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饲料溶菌酶添加水平对氨氮应激下吉富罗非鱼血清生化指

标、抗菌性能和肝脏抗氧化能力的影响
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摘要：为研究氨氮应激下溶菌酶对吉富罗非鱼血清生化指标、抗菌性能及肝脏抗氧化能
力的影响，用6种不同溶菌酶添加水平(0、18、36、54、72和90 mg/kg)的饲料(分别记为
L0、L18、L36、L54、L72和L90)饲喂初始均重为(11.35±0.08) g的罗非鱼60 d，之后应用
氯化铵进行24 h氨氮应激实验。结果显示：①应激后，各组鱼的血清生化指标在组间存
在较大差异(P<0.05)，不同溶菌酶添加水平下的鱼体对氨氮应激产生了不同的响应机
制。L54组鱼主要通过激发免疫系统并调节蛋白质代谢来抵抗氨氮浓度突变；L72和
L90组鱼主要通过调节高密度脂蛋白和低密度脂蛋白、胆固醇和甘油三酯之间的动态变
化来缓解氨氮对机体的应激。②血清抗菌实验表明，L54和L72组鱼对大肠杆菌、金黄色
葡萄球菌和嗜水气单胞菌的抑制能力最大，且显著高于对照组(P<0.05)；L36~L90组对溶
藻弧菌的抑制作用显著高于对照组和L18组(P<0.05)；各溶菌酶添加组的鱼对枯草芽孢杆
菌具有不同程度的保护作用。③应激后肝脏的超氧化物歧化酶、谷胱甘肽过氧化物酶和
过氧化氢酶活性随溶菌酶添加水平的增加总体呈现先升后降的变化趋势，L54组显著高
于对照组(P<0.05)；各添加组丙二醛含量均显著低于对照组(P<0.05)。研究表明，54和72
mg/kg溶菌酶添加水平对氨氮应激下吉富罗非鱼的血清生化指标、抗菌活性和肝脏抗氧
化指标产生了最积极有效的调控，能够增强鱼体的抗应激能力。
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吉富罗非鱼(GIFT，Oreochromis niloticus)隶
属于硬骨鱼纲，鲈形目 (Perciformes)，丽鱼科

(Cichlidae)，罗非鱼属(Tilapia)，在我国南方有广

泛的养殖。该鱼摄食量大，代谢旺盛，在高密

度集约化养殖模式下，大量残饵和代谢废物聚

集于水体，加剧了各种病原菌的潜在威胁性，

严重影响鱼体健康。氨作为鱼体氮代谢的终产

物，多数鱼类对其有较强的敏感性 [1]。水体中高

浓度的氨氮可以通过改变鱼体的血液生化、酶

活性以及细胞膜的通透性而影响鱼类的摄食、

生长和基础代谢 [2-5]。当鱼体受到氨氮连续刺激

且超过自身的调节阈值时，机体的抗氧化系统

遭到破坏，部分抗氧化物质含量和酶活性下降

的同时也伴有不同程度的免疫防御系统受损、

外源病原菌易感性增强等现象 [6 -8]。研究表明，

一些饲料添加剂具有从整体上增强鱼类免疫

力，提高鱼体抗应激能力的作用。如抗菌肽的

相关功能已在罗非鱼[9]、湘云鲫(Carassius auratus
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tripl)[10]、锦鲤(Cyprinus carpio koi)[11]等鱼类中得到

证实。吴春玉等[12]和Jeney等[13]发现在饲料中添加

葡聚糖可分别提高花鲈(Lateolabrax japonicus)和
虹鳟(Oncorhynchus mykiss)的抗氨氮应激能力，对

降低运输应激也起到了一定的作用；牛磺酸 [14]、

肌醇[15]等添加剂在鱼类抗氨氮和其他应激损伤方

面的作用也日渐凸显。由此看出，对于能提高

鱼类抗应激能力的饲料添加剂的研发已越来越

受到营养饲料界的关注。

溶菌酶是一类具有天然抗菌活性的蛋白多肽

类物质，广泛分布于动植物组织和分泌物中，

其主要通过破坏细菌细胞壁肽聚糖层中N-乙酰

基葡糖胺和N-乙酰胞壁酸之间的β-1，4糖苷键而

使菌体裂解死亡[16]。溶菌酶作为机体中的一类重

要免疫防御因子，参与多种免疫防御反应[17]。研

究表明，溶菌酶通过调理素作用，能激活机体

的补体系统，增强吞噬细胞的吞噬活性，同

时，溶菌酶水解肽聚糖后所释放的肽聚糖碎片

能诱导各种抗菌蛋白的合成与分泌 [18-20]。朱站英

等 [ 2 1 ]用不同溶菌酶添加水平的饲料饲喂草鱼

(Ctenopharyngodon idella)，发现400 mg/kg添加组

鱼的头肾和脾脏中自然杀伤性细胞活性显著增

强，内源性g-溶菌酶mRNA表达量有较大幅度的

提高。可见，溶菌酶作用的发挥还与机体中其

他免疫因子的效应机制有关。鉴于其特殊的生

物活性作用以及无毒 [22]、无残留 [23]、耐热性强 [24]

等优点，溶菌酶已在医药临床、生物工程以及

食品防腐等领域有较广泛的应用。近年来，溶

菌酶还作为饲料添加剂而逐步应用于畜禽动物

生产，在改善动物的生长性能和抗病力方面，

表现出类似抗生素的作用效果 [25-26]。鱼类的生活

环境和生理结构与畜禽动物有较大的差异，加

之饲料加工工艺上的特殊性可能会对溶菌酶活

性造成影响，溶菌酶在水生动物饲料中的研究

较少，且仅限于溶菌酶对鱼类生长、免疫调控

和抗感染能力的影响，其在鱼类抗氨氮应激能

力和调控机制方面上还鲜有研究。

本研究选取用6种不同溶菌酶添加水平饲料

饲养的吉富罗非鱼进行24 h氨氮应激实验，比较

应激后各组实验鱼的血清生化指标、抗菌活性

和肝脏抗氧化酶活力，通过综合分析各生理生

化指标的响应来评价不同溶菌酶水平下吉富罗

非鱼的抗氨氮应激能力，以期为溶菌酶在吉富

罗非鱼集约化养殖中的应用提供理论指导。

1    材料与方法

1.1    实验用鱼与饲养管理

吉富罗非鱼幼鱼平均体质量(11.35±0.08) g，随

机分为6个组，暂养于室外水泥池中的等大尼龙网箱

中。应激实验前用6种饲料(L0、L18、L36、L54、
L72和L90)分别饲喂罗非鱼60 d，其中L0(空白对照

组)是以鱼粉、豆粕、花生粕、菜籽粕为主要蛋白

源，以鱼油、豆油为主要脂肪源并根据罗非鱼的营

养需求(NRC,2011)配制成粗蛋白质、粗脂肪和总能

水平分别为35.41%、5.77%和22.87 kJ/g的基础饲

料；L18、L36、L54、L72和L90是在基础水平上分

别添加18、36、54、72和90 mg/kg溶菌酶制品[上海

沈李科工贸有限公司；酶的初始活性为5×103 (U/mg)]
的实验饲料。日投喂量为鱼体质量的6%~8%(前
期)和3%~5%(后期)，分3次投喂(8:00、12:00和
17:00)。养殖期间监控水质，使氨氮<0.3 mg/L，溶

氧>5 mg/L。

1.2    氨氮应激实验

饲养60 d后，每组选取45尾规格相近的鱼

(83.74±3.02) g进行24 h氨氮应激实验，实验前禁

食24 h。每组3个重复，每个重复15尾，置于长方形

养殖箱(体积约为80 L)，实际水体积为40 L。向水

体中加入氯化铵 (NH 4 Cl)溶液，使总氨氮 (T-
AN)的表观浓度达到50 mg/L，并调节pH为7.8。
预实验结果表明，应激24 h恰好未出现鱼的死

亡，因此选择此氨氮浓度作为本次实验的应激

阈值 [27-28]。应激期间水温维持在(20±1) °C，增氧

机充气，不投饵，以减少人为干扰，保持安

静，防止额外应激。

1.3    样品采集与处理

氨氮应激24 h后进行样本采集。将鱼迅速捞

起后用150 mg/L的丁香酚水溶液快速将其麻醉，

用肝素化的无菌注射器尾静脉取血，之后取出肝

脏组织于液氮中。血样静置4 h后，4000 r/min离心

10 min制备血清，分装后–20 °C冻存备用；肝脏

组织保存于–80 °C冰箱待测。

1.4    测定指标与方法

血清生化指标        应激后血清除溶菌酶外的

各生化指标均通过迈瑞BS-200全自动生化分析仪

测 定 ， 测 定 指 标 包 括 总 蛋 白 ( T P ) 、 白 蛋 白

(ALB)、谷丙转氨酶(ALT)、谷草转氨酶(AST)、
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碱性磷酸酶 (ALP)、血糖 (GLU)以及总胆固醇

(TC)、甘油三酯 (TG)、高密度脂蛋白胆固醇

(HDL-C)、低密度脂蛋白胆固醇(LDL-C)。其中，

ALT和AST均采用IFCC法，酶活力定义 :单位待

测样本与基质在37 °C下反应，340 nm下NADH吸

光度的下降速率(△A/min)乘以常数(F)，即为1个
酶活性单位(U/L)；ALP采用AMP缓冲液法，酶

活力定义：单位待测样本与基质在37 °C下反

应，1 min内催化生成硝苯酚的量，即405 nm下

吸光度上升速度 (△A/min)乘以常数 (F*)定义为

1个酶活性单位(U/L)。
溶菌酶(LZM)活性采用冰浴终止法测定，利

用酶与底物(溶壁微球菌粉，南京建成生物工程

研究所)反应前后浊度的变化定义溶菌酶的活力

大小。计算公式为溶菌酶活性A=[(T样品－T样品0)/
(T标准－T标准0)]×标准管酶活力 (溶菌酶标准品，

南京建成生物工程研究所)。酶活力单位的定义：室

温25 °C、pH=6.2时，波长450 nm处，每分钟引起吸

收度下降0.001为1个酶活力单位(U/mL)。
血清抗菌活性     选 择 金 黄 色 葡 萄 球 菌

(Staphylococcus aureus)、枯草芽孢杆菌(Bacillus
subtilis)、嗜水气单胞菌(Aeromonas hydrophila)、
大肠杆菌(Escherichia coli)以及溶藻弧菌(Vibrio
alginolyticus)进行抗菌实验。

首先挑取1~2 mm新鲜单一菌落接种在5 mL液体

培养基中：金黄色葡萄球菌和大肠杆菌为LB培养

基；枯草芽孢杆菌为营养琼脂培养基(NA)；嗜水气

单胞菌和溶藻弧菌为胰蛋白胨大豆琼脂培养基

(TSA)，后者含有1%的海盐 [ 2 9 ]。各菌液在200~
250 r/min转速的摇床中培养16 h (30 °C)，然后调整

菌悬液的浓度值为OD600nm=0.5[30]。

血清抗菌活性的测定参考Sunyer等[31]的方法并

略有改动。取100 µL细菌稀释液(1/10)于96微孔板

中，随即加入相等体积的血清样本，与此同时，设

置阴性(只加入血清)、阳性(只加入细菌稀释液)和空

白(消除微孔间的误差)对照，在30 °C条件下孵育

24 h，每小时记录一次吸光度值(OD650)，以达到稳

定期的菌悬液OD值作为计算抗菌活性的数据进行统

计。

抗菌活性/%=[1–(OD测定孔–OD阴性对照)/
(OD阳性对照–OD空白孔)]×100

肝脏抗氧化指标    将保存于–80 °C的肝脏组织

样品在冰上解冻，取适宜大小的组织块用0.86%的

生理盐水漂洗，滤干水分后按1∶9 (m∶v)的比例加

入生理盐水，在玻璃匀浆机上匀浆。匀浆液在4 °C，

4000 r/min下离心10 min，上清液经稀释后用于肝脏

抗氧化酶活力的测定。

肝脏总超氧化物歧化酶(T-SOD)、过氧化氢

酶(CAT)、谷胱甘肽过氧化物酶(GSH-Px)活性及

丙二醛(MDA)含量均采用南京建成生物工程研究

所提供的试剂盒进行测定。

肝脏组织样本上清液中总蛋白含量的检测采

用考马斯亮蓝法，使用南京建成生物工程研究

所提供的蛋白定量测试盒进行测定。

1.5    数据统计分析

采用SPSS17.0分析软件进行单因素方差分析

(One-Way ANOVA)，若存在显著性差异，再作

Duncan氏法多重比较，P<0.05表示差异显著。结

果均以平均值±标准差(mean±SD)表示。

2    结果与分析

2.1    氨氮应激后各组鱼血清生化指标的变化

经过24 h氨氮应激，除谷丙转氨酶以外的血

清生化指标均表现出了一定的组间差异性 (表
1)。总蛋白(TP)与甘油三酯(TG)含量、碱性磷酸

酶(ALP)、谷草转氨酶(AST)与溶菌酶(LZM)活性

均随溶菌酶添加水平的提高呈现先升后降的变

化趋势，最大值分别出现在L54或L72组，显著

高于对照组和其余添加组 (P<0.05)；而白蛋白

(ALB)和高密度脂蛋白胆固醇(HDL-C)含量随溶

菌酶添加水平的提高呈现出相反的变化趋势

(L18组除外)，L54或L72组鱼的含量最低且显著

低于对照组(P<0.05)；低密度脂蛋白胆固醇(LDL-
C)含量仅有L72组显著低于对照组(P<0.05)，其余

组之间无显著性差异；总胆固醇(TC)含量随溶菌

酶添加水平的提高而逐渐降低，L90组显著低于

对照组(P<0.05)；血糖(GLU)含量在L72组显著高于

对照组(P<0.05)，其他组间无显著性差异(P>0.05)。

2.2    氨氮应激后各组鱼的血清抗菌活性

经过24 h氨氮应激，各组鱼的血清对实验菌

种表现出不同的抵抗能力，对金黄色葡萄球菌

(S. aureus)的抑制能力最强，达60%左右，对大肠

杆菌(E. coli)、嗜水气单胞菌(A. hydrophila) 和溶

藻弧菌(V. alginolyticus)的抑制能力为21%~40%，

对枯草芽孢杆菌(B. subtilis)的抑制能力最低，为

10%~25%(表2)。其中，对大肠杆菌、金黄色葡
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萄球菌和嗜水气单胞菌的抑制能力随溶菌酶添

加水平的提高而呈现先升高后降低的变化趋

势，在L54或L72组的抗菌活性最大，且显著高

于对照组(P<0.05)；对溶藻弧菌的抑制能力随溶

菌酶添加水平的提高而增强，其中L36~L90组鱼

的抗菌能力显著高于对照组和L18组(P<0.05)；对

枯草芽孢杆菌(B. subtilis)的抑制能力在各溶菌酶

添加组显著低于对照组(P<0.05)或与对照组无显

著差异，L36和L72组最低。

2.3    氨氮应激后各组鱼的肝脏抗氧化指标

氨氮应激后，罗非鱼肝脏的抗氧化酶活性及

丙二醛(MDA)含量在各溶菌酶添加组之间均表现

出不同程度的差异性(表3)。随溶菌酶添加水平

的提高，超氧化物歧化酶(SOD)活性呈现先升后

降的变化趋势(L18组除外)，L54组活性最大，显

著高于对照组(P<0.05)，其余各组与对照组无显

著性差异(P>0.05)；过氧化氢酶(CAT)活性也呈现

先升后降的变化趋势 (L90组除外 )，L54组和

L90组显著高于对照组(P<0.05)，其余各组与对照

组无显著性差异(P>0.05)；谷胱甘肽过氧化物酶

(GSH-Px) 在L54组有最大活性，显著高于对照组

和其他各组(P<0.05)。MDA含量在各溶菌酶添加

组均显著低于对照组(P<0.05)，其中L54组和L72

表 1     氨氮应激后各组鱼血清生化指标的变化

Tab. 1     Effects of ammonia nitrogen stress on serum biochemical indices in different groups

项目 items
组别 groups

L0 L18 L36 L54 L72 L90

总蛋白/(g/L) TP 27.08±1.44b 28.28±0.79b 29±1.35b 31.97±1.65a 24.38±1.49c 24.6±0.36c

白蛋白/(g/L) ALB 13.18±0.50b 14.60±0.50a 13.13±0.26b 11.30±0.70c 11.40±0.40c 13.27±0.61b

谷丙转氨酶/(U/L) ALT 1.0±0.26 0.92±0.19 0.88±0.13 1.05±0.40 1.14±0.39 0.8±0.16

谷草转氨酶/(U/L) AST 4.00±0.67c 13.33±2.08b 11.33±3.29b 14.56±3.02b 21.4±6.07a 8.92±1.84bc

血糖/(mmol/L) GLU 5.04±0.49b 6.98±0.68b 5.49±0.36b 5.73±0.42b 9.45±2.93a 5.43±0.60b

高密度脂蛋白胆固醇/(mmol/L)HDL-C 2.67±0.21a 2.11±0.17b 2.09±0.27b 1.73±0.13c 1.95±0.08bc 1.96±0.10bc

低密度脂蛋白胆固醇/(mmol/L)LDL-C 0.36±0.06ab 0.30±0.02bc 0.42±0.04a 0.37±0.05ab 0.28±0.04c 0.35±0.05b

甘油三酯/(mmol/L) TG 2.89±0.16c 3.29±0.24bc 3.43±0.16bc 4.23±0.51a 3.50±0.39b 3.09±0.41bc

总胆固醇/(mmol/L) TC 0.97±0.08a 0.84±0.09ab 0.89±0.09ab 0.83±0.09ab 0.78±0.06ab 0.68±0.03b

碱性磷酸酶/(U/L) ALP 3.55±0.39c 4.38±0.36bc 4.87±0.40b 6.8±0.30a 4.12±0.86bc 4.5±0.28b

溶菌酶/(U/mL) LZM 361.87±10.65b 392.09±9.16b 382.25±34.33b 447.72±36.07a 395.68±20.40b 370.26±21.98b

注：同行数据上标小写字母相同或无字母表示组间差异不显著(P>0.05)，无相同小写字母表示组间差异显著(P<0.05)。下同

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

表 2    氨氮应激后各组鱼的血清抗菌活性

Tab. 2     Effects of ammonia nitrogen stress on serum antimicrobial activity in different groups

%

项目 items
组别 groups

L0 L18 L36 L54 L72 L90

大肠杆菌 E. coli 22.96±2.13c 22.62±1.66c 29.40±3.44b 30.41±3.97ab 34.05±1.19a 27.33±2.51b

金黄色葡萄球菌 S. aureus 52.82±4.68c 58.78±5.94b 63.72±4.01ab 64.49±1.91a 65.31±2.36a 60.54±4.31ab

枯草芽孢杆菌 B. subtilis 24.93±5.47a 23.39±3.74a 10.45±4.66c 20.45±0.79ab 15.52±3.06cb 19.76±4.94ab

嗜水气单胞菌 A. hydrophila 21.18±1.93c 24.68±1.82bc 24.49±2.98bc 29.32±0.49a 27.33±3.09a 21.87±2.52c

溶藻弧菌 V. alginolyticus 28.70±3.49c 26.59±3.09c 33.87±2.41b 36.34±1.76ab 37.76±2.36ab 39.56±0.68a
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组含量最低。

3    讨论

3.1    饲喂不同水平溶菌酶的吉富罗非鱼血清

生化指标对氨氮应激的响应

鱼类血清生化常被用来评价鱼体的营养和健康

状况以及对外界环境的适应能力，各指标之间的动

态变化能从不同方面反映机体受到外源胁迫后的联

合响应及回馈情况[32-34]。血清总蛋白(TP)、白蛋白

(ALB)与球蛋白(IgM)是反映鱼体营养、代谢、渗透

调节以及免疫机能的重要指标[35]。本实验表明，氨

氮应激后，随溶菌酶添加水平的提高，血清TP含量

呈现先升后降的变化趋势，而ALB呈现相反的变化

趋势(L18组除外)，这些变化在54 mg/kg添加组具

有最明显的体现，这可能与不同饲料引起的蛋

白质积累和肝功能变化有关。前期研究结果表

明，54 mg/kg添加组鱼的生长和营养利用情况明

显优于其他添加组，鱼体蛋白类物质丰富，当

面对外源氨氮胁迫时，可以集中更多的能量用

于抵抗环境胁迫；此外，在减少蛋白质水解和

氨基酸代谢的过程中，使得该组鱼能有效阻止

氨氮在体内的积累，降低其毒性效应 [36-37]。相较

于54 mg/kg添加组，72和90 mg/kg添加组鱼血清

TP含量显著低于对照组，ALB含量低于或与对

照组无显著性差异(P<0.05)，预示着饲料中较高

的溶菌酶添加量存在致肝脏受损的风险，肝功

能的下降一方面导致白蛋白等功能蛋白质合成

下降；另一方面也将导致机体内更多的能量用

于 应 对 内 外 环 境 的 双 重 胁 迫 。 碱 性 磷 酸 酶

(ALP)可以通过改变病原的表面结构增强机体的

异己性，并由此加速吞噬细胞对异物的吞噬和

降解速度 [38]。应激后，血清ALP活性随溶菌酶添

加水平的提高呈现先升后降的变化趋势，36、

54和90 mg/kg组显著高于对照组(P<0.05)，说明含

溶菌酶制品的饲料对罗非鱼在应激环境中的

ALP免疫相关通路产生了积极的调控作用，尤其

在54 mg/kg添加水平下，除ALP外，血清LZM活

性显著高于对照组和其他添加组(P<0.05)，且应

激后相较于应激前有明显提高，同时从血清TP和

ALB的变化趋势上也不难推测出该组鱼的IgM含量

可能高于其他组，说明该组鱼在面临氨氮胁迫时能

快速启动免疫系统应对应激，这可能与该组鱼前期

的营养积累、免疫水平较高等因素有关。谷丙转氨

酶(ALT)和谷草转氨酶(AST)主要参与氨基酸和酮酸

之间的转换来调控机体的蛋白质代谢，是肝细胞受

损最灵敏的指标[39]。应激后，除L90组外，其余各

添加组的AST活性均显著高于对照组 (P<0.05)，
这可能预示着溶菌酶添加组鱼的肝脏组织在非

正常情况下能高效地通过降低蛋白质合成代谢

而将酮酸用于其他高能量物质的合成上，以此

来抵御外界的不良环境。至于肝脏是否受到损

伤，还需结合组织学等结果进行判断。血糖

(GLU)主要来源于食物中消化吸收的葡糖糖以及

肝糖原的分解和异生作用，是机体抗应激的重

要指标之一 [40]。应激后，72 mg/kg添加组鱼的

GLU含量显著高于其余各组(P<0.05)，说明此添

加水平下的鱼能通过加速肝糖原分解来满足机

体在非正常情况下对能量的需要。石桂城等[41]和

强俊等[42]在对罗非鱼的低温应激实验中也得到了

相似的结论。

高密度脂蛋白胆固醇(HDL-C)和低密度脂蛋白

胆固醇(LDL-C)是反映机体脂质代谢的重要指标，

与甘油三酯和胆固醇的转运密切相关。氨氮应激

后，LDL-C和TC含量均呈现降低趋势，分别在72和
90 mg/kg添加组显著低于对照组(P<0.05)，说明在

此添加水平下，鱼体主要通过加速胆固醇分解来满

表 3    氨氮应激后各组鱼肝脏抗氧化指标的变比

Tab. 3     Effects of ammonia nitrogen stress on liver antioxidant capacity in different groups

项目 items
组别 groups

L0 L18 L36 L54 L72 L90

超氧化物歧化酶/(U/mg prot) SOD 62.51±7.88b 47.90±4.80c 67.23±1.39ab 76.80±8.37a 72.33±5.81ab 69.05±8.53ab

过氧化氢酶 /(U/mg prot) CAT 19.47±5.72c 24.50±3.25bc 25.90±2.83bc 38.83±6.69a 27.58±5.51bc 31.69±5.38ab

谷胱甘肽过氧化物酶/(U/mg prot) GSH-Px 6.45±1.51b 5.47±1.28b 5.09±1.70b 11.96±2.09a 7.23±1.34b 7.44±1.79b

丙二醛/(nmol/mg prot) MDA 1.05±0.07a 0.83±0.04bc 0.90±0.01b 0.80±0.07c 0.75±0.06c 0.92±0.05b
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足能量需要。乌贼(Sepiella maindroni)[43]，红螯光壳

螯虾(Cherax quadricarinatus)[44]等水生动物应对氨氮

胁迫也有类似的反应。然而，HDL-C含量随溶菌酶

添加水平的提高呈现下降趋势，且血清TG含量在

54和72 mg/kg添加组显著高于对照组(P<0.05)，说

明饲料溶菌酶添加水平不影响罗非鱼肝脏对甘油三

酯的分解能力，但能促进其将甘油三酯作为能源物

质而储存。由此可看出，不同溶菌酶添加水平下罗

非鱼对氨氮应激后的响应机制存在较大差异。54
mg/kg添加水平下，鱼体主要通过快速启动自身的

免疫系统并调节蛋白质代谢供能来抵抗氨氮突变；

72和90 mg/kg添加水平下，鱼体则主要通过调控肝

脏和其他组织间的脂质代谢和糖代谢，使机体在氨

氮应激环境中可获得足够的能量来满足自身基本的

生理需要。值得一提的是，虽然不同溶菌酶添加水

平下对氨氮应激的响应机制不同，但它们都能对能

量代谢进行积极有效的调控。

3.2    饲料溶菌酶添加水平对氨氮应激条件下

吉富罗非鱼肝脏抗氧化能力的影响

研究表明，包括鱼类在内的大多数水生动物

若长期处于高氨氮浓度环境中会对其生长、组

织结构以及免疫功能造成损害。与此同时，组

织在承受因胁迫而产生的化学、生理或生物学

压力时，有氧代谢途径中的非正常氧化反应风

险增大，从而增加机体的抗氧化系统压力。肝

脏作为脊椎动物的主要器官，其内超氧化物歧

化酶(SOD)、过氧化氢酶(CAT)及谷胱甘肽过氧

化物酶(GSH-Px)活力的变化对维持氧化剂和抗氧

化剂之间的平衡有重要作用，因此可以作为机

体应对氧化损伤的重要防御体系 [45-46]。本研究表

明，经24 h氨氮应激，肝脏SOD、GSH-Px和
CAT活性随溶菌酶添加水平的升高整体呈现先升

高后降低的变化趋势，而丙二醛(MDA)含量在各

溶菌酶添加组均显著低于对照组，说明添加溶

菌酶可以激活罗非鱼的肝脏抗氧化系统，并通

过调节抗氧化酶的活性变化来缓解由氨氮应激

引起的抗氧化压力，而这可能与抗氧化酶系参

与氨氮解毒密切相关 [ 4 7 ]。Olsvik等 [ 4 8 ]和Pérez-
Casanova等[49]在大西洋鳕(Gadus morhua)上的研究

发现，当鱼体处于应激状态时，其肝脏抗氧化

体系中的相关酶就会发生变化，通常表现为基

因的上调或活性增加，从而保护肝脏免受氧化

应激损伤。

3.3    饲料溶菌酶添加水平对氨氮应激条件下

吉富罗非鱼血清抗菌性能的影响

应激可能造成鱼类对病原菌的易感性增强，而

血清是抵抗外来病原菌入侵的一道重要屏障，因此

血清抗菌性能在一定程度上反映鱼体对病原菌的抗

感染能力。另有研究指出，应激条件会激发鱼类免

疫应答系统，尤指其体液免疫，因此可能对病原菌

产生更大的抗性[50]。罗非鱼摄食含溶菌酶的饲料60
d，氨氮应激后血清对金黄色葡萄球菌(S. aureus)的
抑制能力明显高于应激前(前期研究结果)，且变化

趋势与应激前相似，说明口服溶菌酶60 d所累积的

抗菌能力是鱼体有效抵抗氨氮应激的基础。另外，

除溶藻弧菌(V. alginolyticus)外，各组鱼血清对致病

菌的最大抗性均出现在54或72 mg/kg添加组，而

90 mg/kg添加组出现下降的趋势或与对照组无显著

性差异，结合血清TP、ALP和LZM等的变化情况来

看，这可能与SOD、CAT、AKP等兼性免疫功能的

酶类或其他免疫因子受到激发，增强其对外来异物

的抵抗能力有关[51-52]。再者，54和72 mg/kg添加组

鱼肝脏的抗氧化能力要优于其他组，这可能也是这

两组鱼血清抗菌性能得以充分发挥的另一重要原

因，相似的结论已在大西洋鳕上得到证实[53]。

另有研究表明，鱼类处于应激状态时导致的

葡萄糖水平的升高也会诱导血清抗菌性能的提

高 [46]。从血清生化结果可看出，54 mg/kg添加组

的血糖含量明显高于对照组(P<0.05)，因而在一

定程度上诱发了鱼体的血清抗菌活性，使得该

组鱼在整体水平上表现出了更大的抗菌优势。

对于枯草芽孢杆菌(B. subtilis)而言，高剂量溶菌

酶添加水平下会降低机体对其的抵抗能力，这

可能与该溶菌酶制品进入机体后选择性地对有

害菌加以抑制、对有益菌加以保护，从而实现

对菌群结构的调节有关[54]。

4    小结

本实验条件下，饲料中添加不同水平的溶菌

酶使氨氮应激下的罗非鱼在血清生化、抗菌性

能和肝脏抗氧化能力方面表现出了不同的回馈

响应。综合以上三方面的结果，认为54和72 mg/kg
添加水平下罗非鱼能够最有效地通过调控蛋白

质、脂肪和糖类代谢以及激发免疫系统和肝脏

抗氧化系统来提高自我保护能力，增强机体对

氨氮应激的抵抗能力。
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Effects of dietary lysozyme supplementation on serum biochemical indices,
antibacterial properties and liver antioxidant capacity of GIFT tilapia

(Oreochromis niloticus) under ammonia-nitrogen stress

WANG Tan1,    HUA Xueming1 *,    ZHU Weixing1, 2,    WU Zhao1,    KONG Chun1,    HE Yading1,    SU Meiying3

(1. Key Laboratory of Genetic Resources for Freshwater Aquaculture and Fisheries, Ministry of Agriculture, Shanghai Ocean
University, Shanghai    201306, China;    2. Bai yin sino Bio-science Co., Ltd, Shanghai    200122, China;

3. College of Engineering, Yantai Nanshan University, Yantai    265713, China)

Abstract:  This study was designed to investigate the effects of dietary lysozyme supplementation on serum
biochemical indices, antibacterial properties and liver antioxidant capacity of GIFT tilapia (Oreochromis niloticus)
under ammonia-nitrogen stress.  Juvenile tilapia with the initial  weight of (11.35±0.08) g were fed with six
experimental diets (labeled as L0, L18, L36, L54, L72 and L90) which were supplemented with graded lysozyme
levels (0, 18, 36, 54, 72 and 90 mg/kg) in basal diet for 60 days. After that, a 24 h ammonia-nitrogen stress test
with ammonia chloride was conducted to the experimental fish above. The results showed that: ① After stress, fish
serum biochemical indices presented a significant difference and the fish showed different feedback responses
among groups (P<0.05). The fish in L54 group could reduce damage from ammonia-nitrogen stress through
stimulating the immune system and regulating protein metabolism; while mainly through regulating the dynamic
variation between high/low density lipoprotein cholesterol, cholesterol and triglyceride in L72 and L90 groups. ②
Serum antibacterial test showed that there was the maximum resistance ability to Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Aeromonas hydrophila in L54 and L72 groups and higher inhibiting ability to Vibrio alginolyticus in
L36~L90 groups (P<0.05), while lysozyme supplementation was helpful for the proliferation of Bacillus subtilis
(P<0.05). ③ Liver superoxide dismutase, catalase and glutathione peroxidase activity after ammonia-nitrogen
stress were generally enhanced with increased dietary lysozyme level and the highest value was presented in L54
group (P<0.05); Malonaldehyde content in each lysozyme supplemented group was significantly lower than the
control group (P<0.05). In summary, our results indicate that ingestion of a basal diet supplemented with 54 and 72
mg/kg lysozyme could produce a most positive and effective regulatory response on serum biochemical indices,
antibacterial properties and liver antioxidant indices under ammonia-nitrogen stress , so as to improve fish anti-
stress ability.

Key words: GIFT Oreochromis niloticu; lysozyme; ammonia-nitrogen stress; serum biochemical indices; liver
antioxidant enzyme; antimicrobial activity
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