著高于基础组，且 MDA 含量与饲料投

喂时间呈正相关关系。这说明，连续投喂高脂饲

料加速了草鱼肝脏对脂肪酸的氧化，此期间不断

产生的氧化应激诱导物使 MDA 持续生成。
SOD 和 CAT 都是动物机体重要的抗氧化酶，

它们可以清除 ROS 和自由基，保护机体不受损伤，

但过量的 ROS 和自由基可以抑制抗氧化酶的活

性，使肝脏出现低抗氧化水平［14 － 15］。这在本试验

高脂组草鱼上也有体现: 试验第 4 周，草鱼肝胰脏

中 SOD 和 CAT 活性分别达到了同期基础组的 2
和 35 倍; 第 8 周时，高脂组这 2 种抗氧化酶的活性

开始下降; 到第 12 周时，这 2 种抗氧化酶活性均极

显著低于第 4 周的检测结果。结合高脂组草鱼试

验期间肝胰脏中 MDA 含量持续升高的结果，可以

推断在高脂饲料投喂前 4 周，草鱼尚能通过不断

提高肝胰脏中 SOD、CAT 的活性来清除机体产生

的氧化应激诱导物，但过量的诱导物可能在第 4
周后超过了草鱼机体自身的清除能力，并开始抑
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制机体抗氧化酶的活性。
3． 3 草鱼高脂摄入后 ACC1 mRNA 表达的变化

ACC1 是肝脏内脂肪酸合成反应的限速酶，其

活性的大小可以在一定程度上反映动物对脂肪的

合成速率［8］。ACC1 mRNA 的表达量受到食物、激
素和其他一 些 生 理 因 子 的 影 响［16］。已 有 研 究 证

实，哺乳动物进食高脂饲料后 ACC1 mRNA 的表

达量增加，而处于饥饿状态时 ACC1 mRNA 的表

达受到抑制［17］。而在鱼类上，对 ACC1 mRNA 表

达量的研究较少。Matsumoto 等［18］利用高脂饲料

建立 8 周龄青鳉鱼的非酒精性脂肪肝模型，8 周后

发现试验鱼肝胰脏 ACC1 mRNA 表达量增加。而

Kuwashiro 等［19］在相同试验管理条件下从另一批

8 周龄青鳉鱼上却发现试验鱼进食同种高脂饲料

8 周后肝胰脏 ACC1 mRNA 表达量下降。本试验

半定量 RT-PCR 分析结果显示，投喂高脂饲料 12
周后草鱼肝胰脏 ACC1 mRNA 相对表达量增加，

极显著高于基础组，与 Matsumoto 等［18］的研究结

果相符，由此推断投喂 12 周的含 8． 1% 脂肪的高

脂饲料使草鱼肝胰脏 ACC1 活性上升，加快了草

鱼体内脂肪酸在肝脏中从头合成的速度。通过对

比 Matsumoto 等［18］和 Kuwashiro 等［19］的试验可以

发现，鱼类 ACC1 mRNA 表达量的变化除受高脂

饲料影响外，还与试验动物的体质、体内脂肪酸合

成和氧化的相互作用有关。本试验仅选取了草鱼

体内脂肪酸长链合成中的 1 个限速基因作为研究

对象，在后续的试验中还可以将更多参与脂肪酸

代谢的相关基因纳入研究范围，结合病理形态学

的观察和相关生化指标的检测，更全面地研究草

鱼对过量脂肪酸的代谢模式。

4 结 论
高脂 饲 料 的 连 续 投 喂 升 高 了 草 鱼 的 血 脂 水

平，并使草鱼肝胰脏出现损伤，其作用机制可能与

高脂饲料降低草鱼抗氧化能力以及促进肝脏脂肪

合成有关。
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Changes in Main Biochemical Indices and Acetyl-CoA Carboxylase 1 mRNA
Expression of Crass Carp Fed a High-Fat Diet
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WU Chunyan MOU Qiaofeng FU Xi

( Fisheries Disease Research Center，Key Laboratory of Animal Disease and Human Health of Sichuan Province，

Sichuan Agricultural University，Ya’an 625014，China)

Abstract: The effects of consecutive feeding 8． 1% fat diet for 12 weeks on serum biochemical indices，hepa-
topancreas biochemical indices and acetyl-CoA carboxylase 1 ( ACC1 ) mRNA expression of grass carp were
investigated to study the metabolic regulation mechanism of grass carp liver on high-fat diet． A total of 120
grass carp w ith an average body weight of ( 15． 0 ± 2． 4 ) g were randomly divided into high-fat group and basal
group，and the fish in those 2 groups were fed the diets containing 8． 1% ( high-fat diet) and 4． 6% fat ( basal
diet) ，respectively． The contents of triglyceride ( TG ) and total cholesterol ( CHO ) and the activities of ala-
nine aminotransferase ( AST ) and aspartate aminotransferase ( ALT ) in serum，and the content of malondial-
dehyde ( MDA ) and the activities of superoxide dismutase ( SOD ) and catalase ( CAT ) in hepatopancreas
were determined on the 4th，8th and 12th weeks，respectively． On the 12th week，the tissue morphology of
hepatopancreas was observed by making pathological sections，and the relative expression of ACC1 mRNA in
hepatopancreas was analyzed by semi-quantitative RT-PCR． The results showed as follows: in the experimental
period，the hepatocytes of grass carp of high-fat group appeared injuries，and the injuries were more and more
serious w ith increasing the feeding time; the contents of TG and CHO and the activities of AST and ALT in se-
rum and the content of MDA in hepatopancreas of high-fat group were significantly increased ( P ＜ 0． 05 or
P ＜ 0． 01 ) ，while the activities of SOD and CAT in hepatopancreas of high-fat group were significantly de-
creased w ith increasing the feeding time ( P ＜ 0． 05 or P ＜ 0． 01 ) ． On the 12th week，the contents of TG and
CHO and the activities of AST and ALT in serum and the content of MDA in hepatopancreas of high-fat group
were significantly higher than those of basal group ( P ＜ 0． 05 or P ＜ 0． 01 ) ，whereas the activities of SOD and
CAT in hepatopancreas of high-fat group were significantly lower than those of basal group ( P ＜ 0． 05 or P ＜
0． 01 ) ． Compared w ith the basal group，the relative expression of ACC1 mRNA of high-fat group was signifi-
cantly increased on the 12th week ( P ＜ 0． 01 ) ． The results indicate that consecutive feeding high-fat diet can
increase the blood fat level and damage the hepatopancreas of grass carp，and its mechanism may be related to
the high-fat diet decreasing antioxidant ability and increasing liver fat synthesis of grass carp． ［Chinese Jour-
nal of Animal Nutrition，2012，24 ( 12 ) : 2375-2383］

Key words: grass carp; high-fat diet; biochemical indices; ACC1 mRNA ; semi-quantitative RT-PCR
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