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饲料钾水平对低盐井水养殖凡纳滨对虾生长及生理特性的影响
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2. 广东湛江国联水产开发股份有限公司, 广东 湛江 524025
摘要: 在盐度为4、钠钾比为41.6的低盐井水环境下, 选取720 尾初始体质量为(0.32±0.006) g的凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei),  随机分成6 组, 基础饲料中分别添加0、0.3%、0.6%、0.9%、1.2%和1.5%钾离子(以KCl作为钾离子的添加形式, 分别记为D0、D1、D2、D3、D4 和D5), 探讨饲料中不同钾水平对凡纳滨对虾生长、氮代谢和渗透压调节的影响。结果表明, 随着饲料钾水平的增加, 凡纳滨对虾的增重率呈先升高后降低趋势, D2组最高(P<0.05), 但与对照组相比不显著, 蛋白质效率以D1组显著最高。体钾含量在各处理组之间呈现出显著差异, 以D1组最高, D5组最低(P<0.05)。同时凡纳滨对虾的耗氧率和排氨率随饲料中钾含量的增加均呈显著的先降低后上升趋势(P<0.05), 其中排氨率以D2组最低, 耗氧率以D3组最低, 且均显著低于对照组。血清精氨酸酶活性呈峰值变化趋势, 其中以D1组最低(P<0.05)。各实验组血清Na+和Cl含量呈显著的先降低后升高的趋势(P<0.05), Na+含量以D1组最低, Cl-含量以D1和D2组最低。而鳃丝Na+-K+-ATPase活性呈显著先升高后降低的趋势(P<0.05), D3组最高, D2组与D3组无显著差异(P>0.05)。血清总蛋白含量呈显著升高趋势。D2组血蓝蛋白含量最高, 渗透压和血清K+含量在各组间无显著差异(P>0.05)。以生长、氮代谢、渗透调节相关指标为判据: 凡纳滨对虾饲料中添加0.3%~0.6%(含钾量: 0.96~1.26 g/100g饲料)的钾有利于低盐环境下对虾对饲料蛋白的利用及生理代谢平衡, 而过高的添加量(1.5%, 总含钾量: 2.17g/100g饲料)则会影响其生理代谢从而抑制生长。
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凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)原产于太平洋沿岸的秘鲁北部到墨西哥地区, 目前是全球养殖区域最为广泛的对虾品种。同时作为广盐性种类, 其适盐范围为0.5×1012~45×1012 [1], 甚至可在低于0.5×1012的水域存活[2]。凡纳滨对虾对逆境的优良适应能力使得其成为低盐养殖种类的首选[3]。近年来内陆低盐水域对虾养殖在全世界许多地区迅速发展, 人们常常通过水质改良和营养调节技术来改善低盐度水域下养殖对虾的渗透调节能力。水质改良通常采用的手段是在低盐度水域大量施用钾肥和镁肥来调整离子平衡; 而营养调节则通过在饲料中添加各种可以提高养殖对虾渗透调节能力的营养素[4]。

Saoud等[5]认为内陆低盐水体中必需元素离子组成和比例是影响凡纳滨对虾低盐度养殖成功与否的关键因素, 其中缺乏K+往往会严重影响对虾的生长和存活。因此, 为了提高低盐度养殖凡纳滨对虾的存活和生长, 实际生产中通常施用KCl或K-Mag(硫酸镁钾)来增加养殖水体的K+水平[6]。所以, 研究养殖环境中必需离子的最适浓度对于低盐度养殖尤为必要。到目前为止, 有关低盐度水体K+对凡纳滨对虾影响的研究主要侧重于水体方面, 而对虾的健康养殖除受养殖水体的影响外, 还与饲料营养密切相关[7]。低盐环境下饲料中补充适量的矿物质元素能更好的促进对虾的生长和存活, 同时水体中矿物质元素也影响着对虾对饲料中矿物质离子的需求[8], 当水体环境中K+足够时饲料中添加K+则会抑制对虾的生长[9]。

盐碱地渗水与自然海水在化学特性上存在明显差别, 表现为碱度较高, 缓冲能力差, 某些离子严重缺乏等, 使得天然咸水不能直接用于对虾养殖或养殖效果不理想。其中K+含量较低、钠钾比例失衡等已被认为是其主要的原因之一[1012]。目前许多学者发现在滨海盐碱地咸水中Na+/K+为40左右时最有益于对虾生长[11,13]。由于盐碱地水质特征复杂, 极低盐度井水水体环境下养殖对虾饲料中钾离子水平对养殖对象的生长及生理影响尚未得到系统全面的研究, 因此本实验在盐度为4、钠钾比为40的实验水体环境下, 研究了对虾饲料中不同钾水平对凡纳滨对虾生长、氮代谢和渗透压调节的影响, 以期为不同盐碱地养殖或地下咸水养殖环境下, 凡纳滨对虾抗逆生理适应性及功能饲料的研制提供科学依据。
1  材料与方法

1.1  试验水体及调配

实验用水由广东湛江东海岛地下咸井水经淡水稀释淡化成盐度为2再加入无碘精制盐(湖北蓝天盐化有限公司)配置成盐度为4的人工低盐水体。水体盐度4.0±0.5; 基本离子组成: Na+:
1 299.27 mg/L, K+:31.22 mg/L, Na+/K+=41.61, Mg2+: 84.9 mg/L, Ca2+: 26.95 mg/L, Mg2+/Ca2+=3.15。
1.2  实验饲料制备

实验饲料配方及成分含量见表1。采用酪蛋白、明胶、鱼粉和豆粕作为蛋白源, 玉米淀粉为糖源, 鱼油、豆油和磷脂油作为脂肪源配制基础饲料。在基础饲料中分别添加0、0.3%、0.6%、0.9%、1.2%和1.5%钾离子(以KCl作为钾离子的添加形式)配成6种实验饲料。原料经粉碎过80目筛, 按配方精确称重后混匀, 用双螺杆挤条机制成粒径为1.0 mm和1.5 mm的两种颗粒饲料。90℃熟化30 min, 低温风干, 封口袋编号分装, 20℃冰箱保存备用。

1.3  实验用虾及饲养管理 

实验在广东海洋大学东海岛生物研究基地进行。实验所用凡纳滨对虾虾苗为广东省茂名市金阳热带海珍有限公司培育的一代虾苗。虾苗运回后, 放入水泥池(4 m×5 m×1.5 m)后逐渐淡化至盐度为4, 放入人工低盐水体中驯化暂养2周后挑选外观正常、规格一致、体质健壮的对虾进行分组。实验共6个处理, 每个处理3重复, 每个重复一个0.35 m3玻璃钢桶, 每桶放虾苗40尾(虾苗初始体质量为0.372 g ± 0.006 g), 每天投喂4次(6:30、11:00、17:00、22:00), 按体量6%~10%投饵, 同时根据摄食情况调整投饵量。实验期间每天换水1次, 换水量30%~80%, 每天记录投喂量和水温。实验期间不间断充气, 水温21~29℃, 溶解氧大于5.0 mg/L。实验期8周。
1.4  样品采集与测定

养殖试验结束后饥饿24 h, 进行计数、称重, 每桶随机抽取5尾虾做体常规分析。每桶随机取10尾对虾用1 mL的无菌注射器自对虾围心腔处抽取血淋巴, 置于1.5 mL无菌离心管中, 4℃静置过夜后, 8 000 r/min离心10 min, 取上清置于80℃冰箱保存, 用于血氨、尿酸和尿素氮含量、精氨酸酶活性、血蓝蛋白、渗透压、离子(Na+、K+、Cl)含量的测定; 同时取其后鳃保存于80℃冰箱, 用于Na+-K+-ATPase活性的测定。
1.5  饲料及全虾体成分的测定

样品分析采用国际标准方法(AOAC, 1995)[14], 水分用烘干(105℃)失重法; 粗蛋白用凯氏定氮法(N×6.25); 粗脂肪用索氏抽提法(乙醚作为提取溶剂); 粗灰分用马福炉灰化法(550℃, 12 h); 
全虾体钾的测定: 称取干样于550℃灰化, 用1%盐酸溶解定容, 于日立-Z5000火焰原子吸收光谱仪测定K+含量。
对虾成活率、增重率、特定生长率(SGR)及饲料系数(FCR)计算公式如下: 
表1  实验饲料配方及营养水平

Tab. 1  Formulation and proximate composition of experimental diets

%
	原料  ingredients
	处理 treatment

	
	基础饲料组basal diet
	D1 0.3% K+
	D2 0.6% K+
	D3 0.9% K+
	D4 1.2% K+
	D5 1.5% K+

	鱼粉 fish meal
	25.00
	25.00
	25.00
	25.00
	25.00
	25.00

	豆粕 soybean meal
	7.00
	7.00
	7.00
	7.00
	7.00
	7.00

	玉米淀粉 corn starch
	24.55
	24.55
	24.55
	24.55
	24.55
	24.55

	酪蛋白 casein
	16.50
	16.50
	16.50
	16.50
	16.50
	16.50

	明胶 gelatin
	4.00
	4.00
	4.00
	4.00
	4.00
	4.00

	虾壳粉
shrimp shell meal
	3.00
	3.00
	3.00
	3.00
	3.00
	3.00

	鱿鱼粉
squid liver meal
	3.00
	3.00
	3.00
	3.00
	3.00
	3.00

	鱼油 fish oil
	1.50
	1.50
	1.50
	1.50
	1.50
	1.50

	豆油 soybean oil
	1.50
	1.50
	1.50
	1.50
	1.50
	1.50

	磷脂油 phospholipid oil
	1.50
	1.50
	1.50
	1.50
	1.50
	1.50

	氯化胆碱 choline chloride
	0.50
	0.50
	0.50
	0.50
	0.50
	0.50

	维生素预混料1)

vitamin premix1)
	1.00
	1.00
	1.00
	1.00
	1.00
	1.00

	矿物质预混料2)
mineral premix2)
	2.00
	2.00
	2.00
	2.00
	2.00
	2.00

	CaH2PO4
	1.00
	1.00
	1.00
	1.00
	1.00
	1.00

	Vc
	0.05
	0.05
	0.05
	0.05
	0.05
	0.05

	NaCl
	0.20
	0.20
	0.20
	0.20
	0.20
	0.20

	KCl
	0.00
	0.58
	1.15
	1.73
	2.30
	2.88

	纤维素 cellulose
	7.70
	7.12
	6.55
	5.97
	5.40
	4.82

	合计 total
	100.00
	100.00
	100.00
	100.00
	100.00
	100.00

	营养水平/% proximate composition

	K+
	0.59
	0.96
	1.26
	1.48
	1.74
	2.17

	粗蛋白 crude protein
	41.05
	40.40
	41.66
	40.81
	41.35
	40.08

	粗脂肪 crude lipid
	9.35
	9.16
	9.19
	9.22
	9.08
	9.27

	粗灰分 ash
	8.44
	9.58
	9.84
	10.26
	11.20
	11.59

	水分 moisture
	9.43
	10.70
	9.76
	10.38
	9.31
	9.67


注: 1) 维生素预混料(mg·kg1 日粮): 维生素A 18 750 IU、维生D3 4 375 IU、维生素E 125 mg、维生素K3 12.5 mg、维生素B1 62.5 mg、维生素B2 75 mg、维生素B6 125 mg、维生素B12 0.13 mg、泛酸钙 150 mg、烟酸 250 mg、生物素 1.25 mg、叶酸 12.5 mg、肌醇375 mg. 2) 矿物质预混料(mg·kg1 日粮): 七水硫酸镁 4 094 mg、七水硫酸亚铁 301 mg、七水硫酸锌 442 mg、五水硫酸铜 100 mg、一水硫酸锰 63 mg、碘化钾 80 mg、无水氯化钴 500 mg、亚硒酸钠 40 mg.
Note: 1) Vitamin premix (mg·kg-1 diet): Vitamin A,18 750 IU; Vitamin D3, 4 375 IU; Vitamin E,125 mg; Vitamin K3,12.5 mg; Vitamin B1,62.5 mg; vitamin B2,75 mg; Vitamin B6, 125 mg; Vitamin B12, 0.13 mg; calcium pantothenate, 150 mg; niacin, 250 mg; biotin,1.25 mg; folic acid, 12.5 mg; inosito, l 375 mg. 2) mineral premix(mg·kg-1 diet): MgSO4·7H2O, 4 094 mg; FeSO4·7H2O, 301 mg; ZnSO4·7H2O, 42 mg; CuSO4·5H2O, 100 mg; MnSO4·H2O, 63 mg; KI, 80 mg; CoCl2, 500 mg; Na2SeO3, 40 mg.

成活率 =(试验终对虾尾数/试验初对虾尾数)×100%

增重率 = [(平均终体质量平均初体质量)/平均初体质量]×100%

饲料系数(FCR)= 摄入饲料量/体质量增加量

蛋白质效率(PER)= [(终体质量体质量)/(投喂量×饲料粗蛋白含量)]×100%

特定生长率(SGR)= [(ln平均终体质量ln平均初体质量)/饲养时间]×100%

1.6  氮代谢相关指标

1.6.1  耗氧率和排氨率  取3支2 000 mL三角瓶, 其中注满前述经空气压缩机充气的实验水体, 每桶取3尾体质量、体长一致的虾分别放入三角瓶中(试验采用饥饿状态下虾类活动空间受到限制条件下测得的耗氧率和排氨率作为基础代谢基准), 三角瓶用封口膜或保鲜膜封严。试验过程中温度保持一致, 并保证试验结束时瓶中溶氧含量保持在饱和含量的70%以上, 持续进行2h。试验结束后分别用溶氧仪、奈氏试剂比色法测定水体中的溶解氧含量和氨氮含量, 并用电子天平称量虾体湿重(精确至0.001g)。计算耗氧率w(O2) (mg·g1·h1)和排氨率w(NH4-N)(mg·g1·h1)。

耗氧率计算公式: 
耗氧率(mg·g1·h1)=
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式中: C0为试验结束时对照组水中的溶解氧浓度(mg·L1); C1为试验结束时试验组水中溶解氧浓度(mg·L1); V为水样的体积(L); W为试验对虾的体质量(g); T为试验持续的时间(h)。
排氨率计算公式: 
排氨率(mg·g1·h1)=
[image: image2.wmf]10
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式中: N0为试验结束时对照组水样中氨氮的浓度(mg·L1); N1为试验结束时水样中氨氮的浓度(mg·L1); V为水样的体积(L); W为试验对虾的体重(g); T为试验持续的时间(h)。

1.6.2  氨氮、尿酸、尿素氮(BUN)  血清中的氨氮、尿酸(C012)和尿素氮(C013)采用南京建成生物工程研究所的试剂盒测定。
1.6.3  精氨酸酶活性  酶活性单位定义: 在pH值9.5, 37℃、1 min内转换1.0 μmol L-精氨酸成为L-鸟氨酸和尿素的酶量为1个活力单位[15]。

1.7  渗透调节

1.7.1  渗透压和离子(K+、Na+、Cl)含量  血清的渗透压采用Fiske210微型冰点渗透压仪(Model 210)进行测定; 血清中离子含量(Na+、K+和Cl)采用LX-20型全自动生化分析仪(美国贝克曼公司)进行测定。

1.7.2  Na+-K+-ATPase活性 鳃丝的Na+-K+- ATPase活性采用超微量Na+-K+-ATPase试剂盒(南京建成生物工程研究所)测定, 以每小时每mg鳃组织蛋白的组织中ATPase分解ATP产生1 μmol无机磷的量为1个ATP酶活力单位[μmol (Pi)/(mg pro·h)]。样品中蛋白质含量测定采用考马斯亮兰测试盒(南京建成生物工程研究所)。

1.7.3  血蓝蛋白含量  血蓝蛋白的测定采用紫外吸收法[16], 将抽取的血淋巴稀释为1%的溶液, 在U/V分光光度计上, 以334 nm波长比色, 血蓝蛋白含量按如下公式进行计算: 
血蓝蛋白含量=2.69
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1.8   数据分析

试验数据以平均值±标准差(
[image: image4.wmf]x

±SD)表示, 试验结果用SPSS软件包(版本16.0)进行单因素方差分析(ANOVA)分析, 当单因素方差分析处理之间差异显著(P<0.05)时, 用Tukey’s检验进行多重比较分析。

2  结果与分析
2.1  饲料钾水平对凡纳滨对虾生长的影响

从表2可见, 随着饲料钾水平的增加, 各处理组凡纳滨对虾的增重率呈显著的先升高后降低趋势(P<0.05), 以D2组最高, 但与对照组相比不显著(P>0.05)。蛋白质效率D1组最高, 基础饲料组到D3组间无显著差异(P>0.05)。各组对虾特定生长率和饲料系数均无显著差异(P>0.05)。饲料钾水平对对虾的成活率(78.33%~85.83%)无显著影响(P>0.05)。
2.2  饲料钾水平对凡纳滨对虾体成分及体钾的影响

凡纳滨对虾饲料中添加不同水平钾对凡纳滨对虾的体水分、脂肪、灰分和蛋白含量都无显著影响(表3, P>0.05)。但体钾含量在各处理组之间呈现出显著差异, 以D1组最高, D5组最低(P<0.05)。
2.3  饲料钾水平对凡纳滨对虾氮代谢的影响

对氮代谢的研究表明, 随着饲料中添加钾水平的增加, 凡纳滨对虾的耗氧率和排氨率都呈显著的峰值变化趋势(P<0.05), 其中D2组排氨率最低, D3组耗氧率最低, 均显著低于对照组(表4)。血清精氨酸酶活性呈显著峰值变化趋势, 其中以D1组显著最低(P<0.05)。饲料添加钾并未显著影响凡纳
表2  饲料钾水平对凡纳滨对虾生长指标的影响

Tab. 2  Effect of dietary potassium level on growth of L.vannamei
n=3;
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±SD

	组别 group
	增重率/% WGR
	成活率/% SR
	特定生长率/% SGR
	饲料系数 FCR
	蛋白质效率/% PER

	D0
	2144.6±4.5ab
	84.17±8.04
	5.62±0.12
	1.22±0.02
	183.02±0.59ab

	D1
	2108.9±62.1ab
	85.83±7.64
	5.53±0.05
	1.22±0.01
	191.52±0.84b

	D2
	2278.1±22.7b
	85.83±2.89
	5.59±0.16
	1.20±0.06
	186.62±9.86ab

	D3
	2069.6±79.1ab
	78.33±6.29
	5.43±0.13
	1.21±0.04
	168.88±9.90ab

	D4
	2107.8±50.5ab
	79.17±3.82
	5.57±0.08
	1.23±0.03
	166.08±2.96a

	D5
	2048.2±9.7a
	75.83±7.22
	5.53±0.09
	1.22±0.04
	170.71±17.53ab


注: 同一列不同上标字母表示组间有显著性差异(P<0.05) .

Note: Different superscript letters within each column represent significant differences between groups(P<0.05).
表3  饲料钾水平对凡纳滨对虾体组成的影响

Tab. 3  Effect of dietary potassium level on proximate body composition of L.vannamei
%; n=3;
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±SD

	组别group
	体钾body K+
	水分moisture
	粗蛋白crude protein
	粗脂肪crude fat
	粗灰分crude ash

	D0
	2.09±0.09ab
	77.91±0.95
	74.84±2.03
	8.88±1.45
	13.23±0.65

	D1
	2.19±0.19b
	76.44±0.37
	74.75±0.01
	8.81±0.18
	12.37±0.67

	D2
	2.13±0.29ab
	76.44±1.51
	74.79±0.36
	9.19±0.96
	12.73±0.71

	D3
	1.93±0.11ab
	76.88±0.92
	74.95±0.46
	8.00±0.73
	13.44±0.58

	D4
	1.87±0.07ab
	77.29±1.67
	75.25±0.69
	7.52±1.36
	13.09±0.43

	D5
	1.81±0.00a
	76.24±0.94
	74.74±1.27
	8.70±1.09
	12.92±0.31


注: 同一列不同上标字母表示组间有显著性差异(P<0.05) .

Note: Different superscript letters within each column represent significant differences between groups(P<0.05).
表4  饲料钾水平对凡纳滨对虾耗氧率和排氨率的影响

Tab. 4  Effect of dietary potassium level on oxygen consumption rate and ammonia-N excretion rate of L.vannamei
 n=3;
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	组别 group
	耗氧率/(mg·g1·h1) oxygen consumption rate
	排氨率(µg·g1·h1) ammonia-N excretion rate

	D0
	0.544±0.004d
	46.32±8.44b

	D1
	0.460±0.012c
	42.91±12.38b

	D2
	0.421±0.008b
	20.21±8.25a

	D3
	0.382±0.023a
	38.65±1.72ab

	D4
	0.454±0.018bc
	32.98±9.22ab

	D5
	0.440±0.001bc
	29.79±3.50ab


注: 同一列不同上标字母表示组间有显著性差异(P<0.05) .

Note: Different superscript letters within each column represent significant differences between groups(P<0.05).

滨对虾血清中血氨、尿素和尿酸的含量(表5, P>0.05)。
2.4  饲料钾水平对凡纳滨对虾渗透调节的影响

各组凡纳滨对虾血清中Na+和Cl含量呈显著的先降低后升高的趋势(P<0.05), Na+含量为D1组最低, Cl含量为D1和D2组最低(表6)。而鳃丝Na+-K+-ATPase活性呈显著先升高后降低的趋势
(P<0.05), D3组最高, D2组与D3组无显著差异。血清总蛋白含量呈显著升高趋势, 而D2组血蓝蛋白含量最高, 渗透压和血清K+含量在各组间无显著差异(表7, P>0.05)。
3  讨论
3.1  凡纳滨对虾的生长
Fielder等[17]学者认为, 由于不同地区水体的盐度不同, 因此, 考虑离子之间的相关性, 研究离子比可能比研究单一离子的特定浓度更为重
表5  饲料钾水平对凡纳滨对虾血清血氨、尿素、尿酸含量及精氨酸酶活力的影响

Tab. 5  Effect of dietary potassium level on hemolymph ammonia, urea, uric acid and arginase activity of L.vannamei
n=3;
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	组别
group
	血氨/(µmol·L1)
hemolymph ammonia
	尿素/(mmol·L1)
urea
	尿酸/(µmol·L1)
uric acid
	精氨酸酶活性/(U·L1)

arginase activity

	基础饲料 basal diet
	382.37±48.98
	0.97±0.31
	55.67±16.31
	0.363±0.169ab

	D1
	424.08±81.09
	0.83±0.35
	37.67±4.62
	0.299±0.007a

	D2
	465.96±31.44
	1.10±0.36
	40.33±2.08
	0.396±0.059ab

	D3
	426.84±40.44
	0.90±0.10
	40.67±4.04
	0.688±0.096ab

	D4
	415.36±8.58
	1.47±0.31
	40.33±1.53
	0.328±0.053ab

	D5
	443.36±70.69
	0.97±0.32
	40.33±2.52
	0.853±0.111b


注: 同一列不同上标字母表示组间有显著性差异(P<0.05) .

Note: Different superscript letters within each column represent significant differences between groups(P<0.05).
表6  饲料钾水平对凡纳滨对虾渗透压及血清离子含量的影响

Tab. 6  Effect of dietary potassium level on hemolymph osmolality and serum ions concentration of L.vannamei
n=3;
[image: image9.wmf]x

±SD
	组别 group
	渗透压(mOsm·L1) osmolality
	K+/(mmol·L1)
	Na+/(mmol·L1)
	Cl/(mmol·L1)

	D0
	754.33±43.78
	9.50±0.20
	300.53±6.93ab
	273.10±0.71b

	D1
	771.33±33.29
	10.52±1.30
	294.47±7.56a
	258.45±2.62a

	D2
	734.33±57.47
	10.93±1.19
	302.13±9.06ab
	261.20±1.41a

	D3
	756.00±86.58
	10.55±0.72
	311.20±4.04b
	271.8±2.26b

	D4
	773.67±72.67
	9.88±1.00
	308.10±2.97b
	272.3±0.71b

	D5
	745.33±41.10
	10.28±0.16
	309.40±4.70 b
	273.45±3.25b


注: 同一列不同上标字母表示组间有显著性差异(P<0.05) .

Note: Different superscript letters within each column represent significant differences between groups(P<0.05).

表7  饲料钾水平对凡纳滨对虾鳃丝Na＋-K＋-ATPase活力及血清总蛋白含量的影响

Tab. 7  Effect of dietary potassium level on gill Na＋-K＋-ATPase activity and serum protein and concentration of L.vannamei
n=3;
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	组别

group
	鳃丝 gill filamentNa＋-K＋-ATPase

(μmolPi·mgprot1·h1)
	血清总蛋白/(g·L1)

serum total protein
	血蓝蛋白/(mmol·L)

hemocyanin

	D0
	3.18±0.00ab
	52.00±2.60a
	0.462±0.006ab

	D1
	2.98±0.15a
	75.00±4.24ab
	0.478±0.027ab

	D2
	3.20±0.01ab
	81.00±1.41ab
	0.585±0.127b

	D3
	3.42±0.10b
	79.00±4.24ab
	0.458±0.018ab

	D4
	2.48±0.19a
	76.67±9.22ab
	0.398±0.024a

	D5
	2.87±0.03a
	90.00±8.00b
	0.388±0.039a


注: 同一列不同上标字母表示组间有显著性差异(P<0.05) .

Note: Different superscript letters within each column represent significant differences between groups(P<0.05).
要。之后大量学者以钠钾比(Na+/K+)作为一重要参考指标, 研究对虾养殖水体中钾离子的添加。有学者研究表明调节钠钾比接近自然海水, 即当钾离子高于70 mg/L时, 对虾成活率与自然海水条件下接近[18]。吕富等[19]研究表明当地下卤水的Na+/K+比值过高时添加适量的K+可显著提高仔虾的存活率, 同时认为不同养殖环境下最适宜的Na+/K+因盐度和其他影响因子的不同而不同。朱长波等[11]研究表明在盐度15时, Na+/K+比为47时, 对虾的终体质量、增重率和特定生长率最优。介子林等[13]研究当池塘水盐度调整至18左右, Na+/K+为40时, 对虾的成活率和产量最高, 增重率最大, 饲料转化效率最高。刘存歧等[10]研究表明凡纳滨对虾生长和存活的适宜盐度为15, 当水体中Na+/K+为40或50, 其中K+浓度为110.98 mg/L或221.98 mg/L时, 凡纳滨对虾存活、生长、代谢及酶活力较高。但对于极低盐度下(≤4) 养殖对虾的营养调控研究尚未见报道。本研究经过8周的养殖实验发现, 在钠钾比为41.61的低盐水体环境下, 随着饲料钾水平的增加, 各处理组凡纳滨对虾的增重率呈先升高后降低趋势, D2组最高但与对照组不显著(P>0.05), 而显著高于D5; D1组饲料蛋白质效率最高(P<0.05)。以上结果表明在适宜钠钾比的低盐水环境下, 凡纳滨对虾饲料中添钾在D1(含钾0.96 g/100g)~D2(含钾1.26 g/100g)左右相对有利于对虾的生长, 但过高的添加量(D5)反而会抑制养殖对虾的生长, 该结果与Zhu等[9]研究结果类似。在适宜钠钾比低盐水体环境下, 在凡纳滨对虾饲料中添加钾, 对凡纳滨对虾的体水分、脂肪、灰分和蛋白含量都无显著影响。结果表明在适宜钠钾比环境下, 虾体需用于渗透调节的能量减少, 体常规成分不需要或只需要很少量用于分解提供所需能量。随着饲料钾水平的增加, 体钾含量在处理组之间呈现出显著差异(P<0.05), D1组最高, D5组最低。这一结果类似于对虾的生长, 表明低盐环境下, 对虾体钾含量的变化可以作为对虾饲料钾需要量研究的指标之一。
3.2  凡纳滨对虾的氮代谢
对虾氮代谢产物主要以非离子态氨(NH3)和离子态氨(
[image: image11.wmf]4

NH

+

)形式存在于对虾血淋巴中, 之后再通过自由扩散或主动运输的形式经鳃排出, 也以少量的亚硝酸氮、硝酸氮、尿素氮、尿酸氮, 氨基酸及胺类等以有机氮形式排出[2021]。所以蛋白质被动物吸收后, 部分沉积到虾体内, 部分作为能量物质被动物体利用。对虾氮代谢还受到其他内源和外源因素的双重影响, 其中内源因子包括蜕皮周期、个体大小和发育阶段等,外源因子包括温度、盐度、pH、水体氨氮等[22]。排氨率可以反映对虾体内蛋白质的代谢速度。Lee和Chen[15]研究发现盐度变化会影响到日本对虾(Marsupen​aeus japonicus)精氨酸酶活性及血淋巴氨氮、亚硝酸盐、尿素氮的含量, 因此研究测定血淋巴氨氮、亚硝酸盐、尿素氮的含量的变化可以了解饲料营养对对虾氮代谢的影响。精氨酸酶是鸟氨酸循环的关键酶, 精氨酸酶活性见于许多甲壳类鳃、肝胰脏和肌肉中, 甲壳类尿素的生成主要来源于鸟氨酸循环和尿酸的分解[23]。耗氧率在一定程度上反映了生物的能量代谢水平, 耗氧率升高表明生物体的代谢作用加强, 机体需要更多的氧气。在本实验条件下, 随着饲料中添加钾水平的增加, 凡纳滨对虾的耗氧率呈显著的先降低后上升趋势(P<0.05), D3组耗氧率最低, 显著低于对照组。这一结果与水体中添加K+对中国明对虾幼虾生存及耗氧率、窒息点的影响得出的结果类似[24], 推测饲料中添加一定量钾更有利于对虾维持渗透压的平衡, 代谢所需要的能量少, 耗氧率低; 钾添加量过高或过低, 则会干扰对虾正常的生理代谢如氮代谢平衡[25]。
3.3  凡纳滨对虾体内的渗透调节
甲壳动物表皮具有通透性, 水体Na+、K+浓度改变可能直接影响动物与水环境之间的渗透压和离子平衡, 必然影响鳃Na+-K+-ATPase的活力改变。甲壳动物主要依靠鳃上皮细胞膜上的Na+-K+-ATPase以主动运输的方式转运Na+和K+, 来维持机体的Na+、K+离子平衡及调节血淋巴渗透压[26]。Lucu和Towle[27]研究认为, 低渗环境下, 对虾可提高Na+-K+-ATPase的活性或加快Na+-K+-ATPase的合成速度, 高渗环境下, 提高肌肉游离氨基酸的含量, 对虾通过改变细胞膜磷脂和脂肪酸的含量来调节鳃丝细胞膜的通透性。刘存歧等[11]研究表明: 在水体Na+/K+=40或50的条件下, Na+-K+-ATPase活性较高, 更有利于虾体对渗透压的主动调节, 从而维持细胞内高K+的跨膜离子浓度梯度。目前不少研究表明, Na+/K+对凡纳滨对虾成活率和生长的影响要大于K+浓度, 水中Na+/K+达40~50时, 虾体依靠Na+-K+-ATPase以主动运输的方式运入体内的K+减少, 消耗能量降低, 有较多的能量用于生长上[13]。在本实验Na+/K+为41的低盐水体环境下, 随着饲料中钾水平的增加, 对虾鳃丝Na+-K+-ATPase活性呈显著先升高后降低的趋势(P<0.05)。说明在适宜钠钾比(41)的低盐水环境(4×1012)下, 凡纳滨对虾可以从饲料中吸收一定的钾, 来更好的维持细胞膜内外的渗透压和跨膜电化学浓度梯度, 保证生物体内各种生理作用和能量代谢的正常进行。其钾吸收的途径可能是饲料进入肠道后, K+直接被吸收进入血淋巴中, 然后通过血液循环运输到全身各处[13]。血蓝蛋白是一种多功能蛋白, 约占甲壳动物血淋巴总蛋白的80%~95%[28], 除了自身的更新与降解外, 血蓝蛋白也可作为渗透压效应物参与渗透调节以响应外界环境演的变化[29]。随着饲料中添加K+水平的升高血蓝蛋白呈峰值变化, 同时Na+/K+- ATPase活力升高以调控血淋巴离子浓度, 调节渗透压。而Na+/K+-ATPase活力升高, 必然增加机体耗氧量, 加重了机体的氧负担及能量支出从而影响渗透生理调节。

综上, 在钠钾比41.6的低盐井水环境下, 凡纳滨对虾饲料中钾的添加量在0.6%(含钾量: 1.26 g/ 100g饲料)时对虾增重率及饲料蛋白质效率相对较高。以氮代谢、渗透调节相关指标为依据: 饲料中添加0.6%的钾可以有效降低凡纳滨对虾的排氨率, 提高其渗透调节能力。因此凡纳滨对虾饲料中添加0.3%~0.6%(含钾量: 0.96~1.26 g/100g饲料)的钾在一定程度上有利于低盐环境下对虾对饲料的蛋白利用及生理代谢平衡, 过高的添加(1.5%, 含钾量: 2.17 g/100g饲料)则会影响其生理代谢平衡从而抑制生长。









































参考文献：


Boyd C E. Inland shrimp farming[A]. World Aquaculture 2002: Book of Abstracts. Beijing, China, 2002: 83

Cuvin-Aralar M L, Lazartigue A G, Aralar E V. Cage culture of the Pacific white shrimp Litopenaeus vannamei (Boo​ne,1931) at different stocking densities in a shallow eutrophic lake[J]. Aquaculture Research, 2009, 40: 181187.
Araneda M, Perez EP, Gasca-Leyva E. White shrimp Penaeus vannamei culture in freshwater at three densities: condition state based on length and weight[J]. Aquaculture, 2008, 83: 1318.
Roy L A, Davis D A, Saoud I P. Shrimp culture in inland low salinity waters[J]. Revs Aqu, 2010(2): 191208.

Saoud I P, Davis D A, Rouse D B, et al. Suitability studies of inland well waters for Litopenaeus vannamei culture [J]. Aquaculture, 2003, 217: 373383.

Boyd C E, Thunjai T. Concentrations of major ions in waters of inland shrimp farms in China, Ecuador, Thailand, and the United States[J]. J World Aqu Soc, 2003, 34: 524532.
Roy L A. Physiological and nutritional requirements for the culture of the Pacific white shrimp, Litopenaeus vannamei, in low salinity water [D]. Auburn: 2006.
Davis D A, Saoud I P, Boyd C E, et al. Effects of potassium, magnesium, and age on growth and survival of Litopenaeus vannamei post-larvae reared in inland low salinity well waters in west Alabama[J]. J World Aqu Soc, 2005, 36: 403406.

Zhu C B, Dong S L,Wang F, et al. Effects of seawater potassium concentration on the dietary potassium requirement of Litopenaeus vannamei[J].Aquaculture, 2006, 258: 543550.

Liu C Q, Wang J X, Zhang Y J, et al. Effects of salinity and Na+/K+ in percolating water from saline -alkali soil on the growth of Litopenaeus vannamei[J]. Chinese Journal of Applied Ecology, 2008, 19(6): 13371342.刘存歧, 王军霞, 张亚娟, 等. 盐碱地渗水盐度与钠钾比对凡纳滨对虾生长的影响[J]. 应用生态学报, 2008, 19(6): 13371342.
Zhu C B, Dong S L, Zhang J D, et al. Effects of  Na+/K+ Ratio in K+ deficient low salinity saline water on the growth and energy budget of juvenile litopenaeus vannamei[J]. Periodical of Ocean University of China, 2005, 35(5): 773778.朱长波, 董双林, 张建东, 等. 缺K+型低盐度水体Na+/K+比值对凡纳滨对虾幼虾生长和能量收支的影响[J]. 中国海洋大学学报, 2005, 35(5): 773778.
Boyd C A, McNevin A A, Rouse D B. Salt discharge from an inland farm for marine shrimp in Alabama[J]. J World Aqu Soc, 2006, 37: 345355.

Jie Z L, Dong S L, Zhao X D, et al. Effects of Na+/K+ ratio in brackish water on survival and growth of Litopenaeus vannamei[J]. Periodical of Ocean University of China, 2007, 37(1): 6568.介子林, 董双林, 赵夕旦, 等. 滨海池塘咸水Na+/K+对凡纳滨对虾成活率和生长的影响[J]. 中国海洋大学学报, 2007, 37(1): 6568.

AOAC. Official Methods of Analysis of the Association of Official Analytical Chemists International[M]. 16th ed. Association of Official Analytical Chemists, Arlington, V.A. 1995. 

Lee W C, Chen J C. Hemolymph ammonia, urea and uric acid levels and nitrogenous excretion of Marsupenaeus japonicus at different salinity levels[J]. J Exp Mar Biol Ecol, 2003, 288: 3949.
Nickerson K.W. & Van Holde K.E. (1971) A comparison of molluscan and arthropod hemocyanin. I. Circular dichroism and absorption spectra[J]. Comp, Biochem, Physiol 39B: 855872.
Fielder D S, Bardsley W J, Allan G L. Survival and growth of Australian snapper, Pagrus auratus, in saline groundwater from inland New South Wales, Australia[J]. Aquaculture, 2003, 201: 7390.

Li L J, Qang C S, Zhu F X. Technique of rearing southern American prawn in prepared vadose water in saline-alkali area[J].Shandong Fisheries, 2002, 11: 67.李鲁晶, 王春生, 朱丰锡. 盐碱地渗水调配养殖南美白对虾技术[J].齐鲁渔业, 2002, 11: 67.

Lv F, Pan L Q, Jiang L X, et al. The effects of hyposaline underground brine water on the survival of penaeus vannamei post larvae[J]. Journal of Yancheng Institute of Technology(Natural Science) , 2004, 17(2): 4548.吕富, 潘鲁青, 姜令绪, 等. 低盐度地下卤水对南美白对虾仔虾存活率的影响[J]. 盐城工学院学报, 2004, 17(2): 4548.

Yu M, Wang S C, Lu Y. Ammonia excretion and heamolymph nitrogenous contents of mitten crab ( Eriocheir sinensis) at different environmental pH[J]. Acta Hydrobiologica Sinica, 2008, 32(1): 6268.于敏, 王顺昌, 卢韫. 中华绒螯蟹在不同pH下氨氮排泄和血淋巴含氮成分的变化[J]. 水生生物学报, 2008, 32(1): 6268.

Chen J C, Chen C T, Cheng S Y. Nitrogen excretion and changes of hemocyanin, protein and free amino acid levels in the hemolymph of Penaeusmonodon exposed to different concentrations of ambient ammonia-N at different salinity levels[J]. Mar Ecol Prog Ser, 1994, 110: 8594.
Regnault M. Nitrogen excretion in marine and fresh-water crustacean[J]. Biol Rev, 1987, 62:124. 
Chen J C, Chen J M. Arginase specific activity and nitrogenous excretion of Penaeus japonicas exposed to elevated ambient ammonia[J]. Mar Ecol Prog Ser, 1997, 153: 197202.
Wang H, Lai Q F, Fang W H. Effects of different K+ concentrations on survival, oxygen consumption rate and suffocation point of juvenile Fenneropenaeus chinensis[J]. Journal of Fishery Sciences of China, 2007, 14(3): 493497.王慧, 来琦芳, 房文红. K+对中国明对虾幼虾生存及耗氧率、窒息点的影响[J].中国水产科学, 2007, 14(3): 493497.
Ding S, Wang F, Mu Y C, et al. Effects of salinity and Ca2+ concentration on the oxygen consumption rate of juvenile Fenneropenaeus chinensis[J]. Marine Sciences, 2006, 30(12): 9295.丁森, 王芳, 穆迎春, 等. 盐度和Ca2+浓度对中国明对虾稚虾耗氧率的影响[J].海洋科学, 2006, 30(12): 9295.
Pan L Q, Liu H Y. Review on the osmoregulation of crustacean[J]. Journal of Fisheries of China,2005, 29 (1): 109114.潘鲁青, 刘泓宇. 甲壳动物渗透调节生理学研究进展[J]. 水产学报, 2005, 29 (1): 109114.

Lucu C, Towle D W. Na+-K+-ATPase in gills of aquatic cru​s​t​acea[J]. Comp Biochem Physiol, 2003, 135A: 195214.
Djangmah J S. The effect of feeding and starvation on copper in the blood and hepatopancreas, and on blood protein of Crangon vulgaris (Fabricius)[J]. Comp Biochem Physiol, 1970, 32: 709731.
Paul R, Pirow R, The physiological significance of respiratory proteins in invertebrates[J]. Zoology, 1998, 100: 319327. 
Effects of different levels of dietary potassium on growth and physiological characters of the Pacific white shrimp, Litopenaeus vannamei, reared in low-salinity well-water

LIU Hongyu1, ZHANG Xinjie1,2, TAN Beiping1, DONG Xiaohui1, CHI Shuyan1, YANG Qihui1
1. Laboratory of Aquatic Animal Nutrition and Feed, College of Fisheries, Guangdong Ocean University, Zhanjiang 524025, China;
2. Guangdong Zhanjiang Guolian Aquatic Products Co. Ltd., Zhanjiang 524025, China
Abstract: An 8-week feeding trial was conducted to evaluate the effects of dietary potassium (K+) on growth performance, nitrogen metabolism and osmoregulation of the Pacific white shrimp (Litopenaeus vannamei) reared in low-salinity well-water (4 ppt) with a Na+/K+ of 41.6. A total of 720 juvenile shrimps, with an initial body weight of 0.372 g ± 0.006 g, were randomly divided into six groups. Six experimental semi-purified diets were formulated, containing 0.59, 0.96, 1.26, 1.48, 1.74 and 2.17 g (K+) /(100 g diet) as feeding treatments and designated as D0, D1, D2, D3, D4 and D5 group, respectively. After a 56-day feeding trial, the results showed that the weight gain rate (WGR) of shrimps fed with D2 [1.26 g(K+)/(100 g diet) ] was the highest (P<0.05), but there was no significant difference between D2 and D0 (control). The protein efficiency ratio (PER) of D1 showed the highest value among all treatments (P<0.05). There were no significant differences in body moisture, crude fat, ash and protein content (P> 0.05) among all treatments. However, body potassium content in D1 had the significantly highest value and D5 the lowest in all treatments (P<0.05). As dietary K+ increased, the oxygen consumption rate of shrimps fed with the 1.48 g (K+)/(100 g diet)  (D3 group) had the significantly lowest value (P<0.05), while the ammonia-N excretion rate of D2 was also the significantly lowest (P<0.05). The D1 diet group had the significantly lowest arginase activity (P<0.05). However, there were no significant differences in hemolymph ammonia, urea or uric acid levels among all treatment groups (P>0.05). Hemolymph Na+ and Cl values decreased and then increased significantly with increased dietary K+ (P<0.05), with the D1 group having the lowest value. Gill Na+-K+-ATPase activity revealed a reverse trend and shrimps fed with the 1.48( K+)/(100 g diet) (D3 group) had a relatively higher value than other treatment groups (P<0.05). With increasing dietary K+, hemocyanin levels tended to increase and then decrease significantly (P<0.05). There were no significant differences between hemolymph osmolarity or potassium (P>0.05). In conclusion, a total of 0.96 –1.26 g (K+)/(100 g diet) can improve dietary protein utilization and maintain a balance in the nitrogen metabolism and osmoregulation of L. vannamei reared in low-salinity well-water with a Na+/K+ of 41.6. Excessive supplementation of potassium [1.5%, total 2.17 g (K+)/(100 g diet)] may disturb metabolism and limit the growth of L. vannamei.
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