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摘要 

暗纹东方鲀（Takifugu fasciatus），隶属于鲀形目、硬骨鱼纲、辐鳍亚纲、

东方鲀属，主要分布在中国近海和长江中下游，是我国水产养殖的重要经济

品种之一。然而，养殖暗纹东方鲀脂肪肝现象普遍存在，先前脂肪肝相关研

究主要集中于该鱼不均衡的营养和饲料配比。近年来，水环境污染尤其是重

金属污染对鱼类脂肪肝病的诱导机制成为研究热点。本研究以此为切入点，

首先分析了水体铜（Cu
2+）暴露对暗纹东方鲀生长性能、组织积累量以及肝

脏形态和组织化学的影响；接着检测了铜暴露下暗纹东方鲀肝脏中脂代谢相

关酶活和基因的表达情况，并通过建立暗纹东方鲀原代肝细胞培养体系研究

铜暴露对肝细胞脂代谢相关基因表达的影响；最后，利用高通量测序技术分

析不同浓度铜暴露下暗纹东方鲀肠道微生物组成差异。本研究不仅进一步揭

示了水体铜诱导暗纹东方鲀肝脏脂质沉积和肠道微生物群落变化的作用机制，

而且为评估重金属暴露对水产养殖动物的毒害影响提供有效参考资料，也可

为暗纹东方鲀健康养殖提供实践指导。具体研究结果如下： 

1、水体铜暴露下暗纹东方鲀生长性能、铜积累及肝脏显微结构变化分析 

在水体铜暴露下，暗纹东方鲀个体生长受到明显抑制，内脏指数（VSI）

和肝体指数（HSI）与对照组比明显升高，高浓度铜暴露（100 μg/L）显著抑

制了暗纹东方鲀的生长性能。随着处理浓度的升高，暗纹东方鲀肝脏、肠和

肌肉组织内铜离子积累量呈时间依赖性上升，最终积累量顺序为肝脏>肠>肌

肉。H&E 染色显示，在不同浓度铜暴露下，肝脏组织受到损伤并有空泡化现

象，与对照组相比，水体铜暴露下暗纹东方鲀肝脏颜色较浅，肝脏呈浅黄色

状，细胞排列不规则，肝脏组织空泡化，细胞核边缘化。油红 O 染色显示，

铜离子处理组暗纹东方鲀肝细胞内脂滴数量明显增加，肝脏脂肪含量显著上

升。与高浓度 100 μg/L Cu
2+组相比，20 μg/L Cu

2+可导致暗纹东方鲀肝脏组织

产生更大的空泡化面积，同时肝脏脂肪含量也更多。 

2、水体铜暴露下暗纹东方鲀肝脏脂代谢相关酶活及基因的表达分析 

水体铜暴露处理后，暗纹东方鲀肝脏内脂肪含量、甘油三脂(TG)含量和

脂蛋白脂酶(LPL)活性与对照组比均升高，低浓度处理组（20 µg/L Cu
2+）中

暗纹东方鲀肝脏内脂肪含量、TG 含量和 LPL 活性最高；铜暴露处理 21 天后，

和对照组相比，与脂肪形成相关的 5 个基因（G6PD、6PGD、LPL、FAS 和

ACC）表达水平显著上调，而与脂肪分解相关的 2 个基因（HSL 和 CPT1）表

达水平则出现明显下调。与此同时，20 μg/L Cu
2+处理组比 100 μg/L Cu

2+处理
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组诱导暗纹东方鲀肝脏内与脂肪生成相关的基因表达水平更高；与 20 μg/L 

Cu
2+处理组相比，100 μg/L Cu

2+处理组诱导与脂肪分解相关的基因表达水平较

高；同时检测到转录因子 PPARα 和 PPARγ 也参与了铜暴露下暗纹东方鲀肝

脏脂质代谢，与对照组相比，20 µg/L 和 100 μg/L 铜暴露下，PPARα 基因的

表达均持续下调，而 PPARγ 基因在 20 µg/L Cu
2+处理组表达上调，在 100 μg/L 

Cu
2+处理组表达下调。 

3、水体铜暴露对肝细胞脂代谢相关基因表达的影响 

肝细胞采用暗纹东方鲀稚鱼肝脏，Ⅱ型胶原酶 (1 mg/mL)进行消化处理，

每克肝重可获得 2.36×10
7 个细胞，细胞成活率达 94%，以此为模型，测得铜

暴露 24 h 细胞半致死浓度（IC50）为 143.64 µM。利用 qRT-PCR 技术检测不

同铜浓度（0 µM、10 µM、30 µM 和 50 µM）下暗纹东方鲀肝细胞脂代谢相

关基因表达情况。结果显示，随着铜处理浓度的升高，与脂肪合成相关的 5

个基因（G6PD、6PGD、LPL、FAS 和 ACC）表达均出现明显上调，30 µM Cu
2+

处理组上调幅度最大，LPL 和 FAS 基因表达水平最高；与脂肪分解相关的基

因（HSL 和 CPT1）表达水平均显著下调；铜处理下，转录因子 PPARα 表达

略轻微下调，不同铜浓度对其表达并未产生显著影响，随着铜浓度的升高，

转录因子 PPARγ表达水平先上升后下降，在 30 µM 处出现最大值。 

4、水体铜暴露下对暗纹东方鲀肠道微生物菌群变化分析 

利用 16S rRNA 高通量测序技术，分析铜暴露下暗纹东方鲀肠道微生物变

化情况。结果显示，不同铜浓度对暗纹东方鲀肠道菌群 alpha 多样性影响不同，

Chao 1，ACE，Shannon和 Simpson指数在 20 μg/L Cu
2+处理组最高，在 100 μg/L 

Cu
2+组最低，20 µg/L Cu

2+组诱导的 alpha 多样性值高于 100 µg/L Cu
2+ 组。 

铜暴露处理组与对照组中优势肠道菌群均为变形菌门（Proteobacteria）

（66.92%）和拟杆菌门（Bacteroidetes）（19.41%），与对照组相比，铜暴露

处理组螺旋菌门（Spirochaetae）所占比例（11.19%）明显下降，厚壁菌门

（Firmicutes）所占比例（14.16%）在低浓度铜处理组（20 μg/L Cu
2+）上升，

在高浓度铜处理组（100 μg/L Cu
2+）所占比例（0.32%）明显下降。随着水体

铜浓度的增加，弓形菌属（Arcobacter）的丰度（44.8%）降低，而弧菌属（Vibrio）

（49.17%）和伊丽莎白菌属（Elizabethkingia）（23.07%）的丰度则增加。暴

露于 20 μg/L Cu
2+的鱼中观察到的厚壁菌门与拟杆菌门的比率（0.80）最高，

而暴露于 100 μg/L Cu
2+的鱼中观察到的比率（0.02）最低。因此，铜可能通

过诱导暗纹东方鲀肠道内菌群变化进而影响鱼体脂肪肝现象产生。 

 

关键词：暗纹东方鲀；铜离子；脂代谢；原代肝细胞；肠道菌群
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Abstract 

Takifugu fasciatus, tetraodontiformes, osteichthyes, actinopterygii, takifugu, 

mainly distributed in the China's adjacent waters and the middle and lower reaches 

of the Yangtze River, is a hot economic variety of aquaculture. However, breeding 

dark grain oriental fatty liver phenomenon is generally existent, and past research 

is mainly focused on imbalanced nutrition and feed ratio. In recent years, the 

mechanism of water pollution, especially heavy metal pollution, on the induction 

of fatty liver in fish has become a research hotspot.This study takes this as a 

starting point. First, the effects of copper exposure in water on the growth 

performance, tissue accumulation, liver morphology and histochemistry of T. 

fasciatus were analyzed; then the effects of copper exposure on the liver and fat 

synthesis of T. fasciatus were analyzed, decompose and transport the enzyme 

activity and gene expression related to the physiological process; through establish 

the primary hepatocyte culture the system studied, the effects of different copper 

exposures on the expression of genes related to lipid metabolism in liver cells at 

the cellular level; finally, high-throughput sequencing technology was used to 

analyze the differences in the composition of the intestinal microbes of the T. 

fasciatus exposed to different concentrations of copper. This study not only further 

reveals the mechanism of copper in water in inducing liver lipid deposition and 

intestinal microbial community changes in aquaculture animals, but also provides 

effective reference materials for assessing the toxic effects of heavy metal 

exposure on aquaculture animals, and is useful for the breeding of T. fasciatus. 

Provide guidance on the green and healthy development of the industry. The 

specific research results are as follows: 

1. The effects of Cu
2+

 exposure on growth performance, copper 

accumulation and liver microstructure on T. fasciatus 

In this experiment, under the treatment of copper exposure in the water body, 

the individual development of T. fasciatus was significantly affected, the visceral 

index (VSI) and liver body index (HSI) were significantly increased, and 

high-concentration copper exposure (100 μg/L) significantly inhibited the growth 

performance of T. fasciatus. With the increase of the treatment concentration, the 

accumulation of copper ions in the liver, intestine and muscle tissues of the T. 

fasciatus increased in a time-dependent manner, and the final accumulation order 
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was liver>intestine>muscle. H&E staining showed that the liver tissue was 

damaged and vacuolated under different concentrations of copper. Compared with 

the control group, the liver of T. fasciatus under water copper exposure was lighter, 

the liver was light yellow, and the cells were not arranged. Regularly, the liver 

tissue is vacuolated and the nucleus is marginalized. Oil red O staining showed 

that the number of lipid droplets in the liver cells of T. fasciatus in the copper ion 

treatment group increased significantly, and the liver fat content increased 

significantly. Compared with the high concentration 100 μg/L Cu
2+

group, 20 μg/ L 

Cu
2+

 resulted in a larger vacuolation area of the liver tissue of T. fasciatus, and the 

number of liver lipid droplets was also greatly increased.  

2. The effects of Cu
2+

 exposure on enzyme activity and gene expression 

related to liver fat synthesis, decomposition and transport on T. fasciatus 

The results showed that the lipid content, TG content and LPL enzyme 

activity in the liver of T. fasciatus were increased after copper exposure. The lipid 

content in the liver of T. fasciatus in the low concentration treatment group (20 

µg/L), TG content and LPL activity were the highest; after 21 days of copper 

exposure treatment, compared with the control group, the expression levels of 

genes related to fat formation (G6PD, 6PGD, LPL, FAS and ACC) were 

up-regulated, while genes related to lipolysis (HSL and ACC) were up-regulated. 

CPT1) The expression level is down-regulated. At the same time, the 20 μg/L Cu
2+

 

treatment group had higher expression levels of genes related to adipogenesis in 

the liver of T. fasciatus than the 100 μg/L Cu
2+

 treatment group. Compared with 

the 20 μg/L Cu
2+

 group, the 100 μg/L Cu
2+

 group Induces low expression levels of 

genes related to lipolysis; transcription factors PPARα and PPARγ participate in 

the liver lipid metabolism of T. fasciatus under copper exposure. Compared with 

the control group, under copper exposure treatment, the expression of PPARα gene 

continues to decrease, while The expression of PPARγ gene was up-regulated in 

the 20 µg/L group and down-regulated in the 100 μg/L Cu
2+

 group. 

3. The effect of Cu
2+

 exposure on the expression of genes related to lipid 

metabolism in hepatocytes 

Hepatocytes were digested with type II collagenase (1 mg/mL) from the liver 

of T. fasciatus juveniles, and 2.36×10
7
 cells per gram of liver weight were 

obtained, and the cell survival rate reached 94%. This was used as a model to 

measure The median lethal concentration (IC50) of the cells exposed to copper for 
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24 h was 143.64 μM. The qRT-PCR technique was used to detect the expression 

of genes related to lipid metabolism in liver cells of T. fasciatus under different 

copper concentrations (0 µM, 10 µM, 30 µM and 50 µM). The results showed that 

copper concentration significantly affected the expression of genes related to lipid 

metabolism in liver cells. Specifically: With the increase of copper treatment 

concentration, the genes related to fat synthesis (G6PD, 6PGD, LPL, FAS and 

ACC) all appeared to be up-regulated, but the magnitude of the up-regulation was 

different, reaching a peak in the 30 μM treatment group, and LPL And FAS genes 

showed high sensitivity to copper concentration stimulation; the expression levels 

of genes related to lipolysis (HSL, CPT1) were down-regulated to varying degrees; 

under copper treatment, the expression level of transcription factor PPARα was 

down-regulated, but different copper concentrations Its expression did not have a 

significant effect. With the increase of copper concentration, the expression level 

of transcription factor PPARγ first increased and then decreased, with a maximum 

value at 30μM. 

4. The changes of intestinal microbial flora of T. fasciatus under Cu
2+

 

exposure 

Using 16S rRNA high-throughput sequencing, the changes in the intestinal 

flora of the obscured puffer under copper exposure were analyzed. The results 

show that different copper concentrations have different effects on the alpha 

diversity of the intestinal flora of T. fasciatus. The Chao 1, ACE, Shannon and 

Simpson indexes reached the highest in the 20μg/L group and the lowest in the 

100 μg/L group. With 20 µg/L Cu
2+

, the induced alpha diversity value is higher 

than 100 µg/L Cu
2+

. The dominant intestinal flora in the copper exposure 

treatment group and the control group were both Proteobacteria(66.92%) and 

Bacteroidetes(19.41%). Compared with the control group, the proportion of 

Spirochaetae(11.19%) in the copper exposure treatment group was significantly 

reduced, While the proportion of Firmicutes(14.16%) in the 20μg/L Cu
2+ 

exposure 

treatment group increased, and the proportion of the high-concentration copper 

treatment group (100 μg/L) decreased significantly(0.32%). As the copper 

concentration in the water increases, the abundance of Arcobacter(44.8%) 

decreases, while the abundance of Vibrio(49.17%) and Elizabethkingia(23.07%) 

increases. The highest ratio of Firmicutes to Bacteroidetes(0.80) was observed in 

fish exposed to 20μg/L Cu
2+

, while the lowest ratio(0.02) was observed in fish 
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exposed to 100 μg/L Cu
2+

. Therefore, copper may affect the changes of the 

intestinal flora in T. fasciatus and cause the fatty liver of the fish. 

Keywords: Takifugu fasciatus; Cu
2+

; Lipid metabolism; Primary hepatocytes; 

Intestinal flora  
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缩略词表 

（Abbreviations） 

缩写词 

Abbreviation 

全称 

Full name  

中文注释 

Annotation in Chinese 

6PGD 6-phosphate glucose dehydrogenase 6-磷酸葡萄糖脱氢酶 

G6PD  Glucose-6-phosphate dehydrogenase 葡萄糖-6-磷酸脱氢酶 

LPL Lipoprotein lipase 脂蛋白脂肪酶 

FAS 

ACC 

Fatty acid synthase  

Acetyl-CoA carboxylase 

脂肪酸合成酶 

乙酰辅酶 A羧化酶 

HSL Hormone-sensitive lipase 激素敏感脂肪酶 

CPT1 Carnitine palmitoyltransferase 1 肉碱棕榈酰转移酶 1 

PPAR  Peroxisome proliferator-activated 

 receptor 

过氧化物酶体增殖物 

激活受体 

TG Triglyceride 甘油三酯 

ROS Reactive Oxidative Species 活性氧 

SOD Superoxide Dismutase 超氧化物歧化酶 

CAT Catalase 过氧化氢酶 

GSH-Px Glutathione peroxidase 谷胱甘肽过氧化物酶 

GR Glutathione reductase 谷胱甘肽还原酶 

IRAK IL-1 receptor associated kinase 白细胞介素-1 受体相关激酶 
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第 1 章 绪论 

1.1 暗纹东方鲀生物学特性及其研究现状 

1.1.1 暗纹东方鲀的生物学特性 

暗纹东方鲀（Takifugu fasciatus）隶属于鲀形目、硬骨鱼纲、辐鳍亚纲、

东方鲀属，主要分布在中国近海（黄海、东海和渤海）和长江中下游[1]。暗

纹东方鲀是一种洄游性鱼类，当暗纹东方鲀从海水洄游到淡水时，性腺开始

进一步发育，与此同时河鲀毒素（Tetrodotoxin，TTX）在其体内也急剧上升，

暗纹东方鲀的卵巢、肝脏、眼球等血液集中部位毒素积累最多[2,3]。研究显示，

TTX 本质属于生物碱，有很强的毒性，阻断钠离子内流，可用于治疗痉挛和

神经痛等病症，短时间高剂量摄入河鲀毒素会阻碍神经传导，最终引起动物

死亡，研究显示 0.5 mg 的 TTX 能够将成人致死[4,5]。因此，为了避免 TTX 在

暗纹东方鲀中积累，需要在整个暗纹东方鲀养殖过程中对 TTX 进行监测。 

有资料记载，1954 年，长江下游野生河鲀的产量可达 1000 吨[6]，但随着

城市化进程的加快和工业化程度的提高，工业废水和生活污水大肆排放、农

田化肥滥用，长江下游水域已遭到严重的污染。长江四大家鱼（青鱼、草鱼、

鲢鱼和鳙鱼）的渔场规模不断缩小，严重污染的江段甚至不见鱼虾，南京以

下水域盛产的鲥鱼和刀鱼与三十年前相比已减少 80%以上，鲥鱼已经绝迹[7-9]。

陈家长等[10]研究显示长江下游水域主要污染物为石油烃类和挥发酚等，这些

污染物可导致鱼类急性中毒，甚至诱导细胞产生微核，同时部分水域鱼体内

可检出较高的污染物残留。在暗纹东方鲀生存环境日趋恶劣的同时，1970 年

代后因日韩对河鲀需求量的日益增加，为提高出口中国加大了在黄海和东海

地区河鲀捕捞强度，过度捕捞使野生河鲀资源日益衰退，野生河鲀的捕捞季

节已经消失多年[11,12]。为保护和增殖这一重要渔业资源,满足人们对河鲀鱼的

消费需求，对暗纹东方鲀进行人工繁殖的研究成为当务之急。20 世纪 90 年代，

南京师范大学和上海水产研究所成功攻破了暗纹东方鲀人工繁殖[13-15]。经过

20 多年的发展，中国河鲀养殖业基本上形成工厂化、规模化，海陆结合的养

殖模式进行生产经营，养殖河鲀的毒性含量极低，甚至无毒[14]。 

1.1.2 暗纹东方鲀应对环境胁迫的研究现状 

暗纹东方鲀肉质鲜嫩，口味独特，在经济鱼类市场占有一定的地位，同

时，在科研领域，尤其是在水体重金属污染物的生态评估方面，暗纹东方鲀
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也可作为一种很好的模式生物[16-18]。为了优化水产养殖技术提高暗纹东方鲀

产量，促进该产业在经济和生态方面的良性发展。近年来，从分子生物学的

角度开展暗纹东方鲀在水环境胁迫下氧化应激、免疫应答和细胞凋亡等领域

的研究成为热点。  

在环境胁迫激活暗纹东方鲀氧化应激方面，Cheng 等[19,20]研究显示，低

温胁迫（13℃和 17℃）会增加 ROS（Reactive oxygen species, ROS）和导致氧

化应激，超氧化物歧化酶（Superoxide Dismutase, SOD）和过氧化氢酶（Catalase, 

CAT）作为已知的细胞抗氧化剂发挥重要作用，SOD 作用产生 H2O2，而 CAT

可以消除 H2O2，低温胁迫下，SOD 和 CAT mRNA 的表达量显著增加。作为

应激反应蛋白，HSP 家族（Heat Shock Proteins，HSP）被认为在保护细胞免

受氧化应激中起关键作用，HSP70 与细胞氧化还原状态的调节和 ROS 水平的

降低有关，HSP90 用于评估鱼类早期生活阶段的健康状态，并作为抵抗多种

胁迫因素（如渗透压、感染或热休克）的防御机制。Cheng 等[21,22]研究证明，

高温（34℃和 37℃）同样可以诱导鱼体产生氧化应激，热胁迫下 CAT、SOD、

谷胱甘肽过氧化物酶（Glutathione peroxidase, GSH-Px）和谷胱甘肽还原酶

（Glutathione reductase, GR）等抗氧化酶的 mRNA 表达水平显著增加，热激

蛋白 HSP70 和 HSP90 的表达同样升高，表明 HSP 家族参与其中保护机体免

受氧化应激带来的损伤。Wen 等[23]利用 iTRAQ 对低温胁迫下暗纹东方鲀肝脏

进行了定量蛋白质组学研究，鉴定出 160 种差异丰富的蛋白质（DAP），其

中变化显著的是氧化应激涉及的蛋白质（9 种蛋白质）、线粒体酶（11 种蛋

白质）和信号转导（13 种蛋白质）。KEGG 富集分析表明，精氨酸和 D-鸟氨

酸代谢、MAPK 信号转导、Wnt 信号转导和 Gap 连接途径显著增强，随后，

通过平行反应监测（PRM）分析验证了三种显著上调的蛋白（CIRB，HSP90

和 GST）和两种显著下调的蛋白（FLNB 和 A2ML1）。该研究结果加深了对

鱼类低温耐受性机理的理解，有助于提高鱼类在育种过程中的耐冷性以及培

育耐寒新品种。Kim 和 Wang 等[24,25]研究发现，镉暴露条件下，暗纹东方鲀

体内各抗氧化基因（CAT、GR、GPx1a、GPx1b、Mn-SOD）随时间的推移均

被显著上调，并呈现组织特异性，与对照组相比，肝脏中 GR、CAT 和 Mn-SOD 

mRNA 的诱导率为 5 倍，表明肝脏是一种研究镉易感性的重要器官，并在重

金属代谢排毒中占据核心地位。王涛等[26]研究显示在急性铜暴露处理条件下,

随铜浓度的升高，暗纹东方鲀肝脏内 MDA 含量、抗氧化酶（SOD、GSH-PX

和 CAT）活力显著上升，也支持这一结论。 

在环境胁迫激活暗纹东方鲀免疫应答方面，Cheng
[19,20]等研究显示，当温

度降到 13℃时，暗纹东方鲀总血细胞计数明显下降，细胞活力受到抑制，尾
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相（Olivetailmoment, OTM）值达到最大，DNA 损伤严重。血浆中谷草转氨

酶（AST）、谷丙转氨酶（Aspartate aminotransferase, ALT）、碱性磷酸酶（Alkaline  

phosphatase, ALP）、乳酸脱氢酶（Lactate dehydrogenase, LDH）等生化参数

作为组织功能障碍和损伤的指标，可以作为评估鱼类对环境胁迫的反应程度。

ALT 和 AST 是线粒体中普遍存在的氨基转移酶，在组织受到损害和功能障碍

后释放到血浆中，AST 和 ALT 活力在低温胁迫（13℃）下出现明显增加；

ALP 通过改变病原体的表面结构和增强识别和吞噬细胞的能力，帮助机体增

强抗病能力，LDH 负责丙酮酸到糖酵解重点产物乳酸的转化，与对照组（25℃）

相比,13℃时 ALP 活性出现明显降低而 LDH 活性出现显著升高；血清中的葡

萄糖和总蛋白（TP）经常作为评估生物在环境胁迫下的健康状况和进行新陈

代谢能力的生物学指标，当温度从 17℃降到 13℃时 TP 含量出现显著下降，

而葡萄糖的含量则显著升高。与此同时，Cheng 等也[21,22]做了高温胁迫对暗

纹东方鲀免疫应答的影响，结果显示，高温（34℃、37℃）可显著降低暗纹

东方鲀总血细胞计数，细胞活力受到抑制，随后出现 DNA 损伤，37℃时观察

到最大 OTM 值。热胁迫下，血浆中 AST、ALT、LDH 活力均有明显上升但

仍存在明显差异（LDH>AST>ALT）；当温度升到 31℃时，ALP 活力开始下

降；在水温升到 37℃时葡萄糖和 TG 的含量显著增加，TP 含量明显下降。补

体系统在鱼体的免疫防御中起着重要作用，有助于抵抗细菌入侵和防止炎症

产生，在补体系统中，补体激活的关键步骤是补体（C3）的转化[20,27,28]。Cheng

等[20]研究显示，C3 的 mRNA 水平在低温胁迫（21℃、17℃和 13℃）时显著

增加，C3 的高表达可能减轻冷应激产生的有害自由基的毒性作用。嗜水气单

胞菌的侵染下暗纹东方鲀中的先天免疫系统被病原体激活以抵抗异常的生理

状态[29-31]。由 SOD/CAT 代表的抗氧化物质上调以去除产生的氧自由基，避

免炎症或阻碍炎症反应，同时，HSP 作为分子伴侣，有助于稳定体内的蛋白

质和多肽，降解严重受损的蛋白质，进一步阻碍病理变化。补体表现出一定

的防御反应，参与免疫调节并介导免疫病理学的侵袭性反应。白细胞介素积

极动员免疫细胞并刺激免疫细胞的功能活动。同时暗纹东方鲀体内，BI-1 和

Bcl-2 转录水平上调，抑制 Bax 诱导的健康细胞凋亡信号，阻断线粒体压力引

起的细胞凋亡信号。BAFF 和 LIGHT 分别维持 B 细胞和 T 细胞的活性，从而

消除外来致病因子[32,33]。CD-28 是一种重要的参与机体适应性免疫应答中 T

细胞活化的共刺激分子[34]，TLR/MyD88 信号途径可能通过 TLR 招募 MyD88，

激活下游 IRAK1、IRAK4 和 IRAK 激酶随后磷酸化激活 TRAF6，从而诱导其

他与自然免疫反应相关的促炎因子的表达，CD28 可能与 TLR/MyD88 信号通

路有关[35,36]。Fang 等[36,37]研究显示，随着水体氯化三丁基锡（TBT-Cl）浓度
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的增加，暗纹东方鲀总血细胞计数减少，ROS 水平逐渐升高，To-CD28 mRNA

转录产物在所有采样组织中都广泛表达，但在肝脏表达量最高，随后是肾脏、

鳃和脾脏。同时，TLR-MyD88 信号通路中相关基因的 mRNA 呈现相似的表

达模式，在急性毒性试验中，暗纹东方鲀体内 To-MyD88 mRNA 水平在鳃中

要比在肝脏更有明显上调，而 To-IRAK4 mRNA 含量在肝脏和鳃均有增加，但

0-20% TBT-CL 组 To-IRAK4 mRNA 在肝脏呈现先升高后急剧下降趋势（仍高

于对照组），在鳃中持续增加，同时，To-IRAK1 在肝脏和鳃呈现相似的表达

趋势。免疫组织化学显示，高浓度 TBT-Cl（20%、50%）暴露下，To-CD28

蛋白信号增强，细胞出现明显损伤。证明 To-CD28 可能参与了 TBT-Cl 暴露

的毒性机制，并调节了暗纹东方鲀的稳态稳定性。 

在环境胁迫诱导暗纹东方鲀的细胞凋亡方面，主要集中于死亡受体介导

的外部凋亡途径、线粒体/细胞色素 C 介导的内源性凋亡途径和 B 粒酶介导的

细胞凋亡途径。P53 是重要的肿瘤抑制基因，可以介导 DNA 损伤后的细胞应

激反应，避免受损 DNA 的堆积，维持遗传的稳定性，Caspase 半胱氨酸蛋白

酶家族引发的级联反应是细胞凋亡过程的中心环节, Caspase-9 是半胱天冬酶

的启动子，可激活下游的半胱天冬酶，Caspase-3是半胱天冬酶的主要执行者，

负责许多关键细胞蛋白的蛋白水解切割，应激诱导的细胞色素 C 释放可以启

动内在的线粒体途径，细胞色素 C 的释放可以激活下游效应子 caspase-9，随

后导致 caspase-3 激活并诱导细胞凋亡。Cheng 等[27]研究显示环境胁迫可能会

产生过量的 ROS 并启动细胞凋亡，细胞应激产生的 ROS 可以调节 P53 活性[38]，

高温胁迫（34℃和 37℃）下，P53 和 caspase-3 mRNA 表达水平有明显上调，

当水温为 37℃，caspase-9 表达量达到最高[21]。氨胁迫同样通过 caspase 途径

诱导细胞凋亡，在低氨胁迫（1.43 mM）条件下，p53 的 mRNA 含量就有明

显升高，氨胁迫 72 h 后，各浓度处理组中，caspase-3 和 caspase-9 基因表达

水平均有明显升高[39-41]。Wang 等[16]研究显示，纳米铜（20 μg/L 和 100 μg/L）

暴露条件下，随纳米铜浓度的升高，暗纹东方鲀体内 p53、caspase-3和 caspase-9 

mRNA 表达水平逐渐升高。表明 p53 和 caspase 依赖的信号通路在环境胁迫诱

导暗纹东方鲀细胞凋亡中发挥重要作用。据报道，线粒体内 Ca
2+的升高也参

与了凋亡早期信号转导和凋亡的执行阶段，更重要的是在凋亡早期阶段，由

ROS 刺激的细胞质游离钙（Cf-Ca
2+）浓度的增加会触发凋亡途径，Ca

2+稳态

失衡可激活水解酶，导致能量消耗过大，损害能量产生，引发细胞骨架降解

并最终导致细胞死亡[27,28]。Cheng 等[42]研究中，在氨胁迫条件下，Cf-Ca
2+浓

度有明显增加，随时间的延长，凋亡细胞的比率显著上升，高氨胁迫下（7.14 

mM），48h 后在血细胞中观察到最大 OTM 值，提示 DNA 严重受损。同样
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高温胁迫 6 小时后，血细胞内 Cf-Ca
2+浓度有明显增加，12h 后达到最高，随

时间的延长，血细胞凋亡比率从 1.13%逐渐升高至 12.23%，从结果表明，高

温可能通过产生 ROS,中断 Ca
2+稳态，随后触发细胞凋亡[21]。Bcl-2（B 细胞

淋巴瘤 2）是通过诱导（促凋亡）或抑制（抗凋亡）细胞凋亡来调节细胞死亡

的 Bcl-2 调节蛋白家族的创始成员[43]。P53 可以通过上调促凋亡基因的转录和

下调抗凋亡基因（例如 Bcl2 家族）的转录来诱导凋亡。Bax 是位于线粒体外

膜的 Bcl2 家族的促凋亡成员，诱导细胞色素 C(Cyt-C)释放到细胞质中，是 P53

转录激活的直接靶点[32, 43]，抗凋亡的 Bcl2 属于抗凋亡基因可以抑制线粒体中

细胞色素 C 的释放。细胞内 Bcl2 和 Bax 表达比例的改变会影响线粒体细胞色

素 C 的释放，Bax 与 Bcl2 之比的增加可诱导细胞凋亡[42, 44]。Cheng 等[42]研究

显示，在氨浓度为 3.57 mM 和 7.14 mM 时 Bax 的转录水平才检测到有明显上

调，作为抗凋亡蛋白，Bcl2 在低氨浓度（1.43 mM）胁迫前期，未出现明显

下降，72 h 后才观察到有明显下降，Bax 与 Bcl2 的比例因氨胁迫而增加，这

表明氨也可能通过 P53–Bax–Bcl2 途径引起凋亡。 

1.2 鱼类脂代谢的研究进展 

鱼类脂肪肝病，是水产养殖行业常见的病害，至今尚未得到根本性解决。

鱼类脂肪肝病因复杂，目前多集中于营养与饲料配比失衡、养殖水环境污染

及物种本身生理特性等几个方面。近年来，由于水环境污染严重加之水产养

殖行业绿色发展的理念的提倡，水环境污染尤其是重金属污染对鱼类脂肪肝

病的诱导作用逐渐成为研究热点。 

1.2.1 重金属暴露对鱼类肝脏脂代谢的影响 

肝脏是鱼类最重要的消化腺之一，承担着鱼体物质代谢、解毒和免疫防

御等重要作用，当肝脏出现损伤或发生病变往往会导致鱼体内稳态失衡继而

降低免疫防御能力，导致细菌或病毒等传染性鱼病大流行，严重影响水产养

殖行业的持续发展。同时，鱼体脂肪 90%以上由肝脏合成,集约化养殖模式下，

鱼类脂肪肝病已成为人工养殖鱼类常见的疾病[45]。杨鸿昆等[46]研究显示，当

鱼类出现脂肪肝现象时，肝脏颜色将变黄、变浅出现花斑，肝细胞排列不规

则，线粒体肿胀，细胞核边缘化，核膜破裂，脂肪颗粒大量蓄积。以往关于

鱼类脂肪肝现象的研究多集中于不均衡的营养和饲料配比[47]，近年来研究显

示，水环境污染尤其是重金属污染也是诱发鱼类脂肪肝现象的重要因素。谢

文平[48]在对珠江三角洲养殖水体进行重金属污染检测显示，养殖水体中 Cu

质量浓度最大为 0.1438mg/L,超标率为 64.3%；和庆等[49]研究显示长三角地区

池塘养殖水产品体内重金属 Cu 含量较高，有近 60%的样品超标。Chen 等[50]
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研究显示，水体镉暴露不仅会使破坏正常组织细胞，细胞代谢紊乱，造成脂

肪在肌肉和肝脏组织的沉积而且会通过促进脂肪合成类相关基因的表达并抑

制脂肪分解类相关基因的表达，降低脂肪分解效率，诱导肝脏脂质沉积[51,52]。

重金属如铜、汞和铅等还可与营养型矿物元素（如钙、锌）协同作用放大重

金属对鱼类产生的毒理学效应，加重肝脏负担[53-55]。铜既是鱼类生长中不可

或缺的营养元素在饲料中广泛添加又可作为水体消毒剂在养殖水环境中广泛

使用。Liu 等[56]研究显示，与其他重金属相比，铜可特异性蓄积在鱼类肝脏组

织中，Chen 等研究显示，矛尾复虾虎鱼（Synechogobius hasta）经 30 天的铜

暴露后，脂肪合成相关酶(G6PD、6PGD 和 ME)的活性、肝体比、肝脏铜积累

量和脂肪含量均有不同程度的上升；同时，油红 O 染色后处理组中肝脏组织

中出现大量脂滴[55]，该结果揭示了水体铜暴露可以诱导鱼类肝脏发生脂肪沉

积，并具有剂量和时间的依赖关系。因此，铜对养殖鱼类脂肪肝现象的诱发

作用值得我们进一步深入研究。 

1.2.2 鱼类脂代谢相关基因的研究 

脂类是鱼体主要的储能方式，脂质沉积涉及复杂的生理过程，是脂肪合

成、脂肪分解和转运各环节相互协调相互平衡的结果，不同组织间存在特异

性的脂肪代谢[57-59]。甘油三酯（Triglyceride, TG）是机体储存能量以及氧化

供能的重要形式，合成甘油三酯所需的甘油由糖酵解生成的磷酸二羟丙酮转

化而成，脂肪酸由糖氧化分解生成的乙酰 CoA 合成，当肝合成的甘油三酯不

能及时转运时就会形成脂肪肝[60]。6-磷酸葡萄糖酸脱氢酶（6-phosphate glucose 

dehydrogenase, 6PGD ）和葡萄糖 6- 磷酸脱氢酶（ Glucose-6-phosphate 

dehydrogenase, G6PD）是调节还原型辅酶Ⅱ(Nicotinamide adenine dinucleotide 

phosphate, NADPH)产生的关键基因，对脂肪酸的合成至关重要[50]；乙酰辅酶

A 羧化酶（Acetyl-CoA carboxylase, ACC）负责催化乙酰辅酶 A 生成丙二酰

-CoA，随后在脂肪酸合成酶（Fatty acid synthase, FAS）催化下合成饱和脂肪

酸棕榈酰酯；脂蛋白脂肪酶（Lipoprotein lipase, LPL）可以水解血浆脂蛋白中

的甘油三酯提供游离脂肪酸用于其他组织的氧化[61]。王涛等[26]在探究急性铜

暴露对暗纹东方鲀肝脏脂代谢影响中发现，铜暴露处理（96 h）后肝脏内脂肪

含量显著升高，脂肪合成相关基因（G6PD、6PGD、FAS、LPL 和 ACC）表

达量在低浓度（0.1 mg/l）处理组达到高峰。 

脂肪分解也称脂肪动员，在相关酶作用下分解成脂肪酸和甘油并释放入

血供其他组织氧化[62]。甘油三酯在甘油三酯脂肪水解酶（Adipose triglyceride 

lipase，ATGL）作用下水解成甘油二酯和脂肪酸，随后甘油二酯在激素敏感
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脂肪酶（Hormone-sensitive lipase, HSL）作用下水解成单酰甘油和脂肪酸，长

链脂肪酸进入细胞后，通过肉碱酯酰转移酶系统，在线粒体中进行 β 氧化[63]。

肉碱棕榈酰转移酶 1（Carnitine palmitoyltransferase1, CPT1）是通过催化脂肪

酰基辅酶 A 转化为脂肪酰基肉碱进入线粒体基质来调节线粒体中脂肪酸的 β-

氧化的关键因子[64]。 

一些转录因子通过调控与脂代谢相关酶的转录进而调控体内脂质代谢稳

态，例如过氧化物酶体增殖生物激活受体（Peroxisome proliferator-activated 

receptorα andγ, PPARα 和 PPARγ），通过调节相关基因（如 CPT1）转录水平，

进而调控脂肪酸合成和储存[65]，固醇调节元件结合蛋白（SREBP-1c）通过调

控 ACC 和 FAS 的基因表达进而激活脂肪合成相关酶的合成[66]。 

1.3 鱼类肠道微生物的研究进展 

肠道微生物种类多样，数量庞大，关系复杂，可能是鱼体最复杂的微生

态系统，随着技术发展，肠道微生物与鱼类生长发育的关系得以深入研究。

然而，肠道微生物菌群的组成并非一成不变，不同生长阶段，饲料配比以及

生活环境的改变均可能导致肠道微生物菌群变化。与陆生脊椎动物相比，鱼

类终生生活在水环境中，肠道微生物与所处的肠道环境更易受到水环境改变

的影响，当水体中重金属离子通过水或食物消化进入肠道时，会打破肠道稳

态并改变菌群组成[68]。 

1.3.1 重金属暴露对鱼类肠道微生物的影响 

肠道微生物在动物体内组成复杂，长期进化下与宿主肠道维持了特有的

生态平衡，许多研究显示，肠道微生物在对机体生长发育、物质代谢吸收和

免疫调节等方面发挥重要作用[67]。目前国内外关于鱼类肠道微生物的研究尚

处于起步阶段，Song 等 [69]人研究显示，在摄入硅酸盐为载体的铜离子

(Cu
2+

-loaded silicate CLS)后，鲤鱼肠道中需氧菌（即弧菌和大肠杆菌）总数显

著降低，但乳酸菌数目显著升高，提示 CLS 在鱼体内具有抗菌活性，可以帮

助保护肠粘膜免受病原菌及毒素的侵袭。Merrifield 等[70]人研究斑马鱼摄入纳

米铜或纳米银后肠道菌群变化，结果显示，纳米银和纳米铜摄入显著影响了

肠道微生物的群落组成，一些肠道有益菌（如索氏鲸杆菌）数量被显著抑制，

影响机体消化功能和机体健康。梭杆菌门（Fusobacteria）属于革兰氏阴性细

菌，常见于消化系统，可诱发机体产生疾病，Guo 等[71]研究显示，低浓度铜

暴露后，鲤鱼肠道中梭杆菌门比例显著提高；鲸杆菌属（Cetobacterium）是

肠道生产维生素 B12 的主要细菌，可消化分解碳水化合物和多肽，铜离子暴

露后，鲸杆菌属的比例显著升高，可促进鲤机体代谢水平。短链脂肪酸
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（short-chain fatty acids, SCFA）是肠道菌群的主要代谢产物，研究显示，SCFA

可以激活多种信号传递通路，调节脂肪、胆固醇和糖类的代谢，控制食欲，

肠道内厚壁菌门（Firmicutes）和拟杆菌门（Bacteroidetes）比例变化直接影响

机体能量摄取和脂肪代谢过程[72, 73]，本实验显示，高浓度铜暴露下，此比例

降低，提示水体铜暴露也可能通过影响肠道微生物菌群变化从而间接影响机

体脂质沉积。 

1.3.2 16S rRNA 测序技术在鱼类肠道微生物研究中的应用 

鱼类肠道可能是微生物最密集的微生态系统，随着分子生物学技术发展

和进步，鱼类肠道微生物的研究主要经历了 3 个阶段：纯培养方法、依赖指

纹图谱的分子生态学研究方法和依赖测序的分子生态学研究方法[74]。纯培养

方法是研究者通过模拟肠道环境，对肠道中微生物类群进行分离富集并分析

鉴定，有助于了解肠道微生物在不同生长环境下基因表达和代谢产物变化情

况，为深入了解致病菌的致病机理提供支撑[75]。分子生态学可以对微生物群

落中所有 DNA 物质进行分析，无须纯培养分离，可较全面分析样品中微生物

群落组成。目前最常用的指纹图谱技术主要有变形梯度凝胶电泳（DGGE）、

末端限制性片段长度多态性（T-RFLP）和 ERIC-PCR 指纹图谱，通过 PCR

扩增获得微生物群落总核酸分子，可以快速直观展现样品中微生物群落概况。

其中 ERIC-PCR 技术由于操作简单，方法稳定，条带多态性高，因而广泛应

用于微生物群落结构分析，反映群落结构变化[76-78]。 

在分子生态学研究中，应用最广泛的分子标记物是核糖体小亚基 RNA 基

因(16S 或 18S rRNA 基因)。微生物群落结构多样性研究中最常通过使用 16S 

rRNA 基因克隆文库[79]，获得群落中基因系统发育地位，判断微生物群落组

成的丰富度和多样性，进而进行生物功能预测。Eckburg 等[80]利用 16S rRNA

基因克隆文库方法系统分析了人体肠道粘膜及粪便中的微生物菌群组成，初

步揭示了肠道菌群与健康的关系。高通量测序技术可以同时对数百万 DNA 分

子进行测序，全面分析物种的转录组和基因组。因此，通过高通量测序可以

全面了解影响鱼类肠道微生物菌群结构的因素，对调控鱼类肠道菌群稳态，

提高饲料利用率，增强鱼体抗病力等有重要意义。通过对鱼类微生物进行测

序分析结果显示，鱼类肠道中生物多样性相对较低，主要有变形菌门

（Proteobacteria）、放线菌门（Actinobacteria）、厚壁菌门（FirmiCutes）、

梭杆菌门（ Fusobacteria ）、拟杆菌门（ Bacteroidetes ）、疣微菌门

（Verrucomicrobia）、肠道杆菌（Enteric Bacilli）和梭状芽胞杆菌（Clostridia）。

其中拟杆菌门、厚壁菌门和变形菌门属于肠道优势菌，在不同的鱼类中都几
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乎占 90%以上，对维持肠道稳态具有重要作用[81-84]。李彤华等[85]人对养殖于

同一池塘的鱼类肠道微生物采用 454 高通量测序技术分析，发现不同鱼类肠

道微生物群落结构组成主要来源于来自于鱼类肠道内部菌群的特异性选择压

力（物种特异性的免疫和代谢机制）。刘增新等[86]利用高通量测序技术分析

人工养殖条件下牙鲆（Paralichthys olivaceus）不同生长阶段肠道菌群结构与

饵料的关系，为工厂化养殖条件下牙鲆肠道生理健康标准提供理论依据。张

美玲等[87]人通过对生活在不同盐度中尼罗罗非鱼(Oreochromis niloticus)肠道

微生物进行研究，结果显示，盐度可以显著影响水生鱼类肠道微生物组成，

这为我们理解广盐性鱼类在不同盐度环境下营养代谢能力的差异提供依据。 

1.4 研究意义和主要研究内容 

1.4.1 研究意义 

暗纹东方鲀已成为我国重要的水产养殖经济品种，先前的研究主要集中

在该鱼生长发育、盐度适应、环境胁迫和洄游习性等方面[88-90]。然而，暗纹

东方鲀在养殖过程中对自然水体依赖性极强，不可避免受到周边工业、生活

及渔业生产中铜污染的影响。目前研究表明过量的 Cu
2+是促进暗纹东方鲀脂

肪肝形成的重要因素之一，但关于水体铜暴露如何诱导暗纹东方鲀肝脏脂质

沉积尚不清楚。 

基于此，本研究首先分析了水体铜暴露对暗纹东方鲀生长性能、组织铜

积累以及肝脏显微结构的影响；接着检测了铜暴露下暗纹东方鲀肝脏中与脂

肪合成和分解相关过程相关酶活和基因的表达情况，并通过建立暗纹东方鲀

原代肝细胞培养体系研究了不同铜暴露对肝细胞脂代谢相关基因表达的影响；

最后，通过 16s rRNA 测序技术分析不同浓度铜暴露下暗纹东方鲀肠道微生物

组成差异。这些结果为暗纹东方鲀脂肪肝形成病因提供新的见解，同时为暗

纹东方鲀养殖过程中 Cu
2+的合理使用提供理论依据。 

1.4.2 主要研究内容 

（1）使用 H&E 染色、电感耦合等离子体质谱仪（ICP-MS）等技术研究

水体铜暴露下暗纹东方鲀肝脏组织显微结构的变化，并分析水体铜暴露下暗

纹东方鲀幼鱼各项生长指标以及肝脏、肠道和肌肉中铜积累量变化。 

（2）利用酶活测定和 qRT-PCR 等方法研究脂代谢相关酶活和基因

（G6PD、6PGD、LPL、FAS、ACC、HSL、CPT1、PPARα 和 PPARγ）在暗

纹东方鲀肝脏中的表达情况。 

（3）建立一种暗纹东方鲀原代肝细胞的分离及培养方法，同时采用
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qRT-PCR 技术分析水体铜暴露下肝细胞内脂代谢相关基因（G6PD、6PGD、

LPL、FAS、ACC、HSL、CPT1、PPARα 和 PPARγ）表达情况。 

（4）运用 16S rRNA 测序技术，研究并分析不同铜浓度暴露下暗纹东方

鲀肠道微生物菌群变化情况。 

1.5 技术路线 
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第 2 章 水体铜暴露对暗纹东方鲀生长性能、铜积累及肝脏显

微结构的影响 

2.1 引言 

作为一种重要的矿物质成分，铜是鱼类生长骨骼发育所必须的元素，与

骨胶原质合成有关，有研究显示，当铜元素摄入不足，鱼体内铜含量过低时，

鱼体特定生长率和增重率会显著降低[91,92]。此外，铜也是鱼类维持鱼类正常

代谢和免疫等相关生理活动中关键酶类（如 Cu-Zn 超氧化物歧化酶、过氧化

氢酶、细胞色素氧化酶等）的重要组成单位[93-96]。然而，当鱼体摄入铜含量

过高时会阻碍鱼类正常生长发育，抑制肝脏抗氧化酶系统和脂肪合成酶类的

活性，对鱼体产生毒害作用，甚至诱发“铜中毒”现象，导致鱼体死亡[97-102]。 

本章研究水体铜暴露下暗纹东方鲀幼鱼各项生长指标，各组织内铜积累

量变化，通过 H&E 染色以及油红 O 染色等手段观察水体铜暴露下暗纹东方

鲀肝脏显微结构的变化，为进一步研究水体铜暴露对暗纹东方鲀肝脏脂代谢

影响提供基础资料。 

2.2 实验材料、仪器及试剂 

2.2.1 实验材料 

生长状况良好的暗纹东方鲀实验用鱼取自江苏省镇江市江之源渔业科技

有限公司暗纹东方鲀养殖基地。实验用暗纹东方鲀共计 500 条，初始体重为

7.9±0.5 g，体长 6.6±0.3 cm。在进行正式实验之前，将鱼暂养实验室鱼类专用

养殖缸，暗纹东方鲀养殖过程中暂停水循环系统，每 24 h 更换 20 %的水。每

日两次（上午 8 点和下午 4 点）给鱼投喂商业颗粒饲料（中国镇江嘉吉饲料

有限公司，蛋白质含量为 42.0 %）。实验鱼在水体温度为 26±0.5℃，pH 7.1

±0.1，溶解氧 7.5±0.2 mg / L，光周期为 14 h 白光和 10 h 黑暗的养殖环境中

适应 15 天后，将约 100 尾暗纹东方鲀用于急性毒性试验，确定 96 小时的 LC50

（致死中值）为 0.2 mg / L。 

将实验鱼随机分配到三个处理组中：对照处理组（不添加 Cu
2+）；实验

组：20 µg / L Cu
2+处理组和 100 µg / L Cu

2+处理组。每个处理设置三个重复，

每个水箱中放置 25 尾暗纹东方鲀，将鱼暴露处理 21 天，每隔 24h 更换一次

水，更换水后重新添加 Cu
2+试剂以保持相对恒定浓度的 Cu

2+
,与适应性培养期
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间相同的方式进行饲养。 

每次取样前 24 h 停止饲喂，在第 0、7、14 和 21 天从每个水箱中随机选

取 3 条鱼，MS-222 麻醉（10 mg/L）,在冰盘上解剖并收集鱼类肝脏、肠和肌

肉，置于液氮中，-80℃低温保存，分析铜在鱼体各组织中的积累。暴露 21

天结束后，收集水箱中剩余的鱼，并测量鱼体、肝脏和内脏的重量，每个处

理解剖 3 条鱼收集肝脏，中性福尔马林固定液（10%）固定，苏木精-伊红（H&E）

染色，另取 3 条鱼解剖收集肝脏，置于液氮中，-80℃低温保存进行油红 O 染

色。 

2.2.2 主要实验仪器 

仪器名称 公司 

光学显微镜 日本 NIKON 

超高压釜 

NexION® 2000 电感耦合等离子体质谱仪 

德国 Leutkirch 

美国 PerkinElmer 

电子天平 MP502N 上海民桥精密科学仪器 

漩涡振荡器 QL-920 海门市麒麟医用仪器厂 

超低温冰箱 NBS 德国 Eppendorf 

颗粒制冰机 SIM-F140AY65-PC 日本松下 

超纯水系统 AF2-1001-U 台湾艾科浦有限公司 

2.2.3 主要试剂 

试剂名称 公司 

CuSO4 中国 邦诺 

MS-222 溶液 美国 Sigma 

中性福尔马林固定液（10%） 中国 森贝伽 

苏木精-伊红（H&E）染色试剂盒 

饱和油红 O 染色液 

中国 迈基 

中国 Solarbio 

2.3 实验方法 

2.3.1 鱼体生长参数、肝体比和脏体比的测定 

在铜暴露处理 21 天后，每个水箱随机挑选 3 条鱼（每个处理共 9 条），

测量鱼体长度并于电子天平上进行称量，称量结束后，将鱼在冰盘上进行解

剖，并再次称量鱼体内肝脏和内脏的重量，记录上述实验数据。 
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2.3.2 鱼体肝脏、肠和肌肉中铜积累量的测定 

将冷冻的肝脏、肠和肌肉样本取出，参照 Gomes 等[103]报道的方法，称

重并在 100℃烘干，准确称取 0.2 g 干燥的组织，并加入 2 mL 浓硝酸，220℃

下消化 30 min。将消化后的样品用超纯水稀释至 10 mL，并使用 NexION® 

2000 电感耦合等离子体质谱仪(ICP-MS)测定不同样品中铜含量（以每克组织

干重所含铜的微克数表示(µg/g)）。 

2.3.3 水体铜暴露下肝脏形态和组织化学观察 

将中性缓冲福尔马林中的肝脏样本进行苏木精-伊红（H&E）染色分析，

实验过程参照本实验室已有的实验方法[16]。步骤如下：将修剪固定的组织进

行梯度酒精脱水，二甲苯透明，浸蜡包埋，切片机切片（厚度约为 6-7 µm），

苏木精和伊红染色，酒精脱水，二甲苯透明，中性树胶封固后，在光学显微

镜下进行组织结构和细胞形态观察。 

对肝脏样本进行油红 O 染色进行组织化学分析，样本处理参照 Wang 等
[16]实验方法，首先将冰冻的肝脏样本在低温恒温切片机上切成 9 µm 厚的切片，

多聚甲醛固定 10 min，进行油红 O 染色，甘油封片，光学显微镜下观察拍照。

使用 Image-Pro Plus 6.0 分析软件分析 H&E 染色中肝液泡和油红 O 染色中脂

滴的相对面积，从每个样本中随机选取 10 个视野的显微图片，将观察结果进

行统计合并。 

2.3.4 数据处理与分析 

实验数据利用统计学软件 SPSS 22.0（IBM 公司）进行单因子方差分析

(One-way ANOVA)，用 t 检验计算 p 值，若 p≤0.05，则差异显著，所有数据

采用均值±标准差(Means ± SD)表示。 

2.4 结果与分析 

2.4.1 鱼体生长参数、肝体比和脏体比 

如表 2.1 所示，经 21 天铜暴露处理后，鱼体增重率（WG）随着铜浓度

的升高而显著降低，而内脏指数（VSI）和肝体指数（HSI）则相反，随着铜

浓度的升高而升高，同时观察到增长幅度在 20 µg/L 组比在 100 µg/L 组中更

明显。此外，水体铜浓度也对鱼体存活率产生影响，结果显示在对照组或 20 

µg/L Cu
2+组中暗纹东方鲀死亡率为 0，但 100 µg/L Cu

2+组中幼鱼死亡率达

4.7％。  
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表 2.1 21 天水体铜暴露后对暗纹东方鲀生长参数的影响 

Table 2.1 Effect of Cu
2+

 exposure on the growth parameters of T.fasciatus after 21 days. 

 初试平均体重 

IBW(g/fish) 

最终平均体重 

 FBW(g/fish) 

体重增长率 

WG(%) 

内脏指数 

VSI(%) 

肝体指数 

HSI(%) 

存活率 

S(%) 

对照组 7.9±0.1
a
 16.1±0.4

a
 104.4 ±4.2

a
 15.1±0.4

b
 11.2±0.3

c
 100

a
 

20 μg/L 7.7±0.2
a
 15.7±0.2

a
 103.1 ±1.9

a
 17.2±0.1

a
 14.8±0.1

a
 100

a
 

100 μg/L 7.7±0.1
a
 11.2±0.3

b
 42.4 ±1.1

b
 17.1±0.7

a 
13.1±0.2

b
  95.3 ±4.0

a
 

注：数据用平均值±标准差表示（n = 3）；同一列中不同字母之间表示处理组之间显著

差异（p≤0.05）；IBW 表示初始平均体重； FBW 表示最终平均体重； WG 表示体重

增长率；VSI 表示内脏指数；HSI 表示肝体指数; S 为存活率。 

Note: Values are presented as means ± SD (n=3); the values with different letters within the 

same column are significantly different at p≤0.05. IBW mean body weight; FBW mean body 

weight; WG mean body weight; VSI mean viscerosomatic index; HSI mean hepatosomatic 

index; S mean survival rate. 

2.4.2 鱼体肝脏、肠和肌肉内铜积累量 

图2.1显示了铜暴露处理21天后暗纹东方鲀肝脏、肌肉和肠中铜中积累。

随着水体中铜浓度的升高，三个组织内铜积累量随时间的增加而增加。在相

同铜浓度下，三个组织铜积累量有所差异，其顺序为肝脏>肠>肌肉。 

 

图 2.1 A 水体铜暴露后暗纹东方鲀肝脏铜积累量 

Figure 2.1 A Copper contents in the liver of T. fasciatus after exposure to control 

conditions,20 or 100 µg/L Cu
2+
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图 2.1 B 水体铜暴露后暗纹东方鲀肠铜积累量 

Figure 2.1 B Copper contents in the Intestine of T. fasciatus after exposure to control 

conditions,20 or 100 µg/L Cu
2+

 

 

图 2.1 C 水体铜暴露后暗纹东方鲀肌肉铜积累量 

Figure 2.1C Copper contents in the muscle of T. fasciatus after exposure to control 

conditions,20 or 100 µg/L Cu
2+

 

注：数据表示为平均值±标准差（n = 3）。不同的小写字母表示不同组存在显著差异（p

≤0.05）。 

Note：Data are presented as the means ± SD (n=3). The different letters indicate significant 

differences (p ≤0.05) during increasing duration of Cu
2+

 exposure. 
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2.4.3 水体铜暴露下肝脏形态和组织变化观察 

在铜暴露 21 天后，对照组暗纹东方鲀肝组织正常，形态和结构规整。两

个处理组中暗纹东方鲀肝脏颜色均比对照组浅（图 2.2A）。铜暴露处理导致

暗纹东方鲀肝脏空泡化，与其余两组相比，20 µg/L Cu
2+处理组具有最大的液

泡面积（液泡的总面积由大泡和微泡的总和计算）（图 2.2C 和 2.2E），与此

同时，油红 O 染色表明，20 µg/L 的铜暴露诱导暗纹东方鲀肝脏脂滴数量增加

的程度更大（图 2.2B 和 2.2D）。 

 

图 2.2 Cu
2+暴露对 21 天后暗纹东方鲀肝脏形态和组织化学的影响。 

Figure 2.2 Effects of Cu
2+

 exposure on liver morphology and histochemistry in T. fasciatus 

after 21 days. 
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注：A 为暴露 21 天后各实验组肝脏形态；B 在 200 倍放大倍率下为脂质的脂质显示油红

O 染色（红色）；C 中的图像在 400 倍放大率下肝脏组织 H＆E 染色-空泡性变（Va）。

数据表示平均值±标准差（n = 3），不同组之间显著差异用不同字母表示（p≤0.05）。 

Note: Figure A represents the liver morphology of each experimental group after 21 days of 

exposure, The images in B display oil red O staining (red) for lipids at 200 × magnification. 

The images in C show haematoxylin and eosin (H&E)-stained hepatic vacuoles (Va) at 400 × 

magnification. Data represent means ± SD (n=3). Significant differences (p≤0.05) among 

treatments are indicated by different letters. 

2.5 讨论 

铜作为鱼类等生物体个体生长、神经发育和免疫防御等生命活动所必须

的微量元素，同时也作为抗菌剂被广泛应用于水产养殖领域。然而，随着水

体重金属污染日趋严重，铜对水产养殖鱼类潜在危害引起学术界广泛注意。

现有研究显示，过量铜摄入会严重影响鱼类的生长发育，包括抗氧化反应、

肝脏损伤和免疫应答等一系列生理过程，其中，由于铜摄入过量而引起的鱼

类体沉积和脂肪肝现象尤为严重。本实验通过对不同铜浓度暴露处理下暗纹

东方鲀生长性能、铜积累量以及肝脏组织显微结构的影响，为今后研究暗纹

东方鲀肝脏脂代谢的调控机理提供了实验依据。 

在本实验中，铜暴露处理下，暗纹东方鲀个体发育受到明显影响，高浓

度铜暴露显著抑制了暗纹东方鲀的生长性能（包括体重增长和存活率）。有

相关研究显示，鱼类生长性能的降低是由于重金属暴露增加了肝脏解毒和维

持内环境稳态所需的代谢支出[104]。作为鱼体最重要的代谢和解毒器官，鱼类

的肝脏表现出对重金属离子的高敏感性，本实验也应证了这一点，铜暴露处

理下，随时间的延长，暗纹东方鲀肝脏、肠和肌肉组织内铜积累量均上升，

但上升幅度明显不同，肝脏内铜积累量远大于其它两个组织（肠和肌肉）。

暗纹东方鲀的肝脏组织中，脂肪细胞与肝细胞密切交织，有研究显示，铜离

子可与血清蛋白大量结合，导致游离脂肪酸在肝细胞中大量累积，诱发脂质

过氧化反应，导致脂代谢失衡，进而引起鱼体肝脏内脂质沉积，出现脂肪肝

现象[105]。本实验也证实了上述猜想，在不同浓度铜暴露处理下，肝脏组织受

到损伤并有脂肪沉积现象。与对照组相比，水体铜暴露下暗纹东方鲀肝脏颜

色较浅，肝脏稍呈黄色状。H&E 染色和油红 O 染色显示，处理组中肝脏脂肪

含量上升，肝脏组织空泡化，细胞排列不规则，细胞核边缘化。与高浓度 100 

μg/L Cu
2+组相比，20 μg/L Cu

2+导致产生了暗纹东方鲀肝脏组织更大的空泡化

面积，同时肝脏脂滴数量显著增加。本实验也证实，不同浓度的铜处理对暗

纹东方鲀肝脏脂肪含量的影响存在差异。
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第 3 章 水体铜暴露对暗纹东方鲀肝脏脂代谢相关酶活及基因

表达的影响 

3.1 引言 

近年来，由于社会和市场需求，水产养殖行业正迎来快速发展。然而，

水产养殖鱼类脂肪肝现象突出，严重制约其健康发展。现有研究显示，脂

肪肝形成的机制复杂，原因多样，但是过量的铜是促进某些鱼类的脂肪肝

形成的重要原因。脂质的积累主要是由脂肪酸的合成（脂肪生成）和肝脏

引起的 β-氧化（脂解）介导的脂肪分解代谢之间的不平衡引起的[50, 62, 64]。

在水产集约化养殖中，脂肪肝已经成为在大规模养殖鱼类（如草鱼、尼罗

罗非鱼等）中常见的疾病。目前研究显示，许多关键基因参与脂质代谢，

其中 6PGD、G6PD、LPL、FAS 和 ACC 等与脂质合成过程密切相关，而

HSL 和 CPT1 在调控脂肪分解过程中发挥关键作用，转录因子 PPARα 和

PPARγ 被证实可通过调节相关基因的表达水平，间接调控机体脂质代谢。 

本章研究利用酶活测定和 qRT-PCR 技术，以暗纹东方鲀 18s RNA 为内

参基因[26]，检测并分析了暗纹东方鲀肝脏中 TG 含量、LPL 酶活和 G6PD、

6PGD、LPL、FAS、ACC、HSL、CPT1、PPARα 和 PPARγ 基因的表达情况。

这将对进一步揭示暗纹东方鲀脂肪肝形成的机制提供参考资料。 

3.2 实验材料、仪器及试剂 

3.2.1 实验材料 

参照 2.2.1 所述。 

3.2.2 主要实验仪器 

仪器名称 公司 

紫外杀菌循环水控温养殖系统 上海海圣 

移液器 德国 Eppendorf 

匀浆机 T10 B S25 德国 IKA 

冷冻超速离心机 Centrifuge 5810R 德国 Eppendorf 

超低温冰箱 NBS 德国 Eppendorf 

PCR 仪 Mastercycler pro 德国 Eppendorf 



第 3 章 水体铜暴露对暗纹东方鲀肝脏脂代谢相关酶活及基因表达的影响 

 

19 

 

实时荧光定量 PCR 仪 StepOnePlus 美国 ABI 

Nanodrop 2000 分光光度计 美国 Thermo  

电泳槽 DYC-31D 北京六一 

电子天平 MP502N 上海民桥精密科学仪器 

漩涡振荡器 QL-920 海门市麒麟医用仪器厂 

颗粒制冰机 SIM-F140AY65-PC 日本松下 

超纯水系统 AF2-1001-U 台湾艾科浦有限公司 

凝胶成像仪 中国捷达公司 

微波炉 Galanz 广东格兰仕集团有限公司 

恒温水浴锅 HH-S6 金坛市医疗器械厂 

3.3.3 实验试剂 

试剂名称 公司 

高纯总 RNA 快速抽提试剂盒 中国 Bioteke 

反转录试剂盒 中国 Vazyme 

ChamQ TM SYBR qPCR Master Mix    中国 Vazyme 

甘油三酯（TG）测定试剂盒      南京 建成生物 

总脂酶[脂蛋白脂酶(LPL)、肝脂酶(HL)]测定 

试剂盒 

     南京 建成生物 

3.3 实验方法 

3.3.1 脂代谢酶活测定 

称取肝脏样本 100 mg，加入 9 倍体积的生理盐水在冰上匀浆以制备 10%

匀浆液，然后将匀浆在 4℃下以 9500 g 离心 5 分钟。TG 含量测定详细步骤参

照南京建成生物提供的试剂盒说明书，LPL 酶活测定详细步骤参照南京建成

生物提供的 LPL 酶活测定试剂盒说明书。使用 Bradford 方法[106]和以牛血清

白蛋白为标准品测定肝脏匀浆的可溶性蛋白含量。按照 Luo 等[107]提供的方案，

使用乙醚萃取法进行肝脏内脂质含量的测定。处理好的样品用分光光度计或

酶标仪进行测量并进行记录，实验重复三次以减少误差。 

3.3.2 水体铜暴露后肝脏总 RNA 的提取及 cDNA 合成 

取新鲜冷冻肝脏样品，按照高纯总 RNA 快速抽提试剂盒提供的方法进行

操作，提取肝脏组织总 RNA。提取过程中，实验器材进行消毒灭菌，避免

RNA 降解。将提取结束后的 RNA 样品使用 Nanodrop 紫外分光光度计进行浓
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度测定和 OD 260/280 比值测定，比值在 1.8~2.0 之间样品进行 RNA 条带完整

性检测。将合格的 RNA 样品分批冻存于-80℃冰箱，用于后续试验。 

利用 Vazyme 提供的 HiScript™ 1 ST strand cDNA Synthesis kit 反转录试

剂盒说明书进行 cDNA 合成，操作过程如下：在无菌离心管中进行 20ul 反应

液配制，配制如下：总 RNA 样品 2 ul，4×gDNA wiper Mix 4 μL，RNase-free 

water 10 μL，混合均匀后瞬时离心；42°C 反应 2 min，加入 5×qRT SuperMixII 

4ul，移液枪轻吹混匀后瞬时离心；按照试剂盒提供的反应程序: 50℃ 15min，

85℃ 2min 进行逆转录反应，产物可立即用于后续 qRT-PCR 反应或于-20℃

冰箱储存。 

3.3.3 荧光定量 PCR 检测 G6PD、6PGD、LPL、FAS、ACC、HSL、CPT1、

PPARα和 PPARγ 基因 mRNA 表达量 

（1）引物设计 

利用实验室已有的暗纹东方鲀转录组数据，对暗纹东方鲀G6PD、6PGD、

LPL、FAS、ACC、HSL、CPT、PPARα 和 PPARγ 基因进行序列预测，利用 Premier 

5.0 软件设计基因特异性上下游引物，并由生工生物工程（上海）股份有限公

司合成。引物见表 3.1。 

表 3.1 引物列表 

Table 3.1 Primers used in this study 

基因 

Gene 

引物 

Primer 

序列 

Primer sequence（5’ - 3’） 

6PGD 
6PGD-F CGGGAGAGCCTTGTTGTGAT 

6PGD-R CCGTCTTGTTCCAGTCGTCA 

G6PD  
G6PD -F CTCACCTTCAAGGAGCCGTT 

G6PD -R GGGCTATACGCTTCAGGACC 

FAS 
FAS-F GCAGCTTTCTTTGGCGTTCA 

FAS-R TCTGATCCACTCACCCCGAT 

ACC 
ACC-F GTGAAAATCCCGACGAGGGT 

ACC-R CCACGAGAAACAGTGTCCGA 

LPL 
LPL-F CCTGCTGGGTTACAGTCTGG 

LPL-R CCCCGTTGGGGTAAATGTCA 
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（2）构建荧光定量 PCR 扩增体系 

将反转得到的 cDNA 作为模板，按照试剂盒中提供的荧光定量扩增体系

（20ul）加入相应组分（表 3.2），并进行 3 次生物学重复。 

表 3.2 荧光定量 PCR 扩增体系 

Table 3.2 Quantitative Real-time PCR amplification system 

组分 

Constituents 

体积/μL 

Volume 

ChamQ
TM

 SYBR qPCR Master Mix 10 

cDNA 模板（5 ng/μL） 4 

正向引物(2 mmol/L) 3 

反向引物(2 mmol/L) 3 

总体积 20 

(3) 反应程序设置(ABI 仪器) 

表 3.3 荧光定量 PCR 反应程序 

Table 3.3 Quantitative Real-timePCR reaction procedure 

程序 

Procedure 

温度 

Temperature 

时间 

Times 

预变性 95℃ 30 s 

循环反应（40 个循环） 95℃ 10s 

 55℃ 30s 

 95℃ 15s 

融解曲线 55℃ 60s 

 95℃ 15s 

HSL 
HSL-F CGTGTGTGAGGAAAATGCCG 

HSL-R ACCACCTTGACTAACGAGCG 

CPT1 
CPT1-F 

CPT1-R 

CTTCATCCAGATTGCGCTGC 

AACAAACGCCTGCACACATC 

PPARα 
PPAR α-F 

PPAR α-R 

GTCAATGACTACCCGCCCTC 

AGCTTCAGACGGATAGTGCG 

PPARγ 
PPAR γ -F   

PPAR γ -R   

GTAACCAGGACTCGGTGTGG 

GATCTCCGATTGGTCGCTGT 

18s RNA 
18s RNA-F 

18s RNA-R 

AGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTC 

AGTGGGGTTCAGCGGGTTAC 
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3.3.4 数据处理与分析 

为进一步检测暗纹东方鲀肝脏脂代谢相关基因在不同水体铜浓度暴露条

件下 mRNA 表达水平的变化，采用 2
-△△CT分析法计算相关基因的相对表达量，

18s RNA 作为内参基因[26]，实验数据利用统计学软件 SPSS 22.0（IBM 公司）

进行单因子方差分析(One-way ANOVA)，用 t 检验计算 p 值，若 p≤0.05，则

差异显著，所有数据采用均值±标准差(Means ± SD)表示。 

3.4 结果与分析 

3.4.1 肝脏内脂质、甘油三酯含量和 LPL 活性 

水体铜暴露会显著影响暗纹东方鲀肝脏的脂质含量、TG 含量和 LPL 活

性。如图 3.1 所示，在处理 21 天后，暴露于 20 µg/L Cu
2+处理组的暗纹东方

鲀中，肝脏内脂质含量（图 3.1A 50.0%），TG 含量（图 3.1B 62.0%）和 LPL

活性（图 3.1C 18.3 U/mg）最高，而对照组最低。用 100 µg/L Cu
2+处理的暗

纹东方鲀肝脏内的脂质含量，TG 含量和 LPL 活性介于对照组和 20 µg/L Cu
2+

处理组之间。 

 

 

图 3.1 A 水体铜暴露 21 天对暗纹东方鲀肝脏脂质含量的影响 

Figure 3.1A Effects of Cu
2+

 exposure on lipid contents in T. fasciatus after 21 days 
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图 3.1 B 水体铜暴露 21 天对暗纹东方鲀肝脏 TG 含量的影响 

Figure 3.1B Effects of Cu
2+

 exposure on TG contents in T. fasciatus after 21 days 

 

图 3.1C 水体铜暴露 21 天对暗纹东方鲀肝脏 LPL 活性的影响 

Figure 3.1 Effects of Cu
2+ 

exposure on LPL activity in T. fasciatus after 21 days 

注：数据表示为平均值±标准差（n = 3）。不同的字母表示处理组间的显著差异（p≤

0.05）用。 

Note：Data are presented as the means ± SD (n=3). Significant differences (p≤0.05) among 

treatments are indicated by different letters. 

3.4.2 肝脏内脂代谢相关基因的表达分析 

采用荧光定量PCR方法检测水体铜暴露 21天后暗纹东方鲀G6PD、6PGD、
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LPL、FAS、ACC、HSL、CPT、PPARα 和 PPARγ 基因的表达情况。结果显示，

在铜暴露处理 21 天后暗纹东方鲀肝脏内与脂肪合成相关基因（6PGD，LPL，

FAS 和 ACC）表达水平显著上调，在 20 µg / L Cu
2+的处理组中观察到最高的

表达水平，G6PD 在铜暴露处理后未出现明显变化。此外，随着水体铜暴露

浓度的升高，参与脂肪分解的基因（HSL 和 CPT1）表达水平逐渐降低，在

100 µg / L 的处理组中观察到最高的下降幅度和最低的表达水平。转录因子

PPARα 基因表达水平在铜暴露处理后出现显著下调，不同浓度铜处理未出现

显著差异，转录因子 PPARγ 基因表达水平在低浓度铜处理下（20 µg / L Cu
2+）

显著上调，高浓度铜（100 µg / L Cu
2+）处理下显著下调，但仍高于对照组。 

图 3.2 水体铜暴露 21 天对暗纹东方鲀肝脏中参与脂质代谢的基因（G6PD、6PGD、LPL、

FAS、ACC、HSL、CPT1、PPARα 和 PPARγ）的 mRNA 表达的影响 

Figure 3.2 Effects of 21 days of Cu
2+

 exposure on the mRNA expression of genes（G6PD、

6PGD、LPL、FAS、ACC、HSL、CPT1、PPARα and PPARγ） involve d in lipid metabolism 

in the liver of T. fasciatus  

注：数据表示为平均值±标准差（n = 3）。不同的字母表示处理组间显著差异（p≤0.05）。 

Note: Data are presented as the means ± SD (n=3). Significant differences (p ≤0.05) among 

treatments are indicated by different letters. 
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3.5 讨论 

如何减少鱼类脂肪肝现象的出现一直是困扰水产养殖行业健康发展的问

题，然而脂质的沉积和代谢存在非常复杂的生理机制，涉及脂肪形成、脂肪

分解和转运之间的平衡。本章通过利用酶活测定和 qRT-PCR 等实验方法对铜

暴露下暗纹东方鲀肝脏内脂质含量、TG 含量和 LPL 活性以及与肝脏内脂代

谢相关基因表达情况进行分析，初步研究了水体铜诱导暗纹东方鲀肝脏脂质

积累的机制。结果显示，水体铜暴露处理后，暗纹东方鲀肝脏内脂质含量、

TG 含量和 LPL 酶活性升高，图 2.2 中 H&E 染色和油红 O 染色分析也进一步

证实了肝脏脂质含量的变化。Mela 等[108]也报道了相似结果，水体铜暴露会导

致脂肪沉积在肝脏中，并损伤克林雷氏鲶（Rhamdia quelen）的肝细胞，Chen

等 [99]研究报道水体铜以剂量和时间依赖的方式诱导黄颡鱼（Pelteobagrus 

fulvidraco）肝脏的脂肪沉积。 

qRT-PCR 结果显示，在铜暴露处理 21 天后，和对照组相比，处理组中脂

肪形成相关基因（G6PD，6PGD，LPL，FAS 和 ACC）表达水平上调，而与

脂肪分解相关基因（HSL 和 CPT1）表达水平出现下调。许多研究已经证实，

与脂肪形成相关基因表达增加和与脂解相关的基因表达减少会导致肝脏内脂

质沉积[64]。与此同时，20 μg/L Cu
2+处理组比 100 μg/L Cu

2+诱导暗纹东方鲀肝

脏内与脂肪生成相关的基因表达水平更高，这可能解释了用 20 μg/L Cu
2+

 组

暗纹东方鲀肝脏中脂滴积累量和 TG 含量高于 100 μg/L Cu
2+组。然而，与 20 

μg/L Cu
2+组相比，100 μg/L Cu

2+
 组诱导与脂肪分解相关的基因表达水平仍然

较低，该结果与脂质沉积数据表现不一致（用 100 µg/L Cu
2+组的暗纹东方鲀

肝脏中观察到的脂质沉积低于 20 µg/L Cu
2+组）。我们推测，高浓度铜胁迫下

可能存在其他影响脂质沉积的途径，即鱼体为了维持高铜胁迫下机体内稳态

的平衡而消耗更多的能量（脂肪）。研究显示，动物的脂类代谢和脂质沉积

受转录因子（PPARα 和 PPARγ）调控，其中，PPARα 主要通过调控参与脂肪

酸氧化的基因表达调控脂肪分解代谢，而 PPARγ 主要负责调控脂肪的合成代

谢进而促进脂质沉积。本研究显示，转录因子 PPARα 和 PPARγ 参与了铜暴

露下暗纹东方鲀肝脏脂质代谢，与对照组相比，铜暴露处理下，PPARα 基因

的表达下调，而 PPARγ 基因的表达上调。 
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第 4 章 水体铜暴露对暗纹东方鲀肝细胞脂代谢相关基因表达

的影响 

4.1 引言 

铜是鱼类生存所必须的微量元素,研究显示，与其它重金属相比，它能够

特异性地蓄积到肝脏中，其在鱼类肝脏的积累量远超过镉和锌等其它传统重

金属[109]。因此，来自于饲料和环境中铜很可能与鱼类脂肪肝的产生有密切关

系。目前围绕肝脏进行脂代谢、解毒等相关机制的体外研究主要在哺乳动物

中进行，近年来，围绕鱼类肝细胞培养进行的研究也日益增多。Kuwashiro

等[110]通过建立青鳉鱼 (Oryzias latipes)肝细胞病变模型进行相关药物试验，卢

荣华[111]等通过建立草鱼（Ctenopharyngodon idellus）肝细胞脂变模型进行脂

代谢相关基因（PPARγ、LPL、SREBP-1c 和 Lep 等）的研究，李学贤等[112]

通过在草鱼肝细胞中添加外源脂肪酸发现，低浓度脂肪酸可以促进肝细胞脂

质积累而高浓度的脂肪酸抑制细胞活力并促进细胞凋亡。暗纹东方鲀在自然

状态下肝脏内脂肪含量较高，远超其他常规鱼类，也被认为是研究脂肪代谢

机制的潜在模式生物。本研究通过建立一种暗纹东方鲀原代肝细胞的分离及

培养方法，为在细胞层面上揭示水体铜暴露对暗纹东方鲀肝脏脂代谢影响机

制提供技术支持。 

4.2 实验材料、仪器及试剂 

4.2.1 实验材料 

体格规整，状态活泼的暗纹东方鲀稚鱼，取自江苏省镇江市江之源渔业

科技有限公司暗纹东方鲀养殖基地。稚鱼体长为 2.0±0.5 cm，体重为 2.0±0.3 

g。饲养于鱼类专用养殖水缸中，用红虫或卤虫饲喂，每日两次。取肝组织前

24h,停止投喂，饥饿处理。 

4.2.2 实验仪器 

参照 3.2.2 

4.2.3 实验主要试剂 

除参照 3.2.2 之外，还有以下试剂： 
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试剂名称 公司 

Ⅱ型胶原酶 美国 Gibco 

胎牛血清 中国 四季青 

双抗（青霉素和链霉素） 中国 四季青 

0.25%胰蛋白酶 中国 Solarbio 

红细胞裂解液 中国 Solarbio 

Percoll 分离液 中国 Solarbio 

0.4%台盼蓝染色液 中国 Solarbio 

1×PBS 缓冲液 中国 生工生物 

DMEM 基础培养基 中国 生工生物 

CCK-8 细胞活力检测试剂盒 中国 南京建成 

BIOG 微量细胞 RNA 提取试剂盒 中国 常州百代 

完全培养基配制方法如下：每 100mL 完全培养基中，约含 DMEM 基础

培养基 70mL，胎牛血清 20mL，暗纹东方鲀血清 10mL 和 110 µL 双抗溶液（青

霉素 100 Units/mL、链霉素 100 µg /mL）,pH 为 7.6~7.8 之间。  

4.3 实验方法 

4.3.1 暗纹东方鲀原代肝细胞培养和孵育 

暗纹东方鲀原代肝细胞的分离参照已公开发明专利“一种暗纹东方鲀原

代肝细胞高效分离及培养方法”（专利授权号：ZL201911044137.6）。实验

分为三组：稚鱼+胶原酶、幼鱼+胶原酶和稚鱼+胰蛋白酶，除此之外，其余处

理均相同。 

具体操作如下： 

（1） 选取稚鱼（体长为 2.0±0.5 cm，体重为 2.0±0.3 g）和幼鱼（体长为

10.0±2.0 cm，体重为 25.0±3.2 g），70％酒精棉球擦拭鱼体，使用已高温灭

菌的剪刀在无菌环境中快速解剖，取出肝脏，放入一次性培养皿中，PBS 缓

冲液（含 2 % 双抗）多次清洗去除杂质。 

（2） 将肝脏小心移入无菌离心管中，快速剪碎，将剪碎的肝脏转入 50mL

离心管中，加入 8 倍体积的Ⅱ型胶原酶 (1 mg/mL)或胰蛋白酶（0.25%）处理

后置于 28 ℃ 恒温震荡摇床上消化 2 h。 

（3） 终止消化，筛网过滤后，细胞悬液放入新的离心管中，4℃ 1000 rpm 离

心 10min，加入红细胞裂解液以及 percoll 分离液（60%）,梯度离心得细胞沉

淀。 

（4） 沉淀中加入完全培养基，用移液枪轻吹混匀，将液体转移至细胞培养
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瓶中，补足完全培养基至 8 mL（细胞密度约为 1×10
3
/mL~1×10

5
/mL 之间）。 

4.3.2 细胞成活率检测及半致死浓度的确立 

吸取细胞悬液，加入台盼蓝溶液混合均匀进行染色（体积比为 9:1），在

3 分钟内，用血球计数板分别计数活细胞和死细胞（镜下观察，死细胞呈蓝

色，而活细胞呈无色透明状），最后统计细胞活率。计算公式为：细胞成活

率（%）=活细胞总数/（活细胞总数+死细胞总数）×100%。比较不同处理下

的细胞活力，结合细胞数量，选取最佳分离细胞的方案。 

只有细胞成活率达到 90%以上的细胞才用于后续试验，细胞半致死浓度

确定试验采用 CCK 法在无菌 24 孔细胞培养板中进行，铜浓度设置如下：0 µM、

10 µM、50 µM、100 µM、200 µM、300 µM、400 µM、500 µM。步骤如下：

将有不同铜浓度的细胞悬液（400µL）放入对应孔中，每组 3 个平行重复，放

入 28℃，5% CO2 细胞培养箱中进行 24h 孵育培养。培养结束后，每孔加入

20ul CCK-8 溶液（轻缓避免产生气泡），放入培养箱中继续孵育 4h。结束后，

从每孔中小心吸取 200uL 上清液放于 96 孔酶标仪板中，使用酶标仪测定在

450nm 处吸光度。每孔 OD 值为实测孔 OD 值减去本底 OD 值（完全培养基

加 CCK-8，无细胞），细胞存活率（T/C）%=（加药细胞 OD/对照细胞 OD）

×100，其中 T 为实验细胞的 OD 值，C 为对照细胞的 OD 值,确定 Cu 的 IC50

值，为后续实验提供参考浓度。 

4.3.3 总 RNA 的提取及 cDNA 的合成 

分离后的细胞悬液先进行 8h 恢复后，再用于后续实验。实验分为 4 组，

对应浓度分别为 0µM、10µM、30µM 和 50µM Cu
2+。将细胞悬液放置于对应

培养基进行培养，每组设置 3 个平行，于 24h 后收集细胞进行后续分析。细

胞总 RNA 的提取按照常州百代提供的微量细胞 RNA 提取试剂盒说明书进行

操作。RNA 质量检测以及后续 cDNA 的合成参照 3.3.3 所述 

4.3.4 荧光定量 PCR 检测肝细胞内脂代谢相关基因表达量 

采用 qRT-PCR 技术分析不同铜浓度处理下暗纹东方鲀原代肝细胞内

6PGD、G6PD、LPL、FAS、ACC、HSL、CPT、PPARα 和 PPARγ 基因表达情

况。具体实验步骤参照 3.3.4 所述。 

4.3.5 数据处理与分析 

参照 3.3.5 所述 
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4.4 结果与分析 

4.4.1 暗纹东方鲀原代肝细胞培养方法的建立 

本实验设置 3个不同处理分离暗纹东方鲀肝细胞，结果见图 4.1和表 4.1。

从图 4.1 可以看到，选取稚鱼和胶原酶组（A）细胞，细胞状态和数量显著好

于其余两组（B 和 C）。从表 4.1 可以看出，相同处理条件下，暗纹东方鲀稚

鱼肝细胞存活率和产量都要显著高于幼鱼肝细胞，而Ⅱ型胶原酶对肝细胞的

损害要低于使用胰蛋白酶处理组。 

为测定铜对暗纹东方鲀肝细胞的存活率影响，本实验采用 CCK-8 法分析

获得了铜的 24h 的半致死浓度（如图 4.2）。从图中可以看出，随着铜浓度的

增加，细胞的存活率显著下降，当铜浓度达到 50µM 时，细胞开始出现死亡

现象，在铜浓度达到 300 µM 时，肝细胞基本全部死亡，最终获得铜的半致死

浓度值约为 143.64µM。 

 

 

图 4.1 恢复处理 8h 后不同分离方法下暗纹东方鲀肝细胞 

Figure 4.1 Hepatocytes of T. fasciatus under different separation methods after 8 hours of 

recovery treatment 
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表 4.2 暗纹东方鲀肝细胞不同分离方法对细胞产量和存活率的影响 

Table 4.2 The effect of different methods of separation of liver cells from T. fasciatus on cell 

yield and survival rate 

处理方法 

Experimental treatment 

每克肝组织的细胞量 

Number of cells（g） 

存活率（%） 

Survival rate 

稚鱼+胶原酶 （2.36±0.02）×10
7a

 94±0.3
a 

幼鱼+胶原酶 （1.47±0.03）×10
7c

 72±0.5
c
 

稚鱼+胰蛋白酶 （1.98±0.02）×10
7b

 88±0.3
b 

注：数据以平均值±标准差表示（n=3）,同行不同字母之间表示差异显著（p≤0.05） 

Note: Values are mean ±SD (n=3) and values with different letters within the same row are 

significantly different at p≤0.05 

 

 

图 4.2 不同铜浓度处理 24h 对暗纹东方鲀原代肝细胞存活率的影响 

Figure 4.2 The effect of different copper concentrations for 24h on the survival rate of primary 

cells of T. fasciatus 
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4.4.2 脂代谢相关基因 mRNA 表达分析 

采用 qRT-PCR 技术检测暗纹东方鲀肝细胞内 G6PD、6PGD、LPL、FAS、

ACC、HSL、CPT1、PPARα 和 PPARγ 等 9 个基因在不同铜浓度处理下的表达

情况。结果显示，铜浓度显著影响了肝细胞内与脂代谢相关基因的表达，随

着铜处理浓度的升高，与脂肪合成相关基因（G6PD、6PGD、LPL、FAS 和

ACC）均出现了上调，但上调幅度有所不同，其中 LPL 和 FAS 基因表现出对

铜浓度刺激的高敏感性，然而随着铜浓度的继续升高，G6PD 和 6PGD 等基

因表达量又出现下调。随着铜处理浓度的升高，与脂肪分解相关基因（HSL

和 CPT1）表达水平均有不同程度的下调。而在铜处理下，转录因子 PPARα

表达水平下调，但不同铜浓度对其表达并未产生显著影响，随着铜浓度的升

高，转录因子 PPARγ 表达水平先上升后下降，并在 30µM 处出现最大值。 

 

 

图 4.3 不同铜浓度处理 24h 对暗纹东方鲀原代肝细胞脂代谢相关基因表达的影响 

Figure 4.3 The effect of different copper concentrations for 24h on the expression of genes 

related to lipid metabolism in primary hepatocytes of T. fasciatus 

注：数值表示为平均值±SD（n=3）,每个基因相对于内参基因 18s RNA 的相对表达水平。

不同字母之间表示处理组之间显著差异（p≤0.05）。 

Note: The value is expressed as the mean ± SD (n=3), the relative expression level of each 

gene relative to the internal reference gene 18s RNA. Different letters indicate significant 

differences between treatment groups(p≤0.05). 
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4.5 讨论 

相较于小鼠等哺乳动物细胞的成熟培养体系，鱼类细胞培养发展稍显落

后，除斑马鱼等少数模式生物具有成熟的细胞系外，绝大多数鱼类细胞的研

究仍处在起步阶段。关于鱼类肝细胞的分离培养方法多基于于哺乳动物细胞，

肝脏灌流法和组织块培养法在前期的摸索实验中已被证实不适用于暗纹东方

鲀。研究显示，肝细胞产量与供体鱼的种类、生理状态、年龄和性别等有关
[113-115]，而暗纹东方鲀属于高脂肪性鱼类，因此，我们设置了根据鱼体状态和

消化酶种类的三组试验来筛选暗纹东方鲀肝细胞的最佳分离方法。结果显示，

采用未经饲料转化，只用红虫或卤虫喂养的暗纹东方鲀稚鱼经温和的Ⅱ型胶

原酶消化处理得到了最佳的分离效果。尽管这一细胞产量比报道的其他鱼类

肝细胞产量低，但经台盼蓝染色和 CCK-8 活力测定，该产量仍可以满足后续

研究。与稚鱼相比，暗纹东方鲀幼鱼肝细胞分离的产量和成活率都有明显下

降，这可能是由于经饲料喂养后暗纹东方鲀幼鱼肝脏内部分肝细胞已被脂肪

细胞占据，肝细胞数量少，在加上脂肪细胞的干扰使得分离效果大大降低。

由此可见，对于高脂肪性鱼类，选用未经饲料转化的稚鱼可以提高肝细胞分

离的成功率。 

在本研究中，随着铜处理浓度的升高，暗纹东方鲀肝细胞的存活率显著

下降，高铜浓度（300µM 以上）处理下肝细胞基本死亡。而测定的 24h 半致

死浓度 IC50 为 143.64µM，该数值显著低于草鱼成熟细胞系的测定值

(243.09µM)
 [116]。我们推测除了具有物种特异性之外，原代细胞可能比成熟细

胞系更能表现出对铜刺激的高敏感性。 

为了进一步研究水体铜暴露对暗纹东方鲀肝脏脂代谢的影响，本实验在

细胞水平上检测了与脂代谢相关基因的表达情况。本研究中，在 30µM Cu
2+

处理组，脂肪合成相关基因（G6PD、6PGD、LPL、FAS 和 ACC）均出现不

同程度的上调，表达量显著高于对照组和其他处理组，而脂肪分解相关基因

（HSL 和 CPT1）均出现下调，说明低浓度铜处理能够诱导暗纹东方鲀肝脏脂

肪沉积。Chen 等[117]研究显示，水体铜暴露会降低黄颡鱼肝细胞中脂肪合成

相关基因（G6PD、6GPD 和 FAS 等）表达水平，这可能由于物种的差异性造

成的。值得注意的是，在 50µM Cu
2+处理组，脂肪合成相关基因 G6PD 、6PGD、

LPL、ACC）和脂肪分解相关基因（HSL、CPT1）均出现下调，高浓度铜处

理下出现的基因水平下调可能是由于铜的毒害作用，而 FAS 基因在高铜浓度

下表达水平仍然上调，可能是由于不同基因对铜刺激的响应有所不同。研究

显示，动物脂质沉积与代谢受到 PPARα 和 PPARγ 的调节，在本实验中，不

同铜处理对转录因子 PPARα 的影响不显著，但转录因子 PPARγ 基因表达水
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平在 30µM Cu
2+处理组出现显著上调，这与 Zheng 等[61]对锌暴露下黄颡鱼脂

代谢的研究结果相类似。 
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第 5 章 水体铜暴露对暗纹东方鲀肠道微生物的影响 

5.1 引言 

近年来，得益于微生物研究技术的发展，肠道微生物与动物健康和疾病

的关系成为研究热点。微生物代谢产物通过作为信号分子进而影响宿主代谢

的各个方面，例如参与将多糖发酵成短链脂肪酸，胆汁酸的调节和胆碱代谢
[118]。目前研究显示，肠道菌群的稳态在促进机体物质吸收，抵抗病原入侵和

调节脂肪代谢的过程中起着重要作用。当鱼体摄入重金属过量时，会改变肠

道稳态并改变菌群组成，进而威胁鱼体健康。 

本章通过利用 16S rRNA 高通量测序技术，通过水体铜暴露下暗纹东方鲀

肠道微生物菌群变化情况，分析肠道微生物在水体铜暴露诱导暗纹东方鲀脂

肪肝形成过程中发挥的作用，为进一步揭示鱼类脂肪肝形成机制提供新的参

考依据。 

5.2 实验材料、仪器及试剂 

5.2.1 实验材料 

参照 2.2.1  

5.2.2 主要实验仪器 

参照 3.3.2 

5.2.3 实验试剂 

试剂名称 公司 

Fast DNA Stool Mini Kit 德国 Qiagen 

Phusion® High-Fidelity PCR Kit 美国 Thermo Scientific 

凝胶提取试剂盒 德国 Qiagen 

5.3 实验方法 

5.3.1 暗纹东方鲀肠道样品采集 

水体铜暴露处理 21 天进行样品采集，取样前 24h 停止投喂，每个缸中随

机挑选 3 条鱼，麻醉后进行无菌环境下快速收集中肠，液氮冷冻，-80℃冰箱

保存。 
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5.3.2 总 DNA 提取与质量检测 

使用 Fast DNA Stool Mini Kit 试剂盒从肠道中提取细菌 DNA，使用

NanoDrop 分光光度计和 1％琼脂糖凝胶电泳测定总 DNA 浓度，OD260/280

在 1.8-2.0 之间质检合格的 DNA 样品用作模板以扩增 16s rRNA 基因的 V3-V4

区 域 。 使 用 引 物 （ 341F ： CCTACGGGNGGCWGCAG 和 806R ：

GGACTACHVGGGTATCTAAT）扩增该区域。在 Phusion®高保真 PCR 试剂

盒中使用 GC 缓冲液，并按表 5.1 反应程序进行扩增，使用 Qiagen 凝胶提取

试剂盒纯化 PCR 产物。 

表 5.1 PCR 扩增反应程序 

Table 5.1 PCR reaction procedure 

程序 

Procedure 

温度 

Temperature 

时间 

Times 

Step 1 95℃ 2 min 

       Step 2        98℃ 10s 

（27 个循环） 62℃ 30s 

 68℃ 30s 

Step 3 68℃ 10 min 

5.3.3 高通量测序 

在广州基迪奥生物科技有限公司对对 PCR 扩增子文库进行 16S rRNA 基

因的 Illumina HiSeq™2500 测序。测序流程参照广州基迪奥生物科技提供的细

菌基因组测序方案，大致如下： 

（1）DNA 样品合格性检测 

（2）文库构建及库建 

将合格 DNA 样品随机打断成短片段，再通过末端修复，添加 poly(A)、

测序接头、纯化和扩增等步骤完成文库制备，并对文库有效浓度进行定量。 

（3）上机测序 

（4）测序结果预处理 

为得到有效数据，需要将经 Illumina HiSeq™2500 测序得到的原始数据进

行预处理，丢弃掉因低复杂度、联合污染、引物错配、碱基不明确或 barcodes

无法校正的序列，删除标签中基本质量得分小于 20 且少于总碱基数 80%的

reads。 

（5）信息分析流程 
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得到的有效数据将进行 OTU 聚类和物种分类分析。使用基于 SILVA 数

据库的 RDP 分类器（2.2 版），从具有天然贝叶斯模型的 12 种暗纹东方鲀肠

道菌群中鉴定出代表性序列，置信度阈值范围为 0.8 到 1.0。使用 Krona（版

本 2.6）可视化每个分类的丰度统计。使用 QIIME（版本 17.0）生成 Shannon，

Chao 1、ACE 指数以及 UniFrac 距离矩阵。使用 R 语言计算并比较了各组之

间的 alpha 指数和基于加权 UniFrac 距离的主坐标分析（PCoA）。使用 Welch

的 t 检验，Wilcoxon 秩和检验，Tukey 的 HSD 检验，Kruskal-Wallis H 检验以

及 R 项目的 Adonis 和 Anosim 检验进行统计分析。 

5.4 结果与分析 

基于高通量测序的宏基因分析，检测铜暴露下暗纹东方鲀肠道微生物组

的变化。 

（1）菌群丰度和菌群多样性分析 

Chao 1 和 Ace 用来计算菌群丰度的指数，用来估计群落中含有 OUT 的

数目，与群落丰度成正相关。Simpson 和 Shannon 用来计算菌群多样性的指数，

Simpson 指数与群落多样性成负相关，而 Shannon 指数与群落多样性成正相关。 

在本实验中，铜暴露处理对暗纹东方鲀肠道菌群的丰度和多样性均产生

了影响。暴露于 20μg/L Cu
2+处理组，Chao 1，ACE，Shannon 和 Simpson 指

数最高，而 100 µg/L Cu
2+处理组暗纹东方鲀各指数则最低。（表 5.2） 

表 5.2 铜暴露 21 天暗纹东方鲀肠道微生物指数变化 

Table 5.2 Microbial diversity in intestine among T. fasciatus after 21 days Cu
2+ 

exposure 

指数 

Parameters 

对照组 

Control  

处理组 1 

20 µg/L 

处理组 2 

100 µg/L 

OTUs 368.5±13.6
b
 463.5±28.0

a
 284.7±3.2

c
 

Chao 1 481.43± 21.6
ab

 570.61±30.3
a
 406.5±8.05

b
 

ACE 488.32±14.04
b
 584.2±30.98

a
 415.4±9.09

b
 

Shannon 3.80±0.12
b
 5.53±0.08

a
 2.64±0.3

c
 

Simpson 0.79±0.01
ab

 0.95±0.01
a
 0.68 ±0.09

b
 

Goods-coverage (%) 99.89  99.89  99.87  

注：数据以平均值±标准差表示（n=3）,同行不同字母之间表示差异显著（p≤0.05） 

Note: Values are mean ±SD (n=3) and values with different letters within the same row are 

significantly different at p≤0.05 
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（2）稀薄曲线分析 

本实验对照组和铜暴露处理组各样品（9 个）在 97%相似度水平上所生

成的稀薄曲线图如下（图 5.1），如图所示，随着序列数量的增加，各样本曲

线趋向平坦，说明已获得足够的序列覆盖率，基本上可以可靠反映所有样品

中微生物群落的多样性和基本的群落结构组成。 

 

 

图 5.1 稀薄曲线图 

Figure5.1 Rarefaction Curve 

注：CK 表示对照组； T1 表示 20 µg/L Cu
2+处理组； T2 表示 100 µg/LCu

2+处理组 

Note: CK: Control; T1: 20 µg/L Cu
2+

; T2: 100 µg/L Cu
2+
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（3）肠道菌群组成分析 

基于 Unifrac 分析得到的距离矩阵可通过多变量统计学方法进行 PCoA 

分析，进而直观显示不同样品中微生物进化上的差异性与相似性，如图 5.2 A

所示，与对照组相比，铜暴露组暗纹东方鲀在肠道微生物菌群组成组成上存

在显著差异。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 5.2 A 肠道菌群二维主坐标分析（PCoA） 

Figure 5.2 A Two-dimensional principal coordinate analysis (PCoA) plots of data (A) 

注：CK 表示对照组； T1 表示 20 µg/L Cu
2+处理组； T2 表示 100 µg/LCu

2+处理组 

Note: CK: Control; T1: 20 µg/L Cu
2+

; T2: 100 µg/L Cu
2+
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在门的水平上，样品中各类群所占比例由图 5.2 B 所示，铜暴露处理组与

对照组中优势肠道菌群均为变形菌门（Proteobacteria）（66.92%）和拟杆菌

门（Bacteroidetes）（19.41%）。与对照组（11.2%）相比，低浓度铜处理组

（20μg/ L Cu
2+）螺旋菌门（Spirochaetae）所占比例（2.13%）明显下降。此

外，低浓度处理组（20μg/ L Cu
2+）厚壁菌门（FirmiCutes）所占比例（14.16%）

明显上升，高浓度铜处理组（100 μg/ L Cu
2+）所占比例（0.32%）明显下降。 

 

 

图 5.2 B 门水平下不同细菌的相对丰度 

Figure 5.2 B Relative abundance of different bacterial phyla 

注：CK 表示对照组； T1 表示 20 µg/L Cu
2+处理组； T2 表示 100 µg/LCu

2+处理组 

Note: CK: Control; T1: 20 µg/L Cu
2+

; T2: 100 µg/L Cu
2+

 

在属的水平上，各组暗纹东方鲀肠道中主要菌属有所不同。如图 5.2 C 所

示与对照组相比，随着水体铜浓度的增加，弓形菌属（Arcobacter）的丰度

（CK:44.8%）降低，而弧菌属（Vibrio）（T2:49.17%）和伊丽莎白菌属

（Elizabethkingia）（T2:23.07%）的丰度则增加。如图 5.2 D 所示，在种水平

上，暴露于 100 µg/L Cu
2+处理组中观察到霍乱弧菌的丰度（49.01%）最高。 
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图 5.2 C 属水平下前 10 种不同细菌的相对丰度 

Figure 5.2 C Relative abundance of top 10 different bacteria 

at the genus level 

 

图 5.2 D 种水平下不同细菌相对丰度 

Figure 5.2 D Relative abundance of different bacteria  

at the species level 

注：CK 表示对照组； T1 表示 20 µg/L Cu
2+处理组； T2 表示 100 µg/LCu

2+处理组 

Note: CK: Control; T1: 20 µg/L Cu
2+

; T2: 100 µg/L Cu
2+
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肠道中厚壁菌门和拟杆菌门的比例与肝脏的脂质代谢有关[73, 119]。在本研

究中，如图 4.2 E 所示暴露于 20μg/L Cu
2+处理组暗纹东方鲀中观察到的厚壁

菌门与拟杆菌的比率（0.80）最高，而暴露于 100μg/L Cu
2+处理组暗纹东方鲀

中观察到的比率（0.02）最低。 

 

 

图 4.2E 水体铜暴露 21 天后暗纹东方鲀肠道中的厚壁菌门与拟杆菌门的比率。 

Figure 4.2E the Firmicutes to Bacteroidetes ratio in the intestine after 21 days Cu
2+ 

exposure 

注：CK：控制； T1：20 µg/L； T2：100 µg/L。不同小写字母表示各组之间显著差异

（p≤0.05）。 

Note: CK: Control; T1: 20 µg/L; T2: 100 µg/L. Significant differences (p≤0.05) among 

treatments are indicated by different letters. 

5.5 讨论 

在正常情况下，肠道菌群通过促进食物消化，产生维生素和维持免疫系

统稳态以及提高宿主的解毒能力而对宿主产生有益作用，而肠道菌群紊乱和

肠上皮屏障受损可能与脂肪肝现象的产生有关[120,121]。在本章研究中，铜处理

后暗纹东方鲀肠道菌群 Alpha 多样性发生了显著变化（如 Chao 1，ACE，

Shannon 和 Simpson 指数所示），这表明肠道微生物群落平衡的破坏可能是脂

肪肝形成的重要诱因之一。与此同时，20 µg/L Cu
2+诱导的 Alpha 多样性值高

于 100 µg/L Cu
2+，这表明环境中低浓度的 Cu

2+可能刺激肠道中各种微生物的

生长（Cu
2+可作为微生物生长的营养物质），但当处于高浓度时，Cu

2+可能对

肠道菌群产生毒害作用。而在本研究中，铜处理组和对照组中暗纹东方鲀肠
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道菌群均以变形杆菌和拟杆菌为主，而 Meng 等[122]发现在铜处理组和对照组

中鲤鱼（Cyprinus carpio）肠道菌群多为变形杆菌和梭杆菌，结果的不同可能

是由于物种不同造成的差异。 

肠道菌群对肥胖相关疾病的调节作用于 SCFA 合成，胃肠激素产生和全

身性低度炎症有关。Kimura 等[123]人研究显示，肝脏通过循环从肠道中接受短

链脂肪酸（short-chain fatty acids，SCFA），厚壁菌门是产生 SCFA 的主要菌

门，在脂肪肝形成过程中起重要作用。我们用 20 µg/L Cu
2+处理的暗纹东方鲀

中发现了最高的厚壁菌门丰度和最高的厚壁菌门/拟杆菌比值（0.80），这表

明 20 µg/L Cu
2+不仅可以通过诱导脂肪合成相关基因（抑制脂解性基因）的表

达来诱导脂肪肝的形成，也可以通过在暗纹东方鲀肠道中产生SCFA来实现。

但是，在 100 µg/L Cu
2+处理组暗纹东方鲀肠道中观察到了低丰度的可产生

SCFA 的菌群，这表明高浓度的 Cu
2+对产生 SCFA 的菌群有毒害作用（或导

致厚壁菌门对脂肪肝的形成没有影响），因此脂肪合成相关基因表达上调是

100 µg/L Cu
2+处理组暗纹东方鲀肝脏内脂肪沉积的主要原因。另外，在 100 

µg/L Cu
2+处理组中，肠道菌群在属的水平上优势菌群为弧菌属。而之前的研

究显示，致病性弧菌属（霍乱弧菌和副溶血性弧菌）会对鱼类的生长产生负

面影响[124]。本研究中，100 µg/L 的 Cu
2+处理组中观察到霍乱弧菌丰度大于

40％，这可能是高浓度 Cu
2+处理导致暗纹东方鲀生长受到抑制甚至死亡的原

因之一。 
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第 6 章 小结 

6.1 结论  

水体铜暴露对暗纹东方鲀生长造成负面影响，肝脏内铜积累量明显上升，

肝脏组织遭到破坏，细胞内脂质含量增加，LPL 活性升高；脂代谢相关基因

（G6PD，6PGD，LPL，FAS、ACC、HSL、CPT1、PPARα 和 PPARγ）在体

外和体内实验中均有不同程度变化；此外水体铜暴露也改变了暗纹东方鲀肠

道微生物菌群组成。本研究揭示了水体铜通过诱导肝脏脂肪合成和分解基因

的表达并诱导肠道产短链脂肪酸（SCFA）菌群丰度升高来促进暗纹东方鲀肝

脏脂质沉积。研究结果为评估重金属暴露对水产养殖动物的毒害作用提供有

效的参考资料。主要结论如下： 

6.1.1 水体铜暴露下暗纹东方鲀生长性能、组织铜积累及肝脏显微结构的分析 

高浓度铜暴露（100μg/L）显著抑制了暗纹东方鲀的生长性能（包括体重

增长和存活率），随着处理时间的延长，肝脏内铜离子积累量远大于肠和肌

肉组织；H&E 染色和油红 O 染色分析显示，在不同浓度铜暴露处理下，肝脏

组织受到损伤并有脂肪沉积现象。低浓度（20μg/L）的 Cu
2+

 暴露比高浓度

（100μg/L）的 Cu
2+ 暴露能够诱导更多的肝脏脂肪含量。可知，水体铜暴露

对暗纹东方鲀肝脏生长性能和肝脏脂肪沉积均有影响。 

6.1.2 水体铜暴露下暗纹东方鲀肝脏脂代谢相关酶活和基因表达的分析 

水体铜暴露处理后，暗纹东方鲀肝脏内脂肪含量、TG 含量和 LPL 酶活

性均升高，与脂肪形成有关的基因（G6PD，6PGD，LPL，FAS 和 ACC）表

达上调，而与脂肪分解有关的基因（HSL 和 CPT1）表达出现下调，转录因子

PPARα 和 PPARγ 参与了铜暴露下暗纹东方鲀肝脏脂质代谢。结果显示，水体

铜通过促进脂肪合成基因的表达，并抑制脂肪分解基因进而诱导肝脏脂肪沉

积。 

6.1.3 水体铜暴露下暗纹东方鲀肝细胞脂代谢相关基因的表达分析 

在细胞水平检测铜暴露对肝细胞脂代谢的影响，结果显示，随着铜处理

浓度的升高，与脂肪合成相关的基因（G6PD、6PGD、LPL、FAS 和 ACC）

表达在 30µM 处理组显著上调，LPL 和 FAS 基因表现出铜浓度刺激的高敏感
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性；与脂肪分解有关的基因（HSL 和 CPT1）表达水平显著下调；铜处理下，

转录因子 PPARα 表达水平虽有下调，但不同铜浓度对其表达并未产生显著影

响，转录因子 PPARγ 表达水平在 30 µM 组显著上调。研究结果与体内实验相

互映证，揭示水体铜暴露对暗纹东方鲀肝脏脂代谢的影响机制。 

6.1.4 水体铜暴露下暗纹东方鲀肠道微生物菌群组成变化分析 

16S rRNA 高通量测序，分析铜暴露下暗纹东方鲀肠道菌群变化情况。结

果显示，铜处理后暗纹东方鲀肠道菌群 alpha 多样性发生了显著变化，铜暴露

处理组与对照组中优势肠道菌群均为变形菌门（Proteobacteria）和拟杆菌门

（Bacteroidetes），螺旋菌门（Spirochaetae）所占比例明显下降，暴露于 20μg/L 

Cu 的鱼中观察到的最高的厚壁菌门与拟杆菌门的比率。因此，水体铜暴露改

变了暗纹东方鲀肠道微生物菌群组成，肠道中产短链脂肪酸（SCFA）菌群丰

度的升高可能促进肝脏脂肪的积累。 

6.2 创新点 

（1）本研究首次建立暗纹东方鲀原代肝细胞培养体系，在细胞层面检测了水

体铜暴露对肝细胞脂代谢的影响，结合体内实验，初步揭示水体铜通过促进

肝脏脂肪合成基因的表达，并抑制脂肪分解基因进而诱导暗纹东方鲀肝脏脂

肪沉积。 

（2）本研究率先研究了不同铜浓度对暗纹东方鲀肠道微生物组成的影响，证

实水体铜暴露改变了暗纹东方鲀肠道微生物组成。肠道中产短链脂肪酸

（SCFA）菌群丰度的升高可能促进肝脏脂肪的积累。 

6.3 展望 

本文通过对水体铜暴露下暗纹东方鲀生长性能和肝脏脂代谢相关基因表

达情况以及肠道微生物菌群变化进行分析，探讨水体铜是如何诱导暗纹东方

鲀脂肪肝形成。暗纹东方鲀在集约化养殖过程中不可避免会受到水体中重金

属污染的影响。实验室前期证实水体铜暴露同样会诱导暗纹东方鲀肝脏产生

内质网应激以及细胞凋亡，后续应针对水体铜暴露下肝脏脂代谢与内质网应

激的关系进行研究，并在细胞层面进行验证。 
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