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基于肝脂和
１ＨＮＭＲ技术的草鱼肝胰脏及血清代谢组学分析
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摘要：为了探讨草鱼肝胰脏脂质过量蓄积的生化基础并促进草鱼的健康养殖，采用１ＨＮＭＲ
分析技术对肝脂含量分别为３％～４％和１４％～１６％的两组草鱼的肝胰脏和血清进行了代谢组
学分析。结果表明，从草鱼肝胰脏和血清中分别检测到了５８和４７种代谢物。葡萄糖、别嘌呤
二醇、牛磺酸、乳酸、谷氨酸、肌酸、丙氨酸、ｓｎ甘油３磷酸胆碱、甘氨酸、石碳酸、次黄嘌呤、乙
酸、赖氨酸、亮氨酸和缬氨酸为两组草鱼肝胰脏主要差异代谢物；其中，肝脂含量为 １４％～１６％
的草鱼肝胰脏中葡萄糖和别嘌呤二醇的含量明显高于肝脂含量为 ３％～４％的草鱼组，但乳酸
和多种氨基酸含量则低于肝脂含量为 ３％～４％的草鱼组。乳酸、葡萄糖、肌酸、柠檬酸、亮氨
酸、丙酮酸、缬氨酸、脯氨酸、鸟嘌呤核苷、异亮氨酸、谷氨酸、ｓｎ甘油３磷酸胆碱、丙氨酸、赖氨
酸和甘氨酸为两组草鱼血清主要差异代谢物；其中肝脂含量为 １４％～１６％的草鱼血清中葡萄
糖、柠檬酸、脯氨酸、谷氨酸、ｓｎ甘油３磷酸胆碱、精氨酸以及甘氨酸７种代谢物含量高于肝脂
含量为３％～４％的草鱼组，血清乳酸等含量则明显低于肝脂含量为 ３％～４％的草鱼组。肝脂
含量为１４％～１６％的草鱼组其体内糖的有氧氧化和糖酵解途径均受到了明显的抑制，同时存
在氨基酸代谢异常，这可能是导致草鱼肝脂过量蓄积的重要原因之一。
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　　草鱼（Ｃｔｅｎｏｐｈａｒｙｎｇｏｄｏｎｉｄｅｌｌａ）是中国年产
量最大的淡水养殖鱼类，２０１３年其年产量已达到
５０６．９９万 ｔ［１］，高密度和配合饲料养殖模式下，饲
料营养水平设计不合理

［２－３］
及饲料原料选择不

当
［４－５］

等，都可导致草鱼发生肝胰脏脂质过量蓄

积，既损害草鱼的健康，危害草鱼产业可持续发

展，也降低鱼肉品质和养殖户的经济效益。早在

１９９０年，Ｌｉｎ等［６］
认为草鱼肝胰脏正常脂肪含量

应低于５％；肝胰脏脂肪含量大于 ５％为脂肪肝，
即肝脏脂肪过量蓄积；肝胰脏脂肪含量达到 ５％～
１０％、１０％～１５％和 １５％～２０％时可依次确定为
肝脏脂质沉积、肝实质脂肪浸润和肝脏细胞核萎

缩阶段。目前，草鱼肝胰脏脂质过量蓄积已引起

了广泛关注，但其发生的生化机理研究相对较少。

代谢组学是一种检测生物机体整体代谢特征

的技术。该技术主要通过质子核磁共振光谱（
１Ｈ

ＮＭＲ）、气相色谱—质谱（ＧＣＭＳ）联用、液相色
谱—质谱（ＬＣＭＳ）联用等分析技术来检测生物
体的体液（如尿液、血清）和组织（如肌肉、肝）中

内源性代谢物的指纹图谱，同时通过无监督的主

成分分析（ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣＡ）、有
监督的偏最小 二乘 分析 （ｐａｒｔｉａｌｌｅａｓｔｓｑｕａｒｅｓ
ａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＬＳ）、偏最小二乘判别分析（ｐａｒｔｉａｌｌｅａｓｔ
ｓｑｕａｒｅｓｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＬＳＤＡ）、变量重要
性投影分析 （ｖａｒｉａｂｌｅｉｍｐｏｒｔａｎｃｅｉｎｐｒｏｊｅｃｔｉｏｎ，
ＶＩＰ）等多元统计分析方法来确定代谢物受到病
理或生理刺激后的定量变化模式，进而反映细胞
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或者内脏器官的功能异常以及随时间的变化过

程
［７－８］

。这对于了解生物体不同疾病的发生和发

展进程，以及临床有效诊断指标的筛选将有较大

帮助。目前，已有许多学者将代谢组学技术应用

于临床疾病的诊断与预后
［９－１０］

。采用
１ＨＮＭＲ

分析技术，比较分析肝脂含量小于 ５％的正常肝
脂草鱼与肝脂含量大于 ５％的肝脂过量蓄积草鱼
的肝胰脏和血清代谢物，旨在从生化水平初步探

讨草鱼肝脂过量蓄积的原因，进而为优化设计草

鱼配合饲料营养水平提供参考。

１　材料与方法

１．１　草鱼肝胰脏及血清
实验草鱼于 ２０１４年 ５月采自湖南省常德市

安乡县鸭踏湖渔场，草料养殖的草鱼和配合饲料

养殖的草鱼各 ２０尾，体质量为 １２０６～１５５０ｇ。
实验鱼先用丁香酚（５０ｍｇ／Ｌ）麻醉，再逐尾采集
尾静脉血液约 ３ｍＬ于真空采血管中，经解剖后
迅速分离肝胰脏３００ｍｇ左右，于液氮中速冻和保
存，采集剩余肝胰脏以备肝脂含量测定。血液先

室温放置３０ｍｉｎ，再于 ４℃，３０００ｒ／ｍｉｎ离心 １２
ｍｉｎ，取血清分装于 １．５ｍＬ灭菌离心管中，于液
氮中速冻和保存。参照 ＧＢ／Ｔ９６９５．７－２００８［１１］，
采用索氏抽取法测定草鱼肝脂含量。根据草鱼肝

脂含量测定结果，选择液氮保存的肝脂含量为

３％～４％的３尾正常肝脂草鱼（Ｌ组）的肝胰脏样
品和血清样品，以及肝脂含量为 １４％～１６％的 ３
尾肝脂过量蓄积草鱼（Ｈ组）的肝胰脏样品和血
清样品，用于代谢组学分析。

１．２　仪器及设备
超低温冰箱（ＤＷ８６Ｌ８２８型）、真空冷冻干燥

机（ＬＧＪ１０型）、离心机（ＴＧＬ１６型）、电子天平
（Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏｌｅｄｏ ＸＰ２０５）、１ＨＮＭＲ 光 谱 仪

（ＡｇｉｌｅｎｔＤＤ２６００ＭＨｚｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒｅｑｕｉｐｐｅｄ
ｗｉｔｈａｔｒｉｐｌｅｒｅｓｏｎａｎｃｅｃｒｙｏｐｒｏｂｅ）（表１）。
１．３　肝胰脏及血清样品前处理方法

从液氮中取出肝胰脏，置于预冷的 １８０℃干
热灭菌的研钵中，用液氮将肝胰脏研磨成粉，并迅

速转移至预冷和灭菌的 １．５ｍＬ离心管中，迅速
将离心管置于液氮中，持续冻存５ｈ；取出离心管，
于预冷的真空冷冻干燥机中冷冻干燥。准确称取

肝胰脏样品约 ５００ｍｇ，加入 １０００μＬ超纯水，涡
旋１ｍｉｎ；冰水浴中４ｓ超声，３ｓ间歇，循环 ８次，

４５％振幅；４℃，１３０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ；取上清
液５００μＬ，于 ４℃，１３０００ｒ／ｍｉｎ超滤膜离心 ３０
ｍｉｎ；取 ４５０μＬ滤液于另一离心 管中，加入
４．１３６１ｍｍｏｌ／ＬＡＣＤＳＳ试剂（ａｎａｃｈｒｏｃｅｒｔｉｆｉｅｄ
ＤＳＳｓｔａｎｄａｒｄｓｏｌｕｔｉｏｎ）５０μＬ，涡旋 １０ｓ；４℃，
１３０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ；取４８０μＬ上清液于核磁
管中检测。除不需超声波萃取外，于 ４℃冰箱中
解冻的血清的其余预处理步骤同肝胰脏样本。检

测过程由武汉安隆科讯生物有限公司完成。

表 １　核磁采集参数及数据
Ｔａｂ．１　Ａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎｐａｒａｍｅｔｅｒｓａｎｄｄａｔａｏｆ１ＨＮＭＲ

采集参数

ｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎ
数据

ｄａｔａ

温度／Ｋｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ２９８．１５

磁频率／ＭＨｚｍａｇｎｅｔｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ５９９．８３

瞬变／扫描 ｔｒａｎｓｉｅｎｔｓ／ｓｃａｎｓ
６４（ｈｅｐａｔｏｐａｎｃｒｅａｓ）
＆３２（ｓｅｒｕｍ）

循环延迟 ｒｅｃｙｃｌｅｄｅｌａｙ ０．０１

频率域大小 ｆｒｅｑｕｅｎｃｙｄｏｍａｉｎｓｉｚｅ ６５５３６

光谱宽度 ｓｐｅｃｔｒａｌｗｉｄｔｈ ７２２５．４３４

时间域大小 ｔｉｍｅｄｏｍａｉｎｓｉｚｅ ２８９０２

脉冲序列 ｐｕｌｓｅｓｅｑｕｅｎｃｅ ｍｅｔｎｏｅｓｙ

１．４　数据处理与分析方法
先将

１ＨＮＭＲ自由感应衰减（ｆｒｅｅｉｎｄｕｃｔｉｏｎ
ｄｅｃａｙ，ＦＩＤ）信 号 导 入 到 ＣｈｅｎｏｍｘＮＭＲ ｓｕｉｔ
（ｖｅｒｓｉｏｎ７．７，Ｃｈｅｎｏｍｘ，Ｅｄｍｏｎｔｏｎ，Ｃａｎａｄａ）软件
中完成傅立叶转换。再以 ＤＳＳｄ６（ｃｈｅｍｉｃａｌｓｈａｐｅ
ｉｎｄｉｃａｔｏｒ）峰（０．０）为全部谱图化学位移标准，对
其进行反转卷积操作，同时调整谱图峰形。根

据
１ＨＮＭＲ谱图中信号的相关信息，如化学位移、

峰形、半峰宽、耦合裂分等，以 ＤＳＳｄ６的浓度和
峰面积为标准，结合 Ｃｈｅｎｏｍｘ软件自带的数据库
分别对不同草鱼肝胰脏样品和血清样品谱图信号

逐一比对分析，获得不同种类代谢物及其绝对浓

度值。将草鱼肝胰脏与草鱼血清的代谢物及其对

应的绝对值浓度导出到 ＥＸＣＥＬ表格中，分别得
到一个变量矩阵。以变量矩阵为数据源进行质量

归一化处理，再进行 ＰＣＡ、ＰＬＳＤＡ、ＶＩＰ分析。
ＰＣＡ和 ＰＬＳＤＡ分别通过 Ｒ语言中 ｐｃａｍｅｔｈｏｄｓ
Ｂｉｏｃｏｎｄｕｃｔｏｒ包和 ｐｌｓ包完成数据分析，通过
ｇｇｐｌｏｔ２包进行可视化作图。采用 ＳＰＳＳ１９．０软
件对组间主要差异代谢物浓度进行单因素方差分

析和多重比较，显著性水平设为０．０５。

９６３１
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２　结果

２．１　正常肝脂草鱼与肝脂过量蓄积草鱼肝胰脏
代谢物归属谱图

根据 Ｃｈｅｎｏｍｘ软件自带的数据库对 ６份草
鱼肝胰脏样品谱图（图 １）信号逐一比对分析，共
获得了 ５８种代谢物。其中，氨基酸及其衍生物
２３种、有机酸 １３种、糖类 ４种、核酸组分 ７种，其

他代谢物，如 ｓｎ甘油３磷酸胆碱、胆碱、氧磷酸
胆碱、谷胱甘肽、乙醇、肌酐、甲醇、二甲胺、腐胺、

三甲胺和烟酸盐等１１种。
２．２　正常肝脂草鱼与肝脂过量蓄积草鱼肝胰脏
ＰＣＡ及 ＰＬＳＤＡ分析

Ｌ组与 Ｈ组的３个平行样品分别团聚在一起
（图２ａ），表明组内样本的重复性较好；Ｌ组与 Ｈ
组样本在第一主成分方向上和第二主成分方向

图 １　草鱼肝胰脏样品信号归属谱图
草鱼肝胰脏样品的信号归属片段，归属范围为３．０～５．０区间，归属的代谢物用编号标识

Ｆｉｇ．１　Ｓｉｇｎａｌａｓｓｉｇｎｍｅｎｔｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆｈｅｐｔａｐａｎｃｒｅａｓｅｆｒｏｍｇｒａｓｓｃａｒｐ
Ｈｅｐｔｏｐａｎｃｒｅａｓｓｉｇｎａｌａｓｓｉｇｎｍｅｎｔｆｒａｇｍｅｎｔｏｆｇｒａｓｓｃａｒｐｗｉｔｈａｓｓｉｇｎｍｅｎｔｉｎｔｅｒｖａｌ３．０－５．０，ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｗｅｒｅｃｏｄｅｄａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｎｕｍｂｅｒｓ

图 ２　正常肝脂 ＋草鱼与肝脂过量蓄积（Ｈ）草鱼肝胰脏样品 ＰＣＡ得分图（ａ）与载荷图（ｂ）
ｂ图中右侧黑点由上至下分别为谷氨酸、肌酸、丙氨酸、甘氨酸、ｓｎ甘油３磷酸胆碱、石碳酸、脯氨酸、乙酸、赖氨酸、亮氨酸、缬氨酸、
异亮氨酸、组氨酸、丝氨酸、琥珀酸、氧磷酸胆碱、蛋氨酸、苹果酸

Ｆｉｇ．２　ＰＣＡｓｃｏｒｅｐｌｏｔ（ａ）ａｎｄｌｏａｄｉｎｇｐｌｏｔ（ｂ）ｏｆｈｅｐｔａｐａｎｃｒｅａｓｆｒｏｍｇｒａｓｓｃａｒｐｗｉｔｈ
ｎｏｒｍａｌ（Ｌ）ａｎｄｅｘｃｅｓｓｉｖｅ（Ｈ）ｈｅｐａｐｔｏｐａｎｃｒｅａｓｌｉｐｉｄ

Ｂｌａｃｋｓｐｏｔｓｏｎｔｈｅｒｉｇｈｔｓｉｄｅｏｆｆｉｇｕｒｅｂｗｅｒｅｇｌｕｔａｍａｔｅ，ａｌａｎｉｎｅ，ｇｌｙｃｉｎｅ，ｃｒｅａｔｉｎｅ，ｓｎｇｌｙｃｅｒｏ３ｐｈｏｓｐｈｏｃｈｏｌｉｎｅ，ｐｈｅｎｏｌ，ａｃｅｔｉｃａｃｉｄ，ｐｒｏｌｉｎｅ，
ｌｙｓｉｎｅ，ｌｅｕｃｉｎｅ，ｖａｌｉｎｅ，ｉｓｏｌｅｕｃｉｎｅ，ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ，ｓｅｒｉｎｅ，ｓｕｃｃｉｎａｔｅ，Ｏｐｈｏｓｐｈｏｃｈｏｌｉｎｅ，ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ，ｍａｌｉｃａｃｉｄｆｒｏｍｔｏｐｔｏｂｏｔｔｏｍ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ
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上均存在明显分离，表明两组草鱼的代谢轮廓存

在差异。草鱼肝胰脏 ＰＣＡ载荷图（图 ２ｂ）显示
葡萄糖（ｇｌｕｃｏｓｅ）、别嘌呤二醇（ｏｘｙｐｕｒｉｎｏｌ）、牛磺
酸（ｔａｕｒｉｎｅ）、乳酸（ｌａｃｔａｔｅ）、谷氨酸（ｇｌｕｔａｍａｔｅ）、
肌酸（ｃｒｅａｔｉｎｅ）和丙氨酸（ａｌａｎｉｎｅ）等多种代谢物
对区分正常肝脂草鱼与肝脂过量蓄积草鱼肝胰脏

样本所作贡献较大。

Ｌ组与 Ｈ组组内样品具有高重复性；Ｌ组与
Ｈ组两组样品在第一主成分上的代谢轮廓不同，
但在第二主成分上的代谢轮廓相似（图 ３ａ）。载
荷图（图 ３ｂ）显示葡萄糖、别嘌呤二醇以及多种
氨基酸等对区分两组样品所作贡献较大。

图 ３　正常肝脂草鱼与肝脂过量蓄积草鱼肝胰脏组织样品 ＰＬＳＤＡ得分图（ａ）与载荷图（ｂ）
ｂ图右下角黑点从左至右分别为赖氨酸、谷氨酸、蛋氨酸、苏氨酸、肌酸、缬氨酸、甘氨酸、石炭酸、丙氨酸、乙酸、组氨酸、ｓｎ甘油３磷

酸胆碱、异亮氨酸、牛磺酸

Ｆｉｇ．３　ＰＬＳＤＡｓｃｏｒｅｐｌｏｔ（ａ）ａｎｄｌｏａｄｉｎｇｐｌｏｔ（ｂ）ｏｆｈｅｐｔａｐａｎｃｒｅａｓｆｒｏｍｇｒａｓｓｃａｒｐｗｉｔｈ

ｎｏｒｍａｌ（Ｌ）ａｎｄｅｘｃｅｓｓｉｖｅ（Ｈ）ｈｅｐａｐｔｏｐａｎｃｒｅａｓｌｉｐｉｄ
Ｂｌａｃｋｓｐｏｔｓｉｎｔｈｅｃｏｒｎｅｒｏｆｆｉｇｕｒｅｂｗｅｒｅｌｙｓｉｎｅ，ｇｌｕｔａｍａｔｅ，ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ，ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ，ｃｒｅａｔｉｎｅ，ｖａｌｉｎｅ，ｇｌｙｃｉｎｅ，ａｌａｎｉｎｅ，ｐｈｅｎｏｌ，ａｃｅｔｉｃａｃｉｄ，

ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ，ｓｎｇｌｙｃｅｒｏｌ３ｐｈｏｓｐｈｏｃｈｏｌｉｎｅ，ｉｓｏｌｅｕｃｉｎｅ，ｔａｕｒｉｎｅｆｒｏｍｌｅｆｔｔｏｒｉｇｈｔ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

２．３　正常肝脂草鱼与肝脂过量蓄积草鱼肝胰脏
ＶＩＰ分析

Ｌ组与 Ｈ组草鱼肝胰脏 ＶＩＰ值排名前 １５的
代谢物浓度组间差异性均显著（Ｐ＜０．０５），且均
以葡萄糖的浓度最高（表 ２），Ｈ组草鱼肝胰脏中
仅葡萄糖和别嘌呤二醇含量高于 Ｌ组，其余１３种
代谢物含量均低于 Ｌ组。第一主成分的 ＶＩＰ分
析表明葡萄糖在区分两组肝胰脏样品中所作贡献

最大（图４）。
２．４　正常肝脂草鱼与肝脂过量蓄积草鱼血清代
谢物归属谱图

草鱼血清样品谱图显示，从草鱼血清中共获

得４７种代谢物。其中，氨基酸及其衍生物 １６种、
有机酸１９种、糖类 １种、核酸组分 ４种，甲醇，乙
醇，丙二醇，肌醇，胆碱，氧磷酸胆碱，ｓｎ甘油３
磷酸胆碱等７种（图５）。

２．５　正常肝脂草鱼与肝脂过量蓄积草鱼血清
ＰＣＡ及 ＰＬＳＤＡ分析

两组草鱼的 ３个平行样本分别团聚在一起，
表明组内样本重复性较好；两组样本在第一主成

分上和第二主成分上均存在明显分离，表明两组

样品的代谢轮廓不同（图 ６ａ）。血清样品载荷图
显示葡萄糖和乳酸等在区分两组样本上贡献较大

（图６ｂ）。
Ｌ组与 Ｈ组血清 ＰＬＳＤＡ得分图表明两组样

品组内重复性较高（图 ７ａ）；两组样品在第一主
成分上存在明显分离，即两组样品在第一主成分

上的代谢轮廓不同，但两组样品在第二主成分上

无法分离，表明两组样品在该方向上具有相似的

代谢轮廓。草鱼血清载荷图表明，葡萄糖、乳酸、

肌酸、柠檬酸及多种氨基酸对区分两组血清样品

所作贡献较大（图７ｂ）。
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图 ４　正常肝脂草鱼与肝脂过量蓄积草鱼肝胰脏样品 ＶＩＰ图
图左侧为 ＶＩＰ值排名前１５的代谢物；图中为各代谢物的 ＶＩＰ值，值越大说明代谢物在区分样品中所作贡献越大；图右侧为根据各

代谢物浓度在不同组中的贡献大小而进行的颜色编码

Ｆｉｇ．４　Ｖａｒｉａｂｌｅｉｍｐｏｒｔａｎｃｅｉｎｐｒｏｊｅｃｔｉｏｎｏｆｈｅｐａｔｏｐａｎｃｒｅａｓｆｒｏｍｇｒａｓｓｃａｒｐｗｉｔｈ

ｎｏｒｍａｌ（Ｌ）ａｎｄｅｘｃｅｓｓｉｖｅ（Ｈ）ｈｅｐａｐｔｏｐａｎｃｒｅａｓｌｉｐｉｄ
ＭｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｗｉｔｈＶＩＰｖａｌｕｅｓｔｏｐ１５ａｒｅｌｉｓｔｅｄｉｎｔｈｅｌｅｆｔｏｆｔｈｅｆｉｇｕｒｅ；ｔｈｅＶＩＰｖａｌｕｅｏｆｅａｃｈｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｉｓｓｈｏｗｅｄｉｎｔｈｅｍｉｄｄｌｅｏｆｔｈｅ

ｆｉｇｕｒｅ，ｔｈｅｂｉｇｇｅｒｔｈｅＶＩＰｖａｌｕｅ，ｔｈｅｇｒｅａｔｅｒｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎｉｔｈａｓｉｎｄｉｓｔｉｎｇｕｉｓｈｉｎｇｎｏｒｍａｌ（Ｌ）ａｎｄｅｘｃｅｓｓｉｖｅ（Ｈ）ｌｉｐｉｄｈｅｐａｐｔｏｐａｎｃｒｅａｓ

ｓａｍｐｌｅｓ；ｃｏｌｏｒｃｏｄｅｓｏｆｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｒｅｌｅｖａｎｔｔｏｔｈｅｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎｉｎｄｉｓｔｉｎｇｕｉｓｈｉｎｇｎｏｒｍａｌ（Ｌ）ａｎｄｅｘｃｅｓｓｉｖｅ（Ｈ）ｌｉｐｉｄｈｅｐａｐｔｏｐａｎｃｒｅａｓ

ｓａｍｐｌｅｓａｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｉｎｔｈｅｒｉｇｈｔｏｆｔｈｅｆｉｇｕｒｅ

表 ２　正常肝脂草鱼与肝脂过量蓄积草鱼肝胰脏差异代谢物及浓度
Ｔａｂ．２　Ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｈｅｐａｔｏｐａｎｃｒｅａｓｅｏｆｇｒａｓｓｃａｒｐｗｉｔｈ

ｎｏｒｍａｌ（Ｌ）ａｎｄｅｘｃｅｓｓｉｖｅ（Ｈ）ｈｅｐａｐｔｏｐａｎｃｒｅａｓｌｉｐｉｄ ｍｇ／ｇ

代谢物名称

ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ
正常肝脂组

ｈｅｐａｐｔｏｐａｎｃｒｅａｓｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｌｉｐｉｄ
肝脂过量蓄积组

ｈｅｐａｐｔｏｐａｎｃｒｅａｓｗｉｔｈｅｘｃｅｓｓｉｖｅｌｉｐｉｄ

葡萄糖 ｇｌｕｃｏｓｅ ５６．７４±２．５７ａ ８５．０７±１．２２ｂ

别嘌呤二醇 ｏｘｙｐｕｒｉｎｏｌ ２．８１±０．１５ａ ５．７３±０．４０ｂ

牛磺酸 ｔａｕｒｉｎｅ ６．２６±０．１２ａ ４．２０±０．１７ｂ

乳酸 ｌａｃｔａｔｅ ３．４２±０．１８ａ ２．５４±０．０３ｂ

谷氨酸 ｇｌｕｔａｍａｔｅ ２．０３±０．１２ａ ０．７７±０．０４ｂ

肌酸 ｃｒｅａｔｉｎｅ ２．０６±０．１４ａ １．０３±０．０３ｂ

丙氨酸 ａｌａｎｉｎｅ １．４０±０．０９ａ ０．８２±０．０１ｂ

ｓｎ甘油３磷酸胆碱 ｓｎｇｌｙｃｅｒｏ３ｐｈｏｓｐｈｏｃｈｏｌｉｎｅ １．９８±０．１３ａ ０．４３±０．０４ｂ

甘氨酸 ｇｌｙｃｉｎｅ ０．７４±０．０８ａ ０．３１±０．０１ｂ

石碳酸 ｐｈｅｎｏｌ ０．６３±０．０７ａ ０．１８±０．０３ｂ

次黄嘌呤 ｈｙｐｏｘａｎｔｈｉｎｅ ０．７７±０．０３ａ ０．１７±０．０３ｂ

乙酸 ａｃｅｔａｔｅ ０．３０±０．０２ａ ０．１９±０．００ｂ

赖氨酸 ｌｙｓｉｎｅ ０．６９±０．０１ａ ０．２２±０．０３ｂ

亮氨酸 ｌｅｕｃｉｎｅ ０．５６±０．０１ａ ０．１５±０．００ｂ

缬氨酸 ｖａｌｉｎｅ ０．４９±０．０４ａ ０．１５±０．０１ｂ

注：同行肩标字母不同表示差异显著（Ｐ＜０．０５），下同
Ｎｏｔｅｓ：ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｇｒｏｕｐｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（Ｐ＜０．０５），ｔｈｅｓａｍｅａｓｂｅｌｏｗ
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图 ５　草鱼血清样品信号归属谱图
草鱼血清样品的信号归属片段，归属范围为３．０～５．０区间，归属的代谢物用编号标识

Ｆｉｇ．５　Ｓｉｇｎａｌａｓｓｉｇｎｍｅｎｔｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆｓｅｒｕｍｆｒｏｍｇｒａｓｓｃａｒｐ
Ｓｅｒｕｍｓｉｇｎａｌａｓｓｉｇｎｍｅｎｔｆｒａｇｍｅｎｔｏｆｇｒａｓｓｃａｒｐｗｉｔｈａｓｓｉｇｎｍｅｎｔｉｎｔｅｒｖａｌ３．０－５．０，ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｗｅｒｅｃｏｄｅｄａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｎｕｍｂｅｒｓ

图 ６　正常肝脂草鱼与肝脂过量蓄积草鱼血清样品 ＰＣＡ得分图（ａ）与载荷图（ｂ）
ｂ图黑点由左至右分别为肌酸、柠檬酸、脯氨酸、缬氨酸、ｓｎ甘油３磷酸胆碱、丙氨酸、亮氨酸、谷氨酸、丙酮酸

Ｆｉｇ．６　ＰＣＡｓｃｏｒｅｐｌｏｔ（ａ）ａｎｄｌｏａｄｉｎｇｐｌｏｔ（ｂ）ｏｆｓｅｒｕｍｆｒｏｍｇｒａｓｓｃａｒｐｗｉｔｈ

ｎｏｒｍａｌ（Ｌ）ａｎｄｅｘｃｅｓｓｉｖｅ（Ｈ）ｈｅｐａｐｔｏｐａｎｃｒｅａｓｌｉｐｉｄ
Ｂｌａｃｋｓｐｏｔｓｉｎｆｉｇｕｒｅｂｗｅｒｅｃｒｅａｔｉｎｅ，ｃｉｔｒｉｃａｃｉｄ，ｐｒｏｌｉｎｅ，ｖａｌｉｎｅ，ａｌａｎｉｎｅ，ｓｎｇｌｙｃｅｒｏｌ３ｐｈｏｓｐｈｏｃｈｏｌｉｎｅ，ｌｅｕｃｉｎｅ，ｇｌｕｔａｍａｔｅ，ｐｙｒｕｖａｔｅｆｒｏｍ

ｌｅｆｔｔｏｒｉｇｈｔ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

２．６　正常肝脂草鱼与肝脂过量蓄积草鱼血清
ＶＩＰ分析

两组草鱼血清 ＶＩＰ值排名前 １５的代谢物浓
度组间差异均显著（Ｐ＜０．０５）（图 ８，表 ３），且以
葡萄糖和乳酸在区分两组血清样本中所作贡献最

大。Ｈ组草鱼血清中除葡萄糖、柠檬酸、脯氨酸、
谷氨酰胺、ｓｎ甘油３磷酸胆碱、精氨酸以及甘氨
酸等７种代谢物的浓度高于 Ｌ组以外，其余 ８种
代谢物浓度均相对较低。
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图 ７　正常肝脂草鱼与肝脂过量蓄积草鱼血清样品 ＰＬＳＤＡ得分图（ａ）与载荷图（ｂ）
ｂ图左侧黑点由上至下分别为异亮氨酸、丙氨酸、缬氨酸、柠檬酸、脯氨酸、鸟嘌呤核苷、丙酮酸；ｂ图右侧黑点由上至下分别为赖氨

酸、苏氨酸、肌酸、ｓｎ甘油３磷酸胆碱、丙氨酸、琥珀酸、谷氨酸

Ｆｉｇ．７　ＰＬＳＤＡｓｃｏｒｅｐｌｏｔ（ａ）ａｎｄｌｏａｄｉｎｇｐｌｏｔ（ｂ）ｏｆｓｅｒｕｍｆｒｏｍｇｒａｓｓｃａｒｐｗｉｔｈ

ｎｏｒｍａｌ（Ｌ）ａｎｄｅｘｃｅｓｓｉｖｅ（Ｈ）ｈｅｐａｐｔｏｐａｎｃｒｅａｓｌｉｐｉｄ
Ｂｌａｃｋｓｐｏｔｓｏｎｔｈｅｌｅｆｔｓｉｄｅｏｆｆｉｇｕｒｅｂｗｅｒｅｉｓｏｌｅｕｃｉｎｅ，ａｌａｎｉｎｅ，ｖａｌｉｎｅ，ｃｉｔｒｉｃａｃｉｄ，ｐｒｏｌｉｎｅ，ｇｕａｎｏｓｉｎｅ，ｐｙｒｕｖａｔｅｆｒｏｍ ｔｏｐｔｏｂｏｔｔｏｍ，

ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｂｌａｃｋｓｐｏｔｓｏｎｔｈｅｒｉｇｈｔｓｉｄｅｏｆｆｉｇｕｒｅｂｗｅｒｅｌｙｓｉｎｅ，ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ，ｃｒｅａｔｉｎｅ，ｓｎｇｌｙｃｅｒｏｌ３ｐｈｏｓｐｈｏｃｈｏｌｉｎｅ，ａｌａｎｉｎｅ，ｇｌｕｔａｍａｔｅ，

ｓｕｃｃｉｎａｔｅｆｒｏｍｔｏｐｔｏｂｏｔｔｏｍ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

３　讨论

３．１　草鱼肝胰脏典型差异代谢物与肝脂过量
蓄积

有关脂肪过量沉积的肝脏代谢组学研究中，大

多以大鼠（Ｒａｔｔｕｓｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ）和人（Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ）
肝脏、血液和尿液等代谢组学研究较多

［１１－１４］
。脂

肪肝鱼类代谢组学的研究相对较少，Ｗｏｏｄ等［１５］
、

Ｏｎｇ等［１６］
以 及 Ｊａｎｇ等［１７］

相 继 对 白 斑 角 鲨

（Ｓｑｕａｌｕｓａｃａｎｔｈｉａｓ）血浆和酒精性脂肪肝斑马鱼
（Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ）肝脏代谢物进行了分析，并发现了一
些重要代谢物。动物和人脂肪肝在组织学方面具

有相似特征
［１８］
，在发生机制方面可能也存在一定

的相似性。Ｎｉｃｈｏｌａｓ等［１１］
基于

１ＨＮＭＲ技术对酒
精性脂肪肝小鼠（Ｍｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓ）肝脏进行了代谢
组学分析，发现酒精性脂肪肝小鼠肝脏中葡萄糖、

乳酸以及丙氨酸含量下降，而乙酸含量则上升。酒

精性脂肪肝斑马鱼肝脏的
１ＨＮＭＲ分析结果也表

明，其肝脏葡萄糖、丙氨酸等分泌量下降，而乙酸等

分泌量则上升
［１７］
。上述研究结果表明，啮齿动物

和鱼类酒精性脂肪肝在代谢方面的形成机制存在

相似性。Ｏｎｇ等［１６］
研究认为

１ＨＮＭＲ能够比较全
面地提供脂肪肝斑马鱼肝脏中葡萄糖、氨基酸、丙

酮酸以及其他小分子成分的相关信息。本研究中，

非酒精所致的草鱼肝脂过量蓄积肝胰脏代谢物中，

葡萄糖和别嘌呤二醇含量上升，而乳酸、丙氨酸、乙

酸、肌酸、ｓｎ甘油３磷酸胆碱以及多种氨基酸含量
则下降，这一定程度上验证了 Ｏｎｇ等［１６］

的结果，同

时也表明鱼类非酒精性脂肪肝与酒精性脂肪肝在

代谢方面的形成机制不同。

葡萄糖是生物体内有氧氧化途径的主要底

物，乳酸则为生物体内糖酵解途径的主要产物，肝

脂过量蓄积组草鱼肝胰脏中葡萄糖浓度和乳酸含

量分别明显高于和低于正常肝脂组，意味着肝脂

过量蓄积组肝胰脏内糖的有氧氧化途径和糖酵解

途径都不同程度地受到了抑制，即糖代谢异常应

该是草鱼肝胰脏发生脂质过量蓄积的重要原因。

肝脂过量蓄积组草鱼肝胰脏中丙氨酸、赖氨酸、亮

氨酸等多种氨基酸含量明显低于正常肝脂组，表

明草鱼肝胰脏中脂质过量蓄积除与糖类代谢异常

有关以外，还与氨基酸代谢异常有关。草鱼配合

饲料中蛋白质、淀粉、脂肪水平一般都明显高于草

料，长期摄食配合饲料的草鱼可能由于体内能量

过剩导致脂肪在肝胰脏中蓄积，损害肝功能，继而

引起能量代谢障碍，能量代谢障碍反过来又加剧

脂肪在肝胰脏中蓄积，代谢障碍和肝脂蓄积之间
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图 ８　正常肝脂组（Ｌ）与肝脂过量蓄积组草鱼（Ｈ）血清 ＶＩＰ图
图左侧为 ＶＩＰ值排名前１５的代谢物；图中为各代谢物的 ＶＩＰ值，值越大说明代谢物在区分样品中所作贡献越大；图右侧为根据各

代谢物浓度在不同组中的贡献大小而进行的颜色编码

Ｆｉｇ．８　Ｖａｒｉａｂｌｅｉｍｐｏｒｔａｎｃｅｉｎｐｒｏｊｅｃｔｉｏｎｏｆｓｅｒｕｍｆｒｏｍｇｒａｓｓｃａｒｐｗｉｔｈ

ｎｏｒｍａｌ（Ｌ）ａｎｄｅｘｃｅｓｓｉｖｅ（Ｈ）ｈｅｐａｐｔｏｐａｎｃｒｅａｓｌｉｐｉｄ
ＭｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｗｉｔｈＶＩＰｖａｌｕｅｓｔｏｐ１５ａｒｅｌｉｓｔｅｄｉｎｔｈｅｌｅｆｔｏｆｔｈｅｆｉｇｕｒｅ，ｔｈｅＶＩＰｖａｌｕｅｏｆｅａｃｈｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｉｓｓｈｏｗｅｄｉｎｔｈｅｍｉｄｄｌｅｏｆｔｈｅ

ｆｉｇｕｒｅ；ｔｈｅｂｉｇｇｅｒｔｈｅＶＩＰｖａｌｕｅ，ｔｈｅｇｒｅａｔｅｒｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎｉｔｈａｓｉｎｄｉｓｔｉｎｇｕｉｓｈｉｎｇｓｅｒｕｍ ｓａｍｐｌｅｓｆｒｏｍ ｇｒａｓｓｃａｒｐｗｉｔｈｎｏｒｍａｌ（Ｌ）ａｎｄ

ｅｘｃｅｓｓｉｖｅ（Ｈ）ｌｉｐｉｄｈｅｐａｐｔｏｐａｎｃｒｅａｓ；ｃｏｌｏｒｃｏｄｅｓｏｆｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｒｅｌｅｖａｎｔｔｏｔｈｅｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎｉｎｄｉｓｔｉｎｇｕｉｓｈｉｎｇｓｅｒｕｍｓａｍｐｌｅｓｆｒｏｍｇｒａｓｓｃａｒｐ

ｗｉｔｈｎｏｒｍａｌ（Ｌ）ａｎｄｅｘｃｅｓｓｉｖｅ（Ｈ）ｌｉｐｉｄｈｅｐａｐｔｏｐａｎｃｒｅａｓａｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｉｎｔｈｅｒｉｇｈｔｏｆｔｈｅｆｉｇｕｒｅ

表 ３　正常肝脂草鱼与肝脂过量蓄积草鱼血清主要差异代谢物及浓度
Ｔａｂ．３　Ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｓｅｒｕｍｏｆｇｒａｓｓｃａｒｐｗｉｔｈ

ｎｏｒｍａｌ（Ｌ）ａｎｄｅｘｃｅｓｓｉｖｅ（Ｈ）ｈｅｐａｐｔｏｐａｎｃｒｅａｓｌｉｐｉｄ ｍｇ／Ｌ

代谢物名称

ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ
正常肝脂组

ｈｅｐａｐｔｏｐａｎｃｒｅａｓｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｌｉｐｉｄ
肝脂过量蓄积组

ｈｅｐａｐｔｏｐａｎｃｒｅａｓｗｉｔｈｅｘｃｅｓｓｉｖｅｌｉｐｉｄ

乳酸 ｌａｃｔａｔｅ ２２２６．６８±１８．０３ａ ９０９．１９±１０．３８ｂ

葡萄糖 ｇｌｕｃｏｓｅ １５１９．１４±１３．６８ａ ２８６８．０５±５１．８３ｂ

肌酸 ｃｒｅａｔｉｎｅ ８０．９５±１．９０ａ ４６．６５±１．５９ｂ

柠檬酸 ｃｉｔｒａｔｅ ８．０９±０．４６ａ ３７．５４±２．７６ｂ

亮氨酸 ｌｅｕｃｉｎｅ ４８．２３±２．５１ａ ３１．５７±２．６５ｂ

丙酮酸 ｐｙｒｕｖａｔｅ ２０．８２±０．１４ａ １０．６４±０．０２ｂ

缬氨酸 ｖａｌｉｎｅ ４９．２０±２．２７ａ ３６．１０±２．２７ｂ

脯氨酸 ｐｒｏｌｉｎｅ １６．３９±１．６９ａ ２７．９１±１．６１ｂ

鸟嘌呤核苷 ｇｕａｎｏｓｉｎｅ ６１．９８±４．０７ａ ３４．０３±５．０４ｂ

异亮氨酸 ｉｓｏｌｅｕｃｉｎｅ ４１．７５±１．２０ａ ３０．０２±３．５３ｂ

谷氨酰胺 ｇｌｕｔａｍｉｎｅ １３．２５±２．５８ａ ２５．６３±２．１９ｂ

ｓｎ甘油３磷酸胆碱 ｓｎｇｌｙｃｅｒｏ３ｐｈｏｓｐｈｏｃｈｏｌｉｎｅ １２．６８±０．８７ａ ２９．５６±０．５５ｂ

丙氨酸 ａｌａｎｉｎｅ ２８．１５±３．５７ａ ２３．４９±３．１８ｂ

赖氨酸 ｌｙｓｉｎｅ ２２．４２±０．８５ａ ２８．７３±５．２３ｂ

甘氨酸 ｇｌｙｃｉｎｅ ４７．４２±０．３４ａ ５０．５４±１．６５ｂ
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形成恶性循环。由于本研究仅采用
１ＨＮＭＲ这种

单一分析技术来研究肝胰脏代谢物，因此尚无法

满足代谢组学对肝胰脏样本全谱分析的要求。如

果同时结合 ＧＣ或 ＧＣＭＳ联用技术来研究肝胰
脏中脂肪酸代谢谱，则更有利于从生化方面探讨

草鱼肝脂过量蓄积的原因。

３．２　草鱼血清典型差异代谢物与肝脂过量蓄积
本研究中，肝脂过量蓄积草鱼血清内葡萄糖

和柠檬酸含量明显高于正常肝脂草鱼，而乳酸

和丙酮酸等则明显低于正常肝脂草鱼，脯氨酸、

谷氨酸、赖氨酸等氨基酸含量也高于正常肝脂

组草鱼。这表明肝脂过量蓄积草鱼体内不仅糖

的有氧氧化及糖酵解途径受到了明显抑制，同

时还存在蛋白质或氨基酸代谢异常，这与草鱼

肝胰脏代谢组学研究结果一致。但是，肝胰脏

代谢组学属于肝活检，对鱼体侵害性较大，而血

清代谢组学研究对鱼体伤害小，预处理方法更

简便，其结果揭示的规律与肝胰脏代谢组学基

本相似，因此基于
１ＨＮＭＲ技术的血清代谢组学

研究具有更广阔的前景。

综合分析草鱼肝胰脏及血清主要差异代谢

物，草鱼体内糖和氨基酸等能量代谢异常是导致

肝脂过量蓄积的重要生化基础。饲料中三大产能

营养素（蛋白质、脂肪、碳水化合物）的含量、比例

及其来源
［４，１９］

均可影响草鱼肝脂沉积量，是与草

鱼肝脂过量蓄积密切相关的营养因素。柠檬酸循

环与氧化磷酸化是三大产能营养素共同的代谢途

径。由于以上两种代谢途径均发生在线粒体中，

因此凡是可以影响线粒体结构与功能的因素，可

能均可以影响上述三大营养素的代谢，最终可能

因能量代谢障碍而引起肝脂过量蓄积。线粒体氧

化途径的破坏或线粒体功能障碍可能是导致肝脂

过量蓄积的重要原因。氧化应激导致的线粒体功

能障碍与脂肪肝之间的关系当前研究得相对较

多
［２０－２２］

。例如，体外实验表明，在脂质过氧化状

态下，线粒体细胞色素 ｂ、细胞色素 ｃｃ１和 ａａ３的
含量分别仅为非脂质过氧化状态下的０．１４～０．４０
倍、０．６５～０．７６倍和０．７３～０．８４倍［２１］

，即氧化应

激可能通过影响线粒体内膜上的递氢体而降低氧

化磷酸化水平。另有研究表明非酒精性脂肪肝的

肝损伤与氧化应激介导有关
［２３］
。斑马鱼酒精性

脂肪肝的发生与长期摄取酒精引起的鱼体内氧

化—还原状态改变以及氧化应激有关
［１７］
。细胞

缺氧
［２４］
、营养物质过剩（如高脂饮食）

［２５－２６］
、养殖

环境因素（如金属离子）
［２７］
等都可以造成线粒体

氧化磷酸化损伤或能量代谢异常，进而引起多器

官功能障碍综合症。高密度养殖条件下，鱼类往

往处于相对缺氧状态。随着鱼体的生长，营养不

平衡，饵料投喂量增加，养殖周期延长，鱼类缺氧

和养殖环境恶化加剧，可能最终造成鱼类线粒体

氧化磷酸化损伤和肝脂过量蓄积。对啮齿动物的

研究也表明，自由基清除能力下降和氨基酸代谢

障碍是脂肪肝发生和发展的早中期事件，单纯性

脂肪肝小鼠体内参与肝细胞抗氧化的酶类、线粒

体结构与功能相关的蛋白质和氨基酸合成酶类的

表达量均明显降低
［２８］
。另外，ｓｎ甘油３磷酸胆

碱属于甘油磷酸酯，即磷脂的一种。由于磷脂是

构成生物体内生物膜的重要组成成分。肝脂过量

蓄积组草鱼血清中 ｓｎ甘油３磷酸胆碱含量约为
正常肝脂草鱼的 ２．５倍。血清 ｓｎ甘油３磷酸胆
碱含量升高可能意味着草鱼体内生物膜结构，例

如线粒体膜、内质网膜等结构受损，即部分细胞器

结构和功能异常。综上所述，由于线粒体是生物

体内蛋白质、脂类、碳水化合物三大有机物有氧氧

化的场所，因此氧化应激导致的线粒体结构和功

能异常可能是草鱼体内糖类和氨基酸等能量代谢

障碍和肝脂过量蓄积发生的重要原因，因此有关

氧化应激与线粒体功能障碍，以及营养因素或养

殖环境因素与氧化应激等在草鱼肝脂过量蓄积中

的作用值得深入研究。

４　结论

通过基于
１ＨＮＭＲ技术的代谢组学分析，分

别从草鱼肝胰脏及血清中获得 ５８和 ４７种代谢
物。与正常肝脂组草鱼相比，肝脂过量蓄积组草

鱼体内氨基酸、糖类及核酸等代谢途径均受到了

不同程度的影响，尤其是肝脂过量蓄积组草鱼体

内糖的有氧氧化途径和糖酵解途径等受到明显的

抑制，这可能是造成草鱼肝脂过量蓄积的重要原

因。肝细胞内与能量代谢密切相关的线粒体的形

态、结构及功能异常可能是导致草鱼肝胰脏内糖

类和蛋白质等能量代谢障碍的主要原因，这一点

值得深入研究。
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