
 

豆粕对松浦镜鲤肠黏膜能量代谢、肠道健康相关基因表达的

影响及 α-酮戊二酸缓解作用
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摘要：为探究豆粕对松浦镜鲤肠道健康及能量水平的影响及 AKG缓解肠道损伤的作用机
制。选取初始体重为 (9.51±0.06)g松浦镜鲤幼鱼 609尾，随机分为 7组，每组 3个重复，
每缸 29尾鱼。对照组 (FM)饲喂 30.8%鱼粉为蛋白源饲料，实验组以 40%豆粕为基础饲
料  (SM)，AKG组、Met组和 Com组分别在 SM基础上添加 1%AKG、300 mg/kg  Met-
formin和 0.2  mg/kg  Compound-c，Met+AKG组和 Com+AKG组为在 AKG组上分别添加
Metformin和 Compound-c。实验共 59 d。结果显示，与 FM组比，SM组后肠黏膜 ATP和
ADP含量显著升高；前肠 ACC、TNF-α、IL-1β、TGFβ2、caspase9、Claudin7、Claudin11、
Claudin3c、Occludin，中肠 AMPK-α、TOR、ACC、 IL-1β、TGFβ1、Caspase8、Claudin7、
Occludin及后肠 TGFβ1、Caspase8、Caspase9基因表达显著降低；后肠 TNF-α、Claudin11、
Claudin3c和 Occludin显著升高。与 SM组比，AKG组前肠 TGFβ1、Claudin7、Claudin11，
前肠及中肠 TOR显著升高；中肠 caspase8、TNF-α、Claudin11，后肠 Claudin11、Occludin
显著降低。Met组和 Com组上调后肠 ADP和 AMP含量。Met组上调前肠 AMPK-α、TNF-
α、IL-1β、Caspase9、Claudin7、Claudin11、Claudin3c，中肠 TGFβ1、Claudin11，后肠 IL-
1β、Claudin7，中肠及后肠 TOR表达量；下调后肠 Occludin表达量；Com组上调前肠
Occludin表达量，下调中肠及后肠 Claudin11和后肠 Occludin表达量。与 AKG组相比，
Com+AKG组后肠 ATP、ADP及 AMP含量和 Met+AKG组后肠 ADP含量均显著升高。
Met+AKG、Com+AKG降低前肠 Claudin7、Claudin11和中肠 TOR的表达量。Met+AKG上
调前肠 caspase8、中肠 Claudin11和后肠 Claudin7表达量。Com+AKG显著提高后肠
Claudin11和 Occludin表达量。研究表明，豆粕降低前肠及中肠能量水平，抑制 AMPK-α
和 TOR表达，降低前肠及中肠紧密连接蛋白的基因表达；引起后肠肠道炎症。AKG通过
提高前肠 TOR、紧密连接、抗炎因子的表达，减少中肠及后肠促炎因子的产生，减缓中肠
及后肠的细胞凋亡，缓解豆粕对鲤肠道的损伤。
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随着集约化水产养殖的发展，鱼粉资源短缺，

价格攀升，已不能满足需求。大豆蛋白氨基酸组

成好、价格合理和资源丰富，是替代鱼粉的主要

植物蛋白源之一。但当大豆蛋白源替代鱼粉超过

一定范围时会影响鱼类肠道健康，降低生长性能。

如当大豆分离蛋白替代鱼粉比例大于 60%时，建

鲤 (Cyprinus carpio var. jian)幼鱼肠道上皮完整性

受损，生长发育受阻 [1]。大豆蛋白替代鱼粉比例

达 75%时，日本鲈 (Lateolabrax japonicus)前肠和

中肠绒毛高度显著降低 [2]。豆粕替代鱼粉超过

40%时，鱼类生长性能显著降低[3-4]，肠道健康受

到损害[5-6]。豆粕中抗营养因子是限制其在水产饲

料中广泛应用的主要瓶颈 [7]。3.5%大豆凝集素 [8]

会显著损害大西洋鲑 (Salmo salar)肠道后绒毛的

完整性。胰蛋白酶抑制剂 [9] 可能与蛋白酶的必需

基团发生反应，抑制蛋白酶与底物的结合，降低

甚至阻止蛋白酶的活性。豆粕中单宁在与碳水化

合物结合后可以抑制胃酶活性 [10]。大豆球蛋白

(Glycinin)、β-伴大豆球蛋白 (β-conglycinin)是引起

肠道过敏反应的主要过敏原[7]。据 Jiang等[11] 在建

鲤上的研究表明，大豆球蛋白导致肠细胞之间紧

密连接损坏，干扰细胞因子，诱导细胞凋亡。据

Zhang等 [12] 在建鲤的研究表明，β-伴大豆球蛋白

诱导肠道发生炎症和氧化反应，导致鱼类肠道消

化和吸收功能障碍，造成前肠及中肠 TOR 表达量

下降，提高后肠 4E-BP表达，降低鱼类生长。肠

Na+/K+-ATPase活性也显著下降。Jiang等 [11] 研究

发现，Glycinin显著降低建鲤中肠 Na+/K+-ATPase
的活性。Na+/K+-ATPase作为一种重要的膜转运蛋

白，能分解体内 ATP，为机体各项生理活动提供

能量，其活力是肠黏膜生长发育的重要标志之

一[13]，但大豆蛋白对鱼类肠道能量水平的影响还

有待研究。

AKG是生命体三羧酸循环中重要的中间分子，

是谷氨酰胺的前体物质[14]。饲料中添加外源 AKG
可以替代部分谷氨酸和谷氨酰胺，为肠黏膜细胞

和肠道菌群的代谢提供能量，诱导肠黏膜细胞增

殖，促进营养物质吸收[15]。研究表明 AKG有助于

缓解豆粕对水产动物肠道的损伤，提高松浦镜鲤

和建鲤的生长性能。据李晋南等 [16-17] 研究发现，

1.5%AKG显著提高松浦镜鲤前肠淀粉酶和脂肪酶

活性，肠绒毛发育良好，排列整齐紧密。饲料中

添加 1.5%AKG显著提高松浦镜鲤前肠 Na+/K+-
ATPase活性 [18][19]。以上研究说明 AKG可以促进

鲤鱼肠道生长发育，缓解豆粕对肠道的损伤。

AKG对鲤肠道损伤的缓解作用机理还不明确，

是否与调节肠道能量代谢存在因果关系尚未有研

究证明。二甲双胍 (Metformin)是一种 AMPK激

活剂，其能够抑制 mTOR 信号传导、自噬和细胞

凋亡，减少氧自由基生成、DNA 损伤和炎症反应。

化合物 C(Compound-c)是一种常见的 AMPK抑制

剂。因此，本实验以松浦镜鲤为研究对象，在

AKG基础饲料中分别添加 Metformin和 Compo-
und-c，探究大豆蛋白损害肠道健康的途径、对鱼

类肠黏膜能量代谢的影响及 AKG缓解肠道损伤的

作用机制，旨在为提高大豆和 AKG在水产动物生

产中的应用提供理论依据。

 1    材料与方法

 1.1    实验材料

实验中 AKG(纯度为 98%)、Metformin(纯度

为 97%)和Compound-c (纯度为 98.59%)购自Sigma-
Aldrich公司。松浦镜鲤幼鱼由中国水产科学院黑

龙江水产研究所提供。

 1.2    饲料配方

根据鲤营养需要[20]，对照组 (FM)饲喂 30.8%
鱼粉为蛋白源饲料，试验组 (SM)以 40%豆粕为

基础饲料，AKG组在 SM基础上添加 1%AKG，

Met组和 Com组为在 SM基础上饲料中分别添加

300  mg/kg  Metformin和 0.2  mg/kg  Compound-c，
Met+AKG组和 Com+AKG组为在 AKG组基础上

分别添加 300 mg/kg Metformin和 0.2 mg/kg Com-
pound-c。共配制成 7种等氮等脂的试验饲料。各

原料经粉碎过 60目筛，按配方准确称其质量，用

制粒机制成粒径 2.5 mm颗粒饲料。风干后置于

−20 °C冰箱中保存备用。实验饲料配方及营养水

平见表 1。

 1.3    饲养管理

养殖实验在湖州师范学院生命科学学院循环

水养殖系统中进行，实验前预饲 15 d，饱食投喂

对照组饲料，预饲结束后，挑选体重 (9.51 ± 0.06)
g松浦镜鲤 609尾，随机饲养于 21个水族箱中，

每 3个水族箱为 1个实验组。每天投饵 2次(上午

8：00，下午 17：00)，日投饵率为体重的 4%~6%。

整个实验过程中水质保持稳定，水温  24~29 °C，
溶解氧 5.0~8.0 mg/L，氨氮< 0.1 mg/L，亚硝酸盐<
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0.05 mg/L，养殖试验持续 59 d。

 1.4    样品采集

养殖实验开始后，分别在第 7天和 59天进行

采样，每个水族箱随机选取 9尾鱼，使用 MS-
222(100 mg/L)麻醉后置于冰盘上解剖。其中 3尾

鱼取前肠、中肠及后肠，迅速置于液氮中用于肠

道健康相关基因表达检测；另 6尾鱼肠道纵向切

开，0.86%生理盐水冲洗，刮取肠黏膜，每 3尾

混为一个样品，共 6个样品，迅速置于液氮中，

−80 °C保存，用于高效液相色谱法测定腺苷酸

含量。

 1.5    肠黏膜腺苷酸含量测定

采用高效液相色谱法测定腺苷酸 ANP(ATP、

ADP和 AMP)含量。称取 100 mg肠黏膜样品，加

入已预冷的 0.4  mol/L高氯酸冰浴中充分匀浆，

4 °C，10 000 r/min离心 10 min，取上清液加 5 mol/L

KOH调 pH至 6.8~7.2，再以上述条件离心 10 min，

取上清经 0.22  μm滤膜过滤，上机检测。使用

Agilent 1 260高效液相色谱仪测定。条件为：色谱

柱 Agilent Pursuit XRs 5 C8 (250 mm×4.6 mm)，流

动相为 pH=7.1的 50  mmol/L磷酸盐缓冲液 (经

0.22 umol/L滤膜过滤)。流动性配比 100%，流速

表 1    基础饲料配方及营养水平

Tab. 1    Composition and nutrition levels of experimental diets (air dry basis)

原料　ingredients
组别　groups

FM SM AKG Met Com Met+AKG Com+AKG

鱼粉　fish meal   30.8       5.00     5.00     5.00     5.00     5.00     5.00

玉米蛋白粉　corn gluten meal   10.0     10.0     10.0     10.0     10.0     10.0     10.0  

花生粕　peanut meal     7.18     7.18     7.18     7.18     7.18     7.18     7.18

豆粕　soybean meal —   40.0     40.0     40.0     40.0     40.0     40.0  

面粉　wheat-middling   26.0     26.0     26.0     26.0     26.0     26.0     26.0  

纤维素　cellulose   17.16     0.36     0.36     0.33     0.36     0.33     0.36

鱼油　fish oil     0.50     0.50     0.50     0.50     0.50     0.50     0.50

豆油　soya-bean oil     1.37     2.56     2.56     2.56     2.56     2.56     2.56

磷脂　phospholipid     1.00     1.00     1.00     1.00     1.00     1.00     1.00

维生素预混料　vitamin premix     0.50     0.50     0.50     0.50     0.50     0.50     0.50

矿物质预混料　mineral premix     0.20     0.20     0.20     0.20     0.20     0.20     0.20

氯化胆碱　choline chloride     0.50     0.50     0.50     0.50     0.50     0.50     0.50

磷酸二氢钙　Ca(H2PO4)2     1.20     2.45     2.45     2.45     2.45     2.45     2.45

羧甲基纤维素钠　sodium carboxymethyl cellulose     2.00     2.00     2.00     2.00     2.00     2.00     2.00

赖氨酸　lysine     0.33     0.39     0.39     0.39     0.39     0.39     0.39

蛋氨酸　methionine —     0.12     0.12     0.12     0.12     0.12     0.12

苏氨酸　threonine     0.26     0.24     0.24     0.24     0.24     0.24     0.24

α-酮戊二酸　α-ketoglutaric acid — —     1.00 — —     1.00     1.00

葡萄糖　glucose     1.00     1.00 —     1.00     1.00 — —

metformin/(mg/kg) — — — 300 — 300 —

compound-c/(mg/kg) 0.2 0.2

合计　total 100.0   100.0   100.0   100.0   100.0   100.0   100.0  

营养水平　nutrient levels

粗蛋白　CP   35.49   35.85   35.85   35.03   35.17   34.71   35.51

粗脂肪　EE     5.90     5.86     5.93     6.30     6.40     6.19     7.99

粗灰分　CA     6.93     6.72     6.56     6.61     6.60     6.62     6.64

注： 1. Vitamin premix provided the following per kg of diets (per kg): VA 8 000 IU, VD 3 000 IU, VE 60 mg, VK 35 mg, VC 500 mg, VB1 15 mg,
VB2 30 mg, VB6 15 mg, VB12 0.5 mg. 2. Mineral premix provided the following per kg of diets (per kg): Fe 190 mg, Cu 3.02 mg, Mn 12.88 mg, Zn
15.75 mg, Se 0.53 mg, I 1.05 mg, Co 1.05 mg.
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1 mL/min，柱温 30 °C，进样量 20 μL，DAD紫外

检测器的检测波长为 254 nm，运行时间 25 min。
外标法定量，ATP，ADP和 AMP标准品购自

Sigma公司，均为色谱级。

能荷水平计算方法如下：

能荷水平 (EC)= (ATP+1/2ADP) / (ATP+ADP+
AMP)。

 1.6    基因表达检测

采用实时荧光定量法测定 AMPK-α、TOR、
ACC、炎性因子 (TNF-α、IL-1β、TGFβ1和TGFβ2)、
紧密连接蛋白 (Claudin3c、Claudin7、Claudin11
和 Occludin)和凋亡因子 (Caspase-8和 Caspase-9)
的 mRNA相对表达量。使用北京艾德莱细胞

RNA快速提取试剂盒提取待测肠道样品的 RNA。

超微量紫外分光光度计测定总 RNA浓度，测定值

浓度应高于 100 ng/μL，OD260/OD280应在 1.8~2.2
之间。使用 MonScript™ RTIII All-in-One Mix试剂

盒进行反转录，MonAmp™ SYBR® Green  qPCR
Mix (None ROX)试剂盒和 RT-PCR仪进行实时荧

光定量 PCR。以 β-actin为内参基因，引物序列如

表 2。

 1.7    统计分析

使用 IBM SPSS Statistics 25.0统计软件对实

验数据进行单因素方差分析 (One-Way ANOVA)，

并采用 Tukey法进行多重比较，以 P<0.05为显著

性差异标准，实验结果用“平均值±标准差”表示。

 2    结果

 2.1    对肠黏膜能荷水平的影响

各实验组前肠及中肠 ATP、ADP和 AMP含

量均无显著差异 (P>0.05)(表 3)。与 FM组比，SM
组后肠 ATP和 ADP含量显著升高 (P<0.05)，SM
前肠及中肠 EC有降低趋势 (P>0.05)。AKG组与

SM组相比各个肠段 ATP、ADP、AMP含量和

EC均无显著性差异 (P>0.05)。Met组和 Com组对

后肠ADP和AMP含量均显著高于 SM组 (P<0.05)。
Com+AKG组后肠 ATP、ADP及 AMP含量均显

著高于 AKG组 (P<0.05)。Met+AKG组后肠 ADP
含量均显著高于 AKG组 (P<0.05)。

 2.2      对肠 AMPK-α和 TOR相关基因表达的

影响

与 FM组比，SM组显著下调中肠 AMPK-α
表达量 (P>0.05)；与 SM组相比，Met组显著上调

前肠 AMPK-α表达量 (P<0.05)，中肠 AMPK-α有

上调趋势 (P>0.05)。与 FM组相比，SM组显著下

调中肠 TOR表达量 (P<0.05)，前肠有下调趋势

(P>0.05)。与 SM组相比，AKG组显著上调前肠

及中肠 TOR表达量 (P<0.05)，Met组显著上调中

表 2    引物序列

Tab. 2    Primer sequence

目的基因
target genes

正向引物
primer sequence forward (5′-3′)

反向引物
primer sequence reverse (5′-3′)

AMPK-α GATGCCCTCTGGATGCTCTC GATGTCGTATGGTTTGCTCTGG

TOR ATCTACGGCAAGACGAGAGG GTTGGTGGAGAGTGGGATCA

ACC GTCACTGGCGTATGAGGATATT TCCACCTGTGGTTCTTTGG

Caspase-8 AAGCTCCTCATTGAAGAACCG ATCGTCCTGAACCACAACCTC

Caspase-9 GCAAGCCCAAACTGTTCTTCAT CGTCCATCTGGTCATCTATCCC

Occludin ATCGGTTCAGTACAATCAGG GACAATGAAGCCCATAACAA

Claudin-3c GCACCAACTGTATCGAGGATG GGTTGTAGAAGTCCCGAATGG

Claudin-11 TCGGAAGTGAACCAGAAAGC GAAGCCAAAGGACATCAAGC

Claudin-7 CTTCTATAACCCCTTCACACCAG ACATGCCTCCACCCATTATG

TNF-α AAGTCTCAGAACAATCAGGAA TGCCTTGGAAGTGACATT

IL-1β AACTTCACACTTGAGGAT GACAGAACAATAACAACAAC

TGFβ2 CAGCACGCAATATCCTT GTTCCAGATCCTGAGACA

TGFβ1 ACACGGTCACTTTGGTGTCA CAATGTGGGTTGCAGAACAG

β-actin GATTGGCTGTGAGATGATGCT CGTTGTAGAAGGTGTGATGCC
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肠及后肠 TOR表达量 (P<0.05)，Met组对前肠

TOR表达量有上调趋势 (P>0.05)。与 FM组相比，

SM组显著下调前肠及中肠 ACC表达量 (P<0.05)，
后肠 ACC显著上调 (P<0.05)。AKG组与 SM组相

比对前肠 ACC表达量有上调的趋势 (P>0.05)。
Met+AKG，Com+AKG与 AKG组相比，各试验

组前肠、中肠以及后肠 AMPK-α和 ACC的表达

量均无显著差异 (P>0.05)，但显著降低了中肠

TOR的表达量 (P<0.05)(图 1)。

 2.3    对肠炎性因子相关基因表达的影响

与 FM组比，SM组显著下调前肠促炎因子

TNF-α、IL-1β和中肠 IL-1β的表达量，显著上调

后肠 TNF-α(P<0.05)，显著下调前肠抗炎因子

TGFβ2和中肠及后肠 TGFβ1(P<0.05)  (图 2)。与

SM组比，AKG组显著下调中肠 TNF-α(P<0.05)，
显著上调前肠 TGFβ1(P<0.05)；Met组显著上调前

肠 TNF-α、IL-1β和后肠 IL-1β(P<0.05)，显著上调

中肠 TGFβ1(P<0.05)；Com组显著上调前肠促炎

因子 TNF-α和 IL-1β(P<0.05)，对各肠段抗炎因子

TGFβ1和 TGFβ2无显著影响 (P>0.05)。与 AKG
组相比 Met+AKG、Com+AKG组与 AKG组相比

对抗炎因子及促炎因子的表达均无显著影响 (P>0.05)。

 2.4    对肠细胞凋亡因子相关基因表达的影响

与 FM组比，SM组显著下调前肠 Caspase9、
中肠 Caspase8和后肠 Caspase8、Caspase9(P<0.05)。

AKG组与 SM组相比显著下调中肠 Caspase8(P<
0.05)， 前 肠 Caspase8、 Caspase9有 上 调 趋 势

(P>0.05)，后肠 Caspase8有下调趋势 (P>0.05)。与

豆粕组相比，Met组和 Com组均显著上调前肠

Caspase9表达量 (P<0.05)。Met+AKG与 AKG组

相比显著上调前肠 caspase8表达量 (P<0.05)。而

Com+AKG组与 AKG组相比对细胞凋亡因子均无

显著影响 (P>0.05)(图 3)。

 2.5    对肠紧密连接蛋白相关基因表达的影响

与 FM组相比，SM组显著下调前肠紧密连

接 蛋 白 Claudin7、 Claudin11、 Claudin3c和

Occludin表达量，中肠 Claudin7、Occludin表达

量 (P<0.05)；显著上调后肠 Claudin11、Claudin3c
和 Occludin表 达 量 (P<0.05)。 与 SM组 相 比 ，

AKG组显著上调前肠 Claudin7、Claudin11表达

量 (P<0.05)(图 4)，显著下调中肠 Claudin11(P<
0.05)、后肠 Claudin11和Occludin表达量 (P<0.05)。
Met和Com组前肠Claudin7、Claudin11、Claudin3c
表达量均显著高于 SM组 (P<0.05)。与 SM组比，

Met组显著上调中肠 Claudin11和后肠 Claudin7表

达量 (P<0.05)，显著下调后肠 Occludin表达量

(P<0.05)；Com组显著上调前肠 Occludin表达量

(P<0.05)，显著下调中肠及后肠 Claudin11和后肠

Occludin表达量 (P<0.05)。与 AKG组比，Met+
AKG、Com+AKG组前肠 Claudin7、Claudin11表

达量显著降低 (P<0.05)，且 Met+AKG还显著上调

表 3    不同处理对前肠、中肠及后肠中 ANP及能荷水平影响

Tab. 3    ANP and energy charge levels in PI, MI and DI of different treatment (n = 6)

项目　items　　 FM SM AKG Met Com Met+AKG Com+AKG
PI ATP(μg/mgprot) 0.18±0.09 0.24±0.11 0.27±0.03 0.18±0.08 0.20±0.08 0.16±0.11 0.17±0.10

ADP(μg/mgprot) 0.39±0.10 0.62±0.32 0.63±0.10 0.48±0.05 0.52±0.17 0.51±0.19 0.47±0.21

AMP(μg/mgprot) 0.95±0.21 2.10±1.46 2.25±0.47 1.91±0.41 1.96±0.74 2.27±0.85 1.72±0.80

EC 0.24±0.06a 0.21±0.08ab 0.19±0.02ab 0.17±0.05ab 0.17±0.05ab 0.14±0.03b 0.17±0.02ab

MI ATP(μg/mgprot) 0.24±0.08 0.25±0.04 0.22±0.09 0.27±0.09 0.16±0.11 0.16±0.09 0.22±0.15

ADP(μg/mgprot) 0.59±0.11 0.57±0.13 0.53±0.03 0.61±0.12 0.52±0.16 0.57±0.09 0.53±0.08

AMP(μg/mgprot) 0.92±0.57 1.30±0.81 0.99±0.44 1.41±0.51 1.34±0.61 1.45±0.82 1.03±0.45

EC 0.30±0.04a 0.26±0.09ab 0.26±0.04ab 0.22±0.01b 0.21±0.01b 0.22±0.05b 0.28±0.04ab

DI ATP(μg/mgprot) 0.14±0.05c 0.30±0.07ab 0.22±0.05bc 0.24±0.08abc 0.30±0.07ab 0.30±0.03ab 0.37±0.09a

ADP(μg/mgprot) 0.22±0.05d 0.59±0.04c 0.39±0.03c 0.40±0.04a 0.64±0.09ab 0.70±0.15b 0.78±0.09ab

AMP(μg/mgprot) 0.33±0.12cd 0.90±0.21d 0.55±0.10d 0.61±0.24ab 1.19±0.40abc 1.24±0.16bcd 1.50±0.26a

EC 0.33±0.10 0.46±0.02 0.38±0.03 0.33±0.07 0.42±0.05 0.36±0.07 0.36±0.07

注：同行数据肩标不同表示差异显著(P<0.05)，相同或无字母表示差异不显著(P>0.05)。
Notes: In the same row, values with different small letter superscripts mean significant difference (P<0.05), while with the same or no letter superscripts
mean no significant difference (P>0.05).
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中肠 Claudin11和后肠 Claudin7表达量 (P<0.05)，
Com+AKG组显著提高后肠 Claudin11和 Occludin
表达量 (P<0.05)。

 3    讨论

 3.1    对肠黏膜能荷水平的影响

ATP是一种高能磷酸化合物，在细胞内通过

与 ADP相互转化实现能量存储和释放。EC反映

细胞能量合成和消耗的动态平衡[21]。维持机体生

理功能需要大量的 ATP，线粒体是生物体需氧细

胞生产 ATP的主要细胞器。研究表明，大豆球蛋

白[11] 和 β-伴大豆球蛋白[12] 引发鱼类肠道炎症、降

低能量代谢酶的活性。本研究发现豆粕组对前、

中肠 EC有降低趋势，AMP有增加的趋势，说明

豆粕降低鲤前肠及中肠黏膜的能量水平。机体感

染或损伤后会产生各种炎症和抑制反应，以重新

恢复稳态。嘌呤能系统在机体受抗原入侵后参与

调节机体免疫反应[22]，释放细胞内 ATP是嘌呤能

信号传导第一步，同时胞外 ATP也是一种促炎代

谢物[23]。本研究中豆粕显著提高后肠 ATP和 ADP
含量，可能与嘌呤能信号通路有关。

 3.2    对肠 AMPK和 TOR信号通路的影响

腺苷酸活化蛋白激酶 (AMP-activated protein
kinase, AMPK)调控脂肪酸、胆固醇和葡萄糖及蛋

白质合成等代谢途径 [24-25]，当细胞能量状态改变

时，AMP/ATP比值增加，AMPK被磷酸化激活，

启动 AMPK信号通路，促进机体供能[26]。周祖亮[27]

研究表明，大豆球蛋白和 β-伴大豆球蛋白均显著

降低松浦镜鲤后肠 AMPK表达量，这与本实验结

果一致。同时，豆粕饲料中添加 Compound-c有降

低中肠及后肠 AMPK-α表达量的趋势。在肠黏膜

上皮细胞超微结构观察中也发现豆粕组和 Com组

细胞线粒体数目均增多，证明豆粕抑制 AMPK-α
表达，通过 AMPK信号通路导致线粒体裂变增多，

对肠道造成损伤。

乙 酰 CoA羧 化 酶 (acetyl-CoA  carboxylase，
ACC)是脂肪酸生物合成代谢中关键的限速酶 [28]，

当 ACC被 pAMPK磷酸化失活或含量降低时，细

胞中脂肪酸从头合成减少，游离脂肪酸在线粒体

内发生氧化分解产生 ATP[29]。研究表明，大豆球

蛋白和 β-伴大豆球蛋白显著下调鲤鱼中、后肠

ACC基因表达量 [27]。本研究也发现了相似结果，

豆粕降低前肠及中肠 AMPK-α表达量的同时也显

著降低前、中肠 ACC表达量。Metformin激活

AMPK，从而抑制 ACC活性，减少脂肪酸合成[29]。

本实验中 Met组显著提高前肠 AMPK-a表达量，

中肠和后肠 ACC表达量呈降低趋势，符合其

机制。

雷帕霉素靶蛋白 (Target  of  rapamycin,  TOR)
是 AMPK调控的下游靶蛋白之一，研究表明，

TOR形成的复合体 TORC1参与调控蛋白质合成

代谢、糖代谢和脂代谢[30]，TOR也通过调节核因

子-κB(nuclear factor-κB，NF-κB)活性来调控机体
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图 1    不同处理对前肠、中肠及后肠 AMPK-α、

TOR和 ACC mRNA表达量的影响

Fig. 1    Effects of different treatments on the mRNA
expression levels of AMPK-α, TOR and ACC in

PI, MI and DI
1.  FM,  2.  SM,  3.  AKG,  4.  Met,  5.  Com,  6.  Met+AKG,  7.  Com+AKG,
The same below.
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免疫 [31]。研究表明，β-伴大豆球蛋白显著降低鲤

中、后肠 TOR基因表达 [12]，大豆球蛋白降低

TOR在鲤前肠和中肠的表达[11]。本研究发现，豆

粕组显著降低中肠 TOR表达。AMPK激活剂 Met
与豆粕组相比显著提高中肠及后肠 TOR表达量，

AMPK抑制剂 Com各肠段 TOR表达量均与豆粕

组无显著差异，结合豆粕显著下调中肠 AMPK-α
表达量的结果，说明豆粕下调前肠及中肠 TOR基

因表达量可能与 AMPK-α受到抑制有关。在陆地

动物中，AMPK被磷酸化激活后，会抑制合成代

谢，促进分解代谢，生产 ATP为机体供能，因此

抑制 mTOR的表达 [32]。本研究中豆粕对 AMPK-α
和 TOR表达量影响的趋势一致。

此外，AKG作为生物体的重要能源物质，日

粮中添加 1%AKG通过激活 mTOR信号通路缓解

仔猪肠黏膜损伤[33]，在鲤研究中发现，AKG也显

著提高 TOR在各肠段的基因表达[27]，与本实验结

果一致。
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图 2    不同处理对前肠、中肠及后肠抗炎因子和促炎因子 mRNA表达量的影响

Fig. 2    Effects of different treatments on the mRNA expression levels of anti-inflammatory and pro-inflammatory
factors in PI, MI and DI
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 3.3    对肠炎性因子基因表达的影响

大豆中的抗原蛋白具有较强的致敏性和免疫

原性 [7]，水生动物不能有效降解饲料中的大豆抗

原蛋白，经消化道消化后，极小部分会透过肠黏

膜进入机体引发免疫反应[34]。激活机体免疫应答

后，免疫细胞或非免疫细胞合成与分泌抗炎或促

炎因子参与免疫等生理功能的调节 [35]，TNF-α和

IL-1β是促炎因子，TGFβ1和 TGFβ2是抗炎因子，

常被用于水产动物发生免疫反应的研究 [12][36]。本

实验中，豆粕显著下调前肠促炎因子 TNF-α、IL-
1β和中肠 IL-1β，显著上调后肠 TNF-α，对后肠

IL-1β有上调的趋势，显著下调前肠抗炎因子

TGFβ2、中肠及后肠 TGFβ1。前、中、后肠中促

炎因子的变化不一致，这可能与豆粕在肠道内的

消化与吸收过程有关。据 Li等 [37] 对大菱鲆 (Sco-
phthalmus maximus)幼鱼的研究表明，饲料中大豆

球蛋白引起大菱鲆幼鱼肠道炎症，且随饲料中大

豆球蛋白添加量的增加，TNF-α和 IL-1β基因表

达量先增后减，TGF-β1基因表达量亦呈现先增后

减。周祖亮 [27] 研究也发现了相同的结果。Met和
Com添加组与豆粕组相比均显著上调前肠促炎因

子 TNF-α、IL-1β和后肠 IL-1β的表达，而对前肠

及后肠抗炎因子无显著影响。说明豆粕主要引起

后肠肠道炎症，且不受 AMPK激活剂或抑制剂添

加的影响。

据周祖亮[27] 研究，添加 1%AKG降低鱼类前

肠及后肠促炎因子 TNF-α和 IL-1β的基因表达，

并提高其抗炎性细胞因子的表达。本实验中

1%AKG显著上调前肠抗炎因子 TGFβ1，对中肠

和后肠的促炎因子 IL-1β有下调趋势，说明添加

AKG通过减少中肠及后肠促炎因子的产生，增加

前肠抗炎因子表达从而减缓肠道炎症。

 3.4    对肠细胞凋亡基因表达的影响

细胞凋亡基本特征是细胞色素 C从线粒体中

被释放，激活下游促凋亡蛋白半胱氨酸天冬氨酸

蛋白酶 (Caspase)[38]。其中，内源性凋亡是由有毒

物质刺激、DNA损伤、生长因子分泌、内质网应

激和活性氧超载等造成线粒体外膜通透性增加导

致的，进而形成凋亡小体激活 Caspase9，裂解下

游凋亡蛋白酶执行其凋亡功能[38]。外源性途径是

死亡受体介导的 Procaspase激活途径，细胞死亡

信号与质膜上的相应受体结合后激活受体，所形

成的聚集体 FADD和 DED与质膜内的 Procas-
pase8发生作用，从而聚集成死亡诱导信号复合物，

使 Procaspase8自动激活为 Caspase8，从而作用于

下游凋亡蛋白酶执行凋亡功能[39]。据 Jiang等[11] 研

究表明，大豆球蛋白显著增加鲤后肠 Caspase8和

Caspase9表达量，降低前肠和中肠 Caspase8和

Caspase9的表达，在大豆抗原蛋白饲料添加谷氨

酰胺可降低后肠 Caspase8和 Caspase9的表达，提
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图 3    不同处理对前肠、中肠及后肠凋亡因子 mRNA

表达量的影响

Fig. 3    Effects of different treatments on the mRNA
expression levels of apoptosis factors in PI, MI and DI
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高前肠和中肠 Caspase9的表达。周祖亮[27] 研究表

明，大豆球蛋白和 β-伴大豆球蛋白低浓度时均会

引发肠道细胞凋亡的发生，但在高浓度时，肠道

细胞凋亡路径却受到抑制，且凋亡主要发生在后

肠。本研究也为豆粕增加线粒体裂变，在消耗氧

用于 ATP合成时产生大量的活性氧，当防御机制

不足以对抗活性氧持续升高时，启动细胞凋亡机

制清除过度损伤的细胞。

AKG作为能源物质可直接为小肠供能，可减

少线粒体呼吸链底物端电子漏的发生，从而减少

超氧自由基产生，进而减缓细胞凋亡 [40]。添加

1%AKG显著降低后肠 Caspase9表达量，缓解抗

原蛋白引起的细胞凋亡[27]。本研究中，与豆粕组

比 AKG显著下调中肠 Caspase8，后肠 Caspase8
有降低的趋势。AKG主要通过抑制内源性凋亡减

缓 中 肠 及 后 肠 的 细 胞 凋 亡 。 Metformin作 为

AMPK的激活剂，显著提高前肠 Caspase9的表达，

对前肠 Caspase8、中肠 Caspase9表达量均有升高

的趋势，这说明 Metformin引起的细胞分解代谢

的增加导致氧自由基增多，从而加速受损细胞凋

亡。研究表明 Compound-c诱导细胞凋亡的机制

与 AMPK通路不相关[41]。

 3.5    对肠紧密连接蛋白基因表达的影响

紧密连接 (TJ)是由多种蛋白相互作用形成的

复合结构，紧密连接结构对维持肠道上皮屏障功
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图 4    不同处理对前肠、中肠及后肠紧密连接蛋白 mRNA表达量的影响

Fig. 4    Effects of different treatments on mRNA expression levels of tight junction proteins in PI, MI and DI
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能具有重要作用[42]。Occludin及 Claudin家族是细

胞膜上的跨膜蛋白，Claudin家族按功能可以分为

形成屏障、提供 TJ细胞旁密封性的连接蛋白 (如
Claudin3c、Claudin11)及形成孔道，提供 TJ细胞

旁通透性的连接蛋白，Claudin7具有上述两种功

能[43]。研究表明慢性炎症和黏膜损伤均会导致肠

上皮屏障功能障碍[44]。Jiang等[11] 研究表明，β-伴
大豆球蛋白上调鲤各肠段Claudin11及后肠Claudin7，
而中肠及后肠中的 Occludin和 Claudin3c显著下调，

说明 β-伴大豆球蛋白所引起的紧密连接的破坏主

要发生在中肠及后肠。本实验中，随肠道的延长

豆粕影响肠道紧密连接蛋白的表达呈现由低到高

的趋势，这种趋势与 TOR和 ACC的表达趋势相

同，说明豆粕降低前、中肠的 TOR和 ACC的表

达从而降低了紧密连接蛋白的表达，在后肠中提

高 TOR和ACC的表达从而提高紧密连接蛋白表达。

Met和 Com组前肠紧密连接蛋白表达量显著

高于豆粕组，Met组中肠 Claudin11表达量显著高

于豆粕组和 AKG组，Com组显著低于豆粕组，

与 Met组或 Com组前肠及中肠 TOR表达趋势完

全一致，进一步验证提高 TOR表达可以提高紧密

连接蛋白表达。

据周祖亮[27] 研究，饲粮中添加 1%AKG一定

程度提高鲤各肠段 Occludin和 Claudin3c的基因表

达。本实验中，饲料中添加 1%AKG与豆粕组相

比显著提高鲤前肠 Claudin7和 Claudin11，降低中

肠及后肠 Claudin11和后肠 Occlaudin表达量，与

鱼粉组无显著差异。说明 AKG通过提高前肠

TOR的表达量，提高前肠紧密连接的表达，一定

程度缓解豆粕导致的前肠细胞紧密连接的破坏。

此外，与 AKG组相比，同时添加 Met和
AKG、Com和 AKG对前肠和后肠 TOR表达量无

显著影响，各肠段的炎性因子、细胞凋亡因子基

因表达量均无显著影响。说明豆粕对肠道凋亡因

子的影响不受 AMPK激活剂或抑制剂的影响，

AKG对肠道炎症的修复作用不受激活剂和抑制剂

添加的影响。

 4    结论

豆粕降低前肠及中肠能量水平，抑制 AMPK-
α、TOR和 ACC表达，降低前肠及中肠紧密连接

蛋白的基因表达；主要引发后肠肠道炎症。

AKG通过提高前肠 TOR、紧密连接、抗炎

因子的表达，减少中肠及后肠促炎因子的产生，

通过抑制内源性凋亡减缓中肠及后肠的细胞凋亡，

缓解豆粕对鲤肠道的损伤。

（作者声明本文无实际或潜在的利益冲突）
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Effects of soybean meal on intestinal mucosal energy metabolism, intestinal
health gene expression and alleviating effect of α -ketoglutaric on

Cyprinus carpio Songpu

ZHAO Jingyi 1,2,     JIN Jiansheng 3,     YANG Lili 3,     CHEN Liping 3,     YE Jinyun 1,     XU Qiyou 1*

(1. Zhejiang Provincial Key Laboratory of Aquatic Bioresource Conservation and Development Technology, Nation Local Joint Engin-
eering Laboratory of Aquatic Animal Genetic Breeding and Nutrition, College of Life Science,

Huzhou University, Huzhou　313000, China;
2. Problem Child Biotechnology Co., Ltd, Linyi　276000, China;

3. Wuxing District Agricultural Technology Extension Service Center of Huzhou, Huzhou　313000, China)

Abstract: This experiment was performed to investigate the effects of soybean meal on intestinal health of Songpu
Mirror carp (Cyprinus carpio Songpu) as well  as the mechanism of AKG alleviating intestinal  injury.  A total  of
609 juvenile Songpu mirror carp with an initial body weight of (9.51±0.06) g were randomly divided into 7 groups
with 3 replicates per group and 29 fish per group. The control group was fed with 30.8 % fish meal (FM group) as
the protein source. The experimental group was fed with 40 % soybean meal (SM group) as basic diet. The AKG
group were fed with the basic diet supplemented with 1% α-ketoglutarate. Groups Met and Com were fed with the
basic diet supplemented with 300 mg/kg Metformin and 0.2 mg/kg Compound C respectively. Groups Met+AKG
and Com+AKG were  supplemented with  Metformin and Compound C on the  basis  of  AKG group respectively.
The experiment lasted for 59 days. Compared with FM group, mucosa ATP and ADP contents of the distal intest-
ine (DI) were significantly increased (P<0.05) in SM group. Meanwhile,  the expression of ACC, tumor necrosis
factor  alfa  (TNF-α),  interleukin-1  beta  (IL-1β),  transforming  growth  factor-beta  (TGFβ2),  caspase9,  Claudin7,
Claudin11, Claudin3c, Occludin in the proximal intestine (PI), the expression of AMP-activated protein kinase alfa
(AMPK-α),  target  of rapamycin (TOR), ACC, IL-1β, TGFβ1, Caspase8,  Claudin7,  Occludin in the mid intestine
(MI),  the expression of  TGFβ1,  caspase8,  caspase9 in the DI were significantly decreased and the expression of
TNF-a,  Claudin11,  Claudin3c,  Occludin  in  the  DI  were  significantly  increased  (P<0.05)  in  SM.  Compared  with
SM, the expression of  TGFβ1 (PI),  Claudin7 (PI),  Claudin11 (PI,  MI and DI),  TOR (PI and MI),  caspase8(MI),
TNF-α (MI) and Occludin (DI) were significantly decreased (P<0.05) in AKG group. The ADP and AMP contents
of  mucosa of  DI  were  significantly  increased in  Met  and Com group.  Subsequently,  the  expression of  AMPK-α
(PI), TOR (MI and DI), TNF-α (PI), IL-1β (PI), Caspase9 (PI), Claudin7 (PI), Claudin11 (PI and MI), Claudin3c
(PI), TGFβ1 (MI) were significantly increased and the expression of Occludin were significantly decreased in Met
group. The expression of Occludin (PI) were significantly increased and the expression of Claudin11(MI and DI)
and  Occludin  (DI)  were  significantly  decreased  in  Com group.  Compared  with  AKG,  the  ATP,  ADP and  AMP
contents of mucosa of DI were significantly increased in Com+AKG group. The ADP contents of mucosa of DI
were significantly increased in Met+AKG group. The expression of Claudin7 (PI), Claudin11(PI) and TOR (MI)
were significantly decreased in Met+AKG and Com+AKG. Morever, the expression of caspase8 (PI), Claudin11
(MI) and Claudin7(DI) were significantly increased in Met+AKG. The expression of Claudin11 (DI) and Occludin
(DI) were significantly increased in Com+AKG (P<0.05). In conclusion, soybean meal decreased the energy level
of  PI  and MI,  but  inhibited the expression of  AMPK-α,  TOR and ACC, and further  decreased the expression of
tight junction protein in PI and MI. Intestinal inflammation in DI was triggered. AKG can improve the expression
of TOR, tight junction and anti-inflammatory factors in PI,  reduce the expression of pro-inflammatory factors in
MI and DI, alleviate the apoptosis of MI and DI by inhibiting endogenous apoptosis, and alleviate the damage of
soybean meal to the intestine of carp. This study found the way that soy protein would damage intestinal health,
and its effect on intestinal mucosal energy metabolism and the mechanism of AKG in alleviating intestinal injury.
So this may provide a theoretical basis for improving the application of soybean in aquatic animal production.
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