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饲料脂肪水平对大菱鲆幼鱼TOR信号通路的影响

唐卓懿    崔    坤    陈    强    谭    朋    廖    凯    麦康森    艾庆辉
(中国海洋大学教育部海水养殖重点实验室, 青岛 266003)

摘要: 研究旨在探究饲料脂肪水平对大菱鲆(Scophthalmus maximus)幼鱼雷帕霉素受体(TOR)信号通路的影

响。以大菱鲆幼鱼[初始体重(8.6±0.01) g]为实验对象, 配制脂肪水平分别为11.69% (适宜脂肪组)和16.58%
(高脂组)的2种等氮饲料在室内循环水系统中进行投喂实验, 养殖周期为97d。结果显示: (1)饲料脂肪水平升

高对大菱鲆幼鱼存活和特定生长率(SGR)无显著影响(P>0.05)。(2)与适宜脂肪组相比, 肝脏中TOR和4EBP1
mRNA水平在高脂组上调(P<0.05)而4EBP2 mRNA水平在高脂组下调(P<0.05)。此外, 与适宜脂肪组相比, 肌
肉中TOR和4EBP1 mRNA水平在高脂组下调(P<0.05)而4EBP2 mRNA水平在高脂组无显著变化。(3)饲料脂

肪水平显著影响AKT、TOR和4EBPs磷酸化水平。肝脏中p-AKT  (T308和S473)/AKT、p-mTOR(S2448)/
mTOR和p-4EBP1 (T37/46)/4EBP1在高脂组显著高于适宜脂肪组，而p-p70S6K (T389)/p70S6K在高脂组显著

低于适宜脂肪组。肌肉中p-AKT (S473)/AKT、p-mTOR (S2448)/mTOR和p-4EBP1 (T37/46)/4EBP1在高脂组

显著低于适宜脂肪组，而p-p70S6K (T389)/p70S6K在高脂组显著高于适宜脂肪组。结果表明: 大菱鲆幼鱼肝

脏和肌肉TOR、4EBP1和4EBP2的mRNA表达量与AKT、TOR、4EBP1和p70 S6K磷酸化受到饲料脂肪水平

调控, 饲料脂肪水平升高, 激活了肝脏TOR信号通路, 同时肌肉TOR信号通路受到部分抑制。
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雷帕霉素受体(TOR)信号通路是细胞感知营养

物质并调控生长的主要通路, 在进化上极其保守。

TOR是一种丝氨酸/苏氨酸激酶, 它包含了两个结

构功能不同的复合物——mTORC1和mTORC2。
在mTORC1激活后, 其下游主要作用因子4EBPs和
S6K发生磷酸化。S6K的磷酸化促进了多种蛋白的

转录激活和翻译起始延伸。磷酸化的4EBPs与真

核生物翻译起始因子eIF-4E脱离 ,  激活后者 ,  使
40S核糖体亚基与mRNA的5′端结合

[1—3], 启动蛋白

质的翻译。

在哺乳动物中, TOR信号通路的研究已经非常

广泛和深入
[4]
。在鱼类上, 以斑马鱼(Danio rerio)为

模式生物, 研究发现TOR信号通路调控肠道上皮细

胞形成、细胞自噬
[5, 6]

、心肌炎发生
[7, 8] 和非酒精

脂肪肝的发生
[9]
等。此外, 在大菱鲆(Scophthalmus

maximus)[10]
、建鲤(Cyprinus carpio var. Jian)[11—13]

、

军曹鱼(Rachycentron canadum)[14]
、虹鳟(Onco-

rhynchus mykiss)[15—19]
和草鱼(Ctenopharyngodon

idella)[20, 21]
中分别进行了饲料中精氨酸、色氨酸、

蛋氨酸、亮氨酸、油酸、胆碱水平以及豆粕替代

鱼粉和不同蛋能比对TOR信号通路的调控作用的

研究。

然而, 目前关于饲料中脂肪水平对养殖鱼类

TOR信号通路的相关研究较少。大菱鲆肉质鲜

美, 营养价值高, 经济价值高, 是我国重要养殖品

种。在大菱鲆中, TOR信号通路受到饲料脂肪水平

调控的研究目前尚未见报道。通过研究饲料脂肪

水平对大菱鲆幼鱼TOR信号通路的影响, 有助于

深入了解饲料脂肪对大菱鲆蛋白质合成调控的

机理。
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1    材料与方法

1.1    实验过程与样品采集

配制粗蛋白含量为50%, 粗脂肪含量分别为

11.69%和16.58%的两种饲料(表 1)。大菱鲆幼鱼购

自山东青岛七好生物科技有限公司, 在青岛鳌山卫

国家海洋科研中心实验基地暂养15d后, 饥饿24h。

然后随机选取体质健壮、规格整齐、平均体重为

(8.75±0.01) g的大菱鲆幼鱼随机分为2组, 每组6个
重复, 每个重复30尾。将2组饲料分别与6个养殖桶

随机匹配, 每日8:00和18:00各饱食投喂一次, 光照

时间为12L鲶12D (7:30至19:30), 养殖周期97d。在实

验结束后, 将实验鱼禁食24h, 每桶随机选6尾鱼, 取
肝脏、肌肉保存于–80℃, 用作分析实验。

1.2    计算及统计方法

存活率(Survival rate, SR, %)=(初始实验鱼数量–
死亡实验鱼数量)/初始实验鱼数量×100

特定生长率(Specific growth rate, SGR, %)=[Ln
(实验鱼终末体重)–Ln (实验鱼初始体重)]/实验天

数×100
1.3    总RNA提取及反转录

在液氮中研磨组织样本, 使用TaKaRa RNAiso
Reagent提取组织样本总RNA, 用异丙醇法沉淀

RNA, 凝胶电泳检测RNA质量。使用PrimeScript®

RT reagent Kit With gDNA Eraser (Perfect Real
Time)(TaKaRa, Japan)进行反转录, 反转录结束后检

测cDNA浓度, 并稀释到300 ng/μL, 置于–80℃冰箱

中保存。

1.4    验证引物扩增效率

荧光定量PCR引物参考张凯凯
[22](表 2)。通过

验证, 选用RPSD (DQ848899.1)为内参基因。通过

制作浓度标准曲线验证目标序列与内参序列的扩

增效率一致性
[23]
。

1.5    实时定量PCR
使用TransStart Top Green qPCR SuperMix

(TRANSGEN, China)试剂盒进行荧光定量反应。

定量程序设定为: 94摄氏度预热30s; 设置循环为:
94摄氏度5s, 引物Tm值15s, 72摄氏度10s, 共45个循

环。相对表达量采用2–ΔΔCt
的方法计算。

1.6    Western Blot
称取适量肝脏和肌肉样品, 冰上匀浆。使用试

剂盒(Beyotime Institute of Biotechnology, Jiangsu,
China)测定蛋白浓度。使用裂解液稀释所得蛋白,
加入5×蛋白上样缓冲液, 煮沸, 离心。配置聚丙烯

酰胺凝胶(TOR使用6%, 其余蛋白使用12%), 150 V
室温电泳70min。室温下100 V转膜60min, 于5%脱

脂奶粉TBST溶液中封闭, 洗膜。一抗4℃孵育过夜,
洗膜。二抗37℃孵育60min, 洗膜。使用碧云天化

学发光试剂(BeyoECL Plus kit)处理PVDF膜后于暗

盒中压片, 在暗室用X光片自动洗片机(SGSB GROUP
CO. LTD, Shanghai, China)中显影, 得到相应条

带。使用image J软件进行灰度分析。

表 1   实验饲料的配方以及常规营养成分(%饲料干重)
Tab. 1   Formulation and proximate composition of the experimental

diet (% dry matter)

原料Ingredient
饲料脂肪水平

Dietary lipid levels (%)
Diet1 Diet2

鱼粉Fish meal 50 50
豆粕Soybean meal 22 22
小麦粉Wheat flour 16.62 12.12
鱼油Fish oil 5 9.5
大豆卵磷脂Soybean lecithin 2 2
多维Vitamin premix 1 1
多矿Mineral premix 1 1
氯化胆碱Choline chloride 0.13 0.13
复合诱食剂Phagostimulant mix 1 1
海藻酸钠Sodium alginate 1 1
乙氧基喹啉Ethoxyquin 0.05 0.05
三氧化二钇Yttrium (III)-oxide 0.1 0.1
丙酸钙Calcium propionate 0.1 0.1
总计Total 100 100
粗蛋白Crude protein 50.04 50.01
粗脂肪Crude lipid 11.69 16.58

注: 1. 所有原料均为七好生物科技有限公司提供; 2. 维生
素预混物(mg or g/kg diet): VD3, 5 mg; VA醋酸酯, 32 mg; 硫胺
素  25 mg; VB12(1%),  10 mg; VB2, 45 mg; VB6, 20 mg; VC,
2000 mg; VE (50%), 240 mg; 亚硫酸氢钠甲萘醌(MSB), 10 mg;
泛酸钙, 60 mg; 肌醇, 800 mg; 尼克酸, 200 mg; 叶酸, 20 mg; 生
物素(2%), 60 mg; 氯化胆碱(50%), 4000 mg; 微晶纤维素, 12.47 g;
3.  矿物质预混物(mg  or  g/kg  diet):  CuSO4·5H2O,  10  mg;  Ca
(IO3)2·6H2O (1%), 60 mg; CoCl2·6H2O (1%), 50 mg; FeSO4·H2O,
80 mg; MgSO4·7H2O, 1200 mg; MnSO4·H2O, 45 mg; NaSeSO3·
5H2O (1%), 20 mg; ZnSO4·H2O, 50 mg; CaH2PO4·H2O, 10 g;
zoelite, 8.485 g; 4. 诱食剂: 甘氨酸和甜菜碱; 5. 防霉剂: 含50%丙
酸钙和50%富马酸

Note: 1. All those ingredients were supplied by Great Seven
Biotechnology Co., Ltd, China; 2. Vitamin premix (mg or g/kg
diet): cholecalciferol, 5 mg; retinol acetate, 32 mg; thiamin 25 mg;
vitamin B12 (1%),  10 mg; riboflavin,  45 mg; pyridoxine HCl,
20 mg; ascorbic acid, 2000 mg; alpha-tocopherol (50%), 240 mg;
vitamin K3, 10 mg; pantothenic acid, 60 mg; inositol, 800 mg;
niacin acid, 200 mg; folic acid, 20 mg; biotin (2%), 60 mg; choline
chloride (50%), 4000 mg; microcrystalline cellulose, 12.47 g; 3.
Mineral  premix  (mg  or  g/kg  diet):  CuSO4·5H2O,  10  mg;  Ca
(IO3)2·6H2O (1%), 60 mg; CoCl2·6H2O (1%), 50 mg; FeSO4·H2O,
80  mg;  MgSO4·7H2O,  1200  mg;  MnSO4·H2O,  45  mg;
NaSeSO3·5H2O (1%), 20 mg; ZnSO4·H2O, 50 mg; CaH2PO4·H2O,
10 g; zoelite, 8.485 g; 4. Attractant: glycine and betaine; 5. Mold
inhibitor: contained 50 % calcium propionic acid and 50% fumaric
acid
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2    结果

2.1    存活、生长

大菱鲆幼鱼存活率(均为100%)和特定生长率

(分别为2.34%/d和2.28%/d)在处理组间无显著差异

(P>0.05, 表 3)。
2.2    肝脏和肌肉TOR信号通路相关基因mRNA表

达量

在肝脏中, 高脂组TOR和4EBP1的mRNA水平

显著高于适宜脂肪组(P<0.05), 而4EBP2表达量低

于适宜脂肪组(P<0.05); 在肌肉中, TOR和4EBP1表
达量在高脂组显著低于适宜脂肪组(P<0.05), 而
4EBP2表达量在两组间无显著差异(P>0.05, 图 1)。
2.3    肝脏和肌肉TOR信号通路相关蛋白磷酸化水

平变化

在肝脏中, 与适宜脂肪组相比, p-AKT (Thr308)/
AKT、p-AKT (Ser473)/AKT、p-TOR (Ser2448)/TOR
和p-4EBP1 (Thr37/46)/4EBP1蛋白水平在高脂组显

著上调(P<0.05), 而p-p70 S6K (Thr389)/p70 S6K蛋

白水平在高脂组显著下调(P<0.05)。在肌肉中, 与
适宜脂肪组相比, p-AKT (Thr308)/AKT和p-p70
S6K (Thr389)/p70 S6K蛋白水平在高脂组显著上调,
而p-AKT (Ser473)/AKT、p-TOR (Ser2448)/TOR和
p-4EBP1 (Thr37/46)/4EBP1蛋白水平在高脂组显著

下调(P<0.05)(图 2)。

3    讨论

目前, 鱼类TOR和4EBPs的mRNA表达量受饲

料脂肪水平调控的研究目前尚未见报道。本研究

发现大菱鲆幼鱼肝脏和肌肉TOR、4EBP1和4EBP2
的mRNA表达量受到饲料脂肪水平调控。研究结

果显示: 在肝脏中, 高脂组TOR和4EBP1的mRNA水

平显著高于适宜脂肪组, 而4EBP2表达量低于适宜

脂肪组; 在肌肉中, TOR和4EBP1的mRNA水平在高

脂组低于适宜脂肪水平组, 4EBP2 mRNA水平在高

脂组无显著变化。与本研究类似, 在建鲤中的研究

发现, 饲料胆碱水平调控肝脏、肌肉、脾脏和头肾

的TOR和4EBP2 mRNA表达量
[11, 13], 许丹丹

[24]
的研

表 2    荧光定量PCR所用引物序列

Tab. 2    Primers used for real-time PCR

基因Gene
引物序列Primer sequence (5′-3′)

正向Forward 反向Reverse
TOR GCAGGAAGTACATGCGGTCT GCTGGTTGGGGTCATAAGTG

4EBP1 CCGCAAGTTCCTACTGGAC AGGCTTGCCATCGTGGTTGT

4EBP2 GACTCCACCAGCTCGTCTGC CTGAGCATCATCACCGGTTG
RPSD CTGCTGTTCCCTAAAGAGTTCG GAGCCGTGTAGTTCAGGGTCT

注: TOR. 雷帕霉素受体; 4EBP1. 4E结合蛋白1; 4EBP2. 4E结合蛋白2; RPSD. RNA聚合酶亚基D
Note: 4EBP1. 4E binding protein 1; 4EBP2. 4E binding protein 2; TOR. Target of Rapamycin; RPSD. RNA polymerase II subunit D

表 3   饲料脂肪水平对大菱鲆成活率(%)和特定生长率(%/d)的
影响(平均值±标准误, n=6)

Tab. 3   Effects of dietary lipid levels on the survival rate (%) and
specific growth rate (SGR) (%/d) of juvenile Turbot

(Scophthalmus maximus L.) (means±SEM, n=6)

饲料脂肪水平
Dietary lipid levels

(%)

存活率
Survival rate (%)

特定生长率
Specific growth

rate (%)
Diet1 (L11.69) 100.00±0.00 100.00±0.00
Diet2 (L16.58) 2.34±0.07 2.28±0.06

注: 同行数值上标不同字母表示差异显著(P<0.05; 独立样
本t检验)

Note:  Means  in  the  same row with  different  superscripts
indicate significant different (P<0.05; independent-samples t test)

 
图 1   大菱鲆幼鱼不同组织TOR和4EBP1/2的mRNA表达量

Fig. 1   Relative mRNA level of TOR and 4EBP1/2 in different
tissues
A. 肝脏中相关基因表达; B. 肌肉中相关基因表达; 柱状图上标

星号表示有显著差异(P<0.05; 独立样本t检验)(n=3); TOR. 雷帕

霉素受体; 4EBP1. 4E结合蛋白1; 4EBP2. 4E结合蛋白2
A. Related genes expression in liver. B. Related genes expression
in muscle. Asterisk indicates significant differences (P<0.05;
independent-samples t test) among treatments (n=3). TOR. Target
of Rapamycin; 4EBP1. 4E binding protein 1; 4EBP2. 4E binding
protein 2
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究发现豆粕替代鱼粉影响大菱鲆幼鱼肠道4EBP1
的mRNA表达而且4EBP1 mRNA表达量受摄食后

取样时间点的影响。以上研究表明建鲤和大菱鲆

幼鱼TOR和4EBPs的mRNA表达受到饲料营养素的

调控。而在张凯凯
[22]

的研究中, 支链氨基酸水平并

未影响大菱鲆幼鱼肌肉TOR、4EBP1和4EBP2的
mRNA表达; 与张凯凯的研究类似, Luo等[14]

的研究

表明军曹鱼幼鱼TOR mRNA表达量不受饲料玉米

蛋白粉水平调控, 这可能是由于饲料营养素对TOR
和4EBPs的调控存在种间差异。另外, 不同饲料营

养素对相同种类的鱼体中TOR和4EBPs的作用机制

可能也存在差异。饲料营养素对鱼类TOR和4EBPs
的mRNA表达的作用机制还有待于进一步研究。

在人类的研究
[25]

表明, 4EBP1和4EBP2具有非常相

似的基因序列和晶体结构, 4EBP2的氨基酸序列仅

仅在60至63号位与4EBP1存在差异。4EBP1和
4EBP2生理作用相同, 二者均能够与真核翻译启动

子——eIFs结合并抑制后者活性。在鱼类中, 有关

4EBP1和4EBP2的比较研究相对较少, 二者受饲料

营养素调控的差异还有待于进一步研究。

TOR是进化上非常保守的丝氨酸/苏氨酸激酶,
TOR信号通路是细胞感知营养素水平并调控生长

的重要通路。mTORC1是TOR信号通路中整合营

养素信息并调控下游作用因子——S6K和4EBPs的
关键蛋白。胰岛素和生长因子通过PI3K-AKT和
mTORC2-AKT途径使AKT激活并且在Thr308和
Ser473位点磷酸化, AKT激活mTORC1使后者在

Ser2448位点磷酸化, mTORC1激活使TOR信号通

路下游两个重要作用因子——S6K和4EBPs磷酸化

并启动蛋白质的翻译。在鱼类中, AKT、TOR、

4EBP1和p70 S6K磷酸化受到饲料脂肪水平调控的

研究相对较少。本研究发现大菱鲆幼鱼肝脏和肌

肉中AKT、TOR、4EBP1和p70 S6K磷酸化受到饲

料脂肪水平调控。研究结果显示: 在肝脏中, 与适

宜脂肪组相比, AKT (Thr308)、AKT (Ser473)、
TOR (Ser2448)和p-4EBP1 (Thr37/46)磷酸化水平在

高脂组显著上调; 而p70 S6K (Thr389)磷酸化水平

在高脂组显著下调。在肌肉中, 与适宜脂肪组相比,
AKT (Thr308)和p70 S6K (Thr389)磷酸化水平在高

脂组显著上调; 而AKT (Ser473)、TOR (Ser2448)和
4EBP1 (Thr37/46)磷酸化水平在高脂组显著下调。

在塞内加尔鳎(Solea senegalensis)的研究中
[26], 肌肉

AKT磷酸化在高脂组受到抑制, 此结果与本研究类

似, 但肌肉S6K磷酸化水平在高脂组降低, 此结果

与本研究结果相反。在人类的研究中, 2型糖尿病

人肌肉普遍存在胰岛素抵抗现象。Treins等[27]
研究

 
图 2   大菱鲆TOR信号通路相关蛋白的蛋白印迹

Fig. 2   Western Blotting from tissues of turbot
A. 肝脏和肌肉中相关蛋白的蛋白印迹的代表图; B. 图A数据的

定量分析; 柱状图上标星号表示有显著差异(P<0.05), 独立样本

t检验)
A. Representative images of western blot from liver, muscle; B.
Quantitive analysis of data from A. Asterisk indicates significant
differences (P<0.05; independent-samples t test) among treatments
(n=3)
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表明S6K敲除小鼠不会发生胰岛素抵抗, 并且S6K
的激活对PI3K-AKT通路存在抑制, 加剧胰岛素抵

抗。在本研究中, 肌肉AKT (Ser473)在高脂组降低,
S6K磷酸化在高脂组升高, 与在哺乳动物中对胰岛

素抵抗的研究结果一致。此外, 有研究表明4EBPs和
S6K存在类似互补的作用, 当4EBPs被敲除后, S6K磷

酸化水平上升, 同时发生胰岛素抵抗且p-AKT (Ser473)/
AKT下调

[28], 在本研究中也发现了类似结果。

总之, 饲料脂肪水平升高, 肝脏TOR信号通路

被激活, 肌肉TOR信号通路受到部分抑制。肝脏和

肌肉TOR信号通路的变化规律不同, 可能与肌肉对

胰岛素的敏感性发生变化有关。
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EFFECTS OF DIETARY LIPID LEVELS ON TOR PATHWAY IN JUVENILE
TURBOT (SCOPHTHALMUS MAXIMUS L.)

TANG Zhuo-Yi, CUI Kun, CHEN Qiang, TAN Peng, LIAO Kai, MAI Kang-Sen and AI Qing-Hui
(The Key Laboratory of Mariculture (Ministry Education of China), Ocean University of China, Qingdao 266003, China)

Abstract: This study investigated the effects of dietary lipid levels on the TOR pathway in juvenile turbot using diets
containing graded levels of lipid 11.69% (L11.69) and 16.58% (L16.58) (dry weight) to feed triple groups of juvenile
turbot (8.6±0.01 g) for a 97d trial. The lipids level in diet did not impact survival rate and SGR. Compared those in
L11.69 group, L16.58 group increased the gene expression of TOR, 4EBP1 but decreased 4EBP2 in liver, and it in-
creased the phosphorylation of pAKT-S473, pAKT-T308, pmTOR-S2448, and p4EBP1-T37/46. In the muscle, L16.58
group had decreased TOR and 4EBP1 associated with pAKT-S473, pmTOR-S2448 and p4EBP1-T37/46 compared
with those in L11.69 group. In conclusion, L16.58 diet can activate TOR pathway in liver while partially suppress TOR
pathway in muscle of junvenile turbot compare with L11.69 diet.

Key words: Turbot; Dietary lipid level; Gene expression; Phosphorylation; TOR pathway
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