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饲料脂肪水平对大口黑鲈CPT1表达的影响

宋铭琪，  钟云飞，  郭佳玲，  陈拥军，  罗    莉，  林仕梅*

(西南大学动物科技学院，淡水鱼类资源与生殖发育教育部重点实验室，重庆    400716)

摘要：为研究脂肪水平对大口黑鲈鱼体组织中肉碱棕榈酰转移酶I (CPT1)基因表达的影
响及不同生长阶段的表达规律。实验设计6%(低脂)、12%(中脂)和18%(高脂)3种脂肪水平
的等氮不等脂饲料，饲养初始体质量为 (23.60±1.26)g的大口黑鲈，分别在饲养第30、
60和90天取肝脏、肠道、肾脏和肌肉等组织样品，以18S为内参基因，用CPT1特异性引
物进行实时荧光定量实验，使用2−△△CT法得到CPT1基因的相对表达数据。结果显示，
CPT1基因在肝脏中表达量最高，在肠道和肾脏中次之，在鳃丝、心脏、肌肉、胃、脑
以及脾脏中表达量较低；在不同脂肪水平处理下，CPT1表达量随脂肪水平的增加而增
加；在不同生长阶段中，CPT1表达量随饲养时间的延长而增加。研究表明，饲料脂肪
水平及饲养时间会诱导大口黑鲈组织CPT1基因的表达，表明CPT1可能参与机体脂肪的
分解代谢。
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肉碱棕榈酰转移酶 I (carni t ine  pa lmi toyl
transferase I，CPT1)，主要分布于微粒体和线粒

体外膜 [1]，是脂肪酸β-氧化过程中的限速酶 [2]，

对脂肪的分解代谢和机体能量代谢具有重要的

调控作用 [3-4]。已有研究表明，CPT1广泛存在于

人、哺乳动物和鱼体组织中 [3, 5]，但CPT1的活性

因动物种类或组织的不同而有差异 [6-8]。饲料营

养素也是影响鱼类CPT1表达水平的重要因素，如

饲料脂肪水平和脂肪源都会影响鱼肝脏中CPT1
基因的表达[4, 9-10]。此外，鱼类的发育阶段也会影

响组织中CPT1基因的表达水平 [11-12]。众所周知，

肉食性鱼类对脂肪的需求较高，且高脂饲料对

蛋白质具有一定的节约作用[13]。而饲料脂肪水平

过高会引起鱼体脂肪的异常或过度沉积[14]，致使

机体组织器官受损 [15-16]，从而影响鱼类生长发

育。大口黑鲈(Micropterus salmoides)作为我国重

要的经济鱼类，在养殖生产中极易出现肝脏疾

病，而且其饲料中脂肪含量也较高，它们之间

的关系尚不清楚；关于CPT1调控大口黑鲈脂肪

代谢的研究还未见报道。为此，本实验以大口

黑鲈为对象，研究脂肪水平对大口黑鲈组织中

CPT1基因表达的影响，探讨其在鱼类组织脂肪

沉积中的作用。

1    材料与方法

1.1    实验饲料

以进口鱼粉、豆粕、小麦蛋白粉和大豆分

离蛋白为主要蛋白源，小麦淀粉为主要糖源，

配制成基础饲料。在此基础之上，以鱼油和豆

油(2∶5)为脂肪来源，配制成6%(低脂)、12%(中

脂)和18%(高脂)3个脂肪水平的等氮不等能的实

验饲料，饲料配方及营养水平见表1。饲料原料

粉碎过80目筛，经过逐级稀释混匀后制成3 mm

的颗粒饲料，经过自然风干后，于4 °C冰箱中冷

藏备用。
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1.2    实验对象

实验用大口黑鲈购自重庆长寿区鱼种场。

实验正式开始前，将大口黑鲈集中暂养在大缸

中，投喂商品饲料驯化1周，使其适应实验环

境。将其禁食24 h后用麻醉剂 (0.01% MS-222，
Sigma，USA)麻醉并称重，随机挑选出健康、规

格均一的大口黑鲈[初始体质量(23.60±1.26 g)]，
分为3个处理组，每个处理下设3个重复(有效水

体积约180 L)，每个重复25尾鱼，在室内淡水循

环养殖系统中饲喂实验饲料13周。

1.3    饲养管理

每日8:30、12:30、18:00各投食1次，日投饲

量为鱼体质量的3%~5%。每隔2周调整投饵率。

养殖水源为曝气自来水，实验期间，水温为25~
29 °C，pH 6.7~7.2，溶解氧>7.0 mg/L，氨氮<0.1
mg/L，亚硝酸盐氮<0.01 mg/L，硫化物浓度<0.05
mg/L。光周期(L∶D)为12/12。

1.4    样品制备与分析

在饲养第30、60和90天后称重和取样。每

个重复随机取3尾鱼，在冰上迅速解剖分离出肝

脏、肠道、肾脏、脾脏、脑、肌肉、心脏、鳃

丝和胃9个组织，放入1.5 mL无菌无酶的离心管

中，加入RNA保护剂  Sample Protector for RNA/
DNA(TaKaRa，型号9750)后于液氮中速冻，−80 °C
冷冻保存。采用传统裂解法，用RNAisoPlus
(TaKaRa，型号9109)提取各组织的mRNA，然后

用1.0%凝胶Agarose Regular (TaKaRa，型号

5260)进行电泳检测，并用酶标仪Nano Drop
2000(Thermo Scientific)测定mRNA的浓度。使用

逆转录试剂盒NovoScrip Plus All-in-one 1st Strand
cDNA Synthes i s  Supers i s  Super  Mix(gDNA
Purge)(novoprotein，型号E047-01B)将mRNA合成

为cDNA链第一链，将获得的cDNA于−20 °C冰箱

保存备用。采用实时荧光定量PCR技术，以18S
作为内参基因(GenBank登录号为XR_003942051)，
根据本课题组基因克隆得到的CPT1核心序列设

计特异性引物，使用荧光染料酶试剂盒NovoStart
SYBRq PCR Super Mix Plus(novoprotein，型号

E096-01B)，用荧光定量PCR仪(Bio-Rad CFX96，
USA)进行qPCR，每个样品设置3个重复。通过

2−∆∆CT法 [17]计算得到各个组织中CPT1基因的相对

表达数据。qPCR引物序列见表2，引物交由北京

擎科生物科技有限公司重庆分公司进行合成。肝

表 1    实验饲料配方及营养水平(风干基础)

Tab. 1    Formulation and proximate composition of the
experimental diets (air-dry basis) %

项目

items

脂肪水平/%　lipid level

6 12 18

原料　ingredients

进口蒸汽鱼粉 (CP 67%)
imported steam fish meal

35.00 35.00 35.00

豆粕

soybean meal
12.00 12.00 12.00

小麦蛋白粉 (CP 75%)
wheat protein powder

10.00 10.00 10.00

大豆分离蛋白 (无糖) (CP90%)
soy protein isolate

8.00 8.00 8.00

明胶

gelatin
2.00 2.00 2.00

面粉

flour
2.00 2.00 2.00

鱼油

fish oil
0.85 2.55 4.25

豆油

soybean oil
2.15 6.45 10.75

氯化胆碱

choline chloride
0.30 0.30 0.30

维生素C
vitamin C

0.20 0.20 0.20

磷酸二氢钙

Ca(H2PO4)2H2O
1.00 1.00 1.00

复合预混料

compound premix
3.00 3.00 3.00

微晶纤维素

microcrystalline cellulose
23.50 17.50 11.50

合计

total
100 100 100

营养成分　nutrient levels

粗蛋白

crude protein
45.64 45.63 45.63

粗脂肪

crude lipid
6.46 12.34 18.22

粗灰分

crude ash
7.14 7.17 7.20

碳水化合物

carbohydrate
5.41 5.41 5.41

总能 (kJ/100 g)
gross energy

1 428.98 1 661.20 1 893.69

注：复合预混料采用肉食性鱼用复合预混料，包括维生素预混料和

矿物质预混料。维生素预混料为每千克饲料提供：VA  18  mg，VD
3.5 mg，VE 150 mg，VC(35%)500 mg，VB 16 mg，VB6 20 mg，VB12
18 mg，核黄素40 mg，肌醇320 mg，泛酸钙60 mg，烟酰胺80 mg，
叶酸5 mg，生物素2 mg，乙氧基喳琳100 mg；矿物质预混料为每千

克饲料提供：Na 30 mg，K 50 mg，Mg 100 mg，Cu 4 mg，Fe 25
mg，Zn 35 mg，Mn 12 mg，I 1.6 mg，Se 0.2 mg，Co 0.8 mg
Notes: the composite premix is for carnivorous fish, including vitamin
premixes and mineral premixes. Vitamin premix provided the following
per kg of the diet: VA18 mg, VD 3.5 mg, VE 150 mg, VC(35%)500 mg,
VB 16 mg, VB6 20 mg, VB12 18 mg, riboflavin 40 mg, inositol 320 mg,
calcium-D-pantothenate 60 mg, niacinamide 80 mg, folic acid 5 mg,
biotin 2 mg, ethoxyquin 100 mg; mineral premix provided the following
per kg of the diet: Na 30 mg, K 50 mg, Mg 100 mg, Cu 4 mg, Fe 25 mg,
Zn 35 mg, Mn 12 mg, I 1.6 mg, Se 0.2 mg, Co 0.8 mg
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脏中肉碱棕榈酰转移酶(CPT1)活性由ELISA试剂

盒测定(型号EIA-17041，上海优选生物科技有限

公司)。

1.5    数据分析

采用SPSS 22.0软件对所得数据进行方差检

验和单因素方差分析(One-Way ANOVA)，若差

异达到显著水平，则进行Tukey氏多重比较，显

著性水平为P<0.05。实验数据均以平均值±标准

误(mean±SE)表示。用Graphpad 7.0软件将荧光定

量数据进行作图。

2    结果

2.1    饲料脂肪水平对大口黑鲈肝脏CPT1酶活

性的影响

饲料脂肪水平对大口黑鲈肝脏CPT1酶活性

的影响如表3所示。不同脂肪水平饲养大口黑鲈

30和60 d，肝脏中CPT1酶活性均为中脂(ML)组
最高 (P<0.05)，且30 d高脂 (HL)组CPT1酶活性

也显著高于低脂(LL)组(P<0.05)。而30 d大口黑

鲈肝脏中CPT1酶活性与60 d相比无显著性差异

(P>0.05)。

2.2    大口黑鲈CPT1基因表达的组织差异性

大口黑鲈肝脏中CPT1基因的表达量最高(P<

0.05)，其次是肠道和肾脏，而肌肉、心脏、鳃丝、

胃、脑和脾脏中CPT1的表达差异不显著(P>0.05)
(图1)。

2.3    不同脂肪水平大口黑鲈组织中CPT1表达

的差异

用不同脂肪水平的饲料饲喂大口黑鲈30 d，
ML组肠道、肾脏和肌肉组织中CPT1的表达量均

显著高于LL组和HL组(P<0.05)；饲喂60 d，ML组
肝脏、肠道和肾脏组织中CPT1的表达量显著高

于其他组，而肌肉中CPT1在HL组中的表达显著

高于其他组(P<0.05)；饲喂90 d，HL组4个组织中

CPT1的表达量均显著高于其他组(P<0.05)(图2)。

2.4    不同生长阶段大口黑鲈组织中CPT1表达

的差异

不同生长阶段对大口黑鲈组织中CPT1表达

量的影响如图3所示。无论是LL组、ML组还是

H L组，大口黑鲈肝脏、肠道和肌肉组织中

CPT1的表达量均在饲喂60 d后达到最高(P<0.05)；
而肾脏组织中CPT1的表达量在饲喂90 d后达到最

高(P<0.05)。

3    讨论

3.1    CPT1基因在大口黑鲈组织中的表达差异性

大量研究表明，动物种类[6, 18]、日粮类型[19-20]、

营养素 [9,  21]和疾病 [22]等均可影响CPT1基因的表

表 2    qPCR引物序列

Tab. 2    Primers used for qPCR

引物名称　primer name 引物序列　primer sequence

18S-F GGACACGGAAAGGATTGACAG

18S-R CGGAGTCTCGTTCGTTATCGG

CPT1-F AGTATGTGTCCTCTGGAGGTGGAT

CPT1-R TGGAGATGTGGAAGTTGATGTGGTT

表 3    饲料脂肪水平对大口黑鲈肝脏CPT1酶活性的影响

Tab. 3       Effect of dietary lipid levels on CPT1 enzyme

 　 　　　activity in liver of M. salmoides U/L

饲养天数/d
feeding days

脂肪水平/%　lipid levels

LL (6) ML (12) HL (18)

30 114.78±3.66a 255.08±16.28c 173.31±7.66b

60 155.25±11.17a 247.51±16.85b 153.30±14.98a

注：同行中上标不同小写字母表示差异显著(P<0.05)
Notes: in the same row, values with different small letter superscripts
mean significant difference (P<0.05). LL. low lipid, ML. medium lipid,
HL. high lipid
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图 1    CPT1基因在大口黑鲈组织中的表达差异

1.肝脏，2.肠道，3.肾脏，4.脾脏，5.脑，6.心，7.胃，8.鳃丝，

9.肌肉。柱状图标注不同字母表示差异显著(P<0.05)。下同

Fig. 1    Differential expression of CPT1 gene in
various tissues of M.salmoides

1. liver, 2. intestine, 3. kidney, 4. spleen, 5. brain, 6. heart, 7. stomach, 8.
gill filament, 9. muscle. Column with different letters mean significant
differences (P<0.05). The same below
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达。同样，CPT1基因的表达具有组织和物种的

特异性 [23-24]，这代表了组织或物种调控脂肪酸氧

化的能力有一定的差异。本研究结果显示，CPT1
在大口黑鲈9个组织中均有表达，这与在羊[6]和猪[25]

中的研究结果一致。说明CPT1在动物体内是一

个广泛表达的基因，也相对保守。本实验还发

现，CPT1在肝脏、肠道和肾脏中表达量最高，

而在肌肉和心脏中表达量较低，且表达量不受

脂肪水平和生长周期的干扰。在对人类[26]、绵羊[6]

和花鲈(Lateolabrax japonicus)[27]的研究中也观察

到类似的结果，而 S D大鼠的研究结果显示

CPT1活性在肝脏中最强，肾脏中最低 [7]。这表明

CPT1基因在不同物种之间的调控机制可能存在

很大的差异，同样的结果在山羊和绵羊的研究

中得以证实 [6, 28]。这种组织和物种差异性可能与

氧化脂肪酸的能力及脂肪沉积有关，肝脏是脂

肪酸β-氧化的主要场所 [6]，脂肪在鱼体中的储存

位置主要为肝脏、肌肉和肠系膜等部位[29]，这也

许是肝脏、肠道中CPT1基因表达量较高的原

因。肌肉及其他组织β-氧化的脂肪酸主要来自血

液循环中游离的脂肪酸和酯化为甘油三酯的脂

肪酸 [30-31]，因此肌肉中CPT1的表达量较肝脏、肠

道少，与其他组织之间并无显著差异。肾脏是

机体重要的免疫器官，在维持机体内环境稳定

和新陈代谢中发挥着至关重要的作用[32]。本实验

用高脂饲料饲喂大口黑鲈90 d，肾脏中CPT1表达

量是肝脏和肠道的80倍，这可能暗示了高脂饲料

的持续投喂引起大口黑鲈代谢系统的紊乱，并

诱导机体的免疫反应，使肾脏处于异常活跃的

状态。
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图 2    饲料脂肪水平对大口黑鲈组织中CPT1表达量的影响

(a)肝脏，(b)肠道，(c)肾脏，(d)肌肉，下同。柱状图标注不同字母表示同一时间不同脂肪水平的CPT1基因表达差异显著(P<0.05)

Fig. 2    Effect of dietary lipid levels on the expression of CPT1 in tissues of M. salmoides
(a) liver, (b) intestine, (c) kidney, (d)muscle, the same below。Columns with different letters mean significant differences in CPT1 gene expression of
different lipid levels at the same time(P<0.05)

10 期 宋铭琪，等：饲料脂肪水平对大口黑鲈CPT1表达的影响 2169

 

http://www.scxuebao.cn

http://www.scxuebao.cn


3.2    不同脂肪水平大口黑鲈CPT1表达的差异

本研究发现，组织中CPT1基因的表达量随

饲料脂肪水平的升高而增加。在小鼠 [26, 33]和建鲤

(Cyprinus carpio var. jian)[34]的研究中也有类似的

发现，这可能是因为CPT1基因的表达水平与体

脂肪含量有关。研究表明，CPT1基因与机体脂

肪的沉积密切相关 [34-35]，其表达水平升高有助于

增加脂肪酸的分解 [6, 36]，减少脂肪沉积，降低体

脂含量。饲喂30 d，除肝脏外，ML组大口黑鲈

肠道、肾脏和肌肉中CPT1的表达量显著高于其

他组。而饲喂60 d，除肌肉外，ML组大口黑鲈

肝脏、肠道和肾脏中CPT1的表达量也显著高于

其他组，这与大口黑鲈肝脏中CPT1酶活性的结

果一致，同样与在大黄鱼(Larmichthys crocea)[37]

和团头鲂(Megalobrama amblycephala)[38]中观察的

结果相似。这可能是由于高脂饲料中高水平的n-
3 LC-PUFA显著改变肝脏线粒体膜脂肪酸组成和

CPT1的动物学活性，导致了组织中CPT1表达量

的下降 [37-38]，在团头鲂、大黄鱼和小鼠 [39]中均有

相似的发现。此外，也可能与HL组中大口黑鲈

通过减少摄食量来调控体内脂肪沉积有关，在

吉富罗非鱼(GIFT Oreochromis niloticus)[40]中也观

察到类似的结果。然而，在饲喂90 d，HL组大口

黑鲈肝脏、肠道、肾脏和肌肉中CPT1的表达量

均显著高于其他处理组，这可能与机体脂肪沉

积引起的正反馈调节有关，在高脂饲料的持续

摄入后引发了一系列代谢途径，诱导CPT1基因

的过量表达，为了阻止脂肪过度沉积而导致的

细胞脂毒性[41]。以上结果表明，脂肪水平对大口

黑鲈不同组织中CPT1表达的影响是有差异的，

关于脂肪水平调控鱼类组织中CPT1表达的机制

需要深入研究。

3.3    不同生长阶段大口黑鲈CPT1表达的差异

不同生长阶段对CPT1基因表达量影响的研

究鲜有报道。本实验中，随着饲喂时间的延

长，大口黑鲈的体质量增加，组织中CPT1基因
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图 3    不同生长阶段对大口黑鲈组织中CPT1表达量的影响

不同字母表示同一处理组不同取样时间的CPT1基因表达差异显著(P<0.05)

Fig. 3    Effects of different growth stages on the expression of CPT1 in tissues of M. salmoides
Columns with different letters mean significant differences in CPT1 gene expression at different sampling time for the same treatment group(P<0.05)
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的表达量也随之增加，说明脂肪持续的摄入会

诱导CPT1基因的表达，加快组织中脂肪酸的分

解代谢。饲喂60 d，大口黑鲈肝脏、肠道、肾脏

和肌肉中CPT1基因的表达量均显著高于30 d，这

表明摄入过多的脂肪会导致CPT1基因的调控水

平增强。而饲喂90 d，大口黑鲈肝脏、肠道和肌

肉中CPT1的表达量显著低于60 d，这可能暗示了

此时组织已经受到损伤，影响了脂肪代谢。只

有肾脏在饲喂90 d时，CPT1表达量显著高于60
d，且其表达量是肝脏和肠道的80倍，这可能与

肾脏在免疫系统中所起的作用有关，具体机制

有待进一步研究。

综上所述，饲料脂肪水平和鱼体生长阶段

均会影响大口黑鲈组织中CPT1基因的表达。大

口黑鲈肝脏、肠道和肾脏中CPT1基因的表达量

较高，且其表达量随饲料脂肪水平的升高、饲

喂时间的延长而增加。
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Effects of dietary lipid levels on the expression of
CPT1 in Micropterus salmoides

SONG Mingqi ,     ZHONG Yunfei ,     GUO Jialing ,     CHEN Yongjun ,     LUO Li ,     LIN Shimei *

(Key Laboratory of Freshwater Fish Reproduction and Development, Ministry of Education, College of Animal Science and
Technology, Southwest University, Chongqing    400716, China)

Abstract: To study the effect of lipid level on the expression of carnitine palmitoyl transferase I (CPT1) gene in
the body tissues of Micropterus salmoides and the expression patterns of different growth stages, three different
isonitrogenous diets with graded levels of lipid [6% (low lipid), 12% (medium lipid) and 18% (high lipid)] were
fed to M. salmoides with the initial weight of (23.60 ± 1.26) g. Tissue samples of liver, intestine, kidney and
muscle were taken on the 30th, 60th and 90th day of feeding, and the 18S was used as the internal reference gene.
The real-time PCR experiment was performed with CPT1 specific primers, and the relative expression data of
CPT1 gene were obtained by 2−△△CT method. The results showed that the expression level of CPT1 gene was the
highest in the liver, followed by intestine and kidney, and the expression level was lower in gill filament, heart,
muscle, stomach, brain and spleen; at different fat levels, the expression of CPT1 increased with the increase of
lipid level; in different growth stages, the expression of CPT1 increased with the prolongation of feeding time. The
results showed that the increase of lipid level and feeding time would induce the expression of CPT1 gene, and
CPT1 gene may play a certain role in the decomposition of fat in M. salmoides.

Key words: Micropterus salmoides; lipid level; CPT1; gene expression; qPCR
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