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摘要: 为了探讨低盐度(0.6~0.8 g/L)条件下初始体质量为(0.38±0.004) g的凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)幼虾的亮氨酸需求量, 以鱼粉、花生麸和L-晶体氨基酸为蛋白源配制含粗蛋白400 g/kg的6种等氮饲料, 标记为L7~L12组, 各组亮氨酸水平分别为15.95、17.95、19.95、21.95、23.95和25.95 g/kg(饲料干物质)。每组3个重复, 每个重复30尾虾, 进行56 d生长实验。结果表明, 凡纳滨对虾幼虾的增重率随饲料亮氨酸水平的升高而升高, 当亮氨酸水平达到23.95 g/kg(L11组)时, 增重率达到最高值(1143.11±36.40)%, 显著高于L7组(P<0.05); 亮氨酸水平继续提高, 增重率变化不显著(P>0.05)。幼虾的蛋白质效率、全虾体蛋白沉积率和血淋巴总蛋白随着饲料亮氨酸水平的升高呈现升高趋势, 最高值出现在L11组, 并显著高于L7组(P<0.05)。各实验组饵料系数、血淋巴谷丙转氨酶、谷草转氨酶活性和尿素氮含量则呈现降低的趋势, 最低值出现在L11组, 且显著低于L7组(P<0.05)。以增重率为指标, 根据折线模型可知, 低盐度条件下凡纳滨对虾幼虾的亮氨酸最适需要量为24.80 g/kg饲料, 即61.99 g/kg饲料蛋白。
关键词: 凡纳滨对虾; 亮氨酸需要量; 生长性能; 低盐度
中图分类号: S963.7      文献标志码: A           文章编号: 1005(8737((2014)05(0963(10
鱼粉是大多数水生经济动物最重要的饲料蛋白源, 凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)也不例外[1]。目前在中国, 凡纳滨对虾商品饲料中鱼粉含量一般不低于300 g/kg饲料[2], 鱼粉使用量过高会使饲料成本偏高, 且不利于养殖环境的可持续发展; 与此同时, 鱼粉的主要生产国(秘鲁、智利等国)已经出台相关政策限制远洋捕捞[3], 降低了鱼粉产量, 进一步加剧了鱼粉短缺。因此, 使用价格适中的植物蛋白源替代鱼粉已成为对虾饲料产业可持续发展的必由之路。花生麸是中国国产的主要植物蛋白源之一, 已经广泛应用于对虾饲料中。研究表明, 花生麸可被凡纳滨对虾消化利用, 是替代鱼粉成为饲料蛋白源的优良选择[2, 4]。然而, 凡纳滨对虾的部分必需氨基酸在花生麸中的含量偏低, 如亮氨酸。鱼粉中亮氨酸的含量约为45.5 g/kg, 花生麸中亮氨酸的含量仅有32.0 g/kg, 相差甚远[2]。亮氨酸作为凡纳滨对虾的一种必需氨基酸, 不仅在维持机体氮平衡、血糖和血红蛋白浓度、生长激素以及能量代谢中发挥了重要作用, 而且具有刺激肌肉蛋白质合成的作用[5(8]。因此, 饲料中亮氨酸的缺乏会引起机体严重的生化障碍, 如生长缓慢[8(9]。在以花生麸替代鱼粉作为主要蛋白源的饲料中添加适当亮氨酸, 对维持凡纳滨对虾的生长和健康是必要的。然而目前未明确凡纳滨对虾饲料中亮氨酸的适宜添加量。

凡纳滨对虾原产于太平洋沿海海域, 与斑节对虾(Penaeus mondon)、中国明对虾(Fenneor​penaeus chinensis)并称当今世界养殖虾类产量最高的3 大品种[10], 现在已经在中国内陆的低盐度水域广泛养殖, 随着养殖规模的不断扩大, 其对各种营养素的需求也得到了深入研究。晶体氨基酸已证实可被凡纳滨对虾充分利用[11−13], 而且盐度变化对凡纳滨对虾的生理状态影响较大, 在高盐度条件下获得的凡纳滨对虾的各种营养参数并不能直接用于低盐度条件下的凡纳滨对虾养殖[14], 因此重新研究低盐度条件下凡纳滨对虾对各种营养素的需要量对于对虾产业的长足发展至关重要。本实验的目的是通过在以鱼粉和花生麸为主要蛋白源的低鱼粉凡纳滨对虾幼虾饲料中添加适量的晶体亮氨酸, 以探明低盐度条件下的凡纳滨对虾幼虾亮氨酸需求量。

1  材料和方法

1.1  实验设计和饲料的制备

饲料配方及常规营养成分分析见表1, 饲料原料及配方的必需氨基酸组成如表2所示。基础
表1  饲料配方及营养成分分析

Tab. 1  Ingredient and proximate composition of the experimental diets

	
	饲料组diet group

	
	L7
	L8
	L9
	L10
	L11
	L12

	原料/(g·kg(1) ingredient
	
	
	
	
	
	

	鱼粉white fish meal
	100
	100
	100
	100
	100
	100

	花生麸peanut meal
	270
	270
	270
	270
	270
	270

	磷虾粉krill meal
	40
	40
	40
	40
	40
	40

	面粉wheat flour
	330
	330
	330
	330
	330
	330


	纤维素cellulose
	16.29
	16.29
	16.29
	16.29
	16.29
	16.29

	羧甲基纤维素carboxymethy cellulose
	30
	30
	30
	30
	30
	30

	必需氨基酸混合物a essential amino acid mixa
	45.27
	45.27
	45.27
	45.27
	45.27
	45.27

	非必需氨基酸混合物b nonessential amino acid mixb
	75.44
	73.44
	71.44
	69.44
	67.44
	65.44

	L-亮氨酸L-leucine
	0
	2
	4
	6
	8
	10

	多维多矿c vitamin and mineral mixc
	20
	20
	20
	20
	20
	20

	鱼油fish oil
	18.5
	18.5
	18.5
	18.5
	18.5
	18.5

	玉米油corn oil
	18.5
	18.5
	18.5
	18.5
	18.5
	18.5

	其他d othersd
	36
	36
	36
	36
	36
	36

	主要营养成分/(g·kg(1干物质dry matter) proximate composition
	
	
	
	
	

	粗蛋白crude protein
	406.3
	404.0
	405.6
	403.3
	399.2
	405.6

	粗脂肪crude lipid
	97.2
	92.1
	92.7
	94.1
	92.8
	95.0

	粗灰分ash
	78.8
	79.9
	79.4
	79.7
	79.6
	78.9

	亮氨酸/(gּkg–1干物质dry matter) leucine 
	15.65
	18.45
	20.08
	21.94
	23.99
	25.56

	亮氨酸/(gּkg–1饲料蛋白dry protein) leucine
	38.52
	45.67
	49.51
	54.40
	60.10
	63.02


注: a. 必需氨基酸混合物[g/kg(饲料)]: L-蛋氨酸, 4.40; L-盐酸赖氨酸盐, 11.91; L-苏氨酸, 6.96; L-异亮氨酸, 4.65; L-组氨酸, 2.89; L-精氨酸, 3.66; L-色氨酸, 0.59; L-苯丙氨酸, 5.29; L-缬氨酸, 4.92.
b. 非必需氨基酸混合物(g/kg非必需氨基酸混合物): L-天冬氨酸, 250.0; L-谷氨酸, 375.0; L-甘氨酸, 375.0.
c. 多维多矿[mg/kg(多维多矿混合物)]: 维生素A醋酸盐, 83; 维生素D3, 1.125; 维生素E醋酸盐, 2 500; 维生素K, 250; 维生素B1, 250; 核黄素, 750; D-泛酸钙, 1 250; 吡哆醇盐酸盐, 400; 维生素B12, 1; 烟酸, 2 000; 叶酸, 125; 生物素, 10; 内消旋-肌醇, 150 000; 碘化钾, 175; 五水硫酸铜, 525; 七水硫酸锌, 1 400; 七水硫酸钴, 47.6; 七水硫酸镁, 3 000; 五水亚硒酸钠(广州诚一水产科技有限公司), 5.
d. 其他[g/kg(饲料)]: 磷酸二氢钙, 10; 大豆卵磷脂, 20; 氯化胆碱, 5; 维生素C磷酸酯, 1.
Note: a. Essential amino acid mix (g/kg diet): L-methionine, 4.40; L-lysine HCl, 11.91; L-threonine, 6.96; L-isoleucine, 4.65; L-histidine, 2.89; L-arginine, 3.66; L-tryptophan, 0.59; L-phenylalanine, 5.29; L-valine, 4.92.
b. Nonessential amino acid mix[(g/kg mix): L-aspartic acid, 250.0; L-glutamic acid, 375.0; L-glycine, 375.0.
c. Vitamin and mineral mix (mg/kg mix): Retinyl acetate, 83; Cholecalciferol, 1.125; All-rac-a-tocopheryl acetate, 2 500; Menadione, 250; Vitame B1, 250; Riboflavin, 750; D-calcium pantothenate; Pyridoxine HCl, 400; Cyanocobalamin, 1; Niacin, 2 000; Folic acid, 125; Biotin, 10; Meso-inositol, 150 000; KI, 175; CuSO4-5H2O, 525; ZnSO4-7H2O, 1 400; CoSO4-7H2O, 47.6; MgSO4-7H2O, 3 000; Na2SeO3-5H2O (Guangzhou A’share Aquatech Co., Ltd, Guangzhou, China), 5.
d. Other(g/kg diet): Monocalcium phosphate, 10; Soy lecithin, 20; Choline chloride, 5; Ascorbic phosphate ester, 1.
表2  饲料原料的必需氨基酸组成

Tab. 2  Essential amino acid compositions of dietary ingredients

	氨基酸

amino acid
	饲料原料dietary ingredient

	
	100 g鱼粉含量/(g·kg−1)

amount in 100 g fish meal
	270 g花生麸含量/(g·kg–1)

amount in 270 g peanut meal
	40 g磷虾粉含量/(g·kg–1)

amount in 40 g krill meal
	330 g面粉含量/(g·kg–1)

amount in 330 g wheat flour
	晶体氨基酸/(g·kg–1)

crystalline amino acids
	40%虾肌肉蛋白含量/(g·kg–1) [15]
amount in 40% shrimp muscle crude protein[15]

	苏氨酸Thr
	2.47
	3.13
	0.98
	0.86
	6.96
	14.4

	缬氨酸Val
	3.12
	5.00
	1.12
	1.85
	4.92
	16.0

	蛋氨酸Met
	1.7
	1.54
	0.67
	1.29
	4.40
	9.6

	异亮氨酸Ile
	2.78
	4.05
	1.03
	1.49
	4.65
	14.0

	亮氨酸Leu
	4.58
	7.43
	1.76
	2.18
	可变variable
	21.6

	苯丙氨酸Phe
	2.35
	5.45
	0.96
	1.95
	5.29
	16.0

	赖氨酸Lys
	4.58
	4.40
	1.94
	0.99
	9.29
	21.2

	组氨酸His
	1.89
	2.46
	0.47
	0.69
	2.89
	8.4

	色氨酸Trp
	0.67
	1.13
	0.25
	0.56
	0.59
	3.2

	精氨酸Arg
	3.59
	12.91
	1.82
	1.22
	3.66
	23.2


配方参照凡纳滨对虾实用商品饲料配方进行设计, 粗蛋白含量约为400 g/kg, 主要的蛋白来源包括鱼粉、花生麸和晶体氨基酸(以羧甲基纤维素预包被)。饲料中必需氨基酸的含量参考凡纳滨对虾肌肉(400 g/kg)中的氨基酸水平[15]。本实验共设计了6种实验饲料, 即L7~L12, 依次添加0、2、4、6、8和10 g/kg晶体亮氨酸, 每种饲料中的亮氨酸实测值分别为15.65、18.45、20.08、21.94、23.99和25.56 g/kg(干物质) [38.52、45.67、49.51、54.40、60.10和63.02 g/kg(饲料蛋白)]。配制饲料时使用晶体天冬氨酸、谷氨酸和甘氨酸配平, 以使各实验组饲料的氮含量保持一致。
饲料制备部分参考Huai等[12]的制作方法, 制成直径为1.2 mm的实验饲料, 90℃蒸汽熟化2 h, 之后将其干燥至水分含量为50 g/kg左右, 用封口塑料袋封袋, (20℃保存备用。
1.2  饲养管理

凡纳滨对虾幼虾取自本实验室珠海鱼虾营养研究基地, 同一批当年孵化的对虾苗。开始实验前, 实验虾暂养于300 L水族箱中, 用商品饲料驯养以适应实验环境。驯养8 d后, 从1 000尾健康、规格一致的实验虾中随机挑选出540尾[平均体质量(0.38±0.004) g]进行分组实验, 实验设6个处理, 每个处理3个重复, 每个水族箱(即1个重复, 280 L)30尾。饲养实验在室内循环流水过滤水族箱中进行, 实验用水采用靠近海边的低盐度井水, 盐度为0.6~0.8 g/L, 前42 d静水养殖, 后14 d循环水养殖, 流速约为3.0 L/min。每天投喂3次(分别于08: 00, 12: 00和 18: 00), 饱食投喂, 实验为期56 d。整个实验期采用自然光照(光照时间约为12 h), 水温为27.0~31.0℃, 溶解氧为≥5.5 mg/L, pH值为8.0~8.4, 总氨氮含量为0.02~0.05 mg/L。
1.3   样品的采集和分析

56 d实验结束前24 h停止投料, 禁食结束后对每个箱中的实验虾进行计数并称重。每个箱中随机取5尾实验虾用于全虾成分分析。随机取10尾虾称重后, 用0.1 mL 4℃抗凝剂(450 mmol/L NaCl, 10 mmol/L KCl, 10 mmol/L EDTA-Na2, 10 mmol/L HEPES, pH 7.3, 850 mOsm/kg)[12, 16] 润洗过的1 mL注射器从头胸甲和躯干连接部的血窦取血淋巴, 4℃放置过夜, 然后离心(5 724×g, 4℃下离心10 min), 分离的血淋巴贮存于(80℃下, 1周内分析总蛋白(TP)、尿素氮(HUN)、甘油三酯(TG)、胆固醇(CHO)、丙氨酸转氨酶(ALT)和天冬氨酸转氨酶(AST)。取血后分离肌肉, 以分析肌肉的常规营养组成。

实验饲料、全虾以及肌肉的水分、粗蛋白、粗脂肪和灰分含量按照标准方法测定[17], 其中全虾样品在105℃下烘至恒重测定水分含量, 而饲料样品和肌肉样品则采用冷冻干燥机进行干燥并测定水分。血淋巴指标的测定采用酶法, 用血液自动生化分析仪(Hitachi 7170, Tokyo, Japan)和相关试剂盒(Daiichi Pure Chemicals Co., Ltd, Tokyo, Japan)测定。饲料原料和肌肉的氨基酸组成在广东省昆虫研究所测定, 主要使用氨基酸自动分析仪(Hitachi, Model 835-50, Hitachi, Tokyo, Japan)及配套色谱柱(Hitachi custom ion exchange resin no. 2619)进行分析; 所有样品采用茚三酮进行柱后衍生化; 蛋氨酸的测定则需在水解前先用过甲酸将其氧化为磺甲硫氨酸。

1.4  评价指标

成活率(survival ratio, SR, %)=100×(试验末虾尾数/试验初虾尾数); 
增重率(weight gain, WG, %)=(末均重－初均重)/初均重×100; 

饵料系数(feed conversion ratio, FCR)=摄食量/ (末均重－初均重); 
蛋白质效率(protein effciency ratio, PER)=(末均重－初均重)/蛋白摄入量; 

出肉率(muscle, %)=肌肉重×100/体质量; 

全虾体蛋白沉积率(body protein deposition, BPD, %)=[(末均重×全虾粗蛋白含量)–(初均重×初始虾的全虾粗蛋白含量)] × 100/蛋白摄入量。

1.5  数据统计分析

实验结果采用平均数±标准差(
[image: image1.wmf]x

±SD)表示, 经单因子方差分析(ANOVA)后, 采用LSD和Duncan’s多重比较检验均值的显著性差异, P<0.05表示差异显著。统计软件采用SPSS 13.0


for Windows(SPSS, Chicago, IL, USA)。凡纳滨对虾幼虾的最适亮氨酸需求量以折线模型分析增重率和饲料亮氨酸水平的相互关系得出[12, 18]。

2  结果与分析

2.1  凡纳滨对虾幼虾的生长性能和形体指标

饲料中亮氨酸浓度变化对凡纳滨对虾幼虾生长、饲料利用和存活率的影响见图1和表3。各实验组幼虾的增重率随着饲料中亮氨酸含量的升高而升高(P<0.05), 当亮氨酸水平达到23.95 g/kg (L11组)时, 幼虾增重率达到最高值(P<0.05); 继续提高亮氨酸水平, 幼虾增重率不再发生显著变化(P>0.05)。蛋白质效率的变化规律与幼虾增重率相似; 饲料效率则与之相反, 呈现先下降后持平的变化趋势, 且L7组显著高于L9−L12组(P<0.05)。L7−L8组的存活率显著低于L9−L10组(P<0.05), L11−L12组的存活率与上述4 L7−L10均差异不显著(P>0.05)。各实验组的幼虾出肉率差异不显著(P>0.05)。
[image: image2.png]BEER %

weight gain rate

y,=-1547x+1619.8

_ 73
¥, =22.965x + 666.71 R=1
- R=0.8804
. [¥,,.,=24.80)
15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 2

IR T g kg )

dietary leucine level




图1  饲料亮氨酸水平对凡纳滨对虾幼虾增重率的影响

Fig. 1  Effect of dietary leucine levels on weight gain rate of juvenile Litopenaeus vannamei
表3  饲料亮氨酸水平对凡纳滨对虾幼虾生长性能和形体指标的影响

Tab. 3  Effect of dietary leucine levels on growth performance and morphometry indexes of juvenile Litopenaeus vannamei
n=3; 
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±SD
	指标 parameter
	饲料组diet

	
	L7
	L8
	L9
	L10
	L11
	L12

	存活率/% survival rate
	 87.78±3.85a
	 88.89±5.09a
	 96.67±3.34b
	  97.78±1.93b
	  93.33±3.34ab
	  92.22±3.85ab


	增重率/% weight gain rate
	1047.84±9.25a
	1086.70±16.88ab
	1097.32±18.70b
	1143.11±36.40c
	1249.28±32.53d
	1218.34±20.90d

	饵料系数feed conversion ratio
	 1.43±0.05b
	    1.34±0.06ab
	   1.28±0.03a
	    1.24±0.06a
	   1.20±0.10a
	    1.21±0.14a

	蛋白质效率protein efficiency ratio
	 1.73±0.07a
	   1.84±0.07ab
	      1.93±0.05abc
	     2.01±0.10bc
	   2.10±0.17c
	     2.04±0.21bc

	出肉率/% ratio of meat
	 46.01±1.86
	     46.59±1.60
	  46.74±1.15
	  46.87±1.59
	 47.10±1.46
	 46.98±1.92


注: 同一行中标有不同字母表示差异显著(P<0.05).
Note: Different superscript letters in the same row mean significant difference between groups(P<0.05).

2.2  凡纳滨对虾幼虾的全虾体成分、肌肉成分及肌肉必需氨基酸组成

全虾体成分和肌肉成分受到饲料中亮氨酸浓度改变的明显影响不大(表4)。尽管各实验组间幼虾全虾粗蛋白含量均差异不显著, 肌肉中粗蛋白却随着饲料中亮氨酸水平的升高而显著升高(P<0.05), L11组幼虾的肌肉蛋白含量最高, 随后, 实验虾的肌肉蛋白含量略有下降(L12组), 但没有出现显著性差异(P>0.05)。实验虾的全虾体蛋白沉积率随着饲料中亮氨酸含量的增加而不断升高(P<0.05), 当亮氨酸含量达到23.95 g/kg时, 幼虾全虾体蛋白沉积率达到最高值, 继续提高饲料亮氨酸水平不再对全虾蛋白沉积率产生明显影响(P>0.05)。各实验组的全虾水分、全虾脂肪、全虾灰分、肌肉水分、肌肉脂肪和肌肉粗灰分均差异不显著(P>0.05)。

饲料中亮氨酸水平变化未显著影响实验虾肌肉中的亮氨酸含量、其他大多数必需氨基酸的含量以及必需氨基酸总量(表5), 但却显著影响了幼虾肌肉中苏氨酸和异亮氨酸水平, 并且两种氨基酸的最高含量均出现在L11组(P<0.05)。

表4  饲料亮氨酸水平对凡纳滨对虾幼虾全虾体成分和肌肉成分的影响

Tab. 4  Effect of dietary leucine levels on whole body and muscle composition of juvenile Litopenaeus vannamei
n=3; 
[image: image4.wmf]x

±SD
	项目 item
	初始initial
	饲料组diet

	
	
	L7
	L8
	L9
	L10
	L11
	L12

	全虾组分(gּkg–1湿重wet basis) whole body composition
	
	
	

	水分moisture
	803.5±3.0
	77.51±0.17
	77.34±0.62
	77.28±0.39
	77.44±0.46
	77.11±0.49
	77.92±1.05

	蛋白protein
	109.9±0.5
	15.85±0.26
	15.86±0.41
	16.04±0.23
	16.06±0.30
	16.33±0.41
	16.12±0.37

	脂肪lipid
	6.5±0.4
	1.99±0.15
	2.01±0.07
	2.01±0.09
	2.05±0.01
	2.11±0.12
	2.09±0.06

	灰分ash
	34.6±0.4
	2.93±0.09
	2.87±0.13
	2.89±0.10
	2.88±0.09
	2.83±0.10
	2.81±0.14

	全虾蛋白沉积率/% protein deposition rate
	28.16±1.00a
	30.02±1.29ab
	31.88±1.18abc
	33.15±0.91bc
	35.10±3.06c
	33.81±3.69c

	肌肉组分/(g·kg(1湿重wet basis) muscle composition
	
	
	

	水分moisture
	
	76.55±0.28
	76.24±0.34
	76.72±0.17
	76.79±0.36
	76.54±0.42
	76.80±0.39

	蛋白protein
	
	19.24±0.05a
	19.56±0.70ab
	19.75±0.29abc
	19.96±0.08bc
	20.26±0.29c
	20.22±0.28bc

	脂肪lipid
	
	0.85±0.11
	0.86±0.12
	0.86±0.02
	0.86±0.10
	0.88±0.10
	0.88±0.11

	灰分ash
	
	1.38±0.03
	1.37±0.05
	1.37±0.00
	1.36±0.00
	1.35±0.05
	1.35±0.01


注: 同一行中标有不同字母表示差异显著(P<0.05).
Note: Different superscript letters in the same row mean significant difference between groups(P<0.05).

表5  饲料亮氨酸水平对凡纳滨对虾幼虾肌肉必需氨基酸组成的影响

Tab. 5  Effect of dietary leucine levels on essential amino acid(EAA) concentration of muscle in juvenile Litopenaeus vannamei 
n=3; 
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±SD; g·kg(1湿重 wet basis
	必需氨基酸EAA
	饲料组diet

	
	L7
	L8
	L9
	L10
	L11
	L12

	苏氨酸Thr
	5.71±0.12a
	5.73±0.05ab
	5.77±0.12ab
	5.82±0.01ab
	5.88±0.06b
	5.84±0.08ab

	缬氨酸Val
	7.94±0.27
	8.00±0.06
	8.02±0.08
	8.03±0.15
	8.08±0.18
	8.085±0.12

	蛋氨酸Met
	4.54±0.03
	4.56±0.09
	4.58±0.03
	4.57±0.06
	4.63±0.10
	4.57±0.08

	异亮氨酸Ile
	7.63±0.12a
	7.67±0.08ab
	7.81±0.06ab
	7.82±0.11ab
	7.89±0.07b
	7.82±0.23ab

	亮氨酸Leu
	13.58±0.68
	13.69±0.21
	13.89±0.16
	13.88±0.20
	13.99±0.27
	13.87±0.08

	苯丙氨酸Phe
	7.12±0.06
	7.16±0.18
	7.17±0.01
	7.18±0.13
	7.22±0.11
	7.20±0.16

	赖氨酸Lys
	14.75±0.63
	14.76±0.19
	14.80±0.06
	14.82±0.12
	14.87±0.14
	14.83±0.15

	组氨酸His
	3.10±0.11
	3.12±0.09
	3.14±0.07
	3.13±0.06
	3.15±0.15
	3.09±0.13

	色氨酸Trp
	1.34±0.02
	1.36±0.05
	1.40±0.04
	1.39±0.06
	1.41±0.04
	1.39±0.04

	精氨酸Arg
	14.40±0.19
	14.50±0.47
	14.58±0.07
	14.63±0.11
	14.69±0.26
	14.66±0.27

	必需氨基酸总量∑EAA
	80.11±1.85
	80.54±1.11
	81.15±0.44
	81.28±0.60
	81.81±1.15
	81.31±0.74


注: 同一行中标有不同字母表示差异显著(P<0.05).
Note: Different superscript letters in the same row mean significant difference between groups(P<0.05).
2.3  凡纳滨对虾幼虾的血淋巴指标

饲料中亮氨酸水平的变化显著影响实验虾的各项血淋巴指标(表6)。血淋巴中AST和ALT的活性随着饲料中亮氨酸含量的增加而先降低后升高, 以L11组的幼虾血淋巴中AST、ALT活性最低(P<0.05)。幼虾血淋巴中总蛋白和胆固醇含量则随着饲料亮氨酸水平的升高而先升高后降低, 其中L11组的总蛋白和胆固醇含量显著高于其他各组(P<0.05); 幼虾血淋巴中尿素氮的含量则随着饲料亮氨酸水平的升高而先降低后升高, 其中L11组的幼虾血淋巴中尿素氮含量显著低于L7组(P<0.05), 其他各组间差异不显著(P>0.05); 幼虾血淋巴中甘油三酯的含量变化不显著(P>0.05)。

表6  饲料亮氨酸水平对凡纳滨对虾幼虾血淋巴指标的影响

Tab. 6  Effect of dietary leucine levels on several haemolymph parameters of juvenile Litopenaeus vannamei
n=3; 
[image: image6.wmf]x

±SD
	
	饲料组diet

	
	L7
	L8
	L9
	L10
	L11
	L12

	天冬氨酸转氨酶/(U·L(1) AST
	420.27±17.63e
	385.28±15.09d
	371.08±11.12cd
	338.15±19.09ab
	312.20±14.13a
	352.72±19.25bc

	丙氨酸转氨酶/(U·L(1) ALT
	408.46±29.01c
	369.50±21.06b
	346.21±10.93ab
	340.58±22.65ab
	325.27±11.68a
	340.84±10.14ab

	总蛋白/(g·L(1) TP
	49.72±0.86a
	57.00±0.62b
	62.21±1.50c
	63.49±1.63cd
	66.89±1.64e
	65.25±0.36d

	胆固醇/(mmol·L(1) CHO
	0.73±0.05a
	0.82±0.03abc
	0.81±0.09ab
	0.82±0.08abc
	0.93±0.04c
	0.84±0.02b

	甘油三酯/(mmol·L(1) TG
	0.99±0.02
	0.98±0.09
	1.07±0.10
	1.05±0.04
	1.08±0.12
	1.08±0.09

	尿素氮/(mmol·L(1) HUN
	1.86±0.20b
	1.74±0.14ab
	1.66±0.17ab
	1.62±0.09ab
	1.47±0.17a
	1.60±0.11ab


注: 同一行中标有不同字母表示差异显著(P<0.05).
Note: Different superscript letters in the same row mean significant difference between groups(P<0.05).

以折线模型分析增重率和饲料亮氨酸水平的关系[12, 18], 可以发现转折点出现在亮氨酸含量为24.80 g/kg的点上(图1)。增重率(y1, y2)与饲料中亮氨酸水平(x)相对应的线性方程如下: 

y1= 22.965x +666.71 (P<0.05, R2=0.8804)

y2=(15.47x+1619.8 (P>0.05, R2=1)

结合上述方程可知, 凡纳滨对虾幼虾的最适亮氨酸需要量为24.80 g/kg(饲料), 即61.99 g/kg (饲料蛋白)。
3  讨论

鉴于鱼粉和花生麸拥有较高的蛋白含量, 且易于被凡纳滨对虾消化吸收[1(2, 4], 本实验选择上述两种原料作为主要的蛋白源, 提高价格较低的花生麸的使用量, 同时降低饲料中鱼粉的用量, 以期降低饲料成本; 由各组饵料系数可知, 凡纳滨对虾能够接受并有效利用实验饲料。但利用花生麸替代鱼粉作为商业饲料的主要蛋白源存在一个较大的隐患, 即花生麸中部分必需氨基酸含量较低, 例如亮氨酸。分析本实验所选用的鱼粉和


花生麸的氨基酸组成可知, 鱼粉中亮氨酸的含量为44.5 g/kg, 而花生麸的亮氨酸含量仅为28.0 g/kg; 这种差异在Yue等[2]的研究中也有所体现。尽管饲料中亮氨酸的缺乏可以通过添加晶体氨基酸补足, 但是动物体对晶体氨基酸的利用效率要比蛋白质结合氨基酸低[19(20]; 并且动物体对晶体氨基酸吸收速率要高于结合氨基酸, 这种吸收的不一致很可能会造成蛋白质合成位点的不平衡[21−22], 进一步降低晶体氨基酸的利用效率。但是, 前人研究发现, 使用羧甲基纤维素包被晶体氨基酸可以通过降低溶失率和减缓动物体对晶体氨基酸的吸收速率, 提高蛋白质合成效率[23−24], 并显著提高实验动物的生长性能[12, 25−26]。鉴于该种做法已经在凡纳滨对虾的赖氨酸和苏氨酸营养需求研究中得到应用[11−12], 本实验也选用羧甲基纤维素对晶体氨基酸进行包被。实验饲料L10在水中浸泡30 min和60 min后必需氨基酸的总溶失率分别为4.57%和6.42%, 与商业饲料的溶失率2.94%和6.02%差别不大(未公开发表), 也证实绝大多数晶体氨基酸没有在水体中流失, 而是进入虾体参与蛋白质合成。

亮氨酸被认为是维持机体健康、快速生长和生殖潜力所必需的氨基酸之一, 与实验动物的生长性能有直接联系, 因此, 亮氨酸常常被用作饲料添加剂以提高动物体的生长性能和减少抽搐震颤[6]。本实验凡纳滨对虾幼虾的生长与饲料亮氨酸水平具有良好的剂量效应关系, 饲料中亮氨酸含量偏低会降低饲料效率并减缓生长[27]。饲料中亮氨酸含量低于实验动物的需要量时, 会降低实验动物食欲和蛋白质效率而减缓生长速率, 这在斑节对虾[28]以及鱼类中都有所报道[6, 29(31]。在前人的报道中, 饲料中亮氨酸含量超过实验动物的需要量时, 也会降低实验动物的生长性能。本实验中, 高剂量组(L12组)的生长性能并没有明显降低, 这可能与饲料中亮氨酸的含量比实际需要量高出不多有关(仅高出1.15 g/kg), 尚不足以产生负面影响。当饲料中亮氨酸含量远远高于实际需要量时, 凡纳滨对虾的生长性能很有可能显著性降低, 因为支链氨基酸(亮氨酸、异亮氨酸和缬氨酸)之间存在极强的拮抗作用, 会相互影响动物对彼此的吸收利用, 进而阻碍生长[8, 32]。本实验中, 实验虾肌肉中异亮氨酸的含量随饲料中亮氨酸水平的升高呈先升高后略有下降, 其中L11组的异亮氨酸含量显著高于L7组, 说明饲料亮氨酸水平对异亮氨酸的吸收利用和沉积产生了显著影响。
饲料亮氨酸水平变化对凡纳滨对虾生长产生了显著影响, 而生长性能是估算实验动物营养素需要量的重要指标, 本实验就采用剂量−效应曲线以增重率为指标对凡纳滨对虾的亮氨酸需要量进行评估[8, 33]。通过折线模型分析增重率和饲料亮氨酸水平的关系可知, 凡纳滨对虾幼虾的最适亮氨酸需要量为24.80 g/kg饲料, 即61.99 g/kg饲料蛋白, 这个数值高于凡纳滨对虾肌肉中亮氨酸的实际含量(21.6 g/kg)[15]。本实验所得的亮氨酸需要量同样高于斑节对虾(17 g/kg饲料, 即43 g/kg饲料蛋白)和鱼类(37~40 g/kg饲料蛋白)的亮氨酸需求量[6, 28, 29(31], 这可能与物种差异有关, 盐度、投喂方式、养殖密度和饲料蛋白源等实验条件的差异也会影响物种对营养物质的需要量[8, 14]。水体的盐度和离子组成都会影响对虾的生长和存活, 这是因为离子对维持虾体渗透压平衡至关重要。当对虾生活在低盐度环境中, 用于维持渗透压平衡所需的能量会远远高于生活在最适盐度条件下的对虾, 因此, 生活在低盐度环境中的对虾对各种营养素的需求量也会偏高[14]。本实验中对虾摄入的亮氨酸不仅会被用于体蛋白沉积, 还会被分解供能, 参与维持机体渗透压平衡, 从而导致对虾对亮氨酸需求量高于肌肉中亮氨酸的实际含量。
摄食含有23.95 g/kg亮氨酸饲料(L11组)的实验虾获得了最高的全虾体蛋白沉积率, 这与生长结果是一致的[8]。本实验中, 肌肉粗蛋白含量随着饲料亮氨酸水平的升高而先升高后略有降低, 与此同时, 全虾粗脂肪含量则随着亮氨酸水平的升高呈现不断升高的明显趋势。这是因为亮氨酸能够提供用于刺激肌肉蛋白合成的信号, 并同步降低肌肉蛋白的降解率[34(36], 实现对骨骼肌蛋白质代谢的调节[37(38], 同时增加肌内脂肪[39]。血淋巴中总蛋白、胆固醇和尿素氮含量随着饲料亮氨酸水平的升高也产生了显著变化, 从另一个侧面证实了饲料中氨基酸的不平衡会影响蛋白质的代谢。由于尿素氮是嘌呤代谢的终产物, L7组血淋巴中尿素氮的含量偏高可能与蛋白质的高分解率和低利用率有关, 也与该组实验虾的生长缓慢有直接联系。AST和ALT是检测鱼体肝[40]和虾体肝胰腺[12]功能的常用指标, 本实验也对这两种指标进行了分析。L11组的AST和ALT活性最低, 说明饲料亮氨酸水平会显著影响实验虾的肝胰腺功能, 适当的饲料亮氨酸含量有助于维持肝胰腺的正常生理功能。本实验的AST和ALT活性与实验虾的生长性能和存活率都有一定的相关性[12], 说明在本实验条件下, 饲料亮氨酸水平不足会影响实验虾的生长性能和肝胰腺功能, 同时诱发死亡, 例如L7组。

本研究结果表明, 饲料中亮氨酸含量不足会降低凡纳滨对虾的生长速率和存活率。以折线模型分析增重率和饲料亮氨酸水平的关系可知, 低盐度条件下(0.60~0.80 g/L)凡纳滨对虾幼虾的最适亮氨酸需要量为24.80 g/kg饲料(以鱼粉和花生麸为主要蛋白源), 即61.99 g/kg饲料蛋白。
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Quantitative dietary leucine requirement of juvenile Pacific white shrimp, Litopenaeus vannamei (Boone) reared in low-salinity water

LIU Fujia1, LI Xuefei1, LIU Yongjian1, TIAN Lixia1, DU Zhenyu2, ZHANG Zhihao1, LI Yuming1, YANG Huijun 1
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Abstract: The Pacific white shrimp, Litopenaeus vannamei, originated in Pacific coastal waters but are now widely farmed in inland China and are one of the most important farmed aquatic species world-wide. Leucine plays an important role in the maintenance of nitrogen balance, energy metabolism, blood glucose concentration, growth hormone and hemoglobin concentration, and also stimulates protein synthesis in muscle tissues. Thus, a deficiency of leucine in diets can cause severe biochemical malfunction, including growth retardation. Until now however, the optimal leucine requirements of white shrimp were unknown. We evaluated the leucine requirements of juvenile Pacific white shrimp Litopenaeus vannamei (Boone) in low-salinity water(0.6−0.8 g/L). Six diets containing fish meal, peanut meal and crystalline amino acids with different concentrations of L-leucine(15.95, 17.95, 19.95, 21.95, 23.95, and 25.95 g/kg dry diet) were formulated to contain 400 g/kg crude protein. A total of 1 000 healthy shrimps (initial body weight:  0.38±0.004 g) were randomly distributed into 18 rectangular fiberglass aquariums (280 L, 3 aquaria per diet, 30 shrimps per aquarium) and fed one of the diets for 56 d. Weight gain rate increased significantly with increasing leucine concentration up to 23.95 g/kg dietary leucine (diet L11, P<0.05). The diets containing higher leucine concentrations had no effect on growth performance (P>0.05). Group L11 had the highest protein efficiency ratio (PER), body protein deposition (BPD), hemolymph total protein (TP), and the lowest feed conversion ratio (FCR), hemolymph aspartate aminotransferase (AST), alanine transaminase (ALT) activities, and hemolymph urea nitrogen (HUN) content. The PER, BPD, and TP of group L11 were significantly higher than those of group L7, whereas the FCR, AST, ALT, and HUN of group L11 were significantly lower than those of group L7(P<0.05). The survival of group L7 was lower than that of group L9 and L10 (P<0.05), but there was no significant difference among the other groups(P>0.05). Our results suggest that a lack of dietary leucine decreases growth performance and survival of Pacific white shrimp. A broken-line regression calculated using weight gain rate indicated that the optimal dietary leucine requirement for L. vannamei reared in low-salinity water was 24.80 g/kg leucine of dry diet, corresponding to 61.99 g/kg  leucine of dietary protein.
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