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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（ＲＴＰＣＲ）检测肝胰脏
ＡＣＣ１ｍＲＮＡ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 ＡＣＣ１ｍＲＮＡ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／Ｔ１０２４—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 ＡＣＣ１ｍＲＮＡ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８０ｃｍ×７５ｃｍ×
６０ｃｍ的水族箱中，养殖水质符合 ＧＢ１１６０７—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１ｄ，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１ｄ，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 ３０ｍｉｎ，转
入４℃冰箱放置３ｈ后４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，
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）
Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎａｎｄｎｕｔｒｉｅｎｔｌｅｖｅｌｓｏｆ

ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｄｉｅｔｓ（ＤＭｂａｓｉｓ） ％

项目

Ｉｔｅｍｓ
基础饲料

Ｂａｓａｌｄｉｅｔ
高脂饲料

Ｈｉｇｈｆａｔｄｉｅｔ

原料 Ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ
酪蛋白 Ｃａｓｅｉｎ ２０．０ ２０．０
明胶 Ｇｅｌａｔｉｎ ５．０ ５．０
鱼粉 Ｆｉｓｈｍｅａｌ １５．０ １５．０
微晶纤维素

Ｍｉｃｒｏｃｒｙｓｔａｌｌｉｎｅｃｅｌｌｕｌｏｓｅ
６．０ ６．０

面粉 Ｆｌｏｕｒ １９．９ １６．４
α－淀粉 αｓｔａｒｃｈ ２５．０ ２５．０
鱼油 Ｆｉｓｈｏｉｌ ２．８ ５．０
大豆油 Ｓｏｙｂｅａｎｏｉｌ １．８ ３．１
维生素预混料 Ｖｉｔａｍｉｎｐｒｅｍｉｘ１） １．０ １．０
矿物质预混料 Ｍｉｎｅｒａｌｐｒｅｍｉｘ２） １．０ １．０
磷酸二氢钙 Ｃａ（Ｈ２ＰＯ４）２ ２．０ ２．０
氯化胆碱 Ｃｈｏｌｉｎｅｃｈｌｏｒｉｄｅ ０．５ ０．５
合计 Ｔｏｔａｌ １００．０ １００．０
营养水平 Ｎｕｔｒｉｅｎｔｌｅｖｅｌｓ３）

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 Ｃｏｎｔａｉｎｅｄｔｈｅｆｏｌｌｏｗｉｎｇｐｅｒ
ｋｇｏｆｔｈｅｖｉｔａｍｉｎｐｒｅｍｉｘ：ＶＡ 醋 酸 酯 ｒｅｔｉｎｙｌａｃｅｔａｔｅ
（５０００００ＩＵ／ｇ）０．８０ｇ，ＶＤ３（５０００００ＩＵ／ｇ）０．４８ｇ，ＤＬ－
α－生育酚醋酸酯 ＤＬαｔａｃｏｐｈｅｒｏｌａｃｅｔａｔｅ（５０％）２０．００ｇ，
ＶＫ３（２３％）０．２２ｇ，ＶＢ１２（１％）０．１ｇ，Ｄ－生物素 Ｄｂｉｏｔｉｎ
（２％）５．００ｇ，叶酸 ｆｏｌｉｃａｃｉｄ（９６％）０．５２ｇ，盐酸硫胺素
ｔｈｉａｍｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ（９０％）０．１３ｇ，ＶＣ醋酸酯 ａｃｅｔｉｃｅｓ
ｔｅｒ（９３％）７．１６ｇ，烟酸 ｎｉｃｏｔｉｎｉｃａｃｉｄ（９９％）２．５８ｇ，肌醇
ｉｎｏｓｉｔｏｌ（９９％）５２．３３ｇ，Ｄ－泛酸钙 Ｄｃａｌｃｉｕｍｐａｎｔｏｔｈｅｎａｔｅ
（９８％）３．０７ｇ，核黄素 ｒｉｂｏｆｌａｖｉｎ（８０％）０．９９ｇ，吡哆醇
ｐｙｒｉｄｏｘｏｌ（８１％）０．７５ｇ，玉米淀粉 ｃｏｒｎｓｔａｒｃｈ９０５．８７ｇ。
　　２）每千克矿物质预混料含 Ｃｏｎｔａｉｎｅｄｔｈｅｆｏｌｌｏｗｉｎｇｐｅｒ
ｋｇｏｆｔｈｅｍｉｎｅｒａｌｐｒｅｍｉｘ：ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ （１９．７％ Ｆｅ）
７６．１４ｇ，ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ（２５．００％ Ｃｕ）１．２０ｇ，ＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ
（２２．５％ Ｚｎ）１３．３３ｇ，ＭｎＳＯ４· Ｈ２Ｏ （３１．８％ Ｍｎ）
４．０９ｇ，ＫＩ（３．８％ Ｉ）２．８９ｇ，ＮａＳｅＯ３（１％ Ｓｅ）５．００ｇ，玉
米淀粉 ｃｏｒｎｓｔａｒｃｈ８９７．３５ｇ。
　　３）计算值Ｃａｌｃｕｌａｔｅｄｖａｌｕｅｓ。

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 ０．２ｇ，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（ＲＴＰＣＲ）检测 ＡＣＣ１ｍＲＮＡ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 ＡＣＣ１ｍＲＮＡ表达的半定量检测
１．７．１　引物设计
　　使用 Ｐｒｉｍｅｒ５．０和 Ｏｌｉｇｏ７．０软件设计
ＲＴＰＣＲ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 （βａｃｔｉｎ）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　ＲＴＰＣＲ引物序列
Ｔａｂｌｅ２　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｆｏｒＲＴＰＣＲ

基因

Ｇｅｎｅｓ
引物

Ｐｒｉｍｅｒ（５′—３′）
退火温度

Ａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ／℃
产物长度

Ｌｅｎｇｔｈｏｆｐｒｏｄｕｃｔ／ｂｐ

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

５５．３ １９２

β－肌动蛋白 βａｃｔｉｎ
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℃ １５ｍｉｎ，８５℃
５ｓ反转录合成 ｃＤＮＡ。上述２组的 ｃＤＮＡ样品保
存在 －２０℃冰箱，供 ＲＴＰＣＲ使用。
１．７．３　ＲＴＰＣＲ和产物半定量分析
　　以１．７．２合成的 ｃＤＮＡ为模板，ＲＴＰＣＲ扩增
ＡＣＣ１基因片段序列。反应体系共５０μＬ。ＡＣＣ１
和 βａｃｔｉｎ基因的反应条件为：９４℃预变性５ｍｉｎ；
９４℃变性３０ｓ，退火温度５５．３℃（βａｃｔｉｎ基因为
５９．４℃）３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，共３０个循环；最后
７２℃延伸５ｍｉｎ。扩增产物经 ２％的琼脂糖凝胶
电泳分析，核酸染料（ｇｏｌｄｅｎｖｉｅｗ）染色，用 Ｑｕａｎｔｉ
ｔｙＯｎｅ４６２软件分析条带丰度，计算 ＡＣＣ１ｍＲＮＡ
的相对表达量。

ＡＣＣ１ｍＲＮＡ的相对表达量 ＝ＡＣＣ１表达丰度／
βａｃｔｉｎ表达丰度。

１．８　统计分析
　　所得数据采用 ＳＰＳＳ１６．０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３５．１２ｇ，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９８．６２ｇ，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：ｂａｓａｌｇｒｏｕｐ，ｂｏｔｈｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓａｎｄｐａｎｃｒｅａｔｉｃａｌｖｅｏｌｕｓｗｅｒｅｃｌｅａｒａｎｄａｒｒａｎｇｅｄｗｅｌｌ（ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ）；ｂ：ｂａｓａｌｇｒｏｕｐ，ａｌｉｔ
ｔｌｅｓｍａｌｌｓｉｚｅｒｅｄｌｉｐｉｄｄｒｏｐｌｅｔｓｉｎｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ（ＳｕｄａｎⅢ＋Ⅳ ｓｔａｉｎｉｎｇ）；ｃ：ｈｉｇｈｆａｔｇｒｏｕｐ，ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓｓｗｅｌｌｉｎｇ，ａｎｄｍｏｒｅｌｉｐｉｄ
ｖａｃｕｏｌｅｓｉｎｔｈｅｃｙｔｏｐｌａｓｍ（→）（ｗｅｅｋ４，ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ）；ｄ：ｈｉｇｈｆａｔｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｒｅｄｌｉｐｉｄｄｒｏｐｌｅｔｓｉｎｃｒｅａｓｅｄ（→）
（ｗｅｅｋ４，ＳｕｄａｎⅢ ＋Ⅳ ｓｔａｉｎｉｎｇ）；ｅ：ｈｉｇｈｆａｔｇｒｏｕｐ，ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓｓｗｅｌｌｉｎｇ，ａｎｄｔｈｅｖｏｌｕｍｅｏｆｌｉｐｉｄｖａｃｕｏｌｅｓｉｎｃｒｅａｓｅｄ（→）
（ｗｅｅｋ８，ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ）；ｆ：ｈｉｇｈｆａｔｇｒｏｕｐ，ｌｉｐｉｄｄｒｏｐｌｅｔｓｆｕｒｔｈｅｒｄｅｖｅｌｏｐｅｄ（→）（ｗｅｅｋ８，ＳｕｄａｎⅢ＋Ⅳ ｓｔａｉｎｉｎｇ）；ｇ：ｈｉｇｈｆａｔ
ｇｒｏｕｐ，ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓｔｅａｔｏｓｉｓｗａｓｍｏｒｅｓｅｒｉｏｕｓ，ａｎｄｔｈｅｖｏｌｕｍｅｏｆｌｉｐｉｄｄｒｏｐｌｅｔｓｉｎｃｒｅａｓｅｄ（→）（ｗｅｅｋ１２，ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ）；ｈ：ｈｉｇｈ
ｆａｔｇｒｏｕｐ，ｂｏｔｈｔｈｅｎｕｍｂｅｒａｎｄｔｈｅｖｏｌｕｍｅｏｆｒｅｄｌｉｐｉｄｄｒｏｐｌｅｔｓｆｕｒｔｈｅｒｉｎｃｒｅａｓｅｄ（→）（ｗｅｅｋ１２，ＳｕｄａｎⅢ＋Ⅳ ｓｔａｉｎｉｎｇ）．

图１　１２周内草鱼肝胰脏组织形态学观察
Ｆｉｇ．１　Ｈｉｓｔｏｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｎｈｅｐａｔｏｐａｎｃｒｅａｓｏｆｇｒａｓｓｃａｒｐｗｉｔｈｉｎ１２ｗｅｅｋｓ（４００×）
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１２期 汪开毓等：投喂高脂饲料后草鱼主要生化指标和乙酰辅酶Ａ羧化酶１ｍＲＮＡ表达的变化

　　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
Ｔａｂｌｅ３　Ｇｒｏｗｔｈｃｏｎｄｉｔｉｏｎｏｆｇｒａｓｓｃａｒｐｗｉｔｈｉｎ１２ｗｅｅｋｓ

时间点 Ｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ 组别 Ｇｒｏｕｐｓ 体重 Ｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔ 肝体指数 Ｈｅｐａｔｏｓｏｍａｔｉｃｉｎｄｅｘ

初始 Ｉｎｉｔｉａｔｅ
基础组 Ｂａｓａｌｇｒｏｕｐ １５．２３±１．０５ ２．１０±０．２０
高脂组 Ｈｉｇｈｆａｔｇｒｏｕｐ １５．１６±０．５７ ２．１６±０．０９

第４周 Ｗｅｅｋ４
基础组 Ｂａｓａｌｇｒｏｕｐ ３２．１６±２．６２ ２．３０±０．１５

高脂组 Ｈｉｇｈｆａｔｇｒｏｕｐ ３５．１２±１．４７ ２．５１±０．１１

第８周 Ｗｅｅｋ８
基础组 Ｂａｓａｌｇｒｏｕｐ ７０．９３±５．５０ ２．１１±０．３４
高脂组 Ｈｉｇｈｆａｔｇｒｏｕｐ ７１．７６±２．４９ ２．２３±０．１０

第１２周 Ｗｅｅｋ１２
基础组 Ｂａｓａｌｇｒｏｕｐ １０９．１４±７．８２ ２．２７±０．２６

高脂组 Ｈｉｇｈｆａｔｇｒｏｕｐ 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。
　　Ｖａｌｕｅｓｉｎｔｈｅｈｉｇｈｆａｔｇｒｏｕｐｗｉｔｈ ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｂａｓａｌｇｒｏｕｐａｔｔｈｅｓａｍｅｔｉｍｅ
ｐｏｉｎｔ（Ｐ＜０．０１），ａｎｄｗｉｔｈ ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｂａｓａｌｇｒｏｕｐａｔｔｈｅｓａｍｅｔｉｍｅｐｏｉｎｔ（Ｐ＜
０．０５）．Ｔｈｅｓａｍｅａｓｂｅｌｏｗ．

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２．１２ｍｍｏｌ／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 ２．７１ｍｍｏｌ／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５．５６ｍｍｏｌ／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５．９６ｍｍｏｌ／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６．６６ｍｍｏｌ／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
１２．２３Ｕ／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
２４．０７Ｕ／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１００．３１Ｕ／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 ３．１４ｎｍｏｌ／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 ７．６１ｎｍｏｌ／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 ８．２２ｎｍｏｌ／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
Ｔａｂｌｅ４　Ｃｈａｎｇｅｓｉｎｓｅｒｕｍｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｉｎｄｉｃｅｓｏｆｇｒａｓｓｃａｒｐｗｉｔｈｉｎ１２ｗｅｅｋｓ

时间点

Ｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ
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 Ｂａｓａｌｇｒｏｕｐ １．１２±０．１２ ３．１２±０．０９ ４．６２±０．１７ ４．２４±０．０７
Ｗｅｅｋ４ 高脂组 Ｈｉｇｈｆａｔｇｒｏｕｐ ２．１２±０．１４ｂ ５．５６±０．１４Ｂｃ ８．５７±０．５６Ｃ １２．２３±０．３２Ｃ

第８周 基础组 Ｂａｓａｌｇｒｏｕｐ １．５１±０．０８ ３．２８±０．０６ ４．４６±０．３４ ４．３９±０．５９
Ｗｅｅｋ８ 高脂组 Ｈｉｇｈｆａｔｇｒｏｕｐ ２．５７±０．２１ａｂ ５．９６±０．０２Ｂｂ １４．６９±１．１０Ｂ ２４．０７±０．７１Ｂ

第１２周 基础组 Ｂａｓａｌｇｒｏｕｐ １．３６±０．２５ ３．３２±０．０１ ４．５２±０．０３ ４．１５±０．３３
Ｗｅｅｋ１２ 高脂组 Ｈｉｇｈｆａｔｇｒｏｕｐ 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。
　　Ｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎ，ｖａｌｕｅｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｐｉｔａｌｌｅｔｔｅｒｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓｍｅａｎｅｘｔｒｅｍｅｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｍｏｎｇｈｉｇｈｆａｔ
ｇｒｏｕｐｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ（Ｐ＜０．０１），ａｎｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｍｏｎｇｈｉｇｈｆａｔ
ｇｒｏｕｐｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ（Ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅｓａｍｅａｓｂｅｌｏｗ．

　　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
２０８．００Ｕ／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１５２．５６Ｕ／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１５６．２２Ｕ／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
６２５．４７Ｕ／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
２９０．４３Ｕ／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
Ｔａｂｌｅ５　Ｃｈａｎｇｅｓｉｎｈｅｐａｔｏｐａｎｃｒｅａｓｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｉｎｄｉｃｅｓｏｆｇｒａｓｓｃａｒｐｗｉｔｈｉｎ１２ｗｅｅｋｓ

时间点

Ｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ
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 Ｂａｓａｌｇｒｏｕｐ １．５５±０．５１ １７２．８８±３．６３ １８．０２±１．８８
Ｗｅｅｋ４ 高脂组 Ｈｉｇｈｆａｔｇｒｏｕｐ ３．１４±０．０１Ｃ ２０８．００±８．６９Ａａ ６２５．４７±４．２７Ａａ

第８周 基础组 Ｂａｓａｌｇｒｏｕｐ １．５７±０．１０ １７２．６８±０．７９ ２０．９６±３．６９
Ｗｅｅｋ８ 高脂组 Ｈｉｇｈｆａｔｇｒｏｕｐ ７．６１±０．０７Ｂ １５２．５６±９．９４Ｂｂ ６１９．３９±７．１４Ａａ

第１２周 基础组 Ｂａｓａｌｇｒｏｕｐ ２．４９±０．０１ １８７．７２±１０．７５ １９．６９±０．３２
Ｗｅｅｋ１２ 高脂组 Ｈｉｇｈｆａｔｇｒｏｕｐ ８．２２±０．１２Ａ １５６．２２±０．３５Ｂｂ ２９０．４３±０．４１Ｂｂ

２．５　草鱼肝胰脏 ＡＣＣ１ｍＲＮＡ表达的变化
　　２％琼脂糖凝胶电泳结果显示，ＲＴＰＣＲ产物
大小在１５０ｂｐ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 ＡＣＣ１ｍＲＮＡ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 ｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｒｋｅｒ；１：ｂａｓａｌｇｒｏｕｐ；２：ｂａｓａｌ
ｇｒｏｕｐ；３：ｈｉｇｈｆａｔｇｒｏｕｐ；４：ｈｉｇｈｆａｔｇｒｏｕｐ．

图２　ＲＴＰＣＲ产物电泳图谱
Ｆｉｇ．２　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍｏｆｔｈｅＲＴＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓ

　　高脂组数据肩标表示与基础组相比差异极显著
（Ｐ＜０．０１）。
　　Ｖａｌｕｅｓｉｎｔｈｅｈｉｇｈｆａｔｇｒｏｕｐｗｉｔｈ ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｍｅａｎ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｂａｓａｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜
０．０１）．

图３　第１２周草鱼肝胰脏ＡＣＣ１ｍＲＮＡ的相对表达量
Ｆｉｇ．３　ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＣＣ１ｍＲＮＡｏｆ

ｇｒａｓｓｃａｒｐｏｎｔｈｅｗｅｅｋ１２

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
３．２４ｍｍｏｌ／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 ＡＣＣ１ｍＲＮＡ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］。ＡＣＣ１ｍＲＮＡ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 ＡＣＣ１ｍＲＮＡ的表
达量增加，而处于饥饿状态时 ＡＣＣ１ｍＲＮＡ的表
达受到抑制［１７］。而在鱼类上，对 ＡＣＣ１ｍＲＮＡ表
达量的研究较少。Ｍａｔｓｕｍｏｔｏ等［１８］利用高脂饲料

建立８周龄青
"

鱼的非酒精性脂肪肝模型，８周后
发现试验鱼肝胰脏 ＡＣＣ１ｍＲＮＡ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
"

鱼上却发现试验鱼进食同种高脂饲料

８周后肝胰脏 ＡＣＣ１ｍＲＮＡ表达量下降。本试验
半定量 ＲＴＰＣＲ分析结果显示，投喂高脂饲料 １２
周后草鱼肝胰脏 ＡＣＣ１ｍＲＮＡ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 ＡＣＣ１ｍＲＮＡ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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