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团头鲂GPR43基因克隆、组织分布及黄连素对其

mRNA表达量的影响
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摘要:  试验采用RACE技术克隆了团头鲂(Megalobrama  amblycephala)G蛋白偶联受体43(GPR43)基因的

cDNA序列, 并探究了不同组织中的GPR43 mRNA表达量及黄连素对其表达量的影响。结果显示, 克隆得到

的团头鲂GPR43基因的cDNA序列全长为2026 bp, 含有1个长度为  981 bp的开放阅读框,  编码了326个氨基

酸。RT-PCR检测发现GPR43在团头鲂的肠道、肌肉、鳃和肝胰腺中具有较高的表达。为期8周的养殖试验

选取均重为(80.00±0.90) g的团头鲂320尾, 随机分于16个网箱中, 饲喂4种不同的试验日粮, 分别为正常日粮

(脂肪含量为5%)、正常日粮+50 mg/kg黄连素、高脂日粮(脂肪含量为10%)、高脂日粮+50 mg/kg黄连素。结

果显示: 在肠道组织中, 与正常日粮组相比, 高脂组的GPR43表达量降低, 添加黄连素能够显著升高其表达水

平(P<0.05)。与正常日粮组相比, 高脂组的胆固醇(CHO)含量以及细胞分裂素蛋白激酶(p38)的表达量均呈现

了显著上升(P<0.05)的趋势, 添加黄连素后其含量及表达量显著下降(P<0.05)。肝胰腺组织和肌肉组织中的

多不饱和脂肪酸(PUFA)含量变化也有着相似的趋势, 而肉碱棕榈酰基转移酶Ⅰ(CPT Ⅰ)、过氧化物酶体增值

因子α&β (PPARα&β)、AMP依赖性蛋白激酶(AMPK)的表达量以及2个组织中的饱和脂肪酸(SFA)和单不饱

和脂肪酸(MUFA)含量呈现出了相反的趋势。此外, 在正常日粮中添加黄连素并不能对上述各指标产生明显

的调控效应, 有时反而会导致轻微的负调控效应。综上结果表明, 黄连素能够显著上调GPR43在高脂抑制下

的表达量, 同时能够缓解高脂诱导的团头鲂肝胰腺脂肪沉积, 改善其脂肪代谢性能。黄连素对于脂肪代谢的

调控作用可能通过GPR43受体来实现。
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作为小肠中厌氧细菌发酵的主要产物, 短链脂

肪酸(SCFA)是动物有机体中的主要能量来源
[1]
。

短链脂肪酸在多核细胞(PMNC)中发挥许多与免疫

相关的生物学功能
[2]
。据最新研究报道, G蛋白偶

联受体家族的GPR43能够与短链脂肪酸特异性结

合, 这表明短链脂肪酸在多核细胞(PMNC)中的生

物学信号传递可能是通过与GPR43的结合来实现

的
[3]
。研究表明, 作为短链脂肪酸受体的GPR43在

调节体脂代谢以及对相关病征防治机制的调控方

面都有着不可或缺的作用
[4], 而这些作用通常是通

过调整胃肠肽的分泌与调节细胞癌变通路
[5]
。由于

该受体在糖脂代谢的调控作用中扮演着重要角色,
已然成为药物筛选新靶点的重要一员。目前, 关于

鱼类GPR43的分子生物学研究仅在牙鲆上有序列

报道, 在其他鱼种上有关GPR43的研究尚且寥寥可

数。本试验克隆了GPR43基因的cDNA序列并进行

了相关的同源性比对, 同时分析了GPR43在相关代

谢因子作用下的表达特征, 旨在探讨鱼体GPR43的
代谢调节机制, 为研究鱼类营养性代谢机理提供部

分参考依据。

随着这些年来水产养殖业的疾速发展, 伴随集

约化和高密度养殖, 生产周期的锐缩、过量采食以
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及水质恶化等问题的层层涌现, 鱼体脂肪代谢紊乱

和健康机能障碍等现象便时有发生。同时在实际

生产中, 高脂肪饲料已经越来越多地被养殖者使用,
因为适当地提高饲料中的脂肪水平能够有效地节

约蛋白质
[6], 进而提高饲料利用效率

[7]
。但是, 脂质

的过量摄入必然会导致脂肪在机体肝胰腺中过量

地沉积, 增加脂肪肝发生的可能, 进而引发一系列

的健康问题
[8, 9]

。为了解决这些问题, 本研究选择

了名为黄连素的中草药, 并添加到饲料中以期改善

鱼类的脂肪代谢, 黄连素中含有的盐酸盐已经被证

实具有调控脂肪代谢的功能, 并已用于治疗高脂血

症和肝胰腺功能障碍
[10]
。

团头鲂(Megalobrama amblycephala)是世界上

重要的水产养殖品种。由于其良好的性能和肉质,
在中国更是受到了广大界内人士的喜爱并且被广

泛地养殖。然而, 与其他养殖鱼类相比, 团头鲂更

容易患有脂肪肝类病征
[11]

。因此, 在本研究中, 我
们使用团头鲂作为模型动物, 经为期8周的高脂饲

料投喂试验来探究黄连素调节脂肪代谢和缓解脂

肪沉积的机制。

1    材料与方法

1.1    试验设计及饲料配方

试验设计4种等氮饲料, 分别为正常日粮(脂肪

水平5%, ND组)、高脂日粮(脂肪水平10%, HD组)、
添加50 mg/kg黄连素的正常日粮(NDB组)和高脂日

粮(HDB组), 饲料配方和营养成分分析见表 1。根

据饲料配方将各个原料粉碎、称重, 按照先小料后

大料的方式, 逐级混匀, 加适量水, 使用小型饲料颗

粒机制成粒径2 mm水稳性良好的沉性颗粒料, 于
通风处晾干后置于–20℃冰箱保存备用。

1.2    试验鱼与养殖管理

养殖试验在江苏省南京市浦口水产营养研究

试验基地进行, 试验所用团头鲂幼鱼取自江苏扬州

国家级水产原种场。驯化1周后, 选取外表健康、

活力稳定、规格整齐, 质量为(80.00±0.90) g的团头

鲂320尾, 随机均分入16个网箱(规格: 2.0 m×1.0 m×
1.0 m)中。在为期8周的养殖期间, 每天定时饱食投

喂3次(7:30h、12:00h和16:30h)。早晚定时测定水

温、水中的溶氧及pH。在整个养殖试验期中, 水温

25—32℃, pH 7.0—7.6, 溶氧保持在5.0 mg/L以上。

1.3    样品采集与分析

基因克隆所用团头鲂取自江苏省南京市浦口

区南京农业大学水产系试验基地。以团头鲂肝胰

腺为模板进行GPR43基因的cDNA克隆, 并采集肝

胰腺、肠道、肌肉等10个常见组织于–80℃保存,

以备后续组织表达分析测定。

在养殖试验结束后, 将鱼饥饿24h以排空其肠

道内容物, 每个网箱随机取鱼5尾, 取样均在冰袋上

进行。用浓度为80 mg/L的MS-222麻醉, 从尾静脉

采血, 血液采集后置于预先制好的抗凝管中, 3000 r/
min离心10min (4℃), 制得血浆。解剖后分离内脏

团和胴体, 然后分离出肝胰脏, 用4℃预冷的生理盐

水清洗肝胰腺组织后用滤纸吸干水分, 供测定相关

的脂肪代谢指标。用于制作组织学切片的肝胰腺

样品分别用1%的甲醛或2.5%的戊二醛固定。

1.4    GPR43基因的cDNA克隆与测序

GPR43基因3′ RACE扩增及5′ RACE扩增　　团

头鲂总RNA提取采用Trizol® Plus RNA Purification
Kit (Invitrogen货号: 12183-555)进行, 具体提取过程

参照该试剂盒的说明书。提取后分光光度计和电

表 1   试验所用饲料的配方及营养组成

Tab. 1   Formulation and composition of experimental diets

原料
Ingredient

正常日粮
Normal diet (%)

高脂日粮
High-fat diet (%)

鱼粉Fish meal 5.00 5.00
豆粕Soybean meal 26.00 25.82
菜粕Rapeseed meal 11.86 11.86
棉粕Cottonseed meal 12.58 12.58
麸皮Wheat bran 10.00 4.00
面粉Wheat meal 28.50 28.50
猪油Lard oil 1.33 4.42
豆油Soybean oil 1.33 4.42
磷酸二氢钙
Calciumbiphosphate 2.00 2.00

复合预混料
aPremix 1.00 1.00

食盐Salt 0.40 0.40
饲料营养组成Proximate composition (%)

水分Moisture 13.90 11.22
粗蛋白Crude protein 29.64 29.38
粗脂肪Crude Lipid 4.77 10.10
能量Energy (MJ/kg) 17.05 18.80

注: a 每千克预混料中含有：CuSO4·5H2O 2.0 g；FeSO4·7H2O
25 g；ZnSO4·7H2O 22 g；MnSO4·4H2O 7 g；Na2SeO3 0.04 g；
KI 0.026 g；CoCl2·6H2O 0.1 g；维生素A 900000 IU；维生素D
200000 IU；  维生素E 4500 mg; 维生素K 3220 mg; 维生素B1
320 mg; 维生素B2 1090 mg; 烟酸2000 mg; 维生素B6 500 mg; 维
生素B12 1.6 mg; 维生素C 5000 mg; 泛酸1000 mg; 叶酸165mg;
胆碱60000 mg; 生物素1.2 mg；肌醇15000 mg

Note:  aPremix supplied the following minerals  (g/kg) and
vitamins (IU or mg/kg): CuSO4·5H2O, 2.0 g; FeSO4·7H2O, 25 g;
ZnSO4·7H2O,  22  g;  MnSO4·4H2O,  7  g;  Na2SeO3,  0.04  g;  KI,
0.026 g; CoCl2·6H2O, 0.1 g; Vitamin A, 900000 IU; Vitamin D,
200000 IU; Vitamin E, 4500 mg; Vitamin K, 3220 mg; Vitamin
B1, 320 mg; Vitamin B2, 1090 mg; Niacin, 2000 mg; Vitamin B6,
500 mg; Vitamin B12, 1.6 mg; Vitamin C, 5000 mg; Pantothenate,
1000 mg; Folic acid, 165 mg; Choline, 60000 mg; Biotin, 1.2 mg;
Myoinositol 15000 mg
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泳分析, 模板采用GeneRacer TM Kit (Invitrogen, 货
号 :  L1500-01)进行合成。在PCR结束后 ,  采用

1.2%琼脂糖凝胶电泳进行分析, 切胶回收后, 连接

pUCm载体, 转化高效化学感受态细胞DH5α, 进行

测序。

目的基因PCR扩增及回收　　以团头鲂肝胰

腺cDNA为模板进行PCR扩增。在PCR结束后, 采
用1.5%琼脂糖凝胶电泳进行分析, PCR产物呈现出

一条特异性条带, 大小约400 bp左右, 切胶回收后,
连接pUCm-T载体 ,  转化高效化学感受态细胞

DH5α, 进行测序。

1.5    血浆生化指标测定

血浆中总胆固醇、甘油三酯及游离脂肪酸水

平均使用南京建成试剂盒测定, 详细测定方法见于

该试剂盒说明书。

1.6    肝胰腺基因表达的测定

肝胰腺总RNA提取: 取大约100 mg的肝胰腺样

品迅速转移至液氮预冷的研钵中, 用研杵迅速研磨

组织, 期间不断加入液氮, 直至研磨成粉末状。向

研钵中加入适量的RNAiso Plus, 按照RNAiso Plus
试剂盒中说明书操作, 提取总RNA。

反转录: 采用Takara Prime Script® RT reageat
Kit反转录试剂盒说明书进行操作, 所得cDNA保存

于–20℃待用。

定量PCR: (1) 引物设计: 根据Genbank数据库

中的序列 ,  利用Primer 5.0软件设计内参基因β-
actin、肉碱棕榈酰基转移酶Ⅰ(CPTⅠ)、过氧化物

酶体增值因子(PPARs)、AMP依赖性蛋白激酶

(AMPK)及细胞分裂素蛋白激酶(p38), 引物序列参

见表 2, 引物由上海Invitrogen公司合成。(2) 根据

TaKaRa公司生产的SYBR® Premix Ex Taq TM II试
剂盒说明书进行加样上机。

1.7    肝胰腺超微结构的观察

肝胰腺样品在用2.5%的戊二醛固定24h后 ,
OsO4固定1h, 切成70 nm厚度的切片, 染色后用透射

电子显微镜(Hitachi H-7650)观察。

1.8    组织脂肪含量及脂肪酸组成测定

脂肪酸组成采用气相色谱法测定(岛津GC-
201),  用氯仿和甲醇混合液提取组织中脂肪后 ,
0.5 mol/L氢氧化钾-甲醇溶液使其甲酯化后, 上机

测定。脂肪酸分析条件: cross-linked 5% phenyl-
methyl silicone毛细管色谱柱, 柱长为30 m, 内径

0.32 mm, 膜厚0.25 mm。FID检测器, 气化温度

250℃; 检测温度270℃; 柱流量110 mL/min, 载气为

N2, 流量29 mL/min, 氢气燃烧气流量30 mL/min, 空
气助燃气流量300 mL/min; 采取程序升温: 起始柱

温100℃; 以5℃/min速度升至200℃, 保持5min; 以
2℃ /min速度升至225℃ ,  保持2min;  分析时间

39.5min。
1.9    数据统计与分析

试验结果采用平均值±标准误(Mean±SEM)进
行表示。数据在Excel 2010中作初步处理后, 用
SPSS 17.0软件进行单因素方差分析(One-Way AN-
OVA), 之后使用Duncan’s分析法比较以上结果的

显著差异性, 差异显著性水平为P<0.05。

2    结果

2.1    团头鲂GPR43基因cDNA全长克隆及序列

分析

对团头鲂GPR43基因cDNA核心序列进行扩

增, 分别得到2段核苷酸片段, 组装去掉重复序列后,
得到GPR43(Genbank: MH157215)基因全长cDNA
序列。该cDNA全长为2026 bp, 包含一个长度为

981 bp的开放阅读框(Open reading frame), 编码了

326个氨基酸。

2.2    团头鲂GPR43同源性分析

克隆得到的GPR43 cDNA序列含有6段跨膜区

域, 分别在6—34、41—68、77—116、122—148、
170—204、214—245位置, 在8—280位置有一个

7tmA-FFAR2-FFAR3蛋白质结构域。

2.3    系统进化树分析

如图 1所示, 通过MEGA 4.0软件中的NJ法将

以上氨基酸序列构建系统进化树。结果显示, 团头

鲂的GPR43序列与牙鲆的GPR43序列相似性最高,

表 2   定量PCR引物序列

Tab. 2   Nucleotide sequences of the primers used to assay gene
expression by real-time PCR

目的基因
Target gene

序列
Sequence (5′—3′)

CPTⅠ-F TACTTCCAAAGCGGTGAG
CPTⅠ-R AGAGGTATTGTCCGAGCC
PPAR α-F GTGCCAATACTGTCGCTTTCAG

PPAR α-R CCGCCTTTAACCTCAGCTTCT

PPAR β-F CATCCTCACGGGCAAGAC

PPAR β-R CACTGGCAGCGGTAGAAG

PPAR γ-F AGCTTCAAGCGAATGGTTCTG

PPAR γ-R AGGCCTCGGGCTTCCA

AMPK-F GCGACGGACAAACAGAAACA

AMPK-R TTCCCCACCACATCCAGACT

p38-F CACTCGCATTCCAAGCAGAC

p38-R GCATCAAACGCAGAGCAAAC

β-actin-F CGGACAGGTCATCACCATTG
β-actin-R CGCAAGACTCCATACCCAAGA
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二者聚为一支。此外, 作为灵长类的人和猕猴聚为

一支, 作为反刍类的牛和山羊聚为一支, 而作为啮

齿类的家鼠和漠林鼠则聚为一支。这与传统的形

态学和生化特征分类进化地位也基本一致。

2.4    团头鲂GPR43基因组织表达差异分析

如图 2所示, 通过实时荧光定量PCR测定团头

鲂的各组织(肠道、鳃、脂肪组织、肝胰腺、脑、

肾脏、脾脏、心脏、皮肤、肌肉)中GPR43的表达

情况。结果显示, 在肠道、鳃、肝胰腺、和肌肉组

织中的表达量显著高于其他组织, 其次表达量相对

较高的组织为脂肪组织、脑和肾脏, 脾脏、心脏和

皮肤中表达量最低(P<0.05)。
2.5    不同日粮组成对团头鲂各组织GPR43表达的

影响

如图 3所示, 在肠道组织中, 高脂+黄连素组的

GPR43表达量显著高于高脂组(P<0.05), 与其他各

组间差异不显著(P>0.05)。GPR43表达量在肝胰腺

和肌肉组织中的表达量差异不显著(P>0.05)。
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图 1    根据NJ法构建的GPR43氨基酸序列系统进化树

Fig. 1    Phylogenetic tree of the GPR43 amino acid sequence with Neighbour-Joining method
每个节点处的数字表示自展支持率, 自展值检验为1000次重复抽样。GenBank序列号分别为: 大鼠(BAD02826.1)、沙漠林鼠

(OBS72789.1)、达马拉鼹鼠(KFO32380.1)、人类(AAB86713.1)、食蟹猴(EHH59466.1)、家兔(AOE47572.1)、猪(NP_001265687.1)、
骆驼 (EPY81301.1)、牛 (ACM07438.1)、山羊(NP_001272584.1)、熊猫(EFB29861.1)、牙鲆(ALJ30163.1)
Numbers at nodes indicate the bootstrap value (%) that obtained from 1000 replicates. GenBank Accession No.: Rattus norvegicus
(BAD02826.1), Neotoma lepida (OBS72789.1), Fukomys damarensis (KFO32380.1), Homo sapiens (AAB86713.1), Macaca fascicularis
(EHH59466.1), Oryctolagus cuniculus (AOE47572.1), Sus scrofa (NP_001265687.1), Camelus ferus (EPY81301.1), Bos taurus (ACM
07438.1), Capra hircus (NP_001272584.1), Ailuropoda melanoleuca (EFB29861.1), Paralichthys olivaceus (ALJ30163.1)
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图 2   团头鲂各组织GPR43基因表达

Fig. 2   The gene expression of GPR43 in different tissues of blunt
snout bream

同行肩标字母不同表示差异显著(P<0.05); 下同

Values in the same line with different superscripts alphabet
showed significantly difference (P<0.05); the same applies below
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图 3   不同日粮投喂下团头鲂各组织GPR43表达的差异

Fig. 3   The expression of GPR43 in different tissues of blunt snout
bream fed with different diets
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2.6    血浆生化指标

如表 3所示, 各组之间的TG含量无显著变化

(P>0.05)。与正常日粮组相比, 高脂组中的FFA和

TC含量均有上升的趋势。高脂+黄连素组的FFA和

TC含量均显著低于高脂组(P < 0.05)。
2.7    肝胰腺脂代谢相关基因表达

如表 4和图 4所示, 与正常日粮组相比, 高脂组

中的CPTⅠ和AMPK mRNA表达量显著降低(P<
0.05), 高脂+黄连素组的AMPK mRNA表达量显著

升高 ( P < 0 . 0 5 )。高脂+黄连素组的P P A R α和
PPARβ的mRNA表达量显著高于高脂(P<0.05)。各

组间PPARγ mRNA表达量差异不显著(P>0.05)。高

脂组的p38 mRNA表达量显著高于正常日粮组和高

脂+黄连素组(P<0.05)。
2.8    肝细胞超微结构

正常日粮组的团头鲂肝细胞肝小叶完整并排

列有序, 同时细胞核位于细胞体中央位置(图 5A)。
然而, 高脂组的肝细胞发现大量脂滴, 细胞内的脂

滴导致细胞核偏移到细胞边缘以及细胞质流失(图
5C)。黄连素的添加可以显著地改善这些异常状态

并使肝细胞恢复到较为正常的状态(图 5D)。在添

加黄连素的正常日粮组的肝细胞中, 脂滴数量和脂

质空泡化略微增多(图 5B)。
2.9    肝胰腺和肌肉的脂肪酸组成

如表 5所示, 肝胰腺和肌肉组织的脂肪酸组成

差异显著。在肝胰腺中, 与正常日粮组相比, 高脂

组的C18: 0和 C18: 1n-9含量显著降低(P<0.05), 而
C18: 2n-6、C18: 3n-3、C20: 5n-3、C22: 5n-3、
C22: 6n-3、n-3 LC-PUFA和n-6 LCPUFA含量显著

升高(P<0.05)；高脂+黄连素组的C18: 0、C18: 1n-
9、C18: 2n-6、C18: 3n-3、C20: 5n-3、C22: 5n-3、
C22: 6n-3和n-3LC-PUFA含量差异不显著。在肌肉

组织中, 与正常日粮组相比, 高脂组的C16:1n-9和
C18:1n-9显著降低(P<0.05)，C18: 2n-6、 C22: 6n-
3、n-3 LC-PUFA和n-6LC-PUFA含量显著升高

(P<0.05)；高脂+黄连素组的C16:1n-9和 C18:1n-

表 3   不同日粮投喂对团头鲂血浆生化指标的影响

Tab. 3   Results of blood biochemistry in blunt snout bream fed
with different diets

组别
Group

游离脂肪酸
FFA (mmol/L)

总胆固醇
TC (mmol/L)

甘油三酯
TG (mmol/L)

正常日粮ND 0.77±0.04ab 7.81±0.34ab
3.06±0.33

正常+黄连素
NDB 0.73±0.06b 8.91±0.37ab

3.20±0.49

高脂日粮HD 0.83±0.10a 9.64±0.98a 3.64±0.19
高脂+黄连素

HDB 0.73±0.06b 7.40±0.63b 3.02±0.19

注: 所有数值均以均值±标准误(Mean±SEM)进行表示; 每
一列数据中标有不同字母者即为差异显著(P<0.05); 下同

Note: All values are expressed as Means±SEM Data in the
same line with different letters showed significantly difference
(P<0.05); the same applies below

表 4    不同日粮投喂下团头鲂肝胰腺脂代谢因子的相对表达量

Tab. 4    Relative gene expression for lipid metabolic genes in hepatopancreas of blunt snout bream fed with different diets

组别Group 肉碱棕榈酰基转移酶
ⅠCPTⅠ

过氧化物酶体增值因子

PPARα PPARβ PPARγ

正常日粮ND 1.00±0.07a 1.00±0.06b 1.00±0.08b
1.00±0.08

正常+黄连素NDB 0.99±0.06a 0.83±0.06b 0.78±0.12b
1.02±0.09

高脂日粮HD 0.75±0.10b 0.83±0.08b 0.78±0.14b
0.86±0.06

高脂+黄连素HDB 1.17±0.11a 1.59±0.16a 1.60±0.08a
1.01±0.02
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图 4    不同日粮投喂下团头鲂肝胰脏脂肪代谢因子的相对表达量

Fig. 4    Relative gene expression for lipid metabolic genes in hepatopancreas of blunt snout bream fed with different diets
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9显著降低(P<0.05), 但是C18: 2n-6、C22: 6n-3、n-
3  LC-PUFA和n-6  LC-PUFA含量差异不显著

(P>0.05)。

3    讨论

3.1    GPR43基因cDNA全长的克隆及序列分析

G蛋白偶联受体(G protein-coupled receptors,
GPCR)是一大类具有7次跨膜α螺旋结构的膜蛋白

受体的统称
[12], 这类受体家族的大部分成员均能介

导各类神经和激素传导引起的细胞应答, 参与众多

细胞信号转导过程, 具有广泛的生物学功能
[13]

。

GPR43(G protein coupled receptor 43)即为该受体

( G P C R s )家族中的一员 ,  已有众多研究显示 ,
GPR43对于肥胖、糖尿病等常见代谢性疾病的防

治均能起到关键性的作用。从1997年Sawzdargo
等

[14]
发现GPR43基因以来, 关于它的研究还主要集

中在大型哺乳动物、反刍动物和啮齿动物等物种

上, 而水产动物上有关GPR43基因的相关研究寥寥

无几。从高等动物体上的研究得知, GPR43基因主

要分布在机体的肠道上皮组织、脂肪组织、免疫

组织、淋巴组织以及嗜中性粒细胞等部分
[15]

。本

研究首次克隆了团头鲂GPR43基因的cDNA序列,
并采用RT-PCR技术探讨了该基因在团头鲂各个组

织中的表达情况, 结果显示表达量相对较高的组织

为肠道、肌肉、鳃和肝胰腺, 其次是脑、肾脏和腹

脂, 表达较低的则是脾脏、心脏和皮肤。Dass等[16]

在对大鼠(Rattus norvegicus)的研究中也发现了

GPR43在整个大鼠的胃肠道中都有表达, 其中在结

N

L

N

L

N

L

NL

A B

C D

图 5    团头鲂肝细胞的透射电镜图

Fig. 5    Transmission electron microscope (TEM) images of hepatocytes in blunt snout bream
A. 正常日粮饲喂的团头鲂的肝细胞具有正常的细胞结构; B. 正常日粮与黄连素饲喂的团头鲂的肝细胞中出现了较多的脂滴; C. 高
脂日粮饲喂的团头鲂的肝细胞中形成了大量的大脂滴; D. 高脂日粮与黄连素饲喂的团头鲂的肝细胞脂滴数量明显减少; N表示细胞

核, L表示脂肪滴

A. Normal structure hepatocytes in fish fed control diet; B. Hepatocytes with a lot more lipid droplets exist in the fish fed with the
supplement of berberine in normal diet; C. extensive intracellular lipid droplets present in the hepatocytes of fish fed with high-fat diet; D.
Hepatocytes structural abnormalities of high-fat status alleviating with berberine; N represented Nucleus, L represented lipid droplet

668 水   生   生   物   学   报 42 卷



肠中表达量最高。

3.2    GPR43基因在团头鲂不同组织中的表达分析

王永安等
[17]

在高脂饲喂小鼠(Mus musculus)的
研究中发现, 短链脂肪酸能够在GPR43的帮助下有

效抑制脂肪细胞中异丙肾上腺素介导的有关脂解

作用; 而在丙酸盐处理的3T3-L1脂肪细胞的诱导分

化的过程中
[18], GPR43的表达量会随着PPARγ表达

量的增加而增加, 当使用siRNA技术沉默了GPR43
的表达后, 脂肪细胞的分化进程也受到了明显的阻

碍。以上研究结果充分表明, GPR43受体在脂肪细

胞的增殖与分化过程中都有着不可或缺的作用
[19]

。

本实验通过养殖试验探究了高脂环境与黄连素的

作用对该基因表达的影响, 结果表明, 在高脂投喂

团头鲂的肠道、肝胰腺和肌肉组织中, GPR43的表

达量均有所降低, 功能性饲料添加剂黄连素的使用

则有效提高了GPR43在这些组织中的表达量
[17]
。

3.3    黄连素对团头鲂肝胰腺脂肪代谢相关基因的

分析

肝胰腺内脂肪代谢平衡是一个极其复杂的过

程, 包括脂质的分泌, 转运和摄取。在自然生理条

件下, 脂肪的分泌和摄取之间存在动态平衡
[20]

。在

小鼠中, 肝胰腺脂质分泌的阻塞是肝胰腺脂肪沉积

的主要原因
[21]

。在本研究中, 与对照组相比, 高脂

组的血浆甘油三酯浓度显著增加, 这表明了内源性

脂肪转运处于活跃状态。肉碱棕榈酰转移酶Ⅰ

(CPTⅠ)是肝胰腺组织细胞中长链脂肪酸β-氧化的

关键调节酶和限速酶, 其活性是影响脂肪酸氧化的

关键因素。而过氧化物酶体增殖因子(PPARs)对
CPTⅠ在转录水平的调控对脂肪代谢有着非常重

要的意义, 在一定条件下可以调控CPTⅠ的表达,
其中PPARα与CPTⅠ在肝胰腺中的表达呈线性关

系
[10]

。PPARα具有改善脂代谢紊乱的作用, PPARβ
亦是目前预防和治疗肥胖病症的潜在靶标, 在脂代

谢中具有重要调节作用, PPARγ则主要分布于脂肪

组织, 能够诱导脂肪细胞的分化与形成
[22]

。我们的

研究结果显示, 高脂组的CPTⅠ、PPARα与PPARβ
的mRNA表达量低于对照组, 表明当脂肪摄入过量

时, 肝胰脏脂肪生成减少, 添加黄连素可以显著地

提高其mRNA表达。与前人的研究相似, 当脂肪摄

入量增多时, 上述基因表达就会被抑制
[23]

。一个可

能的原因是高脂组中外源性脂肪摄入量的增加抑

制了内源性合成, 以维持从饲料中吸收的外源性脂

肪和内源性脂肪合成之间的动态平衡
[24]
。

AMP-依赖性蛋白激酶(AMPK)是细胞能量状

态和压力传感器, 能促进脂肪酸转运到线粒体
[25]

。

AMPK通过激活ATP产生途径来调节能量代谢, 这
些途径主要包括糖酵解, 脂肪酸氧化以及抑制ATP
消耗途径(脂肪酸和胆固醇合成)。激活AMPK可能

作为缓解脂质沉积的重要途径
[26]

。丝裂原活化蛋

白激酶(MAPK)是一种丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶
[27],

表 5    团头鲂肝胰腺及肌肉脂肪酸组成

Tab. 5    The composition of fatty acid, hepatopancreas and muscles of blunt snout bream fed with different diets

脂肪酸
Fatty acid

肝胰腺Hepatopancreas 肌肉Muscle
正常日粮

ND
正常+黄连素

NDB
高脂日粮

HD
高脂+黄连素

HDB
正常日粮

ND
正常+黄连素

NDB
高脂日粮

HD
高脂+黄连素

HDB

C14: 0 1.26±0.06 1.00±0.16 1.28±0.23 1.08±0.03 0.90±0.09a 0.83±0.08ab 0.99±0.06a 0.67±0.04b

C16: 0 20.64±0.61 20.39±0.41 19.81±0.47 21.26±1.11 20.93±0.71a 21.40±0.93a 20.33±0.69ab 19.33±0.40b

C18: 0 16.56±0.45a 16.34±0.53a 14.77±0.72b 15.85±0.89ab 10.36±0.42ab 10.09±0.69ab 9.61±0.68b 11.11±0.81a

C20: 0 0.12±0.02 0.14±0.01 0.13±0.01 0.12±0.01 0.12±0.01 0.13±0.01 0.16±0.01 0.16±0.02

∑SFA 38.60±1.68 38.28±0.77 36.77±1.47 38.57±1.61 32.60±0.30 31.80±0.45 31.36±0.61 31.61±1.03

C16: 1n-9 2.62±0.07 2.80±0.22 2.33±0.16 2.25±0.17 3.36±0.26a 2.52±0.22ab 1.96±0.22b 1.81±0.21b

C18: 1n-9 46.28±1.06a 41.70±2.21b 41.58±1.54b 42.95±2.16ab 33.86±0.34a 28.04±0.64b 27.68±1.02b 28.06±1.97b

C20: 1n-9 1.25±0.03ab 1.35±0.03ab 1.40±0.03a 1.14±0.03b
1.08±0.07 0.95±0.05 0.82±0.07 1.05±0.12

∑MUFA 50.08±0.66 46.38±2.73 45.68±1.80 46.36±3.87 38.46±0.17a 32.64±1.09b 30.57±3.21b 31.80±1.31b

C18: 2n-6 3.13±0.24c 6.68±0.17bc 8.62±0.14a 7.68±0.39ab 16.18±0.26b 15.80±1.16b 19.29±0.76a 17.80±0.81ab

C18: 3n-3 0.19±0.04b 0.32±0.09ab 0.44±0.06a 0.36±0.06ab 1.10±0.05ab 1.08±0.05ab 1.21±0.03a 0.89±0.07b

C20: 5n-3EPA 0.13±0.02b 0.18±0.04ab 0.21±0.01a 0.10±0.02b
0.81±0.02 0.83±0.11 0.89±0.10 0.78±0.08

C22: 5n-3 0.06±0.01b 0.09±0.02ab 0.11±0.01a 0.05±0.02b 0.29±0.02b 0.45±0.04a 0.37±0.03ab 0.26±0.05b

C22: 6n-3 2.36±0.12b 2.73±0.32ab 3.18±0.22a 2.80±0.17ab 3.22±0.07b 6.22±0.57a 6.28±0.30a 4.69±0.69ab

∑PUFA 11.85±1.60b 15.52±2.83ab 17.51±1.63a 15.73±1.80ab 28.89±0.32b 35.56±1.50a 38.06±3.29a 36.49±0.81a

∑n-3 2.76±0.41b 3.32±0.59ab 3.95±0.47a 3.31±0.77ab 5.43±0.11b 8.57±1.08a 8.75±2.72a 6.62±0.90b

∑n-6 3.13±0.24c 6.68±0.17bc 8.62±0.14a 7.68±0.39ab 16.18±0.26b 15.80±1.16b 19.29±0.76a 17.80±0.81ab
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在有机体的细胞中具有不可或缺的作用, 参与细胞

增殖、分化、转化和凋亡的调节, 同时与炎症的发

生过程以及肿瘤等相关疾病的形成均有联系。p38
是MAPKs家族的主要成员之一

[ 2 8 ]
。研究表明 ,

p38介导的信号通路也参与肝胰腺脂肪的沉积
[29]

。

本研究发现, 与对照组相比, 高脂组的p38 mRNA表

达量显著升高, 这表明有过多脂肪在肝胰腺中沉

积。在高脂日粮中添加黄连素可以明显降低p38的
mRNA表达量, 表明黄连素能够有效地缓解高脂诱

导的脂肪沉积。相应地, AMPK的mRNA表达量与

p38呈现了相反的趋势, 这也进一步验证了黄连素

对肝胰脏组织的保护作用。

3.4    黄连素对团头鲂肝细胞超微结构的分析

一般来说, 某些异常情况会存在于患有脂肪肝

的鱼体肝胰腺中, 这不仅反映在会有大量的脂滴形

成, 同时也反映在肝细胞超微结构的异常变化。这

些异常情况不仅意味着肝功能损伤, 还体现了机体

的异常代谢状态
[30]

。在本研究中, 对照组中能观察

到正常的肝细胞(图 5A), 该细胞含有均匀的细胞

质, 清晰的核膜和较少的脂滴。高脂组肝细胞的异

常结构(图 5C)包括: 脂滴过度积累, 肝细胞变形以

及细胞核的偏移和塌陷。这些异常证实了肝胰腺

中的脂质过量沉积可导致肝细胞的损伤。此外, 添
加黄连素可以有效地缓解这些异常病变, 高脂组添

加黄连素后脂滴结构变小(图 5D), 肝细胞并未被脂

滴所挤压, 呈现出较为健康的形态, 核仁与核膜亦

是清晰可见, 与上述研究一致。值得注意的是, 在
正常日粮组中添加黄连素却会导致更多的脂滴形

成(图 5B), 表明黄连素在正常日粮中的添加作用是

有异于高脂日粮的, 这种不同的代谢作用机制还有

待进一步研究。

3.5    黄连素对团头鲂肝脏和肌肉脂肪酸的分析

脂肪酸的组成情况能够在一定程度上体现出

鱼体的脂肪代谢状态, 饱和脂肪酸(SFA)和单不饱

和脂肪酸(MUFA)均为脂肪酸β氧化循环中的最适

底物
[31], 因此, 当底物足够时, 它们将优先用于氧化

产能
[32]

。在我们的试验中, 高脂组肝胰腺和肌肉组

织中的SFA和MUFA含量均低于对照组, 这可能与

上述原因有关。多不饱和脂肪酸(PUFA)则主要通

过脂蛋白外向转运
[33]

。我们通过对脂肪酸组成分

析发现, 肌肉中的DHA含量显著高于肝胰腺中的

DHA含量, 这表明肝胰腺中的DHA很少用于氧化

产能, 而是主要由脂蛋白转运出肝胰腺。因此, 一
旦脂蛋白的分泌被阻断, DHA就容易在肝胰腺中积

累。我们的研究结果表明黄连素能够减少肝胰腺

和肌肉组织中的DHA沉积, 改善高脂条件下鱼体组

织的脂肪酸代谢异常。

4    结论

在本研究中, 我们通过RACE技术克隆得到了

团头鲂GPR43基因的全长cDNA序列, 并且考查了

该基因在相关组织中不同条件作用下的表达变化,
结果显示黄连素的作用能够明显上调GPR43在高

脂抑制下的表达量, 同时结合脂肪代谢酶活、组织

学观察、脂肪酸组成以及相关基因表达的结果发

现, 黄连素能够缓解过多脂肪摄入导致的肝胰腺损

伤。因此我们进一步推测, 黄连素对于脂肪代谢的

调控作用是通过GPR43受体来实现的。此外, 关于

黄连素在正常脂肪环境中的可能作用机制还需要

更多的研究来阐明。
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GENE CLONING OF GPR43 AND ITS DISTRIBUTION IN THE TISSUE OF
BLUNT SNOUT BREAM AND THE EFFECT OF BERBERINE ON

ITS MRNA EXPRESSION

CHEN Dan-Hong1, CHEN Qing-Qing1, LIU Wen-Bin1, ZHANG Ding-Dong1 and XU Wei-Na1, 2

(1. Jiangsu Key Laboratory of Aquatic Animal Nutrition, College of Animal Science and Technology, Nanjing Agricultural
University, Nanjing 210095, China; 2. School of Agriculture and Biology, Shanghai Jiaotong University,

Shanghai 200240, China)

Abstract: This study was conducted to explore the effects of berberine on the mRNA expression of G protein coupled
receptors 43 (GPR43) and the lipid metabolism performance of blunt snout bream fed with high-fat diet. GPR43 in
blunt snout bream was cloned and sequenced with a RACE assays. The effects of berberine on GPR43 mRNA expres-
sion in tissues were also investigated. The obtained full-length nucleotide sequence covers 2026 bp, which has an open
reading frame of 981 bp, and translates a total of 326 amino acids. Moreover, GPR43 mRNAs were detected in differ-
ent tissues of blunt snout bream. In blunt snout bream, the expression of GPR43 in intestine, hepatopancreas, gill and
white muscle were the highest. 320 fish (80.00±0.90) g were randomly divided into four trial groups (each has four rep-
licates) and fed with 4 diets (normal diet, normal diet with 50 mg/kg berberine, high-fat diet, and high-fat diet with 50 mg/kg
berberine, among which normal diet has 5% lipid and high-fat diet has 10% lipid), respectively. The expression of
GPR43 mRNA in the high-fat diet group decreased compared with control group, while it significantly increased
(P<0.05) after adding in berberine. Compared with the control group, the contents of free fatty acids (FFA), trigly-
cerides (TG), cholesterol (CHO), and mRNA expressions of Cytokinins protein kinase (p38), and Peroxidase value-ad-
ded factor (PPARγ) all increased (P<0.05) in the high-fat group, but a dramatic decrease (P<0.05) happened after
adding in berberine. The same result was found on the composition of Polyunsaturated fatty acids (PUFA) in hepato-
pancreas and muscle tissues. A completely inverse variation was presented on the mRNA expressions of Carnitine palm
acyltransferaseⅠ (CPTⅠ), Peroxidase value-added factor (PPARα&β) and AMP dependent protein kinase (AMPK), as
well as on the compositions of Saturated fatty acids (SFA) and Monounsaturated fatty acids (MUFA) in both tissues.
Nevertheless, the difference between berberine supplemental normal diet group and control group was out of regular
pattern. So further work is still needed to explore the role of berberine in normal circumstances. Overall, the results
showed the supplement of berberine could slow down lipid deposition in hepatopancreas, and restore lipid homeostasis
which has been damaged by continuous high-fat diet feeding.

Key words: Berberine; Megalobrama amblycephala; Lipid metabolism property; G protein coupled receptors 43
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