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摘要：为了探究饲料中不同磷水平对吉富罗非鱼肠道磷和脂肪酸转运及甘油三脂沉积的影
响，实验配制了 3 组不同磷水平的饲料 [1.21% (LPD)、1.75% (MPD)和 2.66 % (HPD)]，投
喂吉富罗非鱼 10 周。结果显示，与 LPD 组相比，HPD 组显著增加吉富罗非鱼肠道钠磷协
同转运体 SLC34A2 基因 (95.7%) 和蛋白 (200.1%) 的表达，增加肠道组织总磷含量 (79.2%)；
HPD 组上调脂肪酸吸收基因 cd36、fabp1、fabp2 和 fatp1 及甘油三酯合成基因 dgat1 的表
达 (11.2%~54.0%)，下调脂肪酸转运基因 apob-100 的表达 (37.7%)，增加游离脂肪酸
(NEFA) 的含量 (241.1%)。与 LPD 组相比，HPD 组显著增加吉富罗非鱼肠道组织甘油三酯
(TG) 的含量 (42.9%)。研究表明，饲料中高磷水平可增加肠道组织 TG 的含量，上调脂肪
酸吸收途径和抑制脂肪酸排出途径。
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磷 (P) 是动物体内重要的一种常量矿物元素，

通常以无机磷酸盐的形式存在于体内，也是骨骼、

磷脂、核蛋白和核酸的重要成分之一。在哺乳动

物中，磷稳态需要肠道、肾、骨骼和软组织的共

同调节。小肠是磷主要的吸收器官，骨骼是磷的

储存场所，肾脏通过调控尿磷的排泄与吸收来维

持体内磷的平衡[1-2]。鱼类对饲料磷的吸收以肠道

和肾脏为主。研究表明肠道对无机磷的吸收主要

依靠 Na+依赖的磷酸盐协同转运载体 (NaPi-IIb)[3]，

该转运载体蛋白由基因 slc34a2 编码[4]。其转运机

理为：在小肠细胞膜上存在钠钾泵的载体蛋白，

钠钾泵会将 2 个 Na+输入细胞内，同时将 3 个 K+

排出细胞外，这个过程会产生电化学梯度，钠磷

协同转运就依靠这种化学梯度进行 [3]。根据对基

因的定位发现，小肠基底膜和肠上皮细胞是磷酸

盐的主要吸收部位[4]。

脂肪酸是由碳、氢、氧等 3 种元素组成的一

类化合物，它能为机体提供和储存能量、帮助脂

溶性维生素吸收。肠上皮细胞吸收脂肪酸的机制

有：被动扩散、蛋白介导转运，或者二者兼有。

较为主流的观点是肠道中的脂肪酸是通过肠上皮

细胞顶膜上蛋白质介导的转运途径完成吸收。脂

肪酸转运相关的载体蛋白有脂肪酸转位酶 CD36、
质膜相关脂肪酸结合蛋白 FABPpm、脂肪酸转运

蛋白家族 FATP 等[5]。FABP 能够特异性的结合脂

肪酸，被称为脂质伴侣[6]。少数脂肪酸由 FATP 运

输，他们存在于质膜和细胞器中[7]。CD36 在肠道、

心脏和骨骼肌等高表达，对脂肪酸亲和力较高，

主要定位在肠绒毛膜上。研究表明当 CD36 过表

达时可以促进脂肪沉积[8-10]。脂肪酸被以上几种转
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运体转入细胞后参与多种代谢过程，如以脂滴形

式储存、调控脂质代谢、参与内质网活动和线粒

体 β 氧化等[6, 11]。其中，在内质网中，脂肪酸在单

酰基甘油酰基转移酶 (MGAT) 和二酰基甘油酰基

转移酶 (DGAT) 作用下重新合成甘油三酯，甘油

三酯与 ApoB48 形成前乳糜微粒和极低密度脂蛋

白，随后在 Apoa-IV 参与下被转运囊泡 PCTV 转

运到高尔基体，在 Apoa-I 作用下成熟[12-13]。

近年来，由于食品中含磷添加剂的广泛使用，

导致人们摄食的磷含量普遍较高，约为正常水平

的 2~3 倍[14]。在哺乳动物中的研究发现，高磷饲

料会通过减少肝脏氨基酸分解代谢和脂肪生成相

关基因的表达，进而促进脂肪的分解 [15-16]，但在

鱼类肠道组织中关于饲料磷对肠道磷含量、脂肪

酸转运及甘油三脂沉积的研究目前鲜见报道。

吉富罗非鱼 (GIFT Oreochromis niloticus) 具有

优良的生长性能，较强的环境耐受性，是世界范

围内一种重要的经济鱼类和理想的实验模型 [17]。

近年来因高脂饲料的大量使用，导致了鱼类脂肪

的过度沉积[18]，这有可能诱发鱼类脂肪肝的发生。

本研究以吉富罗非鱼为实验模型，探讨饲料中不

同磷水平对吉富罗非鱼肠道组织饲料磷和脂肪酸

的转运及脂质沉积的影响。 

1    材料与方法
 

1.1    实验饲料

饲料配方和营养成分参照已有的文献[19]，饲

料中添加 NaH2PO4·2H2O 制成磷含量不同的 3 组

饲料。饲料简要制作方法：将各种原料粉碎并过

200 目筛，充分混合 20 min，加入水，再次混合，

直到呈面团状。最后制粒，使饲料直径大小为 2.0
mm，再烘干，使得水分在 10% 左右，最后粉碎，

−20℃ 保存。用分光光度法测得饲料中总磷含量

分 别 1.21%(LPD 组 )、 1.75%(MPD 组 ) 和 2.66%
(HPD 组)。 

1.2    实验试剂

RNA 提取 (TRIzol) 试剂购自 Invitrogen 公司

(美国)，逆转录试剂盒、qRT-PCR 荧光定量试剂

盒购自 TaKaRa 公司 (北京)，qRT-PCR 引物由武

汉擎科生物有限公司合成。总蛋白质 (TP) 测定试

剂盒 (考马斯亮蓝法)、甘油三酯 (TG) 测定试剂盒

(GPO-PAP 法) 和游离脂肪酸 (NEFA) 测定试剂盒

购自南京建成生物工程研究所。蛋白抗体均购自

ABclonal 公司 (中国)。化学试剂均为分析纯，购

自上海国药。 

1.3    实验鱼与饲养管理

实验用鱼购买于湖北省赤壁市一养殖场，选

用 225 尾健康、规格均一的吉富罗非鱼 [(8.89 ±
0.01) g] 为实验对象，放入 9 个玻璃纤维缸中，每

缸 25 尾，每组 3 个重复。采用静水养殖模式，向

缸内充气以充分满足水体溶解氧，使其保持饱和

状态。每天两次饱食投喂实验鱼，投喂时间为 8：
00 和 16：00，投喂前进行吸污与换水，投喂 30
min 后吸出残饵。进行 10 周养殖后，对实验鱼饥

饿 24 h，用 MS-222(10 mg/L) 麻醉实验鱼，解剖

获得其肠道，用于甘油三酯 (Triglyceride，TG)
和游离脂肪酸含量测定、磷转运蛋白 SLC34A2 测

定、脂肪酸转运相关基因和肠道组织总磷含量等

实验指标测定。 

1.4    肠道 TG含量、游离脂肪酸 (NEFA)和组

织总磷含量测定

根据南京建成生物工程研究所试剂盒说明书

测定 TG 含量 (A110-1-1，南京建成生物工程研究

所，南京，中国) 和 NEFA 含量 (A042-1-1，南京

建成生物工程研究所，南京，中国)。参照已有的

文献[20]，采用钼钒酸盐法 (分光光度法) 测定肠道

组织的总磷含量。 

1.5    实时荧光定量 PCR(qPCR)检测基因表达

根据已有的文献 [21]，使用 Trizol 法分离罗非

鱼肠道总 RNA，使用 TaKaRa 的逆转录试剂盒，

按照说明书合成第一链 cDNA，保存于−20 °C，用

于测定相关基因表达。荧光定量引物见表 1，从

7 个管家基因 (b2m， rpl7， hprt， β-actin， ubce，
18s rRNA 和  tuba) 中通过 (https://genorm.cmgg.be/)
geNorm 分析，得到 rpl7 和 β-actin 的表达水平最

稳定，所以选用双内参 rpl7 和 β-actin 对基因进行

标准化，通过 2−ΔΔCt 方法计算基因的相对变化。 

1.6    蛋白质免疫印迹分析

根据文献 [22] 方法，用 RIPA 裂解液 (G3424，
广州捷倍斯生物科技有限公司，中国) 裂解罗非鱼

肠道组织，制备细胞裂解液。沸水浴加热使蛋白

充分变性，室温冷却后，将 40  μg 蛋白上样到

SDS-PAGE 胶加样孔内 120 V 电泳，直至溴酚蓝

跑出。使用 PVDF 膜，270 mA 转膜 120 min，放
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在甲醇中预冷后，在脱脂奶粉中室温封闭 2 h。
TBST 洗涤，用 1∶1  000 比例稀释的 SLC34A2
(A9460，ABclonal，中国) 4 °C 摇床上孵育过夜。后

TBST 洗涤，加入 1∶1 000 0 稀释的GAPDH (#2118，
Cell Signaling Technology，美国 ) 25 °C 摇床孵育

1 h，TBST 洗涤，使用 Li-COR Bioscience奥德赛

红外荧光成像系统 (Lincoln，USA) 成像，Image-
Pro Plus 6.0 软件进行灰度分析。 

1.7    数据分析

使用 SPSS 19.0 软件对数据进行统计和分析，

采用单因素方差分析 (One-Way ANOVA) 检验各

组间的显著性，当数据之间差异显著时，利用

Duncan 氏法对数据进行多重比较。数据以平均

值 ± 标准误 (mean ± SE) 表示。 

2    结果
 

2.1    不同饲料磷水平对罗非鱼磷酸盐转运体和

肠道磷含量的影响

相较于 LPD 组，罗非鱼肠道组织钠磷协同转

运体 SLC34A2的基因与蛋白表达水平在 HPD 组

显著升高 (基因 95.7%；蛋白 202.1%)(图 1-a~c)，
且 HPD 组肠道组织总磷含量也显著上升 (79.2%)
(图 1-d)。结果说明，饲料磷水平升高能提高肠道

组织对磷酸盐的转运效率。 

2.2    不同饲料磷水平对罗非鱼肠道脂肪酸转运

与游离脂肪酸 (NEFA)含量的影响

与 LPD 组相比，HPD 组显著上调甘油三脂合

成基因 dgat1 的表达 (29.8%)，及脂肪酸吸收基因

cd36，fabp1，fabp2，fatp1 的表达 (11.2%~54.0%)，
下调脂肪酸转运基因 apob-100 的表达 (37.7%)
(图 2-a)。同时，肠道组织中游离脂肪酸水平也显

著上升 (241.1%)(图 2-b)。结果显示，饲料中磷水

平升高可以促进肠道脂肪酸吸收基因和甘油三脂

合成基因的表达，抑制脂肪酸转运基因的表达，

增加肠道组织 NEFA 的含量。 

2.3    不同饲料磷水平对罗非鱼肠道组织 TG含

量的影响

TG 含量随着饲料磷水平的增加而增加 (图 3)。
相较于 LPD 组，HPD 组能增加肠道组织 TG 含量

(42.9%)。 

3    讨论

在哺乳动物中有 3 种钠磷协同转运载体，分

别是 I 型 (Na/Pi-I)、II 型 (Na/Pi-II) 和 III 型 (Na/Pi-
III)[3]。目前对鱼类钠磷协同转运载体的研究较少，

研究表明鱼类肠道和肾脏的钠磷转运载体蛋白均

为 Na/Pi-IIb 型，其由基因 slc34a2 编码[23]。本研究

表明，饲料磷水平升高显著上调罗非鱼肠道组织

中钠磷协同转运载体 SLC34A2 的基因和蛋白表达

水平。相似地，Jin 等[24]研究了小鼠肺对磷的响应

机制，表明高磷饲料喂养 4 周显著提升小鼠肺中

SLC34A2 的蛋白表达。在鲫的十二指肠中，喂养

10 d 时，低磷饲料能显著提高 NaPi mRNA 基因的

表达，但在喂养 60 d 时，高磷饲料上调 NaPi mRNA
的基因表达，且喂养罗非鱼 7 和 60 d 时，高磷饲

表 1    实时荧光定量 PCR所用的引物序列

Tab. 1    Primers used for quantitative real-time PCR

基因名称
gene

正向引物(5′—3′)
forward primer (5′—3′)

反向引物(5′—3′)
reverse primer (5′—3′)

NCBI参考序列
NCBI RefSeq

slc34a2 ACCAGACTTGGACCCAGATG GCACCTTCTTGATCAGCACA EU647752.1

dgat1 TCAATGAAACCGTTCCAGG ATGTGACAGTCTCAGAGTTCCAC XM_003444020.5

dgat2 CTAGATGGAGCCAGAAGGACTTC TCGTAGAACTCCTTCACTTTCGG XM_003458972.5

mgat2 GTATGGAGCTCATCTGGTACCAG GAGGAAGAGAGACACCCATGATC XM_025910896.1

cd36 GGTATTGAGGTCTACCGCTACAG GAGATGAAGACTGGTCTACCGTC XM_003452029.5

fabp1 AGCCCAGTGAACTGTATCTGAAG TGCTACAGATAGACATCCACTGC XM_003450322.5

fabp2 GGAGTTAACATGGTGAAGAGG ACCTGATAGTTCTGTTCCGTCTG XM_003452249.4

fatp1 GGAAAAAGGGGTAGTCAGG TGTTGAACTCTGGTCTCTTAGCC XM_003442099.2

apob-100 GGAGGCTATTGTTGAGAAATCGC CCTCCATAGTGAAGGCAGAGATC XM_019345512.2

mttp AATGATGTGTCTGGGAGGTGTAC GTGAACACTGTAACAGAACTGGC XM_005458713.4

rpl7 TGCCCTCACAGACAATGCTT GTCTTCTTGTTCATGCCGCC XM_003443469.4

β-actin GTGTGATGGTGGGTATGGGT CTGTTGGCTTTGGGGTTCAG XM_003443127.5
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料上调 NaPi mRNA 的基因表达，但结果不显著[25]。

但也有研究表明，低磷饲料可以提高虹鳟（Onco-
rhynchus  mykiss）肠道中 NaPi  mRNA 的基因表

达[26]，这表明不同饲料磷水平下，不同动物组织
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图 1    不同饲料磷水平对吉富罗非鱼肠道组织钠磷协同转运体 (SLC34A2)和总磷含量的影响

(a) slc34a2 的基因表达水平。(b)(c-) SLC34A2 的蛋白表达水平。(d) 总磷含量。

不同字母的条形图表示不同组之间存在显著性差异 (P≤0.05)

Fig. 1    Effect of different dietary phosphorus levels on SLC34A2 in the intestine of GIFT tilapia
(a) Relative mRNA expression of slc34a2. (b,c) Relative protein expression of SLC34A2. (d) Total phosphorus content.
Bars that do not share a common letter mean significant difference among different groups (P≤0.05)
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图 2    不同饲料磷水平对吉富罗非鱼肠道组织脂肪酸转运基因和 NEFA含量的影响

(a) 脂肪酸转运相关基因表达水平。(b) NEFA 含量。不同字母表示不同组之间存在显著差异性 (P≤0.05)，1. 二酰基甘油 O-酰基转移酶

1(dgat1)；2. 二酰基甘油 O-酰基转移酶 2(dgat2)；3. α-1，6-甘露糖基 -糖蛋白 2-β-N-乙酰氨基葡萄糖转移酶 (mgat2)；4. 脂肪酸移位酶

CD36(CD36)；5. 脂肪酸结合蛋白 1(fabp1)；6. 脂肪酸结合蛋白 2(fabp2)；7. 脂肪酸转运蛋白 1(fatp1)；8. 载脂蛋白 B-100(apob-100)；9. 微粒

体甘油三酯转移蛋白 (mttp)

Fig. 2    Effect of different dietary phosphorus levels on fatty acid transport genes and NEFA in the intestine of GIFT tilapia
(a) Relative mRNA expression of fatty acid transport genes. (b) NEFA content. Bars that do not share a common letter mean significant difference among
different groups (P≤0.05). 1: dgat1; 2: dgat2; 3: mgat2; 4: CD36; 5: fabp1; 6: fabp2; 7: fatp1; 8: apob-100; 9: mttp
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对钠磷转运载体的响应存在区别。此外，本研究

发现，与 LPD 组相比，HPD 增加罗非鱼肠道组织

总磷含量，这与黄颡鱼  (Pelteobagrus  fulvidraco)
的研究结果相似[27]。Avila 等[28] 研究也表明，虹鳟

肠道组织中的磷酸盐浓度随饲料中磷浓度的增加

而增加。总之，本研究表明，高磷饲料对罗非鱼

肠道组织钠磷协同转运载体 SLC34A2 的表达有促

进作用。

在本研究中，高磷饲料显著增加罗非鱼肠道

组织的甘油三酯含量。在哺乳动物中也有研究表

明，高磷饲料可以降低肝脏、棕色脂肪组织中脂

质的含量 [15-16]。但饲料磷水平对鱼类肠道组织脂

质含量的影响目前没有文献报道。我们进一步研

究发现，饲料磷水平升高会增加肠道组织游离脂

肪酸含量。最近的研究表明甘油三酯合成相关基

因 mgat2 和 dgat1 在脂质代谢中起着关键作用[29-30]。

dgat1 能促进大鼠肝星状细胞甘油三脂的合成，使

用 dgat1 的特异性抑制剂 T863 后，甘油三酯合成

过程受阻，其含量下降 [30]。这说明 dgat1 基因对

甘油三酯合成有正向调控作用。本研究也表明，

高磷饲料促进了 dgat1 的基因表达和甘油三脂合

成。在小鼠小肠中，抑制 mgat2 基因同样会减少

甘油三酯的含量[29]，但高磷饲料对罗非鱼肠道组

织 mgat2 基因没有显著影响。本研究还表明，高

磷饲料促进罗非鱼肠道组织脂肪酸吸收相关基因

(cd36、fabp1、fabp2、fatp1) 的表达，抑制脂肪酸

排出相关基因 (apob-100) 的表达，从而增加肠道

组织 NEFA 的含量。目前有关饲料磷水平与鱼类

脂肪酸转运方面的研究非常有限，为数不多的研

究指出，高铜饲料会显著降低黄颡鱼肠道组织甘

油三酯的含量，是通过下调脂肪酸吸收基因 fatp1、
fabp2 和 cd36 的表达，上调脂肪酸排出基因 mttp
和 apob 的结果[31]。总之，这些结果表明高磷饲料

能够通过促进罗非鱼肠道组织脂肪酸的吸收和抑

制脂肪酸排出，增加肠道组织中甘油三酯含量。

综上所述，本研究以吉富罗非鱼为实验模型，

评估了饲料中不同饲料磷水平对罗非鱼肠道组织

的饲料磷吸收、脂肪酸转运以及甘油三酯沉积的

影响。研究发现高磷饲料促进罗非鱼肠道组织对

磷的吸收、提高脂肪酸转运效率，从而增加罗非

鱼肠道组织中甘油三脂的含量。

（作者声明本文无实际或潜在的利益冲突）
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Effects of dietary phosphorus levels on phosphorus and fatty acid transport and
triglyceride deposition in the intestine of GIFT tilapia (Oreochromis niloticus)

LIU Xiangyuan ,     ZHAO Tao ,     GUO Yushi ,     HE Yang ,     LIU Guanghui ,     LUO Zhi *

(Laboratory of Molecular Nutrition, Fishery College, Huazhong Agricultural University, Wuhan    430070, China)

Abstract: Phosphorus is an important mineral element in animals, and it is an essential component of bone, phos-
pholipids,  nucleoproteins  and  nucleic  acids.  However,  there  are  few studies  on  effects  of  dietary  phosphorus  on
phosphorus content, fatty acid transport and lipid deposition in the intestines. The present study was conducted to
explore the effect of dietary phosphorus levels on phosphorus and fatty acid transport, and lipid metabolism in the
intestines  of  GIFT  tilapia.  Three  diets  were  formulated  with  phosphorus  at  the  levels  of  1.21%  (LPD),  1.75%
(MPD), 2.66% (HPD). The diets were fed to juvenile GIFT tilapia for 10 weeks. Compared with the LPD group,
HPD group significantly increased gene (95.7%) and protein expression (200.1%) of the SLC34A2 and total phos-
phorus content (79.2%) of the intestine. Compared with the LPD group, the HPD group up-regulated the expres-
sion  of  the  fatty  acid  absorption-related  genes cd36, fabp1, fabp2,  and fatp1 and  the  TG synthesis-related  genes
dgat1(by  11.2%  to  54.0%)  ,  down-regulated  the  expression  of  the  fatty  acid  transport-related  genes apob-100
(37.7%),  and  increased  the  content  of  non-esterified  fatty  acid  (NEFA)  (241.1%)  in  the  intestine.  HPD  also
increased TG content (42.9%). In conclusion, our study showed that high dietary phosphorus increased intestinal
TG content by inhibiting the fatty acid export and up-regulating the fatty acid absorption. Our study may provide a
basis for the further elucidation into the mechanism of dietary phosphorus influencing phosphorus and lipid meta-
bolism in fish.
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