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低鱼粉饲料添加枯草芽孢杆菌对珍珠龙胆石斑鱼幼鱼生长、

消化酶活性、抗氧化酶活性及其mRNA表达的影响

李军亮，  杨奇慧*，  谭北平，  董晓慧，  迟淑艳，  刘泓宇，  章    双
(广东海洋大学水产学院，水产动物营养与饲料实验室，广东 湛江    524088)

摘要：为探究低鱼粉饲料添加枯草芽孢杆菌对珍珠龙胆石斑鱼幼鱼生长、消化酶活性、
抗氧化酶活性及其mRNA表达水平的影响，实验以720尾初始均重为(7.00±0.02) g的珍珠
龙胆石斑鱼幼鱼为研究对象，分为8个处理，每个处理3个重复，设计1个正常鱼粉对照
组(鱼粉含量35%)，1个低鱼粉对照组(鱼粉含量15%)。投喂不同添加比例0(正常鱼粉对照
组)、0(低鱼粉对照组)、0.10%、0.25%、0.50%、0.75%、1.00%和1.25%枯草芽孢杆菌的
饲料，养殖期8周。结果显示，低鱼粉条件下，添加不同比例枯草芽孢杆菌对珍珠龙胆
石斑鱼幼鱼的成活率无显著影响。增重率与特定生长率随添加量的变化呈先上升后下降
趋势，但均显著高于低鱼粉对照组，低于正常鱼粉对照组；当添加0.75%枯草芽孢杆菌
时，饲料系数最低，其他各组显著低于低鱼粉组，高于正常鱼粉组，而蛋白质效率的变
化规律则与饲料系数相反。随枯草芽孢杆菌添加量的增加，肠蛋白酶、淀粉酶活性先升
高后降低。血清过氧化氢酶和超氧化物歧化酶活性，在添加0.75%枯草芽孢杆菌的饲料
组达到最大值。肝脏过氧化氢酶mRNA相对表达水平在添加量为0.50%达到最大值，谷
胱甘肽还原酶mRNA表达水平在枯草芽孢杆菌添加量为0.75%时达到最大值。通过哈维
氏弧菌攻毒实验7 d，珍珠龙胆石斑鱼存活率随枯草芽孢杆菌添加量的增加显著升高。
以增重率为判断依据，根据折线模型得出，低鱼粉条件下(豆粕替代配方中20%鱼粉)，
饲料中添加0.63%枯草芽孢杆菌(1.0×108 cfu/mL)可显著促进珍珠龙胆石斑鱼幼鱼的生长，
提高抗病力、消化酶、血清过氧化氢酶和超氧化物歧化酶活性及其mRNA表达水平。
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珍珠龙胆石斑鱼(Epinephelus lanceolatu♂×
Epinephelus fuscoguttatus♀)隶属鲈形目(Percifor-
mes)、鮨科(Serranidae)、石斑鱼属(Epinephelus)，
是由鞍带石斑鱼(E. lanceolatus♂)与棕点石斑鱼(E.
fuscoguttatus♀)杂交而来，融合了亲本生长迅速、

抗病力强、肉质细腻的优点，近年来在广东、海

南等地大量养殖 [1-4]。但是，随着养殖规模的迅

速扩增，一系列传染性疾病也随之而来，严重

阻碍其产业健康发展[5-7]。

枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)为革兰氏阳性

菌，是一类好氧型细菌，具有耐高温、耐胆盐、

耐酸性等特性，在极端环境下会产生内源性孢

子，可在饲料制粒之后保持极高的存活率 [8]。在

机体内消耗氧气，释放丙酸、乙酸和丁酸等，创

造厌氧微酸环境，促进有益厌氧菌生长、抑制

有害菌生长，调节肠道微生态平衡，增强抗毒抗
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病能力，还可以产生多种消化酶如淀粉酶(amy-
lase，AMY)、蛋白酶(trysin，TRY)等促进饲料降

解，提高饲料利用率 [9-10]。近几年，枯草芽孢杆

菌在水产动物应用上的研究已成为热点。沈斌

乾等[11]已经证实了投喂含有枯草芽孢杆菌的饲料

可以显著提高青鱼(Mylopharyngodon piceus)的增

重率、消化酶活性。邱燕等[12]用含有枯草芽孢杆

菌的饲料投喂草鱼(Ctenopharyngodon idella)，结

果显示，其提高了草鱼的生长性能和饲料转化率。

鱼粉因其蛋白质含量高、含有多种必需氨

基酸、容易被吸收等多种优点，目前是水产饲

料中主要的蛋白源。然而，随着水产养殖业的

快速发展与鱼粉资源的缩减造成价格飙升，因

此寻求鱼粉的替代品成为近几年的研究热点。而

豆粕价格适中，产量稳定，成为当下鱼粉替代品

的常用选择[13-15]。

目前，石斑鱼商业配方中鱼粉用量大多高

于30%[2-3，16]，这使得鱼粉占配方成本中的比例较

高。同时，关于枯草芽孢杆菌对石斑鱼影响的

研究大多仅限于对其生长和饲料利用的影响，

而对于枯草芽孢杆菌在鱼体中的抗氧化作用及

抗氧化相关酶基因表达影响的研究则较少。因

此，本实验旨在低鱼粉的基础上研究饲料中添

加不同比例枯草芽孢杆菌，探讨其对珍珠龙胆

石斑鱼幼鱼生长、消化酶活性、抗病力、抗氧

化相关酶活性及其mRNA表达的影响。

1    材料与方法

1.1    饲料配制

实验饲料以鱼粉、豆粕、玉米蛋白粉为主

要蛋白源，以鱼油、玉米油、大豆卵磷脂为主

要脂肪源，实验饲料组成与营养水平见表1，分

别添加0(正常鱼粉对照组 )、0(低鱼粉对照组 )、
0.10%、0.25%、0.50%、0.75%、1.00%和1.25%的

枯草芽孢杆菌。饲料原料经粉碎后过60目筛，准

确称取各组份所需的添加量，其中，大宗原料

先置于V型混合机(VH-6，江苏驰通)混合10 min，
微量元素等通过逐级扩大法混合均匀，然后以

双螺杆挤条机(F-26华南理工大学，广州)配制成

直径为2 mm的饲料，风干后分装于−20 °C冰箱保

存备用。

1.2    饲养管理及材料来源

养殖实验在广东海洋大学湛江东海岛海洋

生物研究基地0.5 m的玻璃纤维钢桶中进行，实

验鱼苗来源于广东雷州如朝育苗场。鱼苗于室外

水泥池暂养7 d，挑选初始体质量为(7.00±0.02) g
的健康个体，以每桶30尾分成8个处理组，饲喂

对应的实验饲料，每组设3个重复。饱食投喂，每

天投喂2次(8:00和17:00)，根据天气、摄食和生长

情况相应调整投喂量。实验期间每天换水，换

水量2/3，不断充气使溶解氧达到饱和(7~8 mg/L)，
水温为(30.5±0.8) °C，盐度为29~31，pH 7.2~7.8，
氨氮低于0.02 mg/L，养殖周期8周。

实验用枯草芽孢杆菌菌种来源于广东省微

生物菌种保藏中心(GIM:1.222)，通过复苏扩配成

1.0×108 cfu/mL的菌液，在加水搅拌环节溶于水中

添加于饲料。攻毒用哈维氏弧菌(Vibrio harveyi)
菌种由广东省水产经济动物病原生物学及流行

病学重点实验室提供。

1.3    样品采集与测定

实验结束前停喂24 h，用一次性无菌注射器

(1 mL)于尾静脉采血，3 500 r/min离心10 min(3K30，
Sigma，德国)，取上清液于1.5 mL的离心管中，保

存在–80 °C超低温冰箱(Thermo Electron corporat-
ion, 美国)中备用。用无菌镊子及剪刀取6尾鱼的

肝脏和肠道放于离心管中，液氮速冻后于–80 °C
保存，用于消化酶活性的测定。再取6尾鱼的肝

脏和肠道放于装有RNA later的离心管中，放于

–80 °C超低温冰箱保存备用。每个处理随机选取

30尾鱼，分为3个重复，每个重复10尾，以哈维

氏弧菌(1×107 cfu/mL)腹腔注射进行攻毒试验，生

理盐水作对照组，观察记录7 d，计算累计存活

率，具体方法参照文献[17]。
计算公式：

成活率(survival rate, SR, %)=Nt/N0×100%；

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

特定生长率(specific growth rate, SGR, %/d)=
(lnWt−lnW0)/t×100%；

饲料系数(feed conversion ratio, FCR)=Wf/(Wt−
W0)；

蛋白质效率(protein efficiency ratio, PER, %)=
(Wt−W0)/(Wf×WP)×100%
式中，Nt为终末尾数，N0为初始尾数，Wt为终末

体质量 (g)，W0为初始体质量 (g)， t为实验天数
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(d)，Wf为摄入饲料量(g)，WP为饲料中的粗蛋白

含量(%)。
饲料和全鱼的水分、粗蛋白、粗脂肪、粗

灰分的测定参考AOAC[18]。水分的检测采用105 °C
干燥恒重法，粗蛋白的检测采用凯氏定氮法，

粗脂肪的检测采用索氏抽提法，粗灰分的检测

采用箱式马弗炉550 °C灼烧法。血清中超氧化物

歧化酶(superoxide dismutase, SOD)、过氧化氢酶

(catalase CAT)，肠道中AMY，TRY活性采用南京

建成生物工程研究所试剂盒测定，具体操作严

格按照各试剂盒说明书执行。

1.4    CAT、谷胱甘肽还原酶mRNA表达量的测定

　　引物设计　　CAT、谷胱甘肽还原酶(glutathi-

one reductase, GR)引物设计参照文献[19-20] ，引

物均由上海英潍捷基贸易有限公司合成，内参

基因β-actin和目的基因CAT、GR的引物序列见

表2。

表 1    实验饲料组成与营养水平(干物质)
Tab. 1       Composition and nutrients levels of the experiment diets (DM)                        %

项目

items

枯草芽孢杆菌/%　B. subtilis

正常鱼粉(0)
normal fish meal 0 0.10 0.25 0.50 0.75 1.00 1.25

原料　ingredient

红鱼粉　brown fish meal 35 15 15 15 15 15 15 15

豆粕　soybean meal 20 40 40 40 40 40 40 40

玉米蛋白粉　corn gluten meal 20 20 20 20 20 20 20 20

面粉　wheat flour 13.32 13.32 13.32 13.32 13.32 13.32 13.32 13.32

鱼油　fish oil 2 2 2 2 2 2 2 2

玉米油　corn oil 2 2 2 2 2 2 2 2

大豆卵磷脂　soy lecithin 2 2 2 2 2 2 2 2

维生素预混料a　vitamin premix 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3

矿物质预混料b　mineral premix 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7

氯化胆碱　choline chloride 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5

磷酸二氢钙　Ca (H2PO4)2 1 1 1 1 1 1 1 1

维生素C　vitamin C 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05

诱食剂　attractant 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1

乙氧基喹啉　ethoxyquin 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03

羧甲基纤维素钠　carboxymethylcellulose sodium 3 3 3 3 3 3 3 3

合计　total 100 100 100 100 100 100 100 100

营养水平　nutrient levels

粗蛋白　crude protein 47.45 43.65 43.65 43.65 43.65 43.65 43.65 43.65

粗脂肪　crude lipid 9.78 8.39 8.39 8.39 8.39 8.39 8.39 8.39

注：a. 维生素预混料为每kg饲料提供，维生素B1 25.5 mg，核黄素 25 mg，吡哆醇50 mg，氰钴胺素 0.1 mg，叶酸6.25 mg，泛酸钙61 mg，肌

醇 800 mg，烟酸 201 mg，生物素 2.5 mg，维生素A 10 mg，维生素D 120 mg，维生素E 99 mg，维生素K 10 mg，纤维素 589.65 mg; b. 矿物质

预混料为每kg饲料提供，KIO4  0.06  mg，CoCl2·6H2O  8.14  mg，CuSO4·5H20  39.68  mg，柠檬酸铁27.42  mg，ZnSO4·7H2O  56.56  mg,
MnSO4·7H2O 0.24 mg, Ca (PO4)2 160 mg, MgSO4·H2O 24.86 mg, KCl 30.66 mg, NaSeO3 4 mg，沸石粉1 648.38 mg
Notes: a. the vitamin premix provided the following for per kg of diet, thiamin 25.5 mg, riboflavin 25 mg, pyridoxine 50 mg, cyanocobalamine 0.1 mg,
folic acid 6.25 mg, calcium pantothenate 61 mg, inositol 800 mg, niacin 201 mg, biotin 2.5 mg, vitamin A 10 mg, vitamin D 120 mg, vitamin E 99 mg,
vitamin K 10 mg, cellulose 589.65 mg; b.  the mineral  premix provided the following for per kg of diet,  KIO4  0.06 mg, CoCl2·6H2O 8.14 mg,
CuSO4·5H20 39.68 mg, ferric citrate 27.42 mg, ZnSO4·7H2O 56.56 mg, MnSO4·7H2O 0.24 mg, Ca (PO4)2 160 mg, MgSO4·H2O 24.86 mg, KCl
30.66 mg, NaSeO3 4 mg, zeolite powder 1 648.38 mg

1128 水    产    学    报 43 卷

 

http://www.scxuebao.cn

http://www.scxuebao.cn


　　总RNA提取及cDNA的合成　　采用TRIzol
(TaKaRa，大连)法提取鱼肝脏中的总RNA，具体

操作方法参照说明书和刘鹏飞等[21]方法。

采用TaKaRa公司的PrimeScript™ RT reagent
Kit with gDNA Eraser (Perfect Real Time)试剂盒提

取到的总RNA进行反转录，合成cDNA，具体操

作按照试剂盒说明书及参照黄旭雄等[22]方法。

¡¢¢Ct

　　RT-PCR分析　　按照SYBR®  Premix Ex
TaqTMⅡ (Tli RNaseH Plus)(TaKaRa，大连)试剂盒

说明操作，在ABI 7500 Real Time PCR System进

行RT-PCR。反应体系见表3，mRNA表达结果采

用相对表达量中的2 法[23]分析计算。

1.5    数据处理

实验数据用SPSS Version 16.0软件进行统

计分析，先对数据作单因素方差分析(One-Way
ANOVA)，如有显著性差异 (P<0.05)，则进行

Duncan氏多重比较，实验数据用“平均值±标准

差”(mean±SD)表示。

2    结果

2.1    低鱼粉条件下枯草芽孢杆菌对珍珠龙胆

石斑鱼幼鱼生长性能的影响

枯草芽孢杆菌对珍珠龙胆石斑鱼幼鱼的SR
无显著影响(P>0.05)(表4)；WGR与SGR呈先上升

后下降趋势，但均显著高于低鱼粉对照组，低

于正常鱼粉对照组(P<0.05)，在0.75%组达到最大

值；当添加0.75%枯草芽孢杆菌时，FCR最低，其

他各组显著低于低鱼粉对照组(P<0.05)，PER的

变化规律则与FCR相反(表4)。以WGR为判断依

据，根据折线模型得出其促进珍珠龙胆石斑鱼

幼鱼生长最适添加量为0.63%(图1)。

2.2    低鱼粉条件下枯草芽孢杆菌对珍珠龙胆

石斑鱼幼鱼体成分的影响

枯草芽孢杆菌对珍珠龙胆石斑鱼幼鱼体成

分含量均无显著影响(P>0.05)(表5)。

2.3    低鱼粉条件下枯草芽孢杆菌对珍珠龙胆

石斑鱼幼鱼消化酶和抗氧化酶活性的影响

低鱼粉条件下添加枯草芽孢杆菌，珍珠龙

胆石斑鱼幼鱼肠中TRY、AMY活性先升高后降低，

在添加0.75%枯草芽孢杆菌时达到最大值，其余

各组均低于正常鱼粉对照组、高于低鱼粉对照组

(P<0.05)。血清CAT和SOD活性，在添加量为0.75%
时达到最大值，其余各组均低于正常鱼粉对照组、

高于低鱼粉对照组(P<0.05)(表6)。

2.4    枯草芽孢杆菌对珍珠龙胆石斑鱼幼鱼抗

病力的影响

哈维氏弧菌攻毒1周的珍珠龙胆石斑鱼存活

率随枯草芽孢杆菌添加比例的升高而增大，实

验组存活率显著高于对照组(P<0.05)(图2)。

2.5    低鱼粉条件下枯草芽孢杆菌对珍珠龙胆

石斑鱼幼鱼CAT、GR mRNA表达的影响

随着枯草芽孢杆菌添加比例的增加，肝脏

CAT、GR mRNA相对表达水平呈先升高后降低

趋势。CAT mRNA表达量在添加比例为0.50%时达

到最大值，其余各组均高于低鱼粉对照组、低于正

常鱼粉对照组(图3)。GR mRNA表达水平在添加

比例为0.75%达到最大值，其余各组均高于低鱼

粉对照组低于正常鱼粉对照组(图4)。

表 2    RT-PCR所用引物序列

Tab. 2    Primers sequences for RT-PCR

目的基因

target genes
引物序列(5′-3′)

primer sequences

β-actin F: TACGAGCTGCCTGACGGACA

R: GGCTGTGATCTCCTTCTGC

CAT F: GCGTTTGGTTACTTTGAGGTGA

R: GAGAAGCGGACAGCAATAGGT

GR F: CTTTCACTCCGATGTATCACGC

R: GCTTTGGTAGCACCCATTTTG

表 3    荧光定量反应体系

Tab. 3    Quantitative fluorescence reaction system

试剂

reagent
使用量/μL

usage

SYBR® Premix Ex TaqTM (Tli RNaseH Plus)(2×) 10.0

PCR Forward Primer (10 μmol/L) 0.4

PCR Reverse Primer (10 μmol/L) 0.4

ROX Reference Dye II (50×) 0.4

RT反应液 2.0

dH2O 6.8

合计　total 20.0
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3    讨论

3.1    低鱼粉条件下，枯草芽孢杆菌对珍珠龙

胆石斑鱼幼鱼生长性能的影响

降低鱼粉用量，是近年水产动物营养与饲

料研究的热点[24]。枯草芽孢杆菌是饲料添加剂中

常用的益生菌，对水产动物等具有促进生长的

作用[25]。本实验结果显示，低鱼粉饲料中添加枯

草芽孢杆菌可显著提高珍珠龙胆石斑鱼幼鱼的

WGR、SGR，但低于正常鱼粉对照组，可能是

由于鱼粉比例降低和营养成分降低导致的。在

枯草芽孢杆菌的添加比例为0.75%时，珍珠龙胆

石斑鱼幼鱼的WGR、SGR均显著高于低鱼粉对

照组、低于正常鱼粉对照组，FCR显著低于低鱼

粉对照组、高于正常鱼粉对照组(P<0.05)。以WGR
为判断依据，通过折线模型，可知珍珠龙胆石

斑鱼幼鱼饲料中枯草芽孢杆菌的适宜添加量为

0.63%。研究表明，在低鱼粉条件下，添加适量

的枯草芽孢杆菌能更好地促进珍珠龙胆石斑鱼

幼鱼健康生长。这与点带石斑鱼(E. coioides)[26-27]、

草鱼[28]等的研究结果类似。枯草芽孢杆菌促进珍

珠龙胆石斑鱼幼鱼生长，可能与其创造酸性环

境，抑制有害菌生长，调节肠道微生态平衡，产

生多种消化酶 [10-11]等作用有关。然而，添加比例

过高反而会抑制其生长，可能由于过量的枯草

芽孢杆菌会抑制其他有益菌生长，造成肠道有

益菌群生态失衡，从而抑制石斑鱼生长，但具

体作用机理还有待深入研究。低鱼粉饲料中添

加枯草芽孢杆菌对珍珠龙胆石斑鱼幼鱼的促生

长作用效果没有正常鱼粉对照组的好，可能与

鱼粉含量差异较大导致营养水平降低有关。但

0.75%添加组的FCR却与正常鱼粉组无显著差异，

可能是由于添加适量的芽孢杆菌对珍珠龙胆石

斑鱼幼鱼的促消化作用效果比较好。

3.2    低鱼粉条件下，枯草芽孢杆菌对珍珠龙

胆石斑鱼幼鱼消化酶活性的影响

有研究表明，在饲料中添加适量的芽孢杆

菌可以提高水产动物的消化酶活性，从而提高

水产动物的增重率、饵料利用率[29]。本研究结果

显示，低鱼粉条件下，枯草芽孢杆菌可显著提

高珍珠龙胆石斑鱼的肠道消化酶活性，但低于

表 4    低鱼粉条件下枯草芽孢杆菌对珍珠龙胆石斑鱼幼鱼生长性能的影响

Tab. 4    Effects of B. subtilis supplemented in low-fishmeal diets on growth performance of
juvenile E. lanceolatu♂×E. fuscoguttatus♀

添加比例/%
supplemental level

成活率/%
SR

增重率/%
WGR

特定生长率/(%/d)
SGR

蛋白质效率/%
PER

饲料系数

FCR

正常鱼粉(0)
normal fishmeal

97.22±2.54 448.00±41.61d 3.15±0.13d 2.16±0.03f 1.04±0.02a

0 98.89±1.92 295.33±6.50a 2.55±0.03a 1.74±0.01a 1.32±0.02f

0.10 98.89±1.92 315.33±4.72ab 2.65±0.01b 1.82±0.02b 1.24±0.02e

0.25 100±0 327.67±6.65bc 2.67±0.04b 2.03±0.07d 1.12±0.03c

0.50 100±0 341.33±4.15bc 2.75±0.02bc 2.13±0.01ef 1.07±0.01ab

0.75 98.89±1.92 352.33±9.29c 2.79±0.04c 2.16±0.03f 1.04±0.01a

1.00 100±0 334.33±1.50bc 2.72±0.01bc 2.08±0.07de 1.09±0.05bc

1.25 100±0 330.33±4.51bc 2.70±0.02bc 1.94±0.02c 1.17±0.02d

注：同列肩标上有不同小写字母表示差异显著(P<0.05)，下同

Notes: in the same column, values with different superscripts are significantly different (P<0.05), the same below
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图 1    枯草芽孢杆菌添加比例与珍珠龙胆石斑鱼幼鱼

增重率关系模式图

Fig. 1    Effects of supplemental level of B. subtilis on
WGR of juvenile E. lanceolatu♂×

E. fuscoguttatus♀
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正常鱼粉对照组，0.75%添加组的蛋白酶活性却

与正常鱼粉对照组无显著差异，可能是由于添

加适量的芽孢杆菌提高蛋白酶活性的作用效果

比较明显。这在杂交鲟(Huso huso♀×Acipenser schre-
nckii♂)[30]、异育银鲫(Carassius auratus gibelio)[31]

等的研究结果相一致。目前已有研究表明，添

加芽孢杆菌可提高水产动物肠道消化酶活性，

从而促进动物生长。其作用的机制可能有以下

方面：①芽孢杆菌提供外源消化酶，可以促进

鱼类对营养物质的吸收[10]；②长期食用添加芽孢

杆菌的饲料可以刺激鱼类肠道，促进肠道消化

酶的分泌[32]。

3.3    低鱼粉条件下枯草芽孢杆菌对珍珠龙胆

石斑鱼幼鱼抗病力的影响

生长实验结束后，注射哈维氏弧菌，分析7 d

的存活率表明，随着枯草芽孢杆菌添加比例的

升高，珍珠龙胆石斑鱼幼鱼存活率也升高，说

明添加枯草芽孢杆菌能够很好地提高珍珠龙胆

石斑鱼幼鱼的抗病力。这与孙盛明等[33]用嗜水气

单胞菌(Aeromonas hydrophila)感染投喂过含有枯

草芽孢杆菌饲料的团头鲂(Megalobrama ambly-
cephala)幼鱼，其累计死亡率降低的结果类似。

芽孢杆菌可提高石斑鱼幼鱼的抗病力原因，主要

为芽孢杆菌细胞壁主要成分肽聚糖可刺激提高

水产动物免疫因子活性，进而提高其抗病力[34-35]。

3.4    低鱼粉条件下枯草芽孢杆菌对珍珠龙胆石

斑鱼幼鱼抗氧化酶活性及其mRNA表达的影响

SOD、CAT是水产动物体内重要的抗氧化

酶，能够有效清除自由基、产生活性氧，防止

生物分子方面的损伤，从而达到抗病作用 [36-39]。

表 5    低鱼粉条件下枯草芽孢杆菌对珍珠龙胆石斑鱼幼鱼体成分的影响

Tab. 5    Effects of B. subtilis supplemented in low-fishmeal diets on body composition of
                                                                       juvenile E. lanceolatu♂×E. fuscoguttatus♀                                                                     %

添加比例/%
supplemental level

水分

moisture
粗蛋白

crude protein
粗脂肪

crude lipid
粗灰分

crude ash

正常鱼粉(0)
normal fishmeal

67.65±0.04 56.01±0.06 22.35±0.04 14.55±0

0 67.71±0.02 56.70±0.10 22.37±0.03 14.51±0.01

0.10 67.63±0.01 56.15±0.07 22.37±0.01 14.52±0.03

0.25 67.65±0.03 56.11±0.02 22.35±0.04 14.56±0

0.50 67.66±0.01 55.97±0.13 22.35±0.01 14.51±0.02

0.75 67.65±0.01 56.15±0.55 22.33±0.02 14.56±0.01

1.00 67.68±0.01 56.05±0.05 22.32±0.01 14.54±0.02

1.25 67.63±0.01 56.08±0.06 22.35±0.01 14.56±0.01

表 6    低鱼粉条件下枯草芽孢杆菌对珍珠龙胆石斑鱼幼鱼消化酶、抗氧化酶活性的影响

Tab. 6    Effects of B. subtilis supplemented in low-fishmeal diets on digestive and antioxidant enzyme activities of
juvenile E. lanceolatu♂×E. fuscoguttatus♀

添加比例/%
supplemental level

蛋白酶/(U/mg prot)
TRY

淀粉酶/(U/mg prot)
AMY

过氧化氢酶/(U/mL)
CAT

超氧化物歧化酶/(U/mL)
SOD

正常鱼粉(0)
normal fishmeal

183.56±2.19f 0.46±0.01de 24.56±0.66d 26.42±0.94g

0 152.07±1.74a 0.36±0.01a 15.78±0.95a 15.78±0.50a

0.10 166.78±0.54b 0.38±0.01a 16.97±0.78ab 16.97±0.23b

0.25 170.23±0.66c 0.42±0.01b 17.53±0.17b 18.20±0.45c

0.50 174.49±1.06de 0.45±0.01cd 20.59±1.08c 21.59±1.03d

0.75 181.44±1.00f 0.47±0.01e 23.27±0.88d 24.94±0.54f

1.00 173.38±1.06d 0.44±0.01c 20.79±0.79c 22.79±0.38e

1.25 176.58±1.20e 0.41±0.01b 21.20±0.47c 20.87±0.43d
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本实验中，随枯草芽孢杆菌添加比例的变化，血

清CAT和SOD活性实验组均高于低鱼粉对照组，

说明添加适量枯草芽孢杆菌可提高CAT和SOD活

性。这与沈文英等 [40] 用含有枯草芽孢杆菌的饲

料饲喂草鱼、刘晓勇等[41]用含不同比例枯草芽孢

杆菌的饵料饲喂杂交鲟幼鱼的结果相似；程远

等[36]也证实添加枯草芽孢杆菌可以提高吉富罗非

鱼(GIFT Oreochromis niloticus)幼鱼的抗氧化酶

活性。

CAT和GR是鱼体内重要的抗氧化酶，主要

功能是清除生物体内自由基，提高细胞抗损伤

能力 [42]。研究这2种酶mRNA相对表达量可以更

深入探讨珍珠龙胆石斑鱼幼鱼的免疫机理。本

实验中，CAT和GR mRNA表达量均较对照组高，

说明添加枯草芽孢杆菌能够提高珍珠龙胆石斑

鱼抗氧化酶mRNA相对表达量，与Tan等 [19]、Sun
等 [20]的研究结果类似。虽然这2种酶的mRNA表

达量不尽相同，可能与其使用的添加剂种类不同

有关。有研究表明，芽孢杆菌可以通过增强水

产动物的抗氧化能力来提高其生长速率。通过

本实验结果可推测，枯草芽孢杆菌通过自身分

泌一些抗氧化酶或作为一种激活剂促进机体抗

氧化基因表达以及抗氧化酶的分泌 [40，43-44]，最终

实现对机体的促生长效应。相关的机制仍有待

进一步研究。

综上所述，低鱼粉条件下(豆粕替代饲料配

方中20%鱼粉)，添加枯草芽孢杆菌可促进珍珠

龙胆石斑鱼幼鱼生长，提高消化酶、抗氧化酶

活性、抗病力和CAT、GR mRNA相对表达水平。以

WGR为判断依据，根据折线模型得出枯草芽孢

杆菌最适添加量为0.63%(1.0×108 cfu/mL)。
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图 4    枯草芽孢杆菌对珍珠龙胆石斑鱼幼鱼肝脏

GR mRNA相对表达水平的影响

Fig. 4    Effects of juvenile E. lanceolatu♂×E.
fuscoguttatus♀ fed different B. subtilis levels on

GR relative gene expression of liver
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Effect of low-fishmeal diet with Bacillus subtilis on growth performance,
digestive enzyme activity, antioxidant enzyme activity and its

mRNA expression of juveniles Epinephelus lanceolatu♂×
Epinephelus fuscoguttatus♀

LI Junliang ,     YANG Qihui *,     TAN Beiping ,     DONG Xiaohui ,    
CHI Shuyan ,     LIU Hongyu ,     ZHANG Shuang

(Laboratory of Aquatic Animal Nutrition and Feed, Fisheries College,
Guangdong Ocean University, Zhanjiang    524088, China)

Abstract: The purpose of this experiment was to investigate the effect of low-fishmeal diet with Bacillus subtilis
on growth performance, digestive enzyme activity, antioxidant enzyme activity and its mRNA expression of
juveniles Epinephelus lanceolatu♂×E. fuscoguttatus♀. A total of 720 grouper with average initial weight of
(7.00±0.02) g were randomly assigned into 8 groups in triplicates with 30 individuals per replicate. Eight diets
were prepared by adding 0 (normal fishmeal control group), 0 (low fishmeal control group), 0.10%, 0.25%, 0.50%,
0.75%, 1.00% and 1.25% Bacillus subtilis in a diet with low fishmeal (15%), and were formulated by an optimum
fishmeal group (35%) as positive control group. The results showed that there was no significant difference in
survival rate (SR) among all the treatments. The weight gain rate (WGR) and specific growth rate (SGR) were
increased firstly and then decreased with the B. subtilis level increasing. The feed conversation ratio (FCR) in
0.75% group has the lowest value, while the protein efficiency ratio (PER) showed the opposite trend compared to
FCR. The activities of trypsin (TRY) and amylase (AMY) firstly increased and then decreased. The activities of
serum catalase (CAT) and superoxide dismutase (SOD) in 0.75% group has the maximum value. The highest CAT
and glutathione reductase (GR) mRNA expression in liver of fish were observed in 0.50% and 0.75% group,
respectively. Grouper were challenged by Vibrio harveyi for the next 7 days, the survival rate of grouper increased
significantly with the B. subtilis level increasing. It can be concluded that the supplementation of 0.63% B. subtilis
(1.0×108 cfu/mL) can significantly enhance the growth performance, disease resistance, digestive enzymes, serum
CAT and SOD activity and mRNA expression related to immunity of grouper, which is estimated with WGR as the evalua-
tion index.

Key words: Epinephelus lanceolatu♂×Epinephelus fuscoguttatus♀; Bacillus subtilis; growth; enzyme activity;
mRNA expression
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