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饲料缬氨酸水平对军曹鱼鱼体脂肪含量、血浆生化指标和肝脏脂肪代

谢基因表达的影响
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摘要: 实验旨在研究饲料缬氨酸水平对军曹鱼(Rachycentron canadum)[初始体质量为(40.9±0.8) g]鱼体脂肪含

量、血浆生化指标和肝脏脂肪代谢基因表达的影响。在基础饲料中梯度添加晶体缬氨酸, 配制出缬氨酸含量

分别为1.26% (缺乏组)、2.21% (适量组)和2.62% (过量组)3种等氮等脂饲料, 饲喂养殖在海水浮式网箱的军曹

鱼10周, 每天饱食投喂2次。结果表明, 缬氨酸缺乏组的军曹鱼鱼体和肌肉脂肪含量显著低于缬氨酸适量组和

过量组(P<0.05)。肝脏脂肪含量随着饲料中缬氨酸含量从1.26%升高到2.21%而显著升高(P<0.05), 然后随之

而逐渐下降(P>0.05)。军曹鱼血浆总蛋白和总胆固醇含量在缬氨酸缺乏饲料组显著低于其他各处理组

(P<0.05)。饲料缬氨酸水平对军曹鱼血浆谷草转氨酶和谷丙转氨酶均无显著影响(P>0.05)。军曹鱼肝脏固醇

调节元件结合蛋白-1 (Sterol regulatory element binding protein-1, SREBP-1)基因表达水平和肝脏脂肪酸合成酶

(FAS)表达量, 均随着饲料缬氨酸水平增加而显著升高(P<0.05)。军曹鱼肝脏过氧化物酶体增殖物激活受体α
(peroxisome proliferator activated receptor, PPARα)表达量在缬氨酸适量组, 显著低于过量组(P<0.05), 而与缺乏

组差异不显著(P>0.05)。而随着缬氨酸含量升高,  肉毒碱棕榈酰转移酶-1  (CPT-1,  Carnitine  palmitoyl
transferase-1)表达量逐渐下降(P<0.05)。总之, 饲料缺乏缬氨酸可减少军曹鱼鱼体脂肪积累。饲料中缬氨酸水

平对军曹鱼鱼体脂肪沉积的影响, 可能是通过调控脂肪合成和β-氧化相关基因表达而实现的。
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缬氨酸属于支链氨基酸, 作为鱼类十种必需氨

基酸之一, 有着重要的生理功能
[1—3]

。有鱼类缬氨

酸研究主要集中在缬氨酸对鱼类生长、饲料利用

以及鱼体组成的影响等方面。研究表明, 缬氨酸缺

乏导致鱼体生长下降、饲料利用率降低和蛋白质

合成减少
[4—9]

。然而, 缬氨酸对于鱼体脂肪沉积的

研究结果, 在不同鱼类上差异比较大。研究发现,
饲料中缺乏缬氨酸能够显著降低鱼体、肝脏和血

浆脂肪含量
[5, 6, 8, 10]

。也有报道发现, 鱼体脂肪含量

随着饲料缬氨酸含量增加而显著减少
[6]
。

在哺乳动物上研究发现, 支链氨基酸对于脂肪

代谢具有重要的调控作用
[11—13]

。饲料中添加支链

氨基酸能够显著降低小鼠体内甘油三酯含量, 上调

过氧化物酶体增殖物激活受体α (Peroxisome pro-
liferator activated receptor, PPARα)基因表达, 表明

脂肪降解相关基因被上调表达
[12, 14]

。研究发现, 食
物缺乏缬氨酸显著降低了小鼠脂肪组织含量, 并证

明脂肪组织含量降低是由于机体能量消耗增加和

脂肪合成相关基因表达下调的结果
[15]

。然而, 在鱼

类上关于缬氨酸如何调控脂代谢的研究尚未见报

道。

本研究拟通过配制不同缬氨酸水平饲料投喂

军曹鱼, 以探讨饲料缬氨酸水平对于军曹鱼鱼体脂

肪含量、血浆生化指标和肝脏脂肪代谢基因表达

的影响, 为军曹鱼高效功能性配合饲料开发提供理

论依据。
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1    材料与方法

1.1    饲料配方和制备

以鱼粉、豆粕、明胶和啤酒酵母为蛋白源, 以
鱼油、豆油和卵磷脂为脂肪源, 实验设计3种等氮

等脂饲料, 缬氨酸含量别为1.26% (缺乏组)、2.21%
(适量组) 和2.62% (过量组)(干物质), 以甘氨酸为缬

氨酸的等氮替代物(表 1)。以军曹鱼, 添加相对应

的晶体氨基酸, 使基础饲料中除了缬氨酸以外, 其
他各种氨基酸含量达到在军曹鱼鱼体中的含量(表
2)。所有蛋白源原料均过60目筛, 按梯度混合均匀,
混匀后与鱼油和豆油充分混合, 以6.0 mol/L NaOH
调节饲料的pH达到7.0左右, 并添加适量水搅拌混

匀, 用F(Ⅱ)-26型双螺杆挤条机(华南理工大学, 广
州)加工成硬颗粒饲料(4.0 mm×8.0 mm和6.0 mm×
8.0 mm), 然后置于45°C鼓风烘箱烘干至饲料水分

含量10%以下, 冷却后用塑料袋包装后保存于–20°C
冰箱中备用。

1.2    养殖实验和样品采集

健康无病的军曹鱼幼鱼从广东湛江附近一个

商业鱼苗场中购买。实验开始之前, 所有鱼均被暂

养(2周)在海水浮动网箱(4.5 m×4.5 m×9.0 m), 暂养

期间, 投喂3种试验料的混合物(混合比例1∶1∶1)
使之适用养殖环境和实验饲料。在实验开始前, 所
有实验鱼饥饿24h, 用丁香酚(1∶10000)麻醉后称体

质量。挑选规格均匀军曹鱼幼鱼[平均初始体质量

(40.9±0.8) g], 分别随机分配到9个海水网箱(1.5 m×
1.5 m×2.5 m)中, 每个网箱放养20尾。实验设计3个
重复, 实验为期10周。养殖实验期间, 所有军曹鱼

每天饱食投喂两次(7:00和18:00), 记录每天摄食

量、死鱼数量和重量, 监测海水温度、盐度和溶解

氧整个 ,  实验期间 ,  海水水温为26—32°C, 盐度

27‰—23‰, pH 7.1—7.4, 溶解氧在6.5 mg/L左右。

实验结束前, 所有实验鱼饥饿24h, 然后分别对

每个网箱的实验鱼麻醉、计数并称体质量。每个

实验网箱, 随机选取3尾鱼用于鱼体粗脂肪。随机

取4尾后用于静脉取血, 随后解剖取其肝脏样品快

速放于1.5 mL无RNAase离心管(RNAase-Free;
Axygen), 并迅速放于液氮中冷冻并于–80°C冰箱保

存。另取6尾鱼, 取肝脏、内脏团和肌肉置于10 mL
离心管, 保存于–20°C冰箱, 用于后续分析脂肪含量。

1.3    化学分析

饲料原料和饲料粗蛋白(凯氏定氮法)和全鱼粗

脂肪(索氏抽提测定法)的检测方法均参考AOAC
(1990)标准方法

[16]
。肝脏和肌肉脂肪含量, 以氯仿/

甲醇(2∶1, v/v)方法提取
[17, 18]

。饲料及原料氨基酸

测定参照国标测定方法(GB/T5009.124-2003), 采用

日立L-8900全自动氨基酸测定仪(Hitachi L-8900
automatic amino acid analyzer, Hitachi, Japan)测
得。血浆总蛋白(Total plasma protein, TP)、谷草转

氨酶活力(Aspartate aminotransferase, AST)、谷丙

转氨酶活力(Alanine aminotransferase, ALT)、血浆

甘油三脂(Total triglyceride, TG)、血浆胆固醇

(Total cholesterol, TC)、高密度脂蛋白胆固醇

(High-density lipoproteincholesterol, HDL-C)和低密

度脂蛋白胆固醇(Low-density lipoprotein cholesterol,
LDL-C)均用全自动生化分析仪测定(迈瑞医疗国际

表 1    实验饲料的配方以及营养组成(%干物质)
Tab. 1    Formulation and chemical proximate composition of the

experimental diets (% dry matter)

成分Ingredient
饲料号Diet Number

Diet10.00 Diet20.90 Diet31.50

鱼粉Fish meal 20.00 20.00 20.00

豆粕soybean meal 18.00 18.00 18.00

啤酒酵母Beer yeast 2.00 2.00 2.00

明胶Gelatin 8.00 8.00 8.00
氨基酸混合物Amino acid
mixture1 8.69 8.69 8.69

豆油Soybean oil 4.00 4.00 4.00

鱼油Menhaden fish oil 4.00 4.00 4.00

面粉Wheat flour 22.00 22.00 22.00

矿物质Mineral premix 2 2.00 2.00 2.00

维生素Vitamin premix 2 2.00 2.00 2.00

诱食剂Attractant 0.30 0.30 0.30

防霉剂Mold inhibitor3 0.10 0.10 0.10

乙氧基喹啉Ethoxyquin 0.05 0.05 0.05

卵磷脂Lecithin 2.50 2.50 2.50

甘氨酸Glycine 1.50 0.60 0.00

缬氨酸Valine 0.00 0.90 1.50

微晶纤维素MCC 4.76 4.76 4.76

总计Total 100.00 100.00 100.00

营养组成Proximate analysis (n=3)

缬氨酸Valine 1.26 2.21 2.62

粗蛋白Crude protein (%) 46.83 47.01 46.79

粗脂肪Crude lipid (%) 12.29 12.38 12.45

注: 1 氨基酸混合物(g/100 g diet): 组氨酸, 0.162; 异亮氨

酸, 0.737; 赖氨酸, 1.404; 苯丙氨酸, 0.564; 苏氨酸, 1.09; 蛋
氨酸, 0.519; 酪氨酸, 0.841; 色氨酸0.444; 2 维生素和矿物质

混合物参考于Wang 等[38]; 3防霉剂为丙酸钙∶富马酸=1∶1
Note:1  Amino acid mixture (g 100/g diet):  L-histidine,

0.162; L-isoleucine, 0.737; L-lysine, 1.404; L-Phenylalanine,
0.564;  L-threonine,  1.09;  L-methionine,  0.519;  L-tyrosine,
0.841;  L-tryptophan0.444;  2  Mineral  mixture  and  vitamin
mixture according to Wang, et al.[38]; 3 fumaric acid∶calcium
propionate=1∶1
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股份有限公司, BS-200)使用其配套南京建成商业

试剂盒测定。

1.4    RNA提取和实时定量PCR
肝脏组织在研钵中用液氮研磨后 ,  用Trizol

试剂盒(Invitrogen, USA)提取RNA。用琼脂糖凝胶

电泳检测总RNA的质量。随后, 用无RNAase Dnase
(TaKaRa, Japan)去除DNA污染物 ,  并用Prime
ScriptTM RT试剂盒(TaKaRa, Japan)将RNA反转录为

cDNA。cDNA用超纯水稀释至80 ng/μL。定量

PCR反应体系为25 μL: 1 μL引物(10 μmol/L), 1 μL
cDNA (80 ng/μL), 12.5 μL 2×SYBR Premix Ex
TaqTM

Ⅱ(TaKaRa, Japan)和9.5 μL 无RNase水。定

量PCR使用的仪器是实时定量PCR仪(Eppendorf,
Germany), 其反应条件为: 95°C 2min, 1循环；95°C
变性10s, 退火10s, 59°C, 72°C延伸20s, 共计40个循

环。表 3为脂肪酸合成酶(Fatty acid synthetase,
FAS); 固醇调节元件结合蛋白-1 (Sterol regulatory
element binding protein-1, SREBP-1); 过氧化物酶体

增殖物激活受体γ (Peroxisome proliferator activated
receptor, PPARγ); 肉碱脂酰转移酶(Carnitine acyl
transferase-Ⅰ, CPT-1); 乙酰辅酶A羧化酶1 (ACC-1,

acetyl-coenzyme A carboxylase-1); 硬脂酰辅酶A去

饱和酶(Stearoyl-CoA desaturase-1, SCD-1); 葡萄糖-
6-磷酸脱氢酶(Glucose-6-phosphate dehydrogenase,
G6PD); PPARα; 脂蛋白脂酶(Lipase lipoprotein
lipase, LPL)的特异性引物。每个PCR反应之后, 进
行溶解曲线以检验定量PCR产物的单一性。通过

2倍梯度稀释得到6个浓度cDNA模板, 以每个浓度

cDNA为模板, 通过定量PCR得出每对引物每个浓

度cDNA的Ct值, 拟合得到一条随拷贝数变化而

Ct值变化的直线 ,  根据拟合得到直线斜率和E=
10(-1/Slope)–1, 并得出每对引物扩增效率(E)。本实验

β-actin、FAS、SERBP-1、PPARα、PPARγ、CPT-
1、ACC1、G6PD、SCD-1和LPL的扩增效率为

0.92—1.05。ΔCt绝对值[目的基因—内参基因(β-
actin)]均小于0.100, 说明目的基因和内参基因扩增

效率一致, 可以使用2–ΔΔCt 方法进行定量目的基因

表达量。然后, 每个处理cDNA均进行定量PCR反

应, 并按计算公式ΔCt(内参基因)=Ct(样品内参基

因)–Ct(对照内参基因)计算ΔCt及2–ΔΔCt[19]
。

1.5    统计分析

实验数据采用平均值±标准误表示, 使用统计

软件SPSS17.0对数据进行单因素方差分析(One-
Way ANOVA), 差异时采用Tukey’s进行多重比较,
以P<0.05为差异显著性为标准。

2    结果

2.1    鱼体、肝脏、肌肉以及内脏团脂肪含量

缬氨酸缺乏组的军曹鱼鱼体脂肪含量显著低

于缬氨酸适量组(2.21%)和过量组(2.62%) (P<
0.05)。肝脏脂肪含量随着饲料缬氨酸含量从1.26%
增加到2.21%而显著升高(P<0.05), 然后随之逐渐下

降(P>0.05)。肌肉脂肪含量随缬氨酸水平变化趋势

与鱼体粗脂肪含量变化趋势相似。军曹鱼内脏团

脂肪含量各处理组间差异不显著(P>0.05) (表 4)。
2.2    血浆生化指标

军曹鱼血浆总蛋白(TP)和总胆固醇(TC)浓度

在缬氨酸缺乏组显著低于其他各处理组(P<0.05),
而其他各处理组间则差异不显著 (P>0.05)。饲料

缬氨酸水平对血浆甘油三脂(TG)浓度影响不显著

(P>0.05)。饲料缬氨酸水平对军曹鱼血浆葡萄糖、

高密度脂蛋白、低密度脂蛋白浓度、谷草转氨酶

和谷丙转氨酶活力均无显著影响(P>0.05) (表 5)。
2.3    军曹鱼肝脏脂肪代谢相关基因表达

军曹鱼肝脏固醇调节元件结合蛋白(SREBP-1)

表 2    实验饲料的氨基酸组成(%干物质)
Tab. 2    Amino acid (AA) composition of diets (dry matter%)

氨基酸组成Amino acids1 饲料号Diet Number
Diet1 Diet2 Diet3

必需氨基酸EAAs2

赖氨酸Lysine 3.41 3.40 3.37

组氨酸Histidine 0.95 0.92 0.94

精氨酸Arginine 2.60 2.59 2.63

亮氨酸Leucine 3.23 3.26 3.31

异亮氨酸Isoleucine 1.70 1.71 1.75

蛋氨酸Methionine 1.16 1.18 1.17

缬氨酸Valine 1.26 2.21 2.62

苯丙氨酸Phenylalanine 1.89 1.97 1.94

苏氨酸Threonine 1.75 1.71 1.77

非必需氨基酸NEAAs3

天冬氨酸Aspartic acid 3.31 3.40 3.39

半胱氨酸Cystine 0.39 0.40 0.38

丝氨酸Serine 1.38 1.37 1.51

谷氨酸Gulmatic acid 6.39 6.39 6.66

甘氨酸Glycine 3.88 3.18 2.78

丙氨酸Alanine 2.34 2.35 2.39

酪氨酸Tyrosine 1.59 1.59 1.58

注:  1
色氨酸没有检测Tryptophan  was  not  analyzed;

2 EAA: Essential amino acids; 3Non-essential amino acids

746 水   生   生   物   学   报 40 卷



基因表达水平, 随着饲料缬氨酸水平增加而显著升

高(P<0.05)。肝脏脂肪酸合成酶(FAS)表达量随饲

料缬氨酸水平变化趋势与SREBP-1基因表达量变

化趋势相似(P<0.05)。肝脏过氧化物酶体增殖物激

活受体γ (PPAR γ), 乙酰辅酶羧化酶(ACC1), 葡萄

糖-6-磷酸脱氢酶(G6PD)和硬脂酰辅酶A去饱和酶-
1 (SCD-1)基因表达量, 则不受饲料缬氨酸水平调控

(P>0.05) (图 1)。军曹鱼肝脏过氧化物酶体增殖物

激活受体(PPARα)表达量在缬氨酸适量组显著低于

缬氨酸过量处理组(P<0.05), 而与缺乏组差异不显

表 3    定量PCR的特异性引物以及扩增片段长度

Tab. 3    Nucleotide sequence of primers for real-time quantitative PCR amplification

基因名称Gene 引物Nucleotide sequence (5′-3′) 片段大小Amplicon size (bp) 基因库的编号和参考文献
GenBank reference or publication

FAS F: ACGGTTACGCCAACTCATC 225 FJ842648.1
R: TGCTTCGCTCTTCACCACC

SERBP-1 F: GGCTACTGTGACTGGCTGTGA 203 KT075048

R: TGTCGCTGTGGCTCAAACTCA

PPARα F: CCTGTGTGGAGACCTGATGGAG 199 EF680883.1

R: AGTGGAAGCCTGAAGCCTTGT

PPARγ F: CCGCTCGTATCCTCCATCTCTT 172 EF680884.1

R: ATGCCGCCACCGTATCATCC

CPT-1 F: TGCTGTTGCCACGGGAGATT 180 KT075040

R: CGCTGCTCGGTGTCATCAAG

ACC1 F: CAGGTCCAGGCAGAAGTTCCA 190 KT075038

R: AGCCAGCTTCACAGCACACT

G6PD F: TCAGGGACGAGGAGGCTACTT 147 KT075042

R: ACCCAACACCACATCAGACAGT

SCD-1 F: GACAGACGCAGACCCTCACAA 143 KT075047

R: AAGCACATTAGCAGCACAGACG

LPL F: TGAGCACGCAGATGACCAGAG 170 KT075046

R: AGTCCCTTGATCCCTTCCAGTG

β-actin F: TGCGTGACATCAAGGAGAAGC 180 (Luo等, 2013)
R: TACCGAGGAAGGAAGGCTGG

注: FAS. 脂肪酸合成酶; SREBP-1. 固醇调节元件结合蛋白-1; PPAR γ. 过氧化物酶体增殖物激活受体γ; CPT-1. 肉碱棕榈

酰基转移酶-1; ACC-1. 乙酰辅酶羧化酶A; SCD-1. 硬脂酰辅酶A去饱和酶-1; G6PD. 葡萄糖-6-磷酸脱氢酶; PPAR α. 过氧化物

酶体增殖物激活受体; LPL. 脂蛋白脂酶

Note: FAS. fatty acid synthetase; SREBP-1. sterol regulatory element binding protein-1; PPARγ. peroxisome proliferator
activated  receptor  γ;  CPT-1.  carnitine  acyl  transferase-Ⅰ;  ACC-1  acetyl-coenzyme  A  carboxylase-1;  SCD-1.  stearoyl-
CoAdesaturase-1; G6PD. Glucose-6-phosphate dehydrogenase; PPARα. peroxisome proliferator activated receptorα; LPL. lipase
lipoprotein lipase

表 4    饲料缬氨酸水平对军曹鱼鱼体、肝脏、肌肉和内脏团的脂肪含量的影响(湿重%)
Tab. 4    Lipid content of the whole body, liver, muscle and Visceral in cobia fed diets with graded levels of valine (% wet weight)

指标Index
缬氨酸水平Dietary valine level (dry weight %)

1.26 2.21 2.62

脂肪含量Lipid content (% wet weight)
鱼体粗脂肪Wholebody lipid 5.15±0.46a 7.22±0.39b 7.40±0.34b

内脏团脂肪Visceral lipid 15.91±0.56 17.21±0.14 17.02±1.20

肝脏脂肪Liver lipid 9.08±0.10a 13.49±0.81b 11.41±0.53ab

肌肉脂肪Muscle lipid 3.68±0.17a 5.34±0.31b 5.00±0.20b

注: 表中所列数据为平均数和3个重复的标准误, 同一列中上标字母不同表示差异显著(P<0.05); 下同

Note: abcValues show mean ± standard error, n = 3; values in the same column with different superscripted small letters mean
significant difference (P<0.05), the same applies below
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著(P>0.05)。随着缬氨酸含量升高, 肉毒碱棕榈酰

转移酶-1 (CPT-1)表达量逐渐下降(P<0.05)。肝脏

脂蛋白脂酶(LPL) mRNA表达量在各处理组间差异

不显著(P>0.05) (图 2)。

3    讨论

本研究发现, 军曹鱼摄食缬氨酸缺乏饲料, 显
著降低了鱼体、肝脏和肌肉脂肪含量。印度鲤鱼

(Cirrhinus mrigala)[5]
、建鲤(Cyprinus carpio var.

Jian)[6]
和卡特拉鲧(Catla catla)[9]

的研究结果与本实

验的结果相同, 发现鱼体脂肪含量随着饲料缬氨酸

含量增加而显著升高。哺乳动物上研究表明, 氨基

酸代谢能够显著影响体内脂肪沉积
[11]

。饲料缺乏

或过量支链氨基酸均能够减少小鼠体内脂肪沉

积
[13, 14, 20, 21]

。这些研究结果表明, 饲料缺乏缬氨酸

能够抑制机体脂肪积累。缬氨酸过量所导致的肝

脏脂肪含量减少现象, 可能是由于氨基酸不平衡导

致过度的能量消耗引起。

肝脏作为鱼类营养物质(脂肪、蛋白和糖类等)
代谢中心, 其健康状况对于鱼类正常代谢有重要影

响
[22, 23]

。血清生化指标通常反映动物体内代谢情

况
[24—26]

。谷草转氨酶和谷丙转氨酶是肝细胞最重

要氨基转移酶, 通常参与机体内蛋白质和氨基酸代

表 5    饲料缬氨酸水平对军曹鱼血浆生化指标的影响

Tab. 5    Effects of dietary valine on the plasma biochemical index in cobia

指标Index
缬氨酸水平Dietary valine level (dry weight%)

1.26 2.21 2.62

总蛋白TP1 (mmol/L) 27.90±1.37a 35.90±1.04b 33.03±1.48ab

总胆固醇TC2 (mmol/L) 1.36±0.10a 1.91±0.07b 1.76±0.07ab

总甘油三酯TG3 (mmol/L) 0.78±0.12 0.90±0.05 1.19±0.11

血浆葡萄糖GLU4 (mmol/L) 2.47±0.78 2.15±0.27 2.54±0.07

高密度脂蛋白胆固醇HDL-C5

(mmol/L)
0.31±0.02 0.27±0.02 0.33±0.02

低密度脂蛋白胆固醇LDL-C6

(mmol/L)
0.077±0.001 0.057±0.011 0.063±0.008

谷草转氨酶AST7 (U/L) 1.80±0.53 3.13±1.02 3.30±1.40

谷丙转氨酶ALT8 (U/L) 11.67±1.45 12.33±1.45 15.00±1.00

Note: 1 TP: the contents of total protein; 2TC: total cholesterol; 3TG: total triacylglycerol; 4GLU: glucose; 5HDL-C: high density
lipoprotein  cholesterol;  6LDL-C:  low  density  lipoprotein  cholesterol;  7AST:  asparate  aminotransferase;  8ALT:  alanine
aminotransferase

图  1     饲料中缬氨酸水平对于军曹鱼肝脏脂肪合成相关基因

(SREBP-1、PPARγ、FAS、ACC-1、FAS、SCD-1和G6PD)表
达的影响

Fig.  1     Effect  of  cobia  (Rachycentron  canadum)  fed  diets
containing  deficient  (1.26%),  moderate  (2.21%)  and  excess
(2.62%) levels of valine on relative expression of hepatic lipoge-
nesis related genes: SREBP-1, PPARγ, FAS, ACC-1, SCD-1 and
G6PD
表中所列数据为平均数和3个重复的标准误，同一列中上标字

母不同表示差异显著(P<0.05), 下同

Values (means ± SEM) in bars that have the same letter are not
significantly different (P<0.05; Tukey’s test) among treatments,
the same applies below

图 2    饲料中缬氨酸水平对于军曹鱼肝脏脂肪酸氧化相关基因

(PPARα、CPT-1和LPL)
Fig. 2    Effect of cobia (Rachycentron canadum) fed diets contai-
ning deficient  (1.26%),  moderate (2.21%) and excess (2.62%)
levels of valine on fatty acid oxidation-related genes: peroxisome
proliferator  activated  receptorα  (PPARα),  carnitine  acyl
transferase-Ⅰ (CPT-1) and lipoprotein lipase (LPL) in liver for 10
weeks
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谢, 其活性代表体内氨基酸代谢强弱
[27, 28]

。肝脏处

于健康状态转氨酶主要存在肝脏细胞中, 而机体肝

脏发生病变会引起细胞通透性增加, 进而使细胞转

氨酶转移到血液中, 因此血浆谷草转氨酶和谷丙转

氨酶活力可以反映肝脏健康状况
[22, 23]

。本实验发

现, 饲料缬氨酸含量对血浆谷草转氨酶和谷丙转氨

酶活力影响不显著, 表明缬氨酸过量和缺乏对于军

曹鱼肝脏没有明显损害, 肝脏能够进行正常的营养

代谢。

鱼体脂肪沉积主要是受体内脂肪合成和降解

代谢过程调控
[18, 29—31]

。首先, 脂质合成主要是依赖

于脂肪合成酶表达和活性高低, 脂肪合成酶基因表

达则是主要是由SREBP-1调控
[31, 32], FAS是脂肪酸

从头合成的限速酶, 对体内脂肪从头合成发挥主导

作用
[11]

。本实验发现, 缬氨酸缺乏显著降低了FAS
和SREBP-1转录水平, 这表明缬氨酸缺乏抑制了军

曹鱼脂肪合成能力。这与哺乳动物上研究结果相

似, 必需氨基酸缺乏(蛋氨酸、亮氨酸、异亮氨酸

和缬氨酸)抑制了甘油三脂合成相关基因表达
[11, 15]

。

机体脂肪沉积一般与SREBP-1和FAS表达呈正相关

关系
[15]

。研究发现, 培养液添加亮氨酸显著提高了

虹鳟肝脏细胞SREBP-1和FAS转录水平表达量
[33]

。

GCN2 (General control nonrepressed 2)信号通路能

够感知机体内必需氨基酸缺乏, 进而抑制体内脂肪

酸从头合成能力
[11, 15, 34—36]

。因此, 缬氨酸缺乏所导

致脂肪含量的减少, 可能是由于脂肪合成相关基因

表达下降所导致, 更为直接的证据需要进一研究。

本实验发现, 缬氨酸缺乏抑制了肝脏CPT-Ⅰ (β-氧
化过程的关键基因)基因表达。这与哺乳动物研究

结果不同, 小鼠摄食必需氨基酸缺乏饲料能够激活

线粒体β-氧化
[13, 15, 37]

。投喂军曹鱼蛋氨酸缺乏饲料

也能够显著上调军曹鱼β-氧化相关基因表达
[38]

。

氨基酸对于β-氧化基因表达差异的影响, 可能是不

同营养和物种对于β-氧化基因的调控方式不同, 其
机制有待于进一步研究。

总之, 饲料中缺乏缬氨酸能够减少军曹鱼鱼体

脂肪沉积。而饲料中缬氨酸水平影响军曹鱼鱼体

的脂肪沉积, 可能是通过调控脂肪合成和β-氧化相

关基因表达等途径实现的。
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THE EFFECTS OF VALINE LEVEL ON PLASMA BIOCHEMICAL INDEXES,
LIPID CONTENT AND GENE EXPRESSION INVOLVED IN LIPID

METABOLISM IN COBIA (RACHYCENTRON CANADUM)

WANG Zhen, XU Wei, MAI Kang-Sen, LU Kai, LIU Ying-Long and AI Qing-Hui
(The Key Laboratory of Aquaculture Nutrition and Feed (Ministry of Agriculture) and Key Laboratory of Mariculture (Ministry of

Education), Ocean University of China, Qingdao 266003, China)

Abstract: The present study was conducted to investigate the effects of dietary valine on plasma biochemical indexes,
lipid content and gene expression involved in lipid metabolism in cobia (Rachycentron canadum). Fish [mean initial
weight, (40.9±0.8) g] were fed with soybean meal based on diets with graded levels of valine (1.26%, 2.21% and
2.62%) for 10 weeks. Results showed that lipid content of the whole body and muscle of fish fed the diet with deficient
valine (1.26%) was significantly lower than that fish fed the moderate (2.21%) and excess (3.23%) valine treatment
groups (P<0.05). Plasma total protein (TP) fish increased significantly as dietary valine increased from 1.26% to 2.21%
(P<0.05), and kept relatively constant when dietary valine level was above 2.21% (P>0.05). Plasma total cholesterol
(TC) and the lipid content of liver increased with dietary valine increasing from 1.26 % to 2.21% (P<0.05), but de-
creased with higher levels of dietary valine (2.21% to 2.62%) (P>0.05). Hepatic mRNA levels of lipid synthesis related
genes (SREBP-1, and FAS) were significantly up-regulated in fish fed the diet with moderate level of valine (2.21%)
(P<0.05), while hepatic mRNA transcriptional levels PPARα were significantly elevated in fish fed the diet with high
level of valine (P<0.05). Overall, results of this study suggested that valine deficiency could decrease lipid content and
inhibit expressions of some lipid synthesis related genes of cobia. This may contribute to understanding the mecha-
nisms related to the physiological effects of dietary valine in cobia.
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