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摘要: 为探究方正银鲫(Carassius auratus gibelio)鳃靶器官在细胞层面应对盐碱生境胁迫时的代谢响应机制, 实验

设置了淡水对照组(Con)和 3 个碱胁迫组: 20 mmol/L NaHCO3 (CA20)、40 mmol/L NaHCO3 (CA40)和 60 mmol/L 

NaHCO3 (CA60), 通过非靶向代谢组学方法, 解析暴露于不同浓度盐碱环境中 30 d 后的方正银鲫鳃靶器官中的差

异显著代谢物及代谢通路。结果显示, 鳃组织在 ESI 正、负离子数据采集模式下共筛选出 89 个差异显著代谢物, 其

中 50 个上调, 39 个下调, 其主要富集于甘油磷脂代谢、鞘脂代谢、花生四烯酸代谢、苯丙氨酸代谢以及苯丙氨酸、

酪氨酸和色氨酸的生物合成等 12 条代谢通路。本研究结果表明, 盐碱生境胁迫后, 方正银鲫体内甘油磷脂调控了

细胞膜内外物质转运, 导致合成鞘磷脂、鞘氨醇的途径被抑制。而随着前列腺素、白三烯和 L-苯丙氨酸等代谢物

的浓度上升, 鲫鳃的解毒功能增加, 炎症创伤获得逐渐修复, 该代谢机制可能是方正银鲫应对盐碱胁迫耐受策略

的重要原因之一。本研究所探究的方正银鲫对盐碱生境胁迫的耐受策略及代谢调控机制, 为后期的耐盐碱优良鱼

种培育及增养殖研究提供了科学理论依据。 
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中国约有 0.46 亿 hm2 内陆盐碱水域, 约占全

国湖泊总面积的 55%以上[1]。这些盐碱水资源主

要分布在我国东北、华北和西北内陆地区, 按照

水体中离子组成比例可分为碳酸盐型、硫酸盐型、

氯化物型和复合型等不同类型盐碱水, 其中东北

地区以碳酸盐型为主。由于盐碱水具有高 pH、高

盐、高碱等特点[2-3], 人畜无法饮用, 不能灌溉农

田, 也不能直接用于水产养殖, 故绝大多数属于

长期荒置状态。因此培育适盐碱鱼类良种并建立

适养殖模式, 是盐碱水域高效利用的关键途径, 也

是实现我国现有国土面积“扩容、提质、增效”战

略目标的必要手段。 

当水体的盐度达到 7, 碱度达到 10 mmol/L 时, 

会使淡水鱼类体内代谢所产生的氮废物不能有效

排泄, 从而导致蛋白质和核苷酸的代谢产物累积

产生毒性, 严重影响鱼类的生长、生存和繁殖[4-5]。

目前仅有面积不足 2%的低碱度盐碱水域, 通过移

植驯化淡水和海水经济鱼类被开发利用[6-7]。在这

一背景下, 解析鱼类氮废物的排泄机制, 是培育

耐盐碱鱼类优良品种、进一步提升我国盐碱水域

资源利用率的关键科学问题, 也是鱼类生理学研

究的焦点问题之一。 

除了软骨鱼类和少部分特殊硬骨鱼类以尿素

形式排泄氮代谢产物外, 绝大部分硬骨鱼类直接

将氮废物以氨的形式排泄到水环境中[8]。以氨形

式排泄氮废物是硬骨鱼类最快、最易实现的排泄

形式 [9-10], 现有研究表明 , 海水和淡水硬骨鱼类

在水环境中以氨形式排泄的氮废物占总氮废物排
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泄量的 60%~95%[11]。就氨排泄机制而言, 早期研

究认为, 氨主要依靠分压和浓度梯度驱动, 并经

组织上皮排泄到体外。近十年来, 研究人员发现, 

鳃是鱼类氨排泄的最主要的靶器官[12-13], 进而对其

氨排泄机制和离子调节作用进行了大量的研究[14]。

其中最重要的发现是氨在鳃上皮细胞的运动是由

特定的通道, 即 Rhesus (Rh)糖蛋白所促进的[15]。

Chang 等[16]通过对雅罗鱼(Leuciscus waleckii)鳃、

肾、肝等组织的转录组高通量测序和表达谱差异

性分析发现, Rh 蛋白家族(Rhag, Rhbg, Rhcg1 和

Rhcg2)全部富集上调表达, 揭示了雅罗鱼的盐碱

适应能力与 Rh 基因调控的 Rh 糖蛋白表达直接相

关, 阐明了鱼类耐盐碱的分子机制。具有氨转运功

能的 Rh 糖蛋白的发现为研究鱼类鳃中氨排泄机制

打开了新局面, 而进一步探讨 Rh 糖蛋白在鳃细胞

表面上参与氨转运过程的物质基础, 解析关键代谢

通路与调控机制, 是这一领域所面临的新课题。 

为了更好地解析代谢产物参与鱼类鳃中氨转

运的调控机制 , 需要寻找更为全面的检测技术 , 

便于从“系统生物学”的视角审视面临的科学问

题。在细胞层面上小分子物质的产生和代谢, 能

更准确地反映生物体系的状态, 而代谢组学是通

过对小分子代谢产物的观察, 来判断机体“系统”

发生的变化。采用代谢组学手段揭示环境胁迫下

鱼类的代谢特征和对调控途径的影响, 有助于全

面解析靶器官在细胞层面上代谢物的调控机制和

代谢机理。因此, 代谢组学成为环境胁迫下生物

应激反应的研究热点[17-18], 也为明确耐盐碱鱼类

的离子交换和渗透压平衡的物质基础提供了新的

研究思路。鲫作为大宗淡水养殖的重要经济鱼类, 

由于生长速度快、抗逆性好、耐盐碱能力强的特

点, 其适盐碱增养殖潜力巨大[19]。鲫耐盐碱胁迫

对鱼类系统生物学研究可提供直接的借鉴意义 , 

但目前对其开展的研究较少, 对其盐碱耐受适应

性进化策略解析得仍不全面, 制约了耐盐碱鱼类

育种的良性发展。 

本课题组前期围绕鲫在 NaHCO3 胁迫下血浆

非靶向代谢组学开展了探索性研究, 发现碱性暴

露会导致血浆中代谢谱的广泛变化[20-21]。在此基

础 上 , 本 研 究 以 方 正 银 鲫 (Carassius auratus 

gibelio)为研究对象, 基于超高效液相色谱串联飞

行时间质谱(Ultra-performance liquid chromatography 

coupled with time-of-flight mass spectrometry, 

UPLC-Q-TOF/MS)技术的非靶向代谢组学研究 , 

结合多变量数据统计分析方法, 探讨方正银鲫在

NaHCO3 浓度为 20、40、60 mmol/L 生境下暴露

30 d, 其鳃组织中内源性代谢物的变化, 从“代谢

组”角度解析 NaHCO3 胁迫下鲫鳃适应性防御策

略的物质基础, 为更全面解析鱼类离子调节机制

提供理论依据, 为耐盐碱鱼类优良品种培育提供

科学理论支撑。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

实验动物购自方正县方正银鲫国家良种场 , 

体长(21.0±0.5) cm、体重(120.00±5.64) g, 健康无

外伤, 经流式细胞仪测定, 均为三倍体, 且遗传

背景一致。将其暂养于室内控温循环养殖设备中

7 d, 水温 24~25 ℃, 每天保持 12~14 h 的光照条

件, 遵照三定三巡的(定时定点定量投喂、早中晚

巡查)水产养殖管理模式。 

碳酸氢钠(NaHCO3, 分析纯 , 天津市化工三

厂公司 ); 间氨基苯甲酸乙酯甲磺酸盐 (MS-222, 

美国 Sigma Aldrich 公司); 生理盐水(四川科伦药

业公司); 液氮(哈尔滨市黎明气体公司); 甲醇、乙

腈(质谱纯, 德国 Merck 公司); 甲醇、甲酸、0.22 μm

有机相滤膜(色谱纯, 上海安谱公司)。 

XS205DY 电子天平(瑞士 Mettler Toledo 公

司); Milli-Q A10 超纯水机(美国 Millipore 公司); 

组织研磨机 (上海净信公司 ); 涡旋混匀器 (德国

IKA 公司); KQ 300DB 型数控超声仪(昆山市超声

仪器公司 ); Allegra X-30R 高速离心机 (美国

Beckman 公司); Acquity UPLC 系统(美国 Waters

公司); SCIEX Triple TOF 5600+高分辨质谱仪(美

国 AB SCIEX 公司)。 

1.2  实验方法 

1.2.1  碱胁迫实验  本实验设置 1 个淡水对照组

(Con), 3 个碱胁迫组: 20 mmol/L (CA20)、40 mmol/L 

(CA40)、60 mmol/L (CA60), 每组 3 个平行, 每个

平行 20 尾。为了使方正银鲫不产生急性应激反应, 
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采用 NaHCO3 配制相应的浓度, 以每天 10 mmol/L

的速度升至实验用浓度后暴露 30 d。实验期间每

天换水 1/2, 保持水质干净清洁, 并用酸碱滴定法

标定 NaHCO3 浓度。 

1.2.2  样品采集  暴露实验结束后, 各组随机抽

取 15 尾鱼(共计 60 尾)至含有 40 mg/L 麻醉剂

(MS-222)的溶液中, 深度麻醉后置于冰上, 快速

取出鳃组织(鳃丝), 用 4 ℃预冷的生理盐水润洗, 

吸水纸擦干后立即用液氮速冻, 再转移至−80 ℃

冰箱保存待测。 

1.2.3  代谢物提取  取−80 ℃保存的鳃组织样品

于 4 ℃下解冻, 准确称重 30 mg 样品, 加入 480 μL

经 4 ℃预冷的 80%甲醇水溶液和 5 个钢珠(直径

为 2.38 mm), 用组织研磨机 60 Hz 研磨 30 s, 冰水

浴超声处理 10 min 后, −20 ℃下静置 30 min, 最

后于 4 ℃、13000 r/min 离心 15 min, 取 300 μL

上层溶液, 过 0.22 μm 有机相滤膜至进样瓶待测。

同时, 将各组鳃组织等量混合成质量控制(quality 

control, QC)样品 , 按照上述鳃组织处理方法制

备。QC 样品是检验质谱数据重复性和结果准确性

的必要步骤, 在样品序列中等间隔重复插入同一

QC 样品, 对信号漂移进行评估和校正, 使批次之

间的实验数据质量得到提高。 

1.2.4  LC-MS 检测  色谱条件: 色谱柱为 BEH 

C18 柱(50 mm×2.1 mm, 1.7 μm; Waters, USA); 正

离子扫描: 流动相 A 为 0.1%甲酸水溶液(V/V), B

为乙腈; 负离子扫描: 流动相 A 为水, B 为乙腈; 流

速为 0.3 mL/min, 进样量为 10 μL, 柱温为 40 ℃。

洗脱梯度: 0~4 min, 95%~30% A; 4~11 min, 30%~ 

15% A; 11~12 min, 15%~0% A; 12~13 min, 0% A; 

13~13.2 min, 0%~95% A; 13.2~15 min, 95% A。 

质谱条件: 在正负离子模式下扫描数据, 正负离

子源电压为 5500 V/−4500 V, 离子源温度为 550 ℃, 

裂解电压为 80 V/−80 V, 碰撞能量为 35 eV/−35 eV, 

碰撞能量扩展为 15 eV。氮气用作雾化气体和辅

助气体, Gas1 和 Gas2 的压力为 55 PSI, 气帘气压

力为 35 PSI。开启动态背景扣除(DBS), 并设置触

发式扫描(IDA)响应值超过 100 cps 的 8 个峰用于

二 次 质 谱 扫 描 。 一 级 质 谱 离 子 扫 描 范 围 为

100~1500 Da, 二级质谱离子扫描范围为 50~ 

1500 Da。 

1.3  数据处理   

将采集到的数据导入 Progenesis QI, 对色谱

峰进行峰提取、峰对齐、峰识别以及归一化处理, 

得到的数据再导入 Simca 14.0 软件进行主成分分

析(principal component analysis, PCA)、正交偏最

小二乘法分析 (orthogonal partial least squares 

discriminant analysis, OPLS-DA), 选取变量权重

重要性排序值 (variable importance in projection, 

VIP)>1、T 检验分析(P<0.05)为筛选条件, 并与人

类代谢组数据库(HMDB)匹配 , 筛选差异表达代

谢物 (differential expressed metabolites, DEMs), 

将筛选得到的 DEMs 英文名称导入 MetaboAn-

alyst 5.0 进行分析, 得到 DEMs 的相关通路, 绘制

相应代谢通路示意图 , 查阅相关文献 , 阐述

DEMs 对方正银鲫耐盐碱的影响。 

2  结果与分析 

2.1  PCA 分析 

按照上述色谱条件和质谱条件进样分析, 各

组样品在正、负离子模式下均获得良好的分离效

果及离子化效率。PCA 统计原理分析正、负离子

模式下样品的代谢轮廓差异, 可以观察到数据中

所有样品的聚类情况, 如图 1 所示, 不同组别间

具有明显的分组趋势 , CA20 远离 Con, 说明

NaHCO3 碱度胁迫对方正银鲫鳃组织代谢产生了

影响。另外, CA40、CA20 介于 Con 与 CA60 之间, 

有向高浓度组偏移的趋势, 从一定程度上也可以

说明 NaHCO3 碱度胁迫对于方正银鲫鳃组织代谢

影响存在浓度依赖。另外, 正离子模式下 R2 为

0.75, Q2 为 0.65; 负离子模式下 R2 为 0.64, Q2 为

0.83。其中 R2 表示模型拟合结果的方差, 代表拟

合质量, Q2 表示数据方差, 代表模型的可预测性, 

R2 和 Q2 值越接近 1 越好, 通常大于 0.4, 且差值

不应过大。根据上述结果可以看出本数据模型拟

合度较高, NaHCO3 碱度胁迫影响了方正银鲫鳃

组织的代谢。 

2.2  OPLS-DA 分析 

为了消除样品的非特异性影响, 使用有监督

的 OPLS-DA 分析比较了 Con 与各胁迫组。图 2 
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图 1  正(A)、负(B)离子模式下 PCA 得分图 

Fig. 1  PCA score in positive (A) and negative (B) ion modes 
 

 
 

图 2  正离子模式下空白组和 NaHCO3 各浓度组 OPLS-DA 得分图(A1: CA20; A2: CA40; A3: CA60) 

及 S-Plot 图(B1: CA20; B2: CA40; B3: CA60) 

Fig. 2  OPLS-DA score plot (A1: CA20; A2: CA40; A3: CA60) and S-Plot (B1: CA20; B2: CA40; B3: CA60)  
 of the blank group and three NaHCO3 concentration groups in positive ion mode 
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和图 3 分别为正离子模式和负离子模式下方正银

鲫 LC-MS 数据的 OPLS-DA 得分图和 S-Plot 图。

OPLS-DA得分显示 Con 与不同浓度 NaHCO3胁迫

组之间有明显的区别, S-Plot 图中距离原点越远

的离子对两组比较差异性贡献越大。 

2.3  差异代谢物筛选 

以 VIP>1、T 检验为参考指标, 筛选具有显著

性(P<0.05)的生物标记物。选择 HMDB 数据库对

代谢物进行鉴定, 在 Progenesis QI 软件中按 1.3

数据处理项下内容设定质量误差、二级碎片得分

及同位素相似度等相关参数, 确定各物质名称、

HMDB 号。本方法分别鉴定出 Con 和 CA20 之间

有 176 个 DEMs; Con 和 CA40 之间有 153 个 DEMs; 

Con 和 CA60 之间有 163 个 DEMs。这 3 组对比共

同筛选出 89 个 DEMs, 其中 50 个上调, 39 个下调, 

这 89个 DEMs在对照组和处理组中含量也有所不

同(图 4)。按照代谢物类型可分为: 脂质和类脂质

分子、有机氮化合物、有机杂环化合物、有机酸 
 

 
 

图 3  负离子模式下空白组和 NaHCO3 各浓度组 OPLS-DA 得分图(A1: CA20; A2: CA40; A3: CA60) 

及 S-Plot 图(B1: CA20; B2: CA40; B3: CA60) 

Fig. 3  OPLS-DA score plot (A1: CA20; A2: CA40; A3: CA60) and S-Plot (B1: CA20; B2: CA40; B3: CA60)  
of the blank group and three NaHCO3 concentration groups in negative ion mode 
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图 4  89 种代谢物聚类热图 

Fig. 4  Clustered heatmap of 89 metabolites 
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及其衍生物、核苷、核苷酸和类似物, 在处理组

中, 碱度胁迫引起的鳃组织中脂质和类脂质分子

变化数量最多, 为 78 种, 包括: 脂肪酰基、嘌呤

核苷、鞘脂、类固醇和类固醇衍生物、甘油酯、

甘油磷脂、烯醇脂、有机氧化合物。 

2.4  差异代谢通路分析 

MetaboAnalyst 是基于网络的生物体代谢路

径分析的重要工具, 有着操作简便、快速准确的

特点[22]。根据上述筛选的 89 个 DEMs 在空白组

和处理之间的浓度变化趋势有显著性差异, 将其

具体信息导入 MetaboAnalyst 5.0, 得到方正银鲫

耐盐碱代谢影响结果, 以影响因子(impact)大于 0

为标准, 发现 12 条代谢通路受到影响, 其中甘油

磷脂代谢(P=0.0041)、鞘脂代谢(P=0.0056)较为显

著, 花生四烯酸代谢(impact 值为 0.0279)、苯丙氨

酸、酪氨酸和色氨酸的生物合成 (impact 值为

0.5000)苯丙氨酸代谢(impact 值为 0.3571)影响因 

子较大。对应的代谢通路分析如图 5 所示, 详细

信息如表 1 所示, 上述结果都说明 NaHCO3 对方

正银鲫正常代谢过程产生了严重干扰。 

 

 
 

图 5  代谢通路分析结果 

Fig. 5  Metabolic pathway analysis results 
 

表 1  代谢通路分析结果 

Tab. 1  Metabolic pathway analysis results 

编号 
no. 

代谢通路 matabolic pathway 
对应物质数 

hits 
P 

影响因子
 impact

1 甘油磷脂代谢 glycerophospholipid metabolism 4 0.0041 0.3333 

2 鞘脂代谢 sphingolipid metabolism 3 0.0056 0.1988 

3 花生四烯酸代谢 arachidonic acid metabolism 3 0.0200 0.0279 

4 苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸的生物合成 phenylalanine, tyrosine and tryptophan biosynthesis 1 0.0705 0.5000 

5 苯丙氨酸代谢 phenylalanine metabolism 1 0.1362 0.3571 

6 糖基磷脂酰肌醇(gpi)-锚定生物合成 glycosylphosphatidylinositol (gpi)-anchor biosynthesis 1 0.2121 0.0048 

7 甘油脂代谢 glycerolipid metabolism 1 0.2545 0.0125 

8 类固醇激素生物合成 steroid hormone biosynthesis 2 0.3170 0.0673 

9 赖氨酸降解 lysine degradation 1 0.3690 0.0284 

10 磷脂酰肌醇信号系统 phosphatidylinositol signaling system 1 0.4032 0.0015 

11 色氨酸代谢 tryptophan metabolism 1 0.5141 0.1387 

12 嘌呤代谢 purine metabolism 1 0.7087 0.0050 

 
3  讨论 

本研究中利用 UPLC-Q-TOF/MS 技术对方正

银鲫鳃代谢物进行组学测试、分析, 筛选出了包

括脂类、氨基酸等在内的多种 DEMs, 为进一步了

解方正银鲫在 NaHCO3 胁迫下机体代谢物质的变

化规律提供了依据。代谢组学的研究结果发现 , 

与 Con 组相比, 不同浓度 NaHCO3 暴露下的方正

银鲫鳃的 DEMs 类别较为接近, 数量相近, CA60 

组筛选出的差异代谢物最多。利用代谢组学可以

了解方正银鲫的代谢受碳酸氢盐碱胁迫的扰动情

况, 更有助于全面解析靶器官在细胞层面上代谢

物的调控机制和代谢机理。 

甘油磷脂代谢是生物体内最主要的磷脂成分

之一, 是胆汁和细胞膜表面活性物质, 它还可以

形成生物膜, 并参与细胞膜对蛋白质的识别和信
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号转导。在 NaHCO3 碱胁迫下, 方正银鲫鳃的脂

质代谢通路受到了影响, 其中显著影响了甘油磷

脂代谢(P<0.05, Impact: 0.3333)。通路分析结果显

示, NaHCO3处理组中鳃组织的 DEMs 包含大量磷

脂酰乙醇胺(PE)和磷脂酰胆碱(PC)[23]。PE 存在于

细胞膜中的膜磷脂, 在生物体中具有能量储备、

细胞膜稳定剂的功能, 细胞膜是界定细胞的屏障, 

将特定的细胞功能分隔成不同但相互联系的隔  

室[24]。除了形成不同细胞和细胞器形态的能力之

外, 作为多功能平台, 细胞膜参与信号传递、溶

质、代谢物和蛋白质转运的调节, 介导各种生物

过程[25]。PE 也是 PC 的重要前体, 可用于修饰某

些蛋白质。甘油磷酰胆碱作为肾髓质细胞中的渗

透液 , 可以抵消尿素对酶和其他大分子的影响 , 

有效缓解方正银鲫因碳酸盐碱胁迫时无法正常排

出体外的氮代谢废物, 从而达到解毒的作用。 

在细胞膜的结构中 , 鞘脂是第二大类膜脂 , 

由一个极性头基团和两个非极性尾组成, 能调节

细胞膜脂质双层的流动性和子域结构。代谢通路

分析结果表明, 在碱胁迫下, 鞘脂代谢通路(P<0.05, 

Impact 值 0.1988)的鞘磷脂、鞘氨醇含量随着

NaHCO3 浓度升高而下降, 说明方正银鲫体内合

成鞘磷脂、鞘氨醇的途径被减弱。鞘磷脂在生物

体内主要有两种合成方式: 第一种方式, 细胞通

过神经氨酸转运蛋白将神经酰胺转运至高尔基体, 

鞘磷脂合成酶合成鞘磷脂[26]; 第二种是补救合成

途径, 细胞内鞘脂代谢通路下神经酰胺酶大量催

化生成鞘氨醇, 鞘氨醇经溶菌酶重新进入鞘脂代

谢, 又生成神经酰胺和鞘磷脂等[27]。本研究处理

组中碱度越高, 鞘磷脂、鞘氨醇含量越低, 可能是

鞘氨醇向神经酰胺转变的过程加强, 神经酰胺可

以抑制蛋白激酶的表达, 干扰细胞正常的周期, 即

碱浓度越高, 方正银鲫机体慢性损伤越严重。 

花生四烯酸(AA)是一种 ω-6 多不饱和脂肪酸

(PFA), 主要以磷脂的形式存在于细胞膜中[28]。当

细胞处于应激状态时, 细胞膜的磷脂酶 A2 (PLA2)

和磷脂酶C (PLC)从磷脂中释放出游离 AA, AA可

提高生物体的抗应激能力, 并增强其生命力。AA

代谢基于三种酶代谢: 环氧化酶(COX)、脂氧合酶

(LOX)和细胞色素 P450 (CYP450)酶。通过 COX

途径 , AA 可以代谢成前列腺素 (PGs)和血栓素

(TXs); AA 也可以通过 LOX 途径转化为白三烯

(LTs) 和 脂 氧 素 (LxS); 此 外 , 氨 基 酸 还 通 过

CYP450 途径产生环氧二十碳三烯酸或羟基二十

碳四烯酸 , 这些氨基酸代谢物统称为类花生酸 , 

是有效的自分泌和旁分泌生物活性介质, 广泛参

与多种生理和病理过程[29]。在本实验中, 与 Con

相比, 在碱度胁迫下, AA 产生的差异代谢物 7-羟

基-D4-神经前列腺素(7H-D4np)和 12-氧-20-羟基

白三烯 B4 (Ox20hLTB4)水平显著上调。一定浓度

的 AA 通过抑制脂肪细胞增殖、分化和凋亡, 促

进水解, 降低炎症相关化学因子[30], 也有研究表

明, AA 可以转化为引发不同炎症反应的各种代谢

产物[31]。目前, 鱼类中关于花生四烯酸的研究很

少。AA 的代谢产物如磷脂酰甘油(PG 类)和白三

烯类(LT 类)可对鱼类一系列的免疫功能产生影响, 

尤其是巨噬细胞和单核细胞中的 AA 代谢产物前

列腺素 E2 (PGE2), 直接与免疫细胞的功能调控

有关。有研究表明[32], 鱼体肾脏中的 PGs 和 LTs

水平升高会导致肾脏炎症损伤。由此推测, 在碱

度胁迫下, 方正银鲫的肾脏出现一定程度的炎症。 

L-苯丙氨酸属于苯丙氨酸及其衍生物的有机

化合物的一类, 苯丙氨酸是 8 种必需氨基酸之一, 

也是氨基酸、酪氨酸的前体。在本研究中, 涉及

苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸的生物合成以及苯丙

氨酸的代谢。与 Con 相比, L-苯丙氨酸含量在不同

浓度 NaHCO3处理组中均显著升高, 其中在 CA60

组含量最高。苯丙氨酸和酪氨酸是儿茶酚胺(一种

神经递质)的前体, 研究发现苯丙氨酸浓度较高会

充当神经毒素和代谢型, 破坏机体神经细胞[33]。

实验结果表明, NaHCO3 处理组的方正银鲫鳃中

苯丙氨酸含量升高 , 推测在碳酸氢盐碱胁迫下 , 

鲫受到了神经损伤和代谢损伤。血浆中苯丙氨酸

浓度升高, 导致生物体内的神经毒素蓄积, 会抑

制其他大型中性氨基酸的合成, 此时的高浓度苯

丙氨酸会进一步进入大脑, 干扰不同的脑酶系统, 

严重时会引起癫痫发作[34]。同时, 苯丙氨酸也有

一些潜在的好处, 可作为有效的止痛剂, 由此推

测苯丙氨酸的合成也可能是方正银鲫耐受碳酸盐

碱时缓解身体损伤的一种调控手段。 
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综上所述 , 本研究采用 UPLC-ESI-Q-TOF/ 

MS 技术分析了碳酸盐碱胁迫下方正银鲫鳃靶器

官的代谢物变化, 利用多变量数据统计并筛选出

89 个差异显著的内源性代谢物, 包括脂肪酰基、

嘌呤核苷、鞘脂、类固醇和类固醇衍生物、甘油

磷脂等化合物。进一步的统计分析表明, 这些差

异显著代谢产物主要与甘油磷脂代谢、鞘脂代谢、

花生四烯酸代谢以及苯丙氨酸代谢等 12 条代谢

途径有关。其中, 花生四烯酸代谢、鞘脂代谢及

苯丙氨酸代谢通路的紊乱显示鲫鳃受到碳酸盐生

境的毒性作用, 造成炎症和神经损伤; 而甘油磷

脂代谢、苯丙氨酸的合成通路等途径则会缓解盐

碱生境所造成的机体损伤, 促进氨排泄, 使鲫逐

渐适应外界盐碱生境的胁迫, 缓解其造成的氨排

泄抑制。本研究在细胞层面上初步解析了方正银

鲫适应碳酸盐型盐碱生境的生长存活策略, 从代

谢组学的角度为揭示方正银鲫耐盐碱调控机制提

供了依据。后续可重点针对本研究发现的一些代

谢通路开展靶向代谢组学研究, 从系统生物学的

视角出发, 结合转录组学进一步阐释碳酸盐碱胁

迫对方正银鲫的生物学影响, 为我国耐盐碱优良

鱼种培育及盐碱水域增养殖提供科学理论基础。  
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Metabolomics study on gill tissues of Carassius auratus gibelio under 
NaHCO3 habitat stress 
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Abstract: China contains vast areas of saline-alkali waters. Therefore, fish farming in such waters is crucial to 
ensuring domestic food supply and safety in the future and is also necessary for achieving the strategic goal of 
“expanding capacity, improving quality, and increasing efficiency” of China’s existing land area. The breeding of 
saline-tolerant fish species and the establishment of suitable breeding patterns are the key approaches to the efficient 
utilization of saline-alkali waters. The stability of key metabolic pathways in target organs is necessary for fish to 
adapt to changes in the external habitat. Gills are the salt-tolerant target organs of fish, and the effect of Rh 
glycoprotein on the ammonium transporter has been confirmed. However, uncertainty remains around the material 
basis and mechanism of regulation at the cellular level. This lack of understanding restricts the targeted breeding of 
salt-tolerant fish, which has become a key bottleneck requiring an urgent solution for the sustainable development of 
the saline-alkali fish industry. In this study, the saline-alkali tolerant Carassius auratus gibelio variety in China was 
used as the research object. Specimens were exposed to fresh water in the control group (Con), and three different 
concentrations of alkali in the stress groups: 20 mmol/L NaHCO3 (CA20), 40 mmol/L NaHCO3 (CA40), and 60 
mmol/L NaHCO3 (CA60). Metabolomics were used to screen for endogenous differential metabolites. Statistical 
analysis of metabolic pathways and multivariate data was used to explore the response mechanism of C. a. gibelio to 
alkali stress. The results showed that the gill tissue metabolites screened out 89 differential metabolites in the 
positive and negative ion mode, of which 50 were up-regulated and 39 were down-regulated, mainly enriched in 
glycerophospholipid metabolism, sphingolipid metabolism, arachidonic acid metabolism, and benzene Alanine 
metabolism, while the biosynthesis of phenylalanine, tyrosine, and tryptophan was represented by 12 metabolic 
pathways. This study shows that, after alkali stress, the glycerophospholipid in C. a. gibelio regulates the transport of 
substances inside and outside the cell membrane, and the pathway to synthesize sphingomyelin and sphingosine is 
inhibited. As the concentrations of prostaglandins, leukotrienes, and L-phenylalanine in the metabolites increase, the 
detoxification function increases and inflammatory response decreases. This metabolic mechanism may be a key 
reason for the tolerance of C. a. gibelio carp to alkali stress. This study explored the toxic effect and physiological 
regulation mechanism of alkali stress on crucian carp and provided a theoretical basis for further research into the 
breeding of excellent salt-tolerant fish species. 
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