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精氨酸对团头鲂幼鱼生长、血清游离精氨酸和赖氨酸、血液生化及免疫指标的影响
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2. 中国水产科学研究院 淡水渔业研究中心, 农业部淡水渔业和种质资源利用重点实验室, 江苏 无锡 214081
摘要: 选用初始体质量为(2.60±0.10) g的团头鲂(Megalobrama amblycephala)幼鱼540尾, 随机分为6组, 每组3个重复, 每个重复30尾鱼, 分别投喂精氨酸水平(实测值)为0.83%、1.30%、1.81%、2.35%、2.82%和3.36%(占饲料的质量分数)的6组等氮等能半精制饲料, 饲养期为9周, 探讨精氨酸对团头鲂幼鱼生长、血清游离精氨酸和赖氨酸、血液生化及免疫指标的影响。实验结果表明, 随着饲料中精氨酸水平的增加, 团头鲂幼鱼增重率和饲料效率显著升高(P<0.05), 均在1.81%组达到最大; 随着精氨酸水平的进一步增加, 上述指标不再发生显著变化(P>0.05); 饲料中精氨酸水平对各组存活率无显著影响(P>0.05)。与对照组(0.83%)相比, 1.81%、2.82%和3.36%组团头鲂幼鱼血清中精氨酸含量显著提高(P<0.05), 3.36%组血清中赖氨酸含量却显著降低(P<0.05)。与对照组相比, 1.30%和1.81%组团头鲂幼鱼血清中谷草转氨酶活性显著降低(P<0.05), 1.81%、2.35%、2.82%和3.36%组血清中总蛋白和球蛋白的含量显著提高(P<0.05)。3.36%组团头鲂幼鱼血清中尿素含量显著高于其他各组 (P<0.05), 但饲料中精氨酸水平对各组血清中谷丙转氨酶活力、葡萄糖和白蛋白含量没有显著影响(P>0.05)。随着饲料中精氨酸水平的增加, 团头鲂幼鱼血液中白细胞、红细胞数量和血红蛋白含量都呈先上升后趋于平缓的趋势, 其中1.81%组最高; 饲料中精氨酸水平对血栓细胞数量无显著影响(P>0.05)。与对照组相比, 1.81%和2.35%组显著提高了血清中补体3的含量(P<0.05), 却对血清中补体4的含量无显著影响(P>0.05)。添加精氨酸显著(P<0.05)提高了血细胞呼吸爆发活性, 同时显著(P<0.05)降低了团头鲂幼鱼感染嗜水气单胞菌后累计死亡率。综上所述, 饲料中精氨酸含量为1.81%和2.35%时, 团头鲂幼鱼生长、氨基酸吸收以及鱼体的免疫力和抗病原菌感染能力均达到最高。 
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团头鲂(Megalobrama amblycephala), 又称武昌鱼, 隶属于硬骨鱼纲(Osteichthyes), 鲤形目(Cypriniformes), 鲤科(Cyprinidae), 鳊亚科(Abrami​dinae), 鲂属, 是淡水鱼混养系统中一种优良的草食性鱼类 [1]。该鱼具有肉质鲜美、生长快、营养价值高等优点[2]。2011年, 中国团头鲂产量超过60万t, 是重要的大宗淡水鱼类之一[3]。
与其他动物一样, 鱼类的正常生长也需要10种必需氨基酸, 饲料中缺乏必需氨基酸会导致生长缓慢、饲料利用率低和免疫力下降[4−7]。精氨酸是鱼类蛋白质合成过程中必不可少的一种必需氨基酸[8]。有研究发现, 虹鳟(Oncorhynchus mykiss)对赖氨酸和精氨酸的吸收存在拮抗作用[9]。Tacon 等[10]发现, 饲料中缺乏精氨酸导致鲤生长性能下降, 死亡率和脊椎前凸发病率升高。在斑点叉尾鮰(Ictalurus punctatus R.)的研究中发现, 适宜精氨酸水平能够提高鱼体对爱德华氏菌(Edwardsiella ictaluri)的抵抗力[11]、增强吞噬细胞的活性和血液中红细胞的数目[12]。

但是, 关于精氨酸对团头鲂幼鱼生长、氨基酸吸收和免疫功能影响的研究未见报道。本实验以含有不同梯度精氨酸水平的半精制饲料饲喂团头鲂幼鱼, 通过生长、血液生化指标和免疫指标来确定精氨酸的功能, 为团头鲂人工配合饲料的研制提供理论依据。

1  材料与方法

1.1  实验设计与实验饲料
本实验采用单因素梯度配方设计, 以鱼粉(67.4%粗蛋白, 9.3%粗脂肪)、酪蛋白(90.2%粗蛋白)和明胶(91.3%粗蛋白)为蛋白源, 淀粉和糊精为糖源, 豆油为脂肪源, 配制6组等氮等能半精制饲料。晶体氨基酸(L-氨基酸, 99%)购自上海斐雅科技发展有限公司, 饲料中晶体精氨酸的添加水平分别为: 0.85%、1.35%、1.85%、2.35%、2.85%、3.35%, 实测值见表1。实验饲料按配方(表1)制作
表1  实验饲料配方和营养成分组成
Tab. 1  Formulation and proximate analysis of trial diets 

%干物质基础 % dry matter basis
	原料

ingredient
	精氨酸含量/% arginine content

	
	0.83
	1.30
	1.81
	2.35
	2.82
	3.36

	鱼粉 fish meal
	5.00
	5.00
	5.00
	5.00
	5.00
	5.00

	酪蛋白 casein
	15.00
	15.00
	15.00
	15.00
	15.00
	15.00

	明胶 gelatin
	3.75
	3.75
	3.75
	3.75
	3.75
	3.75

	豆油 soybean oil
	6.00
	6.00
	6.00
	6.00
	6.00
	6.00

	大豆磷脂 soyben lecithin
	1.00
	1.00
	1.00
	1.00
	1.00
	1.00

	氨基酸混合物1 amino acid mix1 
	11.56
	11.56
	11.56
	11.56
	11.56
	11.56

	维生素预混料2 vitamin mix2 
	2.00
	2.00
	2.00
	2.00
	2.00
	2.00

	矿物质预混料3 mineral mix3
	2.00
	2.00
	2.00
	2.00
	2.00
	2.00

	磷酸二氢钙 calcium biphosphate
	2.75
	2.75
	2.75
	2.75
	2.75
	2.75

	氯化胆碱 choline chloride
	0.25
	0.25
	0.25
	0.25
	0.25
	0.25

	糊精 dextrin
	35.00
	35.00
	35.00
	35.00
	35.00
	35.00

	微晶纤维素 microcystalline cellulose
	7.69
	7.69
	7.69
	7.69
	7.69
	7.69

	羧甲基纤维素 carboxymethyl cellulose
	5.00
	5.00
	5.00
	5.00
	5.00
	5.00

	乙氧基喹啉 ethoxy quinoline
	0.50
	0.50
	0.50
	0.50
	0.50
	0.50

	甘氨酸 glycine
	2.50
	2.00
	1.50
	1.00
	0.50
	0.00

	L-精氨酸 L-arginine
	0.00
	0.50
	1.00
	1.50
	2.00
	2.50

	合计 total
	100.00
	100.00
	100.00
	100.00
	100.00
	100.00

	成分组成 proximate composition
	
	
	
	
	
	

	精氨酸 arginine
	0.83
	1.30
	1.81
	2.35
	2.82
	3.36

	粗灰分 ash
	5.61
	5.83
	5.59
	5.59
	5.36
	5.49

	粗蛋白 crude protein
	33.80
	34.00
	33.90
	33.6
	33.80
	34.30


	粗脂肪 crude fat
	8.31
	8.40
	8.54
	8.26
	8.35
	8.42


注: 1 氨基酸混合物(每100克饲料): 组氨酸, 0.31 g; 异亮氨酸, 0.68 g; 亮氨酸, 0.87 g; 赖氨酸, 1.09 g; 蛋氨酸, 0.43 g; 苯丙氨酸, 0.66 g; 苏氨酸, 0.71 g; 缬氨酸, 0.56 g; 天冬氨酸, 1.46 g; 丝氨酸, 0.55 g; 甘氨酸, 1.37 g; 丙氨酸, 1.25 g; 胱氨酸, 0.14 g; 酪氨酸, 0.27 g; 色氨酸, 0.12 g; 谷氨酸, 1.11 g.

2 维生素预混料(每千克饲料): 维生素A, 900 000 IU; 维生素D, 250 000 IU; 维生素C, 5 000 mg; 维生素E, 4 500 mg; 维生素K3, 220 mg; 维生素B1, 320 mg; 维生素B2, 1 090 mg; 维生素B6, 5 000mg; 维生素B12, 116 mg; 生物素, 50 mg; 泛酸盐, 1 000 mg; 叶酸, 165 mg; 肌醇15 000 mg; 烟酸, 2 500 mg.

3 矿物添加剂(每千克饲料): 硫酸铜, 2.5 g; 硫酸铁28 g; 硫酸锌, 22 g; 硫酸锰, 9 g; 硒酸钠, 0.045 g; 碘化钾, 0.026 g; 氯化钴, 0.1 g.

Note: 1 Amino acid premix(per 100 g diet): L-histidine, 0.31 g; L-isoleucine, 0.68 g; Leucine, 0.87 g; L-lysine, 1.09 g; L-methionine, 0.43 g; L-phenylalanine, 0.66 g; L-threonine, 0.71 g; L-valine, 0.56 g; L-aspartic acid, 1.46 g; Serine, 0.55 g; glycine, 1.37 g; Alanine; 1.25 g; L-cystine 0.14 g; L-tyrosine, 0.27 g; Tryptophan, 0.12 g; Gulmatic acid, 1.11 g.

2 Vitamin premix(per kg diet): Vitamin A, 900 000 IU; Vitamin D, 250 000 IU; Vitamin C, 2 000 mg; Vitamin E, 4 500 mg; Vitamin K3, 220 mg; Vitamin B1, 320 mg; Vitamin B2, 1 090 mg; Vitamin B6, 5 000 mg; Vitamin B12, 116 mg; Biotin, 50 mg; Pantothenate, 1 000 mg; Folic acid, 165 mg; Choline, 60 000 mg; Inositol, 15 000 mg; Niacin acid, 2 500 mg.
3 Mineral premix(per kg diet): Cupric sulphate, 2.5 g; Ferrous sulphate, 28 g; Zinc sulphate, 22 g; Manganese sulphate, 9 g; Sodium selenate, 0.045 g; Potassium iodide, 0.026 g; Cobalt chloride, 0.1 g.

时, 用甘氨酸作为填充剂, 调节6种饲料达到等能等氮, 用6 mol/L的NaOH溶液调节至中性[5]。各种原料分别充分搅拌混匀, 加15%自来水混匀后, 用SLP-45型制粒机(中国水产科学研究院渔业机械仪器研究所)制成粒径1.0 mm的沉性颗粒饲料, 室温通风72 h阴干, 用黑色塑料袋打包封存, 放于4℃冰柜中保存备用。饲料必需氨基酸组成见表2。
表2  实验饲料中氨基酸组成
Tab. 2  Amino acid analysis of trial diets

%干物质基础  dry matter basis 

	氨基酸
amino acids
	15%酪蛋白提供
	3.75%明胶提供
	5%鱼粉提供
	晶体氨基酸提供
	总计
total
	34%的鱼体蛋白

	
	supplied by 15% casein
	supplied by 3.75% gelatin
	supplied by 5% fish meal
	supplied by crystalline amino acid mixture
	
	34% whole body protein

	必需氨基酸 essential amino acids
	
	
	
	

	赖氨酸 Lys
	1.01
	0.11
	0.23
	1.09
	2.43
	2.43

	组氨酸 His
	0.33
	0.01
	0.11
	0.31
	0.76
	0.76

	异亮氨酸 Ile
	0.63
	0.05
	0.14
	0.68
	1.49
	1.49

	亮氨酸 Leu
	1.21
	0.09
	0.23
	0.87
	2.40
	2.40

	精氨酸 Arg
	0.43
	0.24
	0.18
	*
	*
	2.01

	蛋氨酸 Met
	0.37
	0.02
	0.09
	0.43
	0.90
	0.90

	苯丙氨酸 Phe
	0.62
	0.06
	0.14
	0.66
	1.47
	1.47

	苏氨酸 Thr
	0.55
	0.05
	0.11
	0.71
	1.41
	1.41

	缬氨酸 Val
	0.78
	0.08
	0.16
	0.56
	1.57
	1.57

	非必需氨基酸 non-essential amino acids
	
	
	
	

	天冬氨酸 Asp
	0.96
	0.16
	0.27
	1.46
	2.84
	2.84

	丝氨酸 Ser
	0.70
	0.09
	0.12
	0.55
	1.45
	1.45

	甘氨酸 Gly
	0.24
	0.69
	0.19
	*
	*
	2.50

	丙氨酸 Ala
	0.43
	0.27
	0.20
	1.25
	2.14
	2.14

	胱氨酸 Cys
	0.03
	0.00
	0.02
	0.14
	0.19
	0.19

	酪氨酸 Tyr
	0.68
	0.02
	0.10
	0.27
	1.07
	1.07

	谷氨酸 Glu
	2.79
	0.32
	0.42
	1.11
	4.64
	4.64


注: *表示变量; 色氨酸未检测到.

Note: * donates variable. Tryptophane was not detected

1.2  实验鱼种与饲养管理

养殖实验在中国水产科学研究院淡水渔业研究中心南泉基地的一个水泥池塘(规格: 60 m × 30 m)中进行, 池塘平均水深约2.5 m。实验所用团头鲂幼鱼购自本基地, 用对照组饲料(0.83%)驯化15 d后, 将540条体质健壮, 规格基本一致的团头鲂幼鱼鱼种, 初始体质量(2.60±0.10) g, 随机分入18个网箱(规格: 1 m×1 m×1 m)中, 6个实验组, 每组设3个重复, 每个网箱放养30尾。每天定时投喂3次(8: 00, 12: 00, 16: 00), 每次投喂持续30 min, 日投饵量为鱼体质量的3%~5%, 并根据摄食和生长情况作适当调整, 直到表观饱食为止。
每天定时(8:00, 16:00)测定网箱内水体的水温、溶解氧和pH等。当水体溶氧低于5.0 mg/L时, 及时启动增氧机给水体供氧。每周给池塘换掉一部分水, 并且定期测定氨氮和亚硝酸盐含量, 以保证池塘水质清新。饲养期间水温21~24℃, pH为7.2~7.8, 溶解氧>5 mg/L, 氨氮<0.05 mg/L。减少人为干扰, 保持安静, 防止额外应激, 每日观察鱼摄食及死亡情况, 发现死鱼及时捞出称重记数, 并检查死亡原因。正式养殖周期为9周。

饲养实验结束后, 选择体质量基本一致的团头鲂幼鱼进行攻毒实验, 每箱取10尾鱼。病原菌采用淡水渔业研究中心疾病与营养实验室保存的嗜水气单胞菌(Aeromonas hydrophila, A.h)。按Xie等[13]所述方法, 将两次活化后的嗜水气单胞菌用无菌生理盐水稀释, 使终浓度约为1×107 cells/mL。按每100 g鱼重腹腔注射菌液1.0 mL剂量注射后, 放养于原网箱中, 并保证充足的氧气, 观察鱼体死亡情况, 并分别于0、12、24、48、96、144 h统计鱼的累积死亡率。
1.3  样品收集和测定方法 
1.3.1  饲料成分分析  饲养实验开始之前, 用于测定原料和饲料的粗蛋白、粗脂肪、灰分和水分含量等常规营养成分。通过常压干燥法在105℃的烘箱中烘至恒重计算干物质含量; 通过凯氏定氮法(GB/T6432-1994)检测样品的粗蛋白含量(AOAC, 1995); 使用索氏抽提法(GB/T6432-1994)即利用乙醚抽脂检测粗脂肪含量; 采用560℃灼烧法(GB/T6438- 1992)在马氟炉焚烧5 h后计算灰分含量。
1.3.2  常规生长指标测定  饲养实验结束后, 禁食24 h, 每箱随机选取3尾, 每组9尾团头鲂, 采血后测定每条鱼的体质量, 随后对每箱余下的鱼体称重后计算增重率和饲料效率。

1.3.3  血液指标测定  饲养实验结束后, 分别从每箱随机取团头鲂3尾, 每个处理9尾鱼, 用质量浓度为100 mg/L的MS-222作快速深度麻醉, 用一次性医用注射器(用肝素钠润湿)从尾静脉采血。将血液于4℃条件下10 000 r/min 离心10 min, 制备血清, 70℃冻存备 测定。谷丙转氨酶(ALT)、谷草转氨酶(AST)、白蛋白(ALB)、葡萄糖(Glu)、尿素(Urea)和总蛋白(Tp)等在迈瑞BS-400全自动生化分析仪(Mingdry, 深圳, 中国), 试剂盒均购自深圳迈瑞生物医疗电子股份有限公司。
1.3.4  氨基酸的测定  血清中游离氨基酸用三氯乙酸沉淀蛋白后, 采用江南大学食品科技学院安捷伦1100液相色谱仪分析仪(Agilent Technologies Co., Ltd., Santa Clara, USA)测定。原料和饲料用6 mol/L的HCl在110℃下水解24 h后, 用安捷伦1100液相色谱仪分析仪测定其中的氨基酸。

1.3.5  补体3和补体4测定  血清中补体3和补体4, 37℃条件下孵育, 与相应抗体结合, 形成抗原−抗体复合物浓度所对应的补体含量。血清补体3和补体4测定试剂盒购自南京建成生物工程研究所。

1.3.6  血细胞呼吸爆发活性测定  参考Song等[14]的方法, 略有改动。饲养实验结束后, 分别从每箱随机取团头鲂3尾, 每个处理9尾鱼, 用质量浓度为100 mg/L的MS-222作快速深度麻醉, 用一次性医用注射器(用肝素钠润湿)从尾静脉采血。在1.5 mL离心管中加入100 µL抗凝新鲜血液, 然后加入100 µL 0.2% NBT(Nitroblue tetrazolium, Sigma), 37℃下孵育30 min, 取15 µL反应液, 加300 µL N, N′-二甲基甲酰胺(DMF), 充分混匀, 经离心5 min(2000 rmp, 4℃), 以200 µL DMF为空白对照, 取200 µL上清液于540 nm下读取吸光值, 呼吸爆发活性表示为OD540。

1.4  相关指标计算公式
增重率(weight gain rate, WGR, %)=100× (WtW0)×W01; 

饲料效率(feed efficiency rate, FER, %)=100× (WtW0)×FI1; 

成活率(survival rate, SR, %)= 100×Nt×N1; 

累计死亡率(cumulative mortality, %)= Nf × N01
式中, W0(g)为鱼初体均重; Wt(g)为鱼末体均重; FI(g)每尾鱼平均摄食饲料总量(风干样重); Nt为收获尾数, N为放养尾数; N0为初受感染鱼尾数; Nf为死亡鱼尾数。
1.5  数据统计与分析

实验数据用SPSS 16.0统计软件包中的单因素方差分析(One-way ANOVA), 若差异显著, 再进行多重比较(Duncan’s procedure), P<0.05表示差异显著, 所有的结果均以平均值±标准误(
[image: image1.wmf]x

±SE)表示。
2  结果与分析

2.1  饲料中不同水平精氨酸对团头鲂幼鱼生长性能和饲料利用率的影响

本实验中, 各实验组间团头鲂幼鱼存活率都大于90%, 且各组间无显著差异(P>0.06)。由图1可见, 饲料中精氨酸水平显著影响了团头鲂幼鱼的生长性能(P<0.05)。随着饲料中精氨酸水平的增加, 团头鲂幼鱼增重率呈先增加后趋于平缓趋势。与对照组(0.83%)相比, 1.81%、2.35%、2.82%和3.36%组团头鲂幼鱼增重率显著提高(P<0.05), 1.81%、2.35%和2.82%组的饲料效率显著提高(P<0.05)。

2.2  饲料中不同水平精氨酸对团头鲂幼鱼血清中精氨酸和赖氨酸含量的影响

由图2可以看出, 随着饲料中精氨酸水平的升高, 团头鲂幼鱼血清中精氨酸含量呈先上升后趋于平缓的趋势, 而血清中赖氨酸水平却呈现一直下降的趋势; 与对照组相比, 1.81%、2.82%和3.36%组团头鲂幼鱼血清中精氨酸含量显著提高(P<0.05), 3.36%组团头鲂幼鱼血清中赖氨酸含量却显著降低(P<0.05)。
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图 1  饲料中精氨酸水平对团头鲂幼鱼增重率(WGR)和饲料效率(FER)的影响

不同字母表示各组间有显著差异(P<0.05).
Fig. 1  Effect of dietary arginine level on weight gain rate(WGR) and feed efficiency rate(FER) of juvenile Megalobrama amblycephala
Different superscript letters indicate significant differences between groups(P<0.05). 

[image: image3.png]— 25
e
o0 5 20
g:
E =2
&1 @ 1
HE 5
K =

o

<

Vo

b B f5 2482 agrinine
1 _Ttl b O $#i 2 R lysine
- b ab b

N

0.8

3

1.

3 1.81 2.35 2.82  3.36
(kbR R %
dietary arginine level




图2  饲料中精氨酸水平对团头鲂幼鱼血清中精氨酸和赖氨酸含量的影响
不同英文字母表示各组间有显著差异(P<0.05).
Fig. 2  Effect of dietary arginine levels on agrinine and lysine content of plasma in juvenile Megalobrama amblycephala
Different superscript letters indicate significant differences between groups(P<0.05).

2.3  饲料中不同水平精氨酸对团头鲂幼鱼血液生化指标的影响

由表3可以得出, 与对照组相比, 1.30%和1.81%组团头鲂幼鱼血清中谷草转氨酶(AST)活性显著降低(P<0.05)。与对照组相比, 1.81%、2.35%、2.82%和3.36%组团头鲂幼鱼血清中总蛋白(TP)和球蛋白(GLB)含量显著提高(P<0.05)。3.36%组团头鲂
表3  饲料中精氨酸水平对团头鲂幼鱼血液生化指标的影响
Tab.3  Effect of dietary arginine levels on haematological characteristics in juvenile Megalobrama amblycephala 

n=9; 
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± SE
	项目

item
	精氨酸含量/% arginine content

	
	0.83
	1.30
	1.81
	2.35
	2.82
	3.36

	尿素/(mmol·L(1)

urea
	0.42±0.02a
	0.45±0.03a
	0.45±0.02a
	0.43±0.02a
	0.47±0.03a
	0.54±0.02b

	葡萄糖/(mmol·L(1)

Glu
	1.87±0.26
	2.55±0.19
	2.14±0.15
	2.38±0.25
	2.51±0.34
	2.55±0.12

	谷丙转氨酶/(U·L(1)

ALT
	18.65±2.52
	16.17±3.47
	18.83±4.38
	14.75±2.22
	21.17±2.89
	22.94±1.36


	谷草转氨酶/(U·L(1)

AST
	49.33±6.93b
	30.86±3.35a
	27.68±5.28a
	45.10±5.66ab
	53.58±8.22b
	61.70±4.62b

	总蛋白/(mmol·L(1)

TP
	16.20±1.3a
	18.63±1.31ab
	19.81±0.73bc
	22.53±0.85c
	20.29±1.18bc
	20.10±0.82bc

	白蛋白/(mmol·L(1)

ALB
	1.38±0.23
	1.29±0.19
	1.39±0.09
	1.74±0.17
	1.56±0.17
	1.27±0.13

	球蛋白/(mmol·L(1)

GLB
	15.08±1.11a
	17.48±1.26ab
	18.42±0.64bc
	20.66±0.74bc
	18.53±1.22bc
	18.83±0.71bc


注: 不同英文字母表示各组间有显著差异(P<0.05).

Note: Different superscript letters indicate significant differences between groups(P<0.05).
幼鱼血清中尿素含量显著高于其他各组中的尿素含量(P<0.05); 饲料中精氨酸水平对团头鲂幼鱼血清中谷丙转氨酶活性(ALT)、白蛋白(ALB)和葡萄糖(Glu)含量无显著影响(P>0.05)。

2.4  饲料中不同水平精氨酸对团头鲂幼鱼血细胞数量的影响

由表4可以看出, 随着饲料中精氨酸水平的升高, 团头鲂幼鱼血液中白细胞(WBC)、红细胞(RBC)数量和血红蛋白(HGB)含量都呈先上升后趋于平缓的变化, 与对照组相比, 1.81%组团头鲂幼鱼血液中白细胞、红细胞数量和血红蛋白含量显著提高(P<0.05)。但是, 饲料中精氨酸水平对团头鲂幼鱼血栓细胞(PLT)数目无显著影响(P>0.05)。

2.5  饲料中不同水平精氨酸对团头鲂幼鱼免疫指标的影响

由表5可以看出, 随着饲料中精氨酸水平的增加, 团头鲂幼鱼血清中补体3(C3)含量呈先上升后趋于平缓的趋势, 与对照组相比, 1.81%和2.35%组团头鲂幼鱼血清中补体3的含量显著提高(P<0.05), 但饲料中精氨

表4  饲料中精氨酸水平对团头鲂幼鱼血细胞数量的影响

Tab. 4  Effects of dietary arginine levels on blood cell amount of juvenile Megalobrama amblycephala
n=9; 
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± SE
	精氨酸含量/%

arginine content
	白细胞/(×109·L(1)

WBC
	红细胞/(×1012·L(1)

RBC
	血红蛋白/(g·L(1)

HGB
	血栓细胞/(×109·L(1)

PLT

	0.83
	107.43±6.37a
	0.92±0.06a
	43.67±2.88a
	20.57±2.21

	1.30
	145.79±16.96ab
	1.19±0.13ab
	57±6.09ab
	22.50±2.24

	1.81
	153.84±8.82b
	1.34±0.09b
	64.22±4.31b
	24.67±0.75

	2.35
	130.02±15.68ab
	1.13±0.16ab
	54.78±7.34ab
	24.29±2.97

	2.82
	136.87±13.3ab
	1.09±0.11ab
	52.78±4.9ab
	22.25±2.95

	3.36
	141.62±13.57ab
	1.06±0.06ab
	54.22±3.72ab
	24.17±2.18


注: 不同英文字母表示各组间有显著差异(P<0.05).

Note: Different superscript letters indicate significant differences between groups(P<0.05).
表5  饲料中精氨酸水平对团头鲂幼鱼免疫指标的影响

Tab. 5  Effects of dietary arginine levels on immunity index of juvenile Megalobrama amblycephala 

n=9; 
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± SE
	类别

item
	精氨酸含量/% arginine content

	
	0.83
	1.30
	1.81
	2.35
	2.82
	3.36

	补体3/(mgּL(1) C3
	152.12±15.82a
	229.05±28.88ab
	287.99±24.12bc
	374.25±54.90c
	217.62±20.87ab
	191.85±21.41ab

	补体4 /(mgּL(1) C4
	71.02±8.04
	65.29±14.54
	71.27±5.69
	61.15±8.19
	64.7±6.54
	60.83±7.81


注: 不同英文字母表示各组间有显著差异(P<0.05).

Note: Different superscript letters indicate significant differences between groups (P<0.05).
酸水平对补体4(C4)含量无显著影响(P>0.05)。

2.6  饲喂不同水平精氨酸的团头鲂幼鱼感染嗜水气单胞菌后的死亡率

在攻毒实验中, 团头鲂幼鱼都不同程度地表现出由嗜水气单胞菌引起的典型出血性败血症症状, 如腹部、鳍基部、鳃裂后部有充血或出血症状, 部分濒死状态的鱼腹部膨大, 肛门红肿, 解剖后发现腹腔内积水, 肠部充血发炎。
由图3可知, 随着时间的增加, 各实验组累积死亡率呈升高的变化趋势, 至144 h, 各实验组死亡率趋于平缓; 在攻毒24 h后, 与对照组相比, 2.35%组团头鲂幼鱼累计死亡率显著降低(P<0.05); 在攻毒48 h后, 与对照组相比, 1.81%和2.35%组团头鲂幼鱼累计死亡率显著降低(P<0.05); 在攻毒72 h和144 h后, 1.30%、1.81%和2.35%组团头鲂幼鱼累计死亡率显著降低(P<0.05)。
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图3  饲喂不同水平精氨酸的团头鲂幼鱼在感染嗜水气单胞菌后的累计死亡率
同一时间内, 不同字母表示各组间有显著差异(P<0.05).
Fig. 3  Effects of dietary arginine levels on cumulative mortality in juvenile Megalobrama amblycephala infected with Aeromonas hydrophila

Within the same time, different superscript letters indicate significant differences between groups(P<0.05).
2.7  饲料中不同水平精氨酸对团头鲂幼鱼血细胞呼吸爆发的影响

由图4可以看出, 饲料中添加精氨酸不同程度地提高了团头鲂幼鱼的血细胞呼吸爆发活性。随着饲料中精氨酸水平的增加, 团头鲂幼鱼血细胞呼吸爆发活性逐渐升高, 当精氨酸含量为1.81%时, 血细胞呼吸爆发活性达到最大值(OD540=0.44), 且显著高于对照组(P<0.05)。
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图4  饲料中不同水平精氨酸对血细胞呼吸爆发活性的影响

不同字母表示各组间有显著差异(P<0.05).
Fig. 4  Effects of dietary arginine levels on respiratory burst assay of blood cell in juvenile Megalobrama amblycephala
Different superscript letters indicate significant differences between groups (P<0.05).
3  讨论

3.1  精氨酸对团头鲂幼鱼生长性能及血清中精氨酸和赖氨酸含量的影响
在水产动物蛋白质合成和促生长方面, 精氨酸具有很重要的作用[4]。在本实验中, 随着饲料中精氨酸水平的增加, 团头鲂幼鱼的生长性能和饲料效率显著提高。这一结果与牙鲆(Paralichthys olivaceus)[5–6]和斜带石斑鱼(Epinephelus coioides)[7]的研究结果一致。结果表明, 精氨酸对团头鲂幼鱼生长是必需的, 并且能够吸收利用饲料中的晶体精氨酸。

一般而言, 在动物体内蛋白质合成过程中, 血清中游离氨基酸的含量能够反映氨基酸的吸收情 况[15]。在本实验中, 随着饲料中精氨酸水平的增加, 血清中精氨酸含量呈先升高后趋于平缓趋势, 并且变化显著。这一结果与Alam等[5]和Lall等[16]的研究结果一致。Zhou等[17]在黑鲷(Sparus macrocephalus)的研究中发现, 鱼摄食含不同水平精氨酸的饲料时, 血清中精氨酸含量显著升高, 但是对精氨酸水平超过需要量之后, 血清中精氨酸含量的变化未进行进一步解释。本实验中, 团头鲂幼鱼饲料中含有较低水平精氨酸时, 精氨酸极有可能主要用于蛋白质合成, 这可以解释血清中精氨酸含量比较低的现象。一旦饲料中精氨酸达到鱼体需要量时, 血清中的剩余精氨酸开始累积, 由此推测, 血清精氨酸含量应该显著升高, 但是本实验中精氨酸水平却保持不变。有研究发现, 当鱼体必需氨基酸满足自身需求之后, 机体内精氨酸含量不再上升, 可能是机体组织氨基酸库容量有限或者缓存能力在某一时间段被限制[18–19]。结果表明, 饲料中氨基酸不平衡, 致使血清中精氨酸含量不平衡, 进而导致吸收受到抑制。
精氨酸和赖氨酸的拮抗作用在陆生动物中已经得到证实, 但是这一作用在鱼类中的报道不一致。Berge等[20]研究认为, 大西洋鲑(Salmo salar)存在精氨酸−赖氨酸的拮抗作用, 两者之间的竞争抑制作用影响氨基酸的吸收、转运和代谢。进一步深入研究发现, 精氨酸和赖氨酸共用刷状缘膜载体, 无论饲料中两者比例如何变化, 精氨酸都是赖氨酸的抑制物[21]。在虹鳟的研究中发现, 精氨酸水平的增加导致鱼体肠道对赖氨酸吸收能力下降[22]。但是, Kaczanowshk等[23]报道, 对虹鳟投喂不同水平精氨酸饲料时, 精氨酸和赖氨酸之间未产生拮抗作用。在本实验中, 随着饲料中精氨酸水平的增加, 血清中精氨酸含量逐渐升高, 但血清中赖氨酸水平显著下降, 这可能是由于精氨酸水平过高, 与赖氨酸产生了拮抗作用, 降低了赖氨酸的吸收。这一结果与Zhou等[24]的研究一致。由于鱼的种类、精氨酸水平或者饲料类型等方面都会对氨基酸吸收产生影响, 究竟是何种原因造成水产动物中出现精氨酸和赖氨酸的拮抗作用有待进一步研究。

3.2  精氨酸对团头鲂幼鱼血液生化指标的影响

在血清生化指标中, 血清尿素含量是反映氨基酸分解代谢的最直观指标[25]。尿素最初在肝中合成, 通过肾排出, 是嘌呤分解代谢的最终产物。血清尿素氮浓度可以准确反映动物体内蛋白质代谢和氨基酸代谢的平衡状况, 当氨基酸平衡时, 血清尿素氮浓度下降, 反之尿素氮浓度升高。Berge等[25]和Tantikitti等[26]发现, 鱼摄食氨基酸缺乏和不平衡的饲料时, 氨基酸分解代谢增加, 血清尿素氮含量也随之增加。在牙鲆的研究中发现, 血清尿素含量与精氨酸的摄入量有很大相关性[5]。在本实验中, 低水平的精氨酸对血清尿素氮浓度未产生显著影响, 但添加高水平精氨酸后, 体内尿素氮显著升高。Tomas等[27]也发现, 投喂缺乏精氨酸的饲料时, 造成动物体内新陈代谢改变, 血浆中尿素含量减少。同时, Chen等[28]报道, 当精氨酸达到自身需要量后, 斑节对虾(Penaeus monodon)血浆中尿素含量突然增加。在硬骨鱼类中, 尿素的产生主要归功于蛋白质或氨基酸分解代谢[29], 体内尿素合成来源于过量的精氨酸代谢途径[30], 说明饲料中精氨酸过量, 供给鱼类的各种氨基酸比例失调, 会限制其他氨基酸的吸收利用, 多余的氨基酸则脱掉羧基和转氨基作为能量被消耗掉, 从而造成蛋白质利用率下降、氮排泄增加等生理状况。

AST和ALT是广泛存在于动物细胞线粒体中的两种重要氨基转移酶, 在机体蛋白质和氨基酸代谢中起着重要作用, 其活性与氨基酸代谢强弱有一定关系[31]。在正常情况下, 由于细胞膜的屏障作用, 不易逸出, 因此血清中该两种酶的活性很低, 但是当细胞因各种因素(如富营养刺激)而受到损伤时, 细胞膜的通透性升高使其释放入血液的速度加快, 致使血清中该酶活性显著升高[32]。本实验测得血清AST活性随着饲料中精氨酸水平的增加先下降, 然后上升, 在精氨酸含量为1.81%的组最低, 但是ALT活性无显著变化。这一结果与黑鲷(Acanthopagrus schlegelii)幼鱼[24]和南美白对虾[33](Litopenaeus vannamei)一致。当精氨酸含量不足和过量, 即氨基酸模式不平衡时, 致使鱼体肝受损, 会造成部分氨基酸可能脱羧基和转氨基并以能量的形式消耗, 而供应机体合成蛋白和其他生理需要的氨基酸量不足, 因而导致谷草转氨酶增高的现象。血清总蛋白在一定程度上能够反映机体营养状况以及蛋白质代谢水平; 血清球蛋白则是源于B细胞转化为浆细胞后分泌而成, 能够反映机体的抵抗力。一般来说, 机体的营养状况好, 蛋白质合成增加, 血清总蛋白水平升高。Zhou 等[17]在黑鲷精氨酸需要量的研究中发现, 血清总蛋白含量与鱼体生长之间存在正相关的关系。本实验中, 血清总蛋白水平随精氨酸水平升高显著升高, 说明饲料中缺乏精氨酸导致氨基酸不平衡, 蛋白质合成受阻。有相关报道, 精氨酸水平也能够提高南美白对虾的血清总蛋白和球蛋白含量, 促进体内蛋白质合成[33]。血清白蛋白由肝合成, 是机体蛋白质来源之一, 可用于修补组织和提供能量; 正常情况下, 血清中的葡萄糖充足, 胰岛素通过作用于细胞膜的载体来促进细胞摄取葡萄糖和氨基酸, 使血清中糖原和白蛋白含量增加。本实验中, 白蛋白和葡萄糖没有显著变化, 这可能与品系、生长阶段、实验饲料和养殖条件等有关。
3.3  精氨酸对团头鲂幼鱼免疫的影响

存活率能够反映鱼体疾病体抗力[34], 特别是感染细菌之后的存活率[35]。本实验中, 精氨酸能够显著提高团头鲂幼鱼感染嗜水气单胞菌之后的存活率。众所周知, 疾病抵抗力与免疫反应息息相关。红细胞能够诱导血液B细胞通过增殖、分化和成熟产生免疫球蛋白[36]; 当机体受到胁迫之后, 白细胞能够迅速透过机体移动到病灶部位, 达到缓解应激的效果[37]。Buentello等[12]和Zhou等[17]报道, 精氨酸水平能够显著提高斑点叉尾鮰和黑鲷的红细胞比容、白细胞数目和嗜异细胞数目等免疫指标。本实验中, 随着精氨酸添加水平的升高, 红细胞和白细胞数目显著升高, 血红蛋白含量也显著增加, 说明精氨酸通过提高红细胞和白细胞数目来增加机体免疫力。

鱼体内存在各种具有吞噬功能的细胞(吞噬细胞、中性粒细胞和巨噬细胞), 它们能够将侵入机体的病原菌吞噬, 其膜内结合的NAD(P)H氧化酶可以将分子氧转化为超氧阴离子(O2–), 这个过程称为呼吸爆发[38]。这种活性氧可以独立地与其他溶酶体酶类系统地发挥作用, 对于侵入的病原菌有很大的杀伤力[39]。呼吸爆发活性的高低是反映吞噬细胞杀菌能力的一个直观指标。在本实验中, 随着饲料中精氨酸水平的升高, 呼吸爆发活性显著升高, 说明精氨酸能够激发血细胞产生足够的活性氧来抵抗外来病原体的入侵。鱼类的补体系统通过吞噬细胞协助作用能够溶解外来细胞和外来生物体[40]。补体3和补体4在鱼类补体系统中担当着重要角色[41]。有研究发现, 添加蛋氨酸类似物能够显著提高建鲤(Cyprinus carpio var. jian)的补体3含量[42]。在本实验中, 随着精氨酸水平的增加, 团头鲂幼鱼补体3的含量显著升高, 但补体4没有显著变化。说明精氨酸能够提高团头鲂幼鱼的补体含量, 提高鱼体补体系统的免疫应答能力。

4  结论

(1) 饲料中添加1.81%~2.35%晶体氨基酸可提高团头鲂幼鱼饲料效率, 促进鱼体生长。

(2) 饲料中氨基酸不平衡, 会导致团头鲂鱼体蛋白质合成受阻, 同时, 精氨酸和赖氨酸存在拮抗作用。

(3) 饲料中适量添加1.81%~2.35%的精氨酸时, 能够提高团头鲂幼鱼免疫力。 
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Effects of dietary arginine level on growth performance, free essential amino acids, hematological characteristics, and immune response in juvenile blunt snout bream (Megalobrama amblycephala)
LIAO Yingjie1, 2, LIU Bo1, 2, REN Mingchun2, GE Xianping1, 2, XIE Jun1, 2, CUI Honghong1, 2, ZHOU Qunlan1, 2, ZHANG Wuxiao1, CHEN Ruli2
1. Wuxi Fishery College, Nanjing Agricultural University, Wuxi 214081, China; 
2. Key Laboratory of Freshwater Fisheries and Germplasm Resources Utilization, Ministry of Agriculture, Freshwater Fisheries Research Center, Chinese Academy of Fishery Sciences, Wuxi 214081, China
Abstract: We conducted a 9-week feeding trial to investigate the effect of dietary arginine on free essential amino acids, hematological characteristics, and the immune response in juvenile Megalobrama amblycephala. Six isonitrogenous and isoenergetic semi-purified diets were formulated to contain graded dietary arginine levels (actual levels: 0.83%, 1.30%, 1.81%, 2.35%, 2.82%, and 3.36%). The protein source consisted of casein-gelatin-fish meal and a crystalline amino acid mixture. The experimental fish (2.6±0.1 g) were randomly assigned among 18 cages (1 m×1 m×1 m, 30 ind/cage). Each experimental diet was fed to fish in triplicate tanks using a completely randomized design. Weight gain rate (WGR) and feed efficiency rate (FER) increased significantly with an initial increase in dietary arginine levels (P<0.05), but tended to plateau above a dietary arginine level of 1.81%. The crystalline arginine was used by juvenile snout bream, but there was a negative correlation between arginine and lysine content in the plasma. Dietary supplementation with arginine caused a significant increase in urea, total protein (TP) and globulin (GLB) concentrations (P<0.05), a decrease in plasma aspartate aminotransferase (AST) activity, and an invariable level difference in the plasma glucose (GLU) concentration, alanine aminotransferase (ALT) activity and albumin (ALB) in juvenile blunt snout bream, relative to the control diet (0.85%). Hemoglobin content (HGB) content, red blood cell (RBC) count, and white blood cell (WBC) count increased significantly (P<0.05) with an increase in dietary arginine level between 0.83% and 1.81%. However, there was a significant (P<0.05) decrease with an increase in dietary arginine levels between 2.35% and 3.36%. The maximum RBC count, WBC count, and HGB content were observed in animals fed 1.81% dietary arginine. Dietary arginine level significant affected the respiratory burst assay of blood cell (P<0.05), and had a negative effect on cumulative mortality in juvenile M. amblycephala infected with Aeromonas hydrophila. Our results suggests that feed supplementation with 1.81% and 2.35% arginine enhances amino acid absorption and stimulates immunity and resistance to pathogenic infection in juvenile M. amblycephala.
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