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日粮添加酵母硒和茶多酚对团头鲂幼鱼肝抗氧化酶活性及其基因表达的影响
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摘要: 酵母硒和茶多酚都是优质的天然抗氧化剂。酵母硒作为有机硒源, 兼有抗氧化和免疫增强的双重功效。茶多酚是茶叶中多酚类物质的总称, 具有清除体内自由基、抗菌消炎和免疫调节等多种功效。为探讨酵母硒和茶多酚及其配伍对团头鲂(Megalobrama amblycephala)组织硒沉积量, 肝中抗氧化酶活性及其基因mRNA表达的影响, 本试验采用二因素三水平设计, 在团头鲂幼鱼基础饲料中分别添加酵母硒(按硒计)3个水平(分别为0, 0.25 mg/kg, 0.50 mg/kg), 茶多酚3个水平(分别为0, 50 mg/kg, 100 mg/kg), 进行排列组合后得到9组日粮。选用体重为(1.75±0.01) g团头鲂1 350尾, 随机分为9组, 每组3个重复, 每个重复50尾, 进行为期8周的饲养试验。结果表明: 1) 日粮中添加酵母硒和茶多酚均能显著提高团头鲂幼鱼的增重率和特定生长率(P<0.05), 当日粮中硒缺乏时, 两者互作效应显著(P<0.05); 而当硒适量或过量时, 两者交互作用不显著(P>0.05)。2) 日粮中单独添加酵母硒能显著提高团头鲂肌肉和肝中硒含量(P<0.01), 而茶多酚对组织硒含量无显著影响(P>0.05), 两者对硒在肝中沉积的交互作用显著(P<0.05)。3) 酵母硒和茶多酚均能够通过诱导抗氧化酶基因表达来提高机体抗氧化酶性能, 不同的是酵母硒主要上调MaGPx1和MaCu/Zn-SOD基因mRNA表达, 茶多酚主要上调MaCAT基因。4) 酵母硒和茶多酚具有协同抗氧化作用, 两者配伍上调了MaGPx1基因mRNA表达量(P<0.05), 对MaCu/Zn-SOD和MaCAT基因表达有促进作用, 结果两者配伍显著提高了肝总抗氧化能力(T-AOC)而显著降低肝丙二醛(MDA)含量(P<0.05)。综合分析, 建议当基础日粮中添加0.50 mg/kg酵母硒和50 mg/kg茶多酚时, 即在提高生长指标的同时较好的提高各抗氧化物酶的活性, 降低肝中MDA的含量。
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团头鲂(Megalobrama amblycephala)又名武昌鱼或团头鳊, 属硬骨鱼纲、鲤形目、鲤科、鳊亚科, 是中国重要的草食性经济鱼类之一。传统的团头鲂养殖一般采取多品种混养模式, 投喂青饲料并配合使用一般性动物源或植物源配合饲料。随着团头鲂养殖逐渐进入现代化高密度主养新时期, 全国各地普遍转用精饲料或全价配合饲料喂养[1]。相对于鲤、鲫等鱼类, 团头鲂不耐低氧和运输, 因此在养殖生产过程当中经常受到外界不利因素(如氨氮、亚硝酸盐、溶氧、温度和pH)的影响产生应激, 导致代谢紊乱、抗病力低下, 生长受阻甚至死亡[2]。此外, 为了防治鱼病, 人们在饲料中大量添加抗生素或激素, 结果造成了抗药性和药物残留等诸多问题, 给水产养殖业的可持续发展、水产品安全以及人类健康带来了极大的危害。
动物在受到应激时, 体内产生过量的自由基, 通过调节机体自身的抗氧化防御体系可以清除和抑制过量自由基的产生, 提高或激活动物抗氧化防御能力, 因而抗氧化添加剂的使用不仅可克服传统使用抗生素治疗方法存在的缺陷, 而且有利于健康养殖, 减少对环境的污染, 保证食品安全。谷胱甘肽过氧化物酶(GPx)、超氧化物歧化酶(SOD)和过氧化氢酶(CAT)等都是机体内酶促抗氧化体系的重要组成部分, 它们的活性能反映机体清除自由基的能力, 因此在氧化和抗氧化平衡中起着非常重要的作用[3]。其中, GPx是一种含硒蛋白酶, 能高效催化谷胱甘肽(GSH)还原H2O2, 清除机体内的自由基团, 对细胞有保护作用; CAT能特异性催化H2O2反应生成H2O, 从而使有害H2O2有效的被清除; SOD是氧自由基的主要清除剂, 能分解氧自由基, 使自由基的产生和清除处于动态平衡, 从而清除自由基对机体的损伤。茶多酚(tea polyphenols, 简称TP)是茶叶的主要生物活性成分, 其主要成分为儿茶素类酚性羟基, 极易发生氧化、聚合、缩合等变化, 因而具有较好的抗氧化和清除自由基防止脂质过氧化的能力。已有哺乳动物研究表明, 茶多酚对·OH和OH2–有清除作用, 可以提高机体主要抗氧化酶GPx和SOD活性[4], 但茶多酚在鱼类饲料中的研究应用较少, 仅见于褐牙鲆(Paralichthys olivaceus)[5]、虹鳟(Onchorynchus mykiss)[6]、异育银鲫(Carassius auratus gibelio)[7]和罗非鱼[8]等。硒是机体发挥生理功能必不可少的微量元素, 同时它作为一种抗氧化剂并不是直接发挥作用, 而是作为依赖硒的GPx的核心组成部分[9], 参与有机和无机过氧化物的清除。酵母硒(selenium yeast, 简称SY)因具有较强的食用安全性和较高的生物利用率等优势而成为首选的补硒添加剂。万敏等[10]报道在饲料中添加0.6 mg/kg硒可显著提高皱纹盘鲍(Haliotis discus hannai Ino)血清抗氧化酶GPx、SOD、CAT、谷胱甘肽还原酶(GR)和谷胱甘肽S-转移酶(GST)的活力, 从而有效的抵抗氧化损害。Monteiro等[11]的研究结果证明在饲料中添加硒能够维持头石脂鲤(Brycon cephalus)肌肉和鳃组织中GPx、SOD、CAT和GST等抗氧化酶的活性以及谷胱甘肽(GSH)的水平, 进而减轻由有机农药造成的脂肪氧化。然而, 有关水生动物抗氧化体系的报道主要集中在抗氧化酶活性, 理化特性以及利用免疫增强剂促进抗氧化酶活性来抵抗疾病等, 非常缺乏有关抗氧化物质的作用分子机制与动物机体抗氧化酶基因表达之间关系以及营养元素如何调控抗氧化酶等相关基因的表达, 进而促进机体发育维持机体健康的研究。

在脊椎动物细胞中, CAT的基因型仅1种, 即典型的CAT基因。目前, 已知的含硒的GPx基因型有4种, 分别称为GPx1、GPx2、GPx3、GPx4, 仅GPx1基因在肝中高表达。 而在常见的3种SOD基因型中, Cu/ZnSOD 是含量最多的, 定位于细胞质, MnSOD 主要定位于线粒体内[12]。本试验以团头鲂为研究对象, 在日粮中添加不同水平的酵母硒和茶多酚及其组合, 实验中分别选取团头鲂的MaCAT、MaGPx1、MaCu/Zn-SOD进行基因表达测定, 探讨抗氧化添加剂对抗氧化基因mRNA表达的调控作用及其对团头鲂抗氧化性能的影响, 初步查明这些抗氧化基因在抗氧化防御体系中的变化作用, 以期为酵母硒和茶多酚在水产上的应用提供一定理论依据。
1  材料与方法

1.1  饲料的配制与检测

饲料原料购自武汉海大饲料有限公司, 酵母硒(硒含量2 000 mg/kg)购自湖北安琪酵母股份有限公司。茶多酚(儿茶素含量60%)纯度为95%, 购于浙江禾田生物技术有限公司。

本试验采用二因素三水平设计, 在团头鲂幼鱼基础饲料中分别添加酵母硒(按硒计)3个水平(分别为0, 0.25 mg/kg, 0.50 mg/kg), 茶多酚3个水平(分别为0, 50 mg/kg, 100 mg/kg), 进行排列组合后得到9组日粮。基础饲料配方和营养水平见表1(干物质基础)。饲料原料经粉碎过40目筛, 按表1配比、混合均匀, 少量组分采用逐级扩大法混合, 以微晶纤维素为填充剂, 使各试验组饲料其他营养水平保持一致。用实验室型膨化饲料制粒机(型
表1  团头鲂幼鱼基础饲料配方和营养水平 
Tab. 1  Basic diet formulation and nutrient levels of juvenile Wuchang bream
                                                                     %, DW
	成分ingredients
	含量content
	营养水平nutrient levels
	含量content

	白鱼粉 white fish meal
	15.00
	粗蛋白crude protein
	35.09

	豆粕 soybean meal
	49.05
	
	

	鱼油 fish oil
	7.05
	粗脂肪crude lipid
	5.48

	玉米淀粉 corn starch
	10.30
	
	

	氯化胆碱(50%)choline chloride(50%)
	1.00
	水分water
	7.18

	羧甲基纤维素carboxyl methyl cellulose
	3.00
	灰分ash
	14.33

	纤维素 cellulose
	3.60
	
	

	Cr2O3
	0.50
	能量/(kJ·g–1) energy
	18.04

	Ca(H2PO4)2
	2.50
	
	

	维生素预混料vitamin premix 1)
	1.00
	
	

	矿物质预混料(不含硒) mineral premix(no Se)2)
	2.00
	
	


注: 1) 维生素预混物 (mg/kg): 硫胺素, 20; 核黄素, 20; 维生素B6, 20; 维生素B12, 2; 维生素A, 1.83; 维生素D, 0.5; 维生素K, 10; 叶酸, 5; 泛酸钙, 50; 肌醇, 100; 维生素E, 10.
2) 矿物盐预混物 (g/kg): NaCl, 0.8; MgSO4·7H2O, 12; NaH2PO4·7H2O, 20; KH2PO4, 25.6; Ca(H2PO4)2·H2O, 16; FeSO4, 2; (CH2CHCOO)2Ca·5H2O, 2.8; ZnSO4·7H2O, 0.028; MnSO4·4H2O, 0.013; CuSO4·5H2O, 0.002 5; CoCl2·6H2O, 0.000 8; KIO3·6H2O, 0.0024.

Note: 1) Vitamin premix (mg/kg): thiamin, 20; riboflavin, 20; pyridoxine, 20; vitamin B12, 2; vitamin A, 1.83; vitamin D, 0.5; vitamin K, 10; folic acid, 5; Ca-pantothenate, 50; inositol, 100; vitamin E, 10.

2) Mineral premix (g/kg): NaCl, 0.8; MgSO4·7H2O, 12; NaH2PO4·7H2O, 20; KH2PO4, 25.6; Ca(H2PO4)2·H2O, 16; FeSO4, 2; (CH2CHCOO)2Ca·5H2O, 2.8; ZnSO4·7H2O, 0.028; MnSO4·4H2O, 0.013; CuSO4·5H2O, 0.002 5; CoCl2·6H2O, 0.000 8; KIO3·6H2O, 0.002 4.

号: 21204547)制成粒径2.0 mm的软颗粒饲料, 50℃烘箱中烘干后, 置于4℃冰箱中保存备用。饲料中酵母硒的含量采用电感耦合等离子体发射光谱仪(ICP)检测, 测得基础饲料中硒的含量为0.08 mg/kg, 茶多酚采用中华人民共和国轻工行业标准-食品添加剂茶多酚(QB 2154–95)进行检测。
1.2  实验分组与饲养管理
实验用团头鲂幼鱼由海大集团团风育种基地提供, 为同一批繁殖的团头鲂幼鱼, 健康无病, 放入室内循环水养殖系统进行养殖。试验开始前, 先用基础饲料驯养4周。正式试验选择健康、体重、规格基本一致的团头鲂幼鱼, 初始体重约为(1.75±0.01) g。实验共分为9个处理, 每个处理设3个重复, 每个重复50尾, 以重复为单位分养于规格为300 L圆柱形水族箱。实验期间, 日投饵量为鱼体重的3%~4%, 每天投喂3次, 在9: 00投喂适量, 半小时后观察吃食情况, 估计采食量, 18: 00与22: 00再各投喂一次, 方法同上, 每次投喂以大部分鱼吃饱, 不在徘徊水面抢食为结束点。在整个实验期间, 水质为曝气自来水, 采用自动循环微流水系统, 保持水温(25±0.5)℃, pH为7.5~7.8, 溶氧大于5 mg/L。实验饲养期为8周。

1.3  样品采集及处理

试验结束后, 禁食48 h。试验开始及结束时分别对各水族箱的鱼进行称重并记录其初重(g)及末重(g), 计算生长指标。每个水族箱中随机抽取3尾团头鲂, 每尾分别取0.1 g肝用液氮速冻后转移至–80 ℃冰箱中保存, 用于RNA提取和基因表达测定。然后, 再从每个水族箱中随机抽取10尾团头鲂, 取其肝, 分为3份冻存于–20℃用于肝生化指标的测定。剩余团头鲂分别取肝和肌肉样品, 用冷冻干燥机烘干, 研磨成粉状用于测定肝和肌肉中硒的含量。

1.4  指标测定及方法

1.4.1  生长指标 按下式计算增重率(weight gain rate, WGR)和特定生长率(specific gain rate, SGR): 
增重率(WGR, %)=100×[末体重(wet, g) –初体重(wet, g)]/初体重(wet, g)

特定生长率(SGR, %/d)=100×[ln末体重(wet, g) –ln初体重(wet, g)]/时间(d)

1.4.2  日粮中硒含量及常规营养成分的测定  参照ISO 11885–2007硒含量测定方法, 采用电感耦合等离子体发射光谱仪(ICP)测定饲料、肌肉和肝中硒含量。将饲粮研磨成粉状用于测定其常规营养成分。水分采用105℃恒重法(GB/T 6435–86)测定, 粗蛋白采用凯氏定氮法(GB/T 6432–94)测定, 粗脂肪采用索氏抽提法(GB/T 6433–94)测定, 粗灰分采用550℃灼烧法(GB/T 6438–92)测定。
定公司




























































































































1.4.3  肝中抗氧化酶活性的测定  肝样品解冻后用冷生理盐水冲洗干净, 并用滤纸吸干后称重。按W︰V为1︰9加入预冷的0.85%生理盐水, 冰浴下匀浆, 以10 000 r/min在4℃下离心25 min后分离, 取上清用于分析。抗氧化酶(GPx、SOD、CAT)、总抗氧化能力(T-AOC)、丙二醛(MDA)和蛋白定量试剂盒(考马斯亮蓝法)均购自南京建成生物工程研究所, 按试剂盒方法在紫外可见分光光度计或酶标仪上测定吸光度值, 记录并处理数据。
1.4.4  肝中抗氧化酶基因mRNA相对表达水平的测定  采用Trizol法提取肝总RNA, 用超微量分光光度计(NanoDrop ND-2000 spectrophotometer, Thermo Scientific, USA)测定260 nm和280 nm处的吸收值, 检测RNA 的产量和纯度, 并使用1%琼脂糖凝胶进行RNA 非变性电泳检测RNA样品完整性。取1 μg总RNA, 用PrimeScriptTM RT Reagent反转录试剂盒(TaKaRa)合成cDNA, 并将得到的cDNA保存在–20℃冰箱备用。

采用Bio-Rad CFX96实时定量PCR仪, 参照TaKaRa公司的Prime Script RT Master Mix试剂盒(DRR036A)说明书进行qRT-PCR, 荧光染料为 SYBR Green I。每个反应重复3次。qPCR检测的引物的序列参考文献[13], 由上海生物工程有限公司合成。PCR反应条件为: 预变性94℃ 10 s, 变性94℃ 5 s, 退火/延伸60℃ 34 s, 共40个重复。以β-actin作为相对定量内参, 采用
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法分析数据[14], 计算过氧化氢酶基因(MaCAT)、超氧化物歧化酶基因(MaCu/Zn-SOD)和谷胱甘肽过氧化物酶基因(MaGPx1)的相对表达量。实时荧光定量PCR引物序列如表2所示。
1.5  数据处理

采用SPSS17.0版软件对数据进行统计分析。
表2  实时荧光定量PCR引物序列

Tab. 2  Primer sequences for real-time quantitative PCR
	基因
gene
	引物序列(5′–3′)
primer sequence (5′–3′)
	产物/bp
product

	MaCAT
	F: GTTTCCGTCCTTCATCCACTCT
	190

	
	R: GACCAGTTTGAAAGTGTGCGAT
	

	MaCu/Zn-SOD
	F: AGTTGCCATGTGCACTTTTCT
	114

	
	R: AGGTGCTAGTCGAGTGTTAGG
	

	MaGPx1
	F: CTTTTGTCCTTGAAGTATGTCC
	108

	
	R: CTTGAGGAAGACGAAGAGAGGG
	

	β-actin
	F: ACCCACACCGTGCCCATCTA
	152

	
	R: CGGACAATTTCTCTTTCGGCTG
	


实验结果应用双因素方差分析和Duncan’s法多重比较检验各组间的差异, P<0.05表示差异显著。试验数据以平均值±标准差(
[image: image2.wmf]x

±SD)表示。
2  结果与分析

2.1  酵母硒和茶多酚及其配伍对团头鲂幼鱼生长的影响
日粮中添加酵母硒和茶多酚对团头鲂幼鱼生长的影响见图1。与对照组相比, 当日粮中不添加酵母硒时, 添加50 mg/kg、100 mg/kg茶多酚后, 增重率和特定生长率显著升高(P<0.05), 分别比对照组提高5.90%、11.05%和14.00%、22.09%; 而当日粮中添加0.25 mg/kg或0.50 mg/kg酵母硒时, 随着茶多酚添加量的增加, 各配伍组间相比, 增重率和特定生长率无显著变化(P>0.05)。
2.2  酵母硒和茶多酚及其配伍对团头鲂幼鱼肌肉和肝中硒含量的影响

日粮中添加不同水平的酵母硒均能显著提高团头鲂幼鱼肌肉和肝中硒的含量(P<0.01), 而茶多酚对团头鲂幼鱼肌肉和肝中硒的沉积无显著影响(P>0.05), 两者对于硒在肝组织中的沉积交互作用极显著(P<0.01)。同时, 在同一添加组中, 团头鲂幼鱼肝中的硒含量远高于肌肉, 说明肝是硒的主要沉积器官(表3)。
2.3  酵母硒和茶多酚及其配伍对团头鲂幼鱼肝抗氧化活力的影响

如表4所示, 日粮中添加不同水平的酵母硒和茶多酚, 能显著提高团头鲂幼鱼肝中抗氧化酶GPx、SOD、CAT的活性和T-AOC水平而显著降
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图1  日粮中不同水平的酵母硒和茶多酚及其配伍对团头鲂幼鱼增重率(图a)和特定生长率(图b)的影响
“*”表示与对照相比差异显著(P<0.05). 
Fig. 1  Effects of dietary selenium yeast and tea polyphenols on WGR (a) and SGR (b) of juvenile Wuchang bream
 “*” means significant difference compared to the control(P<0.05).
表3  日粮中不同水平的酵母硒和茶多酚及其配伍对团头鲂幼鱼肌肉和肝中硒含量的影响

Tab. 3  Effects of dietary selenium yeast and tea polyphenols on selenium contents of the muscle and liver in juvenile Wuchang bream
                                                                n=3,
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±SD
	组别

group
	酵母硒(按硒计)/(mg·kg–1)
dietary selenium yeast
	茶多酚/(mg·kg–1)
tea polyphenols
	硒含量/ (μg ·g–1 , 干物质 DW)

	
	
	
	肌肉 muscle
	肝 liver

	S0T0
	0
	0
	0.12±0.02d
	0.48±0.01e

	S0T1
	0
	50
	0.13±0.02d
	0.45±0.02e

	S0T2
	0
	100
	0.11±0.03d
	0.52±0.02d

	S1T0
	0.25
	0
	0.43±0.01c
	2.26±0.05b

	S1T1
	0.25
	50
	0.44±0.03c
	2.24±0.03b

	S1T2
	0.25
	100
	0.46±0.01c
	2.20±0.02c

	S2T0
	0.50
	0
	0.52±0.03b
	3.14±0.02a

	S2T1
	0.50
	50
	 0.54±0.02ab
	3.13±0.02a

	S2T2
	0.50
	100
	0.55±0.01a
	3.16±0.01a

	ANOVA
	SY  P
	
	0.000
	0.000

	
	TP  P
	
	0.082
	0.107

	
	SY*TP P
	
	0.385
	0.002


注: 同列数据上标不同者表示差异显著(P<0.05).

Note: Means in each column with no common superscript differ significantly (P<0.05).
低肝MDA水平, 且酵母硒和茶多酚交互作用显著。其中, 当饲料中不添加茶多酚或添加0.25 mg/kg和0.50 mg/kg酵母硒后, 与对照组相比, GPx活性分别提高17%和20%; 当饲料中不添加酵母硒或添加50 mg/kg和100 mg/kg茶多酚后, GPx活性随饲料中酵母硒含量的增加而升高; 但两者的交互作用不显著(P>0.05)。饲料中不同水平的酵母硒和茶多酚均对SOD活性影响显著(P<0.05), 两者的交互作用显著(P<0.05)。当饲料中不添加茶多酚时, 各组CAT的活性与对照相比无显著差异(P>0.05); 当饲料中不添加酵母硒时, CAT的活性随饲料中茶多酚水平增加而显著升高(P<0.05), 两者的交互作用显著(P<0.05)。T-AOC水平的变化上, 饲料中不同水平的酵母硒和茶多酚显著提高T-AOC水平(P<0.05), 且两者的交互作用显著(P<0.05)。相反的, 饲料中添加不同水平酵母硒和茶多酚均显著降低团头鲂幼鱼肝中MDA含量(P<0.05), 茶多酚能显著降低缺硒所致的肝中MDA含量的升高, 两者交互作用显著(P<0.05)。
2.4  酵母硒和茶多酚及其配伍对团头鲂幼鱼肝抗氧化酶基因表达的影响

如表5所示, 当饲料中不添加茶多酚时, MaGPx1和MaCu/Zn-SOD基因mRNA表达水平随酵母硒添

表4  日粮中不同水平酵母硒和茶多酚及其配伍对团头鲂幼鱼肝中抗氧化酶活性的影响

Tab. 4  Effects of dietary selenium yeast and tea polyphenols on the activities of antioxidant enzymes in juvenile Wuchang bream liver
                                                    n=9, 
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±SD
	组别

group
	GPx/

(U·mg–1 pro)
	SOD/

(U·mg–1 pro)
	CAT/

(U·mg–1 pro)
	T-AOC/

(U·mg–1 pro)
	MDA/

(nmol·mg–1 pro)

	S0T0
	32.10±1.49d
	54.65±1.63c
	68.79±1.70c
	1.20±0.17d
	1.77±0.25a

	S0T1
	36.64±0.93c
	60.48±1.43ab
	73.23±2.19bc
	1.71±0.46bc
	1.11±0.09bc

	S0T2
	37.97±1.06bc
	59.31±1.48b
	81.63±2.51a
	2.11±0.15ab
	0.69±0.11d

	S1T0
	41.65±6.07ab
	59.49±2.62b
	71.52±2.41bc
	1.67±0.13bcd
	1.27±0.25b

	S1T1
	39.86±1.02abc
	62.58±0.28ab
	76.27±3.01ab
	1.43±0.39cd
	1.10±0.10bc

	S1T2
	41.87±1.15ab
	59.39±2.57b
	70.20±5.12bc
	1.39±0.24cd
	1.05±0.04bc

	S2T0
	42.58±4.87ab
	59.79±4.61b
	70.72±6.47bc
	1.24±0.35cd
	1.12±0.11bc

	S2T1
	41.25±1.46ab
	60.18±0.55b
	72.81±3.89bc
	2.10±0.24ab
	1.06±0.05bc

	S2T2
	43.78±1.96a
	63.72±0.63a
	75.20±6.04bc
	2.24±0.43a
	0.91±0.12c

	SP P
	0.000
	0.005
	0.493
	0.026
	0.030

	TP P
	0.105
	0.002
	0.015
	0.001
	0.000

	SP*TP P
	0.159
	0.016
	0.010
	0.001
	0.000


注: 同列数据上标不同者表示差异显著(P<0.05).
Note: Means in each column with no common superscript differ significantly (P<0.05) .
表5  日粮中不同水平酵母硒和茶多酚及其配伍对团头鲂幼鱼肝中抗氧化酶基因表达的影响

Tab. 5  Effect of dietary selenium yeast and tea polyphenols on the relative expression of antioxidant enzymes genes in juvenile Wuchang bream liver
n=9,
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±SD

	组别

group
	酵母硒(按硒计)/(mg·kg–1)
dietary Se-plex
	茶多酚/(mg·kg–1)
tea polyphenols
	MaGPx1
	MaCu/Zn-SOD
	MaCAT

	S0T0
	0
	0
	1.03±0.22c
	1.01±0.20b
	1.02±0.25b

	S0T1
	0
	50
	1.05±0.21c
	1.10±0.27ab
	1.18±0.30ab

	S0T2
	0
	100
	1.30±0.10ab
	1.14±0.15ab
	1.27±0.13ab

	S1T0
	0.25
	0
	1.27±0.10b
	1.20±0.10ab
	1.05±0.15ab

	S1T1
	0.25
	50
	1.32±0.08ab
	1.29±0.15ab
	1.15±0.16ab

	S1T2
	0.25
	100
	1.32±0.25ab
	1.10±0.18ab
	1.21±0.17ab

	S2T0
	0.50
	0
	1.45±0.09ab
	1.34±0.22a
	1.01±0.08b

	S2T1
	0.50
	50
	1.53±0.23a
	1.25±0.09ab
	1.24±0.33ab

	S2T2
	0.50
	100
	1.30±0.15ab
	1.30±0.16ab
	1.38±0.13a

	ANOVA
	SY  P
	
	0.021
	0.028
	0.706

	
	TP  P
	
	0.564
	0.876
	0.037

	
	SY*TP P
	
	0.041
	0.480
	0.887


注: 同列数据上标不同者表示差异显著(P<0.05).
Note: Means in each column with no common superscript differ significantly (P<0.05) .
加量的升高而显著上调(P<0.05)。但MaCAT基因mRNA表达变化不显著(P>0.05); 当不添加酵母硒时, 添加茶多酚后MaCAT基因mRNA相对表达水平和对照相比显著升高(P<0.05), 而MaGPx1、 MaCu/Zn-SOD基因mRNA水平和对照相比无显著差异(P>0.05)。酵母硒和茶多酚的添加对MaGPx1基因mRNA表达水平影响的交互作用显著(P<0.05)。
3  讨论

3.1  酵母硒对团头鲂幼鱼抗氧化性能的影响

Lin和Shiau[15]研究表明, 日粮中添加0.5~ 5.0 mg/kg的亚硒酸钠或0.2~2.0 mg/kg的硒代蛋氨酸均可以显著提高石斑鱼肝中GPx活力。Wang等[16]也发现日粮中添加硒能显著提高异育银鲫血清中GPx活力, 且GPx活力与硒添加量呈正相关关系。有试验表明, 硒不仅能提高含硒酶的活性, 同时还能提高动物机体内SOD的活性, 从而增强机体对自由基的清除作用[17–19]。本试验结果显示, 在团头鲂幼鱼日粮中添加0.25 mg/kg和0.50 mg/kg酵母硒能显著增加硒在肌肉和肝中的沉积、肝中GPx和SOD的活性及T-AOC水平, 从而显著降低MDA含量, 表明补硒主要通过提高GPx和SOD的活性来改善团头鲂幼鱼的抗氧化能力, 降低MDA水平, 有效抑制脂质过氧化反应。本研究中添加0.25 mg/kg和0.5 mg/kg酵母硒对其肝中的CAT活性影响不显著, 但有升高的趋势。蒋焕超[18]在硒与维生素E的交互作用对吉富罗非鱼抗氧化影响的研究中也发现, 硒对CAT活性的影响不显著, 这与本试验得到的结论一致。

为进一步探讨酵母硒作用的分子机制与动物机体抗氧化酶基因表达之间关系以及元素硒如何调控抗氧化酶等相关基因的表达, 本试验测定了团头鲂幼鱼肝中MaGPx1、MaCu/Zn-SOD和MaCAT基因mRNA表达水平, 结果发现, 随着酵母硒添加量的增多, MaGPx1和MaCu/Zn-SOD基因mRNA表达显著上调, MaCAT基因表达有升高的趋势但不显著, 表明酵母硒主要通过提高MaGPx1和MaCu/Zn-SOD基因mRNA表达水平来提高肝抗氧化性能。在哺乳动物试验中, 李希[20]在缺硒基础饲粮中分别添加0、 0.3 mg/kg和3.0 mg/kg酵母硒(称为低硒组、中硒组和高硒组)饲喂大鼠, 结果发现GPx1基因的mRNA表达量随饲粮中硒水平增加而呈剂量依赖性增长, 高硒组的GPx1基因的mRNA表达量为中硒组的1.6倍左右, 中硒组的GPx1基因的mRNA表达量为低硒组的6.4倍左右。王秀娜 [21]在猪饲料中添加0.3 mg/kg酵母硒后发现, 其肝中GPx1基因的mRNA表达量显著高于对照组。在鱼类实验中, 仅金明昌[22]在幼鲤硒缺乏症及其机制研究中发现, 饲料中添加硒对幼鲤肝中GPx mRNA的表达有促进作用, 随着饲料中硒水平的提高, GPx mRNA的表达量呈显著增加趋势。本研究结果表明, 在团头鲂幼鱼中, 硒主要通过上调肝抗氧化酶基因MaGPx1和MaCu/Zn-SOD mRNA的表达来提高机体抗氧化性能, 减少脂质过氧化, 从而增强机体抵抗外界环境应激的能力。

3.2  茶多酚对团头鲂幼鱼抗氧化性能的影响

茶多酚作为天然高效的抗氧化剂, 其抗氧化、清除自由基的作用机制主要是茶多酚中的儿茶酚(邻二苯酚)结构具有连或邻苯酚基, 由于苯环上的π电子与氧原子尚不成对的单电子相互作用, 发生共轭效应, 其结果是不成对的单电子靠向苯环, 氢氧键减弱, 所以, 含酚基的物质具有较活泼的羟基氢, 能提供氢离子, 竞争性地与不饱和脂肪酸争夺活性氧, 或与脂肪酸自由基结合转化为惰性化合物, 从而终止自由基链式反应[23]。同时, 茶多酚还能直接诱导酶系统, 促进机体内主要抗氧化酶SOD、CAT的活性增加, 能再生维生素E和SOD, 直接保护和修复抗氧化系统。本试验结果表明, 日粮中添加50 mg/kg和100 mg/kg茶多酚可显著提高SOD和CAT的活性以及T-AOC水平, 显著降低MDA含量。这与徐奇友等[6]在虹鳟、辜玲芳等[7]在异育银鲫和刘振兴等[8]在罗非鱼饲料中添加茶多酚得到的结论一致。Mourente等[24]从CAT和SOD的作用机理推测两种酶活力变化应该保持同步, 本试验结果也显示, CAT和SOD两种酶的活力保持同步变化的趋势。
本试验从抗氧化酶MaGPx1、MaCu/Zn-SOD和MaCAT基因转录水平发现, 茶多酚仅对MaCAT基因mRNA表达水平有显著促进作用, 表明茶多酚主要可能通过上调MaCAT基因表达, 提高团头鲂幼鱼机体抗氧化性能, 抑制脂质过氧化。本实验中, 当饲料中不添加酵母硒时, 随茶多酚水平的增加GPx的活力显著升高, MaGPx1基因表达上调, 但与对照相比差异不显著; 而当饲料中添加不同水平酵母硒可显著提高GPx的活力时, 再同时添加茶多酚却对GPx活力没有显著影响。由此说明, 当饲料中硒含量不足时, 随着茶多酚添加量的升高, 能够上调MaGPx1基因mRNA水平的表达来提高GPx的活力以弥补硒的不足, 试验结果很好地证实了茶多酚能够部分替代硒的生物学功能。

3.3  酵母硒和茶多酚配伍对团头鲂幼鱼抗氧化性能的影响

已有大量研究证实, 硒和维生素E具有协同抗氧化作用[25–26]。由于茶多酚和维生素E化学结构的相似性, 即具有相同的酚羟基和共轭π键, 它们抗氧化作用机制均为大量的酚羟基和共轭π键自身作为还原性物质接受自由基的攻击, 提供质子给脂类的自由基后形成惰性化合物, 从而制止脂质氧化的链式反应, 两者都属于断链型抗氧化剂, 因此我们推断茶多酚与酵母硒具有协同抗氧化作用, 然而此类研究在鱼类中尚未见到。李卫春[27]在肉鸡日粮中添加0、200 mg/kg、400 mg/kg茶多酚和0、0.2 mg/kg、0.4 mg/kg亚硒酸钠及其配伍, 饲养42 d后发现, 茶多酚和硒配伍组能显著提高胸肌中GPx、SOD和CAT活性, 两者互作效应显著。何柳青[28]在蛋鸡日粮中添加0、200 mg/kg、400 mg/kg茶多酚和0、0.25 mg/kg、0.50 mg/kg酵母硒及其配伍, 饲养28 d后发现, 添加酵母硒能显著提高蛋黄硒含量, 两者的互作对蛋黄中硒含量无显著影响, 茶多酚和酵母硒对血清中抗氧化指标GPx、SOD、T-AOC和MDA互作效应显著。本实验结果显示, 团头鲂幼鱼日粮中同时添加茶多酚和酵母硒促进硒在肝中沉积, 两者对肝中抗氧化指标SOD、CAT、T-AOC和MDA交互作用显著, 从抗氧化酶基因转录水平来看, 两者配伍显著上调了MaGPx1基因mRNA表达量, 对MaCu/Zn-SOD和MaCAT基因表达有促进作用。该结果表明, 酵母硒和茶多酚具有协同抗氧化作用, 通过上调团头鲂肝抗氧化酶基因的表达来提高抗氧化酶活性, 减少脂质过氧化水平。
已有研究表明, 茶多酚和酵母硒均可促进养殖对象的生长[6–8, 18, 27]。本实验中, 日粮中添加酵母硒和茶多酚均显著提高团头鲂幼鱼的增重率和特定生长率。通过将抗氧化数据与生长数据进行对照比较, 发现两者变化趋势具有一致性, 即能够通过提高水生动物机体抗氧化性能来提高其生长性能。当酵母硒的添加量为0.5 mg/kg而茶多酚添加量为100 mg/kg时, 肝组织中T-AOC含量达到最高而MDA含量最低, 但50 mg/kg茶多酚添加组和100 mg/kg茶多酚添加组相比对这些抗氧化指标的影响的差异不显著, 综合成本的考虑, 本实验建议基础日粮中添加0.50 mg/kg酵母硒和50 mg/kg茶多酚的组合, 能较好的提高团头鲂幼鱼肝抗氧化物酶的性能, 降低MDA的含量。
4  结论

(1) 酵母硒能显著提高团头鲂幼鱼肝和肌肉组织硒含量, 而茶多酚对组织硒沉积量无显著影响。

(2) 酵母硒和茶多酚均能够通过诱导抗氧化酶基因表达来提高机体抗氧化酶性能, 不同的是酵母硒主要上调MaGPx1和MaCu/Zn-SOD基因mRNA表达, 茶多酚主要上调MaCAT基因。

(3) 酵母硒和茶多酚具有协同抗氧化作用, 两者配伍上调了MaGPx1基因mRNA表达量, 对MaCu/Zn-SOD和MaCAT基因表达有促进作用。
(4) 日粮中分别添加酵母硒和茶多酚均能显著提高团头鲂幼鱼的增重率和特定生长率, 当日粮中硒缺乏时, 两者互作效应显著; 而当硒适量或过量时, 两者交互作用不显著。通过将抗氧化数据与生长数据进行对照比较, 发现两者变化趋势具有一致性, 即能够通过提高水生动物机体抗氧化性能来提高其生长性能。

(5) 当基础日粮中添加0.50 mg/kg酵母硒和50 mg/kg茶多酚的组合, 能较好地提高各抗氧化物酶的活性, 降低肝中MDA的含量。
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Effects of dietary selenium yeast and tea polyphenols on the activities and mRNA levels of antioxidant enzymes in the liver of juvenile Wuchang bream, Megalobrama amblycephala

LONG Meng, HOU Jie, SU Yujing, WU Ning, LI Li, ZHANG Weiran, SUN Bochao

Fisheries College, Huazhong Agricultural University, Wuhan 430070, China;
Key Laboratory of Freshwater Animal Breeding, Ministry of Agriculture, Wuhan 430070, China;
Freshwater Aquaculture Collaborative Innovation Center of Hubei Province, Wuhan 430070, China
Abstract: Selenium yeast (SY) and tea polyphenols (TP) belong to high-quality natural antioxidants. As an organic selenium source, SP has the effects of both antioxidant and immune-enhancer. Tea polyphenols (TP) is a term for polyphenols in tea, which is helpful to free radicals scavenging, anti-bacterial and anti-inflammatory actions, immunomodulatory effects and so on. In the present study, a two-factorial and three-level experiment was designed to evaluate the effects of dietary SP and TP on selenium deposition in the muscle and liver, the activities and mRNA levels of antioxidant enzymes in the liver of juvenile Wuchang bream, Megalobrama amblycephala (mean weight 1.75 g±0.01 g). Totally nine semi-purified diets were formulated to provide graded levels of Se (0, 0.25 mg/kg, 0.50 mg/kg) and TP (0, 50 mg/kg, 100 mg/kg). After 8 weeks of feeding trial, the results showed that: (1) Both dietary SY and TP significantly enhanced the weight gain rate (WGR) and specific gain rate (SGR) in juvenile Wuchang bream (P<0.05). Only when dietary SY was lack (P>0.05) are there significant interaction effects of dietary SY and TP on WGR and SGR. (2) Dietary SY significantly enhanced selenium contents in the muscle and liver (P<0.01), whereas there was no significant effect of dietary TP on selenium deposition (P>0.05), and the interaction effect of dietary SY and TP on selenium deposition was significant in liver (P<0.05). (3) Both dietary SY and TP significantly enhanced the activities of glutathione peroxidase (GPX), superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) by upregulating the expression of these antioxidant enzyme genes. The difference is that SY upregulated mRNA expression of MaGPx1 and MaCu/Zn-SOD significantly (P<0.05), whereas TP raised the transcription of MaCAT. (4) The combination of SP and TP has synergistic antioxidant effects by upregulating MaGPx1 gene expression significantly and promoting the transcription of MaCu/Zn-SOD and MaCAT. As a result, fish fed the combination diets with SY and TP had higher hepatic total antioxidant capacity (T-AOC) and lower content of malondialdehyde (MDA) than fish in the other dietary groups (P<0.05). In light of the above results, it could be concluded that a basal diet supplemented with 0.50 mg/kg SY and 50 mg/kg TP could help keep better antioxidant status by improving the antioxidant enzymes activities and reduced hepatic MDA in the liver of juvenile Wuchang bream.
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