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生物絮团对仿刺参幼参生长与酶活性的影响
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山东省海洋资源与环境研究院 山东省海洋生态修复重点实验室, 山东 烟台 264006
摘要: 以仿刺参幼参(Apostichopus japonicus)为研究对象, 采用发酵法培养生物絮团, 在室内塑料水槽中进行为期30 d的幼参培育实验。选择蔗糖作为碳源, 并设置饵料替代(0、10%、15%和20%共计4个梯度)和换水频次 (3 d/次和7 d/次两种)正交实验, 分析其对幼参生长、成活及其体内消化酶、免疫性酶活性和可溶性蛋白含量的影响, 为生物絮团培育幼参技术确定最佳投饵量和换水频次等参数提供依据。结果表明, 实验期间处理组淀粉酶(AMS)活性总体均高于对照组, 生物絮团可以提高幼参淀粉酶活性; 第15天时, 每3 d换水1次并替代15%饵料的处理组幼参体壁中超氧化物歧化酶(SOD, 32.9 U/mg prot)及碱性磷酸酶(AKP, 146.8 U/g prot)活性高于其他3组和对照组(P<0.05); 而每7 d换水1次且替代20%饵料组SOD(35.3 U/mg prot)及AKP酶活性(158.8 U/g prot)均明显高于对照组(P< 0.05)。第30天时, 每7 d换水1次且替代10%饵料组幼参淀粉酶和SOD活性均比15 d有所升高, 尤其AKP活性明显升高; 其特定生长率(4.12 %/d)与成活率(98.9%)均最高。每7 d换水1次且替代15%饵料组体壁中可溶性蛋白含量(10.9 mg/g)最高, 均明显高于对照组(P <0.05); 但与替代10%饵料组(9.3 mg/g)差异不显著。而每3 d换水1次且替代20%饵料组幼参成活率(91.8%)最低, 其可溶性蛋白含量与其他3组和对照组差异不显著(P>0.05)。适当降低换水频次和减少投饵量适于生物絮团系统中幼参的生长、存活与可溶性蛋白质积累。
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仿刺参(Apostichopus japonicus)具有较高的经济价值, 已经成为我国重要的养殖种类之一[1–2]。但集约化养殖的迅猛发展, 使得养殖水体中无机氮、有机物积累, 造成养殖环境污染病害流行, 限制了刺参养殖产业健康和可持续发展[3–4]。生物絮团(bioflocs)作为海洋微生物及其分泌的胞外多聚物的集合体, 在养殖生态系统的微生物循环、生物地球化学过程以及生态调控中起着重要作用[5–6]。生物絮团是以细菌、微藻、真菌等微生物和原生动物及其所分泌的胞外多聚物所组成的集合体[7]。研究表明, 通过添加有机碳源, 形成的生物絮团能有效地改善水质, 把水体中的氮转化为蛋白, 因其含有丰富的微生物蛋白和营养物质而具有促进养殖生物生长等多种作用[8–10], 生物絮团技术在整个集约化海水养殖中将具有广泛的应用价值和生态意义。将生物絮团作为饵料蛋白源已在斑节对虾(Penaeus monodon)、凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)、罗非鱼(Oreochromis niloticus×Oreo​ch​romis aureus)养殖中取得了成功[11–13]。对于高密度对虾养殖而言, 对虾在初期生长阶段可以摄食利用生物絮团, 且生物絮团含量多的池塘, 对虾的生长率明显高[5]。目前, 在中国生物絮团技术的研究才刚刚开始, 尤其在刺参苗种培育及养成等过程的基础与应用研究还亟待开展。本研究对生物絮团对仿刺参幼参体内主要消化酶和免疫酶活性的影响进行探讨, 并分析其对幼参生长、成活等的作用, 以期为生物絮团的作用机理及其最佳投饵量和换水频次等参数的确定提供理论依据, 为生物絮团技术在刺参苗种培育中的应用提供参考。

1  材料和方法

1.1  实验材料和试剂

刺参幼参由山东省海洋与渔业厅黄河三角洲海洋渔业科研推广中心提供, 体质量(1.0±0.3) g, 实验于2012年8月至9月在该中心进行。

试剂: 生理盐水(0.86%的氯化钠溶液); 实验所用碳源为蔗糖(红糖), 购自于烟台家家悦超市; 芽孢杆菌产品购自烟台大乐饲料有限公司, 产品为粉末状, 标称菌含量≥3×109 cfu/g。

1.2  实验设计
在塑料水槽进行发酵式生物絮团制备, 向50 L自然海水中分别加入芽孢杆菌2.5 g和蔗糖5 g, 再加入氯化铵调节水中C/N比值达到20; 在20~22℃下进行连续充气发酵, 浓缩后等量加入实验水体中。
采用300 L塑料水槽进行生物絮团培育幼参实验, 密度为100头/槽。水体体积为250 L, 整个实验过程中水温保持在20.2~21.9℃, 盐度为30~32, 24 h持续充气。

以替代饵料比例及换水频率为正交因子设计实验。添加蔗糖作为碳源, 并部分替代 (0、10%、15%和20%)饵料(分别记作“–0”、“–10”、“–15”和“–20”); 换水频次设置为3 d/次和7 d/次(分别记作“3-”和“7-”), 每次换水时先吸底以清除残饵粪便, 且换水量均为1/2; 蔗糖每2 d 添加1次, 按与水体中的总氨氮的C/N 比值为20进行添加; 絮团发酵液每3 d泼洒1次。对照组与生产操作一致, 不添加碳源和发酵液, 每2 d全量换水1次; 每天9:00、16:00分别按照幼参体质量的2%和3%投喂配合饲料。共计9组, 每组设3个平行。培育时间为30 d, 第15天和30天时取样测定幼参消化酶与免疫酶活性, 第30天时测定幼参的生长与成活情况。

1.3  酶活性分析
1.3.1  样品处理  粗酶液制备与酶活性测定参照Gao等[14]和江晓路等 [15]的方法, 略有改动。每组选取10头幼参, 用剪刀将刺参幼参腹部剖开取出消化道, 去除内容物并洗净后备用; 同时, 在体壁的同一部位剪取小块, 用以制作体壁匀浆液。将消化道或体壁置于研钵中, 按幼参各组织重量加入适量生理盐水(4℃), 在冰水浴中研磨, 分别制成10%和20%的组织匀浆, 4℃下5 000 r/min离心10 min, 取上清液进行酶活性分析。

1.3.2  酶活性测定  幼参消化道内淀粉酶(AMS)、体壁内碱性磷酸酶(AKP)和超氧化物歧化酶(SOD)活性分别采用淀粉-碘比色法、金氏法(磷酸苯二钠为底物)和连苯三酚自氧化法进行测定, 可溶性蛋白含量测定采用考马斯亮蓝法。酶活性定义为: 
淀粉酶: 每mg组织蛋白在37℃与底物作用30 min, 水解10 mg淀粉定义为1个淀粉酶活力单位(U)。

碱性磷酸酶: 每g组织蛋白在37℃与基质作用15 min产生1 mg酚为1单位(U)。

超氧化物歧化酶: 每mg组织蛋白在1 mL反应液中SOD抑制率达50%时所对应的SOD量为1个SOD活力单位(U)。

1.4  数据处理

采用SPSS17.0软件进行单因素方差分析( One Way ANOVA), 采用Duncan多重比较进行差异显著性分析, P<0.05视为具有显著性差异, 用小写字母进行标注。特定生长率(SGR)计算公式为: SGR (%/d) = (lnW2–lnW1)×100%/t, 其中, W1、W2分别代表实验开始和结束时幼参的总重量, t代表实验进行的时间(d)。
2  结果与分析

2.1  生物絮团的形成及其对幼参消化酶活性的影响

添加蔗糖和生物絮团发酵液的处理组中, 在每7 d换水1次的处理组中可以观察到, 实验第5 天开始波纹板及尼龙绳上有大量灰白色丝状体出现, 之后逐渐增多增长, 表明生物絮团已经形成。在每3 d换水1次的处理组中未发现明显的絮状体。

实验第15天时, 各处理组幼参淀粉酶活性均高于对照组(P<0.05), 表明生物絮团可以提高幼参淀粉酶活性。从图1可以看出, 3 d换1次水时, 
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图1  仿刺参幼参消化道中淀粉酶活性比较

柱上不同字母表示各组间差异显著(P<0.05).
Fig 1  Comparison of AMS activities in digestive trace of Apostichopus japonicus
Values with different letters mean significant difference between groups.

随着投饵量降低淀粉酶活性先降低后升高, 3-20组酶活性(0.22 U/mg prot)最高, 而3-10组(0.13 U/mg prot)最低; 7 d换水1次时, 淀粉酶活性随着投饵量降低呈波动性变化, 7-10组活性(0.19 U/mg prot)最高, 而7-15组(0.14 U/mg prot)最低。由此可知, 在适当减少投饵量的情况下, 生物絮团仍可使幼参保持较高的淀粉酶活性。
第30天时, 除3-20组与7-15组淀粉酶活性比15 d时略有降低外, 其他组均有所升高; 且7-15组淀粉酶活性比对照组略低。而7-20组、3-0组和7-0组酶活性明显升高(P<0.05), 分别达到0.28、0.27和0.24 U/mg prot; 7-10组变化不显著, 但仍明显高于对照(P<0.05)。
2.2  生物絮团对幼参免疫酶活性的影响

第15天时, 第3天换水1次的各组幼参SOD活性, 随着投饵量降低呈先升高后降低的趋势, 其中3-15组活性高于其他3组和对照组(P<0.05), 高达32.9 U/mg prot, 而3-0组(10.2 U/mg prot)最低; 而3-10组、3-20组与对照之间差异均不显著。7 d换水处理组中SOD活性变化趋势与3 d相反, 呈先降低后升高的趋势, 7-20组SOD活性(35.3 U/mg prot)明显高于其他3组和对照组(P<0.05)。

第30天, 3 d换水1次的各组中除3-15组SOD活性略有降低外, 其他3组均比15 d时显著升高; 3-20组(37.1 U/mg prot)最高, 明显高于对照(P<0.05); 7 d换水1次的各组与15 d时相比SOD活性变化均不明显, 但7-10、7-20组显著高于对照组(P<0.05), 均超过27.0 U/mg prot。 
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图2  仿刺参幼参体壁中SOD酶活性比较

柱上不同字母表示各组间差异显著(P<0.05).
Fig 2  Comparison of SOD activities in body wall of Apostichopus japonicus
Values with different letters mean significant difference between groups.

幼参AKP与SOD活性的变化趋势相似。实验第15天, 3 d换水1次各组中3-15组(146.8 U/g prot)和7-20组(158.8 U/g prot)AKP活性均明显高于对照组(P<0.05), 而其他组与对照均无显著差异。第30天, 各处理组AKP活性均比第15天时显著升高, 且明显高于对照(P<0.05), 随着投饵量减少均呈先降低后升高的趋势; 其中, 7-0组为所有处理组中最高值, 达596.7 U/g prot; 其次是3-20组(541.7 U/g prot), 而7-15组AKP活性活性最低, 仅为232.3 U/g prot。
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图3  仿刺参幼参体壁中AKP酶活性比较

柱上不同字母表示各组间差异显著(P<0.05).
Fig 3  Comparison of AKP activities in body wall of Apostichopus japonicus
Values with different letters mean significant difference between groups.

2.3  生物絮团对幼参生长与成活的影响

培育30 d时, 7-10组特定生长率高达4.12 %/d, 其次是7-0组(4.08 %/d), 均高于对照组(3.89 %/d), 另外, 3-15组也超过对照(P<0.05)。3-20组幼参成活率(91.8%)最低, 与对照组差异不显著; 其他组均明显高于对照(P<0.05)。7 d换水1次幼参的成活率比3 d换水的总体高。换水时间少于3 d时, 不利于絮团的形成与稳定; 换水时间延长利于絮团的形成, 且适当减少投饵量利于幼参生长。因此, 投饵量及换水时间是生物絮团技术的重要参数。
表1  仿刺参幼参的特定生长率与成活率

Tab. 1  SGR and survival rate of Apostichopus japonicus
	指标 index
	实验组 experimental group

	
	3-0
	3-10
	3-15
	3-20
	7-0
	7-10
	7-15
	7-20
	对照 control

	特定生长率SGR/(%·d-1)
	3.71
	3.47
	3.97
	3.32
	4.08
	4.12
	3.15
	3.43
	3.89

	成活率/% survival rate
	95.3
	94.2
	98.4
	91.8
	97.3
	98.9
	96.2
	96.4
	92.2


2.4  生物絮团对幼参体壁可溶性蛋白含量的影响

投饵量和换水频次对幼参体壁中可溶性蛋白含量也会产生一定影响。第30天时, 每3 d换水1次各组幼参体壁中可溶性蛋白含量随投饵量减少呈降低的趋势, 但变化不显著(P>0.05) (图4); 当每7 d换水1次时, 可溶性蛋白含量随投饵量减少呈先升高后降低的趋势; 7-15组可溶性蛋白含量(10.9 mg/g)明显高于7-0组(6.4 mg/g)和对照(7.7 mg/g)(P<0.05), 而与其他两组差异不显著; 7-0组幼参体壁可溶性蛋白含量最低, 3-20组次之, 但均与对照差异不显著(P>0.05)。
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图4  仿刺参幼参体壁中可溶性蛋白含量比较

柱上不同字母表示各组间差异显著(P<0.05).
Fig 4  Comparison of soluble protein contents in body wall of Apostichopus japonicus
Values with different letters mean significant difference
between groups.

3  讨论
3.1  生物絮团的形成及其对幼参消化酶活性的影响

消化酶是反映水产动物营养生理的重要指标, 其活性的变化可以反映水产动物在环境中生理状态和对环境的适应性, 与水产动物的生长发育有着紧密联系。有报道称, 添加能量物质[16]、微生态制剂[17]或生物絮团[18–20]等对多种水生动物消化酶活力均有较大影响, 可以不同程度地提高对虾(Penaeus japonicas)以及鳙(Aristichthys nobilis Richardson)等的消化酶活性。但有关生物絮团对幼参消化酶活性影响的研究还未见报道。本实验结果显示, 在减少投饵量和延迟换水的条件下, 除了7-15组30 d时低于对照外, 其他组淀粉酶活性都显著高于对照组(P<0.05), 表明采用生物絮团技术也可以提高幼参淀粉酶酶活性, 对其生长可能具有促进作用, 与上述研究报道结果一致。生物絮团对不同生长阶段、生理状态的幼参或其他种类养殖生物消化酶活性的影响有待深入研究。
3.2  生物絮团对幼参免疫酶活性的影响
近年来, 随着刺参养殖业的不断发展, 微生态制剂的作用越来越受到人们的重视。研究发现, 微生态制剂均能提高幼参超氧化物歧化酶(SOD)、碱性磷酸酶(AKP)等的活性[21], 全营养破壁酵母还可以降低幼参肠道内弧菌数量[22], 但高浓度的微生态制剂能造成幼参的急性致死[23]。生物絮团作为一种新的高效生态养殖技术, 其对刺参等的耐受性、生长和免疫的影响及其机理也亟待深入研究。本结果显示, 实验第15天, 7 d换水1次比对照和3 d换水1次的幼参SOD、AKP酶活性都高; 而第30天, 7 d换水1次的幼参酶活性仍高于对照, 但总体低于3 d换水1次的。而换水量及换水频次减少, 均有利于生物絮团的形成[6]与稳定, 表明生物絮团有助于幼参提高免疫活性, 对其成活可能具有促进作用。但生物絮团的最佳添加量及其对环境和幼参体内菌群的影响等有待进一步研究, 这对生物絮团技术的基础研究与应用推广具有重要意义。
3.3  生物絮团对幼参生长与成活的影响

生物絮团不但可以改善水质, 还可作为一种高效的饵料来源; 其蛋白含量可达30%以上, 与人工饲料相当[24–25]。作为对虾饲料添加物, 生物絮团可替代其中的全部鱼粉和67%的大豆蛋白[9]。通过平衡添加有机碳源, 生物絮团在促进水中氮同化的同时, 还可以促进养殖生物的生长。采用生物絮团技术, 长期不换水情况下凡那滨对虾成活率可达80%以上[26]; 添加碳源和枯草芽孢杆菌及其发酵液后, 产生的生物絮团使日本囊对虾(Ma​r​s​up​enaeus japonicas)产量提高, 且减少了换水量[27]; 生物絮团对刺参也具有提高成活率和促进生长的作用[28]。本研究发现, 在适当减少投饵量和延长换水周期的条件下, 幼参的特定生长率和成活率都有提高。换水时间少于3 d时, 不利于絮团的形成与稳定; 换水时间延长利于絮团的形成, 且适当减少投饵量利于幼参生长。但投饵量过多时易造成残饵沉积而引起底质环境恶化, 而投饵量过少幼参因摄食不足也易引起应激反应, 均不利于其生长存活。实验期间, 幼参淀粉酶和免疫酶活性均稳定地维持在较高水平, 且投饵量与换水频次适当, 其特定生长率与成活率也较高; 所以, 幼参的生长与成活与其酶活性可能具有一定的相关关系。因此, 不断优化投饵量和换水频次等参数, 并深入研究酶活性与幼参生长与存活的相关性, 有助于生物絮团技术在整个刺参养殖产业中的全面推广。

3.4  生物絮团对幼参体壁可溶性蛋白含量的影响

关于饲料蛋白含量对养殖动物体成分影响的研究在鱼、虾类水产动物中多见报道[29–30], 而生物絮团系统中饵料投喂量和换水频次对刺参体壁可溶性蛋白含量的影响研究却鲜有报道。本研究发现, 采用生物絮团技术, 当每3 d换水1次时, 随投饵量减少, 幼参体壁中可溶性蛋白含量呈降低趋势, 但与对照组均差异不显著。这表明, 换水时间太短不利于生物絮团的稳定形成和持续发挥作用, 此时投饵量对幼参体壁中可溶性蛋白的累积影响较大。当7 d换水1次时, 因形成了较稳定的生物絮团, 可溶性蛋白含量随投饵量减少呈先升高后降低的趋势; 7-0组可溶性蛋白含量低的原因可能是, 因投饵量过大造成底质环境有所恶化, 影响了幼参体壁中可溶性蛋白的累积; 另外, 7-0组和3-20组幼参体壁可溶性蛋白含量均较低, 而其AKP酶活性均维持在较高水平, 幼参体壁中AKP酶活性过高可能对可溶性蛋白含量产生一定影响, 其影响机理与影响的程度有待进一步研究。刺参幼参在室内养殖条件下能够较好地利用植物性蛋白[31], 而本研究发现, 幼参还可以较好的利用微生物蛋白, 因此, 生物絮团可以作为刺参的辅助性饲料成分, 配制出营养更全面的配合饲料, 且持续形成的生物絮团被幼参摄食后有助于其体壁中积累更多的可溶性蛋白。

4  结论

本实验条件下, 在生物絮团系统中, 投饵量和换水频次对幼参消化、免疫生理以及生长代谢都会产生一定影响。
(1) 实验期间, 处理组淀粉酶活性总体高于对照组, 说明生物絮团可以提高幼参消化酶活性, 对其生长具有一定的促进作用。

(2) 第30天时, 处理组幼参免疫酶活性比15 d时均总体有所升高, 尤其AKP活性升高明显。

(3) 第30天时, 7 d换水1次且替代10%饵料的特定生长率与成活率均最高, 体壁中可溶性蛋白含量也较高。投饵量及换水频次是生物絮团技术的重要参数, 换水频次降低利于絮团的形成, 且适当减少投饵量利于幼参生长、存活以及可溶性蛋白在体壁的积累。
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Effect of bioflocs on enzyme activities and growth performance of
juvenile sea cucumber Apostichopus japonicus

ZHANG Xiuzhen, LI Bin, BAI Yanyan, MA Yuanqing, LIU Aiying, LIU Yihao, SONG Xiangjun, WANG Zhongquan, SUN Shan
Shandong Key Laboratory of Marine Ecological Restoration, Shandong Marine Resource and Environment Research Institute, Yantai 264006, China
Abstract: We evaluated the effects of bioflocs on digestibility, immunity, growth, and survival of juvenile sea cucumber Apostichopus japonicus during a 30 d feeding trial. Animals were fed one of four diets in which 0, 10%, 15% or 20% of the carbon source was replaced with sucrose. Additionally, we tested the effect of water-exchange frequency (3 or 7 d). The experiment was set up using an orthogonal design and we measured growth performance, survival, enzyme activities, and soluble protein content. The activities of amylase(AMS) in the experimental groups were generally higher than in the control, indicating that the bioflocs stimulate amylase activity in A. japonicus. On day 15, superoxide dismutase(SOD, 32.9 U/mg prot)and alkaline phosphatase (AKP, 146.8 U/g prot)activity was higher in the 3 d/15% group than in the other three groups and the control(P<0.05). Similarly, SOD (35.3U/mg prot) and AKP(158.8 U/g prot) activity was higher in the7 d/20% group than in the other three groups and the control group(P<0.05). AMS and SOD activity were higher on day 30 than on day 15 in the 7 d/10% group and the increase in AKP activity was particularly significant. The growth rate (4.12%/d) and survival (98.9%) were highest in this group, whereas survival was lowest (91.8%) in the 3 d/20% group. Furthermore, the soluble protein content in the body wall of A. japonicus was not different from the other three groups and the control (P>0.05).The soluble protein content (10.9 mg/g) was higher in the 7 d/ 15% group than in the control(P<0.05), but was not different from the 7 d/10% group. Thus, our results suggest that areduction inwater exchanging frequency and feeding quantity may be beneficial to growth performance and soluble protein accumulation in A. japonicus. Our results provide a basis for determining the optimal feeding quantity and water-exchanging frequency for juvenile sea cucumber in biofloc technology systems
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