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摘要 试验鱼按投喂饲料的不同分为5组,其中对照组(RM0)以豆粕和鱼粉为基础蛋白源,试验组分别以

双低菜籽粕(DLRM)和普通菜籽粕(CRM)等氮替代对照组中50%(DLRM50,CRM50)和100%(DLRM100,

CRM100)的豆粕蛋白。分别在投喂菜籽粕后的当天与第14、28、42、56天取样,测定异育银鲫血液白细胞和头肾

吞噬细胞的吞噬活性、血清溶菌酶活性、血清补体(C3、C4)含量等免疫指标的变化。结果表明:在投喂菜籽粕后

28d内,各项免疫指标变化不明显(P>0.05);在第42天,DLRM100组、CRM100组的血液白细胞和头肾吞噬细胞

的PP、PI,CRM100组的血清溶菌酶活性,DLRM100组的C4含量,CRM100组的C3、C4含量均显著低于对照组

(P<0.05);在第56天,DLRM100、CRM100组的各项免疫指标都显著低于对照组;在整个试验过程中,DLRM50、

CRM50组的各项免疫指标和对照组都没有显著的差别。
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  随着水产养殖业的迅猛发展,饲料的需求逐年

增加,水产饲料蛋白主要依赖于鱼粉和豆粕,但是当

前鱼粉资源短缺,价格一直居高不下,而且豆粕价格

也持续上涨,因此寻找价格低廉、来源丰富的蛋白源

对水产养殖的可持续发展具有重要的意义。我国菜

籽粕的年产量达700万t,其价格便宜,蛋白质含量

丰富,氨基酸组成较平衡,是一种极具潜力的植物蛋

白源。但是菜籽粕含有硫甙、芥子碱等抗营养因子

且粗纤维含量较高[1],影响动物的生长和健康,限制

了在水产饲料中的添加量。目前对菜籽粕在水产饲

料中的研究主要集中在营养成分[2],对鱼类的生长

性能与饲料效率[3]、生理生化[4-5]、组织病理[6-7]的影

响等。然而关于菜籽粕对鱼类非特异性免疫机能的

研究,国内外尚未见报道。
异育银鲫(Carassiusauratusgibelio)具有生长

快、个体大、抗逆性强等特点,是我国的一种重要的

经济鱼类。本文以异育银鲫为试验对象,研究不同

水平的双低菜籽粕(double-lowrapeseedmeal,DL-
RM)、普通菜籽粕(commonrapeseedmeal,CRM)
替代豆粕对异育银鲫血液白细胞和头肾吞噬细胞的

吞噬活性、血清溶菌酶活性、血清补体的影响,探讨

菜籽粕的抗营养因子对异育银鲫非特异性免疫的影

响,为菜籽粕在水产饲料中的应用提供参考。

1 材料与方法

1.1 试验设计与试验饲料

试验设计5组等氮饲料,对照组(RM0)是不含

菜 籽 粕 的 基 础 饲 料,DLRM50、DLRM100 组 和

CRM50、CRM100组分别以双低菜籽粕(华双3号菜

籽粕)和普通菜籽粕等 氮 替 代 对 照 组 中50%和

100%豆粕。将所有原料粉碎后过0.38mm筛,搅
拌均匀,经饲料机制成颗粒饲料(直径2.0mm),烘
干,置于4℃冰箱中备用。饲料配方见表1。双低

菜籽粕和普通菜籽粕中硫甙的含量分别为32.28、

117.63μmol/g,芥子碱为1.17%、2.18%,单宁为

0.55%、0.71%,植酸为2.62%、3.43%,粗纤维为

11.75%、13.84%。
1.2 试验鱼及饲养管理

挑选健康活泼,规格整齐,平均体质量120g的

异育银鲫,用4%的食盐水浸泡消毒后,分养于水池
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(1.5m×1.5m×1.0m)中,30尾/池,暂养2周,
然后开始正式试验。每天在08:30、16:00定时投喂

相应饲料,投饲率为1.5%。试验期间水温23~
30℃,溶氧>5.0mg/L,pH值6.5~7.2。

表1 试验饲料配方及化学组成

Table1 Formulationandchemicalcomposition

oftheexperimentaldiets

成分/%
Ingredients

试验组 Testgroups

RM0 DLRM50 DLRM100 CRM50 CRM100
原料 Material
双低菜籽粕

DLRM
0.00 33.43 66.86 0.00 0.00

普通菜籽粕

CRM
0.00 0.00 0.00 34.97 69.94

豆粕

Soybeanmeal
56.84 28.42 0.00 28.42 0.00

鱼粉

Fishmeal
8.00 8.00 8.00 8.00 8.00

豆油

Soybeanoil
4.00 4.00 4.00 4.00 4.00

无机盐预混剂

Mineralpremix
2.00 2.00 2.00 2.00 2.00

维生素预混剂

Vitaminpremix
1.00 1.00 1.00 1.00 1.00

α-淀粉α-starch 10.00 10.00 10.00 10.00 10.00

玉米淀粉

Maizestarch
18.16 13.15 8.14 11.61 5.06

化学组成 Chemicalcomposition

干物质

Drymatter
89.54 89.29 89.83 89.61 90.05

粗蛋白

Crudeprotein
31.32 32.11 31.18 30.79 31.55

粗脂肪

Crudelipid
7.55 7.84 8.24 8.12 7.93

粗灰分 Ash 8.07 8.43 8.84 8.26 9.13

1.3 血液样品及头肾吞噬细胞液的制备

分别在投喂菜籽粕后的当天与第14、28、42、56
天取样。每组随机取5尾鱼,从尾静脉抽血。1份

血样制成抗凝血,用于检测白细胞吞噬活性;另1份

血样置4℃冰箱中静置4h,4℃条件下,4000
r/min离心10min,收集血清,-20℃保存备用。试

验鱼采血后立即解剖,无菌条件下剥离出头肾,参照

文献[8]的方法制备头肾吞噬细胞液。
1.4 血液白细胞和头肾吞噬细胞的吞噬活性的测

定

  试验用的金黄色葡萄球菌由笔者所在实验室保

存,37℃液体培养24h后,用0.5%的福尔马林灭

活,调整浓度为1.0×108cells/mL,作为吞噬原。

分别取每尾鱼的抗凝血和头肾吞噬细胞液0.2mL,
加入0.1mL吞噬原,28℃孵育1h,涂片,甲醇固定

10min,Giemsa染色1h,迅速用蒸馏水冲洗后晾

干,镜检。吞噬活性以吞噬百分比(phagocyticper-
centage,PP)和吞噬指数(phagocyticindex,PI)表
示,分别按以下公式计算:

吞噬百分比=100个吞噬细胞中参与吞噬的细

胞数/100×100%,吞噬指数=细胞内总菌数/吞噬

细菌的细胞数。
1.5 血清溶菌酶活性与补体(C3、C4)含量的测定

溶菌酶活性参照文献[9]的方法测定,以溶壁微

球菌(Micrococcuslysodeikticus,Sigma产品)冻干

粉为底物。补体测定试剂盒购自上海明华体外诊断

试剂有限公司,按照说明书进行测定。
1.6 数据处理

试验结果用平均值±标准差表示,采用STA-
TISTICA6.0软件进行单因素方差分析及 Dun-
can’s多重比较,差异显著水平为α=0.05。

2 结果与分析

2.1 菜籽粕替代豆粕对异育银鲫血液白细胞和头

肾吞噬细胞吞噬活性的影响

  由表2、表3可知,投喂菜籽粕后,异育银鲫血

液白细胞和头肾吞噬细胞吞噬活性均有不同程度的

降低。在试验的前28d,除了CRM100组的血液白细

胞的PP显著低于对照组(P<0.05)外,其他各组吞

噬活性的变化均不明显。但是从第42天开始,

CRM100组、DLRM100组的PP、PI都较对照组显著降

低。从第28天开始,CRM100组的PP、PI都比DL-
RM100组稍低,但两组之间无显著差异;CRM100组和

DLRM100组的PP、PI均略低于CRM50组。在整个

试验期间,DLRM100组和CRM50组相比都无显著差

异,而在第56天时,CRM100组的PP、PI均显著低于

CRM50组。
2.2 菜籽粕替代豆粕对异育银鲫血清溶菌酶活性

的影响

  结果如图1所示,投喂菜籽粕后,DLRM100组、

CRM50组、CRM100组的溶菌酶活性都逐渐降低,至
第56天时CRM100组降低到59.6U/mL,降幅最

大,其次是 DLRM100组(62.6U/mL)和CRM50组

(70.8U/mL)。在试验的前28d,各组之间均没有

出现显著变化。在第42天,CRM100组的溶菌酶活

性(64.2U/mL)比对照组(80.8U/mL)显著降低。
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表2 异育银鲫血液白细胞的吞噬活性1)

Table2 Phagocyticactivityofthebloodleucocytesofgibelcarp

项目

Items
组别

Groups

投喂菜籽粕后不同时间的吞噬活性 Daysafterfeedingrapeseedmealandphagocyticactivity

0d 14d 28d 42d 56d

PP/%

RM0 40.28±3.14 38.71±3.25 41.04±3.20a 42.17±2.23a 42.43±3.08a

DLRM50 37.58±3.15 40.05±2.77 38.30±2.58ab 39.48±1.66ab 40.63±3.15a

DLRM100 40.81±2.58 36.82±2.23 38.79±2.05ab 35.93±1.87bc 34.86±3.06bc

CRM50 41.52±3.54 38.07±3.29 40.23±2.62ab 38.59±3.19abc 37.33±2.63ab

CRM100 38.97±2.75 40.31±3.06 35.86±2.54b 34.28±3.50c 31.41±2.40c

PI

RM0 4.06±0.33 3.86±0.29 3.93±0.55 4.13±0.38a 4.03±0.44a

DLRM50 3.69±0.29 3.75±0.57 4.05±0.64 3.79±0.22abc 3.71±0.27a

DLRM100 3.86±0.33 3.97±0.45 3.55±0.48 3.37±0.33bc 3.05±0.35bc

CRM50 3.95±0.34 3.73±0.24 4.01±0.35 3.67±0.30abc 3.53±0.41ab

CRM100 3.88±0.37 3.98±0.45 3.45±0.36 3.25±0.35c 2.81±0.26c

 1)表中同列数据不同字母表示差异显著(P<0.05),下同。Valueswithdifferentletterswithinthesamecolumnindicatesignificantly

different(P<0.05),thesameafterwards.

表3 异育银鲫头肾吞噬细胞的吞噬活性

Table3 Phagocyticactivityoftheheadkidneyphagocytesofgibelcarp

项目

Items
组别

Groups

投喂菜籽粕后不同时间的吞噬活性 Daysafterfeedingrapeseedmealandphagocyticactivity

0d 14d 28d 42d 56d

PP/%

RM0 34.23±2.18 36.24±2.44 37.21±2.15 35.35±3.23a 36.33±3.21a

DLRM50 37.06±2.95 35.42±3.19 36.37±2.89 33.38±1.85ab 34.97±3.06a

DLRM100 34.93±3.03 35.71±1.77 32.89±3.32 29.20±3.26bc 28.17±3.39bc

CRM50 37.13±3.18 35.69±3.06 33.98±2.79 31.13±3.25abc 32.83±3.04ab

CRM100 36.08±2.98 34.23±3.09 31.96±2.63 27.49±2.03c 26.17±3.15c

PI

RM0 3.47±0.28 3.79±0.46 3.55±0.41 3.66±0.31a 3.73±0.42a

DLRM50 3.61±0.37 3.42±0.35 3.49±0.27 3.57±0.26ab 3.50±0.26a

DLRM100 3.53±0.26 3.47±0.46 3.35±0.31 3.05±0.38bc 2.83±0.20bc

CRM50 3.42±0.32 3.64±0.29 3.44±0.23 3.25±0.24abc 3.18±0.31ab

CRM100 3.51±0.27 3.36±0.29 3.16±0.39 2.85±0.21c 2.55±0.27c

 图中字母不同表示差异显著(P<0.05)。Thedifferentletters
meansignificantlydifference(P<0.05).

图1 菜籽粕对异育银鲫血清溶菌酶活性的影响

Fig.1 Effectsofrapeseedmealonlysozyme
activityinserumofgibelcarp

在第56天,CRM100组和DLRM100组都较对照组显

著降低。
在整个试验过程中,DLRM50组、CRM50组基本

保持稳定,和对照组相比无显著差异。CRM50组的

溶菌酶活性比DLRM100组、CRM100组略高,但是此

3组之间无显著差异。
2.3 菜籽粕替代豆粕对异育银鲫血清补体(C3、
C4)含量的影响

  结果如表4所示,投喂菜籽粕后,CRM100组、

DLRM50组与CRM50组的C3、C4含量的变化规律

相似,都逐渐减低,至第56天时,CRM100组的C3、

C4含量分别降低到0.158、0.103g/L,降幅最大,
其次是DLRM100组(0.175、0.115g/L)、CRM50组
(0.202、0.129g/L)。在试验的前28d,各组C3、C4
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含量变化较小,与对照组没有显著的差异。在第42
天,DLRM100组的C4含量,CRM100组的C3、C4含

量均显著低于对照组。在第56天,DLRM100组和

CRM100组的C3、C4含量都显著低于对照组。在整

个试验过程中,DLRM50组、CRM50组的C3、C4的含

量基本稳定,和对照组间没有显著的变化;CRM50组
的C3、C4含量虽比DLRM100组、CRM100组略高,但
是它们之间并没有出现显著差异。

表4 异育银鲫血清补体(C3、C4)含量

Table4 Concentrationsofserumcomplement(C3,C4)ofgibelcarp

项目

Items
组别

Groups

投喂菜籽粕后不同时间的C3、C4的含量/(g/L)
Daysafterfeedingrapeseedmealandconcentrationsofserumcomplement(C3,C4)

0d 14d 28d 42d 56d

C3

RM0 0.243±0.018 0.216±0.029 0.263±0.034 0.234±0.030a 0.222±0.016ab

DLRM50 0.251±0.031 0.241±0.027 0.197±0.027 0.209±0.027ab 0.248±0.039a

DLRM100 0.231±0.025 0.208±0.033 0.231±0.031 0.205±0.032ab 0.175±0.028bc

CRM50 0.234±0.024 0.245±0.040 0.217±0.031 0.221±0.026ab 0.202±0.036abc

CRM100 0.238±0.029 0.257±0.034 0.212±0.034 0.178±0.020b 0.158±0.021c

C4

RM0 0.165±0.026 0.158±0.020 0.143±0.017 0.168±0.021a 0.155±0.018a

DLRM50 0.137±0.014 0.163±0.022 0.153±0.023 0.138±0.017ab 0.164±0.022a

DLRM100 0.173±0.028 0.136±0.013 0.155±0.025 0.129±0.018b 0.115±0.015b

CRM50 0.143±0.021 0.166±0.025 0.133±0.013 0.157±0.016ab 0.129±0.028ab

CRM100 0.155±0.017 0.167±0.023 0.138±0.019 0.124±0.016b 0.103±0.023b

3 讨 论

替代蛋白源的研究是水产动物饲料研究的热

点,主要集中在生长、饲料转化率、体组成等方面,而
关于替代蛋白源与鱼类免疫的关系则研究较少。鱼

类的非特异性免疫是抵御病原感染的第一道防线,
而鱼类的营养状况是决定非特异性免疫能力的重要

因素。因此,本文目的是研究菜籽粕替代豆粕对异

育银鲫非特异性免疫的影响。本试验设计5组等氮

饲料,用不同水平的双低菜籽粕、普通菜籽粕替代豆

粕,结果发现:在投喂菜籽粕后第42天,DLRM100
组、CRM100组的血液白细胞和头肾吞噬细胞的吞噬

活性,DLRM100组的C4含量,CRM100组的血清溶菌

酶活性、C3、C4含量均显著低于对照组;在第56天,

DLRM100、CRM100组的所有免疫指标都显著低于对

照组。分析各组饲料的配方及营养组成,除了菜籽

粕的种类和添加水平不同外,其粗蛋白、粗脂肪等基

本相等,所以菜籽粕中的抗营养因子可能是造成免

疫指标变化的主要原因。双低菜籽粕的硫甙、芥子

碱的含量都大幅度降低,其饲料品质优于普通菜籽

粕,而在本研究中也发现,在投喂菜籽粕42d后,

CRM100组的各项免疫指标几乎都较 CRM100组略

低,这就说明普通菜籽粕对鱼类的影响较双低菜籽

粕更大。在整个试验过程中,DLRM50、CRM50组的

各项免疫指标和对照组都没有显著的差别,表明当

饲 料 中 双 低 菜 籽 粕 或 普 通 菜 籽 粕 的 添 加 量 为

33.43%或34.97%时,并不会对异育银鲫的非特异

性免疫产生显著的不利影响,这为菜籽粕在饲料中

的添加提供参考。
限制菜籽粕在饲料中应用的最主要抗营养因子

是硫甙,其在正常条件下比较稳定也无毒性,但是能

在芥子酶的作用下生成噁唑烷硫酮、异硫氰酸盐、硫
氰酸盐等有毒物质,特别是噁唑烷硫酮能够阻碍甲

状腺素的合成,引起腺垂体促甲状腺素的分泌增加,
从而导致甲状腺肿大。异硫氰酸盐、硫氰酸盐具有

强烈的刺激性和穿透性,易对动物的消化道黏膜产

生刺激和损伤。当饲料中双低菜籽粕的含量达到

30%时,虹鳟甲状腺激素(T3、T4)的合成受到抑制,
血液中T3、T4含量分别降低40%和80%,并且导

致甲状腺滤泡上皮细胞增生[7]。
研究表明鱼类的神经内分泌系统与免疫系统可

以相互影响。在内分泌激素中,甲状腺激素是由甲

状腺合成和分泌的,能够调控鱼类的非特异性免疫

功能[10],对于维持免疫系统功能必不可少[11]。在

本研究中双低菜籽粕和普通菜籽粕中都含有一定量

的硫甙,经过长时间的投喂,可造成鱼的甲状腺病
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变,影响甲状腺激素的分泌与合成,从而降低鱼的非

特异性免疫功能。
研究表明当双低菜籽粕的添加量达到17.2%

时,鲈的溶菌酶活性降低,并推测与菜籽粕中的抗营

养因子有关[12],在本试验中当菜籽粕的替代量超过

50%时,溶菌酶活性与其他免疫参数都显著降低。
除硫甙外,菜籽粕中还含有芥子碱、植酸、单宁等抗

营养因子。芥子碱具有强烈的苦辛味,是菜籽粕味

苦的主要原因之一,且芥子碱及其衍生物容易与蛋

白结合,降低了蛋白的利用率。植酸具有较强的金

属鳌合能力,能与钙、镁、锌等金属离子结合,生成植

酸盐络合物,从而降低这些矿物质元素的生物学有

效性。单宁有苦涩味;能够被氧化并产生聚合作用

从而使菜籽粕颜色变黑,产生不良气味;能与蛋白质

结合生成不易溶解的复合物,使其营养价值显著降

低;能与锌、铁等多种金属离子发生沉淀作用,降低

它们的利用率。菜籽粕中粗纤维的含量也较高,而
鱼类缺乏相应的酶类,这也会导致对菜籽粕的消化

吸收降低。所以在水产饲料研究中,菜籽粕的含量

过高时,适口性差,影响水产动物的摄食量[4,13],致
使对营养素的摄入量减少且不能很好地消化吸

收[14-15],从而可能导致营养素缺乏。营养素在维持

鱼类免疫系统的功能并使其免疫活性得到表达的过

程中起到决定性的作用,而营养素缺乏可严重降低

鱼类的非特异性免疫功能[16-17]。
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Effectsofsoybeanmealreplacementbyrapeseedmealonthe
non-specificimmunefunctionofgibelcarp,Carassiusauratusgibelio

ZHAOFei1,2 WUZhi-xin2 CHENXiao-xuan2 JIANGLan1
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Abstract Fiveexperimentaldietsforgibelcarp,Carassiusauratusgibelio,wereformulatedtocon-
tainvariouspercentagesofcommonrapeseedmeal(CRM)ordoublelowrapeseedmeal(DLRM)asa
partialreplacementforsoybeanmeal.RM0(with0% CRMandDLRM)wasformulatedasthecontrol
group.DLRM50(CRM50),DLRM100(CRM100)wereformulatedtoisonitrogenouslyreplace50% and
100%ofsoybeanmealproteininRM0withDLRM (CRM),respectively.Thenon-specificimmunepa-
rametersincludingphagocyticactivity(PP,PI)ofbloodleucocytesandheadkidneyphagocytes,serum
lysozymeactivity,serumcomplementconcentrationsofC3andC4wereevaluatedatevery14-dayinter-
vals.Duringtheinitial28-dayperiod,onlyPPofbloodleucocytesinCRM100groupwassignificantlylow-
erthanthatinRM0treatment(P<0.05).Fromthe42thdayon,bothPPandPIofbloodleucocytesand
headkidneyphagocytesinDLRM100andCRM100treatmentswereallsignificantlylowerthanthosein
RM0treatment(P<0.05).Onthe56thday,serumlysozymeactivityinCRM100andDLRM100groupswas
significantlylowerthanthatinRM0group(P<0.05).Fromthe42thday,serumcomplementconcentra-
tionsofC3orC4inDLRM100andCRM100treatmentsweresignificantlylowerthanthoseinRM0group
(P<0.05).TheimmuneparametersinDLRM50andCRM50treatmentswerenotsignificantlychanged
comparedwiththoseinRM0group(P>0.05).HoweverthoseinCRM50groupgraduallyreducedwith
time.Weconcludedthattheeffectsonnon-specificimmunefunctionmightcausebyantinutritionalfac-
torssuchasglucosinolates,sinapin,phytic,tannin,crudefibreintherapeseedmeal.

Keywords rapeseedmeal;soybeanmeal;non-specificimmune;Carassiusauratusgibelio;antinu-
tritionalfactors
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