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饲料添加半乳甘露寡糖对刺参幼参生长、体壁营养组成及免疫力的影响
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摘要: 以初始体质量为(1.79±0.06) g的刺参(Apostichopus japonicus)为研究对象, 进行为期8周养殖实验, 研究饲料中添加半乳甘露寡糖对刺参生长、消化、体壁营养组成及免疫力的影响。以基础饲料(E0)为对照组, 在基础饲料中分别添加0.2% (E1)、0.4% (E2)、0.8% (E3)、1.2% (E4)和1.6% (E5)的半乳甘露寡糖, 共配制5种实验饲料。结果表明: (1) 饲料中添加不同浓度的半乳甘露寡糖对幼参增重率及特定生长率具有显著影响, 各处理组均显著高于对照组(P<0.05), 而对脏壁比及肠壁比无显著影响(P>0.05), 1.2%(E4组)添加水平下, 刺参增重率及特定生长率最高。(2) 饲料中添加不同浓度的半乳甘露寡糖对幼参肠道蛋白酶、淀粉酶、纤维素酶活力均无显著影响(P>0.05)。(3) 饲料中添加不同浓度的半乳甘露寡糖对幼参体壁酸性黏多糖及糖醛酸含量无显著影响(P>0.05)。添加半乳甘露寡糖比例0.2%(E1)、0.4%(E2)、0.8%(E3)、1.2%(E4)的处理组, 刺参体壁氨基酸总量及谷氨酸、甘氨酸、精氨酸含量显著高于对照组(P<0.05), 而1.6%(E5)组体壁氨基酸总量及Glu、Gly、Arg含量与对照组无显著差异(P>0.05)。(4) 饲料中添加半乳甘露寡糖对体壁及体腔液超氧化物歧化酶、碱性磷酸酶及溶菌酶活性具有显著影响(P<0.05), 同时对体腔细胞溶菌酶活性影响显著(P<0.05)。实验可以得到以下结论: (1) 饲料中添加半乳甘露寡糖不仅可以提高刺参免疫力, 并且可以提高特定生长率, 并改善体壁氨基酸组成; (2) 刺参饲料中半乳甘露寡糖的合适添加比例为1.2%。
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刺参(Apostichopus japonicus)具有较高的营养价值、保健功效及经济价值, 已成为中国北方重要的海水养殖种类。然而, 规模化集约养殖、不规范的操作以及海水污染程度的日益增重等原因, 导致刺参自身抵抗力下降, 病害频繁发生, 给刺参养殖业带来巨大的经济损失[1]。为防治病害的发生, 在刺参育苗和养殖过程中普遍存在使用抗生素及其他化学药物的现象。使用抗生素药物久而久之, 不但会造成刺参体内药物残留, 还会增加细菌耐药性, 破坏、干扰养殖环境的正常微生物区系, 最终会降低自身免疫力, 同时也会带来食品安全和环境污染的问题。寻求抗生素的有效替代品以及从根本上增强刺参自身免疫力成为刺参养殖和水产养殖疾病防治方面亟需解决的难题, 也是目前研究的热点。
寡糖, 又称低聚糖, 是指2~10个单糖通过糖苷键连接而成的支链或支链的一类糖, 近年来越来越多的研究表明, 作为新型绿色水产饲料添加剂, 能够提高水产动物免疫相关酶的活性, 提高机体的免疫功能, 是一类稳定、安全和环保的抗生素替代物。目前在水产动物中研究和应用的功能性寡糖主要有果寡糖(fruetooligosaeeharides, FOS)、甘露寡糖(mannanoligosaeeharides, MOS)、葡萄糖寡糖(glueooligosaeeharides, GOS), 木聚糖(xylooligosaceharides, XOS)以及低聚乳糖(lacto​olig​​os​ae​eharides, LOS)[2]。

半乳甘露寡糖(galactomannan oligosaccha​rides, GMOS), 又称为半乳甘露低聚糖, 由D-半乳糖和D-甘露寡糖组成, 起来源主要有田箐胶、葫芦巴胶、长角豆胶、瓜尔豆胶和他拉胶, 是一种无污染、无残留的新型添加剂[3]。在畜禽养殖中被认为具有激活免疫系统、优化肠道菌群和黏附、排除有害微生物的作用[45], 其在水产养殖中的应用研究较少, 仅有的研究表明基础饲料添加0.2%的半乳甘露寡糖具有显著提高异育银鲫幼鱼非特异性免疫功能, 提高增重率和特定生长率的作用[6]。目前半乳甘露寡糖在刺参养殖中的应用还未见报道。本研究首次将不同浓度半乳甘露寡糖添加到基础饲料中饲喂刺参, 以刺参体壁、体腔液及体腔细胞中SOD、AKP和LZM中3种免疫酶作为指标反应刺参免疫水平, 探讨半乳甘露寡糖对刺参机体免疫特性的影响, 通过生长以及免疫相关酶等的变化来反映半乳甘露寡糖对刺参机体生长、体组成以及非特异性免疫的影响, 旨在为半乳甘露寡糖开发为刺参免疫增强剂提供理论依据, 同时为刺参的健康养殖和病害防治工作提供一些参考资料。

1  材料和方法 

1.1  实验动物驯化

刺参选自山东省海洋资源与环境研究院东营基地当年同批健康苗种, 随机选取720头体质健康、活力旺盛的刺参用于实验, 体质量为(1.79± 0.06) g, 随机置于18个养殖桶(80 cm×70 cm)中驯化7 d。驯化期间水质条件: 水温(18.0±0.5)℃, 溶氧>7.0 mg/L, 氨氮浓度<0.05 mg/L。实验期间每天投饵1次, 两天吸底换水1次, 换水量为1/2, 在塑料水槽底部放置波纹板以供刺参附着。

1.2  实验饲料的配制

以大豆脱脂蛋白、花生粕和海藻粉为主要蛋白源, 添加鱼粉、贝壳粉、虾粉、小麦粉等原料, 以木薯淀粉调节饲料平衡, 以基础饲料为对照组(E0), 处理组中半乳甘露寡糖的添加浓度分别为0.2%(E1)、0.4%(E2)、0.8%(E3)、1.2%(E4)和1.6%(E5), 将表中所有原料均经超微粉碎后, 过300目筛绢, 过滤后的原料充分混匀, 喷水使各成分黏合, 后晾干, 再经超微粉碎, 过100筛绢, 未通过的滤渣再经粉碎直到全部通过, 饲料成为粉末状混合物, 备用。饲料配方和营养组成见表1。

1.3  实验管理

养殖实验在山东省海洋水产研究所东营基地进行。驯化后的刺参随机分至18个圆形养殖桶中, 每桶40头, 实验设置对照组E0及处理组E1~E5组, 分别投喂E0、E1~E5配合饲料, 每组3个重复, 进行养殖实验, 期间水质条件与驯化期保持一致。实验期间每天18:00投喂饲料1次, 日投喂量占体重5%左右, 并根据摄食情况适当调整以确保刺参饱食。实验周期为56 d。

1.4  样品采集与处理

1.4.1  总重测定  采样前禁食24 h, 将刺参从养殖桶中取出后, 先用纱布吸干刺参表面水分, 然后将其置于灭菌玻璃培养皿上称重。

1.4.2  体成分样品采集与测定  每组随机取10头刺参, 用解剖剪沿刺参腹面剪开以去除体腔液, 在食道与泄殖腔开口以去除肠道与呼吸树。剩余体壁冷冻保存, 以备常规成分及氨基酸分析测定使用。

1.4.3  生化样品采集  每组随机取8头刺参置于灭菌玻璃培养皿, 用解剖剪沿腹面剪开, 在相同部位取一块体壁(1 g左右), 置于1.5 mL离心管中; 在食道与泄殖腔开口以取出肠道, 将肠道纵向剪开然后用生理盐水冲洗以去除内容物, 用定性滤纸擦净后置于1.5 mL离心管中。刺参体腔液以灭菌枪头吸取, 然后置于5 mL离心管中。样品放入液氮速冻后, 于80℃条件下保存待测。

表1  实验饲料配方及营养成分含量

Tab.1  Formulation and proximate composition of experimental diets

                                                     干物质基础 DM basis
	原料

ingredients
	组别 group

	
	E0
	E1
	E2
	E3
	E4
	E5

	脱脂鱼粉/% skimmed fish meal
	5
	5
	5
	5
	5
	5

	大豆脱脂蛋白/%  skimmed soy protein
	10
	10
	10
	10
	10
	10

	贝壳粉/%  oyster shell whiting
	16
	16
	16
	16
	16
	16

	花生粕/%  peanut meal
	14
	14
	14
	14
	14
	14

	海藻粉/%  seaweed meal
	17
	17
	17
	17
	17
	17

	木薯淀粉/%  cassava starch
	14
	13.8
	13.6
	13.2
	12.8
	12.4

	虾粉/%  shrimp med
	8
	8
	8
	8
	8
	8

	小麦粉/%  wheat flour
	13
	13
	13
	13
	13
	13

	复合维生素1) /% vitamin premix1)
	2
	2
	2
	2
	2
	2

	复合微量元素2) /% mineral premix2)
	1
	1
	1
	1
	1
	1

	半乳甘露寡糖/% GMOS
	0
	0.2
	0.4
	0.8
	1.2
	1.6

	合计 total
	100
	100
	100
	100
	100
	100

	营养组成 nutrient composition
	
	
	
	
	
	

	粗蛋白/% crude protein
	39.15
	38.92
	37.99
	38.94
	38.97
	38.50

	粗脂肪/% crude lipid
	1.59
	1.59
	1.56
	1.58
	1.62
	1.59

	灰分/% crude lipid
	36.26
	34.11
	35.12
	34.88
	35.52
	34.50

	总能/(kal·g1) gross energy
	3318.53
	3352.15
	3333.12
	3315.09
	3298.67
	3340.06


注: 1) 复合维生素(mg/kg饲料): 维生素A, 38.0 mg; 维生素D3, 13.2 mg; α-生育酚, 210.0 mg; 硫胺素, 115.0 mg; 核黄素, 380.0 mg; 盐酸吡哆醇, 88.0 mg; 泛酸, 368.0 mg; 烟酸, 1 030.0 mg; 生物素, 10.0 mg; 叶酸, 20.0 mg; 维生素B12, 1.3 mg; 肌醇, 4 000.0 mg; 抗坏血酸, 500.0 mg. 2) 复合微量元素(mg/kg饲料): MgSO4·7H2O, 3 568.0 mg; NaH2PO4·2H2O, 25 568.0 mg; KCl, 3 020.5 mg; KAl(SO4)2, 8.3 mg; CoCl2, 28.0 mg; ZnSO4·7H2O, 353.0 mg; Ca-lactate, 15 968.0 mg; CuSO4·5H2O, 9.0 mg; KI, 7.0 mg; MnSO4·4H2O, 63.1 mg; Na2SeO3, 1.5 mg; C6H5O7Fe·5H2O, 1 533.0 mg; NaCl, 100.0 mg; NaF, 4.0 mg.

Note: 1) Vitamin premix (mg/kg diet): retinol acetate, 38.0; cholecalciferol, 13.2; alpha-tocopherol, 210.0; thiamin, 115.0; riboflavin, 380.0; pyridoxine HCl, 88.0; pantothenic acid, 368.0; niacin acid, 1030.0; biotin, 10.0; folic acid, 20.0; vitamin B12, 1.3; inositol, 4 000.0; ascorbic acid, 500.0. 2) Mineral premix (mg/kg diet): MgSO4·7H2O, 3568.0; NaH2PO4·2H2O, 25 568.0; KCl, 3020.5; KAl(SO4)2, 8.3; CoCl2, 28.0; ZnSO4·7H2O, 353.0; Ca-lactate, 15 968.0; CuSO4·5H2O, 9.0; KI, 7.0; MnSO4·4H2O, 63.1; Na2SeO3, 1.5; C6H5O7Fe·5H2O, 1 533.0 NaCl, 100.0; NaF, 4.0.

1.4.4  生化样品处理  取0.2~0.5 g体壁或肠道样品, 剪碎, 加入4倍体积的冰冷生理盐水(0.86%), 制成20%匀浆, 在4℃条件下10 000 g离心20 min, 取出上清液分装待测。体腔液样品则先置于4℃冰箱中解冻后, 再用超声波粉碎仪进行细胞破碎, 然后4℃条件下376 g离心10 min, 收集上清体腔液及底层体腔细胞分装待测。

1.5  测定指标与方法

1.5.1  生长性能  本研究中有关生长性能的指标由下列公式计算: 

增重率(WGR) = (WtWo)/Wo×100%;
特定生长率(SGR)/(%ּd1) = (lnWtlnWo)/d×100;
脏壁比(viscera body wall ratio, RV) = Wv/ Wb×100%;
肠壁比(intestine body wall ratio, RI) = Wi/ Wb×100%;

式中, Wo为实验开始时刺参体质量(g), Wt为实验结束时刺参体质量(g), Wv为内脏质量(g), Wi为肠道质量(g), Wb为体壁质量(g)。
1.5.2  常规成分 水分采用105℃烘干恒重法[7]; 粗蛋白采用FOSS半自动凯式定氮仪[8]; 粗脂肪采用索氏抽提器[9]; 灰分采用马弗炉550℃灼烧恒重法[10]。
1.5.3  消化酶、体壁营养组成及免疫酶测定  肠道蛋白酶(pepsin)、淀粉酶(amylase)和纤维素酶(cellulase)以及体壁、体腔液等超氧化物歧化酶(SOD)、溶菌酶(LZM)、碱性磷酸酶(AKP)测定均采用南京建成试剂盒进行, 具体测定参照试剂盒说明。

氨基酸组成: 取洗净烘干备用的刺参体壁, 准确称重, 经6 mol/L HCl水解, 采用柱前衍生ODS-DABS法, 应用Agilent高效液相色谱仪1200进行测定。分析柱为Agilent TC-C18 5 m 4.6 mm×
250 mm, 检测波长436 nm。

体壁总糖测定以岩藻糖为标准品, 采用硫酸-苯酚法进行[11]。酸性黏多糖以岩藻聚糖硫酸酯为标准品, 采用次甲基蓝分光光度法测定[12]。糖醛酸测定采用间羟基联苯比色法[1314]。

1.6  数据统计分析
采用SPSS18.0软件进行单因素方差分析(One-Way ANOVA), 差异显著(P<0.05)时用Dun​can’s检验进行多重比较分析。统计数据以平均值±标准差(
[image: image1.wmf]x

±SD)的形式表示。
2  结果与分析

2.1  饲料中添加半乳甘露寡糖对刺参幼参生长性能的影响 

饲料中添加不同浓度的半乳甘露寡糖对刺参幼参增重率及特定生长率具有显著影响, 各处理组均显著高于对照组(P<0.05), 其中在1.2%(E4组)添加水平, 刺参增重率及特定生长率最高。添加半乳甘露寡糖对刺参幼参脏壁比及肠壁比无显著影响(P>0.05)(表2)。

2.2  饲料中添加半乳甘露寡糖对刺参幼参肠道消化酶活力的影响 

饲料中添加不同浓度的半乳甘露寡糖对刺参幼参肠道蛋白酶、淀粉酶、纤维素酶活力均无显著影响(P>0.05)(表3)。

2.3  饲料中添加半乳甘露寡糖对刺参幼参体壁糖类含量的影响 

随着饲料中半乳甘露寡糖添加浓度的升高,

表2  饲料中添加半乳甘露寡糖对刺参幼参生长性能的影响
Tab.2  Effects of dietary GMOS on growth performance of juvenile Apostichopus japonicus

n=3;
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±SD
	生长性能

growth performance
	组别group

	
	E0
	E1
	E2
	E3
	E4
	E5

	初始体质量/g Wo
	2.75±0.01
	2.75±0.02
	2.75±0.03
	2.75±0.03
	2.75±0.01
	2.76±0.01

	终末体质量/g Wt
	5.81±0.54
	6.92±0.24
	6.61±1.32
	6.69±0.73
	7.36±0.68
	7.26±0.88

	增重率WGR/%
	111.27±5.93a
	151.64±6. 78b
	140.36±5.62b
	143.27±4.97b
	167.64±6.36b
	163.04±6.64b

	特定生长率SGR/ (%·d1)
	1.33±0.06a
	1.64±0.14b
	1.57±0.15b
	1.59±0.12b
	1.76±0.19b
	1.73±0.18b

	脏壁比RV/%
	13.83±5.70
	17.04±5.43
	15.23±6.33
	14.82±3.12
	11.94±5.78
	14.39±5.53

	肠壁比RI/%
	5.95±1.15
	5.58±1.44
	6.21±1.17
	7.59±1.32
	4.91±1.46
	5.65±0.76


注: 同行数值后不同上标英文字母表示差异显著(P<0.05), 同行未标注字母表示无显著差异 (P>0.05).
Note: Values with different superscripts in the same row are significantly different (P<0.05). Values without superscripts in the same row are not significantly different (P>0.05).

表3  饲料中添加半乳甘露寡糖对刺参幼参肠道消化酶活力的影响
Tab.3  Effects of dietary GMOS on intestinal digestive enzyme of juvenile Apostichopus japonicus

n=3;
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±SD
	消化酶活性

digestive enzyme
	组别group

	
	E0
	E1
	E2
	E3
	E4
	E5

	蛋白酶(U·mg prot1) pepsin
	19.90±2.93
	16.10±1.14
	16.75±0.88
	18.14±1.73
	18.30±1.84
	19.79±0.37

	淀粉酶(U·mg prot1) amylase
	0.88±0.07
	0.77±0.05
	0.76±0.05
	0.77±0.14
	0.77±0.13
	0.80±0.11

	纤维素酶(U·g prot1) cellulase
	14.77±2.13
	12.33±1.06
	13.40±0.22
	14.78±1.72
	12.97±2.07
	14.71±1.39


注: 同行未标注字母表示无显著差异 (P>0.05).
Note: Values without superscripts in the same row are not significantly different (P>0.05).

刺参幼参体壁总糖含量呈降低趋势, 0.8%(E3)、1.2%(E4)和1.6%(E5)处理组中总糖含量均显著低于对照组及0.2%(E1)、0.4%(E2)处理组(P<0.05)。饲料中添加不同浓度的半乳甘露寡糖对刺参幼参体壁酸性黏多糖含量无显著影响(P>0.05)。1.2%(E4)和1.6%(E5)处理组糖醛酸含量显著低于对照组及其他处理组(P<0.05)(见表4)。

2.4  饲料中添加半乳甘露寡糖对刺参幼参体壁氨基酸含量的影响

由表5可知, 添加半乳甘露寡糖比例0.2% (E1)、0.4%(E2)、0.8%(E3)、1.2%(E4)的处理组, 刺参体壁天冬氨酸、谷氨酸、甘氨酸、精氨酸、胱氨酸含量及氨基酸总量显著高于对照组(P<0.05)和1.6%(E5)处理组, 而对照组(P<0.05)和1.6%(E5)处理组之间显著不差异(P>0.05)。

表4  饲料中添加半乳甘露寡糖对刺参幼参体壁糖类含量的影响
Tab.4  Effects of dietary GMOS on body wall polysaccharides of juvenile Apostichopus japonicus

                                                                mg·g1; n=3;
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±SD
	体壁糖类含量

body wall polysaccharides
	组别group

	
	E0
	E1
	E2
	E3
	E4
	E5

	总糖total sugar
	3.54±0.30c
	3.66±0.33c
	3.83±0.24c
	3.07±0.27b
	2.75±0.21ab
	2.53±0.04a

	酸性黏多糖acid mucopolysaccharide
	1.09±0.08
	1.03±0.09
	1.05±0.08
	1.04±0.11
	1.07±0.03
	1.05±0.10

	糖醛酸uronic acid
	0.87±0.03b
	0.81±0.05b
	0.82±0.04b
	0.89±0.06b
	0.76±0.09a
	0.74±0.05a


注: 同行数值后不同上标英文字母表示差异显著(P<0.05), 同行未标注字母表示无显著差异 (P>0.05).
Note: Values with different superscripts in the same row are significantly different (P<0.05). Values without superscripts in the same row are not significantly different (P>0.05).

表5  饲料中添加半乳甘露寡糖对刺参幼参体壁氨基酸组成的影响
Tab.5  Effects of dietary GMOS on body wall amino acid composition of juvenile Apostichopus japonicus
%, 干物质基础; DM basis; n=3;
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±SD
	氨基酸种类

amino acid composition
	组别group

	
	E0
	E1
	E2
	E3
	E4
	E5

	天冬氨酸Asp
	3.24±0.13a
	4.21±0.03b
	4.36±0.21b
	4.19±0.33b
	4.50±0.05b
	3.42±0.17a

	谷氨酸Glu
	5.88±0.24a
	7.72±0.16b
	7.73±0.38b
	7.055±0.65b
	7.49±0.18b
	6.07±0.15a

	丝氨酸Ser
	1.55±0.18a
	1.80±0.09ab
	1.98±0.27b
	1.99±0.15b
	2.12±0.055b
	1.61±0.02a

	组氨酸His
	0.17±0.09a
	0.15±0.03a
	0.20±0.04a
	0.36±0.06b
	0.35±0.03b
	0.50±0.12c

	甘氨酸Gly
	3.14±0.12a
	4.35±0.30b
	4.70±0.01b
	4.79±0.39b
	4.83±0.29b
	4.31±0.16b

	苏氨酸Thr
	3.47±0.91bc
	3.56±0.08bc
	3.73±0.33c
	2.78±0.87ab
	3.62±0.08c
	2.58±0.20a

	精氨酸Arg
	2.58±0.37a
	3.57±0.10b
	3.80±0.20b
	3.28±0.36b
	3.81±0.18b
	2.56±0.05a

	丙氨酸Ala
	1.76±0.09a
	2.66±0.09b
	2.88±0.22b
	2.37±0.58ab
	2.95±0.21b
	1.67±0.06a

	络氨酸Tyr
	1.01±0.02a
	1.22±0.02ab
	1.58±0.05ab
	1.41±0.31ab
	1.78±0.20b
	1.03±0.02a

	胱氨酸Cys-Cys
	0.09±0.05a
	0.36±0.03b
	0.32±0.03b
	0.30±0.02b
	0.35±0.03b
	0.11±0.04a

	缬氨酸Val
	1.33±0.11a
	1.63±0.01bc
	1.63±0.01bc
	1.60±0.17bc
	1.73±0.03c
	1.43±0.09ab

	蛋氨酸Met
	0.55±0.05a
	1.12±0.09b
	0.99±0.14b
	0.90±0.17b
	0.96±0.05b
	0.85±0.21b

	苯丙氨酸Phe
	1.29±0.05
	1.44±0.06
	1.42±0.06
	1.43±0.10
	1.51±0.03
	1.30±0.30

	异亮氨酸Ile
	1.09±0.00a
	1.56±0.05b
	1.48±0.19b
	1.37±0.23ab
	1.52±0.01b
	1.10±0.11a

	亮氨酸Leu
	1.81±0.17a
	1.88±0.03ab
	2.18±0.27bc
	2.10±0.16abc
	2.25±0.07c
	1.92±0.09abc

	赖氨酸Lys
	1.47±0.03ab
	1.88±0.02b
	1.82±0.13b
	1.59±0.57ab
	1.08±0.23a
	1.58±0.02ab

	氨基酸总量 total
	30.72±2.25a
	39.06±0.48b
	40.67±2.53b
	37.34±2.63b
	40.90±0.65b
	32.05±1.67a


注: 同行数值后不同上标英文字母表示差异显著(P<0.05), 同行未标注字母表示无显著差异 (P>0.05).由于本测定方法未对半胱氨酸和色氨酸进行保护, 所以未测得其含量.
Note: Values with different superscripts in the same row are significantly different (P<0.05). Values without superscripts in the same row are not significantly different (P>0.05). No Cys and Trp data for they were not protected during the test. 

2.5  饲料中添加半乳甘露寡糖对刺参幼参免疫指标的影响

饲料中添加半乳甘露寡糖对体壁及体腔液SOD活性具有显著影响, 0.2%(E1组)添加水平显著增加了体壁SOD活性(P<0.05), 随着饲料中半乳甘露寡糖添加水平的增加, 体壁中SOD酶活性呈降低趋势。各添加水平下体腔液SOD活性显著高于对照组(P<0.05), 但各添加之间差异不显著(P>0.05)。饲料中半乳甘露寡糖对体腔细胞中SOD活性无显著性影响(P>0.05)。随着添加水平的升高, 各处理组SOD活性与对照组均无显著差异(P>0.05)。

饲料中添加半乳甘露寡糖对体壁、体腔液及体腔细胞LZM活性均具有显著影响(P<0.05)。0.4%、0.8%和1.2%(E2~E4组)添加水平下体壁LZM活性显著高于对照组及其余处理组(P< 0.05); 1.2%和1.6%(E4、E5组)添加水平下体腔液LZM活性显著高于对照组及其余处理组(P< 0.05); 各添加水平下体腔细胞LZM活性均显著低于对照组(P<0.05), 各处理组之间差异不显著(P>0.05)。

饲料中添加半乳甘露寡糖对体壁和体腔液AKP活性均具有显著影响(P<0.05)。低剂量添加水平0.2%(E1组)和0.4%(E2组)显著提高了体壁和体腔液AKP活性(P<0.05), 而添加水平高于0.4%时, 体壁和体腔液AKP活性与对照组相比差异不显著(P>0.05)。饲料中添加半乳甘露寡糖对体腔细胞AKP活性无显著性影响(P>0.05), 随着添加水平的升高, 各处理组体腔细胞AKP活性与对照组均无显著差异(P>0.05)(表6)。
表6  饲料中添加半乳甘露寡糖对刺参幼参免疫指标的影响
Tab.6  Effects of dietary GMOS on immune parameters of juvenile Apostichopus japonicus
n=3;
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±SD
	免疫指标

immune parameter
	组别 group

	
	E0
	E1
	E2
	E3
	E4
	E5

	体壁 body wall

	SOD/(U·mg prot1)
	23.35±1.92a
	41.67±2.87c
	35.83±2.07bc
	35.75±1.88bc
	31.77±2.53abc
	27.01±1.78ab

	LZM/(U·mgprot1)
	6.09±0.23a
	4.33±0.28a
	12.18±0.51b
	9.43±0.37b
	8.44±0.61b
	3.43±0.12a

	AKP/(U·gprot1)
	21.41±1.38a
	44.27±2.39b
	53.63±2.16b
	37.36±2.41a
	40.64±3.01a
	39.36±1.28a

	体腔液 coelomic fluid

	SOD/(U·mL1)
	40.39±2.89a
	48.53±3.12b
	47.95±2.62b
	47.82±3.01b
	48.77±2.79b
	47.50±3.41b

	LZM/(U·mL1)
	18.66±0.97a
	18.29±1.31a
	13.79±0.48a
	19.31±1.24a
	24.29±1.35b
	27.98±1.15b

	AKP/(U·L1)
	10.55±0.49a
	14.24±0.92b
	15.93±0.78b
	8.70±0.24a
	12.10±0.79a
	10.74±0.39a

	体腔细胞 coelomic cell

	SOD/(U·mL1)
	14.58±0.93
	16.15±0.72
	13.01±0.51
	12.65±0.79
	14.98±0.82
	15.76±0.43

	LZM/(U·mL1)
	6.94±0.21b
	3.33±0.17a
	4.34±0.36a
	2.82±0.11a
	3.04±0.15a
	3.76±0.27a

	AKP/(U·L1)
	18.55±1.21
	16.67±1.39
	24.33±2.82
	19.7±1.68
	16.1±1.34
	18.65±1.99


注: 同行数值后不同上标英文字母表示差异显著(P<0.05), 同行未标注字母表示无显著差异 (P>0.05).
Note: Values with different superscripts in the same row are significantly different (P<0.05). Values without superscripts in the same row are not significantly different (P>0.05).

3  讨论

3.1  添加半乳甘露寡糖对刺参幼参生长和消化的影响

在本研究中, 饲料中添加半乳甘露寡糖能促进刺参的生长, 各添加组刺参增重率及特定生长率均显著高于对照组, 且在1.2%添加水平时达到最大值。一些学者已经报道了糖类免疫增强剂能够促进水产动物的生长, 例如, 半乳甘露低聚糖提高异育银鲫幼鱼增重率及特定生长率, 并明显降低饲料系数[6]; β-葡聚糖能够提高凡纳滨对虾的增重率[15], 肽聚糖可以提高鲈鱼的特定生长率[16], 免疫多糖可以提高养殖刺参的体增重等[17]。本实验首次应用半乳甘露寡糖进行刺参饲料的添加, 显示其对刺参的生长具有明显的促进作用, 这与上述研究结果一致。通过对水产动物及畜禽类的研究表明, 半乳甘露寡糖等寡糖类物质基本不能被动物自身消化吸收, 直接进入肠道从而被消化道微生物选择性地作为营养物, 能被消化道有益生物利用而不能被有害微生物利用, 从而调节微生态平衡, 达到促进生长的效果[6,18]。
蛋白酶、淀粉酶、纤维素酶是刺参重要的消化酶, 其活性的高低反映了其对营养物质的利用能力。本实验研究结果显示, 饲料中添加半乳甘露寡糖对刺参消化酶活性没有显著影响, 表明其作为添加剂使用并不能提高对营养物质的消化能力。目前关于甘露寡糖对水产动物肠道消化酶活性的研究报道很少。于艳梅等[19]研究发现, 在黄颡鱼(Pelteobagrus fulvidsco)饲料中添加魔芋甘露寡糖, 显著提高了黄颡鱼肝胰脏和肠道中蛋白酶、脂肪酶及淀粉酶的活性。刘爱君等[20]研究发现, 在饲料中添加0.25%、0.5%和0.75%的甘露寡糖, 均能显著提高奥尼罗非鱼胃蛋白酶和肠蛋白酶的活性, 作者推测这可能甘露寡糖改善胃、肠道黏膜结构, 促进消化酶的分泌有关。在本研究中半乳甘露寡糖对肠道消化酶活性没有影响, 产生这种差异的原因可能是与所作用的动物种类及摄食习性有关, 刺参摄食的天然饵料和鱼类有很大不同, 导致其消化酶的诱导机制存在较大的差别, 其原因有待于进一步研究。 

3.2  添加半乳甘露寡糖对刺参幼参体壁多糖含量及氨基酸组成的影响

海参体壁含有多种生物活性物质, 如海参多糖、海参皂苷、胶原蛋白、脂肪酸、多肽、海参神经节苷酯等并且具有药理活性[2122]。多糖是刺参体壁的重要成分, 其中酸性黏多糖为刺参的有效生理活性物质, 系由D-N-乙酰氨基半乳糖、D-葡萄糖醛酸和L-岩藻糖组成的分支杂多糖, 具有抗凝血、抗血栓、降血脂、降低血黏度、抗肿瘤、免疫调节、抗菌、抗病毒及促细胞生长等作用[21]。本实验研究表明, 在饲料中添加半乳甘露寡糖对刺参体壁酸性黏多糖含量没有显著影响, 低浓度半乳甘露寡糖对总糖和糖醛酸含量影响不显著, 但高浓度则显著降低体壁中总糖和糖醛酸含量。

刺参体壁氨基酸组成及含量是刺参的食(药)性的重要指标[22], 本实验首次发现, 添加半乳甘露寡糖对刺参体壁氨基酸组成及含量具有显著影响, 在0.2%~1.2%的添加水平下, 体壁氨基酸总量显著升高, 且重要的药效氨基酸Gly、Glu、Arg含量均具有明显的增加。目前其机制尚不明确, 可能与半乳甘露寡糖调控肠道发育及生长因子分泌有关。有研究表明摄入一定量寡糖能显著增强哺乳动物肠绒毛的长度及肠壁厚度[23], 提高对某些必需氨基酸及非必需氨基酸的净吸收量[24]; 同时提高某些生长因子的浓度, 通过介导作用而起到调节氨基酸组成、促生长的作用[25]。

3.3  添加半乳甘露寡糖对刺参幼参免疫指标的影响 
刺参是一种棘皮动物, 防御机制主要是非特异性免疫, 包括体壁防御和体内免疫, 体壁和体内分布的免疫相关酶发挥着重要作用[26]。超氧化物歧化酶是无脊椎动物体内重要的抗氧化酶, 在消除氧自由基, 防止生物分子损伤方面发挥重要的生理作用。AKP 是溶酶体的重要组成部分, 在体内直接参与磷酸基团的转移和代谢, 并与一些营养物质的消化吸收有关[27], 是刺参体内参与免疫防御等活动的重要水解酶。溶菌酶(LSZ)是一种专门作用于微生物细胞壁的水解酶, 其活性高低, 反映了水生生物非特异性免疫水平的高低[28]。

研究结果显示饲料中添加半乳甘露寡糖能显著提高体壁和体腔液SOD、AKP和LZM的活性: 0.2%~1.6%添加水平可以显著提高体壁和体腔液的SOD活性; 0.4%~1.2%添加水平可以显著提高体壁和体腔液的AKP活性; 0.2%~0.4%添加水平可以显著提高体壁和体腔液的LZM活性。说明半乳甘露寡糖对刺参机体具有明显的免疫刺激作用, 在提高刺参抗氧化防御能力、细胞内溶酶体酶的水解能力方面具有显著的作用。而AKP和LZM除具有免疫防御能力外, 还具有体内物质代谢能力[27], 其被半乳甘露寡糖非特异性诱导增强, 表现为特定生长率升高, 亦与本研究生长结果相符。
寡糖具有一定的免疫原性, 能够刺激机体免疫应答, 而且能与某些毒素、病毒和真菌细胞的表面结合而作为这些外源抗原的佐剂, 减缓抗原的吸收, 增加抗原的效价, 从而增强动物体的细胞和体液免疫反应[2930]。研究表明, 在饲料中添加甘露寡糖能够显著提高虹鳟(Oncorhynchus mykiss)[31]、黑鲈(Dicentrarchus labrax)[32]和斑点叉尾[image: image7.png]


(Ictalurus punctatus)[33]的抗病力。褐藻低聚糖可以提高大菱鲆鱼苗血液中免疫酶的活性, 对大菱鲆非特异性免疫具有促进作用[34]。牛蒡寡糖亦对大菱鲆表现出良好的促生长作用, 且显著提高血清ACP、AKP、LSZ、SOD活性[35]。何四旺等[36]报道添加0.2%异麦芽寡糖可以显著提高罗非鱼血清中LZM活性。在饲料中添加低聚果糖、甘露寡糖均可以显著提高刺参体腔液酚氧化酶以及酸性磷酸酶活性[2]。在刺参基础饲料中添加0.1%的褐藻寡糖, 均能提高剌参体腔液和体壁中过氧化物酶(POD)、酸性磷酸酶(ACP)、碱性磷酸酶(AKP)和溶菌酶(LSZ)活性, 显著增强剌参非特异性免疫水平[37]。经体壁注射后, (-卡拉胶寡糖能显著提高体腔液中溶菌酶(LSZ)、碱性磷酸酶(AKP)和超氧化物歧化酶(SOD)活性[38]。
总之, 本研究结果表明以饲料添加剂的形式在刺参配合饲料中添加适量的半乳甘露寡糖不仅可以提高其特定生长率, 改善体壁营养组成, 还可以提高刺参机体免疫力, 在0.2%添加量即可起到促进生长、提高免疫力的作用, 当添加量高于1.2%时, 降低了刺参的生长性能及相关免疫酶活性。
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Effects of dietary galactomannan oligosaccharides on growth, digestion, body wall nutritional composition and immunity of juvenile sea cucumber (Apostichopus japonicus)
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Abstract: An 8-week feeding experiment was conducted to evaluate the effects of galactomannan oligosaccharides (GMOS) on the growth, digestion, nutritional composition of the body wall and immunity of juvenile sea cucumber (Apostichopus japonicus). A basal diet of 38% crude protein and approximately 1.6% crude lipid was used as the control. The four experimental diets were formulated containing five GMOS levels of 0.2%, 0.4%, 0.8%, 1.2%, 1.6% feed. Each diet was randomly allocated to triplicate groups of juvenile sea cucumber maintained in indoor fiberglass tanks (80 cm × 70 cm) with circulating seawater (18.0℃± 0.5℃) and constant aeration. Each tank was stocked with 40 individuals with an initial average weight of 1.79 g ± 0.06 g. The results showed that GMOS supplemented at the experimental levels significantly enhanced the weight growth rate (WGR) and specific growth rate (SGR, P<0.05); however, there was no significant difference for visceral body wall ratio (RV) or intestinal body wall ratio (RI). WGR and SGR peaked at the 1.2% (E4) GMOS supplementation level. In addition, GMOS supplemented at experimental levels had no significant influence on intestinal pepsin, amylase and cellulase content (P>0.05) or on body wall acid mucopolysaccharide level of juvenile sea cucumber (P>0.05). Juvenile sea cucumbers fed a diet with 0.2%–1.2% GMOS had a significantly higher body wall amino acid content, including glutamine, glycine and arginine, than the control (P<0.05), while those in the 1.6% GMOS group showed no significant difference from the control (P>0.05). Furthermore, experimental levels of GMOS supplementation significantly influenced superoxide dismutase (SOD), alkaline phosphatase (AKP) and lysozyme (LZM) activity in the body wall and coelomic fluid (P<0.05), as well as LZM activity in the coelomic cell (P<0.05). In conclusion, sea cucumber fed with a GMOS-supplemented diet not only displayed improved immunity but also an enhanced specific growth rate and amino acid composition of the body wall. Considering all parameters, the optimum level of GMOS in the diet of juvenile sea cucumber (1.79 g ± 0.06 g) was 1.2%.
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