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摘要: 为探究高温胁迫下虹鳟(Oncorhynchus mykiss)在细胞层面的代谢响应机制, 本研究开展 20 ℃ (T20)和 24 

℃(T24)的高温胁迫实验, 以肝脏为靶器官, 利用 UPLC-QTOF-MS 代谢组学技术结合 PCA、OPLS-DA 等多变量统

计分析手段进行差异代谢物筛选, 确定与差异代谢物相关的关键代谢通路变化。结果显示, T20 组共筛选出 65 个差

异代谢物, 主要富集于亚油酸代谢、半乳糖代谢、α-亚麻酸代谢、甘油磷脂代谢、嘌呤代谢、鞘脂代谢和谷胱甘肽

代谢等 17 条代谢通路; T24 组共筛选出 80 个差异代谢物, 主要富集于亚油酸代谢、视黄醇代谢、甘油磷脂代谢、

鞘脂代谢、α-亚麻酸代谢、谷胱甘肽代谢和甘油酯代谢等 15 条代谢通路。其中, 脂质代谢受到的影响最为显著, 其

次为氨基酸代谢。研究结果表明, 高温胁迫下虹鳟肝脏发生氧化应激, 短期内机体调动谷胱甘肽代谢途径加速清除

活性氧, 但持续的高温胁迫导致了脂质代谢紊乱, DHA 和 α-亚麻酸等维持细胞正常功能代谢物的减少, 致使机体

的免疫和抗氧化系统失衡, 进而造成肝细胞受损。本研究可为后续针对特定代谢通路的耐高温靶向调控研究提供

方向, 同时为多视角探究虹鳟耐高温机制提供理论依据。 
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环境温度的波动会对生物体细胞结构成分的

性质和功能产生影响, 如蛋白质的活性、脂质的

结构以及细胞膜的流动性[1-3]。大多数鱼类的体温

与环境温度息息相关, 即使较小的温度波动也会

对细胞内稳态产生不利影响并减弱其生理功能 , 

因此水温被认为是影响鱼类生命活动主要的非生

物因子[4]。现代工业的发展导致全球气温急剧上

升, 加之极端天气出现频繁, 短期内全球气候变

暖是不可逆的大趋势, 这会对动物尤其是生活在

温带和亚寒带大陆性气候的鱼类产生重大威胁[5]。

温度的上升不但会导致鱼类食物链断裂, 而且会

诱发鱼体自身免疫和代谢的紊乱进而导致死亡。

现有研究表明, 大西洋鲑(Salmo salar)[6]、许氏平

鲉 (Sebastes schlegelii)[7] 和 大 黄 鱼 (Larimichthy 

crocea)[8]等经济养殖鱼类均会受到高温胁迫带来

的不利影响, 给水产养殖产业造成了巨大的经济

损失。 

虹鳟(Oncorhynchus mykiss)作为我国重要的

冷水性经济鱼类, 高温环境会对其生长生存造成

严重影响[9-10]。当温度超过 20 ℃时虹鳟摄食量下

降, 生长性能减缓, 一旦温度超过 24 ℃, 将会逐

渐失去生命体征直至死亡[11-12]。因此, 减少高温

的负面影响对该物种的生长和生存具有重要意

义。近年来, 研究人员对虹鳟的高温胁迫响应机

制开展了广泛研究。Li 等[13]通过转录组学证实了

热应激下虹鳟肝脏钙蛋白酶在内质网降解和凋亡
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上游基因调控中的关键作用; Ma等[14]用生物信息

学方法对高温胁迫下虹鳟的 Hsp70/110 基因家族

进行了功能鉴定和表征; 夏斌鹏等[15]探究了不同

高温下虹鳟血清中非特异性免疫指标的变化。然

而, 上述研究多集中于转录因子、激酶、信号通路

以及生理生化指标变化, 对高温胁迫下虹鳟在细胞

层面上内源性代谢物变化特征的研究却鲜有报道。 

代谢组学作为一种评估特定生理条件下小分

子代谢物变化的有效工具, 在探究鱼类对环境胁

迫的响应机制方面获得了广泛应用[16]。Zou 等[17]

采用代谢组学手段探究了氯代醚酮对斑马鱼

(Danio rerio)生殖功能的影响 , 发现类固醇的生

成和氧化应激的变化在氯代醚酮引发的生殖毒性

中起重要作用。Wen 等 [18]利用代谢组学对河鲀

(Takifugu fasciatus)的耐冷机制进行了解析, 结果

表明河鲀通过增强不饱和脂肪酸的代谢、胆盐的

转运和维生素的摄取来调节免疫、生长和抗氧化

能力。Sun 等[19]通过高通量非靶向代谢组学研究

了大鳞鲃(Barbus capito)对盐碱暴露的反应, 发现

氨基酸代谢作为关键靶点, 与大鳞鲃在盐碱环境

下的内源性代谢产物和代谢途径有关。因此, 代

谢组学为明确鱼类在高温胁迫下的生理效应和应

激机制提供了新的研究思路。 

肝脏作为机体主要的代谢和产热场所, 是高

温胁迫的主要靶器官[20]。研究证实, 高温可诱发

鱼类肝损伤, 并导致氧化还原稳态的紊乱[21-22]。

本研究拟采用基于超高效液相色谱串联四极杆飞

行时间质谱(ultra-performance liquid chromatography 

coupled with quadrupole time-of-flight mass spectro-

metry, UPLC-QTOF-MS)技术的代谢组学方法, 结

合多变量统计分析, 探究虹鳟在 20 ℃、24 ℃高

温胁迫下肝脏内源代谢物及代谢通路的变化, 在

细胞层面上从小分子代谢物角度解析高温胁迫对

虹鳟正常生存造成的影响, 阐明其在应激过程中

的机体响应机制, 为挖掘虹鳟耐高温性状及改良

技术提供科学理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验动物 

供试虹鳟由中国水产科学研究院黑龙江水产

研究所渤海冷水性鱼试验站提供。实验前, 随机

选取遗传背景一致, 健康状况良好的虹鳟 120 尾

[体重(49.51±1.12) g, 体长(15.14±0.93) cm], 分别

暂养于室内循环流水养殖槽(100 cm×85 cm×55 cm)

中, 每组 30 尾, 设定温度为 14 ℃, 驯养两周。驯

养期间, 持续充氧, 保证溶解氧含量≥7.5 mg/mL, 

pH 值为 6.8~7.3, 氨氮含量(0.07±0.05) mg/mL, 每

天于 8:30、17:30 投喂两次, 采样前 1 天停止喂食。 

1.2  实验仪器与试剂 

间氨基苯甲酸乙酯甲磺酸盐(3-aminobenzoic 

acid ethyl ester methanesulfonate, MS-222, 分析

纯)、甲酸(质谱纯)、甲醇(质谱纯)、乙腈(质谱纯)

均购于德国 Merck 公司; 电子天平(XS205DY)购

于 瑞 士 Mettler Toledo 公 司 ; 组 织 研 磨 仪

(Scientz-48L)购于新芝生物科技股份有限公司 ; 

高速离心机(AllergraX-30R)购于美国 Beckman 公

司; 超纯水机(Milli-Q A10)、有机相滤膜(13mm, 

0.22 μm)购于美国 Millipore 公司; 超高效液相色

谱仪(Acquity UPLC)、色谱柱(Acquity UPLC BEH 

C18)均购于美国 Waters 公司; 质谱仪(Triple TOF 

5600+, 配备 ESI 离子源, Analyst 1.6 操作软件)购

于美国 SCIEX 公司。 

1.3  实验设计及样品采集 

实验开始前, 在养殖槽中随机取 12 尾作为对

照组(CG)。再以 1 ℃/d 的速率持续升温至 20 ℃

(T20)、24 ℃ (T24), 分别在达到温度 24 h 后采

样。实验过程中, 使用自动控温系统控制水温, 误

差为±0.5 ℃。采样时, 使用 MS-222 对鱼进行麻

醉。解剖取出肝脏, 迅速置于液氮中保存。样品

前处理前, 采集到的肝脏组织需置于–80 ℃超低

温冰箱中保存备用。 

1.4  代谢组学分析 

1.4.1  样品前处理   将–80 ℃保存的肝脏样品

(100 mg)于 4 ℃下解冻, 加入 1 mL 水和 4 mL 4 ℃

下冷藏 24 h 的预冷乙腈甲醇试剂(1 : 1, V/V), 将

其置于组织研磨机中研磨 30 s, 涡旋 2 min 后, 采

用冰水浴超声 1 min, 然后在 4 ℃下静置 10 min, 

最后样品在 4 ℃下 13000 r/min 离心 10 min。取

600 μL 的上清液用氮气吹干后, 用 200 μL 4 ℃下

冷藏 24 h 的预冷甲醇水试剂(4 : 1, V/V)复溶, 然
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后在 4 ℃下 13000 r/min 再离心 10 min, 取上清

液过 0.22 μm 有机相滤膜后上机测定。 

1.4.2  UPLC-QTOF-MS 检测   使 用 Waters 

Acquity UPLC 色谱系统对样本进行检测。ESI+离

子模式：流动相 A 为甲酸水(1 : 1000, V/V); 流动

相 B 为乙腈。ESI–离子模式：流动相 A 为水; 流

动相 B 为乙腈。洗脱梯度：0 min, 5% B; 0~5 min, 

70% B; 5~10 min, 80% B; 10~12 min, 100% B; 
12~13 min, 100% B; 13~13.2 min, 5% B; 13.2~  

15 min, 5% B。进样量 10 μL, 流速 0.3 mL/min, 柱

温 40 ℃, 样品自动进样器温度 4 ℃。 

采用 AB triple TOF 5600+高分辨飞行时间质

谱系统的电喷雾离子源(ESI)对代谢物进行测定。

离子源工作参数：正负离子源电压分别为 5500 V/ 

–4500 V, 离子源温度为 550 ℃, 去簇电压分别为

80 V/–80 V, 碰撞能量分别为 35 eV/–35 eV, 碰撞

能量扩展分别为 15 eV/–15 eV。雾化气体为氮气, 

辅助气 1 为 55 psi, 辅助气 2 为 55 psi, 气帘气为

35 psi。一级质谱母离子扫描范围为 100~1200 D, 

IDA 设置为对响应值超过 100 cps 的 8 个最高峰进

行二级质谱扫描, 子离子扫描范围为 50~1200 D, 

开启动态背景扣除(DBS)功能。 

1.4.3  数据处理  所获得的液相色谱–质谱原始

数据由 Progenesis QI 进行峰提取、峰对齐、基线

校正、代谢物识别等数据预处理后, 使用人类代

谢组数据库(human metabolome database, HMDB)

对代谢物进行注释。通过 SIMCA 14.1 采用无监督

模式识别方法主成分分析 (principal component 

analysis, PCA)和有监督模式识别方法正交偏最小

二乘判别分析 (orthogonal partial least squares 

discriminant analysis, OPLS-DA)进一步分析, 得

到以变量权重重要性排序值(variable importance 

in projection, VIP)>1 和 P<0.05 为标准的差异代谢

产物(differential metabolites, DMs), 并将其进一

步导入 MetaboAnalyst 5.0 进行代谢通路富集分析, 

判断通路匹配程度。 

2  结果与分析 

2.1  PCA 和 OPLS-DA 分析 

PCA 得分图显示(图 1), 在正负离子扫描模式

下, 对照组与实验组之间显著分离。这表明高温

对虹鳟肝脏产生了显著影响。使用 OPLS-DA 模

型进一步区分各组之间的差异, 并通过 Q2 (cum)、

和 R2Y (cum)评估模型的拟合能力。正离子模式下, 

R2Y 值在 98.5%到 99.8%之间, Q2 值在 86.4%到

94.3%之间(图 2A、3A); 负离子模式下, R2Y 值在

99.1%到 99.6%之间, Q2 值在 85%到 95.4%之间(图

2B、3B)。200 次排序验证如图 2 的 C、D 和图 3

的 C、D 所示, 左侧的 Q2 和 R2 均低于右侧原始值, 

且与 y 轴的截距小于零。上述数据表明, 建立的

模型具有良好的拟合性和可靠的预测性, 可用于

后续筛选差异代谢物的分析。 

2.2  差异代谢物的鉴定 

在 T20 组中鉴定出了 65 个差异代谢物, 包括

29 个代谢物上调和 36 个代谢物下调。在 T24 组 

 

 
 

图 1  正负离子模式下 PCA 得分图 

A. 正离子模式; B. 负离子模式. 

Fig. 1  PCA score plots in positive and negative ion modes 
A. positive ion mode; B. negative ion mode. 
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图 2  正负离子模式下 T20 组的 OPLS-DA 得分图和排序验证 

A. 正离子模式下 OPLS-DA 得分图; B. 负离子模式下 OPLS-DA 得分图; 

C. 正离子模式下排序验证图; D. 负离子模式下排序验证图. 

Fig. 2  OPLS-DA score plots and permutation tests of T20 group in positive and negative ion mode 
A. OPLS-DA score plots in positive ion mode; B. OPLS-DA score plots in negative ion mode; 

C. permutation test in positive ion mode; D. permutation test in negative ion mode. 
 

 
 

图 3  正负离子模式下 T24 组的 OPLS-DA 得分图和排序验证 

A. 正离子模式下 OPLS-DA 得分图; B. 负离子模式下 OPLS-DA 得分图. 

C. 正离子模式下排序验证图; D. 负离子模式下排序验证图; 

Fig. 3  OPLS-DA score plots and permutation tests of T24 group in positive and negative ion mode 
A. OPLS-DA score plots in positive ion mode; B. OPLS-DA score plots in negative ion mode; 

C. permutation test in positive ion mode; D. permutation test in negative ion mode. 
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中鉴定出了 80 个差异代谢物, 其中 39 个上调, 41

个下调。T20 组和 T24 组共同筛选出 43 个差异代

谢物, T20 组中单独筛选到的差异代谢物有 22 个, 

T24 组中单独筛选到的差异代谢物有 37 个(图 4)。

对鉴定到的代谢物以 VIP>1、P<0.05 为标准进行

筛选, 并对筛选到的差异代谢物进行聚类分析(图

5A, 6A)。 
 

 
 

图 4  差异代谢物韦恩图 

Fig. 4  Venn diagram of differentially metabolites 
 

2.3  代谢通路富集 

为了进一步确定受到高温胁迫干扰的代谢途

径, 使用 MetaboAnalyst 5.0 对差异代谢物进行代

谢通路富集分析。T20 共富集到亚油酸代谢、甘

油磷脂代谢、α-亚麻酸代谢、半乳糖代谢、鞘脂

代谢、谷胱甘肽代谢和嘌呤代谢等 17 条代谢通路

(图 5B), T24 共富集到亚油酸代谢、甘油磷脂代

谢、α-亚麻酸代谢、鞘脂代谢、视黄醇代谢、谷

胱甘肽代谢和甘油酯代谢等 15 条代谢通路(图

6B)。气泡大小与每个路径的影响值成正比, 气泡

颜色表示显著性程度, 颜色越鲜艳表明此代谢通

路与高温胁迫越相关。结合图 5B 和图 6B, 可以

发现 20 ℃和 24 ℃均影响了亚油酸代谢、甘油磷

脂代谢、α-亚麻酸代谢、鞘脂代谢和谷胱甘肽代

谢等 5 条代谢途径。 

3  讨论 

全球变暖导致的温度升高对水生生物的生长

生存造成严重威胁, 因此, 了解水生生物响应高

温生存环境的生理机制对水产养殖的可持续发展

具有至关重要的意义。本研究对高温胁迫下的虹

鳟肝脏进行了代谢组学解析, 发现 20 ℃和 24 ℃

的高温暴露会对虹鳟肝脏中包括甘油磷脂代谢、

鞘脂代谢、亚油酸代谢、α-亚麻酸代谢在内的脂

质代谢和以谷胱甘肽代谢为代表的氨基酸代谢等

一系列代谢通路造成严重干扰。 

包括磷脂酰胆碱(phosphatidylcholine, PC)和

磷脂酰乙醇胺(phosphatidylethanolamine, PE)在内

的甘油磷脂是生物膜的主要脂质成分, 在保证膜

结合蛋白、离子通道和受体的正常运作过程中发

挥重要作用[23]。PC 是脂蛋白的基本元素, 其分子

由不同长度和饱和度的脂肪酸组合而成, 在维持

膜结构和细胞信号传导过程中扮演关键角色[24]。

PE 是肝脏等组织器官中磷脂库的主要成分, 也是

甘油磷酸胆碱的重要前体[25]。本研究发现高温胁

迫会导致虹鳟肝脏中含多个双键结构的 PC 和 PE

显著下调, 造成磷脂的不饱和度降低, 进而引发

甘油磷脂代谢通路紊乱。Kostetsky 等[26]的研究表

明随着温度的升高, 鱼类磷脂中饱和脂肪酸的含

量增加, 也会造成不饱和度降低。这种状况在 Xie

等[27]的研究中也得到了证实, 其研究结果表明黑

鲈血浆中磷脂不饱和度的改变会间接调控与受体

相关的膜结合蛋白的活性。因此, 高温胁迫下虹

鳟肝脏磷脂不饱和度的降低, 会影响细胞膜中受

体的正常运作, 进而损害细胞的正常功能。 

鞘脂是一类含有鞘氨醇骨架的两性脂类, 通

过与其它脂质分子的聚集, 形成调节分子跨膜运

输或介导信号传递的脂筏, 在调节细胞的生长、

增殖、迁移、衰老和凋亡过程中扮演重要角色[28]。

其从头合成通常开始于棕榈酸酯和丝氨酸缩合反

应, 产生 3-脱氢二氢鞘氨醇(3-dehydrosphinganine, 

KDHS), 随即被 NADPH 依赖性的还原酶还原产

生鞘氨醇(sphingosine, Sph), 最后形成鞘脂代谢

网络的中心枢纽——神经酰胺[29]。Sph 是细胞增

殖的负调节剂, 其作用是抑制细胞生长并促进细

胞凋亡[30]。相关研究证实在环境暴露下以 Sph 为

代 表 的 鞘 脂 代 谢 紊 乱 可 以 诱 发 鲫 (Carassius 

auratus)[31]、鲤 (Cyprinus carpio)[32]和大西洋鳕

(Gadus morhua)[33]等鱼类细胞凋亡的发生。在本

研究中, 鞘脂代谢的产物 Sph 和 KDHS 在高温胁

迫下发生显著变化, 这表明在高温胁迫下虹鳟肝

脏内鞘脂合成途径受阻, 进而在细胞水平上对机

体造成损害。 

多不饱和脂肪酸(polyunsaturated fatty acids,  
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图 5  T20 差异代谢物聚类分析和相关代谢通路 

A. 差异代谢物富集热图; B. 代谢通路气泡图. 

Fig. 5  The hierarchical clustering analysis and metabolic pathway of DMs of T20 group 
A. heatmap of DMs; B. bubble diagram of metabolic pathways. 
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图 6  T24 差异代谢物聚类分析和相关代谢通路 

A. 差异代谢物富集热图; B. 代谢通路气泡图. 

Fig. 6  The hierarchical clustering analysis and metabolic pathway of DMs of T24 group 
A. heatmap of DMs; B. bubble diagram of metabolic pathways. 
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PUFA)作为必需脂肪酸参与机体的各项生理活

动：一方面, 它可以参与脂肪代谢, 通过氧化分解

为乙酰辅酶 A, 参与三羧酸循环提供能量; 另一

方面, 由于含有多个还原性双键, PUFA 同时具有

抗氧化作用。ω-3 多不饱和脂肪酸是 PUFA 的重

要组成部分, 其主要包括 α-亚麻酸、二十碳五烯

酸(eicosapentaenoic acid, EPA)以及二十二碳六烯

酸(docosahexaenoic acid, DHA)等长链不饱和脂肪

酸。研究表明平衡的 DHA/EPA 对水生动物减少

活性氧(reactive oxygen species, ROS)累积和抑制

全身炎症方面具有重要作用[34]。在本研究中, 我

们发现在高温胁迫下, 虹鳟肝脏亚油酸代谢和 α-

亚麻酸代谢发生严重紊乱, 其中 α-亚麻酸和 DHA

减少 , 而 亚油酸和 EPA 增 加 , 这直接导 致

DHA/EPA比率失衡, 对虹鳟肝脏的抗氧化系统以

及免疫防御系统造成严重危害。这与温度胁迫下

铁饼鱼鳃组织[35]的代谢组学研究结果一致。 

谷胱甘肽(GSH)是谷胱甘肽代谢和半胱氨酸、

蛋氨酸代谢的代谢产物之一, 其主要以还原形式

存在于细胞中。作为抗氧化防御机制中一种重要

的动态调控物质, GSH 在维持细胞氧化还原状态

方面发挥着关键作用[36]。当生物体面临环境胁迫

时, GSH 在谷胱甘肽过氧化物酶催化下转变成氧

化型谷胱甘肽 (GSSG)以清除体内过量积累的

ROS[37]。因此, GSH/GSSG 的动态平衡对机体的

保护和正常生理状态的维持具有重要的生理学意

义[38]。Wang 等[39]在开展梭鲈(Sander lucioperca)

耐受高温胁迫下的应激反应时发现 , 其肝脏内

GSH 含量显著降低。在本研究中, GSH 在 T20 组

和 T24 组中均显著下调, 而 GSSG 都显著上调。

这说明在面对高温胁迫时, 虹鳟通过谷胱甘肽代

谢途径加速 GSH 向 GSSG 的转化, 以此作为适应

性反应来清除 ROS, 以保护细胞免受氧化应激的

损伤。所以, GSH 向 GSSG 的转化通路可能是虹

鳟耐受高温胁迫的关键因素之一, 也为进一步调

控该通路使其增加温度耐受性提供了研究基础。 

4  结论 

本实验采用 UPLC-QTOF-MS 技术对 20 ℃、

24 ℃高温胁迫下虹鳟肝脏进行代谢组学分析。结

果表明, 在不同程度高温胁迫下, 虹鳟肝脏中包

括甘油磷脂代谢、鞘脂代谢、亚油酸代谢、α-亚

麻酸代谢和谷胱甘肽代谢在内的代谢通路受到影

响。其中, 脂质代谢受到的影响最为显著, 其次为

氨基酸代谢。在面对高温胁迫时, 虹鳟通过谷胱

甘肽代谢途径加速 GSH 向 GSSG 的转化, 以此作

为适应性反应清除活性氧。与此同时, 持续的高

温暴露引起脂质代谢紊乱, 甘油磷脂代谢通路的

改变对虹鳟肝脏细胞膜中的受体功能造成显著影

响, 鞘脂代谢中鞘脂合成途径受阻, 亚油酸代谢

和 α-亚麻酸代谢通路中 DHA/EPA 比率失衡诱导

炎症反应的发生以及氧化应激的系统性变化。本

文在细胞层面上为理解虹鳟在高温胁迫下的调控

机制提供了新的见解, 为后续针对特定代谢通路的

耐高温靶向调控研究提供了方向, 同时为深入探

究虹鳟耐高温性状的发掘和改良提供了理论依据。 
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Metabolomics of rainbow trout liver under heat stress 
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Abstract: With the development of industries, human activities, particularly the burning of fossil fuels and 
deforestation, have worsened the natural greenhouse effect and aggravated the degree of global warming. It is 

estimated that the global average temperature will increase by 1–4 ℃ by the end of the century due to the 

continuous growth in CO2 emissions, which will simultaneously lead to inevitable increases in water temperatures. 
Rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) is a commercially important cold-water fish. Due to its high dependence on 
ambient water temperature, temperature increase can adversely affect its growth and reproduction capacity and 
ultimately its health, even leading to death. Therefore, it is of great significance to understand the molecular 
mechanism of rainbow trout in response to heat stress. Metabolomics is a technology to analyze the disturbance of 
metabolic pathways in an organism by detecting the changes of endogenous metabolites after stimulation or 
disturbance. In combination with ultra-performance liquid chromatography coupled with quadrupole time-of-flight 
mass spectrometry (UPLC-QTOF-MS), it enables us to identify the holistic variable metabolites and related 
metabolic pathways in a living system by measuring the low-molecular-weight metabolites. In this study, heat 

stress experiments at 20 ℃ (T20 group) and 24 ℃ (T24 group) were carried out, taking the liver as the targeted 

organ, to investigate the metabolic response mechanism of rainbow trout under heat stress at the cellular level. 
UPLC-QTOF-MS metabolomics was used to explore the changes of endogenous metabolites in rainbow trout liver 
and find the differential metabolites and related metabolic pathways. Overall, 65 differential metabolites were 
screened in the T20 group, and were significantly enriched in 17 metabolomic pathways, including linoleic acid, 
galactose, α-linolenic acid, glycerophospholipid, purine, sphingolipid, and glutathione metabolisms. Meanwhile, 
80 differential metabolites were screened in the T24 group, and were mainly enriched in 15 metabolomic pathways, 
including linoleic acid, retinol, glycerophospholipid, sphingolipid, α-linolenic acid, glutathione, and glyceride 
metabolisms. Among them, lipid metabolism was most significantly affected, followed by amino acid metabolism. 
In conclusion, heat stress induced oxidative stress in rainbow trout liver, causing activation of the glutathione 
metabolic pathways in a short period to accelerate the scavenging of reactive oxygen species. However, continuous 
heat stress damages the homeostasis of lipid metabolism, causing the reduction of metabolites such as DHA and 
α-linolenic acid that maintain the normal function of cells, resulting in an imbalance of the body’s immune and 
antioxidant systems, and further causing hepatocyte injury. This study provides insights for follow-up studies 
regarding the heat stress regulation mechanism of specific metabolic pathways, and a solid theoretical basis for the 
multi-perspective exploration of the heat resistance mechanism of rainbow trout. 
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