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小肽对星斑川鲽幼鱼消化酶活性、抗氧化能力和生化组成的影响
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摘要: 选用初始体质量(15.30±0.03) g的星斑川鲽(Platichthys stellatus)幼鱼, 在其基础饲料中添加不同梯度的小肽(鱼水解肽), 添加水平分别为0 (对照组)、0.25%、0.50%、0.75%、1.0%和1.5%, 每组设3个重复, 每个重复30尾鱼, 实验周期为56 d。结果表明: 1) 除肝胰脏淀粉酶外, 星斑川鲽幼鱼胃、肠和肝胰脏中消化酶活性在各组间均存在显著性差异(P<0.05), 且随着小肽添加水平的上升而呈现先上升后下降的趋势。2) 饲料中添加小肽显著降低了肝胰脏和血清中的丙二醛含量(P<0.05), 并显著提高了1.0%和1.5%小肽添加组血清的总抗氧化能力, 而对肝胰脏超氧化物歧化酶和谷胱甘肽还原酶均无显著影响(P>0.05), 同时, 1.0%和1.5%小肽添加组血清超氧化物歧化酶和谷胱甘肽氧化物酶活性以及0.75%和1.0%小肽添加组血清谷胱甘肽还原酶活性均显著高于对照组(P<0.05)。3)小肽添加组苯丙氨酸含量均显著高于对照组(P<0.05), 0.50%~1.5%小肽添加组亮氨酸含量也显著高于对照组(P<0.05), 而其他氨基酸在不同小肽添加组间均无显著性差异(P>0.05); 0.75%和1.0%小肽添加组多不饱和脂肪酸含量显著高于对照组(P<0.05), 0.5%~1.0 %小肽添加组DHA和EPA含量均显著高于对照组(P <0.05), 而ARA在不同添加组间无显著差异(P>0.05)。综上可知, 饲料中添加适量小肽可有效提高消化酶活性和抗氧化能力, 促进机体生长, 并在一定程度上提高鱼肉品质。
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近年来, 随着水产养殖业的迅猛发展, 水产品安全问题受到广泛关注。抗生素和抗菌类渔药的限用使安全、无污染饲料添加剂的开发迫在眉睫, 而生物活性肽逐渐成为绿色添加剂的首选。目前, 有关生物活性肽利用的研究主要集中在寡肽, 其中小肽是寡肽中主要的作用物质, 指氨基酸数为2~3的寡肽[1]。以往人们对蛋白质营养学的研究多基于传统的蛋白质代谢模型, 即认为只有游离氨基酸才能被动物直接吸收利用, 而寡肽只能通过降解为游离氨基酸后才能被利用。但随着对寡肽转运和吸收机制研究的不断增多, 肽类能够被机体完整吸收利用逐渐被人们所认知。小肽作为蛋白质的主要消化产物, 其在氨基酸消化、吸收和代谢以及生理调节中起着重要的作用。相关研究表明, 小肽具有促进机体生长[2–3], 提高机体消化酶活性[4–5]和增强抗氧化能力[6–7]等功效, 且因其无毒副作用、无耐药性、无残留和价格低廉等特性而被广泛应用于畜牧及水产动物的饲料中[2–9]。Kotzamanis等[4]发现当投喂含小肽的饲料时, 欧洲鲈(Dicentrarchus labrax)肠内碱性磷酸酶和氨基肽酶含量明显增加, 并且促进了鱼体消化道的发育成熟; 许培玉等[5]在南美白对虾的研究中也发现适宜添加水平的小肽能明显促进对虾胃、肠和肝胰腺消化酶的活性。朱选等[7]发现, 饲料中添加小肽能显著提高草鱼体组织和血清中的抗氧化酶活性, 有效降低肝胰脏脂质过氧化损伤。

星斑川鲽(Platichthys stellatus)又称星突江鲽、珍珠鲽和沼鲽等, 其广温广盐、性情温顺, 是一种具有较高营养价值和经济价值的海水养殖鱼类。本研究拟通过在星斑川鲽基础饲料中添加不同梯度的小肽, 探讨小肽对星斑川鲽幼鱼不同体组织消化酶活性、抗氧化能力和生化组成的影响, 从而为小肽在水产动物饲料中的实际应用提供科学依据。

1  材料与方法

1.1  实验材料

实验用幼鱼购于荣成港西水产养殖场, 在暂养池中投喂基础饲料驯化2周, 初始体质量为(15.30±0.03) g, 然后将其随机分为6组, 每组设3个重复, 每个重复30尾鱼, 于直径60 cm, 高80 cm, 水深50 cm的圆柱形玻璃钢中进行饲养, 周期为56 d。实验用小肽为鱼水解肽, 购自美国华达生物科技有限公司, 经测定其粗蛋白含量为48.00% (其中, 谷氨酸含量4.25%, 天冬氨酸2.99%, 甘氨酸2.56, 赖氨酸2.16%, 丙氨酸2.04%), 粗脂肪10.32%, 灰分19.84%, 水分8.60%。高效凝胶过滤色谱法测定其小肽分子量显示2~3肽(200~500 u),质量分数为40.51%。

1.2  实验设计

在以鱼粉、酪蛋白、大豆浓缩蛋白等为主要原料的基础饲料中分别添加0%、0.25%、0.50%、0.75%、1.0%和1.5%的小肽, 其中0%小肽添加组为对照组, 其余为实验组。均匀混合后经螺旋挤压机加工制成直径4 mm的硬颗粒饲料, 自然风干备用。实验饲料组分及营养水平见表1。

实验采用微流水养殖系统, 24 h持续增氧。每天投喂两次, 投饲量为鱼体质量的1.5%~2%。水温保持在17~19℃, pH 7.8~8.2, 盐度28~30, 水体中亚硝酸氮、氨氮含量均低于0.1 mg/L。
1.3  样品采集与测定

1.3.1  生长  实验结束后, 从每桶中随机取15尾鱼, 称体质量测体长并分离内脏团, 按如下公式计算生长指标: 

增重率(weight gain rate, WGR)=(末体质量–初体质量)/初体质量×100%; 

特定生长率(specific growth rate, SGR, %·d–1)= (ln末体质量–ln初体质量)/时间×100; 

肝体比(hepatosomatic index, HSI)=肝胰脏质量/末体质量×100%; 

脏体比(viscerosomatic index, VSI)=内脏质量/末体质量×100%; 

肥满度(condition factor, CF)=体质量/体长3× 100%; 

饲料系数(feed conversion ratio, FCR)=摄食饲料总量/(末体质量–初体质量)×100%。

1.3.2  酶液的制备  停止投喂24 h后, 每桶取3尾鱼, 断脊处死后, 置于冰盘上解剖。分离出胃、肠和肝胰脏, 并剔除脂肪, 4℃生理盐水小心冲洗, 用滤纸吸干表面水分后, 称重, 取体积为其重量10倍的4℃生理盐水, 在冰浴下匀浆, 匀浆液在4℃下10 000 r/min离心15 min, 取上清液即为粗酶液, 4℃保存、待测。

1.3.3  蛋白酶活性的测定  采用Folin-酚试剂法[10], 参照QB/T1803-93, 略作修改。蛋白酶活性定义: 在一定的pH值(肠和肝胰脏7.5, 胃2.5)和温度下, 每1 min水解酪蛋白产生1 μg酪氨酸为1个酶活力单位(U·mg–1·min–1)。

1.3.4  淀粉酶活性的测定  采用淀粉酶活力测定试剂盒(购自南京建成生物工程研究所)测定淀粉酶活力。淀粉酶活性定义: 酶活性以1 mg蛋白在37℃与底物作用30 min, 水解10 mg淀粉定义为1个活力单位(U·mg–1)。

1.3.5  酶液总蛋白  以考马斯亮兰染色法测定粗酶液中蛋白质的含量(南京建成生物工程研究所试剂盒测定)。

1.3.6  肝胰脏和血清抗氧化指标的测定  总抗氧化能力(total antioxidant capacity, T-AOC)、丙
表1  实验饲料组分及营养水平 
Tab. 1  Feed ingredients and nutrient levels in the experiment
%, DM

	项目item
	小肽添加水平/% small peptides supplemental level

	
	0
	0.25
	0.50
	0.75
	1.0
	1.5

	原料 ingredients

	鱼粉 fish meal
	38.00
	38.00
	38.00
	38.00
	38.00
	38.00

	酪蛋白 casein
	10.50
	10.50
	10.50
	10.50
	10.50
	10.50

	花生粕 peanut meal
	6.00
	6.00
	6.00
	6.00
	6.00
	6.00

	大豆浓缩蛋白
soy protein concentrate
	10.00
	10.00
	10.00
	10.00
	10.00
	10.00

	谷朊粉 wheat gluten
	5.00
	5.00
	5.00
	5.00
	5.00
	5.00

	鱼油 fish oil
	6.50
	6.50
	6.50
	6.50
	6.50
	6.50

	羧甲基纤维素钠CMC
	7.80
	7.55
	7.30
	7.05
	6.80
	6.30

	α-淀粉α-starch
	12.14
	12.14
	12.14
	12.14
	12.14
	12.14

	矿物质预混料1)  mineral mixture1)
	2.00
	2.00
	2.00
	2.00
	2.00
	2.00

	维生素预混料2) vitamin mixture2)
	1.00
	1.00
	1.00
	1.00
	1.00
	1.00

	黏合剂 binder
	0.50
	0.50
	0.50
	0.50
	0.50
	0.50

	抗氧化剂 antioxidant
	0.06
	0.06
	0.06
	0.06
	0.06
	0.06

	氯化胆碱 choline chloride
	0.50
	0.50
	0.50
	0.50
	0.50
	0.50

	小肽 small peptides
	0.00
	0.25
	0.50
	0.75
	1.00
	1.50

	合计 total
	100.00
	100.00
	100.00
	100.00
	100.00
	100.00

	营养水平 nutrient levels

	粗蛋白质 crude protein
	51.97
	52.38
	52.42
	52.22
	52.99
	52.39

	粗脂肪 crude lipid
	10.79
	10.60
	10.68
	10.51
	11.02
	11.00

	灰分 ash
	9.30
	9.60
	9.30
	9.30
	9.20
	9.60

	总能/ (kJ·g–1) gross energy
	20.13
	20.45
	20.24
	20.25
	20.35
	20.29

	蛋能比/ (mg·kJ–1) protein/energy ratio
	25.94
	25.61
	25.90
	25.79
	26.04
	25.82


注: 1) 每千克矿物质预混料含: MgSO4·7H2O 3 568.0 mg, KCl 3 020.5 mg, KAl(SO4)2 8.3 mg, CoCl2 28.0 mg, ZnSO4·7H2O 353.0 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, NaH2PO4·2H2O 25 568.0 mg, Ca-lactate 15 968.0 mg. 2) 每千克维生素预混料含: 维生素A 38.0 mg, 维生素D 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. 3) 营养水平为实测值.

Note: 1) One kilogram of mineral premix containing the following: MgSO4·7H2O 3 568.0 mg, KCl 3 020.5 mg, KAl(SO4)2 8.3 mg, CoCl2 28.0 mg, ZnSO4·7H2O 353.0 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, NaH2PO4·2H2O 25 568.0 mg, Ca-lactate 15 968.0 mg. 2) One kilogram of vitamin premix containing the following: retinol acetate 38.0 mg, cholecalciferol 13.2 mg, alpha-tocopherol 210.0 mg, thiamin 115.0 mg, riboflavin 380.0 mg, pyridoxine HCl 88.0 mg, pantothenic acid 368.0 mg, niacin acid 1 030.0 mg, biotin 10.0 mg, folic acid 20.0 mg, vitamin B12 1.3 mg. 3) Nutrient levels were measured values.
二醛(maleic dialdehyde, MDA)、超氧化物歧化酶(sop​er​oxide dismutase, SOD)、谷胱甘肽还原酶(glutat​hione reductase, GR)、谷胱甘肽过氧化物酶(glutat​hione peroxidase, GSH-PX)活性均采用南京建成生物工程研究所生产的试剂盒测定。

1.3.7  肌肉氨基酸含量的测定  称取30 mg肌肉样品置于水解管中, 加入6 mL(1︰1, 体积比) HCl, 通入氮气, 真空泵抽空并封管, 于110℃烘箱内水解24 h。水解结束后, 取出冷却, 定容至50 mL。取1mL水解液过0.45 µm滤膜于蒸发皿中, 在100℃水浴蒸干, 期间加2次1 mL的蒸馏水。蒸干后的样品加1 mL稀释试剂, 震荡溶解, 过0.45 µm滤膜上机测定。

试剂与仪器: 采用Agilent 1200 Series高效液相色谱仪, 色谱柱为Ultrasphere C18 250 mm×4.6 µm。异丙醇为分析纯。色谱条件: 检测波长为436 nm, 流速为1.4 mL/min。流动相: A为1 mol/LNaH2PO4, 用NaOH调pH至7.8。B为45%乙腈、45%甲醇和10%超纯水。

1.3.8  肌肉脂肪酸含量测定

试剂与仪器: 标准脂肪酸甲酯(美国SUPE​LCO公司), 色谱纯正己烷, 日本岛津GC 2010气相色谱仪, 带AOC-12自动进样器, 色谱柱为SP-256气相毛细管柱, 100 m×0.25 mm×0.2 µm(美国SUPELCO公司)。

脂肪酸含量测定参照Pritam等[11]的方法并略作修改。GC条件: 进样口和监测器温度260℃, 载气纯度为99.99%高纯氮, 柱流速1.8 mL/min; 氢气流速40 mL/min; 空气流速400 mL/min。柱起始温度为140℃, 保持5 min, 以4℃/min升至240℃, 保持10 min。根据出峰的保留时间, 鉴定各种脂肪酸, 用面积归一法计算脂肪酸的相对百分含量。

1.4  统计与分析

数据用SPSS 13.0版软件进行One-way ANOVA和Duncan多重比较, 以P<0.05作为差异显著的标准。数据分析前均进行方差齐性检验。数值均采用平均值±标准差(mean ± SD)表示。

2  结果与分析

2.1  生长

饲料中不同小肽添加水平下星斑川鲽幼鱼生


长情况见表2。随着小肽添加水平的升高, 星斑川鲽增重率先上升后下降, 并在1.0%添加组达到最高, 除0.25%添加组外, 其余各小肽添加组增重率均显著高于对照组(P<0.05); 对照组的FCR显著高于实验组(P<0.05), 而各实验组间无显著性差异(P>0.05); 除0.25%小肽添加组外, 其余实验组SGR均显著高于对照组(P<0.05), 且在1.0%添加组SGR值最高; 实验周期内, HSI、VSI和CF在各组间均无显著差异(P>0.05)。
2.2  饲料中添加小肽对星斑川鲽幼鱼不同体组织消化酶活性的影响

小肽对星斑川鲽幼鱼胃、肠和肝胰脏消化酶活性的影响见表3。结果表明, 除肝胰脏淀粉酶外, 星斑川鲽幼鱼胃、肠和肝胰脏3种体组织中消化酶活性在各组间均存在显著性差异(P<0.05), 且随着小肽添加水平的上升而呈现先上升后下降的趋势。其中, 0.50%~1.5%小肽添加组的胃蛋白酶活性显著高于对照组(P<0.05), 并在1.0%添加组达到最大值; 除1.5%添加组外, 其余实验组肠蛋白酶活性均显著高于对照组(P<0.05); 0.50%~ 1.0%添加组的肝胰脏蛋白酶活性显著高于对照组(P<0.05), 且0.75%添加组值最高。与对照组相比, 胃肠淀粉酶活性均在0.50%~1.5%添加组观测到显著性差异(P<0.05), 且在1.0%添加组的胃肠淀粉酶活性最高。
表2  不同小肽添加水平下星斑川鲽幼鱼的生长情况
Tab. 2  Growth performance of juvenile Platichthys stellatus at different levels of dietary small peptides
n=45;
[image: image1.wmf]x

±SD
	目item
	小肽添加水平/% small peptides supplemental level

	
	0
	0.25
	0.50
	0.75
	1.0
	1.5

	初体质量/g initial body weight
	15.30±0.00
	15.30±0.01
	15.30±0.00
	15.30±0.01
	15.30±0.01
	15.30±0.01

	末体质量/g final weight
	30.35±0.07a
	32.97±1.89ab
	34.35±0.64ab
	35.83±2.50b
	36.37±3.16b
	34.07±1.46ab

	增重率/%WGR
	97.66±0.15a
	115.31±12.01ab
	128.44±7.56bc
	141.94±14.02c
	146.00±20.89c
	122.83±9.59bc

	饲料系数FCR
	0.97±0.04b
	0.88±0.03a
	0.85±0.04a
	0.86±0.05a
	0.84±0.06a
	0.85±0.04a

	特定生长率SGR/(%·d–1)
	1.22±0.00a
	1.31±0.03ab
	1.47±0.06bc
	1.51±0.13bc
	1.54±0.16c
	1.43±0.08bc

	肝体比HSI/%
	2.65±0.43
	2.53±0.10
	2.82±0.18
	2.63±0.29
	2.60±0.06
	2.73±0.14

	脏体比VSI/%
	5.23±0.52
	5.11±0.27
	5.52±0.27
	5.43±0.39
	5.35±0.20
	5.49±0.09

	肥满度CF/%
	2.67±0.05
	2.72±0.05
	2.68±0.09
	2.72±0.04
	2.71±0.05
	2.72±0.06


注: 数据相同字母表示与对照组差异不显著(P>0.05), 不同字母表示与对照组差异显著(P<0.05). 

Note: In the same row, values with the same letter superscripts mean no significant difference (P>0.05), while with different small letter superscripts mean significant difference (P<0.05). 

表3  不同小肽添加水平下星斑川鲽幼鱼胃、肠和肝胰脏消化酶活性
Tab. 3  The digestive enzyme activities of stomach, intestine and hepatopancreas in juvenile Platichthys stellatus at different levels of dietary small peptides
n=45;
[image: image2.wmf]x

±SD

	项目item
	小肽添加水平/% small peptides supplemental level

	
	0
	0.25
	0.50
	0.75
	1.0
	1.5

	蛋白酶活力/(×10–3 U·mg–1·min–1) protease activity

	胃 stomach
	200.74±12.16a
	214.20±7.84ab
	222.12±9.12b
	223.29±3.99b
	225.25±4.21b
	218.32±10.29b

	肠 intestine
	114.96±5.86a
	244.68±19.42b
	256.81±18.89b
	309.77±10.42c
	320.36±7.16c
	111.27±5.86a

	肝胰脏 hepatopancreas
	100.54±5.18a
	119.24±9.52ab
	125.97±12.70bc
	139.44±6.35c
	133.83±11.11bc
	105.77±3.17a

	淀粉酶活力/(×10–2U·mg–1)  amylase activity

	胃 stomach
	0.42±0.04a
	0.44±0.02a
	0.65±0.04b
	0.70±0.03b
	1.13±0.05c
	0.73±0.03b

	肠 intestine
	4.12±0.07b
	4.20±0.38b
	5.11±0.60c
	5.36±0.25c
	5.65±0.30c
	3.29±0.33a

	肝胰脏hepatopancreas
	3.49±0.78
	3.55±0.23
	3.14±0.35
	3.29±0.19
	4.20±0.11
	3.84±0.11


注: 数据相同字母表示与对照组差异不显著(P>0.05), 不同字母表示与对照组差异显著(P<0.05). 

Note: In the same row, values with the same letter superscripts mean no significant difference (P>0.05), while with different small letter superscripts mean significant difference (P<0.05). 

2.3  饲料中添加小肽对星斑川鲽幼鱼不同体组织抗氧化能力的影响

小肽对星斑川鲽幼鱼肝胰脏和血清抗氧化能力的影响见表4。结果表明, 肝胰脏超氧化物歧化酶和谷胱甘肽还原酶在各组间无显著性影响(P>0.05); 随着小肽添加水平的升高, 肝胰脏中丙二醛含量显著降低(P<0.05), 而谷胱甘肽过氧化物酶则呈现先上升后下降的趋势, 并在1.0%小肽添加组达到最大值。血清中超氧化物歧化酶、谷胱甘肽还原酶和谷胱甘肽过氧化物酶在不同的小肽处理组间均存在显著性差异(P<0.05), 谷胱甘肽还原酶则呈现先上升后下降的趋势, 并在1.0%添加组达到最大值; 血清中丙二醛含量在1.0%添加组出现显著降低(P<0.05), 而总抗氧化能力在1.0%和1.5%小肽添加组显著升高(P< 0.05)。
表4  不同小肽添加水平下星斑川鲽幼鱼肝胰脏和血清抗氧化能力

Tab. 4  The anti-oxidative capability of hepatopancreas and serum in juvenile Platichthys stellatus at different dietary small peptides levels
  n=45;
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±SD
	项目item
	小肽添加水平/% small peptides supplemental level

	
	0
	0.25
	0.50
	0.75
	1.0
	1.5

	肝胰脏hepatopancreas

	超氧化物歧化酶SOD/(U·mL–1)
	16.26±1.71
	16.94±1.36
	17.24±0.04
	17.70±0.87
	17.93±1.54
	15.93±1.11

	丙二醛MDA/(mmol·mL–1)
	2.22±0.07a
	2.06±0.06ab
	1.98±0.12bc
	1.76±0.06cd
	1.63±0.15d
	1.67±0.01d

	谷胱甘肽过氧化物酶

GSH-Px/(µmol·L–1)
	48.92±0.36a
	61.52±2.58bc
	64.82±7.75bc
	68.66±5.77c
	68.91±6.85c
	55.20±6.35ab

	谷胱甘肽还原酶GR/(U·L–1)
	1.06±0.06
	1.07±0.18
	1.07±0.24
	1.10±0.16
	1.29±0.14
	1.13±0.18

	血清Serum

	超氧化物歧化酶SOD/(U·mL–1)
	117.72±1.45ab
	117.10±4.46ab
	118.20±5.04ab
	111.96±2.23a
	120.26±0.39b
	120.87±0.87b

	丙二醛MDA/(mmol·mL–1)
	136.33±5.24a
	122.83±10.30a
	130.35±6.00a
	131.54±6.64a
	78.15±0.20b
	120.93±16.07a

	总抗氧化能力T-AOC/(U·mL–1)
	6.42±0.18a
	5.49±0.78a
	5.59±0.57a
	5.62±0.78a
	8.14±1.13b
	8.14±0.33b

	谷胱甘肽过氧化物酶
GSH-Px/(µmol·mL–1)
	500.54±48.77a
	608.34±18.51b
	562.14±43.56ab
	568.13±38.62ab
	626.31±24.49b
	601.50±50.65b

	谷胱甘肽还原酶GR/(U·L–1)
	12.86±0.02a
	13.27±0.57a
	13.66±1.14a
	16.75±0.19b
	18.22±1.85b
	13.13±0.47a


注: 数据相同字母表示与对照组差异不显著(P>0.05), 不同字母表示与对照组差异显著(P<0.05). 

Note: In the same row, values with the same letter superscripts mean no significant difference (P>0.05), while with different small letter superscripts mean significant difference (P<0.05).

2.4  饲料中添加小肽对星斑川鲽幼鱼体组织生化组成的影响

小肽对星斑川鲽幼鱼肌肉氨基酸的影响见表5。结果表明, 与对照组相比, 1.5%小肽添加组的天冬氨酸含量显著升高(P<0.05); 实验组苯丙氨酸含量均显著高于对照组(P<0.05), 并在1.5%添加组的含量最高; 0.50%~1.5%添加组的亮氨酸含量显著高于对照组(P<0.05)。小肽对星斑川鲽幼鱼肌肉脂肪酸的影响结果表明(表6), 饱和脂肪酸和单不饱和脂肪酸含量在各组间均无显著性差异(P>0.05); 与对照组相比, 0.75%和1.0%添加组多不饱和脂肪酸含量显著高于对照组(P<0.05); 0.50%~1.0%添加组的DHA含量显著高于对照组(P<0.05); 随着小肽添加水平的升高, EPA含量呈现先上升后下降的趋势, 并在0.75%添加组达到最大值, 而ARA含量在各组间无显著性差异(P>0.05)。
3  讨论

3.1  小肽对星斑川鲽幼鱼体组织消化酶活性的影响

消化酶是动物消化利用饲料的主要作用物质, 其活性的高低直接影响到动物对营养的吸收利用效率[12], 进而影响机体的生长发育。本实验中, 添加0.50%~1.0%小肽显著提高了星斑川鲽幼鱼胃、肠和肝胰脏蛋白酶活性, 以及胃和肠的淀粉酶活性, 这与在海鲈[3]和南美白对虾[5]中的研究结果一致, 表明适宜的小肽添加量可以有效提高机体消化酶的活性。分析其产生的可能原因有: 一方面, 小肽作为肠腔的吸收底物, 能有效刺激和诱导小肠绒毛膜刷状缘酶的活性上升, 加速绒毛生长[13–14], 促进胃肠道等消化功能提前发育, 从而提高消化酶的活性, 使机体对营养物质的消化和利用更加充分; 另一方面, 在消化过程中释放一些类似神经递质的活性肽类[15–16], 可以发挥“促分泌素”的作用, 其能有效刺激肠道中的激素受体, 促使激素分泌, 也可以直接促进肠道分泌, 提高肠道内消化酶的含量[17], 同时小肽作为消化酶合成过程中的氮源, 可以加快消化酶的合成速度。
3.2  小肽对星斑川鲽幼鱼体组织抗氧化能力的影响

机体的抗氧化能力是评价水生动物健康状况
表5  不同小肽添加水平下星斑川鲽幼鱼肌肉氨基酸的组成

Tab. 5  Amino acid profiles of dorsal muscle in Platichthys stellatus juveniles at different dietary small peptides levels
 %; n=9;
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±SD
	项目item
	小肽添加水平/% small peptides supplemental level

	
	0
	0.25
	0.50
	0.75
	1.0
	1.5

	天冬氨酸Asparticacid
	6.47±0.01a
	6.47±0.57a
	7.05±0.54ab
	6.90±0.55ab
	6.83±0.74ab
	7.50±0.44b

	谷氨酸Glutamicacid
	9.34±0.14
	9.33±0.92
	9.77±0.52
	9.57±0.96
	9.49±0.90
	9.92±0.02

	甘氨酸Glycine
	6.00±0.21
	6.14±0.99
	6.36±0.06
	6.49±0.70
	6.28±0.45
	6.63±0.18

	丙氨酸Alanine
	5.76±0.10
	5.98±0.47
	6.13±0.01
	6.26±0.67
	6.01±0.47
	6.38±0.14

	精氨酸Arginine
	3.27±0.24
	3.08±0.22
	3.16±0.17
	3.24±0.31
	3.28±0.08
	3.37±0.06

	苏氨酸Threonine
	3.52±0.23
	3.63±0.06
	3.64±0.02
	3.65±0.30
	3.67±0.01
	3.76±0.03

	苯丙氨酸Phenylalanine
	2.02±0.05a
	2.59±0.55b
	3.04±0.07bc
	3.09±0.31bc
	3.10±0.03bc
	3.22±0.08c

	异亮氨酸Isoleucine
	2.17±0.25
	2.19±0.17
	2.23±0.29
	2.21±0.34
	2.22±0.41
	2.39±0.39

	亮氨酸Leucine
	3.00±0.02a
	3.67±0.87a
	5.37±0.17b
	5.50±0.59b
	5.48±0.02b
	5.65±0.13b

	赖氨酸Lysine
	8.25±0.30
	8.31±0.43
	8.36±0.25
	8.65±0.94
	8.79±0.25
	8.96±0.22

	组氨酸Histidine
	1.34±0.06
	1.32±0.04
	1.35±0.15
	1.39±0.14
	1.39±0.05
	1.42±0.10

	缬氨酸Valine
	2.80±0.30
	2.82±0.79
	2.24±0.45
	2.45±0.97
	1.78±0.23
	1.88±0.06

	蛋氨酸Methionine
	1.52±0.08
	1.57±0.12
	1.57±0.04
	1.66±0.25
	1.60±0.09
	1.66±0.13

	丝氨酸Serine
	3.50±0.05
	3.57±0.42
	3.64±0.03
	3.69±0.38
	3.66±0.17
	3.76±0.10

	酪氨酸Tyrosine
	1.89±0.27
	1.66±0.04
	1.79±0.09
	1.75±0.17
	1.67±0.12
	1.83±0.05


注: 相同字母表示与对照组差异不显著(P>0.05), 不同字母表示与对照组差异显著(P<0.05). 

Note: In the same row, values with the same letter superscripts mean no significant difference (P>0.05), while with different small letter superscripts mean significant difference (P<0.05).

    表6  不同小肽添加水平下星斑川鲽幼鱼肌肉脂肪酸组成

Tab. 6  Fatty acid percentage profiles of dorsal muscle in Platichthys stellatus juveniles at different dietary small peptides levels
 %; n=9;
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±SD
	脂肪酸
fatty acid
	小肽添加水平/% small peptides supplemental level

	
	0
	0.25
	0.50
	0.75
	1.0
	1.5

	C14: 0
	4.49±0.24c
	4.45±0.14c
	3.98±0.18b
	3.71±0.19ab
	3.62±0.10a
	3.80±0.05ab

	C15: 0
	1.34±0.02
	1.29±0.11
	1.26±0.02
	1.16±0.14
	1.19±0.29
	1.26±0.14

	C16: 0
	18.24±0.61
	17.40±0.82
	17.40±0.53
	17.36±0.61
	17.70±0.17
	17.94±0.84

	C17: 0
	1.18±0.01
	1.08±0.15
	1.16±0.05
	1.17±0.01
	1.14±0.10
	1.16±0.07

	C18: 0
	4.58±0.60
	4.59±0.52
	4.70±0.23
	4.60±0.38
	5.03±0.19
	5.18±0.39

	C20: 0
	0.53±0.10
	0.50±0.02
	0.44±0.04
	0.46±0.01
	0.45±0.08
	0.50±0.02

	C22: 0
	0.11±0.00
	0.13±0.01
	0.13±0.01
	0.13±0.01
	0.14±0.01
	0.14±0.02

	∑SFA
	30.32±0.24
	29.64±1.59
	29.05±0.66
	28.91±0.99
	26.72±4.93
	30.18±0.74

	C16: 1
	7.19±0.46
	7.03±0.35
	6.72±0.27
	6.84±0.80
	6.12±0.21
	6.41±0.72

	C18: 1
	15.92±0.07
	16.04±1.03
	16.20±0.66
	16.85±0.68
	16.97±0.92
	17.09±0.32

	C20: 1
	2.08±0.03a
	2.11±0.15a
	2.17±0.10a
	2.44±0.13b
	2.25±0.06ab
	2.17±0.25a

	C22: 1
	1.45±0.25
	1.54±0.02
	1.39±0.04
	1.47±0.18
	1.34±0.04
	1.72±0.39

	∑MUFA
	26.63±0.59
	26.70±1.54
	26.92±0.69
	27.59±1.77
	26.70±0.47
	27.26±0.79

	C18: 2n-6
	6.70±0.05c
	6.34±0.04bc
	6.08±0.57abc
	5.77±0.41ab
	5.72±0.43ab
	5.41±0.26a

	C18: 3n-6
	0.18±0.04
	0.15±0.04
	0.20±0.01
	0.22±0.01
	0.21±0.02
	0.15±0.07

	C18: 3n-3
	1.53±0.09
	1.55±0.15
	1.29±0.04
	1.37±0.17
	1.32±0.06
	1.47±0.12

	C20: 2n-9
	1.75±0.03b
	2.04±0.21c
	1.66±0.08ab
	1.65±0.19ab
	1.45±0.17a
	1.67±0.14ab

	C20: 3n-6
	0.09±0.006a
	0.10±0.007ab
	0.10±0.003ab
	0.11±0.006b
	0.11±0.006b
	0.13±0.005c

	C20: 3n-3
	0.22±0.09
	0.25±0.05
	0.26±0.03
	0.30±0.06
	0.31±0.07
	0.25±0.01

	ARA
	1.96±0.38
	2.01±0.07
	2.09±0.24
	2.09±0.03
	2.12±0.03
	2.21±0.43

	EPA
	9.45±0.08a
	10.64±0.37b
	10.70±0.17b
	11.01±0.33b
	10.82±0.04b
	9.83±0.11a

	DHA
	16.79±1.36a
	17.86±0.71ab
	19.61±0.68bc
	20.01±0.68bc
	20.42±0.47c
	18.54±1.71abc

	∑PUFA
	38.54±1.89a
	40.90±0.07ab
	41.89±0.29ab
	42.38±0.17b
	42.35±1.09b
	40.21±3.08ab


注: 数据相同字母表示与对照组差异不显著(P>0.05), 不同字母表示与对照组差异显著(P <0.05). 

Note: In the same row, values with the same letter superscripts mean no significant difference (P>0.05), while with different small letter superscripts mean significant difference (P<0.05).

的重要指标之一[6]。总抗氧化能力是衡量机体抗氧化系统功能的综合性指标, 反应机体抵抗应激的能力[18–19]。超氧化物歧化酶是机体清除氧自由基重要的酶系[20], 对机体的氧化与抗氧化平衡起重要作用[21–22], 其活力高低间接反映了机体清除自由基的能力, 而丙二醛是脂质过氧化产物[6, 23–24], 其含量间接反映出机体细胞受自由基攻击损伤的严重程度, 往往与超氧化物歧化酶的测定相配合。这些指标相结合能更有效更准确地体现机体的抗氧化能力[25–26]。在本实验星斑川鲽幼鱼的饲料中添加适量的小肽后, 体组织的总抗氧化能力和超氧化物歧化酶活性有所升高, 而丙二醛含量均显著降低, 这表明小肽对抗氧化酶系中的抗氧化酶活性具有显著的增强作用, 而抗氧化酶活性的升高降低了体内自由基的含量, 减少了脂质过氧化的损伤, 从而增强了机体维持自由基平衡的能力, 提高了机体组织的总抗氧化能力, 这与以往的研究结论[6–9]具有一致性。

本研究结果同样显示, 饲料中小肽的添加有效提高了星斑川鲽幼鱼不同体组织中谷胱甘肽过氧化物酶和谷胱甘肽还原酶的活性。谷胱甘肽是一种活性肽, 在机体生理过程中发挥着十分重要的作用[27]。谷胱甘肽过氧化物酶分解过氧化物所必需的底物是谷胱甘肽[7], 而谷胱甘肽还原酶通过将氧化型谷胱甘肽还原为还原型谷胱甘肽来维持机体内谷胱甘肽的平衡并发挥抗氧化作用[8]。机体组织两种酶活性的显著升高, 一方面可能是小肽的氨基酸成分分析中较高的谷氨酸、甘氨酸含量使小肽本身具有一定的谷胱甘肽, 另一方面可能是小肽的添加在一定程度上提高了机体内谷胱甘肽的吸收含量, 从而间接的增强了机体的抗氧化能力。

小肽的抗氧化机制具有一定的复杂性[28], 结合本研究结果对其作用机理分析如下: 第一, 小肽对抗氧化酶系中的抗氧化酶活性具有显著的促进作用, 同时其自身可能具有的一些特殊基团, 可与自由基结合, 通过还原自由基以达到清除目的[8, 29–31]; 第二, 蛋白水解过程中会释放一些具有抗氧化活性的肽, 从而刺激和激活鱼体抗氧化的功能, 并显著提高机体的抗氧化能力[6]; 第三, 金属离子如Fe2+和Cu2+能催化脂质氧化[32], 小肽可通过与金属离子螯合[33–35]以促进金属离子的吸收并削弱脂质的氧化[34], 从而提高机体的抗氧化能力。由于本研究没有测定实验小肽的结构及构象, 所以对其抗氧化机理需进一步研究。同时, 本研究也发现添加过量小肽反而降低了机体的抗氧化能力, 与刘晓华等[6]和朱选等[7]结论一致, 这可能是由于过量小肽与多种化合物结合产生毒性代谢物, 这些代谢物又可产生氧自由基[36], 从而对机体造成损伤, 也可能是过量小肽的促脂质过氧化作用的结果。

3.3  小肽对星斑川鲽幼鱼体组织生化组成的影响

施用晖等[37]研究发现灌注小肽的来航公鸡对氨基酸的吸收速度显著快于相同组成的游离氨基酸组。Bamba等[13] 也曾报道小肽作为肠腔的吸收底物可提高二肽酶和氨基酸载体的活性和数目。本研究结果同样显示在饲料中添加小肽提高了鱼体肌肉中部分氨基酸含量, 这可能与小肽独特的吸收机制, 以及作为肠道的吸收底物, 小肽比例升高加速氨基酸的吸收利用密切相关[37–38]。

多不饱和脂肪酸具有特殊的生物活性, 在稳定细胞膜功能, 保持某些酶活性[39], 调控基因表达, 促进生长发育等方面都发挥着重要作用[40–41], 并且鱼肉中多不饱和脂肪酸含量越高则品质越高[42]。DHA、EPA和ARA是海水鱼类重要的必需脂肪酸[43]。DHA和EPA具有促进鱼体色素沉积及影响视觉和神经内分泌系统发育等功能[44]。ARA则是磷脂酰肌醇的主要成分, 虽然在鱼体内含量很低, 但对海水仔稚鱼的生长和发育起重要作用[45]。本研究发现, 饲料中添加小肽在一定程度上能够提高肌肉中单不饱和脂肪酸和多不饱和脂肪酸的含量, 这可能与机体抗氧化酶活性的升高从而降低多不饱和脂肪酸的酸化程度密切相关[46], 但其作用机理有待进一步研究。 

4  结论

饲料中添加小肽显著增强了星斑川鲽幼鱼胃、肠和肝胰脏的消化酶活性, 提高了对饲料中营养物质的利用效率, 促进了机体生长。

饲料中添加小肽显著提高了星斑川鲽幼鱼肝胰脏和血清的抗氧化能力, 从而降低了机体氧化损伤。

饲料中添加小肽增加了星斑川鲽幼鱼肌肉部分氨基酸和不饱和脂肪酸含量, 在一定程度上提高了鱼肉品质。
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Effects of small dietary peptides on digestive enzyme activity, antioxidative capability, and biochemical composition in tissues of juvenile starry flounder Platichthys stellatus
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Abstract: Starry flounder (Platichthys stellatus) with initial body weight of (15.30±0.03) g were fed experimental diets supplemented with six small peptide levels of 0% (control group), 0.25%, 0.50%, 0.75%, 1.0% and 1.5%. Three replicates were used for each group with 30 fish per replicate. The experiment lasted for 56 days. In addition to the amylase activities of the hepatopancreas, digestive enzyme activity in three tissues (stomach, intestine and hepatopancreas) of P. stellatus were significantly different among the groups (P<0.05), which showed a trend of an early increase and later decrease with the small peptide levels increasing. The small peptides significantly reduced the maleic dialdehyde (MDA) content of the hepatopancreas and serum (P<0.05), and increased total antioxidant capacity (T-AOC) of serum in the 1.0% and 1.5% small peptide groups. There was no significant difference in superoxide dismutase (SOD) and glutathione reductase (GR) of the hepatopancreas (P>0.05). SOD and glutathione peroxidase (GSH-Px) of serum in the1.0% and 1.5% small peptide groups, and GR of serum in the 0.75% and 1.0% groups were all significantly higher than in the control group (P<0.05). The phenylalanine content in the experimental groups was significantly higher than in the control group (P<0.05), and leucine in the 0.50%–1.5% groups was higher than the control group (P<0.05), while no significant difference was found in other amino acid profiles (P>0.05). ∑PUFA in the 0.75% and 1.0% groups, and DHA and EPA in the 0.50% and 1.0% groups were all significantly higher than the control group (P<0.05), while ARA was not affected by the small peptide supplemental levels (P>0.05). Overall, appropriate small peptide supplementation can effectively enhance digestive enzyme activities and antioxidative capability of P. stellatus and improve the fish quality to some extent.
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