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金属蛋白酶对奥尼罗非鱼生长、消化率及非特异性免疫功能的影响
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摘要：在基础饲料中分别添加0、0．03％、O．05％、0．10％的金属蛋白酶，饲喂奥尼罗非鱼56 d，测定奥尼罗非

鱼的生长、消化率及血清溶菌酶活力和超氧化物歧化酶活力(sOD)。结果表明，添加O．10％的金属蛋白酶显著

提高了奥尼罗非鱼的增重率(P<0．05)，降低了饵料系数(P<0．05)；添加O．10％的金属蛋白酶显著提高了奥

尼罗非鱼对蛋白质的表观消化率(P<O．05)，添加0．05％和0．10％的金属蛋白酶均显著提高奥尼罗非鱼对干物

质的表观消化率(P<0．05)；在血清酶活力方面，添加0．10％的金属蛋白酶组sOD活力比对照组高(P<

0．05)。因此，饲料中添加金属蛋白酶能显著促进罗非鱼生长和营养物质的利用，提高罗非鱼血清s0D活力。
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Abstract：ne e＆cts of adding dⅡ玷ren“evel of metall叩∞te嬲e in the diet叩growth pe锄粕ce，印parent digestib丑ity and non-spe．
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0．05)． Superoxide dismutase(SOD)activity in til印ia semm w踮sigll击candy higher than that of the con仃ol group when tlle fish fed

诵血tlIe diet supplemented访tll 0．10％metaUopmtease． In conclusion，the addition of dietary metall叩rote鹪e had si驴ific锄t positive

e&cts on Fowth perf湎ance，pmtein digestibility锄d nutrient utilization of til印ia，aIId ellllaIlced tlle actiVitie8 0f SOD in til印ia se卜
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酶是活细胞产生的一类具有催化能力的蛋白

质，是促进生化反应的高效物质。从20世纪80年

代以来酶制剂已成为养殖业应用的热点。现今使用

的多为复合酶制剂，对单一酶制剂的研究侧重于植

酸酶、木聚糖酶及葡聚糖酶，而对于蛋白酶作为饲

用酶制剂的研究甚少u≈J。蛋白酶的作用是将组成

蛋白的大分子多肽水解成寡肽或氨基酸，从而提高

饲料蛋白的利用率。金属蛋白酶是从韩国巫婆蜘蛛

(Ⅳep^泷c如删o)肠道分离出的微生物产生的高活

性蛋白酶，该蛋白酶与饲料中的金属离子具有高度

协同作用，对植物蛋白和动物蛋白有很强的分解能

力，且安全、无毒，可作为各种饲料的酶制剂旧1。

本试验在罗非鱼基础饲料中添加金属蛋白酶制剂，

研究其对奥尼罗非鱼生长、消化率及非特异性免疫

功能的影响，从营养物质的消化吸收和免疫学角度

来探讨酶制剂的作用机理，为其在罗非鱼饲料中的

推广应用提供依据。

1材料与方法

1．1试验地点与时间

试验时间：2006年6月30日～2006年8月24

日。

试验地点：中国水产科学院珠江水产研究所基

地。

1．2试验鱼

奥尼罗非鱼(0reD觇rom蠡凡洳f记琊×0．口ure琊)

购于珠江水产研究所良种基地。

1．3试验饲料

试验的基础饲料营养成分为粗蛋白30％、粗

纤维15％、粗灰分15％、总磷0．6％、钙0．5％一

1．2％、食盐0．2％～O．8％、赖氨酸1．0％、水分

12．9％，试验饲料为基础饲料中分别添加0、

0．03％、0．05％、0．10％的金属蛋白酶。试验饲料

由佛山市金屏饲料有限公司加工。

金属蛋白酶由北京金英赛得科技有限公司提

供，含600 ooO Iu·kg一的蛋白酶，该蛋白酶是从

韩国巫婆蜘蛛肠道分离出的微生物产生的高活性蛋

白酶，并且与多数金属离子(zn2+、Mn“、Ca“、

Mg“、Fe2+、co“、cu2+)具有高度协同作用，

该酶制剂经特殊工艺包埋处理可耐高温，经检测，

制粒后仍可保持80％以上的酶活。

1．4试验设计与日常管理

1．4．1生长试验 试验鱼暂养l周后，挑选规

格较为一致的个体(平均体重8．5 g左右)放于网

箱(1 m×1 m×1 m)，网箱置于室外水泥池，每

网30尾。试验分4组，即对照、低浓度、中浓度、

高浓度，每组各设3个重复。每天定时投饵

(8：00，11：30，17：00)，定时测定水温、溶氧、

pH值，日投饵量为鱼体重的4％～6％，并根据鱼

体进食情况和天气变化情况及时调整投饵量，试验

期间水温为27．6～32．3℃，DO>4．0 mg·L～，pH

值为7．0～8．5。

1．4．2消化率试验 试验分4组，同上，每组

各设3个重复，在规格为69 cm×48 cm×60 cm的

塑料箱中进行，每箱放鱼8尾，投喂添加1％

cr：O，的试验饲料，24 h连续充气。每天投饵2次

(9：00，16：00)，投喂7 d后，每天喂料2 h后

收集粪便，用捞网捞起条状粪便，用镊子选择新

鲜、外表带有包膜的，尽可能完整的粪便放人容器

中冷冻保存，实验结束后将每天收集到的粪便集

中，并在60℃烘箱中烘干备用。

1．4．3免疫试验 血清制备，生长试验结束次

日，从每个网箱中对应取出8尾鱼，用1 mL一次

性无菌注射器从鱼侧线下第2个鳞片处深入针头于

脊柱正下方血管中取血，去掉针头，将血液注入

1．5 mL的灭菌离心管中，放4℃冰箱过夜后，以4

000姗p·min。1低温离心5 min，吸取上清液，每4

尾鱼的上清液混合，置于一20℃冰箱备用。

1．5测定指标

1．5．1 生长指标 在试验开始及试验结束的前

1 d停止投饵，将鱼饥饿1 d。然后用电子天平称鱼

体重，精确到0．01 g，计算相对增重率，饲料系数

及成活率。有关计算公式如下：

删重率(％)=煎锱纛鬻鲤×
100

饵料系数=糯
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成活率(％)=超毪端嚣妒越
×l【J0

1．5．2表观消化率 蛋白质的测定采用凯氏定

氮法，Cr20，含量的测定采用湿氏灰化定量法。其

计算公式为：

蛋白质表观消化率(％)=100一100×

粪便中粗蛋白含量 、，饲料中cr20，含量
含量饲料中粗蛋白含量“粪便中cr20，含量

干物质表观消化率(％)=100—100×

饲料中Cr203含量

粪便中Cr203含量

1．5．3溶菌酶、超氧化物歧化酶(SOD)活性

(1)溶菌酶活力测定。采用溶菌酶试剂盒

(购于南京建成生物工程研究所)，其原理为在一

定浓度的混浊菌液中，由于溶菌酶能水解细菌细胞

壁粘多肽使细菌裂解浓度降低，透光度增强，故可

以根据浊度变化来推测溶菌酶含量。具体步骤见试

剂盒说明书。

溶菌酶活力计算公式：溶菌酶活力(斗g·

mL。1，=器蹇薯耋粪痿三差髅×标准管浓““7一标准管透光度一空白管透光度～卧耻目佩

度(10“g·mL“)

(2)sOD活力测定。采用超氧化物歧化酶试

剂盒(购于南京建成生物工程研究所)，其原理为

通过黄嘌呤及黄嘌呤氧化酶反应系统产生超氧阴离

子自由基(02。·)，后者氧化羟胺形成亚硝酸盐，

在显色剂的作用下呈现紫红色，用可见光分光光度

计测其吸光度。当被测样品中含sOD时，则对超

氧阴离子自由基有专一性的抑制作用，使形成的亚

硝酸盐减少，比色时测定管的吸光度值低于对照管

的吸光度值，通过公式计算可求出被测样品中的

sOD活力。

SOD活力定义为，每毫升反应液中s0D抑制率

达50％时所对应的sOD量为1个SOD活力单位

(u)。测定步骤参照说明书进行，取样量为50灿。

SOD活力计算公式：总s0D活力(u·mL。1)=

塑甓簇秽严÷so％×锴对照管吸光度
⋯⋯’

取样量

1．6数据统计处理

实验数据用Microsoft Excel作初步处理，用

SPss(Ver．11．5)进行统计分析。实验各组问的

差异采用单因子方差(One．way Anova)分析，多

重比较采用最小显著差数法(LsD)，结果用平均

数±标准差表示。

2结果与分析

2．1金属蛋白酶对奥尼罗非鱼生长的影响

由表l可知，与对照组相比，添加高浓度蛋白

酶组的增重率表现显著性差异(P<0．05)，其增

重率提高了25．13％，而低浓度与中浓度组增重率

虽有所提高，但差异不显著(P>0．05)。饵料系

数各浓度组与对照组相比均有所降低，分别降低了

6．98％、4．65％、12．79％，其．中高浓度蛋白酶组

与对照组相比，差异显著(P<0．05)。饲料中添

加金属蛋白酶对奥尼罗非鱼成活率没有显著性影响

(P>O．05)。

2．2金属蛋白酶对奥尼罗非鱼表观消化率的影响

由表2可知，饲料中添加金属蛋白酶可提高奥

尼罗非鱼对蛋白质的表观消化率。与对照组相比，

添加高浓度蛋白酶组差异显著(P<0．05)，其蛋

白质消化率提高了5。25％。随着饲料中蛋白酶含

量的增加干物质表观消化率呈上升趋势，与对照组

相比，饲料中添加中浓度、高浓度蛋白酶组差异均

显著(P<O．05)，其干物质消化率分别了

16。63％、27．82％，同时，高浓度组与低浓度组相

比差异显著(P<0．05)。

2．3金属蛋白酶对奥尼罗非鱼非特异性免疫功能

的影响

2．3．1 金属蛋白酶对奥尼罗非鱼血清溶菌酶活力

的影响 如图1可知，饲料中添加金属蛋白酶可

提高血清溶菌酶活力，但差异不显著(P>0．05)。

2．3．2金属蛋白酶对奥尼罗非鱼血清超氧化物歧

化酶活力的影响 如图2可知，与对照组相比，

饲料中添加高浓度蛋白酶的实验组差异显著(P<

0．05)，低浓度组、中浓度组SOD活力均有所提

高，但差异不显著(P>O．05)。
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表l金属蛋白酶对奥尼罗非鱼生长性能的影响

Tab．1 El姒s of me伽oprotea辩傩gro砒perfo哪m啪of nIapIa

然 in翌篙 矗黧黧曩虢篡 如。翼瑟愁‰
group

weight。 weight。 ；atf 。rate

成活率／％
suI、，ival rate

对照contml 8．70±O．14 45．23±1．548 420．10±24．348 1．72±0．04a 98．89±O．02

舔篆二：黧： 8．38±。．36 钙．88±2．599 钳7．∞±8．∞4 t．∞士。．z4小 ％．67±。．。，

2墓邕慧嚣芝慧i：n 8．17±o．17 44．18±1．54n 441．09±26．72a 1．64±o．08止 97．78±o．04

喜薹篆n罂。鬟： s．5s±o．4· 5s．37±，．ss‘ 525．6s±斛．。5。 -．50±。．。7“ 97．78±o．∞

Note：Di娲rent letters in me s锄e row me卸si伊i6c卸t di＆rence(P<O．05)．

表2金属蛋白酶对奥尼罗非鱼营养物质表观消化率的影响

魏b．2 Ef颤溉of met棚oprote缴强the appa咖t digestib缸i留of硼tdeⅡt of tilapia

组别

孕Dup

蛋白质表观消化率

protein印paI．ent digestibility

干物质表观消化率

dry matter apparent diges曲il毋

注：同一列不同字母表示差异显著(P<0．05)
Note：Di如地m lette玛jn tlle s啦e 11]Ieall si驴i&肌t di&碍nce(P<0．05)．

图1金属蛋白酶对奥尼罗非鱼血清溶菌酶

活力的影响

Fig．1 E归fects of metaⅡoprotease on tlle lysozyme

actiVity in til印ia senlm

3讨论

3．1 金属蛋白酶对奥尼罗非鱼生长的影响

金属蛋白酶之所以促进罗非鱼生长，可能有以

图2金属蛋白酶对奥尼罗非鱼血清超氧化物

歧化酶活力的影响

Fig．2 E妇fects of metalloprotease on tlle SOD activity

in til印ia semm

下几点原因：(1)该蛋白酶与饲料中的金属离子

具有高度协同作用，当豆粕等饲料原料中含有金属

离子时可以使金属蛋白酶的活性增加；(2)该蛋

白酶对植物蛋白和动物蛋白有很强的分解能力，尤
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其是对植物蛋白，通过在动、植物原料中添加金属

蛋白酶，可以显著提高水解产物中容易被动物吸收

利用的必需氨基酸和非必需氨基酸的含量∞“1；

(3)可能会激活内源消化酶的分泌【5“]，促进内

外消化酶共同作用。

在奥尼罗非鱼基础饲料中添加O．10％的金属

蛋白酶可以显著提高增重率并降低饵料系数。这与

蛋白酶在畜禽上的许多报道相符，如在断奶仔猪日

量中添加0．2％的酸性蛋白酶能提高仔猪断奶后日

增重1．4％，提高饲料转化率9．0％【_71；在肉鸡饲

料中添加蛋白水解酶能提高饲料转化率¨1。

3．2金属蛋白酶对饲料养分表观消化率的影响

在尼罗罗非鱼D．凡i‰记№p J、异育银鲫能瑚一

si獬口w8觚；鲋6e勘¨o|、黄颡鱼Pe‰6昭麟触idm—
cou¨和彭泽鲫能n螂i淞口Mmt淞抛耻哔e¨21等的研
究中，含蛋白酶的复合酶制剂能提高营养物质消化

率，特别是显著提高粗蛋白质和干物质的表观消化

率。在虹鳟。脚咖僦^獬，r啪勰饲料中添加蛋白水
解酶时，能增加粗蛋白的表观消化率H 3|。奚刚

等¨43也报道了饲料中添加中性蛋白酶能显著提高

前期、后期丝毛乌骨鸡彘握潞弘跖w幽站凇￡幻淞6墒一

sDn对粗蛋白的表观消化率。本试验中，饲料中添

加0．10％的金属蛋白酶能显著提高奥尼罗非鱼对

粗蛋白的表观消化率，添加O．05％和0．10％的金

属蛋白酶能显著提高对于物质的表观消化率。这与

上述研究报道相似。

3．3金属蛋白酶对非特异性免疫功能的影响

水产动物体内的溶菌酶是一种重要的非特异性

防御因子，特别是鱼生理防御水平的一个重要标

志，也可以体现病原菌及其它环境因素对鱼体健康

的影响¨5|。溶菌酶活性提高，表明吞噬细胞活性

增加，促进机体的免疫保护¨6|。

超氧化物歧化酶广泛存在于各种需氧生物体

内，具有清除机体在新陈代谢过程中产生的超氧阴

离子自由基(02+·)的能力，属于生物体内的防御

系统酶类H7|。已有研究发现，SOD活性与生物的

免疫水平密切相关，因此，可作为机体非特异性免

疫评价指标¨引。

近年来，有关鱼类非特异性免疫功能的研究多

数是关于低聚果糖、B．葡聚糖、低聚木糖、中草

药、维生素c和维生素E的研究¨卟23|，而对于酶

制剂的研究很少。本研究结果表明，金属蛋白酶可

提高罗非鱼血清SOD活力，且添加量为0．10％时

与对照组相比差异显著(P<0．05)。这与钟国防

等1240的报道，饲料中添加木聚糖酶和含蛋白酶的

复合酶制剂能提高罗非鱼sOD活力(P<0．01)

相符，钟国防等认为添加酶制剂能提高非特异性免

疫能力，主要是养分利用率对免疫应答有间接作

用，其作用机制是添加酶制剂后，提高了罗非鱼的

消化吸收能力，特别是提高了鱼体对蛋白质及其它

营养成分的利用率，从而促进了相关免疫因子的合

成。这与本研究的结果，即金属蛋白酶能提高奥尼

罗非鱼蛋白质表观消化率和干物质表观消化率相

符。另外，本研究显示，金属蛋白酶可以提高血清

溶菌酶活力，但与对照组相比差异不显著。其原因

可能是罗非鱼血清中溶菌酶含量比较低，微量酶制

剂在短时间内对其发挥作用不明显。
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