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摘要: 以鱼油和玉米油作为脂肪源, 配制4种等氮饲料(蛋白含量38%, 脂肪含量12%~13%), 使脂肪酸中高度不饱和脂肪酸(n-3HUFA)的比例分别达3.1%、2.5%、1.9%、1.3%(分别简称SL1、SL2、SL3和SL4), 以其饲喂处于性腺发育Ⅲ期的施氏鲟(Acipenser schrenckii)亲鱼5个月, 研究不饱和脂肪酸对其繁殖性能及性类固醇激素水平变化的影响。结果表明, 经过 5个月养殖, 施氏鲟亲鱼平均体质量增加14.5%, 经过低温刺激及升温处理至产前体质量下降6.8%, 各组之间差异不显著(P>0.05); 饲料中n-3HUFA和n-3PUFA水平对繁殖性能有不同程度的影响, SL1组和SL2组亲鱼的成熟度和仔鱼成活率高于SL3和SL4组, 而仔鱼畸形率显著低于SL3和SL4组(P<0.05); SL1组极化卵卵径显著高于其他组(P<0.05), 平均产卵量高于其他组, 但各组之间差异不显著(P>0.05); 各组之间的受精率、孵化率差异不显著(P<0.05); 各饲料组间血清E2和血清T含量差异不显著(P>0.05)。本研究表明, 使用混合鱼油作为饲料脂肪源, 效果好于单一使用鱼油或玉米油, 同时鱼油的需求比例大于玉米油, 建议n-3 HUFA的适宜添加量在2.5%左右, n-3 PUFA最适需要量需要进一步研究。
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鲟是中国20多年来快速发展的名优养殖鱼类。据FAO统计显示, 2010年中国的鲟养殖年产量为35 324 t, 占世界鲟养殖总量的87.7%。但在近几年的鲟繁殖中出现亲鱼产卵量、卵子质量、孵化率等繁殖性能下降问题, 严重影响产业的健康持续发展[1]。究其原因主要是鲟亲鱼培育方面的问题: (1)培育环境可能不适应这类大型鱼类性腺的发育需要; (2)因鲟亲鱼体型大、性成熟晚和生殖周期长等特点, 对其日粮的研究甚少, 仅见Fabio等[2]对高首鲟(Acipenser transmontanu)、张颖等[3]对施氏鲟(Acipenser schrenckii)的研究, 大多数商用饲料仍使用鲑科鱼饲料配方。因此, 亟待改进优化现有的鲟亲鱼饲料配方, 来满足亲鱼繁育的需要。
在亲鱼的必需营养中, 多不饱和脂肪酸(pol​y​u​n​saturated fatty acids, PUFA)一直是营养学界研究的热点。鱼油中含有丰富的n-3高不饱和脂肪酸(n-3 highly unsaturated fatty acids, n-3HUFA), 而植物油中富含C18PUFA, 缺乏n-3HUFA[4]。对半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis)[5]、大菱鲆(Scophth​al​m​u​s​ maximus)[6]、虹鳟(Oncorhynchus m​ykiss)[7]、金头鲷(Sparus aurata)[8]、花尾胡椒鲷(Plec​t​orhynch​us cinctus)[9]、牙鲆(Paralichthys oliv​aceus)[10]等亲本的研究发现, 不同的脂肪源或者n-3HUFA含量显著影响其繁殖性能。同时, 研究发现HUFA可能通过影响亲鱼的血浆性类固醇激素水平来影响生殖性能[9]。而对欧鳇(Huso huso)[4]、俄罗斯鲟(Acip​e​ns​er gueldensta​edtii)[11]、高首鲟[12]及波斯鲟 (Ac​i​p​​​​enser persicus)[13]等的研究表明, 鲟作为淡水鱼尤其需要n-3和n-6系列脂肪酸来满足最佳生长需要。关于施氏鲟亲鱼对脂肪酸需求的研究未见报道。本实验中用玉米油逐级替代鱼油从而实现饲料中的不同脂肪酸组成, 分析不饱和脂肪酸对施氏鲟亲鱼血清性类固醇激素及成熟度、催产率、受精率、孵化率和仔鱼成活率等的影响, 为鲟亲鱼饲料中适宜的添加水平提供科学依据。
1  材料与方法
1.1  实验用鱼及实验用池
实验用施氏鲟雌性亲鱼48尾, 取自中国水产科学研究院鲟鱼繁育技术工程中心, 为2010产后, 2012年待产亲鱼, 体质量(18.24±2.44) kg。实验在中国水产科学研究院鲟鱼繁育技术工程中心进行, 使用4口相同的水泥池塘, 分别为25 m×4 m, 水深1 m。
1.2  实验方法
以玉米油逐级替代饲料中鲱鱼油, 替代率分别为0%、33%、66%、100%, 配制总脂肪含量相同而n-3和n-6PUFA含量不同的4组试验饲料SL1、SL2、SL3和SL4(表1)。依据施氏鲟的繁殖特性和卵巢发育特点, 选取卵巢发育至Ⅲ期的亲鱼, 从2011年5月持续投喂至10月。每组12尾, 每天投喂量为初始鱼体质量的0.2%~0.5%, 根据养殖水温具体调整。2011年10月投喂结束后进行性腺发育检查, 采集血液样本用于血清性类固醇激素l7β-雌二醇(17β-estradiol, E2)和睾酮(testosterone, T)检测。2012年3―5月进行人工繁殖。
1.3  实验用饲料
亲鱼饲料原料主要采用新鲜的脱脂鱼粉、豆粕、花生粕、饲料酵母、复合多维、复合矿物质、鱼油等, 配制半湿颗粒饲料。对4组实验饲料进行蛋白、脂肪及脂肪酸分析, 蛋白的测定采用凯氏定氮法, 脂肪的测定采用索氏脂肪抽提法, 脂肪酸的测定在农业科学院畜牧兽医研究所依据GB/T22223-2008完成。实验饲料组成见表1。

1.4  卵径测量
腹部穿刺后取小块卵巢组织用游标卡尺测极化卵卵径。
1.5  血清采集及血清中E2和T含量的测定
分别在各实验组随机挑选6尾于尾动(静)脉处采集, 肝素抗凝血, 血样先注入置于碎冰中的2 mL塑料离心管内, 室温放置1 h后, 5 000 r/min离心10 min, 血清入液氮中速冻后再置−40℃冰箱中保存待测。在黑龙江水产研究所实验室采用北京北方生物技术研究所的E2和T放射免疫试剂盒测定血清中的E2和T含量。E2和T的最低可测量值分别为5 pg/mL和0.1 ng/mL, 批内变异系数分别为7.8%(80 pg/mL, n=6)和6.5%(2 ng/mL, n=6)。
1.6  繁殖指标测定
成熟度=能够催产的亲鱼尾数/所培育适龄繁殖亲鱼尾数×100%(成熟鱼卵径>2.60 mm)

催产率=产卵雌鱼尾数/催产雌鱼尾数×100%;

受精率=受精卵数/总卵数×100%;

孵化率=初孵仔鱼数/受精卵数×100%;

畸形率=畸形个体数/初孵仔鱼数×100%;

仔鱼成活率=开口时仔鱼成活数/初孵仔鱼数× 100%。
1.7  数据处理
对数据的统计分析用SPSS15.0进行, 结果以平均值±标准差(
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(SD)表示, 对不同数据间进行了Duncan’s多重比较, 以P<0.05作为差异显著的标准。
2  结果与分析
2.1  饲料脂肪酸组成
不同饲料组的脂肪含量基本一致, 为12.30%~ 13.34%。而不同饲料组由于鱼油与玉米油比例不同, 其n-3PUFA的含量、n-3/n-6比值及n-3HUFA比例不同。饲料的脂肪酸组成如表1所示。
2.2  温度变化
2011年5月到10月实验期间施氏鲟的养殖水温为12~25℃(图1)。经低于5℃水温越冬后升温, 于3~5月进行人工繁殖实验。

2.3  体质量变化
从2010年5月到10月体质量由平均每尾(18.24±2.44) kg增加到(20.88±2.89) kg, 增加14.5%, 各组之间差异不显著(P>0.05)。经过越冬
表1  4种施氏鲟亲鱼试验饲料的蛋白、脂肪和脂肪酸组成
Tab. 1  The compositions of major fatty acid of four feeds for Acipenser schrenckii broodstock

	
	饲料组feed group

	
	SL1
	SL2
	SL3
	SL4

	蛋白质/% protein
	38.35
	38.04
	38.46
	38.02

	脂肪/% lipid
	13.05
	13.34
	12.30
	12.67

	脂肪酸/(mg·g-1) fatty acid 
	
	
	
	

	C10:0
	0.056
	0.054
	0.056
	0.051

	C12:0
	0.100
	0.068
	0.069
	0.044

	C13:0
	0.050
	0.037
	0.038
	

	C14:0
	8.646
	4.168
	5.005
	2.484

	C14:1
	0.040
	0.029
	0.019
	

	C15:0
	0.525
	0.334
	0.331
	0.201

	C16:0
	19.894
	20.481
	18.501
	17.640

	C16:1
	12.370
	6.005
	7.215
	3.622

	C17:0
	0.565
	0.485
	0.444
	0.323

	C18:0
	4.124
	4.042
	3.660
	3.331

	C18:1n9t
	0.112
	0.097
	0.105
	0.033

	C18:1n9c
	9.797
	25.719
	18.796
	25.273

	C18:2n6t
	0.099
	0.103
	0.084
	0.077

	C18:2n6c
	9.628
	37.818
	30.491
	44.776

	C20:0
	0.215
	0.366
	0.276
	0.326

	C18:3n6
	0.386
	0.205
	0.288
	0.132

	C18:3n3
	1.711
	1.778
	1.625
	1.412

	C20:1
	0.877
	0.673
	0.604
	0.431

	C20:2
	0.149
	0.099
	0.111
	0.076

	C22:0
	0.117
	0.140
	0.103
	0.111

	C20:3n6
	0.208
	0.037
	0.096
	

	C20:3n3
	0.113
	0.053
	
	

	C20:4n6
	1.818
	0.915
	1.150
	0.631

	C22:1n9
	0.089
	0.059
	0.063
	

	C20:5n3
	15.585
	12.954
	9.096
	5.074

	C24:0
	0.145
	0.237
	0.127
	0.206

	C24:1
	0.341
	0.282
	0.293
	0.226

	C22:6n3
	15.586
	12.425
	10.370
	8.340

	PUFA
	45.134
	66.288
	53.2
	60.442

	∑n-3PUFA
	32.995
	27.21
	21.091
	14.826

	∑n-6PUFA
	12.139
	39.078
	32.109
	45.616

	n-3/n-6
	2.71: 1
	1: 1.43
	1: 1.52
	1: 3.08

	∑n-3HUFA 
	31.171
	25.379
	19.466
	13.414


注: PUFA为多不饱和脂肪酸总量, Σn-3 PUFA为n-3系列多不饱和脂肪酸总量, Σn-6 PUFA为n-6系列多不饱和脂肪酸总量, ∑n-3HUFA包括C20:5n3和C22:6n3.

Note: ΣPUFA is total poly unsaturated fatty acid (PUFA). Σn-6PUFA is total n-6 PUFA. n-3PUFA is total n-3PUFA. ∑n-3HUFA includes C20:5n3 and C22:6n3.
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图1  实验期间养殖水温的变化
Fig. 1  Changes of water temperature during the experiment

及升温处理至产前平均体质量下降6.8%, 各组之间差异不显著(P>0.05)。
2.4  饲料中n-3 HUFA含量对血清性类固醇激素的影响
经过5个月的饲养, 施氏鲟亲鱼血清E2浓度从实验开始时的23.61 ng/mL升高到37.76 ng/mL, 升高显著(P<0.05), SL1、SL2、SL3均值高于SL4组, 各饲料组间差异不显著(P>0.05)。各组血清T浓度有不同程度下降, 从初始140.1 ng/mL下降到112.82 ng/mL, 各饲料组间差异不显著(P>0.05, 图2)。
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图2  各饲料组施氏鲟亲鱼血清17β-雌二醇(E2)和睾酮(T)水平的变化
不同字母标识的各组间差异显著(P<0.05).

Fig. 2  Changes in serum levels of T and E2 of female Acipenser schrenckii fed different diets

Different letters donate significant difference between different diet groups at 0.05 level.

2.5  饲料中n-3 HUFA含量对繁殖性能的影响
各饲料组施氏鲟亲鱼的繁殖指标见表2。SL1组和SL2组亲鱼的成熟度和仔鱼成活率高于SL3和SL4组, 而仔鱼畸形率显著低于SL3和SL4组(P<0.05)。SL1组极化卵卵径显著高于其他组(P<0.05), 平均产卵量高于其他组, 但各组之间差异不显著(P>0.05)。各组之间的受精率、孵化率差异不显著(P>0.05)。

3  讨论
亲鱼饲料中脂肪酸的组成是影响亲鱼产卵和后代存活的重要营养因子, 亲鱼缺少n-3 HUFA系列高度不饱和脂肪酸会对产卵力、受精率、孵化率有负面影响[6, 14]。n-3 HUFA以DHA和EPA最为重要, 是卵黄蛋白原和胚胎细胞生物膜的重要成分之一[9]。本研究中, 饲料中n-3HUFA含量大于等于1.9%时, 其产卵量、受精率、孵化率及仔鱼成活率均高于1.3%饲料组, 同时仔鱼畸形率低; 当n-3HUFA含量大于等于2.5%时, 其仔鱼畸形率显著低于1.9%组和1.3%; 当n-3HUFA含量大于等于3.3%, 其卵径显著大于其他各组。这与一些鱼类的研究类似, 例如虹鳟(Oncorhynchusmy​kiss)[7]、金头鲷(Sparus aurata)[8]等, 说明在亲鱼的必需营养中, 饲料中的n-3HUFA影响其繁殖性能, 包括性腺发育的方式、产卵量、卵质量, 脂含量, 受精率、孵化率及仔鱼成活率[15], 推测饲料中n-3HUFA含量可能通过影响卵和仔鱼的脂肪酸含量和组成等影响卵和仔鱼的质量。另有研究表明, 一些鱼类中性腺和卵的脂肪酸构成可反映其雌亲鱼饲料中脂肪酸的组成[2]。对高首鲟、俄罗斯鲟、西伯利亚鲟卵成份分析发现, 其n-3HUFA为16.8%~22.5%[2,16], 考虑到繁殖效果及鱼油和植物油的成本, 建议施氏鲟亲鱼n-3HUFA的添加量在2.5%左右。这与其他种亲鱼n-3HUFA最适需要量不同, 高于花尾胡椒鲷(Plectorhynchus cinctus)[9]亲鱼饲料中n-3HUFA的适宜含量(1.27%~ 2.36%), 金头鲷(Sparus aurata)[8]和牙鲆(Paralichthys oliv​aceus)[10]的适宜含量 (1.5%~ 2.0%)及鲑科亲鱼(1%)[17]。而对一些幼鱼研究
表2  4种饲料对施氏鲟亲鱼繁殖指标的影响
Tab. 2  The effects of four diets on the reproductive indexes of Acipenser schrenckii broodstocks

n=6;
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(SD

	项目

item
	饲料组feed group

	
	SL1
	SL2
	SL3
	SL4

	成熟度/% mature rate
	50
	50
	33
	33

	卵径/mm egg diameter
	3.34±0.03a
	3.24±0.03b
	3.20±0.03b
	3.23±0.03b

	催产率/% induced spawning rate
	83
	67
	67
	67

	产卵量/(g·kg-1) fecundity
	143.70±21.74
	126.86±7.20
	124.72±48.19
	121.25±30.88

	受精率/% fertilization rate
	75.49±8.66
	79.50±6.50
	61.80±9.26
	58.20±10.50

	孵化率/% hatching rate
	51.35±21.04
	54.10±19.80
	50.30±25.20
	42.28±8.5

	畸形率/% abnormal rate
	4.12±0.84a
	4.23±0.71a
	5.83±0.82b
	5.92±0.89b

	仔鱼存活率/% larval survival
	92
	95
	90
	88


注: 同一行肩标不同小写字母为差异显著(P<0.05).

Note: Values in the same column that do not share the same superscript are statistically significantly different(P<0.05).

发现, 高水平的n-3HUFA对生长有抑制作用, 例如牙鲆[18], 美国红鱼(Scia​e​no​ps ocellatus)[19], 黑鲷(Sparus macro​ceph​alus)[20]、军曹鱼(Rachycentron canadum)[21]、斜带石斑鱼(Epinephlus coioides)[22]等, 而对许氏平鲉(Seba​stes schlegeli)未发现有生长抑制作用[23], 因此最适需要量与品种、生长阶段、环境、实验周期等都可能有关。有关施氏鲟亲鱼n-3HUFA最适需要量研究需要增加实验梯度, 并结合卵成份和仔鱼生长状况进一步深入研究。
PUFA包括n-3PUFA和n-6PUFA, 其组成及比例可显著影响个体生长及繁殖。本研究中饲料n-3PUFA含量达到33%时, 该组鲟产卵量显著高于其他组, 这与Fabio等[2]对高首鲟的研究结果一致, 此组仔鱼畸形率较低, 成活率较高, 其原因是n-3PUFA通过血清进入卵中参与卵中磷脂的合成, 用于后期胚胎发育[24]。对高首鲟、俄罗斯鲟、西伯利亚鲟卵进行脂肪酸分析发现, 其n-3PUFA含量为31.5%~39.3%, 高于本实验SL1组, 全部脂肪源为鱼油, 其n-3PUFA的最大比例为25%, 低于卵中含量, 说明鲟亲鱼能够利用其他脂肪酸合成转化为n-3PUFA。而对虹鳟[18]、金头鲷[19]、真鲷[25]及花尾胡椒鲷亲鱼[9]研究发现, n-3PUFA过高或过低会降低亲鱼繁殖性能。因此施氏鲟亲鱼n-3PUFA最适需要量需要进一步研究。
血浆性类固醇激素水平由在性腺等组织中的产生速度及其在血液和组织中的代谢速度等因素决定, 与鱼类的生殖过程显著相关[26]。本实验中, 各组亲鱼经过5个月投喂, 其血清E2浓度显著升高, 这与Amiri等[27]对杂交鲟、章龙珍等[28]对施氏鲟的研究结果一致。实验组亲鱼投喂前性腺发育处于Ⅲ期, 投喂结束时成熟卵子出现极化现象, 此阶段是卵巢由卵黄沉积初期快速发展到卵黄生成后期, 是卵黄快速沉积时期, 这与E2能够诱导肝细胞合成卵黄蛋白原有关, 因而E2 浓度在此阶段显著升高。各组亲鱼的血清T浓度在5个月后出现不同程度下降, 而章龙珍等[28]研究表明T浓度显著升高, 分析原因可能与培育环境的温度变化有关, 本实验开展期间温度呈现由低到高再到低变化。Zhang等[29]对高首鲟的研究中, 处于秋季成熟期的卵经过低温熟化处理于次年春季测血浆T, 两个养殖场出现不同程度下降, 推测可能和温度及季节变化有关。而投喂结束时各饲料组间成熟个体血清E2和T浓度差异不显著, 这可能和本实验设计的梯度及投喂时间有关。而E2浓度的升高伴随着T浓度的下降, 可能与E2是在芳香化酶的作用下由T转变而来的有关。
秋季水温下降后施氏鲟停止投喂, 直到第2年春季产卵, 持续数月, 体质量下降, 更进一步说明前期加强亲鱼培育的重要性。
结论认为, 要重视鲟亲鱼产前培育, 且使用混合油作为施氏鲟亲鱼饲料的脂肪源效果好于单一的鱼油和玉米油, 同时鱼油的需求比例大于玉米油。在本实验条件下考虑饲料成本建议n-3 HUFA的适宜需要量在2.5%左右。
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Effects of fat source matching in broodstock diets on reproductive performance and serum sex steroid levels in Amur sturgeon, Acipenser schrenckii
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Abstract: The effects of unsaturated fatty acids content in Amur sturgeon(Acipenser schrenckii) broodstock diets on reproductive performance and serum sex steroids levels were studied. Four groups of 48 female broodstocks, with an average body weight of (18.24±2.44) kg, were fed four artificial formulated diets containing 3.1%(SL1), 2.5%(SL2), 1.9%(SL3) and 1.3%(SL4) of n-3HUFA by adding different proportions of refined fish oil and corn oil for a period of 5 months from stage III of gonad development. Their reproductive performance, serum E2 and T were evaluated. The results showed that after the Amur sturgeons were fed the diets for 5 months, their average body weight increased by 14.5%, while their average body weight dropped by 6.8% after winter and heating processing, with no significant difference between the trial groups (P>0.05). Different n-3 HUFA and n-3 PUFA levels in feed had different effects on reproductive performance. The maturity rate and larval survival rate of the SL1 and SL2 groups were significantly higher than those of SL3 and SL4 group (P<0.05), while the rates of abnormalities and deformities were significantly lower than that of the SL3 and SL4 group (P<0.05). The diameter of the polarization egg of the SL1 group was significantly higher than that of the other groups (P<0.05), while average fecundity was higher than other groups, but not significantly (P>0.05). The fertilization rate and hatching rate were not significantly different among the trial groups (P<0.05). The serum E2 level of each group was significantly higher than that before feeding (P<0.05), while the serum T level of each group decreased differently compared with before feeding (P>0.05); however, no significant difference was found among the trial groups (P> 0.05). This study indicated that the mixed oil is better than single fish oil or corn oil as a feed source of fat, the effect of fish oil is greater than that of corn oil in the feed at the same time, and the appropriate requirement forn-3 HUFA is approximately 2.5%.
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