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发酵豆粕饲料对异育银鲫
非特异性免疫功能的影响
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　　摘　要　经微生物混菌发酵的豆粕与未经发酵的豆粕依不同比例混合 , 按 3010%的比例添加在某种市售

鲫鱼饲料中 , 连续投喂异育银鲫 (Carassius aura tus gibelio) 30 d后 , 通过测定供试鱼的增重量、血清中溶菌

酶活性、谷丙转氨酶活性 ( SGPT)、血清总蛋白含量和白细胞吞噬活性 , 比较不同添加量的发酵豆粕对异育

银鲫非特异性免疫功能的影响。结果表明 , 随着饲料中发酵豆粕添加量的上升 , 供试异育银鲫不仅增重量有

所提高 , 各项非特异性免疫指标也有所改善 , SGPT的活性出现下降趋势。与未经过发酵的豆粕相比 , 发酵豆

粕具有一定的促进生长、增强非特异性免疫功能和改善肝功能的作用。
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　　豆粕的营养丰富 , 是渔用饲料重要的蛋白

源 [ 1 ]。但是 , 豆粕中存在胰蛋白酶抑制剂、大豆

凝血素及致甲状腺肿素等多种抗营养因子 , 在一定

程度上会干扰饲养动物对饲料的消化、吸收和有效

利用 , 造成饲养动物的生产性能下降 [ 2 ]。国内外

的研究者采用物理、化学和生物技术等多种方法 ,

对除去豆粕中的抗营养因子均显示了不同程度的效

果 [ 3 ]。采用酵母菌、乳酸杆菌等微生物进行混菌

发酵后的豆粕 , 不仅能有效地除去多种抗营养因

子 , 而且能明显提高其营养价值 [ 4 ]。

对除去豆粕中抗营养因子效果的评价 , 研究者

们大多采用直接测定处理前后豆粕中部分化学成分

的变化 [ 4 ]
, 或者测定饲养动物的表观积蓄率、血

液性状和血清成分的变化等 [ 5 ]
, 有关处理后的豆

粕对饲养动物非特异免疫功能的影响 , 尚未见报

道。本研究将混菌法发酵后的豆粕定量添加在饲料

中投喂异育银鲫 (Ca rassius aura tus g ibelio) , 通过

测定供试鱼的非特异性免疫活性指标 , 评价了发酵

豆粕对异育银鲫非特异免疫功能的影响。

1　材料与方法

111　发酵豆粕

豆粕从武汉市场购买 (东海粮油公司产品 ) ,

按本研究室开发的混菌发酵法在 20 L全自动固体

发酵罐中发酵后使用。

112　供试鱼及其饲养条件

采用武汉市南湖渔场饲养的个体体重为 ( 176

±718) g、活泼无外伤的异育银鲫作试验鱼。在 7

个直径 113 m, 深 115 m的玻璃水族缸中 , 以曝气

的自来水分别饲养 40尾试验鱼 (编号分别为 Ⅰ、

Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ、Ⅵ、Ⅶ组 )。驯养 10 d, 待供试

鱼适应环境 , 并确认无疾病症状后 , 开始试验。试

验前称量各试验组鱼的总体重 , 记录其平均初始体

重。试验期间饲养水温的变化范围为 24 ±3 ℃。

113　豆粕饲料的制作与投喂

从武汉市场上购买某厂家生产的鲫鱼饲料 , 将

其粉碎后作为试验饲料的基础饲料 , 将未发酵豆粕

和发酵豆粕按 5∶0、4∶1、3∶2、2∶3、1∶4和 0∶5的

比例分别混合后 , 定量添加在粉碎的基础饲料中做

成试验用颗粒饲料 , 使各组饲料中 2种豆粕的总含

量均达到 3510%。
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用未发酵豆粕和发酵豆粕按 5∶0配制的饲料投

喂第Ⅰ组 (发酵豆粕的对照组 ) , 按 4∶1配制的为

第Ⅱ组 , 按 3∶2配制的为第Ⅲ组 , 按 2∶3配制的为

第Ⅳ组 , 按 1∶4配制的为第Ⅴ组 , 按 0∶5配制的为

第Ⅵ组 (未发酵豆粕的对照组 ) , 对第Ⅶ组投喂未

添加豆粕的鲫饲料 , 作为各试验组的对照组。根据

各组试验鱼的总体重 , 每天投喂相当于鱼体重

210%的饲料 , 每天早、晚各一次 , 连续投喂 30 d。

114　采血

于投喂饲料结束后的第 2天 , 从各组中分别随

机捞取 30尾供试鱼 , 切断腹动脉取血。将每尾鱼

的血液分为 2份 , 其中 1份以肝素抗凝 , 制备抗凝

血 , 供检测白细胞吞噬活性 ; 将另一份血液首先在

室温下静置 1 h待其凝固 , 置 4 ℃冰箱保存 4 h后 ,

于 4 ℃条件下以 4000 r/m in离心 10 m in, 收集上层

血清 , 保存在 4 ℃冰箱中备用。

115　吞噬菌体的制备

将金黄色葡萄球菌 (S taphy lococcus aureus) 接

种在液体肉汤培养基中 , 37 ℃下培养 48 h后 , 离

心集菌 , 在菌液中加入浓度为 015%的福尔马林 ,

37 ℃下灭活 24 h, 用灭菌生理盐水清洗 3次 , 并

将其浓度调整至 110 ×10
8

cells/mL, 即为福尔马林

灭活的 S1 aureus菌体 ( formalin killed S. aureus, F

- SA) , 用作检测白细胞吞噬活性的吞噬菌体。

116　白细胞吞噬活性的测定

在 012 mL抗凝血中加入 011 mL F - SA, 摇

匀 , 在 28 ℃的恒温水浴锅中孵育 45 m in, 每隔

10 m in摇动 1次。用吸管吸取血细胞涂片 , 每个

样品涂 5张 , 用甲醇固定 10 m in, Giem sa染色液

染 1 h, 水洗风干后镜检 , 并依下式计算白细胞吞

噬百分比 ( phagocytic percentage, PP ) 和吞噬指

数 (phagocytic index, P I)。

吞噬百分比 ( PP) =

100个吞噬细胞中
参与吞噬的细胞数

100
×100%

吞噬指数 ( P I) =
细胞内总菌数
参与吞噬的细胞数

117　溶菌酶活性的测定

依简纪常等 [ 6 ]的方法进行。用 01067 mol/L

的磷酸缓冲液 ( PBS, pH 614 ) 将溶壁微球菌

(M icrococcus lysoleik ticus) 配制成 012 mg/mL的菌

悬液。每个样品取 310 mL 菌悬液 , 吸取血清

0104 mL 加入到菌悬液中 , 混匀后 , 立刻在

540 nm下测定 A0 值。然后在 28 ℃水浴中温育

30 m in, 取出后置于 4 ℃冰浴中终止反应 , 再测定

A值。按如下公式计算溶菌酶的活性 : U = (A0 -

A) / A0

118　血清中谷丙转氨酶活性的测定

采用谷丙转氨酶试剂盒 (上海科欣生物技术

研究所产品 , 批号 : 20041003) 测定。

119　血清中总蛋白含量的测定

采用血清总蛋白试剂盒 (上海科欣生物技术

研究所产品 , 批号 : 20041108) 测定。

2　结果

211　发酵豆粕的促生长效果

试验期间各组异育银鲫的增重量测定结果如

表 1所示。从表中可以看出 , 投喂发酵豆粕的试

验组鱼体的增重量均明显高于对照组的增重量 , 随

着发酵豆粕在饲料中添加量的增加 , 鱼体的平均增

重量逐渐上升 , 但各组之间鱼体的增重量并无显著

差异 ( t测验 , P > 0105)。
表 1　各组异育银鲫的增重量　　　　 ( n = 30, g)

组别 开始时体重 结束时体重 增重量

Ⅰ 17913 18616 713

Ⅱ 17816 18614 718

Ⅲ 17812 18618 816

Ⅳ 17719 18614 815

Ⅴ 17915 18816 911

Ⅵ 17818 18814 916

Ⅶ 17718 18514 716

212　溶菌酶活性和白细胞吞噬活性的变化

投喂添加豆粕的饲料后 , 各组异育银鲫的血清

中溶菌酶活性和白细胞吞噬活性的测定结果如表 2

所示。
表 2　各组异育银鲫血清中溶菌酶活性

和血液白细胞的吞噬活性

组别
溶菌酶活性

(U /mL)

白细胞吞噬百分比

PP PI

Ⅰ 01029 ±01005 4916 ±6184 413 ±1116

Ⅱ 01030 ±01006 5113 ±6147 415 ±1132

Ⅲ 01033 ±01006 5317 ±4158 416 ±1136

Ⅳ 01034 ±01007 5514 ±7112 511 ±1145

Ⅴ 01033 ±01004 5519 ±5172 513 ±1135

Ⅵ 01034 ±01007 5518 ±6163 517 ±1134

Ⅶ 01030 ±01004 5018 ±7101 418 ±1142

从表 2可以看出 , 投喂发酵豆粕比例较高的第

Ⅲ、第Ⅳ、第Ⅴ和第Ⅵ组异育银鲫血清溶菌酶活性

显著高于 2个对照组 ( t测验 , P < 0105)。白细胞

吞噬活性的测定结果表明 , 投喂发酵豆粕的供试鱼

血液中白细胞的 PP和 P I均稍高于 2个对照组。但
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是 , 各组之间鱼体血液中白细胞的 PP和 P I均没有

显著性差异 ( t测验 , P > 0105)。

213　血清总蛋白和 SGPT活性的变化

供试异育银鲫的血清总蛋白含量和 SGPT活性

测定结果如表 3所示。从表中可以看出 , 试验组鱼

体血清总蛋白含量随着发酵豆粕添加量的增加而提

高 , 但是 , 各试验组与 2个对照组之间未出现显著

性差异 ( t测验 , P > 0105)。对 SGPT活性的测定

结果表明 , 在饲料中添加发酵豆粕可以降低鱼体血

清中 SGPT的活性 , 但是 , 只有第Ⅴ组和第Ⅵ组试

验鱼血清中 SGPT的活性显著性低于 2个对照组

( t测验 , P < 0105)。
表 3　供试异育银鲫血清总蛋白和谷丙转氨酶活性

组别 血清总蛋白含量
(mg/mL)

谷丙转氨酶活性
(U /mL)

Ⅰ 26138 ±1134 16147 ±1175

Ⅱ 27146 ±1141 15167 ±2180

Ⅲ 28116 ±1127 14198 ±1168

Ⅳ 28142 ±0195 14127 ±0196

Ⅴ 28172 ±0149 13193 ±2100

Ⅵ 28186 ±1126 13145 ±1102

Ⅶ 26166 ±1154 16102 ±1130

3　讨论

从试验中异育银鲫的生长状况可以看出 , 虽然

在饲料中添加不同比例发酵豆粕后 , 各试验组的生

长速度与投喂未发酵豆粕和基础饲料的对照组鱼体

之间没有显著性差异 , 但随着饲料中发酵豆粕替代

未发酵豆粕比例的上升 , 供试鱼体的生长速度有明

显提高的现象 , 而鱼体增重量无显著差异 , 这可能

与本试验时间较短有关。

在饲料中添加发酵豆粕可以增强异育银鲫的血

清溶菌酶活性 , 并且在试验所选择的添加量范围

内 , 随着替代量的增加 , 试验鱼的血清溶菌酶活性

也随之增强。这种现象与利用酵母葡聚糖作为免疫

刺激剂对虹鳟 (O ncorhynchus m yk iss)、大西洋鲑

(S a lm o sa lar) 和大菱鲆 ( Scoph tha lm us m axim us)

等鱼类进行的试验结果相似 [ 7, 8 ]
, 这是否意味着发

酵豆粕中的某些成分具有免疫刺激剂的功能 , 值得

进一步研究。

对供试鱼血液中白细胞吞噬活性的测定结果表

明 , 与未投喂发酵豆粕的对照组相比 , 投喂不同添

加量发酵豆粕的异育银鲫血液中白细胞吞噬活性虽

无显著差异 , 但投喂发酵豆粕后的异育银鲫血液中

白细胞吞噬活性有所上升 , 说明白细胞的吞噬活性

得到了增强。

测定供试鱼的血清总蛋白的结果表明 , 投喂发

酵豆粕饲料的异育银鲫血清总蛋白量有增加的趋

势。而 SGPT的活性则有所降低 , 此结果表明发酵

豆粕可在一定程度上改善异育银鲫肝脏功能。

众所周知 , 动物的特异性和非特异性免疫应答

均属于生理学反应 , 而各种免疫学指标均与整体的

生理功能密切相关。因此 , 测定动物的免疫学指标

更有利于全面评价饲料对机体的影响 , 根据本试验

结果 , 作者认为用鱼类的部分非特异性免疫指标来

评价豆粕抗营养因子和营养价值的改善状况 , 至少

是一条值得深入探索的途径。
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