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肉骨粉部分替代鱼粉对大菱鲆幼鱼氨基酸应答信号通路的影响1* 

宋飞，许丹丹，周慧慧，麦康森，徐玮，何艮** 

（中国海洋大学教育部海水养殖重点实验室，农业部海水养殖重点实验室，山东青岛 266003） 

摘要：为研究肉骨粉部分替代鱼粉（添加活不添加晶体氨基酸）对大菱鲆

（Scophthalmus maximus L.）幼鱼的氨基酸应答（AAR）信号通路中关键调控因

子基因表达量的影响。设计了 3 种等氮等能的饲料：鱼粉对照组（FM，60%鱼

粉），肉骨粉替代组（MBM，肉骨粉替代 45%鱼粉蛋白），肉骨粉替代添加晶体

必需氨基酸组（MBM+AA，肉骨粉替代 45%鱼粉蛋白添加晶体必需氨基酸至鱼

粉组必需氨基酸水平）。实验选取初始体重（9.01±0.01g）的大菱鲆，分别饱食投

喂 30 天，检测肌肉和肠道中 AAR 信号通路中关键调控因子的基因表达量。研究

表明：与 FM 组相比，MBM 组显著提高了大菱鲆幼鱼肌肉中谷氨酰胺合成酶

（asparagine synthesis，ASNS）、转录激活因子 3 (activating transcription factor3, 

ATF3)、转录激活因子 4 (activating transcription factor4, ATF4)、CCAAT 增强子结

合蛋白(CCAAT-enhance binding protein homology protein, CHOP)、发育和 DNA 损

伤应答调节因子 1(regulated in development and DNA damage responses 1, REDD1)

和真核翻译起始因子 4E结合蛋白1 （eukaryotic initiation factor 4E binding protein 1，

4E-BP1）表达量的峰值。在摄食后 2h，MBM+AA 组的 ASNS、ATF3、ATF4、

CHOP、REDD1 和 4E-BP1 表达量峰值与 FM 组的表达量峰值无显著性差异,但却

显著低于 MBM 组的表达量峰值。3 个处理组肌肉中酵母转录激活因子 2 (general 

control nonderepressible 2, GCN2)的基因表达量无显著性差异。同时，与 FM 组相

比，MBM 组显著上调肠道中 GCN2、ASNS、ATF4、CHOP 和 4E-BP1 表达量的
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峰值，MBM+AA 组对于降低这些基因的表达量无显著性效果。结果表明：肉骨

粉替代 45%鱼粉蛋白上调了肌肉和肠道中 AAR 信号通路中关键因子的表达，添

加晶体氨基酸可以在一定程度上改善肉骨粉替代鱼粉对于肌肉中 AAR 信号通路

中关键调控因子表达量的上调作用。 

关键词：大菱鲆；肉骨粉；鱼粉；氨基酸应答信号通路；关键调控因子；基因表
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近年来，随着海水鱼饲料业的快速发展，鱼粉作为优质蛋白源，其价格和产

量已显著的限制了海水鱼饲料业和养殖业的发展[1, 2]。因此，研究者越来越多的

关注于寻找优质的植物动物蛋白源替代鱼粉的研究[3, 4]。肉骨粉作为一种优质动

物蛋白源，广泛的应用于海水鱼饲料中以部分替代鱼粉[5, 6]。但是与鱼粉相比肉

骨粉有氨基酸组成不平衡、适口性差和消化率低等缺点，这些因素严重限制了肉

骨粉在水产饲料业中的使用[7]。海水鱼类上关于肉骨粉替代鱼粉的研究主要关注

其替代后对鱼体生长、鱼体组成以及生化相关指标的影响。研究发现，过高比例

的肉骨粉替代鱼粉能够显著的降低鱼类生长、鱼体营养物质积累和扰乱机体代谢

水平。然而，对于上述现象的背后的机制研究尚未见报道。 

氨基酸应答（Amino acid response, AAR）信号通路是生物体内一条高度保守

的感知体内营养缺乏的信号通路[8, 9]。当营养物质缺乏时，机体会激活体内的

AAR 信号通路，从而抑制体内整体的蛋白质翻译过程，并激活某些特定的蛋白

的表达，例如转录因子、氨基酸合成和氨基酸转运基因的表达[10, 11]。机体内的

AAR 信号通路的关键基因主要包括酵母转录激活因子 (general control 

nonderepressible 2, GCN2)、转录激活因子 4 (activating transcription factor4, ATF4)、

天冬酰胺合成酶 (asparagine synthesis, ASNS) 、转录激活因 3 (activating 

transcription factor3, ATF3)、CCAAT 增强子结合蛋白(CCAAT-enhance binding 

proteinhomology protein, CHOP) 和发育和 DNA 损伤应答调节因子 1(regulated in 

development and DNA damage responses 1, REDD1)[12-14]。机体缺乏必需氨基酸情

况下会产生大量非负载 tRNA，其能够与 GCN2 蛋白结合从而使 GCN2 激酶去磷

酸化被激活，进而使 eIF2α 磷酸化使体内大部分蛋白质合成减少，但是会通过转

录水平促进其下游的转录因子 ATF4 的表达，ATF4 又与 CHOP 结合，激活大量
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下游基因（ATF3, REDD1, ASNS）的转录，从而保证机体在饥饿条件下自身稳态

[15, 16]。在许多哺乳动物上的研究发现，AAR 信号通路显著的受到食物中的营养

素组成的影响[17, 18]，同时 AAR 信号通路参与了体内的多种营养素的代谢调控过

程[19-21]。目前，鱼类上关于营养物质对 AAR 信号通路的影响相对较少。Xu 等[22]

报道，豆粕替代鱼粉能够显著激活 AAR 信号通路。Wang 等[23]研究发现，军曹

鱼摄食蛋氨酸缺乏饲料能够显著上调 AAR 通路相关基因的表达。但在鱼类上，

饲料中肉骨粉替代鱼粉对于氨基酸应答信号相关基因表达的调控研究还未见报

道。 

大菱鲆（Scophthalmus maximus L.）属于鲽亚目（Pleuronectoidei），菱鲆科

（Scophthalmidae），瘤棘鲆属（Psetta），为中国北方重要的养殖肉食性海水鱼[24]。

近年关于鱼粉替代的研究已经在大菱鲆上进行了广泛的研究[25, 26]。然而，关于

肉骨粉替代鱼粉对于大菱鲆 AAR 信号通路中关键基因表达的调控机制尚未见报

道。因此，本研究拟通过配制肉骨粉替代鱼粉的饲料投喂大菱鲆，以探讨饲料肉

骨粉替代鱼粉对于大菱鲆肌肉和肠道氨基酸应答相关基因表达的影响，为海水鱼

新蛋白源开发和利用提供理论依据。 

1 材料方法 

1.1 饲料原料和饲料配方 

实验饲料以鱼粉、肉骨粉、谷朊粉和小麦粉为主要蛋白源，棕榈油和大豆卵

磷脂为主要的脂肪源，配制三种粗蛋白质约 50%，总能量约为 20KJ/g 的等氮等

能的实验饲料，分别是含有 60%鱼粉蛋白的全鱼粉组（FM），含有 33%鱼粉蛋

白和 34.2%肉骨粉蛋白的肉骨粉替代组（MBM）以及含有 33%鱼粉蛋白和 34.2%

肉骨粉蛋白，添加晶体氨基酸至鱼粉组必需氨基酸水平的肉骨粉替代添加必需氨

基酸组（MBM+AA）。实验饲料配方及常规营养成分分析见表 1，三种实验饲料

氨基酸组成见表 2。 

实验原料彻底粉碎后过 80 目筛，将过筛后的原料按照饲料配方中的比例充

分混合均匀后再加入鱼油搓匀，再加入适量比例的水分搓匀后制粒。制成的颗粒

在45°C的烘箱中恒温烘干12小时，烘干后的饲料颗粒放置在-20°C冰箱中备用。 
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表 1 实验饲料配方和主要营养成分（干物质） 

Table1 Composition and the formulation of the experimental diets (dry matter) 

原料 Ingredients  
处理组 Treatments (g/100g) 

FM MBM MBM+AA 

鱼粉 Fish meal 60 33 33 

肉骨粉 Meat and bone meal  0 34.2 34.2 

谷朊粉 Wheat gluten meal 3 5 3.81 

小麦粉 Wheat meal 22.6 13.4 13.4 

啤酒酵母 Beer yeast 2 2 2 

氨基酸混合物 Amino acid mixture1 0 0 1.19 

鱼油 Fish oil 3 5 5 

棕榈油 Palm oil 1.5 0 0 

卵磷脂 Lecithin 2.5 2.5 2.5 

矿物质预混料 Mineral premix2 1.5 1.5 1.5 

维生素预混料 Vitamin premix3 1.5 1.5 1.5 

氯化胆碱 Choline chloride 0.25 0.25 0.25 

诱食剂 Attractant4 1 1 1 

防腐剂 Mold inhibitor 0.1 0.1 0.1 

抗氧化剂 Antioxidant 0.05 0.05 0.05 

牛磺酸 Taurine 0 0.5 0.5 

微晶纤维素 MCC 1 0 0 

总量 Total 100 100 100 

成分分析（干物质基础）Analytical composition (dry matter basis)  

干物质 Dry matter/ g/100g  94.97 94.72 94.76 

粗蛋白 Crude protein/ g/100g 50.14 50.15 50.1 

粗脂肪 Crude lipid/ g/100g 11.61 11.82 11.8 

总能 Gross energy (KJ/g) 20.7 20.0 19.8 

注：FM:全鱼粉对照组； MBM：肉骨粉替代 45%鱼粉蛋白组； MBM+AA：肉
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骨粉替代 45%鱼粉蛋白添加晶体氨基酸至鱼粉组必需氨基酸水平组；1 氨基酸混

合物（g/kg 饲料）L-蛋氨酸（包膜氨基酸，90%），2.4；L-赖氨酸（包膜氨基酸，

60%），6.1；L-亮氨酸（晶体氨基酸，99.4%），1.6；L-组氨酸（晶体氨基酸，99.1%），

0.5；L-苏氨酸（晶体氨基酸，99.9%）1.3；2 矿物质预混料（mg/kg 饲料）CoCl2•6H2O 

(1%)，50；CuSO4•5H2O (25%)，10；FeSO4•H2O (30%)，80；ZnSO4•H2O (34.50%)，

50；MnSO4•H2O (31.80%)，45；MgSO4•7H2O (15%)，1200；Na2SeO3 (1%)，20；

碘酸钙（1%），60；沸石粉，11470；3 维生素预混料（mg/kg 饲料）维生素 B1

（98%），25；维生素 B2（80%）45；维生素 B6（99%）20；维生素 B12（1%）

10；维生素 K3（51%）10；肌醇（98%）800；泛酸钙（98%）60；烟酸（99%）

200；叶酸（98%）20；生物素（2%）60；维生素 A（500000 IU/g）32；维生素

D（500000 IU/g）5；维生素 E（50%）240；维生素 C（35%）2000；抗氧化剂

（100%）3；稻壳粉（100%）11470；4 诱食剂：（甜菜碱: 二甲基-β-丙酸噻亭: 甘

氨酸: 丙氨酸: 5-磷酸肌苷=4:2:2:1:1） 

Note：FM: fishmeal diet; MBM: meat and bone meal replaced 45% fishmeal protein 

diet; MBM+AA: meat and bone meal replaced 45% fishmeal protein and 

supplemented essential amino acids to match the essential amino acids profile of the 

FM diet; 1Amino acid mixture (g/kg diet): L-Methionine (Coated amino acid obtained, 

90%), 2.4; L-Lysine (Coated amino acid, 60%), 6.1; L-Leucine (Crystalline amino 

acid, 99.4), 1.6; L- Histidine (Crystalline amino acid, 99.1%), 0.5; L-Threonine 

(Crystalline amino acid, 99.9%), 1.3; 2Mineral premix (mg/kg diet): CoCl2•6H2O 

(1%), 50; CuSO4•5H2O (25%), 10; FeSO4•H2O (30%), 80; ZnSO4•H2O (34.50%), 50; 

MnSO4•H2O (31.80%), 45; MgSO4•7H2O (15%), 1200; Sodium selenite (1%), 20; 

Calcium iodine (1%) 60; Zeolite, 11470; 3Vitamin premix (mg/kg diet): thiamin 

(98%), 25; riboflavin (80%), 45; pyridoxine-HCl (99%), 20; vitamin B12 (1%), 10; 

vitamin K3 (51%), 10; inositol (98%), 800; pantothenic acid (98%), 60; niacin acid 

(99%), 200; folic acid (98%), 20; biotin (2%), 60; retinol acetate (500000 IU g-1), 32; 

cholecalciferol (500000 IU g-1), 5; alpha-tocopherol (50%), 240; ascorbic acid (35%), 

2000; anti-oxidants (oxygen ling grams, 100%), 3; rice husk powder (100%), 11470; 

4Attractant: (Betaine: Dimethyl-propiothetin: Glycine: Alanine: 

inosine5'-phosphate=4:2:2:1:1). 
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表 2 实验饲料氨基酸组成（干物质） 

Table2 Amino acids composition of the diets (dry matter) % 

氨基酸 Amino acid FM MBM MBM+AA 

必需氨基酸 Essential amino acids   
  

亮氨酸 Leucine 3.47  3.31  3.43  

蛋氨酸 Methionine 1.26  1.06  1.20  

赖氨酸 Lysine 3.43  2.98  3.38  

苏氨酸 Threonine 2.10  1.77  1.98  

精氨酸 Arginine 2.99  3.02  3.04  

组氨酸 Histidine 1.12  1.04  1.16  

苯丙氨酸 Phenylalanine 2.11  2.17  2.18  

异亮氨酸 Isoleucine 1.63  1.78  1.74  

缬氨酸 Valine 2.18  1.99  2.11  

总必需氨基酸 Total EAA* 20.29  19.12  20.22  

非必需氨基酸 Non-essential amino acids 
   

甘氨酸 Glycine 3.28  4.17  4.45  

天冬氨酸 Aspartic acid 4.26  3.62  3.83  

丝氨酸 Serine 2.51  2.23  2.34  

脯氨酸 Proline 2.50  3.17  3.23  

半胱氨酸 Cysteine 1.13  1.17  1.09  

酪氨酸 Tyrosine 1.38  1.38  1.15  

丙氨酸 Alanine 2.98  3.06  3.22  

谷氨酸 Glutamic acid 7.84  7.29  7.39  

总非必需氨基酸 Total NEAA 25.88  26.09  26.71  

必需/非必需氨基酸比值 EAA/NEAA 0.78  0.73  0.76  

注：FM:全鱼粉对照组； MBM：肉骨粉替代 45%鱼粉蛋白组； MBM+AA：肉

骨粉替代 45%鱼粉蛋白添加晶体氨基酸至鱼粉组必需氨基酸水平组。 
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1.2 实验用鱼及实验过程 

实验用鱼大菱鲆幼鱼购买于山东省海阳市黄海水产有限公司。养殖实验在山

东省海阳市黄海水产公司养殖基地开展，开始实验前，实验所用大菱鲆幼鱼在养

殖系统中暂养 2 周以适应养殖环境，期间投喂等量混合的三种实验饲料。暂养后

选取规格均一的大菱鲆幼鱼随机分组，其平均体重为（9.19±0.01）g。实验每个

处理随机分配 3 个养殖桶（玻璃纤维，500 L），每桶放置 40 尾鱼。Cai 等[27]研

究饲料中脂肪水平对大黄鱼的脂质代谢基因的影响和 Yuan 等[28]探究饲料中脂肪

水平对半滑舌鳎幼鱼脂质代谢相关基因的影响等实验的养殖周期为 30 天。依据

Xu 等[22]探究豆粕替代鱼粉对大菱鲆幼鱼营养感知信号通路的影响的实验周期设

定了本实验的养殖周期为 30 天，每天分别在 07:00 和 19:00 饱食投喂两次，投喂

1 h 后记录剩余的残饵数量，并进行换水保证养殖水质。养殖期间，水温为

16-19 °C，盐度为 29-33‰，PH 为 7.5-8.0，水溶氧含量为 6.0 -7.0 mg/L。 

1.3 样品采集 

30 天养殖实验结束后，实验鱼饥饿 48 h 使鱼体代谢达到稳定水平[29]，从每

个处理中随机选取 6 尾鱼，即为 0 h 样品。所剩的实验鱼再重新投喂各自的饲料

至饱食状态，分别在投喂后 2 h，8 h，24 h 分别随机取样，所选取样的鱼都确保

充分摄食饲料，消化道中充满食物。肠道是鱼类吸收食物中包括氨基酸/蛋白质

在内的营养成分的主要器官[30]，饲料氨基酸首先被肠道感知；肌肉是鱼体蛋白

质周转代谢的主要器官[31]，氨基酸是组成蛋白质的底物，氨基酸应答信号通路

是负调控机体蛋白质合成的主要途径，而肝脏是机体中间代谢的主要器官[32],因

此本实验随机选取实验鱼放置于冰盘上解剖采取全肠和背肌，迅速将所取得样品

置于液氮中，-80°C 保存备用。 

1.4 肠道、肌肉 RNA 的提取及反转录 

采用 Invitrogen 公司的 Trizol 提取肠道和肌肉组织中总 RNA，具体的提取过

程参考李明珠[33]实验方法。使用 1.2%的琼脂糖凝胶电泳检测 RNA 的完整性，

并使用 NanoDrop 2000 检测提取 RNA 的质量和浓度。取 1μg RNA 使用

PrimeScript RT reagent Kit with gDNA Eraser (TAKALA, Japan)进行反转录，具体
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步骤按照试剂盒说明书。 

1.5 实时荧光定量 PCR（qRT-PCR） 

以大菱鲆 RNA 聚合酶 II 亚基 D（RNA polymerase II subunit D, RPSD, 

GeneBank： DQ848899.1）作为内参基因。通过克隆得到 CHOP 核心序列，根据

已获得的 CHOP 部分核心序列设计特异性定量引物（见表 3）。另外根据已有文

章报道大菱鲆 GCN2、ASNS、ATF3、ATF4、REDD1、4E-BP1 定量引物（见表

3）进行荧光定量 PCR 实验[34]。反应体系为：12.5 μL 2 × SYBR Premix Ex TaqTM 

II (TAKALA, Japan)、2µL 模板 cDNA、1 µL 特异性引物（上游和下游引物，10 

µmol/L）和 9.5 µL 无菌水，总反应体系 25µL。反应条件：95 °C 2min；95 °C 10 

s，58°C 10 s，72°C 20 s，40 个循环。在每个循环后，通过溶解度曲线检测 PCR

扩增的特异性。制作梯度稀释的浓度标准曲线检测目的基因与内参基因的扩增效

率是否一致且接近于 1，扩增效率计算公式 E=10 (-1/Slop)-1[35]。本实验中 GCN2、

ASNS、ATF3、ATF4、CHOP、REDD1、4E-BP1 的扩增效率均于内参基因 RPSD

的扩增效率一致，目的基因的相对表达量采用 2-(△△Ct)方法进行测定[36]。 
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表 3 实验所用实时定量 PCR 引物序列 

Table3 The primer pairs sequences used for real-time quantitative PCR 

基因 引物(5'到 3') 扩增片段大小(bp) 

Gene Primer (5'to 3') Amplicon size 

GCN2 
F: ACAGACGGCGATCAACCTC 

135 
R: CCTAAACAGCCTCCATAACC 

ASNS 
F: TCACATTGGCAGCGAACACC 

194 
R: CATCGGAACCCTCACCAGAG 

ATF3 
F: TCGCCATCCAGACCAAGC 

234 
R: ACTCCTTCTGCAAATCCTCC 

ATF4 
F: GGTTCGTATTCTCCCGTATTG 

220 
R: ACTTGACTTTGACACTGGTGG 

CHOP 
F: ACATGCACCGAGAAAGAGCC 

245 
R: CCTGCCGAACTATTTCCACT 

REDD1 
F: TGGAGCACATCGGACAGGAG 

140 
R: GACGAGGTAGGGGTCCACAG 

4E-BP1 
F: CCGCAAGTTCCTACTGGAC 

154 
R: AGGCTTGCCATCGTGGTTGT 

RPSD 
F: CTGCTGTTCCCTAAAGAGTTCG  

151 
R: GAGCCGTGTAGTTCAGGGTCT 

 

1.6 数据处理与分析 

本实验所有的实验数据使用 SPSS 17.0 软件进行双因素方差分析（two-way 

ANOVA）,实验数据用平均值±标准误（means ± SE）表示，MBM 处理组和

MBM+AA 处理组目的基因表达量以 FM 组 0 h 的数值作为参照求比值，将 FM

组 0 h 的数值设为 1，得到其他各种不同时间点的各数值。先将数据进行方差齐

性检验，若数据方差不齐，则将数据进行平方根（SQRT）转换[22]。然后各处理

组间做 Tukey’s 多重比较，P<0.05 表示处理组间差异显著。 

2．实验结果 

2.1 肌肉中 AAR 信号通路中关键调控因子基因表达变化 

如图 1 所示，FM、MBM 和 MBM+AA 三个处理组禁食后再投喂都显著提高

了肌肉中 GCN2、ASNS、ATF3 和 ATF4 mRNA 表达量（P<0.05），并且在进食
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后 2-8 小时表达量达到峰值，但是进食却显著降低了 CHOP、REDD1 和 4E-BP1 

mRNA 的表达量（P<0.05）。与 FM 组相比，MBM 组显著上调了肌肉中 ASNS、

ATF3、AFT4、CHOP、REDD1 和 4E-BP1 基因峰值的表达量（P<0.05）。MBM+AA

组的 ASNS、ATF3、ATF4、CHOP、REDD1 和 4E-BP1 的表达量的峰值与 FM 组

相比没有显著性差异（P>0.05），但是却显著低于 MBM 组的表达量（P<0.05）。

肌肉中 GCN2 的峰值表达量在三个处理组间没有显著差异（P>0.05）。 
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图 1：摄食不同饲料对大菱鲆幼鱼肌肉中氨基酸应答信号通路中关键调节因子（A）GCN2、

（B）ASNS、（C）ATF3、（D）ATF4、（E）CHOP 和（F）REDD1 以及（G）4E-BP1 基因

表达的影响。 

Fig.1 The key regulators involved in AAR signaling pathway gene expression level in muscle after 

juvenile turbot fed different diets. 

 

（实验数据进行双因素方差分析，进行 Tukey’s 检验。若不同处理组间有交互作

用，则用‘a,b,c,d,e,f,g,h,i’标注各个处理组间不同时间的显著性差异（P<0.05）。

FM 组（ ）、MBM 组（ ）和 MBM+AA 组（ ）D，饲料；T，时间点；

T×D，饲料和时间点的交互作用） 

(All results were analyzed using two-way ANOVA followed by Tukey’s test. When 

the interaction was significant (P < 0.05), “a,b,c,d,e,f,g,h,i” mean different from all 

treatments. Fishmeal diet ( ); meat and bone meal replacement diet ( ); meat 

and bone meal replacement diet with dietary essential amino acid supplementation 

( ); T, D and T×D represented time points, diets and interaction between T and D, 

respectively.) 

 

2.2 肠道中 AAR 信号通路中关键因子基因表达变化 

如图 2 所示，与禁食相比，大菱鲆摄食三种实验饲料均显著促进了肠道中

GCN2、ASNS、ATF3、ATF4 和 CHOP 基因的表达量（P<0.05），且进食 2-8 小

时时基因的表达量达到峰值，然而肠道中 REDD1 和 4E-BP1 的 mRNA 表达量却

随着投喂时间的增加呈现显著下降的趋势（P<0.05）。与 FM 组相比，MBM 组

显著提高 GCN2、ASNS、ATF3、ATF4 、CHOP 和 4E-BP1 的基因表达量的峰值

（P<0.05）。MBM+AA 组调控 AAR 信号通路中相关基因的表达量与 MBM 组的

变化趋势相似，MBM+AA 组也显著上调 GCN2、ASNS、ATF3、ATF4 、CHOP

和 4E-BP1 的基因表达量的峰值（P<0.05）。 
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图 2：摄食不同饲料对大菱鲆幼鱼肠道中氨基酸应答信号通路中关键调节因子（A）GCN2、

（B）ASNS、（C）ATF3、（D）ATF4、（E）CHOP 和（F）REDD1 以及（G）4E-BP1 基因

表达的影响。 

Fig.2 The key regulators involved in AAR signaling pathway gene expression level in intestine 

after juvenile turbot fed different diets. 

（实验数据进行双因素方差分析，进行 Tukey’s 检验。若不同处理组间有交互作

用，则用‘a,b,c,d,e,f,g,h,i’标注各个处理组间不同时间的显著性差异；若不同处理

组间没有交互作用，则用‘A,B,C’标注不同时间点的显著性差异，用‘X,Y,Z’标注

不同饲料处理组间的显著性差异（P<0.05）。FM 组（ ）、MBM 组（ ）

和 MBM+AA 组（ ）D，饲料；T，时间点；T×D，饲料和时间点的交互作用） 

(All results were analyzed using two-way ANOVA followed by Tukey’s test. When 

the interaction was significant (P<0.05), “a,b,c,d,e,f” mean different from all 

treatments. On the contrary, “A,B,C,D” were used to represented the significant 

difference from time points and “X,Y,Z” were used to represented the significant 

difference from diets (P<0.05). Fishmeal diet ( ); meat and bone meal 

replacement diet ( ); meat and bone meal replacement diet with dietary essential 

amino acid supplementation ( ); T, D and T×D represented time points, diets and 

interaction between T and D, respectively.) 

3.讨论 

AAR 信号通路是机体应对氨基酸等营养不平衡的极端环境时启动的一条主

要信号通路[37]。生物体的生长发育过程中不断的处于外界营养和能量环境的变

化中，生物体通过这条信号通路维持机体在变化的环境中自身稳定[20, 38]。本研

究投喂大菱鲆不同实验饲料后发现，肠道和肌肉 AAR 信号通路相关基因表达均

随着投喂时间显著变化。肌肉中 GCN2、ATF4、ATF3、CHOP 和 ASNS 的基因

表达均在大菱鲆摄食饲料后随时间呈现出先升高后下降的趋势，并于 2-8 小时达

到表达量峰值。而肌肉中 REDD1 和 4EBP-1 的表达量则在禁食时显著高于摄食

后的表达量。肠道中的 AAR 相关基因的表达量在饥饿再投喂后，随着进食时间

的变化具有相似的变化趋势。机体内相关基因的表达受到摄食时间的影响。在虹
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鳟中的研究结果表明，血浆中游离氨基酸的含量显著受到进食时间的影响，这与

本实验的研究结果一致[39]。本实验研究发现，大菱鲆摄食不同实验饲料后，氨

基酸应答基因表达的出现的峰值时间均相同，在豆粕替代鱼粉的实验中发现，大

菱鲆摄食后其氨基酸转运载体和糖类、脂类代谢基因表达出现峰值的时间均没有

受到摄食饲料成分的影响[22]。这在一定程度上说明了食物的营养组成对于大菱

鲆营养感知基因表达周期性变化没有显著的调控作用。 

鱼类摄食食物并感知食物中的营养组成首先从肠道开始，食物在肠道中被消

化酶消化后进入肠道细胞，后转运到机体其他组织细胞中参与多种营养物质的代

谢过程。研究表明，肠道不仅是机体消化和吸收的主要场所，也是机体感知营养

变化的主要器官[22, 30]，而肌肉则是鱼类营养物质的沉积和储存最重要的器官[31]。

本研究发现，大菱鲆摄食不同实验饲料显著影响肠道和肌肉中 AAR 信号通路中

关键因子的表达，大菱鲆摄食 MBM 组饲料后，其肌肉和肠道中 AAR 信号通路

中相关基因（ATF4、ATF3、CHOP 和 ASNS）表达相较于摄食 FM 组均显著的

上调，而相比于大菱鲆摄食 MBM 组饲料，摄食 MBM+AA 组饲料其肌肉中 AAR

信号通路中相关基因表达显著降低，但是肠道中相关基因的表达却没有显著降低

的变化。这一实验结果与豆粕替代鱼粉对大菱鲆 AAR 信号通路的研究结果一致

[22]。在军曹鱼的研究中发现，摄食缺乏蛋氨酸的饲料时其 AAR 信号通路被显著

激活[23]。本研究分析 MBM 组实验饲料的氨基酸组成发现，肉骨替代鱼粉后蛋氨

酸、赖氨酸和苏氨酸的含量低于 FM 组，添加晶体氨基酸处理组的饲料必需氨基

酸组成与 FM 组没有显著性差异，可以下调肌肉中 AAR 信号通路中关键调控因

子的表达使之与 FM 组没有显著差异，但是未能降低 AAR 信号通路中关键调控

因子在肠道中的表达，这表明肉骨粉替代鱼粉后造成肌肉和肠道成氨基酸应答基

因表达上调作用，在一定程度上是由其替代鱼粉后造成食物中缺乏必需氨基酸造

成的。然而，添加晶体氨基酸并未能够完全抑制 AAR 信号通路相关基因表达，

这可能是由于晶体氨基酸吸收不同步造成机体同样出现一定程度的氨基酸缺乏

现象[40]。 

TOR 信号通路是机体内调控营养代谢的核心通路[41]，最近的研究发现 AAR

信号通路能够感知机体氨基酸变化进一步调控 TOR 信号通路[13]。研究表明，

REDD1 在 AAR 信号通路调控 TOR 信号通路的过程中发挥着联接的作用，激活
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的 AAR 上调 REDD1 的表达，其能够使 TOR 上游的关键复合体 TSC1 与 TSC2

分开，从而抑制了 mTOR 的活性[42, 43]。本研究发现，REDD1 的基因表达量在肉

骨粉替代组显著的上调。同时分析 TOR 信号通路关键下游分子 4E-BP1 发现在

MBM 组中 4E-BP1 的基因表达量显著的上调，这在一定程度上表明肉骨粉替代

组能够抑制 TOR 的活性。这也与在豆粕替代鱼粉在大菱鲆上的研究相[22]。因此，

基于以上结果推测肉骨粉替代鱼粉后可能能够通过AAR通路影响TOR信号通路

的活性。 

4. 结论 

综上所述，本研究表明肉骨粉替代 45%鱼粉蛋白显著上调大菱鲆肌肉和肠道

中 AAR 信号通路中相关基因表达，当添加晶体氨基酸至鱼粉组水平时，可以在

一定程度上改善这一现象。肉骨粉替代鱼粉也可一定程度上通过 AAR 信号通路

进一步实现了对 TOR 信号通路的调控作用。这些研究结果，将有利于我们深入

理解肉食性海水鱼类对不同蛋白源响应机制，为开发新型蛋白源提供理论依据。 
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Abstract: The objective of this study was to evaluate the effects of fishmeal(FM) replacement by 

meat and bone meal (MBM) balanced with or without essential amino acids (EAA) on the amino 

acid response (AAR) signaling pathway in juvenile turbot (Scophthalmus maximus L.). Fish 

(9.01±0.01g) were fed with three isonitrogenous and isoenergetic diet including 60% FM (FM diet); 

45% FM replaced by MBM diet (MBM diet) and MBM diet supplemented EAAs to match the EAA 

profile of FM diet (MBM+AA diet) for 30 days. Results showed that compared with the FM diet, 

MBM diet significantly up-regulated the gene expression peak levels of asparagine synthesis 

(ASNS), activating transcription factor3 (ATF3), activating transcription factor4(ATF4), 

CCAAT-enhance binding protein homology protein(CHOP), regulated in development and DNA 

damage responses 1 (REDD1) and eukaryotic initiation factor 4E binding protein 1 (4E-BP1) in 

muscle. There were no difference between the MBM+AA diet and FM diet on the genes expression 

level of ASNS, ATF3, ATF4, CHOP, REDD1and 4E-BP1 at 2h after re-feeding. The MBM+AA diet 

and FM diet significantly down-regulated these genes expression than the MBM diet. There were no 

significant difference on the expression of general control nonderepressible 2(GCN2) among the 

three diet groups. Similarly, in intestine, MBM diet significantly increased the gene expression peak 

level of GCN2, ASNS, ATF4, CHOP and 4E-BP1 than the FM diet. Added EAA had no effects to 

decrease these genes expression level. In conclusion, 45% FM replaced by MBM diet up-regulated 

the gene expression level of the key regulators involved in AAR signaling pathway, supplemented 

EAA had an effects to ameliorate MBM replacement deficiencies to some extent. 
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