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复合植物蛋白源替代鱼粉对半滑舌鳎生长、生理生化指标和肠组

织结构的影响
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摘要: 实验以 6种植物蛋白源(谷朊粉、大豆浓缩蛋白、豆粕、棉籽蛋白、花生粕和玉米蛋白粉)配比成复合植物蛋

白源, 以其替代半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis Güntuer)饲料鱼粉蛋白 , 共设计 9 种实验饲料, 分别为全鱼粉组

(FM)以及替代鱼粉蛋白水平分别为 20% (PP20)、30% (PP30)、40% (PP40I、PP40II、PP40III和 PP40IV)、60% (PP60)

和 80% (PP80)组, 旨在最大限度替代舌鳎饲料中鱼粉蛋白, 而不影响鱼体生长、生理生化指标和肠组织结构形态。

以初重为(255.21±0.79) g的半滑舌鳎为研究对象, 在室内流水系统中进行 9周摄食生长实验, 每个处理设 3个重复,

每桶放养 15尾鱼。结果表明, 各处理组实验鱼的增重率、特定生长率、饲料效率、摄食量、蛋白质效率、蛋白质

沉积率和成活率均无显著性差异(P>0.05); 复合植物蛋白源替代鱼粉后对鱼体粗蛋白和水分含量以及血浆甘油三

酯含量无显著影响(P>0.05); 但当复合植物蛋白源替代高比例鱼粉蛋白时, 显著降低鱼体粗脂肪和血浆胆固醇含

量 (P<0.05), 且肝体比随植物蛋白源的添加而降低 , PP30 组显著低于 FM 组 (P<0.05); 另外 , 4 个 PP40 组相比 ,

PP40III组的脏体比显著高于其他 3个 40%替代组。复合植物蛋白源替代鱼粉比例不超过 60%时, 对半滑舌鳎后肠

组织结构无损伤或仅有轻微损伤, 而 PP80 组后肠绒毛出现严重损伤现象。以上结果表明, 复合植物蛋白源可以有

效替代 80%的鱼粉蛋白而不影响半滑舌鳎的生长性能和饲料利用率, 但综合考虑鱼体生理生化和肠道组织结构指

标, 认为在半滑舌鳎饲料中复合植物蛋白源替代鱼粉的比例不宜超过 60%。
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鉴于全球水产养殖业对鱼油和鱼粉的需求[1],

开发新型蛋白源以满足不同养殖鱼类生长的需要,

已成为当今鱼类营养饲料研究的一个重要课题[2−3]。

目前, 已有大量关于植物蛋白源替代水产动物饲

料鱼粉蛋白的研究 , 并且在开发新型饲料蛋白

源、降低成本和保护环境方面已有初步成果[4−6]。

然而, 尽管一系列植物性蛋白源可用于部分替代

饲料中的鱼粉而不影响鱼类生长及生理特性 [7−9],

但是对于很多肉食性和偏肉食性的杂食性鱼类,

应用单一蛋白源对鱼粉蛋白的替代研究却遇到了

瓶颈, 因为其替代比例很难超过 50%; 一旦替代

率过高, 会导致鱼类生长急剧下降 , 且其品质也

随之降低[10−12]。研究表明, 当多种植物蛋白源复

合替代饲料鱼粉时, 不仅可以缓解单一蛋白源氨

基酸不平衡的问题, 也可以减缓某一种植物蛋白

原料中抗营养因子过多的问题[13−14]。基于此原理,

本实验选用多种来源稳定、价格合理的植物蛋白源

来复合替代鱼类饲料中的鱼粉蛋白。另外, 在基于

植物蛋白源的饲料中适当添加鱼类营养研究和实

际生产中行之有效地改善饲料利用的外源添加物,

如植酸酶[9, 15]、牛磺酸 0.5%[16−17]、复合诱食剂[18]、

一水硫酸亚铁 [9]、晶体氨基酸 [19−20]等, 以期尽可
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能提高复合植物蛋白源替代饲料鱼粉蛋白的比例,

同时降低养殖成本。

半滑舌鳎 (Cynoglossus semilaevis Günther),

为近海常见的暖水性大型底层鱼类; 其生长速度

快, 肉质细腻、鲜美, 营养丰富, 经济价值高, 适

合于我国沿海养殖[21]。目前, 研究者仅有少数学

者对半滑舌鳎的适宜蛋白需求和氮能比进行了研

究[22−23], 而鱼粉的替代研究尚未见文献报道。鉴

于半滑舌鳎对饲料蛋白质需求量高, 大概为 50%

左右, 其植物蛋白源替代研究尚属空白 , 因此本

研究选择半滑舌鳎作为研究对象。

本实验在综合考虑适口性、氨基酸平衡、无

机盐平衡、抗营养因子等的基础上, 选用谷朊粉、

大豆浓缩蛋白、豆粕、棉籽蛋白、花生粕和玉米

蛋白粉等 6种产量大、价格合理的植物蛋白源, 配

比成复合植物蛋白源, 在补充磷、限制性氨基酸、

牛磺酸、植酸酶的条件下, 研究替代饲料中不同

比例鱼粉蛋白对半滑舌鳎生长、摄食、饲料效率、

生理生化指标和肠道组织结构的影响, 以期为半

滑舌鳎低鱼粉饲料的开发提供依据。

1 材料与方法

1.1 实验饲料

饲料设计基本原则: 本实验选择谷朊粉、大

豆浓缩蛋白、豆粕、棉籽蛋白、花生粕和玉米蛋白粉

等 6种产量大、价格合理的植物蛋白原料; 复合植物

蛋白源的配比基本参照先前已发表的文献[8−9, 20, 24],

并依据本实验原料种类和其他参考原则稍加调整;

配方设计过程中还综合考虑了氨基酸平衡、鱼体

对抗营养因子的耐受性阈值、无机盐平衡、适口

性、原料来源稳定性和成本等因素[9, 23, 25]。

具体配方设计: 实验共设计 9种不同的实验

饲料, 分别为全鱼粉组(FM)以及以 6种植物蛋白

源不同比例的复合物替代全鱼粉饲料中的鱼粉蛋

白(替代水平为 20%、30%、40%、60%和 80%), 分

别命名为 PP20(参照文献[9]中的CS20+Fe&P处理

组)、PP30(参照文献[20]中的 FM40处理组)、PP40、

PP60(参照文献[8]中的 PP50处理组)和 PP80(参照

文献[20]中的 FM12 处理组); 其中 40%替代水平

设计 4个处理组, 分别为 PP40I(参照文献[24]中的

40PP70VO 处理组)、PP40II(参照文献[9]中的

CS30+Fe&P 处理组)、PP40III(参照文献[8]中的

PP50 处理组)和 PP40IV(本试验 PP40III 处理组,

未补加牛磺酸)(表 1)。为避免任何一种单一抗营

养因子含量超过舌鳎的耐受范围, 各实验原料最

高添加量控制不超过如下范围: 大豆浓缩蛋白≤

12[23]; 玉米蛋白粉≤20%[25]; 棉籽粕≤8%[9]; 花

生粕≤6%(为避免黄曲霉中毒 ); 另外 , 添加了

表 1 实验饲料配方及化学组成

Tab. 1 Composition and proximate analysis of the experimental diets
%干物质% dry matter

原料 ingredient
饲料编号/添加水平 diet no/ supplementation level

FM PP20 PP30 PP40I PP40II PP40III PP40IV PP60 PP80

鱼粉 a fish meala 63 50.4 44.1 37.8 37.8 37.8 37.8 25.2 12.6

豆粕 a soybean meala 0 6 0 0 8 0 0 0 0

玉米蛋白粉 a corn gluten meala 0 6.5 7 10 10 9.4 9.4 13.5 16

花生粕 a peanut meala 0 3 3.5 5 5 4.7 4.7 6 6

谷朊粉 a wheat gluten meala 0 0 3 0 6 4.6 4.6 10 16.6

大豆浓缩蛋白 a soy protein concentratea 0 0 7 12 0 8.5 8.5 11.5 15

棉籽粕 a cottonseed meala 0 4 4 6 5 4.7 4.7 6 8

小麦粉 a wheat meala 21.8 13.67 14.23 10.79 9.83 11.77 12.27 7.52 2.98

苏氨酸 b L-threonineb 0 0.2 0.17 0.2 0.24 0.2 0.2 0.24 0.4

赖氨酸盐酸盐 b L-lysine.HClb 0 0 0.2 0.3 0.4 0.35 0.35 0.6 1

蛋氨酸 b DL-methionineb 0 0.1 0.25 0.25 0.35 0.4 0.4 0.4 0.55

牛磺酸 taurine 0 0.2 0 0.5 0.5 0.5 0 0.5 0.5

鱼油 fish oil 6.2 6.7 7.1 7.4 7.3 7.4 7.4 8 8.6

大豆卵磷脂 lecithin 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5

多矿 c mineral premixc 2 2 2 2 2 2 2 2 2
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续表 1(Tab.1 continued)

原料 ingredient
饲料编号/添加水平 diet no/supplementation level

FM PP20 PP30 PP40I PP40II PP40III PP40IV PP60 PP80

多维 d vitamin premixd 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5

诱食剂 e attractanthe 1 1 1 1 1 1 1 1 1

磷酸二氢钙 Ca (H2PO4)2·H2O 0 0 0.2 0.5 0.3 0.4 0.4 1.3 1.9

一水硫酸亚铁 FeSO4·H2O 0 0.02 0.03 0.05 0.05 0.05 0.05 0.02 0.05

一水硫酸锌 ZnSO4·H2O 0 0.01 0.02 0.01 0.03 0.03 0.03 0.02 0.02

植酸酶 phytase 0 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2

其他 f othersf 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5

主要成分 proximate analysis (dry matter basis, DM)

粗蛋白/% crude protein 49.1 49.4 50.8 50.2 51.0 51.2 50.8 51.9 53.9

真蛋白/% true protein 49.8 50.0 49.7 49.7 49.9 50.0 49.6 50.0 50.2

粗脂肪/% crude lipid 13.3 13.4 13.4 13.0 13.5 13.0 13.0 13.0 12.4

必需氨基酸/% EAA 20.3 20.8 20.0 20.4 20.8 21.9 21.9 22.3 21.9

非必需氨基酸/% NEAA 28.8 28.6 30.8 29.8 30.3 29.3 29.3 29.5 32.0

必需氨基酸/非必需氨基酸 EAA/NEAA 0.7 0.7 0.6 0.7 0.7 0.7 0.7 0.8 0.7

非植酸磷/% N-Phy-P content 1.3 1.0 1.0 1.0 0.9 1.0 1.0 1.0 1.0

锌含量/(mg·kg‒ 1) Zn content 118.1 137.2 167.6 123.8 195.6 195.5 196.0 150.1 140.0

铁含量/(mg·kg‒ 1) Fe content 111.6 188.2 219.6 291.0 280.9 283.3 283.6 199.2 292.4

干物质含量/% dry matter 94.8 95.3 90.9 90.5 93.0 91.7 93.3 93.1 93.3

灰分/% ash 15.4 14.3 13.2 12.6 12.3 12.4 12.3 10.8 9.2

游离棉酚含量/(mg·kg‒ 1)free gossypol 27.2 44.9 41.3 58.1 48.8 40.6 42.4 61.4 91.3

注: a鱼粉, 粗蛋白 71.6%, 粗脂肪 9.2%; 豆粕, 粗蛋白 50.9%, 粗脂肪 1.0%; 玉米蛋白粉, 粗蛋白 65.9%, 粗脂肪 1.5%; 花生粕, 粗蛋

白 49.3%, 粗脂肪 0.5%; 小麦粉粗蛋白 16.5%; 粗脂肪 0.4%, 由青岛七好生科有限公司提供(中国, 山东); 谷朊粉, 粗蛋白 78.8%; 粗

脂肪 2.0%, 潍坊市海达淀粉有限公司(中国, 山东)提供; 大豆浓缩蛋白, 粗蛋白 67.2%, 粗脂肪 1.4%, 黑龙江双河松嫩大豆生物工程

有限责任公司(中国, 黑龙江)提供; 棉籽粕, 粗蛋白 53.1%; 粗脂肪 0.5%, 山东国信实业有限公司(中国, 济南)提供;
b L-赖氨酸盐酸盐, L-苏氨酸和 DL-蛋氨酸, 冀州市华阳化工有限责任公司(中国, 河北)提供;
c多矿 (mg/kg diet): 六水氯化钴 (1%), 50; 五水硫酸铜 (25%), 10; 一水硫酸亚铁 (30%), 80; 一水硫酸锌 (34.50%), 50; 一水硫酸锰

(31.80%), 45; 七水硫酸镁(15%), 1200; 亚硒酸钠(1%), 20; 碘酸钙(1%), 60; 沸石粉, 18485。PP30、PP40I、PP40II、PP40III和 PP40IV

多矿预混物有效含量加倍, 沸石粉含量相应减少; PP60 和 PP80 多矿有效含量增加至 3倍, 沸石粉相应减少;
d多维(mg/kg diet): 盐酸硫胺素(98%), 25; 维生素 B2(80%), 45; 盐酸吡哆醇(99%), 20; 维生素 B12(1%), 10; 维生素 K(51%), 10; 肌醇

(98%), 800; 泛酸钙(98%), 60; 烟酸(99%), 200; 叶酸(98%), 20; 生物素(2%), 60; 维生素 A(50万 IU/g), 32; 维生素 D(50万 IU/g), 5; 维

生素 E(50%), 240; 维生素 C(35%), 2000; 抗氧化剂(克氧灵, 100%), 3; 稻壳粉(100%), 1470;
e复合诱食剂(%) (甜菜碱∶二甲基-丙酸噻亭∶甘氨酸∶丙氨酸∶5-磷酸肌苷=4∶2∶2∶1∶1), 1;
f其他(%): 啤酒酵母(粗蛋白 54.1%, 粗脂肪 1.0%; ), 2.5; 氯化胆碱, 0.25; 防霉剂(丙酸钙), 0.10; 抗氧化剂, 0.05; 三氧化二钇, 0.10.

Note: a Fish meal, crude protein 71.6%, crude lipid 9.2%; Soybean meal, crude protein 50.9%, crude lipid 1.0%; Corn gluten meal, crude
protein 65.9%, crude lipid 1.5%; Peanut meal, crude protein 49.3%, crude lipid 0.5%; Wheat flour, crude protein 16.5%, crude lipid 0.4%,
Supplied by Great Seven Bio-tech (Shandong, China); Wheat gluten meal, crude protein 78.8%, crude lipid 2.0%, Supplied by Haida starch
Co., Ltd of Weifang. (Shandong, China); SPC, crude protein 67.2%, crude lipid 1.4%, Supplied by Heilongjiang Shuanghe Songnen Soybean
Bioengineering Co., Ltd. (Heilongjiang, China); Cottonseed meal, crude protein 53.1%, crude lipid 0.5%, Supplied by Shandong Guoxin
Industrial Co., Ltd (Shandong, China).
b L-Lysine monohydrochloride, L-Threonine, DL-Methionine, Supplied by Jinzhoucity Huayang Chemical Co., Ltd. (Hebei, China).
c Mineral premix (mg/kg diet): CoCl2·6H2O (1%), 50; CuSO4·5H2O (25%), 10; FeSO4·H2O (30%), 80; ZnSO4·H2O (34.50%), 50;
MnSO4·H2O(31.80%), 45; MgSO4·7H2O(15%), 1200; Sodium selenite (1%), 20; Calcium iodine (1%) 60; Zoelite, 18485. Effective content of
mineral premix doubled in PP30, PP40I, PP40II, PP40III and PP40IV, while zoelite corresponding reduced; effective content of mineral
premix tripled in PP60 and PP80, while zeolite corresponding reduced.
d Vitamin premix (mg/kg diet): thiamin (98%), 25; riboflavin (80%), 45; pyridoxine-HCl (99%), 20; vitamin B12 (1%), 10; vitamin K (51%),
10; inositol (98%), 800; pantothenic acid (98%), 60; niacin acid (99%), 200; folic acid (98%), 20; biotin (2%), 60; retinol acetate
(500000IU/g), 32; cholecalciferol (500000IU/g), 5; alpha-tocopherol (50%), 240; ascorbic acid (35%), 2000; anti-oxidants (oxygen ling
grams, 100%), 3; rice husk powder (100%), 1470.
e Attractant(% diet) (Betaine∶Dimethyl - propiothetin∶glycine∶alanine∶5 - phosphate inosine = 4∶2∶2∶1∶1), 1.
f Others (% diet): Beer yeast (crude protein 54.0% , crude lipid 1.0%), 2.5; Choline chloride, 0.25; Mold inhibitor (calcium propionic), 0.05;
Antioxidant, 0.05; Y2O3, 0.10.
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0.2%植酸酶和适量 FeSO4·H2O 以结合游离棉酚

毒性。以半滑舌鳎鱼体氨基酸含量为标准, 添加

相应的晶体氨基酸 , 使各种限制性氨基酸含量

不低于半滑舌鳎鱼体 50%粗蛋白的氨基酸组成

或满足舌鳎氨基酸需求 , 各组饲料的氨基酸组

成见表 2。各复合植物蛋白源替代组补充植酸

酶、牛磺酸 , 并适量添加复合诱食剂、一水硫酸

亚铁、一水硫酸锌和磷酸二氢钙(表 1)。经全自

动氨基酸分析仪测定得各组饲料的氨基酸组成

(表 2)。

表 2 实验饲料中氨基酸组成及半滑舌鳎鱼体 50%粗蛋白的氨基酸组成(%干物质)
Tab. 2 Amino acid contents of experimental diets (% dry matter)

氨基酸 amino acid
实验饲料 experimental diet

FM PP20 PP30 PP40I PP40II PP40III PP40IV PP60 PP80 50%体组成 a 50% body proteina

必需氨基酸 essential amino acid

精氨酸 Arg 2.76 3.08 2.95 3.01 2.75 2.72 2.66 2.60 2.63 2.97

组氨酸 His 0.95 0.94 0.91 0.95 0.93 0.83 0.87 0.89 0.88 0.24

异亮氨酸 Ile 2.05 2.02 1.89 1.83 1.78 1.90 1.87 1.92 1.90 1.89

亮氨酸 Leu 3.46 3.69 3.43 3.56 3.75 3.82 3.80 4.11 3.95 3.44

赖氨酸 Lys 2.96 2.63 2.59 2.67 2.58 2.58 2.51 2.42 2.46 3.42

蛋氨酸 Mat 1.57 1.61 1.45 1.45 1.60 1.68 1.66 1.63 1.65 1.4

苯丙氨酸 Phe 1.71 1.81 1.87 1.98 2.52 3.32 3.34 3.86 3.60 1.83

苏氨酸 Thr 1.84 2.05 1.94 2.00 1.93 1.90 1.76 1.76 1.76 1.99

缬氨酸 Val 2.47 2.47 2.43 2.41 2.41 2.62 2.59 2.64 2.62 2.45

非必需氨基酸 non-essential amino acid

丙氨酸 Ala 2.84 2.79 2.62 2.68 2.75 2.89 2.74 2.73 2.73 3.25

天冬氨酸 Asp 3.99 4.10 3.95 4.24 3.96 3.90 3.85 3.77 3.81 4.75

半胱氨酸 Cys 0.70 0.73 0.57 0.54 0.60 0.52 0.49 0.51 0.50 0.62

谷氨酸 Glu 6.99 7.35 8.05 8.04 8.75 8.20 8.41 9.69 9.05 6.79

甘氨酸 Gly 3.46 3.17 2.88 2.84 2.76 2.79 2.49 2.30 2.40 4.32

丝氨酸 Ser 1.93 1.99 2.04 2.10 2.10 2.02 2.07 2.17 2.12 2.16

络氨酸 Tyr 1.31 1.31 1.23 1.34 1.34 1.36 1.33 1.51 1.42 1.16

注: 结果均为 3个样品测定结果的平均值; a半滑舌鳎鱼体 50%粗蛋白的氨基酸组成.

Note: Values are the means of triplication; aAmino acid profiles in 50% whole body protein of tongue sole.

实验饲料配制前, 所有原料经过粉碎, 过 80

目筛网。将粉碎好的原料按饲料配方由小到大逐

一混合均匀, 然后再加入鱼油和大豆卵磷脂 , 手

工将油脂微小颗粒搓散, 于 V型高效混合机(STC,

中外合资上海天祥, 健台制药机械有限公司)中混

合均匀, 最后再加入大约 30%蒸馏水揉匀, 于单

螺杆制粒机中制成 5 mm和 6 mm两种规格的饲料

颗粒, 在 50℃恒温下干燥 12 h, 置于–20℃冰箱中

保存备用。

1.2 实验鱼与饲养管理

初始体重为(255.21±0.79) g 的实验用半滑舌

鳎为人工培育的同一批苗种 , 基本全为雌鱼, 购

于山东省海阳市黄海水产有限公司。养殖实验在

山东省海阳市黄海水产公司养殖基地室内长流水

系统中进行。实验前, 先取各处理实验饲料等量

混合在一起作为暂养料暂养 2周, 使之逐渐适应

饲料和养殖环境。

实验开始前所有半滑舌鳎停食 24 h。选择大

小均匀, 体格健壮、无病的半滑舌鳎, 随机分配于

27个养殖桶, 每桶 15尾, 养殖周期为 9周。实验

期间, 先投喂直径 5 mm规格饲料 3周, 后 6周投

喂直径 6 mm 规格饲料。每天投喂 2 次至饱食

(07:30和 19:00), 投喂时戴头灯作业、停水, 每次

投喂分 4 轮进行, 每轮间隔 5~10 min, 以残饵作

为饱食的标准, 记录每顿的残饵数量。投喂后换

水 70%左右。如有死鱼记录数量、重量和症状, 监
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测海水温度、盐度和溶氧变化。

养殖用水为浅井海水, 经二级沉淀、砂滤后

进入蓄水池, 采用室内长流水系统。实验所采用

养殖桶均为玻璃纤维桶 , 有效水体体积分别为

500 L, 注水量为 10.6 L/min, 日换水量大于 20个

循环。整个养殖期间均采用 24 h连续充氧, 遮蔽

所有窗户, 关闭灯光降低室内光线强度。实验期

间 , 水温 , 24.2~27.4℃ , 盐度为 29.1, 溶氧 6.2~

6.4 mg/L, pH为 7.9~8.0。

1.3 样品采集

实验开始前, 实验鱼饥饿 24 h, 随机取 5尾麻

醉的实验鱼, 保存于–20℃的冰箱中, 用于常规分

析; 另取 5尾进行肌肉氨基酸分析。9周生长实验

结束时, 实验鱼饥饿 24 h, 使用 1︰10000的丁香

酚麻醉, 然后计数, 称重。分别从每桶中随机抽取

4 尾鱼 , 保存于–20℃的冰箱中 , 用于常规分析 ;

另外再从每桶抽取 4尾鱼, 分别称重、测体长, 然

后从尾静脉抽取血液, 迅速打入肝素钠抗凝管中,

4℃静置 2 h后, 以 3000 r/min离心 10 min取上清,

置–80℃保存; 解剖取内脏和肝脏并称重。另外,

每桶取两尾鱼解剖取后肠 , 于波恩试液(Bouin’s)

中固定 24 h, 然后转入 70%乙醇中保存, 用于小

肠组织结构分析。

1.4 样品分析测定

原料、饲料及鱼体样品均在 105℃烘干至恒

重后, 求得干物质含量, 然后进行常规指标测定。

采用全自动定氮仪(Kjeltec 2300, Sweden)测定粗

蛋白含量(N×6.25); 采用索氏抽提法 , 测定粗脂

肪含量(Buchi 36680, Switzerland); 将样品在电炉

上炭化后, 在马福炉中(550℃)灼烧 12 h后测得样

品灰分含量。饲料中游离棉酚含量的检测采用国

家标准(GB 13086-91)方法(表 2)。

参照国家标准(GB/18246-2000)方法, 使用氨

基酸自动分析仪(Biochrom 30, GE, England)测定

饲料原料及实验饲料的氨基酸组成。准确称取

20~40 mg样品双份于 25 mL水解管中, 加 10 mL

盐酸酸解剂, 真空泵抽真空约 1 min, 冲入高纯氮

气约 1 min, 盖紧试管盖, 置于 110℃恒温鼓风干

燥箱中水解 24 h。使用定量滤纸过滤后用水定容

至 100 mL, 充分混匀。准确吸取 1 mL 于 10 mL

烧杯中 , 放真空干燥箱中蒸发至干。加入 2 mL

0.02 mol/L 盐酸 , 充分溶解 , 0.22 µm 滤膜过滤 ,

用于检测氨基酸含量。

血浆中胆固醇和甘油三酯含量采用试剂盒测

定(南京建成生物工程研究所提供)。

后肠石蜡切片制作及观察: 对 70%乙醇保存

的后肠采用程控自动脱水机 (LEICA TP1020)脱

水、石蜡包埋机(LEICAEG 1160)包埋和半自动切

片机 (LEICA RM2145)连续切片 , 切片厚度为

5~6 µm, 每份样品选取非连续切片两段。利用程

控自动染色机 (SHANDON Varistain)染色 , 中性

树胶封片。染色剂采用苏木精 2伊红(H.E), 操作

步骤为二甲苯脱蜡、梯度酒精复水、苏木精染色

和自来水冲洗 , 然后以 0.5%或 1%的伊红染色 ,

梯度酒精脱水入二甲苯。利用显微镜 (Olympus,

DP71)与配套的图像处理软件 DP Manager 对切

片进行观察与拍照 , 观察半滑舌鳎后肠组织学

特征。

1.5 计算及统计分析

体增重(WG, g)=末重–初重

特定生长率 (SGR, %/d)=(ln 末重–ln 初重 )×

100 /饲喂天数

饲料效率(FER)=鱼体湿增重/采食干饲料重

摄食率(FI, %/d)=消耗的饲料/[(鱼体末重+鱼

体初重)/2×饲喂天数]

蛋白质效率(PER, %)=鱼体湿增重/采食蛋白量

蛋白滞留率(PR, %)=(鱼体末重×实验结束时

鱼体蛋白含量–鱼体初重×初始鱼体蛋白含量)/(采

食干饲料重×饲料蛋白含量)×100

成活率(SR, %)＝(实验结束时活鱼数/实验开

始时活鱼数)×100

肝体比(HIS, %)=肝脏重量/鱼体重量×l00

内脏指数(VSI, %)=100×内脏重量/体重

肥满度(CF, g/cm3)=100×(鱼体重量 , g)/(鱼体

长, cm)3

所有数值均以平均值±标准误( x ±SE)表示 ,

采用 SPASS 16.0 软件进行数据分析和统计。数据

作单因子方差分析 , 且数据进行方差齐性检验 ,

若处理间有显著差异 , 再作 Tukey’s 多重比较 ,
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P<0.05表示处理间差异性显著。

2 结果与分析

2.1 生长和饲料利用

如表 3 所示, 与全鱼粉组(FM)相比, 复合植

物蛋白源替代不同水平的饲料鱼粉后对半滑舌鳎

的体增重 (WG)、特定生长率 (SGR)、饲料效率

(FER)、摄食率(FI)、蛋白质效率(PER)、蛋白质滞

留率(PR)和成活率的影响均不显著(P>0.05)。值得

注意的是, 尽管数据统计不显著, PP30、PP40II、

PP40III 和 PP60 组的 WG、SGR、FER、PER 和

PR均较 FM组有所升高(P>0.05)。

2.2 全鱼体组成

复合植物蛋白源替代饲料鱼粉后, 对半滑舌

鳎鱼体粗蛋白和水分影响不显著(P>0.05), 但显

著影响全鱼粗脂肪和灰分含量(P<0.05, 表 4)。与

FM 组相比, 复合植物蛋白源替代饲料鱼粉后均

降低全鱼粗脂肪含量, 其中以 PP40III和 PP80组

最低且与之差异显著(P<0.05)。当复合植物蛋白源

替代 80%饲料鱼粉后, 显著提高了全鱼灰分含量

(P<0.05), 而其他替代组与 FM组相比均未出现显

表 3 摄食不同饲料对半滑舌鳎生长和饲料利用的影响

Tab. 3 Growth performance and nutrient utilization of tongue sole fed different experimental diets
n=3; x ±SE

饲料
diet

体增重/g
WG

特定生长率/
(%·d‒ 1) SGR

饲料效率
FER

摄食率/(%·d‒ 1)
FI

蛋白质效率
PER

蛋白质滞留率/%
PR

成活率/%
SR

FM 216.3±3.59 0.97±0.01 1.12±0.02 0.13±0.002 2.28±0.03 41.50±1.10 97.8±2.22

PP20 223.1±5.78 1.00±0.02 1.11±0.04 0.13±0.003 2.26±0.09 38.53±1.77 97.8±2.22

PP30 227.6±6.45 1.01±0.02 1.28±0.04 0.12±0.002 2.50±0.09 43.53±1.43 100.0±0.00

PP40I 214.2±2.47 0.97±0.01 1.10±0.03 0.13±0.002 2.19±0.05 37.16±1.15 100.0±0.00

PP40II 246.5±17.99 1.07±0.06 1.24±0.02 0.12±0.001 2.42±0.05 42.28±2.27 97.8±2.22

PP40III 230.7±1.33 1.02±0.01 1.26±0.05 0.12±0.005 2.47±0.09 43.48±1.70 100.0±0.00

PP40IV 219.0±1.30 0.98±0.01 1.19±0.03 0.12±0.004 2.34±0.06 40.94±1.57 97.8±2.22

PP60 230.7±10.78 1.02±0.03 1.30±0.04 0.11±0.001 2.52±0.07 43.38±2.36 100.0±0.00

PP80 214.7±15.34 0.97±0.05 1.23±0.11 0.12±0.006 2.28±0.21 38.02±3.28 100.0±0.00

P 0.32 0.33 0.06 0.07 0.19 0.20 0.75

注: 同一列标注有不同上标表示差异显著(P<0.05).

Note: Values in the same column with different superscript are significant different (P<0.05).

表 4 摄食不同饲料对半滑舌鳎全鱼体组成的影响

Tab. 4 Proximate composition in whole body of tongue sole fed different experimental diets
n=3; x ±SE; %湿物质% wet weight

饲料 diet 粗蛋白 crude protein 粗脂肪 crude lipid 灰分 ash 水分 moisture

FM 17.24±0.28 5.76±0.09a 2.11±0.05bc 75.10±0.25

PP20 16.79±0.24 5.21±0.37ab 2.00±0.03bc 76.19±0.52

PP30 16.88±0.14 4.99±0.05ab 1.96±0.02c 76.59±0.13

PP40I 16.68±0.20 5.10±0.15ab 2.06±0.01bc 76.32±0.25

PP40II 16.92±0.30 5.66±0.55ab 1.99±0.04bc 75.50±0.74

PP40III 17.00±0.17 4.51±0.05b 2.02±0.02bc 76.73±0.16

PP40IV 16.91±0.12 5.39±0.14ab 1.97±0.02bc 76.13±0.11

PP60 16.82±0.30 5.05±0.19ab 2.12±0.01b 76.21±0.34

PP80 16.54±0.05 4.55±0.06b 2.28±0.04a 76.84±0.21

P 0.58 0.02 <0.001 0.05

注: 同一列标注有不同上标字母表示差异显著(P<0.05).

Note: Values in the same column with different superscripts are significant different (P<0.05).
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著性差异(P>0.05)。

2.3 形体指标和血浆生理指标

如表 5所示, 所有复合植物蛋白源替代组的

肝体比均低于 FM 组 , 其中以 PP30 组最低 , 与

FM组差异显著(P<0.05), 但与其他各替代组的差

异不显著(P>0.05)。FM组的脏体比(VSI)和肥满度

(CF)与所有复合植物蛋白源替代组的差异均不显

著(P>0.05), 但是各替代组之间出现了显著性差

异 , 其中 VSI 以 PP40III 组数值最高 , 显著高于

PP20、PP40I、PP40II和 PP40IV组(P<0.05); 且 CF

也以 PP40III组的最高, 显著高于 PP80组(P<0.05)。

与 FM 组相比, 复合植物蛋白源替代不同梯

度的鱼粉后均降低了血浆胆固醇(CHO)含量, 但

仅 PP40III 和 PP80 组有显著性降低(P<0.05)。不

同实验饲料对半滑舌鳎的血浆甘油三酯含量影响

不显著(P>0.05)。

表 5 摄食不同饲料对半滑舌鳎形体指标和血浆生理指标的影响

Tab. 5 Body index and plasma physiological index of tongue sole fed different experimental diets
n=3; x ±SE

饲料 diet
形体指标 body index 血浆 plasma

肝体比/% HSI 脏体比/% VSI 肥满度/% CF 胆固醇/(mmol·L‒ 1) CHO 甘油三酯/(mmol·L‒ 1) TG

FM 0.54±0.03a 2.63±0.01abcd 0.80±0.03ab 5.38±0.15a 7.04±1.21

PP20 0.49±0.03ab 2.57±0.03bcd 0.77±0.01ab 5.28±0.60ab 7.72±0.93

PP30 0.43±0.02b 2.66±0.08abc 0.77±0.04ab 4.43±0.41abc 6.22±0.32

PP40I 0.47±0.01ab 2.30±0.01d 0.74±0.01ab 4.77±0.37abc 7.07±0.70

PP40II 0.46±0.01ab 2.45±0.09cd 0.77±0.00ab 4.43±0.21abc 7.02±0.93

PP40III 0.53±0.01ab 2.940.01a 0.82±0.01a 3.53±0.11bc 5.04±0.53

PP40IV 0.45±0.01ab 2.34±0.03cd 0.79±0.03ab 4.34±0.49abc 7.47±1.20

PP60 0.51±0.02ab 2.83±0.16ab 0.72±0.03ab 3.98±0.28abc 7.16±1.05

PP80 0.52±0.03ab 2.67±0.06abc 0.71±0.02b 3.42±0.33c 5.72±1.01

P value 0.02 <0.001 0.04 0.01 0.53

注: 同一列标注有不同上标字母表示差异显著(P<0.05).

Note: Values in the same column with different superscript are significantly different (P<0.05).

2.4 后肠组织结构特征

后肠组织切片结果显示, FM(图 1a)、PP20(图

1b)和 PP40II(图 1e)和 PP40IV(图 1g)组肠组织结构

完整; PP30(图 1c)、PP40I(图 1d)、PP40III(图 1f)

和 PP60(图 1h)组小肠绒毛结构中有少量损伤, 小

肠绒毛结构的固有层和上皮层有少量分离 ;

PP80(图 1i)组小肠绒毛结构出现严重损伤现象 ,

固有层和上皮层大量分离。

3 讨论

3.1 不同实验饲料对半滑舌鳎存活和生长的影响

本实验表明, 随着复合植物蛋白源替代鱼粉

水平的升高, 半滑舌鳎的生长性能和饲料利用均

未受到显著影响(P>0.05), 即使在高替代水平组

(60%、80%)也未见生长、摄食和饲料利用率有显

著降低。由此可知, 半滑舌鳎在 9周的养殖周期

内, 能够有效利用实验所用的高水平复合植物蛋白

源。相似的研究结果在埃及鳎(Soleaa aegyptiaca)[26]、

塞内加尔鳎 (Solea senegalensis)[27]、大西洋鲑

(Salmo salar)[24]、虹鳟(Oncorhynchus mykiss)[28]、

金头鲷 (Sparus aurata)[29]、鹦鹉鱼 (Oplegnathus

fasciatus)[9]等都有报道。与此相反, 也有一些研究

表明, 随着饲料中鱼粉含量的降低 , 植物蛋白源

含量的升高, 养殖对象的生长显著降低[23, 30−31]。

研究发现, 当复合植物蛋白源替代不同水平

的鱼粉后, 半滑舌鳎的特定生长率(SGR)、饲料效

率(FER)和蛋白质效率(PER)均较鱼粉组数值保持

不变或者提高, 其中 PP30、PP40II、PP40III 和

PP60组的 SGR、FER和 PER较全鱼粉组分别提

高 4.12%~10.31%、1.71%~16.07%和 6.14%~

10.53% (P> 0.05)。这说明使用复合植物蛋白源替

代一定水平鱼粉蛋白时 , 不但没有降低生长, 反
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图 1 摄食不同饲料对半滑舌鳎后肠组织结构的影响

图 a、b、e和 g的后肠组织结构正常; 图 c、d、f和 h后肠组织结构有少量损伤, 箭头所示处固有层和上皮层有少量分离. 图

i后肠组织结构损伤严重, 箭头所示处固有层和上皮层有大量分离.

Fig. 1 Distal intestine histology of tongue sole fed different experimental diets
Fig. a, b, e and g are normal intestine tissue structure; Fig. c, d, f and h intestine structure has a little damage, the lamina propria and
the epithelium has quite a small amount of separation; Fig. i shows the intestine structure was serious damaged, the lamina propria

and the epithelium has quite a lot of separation.

而可一定程度改善生长性能, 这与其他学者研究结

果一致[16, 32]。半滑舌鳎能有效利用复合植物蛋白源

的原因大概有 4种: (1)自然条件下半滑舌鳎以底

栖生物为食, 食性杂 [33], 肠结构较肉食性鱼类发

达 [34], 食物在消化道内滞留时间长(11 h 左右)等

原因, 因而对植物蛋白的利用能力强; (2)本实验

选用的半滑舌鳎为 255 g 左右的中鱼, 而绝大多

数鱼粉替代研究所选用的鱼类为不超过 50 g的幼

鱼[6, 15, 26]。中鱼阶段鱼体无论对饲料蛋白源的氨

基酸组成还是对饲料中抗营养因子的敏感性均较早

期生长阶段降低, 且此阶段鱼体对蛋白质的需求量也

较幼鱼低[35]。另外, 在此阶段, 消化系统的结构和

功能已逐步完善, 消化腺逐步形成 [36], 利用植物

蛋白的能力比幼鱼阶段更强些; (3)当饲料中植物

蛋白源的添加量逐渐升高时, 氨基酸的不平衡性

表现得越来越明显, 对生长的抑制作用也越来越

显著[37−38]。但在一定的添加范围内, 植物蛋白源

的复合使用可能会改善单一植物原料替代时导致

的必需氨基酸缺乏, 使饲料中的氨基酸配比趋于

合理, 使之适合于水生动物的需求 [35, 37]; (4)多种

蛋白源搭配使用可以降低某些抗营养因子过高的

可能, 加之添加多种可缓解抗营养因子抗性作用

的的添加剂, 如植酸酶、金属离子和牛磺酸等, 从

而保证在高水平替代饲料鱼粉后仍使半滑舌鳎保

持较高的生长和饲料利用能力。

此外, 与 PP40III组相比, PP40IV组半滑舌鳎
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的特定生长率、饲料效率、肝体比和脏体比分别

降低了 3.92%、5.56%、15.09%和 20.41%。这表

明在使用复合植物蛋白源替代 40%鱼粉蛋白基础

上, 添加 0.5%的牛磺酸对半滑舌鳎生长、饲料利

用和形体指标均有改善作用。在虹鳟[39]和军曹鱼

(Rachycentron canadum)[16]中也有类似报道。

3.2 不同实验饲料对半滑舌鳎全鱼体组成和生理

生化指标的影响

本实验表明, 复合植物蛋白源替代不同水平

的饲料鱼粉蛋白后 , 均降低了鱼体粗脂肪含量 ,

降低幅度在 1.73%~21.70%, 其中 PP40III和 PP80

组较全鱼粉组有显著性降低。在红鳍东方鲀

(Takifugu rubripes)[40]、金头鲷 (Sparus aurata)[14]

和尖吻鲈 (Lates calcarifer)[41]等鱼类上也发现相

似的结果, 表明当植物蛋白源替代鱼粉比例过高,

可以影响鱼类体脂积累。这可能是由于植物蛋白

源中非淀粉性多糖和低聚糖含量较高, 导致了脂

肪的消化吸收率下降, 因而影响了脂肪在水生动

物体内的累积代谢率, 使鱼类脂肪含量随着饲料

中植物蛋白源含量的升高而下降[11, 42]。

肝脏是中间代谢的主要器官, 同时还是重要

的营养储存器官, 在营养变动时, 肝脏重量会发

生明显变化。研究表明, 复合植物蛋白源添加组

的肝体比均低于全鱼粉组 , 降低幅度为 1.85%~

20.37%, 仅 PP30组差异显著。说明复合植物蛋白

源替代饲料鱼粉后使半滑舌鳎形体发生一定程度

改变。

饲料中复合植物蛋白源水平对半滑舌鳎血浆

胆固醇含量影响显著, 鱼粉组血浆胆固醇含量最

高, 随着植物蛋白源替代水平的增加血浆胆固醇

含量逐渐下降, 在最高替代组血浆胆固醇含量最

低。大量研究发现, 饲料蛋白源显著影响鱼类血

液 胆 固 醇 浓 度 。 目 前 , 在 黄 尾 (Seriola

quinqueradiata)[43] 、 虹 鳟 [28] 、 鲤 鱼 (Cyprinus

carpio)[44]、欧洲鲈(Dicentrachus labrax)[45]等鱼类

上都发现植物蛋白源的降胆固醇作用。Yun等[46–47]

在大菱鲆饲料鱼粉替代研究中发现, 植物蛋白源

降低鱼体胆固醇的作用是由于植物原料中本身胆

固醇含量较低的缘故。

综上所述, 复合植物蛋白源替代鱼粉后降低

了全鱼粗脂肪含量、肝体比及血浆胆固醇含量,

这些指标均与脂代谢相关, 因此研究表明高比例植

物蛋白源替代鱼粉后导致鱼体内脂代谢平衡的改

变[48], 引起脂肪沉积的降低和形体指标的变化 ,

其分子机制有待进一步研究。

3.3 不同实验饲料对半滑舌鳎后肠组织结构特征

的影响

鱼类的肠道组织由黏膜层、黏膜下层、肌肉

层和浆膜层构成。肠上皮细胞是吸收营养物质的

功能细胞, 前肠和后肠是行使消化吸收功能的主

要部位, 而后肠为炎症多发部位。因此, 肠道形态

结构, 尤其是肠黏膜的正常结构与功能是营养物

质充分消化与吸收的基本保证。本研究发现, 不同

实验处理组的后肠组织结构有所不同, FM、PP20

和 PP40II 组后肠组织结构完整 , PP30、PP40I、

PP40III、PP40IV和 PP60 组小肠绒毛结构中有少

量损伤, PP80组小肠绒毛结构有严重损伤现象。

很多研究表明, 植物蛋白源中的抗营养因子水

平会影响鱼体生长或肠道组织结构的完整性[49−51]。

Baeverfjord等[49]指出用含有大豆粉的饲料饲养大

西洋鲑, 会导致肠炎; 当饲料中去除大豆成分后,

大西洋鲑能够恢复到健康状态。Francis等[52]证实,

包 括 牙 鲆 (Paralichthys olivaceus) 、 大 菱 鲆

(Scophthalmus maximus) 、 鲈 鱼 (Lateolabrax

japonicus)和真鲷 (Pagrosomus major)在内的高价

值的海水鱼类对植物蛋白中的抗营养因子是非常

敏感的, 极少量的抗营养因子就能对这几种鱼产

生负面的影响。与之不同的是, 半滑舌鳎对少量

的抗营养因子不敏感 , 这与 Burrells 等 [50]的研究

结果类似。本实验设计中使用了多种可以中和抗

营养因子的添加剂, 如植酸酶、金属离子和牛磺

酸等, 可在一定程度上起到缓解抗营养因子对肠

道结构的破坏作用。关于高比例植物蛋白源引发

鱼类肠道损伤的诱因 , 本实验分析发现 , 半滑舌

鳎肠道受损伤情况与饲料中游离棉酚含量有很大

相关性(表 1)。另有研究者认为大豆凝集素和大豆
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抗原蛋白(大豆球蛋白和β–伴大豆球蛋白)对肠道

结构也有很大的破坏作用[51, 53−54]。

4 结论

在 9周养殖时间内, 使用复合植物蛋白源可

以有效替代 80%的饲料鱼粉蛋白而不影响半滑舌

鳎生长性能、饲料利用和蛋白质沉积; 但是, 植物

蛋白源的使用影响了鱼体脂肪代谢, 表现为高比

例植物蛋白源的使用显著降低了全鱼粗脂肪和血

浆胆固醇的含量 , 另外也降低了鱼体的肝体比 ;

当复合植物蛋白源替代饲料鱼粉水平超过 60%时,

小肠绒毛结构损伤严重。综上所述, 研究表明复

合植物蛋白源替代饲料鱼粉水平不宜超过 60%;

当鱼粉替代比例为 60%时的各植物蛋白源最佳配

比为: 玉米蛋白粉︰大豆浓缩蛋白︰谷朊粉︰

花生粕︰棉籽粕=2.7︰2.3︰2︰1.2︰1。
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Effects of replacing fish meal with plant-based protein on growth,
physiological and biological indices, and intestinal histology in tongue
sole, Cynoglossus semilaevis Güntuer

DAI Weiwei, MAI Kangsen, XU Wei, ZHANG Yanjiao, XU Dandan, AI Qinghui

Key Laboratory of Aquaculture Nutrition and Feeds, Ministry of Agriculture; The Key Laboratory of Mariculture,
Ministry of Education; Ocean University of China, Qingdao 266003, China

Abstract: This study was conducted to replace fish meal protein (FM) with plant-based protein in the tongue sole
(Cynoglossus semilaevis Günther) diet without affecting growth performance, physiological and biological indices, or
intestinal histology. Six plant ingredients (wheat gluten, soy protein concentrate, soybean meal, cottonseed meal, peanut
meal, and corn gluten meal) were selected, and eight plant-based diets were formulated to replace 20% (PP20), 30%
(PP30), 40% (PP40I, PP40II, PP40III, and PP40IV), 60% (PP60), and 80% (PP80) of FM. Each diet was assigned
randomly to triplicate groups of 15 fish [initial weight, (255.21 ± 0.79) g] per 500-L aquarium. The fish were
maintained in flow-through aquaria and fed twice daily to apparent satiation for 9 weeks. The results showed that
weight gain, specific growth rate, feed efficiency ratio, protein efficiency ratio, protein retention, whole-body crude
protein, and plasma triglycerides were not affected by the different plant-based protein diets compared with those of the
FM-based diet (P> 0.05). However, whole-body crude lipid and plasma cholesterol levels were negatively correlated
with increasing plant-based protein level (P<0.05). The hepatosomatic index in fish in the PP30 treatment was
significantly lower than that in fish in the FM treatment (P<0.05). In addition, the viscerosomatic index of the P40III
diet group was significantly higher than that of the three other 40% FM-substituted diets. The histological results
showed that intestinal villus of the hindgut were seriously damaged in the PP80 treatment, whereas they remained intact
in the other treatments. According to these results, 20%, 30%, 40%, 60%, and 80% FM can be replaced by plant-based
protein without affecting survival, growth performance, or feed efficiency of C. semilaevis. However, replacing 80% of
the FM with plant-based protein affected the physiological and histological indices, which would likely reduce growth
performance and feed intake in long-term trials. Thus, our results indicate that up to 60% of FM can be replaced by
plant-based protein in the tongue sole diet without affecting growth, physiological and biological indices, or intestinal
histology.
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