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饲料脂肪对黄颡鱼卵巢脂类代谢以及

PI3KCa甲基化和转录水平的影响

卓梅琴#，  杨水波##，  凌仕诚，  罗    智*

(华中农业大学水产学院，分子营养实验室，湖北 武汉    430070)

摘要：为了探究饲料不同脂肪水平对黄颡鱼卵巢脂肪代谢潜在的影响，本研究设计了活
体与离体两个实验。活体实验中，分别投喂3组不同脂肪水平的饲料(脂肪含量分别为
6.98%、11.34%和15.41%)8周。离体实验中，分离原代黄颡鱼卵母细胞，采用(0、0.2和
0.5 mmol/L)3组不同脂肪酸浓度孵育48 h。活体实验结果显示：与6.98%和15.41%脂肪水
平组相比，11.34%脂肪水平显著增加黄颡鱼卵巢甘油三酯水平 (TG)，并上调FAS、
G6PD、6PGD和ME的酶活性水平，以及LPL和CD36基因表达水平。与6.98%和11.34%脂
肪水平组相比，15.41%脂肪水平组显著升高黄颡鱼的性腺指数(GSI)，并上调CPTIA和
DNMT3b的基因表达水平，以及PI3KCa启动子-64和-52 CpG位点的甲基化水平，而显著
降低PI3KCa的基因表达水平。体外细胞实验显示：与对照组(0)相比，0.5 mmol/L脂肪酸
孵育显著增加卵母细胞TG含量，并上调FAS、G6PD和ME酶活水平，以及G6PD和PI3KCa
的基因表达水平。同时，与对照组相比，脂肪酸孵育组显著降低CPTIA、ACCb、LPL、
CD36、DNMT1以及DNMT3b基因的表达水平。然而，脂肪酸孵育对卵母细胞PI3KCa的
启动子甲基化水平没有影响。研究表明，饲料不同脂肪水平影响卵巢TG的合成，可能
主要是通过脂肪转运相关基因，并且高脂肪很可能是通过影响黄颡鱼卵巢PI3KCa启动子
甲基化水平来影响PI3KCa的表达。而离体条件下，脂肪酸促进卵母细胞TG的合成很可
能是通过升高脂肪合成相关基因、降低脂肪分解和转运相关基因来实现，但脂肪酸孵育
不通过影响黄颡鱼卵母细胞PI3KCa甲基化水平来影响PI3KCa基因表达。
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脂肪是鱼类重要的营养物质，对鱼类的生

长、发育和营养代谢均具有重要的作用。同

时，脂肪是鱼类卵巢发育、产卵和繁殖过程所

必须的营养物质 [1-2]。研究表明，卵母细胞的脂

滴沉积是次级卵母细胞生长期的重要特征 [3]。目

前，有关饲料中不同脂肪水平对鱼类的影响主

要集中在肝脏脂肪沉积方面，而对卵巢的脂肪

代谢很少有关注。研究表明，鱼类卵母细胞也

可以进行内源性的脂肪合成，并且脂肪合成、

分解和转运相关酶和基因在卵巢脂肪代谢中发

挥重要作用 [4-5]，如参与脂肪合成的脂肪酸合成

酶(fatty acid synthetase, FAS)、葡萄糖6磷酸脱氢

酶(glucose-6-phosphate dehydrogenase, G6PD)、6-
磷酸葡萄糖脱氢酶(6-phosphate- glucose dehydrogenase,
6PGD)、苹果酸酶(malic enzyme, ME)和乙酰辅酶

A羧化酶a(acetyl CoA carboxylase a, ACCa)，参与

脂肪分解的肉碱棕榈酰转移酶I(carnitine palmitoy-
ltransferase I, CPTI)和乙酰辅酶A羧化酶b(acetyl

第43 卷 第 10 期 水    产    学    报 Vol. 43, No. 10

2019  年 10  月 JOURNAL OF FISHERIES OF CHINA Oct.,   2019

 
 

收稿日期：2019-09-16        修回日期：2019-09-25

资助项目：国家自然科学基金(31422056，31902381)；中国博士后科学基金(2019M650183)；湖北省高等学校优秀中青年科技

创新团队计划项目（T201933）

通信作者：罗智，E-mail：luozhi99@mail.hzau.edu.cn

http://www.scxuebao.cn

http://dx.doi.org/10.11964/jfc.20190911964
http://www.scxuebao.cn


CoA carboxylase b, ACCb)，以及参与脂肪转运的

脂蛋白脂酶(lipoprotein lipase, LPL)和脂肪酸移位

酶(fatty acid translocation enzyme, CD36)[6-7]。然

而，目前在鱼类中，有关卵巢脂肪代谢的相关

研究十分缺乏。

磷脂酰肌醇-3-羟激酶(phosphatidylinositol 3-
hydroxykinase, PI3K)信号转导通路是机体重要的

转导通路之一，在调节细胞增殖、分化、发育

和营养代谢方面具有重要作用。研究表明，PI3K
调控卵巢的发育和成熟 [5, 8]。同时，本课题组前

期研究也发现黄颡鱼(Pelteobagrus fulvidraco)卵巢

中PI3K基因的表达量非常高 [9]。此外，本课题组

的研究也发现，PI3K参与了黄颡鱼卵母细胞和

滤泡细胞的脂肪代谢过程 [5, 10]，但有关PI3KCa与
脂肪代谢之间的关系还不清楚。DNA甲基化与

异常脂肪代谢息息相关。本课题组前期研究还

发现，黄颡鱼PI3KCa启动子存在丰富的CpG位点[11]，

通常启动子上的CpG位点发生甲基化会引起基因

的沉默表达[12]，因此本研究从DNA甲基化水平探

讨PI3KCa与脂肪代谢之间的关系。

黄颡鱼是我国重要的经济鱼类，人工繁殖

技术推动了黄颡鱼养殖产业的发展。卵巢的正

常脂肪代谢关系到卵母细胞的成熟和质量，也

是决定黄颡鱼人工繁殖技术成功的关键。本研

究在本课题组过去十多年对黄颡鱼大量研究的

基础上 [7, 13-14]，结合活体与离体实验，探讨了不

同脂肪 /脂肪酸水平对黄颡鱼卵巢、卵母细胞脂

肪代谢以及PI3KCa甲基化和转录水平的影响，

旨在丰富脂肪在鱼类性腺发育中作用的基础理

论，同时为黄颡鱼人工繁殖技术的发展提供新

的思路。

1    材料与方法

实验分为两部分，实验一：用3种不同水平

脂肪饲料(6.98%、11.34%、15.41%)喂养黄颡鱼；

实验二：不同浓度脂肪酸(0、0.2、0.5 mmol/L)
孵育黄颡鱼卵细胞。

1.1    实验饲料

实验饲料的配方和营养成分分析见文献[15]。
配制脂肪水平含量不同的3组饲料，用索氏抽提

法测定粗脂肪，分别为6.98%、11.34%和15.41%。

饲料在80 °C烘箱中干燥，至水分小于10%，放置

−20 °C冰箱保存备用。

1.2    实验鱼与饲养管理

实验中黄颡鱼分为2组，第一组黄颡鱼购于

武汉百容水产良种有限公司，用于投喂不同脂

肪水平的饲料。选择规格均一的黄颡鱼 (3.79±
0.16) g (mean±SE)放入9个玻璃纤维缸中，每缸

30尾，每组3个重复。实验采用静水养殖系统，

并连续充气以保持溶解氧水平接近饱和。实验

期间饱食投喂，每天投喂2次，投喂时间分别

09:00和16:00，投喂前进行吸污和换水，投喂30
min后吸出残饵。实验周期8周。养殖结束后饥饿

24 h，用MS-222(10 mg/L)对实验鱼进行麻醉，分

别测量鱼的体质量和体长，解剖获得卵巢用于

计算性腺成熟指数(GSI)、甘油三酯(triglyceride,
TG)含量测定、酶活性测定、DNA和RNA提取。

第二组黄颡鱼(21.1± 0.3) g (mean± SE)，购于

华中农业大学菜市场，用于不同浓度脂肪酸孵

育黄颡鱼卵母细胞实验。黄颡鱼卵母细胞分离

及培养方法具体参照文献[5]。由于棕榈酸和油

酸是食物中存在的两种最丰富的脂肪酸 [15]，以

1∶1的比例添加孵育卵母细胞，探讨饲料脂肪水

平在体外对黄颡鱼卵巢脂代谢的影响。采用(0、
0.2、0.5 mmol/L)3种脂肪酸浓度孵育卵母细胞，

卵母细胞培养于T25细胞培养瓶，Cortland溶液作

为培养基，每个培养瓶使用5 mL培养基，每个

处理3个重复，培养48 h后取样，对卵母细胞进

行TG含量测定、酶活性测定、DNA和RNA提取。

1.3    甘油三酯含量和酶活性测定

卵巢和卵母细胞TG含量根据南京建成生物

试剂盒说明进行测定。脂肪酸合成酶(fatty acid
synthase, FAS)活性测定参考Chakrabarty等 [16]的方

法，G6PD和6PGD活性测定参考Barroso等 [17]的方

法，ME活性测定根据Wise等 [18]的方法。酶活力

单位（U）定义为：30 °C下，  每毫克可溶性蛋

白在1 min内转化1 μmol底物为产物。可溶性蛋白

质浓度使用牛血清白蛋白(bovine serum albumin,
BSA)作为标准，按照Bradford[19]的方法测定。

1.4    PI3KCa启动子甲基化分析

根 据 说 明 ， 采 用 D N A 试 剂 盒 ( A x y g e n
Biotechnology，杭州，中国)提取卵巢和卵母细胞

的基因组DNA，然后使用DNA甲基化试剂盒

(Zymo research，Orange，CA)修饰基因组DNA。

具体方法如下，通过巢式聚合酶链反应(PCR)，
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采用两个BSP (Bisulfite sequencing PCR) 特异性引

物 (表1)扩增经重亚硫酸盐修饰后的DNA模板。

PCR程序为：95 °C变性3 min；95 °C 30 s，55 °C
30 s，72 °C 30 s，共30个循环；最后72 °C延伸5

min终止。然后，凝胶纯化回收PCR产物，并将

其克隆到PMD 19-T载体(TaKaRa，大连，中国)
上，随后每个处理随机选择20个克隆进行测序，

测序分析由武汉擎科生物科技有限公司进行。

1.5    实时荧光定量PCR(qPCR)检测基因表达

参考文献[11]，采用实时荧光定量PCR(qPCR)
检测基因表达，荧光定量引物见表2。qPCR反应

程序为，95 °C预变性30 s，95 °C变性5 s，57 °C
退火30 s，最后72 °C延伸30 s，共40个循环。相

对表达水平采用2−△△CT方法计算 [20]。选用双内参

核糖体蛋白L7（ribosomal protein L7，RPL7）和

甘油醛-3-磷酸脱氢酶（glyceraldehyde-3-phosphate

dehydrogenase，GAPDH）进行标准化。预实验表

明这两个内参组合在不同脂肪和脂肪酸水平处

理下表达最稳定。

1.6    数据分析

采用SPSS 19.0软件进行数据分析，结果表

表 1    用于扩增启动子区域的引物

Tab. 1    Primers used for amplification of promoter regions in bisulfite treated genomic DNA

引物名称

primers
正向引物

forward primer (5′-3′)
反向引物

reverse primer (5′-3′)
步骤

step

PI3KCa GGATGTATGATGTATTTTGAGTG CTAAAATAAAAAATAAATAAACACTCC 外侧　outer

ATTGTTGTAGATGAAGTTGTAG CTAAAATAAAAAATAAATAAACACTCC 内侧　inner

表 2    实时荧光定量PCR引物

Tab. 2    Primers used for q-PCR from yellow catfish

引物名称

primers
正向引物

forward primer (5′-3′)
反向引物

reverse primer (5′-3′)
登录号

accession No.

β-Actin GGACTCTGGTGATGGTGTGA CTGTAGCCTCTCTCGGTCAG EU161066

18srRNA CTGCCGGTGGTCTTCTTCCA ATTCAGCGGGTCGTCTCGTC GQ4652361

RPL7 GGCAAATGTACAGGAGCGAG GCCTTGTTGAGCTTGACGAA KP938522

GAPDH TTTCAGCGAGAGAGACCCAG ATGACTCTCTTGGCACCTCC KP938521

HPRT ATGCTTCTGACCTGGAACGT TTGCGGTTCAGTGCTTTGAT KP938523

UBCE TCAAGAAGAGCCAGTGGAGG TAGGGGTAGTCGATGGGGAA KP938524

TUBA TCAAAGCTGGAGTTCTCGGT AATGGCCTCGTTATCCACCA KP938526

PI3KCa CCAGGGAAACGGGATACA TCCACTTTACAGCAAGGAGAA KU976455

FAS AACTAAAGGCTGCTGGTTGCTA CACCTTCCCGTCACAAACCTC JN579124

G6PD CAGGAATGAACGCTGGGATG TCTGCTACGGTAGGTCAGGTCC JX992744

6PGD GCTCTGATGTGGCGAGGTGG CGTAGAAGGACAGTGCAGTGGTAAA JX992745

CPTIA ATTTGAAGAAGCACCCAGAGTATGT CCCTTTTATGGACGGAGACAGA JQ074177

ACCa AATGGCTATGACTGGCAAGGG TACCGTCGTTCCACTAGTGATTT JX992746

ACCb AAGTGCTGTCTGAGCCCTGGAG CGCGGATCCTCCACTAGTGATTTCACTATAGG JX992747

LPL AGCGATTGGTGGGAGGATTAT TGAGCACGGTCCAGTTTCCT JX992743

CD36 GATCGTTCTGATTTCGGTTGG TTATTGTCGTACTTCGGCACTG MG574317

DNMT1 TGTGGGGTTTGTGAGGTGTG TTTGATGCGTCTTTAAGTGGC MH263731

DNMT3a GCAGCCAATCAGAGTGCTCTC TGGTGTCTCACCATCCCAAC MH263732

DNMT3b ATGAATGGAAAGGATGACGGT CAAAGAGATGCCTGATGACTGG MH263733
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示为平均值±标准误 (mean±SE)。不同处理用

Barlett检验方差同质性，实验处理组之间进行单

因素方差分析和Turkey等检验，P<0.05时代表差

异显著。

2    结果

2.1    饲料脂肪水平对黄颡鱼卵巢性腺成熟指

数的影响

饲料脂肪水平对黄颡鱼卵巢性腺成熟指数

的影响如图1所示。黄颡鱼雌鱼性腺成熟系数最

高的是饲料脂肪15.41%组，饲料脂肪6.98%和

11.34%组无显著差异(图1)。

2.2    饲料脂肪水平对黄颡鱼卵巢TG含量、酶

活性及脂代谢关键基因表达的影响

TG含量最高的是饲料脂肪11.34%组，其次

是饲料脂肪15.41%组，最低的是饲料脂肪6.98%
组(图2-a)。

FAS酶活性最高的是饲料脂肪11.34%组，饲

料脂肪 6 . 9 8 %和 1 5 . 4 1 %组之间无显著差异。

G6PD酶活性最高的是饲料脂肪11.34%组，其次

为饲料脂肪 1 5 . 4 1 %组，最低的是饲料脂肪

6.98%组。与饲料脂肪6.98%组相比，饲料脂肪

11.34%组的6PGD和ME酶活性显著增高，而饲料

脂肪15.41%组则无显著差异(图2-b)。

与饲料脂肪6.98%组相比，饲料脂肪11.48%
组LPL和CD36的表达显著增高。与饲料脂肪

11.34%组相比，饲料脂肪15.41%组CPT IA的表达

显著增高，而LPL和CD36的表达显著降低。另

外，饲料脂肪水平对FAS、G6PD、6PGD、ACCa
和ACCb的mRNA水平无显著影响(图2-c)。

2.3    饲料脂肪水平对PI3KCa甲基化、PI3KCa
和DNMTs表达的影响

采用BSP特异性引物进行PCR扩增，在预测

的CpG岛附近获得一段536 bp的序列 (从−91 bp
到+445 bp，转录起始位点定义为+1)，包含34个
CpG位点(图3-a)。测序结果显示PI3KCa启动子的

−71、−64、−52和+8 CpG位点发生甲基化(图3-b)。
饲料脂肪 6 .98%和 11 .34%组中， −71、 −64、

−52和+ 8 CpG位点的甲基化水平分别为50%、

20%、20%和40%，而饲料脂肪15.41%组，−71、
64、−52和+8 CpG位点甲基化水平分别为50%、

50%、50%和40%(图3-c)。与饲料脂肪6.98%和

11.34%组相比，饲料脂肪15.41%组的PI3KCa的甲

基化百分比增高，而PI3KCa的mRNA表达在饲料

脂肪15.41%组降低(图3-d)。与饲料脂肪6.98%和

11.34%组相比，DNMT3b的mRNA水平在饲料脂

肪15.41%组显著增高。另外，饲料脂肪水平对

DNMT1和DNMT3a的mRNA表达无显著影响(图3-e)。

2.4    -64和-52 CpG位点结合转录因子的预测

通过在线软件(http://www.genomatix.de)预测

6个可能与 -64和 /或 -52 CpG位点结合的转录因

子，包括PARF(PAR/ bZIP家族)、LHXF(Lim同源

域因子)、BRNF(Brn POU结构域因子)、FKHD(叉
头结构域因子 )、ZF06(C2H2锌指转录因子6)和
CREB(cAMP-响应元件结合蛋白)(图4)。

2.5    不同浓度脂肪酸孵育对黄颡鱼原代卵母

细胞TG含量、酶活性及脂代谢关键基因表达

的影响

TG含量随着脂肪酸浓度的增加而增加(图5-a)。
ME活性随着脂肪酸浓度的增加而增加。FAS和
G6PD的活性在0.5 mmol/L脂肪酸组中最高，在其

两组之间无显著差异。不同组之间6PGD活性无

显著差异(图5-b)。
FAS和G6PD的mRNA水平在0.5 mmol/L脂肪

酸组最高，其他两组之间无显著差异。6PGD的

表达随着脂肪酸浓度的增加而增加。ACCa的

性
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熟
指
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G
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I

饲料脂肪含量/% 

dietary lipid level

6.98 11.34 15.41
0

2

4

6

8

10
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a
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图 1    饲料脂肪水平对黄颡鱼卵巢GSI的影响

不同字母的条形图表示不同组之间的差异显著性 (P<0.05)，
GSI(性腺指数)%= 100%×(性腺质量)/(体质量－内脏质量)

Fig. 1    Effect of dietary lipid levels on GSI in
the ovary of P. fulvidraco

Bars that do not share a common letter mean significant difference
among different group (P< 0.05). GSI (gonadosomatic index) % =100% ×
(gonad weight) / (body weight-viscera weight).
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mRNA水平在0.2 mmol/L脂肪酸组最高，对照组

中最低。CPT IA和ACCb的表达随着脂肪酸浓度

的增加而降低。LPL的mRNA水平在对照组中最

高，并且在其他两组之间无显著差异。CD36的
表达在对照组最高，0.2 mmol/L脂肪酸组最低

(图5-c)。

2.6    脂肪酸孵育对PI3KCa甲基化，PI3KCa和
DNMTs表达的影响

黄颡鱼卵母细胞中，PI3KCa启动子未检测

到甲基化(图6-a)。随着脂肪酸孵育浓度的增加，

PI3KCa的mRNA水平增加(图6-b)。DNMT1 mRNA
表达在0.5 mmol/L脂肪酸组中最低，在其他两组

之间无显著差异。不同组间DNMT3a mRNA水平

无显著差异。随着脂肪酸浓度的增加，DNMT3b

的mRNA水平降低(图6-c)。

3    讨论

脂肪是黄颡鱼卵巢发育过程中的主要能量

来源，目前有关研究主要集中于饲料中脂肪水

平对鱼类的卵巢发育、产卵和繁殖现象，很少

有研究涉及饲料脂肪水平对黄颡鱼卵巢内源性

脂肪合成的影响。

本实验中，与6.98%和11.34%脂肪组相比，

15.41%脂肪组显著增加黄颡鱼的性腺指数。类似

的，对其他鱼类的研究中表明，增加饲料脂肪

含量会促进鱼类卵巢的发育 [2, 21]。研究表明，卵

母细胞中的脂滴大部分是以TG的形式存在，卵

母细胞的成熟和发育依赖于卵母细胞中TG的合
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图 2    饲料脂肪水平对黄颡鱼卵巢TG含量(a)、酶活性(b)和基因表达(c)的影响

不同字母的条形图表示不同组之间的差异显著性(P<0.05)

Fig. 2    Effect of dietary lipid levels on TG accumulation (a), enzymatic activities (b) and expression of genes (c)
involved in lipid metabolism in the ovary of P. fulvidraco

Bars that do not share a common letter mean significant difference among different group (P < 0.05)
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图 3    饲料脂肪水平对黄颡鱼卵巢组织中PI3KCa基因启动子区的甲基化和mRNA表达以及DNMTs表达的影响

(a)PI3KCa启动子CpG岛预测及BSP法扩增的536bp序列 ;(b)硫化DNA模板扩增后的测序图谱，红色矩形表示甲基化CpG位于−71，−64，
−52和+8位点; (c)PI3KCa单个CpG的甲基化状态。不同百分比的甲基化由圆圈中黑色区域的比例表示；(d)PI3KCa甲基化水平与mRNA表

达的关系；(e)DNMTs表达。不同字母的条形图表示不同组之间的差异显著性(P<0.05)

Fig. 3    Effects of dietary lipid levels on the promoter methylation and mRNA expression of PI3KCa, and DNMTs
mRNA expression in the ovary tissues of P. fulvidraco

(a)The putative result of CpG islands in PI3KCa and the amplification sequence by nest PCR with two BSP specific primer pairs;(b)Sequencing
chtomatogram analysis of partial bisulfite-modified DNA after amplification. The red rectangles indicate methylated CpG locus at −71, −64, −52 and +8
sites;(c) Methylation status of individual CpG dinucleotides of PI3KCa. Different percentages of methylation are represented by the proportion of black
area in the circle;(d)Relationship between methylation and mRNA expression of PI3KCa. Methylation level corresponds to the average methylation
values of 34 CpG sites;(e)DNMTs expressions. Bars that do not share a common letter mean significant difference among different groups (P< 0.05)
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成 [22]。本实验中，与6.98%和11.34%脂肪水平组

相比，11.34%脂肪水平组相比现在增加卵巢

TG的合成，表明适宜脂肪水平能够增加卵巢

TG的合成。周海等[3]指出适宜的脂肪水平会增加

中华鳄(Acipenser sinensis)性腺TG的蓄积。然而，

与11.34%脂肪水平组相比，15.41%脂肪水平反而

降低卵巢TG的合成，这可能与15.41%脂肪水平

组显著增加性腺指数有关，Hoyos-Marulanda
等 [23]研究表明卵巢发育过程中卵母细胞的TG含

量下降。此外，15.41%脂肪水平组也显著增加黄

颡鱼卵巢CPTIA的基因表达。CPTIA是脂肪酸β氧
化的限速酶，近期我们实验室的研究表明脂肪

酸β氧化是黄颡鱼卵母细胞成熟的必要条件，这

可能也是CPTIA在15.41%脂肪水平组高表达的原

因。LPL和CD36 是鱼类脂肪酸转运过程中两种

最主要的酶 [6]。有研究指出，在在鱼类性腺发育

过程中，卵巢LPL和CD36显著高表达 [24-25]。本研

究中，饲料脂肪显著增加黄颡鱼LPL和CD36的基

因表达，并且饲料脂肪水平影响LPL和CD36的表

达水平的趋势与TG的变化非常一致，提示饲料

脂肪水平影响卵巢TG的累积很可能是通过脂肪

转运基因LPL和CD36来实现。然而，郑珂珂等[26]

指出，黄颡鱼高脂投喂后肝脏LPL的表达量显著

增加。Sfeir等 [27]高脂饲料投喂后，小鼠心脏CD36
的表达量显著上升。但是，Patsouris等 [28]报道高

脂投喂小鼠肝脏LPL和CD36的表达量没有显著

影响。

在体外实验中，0.5 mmol/L的脂肪酸孵育显

著增加黄颡鱼卵母细胞的TG合成，并伴随着脂

肪合成相关酶(FAS、G6PD、ME)酶活和基因表

达(FAS、G6PD、6PGD、ACCa)的上调，以及脂

肪分解(CPT1A、ACCb)和转运(LPL、CD36)相关

基因的表达下降，提示脂肪酸促进卵母细胞TG
的合成很可能是通过升高脂肪合成相关基因、

降低脂肪分解和转运相关基因来实现。类似

的，Ling等 [15]研究也指出，脂肪酸孵育会增加细

胞TG的合成。有研究表明，高浓度的脂肪酸对

细胞有一定的毒性作用，此时细胞可通过酯化

反应合成TG来抵抗高浓度脂肪酸毒性[15, 29]。

DNA甲基化会影响基因的表达，通常认为

基因启动子上的CpG位点发生甲基化会沉默基因

的表达[12]。在哺乳动物中，研究表明饲料高脂很
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图 4    PI3KCa启动子-64和-52CpG位点的可能结合的转录因子结合位点预测

转录因子结合的序列信息显示在相应颜色的框中，白色代表转录因子家族

Fig. 4    Transcription factor binding sites (TFBS) prediction at -64 and/or -52 CpG site of PI3KCa promoter
The information of TFBS was presented in the boxes with corresponding colors, the sequences at -64 and/or -52 CpG sites. The family name of predicted
TFs was shown in white color
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可能通过DNA甲基化修饰的方式改变基因的表

达 [30]。PI3KCa是PI3K家族的最重要的成员之一，

前期研究表明PI3K通路参与黄颡鱼的滤泡细胞

的脂肪代谢作用。同时也发现PI3KCa的启动子

存在丰富的CpG位点 [11]，暗示了PI3KCa启动子甲

基化可能参与黄颡鱼的脂肪代谢作用。本研究

发现，15.41%脂肪水平组显著升高PI3KCa启动

子 -62和 -54CpG位点的甲基化水平，而降低

PI3KCa的基因表达，提示高脂可能通过DNA甲

基化修饰的方式来降低PI3KCa的转录水平。通

过在线软件预测-62和-54CpG位点潜在的结合转

录因子分别为PARF(PAR/ bZIP家族)、LHXF(Lim
同源域因子 )、BRNF(Brn POU结构域因子 )、
FKHD(叉头结构域因子)、ZF06(C2H2锌指转录因

子6)和CREB(环磷腺苷效应元件结合蛋白)。但

是，这些转录因子是否与-62和-54的CpG位点发

生甲基化而不能正常与启动子结合需要进一步

的验证。参与DNA甲基化的酶主要有3种，分别

为维持甲基转移酶DNMT1以及从头甲基转移酶

DNMT3a和DNMT3b[31]。本研究中发现，15.41%
脂肪水平显著增加DNMT3b的基因表达，而对

DNMT1和DNMT3a的基因表达不影响，提示

D N M T 3 b可能比 D N M T 1和 D N M T 3 a在调节

PI3KCa启动子甲基化过程发挥更重要的作用。

然而体外实验结果显示，脂肪酸孵育显著增加

卵母细胞PI3KCa的基因表达，而对PI3KCa甲基

化水平无影响，暗示了脂肪酸改变PI3KCa的表

达并不通过DNA甲基化的方式。同时，脂肪酸

孵育显著降低卵母细胞DNMT1和DNMT3b的基

因表达，表明在体外脂肪酸孵育中，DNA甲基

化修饰可能被抑制。由此可见，体外与体内不

同脂肪水平对黄颡鱼卵巢PI3KCa甲基化和转录
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图 5    脂肪酸孵育对黄颡鱼原代卵母细胞TG含量(a)、酶活性(b)和基因表达(c)的影响

不同字母的条形图表示不同组之间的差异显著性(P<0.05)。

Fig. 5    Effects of fatty acid incubation on TG accumulation (a), enzymatic activities (b) and expression of genes (c)
involved in lipid metabolism in the primary oocytes of P. fulvidraco

Bars that do not share a common letter mean significant difference among different group (P < 0.05).
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水平的影响也呈现不同的影响机制。

总体而言，本研究发现不同脂肪水平对黄

颡鱼卵巢脂肪代谢以及PI3KCa甲基化和转录水

平在体内与体外呈现完全不同的两种方式。活

体实验中，饲料不同脂肪水平影响卵巢TG的合

成可能主要是通过脂肪转运相关基因，并且高

脂肪很可能通过 D N M T 3 b影响黄颡鱼卵巢

PI3KCa启动子甲基化水平来影响PI3KCa的表

达。离体实验表明，脂肪酸孵育促进卵母细胞

TG的合成主要是通过增加脂肪合成相关基因的

表达，降低脂肪酸转运和分解相关基因的表达

来完成，并且脂肪酸孵育不通过DNA甲基化修

饰的方式影响PI3KCa的表达。

卓梅琴，杨水波为并列第一作者。

参考文献：

Luo Z, Liu Y J, Mai K S, et al. Effect of dietary lipid

level on growth performance, feed utilization and body

composition of grouper Epinephelus coioides juveniles

fed isonitrogenous diets in floating netcages[J].

Aquaculture International, 2005, 13(3): 257-269.

[  1  ]

周海. 脂肪在中华鳄雌鱼性腺发育过程中的作用及其[  2  ]

相关机制研究[D]. 武汉: 华中农业大学, 2018.

Zhou H. Studies on the function and the related

mechanism of lipid on gonadal development of female

Chinese sturgeon (Acipenser sinensis)[D]. Wuhan:

Huazhong Agricultural University, 2018(in Chinese).

Patiño R, Sullivan C V. Ovarian follicle growth,

maturation, and ovulation in teleostfish[J]. Fish

Physiology and Biochemistry, 2002, 26(1): 57-70.

[  3  ]

Johnson R B. Lipid deposition in oocytes of teleost fish

during secondary oocyte growth[J]. Reviews in Fisheries

Science, 2009, 17(1): 78-89.

[  4  ]

Song Y F, Tan X Y, Pan Y X, et al. Fatty acid β-

oxidation is essential in leptin-mediated oocytes

maturation of yellow catfish Pelteobagrus fulvidraco[J].

International Journal of Molecular Sciences, 2018, 19(5):

1457.

[  5  ]

Sánchez-Gurmaches J, Østbye T K, Navarro I, et al. In

vivo and in vitro insulin and fasting control of the

transmembrane fatty acid transport proteins in Atlantic

sa lmon (Salmo salar ) [J ] .  American Journal  of

Physiology-regulatory Integrative and Comparative

Physiology, 2011, 301(4): 947-957.

[  6  ]

Zhao T, Wu K, Hogstrand C, et al. Lipophagy mediated[  7  ]

control
0

5

10

15

20

a

b

c

DNMT1 DNMT3a DNMT3b
0

1

2

3

4

5

b b b

a

a a a

a

c

脂肪酸浓度/(mmol/L)

fatty acid concentration

甲基转移酶相关基因
gene

相
对

表
达

量
re

la
ti

v
e 

m
R

N
A

 e
x

p
re

ss
io

n

相
对

表
达

量
re

la
ti

v
e 

m
R

N
A

 e
x

p
re

ss
io

n

control 0.5 mmol/L0.2 mmol/L

0.50.2

(a)

(b) (c)

−64

−71 −52
+8 +22 +51 +71 +94 +137 +207 +250 +286+307+314+325 +346+276

+6 +20 +46 +58 +81 +120 +162 +193+209+233 +281+303+309+322+332 +352+259
CpG locus: 

control: 

0.2 mmol/L: 

0.5 mmol/L: 

 
图 6    脂肪酸孵育对黄颡鱼原代卵母细胞PI3KCa甲基化水平以及PI3KCa和DNMTs基因表达的影响

(a)PI3KCa启动子中单独CpG位点的甲基化水平；(b) PI3KCa的mRNA水平；(c)DNMTs的mRNA水平；不同字母的条形图表示不同组之

间的差异显著性(P<0.05)

Fig. 6    Effects of fatty acid incubation on the methylation and expression of
PI3KCa and DNMTs in the primary oocytes of P. fulvidraco

(a)None of CpG sites are methylated in the promoter of PI3KCa;(b)The mRNA levels of PI3KCa;(c)The mRNA levels of DNMTs. Bars that do not share
a common letter mean significant difference among different groups (P< 0.05)
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Effects of dietary lipid on lipid metabolism, methylation and expression of
PI3KCa in the ovary of yellow catfish (Pelteobagrus fulvidraco)

ZHUO Meiqin #,     YANG Shuibo ##,     LING Shicheng ,     LUO Zhi *

(Laboratory of Molecular Nutrition for Aquatic Economic Animals, College of Fisheries,
Huazhong Agricultural University, Wuhan    430070, China)

Abstract: The present study was conducted to determine the potential mechanisms of dietary lipid level
influencing lipid deposition in the ovary of yellow catfish Pelteobagrus fulvidraco. For this purpose, two
experiments were designed. In vivo, yellow catfish were fed with three diets containing 6.98%, 11.34% and
15.41% of lipid levels. In vitro, the primary oocytes from yellow catfish were incubated with three fatty acid levels
(0, 0.2 and 0.5 mmol/L), respectively. Triacylglyceride (TG) contents, methylation level of PI3KCa, and enzymes
activities of FAS, G6PD, 6PGD, and ME, as well as the mRNA level of PI3KCa, DNMTs and other genes
involved in lipid metabolism were determined in the ovary and oocytes of yellow catfish. GSI increased with
increasing dietary lipid levels. Among three lipid treatments, TG content and the enzyme activities of FAS, G6PD,
6PGD, and ME, and mRNA expression of LPL and CD36 were highest in the 11.34% of dietary lipid level in the
ovary; CPT IA mRNA expression was the highest for fish fed 15.41% dietary lipid; the lowest mRNA level of
PI3KCa and the highest methylation percentage of PI3KCa promoter at -64 and -52 CpG sites were found in the
15.41% of dietary lipid group; Dietary lipid levels influenced the mRNA level of DNMT3b, but not the expression
of DNMT1 and DNMT3a. DNMT3b mRNA expression was the highest in 15.41% of dietary lipid group,
indicating that DNMT3b was more sensitive than DNMT1 and DNMT3a in response to dietary lipid level. In
contrast, the in vitro study indicated that TG content, enzyme activities of FAS, G6PD and ME, and G6PD mRNA
expression were the highest in the 0.5 mmol/L FA group, and mRNA expression levels of CPT IA, ACCb, LPL
and CD36 were the highest in the control; FA incubation significantly increased the mRNA level of PI3KCa,
reduced mRNA levels of DNMT1 and DNMT3b, but showed no significant effect on the methylation of PI3KCa
promoter and on mRNA expression of DNMT3a.
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