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摘要：为探讨动植物蛋白对日本沼虾生长、肌肉组成、抗氧化、TOR 信号通路及食欲调节
相关基因表达的影响，实验配制了 3 组等氮等能饲料，分别为鱼粉组 (FM)、混合植物蛋
白组 (豆粕，菜粕，玉米蛋白粉) (PPB) 和混合植物蛋白添加氨基酸组 (PPB/Aa)，投喂饲养
日本沼虾 8 周。结果发现，PPB 和 PPB/Aa 组日本沼虾增重率和摄食率显著低于 FM 组，
而饲料系数显著高于 FM 组，各组之间成活率和肌肉必需氨基酸组成无显著差异；FM 组
肝胰腺丙二醛 (MDA) 含量、超氧化物歧化酶 (SOD) 和谷胱甘肽过氧化物酶 (GSH-Px) 活性
显著低于 PPB 组和 PPB/Aa 组，各组谷草转氨酶 (AST) 和谷丙转氨酶 (ALT) 无显著差异，
PPB 与 PPB/Aa 组血清碱性磷酸酶 (AKP)、酸性磷酸酶 (ACP) 和 ALT 的活性均显著高于
FM 组；与 FM 组相比，PPB 与 PPB/Aa 组显著降低了雷帕霉素靶蛋白 (TOR)、核糖体蛋
白 S6 激酶 (S6K) 及神经肽 (NPY) 基因的表达，但各组瘦素 (leptin) 基因的表达无显著差异。
研究表明，鱼粉与混合植物蛋白对日本沼虾肌肉中氨基酸组成无显著影响，但混合植物蛋
白源降低了虾的生长和抗氧化能力及 TOR 信号通路与 NPY 基因表达，且添加氨基酸不能
缓解混合植物蛋白所引起的生长抑制、氧化应激及蛋白质合成和食欲相关基因表达的
降低。
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近年来，随着水产养殖业的迅速发展，水产

动物对鱼粉[1] 的需求量逐渐增大，鱼粉供需紧张，

价格居高不下。为有效解决该现状，研究者们尝

试寻找合适的蛋白源来取代鱼粉以促进水产养殖

业的可持续发展。其中，植物蛋白因来源广泛、

供应稳定、价格低廉但蛋白质含量较高，已成为

水产饲料中常用的蛋白源 [2]。目前，水产养殖常

用的植物蛋白源有豆粕、菜粕、玉米蛋白粉等[3]。

然而，单一植物蛋白源由于氨基酸不平衡或含有

抗营养因子，限制了其在饲料中的大量应用，将

不同植物蛋白源进行混合则可改善单一植物蛋白

氨基酸不平衡的缺陷 [4]。同时，在混合饲料中添

加某些氨基酸 (蛋氨酸、赖氨酸、甘氨酸等)，将

有利于饲料中氨基酸平衡，提高动物摄食，改善
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动物生长性能[5-6]。其次，水产动物的生长在很大

程度上依赖于蛋白质沉积，而蛋白质沉积又依赖

于蛋白质合成和降解之间的平衡 [7]。在蛋白质代

谢研究中发现，雷帕霉素靶蛋白 (target of rapamy-
cin, TOR) 信号通路在水产动物蛋白质合成代谢中

起着关键作用[8]，它通过调控核糖体蛋白 S6 激酶

(ribosomal proteins 6 kinase, S6K) 和真核翻译起始

因子蛋白 (eukaryotic initiafion factor 4E binding pro-
tein, 4E-BP) 调控蛋白质的合成[9]。研究发现，动植

物蛋白会显著影响 TOR 信号通路相关基因的表达，

从而影响机体蛋白质合成，且不同物种、不同动

植物蛋白会对 TOR 信号通路产生的影响不同[10-12]。

食欲对水产动物的生长也起着至关重要的作

用，且食欲与摄食直接相关，摄食调控是由内分

泌系统通过在器官之间 (下丘脑和周围器官) 传递

信息来调节细胞活动[13]。目前，众多参与食欲调

控的激素和神经递质已被发现[14]。在鱼类中，已

经发现了食欲激素神经肽 Y(neuropeptide Y, NPY)
和瘦素 (leptin) 等参与摄食调控[15-16]。NPY 在刺激

摄食方面起着重要作用[13]。有研究表明，大豆浓

缩蛋白可通过 NPY 基因表达水平的高低来调控瓦

氏 黄 颡 鱼 (Pelteobagrus  vachelli) 的 摄 食 [17]。 而

leptin 常常作为一种抑制鱼类摄食的厌食症基因[18]。

在花鲈 (Lateolabrax japonicus) 摄食调控研究中发

现，leptin 具有抑制摄食的作用[19]。同时，在大西

洋鲷 (Sparus aurata) 的研究中发现，leptin 基因表

达水平与营养状况和饲料营养成分密切相关 [20]。

然而，迄今为止，leptin 和 NPY 在水产动物上的

研究主要集中于鱼类，在经济甲壳动物上仅见对

罗氏沼虾 (Macrobrachium rosenbergii)[21] 与中华绒

螯蟹 (Eriocheir sinensis)[22]。

日本沼虾 (Macrobrachium nipponense) 俗称青

虾、河虾，具有适应能力较强、分布广、经济价

值高的特点，是我国重要的淡水养殖品种之一。

日本沼虾食性为杂食偏肉食性，在饲料配方中，

其对鱼粉需求较高，因此较多的研究关注于植物

蛋白替代鱼粉问题。但相关的研究 [23-24] 往往使用

单一蛋白源，且未探讨混合植物蛋白影响该虾生

长和摄食的机制。本实验以日本沼虾为研究对象，

探讨鱼粉与混合植物蛋白源 (豆粕，菜粕和玉米蛋

白粉) 对日本沼虾生长、抗氧化、TOR 信号通路

与食欲调节相关基因表达的影响，为日本沼虾对

植物蛋白利用率的提高、营养配方的优化提供

参考。 

1    材料与方法
 

1.1    饲料的配制

以鱼粉或植物蛋白为蛋白源，鱼油和豆油为

脂肪源，配制了 3 种等氮等能的饲料 (表 1)，其中，

以粗蛋白含量为 37.78% 的鱼粉蛋白为对照组

(命名为 FM)，用混合植物蛋白 (豆粕、玉米蛋白

粉和菜籽粕) 完全替代鱼粉饲料 (命名为 PPB)，在

混合植物蛋白中添加赖氨酸、苏氨酸和蛋氨酸，

使氨基酸含量尽量与 FM 组相近 (命名为 PPB/Aa)。
饲料实测氨基酸含量见表 2。 

1.2    实验对象及养殖管理

日本沼虾幼虾购于浙江吴越农业股份有限公

司。在养殖实验之前，对养殖使用的所有器具进

行清洗和消毒处理，在每个水族箱中放置一定量

的蓝色水管和网片作为虾的隐藏地，以减少虾蜕

壳时遭到攻击和争夺饲料而产生的伤亡。先将虾

放置于暂养桶中以基础饲料喂养一周，使其适应

条件。随后选择健康、大小均匀、初始体质量为

(0.123±0.03) g 的日本沼虾幼虾，随机放入 18 个水

族箱 (300 L) 中，每组 6 个平行，每箱 70 尾虾。

每日两次 (08:00 和 17:00) 定时饱食投喂，在投喂

1 h 后收集残饵，同时在每日 15:00 观察虾状态并

统计死虾数目。在期间，监测水质参数，水温范

围在 25~28 °C，溶解氧> 6.5 mg/L，氨和硝酸盐含

量< 0.1 mg/L。为确保水质，每个水箱中每天更换

30% 的水，持续 8 周。 

1.3    样品采集

养殖结束，日本沼虾饥饿 24 h 后，称重、统

计各组虾的成活率。用无菌解剖器取出虾的肝胰

腺和肌肉，同时用无菌注射器取出血液，离心后

得到血清。最后，将肝胰腺、肌肉及血清保存于

−80 °C 备用。 

1.4    指标测定
 

　　生长性能的测定与计算　　

　　成活率 (survival rate, SR, %) = 100 × N2/N1；

增重率 (weight gain, WG, %) = 100 × (Wt−W0)/
W0；

特定生长率 (specific  growth  rate,  SGR,  %)  =
100 × (ln Wt−ln W0)/t；

饲料系数 (feed conversion ratio, FCR, %) = 100 ×
F/(Wt−W0)；

1802 水    产    学    报 46 卷

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

https://www.china-fishery.cn


摄食率 (feeding rate, FR, %) = 100 × F/[t × (Wt+
W0)/2]。
式中，W0 为初始体质量 (g)；Wt 为终末体质量 (g)；
F 为摄入饲料 (g)；t 为天数 (d)；N1 为初始尾数；

N2 为终末尾数。 

　　饲料常规营养成分及肌肉氨基酸含量检测

　　采用杜马斯定氮仪测定粗蛋白含量 (FOSS，
Kjeltec 2200，丹麦)；采用索氏抽提法测定粗脂肪

含量 (FOSS，SoxtecTM2043，丹麦 )；采用 105 °C
恒温烘干失重法测定水分；采用马弗炉 550 °C 灼

烧法测定粗灰分；称取饲料样品和肌肉样品加

6 mol/L 的盐酸置于 110 °C 的鼓风干燥箱中恒温

24 h，样品预处理后用日立 L-8900 型氨基酸自动

分析仪测定饲料及肌肉中氨基酸含量。 

　　免疫指标及抗氧化性能的测定　　用电子

表 1    饲料配方及营养组成 (干物质,%)

Tab. 1    Ingredient and proximate composition of
experimental diets (dry matter,%)

原料　ingredients　　 FM PPB PPB/Aa

鱼粉　fish meal   58.00

豆粕　soybean meal   45.80   44.50  

玉米蛋白粉　corn gluten meal   23.00   21.00  

菜粕　rapeseed meal     9.00     8.00  

赖氨酸　lysine     1.400

苏氨酸　threonine     0.388

蛋氨酸　methionine     0.399

预糊化淀粉　pregelatinized
starch

  26.00     9.00     9.00  

鱼油∶豆油(2∶1)
fish oil∶soybean oil (2∶1)

    4.00     4.70     5.00  

大豆卵磷脂　soybean lecithin     0.50     0.50     0.50  

胆固醇　cholesterol     0.50     0.50     0.50  

氯化胆碱　choline chloride     0.50     0.50     0.50  

维生素预混物1)　vitamin premix1)     2.00     2.00     2.00  

矿物质预混物2)　mineral premix2)     3.00     3.00     3.00  

纤维素　cellulose     3.50     1.81  

羧甲基纤维素钠
carboxymethylcellulase sodium

    2.00     2.00     2.00  

合计　total 100.00 100.00 100.00.  

营养成分(干物质)　proximate composition (dry matter)

粗蛋白　crude protein   37.78   37.73   37.73  

粗脂肪　crude lipid     8.22     8.23     8.33  

粗灰分　crude ash     6.63     3.38     3.20  

无氮浸出物3)　nitrogen-free
extract 3)

  37.30   41.32   39.78  

能量4)　gross energy 4)   16.68   17.29   17.09  

注：1. 每千克维生素预混料含有: VA 1.29 g，VC 57.5 g，VE 20 g，
VD3 0.63 g，VK3 1.8 g，VB1 7.5 g，VB2 2.63 g，VB6 1 g，VB12 0.15
g，烟酸 5 g，叶酸 0.19 g，肌醇 60 g，生物素 0.75 g，泛酸钙 5 g，
对氨基苯甲酸 5 g，α-纤维素 831.56 g。2. 每千克矿物质预混料含有:
KCl 28 g，MgSO4·7H2O 100 g，NaH2PO4 215 g，KH2PO4 100 g，Ca
( H2PO4)2·H2O 265 g，CaCO3 105 g，C6H10CaO6 ·5H2O 165 g，
FeC6H5O7 ·5H2O 12 g，ZnSO4·7H2O 4.76 g，MnSO4·H2O 1.07 g，
AlCl3·6H2O 0.15 g，CuCl2·2H2O 2.4 g，CoCl2·6H2O 1.4 g，KI 0.23 g，
α-纤维素 0.043 g。3. 无氮浸出物=干物质 %－(粗蛋白 %+粗脂肪 %+
粗纤维 %+粗灰分 %)。4. 能量=(粗蛋白×16.7 kJ/g+粗脂肪×37.6
kJ/g+无氮浸出物×16.7 kJ/g)/干物质 %
Notes: 1. Contained the following per kg of vitamin premix: VA 1.29 g,
VC 57.5 g, VE 20 g, VD3 0.63 g, VK3 1.8 g, VB1 7.5 g, VB2 2.63 g, VB6
1 g, VB12 0.15 g, nicotinic acid 5 g, folic acid 0.19 g, inositol 60 g, biotin
0.75 g, calcium pantothenate 5 g, aminobenzoic acid 5 g, α-cellulose
831.56 g. 2. Contained the following per kg of mineral premix; KCl 28 g,
MgSO4·7H2O 100 g, NaH2PO4 215 g, KH2PO4 100 g, Ca (H2PO4)2·H2O
265 g, CaCO3 105 g, C6H10CaO6·5H2O 165 g, FeC6H5O7·5H2O 12 g,
ZnSO4·7H2O 4.76 g, MnSO4·H2O 1.07 g, AlCl3·6H2O 0.15 g,
CuCl2·2H2O 2.4 g, CoCl2·6H2O 1.4 g, KI 0.23 g, α-cellulose 0.043 g. 3.
Nitrogen-free extract = dry matter % − (crude protein % + crude lipid % +
crude fiber % + crude ash %). 4. gross energy = (crude protein % × 16.7
kJ/g + crude lipid % × 37.6 kJ/g + nitrogen-free extract % × 16.7 kJ/g)/
dry matter %

表 2    饲料氨基酸组成 (干物质，%)

Tab. 2    Amino acid content of experimental diets
(dry matter, %)

氨基酸　　
amino acids　　

组别　groups

FM PPB PPB/Aa

必需氨基酸　EAA

苏氨酸　Thr 2.13±0.04b 1.93±0.04a 2.22±0.04b

蛋氨酸　Met 1.25±0.08c 0.64±0.05a 0.89±0.03b

赖氨酸　Lys 3.34±0.06b 2.00±0.03a 3.27±0.11b

缬氨酸　Val 2.26±0.07b 2.18±0.03b 1.93±0.06a

异亮氨酸　Ile 1.81±0.01b 1.93±0.02c 1.73±0.05a

亮氨酸　Leu 3.23±0.05a 5.34±0.03c 4.76±0.13b

组氨酸　His 1.31±0.02c 1.04±0.01b 0.93±0.03a

精氨酸　Arg 2.52±0.03b 2.54±0.03b 2.28±0.06a

苯丙氨酸　Phe 1.81±0.02a 2.58±0.02c 2.32±0.06b

非必需氨基酸　NEAA

天冬氨酸　Asp 9.70±0.21b 9.85±0.23b 9.02±0.18a

甘氨酸　Gly 2.81±0.03a 1.87±0.02b 1.68±0.04c

丝氨酸　Ser 1.67±0.03a 2.33±0.03c 2.11±0.04b

丙氨酸　Ala 2.94±0.02a 3.03±0.03a 2.71±0.08b

酪氨酸　Tyr 1.26±0.02a 1.87±0.01c 1.70±0.04b

谷氨酸　Glu 3.40±0.92 3.90±2.09 2.63±1.38 

半胱氨酸　Cys 0.42±0.05a 0.63±0.05b 0.58±0.05b

脯氨酸　Pro 6.03±0.07a 8.52±0.13c 7.82±0.12b

注：1. 同行数据上标不同字母表示差异显著(P<0.05)，相同字母或
无字母表示差异不显著(P>0.05),下同。2. 色氨酸在酸水解过程中被
破坏，未能检测。
Notes: 1. in the same row, values with different superscripts mean
significant differences (P<0.05) same letter superscript or no letter
superscript mean no significant differences (P>0.05). The same below. 2.
Tryptophan was destroyed during hydrolyzation by the hydrochloric
acid. EAA. essential amino acids, NEAA. non-essential amino acids.
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天平准确称取肝胰腺约 0.5  g，按质量体积比

1∶9 加入预冷 0.86% 的生理盐水制成 10% 匀浆液，

3 500 r/min 离心 15 min，采用考马斯亮兰法测定上

清液中蛋白浓度，同时根据各种酶活性的测定要

求将肝胰腺上清液稀释成不同浓度。血清中酸性磷

酸酶 (acid phosphatase, ACP)、碱性磷酸酶 (alkaline
phosphatase, AKP)、谷丙转氨酶 (alanine aminotrans-
ferase,  ALT)、谷草转氨酶 (aspartate  aminotransfe-
rase, AST) 活性，以及肝胰腺中 ALT、AST、丙二

醛 (malondialdehyde, MDA) 含量、超氧化物歧化

酶 (superoxide dismutase, SOD) 活性以及谷胱甘肽

过氧化物酶 (glutathione peroxidase,  GSH-Px) 活性

的测定步骤参照南京建成生物工程研究所试剂盒

说明书进行。 

　　基因表达的荧光定量 PCR(qRT-PCR) 分析

　　使用总 RNA 提取试剂盒 (艾德莱，北京) 提取

肝胰腺总 RNA，具体操作过程按试剂盒说明书进

行，检测 RNA 的完整性及其浓度。用反转录试剂

盒 (TaKaRa，日本) 将 RNA 反转录为 cDNA，cDNA
保存在−20 °C 用于 TOR、S6K、NPY 和 leptin 的

qRT-PCR 分析。采用在线 Primer 5 设计引物，qRT-
PCR 所用引物如下：TOR(登录号：ON693258) 上
游引物 5′-TCTTCCAGAAACTGCCACC-3′，下游

引物 5 ′-CATGCTCTTTGCCTGATTG-3 ′；S6K(登
录号：ON693253) 上游引物 5′-GGTCTTTGAGGG
CTTTACG-3′，下游引物 5′-GTCCAGCAGAGTTT
GGTGTAT-3′；NPY(登录号：ON693257) 上游引

物 5 ′-CTTCACCCGCCAGACAGT-3 ′，下游引物

5′-AGCACCATAAGCGCCATA-3′；leptin (登录号：

ON693256) 上游引物 5′-GGCACCAATCCCGAGTC
TTAT-3′，下游引物 5′-CCAAATGCTGACACCAC
CAAC-3′。反应体积为 20 μL，包括：10 μL 的 2×
SYBR Green Premix Ex Taq(TaKaRa，日本 )，上、

下游引物各 0.2 μL (10 μmol/L)，2 μL 模板，7.6 μL
ddH2O。qRT-PCR 反应条件：95 °C 预变性 30 s；
94 °C 15 s，58 °C 20 s，72 °C 20 s；共 40 个循环；

PCR 反应后温度以每 5 s 上升 5 °C 的速度从60 °C
上升到 95 °C，绘制熔解曲线，以判断扩增产物的

正确性。以日本沼虾 β-肌动蛋白 (β-actin，上游引物

5 ′-GTGCCCATCTACGAGGGTTA-3 ′，下游引物

5′-CGTCAGGGAGCTCGTAAGAC-3′) 为内参，对

得到的各样品循环数 (Ct) 值进行均一化处理，以对

照组 (FM 组)mRNA 为基准，使用 2−ΔΔCt 比较 Ct 值

方法[25] 对目的基因 mRNA 相对表达水平进行分析。 

1.5    数据分析

数据用 SPSS 25.0 软件进行单因素方差分析

(One-Way ANOVA)，若组间差异显著，再用 Tukey
氏法进行多重比较不同蛋白源对日本沼虾生长和

生理指标的影响，用最小显著差异法 (LSD) 检验不

同处理条件下各个指标的差异显著性，以 P<0.05
为差异显著标准，结果采用平均值±标准差显示。 

2    结果
 

2.1    动、植物蛋白对日本沼虾生长性能的影响

结果显示，  FM、PPB、PPB/Aa 3 组之间日

本沼虾成活率 (SR) 无显著差异 (P>0.05)；FM 组

的增重率 (WGR)、特定生长率 (SGR) 及摄食率

(FR) 均显著高于 PPB、PPB/Aa 组 (P<0.05)，同时

饲料系数 (FCR) 呈相反结果，即 FM 组 FCR 显著低

于其余两组 (P<0.05)；成活率与特定生长率在 PPB
与 PPB/Aa 组间均无显著差异 (P>0.05)(表 3)。 

2.2    动、植物蛋白对日本沼虾肌肉氨基酸组成

的影响

实验结束后，检测各组日本沼虾肌肉氨基酸组成

(表 4)，除 FM 组甘氨酸含量显著低于 PPB 组外

(P<0.05)，其余氨基酸 (包括赖氨酸、苏氨酸和蛋

氨酸) 在各组之间均无显著差异 (P>0.05)。 

2.3    动、植物蛋白对日本沼虾血清生化指标的

影响

3 种饲料组对日本沼虾血清中谷草转氨酶

(AST) 活性无显著差异 (P>0.05)，但 FM 组谷丙转

氨酶 (ALT) 活性显著低于其余两组 (P<0.05)；日

本沼虾血清中碱性磷酸酶 (AKP) 与酸性磷酸酶

(ACP) 的活性在各组间均存在显著差异 (P<0.05)，
且 FM 组显著低于其余两组 (P<0.05)(表 5)。 

表 3    动植物蛋白对日本沼虾生长性能的影响

Tab. 3    Effects of animal and plant proteins on growth
performance of M. nipponense

项目　items　　 FM PPB PPB/Aa

增重率/%　WGR 324.99±31.05b 201.84±17.99a 200.60±12.52a

特定生长率/(%/d)　SGR 2.62±0.13b 2.01±0.11a 2.01±0.08a

成活率/%　SR 78.10±5.78 71.43±1.43 75.24±5.02

饲料系数 FCR 1.69±0.35a 1.99±0.23b 2.20±0.21b

摄食率/%　FR 5.32±0.71b 3.77±0.31a 4.41±0.29a
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2.4    动、植物蛋白对日本沼虾肝胰腺氨基酸转

运和抗氧化能力的影响

各组日本沼虾的肝胰腺中谷草转氨酶 (AST)、
谷丙转氨酶 (ALT) 活性均无显著差异 (P>0.05)。
不同蛋白源对抗氧化酶活性也存在显著影响，FM

组丙二醛 (MDA) 的含量与超氧化物歧化酶 (SOD)
活性均显著低于 PPB 和 PPB/Aa 组 (P<0.05)，且

FM 组谷胱甘肽过氧化物酶 (GSH-PX) 活性也显著

低于其余两组 (P<0.05)(表 6)。 

2.5    动、植物蛋白对日本沼虾 TOR信号通路

及食欲调节相关基因表达的影响

TOR 与 S6K 在 FM 组的相对表达量最高，且

显著高于 PPB 组与 PPB/Aa 组 (P<0.05)，NPY 相

对表达量在 FM 组最高，且显著高于 PPB 组与

PPB/Aa 组 (P<0.05)，而 leptin 的相对表达量在各

组之间无显著差异 (P>0.05)(图 1)。 

3    讨论
 

3.1    动、植物蛋白对日本沼虾生长性能的影响

提高水产动物对植物蛋白源的利用率，是目

前水产饲料行业的一个研究热点。相对于单一植

物蛋白源，混合植物蛋白可改善单一植物蛋白源

的不足 [7]。但是混合植物蛋白源在饲料中的比例

需要控制在一定范围内才不会对水产动物生长性

能产生负面影响，对比莫桑比克尼罗罗非鱼 (Oreo-
chromis mossambicus) 在混合植物蛋白源组与鱼粉

组的研究结果中发现，鱼体增重率、特定生长率、

饲料系数显著升高，鱼体的生长性能受到显著影

响 [26]；在凡纳滨对虾 (Litopenaeus vannamei) 研究

表 4    动、植物蛋白对日本沼虾肌肉

氨基酸组成的影响 (以鲜样计)

Tab. 4    Effects of animal and plant proteins
on amino acids composition of muscle of

　　　　　M. nipponense (fresh weight basis)　　　　　%

氨基酸　　
amino acids　　 FM PPB PPB/Aa

天冬氨酸　Asp 6.30±0.28 6.44±0.16 6.55±0.38

苏氨酸　Thr 0.80±0.03 0.80±0.02 0.82±0.05

丝氨酸　Ser 1.10±0.05 1.10±0.02 1.11±0.05

谷氨酸　Glu 3.06±0.12 2.97±0.10 2.94±0.17

甘氨酸　Gly 1.57±0.07a 1.75±0.05b 1.67±0.07ab

丙氨酸　Ala 1.38±0.11 1.30±0.03 1.30±0.08

半胱氨酸　Cys 0.15±0.01 0.14±0.00 0.15±0.01

缬氨酸　Val 0.99±0.04 0.97±0.02 0.98±0.06

蛋氨酸　Met 0.64±0.03 0.64±0.01 0.65±0.05

异亮氨酸　Ile 0.99±0.05 0.98±0.02 0.99±0.06

亮氨酸　Leu 1.71±0.09 1.70±0.04 1.73±0.11

酪氨酸　Tyr 0.81±0.04 0.83±0.02 0.83±0.05

苯丙氨酸　Phe 0.92±0.04 0.94±0.03 0.94±0.05

赖氨酸　Lys 1.98±0.12 1.90±0.05 1.93±0.12

组氨酸　His 0.48±0.02 0.49±0.01 0.53±0.05

精氨酸　Arg 2.22±0.06 2.06±0.03 2.16±0.20

脯氨酸　Pro 2.51±0.08 2.51±0.04 2.56±0.15

必需氨基酸　EAA 10.72±0.44 10.49±0.23 10.72±0.76

非必需氨基　NEAA 16.86±0.74 17.03±0.40 17.12±0.86

总氨基酸　TAA 27.58±1.18 27.52±0.63 27.84±1.62

注：色氨酸在酸水解过程中被破坏，未能检测
Notes: Tryptophan was destroyed during hydrolyzation by the
hydrochloric acid. EAA. essential amino acids, NEAA. non-essential
amino acids. TAA. total amino acids

表 5    动、植物蛋白对日本沼虾血清生化指标的影响

Tab. 5    Effects of animal and plant proteins on
serum biochemical indices of M. nipponense

项目　items FM PPB PBB/Aa

碱性磷酸酶/(U/L)　AKP 11.29±0.09a 17.88±0.23c 14.53±0.09b

酸性磷酸酶/(U/L)　ACP 8.60±0.20a 11.90±0.10c 10.68±0.13b

谷丙转氨酶/(IU/L)　ALT 20.66±1.79a 26.71±0.73b 26.11±0.93b

谷草转氨酶/(IU/L)　AST 20.72±2.10 22.64±3.07 24.62±2.96

表 6    动、植物蛋白对日本沼虾肝胰腺氨基酸转运和抗氧化能力的影响

Tab. 6    Effects of animal and plant proteins on amino acids transport and antioxidant capacity in
hepatopancreas of M. nipponense

项目　items　　　　　　　　　　 FM PPB PPB/Aa

谷草转氨酶/(U/g prot)　AST 3.91±0.19 4.22±0.19 4.53±0.77

谷丙转氨酶/(U/g prot)　ALT 5.19±0.69 4.94±1.20 6.35±1.65

丙二醛/(nmol/mg prot)　MDA 5.76±0.54a 7.47±0.85b 8.11±0.59b

超氧化物歧化酶/(U/mg prot)　SOD 23.58±1.27a 30.69±1.81b 32.89±3.65b

谷胱甘肽过氧化物酶/(U/mg prot)　GSH-PX 122.78±1.92a 133.74±1.98b 135.77±6.72b
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中同样发现全复合植物蛋白导致凡纳滨对虾的生

长率显著降低[27]。在本实验中，同样发现在全植

物蛋白组 (PPB) 饲料中，出现增重率显著低于鱼

粉组，但饲料系数显著高于鱼粉组的现象，这可

能是植物蛋白缺乏鱼粉所含有的必需氨基酸，如

蛋氨酸、赖氨酸及苏氨酸等缺乏而导致日本沼虾

的生长性能受到抑制。

为解决植物蛋白氨基酸不平衡，可在植物蛋

白中补充晶体氨基酸以改善植物蛋白源中氨基酸

的组成[28]。研究发现，在克氏原螯虾 (Procambarus
clarkii) 幼虾的研究中植物蛋白中添加赖氨酸和蛋

氨酸可提高其生长性能[29]；在团头鲂 (Megalobrama
amblycephala) 上也得到类似结果，与鱼粉组相比

较，植物蛋白源棉粕和菜粕作为饲料主要蛋白源

时，鱼的增重率显著降低，饵料系数显著增大，

但是添加赖氨酸和蛋氨酸后，这一负面影响就得

到消除[30]。以上研究说明，在混合植物蛋白的基

础上补充氨基酸使其氨基酸组成与鱼粉相似，可

使生长性能得到提高或改善。而本实验发现，即

使混合植物蛋白补充氨基酸 (PPB/Aa 组)，使赖氨

酸和苏氨酸含量得以改善，但日本沼虾生长性能

仍显著低于鱼粉组，这可能与该虾不能很好地利

用晶体氨基酸有关。值得注意的是，尽管 PPB/Aa
组补充了一定量的蛋氨酸，但 PPB/Aa 组蛋氨酸

实测值仍然低于鱼粉蛋白组，根据日本沼虾最佳

蛋氨酸需求量[31]，PPB/Aa 组和 FM 组蛋氨酸的含

量都达到了该虾的最佳需求，因此蛋氨酸的差异

对该虾生长产生的影响相对较少。另外，混合植

物蛋白组虾的生长性能下降可能与植物蛋白存在

抗营养因子有关，本研究所用混合植物蛋白源

(豆粕，菜粕，玉米蛋白粉) 豆粕中含有蛋白酶抑

制因子、凝集素、植酸等抗营养因子[32]，菜粕中
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图 1    动、植物蛋白对日本沼虾 TOR信号通路及食欲调节相关基因表达的影响

数据柱形标注不同小写字母表示差异显著 (P<0.05)，相同字母或无字母表示无显著差异 (P>0.05)

Fig. 1    Effects of animal and plant proteins on TOR signaling pathway and genes related to
appetite regulation expression of M. nipponense

Value columns with different small letters mean significant difference (P<0.05), values columns with no letter or the same letter superscripts mean no
significant difference (P>0.05)
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也含有多种抗营养因子，如硫代葡萄糖甙、芥酸、

植酸和单宁等，这些抗营养因子都容易影响动物

摄食和对饲料的利用[33]。此外，该虾食性为杂食

性偏肉食性，对鱼粉依赖性强，而含抗营养因子

的全植物蛋白容易引起其食欲下降，从而导致其

生长受到抑制，这从本实验中混合植物蛋白组

(PPB) 以及混合植物蛋白补充氨基酸组 (PPB/Aa)
具有较低的摄食率可得到印证。 

3.2    动、植物蛋白对日本沼虾氨基酸转运和肌

肉氨基酸组成的影响

氨基酸组成在一定程度上反映了动物对不同

蛋白质利用程度 [34]。本实验发现，除 FM 组肌肉

中甘氨酸含量显著低于 PPB 组，其余非必需氨基

酸与必需氨基酸包括赖氨酸、苏氨酸和蛋氨酸的

含量在植物蛋白组、植物蛋白添加氨基酸组以及

鱼粉组之间差异并不显著，说明尽管饲料氨基酸

存在差异，但并不影响该虾肌肉中氨基酸特别是

必需氨基酸的组成。同样，在对尼罗罗非鱼幼鱼[26]

的研究中也发现，100% 混合植物蛋白组肌肉中除

组氨酸和甘氨酸含量显著低于对照组外，其余必

需和非必需氨基酸含量与对照组无显著差异。然

而，在对凡纳滨对虾混合植物蛋白替代鱼粉[27] 的

研究中发现，替代组虾肌肉氨基酸含量与鱼粉组

比较，无论是必需氨基酸还是非必需氨基酸，都

无显著差异。以上研究说明，肌肉组织中氨基酸

含量的差异可能与不同物种利用动植物蛋白的效

率有一定关联。虽然不同饲料组之间氨基酸存在

差异，但饲料氨基酸的实测值均接近日本沼虾对

氨基酸的需求[35]，即饲料中氨基酸已经满足了该

虾对氨基酸的需求，这可能是导致肌肉中大部分

氨基酸无差异的原因之一。有研究表明，动物体

内的氨基酸主要在转氨酶和脱氨酶的作用下进行

代谢与转化[36]。AST 与 ALT 是体内重要的氨基酸

转移酶 [37]，而本试验发现 PPB 组与 PPB/Aa 组的

肝胰腺中 AST 与 ALT 活性与 FM 组无显著差异，

因此，转氨酶与该虾各组无显著差异的肌肉氨基

酸组成 (甘氨酸除外) 是否存在潜在的关系，值得

进一步研究。 

3.3    动、植物蛋白对日本沼虾肝胰腺抗氧化能

力和血清生化指标的影响

评价蛋白质替代是否有效主要取决于健康状

况，而反映健康状况的重要标志之一是抗氧化性

能 [38-39]。机体在正常的生理活动中会进行氧化反

应，从而代谢出活性氧 (ROS)[40]。如果机体缺乏

营养就会导致 ROS 生成的增加，如果这种增加超

过机体的抗氧化防御能力，就易扰乱氧化还原稳

态，导致氧化应激，从而破坏机体正常代谢 [41]。

SOD 和 GSH-Px 是广泛存在于机体内的抗氧化酶，

参与机体氧化损伤的防御，这些酶可以结合起来

清除活性氧 ROS，保护机体免受损伤[33, 42]。同时，

过量的自由基会导致机体脂质过氧化，MDA 是脂

质过氧化产物，其含量的高低能间接反映机体细

胞的氧化损伤程度[43]。因此，通常将 SOD 与 MDA
一起使用来评价动物肝胰腺的氧化应激程度。本

实验结果发现，PPB 和 PPB/Aa 组 SOD 与 GSH-
PX 活性及 MDA 含量均显著高于 FM 组，说明混

合植物蛋白饲料中添加氨基酸与否与机体的抗氧

化能力无关，全植物蛋白引起了机体的氧化应激，

可能是植物蛋白中抗营养因子较多 [32-33]，机体代

谢出过多的自由基，导致机体脂质过氧化，机体

为了清除体内过量的自由基防止机体脂质过氧化，

从而提高机体抗氧化能力，但具体原因还需进一

步研究。

甲壳动物与脊椎动物的免疫系统不同，前者

主要以非特异性体液免疫为主，因为不具有免疫

球蛋白，所以免疫反应主要依靠血淋巴 (血清) 中
的一些酶[44]，例如 AKP 和 ACP，两者与溶菌酶一

样是吞噬细胞杀菌的物质基础，形成水解酶体系，

破坏和消除侵入体中的异物，两者活性的升高是

肝病病理学原因之一 [45-46]。本实验结果发现，

PPB 组与 PPB/Aa 组血清中 AKP 及 ACP 的活性均

显著显著高于 FM 组，说明植物蛋白使得日本沼

虾肝胰腺受到一定损害。同时，ALT 和 AST 活性

与肝胰腺功能也有密切联系，转氨酶和脱氨酶主

要在肝脏细胞中，只有少量被释放到血清中，当

肝细胞遭到损伤时，血清中转氨酶活性升高，因

此常用来反映肝胰腺的损伤程度[47]。本实验结果

发现，PPB 组与 PPB/Aa 组血清 ALT 活性显著高

于 FM 组，进一步证实了全植物蛋白引起了肝脏受

损。类似的结果在青鱼 (Mylopharyngodon piceus)[48]

的研究中也有发现。 

3.4    动、植物蛋白对日本沼虾 TOR信号通路

及食欲调节相关基因表达的影响

TOR 是一种进化上十分保守的丝氨酸 (Ser)/
苏氨酸 (Thr) 蛋白激酶，能够激活下游信号传导通
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路，通过 4E-BP 与 S6K 等翻译调节因子的磷酸

化作用来传递信息，因此细胞可以感知外界营养

状况、能量、生长因子等信号，从而调节细胞

的生长、增殖和凋亡等生理过程 [10, 49]。在黑鲷

(Acanthopagrus  schlegelii)[50] 的研究中发现，TOR
与生长存在关联。本实验结果显示，与 FM 组相

比，PPB 组和 PPB/Aa 组肝胰腺中 TOR 与 S6K 基

因表达下调，同样，在甲壳类动物中也有关于蛋

白源与 TOR 信号通路基因表达之间关系的研究，

如凡纳滨对虾摄食混合植物蛋白 (玉米蛋白粉，棉

粕，大米浓缩蛋白) 后，肝胰腺中 TOR 和 S6K 基

因表达显著低于鱼粉组[51]；与鱼粉组相比较，豆

粕使用比例高达 75% 时显著降低了罗氏沼虾

TOR 和 S6K1 基因的表达 [11]；豆粕比例增加、鱼

粉比例减少提高了中华绒螯蟹肝胰腺中 S6K1 的

表达[12]。在鱼类的研究中发现，当菜粕和棉粕等

植物蛋白源中添加氨基酸后可上调团头鲂肝脏中

TOR 基因表达，而 S6K 基因表达与添加氨基酸与

否没有关系[30]。以上结果说明，不同物种摄食不

同或相同的蛋白源或不同氨基酸组成的饲料都会

不同程度地影响 TOR 信号通路相关基因的表达。

这说明，混合植物蛋白和混合植物蛋白添加氨基

酸抑制日本沼虾的生长可能与蛋白质合成相关基

因的表达有关。

另外，生长与水生动物的食欲息息相关 [18]。

食欲的调节是一个涉及大量外周信号与大脑相互

作用的过程，而这些信号可影响动物的细胞内代

谢 [52]。在哺乳动物中，(NPY) 在增加食物摄入的

机制中起着重要作用[20]，leptin 也参与了摄食、代

谢、生长等调节[53]，NPY 和 leptin 在鱼类和甲壳类

动物上都有相关研究[21, 54]。在斑点叉尾鮰 (Ictalurus
punctatus) 的研究中发现，在蛋白水平相同的情况

下，全植物蛋白组脑中 NPY 基因表达水平低于植

物蛋白部分替代鱼粉组[54]。本实验也得到类似的

结果，FM 组的日本沼虾肝胰腺中 NPY 基因表达

显著高于 PPB 组和 PPB/Aa 组。有研究表明，leptin
抑制动物对食物的摄入 [19]，且能抑制 NPY 的表

达[55]。在中华绒螯蟹[22] 的研究中发现，不同水平

棉籽粕水解蛋白对瘦素受体 (leptin  receptor) 和
NPY 在不同组织器官 (胸神经胶质细胞、大脑神经节

和中肠) 的表达水平呈相反趋势。但本实验中，

leptin 基因表达没有显著差异，说明日本沼虾肝胰

腺中 leptin 基因对动植物蛋白的变化并不敏感，

但其他组织是否敏感值得进一步探讨。 

4    结论

鱼粉与混合植物蛋白源 (豆粕，菜粕，玉米

蛋白粉) 对日本沼虾肌肉中氨基酸组成无显著影响，

但混合植物蛋白源降低了虾的生长和抗氧化能力

及 TOR 信号通路与 NPY 基因表达，添加氨基酸

不能缓解混合植物蛋白所引起的生长抑制、氧化

应激及蛋白质合成和食欲相关基因表达的降低，

这可能与混合植物蛋白中存在高含量的抗营养因

子有关。

（作者声明本文无实际或潜在的利益冲突）
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Effects of animal and plant proteins on growth, muscle composition,
antioxidant abilities, mRNA expressions of genes related to TOR signaling

pathway and appetite regulation in Macrobrachium nipponense

ZHENG Jinxian ,     ZHOU Dongsheng ,     WEI Shanshan ,     XIONG Yunfeng ,     KONG Youqin ,    
ZHANG Yixiang ,     ZHAO Jianhua ,     LIU Yan ,     QI Changle ,     DING Zhili *

(Zhejiang Provincial Key Laboratory of Aquatic Resources Conservation and Development, Key Laboratory of Aquatic Animal Genetic
Breeding and Nutrition, College of Life Science, Huzhou University, Huzhou    313000, China)

Abstract:  This  study aimed to evaluate the effects  of  animal and plant  proteins on growth,  muscle composition,
antioxidant abilities, and mRNA expressions of genes related to TOR signaling pathway and appetite regulation in
juvenile oriental river prawn Macrobrachium nipponense. Three isonitrogenous and isoenergetic diets were formu-
lated in this experiment. A basal diet containing 58 % fishmeal was used as the control (named as FM), whereas
100 % of fishmeal was replaced with a plant protein blend (soyabean meal, corn gluten meal and rapeseed meal,
named as PPB) as the second diet, and lysine, threonine and methionine were added to the PPB diet to balance the
amino acid content (named as PPB/Aa) as the third diet. Juvenile oriental river prawn M. nipponense with an aver-
age weight of 0.123±0.03 g was randomly divided into three groups, and each diet was fed to prawns twice daily to
apparent satiation in six replicates. The experiment lasted for 8 weeks. The growth, muscle composition, antioxid-
ant abilities, mRNA expressions related to TOR signaling pathway and appetite regulation were evaluated. The res-
ults  showed  that  no  significant  difference  in  survival  rate  (SR)  among  three  groups.  The  specific  growth  rate
(SGR),  weight  gain  (WG)  and  feeding  rate  (FR)  in  prawns  fed  PPB  and  PPB/Aa  were  significantly  lower  than
those fed FM (P<0.05), and the feed conversion ratio (FCR) in PPB and PPB/Aa groups was significantly higher
than FM group (P<0.05). The glycine content in the muscle of prawns fed FM was significantly lower than that of
prawns fed PPB (P<0.05), but there were no significant differences of the other amino acids content (including lys-
ine, threonine and methionine) among the three groups (P>0.05). The hepatopancreas content of malondialdehyde
(MDA) and activities of superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GSH-Px) in FM were signific-
antly  lower  than those in  PPB and PPB/Aa (P<0.05),  while  there  were no significant  differences  of  activities  of
aspartate  aminotransferase  (AST)  and  alanine  aminotransferase  (ALT)  among  the  three  groups  (P>0.05).  The
serum activities of alkaline phosphatase (AKP), acid phosphatase (ACP) and ALT in PPB and PPB/Aa group were
significantly higher than those of FM group (P<0.05), however, no significant difference of activities of AST was
observed among the three groups (P>0.05). The mRNA levels of target of rapamycin (TOR), ribosomal proteins
6kinase (S6K)  and  neuropeptide  Y  (NPY)  were  significantly  down-regulated  in  PPB  and  PPB/Aa  groups  com-
pared with that  in FM group (P<0.05),  while no significant difference was observed about mRNA expression of
leptin  among all  groups (P>0.05).  Taken together,  muscle  amino acids  composition,  except  for  glycine,  was not
affected by dietary fishmeal and plant protein blend in M. nipponense, but the antioxidant capacity of prawns was
significantly decreased by plant protein blend, and the addition of amino acids could not alleviate the growth inhib-
ition and oxidative stress caused by plant protein blend, and the reduced mRNA levels of genes related to TOR sig-
naling pathway and appetite regulation caused by plant protein blend. This study could provide a theoretical basis
and technical support for improving the utilization rate of plant protein and optimizing the nutritional formula of
M. nipponense.

Key words: Macrobrachium nipponense; fish meal; plant protein blend; muscle amino acids composition; TOR
signaling pathway; appetite
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