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低鱼粉饲料中添加苏氨酸对三倍体虹鳟抗氧化能力、

消化生理及肠道炎症因子基因表达的影响
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摘要: 研究低鱼粉饲料中不同水平苏氨酸对三倍体虹鳟(Oncorhynchus mykiss)生长、抗氧化能力、消化生理

及肠道炎症因子基因表达的影响, 以初始体质量(18.42±0.20) g的三倍体虹鳟为研究对象, 在室内200 L流水水

族箱中进行摄食生长试验56d。在基础饲料中添加L-苏氨酸, 配制苏氨酸水平分别为0.45%(对照)、0.76%、

1.09%、1.29%和1.64%的5种等氮等能饲料。将450尾三倍体虹鳟随机分为5组, 每组处理3个重复, 每个重复

30尾鱼。结果表明, 当添加量为1.09%、1.29%和1.64%时, 血清超氧化物歧化酶(SOD)活力显著提高, 同时显

著降低了丙二醛(MDA)的含量(P<0.05), 过氧化氢酶(CAT)在1.29%组含量最高, 相比对照组差异显著

(P<0.05)。在饲料中添加苏氨酸(0.76%—1.64%)时, 肠道脂肪酶(LPS)和胰蛋白酶的消化酶活性显著高于对照

组(P<0.05), 但随着饲料苏氨酸水平达到1.64%时, 消化酶活性有所降低。1.09%和1.65%组的肠道组织形态最

佳, 绒毛发达, 排列整齐, 无融合和脱落现象。苏氨酸水平对肠道炎症因子IL-2、IL-8、IL-10、IgM、TNF-α和
PepT1都有显著影响(P<0.05), 随着苏氨酸水平的增加, IL-2、IgM和PepT1呈现先升高后降低的变化趋势, 在
1.29%和1.09%组的表达量达到最高; IL-8呈逐渐升高趋势; 而IL-10和TNF-α呈下降的变化趋势。研究结果表

明, 在低鱼粉饲料(15%)中添加适量水平的苏氨酸, 对提高三倍体虹鳟幼鱼生长、消化酶活性、促进肠道形态

结构发育和增强免疫具有积极的作用。
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在水产养殖业中, 因鱼粉价格上涨, 饲料生产

商开始用其他来源的蛋白质替代鱼粉蛋白, 主要为

植物蛋白
[1]
。但是, 植物蛋白的氨基酸组成不同于

鱼粉蛋白。往往出现必需氨基酸缺乏或含量很低,
引起饲料氨基酸不平衡, 导致水生动物不能高效利

用饲料蛋白质或氨基酸, 影响机体的相关代谢
[2, 3]

。

苏氨酸是哺乳动物和鱼类机体不能合成的必需氨

基酸, 也是许多饲料原料的第二或第三限制性氨

基酸。

鱼类易受氧化损伤, 因为机体组织中不饱和脂

肪酸含量高, 易受氧自由基的攻击
[4]
。超氧化物歧

化酶作为主要的抗氧化酶, 被认为是生物抗氧化的

重要指标。丙二醛作为常用的膜脂过氧化指标, 通
过过氧化程度来间接反映机体细胞的受损情况

[5]
。

已有研究表明, 在饲料中添加苏氨酸可以显著的降

低丙二醛的含量和提高超氧化物歧化酶的活性
[6]
。

肠道是水产动物重要的营养和免疫器官, 但容易受

到抗原、微生物和食物有毒元素等外来物的攻击
[7]
。

苏氨酸及代谢产物可以提高肠道消化酶活性, 促进

肠道形态结构的发育, 进而提高鱼类的生长速度
[8]
。

目前, 苏氨酸促进鱼类消化酶活性的研究较多, 在
一些鱼类中已经证实, 但是关于苏氨酸对鱼类肠道
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免疫的研究较少, 有报道称, 最佳的苏氨酸水平可

以调节促炎和抗炎细胞因子
[9]
。对草鱼(Ctenopha-

ryngodon idellus)的研究发现, 苏氨酸缺乏组下调了

促炎细胞因子IL-8和TNF-α的基因表达水平, 表明

苏氨酸缺乏加重了炎症反应; 对团头鲂(Megalo-
brama amblycepbala)的研究也有相似的发现, 最佳

的苏氨酸水平下调了肠道促炎细胞因子IL-10的基

因表达
[10, 11]

。然而, 关于这方面的研究还缺乏系统

性, 需要系统地研究苏氨酸与肠道免疫功能的关系,
深入探讨苏氨酸在水产动物体内的分子机制。

虹鳟(Oncorhynchus mykiss)属鲑形目、鲑科、

大麻哈鱼属, 因其肉质鲜美、无肌间刺等优点深受

欢迎, 是我国乃至世界养殖的主要冷水性鱼类, 与
二倍体相比, 三倍体虹鳟具有生长速度快, 饲料系

数低, 含肉率高等优点
[12, 13]

。快速发展的水产养殖

业因养殖环境变化、饲料品质不佳等因素, 也面临

着巨大的挑战, 感染细菌、病毒引发的疾病和饲料

中植物蛋白的使用
[14, 15]

。然而关于低鱼粉饲料中

添加苏氨酸对三倍体虹鳟肠道蛋白合成、炎症相

关基因的报道较少。在本研究中, 以三倍体虹鳟为

研究对象, 在低鱼粉饲料中添加苏氨酸研究虹鳟血

清抗氧化能力和肠道消化生理与炎症因子基因的

表达能力, 从消化酶活性和肠道炎症因子的表达来

探讨苏氨酸促进虹鳟生长和消化的原因
[16—19], 旨在

为优化三倍体虹鳟人工配合饲料提供理论依据。 

1    材料与方法
 

1.1    试验材料

如表 1所示, 以半纯化饲料为基础饲料, 蛋白源

为鱼粉、豆粕和明胶 ,  糖源为糊精 ,  脂肪源为鱼

油、豆油和磷脂, 配制成粗蛋白水平为41.5%, 粗脂

肪水平为18.7%的基础饲料。如表 2所示, 测量基

础饲料中的氨基酸含量, 除了苏氨酸以外其他各种

氨基酸含量达到虹鳟鱼体中的含量
[20], 在饲料中分

别添加不同水平的苏氨酸使5组试验中苏氨酸水平

含量达到0.45%、0.76%、1.09%、1.29%和1.64%,
其中苏氨酸的增减用等量的甘氨酸代替。所有原

料粉碎后经过80目筛后用鼓型混合机混合在一起,
按照配比逐级混合均匀后经小型制粒机HKJ-
218(无锡同力粮机有限公司)加工成颗粒饲料制成

制粒(直径为3 mm), 风干后将其密封在真空包装袋

中, 置于–20℃冰箱中保存备用。 

1.2    试验鱼和饲养试验

三倍体虹鳟从中国水产科学研究院黑龙江水

产研究所渤海冷水鱼试验站购买, 开始试验前, 挑
选规格一致的健康三倍体虹鳟放入室内循环流水

系统, 投喂2周基础饲料, 以适应试验设施和条件,
2周后开展养殖试验。

在驯化期结束后, 先饥饿24h, 挑选平均质量为

(18.42±0.02) g的三倍体虹鳟随机分配到200 L的循

表 1   基础饲料配方及营养水平

Tab. 1   Ingredients and approximate composition of the
experimental diets (air-dry basis, %)

项目Item
饲料Diet

G1 G2 G3 G4 G5

原料Ingredient
糊精Dextrin 20.00 20.00 20.00 20.00 20.00
鱼粉Fish meal 15.00 15.00 15.00 15.00 15.00
豆粕Soybean meal 14.00 14.00 14.00 14.00 14.00
复合氨基酸
Compound amino acids1) 13.68 13.68 13.68 13.68 13.68

大豆油Soybean oil 10.00 10.00 10.00 10.00 10.00
明胶Gelatin 10.00 10.00 10.00 10.00 10.00
鱼油Fish oil 6.82 6.82 6.82 6.82 6.82
啤酒酵母Beer yeast 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00
大豆磷脂
Soybean phospholipid 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00

磷酸二氢钙Ca(H2PO4)2 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
维生素预混剂
Vitamin premix2) 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30

矿物质预混剂
Mineral premix3) 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20

微晶纤维素
Microcrystalline vitamin 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00

苏氨酸Threonine 0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
甘氨酸Glycine 1.00 0.75 0.50 0.25 0.00
合计Total 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
营养水平Nutrient levels4)

总能Gross energy
(MJ/kg) 5.07 5.07 5.07 5.07 5.07

粗蛋白质Crude protein 41.54 41.54 41.54 41.54 41.54
粗脂肪Crude lipid 18.68 18.68 18.68 18.68 18.68

注: 1)复合氨基酸的组成Composition of compound amino
acids: 精氨酸arginine 0.62%; 赖氨酸lysine 2.13%; 苯丙氨酸

phenylalanibe 0.90%; 组氨酸histidine 0.46%; 缬氨酸valine
1.72%; 亮氨酸leucine 2.01%; 异亮氨isoleucine 1.46%; 半胱氨酸

cysteine 0.15%; 蛋氨酸methionine 0.66%; 脯氨酸proline 0.86%;
天冬氨酸aspartic acid 1.78%; 酪氨酸tyrosine 0.82%; 丙氨酸

alanine 1.42%; 谷氨酸glutamic acid 3.63%; 甘氨酸glycine
0.72%; 2)维生素预混剂为每千克饲料提供The vitamin premix
provided the following per kg of diets: VC 100 mg, VE 60 mg,
VK3 5 mg, VA 15000 IU, VD3 3000 IU, VB1 15 mg, VB2 30 mg,
VB6 15 mg, VB12 0.5 mg, 烟酸nicotinic acid 175 mg, 叶酸folic
acid 5 mg, 肌醇inositol 1000 mg, 生物素biotin 2.5 mg, 泛酸钙

calcium pantothenate 50 mg; 3)矿物质预混剂为每千克饲料提供

The mineral premix provided the following per kg of diets:
MgSO4·7H2O 2000 mg, KCl 1500 mg, FeSO4·7H2O 1000 mg,
CuSO4·5H2O 20 mg, MnSO4·4H2O 100 mg, ZnSO4·7H2O 150 mg,
KI 3 mg, NaCl 500 mg, CoCl2 5 mg, Na2SeO3 3 mg; 4)营养水平

为计算值Nutrient levels were calculated values

4 期 王亚玲等: 低鱼粉饲料中添加苏氨酸对三倍体虹鳟抗氧化能力、消化生理及肠道炎症因子基因表达的影响 313



环流水水族箱中, 试验分5个处理组(G1—G5), 每个

处理3个重复, 每个重复30尾, 分别投喂G1、G2、
G3、G4和G5的试验饲料。每天投喂2次(09: 00和
16: 00), 达饱食, 养殖周期56d。试验用水为曝气控

温后的自来水, 水温(15±1)℃, 溶氧> 6.0 mg/L, 氨氮

含量< 0.2 mg/L, pH 7.0—7.2, 试验期间保持光照充

足, 每天记录投喂量, 如有死鱼称重并记录数量。

在试验结束后, 为减少对鱼的处理压力, 禁食24h,
称每缸鱼的总重, 并分别称每尾鱼的体重和测体长。 

1.3    样品采集

养殖试验结束后, 虹鳟饥饿24h, 分别从每个水

族箱随机抽取3尾虹鳟, 每个饲料组9尾, 用100 mg/L
Ms-222(间氨基苯甲酸乙酯甲硫酸盐)麻醉, 测体长,
称量体重, 放置冰盘上, 尾静脉采血, 在常温下静置

4h, 用冷冻离心机3000 r/min离心15min, 取上清液,
装入1.5 mL离心管中, 用于检测血清抗氧化指标。

每个处理组取3尾鱼, 编好号后放置–80℃超低冰箱

中保存备用, 用于体成分分析。

每个鱼缸随机取7尾鱼, 用100 mg/L Ms-222(间
氨基苯甲酸乙酯甲硫酸盐)麻醉, 在解剖之前, 用
75%的酒精对鱼体进行消毒, 放置冰盘上迅速取出

肠道, 先取2尾鱼剔除肠道内多余的脂肪和内含物,
迅速装入速冻管放入液氮中储存, 随后在–80 ℃冰

箱中保存备用, 用于RNA的提取及分子的检测。之

后取2尾鱼, 取出肠道, 剔除肠道内多余的脂肪和内

含物, 用预冷生理盐水清洗肠道内容物, 滤纸吸干

水分, 用于消化酶的检测。最后每个处理组取3尾
鱼, 解剖后取中肠(幽门盲囊和后肠中间部分), 剔除

内容物, 放置用磷酸盐缓冲的4%的福尔马林缓冲

溶液中用于肠道组织学观察。

生长性能的测定　　生长性能指标计算公式

如下:
成活率 (Survival rate, SR, %)=100%×终末试验

鱼数量/初始试验鱼数量;
摄食率 (Feed intake, FI, %/d)=100%×摄食饲料

干重×2/[(终末体重+初始体重)×试验天数];
饲料效率 (Feed efficiency, FE, %)=100%×(终

末体重–初始体重)/摄食量;
蛋白质沉积率 (Protein productive value, PPV,

%)=100%×(鱼体蛋白增量/摄入蛋白)。
血清抗氧化酶活性的测定　　取待测离心好

的血清样品放置在4 ℃解冻后备用。超氧化物歧化

酶(Superoxide dismutase, SOD, 货号: A001-3-2)、
过氧化氢酶(Catalase assay kit, CAT, 货号: A007-2-1)
的活性及丙二醛(Malondialdehyde, MDA, 货号:
A003-1-2)的含量严格按照南京建成生物工程有限

公司试剂盒提供的说明书测定。

肠道消化酶活性的测定　　取待测的肠道样

品在4℃解冻后称重, 加入0.86%的预冷生理盐水,
加入的生理盐水是质量体积比的1﹕9, 采用FJ-200高
速分散组织匀浆机, 匀浆液4000 r/min离心10min,
取上清液备用。脂肪酶(Lipase assay kit, LPS, 货号:
A054-2-1)、淀粉酶(Amylase Asssay Kit, AMS, 货
号: C016-1-1)和胰蛋白酶(货号: A080-2-2)含量采

用南京建成生物工程有限公司试剂盒测定。胰蛋

白酶采用紫外比色法测定, 淀粉酶活性采用淀粉-
碘比色法测定, 脂肪酶采用比色法测定, 组织蛋白

的含量采用考马斯亮蓝法测定。酶活性单位用每

克组织蛋白质的酶活性单位(U/g prot)表示。

组织切片观察　　肠道组织切片: 每重复随机

取3尾鱼的中肠固定于Bouin’s液中。按常规组织切

片制备程序, 进行水流冲洗、梯度乙醇脱水, 二甲

苯中透明及石蜡包埋。然后采用KD 1508切片机横

向切片, 厚度为6 μm, 展片后采用HE染色, 中性树

胶封片, 具体方法参考林佳洁的报道
[21]

。用显微镜

(LeicaMD 4000B)观察后拍片, 每组肠道切片观察

10个以上。

RNA提取和荧光定量PCR　　总RNA的提取:
取出采集的肠道组织样品 ,  加入适量的液氮 ,  在
–80℃遇冷过的研钵中研磨至粉末状, 倒入遇冷过

表 2   基础饲料氨基酸组成

Tab. 2   Amino acids composition of the basal diets(air-dry basis, %)

氨基酸
Amino acid G1 G2 G3 G4 G5

天门冬氨酸 Asp 4.42 4.42 4.43 3.92 4.2
苏氨酸 Thr 0.45 0.76 1.09 1.29 1.64
丝氨酸 Ser 2.56 2.51 2.47 2.45 2.4
谷氨酸 Glu 5.65 5.60 5.56 5.54 5.49
甘氨酸 Gly 3.47 3.42 3.38 3.36 3.31
丙氨酸 Ala 2.65 2.60 2.66 2.74 2.69

半胱氨酸 Cys 0.84 0.79 0.75 0.73 0.78
缬氨酸 Val 2.01 2.00 2.06 2.02 2.14
蛋氨酸 Met 0.83 0.80 0.86 0.86 0.97
异亮氨酸 Ile 1.46 1.49 1.6 1.58 1.62
亮氨酸 Leu 3.77 3.76 3.87 3.76 3.86
酪氨酸 Tyr 1.73 1.68 1.64 1.62 1.57

苯丙氨酸 Phe 1.85 1.91 2.05 2.04 2.06
赖氨酸 Lys 2.57 2.44 2.38 2.28 2.49
组氨酸 His 1.06 1.08 1.2 1.18 1.22
精氨酸 Arp 2.02 1.97 2 1.94 2.06
脯氨酸 Pro 1.77 1.79 1.83 1.81 1.91

必需氨基酸含量 EAA 16.02 16.21 17.11 16.95 18.06
氨基酸总量 TAA 23.09 22.81 22.72 22.17 22.35
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的EP管中, –80℃保存备用。按照TRIzol试剂盒中

说明书的方法提取肠道组织中的总RNA。

RNA浓度的检测: 采用超微量紫外可见光分光

光度计(Thermo ScientificTM NanoDrop 8000)检测总

RNA浓度及纯度。

反转录及实时荧光定量PCR: 按照TaKaRa
RR047A试剂盒说明书将检测合格的RNA进行反转

录为cDNA第一条链。采用Applied Biosystems公司

7500实时荧光定量PCR操作系统, 检测三倍体虹鳟

肠道待测基因的表达水平。荧光定量结果2–ΔΔCt
方

法处理数据
[22]
。

引物的设计与合成: 利用NCBI网址及Primier
5.0软件设计引物(表 3), 以β-actin为内参基因, 通过

这些基因的扩增显示不同组之间的表达差异。 

1.4    统计分析

采用统计软件SPSS for Windows 23.0, 将数据

进行单因素方差分析和Duncan’s多重比较, 数据用

平均值±标准差(mean±SD)表示, P<0.05表示组内数

据差异性显著。 

2    结果
 

2.1    饲料中添加苏氨酸对三倍体虹鳟生长性能的

影响

如表 4所示, 各组间的成活率差异不显著(P>
0.05), 而终末体质量和饲料效率相比对照组显著增

高(P<0.05), 饲料效率在G3组最高; 与对照组相比,
摄食率和蛋白质沉积率随着苏氨酸水平的增加, 显
著降低(P<0.05), G4组摄食率最低, G3组的蛋白质

沉积率最低。 

2.2    饲料中添加苏氨酸对三倍体虹鳟血清抗氧化

酶活性的影响

如表 5所示, 随着饲料中苏氨酸水平的增加, 虹
鳟血清超氧化物歧化酶(SOD)活力明显升高(P<
0.05), 与对照组(0)相比, 1.09%、1.29%组的值增加

迅速。血清丙二醛(MDA)的含量随着饲料中苏氨

酸水平的增加有所下降(P<0.05), 当苏氨酸添加量

为1.29%时, 丙二醛含量下降显著(P<0.05)。过氧化

氢酶(CAT)在1.29%组活性最高, 差异性显著(P<0.05)。 

2.3    饲料中添加苏氨酸对虹鳟肠道消化生理的

影响

饲料中添加苏氨酸对虹鳟肠道消化酶活性的

影响　　如表 6所示, 各组间随着饲料中苏氨酸水

平含量的增加, 脂肪酶含量升高(P<0.05), 但随着苏

氨酸的含量达到1.64%时, 脂肪酶活性有所下降。

淀粉酶活性也随着苏氨酸含量的增加显著升高

(P<0.05), 1.09%和1.29%组显著高于对照组, 随着

表 3   荧光定量引物序列

Tab. 3   Primer sequences of Real-time PCR

基因
Gene

引物序列
Primer sequences (5′—3′)

引物效率
Primer efficiency

(%)
β-actin GGACTTTGAGCAGGAGATGG 99.65

ATGATGGAGTTGTAGGTGGTCT

IL-2 GAAACCCAATTCCCAGACTC 98

TCCGTTGTGCTGTTCTCCT

IL-8 GAATGTCAGCCAGCCTTGTC 92

TCCAGACAAATCTCCTGACCG

IL-10 CGACTTTAAATCTCCCATCGAC 96

GCATTGGACGATCTCTTTCTTC

IgM CAAACCGGTGGAAGCTACAT 94

AGACGGCTGCTGCAGATATT

TNF-α GGGGACAAACTGTGGACTGA 95

GAAGTTCTTGCCCTGCTCTG

PepT1 CCTGTGAATCAACGCTGGT 96

CACTGCCCATAATGAACACG

表 4   饲料中添加苏氨酸对虹鳟鱼生长性能的影响

Tab. 4   Effects of dietary threonine on growth performance of O.
mykiss in various groups (n=3)

项目Item
组别Group

G1 G2 G3 G4 G5
初始体质量
Initial body
weight (g)

18.69±
0.15

18.42±
0.37

18.32±
0.15

18.43±
0.21

18.47±
0.16

终末体质量
Final body
weight (g)

49.51±
1.06a

52.89±
0.93b

52.82±
0.32b

53.99±
0.60b

53.40±
1.12b

成活率 SR (%) 0.90±
0.03

0.91±
0.05

0.93±
0.03

0.97±
0.03

0.90±
0.03

摄食率
FI (%/d)

0.67±
0.07ab

0.74±
0.17b

0.66±
0.10ab

0.59±
0.10a

0.60±
0.07a

饲料效率
FE (%)

85.47±
4.26a

86.97±
5.95ab

89.29±
4.56c

87.72±
3.64bc

86.96±
5.37ab

蛋白质沉积率
PPV (%)

22.56±
3.39c

20.21±
6.02bc

16.60±
3.99a

17.19±
3.31ab

20.95±
1.82bc

注: 同行数据不同上标英文字母表示差异显著(P<0.05); 相
同字母或无字母表示差异不显著(P>0.05)。下同

Note: In the same row, values with different small letter
superscripts mean significant difference (P<0.05), while with the
same or no letter superscripts mean no significant difference
(P>0.05). The same applies below

表 5   饲料中添加苏氨酸对虹鳟血清抗氧化酶活性的影响

¹x
Tab. 5   Effects of dietary threonine on serum antioxidant capacity
in O. mykiss in various groups (n=3; ±SD)

指标
Index

组别Group
G1 G2 G3 G4 G5

超氧化物歧化酶
SOD (U/mL)

88.69±
3.26a

98.00±
4.48a

113.64.±
14.62b

116.72±
4.09b

101.85±
10.16b

过氧化氢酶
CAT (U/mL)

9.42±
0.22a

10.34±
0.37b

10.70±
0.08b

11.80±
0.30e

11.25±
0.25c

丙二醛
MDA (nmol/mL)

3.53±
1.10c

3.32±
0.10b

3.16±
0.05b

2.91±
0.08a

3.24±
0.10b
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苏氨酸水平进一步的增加, 淀粉酶活性有下降的变

化趋势。相比对照组, 1.09%、1.29%和1.64%组胰

蛋白酶含量显著升高(P<0.05), 1.29%组活性最高。

饲料中添加苏氨酸对三倍体虹鳟肠道组织形

态的影响　　如表 7所示, 各组间随着饲料中苏氨

酸水平含量的增加 ,  绒毛宽度和肌层厚度升高

(P<0.05), 但随着苏氨酸的含量达到1.29%时, 绒毛

宽度和肌层厚度有所下降。绒毛高度也随着苏氨酸

含量的增加显著降低, 在G4组达到最低值(P<0.05)。
通过光学显微镜观察中肠形态的组织切片发

现, 投喂苏氨酸缺乏组, G1和G2组(图 1A和1B)的组

织结构不够完整, 组织微绒毛脱落, 形态轮廓模糊,
出现边缘缺刻; 随着苏氨酸水平的增加, G3组(图 1C)
肠绒毛有少量脱落; G4和G5组(图 1D和1E)的肠道

组织形态最佳, 绒毛发达, 排列整齐, 无融合和脱落

现象, 杯状细胞增多, 柱状上皮细胞整齐排列。 

2.4    饲料中添加苏氨酸对三倍体虹鳟肠道炎症因

子和小肽转运基因表达量的变化

如图 2所示, 随着苏氨酸水平的增加, IgM基因

的相对表达量呈先升高后降低的变化趋势 ,  在
1.29%组达到最高值 ,  与对照组相比 ,  差异显著

(P<0.05); 而TNF-α基因的相对表达量呈现降低的

变化趋势, 在1.64%组有最小值, 差异显著(P<0.05)。
如图 3所示, 在饲料中添加苏氨酸对IL-2、IL-

10和IL-8表达量都有显著影响, 与对照组相比, 随着

苏氨酸水平的增加, IL-2和IL-8基因的相对表达量

呈先升高后降低的变化趋势 ,  分别在1 .29%和

1.64%组达到最高值 ,  与对照组相比 ,  差异显著

(P<0.05); IL-10的基因表达量逐渐降低, 与对照组

表 6   饲料中添加苏氨酸对虹鳟肠道消化酶的影响

¹x
Tab. 6   Effects of dietary threonine on intestinal digestive enzyme
in O. mykiss in various groups (n=3; ±SD; %)

指标
Index

组别 Group
G1 G2 G3 G4 G5

脂肪酶Lipase
(U/g prot)

50.55±
0.12a

50.63±
0.21a

51.41±
0.32b

51.51±
0.32b

50.98±
0.12ab

胰蛋白酶Trypsin
(U/mg prot)

544.95±
11.48a

594.18±
12.43b

632.81±
19.88c

671.76±
11.50e

615.28±
24.24bc

淀粉酶Amylase
(U/g prot)

114.45±
33.28a

150.09±
47.87b

167.08±
18.57c

156.22±
45.58bc

134.51±
33.48ab

表 7   饲料中添加苏氨酸对虹鳟肠道形态的影响

¹x
Tab. 7   Effects of dietary threonine on intestinal morphology in O.
mykiss in various groups (n=3; ±SD; μm)

指标Index
组别Group

G1 G2 G3 G4 G5
绒毛高度

Villus length
725.82±
14.51c

738.76±
18.83d

716.29±
15.17b

706.56±
11.86a

718.67±
15.43bc

绒毛宽度
Villus width

334.71±
6.55ab

332.07±
5.43ab

331.29±
4.21a

356.96±
3.45c

348.17±
5.17b

肌层厚度
Muscle thickness

225.90±
4.36a

232.98±
4.76b

249.76±
5.89c

238.52±
3.32bc

240.32±
4.41bc

A

GEC

H
T

100 µm

B

G

T

HEC

100 µm

C

G

EC

H

T

100 µm

D

EC

G H

T
100 µm

E

T

H
EC G

100 µm

 
图 1   苏氨酸水平对三倍体虹鳟肠道组织形态的影响

Fig. 1   Effects of dietary threonine level on intestinal tissue
morphology of triploid O. mykiss
A. 0.45%的苏氨酸水平中肠组织100×; B. 0.76%的苏氨酸水平

中肠组织100×; C. 1.09%的苏氨酸水平中肠组织100×; D.
1.29%的苏氨酸水平中肠组织100×; E. 1.64%的苏氨酸水平中肠

组织100×; G. 杯状细胞; EC. 上皮细胞; H. 绒毛高度; T. 肌层

厚度

A. The midgut tissue of 0.45% threonine level group 100×; B. The
midgut tissue of 0.76% threonine level group 100×; C. The midgut
tissue of 1.09% threonine level group 100×; D. The midgut tissue
of 1.29% threonine level group 100×; E. The midgut tissue of
1.64% threonine level group 100×; G. Goblet cells; EC. Epithelial
cells; H. Villi height; T. Muscle layer thickness
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图 2   苏氨酸水平对三倍体虹鳟IgM和TNF-α基因表达量的影响

Fig. 2   Effects of dietary threonine level on IgM and TNF-α gene
expression in triploid O. mykiss
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相比, 差异显著(P<0.05)。
如图 4所示, 随着苏氨酸水平的增加, PepT1基

因的相对表达量呈先升高后降低的变化趋势, 在1.29%
组达到最高值, 与对照组相比, 差异显著(P<0.05)。 

3    讨论
 

3.1    饲料中添加苏氨酸对鱼类血清抗氧化酶活性

的影响

前期研究表明, 低鱼粉饲料中添加苏氨酸组的

生长性能显著高于对照组
[19]

。Habte-Tsion等[23]
在

团头鲂(Megalobrama amblycephala)幼鱼饲料中添

加不同水平的苏氨酸, 研究发现, 适宜的苏氨酸水

平可以显著的改善免疫反应, 增强抗氧化酶活性,
超氧化物歧化酶(SOD)、谷胱甘肽过氧化物酶

(GPx)和过氧化氢酶(CAT)的活性均随着饲料苏氨

酸水平的增加而升高, 当超过苏氨酸最佳含量范围

1.58%—2.08%, 上升趋势减缓。在本试验中, 随着

饲料中苏氨酸水平含量的增加, SOD活性显著升高

(P<0.05), CAT活性呈现先升高后降低的变化趋势,
当苏氨酸水平为1.29%时, CAT活性最高, 随着苏氨

酸含量的进一步增加, CAT活性有所下降。在草鱼

(Ctenopharyngodon idella)的研究中也有相似的发

现 ,  添加适量的苏氨酸 ,  增强了肝和肠的SOD、

CAT酶活性, 这表明苏氨酸水平可提高鱼类抗氧化

酶活性
[8]
。在本试验中, 苏氨酸缺乏组的MDA含量

最高 ,  最佳的苏氨酸水平显著降低了MDA含量

(P<0.05)。这表明, 苏氨酸通过抑制鱼类的氧化损

伤来保护机体, 最佳的苏氨酸水平对虹鳟的氧化损

伤具有保护作用。本试验同时测得SOD和MDA指

标的变化, 能更加充分地表明机体的抗氧化能力和

受损程度, 在饲料中添加适量的苏氨酸可以调节机

体的抗氧化状态, 降低脂质过氧化反应对细胞的毒

害作用, 降低细胞中过氧化氢的浓度, 使细胞免受

毒害
[24—27]

。 

3.2    饲料中添加苏氨酸对鱼类肠道消化生理的

影响

苏氨酸参与了肠的功能和维持
[28—29], 动物机体

的生长状况与消化酶活性存在正比例关系
[30, 31]

。

对草鱼的研究发现, 饲料中添加苏氨酸能显著提高

草鱼肠内α-淀粉酶、脂肪酶、碱性磷酸酶、胰蛋

白酶的活性
[8 ]
。对幼建鲤(Cyprinus carpio var.

Jian)的研究发现, 苏氨酸能显著提高幼建鲤肠道胰

蛋白酶、脂肪酶和淀粉酶的活力, 当苏氨酸含量分

别达1.5%和1.62%时, 肠道的胰蛋白酶和脂肪酶活

力最高, 苏氨酸含量与肠道脂肪酶和胰蛋白酶活力

呈显著的二次相关关系
[30, 32]

。因此这说明饲料中

添加适量的苏氨酸水平有提高肠道消化酶活性和

促进营养物质消化吸收的能力, 进而提高鱼体的生

长发育。在本试验中, 随着苏氨酸含量的增加, 脂
肪酶活性显著提高(P<0.05), 胰蛋白酶和淀粉酶活

性随着苏氨酸含量的增加呈现先增加后降低的变

化趋势。推测原因可能是, 试验鱼的种类和大小、

基础饲料的组成(纯化、半纯化实用饲料等)、试验

设计和养殖条件等多个原因造成
[33—35]

。

有报道称, 在幼建鲤饲料中添加适宜水平的苏

氨酸可以促进肠道的生长发育, 肠道的皱襞高度、

肠长、肠长指数、肠体指数及肠道蛋白含量都有

增加
[36]

。对鲤(Cyprinus carpio)肠上皮细胞进行体

外培养, 研究发现添加适宜水平的苏氨酸能够促进

肠道上皮细胞的增殖和分化
[37]

。在草鱼中也有相

似的发现, 生长后期草鱼的肠重、肠长、肠体指数

和肠道蛋白都随着苏氨酸水平的增加显著提高, 表
明苏氨酸对生长后期草鱼肠道的生长发育有着至

关重要的作用, 但是对肠道相对长度没有显著影响,
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图 3   苏氨酸水平对三倍体虹鳟IL-2, IL-8和IL-10基因表达量的

影响

Fig. 3   Effects of dietary threonine level on IL-2、IL-8 and IL-10
gene expression in triploid O. mykiss
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图 4   苏氨酸水平对三倍体虹鳟PepT1基因表达量的影响

Fig. 4   Effects of dietary threonine level on PepT1  gene
expression in triploid O. mykiss

4 期 王亚玲等: 低鱼粉饲料中添加苏氨酸对三倍体虹鳟抗氧化能力、消化生理及肠道炎症因子基因表达的影响 317



与草鱼的研究不一致, 苏氨酸水平的变化可以提高

幼建鲤肠道的相对长度, 可能与鱼的品种有关
[38]

。

本试验研究表明, 饲料中添加适宜水平的苏氨酸能

提高三倍体虹鳟肠道的绒毛高度和肌层厚度, 投喂

苏氨酸缺乏组的肠道组织微绒毛脱落, 随着苏氨酸

含量的增加, 肠道组织结构完整, 绒毛发达。在陆

生生物的研究中也有相似发现, 苏氨酸缺乏造成肠

道结构破坏, 微绒毛脱落, 黏膜固有层松弛。肠道

结构受损会直接影响肠道功能的发挥, 导致营养物

质的消化吸收
[39—44]

。可见, 苏氨酸在促进营养物质

的消化吸收和保护肠道形态结构方面发挥着重要

的作用。 

3.3    饲料中添加苏氨酸对三倍体虹鳟肠道炎症因

子和小肽转运基因的表达量的影响

小肽转运载体PepT1主要位于肠道上皮细胞,
它是一种完整的膜蛋白载体, 主要参与肠道内小肽

的跨膜转运, 通过转运二肽和三肽为机体运输营养

物质, 促进动物发育, 同时也参与炎症反应的免疫

应答, 在炎症细胞因子通讯中发挥作用
[45, 46]

。本试

验结果显示, 随着苏氨酸水平的增加, PepT1呈先升

高后降低的变化趋势, 在1.29%组为最高, 与对照组

相比, 有显著差异。添加适宜水平的苏氨酸上调了

PepT1基因的表达量, 促进肠道对营养物质的吸收。

苏氨酸是免疫球蛋白生成中的主要限制性氨

基酸, 在机体的免疫系统组织、器官中发挥着重要

的作用
[47]

。苏氨酸缺乏时会抑制免疫球蛋白及T、
B淋巴细胞的产生, 从而影响免疫功能

[48, 49]
。在鱼

类中, 肠道免疫反应的关键组成是炎症反应, 该反

应主要由细胞因子介导。IL-2由IL-1β刺激分泌, 是
T细胞生长因子, 通过活化T细胞和巨噬细胞的表达

促进免疫反应, 并有效控制免疫应答
[50]

。IL-8和
TNF-α是重要的促炎细胞因子。IL-8在白细胞的趋

化性和功能中具有重要作用, 对恢复感染组织有一

定作用。TNF-α由T细胞和巨噬细胞产生, 在炎症

反应中刺激免疫细胞并介导免疫应答, 具有杀伤或

抑制肿瘤细胞的功效
[51]

。在我们的研究中发现, 饲
料苏氨酸缺乏组上调了肠道肿瘤坏死因子TNF-α基
因的表达, 随着苏氨酸水平的增加, 下调了TNF-α基
因的表达, 这表明最佳的苏氨酸水平预防或减轻了

肠道炎症反应, 而IL-2、IL-8和IgM基因的表达则相

反。对草鱼幼鱼的研究也有相似的发现, 与最佳苏

氨酸补充组相比, 苏氨酸缺乏组用嗜水气单胞菌攻

击14d后, 抗肠炎的能力降低, 肠IgM含量都显著降

低; 上调了肠道促炎细胞因子TNF-α和IL-8的mRNA
水平

[52]
。IL-10是重要的抗炎因子, 主要被用来抑

制免疫反应的过度激活。在本试验中, 0.76%和

1.09%组上调了IL-10的表达, 随着苏氨酸的进一步

增加, 下调了IL-10基因的表达。结果表明, 苏氨酸

水平显著影响三倍体虹鳟肠道炎症因子相关基因

的表达, 鱼体在投喂不同水平的苏氨酸时, 苏氨酸

能刺激T细胞和巨噬细胞的增殖, 促进免疫反应, 随
着苏氨酸水平的增加, 炎症因子在不同的浓度下达

到峰值, 说明苏氨酸能够作用于免疫防御系统, 通
过提高免疫因子的表达量, 进而增强机体的免疫功

能, 保护机体免受损伤, 减少死亡率。但是当苏氨

酸水平过高时, 对免疫反应有抑制作用, 各种细胞

因子也会适度表达来保护机体, 而过度的免疫反应

会导致炎症的产生。因此, 高水平添加苏氨酸不利

于机体内部的动态平衡。 

4    结论

在低鱼粉饲料(15%)中添加适量水平的苏氨酸,
对提高三倍体虹鳟幼鱼生长、消化酶活性、促进

肠道形态结构发育和增强鱼体免疫等方面都具有

积极的作用。综合试验结果, 建议在低鱼粉饲料中

添加1.09%—1.29%的苏氨酸, 其生长和免疫效果最

佳。在前期研究的基础上, 可以进一步探索, 植物

蛋白替代鱼粉, 最适的苏氨酸添加量, 旨在为优化

三倍体虹鳟人工配合饲料提供理论依据。
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DIETARY THREONINE IN LOW FISH MEAL DIET ON ANTIOXIDANT
CAPACITY, DIGESTIVE PHYSIOLOGY AND INTESTINAL INFLAMMATORY

FACTOR GENE EXPRESSION OF TRIPLOID ONCORHYNCHUS MYKISS

WANG Ya-Ling1, 2, WANG Chang-An1, LIU Hong-Bai1, HAN Shi-Cheng1, LU Shao-Xia1 and ZHANG Yin1

(1. Heilongjiang River Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Harbin 150070, China; 2. College of
Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai 201306, China)

Abstract: To study the effects of threonine in low fish meal diet on growth, antioxidant capacity, digestive physiology,
and intestinal inflammatory cytokines gene expression of triploid Oncorhynchus mykiss, five isonitrogenous and isoe
nergetic diets containing 0.45% (control), 0.76%, 1.09%, 1.29% and 1.64% threonine were formulated by adding L-
threonine in the basal diet to feed fish with an initial body weight of (18.42±0.20) g for a 56-days trial. A total of 450
triutploid rainbow were randomly divided into 5 groups with triplicate groups of 30 fish each. Threonine at 1.09%,
1.29% and 1.64% level significantly increased serum superoxide dismutase (SOD) and and significantly decreased the
content of malondialdehyde (MDA) (P<0.05). The highest activity of catalase (CAT) was in the 1.29% group, which
was significantly different from that in control group (P<0.05). The digestive enzyme activities of intestinal lipase
(LPS) and trypsin in diets supplemented with threonine level (0.76%—1.64%) were significantly higher than those in
the control group (P<0.05) except threonine level at 1.64% in the activities of digestive enzymes. The intestinal mor-
phology of 1.09% and 1.64% groups were well-developed in villi, orderly arrangement, and no fusion and shedding.
The threonine levels had significant effects on IL-2, IL-8, IL-10, IgM, TNF-α and PepT1(P<0.05). With the increase of
threonine level, IL-2, IgM and PepT1 showed a trend of increase first and then decrease, and the expression levels of IL-
2, IgM and PepT1 reached the highest level in 1.29% and 1.09% groups. IL-8 showed a gradually increasing trend. IL-
10 and TNF-α showed a decrease trend. The low fish meal diet (15%) supplemented with appropriate level of threonine
improves the growth, digestive enzyme activity, intestinal morphology and structure development and immune en-
hancement of juvenile triploid Oncorhynchus mykiss.

Key words: Low fishmeal  diet;  Threonine;  Immune;  Intestinal  tissue  structure;  Digestive  enzyme activity;  In-
flammatory factor; Triploid Oncorhynchus mykiss
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