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希瓦氏菌发酵棉籽蛋白替代鱼粉对大菱鲆生长及非特异性免疫的影响
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摘要: 为了探究希瓦氏菌(Shewanella sp.)发酵棉籽蛋白替代鱼粉对大菱鲆(Scophthalmus maximus L.)生长性能

及非特异性免疫的影响。研究以50%鱼粉组为对照组, 以发酵棉籽蛋白、棉籽蛋白替代饲料中20%的鱼粉为

实验组配制三种等氮等脂的配合饲料(鱼粉组、棉籽蛋白组、发酵棉籽蛋白组)。挑选初始体重为(17.52±
0.02) g的大菱鲆, 开展为期8周的养殖实验。结果显示: 发酵棉籽蛋白组大菱鲆增重率(WGR)、特定生长率

(SGR)、蛋白质效率(PER)较棉籽蛋白组均显著升高, 饲料系数(FCR)显著降低(P<0.05), 且与鱼粉组无显著差

异。抗氧化指标显示, 发酵棉籽蛋白组大菱鲆肝脏总抗氧化能力(T-AOC)和超氧化物歧化酶(SOD)活性较棉

籽蛋白组显著提高 , 过氧化氢酶 (CAT)活性较鱼粉组显著升高 , 丙二醛 (MAD)含量较鱼粉组显著下降

(P<0.05)。组织形态方面, 发酵棉籽蛋白组肠绒毛高度较棉籽蛋白组显著升高(P<0.05), 且与鱼粉组无显著差

异。在免疫方面 , 与棉籽蛋白组相比 , 发酵棉籽蛋白组大菱鲆肠道促炎因子基因 (il-8、 ifn-γ、 il-1β)和
TLR2/NF-κB通路基因(tlr2、myd88、nf-κb p65)表达受到显著抑制(P<0.05), 与鱼粉组无显著差异, 同时紧密

连接蛋白基因(zo-1、occludin、tricelluin)的表达显著上调(P<0.05), 其中zo-1和occludin基因表达量显著高于

鱼粉组。在本实验条件下, 希瓦氏菌发酵棉籽蛋白可显著改善棉籽蛋白替代鱼粉对大菱鲆生长、免疫造成的

负面影响, 可以替代大菱鲆饲料中20%的鱼粉。
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鱼粉具有蛋白质含量高、富含必需氨基酸、

易于消化吸收等特点, 作为水产饲料中主要蛋白质

来源, 具有显著的营养优势
[1], 近年来, 全球变暖和

环境污染加剧了海洋渔业资源的衰退, 导致鱼粉供

应量大幅下降, 价格不断上涨
[2]
。相比于鱼粉, 植物

蛋白具有来源广、产量大、价格低的优势, 饲料中

加入植物蛋白可以减少对鱼粉的依赖, 有效降低饲

料成本。

棉籽蛋白是棉籽油提取的副产品, 由于其具有

蛋白质含量高、产量大、成本低等优点, 作为水产

养殖饲料的蛋白质来源具有巨大的潜力。然而, 棉

籽蛋白中含有一种有毒的多酚化合物——游离棉

酚。在棉籽蛋白中, 游离棉酚的含量一般为550.46—
735.98 mg/kg[3]

。研究表明游离棉酚可以诱导活性

氧的产生, 这会导致鱼类肠道氧化损伤, 进而损害

肠道功能, 抑制氨基酸吸收, 从而影响鱼类的生长
[4]
。

对杂交石斑鱼(♀ Epinephelus fuscoguttatus × ♂ E.
lanceolatu)进行的一项研究表明, 用棉籽蛋白替代

饲料中45%的鱼粉蛋白导致杂交石斑鱼生长性能

受到影响、肠皱襞高度降低
[5], 在大口黑鲈(Micro-

pterus salmoides)[6]
中也发现类似结果。游离棉酚

可以通过不同的方法来降低, 例如加热、洗涤、溶
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剂萃取、发酵和酶解处理
[7]
。在众多降低游离棉酚

含量的方法中, 微生物发酵被认为是最有前途的,
微生物发酵不仅可以降低棉籽蛋白中游离棉酚含

量, 还可以改善原料营养
[8]
。寻找合适的微生物发

酵菌株, 可以有效降解棉酚, 并提高棉籽蛋白的营

养价值。研究发现, 希瓦氏菌(Shewanella sp.)发酵

豆粕在替代鱼粉方面表现出了优异的性能
[9], 其在

植物蛋白发酵应用上具有巨大潜力。

大菱鲆 (Scophthalmus  maximus L.), 俗称多宝

鱼, 是我国北方重要的工厂化养殖海水鱼种。因其

肉食性习性, 大菱鲆对饲料蛋白需求较高, 所以对

鱼粉的依赖度较高。目前发酵植物蛋白在大菱鲆

饲料中得到广泛应用, 研究表明发酵豆粕可替代饲

料中55%的鱼粉而不对大菱鲆生长性能产生负面

影响
[10]
。然而, 有关发酵棉籽蛋白在大菱鲆饲料上

的应用较少。本研究使用希瓦氏菌对棉籽蛋白进

行发酵来探究发酵棉籽蛋白替代鱼粉对大菱鲆生

长、饲料利用和非特异性免疫的影响。

 1    材料与方法

 1.1   饲料制备

以50%鱼粉组为对照组, 以棉籽蛋白、发酵棉

籽蛋白替代饲料中20%的鱼粉, 配制成3组蛋白含

量为50%, 脂肪含量为12%的等氮等脂的配合饲料,
分别为鱼粉组(FM)、棉籽蛋白组(CP)、发酵棉籽

蛋白组(FCP)。饲料配方及营养成分见表 1。棉籽

蛋白购自新疆泰昆集团, 营养成分详见表 2其余原

料均购自青岛赛格林生物工程有限公司。本研究

所用的希瓦氏菌是由大菱鲆的肠黏膜中分离并鉴

定
[11], 该菌株已存放在中国普通微生物菌种保藏管

理中心(CGMCC), 收集编号为CGMCC1.17098。将

希瓦氏菌活化扩培后按照棉籽蛋白﹕菌液1﹕0.6的比

例进行接种 , 菌液浓度为2×109
个 /L, 接种后置于

37℃的条件下进行厌氧发酵48h。发酵48h后立刻

取出发酵棉籽蛋白, 置于60℃干燥箱中24h烘干, 以
便保存并用于饲料的制作。将原料经粉碎机粉碎

后过80目筛, 依照饲料配方表, 按照从少到多的原

则称取原料均匀混合, 大豆卵磷脂与鱼油需经过混

合揉搓均匀后, 再与已混好的原料充分混合, 混匀

后过60目筛。将过筛后的原料用膨化制粒机制成

缓沉饲料(3.5 mm×3.5 mm), 然后于鼓风干燥箱中

55℃烘干24h。
 1.2   养殖管理及养殖条件

大菱鲆购于山东省烟台市海阳某养殖场。在

山东烟台国信东方(烟台)循环水养殖科技有限公司

中开展养殖实验, 养殖周期为56d。大菱鲆到场后

进行两周的驯化暂养, 暂养结束后饥饿24h, 选取体

格健壮、规格均一的大菱鲆[初始体重(17.52±0.02) g]
随机分配到9个养殖桶中(水量约266 L), 每桶分配

40尾鱼。在养殖实验期间, 每次投喂前半小时开灯,
每日投喂两次(7:00和19:00), 投喂至表观饱食, 水温

(18±0.5)℃, 盐度(29±0.5)‰, 氨氮≤0.2 mg/L, 亚硝

酸盐≤0.1 mg/L, 溶氧≥7 mg/L。
 1.3   样品采集

本实验的所有步骤都是基于中国海洋大学的

实验动物管理规定。待养殖实验结束, 将大菱鲆饥

饿24h, 对每桶中的大菱鲆分别进行称重和统计存

活尾数, 以计算存活率、增重率、特定生长率等。

每桶随机选取3条实验鱼置于–20℃冰箱保存, 做鱼

体常规成分分析 ; 随机选取2尾实验鱼用丁香酚

(1﹕10000)进行麻醉后解剖, 取中肠和肝脏样品, 将
中肠内容物在生理盐水中清洗干净后置于1.5 mL
离心管中, 组织样品立即置于液氮中冷冻; 随机选

取2尾实验鱼, 取肠道、肝脏置于波恩固定液中作

为切片样品, 24h后倒掉波恩固定液换成70%的酒

精并将肠道、肝脏完全浸没, 用于后期石蜡组织

切片。

 1.4   游离棉酚和酸溶蛋白的测定

采用苯胺法检测实验原料、饲料中游离棉酚

含量, 在3-氨基-1-丙醇存在下, 用异丙醇与正己烷

混合溶剂(6﹕4, v/v)提取游离棉酚, 游离棉酚与苯胺

作用生成苯胺棉酚, 该化合物在440 nm处有最大吸

收, 其颜色深浅与游离棉酚含量呈正比, 可用紫外

分光光度计比色检测。

用三氯乙烷提取样品中的酸溶蛋白, 取10.00 mL
提取液于消化管内, 加入5.5 g混合催化剂和12 mL
浓硫酸 ,  420℃消化1.5h后用全自动凯氏定氮仪

(KjeltecTM 8400, FOSS, Sweden)测定氨含量并换算

为样品酸溶蛋白含量。

 1.5   生化分析

将发酵棉籽蛋白、饲料和全鱼放到锡纸盒中,
置于105℃烘箱将样品烘至恒重, 烘干后称其重量

并计算水分; 烘干后的样品, 用粉碎机粉碎后使用

凯氏定氮仪(KjeltecTM 8400, FOSS, Sweden)测定样

品干物质的粗蛋白; 用脂肪测定仪器(SOX606, 海
能仪器), 抽除脂肪后运用差额法计算出干物质的

粗脂肪含量, 在马弗炉(SX470, 永光明医疗仪器)中
550℃高温充分灼烧16h测定粗灰分含量。

 1.6   抗氧化能力分析

准确称取肝脏组织样品, 按重量(g)﹕体积(mL)=
1﹕9的比例, 加入9倍体积的生理盐水, 在冰水浴条

件下机械匀浆。将匀浆液置于4000 r/min的条件下,
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离心10min, 取上清液待测。处理好的样品的过氧

化氢酶 (CAT, 货号A007-1-1)、超氧化物歧化酶

(SOD, 货号A001-2)、总抗氧化能力(T-AOC, 货号

A015-2-1)、谷胱甘肽过氧化物酶(GSH-PX, 货号

A005-1)、丙二醛(MDA, 货号A003-1)均采用南京

建成生物公司的试剂盒进行活性检测。实验步骤

严格参照说明书进行。

 1.7   组织切片

取固定好的肠道、肝脏样品置于包埋盒中使

用全自动脱水机脱水, 脱水后用石蜡进行包埋, 用
切片机对包埋好的样品进行切片(7 μm), 采用购买

自北京索莱宝科技有限公司的苏木素伊红(HE)染
色试剂盒、Masson三色染色试剂盒分别对肠道和

肝脏进行组织染色。用中性树胶封固。

 1.8   RNA提取及实时反转录定量PCR
采用Trizol法提取肠道样品中的总RNA。用

Nano Drop®2000分光光度计(Thermo Fisher  Scien-
tific, USA)测定OD值 ,  OD260/OD280值在1.8—2.0且
尽量接近于2.0。采用TaKaRa反转录试剂反转录合

成cDNA。反转后统一用DEPC水将浓度调至200 ng/
µL, 保存至–80℃冰箱备用。引物购自生物工程(上
海)股份有限公司, 序列见表 3。反应体系为20 μL,
其中SYBR® Premix Ex Taq (TaKaRa)10 μL, 上下游

引物各0.8 μL, 2 μL cDNA溶液及6.4 μL DEPC水。

实时定量PCR仪为(Mastercycler ep realplex, Eppen-
dorf, Germany)。扩增程序为95℃预变性20s, 39个
循环(95℃ 15s; 57—58℃ 15s; 72℃ 30s)。注意要保

证目的基因与内参基因扩增效率的一致性且接近1,
使用2–ΔΔCt

法分析数据。

 1.9   统计分析

增重率(WGR, %)=(终末体重–初始体重)/初始

体重×100;
特定生长率(SGR, %/d)=(Ln终末体重–Ln初始

体重)/养殖天数×100;
摄食率(FR, %/d)=摄食量(g)/[(终末体重+初始

 

表 1   实验饲料配方和主要营养成分(%干物质)
Tab. 1   Composition of experimental diets (% dry mater)

项目Item
组别Group

FM CP FCP

原料Ingredient

鱼粉Fishmeal 50.00 40.00 40.00
棉籽蛋白Cottonseed protein 0 11.10 0.00
发酵棉籽蛋白Fermented cottonseed protein 0 0 10.78
豆粕Soybean meal 10.00 10.00 10.00
玉米蛋白粉Corn gluten meal 5.00 5.00 5.00
谷朊粉Wheat gluten 3.00 3.00 3.00
小麦粉Wheat flour 15.00 15.00 15.00
微晶纤维素Microcrystalline cellulose 5.41 3.45 3.72
鱼油Fish oil 5.59 6.32 6.37
大豆卵磷脂Soy lecithin 2.00 2.00 2.00
蛋氨酸DL-Methionine 0.00 0.13 0.13
其他Others1

4.00 4.00 4.00
合计Total 100.00 100.00 100.00
化学成分Chemical composition

粗蛋白Crude protein (%) 50.51 50.45 50.40
粗脂肪Crude fat (%) 11.65 11.54 12.08
游离棉酚Free gossypol (mg/kg) ND 48.20 24.00

注: 1
其他: 氯化胆碱0.25%; 磷酸二氢钙0.50%; 维生素预混

料1% (硫胺素, 0.00125%; 核黄素, 0.00225%; 维生素B6 0.001%、

维生素B12 0.0005%、甲萘醌0.0005%; 肌醇 , 0.04%; 泛酸盐 ,
0.003%; 烟酸0.01%; 叶酸, 0.001%; 生物素, 0.003%; 乙酸视黄

酯, 0.0016%; 维生素D3, 0.00025%; α-生育酚, 0.012%; 维生素C,
0.1%; 乙氧基喹啉, 0.00015%; 微晶纤维素, 0.8235%); 矿物质预

混料0.5% (CoCl2·6H2O, 0.0025%; CuSO4·5H2O, 0.0005%; FeSO4·
H2O,  0.004%;  ZnSO4·H2O,  0.0025%;  MnSO4·H2O,  0.00225%;
MgSO4·7H2O, 0.06%; 亚硒酸钠 , 0.001%; 钙碘 , 0.003%; 沸石 ,
0.42425%); 丙酸钙0.10%; 乙氧基喹啉0.05%; 海藻酸钠0.5%; 三
氧化二钇0.1%; 诱食剂1% (甜菜碱﹕二甲基丙酸噻亭﹕甘氨酸﹕丙

氨酸﹕肌苷5'-磷酸=4﹕2﹕2﹕1﹕1); ND, 未检出
Note: 1Others: Choline Chloride 0.25%, Calcium Dihydrogen

Phosphate  0.50%,  Vitamin  premix  1%  (thiamine,  0.00125%;
riboflavin, 0.00225%; vitamin B6 0.001%, vitamin B12 0.0005%,
menaquinone  0.0005%;  inositol,  0.04%;  pantothenate,  0.003%;
niacin  0.01%;  folic  acid,  0.001%;  biotin,  0.003%;  retinyl  acetate
0.0016%;  vitamin  D3,  0.00025%;  α-tocopherol,  0.012%;  vitamin
C, 0.1%;  ethoxyquinoline,  0.00015%;  and  microcrystalline  cellu-
lose, 0.8235%), and mineral premix 0.5% (CoCl2·6H2O, 0.0025%;
CuSO4·5H2O,  0.0005%;  FeSO4·H2O,  0.004%;  ZnSO4·H2O,
0.0025%; MnSO4·H2O, 0.00225%; MgSO4·7H2O, 0.06%; sodium
selenite,  0.001%;  calcium  iodide,  0.003%;  zeolite,  0.42425%),
calcium propionate  0.10%,  ethoxyquinoline  0.05%,  sodium  algi-
nate  0.5%,  yttrium  trioxide  0.1%,  food  attractant  (betaine-propi-
onic  acid  thapsigargin-glycine-alanine-inosine  5-phosphate  =4﹕
2﹕2﹕1﹕1) 1%; ND, not detected

 

表 2   发酵对棉籽蛋白营养组成影响(% 干物质)
Tab.  2    Effect  of  fermentation  on  the  nutritional  composition  of
cottonseed protein (% dry matter)

指标
Index

组别Group
棉籽蛋白
Cottonseed

protein

发酵棉籽蛋白
Fermented cottonseed

protein
粗蛋白
Crude protein (%)

65.21±0.18a 67.18±65.97b

脂肪
Crude lipid (%)

0.48±0.10 0.68±0.09

酸溶蛋白
Acid soluble protein (%)

4.59±0.32a 7.04±0.44b

游离棉酚
Free gossypol (mg/kg)

472.5±1.66b 237.90±2.37a

注: 数值用平均值±标准误表示(n=3); 在同一行中, 不同的

上标字母表示有显著性差异(P<0.05); 下同
Note: Values are expressed as mean±standard error (n=3); In

the  same  row,  different  superscript  letters  indicate  significant
differences (P<0.05); The same applies below
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体重)/2]/养殖天数×100。
饲料系数(FCR)=总摄食量(g)/湿增重(g);
蛋白质效率(PER)=湿增重(g)/蛋白质摄入量(g);
存活率(SR, %)=(终末尾数/初始尾数)×100。
实验数据用平均值±标准误(mean±SE)表示, 使

用SPSS19.0软件对所得数据进行单因素方差(One-
way ANOVA), 采用Tukey多重比较检验, P<0.05表
示组间存在显著性差异。实验结果表示为平均

值±标准误。

 2    结果

 2.1   发酵棉籽蛋白营养成分

如表 2所示, 与棉籽蛋白相比, 发酵后棉籽蛋白

的粗蛋白含量由65.21%提高至67.18%, 提高了

3.0%; 酸溶蛋白含量由4.59%升高至7.04%, 升高了

53.3%; 游离棉酚含量由472.5mg/kg下降至237.90 mg/
kg, 下降了49.7% (P<0.05)。
 2.2   生长性能、饲料利用与体成分

如表 4所示, 与棉籽蛋白组相比, 发酵棉籽蛋白

组末重(FBW)、增重率(WGR)、特定生长率(SGR)、
蛋白质效率(PER)均显著升高(P<0.05), 饲料系数

(FCR)显著降低(P<0.05), 而与鱼粉组相比, 以上指

标均无显著差异。

如表 5所示, 各组之间大菱鲆粗蛋白、粗灰分

均没有显著差异。同棉籽蛋白组相比, 发酵棉籽

蛋白组粗脂肪含量有所下降, 且同鱼粉组无显著

差异。

 2.3   组织学分析

大菱鲆肠道HE染色结果表明, 与棉籽蛋白组

相比, 发酵棉籽蛋白组大菱鲆肠绒毛高度/肠腔直

径显著升高(P<0.05), 且与鱼粉组无显著差异(图 1)。
大菱鲆肝脏Masson染色结果表明, 与棉籽蛋白组相

比 , 发酵棉籽蛋白组肝脏纤维化程度显著改善

(P<0.05; 图 2)。
 2.4   肝脏抗氧化能力

据表 6可知, 与棉籽蛋白组相比, 发酵棉籽蛋白

组过氧化氢酶(CAT)、超氧化物歧化酶(SOD)、总

抗氧化能力(T-AOC)均显著提高, 丙二醛(MDA)含
量显著降低(P<0.05)。其中发酵棉籽蛋白组SOD、

T-AOC活性与鱼粉组无显著差异, 而CAT活性显著

大于鱼粉组、MDA显著小于鱼粉组(P<0.05), 发酵

棉籽蛋白组表现出更强的抗氧化能力。

 2.5   非特异性免疫因子及肠道屏障基因定量表达

结果表明, 相比于棉籽蛋白组, 发酵棉籽蛋白

组促炎因子(il-8、ifn-γ、il-1β)和TLR2/NF-κB通路

(tlr2、nf-κb p65、myd88)的表达量均显著下降(P<

 

表 3   实时荧光定量PCR引物序列

Tab. 3   Primer sequences used for quantitative Real-time PCR
基因
Gene

引物
Primer (5′—3′)

序列号
Accession number

β-肌动蛋白
β-actin

GCTGTCTTCCCTTCTATCGTC
G
TCCATGTCATCCCAGTTGGTC

AY008305.1

toll样受体2
tlr2

AGGAGCCAAGGGAGACCGAT
GGCGCTCATGATGTTGTCC

KU746963.1

髓样分化
因子myd88

CCCAATGGTAGCCCTGAGAT
CATCTCGGTCGAACACACAC

KP985236.1

核因子-κb
p65 nf-κb
p65

ATGCCTTTGAGGACCTTTT
GTGTTCTGGGATGCTGTGT

MF370855

干扰素-γ
ifn-γ

GCTTTCCCGATCATCTTCTG
GGTTTCCCAGATTCCCATTC

DQ400686.1

白细胞介
素8 il-8

GACAGAGAGCAAACCCATC
CCAGTCAAGTACATTCAAG

XM_035638412.1

白细胞介
素-1β il-1β

TACCTGTCGTGCCAACAGGA
A
TGATGTACCAGTTGGGGAA

AJ295836.2

紧密连接
支架蛋白
zo-1

AGAGAACCTGTCACTGATAG
ATGC
CTGTCGGAATTGTTGCCTGAT
G

KU238184

跨膜紧密
连接蛋白
occludin

ACTGGCATTCTTCATCGC
GGTACAGATTCTGGCACATC

KU238182

紧密连接
蛋白
tricellulin

GCCTACATCCACAAAGACAA
CG
TCATTCCCAGCACTAATACAA
TCAC

KU238183.1

 

表 4   发酵棉籽蛋白替代鱼粉对大菱鲆生长性能和饲料利用率

的影响

Tab.  4    Effects of  fermented  cottonseed  protein  replacing  fish-
meal on growth performance and feed utilization of turbot

项目Item
处理组Treatment

FM CP FCP

初始体重 IBW (g) 17.51±0.01 17.53±0.01 17.52±0.01

末体重 FBW (g) 72.05±0.78b 62.49±0.13a 72.49±0.32b

增重率 WGR (%) 311.33±4.53b 256.37±0.59a 313.65±1.84b

特定生长率 SGR (%/d) 2.52±0.02b 2.27±0.01a 2.53±0.01b

摄食率 FR (%/d) 1.76±0.01b 1.70±0.01a 1.70±0.01a

饲料系数 FCR 0.81±0.01a 0.85±0.01b 0.78±0.01a

蛋白质效率 PER 2.44±0.03b 2.33±0.01a 2.54±0.02b

存活率 SR (%) 100.00±0.00 100.00±0.00 100.00±0.00

 

表 5   发酵棉籽蛋白替代鱼粉对大菱鲆全鱼体成分的影响(%
湿重)
Tab. 5   Effect of fermented cottonseed protein replacing fishmeal
on whole-body composition of turbot (% wet weight)

项目Item
组别Group

FM CP FCP

粗蛋白Crude protein 15.73±0.05 15.54±0.08 15.80±0.07

粗脂肪Crude lipid 3.54±0.04a 3.82±0.06b 3.66±0.01ab

水分Ash 77.33±0.19 77.05±0.10 77.24±0.02
粗灰分Crude ash 3.46±0.07 3.44±0.02 3.35±0.03
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0.05), 同鱼粉组无显著差异。与之相反的是, 相比

于棉籽蛋白组, 发酵棉籽蛋白组肠道屏障相关基因

zo-1、occludin和 tricellulin的表达量显著提高 (P<
0.05), 其中发酵棉籽蛋白组zo-1和occludin的表达量

显著高于鱼粉组, 体现出更强的肠道屏障保护能力

(图 3)。

 3    讨论

 3.1   发酵处理对棉籽蛋白营养成分的影响

微生物发酵处理对棉籽蛋白的营养特性具有

改良效果, 有研究表明发酵不仅降低了植物蛋白抗

营养因子、粗纤维和有毒物质的含量, 还增加了植

物蛋白源的粗蛋白的含量
[12, 13]

。微生物发酵时可

分泌大量酶, 包括蛋白酶、脂肪酶、淀粉酶和羧肽

酶
[14], 可将大分子蛋白降解为小分子肽和游离氨基

酸, 并可显著提升酸溶蛋白含量
[15]
。在本研究中,

希瓦氏菌发酵显著提高棉籽蛋白粗蛋白、酸溶蛋

白的含量, 也得到相似的结论。游离棉酚是一种多

酚类化合物, 微生物发酵可有效降解游离棉酚。在

枯草芽孢杆菌
[15]
和乳酸菌

[16]
发酵棉籽蛋白的研究

中均发现了对于游离棉酚的降解作用。本研究也

得到了相似的结论, 希瓦氏菌发酵棉籽蛋白显著降

低了游离棉酚的含量。这可能是由于漆酶是游离

棉酚的降解酶
[17], 而希瓦氏菌可通过分泌漆酶来催

化棉酚的氧化聚合, 使其形成分子量更大的惰性产

物, 从而降低其生物毒性
[18]
。

 3.2   发酵棉籽蛋白替代鱼粉对大菱鲆生长性能、

饲料利用及体组成的影响

研究表明, 发酵棉籽蛋白可替代饲料中的部分

鱼粉, 对水产动物的生长性能不会造成显著影响
[12, 19]

。

本研究中也有相同结论, 发酵棉籽蛋白组和鱼粉组

生长性能无显著差异, 可以替代大菱鲆饲料中20%
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图 1   发酵棉籽蛋白替代鱼粉对大菱鲆肠组织切片的影响

Fig. 1   Effect of fermented cottonseed protein replacing fishmeal
on tissue sections of turbot
A—C依次为鱼粉组(FM)、棉籽蛋白组(CP)、发酵棉籽蛋白组

(FCP), 比例尺为200 μm; D为肠道绒毛高度(VH)与肠腔直径

(LD)的比值 ; 柱状图上不同的上标字母表示有显著性差异

(P<0.05); 下同

A —C  show  the  fish  meal  group  (FM),  cottonseed  protein  group
(CP), and fermented cottonseed protein group (FCP), in that order,
with a scale bar of  200 μm; D shows the ratio of  intestinal  villus
height (VH)  to  intestinal  lumen  diameter  (LD);  Different  super-
script  letters  on  the  bar  graphs  indicate  significant  differences
(P<0.05); The same applies below
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图 2   发酵棉籽蛋白替代鱼粉对大菱鲆肝脏组织切片的影响

Fig. 2   Effect of fermented cottonseed protein replacing fishmeal
on liver tissue sections of turbot
A—C依次为鱼粉组(FM)、棉籽蛋白组(CP)、发酵棉籽蛋白组

(FCP), 比例尺为50 μm; 蓝色区域为肝脏纤维化染色区域; D为

肝脏纤维化程度

A —C  show  the  fish  meal  group  (FM),  cottonseed  protein  group
(CP), and fermented cottonseed protein group (FCP), in that order,
with a scale bar of 50 μm; the blue area is the stained area of liver
fibrosis; D shows the degree of liver fibrosis
 

表 6   发酵棉籽蛋白替代鱼粉对大菱鲆肝脏抗氧化酶活的影响

Tab.  6    Effects of  fermented  cottonseed  protein  replacing  fish-
meal on liver antioxidant enzyme activities in turbot

项目
Item

组别Group
FM CP FCP

过氧化氢酶
CAT (U/mg prot)

1085.42±16.26b664.66±8.97a1319.33±24.71c

超氧化物歧化酶
SOD (U/mg prot)

34.74±0.70b 25.63±0.46a 33.88±0.30b

总抗氧化能力
T-AOC (mmol/gprot)

3.60±0.06b 2.28±0.13a 3.81±0.15b

谷胱甘肽过氧
化物酶GSH-PX
(U/mg prot)

25.37±0.77 25.31±0.65 24.87±0.41

丙二醛MDA
(nmol/mg prot)

3.53±0.13b 5.68±0.20c 2.34±0.20a
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的鱼粉。这可能是通过两个方面来提高大菱鲆的

生长性能。一方面, 通过提高酸溶蛋白含量提供了

易吸收的短肽, 可直接通过肠上皮细胞的肽转运体

PepT1吸收, 减少消化能耗并提升蛋白质效率
[20]
。

另一方面, 通过降低棉酚的含量, 减轻了其对肠道

黏膜的氧化损伤, 避免了因肠炎症导致的饵料系数

下降, 营养流失, 进而提高生长性能
[21]
。在体组成

方面, 发酵棉籽蛋白组的粗脂肪含量与棉籽蛋白组

相比显著下降, 则可能由于游离棉酚下降减轻了其

对肝脏带来的损伤
[22], 促进了脂肪代谢。

 3.3   发酵棉籽蛋白替代鱼粉对大菱鲆肠道、肝脏

的影响

检测鱼肠道绒毛高度/肠道横切面直径, 不仅

能评估肠道的营养吸收潜力, 还能反映鱼类整体健

康状况。在黑鲷(Acanthopagrus schlegelii)上的研

究表明, 植物蛋白中的抗营养因子可诱导肠道褶皱

高度萎缩
[23]
。本研究中发酵棉籽蛋白组和鱼粉组

的肠道绒毛高度/肠腔直径显著高于未发酵的棉籽

蛋白组, 表明发酵棉籽蛋白组的发酵处理有效保护

了肠道结构的完整性, 其机制可能与其高效的棉酚

脱毒能力直接相关
[24]
。

肝脏纤维化程度是反映肝脏健康的一个重要

指标, 肝脏的纤维化与炎症因子的过量表达密切相

关 , 持续性的炎症反应总是先于纤维化 ,  IL-1β和
TLR等决定了肝脏损伤的纤维化反应

[25]
。其中, IL-

1β是促炎细胞因子, 可刺激肝卫星细胞激活, 从而

产生细胞外基质蛋白并导致肝脏损伤
[26]
。TLR则

在肝纤维化期间激活肝免疫细胞和星状细胞中发

挥重要作用
[27]
。有研究表明, 棉酚主要在肝脏中积

累
[28]
。在本研究中, Masson三色染色显示蓝色的胶

原纤维在棉籽蛋白组的肝脏中过度沉积, 表明肝脏

发生纤维化, 而发酵棉籽蛋白组胶原纤维沉积量较

棉籽蛋白组相比明显下降, 说明棉籽蛋白经发酵后

可以有效改善对大菱鲆肝脏纤维化的负面影响。

 3.4   发酵棉籽蛋白替代鱼粉对肝脏抗氧化能力的

影响

在鱼类中, 非特异性免疫反应被认为是抵御生

物和非生物胁迫的第一道防线。这种应激通常会

导致组织中活性氧的产生和积累, 对细胞造成伤害

并诱导水生生物的抗氧化反应。超氧化物歧化酶

(SOD)和过氧化氢酶(CAT)等抗氧化酶则可通过去

除过多的自由基来减少脂质过氧化带来的损伤
[29]
。

而丙二醛(MDA)作为脂质过氧化的终产物, 较高的

含量表明肝脏细胞膜受到严重氧化损伤
[30]
。

在本研究中, 尽管所有组的GSH-PX活性无显

著差异, 但是未发酵的棉籽蛋白组在肝脏抗氧化酶

活性方面表现出显著的氧化应激特征。发酵棉籽

蛋白组的CAT活性显著高于鱼粉组, 而MDA含量

显著低于鱼粉组。一方面, 这可能是由于微生物发

酵过程中产生了各种抗氧化活性物质
[31], 另一方面

发酵还可能通过影响其他物质的生物活性, 例如胞

外多糖和维生素, 从而进一步增强生物体内和体外

的抗氧化活性
[32]
。此外, 发酵棉籽蛋白组饲料棉酚

含量较低, 缓解了棉籽蛋白中棉酚对肝脏的损害,
而发酵产物中的小分子肽可能通过Nrf2/ARE通路,
上调CAT表达

[33]
。黄颡鱼(Pelteobagrus fulvidraco)

的研究也表明, 发酵可显著改善抗营养因子诱导的

氧化损伤
[34]
。

 3.5   发酵棉籽蛋白替代鱼粉对肠道免疫与屏障功

能的调控

TLR是一个跨膜糖蛋白家族, 可激活先天免疫

应答并作为宿主的第一道防线
[35]
。信号转导由各

种接头蛋白与TLR的Toll/IL-1R (TIR)结构域结合

而启动。髓样分化因子88 (MyD88)是其中的一种

 

FM CP FCP

相
对
表
达
量

R
el

at
iv

e 
ex

p
re

ss
io

n A

a a a a a a

b

b

b

10

8

6

4

2

0
tlr2 myd88 nf-kb p65

相
对
表
达
量

R
el

at
iv

e 
ex

p
re

ss
io

n B

a a a a a a

b

b

b

8

6

4

2

0
ifn-y il-8 il-1β

相
对
表
达
量

R
el

at
iv

e 
ex

p
re

ss
io

n C

a a

a

b
b b

bc

c2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0
zo-1 occludin tricellulin

图 3    发酵棉籽蛋白替代鱼粉对大菱鲆肠道非特异性免疫因子及肠道屏障基因相对表达量的影响

Fig.  3     Effect  of  fermented  cottonseed protein  replacing  fishmeal  on  the  relative  expression  of  intestinal  nonspecific  immune factor  and
intestinal barrier genes in turbot
A为促炎因子基因相对表达量; B为TLR2/NF-κB通路基因相对表达量; C为肠道屏障基因相对表达量; 柱状图上不同的上标字母表示

有显著性差异(P<0.05)
A shows the relative expression of pro-inflammatory factor genes; B shows the relative expression of TLR2/NF-κB pathway genes; C shows
the relative expression of intestinal barrier genes; Different superscript letters on the bar graphs indicate significant differences (P<0.05)
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接头激活蛋白, 通过自身的TIR结构域结合, 激活信

号级联反应, 导致IL-1R相关激酶(IRAK)的聚集, 并
最终激活核因子κB (NF-κB)[36]

。TLR2、MyD88信
号通过TRAF6激活促炎细胞因子在维持组织和免

疫稳态中的重要功能已得到充分证实
[37]
。促炎细

胞因子(包括IFN-γ、IL-1β和IL-8)具有引起炎症的

作用。干扰素-γ (IFN-γ)主要由活化的T细胞和自然

杀伤细胞(NK细胞)产生。它在免疫系统中起着调

节和激活的作用, 过量的IFN-γ可能导致组织损伤

和慢性炎症
[38]
。白细胞介素-1β (IL-1β)在炎症反应

发生中起着至关重要的作用, 可导致肠道损伤
[39]
。

炎性细胞因子IL-8是免疫应答的一个组成部分, 过
量表达会引起肠道炎症

[40]
。抑制因子激酶(IKK)复

合物, 导致抑制蛋白磷酸化降解, 释放NF-κB进入

细胞核, 启动炎症基因表达
[41]
。

金鲳(Trachinotus ovatus) [42]
、尼罗罗非鱼(Oreo-

chromis niloticus)[43]
的研究表明过高的游离棉酚含

量可通过上调大菱鲆的il-1β、myd88等基因的表

达, 诱导炎症反应
[44]
。在本研究中, 发酵棉籽蛋白

组的TLR2/NF-κB通路基因(tlr2、nf-κb p65、myd88)
及促炎因子(ifn-γ、il-1β、il-8)的mRNA表达量显著

低于棉籽蛋白组, 且与鱼粉组无差异。结果表明棉

籽蛋白组可能通过激活TLR2/NF-κB通路, 促进促炎

因子释放。这可能与其高浓度游离棉酚相关, 而发

酵处理可通过降解棉酚削弱这一过程。本结果表

明发酵处理可以显著降低棉酚对大菱鲆炎症反应

的影响。

鱼类的肠道被认为是重要的物理屏障, 维持其

结构完整性对于有效抵抗外来抗原至关重要
[45]
。

紧密连接支架蛋白ZO-1, 通过维持上皮屏障的紧密

度来发挥作用
[46]
。跨膜紧密连接蛋白Occludin的细

胞外环直接进入紧密连接蛋白复合物并与跨膜结

构域相互作用以改变细胞外选择性的通透性
[47, 48]

。

Tricellulin是在三细胞紧密连接处发现的第一个紧

密连接蛋白, 对于维持屏障功能具有重要意义
[49]
。

有关大口黑鲈的研究表明, 饲料中添加高水平棉籽

蛋白会显著降低紧密连接蛋白的表达, 损害肠道形

态和屏障功能
[50]
。在本研究中, 棉籽蛋白组也呈现

相同规律, 相较而言发酵棉籽蛋白组则显著提升了

紧密连接蛋白基因(zo-1、occludin、 tricellulin)的
表达, 这可能与发酵棉籽蛋白组的低棉酚含量相关,
发酵通过对饲料中游离棉酚的降解, 降低了对大菱

鲆肠道物理屏障的破坏。而发酵棉籽蛋白组zo-1、
occludin表达量显著高于鱼粉组, 这可能是因为发

酵作用改善了肠道微生物菌群, 促进了肠道物理屏

障的功能, 在南美白对虾上也有相似的结果
[51]
。

 4    结论

发酵结果表明, 发酵作用可显著提升棉籽蛋白

营养价值, 与棉籽蛋白相比, 发酵棉籽蛋白粗蛋白

含量和酸溶蛋白含量分别提高了3.0%和53.4%。同

时, 发酵作用可显著降低棉籽蛋白毒性, 与棉籽蛋

白相比, 发酵棉籽蛋白游离棉酚含量降低了49.7%。

养殖实验结果表明, 与棉籽蛋白组相比, 发酵

棉籽蛋白组大菱鲆在生长性能、抗氧化能力和非

特异性免疫能力方面得到显著提升。同时, 发酵棉

籽蛋白组在抗氧化酶活性、肠道屏障基因表达方

面要优于鱼粉组, 生长性能和鱼粉组相比无显著差

异。在本实验条件下, 发酵棉籽蛋白在替代鱼粉方面

体现了优异的性能, 可替代大菱鲆饲料中20%的鱼粉。
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SHEWANELLA SP. FERMENTED COTTONSEED PROTEIN REPLACING FISH-
MEAL ON GROWTH AND NON-SPECIFIC IMMUNITY OF TURBOT (SCOPH-

THALMUS MAXIMUS L.)

ZHAO Tian-Hao, ZHOU Hui-Hui, He Gen, WANG Xuan, LIU Cheng-Dong and MAI Kang-Sen
(Key Laboratory of Mariculture of Ministry of Education, College of Fisheries, Ocean University of China, Qingdao 266003, China)

Abstract: In  order  to  investigate  the  effect  of Shewanella sp.  fermented  cottonseed  protein  replacing  fishmeal  on
growth performance and non-specific immunity of turbot (Scophthalmus maximus L.), this study was conducted using
50% fish meal group as the control group, and experimental groups with fermented cottonseed protein and cottonseed
protein were used as the experimental  group replacing 20% of fish meal in the feed. Three kinds of compound feeds
with  isonitrogenous  and isofat  (fish  meal  group,  cottonseed protein  group,  fermented cottonseed protein  group)  were
prepared. Turbot with an initial body weight of (17.52±0.02) g were cultured for 8 weeks. The results showed that the
weight gain rate (WGR), specific growth rate (SGR), and protein efficiency (PER) in the fermented cottonseed protein
group were significantly higher than those in the cottonseed protein group, and the feed coefficient (FCR) was signifi-
cantly lower (P<0.05), with no significant difference from the fish meal group. The antioxidant indices revealed that the
fermented group had significantly higher total antioxidant capacity (T-AOC) and superoxide dismutase (SOD) activity
in the liver than that in the cottonseed protein group, significantly higher catalase (CAT) activity than that in the fish
meal group, and significantly lower malondialdehyde (MAD) content than that in the fish meal group (P<0.05). Histo-
morphology analysis showed that the intestinal villi height in the fermented group was significantly higher compared to
the cottonseed protein group (P<0.05) and not significantly different from the fish meal group. In terms of immunity,
the  expression  of  intestinal  pro-inflammatory  factor  genes  (il-8,  ifnγ,  il-1β)  and  TLR2/NF-κB  pathway  genes  (tlr2,
myd88, nf-κb p65) was significantly suppressed in the fermented cottonseed protein group compared with the cotton-
seed  protein  group  (P<0.05),  with  no  significant  difference  from the  fish  meal  group.  Conversely,  the  expression  of
tight  junction  protein  genes  (zo-1,  occludin,  tricelluin)  was  significantly  up-regulated  (P<0.05),  in  which zo-1 and
occludin expression was significantly higher than that of fish meal group. Under the present experimental conditions,
Shewanella sp.  fermentation  of  cottonseed  protein  significantly  improved  the  negative  effects  of  cottonseed  protein
replacing fish meal on the turbot growth and immunity, and could replace 20% of fish meal in turbot feed.

Key words: Fermented cottonseed protein; Growth; Non-specific immunity; Turbot
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