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酵母硒对中华绒螯蟹幼蟹生长、体组成分及抗氧化能力的影响
田文静, 李二超, 陈立侨, 孙立梅, 陈彦良, 黎明, 江星, 杜震宇
 华东师范大学 生命科学学院, 上海 200241
摘要: 实验饲料中以酵母硒形式分别添加硒0(对照)、0.2、0.4、0.6、0.8和1.0 mg/kg(饲料中硒总含量分别为0.11、0.23、0.43、0.66、0.87、1.09 mg/kg), 配制成6组半纯化饲料, 投喂初始体质量为(0.27±0.01) g的中华绒螯蟹(Eriocheir sinensis)幼蟹, 进行为期6周的饲养实验。结果表明, 当饲料硒的添加量为0.4 mg/kg时, 幼蟹的增重率、存活率及全蟹体粗蛋白质含量均显著高于其他各组(P<0.05)。同时, 随着饲料中硒水平的提高, 幼蟹的肝胰腺和肌肉中硒含量也相应显著升高(P<0.05)。肝胰腺和血清中的谷胱甘肽过氧化物酶活性则随着硒添加量的提高而呈现出先升高后降低的趋势, 当硒添加量为0.4 mg/kg时达到最高, 且显著高于添加量为0.8 和1.0 mg/kg的饲料组(P<0.05)。幼蟹血清和肝胰腺中丙二醛含量随着硒添加量的增加而呈现出先降低而后升高的趋势, 其中0.4 mg/kg饲料组最低, 并显著低于对照组和1.0 mg/kg饲料组(P<0.05)。硒添加量小于或等于0.6 mg/kg的各组, 其还原型谷胱甘肽含量显著低于0.8和1.0 mg/kg饲料组(P<0.05)。结果提示, 饲料中适量添加硒(0.4~0.6 mg/kg, 硒总含量为0.43~0.66 mg/kg)能促进中华绒螯蟹幼蟹的生长, 提高饲料蛋白质效率和抗氧化能力。以血清谷胱甘肽过氧化物酶活性为判据, 采用二次回归模型进行拟合发现, 当饲料中硒添加量为0.51 mg/kg (饲料中硒总含量0.59 mg/kg)时, 中华绒螯蟹幼蟹可获得最佳的生长效果, 因此建议中华绒螯蟹幼蟹饲料硒的适宜添加量为0.4~0.6 mg/kg。
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研究矿物质元素对水产动物生理的影响及其饲料中的适宜添加量, 对于优化饲料配方, 提高饲料的利用效率, 保障和促进水产动物的正常生长、免疫性能等都具有积极的意义。1957年Schwarz首先证明了硒是动物所必需的矿物质营养元素[1]。Rotruck又于1973年确定, 硒是谷胱甘肽过氧化物酶(GPx)的重要组成成分[2], 能保护机体免受自由基的氧化损伤。硒作为水产动物的必需营养元素[3], 适量添加亦可显著提高其生长速度和免疫力[4−5]。硒的作用在许多生物体中都得到了验证, 包括哺乳动物[6−10]、鱼[11−14]和水生无脊椎动物动物[15−18]。但是对于甲壳动物的研究报道还非常有限, 因此, 开展硒对虾、蟹生长性能、抗氧化能力和免疫性能的影响及相关机理的探究, 具有重要的现实意义。
中华绒螯蟹(Eriocheir sinensis)是一种淡水名优养殖品种, 在中国淡水渔业中占有重要的地位, 2012年全国年产量达70万t[19]。规模化养殖需要优质配合饲料作为物质保障, 水产动物的营养需要量参数是高效配方研制的基础。迄今有关中华绒螯对蛋白质、脂肪、糖、维生素等的需要量研究已有相关报道[20−27], 对常量矿物元素的研究也有所涉及[28−29], 但对微量元素硒的需要量及其生理作用则鲜有报道。
生产上通常把亚硒酸钠和硒酸钠等无机硒作为硒源添加到饲料当中, 但与硒代半胱氨酸、硒代蛋氨酸和硒酵母中的硒相比, 无机硒的毒性较大, 且吸收转化率低[30]。所以, 有机硒在畜牧业和渔业生产中的应用已越来越普遍[6−15]。本研究探讨了饲料中添加不同水平的酵母硒对中华绒螯蟹幼蟹生长、饲料效率和抗氧化能力的影响, 并求得中华绒螯蟹幼蟹对硒的最适需要量, 以期为完善中华绒螯蟹的营养需要和配方优化提供参考。
1  材料与方法

1.1  实验饲料

以酪蛋白和明胶作为蛋白源, 鱼油和大豆油为脂肪源配制基础饲料, 配方见表1。参考已有研究文献[31−33], 以硒酵母为硒源, 饲料中硒添加水平分别为0、0.2、0.4、0.6、0.8和1.0 mg/kg (饲料的总硒分别为0.11、0.20、0.30、0.56、0.77、0.90 mg/kg)。原料经粉碎机粉碎后过80目筛, 按逐级放大原则将原料称重后混匀, 然后加适量的水混合均匀, 用绞肉机加工成直径2 mm的颗粒, 保存于–20℃的冰箱中备用。基础饲料中粗蛋白和粗脂肪的实测值分别为42.01%和7.88%。

1.2  实验动物、实验设计及取样

实验用中华绒螯蟹幼蟹购于上海崇明养殖场, 购进后放在水泥池中暂养2周。然后选出大小基本一致、体质量为(0.27±0.01) g的幼蟹, 随机分为6个组, 每组4个平行, 置于24个规格为80 cm×60 cm× 60 cm的水族箱中饲养, 每个箱投放30只蟹。养殖期间, 每天投喂实验饲料2次(9:00和16:00),  2 h 后吸去粪便和残饵, 每天换水1/3左右, 实验期间, 不间断地对养殖水体充氧, 溶氧保持在6.47~8.77 mg/L, 水温24.5~29.0℃, 氨氮<0.01 mg/L, pH为8.0±0.4, 养殖周期为42 d。
养殖实验结束后, 对每个水族箱中的幼蟹分别进行计数、称重, 计算各组生长性能和相关指标, 公式如下: 
存活率(survival rate,%)=[(N0–Nt)/ N0]×100%

增重率(weight gain rate,%)=[(Wt–W0)/W0]× 100%
表1  基础配方组成及营养分析
Tab.1  Formulation and proximate analysis of the basal diets

%

	组成 composition
	含量 content

	酪蛋白 casein
	38

	明胶 gelatin
	9

	玉米淀粉 corn starch
	25

	鱼油 fish oil
	3

	大豆油 soybean oil
	3

	卵磷脂 lecithin
	1

	诱食剂1attractant1
	3

	胆固醇 cholesterol
	0.5

	维生素混合物2 vitamin mix2
	4

	矿物质混合物3mineral mix3
	4

	氯化胆碱 choline chloride
	0.5

	纤维素 cellulose
	7

	羧甲基纤维素钠 cm-cellulose
	2

	化学组成 chemical composition
	

	粗蛋白 crude protein
	42.01

	粗脂肪 crude lipid
	7.88


注: 1. 诱食剂(g/100g饲料): 甘氨酸, 0.6; 丙氨酸, 0.6; 谷氨酸, 0.6; 甜菜碱, 1.2. 2. 维生素混合物(/kg混合物):维生素A, 350000IU; 维生素D, 3450000IU; 维生素E, 20g; 维生素K3, 7.5g; 维生素B1, 10g; 维生素B2, 10g; 维生素B6, 12g; 维生素B12, 20mg; 烟酰胺, 40mg; 叶酸, 3g; 泛酸钙, 30g; 生物素, 100mg; 维生素C, 60g; 肌醇, 60g. 3. 矿物质混合物(g/100g混合物): 磷酸二氢钠, 10; 磷酸二氢钾, 21.5; 磷酸钙, 26.5; CaCO3, 10.5; 乳酸钙, 16.5; 硫酸镁, 10; 氯化铝, 1.2; 硫酸锌, 0.511; 柠檬酸亚铁, 0.061; 硫酸镁, 0.143; 碘化钾, 0.058; 氯化铜, 0.051; 氯化钴, 0.176; 氯化钾, 2.8.

Note: 1. Attractant(g/100g): Glycine, 0.6; Alanine, 0.6; Glutamate, 0.6; betaine1.2. 2. Vitamin mix(/kg mix): Vitamin A, 350,000IU; Vitamin D, 3,450,000IU; Vitamin E, 20 g; Menadione, 7.5 g; Thiamin, 10 g; Riboflavin, 10 g; Pyridoxamine,12 g; Coba​lamin, 20 mg; Nicotinamide, 40 mg; Folic acid, 3 g; Calcium pantot​h​e​n​ate, 30 g; Biotin, 100 mg; Ascorbic acid, 60 g; Inositol, 60 g. 3. Mi​​​n​​​​eral mix(g/100g): NaH2PO4, 10; KH2PO4, 21.5; Ca(H2PO4) 2ּ2H2O, 26.5; CaCO3, 10.5; Ca-lactate, 16.5; MgSO4ּ7H2O,10; AlCl3ּ2H2O, 1.2; ZnSO4ּ7H2O, 0.511; Fe-citrate, 0.061; MnSO4ּ4H2O, 0.143; KI, 0.058; CuCl2, 0.051; CoCl2ּ6H2O, 0.176; KCl, 2.8.
饲料系数(feed coefficient)=WF/(Wt–W0)

式中, N0为最初养殖的幼蟹数量(只); Nt为养殖过程中死亡个体数(只); Wt为幼蟹终体质量(g); W0为幼蟹初体质量(g); WF为采用自然溶失校正后的摄食饵料质量(g)。
称重后, 从每个水族箱中随机选取5只蟹用于体组生化成分测定。剩余的蟹置于冰上麻醉后, 用1 mL不加抗凝剂的注射器采血淋巴, 随机将3只幼蟹的血存于同一管中, 于4℃冰箱凝结24 h后, 5 000 r/min 离心10 min后分离血清, 于–80℃保存。然后解剖取肝胰腺, 置于–80℃备用。
1.3  体组生化成分测定

全蟹体组生化成分的分析, 参考AOAC[34]的标准方法。粗蛋白含量测定采用杜马斯燃烧法进行测定(Leco-FP528); 用索氏抽提法测定粗脂肪含量, 以石油醚为抽提剂 (FOSS, SoxtecTM 2055, 瑞士); 采用105℃烘干至恒重法进行水分含量测定; 将样品用电炉炭化后, 在马福炉中灼烧(550℃)至恒重测得样品灰分含量。
1.4  硒含量测定

采用国标硒含量测定方法GB/T5009.93-2003, 使用AFS9130原子荧光仪(中国)进行测定, 硒含量与荧光强度成正比。
1.5  还原型谷胱甘肽(GSH)含量、丙二醛(MDA)含量及酶活力测定

肝胰腺及血清中还原型谷胱甘肽(GSH)含量、丙二醛(MDA)含量、谷胱甘肽过氧化物酶(glutathione peroxidase, GPx)活性、过氧化物还原酶(glutathione reductase, GR)活性测定均采用市售的南京建成生物工程研究所的试剂盒, 按照使用说明进行操作。
肝胰腺GPx活性单位定义: 每毫克蛋白质, 每分钟扣除非酶反应的作用, 使反应体系中GSH浓度降低1 μmol/L为1个活性单位。
肝胰腺GR活性单位定义: 每克组织蛋白每分钟反应体系中底物NADPH的浓度改变1 mmol/L所需的酶量为1个酶活性单位。
血清GPx活性单位定义: 每0.1 mL血清在37℃反应5 min, 扣除酶促反应作用, 使反应体系中GSH浓度降低1 μmol/L为1个活性单位。
血清GR活性单位定义: 每升血清每分钟反应体系中底物NADPH的浓度改变1 mmol/L所需的酶量为1个酶活性单位。
1.6  统计方法
实验数据用平均值±标准误(
[image: image1.wmf]x

±SE)表示。对实验数据采用单因素方差分析, 当组间有显著差异时用Duncan检验进行多重比较, 显著水平为0.05。所有数据均使用SPSS17.0处理。幼蟹对饲料中硒的需要量的确定采用SAS2.1进行二次回归法分析[35]。
2  结果与分析

2.1  生长性能

投喂饲养6周后, 各组幼蟹的存活率在70.8%~83.3%, 其中0.4 mg/kg添加组的最高, 显著高于对照组和1.0 mg/kg添加组(P<0.05)(表2)。随着饲料硒添加量的提高, 幼蟹的增重率先提高而后下降。统计结果表明, 硒添加量为0.4 mg/kg饲料时, 蟹的增重率最大, 且显著高于对照组和1.0 mg/kg组(P<0.05), 但与0.2、0.6及0.8 mg/kg组无显著性差异(P>0.05)。相应地, 饵料系数随着硒添加量的增加呈先下降后升高的趋势, 其中0.4 mg/kg添加组的饲料系数最低, 但各组之间的差异并没有达到显著性水平(P>0.05)。
表2  饲料中硒添加量对幼蟹增重率、存活率和饲料系数的影响
Tab. 2  Effect of dietary Se supplementation on weight gain rate, feed coefficient and 
survival rate of juvenile Eriocheir sinensis
n=30;
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±SE

	硒添加量/(mg∙kg–1)

lever of Se
	初体质量/g

initial body weight
	终体质量/g

final body weight
	增重率/%

weight gain rate
	饲料系数
feed coefficient
	存活率/%

survival rate

	0
	0.27±0.01
	2.05±0.08a
	649.13±29.24a
	1.69±0.12
	71.87±1.99b

	0.2
	0.27±0.01
	2.11±0.04a
	672.31±17.45ab
	1.59±0.10
	78.13±3.13b

	0.4
	0.27±0.01
	2.44±0.12b
	789.19±43.93b
	1.51±0.13
	83.33±3.80b

	0.6
	0.27±0.01
	2.29±0.09ab
	738.65±33.40ab
	1.59±0.09
	79.17±4.50ab

	0.8
	0.27±0.01
	2.23±0.15ab
	715.13±58.50ab
	1.65±0.09
	75.00±4.50ab

	1.0
	0.27±0.01
	2.13±0.06ab
	645.18±15.08a
	1.78±0.09
	70.83±2.95a

	P
	0.250
	0.056
	0.074
	0.584
	0.177


注: 表中同一列数据中不同字母上标表示显著性差异(P<0.05).

Note: Different superscript letters in the same column donate significant differences between treatments(P<0.05).
2.2  体组生化成分
幼蟹全蟹体组成分的分析结果表明(表3), 硒添加量为0.4 mg/kg饲料时, 幼蟹的体粗蛋白含量显著高于其他各实验组(P<0.05), 而各组的幼蟹其他成分如脂肪、水分和灰分含量等则差异不显著(P>0.05)。
蟹的肝胰腺和肌肉中硒的含量均随着饲料中硒添加水平的提高而有不同程度的升高(表4)。相比之下, 对照组幼蟹肝胰腺的硒含量最低, 但与0.2 mg/kg组差异不显著(P>0.05); 当硒添加量为1.0 mg/kg饲料时, 硒含量达到最大值, 但与硒分别添加0.4、0.6和0.8 mg/kg饲料组差异不显著(P>0.05)。对照组幼蟹肌肉中硒含量显著低于其他各实验组, 而1.0 mg/kg组的幼蟹肌肉中硒含量则显著高于其他各组(P<0.05)。

表3  饲料中硒添加量对幼蟹体成分组成的影响
Tab. 3  Effect of dietary Se on body composition of juvenile Eriocheir sinensis

n=4;
[image: image3.wmf]x

±SE
	硒添加量/(mg∙kg–1)

level of Se
	体成分/% body composition

	
	水分moisture
	灰分ash
	粗蛋白crude protein
	粗脂肪crude lipid

	0
	70.89±1.04
	14.51±1.25
	10.75±0.05a
	3.58±0.18

	0.2
	71.20±0.82
	14.29±0.80
	10.69±0.05a
	3.58±0.09

	0.4
	70.73±1.38
	14.14±1.27
	10.98±0.08b
	3.87±0.05

	0.6
	71.75±0.34
	13.58±0.45
	10.70±0.05a
	3.76±0.05

	0.8
	71.70±0.87
	13.57±0.83
	10.66±0.06a
	3.75±0.04

	1.0
	70.75±0.60
	14.50±0.61
	10.76±0.06a
	3.63±0.04

	P
	0.925
	0.950
	0.024
	0.205


注: 表中同一列数据中不同字母上标表示显著性差异(P<0.05).

Note: Different superscript letters in the same column donate significant differences between treatments(P<0.05).

 

 表4  饲料中硒添加量对幼蟹肝胰腺及肌肉中硒含量的影响
Tab. 4  Effect of dietary Se on Se retention in hepatop​ancreas and muscle of juvenile Eriocheir sinensis

n=4;
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±SE

	硒添加量/(mg∙kg–1)

level of Se
	肝胰腺/(mg∙kg–1)

hepatopancreas
	肌肉/(mg∙kg–1)

muscle

	0
	0.92±0.15a
	0.39±0.02a

	0.2
	1.27±0.09ab
	0.60±0.08b

	0.4
	1.53±0.12bc
	0.71±0.02b

	0.6
	1.73±0.07bc
	1.01±0.09c

	0.8
	1.77±0.22bc
	1.13±0.09c

	1.0
	1.90±0.23c
	1.40±0.06d

	P
	0.008
	0.001


注: 表中同一列数据中不同字母上标表示显著性差异(P<0.05).

Note: Different superscript letters in the same column donate significant differences between treatments(P<0.05).
2.3  抗氧化性能
幼蟹血清和肝胰腺中还原型谷胱甘肽(GSH)含量、丙二醛(MDA)含量及酶活性的测定结果如表5、表6所示。从表5中可见, 随着饲料硒添加量的提高, 幼蟹的血清谷胱甘肽过氧化物酶(GPx)活性呈现先升高后降低的趋势, 统计结果显示, 在0.4 mg/kg组达到最高, 显著高于除0.6 mg/kg组外的其他各组(P<0.05)。幼蟹肝胰腺中的GPx活性与血清中的变化相似, 也在0.4 mg/kg组达到最大值, 显著高于对照组、0.8 mg/kg和1.0 mg/kg组(P<0.05)。

幼蟹的血清和肝胰腺谷胱甘肽还原酶(GR)活性变化与血清、肝胰腺中GPx活性变化亦相似, 表现为硒添加水平0.4 mg/kg的组GR活性最大, 且显著高于对照组和1.0 mg/kg组(P<0.05)。

以蟹的肝胰腺GPx活性为判据, 采用二次回归模型分析, 发现以酵母硒形式添加0.51 mg/kg硒时, 中华绒螯蟹幼蟹抗氧化能力最强 (图1)。

每个点分别代表该饲料硒水平下幼蟹的血清GPx均值。通过多项式回归分析得到硒最适需要量为0.51 mg/kg。方程式为: y=21.42+131.5x–129.7x2, R2= 0.93。

从表6的结果来看, 幼蟹肝胰腺和血清中丙二醛(MDA)含量随着饲料中硒添加量的升高先降低, 而后又有所升高, 其中0.4 mg/kg组的MDA含量最低, 且显著低于对照组和硒添加量等于或

表5  饲料中硒添加量对幼蟹血清及肝胰腺中谷胱甘肽过氧化物酶(GPx)和谷胱甘肽还原酶(GR)活性的影响
Tab. 5  Effect of dietary Se on glutathione (GPx) and glutathione reductase (GR) activities in serum and 
hepatopancreas of juvenile Eriocheir sinensis

n=4; 
[image: image5.wmf]x

±SE
	硒添加量/(mg∙kg–1)

level of Se
	血清GPx/(U∙mL–1)

serum GPx
	肝胰腺GPx/(U∙g–1protein) hepatopancreas GPx
	血清GR/(U∙L–1)
serum GR
	肝胰腺GR/(U∙g–1 protein)

hepatopancreas GR

	0
	20.39±2.87a
	793.08±94.85a
	110.50±4.92b
	0.04±0.01a

	0.2
	42.11±4.14c
	1011.67±60.08ab
	119.51±9.38b
	0.08±0.01bc

	0.4
	57.27±6.11d
	1158.45±62.73b
	130.23±6.53b
	0.09±0.01c

	0.6
	54.41±4.35d
	949.34±21.65ab
	124.76±15.44b
	0.09±0.01c

	0.8
	36.86±1.64bc
	900.88±103.04a
	82.42±4.30a
	0.09±0.01c

	1.0
	26.63±2.87ab
	880.95±17.74a
	67.95±6.31a
	0.08±0.01b

	P
	0.001
	0.038
	0.001
	0.001


注: 表中同一列数据中不同字母上标表示显著性差异(P<0.05).

Note: Different superscript letters in the same column donate significant differences between treatments(P<0.05).
表6  饲料中硒添加量对幼蟹肝胰腺及血清中还原型谷胱甘肽(GSH)和丙二醛(MDA)含量的影响
Tab.6  Effect of dietary Se on the contents of glutathione (GSH) and malonaldehyde(MDA) in serum and hepatopancreas of juvenile Eriocheir sinensis
n=4;
[image: image6.wmf]x

±SE

	硒添加量/(mg∙kg–1)

level of Se
	肝胰腺MDA(nmol∙mg–1protein)

hepatopancreas MDA
	血清MDA(nmol∙mL–1)

serum MDA
	肝胰腺GSH(mg∙g–1protein)

hepatopancreas GSH
	血清GSH/(mg∙L–1)

serum GSH

	0
	1.87±0.32c
	2.41±0.11c
	2.61±0.13b
	14.73±0.16b

	0.2
	1.22±0.10ab
	1.74±0.15a
	2.52±0.18b
	14.56±0.05b

	0.4
	1.09±0.04a
	1.64±0.08a
	2.70±0.05b
	14.80±0.14b

	0.6
	1.18±0.03ab
	1.85±0.06ab
	2.33±0.13b
	14.59±0.21b

	0.8
	1.70±0.13bc
	2.23±0.24bc
	1.94±0.02a
	13.80±0.28a

	1.0
	1.83±0.21c
	2.36±0.18c
	1.79±0.08a
	13.65±0.14a

	P
	0.017
	0.010
	0.001
	0.002


注: 表中同一列数据中不同字母上标表示显著性差异(P<0.05).

Note: Different superscript letters in the same column donate significant differences between treatments(P<0.05).
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图1  中华绒螯蟹幼蟹血清GPX活性随饲料中硒添加量变化的趋势
Fig.1  The relationship between juvenile Eriocheir sinensis serum GPx activity and dietary selenium supplementation
大于0.8 mg/kg饲料组(P<0.05)。
肝胰腺和血清中还原型谷胱甘肽(GSH)含量在硒添加量大于等于0.8 mg/kg的组显著低于其他各组(P<0.05)。

3  讨论
微量元素的生物效应与浓度关系遵循Weinberg原理, 即动物对微量元素的摄入量有一个适宜范围, 在这个范围内, 微量元素能发挥积极的生理作用, 而动物摄入过低或者过高的微量元素在则会引起缺乏症或者中毒, 硒也不例外。硒是水生动物必需的微量元素之一, 适量添加有助于机体的正常生长、发育和代谢。添加量不足或添加过量, 均会对其生长产生一定的抑制作用。本研究发现, 饲料中适当补充硒可显著影响幼蟹的存活率和增重率, 当饲料中添加0.4~0.6 mg/kg的硒时, 可以获到较佳的增重效果, 当饲料中添加0.51 mg/kg的硒时, 幼蟹抗氧化能力最强。有关甲壳动物虾蟹对饲料中硒需要量的研究, 仅见对中华米虾(Caridina denticulate sinensis)[31]、凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)[32]和中国对虾(Pen​aeu​s chinensis)[33]的研究。研究表明, 当饲料中添加硒为0.45 µg/g时, 中华米虾的平均体长生长率最大, 死亡数最低, 且体内超氧化物歧化酶活性最高[31]。中国对虾的实验中, 以存活率、特定生长率、体长及体质量增长率为评判指标, 结果显示硒添加量为0.44 mg/kg时最有利于中国对虾的生长[33]。胡俊茹等[32]研究指出, 在基础饵料中分别添加VE和Se在400 mg/kg、0.4 mg/kg时, 凡纳滨对虾整体抗氧化能力可达到较好的平衡, 表现为机体能有效抵制氧自由基的损伤。本实验所得的结果略高于以上的报道, 推测除了与物种不同有关外, 主要还应与实验所用蟹规格较小有关, 在适宜的饲养环境下, 幼蟹摄食活跃, 蜕壳频率较高, 生长迅速, 从而获得了近6~8倍的增重率。
本研究还发现, 饲料中适量添加硒(0.4 mg/kg)可提高蛋白质合成效率, 促进机体体蛋白质的沉积, 这一结果与对草鱼(Cenopharyngo​don id​ellu​s)[36]、鲈(Lateolabrax japonicas)[37]的研究结果相似, 表现为随着饲料中硒水平的提高, 机体蛋白质含量呈先升高后降低的趋势。但饲料硒通过何种途径和过程来影响体蛋白质的沉积, 尚需进一步研究。此外, 本实验中蟹的肝胰腺和肌肉中硒含量均随着饲料硒水平的提高而升高。机体组织中硒的含量, 在一定程度上反映了动物对饲料硒的利用率和在体内的代谢状况。组织中硒的含量随着日粮中硒添加量的提高而升高, 表明机体摄食、吸收饲料硒后, 经同化而有效地沉积在机体组织中[38]。有研究报道, 虹鳟(Salmo gairdneri)[39]肾、肝、骨架中及斑点叉尾[image: image8.png]


(Ictalurus punctatus)[40]肌肉中的硒含量也是随着饲料中硒的添加水平提高而增加。1988年中国营养学会已将人体必需的微量元素硒列为15种每日膳食营养素之一, 人们可以通过食用适宜添加硒饲料投喂的河蟹, 以有效地补充硒和蛋白质, 这对于促进人体生长发育, 增强机体抗氧化和免疫机能均有积极的意义[4142]。
硒是谷胱甘肽过氧化物酶(GPx)的活性中心, 硒的抗氧化作用主要通过该酶来发挥。GPx以谷胱甘肽作为底物, 将体内的过氧化物转化为水或其他无毒的物质, 从而保护生物膜的完整性和流动性[43]。由此可见, 适量添加硒有助于保持GPx活性, 及时有效地清除机体过氧化物的积累。本实验的研究结果表明, 饲料中添加适量的硒 (0~0.4 mg/kg)时, 幼蟹血清和肝胰腺的GPx活性随饲料硒含量提高而升高, 但当硒添加量超过0.8 mg/kg时, GPx活力反而明显下降。梁萌青等[37]研究表明, 硒水平为0~0.4 mg/kg组鲈的肝和血清中GPx活性随着硒添加量的增加而提高, 而当饲料中硒水平为0.8~1.0 mg/kg时, GPx活性则明显下降, 验证了本实验所得的结果。添加高水平硒(超过0.8 mg/kg)时GPx活性显著下降, 可能与体内还原型谷胱甘肽(GSH)含量的降低相关。GSH普遍存在于真核生物细胞内, 是GPx的反应底物, 在GPx发挥抗脂质过氧化作用时起着重要的辅助因子作用[44]。当硒添加量高于0.8 mg/kg时, 由于机体内GSH含量的显著降低, 从而导致GPx没有足够的反应底物来发挥其抗氧化作用。
GPx的催化反应是一种循环过程, 其中硒半胱氨酸发生的可逆性氧化还原反应起重要作用。在循环过程中GPx可恢复原来状态, 但GSH却变成了氧化型谷胱甘肽(GSSG)。要使GSSG再还原成GSH, 必须在谷胱甘肽还原酶(GR)作用下, 由NADPH提供还原氢[45]。GR是一种黄素蛋白氧化还原酶, GR可不断的产生GSH, 在维持细胞的抗氧化能力中扮演了重要角色。从实验所得的结果可知, 当硒添加过量(≥0.8 mg/kg)时, GR活力显著下降, 推测体内的GSSG不能被及时还原为GSH, 导致体内的GSH含量降低。有学者报道, 当饲料中硒水平高于0.79 mg/kg时, 点带石斑鱼(Epinephelus malabaricus)[46]的GR活力也出现显著下降的趋势, 与本实验结果相一致。但是过量添加硒是如何导致GR活性下降的, 其内在的生理过程和机理如何, 还需要进一步探讨。
丙二醛(MDA)是脂质过氧化的一种最终产物, 会对膜的结构产生严重损伤, 影响膜的功能。MDA可将蛋白质中的含巯基氨基酸氧化成二聚体, 也可直接攻击DNA或RNA, 对细胞的结构和功能造成严重损失, 甚至会导致细胞死亡[47]。MDA含量可反映组织中脂质过氧化的速率和强度, 也可间接反映自由基水平和细胞氧化损伤程度[48]。本研究中, MDA的变化趋势与GPx相反, 当GPx活性最高时, MDA的含量则降至最低。饲料中添加适量的硒可提高GPx活性, 从而能够有效地清除体内的过氧化氢等过氧化物, 避免脂质发生过氧化反应和MDA的生成, 从而保障了机体的正常代谢活动和生理功能的发挥。
4  结论

微量元素硒对中华绒螯蟹幼蟹生长和抗氧化性能具有重要的调节作用。饲料中适量添加硒可以促进幼蟹的生长率、蛋白质的合成和沉积, 并有效清除体内的过氧化物和自由基; 饲料中硒的添加量为0.4~0.6 mg/kg时, 中华绒螯蟹幼蟹可以达到较佳的生长效果, 经回归分析表明, 幼蟹对硒的最适需要量约为0.51 mg/kg饲料。
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Growth, body composition and anti-oxidative status of juvenile Chinese mitten crabs, Eriocheir sinensis fed different dietary selenium levels
TIAN Wenjing, LI Erchao, CHEN Liqiao, SUN Limei, CHEN Yanliang, LI Ming, JIANG Xing, DU Zhenyu

School of Life Science, East China Normal University, Shanghai 200241, China
Abstract: The Chinese mitten crab (Eriocheir sinensis) is an important economic aquatic animal farmed in China, and is increasingly being exported as a worldwide food. E. sinensis is umami, sweet, and rich in nutrients. There is a lack of wild Chinese mitten crab that cannot meet the needs of increasing consumption. Therefore, determining the nutrient requirement for this crab is important for developing its aquaculture. Selenium is a component of the enzyme glutathione (GPx), which can protect cell membranes against oxidative damage. It also converts hydrogen peroxide and fatty acid hydroperoxides into water and fatty acid alcohol using reduced glutathione. However, the requirement for selenium of the Chinese mitten crab is unknown. Organic Se has higher bioavailability than the inorganic Se. Therefore, a 6-week feeding trial was conducted to investigate the effects of dietary Se supplementation on the growth performance, body composition and antioxidant status of juvenile Chinese mitten crabs. Six diets containing 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 and 1.0 mg/kg selenium were fed to quadruplicate juvenile Chinese mitten crabs (0.27±0.01) g, respectively, with 30 crabs in every aquarium. The results showed that juvenile E. sinensis fed the diet with 0.4 mg/kg(diet) Se supplementation obtained the highest weight gain, survival rate and whole body crude protein content among the various groups (P<0.05). Hepatopancreas and muscle selenium contents were positively related to the dietary Se supplementation. Both serum and hepatopancreas glutathione peroxidase activities increased with increasing dietary Se level, and peaked at 0.4 mg/kg(P<0.05). When dietary Se increased to 0.8 mg/kg, serum glutathione peroxidase activity decreased significantly (P<0.05). The highest serum glutathione reductase activity was observed in the crab fed diet of Se level 0.4 mg/kg (P<0.05). The malonaldehyde content initially decreased and then increased with increasing dietary Se supplementation. Crabs fed the 0.4 mg/kg diet had the lowest malonaldehyde content, and differed from that of the control and 1.0 mg/kg groups(P<0.05). Crabs fed a diet containing less than 0.6 mg/kg selenium had lower glutathione levels compared with crabs fed 0.8 mg/kg and 1.0 mg/kg (P<0.05). The results indicated that dietary selenium supplementation of 0.4–0.6 mg/kg (total selenium of 0.43–0.66 mg/kg) can promote growth, use of dietary protein and anti-oxidative ability of juvenile Chinese mitten crabs. Quadrate broken line analysis with serum GPx showed that a level of 0.51 mg/kg selenium supplementation (total selenium is 0.59 mg/kg) could meet the optimal anti-oxidative status of juvenile Chinese mitten crabs.
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