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肝脏 $G=循环效率的影响

李5赞!5罗5莉"

!5陈任孝!5白富瑾!5敬5婷!5孙玉轩!5钱5前
#西南大学动物科技学院"淡水鱼类资源与生殖发育教育部重点实验室"

水产科学重庆市市级重点实验室"重庆5433918$

摘要! 实验选取体质量为$/91:4 C313:% ? 吉富罗非鱼幼鱼 423 尾!随机分为 9 个处理$每个

处理 / 个重复!每个重复 23 尾鱼%!分别饲喂添加 3$对照%"113"213"413"013"1713 和 /213 ?5

G? '7苹果酸的饲料!进行为期 184 D 的生长实验!研究 '7苹果酸对罗非鱼肠道组织结构和功

能及肝脏 K-&循环效率的影响# 结果发现!随着 '7苹果酸水平的增加!前肠和中肠绒毛高

度"密度"肌层厚度均在 1713 ?5G? 组达到最大值且显著高于对照组$(B3838%&后肠绒毛高

度"密度和肌层厚度逐渐降低$(B3838%# 肠道淀粉酶和脂肪酶活性均在 113 ?5G? 组达到最

大值且显著高于对照组$(B3838%&肠道蛋白酶"肝脏 &K6含量随着 '7苹果酸水平的增加逐

渐升高$(B3838%&肠 %2

<

7Y

<

7&K6酶活力"肠表皮生长因子$,F(%和肠表皮生长因子受体

$,F($%含量在 1713 ?5G? 组达到最高值&肝脏柠檬酸合酶活力在 013 ?5G? 到达最大值# 研

究表明吉富罗非鱼饲料中适量添加 '7苹果酸$113 =013 ?5G?%!能改善罗非鱼前肠和中肠的

形态结构!促进肠粘膜上皮细胞的增殖!提高肠消化和吸收能力!同时提高肝脏 K-&循环

效率#

关键词! 吉富罗非鱼& '7苹果酸& 肠道& 肝& K-&循环

中图分类号! ;8:1& *:785555555555文献标志码'&

55当前"随着人们对食品安全和抗生素存在的

负面效应的日益关注"世界上许多国家都开始寻

求可以促进动物生长的抗生素替代品& 酸化剂作

为其中一类"受到极大关注& 大量研究也证实"酸

化剂对鱼类具有促进生长"提高饲料利用率
'1 68(

%

提高消化酶活性
'1"/"8 67(

等作用&

'7苹果酸作为一种重要的天然有机酸"在生

物体三羧酸 #K-&$循环代谢中具有重要作用&

目前"'7苹果酸在动物方面"尤其是反刍动物方面

的研究表明"苹果酸对提高动物的生产性能
'9 6:(

"

胃的 J+值
'13 612(

"养分消化率及其代谢
'9":"1/(

等

均有影响& 但在水产动物中研究甚少& 本实验以

吉富罗非鱼 #)3-1573149;:92%95=;$为研究对象"

在基础饲料中添加不同水平的 '7苹果酸"研究 '7

苹果酸对肠形态指标)肠消化酶)表皮生长因子

#CJ=DCI<20?I/>H@ Q2EH/I",F($和表皮生长因子

受体#CJ=DCI<20?I/>H@ Q2EH/IICECJH/I",F($$的

含量"肝脏柠檬酸合酶 #E=HI2HCOP3H@2OC"-*$ 及

&K6产生量等指标的影响"为揭示 '7苹果酸对罗

非鱼肠道结构功能及肝脏 K-&循环代谢的调控

规律及作用机理提供一定理论依据&

15材料与方法

!"!#实验鱼及饲养管理

实验用鱼为吉富罗非鱼幼鱼"购自重庆北碚

歇马鱼种场& 实验鱼经浓度 /L的食盐溶液消毒

后"暂养于水族缸中"再用基础饲料进行 13 D 驯

化& 正式实验开始前"选择体质健壮)个体均匀
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'体质量 #/91:4 C313:$ ?(的罗非鱼随机分为 9

个处理"每个处理 / 个重复"每个重复 23 尾鱼"饲

养在室内淡水循环玻璃水族箱 #有效体积 31/2

<

/

$中& 每天按体质量的 /L=4L#根据鱼体大

小适时调整投饲量$分 4 次投喂 #0!33)11!33)

18!33和 10!33$"养殖周期为 184 D&

!"8#实验饲料

根据罗非鱼的营养参数
'14(

"以秘鲁鱼粉)肉

粉)大豆粕)棉籽粕)菜籽粕等为主要原料配制基

础饲料"其组成及营养水平见表 1& 实验饲料分

别在基础饲料中添加 3#对照组$)1)2)4)0)17)/2

?5G? '7苹果酸 #购于 *=?<2公司$"制成粒径为

213 <<的颗粒饲料"置于 623 R冰箱保存备用&

表 !#基础饲料组成及营养水平

$%&"!#P0(*-2%4)05%5.5-4()+5430*10,)4)050/

&%,%2.)+4$DF &%,),%

项目 =HC<O 含量5L E/3HC3H

原料 )57(+.)+54,

秘鲁鱼粉 6CIB Q=O@<C20 1213

国产肉粉 <C2H<C20 713

大豆粕 O/PMC23 <C20 2313

棉籽粕 E/HH/3OCCD <C20 1313

菜籽粕 I2JCOCCD <C20 1:13

次粉 >@C2H<=DD0=3? 1719

米糠 I=ECMI23 1213

磷酸二氢钙 E20E=B< M=J@/OJ@2HC 213

豆油 O/PMC23 /=0 113

氯化胆碱 E@/0=3CE@0/I=DC 31/

预混料 V=H2<=3 [<=3CI20JIC<=X 113

合计 H/H20 13313

营养水平 5-4()+542+N+2,

水分 </=OHBIC 9122 C3134

粗蛋白 EIBDCJI/HC=3 /71:4 C3130

粗脂肪 EIBDC0=J=D 41/1 C3131

灰分 2O@ 017: C313/

注!添加剂预混料为每千克全价饲料提供!铁 183 <?%铜 /12 <?%

锌 /411 <?%锰 1/13 <?%碘 819 <?%硒 31/ <?%钴 1214 <?%维生

素 &2 33313 )#%维生素 42 33313 )#%维生素 ,13313 <?%维生

素 Y

/

1313 <?%维生素 :

1

813 <?%维生素 :

2

1313 <?%烟酸 1331

3 <?%维生素 :7 1313 <?%泛酸钙 4313 <?%叶酸 813 <?%维生素

:

12

3132 <?%生物素 113 <?%维生素 -/33 <?"肌醇 133 <?

%/HCO!6IC<=X JI/V=DCD JCIG? /QD=CH!(C183 <?%-B /12 <?%93

/411 <?%N3 1/13 <?%)819 <?%*C31/ <?%-/ 1214 <?%.&

2 33313 )#%.42 33313 )#%.,13313 <?%.Y

/

1313 <?%.:

1

813

<?%.:

2

1313 <?% 3=2E=3 13313 <?% .:

7

1313 <?% E20E=B<

J23H/H@C32HC4313 <?%Q/0=E2E=D 813 <?%.:

12

3132 <?%M=/H=3 113

<?%.-/33 <?"=3/O=H/0133 <?

!"9#测定方法

肠道和肝脏生理生化指标测定55实验结束

时"使鱼空腹 24 @ 后"每组随机取 18 尾"立即杀

死"在冰盘中解剖"取出罗非鱼的整个肠道组织

#包括前)中)后肠$和肝脏组织"用滤纸吸干水分

称重& 称重后剪碎"按 1D:# ?5<'$加入生理盐水

#4 R$"迅速转入玻璃匀浆器匀浆#匀浆过程在冰

水浴中进行$"将匀浆液离心#4 R"/ 833 I5<=3$

13 <=3"取上清液制得粗酶液" 623 R保存备用&

肠道淀粉酶活性测定采用碘 6淀粉比色法"肠道

%2

<

7Y

<

7&K6酶活性采用化学比色法"试剂均购

于南京建成生物工程研究所& 肝脏柠檬酸合酶

'E=HI2HC#*=$7OP3H@2OC"-*(采用 -*定量检测试剂

盒# ,')*&$ 测定" &K6采用定量检测试剂盒

#,')*&$ 测定& 肠道 ,F(和 ,F($分别采用

,F(定量检测试剂盒 #,')*&$和 ,F($定量检

测试剂盒#,')*&$测定"以上试剂盒均购自上海

拜力生物科技有限公司& 肠道蛋白酶活力采用福

林酚法测定
'18(

& 脂肪酶分别参照 )=Z=<2等
'17(

的

实验方法测定&

肠道组织切片的观察55养殖实验结束后"

每组随机取 7 尾鱼"取肠道前)中)后肠#前肠取材

于距胃 9 E<处"中肠取材于距肠的第一弯曲部位

13 E<处"后肠取材于距肛门 13 E<处$2 =/ E<"

用 :/B=3 氏液固定"常规法脱水"石蜡包埋"连续

切片#厚度 913

"

<$"用苏木精 6伊红 #+1,$染

色"树胶封片"拍照"所有样本均在 4 倍物镜 13 倍

目镜下观察"用显微镜微尺测量肠壁肌层厚度

#每个样本随机选取 13 个点测定该处肌层厚度"

取平均值$和肠绒毛高度 #一个肠道横切面的所

有肠绒毛高度平均值$)密度#1 个肠道横切面的

绒毛数量$&

!":#数据处理

采用 *6**1/13 统计软件进行单因子方差分

析#"3C7W2P &%".&$"同时进行 4B3E23 氏多重

比较"(B3838 为差异水平& 所有数据均以平均

值 C标准差#<C23 C*4$表示&

25结果

8"!#CM苹果酸对罗非鱼肠道组织形态结构的

影响

随着 '7苹果酸水平的增加"前肠和中肠绒

毛高度)密度)肌层厚度都呈先升高后降低的

721
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趋势"在 1713 ?5G? 组达到最大"分别较对照组

提 高 了 0710:L) 411:4L) 13418:L 和

118142L)2:133L)1:143L #表 2 $ & 后肠绒

毛高度)密度和肌层厚度则随着 '7苹果酸水平

的增加显著降低 #(B3838 $ "在 /213 ?5G? 组

达到最小值且显著低于对照组 # (B3838 $ &

由此可知"'7苹果酸对吉富罗非鱼肠道形态结

构的促进作用主要体现在前肠和中肠的绒毛

高度和前肠的肌层厚度上"而对后肠的发育有

一定抑制作用#图版$ &

8"8#CM苹果酸对罗非鱼肠道消化酶及 <%

a

MW

a

M

=$'酶的影响

随着 '7苹果酸水平的增加"肠道淀粉酶和

脂肪酶活性均呈先升高后下降的趋势"在 113

?5G? 组达到最大"分别比对照组增加了7/121L

和 /9122L%脂肪酶活性在 213 =/213 ?5G? 组

间差异不显著#(@3838$ %肠蛋白酶呈逐渐升高

趋势%%2

<

7Y

<

7&K6酶活性呈先升后降的趋势"

在 1713 ?5G? 组达到最大"较对照组增加了

94184L#表 /$ &

8"9#CM苹果酸对罗非鱼肠道 X?P和 X?P;的

影响

,F(和 ,F($随 '7苹果酸水平的增加显著

升高#(B3838$"均在 1713 ?5G? 达到最大"分别

较对照组增加了 /8121L和 8019/L#表 4$&

8":#CM苹果酸对罗非鱼肝脏柠檬酸合酶和 =$'

含量的影响

随着 '7苹果酸水平的增加"柠檬酸合酶活力

呈先升后降的趋势"013 ?5G? 组活性达到最高"较

对照组增加 2/14:L%&K6含量随 '7苹果酸的增

加而逐渐增加#表 8$&

表 8#CM苹果酸对罗非鱼肠道形态指标的影响

$%&"8#$6++//+34,0/.)+4%(J CM*%2)3%3).05

)54+,4)5%2*0(160207J 0/4)2%1)%

'7苹果酸水平5

# ?5G?$

'7<20=E

2E=D 0CVC0

前肠 Q/IC?BH

绒毛高度5

"

<

V=00BO

@C=?@H

绒毛密度5个

V=00BO

DC3O=HP

肌层厚度5

"

<

<BOEB02I

H@=EG3COO

3

88117 C9199

2

41103 C11/3

M

9100 C11:9

2

113

8:19: C:173

M

/:183 C71/3

M

018: C21:/

2

213

72141 C0109

M

/:179 C1107

M

:1:2 C1102

M

413

79147 C0193

E

4/128 C1183

M

11112 C/194

E

013

08132 C0111

C

4010: C8117

E

1/100 C2131

D

1713

13/13: C:17/

Q

8:1// C21/1

D

17112 C2134

C

/213

99140 C91:2

D

//190 C2111

2

0111 C1177

2

'7苹果酸水平5

# ?5G?$

'7<20=E

2E=D 0CVC0

中肠 <=D?BH

绒毛高度5

"

<

V=00BO

@C=?@H

绒毛密度5个

V=00BO

DC3O=HP

肌层厚度5

"

<

<BOEB02I

H@=EG3COO

3

20129 C4180

2

2/133 C1141

2

13138 C21/:

2

113

431/4 C41:9

M

24187 C1142

M

1314: C4141

2M

213

431// C4180

M

2711/ C31:2

E

1319: C/121

2M

413

4/1:4 C911:

E

29103 C319:

D

1310/ C2191

2M

013

82188 C4110

D

201// C1181

D

11197 C2114

2M

1713

731:3 C0112

C

2:179 C2112

C

12133 C/129

M

/213

43132 C7182

M

2217/ C31:2

2

11111 C2124

2M

'7苹果酸水平5

# ?5G?$

'7<20=E

2E=D 0CVC0

后肠 @=3D?BH

绒毛高度5

"

<

V=00BO

@C=?@H

绒毛密度5个

V=00BO

DC3O=HP

肌层厚度5

"

<

<BOEB02I

H@=EG3COO

3

/71/0 C7129

D

1819/ C11:3

D

:109 C11:2

E

113

/71:0 C913/

D

18103 C1189

D

:110 C112:

ME

213

/2138 C0178

E

17133 C117/

D

0193 C213:

M

413

/117/ C91::

E

18121 C114/

ED

9127 C210/

2

013

20199 C71:7

M

141// C1133

ME

9128 C1121

2

1713

291:8 C91:8

M

1/12: C3197

M

7170 C11/2

2

/213

28112 C8191

2

11179 C3182

2

7144 C310:

2

注!同列中字母不同代表差异显著#(B3138$1下同

%/HCO!K@CD=QQCIC3H0CHHCIO<C23 H@CO=?3=Q=E23HD=QQCIC3EC1K@CO2<C

2OH@CQ/00/>=3?

表 9#CM苹果酸对罗非鱼肠道消化酶及 <%

a

MW

a

M=$'酶活力的影响

$%&"9#$6++//+34,0/.)+4%(J CM*%2)3%3).05)54+,4)5%2.)7+,4)N++5\J*+%5.<%

a

MW

a

M=$'%,+%34)N)4J 0/4)2%1)%

'7苹果酸水平5# ?5G?$

'7<20=E2E=D 0CVC0

淀粉酶5##5<? JI/H$

2<P02OC

脂肪酶5##5?$

0=J2OC

蛋白酶5##5?$

JI/HC2OC

%2

<

7Y

<

7&K6酶5##5<? JI/H$

%2

<

7Y

<

7&K62OC

3

28144 C312:

2

/1:8 C31/:

2

2381:/ C31:7

2

81/0 C31/3

2

113

41182 C312:

Q

8142 C3143

M

243111 C11:/

M

8189 C3120

2

213

/:110 C312:

C

41/4 C3192

2

2711:4 C3149

E

7111 C3121

M

413

/811: C3148

E

4128 C31:1

2

29:187 C2148

D

7177 C3183

E

013

/8109 C3148

D

4123 C317:

2

2:9181 C3141

C

01:0 C31/7

C

1713

/811: C3119

E

41/7 C3141

2

/3:129 C2172

Q

:1/: C314:

C

/213

/2188 C3148

M

41/: C3112

2

/8/149 C213:

?

91:7 C3128

D

921
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表 :#CM苹果酸对罗非鱼肠道 X?P和 X?P;的影响

$%&":#$6++//+3,0/.)+4%(J CM*%2)3%3).05

)54+,4)5%2X?P%5.X?P;0/4)2%1)%

'7苹果酸水平5

# ?5G?$

'7<20=E2E=D 0CVC0

表皮生长因子5

# 3?5'$

,F(

表皮生长因子抗体5

# 3?5<'$

,F($

3

8:190 C1123

2

110: C3134

2

113

74134 C31/:

M

2118 C313/

M

213

791:0 C1183

E

21/: C313/

E

413

7911/ C3119

E

2181 C313/

D

013

98129 C3114

C

2190 C3134

C

1713

0310/ C314/

Q

/133 C3138

Q

/213

9/120 C31//

D

2182 C3132

D

表 >#CM苹果酸对罗非鱼肝柠檬酸合酶和 =$'含量的影响

$%&">#$6++//+34,0/.)+4%(J CM*%2)3%3).05G@%5.

46+3054+540/=$')56+1%401%53(+%,0/4)2%1)%

'7苹果酸水平5

# ?5G?$

'7<20=E2E=D 0CVC0

柠檬酸合酶5

# 3</05'$

-*

&K6含量5

# 3</05'$

H@CE/3HC3H/Q&K6

3
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M
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2
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42/172 C1144

E

933140 C1319/

M

213

443119 C1192

D
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E

413

4/:129 C111:

D

033182 C12108

D

013

40713: C4110

C

0191/1 C121:2

C

1713

/:3133 C/183

M

001143 C1210:

Q

/213

23211/ C2172

2

:4910: C13101

?

/5讨论

9"!#CM苹果酸对罗非鱼肠道形态和功能的影响

肠道的正常结构与功能是营养物质被充分消

化与吸收的基本保证& 一般将鱼类肠道由前至后

分为前)中)后 / 段& 前肠和中肠是消化吸收营养

物质的主要部位
'19(

& 在水生动物上常用肠道绒毛

高度)绒毛密度等来反映鱼类肠道消化吸收能

力
'10 623(

& 绒毛高度)密度的提高"有利于肠道吸收

面积的增加和营养物质消化利用率的提高& 从本

实验得知"饲料中添加适量 '7苹果酸#113 =1713

?5G?$后"罗非鱼前肠绒毛高度)密度)肌层厚度和

中肠绒毛高度)密度均显著增高"说明 '7苹果酸的

添加改善了前肠和中肠的组织形态"从而为肠道消

化和吸收能力的提高提供了保证& 该研究结果与

已有的关于酸化剂添加可改善断奶仔猪)肉鸡等的

肠绒毛高度
'21 624(

的研究相吻合& 但 '7苹果酸过

量添加#/213 ?5G?$后"吉富罗非鱼前肠)中肠和后

肠的绒毛高度和密度均出现下降的趋势"可能是因

为过量的酸进入肠道后"超出机体调节能力"破坏

了肠道的 J+环境
'19 610(

"因而抑制了肠绒毛的

生长&

一般进入肠道的食糜受肠道运动的机械性消

化作用和消化道分泌的消化酶化学性消化作

用
'28(

& 肠道的化学性消化作用与肠道消化酶活

性密切相关& 肠道消化酶活性高低可以反映动物

消化能力的强弱& 饲料中添加酸化剂对肠道消化

酶的影响前人已有研究"潘庆等
'1(

发现"添加柠

檬酸和乳酸可显著提高肠道淀粉酶活性%在不同

水平柠檬酸实验中"肠蛋白酶和肝胰脏淀粉酶活

性均较对照组有提高"在 312L添加组活性最

高
'8(

& 王纪亭等
'/(

发现"添加 31/L复合酸显著

提高了肝胰脏)前肠和中肠的蛋白酶活性%随着酸

的添加"淀粉酶和脂肪酶也有升高的趋势& '=

等
'27(

发现在饲料中添加 1L的柠檬酸"可提高肝

胰脏和肠道的淀粉酶活性& 本实验表明"饲料中

添加 113 ?5G? '7苹果酸可显著提高肠道淀粉酶)

脂肪酶和肠蛋白酶的活性"与上述研究结果一致&

但是随着 '7苹果酸水平的提高"淀粉酶和脂肪酶

活性会降低而肠蛋白酶活性逐渐提高& 可能是因

为研究表明奥尼罗非鱼肠道淀粉酶最适 J+值为

718 =913"肠道脂肪酶最适 J+值为 913 =

918

'10(

"随着 '7苹果酸水平的提高"肠道内 J+降

低从而抑制了淀粉酶和脂肪酶的活性& 而肠蛋白

酶活性的适宜 J+范围也偏碱性但是其活性却仍

显著升高"出现该现象的原因可能是饲料中 '7苹

果酸的添加使胃内 J+值下降"从而激活胃蛋白

酶原为胃蛋白酶"提高胃蛋白酶活性"增加了蛋白

质消化产物"消化产物进入肠道后"又作为一种信

号因子刺激肝胰脏分泌蛋白酶& 胃蛋白酶消化产

物进入小肠能够刺激胰腺分泌蛋白水解酶
'29 620(

&

K@2C02等
'2:(

研究发现"在日粮中补充 218L乳酸"

可以提高猪胰蛋白酶和糜蛋白酶的分泌&

%2

<

7Y

<

7&K6酶#又称钠钾泵$"一种由 &K6

提供动力的离子泵"可作为反映肠粘膜吸收能力的

一项指标& 本实验中肠道 %2

<

7Y

<

7&K6酶活性呈

先升后降的趋势"说明 '7苹果酸在改善肠道组织

形态和提高消化能力的同时"提高了肠道的吸收能

力"但过量#/213 ?5G?$的酸会产生抑制作用&

肠道的消化吸收能力与肠粘膜上皮生长发育

密切相关
'/3 6/1(

& ,F(是动物体内重要的生长因

子之一"在胃肠道中",F(通过与细胞膜上的

,F($结合"启动)催化)维持与表皮细胞等多种

细胞生长增殖有关的一系列生化过程
'/2 6//(

& 而

021
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且 'BJH/3

'/4(

"晏家友等
'/8(

的研究发现消化道的

酸碱度能影响细胞生长"刺激消化器官的发育等&

本实验结果显示"肠道 ,F(和 ,F($随着 '7苹果

酸水平的增加都呈先升后降的趋势& 可见 '7苹

果酸的适量#113 =1713 ?5G?$添加对肠道上皮细

胞发育有明显促进作用&

因此"饲料中适宜添加 '7苹果酸能促进吉富

罗非鱼肠粘膜上皮细胞的生长增殖"促进前肠和

中肠粘膜绒毛的发育"提高肠道消化酶活性"从而

促进营养物质的消化和吸收& 反过来"消化产物

的增多"又促进消化酶的分泌和肠粘膜的发育&

这样"就形成了一种良性循环"促进了肠道的发

育"并增强了肠道的功能&

9"8#CM苹果酸对罗非鱼肝脏 $G=循环效率影响

苹果酸是生物体代谢三羧酸循环的重要中间

产物"直接参与线粒体的能量代谢"在生物体代谢

过程中处于一种枢纽位置& 柠檬酸合酶#-*$是

K-&循环过程中影响其效率的限速酶& 研究证

实"给大鼠小剂量补充外源性苹果酸"可提高线粒

体苹果酸浓度"从底物的供给和能量的转移两个

方面推动线粒体的代谢
'/7 6/9(

%:C3D2@23 等
'/0(

也

发现"给人体补充适量苹果酸可以显著提高 &K6

的生成& 本实验结果表明"吉富罗非鱼饲料中添

加 113 =013 ?5G? '7苹果酸"显著提高了肝脏 -*

的活性和 &K6的产生"反映出 '苹果酸的适量添

加具有促进罗非鱼肝脏 K-&循环效率的作用&

但高剂量组#1713 和 /213 ?5G?$的-*活性降低"

而 &K6产生量持续增加"可能是在三羧酸循环中

柠檬酸合成酶的调节主要通过产物的负反馈来实

现"大剂量苹果酸导致线粒体内产生过量柠檬酸"

从而抑制 -*的活性%&K6的持续上升可能与其

他产生途径有关"其原因有待进一步研究&

45小结

在本试验条件下"吉富罗非鱼饲料中 '7苹果

酸适量添加为 113 =013 ?5G? 时"可改善罗非鱼

前肠和中肠的形态结构"促进肠粘膜上皮细胞的

增殖"提高肠消化和吸收能力"同时提高肝脏

K-&循环效率& 结合其生长性能结果"在本试验

条件下其最适添加量为 013 ?5G?&
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