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摘要 : 采用大剂量食道灌喂 DL2[ 42 3H]2Phe ,研究不同 EAA 模式下 ,20～30g 体重草鱼种的全鱼和肌肉、肝胰

脏的蛋白质合成代谢。结果表明 : ①分别缺乏 Lys、Met、Trp 、Arg 的 4 种极端不平衡 EAA 模式 ,同草鱼肌肉

EAA 模式即相对平衡的基础模式相比 ,肌肉、肝胰脏及全鱼的蛋白质合成速率 (FSR) 均显著降低 ,其降低程度

高低依次为 Met ,Lys ,Arg , Trp ; ②肝胰脏、肌肉的蛋白质合成代谢与整体蛋白质合成代谢对 EAA 模式的改变

产生相同的变化趋势 ,并且三者蛋白质合成代谢速率为肝胰脏 > 全鱼 > 肌肉 ; ③EAA 模式的 Lys、Met、Trp 、Arg

4 因素中 ,对肌肉、肝胰脏蛋白质合成速率影响最大的是 Met ,其余依次为 Lys ,Arg , Trp 。
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Effects of infusing EAA pattern solution on protein synthesis
in whole body , muscle and hepatopancreas of

Ctenopharyngodon idellus

LUO Li , YE Yuan2tu , LIN Shi2mei

( Department of Fisheries , Southwest Agricultural University , Chongqing 　400716 , China)

Abstract :The experiment adopts oesophageal infusion with large dose DL2[ 42 3 H ]2Phe to research protein

synthesis metabolism in whole body , muscle and hepatopancreas of 20～30g grass carp in different essential

amino acid ( EAA) patterns . The results show that : 1. Four imbalance EAA patterns , respectively short of Lys 、

Met、Trp 、Arg , compared with EAA pattern of muscle , result in remarkable fractional protein synthesis rate

( FSR) decrease of muscle , hepatopancreas and whole body , which shows the decreasing by Met > Lys > Arg >

Trp . 2. Following the variation of EAA pattern , FSR of muscle , hepatopancreas and whole body has a similar

change , and shows FSR by : hepatopancreas > whole body > muscle . 3. In Met ,Lys ,Arg and Trp four factors of

EAA pattern , from Met to Trp have gradually and orderly weakened impact on protein synthesis in muscle and

hepatopancreas of grass carp , in other words , Met has the largest impact .
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　　必需氨基酸 ( Essential Amino Acid , EAA) 模式 ,即指十种 EAA 的比例关系。满足动物需要的氨基酸



的理想比例则称为理想氨基酸模式 (Ideal Amino Acid Pattern , IAAP) ,是目前动物营养研究的一个热点。

水生动物在这方面的研究刚起步。动物 EAA 平衡状态的改变对动物蛋白质合成的影响国内外研究不

多 ,有关草鱼的研究未见报道。本研究运用同位素示踪的生物大剂量法 ,研究不同 EAA 模式的氨基酸

溶液对草鱼肌肉、肝胰脏和全鱼蛋白质合成代谢的影响 ,同时探讨肌肉、肝胰脏的蛋白质合成代谢与整

体蛋白质合成代谢的关系。从而为草鱼 IAAP 的研究和水生动物蛋白质、氨基酸代谢动力学方面的研

究提供一些理论基础数据和一种研究方法。

1 　材料与方法

1. 1 　试验鱼和示踪氨基酸溶液

试验草鱼种由西南农业大学水产系鱼场提供 ,体重 20～30g ,小网箱中投喂浮萍暂养。水温 20～

25 ℃。溶氧充足 ,p H 6. 5。示踪氨基酸溶液用鱼用生理盐水山本液配制[1 ] ,含有 3H 标记混旋苯丙氨酸

(DL2[ 42 3H ]2Phe) 40mci·L - 1 ,和左旋苯丙氨酸 (L2Phe) 150mmol·L - 1 [2 - 4 ] 。

1. 2 　试验设计及方法

　　采用食道灌喂的大剂量法研究 3H2Phe 掺入草鱼体的时间过程。本研究目标是确定研究蛋白质合

成的时间点 ,证明食道灌喂的生物大剂量法研究蛋白质合成的有效性。取暂养草鱼 27 尾 ,饥饿两天 ,排

空肠道内容物。第 3 天上午 9 :00 ,用微量进样器通过输液软管插入食道 ,1min 内一次性大剂量灌喂完

示踪氨基酸溶液每 100g 鱼重 1mL [2 - 4 ] 。设置进入鱼体后 2、5、10、20、30、40、50、60min 共 8 个时间组 ,每

组 3 尾 ,液氮速冻。冰盘中打开腹腔取出肠道 ,用冰冷生理盐水冲出内容物 ,滤纸吸干 ,随后肠道和鱼体

一并放入预冷研钵中 ,剪碎研细并混匀。此过程随时滴加液氮 , - 20 ℃保存制备样品 , 测定全鱼中与蛋

白质结合的和游离 Phe 的含量和放射强度 , 计算比放射性 。

　　设计 5 种 EAA 模式液 , 研究极端不平衡的 EAA 模式对草鱼种肌肉、肝胰脏及全鱼蛋白质合成的影

响 (表 1) 。模式 1 与肌肉中 10 种 EAA 比例关系完全相同 ,设定为平衡 EAA 模式。模式 2、3、4、5 是在模

式 1 基础上 ,分别缺乏赖氨酸 (Lys) 、蛋氨酸 (Met) 、色氨酸 ( Trp) 、精氨酸 (Arg) 的极端不平衡模式。这 4

种氨基酸是淡水鱼饲料中最容易出现的限制性氨基酸。

模式液中 EAA 量的确定 : 以草鱼 20～30g 体重 ,投饲率 4 % ,饲料粗蛋白含量 32 % ,确定每天供给

的蛋白质总量。再根据草鱼肌肉 EAA 比例关系确定每天鱼体需要的 10 种 EAA 的量。每天每 100g 体

重用 8mL EAA 模式液食道灌喂 ,满足每天鱼体 EAA 的需要量推算而得。

食道灌喂 EAA 模式液量的确定 :以草鱼投饲率 4 %计 ,每天每 100g 体重供给饲料 4g , 灌喂模式液

的量则以其 2 倍 (8mL) 满足。

表 1 　5 种必需氨基酸模式

Tab. 1 　5 patterns of Essential Amino Acid( EAA) ( mmol·L - 1)

氨基酸
Amino acid

模式 1
Pattern 1

模式 2
Pattern 2

模式 3
Pattern3

模式 4
Pattern4

模式 5
Pattern5

赖氨酸 Lys 75 0 75 75 75

蛋氨酸 Met 22 22 0 22 22

色氨酸 Trp 7. 5 7. 5 7. 5 0 7. 5

精氨酸 Arg 50 50 50 50 0

组氨酸 His 18. 5 18. 5 18. 5 18. 5 18. 5

亮氨酸 Leu 60 60 60 60 60

异亮氨酸 Ile 41 41 41 41 41

苯丙氨酸 Phe 34 34 34 34 34

苏氨酸 Thr 43. 5 43. 5 43. 5 43. 5 43. 5

缬氨酸 Val 47. 5 47. 5 47. 5 47. 5 47. 5
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　　试验时取暂养草鱼 ,饥饿两天 ,分为 5 组 ,每组 3 尾 ,第 3、4 天按每 100g 鱼重每天 8mL 分别食道灌

喂 EAA 模式液 1～5 ,一天分 3 次定时灌喂满足 (9 :00 , 14 :00 , 19 :00) 。第 5 天 9 :00 灌喂 EAA 模式液 ,

12 :00 灌喂示踪氨基酸溶液 ,30min 后液氮速冻鱼体 ,冰盘中分割肝胰脏和肌肉。测定肌肉、肝胰脏、全

鱼游离的和与蛋白质结合的 Phe 的含量和放射强度 , 计算比放射性和蛋白质合成速率。

　　采用 L9 (34) 正交设计 ,研究 EAA 模式中 Lys 、Met、Trp 、Arg 4 种限制性氨基酸对蛋合质合成的影响。

在表 2 中 ,Lys 、Met 、Trp 、Arg 4 个营养因素的 3 水平为 :第一水平如表 1 中模式 1 按肌肉 EAA 组成推

算而得 ;第二和第三水平分别为第一水平基础上减少和增加 20 %。其余 6 种 EAA 与表 1 的模式 1 相

同。按前述方法测定 9 种模式下肌肉、肝胰脏游离的和与蛋白质结合的 Phe 的比放射性 ,计算蛋白质合

成速率。

表 2 　正交试验设计表 L9( 34)

Tab. 2 　L9( 34) orthogonal trial design ( mmol·L - 1)

组别 group 赖氨酸 Lys 蛋氨酸 Met 色氨酸 Trp 精氨酸 Arg

1 75 (1) 22 (1) 7. 5 (1) 50 (1)

2 60 (2) 17. 6 (2) 6. 0 (2) 50 (1)

3 90 (3) 26. 4 (3) 9. 0 (3) 50 (1)

4 60 (2) 26. 4 (3) 7. 5 (1) 40 (2)

5 90 (3) 22 (1) 6. 0 (2) 40 (2)

6 75 (1) 17. 6 (2) 9. 0 (3) 40 (2)

7 90 (3) 17. 6 (2) 7. 5 (1) 60 (3)

8 75 (1) 26. 4 (3) 6. 0 (2) 60 (3)

9 60 (2) 22 (1) 9. 0 (3) 60 (3)

1. 3 　测定指标和样品分析方法

1. 3. 1 　测定指标

蛋白质合成速率或分率 ( Fractional Protein Synthesis Rate , FSR % =
Sb
Sa

×1440
t

×100) [5 ] 。

上式中 ,Sb ,Sa 分别为与蛋白质结合的 Phe 和游离 Phe 的比放射性 ( dpm·μmol - 1) ; 1440 为一天的分钟

数 ; t 为测定时间。

Sb (dpm·μmol - 1) = 蛋白结合 Phe 放射强度 (dpm·g - 1) / 蛋白结合 Phe 含量 (μmol·g - 1)

Sa (dpm·μmol - 1) = 游离 Phe 放射强度 (dpm·mL - 1) / 游离 Phe 含量 (μmol·mL - 1)

1. 3. 2 　样品分析方法

(1) 蛋白质的纯化及游离氨基酸的分离。取肌肉、肝胰脏及全鱼 1g 左右 ,按 5 倍重量体积加入冰

冷的 10 %三氯醋酸 ( TCA) 于玻璃匀浆器匀浆 , 按参考文献[6 ]的方法分离蛋白质和游离氨基酸 ,并纯化

蛋白质 , 70 ℃烘至恒重。

(2) 游离的和与蛋白质结合的 Phe 放射强度测定。称取一定量前述制备好的纯蛋白质 ,加入 30 倍

重量体积高氯酸 ( HClO4) 和过氧化氢 ( H2O2) ,70 ℃反应至消化液透明无色。取 400μL 消化液于闪烁瓶 ,

加入 5mL 闪烁液 (5 %的丁基 - PBD 二甲苯溶液) , 5mL 无水乙醇 ,使闪烁液被乳化至刚好澄清 ,液体闪

烁计数仪测定放射强度 ,内标法作淬灭校正。游离氨基酸直接取 400μL 于闪烁瓶 ,测定放射强度。

(3) 纯化蛋白和游离氨基酸中 Phe 含量用 B ECKMAN - 6300 高效氨基酸自动分析仪测定。

1. 4 　统计分析

对试验结果进行 Duncan 最小显著极差法进行各组平均数的显著性检验 ,在每个平均数的右上方标

上小写英文字母 ,具有不同标记字母的即为差异显著 ( P < 0. 05) ;并进行正交试验极差分析。
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2 　结果

2. 1 　3 H2phe 掺入草鱼体随时间变化规律
由图 1、图 2 可知 ,饥饿状态下 ,草鱼种灌喂示踪氨基酸液后 30min ,全鱼蛋白质和游离氨基酸的比

放射性随时间的递增而显著增加 ( P < 0. 05) , 灌喂后 30min 时 ,游离 Phe 比放射性达最高值 ( P < 0. 05) 。

灌喂 30～60min ,游离 Phe 比放射性随时间的递增缓慢下降 ,保持一相对稳定状态 , 说明从肠道吸收而

来的 3H2Phe 在这段时间开始分解 ;而蛋白结合 Phe 的比放射性 ( y , dpm·μmol - 1) 随时间 ( t) 线性上升

( y = - 0. 2487 + 0. 5239 t ; r = 0. 9992) (图 2) , 这一过程说明 3H2Phe 掺入新合成的蛋白质中的过程。灌

喂后 2min 时 ,与蛋白质结合 Phe 的比放射性值很低 ,没纳入 r 的计算。根据以上结果 ,我们确定测定蛋

白质合成的时间点为引入示踪氨基酸后 30min ,此值与 Habib[4 ]采用 3H2Phe 腹腔注射欧洲真鲈测得的适

宜时间为 40min 相近。

图 1 　全鱼游离 Phe 比放射性

Fig. 1 　Specific radioactivity of free phenylalanine

in whole body

图 2 　全鱼蛋白质结合 Phe 比放射性

Fig. 2 　Specific radioactivity of protein2bound phenylalanine

in whole body

2. 2 　极端不平衡 EAA 模式溶液对草鱼种肌肉、肝胰脏及全鱼蛋白质合成速率的影响

从表 3 可知 ,同一 EAA 模式下 ,肌肉、肝胰脏及全鱼的蛋白质合成速率大体顺序为 :肝胰脏 ,全鱼 ,

肌肉 , 而且 ,肌肉、肝胰脏的蛋白质合成速率与全鱼蛋白质合成速率对 EAA 模式变化的反应具有相似

的趋势 ;不同 EAA 模式下 ,肌肉、肝胰脏及全鱼的蛋白质合成速率大小顺序为 :模式 1 (平衡 EAA) , 模式

4 (缺 Trp) ,模式 5 (缺 Arg) ,模式 2 (缺Lys) ,模式 3 (缺 Met) 。该结果表明 : (1) 引入体内的极端不平衡的

EAA 模式溶液 ,对草鱼体蛋白质合成速度产生了直接的影响。(2) EAA 模式溶液在缺少某一种 AA 下 ,

体蛋白合成还在继续进行 ,这说明体内 AA 代谢库的 AA 参与了体内蛋白质的周转。(3) 在 Lys 、Met、

Trp 、Arg 4 个 EAA 中 ,缺乏 Met 的模式溶液对蛋白质合成影响最大 ,其次是缺乏 Lys ,再次为缺乏 Arg ,最

后为缺乏 Trp 。

表 3 　极端不平衡 EAA模式对蛋白质合成速率的影响
Tab. 3 　Extremely imbalance EAA pattern effects on fractional protein synthesis rate ( FSR) 　　　( %·d- 1)

模式 1 ( Pattern 1)
(肌肉模式)

muscular pattern

模式 2 ( Pattern 2)
(缺 Lys)

deficiency of Lys

模式 3 ( Pattern 3)
(缺 Met)

deficiency of Met

模式 4 ( Pattern 4)
(缺 Trp)

deficiency of Trp

模式 5 ( Pattern 5)
(缺 Arg)

deficiency of Arg

肌 肉
muscle

5. 06a 2. 51cd 1. 92d 4. 25b 3. 06c

肝胰脏
hepatopancreas 12. 28a 8. 08c 6. 64d 10. 56ab 9. 60bc

全 鱼
whole2body

7. 15a 3. 53d 2. 88d 5. 90b 4. 65c

67 水 　产 　学 　报 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　26 卷



2. 3 　EAA 模式溶液中 Lys 、Met、Trp 、Arg 四因素对蛋白质合成的影响

根据表 4 结果经极差分析 ,肌肉蛋白质合成速率 R 值大小分别为 : Met (1. 38) , Lys (1. 22) , Arg

(0. 79) , Trp (0. 17) ;肝胰脏蛋白质合成速率 R 值大小分别为 : Met (3. 31) ,Lys (2. 94) , Arg (1. 93) , Trp

(0. 44) 。同时 , 统计分析而得 , 肌肉、肝胰脏蛋白质合成速率最大的 4 个因素的水平分别为 : Lys

(75mmol·L - 1 , 第 1 水平) , Met (26. 4mmol·L - 1 , 第 3 水平) , Trp ( 6. 0mmol·L - 1 , 第 2 水平) , Arg

(60mmol·L - 1 , 第 3 水平) 。由这 4 个水平组合而成的试验 8 组的肌肉、肝胰脏蛋白质合成速率均达最

高 ,分别为 6. 45 ,15. 66 ,该组被认为是这 4 种 EAA 的最佳组合。

该结果表明 : (1) 个别 EAA (Lys 、Met、Trp 和 Arg) 的含量变化对草鱼肌肉、肝胰脏蛋白质合成产生

了直接影响。(2) 在 Lys 、Met、Trp 和 Arg 4 种限制性 EAA 中 , 对肌肉、肝胰脏蛋白质合成影响最大的是

Met ,其次是 Lys ,再次为 Arg , Trp 对蛋白质合成影响最小。(3) 采用食道灌喂 EAA 模式液 ,并通过食道

引入示踪氨基酸研究 , 得到了蛋白质合成速率最高的 4 种 EAA (Lys 、Met、Trp 、Arg) 的最佳组合模式。

该模式与肌肉中的模式相比 : Lys 同肌肉模式水平 , Met 、Trp 和 Arg 分别为肌肉模式水平基础上增加

20 %、减少 20 %和增加 20 %。表明采用食道灌喂大剂量法有望成为研究 EAA 模式和验证 EAA 模式平

衡程度的一种新方法。至于这种构想的实现 ,亦有待进一步更系统的研究。

表 4 　不同 EAA模式下肌肉、肝胰脏蛋白质合成速率

Tab. 4 　FSR of muscle and hepatopancreas in different EAA pattern 　　　　　( %·d - 1)

组　　　别 (group)

1 2 3 4 5 6 7 8 9

肌 肉 muscle 5. 06 3. 98 4. 27 5. 74 4. 30 4. 55 3. 82 6. 45 5. 41

肝胰脏 hepatopancreas 12. 18 9. 68 10. 35 13. 90 10. 45 11. 04 9. 26 15. 66 13. 09

3 　讨论

3. 1 　食道灌喂的大剂量法测定鱼体蛋白质合成的有效性

测定动物蛋白质周转的方法主要有 3 种 :恒速连续灌注法 ,大剂量一次性注入法和动静脉稀释法。

Habib[4 ]认为大剂量法用于测定鱼体蛋白质合成最适合。该法已用于鲤、虹鳟、鲈蛋白质合成代谢研究

中。Loughna 和 Gouldspink[7 ]在虹鳟试验中证明了大剂量 Phe 不影响蛋白质合成 ; 而且 Rooyacker 和

Wagenmaker[8 ]在测定鼠活体单个组织的蛋白质合成时 ,又进一步证实了 3H2Phe 示踪的大剂量法的可靠

性和优越性。另外 ,示踪物引入动物体常采用静脉注射 , 如 Peragon[9 ]研究日粮蛋白水平对虹鳟肌肉和

肝胰脏蛋白质周转时采用了该法。静脉注射其优点为示踪氨基酸很快分布到各器官组织 ,达到基本均

匀一致的状态 , 测定时间短 ,通常为 2～10min ,且较灵敏 ; 其缺点为鱼体的静脉难以找到。Habib[4 ]研究

欧洲真鲈整体蛋白质周转时采用了腹腔注射 ,亦证明有效。其优点为容易操作 ,其缺点为易使使组织间

放射性同位素交叉污染。本研究采用的食道灌喂法均可避免静脉和腹腔注射两种方法的不足。而且 ,

本试验测得的蛋白质合成速率与 Habib[4 ]测得真鲈蛋白质合成速率的值相近 , 并能反映出 EAA 模式的

变化 ,这进一步证实了食道灌喂的大剂量法的可靠性。

3. 2 　EAA 模式中限制性氨基酸对草鱼体蛋白质合成的影响

Lys 、Met、Trp 、Arg 容易成为鱼饲料中的限制性氨基酸[10 ] ,故选取这 4 种 EAA 的缺乏作为极端不平

衡模式研究 ; 同时 ,进一步正交试验考查了这 4 个因素对肌肉、肝胰脏蛋白质合成的影响。结果证明 ,

缺乏 Lys 、Met、Trp 、Arg 的极端不平衡 EAA 模式 ,同肌肉模式 (相对平衡模式) 相比 ,显著降低了肌肉、肝

胰脏及全鱼的蛋白质合成速率。说明平衡氨基酸具有促进蛋白质合成的效果 ,这与 Garlick 和 Grant[11 ]
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报道的结果一致。而且 ,极端不平衡模式试验和正交试验均又证明 :Met 的缺乏对蛋白质合成速率影响

最大 ,其次是 Lys ,再次是 Arg , Trp 的缺乏影响最小。这与下述原因有关 :Met 在蛋白质合成中有非常重

要的作用 ,所有蛋白质合成的第一步 ,核糖体结合 mRNA 在起始位置结合的第一个氨基酸是 Met ; 当

Met 缺乏时 ,由于 Met 自身氧化速度较快 ,重利用 Met 减少 ,体内单位 RNA 所合成的蛋白质减少 ,合成

速度降低[12 ] 。Lys 的主要去路是参与蛋白质合成而分解较少 ,它对蛋白质合成影响较大 ,有研究发现 ,

随 Lys 量的增加 ,肝胰脏、肌肉蛋白质合成量也随之增加。Arg 可能是胰岛素的促泌素[13 ] ,而胰岛素本

身参与蛋白质合成中肽链的延长 ,促进蛋白质合成。Trp 不仅是合成蛋白质的原料 ,而且参与调节蛋白

质合成 ,从而影响蛋白质合成速率。

3. 3 　肌肉、肝胰脏的蛋白质合成代谢与全鱼蛋白质合成代谢的关系

肝胰脏蛋白质代谢旺盛 ,对营养状态的变化非常灵敏 ;肌肉是蛋白质沉积的主要组织 ;全鱼能反映

草鱼整体蛋白质代谢状况。研究表明 ,草鱼种肌肉、肝胰脏和全鱼蛋白质合成速率分别与 EAA 模式的

平衡呈正相关关系 ,而且肌肉、肝胰脏的蛋白质合成代谢速率与整体蛋白质合成代谢速率对 EAA 模式

变化的反应具有相似的趋势。这证实了外周组织 (特别是肌肉、皮肤) ,内脏器官 (特别是肝脏) 的蛋白

质合成与营养摄入的关系和全身的模式基本相似的观点[14 ] 。再者 ,较多研究证明 ,在动物的器官组织

中 ,肝脏和胰腺蛋白质合成速度最快 ,肌肉和心脏最慢。在本试验中 ,同一 EAA 模式下 ,肝胰脏、肌肉和

全鱼三者蛋白质的合成速率大小次序为 :肝胰脏 , 全鱼 , 肌肉。这与相关的试验结果一致。而且 ,

Peragon[9 ]亦观察到虹鳟肝胰脏蛋白质合成速率显著高于白肌。
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