
 

基于代谢组解析大黄鱼对低温和饥饿胁迫的适应机制
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摘要：为探讨大黄鱼对低温和饥饿氧化损伤的响应机制，实验将体重为 (21.38±2.46) g的
大黄鱼在低温 (8 °C)或/和禁食条件下饲养。实验组可分为 4个处理组：对照组 (C组)、低
温组 (CC组)、饥饿组 (F组)和饥饿+低温组 (CF组)，每组 3个平行。低温和饥饿胁迫 30 d
后，计算成活率；采取肝脏样本，进行组织学观察，并利用化学荧光法和 LC-MS非靶向
代谢组学技术分析处理组间活性氧 (ROS)和代谢产物的差异。结果显示，与 C组相比，
CC组、F组和 CF组的成活率显著降低，而 ROS含量显著升高，且肝细胞均出现不同程
度的空泡和核萎缩现象，表明低温和饥饿胁迫对大黄鱼产生了氧化损伤。大黄鱼低温应激
后，从 CC vs. C和 CF vs. F组中分别筛选出 84种和 154种差异代谢物，有 5种重要的重叠
代谢途径：甘油磷脂代谢、糖基磷脂酰肌醇 (GPI)-锚生物合成和自噬等，表明细胞膜流动
性和自噬在大黄鱼低温适应过程中发挥重要作用。大黄鱼饥饿应激后，从 F vs. C和 CF vs.
CC组中分别筛选出 184种和 50种差异代谢物，有 4种重要的重叠代谢途径：甘油磷脂代
谢、糖基磷脂酰肌醇 (GPI)-锚生物合成、ABC运输体和自噬等，表明能量代谢和自噬在大
黄鱼饥饿过程中发挥重要作用。从 CF vs. C组中筛选出差异代谢物 126种，主要富集在糖
基磷脂酰肌醇 (GPI)-锚生物合成、甘油磷脂代谢、氧化磷酸化、淀粉和蔗糖代谢、FoxO
信号通路、自噬和谷胱甘肽代谢等，表明细胞膜流动性、能量代谢、自噬和抗氧化系统在
大黄鱼适应低温和饥饿联合胁迫过程中发挥重要作用。本研究结果为深入研究低温及其诱
导的饥饿对大黄鱼生理功能的影响提供科学依据。
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由于人类活动对自然环境的破坏，寒潮和寒

流等极端事件频发，导致极其严重的低温冷冻灾

害 [1]。鱼类的行为和生理功能易受温度变化的影

响。水温降低导致鱼类摄食量减少，甚至停止摄

食，并伴随着机体氧化损伤、免疫力低下，抗病

力弱等症状 [2-3]。当水温低于鱼类的耐受能力时，

将导致其死亡 [4]。低温及其诱导的饥饿胁迫是越

冬鱼类大量死亡的主要驱动因素。降低越冬鱼类

的死亡率已成为水产养殖业的研究热点[5]。然而，

有关越冬导致鱼类死亡的生理机制研究较少。
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鱼类通过一系列的适应机制来应对低温胁迫，

如维持细胞能量平衡，调节细胞膜的流动性，激

活抗氧化系统来抑制活性氧 (reactive  oxygen，
ROS)的过量产生[6]。此外，生活在极低温环境中

的鱼类已经进化出特有的功能蛋白，如抗冻蛋白、

抗冻糖蛋白和分子伴侣如热休克蛋白等[7-8]。温度

能显著影响维持生命活动的新陈代谢。新陈代谢

是机体通过物质和能量进行相互作用来适应环境

变化的过程 [9]。代谢组学可以高效地定量分析机

体内的代谢物，为环境变化对鱼类代谢物的影响

研究提供了良好契机[10]。目前，利用代谢组学研

究鱼类低温适应机制已有少量报道，如长期低温

胁迫对黄棕盘丽鱼 (Symphysodon aequifasciatus)的
能量代谢、蛋氨酸循环、渗透压调节、膜的流动

性和抗氧化系统的影响具有组织特异性[11]。免疫、

生长和抗氧化系统在暗纹东方鲀(Takifugu fasci-
atus)低温适应过程中发挥重要作用[12]。低温应激

对舌齿鲈 (Dicentrarchus labrax)的氨基酸和能量代

谢产生了显著影响[13]。这些研究表明，低温对鱼

类生理的影响具有物种特异性。

大黄鱼 (Larimichthys crocea)是我国最重要的

经济鱼类之一，已在福建、浙江和广东等地进行

了大规模养殖，2019年全国养殖产量已达 22.55
万 t[14]。大黄鱼对胁迫 (包括低温和饥饿)非常敏感。

水温为 10 °C时，大黄鱼游动迟缓、摄食量减少

甚至禁食；水温降至 8 °C时，大黄鱼出现死亡，

其最低耐受温度约为 5 °C[15-16]。大黄鱼在越冬期

间因受到低温和饥饿胁迫出现大规模死亡 (尤其是

东海海域)，给养殖户带来巨大的经济损失[17]。目

前，关于寒冷和饥饿胁迫对大黄鱼代谢的影响研

究未见报道。肝脏是鱼类重要的代谢器官，在环

境适应过程中发挥重要作用[18]。本研究利用非靶

向液相色谱-质谱联用仪 (LC-MS)检测低温和饥饿

胁迫下大黄鱼肝脏的代谢物，可为鱼类对低温和

饥饿胁迫的响应机制研究提供理论依据，同时为

改善鱼类越冬成活率的策略制定提供科学指导。

 1    材料与方法

 1.1    样本采集

实验大黄鱼 [体重 (21.38±2.46) g]来自中国水

产科学研究院东海水产研究所福建福鼎研究中心。

将鱼放入 12个容积为 600 L的钢化玻璃桶中暂养

2周，30尾/桶。暂养期间，每天采用过饱和方式

投喂商业饲料 2次 (08:00和 16:00)。水质参数：

水 温 (20±0.42)  °C、 盐 度 24.78±0.37、 pH值

7.29±0.34、溶解氧 (7.31±0.42)  mg/L、总氨氮为

(0.14±0.02)~(0.19±0.03)mg/L。暂养结束后，将实

验鱼分为投喂组和饥饿组，6桶/组。然后从每个

处理组中随机取 3桶，将水温维持在 20 °C；另

外 3桶以 1.5  °C/d的速率将水温从 20降至 8 °C
(投喂组的水温降至9.5 °C时，大黄鱼停止摄食)。
20和 8 °C养殖用水分别由 2套独立的循环水系统

提供。实验鱼共分为对照组 (C组 )、低温组

(CC组 )、饥饿组 (F组 )和低温+饥饿组 (CF组 )，
每个处理组 3个平行。暴露实验 30 d后，每桶随

机取 4尾鱼的肝脏用于活性氧 ROS测量，1尾鱼

的肝脏用于组织切片，另取 1尾鱼的肝脏用于 LC-
MS分析。本研究中，实验动物的养殖和样本采

集等方案均遵循蚌埠学院和中国水产科学研究院

东海水产研究所实验动物伦理和实验动物使用指南。

 1.2    ROS测量和组织切片观察

按照 Zeng等 [19] 的方法获取肝脏匀浆液，然

后使用南京建成生物工程研究所试剂盒 (E004-1-1)，
按照说明书采用化学荧光法测量 ROS含量。按照

Zeng等[19] 的方法，经过乙醇梯度脱水、包埋、切

片和苏木精-伊红 (H.E)染色等步骤制作组织切片，

在光学显微镜下随机观察 6个视野，统计 H.E中

肝脏空泡的相对面积 (%)。

 1.3    LC-MS样品制备和分析

按照 Zhang等[20] 的方法进行代谢物的样本制

备。将 50 mg肝脏样品放入含有液氮的研钵中速

冻，加入 400 μL含标准溶液 (L-2-氯苯丙氨酸，

0.02  mg/mL)的萃取溶剂 (甲醇∶水的体积比为

4∶1)中研磨；超声萃取 30 min。再将萃取液放

入 2.0 mL Eppendorf管中，以 13 000 r/min 4 °C离

心 15 min，提取上清液。将上清液通过微滤器

(0.22 μm)过滤到 LC小瓶中。密封保存于超低温

冰箱直到 LC-MS分析。从各个样品中取 20 μL样

本混合均匀，制备质控 (quality control，QC)样本；

另取部分样品通过 UHPLC-Q Exactive HF-X系统

(赛默飞，美国)进行分析。

将 2 μL的代谢物样本注入 ACQUITY UPLC
HSS T3色谱柱 (100 mm × 2.1 mm, 1.8 μm; Waters,
美国)；通过流动相 A [水∶乙腈 (含 0.1%甲酸)，
体积比 95∶5]和流动相 B [乙腈∶异丙醇∶水 (含
0.1%甲酸)，体积比 47.5∶47.5∶5.0]进行二元梯

度洗脱；最后采用正、负离子扫描模式进行质谱
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检测。质谱参数：质谱扫描范围为 70~1 050 m/z，
加热温度 425 °C，毛细管温度 325 °C，喷雾电

压±3 500 V，碰撞能 20、40和 60 eV。在整个分

析过程中，每隔 6个样本插入 1个 QC样本，以

评估可重复性。

 1.4    代谢产物鉴定

采用 progenesis QI (waters corporation, milford,
美国)软件对原始数据进行预处理，获得包含质量

电荷比 (m/z)、保留时间 (retention time，RT)、峰

强度等信息的数据矩阵，并对峰值进行标注，随

后通过公共数据库 (https://www.hmdb.ca/，https://
www.lipidmaps.org/)对代谢物进行鉴定。

 1.5    数据分析

采用 SIMCA软件对归一化数据进行主成分

分析 (PCA)和正交偏最小二乘法-判别分析 (OPLS-
DA)。以 OPLS-DA中的变量投影重要性 VIP>1，
代谢物的差异倍数 FC>1.5，以及 t 检验 (SPSS
22.0软件 )中 P<0.05为标准，筛选差异代谢物。

差异代谢物通过 KEGG (https://www.kegg.jp/)数据

库进行比对、注释和代谢通路富集。

 2    结果

 2.1    成活率和 ROS含量

CC组的成活率显著低于 C组，CF组的成活

率显著高于 CC组 (P<0.05)。CC和 F组的 ROS含

量显著高于 C组，CC和 F组间的 ROS含量无显

著差异。CF组的 ROS含量显著高于 C组，但低

于 CC和 F组 (图 1)。

 2.2    组织切片

C组的肝细胞正常，CC、F和 CF组均出现

不同程度的空泡和核萎缩现象 (图 2)。CC、F和

CF组的空泡率显著高于 C组 (图 3)。

 2.3    代谢物的总体变化

LC-MS共提取了 13 440个代谢物峰分析。为

了研究大黄鱼越冬期间低温和 (或)饥饿对其代谢

物的影响，本研究将实验组分为 5个比较组：CC
vs. C (低温应激)、CF vs. F (饥饿条件下的低温应

激)、F vs. C (饥饿应激)、CF vs. CC (低温条件下的

饥饿应激)和 CF vs. C (低温和饥饿联合应激)。然

后将 5个比较组进一步分为 3组，即 CC vs. C与

CF vs. F进行比较 (摄食或饥饿条件下的低温应激)、
F vs. C和 CF vs. CC (常温或低温条件下的饥饿应

激)以及 CF vs. C (低温和饥饿联合应激)。基于正

交偏最小二乘判别分析 (OPLS-DA)可知，R2Y≥
0.99，且 Q2>0.789 (表 1)，表明模型稳定性较好，

可用于后续分析。

 2.4    差异代谢物筛选

基于 OPLS-DA模型实验结果，CC vs. C中筛

选出差异代谢物 84种，其中上调和下调代谢物分

别为 58和 26种；CF vs. F中筛选出差异代谢物

154种，其中上调和下调代谢物分别为 84和

70种；CC vs. C与 CF vs. F有 23种共同的差异代
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图 1    低温和饥饿对大黄鱼成活率 (a)和肝脏 ROS含量 (b)的影响

C.对照组，CC.低温组，F.饥饿组，CF.低温+饥饿组。不同字母表示存在显著差异 (P<0.05)，下同。

Fig. 1    Effects of low temperature and starvation on survival rate (a) and ROS content (b) in the liver of L. crocea
C. control group, CC. low temperature group, F. starvation group, CF. low temperature+starvation group. Different letters denote significant differences
(P<0.05), the same below.

曾霖，等 水产学报, 2023, 47(7): 079608

中国水产学会主办  sponsored by China Society of Fisheries https://www.china-fishery.cn

3

http://www.hmdb.ca/
http://www.lipidmaps.org/
http://www.lipidmaps.org/
https://www.kegg.jp/


谢产物 (表 2，图 4)。
F vs. C中筛选出差异代谢物 184种，其中上

调和下调代谢物分别为 153种和 31种；CF vs.
CC中筛选出差异代谢物 50种，其中上调和下调

代谢物分别为 28种和 22种；CC vs. C与 CF vs. F
有 6种共同的差异代谢产物 (表 2，图 4)。

CF vs. C中筛选出差异代谢物 126种，其中

上调和下调代谢物分别为 98种和 28种 (表 2)。

 2.5    差异代谢产物分类

基于人类代谢组数据库 (The Human  Meta-
bolome Database，HMDB)，对各比较组的差异代

谢物进行分类，CC vs. C中的差异代谢物主要集中

于羧酸及其衍生物 (26.47%)、脂肪酰基 (16.18%)、
甘油磷脂 (14.71%)、有机氮化合物 (5.88%)、有机

氧化合物 (5.88%)和吲哚及其衍生物 (4.41%)等。

CF vs.  F中的差异代谢物主要集中于甘油磷脂

(30.25%)、羧酸及其衍生物 (19.33%)、有机氧化合

物 (9.24%)、脂肪酰基 (8.40%)和嘌呤核苷酸 (4.20%)
等。F vs. C中的差异代谢物主要集中于羧酸及其

衍生物 (30.30%)、甘油磷脂 (12.12%)、脂肪酰基

(9.09%)、有机氧化合物 (9.09%)和苯及取代衍生

物 (5.30%)等。CF vs. CC中的差异代谢物主要集

中于有机氧化合物 (28.95%)、羧酸及其衍生物

(15.79%)、甘油磷脂 (10.53%)和有机氮化合物

表 1    OPLS-DA模型的评价参数

Tab. 1    Evaluation parameters of OPLS-DA model

主成份得分
score of PCA

组别　groups

CC vs. C CF vs. F F vs. C CF vs. CC CF vs. C

R2X 0.814 0.691 0.744 0.807 0.644

R2Y 0.998 0.995 0.991 0.997 0.999

Q2 0.911 0.835 0.917 0.848 0.789

表 2    差异代谢物统计分析

Tab. 2    Statistics of differential metabolites

分组比较
group

comparison

差异代谢物数量
number of
differential
metabolites

上调代谢物数量
number of
up-regulated
metabolites

下调代谢物数量
number of

down-regulated
metabolites

CC vs. C 84 58 26

CF vs. F 154 84 70

F vs. C 184 153 31

CF vs. CC 50 28 22

CF vs. C 126 98 28

(a) (b)
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图 2    低温和饥饿对大黄鱼肝脏组织学的影响

(a) C组，正常肝细胞；(b) CC组，中度空泡和核萎缩出现；(c) F组，中度空泡和核萎缩出现；(d) CF组，中度空泡和核萎缩出现。Va.空
泡，H.肝细胞，Cv.中央脉。

Fig. 2    Effects of low temperature and starvation on liver histology in L. crocea
(a) C group, normal hepatocytes; (b) CC group, mild vacuoles and nuclear atrophy were appeared; (c) F group, mild vacuoles and nuclear atrophy were
appeared; (d) CF group, mild vacuoles and nuclear atrophy were appeared. Va. vacuoles, H. hepatocytes, Cv. central vein.
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图 3    低温和饥饿胁迫下的大黄鱼肝脏组织

空泡相对面积

Fig. 3    Relative areas of hepatic vacuoles in L. crocea
under low temperature and starvation stresses
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(7.89%)等。CF vs. C中的差异代谢物主要集中于

羧酸及其衍生物 (28.41%)、脂肪酰 (18.18%)、有

机氧化合物 (9.09%)和嘧啶核苷酸 (5.68%)等 (图 5)。

 2.6    KEGG富集通路分析

对所有差异代谢物 KEGG功能注释与富集，

CC vs. C中的差异代谢物主要集中于甘油磷脂代

谢：M (M代表代谢，下同 )，糖基磷脂酰肌醇

(GPI)-锚生物合成：M，赖氨酸降解：M，精氨酸

生物合成：M，鞘脂代谢：M，自噬 -其他：CP
(CP代表细胞过程，下同)，淀粉和蔗糖代谢：M
等 (图 6-a)。

CF vs. F中的差异代谢物主要集中于 FoxO信

号通路：EIP (EIP代表环境信息处理，下同)，甘

油磷脂代谢：M，ABC运输体：EIP，谷胱甘肽代

谢：M，辅因子的生物合成：M，嘌呤代谢：M，

GPI-锚生物合成：M，牛磺酸和次黄嘌呤代谢：

M，甘氨酸、丝氨酸和苏氨酸代谢：M，神经活

性配体受体相互作用：EIP，乙醚脂质代谢：M，

鞘脂代谢：M，铁下垂：CP，β-丙氨酸代谢：M，

缝隙连接：CP，精氨酸和脯氨酸代谢：M，精氨

酸生物合成：M，乙醛酸和二羧酸代谢：M和自

噬-其他：CP等(图 6-b)。
F vs. C中的差异代谢物主要集中于谷胱甘肽

代谢：M，辅因子的生物合成：M，GPI-锚生物

合成：M，氧化磷酸化：M，精氨酸和脯氨酸代

谢：M，精氨酸生物合成：M，赖氨酸降解：M，

甘氨酸、丝氨酸和苏氨酸代谢：M，丙氨酸、天

冬氨酸和谷氨酸代谢：M，甘油磷脂代谢：M，

铁下垂：CP，苯丙氨酸代谢：M，淀粉和蔗糖代

谢：M，ATP结合盒 (ATP-binding cassette，ABC)
运输体：EIP，自噬-其他：CP等(图 6-c)。

184

F vs. C

组别
groups

(b)

50

CF vs. CC

F vs. C CF vs. CC6178 44

0

100

200

代
谢
物
数
量

n
u
m

b
er

 o
f

m
et

ab
o
li

te
s

154
84

CF vs. F CC vs. C23131 61

0

100

200

代
谢
物
数
量

n
u
m

b
er

 o
f

m
et

ab
o
li

te
s

CC vs. C

组别
groups

(a)

CF vs. F

 
图 4    各组差异代谢物韦恩图

Fig. 4    Venn diagram of differential metabolites in groups
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图 5    代谢组差异代谢产物的 HMDB分析

图中的数字含义为序号-数量 (百分比)。如 1-25 (28. 41%)代表序号 1中含有 25种代谢物，占总代谢物的 28. 41%。(a) 1. 羧酸和衍生物，2.
脂肪酰，3. 甘油磷脂，4. 有机氮化合物，5. 有机氧化合物，6. 吲哚和衍生物，7. 苯和取代衍生物，8. 嘌呤核苷，9. 嘧啶核苷酸，10. 唑烷，
11. 肉桂酸和衍生物，12. 二嗪，13. 二氢呋喃，14. 黄酮，15. 酮酸和衍生物，16. 核苷和核苷酸类似物，17. 有机磷和衍生物，18. 异丙酚脂
类，19. 蕨类植物和衍生物，20. 类固醇和类固醇衍生物，21. 其他。(b) 1. 甘油磷脂，2. 羧酸及衍生物，3. 有机氧化合物，4. 脂肪酰基，5.
嘌呤核苷酸，6. 有机氮化合物，7.丙二醇脂质体，8. 嘧啶核苷，9. 苯及取代衍生物，10. 吲哚及衍生物，11. 有机磺酸及衍生物，12. 苯丙
酸，13. 吡啶及衍生物，14. 甾体及甾体衍生物，15.唑烷类，16. 肉桂酸及衍生物，17. 甘油脂，18. 咪唑嘧啶，19. 内酯，20. 有机磷及衍生
物，21. 其他。(c) 1. 羧酸及其衍生物，2. 甘油磷脂，3. 脂肪酰基，4. 有机氧化合物，5. 苯及其取代衍生物，6. 异丙酚脂类，7. 有机氮化合
物，8. 酚类，9. (3''->5'')-二核苷酸及其类似物；10. 肉桂酸及其衍生物，11. 吲哚及其衍生物，12. 蝶呤及其衍生物，13. 嘌呤核苷酸，14. 嘧
啶核苷，15. 嘧啶核苷酸，16. 类固醇及其衍生物，17. (5''->5'')-二核苷酸，18. 氮卓类，19. 苯并吡喃，20. 二氢呋喃，21. 其他。(d) 1. 有机
氧化合物，2. 羧酸及其衍生物，3. 甘油磷脂，4. 有机氮化合物，5. 吲哚及其衍生物，6. 异丙酚脂类，7. 嘧啶核苷酸，8. 类固醇及其衍生物，
9. 苯并吡喃，10. 二芳基庚烷，11. 脂肪酰，12. 有机磺酸及其衍生物，13. 蝶呤及其衍生物，14. 嘌呤核苷。(e) 1. 羧酸及其衍生物，2. 脂肪
酰基，3. 有机氧化合物，4. 嘧啶核苷酸，5. 苯及取代衍生物，6. 甘油磷脂，7. 有机氮化合物，8. 异丙酚脂类，9. 嘌呤核苷酸，10. (3''->5'')-
二核苷酸及类似物，11. 吲哚及衍生物，12. 嘌呤核苷，13. (5''->5'')-二核苷酸，14. 唑烷，15. 肉桂酸及衍生物，16. 二芳基庚烷，17. 二嗪，
18. 二氢呋喃，19. 黄酮，20. 咪唑并嘧啶，21. 其他。

Fig. 5    HMDB analysis of differential metabolites in the metabolome
The numbers in the figure represent the serial number - quantity (percentage). For example, 1-25 (28. 41%) represents that number 1 contains 25 meta-
bolites, accounting for 28. 41% of the total metabolism. (a) 1. carboxylic acids and derivatives, 2. fatty acyls, 3. glycerophospholipids, 4. organonitrogen
compounds, 5. organooxygen compounds, 6. indoles and derivatives, 7. benzene and substituted derivatives, 8. purine nucleosides, 9. pyrimidine nucle-
otides, 10. azolidines, 11. cinnamic acids and deriva tives, 12. diazines, 13. dihydrofurans, 14. flavonoids, 15. keto acids and derivatives, 16. nucleoside
and nucleotide analogues, 17. organic phosphoric acids and derivatives, 18. prenol lipids, 19. pteridines and derivatives, 20. steroids and steroid derivat-
ives,  21.  others.  (b)  1.  glycerophospholipids,  2.  carboxylic acids and derivatives,  3.  organooxygen compounds,  4.  fatty acyls,  5.  purine nucleotides,  6.
organonitrogen compounds, 7. prenol lipods, 8. pyrimidine nucleosides, 9. benzene and substituted derivatives, 10. indoles and derivatives, 11. organic
sulfonic acids and derivatives, 12. phenylpropanoic acids, 13. pyridines and derivatives, 14. steroids and steroid derivatives, 15. azolidines, 16. cinnamic
acids and derivatives, 17. glycerolipids, 18. imidazopyrimidines, 19. lactones, 20. organic phosphoric acids and derivatives, 21. others. (c) 1. carboxylic
acids  and derivatives,  2.  glycerophospholipids,  3.  fatty  acyls,  4.  organooxygen compounds,  5.  benzene and substituted derivatives,  6.  prenol  lipids,  7.
organonitrogen compounds, 8. phenols, 9. (3''->5'')-dinucleotides and analogues, 10. cinnamic acids and dervatives, 11. indoles and derivatives, 12. pter-
idines and derivatives, 13. purine nucleotides, 14. pyrimidine nucleosides, 15. pyrimidine nucleotides, 16. steroids and steroid derivatives, 17. (5''->5'')-
dinucleotides, 18. azepines, 19. benzopyrans, 20. dihydrofurans, 21. others. (d) 1. organooxygen compounds, 2. carboxylic acids and derivatives, 3. gly-
cerophospholipids, 4. organonitrogen compounds, 5. indoles and derivatives, 6. prenol lipids, 7. pyrimidine nucleotides, 8. steroids and steroid derivat-
ives, 9. benzopyrans, 10. diarylheptanoids, 11. fatty acyls, 12. organic sulfonic acids and derivatives, 13. pteridines and derivatives, 14. purine nucleos-
ides. (e) 1. carboxylic acids and derivatives, 2. fatty acyls, 3. organooxygen compounds, 4. pyrimidine nucleotides, 5. benzene and substituted derivat-
ives, 6. glycerophospholipids, 7. organonitrogen compounds, 8. prenol lipids, 9. purine nucleotides, 10. (3''->5'')-dinucleotides and analogues, 11. indoles
and derivatives, 12. purine nucleosides, 13. (5''->5'')-dinucleotides, 14. azolidines, 15. cinnamic acids and derivatives, 16. diarylheptanoids, 17. diazines,
18. dihydrofurans, 19. flavonoids, 20. imidazopyrimidines, 21. others.
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CF vs. CC中的差异代谢物主要集中于甘油磷

脂代谢：M，ABC运输体：EIP，自噬-其他：CP，

初级胆汁酸生物合成：M，GPI-锚生物合成：M，

自噬-动物：CP等 (图 6-d)。

CF vs. C中的差异代谢物主要集中于嘌呤代

谢：M，GPI-锚生物合成：M，精氨酸生物合成：

M，甘油磷脂代谢：M，氧化磷酸化：M，赖氨酸

降解：M，鞘脂代谢：M，丙氨酸、天冬氨酸和

谷氨酸代谢：M，自噬-其他：CP，溶酶体：CP，

淀粉和蔗糖代谢：M，FoxO信号通路：EIP，谷

胱甘肽代谢：M等 (图 6-e)。

 3    讨论

大黄鱼在越冬期间死亡现象频发，主要原因

是低温及其诱导的饥饿导致鱼类的生理功能发生

了变化[21]。为了深入探究这些致死因子的作用机

制，实验先研究低温和饥饿对大黄鱼的氧化损伤，

然后采用非靶向 LC-MS技术获取差异代谢产物来
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解析大黄鱼对低温和饥饿胁迫的适应机制。

鱼类是变温动物，温度对鱼类的摄食状态有

显著的影响。当水体温度过低时，鱼类减少甚至

停止摄食 [15]。本研究中，当水温降至 14 °C时，

大黄鱼减少摄食量；当水温降至 10 °C时，大黄

鱼完全停止摄食[17]。禁食是生物适应低温环境的

一种重要策略，在自然界中广泛存在，如冬眠的

青蛙、蛇、鳄鱼和乌龟等[22-23]。与 C组相比，CC
和 F组的 ROS增加，且细胞组织出现了空泡和核

异常现象，表明低温和饥饿对大黄鱼机体产生了

氧化损伤。与 CC和 F组相比，CF组的 ROS含量

减少，且 CF组的成活率显著高于 CC组，表明饥

饿可以提高鱼类的低温胁迫耐受性。Lu等[24] 认为，

饥饿可以通过提高鱼类的脂类分解代谢和自噬来

缓解低温对其机体的损伤。CC和 F组的成活率

和 ROS含量无显著差异，其主要原因是低温胁迫

下大黄鱼停止摄食，从而诱导了相似的饥饿胁迫

损伤。从 CC vs. C和 CF vs. F比较可知，大黄鱼
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图 6    差异代谢产物的 KEGG 通路

(a) 1. 甘油磷脂代谢：M，2. 糖基磷脂酰肌醇 (GPI)-锚生物合成：M，3. 赖氨酸降解：M，4. 精氨酸生物合成：M，5. 鞘脂代谢：M，6. 自
噬-其他：CP，7. 淀粉和蔗糖代谢：M，8. 肌动蛋白细胞骨架的调节：CP，9. 自噬-动物：CP。(b) 1. Foxo信号通路：EIP，2. 甘油磷脂代

谢：M，3. ABC转运体：EIP，4. 谷胱甘肽代谢：M，5. 辅因子生物合成：M，6. 嘌呤代谢：M，7. 糖基磷脂酰肌醇 (GPI)锚生物合成：M，

8. 牛磺酸和下牛磺酸代谢：M，9. 甘氨酸、丝氨酸和苏氨酸代谢：M，10. 神经活性配体-受体相互作用：EIP，11. 醚脂代谢：M，12. 鞘脂

代谢：M，13. 铁蛋白代谢：CP，14. β-丙氨酸代谢：M，15. 缝隙连接：CP，16. 精氨酸和脯氨酸代谢：M，17. 精氨酸生物合成：M，18.
乙醛酸和二羧酸代谢：M，19. 自噬-其他：CP，20. 半胱氨酸和蛋氨酸代谢：M。(c) 1. 谷胱甘肽代谢：M，2. 辅因子生物合成：M，3. 糖
基磷脂酰肌醇 (GPI)锚生物合成：M，4. 氧化磷酸化：M，5. 精氨酸和脯氨酸代谢：M，6. 精氨酸生物合成：M，7. 赖氨酸降解：M，8. 甘
氨酸、丝氨酸和苏氨酸代谢：M，9. 丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢：M，10. 甘油磷脂代谢：M，11. 铁下垂：CP，12. 苯丙氨酸代谢：

M，13. 淀粉和蔗糖代谢：M，14. ABC转运体：EIP，15. 自噬-其他：CP，16. 鞘脂代谢：M。(d) 1. 甘油磷脂代谢：M，2. ABC转运体：

EIP，3. 自噬-其他：CP，4. 初级胆汁酸生物合成：M，5. 糖基磷脂酰肌醇 (GPI)-锚定生物合成：M，6. 自噬-动物：CP，7. 叶酸-碳库：M。

(e) 1. 嘌呤代谢：M，2. 糖基磷脂酰肌醇 (GPI)锚生物合成：M，3. 精氨酸生物合成：M，4. 甘油磷脂代谢：M，5. 氧化磷酸化：M，6. 赖
氨酸降解：M，7. 鞘脂代谢：M，8. 丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢：M，9. 自噬-其他：CP，10. 溶酶体：CP，11. 淀粉和蔗糖代谢：M，

12. Foxo信号通路：EIP，13. 谷胱甘肽代谢：M。M.代谢物，CP.细胞过程，EIP.环境信息处理。*. P<0.05，**. P<0.01，***. P<0.001。

Fig. 6    KEGG enriched pathway of differential metabolite
(a) 1. glycerophospholipid metabolism: M, 2. glycosylphosphatidylinositol (GPI)-anchor biosynthesis: M, 3. lysine degradation: M, 4. arginine biosyn-
thesis: M, 5. sphingolipid metabolism: M, 6. autophagy-other: CP, 7. starch and sucrose metabolism: M, 8. regulation of actin cytoskeleton: CP, 9. auto-
phagy-animal: CP. (b) 1. FoxO signaling pathway: EIP, 2. glycerophospholipid metabolism: M, 3. ABC transporters: EIP, 4. glutathione metabolism: M,
5. biosynthesis of cofactors: M, 6. purine metabolism: M, 7. glycosylphosphatidylinositol (GPI)-anchor biosynthesis: M, 8. taurine and hypotaurine meta-
bolism: M, 9. glycine, serine and threonine metabolism: M, 10. neuroactive ligand-receptor interaction: EIP, 11. ether lipid metabolism: M, 12. sphingol-
ipid metabolism: M, 13. ferroptosis: CP, 14. beta-alanine metabolism: M, 15. gap junction: CP, 16. arginine and proline metabolism: M, 17. arginine bio-
synthesis: M, 18. glyoxylate and dicarboxylate metabolism: M, 19. autophagy-other: CP, 20. cysteine and methionine metabolism: M. (c) 1. glutathione
metabolism: M, 2. biosynthesis of cofactors: M, 3. glycosylphosphatidylinositol (GPI)-anchor biosynthesis: M, 4. oxidative phosphorylation: M, 5. argin-
ine and proline metabolism: M, 6. arginine biosynthesis: M, 7. lysine degradation: M, 8. glycine, serine and threonine metabolism: M, 9. alanine, aspart-
ate and glutamate metabolism: M, 10. glycerophospholipid metabolism: M, 11. ferroptosis: CP, 12. phenylalanine metabolism: M, 13. starch and sucrose
metabolism:  M,  14.  ABC transporters:  EIP,  15.  autophagy-other:  CP,  16.  sphingolipid  metabolism:  M.  (d)  1.  glycerophospholipid  metabolism:  M,  2.
ABC transporters: EIP, 3. autophagy-other: CP, 4. primary bile acid biosynthesis: M, 5. glycosylphosphatidylinositol (GPI)-anchor biosynthesis: M, 6.
autophagy-animal: CP, 7. one carbon pool by folate: M. (e) 1. purine metabolism: M, 2. glycosylphosphatidylinositol (GPI)-anchor biosynthesis: M, 3.
arginine biosynthesis: M, 4. glycerophospholipid metabolism: M, 5. oxidative phosphorylation: M, 6. lysine degradation: M, 7. sphingolipid metabolism:
M, 8. alanine, aspartate and glutamate metabolism: M, 9. autophagy - other: CP, 10. lysosome: CP, 11. starch and sucrose metabolism: M, 12. FoxO sig-
naling pathway: EIP, 13. glutathione metabolism: M. M. metabolite, CP. cellular processes, EIP. environmental information processing. *. P<0.05，**.
P<0.01，***. P<0.001.
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可以通过以下几种常见的代谢途径来应对低温胁

迫，如甘油磷脂代谢和 GPI-锚生物合成等。甘油

磷脂和糖基化磷脂酰肌醇锚定蛋白是细胞膜的重

要组成部分，在维持细胞膜流动性，促进能量和

物质转运等方面发挥重要作用 [25-26]，这表明大黄

鱼可以通过增加不饱和脂肪酸的含量，提高细胞

膜的流动性来应对低温应激。已有研究表明，低

温增加了虹鳟 (Oncorhynchus mykiss)和大西洋鲑

(Salmo salar)的不饱和脂肪酸含量[27]。此外，南极

鱼细胞膜含有较高的单不饱和脂肪酸 (MUFA,
C20:1n-9)和多不饱和脂肪酸 (PUFA, C20:5n-3)[28]。
自噬在清除自身代谢产物，加快细胞 (器)更新，

维持细胞内稳态方面发挥重要作用[29]。低温胁迫

诱导细胞产生氧化损伤，破坏细胞的结构和功能，

产生大量的受损细胞器和蛋白质等。大黄鱼通过

自噬途径将这些受损的细胞成份运输到相应的部

位进行新陈代谢或细胞器再利用，从而增强机体

的低温胁迫耐受性。学者们利用转录组技术研究

了大黄鱼对低温胁迫的响应，发现差异表达基因

显著富集在细胞膜流动性和自噬信号通路中[30]。

CC vs. C与 CF vs. F还存在不同的代谢途径。

如 CC vs. C中的差异代谢物集中于淀粉和蔗糖代

谢途径。低温应激破坏鱼类的能量代谢，此时，

鱼类需要通过激活相关的基因和酶表达来应对环

境变化，这一过程需要消耗大量的能量[11]。葡萄

糖能迅速为机体提供能量，淀粉和蔗糖是葡萄糖

产生的前体，大黄鱼可以通过淀粉和蔗糖代谢途

径来弥补葡萄糖的不足，这有利于重新构建能量

平衡来应对低温胁迫。本团队最近的研究表明，

大黄鱼通过改善能量代谢来提高低氧和铜胁迫的

耐受性[31]。因此，调节能量代谢是一种重要的低

温适应机制。CF vs.  F中的差异代谢物集中于

FoxO信号通路和谷胱甘肽代谢等，转录因子

FoxO可以激活靶基因来诱导细胞自噬。自噬能将

氧化受损的细胞器降解成小分子物质，在抑制氧

化应激的同时还能为细胞提供能量代谢和重构原

料[32]。谷胱甘肽是重要的非酶抗氧化剂，在维持

细胞氧化还原平衡方面发挥重要作用[11]。这表明

饥饿胁迫状态下的大黄鱼可以通过调节自噬和抗

氧化系统来适应低温胁迫。

从 F vs. C和 CF vs. CC比较可知，大黄鱼可

以通过以下几种代谢途径来应对饥饿胁迫，如与

低温应激相似的代谢途径甘油磷脂代谢和 GPI-锚

生物合成，其主要原因是低温应激诱导机体采取

饥饿策略以适应环境变化，从而产生了相似的代

谢途径。甘油磷脂代谢除具有维持细胞膜流动性

外，还参与了机体的能量代谢 [25-26]，从而弥补饥

饿胁迫对机体能量代谢的影响。饥饿胁迫差异代

谢产物还富集在 ABC运输体和自噬等途径中。

ABC 转运体可将 ATP水解获得的能量用于生物分

子的跨膜转运，参与细胞渗透压调节、脂质和胆

固醇转运、细胞分化和抗原呈递等生理功能[33]。

然而，CC vs. C与 CF vs. F也存在不同的代

谢途径。如 F vs. C中的差异代谢物集中于谷胱甘

肽代谢、氧化磷酸化、淀粉和蔗糖代谢等。淀粉

和蔗糖可以分解成葡萄糖，从而快速为机体提供

能量。氧化磷酸化是一种高效的产能方式。由此

可知，维持机体能量平衡是大黄鱼一种重要的饥

饿适应机制。饥饿诱导机体产生氧化损伤，大黄

鱼可以通过调控谷胱甘肽含量来适应饥饿胁迫。

CF vs. CC中的差异代谢物集中于初级胆汁酸生物

合成。初级胆汁酸在促进脂质的消化与吸收方面

起着非常重要的作用。脂肪是能量的主要贮存形

式，同时也是机体慢性胁迫适应过程的主要能量

来源[34]。因此，低温应激下的大黄鱼可以通过调

节初级胆汁酸生物合成来适应饥饿胁迫。

低温和饥饿联合胁迫下 (CF vs. C)大黄鱼的

差异代谢物所集中的多种代谢途径与低温胁迫

(CC vs. C或 CF vs. F)和饥饿胁迫 (F vs. C或 CF vs.
CC)相同，并未出现特异的代谢途径。如 GPI-锚
生物合成、甘油磷脂代谢、FoxO信号通路、自噬、

谷胱甘肽代谢、氧化磷酸化、甘油磷脂代谢、淀

粉和蔗糖等，表明自噬、抗氧化系统、能量代谢

和细胞膜流动性在维持大黄鱼适应低温和饥饿联

合胁迫中发挥重要作用。

 4    结论

本研究首次采用代谢组学方法研究了大黄鱼

对低温和饥饿胁迫的响应机制。低温和饥饿胁迫

均可诱导机体产生大量的 ROS，破坏细胞结构，

并造成了一定程度的死亡。大黄鱼通过细胞膜流

动性代谢途径来适应低温应激；通过调节能量代

谢等代谢途径来适应饥饿应激。自噬、抗氧化系

统、能量代谢和细胞膜流动性等代谢途径在大黄

鱼适应低温和饥饿联合胁迫的过程中发挥作用。

研究结果为大黄鱼适应低温和饥饿应激的生理机

制提供了新的见解。
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Metabolomics-based analysis of adaptive mechanism of Larimichthys crocea to
low temperature and starvation stresses

ZENG Lin 1,     SONG Wei 2,3*,     XIE Zhengli 4,     WANG Yonghong 1,     XIONG Yifei 2,     ZHANG Hui 3

(1. School of Food and Biological Engineering, Bengbu University, Bengbu　233030, China;
2. East China Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Shanghai　200090, China;

3. National Engineering Research Center of Marine Facilities Aquaculture, Zhejiang Ocean University, Zhoushan　316000, China;
4. Fishery Machinery and Instrument Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Shanghai　200090, China)

Abstract: Large yellow croaker (Larimichthys crocea) is the most important warm-water marine commercial fish,
which  is  widely  distributed  in  the  southeast  coastal  regions  in  China,  such  as  Zhejiang,  Fujian  and  Guangdong
provinces.  It  is  highly sensitive to cold and starvation, and massive death of this species can be observed during
winters, leading to significant economic losses for farmers. This study aims to explore the response mechanism of
L.  crocea  to  oxidative  damage  caused  by  low  temperature  and  starvation.  Fish  with  an  average  weight  of
(21.38±2.46) g were exposed to low temperature (8 °C) or/and under starvation stress. The fish were divided into
four groups: control group (C group), cold group (CC group), fasting group (F group) and cold+fasting group (CF
group),  each  with  three  replicates.  The  experiment  lasted  30  d,  survival  rate  was  calculated,  liver  samples  were
obtained for histological observation, chemical fluorescence and LC-MS technology were used to analyze the dif-
ference of reactive oxygen species (ROS) and metabolites in different treatment groups.  The results  showed that
compared with C group, the survival rate of CC group, F group and CF group was significantly decreased, while
the ROS content was significantly increased (P<0.05), and demonstrated vacuolation and nuclear atrophy, indicat-
ing  cold  and  starvation  stresses  induced  oxidative  damage.  A  total  of  184  and  50  differential  metabolites  were
obtained  from CC vs.  C  and  CF vs. F,  respectively.  There  were  five  important  co-metabolic  pathways:  glycero-
phospholipid metabolism, glycosylphosphatidylinositol (GPI) -  anchor biosynthesis,  arginine biosynthesis,  sphin-
golipids metabolism and autophagy, indicating cell membrane fluidity and autophagy played an important role in
cold adaptation. A total of 184 and 50 different metabolites were obtained from F vs.  C and CF vs. CC, respect-
ively. There were four important overlapping metabolic pathways: glycerophospholipid metabolism, glycosylphos-
phatidylinositol  (GPI)  -  anchor  biosynthesis,  ABC  transporters  and  autophagy,  indicating  energy  and  material
transport function, as well as autophagy played an important role in starvation stress of L. crocea. 126 differential
metabolites were obtained from CF vs. C, which were significantly enriched in glycosylphosphatidylinositol (GPI) -
anchor biosynthesis, glycerophospholipid metabolism, oxidative phosphorylation, starch and sucrose metabolism,
FoxO signal pathway, autophagy and glutathione metabolism, indicating cell membrane fluidity, energy metabol-
ism,  autophagy  and  antioxidant  systems  played  an  important  role  in  cold  and  starvation  adaptation.  The  results
provide scientific basis for further study about the effects of low temperature and fasting on the physiological func-
tions of L. crocea.
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