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摘要：为了探究不同碳水化合物水平对大口黑鲈鳃组织结构的完整性、抗氧化能力和免疫
能力的影响，设计 3 种不同碳水化合物水平的等氮等脂饲料，即 7% (L 组)、12% (M 组)
和 17% (H 组)。实验选取初始体质量为 (4.0 ± 0.2) g 的大口黑鲈 360 尾，饲喂 8 周，通过组
织切片的观察，抗氧化酶和免疫酶活性的测定及相关 mRNA 的表达研究，分析碳水化合
物对鳃的影响。结果发现，H 组能够导致鳃小片基部细胞增生、融合，上皮细胞脱落；H
组和 M 组的丙二醛 (MDA) 含量显著高于 L 组；鳃组织的超氧化物歧化酶 (SOD)、过氧化
物酶  (CAT) 在 H 组和 M 组显著低于 L 组；H 组和 M 组抗氧化酶  (CAT、GPX、SOD1、
SOD2、SOD3a 和 SOD3b) mRNA 水平也要显著低于 L 组；H 组和 M 组酸性磷酸酶 (AKP)，
碱性磷酸酶 (ACP) 和溶菌酶 (LZM) 也要显著低于 L 组；H 组和 M 组免疫相关基因 (IL-1β、
IL-10、IL-15、TNF-α 和 TGF-1β) 和抗菌肽  (hepcidin-1 和 hepcidin-2)mRNA 水平显著低于
L 组 mRNA 水平；H 组凋亡相关的基因 (caspase-3、caspase-8、caspase-9) 的 mRNA 水平显
著高于 L 组和 M 组；H 组的 occluding 和 claudin-7 mRNA 水平显著低于 L 组和 M 组。研
究表明，在本实验条件下，饲喂高碳水化合物饲料会损伤大口黑鲈鳃组织结构，降低抗氧
化能力和免疫能力。
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大口黑鲈 (Micropterus salmoides) 隶属于鲈形

目 (Perciformes) 太阳鱼科 (Centrarchidae) 鲈鱼属

(Micropterus)，是一种典型的肉食性鱼类。20 世

纪 70 年代引入我国，因其味道鲜美、营养价值高、

没有肌间刺等特点深受市场欢迎，现已得到广泛

养殖 [1]。随着人工配合饲料运用，大口黑鲈养殖

中烂鳃病和烂身病等成为常见的疾病，其中烂鳃

病的发病死亡率高达 60%，对养殖业造成严重的

经济损失[2]。

鳃是鱼类的多功能器官，具有气体交换、调

节渗透压、调节酸碱平衡等功能 [3]。此外，鳃还

是鱼体重要的物理屏障和免疫屏障 [4]。鳃组织结

构的完整是鳃物理屏障功能的保障 [5]。鳃中富含

抗菌化合物和细胞因子，是其作为免疫屏障的前

提[6]。鳃的健康主要取决于结构完整和免疫功能[7]。

然而，鳃极其敏感易受到营养素等因素的影响。

如饲料中添加适宜水平的维生素 A，可以增加鳃

组织的免疫能力，减少烂鳃病的发生 [8]；饲料中

 
 

收稿日期：2021-04-01        修回日期：2021-10-02
资助项目：国家自然科学基金 (31802267)；四川农业大学双支计划 (035 - 2021993221)
第一作者：赵柳兰，从事水产动物免疫及营养调控方面的研究，E-mail：zhaoliulan2007@163.com
通信作者：杨淞 (照片)，从事水产健康养殖研究，E-mail：ysys210@hotmail.com

文章编号: 1000-0615(2022)11-2158-10 水产学报, 2022, 46(11): 2158−2167

JOURNAL OF FISHERIES OF CHINA

DOI: 10.11964/jfc.20210412720

https://www.china-fishery.cn 中国水产学会主办    sponsored by China Society of Fisheries

https://www.china-fishery.cn


添加过多脂肪，会造成鳃组织结构受损，抗氧化

能力和免疫能力下降 [9]。因此，维持饲料中营养

素的平衡对鳃的结构完整和免疫功能至关重要。

淀粉作为饲料原料中最为主要的碳水化合物，

已成为水产饲料中不可缺少的成分[10]。然而，许

多鱼类被认为葡萄糖不耐受，尤其是肉食性鱼类，

如虹鳟 (Oncorhynchus mykiss) 摄入超过 20% 碳水

化合物后，出现持续性高血糖，引起组织结构损

伤和免疫抑制，对鱼体造成负面影响[11]。碳水化

合物对鱼类的研究主要集中在对机体生长[12]、肝

脏糖脂代谢[13]、肠道健康[14] 等方面。然而，关于

碳水化合物对鱼类鳃组织结构、抗氧化能力和免

疫能力的影响仍不清楚。

目前的研究表明，大口黑鲈饲料中碳水化合

物适宜添加水平在 7%~10%[12]；而肉食性鱼类饲

料中碳水化合物添加水平不超过 20%，当饲料中

碳水化合物水平超过 15% 时，机体出现明显的病

理特征 [14]。因此，本实验设计 3 种不同浓度碳水

化合物饲料 (L 组：7% 淀粉，M 组：12% 淀粉，

H 组：17% 淀粉)，探究碳水化合物对大口黑鲈鳃

组织结构、抗氧化酶和免疫酶活性、相关基因表

达等指标的影响，旨在为大口黑鲈烂鳃病的防治

提供参考。 

1    材料与方法
 

1.1    实验饲料

配制 3 种碳水化物水平的等氮 (粗蛋白质

48%) 等脂 (粗脂肪 9.5%) 饲料含量分别为 7% 淀

粉 (L 组 )、12% 淀粉 (M 组 ) 和 17% 淀粉 (H 组 )。
具体成分如表 1 所示。饲料原料均购于通威集团

有限公司，并以 80 目粒径研磨，加工成 3 mm 的

颗粒，干燥后，置于−20 °C 冰箱中保存。 

1.2    实验鱼

大口黑鲈平均体质量 (4.0 ± 0.2) g，购于四川

邛崃的一个商业养殖场。将大口黑鲈暂养在 200
L 的普通塑料循环曝气水箱中，使用普通商业饲

料喂养 (通威集团有限公司)。暂养 1 周后，随机

挑取健康活泼的大口黑鲈 360 尾分配到 9 个水箱

中 (40 尾/箱)。每个组设置 3 个重复。在实验期间，

每天进行 3 次饱食投喂 (8:00、12:00 和 17:00)。投

喂实验持续 8 周。在实验期间，保持自然光周期

水平，实验所用水为曝气 24 h 的自来水，每天换

1/4 水并吸出底部残饵粪便等杂质。每天检测并保

持温度 (20.0±0.5) °C，pH 为 7.5±0.2，溶解氧大于

7.0 mg/L，氨氮和亚硝酸盐小于 0.02 mg/L。 

1.3    实验取样及处理
 

　　样品采集　　实验结束后，所有的鱼禁食

24 h 后用 MS-222(15 mg/L) 麻醉。每个平行随机

选取 15 尾鱼，并立即解剖出鳃，其中 3 尾固定

在 Bouin 氏液中，待分析，剩余 12 尾放入液氮中，

随后被转移至−80 °C 保存。 

　　鳃组织学观察　　选取每个处理 9 尾鱼 (3 个

平行) 第 2 对鳃，将固定好的鳃组织进行石蜡切片

和苏木精-伊红 (H.E) 染色，随后观察组织结构。 

　　抗氧化酶和免疫酶活性测定　　将−80 °C

表 1    实验配方及近似组成 (DM, %)

Tab. 1    Formulation and proximate composition of the
experimental diets (DM, %)

原料　ingredients　　　 L M H

鱼粉　fish meal 52 52 52

谷朊粉　vital gluten 6.5 6.5 7.5

啤酒酵母粉　beer yeast powder 1 1 1

大豆浓缩蛋白　Soy protein concentrate 6.5 6.5 7

玉米蛋白粉　corn gluten meal 6.5 6.5 4.5

虾膏　shrimp paste 2 2 2

木薯淀粉　cassava starch 7 12 17

豆油　soybean oil 4 4 4

卵磷脂油　lecithin oil 1.5 1.5 1.5

微晶纤维素　microcrystalline cellulose 9.5 4.5 0
Ca (H 2 PO 4 ) 2 1.5 1.5 1.5

胆碱　choline 0.5 0.5 0.5

维生素预混料1 vitamin premix 0.5 0.5 0.5

矿物质预混料2 mineral premix 1 1 1

总计　total 100 100 100

营养成分　proximate composition

粗脂肪　crude lipid 9.31 9.44 9.99

粗蛋白　crude protein 48.04 48.19 48.17

灰分　ash 10.62 10.18 10.02

水分　moisture 10.12 10.62 11.34

注：1. 维生素预混料(IU或mg/kg)含维生素A 16 000 IU，维生素D3
8 000 IU，维生素K3 14.72 mg/kg，维生素B1 17.80 mg/kg，维生素
B2 48 mg/kg，维生素B6 29.52 mg/kg，维生素B12 0.24 mg/kg，维生
素E 160 mg/kg，维生素C 800 mg/kg，烟酰胺 79.20 mg/kg，泛酸钙
73.60 mg/kg，叶酸 6.40 mg/kg，生物素 0.64 mg/kg，肌醇 320 mg/kg，
氯化胆碱 1 500 mg/kg，L-肉碱 100 mg/kg(以砻糠粉作为载体)；
2. 矿物质预混料(mg/kg)含有CuSO4 2.00，ZnSO4 34.4，MnSO4 6.20，
FeSO4  21.10，Ca(IO3)2  1 .63，Na2SeO3  0 .18，CoCL2  0 .24，
MgSO4·H2O 52.70
Notes: 1.Vitamin premix (mg/kg) contain vitamin A, 16 000IU; vitamin
D3, 8 000 IU; vitamin K3, 14.72; vitamin B1, 17.80; vitamin B2, 48;
vitamin B6, 29.52; vitamin B12, 0.24; vitamin E, 160; vitamin C, 800;
niacinamide, 79.20; calcium-pantothenate, 73.60; folic acid, 6.40; biotin,
0.64; inositol, 320; choline chloride, 1 500; L -carnitine, 100 (using rice
chaff powder as carriers); 2. mineral premix (mg/kg) contain：CuSO4,
2.00; ZnSO4, 34.4; MnSO4, 6.20; FeSO4, 21.10; Ca(IO3)2, 1.63;
Na2SeO3, 0.18; CoCL2, 0.24; MgSO4·H2O, 52.70
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保存的鳃组织置于冰上解冻，取适量 (0.2~0.3 g)
鳃组织，加入 9 倍体积的预冷的 0.8% 生理盐水，

用预冷研钵充分研磨后转移至 1.5 mL 离心管中，

4 °C 2 500 r/min 离心 10 min，取上清液保存 4 °C
冰箱。鳃抗氧化酶和免疫相关酶活性使用试剂盒

说明书操作，所有试剂盒均购自南京建成生物工

程研究所，并用分光光度计和酶标仪测定，所有

样品于一周内检测完成。 

　　抗氧化和免疫相关基因 mRNA 表达分析　

　 使 用  Animal Total  RNA  Isolation  Kit  试 剂 盒

(Cat.No.RE-03011，FOREGENE) 提取总 RNA。测

定总 RNA 浓度和纯度，并进行电泳检测。总 RNA
的 OD260/280 值于 1.8~2.0 之间，电泳条带 28S rRNA
亮度约为 18S rRNA 的 2 倍且无拖尾时认定总 RNA
质量较好，将 RNA 保存于−80 °C 冰箱中。

使用RT EasyTM II(with gDNase) 试剂盒(Cat.No.
RT-01031/01032，FOREGENE) 将所提取 RNA 反

转录合成 cDNA。qRT-PCR(荧光定量 PCR) 部分

引物序列根据基因组测序得到的序列，使用

Primer premier 5.0 软件设计基因特异性引物 (表 2)。
根据 Real  Time  PCR  EasyTM-SYBR  Green  I  (Cat.
No.QP-01011/01012/01013/01014， FOREGENE) 检
测 mRNA表达水平。按照程序进行反应：95 °C 预

变性 30 s；95 °C 5 s，TM 30 s，72 °C 60 s， 40 个

循环，绘制熔解曲线。所有样本进行 3 个重复，

为了适应起始模板的变化，所有基因的表达量均

用 L 组的 β-actin 表达量进行归一化处理。使用

2−△△Ct 方法分析基因的相对表达水平[15]。 

1.4    数据分析

数据以表格的形式记录在 EXCEL 文件中以

建立数据库。显著性水平采用 SPSS 22.0 进行单因

素方差分析 (One-Way ANOVA)，并进行方差齐性

检验，差异显著时，采用 Turkey’s 进行多重比较，

P<0.05 表示差异显著。 

2    结果
 

2.1    鳃的组织学分析及凋亡相关基因和紧密连

接相关基因的表达

鳃由鳃弓、鳃耙和鳃丝 3 部分构成。鳃丝两

侧伸出许多鳃小片。鳃小片由上皮细胞、柱细胞

和血腔组成，是鱼类进行气体交换的场所。鳃小

片基部之间存在一定数目的泌氯细胞。不同碳水

化合物饲料饲喂后，L 组鳃组织结构没有发生明

显的变化；M 组和 H 组均出现基部细胞增厚，鳃

丝弯曲，上皮细胞脱落的现象；H 组还出现鳃丝

融合，上皮细胞增生较多，上皮细胞排列不整齐，

基部泌氯细胞膨大，鳃小片血细胞增多，充血的

现象 (图版Ⅰ)。
在饲养实验后，检测鳃中凋亡相关的基因

(caspase-3、caspase-8 和 caspase-9) 及上游调控基

因 (bax 和 bcl-2) 的 mRNA 水平。结果显示，H 组

caspase-3、 caspase-8 和 caspase-9 的 mRNA 水平

显著高于 L 组和 M 组 mRNA 水平 (P<0.05)，L 组

和 M 组 mRNA 水平差异不显著 (P>0.05)。与此同

时，上游调控基因 bax 的 mRNA 水平无显著变化

(P>0.05)，bcl-2 的 mRNA 水平随着淀粉浓度升高

而降低，H 组 mRNA 水平只有 L 组 mRNA 水平

的 44.4%(P<0.05)(图 1)。
2 个 与 紧 密 连 接 相 关 的 基 因 (ocluding 和

claudin-7) 检测结果显示，高浓度淀粉对紧密连接

相关基因的表达有抑制作用，其中 H 组 ocluding-
mRNA 水平只有L 组mRNA 水平的 48.2% (P<0.05)；
H 组 claudin-7  mRNA 水平较 L 组 mRNA 水平降

低了 35.4%(P<0.05)(图 2)。 

2.2    不同碳水化合物对大口黑鲈鳃抗氧化酶活

性和抗氧化相关基因的影响

鳃的 CAT 和 SOD 活性，随着饲料中碳水化

合物水平的增加而降低，其中 H 组 CAT 活性较

L 组降低了 34.8%(P<0.05)。SOD 活性在 3 个组之

间都存在显著性差异 (P<0.05)，其中 H 组差异最

大，SOD 活性仅为 L 组的 18.4%。M 组 GPX 活性

分别是 L 组和 H 组的 2.1 倍和 3.0 倍 (P<0.05)。鳃

中 T-AOC 在 3 组之间存在显著性差异 (P>0.05)。
鳃的 MDA 随着碳水化合物水平的升高而上升，

其 中 H 组 MDA 含 量 最 高 (P<0.05)， 高 达 21.0
nmol/mg，L 组的表达量仅为 H 组的12%，  M 组

和 H 组之间无显著性差异 (P>0.05)(表 3)。
PCR(聚合酶链式反应) 结果显示，抗氧化相

关基因 mRNA 水平随着饲料中淀粉浓度的升高逐

渐降低，且高水平的淀粉组会导致鳃的抗氧化基

因表达显著下降。H 组和 M 组 CAT mRNA 水平

分别只有 L 组的 64.5% 和 71.1%(P<0.05)；H 组和

M 组 GPX mRNA 水平是 L 组的 0.44 倍和 0.49 倍

(P<0.05)；H 组和 M 组 SOD1、SOD2、SOD3a 和

SOD3b mRNA 水平显著高于 L 组 (P<0.05)，H 组

和 M 组之间无显著性差异 (P>0.05)(图 3)。 
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表 2    引物序列用于实时 PCR分析

Tab. 2    Primer sequences used for real-time PCR analysis

基因
gene F/R

序列(5′-3′)
primer sequence(5′-3′)

产物长度/bp
product length

退火温度/ °C
TM

登录号
accession number

CAT F GTTCCCGTCCTTCATCCACT 85 60.4 MK614708.1

R CAGGCTCCAGAAGTCCCACA

SOD1 F CCCCACAACAAGAATCATGC 178 58.0 MK614709.1

R TCTCAGCCTTCTCGTGGA

SOD2 F CTGACCTACGACTATGGTGC 147 58.0 MK614710.1

R CGTCACATCTCCCTTCGCTA

SOD3a F ATCCATCAGTACGGAGACCT 181 58.8 MK614711.1

R TTCCAATCGCAGACATCCCT

SOD3b F CTCACAGCACAATGGCACTC 101 61.0 MK614712.1

R CTGCTTAAACAGCGCCTGACC

GPX F CCCTGCAATCAGTTTGGACA 94 58.0 MK614713.1

R TTGGTTCAAAGCCATTCCCT

IL-1β F CGTGACTGACAGCAAAAAGAGG 166 59.4 XM_038733429.1

R GATGCCCAGAGCCACAGTTC

IL-10 F CGGCACAGAAATCCCAGAGC 113 62.1 XM_038696252.1

R CAGCAGGCTCACAAAATAAACATCT

IL-15 F GTATGCTGCTTCTGTGCCTGG 111 61.8 XM_038693988.1

R AGCGTCAGATTTCTCAATGGTGT

TNF-α F CTTCGTCTACAGCCAGGCATCG 161 63.0 XM_038723994.1

R TTTGGCACACCGACCTCACC

TGF-β1 F GCTCAAAGAGAGCGAGGATG 118 59.0 XM_038693206.1

R TCCTCTACCATTCGCAATCC

hepcidin-1 F CATTCACCGGGGTGCAA 107 58.0 EU502754.1

R CCTGATGTGATTTGGCATCATC

hepcidin-2 F TCAGTGGAATCCTGGAAGATGC 69 58.0 EU502755.1

R ACAGCAAAAGCGACATTTAATGC

Caspase-3 F GCTTCATTCGTCTGTGTTC 98 54.0 XM_038699323.1

R CGAAAAAGTGATGTGAGGTA

Caspase-8 F GAGACAGACAGCAGACAACCA 195 56.0 XM_038718639.1

R TTCCATTTCAGCAAACACATC

Caspase-9 F CTGGAATGCCTTCAGGAGACGGG 125 66.0 XM_038723308.1

R GGGAGGGGCAAGACAACAGGGTG

bax F ACTTTGGATTACCTGCGGGA 133 61.0 XM_038704178.1

R TGCCAGAAATCAGGAGCAGA

bcl-2 F CGCCATCCACAGAGTCCT 145 59.4 XM_038711485.1

R CCGGAACAGTTCGTCTATCACC

occluding F ACTTTGGATTACCTGCG 118 60.3 XM_038734217.1

R GGGAGGGGCAAGACAACAGT

claudin7 F CATTTCAGCAAACACATC 135 58.4 XM_038732091.1

R CGGCACAGAAATCCCAGAG

β-actin F AAAGGGAAATCGTGCGTGAC 163 61.0 XM_0206513

R AAGGAAGGCTGGAAGAGGG
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2.3    不同浓度碳水化合物对大口黑鲈鳃免疫酶

活性和炎性因子表达的影响

鳃的 AKP、ACP、LZM 随着淀粉水平的升

高而降低。M 组和 H 组 AKP 和 ACP 活性均显著

低于 L 组 (P<0.05)，其中 M 组和 H 组 AKP 活性

表 3    饲料中添加不同浓度碳水化合物对

鳃抗氧化酶活性的影响

Tab. 3    Effects of different concentrations of carbohydrate
in diets on antioxidant enzymes of gill

项目
items

碳水化合物水平　carbohydrate levels

L (7%) M (12%) H (17%)

CAT/(U/mg prot) 17.8±2.1a 15.0±1.7ab 11.6±2.1b

SOD/(U/mg prot) 34.3±4.3a 13.8±0.7b 6.3±0.5c

GPX/U 2 634.0±649a 5 638.0±436.9b 1 836.0±519.1a

T-AOC/(U/mg prot) 0.67±0.08a 0.82±0.035a 0.80±0.16a

MDA/(nmol/mg prot) 2.6±1.6a 18.6±1.2b 21.0±0.6b

注：不同小写字母表示有显著性差异(P<0.05)；下表同
Notes：Different lowercase letters indicate significant differences
(P<0.05); the same below

d

d

db

b

b
c

c

c

a

a a

20 μm 20 μm 20 μm1 2 3 
图版Ⅰ    饲料中不同浓度碳水化合物对大口黑鲈鳃组织结构的影响

1. 饲料中含有 7% 淀粉，2. 饲料中含有 12% 淀粉，3. 饲料中含有 17% 淀粉；a. 鳃小片；b. 上皮细胞，c. 血细胞，d. 泌氯细胞

Plate Ⅰ    Effects of different concentrations of dietary carbohydrate on the gill structure of largemouth bass
1. 7% starch，2. 12% starch, 3. 17% starch； a. gill lamella, b. epithelial cells, c. blood cells, d. chloride cell
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图 1    饲料中添加不同浓度碳水化合物对

凋亡相关基因表达的影响

1. caspase-3，2. caspase-8，3. caspase-9，4. bax，5. bcl-2，不同小写

字母表示有显著性差异 (P<0.05)；下同

Fig. 1    Effects of different concentrations of carbohydrate
in diets on the expression of apoptosis-related genes

1. caspase-3，2. caspase-8，3. caspase-9，4. bax，5. bcl-2，Different
lowercase  letters  indicate  significant  differences  (P<0.05);  the  same
below
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图 2    饲料中添加不同浓度碳水化合物对

紧密连接相关基因表达的影响

Fig. 2    Effects of different concentrations of
carbohydrate in diets on the expression of

tight junction-related genes
1. occluding，2. claudin-7
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图 3    饲料中添加不同浓度碳水化合物对

抗氧化相关基因表达的影响

Fig. 3    Effects of different concentrations of carbohydrate
in diets on the expression of antioxidation-related genes

1. CAT，2. GPX，3. SOD1，4. SOD2，5. SOD3a，6. SOD3b
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之间无显著性差异 (P>0.05)，而 H 组 ACP 活性为

L 组的 57.8% (P<0.05)，M 组是 L 组的 72.0% (P<
0.05)。H 组 LZM 活性只有 L 组的 83.3%(P<0.05)，
H 组和 M 组无显著性差异 (P>0.05)(表 4)。

促炎因子包括 IL-1β、IL-15 和 TNF-α，其表

达水平随淀粉浓度的升高而降低。其中 H 组 IL-
1β 和 IL-15 mRNA 水平显著低于 L 组的，分别为

L 组的 34.5% 和 47.0%(P<0.05)。抗炎因子 (IL-10 和

TGF-1β) 和抗菌肽 Hepcidin-1 和 Hepcidin-2 的表达

水平均随淀粉浓度的升高而降低。其中 H 组的 IL-
10 mRNA 水平仅有 L 组 mRNA 水平的 30.0% (P<
0.05)。H 组 Hepcidin-2 mRNA 水平是 L 组 mRNA
水平的 14.0%(P<0.05)(图 4)。 

3    讨论
 

3.1    高碳水化合物饲料对大口黑鲈鳃的影响

鳃是鱼类的主要呼吸器官，同时具有调节渗

透压平衡、调节酸碱平衡以及氮废物排出等功

能[16]，鳃的结构完整对于鱼体正常生理活动至关

重要。鳃小片是鱼体进行气体交换的主要场所[17]，

在本研究中，H 组的鳃组织切片结果显示鳃小片

基部细胞增生、鳃丝弯曲并有融合的趋势、上皮

细胞脱落，这些损伤导致鳃小片与水体接触减少，

气体交换能力下降。细胞凋亡是细胞死亡的一种

形式，对鳃组织结构的稳态和发展至关重要，过

度的凋亡会破坏上皮细胞功能 [18]。 caspase-8 和

caspase-9 是凋亡启动者，caspase-3 是凋亡执行者。

这些基因的上调都会导致凋亡的发生。本研究结

果显示，高碳水化合物会上调 caspase-3、caspase-
8 和 caspase-9 的表达 [19]。Bcl-2 家族蛋白是 apaf1
介导的凋亡通路的关键调控因子 [20]。本研究中，

长期饲喂高浓度淀粉会降低 bcl-2 的表达，对 bax
的表达无影响。这可能是因为高碳水化合物饲料

饲喂降低了 apaf1 凋亡通路中 bcl-2 的表达，使细

胞色素 C 释放到细胞外，激活 caspase-8 和 caspase-
9，诱导 caspase-3 表达，执行细胞凋亡，使之组

织结构发生改变[21]。同时，紧密连接蛋白广泛存

在于上皮细胞和内皮细胞之间，其作用是保持细

胞间结构的完整性，确保其功能的正常发挥 [22]。

紧密连接蛋白 ocluding 和 claudin-7 的 mRNA 在 H
组的表达最低，细胞间的通透性增加，鳃组织紧

密性降低。紧密连接蛋白表达的降低可能是高碳

水化合物抑制了 mapkk6/p38mapk/mlck 信号通路。

细胞凋亡和紧密连接蛋白 mRNA 表达降低是导致

烂鳃病发生的原因之一[22]。 

3.2    高碳水化合物饲料对大口黑鲈鳃抗氧化能

力的影响

鳃中上皮细胞是一种重要的物理屏障，但易

受 ROS 损伤 [23]。MDA 由脂质过氧化作用产生，

导致细胞膜氧化损伤，被认为是反映氧化应激水

平的生物标志物[24]。氧化应激通过与蛋白质、核

酸和氨基磷脂的亲核基团交联，导致醛的积累和

细胞毒性增加。抗氧化酶在脊椎动物细胞内氧化

还原平衡和维持体内平衡的氧化应激反应中起着

关键作用 [25]。在鱼体中，CAT 和 GPX 作用是消

除 H2O2
[23, 26]。在本研究中，长期饲喂高淀粉饲料

会降低鳃组织的 CAT 和 GPX 酶及基因表达。这

可能与鱼体的鳃会通过降低 CAT 和 GPX 联合作

用消除 H2O2 来应对高浓度淀粉。本研究结果显示，

长期饲喂高淀粉饲料会降低鳃组织中 SOD 酶活性，

同时降低 SOD1，SOD2，SOD3a，SOD3b 的表达

量。SOD 的功能是将细胞内的氧自由基转化为过

氧化氢 [7]。然而这些抗氧化基因又由 Nrf2 调控，

表 4    饲料中添加不同浓度碳水化合物对鳃免疫酶活性的影响

Tab. 4    Effects of different concentrations of carbohydrate
in diets on immune enzymes

项目
items

饲料碳水化合物水平
dietary carbohydrate levels

L (7%) M (12%) H (17%)

AC/(U/g prot) 919.8±40.8a 662.5±8.7b 531.4±13.6b

AKP/(U/g prot) 786.8±98.5a 564.1±49.0b 565.0±113.6b

LZM/(μg/mL) 500.0±90.5a 330.0±67.0b 416.7±71.4c
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图 4    饲料中添加不同浓度碳水化合物对

免疫相关基因表达的影响

Fig. 4    Effects of different concentrations of carbo-
hydrate in diets on expression of immune-related genes

1. IL-1β，2. IL-15，3. TNF-α，4. IL-10，5. TGF-1β，6. hepcidin-1，
7. hepcidin-2
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与其表达量成正相关[27]。因此，鳃可能会通过抑

制 Nrf2 的表达，抑制抗氧化基因的表达，从而降

低抗氧化酶活性来应对高淀粉饲料应激。这与王

爱明等[28] 在饲料中添加高水平脂肪对梭鱼 (Chelon
haematocheilus) 抗氧化酶活性和相关基因表达的

研究结果一致。高碳水化合物导致鳃抗氧化能力

的降低，加大了氧化损伤，这也是鳃组织结构损

伤的原因之一。 

3.3    高碳水化合物饲料对大口黑鲈鳃免疫能力

的影响

鳃健康很大程度上依赖于先天免疫和后天免

疫[29]。LZM 和 ACP 是机体内重要的抗菌分子，是

反映吞噬细胞病原菌能力的重要指标。AKP 在机

体内直接参与磷酸基团的转移、代谢，是维持机

体健康的重要酶类[22]。LZM、ACP 和 AKP 在先天

免疫中发挥重要作用。本研究表明，长期饲喂高

碳水化合物会降低鳃组织中 LZM、ACP 和 AKP
酶活性。这与珍珠龙胆石斑鱼 (Epinephelus Lance-
olatus♀×Epinephelus fuscoguttat♂) 中添加高碳水化

合物所得的结果一致 [30]。然而在黑鲷 (Acanthopa-
grus schlegelii) 的碳水化合物分级饲养中[27]，不同

水平碳水化合物对鳃组织免疫酶活性没有影响。

珍珠龙胆石斑鱼和大口黑鲈都是肉食性鱼类，而

黑鲷是杂食性鱼类，这可能是食性的差异所导致

的不同。

炎症反应是免疫系统应对各种挑战的关键因

子 [31]。TNF-α、 IL-1β 和 IL-15 是促炎细胞因子，

主要功能是通过诱导其他炎症因子启动和加速炎

症的发生[32]；抗炎因子包括 IL-10 和 TGF-β，它们

具有抑制炎症因子产生的功能 [32]。本研究表明，

长期饲喂高碳水化合物饲料会降低促炎因子表达

水平，这与小鼠饲喂高脂饲料后促炎因子变化规

律相似，并且这些炎症因子表达又依赖 NF-κB 通

路的表达 [8]，因此，推测碳水化合物可能会通过

抑制 NF-κB 通路的表达来降低促炎因子的表达。

长期饲喂高浓度淀粉饲料会降低抗炎因子的表达。

此外，饲喂高碳水化合物饲料会降低 hepcidin-1
和 hepcidin-2 的表达水平。Hepcidin 由鳃分泌，具

有抗菌和调节炎性因子作用的物质，是鱼体免疫

中不可或缺的成分[28]。本实验结果与草鱼饲料种

添加过多脂肪对鳃组织抗菌肽的影响结果一致[7]。

综上所述，在本实验条件下，高碳水化合物

饲料会降低大口黑鲈鳃抗氧化能力，增加氧化损

伤，降低免疫能力，增加疾病感染机率，最终出

现鳃组织损伤；中碳水化合物饲料也会对鳃健康

造成威胁，但其凋亡基因和紧密连接蛋白的

mRNA 水平与低碳水化合物饲料组无显著性差异。

（作者声明本文无实际或潜在的利益冲突）
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Effects of different carbohydrate levels on gill tissue structure, antioxidant
capacity and immunity of Micropterus salmoides

ZHAO Liulan ,     TANG Xiaohong ,     LIAO Lei ,     LIANG Ji ,     ZHANG Dongmei ,    
YAN Haoxiao ,     XIONG Chen ,     YANG Song *

(College of Animal Science and Technology, Sichuan Agricultural University, Chengdu    611130, China)

Abstract: In order to explore the effects of different carbohydrates levels on gill tissue structure, antioxidant capa-
city and immunity of the gill tissue of Micropterus salmoides, three kinds of isonitrogen and lipid feeds with dif-
ferent carbohydrate levels were designed: 7% (L group), 12% (M group), 17% (H group). 360 fish were selected
and  fed  for  8  weeks  with  an  initial  weight  of  (4.0±0.2)  g.  Through  the  study  of  tissue  sections,  anti-oxidation
enzyme and  immunoenzyme  activity  determination,  and  related  mRNA  expression,  the  effect  of  dietary  carbo-
hydrate on gills were analyzed, the results showed that diet in 17% carbohydrate feed can cause the proliferation
and fusion of the base cells of the gill lamella, and the shedding of epithelial cells; the content of malondialdehyde
(MDA) in the 17% carbohydrate feed and 12% carbohydrate feed was significantly higher than that of 7% carbo-
hydrate feed; the superoxide dismutase (SOD) and peroxidase (CAT) of gill tissue in 17% carbohydrate feed and
12% carbohydrate  feed  were  significantly  lower  than  7% carbohydrate  feed;  Antioxidant  enzymes  (CAT,  GPX,
SOD1, SOD2, SOD3a and SOD3b) mRNA levels in 17% carbohydrate feed and 12% carbohydrate feed were also
significantly lower than 7% carbohydrate feed; in 17% carbohydrate feed and 12% carbohydrate feed acid phos-
phatase (AKP), alkaline phosphatase (ACP) and lysozyme (LZM) were also significantly lower than the 7% carbo-
hydrate feed; the mRNA levels of immune-related genes (IL-1β, IL-10, IL-15, TNF-α and TGF-1β) and antimicro-
bial peptides (hepcidin-1 and hepcidin-2) in the 17% carbohydrate feed and 12% carbohydrate feed were signific-
antly  lower  than  those  in  7%  carbohydrate  feed;  the  apoptosis-related  genes(caspase-3,  caspase-8,  caspase-9)
mRNA level in 17% carbohydrate feed were significantly higher than that of the 7% carbohydrate feed and 12%
carbohydrate  feed;  the  occluding  and  claudin-7  mRNA  levels  of  the  17%  carbohydrate  feed  were  significantly
lower than those of the 7% carbohydrate feed and 12% carbohydrate feed.The study showed that: under the experi-
mental conditions, 17% carbhydrate feed will damage the gill tissue structure , reduce the antioxidant capacity and
immune capacity of Micropterus salmoides.

Key words: Micropterus salmoides; carbohydrate; gill tissue structure; anti-oxidation; immunity.
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