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日粮硒水平对虹鳟肌肉蛋白质自噬性降解的影响 
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室, 湖北 武汉 430070 

摘要: 为了探究日粮硒水平对虹鳟(Oncorhynchus mykiss)肌肉生长和肌肉蛋白质自噬性降解的影响, 以酵母硒为硒

源, 配制 3 种硒水平的日粮: 缺硒(DSe, 0 mg/kg)、足量硒(ASe, 4.0 mg/kg)、过量硒(ESe, 16.0 mg/kg), 对虹鳟进行

10 周的养殖实验。结果表明, DSe 和 ESe 组虹鳟的增重率、肌纤维直径与肌肉蛋白质含量显著低于 ASe 组(P<0.05)。

此外, DSe 和 ESe 组虹鳟肌肉中自噬相关基因(Atg4b、Atg12l、LC3B、Atg13、Atg7、Atg5)的表达量显著高于 ASe

组(P<0.05); 并且其自噬标志物肌肉微管相关蛋白轻链 3-II (LC3-II)的水平相对于 ASe 组显著升高, 而 P62 的含量

显著降低(P<0.05)。同时对自噬的上游调节通路蛋白激酶 B-雷帕霉素靶蛋白(Akt-TOR)通路进行了检测, 发现日粮

硒的缺乏和过量均显著抑制了虹鳟肌肉中 Akt 和 TOR 的磷酸化水平, 降低了 Akt-TOR 通路的活性。对腺苷酸活化

蛋白激酶 α(AMPKα)的磷酸化分析也表明, DSe 和 ESe 组虹鳟肌肉的 AMPK 活性显著升高。在对虹鳟肌肉氧化状

态的分析中也发现 DSe和 ESe组的虹鳟肌肉中丙二醛(MDA)和脂质过氧化物(LPO)的含量显著增加, 表明其肌肉氧

化应激加剧, 这可能是日粮硒影响 Akt-TOR 和 AMPK 通路的一种途径。综上所述, 日粮硒的缺乏和过量通过抑制

Akt-TOR 的活性, 激活 AMPK 通路, 促进了虹鳟肌肉蛋白质的自噬性降解, 本研究结果为进一步研究硒对鱼类肌

肉生长的调控机制奠定了基础。 
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硒是鱼类的必需微量元素, 适宜的日粮硒水

平可以改善鱼类的生长性能[1]、抗氧化机能[2]以及

免疫功能[3-4]等。抗氧化是硒元素经典的生物学功

能, 硒的补充可以增强重要的抗氧化酶的活性并

减少细胞内活性氧(ROS)的蓄积 [5], 在改善鱼类

氧化应激中起着重要作用[6-7]。此外, 硒对鱼类的

肌肉生长和蛋白质沉积也具有显著影响, 在饲喂

含酵母硒的日粮 6 周后 , 虹鳟 (Oncorhynchus 
mykiss)的生长性能和肌肉蛋白质沉积速率都得到

了显著提升[8]。肌肉作为鱼体中最大的组织, 其蛋

白质的沉积速率可能是决定鱼体生长的主要因

素[9]。蛋白质的沉积由蛋白质合成与降解系统共

同调控[10], 本实验室前期研究发现, 日粮中酵母

硒的补充对虹鳟肌肉蛋白质合成相关基因的表达

没有影响, 但是显著抑制了其降解系统相关基因

的表达水平[11]。自噬-溶酶体途径是硬骨鱼类肌肉

蛋白质降解的主要途径之一[12-14], 日粮硒可能通

过 ROS 水平来影响 Akt-TOR 通路的活性[14-16]和

自噬相关基因的表达[17], 进而影响了肌肉蛋白质

的自噬性降解。 

国内外关于鱼类硒营养的研究起步较晚, 且

大多集中在硒对鱼类生长、氧化应激和免疫机能

的影响等方面, 硒对鱼类生长的具体调控机制仍

不清楚, 相关研究较少。目前, 已有研究表明适宜

的日粮硒(4.0 mg/kg)添加可以促进虹鳟生长, 并

抑制其肌肉蛋白质自噬性降解[8,11]。然而, 日粮中
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硒的缺乏和过量对鱼类肌肉生长和蛋白质自噬性

降解的影响却鲜有研究。因此, 本实验以虹鳟为

模型, 设置 4.0 mg/kg 为虹鳟日粮的足量硒水平, 

旨在探究不同日粮硒水平[缺硒(DSe, 0 mg/kg)、足

量硒(ASe, 4.0 mg/kg)和过量硒(ESe, 16.0 mg/kg)]

对鱼类躯体和肌肉生长的影响, 并进一步从蛋白

质降解的视角来探讨硒影响虹鳟肌肉生长的潜在

机制。本研究丰富了我们对于鱼类硒营养功能的

认识, 为深入探究日粮硒对鱼类生长的调控机制

提供基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验鱼 

本研究使用的虹鳟由恩施州国硒冷水渔业有

限公司(湖北恩施)提供, 实际养殖实验在华中农

业大学水产学院冷水鱼养殖系统中进行。选取 225

条健康、规格相近的虹鳟[(157.30±1.56) g]均匀放

入 9 个(3 个组, 每组 3 个平行缸)正式养殖缸中。

养殖期间, 每天 2 次(9:00 和 16:00)饱食投喂, 养

殖系统在循环水系统下进行水体交换, 控制流水速

率为 1 L/min, 温度: 14~16 ℃, 溶氧: 8.0~10.0 mg/L, 

pH: 7.0~7.6, 水体硒含量实测为 0.21 μg/L。 

1.2  实验饲料 

本研究共设计 3 组饲料, 分别为特制的低硒

基础饲料和向低硒基础饲料中分别添加 4.0 mg/kg 

(足量硒)和 16.0 mg/kg 硒(过量硒)(以酵母硒为硒

源)。基础饲料的原料、基本营养成分见表 1, 经

过实测, 3 组饲料的实际硒含量分别为 0.11 mg/kg、

3.87 mg/kg 和 15.82 mg/kg。 

1.3  实验方法 

1.3.1  生长性能分析  存活率(survival rate, SR, 

%)=终末存活数/初始总数×100;  

增重率(weight gain rate, WGR, %)=(终末体重

−初始体重)/初始体重×100;  

肥满度(condition factor, CF, g/cm3)=终末体重

(g)/终末体长 3(cm3)×100;  

摄食率(feed intake, FI, %/d)=摄食量(g)/[1/2× 

(终末体重+初始体重)×养殖天数]×100;  

饲料转化率(Feed conversion ratio, FCR)=摄

食量(g)/(终末体重−初始体重) 

表 1  基础饲料原料组成和近似成分 

Tab. 1  Feed ingredients and proximate  
composition of basal diets 

组成 composition 含量 content 

饲料原料/% ingredient  

酪蛋白/% casein 25.00 

大豆分离蛋白/% soy protein isolate 29.40 

玉米淀粉/% corn starch 16.00 

小麦面筋粉/% wheat gluten 10.00 

预糊化淀粉/% pregelatinized starch 5.00 

鱼油/% fish oil 6.00 

大豆油/% soybean oil 5.00 

大豆卵磷脂/% soy lecithin 0.50 

甜菜碱/% betaine 0.50 

氯化胆碱/% choline chloride 0.10 

维生素预混料 a/% vitamin premixa 1.00 

矿物预混料 b/% mineral premixb 1.50 

近似成分 proximate composition  

水分/% moisture 6.53 

粗蛋白/% crude protein 47.68 

粗脂肪/% crude lipid 13.38 

灰分/% ash 3.32 

总硒含量 c/(mg/kg) actual Se contentc 0.11 

注: a. 维生素预混料(g/kg 混合物)包括维生素 A, 60.00; 维生素

B1, 8.00; 维生素 B2, 12.00; 维生素 B3, 80.00, 维生素 B5, 24.00; 

维生素 B6, 12.00; 维生素 H, 0.40; 维生素 B12, 0.02; 维生素 C, 

600.00; 维生素 D3, 0.04; 维生素 E, 96.00; 维生素 K3, 8.00; 维生

素 M, 4.00; α-纤维素, 95.54. b. 矿物质预混料(g/kg 混合物)包括

乳酸钙, 350.00; K2HPO4, 250.00; Ca(H2PO4)2·H2O, 175.00; NaCl, 

75.00; KI, 0.125; CuSO4·5H2O, 37.50; MnSO4·H2O, 2.50; ZnSO4·H2O, 

14.05; K2CO3, 35.00; α-纤维素, 60.825. c. 酵母硒产品购自安琪

酵母股份有限公司 (湖北宜昌 ), 产品的实际硒含量为 2000 

mg/kg. 
Note: a. Vitamin premix (g/kg product) contains VA, 60.00; VB1, 
8.00; VB2, 12.00; VB3, 80.00; VB5, 24.00; VB6, 12.00; VH, 0.40; 
VB12, 0.02; VC, 600.00; VD3, 0.04; VE, 96.00; VK3, 8.00; VM, 
4.00; α-cellulose, 95.54. b. Mineral premix (g/kg product) contains 
Calcium Lactate, 350.00; K2HPO4, 250.00; Ca(H2PO4)2·H2O, 
175.00; NaCl, 75.00; KI, 0.125; CuSO4·5H2O, 37.50; MnSO4·H2O, 
2.50; ZnSO4·H2O, 14.05; K2CO3, 35.00; α-cellulose, 60.825. c. 
Se-yeast products were purchased from Angel Yeast Co., Ltd. 
(Yichang, Hubei), and the actual Se content of the product was 
2000 mg/kg. 

 
1.3.2  肌肉组织形态学分析  肌肉组织切片的处

理参考 Wang 等[17]的方法。以 Pannoramic 250 数

码显微镜对整个切片进行扫描。以 Image J 软件

(v.1.8.0)处理图像 , 从每个肌纤维扫描图片中随

机选取 4 个视野, 确保所统计的总肌纤维数目大

于 1000, 从而对不同实验组虹鳟的肌纤维直径和
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分布频率进行统计。 

1.3.3  肌肉基本营养成分与总硒含量的测定  饲
料和肌肉的基本营养成分与总硒含量的测定均参

考本实验室前期研究方法 [8,18]: 粗蛋白含量采用

凯氏定氮法测定, 粗脂肪含量采取索氏抽提法测

定, 水分含量采用烘干法测量, 粗灰分含量采用

马福炉测量, 总硒含量使用电感耦合等离子体质

谱仪(日本 Yokogawa Analytical Systems 公司)进

行测量。 

1.3.4  肌肉氧化状态及抗氧化性能分析  肌肉样

品用生理盐水 10 倍(W/V)稀释后匀浆、离心, 取

匀浆液进行测定。所有的测定指标: 过氧化氢酶

(CAT)、超氧化物歧化酶(SOD)、丙二醛(MDA)、

脂质过氧化物(LPO)、谷胱甘肽过氧化物酶(GPX)

均使用相应商业化试剂盒(南京建成生物工程研

究所)进行测量。 

1.3.5  实时荧光定量 PCR  荧光定量 PCR 反应

在 QuantStudio 6 Flex Real-Time PCR System (美

国 Applied Biosystems 公司)中进行, 所使用的试

剂盒为 Hieff®qPCR®Green Master Mix (上海翊圣

生物科技有限公司)。PCR 反应以三步法进行, 具

体为: 95 ℃, 3 min; (95 ℃, 10 s; 目的基因退火

温度, 20 s; 72 ℃, 20 s)×40 次, 于延伸阶段(72 ℃)

收集荧光信号。自噬相关基因的基因引物[11]见表

2。目的基因的相对丰度以 Livak 等[19]的方法进行

计算, 以 EF1α和 GAPDH 的转录物丰度作为内部

参照。 

1.3.6  Western blot 分析  肌肉样品的前处理参

考 Wang 等[8]的方法, 然后进行电泳、转膜、封闭、

免疫学反应以及扫描成像, 最后对条带进行灰度

量化分析。本实验所使用的抗体如下: 抗蛋白激

酶 B (Akt 或 PKB, 货号 9272)、磷酸化 Akt [p-Akt

丝氨酸(Ser)473, 货号 9271]、雷帕霉素靶蛋白

(mTOR, 货号 2972)、磷酸化 mTOR (p-mTOR, 

Ser2 4 4 8 ,  货号 2971)、腺苷酸活化蛋白激酶 α 

(AMPKα, 货号 2532)、磷酸化 AMPKα [p-AMPKα, 

苏氨酸(Thr)172, 货号 2531]、Unc-51 样自噬激酶 1 

(ULK1, 货号 8054)、磷酸化ULK1 (p-ULK1, Ser757, 

货号 6888)的一抗均购自美国 Cell Signaling 

Technology 公司, 抗 SQSTM1 (SQSTM1/P62, 货 

表 2  本研究所用 qPCR 引物 

Tab. 2  Oligonucleotide primers for qPCR assays in the study 

基因 
gene 

引物(5ʹ–3ʹ)  
oligonucleotide (5ʹ–3ʹ) 

登录号 
accession no.

F GATGGAGGCCAATGAACAGC Atg12l 

R GCGTTTGAACTGAAAAGGGCTAA 

CB490089

F TATGCGCTTCCGAAAGTTGTC Atg4b 

R CAGGATCGTTGGGGTTCTGC 

CA345181

F GAAACAGTTTGACCTGCGTGAA LC3B 

R TCTCTCAATGATGACCGGAATCT 

CA350545

F GTGGAAAAAGCCCCCAAAGC Gabarapl1

R CCTCTTCATGGTGCTCCTGGTA 

NM_00116
5091 

F TTCCACCTCTGCAGCTCTAGT CtsB 

R TCCATGTGGTGTCTGCGTTG 

NM_00112
4304.1 

F CCTTCCACATCTGGCACAGT Beclin1 

R GAAGCGTAGCCCCATCTTGT 

NM_00112
4429.1 

F ATTTCCCAGAGCGTGACCTG Atg5 

R TGTCGTTGATGACCTGGCTC 

XM_03697
2415.1 

F TTCTGTTCCCTCAGCGTGTC Atg7 

R GCCAGTCTCTTTGGGTCCAT 

XM_03693
7473.1 

F GGACTTTAAGCCTGCGTTCT Atg13 

R GCCATGGACTGAGAACTGAC 

XM_02158
5873.2 

F TTCACCACTACAACCCAATCAAC GAPDH 

R CACAATCAGCTTCCCGTCC 

NM_00112
4246.1 

F TCCTCTTGGTCGTTTCGCTG EF1α 

R ACCCGAGGGACATCCTGTG 

NM_00112
4339.1 

注: F 表示正向引物; R 表示反向引物. 

Note: F indicates forward primer; R indicates reverse primer. 
 

号 GB11531)的一抗购自武汉塞维尔生物科技有

限公司, 抗微管相关蛋白轻链 3B (LC3B, 货号

18725-1-AP)的一抗购自武汉三鹰生物技术有限

公司。抗 β-Tubulin 蛋白 (内参 )一抗购自武汉

ABclonal Technology 公司。 

1.4  统计学分析 

所有数据都以平均值±标准误 ( x̄±SE)表示 , 

并且使用 SPSS 26.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA)

进 行 统 计 学 分 析 , 以 Shapiro-Wilks test 和

Levene’s test 对数据进行正态分布检验和方差齐

性检验。对服从正态分布且方差齐性的数据进行

单因素 ANOVA 分析, 当出现显著性差异时, 使

用 Duncan’s test 进行多重比较。对不服从正态分

布的数据或方差不齐的数据进行 Kruskal-Wallis

非参数检验并以 Dunn-Bonferroni post-hoc test 进

行多重比较。显著性水平设置为 0.05。 
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2  结果与分析 

2.1  生长性能 

如表 3 所示, 日粮硒水平对虹鳟生长性能具

有显著影响。DSe 和 ESe 组的虹鳟终末体重和增

重率显著低于 ASe 组(P<0.05), 但是对其终末体

长无显著影响(P>0.05)。日粮硒水平显著影响了虹

鳟的饲料转化率, ASe 组虹鳟的饲料转化率显著

低于 DSe 和 ESe 组(P<0.05), 但是对其摄食率和

肥满度无显著影响(P>0.05)。 

2.2  肌肉生长 

经过 10 周的养殖, 日粮硒水平对虹鳟白肌横

截面的肌纤维结构的影响如图 1 所示, 肌纤维平

均直径和分布频率如表 4 所示。DSe 和 ESe 组虹

鳟白肌纤维平均直径显著低于 ASe 组(P< 0.05), 

并且 DSe 和 ESe 组虹鳟的小型肌纤维 (直径

<60 μm 和 60~90 μm)的比例显著高于 ASe 组

(P<0.05), 但是其大型纤维(>120 μm)的比例显著

低于 ASe 组(P<0.05)。 

 

表 3  日粮硒水平对虹鳟生长性能的影响 
Tab. 3  Effects of dietary Se level on the growth 

performance of rainbow trout 
n=3; x̄±SE 

饲料 diet 指标 index 

DSe ASe ESe 

初始体重/g  
initial body weight

156.60±0.84 157.25±0.67 157.56±0.57

终末体重/g  
final body weight 

319.96±7.73a 365.99±5.64b 339.55±2.01c

终末体长/mm  
final body length 

277.07±1.27 284.17±5.66 278.13±4.84

增重率/% WGR 103.79±3.11a 135.25±5.24b 118.31±3.76c

摄食率/(%/d) FI 1.96±0.03 2.06±0.01 2.07±0.09

饲料转化率 FCR 1.44±0.02a 1.28±0.02b 1.45±0.00a

肥满度/(g/cm3) CF 1.57±0.06 1.54±0.04 1.53±0.01

存活率/% SR 100.00 100.00 100.00 

注: DSe 代表缺硒; ASe 代表足量硒; ESe 代表过量硒. 同行不同

的上标字母表示处理组之间差异显著(P<0.05). 

Note: DSe represents deficient selenium; ASe represents adequate 
selenium; ESe represents excessive selenium. In each line, different 
superscript letters indicate significant differences between treat-
ments (P<0.05). 

 

 
 

图 1  日粮硒水平对虹鳟的肌肉组织形态的影响 

a 代表缺硒组; b 代表足量硒组; c 代表过量硒组. 

Fig. 1  Effects of dietary Se level on muscle tissue morphology of rainbow trout 
a represents deficient selenium group; b represents adequate selenium group;  

c represents excessive selenium group. 
 

2.3  肌肉基本营养成分与总硒含量 

日粮硒的添加显著影响了虹鳟肌肉的粗蛋白

含量(表 5), ASe 组虹鳟肌肉粗蛋白含量显著高于

DSe 和 ESe 组(P<0.05), 但是日粮硒水平对虹鳟肌

肉的脂肪、水分和灰分含量无显著性影响(P>0.05); 

随着日粮硒水平的提高, 肌肉中总硒含量呈剂量

效应增加(P<0.05)。 

2.4  肌肉氧化状态及抗氧化性能 

如表 6 所示, 日粮硒水平显著影响了虹鳟肌

肉中脂质过氧化产物 LPO 和 MDA 的含量, 并且

在 ASe 组含量最低(P<0.05), 表明 ASe 组的虹鳟

氧化压力最小。此外, 随着日粮硒水平的提高, 肌

肉中 GPX 活性也显著升高, DSe 组的虹鳟 GPX 活

性显著低于其他两个组(P<0.05)。本研究中, 3 个

实验组的虹鳟肌肉的 CAT 和 SOD 活性均无显著

差异(P>0.05)。 

2.5  肌肉自噬水平 

对自噬-溶酶体途径相关基因表达的分析如 
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表 4  日粮硒水平对虹鳟的肌纤维直径和分布频率的影响 

Tab. 4  Effects of dietary Se level on muscle fiber diameter 
and distribution frequency in rainbow trout 

n=3; x̄±SE 

饲料 diet 
指标 index 

DSe ASe ESe 

直径/μm diameter 82.51±5.81a 105.86±4.93b 88.79±5.08a

分布频率/%  
distribution frequency 

   

<60 μm 12.19±2.82ab 6.92±1.18b 13.21±2.58a

60–90 μm 34.77±1.01a 35.85±3.08ab 41.44±2.65b

90–120 μm 46.59±1.34a 42.45±1.54b 40.24±1.12b

>120 μm 6.45±2.32a 14.78±3.80b 5.11±1.53a

注: DSe 代表缺硒; ASe 代表足量硒; ESe 代表过量硒. 在每一行

中, 不同的上标字母表示处理之间的显著差异(P<0.05). 

Note: DSe represents deficient selenium; ASe represents adequate 
selenium; ESe represents excessive selenium. In each line, different 
superscript letters indicate significant differences between 
treatments (P<0.05). 

 
表 5  日粮硒水平对虹鳟肌肉基本营养 

组成和硒含量的影响 

Tab. 5  Effects of dietary Se level on nutritional 
composition and actual Se content in rainbow trout muscle 

n=3; x̄±SE 

饲料 diet 
指标 index 

DSe ASe ESe 

水分/(g/kg) moisture 756.71±5.45 742.47±7.54 750.81±6.12

粗蛋白/(g/kg)  

crude protein 
204.20±2.58a 218.52±1.83b 208.04±3.07a

粗脂肪/(g/kg)  

crude lipid 
43.72±4.25 46.58±2.80 43.53±2.02

灰分/(g/kg) ash 15.35±0.78 15.33±0.62 14.88±0.79

总硒含量/(mg/kg)  

total Se content 
0.19±0.02a 0.82±0.03b 2.80±0.27c

注: DSe 代表缺硒; ASe 代表足量硒; ESe 代表过量硒. 在每一行

中, 不同的上标字母表示处理之间的显著差异(P<0.05). 

Note: DSe represents deficient selenium; ASe represents adequate 
selenium; ESe represents excessive selenium. In each line, different 
superscript letters indicate significant differences between 
treatments (P<0.05). 

 
图 2a 所示, 日粮硒水平显著影响了虹鳟肌肉中 6

个自噬相关基因(LC3B、Atg5、Atg13、Atg7、Atg4b
和 Atg12l)的表达(P<0.05), 并且在 DSe 和 ESe 组

的虹鳟肌肉中的表达量高于 ASe 组。进一步对肌

肉中自噬标志物含量进行了测定, 结果显示, DSe

和 ESe 组的虹鳟肌肉中 LC3-II/LC3-I 的比值相对

于 ASe 组显著增加(P<0.05, 图 2c), 并且其 P62

蛋白和 p-ULK1 Ser757 蛋白含量显著低于 ASe 组 

表 6  日粮硒水平对虹鳟的肌肉抗氧化酶活 

与氧化产物含量的影响 

Tab. 6  Effects of dietary Se level on antioxidant enzyme 
activity and oxidation product content in  

muscle of rainbow trout 
n=3; x̄±SE 

饲料 diets 
指标 index 

DSe ASe ESe 

MDA含量/(nmol/mg) 
MDA content 

1.48±0.35a 0.69±0.15b 1.32±0.28a

LPO 含量/(μmol/mg) 
LPO content 

1.18±0.35a 0.37±0.09b 0.68±0.30ab

CAT 活性/(U/mg) 
CAT activity 

210.61±56.67 172.10±40.83 167.87±42.11

SOD 活性/(U/mg) 
SOD activity 

2.95±0.24 2.34±0.61 2.79±0.46 

GPX 活性/(mU/mg) 
GPX activity 

47.03±9.05a 84.74±8.83b 78.74±11.99b

注: DSe 代表缺硒; ASe 代表足量硒; ESe 代表过量硒. 在每一行

中, 不同的上标字母表示处理之间的显著差异(P<0.05). 

Note: DSe represents deficient selenium; ASe represents adequate 
selenium; ESe represents excessive selenium. In each line, different 
superscript letters indicate significant differences between 
treatments (P<0.05). 

 

(P<0.05, 图 2d 和图 2f)。这表明日粮硒水平对虹

鳟的肌肉自噬水平具有显著影响, 且 DSe 和 ESe

组虹鳟的肌肉自噬水平显著高于 ASe 组(P<0.05)。 

2.6  自噬上游调节通路 

2.6.1  Akt-TOR 通路  Akt-TOR 通路是细胞自

噬调节过程中的一个重要途径, 因此本研究检测

了日粮硒水平对虹鳟肌肉中 Akt-TOR 通路活性的

影响。研究发现, 日粮硒水平对虹鳟肌肉 Akt 总

蛋白含量无显著影响(P>0.05, 图 3b), 但是显著

影响了 Akt Ser473 位点的磷酸化水平, 并且 DSe

和 ESe 组的虹鳟肌肉的 Akt Ser473 磷酸化水平显

著低于 ASe 组(P<0.05, 图 3c); 不同组的虹鳟肌

肉的 TOR 总蛋白水平没有变化(P>0.05, 图 3d), 

但是日粮硒的缺乏和过量显著降低了 TOR Ser2448

的磷酸化水平(P<0.05, 图 3e)。 

2.6.2  AMPK 通路  AMPK 通路也能对细胞自

噬水平进行调控, 因此, 本研究进一步检测了虹

鳟肌肉中 AMPKα 的总蛋白和磷酸化的水平。结

果表明, 日粮硒水平对虹鳟肌肉 AMPKα 的总蛋

白水平没有影响(P>0.05, 图 4b), 但是 DSe 和 ESe

组虹鳟肌肉的 p-AMPKα Thr172 的含量相比于 ASe

组显著升高(P<0.05, 图 4c)。 
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图 2  日粮硒水平对虹鳟肌肉自噬的影响 

DSe 代表缺硒; ASe 代表足量硒; ESe 代表过量硒. a 表示肌肉自噬相关基因表达水平; b 表示肌肉自噬相关蛋白电泳图谱;  

c 表示 LC3-II/LC3-I 的丰度比值; d 表示 P62 蛋白与内参蛋白的丰度比值; e 表示 ULK1 蛋白与内参蛋白的丰度比值;  

f 表示 p-ULK1 Ser757 蛋白与 ULK1 总蛋白的丰度比值. 不同的上标字母表示处理之间的显著差异(P<0.05). 

Fig. 2  Effects of dietary Se level on autophagy in rainbow trout muscle 
DSe represents deficient selenium; ASe represents adequate selenium; ESe represents excessive selenium. a represents the  

level of muscle autophaorus-related gene expression; b represents the muscle autopyrrite-related protein electro-swimming map;  
c represents the abundance ratio of LC3-II/LC3-I; d represents the abundance ratio of P62 protein to internal reference;  

e represents the abundance ratio of ULK1 protein to internal reference; f represents the abundance ratio of p-ULK1 Ser757  
protein to ULK1 total protein. Different letters indicate significant differences between treatments (P<0.05). 

 

3  讨论 

3.1  日粮硒水平对虹鳟肌肉生长和蛋白质含量

的影响 

硒对鱼类的营养作用已被广泛报道[20-21], 适

宜的日粮硒补充对鱼类的生长性能[22]、抗氧化机

能[23]、免疫功能[24]具有一定程度的改善作用。本

研究中 DSe 和 ESe 组虹鳟生长性能显著低于 ASe

组, 肌纤维组织形态学的结果也显示, DSe 和 ESe

组的虹鳟的肌纤维平均直径相对于 ASe 组显著降

低, 表明其肌肉生长减缓。另一方面, 通过对虹鳟

肌肉成分的检测, 发现 DSe 和 ESe 组虹鳟肌肉的

蛋白质含量也显著低于 ASe 组。因此, 本研究结

果表明, 日粮硒水平对虹鳟肌肉生长和蛋白质含

量都产生了显著影响, 并且 DSe 和 ESe 组虹鳟躯

体生长受阻可能与其肌肉生长减缓有关。 

3.2  日粮硒水平对虹鳟肌肉氧化状态和抗氧化

性能的影响 

抗氧化是硒的主要生物学功能之一, 生物体

中许多硒蛋白都具有抗氧化功能 [25], 抗氧化酶

GPX 就是一种典型的硒蛋白。本研究中, 肌肉中

GPX 的活性在 DSe 组显著降低, 且 DSe 和 ESe

组虹鳟肌肉 MDA 和 LPO 含量显著升高。MDA

和 LPO 可以作为监测体内氧化应激的标志物[26],  
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图 3  日粮硒水平对虹鳟肌肉 Akt-TOR 通路活性的影响 

DSe 代表缺硒; ASe 代表足量硒; ESe 代表过量硒. a 表示肌肉 Akt-TOR 通路蛋白电泳图谱; b 表示 AKT 总蛋白与 

内参蛋白的丰度比值; c 表示 p-AKT Ser757 蛋白与 AKT 总蛋白的丰度比值; d 表示 TOR 总蛋白与内参蛋白的丰度比值;  

e 表示 p-TOR Ser2448 蛋白与 TOR 总蛋白的丰度比值. 不同的上标字母表示处理之间的显著差异(P<0.05). 

Fig. 3  Effects of dietary Se level on the activity of Akt-TOR pathway in the muscle of rainbow trout 
DSe represents deficient selenium; ASe represents adequate selenium; ESe represents excessive selenium. a represents the  

muscle Akt-TOR path electro-swimming map; b represents the abundance ratio of AKT protein to internal reference;  
c represents the abundance ratio of p-AKT Ser473 protein to AKT total protein; d represents the abundance ratio of TOR  

protein to internal reference; e represents the abundance ratio of p-TOR Ser2448 protein to TOR total protein.  
Different letters indicate significant differences between treatments (P<0.05). 

 

 
 

图 4  日粮硒水平对虹鳟肌肉中 AMPKα 活性的影响 

DSe 代表缺硒; ASe 代表足量硒; ESe 代表过量硒. a 表示肌肉 AMPK 通路蛋白电泳图谱; b 表示 AMPKα 

总蛋白与内参蛋白的丰度比值; c 表示 p-AMPKα Thr172 蛋白与 AMPKα 总蛋白的丰度比值.  

不同的上标字母表示处理之间的显著差异(P<0.05). 

Fig. 4  Effects of dietary Se level on the activity of AMPKα in rainbow trout muscle 
DSe represents deficient selenium; ASe represents adequate selenium; ESe represents excessive selenium.  

a represents the muscle AMPK path electro-swimming map; b represents the abundance ratio of AMPKα protein to  
internal reference; c represents the abundance ratio of p-AMPKα Thr172 protein and AMPKα total protein.  

Different letters indicate significant differences between treatments (P<0.05).  

 
其含量的变化也说明了 DSe 和 ESe 组的虹鳟肌肉

氧化应激加剧, 抗氧化性能下降。氧化应激所产

生的 ROS 在细胞凋亡[27]和自噬激活[28]等方面发

挥着重要作用, 所以本研究中日粮硒的缺乏与过

量导致了虹鳟肌肉组织氧化应激水平的升高, 进

而可能对肌肉的自噬水平产生了影响。 

3.3  日粮硒水平对虹鳟肌肉自噬水平的影响 

自噬在细胞的生命活动中起着重要作用, 机

体在受到外界较大的压力或应激时, 可以诱导自

噬作为反馈调节机制抵抗应激[29]。本实验中 DSe

和 ESe 组的虹鳟处于高氧化应激的状态, 并且其

肌肉的自噬水平相比于 ASe 组显著升高, 这说明
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日粮硒的缺乏和过量可能激活了细胞自噬以抵抗

应激。在自噬过程中, 众多自噬相关基因与自噬

体的形成有关[30], 其表达情况可以在一定程度上

反映自噬水平。本实验结果显示, DSe 和 ESe 组的

虹鳟肌肉自噬相关基因的表达水平相比于 ASe 组

显著上升。在对虹鳟的肌肉自噬标志性蛋白的检

测中, 发现 DSe 和 ESe 组的虹鳟肌肉中 LC3-Ⅱ

/LC3-Ⅰ比值显著升高 , P62 含量显著降低 , 而

LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值的升高和 P62 水平的降低通

常与自噬的激活相关联[31-32]。因此, 本研究发现

日粮硒水平对虹鳟肌肉的自噬水平产生了显著影

响, 这与许多在哺乳类和禽类上的研究类似[33-35], 

相比于适宜硒水平, 日粮硒的缺乏和过量均会导

致肌肉自噬水平的升高。作为鱼类肌肉蛋白质降

解的主要途径之一, 自噬水平的升高可能导致虹

鳟肌肉蛋白质沉积速率减缓, 进而影响虹鳟的肌

肉生长和躯体生长。 

3.4  日粮硒水平对虹鳟肌肉自噬上游调节途径

的影响 

3.4.1  日粮硒水平对虹鳟肌肉 Akt-TOR 通路活

性的影响  自噬受到细胞信号的严格调控, 许多

研究都表明, TOR 是自噬调节的关键性蛋白[28,36]。

Akt Ser473 位点的磷酸化水平可以反映 Akt 的活化

程度, 活化的 Akt 可以刺激 TORC1 的活性[37-38], 

从而使 ULK1 Ser757 位点磷酸化, 破坏 ULK1 与

AMPK 的相互作用, 导致胞内自噬受到抑制[39]。

硒可以影响 Akt 蛋白的活性[40], 本实验中, DSe 和

ESe 组的虹鳟肌肉 Akt Ser473 和 TOR Ser2448 的磷

酸化水平均显著低于 ASe 组, 表明 DSe 和 ESe 组

的虹鳟肌肉 Akt-TOR 通路的活性相比于 ASe 组显

著降低。通过进一步检测肌肉中 ULK1 Ser757 位点

的磷酸化水平, 发现 DSe 和 ESe 组虹鳟肌肉 p- 

ULK1 Ser757的含量显著降低, 这与 Akt-TOR 通路

的实验结果相符。亚硒酸盐可以通过激活 Akt 途

径来抑制过氧化氢处理对细胞的损伤[41], 本实验

中, DSe 组和 ESe 组的肌肉组织氧化应激水平上

升, 这将导致肌肉 ROS 的蓄积, 所以作者推测日

粮硒可能通过肌肉中 ROS 水平而导致 Akt Ser473

位点的磷酸化水平发生改变 , 进而影响肌肉中

Akt-TOR 通路活性, 日粮硒水平对虹鳟肌肉自噬

水平的影响可能与 Akt-TOR-ULK1 途径有关。 

3.4.2  日粮硒水平对虹鳟肌肉 AMPK 活性的影

响  AMPK 通路也是自噬调节的重要组成部分[29], 

当能量缺乏时, 细胞内 AMPK 活性增强, 可以通

过抑制 TORC1 的活性来促进自噬[42]。另一方面, 

在营养充足的情况下, TORC1 也可以破坏 ULK1

和 AMPK 的结合, 导致自噬受到抑制[39]。本研究

中, DSe 和 ESe 组的虹鳟肌肉 AMPKα Thr172 的磷

酸化水平显著高于 ASe 组, 而 AMPKα Thr172位点

磷酸化水平的提高与 AMPK 的活化息息相关, 通

常被用来检测 AMPK 的活性[43-44]。本研究结果表

明, 日粮硒水平影响了虹鳟肌肉中 AMPK 的活性, 

这与之前在大鼠上的研究结果类似[45]。足量的日

粮硒水平通过影响 TORC1 的活性, 导致 AMPK

与 ULK1 的结合被破坏, 使得 ASe 组虹鳟的肌肉

自噬水平显著低于 DSe 和 ESe 组 , 因此 , 对

AMPK 活性的调节可能也是日粮硒影响虹鳟肌肉

自噬水平的一种途径。 

4  结论 

本研究表明日粮硒水平显著影响了虹鳟抗氧

化性能、肌肉生长和自噬水平, 通过对自噬上游

调节通路(Akt-TOR 和 AMPK)的检测, 发现日粮

硒的缺乏和过量可能通过 Akt-TOR 和 AMPK 通

路来提高虹鳟肌肉的自噬水平, 进而导致其肌肉

蛋白质沉积速率减缓, 躯体和肌肉生长受阻, 在

这个过程中, 氧化应激所产生的 ROS 可能起到了

关键性作用。综上所述, 本研究初步探讨了日粮

硒对鱼类肌肉生长的影响及潜在机制, 为研究硒

对鱼类肌肉生长的调控作用奠定了基础。 
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Effects of dietary selenium level on autophagic degradation of muscle 
protein of Oncorhyrchus mykiss 
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College of Fisheries, Huazhong Agricultural University; Engineering Research Center of Green Development for Con-
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Abstract: Selenium (Se) is an essential trace element for fish, and deficient or excess dietary Se influence their 
growth. The body growth of fish is mainly influenced by muscle growth, which is mainly determined by the 
deposition rate of protein in muscle tissue. There is evidence that the autophagic degradation of fish muscle 
protein is significantly influenced by the level of dietary Se. The autophagy lysosomal pathway is one of the main 
pathways for muscle protein degradation. Studies have shown that adequate dietary Se (4.0 mg Se/kg diet) 
inhibited autophagic degradation in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) muscle. However, the effects of 
deficient or excess dietary Se on the autophagic degradation of rainbow trout muscle requires further exploration. 
This study aimed to explore the effects and possible mechanisms of dietary Se level on the growth of rainbow trout. 
Different amounts of Se yeast (as source of Se) were added to the basal diet to reach deficient (DSe, 0 mg Se/kg 
diet), adequate (ASe, 4.0 mg Se/kg diet), and excessive (ESe, mg Se/kg diet) Se levels. Results showed that DSe 
and ESe diets were not conducive to the growth performance of rainbow trout. The final body weight and weight 
gain rate in the rainbow trout fed DSe and ESe diets were significantly lower than those fed ASe diets (P<0.05). 
The feed conversion ratio of fish in the ASe group was significantly higher than those in DSe and ESe groups. 
There was no significant difference in condition factor or feed intake. Furthermore, the diameter of rainbow trout 
muscle fibers in the DSe and ESe groups was significantly lower than those in the ASe group (P<0.05). 
Additionally, dietary Se significantly affected the protein and total Se content of rainbow trout muscle. The 
autophagy-related gene (Atg) expression and autophagy markers (microtubule-associated protein light chain 
3 (LC3) and P62 level are important biomarkers for assessing the level of autophagy. Results showed that mRNA 
levels of Atg4b, Atg12l, LC3B, Atg13, Atg7, and Atg5 in the muscle of rainbow trout in DSe and ESe groups were 
significantly higher than those in the ASe group (P<0.05). The LC3-II level of rainbow trout in DSe and ESe 
groups was significantly induced, while the content of P62 was significantly reduced (P<0.05). These results 
indicate that deficient or excess dietary Se led to increased levels of autophagy in the muscle of rainbow trout. The 
protein kinase B-target of rapamycin (Akt-TOR) and amp-activated protein kinase (AMPK) pathways are 
important pathways for autophagy regulation. Both deficient and excessive Se levels significantly inhibited the 
phosphorylation of Akt and TOR and inhibited the activity of the Akt-TOR pathway. The AMPK activity of 
rainbow trout muscle was induced in DSe and ESe groups. The malondialdehyde and lipid peroxide contents of 
rainbow trout muscle were significantly higher in the DSe and ESe groups than that in the ASe group, as revealed 
through analysis of the oxidation status of rainbow trout muscle. The muscle oxidative stress was intensified, 
which may have allowed dietary Se to affect the Akt-TOR and AMPK pathways. In summary, this study explored 
the comprehensive effects of dietary Se on somatic and muscle growth in rainbow trout. The effects and possible 
mechanisms of dietary Se level on autophagic degradation of rainbow trout muscle protein were also preliminarily 
revealed. The results can enrich our understanding of the nutritional function of Se and provide a foundation for 
further research on the mechanism by which Se regulates fish growth. 
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